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小麦 16. 9 kD热激蛋白 cD NA克隆及其表达分析
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　　摘　要 : 为进一步了解小分子量热激蛋白在小麦耐热能力中的作用 ,根据玉米 16. 9 kD小分子热激蛋白

的氨基酸序列 ,采用同源序列法进行序列拼接和引物设计 ,用 RT2PCR扩增获得了 1个源自小麦叶片的热激

蛋白基因 cDNA片段 ,即 Ta HS P16. 921 ( GenBank登录号为 EU649679)。Ta HS P16. 921全长 770 bp ,5′非

翻译区 81 bp ,3′非翻译区 233 bp ,开放阅读框编码 151个氨基酸。序列分析结果表明 ,此蛋白与已知单子叶

植物来源的同类基因高度同源 ,相似性介于 78. 3 %～96. 7 %之间。定量 RT2PCR表达谱分析显示 , Ta HS P

16. 921在小麦抽穗期的茎和旗叶以及幼苗期叶片中均能表达 ,其在小麦幼苗叶片中的表达受高温胁迫的诱导。
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Abstract : U sing maize low molecular weight heat shock protein ( GenBank accession No . CAA46641)

amino acid sequence as a querying probe , many highly homologous EST sequences were obtained f rom

GenBank and a p utative cDNA sequence of wheat ( T ri t icum aesti v um L . ) was assembled. Fut her2
more , a wheat 16. 9 kD HSP gene cDNA , named as T a H S P16 . 921 ( GenBank accession number

EU649679) was cloned. T a H S P16 . 921 was 756 bp in f ull lengt h , including 5’ unt ranslated region of

82 bp , 3’ unt ranslated region of 218 bp , and an open reading f rame (ORF) encoding 151 amino acids.

Homology analysis showed t hat the deduced amino acid sequence of T a H S P16 . 921 shared 78. 3 %～

96. 7 % identity wit h 16. 9 kD HSP from ot her monocotyledon. Quantity R T2PCR analysis showed

t hat t he T a H S P16 . 921 was expressed in mat ure wheat stems , immature spikes and immat ure leaves.

The expression profiling also showed t hat T a H S P16 . 921 expression was up2regulated by heat shock

in wheat seedlings.
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　　小麦属于喜凉作物 ,生长期经常遭遇高温逆

境 ,尤其是籽粒灌浆期高温胁迫将严重影响小麦

产量和品质[1 ,2 ]。研究表明 ,在夜间温度为 21～

28℃、白天温度为 27～34℃范围内 ,环境温度每

上升 1℃将使小麦减产 7 %～8 %以上。近年来 ,

随着全球工业化程度的提高 ,温室气体排放量增

加等因素引起的全球气温持续上升日渐严峻 ,据

IPCC( Intergovernmental Panel Climatic Change)
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预测 ,至本世纪末全球温度将平均上升幅度在1. 4

～5. 8 ℃之间[3 ] ,这势必影响小麦的高产、稳产 ,

并影响全球的粮食安全。

为应对高温胁迫对植物个体的伤害 ,植物细

胞通过启动特定基因的表达应对高温胁迫的危

害[4 ]。其中 ,热激蛋白 ( Heat shock p roteins ,

HSPs) 是目前已知最重要的胁迫应答产物[5 ]。

植物源热激蛋白种类众多 ,分子量各异 (10～200

kD) , 多数具有类似分子伴侣的功能 ,参与植物

遭受热胁迫期间发挥信号转导作用[6 ]。这些热激

蛋白通过提高植物的光合效率、改变同化物的分

配、提高水分和营养成分的利用效率、增强细胞膜

稳定性等生理作用来提高植物体应对高温胁迫的

能力[ 7～9 ]。

根据分子量差异 , 植物热激蛋白分为

HSP90、HSP70和分子量介于 12～43 kD之间的

小分子热激蛋白三个亚家族。其中 ,12 ～43 kD

小分子量热激蛋白种类最为丰富 ,存在于多种亚

细胞结构中 ,如细胞质、叶绿体、内质网、线粒体和

细胞膜等 ,此类蛋白在遭遇高温胁迫条件下表达

量异常增高 (可高达对照的 200 倍以上) ,因而是

研究植物耐高温胁迫的关键[10 ]。现已发现的所

有小热激蛋白都是由 6个核编码基因组成的小基

因家族[11 ] ,这类热激蛋白虽然在物种间同源性较

低[12 ] ,但都具有α晶体功能域。α晶体类型热激

蛋白具有 A TP 依赖的分子伴侣功能 ,能够与其

他热激蛋白互作阻止靶蛋白的聚合 ,并且在靶蛋

白的重折叠过程中发挥重要作用[13 , 14 ]。笔者根

据已知玉米来源 16. 9 kD 热激蛋白的氨基酸序

列 ,借助生物信息学技术拼接和 R T2PCR扩增克

隆获得了 1个源自小麦的小分子量热激蛋白基因

cDNA序列 ,并对该基因的结构特点、组织表达特

性以及高温应答模式进行了研究 ,旨在为进一步

研究小分子量热激蛋白在小麦耐热能力中的作用

奠定基础。

1　材料与方法

1 . 1　供试材料

供试小麦品种“豫麦 492198”( S ol anum t u2
berosum L . )为河南省主栽优质高产小麦品种 ,具

有较强的耐高温特性。菌种D H5α为本实验室保

存 ; p GM2T 载体由 TIAN GEN E (北京) 公司提

供 ;各种酶、试剂盒购自 Ta KaRa (大连)公司 ;所

用引物自行设计并由 Invit rogen (北京)公司合

成。

选取籽粒饱满的小麦种子 ,以 0. 1 % HgCl2

表面消毒 10 min ,无菌水充分冲洗后于 25 ℃培

养箱中暗发芽 ,发芽后选择芽长一致的种子 ,用

Hoagland营养液置于光照培养箱中水培 ,温度设

置为 25/ 22 ℃,每天光照 12 h ,光照强度为 300

μmol·m - 2 ·s ∃ 1 ,相对湿度为 60 %。幼苗长至

两叶一心时将部分幼苗分别置于 25、30、35 和

40℃温度的光照培养箱内进行胁迫处理 2 h、取

样 ,另取部分幼苗置于 40℃下连续高温胁迫 ,并

于处理 0、1、2、4、6 和 8 h 时取样。此外 ,将完全

抽穗期盆栽小麦样品置于 40℃培养箱中胁迫 2

h ,并以室温处理样品为对照。上述处理均重复 3

次 ,取样后立即于液氮中速冻 , - 80 ℃超低温冰

箱保存备用。

1. 2　RNA的提取和 cD NA第一链的合成

总 RNA 的抽提采用上海宝生生物公司的

Trizol 试剂 ,2μg 的总 RNA 用于 cDNA 第一链

的合成 ,并用 RNase 消化 cDNA 产物。

1. 3　16. 9 kD热激蛋白基因 cD NA克隆与序列

测定

以玉米来源 16. 9 kD热激蛋白 ( GenBank录

用号 :CAA46641)的氨基酸序列为信息探针 , 运

行 t blastn程序搜索 GenBank (www. ncbi. nlm.

nih. gov) EST数据库 ,获得许多与之高度同源的

小麦 EST 序列 ,利用软件 DNAMAN 对上述

EST序列进行模拟拼接获得小麦 16. 9 kD 热激

蛋白基因的完整 cDNA 序列 ,根据拼接序列设计

PCR 引物 T a H S P16. 9f1 : 5′2CGTCAA GCAAA

AA GCA GACA GCA23′, T a H S P16 . 9 21r1 : 5′2
GT GTA T GCAA A GTCT GCACT GCA23′。PCR

扩增条件为 94 ℃ 3 min 预变性后 , 94℃ 30 s ,

66℃30 s ,72℃1. 5 min ,35个循环 ,最后 72℃延

伸 10 min。PCR扩增产物经 1. 2 %琼脂糖凝胶

检测、回收目的条带 ,与 p GM2T 载体 ( TIAN GE2
N E)连接 ,16℃过夜。连接产物转化到大肠杆菌

D H5α,在 Xgal/ IP T G琼脂糖平板上挑选白色克

隆 ,由大连宝生公司完成序列测定 ,以 Megalign

和 Clustal ×1. 83 软件包对包括 T a H S P16 . 921

在内的已报道热激蛋白基因进行氨基酸序列联配

和聚类分析。

1. 4　小麦 16. 9 kD热激蛋白基因 mRNA表达谱

分析

采用定量 R T2PCR 法对 T a H S P16 . 921 的
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转录表达水平进行检测 ,所用引物和 PCR反应条

件同上述基因克隆 ,循环次数降为 30。以 actin

作为内部参照 , actin PCR 引物为 : A1 : 5′2
GGAACT GGTA T GGTCAA GGC23′, A2 : 5′2

A GTCTCA T GGA TAACCGCA G23′; PCR 扩增

程序如下 : 94 ℃5 min 预变性后 ,94 ℃30 s , 56

℃40 s , 72 ℃50 s共 28 个循环 ,最后 72 ℃延伸

10 min。

图 1　小麦热激蛋白基因 Ta HS P16. 921的 cDNA的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Fig. 1　cDNA and deduced protein sequence of wheat Ta HS P16 . 921

　　CAA45902、1 GME2A 、1908436B、EU649679、CAA69172 、CAA45861 、P12810、AAB39856 、Q943 E7、P27777、Q943E6、CAA63901、

CAA63902和 CAA46641 分别来源于小麦、小麦、小麦、小麦、大麦、大麦、小麦、水稻、水稻、水稻、水稻、狼尾草、狼尾草和玉米。

CAA45902 ,1 GME2A ,1908436B , EU649679 , CAA69172 , CAA45861 , P12810 , AAB39856 , Q943E7 , P27777 , Q943 E6 , CAA63901 ,

CAA63902 and CAA46641 come from T riticum aestiv um , T riticum aestiv um , T riticum aestiv um , T riticum aesti vum , Hordeum vulgare ,

Hordeum vulgare , T riticum aestiv um , Ory z a sati va , Ory z a sativa , Ory z a sativa , Ory z a sativa , Pennisetum glaucum , Penniset um glau2

cum , Zea mays .

图 2　小麦 Ta HSP1与部分已知禾本科植物 16. 9 kD热激蛋白基因氨基酸序列相似性的比较

Fig. 2　Alignment of full amino acid sequences from Ta HS P16 . 921 and other plant 16. 9 kD heat shock proteins

2　结果与分析

2. 1　小麦 Ta HS P16 . 921 基因的 cD NA 克隆及

序列分析

以玉米 16. 9 kD热激蛋白的氨基酸序列为信

息探针搜索 GenBank数据库 ,获得许多与之相匹

配的小麦 EST ,采用软件对高度同源的 EST 序

列模拟拼接 ,获得 1 个含有完整编码框的小麦

16. 9 kD 热激蛋白基因的 cDNA 序列 ,定名为

T a H S P16 . 921。根据拼接序列设计引物 ,其中正

向引物序列产生于序列 CD909515 ,反向引物产

生于序列 CJ 620380 ,PCR产物测序结果证实所得
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序列为目的片断。序列分析显示 T a H S P16 . 9 21

全长 756 bp ,5′非翻译区 82 bp ,3′非翻译区 218

bp ,包含 2个典型的加尾信号 AA TAAA (图 1) ,

开放阅读框编码 151个氨基酸 ,分子量约为16. 85

kD。此序列已提交到 GenBank , 登录号为

EU649679。利用生物信息学软件 (ht tp :/ / www.

expasy. org/ cgi2bin/ p rosite/ )对推导的氨基酸序

列分析结果显示 , T a H S P16 . 921蛋白含有 hsp20

热激蛋白家族的保守序列 (47～136) ,表明该蛋白

隶属于小分子量热激蛋白家族。此外 ,该蛋白还

存在 2个蛋白激酶 C磷酸化位点 (23～25 ,103～

105) ,2个 N2豆蔻酰化位点 (34～39 ,124～129)

和 1 个 N2糖基化位点 (36～39) ,表明在 T a H2
S P16 . 921的生物合成过程中需要多种翻译后加

工修饰作用才能成为具有天然功能的成熟多肽。

　　聚类分析 (图 2)显示 , T a H S P16 . 921与其他

已知单子叶植物来源 16. 9 kD 热激蛋白高度同

源 ,氨基酸序列相似性介于 78. 3 %～96. 7 %之

间 ,并与小麦 1 GM E2A ( T ri t icum aesti v um )同源

性最高 (96. 7 %) ,与狗尾草属 ( Penniset um glau2
cum)植物 CAA63901同源性最低 (78. 3 %) ,表明

16. 9 kD小分子热激蛋白基因在遗传进化过程中

具有较高的保守性。

　　R :根 ;St :茎 ;L :倒二叶 ; F :旗叶 ;Sp :未成熟穗子

R : root ; St : stem ; L : backward 2 leaf ; F : flag leaf ; Sp : no2

raped spike

图 3　小麦 Ta HS P16 . 921基因不同组织转录

表达的定量 RT2PCR分析结果

Fig. 3　Quantitative RT2PCR expression analysis of

Ta HS P16 . 921gene in different tissues of wheat

2. 2　Ta HS P16 . 921基因的组织特异性表达

为探索 T a H S P16 . 921基因在各小麦组织中

的表达特性 ,选完全抽穗期盆载小麦进行 40℃高

温 2 h胁迫处理 ,提取各组织来源的总 RNA进行

定量 R T2PCR分析 ,同时设置 25℃室温处理 2 h

为对照。结果 (图 3)显示 ,在抽穗期小麦植株的

茎和未成熟穗子中均能检测到相应的目的条带 ,

并且未成熟穗子中该基因的表达量显著高于茎 ,而

在成熟叶、根和旗叶中未监测到相应的转录本 ,表

明 Ta HS P16. 921的表达具有较强的组织特异性。

相比之下 ,对照处理均检测到相应的目的条带。

2. 3 　高温胁迫对 Ta HS P16 . 921 基因表达的诱

导

小麦 T a H S P16 . 921基因的转录表达受高温

胁迫的强烈诱导 (_图 4) 。图 4 A 显示 ,在 30、35

和 40℃高温胁迫 2 h的小麦幼苗叶片中均能检测

到目的条带 ,并且随着胁迫温度的提升 ,表达量迅

速增加。例如 ,在 30℃高温胁迫下仅能见到淡淡

的目的条带 ,而在 40℃胁迫条件下目的条带强度

显著增强。相比之下 ,在正常生长条件 (25℃)下

的叶片中未见相应的转录本。对 40℃高温不同

胁迫时间段叶片中 T a H S P16 . 921的表达谱进一

步跟踪检测 ,结果显示该基因的表达水平受胁迫

时间的调控 (图 4 B) 。在 40℃高温条件下胁迫 1

h就可以检测到清晰的目的条带 ,随着胁迫时间

的延长表达水平迅速上升 ,至胁迫 2 h 时已达到

表达高峰 ,并一直持续到 4 h ;此后 ,该基因表达

水平虽略有下降 ,但一直维持在较高的水平 ,直至

胁迫 8 h时试验结束。小分子热激蛋白基因作为

高温应答基因已在多种作物中得到验证。上述结

果同样表明 T a H S P16 . 9 21基因具有典型的热胁

迫应答模式 ,并且表达强度同时受温度梯度诱导

和胁迫时间长度的控制。

　　(a)不同温度梯度胁迫 2 h时的转录表达水平检测 ;

(b) 40℃高温不同胁迫时间段的转录表达水平检测。

(a) mRNAs of different temperature st ress for 2 h ;

(b) mRNAs of different st ress times under 40℃.

图 4　高温胁迫下小麦幼苗期叶片中 Ta HS P16 . 921

转录表达的定量 RT2PCR分析结果

Fig. 4　RT2PCR assay of Ta HS P16. 921 mRNA in

wheat seedlings under high temperature stress
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3　讨 论

当生物体受到骤然高温或持续升温胁迫时 ,

细胞体内将迅速合成大量的热激蛋白[10 , 15 ] ,这种

应激反应是所有生物体共有的 ,这是因为从低等

的微生物到高等生物的人类在受到热胁迫时均能

迅速诱导热激蛋白的大量表达[11 ]。现有研究表

明 ,小分子热激蛋白在物种间 ,尤其是单、双子叶

植物间的保守性较低 ,然而本文研究结果表明源

自小麦的 T a H S P16 . 921与单子叶植物来源的同

类蛋白高度同源 ,其氨基酸相似性高达 78. 3 %～

96. 7 % ,这说明 16. 9 kD 热激蛋白处于单、双子

叶植物遗传分化的早期阶段。

热激蛋白有助于保持细胞热稳定性的主要证

据在于 :热激蛋白的合成与生物体胁迫同时发生 ;

合成速率快、表达量高 ;在多种类型细胞和组织中

均能诱导表达 ,充分说明热激蛋白与细胞的热稳

定性直接相关[10 , 12 , 15 ]。本研究发现高温胁迫可

以迅速诱导小麦幼苗中 T a H S P16 . 921 的表达 ,

并且随胁迫温度的提高和胁迫时间的延长表达水

平逐步递增 ,充分体现了热激蛋白的上述特点 (图

4) 。然而 ,在抽穗期的小麦成熟小麦叶片中却未

监测到该基因的表达 ,表明该基因在小麦叶片中

的表达具有较强的时间特异性 ,也可能是随着小

麦叶片的逐渐成熟、衰老 ,对热胁迫的应激反应敏

感性下降所致。在小麦发育后期高温胁迫下 ,成

熟小麦的茎和未成熟穗子中 T a H S P16 . 921的高

丰度表达暗示出该基因表达产物将有助于缓解灌

浆期小麦经常遭遇的高温逆境胁迫 ,具体机制有

待于进一步研究。
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