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　 　 摘要:　 为明确小麦锌指蛋白 ＴａＳＲＧ１ 的生物学功能ꎬ本研究以中国春小麦为材料ꎬ克隆获得 ＴａＳＲＧ１ 基因ꎬ并
利用在线软件对其编码的蛋白质进行生物信息学分析ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析 ＴａＳＲＧ１ 基因在小麦组

织中的表达情况及其对激素以及盐和干旱等逆境胁迫的响应特征ꎮ 结果表明:小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因编码序列(ＣＤＳ)
全长１ ０４７ ｂｐꎬ基因编码的蛋白质为非分泌亲水性稳定蛋白ꎬ定位于细胞质ꎬ含 ２３ 个磷酸化位点ꎮ 多重序列比对和

系统进化树分析结果表明小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因的生物学功能与二粒小麦最为相近ꎻＴａＳＲＧ１ 启动子区域含 １８ 种顺式

作用元件ꎬ其中 ５ 种与植物激素有关ꎮ ＴａＳＲＧ１ 基因在小麦根、茎、叶中均有表达ꎬ茎中的表达量最高ꎻ激素(ＡＢＡ、
ＭｅＪＡ)、盐(ＮａＣｌ)和干旱胁迫处理后３~ ７２ ｈꎬ小麦叶片中 ＴａＳＲＧ１ 基因的相对表达量总体均呈先增加后降低的趋

势ꎮ 本研究结果为小麦 ＳＲＧ１ 基因的育种应用提供依据ꎮ
关键词:　 小麦ꎻ ＴａＳＲＧ１ꎻ 基因克隆ꎻ 生物信息学分析ꎻ 表达分析

中图分类号:　 Ｑ７８６　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２４)１２￣２１９３￣０８

Ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｗｈｅａｔ

ＸＵ Ｌｉｎｇꎬ　 ＨＯＮＧ Ｄｉｎｇｌｉꎬ　 ＤＥＮＧ Ｙｕｎｈａｏꎬ　 ＸＵ Ｒｕｈｏｎｇꎬ　 ＬＩ Ｌｕｈｕａ
(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ / Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｗｈｅａｔ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｇｕｉｙａｎｇ ５５００２５ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＴａＳＲＧ１ꎬ ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ
ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｐｒｉｎｇ ｗｈｅａｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｂｙ ｏｎｌｉｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｈｏｒｍｏｎｅｓꎬ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (ＣＤＳ) ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｗａｓ １ ０４７ ｂｐ ｉｎ
ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａ ｎｏｎ￣ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎬ ｃｏｎ￣
ｔａｉｎｉｎｇ ２３ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ. Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｅｍｍｅｒ ｗｈｅａｔ. Ｔｈｅ ＴａＳＲＧ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ １８ ｃｉｓ￣ａｃｔ￣
ｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｆｉｖｅ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ. ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
ｗｈｅａｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｔｅｍｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｌｅａｖｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ３－７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｈｏｒｍｏｎｅ (ＡＢＡꎬ ＭｅＪＡ)ꎬ ｓａｌｔ (ＮａＣｌ) ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ ＳＲＧ１ ｇｅｎｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｗｈｅａｔꎻ ＴａＳＲＧ１ꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 植物进化过程中ꎬ为适应各种生长逆境ꎬ建立了

一套复杂的免疫系统[１]ꎮ 当植物受到外界刺激时ꎬ
会快速产生活性氧(Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)和
一氧化氮 ( Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬ ＮＯ) 等氧化还原活性分

３９１２



子[２￣４]ꎮ ＲＯＳ 不仅可以直接杀死病原菌ꎬ还可以作

为信号分子参与激活免疫信号通路ꎬ从而增强植物

的免疫能力[５]ꎮ 而 ＮＯ 可以与活性氧、植物激素(水
杨酸、茉莉酸等)及其他信号分子等互作调节植物

免疫力ꎬ还可以通过对翻译后的蛋白质修饰调节植

物的免疫与抗逆过程ꎮ 其中ꎬＮＯ 对锌指蛋白 ＳＲＧ１
的亚硝基化有助于增强植物对逆境胁迫的适应能

力[６￣１０]ꎮ
近年来ꎬＳＲＧ１ 基因对植物生长发育调控和免

疫反应增强作用已有一些初步研究ꎮ 拟南芥(Ａｒａ￣
ｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)ＡｔＳＲＧ１ 基因参与调控蔗糖分配与

棉籽糖合成路径ꎬ其表达水平显著受热激、冷激、
高盐、真菌、茉莉酸( ＪＡ)、脱落酸(ＡＢＡ)等因素诱

导ꎬ而 对 乙 烯 ( ＥＴ)、水 杨 酸 ( ＳＡ) 的 诱 导 无 响

应[１１￣１４] ꎮ 拟南芥中 ＡｔＳＲＧ１ 过表达株系下胚轴发

育受抑制、叶片面积变小、植物株型变小ꎬ而 ＳＲＧ１
突变体的下胚轴发育、叶片面积及植物株型正

常[１０] ꎮ Ｑｉｎ 等[１５]研究发现水稻 ＳＲＧ１ 突变体茎秆

中的细胞壁薄于野生型ꎬ且纤维素含量和半纤维

素含量均显著降低ꎬ进而影响茎秆的机械强度ꎬ同
时水稻 ＳＲＧ１ 基因还能通过调节细胞伸长和细胞

增殖参与水稻籽粒形状的形成与调控ꎬ且 ＳＲＧ１ 在

水稻叶片、茎鞘、穗和根等组织中均有表达ꎬ其中

茎秆、颖花和根中表达量较高ꎮ 水稻 ＳＲＧ１ 基因还

与 ＢＣ１２、ＧＤＤ１、ＭＴＢ１ 等基因互作调控水稻的株

高、分蘖和细胞壁特征[１６￣１８] ꎮ Ｆａｎｇ 等[１９] 通过转录

组和代谢组分析认为ꎬ苦荞麦(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｒｔａｒｉ￣
ｃｕｍ) ＳＲＧ１ 基 因 参 与 调 控 籽 粒 发 育ꎮ Ｔｒｕｅｓｄｅｌｌ
等[２０]研究认为紫苜蓿中 ＳＲＧ１ 基因的表达不受炭

疽菌诱导ꎬ但受非生物胁迫的诱导ꎮ
针对目前小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)中 ＳＲＧ１ 基

因生物信息学特征和表达模式尚不明确的现状ꎬ本
研究以中国春小麦品种为材料ꎬ通过对 ＴａＳＲＧ１ 基

因的克隆和其编码蛋白质的生物信息学分析ꎬ并利

用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析 ＴａＳＲＧ１ 基因在小

麦各组织中的表达特征及生物胁迫对其表达量的影

响ꎬ为 ＴａＳＲＧ１ 基因的育种应用提供基础和依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及方法

本研究以中国春小麦为材料ꎬ取 ４０ 粒均匀一致

的种子种植于国家小麦改良中心贵州分中心温室内

(光照时间 １６ ｈ / ｄꎬ恒温 ２５ ℃ꎬ相对湿度 ８５％)ꎬ用
霍格兰营养液水培ꎬ每 ３ ｄ 更换 １ 次营养液ꎮ 当小

麦生长至 １５ ｄ 时ꎬ随机取 ８ 株获得小麦根、茎鞘和

叶片等组织ꎬ用液氮速冻ꎬ存放于－８０ ℃冰箱中ꎮ 剩

余 ３２ 株平均分为 ４ 组ꎬ分别进行 ５０ μｍｏｌ / Ｌ脱落酸

(ＡＢＡ )、 １００ μｍｏｌ / Ｌ 茉 莉 酸 甲 酯 ( ＭｅＪＡ )、 ２５０
ｍｍｏｌ / Ｌ氯化钠 (ＮａＣｌ) 和 ２０％ ＰＥＧ ６０００ (聚乙二

醇) [２１]４ 个不同的胁迫处理ꎬ并于处理后 ０ ｈ、３ ｈ、６
ｈ、９ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 取小麦植株叶片ꎬ用液

氮速冻ꎬ存放于－８０ ℃冰箱中供后续试验用ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 的合成

根据植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(美国 ＯＭＥＧＡ 公

司产品)说明书分别提取 １５ ｄ 苗龄小麦幼苗根、茎
鞘、叶片等组织及不同胁迫处理和不同胁迫时间的

小麦叶片总 ＲＮＡꎬ用 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ２２０ 紫外可见分光光

度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品)检测

ＲＮＡ 浓度ꎬ利用 １％琼脂糖凝胶电泳检测其质量ꎬ并
利用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ(＋ｇＤＮＡ ｗｉｐ￣
ｅｒ)试剂盒(南京诺唯赞生物科技有限公司产品)反
转录得到 ｃＤＮＡꎮ
１.３　 ＴａＳＲＧ１ 基因的克隆

以中国春小麦 １５ ｄ 苗龄叶片的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
使用２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶

(南京诺唯赞生物科技有限公司产品)及特异性引

物(表 １)对小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因进行克隆扩增ꎮ ＰＣＲ
产物用 １％凝胶电泳检测获得的目的条带ꎬ并送生

工生物工程(上海)股份有限公司测序ꎬ测序结果与

Ｅｎｓｅｍｂｌ ｐｌａｎｔｓ 植物基因组数据库(ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｓ.ｅｎ￣
ｓｅｍｂｌ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)中中国春小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因的

编码序列(ＣＤＳ)序列进行比对ꎮ

表 １　 引物序列及用途

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

引物名称 引物序列(５′→３′) 　 　 　 用途

ＳＲＧ１￣Ｆ ＡＴＧＧＡＡＴＣＴＣＴＣＣＣＣＧＴＣＣＣ 基因克隆

ＳＲＧ１￣Ｒ ＣＴＡＣＴＴＣＡＧＣＴＴＣＡＴＣＣＧＡＴＣＣ 基因克隆

ｐＳＲＧ１￣Ｆ ＡＣＣ ＣＴＣＧＴＣＣＴＣＣＡＡＧＴＧＡＡＣＣ ＲＴ￣ＰＣＲ

ｐＳＲＧ１￣Ｒ ＣＧＴＣＴＴＣＧＴＣＣＧＣＣＧＴＡＡＧＣ ＲＴ￣ＰＣＲ

Ｔａ１８Ｓ￣Ｆ ＴＣＧＧＧＡＴＣＧＧＡＧＴＡＡＴＧＡ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

Ｔａ１８Ｓ￣Ｒ ＴＴＣＧＣＡＧＴＴＧＴＴＣＧＴＣＴＴ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ｑＳＲＧ１￣Ｆ ＡＴＧＧＣＧＧＡＧＡＡＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ｑＳＲＧ１￣Ｒ ＧＧＴＣＡＧＧＡＧＡＴＣＡＧＣＧＴＣＡＧＡＧ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
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１.４　 生物信息学分析

利用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＳｉｎｇａｌＰ ３. ０、Ｓｅｒｖｅｒ 和

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 等在线软件对 ＴａＳＲＧ１ 蛋白的理化性质、
信号肽、亲疏水性进行分析ꎻ利用 ＮＣＢＩ 中 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ 模块对 ＴａＳＲＧ１ 蛋白进行保守结构域

预测ꎻ利用 ＴＭＨＭＭ 和 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １Ｓｅｒｖｅｒ 软件对

ＴａＳＲＧ１ 蛋白氨基酸序列进行跨膜结构域预测ꎻ利用

Ｎｏｖｏｐｒｏ 和 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线网站进行 ＴａＳＲＧ１ 蛋

白的二级和三级结构预测ꎻ利用 ＮＣＢＩ 数据库获取

小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)、谷子

(Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ)、二粒小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｃｏｉｄｅｓ)、乌
拉尔图小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｕｒａｒｔｕ)、大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ
ｓｕｂｓｐ. ｖｕｌｇａｒｅ )、 二 穗 短 柄 草 ( Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓ￣
ｔａｃｈｙｏｎ)、硬直黑麦草 ( Ｌｏｌｉｕｍ ｒｉｇｉｄｕｍ)、 短花稻

(Ｏｒｙｚａ ｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ)、光稃稻(Ｏｒｙｚａ ｇｌａｂｅｒｒｉｍａ)、水
稻日本晴(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ)、高粱( Ｓｏｒ￣
ｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ Ｌ.)、多年生草(Ｐａｎｉｃｕｍ ｈａｌｌｉｉ)、糜子

(Ｐａｎｉｃｕｍ ｍｉｌｉａｃｅｕｍ)、油棕(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ)、刺子

莞(Ｒｈｙｎｃｈｏｓｐｏｒａ ｐｕｂｅｒａ)等物种的 ＳＲＧ１ 蛋白氨基

酸序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ１１ 软件构建上述物种 ＳＲＧ１ 蛋

白的系统进化树ꎻ利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ＴａＳＲＧ１(小
麦)与 ＴｄＳＲＧ１ (二粒小麦)、ＴｕＳＲＧ１ (乌拉尔图小

麦)、ＯｓＳＲＧ１(粳稻)、ＺｍＳＲＧ１(玉米)和 ＳｂＳＲＧ１(高
粱)６ 个基因编码的蛋白质氨基酸序列进行比对ꎮ
１.５　 ＴａＳＲＧ１ 基因表达水平分析

利用中国春小麦的根、茎、叶 ｃＤＮＡꎬ以及 ２×
Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶(南京诺

唯赞生物科技有限公司产品)和特异性引物(表 １)
进行 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ检测 ＴａＳＲＧ１ 在各组织的表达情况ꎮ
ＰＣＲ 反应程序如下:９４􀆰 ０ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４􀆰 ０ ℃
变性 ３０ ｓꎬ６３􀆰 ９ ℃退火 /延伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２􀆰 ０
℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 产物用 １％琼脂糖凝胶进行电泳检

测ꎮ
以 Ｔａ１８Ｓ 为内参基因ꎬ利用 ＣＦＸ ９６ Ｔｏｕｃｈ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品)对中国春小

麦根、茎、叶的 ＴａＳＲＧ１ 及不同胁迫处理和不同胁迫

时间的小麦叶片 ＴａＳＲＧ１ 进行荧光定量 ＰＣＲ 反应

(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ明确 ＴａＳＲＧ１ 基因在各组织中的相对

表达量ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系为: ２× Ｔａｌｅｎｔ ｑＰＣＲ
ＰｒｅＭｉｘ １０􀆰 ０ μＬ、ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２ Ｏ ７􀆰 ８ μＬ、ｃＤＮＡ
模板 １􀆰 ０ μＬ、正向引物 ０􀆰 ６ μＬ、反向引物 ０􀆰 ６ μＬꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 程序为 ９５􀆰 ０ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５􀆰 ０ ℃变

性 ５ ｓꎬ６４􀆰 １ ℃退火 １５ ｓꎬ循环 ４０ 次ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ法

计算基因的相对表达量ꎮ 每个样品设置 ３ 次重复ꎮ
１.６　 数据分析

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件进行数据整理和分析ꎬ利
用 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ２０２１ 软件制图ꎬ采用单尾 ｔ 检验

进行处理间差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＴａＳＲＧ１ 基因的克隆

用出苗后 １５ ｄ 中国春植株幼叶的 ｃＤＮＡ 为模板

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ并用 １％琼脂糖凝胶电泳检测目的条

带ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ约１ ０４７ ｂｐ
处有条带ꎬ产物测序结果与 Ｅｎｓｅｍｂｌ ｐｌａｎｔｓ 数据库中

中国春小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因的编码序列(ＣＤＳ)一致ꎮ

Ｍ:Ｄ２０００ ＤＮＡ 标记ꎻ １:ＴａＳＲＧ１ 基因ꎮ
图 １　 ＴａＳＲＧ１ 基因 ＰＣＲ 产物电泳结果

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２.２　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白的理化性质

ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测的 ＴａＳＲＧ１ 蛋白分子式

为 Ｃ１ ７４６Ｈ２ ７２２Ｎ４７８Ｏ５１７Ｓ１１ꎬ相对分子量为３９ ０３４.３７ꎬ氨
基酸数量为 ３４８ 个ꎬ其组成如图 ２ 所示ꎮ 其中ꎬ亮氨

酸的数量高达 ３２ 个ꎬ占氨基酸总数的 ９􀆰 ２％ꎮ ＴａＳ￣
ＲＧ１ 蛋白的理论等电点为 ５􀆰 ３１ꎬ带负电荷的氨基酸

残基总数(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)为 ４８ 个ꎬ带正电荷的氨基酸残

基总数(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)为 ３７ 个ꎮ ＴａＳＲＧ１ 蛋白的脂肪指

数为 ８５.７５ꎬ不稳定指数为 ３５􀆰 ６７ꎬ表明此蛋白质为

稳定性蛋白质ꎮ
２.３　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白功能结构域、信号肽与亲疏水性

　 　 利用 ＮＣＢＩ 中的保守域搜索(Ｃｏｎｓｅｒｖｅｒｄ ｄｏｍａｉｎ
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ｓｅａｒｃｈ)工具对 ＴａＳＲＧ１ 蛋白的保守域预测结果显

示ꎬＴａＳＲＧ１ 蛋白含 ＰＬＮ０２２１６ 超家族ꎬ主要行使次

生代谢物生物合成、运输和分解功能的异青霉素 Ｎ
合酶及其相关的双加氧酶超家族(ＰｃｂＣ)ꎬ具有 ２￣酮
戊二酸 / Ｆｅ(Ⅱ)依赖性双加氧酶活性蛋白质的 Ｎ￣末
端非血红素双加氧酶超家族(ＤＩＯＸ￣Ｎ) (图 ３Ａ)ꎮ
ＴａＳＲＧ１ 蛋白无信号肽ꎬＤ 值(原始切割位点评分)
为 ０􀆰 １２０ꎬ推测 ＴａＳＲＧ１ 蛋白为非分泌蛋白(图 ３Ｂ)ꎮ
ＴａＳＲＧ１ 蛋白总平均亲水指数为－０.３０１ꎬ其中ꎬ疏水

性最大的氨基酸位于第 ２６３ 位ꎬ指数为 １􀆰 ８７８ꎬ亲水

性最大的氨基酸位于第 １４６ 位ꎬ指数为－２.６２２ꎬ因
此ꎬＴａＳＲＧ１ 蛋白为亲水蛋白(图 ３Ｃ)ꎮ

图 ２　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白的氨基酸组成

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ:保守结构域ꎻＢ:信号肽ꎻＣ:亲疏水性ꎮ
图 ３　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白的保守结构域、信号肽及亲疏水性预测

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎꎬ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白跨膜结构域、亚细胞定位及磷酸

化位点预测

　 　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白的底部蓝色膜内线与中间黄色膜

外线之间无明显跨膜区域ꎬ因此推测其为非跨膜蛋

白(图 ４Ａ)ꎮ ＴａＳＲＧ１ 蛋白亚细胞定位于细胞质ꎮ
ＴａＳＲＧ１ 蛋白共有 ２３ 个磷酸化位点ꎬ其中ꎬ丝氨酸

(Ｓｅｒｉｎｅ)、苏氨酸(Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ)、酪氨酸(Ｔｙｒｏｓｉｎｅ)的

磷酸化位点分别有 １５ 个、６ 个和 ２ 个ꎮ 第 ２２１ 位、
第 ２２４ 位、第 ２４８ 位丝氨酸以及第 ３１９ 位酪氨酸的

势能值均高于 ０􀆰 ９５０(图 ４Ｂ)ꎮ
２.５　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白二、三级结构预测

ＴａＳＲＧ１ 蛋白的二级结构如图 ５Ａ 所示ꎮ 从图

中可以看出ꎬＴａＳＲＧ１ 蛋白中螺旋、无规则卷曲和延

伸链结构分别占 ４４􀆰 ８３％、３７􀆰 ３６％、１７􀆰 ８１％ꎮ ＴａＳ￣
ＲＧ１ 蛋白的三级结构如图 ５Ｂ 所示ꎮ 以双加氧酶结

构域的氨基酸序列为模板ꎬＴａＳＲＧ１ 蛋白的全球模型

质量评估(ＧＭＱＥ)值为 ０.９２ꎬ表明本研究所建立的

ＴａＳＲＧ１ 蛋白三级结构准确性和可信度较高ꎮ
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２.６　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白进化及同源氨基酸序列比对

　 　 小麦 ＴａＳＲＧ１ 蛋白与玉米、谷子等 １５ 个物种

ＳＲＧ１ 蛋白的系统进化树如图 ６ 所示ꎮ 从图中可以

看出ꎬＴａＳＲＧ１ 蛋白与二粒小麦、乌拉尔图小麦、大麦

ＳＲＧ１ 蛋白亲缘关系最近ꎮ 小麦 ＴａＳＲＧ１ 蛋白与 Ｔｄ￣
ＳＲＧ１、ＴｕＳＲＧ１、ＯｓＳＲＧ１、ＺｍＳＲＧ１ 和 ＳｂＳＲＧ１ ５ 个蛋

白的氨基酸序列比对结果如图 ７ 所示ꎮ ＴａＳＲＧ１ 蛋

白与 ＴｄＳＲＧ１、ＴｕＳＲＧ１、ＯｓＳＲＧ１、ＺｍＳＲＧ１ 和 ＳｂＳＲＧ１
等蛋白的同源性分别为 ９３􀆰 ９９％、８９􀆰 ８９％、６６􀆰 １２％、
６２􀆰 ５７％、６１􀆰 ２０％ꎮ 由上可知ꎬＴａＳＲＧ１ 与 ＴｄＳＲＧ１ 在

生物学功能上较为接近ꎮ

Ａ:跨膜结构域ꎻＢ:磷酸化位点ꎮ
图 ４　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白跨膜结构域及磷酸化位点预测

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ:二级结构ꎻＢ:三级结构ꎮ
图 ５　 ＴａＳＲＧ１ 蛋白的二级结构及三级结构预测

Ｆｉｇ.５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＴａＳＲＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.７　 ＴａＳＲＧ１ 基因启动子顺式作用元件

小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因启动子区共有 １８ 种顺式作

ＴａＳＲＧ１:小麦 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＴｄＳＲＧ１:二粒小麦 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＴｕＳ￣
ＲＧ１:乌拉尔图小麦 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＨｖＳＲＧ１:大麦 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＢｄ￣
ＳＲＧ１:二穗短柄草 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻ ＬｒＳＲＧ１:硬直黑麦草 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻ
ＯｂＳＲＧ１:短花稻 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＯｇＳＲＧ１:光稃稻 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＯｓＳ￣
ＲＧ１:水稻日本晴 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻ ＺｍＳＲＧ１:玉米 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻ Ｓｂ￣
ＳＲＧ１:高粱 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＳｉＳＲＧ１:谷子 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻ ＰｈＳＲＧ１:多年

生草 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻ ＰｍＳＲＧ１:糜子 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＥｇＳＲＧ１:油棕 ＳＲＧ１
蛋白ꎻＲｐＳＲＧ１:刺子莞 ＳＲＧ１ 蛋白ꎮ
图 ６　 ＳＲＧ１ 同源蛋白的系统进化树分析

Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＲＧ１ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

７９１２徐　 灵等:小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因的克隆、生物信息学分析及表达特征



用元件ꎬ包括常见的光反应元件(Ｇ￣ｂｏｘ、Ｓｐ１、ＡＣＡ￣
ｍｏｔｉｆ、ＡＥ￣ｂｏｘ、 ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ、 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ)、转录起始￣３０
区核心启动子元件(ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ)、参与昼夜节律控制

顺式作用调节元件(Ｃｉｒｃａｄｉａｎ)及启动子和增强子顺

式作用元件(ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ)ꎬ还包含脱落酸响应元件

(ＡＢＲＥ)、水杨酸响应元件(ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)、茉莉酸甲

酯诱导元件(ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ、ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ)、赤霉素反

应元件(Ｐ￣ｂｏｘ)和生长素(ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)反应元件等

５ 种植物激素作用元件和参与胚乳表达顺式调控元

件(ＧＣＮ４＿ｍｏｔｉｆ)、参与玉米醇溶蛋白代谢调节的顺式

作用调节元件(Ｏ２￣ｓｉｔｅ)和厌氧诱导调节元件(ＡＲＥ)
等特殊元件ꎮ 上述作用元件说明 ＴａＳＲＧ１ 基因可能

参与小麦激素代谢和种子发育过程的调控ꎮ

ＴａＳＲＧ１:小麦 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＴｄＳＲＧ１:二粒小麦 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＴｕＳＲＧ１:乌拉尔图小麦 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＯｓＳＲＧ１:水稻 ＳＲＧ１ 蛋白ꎻＺｍＳＲＧ１:玉米 ＳＲＧ１
蛋白ꎻＳｂＳＲＧ１:高粱 ＳＲＧ１ 蛋白ꎮ

图 ７　 不同物种 ＳＲＧ１ 蛋白的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.７　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＳＲＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.８　 小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因的组织表达特征

１５ ｄ 苗龄的中国春小麦幼苗根、茎、叶中 ＴａＳ￣
ＲＧ１ 基因的表达特征如图 ８ 所示ꎮ 从图中可以看

出ꎬＴａＳＲＧ１ 在小麦根、茎、叶中均有表达ꎬ茎中的相

对表达量约为根的 ２ 倍ꎬ叶片中的相对表达量与根

无显著差异ꎮ

图柱上不同大写字母表示组织间相对表达量差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ８　 ＴａＳＲＧ１ 基因的组织表达特征

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ
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２.９　 ＴａＳＲＧ１ 基因的诱导表达

１５ ｄ 苗龄的中国春小麦幼苗受到 ５０ μｍｏｌ / Ｌ
ＡＢＡ、１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭｅＪＡ、２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、２０％ ＰＥＧ
６０００ 胁迫后ꎬ叶片中 ＴａＳＲＧ１ 基因相对表达量随胁迫

时间的变化特征如图 ９ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ脱落

酸(ＡＢＡ)、茉莉酸甲酯 (ＭｅＪＡ)、聚乙二醇 ( ＰＥＧ
６０００)和氯化钠(ＮａＣｌ)处理后３~ ７２ ｈꎬＴａＳＲＧ１ 基因

的相对表达量有不同程度的变化ꎮ ５０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＢＡ
处理后 ３ ｈꎬ叶片 ＴａＳＲＧ１ 基因相对表达量最高ꎬ随后

相对表达量降低ꎻ１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭｅＪＡ 处理后３~ ７２ ｈꎬ
叶片 ＴａＳＲＧ１ 基因相对表达量总体呈先增加后减少

的趋势ꎬ处理后 ２４ｈ 相对表达量最高ꎮ ２０％ ＰＥＧ ６０００
处理后３~ ２４ ｈꎬ叶片 ＴａＳＲＧ１ 基因相对表达量增加ꎬ
其中ꎬ处理后 ６ ｈ 最高ꎻ处理后４８~７２ ｈꎬ相对表达量

显著下降ꎮ ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理后 ３ ｈꎬ叶片 ＴａＳ￣
ＲＧ１ 基因相对表达量最高ꎮ 因此ꎬ可以认为小麦 ＴａＳ￣
ＲＧ１ 基因受 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 的诱导表达ꎬ并在小麦应对

干旱、盐胁迫中发挥调节功能ꎮ

Ａ:脱落酸(ＡＢＡ)ꎻＢ:茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)ꎻＣ:聚乙二醇(ＰＥＧ ６０００)ꎻＤ:氯化钠(ＮａＣｌ)ꎮ 柱上∗∗和∗分别表示其与处理始期(０ ｈ)相对表达

量相比差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)和差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ９　 胁迫环境下 ＴａＳＲＧ１ 基因的表达特征

Ｆｉｇ.９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＴａＳＲＧ１ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

３　 讨论与结论

小麦是世界上总产量第二的粮食作物[２２]ꎬ其产

量和品质对粮食安全和人类健康起着重要作用[２３]ꎮ
前人以拟南芥和水稻为研究材料ꎬ发现 ＳＲＧ１ 基因

与植物免疫反应和生长发育密切相关[１０ꎬ１５]ꎮ 本研

究以中国春小麦为材料克隆并分析 ＳＲＧ１ 基因的生

物学功能ꎬ对提高小麦产量及品质有着重要意义ꎮ
拟南芥、水稻中 ＳＲＧ１ 蛋白定位于细胞核ꎬ与植

物免疫应答和籽粒性状有关[１５]ꎬ而本试验预测小麦

ＴａＳＲＧ１ 蛋白亚细胞定位于细胞质ꎮ 胁迫诱导试验

结果显示 ＳＲＧ１ 基因响应脱落酸、茉莉酸甲酯、氯化

钠和聚乙二醇等胁迫ꎬ这与 ＴａＳＲＧ１ 基因启动子顺

式作用元件中含 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 反应元件相一致ꎬ这
进一步证实了 ＳＲＧ１ 基因参与逆境胁迫响应[１０]ꎮ 此

外ꎬＴａＳＲＧ１ 基因启动子顺式作用元件中还含有胚乳

作用元件ꎬ推测该基因与水稻 ＯｓＳＲＧ１ 基因一样参

与籽粒的发育过程[１５]ꎮ
ＴａＳＲＧ１ 蛋白的生物信息学分析结果表明ꎬＴａＳ￣

ＲＧ１ 是 一 个 亲 水 性 稳 定 蛋 白ꎬ 结 构 域 上 含

ＰＬＮ０２２１６、ＰｃｂＣ 和 ＤＯＩＸ￣Ｎ 超家族 ＰＬＮ０２２１６ 超家

族是一类保守的蛋白质结构域家族ꎬ家族成员通常

与植物的应激反应、信号传导途径和多种代谢途径

有关[２４]ꎮ ＰｃｂＣ 和 ＤＯＩＸ￣Ｎ 超家族中均含双加氧酶ꎬ
推测 ＴａＳＲＧ１ 蛋白可能参与代谢物的合成、运输与

分解ꎮ ＳＲＧ１ 蛋白的三级结构模型亦显示其为双加

氧酶结构域的蛋白质ꎮ ＴａＳＲＧ１ 蛋白氨基酸序列中

含 ２３ 个磷酸化位点ꎬ这些位点可能与 ＴａＳＲＧ１ 蛋白

功能的发挥相关ꎮ 进化树分析与同源序列的比对结

果显示ꎬ小麦 ＳＲＧ１ 基因与二粒小麦更为接近ꎮ

９９１２徐　 灵等:小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因的克隆、生物信息学分析及表达特征



ＴａＳＲＧ１ 基因启动子区含有脱落酸、生长素、赤霉素、
水杨酸和茉莉酸甲酯等 ５ 种植物激素反应元件ꎬ因
此ꎬＴａＳＲＧ１ 蛋白可能通过激素途径调控植物生长发

育ꎮ 此外ꎬＴａＳＲＧ１ 基因启动子区还含有可能与小麦

胚乳发育相关的胚乳表达元件ꎬ但相关机制还有待

进一步分析ꎮ ＴａＳＲＧ１ 基因表达特征显示ꎬ该基因在

小麦根、茎、叶中均有表达ꎬ且茎中表达量最高ꎻ同
时ꎬ该基因还受 ＡＢＡ、ＭｅＪＡ 等因素以及干旱、盐胁

迫诱导表达ꎬ 这与水稻 ＯｓＳＲＧ１ 基因的表达特

征[１７￣１８]一致ꎮ 本研究结果为小麦 ＴａＳＲＧ１ 基因功能

的深入研究和利用提供基础ꎮ
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