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要$该研究从小麦中克隆了
#

个
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基因
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'序列分析表明!

%&!"#$!

基因的
BCD

为
###"

E

F

!编码
%'&

个氨基酸'序列比对分析表明!该基因所编码的蛋白与粗山羊草(水稻(谷子等
GHIJ

蛋白具有较高

的一致性!分别为
&&K

(

&$K

(

&$K

'进化树分析表明!

3:GHIJ!

与水稻
B/GHIJ!

的亲缘关系最近'实时荧光

定量
ILC

分析表明!该基因的表达显著受渗透胁迫(低温胁迫(高盐胁迫(乙烯和双氧水诱导!受
H4H

抑制'研究

表明!

%&!"#$!

可能参与非生物逆境胁迫及相关信号分子应答'
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蛋白质的磷酸化在植物对逆境胁迫的信号转导

过程中发挥着重要作用'底物蛋白质被磷酸化的氨

基酸残基主要是丝氨酸(苏氨酸(酪氨酸等少数几个

氨基酸'因此!根据磷酸化靶蛋白的氨基酸残基种

类的不同!蛋白激酶被分为丝氨酸%苏氨酸激酶(酪

氨酸激酶(组氨酸激酶(色氨酸激酶和天冬氨酰基%

谷氨酰基蛋白激酶等
*

类'促分裂素原活化蛋白激

酶"
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#属于

丝氨酸%苏氨酸蛋白激酶!其功能主要是参与调控细

胞生长(分化(对环境的适应(炎症反应等多种重要

的细胞生理和病理过程)

#
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在植物中!根据
GHIJ

编码蛋白序列的
3\Q

基

序的不同!将
GHIJ

蛋白分为
38Q

类和
36Q

类!根

据系统发生关系将
38Q

类进而划分为
H
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组!



36Q

类单独列为
6

组)
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'每一组中的
GHIJ

成员

都被报道能够参与逆境胁迫应答和激素信号转导'

HTGIJ'
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H
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组#能被逆境胁迫和相关信号分子

激活)
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是一个高度保守的基因家族!在

拟南芥以及其它物种中多个
!"#$

家族成员都被

报道能够赋予植物对生物及非生物逆境胁迫的耐受

性'所以!

!"#$

家族基因在植物对逆境胁迫的应

答及相关信号转导过程中发挥着重要作用'然而!

小麦的
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家族基因的研究较少'
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等)
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报道!小麦
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%1);.Z?GHIJ

蛋白的表达可能与高渗

胁迫诱导的相关生理过程有关'
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*研究表

明!真菌侵染能够在转录水平和翻译水平诱导

3:GIJ%

上调表达!但抑制
3:GIJ'

表达'所以!

小麦
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家族基因对非生物逆境胁迫及相关信

号分子研究非常有限!小麦
!"#$

家族基因在非

生物逆境胁迫中的功能值得进一步研究'

本研究从小麦中克隆了一个
%&!"#$!

基因!

并对其在逆境胁迫以及多种信号分子处理下的表达

模式进行了考察!为进一步探讨
%&!"#$!

基因的

功能奠定基础'
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#!种子由中国热带农业

科学院热带生物技术研究所保存'
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方
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法
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目的基因的获得
!

小麦种子在无菌水中发

芽生长
#"W

后!提取叶片
CRH

!反转录成
@6RH

后

进行基因克隆'根据
6DL2

小麦数据库中的信息
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扩增引物"
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#'利用
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扩增试剂盒"

L;A0T?@<

公

司#从小麦幼苗叶片中克隆得到该基因的
%̀

端'扩

增反应程序为$
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预变性
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变性
%"/

!

**

a

退火
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!循环
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次'获得
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CHL8

扩增片段后对序列进行拼接得到
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@6RH

全长序列'然后根据
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全长序列设计
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全长序列'扩增反应程序为
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预变性
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9.0
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变性
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退火
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!循环
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次'

ILC

扩增产物回收(连接(转化后!

挑取单克隆在
_4

液体培养基中培养并进行
ILC

鉴定'对已鉴定的阳性克隆进行测序分析'
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生物信息学分析
!

序列比对和保守结构域

预测利用
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#&多序列比对利用
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软件&进

化树构建利用
G8[H

软件'
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基因的表达分析
!

生长
#"W

的小麦幼苗分

别用
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进行信号分子处理"
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均购自上海生工生物
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公司#提取叶

片总
CRH

!再用
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的琼脂糖凝胶电泳检测总
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的完整性!利用
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公司#将提取的总
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反转录成
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'反转录反应程序为
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'以反转录的
@6RH

第一

链为模板'为避免基因组
6RH

的污染!在
CRH

提

取过程中进行了基因组
6RH

消化'

实时荧光定量
ILC

采用
YQ4C[V??0
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试剂

盒"
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公司#!按照操作说明在
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荧

光定量
ILC

仪"吉泰生物科技有限公司#上进行'

所用引物为
3:GHIJ!D
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实时荧光定量

标准说明书进行引物设计'为了保证引物的特异

性!引物设计在非翻译区!

ILC

产物的长度维持在

%""E

F

以内!并进行了测序分析'实时荧光定量

ILC

引物均由上海生工生物工程有限公司合成'

以小麦
"0.):

基因为内参'荧光定量
ILC

反应程

序为
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预变性
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基因的克隆及生物信息学分析

根据
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小麦数据库中的序列信息!发现
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基因的克隆及表达分析
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序列与小麦
GHIJ

家族基因具有较高的一

致性!但是其
%̀)

端缺失'随后!利用
CHL8

技术从

小麦中克隆了其
%̀)@6RH

序列
%&$E

F

'将扩增的

%̀)

端序列与原序列拼接得到该基因的
@6RH

全长

序列"图
#

#!并利用
ILC

扩增!扩增片段为
#!1&

E

F

!分析表明其包含
#

个
###"E

F

的
BCD

!编码

%'&

个氨基酸'保守结构域分析表明该基因编码的

蛋白具有激酶活性位点(

H3I

结合位点和底物结合

位点!属于
IJL

超家族"图
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分析表明该

基因编码的氨基酸序列与粗山羊草"
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#的

GHIJ

家族蛋白具有较高的一致性!分别为
&&K

(

&$K

(
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'多序列比对分析表明
%&!"#$!

编码

的氨基酸序列与其它物种的
!"#$

氨基酸序列具

有较高的一致性"图
%

#!将其命名为
%&!"#$!
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进化树分析表明!

%&!"#$!

与水稻
!"#$

家族

基因具有较近的亲缘关系!其中与
2-!"#$!

的进

化关系最近"图
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#'
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基因在非生物逆境胁迫下的表达

分析

为了研究
%&!"#$!

基因对非生物逆境胁迫

的响 应!利 用 实 时 定 量
ILC

的 方 法 检 测 了

%&!"#$!

基因在
I8[

(低温(
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处理下的表达

模式"图
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#'结果表明!在
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处理下!
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基因的表达在处理后
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图
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基因的表达在处理后
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被显

著诱导&在高盐处理下!
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基因的表达在处

理后
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显著被诱导'这些结果表明!
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基因受渗透(低温和高盐胁迫诱导上调表达'
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基因在信号分子处理下的表达分析

为了研究信号分子对
%&!"#$!

基因表达的调

控!用
H4H

(乙烯(双氧水分别处理小麦幼苗!利用实

时荧光定量
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检测
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的表达"图
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果表明!在
H4H

处理
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与其它物种中
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家族

成员的系统发育进化树
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"

HL6,'$$"

#

+

水稻&

59GHIJ,

"

HL[%*'"1

#(

59GHIJ#$

"
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-
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#

+

玉米&
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"

LHN"*"!$

#!虞美人&
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"
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-

#,!$&!
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"
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-
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#(
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"
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-
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"

7I

-
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#

+
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"
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H4N"##&#
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B/GHIJ$

"

LH4'#11&

#!
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"

HL6,'$$"

#

+23

4

5&-&.)6&

&

59GHIJ,

"

HL[%*'"1

#!

59GHIJ#$

"

RI

-

""##',','

#

+='&8&
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-

&

IVGHIJ

"

LHN"*"!$
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+

#&

,

&6'331+'&-

&
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诱导'这些结果表明!

H4H

能够抑制
%&!"#$!

表

达!而乙烯和双氧水能够诱导
%&!"#$!

表达'

%

!

讨
!

论

!"#$

是一个相对保守的家族!在植物适应逆

境胁迫过程中起着重要作用'一些模式植物"拟南

芥和水稻#

!"#$

家族基因的功能及其介导的信号

转导途径已经被鉴定'小麦遗传背景复杂"异源六

倍体#(基因组大"

#,"""[E

!是水稻基因组的
$"

倍#(基因组上重复序列多"

1*K

#!严重限制了小麦

功能基因的分离和鉴定)

&

*

'所以!小麦中
!"#$

家族基因的研究相对滞后!目前小麦中
!"#$

家

族基因的报道也非常有限'本研究克隆了
#

个小麦

%&!"#$!

基因!该基因编码的氨基酸序列具有

GHIJ

家 族 蛋 白 的 基 本 特 征!与 其 它 物 种 中

GHIJ

家 族 成 员 具 有 较 高 的 一 致 性!与 水 稻

GHIJ

家族成员具有较近的进化关系'

!"#$

家族基因的表达受环境胁迫影响)

#"

*

'

一些
!"#$

基因是非生物逆境胁迫的正调控因

子'如在拟南芥中过表达
=8!#$,

和
7

,

!#$%

能够增强植物对渗透胁迫的耐受性)

$

!

##

*

&在烟草中

过表达
=87@!$#

能够增强植物对干旱胁迫的耐

受性)

#!

*

&在烟草中过表达
?1!#$!

能够增强植物

对干旱和高盐胁迫的耐受性)

#%

*

'然而!也有证据表

明!

!"#$

家族基因是非生物逆境胁迫的负调控因

子'如在烟草中过表达
?1!#$'&

能够降低植物

对渗透 胁 迫 的 耐 受 性)

#$

*

&在 拟 南 芥 中 过 表 达

?1!#$#'

能够降低植物对干旱胁迫的耐受性)

#*

*

'

所以!不同
!"#$

家族成员在植物对非生物逆境

胁迫的应答过程中发挥着不同的作用!这也暗示着

图
*

!

%&!"#$!

基因在不同处理下的表达分析

D.

S

+*

!

M=:0T.T:T.]?V?:;)T.9?ILC:0:;

X

/./AU%&!"#$!

S

?0?V?/

F

A0W.0

S

TA]:V.A=/TV?:T9?0T/

*'&#

#"

期
!!!!!!!!!!!!!!

胡
!

伟!等$小麦
%&!"#$!

基因的克隆及表达分析



!"#$

家族基因功能的复杂性'本研究利用实时

荧光定量
ILC

分析小麦
%&!"#$!

基因对非生物

逆境胁迫的应答的结果表明!

%&!"#$!

的表达能

够被渗透(低温和高盐胁迫诱导'这些结果暗示着

%&!"#$!

可能是小麦对非生物逆境胁迫应答的

正调控因子'这一研究结果将为后续利用转基因的

方法鉴定该基因在非生物逆境胁迫中的功能奠定了

基础'

植物遭受非生物逆境胁迫后会导致相关信号分

子介导的信号转导途径被激活'

!"#$

家族基因

能够被逆境胁迫相关的信号分子激活!如
H4H

(乙

烯(双氧水(

G?cH

和
YH

'玉米
=8!#$,

的表达

能够被
H4H

和双氧水诱导)

$

*

'拟南芥
!#$'

和

!#$#%

!苜蓿
!!$%

和
7@!$

能够被乙烯激

活)

#'

*

'桑树基因组中存在
#"

个
!"#$

基因!其中

&

个都能被
H4H

(

YH

(

N

!

B

!

和
G?cH

诱导)

#"

*

'这

些研究结果表明
!"#$

家族基因的表达广泛受逆

境胁迫相关的信号分子调控'本研究利用实时荧光

定量
ILC

分析小麦
%&!"#$!

基因对
H4H

(乙烯

和双氧水信号的应答的结果显示!

%&!"#$!

的表

达能够被
H4H

抑制!被乙烯和双氧水诱导'这些

结果为进一步研究
%&!"#$!

介导的信号转导途

径奠定了基础'
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