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小麦中小 ＧＴＰ 结合蛋白基因 ＴａＲｏｐ２ 克隆及其表达分析
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　 　 摘要：小 ＧＴＰ 结合蛋白属于 Ｒｈｏ 家族，是植物特有的一类蛋白，在调控植物生长发育、抗逆和抗病过程中发挥着重要的作

用。 本研究通过筛选非亲和条锈菌小种 ＣＹＲ３２ 侵染诱导的抗条锈病基因 Ｙｒ５ 近等基因系（Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９∗６ ／ Ｙｒ５）ｃＤＮＡ 文库，分
离获得 １ 个 Ｒｏｐ 家族基因的全长 ｃＤＮＡ 序列，命名为 ＴａＲｏｐ２（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｒｏｐ２）。 ＴａＲｏｐ２ 包含 １ 个 ５９１ ｂｐ 的开放阅读

框，预测编码含 １９７ 个氨基酸残基的蛋白质，分子量为 ２１． ５２ ｋＤ，理论等电点为 ９． ４９。 通过在烟草表皮细胞瞬时表达，发现

ＴａＲｏｐ２ 分布于细胞核内和细胞膜上。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分析结果表明，在高盐处理、非亲和条锈菌小种 ＣＹＲ３２ 和亲和混合白粉菌菌株

侵染时，ＴａＲｏｐ２ 基因的表达水平升高，但被干旱、高温、低温和 ＡＢＡ 处理抑制。 说明 ＴａＲｏｐ２ 可能参与小麦防卫和抗逆反应

过程。
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ＧＴＰ 结合蛋白（ＧＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ）是能结合

并水解鸟嘌呤核苷三磷酸（ＧＴＰ）的一类蛋白总称，
包括小 ＧＴＰ 结合蛋白、异三聚体 ＧＴＰ 结合蛋白和一

些其他特殊的 ＧＴＰ 结合蛋白［１］。 小 ＧＴＰ 结合蛋白
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不同于异三聚体 Ｇ 蛋白，是一类相对分子量为 ２０ ～
４０ ｋＤ 的单体 ＧＴＰ 结合蛋白，简称小 Ｇ 蛋白，具有

ＡＴＰａｓｅ 活性［１］。 小 ＧＴＰ 结合蛋白由 Ｒａｓ、Ｒａｂ、Ａｒｆ、
Ｒａｎ 和 Ｒｈｏ［２］ ５ 个家族组成，该类蛋白能被 ＧＴＰ 激

活而被 ＧＤＰ 抑制，与异三聚体 Ｇ 蛋白的 Ｇα 亚基类

似，是真核细胞信号传导过程中的分子开关［３］，参
与了多种生命活动过程，如细胞增殖、细胞骨架的形

成和组装、膜系统运输、基因表达调控等［４⁃５］。 目

前，已经在真核生物中发现了数百个小 ＧＴＰ 结合蛋

白［６⁃７］。 Ｒｈｏ 蛋白由 ＲＨＯ、Ｒａｃ 和 Ｃｄｃ４２ 亚家族组

成，是植物细胞信号传导过程的重要组成部分。 从

植物中分离获得的 Ｒｈｏ 家族相关的小 ＧＴＰ 结合蛋

白组成了一个植物中特有的小 ＧＴＰ 结合蛋白家族，
即 Ｒｏｐ 蛋白（Ｒｈｏ⁃ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ）家族［８⁃９］。

从豌豆中分离获得了第一个 Ｒｏｐ 基因 Ｒｈｏ１Ｐｓ［１０］，
之后从拟南芥［１１］、玉米［１２］、水稻［１３］、大麦［１４］、大豆［１５］

和苜蓿［１６］ 等植物中均分离得到了 Ｒｏｐ 家族基因。
Ｒｏｐ 家族蛋白在植物生长发育、外源激素胁迫和逆

境胁迫等几个方面具有调控功能，如超量表达 Ａｔ⁃
Ｒａｃ２ 和 ＡｔＲｏｐ１ 能促进转基因拟南芥的花粉管伸长

生长［１７］，ＩＡＡ 胁迫处理提高了烟草和拟南芥幼苗中

Ｒｏｐ 基因表达水平［１８⁃１９］，超量表达水稻 Ｒｏｐ 家族基

因 ＯｓＲａｃＢ 能提高转基因植株的耐盐能力［２０］。 此

外，Ｒｏｐ 蛋白在各种植物中通过不同途径参与调控

植物对病原物的抗性。 ＯｓＲａｃ１ 基因在水稻抗稻瘟

病过程中起正调控作用，而 ＯｓＲａｃ４ 与 ＯｓＲａｃ５ 基因

却对稻瘟病菌的抗病性起负调控作用［２１］。 在大麦

中，ＨｖＲＡＣＢ、ＨｖＲＡＣ１ 和 ＨｖＲＡＣ３ 蛋白参与了生长

发育和病原菌反应的调控过程［２２⁃２４］。 另外，非活化

形式的 ＡｔＲｏｐ６ 突变体能提高拟南芥对白粉病菌的

抗性水平，而这种抗性的产生与水杨酸（ＳＡ）信号途

径有关［２５］。 因此，Ｒｏｐ 蛋白在植物抗病反应过程中

发挥着重要调控作用。
小麦是一种主要的粮食作物，条锈病和白粉

病是小麦上具有破坏性的真菌病害，特别是小麦

条锈病在我国频繁发生，造成了严重的产量损

失［２６］ 。 包括高温、干旱和盐等环境胁迫对小麦产

量也造成了影响。 培育抗性品种是提高小麦产量

切实可行的途径之一。 小麦基因组中抗性相关基

因研究将对培育小麦抗病品种具有一定理论参考

价值。 Ｒｏｐ 家族蛋白是植物抗性防御过程中非常

重要的一类调节因子。 在本研究中，从小麦抗条

锈病基因 Ｙｒ５ 近等基因系分离获得编码 Ｒｏｐ 蛋白

的 ＴａＲｏｐ２ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列，分析了该基因编

码的蛋白结构、亚细胞定位以及小麦与条锈菌互

作过程和非生物胁迫反应中的表达特征，为进一

步研究其功能奠定了基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料

以抗 条 锈 病 基 因 Ｙｒ５ 的 小 麦 近 等 基 因 系

Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９∗６ ／ Ｙｒ５ 为供试材料，构建了非亲和条锈

菌小种 ＣＹＲ３２ 侵染诱导的 ｃＤＮＡ 文库，以上材料均

为中国农业科学院植物保护研究所麦类病害组创

制、收集和保存。 试验中所需引物由北京三博远志

生物技术公司合成，所用的 Ｅａｓｙ Ｔａｑ 酶、琼脂糖凝

胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 载体、大肠杆菌（Ｅ．
ｃｏｌｉ） Ｔｒａｎｓ１⁃Ｔ１ 感受态细胞、质粒提取试剂盒和

ＲＮＡ 反转录试剂盒均购自北京全式金生物技术公

司，ＤＮＡ 测序工作由北京博尚生物技术公司完成。
构建 ｃＤＮＡ 文库试剂盒（ＺＡＰ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅ⁃
ｓｉｓ Ｋｉｔ）为美国 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ 公司产品。

取温 室 （ １５ ～ １８℃） 培 养 ７ ｄ 的 Ｔａｉｃｈｕｎｇ
２９∗６ ／ Ｙｒ５ 幼苗，并做如下处理：（１）将小麦幼苗根

系置于 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶液中，胁迫处理 ２ ｈ、４ ｈ、
６ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后取样；（２）将小麦幼苗

的根部土壤冲洗干净并用吸水纸吸去多余水分后，
置于滤纸上，干旱胁迫处理 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ 和 １２ ｈ
后取样；（３）将小麦幼苗置于 ３８℃光照培养箱中培

养，分别于 １ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ、１６ ｈ、２４ ｈ 和 ３６ ｈ 后取

样；（４）将小麦幼苗置于 ４℃条件培养，分别于 １ ｈ、
３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 后取样；（５） 将小麦幼苗用

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 脱落酸（ＡＢＡ）溶液进行喷雾处理，１ ｈ、
３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 后取样；（６）采用扫抹法接种非

亲和条锈菌小种 ＣＹＲ３２，在 １０ ～ １２℃ 条件下保湿

２４ ｈ，然后放置于日光温室（１５ ～ １８℃） ［２７］，在接种

４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、１６ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 后取样，
取样后液氮速冻， － ８０℃保存备用；（７）采用扫抹法

接种小麦白粉菌亲和混合菌系，在 １８ ～ ２０℃条件下

保湿 ２４ ｈ［２８］，然后放置于日光温室（１８ ～ ２５℃），于
接种４ ｈ、７ ｈ、１０ ｈ、１６ ｈ、２４ ｈ、３２ ｈ、４０ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、
９６ ｈ 和 １２０ ｈ 后取样，以 ０． ０２５％ （ｖ ／ ｖ） Ｔｗｅｅｎ２０ 处

理的样品为叶面喷雾处理或接种条锈菌、白粉菌对

照。 用于目的基因表达分析。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ＴａＲｏｐ２ 基因的 ｃＤＮＡ 序列克隆　 以 Ｙｒ５ 近

等基因系的 ｃＤＮＡ 文库 λ ＤＮＡ 为模板，利用 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 数据库不同物种 Ｒｏｐ 基因编码的保守结构域

６１３



　 ２ 期 李媛媛等：小麦中小 ＧＴＰ 结合蛋白基因 ＴａＲｏｐ２ 克隆及其表达分析

序列 设 计 简 并 引 物 Ｒｏｐ６Ｒ （５′⁃ＷＣＣＡＣＧＧＴＡＧＣＴ⁃
ＣＡＧＡＧＧＴＣ⁃３′），与 ｃＤＮＡ 文库载体左臂 Ｔ３ 引物进行

ＰＣＲ 扩增，获得 ＴａＲｏｐ２ 基因的 ５′端部分 ｃＤＮＡ 片段，
根据这段序列设计引物 ＴａＲｏｐ２Ｆ（５′⁃ＧＡＧＧＧＴＣＣＡＧ⁃
ＧＴＴＣＡＴＡＡＡＧＴ⁃３′）与文库载体右臂 Ｔ７ 引物进行 ＰＣＲ
扩增，获得完整的 ｃＤＮＡ 序列。
１． ２． ２ 　 ＴａＲｏｐ２ 基因的生物信息学分析 　 利用

ＤＮＡＭＡＮ 软件、ＳＭＡＲＴ 在线工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍ⁃
ｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅ ｒｇ． ｄｅ ／ ）和 ＮＣＢＩ 在线工具推测 ＴａＲｏｐ２
基因所编码的氨基酸序列，分析蛋白质基本性质和

预测功能结构域；通过 ＨＭＭ⁃ＴＭ（ｈｔｔｐ：ｗｗｗ． ｂｓ． ｔｕ．
ｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭＴ⁃２． ０ ／ ）和 ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｏｌｆｐ⁃
ｓｏｒ ｔ． ｏｒｇ）在线工具分别预测分析 Ｒｏｐ 蛋白的跨膜

结构和定位的亚细胞器；利用 ＧｒａｉｎＧｅｎｅｓ ２． ０ 在线

软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｈｅａｔ． ｐｗ． ｕｓｄａ． ｇｏｖ ／ ＧＧ２ ／ ｉｎｄｅｘ． ｓｈｔｍｌ）
分析该基因可能所在的染色体同源群。 利用 Ｃｌｕｓｔ⁃
ａｌＸ 和 Ｍｅｇａ ４． ０ 软件采用 ＮＪ 法对 Ｒｏｐ 蛋白家族亲

缘关系进行分析，并预测本研究 Ｒｏｐ 家族蛋白可能

具有的功能。 聚类分析中所用 Ｒｏｐ 蛋白序列分别

来自小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ）ＴａＲｏｐ２；大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ
ｖｕｌｇａｒｅ）ＨｖＲａｃＢ（ＣＡＣ８３０４３）、ＨｖＲａｃ１（ＣＡＤ５７７４３）、
ＨｖＲａｃ３（ＣＡＤ５７７４２） 和 ＨｖＲｏｐ６ （ ＣＡＤ２７８９４）；水稻

（ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ） ＯｓＲａｃＢ （ ＡＡＦ９１３４３ ）、 ＯｓＲａｃＤ
（ ＡＡＫ２７４５０ ）、 ＯｓＲａｃ１ （ ＢＡＡ８４４９２ ）、 ＯｓＲａｃ４
（ＢＡＧ８７７２７）、ＯｓＲａｃ５（ＢＡＧ９０４５２）、ＯｓＲａｃ６（ＢＡＧ９４７９３）
和 ＯｓＲａｃ７ （ Ｑ６Ｚ７Ｌ８ ）； 玉 米 （ Ｚｅａ ｍａｙｓ ） ＺｍＲａｃＢ
（ ＡＡＤ３４３５６ ）、 ＺｍＲｏｐ１ （ ＡＡＤ３４３５５ ）、 ＺｍＲｏｐ４
（ＡＡＤ３４３５８）和 ＺｍＲｏｐ９（ＡＡＯ４１２９０）；高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉ⁃
ｃｏｌｏｒ）ＸＰ＿００２４５３２１０；大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ）ＣＢＤ２７７５４ 和

ＣＢＤ２７８３３； 拟 南 芥 （ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ） ＡｔＲａｃ１
（ＡＡＢ３８７８０）、ＡｔＲａｃ２（ＡＡＦ４０２４１）、ＡｔＲａｃ８（ＡＡＦ４０２４７）、
ＡｔＲｏｐ１（ＮＰ＿１９０６９８）和 ＡｔＲｏｐ２（ＡＡＣ７８３９１）；烟草（Ｎｉｃ⁃
ｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ ） ＮｔＲａｃ１ （ ＡＡＫ３１２９９ ）、 ＮｔＲａｃ５
（ＣＡＢ５７８１８）和 ＮｔＲｏｐ１（ＣＡＡ１０８１５）；野甘草（Ｓｃｏｐａｒｉａ
ｄｕｌｃｉｓ）ＳｄＲａｃ２（ＡＣＭ０７４１９）；苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ）Ｍｓ⁃
Ｒａｃ１（ＣＡＢ６２０７５）、ＭｓＲｏｐ５（ＣＡＩ８４８９０）和 ＣＢＤ２７８３３；陆
地棉 （Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ） ＧｈＲａｃ１ （ＡＡＤ４７８２８）、 Ｇｈ⁃
Ｒａｃ１３（ＡＡＢ３５０９３）和 ＧｈＲａｃＡ（ＡＢＧ６６９６４）。
１． ２． ３　 ＴａＲｏｐ２ 基因的亚细胞定位分析　 设计带有

ＳａｃＩ ／ ＫｐｎＩ 酶切位点的引物，其序列分别为 ＴａＲｏｐ２ＳＦ：５′⁃
ＡＧＡＧＣＴＣＡＴＧＡＧＣＧＣＧＴＣＣＡＧＧＴＴＣＡ⁃３′，ＴａＲｏｐ２ＳＲ：５′⁃
ＡＡＧＧＴＡＣＣＣＡＡＧＡＴＧＧＡＧＣＡＡＧＣＣＣＣＣ⁃３′，下划线

部分分别是 ＳａｃＩ 和 ＫｐｎＩ 酶切位点。 以 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３⁃
ＴａＲｏｐ２ 质粒为模板进行 ＰＣＲ 扩增获得 ＴａＲｏｐ２ 基因

编码区。 将 ＰＣＲ 产物用 ＳａｃＩ ／ ＫｐｎＩ 进行双酶切并连接

至已进行相应酶切的载体 ｐＣａｍ３５Ｓ：ＧＦＰ 上，获得亚细

胞定位重组表达载体 ｐＣａｍ３５Ｓ：ＴａＲｏｐ２⁃ＧＦＰ，转入农杆

菌感受态 ＥＨＡ１０５ 中，利用渗透法将含有表达载体

ｐＣａｍ３５Ｓ：ＧＦＰ 和 ｐＣａｍ３５Ｓ：ＴａＲｏｐ２⁃ＧＦＰ 农杆菌悬

浮液注入三生烟草叶表皮，在激光共聚焦显微镜下

观察。
１． ２． ４　 ＴａＲｏｐ２ 基因表达谱分析　 利用 ＴＲＩＺＯＬ 法

提取接种条锈菌和不同处理的小麦幼苗叶片总

ＲＮＡ，并反转录成 ｃＤＮＡ。 以小麦 Ａｃｔｉｎ 为内参，利
用 ＴａＲｏｐ２ 基因特异引物对不同处理的样品进行半

定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，分析该基因在不同胁迫条件下

的表达情况。 引物序列为 Ａｃｔｉｎ１：５′⁃ＧＴＴＣＣＡＡＴＣ⁃
ＴＡＴＧＡＧＧＧＡＴＡＣＡＣＧ Ｃ⁃３′和 Ａｃｔｉｎ２：５′⁃ＧＡＡＣＣＴＣ⁃
ＣＡＣＴＧＡＧＡＡＣＡＡＣＡＴＴＡＣＣ⁃３′； ＴａＲｏｐ２ＲＴＦ： ５′⁃
ＴＧＴＧＧＡＣＣＡＴＣＣＴＧＧＴＧＣＴ Ｇ⁃３′和 ＴａＲｏｐ２ＲＴＲ：５′⁃
ＴＡＧＧＧＴＧＧＧ ＧＴＡＧＧＧＴＧＡＧＧ⁃３′。

２　 结果与分析

２． １　 ＴａＲｏｐ２ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列克隆

利用 Ｒｏｐ６Ｒ ／ Ｔ３ 引物扩增获得 ３００ ｂｐ 大小

的 ｃＤＮＡ 片段，与预期的目的条带大小相符，测
序分析发现具有起始密码子，ＮＣＢＩ 数据库序列

同源性比对分析发现，基因片段均与小 ＧＴＰ 结合

蛋白超家族中 Ｒｏｐ 蛋白家族的基因序列具有高

度同源性，因此推测属于小麦 Ｒｏｐ 蛋白家族基

因，并命名 ＴａＲｏｐ２ （ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｒｏｐ２ ） 。 在

该 ｃＤＮＡ 片段基础上设计正向特异性引物 ＴａＲ⁃
ｏｐ２Ｆ，与文库载体多克隆位点下游通用引物 Ｔ７
组合，进行目的基因全长 ｃＤＮＡ 序列扩增，获得

特异 ｃＤＮＡ 片段。
２． ２　 ＴａＲｏｐ２ 基因生物信息学分析

２． ２． １　 序列分析　 测序分析 ＴａＲｏｐ２ 基因的 ｃＤＮＡ
序列全长为 １０１５ ｂｐ，包含 １ 个 ５９１ ｂｐ 的开放阅读

框，推测其编码含有 １９７ 个氨基酸残基的蛋白质，分
子量约为 ２１． ５２ ｋＤ，理论等电点为 ９． ４９，为碱性蛋

白。 经与 ＺｍＲａｃＢ、ＯｓＲａｃ６、ＨｖＲＡｃＢ 和 ＡｔＲａｃ１ 多重

比对分析， 发现 ＴａＲｏｐ２ 含有 ５ 个效应结构区

（ＧⅠ ～ ＧⅤ）、１ 个Ｃ 端多变区（Ｃ⁃ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｏｌｙｂａｓｉｃ
ｒｅｇｉｏｎ）、１ 个核定位信号（ＮＬＳ）基序（ＫＫＫＫＫ）、１ 个

Ｒｏｐ 家族特有的 Ｒｏｐ 插入位点（Ｒｏｐ Ｉｎｓｅｒｔ）和 ２ 个

能在 Ｒｏｐ 蛋白形成三维构象时使 ４ 个 ＤＮＡ 结合位

点结合在一起的开关（Ｓｗｉｔｃｈ Ｉ、Ｓｗｉｔｃｈ ＩＩ） （图 １）。
利用 ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｏｌｆｐｓｏｒ ｔ． ｏｒｇ）在线工具进行亚
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框内序列为 Ｒｏｐ 家族蛋白效应结构区 ＧⅠ ～ ＧⅤ和 Ｒｏｐ 插入位点，ＳｗｉｃｈⅠ为黑体部分表示，Ｓｗｉｃｈ Ⅱ为黑体并斜体部分表示，
跨膜基序为下划曲线部分表示，阴影部分表示 Ｃ 末端多变区，阴影并下划线部分为核定位信号区

ＤｏｍａｉｎｓⅠ⁃Ⅴａｎｄ Ｒｏｐ ｉｎｓｅｒｔ ｒｅｇｉｏｎ ａｒｅ ｂｏｘｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ＳｗｉｃｈⅠｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｂｏｌｄ ａｎｄ ｓｗｉｃｈ Ⅱｉｎ ｂｏｌｄ ａｎｄ ｉｔａｌｉｃ．
Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｏｔｉｆ ｉｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｃｕｒｖｅｄ ｌｉｎｅ，ａｎｄ Ｃ⁃ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｏｌｙｂａｓｉｃ ｒｅｇｉｏｎ ｉｓ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｇｒａｙ，

ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＮＬＳ（ＫＫＫＫＫ）ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

图 １　 ＴａＲｏｐ２ 与 ＺｍＲａｃＢ、ＯｓＲａｃ６、ＨｖＲＡｃＢ 和 ＡｔＲａｃ１ 氨基酸序列多重比对分析

Ｆｉｇ． １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＲｏｐ２ ｗｉｔｈ ＺｍＲａｃＢ，ＯｓＲａｃ６，ＨｖＲＡｃＢ，ａｎｄ ＡｔＲａｃ１

细胞定位预测分析，结果显示，ＴａＲｏｐ２ 蛋白分布于

细胞核的可能性最大，其概率为 ０． ８９５。 将 ＴａＲｏｐ２
序列与小麦基因组序列进行比对，发现 ＴａＲｏｐ２ 序列

与 ＧｒａｉｎＧｅｎｅｓ ２． ０ 数据库中编号为 ＢＥ５００７６８ 的

ＥＳＴ 序列具有高度的同源性，同时已确定 ＢＥ５００７６８
序列位于 ６ＡＳ、６ＢＳ 和 ６ＤＳ 染色体上，由此推断

ＴａＲｏｐ２ 基因可能位于小麦基因组的第 ６ 染色体组

短臂同源群上。
２． ２． ２　 ＴａＲｏｐ２ 蛋白的聚类分析 　 将小麦 ＴａＲｏｐ２
蛋白与单子叶植物水稻、玉米、大麦、高粱以及双子

叶植物拟南芥、烟草、苜蓿、大豆、野甘草和陆地棉中

已克隆的 Ｒｏｐ 家族蛋白进行聚类分析，并对该蛋白

家族进行初步分类。 聚类分析结果发现，可将植物

Ｒｏｐ 家族成员分为 ２ 个亚家族，即组 Ｉ 和组 ＩＩ（图
２）。 ＴａＲｏｐ２ 蛋白属于组 Ｉ，分析聚类图谱右侧标注

的已知蛋白功能发现，组 Ｉ 成员参与植物抗逆、抗病

和植物发育过程，而组 ＩＩ 蛋白成员只参与植物发育

和抗病防卫反应过程。 由此可推测，ＴａＲｏｐ２ 蛋白可

能在小麦发育和抗病过程中发挥重要作用。 此外，
ＴａＲｏｐ２ 蛋白可能还具有调控小麦抗逆反应的功能。
２． ３　 ＴａＲｏｐ２ 蛋白亚细胞定位分析

为了研究 ＴａＲｏｐ２ 蛋白在亚细胞器中的分布情

况，分别将含有表达载体 ｐＣａｍ３５Ｓ：ＧＦＰ 和 ｐＣａｍ３５Ｓ：
ＴａＲｏｐ２⁃ＧＦＰ 农杆菌悬浮液注入三生烟草叶片，ＧＦＰ
和融合蛋白 ＴａＲｏｐ２⁃ＧＦＰ 在烟草表皮细胞中瞬时表

达，并在激光共聚焦显微镜下观察绿色荧光在细胞

中的 分 布 情 况。 结 果 表 明， 转 入 空 载 体 对 照

ｐＣａｍ３５Ｓ：ＧＦＰ 的烟草叶表皮细胞内各部分均充满

绿色荧光，而在转入表达融合蛋白载体 ｐＣａｍ３５Ｓ：
ＴａＲｏｐ２⁃ＧＦＰ 的烟草叶表皮细胞内绿色荧光只出现

于细胞膜和细胞核，在细胞质中分布量很少（图 ３）。
由此可以确定 ＴａＲｏｐ２ 是位于细胞膜和细胞核的

蛋白。
２． ４　 ＴａＲｏｐ２ 基因的表达谱分析

利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分析了在不同环境胁迫和病原

菌侵染条件下 ＴａＲｏｐ２ 基因的表达动态。 ＴａＲｏｐ２
基因在 ＮａＣｌ 胁迫后表达上调，０ ｈ 时的表达水平

最低，随后其表达量开始上升，６ ｈ 时表达量约为

对照（０ ｈ）的 １０ 倍左右，随后开始出现短暂下降

现象，处理 ２４ ｈ 时达到最大峰值，约为对照的

１５ ～ ２０ 倍，直到处理 ４８ ｈ 后仍保持较高的表达

水平（图 ４Ａ） 。 当小麦幼苗在干旱、高温（３８℃）
和脱落酸 ＡＢＡ（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理后，ＴａＲｏｐ２ 基

因的表达水平比对照明显下降（图 ４Ｂ、Ｃ、Ｅ） 。 在
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图左侧部分为 Ｒｏｐ 蛋白聚类分析，图右侧部分为 Ｒｏｐ 蛋白的生物学功能统计结果。 Ｒｏｐ 蛋白被分为组Ⅰ和组Ⅱ。 Ａ：参与盐胁迫反应；
Ｂ：参与干旱胁迫反应；Ｃ：参与伤害胁迫反应；Ｄ：参与调控植物生长发育；Ｅ：参与调控植物抗病性反应。

实心圆表示基因正向调控功能，空心圆表示基因负调控功能

Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｒｏｐ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ，ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｓｔｉｓｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ⁃ｋｎｏｗｎ Ｒｏｐ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｌｉｓｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ． Ｒｏｐ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｇｒｏｕｐⅠａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ⅱ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｒｅｓｕｌｔｓ．

Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ － ｋｎｏｗｎ Ｒｏｐ ｇｅｎｅｓ ｌｉｓｔｅｄ ｗｅｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｓａｌｔ（Ａ），
ｄｒｏｕｇｈｔ（Ｂ）ａｎｄ ｗｏｕｎｄｉｎｇ（Ｃ），ｏｒ ｐｌａｙ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ（Ｄ）ｏｒ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ（Ｅ）．

Ｔｈｅ ｆｉｌｌｅｄ ａｎｄ ｅｍｐｔｙ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ′ｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ２　 ＴａＲｏｐ２ 蛋白的聚类分析

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＲｏｐ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

低温处理条件下，ＴａＲｏｐ２ 基因的表达也呈现了一

个下降的趋势（图 ４Ｄ） 。 接种非亲和条锈菌小种

ＣＹＲ３２，ＴａＲｏｐ２ 基因在处理 ８ ｈ 后表达水平最高，
然后表达量逐渐下降，７２ ｈ 时检测不到该基因的

表达（图 ４Ｆ） 。 在接种亲和白粉菌混合菌株 ２４ ｈ
后其表达水平到达最大峰值，而后出现下降趋势，
但在接种 ４０ ｈ 和 ４８ ｈ 后基因的表达水平又有所

增加，之后 ＴａＲｏｐ２ 基因的表达明显下降（图 ４Ｇ） 。
表达谱分析表明，ＴａＲｏｐ２ 基因参与了小麦抗逆和

抗病反应过程。

３　 讨论

Ｒｏｐ 蛋白组成了一个植物特有的小 ＧＴＰ 结合蛋

白家族，具有调控植物发育、信号传导以及生物和非

生物胁迫反应等过程。 本研究克隆并分析了 ＴａＲｏｐ２
基因的表达特征及其编码的蛋白结构。 同源比对分

析发现，ＴａＲｏｐ２ 与大麦 ＨｖＲａｃＢ 相似性最高，并与来

自水稻和玉米的 Ｒｏｐ 蛋白具有较高的相似性。 ＴａＲ⁃
ｏｐ２ 蛋白所在的组Ⅰ成员中包括来自单子叶和双子

叶植物的 Ｒｏｐ 蛋白，包含 ４ 个具有 ＧＴＰ 酶活性和用
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图 ３　 ＴａＲｏｐ２ 蛋白在烟草表皮细胞中的亚细胞定位分析

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＲｏｐ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ

Ａ：盐胁迫处理；Ｂ：干旱处理；Ｃ：高温处理；Ｄ：低温处理；Ｅ：脱落酸（ＡＢＡ）处理；Ｆ：条锈菌小种 ＣＹＲ３２ 侵染处理；Ｇ：白粉菌混合菌种侵染处理

Ａ：Ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ，Ｂ：Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ，Ｃ：Ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ，Ｄ：Ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，Ｅ：Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｓｔｒｅｓｓ，Ｆ：Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｒａｃｅ ＣＹＲ３２
ｏｆ Ｐ． Ｓｔｒｉｉｆｏｒｍｉｓ ｆ． ｓｐ． ｔｒｉｔｉｃｉ，Ｇ：Ｍｉｘｅｄ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ Ｅ． ｇｒａｍｉｎｉｓ ｆ． ｓｐ． ｔｒｉｔｉｃｉ

图 ４　 环境胁迫和病原菌侵染条件下 ＴａＲｏｐ２ 基因表达水平

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴａＲｏｐ２ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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于鸟甘酸结合的 ＤＮＡ 结合位点效应结构区（ＧⅠ ～
ＧⅤ）、１ 个效应分子结合点、１ 个 Ｃ 端多变区、１ 个

Ｒｏｐ 家族特有的 Ｒｏｐ 插入位点和 ２ 个能在 Ｒｏｐ 蛋白

形成三维构象时使 ４ 个 ＤＮＡ 结合位点结合在一起

的开关。 说明 ＴａＲｏｐ２ 是典型的 Ｒｏｐ 蛋白，该家族

成员在蛋白结构和遗传进化中具有高度保守性。
本研究根据植物 Ｒｏｐ 家族蛋白功能的不同将

其分为 ２ 个亚家族（组 Ｉ 和组 ＩＩ），其中组 Ｉ 蛋白成

员主要参与植物发育、抗逆和抗病过程，如玉米 Ｚｍ⁃
Ｒｏｐ９［２９］和烟草 ＮｔＲａｃ１［３０］基因等均与植物的发育有

关；苜蓿 ＭｓＲａｃ１ 超量表达转基因烟草在病菌侵染

时形成过敏性坏死斑，这说明 ＭｓＲａｃ１ 基因参与了

苜蓿的抗病防卫反应过程［１６］。 由此可见，属于组 Ｉ
的 ＴａＲｏｐ２ 基因也可能是小麦发育、抗逆和抗病过程

的调控因子，研究其功能具有重要意义。
由于蛋白质是细胞生命活动的最终执行者，在

细胞中的定位与该蛋白的功能和调控途径紧密相

连。 因此，对蛋白质进行亚细胞定位分析已成为研

究基因功能必可不缺的试验环节［３１］。 Ｉ 型蛋白 Ｏｓ⁃
Ｒａｃ５、ＯｓＲａｃ６ 和 ＯｓＲａｃ７ 亚细胞定位分析发现，３ 个

蛋白均定位在细胞核和细胞膜上［２１］。 本研究中

ＴａＲｏｐ２ 属于 Ｉ 型蛋白，具有核定位信号（ＫＫＫＫＫ）
和跨膜基序，亚细胞定位结果表明 ＴａＲｏｐ２ 主要分

布于细胞核和细胞膜上。
高盐、干旱、高温和低温等环境胁迫因子和病原

菌影响作物的生长，造成了严重的产量损失。 研究

表明，Ｒｏｐ 蛋白具有调控植物抗逆和防卫反应的功

能。 水稻 ＯｓＲａｃＢ 的超量表达增加了转基因烟草的

耐盐性，而该基因的反义表达减弱了转基因烟草对

盐的抵抗能力［２０］，但烟草 ＮｔＲｏｐ１ 的超量表达则增

加了转基因烟草对盐的敏感性［３２］。 本研究中，当发

生高盐胁迫时，ＴａＲｏｐ２ 基因被诱导表达，与水稻 Ｏｓ⁃
ＲａｃＢ 基因在高盐胁迫过程中的作用相似，而与烟草

ＮｔＲｏｐ１ 的作用相反。 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ＴａＲｏｐ２
蛋白氨基酸序列与 ＯｓＲａｃＢ、ＮｔＲｏｐ１ 的相似度进行

分析，结果发现与 ＯｓＲａｃＢ 之间的相似度高于与

ＮｔＲｏｐ１ 之间的相似度，这也解释了在高盐胁迫时

ＴａＲｏｐ２ 与 ＯｓＲａｃＢ 均是植物正调控因子的原因。 干

旱胁迫是限制世界粮食作物生产的主要环境因子之

一，在本研究中，ＴａＲｏｐ２ 基因的表达受干旱抑制。
高温胁迫主要通过影响植物的光合作用和呼吸作用

对植物造成损伤，是限制植物生长和地域分布的重

要影响因子之一。 本研究在 ３８℃高温环境对小麦

幼苗进行胁迫处理，结果发现高温对 ＴａＲｏｐ２ 基因的

表达具有抑制作用。 低温是限制植物生长发育和分

布的重要环境胁迫因子，严重时可导致植株死亡。
低温条件能改变植物细胞的膜脂相，影响植物的光

合作用，减弱部分酶的活性和扰乱细胞中渗透物质

的调节功能［３３］。 当发生低温胁迫时，ＴａＲｏｐ２ 基因

被抑制表达，即负调控植株对低温的反应过程。 因

而抑制 ＴａＲｏｐ２ 基因表达可能增强小麦对低温的抗

性。 脱落酸（ＡＢＡ）具有影响植物气孔关闭的作用，
从而 增 加 植 物 的 抗 旱、 抗 盐 和 抗 寒 能 力［３４］。
ＡｔＲｏｐ１０ 基因持续性激活 （ ＣＡ⁃ＡｔＲｏｐ１０ ） 减弱了

ＡＢＡ 对种子萌发的抑制，而 ＤＮ⁃ＡｔＲｏｐ１０ 突变体则

增强了 ＡＢＡ 的应答反应，即 ＡｔＲｏｐ１０ 是 ＡＢＡ 反应

过程的抑制因子［３５］。 本研究中经过外源激素 ＡＢＡ
处理后，ＴａＲｏｐ２ 基因的表达水平下降，即 ＡＢＡ 能抑

制该基因的表达。
另一方面，Ｒｏｐ 家族蛋白在植物对病菌的防卫

反应中发挥重要作用。 超量表达 ＯｓＲａｃＢ 增强了转

基因株系对稻瘟菌的敏感性，在水稻与稻瘟菌互作

中起负调控作用［３６］。 另外也发现大麦 ＨｖＲａｃＢ 基因

在植物防卫过程中起负调控作用［３７⁃３８］。 本试验中

在接种条锈菌小种 ＣＹＲ３２ 和白粉菌混合菌系后，
ＴａＲｏｐ２ 基因的表达水平均上升，能被病原菌侵染后

诱导表达。 在小麦 ＴａＲｏｐ２ 与其他植物 Ｒｏｐ 蛋白的

聚类分析时，与 ＯｓＲａｃＢ 和 ＨｖＲａｃＢ 具有很高的结构

相似性，所以可推测 ＴａＲｏｐ２ 与小麦对病原菌的防卫

反应有关，可能参与了小麦的抗病过程。
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