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摘　 要: 从小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)品种‘科农 １９９’籽粒中克隆出维生素 Ｅ 基因 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 及其另外两个

拷贝ꎬ 通过生物信息学分析ꎬ 对其序列结构特征及蛋白序列的系统发育关系进行了初步研究ꎮ 结果显示:
ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 基因编码区长 １２２７ ｂｐꎬ 共编码 ４０８ 个氨基酸ꎻ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 与另外两个拷贝的序列一致性为

９５􀆰４５％ꎮ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 蛋白序列具有 ９ 个 α￣螺旋ꎬ 该序列与禾本科 ＨＧＧＴ 蛋白的同源性在 ５８􀆰７％ ~ ９８􀆰５％之

间ꎮ ３ 个 ＴａＨＧＧＴ 基因分别位于小麦基因组的 ７ＡＬ、 ７ＢＬ 和 ７ＤＬ 染色体上ꎬ 均具有与膜相关的 ＵｂｉＡ 异戊烯基

转移酶家族的保守结构域和一个转运肽ꎮ 系统进化分析结果表明ꎬ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 与禾本科植物的亲缘关系较近ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果显示ꎬ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 只在小麦颖壳和籽粒中表达ꎬ 且在花后 １３ ｄ 籽粒的表达量最高ꎮ 在

ＡＢＡ、 ４℃低温、 干旱及黑暗胁迫处理下ꎬ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 表达量上调ꎻ ＮａＣｌ 处理 ２４ ｈ 后ꎬ 该基因表达量升高ꎬ
表明 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 可以对非生物胁迫产生响应ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍꎻ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ ｇｅｎｅꎻ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻ Ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)属于禾本科小麦

属ꎬ 是世界上三大谷物之一ꎮ 据联合国粮农组织

(ＦＡＯ) 统计ꎬ ２０１７ 年全球小麦产量为 ７􀆰５４８ ×
１０１１ ｋｇꎬ 仅次于玉米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.) ( １􀆰３７１ ×
１０１２ ｋｇ)ꎮ

维生素 Ｅ(ＶＥ)是由一个极性的苯并二氢吡喃

酚环围绕酚羟基化合物尿黑酸(亲水)和一个异戊

二烯侧链(疏水)组成的两性分子[１]ꎬ 也是植物体

内重要的抗氧化物质[２]ꎮ 牻牛儿基牻牛儿基二磷

酸(Ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＧＧＰＰ) 和尿

黑酸(Ｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓａｔｅ ａｃｉｄꎬ ＨＧＡ)在尿黑酸牻牛

儿基牻牛儿基转移酶(Ｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓａｔｅ ｇｅｒａｎｙｌｇｅ￣
ｒａｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＨＧＧＴ)的催化下缩合ꎬ 再经过

甲基转移酶(Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＭＴ)甲基化、 生

育酚环化酶(Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｃｙｃｌａｓｅꎬ ＴＣ)环化和 γ￣生
育酚甲基转移酶(γ￣ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ
γ￣ＴＭＴ)进一步甲基化ꎬ 形成 α、 β、 γ、 δ 等不同

形式的生育三烯酚ꎮ 生育三烯酚的侧链具有 ３ 个不

饱和双键[３]ꎮ
ＶＥ只能在进行光合作用的植物和某些藻类中

合成ꎬ 人体自身不能合成ꎬ 只能从食物或药物中获

取[４]ꎮ 生育三烯酚是大多数单子叶植物种子中 ＶＥ

的主要组分[５]ꎬ 而 ＨＧＧＴ 是控制生育三烯酚合成

的上游限速基因ꎬ 调节整个代谢通路流量的大小ꎬ
具有限制性作用ꎬ 很大程度上决定了 ＶＥ的合成和

产量[６]ꎮ 随着基因组、 转录组[７] 和生物信息学的

发展ꎬ 根据 ＨＧＧＴ 基因在植物中的高度保守性[８]ꎬ
可以利用 ＨＧＧＴ 基因控制 ＶＥ的合成ꎬ 以补冲饮食

和医疗中 ＶＥ的缺乏ꎮ
研究表明ꎬ 过表达 ＨＧＧＴ 可使烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ

ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.)叶片中 ＶＥ含量增加 ５ 倍[９] ꎻ 过表达

ＨＧＧＴ 的拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.)阳性后

代中ꎬ 叶片 ＶＥ含量提高了 １５ 倍[９] ꎻ 使用强胚乳

特异性启动子过表达 ＨＧＧＴ 的玉米籽粒中ꎬ 生育

三烯酚含量增加了 ２０ 倍ꎬ ＶＥ含量增加了 ６ 倍[１０]ꎻ
在 Ｄ￣麦醇溶蛋白基因启动子的调控下ꎬ 获得过表

达 ＨｖＨＧＧＴ 的转基因大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.)ꎬ

其种 子 中 生 育 三 烯 酚 的 含 量 增 加 了 １０％ ~
１５％[１１]ꎮ 以上研究为明确 ＨＧＧＴ 在 ＶＥ合成代谢中

的作用并为通过基因工程手段提高植物 ＶＥ含量提

供了理论基础ꎮ
生育三烯酚约占 ＶＥ 组分的一半ꎬ 但有关

ＨＧＧＴ 的研究却开展较少ꎮ Ｋｏｎｇ 等[１２] 获得了油

棕(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.)ＨＧＧＴ 上游 １􀆰５ ｋｂ 的

序列ꎬ 从中鉴定出许多与激素、 光和非生物逆境响

应相关的重要顺式元件ꎬ 发现他们可能参与协调

ＨＧＧＴ 的表达ꎮ 而在小麦中有关该基因的表达特

性及抗逆性研究尚未见报道ꎮ 本研究以基因转化效

率较高的小麦品种‘科农 １９９’为材料[１３ꎬ １４]ꎬ 克隆

获得 ＴａＨＧＧＴ 的 ３ 个拷贝ꎬ 通过生物信息学方

法ꎬ 对其序列组成、 结构、 理化性质及系统发育

关系进行了研究ꎻ 并采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法对小麦不

同组织、 花后不同天数及其在不同逆境胁迫条件下

基因的表达特征进行了分析ꎬ 以期为进一步解析

ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 基因的抗逆调控机制研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

选取小麦品种‘科农 １９９’为实验材料ꎮ ‘科农

１９９’属于半冬性品种ꎬ 种植于西北农林科技大学

科研温室中(３４°１５′５０􀆰０３″Ｎꎬ １０８°０３′４６􀆰３４″Ｅ)ꎮ
将种子置于培养皿中催芽 ２ ｄꎬ 移入土中(营养土 ∶
蛭石为 ３ ∶ １)ꎮ 放入人工气候箱生长 ４ ｄꎬ 每天浇水

１ 次ꎻ 最后放入春化柜 ２８ ｄꎬ 每 ５ 天浇水 １ 次ꎮ
春化后的植株移栽到温度 ２３℃、 湿度 ４５％的温室

中培养(１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗)ꎮ 采用 Ｈｏａｇｌａｎｄ􀆳ｓ
(霍格兰氏)营养液与水交替灌溉ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验材料的处理

参照刘燕等[１５]的方法ꎬ 在‘科农 １９９’灌浆期进

行胁迫处理: (１)分别置于含有 ＡＢＡ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)、
ＰＥＧ６０００(２０％)和 ＮａＣｌ(２００ ｍｍｏｌ / Ｌ)的水溶液

中ꎬ 对小麦进行 ＡＢＡ、 干旱和盐胁迫处理ꎻ (２)将
小麦置于春化柜中进行低温(４℃)胁迫处理ꎻ (３)
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将小麦置于培养箱黑暗处理 ２４ ｈꎮ 以上处理分别

于 ０、 ３、 ６、 ９、 １２、 ２４ ｈ 时取小麦籽粒ꎬ 保存于

－８０℃备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 小麦籽粒总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ合成

采用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取‘科农 １９９’籽粒总

ＲＮＡ 并反转录成ｃＤＮＡꎬ 将ｃＤＮＡ 稀释至１００ ｎｇ/ μＬꎬ
于－４℃保存、 备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 小麦 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ基因的克隆

在小麦基因组数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｈｅａｔ￣ｕｒｇｉ.ｖｅｒ￣
ｓａｉｌｌｅｓ.ｉｎｒａ. ｆｒ)进行 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 基因序列(登录

号: ＡＹ２２２８６１)的 ＢＬＡＳＴ 搜索ꎬ 得到 ３ 条相似性

最高的序列ꎬ 分别位于小麦的 ７ＡＬ、 ７ＢＬ、 ７ＤＬ
染色体上ꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰０ 软件对 ３ 条序列设计

特异性引物(表 １)ꎬ 克隆‘科农 １９９’的 ＨＧＧＴ 基

因ꎮ 以‘科农 １９９’ ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 利用高保真

ＤＮＡ 聚合酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 反应体系

为: ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ (１􀆰２５ Ｕ / μＬ) １ μＬꎬ ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ(２􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ４ μＬꎬ ５ × ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＧＸＬ
Ｂｕｆｆｅｒ ( Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ )∗２ １０ μＬꎬ 正、 反 向 引 物

(０􀆰 ２ μｍｍｏｌ / Ｌ) 各 ２􀆰５ μＬꎬ ｃＤＮＡ(１００ ｎｇ) ２ μＬꎮ
ＰＣＲ 程序为: ９８℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ ９８℃变性１０ ｓꎬ
６０℃退火１５ ｓꎬ ６８℃延伸 ９０ ｓꎻ 共 ３４ 个循环ꎻ 最

后 ６８℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物经回收后转化至感

受态细胞 ＤＨ５αꎬ 阳性克隆经鉴定后送测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ基因的生物信息学分析

采用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )在线工具对‘科农 １９９’ＴａＨＧＧＴ￣
７ＡＬ 基因编码蛋白的理化性质进行预测ꎻ 利用

Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ / )和 ＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )数据库对蛋

白的信号肽及跨膜区进行预测ꎻ 采用 Ｐｌａｎｔ ＣＡＲＥ
(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ /
ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )数据库分析启动子顺式作用元

件ꎻ 采用 ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)
和 Ｐｈｙｒｅ２(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｂｇ.ｂｉｏ.ｉｃ.ａｃ.ｕｋ / ｐｈｙｒｅ２ /
ｈｔｍｌ / ｐａｇｅ.ｃｇｉ? ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ)在线工具预测蛋白质二

级和三级结构ꎮ 利用 ＭＥＧＡ７􀆰０ 软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值为 １０００)方法构建蛋白序列的

系统发育树ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ基因的表达分析

采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰０ 软件和 Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 在线工

具ꎬ 设计 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 基因的荧光定量特异性引

物 ＲＴ￣Ｆ 和 ＲＴ￣Ｒ(表 １)ꎬ 以 Ａｃｔｉｎ 基因为内参ꎬ 采

用罗氏荧光定量仪 Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ ４８０ꎬ 对‘科农 １９９’
不同部位、 花后不同发育时期、 不同胁迫处理后植

株 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 的表达量进行分析ꎮ 每个样品重

复 ３ 次ꎮ

表 １　 引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

名称
Ｎａｍｅ

　 　 　 引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＨＧＧＴ￣Ｆ ＣＧＡＧＧＡＴＧＣＡＡＧＣＣＡＣＣＡＣ

ＨＧＧＴ￣Ｒ ＴＣＡＣＡＴＣＧＣＴＧＧＣＣＣＴＴＧＴ

７ＢＬ￣Ｆ ＣＡＴＴＡＣＧＣＡＣＧＣＡＣＧＡＣＡ

７ＢＬ￣Ｒ ＴＴＴＧＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＴＧＧ

ＲＴ￣Ｆ ＣＣＴＡＴＧＧＧＧＣＴＧＣＣＡＣＴＧＴＡ

ＲＴ￣Ｒ ＧＣＴＴＴＧＡＣＡＣＴＴＴＧＧＣＡ ＧＡＧＧＴ

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＴＡＧＡＴＧＣＡＧＴＡＡＡＧＡＡＣＣＴＧＡＣ

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＧＣＣＧＴＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＴＣ

１􀆰 ２􀆰 ７　 数据分析及作图

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件进行数据分析ꎬ 采用

Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ＣＳ６ 软件作图ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ‘科农 １９９’ＴａＨＧＧＴ 的克隆

根据小麦 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 基因序列设计引物ꎬ
对‘科农 １９９’籽粒 ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 结果显

示共扩增出 ３ 条带ꎮ 将目的条带的测序结果与小麦

全基因组网站进行序列比对ꎬ 获得了 ‘科农 １９９’
的 ３ 个同源基因 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ、 ＴａＨＧＧＴ￣７ＢＬ 和

ＴａＨＧＧＴ￣７ＤＬ(图 １)ꎮ

Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ ７ＡＬ: ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬꎻ ７ＢＬ: ＴａＨＧＧＴ￣７ＢＬꎻ ７ＤＬ:
ＴａＨＧＧＴ￣７ＤＬ.

图 １　 ‘科农 １９９’ＴａＨＧＧＴ基因的克隆
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ‘Ｋｅｎｏｎｇ １９９’ ＴａＨＧＧＴ ｇｅｎｅ

６７３ 植 物 科 学 学 报 第 ３７ 卷　



《
植
物
科
学
学
报
》

２􀆰 ２　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ编码蛋白的生物信息学分析

２􀆰 ２􀆰 １　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ基因编码蛋白的理化性质

研究结果显示ꎬ ‘科农 １９９’的 ３ 个 ＴａＨＧＧＴ
基因分别位于小麦基因组的 ７ＡＬ、 ７ＢＬ 和 ７ＤＬ 染

色体上ꎮ ３ 个基因的蛋白序列同源性达到 ９５􀆰４５％
(图 ２)ꎮ 其中ꎬ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 编码区全长 １２２７ ｂｐꎬ
共编码 ４０８ 个氨基酸ꎻ 蛋白的分子量为 ４５􀆰１３ ｋＤꎬ
理论等电点为 ９􀆰５７ꎬ 亲水性为 ０􀆰３６８ꎬ 因此 Ｔａ￣
ＨＧＧＴ￣７ＡＬ为疏水蛋白ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ蛋白的保守结构域、 转运肽

及亚细胞定位

在 Ｐｆａｍ 数据库中ꎬ 本研究预测 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ
蛋白具有与膜相关的异戊烯基转移酶家族 (Ｕｂｉ

ｐｒｅｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｆａｍｉｌｙꎬ ＵｂｉＡ)的保守结构域和

一个转运肽(Ｔｒａｎｓｉｔ ｐｅｐｔｉｄｅ)ꎮ 这些特征均与大麦

和水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)的 ＨＧＧＴ 蛋白相似ꎮ 亚

细胞定位预测结果显示ꎬ 该蛋白定位于细胞质体ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ蛋白的二级和三级结构预测

ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 蛋白的二级结构预测结果显

示ꎬ 该蛋白含有 ４７􀆰５５％的 α￣螺旋(Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ)、
１４􀆰２２％的延伸直链(Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ)、 ２􀆰４５％的

β 转角(Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ)和 ３５􀆰７８％的不规则卷曲(Ｒａｎ￣
ｄｏｍ ｃｏｉｌ)ꎮ 蛋白的 ３Ｄ 模型预测结果表明ꎬ 该蛋

白有 ６６％的(２７１ 个)氨基酸残基结构置信度达到

１００％(图 ３)ꎬ 该蛋白由 ９ 个 α￣螺旋组成ꎬ 与

ＴＭＨＭＭ 和 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库的预测结果一致ꎮ

图 ２　 ‘科农 １９９’３ 条 ＨＧＧＴ蛋白的序列比对
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ‘Ｋｅｎｏｎｇ １９９’ ＨＧＧＴ

图 ３　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ蛋白的三级结构
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２􀆰 ２􀆰 ４　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ蛋白序列的系统发育分析

系统发育分析结果显示(图 ４)ꎬ ＨＧＧＴ 蛋白系

统进化树中分为单子叶与双子叶植物两大分支ꎬ
ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 属于单子叶植物分支ꎬ 该蛋白与节节

麦(Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ Ｃｏｓｓ.)、 大麦、 二穗短柄草

(Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｕｍ (Ｌ.) Ｂｅａｕｖ.)、 玉米

和水稻等禾本科植物的亲缘关系较近ꎻ 与野生烟草

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ａｔｔｅｎｕａｔｅ Ｌ.)、 莲 (Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ
Ｇａｅｒｔｎ.)、 菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｇｅｎ.)、 甜菜

(Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌ.)、 藜麦 (Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ｑｕｉｎｏａ

Ｗｉｌｌｄ.)等双子叶植物的亲缘关系较远ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ启动子分析

本研究利用小麦基因组数据库的序列信息ꎬ 获

取 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 起始密码子上游 ２０００ ｂｐ 的核苷酸

序列ꎬ 通过启动子分析网站预测到该基因启动子具

有低温响应元件 (ＬＴＲ)、 茉莉酸甲酯响应元件

(ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 和 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ)、 脱落酸响应元件

(ＡＢＲＥ)、 启动子和增强子区元件(ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 和

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ)、 光响应元件(Ｓｐ１)等顺式作用元件

(表 ２)ꎮ

图 ４　 ‘科农 １９９’与其他物种 ＨＧＧＴ蛋白的系统发育树
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＧＧＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｏｎｇ ‘Ｋｅｎｏｎｇ １９９’ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

表 ２　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ启动子区的调控元件
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ

编号
Ｎｏ.

元件名称
Ｅｌｅｍｅｎｔ ｎａｍｅ

核心序列
Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

功能　 　 　
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　 　 　

１ ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ ４ 低温响应元件

２ ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ １
３ ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ １

茉莉酸甲酯响应元件

４ ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ １ 脱落酸响应元件

５ ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＴ ２６
６ ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ＴＡＴＡＴＡＡ １５

启动子和增强子区元件

７ Ｓｐ１ ＧＧＧＣＧＧ １ 光响应元件
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２􀆰 ３　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ的基因表达分析

２􀆰 ３􀆰 １　 不同组织、 花后不同天数的基因表达

本研究选取‘科农 １９９’的根、 茎、 叶、 颖壳及

籽粒 ５ 个组织ꎬ 检测 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 的表达量ꎬ 实

验结果显示(图 ５)ꎬ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 仅在颖壳和籽

粒中表达ꎬ 且在籽粒中表达量最高ꎬ 是颖壳中的 ４
倍ꎮ 分别在植株花后的 ７、 ９、 １１、 １３、 １５ ｄ 及花

后 １７ ｄ 分析籽粒 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 基因的表达量ꎬ 发

现该基因在花后 ７ ~ １３ ｄ 相对表达量呈上升趋势ꎬ
在 １３ ｄ 时表达量最高ꎬ 是对照(花后 ７ ｄ)的 ５ 倍ꎻ
在 １５ ｄ 后该基因的表达量呈下降趋势ꎮ

图 ５　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ在不同组织(Ａ)
及花后不同时期(Ｂ)的基因表达量

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ
ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ(Ａ) ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ (Ｂ)

２􀆰 ３􀆰 ２　 不同胁迫处理下 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ基因的表达

胁迫处理实验结果显示: 在 ＰＥＧ 处理下ꎬ
ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 在处理后 ２ ｈ 和 ４ ｈ 的相对表达量达

到最大值ꎬ 分别为处理前的 ３ 倍和 ２􀆰７ 倍ꎬ 在处理

的 ８ ~ ２４ ｈ 相对表达量与对照相比差异不明显

(图 ６: Ａ)ꎻ 在 ＡＢＡ 处理下ꎬ 基因相对表达量在

０ ~ ２４ ｈ 内呈上升趋势ꎬ 在 ２４ ｈ 时达到最大值ꎬ
是对照的 ２􀆰７ 倍(图 ６: Ｂ)ꎻ 在盐胁迫处理下ꎬ 该

基因在 ０ ~ １２ ｈ 内相对表达量基本没有变化ꎬ 但

在 ２４ ｈ 时达到最大值ꎬ 是对照的 ２􀆰３ 倍(图 ６: Ｃ)ꎻ

在低温处理下ꎬ 该基因的表达量也呈上升趋势ꎬ 分

别在 ２、 １２、 ２４ ｈ 时表达量最大ꎬ 为对照的 ４􀆰５、
３􀆰５ 和 ３ 倍(图 ６: Ｄ)ꎻ 在黑暗处理下ꎬ 该基因在

２ ｈ 时表达量最大ꎬ 是对照的 ３５􀆰４ 倍ꎬ 在处理 ４ ｈ
后呈下降趋势ꎬ 但其表达量均比对照高约 ２ ~ ３ 倍

(图 ６: Ｅ)ꎮ 由此可知ꎬ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 的表达受到

外界胁迫的影响ꎬ 推测该基因参与了植物某些抗逆

信号的传导ꎮ

３　 讨论

本研究从小麦品种 ‘科农 １９９’ 中克隆获得

ＴａＨＧＧＴ 基因的 ３ 条同源序列ꎬ 且 ３ 条序列的相

似性较高ꎬ 说明 ＶＥ在植物中功能较为保守ꎮ 本研

究仅在小麦籽粒和颖壳中检测到 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 的

表达ꎬ 而在根、 茎、 叶均没有发现ꎬ 且 ＴａＨＧＧＴ￣
７ＡＬ 在小麦花后 １３ ｄ 的表达量最高ꎬ 与同为单子

叶植物的棕榈(Ｔｒａｃｈｙｃａｒｐｕｓ ｆｏｒｔｕｎｅｉ (Ｈｏｏｋ.) Ｈ.
Ｗｅｎｄｌ.)ＨＧＧＴ 在果皮和核仁中表达的研究结果不

同[１２]ꎮ
系统发育分析结果表明ꎬ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 蛋白

在亲缘关系上与禾本科植物较近ꎬ 且 ＴａＨＧＧＴ￣
７ＡＬ 与 ＴａＨＧＧＴ￣７ＢＬ 聚为一支ꎬ ＴａＨＧＧＴ￣７ＤＬ 与

ＡｅＨＧＧＴ 聚为一支ꎮ Ｃａｈｏｏｎ 等[１０] 的研究从小麦

中克隆出世界上第一个 ＨＧＧＴ 基因ꎬ 发现其定位

于 ７ＡＬ 染色体ꎮ 且该蛋白与 ＨＰＴ 蛋白的结构一

样ꎬ 都具有与膜相关的 ＵｂｉＡ 家族的保守结构域和

一个转运肽ꎬ 推测这种进化上的分化与 ＨＰＴ 结构

域的相似性存在一定联系ꎬ 但具体作用机制仍需进

一步研究[１６]ꎮ
本研究发现ꎬ 各种非生物胁迫处理后ꎬ Ｔａ￣

ＨＧＧＴ￣７ＡＬ 的基因表达量呈上升趋势ꎬ 这与贾

会丽等 [１７] 在紫花苜蓿 (Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ.) 中

发现 ＶＥ下游合成基因 γ￣ＴＭＴ 在各种胁迫下ꎬ 基

因相对表达量均上升的研究结果一致ꎮ 本研究将

ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 基因序列在小麦表达量数据库进行

查询ꎬ 结果显示其在 Ａ 基因组上表达量最高ꎮ
研究表明ꎬ ＨＧＧＴ 是 ＶＥ合成的第一个分支点ꎬ

可催化合成生育三烯酚ꎬ 对改变 ＶＥ的组分具有重

要作用[１８]ꎮ 许多 ＶＥ代谢通路基因都参与了逆境胁

迫的响应ꎬ 如过表达 ＶＴＥ１ 的拟南芥ꎬ 植株生育酚

含量显著增加ꎬ 这对维持植物体内氧化还原动态平

９７３　 第 ３ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 郭启平等: 小麦维生素 Ｅ 基因ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ 的克隆与表达分析
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Ａ: ２０％的 ＰＥＧ６０００ 处理ꎻ Ｂ: １００ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＡＢＡ
处理ꎻ Ｃ: ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 处理ꎻ Ｄ: ４℃低温
处理ꎻ Ｅ: 暗处理ꎮ
Ａ: ２０％ ＰＥＧ６０００ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｂ: １００ μｍｏｌ / Ｌ
ＡＢＡ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｃ: ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｄ: ４℃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｅ:
Ｄａｒｋ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.

图 ６　 ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ在不同胁迫
处理下的基因表达量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＨＧＧＴ￣７ＡＬ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

衡具有重要意义[１９]ꎮ γ￣ＴＭＴ 的沉默会使植物对

ＮａＣｌ 的耐受性降低[２０]ꎬ 而过表达 γ￣ＴＭＴ 可以增

加植物对 ＮａＣｌ 的耐受能力[２１]ꎮ 这些结果说明ꎬ
ＶＥ相关基因在各种逆境胁迫时起重要作用ꎮ 生育

三烯酚比生育酚抗氧化能力更强[２２]ꎮ 有报道指出ꎬ
生育三烯酚抵制过氧化的能力是生育酚的 ６０
倍[２３]ꎮ 在大麦中ꎬ ＨｖＨＧＧＴ 的过表达可以增强其

胁迫耐受性ꎬ 植株丙二醛含量显著低于普通未转

化的大麦[１１] ꎮ 将水稻 ＨＧＧＴ 基因沉默后ꎬ 发现

种皮中的生育三烯酚有助于降低其代谢活性[２４] ꎮ
小麦作为世界上重要的粮食作物之一ꎬ 目前几乎没

有通过基因工程手段提高 ＶＥ含量的报道ꎬ 也缺乏

小麦 ＨＧＧＴ 的相关研究ꎮ 在克隆小麦 ＨＧＧＴ 基因

基础上ꎬ 下一步本研究将对该基因的功能进行深入

分析ꎮ
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