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中文摘要 

植物生長會遭受非生物性與生物性逆境的影響，其中缺水逆境(water deficit, 

WD)與青枯病菌(Ralstaonia solanacearum)造成的細菌性萎凋(bacterial wilt, BW)是

限制作物正常的重要因子。BW 與 WD 皆會造成植物缺乏水分，而關於植物對抗

這些逆境之相關機制研究尚需探討。本論文針對WD/BW microarray分析所選出之

基因群，進ㄧ步用 virus-induced gene silencing (VIGS)確認其中基因是否參與番茄

抗青枯病機制。利用半定量 PCR 檢測已證實在番茄抗病品系中，目標基因經過

VIGS 後，其 RNA 含量確實下降；再進一步將經過基因靜默之番茄植株接種青枯

病菌後，植株內之病菌量顯著比對照組植物高，且可造成青枯病萎凋病徵。利用

半定量 PCR 測試也證實其中ㄧ些基因的 RNA 表現量確實會受青枯病菌感染而上

升。為了瞭解各基因之確切功能，本研究進一步針對 SlZFP 進行功能性研究。結

果發現 SlZFP的 RNA表現量會受水楊酸及乙烯所抑制，而 SlZFP之綠色螢光重組

蛋白在阿拉伯芥原生質體中的表現位置是位於細胞骨架(cytoskeleton)。此外，多個

過量表現 SlZFP或 SlZFP-GFP的阿拉伯芥或菸草轉基因品系也已建立。環境逆境

測試結果顯示：轉殖 SlZFP 可以提升阿拉伯芥對鹽害逆境之抗性，對軟腐病之反

應未顯著改變，但卻提早青枯病之發病的時間。從這些結果推測，位於細胞骨架

上的蛋白 SlZFP 的表現量可能必須維持在平衡的狀態方能維持植物最佳之抗病反

應，而 SlZFP在植物病害-逆境反應之相抵觸交互作用中可能具某種的功能。透過

本研究所得結果，使得我們對植物對抗缺水逆境與病害機制有更多的了解，且預

期可能對研擬青枯病之有效防治管理策略將有所啟發。
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                             Abstract 

  Plant constantly encounters environmental stresses, including abiotic and biotic 

factors. Water deficit (WD) and bacterial wilt (BW, caused by Ralstaonia solanacearum 

or Rs) are very important factors limiting crop production worldwide. The nature of BW 

shares commonness with that of WD. However, information on plant defense response 

to these stresses is far from sufficient. To elucidate plant stress defense mechanisms, this 

study aimed to study functions of a group of genes previously selected from tomato 

WD/BW microarray analyses. First, the genes were subjected to VIGS assays to study 

their roles in tomato BW defense response. The transcript accumulation of the test genes 

in stembases of a silenced BW-resistant tomato cultivar (Hawaii 7996, H7996) was 

reduced at various levels. Further BW bioassays revealed that silencing of a few genes 

led to a significant increase of R. solanacearum growth and BW symptom development. 

Additionally, The expression of a few of these genes in a H7996 was enhanced in 

response to R. solanacearum infection, further suggesting their involvement in tomato 

BW response. Moreover, functional study was performed on SlZFP. Its expression at 

transcriptional level was reduced by salicylic acid and ethephon treatment. Localization 

assay showed that SlZFP:GFP recombinant proteins colocalized on cytoskeleton with 

the microtubule marker protein in Arabidopsis protoplasts. Transgenic Arabidopsis and 

Nicotiana benthamiana plants containing 35S::SlZFP or 35S::SlZFP-GFP have been 
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generated. Compared to the control plants, the transgenic Arabidopsis lines conferred 

enhanced tolerance to salinity, similar response to Erwinia carotovora subsp. 

carotovora, and increased BW development. These results suggest that the level of 

SlZFP might need to be fine-tuned in order to achieve the optimal disease defense 

response. This protein might play some role in the possible antagonistic interaction in 

plant responses to abiotic and biotic stresses. This study is expected to pave the way not 

only for elucidating mechanisms and determinants involved in plant stress defense 

responses, but also potentially benefit the establishment of useful disease control means. 
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常用名詞之縮寫與全名對照表 

 

  縮寫 全名 
 bp Base pair 
 BSA Bovine serum albumin 
 BW Bacterial wilt 
 CFP Cyan fluorescence protein 
 DNA Deoxyribonucleic acid 
 dNTP Deoxyribonucleoside triphosphate 
 ET Ethylene 
 EtBr Ethidium bromide 
 GFP Green fluorescence protein 
 JA Jasmonic acid 
 LB medium Luria-Bertani medium 
 MAPK Mitogen-activated protein kinase 
 MES 2-(N-morpholino)-ethanesulfonic acid 
 MOPS 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid 
 MS medium Mijrashige and Skoog medium 
 PEG 4000 Polyethylene glycol 4000 
 Pss Pseudomonas solanacearum 
 rpm Rotation per minutes 
 Rs Ralstonia solanacearum 
 SA Salicylic acid 
 Tris Tris (hydroxymethyl aminomethane) 
 TTC 2, 3, 5-triphenyl- tetrazolium chloride 
 VIGS Virus-induced gene silencing 
 WD Water deficit 
 YFP Cyan fluorescence protein 
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第一章 前言 

1. 番茄簡介  

    番茄 (Solanum lycopersicum) 分類上為茄科 (Solanaceae)，在世界上屬於高

度經濟價值的農作物。番茄帶有 12對染色體，基因體大小為 9.5×108 bp，比起

其他茄科植物基因體顯得較小。番茄為雙子葉，互生羽狀複葉，自花授粉植物，

花色為黃色，果實大小形狀及顏色依不同品系而有差別。種植上，番茄是喜光植

物，最適生長溫度 20-27℃，最適土壤酸鹼值為 5.6-6.7。由於番茄具有豐富維他

命、纖維素、果膠及礦物質，是一種高營養的作物，在鮮食及食品加工業需求都

極高，近年來更發現番茄具有防癌功能，其富含的茄紅素被評估具有許多醫療效

用，且番茄可作為生物反應器(bioreactor)，用於生產口服疫苗或藥用蛋白，因此

關於幫助番茄作物產量的研究顯得重要。 

 

2. 植物與環境逆境 

  植物生長於自然環境中，會受許多逆境影響，進而限制植物的生長與發育，

這些逆境大致分為非生物性與生物性因子。非生物性因子包括缺水、鹽害、寒害、

重金屬汙染等。研究指出，一些重要的作物會因為非生物性因子而損失 50%以上

(Boyer, 1982; Bray et al., 2000)。生物性因子則包括病原菌、昆蟲、食草動物等，

在較嚴重的例子中可以看到作物 100%完全損失(Lipka and Panstruga, 2005)。 

  植物為了適應生物性與非生物性逆境，發展出各式各樣的防禦機制。研究發

現植物荷爾蒙(phytohormone)可在植物逆境反應中扮演重要角色，這些小分子包

括水楊酸(salicylic acid, SA)、茉莉酸(jasmonic acid, JA)、乙烯(ethylene, ET)以及

離層酸(abscisic acid, ABA)等。植物荷爾蒙藉由協同與結抗的方式共同調控植物

對抗生物性與非生物性逆境的防禦反應，也就是這兩大類逆境反應的訊息傳導會

有複雜的交互作用(signaling crosstalk)(Bostock, 2005; Lorenzo and Solano, 2005; 

Mauch-Mani and Mauch, 2005)。研究還發現Reactive oxygen species (ROS)在植物

在面對生物性與非生物性逆境反應中皆會產生，被認為是訊息傳導交互作用的重
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要角色(Apel and Hirt, 2004; Torres and Dangl, 2005)。近代研究利用DNA 

microarray大量分析基因的表現後，指出植物對生物性與非生物性逆境的反應具

有密切的交互作用，例如阿拉伯芥遭遇重金屬(CuSO4)逆境或病原菌感染後，基

因之表現有明顯的重疊性，且ROS在訊息傳導中扮演誘導下游基因表現的重要因

子(Narusaka., et al., 2004)，以上文獻指出植物遭遇逆境時會利用複雜的訊息網絡

交互調節，用以作出作適當的反應。 

  隨著更多研究的進行，植物對抗逆境的分子機制顯得越趨複雜(Cheong et al., 

2002)。除了現有已知的植物防禦基因外，尚有許多未知基因參與在植物逆境生

理的調控路徑當中，釐清植物對抗環境逆境的防禦機制，有助培育更具逆境耐受

性的植物，幫助農產量上升。 

 

3. 番茄青枯病之相關研究 

  番茄青枯病(又稱細菌性萎凋病)由青枯病菌(Ralstonia solanacearum)所引

起，此菌可長期殘存土壤中，是一種全球性的嚴重土壤傳播疾病，危害的作物範

圍高達五十幾屬，超過兩百種作物，在熱帶及亞熱帶尤其流行。青枯病菌的感染

方式是從植物根部進入，在植物細胞間繁殖並藉由木質部上升到莖部(Vasse et al., 

2000; Denny, 2006)，接著青枯病菌會分泌大量的胞外多醣體(extracellular 

polysaccharide)堵塞植物維管束，使植物因為缺水而萎凋死亡。 

  現今最有效的防治青枯病菌的方式是種植抗病品種的番茄，但因為感染番茄

的青枯病第一生理小種 (race 1)在毒力及基因型上的差異非常高且複雜(Jaunet 

and Wang, 1999)，使得抗病品種在不同地區針對不同菌株的抗病穩定性產生差異

(Chellemi et al., 1994; Lopes et al., 1994; Hanson et al., 1998)。Hawaii 7996 (H7996)

是目前發現可以在不同地區對抗不同青枯病菌品種的抗病品系番茄，但值得注意

的是H7996並無法達到完全免疫，仍然有被感染的可能性(Prior et al., 1994)。番

茄的萎凋病徵被認為與植物體內的青枯病菌濃度有關，當菌量高達109-1010 CFU 

g-1時會使番茄出現萎凋病徵(Grimault et al., 1994; Wang and Lin 2005)，在抗病品
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系番茄H7996中，青枯病菌的數量會被高度的限制，一般認為是因為H7996產生

的polyphenol會抑制青枯病菌在根部的擴散(Vasse et al., 2005)。 

  雖然青枯病菌造成作物嚴重的損失，但對於作物在分子層面抗病機制的研究

仍舊不夠完善。在阿拉伯芥中，已經證實茉莉酸、乙烯以及離層酸的相關防禦機

制會參與阿拉伯芥對抗青枯病菌的反應(Deslandes et al., 2002; Hernandez-Blanco 

et al., 2007; Hirsch et al., 2002)，另外在阿拉伯芥上已成功分離出一個具菌株專一

性的抗病基因稱為RRS1，其蛋白產物負責辨認特定的青枯病菌株(Strain 

GMI1000)之PopP2蛋白以誘發後續之抗病機制(Deslandes et al, 2002, 2003; 

Lahaye, 2004)，近期更找到與PopP2有交互作用的蛋白RD19，RD19可能是RRS1

啟動的防禦機制中一個重要的調控蛋白(Bernoux et al., 2008)。阿拉伯芥的

WRKY27也被發現可能扮演負調控的角色，會影響一氧化氮(nitric oxide)的代謝，

並藉由調控韌皮部與木質部之間的訊息傳導而影響萎凋病徵的產生(Mukhtar et 

al., 2008)。在菸草中則是證實，一群calmodulin isoforms表現量下降時，菸草對抗

青枯病菌的能力也跟著下降，顯示這些calmodulin參與抗病反應(Takabatake et al., 

2007)，而乙烯及離層酸會透過調控ERF家族中的TSRF1表現平衡，增加菸草對青

枯病的抗性(Zhou et al., 2008)，另外透過VIGS靜默菸草的熱休克蛋白(small heat 

shock protein)則是降低了菸草對抗青枯病的能力，顯示熱休克蛋白在抗病機制中

的正調控角色(Maimbo et al., 2007)。 

  以往關於植物對與青枯病菌交互作用的知識，大多來自阿拉伯芥的研究。而

番茄對抗青枯病菌的分子機制研究仍不多，僅知道番茄對青枯病之抗病機制極為

複雜，例如基因定位(mapping)研究發現，使用不同接種方法或菌株在同一抗病

品種可定位到不同或相同的QTL (Wang et al., 2000)；近期文獻使用VIGS系統研

究番茄對抗青枯病菌的分子機制，發現可能同時包含水楊酸、乙烯誘導的防禦反

應以及MAPK相關基因的參與(Chen et al., 2009)；另外在生物防治上，已知寡雄

腐霉（Pythium oligandrum）可幫助番茄減少由青枯病菌造成的萎凋病徵，且寡

雄腐霉會誘導茉莉酸防禦反應幫助對抗青枯病(Hase et al., 2008)；乙烯調控的
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TSRF1過量表現時，可以提高番茄對抗青枯病菌的能力(Zhang et al., 2004)，而過

量表現Arabidopsis non-expressor of pathogenesis-related genes 1 (AtNPR1)轉殖番

茄能夠提高青枯病耐受性，顯示水楊酸防禦途徑可能會幫助番茄更抗青枯病(Lin 

et al., 2004)。以上文獻可證明番茄與青枯病菌間存在複雜的交互作用，且由於茄

科作物面對青枯病菌時產生的分子機制反應與阿拉伯芥不會完全的等同

(Robatzek et al., 2007; Wei et al., 2007; Lin et al., 2008)，因此有必要對抗病品系番

茄對抗青枯病菌的能力作更深入的研究探討。 

    由於青枯病菌與植物間複雜的交互作用，尚有許多可能的防禦基因需要選殖

研究，文獻指出過量表現阿拉伯芥 NPR1或 thionin (Thi2.1)的轉殖番茄會增加對

抗病害的能力(Lin et al., 2004; Chan et al., 2005)，顯示建尋找關建基因並培育抗

病轉殖植物的可能性。目前由於缺乏有效的化學方式去抑制青枯病，所以利用分

子生物學去探討植物本身的抗病機制，再利用基因轉殖的方式建構具有廣效抗病

轉殖植物，變成一種對抗青枯病菌的重要策略。 

 

4. 植物缺水逆境之研究 

  植物的缺水逆境可以包括乾旱造成的缺水或鹽害造成的缺水，會嚴重影響全

球農業的產量。水分是生物維持正常生理活動的必需物質，因為天氣變換造成缺

水的乾旱逆境對植物而言是不可避免的挑戰。植物細胞缺乏水份造成的影響包

括：細胞膜構造受到破壞而增加透水性，胞器因缺水無法正常運作，胞內酵素之

活性降低或者蛋白質變性，細胞脫水另外也會造成胞內電解質濃度升高進而破壞

正常代謝功能(Mahajan and Tuteja, 2005)。 

  植物遭遇缺水逆境，最主要的調適就是避免更多水分流失。研究指出植物遭

遇乾旱時，體內離層酸(Abscisic acid, ABA)含量上升，葉部聚集的 ABA促使保

衛細胞之鉀離子流出，使保衛細胞膨壓降低進而關閉氣孔。關閉氣孔會連帶使植

物 CO2含量下降，促使過多光能累積，光合作用電子傳遞鏈之電子流向光合系

統Ｉ(Photosystem I, PS I)中的氧分子使其還原，還原作用使植物產生活性氧族



 

 5

(Reactive oxygen species, ROS)，ROS會造成蛋白質變性，脂肪過氧化及 DNA突

變。植物為避免乾旱逆境造成的 ROS氧化傷害，會增加合成 glutathione reductase 

(GR)以及 ascorbate peroxidase (APX)幫助去除細胞中的 ROS，研究顯示在缺水反

應中 GR及 APX表現量會相對上升(Ratnayaka et al., 2003)。此外也發現缺水逆境

產生的 ROS除了造成氧化傷害，同時可作為一種訊息轉導物質，例如 H2O2 累積

會導致阿拉伯芥氣孔關閉(Desikan et al., 2004)。 

    其他關於植物對抗缺水逆境之研究包括，植物面對乾旱體內會產生大量代謝

物質如：糖類(蔗糖 果糖 海藻糖)，胺基酸，離子，脫水素(dehydrin)，幫助植物

細胞滲透壓調與外界平衡避免過度失水。針對植物耐旱機制，基因工程方面已有

報導指出大量表現合成海藻糖之酵素Trehalose-6-phosphate synthase (TPS)可幫助

菸草轉殖株提升耐旱能力(Zhang et al., 2005)；脫水素基因 BDN1轉殖菸草具有明

顯耐旱能力(Wang et al., 2004)；另外亦發現會受乾旱及低溫所誘導的重要轉錄因

子 DREBs，轉殖 DREBs至阿拉伯芥會增加植株耐旱性(Agarwal et al., 2006)。 

  RD29A是研究缺水逆境中的指標基因，它的啟動子區域帶有一段重要的序

列稱為 dehydration-responsive element (DRE)，後來陸續有許多重要的缺水逆境相

關基因被發現，且這些基因的啟動子上皆包含 DRE，例如 RD17、ERD10、KIN1、

COR15a以及 COR6.6(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1993; Wang et al., 1995; 

Thomashow, 1999)。DRE序列中還包含一段最重要的序列稱作 C repeat (CRT)，

負責調控一些缺水逆境基因的表現與否，利用 yeast one-hybrid的方式已發現一

些特別的蛋白質會結合到 DRE/CRT這個部位，這些蛋白質被稱作 DREBs 

(DRE-binding proteins)或者 CBFs (CRT-binding factors)(Stockinger et al., 1997; Liu 

et al., 1998)。文獻中已經證實 DREB1A和 DREB2A分別參與在植物遭遇低溫或

缺水逆境時的反應中(Liu et al., 1998)，透過 CBF1 (DREB1B)過量表現轉殖阿拉伯

芥的研究，也發現 CBF1會調控 cold-regulated genes (COR)表現量上升而增加阿

拉伯芥之低溫耐受性(Jaglo-Ottosen et al., 1998)；同時 CBF1過量表現的番茄轉殖

株則是增加對缺水逆境的耐受性(Hsieh et al., 2002)。 
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    鹽害逆境亦是造成植物缺水的原因之一，同樣會造成作物產量下降，此逆境

通常指土壤中含有過量的離子，尤其是 Na+和 Cl-。一般而言，內陸沙漠的高蒸

散作用及過度施肥灌溉的農地容易發生高鹽逆境。高鹽逆境對植物的傷害機制，

主要是造成土壤低的水勢能，對植物產生一種生理的乾旱(physiological 

drought)，增加植物獲得水分和養分的困難，因為乾旱和高鹽有共同的滲透逆境

的效果。若高濃度的鹽分進入植物體內，過多的 Na+會傷害膜的構造和抑制酵素

作用，造成一般代謝失常的問題，進而毒害植物(Mahajan and Tuteja, 2005)。 

  目前對植物抗鹽害的研究發現，Ca2+扮演重要角色，植物細胞感受高鹽後，

會自胞內 apoplast釋出 Ca2+作為訊息傳導因子啟動抗鹽機制(Knight, et al., 

1997)。著名的抗鹽機制如 SOS pathway，主要是控制細胞膜上 Na+/H+ antiporter

將多餘納離子移出細胞或運入液胞，以維持細胞滲透壓的衡定(Zhu, et al., 

2002)；另外也發現植物在鹽害反應中會產生”compatible solutes”，例如果糖及蔗

糖，這些溶質不會影響細胞正常代謝功能，反而會降低胞內水勢能以減少水份流

失(Delauney and Verma 1993)；除一般醣類外，植物內生的甜菜鹼(betaine)被發現

具有調控滲透壓的功能，植物藉由甲基轉換酶(N-methyl transferase)將甘胺酸

(glycine)催化成甜菜鹼，過量表現甲基轉換酶的阿拉伯芥體內因此會累積甜菜鹼

而提高種子在鹽害中生存的能力(Waditee, et al., 2005)；近期研究還指出，DNA 

helicases如 PDH45的過量表現植株可增加對鹽害的耐受性，推測 PDH45的功能

是幫助蛋白質轉譯穩定的進行(Sanan-Mishra, et al., 2005)。 

 

5. 病毒誘導性基因靜默(Virus-induced gene silencing, VIGS) 

    植物為抵抗外來核酸片段（包括病毒及人工基因轉殖的核酸）的侵入，抑制

外來核酸片段表現 (Baulcombe, 2004; Fuchs, 2004)，發展出稱為基因靜默現象(亦

稱 RNA interference)的防禦機制。若利用病毒攜帶與植物內生基因序列相同的基

因片段進入植物體，可造成植物內生基因的表現被抑制、默化，此現象稱之為

virus-induced gene silencing (VIGS)。近年來，VIGS已被研發成一項簡便且快速
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之暫時性(transient)抑制植物基因表現的技術平台，避免植物基因轉殖的耗時及費

力，抑制效果亦十分顯著，因此 VIGS已成為植物基因研究的有效工具(Liu et al., 

2002; Constantin et al., 2004; Valentine et al., 2004)，一些不同的植物 RNA及 DNA

病毒都已經證實可以當作有效的 VIGS載體。 

    Tobacco rattle virus (TRV)-based載體是目前普遍使用的 VIGS載體，可運用

於多種不同植物的研究。以阿拉伯芥為材料，關於 TRV-VIGS的實驗條件已被

建立，近年來更被廣泛應用於植物抗病機制的研究，例如文獻指出，利用 VIGS

靜默阿拉伯芥的 RAR1、HSP90或 NDR1會使植物被 Pseudomonas syringae pv. 

Tomato感染的病徵更加嚴重，顯示這些基因在植物抗病反應中扮演正調控角

色；相反的靜默 RIN4以後，會增加植物對抗病原菌的能力，顯示 RIN4可能是

植物防禦反應中的負調控者(Cai et al., 2006)；TRV-VIGS實驗亦被用來揭示番茄

與維管束病害青枯病菌之間的複雜關係，研究發現ㄧ些水楊酸、乙烯以及MAPK

的相關防禦基因靜默後，會導致番茄對抗青枯病菌的能力下降，證實番茄對抗青

枯病菌會涉及多個路徑共同調控防禦反應(Chen et al., 2009)。 

  除使用 TRV-VIGS研究植物抗病機制外，也有實驗使用 barley stripe mosaic 

virus (BSMV)-VIGS靜默大麥中的 RAR1、HSP90以及 SGT1，並發現大麥對於露

菌病(powdery mildew)的抵抗能力降低(Hein et al., 2005)。另外，VIGS實驗也被

應用在研究植物對抗缺水逆境反應的基因群，靜默菸草中特定基因例如：SIP、

HSP70、ADH或 F4OGT，會使菸草對抗缺水逆境的能力減弱(Senthi-Kumar et al., 

2007)。由以上文獻可證明，透過 VIGS系統確實可篩選出重要的植物防禦基因，

應用這類基因來增進番茄或其它作物之抗病性，將有效幫助農業經濟之發展。 

 

6. 鋅指蛋白(Zinc finger protein, ZFP) 

    ZFP是一種普遍存在真核生物中的重要蛋白，帶有zinc finger domain的蛋白

可能與DNA、RNA或其它蛋白質有交互作用的能力，進而調控生物體的訊息傳

導路徑並扮演重要的控制角色，例如調控生長發育與細胞凋亡的路徑等
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(Ciftci-Yilmaz and Mittler, 2008)。 

    ZFP的特徵是以其胺基酸序列中Cys和His與鋅離子形成類似手指狀的結

構，ZFP的分類則是以Cys和His的數量及排序為依據。RING (really interesting new 

gene)蛋白被歸類為ZFP中的一類(Freemont et al., 1991)，RING蛋白包含有

Cys/His-rich motif (C3HC/HC3)，根據第五個胺基酸是Cys或著His，又分為

RING-HC和RING-H2兩種RING蛋白(Freemont, 2000)。目前在動物、植物及病毒 

中皆有發現可以轉譯RING蛋白的基因(Freemont, 1993; Jensen et al., 1998; Saurin 

et al., 1996)。在植物中，已有許多RING蛋白被研究，且被證實參與重要的植物

生理調控，例如光形態發生的抑制子COP1 (Deng et al., 1992; Torii et al., 1998)；

與種子發育相關的RIE1 (Xu and Li, 2003)；會受熱所誘導的RZFP1(Zeba et al., 

2009)；提供缺水逆境耐性的XERICO (Ko et al. 2006)。 

  在生物性逆境中也有許多RING蛋白被發現參與植物抗病反應(Devoto et al., 

2003; Goritsching et al., 2007)，EL5被發現會受到激發子(elicitor)的誘導而表現，

激發子定義上被認為可以引起植物的防禦反應(Boller, 1995)；XA21與XB3透過彼

此的交互作用，可以誘導下游植物防禦反應產生，進而使植物對抗Xanthomonas 

oryzae pv oryzae (Wang et al., 2006)；在阿拉伯芥中還有一群RING蛋白稱作ATL

家族，ATL基因會受到真菌的激發子所誘導表現(Serrano et al., 2006)，且ATL中

的OsBIRF1也被證實會受到水楊酸及茉莉酸的誘導，OsBIRF1過量表現的轉殖植

物會增加對抗細菌性斑點病的能力(Liu et al., 2008)。上述文獻皆證實RING蛋白

在植物防禦反應中的重要性。 

  以往的研究中發現，RING motif具有蛋白質交互作用的能力，應用此能力

RING蛋白可調控要細胞生理代謝，一些RING蛋白可以連結到E2 

ubiquitin-conjugating enzymes上，E3 ubiquitin-protein ligase的活性也與RING 

domain有關聯(Freemont, 2000; Joazeiro and Weissman, 2000; Joazeiro et al., 

1999)，另外還有許多植物的RING蛋白被發現與ubquitin調控的蛋白質分解系統有

相關性，例如COP1-interacting protein CIP8 (Torii et al., 1999)； elicitor-responsive 
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ubiquitin ligase EL5 (Takai et al., 2002)，過去研究指出ubiquitin所參與的蛋白質分

解系統是非常重要的細胞生理調控機制，而參與其中的RING蛋白的重要性也因

此顯現出來。 

 

7. 植物細胞骨架 

    細胞骨架(cytoskeleton)是細胞内以蛋白質纖維為主要成分的網絡結構，根據

蛋白質纖維的直徑、組成成分和組裝結構的不同可分為微絲(microfilament)、微

管(microtubule)和中間絲(intermediate filaments)。細胞骨架支撐並維持细胞的形

狀，另外也參與細胞運動、物質運輸、能量轉換、信號傳遞和細胞分裂等生理活

動。過去研究指出，植物細胞骨架在非生物性逆境中扮演重要角色，例如：鹽害

逆境中，微管藉由調控鈣離子通道控制鈣離子流通，進而幫助植物對鹽害作出反

應(Thion et al., 1998; Chinnusamy et al., 2005)；ABA與植物缺水逆境有重要關

聯，同樣會調控微管的分佈與組成(Shibaoka and Nagai 1994)；Phospholipase D 

(PLD)受ABA與ROS調控並參與植物非生物性逆境反應，研究指出PLD活化時會

造成細胞中微管的重新排列(Dhonukshe et al., 2003)。另外，在生物性逆境方面也

發現植物細胞骨架參與植物抗病反應，例如在病菌侵入細胞的位置，微絲的分佈

多寡會影響植物的抗性(Kobayashi et al., 1994)；當微絲的聚合受到抑制時，植物

的過敏性反應(hypersensitive response)呈現延遲的現象(Takemoto et al., 1999)；

Xanthomonas campestris的effector AvrBs3可能會破壞微管的聚集使葉肉細胞膨脹

(Marois and Zambryski, 2002);另外病毒之movement protein會隨植物骨架移動，調

控Plasmodesmata大小，幫助病毒於植物細胞間之擴散(Waigmann et al., 1994)。以

上研究顯示，植物細胞骨架確實參與植物遭遇逆境時的反應，細胞骨架幫助訊息

傳導的進行，同時也調整細胞的構形去適應逆境的影響，未來更多的研究將有助

於釐清細胞骨架在植物逆境反應中所扮演的角色。 
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8. 研究目標 

    本論文旨在透過一系列的實驗，篩選抗病品系番茄中可能參與對抗青枯病菌

之防禦基因，並藉由過量表現可能的防禦基因到模式植物中，深入研究該基因在

植物面對環境逆境時的確切功能。 
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第二章 材料與方法 

1. 植物材料 

    本實驗所使用的番茄為抗青枯病品系 H7996與青枯病感病品系 L390，種子

以一般自來水浸泡並震盪培養兩天，萌發後移至三英吋花盆，於 12 小時光照

25℃，12 小時黑暗 20℃培養。十字花科阿拉伯芥哥倫比亞品系(Arabidopsis 

thaliana, Columbia 0)為本實驗研究未知防禦基因的模式植物，培養條件為 22℃，

16小時光照、8小時黑暗。Nicotiana benthamiana為菸草轉殖中使用的品系，培

養條件為 26℃，16小時光照、8小時黑暗。 

 

2. 常用實驗方法 

2.1 聚合酶連鎖反應(Polymerase chain reaction, PCR) 

    一般 PCR之總體積為 20 µL，內含反應物為 250 µM dNTP、0.5 µM forward 

primer、0.5 µM reverse primer、1×buffer、1U DNA Taq polymerase及 1~100 ng DNA 

template。PCR反應條件為 94℃ 5分鐘，94℃ 30秒，(primer Tm) ℃ 30秒，72℃ 

X秒(視擴增片段長短而定)，經 30個循環後以 72℃ 7分鐘結束反應。 

2.2 DNA凝膠電泳法 

    依照欲分離之 DNA 片段大小決定凝膠濃度(例：500 bp 以上片段用 0.8 % 

TBE gel分離，500 bp以下片段用 1 % TBE gel分離)，秤取適量瓊脂(agarose)後，

加入 0.5×TBE 緩衝液，以微波加熱溶解瓊脂溶液，待溫度降低後依照每 50 mL

瓊脂溶液加入 0.5 µL EtBr (50 mg/mL)的比例製作內染膠，搖勻後倒入膠片鑄模。

跑膠時根據 DNA 片段大小決定電流伏特，樣品到達適當位置後以 UV 

transillunator box檢視分離條帶的位置與亮度。 

2.3 小量質體製備(Minipreparation of plasmid DNA) 

  使用 PRO TECH公司的 Gene-spinTM miniprep purification kit-V2進行質體製

備。將單一菌落放入含抗生素的培養液(例：pCR8 抗 spectinomycin；pCR2 抗

kanamycin以及 ampicillin)，在 37℃震盪培養 16小時後，取 1.5 mL菌液 13000 rpm
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離心 1分鐘，倒掉上清液，加入 200 µL solution I懸浮菌塊，再加入 200 µL solution 

II，上下緩慢搖晃使溶液均勻，待細胞破裂後加入 200 µL solution III中和，均勻

混合後以 4℃/13000 rpm 離心 20分鐘，取出上清液至 kit提供的特殊離心管，以

13000 rpm 離心 1分鐘，將 DNA 留在特殊離心管的膜上，將下層溶液倒掉後加

入 600 µL washer buffer清洗特殊離心管，離心後去除下層溶液再以 13000 rpm 離

心 3分鐘抽乾 washer buffer，最後加入 50 µL 二次水回溶 DNA，離心後得到欲

分離之質體 DNA，可用於大部分酵素反應及定序。 

2.4 TOPO® cloning (Invitrogen) 

  利用 PCR增幅 VIGS實驗用的基因片段(引子列於表三)，以及增幅 SlZFP 開

放轉譯架構(open reading frame, ORF)(引子列於表四)。 PCR增幅後的 DNA 利用

TA cloning原理構築於 pCR8®/GW/TOPO®載體(附錄六)，每次 TA cloning反應的

條件為：PCR產物 0.3~3 µL、1 µL salt solution、0.5 µL pCR8®/GW/TOPO® vector，

最後補水至 6 µL，反應於室溫中進行 30分鐘，結束後放置於冰上即可進行熱震

盪轉型作用。 

2.5 LR recombination (Invitrogen) 

  VIGS 實驗用的基因片段構築於 pCR8®/GW/TOPO® vector 後，重組到 TRV 

vector (附錄九)；SlZFP開放轉譯架構(open reading frame)重組到 pEarleyGate 201 

(附錄七)、p2FGW7以及 p2GWF7 (附錄八)，LR recombination的反應條件為：

50-150 µg entry vector、50~150 µg destination vector、1 µL 5×LR ClonaseTM II 

enzyme mix，最後以 TE buffer (pH 8.0)補至總體積 8 µL。於室溫中反應三小時後，

加入 1 µL proteinase K溶液並置於 37℃ 10分鐘使反應中止。 

2.6 大腸桿菌熱震盪轉型作用(Transformation of E. Coli by heat-shock) 

    將大腸桿菌 DH5α勝任細胞與質體 DNA混合，置於冰上 30分鐘後以 42℃

水浴熱處理 45秒，處理後即刻將勝任細胞置於冰上 3分鐘，接著加入 750 µL以

37℃加溫過的 SOC培養液，再將勝任細胞放入 37℃生長箱搖晃培養 1小時，培

養後以 6000 rpm 離心 3分鐘沉澱大腸桿菌，倒掉多餘培養液後留下約 100 uL培
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養液懸浮大腸桿菌，塗抹於含抗生素的 LB固體培養基培養於 37℃生長箱。 

2.7 農桿菌電穿孔法(Transformation of A. tumefaciens by electroporation) 

  自-80℃冰箱取出農桿菌勝任細胞放置冰上，等待約 10分鐘使其解凍，將農

桿菌勝任細胞(GV3101 or LBA4404)放入 0.2 cm cuvette並加入 2 µL質體 DNA，

以MicroPµLser (BIO-RAD) 2.5 kV進行電擊，之後加入 1 mL YEP培養液並將農

桿菌放置於 28℃生長箱搖晃培養 2小時，培養後塗抹於 YEP固體培養基。 

 

3. 植物 RNA萃取 

3.1 RNeasy Mini Kit(Invitrogen) 

收取 0.1 g植物組織，放入研缽並加入適量液態氮後，以研杵研磨至粉末，

將粉末移至 1.5-mL 微量離心管，加入 450 µL buffer RLT 及 4.5µL 

β-mercaptoethanol，混合均勻後於 56℃處理 3 分鐘，處理後的細胞裂解液移至

QIAshredder spin column，以 13000 rpm 離心 2分鐘，收集通過 column的澄清液 

置入乾淨的微量離心管，加入 250 µL 100%酒精，混合均勻後將樣本放入 RNeasy 

spin column，以 10000 rpm 離心 1分鐘後，丟棄通過 column的澄清物，利用 700 

µL RW1緩衝液清洗 RNeasy spin column，離心後去除 RW1緩衝液，加入 500 µL 

RPE緩衝液清洗兩次，離心後去除 RPE緩衝液，再以 13000 rpm 離心 2分鐘去

除 column中殘餘的酒精，將清洗後的 RNeasy spin column置入新的微量離心管，

加入 30~50 µL DEPC水，以 13000 rpm 離心 1分鐘，即可得 RNA樣本。 

3.2 Trizol method 

收取 1g 植物組織，利用適量液態氮，以研缽及研杵研磨至粉末，將粉末放

入 50-mL 離心管，加入 15 mL TRIzol試劑，混合均勻並置於室溫下 30分鐘，再

加入 3 mL chloroform，反轉離心管混勻後，以 4℃ 10000 rpm 離心 20分鐘，將

上層上清液置入新的 50-mL 離心管，加入 12mL 異丙醇冰入-80℃冰箱。過夜後

以 10000 rpm 離心 20 min，去掉上清液後將離心管放入抽風櫥，待殘於異丙醇

揮發後加入 400 µL DEPC水，RNA回溶後放入新的 1.5-mL 微量離心管，加入
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800 µL phenol: chloroform(1: 1)，混合均勻後以 4℃ 13000 rpm 離心 15分鐘，吸

取上層上清液約 200 µL，分裝至兩管新的 1.5-mL 微量離心管並加入 3M 醋酸鈉

30 µL以及 1 mL 100%酒精，冰入-80℃冰箱，一管樣本作長期保存，另一管待過

夜後以 4℃ 13000 rpm 離心 20分鐘，去除上清液後沉澱物以 75%酒精清洗兩次，

待殘餘酒精揮發後以 200 µL DEPC水回溶。 

3.3 DNase treatment 

使用 Promega 套組，取 5 µg RNA後加入 5 µL DNase、5 µL 10x buffer，補

DEPC水至總體積 50 µL，於 37℃處理 1.5小時，補 DEPC水至 200µL，加入 200 

µL phenol:chloroform (1:1)，混合均勻後，以 4℃ 13000 rpm 離心 20分鐘，將上層

上清液取出至乾淨的 1.5 mL微量離心管，加入總體積 1/10的 3 M醋酸鈉 (pH 5.3)

及等體積的 100%酒精，混合均勻後，置於-80℃過夜後，以 4℃ 13000 rpm 離心

30分鐘，再用 75%酒精清洗 RNA，快速離心去除酒精後，用 30-50 µL DEPC水

回溶 RNA，RNA濃度是以 NanoDrop測量 A260/A280的比值而得。 

 

4. 反轉錄聚合酶連鎖反應(RT-PCR) 

本實驗使用的試劑為 Promega kit。利用 Oligo (dT)15當作引子，將帶有 poly A 

tail的 mRNA合成 cDNA。方法如下，取 0.5~1 µg的總核糖核酸，補水至 10.2 µL，

70℃加熱 10分鐘後，加入 2 µL 的 dNTP mix (10 mM)、1 µL 的 Oligo (dT)15 

(0.5µg/µL) 、2 µL 的 10x reverse transcription buffer、4 µL的 MgCl2 (25 mM)、0.4 

µL 的 AMV reverse transcriptase (15U/1µL)及 0.4 µL recombinant RNasin 

ribonuclease inhibitor，置於 42℃/1.5小時，於 95℃加熱 5分鐘以中止反應，cDNA

補水至總體積 80 µL後冰-20℃備用。 

 

5. 病毒誘導性基因靜默(Virus-induced gene silencing, VIGS) 

    將期望靜默之目標基因以 PCR 方式增幅特定片段(PCR 所用之引子列於表

三)，將此特定片段裝載於 pTRV2 載體(附錄九)並轉型入農桿菌 GV3101。把各
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個攜帶有 pTRV1或 pTRV2裝載目標基因片段的農桿菌培養在 3 mL YEP medium 

(0.5% peptone, 0.5% yeast extract and 1% sodium chlorine)，YEP中包含 50 µg/mL 

kanamycin，50 µg/mL gentamycin，25 µg/mL rifampicin，隔天將農桿菌放大培養

在帶有抗生素與 10 mM MES以及 20 mM acetosyringone的 25-mL YEP中，放大

培養後以 3000 rpm室溫離心，去除上清液之後以培養液(10 mM MgCl2, 10 mM 

MES, 200 mM acetosyringone, pH5.6)懸浮農桿菌並調整農桿菌濃度為

OD600=1.5，將帶有 pTRV1與 pTRV2裝載目標基因片段或 empty pTRV2 vector

的農桿菌以 1:1的比例混合，置於 28℃培養 3小時後即可利用 1-mL針筒將農桿

菌注射入七天大的番茄子葉，注射後之番茄放置於 16小時光照/8小時黑暗 22℃

生長箱，10 天後進行青枯病菌接種，接種 5 天後進行青枯病菌濃度定量，並以

-80℃保存兩棵 VIGS番茄之根、莖基部、莖做為之後半定量 RT-PCR檢測 VIGS

靜默特定基因效率之用。 

 

6. 番茄接種青枯病菌之評估 

  番茄品系 H7996 與 L390 分別為實驗的抗病與感病控制組。青枯病菌品系

Pss4 (phylotype I, biovar 3)從-80℃ 冰箱劃於 TTC固體培養基上，28℃培養兩天

後以 3 mL 523培養液於 28℃ 180 rpm培養一天，再將菌液塗於 523固體培養基

於 28℃培養一天。利用無菌水將青枯病菌自培養基上洗下，調整懸浮菌液濃度

為 OD600 0.6，將番茄以刀片斷根後，直接澆灌 25 mL菌液於培養著番茄的兩英

寸土盆中。觀察植物接菌後之外表形變化，並於接菌後第五天，截取約一公分長

度的番茄莖基部與莖部，測量重量後分別加入 1 mL之無菌水以研杵搗碎，吸取

100 µL組織粹取液以無菌水作序列稀釋後，從各個序列稀釋的樣本中吸取 10 µL

樣本點至 SM1培養基(Lin et al., 2008)並培養於 28℃生長箱，兩天後記錄青枯病

菌之菌落生長情況。每個欲分析之基因每批實驗為 12 顆植物，並重複三批不同

的實驗。 
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7. 半定量 RT-PCR 

  VIGS處理後之番茄以半定量 RT-PCR檢測目標靜默基因的表現量，總反應

溶液包含 4.9 µL Reverse Transcription 10×buffer、3.75 µL MgCl2 (25mM)、0.36 µL 

dNTP mixture (25 mM)、1µL forward primer (10 µg/µL)、1µL reverse primer (10 

µg/µL)、0.15 µL Taq polymerase (bio-east, 2U/µL)及 8 µL cDNA溶液，其餘補二次

水至 50 µL。依據 primer Tm及 DNA片段大小設定 PCR反應條件，於 PCR擴增

反應第 20、24、 27、30、35、40個重複時各收取 5 µL樣本，利用帶有 EtBr的

1% (w/v)瓊脂凝膠分析半定量 RT-PCR之結果。半定量 RT-PCR的引子列於表二。 

 

8. Real-time PCR 

  使用 Bio-Rad Real-Time PCR Detection Systems，反應總體積為 18 µL。cDNA

稀釋為15 ng/µL後取8 µL，另外加入9 µL SYBR Green Supermix，0.5 µL的 forward 

primer (10 µM) ，0.5 µL的 reverse primer (10 µM)，混合均勻後放入 Real-Time PCR 

Detection反應器中進行反應，再以 iQ5軟體分析。本論文 Real-time PCR使用之

引子列於表四。 

 

9. 番茄接種青枯病菌之樣本收取 

  使用抗病品系番茄 H7996，種子以一般自來水浸泡，室溫下搖晃 3天後，播

種於三英吋花盆，放置於 12 小時光照/12 小時黑暗 26℃溫室生長 3 周後，準備

懸浮於去離子水中 OD600=0.3之青枯病菌菌株 Pss4懸浮液，對照組為去離子水，

每棵植株澆灌 20 mL 菌液或去離子水於土盆，收取澆灌 0、6、12、24 以及 48

小時後之番茄根、莖基部、莖組織，以液態氮瞬間冷卻後保存於-80℃冰箱備用。 

 

10. SlZFP於植物細胞中表現位置之分析 

10.1 阿拉伯芥原生質體之分離 

    本實驗參考自 Yoo et al, 2007.，取弱光下生長 3-4周之阿拉伯芥葉片，利用
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3M 貼紙將葉片下表皮撕除，將除去下表皮之葉片浸泡在裝有酵素溶液的培養

皿，於室溫下 50 rpm搖動 1.5個小時後，吸取培養皿中含有原生質體的溶液到乾

淨的離心管中，以 900 rpm 離心 2分鐘，去除酵素溶液後加入 10 mL W5緩衝液

清洗兩次，之後以 10 mL W5緩衝液再懸浮原生質體，並以血球計數器決定原生

質體濃度。將剩餘原生質體放置冰上三十分鐘，待其自然沉降後，再將W5緩衝

液移除，並利用 MMg緩衝液懸浮原生質體使其濃度為 5x105 mL-1，懸浮後放置

於室溫即可。 

10.2 PEG transfection 

  利用 QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)抽取質體 DNA，將 20 uL 質體 

DNA (20~40 ug)加入塑膠管中，再加入 200 uL 以 MMg緩衝液懸浮之原生質體到

塑膠管，最後加入 220 uL PEG，以手指輕彈塑膠管使溶液混合均勻，放置室溫

下 5分鐘後加入 3 mL W5緩衝液清洗兩次以去除 PEG，清洗過的原生質體最後

以 2 mL W5緩衝液懸浮，用滴管吸出原生質體後，滴於事先以 1.5 mL 5% BSA

處理 30 分鐘的六孔盤中，原生質體以一般日光燈照射，於室溫中放置 16-24 個

小時後以共軛焦顯微鏡(Leica TCS SP5 Confocal Spectral Microscope Imagine 

System)觀察拍攝。 

 

11. 阿拉伯芥花序浸潤轉殖法 

  農桿菌 GV3101以帶有適當抗生素的 3 mL YEP培養液培養在 28℃生長箱，

隔夜後以 200 mL YEP培養液放大培養一天，再以 3000 rpm 25℃離心 20分鐘，

去除上清液後用 inocµLation medium懸浮農桿菌使其濃度為 OD600 0.8。將剪去果

莢的阿拉伯芥花序浸泡於農桿菌懸浮液中 30 秒，浸泡後的阿拉伯芥放置於黑暗

中過夜，再放回植物培養室培養(22℃, 16小時光照/8小時黑暗)。約一個半月果

莢乾燥後即可收取種子(Clough and Bent, 1998)。轉植株之篩選是將種子撥種於荷

蘭土上，一星期後噴灑 25 mg/L 殺草劑使子葉完全濕潤，轉植株之載體

(pEarleyGate 201)帶有抗殺草劑基因可以正常生長，約四天後將不受殺草劑抑制
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之阿拉伯藉推測為轉殖株，再以 Genomic PCR以及 RT-PCR驗證。 

 

12. 快速抽取植物 DNA 

  本實驗參照 Kasajima et al., 2004，配製 DNA萃取緩衝溶液如下：200 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS。以 TE buffer 10倍稀釋

DNA萃取緩衝溶液後放入微量離心管並加入 3-5 mg植物葉片組織，利用小型研

磨棒將葉片組織磨碎後，避開破碎的組織吸取 1 µL萃取後的液體，即可用於一

般 PCR。 

 

13. 葉綠素含量測量 

  收取植株地上部，以微量天平秤取重量，將植物組織放在研缽中並倒入液態

氮磨成粉末，依照 1 g組織加入 10 mL 80%丙酮的比例加入丙酮，混合均勻並在

室溫下作用十分鐘，接著以 4℃ 10000 rpm 離心五分鐘，取上清液測其 663 nm與

645 nm之吸光值，將所得數據以 Arnon 1949的公式進行計算。 

 

14. 番茄處理植物荷爾蒙 

以 100%酒精配製 1 M水楊酸，再以無菌的去離子水稀釋成 2 mM水楊酸。

將 2 mM水楊酸均勻噴灑在兩周大番茄 H7996品系的葉子，收取處理後 1、2、4、

8、24、36 小時的葉部組織，每個時間點各收兩棵，0 小時為不處理水楊酸的番

茄作為對照組。 

  以 100%酒精配製乙烯前驅物 ethephon為濃度 100 mM，再以無菌的去離子

水稀釋成 1 mM ethephon。將 1 mM ethephon均勻噴灑在三周大的番茄 H7996品

系的葉子，收取處理後 1、2、4、8、24小時的葉部組織，每個時間點各收兩棵，

0小時為不處理 ethephon的番茄作為對照組。 

以 100%酒精配製茉莉酸為濃度 100 mM，再以無菌的去離子水稀釋成 0.1 

mM茉莉酸。將 0.1 mM茉莉酸均勻噴灑在三周大的番茄 H7996品系的葉子，收
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取處理後 1、2、4、8、24 小時的葉部組織，每個時間點各收兩棵，0 小時為不

處理茉莉酸的番茄作為對照組。 

 

15. 植物逆境檢測 

15.1 鹽害逆境 

    阿拉伯芥種子以稀釋十倍之漂白水消毒並播灑於 1/2 MS固體培養基，以 4℃

低溫春化兩天後，於 24℃ 12小時光照/12小時黑暗生長十天後，將小苗分別移

至帶有 150 mM NaCl及不帶有 NaCl的 1/2 MS固體培養基，觀察植株受鹽害抑

制的生長情形。 

15.2 種子萌發率測試 

    阿拉伯芥種子以稀釋十倍之漂白水消毒後，播灑於 1/2 MS固體培養基，以

4℃低溫春化兩天後，於 24℃ 12小時光照/12小時黑暗生長。1/2 MS固體培養基

模擬鹽害逆境，分別帶有 100 mM或 150 mM的 NaCl，完全不額外添加鹽類的

1/2 MS固體培養基為測試種子萌發率的對照組。 

15.3 乾旱逆境 

    將轉植株阿拉伯芥種子與野生株或單純轉殖載體之阿拉伯芥播種於同一個

三英吋的土盆，土的比例為 1:2=荷蘭土:根基旺，待植株生長三周後，停止澆水

兩周再重新恢復澆水，觀察植株是否恢復生長。 

15.3 青枯病菌接種 

    植物材料為三周大之阿拉伯芥。青枯病菌菌株 RD15 由-80℃冰箱劃到 TTC

固體培養基，28℃培養兩天後，隨機挖取菌落以 523 液體培養基在 28℃搖晃培

養一天，再將菌液塗抹於 523固體培養基，28℃培養一天後以無菌的去離子水洗

下菌落，調整為 OD600=0.3的菌液。每棵阿拉伯芥澆灌 10 mL青枯病菌菌液，接

種青枯病菌後植物移至 26℃光照/26℃黑暗的生長箱，一周後開始紀錄植物萎凋

級數，阿拉伯芥萎凋分級如下，Level 0：無明顯病徵；Level 1：25%的葉片萎凋；

Level 2：50%的葉片萎凋；Level 3：75%的葉片萎凋；Level 4：葉片完全萎凋。 
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15.3 軟腐病菌接種 

  植物材料為三周大阿拉伯芥。軟腐病菌由-80℃冰箱劃到 523 固體培養基，

28℃培養一天後，隨機挖取菌落以 523 液體培養基在 28℃搖晃培養一天，再將

菌液塗抹於 523固體培養基，28℃培養一天後以無菌的去離子水洗下菌落，調整

為 OD600=0.001的菌液。以針頭將每棵植株的一片葉片刺出一個傷口，將 10 µL

軟腐病菌菌液滴在傷口上，隔天針對感染程度記錄病徵級數，病徵級數依據

Higashi et al. 2008 來分類，Level 0：無明顯病徵；Level 1：接種部位有些微水浸

狀病徵；Level 2：葉部出現明顯水浸狀病徵。 

 

16. 生物資訊分析與統計分析 

  SlZFP蛋白質氨基酸序列中的保守序列(conserved domain)是利用 NCBI網站

中附設的軟體所分析 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)。

SubcellµLar localization實驗前是利用WoLF PSORT分析 TC122455在細胞中可

能座落的位置(http://wolfpsort.org/)。 

  青枯病菌量的濃度是利用 SAS Proc Mixed (SAS Institute)做統計分析。比較

empty pTRV2 vector感染的對照組與靜默特定基因後的番茄中菌量的濃度，以

Student t-test統計確認是否有顯著差異。 
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第三章 結果 

1. VIGS 基因靜默之效率檢測 

    番茄進行 VIGS農桿菌注射後第 15天，收取番茄莖基部並抽取其 RNA反轉

錄為 cDNA，利用半定量 RT-PCR檢測 VIGS靜默特定目標基因的效率。各個基

因半定量 RT-PCR使用之引子列於附錄一，番茄 Ubiquitin 3 (Ubi3)為 RNA定量

之對照組。檢測其中七個基因之 RNA產物，與接種 empty pTRV2 vector的控制

組比較後，發現 RAV2、SlZFP、MAPK、WRKY53、MTR、NABP以及 Calmodulin-7

等基因之 RNA產物有不同程度的下降(圖ㄧ)，顯示在番茄中成功靜默目標基因

使其表現量下降，然而 ERF5之 RNA產物並沒有下降。 

 

2. VIGS靜默特定基因後使番茄對抗青枯病菌能力下降 

  先前研究顯示，AtNPR1大量表現之轉殖番茄可增強其廣效抗病能力(Lin et 

al., 2004)，而 CBF1大量表現之轉殖番茄可增強耐旱及耐鹽能力(Hsieh et al., 

2002)，利用 DNA微陣列分析發現此轉殖番茄中一群會受 AtNPR1或 CBF1誘導

而表現量上升的基因，將這群基因選出進行 VIGS實驗。依照番茄基因資料庫

(Tomato expression database)提供之 cDNA全長序列設計引子，利用 PCR增幅專

一性片段，裝載到 TRV2 vector並轉型入農桿菌中，利用農桿菌感染七天大的抗

青枯病番茄品系 H7996，十天後即可產生 VIGS靜默番茄特定基因的效果。

Phytoene desaturase (PDS)為合成胡蘿蔔素(carotenoid)的重要酵素，靜默 PDS會造

成番茄葉部白化區塊產生，以此為 VIGS效率的對照組(圖二，A)。結果顯示 TRV

感染會稍微抑制番茄的生長，除此之外，calmodulin-7被靜默後番茄呈現葉片向

下彎曲，葉片黃化之外表形；nucleic acid binding protein靜默後，真葉生長方向

不自然扭曲(圖二，A)，其餘基因被靜默後並不會對番茄的生長與發育造成影響。 

進一歩接種青枯病菌進行番茄抗病性分析，L390感病品系番茄在接種青枯

病菌三天後出現萎凋的病徵，並在第五天全葉完全萎凋，偵測菌量在莖部與莖基

部皆可達到 109 CFU g−1。另外靜默 RAV2、SlZFP、PGIP以及 nucleic acid binding 
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protein (NABP)使抗病品系番茄 H7996對抗青枯病菌能力下降(圖二，B)，於接菌

後第五天呈現萎凋之外表型。檢測植株內青枯病菌濃度後，發現在靜默 SlZFP、

RAV2、NABP及 PGIP之番茄的莖基部與莖部，青枯病菌濃度比接種 empty pTRV2 

vector的番茄對照組來的高，以 Student t-test統計分析後顯示有顯著差異(表一)。 

 

3. 番茄接種青枯病菌後之基因表現分析 

為了檢測 VIGS實驗篩選出的可能防禦基因(附錄ㄧ，表ㄧ)是否受青枯病菌

感染所誘導，收取番茄 H7996品系澆灌青枯病菌菌液與去離子水後，第 0、6、

12、24以及 48小時的番茄莖基部組織，並抽取莖基部組織 RNA反轉錄為 cDNA，

以半定量方式檢測前人已知會受青枯病菌誘導表現的指標基因 TSRF1 (Zhang et 

al., 2004)，發現在接種青枯病菌後 24小時與 48小時，TSRF1表現量比起澆灌去

離子水之對照組為高(圖三)，因此認定我們收取的樣本成功接種青枯病菌。 

Real-time PCR檢測結果發現，比起澆灌去離子水之對照組，一些基因受青

枯病菌誘導有較高的表現量，另一群基因誘導倍率較低，分別如下述：SlZFP的

表現量分別在接種青枯病菌後第 6小時和 24小時上升 2倍或 3倍左右(圖四，A)；

SlCLL接種青枯病菌後 24到 48小時表現量上升 10倍以上(圖四，B)；RAV2接

種青枯病菌後第12小時表現量上升3倍而第24小時上升8倍(圖四，C)；expression 

protein接種青枯病菌後第 24小時表現量上升 5倍(圖四，D)；AAA-type ATPase

的表現量分別在接種青枯病菌後第 6小時和 48小時上升 3倍或 2倍左右(圖四，

E)； CCS、SlRLI2及 snRNP則是分別在特定的時間點觀察到表現量上升 2倍左

右(圖四，Ｆ-H)；ERF5的表現量則十分不穩定，並無特別之規律可言(圖四，I)。 

 

4. SlZFP-cDNA之全長調取 

番茄 SlZFP (基因序號：TC122455)之 cDNA全長取自 Tomato expression 

database網站，為 2097 bps，利用Vector NTI分析 SlZFP的開放譯讀框(open reading 

frame, ORF)為 1653 bps，轉譯後擁有 551個蛋白質氨基酸序列約 60kDa。以 NCBI
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網站作序列比對，發現阿拉伯芥中有三個與 SlZFP 類似的蛋白質，保守序列

(conserved domain)為 Zinc finger domain中的 C3HC4-RING domain (圖五)。利用

番茄 H7996品系之 Total RNA反轉錄為 cDNA後，以聚合酶連鎖反應增幅 SlZFP

之 ORF，再用 TA clone方式裝載於 pCR8®/GW/TOPO® vector載體，以載體上引

子定序後確定序列與資料庫之序列相同無誤。 

 

5. 水楊酸、乙烯及茉莉酸處理番茄後之 SlZFP表現分析 

    由於先前的研究中發現 SlZFP會在 AtNPR1過量表現的轉殖番茄中大量表

現，表示 SlZFP的表現量間接受到 AtNPR1的調控，已知 AtNPR1包含在水楊酸

調控的植物防禦訊息傳導路徑，為了進一步確認 SlZFP是否同樣受到水楊酸調

控，因此對番茄 H7996品系處理水楊酸。將水楊酸均勻噴灑在葉片後，收取 0、

1、2、4、8以及 24小時的葉子組織並抽取 RNA反轉錄為 cDNA。利用已知會

被水楊酸誘導的基因 Pti4 (Gu et al., 2000)當作對照組，發現 Pti4在番茄處理水楊

酸後 1小時大量表現，之後 2、4、6、8小時表現量慢慢降低，24及 36小時後

表現量回復到與 0小時的對照組相似的表現量(圖六，A)，Pti4的表現量被誘導

證實本實驗水楊酸處理有效。SlZFP的表現量在水楊酸處理後 1小時被抑制，之

後抑制效果減緩表現量慢慢回復，但到第 8小時表現量再度降低，36小時後表

現量又逐漸回復到與 0小時的對照組相似的表現量(圖六，B)。 

    為了進一步確認 SlZFP是否參與其他植物荷爾蒙調控的防禦反應，將三周大

番茄處理乙烯前驅物 ethephon後，檢測 0、1、2、4、8以及 24小時的 SlZFP表

現量，結果顯示 SlZFP表現量在處理 ethephon後隨時間下降，在第 4小時表現

量最低，第 24小時後表現量慢慢恢復到 0小時對照組的表現量(圖七，B)。Pti4

為已知會被水楊酸誘導的基因，做為番茄處理 ethephon的對照組(圖七，A)。除

水楊酸與乙烯，番茄處理茉莉酸後 0、1、2、4、8以及 24小時的表現量並無受

到明顯的影響而改變(圖八，B)，WIPI-2為已知會被茉莉酸誘導的基因(van Schie 

et al., 2007)，做為番茄處理茉莉酸的對照組(圖八，A)。 
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6. SlZFP可能位在植物細胞骨架上 

    為研究 SlZFP在植物細胞中表現的位置，所以利用線上軟體WolF PSORT 

(http://wolfpsort.org/)預測，預測結果 SlZFP與 PRH (At4g29940)有 15%相似，PRH 

(pathogenesis-related homeodomain protein)已知會進入細胞核，所以推測 SlZFP在

細胞中坐落的位置可能是細胞核，但 SlZFP的序列分析並沒有 NLS (nuclear 

localization sequence)。原生質體實驗中發現，用 p2FGW7單獨表現 GFP之原生

質體對照組螢光會充滿整顆細胞(圖九，A) ，而利用 CaMV 35S promoter過量表

現 GFP-SlZFP重組螢光蛋白到阿拉伯芥原生質體後，發現 SlZFP在細胞中呈現

絲狀分布，利用 SlZFP-GFP的重組螢光蛋白驗證也得到絲狀分布的結果(圖九，

B)。微管標示蛋白(CFP-MAP4)與微絲標示蛋白(talin-YFP)單獨表現在原生質體時

會呈現不同樣式的絲狀分布(圖九，C、D)，進一步利用 CFP-MAP4或 talin-YFP

與 GFP-ZFP融合蛋白同時表現到阿拉伯芥原生質體後發現，GFP-SlZFP在細胞

中表現的位置與 CFP-MAP4有部分重疊(圖九，E)，與 talin-YFP表現位置無法完

全的配合(圖九，F)，因此推測 SlZFP於阿拉伯芥原生質體表現位置可能是細胞

骨架中的微管組織。 

 

7. 阿拉伯芥轉殖株之篩選與分子檢驗 

  以 CaMV 35S promoter過量表現 SlZFP於阿拉伯芥哥倫比亞品系，抗殺草劑

基因(Bar)為轉殖載體 pEarleyGate 201用的篩選標記，T1 plants以殺草劑篩選後

存活 42棵，以 Genomic PCR確認插有轉殖基因的殖株留下收取子代。T2植株

用殺草劑篩選後依照分離率確認 3:1存活比例的轉殖株為一個轉殖基因插入，分

別收取種子後，T3轉殖株再以殺草劑確認完全存活者為 Homozygous。選取 empty 

pEarleyGate 201轉殖株、野生型阿拉伯芥以及 7個 35S::SlZFP homozygous轉殖

株，分別抽取葉部 RNA後反轉錄為 cDNA，利用 RT-PCR方式檢測 SlZFP之 RNA

是否大量表現於轉殖株中，結果發現控制組的 empty pEarleyGate 201轉殖株及野

生型阿拉伯芥沒有 SlZFP表現，而 7個 SlZFP轉殖阿拉伯芥皆有 SlZFP表現，
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其中又以編號第 3號及 36號的 35S::SlZFP轉殖株 RNA表現量為高(圖十)。觀察

轉殖株外表是否與野生型及轉殖空載體的阿拉伯芥有差異，結果顯示轉殖株在ㄧ

般情況下的生長速率、葉片的外觀並沒有改變(圖十一)。 

 

8. 過量表現 SlZFP增加阿拉伯芥青枯病菌的發病速率 

  為檢測 35S::SlZFP轉殖株對青枯病菌的抗病性，而進行青枯病菌接種測試。

阿拉伯芥種子消毒並置於 1/2 MS培養七天後移至土盆，待阿拉伯芥生長三到四

周大時進行青枯病菌接種測試其抗病性，每個 line各二十棵植株，每棵植株接種

10 mL菌液(OD600=0.3)，結果顯示，35S::SlZFP與野生型及轉殖空載體的部分植

株在接種青枯病菌後第 7天出現萎凋病徵，且各個 line發病速率不盡相同，於第

12天後登記植株萎凋級數並比較實驗組與對照組的差異，發現 35S::SlZFP轉殖

株萎凋級數達到第四級完全萎凋的植株數量高於 30%，而野生型及轉殖空載體的

阿拉伯芥對照組只有 10%左右(圖十二)，顯示 SlZFP會增加阿拉伯芥的發病機率。 

 

9. 過量表現 SlZFP未顯著影響阿拉伯芥對軟腐病菌的抗性 

為檢測 35S::SlZFP轉植阿拉伯芥對其他重要病害的耐受性，將三周大阿拉

伯芥以葉片滴菌法接種軟腐病菌測試其抗病性，將感染程度分成 0-2三個級數(圖

十三)。結果顯示接種軟腐病菌後 12小時，阿拉伯芥葉子出現不同程度感染之水

浸狀軟腐病徵，在感染級數上，35S::SlZFP轉殖株與對照組皆屬於第二級數嚴重

發病的植株數量為 40%-60%左右，而合併一級與二級病徵的發病植株數量後實

驗組與對照組皆高達 80%以上有病徵，並無太大差別。另外葉片滴菌法接種軟腐

病菌後 24小時則是毎棵植株都會出現嚴重的軟腐病徵(data not shown)。 

 

10. 過量表現 SlZFP稍微增加阿拉伯芥之鹽害耐受性 

  為了檢測 35S::SlZFP轉殖阿拉伯芥對鹽害逆境的耐受性，將十天大的阿拉

伯芥小苗由 1/2 MS移到帶有 150 mM NaCl之 1/2 MS後，於第四天可觀察到葉
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子邊緣白化現象，且所有植株開始呈現真葉捲曲的現象，顯示鹽害逆境產生效

果。鹽害處理七天後，大部分野生型以及轉殖空載體的阿拉伯芥呈現白化死亡的

外表型，而 35S::SlZFP轉殖阿拉伯芥整體白化死亡的比例則比較不多，顯示較

高的抗鹽能力(圖十四，A)。進一步檢測葉綠素的含量可發現，一般正常生長在

1/2 MS上的阿拉伯芥，35S::SlZFP轉殖株與野生型及轉殖空載體的控制組比起

來，葉綠素含量並無太大差異，而處理鹽害逆境後，35S::SlZFP轉殖株的葉綠素

含量，會稍微高於野生型及轉殖空載體的阿拉伯芥(圖十四，B)，表示 35S::SlZFP

轉殖株在鹽害逆境中生長的情形比對照組來的好，擁有較好的鹽害耐受性。 

  為了測試 35S::SlZFP在鹽害逆境中種子的萌發情況，將阿拉伯芥種子消毒

後播灑於含有 100 mM 或 150 mM NaCl的 1/2 MS固體培養基，兩天後計算萌發

率。在ㄧ般的 1/2 MS固體培養基上，35S::SlZFP轉殖株與對照組阿拉伯芥種子

萌發率皆為 100%左右，而在處理鹽害逆境 100 mM時，對照組阿拉伯芥種子萌

發率為 30%-40%之間，兩個 35S::SlZFP轉殖株萌發率分別是 70%與 38%，結果

顯示其中一個 35S::SlZFP轉殖株在 100 mM NaCl鹽害中萌發比率高於野生型以

及轉殖空載體的阿拉伯芥，而濃度 150 mM NaCl的 1/2 MS固體培養基則無法使

大部分的種子正常的萌發，實驗組與對照組萌發比率皆低於 20% (圖十五)。 

 

12. 乾旱逆境測試顯示 SlZFP未顯著影響植物的耐旱性 

  為檢測過量表現 SlZFP是否影響阿拉伯芥對非生物性逆境的耐性，而進行乾

旱逆境測試。阿拉伯芥生長於土盆中三到四周後(圖十四，A)，停止澆水兩週，

再重新澆水並觀察兩天(圖十六，B)。少量植株復水後可恢復生長，大部分植株

呈現乾死狀態，復水後兩天計算存活率後發現，35S::SlZFP轉殖株與野生型及轉

殖空載體的阿拉伯芥存活率都大概是百分之二十左右(圖十六，C)，並無太大差

異。在停止澆水的過程中，所有植株呈現慢慢乾枯死亡的外表型，先後次序並無

分別，顯示 35S::SlZFP轉殖株對乾旱的耐受性並不受影響。 

 



 

 27

第四章 討論 

1. 靜默番茄中特定基因後造成番茄外表型改變或降低對抗青枯病菌的能力 

    以往為了研究番茄特定基因的功能，常常需要花費大量時間建構突變株，因

此發展出VIGS的技術。現今VIGS已經被廣泛使用在多種植物種類，包括番茄、

菸草以及阿拉伯芥等常見的模式植物。利用VIGS技術，已有多篇文獻發現一些

參與植物對抗環境逆境的重要基因(Senthil-Kumar et al., 2008)。在青枯病的研究

上，也有文獻指出靜默掉small heat shock protein 17 (shsp17)後的煙草對抗青枯病

菌的能力大幅下降(Maimbo et al., 2007)，顯見VIGS研究植物重要防禦基因的可

行性。 

  本篇論文將DNA微陣列分析後所發現的，一群可能參與番茄對抗青枯病菌

的基因進行VIGS實驗，其中發現SlZFP、RAV2、Nucleic acid binding protein靜默

後的番茄接種青枯病菌後呈現萎凋之外表型(圖二，B)，但實際上的比例並不高，

推測是因為樣本中每棵番茄個體抗病性的差異所導致，且因為人工注射農桿菌的

方式進行VIGS，可能在注射過程中無法使每棵番茄同樣接受到一定量的農桿

菌，促使VIGS效率在每棵番茄有不同程度的影響，導致病徵不一致。進一步檢

測菌量後發現一些特定基因靜默後體內青枯病菌濃度上升，顯示這些基因可能共

同扮演番茄對抗青枯病菌的防禦反應；依最近的研究指出，番茄對抗青枯病菌的

防禦反應，可能同時包括水楊酸、茉莉酸以及乙烯防禦路徑中一些重要基因的參

與(Chen et al., 2009)，突顯出青枯病菌與植物間複雜的作用機制。基於以上原因，

單獨靜默一個基因可能無法完全降低抗病番茄對抗青枯病菌的能力，以致沒有穩

定的萎凋性狀出現。 

  VIGS實驗中也針對番茄的轉錄因子WRKY53進行研究，DNA微陣列顯示

WRKY53在AtNPR1轉殖番茄中會受AtNPR1誘導大量表現，文獻也顯示WRKY53

會受病原菌以及水楊酸誘導(Dong et al., 2003)，但是VIGS結果顯示WRKY53靜默

之番茄其對抗青枯病菌的能力並無下降，可能是因為WRKY轉錄因子為gene 

family，會有功能性冗餘(functional redundancy)的影響，所以無法用VIGS的方式
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突顯此類基因的功能，同樣的MAPK這類基因也可能受到冗餘的效果而無法展現

預期的結果。 

  在VIGS實驗中，菌量檢測顯示番茄calmodulin-7似乎與對抗青枯病菌無關，

然而calmodulin-7靜默之番茄出現葉片彎曲、葉脈黃化及生長矮小的有趣外表型

(圖二，A)，顯示calmodulin-7在番茄的生長發育中扮演重要角色，以往研究顯示

阿拉伯芥之calmodulin-7過量表現轉植株會增進幼苗光反應發生型態的性狀

(Hyperphotomorphogenic growth)，但calmodulin-7之突變株並不會影響阿拉伯芥

的外表型(Kushwaha et al., 2008)，然而本論文中利用VIGS靜calmodulin-7卻可以

造成番茄出現生長受阻的情況，這可能是由於不同物種間calmodulin-7扮演功能

不盡相同，且由於番茄之基因體並未完全定序，在設計VIGS片段上只能以現有

資料庫設計專一片段，無法完全避免有cosilencing的可能性，故靜默calmodulin-7

也有可能同時靜默其他未知的相似基因，導致靜默calmodulin-7出現與阿拉伯芥

突變株不同的影響。 

 

2. 青枯病菌誘導番茄特定基因之表現量上升 

    在基因表現分析上，本論文使用番茄中會受青枯病菌所誘導的 TSRF1為接

菌指標，結果顯示在兩批不同的重複實驗中，TSRF1於接種青枯病菌後第 24小

時以及 48小時大量表現(圖三)，與文獻中的結果相符，但明顯的在處理一般去

離子水的番茄樣品中，TSRF1表現量也有相對上升，由於 TSRF1是隸屬於乙烯

調控的 ERF基因家族，許多文獻顯示許多 ERF基因家族中的基因會受乾旱逆境

所誘導，所以推測在接種青枯病菌及去離子水後的後面時間點，儘管土盆中土壤

表面保持濕潤，但隨著水份流失植物可能感受到缺水而誘導一些基因的表現上

升。 

  分析各基因的表現後，顯示curculin-like lectin (SlCLL)、RAV2等基因受到青

枯病菌誘導而大量表現(圖四)。SlCLL在阿拉伯芥中有四個相似的homologs，關

於SlCLL的防禦功能仍然不是非常清楚，目前僅知lectin與真菌的孢子分裂及生長



 

 29

有關聯(Barkai-Golan et al., 1978; Sharon and Lis, 2004)；麥廮蠅(Hessian fly)的幼蟲

會被雪花蓮(snowdrop)的lectin抑制生長(Fitches et al., 2004; Majumder et al., 2004; 

Hogervorst et al., 2006; Subramanyam et al., 2008)。由於lectin在植物對抗病菌的研

究上仍然缺乏，所以SlCLL在番茄對抗青枯病菌中扮演的功能有進一步研究的價

值所在。 

  RAV2 (Related to ABI3/VP1)在分類上屬於AP2 (APETALA2)轉錄因子家族

(Wu et al., 2008)。AP2家族中的ERF已被廣泛研究，在植物中會參與鹽害、乾旱、

寒害等缺水逆境的反應(Wu et al., 2008)；ERF家族也參與植物對抗病原菌的反

應，例如ERF1、Pti4以及AtERF1會增強植物抗病且受到植物荷爾蒙及病原菌的

誘導(Gutterson and Reuber, 2004)。以上文獻證實有許多AP2轉錄因子在植物對抗

逆境扮演重要角色。其他AP2轉錄因子的研究包括辣椒的RAV1曾被發現會受

Xanthomonas axonopodis pv. Glycines誘導而表現(Kim et al., 2005)，而RAV2在植物

遭遇病原菌的反應上則未被報導，本論文實驗顯示番茄RAV2會受到青枯病菌誘

導表現，推測RAV2轉錄因子可能參與調控植物下游防禦反應有關。 

 

3. SlZFP表現量受到青枯病菌及水楊酸調控 

SlZFP為本篇論文選擇深入研究的基因，基因表現分析中顯示，接青枯病菌

後第 6小時以及 24小時 SlZFP表現量較接水之控制組來的高(圖四)，顯見青枯

病菌之感染誘導 SlZFP在早期及後期表現，但因為實驗收取 sample 略過接完菌

0到 6小時間的時間點，所以無法免除 SlZFP可能在更早的時間點有表現量上升

的可能性。另外在第 48小時的時間點可發現，SlZFP表現量不管在接菌或接水

的樣本皆遠大於 0小時的時間點，顯見 SlZFP可能不只參與植物對抗青枯病菌的

反應，植物可能在實驗期間也感受感受到其他環境因子例如乾旱的影響使得

SlZFP表現趨勢不穩定。 

在前人 DNA微陣列的分析中發現，AtNPR1過量表現轉植番茄，SlZFP的表

現量會提高約 2.1倍，RT-PCR也顯示 AtNPR1過量表現番茄中 SlZFP被大量誘
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導表現(附錄二)。而在水楊酸處理後的番茄中卻發現 SlZFP的表現會受到高度抑

制(圖六，Ｂ)。過去研究指出，植物體中存在有負回饋抑制路徑去調控水楊酸的

產量，npr1阿拉伯芥突變株會無法對水楊酸產生正常反應，當植株受到感染時，

水楊酸產量以及水楊酸的合成酵素 ICS1表現量都會高於野生型的阿拉伯芥

(Delaney et al., 1995)，且 npr1突變株對水楊酸的耐受性下降，額外處理水楊酸

會抑制 npr1突變株的正常生長(Cao et al., 1997)，另外由於許多突變株的研究發

現水楊酸大量累積會造成植物本身矮小生長受抑制的情況(Heil and Baldwin, 

2002)，因此推測 NPR1的存在能幫助調控水楊酸的衡定，負回饋機制可以避免

水楊酸過量產生(Durrant and Dong, 2004)。 

本論文發現 SlZFP會被水楊酸抑制(圖六，B)，而在前人研究中會受 AtNPR1

所誘導，推測因為 AtNPR1過量表現導致水楊酸有部分回饋抑制產生，從而降低

水楊酸對一些下游基因的調控，SlZFP可能因而不受水楊酸之抑制而表現。另

外，研究指出番茄對抗青枯病菌的反應具有複雜的分子機制，可能同時包含水楊

酸、乙烯、茉莉酸等物質誘導的防禦機制及MAPK的訊息傳遞鍊參與，這些不

同的防禦路徑，可能經由反應的時間點先後次序不同來達到防禦青枯病的目的

(Chen et al., 2009; Hase et al., 2008)，更多的植物賀爾蒙處理實驗將可解釋 SlZFP

在番茄中被調控的確實機制。 

 

4. SlZFP可能位於植物細胞的細胞骨架 

  利用阿拉伯芥原生質體短暫表現 SlZFP發現其坐落在細胞骨架上，且表現位

置與微管的標示蛋白 microtubule-associated protein 4 (MAP4)大致吻合(圖九，E)，

但MAP4在原生質體中分部似乎更廣泛，推測是因為不同物種來源導致，MAP4

是屬於哺乳類動物老鼠的蛋白，且 SlZFP是一個番茄的蛋白，同樣不屬於阿拉伯

芥本身自有的蛋白，故這些蛋白質表現位置可能無法完全表示植物細胞中微管的

分布，但可確定的是，與 GFP only控制組比較，番茄 SlZFP確實可以跨越物種

在阿拉伯芥中表現並呈現其特殊的位置，且 GFP融合在 ZFP的 N-terminal或者
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C-terminal皆不會影響 SlZFP的表現位置，顯示 SlZFP坐落於細胞骨架並不是因

為 GFP而影響到其表現位置。由於 SlZFP與現有已知的微管蛋白，包括 tubulin、

MAP4等胺基酸序列並不相似，且不具有已知的 microtubule binding domain，所

以推測 SlZFP帶有新型的蛋白質區域使其與微管產生連結，未來應用 deletion 

assay逐步篩選，可能得知 SlZFP上扮演關鍵角色的胺基酸序列為何。 

  細胞骨架中的微管與微絲在分布上皆呈現絲狀分布，因此在原生質體的實驗

中另外還加入了微絲(actin filament)的標示蛋白 talin-YFP，結果顯示 GFP-SlZFP

與 talin-YFP表現位置不盡相同(圖九，F)，間接證實 SlZFP可能位在另一種細胞

骨架微管上，為了進一步確認 SlZFP是位於微管上，未來可採用微管的抑制劑

oryzalln或 amiprophosmethyl以及微絲的抑制劑 latrunculin B，以抑制劑處理表現

GFP-SlZFP的阿拉伯芥原生質體，若 SlZFP在微管的抑制劑作用下無法呈現絲狀

分布，則可證明 SlZFP的確切位置。 

 

5. 35S::SlZFP轉殖株生長正常 

過往文獻指出，持續大量表現各種植物防禦基因，會對植物生長造成不同程

度上的抑制作用，例如 DREB1a過量表現阿拉伯芥可增強對抗非生物性逆境的能

力，卻會嚴重抑制植株生長(Kasuga et al., 1999)；CBF3過量表現阿拉伯芥可增加

對寒害的耐受性，卻使植株生長矮小且開花延緩(Gilmour et al., 2000)；然而也有

文獻指出，過量表現 AtNPR1轉殖番茄可增加廣效抗病能力，在外表形上卻不會

與野生株番茄有差異(Lin et al., 2004)；TSRF1過量表現之煙草對抗青枯病菌的能

力上升，轉殖株在生長上並不會受到抑制(Zhang et al., 2004)；基於防禦基因可能

對轉殖株外表形造成影響的原因，對 35S::SlZFP進行外表形的觀察，結果顯示

轉殖株生長並無受到抑制，且外表形並無改變(圖十一)。由於目前只粗略觀察外

觀變化，往後可在針對細節例如表皮細胞的大小或形狀進行觀察，因為 SlZFP

可能是一個微管上的蛋白質，文獻指出，同樣位於微管上的蛋白質 Casein kinase 

1-like 6過量表現會影響阿拉伯芥表皮細胞的大小及形狀(Ben-Nissan et al., 



 

 32

2008)；另外由於 AtMAP會影響細胞中微管的排列(Li et al., 2007)，因此 SlZFP

也可能影響細胞中骨架的分佈，未來利用 GFP融和蛋白建構轉殖株可細部分析

SlZFP於細胞層級對植物造成的影響。 

 

6. 過量表現 SlZFP可能造成阿拉伯芥轉殖株對青枯病菌的抵抗能力下降 

    接種青枯病菌後顯示 35S::SlZFP轉殖阿拉伯芥發病速率比野生型及轉殖空

載體的阿拉伯芥來得快(圖十二)，而 TRV-VIGS實驗顯示靜默 SlZFP後番茄抗青

枯病菌能力下降(圖二，B；表ㄧ)，這樣的結果似乎前後矛盾，推測是因為 SlZFP

的表現量必須維持在一個平衡的狀態，任何太過量的變動會造成訊息傳導路徑上

平衡的失控，導致預期抗病的結果相反，近期研究也曾發現類似案例，像阿拉伯

芥 ERF104過量表現轉殖株與 erf104突變株同樣會造成植物感病性增加，植物體

內菌量上升(Bethke et al., 2009)，另外由於水楊酸以及 ethephon處理會抑制 SlZFP

的表現量，綜合接菌結果 35S::SlZFP轉殖阿拉伯芥抗青枯病性下降，所以也不

排除 SlZFP可能扮演防禦反應負調控者的角色。另外值得注意的，SlZFP是屬於

番茄的蛋白質，在胺基酸序列比對上與阿拉伯芥最像的蛋白質 At5g10650的相似

性(similarity)為 55%而一致性(identities)為 39%，因此轉殖外來物種的蛋白質到阿

拉伯芥中，並不一定能完全展現 SlZFP的功能，且由於 VIGS實驗是以番茄為材

料而轉殖株抗病性測試是以阿拉伯芥為材料，文獻指出茄科作物面對青枯病菌時

產生的分子機制反應與阿拉伯芥不會完全的等同(Lin et al., 2008a; Robatzek et al., 

2007; Wei et al., 2007)，所以可能因為跨物種的關係而造成抗病性結果不如預

期。針對此點，目前正以茄科的模式植物為背景去建構 35S::SlZFP轉殖菸草(附

錄三)，期望能更確切了解 SlZFP的功能。 

  其他關於 35S::SlZFP轉殖株抗病性測試的問題還有，轉殖株使用的

idependent line過少，未來增加更多不同 line的 35::SlZFP轉殖株，可以更加確認

SlZFP的功能。另外在接種青枯病菌的過程中，發現同一對照組或實驗組的植物

萎凋情況並不非常一致，有些植物甚至不出現萎凋病徵，這可能是因為青枯病菌
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菌量太低，且採取植物不斷根處理的方式所造成，未來可考慮調整接菌的濃度，

或接種青枯病菌前，先斷根造成根部傷口，使青枯病菌感染植物的效率提升，或

許能促使各個對照組或實驗組發病情況一致，進而顯現更大的差異性。 

  以現有資料分析SlZFP的可能功能，SlZFP在分類上屬於鋅指蛋白中的RING

蛋白，過去對 RING蛋白的研究顯示，許多具有 RING domain的蛋白很可能是

E3 ubiquitin ligases (Deshaies and Joazeiro, 2009)，因此 SlZFP也可能具有 ubiquitin 

ligases的活性。研究指出植物透過 ubiquitination的過程可以調控許多其他的蛋白

質，控制許多細胞的生理反應，在植物防禦反應中扮演非常重要的角色(Devoto et 

al., 2003; Goritsching et al., 2007)；例如過量表現稻米中的 OsRHC1到阿拉伯芥後

可增加植物對抗 pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000的能力(Cheung et al., 

2007)；而過量表現 OsBIRF1到菸草可同時增加植對生物性與非生物性逆境的耐

受性(Liu et all., 2008)。儘管目前無法確認 SlZFP在抗病反應中扮演的角色是正

調控或負調控，未來仍可以透過 SlZFP是否參與 ubiquitination pathway 來釐清

SlZFP扮演的角色；在蛋白質分解的過程中 26S proteasome負責分解被 ubiquitin

標定的蛋白，處理 MG132可以抑制 26S proteasome的活性，利用MG132處理

35S::SlZFP轉殖株，倘若能恢復 35S::SlZFP轉殖株的抗病性，則可以推論

35S::SlZFP轉殖株抗病性降低是因為 SlZFP影響到植物體內 ubiquitination 

pathway，進而影響植物對抗逆境的訊息傳導路徑。 

  除青枯病菌外，本論文還測試了 35S::SlZFP轉殖株對軟腐病菌的抗性(圖十

三)，在接種軟腐病的實驗中發現，以參考文獻的方式接種無法出現病徵，因此

特意對植物葉子以針筒造成傷口在行接菌，卻發現所有植株發病情況都非常嚴重

且快速，在一天內接種葉就可以出現完全軟腐的病徵，由於此方法造就的逆境可

能太過劇烈，因此無法正確比較植株間之病害反應是否有差異性，今後可考慮改

善接種的方式或調整軟腐病菌的濃度，以期更精準的觀察植物軟腐病徵發生的情

況。 
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7. SlZFP在鹽害中可能扮演的角色 

  鹽害測試顯示 35S::SlZFP轉殖阿拉伯芥有較好的鹽害耐受性(圖十四)，唯差

異度非常大，故未來必須放大樣本數以更加確認 SlZFP是否確實幫助植物增加鹽

害耐受性。另外在鹽害逆境中的種子萌發測試，兩個不同 line的 35S::SlZFP轉

殖株呈現不同的抗性，由於目前所得到的 homozygous 35S::SlZFP轉殖株只有兩

株，未來應該增加不同 line的轉殖株數量以確認 SlZFP的功能。 

  由於 SlZFP的表現位置是在植物的細胞骨架微管上，針對此點去推測 SlZFP

在非生物逆境中可能的功能，在文獻中發現，處理微管組織的聚合抑制劑會幫助

阿拉伯芥在鹽害逆境中恢復其生長，而以藥物處理的方式增強微管的組成，則會

促使阿拉伯芥對鹽害耐受性降低，顯示微管的重新組成排列會幫助植物更能生存

在鹽害逆境中(Wang et al., 2007)；在其他非生物逆境的測試中，利用 pronamide

使微管在短時間內被分解無法聚合，可以增加植株在低溫逆境中的存活率

(Abdrakhamanova et al., 2003)，且耐寒品種的小麥對於破壞微管的藥物較為敏感

(Olinevich et al., 2002)；另外滲透壓逆境會抑制植物的生長，同時會改變植物微

管的組成與排列(Balancaflor and Hasenstein 1995)。到目前為止，已經有許多證據

證明非生物性逆境會使植物的細胞骨架重新組織，本論文發現 SlZFP位於細胞中

的微管組織上，推測 SlZFP可能會影響植物在逆境下微管的排列，以利植物的生

長，目前已經建構 35S::GFP-ZFP轉殖植物(附錄四)，再輔以各種逆境處理，可

仔細檢視SlZFP在逆境下位置的改變，更加確認SlZFP在植物中可能扮演的功能。 

 

8. 總結 

    本論文利用VIGS篩選及基因表現分析發現一些可能參與番茄抗青枯病菌的

基因，且發現了一個帶有 RING domain的蛋白質 SlZFP可能位在植物細胞骨架

的微管組織，過去文獻並沒有發現 RING蛋白有能力連結在細胞骨架。透過過量

表現 SlZFP到阿拉伯芥中還發現，SlZFP的表現量必須維持在平衡的狀態，SlZFP

表現量的變動可能會造成訊息傳導上平衡的失控，進而影響植物對逆境的反應。 
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表一、VIGS靜默番茄特定基因並檢測接種青枯菌後之菌量 

a青枯病菌平均菌量(log [CFU/gram plant tissue])。 

b **: highly significant; *: significant; ns: not significant. 
c接種農桿菌攜帶 pTRV1與 empty pTRV2 vector的番茄檢測菌量，做為未靜默任

何基因的對照組。 
d樣本數不足未採取統計。

Meana 
Silenced Gene Sample No.

Collar Stem 
AtNPR1-array 
 WRKY DNA-binding protein 53 
 (WRKY53) 

36 3.59 nsb 1.36 ns 

 zinc finger protein-like (SlZFP) 36 4.59 **b 3.64 ** 
 polygalacturonase inhibitor protein 
 (PGIP) 

36 4.53 *b 2.29 ** 

 pathogenesis-related protein (STH2) 36 2.6 ns 0.83 ns 
oxophytodienoate reductase 3 
(OPR3) 

36 1.6 ns 0.91 ns 

MAP kinase16 (MAPK16) 33 2.69 ns 1.16 ns 
methylenetetrahydrofolate reductase 
(MTR) 

24 4.0 2.28 

nucleic acid binding protein (NABP) 12 6.9 4.1 
calmodulin-7 12 4.07 1.42 
control (TRV-infectedc) 98 2.73

-d 

0.47 

- 

AtCBF1-array 
RAV2 35 5.24 ** 3.8 ** 
ERF5 36 3.7 ns 2.26 ns 
control (TRV-infectedc ) 48 3.6   0.99  
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表二、檢測 VIGS靜默效率所使用之引子 
Genes Accession Number  Gene-Specific primers Fragment length (bp) 

SlZFP TC122455  F: 5'-AACGGTATGAACCGTGAAGC-3' 255 
   R: 5'-GGGCAGAGCGGTACTAACAG-3'  
WRKY53 TC116257  F: 5'-AATGGGCTTGAAGGTCCATG-3' 307 
   R: 5'-GGTTTGGTGTTGCAGAGTTG-3'  
MAPK16 TC117792  F: 5'-CTTCTTCCATGGATCCTACC-3' 251 
   R: 5'-ATCTGGATGCCTAAGTAGCC-3'  
MTR TC116781  F: 5'-GTGATATAACATGGGGTGCTG-3' 330 
   R: 5'-CAGGATGTGCCTCTGGATAAC-3'  
Calmodulin-7 TC123982  F: 5'-GGGACTGTGATGAGGTCGTT-3' 212 
   R: 5'-GCAGCAGAGATGAACCCATT-3'  
NABP TC118151  F: 5'-GGTGGTGGAGCTATGGCTAA-3' 292 
   R: 5'-AAACGAGTCGGCCTAACAGA-3'  
RAV2 AK320001  F: 5'-GTTACACCAAGTGACGTTGG-3' 238 
   R: 5'-CAATATCACCGGCCTTCAAG-3'  
ERF5 AY559315  F: 5'-GAGAAGAAGCATTACAGGGG-3' 376 
   R: 5'-CATCCCAAATCGTCGACCAA-3'  
Ubi3 X58253  F: 5'-TGCAGATCTTCGTGAAAACC-3' 302 
      F: 5'-AGCGAGCTTAACCTTCTTCT-3'   
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表三、用來設計 VIGS片段所使用之引子 
Targeted tomato genes Accession Number Gene-Specific primers Fragment length (bp) 

SlZFP TC122455 F: 5'-GGAGTGCATAAAGCAGTGGT-3' 307 
  R: 5'-ACAAAGCCAGAAGAAGGCCT-3'  
WRKY53 TC116257 F: 5'-CACTTGCTCTCTCCTACTTC-3' 325 
  R: 5'-CACCTTCAAGAAGAAGAGCC-3'  
MAPK16 TC117792 F: 5'-AGATGGAAGCATCTGCCAGT-3' 302 
  R: 5'-GGGTATCTGTAGAATTGTGGG-3'  
MTR TC116781 F: 5'-TGGAGTTCTTCTGCTCTCAG-3' 333 
  R: 5'-CATTATCGACGAGGCTGACC-3'  
Calmodulin-7 TC123982 F: 5'-GAAGTGGATGCTGATGGTAA-3' 287 
  R: 5'-CACTTGGCCATCATGACCTT-3'  
NABP TC118151 F: 5'-AACCATAGACCTCGCAAAAG-3' 314 
  R: 5'-TCTCAGGATATTCAATCTGG-3'  
RAV2 AK320001 F: 5'-GTGAGTTTTCAACGATCTAC-3' 301 
  R: 5'-CCCTTTGTTTCTTTCTACATG-3'  
ERF5 AY559315 F: 5'-GGGTTCTCCACAAGAGACTT-3' 318 
  R: 5'-CCCCTGTAATGCTTCTTCTC-3'  
OPR3 TC124656 F: 5'-TGGCGTCTTCAGCTCAAGAT-3' 439 

  R: 5'CCATGAGTTCCATCAGGCAT-3'  

PGIP TC116878 F: 5'-AGACTTAGGCAATCCTTACC-3' 280 

  R: 5'-ACCTGTAAGGTTAGTGAAGC-3'  

STH2 TC124012 F: 5'-GGAAAGCCATTGACCTATTC-3' 274 

  R: 5'-TGGAAGGAACAAAACACACA-3'  

PDS CAA42573 F: 5'-CTGACGAACTTTCAATGCAGT-3' 372 

    R: 5'-ATATATGTACATTTATCACAGGTAC-3' 
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表四、Real-time PCR及 SlZFP選殖所使用之引子 
Genesa Accession Number Gene-Specific primers Fragment length (bp) 

AAA-type ATPase TC162402 F: 5'-AAAGTTCCGCCTCTCAATCA-3' 206 
  R: 5'-ATCATTAGCCGAGCTGTTGC-3'  
CCS TC154917 F: 5'-TTTTTGGTGTTGTTCGCTTG-3' 204 
  R: 5'-ATGCCTCTCCTTTCTCGTCA-3'  
SlCLL TC162132 F: 5'-GCCTAATCTCGGTTGCTCTGA-3' 210 
  R: 5'-CCTATGGCCCTGGAAGAATTT-3'  
Expressed protein -e F: 5'-TGTCGACAGATGTGCATTGTAA-3' 242 
  R: 5'-ATTAGCCAAATGGGGTGTCA-3'  
SlRLI2 TC155448 F: 5'-TCTGACGAGGTTGACGTCTGA-3' 201 
  R: 5'-CATCAACCCAATCAAGCACCT-3'  
snRNP TC157998 F: 5'-AGCCAGTCGTTCACTGACCT-3' 214 
  R: 5'-TTCGCAAGCCAATATCAGAA-3'  
RAV2 AK320001 F: 5'-GTTACACCAAGTGACGTTGG-3' 238 
  R: 5'-CAATATCACCGGCCTTCAAG-3'  
SlZFP TC122455 F: 5'-AACGGTATGAACCGTGAAGC-3' 255 
  R: 5'-GGGCAGAGCGGTACTAACAG-3'  
Pti4 U317071 F: 5'-GGATCAACAGTTACCACCGACG-3' 182 
  R: 5'-ACCATCCGACGCTTAGAGCG-3'  
WIPI-2 K03291 F: 5'-GACAAGGTACTAGTAATCAATTATCC-3' 151 
  R: 5'-GGGCATATCCCGAACCCAAGA-3'  
ERF5 AY559315 F: 5'-GAGAAGAAGCATTACAGGGG-3' 376 
  R: 5'-CATCCCAAATCGTCGACCAA-3'  
EF1 X14449 F: 5'-GATTGGTGGTATTGGAACTGTC-3' 130 
    R: 5'-AGCTTCGTGGTGCATCTC-3'   

Genesb Accession Number Primer Sequences   
SlZFP TC122455 F: 5'-ATGGATGAATATCCTGTTAAAAGAGCTGGG-3' 
  R: 5'-AGATGTCGGTTTCGATGATTCTACTG-3'c 
    R: 5'-CTAAGATGTCGGTTTCGATGATTCTACTG-3'd 
a用於 Real-time PCR之引子；b用於基因選殖之引子；c不含停止密碼子；d包含停止密碼子；e no paralogue was identified in databases
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圖ㄧ、以半定量 RT-PCR檢測 VIGS靜默特定基因效率之測定。 

農桿菌攜帶 pTRV1以及 pTRV2-targeted genes (silenced)或者 empty pTRV2 

vector (TRV-infected)注射到番茄後第 15天，抽取番茄莖基部 RNA以半定量

RT-PCR分析特定基因靜默之效率。已重複兩批不同實驗且得到一致結果。Ubi3

為 RNA定量的控制組。NC: negative control為反轉錄前的 RNA進行 PCR以驗

證沒有 DNA污染。M: DNA ladder。
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圖二、利用 VIGS靜默番茄特定之基因使番茄出現生長受阻或。 

番茄注射帶有 pTRV1及 pTRV2-RAV2、pTRV2-Nucleic acid binding protein、

pTRV2-SlZFP、pTRV2-Calmodulin-7或者 pTRV2 empty vector的農桿菌後十天，

(A)一些基因靜默會使得番茄出現生長受阻的性狀，紅色箭頭標示外表形變異的

部位，PDS靜默後番茄葉部白化做 VIGS效率的對照組。(B)接種青枯病菌後五

天，一些番茄出現委凋的外表型，L390萎凋做為青枯病菌接種的對照組。 
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圖三、半定量 RT-PCR檢測番茄接種青枯病菌之標示基因。 

抗病品系番茄 H7996澆灌青枯病菌菌液或去離子水後，收取各個時間點之番茄

莖基部樣本，抽取 RNA反轉錄為 cDNA，以半定量 RT-PCR檢測 Tsrf1的表現

量。C: 澆灌水之控制組；I: 澆灌青枯病菌菌液。 
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圖四、Real-time PCR檢測番茄接種青枯病菌後一群基因的表現分析。 

三週大抗病品系番茄 H7996澆灌青枯病菌菌液或去離子水後，收取各個時間點

之番茄莖基部樣本，抽取 RNA反轉錄為 cDNA，以 Real-time PCR檢測(A) 

SlZFP、(B) SlCLL、(C) RAV2、(D) Expressed protein、(E) AAA-type ATPase、(F) 

snRNP、(G) SlRLI2、(H) CCS、(I) ERF5的表現量。C: 澆灌水之控制組；I: 澆

灌青枯病菌菌液；HPI: hours post inoculation。
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圖五、SlZFP與阿拉伯芥中相似的蛋白質胺基酸序列比對。 

胺基酸序列比對使用的軟體為＂Clustal W program of bioedit software (Tom Hall, 

USA)＂，蛋白質保守序列之預測是使用 Pfam 

(http://pfam.sanger.ac.uk/search/Software/Pfam/search.shtml)，紅線所標示為網站

預測到的 C3HC4-RING domain。 
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(A)                            (B) 

 

圖六、Real-time PCR檢測番茄處裡水楊酸後 Pti4以及 SlZFP的表現情況。 

番茄處理水楊酸後，每個時間點隨機收取兩棵植物的葉部組織，抽取 RNA後

反轉錄為 cDNA進行檢測。Real-time PCR的 internal control為 elongation factor 

1 a (EF1a)，各個時間點 pti4或 SlZFP的表現量以 EF1a為基準，計算成相對表

現量後進行比較。Y軸表示基因的相對表現量，X軸表示處理水楊酸後的各個

時間點。 
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(A)                            (B) 

圖七、Real-time PCR檢測番茄處理 ethephon後 Pti4以及 SlZFP的表現情況。 

番茄處理 ethephon後，每個時間點隨機收取兩棵植物的葉部組織，抽取 RNA

後反轉錄為 cDNA進行檢測。Real-time PCR的 internal control為 elongation factor 

1 (EF1)，各個時間點 pti4或 SlZFP的表現量以 EF1為基準，計算成相對表現量

後進行比較。Y軸表示基因的相對表現量，X軸表示處理 ethephon後的各個時

間點。 
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(A) (B) 

圖八、Real-time PCR檢測番茄處裡茉莉酸後 WIPI-2以及 SlZFP的表現情況。 

番茄處理茉莉酸後，每個時間點隨機收取兩棵植物的葉部組織，抽取 RNA後

反轉錄為 cDNA進行檢測。Real-time PCR的 internal control為 elongation factor 

1 (EF1)，各個時間點 pti4或 SlZFP的表現量以 EF1為基準，計算成相對表現量

後進行比較。Y軸表示基因的相對表現量，X軸表示處理茉莉酸後的各個時間

點。 
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圖九、SlZFP之綠色螢光重組蛋白在阿拉伯芥原生質體中的表現位置分析。 

(A)單獨表現 GFP在阿拉伯芥原生質體中。 

(B)單獨表現 SlZFP-GFP在阿拉伯芥原生質體中。 

(C)單獨表現微管標示蛋白 CFP-MAP4在阿拉伯芥原生質體中。 

(D)單獨表現微絲標示蛋白 Talin-YFP在阿拉伯芥原生質體中。 

(E)同時表現 GFP-SlZFP以及 CFP-MAP4在阿拉伯芥原生質體中。 

(F)同時表現 GFP-SlZFP以及 Talin-YFP在阿拉伯芥原生質體中。 

以上圖片皆是 PEG轉型作用處理後 18-22個小時，利用共軛焦顯微鏡所拍攝。 
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圖十、利用 RT-PCR檢測 35S::SlZFP轉殖阿拉伯芥之 SlZFP表現量。 

抽取 35S::SlZFP轉殖株、野生型阿拉伯芥以及轉殖空載體的阿拉伯芥葉部

RNA，反轉錄後進行 PCR檢測，PCR條件為 25 cycle。WT為野生株哥倫比亞

品系阿拉伯芥；Vector為轉殖 pEarleyGate 201 empty vector的阿拉伯芥轉殖株；

Ubi5為 RNA定量對照組。 
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圖十一、35S::SlZFP阿拉伯芥的外表型與野生株及轉殖空載體之阿拉伯芥比較

無太大差異。 

(A)四周大阿拉伯芥植株。 

(B)七週大阿拉伯芥植株。 

WT為野生株哥倫比亞品系阿拉伯芥；transgenic vector為轉殖 pEarleyGate 201 

empty vector的阿拉伯芥轉殖株。 
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圖十二、三週大阿拉伯芥接種青枯病菌 RD15進行抗病性測試。 

(A)阿拉伯芥萎凋級數示意，Level 0：無明顯病徵；Level 1：25%的葉片萎凋；

Level 2：50%的葉片萎凋；Level 3：75%的葉片萎凋；Level 4：葉片完全萎凋。 

(B)35S::SlZFP轉殖株與對照組阿拉伯芥接種青枯病菌後第十二天計算植物萎

凋級數，每次實驗每個 line約二十棵植株進行抗病性測試，重複兩次後將萎凋

級數合併計算分析。WT為野生株哥倫比亞品系阿拉伯芥；Vector為轉殖

pEarleyGate 201 empty vector的阿拉伯芥轉殖株。 
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(A)                (B) 

 
 

圖十三、三週大阿拉伯芥接種軟腐病菌。 

(A)阿拉伯芥軟府病徵級數示意，Level 0：無明顯病徵；Level 1：接種部位有些

微水浸狀病徵；Level 2：葉部出現明顯水浸狀病徵。 

(B)接種軟腐病菌後第十天計算阿拉伯芥病徵級數，每次實驗每個 line以 16棵

植株進行抗病性測試，重複兩次後將分數合併計算。 
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圖十四、過量表現 SlZFP之阿拉伯芥擁有較高的鹽害耐受性。 

(A)十天大的阿拉伯芥處理鹽害七天後拍照。 

(B)阿拉伯芥處理鹽害與未處理鹽害之葉綠素定量。 

WT為野生株哥倫比亞品系阿拉伯芥；Vector為轉殖 pEarleyGate 201 empty 

vector的阿拉伯芥轉殖株。 
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圖十五、鹽害逆境下的阿拉伯芥種子萌發率。 

種子消毒後播種於不處理鹽害或處理不同濃度鹽害逆境的 1/2 MS固體培養

基，每次實驗每個 line為 50棵種子，兩天後計算種子萌發的情況。本實驗已重

複三次並將結果合併計算分析。WT為野生株哥倫比亞品系阿拉伯芥；Vector

為轉殖 pEarleyGate 201 empty vector的阿拉伯芥轉殖株。 



 

 65

 
 

 
 
圖十六、乾旱逆境測試顯示 SlZFP 不影響轉殖阿拉伯芥的耐旱性。 

(A)三週大阿拉伯芥生長於土盆中的情形。 

(B)斷水兩週後，再恢復澆水兩天後的生長情況。 

(C)乾旱處理後恢復澆水兩天後計算阿拉伯芥存活數量。 

WT為野生株哥倫比亞品系阿拉伯芥；Vector為轉殖 pEarleyGate 201 empty 
vector的阿拉伯芥轉殖株。
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附錄ㄧ、利用 VIGS篩選 DNA微陣列選出的可能防禦基因。(陳, 2008) 

Meanb 

Silenced Genes 
Plant 
no.a Stembase Mid-Stem 

Fruit sucrose synthase (TOMSSF) 35 3.34 nsc 2.01 ns 

MYB-related +  
membrane lipo protein  

59 3.49 ns 2.07 ns 

Zine-finger protein 55 2.30 ns 0.88 ns 

AAA-type ATPase 90 4.41 **c 2.04 ** 

eIF-2B family +  
unkown 

59 3.92 ** 1.59 ** 

Curculin-like lectin (SlCLL) 47 4.10 ** 3.27 ** 

TRAPP 33 kDa subunit 36 3.61 ns 1.54 ns 

Small nuclear ribonucleoprotein 
(snRNP) 

36 3.87 *c 1.91 * 

Copper/zinc superoxide 
dismutase copper chaperone 
precursor (CCS) 

54 4.70 ** 3.19 ** 

Alcohol dehydrogenase 2 36 3.71 ns 0.92 ns 

RNase L inhibitor 2 (SlRLI2) 44 6.34 ** 5.12 ** 

Expressed protein 37 3.92 * 2.25 * 

novel 1 54 2.81 ns 1.92 ns 

TRV-infected d 249 2.53  1.10  

L390e 75 9.17  9.57  
a Total number of silenced H7996 plants collected from at least three independent 

experiments. Assessment was carried out 5 DPI by a method described in Materials 
and Methods.  

b Means of bacterial population (CFU/gram fresh tissue).  
c Pair-wise mean comparisons were made between TRV-infected and silenced plants 

with Student t-test method. **, highly significant; *, significant; ns, not significant. 
d A. tumefaciens inoculum containing pTRV1 plus pTRV2 empty vector is referred to 

as TRV-infected and used as the non-silenced control. 
e Tomato cultivar L390 was used as the susceptible control for R. solanacearum 
inoculation. 
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附錄二、反轉錄 PCR檢測 SlZFP在 AtNPR1轉殖番茄中的表現情況。 

WT為野生型番茄，N1為過量表現 AtNPR1的轉殖番茄，Ubi3為 RNA定量對

照組。(郭，2004) 
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附錄三、35S::SlZFP轉殖菸草已培育到 R1世代。 
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附錄四、35S::ZFP-GFP轉殖菸草已經培育到 R1世代。 

(A) Genomic PCR確認 R0的 35S::ZFP-GFP轉殖菸草帶有 SlZFP。 

(B) 35S::ZFP-GFP轉殖菸草 R1世代在土盆中生長四到五周大的情形。 

WT為野生株菸草(Nicotiana benthamiana)。 
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附錄五、常用培養基及藥劑 

(A) 培養基 

523 medium      
Component       per Liter   
 Casein hydrolysate   8 g  
 Sucrose    10 g  
 Yeast extract   4 g  
 K2HPO4    2 g  
 MgSO4．7H2O   0.3 g  
  Agar       15 g   

 

LB medium      

Component       per Liter   

 Bacto tryptone   10 g  

 Yeast extract   5 g  

 NaCl    10 g  

 →Adjust pH to 7.0     

  Additional 15 g agar for agar medium     

 

SM1 medium      

Component       per Liter   

 Casein hydrolysate    10 g  

 Glucose Peptone   5 g  

 Agar    10 g  

 →Autoclave     

 5% TTC    1 mL  

 0.5% Chloramphenicol  1 mL  

 1% Cycloheximide   0.5 mL  

 1% Crystal violet   0.5 mL  

 5% Polymyxin B   2 mL  

  1% Tyrothricin     2 mL   
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SOC medium      

Component       per Liter   

 Tryptone    20 g  

 Yeast extract   5 g  

 NaCl    0.5 g  

 250 mM KCl   10 mL  

 →Add H2O to 900 mL, adjust pH to 7.0, and add water to 990 mL 

 →Autoclave     

 1 M MgCl2   10 mL  

  1 M Glucose     20 mL   

 

YEP medium      

Component       per Liter   

 Peptone    5 g  

 Yeast extract   5 g  

 NaCl    10 g  

  Additional 15 g agar for agar medium     

 

(B) 藥劑 

10×MOPS      

Component       per Liter   

 Morpholinopropansulfonic acid  41.8 g  

 Sodium acetate   4.1 g  

 EDTA    3.7 g  

 →Adjust pH to 7.0     

  →Autoclave         

 

RNA loading buffer     

component      per Liter   

 50% formamide, deeionized  125 μL  

 37% formaldehyde   41.5 μL  

 10× MOPS    25 μL  

 80% glycerol   3 μL  

  EtBr (10 mg/mL)     2 μL   
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(C) 阿拉伯芥原生植體實驗 

Enzyme solution     

Component      per 10 mL   

 cellulase R10   0.15 g  

 macerozyme   0.03 g  

 0.8 M mannitol   5 mL  

 0.2 KCl    1 mL  

 0.1 MES, pH 5.7   2 mL  

 →water bath at 55℃ for 10 minutes   

 →cool to room temperature    

 1 M CaCl2   100 μL  

 10% BSA    100 μL  

  ddH2O      1.2 mL   

 

W5 solution      

component       per 200 mL 

 3 M NaCl    10.3 mL  

 1 M CaCl2   25 mL  

 0.2 M KCl    5 mL  

 0.1 M MES, pH 5.7   4 mL  

 0.1 M glucose   10 mL  

  ddH2O       145.7 mL   

 

MMg solution      

component       per 10 mL   

 0.8 mannitol   5 mL  

 1 M MgCl2   150 μL  

 0.1 M MES, pH 5.7   400 μL  

  ddH2O       4.45 mL   

 

PEG solution      

component       per 10 mL   

 PEG 4000    4 g  

 1 M CaCl2   1 mL  

 0.8 M mannitol   2.5 mL  

  ddH2O       3 mL   
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附錄六、用於 TA clone的 pCR8®/GW/TOPO®載體。 
購買自 invitrogen公司，圖片截取來自以下網站：

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/pcr8gwtopo_man.pdf 
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附錄七、阿拉伯芥及菸草轉殖所用載體。 
pEarleyGate 201轉殖載體，帶有 HA tag可用於 antibody辨認，利用 35S啟動子
過量表現 SlZFP。 
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A. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
附錄八、表現 SlZFP 綠色螢光重組蛋白所使用的載體。 
A. p2FGW7，GFP重組在 SlZFP的 N端，以 35S啟動子過量表現 SlZFP 綠色

螢光重組蛋白。 
B. p2GWF7，GFP重組在 SlZFP的 C端，以 35S啟動子過量表現 SlZFP 綠色

螢光重組蛋白。 
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附錄九、TRV-based VIGS vectors. TRV cDNA clones were placed in between 
duplicated CaMV 35S promoter (2X35S) and NOS terminator (NOSt) in a T-DNA 
vector. RdRp, RNA-dependent RNA polymerase; 16K, 16-kDa cysteine rich protein; 
MP, movement protein; CP, coat protein; LB and RB, left and right borders of 
T-DNA, respectively; Rz, self-cleaving ribozyme; MCS, multiple cloning sites. 
(Dinesh-Kumar et al., 2003) 


