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　　摘要：小分子热激蛋白（ｓＨＳＰ）是一类结构非常保守并具有分子伴侣功能的应激蛋白，可在高温和其他胁迫条件
下诱导合成。为进一步研究ｓＨＳＰ在小麦耐胁迫性方面的作用，分析了小麦ＨＳＰ１６．９基因在逆境胁迫下的表达趋势，
定量ＲＴ－ＰＣＲ表达谱分析结果显示，高温、低温、干旱、高盐胁迫都诱导小麦ＴａｓＨＳＰ１６．９表达，表达量均有增加，表明
ＴａｓＨＳＰ１６．９基因可能在小麦抗逆反应中发挥重要作用。
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　　热胁迫下，生物体内大部分蛋白质合成被抑制，分子量从
８ｋｕ至１１０ｋｕ的热激蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）被迅速诱
导合成。在高等植物中，几乎所有的ＨＳＰ都与细胞耐热性提
高有关，其中表达最丰富的 ＨＳＰ为小分子热激蛋白（ｓｍａｌｌ
ＨＳＰ，ｓＨＳＰ）。根据序列相似性和细胞内定位特征，植物 ｓＨＳＰ
分为６类，２类定位于细胞质，１类定位于细胞核内，其他３类
位于质体、内质网、线粒体等细胞器内［１－３］。小麦小分子热激

蛋白ＨＳＰ１６．９（ＴａＨＳＰ１６．９）属于第一类小分子热激蛋白。研
究发现，ｓＨＳＰ具有分子伴侣功能，以不依赖 ＡＴＰ的方式选择
性地结合热变性蛋白防止其被蛋白酶降解或帮助其正确折

叠［３］。此外，高等植物中的 ｓＨＳＰ可在低温、光氧化条件、氧
化剂、干旱等胁迫条件下，在特定的发育时期（如种子成熟、

种子萌发）被大量诱导合成，在正常环境条件下 ｓＨＳＰ表达量
很低，几乎不表达，这表明ｓＨＳＰ可能在植物耐胁迫性方面发
挥重要作用［２－９］。小麦是我国重要的粮食作物之一，其播种

面积占全国耕地面积的２０％ ～３０％，随着全球气候的变化，
小麦种植必然受到影响，尤其在我国北方小麦主产区。影响

小麦生长发育和产量的生态因素较多，主要有温度、水分、光

照、土壤性质等。由于温室气体排放量增加导致全球气候变

暖，因此，近些年局部地区极端高温天气频发，导致小麦早熟、

减产。同时，温室气体排放还导致我国水量分布不均，西南、

华北、长江中下游地区降水量增加，西北和东部地区降水量减

少，致使西南冬麦区和西北冬麦区减产［１０］。近年来，由于气

候干旱、过度放牧等因素，我国土壤盐渍化趋势逐渐加重，土

壤肥力下降，导致小麦减产。培育抗性品种是提高小麦产量

的有效手段之一，对小麦抗性相关基因功能的研究为培育小

麦抗病品种提供了理论依据。笔者前期根据已公布的小麦

１６．９ｋｕｓＨＳＰ基因的 ｃＤＮＡ序列，利用 ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇ技术
克隆了ＴａｓＨＳＰ１６．９基因全长，发现该基因只有１个外显子，
没有内含子［１１］。笔者利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ数据库分析该基因启
动子区域顺式作用调控元件，发现一些参与防卫反应和逆境

应答的调控元件，推测 ＴａｓＨＳＰ１６．９基因可能参与小麦抗逆
反应。本试验就 ＴａｓＨＳＰ１６．９基因对逆境应答模式进行研
究，旨在为进一步研究 ＴａｓＨＳＰ１６．９基因在小麦抗逆反应中
的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试小麦品种ＴＡＭ１０７为耐热品种，由中国农业大学作

物遗传育种系小麦组惠赠。试验所需引物由北京赛百盛生物

技术公司合成，所用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂、ＤＮａｓｅＩ、ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴ
Ｋｉｔ、ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ均购自北京天根生化科技有限公司，
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　非生物逆境胁迫条件的设定　选取籽粒饱满的种子，
采用１％次氯酸钠溶液表面消毒３０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗３遍，利
用１％双氧水处理过夜，蒸馏水清洗３遍，选择露白的种子进
行水培，在光照培养箱中培养，光—暗周期为１６ｈ—８ｈ（昼—
夜），昼夜温度２２℃／１８℃，湿度６０％［１１］。培养１０ｄ后进行
如下胁迫处理：（１）将小麦幼苗置于４２℃ 进行高温胁迫处
理，分别于处理后０．５、１．０、２．０、３．０ｈ取样；（２）将小麦幼苗
置于０℃进行冷处理，处理后分别于３．０、１２．０ｈ取样；（３）将
小麦幼苗的根部冲洗干净并用吸水纸沾去多余水分，置于干

燥滤纸上进行干旱处理，分别于处理后 ０．５、１．０、２．０、３．０、
５０ｈ取样［１２］；（４）将小麦幼苗进行高盐（２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
溶液）胁迫处理，分别于处理后０．５、１．０、２．０、３．０、５．０ｈ取
样；（５）将小麦幼苗进行２００μｍｏｌ／ＬＡＢＡ溶液处理，分别于
处理后０．５、１．０、２．０、３．０、５．０ｈ取样［１３］。以未经处理的正

常培养小麦幼苗作为对照，每个处理组重复３次。胁迫处理
后迅速剪取叶片放入液氮中速冻，－８０℃保存备用。
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１．２．２　总 ＲＮＡ提取纯化和 ｃＤＮＡ第 １链的合成　利用
Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取小麦叶片的总ＲＮＡ，经ＤＮａｓｅⅠ纯化后，电泳
检测 ＲＮＡ的完整性，利用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮａＮｏＤｒｏｐ２０００ｃ
检测ＲＮＡ的浓度、纯度，利用ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴＫｉｔ试剂盒进
行第一条单链ｃＤＮＡ的合成，－２０℃保存备用。
１．２．３　ＴａｓＨＳＰ１６．９基因ｍＲＮＡ表达谱分析　以小麦不同胁
迫处理下不同时间点合成的第１链 ｃＤＮＡ为模板，采用半定
量ＲＴ－ＰＣＲ法检测ＴａｓＨＳＰ１６．９基因转录表达水平。以小麦
Ａｃｔｉｎ为内参，引物序列为 Ａｃｔｉｎ－Ｌ：５′－ＡＡＴＴＡＣＣＣＧＡＴ
ＧＧＧＣＡ－３′，Ａｃｔｉｎ－Ｒ：５′－ＴＣＡＴＡＣＴＣＧＧＣＣＴＴＧＧＡ－３′。扩
增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，２８个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＴａｓＨＳＰ１６．９特
异性引物序列为 ＴａｓＨＳＰ１６．９－Ｌ：５′－ＡＧＴＴＣＧＴＣＡＧＧＣＧＣＴ
ＴＣＣＧ－３′，ＴａｓＨＳＰ１６．９－Ｒ：５′－ＣＧＣＡＡＴＡＣＡＧＡＧＡＴＧ
ＧＣＴＣＧＴＣ－３′；扩增程序同上，３３个循环。

以小麦冷胁迫处理后不同时间点合成的第１链ｃＤＮＡ为
模板，用ＴａｓＨＳＰ１６．９特异性引物（上游引物：５′－ＣＧＡＧＧＴ
ＣＡＡＧＡＡＧＣＣＴＧＡＧＧ－３′，下游引物：５′－ＣＧＴＣＡＧＡＣＴＣＧ
ＧＣＡＡＧＡＡＣＡ－３′）进行扩增，以小麦 Ａｃｔｉｎ为内参（上游引
物：５′－ＡＣＴＣＡＴＣＡＴＡＣＴＣＧＣＣＣＴＴＣＧ－３′，下游引物：５′－
ＣＡＡＧＣＡＧＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＧＴ－３′），利用实时定量ＰＣＲ仪
检测ＴａｓＨＳＰ１６．９在冷胁迫下的表达模式，每个样品至少独
立重复 ３次。反应条件为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性
１０ｓ，５６℃退火１０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，３８个循环。每次循环的
第３步设定荧光采集，绘制融解曲线。采用荧光定量 ＰＣＲ仪
自动读取的数据进行分析［１４］。

２　结果与分析

２．１　ＴａｓＨＳＰ１６．９启动子的生物学分析
为了进一步探究 ＴａｓＨＳＰ１６．９的转录调控模式，本研究

前期克隆到ＴａｓＨＳＰ１６．９启动子序列（ＡＴＧ起始密码子上游
１１１５ｂｐ的基因组序列），利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）分析该
基因启动子区域的顺式作用调控元件（表 １），发现 ＴａｓＨ
ＳＰ１６．９启动子含有一系列对低温、厌氧、防卫、逆境应答的调
控元件（ＬＴＲ、ＡＲＥ、ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ），还含有茉莉酸甲酯响
应元件（ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ）、机械损伤诱导响应
元件（Ｗ－ｂｏｘ）、光响应元件（ＢｏｘＩ、Ｇ－Ｂｏｘ、ＧＴ１－ｍｏｔｉｆ等）、

真菌诱导响应元件（Ｂｏｘ－Ｗ１）、参与分生组织和胚乳发育调
控元件（ＣＡＴ－ｂｏｘ、Ｓｋｎ－１－ｍｏｔｉｆ）、典型的启动子核心元件
（ＴＡＴＡ－ｂｏｘ）和增强子元件（ＣＡＡＴ－ｂｏｘ）。

表１　小麦ＴａｓＨＳＰ１６．９启动子顺式作用元件分析

顺式元件 核心序列 功能

ＡＲＥ ＴＧＧＴＴＴ 厌氧诱导响应元件

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ 低温响应元件

ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡ 防卫和逆境应答元件

ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ 茉莉酸甲酯响应元件

ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ 茉莉酸甲酯响应元件

Ｗ－ｂｏｘ ＴＴＧＡＣ 机械损伤诱导响应元件

Ｂｏｘ－Ｗ１ ＴＴＧＡＣＣ 真菌诱导响应元件

ＢｏｘＩ ＴＴＴＣＡＡＡ 光响应元件

Ｇ－Ｂｏｘ ＣＡＣＧＴＴ 光响应元件

ＧＴ１－ｍｏｔｉｆ ＧＧＴＴＡＡＴ 光响应元件

ＣＡＴ－ｂｏｘ ＧＣＣＡＣＴ 分生组织发育相应元件

Ｓｋｎ－１－ｍｏｔｉｆ ＧＴＣＡＴ 胚乳发育响应元件

ＴＡＴＡ－ｂｏｘ ＴＡＡＴＡ 核心启动子元件

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ ＣＡＡＡＴ 启动子和增强子元件

２．２　非生物胁迫下ＴａｓＨＳＰ１６．９基因表达模式分析
为了明确小麦小分子热激蛋白基因 ＴａｓＨＳＰ１６．９在抗逆

反应过程中的具体作用，采用半定量 ＲＴ－ＰＣＲ和实时定量
ＲＴ－ＰＣＲ方法分析 ＴａｓＨＳＰ１６．９在高温、低温、干旱、高盐、
ＡＢＡ处理后小麦幼苗中的表达情况。结果表明，ＴａｓＨＳＰ１６．９
对高温诱导反应较灵敏，处理后０．５ｈ即可检测到较强的表
达量，此后随诱导时间的延长表达量逐渐升高，３．０ｈ达到最
高（图１－Ａ）。干旱胁迫下，处理后０．５ｈ能检测到该基因的
微量表达，２．０ｈ表达量最高，此后随胁迫时间的延长表达量
逐渐下降，５．０ｈ处已检测不到（图１－Ｂ）；ＴａｓＨＳＰ１６．９对高
盐胁迫诱导反应较迟缓，１．０ｈ后才检测到基因表达，３．０ｈ处
表达量达到高峰，此后表达量明显下降（图１－Ｃ）；在 ＡＢＡ处
理下，检测不到ＴａｓＨＳＰ１６．９基因表达，即ＴａｓＨＳＰ１６．９表达不
受外源ＡＢＡ影响（图１－Ｄ）。ＴａｓＨＳＰ１６．９基因对低温胁迫应
答反应缓慢，３ｈ处检测到该基因表达，处理３ｈ后表达量降
低，恢复到常温水平（图２），说明非生物逆境胁迫能快速诱导
ＴａｓＨＳＰ１６．９基因表达，但只诱导该基因ｍＲＮＡ在短期内的积
累，诱导一定时间后，该基因的诱导表达将会受到抑制，该基因

ｍＲＮＡ会迅速降解。ＴａｓＨＳＰ１６．９基因表达谱分析结果表明，
高温、干旱、高盐胁迫诱导ＴａｓＨＳＰ１６．９表达，低温胁迫对其诱
导表达不显著，外源ＡＢＡ对该基因表达没有影响。
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３　结论与讨论

小麦是我国乃至全球重要的粮食作物之一，在气候恶化、

环境污染、病虫害侵染等因素的影响下，小麦的种植、生长、产

量受到严重威胁，提高小麦的抗病虫害和抗逆性已成为当前

小麦遗传育种工作的主要目标。当高等植物受到高温或持续

升温胁迫时，细胞内会迅速诱导合成大量热激蛋白，其中以

ｓＨＳＰ最为丰富。研究表明，诸多非生物胁迫（如高温、低温、
干旱、氧化剂等）都可诱导ｓＨＳＰ的产生。如过表达ｓＨＳＰ１７．７
可以显著提高转基因水稻的耐旱性［４］。热激和冷处理可诱

导紫茎泽兰ＨＳＰ１７．７基因的表达［５］。高温和低温可诱导番

茄线粒体小分子热激蛋白 ＬＥＨＳＰ２３．８基因的表达［６］。高温

和氧化剂Ｈ２Ｏ２可诱导水稻叶绿体小分子热激蛋白 ＯｓＨＳＰ２６
基因的表达［８］。高温可快速诱导玉米 ＺｍＨＳＰ１７．７基因的
表达［１５］。

ＴａｓＨＳＰ１６．９启动子区具有ＬＴＲ、ＡＲＥ、ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ３
种参与低温、厌氧、防卫和逆境应答的顺式作用元件，这些顺

式作用元件可以增强植物对非生物胁迫的抗性，推测 ＴａｓＨ
ＳＰ１６．９基因可能参与小麦抗逆反应。本研究表达谱分析结
果显示，高温、低温、干旱、高盐胁迫均可诱导 ＴａｓＨＳＰ１６．９表
达，其中低温胁迫对该基因诱导表达不显著。４２℃ 高温胁
迫下，０．５ｈ处即可在小麦苗期叶片中检测到 ＴａｓＨＳＰ１６．９基
因显著表达，３．０ｈ处基因表达量达到高峰，这种高温诱导的
特性与其他植物中小分子热激蛋白基因的表达特性一致，而

且胁迫温度越高，基因表达响应越快，基因表达量达到高峰所

需时间越短，如４０℃高温胁迫下，处理１．０ｈ后才可在小麦
苗期叶片中检测到ＴａｓＨＳＰ１６．９－１基因的表达，在胁迫４．０ｈ
后基因表达量才达到高峰［１６］。但ＴａｓＨＳＰ１６．９基因诱导产物
不随胁迫时间的延长无限积累，当表达量达到高峰后很快下

降，直至完全消失。本研究中，在低温、干旱、高盐胁迫下，

ＴａｓＨＳＰ１６．９基因诱导表达量达到高峰后，随着胁迫时间的延
长，表达量显降低直至完全消失。４０℃高温胁迫下，
ＴａｓＨＳＰ１６．９－１基因在胁迫４．０ｈ时表达量达到高峰，随后
逐渐降低［１６］。推测本研究中ＴａｓＨＳＰ１６．９基因表达量在热胁
迫３．０ｈ后，随着热胁迫时间的延长，表达量将逐渐降低。
ＡＢＡ在植物响应非生物胁迫过程中具有重要功能，根据基因
是否受ＡＢＡ调控，往往将基因分为２类，即依赖于和不依赖
于ＡＢＡ的胁迫响应基因。ＴａｓＨＳＰ１６．９表达不受外源 ＡＢＡ
诱导，表明该基因属于不依赖于ＡＢＡ的胁迫响应基因。但需
要进一步就内源ＡＢＡ是否影响该基因表达进行验证。通过

分析非生物胁迫下ＴａｓＨＳＰ１６．９基因的表达谱，结果表明，小
麦ＴａｓＨＳＰ１６．９参与对逆境胁迫抗逆反应过程，今后本研究
将利用转基因拟南芥对 ＴａｓＨＳＰ１６．９Ｖ的生物学功能作进一
步验证，以明确该基因在小麦抗逆反应过程中的调控功能，为

小麦抗性育种提供理论参考。
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