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　　摘要：为了研究 ＡｌａＡＴ基因在小麦应对镉胁迫中的功能，以镉处理小麦为试验材料，利用 ｍＲＮＡ差异显示技术
ＤＤＲＴ－ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ从小麦 ｃＤＮＡ中克隆得到 ＡｌａＡＴ基因全长，将其命名为 ＴａＡｌａＡＴ。用生物信息学方法对
ＴａＡｌａＡＴ的基因序列和蛋白质氨基酸序列进行分析，进一步用 ＭＥＧＡ６．０软件构建进化树；用 ｑＲＴ－ＰＣＲ研究
ＴａＡｌａＡＴ基因在小麦不同组织中以及镉胁迫后的相对表达水平。序列分析结果表明，该基因全长为１６２８ｂｐ，包含１
个长度为１４４０ｂｐ的完整开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），其编码４７９个氨基酸，蛋白质分子量约为５３．４１ｋｕ，
等电点为６．９７，该蛋白质属于天冬氨转氨酶家族，与水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）ＡｌａＡＴ蛋白的相似性较高。ｑＲＴ－ＰＣＲ结果
表明，ＴａＡｌａＡＴ在小麦中具有组织特异性，在根部的表达水平最高，在镉胁迫处理后，ＴａＡｌａＡＴ基因表达量呈现先升高
后降低的趋势。由研究结果可以看出，ＴａＡｌａＡＴ基因能够响应镉胁迫。
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　　近年来，我国农业产业结构发生了重大调整，
为了进一步提高我国粮食作物的产量，在田间生产

过程中化肥和农药的使用越来越多，导致我国自然

环境中重金属污染越来越严重［１］。最新的研究结

果表明，在众多重金属污染中，镉（Ｃｄ）污染占首位，
并且其已经被世界卫生组织确定为食物污染

物［２－４］。Ｃｄ是生命非必需元素，容易被植物吸收和
积累后通过食物链最终进入人体，诱发神经痛、内

分泌失调等多种病征，对人的身体健康造成极大危

害［５］。因此，Ｃｄ污染问题已经成为我国土壤生态安
全和制约农业健康可持续发展的重要因素。降低

土壤Ｃｄ污染含量和缓解Ｃｄ对植物的毒害作用，已
经成为当前研究的一个热点问题。目前，许多研究

者已经在玉米［６－８］、大 豆［９－１１］、水 稻［１２－１５］、烟

草［１６－１７］、花生［１８－２０］等多种粮食作物和经济作物中

开展了Ｃｄ对农作物质量影响的相关研究，并取得
了一定成果。然而，与水稻等植物相比，小麦 Ｃｄ污
染相关研究还较少，尤其是关于其对 Ｃｄ的吸收、转
运和积累的机制还不十分清楚。因此，深入研究小

麦的耐镉机制，进一步创制耐 Ｃｄ或籽粒低 Ｃｄ积累
小麦新种质用于改良我国小麦的抗镉水平及粮食

安全都有着非常重要的现实意义。

丙氨酸氨基转移酶（ＡｌａＡＴ）别称谷丙转氨酶，
是植物碳氮代谢过程中的重要酶类，能够催化丙氨

酸、α－酮戊二酸形成丙酮酸、谷氨酸［２１］。ＡｌａＡＴ基
因在植物中能够参与光呼吸等生理代谢途径及抗

逆性反应等［２２］。Ｓｏｎ等在研究黍稷叶肉细胞、维管
束鞘细胞时发现，其细胞的细胞质中能够检测到

ＡｌａＡＴ活性，因此他们认为 ＡｌａＡＴ在黍稷细胞中可
能具有丙酮酸转运的功能［２３］。在小麦中的相关研

究发现，从小麦黄化苗中能够检测到ＡｌａＡＴ，将黄化
苗恢复在光照条件下培养后发现其酶活性显著增

加，表明恢复光照后，在小麦植株转绿过程中该酶

发挥了重要作用［２４］。在低氧环境下，拟南芥

ＡｔＡｌａＡＴ基因的表达量显著增高［２５］，而水稻中的

ＯｓＡｌａＡＴ基因也能够响应低氧胁迫［２６］。茶树

ＣｓＡｌａＡＴ基因能够响应高温、低温、脱落酸（ＡＢＡ）和
赤霉素（ＧＡ）等胁迫［２７］。以上研究结果表明，ＡｌａＡＴ
基因能够在植物应对非生物胁迫过程中发挥重要

的作用，深入研究该基因功能对于培育抗逆作物品

种具有非常重要的意义。

本研究采用 ｍＲＮＡ差异显示技术（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｄｉｓｐｌａｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＤＤＲＴ－ＰＣＲ）和
ＲＴ－ＰＣＲ技术对小麦的ＴａＡｌａＡＴ基因进行克隆，利
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用ｑＲＴ－ＰＣＲ技术分析该基因在不同组织中及镉胁
迫处理后的表达水平，以期为全面解析 ＴａＡｌａＡＴ基
因在小麦中的功能提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　材料与处理
本试验于２０２０年１—１０月在河南省粮食作物

基因组编辑工程技术中心开展，供试小麦品种为百

农矮抗５８。将小麦种子用无菌水冲洗３～５次后铺
于培养皿中，于温度２５℃、光—暗周期１６ｈ—８ｈ的
条件下培养 １４ｄ。选取生长一致的小麦幼苗，用
１０ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２处理２、４、６、８、１２ｈ后取样，以用
纯净水处理的小麦作为对照，用液氮速冻后于－８０℃
冰箱中备用，以上每个处理均设３个生物学重复。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＤＲＴ－ＰＣＲ分析和差异片段回收　以锚
定引物Ｈ－Ｔ１１Ａ作为反转录引物，将镉胁迫组和对
照组的小麦叶片用南京诺唯赞生物科技股份有限

公司的试剂盒提取总ＲＮＡ，参照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ＴａＫａＲａ）使用说明书合成第 １链
ｃＤＮＡ，以第１链ｃＤＮＡ为模板，用 Ｈ－Ｔ１１Ａ锚定引
物与８个随机引物（ＳＰ１～ＳＰ８，序列见表１）组合的
８对引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增。通过电泳检测挑选
差异性条带后，经ＤＮＡ纯化回收试剂盒回收后送至
金斯瑞生物科技股份有限公司测序。

表１　用于小麦ＤＤＲＴ－ＰＣＲ的引物序列

引物编号 引物序列（５′→３′）

Ｈ－Ｔ１１Ａ ＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡ

ＳＰ１ ＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧ

ＳＰ２ ＧＴＴＴＴＣＧＣＡＧ

ＳＰ３ ＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧ

ＳＰ４ ＴＣＧＡＴＡＣＡＧＧ

ＳＰ５ ＴＧＧＴＡＡＡＧＧＧ

ＳＰ６ ＧＡＴＣＡＡＴＣＧＣ

ＳＰ７ ＣＴＧＣＴＴＧＡＴＧ

ＳＰ８ ＧＡＴＣＴＡＡＣＣＧ

１．２．２　差异基因序列扩增与生物信息学分析　将
获得的测序结果在美国国立生物技术信息中心

（ＮＣＢＩ）数据库中进行比对，发现１个与差异基因序
列高 度 同 源 的 基 因 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号：
ＡＫ４５５８６５），对该序列进行分析后发现其含有１个
完整的开放阅读框（ＯＲＦ），编码谷丙氨酸转移酶蛋
白，因此将该基因命名为 ＴａＡｌａＡＴ。根据所获得的

基因序列设计特异性引物：ＴａＡｌａＡＴ－Ｆ，５′－ＡＣＡＣＣ
ＣＡＣＣＴＴＴＣＣＣＣＴＣ－３′；ＴａＡｌａＡＴ－Ｒ，５′－ＴＡＴＣＡＡＧ
ＣＡＴＡＧＣＡＡＣＣＡ－３′。以小麦叶片ｃＤＮＡ为模板进
行 ＰＣＲ扩增，用 ＮＣＢＩ网站的相关程序（ｈｔｔｐ：／／
ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）对获得的核苷酸、
蛋白质序列进行ＢＬＡＳＴ比对搜索；用ＭＥＧＡ６．０构
建进化树。

１．２．３　Ｃｄ胁迫下ＴａＡｌａＡＴ基因的表达分析　根据测
序所得序列设计特异性定量引物：ｑＲＴ－ＴａＡｌａＡＴ－Ｆ，
５′－ＧＡＧＡＧＧＧＡＣＧＧＧＡＴＴＴＴＧ－３′；ｑＲＴ－ＴａＡｌａＡＴ－
Ｒ，５′－ＧＣＴＴＣＡＣＴＣＡＧＧＣＡＴＴＧＧ－３′。以小麦的
Ａｃｔｉｎ基因作为内参基因（ＴａＡｃｔｉｎ－Ｆ：５′－ＣＴＴＧＴＡＴ
ＧＣＣＡＧＣＧＧＴＣＧＡＡＣＡ－３′；ＴａＡｃｔｉｎ－Ｒ：５′－ＣＴＣＡＴ
ＡＡＴＣＡＡＧＧＧＣＣＡＣＧＴＡ－３′）。ｑＲＴ－ＰＣＲ反应所用
仪器为Ｒｏｃｈｅ的ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０，ＰＣＲ反应所用酶为
ＴａＫａＲａ公司的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ。用 ２－ΔΔＣＴ

法［２８］分析试验数据。同一处理所用的样品数为３
个，每次对同一样品进行３次重复试验。

２　结果与分析

２．１　小麦差异片段的分离与回收
采用１个锚定引物和８个随机引物，共８对引

物进行ＤＤＲＴ－ＰＣＲ反应。电泳结果表明，与对照
相比，经Ｃｄ处理后获得１个表达量增强的条带（图
１），推测该ＰＣＲ产物可能响应了小麦的 Ｃｄ胁迫处
理，因此将该条带进行切胶回收纯化。

２．２　ＴａＡｌａＡＴ基因全长的获得及序列分析
差异表达片段测序结果表明，该片段大小为

２７４ｂｐ，在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 ＢＬＡＳＴｘ对比发
现，该片段与ＡｌａＡＴ基因的相似性很高，根据筛选获
得基因序列设计特异性引物，以小麦叶片 ｃＤＮＡ为
模板，采用ＲＴ－ＰＣＲ技术扩展得到１个１５００ｂｐ左
右的条带（图 ２）。测序结果表明，该片段全长
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１６２８ｂｐ，包含１个长度为１４４０ｂｐ的完整ＯＲＦ，编
码４７９个氨基酸（图３）。蛋白质分析结果表明，该
蛋白质的相对分子量为 ５３．４１ｋｕ，理论等电点为
６９７，化学方程式为 Ｃ２３８６Ｈ３７４８Ｎ６４６Ｏ６９９Ｓ２３。不稳定
指数为４１．８４，属于不稳定蛋白；脂肪指数为８５．９１，
总平均疏水性（ＧＲＡＶＹ）为－０．２２０，为亲水性蛋白。
用在线工具ＳｉｇｎａｌＰ３．０、ＴＭＨＭＭ分析发现，该蛋白
的Ｎ端不含信号序列，有跨膜结构域（位置为１０９～
１３１ｂｐ）。用在线工具ＳＯＰＭＡ对其进行二级结构预
测发现，该蛋白的二级结构由 ３６．１２％ α－螺旋
（ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ）、３１．３２％无规则卷曲（ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ）、
２１．５０％延伸链（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ）和１１．０６％ β－转
角（ｂｅｔａｔｕｒｎ）组成（图４）。对小麦 ＴａＡｌａＡＴ基因保
守域的预测结果显示，第８３～４６４位含有１个典型
的ＡＡＴ－ｌｉｋｅ保守结构域（图５－Ａ），表明 ＴａＡｌａＡＴ
属于天冬氨酸转氨酶家族。

此外，多重序列比对结果表明，小麦ＴａＡｌａＡＴ与
拟南芥（ＮＰ＿１７３１７３）、油菜（ＸＰ＿０１３６４１５６０）、烟草

（ＸＰ＿０１６４６６１８２）、水 稻 （ＡＡＯ８４０４０）和 玉 米
（ＡＡＣ６２４５６）的一致性为 ７０．２３％（图 ５－Ｂ）。用
ＭＥＧＡ６．０构建进化树的结果显示，ＴａＡｌａＡＴ与水稻
ＯｓＡｌａＡＴ的亲缘关系最近（图６）。

２．３　ＴａＡｌａＡＴ基因表达模式分析
为了进一步研究 ＴａＡｌａＡＴ基因的时空表达模

式、同组织部位的表达模式，采用ｑＲＴ－ＰＣＲ方法分
析ＴａＡｌａＡＴ基因在小麦根、茎、叶、雄蕊和雌蕊中的
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表达模式。由图７可以看出，该基因在小麦不同组
织中都有一定程度的表达，但表达量不同，表达量由

高到低排序为叶＞茎＞根＞雄蕊＞雌蕊。在镉胁迫
下对ＴａＡｌａＡＴ基因进行分析发现，随着胁迫时间的延
长，ＴａＡｌａＡＴ基因的表达量呈现先增高后降低的趋
势，在处理４ｈ时基因的表达量最高，随后逐渐降低，
在处理１２ｈ时恢复至对照水平（图８）。由此推测，
ＴａＡｌａＡＴ基因在小麦响应镉胁迫中起着一定作用。

３　结论与讨论

丙氨酸转氨酶是一种以磷酸吡哆醛为辅酶的

转氨酶，其催化的可逆反应中可用的底物包括在碳

代谢中起关键作用的戊二酸、丙酮酸以及参与氮同

化和信号转导的谷氨酸，丙氨酸转氨酶在碳氮代谢

过程中起着关键作用，能够帮助植物抵御外界胁

迫［２６］。本研究采用 ＤＤＲＴ－ＰＣＲ技术和 ＲＴ－ＰＣＲ
技术成功获得了小麦 ＴａＡｌａＡＴ基因，对由该基因推
导的蛋白保守结构域进行分析发现，该蛋白属于天

冬氨酸转氨酶超家族。多重序列比对结果表明，

ＴａＡｌａＡＴ基因编码的氨基酸序列与其他植物 ＡｌａＡＴ
蛋白质的氨基酸序列具有很高的相似度，包含磷酸

吡哆醛倚赖转移酶Ⅰ、Ⅱ和氨基酸转移酶Ⅰ、Ⅱ等
结构及Ｃ－末端过氧化物酶体靶标信号位点 ＰＴＳ。
组织表达模式分析发现，小麦 ＴａＡｌａＡＴ基因的表达
具有组织特异性，在小麦叶片中的表达量最高，其

次是在小麦茎、根中，在雌蕊、雄蕊中的表达量最

低。ｑＲＴ－ＰＣＲ结果表明，ＴａＡｌａＡＴ基因表达量在镉
胁迫后呈现先增加后降低的趋势，说明 ＴａＡｌａＡＴ基
因能够响应镉胁迫处理，推测其能够参与植物镉胁

迫过程。非生物胁迫会导致植物在氮化物合成过

程中积累过多的氨，而氨含量的过多积累会造成细

胞膜损伤，进而影响到植物的生长发育［２７］。研究发

现，高温胁迫后，水稻叶片中游离氨基酸的含量会

增加，而游离氨基酸在一定条件下可以维持植物细

胞的正常水势，并在一定程度上降低细胞的毒性效

应［２９］。另外，茶叶 ＣｓＡｌａＡＴ基因能够响应高温胁
迫［２７］。在小黑杨中过表达 ＡｌａＡＴ基因能够提高转
基因株系谷丙转氨酶酶活性，１ｍｍｏｌ／Ｌ硝态氮能够
促进转基因植株根、叶片中 ＡｌａＡＴ基因的表达。同
时，与氮代谢相关的 ＡｓｐＡＴ、ＮＲ、ＮＡＤＰＨ－ＧＯＧＡＴ、
ＮＩＲ和ＮＲＴ１．１等基因的表达量增加［３０］。在甘蔗中

过表达大麦ＨｖＡｌａＡＴ基因能够提高转基因植株在低
氮条件下的氮素利用率［３１］。在缺氧、低氮和弱光条

件下，小麦幼苗地上部分的丙氨酸及其同系物谷氨

酸的含量高于地下部分，表现出较高的耐性［３１］。因

此，研究氮素含量与植物耐逆性之间的关系对于研
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究植物抗逆性机制具有重要意义。

目前，对小麦氮代谢的研究主要集中在不同氮

代谢关键酶活性与氮吸收、积累等方面，对小麦谷

丙氨酸转移酶基因的研究还较少。因此，深入研究

小麦ＴａＡｌａＡＴ基因的分子作用机制，对于揭示其在
小麦碳氮代谢及抵御胁迫中的作用和机制有重要

的理论意义。
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