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小麦脱水素 ｗｚｙ１－２ 基因的遗传转化及干旱
胁迫下不同生育期表达水平

田　 野ꎬ于正阳ꎬ史学英ꎬ齐玉红ꎬ张大鹏ꎬ张林生
(西北农林科技大学生命科学学院ꎬ旱区作物逆境生物学国家重点实验室ꎬ陕西 杨凌 ７１２１００)

摘　 要:根据同源分析ꎬ在脱水素 ｗｚｙ１－２ 基因序列中选择 ２９８ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 序列作为干扰片段ꎬ将其插入高效植

物干扰表达载体 ｐＴＣＫ３０３ 的多克隆位点ꎬ成功构建含反向重复序列的 ＲＮＡ 干扰表达载体ꎮ 采用基因枪法轰击 ２５１２
个郑引 １ 号小麦的幼胚愈伤组织ꎬ获得再生植株 ２６ 株ꎬ对其 Ｔ０代再生植株进行特异引物 ＰＣＲ 检测ꎬ获得 ６ 株阳性植

株ꎬ阳性转化率为 ０.２４％ꎮ 对脱水素 ｗｚｙ１－２ 基因实时定量分析发现ꎬ小麦中目的基因表达量显著下降ꎮ 为进一步了

解该基因在小麦整个生长过程中表达模式ꎬ选取 ２ 个不同抗旱性小麦品种(陕合 ６ 号和郑引 １ 号)ꎬ分别在小麦 ４ 个

不同生长时期(苗期、分蘖期、拔节期和开花期)进行干旱胁迫处理ꎬ分析脱水素 ｗｚｙ１－２ 基因的表达规律ꎮ 结果表

明ꎬ随着干旱程度增加小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白的表达量升高ꎻ苗期小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白的表达量均高于其它 ３ 个生长时

期ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示陕合 ６ 号和郑引 １ 号的非特异性条带单一ꎬ表明小麦脱水素 ｗｚｙ１－２ 是干旱诱导型基因ꎮ
关键词:脱水素ꎻ小麦ꎻ干旱胁迫ꎻ基因枪ꎻ干旱诱导型基因
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　 　 干旱是限制农业生产的一个重要环境因素ꎬ我
国干旱、半干旱地区面积约占全国土地面积的

５０％ꎬ主要分布于西北地区ꎮ 小麦是主要粮食作物

之一ꎬ干旱造成 １０％ ~ ２０％的作物减产ꎮ 研究小麦

的抗旱机理对粮食增产具有重要意义[１]ꎮ 目前人

们在小麦抗逆研究领域做了大量工作ꎬ但由于小麦

基因组非常庞大ꎬ对于逆境胁迫响应的分子生理机

制仍然不清ꎮ 揭示小麦耐逆境胁迫的分子机制和

改良小麦抗逆性已经成为当前农业研究的主要目

标之一[２]ꎮ
研究表明ꎬ胚胎发育晚期丰富蛋白(ＬＥＡ)是植

物在非生物胁迫过程中防御逆境的重要功能蛋白

之一ꎬ在减少环境胁迫对自身伤害中起到重要作

用[３]ꎮ 脱水素是胚胎发育晚期丰富蛋白第二家族

蛋白ꎬ通常以无规则卷曲形态存在ꎬ这种形态是高

度水合状态ꎬ当细胞失水时ꎬ其构象会发生变化ꎬ从
而行使多种功能[４]ꎮ 脱水素属于热稳定的水溶性

蛋白ꎬ它受寒冷、高温、干旱以及盐胁迫等逆境诱

导ꎬ对保护生物代谢可能起到分子伴侣的作用ꎬ对
细胞膜结构的稳定性起保护作用ꎬ从而减轻干旱对

植物造成的伤害ꎮ 近年来研究逆境胁迫(低温、干
旱和高盐等)下ꎬ部分脱水素的表达还受到脱落酸

(ＡＢＡ)的诱导作为功能蛋白大量表达[５]ꎮ 脱水素

一般包含有 Ｙ((Ｖ / Ｔ) Ｄ(Ｅ / Ｑ) ＹＧＮＰ)、Ｓ(５ ~ ７ 个

Ｓｅｒ 残基)和 Ｋ(ＥＫＫＧＩＭＤＫＩＫＥＫＬＰＧ)３ 个保守的氨

基酸片段ꎬ而 Ｋ 片段是脱水素所共有的ꎮ 按照脱水

素 Ｙ、Ｓ、Ｋ 保守区片段的组合及排列顺序ꎬ将其分为

５ 个亚类:ＹｎＳＫｎ、ＹｎＫｎ、ＳＫｎ、ＫｎＳ 和 Ｋｎ[６]ꎮ
为研究 ｗｚｙ１－２ 基因的抗旱功能及建立完整的

转基因体系ꎬ本试验通过基因枪介导法[７]ꎬ将 ｗｚｙ１－
２ 干扰载体转入郑引 １ 号小麦中ꎬ获得稳定遗传的

转基因植株ꎮ 通过研究干旱胁迫处理下小麦 ＷＺＹ１
－２ 蛋白的表达量ꎬ分析该基因在小麦不同生育期的

表达规律ꎬ探索脱水素 ｗｚｙ１－２ 基因在植物抗旱方面

的功能ꎬ为筛选抗旱小麦品种提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

供试小麦品种郑引 １ 号和陕合 ６ 号由西北农林

科技大学生命科学学院提供ꎮ
大肠杆菌 ＪＭ１０９、干扰表达载体 ｐＴＣＫ３０３ 由西

北农林科技大学生命科学学院保存ꎻｐＭＤ１８－Ｔ 载体

和 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ凝胶回收试剂

盒及小量质粒提取试剂盒均购自天根生化技术(北

京)有限公司ꎻＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻ序列测定由华大基因(深圳)科技有限公司

完成ꎮ
１.２　 构建载体及鉴定

取 １０ μｇ 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取的叶片总 ＲＮＡ 进

行反转录[８]ꎬ并将扩增的 ｃＤＮＡ 片段克隆到 ｐＭＤ１８
－Ｔ 载体ꎮ 将连接产物转化至大肠杆菌 Ｅ.ｃｏｌｉꎬ筛选具

有氨苄抗性的克隆ꎬ提取质粒 ＤＮＡꎬ酶切鉴定重组质

粒并测序ꎮ 将 ｐＭＤ１８－Ｔ－正向片段和 ｐＭＤ１８－Ｔ－反
向片段ꎬ分别通过 ＳａｃⅠ/ ＳｐｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ/ ＫｐｎⅠ限制性内

切酶连接到 ＲＮＡｉ 表达载体 ｐＴＣＫ３０３ 中ꎬ转化 Ｔｏｐ１０
感受态细胞ꎮ 菌落 ＰＣＲ 鉴定挑选阳性克隆ꎬ提质粒

后分别用 ＳａｃⅠ/ ＳｐｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ/ ＫｐｎⅠ限制性内切酶对

重组质粒进行酶切验证[９]ꎮ
１.３　 基因枪转化

１.３.１　 供体材料　 选用小麦品种为“郑引 １ 号”ꎬ在
西北农林科技大学小麦试验田种植ꎬ正常管理ꎮ 收

集生长 ７０ ~ ９０ ｄ 的小麦麦穗ꎬ从穗中剥出颖果ꎬ用
７０％乙醇将小麦颖果灭菌ꎮ 无菌环境显微镜下分离幼

胚并且切除胚轴ꎬ将 １０~２０ 个盾片放置在包含诱导培

养基的培养皿ꎬ放在 ２２℃黑暗条件下预培养 １~２ ｄ[１０]ꎮ
１.３.２　 基因枪转化　 参考苏君艺等[１１] 的方法对小

麦进行愈伤组织诱导和转化ꎮ 转化后的愈伤组织

转入恢复培养基培养 ２ ~ ３ ｄꎬ再于分化培养基中培

养 ２８~３５ ｄꎮ 将分化出的幼苗转入生根壮苗培养基

中ꎬ在幼苗根长 ２ ~ ３ ｃｍ 时转入 ４℃培养箱春化 ２８
ｄꎬ后移栽入花盆中培养ꎮ
１.４　 转基因 Ｔ０代植株 ＰＣＲ 鉴定及 ｑＲＴ－ＰＣＲ 鉴定

待幼苗长到三叶一心期ꎬ利用 ＣＴＡＢ 法提取小

麦基因组 ＤＮＡꎮ 利用潮霉素抗性基因(４９１ｂｐ)设计

引物并合成[１２]ꎮ ＰＣＲ 鉴定体系和程序参考 ２×Ｔａｑ￣
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｔａｋａｒａ)说明书进行ꎬ退火温度为 ５７℃ꎬ
循环数为 ３５ ｃｙｃｌｅꎬ扩增产物通过 ２％ 琼脂糖凝胶电

泳检测ꎮ 将鉴定为阳性的植株移至 １３ ｃｍ２大小盒

中培养ꎮ 利用 ｗｚｙ１－２ 基因序列设计特异性定量引

物并合成ꎬ利用 Ｔｒｉｚｏｌ(Ｔａｋａｒａ)提取小麦总 ＲＮＡ 以

小麦 β －Ａｃｔｉｎ 基因为内参[１３]ꎬ使用 ＣＦＸ ９６ Ｔｏｕｃｈ
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ ( Ｂｉｏ － Ｒａｄ)ꎬ按照

ＳＹＢＲâ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒 (Ｔａｋａｒａ) 说明书进

行 ｑＲＴ－ＰＣＲꎮ
１.５　 干旱胁迫处理及 ＷＺＹ１－２ 蛋白的表达分析

１.５.１　 小麦干旱胁迫处理　 用直径 ３０ ｃｍ、高 ２０ ｃｍ
的塑料花盆种植小麦ꎬ土壤持水量约为 ２１.９８％ꎬ每
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盆装土 ８ ｋｇꎬ将陕合 ６ 号和郑引 １ 号小麦品种分别

种植 ３０ 盆ꎬ正常生长的盆栽试验小麦的土壤含水量

保持在田间持水量的 ７０％ ~７５％ꎮ 培养地点为西北

农林科技大学组织培养室内ꎬ用称重法控水ꎮ ２ 个

不同品种的小麦生长到苗期、分蘖期、拔节期和开

花期ꎬ用称重法控水进行干旱处理[１４]ꎮ 试验设为 ３
个处理ꎬ正常组土壤含水量为田间持水量( θ田)的

７５％ꎬ中度干旱胁迫含水量为 ５０％ θ田ꎬ重度干旱胁

迫含水量为 ３５％ θ田ꎬ对各处理小麦叶片进行采

样[１５]ꎬ样品－８０℃保存备用ꎮ 分别在 ４ 个生长时期

进行干旱处理ꎬ生长其余过程均进行正常灌溉ꎬ直
至小麦成熟ꎮ
１.５.２　 叶片可溶性蛋白提取及测定 　 参照植物蛋

白提取试剂盒说明书提取可溶性叶片蛋白[１６]ꎬ参照

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白定量试剂盒的说明书测定小麦可溶性

蛋白含量ꎮ 将提取定量后的蛋白稀释一定比例后

与蛋白上样缓冲液混匀ꎬ煮沸变性 １０ ｍｉｎꎬ进行 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 目的基因 ｗｚｙ１－２ 的获得

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取的郑引 １ 号小麦总 ＲＮＡ 纯

度较高ꎬ无明显降解ꎬ可满足反转录的要求ꎮ 以反

转录 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用两端含有合适酶切位点的引

物进行 ＰＣＲ 扩增后ꎬ回收扩增产物ꎬ将回收产物与

克隆载体 ｐＭＤ－１８Ｔ 连接ꎬ转化ꎮ 对阳性克隆进行

检测后ꎬ得到大小为 ７８９ｂｐ 的条带ꎬ与预期大小相

符ꎮ 测序结果表明目的基因克隆正确(图 １)ꎮ
２.２　 质粒转化大肠杆菌

当质粒转化大肠杆菌后ꎬ进行菌落 ＰＣＲ 检测和

酶切鉴定ꎬ挑取单克隆培养后ꎬ进行菌落 ＰＣＲ 检测

(图 ２)ꎮ 对于阳性菌液进行了酶切检测ꎬ图 ３ 为酶

切检测结果ꎬ证明挑取的单克隆是阳性菌株ꎬ质粒

成功地转入到大肠杆菌中ꎮ

　 　 注:Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~６ 泳道:脱水素基因 ｗｚｙ１－２ 产物ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １ ~ ６ ｌａｎｅ: Ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｄｅｈｙｄｒｉｎ ｇｅｎｅ

ｗｚｙ １－２.
图 １　 脱水素基因 ｗｚｙ１－２ 序列扩增

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｗｚｙ１－２ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.３　 基因枪介导幼胚转化过程

图 ４ 展示了转基因小麦幼胚的各个生长阶段ꎮ
遗传转化的转化率比较低ꎬ最终仅得到 ９ 株再生植

株(表 １)ꎮ
２.４　 抗性植株的 ＰＣＲ 检测结果

对来源于郑引 １ 号的再生植株进行 ＰＣＲ 检测ꎬ
以初步确定其中的转基因阳性株系ꎮ 对这 ９ 株植株

进行了 Ｈｐｔ 基因的 ＰＣＲ 检测ꎬ图 ５ 是再生植株中标

记基因 Ｈｐｔ 的 ＰＣＲ 检测结果ꎬ目标条带长度 ５０４
ｂｐꎮ 综上可以初步确定ꎬ共获得 ６ 株阳性植株ꎮ
２.５　 Ｔ０ 代转基因小麦中 ｗｚｙ１－２ 基因表达量的检测

利用定量 ＰＣＲ 对 Ｔ０ 代 ＲＮＡｉ 转基因小麦植株

的 ｗｚｙ１－２ 基因表达量进行分析(图 ６)ꎬ与野生型郑

引 １ 号相比ꎬ检测的 ６ 株 Ｔ０代转基因小麦植株表达

量均有不同程度下降ꎬ其中前 ２ 个株系的表达量下

降达 ４０％~７０％ꎬ株系 ６ 下降 ８０％左右ꎬ而株系 ７~９
下降 ７０％~８０％ꎬ选择株系 ５ ~ ９ 作为后续试验研究

的材料ꎮ

　 　 注:Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ３ 泳道:正向片段阳性克隆ꎻ４ ~ ６ 泳
道:反向片段阳性克隆ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １ ~ ３ ｌａｎｅ: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｌｏｎｅｓꎻ ４~６ ｌａｎｅ: Ｒｅｖｅｒｓｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ.

图 ２　 重组质粒的菌落 ＰＣＲ 验证
Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ

　 　 注:Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ１ꎬ３ 泳道:正向片段重组载体酶切
鉴定检测结果ꎻ２ꎬ４ 泳道:反向片段重组载体酶切鉴定
检测结果ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ ３ ｌａｎｅ: Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎻ
２ꎬ ４ ｌａｎｅ: Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｔｒａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ.

图 ３　 重组 ｐＴＣＫ３０３ 载体酶切鉴定
Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＴＣＫ３０３ ｖｅｃｔｏｒ ｄｉｇｅｓｔｅｄ

３第 ６ 期　 　 　 田　 野等:小麦脱水素 ｗｚｙ１－２ 基因的遗传转化及干旱胁迫下不同生育期表达水平



２.６　 干旱胁迫下不同发育时期小麦脱水素 ＷＺＹ１－
２ 表达量分析

　 　 通过对陕合 ６ 号和郑引 １ 号小麦 ４ 个不同生长

时期进行不同程度的干旱胁迫处理ꎬ可溶性蛋白

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析结果如图 ７~图 １０ 所示ꎬ陕合 ６ 号和

郑引 １ 号 ２ 种小麦苗期分子量在 ２５ｋＤａ~７０ｋＤａ 的蛋

　 　 注:Ａ.诱导培养基上的幼胚愈伤组织ꎻＢ.分化筛选培养基上的愈伤组织ꎻＣ.生根培养的再生苗ꎻＤ.在营养土上生长的再生苗移栽成株ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｃａｌｌｕｓ ｏｆ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｂ. Ｃａｌｌｕｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｃ. Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

ｇｒｏｗｎ ｉｎ ｒｏｏｔｉｎｇꎻ Ｄ. Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｇｒｏｗｎ ｏｎ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｓｏｉｌ ｓｔｒａｉｎ.
图 ４　 转基因小麦的获得

Ｆｉｇ.４　 Ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｗｈｅａｔ

表 １　 基因枪转化小麦幼胚统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ

小麦品种
Ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｙ

幼胚接种数
Ｉｍｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

轰击幼胚数
Ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ ｏｆ
ｉｍｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ

筛选后的再
生植株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ

抗性苗获得率
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒａｔｅ / ％

移栽成活植株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ

ｐｌａｎｔｓ

ＰＣＲ 检测阳性
植株数

ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ

转化率 / ％
Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｒａｔｅ

郑引 １ 号
Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ ２８７２ ２５１２ ２６ １.０３ ９ ６ ０.２４

　 　 注:Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:重组载体ꎻ３:空白对照ꎻ４:野生型植株ꎻ２ꎬ５ ~
９:为不同的 Ｔ０代 ＲＮＡｉ 转基因植株ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １: Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒꎻ ３: Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ４: Ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ ｐｌａｎｔｓꎻ ２ꎬ ５~９: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＲＮＡｉ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ.

图 ５　 转基因小麦 Ｔ０代植株 Ｈｐｔ 基因 ＰＣＲ 检测结果
Ｆｉｇ.５　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈｐｔ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｗｈｅａｔ ｐｌａｎｔｓ

　 　
　 　 注:２ꎬ５~９ 为不同转基因株系ꎮ ＷＴ: 野生型小麦植株ꎮ

Ｎｏｔｅ: ２ꎬ５ ~ ９ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ. ＷＴ: Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ
ｗｈｅａｔ ｐｌａｎｔｓ.

图 ６　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测 Ｔ０代 ＲＮＡｉ 转基因
植株中 ｗｚｙ１－２ 基因表达量

Ｆｉｇ.６　 ＲＴ－ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｚｙ１－２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＲＮＡｉ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

　 　 注:Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ设置 ＣＫ 为正常组ꎬ７５％θ田ꎻ５０％θ田 为中度干旱胁迫ꎻ３５％θ田 为重度干旱胁迫ꎮ 下同ꎮ １:郑引 １ 号ꎬ５０％
θ田ꎻ２:陕合 ６ 号ꎬ５０％θ田ꎻ３:陕合 ６ 号ꎬ３５％θ田ꎻ４:陕合 ６ 号ꎬＣＫꎻ５:郑引 １ 号ꎬ３５％θ田ꎻ６:郑引 １ 号ꎬＣＫꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ ＣＫ ｉｓ ｎｏｒｍａｌꎬ ７５％θ田ꎻ５０％ θ田 ｉｓ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ３５％ θ田 ｉｓ ｓｅｖｅｒｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ. １:
５０％ θ田 ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ꎻ２: ５０％ θ田 ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ３: ３５％ θ田 ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ４: ＣＫ ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ５: ３５％ θ田 ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ꎻ ６: ＣＫ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １.
图 ７　 ２ 种小麦苗期可溶性蛋白在不同程度干旱处理下 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ(Ａ)和 ＷＺＹ１－２ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析(Ｂ)

Ｆｉｇ.７　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ (Ａ) ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｔｗｏ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ)
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　 　 注:Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎮ １:陕合 ６ 号ꎬＣＫꎻ２:郑引 １ 号ꎬＣＫꎻ３:陕合 ６ 号ꎬ３５％θ田ꎻ４:郑引 １ 号ꎬ３５％θ田ꎻ５:陕合 ６ 号ꎬ５０％θ田ꎻ６:郑引 １ 号ꎬ
５０％θ田ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ. １: ＣＫ ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ２: ＣＫ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ꎻ ３: ３５％ θ田 ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ４: ３５％ θ田 ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ꎻ ５: ５０％ θ田 ｏｆ
Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ６: ５０％ θ田 ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １.

图 ８　 ２ 种小麦分蘖期可溶性蛋白在不同程度干旱处理下 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ(Ａ)和 ＷＺＹ１－２ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析(Ｂ)
Ｆｉｇ.８　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ (Ａ) ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｔｗｏ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ)

　 　 注:Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎮ １:陕合 ６ 号ꎬ３５％θ田ꎻ２:郑引 １ 号ꎬ５０％θ田ꎻ３:陕合 ６ 号ꎬ５０％θ田ꎻ４:陕合 ６ 号ꎬＣＫꎻ５:郑引 １ 号ꎬＣＫꎻ６:郑引 １ 号ꎬ
３５％θ田ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ. １: ３５％ θ田 ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ２: ５０％ θ田 ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ꎻ ３: ５０％ θ田 ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ４: ＣＫ ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ５: ＣＫ ｏｆ
Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ꎻ ６: ３５％ θ田 ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １.

图 ９　 ２ 种小麦拔节期可溶性蛋白在不同程度干旱处理下 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ(Ａ)和 ＷＺＹ１－２ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析(Ｂ)
Ｆｉｇ.９　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ (Ａ) ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｊｏｉｎｔｉｎｇ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｔｗｏ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ)

　 　 注:Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎮ １:陕合 ６ 号ꎬＣＫꎻ２:陕合 ６ 号ꎬ５０％θ田ꎻ３: 陕合 ６ 号ꎬ３５％θ田ꎻ４:郑引 １ 号ꎬＣＫꎻ５:郑引 １ 号ꎬ５０％θ田ꎻ６:郑引 １ 号ꎬ
３５％θ田ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ. １: ＣＫ ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ２: ５０％θ田 ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ３: ３５％θ田 ｏｆ Ｓｈａａｎｈｅ ６ꎻ ４: ＣＫ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ꎻ ５: ５０％ θ田 ｏｆ
Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １ꎻ ６: ３５％θ田 ｏｆ Ｚｈｅｎｇｙｉｎ １.

图 １０　 ２ 种小麦开花期可溶性蛋白在不同程度干旱处理下 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ(Ａ)和 ＷＺＹ１－２ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析(Ｂ)
Ｆｉｇ.１０　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ (Ａ) ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｔｗｏ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ)
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白条带比较多ꎬ而且条带颜色比较深ꎻ分蘖期也是

２５ｋＤａ~７０ｋＤａ 的蛋白条带较多ꎬ但是颜色较苗期淡ꎻ
拔节期的蛋白条带在 ３０ｋＤａ ~ ７０ｋＤａ 的蛋白条带较

多ꎬ条带数较苗期和分蘖期少ꎬ集中在 ４０ｋＤａ~７０ｋＤａꎬ
颜色较分蘖期淡ꎻ开花期和拔节期 ２ 种小麦的蛋白条

带相似ꎬ拔节期蛋白条带颜色较淡ꎮ 随着干旱程度的

增加ꎬ小麦蛋白条带数量减少ꎮ 陕合 ６ 号和郑引 １ 号

小麦可溶性蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析结果相似ꎮ
为进一步研究小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白在不同生育期

的抗旱性ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ２ 种小麦 ４ 个不同

生长时期干旱处理均在 ６０ｋＤａ 有一条特异性蛋白条

带ꎬ即小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白(图 ７Ｂꎬ８Ｂꎬ９Ｂꎬ１０Ｂ)ꎮ 苗期

陕合 ６ 号在干旱胁迫下杂交的非特异条带多ꎬ且条带

颜色比较深ꎬ郑引 １ 号的杂交的非特异条带很少ꎬ而
小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白在 ６０ ｋＤａ 杂交的蛋白条带深度相

当ꎮ 分蘖期的陕合 ６ 号和郑引 １ 号的杂交的非特异

条带相当ꎬ且随着干旱胁迫的增加ꎬ非特异条带减少ꎬ
而陕合 ６ 号小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白在 ６０ｋＤａ 杂交的蛋白

条带颜色较郑引 １ 号深ꎮ 拔节期陕合 ６ 号和郑引 １
号的杂交的非特异条带很少ꎬ２ 种小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白

在 ６０ｋＤａ 杂交的蛋白条带颜色相当ꎮ 开花期 ２ 种小

麦的非特异性条带相当ꎬ并且较多ꎬ２ 种小麦 ＷＺＹ１－２
蛋白在 ６０ｋＤａ 杂交的蛋白条带颜色相当ꎮ 苗期和拔

节期、开花期 ２ 种小麦ＷＺＹ１－２ 蛋白杂交的特异性条

带深度相当ꎬ而分蘖期郑引 １ 号 ＷＺＹ１－２ 蛋白杂交

的特异性条带较陕合 ６ 号浅ꎮ 小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白

在 ２ 种小麦的 ４ 个不同时期的表达结果趋势一致ꎬ
随着干旱程度的增加ꎬＷＺＹ１－２ 蛋白的条带明显比

正常生长组的条带颜色深ꎬ条带粗ꎬ特别是重度胁

迫时 ＷＺＹ１－２ 蛋白的条带颜色最深ꎮ
通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ Ｖ ４.６.２(Ｂｉｏ－Ｒａｄ)软件对小

麦陕合 ６ 号和郑引 １ 号 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ如图 １１
所示ꎬ分别将 ４ 个时期的正常生长组的蛋白表达量

设为 １ꎬ苗期中度干旱胁迫和重度胁迫的陕合 ６ 号

ＷＺＹ１－２ 蛋白表达量分别是正常组生长的 １.３ 倍和

２.９ 倍ꎬ郑引 １ 号 ＷＺＹ１－２ 蛋白表达量分别是正常

组生长的 １.４ 倍和 ２.８ 倍ꎻ分蘖期中度干旱胁迫和重

度胁迫的陕合 ＷＺＹ１－２ 蛋白量表达量分别是正常

组生长的 １.１ 倍和 １.８ 倍ꎬ郑引 １ 号 ＷＺＹ１－２ 蛋白

量表达量分别是正常组生长的 １.３ 倍和 １.５ 倍ꎻ拔节

期中度干旱胁迫和重度胁迫的陕合 ６ 号 ＷＺＹ１－２
蛋白表达量分别是正常组生长的 １.３ 倍和 ２ 倍ꎬ郑
引 １ 号 ＷＺＹ１－２ 蛋白表达量分别是正常组生长的

１.５ 倍和 ２.１ 倍ꎻ开花期中度干旱胁迫和重度胁迫的

陕合 ６ 号 ＷＺＹ１－２ 蛋白量表达量分别是正常组生

长的 １.３ 倍和 １.９ 倍ꎬ郑引 １ 号 ＷＺＹ１－２ 蛋白量表

达量分别是正常组生长的 ２.４ 倍和 ２.５ 倍ꎮ 小麦

ＷＺＹ１－２ 蛋白在陕合 ６ 号和郑引 １ 号小麦 ４ 个不同

时期的表达趋势一致ꎬ随着干旱程度的增加ꎬ２ 种小

麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白表达量增加ꎬ特别是重度干旱胁迫

下小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白的表达量达到了峰值ꎮ

　 　 注:１.苗期正常组ꎻ２.苗期中度干旱胁迫ꎻ３.苗期重度干旱胁迫ꎻ４.分蘖期正常组ꎻ５.分蘖期中度干旱胁迫ꎻ６.分蘖期

重度干旱胁迫ꎻ７.拔节期正常组ꎻ８.拔节期中度干旱胁迫ꎻ９.拔节期重度干旱胁迫ꎻ１０.开花期正常组ꎻ１１.开花期中度干旱

胁迫ꎻ１２.开花期重度干旱胁迫ꎮ
Ｎｏｔｅ: １: Ｎｏｒｍａｌ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ ２: Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ ３: Ｓｅｖｅｒｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｅｄｌｉｎｇ

ｓｔａｇｅꎻ ４: Ｎｏｒｍａｌ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ ５. Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ ６: Ｓｅｖｅｒｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ
７: Ｎｏｒｍａｌ ｊｏｉｎｔｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ ８:Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｊｏｉｎｔｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ ９: Ｓｅｖｅｒｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｊｏｉｎｔｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ １０:
Ｎｏｒｍａｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ １１: Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ １２: Ｓｅｖｅｒｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

图 １１　 光密度测定免疫印迹条带强度

Ｆｉｇ.１１　 Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
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３　 结　 论

通过小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白的表达量随着干旱程

度的增加而升高ꎬ苗期小麦 ＷＺＹ１－２ 蛋白的表达量

均高于其它 ３ 个生长时期ꎬ表明小麦脱水素 ｗｚｙ１－２
是干旱诱导型基因ꎮ

另外ꎬ本研究得到了脱水素 ＷＺＹ１－２ 在小麦苗

期、分蘖期、拔节期和开花期干旱处理的表达规律ꎮ
２ 个不同抗旱性小麦品种ꎬ陕合 ６ 号(干旱耐受型)
和郑引 １ 号(干旱敏感型)在 ４ 个生长时期随着干

旱程度增加ꎬＷＺＹ１－２ 蛋白的表达量升高ꎬ其机理有

待进一步研究ꎮ

４　 讨　 论

小麦遗传转化研究相比于其他植物而言起步

虽晚ꎬ但发展较快ꎮ Ｖａｓｉｌ 等[１７] 利用基因枪介导法

将 ｂａｒ 基因导入小麦品种“Ｐａｖｏｎ”ꎬ获得了世界上第

一例转基因小麦植株ꎬ为展开小麦分子育种奠定了

基础[１７]ꎮ 许多研究者利用不同方法将多种基因导

入了小麦ꎬ获得了不同性状的转基因植株ꎮ Ｗｅｅｋｓ
等[１８]利用基因枪介导法分别将 β－葡萄糖苷酸标记

基因(ＧＵＳ)、ｂａｒ 基因导入了小麦ꎬ初步建立了基因

枪法转化小麦的技术体系[１８]ꎮ 随后基因枪法在单

子叶植物方面的转化技术越来越成熟ꎬ很多学者通

过基因枪法获得了不同抗性的转基因小麦[１９]ꎮ 虽

然农杆菌介导法具有操作简单、成本低廉等优点ꎬ
但小麦并不是农杆菌的天然宿主ꎬ转化效率低ꎬ小
麦外植体受到的伤害较大ꎬ进而对转基因的效率产

生影响[２０]ꎮ
目前常用的农杆菌介导法和基因枪法分别占

到小麦遗传转化的 １５.９％和 ６８.８％[２１]ꎮ 本试验通

过基因枪法成功获得 ｗｚｙ１－２ 基因的遗传转化植株ꎬ
但转化效率低的问题仍然存在ꎬ这与受体处理方式

及时间、受体培养及筛选、外植体的基因型和转化

条件等相关[２２]ꎬ过低的转化率一直是限制基因枪法

广泛应用的关键因素之一[２３]ꎮ
脱水素属于 ＬＥＡ２ 家族ꎬ是目前研究较为深入

的一类 ＬＥＡ 蛋白ꎮ 其二级结构含有大量极性氨基

酸ꎬ其中赖氨酸和甘氨酸含量最高ꎻ具有较强的亲

水性和热稳定性ꎬ缺乏非极性疏水氨基酸 (半胱氨

酸、色氨酸) [２４]ꎮ 在逆境胁迫下ꎬ部分脱水素的表达

还受到脱落酸 ( ＡＢＡ) 诱导作为功能蛋白大量表

达[５]ꎮ 本试验成功构建含反向重复序列的 ＲＮＡ 干

扰表达载体ꎬ通过基因枪转化获得再生植株 ２６ 株ꎬ
再生率为１.０３％ꎮ 利用表达载体上 Ｈｐｔ 基因的特异

引物ꎬ检测到 ６ 株 Ｈｐｔ 基因阳性植株ꎬＨｐｔ 基因阳性

转化率为０.２４％ꎮ 收获 ６ 株转基因植株种子ꎮ 此次

研究得到的转基因植株较少ꎬ无法准确地进行表型

鉴定ꎮ 需要对后代进一步调查统计ꎬ研究脱水素在

小麦中的作用ꎬ为进一步探索脱水素 ｗｚｙ１－２ 基因功

能奠定基础ꎮ
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