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小麦胁迫相关基因 ＴａＬＥＡ２的克隆、生物信息学
及表达特性分析

龙翔宇１，蒲至恩２，杨丽娟２，郑　科２，刘泽厚２

（１中国热带农业科学院 橡胶研究所，海南 儋州 ５７１７３７；２四川农业大学 小麦研究所，四川 成都 ６１１１３０）

摘要：【目的】克隆小麦Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ晚期胚胎发育丰富蛋白基因并对其进行基因结构、蛋白特性及表达模式分
析，为其耐盐性研究奠定理论基础．【方法】搜索小麦ＥＳＴ数据库，通过同源克隆分离并获得小麦晚期胚胎发育丰富
蛋白基因，用生物信息学软件分析该基因结构及蛋白特性，荧光定量试验分析该基因的表达模式．【结果和结论】获
得１条１１００ｂｐ的核苷酸序列，该序列包含了１个９８１ｂｐ的开放阅读框，编码１个由３２６个氨基酸残基组成的蛋
白，该蛋白含有２个ＬＥＡ２结构域，属于第２组ＬＥＡ蛋白，该蛋白命名为ＴａＬＥＡ２．生物信息学分析显示 ＴａＬＥＡ２蛋
白具有ＬＥＡ２家族的典型特征，富含赖氨酸（Ｌｙｓ），不含半光氨酸（Ｃｙｓ），无明显的高级结构，平均亲水系数（ＧＲＡ
ＶＹ）为－０４０５，稳定系数为２５２８，这种氨基酸组成及结构均有利于蛋白的热稳定性及亲水性．实时荧光定量ＰＣＲ
分析表明，ＴａＬＥＡ２基因为组成型表达，同时该基因存在组织表达差异，且表达受不同发育时期影响；该基因调控表
达受高盐、低温、病原菌及干旱等胁迫的影响，尤其在干旱胁迫中上调表达明显，但该基因不受外源ＡＢＡ刺激的影
响．推测ＴａＬＥＡ２基因参与了小麦正常条件下的生长发育，同时也广泛地参与了小麦抵御逆境胁迫的响应，尤其在
小麦的抗旱胁迫过程中发挥重要作用．
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　　植物在低温、干旱和盐泽等逆境条件下，会产生
一系列具有保护功能的蛋白来维持其正常的生命代

谢活动，胚胎发育晚期丰富蛋白（Ｌａｔｅｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ
ａｂｕｎｄａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＬＥＡ蛋白）就是其中的一种，它被
认为是与植物抗逆反应相关的一类重要蛋白［１］．
ＬＥＡ蛋白首先在植物中被发现，是植物胚胎发生后
期种子中大量积累的一类亲水蛋白，该类蛋白不仅

广泛地存在于高等植物的种子、幼苗及成年植株中，

同时也存在于细菌、真菌和动物中［２］．ＬＥＡ蛋白是一
类亲水性大家族，同时具有很高的热稳定性，即使在

煮沸条件下也能保持水溶状态［３］．根据保守结构域
及亲水系数等，Ｂａｔｔａｇｌｉａｄ等［４］将 ＬＥＡ蛋白分为７个
家族．在干旱、高低温、盐泽和重金属胁迫条件下，
ＬＥＡ蛋白具有稳定细胞膜、清除活性氧自由基、结合
金属离子等功能，从而对植物起保护作用［５］．

根据报道［６７］，脱水素（第２组ＬＥＡ）在植物因干
旱失水时，能够代替水分子，保持细胞液体处于溶解

状态，从而避免细胞结构的塌陷，稳定细胞结构，尤

其是膜结构，同时该组蛋白可能起到了分子伴侣和

亲水性溶质的作用，在水分胁迫时稳定和保护蛋白

质的结构及功能．Ｄａｎｙｌｕｋ等［８］认为脱水素对逆境胁

迫保护小麦膜系统稳定性至关重要．大麦中的脱水
素ＤＨＮ４、ＤＨＮ６在干旱胁迫影响中发挥重要功能，
随后发现青稞中的ＤＨＮ４在抗旱能力方面起到了重
要的作用［９１１］．脱水素在植物抵御金属离子、高低温
等胁迫的过程中也发挥着重要的作用．Ｚｈａｎｇ等［１２］

在菜豆中分离并获得 ＳＫｎ型脱水素，研究发现 ＳＫｎ
型脱水素具有响应重金属胁迫的功能．在烟草中过
量表达柑橘脱水素Ｃｕｃｏｒ１９，发现可以增强烟草对低
温的抗性，并且可以抑制质膜过氧化［１３］．目前关于小
麦脱水素基因的克隆及其功能的报道还不多见．本
研究根据小麦ＥＳＴ数据库，筛选抗旱候选基因序列，
克隆并获得ＴａＬＥＡ２的ｃＤＮＡ序列，对该基因编码的
蛋白序列进行了生物信息学分析，采用荧光定量

ＰＣＲ技术分析了该基因的表达特征，推测ＴａＬＥＡ２参
与小麦正常条件下的生长发育，同时参与小麦抵御

逆境胁迫的响应，尤其在小麦的抗旱胁迫过程中发

挥重要作用．

１　材料与方法
１．１　材料及处理

本试验使用的材料是六倍体普通小麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ中国春．选取籽粒饱满的小麦种子用流水冲

洗干净后播种于装有干净石英砂的塑料盆内，每盆３
粒，然后将其放置到Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中进行水培，每
隔２４ｈ更换１次营养液，在光照培养箱中培养大约
３周后，待其长到二叶一心后，选择长势基本一致的
材料进行处理，每个试验处理设有３个重复．处理１：
将待处理材料放入含有 ２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ的
Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中诱导４８ｈ，取其根及叶片；处理２：
将待处理材料放入含有 ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＡＢＡ的
Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中激素诱导４８ｈ，取其根及叶片；处
理３：将待处理材料放入含有１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＥＧ的
Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中干旱诱导４８ｈ，取其根及叶片；处
理４：低温（４℃）诱导２４ｈ，取其叶片；处理５：供试菌
为条中３２，购于甘肃省农业科学院，采用抖粉接种方
法，接种时先往接种点喷水雾，然后将菌粉（新鲜孢

子与滑石粉质量比１∶２５０混合）抖落到麦叶上，接种
后再喷１次水，盖上塑料薄膜，于１５℃黑暗培养１２
ｈ后，将薄膜取下正常生长，７２ｈ后取其叶片；对照与
处理采样时间同步．
１．２　ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ合成及ＴａＬＥＡ２的克隆

利用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取不同材料的总 ＲＮＡ（购
自天根生化科技有限公司），反转录采用 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒（购自宝
生物工程有限公司），提取及合成方法按照试剂盒说

明书进行．
分析小麦ＥＳＴ数据库（ＨＡＷｈｅａｔ１５２），筛选并拼

接小麦胁迫候选基因，根据找到的 ＴａＬＥＡ２（ＡＣＣＥＳ
ＳＩＯＮ，ＡＫ３３０６６７）序列设计引物（ＴａＬＥＡ２Ｆ１：５′
ＣＣＡＣＴＴＴＣＣＡＴＣＴＣＡＴＣＴＣＧ３′，ＴａＬＥＡ２Ｒ１：５′ＣＣＡ
ＣＴＴＴＣＣＡＴＣＴＣＡＴＣＴＣＧ３′），以小麦幼苗的 ｃＤＮＡ为
模板扩增，片段回收后测序．
１．３　ＴａＬＥＡ２的生物信息学分析

ＴａＬＥＡ２基因核苷酸翻译及多序列比对采用
ＤＮＡＭＡＮ５２２软件；氨基酸成分、不稳定系数、亲水
系数、蛋白分子量、等电点分析采用在线软件 Ｐｒｏｔ
Ｐａｒａｍ（ｈｔｔｐ：∥ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）；信号肽
和亚细胞定位分别采用在线软件 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ
（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）和 ｉＰ
ＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：∥ｉｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）；蛋白质亲水性图谱在
线构建采用在线软件 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：∥ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｐｌ）；其他物种的氨基
酸序列来源于ＮＣＢＩ数据库，采用 ＭＥＧＡ５１０软件，
以邻近法构建进化树．
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１．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＴａＬＥＡ２的表达
以小麦不同生长时期、不同组织以及不同胁迫

处理组织的 ｃＤＮＡ为模板，使用小麦特异性引物
（ＴａＬＥＡ２Ｆ：５′ＧＧＣＴＡＣＡＧＣＡＴＣＡＡＧＧＧＣＡＡ３′，Ｔａ
ＬＥＡ２Ｒ：５′ＴＣＣＴＴＣＴＴＧＡＧＧＣＧＡＧＴＧＧＴＴ３′）进行定
量分析，以小麦延长因子 ＴａＥＦ１α作为内参基因，扩
增 引 物 为：ＴａＥＦ１αＦ：５′ＣＡＧＡＴＴＧＧＣＡＡＣＧＧＣ
ＴＡＣＧ３′， ＴａＥＦ１αＲ： ５′ＣＧＧＡＣＡＧＣＡＡＡＡＣＧＡＣ
ＣＡＡＧ３′．采用ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）试剂盒
（购自天根生化科技有限公司），在 Ｃｈｒｏｍｏ４ＴＭ实时
荧光定量ＰＣＲ检测仪（ＢＩＯＲＡＤ）上运行，数据处理
采用其自带软件．

２　结果与分析
２．１　ＴａＬＥＡ２克隆及其编码蛋白的生物信息学分析
　　在小麦ＥＳＴ数据库中筛选并分析序列，获得与
小麦抗旱相关的候选基因片段，在ＮＣＢＩ数据库中搜
索到１条与其一致的小麦 ｃＤＮＡ序列（ＡＣＣＥＳＳＩＯＮ，
ＡＫ３３０６６７）．采用 ＲＴＰＣＲ技术分离得到 １条１１００
ｂｐ的核苷酸序列，与候选基因序列一致，该序列包含
了１个９８１ｂｐ的开放阅读框，编码１个由３２６个氨
基酸残基组成的蛋白，蛋白相对分子质量为 ３６０８０．
在ＮＣＢＩ氨基酸数据库中进行保守结构域分析，发现
该蛋白含有２个ＬＥＡ２结构域，分别位于９０～１８６ａａ
和２１６～３１１ａａ，表明该蛋白属于小麦 ＬＥＡ家族第２
组（脱水素），将其命名为 ＴａＬＥＡ２，并且该蛋白与拟
南芥第 ２组成员（ＮＰ＿１８１９３４．１）的相似性高达
６４３０％．

氨基酸组成分析结果显示，该蛋白富含天冬氨

酸Ａｓｐ（１２．６％），异亮氨酸 Ｉｌｅ（９５％），赖氨酸 Ｌｙｓ
（９２％），甘氨酸Ｇｌｙ（８６％）和缬氨酸Ｖａｌ（７４％），
而谷氨酰胺 Ｇｌｎ（０．９％）和色氨酸 Ｔｒｐ（０６％）含量
较低，不含半光氨酸 Ｃｙｓ．该蛋白负电荷氨基酸总数
６２个，正电荷氨基酸总数４３个，是一种酸性蛋白，理
论等电点 ４６４．稳定系数 （Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ）为
２５２８，属于稳定蛋白．蛋白二级结构分析结果显示，
ＴａＬＥＡ２蛋白中４２％的氨基酸残基参与了 β－折叠
构象的形成，１３５％的氨基酸参与了α－螺旋构象的
形成，α－螺旋构象主要位于该蛋白的 Ｎ－端，没有
明显的高级结构，推测该蛋白以无序状态存在．由于
Ｎ－端没有信号肽（ＳＰ＝ＮＯ，Ｄｃｕｔｏｆｆ＝０４５０），蛋白
分子中也没有跨膜区，因此推测该蛋白位于细胞质

中．除在８０～１６０ａａ之间出现了几处弱疏水区域外，
其他部分是亲水区域，采用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ进行的疏水性／

亲水性分析氨基酸指数为９１．３０，ＴａＬＥＡ２蛋白的平
均亲水系数为－０４０５，因此，该蛋白为亲水蛋白．
２．２　ＴａＬＥＡ２蛋白的相似性比对及聚类分析

根据 ＴａＬＥＡ２基因编码的氨基酸序列，在大麦
Ｈｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅｓｕｂｓｐ．ｖｕｌｇａｒｅ、短柄草 Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ
ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ、玉米 Ｚｅａｍａｙｓ、水稻 ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＪａｐｏｎｉｃａ
Ｇｒｏｕｐ、高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ、黄瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ、丹
参Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ、拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ、葡
萄Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ、大豆Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ、百脉根Ｌｏｔｕｓｊａｐｏｎｉ
ｃｕｓ、苜蓿Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ、杏Ｐｒｕｎｕｓａｒｍｅｎｉａｃａ、烟
草Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ及杨树 Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ中搜
索到与ＴａＬＥＡ２相似的第２组 ＬＥＡ蛋白氨基酸序列
１５条，发现 ＴａＬＥＡ２的同源 ＬＥＡ蛋白质都含有２个
ＬＥＡ２结构域．氨基酸的相似性分析显示，ＴａＬＥＡ２与
大麦中与铝离子胁迫相关的 ＬＥＡ２（ＢＡＪ９３４６０１）相
似性最高（９５３０％）；与拟南芥中水胁迫应答相关的
ＬＥＡ２（ＮＰ＿１８１９３４１）相似性最低（６４３０％）．同时发
现搜索到的同源性蛋白均与非生物胁迫相关，如水

胁迫、盐胁迫及铝离子胁迫等，推测该类蛋白与非生

物胁迫相关，在进化过程中相对保守．采用 ＭＥＧＡ
５１０软件进行聚类分析（图１），搜索到的１５条同源
ＬＥＡ２蛋白序列及小麦ＴａＬＥＡ２蛋白序列被明显的分
为双子叶和单子叶２类，第Ⅰ类包括了拟南芥、烟草
及大豆在内的共１０条双子叶 ＬＥＡ２蛋白序列，第Ⅱ
类包括了小麦、大麦及短柄草在内的共６条单子叶
ＬＥＡ２蛋白序列．聚类结果表明，ＬＥＡ２蛋白分子进化
与物种间的生物进化关系趋于一致．

图１　与ＴａＬＥＡ２相似的ＬＥＡ２蛋白进化分析
Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｅｓｏｆＬＥＡ２ｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｐｌａｎｔｓ

２．３　ＴａＬＥＡ２的组织特异性表达分析
在小麦苗期的根、茎及叶，成熟期的根、茎、叶及

种子中，都能检测到 ＴａＬＥＡ２的表达，表明该基因在
小麦的不同发育时期的不同组织中都能表达（图
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２）．在小麦的苗期，ＴａＬＥＡ２在根中的表达量最高，茎
次之，叶中表达量最低；在小麦成熟时期，ＴａＬＥＡ２在
种子中表达量最高，叶中次之，根及茎中表达量最

低．综合组织特异表达结果，尽管 ＴａＬＥＡ２在所检测
的组织中均表达，但是该基因存在组织特异性表达，

同时该基因的调控表达受不同发育时期的影响．

图２　ＴａＬＥＡ２在不同时期及组织中的表达模式
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎａｎａｌｙｓｅｓｏｆＴａＬＥＡ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉ

ｏｄｓａｎｄｔｉｓｓｕｅｓ

２．４　ＴａＬＥＡ２在各种胁迫下的表达模式分析
在盐胁迫处理下，ＴａＬＥＡ２基因在根中的表达无

变化，在叶片中的表达略有上升；在外源 ＡＢＡ处理
下，ＴａＬＥＡ２基因在根中表达略有上升，而在叶片中
略有下降，均不明显；在低温和条锈病原菌处理下，

ＴａＬＥＡ２基因在叶片中的表达量略有上升，条锈病原
菌诱导后该基因上调表达１．５倍以上，低温诱导该
基因上调不明显；在干旱胁迫下，ＴａＬＥＡ２基因在根
及叶片中均上调表达，并且明显上升，分别比对照高

１．９０和２．７４倍．以上的结果表明，ＴａＬＥＡ２参与了高
盐、低温、病菌及干旱等胁迫反应，推测可能与小麦

生物与非生物胁迫应答过程有关，同时该基因对外

源ＡＢＡ处理不敏感（图３）．

图３　不同胁迫下ＴａＬＥＡ２的表达模式
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎａｎａｌｙｓｅｓｏｆＴａＬＥＡ２ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

３　讨论与结论
干旱、盐碱和冻害等是限制植物生长发育的主

要逆境因子，在长期的进化过程中，植物已形成了特

定的抵御这些环境胁迫的复杂调控体系，如产生具

有保护功能的蛋白来维持其正常的代谢活动，胚胎

发育晚期丰富蛋白就是其中的一种．近些年 ＬＥＡ受
广泛关注．大量的研究［１４２３］表明，ＬＥＡ２蛋白在植物
受干旱、高盐及低温等非生物胁迫过程中发挥着重

要作用，但其主要的抗性机理尚不清楚．
本研究从小麦中克隆得到１条１１００ｂｐ的核苷

酸序列，编码 １个由 ３２６个氨基酸残基组成的
ＴａＬＥＡ２蛋白，蛋白相对分子质量为３６０８０，该蛋白含
有２个ＬＥＡ２结构域，并且具有ＬＥＡ２家族的典型特
征，富含赖氨酸 Ｌｙｓ，不含半光氨酸 Ｃｙｓ，脂肪族氨基
酸指数为９１３０，ＴａＬＥＡ２蛋白的平均亲水系数为 －
０４０５，稳定系数为２５２８，且无明显的高级结构，这
种氨基酸组成及结构均有利于蛋白的稳定及亲水

性，从而提高与水分子结合的能力，提高植物的抗旱

能力．植物ＬＥＡ蛋白基因的表达受多种因素影响，本
研究分析了ＴａＬＥＡ２基因在不同组织、不同发育时期
及不同胁迫下的表达模式，从分析结果可以看出该

基因为组成型表达，但在不同组织及不同发育时期

的表达量有所不同，该基因在成熟期的种子中高表

达，推测该基因与种子脱水干燥过程有关；该基因表

达受高盐、低温、病菌及干旱等胁迫的调控，尤其在

干旱胁迫中该基因上调表达最明显，推测ＴａＬＥＡ２蛋
白在小麦受到干旱失水时把足够的水分捕获到细胞

内，从而保护细胞免受水分子的伤害，故 ＴａＬＥＡ２与
植物抗干旱相关．综合 ＴａＬＥＡ２的表达数据，发现该
基因除受胁迫调控外，同样受组织类型及发育过程

调控．ＡＢＡ调控被认为是 ＬＥＡ蛋白基因重要的调控
因子之一，根据基因表达对 ＡＢＡ的依赖与否主要分
为２种途径：依赖 ＡＢＡ的途径，如大麦的脱水素
ＤＨＮ１基因，以及不依赖ＡＢＡ的途径［２４２５］．本研究同
样对小麦进行了外源 ＡＢＡ处理，分析结果显示 Ｔａ
ＬＥＡ２表达不受外源 ＡＢＡ刺激的影响，属于不依赖
ＡＢＡ调控的ＬＥＡ２蛋白．

综上所述，ＴａＬＥＡ２蛋白为组成型表达，且在逆
境条件下积累，参与了小麦正常条件下的生长发育，

同时也广泛参与小麦抵御逆境胁迫的响应，尤其在

小麦的抗旱胁迫及种子成熟过程中发挥重要作用，

但其具体功能及分子调控机制尚不清楚．下一步将
通过转基因技术深入研究 ＴａＬＥＡ２在抵御小麦胁迫
（干旱）过程中的具体功能，同时也将进一步分析该
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基因在种子成熟过程中的表达模式，探究其在小麦

种子成熟过程中的具体作用，为揭示 ＬＥＡ蛋白与小
麦生长发育及抗旱胁迫的密切相关奠定理论基础，

为小麦抗性定向分子改良提供重要的靶基因．
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