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　 　 摘要:　 为进一步解析 γ￣醇溶蛋白基因在小麦面粉品质中的调控机制ꎬ本研究从郑麦 １５８(低蛋白质含量、高
面团强度)中克隆了小麦 γ￣醇溶蛋白基因 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ꎮ 生物信息学分析结果表明ꎬ该基因具有 γ￣醇溶蛋白的典型结

构特征ꎬ含有 ８ 个保守的半胱氨酸残基ꎬ并在该蛋白质的重复区Ⅱ内第１３３~１４１ ａａ 位置发现 １ 个乳糜泻(ＣＤ)表位

(ＰＱＱＳＦＰＱＱＱ)ꎮ 利用酵母双杂交技术筛选郑麦 １５８ 的 ｃＤＮＡ 文库ꎬ共筛选了 ８ 个可能与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作的蛋白

质ꎬ它们分别是半胱氨酸蛋白酶、果糖二磷酸醛缩酶、富含半胱氨酸和跨膜结构域蛋白 １、(１ꎬ３ ∶ １ꎬ４)￣β￣Ｄ￣葡聚糖

酶、生长素响应因子 ＡＲＦ１７￣ｌｉｋｅ、细胞数目调控因子 ＣＮＲ８￣ｌｉｋｅ、泛素结构域蛋白 ＤＳＫ２ｂ 和转录因子 ＰＩＦ１￣ｌｉｋｅꎮ ３ 个

代表性候选蛋白质[富含半胱氨酸和跨膜结构域蛋白 １、果糖二磷酸醛缩酶、(１ꎬ３ ∶ １ꎬ４)￣β￣Ｄ￣葡聚糖酶]的回转验

证结果表明ꎬ它们与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 均存在互作关系ꎬ推测 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 与这些蛋白质相互作用ꎬ主要参与了小麦籽粒中贮

藏蛋白(如醇溶蛋白)和淀粉的合成与降解ꎬ以及生殖生长过程ꎮ
关键词:　 小麦ꎻ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因ꎻ 酵母双杂交ꎻ 回转验证
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ γ￣ｇｌｉａｄｉｎ ｇｅｎｅ ｉｎ ｆｌｏｕｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｗｈｅａｔꎬ ｔｈｅ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１
ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｚｈｅｎｇｍａｉ １５８ (ｌｏｗ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｕｇｈ ｓｔｒｅｎｇｔｈ). Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅ￣
ｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ γ￣ｇｌｉａｄｉｎꎬ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｉｇｈｔ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ａ ｃｅｌｉａｃ ｄｉｓｅａｓｅ (ＣＤ) ｅｐｉｔｏｐｅ (ＰＱＱＳＦＰＱＱＱ) ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｒｅｐｅａｔ ｄｏｍａｉｎ Ⅱ ｏｆ ｔｈｅ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ

ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ １３３－１４１. Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ
ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ (Ｙ２Ｈ) ｓｙｓｔｅｍꎬ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｍａｉ
１５８ ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄꎬ ｙｉｅｌｄｉｎｇ ｅｉｇｈｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｏｔｅｎ￣
ｔｉａｌｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１. Ｔｈｅｓｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｐｒｏｔｅａｓｅꎬ ｆｒｕｃｔｏｓｅ￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｌｄｏｌａｓｅꎬ ｃｙｓｔｅｉｎｅ￣ｒｉｃｈ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ (１ꎬ３ ∶
１ꎬ ４ )￣β￣Ｄ￣ｇｌｕｃａｎａｓｅꎬ ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒ １７￣ｌｉｋｅ
( ＡＲＦ１７￣ｌｉｋｅ )ꎬ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ８￣ｌｉｋｅ ( ＣＮＲ８￣
ｌｉｋｅ )ꎬ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ＤＳＫ２ｂꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＰＩＦ１￣ｌｉｋｅ. Ｔｈｅ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｃｙｓｔｅｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏ￣
ｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ｆｒｕｃｔｏｓｅ￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｌｄｏｌａｓｅꎬ ａｎｄ (１ꎬ３ ∶ １ꎬ４)￣β￣Ｄ￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｉｔ ｗａｓ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｚｅｄ ｔｈａｔ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｏｒａｇｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ｓｕｃｈ ａｓ ｇｌｉａｄｉｎ) ａｎｄ ｓｔａｒｃｈ ｗｉｔｈｉｎ ｗｈｅａｔ ｇｒａｉｎｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｉｎ ｒｅｐｒｏ￣
ｄｕｃｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.ꎻ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ ｇｅｎｅꎻ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ｓｙｓｔｅｍꎻ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

　 　 醇溶蛋白约占小麦籽粒总贮藏蛋白的 ４０％ꎬ是
赋予面团独特黏弹性的关键组分[１]ꎮ 其中ꎬγ￣醇溶

蛋白约占醇溶蛋白总量的 ３０％ꎬ其在面粉的最终使

用用途方面发挥了重要作用[２]ꎮ 因此ꎬ开展小麦 γ￣
醇溶蛋白基因的研究ꎬ探讨与其相关的分子调控机

制ꎬ可为小麦品质的遗传改良提供重要依据ꎮ
目前ꎬ许多学者对小麦 γ￣醇溶蛋白基因的功能

及其调控机制进行了较为深入的研究[２￣４]ꎮ Ｚｈｏｕ
等[３]发现ꎬ小麦 ＴａＧｌｉ￣γ￣２.１ 基因启动子区域甲基化

抑制其表达ꎬ导致小麦种子的醇溶蛋白总量和 γ￣醇
溶蛋白积累量显著减少ꎬ谷蛋白指数和面团稳定时

间增加ꎮ 面筋蛋白积累关键基因 ＬＧＰ１ 编码区第 ５６
位核苷酸发生 Ｃ 到 Ｔ 突变ꎬ导致第 １９ 位氨基酸由

丙氨酸(Ａｌａ)突变为缬氨酸(Ｖａｌ)ꎬ该突变可导致 γ￣
醇溶蛋白信号肽不能正常切割而滞留在内质网内ꎬ
从而引起内质网结构发生改变ꎬ形成类自噬体样结

构ꎬ最终导致种子贮藏蛋白传递到细胞外ꎬ进而降低

谷蛋白和淀粉生物合成水平ꎬ并触发内质网胁迫反

应和细胞死亡相关途径[４]ꎮ 敲除 Ｇｌｉ￣γ１￣１Ｄ 基因和

Ｇｌｉ￣γ２￣１Ｂ 基因可导致小麦高分子量谷蛋白亚基

(ＨＭＷ￣ＧＳｓ)含量上升ꎬ谷蛋白(Ｇｌｕ)含量与醇溶蛋

白(Ｇｌｉ) 含量的比值显著提高ꎬ十二烷基硫酸钠

(ＳＤＳ)沉降值、面筋指数也显著提高[２]ꎮ 由此可见ꎬ
γ￣醇溶蛋白基因可负调控与面团强度相关的小麦品

质ꎮ
乳糜泻(ＣＤ)是由于摄入小麦、黑麦、燕麦等含

麸质蛋白质类食物而引发的一种慢性、多器官自身

免疫性疾病[５]ꎬ它在全球发病率约为 １％[６]ꎮ 有研

究结果表明ꎬα￣醇溶蛋白、ß￣醇溶蛋白和 γ￣醇溶蛋白

含有大量的 ＣＤ 免疫显性表位ꎬ是导致乳糜泻的主

要原因[７]ꎮ 目前ꎬ小麦中已发现 ３１ 个醇溶蛋白的

ＣＤ 表位[７]ꎮ 许多学者则通过降低 ＣＤ 表位ꎬ来改善

面团品质ꎬ并将这种方法应用于优质麦育种的遗传

改良当中[４ꎬ８￣１０]ꎮ 也有学者通过敲除或者沉默醇溶

蛋白的方法来降低 ＣＤ 表位ꎬ并获得对乳糜泻患者

毒性很低甚至无毒的小麦品系[４ꎬ９￣１０]ꎬ并且乳糜泻患

者在食用了这些小麦品系制作的面包后也未引起免

疫原性反应[１１]ꎮ 因此ꎬ开发无醇溶蛋白或低醇溶蛋

白的小麦品种ꎬ有望满足乳糜泻患者等特殊人群的

特定饮食需求ꎮ 然而ꎬ目前这类小麦品种仍然较少ꎮ
晁岳恩等[１２]通过对郑麦 １５８(高面团强度)、郑麦

３６９(低面团强度)不同发育时期的籽粒进行转录组测

序分析发现ꎬ在郑麦 １５８ 与郑麦 ３６９ 之间ꎬ包括 γ￣醇溶

蛋白 １１ 基因(ＴｒａｅｓＣＳ１Ｄ０２Ｇ００１１００)在内的 ２４ 个贮藏

蛋白基因存在显著差异表达ꎬ推测这些基因可能对小

麦面粉品质或者面团强度有重要影响ꎮ 为了深入研究

这些基因在小麦面团强度中的调控机制ꎬ本研究拟克

隆 γ￣醇溶蛋白 １１ 基因(ＴｒａｅｓＣＳ１Ｄ０２Ｇ００１１０００)ꎬ并将

其命名为 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ꎬ对其进行生物信息学分析及互作

蛋白质的筛选ꎬ以期为进一步解析 γ￣醇溶蛋白 １１ 基因

功能、小麦品质相关调控机制以及低醇溶蛋白小麦品

种的选育奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

提取 ＲＮＡ 所用试剂 ＴＲＩｚｏｌ 购自天根生化科技

(北京)有限公司ꎻ反转录试剂盒、ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ(二
缺板 )、 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ ( 三 缺 板 )、 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣
Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ(四缺板)等营养缺陷型培养基均购

自宝生物工程(大连)有限公司ꎻ酵母双杂交所用载

体(ｐＧＢＫＴ７ 和 ｐＧＡＤＴ７)、酵母菌株 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ、郑麦

１５８ 酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库、阳性对照 ｐＧＢＫＴ７￣
ｐ５３[１３]、阴性对照 ｐＧＢＫＴ７￣Ｌａｍ[１３] 等均由河南省农

业科学院小麦研究所小麦营养与品质研究室保存ꎮ
选取普通小麦郑麦 １５８(高面团强度)扬花后第

７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ、３５ ｄ 和 ４２ ｄ 等不同发育时期的

种子ꎬ液氮速冻后ꎬ置于－８０ ℃条件下冻存ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 的提取、反转录及 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因的

ｃＤＮＡ 合成

　 　 利用 ＴＲＩｚｏｌ 提取郑麦 １５８ 种子不同发育时期的
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总 ＲＮＡꎮ 按照反转录试剂盒说明书将总 ＲＮＡ 反转

录获得 ｃＤＮＡꎬ－２０ ℃ 条件下保存ꎮ 设计特异性引

物 ( Ｆ１: ５′￣ＡＴＧＡＡＧＡＣＣＴＴＡＣＴＣＡＴＣＣＴＡＡＣＡ￣３′ꎻ
Ｒ１:５′￣ＴＴＡＴＴＧＧＣＣＡＣＣＡＡＴＧＣＣＧ￣３′) 用于 ＰＣＲ 扩

增反应ꎮ 参照王沙沙等[１４] 的方法配制 ＰＣＲ 反应体

系ꎬ并设置 ＰＣＲ 扩增程序ꎮ 将反应体系放置于 ＰＣＲ
扩增仪(购自江苏万科科教仪器有限公司)中进行

ＰＣＲ 扩增反应ꎮ ＰＣＲ 产物经 １.０％琼脂糖凝胶电泳

检测、回收、连接至 ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体ꎬ并测序ꎮ 选

择测序正确的阳性单克隆进行摇菌、提取质粒ꎬ
－２０ ℃条件下保存ꎮ
１.３　 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白结构和 ＣＤ 表位分析

利用 Ｐｆａｍ 数据库分析 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白的信号

肽以及结构域ꎬ利用 ＣＤ 表位数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｉｓｓｃｄ.ｏｒｇ / ＥｐｉｔｏｐｅＮｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ)分析 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白

的 ＣＤ 表位情况ꎮ
１.４　 诱饵载体的构建、酵母转化及自激活检测

　 　 根据小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因 ｃＤＮＡ 序列及 ｐＧ￣
ＢＫＴ７ 载体序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ３.０ 在线软件

设计携带ＮｄｅⅠ和Ｂａｍ ＨⅠ这 ２ 个限制性酶切位点

的特异性引物(Ｆ２:５′￣ＣＡＴＡＴＧＡＴＧＡＡＧＡＣＣＴＴＡＣＴ￣
ＣＡＴＣＣ￣３′ꎻ Ｒ２: ５′￣ＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＴＧＧＣＣＡＣＣＡＡＴ￣
３′)ꎮ 以小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１￣ｐＭＤ１８￣Ｔ 质粒 ＤＮＡ 为模

板ꎬ利用已设计的特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 采用

ＮｄｅⅠ和Ｂａｍ ＨⅠ双酶切处理ꎬ将目的基因 Ｔａｇｌｉ￣γ￣
１１ 克隆至 ｐＧＢＫＴ７ 载体骨架ꎬ经 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连

接构建诱饵表达载体 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ꎮ 利用

ＰＥＧ / ＬｉＡＣ 介导酵母转化法ꎬ将 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１
转化至 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ 酵母菌株中ꎬ同时设置阴性对照

(ｐＧＢＫＴ７￣Ｌａｍ＋ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ) 和阳性对照 ( ｐＧＢＫＴ７￣
ｐ５３＋ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ)ꎮ

将 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１＋ｐＧＡＤＴ７、ｐＧＢＫＴ７￣ｐ５３＋
ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ(阳性对照)和 ｐＧＢＫＴ７￣Ｌａｍ＋ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ
(阴性对照)分别转入 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ 酵母菌株中ꎬ然后

依次涂布于二缺板、三缺板以及含金担子素 Ａ
(ＡｂＡ)抗性的四缺板上ꎬ观察酵母菌在这 ３ 种营养

缺陷型平板上的生长情况ꎬ以此判断载体是否转化

成功ꎬ验证 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 是否具有自激活活

性ꎮ
１.５　 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作蛋白质的筛选及回转验证

为了筛选 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作蛋白质ꎬ首先将已构

建好的郑麦 １５８ 酵母双杂交文库质粒和诱饵载体

ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 质粒共转化到 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ 酵母感

受态细胞中ꎬ具体操作步骤参照宋晓等[１５] 的方法ꎮ
随后将转化后的酵母菌液涂布于三缺板上ꎬ３０ ℃倒

置培养３~５ ｄꎮ 待菌落长至直径为 ２ ｍｍ 时ꎬ挑取蓝

色菌落到含 ＡｂＡ 抗性的四缺板上继续生长ꎬ３０ ℃
倒置培养 ３~ ５ ｄꎬ再次筛选阳性克隆ꎮ 设置阳性对

照和阴性对照ꎬ做 ３ 次重复ꎮ 利用特异性引物对

ＡＤ￣Ｆ / ＡＤ￣Ｒ ( ＡＤ￣Ｆ: ５′￣ＣＧＧＣＴＡＧＴＡＡＡＡＴＴＧＡＴ￣
ＧＡＴＧＧＴＡＡＴＡＡＴＴＣＡ￣３′ꎻ ＡＤ￣Ｒ: ５′￣ＣＡＣＡＧＴＴ￣
ＧＡＡＧＴＧＡＡＣＴＴＧＣＧＧ￣３′)对候选蛋白质进行 ＰＣＲ
鉴定、测序及分析ꎮ

为了进一步验证 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 与候选蛋

白质之间的互作关系ꎬ将构建好的 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣
１１ 质粒与 ｐＧＡＤＴ７￣候选互作蛋白质质粒转至 Ｙ２Ｈ
Ｇｏｌｄ 酵母感受态细胞中ꎬ再依次涂布于二缺板、三
缺板以及含 ＡｂＡ 抗性的四缺板上ꎬ培养 ３ ~ ５ ｄꎮ 如

果长出蓝色菌落则说明 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 与候选

蛋白质之间存在互作关系ꎬ反之ꎬ则说明 ｐＧＢＫＴ７￣
Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 与候选蛋白质之间不存在互作关系ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因克隆、ｃＤＮＡ 序列的检测

　 　 根据已报道的小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因序列ꎬ以郑

麦 １５８ 的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ经 ＰＣＲ 扩增、回收、连接

ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体、测序ꎬ最终获得长度为 ８８０ ｂｐ
的小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因的 ｃＤＮＡ 序列(图 １)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ３:Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１￣ｐＭＤ１８￣Ｔ 菌液 ＰＣＲ 片

段ꎮ
图 １　 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１￣ｐＭＤ１８￣Ｔ 菌液 ＰＣＲ 产物的电泳检测

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｔａｇｌｉ￣γ￣
１１￣ｐＭＤ１８￣Ｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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２.２　 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白结构及 ＣＤ 表位分析

利用 Ｐｆａｍ 数据库分析 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白的信号

肽以及结构域ꎬ发现该蛋白质包括 １９ 个氨基酸残基

的信号肽ꎮ 通过生物信息学分析发现ꎬ该蛋白质具

有典型的 γ￣醇溶蛋白结构ꎬ主要包括由信号肽(由
１９ 个氨基酸残基组成)、Ｎ 端非重复Ⅰ区(由 １２ 个

氨基酸组成)、包括若干 ＰＱＱＰＹＰＰＱＱＰＦＰ 重复单元

的重复Ⅱ区(由 １２１ 个氨基酸组成)、包含 ６ 个保守

半胱氨酸残基的非重复Ⅲ区 (由 ６３ 个氨基酸组

成)、多聚谷氨酰胺Ⅳ区(由 ３９ 个氨基酸组成)以及

包含 ２ 个保守半胱氨酸残基的 Ｃ 末端非重复Ⅴ区

(由 ４１ 个氨基酸组成)ꎮ 利用 ＣＤ 表位数据库(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｉｓｓｃｄ.ｏｒｇ / ＥｐｉｔｏｐｅＮｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ)分析 Ｔａｇｌｉ￣
γ￣１１ 蛋白的 ＣＤ 表位情况ꎬ结果发现在该蛋白质的

重复Ⅱ区即第１３３~ １４１ ａａ 位置有 １ 个 ＣＤ 表位

(ＰＱＱＳＦＰＱＱＱ)(图 ２)ꎮ

Ｓ 表示二硫键ꎮ
图 ２　 小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白结构

Ｆｉｇ.２　 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｗｈｅａｔ

２.３ 　 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 诱饵表达载体的构建及

自激活检测

　 　 将小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因的 ｃＤＮＡ 序列连接到载

体 ｐＧＢＫＴ７ 上ꎬ经ＮｄｅⅠ和Ｂａｍ ＨⅠ双酶切检测(图 ３)
以及测序ꎬｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 诱饵载体构建成功ꎮ

Ｍ:ＤＬ１００００ꎻ１:ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 诱饵载体ꎻ２:被限制性内切酶

ＮｄｅⅠ和Ｂａｍ ＨⅠ消化后的片段ꎮ
图 ３　 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 的ＮｄｅⅠ和Ｂａｍ ＨⅠ酶切鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１
ｗｉｔｈ ＮｄｅⅠ ａｎｄ Ｂａｍ ＨⅠ

　 　 分别将阳性对照(ｐＧＢＫＴ７￣ｐ５３＋ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ)、阴
性对照 ( ｐＧＢＫＴ７￣Ｌａｍ ＋ ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ) 以及 ｐＧＢＫＴ７￣
Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１＋ｐＧＡＤＴ７ 转化 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ 酵母感受态细

胞ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ３ 种质粒转化酵母菌在二缺

板上均能长出菌落ꎮ 阳性对照在三缺板和含 ＡｂＡ

抗性的四缺板上均能够长出菌落ꎬ含 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣
γ￣１１ 重组载体的酵母菌和阴性对照在三缺板和含

ＡｂＡ 抗性的四缺板上不能长出菌落ꎮ 上述结果说

明这 ３ 种质粒已成功转入到酵母菌株中ꎬＴａｇｌｉ￣γ￣１１
编码的蛋白质不具有自激活活性ꎮ

ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ:二缺板ꎻ ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ: 三缺板ꎻ ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣
Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ:四缺板ꎮ Ｘ￣α￣Ｇａｌ:酵母半乳糖苷酶的显色底物ꎮ
图 ４　 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 诱饵载体转化酵母自激活检测

Ｆｉｇ.４ 　 Ｓｅｌｆ￣ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ ｂａｉｔ ｖｅｃｔｏｒ

２.４　 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作蛋白质的筛选、鉴定

将郑麦 １５８ 文库质粒和 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 诱
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饵质粒混合转化至 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ 酵母菌株中ꎬ依次涂布

于三缺板和含 ＡｂＡ 抗性的四缺板上ꎬ经过 ２ 次筛

选ꎬ共获得 ９９ 个蓝色单克隆菌落(图 ５)ꎮ

－表示阴性对照ꎻ＋表示阳性对照ꎮ
图 ５　 小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作蛋白质的筛选

Ｆｉｇ.５　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１

　 　 将单克隆菌落提取质粒、测序后进行 ＢＬＡＳＴ 比

对分析ꎬ最终确定 ８ 个与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作的候选蛋

白质ꎬ包括半胱氨酸蛋白酶、果糖二磷酸醛缩酶、富
含半胱氨酸和跨膜结构域蛋白 １ 和(１ꎬ３ ∶ １ꎬ４)￣β￣
Ｄ￣葡聚糖酶ꎬ还包括与植物生殖生长(尤其是花粉

和籽粒生长发育)有关的生长素响应因子 ＡＲＦ１７￣

ｌｉｋｅ、细胞数目调控因子 ＣＮＲ８￣ｌｉｋｅ 以及与植物逆境

胁迫响应有关的泛素结构域蛋白 ＤＳＫ２ｂ 和转录因

子 ＰＩＦ１￣ｌｉｋｅ(表 １)ꎮ 这些蛋白质主要涉及小麦籽粒

中淀粉和贮藏蛋白(如醇溶蛋白)的合成与降解以

及其他生殖生长等ꎮ

表 １　 通过酵母双杂交系统筛选出与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作的蛋白质

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄ ｓｙｓｔｅｍ

序号 登录号　 　 　 注释　 　 　 　 　 　

１ ＸＭ＿０４４５７７９４４.１ 半胱氨酸蛋白酶

２ ＸＭ＿０４４５１８１２１.１ 果糖二磷酸醛缩酶

３ ＸＭ＿０４４５４６２５４.１ 富含半胱氨酸和跨膜结构域蛋白 １

４ ＸＭ＿０４４５５０２７９.１ (１ꎬ３ ∶ １ꎬ４)￣β￣Ｄ￣葡聚糖酶

５ ＸＭ＿０４４４９９９５４.１ 细胞数目调控因子 ＣＮＲ８￣ｌｉｋｅ

６ ＸＭ＿０４４５８６９０４.１ 生长素响应因子 ＡＲＦ１７￣ｌｉｋｅ

７ ＸＭ＿０４４４７４１４７.１ 泛素结构域蛋白 ＤＳＫ２ｂ

８ ＸＭ＿０４４５９７８９５.１ 转录因子 ＰＩＦ１￣ｌｉｋｅ

２.５　 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 与候选互作蛋白质的回转验证

将筛选的 ３ 个代表性阳性克隆质粒(登录号分

别为: ＸＭ ＿ ０４４５１８１２１. １、 ＸＭ ＿ ０４４５４６２５４. １、 ＸＭ ＿
０４４５５０２７９.１)分别与诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７￣Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１
共转化酵母感受态细胞ꎮ 将共转化后的酵母细胞分

别涂布于二缺板、三缺板以及含 ＡｂＡ 抗性的四缺板

上培养ꎮ 结果(图 ６)显示ꎬ在四缺板上均长出蓝色

菌落ꎬ推测这 ３ 个候选蛋白质均与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 存在

互作关系ꎮ

ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ:二缺板ꎻ ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ: 三缺板ꎻ ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣
Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ:四缺板ꎮ Ｘ￣α￣Ｇａｌ:酵母半乳糖苷酶的显色底物ꎮ
－表示阴性对照ꎻ＋表示阳性对照ꎮ ａ:ＸＭ＿０４４５１８１２１.１ꎻｂ:ＸＭ＿
０４４５４６２５４.１ꎻｃ:ＸＭ＿０４４５５０２７９.１ꎮ
图 ６　 小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白与 ３ 个代表性候选互作蛋白质的回

转验证

Ｆｉｇ.６　 Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａ￣
ｔｉｖｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ

７３８王沙沙等:小麦 γ￣醇溶蛋白基因 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 的克隆及其互作蛋白质分析



３　 讨 论

γ￣醇溶蛋白约占醇溶蛋白的 ３０％ꎬ其对面粉的

功能性质具有关键影响ꎬ决定了面粉的最终用

途[２]ꎮ 近年来ꎬ由于醇溶蛋白基因结构复杂、拷贝

数众多且存在大量假基因ꎬ其对面团强度的作用机

制研究仍不够深入ꎮ 因此ꎬ单个醇溶蛋白对面团强

度的具体影响尚未明确ꎬγ￣醇溶蛋白基因的功能解

析与调控机制研究也相对有限ꎮ
已有研究结果表明ꎬＴａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因在小麦籽

粒发育过程中显著表达ꎬ可能对提高小麦的面团强

度有重要作用[１２]ꎮ 在此基础之上ꎬ本研究首先克隆

了小麦 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 基因ꎬ并通过分析 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白

的结构ꎬ在该蛋白质的重复Ⅱ区第１３３~ １４１ ａａ 位置

发现 １ 个 ＣＤ 表位(ＰＱＱＳＦＰＱＱＱ)ꎮ 小麦中醇溶蛋

白的 ＣＤ 表位是导致乳糜泻的重要原因ꎮ 因此ꎬ本
研究后期可通过敲除或者沉默醇溶蛋白的方法降低

ＣＤ 表位ꎬ改善面团品质ꎬ并将其应用于优质麦育种

的遗传改良当中ꎬ从而获得对乳糜泻患者毒性很低

甚至无毒的小麦品系ꎬ进而生产无醇溶蛋白或低醇

溶蛋白的小麦品种ꎬ满足特殊人群(例如ꎬ乳糜泻患

者)的饮食需求ꎮ
另外ꎬ通过酵母双杂技术筛选 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 的互

作蛋白质ꎬ共获得了 ８ 个可能与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作的

蛋白质ꎬ它们分别是半胱氨酸蛋白酶、果糖二磷酸醛

缩酶、富含半胱氨酸和跨膜结构域蛋白 １、(１ꎬ３ ∶ １ꎬ
４)￣β￣Ｄ￣葡聚糖酶、生长素响应因子 ＡＲＦ１７￣ｌｉｋｅ、细
胞数目调控因子 ＣＮＲ８￣ｌｉｋｅ、泛素结构域蛋白 ＤＳＫ２ｂ
和转录因子 ＰＩＦ１￣ｌｉｋｅꎮ 这些蛋白质主要参与小麦种

子中淀粉和贮藏蛋白(特别是醇溶蛋白)的合成与

降解ꎬ并涉及生殖生长、逆境胁迫响应等过程ꎮ 半胱

氨酸蛋白酶是一类重要的蛋白酶ꎬ参与植物种子贮

藏蛋白降解等过程[１６]ꎮ 基于其与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 的互作

关系ꎬ我们推测该蛋白酶可能协同 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 参与

小麦种子中醇溶蛋白的降解调控ꎮ 半胱氨酸是 γ￣
醇溶蛋白的重要组成部分ꎬ对维持其结构稳定性和

功能至关重要[２]ꎮ 在小麦种子发育过程中ꎬＴａｇｌｉ￣γ￣
１１ 可能通过与富含半胱氨酸和跨膜结构域蛋白 １
相互作用ꎬ促进醇溶蛋白的合成ꎬ最终影响小麦的品

质ꎮ 果糖二磷酸醛缩酶通过糖酵解、磷酸戊糖途径

以及碳同化等参与淀粉合成[１７￣１８]ꎬ推测该酶可能与

Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 通过光合作用参与小麦种子中淀粉的合

成ꎮ (１ꎬ３ ∶ １ꎬ４)￣β￣Ｄ￣葡聚糖酶是一种高温水解酶ꎬ
它可以降解淀粉生成麦芽糖和少量葡萄糖[１９]ꎬ推测

此酶可能与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 互作ꎬ参与小麦种子中淀粉

的降解过程ꎮ 另外ꎬ生长素响应因子 ＡＲＦ１７￣ｌｉｋｅ 通

过影响花粉管的果胶壁修饰调控花粉管的生长[２０]ꎻ
细胞数目调控因子 ＣＮＲ８￣ｌｉｋｅ 通过改变细胞数量影

响植株生长ꎬ改变器官大小[２１]ꎻ泛素结构域蛋白

ＤＳＫ２ｂ 可负向调控水稻叶瘟和渗透胁迫抗性[２２]ꎻ转
录因子 ＰＩＦ１￣ｌｉｋｅ 属于 ｂＨＬＨ(Ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ)
转录因子家族的第 １５ 亚族ꎬ在植物信号调控网络中

发挥重要的作用[２３]ꎮ 上述所有互作关系及其潜在

功能关联ꎬ均需后续试验验证ꎮ
综上ꎬ本研究成功克隆了小麦 γ￣醇溶蛋白基因

Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ꎬ并在 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 蛋白重复Ⅱ区的第 １３３~
１４１ ａａ 位置发现 １ 个乳糜泻表位(ＰＱＱＳＦＰＱＱＱ)ꎮ
利用酵母双杂交技术ꎬ筛选获得了 ８ 个与小麦籽粒

中贮藏蛋白和淀粉的合成与降解以及生殖生长过程

相关的候选互作蛋白质ꎮ 对 ３ 个代表性候选蛋白质

[富含半胱氨酸和跨膜结构域蛋白 １、果糖二磷酸醛

缩酶、(１ꎬ３ ∶ １ꎬ４)￣β￣Ｄ￣葡聚糖水解酶]进行回转验

证ꎬ结果证实其均与 Ｔａｇｌｉ￣γ￣１１ 存在互作关系ꎮ
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