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第一作者研究方向为小麦抗逆分子生物学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｂｉｈｕｉｈｕｉ８２６＠ １２６􀆰 ｃｏｍ
通信作者：许海霞，研究方向为小麦抗逆分子生物学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈａｕｘｈｘ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ

程西永，研究方向为小麦遗传育种。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｙｃ６３４＠ １６３􀆰 ｃｏｍ

　 　 摘要： ＣＩＰＫ 是植物钙感受器钙调磷酸酶 Ｂ 类似蛋白特定靶向的一类丝氨酸 ／ 苏氨酸蛋白激酶。 根据拟南芥 ＡｔＣＩＰＫ８ 基

因序列，利用同源克隆的方法从抗逆性较强的小麦品种石 ４１８５ 中克隆了一个编码序列全长为 １３５０ ｂｐ 的蛋白激酶基因

ＴａＣＩＰＫ８（ＧｅｎＢａｎｋ 号：ＫＪ５６１８０４􀆰 １）。 序列分析表明该基因编码的蛋白含有 ４４９ 个氨基酸，分子量为 ５２􀆰 ２４ ｋＤ，理论等电点为

７􀆰 １６，具有 ＣＩＰＫｓ 家族蛋白所特有的 Ｎ 端激酶域和 Ｃ 端 ＮＡＦ ／ ＦＩＳＬ 结构域；与拟南芥 ＡｔＣＩＰＫ８ 蛋白序列相似度达 ８３􀆰 ５％ 。 为

进一步研究其功能，采用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法检测该基因在胁迫条件下的响应情况，发现 ＴａＣＩＰＫ８ 基因受高盐、外源 ＡＢＡ 和低

温（４ ℃ ）胁迫诱导表达。 利用植物启动子数据库 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 和 ＰＬＡＣＥ 对 ＴａＣＩＰＫ８ 基因启动子序列进行分析，结果显示

ＴａＣＩＰＫ８ 基因启动子存在大量应答脱水胁迫、干旱、低温和 ＡＢＡ 的顺式作用元件，也存在一些响应激素 ＧＡ 和茉莉酸甲酯的

元件。 利用酵母双杂交方法研究 ＴａＣＩＰＫ８ 和 ＴａＣＢＬ 家族蛋白的互作，结果显示，共转化含有 ＴａＣＩＰＫ８ 和 ＴａＣＢＬ３ 基因载体的

酵母菌能够在 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ、ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ 和 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ 三种培养基上生长，且在

后两种培养基上长出蓝色菌落。 结果说明 ＴａＣＩＰＫ８ 与 ＴａＣＢＬ３ 发生了互作，进而引起了报告基因 ＭＥＬ１、ＡＵＲ１⁃Ｃ、ＨＩＳ３ 和

ＡＤＥ２ 的表达。 该研究结果对于研究 ＴａＣＩＰＫ８ 基因的功能以及与 ＣＢＬ 蛋白的互作调控网络具有一定的参考作用。
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小麦是全球最重要的粮食作物之一，在其生长

发育阶段会面临诸多逆境胁迫因素，比如干旱、盐
渍、低温、低 Ｋ ＋ 等，这些逆境胁迫严重影响小麦产

量和质量。 ＣＢＬｓ⁃ＣＩＰＫｓ 信号系统是植物解码、调控

胞内 Ｃａ２ ＋ 信号的重要途径之一［１］，其可以将胞外逆

境胁迫引起的 Ｃａ２ ＋ 信号通过自身网络的调控传递

到下游效应器，引起植物相应的生理生化反应，因此

在植物应对冷害、高盐、ＡＢＡ 等多种刺激信号的应

答反应中起重要作用［２］。 ＣＢＬｓ⁃ＣＩＰＫｓ 参与钙信号

系统的机制是由 ＣＢＬｓ 和 ＣＩＰＫｓ 蛋白的分子结构和

功能决定的。 ＣＢＬｓ 蛋白含有 ４ 个 ＥＦ⁃ｈａｎｄｓ 手型结

构域，每个 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 由 １２ 个氨基酸残基组成，其中

的 ｌｏｏｐ 环能够和钙离子结合发生空间构型变化携

载钙信号，但是没有任何 ＣＢＬ 同时具有 ４ 个典型的

ＥＦ⁃ｈａｎｄｓ 手型结构域［３］。 不同的 ＣＢＬ 对钙离子的

亲和性和对钙离子结合的数量是不同的。 这是

ＣＢＬｓ 传递不同钙信号的分子基础。 而 ＣＩＰＫｓ 蛋白

在结构上各有一个 Ｎ 端激酶域和 Ｃ 端调节域。 Ｎ
端激酶域的活化环是该蛋白的功能结构，而 Ｃ 端调

节域的 ＮＡＦ ／ ＦＩＳＬ 结构通过自抑制作用和活化作

用，调节 ＣＩＰＫｓ 的激酶活性。 ＣＢＬｓ 虽然能和钙离子

结合形成 Ｃａ２ ＋ ⁃ＣＢＬｓ 复合物，但自身无激酶活性，必
须和 ＣＩＰＫｓ 的 ＮＡＦ ／ ＦＩＳＬ 结构结合，激活 ＣＩＰＫｓ 激

酶活性［４］。 ＣＩＰＫｓ 不具有细胞定位的结构域，比如

ＣＢＬｓ 蛋白所具有的 Ｎ 端肉豆蔻酰化位点等，因此

其在细胞内的位置不定，在细胞膜、细胞质、质粒膜

和液 泡 膜 等 都 有 分 布［５⁃７］。 拟 南 芥 ＡｔＣＢＬ２ 和

ＡｔＣＢＬ３ 与 ＡｔＣＩＰＫ１４ 结合后能够定位在液泡膜上，
而 ＡｔＣＢＬ８⁃ＡｔＣＩＰＫ１４ 复合物却分布在细胞膜上，说
明了 ＣＩＰＫｓ 的定位是由与之互作的 ＣＢＬｓ 蛋白决定

的，由 ＣＢＬｓ 引导 ＣＢＬｓ⁃ＣＩＰＫｓ 复合物在特定的位置

发挥激酶活性［８］。 ＣＢＬｓ⁃ＣＩＰＫｓ 复合体参与了多种

逆境胁迫诱导的信号传导过程。 拟南芥 ＡｔＳＯＳ３ ／
ＡｔＣＢＬ４⁃ＡｔＳＯＳ２ ／ ＡｔＣＩＰＫ２４ 复合体激活靶蛋白 Ａｔ⁃

ＳＯＳ１，引起胞内过多的 Ｎａ ＋ 外排至胞外，使植物产

生耐盐性［９］。 拟南芥 ＣＢＬ９ 能够激活 ＣＩＰＫ３ 的激酶

活性，进而参与对 ＡＢＡ 信号途径的调控［１０］。 研究

发现，ＡｔＣＢＬ１ 和 ＡｔＣＢＬ９ 能与 ＡｔＣＩＰＫ２３ 互作，共同

完成低钾信号传导过程［１１］。 拟南芥中过表达

ＡｔＣＢＬ１ 基因使植株对低温更加敏感，耐受力更弱，
说明了 ＡｔＣＢＬ１ 基因赋予了植株对低温信号的负调

控作用［１２］。 研究发现，ＡｔＣＩＰＫ７ 能够和 ＡｔＣＢＬ１ 互

作，ＡｔＣＩＰＫ３ 能够和 ＡｔＣＢＬ９ 互作，共同完成对低温

胁迫的调控作用［１３⁃１４］。
本研究克隆了小麦 ＴａＣＩＰＫ８ 基因，研究了其在

逆境胁迫下的表达模式及其与 ＴａＣＢＬｓ 蛋白的互作

关系，以期为 ＣＢＬｓ⁃ＣＩＰＫｓ 信号系统参与小麦抗逆性

的机制研究提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料的处理

普通六倍体小麦品种石 ４１８５ 种子由河南农业

大学小麦育种实验室提供。 种子消毒处理：用浓度

为 ０􀆰 １％次氯酸钠溶液浸种 ３０ ｍｉｎ，用超蒸水洗涤 ３
次。 种子培养：将种子摆放于灭菌发芽盒内，置于

２４ ℃光照培养箱中培养，设定 １６ ｈ 光照 ８ ｈ 黑暗。
幼苗培养 ２ 周至两叶一心时，将一部分幼苗分别转

移到 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＡ 溶液中

进行胁迫处理，将另外一部分幼苗转移到 ４ ℃培养

箱进行低温处理。 分别在胁迫处理的 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、
１２ ｈ、２４ ｈ 取小麦的根和叶，用无菌水冲洗 ３ 次，冲
洗干净后用吸水纸吸干表面的水分，立刻用液氮速

冻，置于⁃８０ ℃冰箱中备用。 另外，为了研究基因的

组织表达模式，孕穗期的根、茎、叶、幼穗和开花后

１０ ｄ 的种子等组织被液氮速冻，保存于⁃８０ ℃备用。
１􀆰 ２　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因的克隆

用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取小麦不同组织的 ＲＮＡ，用 ＴａＫａ⁃
Ｒａ 公司生产的反转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤ⁃

７９２
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ＮＡ。 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计的引物（表 １），以
ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 反应体系 ５０ μＬ：ｄｄＨ２Ｏ
３０ μＬ，１０ ×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ＫＯＤ⁃Ｐｌｕｓ⁃Ｎｅｏ ５ μＬ，２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰｓ ５ μＬ，２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４３ μＬ，上游引物 Ｆ 和下

游引物 Ｒ 各 １􀆰 ５ μＬ，ＫＯＤ⁃Ｐｌｕｓ⁃Ｎｅｏ 高保真酶 １ μＬ，
ｃＤＮＡ ３ μＬ。 反应程序为：９８ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，９８ ℃变

性 １０ ｓ，６６ ℃退火 ３０ ｓ，６８ ℃延伸１􀆰 ５ ｍｉｎ，３５ 个循环，
７２ ℃最后延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃保存。 反应结束后，用 １％
琼脂糖凝胶电泳并胶回收目的条带，回收后的目的产

物与 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体连接，转化大肠杆菌感受态，涂板

倒置培养 １２ ｈ 左右至菌落长出。 用表 １ 中引物进行

菌液 ＰＣＲ 检测阳性单克隆，提取质粒 ＤＮＡ 酶切鉴

定，鉴定无误的阳性单克隆送生工生物工程（上海）
股份有限公司进行测序。

表 １ 试验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

用途

Ｐｕｒｐｏｓｅｓ
引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
碱基序列

Ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）

基因克隆

Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

ＴａＣＩＰＫ８⁃Ｆ１ ＡＴＧＡＴＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＧＧＧＧＧ

ＴａＣＩＰＫ８⁃Ｒ１ ＴＴＡＧＣＧＣＴＴＣＧＡＴＡＧＣＣＧＧＧ

荧光定量

Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＴａＣＩＰＫ８⁃Ｆ２ ＧＡＴＣＣＴＧＡＧＧＡＧＧＡＣＡＡＴＧＡ

ＴａＣＩＰＫ８⁃Ｒ２ ＣＧＡＴＣＡＡＡＴＡＧＧＧＣＣＧＡＡＡＧ

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＧＴＴＣＣＡＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＡＴＡＣＡＣＧＣ

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＧＡＡＣＣＴＣＣＡＣＴＧＡＧＡＡＣＡＡＣＡＴＴＡＣＣ

表达载体构建

Ｐｌａｓｍｉｄ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＴａＣＩＰＫ８⁃Ｆ３ ＣＣＣＧＧＧＡＴＧＡＴＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＧＧＧＧＧ

ＴａＣＩＰＫ８⁃Ｒ３ ＡＴＣＧＡＴＴＴＡＧＣＧＣＴＴＣＧＡＴＡＧＣＣＧＧＧ

ＡＤ⁃Ｆ ＡＣＣＡＧＡＴＴＡＣＧＣＴＣＡＴＡＴＧＧＣ

ＡＤ⁃Ｒ ＣＴＴＧＣＧＧＧＧＴＴＴＴＴＣＡＧＴＡＴＣ

ＢＤ⁃Ｆ ＣＡＧＡＡＧＣＴＧＡＴＣＴＣＡＧＡＧＧＡＧ

ＢＤ⁃Ｒ ＣＣＡＡＧＧＧＧＴＴＡＴＧＣＴＡＧＴＴＡＴ

酶切位点用下划线标示

Ｅｎｚｙｍｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

１􀆰 ３　 ＴａＣＩＰＫ８ 的生物信息学分析

利 用 在 线 软 件 ＥｘＰＡＳｙ⁃ＰｒｏｔＰａｒａｍ、 ＥｘＰＡＳｙ⁃
ＰｒｏｔＳＣａｌｅ 和 ＴＭＨＭＭ ２􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ，对 ＴａＣＩＰＫ８ 基因编

码蛋白的理化性质、疏水性 ／亲水性和跨膜结构域进

行预测，使用 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 软件对 ＴａＣＩＰＫ８ 基因编

码的蛋白序列与其他物种 ＣＩＰＫ８ 家族基因所编码

的蛋白序列进行序列比对。
１􀆰 ４　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因的表达分析

根据克隆得到的 ＴａＣＩＰＫ８ 基因序列， 利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件在基因的非保守区设计基因

特异性引物，引物序列见表 １，引物由生工生物工程

（上海）股份有限公司进行合成。 使用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司

的荧光定量专用反转录试剂盒，将从上述胁迫处理

的根和叶中提取的 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ。 以 ｃＤＮＡ
为模板，使用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的 ＧｏＴａｑ􀅹 ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 试剂盒在 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ９６ＴＭ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 中进行荧光定量 ＰＣＲ。 试验程序为：
９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，９５ ℃变性 １５ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 ３０ ｓ，４０ 个循环，７２ ℃读取荧光值。 扩增

结束后，进行熔解曲线分析。 目的基因和内标基因

β⁃Ａｃｔｉｎ 均设置 ３ 个重复。
荧光定量试验数据采用相对定量 ２ － ΔＣｔ公式进

行计算。 根据设置的荧光域值，获得在该荧光域值

下的特定循环数 Ｃｔ 值，计算其平均值，根据公式

Ｃ ＝２ － ΔＣｔ，ΔＣｔ ＝ Ｃｔ目标基因 － Ｃｔ内参基因计算不同处理模

板的 Ｃ 值。
１􀆰 ５　 ＴａＣＩＰＫ８ 和 ＴａＣＢＬｓ 的酵母双杂交互作分析

１􀆰 ５􀆰 １　 酵母表达载体的构建　 以含有目的基因的

ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体为模板，用分别添加 Ｓｍａ Ｉ 和 Ｃｌａ Ｉ 酶
切位点的引物 ＰＣＲ 扩增 ＴａＣＩＰＫ８ 基因，反应体系和

程序同 １􀆰 ２。 ＰＣＲ 扩增引物序列见表 １。 用限制性

内切酶 Ｓｍａ Ｉ 和 Ｃｌａ Ｉ 对 ＴａＣＩＰＫ８ 基因的 ＰＣＲ 产物

和 ＡＤ 载体分别进行双酶切，酶切产物经胶回收后，
过夜连接，构建酵母表达载体。 将构建的表达载体

转化大肠杆菌，提取质粒，内切酶双酶切电泳检测后

送生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序，筛
选阳性克隆。
１􀆰 ５􀆰 ２　 重组质粒的转化和鉴定　 根据 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公

司 Ｇｏｌｄ Ｙｅａｓｔ Ｔｗｏ⁃Ｈｙｂｒｉｄ Ｓｙｓｔｅｍ 酵母转化手册，将
克隆得到的 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ 和空载体 ＡＤ 分别转入

Ｙ１８７ 酵 母 菌 株， 将 实 验 室 保 存 的 ＴａＣＢＬ１⁃ＢＤ、
ＴａＣＢＬ２⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ３⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ４⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ６⁃ＢＤ、
ＴａＣＢＬ７⁃ＢＤ、ＴａＣＢＬ９⁃ＢＤ 和空载体 ＢＤ 分别转入

Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母菌株。 Ｙ１８７ 和 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母分别在

ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ 和 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ 培养基上 ３０ ℃ 倒置培养 ３ ～
５ ｄ。 用无菌接种环挑取 ２ ～ ３ ｍｍ 直径的单克隆菌

落在 ５００ μＬ 的 ＹＰＤＡ 溶 液 里， ３０ ℃ 恒 温 箱

２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ６ ｈ。 以酵母菌液为模板，用 ＡＤ、ＢＤ
通用引物进行 ＰＣＲ 检测筛选阳性单克隆，ＰＣＲ 反应

体系和反应条件同 １􀆰 ２。
１􀆰 ５􀆰 ３　 融合蛋白毒性和自激活活性检测 　 根据

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司 Ｇｏｌｄ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ⁃ｈｙｂｒｉｄ ｓｙｓｔｅｍ 的试验

手册，将含有 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ 和空载体 ＡＤ 的 Ｙ１８７
酵母菌分别涂布在 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ、ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ 和
ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｎ Ａ）固体培养基

上；将含有 ＴａＣＢＬ１⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ２⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ３⁃ＢＤ、

８９２
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ＴａＣＢＬ４⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ６⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ７⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ９⁃ＢＤ
和空 载 体 ＢＤ 的 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵 母 菌 分 别 涂 布 在

ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ、 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ 和 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／
ＡｂＡ 固体培养基上。 ３０ ℃ 恒温箱倒置培养 ３ ～
５ ｄ，根据酵母菌落生长情况，判断融合蛋白是否存

在毒性和自激活活性。
１􀆰 ５􀆰 ４　 酵母双杂交及其蛋白相互作用的鉴定　 将

含 ＡＤ 和 ＢＤ 载体的酵母菌液进行两两杂交，分别是

ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ１⁃ＢＤ、ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ２⁃
ＢＤ、 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ３⁃ＢＤ、 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ ×
ＴａＣＢＬ４⁃ＢＤ、 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ６⁃ＢＤ、 ＴａＣＩＰＫ８⁃
ＡＤ × ＴａＣＢＬ７⁃ＢＤ、ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ９⁃ＢＤ 和阳

性对照 ｐＧＢＫＴ７⁃５３ × ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ、阴性对照 ｐＧＢＫＴ７⁃
Ｌａｍ × ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ，杂交后分别涂布在 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ
和 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ Ｘ⁃ａ⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ 固 体 培 养 基 上。
３０ ℃恒温箱倒置培养 ３ ～ ５ ｄ。 将在 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／
Ｘ⁃ａ⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ 固体培养基上显蓝色的菌落用 ＹＰＤＡ
溶液 悬 浮 稀 释 后， 涂 布 在 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ／ ⁃Ｈｉｓ ／
⁃Ａｄｅ ／ Ｘ⁃ａ⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ 固体培养基上。 如果仍然能够

长出蓝色菌落，则说明两两蛋白之间存在互作。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因的克隆和生物信息学分析

以小麦石 ４１８５ 幼苗为材料，提取总 ＲＮＡ 并逆

转录 为 ｃＤＮＡ。 以 该 ｃＤＮＡ 为 模 板， ＰＣＲ 扩 增

ＴａＣＩＰＫ８ 基因，目标条带如图 １ 所示。 测序显示，基
因编码区全长为 １３５０ ｂｐ。 通过 ＥｘＰＡＳｙ 在线蛋白

预测软件对小麦 ＴａＣＩＰＫ８ 基因编码的蛋白序列进

行预测，结果显示：其分子式是 Ｃ２２５５Ｈ３５８２Ｎ６２４Ｏ６７０Ｓ１３，
编码 ４４９ 个氨基酸，分子量 ５２􀆰 ２４ ｋＤ，理论等电点

为 ７􀆰 １６，不稳定系数是 ４０􀆰 ２６，属于不稳定蛋白。

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ，１、２ 和 ３：ＴａＣＩＰＫ８ 扩增条带

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ，１，２ ａｎｄ ３：ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＴａＣＩＰＫ８ ｇｅｎｅ

图 １　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因的克隆

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＴａＣＩＰＫ８

利用 ＥｘＰＡＳｙ⁃ＰｒｏｔＳＣａｌｅ 在线分析软件对小麦

ＴａＣＩＰＫ８ 蛋白疏水性 ／亲水性进行预测。 ＴａＣＩＰＫ８
中亲水氨基酸多于疏水氨基酸且亲水氨基酸在蛋白

序列中分布比较均匀，总平均疏水指数 ＜ ０，因此是

亲水性蛋白。 利用 ＴＭＨＭＭ ２􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ 在线软件对

ＴａＣＩＰＫ８ 蛋白序列进行跨膜结构域分析，结果显示

ＴａＣＩＰＫ８ 蛋白没有跨膜结构域。
利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件，对小麦 ＴａＣＩＰＫ８ 氨基酸

序列与拟南芥 ＡｔＣＩＰＫ８、粗山羊草 ＡｅｔＣＩＰＫ８、大麦

ＨｖＣＩＰＫ８、二穗短柄草 ＢｄＣＩＰＫ８、水稻 ＯｓＣＩＰＫ８、高
粱 ＳｂＣＩＰＫ８、粟 ＳｉＣＩＰＫ８ 和玉米 ＺｍＣＩＰＫ８ 氨基酸

序列进行多序列比对（图 ２）。 发现 ＣＩＰＫ 蛋白序

列在不同物种中具有很高的相似性。 其中和

ＡｔＣＩＰＫ８ 蛋 白 序 列 相 似 性 达 ８３􀆰 ５％ 。 另 外，
ＴａＣＩＰＫ８ 序列中包含 Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｌｏｏｐ 激活环和 ＮＡＦ ／
ＦＩＳＬ 结构域（图 ２）。
２􀆰 ２　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因在小麦不同组织中的表达分析

在正常生长条件下，ＴａＣＩＰＫ８ 基因在所选取的小

麦不同组织中均检测到表达，其中在根、茎、幼穗中的

表达水平高于在叶和种子中的表达水平（图 ３）。
２􀆰 ３　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因在各种逆境胁迫下的表达模式

小麦幼苗在 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶液、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＡＢＡ 溶 液 和 ４ ℃ 低 温 胁 迫 处 理 一 定 时 间 后，
ＴａＣＩＰＫ８ 基因的表达水平如图 ４ 所示。 在不同的胁

迫处理下，ＴａＣＩＰＫ８ 基因被诱导表达的规律不同。
２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶液处理后，ＴａＣＩＰＫ８ 基因表达模

式在叶和根中基本相同，均是先升高后降低，然后再

升高趋于处理前表达水平。 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＡ 溶液

处理后，ＴａＣＩＰＫ８ 基因在叶中下调表达，且在 ４ ｈ 时

表达量最低；而在根中 ＴａＣＩＰＫ８ 基因表达量是先降

低后升高，在 ８ ｈ 时表达量最低，在 ２４ ｈ 时表达量最

高。 ４ ℃低温胁迫处理后，小麦 ＴａＣＩＰＫ８ 基因在叶

中表达量减少，且在 ８ ｈ 时达到最低值；而在根中

ＴａＣＩＰＫ８ 基因在 １２ ｈ 时被诱导上调表达。
２􀆰 ４　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因启动子克隆及顺式作用元件

分析

利用 ＰＣＲ 方法克隆 ＴａＣＩＰＫ８ 基因启动子，获得

一段长 １５００ ｂｐ 的启动子序列（图 ５）。 利用植物启动

子数据库 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 和 ＰＬＡＣＥ 对这一启动子序列进

行分析，结果显示，ＴａＣＩＰＫ８ 基因启动子存在典型的

ＴＡＴＡ⁃ｂｏｘ 元件，还有大量应答脱水胁迫、干旱、低温

和 ＡＢＡ 的顺式作用元件，例如 ＤＲＥ、ＧＣＣ⁃ｂｏｘ、ＬＴＲＥ
和 ＡＢＲＥ 等（图 ５）。 另外，还发现了响应激素 ＧＡ 的

ＧＡＲＥ⁃ｍｏｔｉｆ 和响应茉莉酸甲酯的 ＭｅＪＡ 元件。
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ＡｅｔＣＩＰＫ８（Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ Ｃｏｓｓ，ＸＰ＿０２０１９９１２１􀆰 １），ＴａＣＩＰＫ８ （Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ． ，ＡＪＲ２２３９２􀆰 １），ＨｖＣＩＰＫ８ （Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ． ，ＢＡＫ０７６０３􀆰 １），
ＢｄＣＩＰＫ８（Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ（Ｌ． ）Ｐ． Ｂｅａｕｖ． ，ＸＰ＿００３５６９１６５􀆰 １），ＯｓＣＩＰＫ８ （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ． ，ＸＰ＿０１５６２１４２７􀆰 １），

ＳｂＣＩＰＫ８ （Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ（Ｌ． ）Ｍｏｅｎｃｈ，ＸＰ＿００２４５５７５２􀆰 ２），ＳｉＣＩＰＫ８ （Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ（Ｌ． ）Ｐ． Ｂｅａｕｖ． ，ＸＰ＿００４９７１９０７􀆰 ２），
ＺｍＣＩＰＫ８ （Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ． ，ＮＰ＿００１１６８４９７􀆰 １），ＡｔＣＩＰＫ８ （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ（Ｌ． ）Ｈｅｖｎｈ，ＮＰ＿１９４１７１􀆰 １）

图 ２　 植物 ＣＩＰＫｓ 氨基酸序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＣＩＰＫｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ

图 ３　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因在小麦不同组织中的表达

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴａＣＩＰＫ８ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｈｅａｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
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图 ４　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因在不同胁迫下的表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴａＣＩＰＫ８ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｖｅｒｓｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ５　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因启动子顺式作用元件分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｉｓ⁃ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ＴａＣＩＰＫ８ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

１０３



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １９ 卷

２􀆰 ５　 小麦 ＴａＣＩＰＫ８ 与 ＴａＣＢＬｓ 互作分析

２􀆰 ５􀆰 １　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因的酵母表达载体构建　 将分

别经 Ｓｍａ Ｉ 和 Ｃｌａ Ｉ 双酶切后的 ＴａＣＩＰＫ８ 片段和 ＡＤ
载体 进 行 过 夜 连 接， 成 功 构 建 酵 母 表 达 载 体

ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ。 构建的载体经双酶切鉴定，显示酶切

后条带和预期一致（图 ６）。 载体送生工生物工程

（上海）股份有限公司进行测序，测序结果正确。

Ｍ：１ ｋｂ ｍａｒｋｅｒ；１ 和 ２：ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ 载体酶切条带，
ＴａＣＩＰＫ８ 片段用箭头标示

Ｍ：１ ｋｂ ｍａｒｋｅｒ，１ ａｎｄ ２：Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ，
ＴａＣＩＰＫ８ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ａｎ ａｒｒｏｗ

图 ６　 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ 酶切结果

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ

２􀆰 ５􀆰 ２　 ＴａＣＩＰＫ８ 和 ＴａＣＢＬｓ 的毒性和自激活活性

检测　 为了利用酵母双杂交方法研究 ＴａＣＩＰＫ８ 和

ＴａＣＢＬｓ 的互作关系，首先对 ＴａＣＩＰＫ８ 和 ＴａＣＢＬｓ 进

行了毒性和自激活活性检测。 结果如图 ７ 所示，含
有 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ 表达载体的 Ｙ１８７ 酵母菌落和转空

载体 ＡＤ 的 Ｙ１８７ 酵母在 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ 培养基上长势一

致，说明 ＴａＣＩＰＫ８ 对 Ｙ１８７ 酵母菌没有毒性。 含有

ＴａＣＢＬ１⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ２⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ３⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ４⁃ＢＤ、
ＴａＣＢＬ６⁃ＢＤ、ＴａＣＢＬ７⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ９⁃ＢＤ 表达载体的

Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母和转空载体 ＢＤ 的 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母在

ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ 培养基上菌落长势一致，说明上述 ＣＢＬ 蛋

白对 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母菌没有毒性。
含有 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ 表达载体的 Ｙ１８７ 酵母菌能

够在 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ 和 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ 上长出白色菌

落，但在 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ 培养基上无法生

长； 含 有 ＴａＣＢＬ１⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ２⁃ＢＤ、 ＴａＣＢＬ３⁃ＢＤ、
ＴａＣＢＬ４⁃ＢＤ、ＴａＣＢＬ６⁃ＢＤ、ＴａＣＢＬ７⁃ＢＤ 和 ＴａＣＢＬ９⁃ＢＤ
表达载体的 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母菌能够在 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ 和

ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ 上长出白色菌落，而在 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／
Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ 培 养 基 上 无 法 生 长。 结 果 说 明

ＴａＣＩＰＫ８、 ＴａＣＢＬ１、 ＴａＣＢＬ２、 ＴａＣＢＬ３、 ＴａＣＢＬ４、
ＴａＣＢＬ６、ＴａＣＢＬ７ 和 ＴａＣＢＬ９ 都不能激活报告基因

ＭＥＬ１ 和 ＡＵＲ１⁃Ｃ 的表达，因此表明自身没有激活转

录活性。
２􀆰 ５􀆰 ３　 ＴａＣＩＰＫ８ 与 ＴａＣＢＬｓ 蛋白酵母双杂交互作

鉴定 　 将含有诱饵蛋白重组载体 ＴａＣＢＬｓ⁃ＢＤ 的

Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母菌与含有靶蛋白重组载体 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ
的 Ｙ１８７ 酵母菌两两组合进行杂交形成二倍体酵母，
形成的 ７ 组二倍体酵母 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ１⁃ＢＤ、
ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ２⁃ＢＤ、ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ３⁃
ＢＤ、 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ４⁃ＢＤ、 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ ×
ＴａＣＢＬ６⁃ＢＤ、 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ７⁃ＢＤ、 ＴａＣＩＰＫ８⁃
ＡＤ × ＴａＣＢＬ９⁃ＢＤ，以及阳性对照和阴性对照菌液分

别 涂 布 在 ＤＤＯ （ ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ） 和 ＤＤＯ ／ Ｘ ／ Ａ
（ＳＤ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ）培养基上。 ３０ ℃倒置培

养３ ～５ ｄ。 结果如图 ８ 所示，只有含有 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ ×
ＴａＣＢＬ３⁃ＢＤ 的二倍体酵母和阳性对照酵母能在 ＤＤＯ
和 ＤＤＯ／ Ｘ ／ Ａ 培养基上生长，且在后者培养基上菌落

为蓝色。 由此可知，ＴａＣＩＰＫ８ 和 ＴａＣＢＬ３ 发生了互作，
从而激活了报告基因ＭＥＬ１ 和 ＡＵＲ１⁃Ｃ 的表达。

为了验证上述互作结果是否假阳性，将 ＤＤＯ ／
Ｘ ／ Ａ 培 养 基 上 显 蓝 色 的 菌 落 挑 至 ＱＤＯ ／ Ｘ ／ Ａ
（ＳＤ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃α⁃ｇａｌ ／ ＡｂＡ）培养基，结
果如图 ８ 所示，含有 ＴａＣＩＰＫ８⁃ＡＤ × ＴａＣＢＬ３⁃ＢＤ 的二

倍体酵母和阳性对照酵母在此培养基上同样长出蓝

色菌落。 因此表明，下游报告基因 ＨＩＳ３ 和 ＡＤＥ２ 被

激活，上述结果非假阳性，ＴａＣＩＰＫ８ 和 ＴａＣＢＬ３ 基因

编码蛋白存在互作。

３　 讨论

本研究克隆得到 ＴａＣＩＰＫ８ 基因编码一个由 ４４９ 个

氨基酸残基组成的蛋白，相对分子量 ５２􀆰 ２４ ｋＤ，理论等

电点 ７􀆰 １６，属于不稳定亲水性蛋白，没有跨膜结构域。
ＴａＣＩＰＫ８ 蛋白有一个 Ｎ 端激酶域和一个 Ｃ 端结构域，
前者是与下游靶蛋白作用的激活环（Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｌｏｏｐ），
在第 １３５ ～ １４７ 位氨基酸处，后者是与 ＣＢＬｓ 结合的

ＮＡＦ／ ＦＩＳＬ 结构域，在第 ３０８ ～３３２ 位氨基酸处。
ＴａＣＩＰＫ８ 表达分析结果显示，ＴａＣＩＰＫ８ 在小麦

的不同时期和不同组织均有表达，其中在幼穗中表

达最高，根和茎次之，叶与种子最低，说明该基因具

有组织时空表达的特性。 许多研究表明，ＣＩＰＫ 蛋白

参与高盐、低温等非生物胁迫信号转导。 例如拟南

芥 ＡｔＣＩＰＫ１ 和 ＡｔＣＩＰＫ６ 基因参与植物响应非生物胁

迫和 ＡＢＡ 信号［１５⁃１６］。 因此本研究利用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
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ｐＧＢＫＴ７⁃５３ × ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ：阳性对照，ｐＧＢＫＴ７⁃ｌａｍ × ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ：阴性对照

ｐＧＢＫＴ７⁃５３ × ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ：ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，ｐＧＢＫＴ７⁃ｌａｍ × ｐＧＡＤＴ７⁃Ｔ：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ７　 表达载体的毒性和自激活活性检测

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｆ⁃ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ

ＤＤＯ：ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ，ＤＤＯ ／ Ｘ ／ Ａ：ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ，
ＱＤＯ ／ Ｘ ／ Ａ：ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ａｄｅ ／ Ｘ⁃α⁃Ｇａｌ ／ ＡｂＡ

图 ８　 ＴａＣＩＰＫ８ 和 ＴａＣＢＬｓ 编码蛋白互作鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＣＩＰＫ８ ａｎｄ ＴａＣＢＬｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

方法，研究了小麦 ＴａＣＩＰＫ８ 基因在高盐、低温及信

号分子 ＡＢＡ 等 ３ 种胁迫处理下的表达模式。 结果

发现 ＴａＣＩＰＫ８ 基因受低温、高盐和 ＡＢＡ 诱导表达，
且在根和叶中表现出了不同的表达模式。 基因在不

同组织中受胁迫诱导表达模式的不一致先前已有报

道。 Ｓ． Ｏｋａｙ 等［１７］研究小麦 ＷＲＫＹ 家族基因的表达

时发现该家族许多基因在根和叶中受胁迫诱导表达

是有差异的，例如，ＴａＷＲＫＹ１７ 基因在叶中被旱诱导

上调表达，而在根中则下调表达。 这种在不同组织中

受诱导表达情况的不同暗示 ＴａＣＩＰＫ８ 基因可能在叶

和根中参与不同的信号传导途径来响应环境胁迫。

本研究利用酵母双杂交试验研究了 ＴａＣＩＰＫ８ 与

ＴａＣＢＬ１、ＴａＣＢＬ２、ＴａＣＢＬ３、ＴａＣＢＬ４、ＴａＣＢＬ６、ＴａＣＢＬ７
和 ＴａＣＢＬ９ 的互作，结果发现 ＴａＣＩＰＫ８ 与 ＴａＣＢＬ３ 存

在互作。 前人研究发现，每一个 ＣＢＬ 蛋白能够和一

些特定的 ＣＩＰＫｓ 蛋白相互作用，同时每一个 ＣＩＰＫ
蛋白能够和一些特定的 ＣＢＬｓ 蛋白相互作用［１８］。
ＣＢＬｓ 和 ＣＩＰＫｓ 的交叉相互结合扩大了 ＣＢＬｓ⁃ＣＩＰＫｓ
网络对钙信号传导的多样性和复杂性， ＣＢＬｓ 和

ＣＩＰＫｓ 的结合以及 ＣＢＬｓ⁃ＣＩＰＫｓ 复合体对靶蛋白的

特异选择，共同决定钙信号传导的特异性和多样

性［１９］。 拟 南 芥 ＡｔＳＯＳ３ ／ ＣＢＬ４⁃ＡｔＳＯＳ２ ／ ＡｔＣＩＰＫ２４⁃
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ＳＯＳ１ 途径响应盐害胁迫，通过 Ｎａ ＋ ／ Ｈ ＋ 反转运体将

胞内多余的 Ｎａ ＋ 排出体外，增强植物对盐胁迫的抗

性［９］。 ＡｔＣＢＬ９ 能够激活 ＡｔＣＩＰＫ３ 的激酶活性，通过

调控 ＡｔＣＩＰＫ３ 而参与对 ＡＢＡ 信号途径的调控［１０］。
拟南芥 ＡｔＣＩＰＫ１４ 和 ＡｔＣＩＰＫ１５ 也参与对 ＡＢＡ 诱导

的逆境胁迫的调节过程［２０⁃２１］。 ＡｔＣＢＬ９ 和 ＡｔＣＩＰＫ１
能够参与不依赖 ＡＢＡ 调控的逆境胁迫响应过程，而
ＡｔＣＢＬ１ 和 ＡｔＣＩＰＫ１ 参与依赖 ＡＢＡ 的胁迫响应过

程［１５］。 这 说 明 ＡｔＣＩＰＫ３、 ＡｔＣＩＰＫ１４、 ＡｔＣＩＰＫ１５ 和

ＡｔＣＩＰＫ１ 基因在 ＡＢＡ 胁迫过程中扮演着重要角色。
拟南芥 ＡｔＣＩＰＫ７ 能够和 ＡｔＣＢＬ１ 互作，ＡｔＣＩＰＫ３ 能够

和 ＡｔＣＢＬ９ 互作，共同完成对低温胁迫的调控作用。
小麦 ＴａＣＩＰＫ１４、水稻 ＯｓＣＩＰＫ３ 和 ＯｓＣＩＰＫ１２ 基因都

能提高植株对低温胁迫的忍耐性［２２⁃２３］。
植物在生长发育过程中会遇到各种各样的环境

胁迫，例如盐碱、极端温度和干旱等。 作为对不良环

境的应答，植物会在转录水平上精确调控相关基因

的表达。 转录因子通过与启动子中顺式作用元件的

特异结合可以在转录水平上调控下游基因的表达。
本研究中，ＴａＣＩＰＫ８ 基因可能通过上游转录因子与其

启动子序列中的顺式作用元件结合来响应高盐、低温

等外界环境胁迫。 进一步 ＴａＣＩＰＫ８ 基因转录翻译形

成 ＴａＣＩＰＫ８ 蛋白，并与 ＴａＣＢＬ３ 互作形成 ＴａＣＢＬ３⁃
ＴａＣＩＰＫ８ 复合体而参与小麦响应胁迫的信号传导过

程（图 ９）。 这一结果，为进一步研究 ＴａＣＩＰＫ８ 功能及

小麦抗逆性改良研究提供了理论依据。

图 ９　 ＴａＣＩＰＫ８ 基因参与小麦胁迫响应的可能途径

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ａ ｗｏｒｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＴａＣＩＰＫ８ ｇｅｎｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ
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ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃａ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣＩＰＫ１ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｂｓｃｉｓｉｃ
ａｃｉｄ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｊ，２００６，４８（６）：８５７⁃８７２

［１６］ 　 Ｃｈｅｎ Ｌ，Ｗａｎｇ Ｑ Ｑ，Ｚｈｏｕ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＣＢＬ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （ＣＩＰＫ６） ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｔ ／ ｏｓ⁃
ｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＡＢＡ ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｒｅｐ，２０１３，４０（８）：４７５９⁃４７６７

［１７］ 　 Ｏｋａｙ Ｓ，Ｄｅｒｅｌｌｉ Ｅ，Ｕｎｖｅｒ Ｔ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｒｅａｄ ｗｈｅａｔ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｒｏｕｇｈｔ
ｓｔｒｅｓｓ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｇｅｎｅｔ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１４，２８９（５）：７６５⁃７８１

［１８］ 　 Ａｌｂｒｅｃｈｔ Ｖ，Ｒｉｔｚ Ｏ，Ｌｉｎｄｅｒ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＮＡＦ ｄｏｍａｉｎ ｄｅｆｉｎｅｓ ａ
ｎｏｖｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｕｌｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ Ｃａ２ ＋ ⁃ｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ ［Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｊ，２００１，２０（５）：１０５１⁃１０６３

［１９］ 　 Ｂａｔｉｓｔｉｃ Ｏ，Ｋｕｄｌａ Ｊ． Ｐｌａｎｔ ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎ⁃
ｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙ Ａｃｔａ，２００９，１７９３
（６）：９８５⁃９９２

［２０］ 　 Ｇｕｏ Ｙ，Ｘｉｏｎｇ Ｌ，Ｓｏｎｇ Ｃ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｅｎｓｏｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ａｒｅ ｇｌｏｂａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ，２００２，３（２）：２３３⁃２４４

［２１］ 　 Ｑｉｎ Ｙ，Ｌｉ Ｘ，Ｇｕｏ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｔ ａｎｄ ＡＢＡ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
ｂｙ ＣＩＰＫ１４，ａ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｅｎｓｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｉｎ Ａｒａｂｉ⁃
ｄｏｐｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｃｈｉｎａ Ｃ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ，２００８，５１（５）：３９１⁃４０１

［２２］ 　 Ｄｅｎｇ Ｘ， Ｚｈｏｕ Ｓ， Ｈｕ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｅｃｔｏｐｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ
ＴａＣＩＰＫ１４，ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｃｏｎｆｅｒｓ ｓａｌｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ［ Ｊ］ ．
Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｌａｎｔ，２０１３，１４９（３）：３６７⁃３７７

［２３］ 　 Ｘｉａｎｇ Ｙ，Ｈｕａｎｇ Ｐ Ｍ，Ｘｉｏｎｇ Ｌ Ｚ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｉｖｅ ＣＩＰＫ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｆｏｒ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ
［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ，２００７，１４４（３）：１４１６⁃１４２８
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