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　 　 摘要:　 为探究木聚糖酶抑制剂基因 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 在小麦抵御禾谷镰刀菌侵染中的分子机制ꎬ本研究从小麦品种安

农 １５８９ 中克隆出 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因ꎬ生物信息学与亚细胞定位分析结果显示ꎬＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白定位于细胞膜 /细胞壁ꎮ 通

过同源重组法构建诱饵载体ꎬ自激活与功能检测结果显示ꎬｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 在 ＮＭＹ５１ 酵母细胞内无自激活活性ꎬ且
可正常表达功能蛋白ꎮ 利用分裂泛素酵母双杂交系统筛选获得 １９ 个 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 互作候选蛋白ꎬ功能涉及信号转导、
跨膜运输、细胞程序性死亡及胁迫响应等ꎮ 进一步通过酵母回转、荧光素酶互补及双分子荧光互补试验ꎬ证实

ＴａＸＩ￣ＩＩＩ蛋白与超敏反应(ＨＲ)样病变诱导蛋白 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 在酵母和植物细胞中互作ꎮ 逆转录定量实时聚合酶链

式反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)结果表明ꎬＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因受禾谷镰刀菌诱导表达ꎬ在拟南芥中过表达 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因可增强植

株抗病性ꎮ 本研究结果为解析 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因功能机制及小麦抗病基因挖掘提供了理论依据ꎮ
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　 　 全球气候变暖加剧了禾谷镰刀菌 (Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ) 引起的小麦赤霉病 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｈｅａｄ
ｂｌｉｇｈｔꎬ ＦＨＢ)的发生与危害ꎮ 这种病害不仅会造成

小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)减产和品质下降ꎬ其产生

的真菌毒素还严重威胁人畜健康[１]ꎮ 目前ꎬ培育抗

病品种是预防和控制赤霉病最经济环保的策略ꎬ但
是中国主栽小麦品种多数抗病性较差[２]ꎮ 小麦赤

霉病抗性为多基因控制的数量性状ꎬ尽管已鉴定出

大量相关数量性状基因座(ＱＴＬ)ꎬ国内育种仍主要

依赖 Ｆｈｂ１ 单一抗原ꎬ遗传基础狭窄ꎬ亟需深入解析

小麦与病原菌的互作机制ꎬ挖掘新的抗病基因ꎬ创制

抗病新种质[３]ꎮ
植物细胞壁是抵御病原菌入侵的第一道屏障ꎬ由

纤维素、半纤维素、果胶和蛋白质等构成ꎬ形成了复杂

的网络结构[４￣５]ꎮ 为成功侵染寄主ꎬ禾谷镰刀菌会分

泌多种细胞壁降解酶破坏小麦细胞壁结构[６]ꎮ 其中ꎬ
内切￣β￣１ꎬ４￣木聚糖酶可切割木聚糖主链的 β￣１ꎬ４￣糖
苷键ꎬ破坏细胞壁完整性ꎬ并诱导活性氧积累与细胞

死亡[７￣８]ꎮ 为应对病原菌侵袭ꎬ小麦进化出多种木聚

糖酶抑制剂ꎬ包括 ＴａＸＩ、ＸＩＰ 和 ＴＬＸＩ ３ 大类[９]ꎮ ＴａＸＩ
是小麦中最早鉴定且含量较高的木聚糖酶抑制剂ꎬ此
编码基因以多基因家族形式存在ꎬ目前已分离出 ６ 种

亚型[９￣１０]ꎮ 多项研究结果表明ꎬＴａＸＩ 基因表达受病原

侵染诱导ꎮ 禾谷镰刀菌或白粉菌侵染可显著诱导

ＴａＸＩ￣ＩＩＩ / ＴａＸＩ￣ＩＶ 基因转录本积累[１１]ꎻ接种禾谷镰刀

菌突变体△Ｔｒｉ５ 可使 ＴａＸＩⅠ̄Ａ、ＴａＸＩⅡ̄Ａ 蛋白表达量

提高２~３ 倍[１２]ꎻ小麦扬花期接种禾谷镰刀菌后ꎬ多个

ＴａＸＩ￣ｔｙｐｅ 亚型在抗病品种中的上调幅度显著高于感

病品种[１３]ꎮ 功能研究结果表明ꎬＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白在体外

可抑制禾谷镰刀菌木聚糖酶 ＦＧＳＧ＿０３６２４ 和 ＦＧＳＧ＿
１０９９９ 的活性ꎬ并抑制其在未分化小麦细胞、小麦外稃

组织及烟草叶片中引发的细胞死亡[１３￣１６]ꎮ 其他 ＴａＸＩ￣
ｔｙｐｅ 亚型在毕赤酵母中异源表达时也表现出类似功

能[１３]ꎮ 由于ＴａＸＩ￣ＩＩＩ蛋白对禾谷镰刀菌木聚糖酶具

有双重抑制效应ꎬ转 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因硬质小麦在接种禾

谷镰刀菌后赤霉病病症和菌体生物量显著减轻[１４]ꎮ

尽管 ＴａＸＩ 功能已有较多研究ꎬ其互作蛋白尚未

系统鉴定ꎬ且其抑制木聚糖酶诱发细胞死亡的分子

机制仍不明确ꎮ 为此ꎬ本研究以 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 为诱饵ꎬ利
用酵母双杂交系统筛选禾谷镰刀菌侵染的小麦穗部

ｃＤＮＡ 文库ꎬ鉴定互作蛋白ꎬ并对候选蛋白的生物学

功能进行初步分析ꎬ以进一步揭示 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 介导的

抗病机制ꎬ为小麦抗赤霉病基因挖掘提供理论支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试小麦为中抗赤霉病品种安农 １５８９ꎬ种植于

滁州学院小麦生长室ꎬ于扬花期对每朵小花注射 １０
μＬ 禾谷镰刀菌(混合菌株ꎬ由安徽农业大学农学院

提供)ꎬ并于接种后 ０ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ
和 ９６ ｈ 取样ꎬ液氮速冻后于－８０ ℃ 保存ꎮ 拟南芥

( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ) 和 本 氏 烟 草 ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)种植于滁州学院植物培养室ꎮ

酵母双杂交试验所需载体及禾谷镰刀菌侵染的

小麦 ｃＤＮＡ 文库由安徽农业大学小麦分子育种实验

室 惠 赠ꎬ 植 物 表 达 载 体 ｐＨＺＭ２７￣ＧＦＰ、 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３００￣ｎＬＵＣ、 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ｃＬＵＣ、 ｐＵＣ￣ＳＰＹＣＥ
和 ｐＵＣ￣ＳＰＹＮＥ 由滁州学院小麦育种实验室保存ꎮ
试验所需感受态细胞均购自上海唯地生物技术有限

公司ꎮ
ＲＮＡ 提取试剂盒(货号:ＲＣ４０１￣０１)、反转录试

剂盒 (货号: Ｒ１２３￣０１)、 Ｐｈａｎｔａ 高保真酶 (货号:
Ｐ５２５￣０１)和荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒(货号:Ｑ４１２￣０２)
均购自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻ同源重组试

剂盒 (货号: ＣＵ２０２￣０２)、 胶回收试剂盒 ( 货号:
ＥＧ１０１￣０１)、质粒提取试剂盒(货号:ＥＭ１１１￣０１)和

ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ(货号:ＢＭ１４１￣０１、ＢＭ１０１￣０１)均购自北

京全式金生物技术股份有限公司ꎻ酵母营养缺陷型

培养基(货号:ＰＴ１０５６、ＰＴ１０６６)、酵母感受态制备试

剂盒(货号:ＰＴ１３５４￣ＤＣ)、Ｘ￣ｇａｌ(货号:ＰＹ１０９２)均购

自武汉普因特生物工程有限公司ꎻ酵母质粒提取试

剂盒(货号:Ｄ３３７６)购自北京索莱宝科技有限公司ꎻ
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限制性内切酶购自新英格兰生物实验室ꎻ引物合成

和测序由生工生物工程(上海)股份有限公司完成ꎮ
１.２　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因的克隆

为克隆 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因ꎬ从接种禾谷镰刀菌不同

时间点的安农 １５８９ 小麦穗部提取总 ＲＮＡꎬ反转录

获得 ｃＤＮＡꎬ并作为模板ꎮ 以特异性引物 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｆ
( ５′￣ＣＣＴＧＡＣＣＡＴＣＴＣＣＧＴＣＣＡＣＴ￣３′) 和 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｒ
(５′￣ＴＡＧＴＣＧＡＣＧＡＡＧＴＡＣＡＴＴＧＴＡＣＡＧＴＡ￣３′) 为扩

增引物ꎬ利用 Ｐｈａｎｔａ 高保真酶完成 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增

体系和程序参考说明书ꎮ 扩增产物经 １.０％琼脂糖

凝胶电泳检测并回收纯化ꎬ连接至 ｐＢｌｕｎｔ 克隆载体

后测序验证ꎮ 选取测序正确的阳性克隆ꎬ从中提取

ｐＢｌｕｎｔ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 质粒ꎬ于－２０ ℃保存备用ꎮ
１.３　 生物信息学分析 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ蛋白及其亚细胞定位

　 　 使用在线网站 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ.ｓｊ￣
ｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２/ )、ＣＥＬＬＯ ｖ.２.５(ｈｔｔｐ:/ /
ｃｅｌｌｏ.ｌｉｆｅ.ｎｃｔｕ.ｅｄｕ.ｔｗ / )和 ＤｅｅｐＬｏｃ ￣ ２.０(ｈｔｔｐｓ:/ / ｓｅｒｖ￣
ｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＤｅｅｐＬｏｃ－２.０ / )对 ＴａＸＩ￣
ＩＩＩ 蛋白进行亚细胞定位预测ꎮ 利用同源重组法构建

ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＥＧＦＰ 定位表达载体:以 ｐＢｌｕｎｔ￣ＴａＸＩ￣
ＩＩＩ 为模板ꎬ使用引物 ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｆ(５′￣ＡＧＡＧＧＡ￣
ＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＣＡＣＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴＣＣ￣３′) / ｐＨＺＭ￣
２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｒ(５′￣ＣＣＡＴＧＡＧＣＴＣＣＣＴＡＧＧＧＣＴＧＣＣＧＣＡ￣
ＡＣＣＣＧＴＡＡＡＧＴ￣３′)扩增目的片段ꎬ纯化后通过同源重

组试剂盒与经 ＸｈｏⅠ和 ＳｐｅⅠ双酶切的 ｐＨＺＭ２７￣ＧＦＰ 载

体连接ꎮ 将重组产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 中ꎬ经菌

液 ＰＣＲ 及 ＸｈｏⅠ和 ＳｐｅⅠ双酶切重组质粒筛选阳性克

隆ꎬ对酶切正确的质粒进行测序验证ꎮ 将 ｐＨＺＭ２７￣ＥＧ￣
ＦＰ 与 ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＥＧＦＰ 分 别 转 化 农 杆 菌

ＧＶ３１０１ꎬ经 ＰＣＲ 鉴定后ꎬ于ＹＥＢ 培养基中 ２８ ℃培养至

ＯＤ６００为１.２~１􀆰 ６ꎮ 菌体用悬浮液(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２、１０
ｍｍｏｌ / Ｌ ２￣吗啉乙磺酸、１００ μｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮)洗涤并

重悬至ＯＤ６００≈０􀆰 ８ꎬ２８ ℃避光静置２~３ ｈ 后注射本氏烟

草叶片ꎮ 避光培养 ４８ ｈ 后ꎬ取侵染组织进行共聚焦显

微镜观察ꎮ
１.４　 诱饵载体的构建、酵母转化及功能与自激活检测

　 　 根据 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因编码区序列及诱饵载体序

列ꎬ使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件设计同源重组引物(表 １)ꎮ
以 ｐＢｌｕｎｔ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 质粒为模板ꎬ用表 １ 中引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ回收基因片段后分别与经相应酶切线性

化的 ｐＢＴ３￣Ｎ ( Ｓｆｉ Ⅰ/ Ｎｃｏ Ⅰ)、 ｐＢＴ３￣ＳＴＥ ( Ｓｆｉ Ⅰ/
ＰｓｔⅠ)和 ｐＢＴ３￣ＳＵＣ(ＳｆｉⅠ / ＰｓｔⅠ)载体进行重组连

接ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ经菌液 ＰＣＲ、
双酶切和测序验证后获得重组诱饵载体ꎮ

采用 ＰＥＧ / ＬｉＡｃ 法将 ３ 种重组诱饵载体 ｐＢＴ３Ｎ￣
ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 、ｐＢＴ３ＳＴＥ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 和 ｐＢＴ３ＳＵＣ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 分

别与 ｐＯｓｔ１￣ＮｕｂＩ 共转化 ＮＭＹ５１ 酵母作为功能检测

组ꎻ与 ｐＰＲ３￣Ｎ 共转化作为自激活检测组ꎮ 以 ｐＴＳＵ２￣
ＡＰＰ＋ｐＮｕｂＧ￣Ｆｅ６５ 为阳性对照ꎬｐＴＳＵ２￣ＡＰＰ＋ｐＰＲ３￣Ｎ
为阴性对照ꎮ 经菌液 ＰＣＲ 鉴定后ꎬ将各酵母菌株分

别点接于双缺培养基(ＤＤＯꎬＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ)和四缺培

养基(ＱＤＯ / Ｘꎬ含 ２０ μｇ / ｍＬ Ｘ￣ｇａｌ 的 ＳＤ / ￣Ａｄｅ / ￣Ｈｉｓ / ￣
Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ)ꎬ３０ ℃培养３~５ ｄꎬ观察菌落生长情况以评

估重组诱饵载体的自激活活性及功能ꎮ

表 １　 构建重组诱饵载体所用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｉｔ ｖｅｃｔｏｒｓ

引物名称　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　

ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｆ ＡＴＴＣＣＴＧＣＡＧＧＧＣＣＡＴＴＡＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＡＣＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴＣＣ
ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｒ ＴＡＧＣＴＡＣＴＴＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＧＣＴＧＣＣＧＣＡＡＣＣＣＧＴＡＡ
ｐＢＴ３ＳＴＥ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｆ ＴＴＴＡＴＧＴＡＡＴＧＧＣＣＡＴＴＡＣＧＧＣＣＧＣＡＣＧＧＧＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧＴ
ｐＢＴ３ＳＵＣ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｆ ＴＡＴＣＴＧＣＡＡＴＧＧＣＣＡＴＴＡＣＧＧＣＣＣＴＴＣＣＧＧＴＧＣＴＣＧＣＧＣＣＧＧＴＣＡ
ｐＢＴ３ＳＴＥ / ＳＵＣ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｒ ＴＡＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＧＣＡＧＧＧＧＣＴＧＣＣＧＣＡＡＣＣＣＧＴＡＡＡＧＴ

１.５　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 互作蛋白的筛选与分析

为筛选 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 互作蛋白ꎬ将 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ
转化至 ＮＭＹ５１ 酵母并制备为感受态ꎬ随后转入小

麦 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 转化子涂布于 ＱＤＯ / Ｘ 培养基培养

３~５ ｄꎬ挑取 ５５ 个直径大于 ２ ｍｍ 的单克隆ꎬ进一步

点种于 ＤＤＯ 与 ＱＤＯ / Ｘ 平板验证ꎮ 选取复筛阳性

克隆扩大培养ꎬ提取酵母质粒并转化至大肠杆菌

ＤＨ５αꎬ克隆后测序ꎮ 测序序列在小麦多组学数据库

(ｈｔｔｐ: / / ｗｈｅａｔｏｍｉｃｓ. ｓｄａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ) 进行 ＢＬＡＳＴ 比

对ꎬ以确定互作蛋白编号及功能注释ꎮ 进一步利用

ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ初步预测

候选蛋白可能具有的生物学功能ꎮ
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１.６　 酵母双杂交回转验证

从阳性酵母菌株中提取 ｐＰＲ３Ｎ￣候选互作蛋白基

因ꎬ与 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 诱饵载体共转化至 ＮＭＹ５１ 酵

母ꎬ涂布于 ＤＤＯ 平板ꎬ３０ ℃培养 ３ ｄꎬ经菌液 ＰＣＲ 鉴

定ꎬ选取阳性克隆扩大培养至 ＯＤ５４６≈１.２ꎮ 收集菌

体ꎬ用 ０.９％ ＮａＣｌ 溶液重悬至ＯＤ５４６ ＝ １􀆰 ０ꎬ按 １０ 倍梯

度依次稀释为１×１０－１、１×１０－２、１×１０－３后ꎬ分别点样于

ＤＤＯ 与ＱＤＯ / Ｘ 平板ꎬ３０ ℃培养３~５ ｄꎬ观察菌落生长

情况ꎮ 以 ｐＴＳＵ２￣ＡＰＰ ＋ｐＮｕｂＧ￣Ｆｅ６５ 和 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣
ＩＩＩ＋ｐＯｓｔ１￣ＮｕｂＩ 为阳性对照ꎬｐＴＳＵ２￣ＡＰＰ＋ｐＰＲ３￣Ｎ 和

ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ＋ｐＰＲ３￣Ｎ 为阴性对照ꎮ
１.７　 在本氏烟草中验证 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白与 ＴａＨＲＬＩ￣
２Ｂ 蛋白的互作

　 　 为验证 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白与 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 蛋白的互作

关系ꎬ分别构建 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ｎＬＵＣ、ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３００￣ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣ｃＬＵＣ、 ｐＵＣ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＳＰＹＮＥ 和

ｐＵＣ￣ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣ＳＰＹＣＥ 重组载体ꎬ并转化农杆菌

ＧＶ３１０３ꎮ 通过农杆菌瞬时侵染本氏烟草叶片ꎬ分别

进行荧光素酶互补(ＬＣＡ)试验和双分子荧光互补

(ＢｉＦＣ)试验ꎮ ＬＣＡ 试验中ꎬ试验组共表达 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣
ｎＬＵＣ 与 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣ｃＬＵＣꎬ对照组设置相应的空载组

合ꎬ注射 ６ 周龄烟草叶片后暗培养 ２４ ｈꎬ涂抹 Ｄ￣荧光

素钾盐底物ꎬ使用活体成像系统检测荧光信号ꎮ ＢｉＦＣ
试验中ꎬ试验组共表达 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＳＰＹＮＥ 与 ＴａＨＲＬＩ￣
２Ｂ￣ＳＰＹＣＥꎬ对照组设置对应的空载组合ꎬ注射后暗培

养 ４８ ｈꎬ通过共聚焦显微镜观察荧光信号ꎮ
１.８　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)分析禾谷镰刀菌

侵染条件下 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因的表达模式

　 　 以方法 １.２ 中合成的 ｃＤＮＡ 作为 ｑＰＣＲ 模板ꎬ以
小麦 ＴａＡｃｔｉｎ(ＡＢ１８１９９１.１)为内参基因ꎬ使用引物

ｑＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣Ｆ ( ５′￣ＡＧＧＡＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＡＧＴＣＴＣＴＣ￣
３′) / ｑＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣Ｒ ( ５′￣ＣＧＡＴＣＣＣＴＴＧＧＣＴＴＧＧＴＴＧ￣
３′)和 ｑＴａＡｃｔｉｎ￣Ｆ(５′￣ＧＴＧＡＧＣＣＡＣＡＣＴＧＴＴＣＣＡＡＴＣ￣
ＴＡＴＧ￣３′) / ｑＴａＡｃｔｉｎ￣Ｒ ( ５′￣ＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＡＣＴ￣
ＧＴＡＴＴＴＣ￣３′)进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应体系与

程序参考 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒说明书ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ方

法计算 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因在小麦接种禾谷镰刀菌后

不同时间的相对表达量ꎮ
１.９　 过表达 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因拟南芥的筛选及其抗

病性鉴定

　 　 通过同源重组将 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因的编码序列

(ＣＤＳ)克隆至 ｐＨＺＭ３３￣ＧＵＳ 载体ꎬ构建 ｐＨＺＭ３３￣ＴａＨＲ￣

ＬＩ￣２Ｂ 植物表达载体ꎮ 采用农杆菌 ＧＶ３１０１ 介导的花序

浸染法获得转基因拟南芥[１７]ꎬ通过 ０.１％ Ｂａｓｔａ 抗性筛

选及反转录聚合酶链式反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)验证获得阳性

植株ꎬ并将阳性植株自交繁殖至 Ｔ３ 代纯合系ꎮ 取 Ｔ３
代拟南芥离体莲座叶片ꎬ经创伤处理后ꎬ接种 ５ μＬ 含

量为 １ ｍＬ ５×１０５个孢子的禾谷镰刀菌孢子悬浮液ꎬ将
叶柄嵌入含 ０.７％琼脂的培养皿ꎬ于温度 ２２ ℃、相对湿

度 １００％、１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗条件下培养５~７ ｄꎬ观察发

病情况ꎮ 每株设 ３ 次生物学重复ꎬ评估 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基

因过表达对病原菌抗性的影响ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 小麦 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因的克隆及其亚细胞定位植

物表达载体构建

　 　 本研究以安农 １５８９ 小麦 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用特

异性引物 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｆ / ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得

ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因编码区ꎮ 产物经纯化后克隆至 ｐＢｌｕｎｔ
载体ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５α 并进行克隆、测序ꎬ成功获

得长度为 １ ２９９ ｂｐ 的 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因序列(图 １Ａ)ꎮ 以

此为基础ꎬ通过同源重组法构建 ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣
ＥＧＦＰ 植物表达载体ꎮ 经菌液 ＰＣＲ 初筛和 ＸｈｏⅠ/
ＳｐｅⅠ双酶切验证ꎬ酶切后产生 １ ９５４ ｂｐ 的片段(图
１Ｂ)ꎮ 重组质粒测序结果表明ꎬ插入序列与 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ
基因完全一致ꎬ证实表达载体构建正确ꎮ

Ｍ１:Ｔｒａｎｓ５Ｋ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻａ１ ~ ａ３:ＰＣＲ 扩增含有 ｐＢｌｕｎｔ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ
的阳性菌液ꎻｂ１:未酶切的 ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＥＧＦＰ 质粒ꎻｂ２、ｂ３:
ＸｈｏⅠ/ ＳｐｅⅠ双酶切的 ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＥＧＦＰ 质粒ꎮ
图 １　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因的克隆与亚细胞定位植物表达载体

ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＥＧＦＰ 的构建

Ｆｉｇ.１ 　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＥＧＦＰ ｆｏｒ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
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２.２　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白亚细胞定位分析

Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２. ０ 预测 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白定位于细胞

膜ꎬＣＥＬＬＯ ｖ.２.５ 与 ＤｅｅｐＬｏｃ￣２.０ 预测其定位于质膜

和(或)细胞外ꎮ 为验证上述预测ꎬ通过农杆菌介导

的瞬时转化在烟草叶片中表达 ｐＨＺＭ２７￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣
ＥＧＦＰ 及 ｐＨＺＭ２７￣ＥＧＦＰꎮ 激光共聚焦显微镜观察

结果显示ꎬＴａＸＩ￣ＩＩＩ::ＥＧＦＰ 融合蛋白的绿色荧光信

号特异性分布于细胞质膜 /细胞周边区域ꎬ在细胞质

与细胞核中均未检测到明显荧光信号ꎬ而对照空载

体 ＥＧＦＰ 的荧光信号则广泛分布于细胞周边、细胞

质及细胞核中(图 ２)ꎮ 表明 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白主要定位

于细胞膜 /细胞壁区域ꎬ与预测结果一致ꎮ 因此ꎬ在
后续筛选 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 互作蛋白时ꎬ需采用分裂泛素系

统膜体系酵母双杂交技术ꎮ

图 ２　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ蛋白在烟草叶片上亚细胞定位结果

Ｆｉｇ.２　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ

２.３　 诱饵载体的构建及功能与自激活检测

为构建酵母双杂交诱饵载体ꎬ以 ｐＢｌｕｎｔ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ
为模板ꎬ利用表 １ 中的同源重组引物ꎬ通过 ＰＣＲ 扩

增获得大小约１ ２４５ ｂｐ、１ ２４５ ｂｐ 和１ １８５ ｂｐ 的目的

片段(图 ３Ａ)ꎮ 纯化后的片段分别与经双酶切线性

化的 ｐＢＴ３￣Ｎ、ｐＢＴ３￣ＳＴＥ 及 ｐＢＴ３￣ＳＵＣ 载体进行同源

重组连接ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５α 后筛选阳性克隆并

提取重组质粒ꎮ 经限制性内切酶酶切验证ꎬｐＢＴ３Ｎ￣
ＴａＸＩ￣ＩＩＩ ( Ｐｓｔ Ⅰ / Ｓａｃ Ⅱ 酶 切 )、 ｐＢＴ３ＳＴＥ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ
(ＸｂａⅠ / ＨｉｎｄⅢ酶切)和 ｐＢＴ３ＳＵＣ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ(ＸｂａⅠ /
ＰｓｔⅠ酶切)分别产生１ ２４１ ｂｐ、１ ２９４ ｂｐ 和１ ２３０ ｂｐ
的预期片段(图 ３Ｂ)ꎮ 酶切检测正确的重组质粒经

测序证实各重组载体中插入序列与 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 完全一

致ꎬ表明重组诱饵载体构建成功ꎮ
　 　 为筛选合适的诱饵载体ꎬ本研究对 ３ 种重组载

体进行功能与自激活验证(图 ４)ꎮ 从图 ４ 可见ꎬ所
有酵母转化子在 ＤＤＯ 平板上均正常生长ꎬ表明转化

成 功ꎮ 功 能 分 析 结 果 显 示ꎬ ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ、

ｐＢＴ３ＳＴＥ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 与 ｐＢＴ３ＳＵＣ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 分 别 与

ｐＯｓｔ１￣ＮｕｂＩ 共转化菌株在 ＱＤＯ / Ｘ 平板上均能生长

并显蓝色ꎬ表明三者均可表达活性蛋白ꎮ 自激活检

测中ꎬ 仅 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 与 ｐＰＲ３Ｎ 共转化株在

ＱＤＯ / Ｘ 上不生长ꎬ表明其无自激活活性ꎮ 因此ꎬ选
取 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 用于后续互作蛋白筛选ꎮ
２.４　 酵母双杂交筛选 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 的互作蛋白及候选

互作蛋白的功能分析

　 　 为进一步验证互作真实性ꎬ将 ５５ 个候选克隆点

种于 ＤＤＯ 与 ＱＤＯ / Ｘ 平板进行复筛ꎬ结果(图 ５)显
示ꎬ多数克隆在 ＱＤＯ / Ｘ 平板上生长良好且显蓝色ꎬ
表明其编码蛋白可能与 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白互作ꎮ 从中选

取生长良好且显色清晰的菌落提取质粒ꎬ转化大肠

杆菌 ＤＨ５α 进行克隆并测序ꎮ 经小麦多组学数据库

比对及去重后ꎬ最终获得 １９ 个 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 潜在互作蛋

白(表 ２)ꎮ ＧＯ 功能富集结果表明ꎬ这些蛋白质可能

参与信号转导、跨膜运输、程序性细胞死亡及生物 /
非生物胁迫响应等过程(图 ６)ꎮ

０３３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２６ 年 第 ４２ 卷 第 ７ 期



Ｍ２:Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ图 Ａ 中 ａ１~ ａ３ 分别为插入到 ｐＢＴ３￣Ｎ、ｐＢＴ３￣ＳＴＥ、ｐＢＴ３￣ＳＵＣ 载体中的 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因 ＰＣＲ 片段ꎻ图 Ｂ 中 ｂ１~ ｂ３ 分别

为双酶切后的 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ、ｐＢＴ３ＳＴＥ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ、ｐＢＴ３ＳＵＣ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 重组诱饵质粒ꎮ
图 ３　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ的 ＰＣＲ 扩增与重组诱饵载体双酶切检测结果

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｉｔ ｖｅｃｔｏｒｓ

＋为阳性对照组ꎻ－为阴性对照组ꎻ▲为自激活检测组ꎻ●为功能检测组ꎻ虚线两侧为两个重复ꎮ ＤＤＯ:双缺培养基ꎻＱＤＯ / Ｘ:四缺＋Ｘ￣α￣半乳

糖培养基ꎮ
图 ４　 重组诱饵载体的功能检测与自激活检测结果

Ｆｉｇ.４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｉｔ ｖｅｃｔｏｒｓ

２.５　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 与部分候选互作蛋白的回转验证

为验证 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 与候选互作蛋白的互作关
系ꎬ将筛选获得的猎物载体(包括 ｐＰＲ３Ｎ￣ＴａＢＩ￣１￣
６Ｄ、 ｐＰＲ３Ｎ￣ＴａＲＢＬ￣２Ｂ、 ｐＰＲ３Ｎ￣ＴａＴｒｘ￣５Ａ、 ｐＰＲ３Ｎ￣
ＴａＨＲＬＩ￣４Ｂ、 ｐＰＲ３Ｎ￣ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ、 ｐＰＲ３Ｎ￣ＴａＨＲＬＩ￣
４Ａ)分别与诱饵载体 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 共转化至

ＮＭＹ５１ 酵母细胞中ꎬ鉴定、稀释后点样于 ＤＤＯ 和

ＱＤＯ / Ｘ 平板上ꎬ结果(图 ７)显示ꎬ所有共转化菌

株在 ＤＤＯ 平板上均正常生长ꎬ表明转化成功ꎮ
在 ＱＤＯ / Ｘ 平板上ꎬ阴性对照组未见生长ꎬ而阳性

对照组及所有试验组均正常生长且呈现蓝色ꎬ表
明 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白与上述候选互作蛋白质在酵母细

胞内均存在特异性相互作用ꎮ

２.６　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ蛋白与 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ蛋白互作验证

为确认 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白与 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 蛋白在植物
体内是否存在互作关系ꎬ利用农杆菌介导的瞬时转化

在烟草叶片分别进行荧光素酶互补(ＬＣＡ)试验和双

分子荧光互补(ＢｉＦＣ)试验ꎮ ＬＣＡ 试验结果(图 ８Ａ)
显示ꎬ共注射 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ｎＬＵＣ 与 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣ｃＬＵＣ 的

烟草叶片区域可检测到强烈的荧光信号ꎬ而 ３ 组阴性

对照(ｎＬＵＣ＋ｃＬＵＣ、ｎＬＵＣ＋ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣ｃＬＵＣ、ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣
ｎＬＵＣ＋ｃＬＵＣ)均无荧光信号ꎬ表明两者在植物体内存

在特异性互作ꎮ ＢｉＦＣ 试验进一步验证了这一结果:
共转 ｐＵＣ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ＳＰＹＮＥ 和 ｐＵＣ￣ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣ＳＰＹＣＥ
的叶片细胞周边在激光共聚焦显微镜下可见明显黄

色荧光信号ꎬ而各阴性对照均无荧光产生(图 ８Ｂ)ꎮ
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－１:阴性对照 ｐＴＳＵ２￣ＡＰＰ＋ｐＰＲ３Ｎꎻ－ ２:阴性对照 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ＋ｐＰＲ３Ｎꎻ＋ １:阳性对照 ｐＴＳＵ２￣ＡＰＰ＋ｐＮｕｂＧ￣Ｆｅ６５ꎻ＋ ２:阳性对照 ｐＢＴ３Ｎ￣
ＴａＸＩ￣ＩＩＩ＋ｐＯｓｔ１￣ＮｕｂＩꎮ ＤＤＯ、ＱＤＯ / Ｘ 见图 ４ 注ꎮ １~５５:候选克隆ꎮ

图 ５　 木聚糖酶 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ互作蛋白的筛选结果

Ｆｉｇ.５　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｘｙｌａｎａｓｅ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ

表 ２　 小麦 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ潜在互作蛋白的基因 ＩＤ 及功能注释

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ ｉｎ ｗｈｅａｔ

克隆编号　 　 基因 ＩＤ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 功能注释　 　 　 　 　 　

３ ＴｒａｅｓＣＳ６Ｄ０２Ｇ０７７０００.１ Ｂａｘ 抑制剂 １ 样蛋白

４ ＴｒａｅｓＣＳ４Ｂ０２Ｇ０２６４００.１ ＲＮＡ 结合蛋白

５、７ ＴｒａｅｓＣＳ５Ａ０２Ｇ４８２８００.１ 光系统Ⅰ反应中心亚基Ⅳ

６、８ ＴｒａｅｓＣＳ２Ｂ０２Ｇ１１８８００.１ 蓖麻毒素 ｂ 样凝集素 Ｒ４０Ｇ２

９、１０、１１、１２、１３、３０ ＴｒａｅｓＣＳ３Ｂ０２Ｇ３７６６００.１ ３０Ｓ 核糖体蛋白 Ｓ５

１４、４１ / ４４、４５ ＴｒａｅｓＣＳ３Ｄ０２Ｇ３３２４００. / ＴｒａｅｓＣＳ３Ａ０２Ｇ３３８８００.１ 核糖体蛋白 Ｌ３４ｅ 超家族蛋白

２４、２７ ＴｒａｅｓＣＳ３Ｄ０２Ｇ２６０３００.１ 几丁质酶

２６、３４ ＴｒａｅｓＣＳ５Ｂ０２Ｇ０３３１００.１ 转体基因蛋白

３１ ＴｒａｅｓＣＳ５Ａ０２Ｇ２０５０００.２ 硫氧还原蛋白

３２ ＴｒａｅｓＣＳ３Ｂ０２Ｇ４７３０００.１ ＹＧＬ０１０ｗ 样蛋白

３３ ＴｒａｅｓＣＳ２Ａ０２Ｇ１８８６００.１ 多元醇运输因子

３５、４７ / ３９ / ４６、５０ ＴｒａｅｓＣＳ４Ｂ０２Ｇ３１６３００.１ / ＴｒａｅｓＣＳ２Ｂ０２Ｇ０４０２００.１ / ＴｒａｅｓＣＳ４Ａ０２Ｇ４１５５００.１ ＨＲ 样病变诱导蛋白相关蛋白

３６ ＴｒａｅｓＣＳ３Ａ０２Ｇ３０３３００.１ 脂多糖出口系统渗透酶蛋白 ＬｐｔＦ

３７ ＴｒａｅｓＣＳ６Ｂ０２Ｇ３３０７００.１ 脂肪加氧酶结合结构域 １

３８ ＴｒａｅｓＣＳ５Ｂ０２Ｇ２７００００.１ 质子泵交换器 １

４２、４３、５１ ＴｒａｅｓＣＳ６Ｄ０２Ｇ１００９００ＬＣ.１ ＤＮＡ 定向 ＲＮＡ 聚合酶亚基
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ａ１:细胞过程ꎻａ２:对生物刺激的响应ꎻａ３:翻译ꎻａ４:蛋白质代谢过程ꎻａ５:细胞程序性死亡ꎻａ６:解剖结构发育ꎻａ７:代谢过程ꎻａ８:跨膜运输ꎻａ９:

对非生物刺激的响应ꎻａ１０:生物合成过程ꎻａ１１:脂质代谢过程ꎻａ１２:对胁迫的响应ꎻａ１３:多细胞生物体发育ꎻａ１４:细胞组分组织化ꎻａ１５:对化学

物质的响应ꎻａ１６:细胞通讯ꎻａ１７:含氮碱基化合物代谢过程ꎻａ１８:信号转导ꎻａ１９:胚后发育ꎻｂ１:质体ꎻｂ２:细胞核ꎻｂ３:核被膜ꎻｂ４:胞质溶胶ꎻｂ５:

液泡ꎻｂ６:核糖体ꎻｂ７:膜ꎻｂ８:核质ꎻｂ９:内质网ꎻｂ１０:核仁ꎻｂ１１:叶绿体ꎻｂ１２:外部包被结构ꎻｂ１３:细胞质ꎻｂ１４:类囊体ꎻｂ１５:细胞壁ꎻｂ１６:细胞内解

剖结构ꎻｂ１７:质膜ꎻｃ１:催化活性ꎻｃ２:染色质结合ꎻｃ３:ＲＮＡ 结合ꎻｃ４:蛋白质结合ꎻｃ５:核酸结合ꎻｃ６:ＤＮＡ 结合ꎻｃ７:结构分子活性ꎻｃ８:转运蛋白

活性ꎮ
图 ６　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ互作蛋白的 ＧＯ 富集分析结果

Ｆｉｇ.６　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ

－:阴性对照 ＡＰＰ＋ＰＲ３Ｎ、ＴａＸＩ￣ＩＩＩ＋ＰＲ３Ｎꎻ＋:阳性对照 ＡＰＰ＋ＮｕｂＧ￣Ｆｅ６５、ＴａＸＩ￣ＩＩＩ＋ＮｕｂＩꎮ ＤＤＯ、ＱＤＯ / Ｘ 见图 ４ 注ꎮ
图 ７　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ蛋白与候选互作蛋白回转验证结果

Ｆｉｇ.７　 Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ ａｎｄ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.７　 小麦穗接种禾谷镰刀菌后 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因的

表达模式

　 　 小麦扬花期对每朵小花接种禾谷镰刀菌ꎬ采用

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析接种病原菌后不同时间 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ
基因的表达变化ꎬ结果如图 ９ 所示ꎬ随着时间的延

长ꎬＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因的相对表达量呈现先升高再降

低的趋势ꎬ但从 １２ ｈ 后相对表达量均高于对照(０
ｈ)ꎬ在接种 ７２ ｈ 时相对表达量达到峰值ꎮ 表明禾谷

镰刀菌侵染小麦后会诱导 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因上调表

达ꎬ据此推测ꎬＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因可能参与小麦赤霉病

抗性反应ꎮ

２.８　 转 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因拟南芥的鉴定与抗禾谷镰

刀菌的侵染

　 　 为验证 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因的抗病能力ꎬ本研究构

建了 ｐＨＺＭ３３￣ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 表达载体ꎬ通过农杆菌

ＧＶ３１０１ 介导的花序浸染法转化拟南芥ꎮ 经 Ｂａｓｔａ
抗性筛选ꎬ转基因株系(ＯＥ１~ ＯＥ３)叶片生长正常ꎬ
而野生型植株(ＷＴ)则明显枯黄死亡(图 １０Ａ)ꎮ 进

一步提取拟南芥的 ＲＮＡ 进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎬ结果

(图 １０Ｂ)显示ꎬ所有株系均表达内参基因 ＡｔＡｃｔｉｎ２ꎬ
而 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 仅在转基因株系中表达ꎬ表明 ＴａＨＲ￣
ＬＩ￣２Ｂ 基因已成功整合并表达ꎮ 采用离体叶片接种
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Ａ:荧光素酶互补(ＬＣＡ)试验ꎻＢ:双分子荧光互补(ＢｉＦＣ)试验ꎮ 图 Ａ 中荧光区域(左下象限组合)为试验组(ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ｎＬＵＣ＋ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣
ｃＬＵＣ)ꎬ该区域存在强烈荧光信号ꎬ代表 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白与 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 蛋白在植物体内发生特异性互作ꎬ无荧光的 ３ 个区域为阴性对照ꎬ即左

上象限的 ｎＬＵＣ ＋ ｃＬＵＣ(空载对照)ꎬ右上象限的 ｎＬＵＣ ＋ ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ￣ｃＬＵＣ(仅含 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 的单侧对照)ꎬ右下象限的 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ￣ｎＬＵＣ ＋

ｃＬＵＣ(仅含 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 的单侧对照)ꎻ图 Ｂ 中第一行为 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ＋ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 的互作正对照ꎬ第二、第三行分别为 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ＋空载体、空载体＋

ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 的阴性对照ꎮ
图 ８　 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ蛋白与 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 蛋白的荧光素酶互补试验和双分子荧光互补试验结果

Ｆｉｇ.８　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｂｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｂｉｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ

法ꎬ分别对 ＷＴ 和ＯＥ１~ ＯＥ３ 株系接种禾谷镰刀菌ꎬ
培养 ５ ｄ 后ꎬＷＴ 接种区域出现显著黄化、褐变及菌

丝扩展ꎮ 相比之下ꎬ转基因株系叶片病斑明显减轻

(图 １０Ｃ)ꎮ 综上ꎬ过表达 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因能够提高
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拟南芥对禾谷镰刀菌的抗性ꎮ

图柱上不同小写字母表示不同处理时间间差异达显著水平(Ｐ<
０.０５)ꎮ
图 ９　 禾谷镰刀菌侵染条件下 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因的表达

Ｆｉｇ.９ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａ￣
ｍｉｎｅａｒｕｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

３　 讨 论
小麦木聚糖酶抑制剂 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 受禾谷镰刀菌诱

导表达ꎬ在抵御赤霉病中起重要作用ꎮ ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 既

可抑制病原菌木聚糖酶对细胞壁的降解ꎬ又能抑制

其诱导细胞坏死ꎬ具备双重抗病功能[１３￣１６]ꎮ 已有研

究结果表明ꎬＴａＸＩ 通过关键残基插入木聚糖酶催化

中心ꎬ阻断其活性位点ꎬ并借助疏水作用与空间位阻

模拟底物ꎬ从而抑制酶活[１８]ꎮ 然而ꎬＴａＸＩ 抑制木聚

糖酶诱发细胞坏死的机制及其在小麦抗病过程中的

互作网络仍不清楚ꎮ 鉴于 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 定位于细胞膜和

(或)细胞壁ꎬ本研究采用分裂泛素酵母双杂交系

统[１９￣２１] 进行互作筛选ꎬ这项技术广泛应用于膜蛋

白、膜相关蛋白及可溶性蛋白的互作研究[２２]ꎮ

Ａ:喷施 Ｂａｓｔａ 筛选转基因拟南芥ꎻＢ:ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因过表达拟南芥的 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定ꎻＣ:ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因过表达拟南芥对禾谷镰刀菌的抗性

鉴定ꎮ ＷＴ:野生型拟南芥ꎻ０Ｅ１~０Ｅ３:ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因过表达拟南芥ꎻＭ２:Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎮ
图 １０　 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因过表达拟南芥的鉴定及其对禾谷镰刀菌的抗性评估

Ｆｉｇ.１０　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ

　 　 以 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 为诱饵载体ꎬ通过筛选禾谷镰

刀菌侵染的小麦穗部 ｃＤＮＡ 文库共获得 １９ 个ＴａＸＩ￣ＩＩＩ
候选互作蛋白ꎬ其功能涉及信号转导、跨膜运输、细胞

程序性死亡及生物 /非生物胁迫响应等过程ꎮ 为排除

假阳性ꎬ酵母回转试验验证了 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 与 ＴａＢＩ￣１￣６Ｄ
(ＢＡＸ 抑制因子￣１)、ＴａＲＢＬ￣２Ｂ(蓖麻毒素 Ｂ 样凝集

素)、ＴａＴｒｘ￣５Ａ(硫氧还蛋白)以及 ３ 个 ＨＲ 样病变诱

导蛋白(ＴａＨＲＬＩ￣４Ｂ、ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 和 ＴａＨＲＬＩ￣４Ａ)存在

互作关系ꎮ 其中ꎬＴａＸＩ￣ＩＩＩ 蛋白与 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 蛋白的

互作关系通过 ＬＡＣ 试验与 ＢｉＦＣ 试验在烟草体内得

到进一步确认ꎮ 已有研究结果表明ꎬ上述候选互作蛋

白在植物免疫中具有重要功能ꎮ 过表达拟南芥 ＢＩ￣１
基因能够增强水稻细胞在稻瘟病菌激发子处理下的

存活能力[２３]ꎻ小麦 ＴａＢＩ￣１.１ 可与水通道蛋白 ＴａＰＩＰ１
互作共同调控防御反应ꎬ在拟南芥中过表达 ＴａＢＩ￣１.１
基因能够提高其对丁香假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎ￣
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ｇａｅ ｐｖ. ｔｏｍａｔｏ ＤＣ３０００)的抗性[２４]ꎮ 小麦 ＴａＲＢＬ 可与

赤霉病抗性相关蛋白 ＴａＰＦＴ 互作ꎬ其基因沉默会显著

降低小麦对赤霉病的抗性[２５]ꎮ 水稻 ＯｓＴｒｘｍ 蛋白通

过与 ＯｓＭＥＳＬ 蛋白互作调控活性氧积累ꎬ影响对白叶

枯病的抗性[２６]ꎻ小麦 ＴａＴｒｘｈ１ 蛋白与 ＴａＣＰ１ 蛋白互

作ꎬ通过水杨酸(ＳＡ)信号通路增强对条锈病的抗

性[２７]ꎮ ＨＲＬＩ 是一类参与植物超敏反应(ＨＲ)的抗病

相关蛋白质ꎬ水稻 ＯｓＨＲＬＩ 基因受黄单胞菌(Ｘａｎ￣
ｔｈｏｍｏｎａｓ ｏｒｙｚａｅ ｐｖ. ｏｒｙｚａｅ)诱导表达ꎬ其过表达可提

高植株的抗病性[２８]ꎻ本氏烟草中过表达 ＮｂＨＲＬＩ４ 基

因也能增强植株对芜菁花叶病毒(ＴｕＭＶ)的抗性ꎬ反
之其沉默则促进 ＴｕＭＶ 积累[２９]ꎮ 本研究共鉴定出 ３
个与 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 互作的 ＴａＨＲＬＩ 蛋白ꎬ其中 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ
基因受禾谷镰刀菌诱导表达ꎬ在拟南芥中过表达

ＴａＨＲＬＩ￣２基因可延缓病原扩展并增强抗病性ꎮ
禾谷镰刀菌侵染小麦过程中分泌的木聚糖酶

ＦＧＳＧ＿０３６２４ 与 ＦＧＳＧ＿１０９９９ 可激发寄主 ＨＲ 反应ꎬ
引发活性氧积累与细胞坏死[８ꎬ３０]ꎬ而 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因

的过表达能有效抑制上述病理过程ꎬ从而减轻赤霉

病症状[１４ꎬ１６]ꎮ 本研究筛选的候选互作蛋白可能通

过与 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 互作共同参与调控活性氧代谢、细胞

死亡及防御反应ꎬ从而增强小麦对禾谷镰刀菌的抗

性ꎬ然而其具体分子机制仍有待深入解析ꎮ

４　 结 论

小麦木聚糖酶抑制剂 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 定位于细胞膜和

(或)细胞壁ꎮ 以 ｐＢＴ３Ｎ￣ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 为诱饵ꎬ采用分裂泛

素酵母双杂交技术从小麦 ｃＤＮＡ 文库中筛选出 １９ 个

ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 候选互作蛋白ꎬ功能涉及信号转导、跨膜运

输、细胞程序性死亡及胁迫响应等过程ꎮ 通过酵母回

转、ＬＡＣ 及 ＢｉＦＣ 试验验证了 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 与超敏反应相

关蛋白 ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 的互作关系ꎮ ＴａＨＲＬＩ￣２Ｂ 基因受

禾谷镰刀菌诱导表达ꎬ其在拟南芥中过表达可增强其

对病原菌的抗性ꎮ 本研究结果为解析 ＴａＸＩ￣ＩＩＩ 基因

调控小麦抗赤霉病的分子机制及抗病基因挖掘提供

了理论依据ꎮ
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