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　 　 摘要:　 铁氧还蛋白￣ＮＡＤＰ＋氧化还原酶(ＦＮＲ)是一种重要的酶ꎬ它在植物光合作用和细胞呼吸过程中发挥关键

作用ꎮ 本研究以普通小麦品种中国春为材料ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆获得 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因ꎬ对其进行生物信息学和

基因表达分析ꎬ结果表明ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因 ＣＤＳ 序列长度为１ ０８６ ｂｐꎬ编码 ３６１ 个氨基酸ꎻ其编码的蛋白质为一个非

跨膜的稳定的亲水性蛋白质ꎬ无信号肽ꎬ共含 ３９ 个磷酸化位点ꎻ预测其定位于叶绿体ꎻ系统进化树以及氨基酸序列多

重比对发现ꎬ基于 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因普通小麦中国春与二粒小麦在亲缘性上更为接近ꎬ相似度为 ９７􀆰 ０１％ꎮ 启动子顺

式作用元件分析结果显示ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因中共含有 １７ 种顺式作用元件ꎬ其中 ７ 个为光响应元件ꎮ 经 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分

析发现ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在小麦叶片中表达量最高ꎬ其次是茎中和胚芽中ꎬ根中表达量最低ꎮ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因响应

多种非生物胁迫ꎬ这些非生物胁迫包括干旱(ＰＥＧ￣６０００ 处理)、茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)、氯化钠(ＮａＣｌ)和脱落酸(ＡＢＡ)
等ꎮ 本研究结果为进一步探讨 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在小麦生长发育过程中的作用机制提供了重要参考ꎮ
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　 　 小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)作为全球主要粮食

作物之一ꎬ在世界范围内具有不可或缺的地位ꎮ 作

物的光合效率在农业生产中发挥着至关重要的作

用ꎬ因为作物生长发育和产量的形成离不开光合作

用ꎬ光合效率直接决定了作物的产量和品质ꎬ因而发

掘、鉴定并利用与光合能力相关的主要功能基因ꎬ对
小麦品种遗传改良具有重要作用ꎮ

铁氧还蛋白￣ＮＡＤＰ ＋ 氧化还原酶是一种重要的

酶ꎬ广泛存在于植物、蓝藻和一些细菌中ꎬ它在光合

作用和细胞呼吸中起到核心作用ꎬ主要负责催化铁

氧还蛋白(ＦＤ)与 ＮＡＤＰ ＋之间的电子传递ꎮ ＦＮＲ 是

一种包含黄素腺嘌呤二核苷酸(ＦＡＤ)辅因子的黄

素蛋白ꎮ ＦＡＤ 在电子转移过程中起关键作用ꎮ 植

物中 ＦＮＲ 蛋白可根据其功能和定位差异分为两类:
一类是位于光合组织(主要是植物叶片的叶绿体)
中的 ＬＦＮＲ(叶型 ＦＮＲ 蛋白)ꎻ另一类是存在于非光

合组织(主要是根部质体)中的 ＲＦＮＲ 蛋白(根型

ＦＮＲ 蛋白)ꎬ这两类 ＦＮＲ 蛋白各自有多个同源蛋

白[１￣４]ꎮ 根型 ＦＮＲ 在非光合质粒中催化相反的反应

(铁氧还蛋白的还原) [５￣８]ꎻ叶型 ＦＮＲ 主要催化光合

作用中线性电子传递(ＬＥＴ)的最后一步反应ꎬ即促

使电子从还原态的 ＦＤ 转移至 ＮＡＤＰ ＋ꎬ生成的还原

型辅酶Ⅱ主要用于卡尔文循环中的 ＣＯ２固定以及叶

绿体内其他代谢过程[９￣１０]ꎮ 前人研究结果表明ꎬ在
拟南芥中两种不同的核基因编码两种 ＬＦＮＲ 亚型ꎬ
它们的等电点 ( ｐＩ) 不同[１１]ꎬ这两种 ＬＦＮＲ 蛋白

(ＬＦＮＲ１ 和 ＬＦＮＲ２)只在绿色组织中积累ꎬ并存在于

３ 种不同的叶绿体区室(类叶绿体膜、基质和内膜)
中ꎮ 在拟南芥 ｌｆｎｒ２ 突变体中ꎬＡｔＬＦＮＲ１ 既以与类囊

体膜结合的形式存在ꎬ也以可溶性蛋白的形式存在ꎬ
而在 ｌｆｎｒ１ 突变体中ꎬＡｔＬＦＮＲ２ 仅以可溶性蛋白的形

式存在于基质中ꎬ这表明在拟南芥中ꎬＡｔＬＦＮＲ１ 对

于 ＡｔＬＦＮＲ２ 的 膜 附 着 至 关 重 要ꎬ 且 ＡｔＬＦＮＲ１￣
ＡｔＬＦＮＲ２ 异源二聚体的形成可能介导了这种附

着[１２]ꎮ 在玉米中研究发现ꎬ其基因组中含有 ３ 个同

源的 ＬＦＮＲ 基因ꎬ分别命名为 ＺｍＬＦＮＲ１、ＺｍＬＦＮＲ２、
ＺｍＬＦＮＲ３ꎬ这 ３ 种 ＬＦＮＲ 基因之间相似性达８３％~
９２％ꎮ 然而ꎬ前人研究发现ꎬ３ 个 ＺｍＬＦＮＲ 具有不同

的膜结合特征ꎬＺｍＬＦＮＲ１ 特异性定位在类囊体膜

上ꎬＺｍＬＦＮＲ３ 蛋白不与膜结合ꎬ只存在于叶绿体基

质中ꎬ而 ＺｍＬＦＮＲ２ 蛋白既能与膜结合ꎬ又存在于叶

绿体基质中[４ꎬ１３]ꎮ 在水稻中研究发现有 ２ 个同源的

ＬＦＮＲ 基因ꎬ分别命名为 ＯｓＬＦＮＲ１ 和 ＯｓＬＦＮＲ２ꎬ两者

的相似性达到 ８０％ꎬ有趣的是ꎬ这两个 ＬＦＮＲ 基因的

表达具有拮抗现象ꎬ即当其中一个 ＬＦＮＲ 基因超表

达时ꎬ另一个 ＬＦＮＲ 基因的表达不管是在转录水平

还是在蛋白质水平都会受到明显的抑制[１４]ꎮ 在小

麦中研究发现有 ４ 个不同的 ＬＦＮＲ 同源蛋白ꎮ 这些

ＬＦＮＲ 可以划分成 ２ 个组: ＬＦＮＲⅠ和 ＬＦＮＲⅡꎬ 每

组都包括 ２ 个不同的 ＬＦＮＲꎬ ２ 个 ＬＦＮＲ 之间只在

Ｎ￣端存在几个氨基酸的差异[１３ꎬ１５]ꎬ小麦 ＬＦＮＲ 蛋白

Ｎ￣端的差异可能会导致其活性、叶绿体内分布以及

对不同铁氧还蛋白亲和力的改变[１６]ꎮ 在大肠杆菌

中ꎬＦＮＲ 是活性氧(ＲＯＳ)清除所必需的[１７￣１８]ꎮ 从小

麦 ｌｆｎｒ１ 基因突变体可见ꎬ小麦叶片黄化、光合作用

受阻、生长发育不良ꎬ相关研究结果表明ꎬ这种现象

是由于突变体中 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋的比值显著下降所

致ꎬ而 ＮＡＤＰＨ 参与叶绿体中活性氧的清除和氧化

还原平衡的维持ꎬ其较差的活性氧清除能力导致小

麦更容易遭受胁迫伤害ꎮ 总而言之ꎬＬＦＮＲ 基因在

植物抵抗胁迫的过程中非常重要ꎮ
综上所述ꎬＬＦＮＲ 基因在植物生长发育过程中

以及在应对环境胁迫时均发挥至关重要的作用ꎮ 本

研究在中国春小麦中克隆 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因并探究

其在非生物胁迫中的响应ꎬ同时进行生物信息学分

析并预测其相关功能ꎬ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 检测该

基因在小麦各组织中的时空表达差异和在胁迫中的

响应ꎬ初步解析 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在小麦中的生物

学功能ꎬ为后期深入研究奠定基础ꎬ并为选育优良小

麦品种提供候选基因ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验以普通小麦中国春种子胚芽以及 １５ ｄ
幼苗的根、茎、叶片为供试材料ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 植物总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 的合成　 将中国春

小麦胚芽以及幼苗的根、茎、叶片分别利用 ＲＮＡ 提取

试剂盒(广州飞扬生物工程有限公司生产的 ＯＭＥＧＡ
试剂盒)提取 ＲＮＡꎬ用紫外分光光度计测定 ＲＮＡ 的

浓度并检测其重量ꎮ 利用南京诺唯赞生物科技股份

有限公司提供的反转录试剂盒合成根、茎、叶片以及

胚芽的 ｃＤＮＡꎮ
１.２. ２ 　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因的克隆 　 从本实验室
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ＺＹ９６￣３ 转录组数据库中分析筛选获得 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ
基因ꎬ根据基因数据库已有的基因登录号从 Ｅｎｓｅｍ￣
ｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 数据库中下载目的基因核苷酸序列ꎬ设计

特异性引物(表 １)ꎬ并委托生工生物工程(上海)股
份有限公司合成引物ꎮ 以中国春小麦 １５ ｄ 组培苗

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用 ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 以及

特异性引物对基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ对扩增产物进行

琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ并送至北京擎科生物科技股

份有限公司对扩增产物进行测序ꎮ

表 １　 特异性引物设计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称　 　 　 引物序列(５′→３′) 用途

ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ￣Ｆ ＡＴＧＧＣＣＧＣＣＧＴＣＡＣＧＧＣ 基因克隆

ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ￣Ｒ ＴＣＡＧＴＡＧＡＣＴＴＣＧＡＣＧＴＴＣＣＡＴ 基因克隆

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＧＴＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＣＴＣＣＧＴＧＴＣ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＡＣＡＴＡＣＡＴＴＧＣＴＧＧＧＣＡＡＣ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ｑＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ￣Ｆ ＴＧＣＣＴＧＣＴＣＡＡＣＡＣＣＡＡＧＡＴＣＡＣ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ｑＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ￣Ｒ ＧＧＧＣＴＴＧＣＣＧＴＴＣＴＴＧＴＣＣＴＧ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

１.２. ３ 　 生 物 信 息 学 分 析 　 使 用 在 线 软 件 对

ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因进行生物信息学分析ꎮ 使用 Ｅｘ￣
ＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔ￣
ｐａｒａｍ)、 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ.
ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２)、 ＴＭＨＭＭ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２.０)、ＮＣＢＩ Ｃｏｎ￣
ｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)、ＳｉｎｇａｌＰ ４.０ Ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣
４􀆰 １)、 Ｅｘｐａｓｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )、 ＰＳＩＰＲＥＤ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆ. ｃｓ. ｕｃｌ. ａｃ. ｕｋ /
ｐｓｉｐｒｅｄ / )、 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ￣３. １ / )、 Ｂｌａｓｔ ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ ) 和 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ) 等在线软

件ꎬ分别对蛋白质的理化性质、亚细胞定位、跨膜结

构域、保守结构域等进行分析ꎮ Ｂｌａｓｔ 在线获取

ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 的同源氨基酸序列ꎬ并对 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ
基因构建其系统进化树ꎬ筛选出与 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基

因同源性比较高的基因ꎬ最后对基因序列进行比对ꎮ
１.２.４　 组织表达分析 　 为了检测 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基

因表达情况ꎬ利用中国春小麦种子胚芽以及幼苗的

根、茎、叶片 ｃＤＮＡ 为模板并使用特异性引物进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ 反应体系为:１􀆰 ０ μＬ ｃＤＮＡ 模板、
１０􀆰 ０ μＬ Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、
上下游引物各 ０􀆰 ４ μＬ(浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)、８􀆰 ２ μＬ
ｄｄＨ２Ｏꎬ总体积为 ２０􀆰 ０ μＬꎮ 反应条件设置为:预变

性 ９５ ℃ ３ ｍｉｎꎬ接着进行 ４０ 个循环ꎬ每个循环包括:
９５ ℃ １０ ｓꎬ６０℃ ３０ ｓꎬ使用 ２－△△Ｃｔ计算各组织中的相

对表达量ꎮ
１.２.５　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因对非生物胁迫的响应　 分

别对 １５ ｄ 苗龄中国春小麦施加 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ脱落酸

(ＡＢＡ)、 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 茉 莉 酸 甲 酯 ( ＭｅＪＡ )、 ２５０
ｍｍｏｌ / Ｌ氯化钠(ＮａＣｌ) 以及 ２０％ 聚乙二醇( ＰＥＧ￣
６０００)模拟干旱处理ꎬ分别在 ０ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４
ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 取叶片提取植物总 ＲＮＡ 并反转录成

ｃＤＮＡꎬ最后进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测基因表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因的克隆

以普通小麦中国春 １５ ｄ 幼苗的叶片 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ利用引物 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ￣Ｆ 和 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ￣Ｒ 进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ其扩增产物经 １.０％琼脂糖凝胶电泳ꎮ
由图 １ 可见 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在 １ ０８６ ｂｐ 处有明显

条带ꎬ测序结果与基因组数据库中的基因序列一致ꎮ

Ｍ:Ｄ２０００ꎻ１:ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 的 ＰＣＲ 扩增电泳图

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ

２.２　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因编码蛋白质理化性质及亚

细胞定位

　 　 利用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具对 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基

因编码蛋白质进行理化性质分析ꎮ 结果显示ꎬ该基

因编码的蛋白质共有 ３６１ 个氨基酸ꎮ 其分子式为

Ｃ１ ７７６Ｈ２ ７９９Ｎ４６９Ｏ５３２Ｓ１９ꎬ相对分子量为３９ ８４２.７３ꎬ等电

点为 ８􀆰 ４８ꎮ 此蛋白质包含 ４４ 个带负电荷的氨基酸

残基 ( Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)ꎬ ４８ 个带正电荷的氨基酸残基
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(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)ꎮ 据分析该蛋白质总原子数为５ ５９５ꎬ脂
溶性指数为 ７４􀆰 ０４ꎬ而不稳定系数为 ３４􀆰 ３６ꎮ 综合推

测该蛋白质属于稳定性蛋白质ꎮ 使用 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０
在线工具进行预测分析ꎬ结果显示 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基

因编码的蛋白质定位在叶绿体上ꎮ
２.３　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因编码蛋白质的理化性质以

及二级结构和三级结构

　 　 对 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因编码蛋白质的跨膜结构域

预测ꎬ结果(图 ２)发现其不含有跨膜结构域ꎬ说明

ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白为非跨膜蛋白ꎮ

图 ２　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白跨膜结构域预测

Ｆｉｇ.２ 　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ
ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 应用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ Ｓｅｒｖｅｒ 在线工具分析结果(图
３)表明ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因编码的蛋白质共含有 ３９
个磷酸化位点ꎬ其中有 １７ 个丝氨酸(Ｓｅｒｉｎｅ)、１３ 个

苏氨酸(Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ)和 ９ 个酪氨酸(Ｔｙｒｏｓｉｎｅ)磷酸化

位点ꎬ这些磷酸化位点可能在调节蛋白质活性、稳定

性和相互作用中发挥重要作用ꎮ

图 ３　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白磷酸化位点预测

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 保守结构域预测结果如图 ４ 所示ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ
基因编码蛋白质属于 ＰＬＮ０３１１５ 家族蛋白质ꎮ 其翻

译的 ＬＦＮＲ 在叶绿体线性电子转移中起着很好的作

用ꎬ也与光系统Ⅰ(ＰＳⅠ)周围的循环电子转移有关ꎮ

图 ４　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白的保守结构域预测

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 根据 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ 进行的蛋白质信号肽分

析结果显示ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白的信号肽可能性得

分为 ０􀆰 ２６１ꎬ这表明该蛋白质没有信号肽ꎮ 此外ꎬ应
用 ＳｉｇｎａｌＰ ３.０ Ｓｅｒｖｅｒ 预测显示 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白为

非分泌蛋白ꎮ
使用 Ｅｘｐａｓｙ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具对 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋

白进行亲疏水性分析ꎬ结果如图 ５ 所示ꎬ该蛋白质含

３６１ 个氨基酸ꎬ氨基酸序列中第 ４ 个氨基酸表现出

最大的疏水性ꎬ分值为 ２􀆰 ０６７ꎬ第 １３３ 个氨基酸表现

出最大的亲水性ꎬ分值为－３.０４４ꎬ综合分析该蛋白质

具有较强的亲水性ꎮ
　 　 使用在线工具 ＳＯＰＭＡ 对 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白进

行二级结构预测分析ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ该蛋白质有

图 ５　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白亲疏水性预测

Ｆｉｇ. ５ 　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ
ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ

１３６ 个 α￣螺旋ꎬ占比为 ３７􀆰 ６７％ꎻ１８４ 个无规则卷曲ꎬ
占比达 ５０􀆰 ９７％ꎻ４１ 个延伸链ꎬ占比为 １１􀆰 ３６％ꎮ
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图 ６　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白三级结构预测结果见图 ７ꎬ预
测其为一种叶片铁氧还蛋白￣ＮＡＤＰ ＋还原酶ꎬ氨基酸

序列一致性为 ８４.０３％ꎬ推测该蛋白质可能参与光合

电子转递途径中的非环式电子传递ꎮ

图 ７　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ

２.４　 基于 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因的同源关系

在 ＮＣＢＩ￣ＢＬＡＳＴ 中得到乌拉尔图小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ｕｒａｒｔｕ)、节节麦(Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ)、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌ.)等 ２２ 个物种的 ＬＦＮＲ 蛋白氨基酸序列ꎮ 使用

ＭＥＧＡ１１ 工具构建系统进化树(图 ８)ꎬ从图 ８ 可知ꎬ
基于 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因普通小麦中国春与二粒小

麦、乌拉尔图小麦、节节麦的同源关系较近ꎮ
　 　 使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行蛋白质氨基酸序列同

图 ８　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因的进化树

Ｆｉｇ.８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｇｅｎｅ
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源多重比对(图 ９)ꎬ从图 ９ 可知ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白

氨基酸序列与二粒小麦、大麦、高粱和玉米 ＬＦＮＲ 蛋

白氨基酸序列相似性分别为 ９７􀆰 ０１％、 ９４􀆰 ２９％、

７５􀆰 ２７％、 ７１􀆰 ４７％ꎮ 综 合 分 析 结 果 显 示 基 于

ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因普通小麦中国春与二粒小麦在亲

缘上更为接近ꎮ

图 ９　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白氨基酸序列多重比对

Ｆｉｇ.９　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 顺式作用元件

利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线工具进行 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基

因启动子顺式作用元件预测ꎬ结果显示共有 １７ 种顺

式作用元件ꎬ其中含赤霉素响应元件(Ｐ￣ｂｏｘ)、脱落

酸响应元件(ＡＢＲＥ)、参与茉莉酸甲酯反应的顺式

调控元件(ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ)等ꎬ以及 ７ 个

光响应元件 ( ＡＥ￣ｂｏｘ、ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ、ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ、 Ｓｐ１、
ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ、ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ、ＡＲＥ)和与分生组织表达相

关的顺式调控元件(ＣＡＴ￣ｂｏｘ)等ꎮ
２.６　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因的组织表达

为比较 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在普通小麦中国春不同

组织中的表达量ꎬ对 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
检测(图 １０)ꎮ 利用中国春小麦幼苗根、茎、叶片以及种

子胚芽的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ以 Ａｃｔｉｎ 为内参

基因ꎮ 结果显示ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在叶片中表达量最

高ꎬ其次是在茎中和胚芽中ꎬ表达量最低的为根部ꎮ

∗∗表示与根中相对表达量相比差异达极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 １０　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在小麦不同组织中的表达量

Ｆｉｇ.１０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ
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２.７　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在不同胁迫下的表达

１５ ｄ 苗龄的普通小麦中国春 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因

在 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＢＡ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｅＪＡ、２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ、２０％ ＰＥＧ￣６０００ 模拟干旱胁迫下不同时间的

表达量如图 １１ 所示ꎬ在 ＰＥＧ￣６０００ 模拟干旱处理后

６ ｈ 和 ４８ ｈ 基因表达量与 ０ ｈ 相比极显著增高(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ １２ ｈ 和 ７２ ｈ 与 ０ ｈ 相比显著增高 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻＭｅＪＡ 胁迫 ６ ｈ 时 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因表达量

显著低于 ０ ｈ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余胁迫时间极显著低于

０ ｈ (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＮａＣｌ 胁迫处理 １２ ｈ 时基因表达量与

０ ｈ 相比极显著增高ꎬ３ ｈ 和 ７２ ｈ 与 ０ ｈ 相比极显著

降低ꎻＡＢＡ 胁迫处理 ２４ ｈ 基因表达量与 ０ ｈ 相比极

显著增高ꎬ３ ｈ 和 １２ ｈ 与 ０ ｈ 相比极显著降低ꎮ 综上

可知ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因对 ＰＥＧ￣６０００、ＭｅＪＡ、ＮａＣｌ 和
ＡＢＡ 胁迫均有一定程度的响应ꎮ

ＰＥＧ￣６０００:模拟干旱胁迫处理ꎻＭｅＪＡ:茉莉酸甲酯处理ꎻＮａＣｌ:盐胁迫处理ꎻＡＢＡ:脱落酸处理ꎮ ∗表示与 ０ ｈ 相比差异达显著水平(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示与 ０ ｈ 相比差异达极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

图 １１　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在非生物胁迫下的表达分析

Ｆｉｇ.１１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨 论

本研究结果表明ꎬ普通小麦中国春 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ
基因在叶片、茎和胚芽中的表达量极显著高于在根

中的表达量ꎬ而且预测发现 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因编码

蛋白质定位于叶绿体ꎬ这与赵秀秀等[１９] 的研究结果

相同ꎮ 由此可知 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因编码叶型铁氧还

蛋白￣ＮＡＤＰ ＋ 氧 化 还 原 酶ꎬ 催 化 铁 氧 还 蛋 白 和

ＮＡＤＰ ＋之间的电子转移ꎬ在光合作用和细胞呼吸过

程中发挥关键作用ꎮ 本研究还发现ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基

因 ＣＤＳ 序列长度为１ ０８６ ｂｐꎬ共编码 ３６１ 个氨基酸ꎬ
这一结果与吴晓佩[２０] 对文心兰的研究结果有所不

同ꎮ 通过生物信息学分析特定基因编码的蛋白质ꎬ
可以预测其相关生物学功能ꎬ有助于揭示基因的结

构和功能ꎬ为进一步深入研究该基因的生物学功能

提供指导ꎮ
　 　 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 蛋白属于非跨膜的稳定的亲水性

蛋白质ꎬ无信号肽ꎬ这些与赵秀秀等[１９] 对黄金芽茶

树 ＬＦＮＲ 基 因 预 测 分 析 结 果 相 同ꎮ 通 过 对

ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 相近的多个基因序列及分子进化关系

分析发现ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因与来自于二粒小麦中的

ＬＦＮＲ 基因生物学功能比较接近ꎮ 这些结果表明ꎬ
ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因序列在不同小麦中相对保守ꎮ 本

研究中 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因对 ＡＢＡ、ＭｅＪＡ、 ＮａＣｌ 和

ＰＥＧ￣６０００ 模拟干旱等胁迫处理均有响应ꎬＭｅＪＡ 是

广泛存在于植物中的植物生长调节剂ꎬ对植物生长

发育以及抵抗不良环境影响有积极影响[２１￣２２]ꎬ
ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 在 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｅＪＡ 胁迫下基因表达

量与胁迫前相比显著下降ꎬ与文心兰 ＬＦＮＲ 基因在

０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｅＪＡ 胁迫下的表达趋势有所不同[２３]ꎮ
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非生物胁迫条件下ꎬ植物细胞内活性氧(ＲＯＳ)的稳

态被破坏ꎬ导致 ＲＯＳ 迅速积累ꎬ调控基因表达和细

胞代谢ꎬ使植物迅速响应胁迫并作出调整以适应环

境变化ꎮ 而 ＦＮＲ 基因的缺失则会导致植物内 ＲＯＳ
的过度累积ꎬ本研究中ꎬ在 ＮａＣｌ 胁迫处理下随着时

间增加 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因表达量出现先上升后下降

的趋势ꎬ在 １２ ｈ 时达到最高ꎬ与李蓉等[２３] 的研究结

果一致ꎮ ＰＥＧ￣６０００ 模拟干旱处理在 ６ ｈ、４８ ｈ 表达

量显著升高ꎬ维持 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋ 的稳定ꎬ提高对

ＲＯＳ 的清除能力以抵御胁迫对植物的侵害ꎮ 本试

验对 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因的研究结果为今后更深层次

研究提供了重要信息ꎮ

４　 结 论

普通小麦中国春 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因的功能机制

涉及多个复杂的调控网络ꎮ 本研究成功克隆了中国

春小麦中的 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因ꎬ对其进行了系统的

生物信息学和表达分析ꎮ 结果表明ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ
蛋白属于非跨膜的稳定的亲水性蛋白质ꎬ定位于叶

绿体ꎮ ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在叶片中表达量最高ꎬ表明

其在光合作用中发挥重要作用ꎮ 系统进化分析显

示ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因与二粒小麦 ＬＦＮＲ 基因具有高

度相似性ꎬ表明其在不同小麦物种中具有较高的保

守性ꎮ 此外ꎬＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因响应多种非生物胁迫

(如 ＰＥＧ￣６０００ 模拟干旱、ＮａＣｌ、ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ)ꎬ表明

其在植物应对环境胁迫中可能发挥重要的调控作

用ꎮ 这些结果为进一步解析 ＴａＬＦＮＲ１￣７Ａ 基因在普

通小麦生长发育和非生物胁迫响应中的分子机制提

供了重要基础ꎮ 今后可以通过功能验证试验(如基

因敲除或过表达)进一步探索其具体调控机制ꎬ为
小麦抗逆育种提供理论支持和分子靶点ꎮ
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