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员， 研 究 方 向 为 小 麦 分 子 遗 传 学。 （ Ｔｅｌ ）
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　 　 摘要：　 以小麦基因芯片数据获得的 １ 个受条锈病菌诱导上调表达的 ＥＳＴ 序列为探针，从小麦中克隆抗条锈

病相关基因 ＴａＳ ／ ＴＫ，并对其序列特征、进化关系和表达特征进行分析。 结果表明：ＴａＳ ／ ＴＫ 基因 ｃＤＮＡ 全长为

１ ５８２ ｂｐ，包含１ ２３９ ｂｐ的 ＯＲＦ、１３９ ｂｐ 的 ５′ＵＴＲ 以及 ２４０ ｂｐ 的 ３′ＵＴＲ，编码 ４１２ 个氨基酸，分子量４７ １２０，等电点为

５􀆰 ８４，并将其定位于小麦 ５Ｂ 染色体；ＳＭＡＲＴ 软件分析结果表明 ＴａＳ ／ ＴＫ 仅存在 １ 个典型的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激

酶结构域；经激酶区 Ｂｌａｓｔｐ 比对分析，ＴａＳ ／ ＴＫ 与其他植物同源性较低，与同源性最高的短柄草仅为 ５９％；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
检测结果显示，ＴａＳ ／ ＴＫ 在小麦茎、叶中均有表达，但在根中低水平表达；ＴａＳ ／ ＴＫ 在抗病小麦、感病小麦中均受条锈

菌诱导表达，但在抗病材料中表达水平明显高于感病材料；同时，ＴａＳ ／ ＴＫ 受水杨酸诱导上调表达。 以上结果表明

ＴａＳ ／ ＴＫ 可能参与小麦 ＳＡ 信号通路中对条锈病菌的抗性反应。
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　 　 小麦条锈病是小麦重要病害之一，防治该病

害最经济有效的措施是培育抗条锈品种。 然而，
由于小麦条锈病菌具有高度的遗传变异性，加上

目前生产上小种专化性抗病品种的单一化大面积

种植，导致致病力更强的新病菌小种的产生和发

展，最终导致原有品种抗性的丧失［１］ 。 因此，挖掘

抗病相关基因，解析小麦与条锈病菌之间的互作

关系及分子机理，揭示寄主植物的抗病机制和病

原物的致病机理，对于合理利用小麦抗条锈病基

因以及小麦条锈病的可持续防治具有重要的理论

指导和实践意义。
丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶（Ｓ ／ ＴＫ）是生物酶中的

一个大家族，众多研究结果表明，丝氨酸 ／苏氨酸蛋白

激酶参与蛋白质的磷酸化作用，在细胞间的信号传递

过程中起作用［２］。 目前已在很多植物中分离到蛋白

激酶，如玉米［３⁃４］、拟南芥［５］、豌豆［６］、小麦［７⁃８］、紫花苜

蓿［９］、番茄［１０］、烟草［１１］、大豆［１２］、水稻［１３⁃１４］ 和梨［１５］

等，这些蛋白激酶的磷酸化过程被证实参与到许多信

号传导途径，包括光、高盐、激素、干旱、营养匮乏及低

温分子应答等。 其中，水稻抗白叶枯病基因 Ｘａ２１［１６］、
番茄抗假单孢菌基因 Ｐｔｏ［１７］、小麦抗叶锈病 Ｌｒ１０ 基

因［１８］，大麦的抗锈病基因 Ｒｐｇ１［１９］和簇毛麦抗白粉病

基因 ｓｔｐｋ⁃ｖ［２０］等都含有丝氨酸 ／苏氨酸类蛋白激酶结

构域，这些研究结果表明丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶基

因在植物抗病途径中也发挥重要作用。
前期利用基因芯片从小麦 ／条锈病菌互作的差

异表达基因中多次筛选到含丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激

酶结构域基因探针。 本研究以该探针为基础进一步

从小麦中获得丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶基因 ＴａＳ ／
ＴＫ，利用生物信息学软件分析其编码的氨基酸序列

和蛋白质结构特征以及染色体位置，并利用 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 技术分析其在生物及非生物胁迫下在小麦不

同组织器官中的表达特征，探讨其在小麦与条锈菌

互作及信号应答中的作用。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

植物材料：携带 Ｙｒ２６ 基因的抗条锈病小麦品种

９２Ｒ１３７ 由本实验室鉴定和保存，感条锈病小麦品种

扬麦 １５８ 由本实验室引进保存。
供试病毒和菌种：供试条锈病菌条中 ３２ 号

（ＣＹＲ３２）小种由西北农林科技大学植保学院植物

与病原菌互作实验室提供。 大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）菌株 ＤＨ５α 由本实验室保存。
１．２　 试验方法

１．２．１　 小麦幼苗的培育、条锈病菌诱导和组织特异

表达分析　 按康振生等［２１］ 的方法进行小麦幼苗的

培育和条锈病菌接种。 接种后将幼苗黑暗保湿 ２４ ｈ
后，１８ ｈ ／ ６ ｈ 光 ／暗周期培养，分别在接种 ０ ｈ、６ ｈ、
１２ ｈ、１８ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 时取样，以涂抹无菌水

的小麦叶片为对照。 在温室种植小麦 ９２Ｒ１３７，待生

长至 ４ 周左右，取其根、茎和叶用于基因的组织特异

性表达分析。
１．２．２　 小麦幼苗激素诱导表达分析 　 在小麦苗期

（１ 叶 １ 心期），在相互隔离的塑料盒子中分别喷施

水杨酸（ＳＡ，２ ｍｍｏｌ）、乙烯（ＥＴ，１００ μｍｏｌ）、脱落酸

（ＡＢＡ，１００ μｍｏｌ）、茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ，１００ μｍｏｌ）和
双氧水（Ｈ２Ｏ２，７ ｍｍｏｌ）处理小麦叶片。 分别在喷施

激素处理 ０ ｈ、０􀆰 ５ ｈ、２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 取样，以
喷施清水为对照。 所有处理小麦样品剪取后迅速置

液氮中，－８０ ℃冰箱保存，提取 ＲＮＡ，所有处理均设

３ 次生物学重复。
１．２．３　 ＤＮＡ 及总 ＲＮＡ 的提取与 ｃＤＮＡ 合成　 采用

ＣＴＡＢ 法提取小麦基因组 ＤＮＡ（ｇＤＮＡ）。 采用 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取各处理材料的总 ＲＮＡ，并进行

总 ＲＮＡ 完整度检测、运用 ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００ 紫外分光

光度计检测其浓度和纯度。 第 １ 链 ｃＤＮＡ 的合成按

照 ＴａＫａＲａ 公司的 ＡＭＶ 反转录试剂盒操作说明

进行。
１．２．４　 ＴａＳ ／ ＴＫ 的全长 ｃＤＮＡ 克隆及序列分析　 以

小麦 ９２Ｒ１３７ 经条锈病菌诱导后的 ｍＲＮＡ 为试验

组，９２Ｒ１３７ 未诱导的及感病小麦条锈病菌诱导后的

ｍＲＮＡ 为对照组进行小麦基因芯片分析，筛选获得

１ 个上调表达的 Ｓ ／ ＴＫ 类基因片段探针 Ｔａ．９４１．１．Ａ１
＿ａｔ，以此探针序列为基础设计引物 Ｔａ．９４１．１．Ａ１＿ａｔ⁃
Ｆ、Ｔａ． ９４１． １． Ａ１ ＿ ａｔ⁃Ｒ （表 １） 扩增小麦 ９２Ｒ１３７ 的

ｃＤＮＡ 同源片段，序列比对分析一致后，再以此序列

设计 ＲＡＣＥ 引物 ５′ＲＡＣＥ、３′ＲＡＣＥ（表 １），通过 ＳＭ⁃
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ＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （ Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）方

法克隆基因 ５′和 ３′ｃＤＮＡ 片段。 片段拼接后设计全

长引物 ＱＣ⁃Ｆ、ＱＣ⁃Ｒ （表 １），以 ９２Ｒ１３７ 经条锈病菌

诱导后的 ｃＤＮＡ 为模板克隆基因全长 ｃＤＮＡ。
基因的 ｃＤＮＡ 及 ｇＤＮＡ 测序由华大基因公司完

成，ｃＤＮＡ 序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 进行 ＢＬＡＳＴ 搜索，进行

同源性比较。 ｃＤＮＡ 序列的初步分析以及氨基酸翻

译使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件，氨基酸序列的比对分析采用

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ２ 软件，进化树分析采用 ＭＥＧ４􀆰 ０ 软件，蛋
白质氨基酸序列以及结构的分析采用 ＳＭＡＲＴ 软件

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ ／ ｓｍａｒｔ ／ ）。
１．２．５　 基因染色体定位分析 　 根据获得的基因组

全长基因，设计特异引物 ＴａＳ ／ ＴＫ⁃Ｆ，ＴａＳ ／ ＴＫ⁃Ｒ（表
１），以小麦 １ 套染色体缺体 ／四体的基因组 ＤＮＡ 为

模板进行 ＰＣＲ 扩增，对基因进行小麦染色体定位

分析。
１．２．６　 实时定量 ＰＣＲ 分析　 根据 ＴａＳ ／ ＴＫ 的 ｃＤＮＡ
序列设计定量 ＰＣＲ 引物 ＲＴ⁃Ｆ、ＲＴ⁃Ｒ （表 １）， 小麦

延伸因子 ＴａＥＦ⁃１α 作为内参（ＴａＥＦ⁃１α⁃Ｆ， ＴａＥＦ⁃１α⁃
Ｒ， 表 １）。 采用 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ７５００ 实时定量 ＰＣＲ 仪

以取样的各个时间点的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＴａＳ ／ ＴＫ
的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增。 反应体系为 ０􀆰 ５ μｌ ５０ ×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ，０􀆰 １ μｌ ＲＯＸ，１􀆰 ０ μｌ １０×ｃＤＮＡ，２􀆰 ５ μｌ
１０ × Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ， ２􀆰 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２， ０􀆰 １６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰ，０􀆰 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物，补水至总体积 ２５􀆰 ０ μｌ。
反应程序为 ９５ ℃ １ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ，６１ ℃ ２０ ｓ，７２
℃ ４０ ｓ，４０ 个循环。 反应结束后分析荧光值变化曲

线和融解曲线，ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳检测确

认扩增产物。 采用 ２－ΔΔＣｔ法［１１］ 分析试验数据，确定

基因的相对表达量。 每个反应重复 ３ 次，取平均值。
表 １　 本研究所涉及引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 序列（５′→３′） 　 　 　 　 　 备注　 　 　

Ｔａ．９４１．１．Ａ１＿ａｔ⁃Ｆ ＡＧＣＡＴＧＧＡＴＣＴＴＧＧＧＧＴＴＣ ＥＳＴ 探针引物

Ｔａ．９４１．１．Ａ１＿ａｔ⁃Ｒ ＴＧＧＧＴＧＣＣＧＴＡＧＴＣＡＴＡＣＡＡ

５′ＲＡＣＥ⁃Ｆ ＧＴＴＣＣＴＣＡＴＧＧＴＧＧＡＣＴＣＧＴ 基因 ＲＡＣＥ 引物

３′ ＲＡＣＥ⁃Ｒ ＴＴＧＴＴＡＴＣＡＧＧＧＣＣＴＧＴＴＣＣ

ＱＣ⁃Ｆ ＧＧＧＧＴＡＧＣＴＡＴＧＣＣＡＧＡＣＡＡ 全长扩增引物

ＱＣ⁃Ｒ ＡＧＣＡＡＡＣＣＴＧＡＧＴＡＧＴＴＣＣＡ

ＲＴ⁃Ｆ ＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＣＡＴＴＡＣＧＧ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析引物

ＲＴ⁃Ｒ ＣＴＧＣＴＣＣＧＴＣＧＣＣＴＴＣＡＡ

ＴａＥＦ⁃１α⁃Ｆ ＴＧＧＴＧＴＣＡＴＣＡＡＧＣＣＴＧＧＴＡＴＧＧＴ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析内参引物

ＴａＥＦ⁃１α⁃Ｒ ＡＣＴＣＡＴＧＧＴＧＣＡＴＣＴＣＡ ＡＣＧＧＡＣＴ

ＵＰＭ Ｌｏｎｇ：ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ
Ｓｈｏｒｔ：ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

５′ＲＡＣＥ 通用引物

ＡＰ ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ ３′ＲＡＣＥ 接头锚定引物

ＴａＳ ／ ＴＫ⁃Ｆ ＧＧＴＴＴＧＡＡＴＴＡＴＣＴＴＣＡＴＡＡＴＧＣ 染色体定位分析引物

ＴａＳ ／ ＴＫ⁃Ｒ ＣＴＴＣＣＡＣＡＡＴＣＧＣＧＧＴＡＣＣＴＣＴＧ

２　 结果与分析

２． １　 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因的克隆和蛋白质结构

以筛选获得的上调表达 ＥＳＴ 探针 Ｔａ．９４１．１．Ａ１＿
ａｔ 设计引物，从小麦 ｃＤＮＡ 中扩增，经测序，与 ＥＳＴ
探针一致性 １００％，为同一基因序列，因此继续以该

ＥＳＴ 序列设计 ５′ ＲＡＣＥ 引物与 ＲＡＣＥ 通用引物

（ＵＰＭ， 表 １ ）， 经 ＲＴ⁃ＰＣＲ 获 得 ５′⁃ＲＡＣＥ 片 段

１ １５２ ｂｐ（图 １Ａ），以 ３′ＲＡＣＥ 引物与 ３′锚定引物

（ＡＰ，表 １）获得 ３′⁃ＲＡＣＥ 片段 ７８４ ｂｐ（图 １Ｂ）。 将

扩增片段凝胶电泳后切胶回收、连接 ＰＭＤ⁃１８Ｔ 载

体、转化 Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＨ５α、选取阳性克隆测序、拼接后得

到 １ ５８２ ｂｐ 的片段，全长序列经 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 分析包

含 １ ２３９ ｂｐ 的 ＯＲＦ 基因编码区、１３９ ｂｐ 的 ５′ＵＴＲ 以

及 ２４０ ｂｐ 的 ３′ＵＴＲ。 在 ＯＲＦ 两端设计全长引物，获
得预期长度片段（图 １Ｃ），测序分析与拼接序列一

致。 将该 ＯＲＦ 经 ＮＣＢＩ ｂｌａｓｔＸ 分析，该克隆为丝氨

酸 ／苏氨酸蛋白激酶家族基因，因此将该基因命名

ＴａＳ ／ ＴＫ，ＴａＳ ／ ＴＫ 基因编码 ４１２ 个氨基酸，预测分子

质量为４７ １２０，等电点 ５􀆰 ８４。
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Ａ：５′ＲＡＣＥ 扩增结果；Ｂ：３′ＲＡＣＥ 扩增结果；Ｃ：基因全长引物扩

增结果。
　 　 　 　 　 　 图 １　 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．１　 ＴａＳ ／ ＴＫ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

２．２　 ＴａＳ ／ ＴＫ 蛋白质的结构域及同源性

利用 ＳＭＡＲＴ 软件对 ＴａＳ ／ ＴＫ 进行蛋白结构分

析，发现 ＴａＳ ／ ＴＫ 仅含有 １ 个丝氨酸 ／苏氨酸激酶结

下划线标出的是丝氨酸 ／ 苏氨酸蛋白激酶的几个保守亚结构域（Ｓｕｂｄｏｍａｉｎ），阴影及星号标出的是 ３ 个磷酸化催化位点。
　 　 　 　 　 　 　 图 ２　 ＴａＳ ／ ＴＫ 及不同物种 Ｓ ／ ＴＫ 激酶结构域分析

Ｆｉｇ．２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＴａＳ ／ ＴＫ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

构域（Ｓ ／ ＴＫｃ）（２７ ～ ３０５ ａａ）。 利用 ＴＭＨｐｒｅｄ 及 Ｓｉｎ⁃
ｇａｌＩＰ 对 ＴａＳ ／ ＴＫ 进行跨膜和信号肽结构域预测，均
无信号，表明 ＴａＳ ／ ＴＫ 仅含有 １ 个丝氨酸 ／苏氨酸激

酶保守结构域，但是没有胞外域和跨膜结构。
由于不同的 Ｓ ／ ＴＫ 类基因的保守性在于激酶

域，而其他区域的同源性很低，因此，采用 Ｓ ／ ＴＫ 的

激酶域在 ＮＣＢＩ 的 ｎｒ 蛋白质数据库中进行 ＢｌａｓｔＰ 搜

索，找出其他物种中的同源基因，利用 ＣｌｕｓｔａｌＷ２ 软

件对不同物种中的同源蛋白激酶结构域进行比较分

析。 结果表明典型的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶保守

的亚结构域（ ｓｕｂｄｏｍａｉｎ），包括Ⅰ亚结构域（ＧＱＧ⁃
ＧＹＧＳＶ）、Ⅱ亚结构域（ＡＶＫ）、丝氨酸 ／苏氨酸底物

专一性蛋白质激酶催化中心的 ＶＩｂ 亚结构域

（ＤＩＫＡＳＮＩＬＬ）、Ⅶ亚结构域（ＤＦＧ）、底物识别区的

ＶＩＩＩ 亚结构域（ＧＴＦＧＹＬＡＰＥ）（图 ２，下划线标出）在
ＴａＳ ／ ＴＫ 中也存在。 ３ 个保守的磷酸化活性位点分
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别位于 ＴａＳ ／ ＴＫ 第 ７０ 位的谷氨酸（Ｅ）、第 １６７ 位的

天冬氨酸（Ｄ）、第 １６９ 位的赖氨酸（Ｋ）（图 ２，阴影及

星号标出）。 利用 ＭＥＧＡ４􀆰 ０ 软件对搜索到的蛋白

进行激酶区的分析及系统进化树的构建，结果显示，
ＴａＳ ／ ＴＫ 与其他禾本科作物包括拟南芥、大麦、短柄

草、水稻、玉米、高粱 ６ 个物种的激酶基因同源性较

低（同源性 ４８％ ～ ５９％），与同源性最高的短柄草

ＢｄＳＴＰＫ（ＸＭ ＿００３５５９０２２􀆰 １） 也仅为 ５９％ （图 ３）。
ＴａＳ ／ ＴＫ 与已知小麦中克隆的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激

酶同源性更低，因此，ＴａＳ ／ ＴＫ 为 １ 个新的未知丝氨

酸 ／苏氨酸激酶基因。

其他物种 Ｓ ／ ＴＫ（ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号），短柄草 ＳＴＰＫ：ＢｄＳＴＰＫ （ＸＭ＿
００３５５９０２２􀆰 １）；水稻 ＳＴＰＫ：ＯｓＳＴＰＫ （ＡＫ２４３２３５􀆰 １）；大麦 ＳＴＰＫ：
ＨｖＳＴＰＫ （ＡＦ５０９７４７􀆰 １）；高粱 ＳＴＰＫ：ＳｂＳＴＰＫ （ＸＭ＿００２４４２１０８􀆰 １）；
玉米 ＳＴＰＫ： ＺｍＳＴＰＫ （ ＮＭ ＿ ００１１７５９６９􀆰 １）； 小 麦 ＳＴＰＫ： Ｓｔｐｋ⁃Ａ
（ＡＫ３３５７６９）；小麦 ＳＴＰＫ：Ｓｔｐｋ⁃Ｄ （ＡＥＦ３０５４７􀆰 １）；簇毛麦 ＳＴＰＫ：
Ｓｔｐｋ⁃Ｖ （ＨＭ２４１６５５􀆰 １）；拟南芥 ＳＴＰＫ：ＡｔＳＴＰＫ （ＮＭ＿１１８４５３􀆰 １）。
图 ３　 ＴａＳ ／ ＴＫ 与其他物种 Ｓ ／ ＴＫ 在激酶结构域上的同源性分析

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＳ ／ ＴＫ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ

２．３　 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因的染色体定位

根据 ＴａＳ ／ ＴＫ 序列设计特异引物（ＴａＳ ／ ＴＫ⁃Ｆ，
ＴａＳ ／ ＴＫ⁃Ｒ，表 １），以 １ 套中国春缺体 ／四体的基因组

ＤＮＡ 为模板进行扩增，结果表明在缺失 ５Ｂ 染色体的

缺体 ／四体材料（Ｎ５Ｂ ／ Ｔ５Ａ，Ｎ５Ｂ ／ Ｔ５Ｄ）中缺失了目标

条带（图 ４），因此 ＴａＳ ／ ＴＫ 定位于 ５Ｂ 染色体上。
２．４　 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因组织特异性表达

定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＴａＳ ／ ＴＫ 在叶、根、茎等

组织中均表达，表达量在叶部最高，茎部次之，根部

最少，约为叶部表达量的三分之一 （图 ５）。
２．５　 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因生物和非生物胁迫诱导表达

利用能特异扩增 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因的引物（ＲＴ⁃Ｆ、
ＲＴ⁃Ｒ，表 １），通过定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分析 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因

受条锈病菌诱导表达特征。 结果显示 ＴａＳ ／ ＴＫ 在抗

病小麦（９２Ｒ１３７）、感病小麦中均受小麦条锈病菌的

诱导，但抗病小麦表达显著强于感病小麦（图 ６）。

Ｍａｒｋｅｒ：标准分子量；１：Ｎ４Ａ ／ Ｔ４Ｂ，缺 ４Ａ 添加 ４Ｂ 系；２：Ｎ４Ａ ／ Ｔ４Ｄ，
缺 ４Ａ 添加 ４Ｄ 系；３：⁃ Ｎ４Ｂ ／ Ｔ４Ａ，缺 ４Ｂ 添加 ４Ａ 系；４：Ｎ４Ｂ ／ Ｔ４Ｄ，
缺 ４Ｂ 添加 ４Ｄ 系；５：Ｎ４Ｄ ／ Ｔ４Ａ，缺 ４Ｄ 添加 ４Ａ 系；６：Ｎ４Ｄ ／ Ｔ４Ｂ，缺
４Ｄ 添加 ４Ｂ 系；７：Ｎ５Ａ ／ Ｔ５Ｂ，缺 ５Ａ 添加 ５Ｂ 系；８：Ｎ５Ａ ／ Ｔ５Ｄ，缺 ５Ａ
添加 ５Ｄ 系；９：Ｎ５Ｂ ／ Ｔ５Ａ，缺 ５Ｂ 添加 ５Ａ 系；１０：Ｎ５Ｂ ／ Ｔ５Ｄ，缺 ５Ｂ
添加 ５Ｄ 系；１１：Ｎ５Ｄ ／ Ｔ５Ａ，缺 ５Ｄ 添加 ５Ａ 系；１２：Ｎ５Ｄ ／ Ｔ５Ｂ，缺 ５Ｄ
添加 ５Ｂ 系；１３：中国春。
图 ４　 中国春缺体 ／四体材料对 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因的染色体定位

Ｆｉｇ．４　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ＴａＳ ／ ＴＫ ｕｓｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｐｒｉｎｇ ｎｕｌｌｉ⁃
ｔｅｔｒａｓｏｍｉｃ ｌｉｎｅｓ

图 ５　 ＴａＳ ／ ＴＫ 在小麦不同组织中的表达模式

Ｆｉｇ．５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＴａＳ ／ ＴＫ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｈｅａｔ ｏｒｇａｎｓ

在 ９２Ｒ１３７ 与条锈病菌 ＣＹＲ３２ 的非亲和组合中，
ＴａＳ ／ ＴＫ 被迅速诱导表达， ６ ～ ３６ ｈ 呈逐渐增强趋

势，３６ ｈ 达到最大，为对照的 １１ 倍，之后有所下降，
但仍维持高水平表达量。 而在感病小麦与条锈菌亲

和组合中，ＴａＳ ／ ＴＫ 早期受到一定的抑制，２４ ｈ 之后

才有一个明显上调的表达，为对照的 ３ 倍，说明

ＴａＳ ／ ＴＫ 在条锈病菌侵染早期的高水平表达与抗病

反应密切相关。
为了检测 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因对不同信号的响应情

况，分析其可能参与的信号通路，本研究用不同激素

处理一叶期的 ９２Ｒ１３７ 叶片，在不同时间段取样提

取 ＲＮＡ，用定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 对该基因进行表达特征分

析，结果显示，ＴａＳ ／ ＴＫ 基因受 ＳＡ 诱导上调表达，诱
导后 １２ ｈ 表达量达到峰值，表达上调了 １１􀆰 ８ 倍；
ＥＴＨ、ＭｅＪＡ 和 ＡＢＡ 诱导也有微弱的上调作用，分别

在诱导后 ６ ｈ、２ ｈ 和 １２ ｈ 达到表达峰值，上调倍数
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分别为诱导前 ３􀆰 ６ 倍、２􀆰 ３ 倍和 ２􀆰 ８ 倍。 Ｈ２Ｏ２诱导

后 ２ ｈ 表达量达到峰值，表达量上调 ６􀆰 ７ 倍（图 ７）。
ＴａＳ ／ ＴＫ 基因的表达主要受到 ＳＡ 的诱导上调表达，
同时也受到 ＥＴＨ、ＭｅＪＡ、ＡＢＡ 及 Ｈ２Ｏ２信号分子的影

响，推测该基因可能通过 ＳＡ 介导的信号通路参与

对条锈病菌的抗性反应。

图 ６　 ＴａＳ ／ ＴＫ 在 ９２Ｒ１３７ 和扬麦 １５８ 中受条锈病菌诱导表达

模式

Ｆｉｇ．６　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＴａＳ ／ ＴＫ ｉｎ ９２Ｒ１３７ ａｎｄ Ｙａｎｇ⁃
ｍａｉ１５８ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔ⁃ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

图 ７　 ＴａＳ ／ ＴＫ 在不同外源植物激素诱导下的表达量

Ｆｉｇ．７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＳ ／ ＴＫ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｓ

３　 讨 论

丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶基因普遍存在于植物

中，拟南芥的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶家族现已发现

５７ 个成员，其中已被证实参与拟南芥对盐、高渗、脱
落酸、水杨酸、寒冷和热胁迫应答过程的有 ２３
个［２２］。 小麦中也有多个丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶基

因被克隆并作初步功能研究，如参与小麦的耐盐反

应基因 ＴａＳＴＫ［２３］，小麦抗叶锈病基因 Ｌｒ１０［１９］ 等。
本研究克隆的 ＴａＳ ／ ＴＫ 编码蛋白含 ４１２ 个氨基酸，

分子量４７ １２０，仅存在 １ 个典型的丝氨酸 ／苏氨酸蛋

白激酶保守的亚结构域，无胞外和跨膜结构域。 经

激酶区 Ｂｌａｓｔｐ 比对分析，ＴａＳ ／ ＴＫ 与小麦及其他植物

已克隆的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶同源性较低，同源

性最高的短柄草，也仅为 ５９％。 与簇毛麦抗白粉病

基因 ｓｔｐｋ⁃ｖ 除激酶区保守结构域基序相同外，在序

列长度及结构上也存在很大差异，因此，ＴａＳ ／ ＴＫ 为

１ 个小麦中尚未鉴定的新的丝氨酸 ／苏氨酸激酶

基因。
在动物和酵母中的激酶多数是酪氨酸蛋白激

酶，其中有一部分激酶能识别外来的信号分子并传

导信号，引发一系列级联反应，产生免疫应答。 植物

Ｓ ／ ＴＫ 在抗病中的作用可能与此类似。 如水稻 Ｒ 基

因 Ｘａ２１ 编码的蛋白包括一个受体区 ＬＲＲ 和一个丝

氨酸 ／苏氨酸激酶区，在发挥抗病作用时直接和受体

相联，引发下一步的信号传导和防卫反应［１２］；番茄

抗病基因 Ｐｔｏ 也是 １ 个丝氨酸 ／苏氨酸激酶基因，后
来的研究发现它发挥抗病作用必须有 Ｐｒｆ 基因的协

同参与，Ｐｒｆ 是 １ 个 ＮＢＳ⁃ＬＲＲ 类抗病基因［１３］。 本研

究克隆的 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因也属于丝氨酸 ／苏氨酸激酶

家族基因，并且存在 １ 个典型的丝氨酸 ／苏氨酸激酶

的保守区域，但没有胞外域和跨膜结构域，如果

ＴａＳ ／ ＴＫ 同样在抗病过程中发挥作用，其可能也必须

同其他基因互作，共同参与抗病反应。
植物在长期的进化过程中已经形成了一套复杂

的机制来抵御病原菌的侵袭，植物通过信号感知病

原菌并迅速启动防卫反应抗性机制，达到抗病的目

的。 植株受到病原菌入侵后，产生活性氧物质，并在

体内迅速获得积累，这种累积作用持续时间较长。
活性氧物质可作为初级信号分子，将介导产生次级

信号分子如水杨酸（Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ， ＳＡ）、乙烯（Ｅｔｈｙｌ⁃
ｅｎｅ， ＥＴ） 和茉莉酸 （ Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＪＡ） 等。 因此，
ＳＡ、ＥＴ、ＪＡ 是植物感知病原菌的主要信号途径［２４］。
植物通过这些信号途径在激活抗病防卫反应过程

中，蛋白激酶起着重要作用，蛋白激酶通过磷酸化级

联反应将病原菌信号传递到核内，从而激活防卫反

应基因的表达。 尽管蛋白激酶家族在植物抗病反应

中参与了众多的抗病途径，但每一个成员所扮演的

角色各不相同。 本研究通过条锈病菌和激素处理对

ＴａＳ ／ ＴＫ 基因进行表达谱分析，发现 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因主

要受到 ＳＡ 和条锈病菌的诱导上调表达，同时也受

到 ＡＢＡ 及 Ｈ２Ｏ２信号分子的影响，推测该基因可能
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通过 ＳＡ 介导的信号通路参与对条锈病菌的抗性

反应。
小麦材料 ９２Ｒ１３７ 含抗条锈病基因 Ｙｒ２６，且该

基因定位于小麦染色体 １ＢＳ 上［２５］，而 ＴａＳ ／ ＴＫ 定位

于 ５Ｂ，显然不是 Ｙｒ２６ 本身，但本研究发现 ＴａＳ ／ ＴＫ
在含 Ｙ２６ 的抗病小麦品种中受条锈菌及 ＳＡ 诱导高

水平表达，因此，我们推测 ＴａＳ ／ ＴＫ 属于依赖 ＳＡ 响

应基因调控网络，参与 Ｙｒ２６ 介导的抗条锈病反应，
但该基因是否在其他抗条锈病基因（如 Ｙｒ３６）介导

的抗病反应中起同样作用，还有待进一步研究。 本

研究仅基于 ＴａＳ ／ ＴＫ 基因的克隆和表达特征进行分

析，该基因的生物学功能还有待通过病毒诱导的基

因沉默或单细胞瞬间表达技术进一步验证。
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