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小麦 F-box/Kelch 类基因 TaFKOR23 的抗逆 
相关表达模式及分子互作蛋白鉴定
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摘要：为了解 F-box 成员在小麦中响应生物和非生物逆境的表达情况及作用机制，本研究自小麦抗叶锈病近等基因系

TcLr15 中克隆了 F-box 基因 TaFKOR23，该基因编码一个由 421 个氨基酸残基组成的蛋白，N 端具有 F-box 结构域，中间带有

2 个明显的 Kelch 结构域，属于 F-box/Kelch 类型基因。系统进化分析表明，TaFKOR23 与粗山羊草（Aegilops tauschii Coss.）
和二穗短柄草（Brachypodium distachyon（L.）P. Beauv.）中的 F-box/Kelch-repeat protein OR23 同源性均较高。利用 qRT-
PCR 对接种亲和及非亲和叶锈菌、激素处理、非生物逆境胁迫后 TcLr15 植株中该基因的表达模式进行分析。研究结果表明，

TaFKOR23 基因表达受叶锈菌侵染而略升高，但在亲和与非亲和组合间的表达量无明显差异；受脱落酸（ABA）、水杨酸（SA）

和茉莉酸甲酯（MeJA）3 种激素处理后，该基因均呈先升高后降低的表达趋势，且表达量于处理后 12 h 达到最高，MeJA 对该

基因的诱导表达程度略高于 SA 和 ABA；盐胁迫处理后，除了 12 h 外，TaFKOR23 整体呈现上升的表达趋势，最高表达峰出现

在处理后 48 h；TaFKOR23 受聚乙二醇（PEG）处理的影响较小；该基因在旗叶中的表达量远高于其他部位。利用酵母双杂交

文库筛选并验证与该基因编码蛋白互作的上游靶蛋白。经文库筛选得到 11 类可能与 TaFKOR23 互作的靶蛋白，进一步回转

验证及 β- 半乳糖苷酶检测结果表明 TaFKOR23 与小麦 S- 期激酶相关蛋白（TaSkp1）、SEC1 家族运输蛋白 SLY1（TaSLY1）
和几丁质酶 2（TaChitinase 2）均存在相互作用。研究结果为深入解析小麦中 Kelch 类 F-box 基因的功能及代谢网络奠定了基

础，并拓宽了对植物中 Kelch 类 F-box 基因的功能认识。
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Abstract：To understand the expression profile and molecular mechanism of F-box members in response to 
biotic/abiotic stresses in wheat，TcLr15-a near isogenic line against leaf rust pathogen，was used as the material 
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to obtain a wheat F-box gene TaFKOR23.  The complete coding region encodes a polypeptide of 421 aa with 1 
F-box domain at N-terminal and 2 typical Kelch domains in the middle，which means that the wheat TaFKOR23 
belongs to F-box/Kelch subfamily. Phylogenetic tree showed that wheat TaFKOR23 had extremely high homology 
with F-box/Kelch-repeat protein OR23 from Aegilops tauschii Coss. and Brachypodium distachyon（L.）P. Beauv. 
Expression profiles of the gene in TcLr15 plants after treatment with leaf rust pathogens，3 hormones and abiotic 
stresses were analyzed by qRT-PCR in the present study. TaFKOR23 was slightly up-regulated by infection of 
leaf rust pathogen，but no significant difference was observed for TaFKOR23 transcripts accumulation between 
compatible and incompatible combinations. TaFKOR23 showed a trend of rise first，then fall，and the expression 
peak reached at 12 h after treatment with 3 homones，and MeJA caused slightly expression of TaFKOR23 than 
that of SA and ABA. TaFKOR23 transcript increased gradually after treatment with NaCl at all time course except  
12 h，and the maximum expression occurred at 48 h. PEG had less effection on TaFKOR23. TaFKOR23 
prominently expressed in flag leaves than in other parts of wheat. Target proteins interacting with TaFKOR23 
were screened and identified by yeast two-hybrid，11 kinds of target proteins were obtained by library screening，
and further results showed that TaFKOR23 can interact with TaSkp1，TaSLY 1 and TaChitinase 2. The research 
results laid a solid foundation for further understanding the function and metabolic network of F-box/Kelch genes 
in wheat，and broadened the functional knowledge of Kelch repeat-containing F-box genes in plant. 

Key words：wheat；F-box/Kelch；TaFKOR23；expression pattern；protein interaction

SCF 复合体是真核生物泛素化降解途径中组

成 E3 酶的一大类，由 Skp1、Cullin（Cdc53）、Rbx1/
Roc1/Hrt1 和 F-box 蛋白共同组成，通过更换结合

底物的 F-box 蛋白，实现对不同底物的特异性降 
解［１］。F-box 蛋白的 N 端含有约 50 个氨基酸组成

的 F-box 基序，是与 SCF 复合体中 Skp1 或 Skp1 类

似蛋白的结合区域［2-3］，其 C 端往往存在一些与蛋

白相互作用密切相关的二级结构，负责识别待降解

底物。根据 C 端结构域可对 F-box 蛋白进行分类，

如 FBU（含有未知结构域）、FBL（富含 LRR 重复

结构）、FBK（含有 Kelch 结构域）等［4］。F-box 蛋白

在真核生物中广泛存在。目前，已从酵母、线虫、果

蝇及动植物中鉴定了大量的 F-box 成员。据报道，

裂殖酵母中发现了 18 个 F-box 蛋白［5］，果蝇中 33
个 F-box 基因［6］，人中 38 个 F-box 蛋白［3］；植物中

也鉴定出了很多 F-box 基因，如谷子中 525 个［7］，水

稻中 687 个［4］，鹰嘴豆中 285 个［8］，拟南芥中约 700 
个［9］。可见，植物中 F-box 家族成员的数量远远多

于动物，是植物中最大的蛋白质家族之一。

近年来，F-box 蛋白在植物抵御生物 / 非生物

逆境胁迫中的作用已引起广泛的关注［10］。DOR
（drought resistance）编码 F-box 蛋白，在拟南芥中

通过与 ASK14 和 CUL1 特异性相互作用，从而

负向调节植物的耐旱性［11-12］。Remans 等［13］研

究显示，F-box 蛋白 AT5G15710 参与了拟南芥对

重 金 属 Cu2+ 或 Cd2+ 的 胁 迫 响 应 过 程。F-box 蛋

白 MAX2（FBL 类型）不仅在植物生长发育和对

植物激素——独脚金内酯的吸收过程中发挥重要

作用，其突变体还能够增强拟南芥对丁香假单胞

菌（Pseudomonas syringae van Hall）和胡萝卜软腐

果 胶 杆 菌（Pectobacterium carotovorum（Jones，）
Waldee）等 细 菌 的 敏 感 性［14］。F-box-Nictaba 的

表达在拟南芥中受热胁迫、Pseudomonas syringae 
van Hall 和水杨酸的诱导，通过水杨酸途径介导

植 物 抗 病 性 反 应［15］。F-box 蛋 白 CPR30（FBA
类型）和 SON1（FBU 类型）分别在拟南芥防御

Pseudomonas syringae van Hall 和 Peronospora 
parasitica（Pers.）Constant 的过程中发挥负调控作

用［16-17］。F-box 基因 PvFBS1 在菜豆叶片受伤害、

渗透胁迫及各种激素，如 MeJA、SA 等处理后表达

量呈累积趋势［18］。目前，对于 F-box 家族在植物响

应病原物侵染中的功能研究主要集中在模式植物

拟南芥中，在小麦这一重要粮食作物中的研究报道 
较少。

本项目的研究对象属于 Kelch 类 F-box 蛋白

（FBK 类型）。Kelch 类型的 F-box 蛋白 AT2g44130
在巨大细胞中的上调表达增强了拟南芥对线虫的

感病性［19］。Imaizumi 等［20-21］的结果认为 Kelch 类

F-box 蛋白 FKF1 参与了拟南芥光形态建成和开

花时间的控制过程。目前仅见少量关于 Kelch 类

F-box 蛋白功能的报道，该类型蛋白在植物中的功

能尚有待深入探究。
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由 Puccinia triticina Erikss. 引致的小麦叶锈病

是世界小麦生产上最重要的病害之一。严重发生

时可造成小麦 5%~15% 甚至更高的产量损失［22］。

TcLr15 是以 Thatcher 为遗传背景的小麦抗叶锈病

近等基因系，Lr15 基因存在于小麦染色体 2DS 上，

且为苗期抗性基因，该基因与成株抗性基因共同存

在时小麦的抗锈性明显提高，因此将该基因与 Lr34
类的成株抗锈基因累积在同一品种中将大大增加

品种的抗锈性［23］。目前针对小麦叶锈病的研究虽

取得了一定的进展，但小麦与叶锈菌互作的具体分

子机制仍不明确。为探明 F-box 家族与小麦叶锈

病发生的关系，本实验室前期已对小麦中 F-box 家

族基因开展了系统的研究，在全基因组水平鉴定

了小麦中的 F-box 蛋白，并对其进行分类、亚细胞

定位、亲缘关系、染色体定位及表达谱等分析。上

述研究结合 RT-PCR 获得一个 F-box/Kelch 类基因

TaFKOR23。本研究以小麦 TcLr15 为材料，利用

qRT-PCR 明确了 TaFKOR23 表达与叶锈菌侵染、激

素处理和非生物逆境胁迫的关系，通过酵母双杂交

技术筛选验证了与其互作的候选靶蛋白。研究结果

为深入解析小麦中 Kelch 类 F-box 基因的功能及互

作网络奠定了基础。

1　材料与方法

本研究以小麦抗叶锈病近等基因系 TcLr15 为

材料。小麦材料、叶锈菌生理小种 05-5-137 ③和

05-19-43 ②由河北农业大学农作物病虫害生物防

治技术创新中心提供。TcLr15 与 05-5-137 ③组成

亲和组合，TcLr15 与 05-19-43 ②组成非亲和组合。

TcLr15 小麦抗叶锈病性酵母 cDNA 文库为实验室

前期构建。

1. 1　TaFKOR23 基因编码区全长序列获得及生物

信息学特性分析

以 普 通 小 麦 D 基 因 组 供 体 种 粗 山 羊 草

（Aegilops tauschii Coss） 中 的 F-box/Kelch-repeat 
protein OR23（LOC109739403）序列为模板设计

引 物（表 1），以 TcLr15 的 cDNA 为 模 板，通 过

RT-PCR 方法获得 TaFKOR23 基因编码区全长。

PCR 反应体系：10×Taq Buffer 2.5 μL，正向引物 
（10 μmol/L）0.5 μL，反向引物（10 μmol/L）0.5 μL，
cDNA 模板（860 ng/μL）1 μL，Taq DNA Polymerase

（1.25 U/μL）0.5 μL，加 ddH2O 至 25 μL。 扩 增 程

序为：94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，56.4 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环，72 ℃延伸 

10 min。1% 琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。预

期扩增片段经凝胶回收试剂盒纯化后与 pGEM 
T-easy 载体（Promega）连接。连接产物转化 E.coli 
DH 5α 感受态细胞，挑取白色单克隆进行质粒提

取和酶切检测，然后选取阳性克隆进行序列测定。

测序委托北京中科希林生物科技有限责任公司 
进行。

所获基因序列利用 DNAStar 设计引物及比对

序列，利用 BLAST 进行序列查找及比对，利用 ORF 
Finder 预测基因的完整编码区，利用 SMART 进行

蛋白结构域预测，利用 Signal P-4.1 prediction 预测

蛋白的信号肽结构，利用 MEGA 6 进行系统发育树

的构建。

1.2　TaFKOR23 基因在 TcLr15 不同组织部位的表

达模式

为了解 TaFKOR23 基因在不同组织部位表达

的特异性，于一叶一心期剪取小麦 TcLr15 幼叶、幼

茎、幼根，抽穗期剪取旗叶、雌蕊及雄蕊。各样品经

总 RNA 提取及反转录后合成 cDNA 第 1 链，以此

为模板运用 SYBR Green I 染料法在 iQ5 实时荧光

定量 PCR 仪上进行 qRT-PCR。每个样品设置 3 次

生物学重复。qRT-PCR 反应体系：TransStart Tip 
Green qPCR Super Mix 5 μL，正向引物（10 μmol/L） 
0.2 μL，反向引物（10 μmol/L）0.2 μL，cDNA 模板

（800 ng/μL）1 μL，加 ddH2O 至 10 μL。 扩 增 程 序

为：94 ℃预变性 30 s，94 ℃变性 5 s，59.4 ℃退火 
15 s，72 ℃延伸 10 s，40 个循环，65 ℃延伸 5 s。实

时定量引物见表 1。以小麦 GAPDH（EU022331.1）
基因为内参。数据分析采用 2- △△ ct 法，差异显著性

分析结果 P<0.05 即为显著。

1.3　TaFKOR23 基因在叶锈菌侵染的 TcLr15 叶片

中的表达模式

温室鉴定结果表明，TcLr15 对叶锈菌株 05-
19-43 ②具有抗性，侵染型为“ ；级”，但对于叶锈菌

株 05-5-137 ③则较敏感，侵染型为“4 级”。为探讨

TaFKOR23 基因在抗病和感病不同状态下的表达模

式，用 TcLr15 分别接种叶锈菌株 05-5-137 ③和 05-
19-43 ②形成亲和及非亲和型组合［24］。TcLr15 在

16 h 光照 /8 h 黑暗条件下生长至一叶一心期，用毛

笔蘸取叶锈菌株 05-5-137 ③和 05-19-43 ②的新鲜

夏孢子涂抹于小麦第 1 片叶的正面。于接种后 0、
6、12、24、48、96 h 剪取接种小麦叶片。以对应时间

点无菌水处理的 TcLr15 叶片为对照。具体操作及

数据分析同 1.2。
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1.4　TaFKOR23 基因在水杨酸、脱落酸和茉莉酸甲

酯处理小麦 TcLr15 中的表达模式

为 探 讨 外 源 激 素 SA（2 mmol/L）、ABA 
（100 μmol/L）和 MeJA（200 μmol/L）［25］ 3 种激素对

小麦 TcLr15 幼叶中 TaFKOR23 基因表达的影响，

在小麦一叶一心期分别于叶片表面喷施上述激素，

以 0.1% 酒精处理的同期小麦幼叶为对照，于喷施

后 0、0.5、2、6、12、24、48 h 分别剪取小麦第 1 片叶。

RNA 提取等试验操作及数据分析同 1.2。
1.5　TaFKOR23 基因在盐和干旱胁迫处理小麦

TcLr15 中的表达模式

为探讨非生物逆境对 TaFKOR23 基因表达的

影响，用 Hoagland′s 营养液［26］培养 TcLr15 至 3
叶期，分别用终浓度 300 mmol/L NaCl［27］和 10% 
PEG6000［28］处理小麦根部。于处理后 0、0.5、2、
6、12、24、48 h 分别剪取叶片，以正常营养液培养

的同期叶片为对照。RNA 提取等操作及数据分析 
同 1.2。
1.6　cDNA 文库筛选与 TaFKOR23 互作的靶蛋白

将 TaFKOR23 基 因 ORF 区 全 长 序 列 插 入

pGBKT7（BD）的 c-Myc Epitope tag 下游，构建诱饵

载体，引物序列见表 1，并转化酵母菌株 Y187。含

有诱饵载体的 Y187 与 TcLr15 小麦抗叶锈病性酵

母 cDNA 文库进行杂交，利用酵母双杂交方法筛选

与 TaFKOR23 互作的靶蛋白。 
1.7　靶蛋白验证

为确保酵母双杂交结果的准确性，进一步排除

假阳性的干扰，将得到的各靶蛋白进行全长克隆，完

整 ORF 区再与 pGADT7（AD）载体连接，构建 AD-
Prey 载体，然后同诱饵载体 BD-TaFKOR23 进行共

转验证，并利用 β- 半乳糖苷酶检测阳性克隆，以确

认其互作情况。

表 1　研究中所用引物序列
Table 1　Primers used in the present study

引物名称

Primer name
序列

Sequence
片段大小（bp）

Product size
引物用途

Usage of the primer

TaFKOR23-S 5′-TTCATCGGACGCACAAAGAC-3′ 1459 基因扩增

TaFKOR23-AS 5′-CGGCTATCCACCGAAATCAT-3′ 基因扩增

qRT-TaGAPDH-S 5′-CTGCCTTGCTCCTCTTGCTAA-3′ 98 qRT-PCR

qRT-TaGAPDH-AS 5′-CTTGATGGAAGGACCAGCAAC-3′ qRT-PCR

qRT-TaFKOR23-S 5′-TAACCCGCTGGCAAGGAAAT-3′ 126 qRT-PCR

qRT-TaFKOR23-AS 5′-ACAGTAGATGACGAGCACCAGCAG-3′ qRT-PCR

TaFKOR23-Nde I-S 5′-CGCATATGATGGCCTCGCCGTCGTCC-3′ 1280 诱饵载体构建

TaFKOR23-EcoR I-AS 5′-GAATTCCTACAACTCAACTGTACAAAGAG-3′ 诱饵载体构建

2　结果与分析

2.1　TaFKOR23 基因的克隆及生物信息学分析

以接种 05-19-43 ②的 TcLr15 小麦幼叶 cDNA
为模板，利用同源克隆的方法获得一个 1459 bp 的

序列，扩增结果如图 1A。编码区预测表明其完整

ORF 区长度为 1266 bp，编码一个 421 aa 的多肽链，

无信号肽结构，理论 pI 为 8.77，属碱性蛋白；该多肽

链 N 端具有 F-box 结构域，中间带有 2 个 Kelch 结构

域（图 1C），属于 F-box/Kelch 类型基因。BLAST 结

果表明，该序列与粗山羊草中的 F-box/Kelch-repeat 
protein OR23 序列一致性最高（95.08%），小麦中尚

未见该基因序列的报道，故将其命名为 TaFKOR23

（KY552661.1）。将该基因所编码的蛋白序列进行

BLASTp 比对，选取不同物种中同源性高的蛋白序

列构建系统进化树。分析表明，TaFKOR23 与粗

山羊草（Aegilops tauschii Coss）中的 F-box/Kelch-
repeat protein OR23 同源性最高，其次为二穗短柄

草（Brachypodium distachyon（L.）P. Beauv.） 的

F-box/Kelch-repeat protein OR23，与同属于禾本科

作物的粳稻（Oryza sativa L.）、短花药野生稻（Oryza 
brachyantha A.Chev. & Roehr.）的同源蛋白亲源关

系也较近，与玉米（Zea mays L.）、高粱（Sorghum 
bicolor（L.）Moench）、 谷 子（Setaria italica（L.）
P. Beauv.）等的同源蛋白聚为一大类，而与凤梨

（Ananas comosus（L.）Merr.）、石斛兰（Dendrobium 
catenatum lindl.）、莲（Nelumbo nucifera Gaerth.）等
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植物的同源蛋白亲缘关系较远，且与该蛋白同源性

最高的一个分支中均为单子叶植物（图 1B）。

用 DNAMAN 软件将 TaFKOR23 氨基酸序列

与禾本科植物的 F-box/Kelch-repeat protein OR23
序列进行同源性比对。结果显示，TaFKOR23 氨

基酸序列与粗山羊草（Aegilops tauschii Coss.）中

的 F-box/Kelch-repeat protein OR23 相 似 性 最 高， 
为 95.08%，与二穗短柄草（Brachypodium distachyon

（L.）P. Beauv.）相似度为 84.54%，与粳稻（Oryza 
sativa L.）相 似 度 为 79.39%，与 高 粱（Sorghum 
bicolor（L.）Moench）的 相 似 度 最 低，为 75.18%

（图 2）。且发现该蛋白的 F-box 结构域由 38 个

（24~61 位）氨 基 酸 残 基 组 成，其 中 29~60 位 氨

基酸保守性极强。两个较保守的 Kelch 结构域

分 别 位 于 119~176、203~241 氨 基 酸 处，共 有 59
个氨基酸残基在所选的禾本科植物中是完全一 
致的。

2.2　TaFKOR23基因响应生物及非生物逆境胁迫过程

利用 qRT-PCR 方法对 TaFKOR23 基因在小麦

不同部位及受叶锈菌侵染、应对外源激素及非生物

逆境胁迫后的表达情况进行了表达模式分析。对小

麦的 6 个不同部位进行特异性表达检测，发现旗叶

中的表达量显著高于其他部位，约是幼叶表达量的

10 倍，其他部位均呈低水平表达，幼茎和雄蕊中的

表达量最低，低至幼叶的 1/10（图 3）。TaFKOR23
受叶锈菌侵染后呈先降低再升高的表达趋势。亲

和组合在接种后 0~12 h 的表达量与对照差异不大， 
24 h 呈现最低表达，随后开始升高，至 96 h 表达量

最高，是未接种对照的 1.7 倍；非亲和组合在接种叶

锈菌后 24 h 内，表达量均较对照显著降低，约为对

照表达量的一半，48 h 猛增至对照的 1.3 倍左右。

除 48 h 外，亲和组合中 TaFKOR23 基因在接种后各

时间点的表达量均略高于非亲和组合，但在亲和及

非亲和组合间的表达量并无明显差异（图 4）。利用

A：TaFKOR23 基因扩增结果；M：DNA Marker DL10000；1：TaFKOR23 基因全长扩增结果； 

2：pGEM-TaFKOR23 单酶切结果；B：TaFKOR23 蛋白的系统发育树；C：TaFKOR23 蛋白结构域模式图

A：Amplification result of TaFKOR23 gene，M：DNA Marker DL10000，1：Amplification result of the full length of TaFKOR23 gene， 

2：Digestion result of pGEM-TaFKOR23 with EcoR I，B：Phylogenetic tree of  TaFKOR23，C：Domain pattern of  TaFKOR23

AUO28756.1：Triticum aestivum L. 小麦，XP 020154076.1：Aegilops tauschii Coss. 粗山羊草，XP 003572925.1：Brachypodium distachyon（L.）P. Beauv. 

二穗短柄草，XP 015623234.1：Oryza sativa L. 粳稻，XP 006647224.1：Oryza brachyantha A. Chev. & Roehr. 短花药野生稻，RLN09567.1：Panicum 
miliaceum L. 黍，XP 004952352.1：Setaria italica （L.）P. Beauv. 谷子，NP 001149151.1：Zea mays L. 玉米，XP 002453654.1：Sorghum bicolor（L.）Moench

高粱，XP 020105248.1：Ananas comosus（L.）Merr. 凤梨，XP 020705377.1：Dendrobium catenatum Lindl. 石斛兰，XP 020574321.1：Phalaenopsis equestris

（Schauer）Rchb. f 小兰屿蝴蝶兰，XP 009407198.1：Musa acuminata subsp.malaccensis（Ridl.）N. W. Simmonds 马来西亚野生香蕉，XP 008788274.1：
Phoenix  dactylifera L. 海枣，XP 010907415.1：Elaeis guineensis Jacp. 油棕榈，KMZ73896.1：Zostera marina L. 鳗草，XP 010274860.1：Nelumbo nucifera 

Gaerth. 莲，XP 021612156.1：Manihot esculenta Crantz 木薯，XP 028061196.1：Camellia sinensis（L.）Kuntze 大叶茶，XP 022898257.1：Olea europaea var.
sylvestris（Mill.）Lehr 木犀榄，XP 027095352.1：Coffea arabica L. 小果咖啡，XP 027151376.1：Coffea eugenioides S. Moore 欧基尼奥伊德斯种咖啡树

图 1　小麦 TcLr15 中 TaFKOR23 基因扩增及系统进化分析

Fig.1　Amplification and phylogenetic analysis of TaFKOR23 gene in wheat TcLr15
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框线位置表示 TaFKOR23 蛋白的 F-box 结构域及 Kelch 结构域

The frames in the figure represent F-box domain and Kelch domain of TaFKOR23 protein, respectively，AUO28756.1：Triticum aestivum L. 小麦； 
XP_020154076.1：Aegilops tauschii Coss. 粗山羊草；XP_003572925.1：Brachypodium distachyon（L.）P. Beauv. 二穗短柄草；XP_015623234.1： 

Oryza sativa L. 粳稻；XP_006647224.1：Oryza brachyantha A. Chev. & Roehr. 短花药野生稻；RLN09567.1：Panicum miliaceum L. 黍； 
NP_001149151.1：Zea mays L. 玉米；XP_004952352.1：Setaria italica（L.）P.Beauv. 谷子；XP_002453654.1：Sorghum bicolor（L.）Moench 高粱

图 2　禾本科植物中 F-box/Kelch-repeat protein OR23 氨基酸序列比对
Fig.2　The diagram of amino acid sequence of F-box/Kelch-repeat protein OR23 in gramineous plants

不同字母间表示差异显著（P<0.05）
Different letters a-e indicate significant difference（P<0.05）

图 3　TaFKOR23 基因在 TcLr15 小麦不同组织的表达模式

Fig.3　Expression profile of TaFKOR23 gene in different 
tissues of wheat TcLr15

*：不同时间点与对照相比差异显著（P<0.05）
*：Significant difference in samples at different time points  

compared to the control（P<0.05）

图 4　叶锈菌侵染小麦 TcLr15 后 TaFKOR23 基因的表达模式

Fig.4　Expression profiles of TaFKOR23 gene in wheat 
TcLr15 inoculated with Puccinia triticina Erikss
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ABA、SA 和 MeJA 3 种 激 素 分 别 处 理 TcLr15 小

麦叶片，TaFKOR23 均在 12 h 呈现最高表达，表

达量分别是对照的 2.4 倍、2.2 倍和 2.9 倍，随后

表达量略降低，但仍高于对照（图 5）。PEG 处

理后，该基因在处理后的 48 h 内，表达量没有显

著变化，但经 NaCl 处理后，TaFKOR23 的表达量

在 2 h、6 h、24 h 和 48 h 均 上 调 表 达，其 中 6 h、 
24 h 和 48 h 的表达量达到显著水平，在所检测的时

间范围内，48 h 时表达量最大，约为对照的 2.3 倍 
（图 6）。

图 5　不同激素处理小麦 TcLr15 后 TaFKOR23 
基因的表达模式

Fig.5　Expression profiles of TaFKOR23 gene in wheat 
TcLr15 treated by different hormones

图 6　非生物逆境胁迫下小麦 TcLr15 中 TaFKOR23 
基因的表达模式

Fig.6　Expression profiles of TaFKOR23 gene in wheat 
TcLr15 treated with NaCl and PEG

2.3　与 TaFKOR23 互作的靶蛋白的筛选

成功构建 BD-TaFKOR23 诱饵载体（图 7）并

转入酵母菌株 Y187 中，分别涂布于 SD/-Trp（一

缺）、SD/-Trp/-Leu（二缺）、SD/-Trp/-Leu/-His（三缺）、

SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade（四缺）缺陷平板上，以验证

诱饵载体的毒性和自激活作用（图 8）。结果显示，

含有诱饵载体的 Y187 布满一缺平板，表明诱饵载

体无毒性，于二缺、三缺和四缺平板上不生长，故诱

饵载体无自激活活性。

M：DNA marker DL10000；1：TaFKOR23 ORF 区（1266 bp）扩增结果；

2：pGEM-TaFKOR23 经 Nde I 和 EcoR I 酶切结果；3：BD 空载体；

4：诱饵载体 BD-TaFKOR23 经 Nde I 和 EcoR I 酶切结果

M：DNA marker DL10000，1：Amplification result of TaFKOR23 gene 
ORF，2：pGEM-TaFKOR23 digested with Nde I and EcoR I， 

3：BD vector，4：The bait vector BD-TaFKOR23 digested  
with Nde I and EcoR I

图 7　TaFKOR23 基因诱饵载体构建

Fig.7　Bait vector construction of TaFKOR23 gene

A：含有 BD-TaFKOR23 诱饵载体的 Y187（下同）在一缺培养基上

生长情况；B：在二缺培养基上生长情况；C：在三缺培养基上生长情

况；D：在四缺培养基上生长情况

A：Y187 containing BD-TaFKOR23 （the same as below）grew on SD/-
Trp medium，B：grew on SD/-Trp/-Leu medium，C：grew on SD/-Trp/-

Leu/-His medium，D：grew on SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade medium

图 8　BD-TaFKOR23 诱饵载体毒性及自激活活性检测

Fig.8　Detection of toxicity and self-activation activity of 
bait vector BD-TaFKOR23

利用酵母文库筛选技术，经两轮四缺培养基筛

选共得到 136 个单克隆。再以 1∶1、1∶10、1∶100
稀释倍数重新在四缺培养基平板上划线培养，有 64
个单克隆可以在四缺平板上生长良好，将这些单克

隆利用四缺液体培养基摇菌。经菌落 PCR 扩增，
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单一 PCR 产物的克隆送北京中科希林生物科技有

限责任公司进行测序分析。将得到的测序结果在

NCBI 网站上进行 BLASTx 比对，证实 Skp1/ASK1-

like protein、ADP-ribosylation factor 2-like isoform 
X1 等 11 类 64 个蛋白可能与 TaFKOR23 存在互作

（表 2）。

表 2　TaFKOR23 文库筛选结果
Table 2　Results of library screening with TaFKOR23

序号

Number
登录号

Accession No.
蛋白名称

Protein name
克隆数目

Number of clones

1 AEL00112.1 Ribulose-1，5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit，partial 38

2 AAP79890.1 Skp1/ASK1-like protein 1

3 XP_015611313.1 ADP-ribosylation factor 2-like isoform X1 1

4 BAB82472.1 Chitinase 2 1

5 XP 0201683091 SEC1 family transport protein SLY1 1

6 XP_020187773.1 NADH dehydrogenase ［ubiquinone］ 1 beta subcomplex subunit 9 7

7 EMS66018.1 Glucan endo-1，3-beta-glucosidase 14 3

8 XP_020183912.1 Protein DETOXIFICATION 44 1

9 XP_014754759.1 Leucine-rich repeat protein 1（LRR-8 Superfamily） 1

10 PHT26166.1 Regulator of rDNA transcription protein 15 1

11 CAE45949.1 Hypothetical protein 9

2.4　一对一回复验证

根据试验目的，将酵母文库筛选结果中编码

Skp1、Rubisco、SLY1、Chitinase2、ADP、Leucine-rich 
repeat protein 1、Glucan endo-1，3-beta-glucosidase 
14 蛋白的基因进行全长编码区克隆，并成功构

建 AD-Prey 重组质粒，将这些质粒分别与 BD-
TaFKOR23 共转入酵母菌 AH109 中，进行一对一

互 作 验 证（图 9）。BD-TaFKOR23 与 AD-TaSLY1，
BD-TaFKOR23 与 AD-TaSkp1，BD-TaFKOR23 与

AD-TaChitinase2 共 转 入 AH109 酵 母 菌 后，均 可

在四缺平板上生长良好，β- 半乳糖苷酶检测后 3
个组合均呈现蓝色。AD-Rubisco、AD-ADP、AD-
Leucine-rich repeat protein 1、AD-Glucan endo-1，
3-beta-glucosidase 14 分别与 BD-TaFKOR23 共转入

AH109 酵母菌后，在四缺平板上均不生长。综上，

酵母双杂交实验结果表明，TaFKOR23 与 TaSkp1、
TaSLY1 和 TaChitinase2 均可能存在相互作用。

2.5　TaSkp1、TaSLY1 和 TaChitinase2 生物信息学

分析

进一步对 3 个可能与 TaFKOR23 有互作关系

的蛋白进行了生物信息学分析。结果显示，TaSkp1

基因编码的蛋白分子量为 19.06 kD，理论 pI 为
4.45，具有一个 Skp1 结构域。TaSLY1 基因编码的

蛋白分子量为 45.34 kD，理论 pI 为 5.60，具有 Sec1
结构域。TaChitinase2 基因编码的蛋白分子量为 
34.17 kD，理 论 pI 为 6.30，包 含 几 丁 质 结 合 域

（ChtBD1）和糖苷水解酶 19（Glyco hydro 19）2 个

结构域（表 3）。

图 9　蛋白一对一互作验证结果

Fig.9　Protein interactions by yeast two hybridization
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表 3　TaSkp1、TaSLY1 和 TaChitinase2 基因生物信息学分析

Table 3　Bioinformatic analyses of TaSkp1，TaSLY1 and TaChitinase2 genes
项目

Items
小麦 S- 期激酶相关蛋白

TaSkp1
小麦 SEC1 家族运输蛋白 SLY1

TaSLY1
小麦几丁质酶 2

TaChitinase2

ORF 区长度（bp）ORF length 528 1233 972

氨基酸（aa）Amino acid 175 411 324

等电点 Isoelectric point 4.45 5.60 6.30

分子量（kD）Molecular weight 19.06 45.34 34.17 

结构域 Domain Skp1 Sec1 ChtBD1、Glyco hydro 19

亚细胞定位 Subcellular localization 细胞核 细胞质 液泡

信号肽结构 Signal peptide structure 无 无 有

3　讨论

普通小麦是异源六倍体，基因组庞大且复杂

（是水稻基因组的 40 倍、人类基因组的 5.5 倍），其

功能基因组学研究远远落后于拟南芥和水稻等模

式植物。小麦全基因组测序虽已完成［29-30］，但尚未

见 F-box 基因家族在小麦中存在数量及类型的系统

性报道。基于此，本实验室已对小麦中 F-box 家族

基因进行了系统地鉴定、分类及进化相关分析（为

未发表资料）。在这些分析的基础上，发现了本实

验的研究对象——TaFKOR23 基因，该基因具有 2
个 Kelch 结构域，属于典型的 F-box/Kelch 亚家族 
基因。 

为探究 TaFKOR23 是否响应逆境的变化，本

研究分别对 TcLr15 受叶锈菌侵染、响应激素、受非

生物逆境处理后 TaFKOR23 基因的表达模式进行

分析。结果表明，该基因虽然响应叶锈菌的侵染，

但在抗 / 感组合间的差异不明显，推测其在小麦

TcLr15 抗 / 感叶锈病过程中的作用不大。拟南芥

中的 F-box 蛋白 AtPP2-B11 与 AtLEA14 协同作用

在抵御盐胁迫过程中发挥功能［31］。经盐胁迫处理

后 TaFKOR23 基因呈明显上调表达，表明该基因可

能主要参与对非生物逆境尤其是盐胁迫的抵御过

程。紫花苜蓿中的 F-box 基因 MsFTL 受低温、盐和

ABA 等诱导显著表达，表明紫花苜蓿中该基因与逆

境胁迫过程密切相关［32］；拟南芥中鉴定的 F-box 基

因 AtFBS1 也同样响应 MeJA 和 ABA 信号途径［19］。

本研究的结果表明 TaFKOR23 响应 SA、ABA 和

MeJA 3 种激素的处理，受 MeJA 和 ABA 的影响更

大。由于 qRT-PCR 仅在转录水平上反映基因的表

达情况，TaFKOR23 在蛋白水平是否也受到这些因

素的影响仍需进一步探究。 
据报道，Skp1/ASK1 是 SCF（Skp1-CUL1-F-box  

protein）复合体的组分，能够与 F-box 蛋白中的

F-box 结构域直接结合，从而参与靶蛋白的泛素化

过程［33］。由 TaFKOR23 与 TaSkp1 存在相互作用

的结果可以推测，TaFKOR23 可能为 SCF 复合物

成员。SLY1 属于 SEC1 家族蛋白，Toonen 等［34］研

究表明，酵母中 SLY1 的突变对于内质网及高尔基

体的转运至关重要。但 SEC1 蛋白的研究目前主

要集中在酵母、线虫、大鼠中，植物中鲜见报道。拟

南芥 SEC1 家族蛋白 AtVPS45 在其囊泡运输过程

中发挥作用［35］，另一个 SEC1 家族成员 KEULE
于拟南芥各部位均有表达，并参与其胞质分裂过 
程［36］。而对于 SLY1 在植物中的功能还是未知的。

本研究初步证实 TaFKOR23 与 TaSLY1 存在相互

作用，推测 SEC1 家族蛋白 SLY1 可能为 F-box 蛋

白 TaFKOR23 特异性识别底物，并通过形成 SCF
复合体参与植物抵御逆境的过程。几丁质酶在植

物对病原菌和害虫的防御过程中发挥着重要作 
用［37-38］，同时也参与了植物对非生物胁迫的应

答［39］。对 TaChitinase2 的生物信息学分析表明，

TaChitinase2 的 N- 末端具有富含半胱氨酸的几丁

质结合区，C- 末端是催化区，故确定本研究获得的

TaChitinase2 属于 I 类几丁质酶。据报道，烟草中

的 I 类几丁质酶定位于植物液泡中，并通过在体外

裂解菌丝尖端的细胞壁，将液泡内物质释放于胞外

从而抑制许多真菌的生长［40］。经预测本研究中获

得的 TaChitinase2 具有信号肽，并且亚细胞定位预

测其定位于液泡中。由 TaFKOR23 与 TaChitinase2
存在相互作用的结果推测，TaFKOR23 可能与

Chitinase 协同在小麦应对叶锈病菌的侵染及盐胁

迫过程中发挥作用。
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