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　 　 摘要:　 为明确小麦除草剂靶基因 ＨＰＰＤ 的特征与功能ꎬ本研究克隆了小麦 ＨＰＰＤ 基因并对其进行序列分析、
表达特征分析、亚细胞定位、原核表达、蛋白酶活性及功能分析等ꎮ 结果表明ꎬ小麦有 ３ 个 ＨＰＰＤ 等位基因ꎬ分别位

于 ６Ａ、６Ｂ 和 ６Ｄ 染色体ꎬ其中 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 与 ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 亲缘关系较近ꎮ ＴａＨＰＰＤ 启动子含有大量光响应元件和逆境

响应元件ꎮ 光照处理 １２ ｈꎬＴａＨＰＰＤ￣Ａ 及 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的表达量分别比暗处理结束时(对照)下降 ８０􀆰 ９％和 ６３􀆰 ３％ꎬ光
照处理 ２４ ｈꎬＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 及 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 表达量分别比 ＣＫ 下降 ８８􀆰 １％、４０􀆰 ４％和 ６３􀆰 ６％ꎮ ＴａＨＰＰＤ 的表

达受赤霉病、条锈病及干旱等逆境胁迫诱导ꎮ 亚细胞定位分析结果表明 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 蛋白位于细胞质与叶绿体ꎬ而
ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 蛋白仅定位于叶绿体ꎮ ＴａＨＰＰＤ 蛋白在较高浓度硝磺草酮显色液中仍能显色ꎬ但蛋白质表达量显著高

于玉米 ＨＰＰＤ 蛋白和水稻 ＨＰＰＤ 蛋白ꎬ但小麦 ＨＰＰＤ 酶活性显著低于水稻 ＨＰＰＤ 酶活性和玉米 ＨＰＰＤ 酶活性ꎮ 相

对于野生型水稻中花 １１ꎬ３ 个相对表达量最高的 ＴａＨＰＰＤ 过表达植株 ( ＴａＨＰＰＤ￣Ａ￣ＯＥ￣１８、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ￣ＯＥ￣７ 和

ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ￣ＯＥ￣７)对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂硝磺草酮的抗性指数分别为 １３􀆰 ９２、１５􀆰 ６６、７􀆰 ６３ꎮ 本研究结果可为抗

ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂小麦种质的创制提供基础与依据ꎮ
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　 　 草害是小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)生长过程中常

见的生物胁迫ꎬ严重威胁小麦产量与品质ꎮ 中国小麦

种植面积最大的是河南省ꎬ小麦田杂草危害面积占播

种面积 ７０％以上ꎬ产量损失可达 ３０％左右[１]ꎮ 当前ꎬ
化学除草剂是田间杂草防治的主要手段ꎬ其中ꎬ乙酰

辅酶 Ａ 羧化酶(ＡＣＣａｓｅ)抑制剂类和乙酰乳酸合酶

(ＡＬＳ)抑制剂类除草剂在小麦田被广泛应用[２]ꎮ 然

而ꎬ随着这 ２ 类除草剂的长期使用ꎬ抗性杂草问题愈

发严峻ꎮ 目前ꎬ多花黑麦草、菵草、日本看麦娘、看麦

娘、耿氏假硬草、棒头草及野燕麦等麦田杂草种群中

均已出现对这 ２ 类除草剂具有抗性的杂草[３￣８]ꎮ 因

此ꎬ发掘利用新型除草剂应对麦田抗性杂草ꎬ已成为

农业生产领域亟待解决的关键问题之一ꎮ
近年来ꎬ４￣羟基苯丙酮酸双氧化酶(ＨＰＰＤ)抑制

剂类除草剂因具有高效、低毒、长期使用杂草不易产

生抗性、对多种农田恶性杂草防效显著等优势而受到

广泛关注[９]ꎮ 截至目前ꎬ全球范围内因 ＨＰＰＤ 抑制剂

类除草剂导致的抗性杂草的报道仅有 ４ 例ꎬ而 ＡＬＳ 抑

制剂类和 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草剂导致的抗性杂草的

报道分别高达 １６５ 例和 ４９ 例[１０]ꎮ 在植物酪氨酸代

谢途径中ꎬＨＰＰＤ 作为关键酶催化对羟基苯基丙酮酸

(ＨＰＰＡ)转化为尿黑酸(ＨＧＡ)ꎬ而 ＨＧＡ 是合成质体

醌和生育酚的重要前体物质ꎮ ＨＰＰＤ 抑制剂类除草

剂通过特异性抑制 ＨＰＰＤ 活性ꎬ阻断 ＨＧＡ 的合成ꎬ进
而干扰质体醌的生物合成过程ꎮ 由于质体醌是植物

光合作用电子传递链的重要组成部分ꎬ其合成受阻将

导致电子传递链中断ꎬ最终使植物叶片在光照条件下

因无法抵御紫外线伤害而出现漂白症状ꎬ并逐渐发展

为坏死组织ꎬ最终导致植株死亡[１１]ꎮ
关于 ＨＰＰＤ 基因的表达特征以及功能已有一些

初步研究ꎮ 向日葵 ＨａＨＰＰＤ 基因在植株生长的各

个时期及不同部位均有表达ꎬ子叶中的表达量最

高[１２]ꎮ 苜蓿 ＭｓＨＰＰＤ 在根、茎、叶、 花中均有表

达[１３]ꎮ 此外ꎬＨＰＰＤ 基因的表达具有明显的昼夜节

律ꎬ拟南芥和苜蓿的 ＨＰＰＤ 基因能被黑暗诱导表达

而被光照抑制表达[１３￣１４]ꎮ 大麦 (Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ)
ＨＰＰＤ 基因能够被茉莉酸甲酯、乙烯及其他伤害诱

导表达[１５]ꎻ干旱和强光照处理后莴苣的 ＨＰＰＤ 基因

表达量显著提高[１６]ꎻ盐、聚乙二醇(ＰＥＧ)、脱落酸

(ＡＢＡ)等能诱导苜蓿 ＨＰＰＤ 基因的表达[１７]ꎮ ＡＬＳ、
原卟啉原氧化酶(ＰＰＯ)和 ＨＰＰＤ 等大部分除草剂

靶基因均定位在叶绿体[１８]ꎮ 不同植物 ＨＰＰＤ 蛋白

Ｎ 端前 ５０ 个氨基酸高度保守ꎬ均含有叶绿体信号肽

(Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ￣ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅꎬＣＴＰ)ꎮ 玉米 ＨＰＰＤ 蛋

白的叶绿体信号肽是其 Ｎ 端的 ４０ 个氨基酸ꎮ ＨＰ￣
ＰＤ 基因转录起始位点差异会导致 ＨＰＰＤ 蛋白亚细

胞定位改变ꎮ 大豆含有长度分别为 ４４９ 个和 ４９０ 个

氨基酸的 ２ 种 ＨＰＰＤ 蛋白ꎬ其中长度为 ４４９ 个氨基

酸的 ＨＰＰＤ 蛋白位于细胞质ꎬ而长度为 ４９０ 个氨基

酸的 ＨＰＰＤ 蛋白位于叶绿体[１９]ꎮ
目前ꎬＨＰＰＤ 的研究主要聚焦于抗性位点的发

掘与抗性种质创制ꎮ 研究方法主要包括基于微生物

的定向进化以及基于基因编辑的原位定向进化ꎮ
Ｓｉｅｈｌ 等[１９]通过 ＤＮＡ 家族改组技术改造玉米 ＨＰＰＤ
基因ꎬ引入 １８ 个点突变ꎬ将其转入大豆后成功赋予

植株三酮类除草剂抗性ꎮ Ｃｈｅｎ 等[２０] 通过优化 ＤＮＡ
改组技术构建水稻 ＨＰＰＤ 随机突变文库ꎬ筛选获得

硝磺草酮抗性突变体 ＭＦＲＲ￣２ꎻＹａｎｇ 等[２１] 利用易错

ＰＣＲ 技术获得 １５ 个单点抗性突变体ꎬ并迭代聚合

得到 ６ 位点突变体 ＯｓＨＰＰＤ￣６Ｍꎬ体外显色试验显示

其对硝磺草酮抗性较野生型提升 ２００ 倍ꎮ Ｗａｎｇ
等[２２]运用单碱基编辑技术ꎬ筛选出拟南芥抗 ＨＰＰＤ
抑制剂的新位点 ＡｔＨＰＰＤＹ３４２Ｈꎬ并证实水稻同源位点

ＯｓＨＰＰＤＮ３３８Ｄ同样具有 ＨＰＰＤ 抗性ꎮ 小麦是异源六

９朱小雨等:小麦 ４￣羟基苯丙酮酸双氧化酶(ＴａＨＰＰＤ)基因克隆与功能鉴定



倍体作物ꎬ基因组包含 ３ 个 ＨＰＰＤ 等位基因ꎬ分别定

位于 Ａ、Ｂ 和 Ｄ 同源染色体组[２３]ꎮ 虽然关于水稻、
拟南芥和玉米等作物 ＨＰＰＤ 基因的功能特性已有广

泛研究ꎬ而对小麦 ＨＰＰＤ 基因的功能特性研究仍较

缺乏ꎮ 目前ꎬ基于传统育种手段尚未筛选出高抗

ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的小麦种质资源ꎬ这严重制

约了该类除草剂在小麦生产中的应用ꎮ
本研究拟利用信息分析、分子生物学技术ꎬ解析小

麦 ＨＰＰＤ 基因的特性以及功能ꎬ旨在为抗性基因挖掘、
抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂小麦种质创制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究所用的小麦材料为宁麦 １３６ꎬ水稻材料

为中花 １１ꎬ均由江苏省农业科学院种质资源与生物

技术研究所收集和保存ꎮ
１.２　 ＴａＨＰＰＤ 的序列分析

从美国国家生物技术信息中心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩ) 网站 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)下载小麦全基因组蛋白质氨

基酸序列( ＩＷＧＳＣ ＣＳ ＲｅｆＳｅｑ ｖ２. １)ꎮ 使用拟南芥

ＨＰＰＤ 基因(ＡＴ１Ｇ０６５７０)的氨基酸序列作为检索序

列ꎬ通过生物技术信息数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)搜索小麦 ＨＰＰＤ 蛋白ꎮ

从 ＮＣＢＩ 数据库中下载小麦、水稻、大麦、玉米、
棉花等 ２２ 个物种 ＨＰＰＤ 基因的蛋白质氨基酸序列ꎮ
利用 Ｃｌｕｓｔａｌｗ 算法对 ２２ 个物种 ＨＰＰＤ 蛋白的氨基

酸序列进行序列比对ꎬ通过 ＭＥＧＡ１１ 软件的邻接法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建系统发育进化树ꎬ其中重复

次数设为１ ０００ꎮ 利用在线数据库 Ｅｘｐａｓｙ(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / )分析小麦 ＨＰＰＤ 蛋白

的等电点及相对分子量ꎮ 用 ＬＯＣＡＬＩＺＥＲ(ｈｔｔｐｓ: / /
ｌｏｃａｌｉｚｅｒ.ｃｓｉｒｏ.ａｕ / )在线软件进行亚细胞定位预测ꎮ

选取小麦 ＨＰＰＤ 基因翻译起始位点 ＡＴＧ 上游

的２ ０００ ｂｐ 作为 ＨＰＰＤ 基因启动子序列ꎬ利用 Ｐｌａｎｔ￣
ＣＡＲＥ 网 站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ /
ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )在线分析小麦 ＨＰＰＤ 基因

启动子区域的顺式作用元件ꎮ
１.３　 ＴａＨＰＰＤ 的表达特征分析

将生长至３~４ 叶期小麦植株置于不同光照条件

下[１４]ꎬ即在暗室生长 １２ ｈ 后转移至４ ０００ ｌｘ 光照条

件下ꎬ光照处理 ６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈꎬ分别随机选取 ３ 张

叶片混合ꎬ并设置 ３ 个生物重复ꎮ 按照 ＲＮＡ 提取试

剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品)说

明书提取叶片总 ＲＮＡꎮ 按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ ＲＴ Ｓｕｐｅｒ￣
Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ (＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)(南京诺唯赞生物科技

股份有限公司产品) 试剂说明书合成 ｃＤＮＡꎮ 以

Ｔａ５４２２７ 为小麦内参基因[２４]ꎬ利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

ＴａＨＰＰＤ 基因的表达水平ꎮ ＰＣＲ 反应体系 ２０.０ μＬ:
２×ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ 预混液 １０􀆰 ０
μＬ、正反向引物各 ０􀆰 ５ μＬ、ｃＤＮＡ 模板 ３􀆰 ０ μＬ 和去

离子水 ６􀆰 ０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃ 预变性 １
ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎻ熔
解曲线设置为６０.０~ ９５􀆰 ０ ℃ꎬ每 ０􀆰 １ ℃ 读数 １ 次ꎮ
根据小麦大数据在线平台 ＷｈｅａｔＯｍｉｃｓ￣ｂａｔａ 版( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ２０２.１９４.１３９.３２ / ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ)的转录

组数据ꎬ分析病原菌、激素、逆境等不同环境因子对

小麦 ＨＰＰＤ 基因表达的影响[２５￣３０]ꎮ
１.４　 ＴａＨＰＰＤ 的亚细胞定位分析

扩增 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的编码区ꎬ扩增

产物分别与 ｐＣＡＭＢＩＡ￣２３０１￣ＧＦＰ４ 双酶切(Ｋｐｎ Ⅰ和

Ｂａｍ ＨⅠ)产物连接ꎬ构建 ＴａＨＰＰＤ 与绿色荧光蛋白

(ＧＦＰ)融合的表达载体ꎬ启动子为 ＣａＭＶ３５Ｓꎮ 制备

水稻原生质体ꎬ将４０~ ６０ 棵水稻幼苗的茎和鞘组织

切成约 ０􀆰 ５ ｍｍ 的条状ꎬ立即转移到 ０􀆰 ６ ｍｏｌ / Ｌ甘露

醇中进行快速质解处理ꎬ然后在黑暗中轻轻摇动进

行酶切ꎮ 利用 ４０ μｍ 尼龙网过滤并收集原生质体ꎬ
用荧光载体转化原生质体并进行显微观察[３１]ꎮ
１.５　 ＴａＨＰＰＤ 基因原核表达及酶活性分析

扩增 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 编码区

片段ꎮ 扩增程序为 ９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性

３０ ｓꎬ５５ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环ꎮ
扩增产物与 ｐＥＴ２９ａ 双酶切(ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ)产物

在 ５０ ℃条件下进行同源重组 １５ ｍｉｎꎬ连接产物转化

大肠杆菌 ＢＬ２１ 感受态细胞ꎮ 进一步对感受态细胞

阳性克隆进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ ＰＣＲ 程序为 ９５ ℃预变性

１ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎮ 利用显色法分析 ＴａＨＰＰＤ 的功

能[２１]ꎮ 在 显 色 板 中 分 别 加 入 ４００ μＬ 含 有 ０
μｍｏｌ / Ｌ、１００ μｍｏｌ / Ｌ、２００ μｍｏｌ / Ｌ、５００ μｍｏｌ / Ｌ、８００
μｍｏｌ / Ｌ和１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ的硝磺草酮(江苏中旗化工

有限公司产品)显色液ꎬ挑取菌板上阳性单克隆置

于显色液中ꎬ２８ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ孵育 ２４ ｈ 后观察颜色

反应ꎮ 以野生型水稻中花 １１ ＨＰＰＤ 基因作为阴性
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对照ꎬ密码子优化后的玉米 ＨＰＰＤ 突变基因 Ｍｕｔａｎｔ￣
Ｍａｉｚｅ 作为阳性对照[２０]ꎮ

挑取原核表达的阳性单克隆接种到含有 ５０
ｍｇ / Ｌ卡那霉素抗性 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃ꎬ２２０
ｒ / ｍｉｎ过夜培养ꎮ 将菌液以１ ∶ １００ 的稀释比例加入

１００ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中扩繁ꎬ至菌液 ６００ ｎｍ 吸光度

(ＯＤ６００)达０.６~０􀆰 ８ 时ꎬ加入 ３ ｍＬ ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ异丙基￣
β￣硫代半乳糖苷(ＩＰＴＧ)诱导蛋白质表达ꎬ１６ ℃、１８０
ｒ / ｍｉｎ培养１２~ １６ ｈꎮ 将培养液在 ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎮ 加入 １０ ｍＬ １×ＰＢＳ 磷酸缓冲

液(ｐＨ＝７􀆰 ４)重悬菌体后超声破碎ꎬ离心并收集上清

液ꎬ即得粗酶液ꎮ 粗酶液经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后ꎬ加
入预平衡好的 Ｃｏ２＋亲和层析柱 Ｈｉｓ ＧｒａｖｉＴｒａｐ ＴＡＬＯＮ
(美国 Ｃｙｔｉｖａ 公司产品)ꎬ在 ４ ℃下进行蛋白质纯化ꎮ
利用十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)方法检测蛋白质质量ꎮ 按照 ＢＣＡ 法蛋白质含

量测定试剂盒(上海生工生物工程有限公司产品)测
定蛋白质含量[１３]ꎮ 采用高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)测
定尿黑酸(ＨＧＡ)浓度ꎬ并计算 ＨＰＰＤ 的相对酶活性ꎮ
其中ꎬ色谱柱为 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ａｑ 色谱柱 (４.６ ｍｍ×
２５０􀆰 ０ ｍｍꎬ ５ μｍ)ꎬ流动相为体积比６ ∶ ９４ 的甲醇与

０.１％甲酸水混合溶液ꎬ流速为 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温为 ４０
℃ꎬ进样量为 ２０ μＬꎬＨＧＡ 检测波长为 ２９２ ｎｍꎮ
１.６　 ＴａＨＰＰＤ 基因过表达载体构建及过表达植株

对硝磺草酮的抗性分析

　 　 基于 ｐＣＡＭＢＩＡ１３９０ 构建 ＴａＨＰＰＤ 过表达载

体ꎬ启动子为 Ｕｂｉ￣１ꎮ 取 １００ 粒脱壳水稻种子置于

５０ ｍＬ 无菌离心管中ꎬ用 ７５％乙醇清洗浸泡 １ ｍｉｎ
后取出ꎻ再利用体积比１ ∶ ２ 的次氯酸钠与无菌水消

毒液分 ２ 次清洗并浸泡稻种ꎬ浸泡时间分别为 ２０
ｍｉｎ 和 ５ ｍｉｎꎬ浸泡期间摇晃离心管ꎬ浸泡后用无菌

水冲洗７~８ 次ꎮ 然后ꎬ将种子置于灭菌滤纸上吸干

水分后ꎬ用无菌镊子将种子放于 Ｎ６ 诱导培养基(每
皿 ２０ 粒)ꎬ２８ ℃恒温正置培养 １５ ｄꎬ将诱导出的愈

伤组织移至新的 Ｎ６ 诱导培养基继代培养 １５ ｄꎬ得
到愈伤组织ꎬ通过农杆菌介导法对野生型中花 １１ 水

稻愈伤组织进行遗传转化ꎬ获得潮霉素阳性转基因

Ｔ０代植株[３２]ꎮ
将 Ｔ０代植株种植于江苏省农业科学院温室ꎬ提

取 ３ 叶期的 Ｔ０代植株叶片 ＤＮＡ 并鉴定基因型ꎮ 鉴

定为阳性植株后分单株收种ꎬ得到 Ｔ１代种子ꎮ 每个

Ｔ１代株系选取 １０ 株纯合株系幼苗ꎬ生长至 ３ 叶期ꎬ

提取植株叶片 ＤＮＡ 用于分子鉴定[３３]ꎮ ＰＣＲ 反应程

序为 ９５ ℃ 预变性 １ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃退火

１ ｍｉｎꎬ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎮ 利用 Ｔｒｉｚｏｌ
法[３４]提取 ＲＮＡꎬ用 １. ５％的琼脂糖凝胶电泳检测

ＲＮＡ 的完整性ꎮ 按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ
ｑＰＣＲ (＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ) 试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡꎬ通
过实时荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ分析转基因株系目的基

因的表达水平ꎮ 以水稻 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ１ 为内参基因ꎬ荧
光定量 ＰＣＲ 反应体系和程序同方法 １.３ꎮ

以野生型中花 １１ 为对照ꎬ选择 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、
ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 表达量较一致的 Ｔ１ 代纯

合株系进行硝磺草酮耐受性试验ꎮ 选取２０~３０ 粒饱

满种子用 ３％双氧水浸泡２~３ ｈ 后用蒸馏水洗净ꎬ在
３７ ℃培养箱中浸润催芽ꎬ待种子露白后ꎬ挑选露白

一致的种子放入装有基质土的 ２５０ ｍＬ 塑料杯中ꎬ每
杯放 ５ 粒种子ꎬ每个株系 ３ 次重复ꎮ 生长条件设置

为光照 １６ ｈ、黑暗 ８ ｈꎬ白天温度 ３０ ℃ꎬ夜晚 ２５ ℃ꎮ
当幼苗生长至 ３ 叶期时ꎬ喷施有效剂量分别为 ０
ｇ / ｈｍ２、７􀆰 ５ ｇ / ｈｍ２、 １５􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、 ３０􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、 ６０􀆰 ０
ｇ / ｈｍ２、１２０􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２和 ２４０􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２的硝磺草酮溶液

(山东胜邦绿野化学有限公司产品)ꎮ 喷施 １４ ｄ 后

观察植株长势ꎬ测定植株地上部分鲜重ꎮ 利用 Ｓｉｇ￣
ｍａＰｌｏｔ １０.０ 软件进行 ４ 参数 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 模型拟合植株

地上部分鲜重与喷施有效剂量的定量关系ꎬ确定

５０％生长量所对应的除草剂有效剂量[３５]ꎮ ４ 参数

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 模型如下式:
ｙ＝Ｃ＋(Ｄ－Ｃ) / [１＋(Ｘ / ＧＲ５０) ｂ] (１)
式中ꎬｙ 为除草剂有效剂量 ｘ 处理下生长量与有

效剂量 ０ 处理下生长量的百分比ꎬｂ、Ｃ、Ｄ 为模型参

数ꎬＧＲ５０为 ５０％生长量所对应的除草剂有效剂量ꎮ
根据过表达植株和野生型中花 １１ 的 ＧＲ５０ 比

值ꎬ得到过表达植株对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂硝磺

草酮的抗性指数(ＲＩ)ꎮ
１.７　 引物设计

使用 Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计特异性引物ꎮ 所用

引物序列信息见表 １ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＴａＨＰＰＤ 基因编码的蛋白质理化性质

小麦有 ３ 个 ＨＰＰＤ 等位基因ꎬ分别位于 ６Ａ、６Ｂ
和 ６Ｄ 染色体上ꎬ分别命名为 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ(ＴｒａｅｓＣＳ６Ａ￣
０２Ｇ１４１５００.１)、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ(ＴｒａｅｓＣＳ６Ｂ０２Ｇ１６７００.１)和
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表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 用途　 　 　 　

９６４８￣Ｆ ＧＴＴＡＣＴＴＣＴＧＣＡＣＴＡＧＧＴＡＣＣＡＴＧＣＣＧＣＣＣＡＣＣＣＣＣＡＣＣＡＣＣＣＣ ＴａＨＰＰＤ 过表达载体构建

９６４９￣Ｒ１ ＴＣＴＴＡＧＡＡＴＴＡＡＡＧＧＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴＧＡＴＣＣＣＴＧＡＡＣＴＧＣＡＧＣＡ

９６５０￣Ｒ２ ＴＣＴＴＡＧＡＡＴＴＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＡＴＧＣＣＴＧＡＡＣＴＧＣＡＧＣＡ

９５６４￣Ｆ ＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＡＣＣＧＣＣＣＡＣＣＣＣＣＡＣＣＡＣＣ ＴａＨＰＰＤ 原核表达载体构建

９５６５￣Ｒ１ ＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＴＧＡＴＣＣＣＴＧＡＡＣＴＧＣＡＧＣＡ

９５６６￣Ｒ２ ＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＴＧＡＴＧＣＣＴＧＡＡＣＴＧＣＡＧ

９８４８￣Ｆ ＴＴＡＣＧＡＡＣＧＡＴＡＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＣＣＧＣＣＣＡＣＣＣＣＣＡＣＣＡＣ ＴａＨＰＰＤ 亚细胞定位载体构建

９８４９￣Ｒ１ ＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＧＡｇｇａｇｃｃｔｃｃｇｃｔａｇａｔｃｃｔｃｃａｇａＴＧＡＴＣＣＣＴＧＡＡＣＴＧＣＡＧＣ

９８５０￣Ｒ２ ＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＧＡｇｇａｇｃｃｔｃｃｇｃｔａｇａｔｃｃｔｃｃａｇａＴＧＡＴＧＣＣＴＧＡＡＣＴＧＣＡＧＣＡＧ

９４４４￣Ｆ ＣＧＴＣＡＧＣＣＡＣＣＣＧＧＡＣＧＧＣＡＧ ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物

９４５０￣Ｒ ＣＣＧＧＧＡＣＧＴＴＧＣＣＧＡＣＧＡＣＧＴ

９３９４￣Ｆ ＣＡＧＴＣＡＣＣＣＧＧＡＴＧＡＣＡＣＧＧＡ ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物

９３９５￣Ｒ ＧＡＣＧＴＡＴＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡ

９３９３￣Ｆ ＣＡＧＣＣＡＴＣＣＧＧＡＣＧＧＣＡＣＧＧＡＣ ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物

９３６０￣Ｒ ＴＡＣＧＴＡＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＡＡＧＣＡ

ＯｓＵｂｑ￣Ｆ ＧＣＴＣＣＧＴＧＧＣＧＧＴＡＴＣＡＴ 水稻 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 内参引物

ＯｓＵｂｑ￣Ｒ ＣＧＧＣＡＧＴＴＧＡＣＡＧＣＣＣＴＡＧ

Ｔａ５４２２７￣Ｆ ＣＡＡＡＴＡＣＧＣＣＡＴＣＡＧＧＧＡＧＡＡＣＡＴＣ 小麦 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 内参引物

Ｔａ５４２２７￣Ｒ ＣＧＣＴＧＣＣＧＡＡＡＣＣＡＣＧＡＧＡＣ

９２３５￣Ｒ ＧＧＧＡＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＧＧＴＣＡＣＣＴ 与引物 ９６４８ 配对鉴定过表达植株

ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ(ＴｒａｅｓＣＳ６Ｄ０２Ｇ１３０８００.１)ꎮ 小麦 ＨＰＰＤ 蛋

白质理化性质如表 ２ 所示ꎮ ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ
和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 编码蛋白质的相对分子量分别为４.６３×
１０４、４.６６×１０４及４.６５×１０４ꎬ等电点分别为 ５􀆰 ４９、５􀆰 ４２ 及

５􀆰 ５７ꎮ 预测 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 均

定位在叶绿体ꎮ

表 ２　 ＴａＨＰＰＤ 基因成员及其编码的蛋白质理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 ＴａＨＰＰＤ ｍｅｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

基因名称 基因登录号

编码蛋白质性质

等电点
相对分子量

(×１０４)
预测细胞

定位

ＴａＨＰＰＤ￣Ａ ＴｒａｅｓＣＳ６Ａ０２Ｇ１４１５００.１ ５.４９ ４.６３ 叶绿体

ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ ＴｒａｅｓＣＳ６Ｂ０２Ｇ１６９７００.１ ５.４２ ４.６６ 叶绿体

ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ ＴｒａｅｓＣＳ６Ｄ０２Ｇ１３０８００.１ ５.５７ ４.６５ 叶绿体

　 　 利用小麦、水稻、大麦、玉米、棉花等 ２２ 个物种

２７ 个 ＨＰＰＤ 蛋白构建的系统发育进化树如图 １ 所

示ꎮ ２７ 个 ＨＰＰＤ 蛋白可分为 ４ 组ꎬ其中双子叶植物

油橄榄、番茄、大豆、百脉根、葡萄、陆地棉、拟南芥和

蔓菁的 ＨＰＰＤ 蛋白全部聚类于Ⅳ组ꎬ而单子叶植物

芒、高粱、玉米等聚类为 ３ 个组(Ⅰ组 ~ Ⅲ组)ꎮ 小

麦、大麦以及二穗短柄草中的一个 ＨＰＰＤ 同源蛋白

聚类于Ⅱ组ꎬ说明这些蛋白具有较近的亲缘关系ꎮ
此外ꎬＴａＨＰＰＤ 的 ３ 个等位蛋白中ꎬ ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 与

ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 具有更近的亲缘关系ꎮ
２.２　 ＴａＨＰＰＤ 基因启动子特征

小麦 ＨＰＰＤ 基因的启动子特征如表 ３ 所示ꎮ
ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 基因启动子均

含有光响应元件 ＢｏｘⅡ、Ｇ￣Ｂｏｘ、Ｓｐ１ 和 ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆꎮ
ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 启动子还特异含有 ３￣ＡＦ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎬ
ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 启动子特异含有 ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆꎬ而 ＴａＨＰ￣
ＰＤ￣Ｄ 启动子特异含有 Ｂｏｘ ４、 ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ 及 ｃｈｓ￣
ＣＭＡ２ａꎮ ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 启动子含有更丰富的光响应元
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图 １　 ＨＰＰＤ 蛋白序列聚类分析及序列比对

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＨＰＰＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

件ꎬ推测受光的影响程度最大ꎮ 小麦 ＨＰＰＤ 基因启

动子还含有一定数量的激素响应元件ꎬＴａＨＰＰＤ￣Ｂ
启动子含有脱落酸、茉莉酸、赤霉素、生长素以及水

杨酸响应元件ꎬ与 ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 启动子相比ꎬＴａＨＰＰＤ￣
Ａ 启动子缺少水杨酸响应元件ꎬＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 启动子

缺少赤霉素、生长素以及水杨酸响应元件ꎮ 此外ꎬ
ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 启动子还含有低温响应元件、厌氧环境

响应元件ꎬＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 启动子含有低温响应元件、伤
害诱导元件ꎬＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 启动子含有低温响应元件、
厌氧环境响应元件、伤害诱导元件、干旱诱导元件及

胚乳表达元件ꎮ

２.３　 ＴａＨＰＰＤ 亚细胞定位

在线数据库预测 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、 ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 和

ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 均 位 于 叶 绿 体ꎮ 显 微 镜 下 观 察

ＴａＨＰＰＤ￣Ａ￣ＧＦＰ４ 的原生质转化体ꎬ绿色荧光信

号遍布整个细胞ꎬ但在细胞边缘有颗粒状信号ꎬ
对比叶绿体标记的红色荧光ꎬ说明 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 同

时位于细胞质和叶绿体ꎮ ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的荧光信号

仅分布于细胞边缘内侧ꎬ在同样的位置检测到叶

绿体标记的红色荧光信号ꎬ说明 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 仅定

位于叶绿体ꎮ ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 的载体转化原生质体未

观察到荧光信号(图 ２) ꎮ
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表 ３　 ＴａＨＰＰＤ 基因成员启动子元件

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＴａＨＰＰＤ ｇｅｎｅ ｍｅｍｂｅｒｓ

元件类型　 　 　 元件名称　 　 　
ＴａＨＰＰＤ 基因元件数量(个)

ＴａＨＰＰＤ￣Ａ ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ

光响应原件 ３￣ＡＦ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ １

ＢｏｘⅡ １ １ ２

Ｇ￣Ｂｏｘ ２ ３ ７

Ｓｐ１ ３ １ ２

ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ １ ２ ２

ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ １

ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ １

Ｂｏｘ ４ １

ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ １

ｃｈｓ￣ＣＭＡ２ａ １

启动子核心元件 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ５ １０ ８

启动子核心元件 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ２２ １９ １５

脱落酸响应元件 ＡＢＲＥ ４ ３ ６

茉莉酸响应元件 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ４ ４ ６

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ４ ４ ６

赤霉素响应元件 ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ １ １

生长素响应元件 ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ２ １

水杨酸响应元件 ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ １

低温响应元件 ＬＴＲ ３ １ １

厌氧环境响应 ＡＲＥ １ ３

ＧＣ￣ｍｏｔｉｆ １ １

伤害诱导 ＷＵＮ￣ｍｏｔｉｆ １ １

干旱诱导 ＭＢＳ ２

ＭＹＢ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅ １ １

分生组织特异表达 ＣＡＴ￣ｂｏｘ １ ２ １

醇溶蛋白代谢调控 Ｏ２￣ｓｉｔｅ ２ １

胚乳表达 ＧＣＮ４＿ｍｏｔｉｆ １

２.４　 ＴａＨＰＰＤ 基因的表达特征

２.４.１　 光照对 ＴａＨＰＰＤ 基因表达的影响 　 小麦植

株暗处理 １２ ｈ 后转至光照条件下ꎬＨＰＰＤ 基因的表

达特征如图 ３ 所示ꎮ 光照处理 ６ ｈꎬ ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、
ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的相对表达量分别比暗处

理结束(０ ｈ)时提高 ６６􀆰 ８％、１４４􀆰 ４％以及 １４３􀆰 ０％ꎮ
光照处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈꎬＴａＨＰＰＤ￣Ａ 相对表达量较暗

处理结束(０ ｈ)时下降 ８０􀆰 ９％和 ８８􀆰 １％ꎮ 光照处理

１２ ｈꎬ ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 相对表达量无显著变化ꎬ而光照处

理 ２４ ｈꎬＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 相对表达量比暗处理结束(０ ｈ)
时下降 ４０􀆰 ４％ꎮ 光照处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈꎬＴａＨＰＰＤ￣Ｄ

图 ２　 ＴａＨＰＰＤ 蛋白的亚细胞定位

Ｆｉｇ.２　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＨＰＰＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

的相对表达量比暗处理结束 ( ０ ｈ) 时分别下降

６３􀆰 ３％和 ６３􀆰 ６％ꎮ 光照处理抑制拟南芥 ＨＰＰＤ 基因

的表达ꎬ而小麦 ＨＰＰＤ 基因在光照处理后呈现先上

升后下降的表达模式ꎬ说明光照在调控不同作物

ＨＰＰＤ 表达机制方面存在差异ꎮ
２.４.２　 ＴａＨＰＰＤ 基因逆境响应表达分析　 除光响应

元件外ꎬＴａＨＰＰＤ 基因启动子上还有激素响应、非生

物胁迫响应等逆境响应元件ꎮ 基于 ＷｈｅａｔＯｍｉｃｓ 平台

的小麦转录组数据ꎬ不同环境因子下小麦 ＨＰＰＤ 基因

表达量变化如图 ４ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ大部分胁

迫都能引起 ＨＰＰＤ 基因的表达量变化ꎮ 赤霉病病菌

诱导小麦后ꎬ小穗 ３ 个 ＨＰＰＤ 等位基因表达量都显著

上调ꎮ 白粉病病菌处理２４~ ４８ ｈꎬＴａＨＰＰＤ￣Ａ 表达量

显著上调ꎬ７２ ｈ 转为下调ꎮ 条锈病病菌处理后 ２４ ｈ ３
个小麦 ＨＰＰＤ 等位基因表达量都显著提高ꎮ ４ ℃低

温条件能诱导 ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的表达ꎮ 干

旱诱导 ６ ｈꎬ３ 个等位基因均被强烈诱导ꎬ而盐诱导作

用不明显ꎮ 另外ꎬＨＰＰＤ 基因的表达还受到氮素影

响ꎬ其中 ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 在氮饥饿、氮恢复处理下表现出

更高的表达量ꎮ
２.５　 ＴａＨＰＰＤ 基因原核表达分析

２.５.１　 ＴａＨＰＰＤ 显色结果 　 以水稻 ＯｓＨＰＰＤ 和玉

米 ＺｍＨＰＰＤ 基因对照ꎬ不同浓度硝磺草酮显色液中

ＴａＨＰＰＤ 显色结果如图 ５ 所示ꎮ ＯｓＨＰＰＤ 在含有

１００ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮显色液中无显色ꎬ说明该浓度

除草剂已完全抑制 ＯｓＨＰＰＤ 酶活性ꎮ ＺｍＨＰＰＤ 在

２００ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮显色液中仍能显色ꎬ但在 ５００
μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮中无显色ꎬ说明 ＺｍＨＰＰＤ 能够抗

２００ μｍｏｌ / Ｌ浓度硝磺草酮ꎮ 而 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 在 １００
μｍｏｌ / ＬꎬＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ硝
磺草酮中仍然能够显色ꎮ
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图 ３　 ＴａＨＰＰＤ 基因的光诱导表达分析

Ｆｉｇ.３　 Ｌｉｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＨＰＰＤ ｇｅｎｅｓ

ａ:不同病原菌处理下小麦 ＨＰＰＤ 基因表达量ꎻｂ:不同非生物胁迫下小麦 ＨＰＰＤ 基因表达量ꎮ
图 ４　 不同因子下小麦 ＨＰＰＤ 基因表达量变化

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＨＰＰＤ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ

图 ５　 ＨＰＰＤ 在不同浓度硝磺草酮显色液中的显色结果

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＰＰＤ ｉｎ ｍｅｓｏｔｒｉｏｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

５１朱小雨等:小麦 ４￣羟基苯丙酮酸双氧化酶(ＴａＨＰＰＤ)基因克隆与功能鉴定



２.５.２　 ＴａＨＰＰＤ 酶活性 　 不同 ＴａＨＰＰＤ 蛋白 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 试验结果如图 ６ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ
ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 蛋白的相对分子

量均约为４.５×１０４ꎮ 相同纯化条件下ꎬ小麦 ＴａＨＰＰＤ
蛋白浓度显著高于水稻 ＨＰＰＤ 蛋白和玉米 ＨＰＰＤ
蛋白ꎬ且不同等位基因存在一定差异ꎮ ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ
和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的蛋白浓度明显高于 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ(图

６ａ)ꎮ 该结果与显色结果一致ꎬ说明显色信号的强

弱不仅体现 ＨＰＰＤ 蛋白对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂

抗性水平ꎬ还与 ＨＰＰＤ 蛋白表达量呈正相关ꎮ
玉米 ＨＰＰＤ 酶活性最高ꎬ水稻 ＨＰＰＤ 酶活性次

之ꎬ 而 ＴａＨＰＰＤ 的 酶 活 性 最 低ꎮ ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、
ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的酶活性分别为玉米ＨＰＰＤ
酶活性的 ２２􀆰 ６％、２８􀆰 ６％、１７􀆰 ６％(图 ６ｂ)ꎮ

ａ:ＳＤＡ￣ＰＡＧＥ 配制电泳图ꎬ其中 Ｄ 代表沉淀ꎬＣ 代表粗酶ꎬＰ 代表纯酶ꎬＭ 代表 ｍａｒｋｅｒꎻｂ:不同 ＨＰＰＤ 相对酶活性ꎮ ＨＧＡ:尿黑酸ꎮ
图 ６　 不同 ＨＰＰＤ 蛋白的原核表达产物及酶活性

Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＨＰＰＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.６　 ＴａＨＰＰＤ 过表达植株的获得与抗性分析

２.６.１　 ＴａＨＰＰＤ 过表达载体的构建　 利用特异性引

物对构建的小麦 ３ 个等位基因过表达载体鉴定结果

如图 ７ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ所有过表达载体均可

扩增得到１ ５００ ｂｐ 大小的目的条带ꎮ 载体构建成功

后使用试剂盒提取的质粒通过琼脂糖凝胶电泳呈现

一条优势超螺旋条带(主条带)ꎬ其下方可见微弱的开

环条带ꎬ大小符合预期ꎮ 将测序正确的重组载体命名

为 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ￣ＯＥ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ￣ＯＥ 和ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ￣ＯＥꎮ

Ｍ:ＤＬ５０００ ｍａｋｅｒꎻＡ、Ｂ、Ｄ 分别为 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 扩增片段ꎻＡ１~Ａ５、Ｂ１~ Ｂ５、Ｄ１~ Ｄ５ 分别为 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ、ＴａＨ￣
ＰＰＤ￣Ｄ 过表达载体扩增片段ꎻＯ￣Ａ、Ｏ￣Ｂ、Ｏ￣Ｄ 分别为 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 过表达载体质粒胶图ꎮ

图 ７　 ＴａＨＰＰＤ 过表达载体鉴定结果

Ｆｉｇ.７　 ＴａＨＰＰＤ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

２.６.２　 过表达植株分子鉴定及除草剂抗性鉴定 　
利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ｔ１代过表达株系中 ＴａＨＰＰＤ 外

源基因的相对表达水平ꎬ结果如图 ８ 所示ꎮ 从图中

可以看出ꎬＴａＨＰＰＤ￣Ａ￣ＯＥ￣１８ 植株 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ 基因

相对表达量高于其他植株ꎬ ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ￣ＯＥ￣７ 和

ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ￣ＯＥ￣１１ 植株 ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 基因相对表达量

高于其他植株ꎬＴａＨＰＰＤ￣Ｄ￣ＯＥ￣７ 植株 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 基

因相对表达量高于其他植株ꎮ
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图 ８　 转基因植株中 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 的表达水平

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴａＨＰＰＤ￣Ａꎬ ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ ａｎｄ ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

　 　 对 ＴａＨＰＰＤ 相对表达量最高的过表达植株

ＴａＨＰＰＤ￣Ａ￣ＯＥ￣１８、 ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ￣ＯＥ￣７ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ￣
ＯＥ￣７ 及野生型水稻中花 １１ 喷施不同有效含量硝磺

草酮溶液处理 １４ ｄ 后表型如图 ９ａ 所示ꎮ 从图中可以

看出ꎬ野生型水稻中花 １１ 在硝磺草酮含量为 １５
ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.时ꎬ即出现明显药害ꎬ而 ＴａＨＰＰＤ 过表达株

系的硝磺草酮抗性显著提高:ＴａＨＰＰＤ￣Ａ￣ＯＥ￣１８ 和

ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ￣ＯＥ￣７ 在硝磺草酮含量≤１２０ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.仍

能正常生长ꎬ直到含量达到 ２４０ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.时生长才

被抑制ꎬ而 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ￣ＯＥ￣７ 能够耐受 ６０ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.
的除草剂ꎬ在 １２０ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.时出现明显药害ꎮ 利用

ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １０.０ 软件ꎬ得到过表达植株 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ￣ＯＥ￣
１８、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ￣ＯＥ￣７ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ￣ＯＥ￣７ 相对于野生

型水稻中花 １１ 的抗性指数分别为 １３􀆰 ９２、１５􀆰 ６６、
７􀆰 ６３ꎬ说明外源 ＴａＨＰＰＤ 基因过表达能显著增强小麦

对硝磺草酮的抗性(图 ９ｂ、表 ４)ꎮ

ＺＨ１１:中花 １１ 植株ꎻＡ￣ＯＥ￣１８、Ｂ￣ＯＥ￣７、Ｄ￣ＯＥ￣７ 分别为 ＴａＨＰＰＤ￣Ａ￣ＯＥ￣１８、ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ￣ＯＥ￣７ 和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ￣ＯＥ￣７ 植株ꎮ
图 ９　 ＴａＨＰＰＤ 过表达植株抗硝磺草酮水平

Ｆｉｇ.９　 Ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ＴａＨＰＰＤ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ ｍｅｓｏｔｒｉｏｎｅ

７１朱小雨等:小麦 ４￣羟基苯丙酮酸双氧化酶(ＴａＨＰＰＤ)基因克隆与功能鉴定



表 ４　 ＴａＨＰＰＤ 过表达株系 ５０％生长量所对应的硝磺草酮有效含量

(ＧＲ５０)及抗性指数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｏｓｅ (ＧＲ５０) ｏｆ ｍｅｓｏｔｒｉｏｎｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ
５０％ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＴａＨＰＰＤ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｉｎｅｓ

材料
ＧＲ５０

(ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.)
抗性指数

(ＲＩ)

ＺＨ１１ １１.７４±０.６３ １.００

Ａ￣ＯＥ￣１８ １６３.３７±１１.０７ １３.９２

Ｂ￣ＯＥ￣７ １８３.８１±５.０９ １５.６６

Ｄ￣ＯＥ￣７ ８９.６２±８.２４ ７.６３
ＧＲ５０:５０％生长量所对应的硝磺草酮有效含量ꎮ

３　 讨论与结论

ＨＰＰＤ 是植物代谢途径中的关键酶ꎬ其表达量

与 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂抗性呈正相关ꎬ因此明确

植物 ＨＰＰＤ 基因表达特征是创制抗除草剂种质的前

提条件ꎮ 本研究克隆了小麦 ３ 个 ＨＰＰＤ 等位基因并

对其表达特征进行分析ꎮ 研究结果表明ꎬ赤霉病菌、
白粉病菌及条锈病菌等生物胁迫和低温、干旱、氮饥

饿等非生物胁迫ꎬ均能显著诱导小麦 ＨＰＰＤ 基因表

达ꎮ 小麦 ＨＰＰＤ 基因启动子区域也存在低温响应元

件、厌氧响应元件、伤害诱导元件、干旱诱导元件及

多种激素响应元件ꎬ说明 ＨＰＰＤ 可能参与多种植物

代谢ꎬ是植物代谢网络的关键节点ꎮ 同时ꎬ Ｋｉｍ
等[３６]研究发现ꎬ甘薯 ＩｂＨＰＰＤ 过表达植株对盐、干
旱以及氧化胁迫的耐受性显著提高ꎮ 其原因可能是

ＨＰＰＤ 能催化维生素 Ｅ 的合成[３７]ꎬ而维生素 Ｅ 具有

抗氧化作用ꎬ能够捕捉自由基ꎬ减少自由基对细胞的

损害[３８]ꎮ
Ｐａｒｋ 等[１４]的研究结果表明ꎬ拟南芥的 ＨＰＰＤ 基

因表达受黑暗诱导并被光抑制ꎬ存在明显的昼夜节

律ꎮ 本研究发现ꎬ小麦 ３ 个 ＨＰＰＤ 等位基因同样表

现出明显的昼夜节律ꎮ 由黑暗转光照处理 １２ ｈ 和

２４ ｈꎬＴａＨＰＰＤ￣Ａ 的相对表达量分别比黑暗对照显著

降低 ８０􀆰 ９％和 ８８􀆰 １％ꎻＴａＨＰＰＤ￣Ｂ 光照处理 １２ ｈ 时

相对表达量变化不明显ꎬ但光照处理 ２４ ｈ 时比对照

下降 ４０.４％ꎻＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 在光照处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 的

相对表达量比黑暗对照分别下降 ６３􀆰 ３％和 ６３􀆰 ６％ꎮ
此外ꎬ与弱光照条件相比ꎬ强光照条件下喷施 ＨＰＰＤ
抑制剂类除草剂ꎬ药害出现更快且更为严重ꎬ除草效

果好ꎬ这可能与光照对 ＨＰＰＤ 表达的调控密切相

关[３９]ꎮ ＨＰＰＤ 基因昼夜节律性表达模式为抗除草

剂种质创制提供了新方向ꎮ 若能打破 ＨＰＰＤ 基因的

节律性表达ꎬ减缓光照下 ＨＰＰＤ 表达量的下降幅度ꎬ
有望显著提升植物的 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂抗性ꎮ

显色反应是快速鉴定 ＨＰＰＤ 突变体抗性的常用

方法[２１]ꎮ 水稻对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂不具有耐

受性ꎬ而玉米对该类除草剂具有天然抗性ꎮ 同样水

稻 ＯｓＨＰＰＤ 在 １００ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮显色液中已无

法显色ꎬ而玉米 ＺｍＨＰＰＤ 在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮显

色液 中 仍 正 常 显 色ꎮ 本 研 究 结 果 表 明ꎬ 小 麦

ＴａＨＰＰＤ￣Ｂ和 ＴａＨＰＰＤ￣Ｄ 在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮显

色液中能够显色ꎮ 但 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂对小麦

有明显的药害[４０]ꎬ说明小麦对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草

剂没有抗性ꎬ因此显色反应无法用于检测 ＴａＨＰＰＤ
的抗性水平ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 试验结果表明ꎬ小麦 ＨＰ￣
ＰＤ 蛋白表达量要显著高于水稻和玉米ꎬ这可能是小

麦 ＨＰＰＤ 能够在高浓度硝磺草酮显色液中显色的原

因ꎮ 因此在开展显色反应时必须考虑蛋白质的表达

量ꎬ并结合蛋白酶活性进行判断ꎮ
植物 ＨＰＰＤ 基因的表达量与其对 ＨＰＰＤ 抑制剂

类除草剂的抗性正相关ꎮ 抗性长芒苋(Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ
ｐａｌｍｅｒｉ Ｓ􀆰 Ｗａｔｓｏｎ)的 ＨＰＰＤ 基因序列与敏感型长芒

苋无显著差异ꎬ但其表达量显著高于敏感亲本[４１]ꎮ
Ｌｕ 等[４２] 通过基因倒位和重复ꎬ成功构建双靶点

ＣＲＩＳＰＲ 载体ꎬ编辑的水稻植株 ＰＰＯ１ 和 ＨＰＰＤ 基因

表达量提高了数十倍ꎬ使水稻植株对 ＨＰＰＤ 抑制剂

类除草剂的抗性显著提高ꎮ ＨＰＰＤ 基因过表达除了

赋予植株除草剂抗性外ꎬ还具有提升植株抗逆性及

优化营养品质等功能ꎮ 作为植物代谢通路中的关键

酶ꎬＨＰＰＤ 催化产物质体醌作为八氢番茄红素脱氢

酶(ＰＤＳ)的辅酶因子ꎬ参与类胡萝卜素合成[４３]ꎮ 研

究结果表明ꎬ在 ６Ｍ￣ＯＥ 植株中积累了更多的类胡萝

卜素[２１]ꎻ大麦 ＨＰＰＤ 基因在烟草中过表达能提高烟

草种子维生素 Ｅ 含量[４４]ꎻ拟南芥 ＨＰＰＤ 基因过表达

植株中的维生素 Ｅ 含量亦显著提高[４５]ꎮ 这些研究

表明 ＨＰＰＤ 基因过表达植株是理想的优质育种材

料ꎮ 本研究获得的 ３ 个小麦 ＨＰＰＤ 等位基因过表达

植株抗性鉴定结果表明ꎬ３ 个小麦 ＨＰＰＤ 等位基因

的过表达株系的硝磺草酮抗性均显著提高ꎬ抗性指

数为７􀆰 ６３~１５􀆰 ６６ꎮ
综上所述ꎬ本研究系统解析了小麦 ＨＰＰＤ 基因

的特征与功能ꎬ不仅为揭示其抗性机制提供了理论

依据ꎬ更为抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂小麦种质的创
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