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摘   要：自噬在生物体细胞内物质循环利用及适应各种胁迫方面起着重要作用。然而，对大豆自

噬途径的研究鲜有报道。本研究利用大豆豆荚斑驳病毒(bean pod mottle virus, BPMV)介导的基因沉

默技术，对大豆自噬相关基因 5 (autophagy-related gene 5, ATG5)同源基因进行沉默。结果发现，经

暗处理的 GmATG5 沉默植株叶片上积累过量的 ATG8 蛋白，说明自噬降解途径受损；与自噬途径受

损相一致，暗处理的GmATG5沉默植株叶片出现明显的衰老加速的表型；另外，GmATG5沉默植株

叶片中活性氧(reactive oxygen species, ROS)的积累量以及水杨酸含量显著增加，说明沉默 GmATG5
激活了免疫反应；抗病性分析表明，GmATG5 沉默植株对大豆斑点病菌(Pseudomonas syringae pv. 
glycinea, Psg)的抗性较空载体对照植株显著增强，但该抗病性的增强并不依赖于丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)途径的激活。  
关键词：自噬；病毒诱导的基因沉默；免疫反应；丝裂原活化蛋白激酶(MAPK) 
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Abstract: Autophagy plays an essential role in recycling/re-utilizing nutrients and in adaptions to 
numerous stresses. However, the roles of autophagy in soybean have not been investigated 
extensively. In this study, a virus-induced gene silencing approach mediated by bean pod mottle virus 
(BPMV) was used to silence autophagy-related gene 5 (ATG5) genes in soybean (referred to as 
GmATG5). Our results showed that ATG8 proteins were massively accumulated in the dark-treated 
leaves of the GmATG5-silenced plants relative to the vector control plants (BPMV-0), indicating that 
autophagy pathway is impaired in the GmATG5-silenced plants. Consistent with the impaired 
autophagy, an accelerated senescence phenotype was observed on the leaves of the dark-treated 
GmATG5-silenced plants, which was not shown on the leaves of the dark-treated BPMV-0 plants. In 
addition, the accumulation levels of both reactive oxygen species (ROS) and salicylic acid (SA) were 
significantly induced in the GmATG5-silenced plants compared with that of the vector control plants 
(BPMV-0), indicating an activated immunity. Accordingly, the GmATG5-silenced plants exhibited 
significantly enhanced resistance against Pseudomonas syringae pv. glycinea (Psg) in comparison 
with the BPMV-0 plants. Nevertheless, the activated immunity observed in the GmATG5-silenced 
plant was independent of the activation of mitogen-activated protein kinase (MAPK). 
Keywords: autophagy; virus-induced gene silencing; immunity; mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) 

 
在真核生物中，自噬是在营养缺乏条件下降

解与重复利用细胞内营养元素的重要的保守机

制[1-2]。在正常生长条件下，自噬帮助细胞维持

新陈代谢产物的稳态平衡，而在胁迫条件下，其

可将损坏的细胞器、不能被 26S 蛋白酶体降解的

变性蛋白的聚集物以及不需要的代谢物运送至

液泡或溶酶体进行降解成基本单元后重新用于

营养循环[2-4]。植物自噬途径需要 40 多种自噬相

关基因(autophagy-related gene, ATG)编码的蛋白

协同参与完成[2,5]。自噬的发生需要形成双层膜

的自噬体(autophagosomes)。自噬体的形成起始

于吞噬泡组装点，新的膜在该组装点不断形成、

扩展、内陷并逐渐封闭，将附近需要降解的货物

包裹其中，最终形成自噬体[1-2]。自噬体形成后

随即被运至液泡附近，自噬体的外膜与液泡膜融

合、然后向内凹陷，将只有内膜的自噬体(又称

自噬小体，autophagic bodies)运进液泡，最后其

内膜及包裹其中的内容物被液泡中所含大量嗜

酸性的各种水解酶降解成基本单元，这些基本单

元又被重新运回细胞质为细胞提供新的合成原

料[2]。据报道，自噬在植物中涉及参与众多生物

学过程，其中包括生长与发育、激素反应、胁迫
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适应、衰老、细胞死亡以及抗病性[6-15]。 
先前自噬被认为是非选择性的，但现已知由

受体蛋白介导的选择性自噬途径可通过与嵌在

自噬体膜上的 ATG8 互作而招募并清除泛素化

的蛋白或蛋白聚集体、受损的细胞器、入侵病原

物的某种蛋白乃至整个病原物[15]。通过修饰将

磷脂酰乙醇胺 (phosphatidylethanoamine, PE)加
在 ATG8 的 C 末端的甘氨酸残基(ATG8-PE)是将

ATG8 嵌入自噬体膜的前提条件[2]。ATG8 的 PE
化不但对自噬体的形成至关重要，同时在选择性

自噬中发挥着关键作用[2,15]。ATG8 首先被翻译

为一个较长的前体，经蛋白酶 ATG4 切割后暴露

出 C 末端的甘氨酸残基[2,16]。ATG8-PE 的形成需

要通过类似于泛素化 (ubiquitylation)的催化过

程。ATG8-PE 连接酶由 Ub-折叠蛋白 ATG12、
ATG12 的靶蛋白 ATG5 及其支架蛋白 ATG16 组

成。经 ATG7 与 ATG12 专一性 E2 结合酶的顺次

作用，催化 ATG12 碳端的甘氨酸与 ATG5 中保

守的赖氨酸之间形成一个异肽键 (isopeptide 
bond)，从而使 ATG12 与 ATG5 结合。两分子

ATG12-ATG5 通过 ATG5 与 ATG16 二聚体互作

形成异源六聚体，该六聚体催化 ATG8 的酯化，

最终形成 ATG8-PE[2,17-18]。 
拟南芥 atg5 突变体在自然条件下具早衰的

表型，并对缺碳与缺氮高度敏感，同时伴随细胞

器与细胞质中蛋白质迅速丧失以及在营养缺乏

诱导条件下液泡中缺乏自噬小体的积累[19-21]；这

些结果表明 ATG5 在自噬途径中发挥着不可或

缺的作用，其功能丧失可导致自噬缺陷。atg5
突变体对干旱胁迫、热胁迫及氧化胁迫高度敏

感[22-23]；拟南芥中 ATG5 功能丧失可导致对死体

营养型真菌芸苔链格孢(Alternaria brassicicola)
的抗病性降低[24]，但对生体营养型的白粉病真

菌(Golovinomyces cichoracearum)的抗性显著增

强[21]；atg5 突变体中积累过量 FREE1 蛋白，并

对缺铁高度敏感[25]。 

对自噬途径的研究是近期的热点，在模式植

物拟南芥中已有大量报道，然而在农作物如大豆

中的研究则才刚刚开始。本研究利用大豆豆荚斑

驳病毒(bean pod mottle virus, BPMV)介导的基

因沉默(virus-induced gene silencing, VIGS)技术

成功沉默了大豆中的 2 个 GmATG5 的编码基因。

证明沉默 GmATG5 导致大豆植株出现自噬缺陷

相关表型，如对暗处理高度敏感以及细胞内积累

过量 ATG8，同时伴随激活依赖于过氧化氢

(hydrogen peroxide, H2O2)与水杨酸(salicylic acid, 
SA)但不依赖于 GmMPK3/6 的免疫反应。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

大豆材料：William 82 品种。大豆在培养箱

生长，设置为 22 ℃，光/暗周期为 16 h/8 h。 
菌种：大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α/TOP10

及大豆斑点病菌(Pseudomonas syringae pv. glycinea, 
Psg) R4 菌株。Pseudomonas syringae pv. glycinea R4
菌株由美国爱荷华州立大学(Iowa State University)
的 Steve A. Whitham 和 John Hill 教授提供。 
1.2  方法 
1.2.1  BPMV 介导的 VIGS 技术 

大豆 BPMV-VIGS 系统的使用包括载体构

建、PDS-1000/He 基因枪(Bio-Rad)法侵染大豆幼

苗均参照此前已发表的方法[26-27]。 
在 Phytozome 基因组数据库网站用拟南芥

ATG5 的 cDNA 序列进行 BLAST，发现大豆基因

组中有 2 个 ATG5 同源基因：Glyma.14G210200
和 Glyma.02G240700。用 Glyma.14G210200 的扩

增引物通过逆转录 -聚合酶链式反应 (reverse 
transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)
扩增出 321 bp 的 GmATG5 片段用于构建沉默载

体。用 GmATG5 克隆片段上下游 200 bp 左右的

特异性验证引物，通过 RT-PCR 进行沉默效果验

证。GmELF1b 为内参基因。本研究所用引物见

表 1。 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
Construction of primers for BPMV-VIGS vector 
Glyma.14G210200-F GGATCCAGCTTTATTAACTCACTGAAAGAGG 31 
Glyma.14G210200-R GGTACCCAGCATCTTCAAAATCATCAAACT 31 
Primers for silencing examination and for RT-PCR 
BPMV-F CAAGAGAAAGATTTGTTGGAGGGA 24 
BPMV-R ACAAGGAAATCCGGTACGCTT 21 
Glyma.14G210200-V-F GGAGTCGACACCATTTGGT 19 
Glyma.14G210200-V-R CCTGGATCAGATGAACTTTCTC 22 
GmELF1b-F GAGCTATGAATTGCCTGATGG 21 
GmELF1b-R CGTTTCATGAATTCCAGTAGC 21 
The bold sequences are BamH Ⅰ and Kpn Ⅰ restriction sites, for cloning PCR fragments into BPMV-VIGS. 
 
1.2.2  RT-PCR 

RNA 的提取及逆转录反应按试剂盒提供的

方法进行(ReverTra Ace Qpcr RT, TOYOBO)。对

所提取的 RNA 进行。将 cDNA 稀释 1 倍，按生

产商提供的手册中的比例加入 PCR 反应所需的

各组分(Nonoprotein)。PCR 扩增程序为：95 ℃   
2 min；95 ℃ 15 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 20 s，40 个

循环。 
1.2.3  接种大豆斑点病病菌 

Psg 的培养及菌落计数分析参见本实验室

已发表的文章[28-31]。 
1.2.4 3,3-diaminobenzidine (DAB)染色法检测

H2O2 
用 DAB 染液染色 H2O2 的方法参考已发表

的方法[32]。 
1.2.5  蛋白质印迹分析 

对在黑暗中处理不同时间的叶片中提取蛋

白，然后按已发表的方法 [33]用拟南芥 ATG8 
(Agrisera, AS142769)和 UBQ (Agrisera, AS08307)
的抗体进行 Western blotting 分析。 
1.2.6  GmMPK3/6 磷酸化检测 

按已发表的方法提取大豆叶片中的蛋白[33-35]。

将 flg22 处理不同时间的叶片中所提取的蛋白通

过 SDS-PAGE 进行分离，然后通过半干电转移

装置 (Bio-Rad) 将蛋白转至聚偏氟乙烯 (poly- 

vinylidene fluoride, PVDF)膜上(Millipore)；然后

用 Phospho-p44/42 MAP Erk1/2 抗 体 (Cell 
Signaling Technology)进行孵育；用三乙醇胺-吐
温缓冲液(Tris buffered saline-Tween-20, TBST)
将膜清洗 3 次将膜清洗 3 次，然后在二抗中进行

孵 育 ， 最 后 用 辣 根 过 氧 化 物 酶 (horseradish 
peroxidase, HRP)底物(Millopore)通过曝光检测

条带。 

2  结果与分析 
2.1  沉默 GmATG5 不影响大豆的生长发育 

为了研究自噬在大豆中的作用，利用菜豆豆

荚 斑驳病毒 BPMV 介 导的基因 沉默技术

(BPMV-VIGS)沉默若干自噬相关的 ATG 基因，

其中之一便是 ATG5 同源基因。发现大豆基因组

中有 2 个 ATG5 编码基因(Glyma.14G210200 与

Glyma.02G240700)，二者之间同源性高达 96%，

而与拟南芥 ATG5 的同源性均大于 75%，将其分

别 命 名 为 GmATG5a 与 GmATG5b[36] 。 将

GmATG5a 序列中一段 321 bp 片段克隆至

BPMV2 载体[26-27]，构建 BPMV2-GmATG5。该

插入片段与GmATG5b相对应片段的同源性也高

达 96% (图 1)，理论上用该单一载体可同时沉默

GmATG5a 与 GmATG5b 两个基因。通过基因枪
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法将包被 BPMV1 与 BPMV2-GmATG5 质粒的金

粉共同轰入 7 d大小大豆幼苗的两片真叶进行侵

染。与此同时，用 BPMV1+BPMV2 侵染的大豆

作为对照，并称之为空载体对照株，简称为

BPMV-0。打基因枪 15 d 后上部系统叶片便会出

现 BPMV 病毒症状，表明侵染成功。将有病毒

症状的系统叶片在磷酸缓冲液中充分研磨，离心

后收集汁液，便可用于后续大批量接种。通过摩

擦接种法将 BPMV-0 与 BPMV-GmATG5 分别批

量接种于 7 d 大小大豆幼苗的两片真叶上，待系

统叶片出现病毒症状时便可对这些植株进行沉

默效果验证。 
结果发现 BPMV-GmATG5 与 BPMV-0 植株

在表型上并无很大区别(图 2A)，说明 GmATG5
可能并不参与大豆的生长发育。RT-PCR 分析结

果表明，BPMV-GmATG5 植株中 GmATG5 的转

录水平较 BPMV-0 植株显著下降(图 2B)，说明

GmATG5 成功被沉默。 

2.2  沉默 GmATG5 可加速黑暗处理条件下

大豆叶片黄化与衰老 
在自然生长条件下，拟南芥自噬突变体表现

出叶片黄化等衰老加剧的表型[20-21,37-39]。但在自

然生长条件下，大豆 GmATG5 沉默植株并未表

现出加速衰老的黄化表型(图 2A)。估计这可能与

基因沉默并不能完全根除 GmATG5 有关。为了检

测这一可能性，从 BPMV-0 与 BPMV-GmATG5 植

株上摘取叶片，置于铺有湿润滤纸的培养皿中，

连续于黑暗条件下培养。连续黑暗处理可使植物

由于缺乏光合作用而导致缺碳，从而诱导自噬，

加速植株衰老。正如所期，连续暗处理 7 d 后，

BPMV-GmATG5 植 株 的 黄 化 水 平 显 著 高 于

BPMV-0 对照植株(图 3)，再次证明沉默 GmATG5
后导致大豆自噬途径缺陷。 

2.3  沉默 GmATG5 导致大豆叶片中积累过

量 GmATG8 
作为 E3 连接酶(E3-ligase)复合体中的一员，

ATG5在ATG8 的PE化修饰及ATG8-PE嵌入自噬

体的内、外膜这一过程中起着至关重要的作用[2]。

为了检测沉默 GmATG5 后沉默植株的细胞内是

否积累过量的 ATG8，用源于拟南芥 ATG8 的抗

体对分别从经暗处理的BPMV-0与BPMV-GmATG5
植株叶片中提取的蛋白样品进行 Western blotting
分析。正如预期，GmATG8 在 BPMV-GmATG5
植株叶片中积累量显著高于在 BPMV-0 植株叶

片中积累量(图 4)，说明沉默 GmATG5 造成大豆

自噬途径缺陷。 
 

 
 

图 1  GmATG5 沉默片段的序列比对   Glyma.14G210200 片段用于构建 BPMV-VIGS 沉默载体 
Figure 1  The alignment of the sequences corresponding to the silencing fragments of the two GmATG5 genes 
used for VIGS vector construction. The Glyma.14G210200 fragment was used for making the BPMV-VIGS 
silencing construct. 
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图 2  沉默 GmATG5 对大豆的生长发育并无显著影响   A: 在正常生长条件下空载体对照株(BPMV-0)
与 GmATG5 沉默株的表型比较. B：BPMV-0 空载体植株的叶片表型. C：GmATG5 沉默植株的叶片表型. D：

用 BPMV-RNA2 载体上引物进行的 RT-PCR 分析. 结果显示从 GmATG5 沉默植株中扩增出的片段大于从

BPMV-0 侵染植株中扩增出的长度，且增幅与插入靶沉默片段的大小相一致. E：用位于 Glyma.14G210200
沉默片段上、下游引物进行的 RT-PCR 分析证明 GmATG5 沉默植株中的 GmATG5 的确被沉默. GmELF1b
作为内源参考基因 
Figure 2  Silencing GmATG5 does not significantly affect the growth and development of soybean plants. A: 
Phenotype of the vector control plants (BPMV-0) and the GmATG5-silenced plants (BPMV-GmATG5) under 
normal growth conditions. B: Leaf phenotype of the BPMV-0 plant. C: Leaf phenotype of the BPMV-GmATG5 
plant. D: The RT-PCR fragment amplified from the GmATG5-silenced plants is larger in size than that of 
amplified from the BPMV-0 plants using primers flanking the insertion site of the BPMV-RNA2 vector. E: 
Verification of GmATG5 silencing by RT-PCR analysis using a pair of primers designed from 
Glyma.14G210200 that located upstream and downstream of the inserted fragment, respectively. GmELF1b was 
used as an internal reference gene. 
2.4  沉默 GmATG5 导致过量积累水杨酸与

H2O2 
拟南芥自噬突变体具有免疫持续激活的特

性，如水杨酸(salicylic acid, SA)与 H2O2 积累水

平升高等[20-21,40-41]。为了探究大豆 GmATG5 沉默

植株是否也具有相似的表型，对在黑暗处理条件

下的 BPMV-0 与 BPMV-GmATG5 植株叶片上

H2O2 的积累水平进行染色并测定 SA 含量。结果

表明，暗处理后 GmATG5 沉默植株叶片上的

H2O2 的积累水平以及 SA 含量均显著高于空载

体对照植株(图 5A−5B)，说明沉默 GmATG5 可

能通过导致自噬缺陷而造成免疫自激活。 
2.5  沉默 GmATG5 导致大豆对大豆斑点病

菌(Pseudomonas syringae pv. glycinea, Psg)
的抗性增强 

上述结果表明沉默 GmATG5 导致大豆免疫

反应激活(图 5A、5B)，而免疫激活一般与抗病

性呈正相关。为了检测 GmATG5 植株中的免疫

激活是否与抗病性相关联，对 BPMV-0 空载体对

照植株与 BPMV-GmATG5 沉默植株叶片通过喷洒 
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图 3  沉默 GmATG5 导致黑暗处理的叶片加速  
衰老   A：暗处理前 BPMV-0 空载体植株叶片与

GmATG5 沉默植株叶片的表型比较. B：暗处理 7 d
后 BPMV-0 空载体植株叶片与 GmATG5 沉默植株

叶片的表型比较  
Figure 3  Silencing GmATG5 results in an accelerated 
senescence phenotype. A: Comparison of leaf phenotype 
between BPMV-0 plants and the GmATG5-silenced 
plants before dark treatment. B: Comparison of leaf 
phenotype between BPMV-0 plants and the GmATG5- 
silenced plants after 7 d of dark treatment.  

 
 
图 4  沉默 GmATG5 造成 GmATG8 在叶片中的积

累水平升高   在暗处理不同时间后 BPMV-0 空载

体植株与 GmATG5 沉默植株中 GmATG8 蛋白积累

水平的比较 
Figure 4  Silencing of GmATG5 results in an 
elevated accumulation level of GmATG8. 
Comparison of GmATG8 protein accumulation level 
between BPMV-0 control plants and the 
BPMV-GmATG5 silenced plants treated in the dark 
for different periods of time.  

 

 
 

图 5  GmATG5 沉默植株中免疫反应被激活   A: DAB 染色表明 H2O2 的积累水平在 GmATG5 沉默株中

显著升高. 箭头指向 H2O2 积累处；B：GmATG5 沉默株中结合态水杨酸含量显著高于空载体对照植株. C：

Psg 侵染的菌落计数分析. CFU：菌落形成单位. ***代表显著性水平 P<0.001 (Student’s t test) 
Figure 5  Silencing GmATG5 leads to the activation of immune responses. A: An elevated accumulation level 
of H2O2 was observed in the GmATG5-silenced plants by DAB staining. The arrows pointed to the areas of 
H2O2 accumulation; B: The conjugated SA level was significantly higher in the GmATG5-silenced plants than 
that of the vector control plants. C: Growth assay for Psg infection. CFU: colony forming unit. dpi=days post 
inoculation. *** represents P<0.001, Student’s t-test. 
 

法进行大豆斑点病菌 Psg 接菌。将 Psg 菌液均匀

喷洒于大豆叶片的上面、下面，然后将大豆整株

用塑料袋罩住保持湿润，以有利于 Psg 侵染。在

接菌后不同天时，从被侵染叶片上打孔取样，进

行菌落形成单位计数统计分析。结果表明，

BPMV-0 对照植株叶片上的菌落数显著高于

GmATG5 沉默植株叶片上的菌落数(图 5C)，说

明沉默 GmATG5 可导致大豆植株对 Psg 的抗性

增强。上述结果表明 GmATG5 在大豆免疫反应

中起着负调控作用。 
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2.6  沉默 GmATG5 造成 flg22 诱导的

GmMPK6 的激活水平的下降 
前期的研究表明，MAPK 信号途径不受拟南

芥中 ATG 基因功能丧失的影响[24]。为了研究沉默

GmATG5 对大豆中丝裂原活化蛋白激酶(mitogen- 
activated protein kinase, MAPK)激活的效应，用   
10 μmol/L flg22 处理 BPMV-0 和 BPMV-GmATG5
沉默植株叶片 0−360 min，然后用可专一性检测

MPK3/6 磷酸化的人源抗体 p44/42 MAP Erk1/2 对

从上述叶片中提取的蛋白质进行 Western blotting
分析。如图 6 所示，相对于 BPMV-0，flg22 诱导

的GmMPK3/6激活程度在GmATG5沉默植株叶片

中显著减弱，表明 GmATG5 沉默植株中激活的防

御反应(图 6)不依赖于 GmMPK3/6 的激活，即

GmATG5 为大豆 GmMPK3/6 激活的负调控因子。 
 

 
 

图6  沉默GmATG5降低了 flg22诱导的GmMPK3/6
激酶的激活   将BPMV-0 和BPMV-GmATG5 沉默植

株叶片分别用10 µmol/L的 flg22处理0−360 min后提

取蛋白，然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 对上述蛋白样品进行激酶分析. 用 10 µmol/L
的 flg22 处理 10 min 的拟南芥样品作为阳性对照. 用
考马斯亮蓝染色作为上样量对照 
Figure 6  The activation of flg22-induced GmMPK3 
and GmMPK6 is significantly reduced in the 
GmATG5-silenced plants. The BPMV-0 and 
GmATG5-silenced plants were treated with 10 μmol/L 
flg22 for the indicated times. The kinase activation was 
detected by immunoblotting analysis using 
phospho-p44/42 MAP Erk1/2 antibody, which 
specifically recognizes phosphorylated MPK3/6. The 
Arabidopsis leaf samples treated with 10 μmol/L flg22 
for 10 min was used as a positive control. CBS: 
Coomassie blue staining was used as a loading control. 

3  讨论与结论 
本研究小组曾经研究发表的大豆基因均有

两个拷贝[28-31,33-35,42-44]。与此相符，本研究在大

豆基因组中也发现 2 个 GmATG5 基因。大豆

GmATG5 的功能是维持自噬途径正常运转所必

需的。ATG5 参与 ATG8 的 PE 化。PE 化的 ATG8
一方面在自噬体的形成过程中扮演重要角色，另

一方面嵌入自噬体膜的 ATG8-PE 可通过与含

ATG8 互作基序(ATG8-interacting motif, AIM)的
受体蛋白的互作而介导众多蛋白的选择性自噬

降解，因而可影响众多生物学过程，如抗病性、

抗旱性、激素信号途径等[2,15]。 
自噬是真核生物中特有的分解代谢与营养

循环途径。在植物中，自噬在植物的营养循环、

生长发育、衰老、细胞死亡、生物胁迫与非生物

胁迫反应中均起着重要作用[2,4,11-12,45]。在模式植

物拟南芥中对自噬已经有了比较深入透彻的研

究，但在作物种中的研究则十分有限。利用

BPMV-VIGS 系 统 ， 在 大 豆 中 成 功 沉 默 了

GmATG5 (图 1)。拟南芥自噬相关基因的突变体

通常在正常生长条件下表现出加速衰老与免疫

激活的表型[20-21,37-39]，但在大豆 GmATG5 沉默植

株中并未观察到此表型 (图 2A)，这可能与

BPMV-VIGS 介导的沉默并非 100% 有关，

BPMV-VIGS 介 导 的 沉 默 效 率 一 般 介 于

80%−90%。由于在正常生长条件下自噬只维持

在基准水平，而未被沉默的 10%−20% GmATG5
足以维持正常生长条件下的需求。然而在自噬诱

导 条 件 下 ， GmATG5 沉 默 植 株 中 残 留 的

10%−20% GmATG5 不足以组装充足的自噬体以

满足自噬的需求，因而表现出与自噬缺陷相关的

加速衰老表型(图 3)。 
ATG8蛋白在自噬体的形成与通过选择性自

噬介导某些特殊蛋白的降解中起着重要作用，且
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始终存在于自噬体中，并最终随自噬体进入液泡

中降解[2]。如果 ATG5 缺失，便不能使 ATG8 被

PE 化，就会致使 ATG8 不能嵌入自噬体膜，导

致自噬体形成的缺陷及选择性自噬降解途径的

缺陷。由于嵌入自噬体内膜的 ATG8-PE 最终也

会被运输至液泡内随自噬小体一同被降解，理论

上讲 ATG5 缺失导致的结果之一便是 ATG8 在细

胞内大量积累[2]。与此相符，大豆 GmATG5 沉默

植株叶片中也积累过量 GmATG8 (图 4)，说明

GmATG5 沉默植株中的自噬途径受损。 
植物的衰老与过量积累 ROS 相关。线粒体、

叶绿体与过氧化物酶体等细胞器是细胞内 ROS
的主要来源，而自噬的功能之一便是通过降解氧

化受损的细胞器从而清除由此产生的 ROS，进

而避免 ROS 诱导的细胞衰老[11,15,46-48]。GmATG5
沉默植株中过量积累 ROS (图 5A)支持上述说

法。众所周知，植物中 ROS 还在诱导细胞死亡

与激活免疫反应方面发挥重要作用 [49-50] 。

GmATG5 沉默植株中所表现出的免疫激活如 SA
含量的增加(图 5B)也与 ROS 的过量积累(图 5A)
有关，ROS 与 SA 之间可形成正向的调控环路以

放大免疫信号[50]。与免疫激活相一致，GmATG5
沉默植株对 Psg 的抗性显著增强(图 5C)，这也

与拟南芥突变体自噬突变体对生体营养型病原

菌抗性增强相一致，再次说明自噬途径的功能在

大豆与拟南芥中是保守的。 
拟南芥中丧失 ATG2 的功能并不影响

MAK3/6 的激活[24]，在大豆中沉默 GmATG2a/2b
导致 flg22 诱导的 GmMPK3/6 激活程度的降低[29]，

而沉默 GmATG10a/10b 则导致 flg22 诱导的

GmMPK3/6 激活程度的增强[30]。说明拟南芥与

大豆 ATG2 对 MAK3/6 的激活具不同效应，而大

豆中不同 ATG 蛋白对 MAK3/6 的激活具截然相

反的效应。与沉默 GmATG2a/2b 相似[29]，沉默

GmATG5 导致 flg22诱导的 GmMPK3/6激活程度

的减弱(图 6)，说明 GmATG5 正调控 GmMPK3/6
的激活；该结果同时还说明 GmATG5 沉默植株

中观察到的免疫激活(图 5A, 5B)与抗病性增强

(图 5C)不依赖于 GmMPK3/6 的激活(图 6)。 
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