
摘要 

前人研究顯示轉殖甜椒的 (plant ferredoxin-like protein) 基

因，可以提昇轉殖植物對於軟腐病的抗性 (You et al., 2003)。本實驗

室尚未發表的阿拉伯芥 資料則顯示，感染軟腐病

菌 (Erwinia carotovora 之阿拉伯芥PFLP轉殖株

內，MsrB7 (methionine sulfoxide reductase B7) 基因的表現量增加約

10 倍。本研究進一步對感染Ecc的野生型阿拉伯芥植株 (WT) 進行定

量RT-PCR (Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, 

q-RT-PCR) 分析，結果也發現MsrB7 基因在WT中也因Ecc感染而增

加表現，本研究於是推測MsrB7 可能參與植物的抗病反應機制。為驗

証前述的推測，本研究選殖阿拉伯芥的MsrB7 (AtMsrB7) 基因，並藉

CaMV35S啟動子之驅動，使原本主要表現於根部的MsrB7，持續大量

表現於阿拉伯芥全株中，並對轉殖植株進行抗病能力的檢測。基因轉

殖實驗結果顯示MsrB7 轉殖株 (MsrB7OX) 對於Ecc的感染與殺草劑

巴拉刈 (Methyl viologen, MV) 的處理都明顯增加耐受度，經由DAB 

(3,3-diamino-benzidine) 的染色結果可知，MsrB7OX轉植株內的H2O2

累積量較WT對照組為低，顯示轉植株內移除ROS (reactive oxygen 

species) 的活性增高。比較三種ROS移除相關酵素活性的實驗結果顯

示，MsrB7OX轉植株內peroxidase和thioredoxin reductase的活性明顯提

升，而catalase的活性則無顯著變化。本研究也利用q-RT-PCR檢測轉

殖株內各種已知與抗病相關基因的表現情形，結果發現MsrB7 轉植株

中，SA-dependent pathway上的基因包括NPR1、WRKY70 與PR1 等的

表現量均有顯著增加。綜合上述實驗結果推測，持續表現MsrB7 可增

加植株對Ecc耐性之原因可能是藉由移除過多ROS與活化

SA-dependent pathway抗病機制來達成。另外，本研究也發現轉殖株
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除了能耐受Ecc的處理之外，亦能耐受青枯病菌 (Ralstonia 

solanacearum) 的感染。因此持續表現MsrB7 基因，可提高植物對氧

化逆境及至少兩種細菌病害的多重耐性。  
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Abstract 

Previous studies showed that Arabidopsis transformed with sweet 

pepper ferredoxin-like protein (PFLP) gene exhibited a resistance to Ecc 

(Erwinia carotovora ssp. carotovora) infection (You et al., 2003). 

Subsequent unpublished microarray analyses of theses transgenic plants 

found the transcripts of methionine sulfoxide reductase B7 (AtMsrB7) 

increased over ten folds upon Ecc infection. Our results of quantitative 

reverse transcription-polymerase chain reaction (q-RT-PCR) analysis to 

wild-type Arabidopsis had showed that MsrB7 transcript was primarily 

present in the roots and its expression would significantly increase after 

bacterial challenge. To investigate the function of MsrB7, transgenic 

Arabidopsis plants overexpressing MsrB7 (MsrB7OX) have been 

generated, and these transformants did exhibit substantial tolerance to Ecc 

infection. Moroever, DAB staining revealed that after pathogen and 

methyl violgen (MV) treatment, MsrB7OX plants accumulated less 

hydrogen peroxide than the wild type. Two ROS-removal enzymes, 

including peroxidase and thioredoxin reductase, displayed higher 

activities in MsrB7OX than that in the wild-type plants. Furthermore, 

several genes involved in the SA-dependent pathway, such as NPR1, 

WRKY70, and PR1 were up-regulated in the MsrB7OX plants from 

q-RT-PCR analysis . According to these results, we suggest that 

overexpression of MsrB7 in Arabidopsis might enhance the tolerance to 

Ecc infection via elimination of the hyperproduction of ROS and 

activation of the SA-dependent pathway in plant defense mechanism. We 

also observed that MsrB7OX could resist Ralstonia solanacearum 

infection. Thus, our data suggest that overexpression of MsrB7 in 

Arabidopsis could enhance transfenic plants tolerance to oxidative stress, 

and lead to the tolerance to the infection of at least two bacterial 

pathogens.
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前言 

在歷史上，許多次人類的飢荒都與病源菌危害作物有關。例如：

十九世紀中期歐洲發生了馬鈴薯晚疫病，由於病害嚴重蔓延，馬鈴薯

欠收而造成大飢荒，據估計，在歐洲約有三百萬人以上因之死亡，而

在發病最嚴重的愛爾蘭地區，死亡人口即達一百萬以上。1942 年，

於現今的孟加拉地區因為水稻胡麻葉枯病疫情嚴重，導致水稻欠收而

出現大飢荒，因之而死亡的人數約達二百萬之多 (Food and Agri- 

culture Organization of the United Nations, FAO)。 

根據世界農糧組織 (FAO) 於 2007 年的統計資料顯示，當前全

球每年約有 8.5 億人處於飢餓狀態。而世界衛生組織 (World Health 

Organization, WHO) 推估，於 2050 年，世界人口數將成長為現在的

兩倍。如何在地球有限的耕種面積中，生產全球人口所需的糧產，是

當前農業的重要課題，而改良糧食作物品種，使其產能增加已成為全

世界農業研究機構的共同目標。由於仰賴傳統育種不易獲得預期效

果，培育出優良品種所費時間太長，且不同物種間無法進行雜交育

種，無法獲得有益之性狀，經濟效益亦大打折扣，例如：對引發稻熱

病的真菌 (Magnaporthe grisea) 有抗性的玉米品系，無法與敏感性的

水稻品系雜交，而得到抗病品系之水稻。為了突破傳統作物育種的限

制，基因轉殖技術的應用是當前最常被考量的方法之一。 

 

植物基因轉殖技術的應用 

植物基因轉殖的技術現今已經相當成熟。例如在基礎科學的研究

上，即常利用基因轉殖技術來控制目標基因的強化或弱化表現，俾能

推斷特定基因的生物功能，例如，利用基因轉殖技術在阿拉伯芥中持

續與抑制表現 HSFA2 (heat shock factor A2)，可了解此基因在高溫逆
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境下扮演訊息傳遞的角色 (Sugio et al., 2009)。在應用科學上，也常

藉基因轉殖技術，將外源基因殖入植物體中以提升作物的農藝或園藝

特性。1986 年 Della-Cioppa 等人發現矮牽牛葉綠體中的 EPSPS

（5-enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate synthase）為葉綠體進行

shikimic acid pathway 的重要酵素 (Della-Cioppa et al., 1986)，而殺草

劑嘉磷塞 (glyphosate)，俗稱年年春，與 EPSPS 受質 phosphoenol- 

pyruvate（PEP）發生競爭性的抑制作用，並且阻止 EPSPS 前驅蛋白

質運移至葉綠體內，造成三種必須胺基酸苯丙氨酸 (phenylalanine)、

酪氨酸 (tyrosine) 及色氨酸 (tryptophan) 的含量降低 (Shah et al., 

1986)，並導致植物生長停滯。抗嘉磷塞轉基改大豆為孟山都公司研

發之基因工程產品，該公司將農桿菌 Agrobacterium strain CP4 之

EPSPS 基因轉殖於大豆，由於農桿菌的 EPSPS 酶對嘉磷塞之親和性

低，且亦可與 PEP 緊密結合，因此，轉殖株內的 shikimic acid pathway

可正常運作，即使噴施嘉磷塞亦可正常生長 (Taylor et al. 1999)。田

間噴灑殺草劑嘉磷塞，可抑制雜草增生而增加作物產量與減少田間管

理的成本。除此此外，植物基因轉殖技術亦已被用來生產重組蛋白

質，例如：人類生長激素 (human growth hormone, HGH)、白芥素 

(interleukin-12, IL-12) 等藥用蛋白質 (Kwon et al., 2003; Kim et al., 

2008)。 

 

常見的重要作物細菌性病害 

台灣氣候溫暖潮濕，適合眾多植物菌原病的生長與感染。常見

的重要作物細菌性病害包括細菌性軟腐病 (bacterial soft rot) 與青枯

病 (bacterial wilt)。細菌性軟腐病主要是由Erwinia屬的病菌所引起，

常見的軟腐病菌有Erwinia carotovora ssp. carotovora (Ecc)、Erwinia 
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carotovora ssp. atrosepticar及Erwinia chrysanthemi等 (Toth et al., 

2004)，分類上屬於腸道菌科 (Enterobacteriaceae)，為格蘭氏陰性 

(Gram-negative) 菌，主要寄生在植物體中，能在土壤和病株體中越冬

存活。Ecc的傳染方式主要藉傷口或氣孔等開口侵入寄主組織，植物

受感染後，引發植物的「細菌性軟腐病」，葉片會出現水浸狀小斑點，

並擴散至各組織器官，植物內部組織被分解成水浸狀，失去支撐力而

萎凋，並進一步造成植物的儲藏組織，如根莖、球莖、塊根等營養繁

殖器官的腐敗，致使植物黃化並枯萎，嚴重時會導致植株死亡。Ecc

的分子致病機制主要為病源菌分泌果膠分解酶 (pectate lyases)、纖維

素分解酶 (cellulases) 和蛋白分解酶 (proteases) 分解植物細胞壁以

及細胞中膠層 (middle lamella)，瓦解植物細胞壁及組織，使受感染組

織腐爛死亡 (Toth et al., 1999)。其傳染途徑可藉由澆水、噴霧或施肥

散播至健康植株上。Ecc的寄主範圍極廣，涵蓋多種蔬菜與花卉作物 

(Julie, 2000)，常造成嚴重損失。 

 青枯病菌 (Ralstonia solanacearum) 亦為格蘭氏陰性菌，當溫

度在 24-36℃的夏秋高溫多濕季節，青枯病發生較為嚴重。青枯病為

細菌性維管束病害，青綠的植株快速萎凋而漸枯死為其典型病徵，故

又稱細菌性萎凋病。將罹病植株之根部或莖部切開時，可見其維管束

產生褐化。青枯病菌屬土壤傳播性病害，可在土壤中存活，在濕潤土

壤中存活較淹水或乾燥中之土壤為長，可藉由機械、種苗及昆蟲傳

播，青枯病菌可危害 50 多科、200 多種植物，其中包含番茄、馬鈴

薯、香蕉及花卉等重要經濟作物。青枯病菌所造成之病徵在初期會出

現葉片褪色、下垂、矮化、植株萎凋，最後會導致植株枯萎死亡 (行

政院農業委員會動植物防疫檢疫局)。 
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傳統之病害防治方式 

過去傳統之病害防治方式大致可分為物理性和化學性方法。物理

性方法主要為改善栽培環境，例如：維持通風、增加陽光照射、使排

水良好等，發現病斑馬上摘除銷毀，發病嚴重時避免用噴霧方式給

水，改用灌注。化學性方法則以噴灑藥劑為主，常施以抗生素如：四

環黴素 (tetracyclin)、鏈土黴素 (streptomycin) 和多保鏈黴素 

(thiophanatemethyl＋streptomycin) 等；殺菌劑如：銅快得寧 

(oxine-copper＋copper hydroxide)、嘉賜銅 (kasugamycin＋copper 

oxychloride)、氫氧化銅 (copper hydroxide)、亞鈉銅 (copper sulfonate) 

等；以及防禦相關激素，例如：茉莉酸 (jasmonic acid, JA)、水楊酸 

(salicylic acid, SA) (Cheong and Choi, 2003)，但是這些防治措施對於軟

腐病與青枯病之防治及治療效果皆有限。化學防治不但使生產成本提

高，同時也易破壞生態環境，短期內雖可抑制病菌的生長，但長期下

來可能會產生更多有抗藥性的病原菌。2003 年台灣全年農藥殺菌劑

用量 4,826 公噸，花費金額近 16 億元，所費不貲，而多數農藥業者

及農民對病原的分類及殺菌劑的特性等觀念模糊，應施行防治時，經

常錯失時機、選錯藥劑，導致抗藥性的產生與農作物損失 (行政院農

業委員會動植物防疫檢疫局)。因此，若能培育出抗病品系作物，則

可減少殺菌劑的用量，降低防治成本，並提高產量。 

 

利用基因轉殖策略來增加植物的抗病性之相關研究 

目前已有ㄧ些利用基因轉殖策略來增加植物對於軟腐病的抗病

性之相關研究。Ecc 所分泌的費洛蒙 N-oxoacyl-homoserine lactones 

(OHL) 為偵測族群數目的感應因子 (quorum sensing pheromone)。Ecc

於低菌量時，OHL 的濃度不足以啟動細胞壁分解酵素的基因表現。
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當菌量高時，累積較高濃度的 OHL，會使 Ecc 分泌細胞壁分解酵素，

而細胞壁分解酵素的作用會進一步誘導植物啟動防禦機制。將 Ecc 的

OHL 合成基因 expI 轉入菸草中，使 expI 轉殖株能夠生合成 OHL，誘

導 Ecc 於感染初期便產生細胞壁分解酵素而分解部分細胞壁。被分解

的細胞壁可作為誘導劑 (elicitor)，激發轉殖株的防禦機制，使植物在

受大量 Ecc 感染前即啟動防禦反應，以達到抗病的效果 (Mae et al., 

2001)。 

細菌性軟腐病感染蘭花的效率很高，在組織培養的環境下，可以

快速的讓植物感病。將從甜椒分離鑑定出的 PFLP (plant ferredoxin 

like protein) 基因導入蘭花之後，發現 PFLP 轉殖蘭花可以抗細菌性

軟腐病。PFLP 基因可誘導轉殖株於感染前即啟動植物的防禦反應，

因而增加對於 Ecc 的抗性 (Huang et al., 2007)。也有學者利用 PFLP 

轉殖海芋，亦已獲得抗 Ecc 之海芋轉殖株 (Yip et al., 2007)。另外，

You 等人於 2003 年，進一步以蘭花為材料，利用 PFLP 當作篩選標

示基因轉入蘭花中，並以 Ecc 為篩選劑，可成功篩選出轉殖株。由於

轉殖株中不含有分解抗生素的基因，可降低民眾對基因改造作物 

(genetically modified organism, GMO) 的疑慮，現今已發展成一個新

穎的非抗生素篩選標示系統 (You et al., 2003)。 

 

植物的抗病防禦機制 

植物並無如哺乳類動物的免疫系統，以對抗充斥在環境中的微生

物，因此逐漸演化出獨特的抗病防禦機制，以抵禦病原菌的感染。依

照啟動時間的先後順序，植物的防禦機制分成兩類，植物在受病原菌

感染初期，被感染區域會產生活性氧分子 (reactive oxygen species, 

ROS) 與一氧化氮 (NO)，進而誘發局部感染區域的過敏反應 
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(hypersensitive response, HR)，藉啟動感染部位細胞的程序性死亡，避

免病原菌擴散到其他健康組織。此外，受到病菌感染的組織，也會釋

放植物生長調節劑水楊酸，SA 以 MeSA (methyl SA) 的模式運送至其

他組織，激發植物未受到感染的組織的系統性抗病反應 (systemic 

acquired resistance, SAR)，活化一系列各種抗病基因的表現 (Bostock, 

2005)。 

1961 年，Ross 發現，當菸草被菸草鑲嵌病毒 (TMV) 感染之後，

可增加植株對病原菌二次感染的耐受度 (Ross, 1961)。而 1970 年，van 

Loon 發現，被 TMV 感染的菸草，會被誘導產生一群蛋白質，並將這

些蛋白質稱為病原相關蛋白質 [pathogenesis-related (PR) proteins] 

(Van Loon, 1970; Durrant and Dong, 2004)。這些 PR 蛋白質包含多種

不同功能的酵素及抗病蛋白質，可增加植物對抗病原菌入侵的能力。

目前各種 PR 蛋白質已陸續完成鑑定，依據其生物功能、酵素活性及

胺基酸序列的相似度，可區分為 17 類 (表一) (Sels et al., 2008)，主要

包括：PR-1、β-1,3-醣苷酶 (β-1,3-glucanases)、幾丁質酶 (chitinases)、

Peroxidase、thaumatin-like protein、defensins、glycine/histidine-rich 

proteins、ribosome inactivating proteins、lipid-transfer proteins、protease 

inhibitors 和其他蛋白質等。 

 

植物賀爾蒙參與的抗病訊息傳遞途徑 

植物接收環境中各種生物性 (biotic) 和非生物性逆境 (abiotic 

stresses) 訊息時，植物細胞可產生多種植物賀爾蒙，包括 SA、JA、

乙烯 (ethylene, ET) 與離層酸 (abscisic acid, ABA) 等。這些分子為植

物細胞內的重要訊息傳遞分子，目前已有很多報導指出 SA、JA、ET

與 ABA 可調控不同的植物防禦機制與調節各種 PR 基因的表現，此
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外，各種植物賀爾蒙所調控的訊息路徑之間也能交互影響 (附錄十一) 

(Lorenzo and Solano, 2005; Broekaert et al., 2006)。目前已知阿拉伯芥

中各種植物賀爾蒙所參與的抗病訊息傳遞途徑有二：SA-dependent 

pathway 和 JA/ethylene pathway。SA-dependent pathway 是以 SA 為主

要的訊息分子。SA 首先引發抑制細胞內抗氧化分子如 SA binding 

proteins、catalase、ascorbate 和 chloroplastic carbonic anhydrase 等的反

應，使細胞累積 ROS，進而活化 SAR 的調控因子 NPR1 (nonexpressor 

of PR 1) 等，而導致下游抗病基因與 PR 蛋白質的表現 (Mou et al., 

2003; Tada et al., 2008)。也有研究顯示將植物噴灑 SA 或其相似分子

(analogs)，亦可活化植物的 SAR 反應，使植物較能耐受病原菌的入

侵 (Lawton et al., 1996)。植物抗病防禦的另一訊息傳遞路徑為

JA/ethylene pathway，是以 JA 和乙烯為主要的訊息分子。分別有不同

的 PR 蛋白質參與其中，例如阿拉伯芥的 PR1 會受到 SA 誘導，PDF1.2

與 Thi1.2 則會受到 JA/ethylene 的調控 (Kunkel and Brooks, 2002)。然

而，SA-dependent pathway 與 JA/ethylene pathway 常呈現拮抗反應，

但亦有協同作用。阿拉伯芥處理 JA 後，會提高植株對病原菌感染的耐性，

若同時以低濃度 (10 to 100 μM)的 SA 與 JA 處理阿拉伯芥，植株對病原

菌感染的抗性會較僅處理 JA 為佳，亦發現 SA 與 JA 處理後的植株中，

無論是 JA/ethylene pathway 上的 PDF1.2 與 Thi1.2 或 SA-dependent 

pathway 的 PR1 均提高表現量。因此植物賀爾蒙的濃度扮演調控植物

防禦機制的重要角色 (Mur et al. 2006)。WRKY70 已知為 PR 基因的轉

錄因子 (transcription factor, TF)，在持續表現 WRKY70 的阿拉伯芥 

(WRKY70OX) 轉殖株中，發現 SA-dependent pathway 的 PR 基因可被

誘導表現。但在 npr1 突變株與 WRKY70OX 雜交的阿拉伯芥中，則發

現 SA-dependent 中的 NPR1-independent pathway 上之 PR 基因亦被誘
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導表現，但 JA/ethylene 誘導表現的 PDF1.2 則是被抑制。此外，

WRKY70 表現量降低(knockdown 與 RNAi) 的轉殖株則得到相反的結

果。由此結果可知 WRKY70 為 JA 與 SA 所調控的兩種抗病途徑的重

要調節因子 (Dong, 2004) (附錄十一)。 

PR 基因的啟動子 (promoter) 序列上常有特定的轉錄因子結合

位 (transcription factor binding sites)，例如 W-box (WRKY binding 

sites)、ERE (ethylene response element，GCC-box)、EIRE (elicitor 

response elements)、ABRE (ABA-response elements) 或 G-box 等

cis-acting elements (Libault et al., 2007)。病原菌感染後產生的誘引劑 

(elicitor)，常會調控含有 EIRE 序列的基因表現；而病菌感染或受傷

時產生的 JA 訊息分子，則會調控含有 W-box 和 G-box 的基因之表

現；乙烯是調控啟動子上含有 ERE 序列的基因；逆境激素 ABA 則會

調節啟動子上含 ABRE 序列的基因。這些訊息分子和相關的轉錄因

子，形成複雜的訊息網絡，有些是互相促進，而有些是呈現拮抗反應。

例如 TSRF1 (tomato stress-responsive factor) 與 PR 基因之啟動子上的

GCC-box 結合而調控 PR 基因的表現。TSRF1 會被 ABA 抑制，在 ABA

被抑制的突變株中發現，TSRF1 有較高的表現量，抗病的效果亦提

高。將 TSRF1 轉殖入菸草與番茄後，進行抗病試驗的結果顯示，TSRF1

轉殖株可專一對抗由 Ralstonia solanacearum 引起的青枯病之危害 

(Zhou et al., 2008)。但對於其他病原菌與非生物性逆境則無抗性，因

此，並非各種抗病基因的轉殖都可使植物耐受多種不同的生物性與非

生物性逆境。 
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植物可藉由移除 ROS 而達到抗病的效果 

植物除了藉表現 PR 蛋白質來產生抗病能力外，也能藉由移除

ROS 而達到抗病的效果。2009 年 Segond 等人發現 AtNRAMP3 

(Arabidopsis natural resistance associated macrophage protein 3) 與 

AtNRAMP4 為鐵離子運輸蛋白質，位於液泡膜上。AtNRAMP3 會因

病原菌入侵而增加表現量，但 AtNRAMP4 則否。利用 nramp3、nramp4

與雙重突變株的研究發現 nramp3 nramp4 雙重突變株會降低 ROS 的

累積，且突變株對病原菌入侵較為敏感。而持續表現 AtNRAMP3 與 

AtNRAMP4 則可增加植株對 Ecc 的抗性 (Segond et al., 2009)。但同

時於植株中大量表現兩個不同的基因，於選殖基因與篩選轉殖株等分

子育種操作的時效性偏低，經濟效益亦大打折扣。相較之下，轉單一

基因即有多重抗性則較有效率。 

 

Msr 酵素的功能 

ROS 於病原菌入侵時，扮演重要的訊息傳導功能，可活化下游

防禦的基因表現 (Torres et al., 2006)。然而過多的 ROS 累積，亦會造

成細胞損傷，例如破壞細胞內蛋白質、DNA、RNA，碳水化合物與

脂質的功能等 (Dat et al., 2000b)。蛋白質中的 Methionine (Met) 

residues 為 ROS 的主要氧化受質，Methionine 被氧化後形成 Met 

sulfoxide (MetSO) (Vogt, 1995)。MetSO 包含 Met-S-sulfoxide (S-MetSO) 

與 Met-R-sulfoxide (R-MetSO) 兩種不同的鏡像異構物且分別為

MsrA (methionine sulfoxide reductase A) 和 MsrB (methionine 

sulfoxide reductase B) 還原酵素之受質 (Sharov and Schoneich, 

2000)。Msr 酵素廣泛存在於自然界多種物種中，在 Escherichia coli

中 MsrA 與 MsrB 各有一種。而哺乳動物則有一種 MsrA 與四種 MsrB。
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Msr 基因普遍表現於各種器官，且大量表現於肝臟與腎臟，用以移除

ROS 與自由基。Msr 系統為生物能生存於氧化逆境條件的重要酵素 

(Oien and Moskovitz, 2008)。 

 

阿拉伯芥 MsrB 基因的介紹 

目前有關 Msr 在植物方面的研究多以 MsrA 為主。在阿拉伯芥基

因組中，已知含有九個 MsrB 基因，分別命名為 MsrB1 到 MsrB9 (表

二)。MsrB1 與 MsrB2 表現位於葉綠體，兩者均可將游離的 MetSO 還

原成 Met，其中 MsrB2 可透過 thioredoxin 被重新還原，而 MsrB1 則

否。在光氧化逆境 (photo-oxidative stress) 下，植物的 MsrB1 和 MsrB2

均會大量表現，以移除葉綠體在行光合作用時產生的過多 ROS，增

加對光氧化逆境的耐受度 (Vieira Dos Santos et al., 2005)。此外，阿拉

伯芥在低溫逆境下，MsrB3 會被誘導而大量表現，當以 CaMV35S 啟

動子驅動 MsrB3，使轉殖株持續表現 MsrB3 後，可提高植株對於低

溫逆境與氧化逆境的耐受度，研究指出 MsrB3 在抗寒機制中扮演移

除 MetO 與減少 ROS 的累積，而增進植物對低溫逆境的耐受度 (Kwon 

et al., 2007)。然而，目前尚未發現持續表現阿拉伯芥 MsrB 基因家族

可提高植物對病原菌感染的耐受度的相關研究報導。 

 

研究目的 

為能提升植物的抗病能力，本實驗室先前曾測試轉殖甜椒 PFLP

基因於蘭花與阿拉伯芥中，均得到有效結果 (You et al., 2003)。我們

未發表的 Affymatrix microarray 資料更進一步顯示，再感染 Ecc 的

PFLP 轉殖阿拉伯芥內，MsrB7 表現量增加約 10 倍，因而推測 MsrB7

可能參與抵抗病原菌的相關機制。本研究針對 MsrB7，設計各種實
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驗，以期對 MsrB7 表現調節的情形、生理功能及抗病機制有更深入

的瞭解，並探討其是否具有應用的潛能。 
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表一、病原菌相關蛋白質的分類 (Sels et al., 2008)。 

Family 
Typical 

Type member Properties Proposed microbial target 
size (kDa) 

PR-1 Tobacco PR-1a 15 Antifungal Unknown 

PR-2 Tobacco PR-2 30 b-1,3-Glucanase b-1,3-Glucan 

PR-3 Tobacco P, Q 25-30 Chitinase (class I,II, IV,V,VI,VI) Chitin 

PR-4 Tobacco ‘R’ 15-20 Chitinase class I,II Chitin 

PR-5 Tobacco S 25 Thaumatin-like Membrane 

PR-6 Tomato Inhibitor I 8 Proteinase-inhibitor No in vitro antimicrobial activity reported 

PR-7 Tomato P69 75 Endoproteinase No in vitro antimicrobial activity reported 

PR-8 Cucumber chitinase 28 Chitinase class III Chitin 

Tobacco ‘lignin-forming 
PR-9 35 Peroxidase No in vitro antimicrobial activity reported 

peroxidase’ 

PR-10 Parsley ‘PR1’ 17 ‘Ribonuclease-like’ No in vitro antimicrobial activity reported 

PR-11 Tobacco ‘class V’ chitinase 40 Chitinase class I Chitin 

PR-12 Radish Rs-AFP3 5 Defensin Membrane 

Arabidopsis THI2.1 PR-13 5 Thionin Membrane 

PR-14 Barley LTP4 9 Lipid-transfer protein Membrane 

PR-15 Barley OxOa (germin) 20 Oxalate oxidase No in vitro antimicrobial activity reported 

PR-16 Barley OxOLP 20 ‘Oxalate oxidase-like’ No in vitro antimicrobial activity reported 

PR-17 Tobacco PRp27 27 Unknown No in vitro antimicrobial activity reported 

 

表二、阿拉伯芥的MsrB蛋白質 (Vieira Dos Santos et al., 

2005) 

Name Gene Accession Chromosome (location) Subcellular location 

MsrB1 At1g53670 NP_564640 1 (20040344-20041871) Chloroplast 

MsrB2 At4g21860 NP_567639 4 (11600085-11601572) Chloroplast 

MsrB3 At4g04800 NP_567271 4 (2439548-2441203) Secretory pathway 

MsrB4 At4g04810 NP_192390 4 (2441410-2442565) Cytosol 

MsrB5 At4g04830 NP_192392 4 (2445857-2447082) Cytosol 

MsrB6 At4g04840 NP_192393 4 (2449558-241587) Cytosol 

MsrB7 At4g21830 NP_567637 4 (11584371-11585431) Cytosol 

MsrB8 At4g21840 NP_193915 4 (11587098-11588283) Cytosol 

MsrB9 At4g21850 NP_567638 4 (11592032-11592250) Cytosol 
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材料與方法 

一、 阿拉伯芥 MsrB7 基因選殖 (gene cloning) 

1. 阿拉伯芥 total RNA 之純化 

(1) 取 0.1 g 鮮重的阿拉伯芥 (約三週大)，加入液態氮，以研缽研

磨成粉末狀，迅速利用預冷之滅菌藥杓將粉末裝入無菌之 2 ml 

微量離心管。 

(2) 樣品加入 1 ml Trizol reagent (Invitrogen)。 

(3) 震盪 (vortex) 混合均勻後，置於室溫反應 5 分鐘。 

(4) 加入 0.2 ml 氯仿 (chloroform)，震盪 15 秒，置於室溫反應 5

分鐘。 

(5) 於 4℃，12,000 g 離心 15 分鐘。 

(6) 取上層液並移至新的 1.5 ml 微量離心管並加入等體積之異丙

醇 (isopropanol)，置於-20℃反應 10 分鐘。 

(7) 於 4℃，12,000 g 離心 10 分鐘，保留沉澱物。 

(8) 以 0.5 ml 的 75％酒精清洗沉澱物。 

(9) 於 4℃，12,000 g 離心 10 分鐘，保留沉澱物。 

(10) 以 0.5 ml 的 100％酒精清洗沉澱物並於無菌操作台風乾 5 分

鐘 
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(11) 加入 50 μl DEPC-treated water (1 ml DEPC 加入 1 L 二次水，

37℃反應過夜後，以滅菌釜高溫高壓滅菌) 回溶沉澱物。 

(12) 利用NanoDropTM 1000 Spectrophotometer (Thermo) 定量並保

存於-80℃。 

2. RNA 電泳分析 

(1) 取 5 μg total RNA 樣品加入 100 μl glyoxal reaction mixture [60％ 

(v/v) DMSO, 1.2 M glyoxal, 4.8％ (v/v) glycerol, 0.2 mg/ml EtBr, 

1.2× BTPE buffer (10× BTPE buffer：0.1 M PIPES, 0.3 M Bis-Tris, 

1 mM EDTA, pH 6.5)]，置於 1.5 ml 微量離心管中。 

(2) 55℃反應 30-60 分鐘後，迅速置於冰上 2 分鐘。 

(3) 先以 3％ H2O2處理RNA專用電泳槽 30 分鐘，之後以DEPC 

treated water 沖洗。 

(4) 製備瓊脂膠體 (1% agarose, 1× BTPE buffer)：秤取 0.4 g agarose

加入 40 ml 1× BTPE buffer，微波加熱至 agarose 溶解，待膠體

等卻至 60℃後，到入水平電泳鑄膠器。 

(5) 在水平電泳槽中注滿 1× BTPE buffer，將膠體放入槽內，注入

欲分析的 RNA 樣品至膠體樣品槽中，以固定電壓 70 伏特進行

電泳分離 1.5 小時。 
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(6) 在 UV 燈下照相，並確定 RNA 的品質，28s rRNA 和 18s rRNA

量的比例應為 1.5 至 2，以利於 cDNA 合成。 

3. 反轉錄聚合酶連鎖反應 (Reverse transcription-polymerase chain 

reaction, RT-PCR) 

使用 first-strand cDNA synthesis kit (Promega) 製備阿拉伯芥之

cDNA。 

(1) 取 3 μg total RNA 與 2 μl Oligo (dT)12-18 (0.5 μg/μl)，在加入

DEPC- treated water至總體積為 10 μl，混合均勻後，置於 72℃

反應 10 分鐘，迅速置於冰上 5 分鐘。 

(2) 依序加入 6 μl M-MLV RT 5X Reaction Buffer [50mM Tris-HCl 

(pH 8.3), 75mM KCl, 3mM MgCl2 and10mM DTT]，3 μl 2.5 mM 

dNTP mix (2.5 mM each dATP, dTTP, dGTP, dCTP)，0.5 μl (100 

units) M-MLV RT (Promega)，0.1 μl (1000 units) RNase inhibitor 

(Promega)，加入 DEPC treated water 至總體積為 30 μl。混合均

勻後作瞬間離心。 

(3) 置於 42℃反應 1 小時後，以 72  ℃ 反應 10 分鐘以終止反應。 

PCR 擴大基因片段 

(1) 依序加入 1 μl cDNA 產物，5 μl 10× Ex Taq buffer (TaKaRa)，4 μl 

2.5 mM dNTP mix，1 μl 10 μM forward 引子與 reverse 引子 
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(Table)，0.5 μl (5 units/μl) Ex Taq DNA polymerase，0.5 μl (5 

units/μl) Pfu DNA polymerase (Promega)，並加無菌水至 50 μl。 

(2) 設定溫度循環機 

第一階段：94  5℃ 分鐘。 

第二階段：94  30℃ 秒，55  30℃ 秒，68  40℃ 秒，25 次循環 

第三階段：68  7℃ 分鐘 

4. 純化 PCR 產物片段 

DNA 電泳 

(1) 將 PCR 產物加入 1/5 倍體積 DNA loading dye [30％ (v/v) 

glycerol, 0.1％ (w/v) xylene cyanol FF, 0.1％ (w/v) bromophenol 

blue]。 

(2) 在水平電泳槽內住滿 1×TBE buffer (89 mM Tris, 89 mM Borate, 

2 mM EDTA)，將聚好的 1％瓊脂膠體 [1％ (w/v) agarose in 

1×TBE buffer, 0.005％ (v/v) HealthViewTM (Genomics)]置入電

泳槽內，分別注入與 6× dye 混合好的 PCR 產物及 0.5 μg 的 1 Kb 

plus marker (Invitrogen) 到樣品槽中，以固定電壓 100 伏特進行

電泳分離 30 分鐘。 
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(3) 電泳完成後，在 UV 燈下觀察電泳分離的結果，並對照 marker，

將正確大小 (432 bp) 的電泳條帶用刀片切下，裝入 1.5 ml 微

量離心管。 

(4) 利用 gel extraction kit (Viogene) 將 DNA 純化出來。 

5. 選殖載體構築 (cloning vector contruction) 

使用 pGEM-T Easy Vector system I (Promega)。 

(1) 取純化後的 PCR 產物 4 μl，加入 5 μl 2× Rapid ligation buffer 

[60mM Tris-HCl (pH 7.8), 20 mM MgCl2, 20mM DTT, 2mM ATP, 

10% polyethylene glycol]，0.5 μl pGEM-T Vector (50 ng/μl)，0.5 μl 

T4 DNA ligase (3 units/μl)。 

(2) 置於 4℃反應 16 小時以上。 

6. 大腸桿菌（E. coli）勝任細胞的製備 

(1) 以接種環挑取大腸桿菌 XL1-Blue 單一菌落，接種於 5 ml 含有

15 mg/l tetracycline 的 LB/tet (附錄一) 培養液，於 37℃以 200 

rpm 震盪培養 12-16 小時。 

(2) 將菌液倒入含 500 ml LB/tet培養液的 2L-錐形瓶內，繼續於 37℃

以 200 rpm震盪培養 4-6 小時，至菌液在 600 nm波長的吸光值

A600 = 0.5-1.0。 
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(3) 將培養好的細菌液置於冰上 15 分鐘，隨後於 4℃下，離心 (2,000 

g) 10 分鐘，倒棄上清液。以 200 ml 冰的無菌水懸浮菌體沈澱

物後，於 4℃下，離心 (2,000 g) 10 分鐘，倒棄上清液。 

(4) 以 40 ml 冰的 10% (v/v) 無菌甘油回溶菌體沈澱物後，於 4℃

下，離心 (2,000 g) 10 分鐘，倒棄上清液。以 3 ml 冰的 10% (v/v) 

無菌甘油回溶菌體沈澱物。 

(5) 將菌液每 40 l 分裝於一微量離心管中，以液態氮急速冷凍後，

保存於-80℃凍箱中備用。 

7. 細菌的轉型作用 (Transformation) 

採用電穿孔法 (electroporation) 

(1) 取出一個 0.2 cm 電極小管，置於冰上預冷並於冰上解凍一管 40 

l 的細菌勝任細胞。 

(2) 取 1 l DNA 接合反應樣品加入勝任細胞中，混合均勻後，轉

移至電極小管，於 E.coli PulserTM (BioRad Cat. No. 165-2102)，

以 25 F, 200 Ω, 1.8 kV 的條件進行電擊 (約 5 msec)。 

(3) 加入 1 ml LB 培養液，以微量吸管輕輕地混合均勻後，吸出至

培養管中，於 37℃以 200 rpm 震盪培養 1 小時。 

(4) 以 L 型玻棒將 50 l 菌液、50 l 100 mM IPTG 與 50 l 10 mg/ml 

X-gal 塗佈於含合適抗生素的 2× YT (附錄一) 培養基。 
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(5) 於 37℃恆溫培養箱中培養過夜。 

(6) 選擇白色單一菌落，利用菌落 (colony) PCR 進一步確認 DNA

片段是否有構築入載體中。 

(7) 以 ABI PRISM 373 automatic DNA sequencing system 進行定序。 

8. 以鹼性溶菌法 (Alkaline method) 快速萃取質體 DNA 

(1) 挑取單一菌落接種於 3 ml 含適量抗生素之 LB 培養液，同時也

畫線培養在含抗生素之 LB 固態培養基上，並置於 37℃培養箱

中過夜培養。 

(2) 吸取 1.5 ml 菌液到 1.5ml-微量離心管內，在 4℃下，離心 (16,000 

g) 3 分鐘。移除上清液，僅保留 50 μl 培養液。 

(3) Vortex 使菌完全懸浮，並加入 400 μl TENS (10 mM Tris-HCl, 

pH7.5、1 mM EDTA、0.1 N NaOH、0.5％ SDS)，蓋上蓋子，

輕輕搖動 5 次。 

(4) 加入 200 μl (3 M NaOAc pH 5.2)，蓋上蓋子，立刻輕輕搖動 5

次。 

(5) 16,000 g 離心 10 分鐘，將上清液倒入另一含有 500μl 異丙醇 

(isopropanol) 之離心管，置於-20  10 min℃ 。 

(6) 16,000 g 4  ℃ 離心十分鐘，保留沉澱物。 

(7) 以 70％酒精清洗管壁，倒掉上清液。 
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(8) 在以 95％酒精清洗一次，倒置風乾，加入 30 μl TE-RNase A 

buffer 回溶 DNA。 

9. 限制酵素反應 

分別取適量的載體 DNA (vector) 及欲殖入的 DNA 片段 

(insert)，加入合適的限制酵素緩衝液，再以 DNA (μg)：酵素 (units) 

= 1 : 5 的比例，加入適量限制酵素，並以無菌水補足總體積，混合

均勻後，置於 37℃水浴中，反應 1 小時以上。 

10. Binary vector 的構築 

取 0.1 g酵素切割完全的質體DNA (pCAMBIA1390/35S) (Hsiao 

et al., 2007)，再加入適量之insert DNA (具有與質體相同限制酶切點)-

，使insert DNA : plasmid vector的分子數比約為 3 : 1 ~ 10 : 1。之後，

加入 1 l 10X T4 DNA ligase buffer [1X T4 DNA ligase buffer: 50 mM 

Tris-Cl, pH 7.8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 50 g/ml 

BSA]，0.5 l T4 DNA ligase (Promega)，並加水使其總體積為 10 l。

將以上樣品置於 4℃過夜進行接合反應。反應完成後，備為細菌轉形 

(transformation) 時使用。 

11. Gateway system 

利用The Gateway™ (Invitrogen) 構築質體。 

(1) 引子設計時須在專一引子(specific primer)前加入一段特定序列: 

AAAAAGCAGGCT + Specific primer F  
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(2) AGAAAGCTGGGT + Specific primer R (表五)  

(3) 第一次 PCR 反應：依序加入 1 μl cDNA 產物，2 μl 10× Ex Taq 

buffer (TaKaRa)，2 μl 2.5 mM dNTP mix，0.2 μl 10 μM 引子 

(AAAAAGCAGGCT + Specific primer F 與 AAAAAGCAGGCT 

+ Specific primer F)，0.2 μl (5 units/μl) Ex Taq，0.2 μl (5 units/μl) 

Pfu DNA polymerase (Promega)，並加無菌水至 20 μl。PCR 的

條件依序為 95 /2 min℃ ，95 /15 s℃ 、60 /30 s℃ 和 68 /60 s℃ ，10

次循環，最後再以 68℃反應 7 分鐘。 

(4) 第二次 PCR 反應：取第一次 PCR 反應產物 10 μl 作為模板，

加入 5 μl Ex Taq buffer (TaKaRa)，4 μl 2.5 mM dNTP mix，1 μl 10 

μM 引子 (attB1 adapter-primer: 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 與 attB2 

adapter-primer: 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT)，0.3 μl (5 

units/μl) Ex Taq，0.3 μl (5 units/μl) Pfu DNA polymerase 

(Promega)，並加無菌水至 20 μl。PCR 的條件依序為 95 /2 ℃

min，95 /15 s℃ 、45 /30 s℃ 和 68 /60 s℃ ，5 次循環；95 /15 s℃ 、

55 /30 s℃ 和 68 /60 s℃ ，20 次循環最後再以 68℃反應 7 分鐘。 
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(5) 取 attB-PCR product 產物及 0.5 μg 的 1 Kb plus marker 

(Invitrogen) 分別注入樣品槽中，以固定電壓 100 伏特進行電泳

分離 30 分鐘。 

(6) 電泳完成後，在 UV 燈下觀察電泳分離的結果，並對照 marker，

將正確大小的電泳條帶用刀片切下，裝入 1.5 ml-微量離心管。 

(7) 利用 gel extraction kit (Viogene) 將 DNA 純化出來並定量。 

(8) BP 反應：取純化後之 attB-PCR product (50-100 ng)、pDONR221 

(150 ng) 質體與 1 μl BP Clonase™ II，加 TE buffer (pH 8.0) 至

5 μl，室溫反應 4 小時後加入 1 μl Proteinase K 終止反應。 

(9) 取 1 μl 轉型至大腸桿菌，經過 Kanamycin 篩選後可得到轉型成

功之大腸桿菌 (Entry clone)，利用鹼性溶菌法抽取其質體

DNA。 

(10) LR 反應：取 Entry clone 質體 (50-150 ng)、Destination vector 

(150 ng/µl) (附錄七) 與 LR Clonase ™ II 加 TE buffer (pH 8.0) 

至 5 μl，室溫反應 4 小時後，加入 1 μl Proteinase K 終止反應。 

(11) 取 1 μl 轉型至大腸桿菌，依 Destination vector 不同而以適當

的抗生素篩選後可得到轉型成功之大腸桿菌，利用鹼性溶菌法

抽取其質體 DNA。並定序確認序列的正確性。 
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12. 農桿菌 (Agrobacteria) 勝任細胞的製備 

(1) 以接種環挑取農桿菌 GV3101 單一菌落，接種於 5 ml 含有 50 

mg/l rifampicin 的 MGL (附錄一) 培養液，於 28℃以 200 rpm 震

盪培養 1-2 天。 

(2) 以 100 ml MGL 培養液含有 50 mg/l rifampicin 將菌液稀釋在 600 

nm 波長的吸光值 A600 = 0.04-0.08。 

(3) 於 28℃以 200 rpm 震盪培養至菌液在 600 nm 波長的吸光值

A600 = 0.5 (大約 4 小時)。 

(4) 於 4℃下，離心 2,000 g 10 分鐘，倒棄上清液。 

(5) 以冰冷 40 ml 1 mM HEPES (C8H18N2O4S, pH7) 回溶菌體沉澱

物。 

(6) 重複步驟 (4) 及 (5)。 

(7) 以冰冷 40 ml 1 mM HEPES, 10％ (v/v) glycerol 回溶菌體沉澱

物。 

(8) 於 4℃下，離心 2,000 g 10 分鐘，倒棄上清液 

(9) 以 2 ml 1 mM HEPES, 10％ (v/v) glycerol 回溶菌體沉澱物。 

(10) 將菌液每 40 l 分裝於一微量離心管中，以液態氮急速冷凍

後，保存於-80℃凍箱中備用。 
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13. 農桿菌的轉型方法 (Transformation) 

採用電穿孔法 (electroporation) 

(1) 取出一個 0.2 cm-電極小管，置於冰上預冷並於冰上解凍一管

40 l 的農桿菌勝任細胞。 

(2) 取 1 l DNA 接合反應樣品加入勝任細胞中，混合均勻後，轉

移至電極小管，於 E.coli PulserTM (BioRad Cat. No. 165-2102)，

以 25 F, 200 Ω, 1.8 kV 的條件進行電擊 (約 5 msec)。 

(3) 加入 1 ml YEP (附錄一) 培養液，以微量吸管輕輕地混合均勻

後，吸出至培養管中，於 28℃以 200 rpm 震盪培養 2 小時。 

(4) 以接種環沾取農桿菌液，塗佈於含合適抗生素的 YEP 固態培養

基。 

(5) 於 28℃恆溫培養箱中培養 2 天。 

(6) 挑取單一菌落，利用菌落以 PCR 進一步確認 DNA 片段是否有

構築入載體中。 

 

二、 MsrB7 基因轉殖阿拉伯芥 

1. 阿拉伯芥基因轉殖。 

採用花浸泡感染的方法 (floral dip) 
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(1) 剪去最先長出的頂芽 (約 4 週大的阿拉伯芥)，促使在長出更多

花芽分支。 

(2) 開始轉殖三天前，挑單一農桿菌菌落培養於 5 ml 含適當抗生素

的 YEP 液態培養基中，28℃震盪培養 2 天。 

(3) 將 5 ml 菌液倒入 250 ml YEP 液態培養基中，震盪培養一天。 

(4) 於 4℃下，離心 2,000 g 10 分鐘。 

(5) 除去上清液，以 100 ml Infiltration medium (附錄一) 回溶沉澱

物。 

(6) 感染前一天使阿拉伯芥的土吸滿水，避免沾附過多菌液。 

(7) 完全溶解的菌液倒入 250 ml 燒杯準備感染。 

(8) 將準備好的殖株 (去除以開的花與果莢) 倒置浸入溶液內 1 分

鐘。 

(9) 將感染完的殖株橫放，並用保鮮膜包覆，置於 22℃黑暗培養

24 小時。 

(10) 移除覆蓋物，移至生長箱 (22℃，光照 16 小時)。約三週後可

收種子。 
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2. 轉殖阿拉伯芥的篩選 (screening) 

(1) 秤取適量種子 (20 mg 約等於 1000 顆種子)，置入 15 ml 離心

管中，加入 10 ml 消毒水 [1% (v/v) Sodium hypochlorite, 

0.002% (v/v) Tween 20]。 

(2) 真空抽氣 10 分鐘。 

(3) 200 rpm 震盪 20 分鐘。 

(4) 以含有 20 mg/L Timentin 無菌水沖洗 10 次。 

(5) 將滅完菌的種子均勻播種於含有 20 mg/L hygromycin 與 20 

mg/L Timentin 的 MS (附錄一) 固態培養基中。 

(6) 置於 22℃，光照 16 小時的生長室中，培養兩週。 

(7) 選取存活的植株 (若為轉殖株，阿拉伯芥會長出真葉與根，非

轉殖株則會黃化)，移植於土壤中培養。 

(8) 剪取葉子進行分子分析，確認是否為轉殖植株。 

3. 阿拉伯芥 DNA 之純化 

(1) 取鮮重 0.1 g 阿拉伯芥以液態氮研磨成粉狀後，加入含 1 ml urea 

extraction buffer [7 M urea, 0.3 M NaCl, 50 mM Tris-Cl, pH 8.0, 

20 mM EDTA, 1 % sarkosine] 2 ml 微量離心管，混合均勻。 

(2) 加入 1 ml phenol/chloroform/iso-amylalcohol (25:24:1) 混合均勻

後，靜置於室溫下 15 分鐘。 
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(3) 在 4 ℃下，以 10,000 g 離心 10 分鐘，吸取上層液至 2 ml 微量

離心管中。 

(4) 加入 1 ml chloroform/iso-amylalcohol (24:1) 混合均勻後，在 4 ℃

下，以 10,000 g 離心 10 分鐘，吸取上層液至乾淨的離心管中。 

(5) 加入 100 l 3 M Na-acetate, pH 5.2 混合均勻，再加入 900 l 

isopropanol 混合至白色絲狀物出現。 

(6) 將 DNA 勾入 1 ml 75 % (v/v) 酒精，在 4 ℃下，以 10,000 g 離

心 10 分鐘後，倒掉酒精，再以 100 % (v/v) 酒精清洗沈澱物。 

(7) 於無菌操作台中風乾 DNA。 

(8) 以 250 l TE buffer 回溶沈澱物，加入 1 l RNase A (10 mg/ml)，

於 37 ℃水浴反應 10 分鐘。 

(9) 以等體積 phenol/chloroform/iso-amylalcohol (25:24:1) 和 

chloroform/iso-amylalcohol (24:1) 各萃取一次，在 4 ℃下，以

10,000 g 離心 5 分鐘，吸取上層液至乾淨的離心管中。 

(10) 加入 25 l 3 M Na-acetate, pH 5.2 及 275 l 100% (v/v) 

isopropanol 混合至白色絲狀物出現。 

(11) 將 DNA 勾出至 1 ml 75 %酒精中，在 4 ℃下，以 10,000 g 離

心 10 分鐘後，倒掉酒精，再以 100 %絕對酒精清洗沈澱物。 

(12) 於無菌操作台中風乾 10 分鐘。 
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(13) 加入 50 l TE buffer 回溶沈澱物。 

(14) 利用 NanoDropTM 1000 Spectrophotometer (Thermo) 定量並

保存於-20℃。 

4. 南方轉漬法 (Southern blot) 

探針 (probe) 以 PCR 反應合成。 

(1) 取 1 ng pCAMBIA1390 質體作為模板，依序加入 2 μl 10× Taq 

buffer (Violet)，1 μl digoxigenin (DIG)-11-dUTP (Roche)，0.5 μl 

10 μM Hpt-Up 與 Hpt-Lp 引子 (表五)，0.5 μl (5 units/μl) Taq，

並加無菌水至 20 μl。PCR 的條件依序為 95 /2 min℃ ，95 /15 s℃ 、

55 /30 s℃ 和 72 /40 s℃ ，30 次循環，最後再以 72℃反應 7 分鐘。 

(2) PCR 反應完後取 2 μl PCR 產物，以固定電壓 100 伏特進行 1％

瓊脂膠體電泳分離 30 分鐘，於 UV 燈下確認探針和成效果。 

南方轉漬法 

(1) 取 10 μg genomic DNA，加入 3 μl 10× EcoRI buffer 與限制酵素

EcoRI 50 units，並加無菌水至 30 μl。37℃培養箱反應過夜。 

(2) 將酵素完全切割後的樣品加入 6 μl 6× loading dye，於 14 公分

長，0.8％瓊脂膠體 [0.8％ (w/v) agarose in 1×TBE buffer]，以

固定電壓 20 伏特進行電泳分離 16 小時， 
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(3) 電泳完畢後，將膠體浸泡於 0.05％ ethidium bromide (EtBr) 20

分鐘後，於 UV 燈下照相。 

(4) 以 0.25 N HCl 浸泡膠體，並置於水平震盪器上以 50 rpm 震盪

15 分鐘。 

(5) 以去離子水沖洗兩次後，浸泡於 Denaturation solution (0.5 M 

NaOH, 1.5 M NaCl)，並置於水平震盪器上緩慢震盪 15 分鐘。 

(6) 重覆步驟 (5)。 

(7) 以去離子水沖洗兩次後，浸泡於 neutralization solution (1 M Tris, 

pH7.5, 1.5 M NaCl)，並置於水平震盪器上緩慢震盪 15 分鐘。 

(8) 重覆步驟(7)。 

(9) 以鑄膠器模型作為鹽橋倒置於裝有 10× SSC (1.5 M NaCl, 0.15 

M sodium citrate, pH 7.0) 的塑膠淺盤上，依序加上 10× SSC 潤

濕的：一張 14×12 cm 濾紙當鹽橋、一張與膠體等面積的濾紙、

上下倒置之膠體、尼龍膜 (Amersham HybondTM-N+) 和一張

與膠體等面積之濾紙，每加一層都要以玻璃棒滾平以去除氣

泡。 

(10) 於最上層加上 20 張吸水紙，蓋上塑膠板，上壓約 0.5 公斤之

重物超過 12 小時。 
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(11) 取出尼龍膜，DNA 所在的一面朝上，以紫外線固定儀 [UV 

cross-linker 波長 360 nm, 1200 μJoule (VILBER LOURMAT 

BLX-254)]，將 DNA 固定於膜上。 

(12) 置於 80℃烘箱 1 小時。 

預雜和反應 (pre-hybridization) 

將尼龍膜置於雜和管中，尼龍膜下墊一層絹布，緊貼於管壁，

注意不能有氣泡。以 42℃預熱的 hybridization buffer [5X SSC, 0.2% 

(v/v) SDS, 50％ (v/v) Formamide, 0.1% (vW/v) N-lauroylsarcosine, 

1× blocking reagent (Roche)] 進行預雜合反應 (prehybridization) 2

小時。 

雜和反應 (pre-hybridization) 

(1)  取適量的 DIG-labeled 探針 (5.5 l, 9 ng / l)，加入 20 l TE 

buffer，於沸水浴反應 5 分鐘，隨即置於冰上 2 分鐘。 

(2) 將探針加入預雜合後的雜合管中，混合均勻，於 42℃下進行雜

合反應 (hybridization) 3 小時至過夜。 

冷光訊號的偵測 

(1) 取出尼龍膜置於塑膠盒中，以 50 ml Low stringency solution (2× 

SSC, 0.1 % SDS) 於室溫搖洗 5 分鐘，共 2 次。 

(2) 以 50 ml High stringency solution [0.1× SSC, 0.1 % SDS] 於 65℃

搖洗 15 分鐘，共 2 次。 
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(3) 以 Wash buffer (0.1％ Maleic acid, 0.15 M NaCl, 0.3％ Tween 20, 

pH7.5) 搖洗 5 分鐘。 

(4) 取出尼龍膜置於 PE 袋中，加入 10 ml Blocking solution (1× 

blocking reagent, 0.1％ Maleic acid, pH7.5, 0.15 M NaCl,)。以封

口機密封，室溫振盪反應 30 分鐘。 

(5) PE 袋剪一開口，擠出 blocking solution，並加入 1 μl Anti-DIG-AP 

(Roche)至 10 ml Blocking solution (稀釋 10000×)。室溫振盪反應

30 分鐘。 

(6) 取出尼龍膜置於塑膠盒中，以 Wash buffer 搖洗 15 分鐘，共 2

次。 

(7) 以 Substrate buffer [1× CDP-star assay buffer (NEB) (100 mM 

2-amino-2-methyl-1-propanol, 0.8 mM MgCl2, pH 9.5)] 潤洗

後，取出尼龍膜置於 PE 袋中，加入 5 ml 500 倍稀釋 CDP-star 

solution (NEB) 避光反應 5 分鐘。 

(8) 擠出袋中液體，並置於 FUJIFILM LAS-1000 plus 偵測螢光訊

號。 

 

三、 定量 RT-PCR (quantitative RT-PCR) 

quantitative RT-PCR (q-RT-PCR) 
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(1) 取 3 μg 阿拉伯芥 total RNA，以 High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit [Applied Biosystems (ABI)] 合成 cDNA。 

(2) 在總反應體積 25 μl 中，加入 4 μl cDNA (1.25 ng total RNA)，

0.25 μl gene–specific primer (10 μM) 與 12.5 μl 2x SYBR Green 

master mix (ABI)。 

(3) The PCR 條件為 50°C/2 min，95°C/10 min， 95°C/15 s 與 60°C 

/1 min 反應 40 次循環。PCR 反應螢光偵測與紀錄利用 ABI 

7300HT sequence detection system。 

(4) 利用 ABI SDS 1.4 software 分析 PCR 結果。 

(5) PCR 的循環次數愈多，PCR 產物濃度愈高，偵測到的螢光強度

就愈高。因此儀器內部會設定一個預期達到的螢光強度，達到

該螢光強度所需要的 cycle 次數，稱 threshold cycle (Ct)，會與

樣品模板濃度成反比。亦即模板樣品濃度愈多，可以較少的 Ct

便達到預測的螢光強度；模板樣品濃度愈少，便需較多的 Ct

才達到預測的螢光強度。因此便能畫出各已知核酸濃度與

threshold cycle 間反比的線。當 PCR 產物以 2 的 N 次方穩定上

升時，會呈線性，此時得到之 Ct 值才可信。實驗操作時，通常

會以 actin2 穩定表現之基因作為 internal control，並利用 actin2

進行基因表現量的相對定量計算。 
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(6) 相對定量是利用待測基因表現量與 actin2 表現量的比值，可計

算出待測基因於植株中真正的表現情形。 

 

四、 生物性 (biotic) 與非生物性 (abiotic) 逆境處理 

生物性逆境處理 

處理Ecc  

(1) 以接種環挑取 Ecc 單一菌落接種於 5 ml NB 液態培養基 (附錄

一)，於 28℃培養箱培養 1-2 天。 

(2) 以二次水稀釋菌液至A600 = 0.1 

(3) 倒入菌液直到可以淹過種植於 MS 固態培養基之阿拉伯芥植

株。 

(4) 倒出並吸乾培養基上殘存菌液，植株置於 28℃溼度 70％，16

小時光照之生長箱培養 8-24 小時。 

處理Ralstonia solanacearum (Lin et al., 2008) 

(1) 以接種環挑取生長於 TTC (附錄一) 固態培養基上紅色的

Ralstonia solanacearum strain Rd15 單一菌落，接種於 5 ml 523  

液態培養基 (附錄一)，於 28℃震盪培養 2 天。 

(2) 以 L 型玻棒將 50 l 菌液，塗佈於 523 固態培養基，置於 28℃

培養過夜。 

(3) 以二次水將菌沖洗下來，再以二次水稀釋菌液至A600 = 0.3。 
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(4) 在離種植於培養土中 3 週大阿拉伯芥植株約 1 cm 處，以刀片進

行斷根後，將菌液灌入土中 (250 ml 菌液/1 kg 培養土)。 

(5) 植株培養於 28℃溼度 70％，16 小時光照之生長箱。 

植株內含菌量分析 (Bacterial density) 

(1) 植株出現病徵後，剪下葉片並秤重 (鮮重約 100 mg)。以 1 ml

無菌水研磨組織。 

(2) 以無菌水將樣品作一系列稀釋，稀釋倍率由 103到 109倍。 

(3) 取稀釋之樣品 5 μl 滴至培養基 (Ecc 使用 NB 固態培養基，

Ralstonia solanacearum 使用 TTC 固態培養基)。 

(4) 28℃培養 1-2 天，計算菌落，依照稀釋倍率換算後可得知植株

內之含菌量。 

非生物性逆境處理：處理巴拉刈 (methyl viologen, MV) 

(1) 阿拉伯芥種子播種於上覆有 100 目的絹布之 MS 固態培養基上。 

(2) 10 天後，將絹布連同植株一起移至含有 20 M MV 之 MS 液態

培養基上。 

(3) 置於 22℃，光照 16 小時的生長室中，培養 2 天。 

 

五、 Hydrogen Peroxide 染色 

利用DAB [(3,3-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich)]染色偵測過氧化氫 
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(H2O2) 的累積 (Chiang et al., 2006)。 

(1) 製備染劑 DAB solution：取 200 mg DAB 溶於 200 ml 1 N HCl，

以氫氧化鈉 (NaOH) 顆粒調整酸鹼度至 pH3.8。DAB solution 

必須新鮮配製，以避免自發性氧化作用 (auto-oxidation)。 

(2) 將Ecc處理 6 小時與MV處理 2 天之阿拉伯芥樣品，浸泡於 3 ml 

DAB solution，避光反應過夜。 

(3) 移除 DAB solution，以 ddH2O 清洗樣品後，加入 5 ml 95％酒

精。 

(4) 以 100℃水浴加熱直到葉綠素完全移除。更換並保存於 95％酒

精，照相作紀錄。 

 

六、 生理測試 

測量葉綠素 (chlorophyll) 含量 (Moran and Porath, 1980 )。 

(1) 取 100 mg MV 處理後的植株葉片，置於 1.5 ml 微量離心管。 

(2) 加入 1 ml N,N-Dimethylformamide (DMF)，放於 4℃避光反應過

夜。 

(3) 利用分光度計測量葉綠素溶液之波長 664 nm 與 647 nm 的吸光

值。 

(4) 葉綠素含量 (mg/g FW) 等於 7.04A664 + 20.27A647。 

測量脂質過氧化 (lipid peroxidation) 程度 
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以 thiobarbituric acid (TBA) 反應偵測 malondialdehyde (MDA) 含

量，可測量脂質過氧化程度 (Hodges et al., 1999) 

(1) 剪下 MV 處理後的植株葉片後秤重 (鮮重約 0.5 g)，以 4 ml [4:1 

(v/v) ethanol/water, 1 mg/L butylated hydroxytoluene (BHT)] 冰

浴研磨樣品。 

(2) 以 3000 g 離心 10 分鐘後，取出上清液。 

(3) 取 1 ml 的樣品液分別加入 4 ml -TBA solution (20% TCA, 

0.01% BHT) 與+TBA solution (20% TCA, 0.65% (w/v) TBA)。 

(4) 於 95 °C 水浴 30 min 後，迅速置於冰上。 

(5) 以分光度計測量於 440, 532 and 600 nm 的吸光值。 

(6) A=[(A532+TBA)-(A600+TBA)-(A532-TBA)-(A600-TBA)]與 

(7) B = [0.0571(A440+TBA)-(A600+TBA)] 

(8) MDA (nmol mL-1) 濃度計算：106×[(A-B)/157000] 。 

 

七、 酵素活性分析 

蛋白質純化與定量 

(1) 取阿拉伯芥植株鮮重 500 mg，加入 1 ml 50 mM sodium 

phosphate buffer, pH 6.8 與 50 μl 20× Protease Inhibitor Cocktail 

(Sigma)，置於冰浴研磨。 

(2) 於 4℃，12000 g 離心 20 分鐘，取上清液為蛋白質樣品。 
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(3) 採用 Bradford (1976) (Bradford, 1976) 的方法，取 2 μl 蛋白質樣

品加入 798 μl 無菌水，再加入 200 μl 之 Bradford 試劑 (Bio-Rad) 

至總體積 1 ml，混合均勻後，於室溫下靜置 5 分鐘。 

(4) 取出 200 μl 以ELISA reader測定溶液波長 595 nm之吸光度 

(A595 )。 

(5) 蛋白質含量的計算方式是先利用已知濃度 (2-12 μg/ml) 之牛

血清白蛋白 (bovine serum albumin, BSA) 與 200 μl Bradford 試

劑於 1 ml 反應體積進行反應，並依其結果繪出標準曲線圖，再

藉此標準曲線推算其他樣品之蛋白質含量。 

Peroxidase 活性分析 (Macadam et al., 1992) 

(1) 蛋白質萃取方式如上，蛋白質稀釋 10 倍後備用。 

(2) 反應體積 1 ml，加入 33.33 μl蛋白質稀釋 10 倍之樣品，16.7 mM 

potassium phosphate buffer, pH 6.8、7.2 mM guaiacol與 11.7 mM 

H2O2。以分光度計測量 470 nm的讀值。 

(3) peroxidase活性 (units g-1) 計算方式為 ΔA470 ÷ 26.6 × 稀釋倍

數 ÷Δt (min) ÷ 總蛋白質量 (ng)。 Unit定義為每分鐘產生 1 

μmol tetraquauacol。  

Catalase 與 thioredoxin reductase 活性分析 

(1) 蛋白質萃取方式如上。 
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(2) 酵素活性分析依 catalase assay kit 與 thioredoxin reductase assay 

kit (Cayman Chemical Company) 使用手冊上的步驟操作與計

算。 

 

八、 原生質體轉殖 (protoplast transformation) 與觀察 (Sheen, 

2001) 

抽取原生質體 (protoplast isolation) 

(1) 先預備 10 ml 現配的 Enzyme solution (附錄二)，並置於 55℃水

浴，10 分鐘。 

(2) 將Enzyme solution冷卻至室溫溫度後，加入 10 mM CaCl2、5 mM 

β-ME、0.1% BSA。 

(3) 取乾淨刀片將阿拉伯芥第一、第二片展開葉約 50 片，切成細

絲 (越細介面越大，protoplast，獲取越多)；或利用無痕膠帶將

阿拉伯芥的成熟葉下表面去除亦可獲得大量而完整的

protoplast。 

(4) 將葉片細絲放入三角錐瓶，加入 20 ml Enzyme solution，抽氣

15 min，讓 Enzyme solution 進入細胞間隙。或將撕去下表面的

成熟葉置於培養皿以 Enzyme solution 覆蓋葉片。 

(5) 將細胞靜置或以 50 rpm 輕輕搖晃 2 小時，使 protoplast 釋出。 

(6) 以滴管快速沖洗葉片上殘留的 protoplast。 
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(7) 以 100 目的絹布過濾，以去除分解不完全的組織。 

(8) 離心 100 g，3 分鐘。 

(9) 小心去除上清液，加入 10 ml W5 solution (附錄二)，以手輕拍

使 protoplast 懸浮。 

(10) 離心 100 g，1 分鐘。 

(11) 小心去除上清液，加入 2 ml W5 solution，以手輕拍使 protoplast

懸浮。 

(12) 取一滴protoplast懸浮液至血球計數器觀察並估算數量 (血球

計數器九宮格四個方格若細胞數相加總數為 80，則protoplast

含量超過 105)。 

(13) 將 protoplast 懸浮液置於冰上 30 分鐘，並自然沈澱。 

(14) 半小時後若欲進行 PEG treatment，此時 protoplast 已沈澱，或

稍微離心去除上清液。 

(15) 加入MMg solution (附錄二) 使protoplast總數為 2-5×105。 

原生質體 PEG 轉型 (Protoplast PEG transfection) 

(1) 利用 plasmid DNA midi kit (Qiagen) 抽取質體 DNA。 

(2) 取 200 μl (4×104 protoplast) 加入 20 μl DNA (20-40 μg)，混合均

勻後加入等體積PEG/Ca solution (200 μl) (附錄二)，混合均勻。 

(3) 室溫反應 5 分鐘。 
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(4) 以 2 ml W5 solution 稀釋，100 g 離心 1 分鐘，移除 PEG solution。 

(5) 重覆步驟 (4)。 

(6) 利用 1% BSA 加入小培養皿進行 coating，30 分鐘。 

(7) 加入 1 ml W5，將 protoplast 置於 coating 後之小培養皿，黑暗

環境培養過夜。 

 

九、 MsrB 的胺基酸序列之比對分析 

搜尋 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/index.html) GenBank

中，與 MsrB 相似之蛋白質，利用 Clustalx 1.83 軟體進行胺基酸序列

相似度比對 (multiple sequence alignment)，並以 MEGA3 軟體進行親

緣性分析 (以 neighbor-joining 法分析)，繪出胺基酸序列的親緣系統

樹。 
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結果 

MsrB7 與其他 MsrB 家族的親緣關係  

水稻與阿拉伯芥的基因組已完全解序，在水稻方面已知有 3 個

MsrB 基因，分別為 OsMsrB1 (Os06g27760)、OsMsrB3 (Os05g35510)

與 OsMsrB5 (Os03g24600)。阿拉伯芥則包含 9 個 MsrB 基因，除了

MsrB1 位於第一對染色體外，其他均位於第四對染色體上，其中

MsrB7 (At4g21830)、MsrB8 (At4g21840)與 MsrB9 (At4g21850)位置相

鄰，且胺基酸序列相同性 (identity) 達到 73.6％。MsrB 家族的親緣

關係示於圖一。經由胺基酸序列的比對結果 (圖二)，前人研究(Vieira 

Dos Santos and Rey, 2006) 推測 MsrB7 可能包含兩個酵素活化位，分

別為 Cys-117 與 Cys-63，可將胜肽鏈上的 MetSO 還原。 

 

MsrB7 在阿拉伯芥植株不同部位的表現情形 

一個月齡野生型阿拉伯芥利用 q-RT-PCR，測量 MsrB7 在不同組

織的表現量。結果發現花軸、輪狀葉與花的組織中 MsrB7 雖然有基

本的表現量，但於根部的表現量為其他組織的 2-5 倍 (圖三)。 

 

MsrB7 在細胞內表現部位之偵測 

為了進一步觀察 MsrB7 在細胞內的何處表現，本研究構築

p2YGW7/MsrB7 質體，由 CaMV35S 驅動 MsrB7 與 YFP 的融合基因

表現 (圖四 A)。利用原生質體轉殖法，將構築的載體導入阿拉伯芥葉

片細胞原生質體，並利用共軛焦顯微鏡觀察 YFP 之螢光表現部位。

藉由 CaMV35S 驅動 YFP 表現於細胞質的對照組 (圖四 B)，判斷轉型

效率與其表現部位，觀察結果顯示 MsrB7 表現於細胞質中 (圖五)，
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與資料庫 TAIR (http://www.arabidopsis.org/index.jsp) 所推測的結果

相符。 

 

MsrB7 表現載體的構築與阿拉伯芥的轉殖 

先將 CaMV35S 啟動子從 pBI221 上以 Hind III 與 Eco RI 切下並

構築至 pCAMBIA1390 (pCAMBIA1390::35S) 質體。利用 RT-PCR 選

殖 MsrB7 的 cDNA，並以 MsrB7-FE 與 MsrB7-RBg 引子，利用 PCR

反應於 MsrB7 的 cDNA 兩端接上 Eco RI 與 Bgl II 酵素切位。將 Eco 

RI-MsrB7-Bgl II 構築至 pGEMT-easy，以電穿孔法將構築好的質體導

入 XLI-Blue，經過藍白篩選，得到白色菌落，送定序確認序列。以鹼

性溶菌法抽取 pGEMT-easy-MsrB7 質體，再利用 Eco RI 與 Bgl II 酵素

切位將 MsrB7 切下並構築至 pCAMBIA1390::35S 以持續表現 MsrB7 

(圖六 A)。利用電穿孔法將 pCAMBIA1390::35S::MsrB7 導入農桿菌，

並以乳糖測試法，確認農桿菌活性。以花浸泡感染的方法將

pCAMBIA1390::35S::MsrB7 導入阿拉伯芥，使其於阿拉伯芥植株中持

續大量表現。 

 

MsrB7OX 轉殖株的分子鑑定 

經過 hygromycin 篩選得到 10 株持續表現 MsrB7 轉殖株，栽培並

收取後代種子，以其中 B7OX1、B7OX2 與 B7OX3 三系 MsrB7 轉殖

株 (MsrB7OX) 的 T3 同型合子 (homozygotes)，進行後續南方轉漬法

分析。取 MsrB7OX 各系轉殖株與 WT 之葉片，分別萃取其 genomic 

DNA，以 Eco RI 進行酵素切割後，用 Hpt II (hygromycin phosphor- 

transferase II) 為探針進行南方轉漬法分析。結果顯示轉殖株

B7OX1、B7OX2 與 B7OX3，分別有 1、2 與 3 個轉基因插入基因組

中 (圖七)。 
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取 MsrB7OX 轉殖株與 WT 之葉片，萃取 total RNA 並合成

cDNA，以進行後續定量 RT-PCR (q-RT-PCR) 反應，並藉 Actin2 的

反應來確認 RNA 的品質與定量準確度。以 Hpt II 引子所進行 PCR 反

應，可確認 B7OX1、B7OX2 與 B7OX3 轉植株確實表現 Hpt II，故能

分解 hygromycin，並在篩選培養基中存活下來 (圖八、Hpt)。以 MsrB7

專一引子 (MsrB7-FE) 與辨識 Nos 終止子序列之引子 (Nos3’R) 進行

PCR 反應，則確認 MsrB7OX 轉殖株中插入之轉基因 (圖八、

MsrB7-Nos) 確實持續地表現於轉殖株中。當以 MsrB7 專一引子 

(MsrB7-FE 與 MsrB7-RBg) 進行 PCR 反應，結果顯示內生 MsrB7 於

WT 中即有基礎表現量，但其表現量顯著低於各 MsrB7OX 轉殖株 (圖

八、MsrB7)。 

 

Ecc感染阿拉伯芥誘導MsrB7 基因表現 

為了避免PCR產物含有序列相似度很高的MsrB家族其他成員，

本研究以Clustalx 1.83 軟體進行基因序列比對結果，設計MsrB7 專一

的 5’UTR引子 (表五)，並以q-RT-PCR反應偵測 10 天齡WT植株受Ecc

感染後，MsrB7 基因於全株中的表現情形。結果顯示 (圖九) Ecc處理

1 小時後，MsrB7 逐漸增加表現，處理 8 小時後，其表現量最高，與

未處理前差異達 500 倍以上。但由於 8 小時後WT已經死亡，無法獲

得到後續時間點之RNA樣品以繼續進行比較。 

 

MsrB7 RNAi 質體之構築與阿拉伯芥之轉殖 

為建構減少 MsB7 基因表現之 RNAi 質體，本實驗首先以

B7-RNAi-GW-F 與 B7-RNAi-GW-R 引子 (表五) 對進行 PCR，放大

MsrB7 3’UTR 片段 (100 bp)，再利用 Gateway system 構築至

pH7GWIWG2，構成 B7-RNAi 之質體 [圖六，(b)]。以花浸泡感染法，

 46



進行阿拉伯芥轉殖，hygromycin 篩選的結果 (圖十)，確定獲得到

MsrB7 表現量降低之兩系 RNAi 轉殖株 (B7-RNAi-1 與 B7-RNAi-2)。 

 

B7-RNAi 植株之分子鑑定 

利用q-RT-PCR偵測RNAi轉殖株內MsrB7 的表現情形，結果顯示

經過Ecc處理 6 小時後，B7-RNAi-1、B7-RNAi-2 與WT的MsrB7 表現

量均被誘導而增加表現，但B7-RNAi被誘導產生之MsrB7 表現量較

WT低 (圖十)。 

 

MsrB7OX 與 B7-RNAi 轉殖株之外表型 (phenotype) 比較 

B7-RNAi 植株之外表型與 WT 之間並無顯著差異 (data not 

shown)。而 MsrB7OX 轉殖株之根部則明顯較 WT 與轉殖

pCAMBIA1301 的阿拉伯芥 (1301) 為短 (圖十一)。1301 與 B7OX1

之同齡植株間的鮮重並無的著差異(圖十二)，但 B7OX2 與 B7OX3 的

植株鮮重較 WT 等為低。此外，MsrB7OX 轉殖株有延遲開花的現象，

WT 與 1301 開花時，平均葉片數目為 18 片葉，而 MsrB7OX 轉殖株

須達平均葉片數目為 75 片時才開花，顯示其停留於營養期的時間較

長 (圖十三)。 

 

MsrB7OX 轉殖株的 Ecc 耐受測試 

以濃度約 108 cell/ml (A600 = 0.1) 之Ecc菌液處理 10 天齡之WT與

MsrB7OX植株，經 8 小時後，WT出現明顯病徵，呈現水浸狀 (圖十

四)，而MsrB7OX轉殖株則無明顯病徵。處理 5 天後，WT植株已死亡，

並且植株附近的培養基上出現Ecc之菌落，MsrB7OX植株的周圍則無

細菌菌落出現。取Ecc處理 5 天後之葉片，測量組織內含菌量，結果
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顯示轉植株內含菌量明顯較WT低。顯示持續表現MsrB7 的阿拉伯芥

確可提升植株對Ecc之耐性 (圖十五)。 

以Ecc菌液處理十天齡的WT、B7OX1、B7OX2 與B7-RNAi植株，

8 小時後，WT與B7-RNAi均出現明顯水浸狀病徵。B7-RNAi與WT比

較的結果顯示，B7-RNAi並未對Ecc的感染更敏感。取葉片測量組織

內含菌量，發現B7OX1、B7OX2 轉殖株內含菌量較WT與B7-RNAi

低 (約 107倍)，而B7-RNAi與WT含菌量相近 (圖十六)。 

 

MsrB7 轉殖株內植物防禦相關基因的表現情形 

為了瞭解MsrB7 轉殖株內植物防禦相關基因的表現情形，利用已

發表的抗病相關基因與經常被用來當作植物防禦系統之標誌基因的

引子 (表五) 進行q-RT-PCR。其中NPR1、WRKY70 和PR1 屬於

SA-dependent pathway上的相關基因 (Lorenzo and Solano, 2005)，於

Ecc處理前，上述基因於MsrB7OX轉殖株之表現量均高於WT (圖十

七)。Ecc處理後，NPR1 於MsrB7OX轉殖株與WT間並無明顯差異 (圖

十八、A)。於Ecc處理過程中，WRKY70 於MsrB7OX各轉殖株的表現

量則均高於WT  (圖十八、B)。Ecc處理 0 至 1 小時，PR1 於MsrB7OX

轉殖株之表現量較WT高，但於 2 小時後，則是WT表現較多 (圖十

八、C)。 

ERF1、PDF1.2a與Thi2.1 屬於SA-independent pathway上之相關基

因，會被乙烯與JA調控表現 (Lorenzo and Solano, 2005)。此三個基因

於MsrB7OX轉殖株中之表現量高於WT (圖十七)。其中屬於轉錄因子

的ERF1，於Ecc處理 0.5 小時後，即被誘導表現，且於轉殖株中誘導

表現量較高 (圖十九、A)。處理 1 到 8 小時後，無論轉殖株與WT皆

持續誘導表現。PDF1.2a與Thi2.1 均屬於PR家族成員，Ecc處理 4 小
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時後，此兩基因開始被誘導表現，其於WT中的表現量均大於

MsrB7OX轉殖株中。(圖十九、B、C) 

其他已知的抗病相關基因如：轉錄因子WRKY33，於MsrB7OX轉

殖株中WRKY33 的表現量大於WT (圖十七)，但Ecc處理 0.5 小時即大

量誘導其表現 (10 倍)。於一小時後，誘導表現情形趨緩，且於WT

與MsrB7OX轉殖株中的差異並不顯著 (圖廿)。而屬於幾丁質分解酶

家族成員的PR3 與PR4 於MsrB7OX轉殖株的表現量與WT表現差異

不顯著，而Ecc處理四小時後，此二基因於WT被大量誘導表現 (4-10

倍)，而於MsrB7OX轉殖株中僅被誘導 2 倍 (圖廿一)。Ecc處理一小時

內，PR5 (thaumatin- like protein) 的表現於MsrB7OX轉殖株與WT間無

顯著改變，而於Ecc處理 2 小時後，WT中PR5 開始被誘導表現；於Ecc

處理 4 小時後，MsrB7OX轉殖株內PR5 開始被誘導大量表現，於 8

小時後，表現量比未處理時高 7 倍 (圖廿二)。 

綜合上述結果，未處理Ecc時，MsrB7OX轉殖株中，PR3、PR4

與PR5 的表現量與WT的表現量，並無顯著差異。MsrB7OX轉殖株中，

PR1、NPR1、Thi2.1、WRKY70、ERF1、PDF1.2 與WRKY33 的表現量

均大於WT (圖十七)。在Ecc處理後，除了WRKY33 的表現量無顯著差

異之外，其餘與植物防禦相關基因均因Ecc感染而增加表現量。

MsrB7OX轉殖株內WRKY70 於Ecc感染前後表現量即較高，而PR5 於

Ecc處理 4 小時後，MsrB7OX轉殖株內PR5 開始被誘導大量表現，其

餘抗病基因於MsrB7OX轉殖株內的表現量均較在WT殖株為低。 

 

 

 

 

MsrB7OX 轉殖株能抗氧化逆境 
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已知在逆境下，植物會累積H2O2 (Moller et al., 2007)。利用DAB 

染色結果得知MsrB7OX轉殖株 (B7OX1、B7OX2 與B7OX3) 於Ecc

處理後，組織內H2O2的累積量較WT為低 (圖廿三)。將 10 天齡的

MsrB7OX轉殖株 (B7OX1、B7OX2 與B7OX3) 與WT以 20 μM MV進

行處理，以誘導植物產生化學性過氧化逆境。結果顯示MsrB7OX轉殖

株可存活於含有MV之MS培養基 (圖廿四、A)。本研究也利用測量

MDA含量來檢視組織中脂質過氧化程度，並檢測葉綠素含量，以進

一步判斷植株抗過氧化程度。MsrB7OX轉殖株能夠抵抗氧化逆境，

20 μM MV 處理 2 天後，WT已呈現白化現象，MsrB7OX轉殖株則僅

出現部分葉片白化的情形 (圖廿四、A)。MDA檢測結果顯示，MV處

理後，WT組織內MDA含量較MsrB7OX轉殖株高，顯示其脂質過氧化

程度較高，而轉殖株處理MV之前與之後，脂質過氧化程度差異不顯

著 (圖廿四、B)。葉綠素含量分析結果顯示，處理MV後，WT與

MsrB7OX轉殖株葉綠素含量皆降低，而轉殖株內葉綠素含量仍保留

約 50％，而WT僅保留低於 10％ (圖廿四、C)。利用DAB 染色的結

果則顯示，MsrB7OX轉殖株於MV誘導之過氧化逆境下，會累積較少

的H2O2  (圖廿五)。 

 

MsrB7OX 轉殖株會增加 peroxidase 與 thioredoxin reductase 的酵素

活性 

WT與轉殖株處理Ecc後，分別收取 0、0.5、1、2、4、6、8 小時

之樣品，萃取可溶性蛋白質，並以Bradford法定量。再利用Macadam 

(1992) (Macadam et al., 1992) 的方法，測量peroxidase的活性，酵素活

性分析結果顯示，Ecc處理 0 至 2 小時，MsrB7OX轉殖株中peroxidase

活性高於WT，四小時後轉殖株與WT 之peroxidase活性並無顯著差異 
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(圖廿六、A)。利用thioredoxin reductase assay kit (Cayman Chemical 

Company, Cat. No. 10007892) 測量thioredoxin reductase活性，於

MsrB7OX轉殖株中thioredoxin reductase活性均高於WT (圖廿六、B)。

而以catalase assay kit (Cayman Chemical Company, Cat. No. 707002) 

測量catalase之活性，結果顯示Ecc處理 0 到 4 小時，MsrB7OX轉殖株

中catalase之活性較WT低，而 6 小時後catalase之活性並無顯著差異 

(圖廿七)。 

 

MsrB7OX 轉殖株的青枯病菌感染實驗 

以青枯病菌液處理三週大的WT、B7OX1、B7OX2 與B7-RNAi植

株，一週後，WT與B7-RNAi均出現明顯萎凋的病徵，但MsrB7OX轉

殖株則無出現病徵 (圖廿八、A)。取葉片測量組織內含菌量，發現

B7OX1、B7OX2 轉殖株內的含菌量較WT與B7-RNAi低，而B7-RNAi

與WT的含菌量則相近 (圖廿八、B)。上述結果顯示阿拉伯芥持續表

現MsrB7 亦可提升植株對青枯病菌之耐性。 

 

Affymatrix microarray 分析 MsrB7OX 轉殖株與 WT 中抗病相關基

因之表現情形 

萃取 10 天齡未處理Ecc之MsrB7OX轉殖株與WT阿拉伯芥植株的

total RNA，利用Affymatrix microarray分析有那些基因的表現量在

MsrB7OX轉殖株中變化的情形。利用Genespring軟體分析後，挑取 625

個於MsrB7OX轉殖株中表現量大於WT兩倍以上之基因。其中與植物

防禦系統有關基因共有 71 個，包含18 個基因為轉錄因子 (表三)，其

中WRKY70 (AT3G56400) 於MsrB7OX轉殖株中增加 3.025 倍；

WRKY54 (AT2G40750) 於MsrB7OX轉殖株中增加 2.9 倍；ERF2 

(AT5G47220) 於MsrB7OX轉殖株中增加 3.818 倍；PR1 (At2g14610) 
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於MsrB7OX轉殖株中增加 10.09 倍。與ROS移除之相關基因共有 25

個，其中AOP2 (At4g03060) 於MsrB7OX轉殖株中增加 44.4 倍。

Peroxidase 73 (At5g67400) 於MsrB7OX轉殖株中增加 2.742 倍 (表

四)。 

另外，與調控開花時間之基因如 FLOWERING LOCUS C (FLC) 

(At5g10140)，其於 MsrB7OX 轉殖株中的表現量增加 81.77 倍，而

MADS AFFECTING FLOWERING 4 (MAF4) (At5g65070) 於 MsrB7OX

轉殖株中的表現量則增加 3.84 倍 (表四)。
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圖一、阿拉伯芥與水稻 MsrB 之親緣系統樹。 
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圖二、阿拉伯芥 MsrB 胺基酸多序列比對結果。經胺基酸序列的比對

結果推測 MsrB7 可能包含兩個酵素活化位，分別位於 Cys-63 與

Cys-117 (紅色區域)，可將胜肽鏈上的 MetSO 還原。黃色區域為

zinc-coordinating Cys (Cys-45、Cys-48、Cys-92 與 Cys-95)。其中

MsrB7-9 之胺基酸相同度 (identity) 為 73.6% (Vieira Dos Santos et 

al., 2005) 。 
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圖三、MsrB7 於阿拉伯芥 WT 植株不同部位的表現情形。利用

q-RT-PCR 檢測一個月齡 WT 阿拉伯芥的根 (root)、花軸 (stalk)、輪

狀葉 (rosette leaf) 與花 (flower) 等部位中 MsrB7 的相對表現量。數

據為三次實驗結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。 
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A. 

 

 

B. 

 

 

 

 

圖四、阿拉伯芥原生質體之轉基因圖譜。A. 利用 Gateway 系統構築

CaMV35S 啟動子驅動表現 MsrB7 與 EYFP 融合蛋白質之 p2YGW7

質體。B. 以 CaMV35S 啟動子驅動表現 EYFP 之 pUC18 質體。 
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圖五、將基因導入阿拉伯芥原生質體後，利用共軛焦顯微鏡觀察 YFP

之螢光。MsrB7::YFP 為利用 CaMV35S 驅動 MsrB7 融合螢光蛋白質 

(YFP) 的表現。以 YFP only 作為對照組。 
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圖六、阿拉伯芥轉基因圖譜。A. 利用 pCAMBIA1390，構築 CaMV35S

啟動子驅動 MsrB7 持續表現之質體。 B. 利用 Gateway 系統構築

pH7GWIWG2-MsrB7 (B7-RNAi) 之降低 MsrB7 表現質體。以

CaMV35S 啟動子驅動 MsrB7 3’UTR (B7-3’UTR) 形成之 RANi 片段。 
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圖七、南方轉漬分析MsrB7轉植株基因的插入數目。將10 g阿拉伯

芥之genomic DNA，經限制酶Eco RI處理，以0.8%瓊脂膠進行電泳

分離後，轉漬到尼龍膜上，並以Dig標定的Hpt作為探針。WT為未經

轉殖之野生株作為對照，B7OX1、 B7OX2與B7OX3為3個不同系之

MsrB7轉殖阿拉伯芥。圖左側標示為λDNA/Hind III的DNA分子量標

準樣品。 
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圖八、MsrB7OX 與 WT 之 RT-PCR 基因檢測結果。MsrB7-Nos：以

MsrB7 專一引子與辨識質體上 Nos 終止子序列之引子進行 PCR 反

應，可知插入之 MsrB7 有持續表現。MsrB7：以 MsrB7 引子對專一

進行 PCR 反應，可知 MsrB7 於野生型中亦有基礎表現量。Hpt 利用

辨識 Hpt 之引子進行 PCR 反應，可確認此植株為轉植株。Actin2 確

認 total RNA 等量之對照組。 
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圖九、MsrB7 可被 Ecc 誘導表現。利用 q-RT-PCR 檢測 10 天齡 WT

阿拉伯芥全株於 Ecc 誘導後，MsrB7 在不同時間點之表現情形。數據

為三次實驗結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。 
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圖十、以 q-RT-PCR 偵測 WT 與 B7-RNAi 植株中內生 MsrB7 的表現

量。B7-RNAi 於 Ecc 處理前後均低於 WT，達到降低表現的效果。

數據為三次實驗結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準

差。＊為利用 t-test 計算 P<0.05 有顯著差異。 
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A. 

 

 

B. 

 

圖十一、MsrB7 轉殖株與對照組植株之外形及根長比較結果。A. 14

天齡植株外部型態。B. 根長測量圖，每樣品取 6 顆植株。計算平均

根長，並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。＊為利用 t-test 計算

P<0.05 有顯著差異。 
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圖十二、14 天齡之 MsrB7OX 轉殖株 (B7OX1、B7OX2 和 B7OX3) 與

WT 及 1301 對照組植株之鮮重比較圖。每樣品取 6 顆植株，求得平

均鮮重，並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 WT 1301 B7OX1 B7OX2 B7OX3
0

10

20

30

40

50

F
re

sh
 w

ei
g

h
t 

(m
g

)



 65

A. 

 

 

B. 

圖十三、MsrB7OX 轉殖株有延遲開花的現象。A. 1 個月齡之阿拉伯

芥野生株及各轉殖株之外觀形態。B. 開花時葉片數目統計圖。每樣

品取 6 顆植株，求得平均葉片數目，並於柱型圖上方示出各樣品之標

準差。＊為利用 t-test 計算 P<0.05 有顯著差異。 
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圖十四、十天齡之 MsrB7OX 轉殖阿拉伯芥與 WT，於 Ecc 感染 8 小

時後的外形。 
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A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.  

圖十五、Ecc 處理 5 天後，MsrB7OX 轉殖株 (B7OX1、B7OX2 與

B7OX3) 呈現對病原菌的耐性。A. WT 周圍可看到 Ecc 之菌落，轉

殖株周圍則無。B. 植株內含菌量分析。數據為三次實驗結果之平均

值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。＊為利用 t-test 計算 P<0.05

有顯著差異。 
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A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

B. 

圖十六、兩週齡阿拉伯芥植株於Ecc感染 8 小時後，MsrB7OX轉殖株 

(B7OX1 與B7OX2) 呈現較高之耐性。WT、B7-RNAi1 與B7-RNAi2

均出現明顯病徵。A. WT與B7-RNAi葉片水浸狀，轉殖株則無。B. 植

株內含菌量分析。數據為三次實驗結果之平均值，並於柱型圖上方示

出各樣品之標準差。＊為利用t-test計算P<0.05 有顯著差異。 
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圖十七、利用 q-RT-PCR 檢測十天齡 MsrB7OX 轉殖株與 WT 阿拉伯

芥全株中，與病原菌入侵相關基因之表現情形。數據為三次

q-RT-PCR 實驗結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準

差。 
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圖十八、Ecc 感染後，SA-dependent pathway 相關基因在十天齡

MsrB7OX 轉殖株與 WT 阿拉伯芥全株中的表現情形。A. NPR1 的表

現情形。B. WRKY70 的表現情形。C. PR1 的表現情形。數據為三次

q-RT-PCR 實驗結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準

差。
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C.  
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圖十九、Ecc 感染後，SA-independent pathway 相關基因在十天齡

MsrB7OX 轉殖株與 WT 阿拉伯芥全株中的表現情形。A. ERF1 的表

現情形。B. PDF1.2a 的表現情形。C. Thi 2.1 的表現情形。數據為三

次 q-RT-PCR 實驗結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準

差。 
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圖廿、Ecc 感染後，十天齡 MsrB7OX 轉殖株與 WT 阿拉伯芥全株中，

WRKY33 基因表現情形。數據為三次 q-RT-PCR 實驗結果之平均值，

並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
0 0.5 1 2 4 6 8

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6
N

o
rm

al
iz

ed
 W

R
K

Y
33

g
en

e 
e

xp
re

ss
io

n

ECC treatment (hr)

WT 
B7OX1 
WT 
B7OX1 



 75

A.  

B. 

 

圖廿一、Ecc 感染後，十天齡 MsrB7OX 轉殖株與 WT 阿拉伯芥全株

中，PR3 與 PR4 基因表現情形。A. PR3 的表現情形。B. PR4 的表現

情形。數據為三次 q-RT-PCR 實驗結果之平均值，並於柱型圖上方

示出各樣品之標準差。 
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圖廿二、Ecc 感染後，十天齡 MsrB7OX 轉殖株與 WT 阿拉伯芥全株

中，PR5 基因之表現情形。數據為三次 q-RT-PCR 實驗結果之平均

值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

rm
al

iz
ed

 P
R

5
g

en
e 

ex
p

re
ss

io
n

 

 

N
o

0 0.5 1 82 4 6
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

ECC treatment (hr)

WT 
B7OX1
WT 
B7OX1



 77

 

圖廿三、利用DAB染色偵測十天齡MsrB7OX轉殖株 (B7OX1、B7OX2

與B7OX3) 與WT過氧化氫 (H2O2) 的累積情形。Ecc為處理Ecc 8 小

時之樣品。Control為未處理之樣品。實驗共重覆三次，均得相似結

果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WT     B7OX1     B7OX2  WT     B7OX1 B7OX2

Control ECC

B7OX3 B7OX3   WT     B7OX1     B7OX2  WT     B7OX1 B7OX2

Control ECC

B7OX3 B7OX3   



 78

A.  

圖廿四、MsrB7OX 轉殖株 (B7OX1、B7OX2 與 B7OX 3) 能耐受 20 

μM MV。A. 將十天齡阿拉伯芥植株，於½ MS 固態培養基上，處理

20 μM MV 2 天後。B. 測量脂質過氧化程度，即 MDA 含量。C. 測

量葉綠素含量。Mock 為培養基不含 MV 之對照組。數據為三次實驗

結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。＊為利用 t-test

計算 P<0.05 有顯著差異。植物鮮重 (FW, fresh weight)。
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圖廿五、利用DAB染色偵測十天齡MsrB7OX轉殖株  (B7OX1 與

B7OX2) 與WT過氧化氫 (H2O2) 的累積情形。MV為處理 20 μM 

MV 2 天之樣品。Control為未處理之樣品。實驗共重覆三次，均得相

似結果。 
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A.  

圖廿六、檢測 Ecc 處理過程中，十天齡 WT 與 MsrB7OX 轉殖株之

peroxidease 與 thioredoxin reductase 酵素活性比較。A. peroxidease

之酵素活性。B. thioredoxin reductase 之酵素活性。數據為三次實驗

結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之標準差。
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圖廿七、檢測 Ecc 處理過程中，十天齡 WT 與 MsrB7OX 轉殖株中，

catalase 之酵素活性比較。數據為三次實驗結果之平均值，並於柱型

圖上方示出各樣品之標準差。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 82

A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. 

圖廿八、MsrB7 轉殖株與WT阿拉伯芥之青枯病菌感染實驗結果。三

週 齡 阿 拉 伯 芥 植 株 於 青 枯 病 菌 感 染 一 週 後 ， MsrB7OX 轉 殖 株 

(B7OX1 與B7OX2) 呈現耐性，但WT與B7-RNAi則均出現明顯病徵

。A. WT與B7-RNAi萎凋，MsrB7OX轉殖株則無。B. 植株內含菌量

分析。數據為三次實驗結果之平均值，並於柱型圖上方示出各樣品之

標準差。＊為利用t-test計算P<0.05 有顯著差異。 
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表三、利用 Affymatrix microarray 分析 MsrB7OX 與 WT 植株中，

與抵抗病原菌相關基因表現之情形。 

Pathogen response genes  

Fold 

change 
Locus Description 

Other Name 

(Type) 

Transcription factors  

2.935 AT1G49720 Identified as a protein that binds to abscisic acid response elements. ABF1 

12.44 AT1G34180 ANAC016, response to chitin ANAC016 

3.818 AT5G47220 ERF subfamily B-3 of ERF/AP2 transcription factor family. ERF2 

3.011 AT5G51190 ERF subfamily B-3 of ERF/AP2 transcription factor family. ERF family

2.566 AT3G16770 ERF subfamily B-2 of ERF/AP2 transcription factor family. ERF72 

2.232 AT1G06160 ERF subfamily B-3 of ERF/AP2 transcription factor family. AP2/ERF 59

2.008 AT3G48920 Member of the R2R3 factor gene family. MYB45 

2.839 AT1G74430 Encodes a putative transcription factor (MYB95). MYB95 

2.563 AT1G13260 Encodes an AP2/B3 domain transcription factor RAV1 

33.4 At1g54040 Encodes WRKY DNA-binding protein 26 WRKY53 

5.689 AT2G46400 member of WRKY Transcription Factor; Group III WRKY46 

4.244 AT5G07100 Encodes WRKY DNA-binding protein 26 (WRKY26). WRKY26 

3.025 AT3G56400 member of WRKY Transcription Factor WRKY70 

2.9 AT2G40750 member of WRKY Transcription Factor WRKY54 

2.239 AT1G80590 member of WRKY Transcription Factor; Group III WRKY66 

2.018 AT3G01970 member of WRKY Transcription Factor; Group I WRKY45 

2.391 AT2G37430 zinc finger (C2H2 type) family protein (ZAT11) ZAT11 

    

others    

60.17 At2g18660 EXPR3, could be classified as a newly identified PR protein  

54.02 At2g32680 Disease resistance family protein  

22.65 At3g57260 BGL2; glucan 1,3-beta-glucosidase/ hydrolase  

22.57 At2g14560 LURP1 is required for full basal defense  

21.06 At5g62490 Protein expression is ABA- and stress-inducible.  

18.09 At2g14610 PR1 (PATHOGENESIS-RELATED GENE 1) PR1 

15.07 At1g75040 PR5 (PATHOGENESIS-RELATED GENE 5) PR5 

14.31 At3g45860 
Identical to Cysteine-rich receptor-like protein kinase 4 precursor (CRK4), defense 

response 
 

10.94 At5g54610 synonyms: ANKYRIN, MRB17.11, MRB17_11; response to SA  

9.074 At3g21380 similar to MBP1; similar to jasmonate inducible protein  

6.957 At5g13320 PBS3; Involved in disease-resistance signaling pathway.  
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Fold 

change 
Locus Description 

Other Name 

(Type) 

6.742 At1g70870 Major latex protein-related / MLP-related, defense response, response to biotic stimulus  

6.501 At4g16960 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative  

6.343 At3g52430 
SA signaling and function in resistance (R) gene-mediated and basal plant disease 

resistance. 
 

6.032 At5g46330 involved in innate immunity.  

5.717 At1g21270 cytoplasmic serine/threonine protein kinase induced by salicylic acid.  

5.434 At5g06690 (THIOREDOXIN-LIKE 5); thiol-disulfide exchange intermediate  

5.354 At2g15040 putative disease resistance protein  

5.071 At5g46520 synonyms: K11I1.11, K11I1_11; similar to disease resistance protei  

4.929 At2g15010 Thionin, putative Thionin 

4.335 At2g46440 Positive regulator of resistance against avirulent fungal pathogen.  

4.275 At1g70880 Bet v I allergen family proteinm, defense response, response to biotic stimulus  

4.167 At2g26020 PDF1.2b (plant defensin 1.2b) PDF1.2b 

3.906 At3g22231 
PCC1 is upregulated in response to both virulent and avirulent strains of Pseudomonas 

syringae pv. tomato. 
 

3.894 At1g21250 WAK1; cell surface receptor linked signal transduction, response to SA  

3.817 At1g72920 similar to disease resistance protein (TIR-NBS class)  

3.551 At5g63020 dentical to Probable disease resistance protein  

3.434 At1g59620 CW9; ATP binding, defense response  

3.35 At5g47250 disease resistance protein (CC-NBS-LRR class), putative;  

3.164 At1g52660 Disease resistance protein, putative  

3.134 At1g72900 synonyms: F3N23.10, F3N23_10; similar to disease resistance protein  

3.119 At1g62630 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class), putative  

3.083 At5g17880 Response to red light, defense response to bacterium  

3.08 At4g04220 Disease resistance family protein  

2.904 At5g40920 disease resistance protein-like  

2.901 At1g72930 Disease resistance protein (TIR-NBS class),  

2.866 At1g42560 ATMLO9/MLO9; cell death, defense response  

2.77 At3g20590 Non-race specific disease resistance protein,  

2.749 At1g17610 Disease resistance protein-related  

2.713 At2g43620 Chitinase, putative Chitinase 

2.687 At4g14610 disease resistance RPS2 like protein  

2.541 At1g65870 Disease resistance-responsive family protein  

2.511 At1g74710 SALICYLIC ACID INDUCTION DEFICIENT 2, SID2 SID2 

2.508 At3g04210 synonyms: T6K12.17, T6K12_17; similar to disease resistance protein  

2.418 At2g15080 Disease resistance family protein  
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Fold 

change 
Locus Description 

Other Name 

(Type) 

2.41 At3g44480 RPP1 (RECOGNITION OF PERONOSPORA PARASITICA 1)  

2.401 At4g16890 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative  

2.377 At3g62550 similar to ethylene-responsive protein, putativ  

2.364 At5g45210 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative  

2.259 At4g25780 Pathogenesis-related protein, putative  

2.103 At1g10920 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class), putative  

2.1 At4g16950 RPP5 (RECOGNITION OF PERONOSPORA PARASITICA 5)  

2.009 At4g37150 similar to ethylene-induced esterase; SABP2  

    
 

利用 Genespring 分析 Affymatrix microarray 結果，fold change 為 

MsrB7OX/WT 的倍率。選取表現量 2 倍以上的基因，並利用 TAIR

網站進行分類與比對。數據為兩次實驗結果之平均值。 
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表四、利用 Affymatrix microarray 分析 MsrB7OX 與 WT 植株中，

與 ROS 移除和調控開花相關基因表現之情形。 

ROS-scavenging enzyme 

Fold change Locus Description Other Name (Type)

44.4 At4g03060 AOP2; oxidoreductase,  AOP2 

33.15 At2g45550 CYP76C4; oxygen binding  

15 At3g46500 Oxidoreductase  

9.612 At1g14550 Anionic peroxidase, putative  

9.456 At1g50290 response to oxidative stress  

9.337 At1g26420 FAD-binding domain-containing protein  

8.615 At1g48130 ATPER1 (Arabidopsis thaliana 1-cysteine peroxiredoxin 1); antioxidant ATPER1  

6.284 At1g34510 Peroxidase, putative  

5.073 At2g29170
Short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein / tropinone 

reductase, putative 
 

3.583 At3g56350 ssuperoxide dismutase (Mn), putative / manganese superoxide dismutase,   

3.544 At5g19890 Peroxidase, putative  

3.114 At1g17190 Glutathione S-transferase   

3.077 At2g28190 Identical to Superoxide dismutase [Cu-Zn]  

3.038 At1g54870 Oxidoreductase  

2.854 At4g04840
Methionine sulfoxide reductase domain-containing protein / SeIR 

domain-containing protein 
 

2.742 At5g67400 Peroxidase 73 (PER73) (P73) (PRXR11) Peroxidase 73  

2.735 At1g05250 Peroxidase, Identical to Peroxidase 1/2 precursor   

2.698 At5g64100 Peroxidase, putative  

2.421 At1g55290 oxidoreductase  

2.271 At2g07687 Cytochrome c oxidase subunit 3  

2.227 At5g07460 PMSR2; protein-methionine-S-oxide reductase PMSR2; MsrB2 

2.089 At2g45560 CYP76C1; monooxygenase  

2.087 At4g31870 ATGPX7 (GLUTATHIONE PEROXIDASE 7); glutathione peroxidase ATGPX7 

 

Flowering 

81.77 At5g10140 FLC (FLOWERING LOCUS C); transcription factor FLC 

3.84 At5g65070 MADS AFFECTING FLOWERING 4; negative regulation of flower development MAF4 

利用 Genespring 分析 Affymatrix microarray 結果，fold change 為 

MsrB7OX/WT 的倍率。選取表現量 2 倍以上的基因，並利用 TAIR

網站進行分類與比對。數據為兩次實驗結果之平均值。
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表五、q-RT-PCR 與 RT-PCR 之引子對。 

Primer ID Sequence Purpose 

B7-GW-F1 AAAAAGCAGGCTAAATGGCAGCAATGACCG 

B7-GW-R1 AGAAAGCTGGGTTTGGGAGGAACC 
Gateway system cloning 

attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT  

attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT  
Gateway system cloning 

MsrB7-FE GGAATTCATGGCAGCAATGACCG  

MsrB7-RBg GAAGATCTTTATTGGGAGGAACC  
Cloning and RT-PCR 

MsrB7-qF1 GATCTGTGTGAGCTTGCTAGG 

MsrB7-qR1 GAGAGTACATCGAACGAAGTGG 
q-RT-PCR 

Nos3’R CGCAAGACCGGCAACAGGATTC RT-PCR 

ActinF ATTCAGATGCCCAGAAGTCTTGTTC  

ActinR GCAAGTGCTGTGATTTCTTTGCTCA  
RT-PCR 

B7-RNAi-GW-F AAAAAGCAGGCTAATCTGCTGGTTCCTCCCAATA 

B7-RNAi-GW-R AGAAAGCTGGGTAAGAAACCTAGCAAGCTCAC 
Cloning 

Actin-qF1 ACCCAAAGGCCAACAGAGAGA 

Actin-qR1 AGAATCCAGCACAATACCGGTT 
q-RT-PCR 

Hpt-UP AGCTGCGCCGATGGTTTCTACAA 

Hpt-LP ATCGCCTCGCTCCAGTCAATG 
q-RT-PCR 

ERF1 QA TTTCTTGAGCTTACGGATTTGATCGG 

ERF1 QS GGTCTAATCGAGCAGTCCACGCA 
q-RT-PCR 

PDF1.2 QA GGTTAATGCACTGATTCTTGCATGCAT 

PDF1.2 QS CAATGGTGGAAGCACAGAAGTTGTGC 
q-RT-PCR 

PR1 QA GAGACGCCAGACAAGTCACCGCT 

PR1 QS AACCAGGCACGAGGAGCGGTAG 
q-RT-PCR 

PR3 QA2 CCATGAATATGGTCCGTCTGGTGC 

PR3 QS2 GAATGATGCCGCTTGTCCTGCT 
q-RT-PCR 

PR4 QA CCCAATTATTCTGCGCCGGATT 

PR4 QS CTGTCAGAGCAATTGTTGGGGAAGTG 
q-RT-PCR 

PR5 QA GGCGAGAGTTCCGGCCCAG 

PR5 QS CTCGTGTTCATCACAAGCGGC 
q-RT-PCR 

Thi 2.1 QA ACTCACTTGCATACACCTTCCCTTGG 

Thi2.1 QS AATGAGTCTGGTCATGGCACAAGTTCA 
q-RT-PCR 

WRKY33 QA TGTGACCAATTAGCAGAACCATTCATG 

WRKY33 QS TCTCCAAGCCCCCCTCCTTTCTATAT 
q-RT-PCR 
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討論 

植物面臨的生物性與非生物性逆境 (如：乾旱，低溫，鹽害或

MV 誘導產生的氧化逆境等) 時，植物細胞中的氧分子常會被局部還

原而產生 ROS (Miller et al. 2008)。適量的 ROS 可將逆境訊息傳遞至

各細胞部位中，用以驅動各種抗逆境反應；然而，過多的 ROS 則會

破壞細胞內的多種成分，而造成細胞損傷 (Dat et al., 2000)。於細胞

的胺基酸成分中，以含硫胺基酸 Cys 和 Met 對於 ROS 較敏感，其中

在蛋白質胜肽鏈上的 Met 被 ROS 氧化形成 MetSO 後，會導致蛋白質

的結構、活性與功能改變。然而細胞中亦含有蛋白質修補系統，可由

MsrA 和 MsrB 將 S-和 R-form 兩種不同的鏡像的 MetSO 還原回 Met，

使蛋白質恢復正常功能 (Sharov and Schoneich, 2000)。 

 

MsrB7 主要表現於細胞質與植物的根部 

Msr 廣泛分佈於自然界中大部分的生物體內，包含各種細菌、酵

母菌、哺乳類和植物體。MsrA 和 MsrB 皆可藉由修補被氧化的蛋白

質，以保護細胞，降低因氧化逆境所造成的傷害 (Moskovitz, 2005; 

Cabreiro et al., 2006)。阿拉伯芥含有九個 MsrB 基因 (MsrB1-9)，其中

MsrB1 和 MsrB2 表現於葉綠體中；MsrB3 主要位於花粉中，為分泌

性的酵素，作用於 ER，且與 ER 的逆境反應有關 (Kwon et al., 2007)；

其他的 MsrB 則表現於細胞質中 (Vieira Dos Santos et al., 2005)。各種

MsrBs 除了在細胞內的位置有所差異之外，其在不同的組織器官中的

表現情形亦不盡相同，以 Arabidopsis Affymetrix 晶片分析的結果顯

示，其中 MsrB1、2 與 6 在葉部大量表現，而 MsrB5、7、8 與 9 則

是在根部大量表現 (Rouhier et al., 2006)。本研究進行 q-RT-PCR 以分

析 MsrB7 mRNA 的於不同組織的表現情形，結果顯示 MsrB7 主要表
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現於根部 (圖三)，此一結果與 Genevestigator (https://www.genevesti- 

gator.ethz.ch/at/) 資料庫中的推測結果相符。此外，利用 MsrB7::YFP

的重組基因轉殖入阿拉伯芥的原生質體，再以共軛焦顯微鏡觀察，結

果顯示 MsrB7 表現於細胞質 (圖五)，也與 TAIR (http://www.arabid- 

opsis.org/index.jsp) 資料庫上所推測的結果一致。綜合上述結果可

知，MsrB7 主要表現於細胞質與植物的根部，因此本研究利用持續表

現於全株的啟動子 CaMV35S，使原本主要表現於根部的 MsrB7，持

續大量表現於阿拉伯芥全株中，以提高 MsrB7 於植株中的功能。 

 

持續表現 MsrB7 可增加植物移除 ROS 的能力，植物藉由移除 ROS

而提高對氧化逆境與病原菌入侵的耐受度 

植物被病原菌感染的部位常會產生 ROS，適量的 ROS 為訊息分

子，可快速誘導過敏反應 (HR) 發生，引發細胞程序性死亡與各種

PR 基因的表現 (Durrant and Dong, 2004)。細胞內含有可移除 ROS 的

分子或酵素 (ROS-removing enzymes)，如 ascorbate、catalase 和

chloroplastic carbonic anhydrase 等，SA 與上述酵素之輔酶 (cofactor) 

如鐵離子或其他金屬離子鍵結後，會抑制其酵素的活性，使 ROS 含

量上升 (Bostock, 2005)。由圖廿七結果可知，MsrB7OX 轉殖株中

catalase 的活性較 WT 植株中活性較低，因此推測 MsrB7OX 轉殖株中

SA 的含量可能較 WT 高，但仍需後續實驗證實。 

植物細胞累積過多的 ROS，會造成氧化逆境，使細胞產生程序

性死亡 (Govrin and Levine, 2000)，而進一步造成植物凋亡。有些致

病菌的入侵後，會誘導植物產生 HR 反應並累積 ROS，使細胞死亡，

該病原菌藉此獲得養分，增加族群數目與感染能力 (Govrin and 

Levine, 2000)。有些報導指出若能移除因感染而累積過多的 ROS，可
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增加植物對於病原菌感染的耐受力。例如，於植物中持續表現

iron-binding 蛋白質，可藉由氧化鐵離子以移除多餘的 ROS，提高對

氧化逆境與病原菌入侵的耐受度 (Deak et al., 1999)。Kiba等人於2005

的研究顯示，持續表現 Gentiana triflora antifungal protein 1 (GtAFP1) 

基因的轉殖菸草，GtAFP1 具有 thioredoxin-dependent peroxidase 酵素

活性，過氧化酶可催化移除過多的 ROS，而增加轉菸草對氧化逆境

與病原菌入侵的耐受度 (Kiba et al., 2005)。 

為了證實持續表現MsrB7 可增加植物對氧化逆境的耐性，本研

究以 20 μM MV 來處理MsrB7OX與WT阿拉伯芥植株，MV可以誘導

植物細胞產生化學性的氧化逆境 (Li et al., 2009)。結果顯示MsrB7OX

轉殖株可存活於含有MV之MS培養基，而WT則否 (圖廿四、A)。植

物產生的ROS主要以H2O2的形式存在於植株中 (Pastori and Foyer, 

2002)，當H2O2累積的速度比分解的速度快時，可利用DAB染色偵測

H2O2於組織中累積的情形。為了釐清MsrB7OX轉殖株是能耐受氧化

逆境，或是藉由移除ROS，而能存活於含MV的培養基中。本研究也

對MsrB7OX轉殖株進行DAB染色實驗，結果顯示在Ecc與MV處理

後，野生植株中H2O2大量累積於全株各部位，而MsrB7 轉植株中的

H2O2累積量明顯較WT低，甚至與未處理組相近，顯示轉植株中H2O2

移除系統的活性較高 (圖廿三與圖廿五)。細胞內移除ROS的相關酵素

主要有包括peroxidase、catalase與thioredoxin reductase等，為釐清

MsrB7OX轉殖株的較高移除ROS能力是否與這些酵素的活性變化有

關。本研究也針對上述三種酵素的活性進行檢測，結果顯示在

MsrB7OX轉植株內peroxidase和thioredoxin reductase的活性比WT高 

(圖廿六)，catalase的活性則是在WT中活性較高 (圖廿七)。此一結果

可能與MsrB7 及各酵素在細胞內的分佈位置有關，因為轉殖株內
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MsrB7 主要表現於細胞質中 (圖五)，已知peroxidases和thioredoxin 

reductase廣泛分佈在細胞質的各種胞器中，而catalase則主要分佈於過

氧化體內 (Vieira Dos Santos and Rey, 2006)。 

 

MsrB7 可能參與植物 ROS 的移除機制 

由於 MsrB 可將胜肽鏈上不正常 MetSO 殘基還原成 Met，使蛋

白質於 ROS 攻擊後，仍保有正常活性。在 Arabidopsis 中已知含有 73

個 peroxidase isoforms (Mittler et al., 2004)，持續表現 MsrB7 會使

peroxidase 的活性提高之原因，可能是因為這 73 個 peroxidases 中，

有 22 個酵素 (高達 30%) 的胺基酸序列中 Met residues 的比例高於

2.5%，比 Met 殘基在所有蛋白質序列中的平均值 1.7%高許多 (附錄

八)。而 MsrB7 可能與 Met residues 的比例較高的蛋白質反應，並使

這些蛋白質維持較高的活性 (Li et al., 2009)。MsrB 催化受質還原後，

可再經由 thioredoxin/thioredoxin reductase system 重新還原，以維持活

性。Thioredoxin 是二硫化物還原蛋白質，為電子供應者 (suppliers of 

electrons)，除了參與氧化態 Msr 的還原，其本身即具有抗氧化劑的功

能，可參與 ROS 的移除，其反應中心 (Cys-Gly-Pro-Cys) 含有兩個還

原態的 Cys，氧化作用後轉變為含雙硫鍵的氧化態，隨後氧化態的

thioredoxin 可在由 thioredoxin reductase 的作用使其還原。MsrB 與

thioredoxin/thioredoxin reductase system 形成ㄧ循環，使細胞內 ROS

維持恆定 (Holmgren, 1989)。而 thioredoxin 胺基酸序列中 Met residues

的比例為 2.22%，亦比 Met 殘基在所有蛋白質序列中的平均值 1.7%

高 (附錄九) (Li et al., 2009)。在 MsrB7OX 轉殖株中，thioredoxin 

reductase 活性較 WT 高，MsrB7 利用 thioredoxin/thioredoxin reductase 

system 還原，使其活性維持在較佳的狀態，並間接移除 ROS，使細
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胞內 ROS 維持恆定。而 catalase 的胺基酸序列中 Met residues 的比例

為 1.83% (附錄十)，與所有蛋白質序列中的平均值 1.7%並無顯著差異 

(Li et al., 2009)。 

 

MsrB7 基因的表現會受到病原菌的高度誘導 

利用MsrB7 的專一引子，以q-RT-PCR偵測WT阿拉伯芥之內生

MsrB7 的表現量，結果顯示以Ecc處理1 小時後，MsrB7 逐漸增加表

現，處理 8 小時後，其表現量最高，與未處理前差異達 500 倍以上，

顯示MsrB7 基因的表現會受到病原菌的高度誘導。為了進一步查證

MsrB7 基因表現被大量誘導的機制為何，我們進行了TAIR資料庫序

列的比對分析，以獲得MsrB7 啟動子的序列，再將其啟動子序列利用

啟動子分析軟體PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) 進行分

析，以瞭解該啟動子上具有哪些與防禦機制有關的cis-acting 

element。分析結果發現MsrB7 的啟動子上共包含有 6 個WRKY蛋白

質鍵結的區域 (WRKY binding sites, W-box) (附錄五)，已知WRKY轉

錄因子常參與與病原菌入侵時的防禦反應 (Dong, 2004)。由此推測當

病原菌感染的訊息傳達至細胞時，WRKY轉錄因子所調控的各種防禦

基因的中，可能包含有MsrB7。 

 

MsrB7OX 轉殖株內可迅速誘發 SA-dependent pathway 的抗病機制 

Weigel 等人 2005 年的研究則發現，npr1 突變株對 SA 或 SA 相

似物 BTH (benzothiadiazole S-methyl ester) 不敏感，該突變株在受到

外加 SA 或 BTH 的處理時，亦無法引起 SAR 反應，但 SA-independent 

pathway 的防禦機制仍然存在，因此推測 NPR1 為啟動 SAR 之關鍵蛋

白質 (Weigel et al., 2005)。NPR1 於植物中原本即有基礎表現量，於

正常狀態下為多個 NPR1 所組成的聚合體 (homooligomer) (Dong, 
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2004)，有研究指出處理 SA 與病原菌入侵可活化 thioredoxins (Tada et 

al., 2008)，而 thioredoxins 進而可還原 NPR1 分子內雙硫鍵，使其形

成單體 (monomer)。單體之 NPR1 可進入細胞核中，與 TGA 和 WRKY

等轉錄因子共同調控 PR1 等 PR 基因的表現。在 thioredoxin reductase

的突變株則顯示，因 thioredoxin 活性降低，造成 SA-dependent pathway

防禦機制失去功能 (Tada et al., 2008)。本研究的 q-RT-PCR 結果顯

示，MsrB7OX 轉殖株中之 NPR1 mRNA 的表現量於正常情況下即高

出 WT 兩倍 (圖十八)，推測 MsrB7OX 中 NPR1 蛋白質表現量較高，

所組成的 homooligomer 較多。且 MsrB7OX 轉殖株內，thioredoxin 

reductase 活性較 WT 高 (圖廿六、B)，當病原菌入侵時，NPR1 可快

速形成單體，調控其下游基因的表現。由於 NPR1 作用於蛋白質層

次，NPR1 的 RNA 表現量於 Ecc 處理 0.5 小時後 MsrB7OX 轉殖株與

WT 並無明顯差異。 

已知 NPR1 與 TGAs 會調控 PR1 的表現，而 PR1 啟動子上包含

有 W-box 之順式調節因子 (cis-element) 的調控區域，轉錄因子

WRKY70 會與 W-box 結合，進而調控 PR1 基因表現。因此若大量表

現 WRKY70，會使 PR1 基因持續表現，為 PR1 的正調因子 (附錄十

一)。而持續表現 WRKY70 與 PR1 都可達到抵抗病原菌入侵的效果 

(Dong, 2004)。由圖十八結果可知，MsrB7OX 中 WRKY70 表現量較

WT 高 5 倍，而位於 WRKY70 下游之 PR1 於 0-1 小時的表現量亦高於

WT，但於 2 小時後 MsrB7OX 表現量沒有明顯增加，而 WT 開始大

量表現 PR1，且遠大於 MsrB7OX。因此，於 MsrB7OX 轉殖株中，

NPR1 所調控的 SA-dependent pathway 可能於正常情況下已開始啟

動。病原菌入侵初期，於 1 小時內即產生足夠的抗病機制，達到抵抗

病原菌入侵的效果。此外，阿拉伯芥 WRKY33 會被病原菌、SA 與 ROS
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誘導表現，大量表現此基因亦會增加植株對病原菌的耐受度 (Zheng 

et al., 2006)，未處理 Ecc 的 MsrB7OX 轉殖株中，WRKY33 表現量已

比 WT 高 (圖廿)，達到抗病效果，但其下游調控抗病的防禦機制仍

然不清楚。 

 

MsrB7OX 轉殖株內誘發 SA-independent pathway 的抗病機制較不顯

著 

ERF1、PDF1.2a 與 Thi2.1 為 SA-independent pathway 上之標誌基

因，會被乙烯與茉莉酸調控表現 (附錄十一)。Ecce 感染前，MsrB7OX

轉殖株內 ERF1、PDF1.2a 與 Thi2.1 的表現量高於在 WT 中的表現量 

(圖十七)，可能於 Ecc 感染前，MsrB7OX 轉殖株較 WT 植株中，已經

存有較高的抗病基因，使植物更能抵抗 Ecc 的感染。此三個基因於

Ecc 處理 4 小時後，在 WT 植株之中表現量大於 MsrB7OX，由於 Ecc

已入侵 4 小時，可能此時已經對植株造成無法逆轉的傷害，造成 WT

對 Ecc 敏感的可能原因之一。PR3 與 PR4 屬於幾丁質分解酶，參與

抑制真菌細胞壁的合成或直接破壞真菌細胞壁的結構 (Selitrennikoff, 

2001)，會因受傷 (wound)、乙烯與 JA 的刺激而被誘導表現 (Lopez and 

Gomez-Gomez, 2009)。於 MsrB7OX 轉殖株中 PR3 與 PR4 表現量較

WT 低 (圖廿一)，顯示植物對細菌及真菌病原的防禦機制應有所差

異。 

 

MsrB7OX 可同時活化 NPR1-dependent pathway 與

NPR1-independent pathway 

SA-dependent pathway 又可細分為 NPR1-dependent pathway 與

NPR1-independent pathway，而誘導 PR5 表現主要為 SA-dependent 

pathway 中的 NPR1-independent pathway (Zhang and Mou, 2009)。而

 94



PR5 大量表現於阿拉伯芥中，則可以抗病原菌與線蟲入侵 (Wubben et 

al., 2008)，以 Ecc 處理 MsrB7OX 八小時後，PR5 表現量比未處理時

高 7 倍。但 NPR1 於未處理 Ecc 前，MsrB7OX 轉殖株內 PR5 表現量

即較 WT 高 (圖十七)，因此推測 MsrB7OX 轉殖株內 PR5 可能參與

NPR1-independent pathway 的防禦機制。綜合以上結果推測 MsrB7 大

量表現於阿拉伯芥中，可同時也能活化 SA-dependent pathway 中

NPR1-dependent pathway 與 NPR1-independent pathway，兩種與 SAR

反應相關的抗病機制。此外 NPR1、WRKY70、PR1、Thi 2.1、ERF1、

PDF1.2a 與 WRKY33 之抗病相關基因，於正常情況下，MsrB7OX 轉

殖株內的表現量均大於 WT (圖十七)，可能在受病原菌入侵前，即啟

動抗病機制，使病原菌無法入侵或降低感染能力，而提高 MsrB7OX

轉殖株的抗病性。 

 

MsrB7OX 轉殖株內抗病相關基因與 ROS 移除相關基因表現量上升 

利用 Affymatrix microarray 分析在正常情況下，MsrB7OX 轉殖株

與 WT 內基因表現量變化的情形，並以 Genespring 軟體分析後，發

現 MsrB7OX 轉殖株內，與抵抗病原菌入侵相關的基因大量誘導表現 

(表三)。前人研究中，已證實與抗病相關的標誌基因與轉錄因子如：

WRKY70 (Li et al., 2006)、WRKY54 (Wang et al., 2006)、ERF2 (McGrath 

et al., 2005) 與 PR1 (Erbs et al., 2008) 等的表現量，於 microarray 分析

結果中均上升數倍。而與 ROS 移除相關之基因如 peroxidase 等之表

現量亦大量表現 (表四)。綜合 microarray、q-RT-PCR 與酵素活性分

析結果，推測 MsrB7OX 植株中，藉由移除 ROS、提高轉錄因子和酵

素的活性與活化 SA-dependent pathway，提升 MsrB7OX 植株對病原

菌感染與氧化逆境的耐受度。 
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MsrB 家族可能有功能重覆性 

由於MsrB7、MsrB8 與MsrB9 位置相鄰，且胺基酸序列相同度達

到 73.6％。因此，B7-RNAi利用MsrB7 之 3’ UTR較專一的片段，構

築RNAi之質體。(圖六) 結果顯示B7-RNAi植株於正常狀況下MsrB7

表現量較低。經過Ecc處理 6 小時後，B7-RNAi與WT植物中內生MsrB7

表現量均有被誘導而增加表現，但B7-RNAi被誘導產生之MsrB7 表現

量亦較低。而MsrB7、MsrB8 與MsrB9 蛋白質相似度高達 73.6％，推

測其功能可能相近。由於MsrB7 表現被降低，其他MsrB家族可能有

功能重覆性 (functional redundant），以維持植株中MsrB的正常功能。

造成降低表現量的植株對於病原菌入侵時，並無較敏感的現象。  

 

MsrB7OX 轉殖株可耐受至少兩種病原菌的感染 

最近研究發現，植物對病原菌入侵，可分為細胞內與細胞外不同

之宿主接受器，且會產生不同的 PR 蛋白質與訊息傳遞方式，對於防

禦機制也各不相同。因此，並非利用轉殖單一基因即可防禦所有的病

原菌的入侵 (Abramovitch et al., 2006)。若利用轉殖多個基因的方式，

使植物增加多重耐性，於遺傳操作與育種時，需要投入更多的時間與

金錢，但若能找到一個廣效型抗病之基因，有利於作物分子育種的應

用。由抗病實驗結果可知 MsrB7OX 不只能抵抗 Ecc 的入侵，亦能耐

受青枯病菌的感染。此兩種病害皆為全球性病害，每年均造成嚴重經

濟損失，若將此基因導入作物，應可提高作物於田間對病原菌入侵的

耐受度，以增加產量。 

 

持續表現 MsrB7 會使阿拉伯芥延遲開花 

阿拉伯芥屬於長日照植物，開花時間受日照時間與春化作用 
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(vernalization) 的影響，這兩種不同的開花機制分別由 FLOWERING 

LOCUS C (FLC) 與 FRIGIDA (FRI) 基因所調控。若 FRI 與 FLC 活

化，均會使植物延遲開花。FLC 屬 MADS box 轉錄因子，而 MAF4 

(MADS AFFECTING FLOWERING 4) 為 FLC 的同源基因 

(paralogs)，MAF family 包含五個基因 (MAF1-5)，FLC 與 MAF 家族

持續表現均會使植物延遲開花，為開花的負調控因子 (Deal et al., 

2005)。本實驗利用計算葉片數目，顯示植物營養生長期的時間，由

圖十四結果顯示，WT 與 1301 開花時，平均葉片數目為 18 片葉，而

MsrB7OX 轉殖株須達平均葉片數目為 75 片時才開花，顯示其停留於

營養生長期的時間較長，與利用 CaMV35S 啟動子持續表現 FLC 的阿

拉伯芥，達開花時的葉片數目相近 (Kim et al., 2006)。利用 Affymatrix 

microarray 分析發現，與開花時間調控之基因 FLC 與 MAF4 表現量均

上升，其中 FLC 表現量於 MsrB7OX 轉殖株較 WT 增加近 81 倍，而

MAF4 增加 3.84 倍 (表四)。FLC 與 MAF4 為阿拉伯芥開花的負調控

因子，若這些基因大量表現，會造成延遲開花的現象 (Shindo et al., 

2006; Xu et al., 2009)，與 MsrB7OX 轉殖株的延遲開花的表現型有關 

(圖十三 A)，但其詳細機制仍須往後實驗加以證實。 

 

MsrB7 在育種方面的應用性 

持續表現 MsrB7 使阿拉伯芥產生延遲開花的情形，停留於營養

生長期較長，葉片數目顯著多於 WT，若將此基因導入食用營養部位

的作物例如：十字花科的甘藍菜 (Brassica oleracea) 與結球白菜 

(Brassica campestris)，不僅能因增加葉片數目而提高產量，且能抵抗

病原菌入侵與氧化逆境。由於 MsrB7 為植物本身分離出的基因，並

非由病原菌分離出之基因，較無外源基因汙染的問題。本實驗以阿拉
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伯芥做為模式植物，探討 MsrB7 的功能，未來將嘗試將 MsrB7 導入

其他作物，期望能開發出廣效型抗病之品系，進一步探討其應用潛

能。
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附錄一、培養基配方 

2×YT (1L) for bacteria culture 

16 g trypton  

10 g yeast extract  

5 g NaCl  

15 g agar  

 

MGL (1L) for agrobacteria culture 

2.5 g yeast extract  

5 g tryptone  

5 g NaCl  

5 g mannitol  

1.16 g Na-glutamate  

0.25 g KH2PO4 

1 mg biotin  

- Adjust pH to 7.0 with 1 N NaOH. 

- Autoclaved at 121  for 15 min.℃  

 

YEP (1L) for agrobacteria culture 

10 g of yeast extract  

10 g of Bacto-peptone  

5 g of NaCl  

 
MS medium for plant tissue culture 

4.32 g MS salt (Duchfa) 

1× MS vitamins  

10 g sucrose 
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5 g agar 

- Adjust pH to 5.8 with 1 N NaOH. 

- Autoclaved at 121  for 15 min.℃  

 

Infiltration medium  

1/2 MS salt (Duchfa)  

1× MS vitamins  

1％ (W/V) sourcose  

0.44 μM benzylamino purine  

- Adjust pH to 5.8 with 1 N NaOH. 

50 μl/liter Silwet L-77 

 
TTC medium  

0.01% polymyxin B sulfate 

0.002% tyrothricin 

0.005% chloramphenicol, 

0.005% cycloheximide 

0.005% crystal violet 

1.5% Bacto agar 

- Adjust pH to 7.0 with 1 N NaOH. 

- Autoclaved at 121  for 15 min.℃  

-  

523 medium 

0.03% magnesium sulfate heptahydrate 

0.2% potassium phosphate 

0.4% yeast extract 

0.8% casein hydrolysate 
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1%sucrose 

1.5% Bacto agar 

- Adjust pH to 7.0 with 1 N NaOH. 

- Autoclaved at 121  for 15 min.℃  

 
NB (1L) medium  

5 g  peptone  

5 g  yeast extract 

1.5 g  sodium chloride  

- Autoclaved at 121  fo℃ r 15 min. 
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附錄二、原生質體轉型 

 
Stock solution 

Mannitol 0.8 M (use 0.45 μm filter sterilized) 

3 M NaCl 

0.2 M KCl 

0.1 M glucose (use 0.45 μm filter sterilized and store at 4 )℃  

0.1 M MES, pH 5.7 (以 KOH 滴定) 

1 M CaCl2  

1M MgCl2 

10 % BSA 

 

Enzyme solution  

Working                       Stock             Add 

1% cellulose R10                                  0.1 g 

0.25% macerozyme R10                            0.025 g 

0.4 M mannitol                  0.8 M             5 ml 

20 mM KCl                     0.2 M             1 ml 

20 mM MES                    0.1 M             2 ml 

Heat 55  10 min and cool to RT℃  

10 mM CaCl2                    1 M              100 μl   

5 mM beta-ME                  13.2 M (100%)       38 μl  

0.1% BSA                      10%              100 μl 

0.45 μm filter sterilized 

W5 solution  

Working                       Stock             Add 
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154 mM NaCl                    3 M              10.3 ml 

125 mM CaCl2                    1 M              25 ml 

5 mM KCl                      0.2 M             5 ml 

2 mM MES                     0.1 M             4 ml 

5 mM glucose                   0.1 M             10 ml 

Add H2O                                    final 200 ml 

 

MMg solution 

Working                       Stock             Add 

0.4 M manntol                  0.8 M            100 ml 

15 mM MgCl2                    1 M              3 ml 

4 mM MES                     0.1 M              8 ml 

Add H2O                                    final 200 ml 

 

PEG solution 

Stock                 Add                 final conc. 

PEG 4000              4 g                   40% 

0.8M mannitol          2.5 ml                 0.2 M 

1M CaCl2               1 ml                 0.1 M 

H2O                   3 ml 

 



附錄三、MsrB 基因家族專一性引子區域圖

B7-qF1

B7-qR1

B8-qF1

B8-qR1

B9-qF1

B8BamHI-F 

B8SpeI-R  

B9BamHI-F 

B9SpeI-R  

B7EcoRI-F

B7BglII-R

B9-qR1

B7-qF1

B7-qR1

B8-qF1

B8-qR1

B9-qF1

B8BamHI-F 

B8SpeI-R  

B9BamHI-F 

B9SpeI-R  

B7EcoRI-F

B7BglII-R

B9-qR1
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附錄四、MsrB7 cDNA 與胺基酸序列 

 

MsrB7 cDAN序列 (At No. At4g21830)  

ATACCCCGACCCATTTTCACTTTGAATCACCATTAAACCAGGTCTTTAGTACAAAACTTCAAACA

AAAGGTCAAAAGCTAATTTCTTTTTTTTGCTAAGAAAAACTAATTTCTTCCTCTTCGACCTCTCAA

GCATCATTAGATAAACAAATCCTATTCCCGTCATGGCAGCAATGACCGCGGCAGCAGTTCCAGCA

ACTGGATCTTTCCAGAAACAAGACGAGGAGTGGCGTGCGGTTCTGTCTCCTGAGCAGTTTAGGG

TTCTCAGACTAAAAGGCACAGATAAACGAGGCAAAGGAGAGTTTACAAAGAAGTTCGAGGAAG

GGACTTATAGTTGTGCTGGTTGTGGAACTGCTCTTTATAAATCGACCACTAAGTTCGACTCCGGTT

GCGGTTGGCCTGCGTTCTTCGACGCCATCCCCGGTGCTATTAAACAAACTCCAGAAGCAGGTGG

AAGAAGAATGGAGATAACATGTGCAGTGTGTGATGGACATTTAGGCCATGTTTTCAAAGGCGAA

GGTTACTCTACTCCAACCGATCAACGTCACTGCGTTAACAGTGTCTCTCTCAAATTCTCTTCTGCT

GGTTCCTCCCAATAATCATATCATTGATCGGACCACTTTATCTCATGAAATCAAGAATCTATTCTAT

GATCTGTGTGAGCTTGCTAGGTTTCTTTCCCATACTCATGTAATATTATGATTCCTATGTGTGTGTTT

TTCTCTACTTTCCAATAAATGATATTGATTCCACTTCGTTCGATGTACTCTCTGTAATATATATTTTA

ATAAACTTTGGATATACTATACTTTTTTGTC 

 

MsrB7 胺基酸序列 

MAAMTAAAVP ATGSFQKQDE EWRAVLSPEQ FRVLRLKGTD KRGKGEFTKK 

FEEGTYSCAG CGTALYKSTT KFDSGCGWPA FFDAIPGAIK QTPEAGGRRM 

EITCAVCDGH LGHVFKGEGY STPTDQRHCV NSVSLKFSSA GSSQ 
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附錄五、MsrB7啟動子序列。紅色區域為TATA box，劃底線

的區域為W-box 

TATAATAAATTTTGGTTACTATAAAGAAAATTTCTATTTATCTGTTCCTTACTTTCTTCT

ACTTGAAGAACATATTACAACTTCTTTTACTTTAAGATTTTGTAACAATAAAATAAAG

CTGGGATAATAGACGTACGCAATTAATTGCACAGCCTATTGATGTGTCAATCACAGA

GAAATTGCTTCCGCTCACCAGCTTTGGTAGATTCGCTAATAAAAATGAAATTGAAATT

GTTTGTGACATCACTCTGCTCAACAAAGCTAGTGGTTTGGATGTCGGTGTTCTAGTCC

CTGATGATAATGAGGATATTCTGATCATCTCTTTCTCCTTGGAAAAATTCCGATCTCCC

TTGGCGTTTGTACCTCTTCCAAGACTAAGAGCTAAAGAAGAAGAACTCACTCTATTGT

CTCACTATGGTAACTGGACCAGACGATCCATGCATCCCTAAGAAGGAGGACAAAGAA

CAAAGGTAAATGAGGTAACAAAGGTGAAATGTAAAGGTGAAGGAGGTAATAAAAGT

AAAGGAGGTAACAAAGGCAAATGTAACGGATTAATATTCATAGAAAAGACATAGAC

AAAAGACATTTATATGTACACATTTTTCTTTTGGTTTCTTTTTTTTTTCCATGTAGTTGA

GGATCCTATCTCAAGATCTGAAGACATGAATCTGGTTCATGTGACATTCATATAAATA

TATGACAAACGATATGATGCTGAAGAAGAAACTGTCATGTTATGTCAAGTTCTGAAA

TCAGCAAATTCAAACAACACAAACACAAGTATGAAACAAAACCAACTGAATGATCA

ACTGAACAGATCATCTATGTTTGCTGCCGAAGTTTCCATACTTACTCTCAGGTACTGA

AATTGAGCCTTTGCGTGTGAGATAACCTCAACAGTGTGACTGAGAGATTTTCAAGGGT

AAATAGAACTTGAAAATGTTAGCTAAAAAGAAAGCTAAAAATTACTAAAAAACAAG

GACAAAAGATAAATAGTAACTCTGGCCATTAAGAGTATGTATCATAAAATCACAATA

GACCATTTTTAATCTAATTTTAGATATTTTTTTATTTAATAGAATGCAATATGCGAATT

TGAATTGTACTATCACACTAGATTACATAACCTAGTTGAACTTCTAAATATCTTACGT

ACAATTTTTTTTTTTGGTTTTGGTTACATAGTAGTATGTATTACACATTTTCATTATTTT

AATACGTACAAAAGCTTTTAAACATGTATGAATCAGGTGGAGTATTTGACTACGCTTT

GTTCAACTTGTCTGAGTCTAAACTGTGTGTGGTAAGGACGTAATGCACTTAACTTAGT

TTTTTAATCTGTTCAACGAAAGGCTTTTGATCAAGGAGCCCGATATTTAAGAGGGAAA

AAAACGTGACCAATAATACAATAAAATGGAAAACAATGTATTCGCAACGTGATCAAA

TGAATATTAAACACAGTCAAAAGTCTACATGCTGACATGCACAACCTCGATTTTAATA

TCTCCCTCTCTCTCTCTCCTTGCTGCATGTTAATTATTTTAGATCTAGATCTATTGCGTA

AATGAGCTGTTACCTAAATTATTTGTATTATTGTTATTTGTTTAGTATAGTTTCTTTGG

AAGATTCTCATCAGTTCTTTAAGAAATACTCTTCTCTAAGCCTATTTATATATTTATAC

CCCGACCC 

       +1 
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附錄六、MsrB7與pCAMBIA1390/35S載體的建構圖 
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35S promoter
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CaMV35S promoter
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附錄七、B7-RNAi載體的建構圖 

 

LB

B7-RNAi-pH7GWIWG2
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intron 

Hyg 

Sm/SpR 

attB1 

T35S 

attB2 

B7 3’UTR
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附錄八、peroxidase 胺基酸序列中 Met residues 的比例 (Li et al., 

2009)。 

Classical plant peroxidase Locus Met % Location 

anionic peroxidase, putative AT1G14540 2.22 endomembrane system 

anionic peroxidase, putative AT1G14550 2.49 endomembrane system 

cationic peroxidase AT5G24070 2.35 endomembrane system 

cationic peroxidase, putative AT1G30870 1.15 endomembrane system 

cationic peroxidase, putative AT4G25980 2.7 endomembrane system 

cationic peroxidase, putative AT2G41480 1.76  

(peroxidase ATP1a); PRXR1  AT4G21960 2.73 endomembrane system 

ATPOX (Proline oxidase)  AT3G49120 1.98 plant-type cell wall   

class III peroxidase ATP31, putative  AT4G36430 1.51 endomembrane system 

class III peroxidase ATP34, putative  AT2G38390 1.43 endomembrane system 

class III peroxidase ATP35, putative  AT4G26010 1.94 endomembrane system 

peroxidase-like protein; peroxidase ATP37  AT4G37530 2.13 endomembrane system 

peroxidase C2 precursor like protein; class III peroxidase ATP38 AT4G08770 2.31 endomembrane system 

Neutral peroxidase C precursor  AT3G49110 2.26 plant-type cell wall   

class III peroxidase ATPEa  AT2G38380 1.43 endomembrane system 

peroxidase ATP N, putative  AT5G19890 1.83 cytoplasm, nucleus  

peroxidase, putative (ATP2a)  AT2G37130 2.75 endomembrane system 

peroxidase ATP3a homolog, putative  AT5G64110 1.21 endomembrane system 

peroxidase ATP3a, putative AT5G64100 1.21 endomembrane system 

peroxidase ATP4a  AT1G71695 2.51 plant-type cell wall   

peroxidase ATP5a, putative  AT1G49570 2.29 endomembrane system 

peroxidase (embCAA66964.1), peroxidase ATP6a  AT5G66390 1.79 endomembrane system 

peroxidase ATP7a , putative  AT3G21770 2.75 
plant-type cell wall, 

cytoplasm, nucleus  

peroxidase ATP8a, putative  AT4G30170 2.46 endomembrane system 

peroxidase ATP9a, prxr2  AT4G37520 1.82 cytoplasm  

peroxidase ATP10a, putative  AT5G67400 1.82 endomembrane system 

peroxidase ATP11a, putative  AT1G05240 1.54 plant-type cell wall   

peroxidase ATP11a, putative  AT1G05250 1.54 endomembrane system 

peroxidase ATP12a, putative  AT3G01190 2.8 endomembrane system 

peroxidase ATP13a, putative  AT5G17820 2.24 plant-type cell wall   

peroxidase ATP14a , putative  AT5G22410 2.72 endomembrane system 

pseudogene, neutral peroxidase c; peroxidase ATP16a  AT3G32980 1.99  
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Classical plant peroxidase Locus Met % Location 

peroxidase ATP17a-like protein, putative  AT4G33420 3.69  

peroxidase ATP18a, putative  AT1G44970 1.73 endomembrane system 

peroxidase ATP19a, putative  AT4G11290 2.76 endomembrane system

peroxidase ATP20a, putative  AT5G14130 3.33 endomembrane system 

peroxidase ATP21a, putative  AT3G49960 1.52 endomembrane system 

peroxidase ATP22a, putative AT2G18980 1.86 endomembrane system 

peroxidase ATP23a, putative  AT1G68850 2.38 endomembrane system 

peroxidase ATP24a, putative  AT5G39580 1.88 endomembrane system 

peroxidase ATP25a, putative  AT2G22420 3.34 endomembrane system 

peroxidase ATP26a , putative  AT5G40150 1.83 endomembrane system 

peroxidase ATP27a, putative  AT5G51890 1.86 endomembrane system 

peroxidase ATP28a AT2G35380 1.79 endomembrane system 

peroxidase ATP29a, putative  AT5G06730 1.12 endomembrane system 

prx10 peroxidase-like protein, putative  AT5G15180 2.43 endomembrane system 

peroxidase ATPE; peroxidase precursor, RCI3A  AT1G05260 1.84 endomembrane system 

peroxidase C2 precursor like protein, putative  AT4G08780 2.6 endomembrane system 

peroxidase family  AT4G16270 2.76 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT1G24110 3.37 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT1G34510 2.58 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT1G77100 1.49 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT2G18140 1.78 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT2G18150 2.07 endomembrane system 

peroxidase, putative   AT2G24800 1.82 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT2G34060 1.73 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT2G39040 1.43 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT2G43480 3.88 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT3G03670 2.49 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT3G17070 2.36 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT3G28200 1.58 plant-type cell wall   

peroxidase, putative  AT3G50990 3.2 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT4G17690 2.15 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT4G31760 2.45 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT4G33870 2.79 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT5G05340 1.85 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT5G06720 0.9 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT5G19880 1.52 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT5G42180 2.84 plant-type cell wall   
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Classical plant peroxidase Locus Met % Location 

peroxidase, putative  AT5G47000 2.4 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT5G58390 3.16 endomembrane system 

peroxidase, putative  AT5G58400 2.15 endomembrane system

peroxidase, putative  AT5G64120 1.52 cell wall 

peroxidase-related  AT3G42570 2 unknow 
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附錄九、thioredoxin 胺基酸序列中 Met residues 的比例 (Li 

et al., 2009)。 

thioredoxin Locus Met% Location 

thioredoxin M-type 1 (TRX-M1)  At1g03680 2.79 chloroplast 

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At1g04980 1.57  

thioredoxin family protein At1g07700 0.98  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At1g07960 2.74  

thioredoxin family At1g08570 1.82 chloroplast 

monocysteinic thioredoxin At1g11530 3.39  

protein disulfide isomerase-like (PDIL) protein, a member of a 

multigene family within the thioredoxin (TRX) superfamily 
At1g15020 1.79  

thioredoxin H-type 4 (TRX-H-4)  At1g19730 3.36  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At1g21750 0.8  

thioredoxin family  At1g31020 1.26  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At1g34780 3.23  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
AT1G35620 1.82  

similar to thioredoxin  At1g43560 1.2  

thioredoxin H-type 5 (TRX-H-5)  At1g45145 4.24  

thioredoxin-like At1g48070 1.39  

thioredoxin x  At1g50320 1.65  

thioredoxin-related At1g50950 2.07  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
AT1G52260 1.49  

thioredoxin family  At1g52990 2.56  

thioredoxin family  At1g53300 2  

thioredoxin family  At1g59730 3.88  

phosphoadenylyl-sulfate reductase At1g62180 1.54  

thioredoxin family AT1G69880 4.05  

thioredoxin family At1g76760 1.16  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
 0.79  
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thioredoxin Locus Met% Location 

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At2g01270 1.62  

ferredoxin-thioredoxin reductase  At2g04700 3.42 chloroplast 

thioredoxin M-type 3  At2g15570 2.31  

thioredoxin reductase 2 At2g17420 1.59  

thioredoxin-related At2g18990 2.84  

Thioredoxin-related  At2g28725 6.25  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At2g32920 2.27  

thioredoxin family At2g33270 1.1  

thioredoxin family  At2g35010 1.55  

similar to Thioredoxin-related  At2g37530 3.28  

thioredoxin H -related  At2g40790 2.6  

thioredoxin reductase, putative  At2g41680 1.89  

thioredoxin family  At2g42580 2.32  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At2g47470 0.28  

Thioredoxin family At3g02730 1.12  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At3g03860 3  

thioredoxin family  At3g06730 3.83  

thioredoxin family  At3g08710 1.43  

contains Thioredoxin domain  At3g14950 1.94  

thioredoxin M-type 4  At3g15360 1.04  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At3g16110 1.5  

a thioredoxin-like disulfide reductase At3g17880 2.37  

similar to Thioredoxin domain 2 At3g19780 1.48  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At3g20560 2.07  

similar to thioredoxin family protein  At3g23320 1.05  

thioredoxin-related At3g25580 3.33  

thioredoxin H-type 1 (TRX-H-1)  At3g51030 2.63  

thioredoxin family  At3g53220 1.59  

 member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At3g54960 1.21  

thioredoxin family  At3g56420 3  
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thioredoxin Locus Met% Location 

protein contains Thioredoxin domain  At3g58620 1.17  

thioredoxin M-type 2  At4g03520 2.15 chloroplast 

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) At4g04610 1.94  

thioredoxin family  At4g04950 2.46  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At4g08930 4.07  

thioredoxin family  At4g12170 3.13  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At4g21990 1.31  

thioredoxin family At4g26160 1.36 chloroplast 

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At4g27080 2.92  

thioredoxin family  At4g29670 1.28  

thioredoxin family  At4g32580 1.25  

thioredoxin reductase 1  At4g35460 1.6  

thioredoxin family  At4g37200 0.77  

thioredoxin family At5g04260 2.6  

thioredoxin-related At5g06430 2.06  

Thioredoxin-like At5g06690 3.81  

Thioredoxin-like protein  At5g11640 3.16  

thioredoxin family  At5g16400 1.62  

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At5g18120 3.81  

thioredoxin H-type 2  At5g39950 3.01  

thioredoxin H-type 3  At5g42980 2.54 cytosolic 

a member of a multigene family within the thioredoxin (TRX) 

superfamily 
At5g60640 0.84  

thioredoxin family  At5g61440 4.49 chloroplast 
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附錄 十、catalase 胺基酸序列中 Met residues 的比例 (Li et 

al., 2009)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

catalase Locus Met % Location 

catalase 1 At1g20630 1.83 peroxidsome 

catalase 2 At4g35090 2.03 peroxidsome 

catalase 3 At1g20620 1.63 peroxidsome 
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附錄十一、植物於生物與非生物逆境下的訊息傳遞網路 

(Lorenzo and Solano, 2005)。 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



附錄十二、縮寫對照表 

 
縮寫 全名 

ABA Abscisic acid 

ABRE ABA-response element 

AP Alkaline phosphatase 

bp Base pair 

BSA bovine serum albumin 

BTH  Benzothiadiazole S-methyl ester 

Cys (C) Cysteine  

CaMV35S Cauliflower mosaic virus 35S 

cDNA Complementary DNA 

Cfu Colony forming unit 

DAB  3,3-diaminobenzidine 

dATP 2’-deoxyadenosine 5’-triphosphate 
dCTP 2’-deoxycytidine 5’-triphosphate 
DEPC Diethyl pyrocarbonate 

dGTP 2’-deoxyguanosine 5’-triphosphate 

Dig Digoxigenin 

DMF Dimethylformamide 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA Deoxyribonucleic acid 

dNTP Deoxynucleoside triphosphate 

dTTP 2’-deoxythymidine 5’-triphosphate 

E. coli Escherichia coli 

Ecc Erwinia carotovora ssp. carotovora 

EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid 

EIRE Elicitor responsive element 
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縮寫 全名 

EPSPS 5-enolpyruvylshikimate- 3-phosphate synthase 

ER endoplasmic Reticulum 

ERE Ethylene responsive element 

ERF Ethylene-responsive transcription factor 

ET Ethylene 

EtBr Ethidium bromide 

EtOH Ethanol 

FLC FLOWERING LOCUS C 

FW Fresh weight 

GBF G-box binding factor 

GFP Green fluorescent protein 

GSH glutathione 

GW Gateway 

HR Hypersensitive response 

HSFA2  Heat shock factor A2) 

IPTG Isopropyl-β-d-thiogalactoside 

JA Jasmonic acid 

kb Kilobase 

kDa Kilo dalton 

M. W. Molecular weight 

MAF4 MADS AFFECTING FLOWERING 4 

MDA Malondialdehyde 

MsrB  Methionine sulfoxide reductase B 

mRNA Messenger RNA 

MS Murashige and Skoog 

Msr Methionine sulfoxide reductase  

MV Methyl viologen 
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縮寫 全名 

OHL N-oxoacyl-homoserine lactones 

PCR Polymerase chain reaction 

PEG Polyethylene glycol 

PEP Phosphoenolpyruvate 

PFLP Plant ferredoxin-like protein 

PLACE plant cis-acting regulatory DNA elements 

PR Pathogenesis-related 

q-RT-PCR Quantitative RT-PCR 

RE Restriction enzyme 

RNA Ribonucleic acid 

ROS Reactive oxygen species 

rpm Revolutions per minute 

rRNA Ribosomal RNA 

RT Room temperature 

RT-PCR Reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SA Salicylic acid 

SAR Systemic acquired resistance 

TAIR The Arabidopsis information resource 

TBA Thiobarbituric acid 

TE 
Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.0, 1 mM 

EDTA) 

TF Transcription factor 

TMV Tobacco mosaic virus 

Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane 

UTR Untranslation region 

UV Ultraviolet 
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縮寫 全名 

W-box WRKY binding site 

WRKY Plant transcription factors contain WRKY domains 

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside 
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附錄十三、中英對照表 

 

英文 中文 

Abscisic acid 離層酸 

Alkaline method 鹼性溶菌法 

Alkaline phosphatase 鹼性磷酸酶 

Analogs  類似物 

Bacterial soft rot 細菌性軟腐病 

Bacterial wilt 青枯病 

Cellulases 纖維素分解酶 

Chitinase 幾丁質酶 

Chlorophyll 葉綠素 

Cis-acting element 轉錄調控位 

Copper hydroxide 氫氧化銅 

Copper sulfonate 亞鈉銅 

Ecc (Erwinia) 軟腐病菌 

Electroporation 電穿孔法 

Elicitor 誘引劑 

Endoplasmic Reticulum 內質網 

Ethylene 乙烯 

FW 鮮重 

Glucanase 醣苷酶 

Green Fluorescent protein 水母綠螢光蛋白質 

Hypersensitive response 過敏反應 

Identity 相同度 

 129



英文 中文 

Jasmonic acid 茉莉酸 

Methyl viologen 巴拉刈 

Middle lamella 細胞中膠層 

Pathogen 病原菌 

Pathogenesis-related protein 病原相關蛋白質 

pectate lyases 果膠分解酶 

PEG 聚乙二醇 

phenylalanine 苯丙氨酸 

Polymerase chain reaction 聚合酶鏈反應 

proteases 蛋白分解酶 

protoplast 原生質體 

protoplast transformation 原生質體轉殖 

q-RT-PCR 定量RT-PCR 

Ralstonia solanacearum 青枯病菌 

ROS 活性氧分子 

Salicylic acid 水楊酸 

Similarity 相似度 

Southern blot 南方轉漬法 

Standard err 標準差 

Streptomycin 鏈土黴素 

Streptomycin 和多保鏈黴素 

Stress-inducible 逆境誘導 

Systemic acquired resistance 系統性抗病反應 

Tetracyclin 四環黴素 
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英文 中文 

TMV 菸草鑲嵌病毒 

Transcription factor 轉錄因子 

Tryptophan  色氨酸 

Tyrosine 酪氨酸 

Vector 載體 

Vernalization 春化作用 

WT 野生型 

 

 

 


