
第３４卷第４期
２０１６年０７月

干 旱 地 区 农 业 研 究
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＲｅｓｅａｒｃｈｉｎｔｈｅＡｒｉｄＡｒｅａｓ

Ｖｏｌ．３４Ｎｏ．４


Ｊｕｌ．２０１６

文章编号：１０００７６０１（２０１６）０４００６９０８ ｄｏｉ：１０．７６０６／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００７６０１．２０１６．０４．１１

收稿日期：２０１５０５２２
基金项目：国家自然科学基金资助项目（３１０７１３４９）；高等学校博士学科点专项基金（２０１２０２０４１１００３３）
作者简介：樊 磊（１９８９—），女，山西运城人，硕士研究生，研究方向为小麦抗旱相关基因的研究。Ｅｍａｉｌ：ｅｃｈｏ１８７３５４３９８７２＠１６３．ｃｏｍ。
通讯作者：张林生（１９５８—），教授，博士生导师，主要从事小麦抗旱方面的研究。Ｅｍａｉｌ：ｌｉｎｓｚｈａｎｇ＠ｎｗｓｕａｆ．ｅｄｕ．ｃｎ。

水分胁迫下小麦 ＴａＷＳＩ１８基因的电子克隆及
生物信息学分析
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摘 要：利用电子克隆和ＲＴ－ＰＣＲ技术，从干旱胁迫的小麦叶片中分离出４条新的具有高度同源性的 ＷＳＩ１８
基因，即 ＴａＷＳＩ１８－１、ＴａＷＳＩ１８－２、ＴａＷＳＩ１８－３和 ＴａＷＳＩ１８－４（ＧｅｎｅＢａｎｋ登陆号分别为：ＫＰ２２６８４９、ＫＰ２２６８５０、
ＫＰ２２６８５１和ＫＰ２２６８５２）；其开放阅读框均为６７８ｂｐ，编码２２５个氨基酸。生物信息学分析表明，该类蛋白具有亲水
性，存在多个磷酸化位点，无信号肽结构域及剪切位点，定位于细胞质中，无跨膜结构域；二级结构分析表明，该蛋

白α螺旋和无规则卷曲的比例达到９０％以上；同源性比较及聚类分析表明，小麦 ＴａＷＳＩ１８蛋白同无芒雀麦（Ｂｒｏｍｕｓ
ｉｎｅｒｍｉｓ，ＢＡＮ１５０１６）ＷＳＩ１８蛋白和二穗短柄草（Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ，ＸＰ ００３５６９６４１）ＬＥＡ３蛋白具有高度的同源性，
相似性分别为９４％和７０％。小麦 ＴａＷＳＩ１８基因编码蛋白的氨基酸序列的Ｎ端存在与ＬＥＡ蛋白的Ｎ端区域高度保
守的序列。表明小麦ＴａＷＳＩ１８蛋白的性质与ＬＥＡ３蛋白的相似，说明了小麦的 ＴａＷＳＩ１８蛋白可能与 ＬＥＡ３蛋白存在
相同或相似的功能，为进一步研究其在小麦水分胁迫下的功能奠定基础。
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小麦是我国主要的粮食作物，非生物胁迫会导

致细胞缺水，影响植物的生长发育，诱导多种基因表

达［１］，产生一系列重要的功能蛋白和调控蛋白，减轻

水分胁迫对作物的损害。调控蛋白如转录因子、蛋

白激酶等参与信号转导和基因表达调控，调节细胞

的新陈代谢、转录并对各种刺激产生应答反应［２－３］。



胚胎发育晚期丰富蛋白（Ｌａｔｅｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓａｂｕｎｄａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＥＡ）自 １９８１年首次在棉花中发现以
来［４－５］，人们在许多植物中都发现了此类蛋白的存

在，尤其是在干旱等逆境胁迫下，发现 ＬＥＡ蛋白表
达量升高［６－８］。在水分胁迫条件下，ＬＥＡ蛋白对酶
（如乳酸脱氢酶，苹果酸脱氢酶等）［９－１０］和膜结构具

有保护作用，增强植物的抗性。张瑞越［１１］等从小麦

中克隆的水分胁迫诱导基因 Ｗ８９受干旱、低温和
ＡＢＡ的诱导表达。从水稻中分离到水分胁迫诱导
基因 ｗｓｉ１８，ｗｓｉ７６，ｗｓｉ７２４，其中 ｗｓｉ１８在水分胁迫时
表达量增加［１２－１３］。植物的水分胁迫应答涉及复杂

的调控网络，胁迫机制尚有待进一步研究。本研究

运用电子克隆的方法对小麦 ＥＳＴ序列数据库进行
比对分析，拼接克隆得到 ＷＳＩ１８的 ｃＤＮＡ序列，利用
生物信息学分析其结构与功能，并进行同源性比对，

为深入研究小麦水分胁迫诱导基因的功能具有重要

意义。

１ 材料与方法

１．１ 材 料

供试小麦品种为陕合６号，由西北农林科技大
学生命科学学院中心实验室提供。

试剂：大肠杆菌ＪＭ１０９，由西北农林科技大学生
命科学学院中心实验室保存；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ，
ｐＭＤ１８－Ｔ载体，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ均购自 ＴａＫａＲａ公司；
凝胶回收试剂盒及小量质粒提取试剂盒，均购自天

根公司；ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
序列测定由华大基因完成。

１．２ 引物的设计合成

以电子克隆序列为基础，采用 ＯＬＩＧＯ７软件设
计 ＲＴ－ＰＣＲ扩增的 １对引物，上游引物 Ｆ：５
‘ＡＣＴＴＴＴＣＧＡＧＣＣＣＴＡＴＣＣＡＧＴ３’，下游引物 Ｒ：５
‘ＡＡＧＡＴＡＣＡＴＣＡＧＧＧＴＣＧＣＣＴＴ３’。由华大基因合
成。

１．３ 电子克隆的技术路线和方法

目前电子克隆最常用的方法是利用 ＥＳＴ信息
进行同源性检索、聚类、序列拼装等获得部分乃至全

长ｃＤＮＡ序列。本研究参考张德礼等的方法［１４］，略
有改动。在ＮＣＢＩ网站的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中检索小
麦或与小麦亲缘关系较近的 ｃＤＮＡ序列，以该序列
作为种子序列，对小麦 ＥＳＴ数据库进行 Ｂｌａｓｔ检索，
提取高同源性 ＷＳＩ１８基因的 ＥＳＴ序列，利用 ＣＥｘ
ｐｒｅｓｓ软件进行拼接。再以拼接后的 ＥＳＴ作为新的
查询探针，重复以上步骤，继续搜索小麦 ＥＳＴ数据

库，直到没有新的 ＷＳＩ１８基因的 ＥＳＴ序列可供拼接
为止。对拼接后的ＥＳＴ进行ＯＲＦ预测、Ｂｌａｓｔ及完整
性分析。

１．４ ＲＮＡ提取及ＲＴ－ＰＣＲ扩增
使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取干旱处理２４ｈ的小麦幼

苗的总ＲＮＡ，置于－８０℃冰箱中备用。按照 ＴａＫａＲａ
公司 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ的
操作，将２μｌ总ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，作为ＰＣＲ反应
的模板。利用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ高保真酶进行
ＰＣＲ反应，体系为２０μｌ，程序为９８℃ ３ｍｉｎ，９８℃ １０
ｓ，５６℃２０ｓ，７２℃ ４０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
最后１．２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＴ－ＰＣＲ扩增结
果。

１．５ ＲＴ－ＰＣＲ产物胶回收、基因克隆及测序分析
按照胶回收和基因克隆试剂盒说明，进行 ＲＴ－

ＰＣＲ产物胶回收和基因克隆，获得的目的片段，通过
加“Ａ”反应与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，并转化大肠杆菌
ＪＭ１０９，在含有氨苄青霉素（Ａｍｐ）、异丙基－β－Ｄ硫
代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）和５－溴－４－氯－３－吲哚－β－
Ｄ－半乳糖苷（Ｘ－Ｇａｌ）的 ＬＢ平板上筛选阳性克隆，
对菌落进行ＰＣＲ鉴定。将鉴定的阳性菌在３７℃２２０
ｒ／ｍｉｎ培养过夜，收菌提取质粒，ＰＣＲ鉴定，然后进行
基因测序，将测序结果与电子克隆序列进行比对分

析。

１．６ 小麦 ＴａＷＳＩ１８基因的生物信息学分析
利用ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ软件对基因 ＯＲＦ进行预测；使

用ＥｘＰＡＳｙ在线程序 ＰｒｏｔＰａｒａｍ对蛋白序列的分子
量、等电点、氨基酸组成等基本性质进行预测；

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ进行亲／疏水性预测；ＮｅｔＰｈｏｓ２．０在线软件
对磷酸化位点进行分析；应用 ＳｉｇｎａｌＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ工
具进行信号肽预测；ＴａｒｇｅｔＰ和 ＰＳＯＲＴ在线分析亚细
胞定位；ＴＭＨＭＭ工具预测跨膜结构域；并利用神经
网络 ＨＮＮ进行二级结构分析。使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件
进行氨基酸序列比对，并结合 ＭＥＧＡ５．０软件，基于
ＭＬ方法及５００次ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检测构建系统进化树。

２ 结果与分析

２．１ 小麦 ＴａＷＳＩ１８基因的电子克隆
以无芒雀麦 ＷＳＩ１８基因（登录号 ＡＢ８１３８３５）为

探针，从ＮＣＢＩ的小麦 ＥＳＴ库中，筛选到两条序列，
其登录号分别为ＢＱ１６６４９０和ＧＨ７２７０７９。利用ＣＥｘ
ｐｒｅｓｓ软件拼接，再以该 ＥＳＴ为探针，在小麦 ＥＳＴ数
据库中Ｂｌａｓｔ检索，重复以上过程，直至没有更多的
重叠ＥＳＴ检出。通过 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ软件预测，被筛选
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而拼接的序列具有完整的 ＯＲＦ（９０－７６７ｂｐ），编码
２２５个氨基酸。以起始密码子的碱基为第 １位（标
记为＋１），在＋４位核苷酸为Ｇ，－３和－６位核苷酸
为Ｇ，符合 ｋｏｚａｋ原则（ＡＴＧ附近的核苷酸序列以

ＡＮＮＡＴＧＧ和ＧＮＮＡＴＧＧ利用率较高）。在３’ＵＴＲ区
有典型的ｐｏｌｙＡ，表明拼接获得了１条完整的 ｃＤＮＡ
序列，命名为 ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ（图１）。

图１ 电子克隆序列 ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ及预测的氨基酸序列

Ｆｉｇ．１ ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃｃｌｏｎｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴａｎｄｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｉｔｓａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．２ 扩增产物序列与电子克隆序列比对分析

以干旱处理的小麦叶片的 ｃＤＮＡ为模板，采用
基因特异性引物Ｆ和Ｒ扩增目的片段，此目的片段
长度为 ７６４ｂｐ（图 ２），测序获得 ４条高度同源的
ＴａＷＳＩ１８基因，分别命名为 ＴａＷＳＩ１８－１、ＴａＷＳＩ１８－
２、ＴａＷＳＩ１８－３和 ＴａＷＳＩ１８－４，Ｂｌａｓｔ分析表明，克
隆的 ４条序列与 ＴａＷＳＩ－ＥＳＴ序列相似性分别为
９９％、９９％、９９％和 ９８％。ＣｌｕｔａｌＸ比 对 分 析 与
ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ序列的差异，以克隆序列的第一个碱
基为第一位，ＴａＷＳＩ１８－１基因在 ５３９、５９９、６４７和
６９９位点与其存在碱基差异，７５２和７５３位存在两个
碱基缺失差异。ＴａＷＳＩ１８－２基因在 ２８９、２９０、２９１、
２９３、５３９、５９９、６４７和 ６９９位点存在碱基差异，７５２和
７５３位点两个碱基缺失差异。ＴａＷＳＩ１８－３基因碱
基差异位点与ＴａＷＳＩ－ｌｉｋｅ２基因的差异位点相同，
但 ７５２和 ７５３位点与 ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ序列相同。
ＴａＷＳＩ１８－４基因与ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ序列的差异较其
他３个基因的大，在２５～３９、２０９、２８８～２９６、３４６、３６２、
３６５、３７０、４９９、５３６和５６６位点存在差异，４０～５７位点
缺失差异（表 １）。利用 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ软件分析，结果
表明 ＴａＷＳＩ１８－１、ＴａＷＳＩ１８－２、ＴａＷＳＩ１８－３和
ＴａＷＳＩ１８－４基因ＯＲＦ框均为６７８ｂｐ，编码２２５个氨
基酸。Ｂｌａｓｔ分析表明，克隆的基因与 ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ
蛋白序列相似性分别为 ９９％，９９％，９９％及 ９７％。
ＣｌｕｓｔａｌＸ比对分析，ＴａＷＳＩ１８－２和ＴａＷＳＩ１８－３基因

ＯＲＦ框一致，编码相同的蛋白。小麦中的 ＷＳＩ１８蛋
白与 ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ氨基酸序列的差异性如表 ２所
示。

注 Ｎｏｔｅ：Ｍ—Ｍａｒｋｅｒ；Ｉ—ＰＴ－ＰＣＲ产物 ＰＴ－ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

图２ 干旱条件下小麦叶片中 ＴｓＷＳ１１８
基因的ＲＴ－ＰＣＲ电泳结果

Ｆｉｇ．２ ＴｈｅＲＴ－ＰＣＲｏｆＴｓＷＳ１１８ｆｒｏｍｗｈｅａｔ
ｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

在ＮＣＢＩ网站通过 Ｂｌａｓｔ分析，本文克隆的基因
与已公布的无芒雀麦的 ＢｉＷＳＩ１８基因（ＡＢ８１３８３５）、
二穗短柄草的 ｌｅａ３基因（ＸＭ００３５６９５９３．１）、野生水
稻（Ｏｒｙｚａｂｒａｃｈｙａｃｈａ）的 ｌｅａ３基因（ＸＭ００６６４４５１９）和
日本水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＪａｐｏｎｉｃａ）的 ＷＳＩ１８基因
（Ｄ２６５３６）相似性分别约为 ９４％、９０％、９０％、９０％和
９０％。并与其他植物的水分胁迫相关的基因具有一
定的相似性，证实所得到的基因为水分胁迫诱导基

因。
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表１ 小麦的 ＴａＷＳＩ１８－１、ＴａＷＳＩ１８－２、ＴａＷＳＩ１８－３、ＴａＷＳＩ１８－４基因与电子克隆序列ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ的差异碱基

Ｔａｂｌｅ１ ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎＴａＷＳＩ１８－１，ＴａＷＳＩ１８－２，ＴａＷＳＩ１８－３，

ＴａＷＳＩ１８－４ａｎｄＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴｉｎｗｈｅａｔ

基因

Ｇｅｎｅ

位点 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

２５ ２６ ２７ ３１ ３２ ３３ ３４ ３６ ３９ ４０～５７ ２０９ ２８８ ２８９ ２９０

ＴａＷＳＩ１８－２ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ ———— Ｃ Ａ Ａ Ｃ

ＴａＷＳＩ１８－３ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ ———— Ｃ Ａ Ａ Ｃ

ＴａＷＳＩ１８－１ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ ———— Ｃ Ａ Ｃ Ｔ

ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ ———— Ｃ Ａ Ｃ Ｔ

ＴａＷＳＩ１８－４ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ ＧＡＴＣＣＡＡＴＣＣＴＡＣＣＴＴＡＧ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ

基因

Ｇｅｎｅ

位点 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

２９１ ２９２ ２９３ ２９４ ２９５ ２９６ ３４６ ３６２ ３６５ ３７０ ４９９ ５３６ ５３９ ５６６ ５９９ ６４７ ６９９ ７５２ ７５３

ＴａＷＳＩ１８－２ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ — —

ＴａＷＳＩ１８－３ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ

ＴａＷＳＩ１８－１ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ — —

ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

ＴａＷＳＩ１８－４ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

表２ 小麦的ＴａＷＳＩ１８－１，ＴａＷＳＩ１８－２／ＴａＷＳＩ１８－３，ＴａＷＳＩ１８－４蛋白与电子克隆序列ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ的
编码蛋白的氨基酸差异

Ｔａｂｌｅ２ ＴｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎＴａＷＳＩ１８－１，ＴａＷＳＩ１８－２，ＴａＷＳＩ１８－３，
ＴａＷＳＩ１８－４ａｎｄＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴｉｎＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ

蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎ

位点 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

７４ ７５ ７６ ９３ ９８ １０１ １４４ ２１１

ＴａＷＳＩ１８－３／ＴａＷＳＩ１８－２ Ｎ Ｗ Ｒ Ｙ Ｎ Ｄ Ｇ Ｔ

ＴａＷＳＩ１８－ＥＳＴ Ｔ Ｇ Ｒ Ｙ Ｎ Ｄ Ｇ Ｐ

ＴａＷＳＩ１８－１ Ｔ Ｇ Ｒ Ｙ Ｎ Ｄ Ｇ Ｔ

ＴａＷＳＩ１８－４ Ｐ Ｐ Ａ Ｃ Ｋ Ｇ Ｅ Ｐ

２．３ 小麦ＴａＷＳＩ１８蛋白特性分析
利用ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线分析，结果表明 ＴａＷＳＩ１８－

１、ＴａＷＳＩ１８－２／ＴａＷＳＩ１８－３和ＴａＷＳＩ１８－４蛋白的相
对分子质量分别为２２．７５ｋＤ、２２．９０ｋＤ和２２．６７ｋＤ，
等电点均为 ６．６４。正（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）、负（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）电
荷氨基酸残基数目均为 ３１个；不稳定指数分别为
４．４５、４．３７和１３．３，表明蛋白均具有稳定性；用 Ｐｒｏｔ
Ｓｃａｌｅ预测亲疏水性，结果显示４个蛋白多肽链的第
３５位表现为最低值－２．５２２，亲水性最强，第 １７９位
表现为最高值１．０７８，疏水性最强，多肽链的多数位
点值均小于０，表现为亲水性（图３）；ＧＲＡＶＹ值分别
为－０．７７１、－０．７８６和－０．７４１，表明蛋白为亲水性。
这些性质与水分胁迫诱导性蛋白的稳定性、亲水性

的特点相一致，有利于植物在受到胁迫时对细胞的

保护作用。

２．４ 小麦 ＴａＷＳＩ１８蛋白质的磷酸化位点及信号肽
预测分析

运用ＮｅｔＰｈｏｓ对该蛋白质序列进行潜在磷酸化

位点预测分析，结果表明，ＴａＷＳＩ１８－１、ＴａＷＳＩ１８－２
和ＴａＷＳＩ１８－３具有５个丝氨酸磷酸化位点、１０个苏
氨酸磷酸化位点和３个酪氨酸磷酸化位点（图４ａ）。
ＴａＷＳＩ１８－４存在 ４个丝氨酸磷酸化位点、９个苏氨
酸磷酸化位点以及２个酪氨酸磷酸化位点（图４ｂ）。
同时利用ＳｉｇｎａｌＰ预测蛋白信号肽结果显示，克隆的
这４个蛋白均无信号肽结构域及剪切位点。
２．５ 小麦 ＴａＷＳＩ１８蛋白质亚细胞定位及跨膜结构

域的预测分析

利用ＴａｒｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ和ＰＳＯＲＴ在线分析小麦
ＴａＷＳＩ１８蛋白，结果表明这 ４个蛋白可能定位于细
胞质中，通过 ＴＭＨＭＭ工具预测结果表明，这４个蛋
白均无跨膜螺旋区，为非膜蛋白。

２．６ 小麦ＴａＷＳＩ１８蛋白质的二级结构分析
神经网络 ＨＮＮ对 ＴａＷＳＩ１８－１、ＴａＷＳＩ１８－２／

ＴａＷＳＩ１８－３和ＴａＷＳＩ１８－４蛋白二级结构的预测表
明，ＴａＷＳＩ１８－１和 ＴａＷＳＩ１８－２／ＴａＷＳＩ１８－３蛋白的

α螺旋、延伸链和无规则卷曲的比例均为 ５６％、
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７．１１％及３６．８９％（图 ５ａ），ＴａＷＳＩ１８－４蛋白α螺旋
的比例为５０．６７％，延伸链为６．６７％，无规则卷曲为
４２．６７％（图５ｂ）。

图３ 小麦ＴａＷＳＩ１８蛋白的亲水／疏水性预测
Ｆｉｇ．３ Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ／ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＴａＷＳＩ１８ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ

２．７ ＴａＷＳＩ１８蛋白序列比对及聚类分析
利用ＮＣＢＩ数据库中的Ｂｌａｓｔｐ程序对ＴａＷＳＩ１８－

１、ＴａＷＳＩ１８－２／ＴａＷＳＩ１８－３和ＴａＷＳＩ１８－４的氨基酸
序列进行分析，结果显示，小麦ＴａＷＳＩ１８蛋白与无芒
雀麦的 ＷＳＩ１８蛋白（ＢＡＮ１５０１６）具有高度的同源性

（相似性为 ９４％）；与二穗短柄草 ＬＥＡ３蛋白（ＸＰ
００３５６９６４１）的相似性为 ７０％，与其他物种的 ＷＳＩ１８
蛋白及ＬＥＡ蛋白也有一定的相似性。其氨基酸序
列的Ｃ端富含丙氨酸。ＣｌｕｔａｌＸ比对分析表明，其 Ｎ
端存在与ＬＥＡ蛋白的Ｎ端区域高度保守的序列，该
保守性在禾本科植物的物种间，较其他亲缘关系较

远的物种〔如双子叶的芜菁（Ｂｒａｓｓｉｃａｒａｐａ，ＸＰ
００９１１５３２３）和 拟 南 芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ，
ＣＡＡ６３００６）〕更为保守（图６）。

利用ＭＥＧＡ５．０软件进行聚类分析表明（图７），
小麦中的ＷＳＩ１８蛋白同源性最高，在不同物种间，与
禾本科植物的相似性也颇高，其结果与小麦和这些

物种同属于禾木科植物的传统分类相一致。其中与

无芒雀麦相似性最高，与二穗短柄草次之。芜菁与

拟南芥这两个双子叶十字花科则形成了另外的独立

分支。聚类分析基本上代表了它们在经典分类上的

地位。

图４ 小麦ＴａＷＳＩ１８蛋白的磷酸化位点预测
Ｆｉｇ．４ ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＴａＷＳＩ１８

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ

３ 讨 论

小麦是异源六倍体作物，含有 ４２条染色体，其
ＤＮＡ含有大量的核苷酸重复，本实验以１条电子克
隆序列为基础，设计１对特异引物，克隆得到４条高
度同源的 ＷＳＩ１８基因，这与小麦庞大的基因组及其
异源六倍体有很多相关性。

从小麦中获得的４条水分胁迫诱导基因，其序
列与 ｌｅａ基因的相似度很高，其中与二穗短柄草
（ＸＭ ００３５６９５９３．１）和野生水稻（ＸＭ ００６６４４５１９）的
ｌｅａ３基因相似性达到９０％。ＷＳＩ１８基因编码的蛋白
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与二穗短柄草（ＸＰ ００３５６９６４１）ＬＥＡ３蛋白的相似性
为７０％，与其他物种的 ＬＥＡ蛋白也有一定的相似
性，其中主要与 ＬＥＡ３蛋白的相似度较高。而且小
麦ＴａＷＳＩ１８蛋白的Ｎ端存在与 ＬＥＡ蛋白的 Ｎ端区

域高度保守的序列。对小麦的ＴａＷＳＩ１８蛋白序列进
行Ｂｌａｓｔｐ分析及ＣｌｕｓｔａｌＸ比对和聚类分析（图６和图
７）表明，ＴａＷＳＩ１８蛋白序列可能属于 ＬＥＡ３－ｌｉｋｅ蛋
白。

图５ 小麦ＴａＷＳＩ１８蛋白质的二级结构分析
Ｆｉｇ．５ ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＴａＷＳＩ１８ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ

通过生物信息学分析，小麦 ＴａＷＳＩ１８蛋白相对
分子量较小，蛋白序列缺少 Ｃｙｓ、Ｔｒｐ和 Ｐｈｅ，富含
Ａｌａ、Ｇｌｙ、Ｌｙｓ和Ｔｈｒ，具有稳定性和亲水性，与已证实
的ＬＥＡ蛋白的序列特征极为相似［６，１５］。ＤｕｒｅＬ对
ＬＥＡ３蛋白的１１个氨基酸残基进行生物信息学分析
认为，该肽段以α螺旋形式存在

［１６］，圆二色谱和红

外光谱对 ＬＥＡ３蛋白的结构分析表明，该类蛋白在
水溶液中以无序化结构存在，而在具有甲醇、蔗糖、

甘油、乙烯、乙二醇或者脱水状态时，则形成α螺旋

结构［１７－２０］，ＴＦＥ和ＳＤＳ也能够促使 ＬＥＡ３蛋白螺旋
化［２０］。许多研究还发现，缺水和复水条件下，ＬＥＡ３
蛋白结构的螺旋化与无序化之间的转化有利于其在

细胞中行使多种功能［２１］。ＨＮＮ和 ＧＯＲ对 ＴａＷＳＩ１８
蛋白的二级结构分析表明该类蛋白主要以α螺旋

和无规则卷曲形式存在。ＴａＷＳＩ１８蛋白的基本特点
和二级结构与 ＬＥＡ３蛋白类似，推测其在细胞当中

与ＬＥＡ３蛋白具有相同或相似的功能。
ＴａｋａｈａｓｈｉＲ等［１２］发现，水稻的 ＷＳＩ１８基因其蛋

白序列的 Ｎ端区域与 ＬＥＡ３蛋白高度同源。对该基
因的启动子分析表明，其含有 ＡＢＡ响应元件，利用
瞬时表达研究 ＷＳＩ１８启动子和缺失功能元件启动
子，结果表明，水稻的 ＷＳＩ１８基因受干旱和 ＡＢＡ胁
迫响应［１３，２２］。推测小麦 ＴａＷＳＩ１８基因的表达可能
受到干旱和ＡＢＡ等非生物胁迫的诱导表达，目前对
小麦的 ＴａＷＳＩ１８基因的功能研究甚少，小麦基因组
的庞大与复杂使重要功能基因的克隆存在困难。但

随着测序技术的发展，新型大容量基因组 ｃＤＮＡ文
库的构建以及各种分子标记技术的发展，基因组文

库和ＥＳＴ库的建立，为基因的克隆及其重要功能研
究提供便利。ＥＳＴ序列电子克隆基因为进一步深入
研究 ＷＳＩ１８基因提供参考和奠定基础。

４７ 干旱地区农业研究 第３４卷



图６ ＣｌｕｓｔａｌＸ比对分析小麦ＴａＷＳＩ１８蛋白与ＬＥＡ蛋白氨基酸序列（黑色框内为Ｎ端保守区）
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图７ 系统进化分析
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