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小麦铝胁迫基因 ＴａＡＩＰ 的克隆、表达分析及亚细胞定位
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　 　 摘要:以小麦抗逆相关蛋白 ＴａＭＡＰＫ２ 作为诱饵ꎬ利用酵母双杂交系统进行筛库ꎬ获得互作蛋白 ＴａＡＩＰꎮ 氨基酸序列分析

发现 ＴａＡＩＰ 具有 ｗａｌｉ 保守区ꎬ并且与一些物种的铝诱导蛋白相似ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析显示ꎬＴａＡＩＰ 基因受到铝、干旱以及

高盐胁迫上调表达ꎮ 半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬＴａＡＩＰ 在小麦茎中表达ꎬ在根部、叶片以及花中没有表达ꎮ 亚细胞定位试验发

现ꎬＴａＡＩＰ 定位在细胞膜上ꎮ 这些结果为深入分析 ＴａＡＩＰ 的抗逆性作用机理奠定基础ꎮ
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各种生物胁迫和非生物胁迫ꎬ如植物病虫害、干
旱、高盐以及高温等ꎬ严重影响植物的生长和产量ꎮ
植物在长期进化过程中形成了一套完善的信号传递

机制ꎬ能够感受外界胁迫信号并传递到细胞内ꎬ从而

在分子水平上产生一系列应答响应ꎬ激活下游抗逆

相关基因的表达ꎬ保障细胞正常的生命活动ꎮ 研究

植物对逆境信号的感知、传递以及适应性响应的分

子机制ꎬ对于阐明植物适应逆境机制ꎬ提高植物抗性

有重要的理论和应用价值[１]ꎮ

铝毒害已成为酸性土壤中植物生长主要的限制

因素[２]ꎮ 铝毒害破坏植物细胞结构ꎬ抑制根系对营

养元素的吸收ꎬ影响光合作用ꎬ导致植物正常生理活

动至关重要的酶活性改变ꎬ最终造成植物产量降

低[３]ꎮ 农业生产上通常依靠在酸性土壤中施加生

石灰来中和游离铝离子ꎬ然而这种方法只能改良耕

地的表层土壤ꎬ并不能改变深层土壤的酸性ꎬ且造成

大量的财力和人力的消耗[４]ꎮ 因此ꎬ在解决酸性土

壤问题的同时ꎬ挖掘植物自身的抗铝潜力ꎬ获得耐铝
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能力强的植物品种ꎬ对耐铝品种的开发和利用无疑

是更有效地解决酸性土壤问题的途径ꎮ
蛋白的磷酸化 /去磷酸化修饰在信号传递过程

中起到开关的作用ꎬ调控生物个体对外界胁迫的响

应[５￣６]ꎮ 近几年研究表明ꎬ促分裂原活化蛋白激酶

(ＭＡＰＫꎬｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ) 参与各种

非生物胁迫反应ꎮ 如水稻 ＯｓＭＡＰＫ５ 受盐和旱诱导

表达ꎬ其在水稻中超表达能够显著提高对盐和旱的

抗性[７]ꎻ在高盐和渗透胁迫下ꎬ烟草 ＣｓＮＭＡＰＫ 的表

达量显著提高ꎬ且在高盐及渗透胁迫处理条件下转

基因烟草种子的萌发率要明显高于对照[８]ꎮ 本试

验利用酵母双杂交技术ꎬ以 ＴａＭＡＰＫ２[９]作为诱饵蛋

白ꎬ从小麦 ｃＤＮＡ 文库中筛选到一个与 ＴａＭＡＰＫ２ 可

能互作的蛋白 ＴａＡＩＰꎬ研究显示 ＴａＡＩＰ 定位在细胞

膜上ꎬ受胁迫诱导表达ꎬ这些结果为深入分析 ＴａＡＩＰ
的作用机理奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 植物材料及胁迫处理

普通小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. )农家种小白麦

由中国农业科学院作物科学研究所景蕊莲研究员提

供ꎮ 将室温 ２５ ℃光照培养 １０ ｄ 左右的小麦幼苗分

别进行 干 旱 ( 幼 苗 置 于 干 燥 的 滤 纸 上 )、 高 盐

(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液)和铝(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)胁迫处

理ꎬ在处理 ０、０ ５、１、３、６、１２ 和 ４８ ｈ 时取样ꎬ样品经

液氮速冻后于 － ８０ ℃保存备用ꎮ
１ ２　 ＴａＡＩＰ 基因的克隆及生物学分析

根据 ＴａＭＡＰＫ２ 基因的序列及 ｐＧＢＫＴ７(Ｃｌｏｎｔｅｃｈꎬ
美国)的克隆位点ꎬ在基因的两端分别引入 ＥｃｏＲＩ 和

ＢａｍＨＩ(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ美国)酶切位点ꎮ 酶切、Ｉｎ￣ｆｕｓｉｏｎ 连接

(ＴａＫａＲａꎬ大连)到质粒 ｐＧＢＫＴ７ꎮ 测序验证融合质粒

ｐＧＢＫＴ７::ＴａＭＡＰＫ２ 克隆正确ꎮ 将 ｐＧＢＫＴ７::ＴａＭＡＰＫ２
作为诱饵载体对小麦 ｃＤＮＡ 文库进行筛选ꎬ从中得到

了一个可能与 ＴａＭＡＰＫ２ 互作的蛋白 ＴａＡＩＰ 的全长 ｃＤ￣
ＮＡꎮ 以小麦 ｃＤＮＡ 为模版ꎬ用 ＴａＡＩＰ 的特异引物(上游

引物 ５′￣ＧＴＴＴＧＡＴＣＴＧＴＧＡＡＡＡＴＧＴＴＧ￣３′ꎻ下游引物 ５′￣
ＣＡＧＡＡＴＧＴＡＣＡＴＴＧＣＣＡＡＡＧ￣３′)扩增程序为 ９５ ℃预

变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性４５ ｓꎬ６０ ℃退火４５ ｓꎬ７２ ℃延伸１
ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ 得到 ＴａＡＩＰ 基因

全长ꎮ
根据 ＴａＡＩＰ 的全氨基酸序列ꎬ在 ＮＣＢＩ 上进行

Ｂｌａｓｔｐ 同源性搜索ꎬ并进行蛋白家族预测ꎻ为进一步

研究 ＴａＡＩＰ 同源蛋白的进化关系ꎬ根据 ＮＣＢＩ 中 ９
个植物物种的同源基因使用 ＤＮＡＭＡＮ 进行蛋白同

源比对ꎬ做系统发育树分析ꎮ
１ ３　 ＲＮＡ 提取和组织表达分析

按照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒(ＴＩＡＮＧＥＮꎬ北京)提取小麦

根、茎、叶和花的总 ＲＮＡꎬ使用 ＲＮＡ ｋｉｔ ｖｅｒ ３ ０ ｃＤＮＡ
合成试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大连)进行第一链 ｃＤＮＡ 的合

成ꎮ 以均一化的小麦 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＴａＡＩＰ 基因的

特异引物(上游引物 ５′￣ＧＴＴＣＴＧＣＧＧＧＣＴＧＧＡＣＧＡＣＡ￣
３′ꎻ下游引物 ５′￣ＧＡＡＧＡＣＧＡＣＧＡＡＧＧＣＧＡＡＧＧＡＧ￣３′)
进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ以小麦 Ａｃｔｉｎ 基因作为内参(上游引

物 ５′￣ＴＧＧＧＧＡＡＡＡＴＡＴＧＧＣＡＴＣ￣３′ꎻ 下 游 引 物 ５′￣
ＣＣＡＧＣＡＡＧＧＴＣＣＡＡＡＣＧＡ￣３′)ꎮ
１ ４　 ＲＮＡ 提取和荧光定量 ＰＣＲ 分析

用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒(ＴＩＡＮＧＥＮꎬ北京)分别提取 ３
种胁迫下不同时间样品的总 ＲＮＡꎬ按照 ＲＮＡ ｋｉｔ
ｖｅｒ ３ ０ ｃＤＮＡ 合成试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大连)合成第一

链 ｃＤＮＡ 为模板ꎮ 用 ＴａＡＩＰ 基因非保守区的特异引

物(上游引物 ５′￣ＧＴＴＣＴＧＣＧＧＧＣＴＧＧＡＣＧＡＣＡ￣３′ꎻ下
游引物 ５′￣ＧＡＡＧＡＣＧＡＣＧＡＡＧＧＣＧＡＡＧＧＡＧ￣３′) 以

小麦 Ａｃｔｉｎ 基因作为内参ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ
仪(ＢｉｏＲａｄ ｉＣｙｃｌｅꎬＣＡꎬＵＳＡ)检测 ＴａＡＩＰ 在不同胁迫

下的表达模式ꎮ 反应体系为:２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
(含荧光染料)１０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 引物各 ０ ５ μＬꎬｃＤ￣
ＮＡ 模板 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ８ μＬꎮ 扩增程序为 ９５ ℃预变

性 １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ２０ ｓꎬ５６ ℃退火 ２５ｓꎬ７２ ℃延伸

２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ循环结束后ꎬ利用溶解曲线检测产

物特异性ꎮ
１ ５　 酵母双杂交验证互作

将 ｐＧＢＫＴ７::ＴａＭＡＰＫ２ 以及 ｐＧＡＤＴ７::ＴａＡＩＰ
质粒共转化入酵母菌株 ＡＨ１０９ 中ꎮ 将转化后的酵

母菌株于 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 平板上划线培养ꎮ 若酵母

细胞在 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 平板上生长则证明 ｐＧＢＫＴ７::
ＴａＭＡＰＫ２ 和 ｐＧＡＤＴ７::ＴａＡＩＰ 的质粒均转入酵母细

胞中ꎮ 挑取 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 平板上的单克隆菌株于

１ ｍＬ ＹＰＤＡ 液体培养基中ꎬ３０ ℃下振荡培养 ２ ｄꎬ吸
取 １ μＬ 酵母菌液于 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣
ｇａｌ 平板上ꎬ置于 ３０ ℃培养 ３ ~ ４ ｄ 后观察菌落显蓝

情况ꎮ
１ ６　 １６３１８ｈＧＦＰ::ＴａＡＩＰ 融合表达载体的构建与原

生质体的亚细胞定位分析

设计带有 ＨｉｎｄＩＩＩ 和 ＢａｍＨＩ(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ美国)酶
切位点的特异引物(上游引物 ５′￣ＡＴＴＡＡＧＣＴＴＡＴ￣
ＧＴＴＧＧＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＡＡＧ￣３′ꎻ下游引物 ５′￣ＡＡＡＧ￣
ＧＡＴＣＣＴＣＴＧＡＴＧＧＣＧＧＣＴＴＣＧＴ￣３′)ꎬ将扩增得到的

产物与 １６３１８ｈ￣ＧＦＰ 载体一同酶切ꎬ该载体包含
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ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子和绿色荧光蛋白 ＧＦＰ 编码序列ꎮ
Ｔ４ 连接酶 ( ＴａＫａＲａꎬ 大连) 连接ꎬ ＴａＡＩＰ 插入到

ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子和绿色荧光蛋白 ＧＦＰ 编码序列之

间ꎬ测序正确后将重组质粒和对照空载体利用瞬时

转染法导入小麦原生质体ꎬ室温培养过夜ꎬ在激光共

聚焦显微镜下观察绿色荧光ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＴａＡＩＰ 的克隆及生物信息学分析

用 ＴａＭＡＰＫ２ 为诱饵ꎬ利用酵母双杂交系统筛选小

麦 ｃＤＮＡ 表达文库ꎬ获得互作蛋白 ＴａＡＩＰꎮ 设计特异性

引物ꎬ以小麦 ｃＤＮＡ 为模板扩增 ＴａＡＩＰ 基因ꎬ并克隆到

ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ(Ｔｒａｎｓｇｅｎꎬ北京)载体上ꎬ测序正确ꎮ Ｔａ￣
ＡＩＰ 基因大小为 ７９５ ｂｐꎬ编码 ２６５ 个氨基酸ꎮ

ＴａＡＩＰ 蛋白序列在 ＮＣＢＩ 中结构预测结果显示ꎬ
ＴａＡＩＰ 蛋白具有 ｗａｌｉ７ 保守域ꎬ是 Ｇｎ＿ＡＴ＿ＩＩ 超家族

中 Ｇｎ＿ＡＴ＿ＩＩ 家族的一个成员ꎬ含有谷氨酸氨基转移

酶的保守结构域ꎬＴａＡＩＰ 与 Ｇｎ＿ＡＴ＿ＩＩ 家族中 ＡｓｎＢ
成员有部分同源域(图 １)ꎮ 在 ＮＣＢＩ 中用 Ｂｌａｓｔｐ 搜

索ꎬ发现 ＴａＡＩＰ 蛋白与玉米、大豆、蓖麻和黄瓜等茎

部特异性表达蛋白的蛋白序列具有较高的相似性ꎬ
其中与玉米、大豆茎部特异性表达蛋白相似性分别

为 ７７％和 ６１％ ꎻ另外与拟南芥和紫茉莉等的铝诱导

蛋白以及蒺藜苜蓿和油棕的天冬酰胺合成酶蛋白也

具有较高相似性(大于 ５０％ )(图 ２)ꎮ 进化树分析

表明(图 ３)ꎬＴａＡＩＰ 与玉米的茎部特异性表达蛋白

和油棕的天冬酰胺合成酶蛋白进化关系较近ꎬ聚为

一类ꎮ

图 １　 ＴａＡＩＰ 蛋白功能域预测

Ｆｉｇ １　 Ｄｏｍａｉｎｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＡＩＰ ｐｒｏｔｅｉｎ

小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ):ｇｉ ｜２５７１３５７９３ ｜ ꎻ玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ):ｇｉ ｜４１３９１９９８５ ｜ 、ｇｉ ｜２２６４９９９９４ ｜ ꎻ油棕(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ):
ｇｉ ｜５０４０４４７５ ｜ ꎻ大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ):ｇｉ ｜３５６５４３２８２ ｜ ꎻ拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ):ｇｉ ｜１８４１６９９５ ｜ 、ｇｉ ｜１５２２８８８３ ｜ ꎻ
蓖麻(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ): ｇｉ ｜２５５５５６００５ꎻ 紫茉莉(Ｍｉｒａｂｉｌｉｓ ｊａｌａｐａ):ｇｉ ｜２２０７０２７２１ ｜ ꎻ 黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ):

ｇｉ ｜４４９４３３８６３ ｜ ꎻ 大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ):ｇｉ ｜３５６５４９３６９ ｜ ꎻ蒺藜苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ):ｇｉ ｜３５７４４６５０３ ｜

图 ２　 ＴａＡＩＰ 蛋白保守区多序列比对

Ｆｉｇ ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＡＩＰ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ

图 ３　 ＴａＡＩＰ 与其他物种的系统发育树分析

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＡＩＰ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

２ ２　 ＴａＭＡＰＫ２ 和 ＴａＡＩＰ 在酵母中的互作验证

ｐＧＢＫＴ７::ＴａＭＡＰＫ２ 和 ｐＧＡＤＴ７::ＴａＡＩＰ 重组

质粒共转化进入酵母细胞ꎬ酵母菌株在 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣
Ｌｅｕ 平板上生长证明两个质粒已经全部转化进入

酵母细胞中ꎮ 吸取菌液微量点到营养缺陷型 ＳＤ / ￣
Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣ｇａｌ 培养基上培养ꎬ结果

显示酵母菌落能正常生长且菌落呈蓝色(图 ４)ꎮ
初步证实 ＴａＭＡＰＫ２ 和 ＴａＡＩＰ 蛋白发生了相互

作用ꎮ
２ ３　 ＴａＡＩＰ 的组织特异性表达

以 Ａｃｔｉｎ 作对照ꎬ通过半定量 ＰＣＲ 法ꎬ研究 Ｔａ￣
ＡＩＰ 基因在小麦植株不同部位的表达ꎮ 结果显示在
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１:ＡＤ￣ＴａＡＩＰ ＋ ＢＤ￣ＴａＭＡＰＫꎻ２:ＴａＭＡＰＫ２ ＋ ＢＤꎻ３:ＴａＡＩＰ ＋ ＡＤꎻ４:ＡＤ ＋ ＢＤ
Ａ:菌落正常生长呈白色表示 ４ 组质粒均转化入酵母细胞中ꎻＢ:１ 号菌落正常生长呈蓝色ꎬ２、３、４ 号菌落均不能正常生长

Ａ:Ｔｈｅ ４ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｖｅｃｔｏｒ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌꎻＢ:Ｃｏｌｏｎｙ １
ｇｒｅｗ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ａｎｄ ｗａｓ ｂｌｕｅꎬａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ２ꎬ３ꎬａｎｄ ４ ｇｒｅｗ ａｂｎｏｒｍａｌｌｙ

图 ４　 ＴａＡＩＰ 与 ＴａＭＡＰＫ 的互作验证

Ｆｉｇ ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴａＡＩＰ ａｎｄ ＴａＭＡＰＫ

正常生长条件下ꎬＴａＡＩＰ 在小麦茎中表达ꎬ在根部、
叶片以及花中没有表达(图 ５)ꎮ

图 ５　 ＴａＡＩＰ 基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ ５　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＡＩＰ ｇｅｎｅ

２ ４　 ＴａＡＩＰ 在铝、干旱以及盐胁迫下的表达模式

在重金属胁迫下ꎬ发现 ＴａＡＩＰ 受铝的诱导表达ꎮ
在铝胁迫下ꎬＴａＡＩＰ 在处理 ３０ ｍｉｎ 后表达量就明显

提高ꎬ１２ ｈ 达到最高ꎬ比对照高 ４ 倍ꎬ随后降低ꎮ 在

非生物胁迫下ꎬ发现 ＴａＡＩＰ 受盐和干旱的诱导表达ꎬ
分别比对照高 ５ 倍和 ６ 倍ꎮ 在盐胁迫下ꎬＴａＡＩＰ 在

处理 １ ｈ 后ꎬ表达量超过对照 ３ 倍以上ꎻ而在干旱处

理下ꎬＴａＡＩＰ 在 ３ ｈ 后表达量才明显提高(图 ６)ꎮ 以

上结果表明ꎬＴａＡＩＰ 基因参与了铝、盐以及干旱等胁

迫响应ꎮ

ａ:铝胁迫ꎻｂ:盐胁迫ꎻｃ:旱胁迫　 ａ:Ａｌｕｍｉｎｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬｂ:Ｈｉｇｈ￣ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬｃ:Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

图 ６　 ＴａＡＩＰ 基因在铝、高盐和干旱胁迫下的表达

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＴａＡＩＰ ｕｎｄｅｒ ａｌｕｍｉｎｕｍꎬｈｉｇｈ￣ｓａｌｔꎬａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

２ ５　 ＴａＡＩＰ 的亚细胞定位分析

１６３１８ｈＧＦＰ::ＴａＡＩＰ 融合表达载体和对照空载体

利用瞬时转染法导入小麦原生质体ꎬ绿色荧光蛋白

(ＧＦＰ)基因在小麦原生质体中获得高效瞬时表达ꎬ绿
色荧光蛋白在 ４７５ ｎｍ 蓝光激发下产生 ５０９ ｎｍ 的绿色

荧光ꎮ 对照 ＧＦＰ 蛋白无定位功能ꎬ在细胞膜、细胞核内

和细胞质中都可以观察到 ＧＦＰ 的绿色荧光信号(图
７)ꎬ将 ＴａＡＩＰ 基因插入到 ３５Ｓ 启动子和绿色荧光蛋白

基因之间形成融合蛋白后ꎬ仅在细胞膜上产生绿色荧

光(图 ７)ꎬ表明 ＴａＡＩＰ 蛋白定位在细胞膜上ꎮ

３　 讨论

受胁迫诱导表达的基因在提高植物抗性上发挥

ＧＦＰ￣ＴａＡＩＰ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ＧＦＰ ｗａｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ

图 ７　 ＴａＡＩＰ 蛋白在小麦原生质体中的定位分析

Ｆｉｇ ７　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＴａＡＩＰ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ
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着重要作用ꎮ 如小麦 Ｒ２Ｒ３ 类 ＭＹＢ 转录因子

ＴａＭＹＢ３０￣Ｂ 能够被干旱诱导表达ꎬ该基因在拟南芥

中的超表达能够提高拟南芥对干旱的抗性[１０]ꎻ苜蓿

ＭｓＡＬＭＴ１ 在烟草中超表达能够提高烟草对铝胁迫

的抗性[１１]ꎻ烟草 Ｔｓｉ１ 基因的超表达提高了辣椒对细

菌和病毒的抗性[１２]ꎮ 转小麦 ＴａＥＲＦ１ 基因的拟南

芥提高了对低温、干旱、高盐以及灰霉病(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉ￣
ｎｅｒｅａ)的抵抗力ꎬ转 ＴａＥＲＦ１ 基因的烟草增加了植株

的抗盐性和对野火病(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ)的抗病

性[１３]ꎮ 因此研究胁迫诱导表达的基因可为植物改

良提供依据ꎬ同时对于阐明植物抗性机理有重要

意义ꎮ
铝对植物的毒害是酸性土壤中限制植物生长的

重要因素ꎮ 植物自身的耐铝机制很多ꎬＡＬＭＴ 和

ＭＡＴＥ 家族的基因编码膜蛋白ꎬ使有机阴离子如苹

果酸、柠檬酸排出ꎬ结合铝离子ꎬ使植物免受铝离子

的毒害[１４]ꎮ 高粱 ＳｂＭＡＴＥ 编码一个柠檬酸盐运输

蛋白结合铝离子从而减轻铝离子对植物的毒害[１５]ꎻ
过表达 ＴａＡＬＭＴ１ 基因的小麦ꎬ提高了小麦对铝离子

的抵抗能力[１６]ꎮ 此外ꎬ基因突变[１７] 或者过表达细

胞膜上与生理和应激反应相关的基因[１８￣１９] 以及过

表达新陈代谢过程中的目标基因[２０￣２１] 都能够提高

植株对铝胁迫的耐受性ꎮ 寻找铝胁迫抗性基因对于

提高植物对铝毒胁迫有重要的分子育种意义ꎮ
本研究从小麦中克隆出一个胁迫诱导的 ＴａＡＩＰ

基因ꎬ蛋白序列比对发现ꎬＴａＡＩＰ 蛋白与一些物种铝

诱导蛋白具有相似性ꎬ而且 ＴａＡＩＰ 与小麦 ｗａｌｉ７ 和谷

子 Ｓｉ６９ 同属于 Ｇｎ＿ＡＴ＿ＩＩ 家族的成员ꎬ包含 ｗａｌｉ７ 保

守域ꎮ 小麦 ｗａｌｉ７ 和谷子 Ｓｉ６９ 能够受铝胁迫的诱导

表达[２２￣２３]ꎮ Ｓｉ６９ 在拟南芥中的超表达提高了植物

对铝的抗性[２２]ꎮ 铝胁迫下ꎬＴａＡＩＰ 在处理早期被高

效诱导表达ꎬ说明 ＴａＡＩＰ 在重金属胁迫下可能快速

的发挥作用ꎮ
蛋白激酶催化的蛋白磷酸化和蛋白磷酸酶催化

的去磷酸化作用在植物细胞感受各种环境信号及其

信号 传 导 与 放 大 过 程 中 起 着 重 要 作 用ꎬ 其 中

ＭＡＰＫｓ 的作用已成为一个研究热点ꎮ 研究发现ꎬ
ＭＡＰＫ 不仅参与了植物的生长发育过程和激素调

控ꎬ还在逆境胁迫应答过程中起着重要的作用ꎮ
利用 酵 母 双 杂 交 系 统 初 步 验 证 了 ＴａＡＩＰ 与

ＴａＭＡＰＫ２ 的互作ꎮ ＴａＡＩＰ 除了受到铝胁迫诱导

外ꎬ还受到干旱和盐胁迫的诱导表达ꎮ 推测 ＴａＡＩＰ
参与胁迫诱导的信号转导ꎬ且与 ＭＡＰＫ 级联途径

存在交叉ꎬ对提高小麦非生物逆境抗性有重要作

用ꎬ其机制需进一步研究ꎮ
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