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　 　 摘要:我国土壤盐碱化日益严重ꎬ对我国的粮食安全造成了严重威胁ꎬ因此耐盐基因挖掘对作物耐盐育种非常重要ꎮ 许

多研究表明胚胎发育晚期丰富蛋白(ＬＥＡ)在植物应对非生物胁迫中发挥积极作用ꎮ 本研究以小麦 ＴａＬＥＡ１ 基因为研究对象ꎬ
分析了其表达蛋白的理化性质及基因表达模式ꎬ并通过在拟南芥中过表达ꎬ分析 ＴａＬＥＡ１ 基因的抗逆功能ꎮ 结果表明ꎬＴａＬＥＡ１
基因的表达蛋白属于第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋白ꎬ是稳定的亲水蛋白ꎬ富含 α￣螺旋、β￣转角等结构ꎮ ＴａＬＥＡ１ 基因在小麦根、茎、叶、花、种
子等不同组织中均有表达ꎬ盐胁迫条件诱导其高表达ꎮ 在拟南芥中过表达 ＴａＬＥＡ１ 基因ꎬ显著提高了盐胁迫下转基因拟南芥

的种子萌发率、根长及盐和旱胁迫下的叶绿素含量ꎮ 本研究结果为 ＬＥＡ 基因抗逆机理的研究和耐盐基因的挖掘提供了重要
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土壤盐碱化是一个全世界都面临的问题ꎬ严重 限制世界农业生产发展ꎬ而我国土壤盐碱化更是日
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趋严重[１]ꎮ 盐胁迫不可逆地影响植物的生长和产

量ꎬ因此挖掘耐盐基因ꎬ解析耐盐机理ꎬ培育耐盐作

物对我国粮食安全具有重要意义ꎮ 越来越多的研究

表明ꎬ胚胎发育晚期丰富表达蛋白(ＬＥＡꎬｌａｔｅ ｅｍｂｒｙ￣
ｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ)在植物应对非生物胁迫ꎬ
尤其是脱水胁迫时发挥积极的作用[２￣３]ꎮ 根据 ＬＥＡ
蛋白氨基酸序列同源性和保守序列ꎬ将 ＬＥＡ 蛋白分

为 ６ 组ꎮ 第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋白同源序列区域包括 １１ 个

氨基酸基元序列(ＴＡＱＡＡＫＥＫＡＧＥ)构成的串联重

复序列ꎬ这些基元序列能够形成 α￣螺旋结构ꎬ为其

发挥抗逆功能提供结构基础[４]ꎮ ＬＥＡ 蛋白的重要

理化特性ꎬ如甘氨酸的含量高ꎬ亲水指数大等[５]ꎬ使
其即使在煮沸状态时ꎬ仍能够维持在水溶状态ꎬ呈现

出高亲水性以及热稳定性ꎬ植物受到水分胁迫造成

细胞组分晶体化ꎬ进而破坏细胞内结构有序化时ꎬ
ＬＥＡ 蛋白能够捕获水分到细胞内ꎬ减小细胞受损伤

程度[６]ꎮ
过量表达 ＬＥＡ 类基因可以提高拟南芥、水稻、小

麦、烟草、柑桔、草莓、酵母和大肠杆菌等的抗寒、抗旱

或耐盐能力[７]ꎮ １９９９ 年ꎬＧ Ａ Ｓｗｉｒｅ￣Ｃｌａｒｋ 等[８] 将小

麦 ＬＥＡ１ 蛋白 Ｅｍ 基因转入酵母ꎬ发现酵母在高盐

(１ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 或 ＫＣｌ)胁迫条件下的生长曲线好于

对照组ꎮ ２００２ 年ꎬＺ Ｃｈｅｎｇ 等[９] 将小麦中 ＬＥＡ１ 蛋

白 ＰＭＡ１９５９ 和 ＰＭＡ８０ 基因转化水稻ꎬ在干旱胁迫

复水或高盐(２００ ｍＭ)胁迫复水后ꎬ第二代转基因植

株耐逆能力明显提高ꎮ ２００６ 年ꎬ赵咏梅等[１０] 在小

麦中克隆获得目的基因 ＴａＬＥＡ２ 并将其转化拟南

芥ꎬ结果发现ꎬ该基因能提高转基因拟南芥的抗盐

性ꎮ 在酵母、拟南芥和水稻中过表达 ＯｓＬＥＡ３￣２ 基因

能够提高植株对盐和渗透胁迫的耐受性ꎬ并且转基

因水稻旱处理后存活率和产量明显高于野生型[１１]ꎮ
２０１４ 年ꎬ陈娇等[１２] 首次在甘薯中克隆获得了 Ｉｂ￣
ＬＥＡ２ 基因ꎬ将其在大肠杆菌中过表达ꎬ发现能够提

高大肠杆菌对 ＮａＣｌ 的耐受性ꎮ 这些研究说明 ＬＥＡ
蛋白在提高植物耐盐能力中发挥重要作用ꎮ

本课题组通过蛋白质组学方法找到盐胁迫下

差异表达蛋白 Ｑ８ＧＶ４９(ＬＥＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ)ꎬ在 ＮＣＢＩ 上
找到其对 应 的 完 整 ｃｄｓ 序 列ꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 登 陆 号

ＡＹ１４８４９０ １ꎬ即 ＴａＬＥＡ１ 基因ꎮ ＴａＬＥＡ１ 是由俞嘉

宁[１３]以小麦第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋白基因的保守序列设计

引物克隆获得的新基因ꎮ 研究表明ꎬ旱胁迫下小麦

品种抗旱性的高低与 ＴａＬＥＡ１ 基因的表达量呈正相

关ꎮ 高盐、低温和外源激素 ＡＢＡ 也可诱导 ＴａＬＥＡ１
基因的表达ꎮ Ｌ Ｍ Ｈａｎ 等[１４] 将 ＴａＬＥＡ１ 基因转入

丹参ꎬ转基因丹参在含 １％ ＮａＣｌ 和 ８％ ＰＥＧ６０００ 培

养基中的生长状态优于野生型ꎬ但只是对 Ｔ０转基因

株系进行了表型上简单的抗逆性鉴定ꎮ 这些研究表

明 ＴａＬＥＡ１ 基因在植物抗逆过程中可能发挥重要作

用ꎬ但其功能及抗逆机理仍需进一步验证ꎮ 本研究

以小麦 ＴａＬＥＡ１ 为研究对象ꎬ在氨基酸序列、理化性

质分析及表达模式分析的基础上ꎬ在拟南芥中过表

达 ＴａＬＥＡ１ 基因ꎬ进一步验证 ＴａＬＥＡ１ 在高盐胁迫下

的生物学反应ꎬ为 ＬＥＡ 基因抗逆机理的研究和耐盐

基因的挖掘提供重要的信息ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料和菌种

小麦材料为济麦 １９ꎬ拟南芥生态型为 Ｃｏｌ￣０ 型ꎬ
大肠杆菌菌株为 ＤＨ５αꎬ农杆菌菌株为 ＧＶ３１０１ꎮ 以

上材料和菌种均保存于中国农业科学院作物科学研

究所抗逆课题组ꎮ
１ ２　 ＴａＬＥＡ１ 基因克隆及表达分析

根据 ＴａＬＥＡ１ 基因序列设计引物 ＬＥＡ１￣ｇｅｎｅ
(表 １)ꎬ以小麦品种济麦 １９ 根部 ＲＮＡ 反转录获得

的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＴａＬＥＡ１ 基因的 ｃｄｓ 扩增ꎬ并以

小麦品种济麦 １９ 的 ＤＮＡ 为模板进行 ＴａＬＥＡ１ 基因

组序列的扩增ꎮ
根据 ＴａＬＥＡ１ 的 ｃｄｓ 序列设计引物 ＬＥＡ１￣ＲＴ

(表 １)ꎬ分析 ＴａＬＥＡ１ 基因在小麦正常及 ３５０ ｍＭ
ＮａＣｌ 盐胁迫处理不同时间 (２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、
４８ ｈ)ꎬ以及不同组织(根、茎、叶、花、种子)中的表

达模式ꎬ小麦 Ｔｕｂｌｉｎ 基因为内参(表 １)ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 及半定量 ＰＣＲ 分析方法参考文

献[１５]、 [１６]ꎮ 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法 ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ) 提取

ＲＮＡꎬＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅⅠ(Ｆｅｍｅｎｔａｓ)去除 ＤＮＡ 污

染ꎮ 按说明书步骤以 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ ＲＮａｓｅ Ｈ￣ｒｅ￣
ｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)进行反转录ꎬ获得第 １
链 ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行内参基因及目的基

因 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应ꎬ引物如表 １ꎮ 反应步骤参考

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司 Ｍａｘｉｍａ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ / Ｒ０Ｘ
ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒ꎮ 反应条件:５０ ℃ ２ ｍｉｎꎬ
９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环

(ＰＣＲ)ꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ５５ ℃ １５ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ 半定量

ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 获得步骤同上ꎬ半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
反应条件:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ Ｓꎬ５５ ℃
退火 ３０ Ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎꎮ 将 ＰＣＲ 产物于 １ ５％ 琼脂糖凝胶电泳ꎬ
凝胶成像分析ꎮ
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表 １　 实验所用引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列￣正向引物(５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣Ｆｏｒｗａｒｄ(５′￣３′)
引物序列￣反向引物(５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣Ｒｅｖｅｒｓｅ(５′￣３′)

ＬＥＡ１￣ｇｅｎｅ ＣＣＡＡＧＡＡＡＣＣＡＡＡＡＴＧＧＣ ＴＣＡＣＧＡＡＡＧＡＧＴＧＧＡＡＡＣＡ

ＬＥＡ１￣ＲＴ ＡＧＧＡＣＣＡＧＡＣＣＧＣＣＡＧＣＡＣ ＧＣＣＣＡＴＧＣＣＣＡＧＣＧＴＧＴＴ

Ｔｕｂｌｉｎ ＧＡＧＧＣＣＴＣＧＴＧＴＧＧＴＣＧＣＴＴＴＧＴ ＧＣＣＣＡＧＴＴＧＴＴＡＣＣＣＧＣＡＣＣＡＧＡ

ＵＢＱ３ ＣＧＧＡＡＡＧＡＣＣＡＴＴＡＣＴＣＴＧＣＡ ＣＡＡＧＴＧＴＧＣＧＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＡ

ＬＥＡ１￣Ｖｅｃ ｇａａｇａｔｃｔＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＣＣＡＧＡＡＣＣ ｃａｃｇｔｇＣＴＡＧＴＧＡＴＴＣＣＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧ

１ ３　 ＴａＬＥＡ１ 基因序列分析

克隆获得的基因序列ꎬ通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对小

麦 ＬＥＡ１ 蛋白的氨基酸序列进行理化性质分析ꎻ利
用 ＳＯＰＭＡ 进行小麦 ＬＥＡ１ 蛋白质的二级结构预测ꎻ
通过 ＥｄｉｔＳｅｑ 软件ꎬ将基因序列翻译为氨基酸序列ꎬ
利用 ＭＥＧＡ５ １ 程序提供的 Ｊｏｔｕｎ Ｈｅｉｎ 法将小麦

ＬＥＡ１ 的氨基酸序列与其他 ＬＥＡ 蛋白质的氨基酸序

列进行比对ꎬ进化树分析采用 ＭＥＧＡ５ １ 提供的

Ｎ￣Ｊ 法ꎮ
１ ４　 ＴａＬＥＡ１ 基因植物表达载体构建

根据 ＴａＬＥＡ１ 基因序列和 ｐＧＦＰＧＵＳｐｌｕｓ 载体酶

切位点ꎬ设计引物 ＬＥＡ１￣Ｖｅｃ(序列见表 １ꎬ上下游

引物 ５′端分别增加一个 ＢｇｌＩＩ 和 ＰｍＬＩ 酶切位点)ꎬ
从含有 ＴａＬＥＡ１ 基因的质粒中扩增 ＴａＬＥＡ１ 基因的

ｃｄｓ 序列ꎬ目的片段回收后连接至 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ 克

隆载体ꎬ转化大肠杆菌并提质粒ꎬ质粒经测序验证

正确后经 ＢｇｌＩＩ 和 ＰｍＬＩ 酶切ꎬ并连接至 ｐＧＦＰＧＵＳ￣
ｐｌｕｓ 植物表达载体中替换载体上的 ＧＵＳ 基因ꎬ由
３５Ｓ 启动表达(图 １)ꎮ 通过潮霉素抗性筛选ꎬ得到

含有 ＴａＬＥＡ１ 基因的阳性转化质粒 ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１￣
ｐＧＦＰＧＵＳｐｌｕｓꎬ并转化拟南芥ꎬ分析 ＴａＬＥＡ１ 基因

功能ꎮ

图 １　 ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１￣ｐＧＦＰＧＵＳｐｌｕｓ植物表达载体构建示意图

Ｆｉｇ. １　 Ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１￣ｐＧＦＰＧＵＳｐｌｕｓ

１ ５　 ＴａＬＥＡ１ 基因转化拟南芥

将阳性转化质粒 ３５Ｓ:: ＴａＬＥＡ１￣ｐＧＦＰＧＵＳｐｌｕｓ
转入农杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ并采用浸花法转化拟南芥ꎬ成
熟后收获种子ꎮ Ｔ１种子种植在含 ５０ ｍｇ / Ｌ 潮霉素的

ＭＳ 固体培养基上ꎬ筛选阳性植株ꎬ提取阳性苗叶片

ＤＮＡꎬＰＣＲ 检测目的基因ꎬ单株收获 Ｔ２种子ꎬ并在含

潮霉素的 ＭＳ 固体培养基上筛选有 ３∶ １ 性状分离的

株系ꎬ移栽单株收获 Ｔ３种子ꎬ并在含潮霉素的 ＭＳ 固

体培养基上筛选纯合株系ꎬ以拟南芥 ＡｔＵＢＱ３ 基因

作为内参ꎬ用 ＬＥＡ１￣ＲＴ 引物(表 １)对纯合株系进行

ＲＴ￣ＰＣＲ 检测目的基因后ꎬ进行转基因拟南芥抗逆

性分析ꎮ
１ ６　 转 ＴａＬＥＡ１ 基因拟南芥抗逆性分析

转基因拟南芥耐盐性分析包括萌发率、根长的

统计分析ꎬ幼苗盐胁迫处理下的表型分析ꎬ以及叶片

叶绿素含量的测定ꎮ
萌发率试验:在含有 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的 ＭＳ 平

板中点种野生型(ＷＴꎬｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ)和转基因拟南芥植

物种子ꎬ分析种子萌发对 ＮａＣｌ 的敏感性ꎮ 播种后ꎬ
４ ℃春化 ３ ｄ 后置于温室(２２ ℃)正常培养ꎮ 当种子

幼根已经穿出种皮即认为萌发ꎬ每天统计种子的萌

发率ꎬ并依据下列公式计算相对萌发率ꎮ

相对萌发率(％ ) ＝ 盐处理萌发率
对照萌发率

× １００％

根长试验:转基因和 ＷＴ 种子种植在 ＭＳ 平板

中萌发 ５ ｄ 后ꎬ将幼苗小心转移至含有 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ 的新的 ＭＳ 平板中ꎬ竖直培养 ７ ｄ 后ꎬ测量幼苗

的根长ꎬ并依据下列公式计算耐盐指数ꎮ

耐盐指数 ＝ 盐处理根长
对照根长

苗期盐胁迫分析:转基因和 ＷＴ 种子在 ＭＳ 平

板中萌发并生长 １０ ｄ 后移苗至营养土与蛭石(１∶ １)
混合土中ꎬ每盆移栽 ５ 株ꎬ正常培养浇水 ４５ ｄ 后ꎬ在
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　 ２ 期 姜奇彦等:小麦 ＴａＬＥＡ１ 基因的表达特征及抗逆功能验证

托盘底部浇灌 ３５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ待土壤吸收盐溶液

饱和后ꎬ去除盐溶液ꎬ盐胁迫 ８ ｄ 后观察植物表型ꎬ
并测定植株叶绿素含量ꎮ

叶绿素含量的测定:采用 ８０％ 丙酮萃取叶绿

素ꎬ使用 ＤＵ８００ 分光光度计(ＦμｌｌｅｒｔｏｎꎬＣＡꎬＵＳＡ)测
量 ６６３ ｎｍ 和 ６４５ ｎｍ 的吸光率ꎮ 叶绿素含量计算公

式 Ｃｈｌ ＝ (０ ０８０２ × Ａ６６３ ＋ ０ ２０２ × Ａ６４５) / Ｗꎬ单位

为 ｍｇ / ｇꎬ其中 Ａ６６３、Ａ６４５ 分别是叶绿素溶液在波

长 ６６３ ｎｍ 和 ６４５ ｎｍ 处的吸光值ꎮ 每个株系测定 ５
个植株ꎬＷ 为植株重量ꎬ独立试验重复 ３ 次ꎮ

苗期旱胁迫分析:将野生型以及转基因拟南芥

种子直接撒播在混合土(营养土∶ 蛭石 ＝ ２∶ １)中ꎬ培
养室中正常条件培养ꎬ拟南芥幼苗长至 ４ 叶时ꎬ将其

单株移至新的混合土(营养土∶ 蛭石 ＝ ２∶ １)中ꎬ正常

条件培养 ４５ ｄ 后(拟南芥幼苗长至莲座期)停止供

水ꎬ旱胁迫 １５ ｄ 后恢复供水ꎬ复水 ４ ｄ 后统计野生型

及转基因拟南芥存活率ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＴａＬＥＡ１ 基因克隆及序列分析

在小麦根中克隆得到 ＴａＬＥＡ１ 的 ｃｄｓ 序列(图
２ａ)以及 ＤＮＡ 序列(图 ２ｂ)ꎬ序列分析发现其完整开

放阅读框为 ６６３ ｂｐꎬ编码由 ２２１ 个氨基酸构成的蛋

白质ꎬ预测其分子量和等电点(ｐＩ)分别为 ２２ ７ ｋＤ
和 ９ ０２ꎮ 基因组起始密码子到终止密码子间序列

为 ７５８ ｂｐꎬ包含 ２ 个外显子ꎬ大小分别为 ５８ ｂｐ 和

６０５ ｂｐꎬ１ 个内含子ꎬ大小为 ９５ ｂｐꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＴａＬＥＡ１ 的 ｃＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物ꎻ

２:ＴａＬＥＡ１ 的 ＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎬ１:ｃＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ꎬ

２:ＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＴａＬＥＡ１

图 ２　 ＴａＬＥＡ１ 基因的 ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ. ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ａｎｄ
ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ

２ ２　 小麦 ＬＥＡ１ 蛋白的氨基酸分析

通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对小麦 ＬＥＡ１ 蛋白的氨基

酸序列进行理化性质分析(表 ２)ꎬ其极性氨基酸(亲
水氨基酸) 所占比例为 ７１ ３％ ꎬ 不稳定指数为

２１ ６２ꎬ结果表明该蛋白为稳定的亲水性蛋白ꎮ 经过

ＳＯＰＭＡ 软件预测小麦 ＬＥＡ１ 蛋白的二级结构ꎬ发现

该蛋白具有 ７０ ４５％ 的 α￣螺旋 (Ｈｈꎬａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ)、
４ ５５％的 β￣转角(Ｔｔꎬｂｅｔａ ｔｕｒｎ)、１ ８２％ 的 β￣片层

(Ｅｅꎬｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ) 以及 ２３ １８％ 的无规则卷曲

(Ｃｃꎬｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)等结构ꎬ其中 α￣螺旋是其主要的

蛋白二级结构ꎬ具有典型的 ＬＥＡ 蛋白结构域ꎮ

表 ２　 小麦 ＬＥＡ１ 的氨基酸理化性质分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ ＬＥＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

理化性质 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ 分析值 Ｖａｌｕｅ

氨基酸数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ２２１

理论等电点 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐＩ ９ ０

酸性氨基酸比例(％ )Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｉｄｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ １３ ６

碱性氨基酸比例(％ )Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｓｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ １６ ３

极性氨基酸比例(％ )Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ７１ ３

疏水性平均值 Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ － １ １０８

不稳定指数 Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ２１ ６２

ＴａＬＥＡ１ 的氨基酸序列分析(图 ３)ꎬ发现其具有

１１ 个由 １１￣氨基酸(ＴＡＱＡＡＫＥＫＡＧＥ)构成的基元序

列ꎬ这些基元序列也说明小麦 ＬＥＡ１ 蛋白属于第 ３
组 ＬＥＡ 蛋白ꎮ 进化树分析发现ꎬ它与大麦的 ＨＶＡ１、
中国春的 ＬＥＡ３、旱麦草的 ＬＥＡ３ 和水稻的 ＬＥＡ３ 聚

在同一分支ꎬ其中与大麦的 ＨＶＡ１ 同源关系最近ꎮ
２ ３　 ＴａＬＥＡ１ 基因的表达模式

通过半定量及荧光定量 ＰＣＲ 的方法ꎬ研究

ＴａＬＥＡ１ 基因在盐胁迫下表达模式ꎮ 发现盐胁迫处

理 ２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 后ꎬＴａＬＥＡ１ 基因在小麦根

中的表达量均高于处理前(０ ｈ)ꎬ盐胁迫处理不同时

间 ＴａＬＥＡ１ 基因表达量呈先升高后下降趋势ꎬ在 １２ ｈ
时表达量最高(图 ４ａ)ꎮ 在小麦不同组织根、茎、叶、
花、种子中均有表达ꎬ呈组成型表达模式(图 ４ｂ)ꎮ
２ ４　 过表达 ＴａＬＥＡ１ 增强拟南芥的耐盐和抗旱

能力

荧光定量及半定量 ＰＣＲ 表明 ＴａＬＥＡ１ 基因在野

生型拟南芥中没有表达ꎬ在 ３ 个纯合的 Ｔ３转基因株

系中有表达(图 ５ａ)ꎮ １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 胁迫条件

下ꎬ３ 个转基因株系的相对萌发率高于野生型(图
５ｂ)ꎬ说明过表达 ＴａＬＥＡ１ 基因可以提高转基因株系

的相对萌发率ꎬ提高转基因植物种子萌发期的耐盐

能力ꎮ 为了分析过表达 ＴａＬＥＡ１ 基因是否影响转基
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Ａ:ＴａＬＥＡ１ 与其他植物 ＬＥＡｓ 氨基酸序列比对ꎬ下划线表示 １１￣氨基酸基元序列ꎻＢ:ＴａＬＥＡ１ 与其他植物 ＬＥＡｓ 进化树分析

Ａ:Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＬＥＡｓꎬｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｓｈｏｗｓ １１￣ａｍｉｎｏ￣ａｃｉｄ ｒｅｐｅａｔｉｎｇ ｍｏｔｉｆꎬ
Ｂ:Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ＬＥＡｓ

图 ３　 ＴａＬＥＡ１ 与 ＬＥＡ家族氨基酸序列及进化树分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ＬＥＡｓ

ａ:半定量及荧光定量 ＰＣＲ 分析小麦根中 ＴａＬＥＡ１ 基因在正常和 ２％盐胁迫 ２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 后表达量ꎻ
ｂ:荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＴａＬＥＡ１ 基因在小麦根(Ｒ)、茎(Ｓｔ)、叶(Ｌ)、花(Ｆ)、种子(Ｓｅ)中表达量

ａ:Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ２ ｈꎬ６ ｈꎬ１２ ｈꎬ２４ ｈꎬ４８ ｈ ｏｆ ２％ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ
ｂ:Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ｉｎ ｒｏｏｔꎬｓｔｅｍꎬｌｅａｆꎬｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｓｅｅｄ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

图 ４　 ＴａＬＥＡ１ 基因表达分析

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ｇｅｎｅ
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ａ:荧光定量(左)及半定量(右)检测 ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１ 中 ＴａＬＥＡ１ 基因的表达ꎻ
ｂ:野生型及转基因株系相对发芽率ꎻｃ:野生型及转基因株系根系表型(上)及根长比较(下)ꎻ

ｄ:正常及盐胁迫条件下转基因株系及野生型表型(上)及叶绿素含量测定(下)ꎻ
ｅ:正常及旱胁迫条件下野生型及转基因株系表型(左)及复水后幼苗存活率(右)

ａ:Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ(ｌｅｆｔ)ａｎｄ ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ(ｒｉｇｈｔ)ꎬ
ｂ:Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１ꎬｃ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ(ｕｐ)ａｎｄ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ(ｄｏｗｎ)ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１

ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｓａｌｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬｄ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ(ｕｐ)ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ(ｄｏｗｎ)ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ
ａｎｄ ｓａｌｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬｅ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ(ｌｅｆｔ)ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖｅ ｒａｔｅ(ｒｉｇｈｔ)ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

图 ５　 过表达 ＴａＬＥＡ１ 基因提高转基因拟南芥耐盐和抗旱能力

Ｆｉｇ. ５　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＬＥＡ１ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｈｅｙｎｈ. ｃｏｎｆｅｒ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ
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因拟南芥幼苗根生长对盐胁迫的敏感性ꎬ将转基因

和野生型拟南芥生长 ５ ｄ 的幼苗转移至 ＭＳ 平板和

包含 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的 ＭＳ 平板上ꎬ以不含 ＮａＣｌ
的 ＭＳ 培养基为对照ꎬ７ ｄ 后测量根长ꎬ采用耐盐指

数评价耐盐性ꎬ消除正常条件下野生型和转基因植

物根长存在的差异ꎮ ３ 个转基因株系由根长计算获

得的耐盐指数分别为 ０ ７０、０ ６５、０ ６８ꎬ野生型对照

耐盐指数为 ０ ６４ꎬ转基因植株的苗期耐盐性高于野

生型ꎮ 生长 ４５ ｄ 的拟南芥ꎬ３５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 胁迫

处理 ８ ｄ 后发现和转基因拟南芥相比ꎬ野生型失绿

严重(图 ５ｄ)ꎮ ３ 个转基因株系的叶绿素含量分别

为 ０ ４１、０ ４７、０ ５４ꎬ野生型对照叶绿素含量为 ０ ２７
(图 ５ｄ)ꎬ说明转 ＴａＬＥＡ１ 基因植株苗期的耐盐性高

于野生型ꎮ
同样ꎬ将野生型和转基因拟南芥在土壤中正常

条件下培养 ４５ ｄ 后停止供水ꎬ１５ ｄ 后复水ꎬ复水 ４ ｄ
后ꎬ大部分野生型拟南芥不能恢复且最终死亡ꎬ仅有

１６％存活率ꎬ转基因拟南芥叶片重新伸展ꎬ复绿ꎬ存
活率高ꎬ３５Ｓ::ＴａＬＥＡ１ 转基因株系复水后存活率为

６６％ 、７３％ 、３３％ (图 ５ｅ)ꎬ说明过表达 ＴａＬＥＡ１ 基因

可以提高转基因株系的抗旱能力ꎮ

３　 讨论

ＴａＬＥＡ１ 的氨基酸序列分析发现其具有 １１ 个

１１￣氨基酸基元序列ꎬ符合第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋白的氨基

酸序列特点ꎬ同时 ＴａＬＥＡ１ 与大麦的 ＨＶＡ１ 同源关系

最近ꎬ大麦的 ＨＶＡ１ 即属于第 ３ 组 ＬＥＡ 蛋白[１７]ꎮ 理

化性质分析发现 ＴａＬＥＡ１ 为稳定的亲水蛋白ꎬ并具

有 １１ 个 １１￣氨基酸基元序列ꎬ７０ ４５％ 的 α￣螺旋、
４ ５５％的 β￣转角ꎬ这些结构特点对其发挥抗逆功能

具有非常重要的作用[４]ꎮ 盐胁迫下 ＴａＬＥＡ１ 表达量

提高ꎬ且在植物不同组织中均有表达ꎬ说明 ＴａＬＥＡ１
基因可能在植物应答高盐胁迫过程中发挥重要作

用ꎮ 过表达 ＴａＬＥＡ１ 基因显著提高了转基因拟南芥

的耐盐性ꎬ主要体现在一方面提高了转基因拟南芥

种子萌发率ꎮ 盐胁迫会导致外界溶液的渗透势快速

上升ꎬ从而引发种子吸水的速度减慢和吸水量的降

低ꎬ细胞内自由水的含量降低ꎬ进一步降低代谢速

率ꎬ种子萌发受抑制[１８]ꎮ 而 ＴａＬＥＡ１ 基因在拟南芥

中过表达显著提高了转基因拟南芥的萌发率ꎬ缓解

了盐胁迫对植物的伤害ꎮ 这可能与 ＬＥＡ１ 蛋白的高

亲水性及 ＴａＬＥＡ１ 的氨基酸序列 １１ 个基元序列

(ＴＡＱＡＡＫＥＫＡＧＥ)形成兼性 α￣螺旋结构有关ꎬ它能

够避免盐胁迫导致的细胞内的高浓度的离子积累所

引起的损伤ꎬ减弱细胞组织内的过度失水[１９]ꎮ 另一

方面ꎬＴａＬＥＡ１ 基因能够促进盐胁迫下植株根系生

长ꎮ 同样ꎬ在水稻中ꎬＡＢＡ 胁迫下ꎬＬＥＡ 蛋白家族的

ＨＶＡ１ 过量表达ꎬ明显促进水稻初生根和侧生根扩

展ꎬ提高转基因水稻耐盐性[１７]ꎮ 另外ꎬ高盐胁迫下ꎬ
ＨＶＡ１ 的同源基因 ＬＥＡ３ 在稻秧根中高表达ꎬ减缓高

盐胁迫对水稻根的伤害[２０]ꎮ ＴａＬＥＡ１ 基因可能通过

促进植物根系生长ꎬ提高植物营养物质的吸收ꎬ并提

高细胞质膜的抗氧化的能力ꎬ减轻质膜损伤ꎬ提高幼

苗的 Ｎａ ＋ 和 Ｋ ＋ 吸收能力ꎬ促进离子均衡ꎬ从而提高

植物耐盐能力ꎮ
ＴａＬＥＡ１ 基因过表达显著提高了转基因拟南芥

苗期的耐盐、抗旱能力ꎬ验证了 ＴａＬＥＡ１ 基因在植物

抵御逆境过程中的抗逆功能ꎮ 很多研究者也通过转

基因的方式提高了转基因株系的抗逆性ꎬ验证了其

他 ＬＥＡ 基因的抗逆功能ꎮ Ｄ Ｘｕ 等[２１] 将大麦的

ＬＥＡ 基因 ＨＶＡ１ 导入水稻后ꎬ发现转基因水稻植株

的抗旱和耐盐能力大大提高ꎬ该基因的抗旱、耐盐功

能在烟草[２２] 和桑树[２３] 中也得到了实验证实ꎻ张妍

等[２４]将大麦 ＬＥＡ３ 基因转入水稻也获得了抗旱、耐
盐的转基因水稻植株ꎮ Ｌ Ｗａｎｇ 等[２５] 将小麦的

ＴａＬＥＡ３ 基因转入了多年生的草本植物后ꎬ发现转基

因植株在干旱环境下的叶片含水量、平均生长速度

等均明显高于对照ꎻＺ Ｃｈｅｎｇ 等[９] 等将小麦的第 １
组 ＬＥＡ 基因 ＰＭＡ１９５９ 和第 ２ 组 ＬＥＡ 基因 ＰＭＡ８０
导入水稻后ꎬ也获得了抗旱、耐盐能力显著增强的转

基因水稻材料ꎮ 另外ꎬ将来自柽柳和大豆的 ＬＥＡ 基

因导入烟草后ꎬ转基因植株也获得了较好的抗旱和

耐盐碱能力[２６￣２７]ꎮ 关于 ＴａＬＥＡ１ 基因ꎬ Ｌ Ｍ Ｈａｎ
等[１４]将其转入丹参ꎬ转基因丹参在含 １％ ＮａＣｌ 和

８％ ＰＥＧ６０００ 培养基中的生长状态优于野生型ꎬ但
因为只是对 Ｔ０转基因株系进行了表型上简单的抗

逆性鉴定ꎬ因此只是初步阐明 ＴａＬＥＡ１ 基因可能在

植物耐盐和抗旱过程中发挥作用ꎬ本研究系统研究

了过表达 ＴａＬＥＡ１ 对纯合转基因拟南芥的影响ꎬ验
证了 ＴａＬＥＡ１ 基因的抗逆功能ꎬ为 ＬＥＡ 基因抗逆机

理的研究和耐盐基因的挖掘提供重要的信息ꎮ
在拟南芥基因组中ꎬ已发现 ５１ 个编码 ＬＥＡ 蛋

白的基因[２８]ꎮ 通过实时定量检测这 ５１ 个 ＬＥＡ 基因

在拟南芥不同组织中的表达特性ꎬ正常条件下中 ２２
个 ＬＥＡ 基因呈组成型表达ꎻ在干旱、冷和盐胁迫条

件下ꎬ其中 １２ 个 ＬＥＡ 基因可被强烈诱导表达(上调

倍数 ３ 倍以上)ꎮ 在激素处理条件下ꎬ许多 ＬＥＡ 基

因的表达只受 ＡＢＡ 的诱导ꎬ而对 ＧＡ３ 却不敏感ꎻ而
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有些 ＬＥＡ 基因的表达既不受非生物胁迫诱导也不

受 ＡＢＡ 的诱导ꎮ 转入的小麦 ＴａＬＥＡ１ 基因是否会对

拟南芥自身存在的 ＬＥＡ 基因产生影响ꎬ或者拟南芥

自身存在的 ＬＥＡ 基因是否会促进或抑制外源

ＴａＬＥＡ１ 基因抗逆功能的发挥并不清楚ꎬ因此小麦

ＴａＬＥＡ１ 基因抗逆功能还需要转入其他作物进一步

验证ꎬ为其在作物抗逆育种中的应用提供理论基础ꎮ
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