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摘　 要: 利用基因克隆技术从小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)品种‘科农 １９９’中扩增得到一个 ＲＰＤ３ / ＨＤＡ１ 型组蛋白

去乙酰化酶基因 ＴａＨＤＡ１９ꎬ 采用生物信息学方法对该基因序列的结构特征进行分析ꎬ 并对植株不同组织及不同

胁迫条件下该基因的表达量进行检测ꎮ 结果显示: ＴａＨＤＡ１９ 的开放阅读框长 １５６０ ｂｐꎬ 共编码 ５１９ 个氨基酸ꎻ
该基因的氨基酸序列存在组蛋白去乙酰化酶 (ＨＤＡＣ)家族典型的结构域 Ｈｉｓｔ￣ｄｅａｃｅｔｙ１ꎮ 该基因上游启动子区含

有多种响应元件ꎬ 如: 光响应元件 Ｉ￣ｂｏｘ 和Ｇ￣ｂｏｘꎬ 脱落酸响应元件 ＡＢＲＥ 和低温响应元件 ＬＴＲ 等ꎮ ‘科农 １９９’
ＴａＨＤＡ１９ 基因的表达结果表明: 该基因在根、 茎、 叶片和幼穗中均有表达ꎬ 其中在叶片中表达量最高ꎻ 采用脱

落酸、 氯化钠和 ＰＥＧ 分别处理植株 ０、 １、 ３、 ６、 １２、 ２４ ｈ 后ꎬ 基因的表达水平出现差异ꎻ 在对植株的 １２ 个生

育时期进行 ３５℃和 ４２℃热胁迫处理 １ ｈ 后ꎬ 该基因表达量均出现上调ꎮ 研究结果表明 ＴａＨＤＡ１９ 可能在小麦响

应非生物胁迫过程中发挥重要作用ꎮ
关键词: 小麦ꎻ ＴａＨＤＡ１９ 基因ꎻ 生物信息学ꎻ 基因表达分析

中图分类号: Ｑ９４３􀆰 ２　 　 　 　 　 　 　 文献标识码: Ａ
文章编号: ２０９５￣０８３７(２０１９)０４￣０４９５￣０８
ＤＯＩ:１０􀆰 １１９１３ / ＰＳＪ􀆰 ２０９５－０８３７􀆰 ２０１９􀆰 ４０４９５ 开放科学(资源服务)标识码(ＯＳＩＤ):

　 　 　 收稿日期: ２０１８￣１２￣２７ꎬ 退修日期: ２０１９￣０１￣２１ꎮ
　 基金项目: 西北农林科技大学唐仲英育种研究所项目ꎮ

Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｗａｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ａ ｇｒａｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ‘Ｔａｎｇ Ｚｈｏｎｇｙｉｎｇ’ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ.
　 作者简介: 党仁美(１９９２－)ꎬ 女ꎬ 硕士研究生ꎬ 研究方向为作物遗传改良与种质创新(Ｅ￣ｍａｉｌ: １１４４１８５３２６＠ｑｑ􀆰ｃｏｍ)ꎮ

　 ∗ 通讯作者(Ａｕｔｈｏｒ ｆｏｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ􀆰 Ｅ￣ｍａｉｌ: ｓｓｗｅｎ＠ｎｗｓｕａｆ􀆰ｅｄｕ􀆰ｃｎ)ꎮ

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ＴａＨＤＡ１９ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ

Ｄａｎｇ Ｒｅｎ￣Ｍｅｉꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｗｅｎ￣Ｊｉｅꎬ Ｄｉｎｇ Ｎｉｎｇꎬ Ｗｅｎ Ｓｈａｎ￣Ｓｈａｎ∗

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｏｎｏｍｙꎬ Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙａｎｇｌｉｎｇꎬ Ｓｈａａｎｘｉ ７１２１００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ａ ＲＰＤ３ / ＨＤＡ１ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ ＴａＨＤＡ１９ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ ｖａｒｉｅｔｙ ‘Ｋｅｎｏｎｇ １９９’ ｂｙ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｇｅｎｅ􀆳ｓ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｗａｓ １５６０ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ
５１９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｄｏｍａｉｎ Ｈｉｓｔ￣ｄｅａｃｅｔｙ１.
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ
ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ Ｉ￣ｂｏｘ ａｎｄ Ｇ￣ｂｏｘꎬ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ＡＢＲＥꎬ ａｎｄ ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ＬＴＲ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ‘Ｋｅｎｏｎｇ １９９’ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓꎬ ｌｅａｖｅｓꎬ ａｎｄ ｙｏｕｎｇ ｓｐｉｋｅｓꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｕｎｄ ｉｎ
ｌｅａｖｅｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡꎬ ＮａＣｌꎬ ａｎｄ ＰＥＧ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ０ꎬ １ꎬ ３ꎬ ６ꎬ １２ꎬ ａｎｄ ２４ ｈ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ １２ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ
ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ３５℃ ａｎｄ ４２℃ ｆｏｒ １ ｈ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍꎻ ＴａＨＤＡ１９ ｇｅｎｅꎻ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻ Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn



　 　 组蛋白修饰在真核生物基因调控中具有很多形

式ꎬ 其中对乙酰化的研究开展较早且研究比较透

彻[１]ꎮ 组蛋白乙酰化是一种可逆的组蛋白翻译后

修饰作用[２ꎬ ３]ꎬ 涉及组蛋白乙酰化转移酶(Ｈｉｓｔｏｎｅ
ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＨＡＴ) 和组蛋白去乙酰化酶

(Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅꎬ ＨＤＡＣ)ꎬ 他们在染色质结

构改变、 基因转录的调节、 ＤＮＡ 的复制和修复等

方面具有重要作用[４]ꎮ １９９６ 年ꎬ 第一个组蛋白去

乙酰化酶基因(ＨＤＡＣ１)在人类的 Ｔ 细胞中被检测

到[５]ꎬ 随后在真菌、 动物和植物 (如: 玉米 Ｚｅａ
ｍａｙｓ Ｌ.、 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.、 水稻

Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. 和大麦 Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ. 等)
中均鉴定出 ＨＤＡＣ 基因家族的成员[６ꎬ ７]ꎮ 由于与

酵母 ＨＤＡＣｓ 氨基酸序列具有同源性ꎬ 植物中的组

蛋白去乙酰化酶可以分为 ３ 个亚家族: ＲＰＤ３ /
ＨＤＡ１、 ＨＤ２ 和 ＳＩＲ２[８]ꎮ 其中ꎬ ＲＰＤ３ / ＨＤＡ１ 家

族成员均有典型的 ＨＤＡＣ 结构域(Ｈｉｓｔ￣ｄｅａｃｅｔｙ)ꎬ
其活性的激活需要 Ｚｎ２＋的辅助[９]ꎮ 有研究利用基

因芯片技术ꎬ 对拟南芥中 １６ 个 ＨＤＡＣｓ 成员在 ７９
个不同组织中的表达图谱进行了分析ꎬ 发现

ＨＤＡＣｓ 几乎在所有组织中都能表达ꎬ 如: 植物的

愈伤组织、 营养组织、 根、 花和种子[１０]ꎮ
在拟南芥、 水稻、 玉米等植物中ꎬ ＲＰＤ３ /

ＨＤＡ１ 型 ＨＤＡＣｓ 参与了盐、 干旱、 抗冻和病原微

生物等各种反应[１１]ꎮ 在拟南芥中ꎬ ＲＰＤ３ / ＨＤＡ１
型乙酰化酶 ＡｔＨＤＡ６ 及其同源物 ＡｔＨＤＡ１９ 参与了

ＡＢＡ 调节的响应ꎬ 这是应答盐胁迫所必需的[１２]ꎮ
ＡｔＨＤＡ９ 可调节多种抗逆基因的组蛋白乙酰化水

平ꎬ 且在盐和干旱胁迫中起负调控作用[１３]ꎮ 在水

稻中ꎬ ＲＰＤ３ / ＨＤＡ１ 家族成员 ＯｓＨＤＡ７０５ 在 ＡＢＡ
和非生物胁迫反应中起重要作用[１４]ꎮ 此外ꎬ 对花

生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌ.) ＡｈＨＤＡ１ 的研究发现ꎬ
该基因编码的 ＲＰＤ３ / ＨＤＡ１ 型组蛋白去乙酰化酶对

ＰＥＧ 诱导的渗透胁迫和 ＡＢＡ 胁迫起上调作用[１５]ꎮ
目前ꎬ 拟南芥、 水稻、 玉米等植物中的 ＲＰＤ３/

ＨＤＡ１ 型基因与非生物胁迫相关的研究已开展较

多ꎬ 而在小麦中开展较少ꎮ Ｌｉｕ 等[１６] 对小麦在热、
干旱和干热共同胁迫下的转录表达谱进行了鉴定ꎬ
发现 ＲＰＤ３ / ＨＤＡ１ 型 ＨＤＡＣｓ 基因的表达存在差

异ꎮ 本研究在此基础上ꎬ 挑选了一个表达差异显著

的基因 (Ｅｎｓｅｍｂｌ ｐｌａｎｔ 数据库登录号: ＴＲＩＡＥ ＿
ＣＳ４２＿Ｕ＿ＴＧＡＣｖ１＿６４１５５３＿ＡＡ２０９７８７０􀆰１)ꎬ 以基

因转化效率较高的小麦品种‘科农 １９９’为实验材

料ꎬ 通过基因克隆技术扩增出该基因ꎻ 运用生物信

息学方法ꎬ 对其序列特征、 蛋白质的理化性质、 保

守结构域、 系统进化关系及启动子顺式元件进行初

步分析ꎻ 并利用实时荧光定量法ꎬ 分析了该基因在

小麦不同组织(根、 茎、 叶、 幼穗)以及不同逆境

胁迫下的表达模式ꎬ 以期为深入了解 ＨＤＡＣｓ 基因

在小麦逆境胁迫中的功能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

以小麦品种‘科农 １９９’为实验材料ꎮ 将种子

消毒后腹沟朝下置于培养皿ꎬ 放入温度为 ２５℃ꎬ
光照 １４ ｈ /黑暗 １０ ｈꎬ 相对湿度为 ６０％的恒温培

养箱中培养ꎮ 出苗后ꎬ 一部分在恒温培养箱中继

续水培ꎻ 另一部分移栽到方形小盆(基质 ∶ 蛭石 ＝
３ ∶ １)ꎬ 放入 ４℃冰柜春化 ２４ ｄꎬ 春化结束后再移

栽到方形大盆ꎬ 放入西北农林科技大学温室中培

养ꎬ 条件为: ２５℃光照 １４ ｈ / ２０℃黑暗 １０ ｈꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 处理方法

参照刘燕等[１７]的方法对小麦苗进行胁迫处理ꎬ
在小麦三叶期进行干旱(２０％的 ＰＥＧ６０００)、 ＮａＣｌ
(２００ ｍｍｏｌ / Ｌ)、 ＡＢＡ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)处理ꎬ 处理时

间分别为 ０(ＣＫ)、 １、 ３、 ６、 １２、 ２４ ｈꎮ 参照田文

等[１８]的方法ꎬ 经春化后生长在温室的部分小麦ꎬ
分别在出苗 ３ ｄ、 三叶期、 分蘖期、 起身期、 拔节

期、 拔节后期、 孕穗期、 抽穗期、 开花期、 灌浆早

期、 灌浆期、 灌浆后期ꎬ 这 １２ 个生长时期进行热

胁迫处理ꎮ 处理方法为: 将整株小麦放入恒温培养

箱分别用 ３５℃和 ４２℃处理 １ ｈꎬ 处理后将叶片放

入液氮中ꎬ 研磨提取 ＲＮＡ 后反转录成 ｃＤＮＡꎬ 保

存在－２０℃备用ꎮ
分别剪取小麦抽穗期的根、 茎、 叶和幼穗组

织ꎬ 放入－８０℃保存ꎬ 用于检测各组织的基因表达

量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＴａＨＤＡ１９基因的扩增

以‘科农 １９９’ ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 采用 Ｐｒｉｍｅｒｓ
５􀆰０ 软件设计引物 (ｋＦ 和 ｋＲ) (表 １)ꎬ 扩增基因

ＣＤＳ 序列ꎮ 扩增产物经回收、 转化后送测序ꎮ 测

序结果利用 ＮＣＢＩ (ｈｔｔｐｓ:/ / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ /
Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)和 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ ｐｌａｎｔ (ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｓ.ｅｎｓｅｍｂｌ.
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表 １　 引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

产物长度(ｂｐ)
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

ｋＦ
ｋＲ

ＡＴＧＧＡＣＣＣＴＴＣＣＴＣＧＧＣ
ＡＴＣＡＴＧＧＣＴＴＣＴＧＧＴＡＧＡＴＧＧ １５６０

ｑＦ
ｑＲ

ＣＡＧＣＴＴＣＴＧＣＣＡＧＡＣＣＴＡＣＧ
ＡＡＴＴＣＣＴＣＣＴＣＡＡＣＴＣＣＡＴＣＡＣ ２３７

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ
Ａｃｔｉｎ￣Ｒ

ＴＡＧＡＴＧＣＡＧＴＡＡＡＧＡＡＣＣＴＧＡＣ
ＧＣＣＧＴＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＴＣ ８４

ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)数据库ꎬ进行序列验证ꎮ 使用在线

工具 ＧＳＤＳ２􀆰０(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ.ｃｂｉ.ｐｋｕ.ｅｄｕ.ｃｎ)绘制

结构图ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＴａＨＤＡ１９基因生物信息学分析

采用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ (ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 在线工具分析 ＴａＨＤＡ１９ 基因编

码蛋白的理化性质 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)ꎻ 利用 ＮＬＳ Ｍａｐｐｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｎｌｓ￣
ｍａｐｐｅｒ. ｉａｂ. ｋｅｉｏ. ａｃ. ｊｐ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ＮＬＳ ＿ Ｍａｐｐｅｒ ＿
ｆｏｒｍ. ｃｇｉ) 在线工具预测核定位信号 ( ＮＬＳ )ꎻ
ＷｏＬＦ Ｐｓｏｒｔ(ｗｗｗ.ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ.ｃｏｍ / ｗｏｌｆ￣ｐｓｏｒｔ.ｈｔｍｌ)
进行亚细胞定位预测ꎻ 蛋白保守结构域利用在线软

件 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ) 进行预测ꎮ 应用 ＮＣＢＩ￣
ＢｌａｓｔＰ 在线网站获得与该基因蛋白同源的 ３ 个不

同物种氨基酸序列ꎬ 采用 ＤＮＡＭＡＮ ８ 软件进行多

序列比对ꎬ 参数设为 Ｅ < １ｅ￣５ꎮ 采用 ＭＥＧＡ６􀆰０ 软

件的邻接法(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １０００)ꎬ 构建系统进化

树ꎮ 基因上游启动子区顺式元件的分析采用在线软

件 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ.
ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＴａＨＤＡ１９基因的表达模式

以‘科农 １９９’不同组织及不同胁迫处理后植株

的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 设计该基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 特异性

引物 (ｑＦ 和 ｑＲ)(表 １)ꎬ 以小麦 β￣ａｃｔｉｎ 基因为内

参ꎻ 使用 Ｒｏｃｈｅ４８０ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 (德国)ꎬ 进

行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ 共设置 ３ 个生物学和 ３ 个技术

重复ꎬ 相对表达量采用 ２－△△Ｃｔ 方法计算ꎮ 采用

Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件进行数据分析及作图ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 目标基因获得及序列分析

通过 ＰＣＲ 扩增ꎬ 本研究在约 １５００ ｂｐ 处获得

与预期片段大小相似的一条基因片段(图 １: Ａ)ꎮ

序列分析结果表明ꎬ 该基因序列全长 １５６０ ｂｐꎬ 共

编码 ５１９ 个氨基酸ꎮ 基因的结构图显示 (图 １:
Ｂ)ꎬ 该基因含有 ７ 个外显子和 ６ 个内含子ꎬ 以及

长 ２５５ ｂｐ 的 ３′ＵＴＲ 和 ９４ ｂｐ 的 ５′ＵＴＲꎮ

图 １　 ＴａＨＤＡ１９ 的 ＰＣＲ扩增产物(Ａ)及基因结构(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ (Ａ) ａｎｄ ｇｅｎｅ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｂ) ｏｆ ＴａＨＤＡ１９

２􀆰 ２　 基因序列的生物信息学分析

２􀆰 ２􀆰 １　 蛋白理化性质、 结构域及亚细胞定位分析

蛋白理化性质分析结果表明ꎬ 该基因编码蛋

白分子量为 ５􀆰８１ ｋＤꎬ 等电点 ｐＩ 为 ５􀆰１３ꎬ 蛋白的

稳定系数为 ３８􀆰４０ꎬ 较为稳定ꎻ 疏水性平均系数

为－０􀆰６１３ꎬ 为亲水性蛋白ꎮ 保守结构域分析及细

胞定位预测结果显示ꎬ 在氨基酸序列的第 ４２ 和

第 ３３１ 位间具有 １ 个 ＨＤＡＣ 家族结构域 “Ｈｉｓｔ￣
ｄｅａｃｅｔｙ１”ꎬ ９ 个活性位点和 ３ 个 Ｚｎ２＋结合位点ꎬ
这是调控基因转录、 组蛋白发挥去乙酰化作用的重

要区域和位点ꎮ 在氨基酸序列的第 １９ ~ ４９ 位有

１ 个核定位信号区域ꎬ 且该蛋白被定位在细胞核中ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 同源蛋白序列比对和系统进化分析

序列比对结果显示ꎬ ＴａＨＤＡ１９ 氨基酸序列与

粗山羊草 ( Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ Ｃｏｓｓ.) (ＡｅｔＨＤＡ１９:
ＸＰ＿０２０１７４４４２.１)、 拟南芥(ＡｔＨＤＡ１９: ＡＴ４Ｇ３８１３０、
ＡｔＨＤＡ７: ＡＴ５Ｇ３５６００、 ＡｔＨＤＡ９: ＡＴ３Ｇ４４６８０、
ＡｔＨＤＡ１０: ＡＴ３Ｇ４４６６０、 ＡｔＨＤＡ１７: ＡＴ３Ｇ４４４９０ )
和大麦(ＨｖＨＤＡ１９: ＢＡＪ８８３８０􀆰１)的同源氨基酸序

列相似性较高ꎮ 其中ꎬ 与粗山羊草 ＡｅｔＨＤＡ１９ 和

大麦 ＨｖＨＤＡ１９ 氨基酸序列的一致性为 ９７％ꎻ 与拟
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南芥 ＡｔＨＤＡ１９ 一致性为 ７６％ꎮ 这些物种都含有

ＨＤＡＣｓ 家族的保守结构域“Ｈｉｓｔ￣ｄｅａｃｅｔｙ１”ꎬ 具有

蛋白发挥功能作用的活性位点、 Ｚｎ２＋结合位点及

ＮＬＳ 序列(图 ２)ꎮ

横线表示保守结构域ꎬ 方框为 ＮＬＳ 序列ꎬ 圆圈和三角形分别代表 Ｚｎ２＋结合位点和活性位点ꎮ
Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎꎬ ｓｑｕａｒｅ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＮＬＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｃｉｒｃｌｅｓ ａｎｄ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｚｉｎｃ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ２　 ＴａＨＤＡ１９ 与其他物种同源氨基酸序列的比对
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＨＤＡ１９ ａｎｄ ＨＤＡＣｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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　 　 系统进化分析结果表明ꎬ ‘科农 １９９’与粗山羊

草和大麦处于同一分支ꎬ 说明他们的亲缘关系较

近ꎻ 与双子叶植物拟南芥处于另一分支ꎬ 亲缘关系

较远(图 ３)ꎮ

图 ３　 ＴａＨＤＡ１９ 蛋白序列的系统进化分析
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ

ＴａＨＤＡ１９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２􀆰 ２􀆰 ３　 ＴａＨＤＡ１９启动子顺式作用元件分析

基因启动子顺式作用元件分析结果显示(表

２)ꎬ 该基因中有功能的元件主要有光响应元件

Ｉ￣ｂｏｘ、 Ｇ￣ｂｏｘ 和 ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆꎻ 激素响应元件水杨酸

(ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)和脱落酸(ＡＢＲＥ)ꎻ 低温响应元件

(ＬＴＲ)以及参与生理周期调控顺式作用元件(Ｃｉｒ￣
ｃａｄｉａｎ)ꎮ
２􀆰 ３　 ＴａＨＤＡ１９基因的表达分析

２􀆰 ３􀆰 １　 ＴａＨＤＡ１９在不同组织中的表达

本研究选取‘科农 １９９’的根、 茎、 叶和幼穗组

织ꎬ 进行 ＴａＨＤＡ１９ 基因的表达量分析ꎬ 结果显示

(图 ４)ꎬ ＴａＨＤＡ１９ 在所有组织均有表达ꎬ 在叶片

中表达量最高ꎬ 叶片和幼穗中的表达量高于根和

茎ꎬ 表明 ＴａＨＤＡ１９ 在叶片中发挥重要功能ꎮ

２􀆰 ３􀆰 ２　 ＴａＨＤＡ１９在不同胁迫处理下的表达

小麦在生长后期ꎬ 尤其是在灌浆期ꎬ 经常会遭

受各种不良环境的影响ꎬ 如: 干旱、 高温、 高盐等

导致其产量减少ꎮ 为了探究 ＴａＨＤＡ１９ 对不同胁迫

的响应情况ꎬ 本研究将苗期的植株进行干旱、 盐和

ＡＢＡ 胁迫处理ꎻ 进一步对植株划分 １２ 个生育时

期ꎬ 并在不同生育时期进行了 ３５℃和 ４２℃高温处

理ꎬ 用于基因表达量的检测ꎮ 结果显示: ＡＢＡ 胁

迫下(图 ４: Ａ)ꎬ 基因的表达量与对照相比呈先升

高后降低再升高的变化趋势ꎬ 在处理 １ ｈ 和 ２４ ｈ
后的表达量达到最高ꎬ 为对照的 １􀆰５ 倍ꎻ 在处理

３、 ６、 １２ ｈ 后表达量与对照相比差别不明显ꎮ
ＮａＣｌ 处理下(图 ４: Ｂ)ꎬ 该基因表达量的变化与

ＡＢＡ 处理相似ꎬ 但在处理 ６ ｈ 时表达量低于对

照ꎮ 干旱胁迫下(图 ４: Ｃ)ꎬ 基因表达量呈先降

低再升高的趋势ꎬ 在处理 ３ ｈ 时降到最低ꎻ 在 ２４ ｈ
时达到最高ꎬ 为对照的 ２􀆰５ 倍ꎮ 以上结果说明ꎬ
ＴａＨＤＡ１９ 对干旱、 盐和 ＡＢＡ 胁迫均有响应ꎬ 表达

量均在处理 ２４ ｈ 后呈上升趋势ꎬ 表明该基因在植

物抗逆性方面可能发挥重要作用ꎮ
此外ꎬ ＴａＨＤＡ１９ 耐热性实验结果显示(图 ４:

Ｅ)ꎬ 在 ３５℃胁迫下ꎬ 与对照相比ꎬ 该基因的表达

量除灌浆后期外ꎬ 其余时期表达量均上调ꎮ 在三叶

期、 分蘖期、 起身、 拔节后期明显上升ꎬ 在起身期

时达到最大值ꎬ 为对照的 ４􀆰５ 倍ꎬ 开花期之后表达

量逐渐下降ꎮ 在 ４２℃胁迫下ꎬ 该基因表达量在拔

节后期、 灌浆期、 灌浆后期明显上升ꎬ 在拔节后期

达到最大值ꎬ 为对照的 ６ 倍ꎮ 表明小麦在灌浆期对

高温胁迫更为敏感ꎮ

表 ２　 ＴａＨＤＡ１９ 启动子的顺式作用元件
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＴａＨＤＡ１９ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

元件
Ｅｌｅｍｅｎｔ

特征序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

功能描述
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ

ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ 脱落酸反应顺式作用元件 ２

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ 厌氧诱导必要的顺式作用元件 ２

Ｉ￣ｂｏｘ ＡＧＡＴＡＡＧＧ 部分光响应元件 ２

Ｇ￣ｂｏｘ ＴＡＣＧＴＧ 光响应相关顺式作用元件 ２

ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ ＧＧＴＴＡＡ 光响应元件 １

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ 低温响应的顺式作用元件 １

ＭＲＥ ＡＡＣＣＴＡＡ 光响应的 ＭＹＢ 结合位点 １

Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ＣＡＡＡＧＡＴＡＴＣ 参与生理周期调控顺式作用元件 １

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ＣＣＡＴＣＴＴＴＴＴ 水杨酸响应相关的顺式作用元件 １
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图 Ｅ 中 １ ~ １２ 依次代表: 出苗 ３ ｄ、 三叶期、 分蘖期、 起身期、 拔节期、 拔节后期、 孕穗期、 抽穗期、 开花期、 灌浆
早期、 灌浆期、 灌浆后期ꎮ
１ － １２ ｉｎ Ｆｉｇ. Ｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ １２ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｉｏｄｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ３ ｄ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅꎬ ｔｒｅｆｏｉｌ ｓｔａｇｅꎬ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇꎬ ｅｒｅｃｔｉｎｇꎬ ｊｏｉｎｔｉｎｇꎬ
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图 ４　 小麦 ＴａＨＤＡ１９ 在 ＡＢＡ、 盐、 干旱、 不同组织和高温胁迫下的表达模式
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＴａＨＤＡ１９ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡꎬ ｓａｌｔꎬ ｄｒｏｕｇｈｔꎬ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ

３　 讨论

小麦是我国重要的粮食作物ꎬ 但在其灌浆、 结

实等阶段会遭受干旱、 高温等不利环境的影响ꎬ 因

此对小麦抗逆基因的发掘和防御逆境胁迫机理的研

究显得尤为重要ꎮ 小麦中与胁迫相关的 ＤＲＥＢ 和

ＨＳＰ 等转录因子家族已得到广泛的研究ꎬ 他们通

过与基因启动子区顺式作用元件相结合来激活或抑

制基因的表达[１９]ꎮ Ｋｉｍ 等[２０] 的研究已经证实ꎬ
ＡｔＨＤＡ１９ 可以通过与 ＷＲＫＹ 转录因子的相互作用

调节植物的基础反应ꎮ １９９６ 年ꎬ 洛克菲勒大学

Ａｌｌｉｓ团队首先鉴定出第一个组蛋白乙酰化转移

酶[２１]ꎬ 同时哈佛大学 Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ 团队也发现哺乳

动物的 ＨＤＡＣｓ 具有抑制转录的作用[２２]ꎬ 从此对

组蛋白修饰基因表达的研究迅速成为生命科学的前

沿与热点之一ꎮ 目前ꎬ ＨＤＡＣｓ 基因在拟南芥、 水

稻、 玉米和大麦等植物中已有报道ꎬ 证实该酶可以

在植物种子的发育[２３]、 花的形成[２４]、 细胞的增

殖[２５]等生长发育阶段以及在干旱[２６]、 盐[２７] 等非

生物胁迫中起重要的调节作用ꎮ
进化树分支节点数值的大小可以衡量物种

的进化历程ꎮ 本研究的系统发育分析结果表明ꎬ

００５ 植 物 科 学 学 报 第 ３７ 卷　
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ＴａＨＤＡ１９ 基因编码蛋白与粗山羊草(ＤＤ) 和大

麦氨基酸序列具有 ９７％的相似性ꎮ 普通小麦是

异源六倍体(ＡＡＢＢＤＤ)ꎬ 由乌拉尔图小麦(Ｔ. ｕｒａ￣
ｒｔｕ Ｔｈｕｍ. ｅｘ Ｇａｎｄｉｌ.ꎬ ＡＡ)、 拟斯卑尔脱山羊草

(Ａ. ｓｐｅｌｔｏｉｄｅｓ Ｔａｕｓｃｈ.ꎬ ＢＢ) 和粗山羊草 ( Ａ.
ｔａｕｓｃｈｉｉ Ｃｏｓｓ.ꎬ ＤＤ)经两次天然远缘杂交ꎬ 并随

着染色体加倍进化形成[２８]ꎮ 本研究发现小麦与粗

山羊草的亲缘关系较近ꎬ 映证了普通小麦的进化历

程ꎮ
有关 ＨＤＡＣｓ 的研究在小麦中报道较少ꎮ 本研

究基于 Ｌｉｕ 等[１６] 在热胁迫下小麦品种‘中国春’的
转录组数据ꎬ 筛选到一个对干旱和热胁迫表达水平

具有明显差异的小麦组蛋白去乙酰化酶家族基因

ＴａＨＤＡ１９ꎮ 序列分析结果表明ꎬ 该基因编码蛋白

具有 ９ 处保守的组氨酸活性位点和一段核定位信号

(ＮＬＳ)ꎮ 据报道ꎬ 在 ＨＡＤＣ１ 中ꎬ 通过突变氨基酸

序列中保守的组氨酸残基可以影响其对基因去乙酰

化的活性[２９]ꎬ 说明组氨酸在 ＨＤＡＣｓ 发挥调控基

因功能方面具有重要作用ꎮ 顺式作用元件分析结果

显示ꎬ 该基因含有与光信号传导有关的 Ｉ￣ｂｏｘ、
Ｇ￣ｂｏｘ 和 ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ 元件ꎮ 有研究发现ꎬ ＡｔＨＤＡ１９
可以和一种组蛋白乙酰基转移酶 ＧＣＮ５ 拮抗调控

光介导过程ꎬ 表明该基因可能参与光对植物生长过

程的调控[３０]ꎻ 而水杨酸(ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)和脱落酸

(ＡＢＲＥ)等激素响应元件ꎬ 可以调节植物激素信号

通路中的基因表达ꎻ 此外ꎬ 低温响应元件(ＬＴＲ)ꎬ
在植物应对不良环境时发挥积极地调控作用ꎮ

据报道ꎬ ＡｔＨＤＡ１９ 在拟南芥的生长发育阶段

和逆境胁迫响应中表达水平显著上升ꎬ 在种子萌

发、 抽薹抽阶段以及应对冷胁迫过程中均可诱导该

基因的高表达[３１]ꎮ 花生幼苗干旱胁迫处理 ０􀆰５ ｈ
后ꎬ 其转录表达谱中有 ２ 个组蛋白去乙酰化酶基因

(ｃｏｍｐ６５８４８＿ｃ０ 和 ｃｏｍｐ６６７６３＿ｃ０)表达量明显

上调[３２]ꎮ 本研究对 ＴａＨＤＡ１９ 基因在不同组织的

表达情况分析后发现ꎬ 其在植株根、 茎、 叶和幼穗

中均有表达ꎬ 在叶片中表达量最高ꎬ 表明该基因在

叶片发育过程中具有重要的调节功能ꎮ 小麦经胁迫

处理后ꎬ 荧光定量实验结果表明该基因对多种逆境

胁迫均有响应ꎬ 但基因表达量的变化规律不一致ꎮ
这表明在小麦中 ＴａＨＤＡ１９ 基因对胁迫的响应模式

不一样ꎬ 既可以在不同胁迫下发挥功能ꎬ 又可以在

同一胁迫下的不同阶段发挥功能ꎮ

本研究发现ꎬ 两种热胁迫处理 １ ｈ 后ꎬ 与对照

相比ꎬ ＴａＨＤＡ１９ 基因表达量基本上调ꎬ 但在灌浆

期和灌浆后期ꎬ 小麦植株经 ４２℃处理后ꎬ 叶片中

基因的表达量高于 ３５℃处理后的表达量ꎬ 这表明

小麦在灌浆期对高温比较敏感ꎮ 另外ꎬ 在小麦苗期

３５℃胁迫后ꎬ 基因的表达量明显高于 ４２℃ꎬ 而在

小麦生长后期ꎬ ４２℃处理后的表达量高于 ３５℃ꎬ
这一结果可能跟小麦在进化过程中不断适应环境温

度的变化有关ꎮ 在实际生产中ꎬ 小麦生长后期可能

比苗期更容易遭受高温的胁迫ꎬ 这对于提高小麦的

抗逆、 产量增加具有重要意义ꎮ 因此ꎬ 在后期进行

ＴａＨＤＡ１９ 的功能验证时ꎬ 需要通过小麦转基因体

系内的表达来验证该基因的耐热胁迫响应ꎬ 以深入

了解其在小麦耐热胁迫机制中所起的作用ꎮ
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