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摘   要：由 Gα、Gβ 和 Gγ 这 3 个亚基组成的异源三聚体 GTP 结合蛋白(简称 G 蛋白)在真核生物的

信号转导中起着重要作用。拟南芥基因组中仅有 1个 Gβ亚基编码基因 AGB1，在免疫反应中起着正

调控作用，然而 AGB1 在大豆防御中的作用尚不清楚。鉴于大豆是四倍体植物，存在基因功能冗

余，本研究利用菜豆豆荚斑驳病毒诱导的基因沉默技术同时沉默大豆基因组中同源性高达

86%−97%的 4 个 GmAGB1 同源基因，以探究其在大豆免疫中的作用。沉默 GmAGB1 导致大豆植株

出现矮化表型，暗示 GmAGB1 可能参与大豆的生长发育；抗病性分析表明沉默 GmAGB1 导致大豆

对大豆斑疹病菌的抗性降低，而该抗性的降低与 GmAGB1 沉默植株叶片中病原菌侵染诱导的活性

氧的积累量的显著下降以及细菌中保守的鞭毛蛋白 N 端 22 个氨基酸小肽 flg22 诱导的 GmMPK3 激

活程度的显著降低相关联。此外，酵母双杂交实验证明大豆中的 GmAGB1 可能与 GmAGG1 存在互

作关系。综上所述，GmAGB1是大豆防御反应中的正调控因子，且大豆中G蛋白也可能以进化上保

守的异源三聚体的形式发挥作用。 
关键词：GmAGB1；G 蛋白；病毒诱导的基因沉默技术；防御反应；活性氧 
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Abstract: Heterotrimeric GTP-binding protein (G-proteins) complex, which consists of Gα, Gβ 
and Gγ subunits, plays critical roles in defense signaling. Arabidopsis genome contains only a 
single Gβ-encoding gene, AGB1. Loss function of AGB1 in Arabidopsis results in enhanced 
susceptibility to a wide range of pathogens. However, the function of soybean AGB1 in 
immunity has not been previously interrogated. Bioinformatic analysis indicated that there are 
four GmAGB1 homologous genes in soybean genome, sharing homology of 86%−97%. To 
overcome the functional redundancy of these GmAGB1 homologs, virus-induced gene silencing 
(VIGS) mediated by the bean pod mottle virus (BPMV) was used to silence these four genes 
simultaneously. As expected, these four GmAGB1 homologous genes were indeed silenced by a 
single BPMV-VIGS vector carrying a conserved fragments among these four genes. A dwarfed 
phenotype was observed in GmAGB1s-silenced soybean plants, suggesting that GmAGB1s play 
a crucial role in growth and development. Disease resistance analysis indicated that silencing 
GmAGB1s significantly compromised the resistance of soybean plants against Xanthomonas 
campestris pv. glycinea (Xag). This reduced resistance was correlated with the decreased 
accumulation of pathogen-induced reactive oxygen species (ROS) and the reduced activation of 
GmMPK3 in response to flg22, a conserved N-terminal peptide of flagellin protein. These 
results indicate that GmAGB1 functions as a positive regulator in disease resistance and 
GmAGB1 is indispensable for the ROS production and GmMPK3 activation induced by 
pathogen infection. Yeast two hybrid assay showed that GmAGB1 interacted with GmAGG1, 
suggesting that an evolutionary conserved heterotrimeric G protein complex similarly functions 
in soybean. 
Keywords: GmAGB1; guanine nucleotide-binding proteins; virus-induced gene silencing; 
defense responses; reactive oxygen species 

 
异源三聚体 G 蛋白是由 3 个不同的亚基 α、

β 和 γ 组成的复合体，其中 Gβ 和 Gγ 自动形成

二聚体，是不可分离的[1-4]。该蛋白复合体是真

核生物中高度保守的信号转导系统。动植物中的

异三聚体 G 蛋白不但在结构上相似，同时还具

有相对保守的作用机制。拟南芥基因组中编码  
1个Gα (GPA1)、1个Gβ (AGB1)、3个Gγ (AGG1、

AGG2 和 AGG3)[1-4]。Gα 亚基中除 GPA1 基因外，

还 发 现 了 非 典 型 的 Gα (XLG1 、 XLG2 和

XLG3)[5-6]。大豆是目前发现含有最多 G 蛋白基

因家族的植物，有 4 个 Gα、4 个 Gβ 和 10 个

Gγ[1,7-8]。植物 G 蛋白在众多信号传导途径中发

挥着重要作用[9-15]。动物基因组中编码大约 800 个

具鸟嘌呤核苷酸交换因子 (guanine nucleotide 
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exchange factor, GEF)活性的 G 蛋白偶联受体

(G-protein-coupled receptors, GPCR)[2-3]。但植物

基因组中并未发现典型的 GPCRs[16-18]，表明植

物中 G 蛋白信号激活的机制可能与动物有所不

同。大量证据表明，植物基因组中大量存在的受

体类激酶(receptor-like kinases, RLKs)发挥着与

动物中 GPCRs 同等作用，其感知并将细胞外刺

激信号传递给 G 蛋白，然后激活下游效应子从

而激活免疫反应[19-23]。 
异源三聚体 G 蛋白在抗病方面发挥着重要

作用。拟南芥 AGB1 功能丧失突变体对各种病

原物的侵染均表现高度敏感[24-35]。拟南芥 Gα 不

参与程序性细胞死亡 (programmed cell death, 
PCD)或病原体相关分子模式(pathogen-associated 
molecular patterns, PAMPs) 引 发 的 活 性 氧

(reactive oxygen species, ROS)的产生而参与植

物的防御反应，但可通过调控气孔关闭参与防御

反应[1,28,36]。拟南芥中 3 个 Gγ 亚基的编码基因

AGG1、AGG2 和 AGG3 之间存在功能冗余。agg1
或 agg2 单突变体对病原体的敏感性相较野生型

无显著差异 [28,36]，但 agg1agg2 双突变体和

agg1agg2agg3 三突变体对病原体的敏感性依次

增强[33,36]。上述结果表明 G 蛋白各亚基均对植

物抗病性起着重要作用，是植物免疫所必需的。 
异源三聚体 G 蛋白通过调控依赖于 NADPH 氧

化酶的 ROS 的生物合成而参与免疫防御反   
应[1,20-21,23,29-34,37-39]。诱导活性氧是植物遭病原物

侵染后最快的防御反应之一[39-42]。植物中 ROS
的来源主要是定位于质膜上的 NADPH 氧化酶

复合体催化形成[40-41]。拟南芥 NADPH 氧化酶是

由 10 个亚基(RbohA−RbohJ)组成的复合体[40]。

其中，RbohD 和 RbohF 是病原菌侵染诱导合成

ROS 的最重要亚基[42-43]。拟南芥 agb1 突变体、

xlg2 突变体和 agg1agg2 双突变体中由 flg22、elf18
和 chitin 等诱导合成的活性氧显著减少[1,20-21,27,38]，

且对丁香假单胞杆菌的抗病性显著降低[20-21,27,38]。 

这些结果说明 RLKs 和 G 蛋白作用于同一免疫

信号通路调控 ROS 的产生[15]。活性氧 ROS 在防

御中具双重效应[37,42,44]。高浓度 ROS 对植物细

胞具直接毒害作用，使细胞处于氧化胁迫状态，

并可诱导启动程序性细胞死亡[45]；而低浓度的

ROS 可调控植物细胞对环境胁迫的应答[42,44]。

突变体分析表明，G 蛋白和 AtRbohD 与 AtRbohF
作用于同一信号通路中，AtAGB1 对 AtRbohD 和

AtRbohF 具有上位性[30]。另一方面，植物通过调

控气孔关闭限制病原物进入叶片，起到防御效

果。植物一旦感知到病原物的入侵便会关闭气

孔，限制病原体侵入[46]。ROS 作为第二信使可激

活 Ca2+通道，造成 Ca2+的内流，而 Ca2+的内流则

可促进气孔关闭，限制病原物侵入[31,47-48]。 
拟南芥 AGB1 功能丧失不影响 MPK3/MPK6

的激活，但降低了 MPK4 的激活[27]，表明 AGB1
参与不依赖于 MPK3/MPK6 但依赖于 MPK4 的

防御途径。拟南芥 MPK4 作用于 MEKK1-MKK1/ 
MKK2 的下游，在防御反应中起负调控作用[27]。

但发现 mekk1 与 mkk1/mkk2 突变体中 flg22 所诱

导产生的 ROS 并未受影响，说明 AGB1 很可能

还参与了不依赖于 MPK4 的防御途径[38]。 
迄今为止对拟南芥 G 蛋白已有广泛而深入

的研究，但对其在大豆中的研究才刚刚开始。本

研究利用豆荚斑驳病毒-病毒诱导的基因沉默

(bean pod mottle virus-virus-induced gene 
silencing, BPMV-VIGS)系统同时沉默了大豆基

因组中的 4 个 AGB1 同源基因，发现同时沉默这

些基因可降低大豆的抗病性；而其抗性的降低与

细菌侵染所诱导的H2O2的生成减少及 GmMPK3
激活的降低相关联；酵母双杂实验结果表明

GmAGB1 可能与 GmAGG1 存在相互作用关系。

综上所述，GmAGB1 同源基因在大豆免疫中起

正调控作用，且大豆 G 蛋白也可能以进化上保

守的异源三聚体的形式发挥作用。 
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1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  大豆 

本研究中使用的大豆品种为 Williams 82，
种植在 22 ℃的生长箱中，光周期为 16 h 照明/8 h
黑暗。 
1.1.2  菌种 

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α/TOP10、
大豆黄单胞杆菌 (Xanthomonas campestris pv. 
glycines, Xag)、大豆假单胞杆菌(Pseudomonas 
syringae pv. glycinea, Psg) R4 菌株以及酵母

AH109 菌株。 
1.1.3  flg22 

源自 Psg 的 flg22 小肽由杭州华安生物技术

有限公司合成[49-50]。 

1.2  方法 
1.2.1  BPMV 介导的 VIGS 技术-载体构建、基

因枪法侵染及沉默效果验证 
BPMV-VIGS 载体的构建以及利用基因枪法

侵染大豆幼苗此前已有描述[51-52]。通过 BLAST
以及关键词搜索大豆基因组(https://phytozome- 
next.jgi.doe.gov/Phytozome)，发现大豆编码 4 个

GmAGB1 同源基因：Glyma.11G118500、Glyma. 
12G043900、Glyma.04G013100和Glyma.06G013000。
首先用Glyma.11G118500-F 与Glyma.11G118500-R
这对引物(表 1)从大豆 cDNA 中扩增出 354 bp 的

片段，接着用 BamH I 与 Kpn I 对该扩增片段进

行双酶切，然后连接至用 BamH I 与 Kpn I 双酶

切的 BPMV2 载体中构建成可同时沉默上述 4 个

基因的 BPMV 沉默载体 BPMV2-AGB1s。 
载体构建成功后，将 BPMV2 空载体和

BPMV2-AGB1s 质粒分别与 BPMV1 质粒混合包

被在 1.6 μm 金粉颗粒上，接着利用 PDS-1000/He
基因枪将上述金粉颗粒分别轰至生长 7 d 左右

大豆幼苗两片展开的真叶上；待 3 周左右，侵

染成功的大豆植株的上部系统叶片便会出现

病毒症状。在有症状的系统叶片打孔取样后提

取 RNA 进行沉默效果的验证。验证成功后，

将所有具病毒症状的系统叶片收集后在磷酸

缓冲液中研磨，离心后含大量病毒的汁液保存

于−80 oC 超低温冰箱储存，用于后续大规模摩

擦接种。 
1.2.2  反转录 PCR (reverse transcription-PCR, 
RT-PCR) 

cDNA 的合成：总 RNA 的提取按生产商提

供的方法进行(Invitrogen)；cDNA 的合成按厂商

提 供 的 方 法 (ReverTra Ace qPCR RT Kit, 
TOYOBO)进行。  

PCR 反应：PCR 反应按 Tian 等[50]所述方法

进行。用 SYBR green qPCR RT 试剂盒(TOYOBO)
进行 qPCR，qPCR 反应按生产商提供的操作手

册 进 行 。 qPCR 扩 增 所 用 仪 器 为 Applied 
Biosystems Quantstudio 1 (Thermofisher)。 
1.2.3  引物信息 

本研究所用引物信息见表 1。 
1.2.4  沉默效果验证 

分别用沉默验证引物(表 1)对从沉默植株中提

取的 RNA 所合成的 cDNA 进行 RT-PCR 分析。 
1.2.5  接种大豆斑点病病菌及菌落单位计数分析 

Xag 的培养、接菌及菌落计数分析按文献中

所描述方法进行[50]。 
1.2.6  GmMPK3/6 磷酸化激活分析 

大豆叶片中蛋白质的提取、SDS-PAGE 胶分

离、转膜以及 Western blotting 均参见已发表的

方 法 [49] 。 蛋 白 提 取 液 组 分 为 ： 50 mmol/L 
Tris-MES (pH 8.0)，0.5 mol/L 蔗糖，1 mmol/L 
MgCl2，10 mmol/L EDTA，5 mmol/L DTT，另加

蛋白酶抑制剂混合液(protease inhibitor cocktail 
S8830, Sigma-Aldrich)。所用抗体为 p44/p42  
抗体(Cell Signaling Technology)，稀释倍数为

1:3 000。 
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表 1  本研究所用的引物[1] 

Table 1  Primers used in this study[1] 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 

Primers for BPMV-VIGS vector construction 

Glyma.11G118500-F AAAGGATCCATAGTGTGGAATGCTCTAACTAG 32 

Glyma.11G118500-R AAAGGTACCCTACATCTGCAGTATGTCCAGA 31 

Primers for silencing examination 

BPMV-F CAAGAGAAAGATTTGTTGGAGGGA 24 

BPMV-R ACAAGGAAATCCGGTACGCTT 21 

Glyma.11G118500-V-F ACCTTCTTTCCATCAATAATAAAG 24 

Glyma.11G118500-V-R TAAAAGTAGAAATTGCCAAAAC 22 

Glyma.12G043900-F TCAGAAAGTCAGAAACAACTTG 22 

Glyma.12G043900-R ATCTCCATTTGTGTATCCAGC 21 

Glyma.04G013100-F GAATTTATTTAGGAAGCATGGT 22 

Glyma.04G013100-R TTTTGAAGAGATCCTAAATTCAA 23 

Glyma.06G013000-F AGGTTTCTTGCAAAGATTGT 20 

Glyma.06G013000-R TGAGTTTTCTGGCTTGTTAGA 21 

GmElF1b-F GAGCTATGAATTGCCTGATGG 21 

GmELF1b-R CGTTTCATGAATTCCAGTAGC 21 

Primers for Y2H constructs 

pGBKT7-GmAGB1-F AAGCATATGATGTCTGTTACGGAGCTCAA 28 

pGBKT7-GmAGB1-R TTGGAATTCTTAAGTTGTCCTCCTATGCC 28 

pGADT7-GmAGG1-F TTGGGATCCATGGCGTCTGAAACGGC 26 

pGADT7-GmAGG1-R TTGCTCGAGTCAAAGTATCCAACATCTACATGC 33 
The bold sequences are BamH Ⅰ and Kpn Ⅰ restriction sites, for cloning PCR fragments into BPMV-VIGS. 
 
1.2.7  pGBKT7/GmAGB1和 pGADT7/GmAGG1
酵母双杂交载体的构建及酵母双杂交分析 

利用表 1 所列引物通过 RT-PCR 扩增出

GmAGB1 和 GmAGG1 的全长 cDNA 片段；将所

扩增出的全长 GmAGB1 与 GmAGG1 cDNA 分别

用 Nde I/EcoR I 和 BamH I/Xho I 进行双酶切；接

着电泳后割胶回收上述片段；然后将纯化回收的

上述两个片段分别克隆至用同一组限制性内切

酶切割并纯化回收的 pGBKT7 与 pGADT7 载体

中。通过菌落 PCR 及测序分析对构建好的载体

进行确证，最后按生产商(Clontech)提供的方法

将上述构建好的载体共同转化至 AH109 酵母菌

株进行互作分析。 

2  结果与分析 
2.1  大豆 GmAGB1 同源基因基之间同源性

关系分析 
用拟南芥 AGB1 序列 BLAST 大豆基因组

(phytozome)，结果发现大豆基因组中有 4 个 AGB1
同源基因：Glyma.11G118500、Glyma.12G043900、
Glyma.04G013100 和 Glyma.06G013000[1]。它们与

拟南芥 AGB1 基因的同源性均高于 75% (表 2)[1]。

序列分析表明 GmAGB1 家族中的 4 个基因可分

为 2 个亚组，亚组之内同源性高达 97%，而亚组

之间同源性也高达 86%以上(表 2)[1]。从这 4 个

GmAGB1 基因序列比结果中发现有一段相对保
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守的区域(图 1)。在 Glyma.11G118500 基因中选取

一个354 bp的片段用于构建BPMV-GmAGB1沉默

载体。该沉默片段与同亚组 Glyma.12G043900 基

因之间同源性高达 97%以上，与另一亚组 2 个

基因 Glyma.04G013100 和 Glyma.06G013000 之

间的同源性高达 89%以上，这 4 个基因之间还有

4 个连续超过 20 bp 以上能够产生 siRNA 的 100%
同源区段(图 1，红色框区域)。由于利用 BPMV- 

 

表 2  大豆 GmAGB1 同源基因以及拟南芥 AGB1 基因之间的同源性比较 
Table 2  Comparison of homology between soybean and Arabidopsis GmAGB1 homologs 
Gene ID Glyma.11G118500 (%) Glyma.12G043900 (%) Glyma.04G013100 (%) Glyma.06G013000 (%) 
Glyma.12G043900 97    
Glyma.04G013100 87 87   
Glyma.06G013000 87 86 97  
AT4G34460 76 76 75 75 

 

 
图 1  GmAGB1 四个同源基因的基因编码区序列的进化聚类分析以及 GmAGB1 沉默片段的序列比对   
A：大豆基因组中 4 个 GmAGB1 同源基因的聚类分析. 拟南芥 AGB1 基因(At4G34460)用作参考基因. 进
化树用 MEGA5.10 软件绘制. B：大豆 GmAGB1 四个同源基因中对应于构建沉默载体片段的序列比对。

Glyma.11G118500 片段序列中选取与 Glyma.12G043900、Glyma.04G013100 及 Glyma.06G013000 同源性

最高的片段作为 GmAGB1 的沉默片段；方框内是表示 4 个基因间同源性为 100%的区段，箭头部分表示

所用引物序列 
Figure 1  Phylogenetic analysis of the sequences of the coding regions of four GmAGB1 genes and the 
alignment of the sequences corresponding to the silencing fragments of the four GmAGB1 genes used for VIGS 
vector construction. A: Phylogenetic analysis of the sequences of the coding regions of four GmAGB1 genes in 
soybean. The Arabidopsis AGB1 gene (At2G38470) was used as a reference gene. MEGA5.10 was used for 
phylogenetic analysis. B: Sequence alignment of the four GmAGB1 gene fragments corresponding to the 
silencing fragment used for construction of VIGS vector. The Glyma.11G118500 fragment was used for making 
the BPMV-VIGS silencing construct; The boxed-sequences indicated 100% homologous segments among these 
four genes. The sequence regions of both forward and reverse primers are indicated on top of the alignment. 
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VIGS 系统可以同时沉默同源性高达 85%以上的

两个或多个基因[53-54]，因此选取 Glyma.11G118500
中保守的 354 bp 片段，理论上不但可以沉默   
同亚组的另一个基因，还可同时沉默另一亚组的

2 个基因，即同时沉默 4 个 GmAGB1 基因。 
将上述构建好的 BPMV-GmAGB1 沉默载体与

BPMV-0空载体按已发表的基因枪方法分别侵染大

豆幼苗[51-52]。将侵染成功后具明显病毒症状的叶片

研磨后用磷酸缓冲液提取病毒汁液用于摩擦法批

量接种，接种 2 周左右便可在上部未接种叶片上看

到明显的病毒症状，说明病毒已从接种叶片移动至

上部系统。结果发现 BPMV-GmAGB1 沉默植株较

BPMV-0 空载体对照植株显著矮小(图 2A 与 2B)，说

明沉默GmAGB1对大豆的生长发育有一定的影响[1]。 

 
图 2  同时沉默 4 个 GmAGB1 同源基因导致大豆植株矮化   A：与空载体株相比，沉默 GmAGB1 导致

大豆植株出现矮化表型. B：BPMV-0 空载体植株与 GmAGB1 沉默植株株高比较. ***代表显著性水平

P<0.000 1 (Student’s t test). C：用 BPMV-RNA2 载体上引物所做的 RT-PCR 结果表明从 GmAGB1 沉默植

株中扩增出的片段大于从空载体侵染植株中扩增出的长度，且该长度的增加与插入靶基因片段的大小相

符. D：RT-PCR 分析表明 GmAGB1 沉默植株中 Glyma.11G118500、Glyma.12G043900、Glyma.04G013100
和 Glyma.06G013000 被同时沉默，GmELF1b 用作内参基因 
Figure 2  Silencing four GmAGB1 homologous genes simultaneously in soybean results in a dwarfed stature. 
A: Silencing GmAGB1 led to a dwarfed stature compared with the BPMV-0 plants. B: Comparison of the height 
of the GmAGB1-silenced plant with that of vector control plant. *** represents significant difference at 
P<0.000 1 (Student’s t test). C: The RT-PCR product from the GmAGB1-silenced plants is larger than that of the 
vector control plants using a pair of primers on the BPMV-RNA2 vector. The increased length of the fragment 
in the BPMV-GmAGB1 plants is equivalent to the size of the inserted fragment. D: RT-PCR analysis using the 
gene-specific primers confirmed that the four GmAGB1 homologous genes: Glyma.11G118500, 
Glyma.12G043900, Glyma.04G013100, and Glyma.06G013000 were silenced simultaneously in the 
GmAGB1-silenced plants. GmELF1b was used as a reference gene. 
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仅凭病毒症状并不能确定沉默植株中的

GmAGB1 基因是否被沉默。为了确证 GmAGB1
的确被沉默，需进行 RT-PCR 分析。用 BPMV
载体上的特异性引物进行 RT-PCR 分析，发现从

BPMV-GmAGB1 植株中扩增出的片段显著大于

从 BPMV-0 空载体植株中扩增出的片段，且扩增产

物增加的幅度与插入的靶基因片段大小一致(图
2C)；利用 4 个 GmAGB1 同源基因特异性引物进行

的 RT-PCR 分析结果表明，GmAGB1 沉默植株中不

但 Glyma.11G118500 被沉默，Glyma.12G043900、
Glyma.04G013100 和 Glyma.06G013000 也均被同

时沉默(图 2D)，表明用同一 BPMV-GmAGB1 载体

同时沉默了 4 个 GmAGB1 同源基因[1]。 
2.2  GmAGB1 沉默植株对大豆斑疹病菌

(Xanthomonas campestris pv. glycines, Xag)
的抗性降低  

为了解 GmAGB1 在大豆中抗病性方面的效

应，通过喷施侵染法同时对 GmAGB1 沉默植株

和 BPMV-0 空载体植株叶片喷施大豆斑疹病菌

菌液，接种细菌 6 d 后细菌菌落计数分析表明

GmAGB1 沉默植株叶片中菌落数显著高于

BPMV-0 空载体叶片(图 3)，表明沉默 GmAGB1
显著降低了大豆对大豆斑疹病菌的抗性，即

GmAGB1 为大豆防御反应的正调控因子。 
2.3  沉默 GmAGB1 显著降低大豆叶片中病

原菌侵染诱导的 ROS 积累量  
拟南芥 G 蛋白作用于类受体激酶(receptor- 

like kinases, RLKs)下游调控依赖于 RbohD 与

RbohF 的 ROS 的生物合成[20-23,30]。AtRbohD 和

AtRbohF 亚基与 G 蛋白作用于同一信号通路，负

责防御相关的 ROS 的生物合成[1,30]。拟南芥 agb1
突变体叶片中 PAMPs诱导的 ROS积累量显著降

低且对病原菌的抗性显著下降[1,30,33,38,45]。用大豆

斑点病菌 (Pseudomonas syringae pv. glycinea, 
Psg)分别对空载体对照植株与 GmAGB1 沉默植

株叶片处理不同时间，然后用 DAB 染色法对

ROS 的积累情况进行检测。结果发现，与 BPMV-0
植株相比，GmAGB1 沉默植株中 Psg 侵染诱导产

生的 ROS 积累量显著减少(图 4)，说明大豆

GmAGB1参与调控病原菌诱导的ROS生物合成。 
2.4  GmAGB1沉默植株中GmMPK3/6激酶

对 flg22 的应答分析  
丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 (mitogen-activated 

protein kinases, MAPKs)级联途径是植物防御反

应信号转导途径中的重要组分之一[55]。植物中

MPK3 和 MPK6 为免疫反应的正调控因子，而

MPK4 则起负调控作用 [55-56]。为了检测沉默

GmAGB1 是否影响 MAPK 的激活，用 10 µmol/L 
flg22 对 BPMV-0 对照植株及 BPMV-GmAGB1 植

株叶片处理 0–6 h，在不同时间点取样后进行激

酶活性分析。flg22 是细菌鞭毛蛋白 N 端含 22 个

氨基酸的小肽，可被类受体激酶 2 (flagellin sensing 
 

 
 

图 3  BPMV-0 空载体植株与 GmAGB1 沉默植株

叶片接种大豆斑疹病菌后菌落形成单位比较   
Xag 接种后 6 d 后 BPMV-0 与 BPMV-GmAGB1 沉

默植株细菌菌落计数统计. *与***分别代表显著性

水平 P<0.05 与 P<0.001 (Student’s t test) 
Figure 3  Comparison of the colony forming units 
between the BPMV-0 and the GmAGB1-silenced 
plants infected by Xanthomonas campestris pv. 
glycines (Xag) at 0 and 6 d post inoculation (dpi). * 
and *** represents significant difference at P<0.05 
and P<0.001, respectively (Student’s t test). 
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2, FLS2)识别，从而激活 MAPKs 信号途径。用

可识别磷酸化态 MPK3/4/6 的抗体 phospho-p44/42 
MAP Erk1/2 经 Western blotting 对所采集叶片中

的蛋白样品进行激酶分析。结果表明 flg22 诱导

的 GmMPK6 的激活程度在空载体植株叶片与

GmAGB1 沉默植株叶片之间并无显著差异(图 5)；

而在 flg22 诱导 30 min 及 120 min 时，GmMPK3
在 GmAGB1 沉默植株叶片中的激活程度显著低

于空载体对照叶片(图 5)，说明 GmAGB1 的功能

在 flg22 诱导的 GmMPK3 的激活中起着重要作

用，而 GmMPK3 激活程度的降低可能是

GmAGB1 沉默植株抗病性降低的原因之一。 
 

 
 

图 4  沉默 GmAGB1 导致大豆斑点病菌(Pseudomonas syringae pv. glycinea, Psg)侵染诱导的 H2O2积累水

平显著降低   从 BPMV-0 空载体植株与 GmAGB1 沉默植株采取的叶片用 Psg 分别侵染 0 h (A)与 3 h (B)，
然后用 DAB 进行染色. 棕色显示 H2O2 的积累 
Figure 4  Silencing GmAGB1 results in a reduced accumulation of H2O2 induced by Psg (Pseudomonas 
syringae pv. glycinea) infection. The leaves collected from BPMV-0 and GmAGB1-silenced plants were 
subjected to Psg infection for 0 h (A) or 3 h (B). The accumulation of H2O2 was visualized by DAB staining. 
The presence of brownish color indicated H2O2 accumulation. 

 
 

 
 

图 5  GmAGB1 沉默植株叶片中 flg22 诱导的 GmMPK3 激酶激活程度降低    取 BPMV-0 和

BPMV-GmAGB1 沉默植株叶片，在湿润滤纸上孵育 24 h，以去除伤害效应；然后用 10 µmol/L 的 flg22
分别处理上述叶片 0−6 h，并在不同时间段取样；最后用专一性识别磷酸化态 MPK3 与 MPK6 的抗体

phospho-p44/42 MAP Erk1/2 通过 Western blotting 进行激酶分析. 用考马斯亮蓝染色作为上样量对照 
Figure 5  The flg22-induced activation of GmMPK3 is reduced in the GmAGB1-silenced plants relative to 
vector control BPMV-0 plant. The leaf discs collected from BPMV-0 和 BPMV-GmAGB1 plants were incubated 
on the moisture filter papers to eliminated wounding effect followed by treatment with 10 µmol/L flg22 for 
different time as indicated. The kinase activity was examined on the protein samples extracted from these leaf 
discs by a western blotting analysis using a phospho-p44/42 MAP Erk1/2 antibody that specifically recognizes 
phosphorylated MPK3 and MPK6. CBS (coomassie blue staining) was used as a loading control. 
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2.5  GmAGB1 与 GmAGG1 互作 
为了确定大豆中 G 蛋白是否以异源三聚体形

式存在 [2-3]，本研究利用酵母双杂交(yeast two 
hybrid, Y2H)技术对 GmAGB1 与 GmAGG1 进行了

互 作 分 析 ， 成 功 构 建 了 BD-GmAGB1 和

AD-GmAGG1 载体并将这 2 个载体共转化至

AH109 菌株。另外，共转化 BD-GmAGB1+AD 以

及 AD-GmAGG1+BD 组合至 AH109 菌株作为阴

性对照。将上述共转化的酵母菌株分别在二缺培

养基(缺亮氨酸与苏氨酸)和四缺培养基(缺亮氨

酸、苏氨酸、组氨酸与丙氨酸)上进行培养。

BD-GmAGB1+AD 以及 AD-GmAGG1+BD 共转化

酵母菌株可在二缺培养基生长，但不能在四缺培

养基上生长，说明 BD-GmAGB1 和 AD-GmAGG1
并 没 有 自 激 活 现 象 。 而 BD-GmAGB1+AD- 
GmAGG1 共转化酵母菌株既可以在二缺陷培养基

上生长，也可以在四缺培养基上生长，说明

GmAGB1 可能与 GmAGG1 互作(图 6)。共转化

AD-T (T 基因编码 SV40 病毒大 T 抗原)与 BD-p53 
(p53 基因编码肿瘤抑制蛋白)的 AH109 菌株作为

阳性对照，共转化 AD-T 与 BD-Lam (Lam 基因编

码人 Lamin C 蛋白)的 AH109 菌株作为阴性对照。 
 

 
图 6  GmAGB1 与 GmAGG1 之间可能存在互作   pGBKT7/GmAGB1 和 pGADT7/GmAGG1 共转化

AH109 后，共转化菌株既可在不含 Trp 与 Leu 的二缺培养基正常生长，也可在不含 Trp、Leu、His 和 Ade
的四缺培养基上生长，表明 GmAGB1 可能与 GmAGG1 存在直接相互作用. 共转化 BD-GmAGB1 与 AD
或共转化 BD 与 AD-GmAGG 的 AH109 菌株均不能在四缺培养基上生长，说明无自激活现象. 共转化

pGBKT7/Lam 与 pGADT7-T 的 AH109 菌株作为阴性对照，共转化 pGBKT7/p53 和 pGADT7-T 的 AH109
菌株作为阳性对照. 1×、5×与 10×代表稀释倍数. SD-LT 为缺亮氨酸与苏氨酸的二缺培养基，SD-LTHA 为

缺亮氨酸、苏氨酸、组氨酸与腺嘌呤的四缺培养基 
Figure 6  GmAGB1 interacts with GmAGG1 in a yeast two hybrid assay. The AH109 strain co-transformed with 
BD-GmAGB1 and AD-GmAGG1 not only grew on the medium without containing Trp and Leu but also on the 
medium without containing Trp, Leu, His and Ade, indicating that GmAGB1 directly interacted with GmAGG1. 
The AH109 strain co-transformed with BD-GmAGB1 and AD or with BD and AD-GmAGG1 did not grow on the 
quadruple dropout medium, indicating that there was no self-activation. The AH109 strain co-transformed with T 
and Lam was included as a negative control, and the AH109 strain co-transformed with p53 and T was included as 
a positive control. 1×, 5× and 10× represent diluting factors. SD-LT is a dropout SD medium without leucine and 
threonine and SD-LTHA is a dropout medium without leucine, threonine, histidine and adenine. 
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3  讨论 
动、植物中的异源三聚体 G 蛋白均由 α、β

和 γ 三个亚基组成[2-3]。Gβ 和 Gγ 不可分离，始

终以异源二聚体形式存在[4,57-58]。动、植物中 G
蛋白被激活后，Gα 便与 Gβγ 二聚体分离，然后

通过各自的下游的效应因子以不同方式激活免

疫反应[2-3]。拟南芥基因组中仅有 AGB1 一个基

因编码 Gβ 亚基，其功能丧失可降低拟南芥对各

种病原物的抗性[23-34]。 
大量研究表明 BPMV-VIGS 可成功用于研

究大豆的基因功能[59-66]，且利用 BPMV-VIGS 可

同时沉默同源性高达 85%以上的两个或多个基

因[53-54]。本研究拟通过利用 BPMV-VIGS 技术同

时沉默多个 GmAGB1 基因以检测其在大豆免疫

中的作用。通过 RT-PCR 分析，发现 GmAGB1

沉默植株中这 4 个 GmAGB1 同源基因被同时沉

默(图 2)，再次证明 VIGS 技术在克服基因功能

冗余方面的优势。 
与拟南芥 agb1 突变体矮小的表型相似[36]，

沉默 GmAGB1 也导致大豆植株出现矮化表型(图
2)，说明 AGB1 在植物生长发育的调控方面起着

重要作用。沉默 GmAGB1 同时导致大豆对 Xag

的抗性降低(图 3)，这也与拟南芥 agb1 突变体对

多种病原菌的抗病性降低这一结果相似[15]，说

明 AGB1 同源蛋白在调控发育与抗病性方面的

功能在不同植物间是高度保守的。这可能与异源

三聚体 G 蛋白作用于多个 RLKs 下游作为植物发

育与防御信号的共同汇聚点这一事实相关[15]。 
活性氧暴发是植物类受体激酶在感知到病

原菌侵染后的最初反应之一[41-44]。NADPH 氧化

酶是病原菌诱导产生 ROS 的关键酶。拟南芥

NADPH 氧化酶是以复合体形式发挥作用，其由

10 个亚基 (AtRbohA−J)组成 [30]。AtRbohD 和

AtRbohF 是诱导合成 ROS 的关键亚基[40-43]。拟

南芥异源三聚体 G 蛋白在 RLKs 的下游发挥作

用，参与 ROS 的生物合成[20-23,28-33,36-38]。遗传学

证据证明 AGB1 和 RbohD/RbohF 在同一信号通

路中发挥作用，AGB1 作用于 AtRbohD 和

AtRbohF 的下游[30]。本研究发现沉默 GmAGB1
后，大豆植株中 Psg 侵染所诱导的 ROS 积累量

较空载体植株显著降低(图 4)，表明 GmAGB1
的功能是 Psg 诱导合成 ROS 所必需的。拟南芥

agb1 突变体中 flg22 诱导产生的 ROS 量较野生

型中显著减少[27,38]，说明拟南芥和大豆 AGB1
同源蛋白在病原菌诱导产生ROS 方面的功能是保

守的。气孔是病原菌入侵植物的主要门户之一，

植物通过调控气孔的关闭来限制病原物入侵[28,41]，

作为第二信使，ROS 可激活 Ca2+通道，造成 Ca2+

内流，从而促进气孔关闭[43,46]。采用喷施法对大

豆植株叶片接菌，发现 GmAGB1 沉默植株对 Xag
的抗性较空载体对照植株显著降低 (图 3)。
GmAGB1 沉默植株抗病性的降低与其叶片中

Psg 诱导所产生的 ROS 积累量的降低(图 4)呈正

相关，说明 GmAGB1 沉默植株中 ROS 对气孔的

调控的改变可能是造成其对 Xag 抗性降低的部

分原因。 
flg22 诱导 GmMPK6 的激活在 GmAGB1 沉

默植株与对照植株之间并没有显著差异，但

GmMPK3 的激活却显著降低(图 5)，与 GmAGB1
沉默植株对 Xag 的抗性降低(图 3)呈正相关。而

植物中 MPK3 的激活与细胞死亡及抗病性均呈

正相关[67]，说明 GmAGB1 沉默植株中 GmMPK3
激活的减弱(图 5)是其对 Xag抗性降低(图 3)的主

要原因之一。与野生型 Col-0 相比，拟南芥 agb1
突变体中 flg22 诱导的 MPK3 和 MPK6 的激活都

没有显著差异[27,38]，说明大豆和拟南芥中 AGB1
介导的免疫反应在下游信号途径上可能存在差

异[1]。拟南芥 agb1 突变体中 flg22 诱导的 MPK4
激活程度降低 [27,38]。拟南芥 MPK4 作用于
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MEKK1-MKK1/MKK2 的下游，在 SA 介导的防

御反应中起负调控作用[1,68-71]。在大豆中，无论

是用不同浓度的 flg22 或 SA 处理，还是用 Psg
侵染均检测不到 GmMPK4 的激活[1,49]，因此目

前还不能确定 GmMPK4 是否作用于 GmAGB1
的下游[1]。  

拟南芥中的 Gβ 分别与 Gα、Gγ 互作[12-13]。

大豆基因组编码 4 个 Gα、4 个 Gβ 和 10 个 Gγ[7-8]，

不同 GmGβ 与 GmGγ 之间存在互作[1,7-8]。酵母双

杂交实验证明 GmAGB1 很可能与 GmAGG1 存

在互作(图 6)，说明大豆中 G 蛋白很可能也是通

过形成异源三聚体发挥作用。 
综上所述，通过对 GmAGB1 沉默植株的表

型观察及抗病性分析，揭示在大豆中沉默

GmAGB1 同源基因可影响大豆的正常生长发育

并造成抗病性降低，而其抗病性的降低与病原菌

侵染所诱导的ROS积累量的降低及 flg22诱导的

GmMPK3 激活程度的减弱相关联。GmAGB1 沉

默植株中 ROS 积累量的降低可导致双重效应，

ROS 积累量的降低不但减少了其对细菌的直接

毒害作用或阻断了 ROS 介导的下游信号途径，

而且还可能影响对气孔关闭的调控，从而最终影

响抗性。G 蛋白在不同植物免疫反应中的功能是

保守的。 
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