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提要  植物抗菌蛋白——非特异性脂质转运蛋白(non-specific lipid transfer proteins, nsLTPs)是一类对细菌和真菌等有抑制或
杀灭作用的蛋白质。它们的抗菌能力强，有较好的耐热性，稳定性高，抗菌机制独特，有证据证明 nsLTPs 参与植物的抗
病反应。文章就此问题的研究进展作介绍。
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在自然条件下，植物病原菌侵害农作物造成

的危害与非生物因素造成的后果一样严重，也是

作物减产的原因之一。植物长期进化，在其生长

习性、结构、生理生化过程中形成了对病害的各

种适应对策，植物对微生物的防御有多种形式和

方法，根据它们之间的作用机制可以划成几方

面：(1)产生对病原菌直接呈现出拮抗性或抑制病

菌生长的物质。这些物质包括病程相关蛋白

(pathogenesis-related proteins, PRs)，如水解酶：

葡聚糖酶(glucanases, PR-2)、几丁质酶(chitinases,

PR-3) ；抗菌蛋白：渗透蛋白(osmotin)和类似(奇

异果)甜蛋白(thaumatin-like proteins, TLP, PR-5); 抗

菌肽：硫堇或硫素(thionins)、防御素、凝集素

(lectins)、核糖体失活蛋白(ribosome-inactivating

proteins, RIP)、非特异性脂质转运蛋白(non-spe-

cific lipid transfer proteins, nsLTPs)、植物防卫素

(defensins); 杀菌肽(cecropin B) (华志华等1999)。

(2)破坏或中和病菌产生的毒性物质，如多聚半乳

糖醛酸酶、草酸、脂肪酶。(3)潜在的可增强植物

抗性基因产物的表达，包括提高过氧化物酶活性

及木质素含量水平。(4)诱导抗性因子调节的植物

防御反应 (何培青等 2005)，包括特异激发子、

H2O2、水杨酸(salicylic acid, SA)、乙烯的产生。

(5)与过敏性坏死反应及无毒因子(Avr)有关的抗性

基因产物的表达。其中对植物抗菌蛋白或多肽的

研究一直是农业科技工作者关注的热点。在所有

这些抗菌蛋白中，对nsLTPs的研究比较活跃。作

为一种天然的抗菌剂，nsLTPs在工农业以及医药

生产中有很大的利用前景。

上世纪 70 年代初，Abdelkader 和 Mazliak

(1970)在检测花椰菜(Brassica oleracea var. botrytis

L.)小花和马铃薯(Solanum tuberosum L.)块茎的脂

质转移活性时，发现了植物脂质转运蛋白(LTP)。

Thoma等(1994)通过原位杂交方法发现它主要存在

于拟南芥气生部分的表皮层中，进一步的细胞学

水平定位研究又发现它存在于植物的角质、表皮

细胞壁和液泡中。30多年来，人们对来源不同的

LTP 进行了全面的研究，发现植物 LTP 一方面是

比较专一的特异性底物，如与磷脂酰乙醇胺(PE)

的结合；另一方面又与很多亲脂性分子结合，对

各种脂质体有广泛的亲合作用。因此常常称为非

特异性脂质转运蛋白(nsLTPs)。

1  nsLTPs的来源和结构

nsLTPs 广泛存在于生物界，在哺乳动物的

肝、脑、心脏、肿瘤和肺中(Zilversmit 1984)以

及昆虫体内均已得到分离和纯化(Hirayama和Chino

1990)，在植物和微生物(酵母、真菌和一些细菌)

中也大量存在。现已从单子叶和双子叶植物中，

如大麦(Hordeum vulgare L.)糊粉层(Gausing 1994)、
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菠菜(Spinacia oleracea L.)叶片(Bouillon等 1987)、

玉米(Zea mays L.)种子(Henrissat等1988)、蓖麻

(Ricinus communis L.)种子(Takishima等1988)、胡

萝卜(Daucus carota L.)胚(Sterk等1991)、小麦

(Triticum durum L.)种子(Castagnaro和Garcia-

Olmedo 1994)、水稻(Oryza sativa L.)、种子(Yu

等 1988)、向日葵(Helianthus annuus L.)、黍

(Panicum miliaceu L.) (Bernhard和Somerville 1989)、

糖用甜菜(Beta vulgaris L.) (Kristensen等2000) 以

及马铃薯块茎等的各种组织器官中分离纯化得到

nsLTPs。

nsLTPs 是一类小分子可溶性蛋白，在高等植

物中占全部可溶性蛋白的4%。其氨基酸残基和等

电点(pI)在不同的植物中数值是不相同的，其中分

子量为9~10 kDa 的植物 nsLTPs 能用凝胶层析或

S D S - P A G E 电泳检测出来。与动物和微生物中

nsLTPs 相比，从植物中分离纯化到的 nsLTPs 分

子量比较小。根据分子量的大小，植物 nsLTPs

可分为两大类，即nsLTP1和 nsLTP2 (Douliez等

2000)，分子量分别为9和 7 kDa。通常，nsLTP1

主要存在于植物的地上部分器官，而nsLTP2主要

存在于根部，但两者在种子都有。在各种不同的

物种中nsLTPs的生化性质不尽相同，如从粉兰烟

草(Nicotiana glauca L.)中分离得到的NgLTP1基因

能够编码一个含有117个氨基酸残基的疏水蛋白，

该蛋白含有21个氨基酸残基的信号肽系列，成熟

的NgLTP1分子量为9.2 kDa，pI 8.3 (Smart等

2000)。

nsLTPs 具有良好的稳定性，在4℃可贮存数

月之久，在高温下也有较好的稳定性，能耐100 ℃

高温而结构不发生变化，即使在有变性剂存在情

况下也十分稳定(Cammue 等 1995; Hincha 等

2001)。

植物nsLTIs含有的氨基酸数目在不同的物种

之间有所不同。它们缺少酪氨酸，在保守区域含

有 8 个半胱氨酸残基，这 8 个半胱氨酸残基基本

排列模式为2/3-C-8-C-12/15-CC-19-C-1-C-21/23-C-

13-C-4/18 (图1)。通过胰蛋白酶消化来源于蓖麻

种子的nsLTPs时发现，半胱氨酸残基由4个二硫

键连接而成(Takishima等1988)。

起初人们根据植物nsLTIs的系列推定出其可

能的三级结构主要是由 b-折叠构成的，但随后的

研究发现否认了这种说法。在惰性气体存在下，

采用X- 射线技术和多维核磁共振(NMR)分光技术

研究nsLTPs蛋白晶体(Quillin等2002)时，人们发

现，nsLTPs 蛋白都包含着由4个高度保守的二硫

键组成4个a-螺旋结构的稳定球状体(Heinemann

等 1996)。

2  nsLTPs的功能

尽管在基因组水平和蛋白质方面，人们对

nsLTPs的结构和多样性有了很深刻的研究，但这

些蛋白质的确切功能还是知之甚少。

植物 nsLTPs 基因的多样性，表明它具有多

种功能，这些功能取决于所表达的组织部位、生

长阶段以及各种环境条件。植物nsLTPs参与多种

生物学过程，可能具有的生理功能包括在体内参

与角质单体合成、表层蜡质的生成( S t e r k 等

1991)、体细胞胚胎发育(Coutos-Thevenot 等

1993)、开花(Park 等 2000)、抑制半胱氨酸蛋白

酶(Conti等2001; Jones和Marinac 2000)以及对各

种环境胁迫[病原菌(Molina等1993)、干旱(Treviño

和O’connell 1998)、热、冷、盐(Lindorff-Larsen

和Winther 2001；Wu等2005)和温度变化(Torres-

Schumann等 1992；Douliez等 2000)等]的适应性

应答。还有报道认为，nsLTP 可能是一种移动信

号因子，参与系统获得抗性(systemic acquired

图1  植物nsLTP特征图(Takishima 等1988)
　　nsLTP 是由 loops (L1~L3)连接 4个 a- 螺旋(H1~H4)所组的多肽链，该肽链由91~95 个氨基构成，其中8个保守的半胱氨酸(C)

由 4 个二硫键连接。
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resistance, SAR)过程(Maldonado等2002)。最近，

还有人认为nsLTPs是植物食品过敏原，能引起植

物性食品的泛过敏(pan-allergens)，是一种与过敏

发病相关的蛋白(Miguel-Moncin等2003; Pastorello

等2003; Hoffmann-Sommergruber 2000; Malandain

2003)。

2.1 参与抗病原细菌或真菌反应 自然环境状态

下，在植物抵御病原微生物攻击的过程中，植物

应对的策略有很多，其中之一的办法就是积累抗

病蛋白，直接抑制病原真菌孢子的萌发，据此认

为，病原菌蛋白是一种植物体内普遍存在的蛋白

质(Boman 1995)。在过去几十年中，人们发现了

许多种在体外(in vitro)能抑制真菌和细菌病原菌活

性的植物蛋白，并且已分离鉴定。有人认为

nsLTPs属于抗微生物的病程相关蛋白(PRs)中的一

种，但与植物抗毒素不同，它本身不会毒害植物

的生长，通常在种子中含量较高。另外还有一些

LTP-类似物(LTPs-like)也有相当的抗菌活性，如

从洋葱(Allium cepa L.)种子中分离到的抗微生物蛋

白Ace-AMP1，与其它植物 nsLTPs 有 76% 的同源

性，且富含精氨酸。Ace-AMP1 能抑制 12 种植物

病原真菌，对2种革兰氏阳性菌(G+) [巨大芽孢杆

菌(Bacillus megaterium)和藤黄链球菌(Sarcina

lutea)]有抑制作用，但对革兰氏阴性菌(G-)无抑制

作用和对培养的人体细胞无害(Tassin等1998)。与

其它植物的 nsLTPs 相比，Ace-AMP1 不能从脂质

体或线粒体上转移磷脂，这种蛋白虽然与nsLTPs

十分相似，但在其内部的疏水孔穴被几个芳香族

侧链所阻塞，这或许正是该蛋白不能转移磷脂的

原因(Poznanski等1999)。目前已有很多证据直接

或间接地证明nsLTPs在体外有抗微生物活性。至

于nsLTPs在体内(in vivo)的活性主要是通过转基

因植物得到一些表现，但其确切功能还不是很清

楚。

不同种的病原细菌或真菌之间，甚至同种不

同株间对nsLTPs的敏感程度都存在相当大的差异

(Molina等 1996)。经分析发现，不同来源的植物

nsLTP 家族在体外抗微生物活性的能力有明显差

异。例如，洋葱 nsLTPs 具有较广的抗菌谱，而

来源于小麦和玉米种子的nsLTPs只有很低的抗微

生物活性，萝卜(Raphanus sativus L.) nsLTPs只

有在低离子浓度的培养基上才有抑制真菌的活性

(Cammue 等 1995)。

目前，有报道认为nsLTPs还可能有抗病毒的

功能(Park等 2002)。

2.2  抗病原菌  植物nsLTPs之所以列为植物防御蛋

白系列，就是因为它具有很强的抗植物病原菌活

性。研究表明，植物 nsLTPs 对细菌抑制活性表

现为既能抑制革兰氏阴性菌，又能抑制革兰氏阳

性菌和其他多种真菌的生长，但依个体来源不同

而有一定的差异(表 1)。

蓖麻种子nsLTPs对真菌茄腐镰刀菌(Fusarium

solani)有较强的抗性，对尖孢镰刀菌(Fusarium

oxysporum)、腐霉病菌(Pythium aphanider-

matum)、罗氏白绢小菌核菌(Sclerotium rolfsii)也

有较明显效果；对一些革兰氏阳性菌则有抑制效

果，但对革兰氏阴性菌鼠伤寒沙门菌(Salmonella

typhimurium)没有作用(Wang等2004)。在向日葵

种子等作物中发现nsLTPs有抗真菌活性，其抑制

茄腐镰刀菌孢子萌发的浓度为40 mg·L-1，50% 抑制

浓度为6.5 mg·L-1 (IC50=6.5 mg·L-1) (Gonorazky等

2005; Regente和de la Canal 2000)。

3  nsLTPs的抗菌机制

目前，所有已发现的抗菌肽(蛋白)都是通过

作用于微生物的质膜来表现它们抗菌活性的，至

于nsLTPs是如何抑制病原细菌和真菌的生长，目

前还不是很清楚。对此有很多种解释：由于它有

较高的等电点，这有可能起到膜的渗透剂的作用

(Kader 1996); 而有人却认为是真菌角质酶释放的

角质单体引发了植物的抗原反应(Fauth等1998)。

nsLTPs与角质单体组成的复合体能否就因此引发

植物过敏反应或是其它防御反应呢？这依然是一个

值得讨论的问题。

有的学者认为nsLTPs的真正功能在于通过协

助转运亲脂物质而保护损伤细胞免受微生物的侵

害；也有学者认为nsLTPs是通过跨越细胞膜使胞

内物质溶出而达到抑制杀灭微生物效果。不过，

由于它与激发子(elicitins，是一种可以与质膜受体

结合并激活防疫反应的化合物) (Buhot等 2001)有

相同的生物受体、结构和生物学功能，故可根据

激发子的功能推测其在病原菌的侵入过程中具有早

期识别的功能(Blein等2002)。
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还有人认为 nsLTPs 插入到真菌膜中，在中

央疏水区形成一个孔，这个小孔可引起胞内的离

子流出，从而导致真菌细胞死亡( R e g e n t e 等

2005)。尽管其机制有很多种说法，但可归结为

2个最主要的机制：(1)形成疏水保护层(角质或软

木脂) ；(2)抑制真菌孢子的萌发(Blein等2002)。但

它与脂质转移之间有什么关系却不清楚(Selitrenn-

ikoff 2001)。

4  nsLTPs的应用研究

尽管植物本身具有防御逆境胁迫的能力，但

是植物间对非生物胁迫的耐性差别很大，特别是

一些栽培植物的耐逆境胁迫能力较低。因此可通

过植物基因工程改造，转移外源的新基因来提高

农作物的对病害抗性。鉴于nsLTPs具有较强的抗

微生物活性，人们曾尝试采用分子生物学手段研

究其作用机制，以求达到在植物体内得以表达，

从而提高相关植物对病原菌的抗性。目前，在提

高植物对疾病的抗性中，一个比较常用的策略就

是用组成型表达基因参与植物的抗性反应。尽管

这种方法已广泛应用，但采用组成型表达启动子

也会产生一些预料外的结果，因此，选择内生性

菌种特异性基因(endogenous species-specific)启动

表1  植物nsLTPs对病原菌的抑制

       植物器官                          病原细菌                               病原真菌

洋葱(A. cepa)种子 G+: 巨大芽孢杆菌(B. megaterium)、藤黄链球菌 茄腐镰刀菌(F. solani)

(S. lutea); G-(无抑制作用)

甜菜(B. vulgaris)叶片 — 甜菜褐斑尾孢霉(Cercospora beticola)

小麦(T. durum)种子 — 交链孢霉(Alternaria brassicola)、深褐斑菌

(Ascochyta pisi)、灰葡萄孢(Botrytis cinerea)、

尖孢镰刀霉(Fusarium oxysporum)、大理菊轮

枝霉(Verticillum dahliae)

大麦(H. vulgare)叶片 茄假单胞菌(Pseudomonas solanacearum) 茄腐镰刀菌(F. solani)

(EC50s
*= 3×10-7~6×10-7 mg·L-1) (EC50s = 3×10-6~2×10-5 mg·L-1)

蓖麻(R. communis)种子 尖孢镰刀菌(F. oxysporum)、腐霉病菌 茄腐镰刀菌(F. solani)

(P. aphanidermatum)、罗氏白绢小菌

核菌(S. rolfsii)

萝卜(R. sativus)种子 — 交链孢霉(A. brassicola)、深褐斑菌(Ascohyta pisi)、

灰葡萄孢(B. cinerea)、菜豆炭疽病菌(Colletotrichum

lindemuthianum)、黄色镰刀菌(Fusarium

culmorum)、番茄萎凋病菌(Fusarium oxysporum f.

sp. lycopersici)、豌豆尖镰孢病菌(Fusarium

oxysporum f. sp. pisi)、红球赤壳菌(Nectria

haematococca)、甜菜多粘菌(Phoma betae)、

稻梨孢(Piricul ariaoryzae)、钩状木霉 (Trichoderm

hamatum)、大丽轮枝孢菌(Verticillium dahliae)

向日葵(H. annuus)种子 — 链格孢菌(Alternaria alternatai)

豇豆(Vigna unguiculata — 炭疽刺盘菌(Colletotrichum lindemuthianum)、

L.)种子 尖孢镰刀霉(F. oxysporum)

凤仙花(Impatiens G+: 枯草芽孢杆菌(B. subtilis)、藤黄微球菌 赤斑交链孢霉(Alternaria longipes)、灰葡萄孢

balsamina L.)种子 (Micrococcus luteus)、金黄色葡萄球菌 (B. cinerea)、球孢枝孢菌(Cladosporium

(Staphylococcus aureus)、粪链球菌 sphaerospermum)、黄色镰刀菌(F. culmorum)、

(Streptococcus faecalis); G-: 解淀粉欧文氏菌 指状青霉(Penicillium digitatum)、绿色木霉

(Erwinia amylovora)、大肠杆菌(E. coli)、 (Trichoderm viride)、黑白轮枝孢菌(Verticillium

普通变形菌(Proteus vulgaris)、茄假单胞菌 alboatrum)

(P. solanacearum)、野油菜黄单胞菌

(Xanthomonas campestris)、水稻黄单胞菌

(Xanthomonas oryzae)

　　* 最大抑制效应为 50% 时的菌液浓度。
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子不仅可以克服这些缺点，而且还可以在特定的

组织和阶段表达目的基因。

为了研究 nsLTPs 是否具有抗菌功能，以及

抗菌功能和转脂功能间的关系，Ge等(2003)将水

稻的nsLTPs 基因 LTP110 克隆到硫氧还蛋白融合

表达载体上并导入到宿主菌BL21 (DE3) trxB-中表

达，纯化产物可以抑制稻瘟病(Ma g n a p o r t h e

grisea)孢子的萌发，在较低浓度(66 mg·L-1)时即可

以发挥活性。

已有越来越多的证据证明nsLTPs在体外具有

抗菌能力(Buhot等2001)，但不能由此推定该蛋白

在植物体内具有同样的抗菌活性，因此其在体内

是否也具有这种抗菌能力便成为另一个需要解决的

问题。有一些研究表明，抗菌肽在植物体内有直

接的抗菌活性，特别是能通过转基因植物过表达

nsLTPs 来提高对病原微生物的抗性(Molina 和

Garcia-Olmedo 1997)。

目前人们采用转基因方法已使一些作物产生

较强的抗性。如在转基因烟草(N. tabacum)、拟

南芥中组成型过表达大麦(H. vulgare) LTP2基因，

可以提高植株对病原菌丁香假单孢菌(Pseudomonas

syringae)的抗性(Molina和Garcia-Olmedo1997)。与

非转基因植株相比，转基因烟草(N. glauca)接种

后接种点中坏死斑(necrotic lesions)所占的比例仅为

17%~38% (非转基因的为78%) ；转基因拟南芥接

种点中坏死斑平均为 22%~38% (非转基因的为

76 % )。

总之，随着人们对植物抗菌 nsLTPs 研究的

深入，尤其是对其作用机制的认识逐步深入，其

在农作物应对生物及非生物因素胁迫中的作用也会

更加清楚。
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