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摘 要:YABBY转录因子家族是一类植物特有的转录因子,在植物叶片生长和花器官建成方面发挥重

要作用,其N端具有C2C2型锌指结构域,C端有螺旋-环-螺旋YABBY结构域。本研究以春小麦品种新春9
号为材料,克隆到一个YABBY家族的TaDL1基因,其编码区全长603bp,编码201个氨基酸。经生物信息

分析,TaDL1蛋白分子量为22765.21Da,等电点为8.85,为不稳定亲水性蛋白。通过系统进化树和保守结

构域分析,该基因属于YABBY家族的CRC亚家族成员,与水稻OsDL基因亲缘关系较近。经转化烟草进行

瞬时表达分析,TaDL1蛋白定位在细胞核上。实时荧光定量分析发现,TaDL1基因在小麦幼穗和叶片中特异

性表达,其中在叶片中表达量最高,幼穗中次之。该基因对盐和热胁迫响应,其中对盐胁迫响应最明显且在胁

迫后2~24h内有持续较高的表达量,推测该基因可能参与盐胁迫应答相关的信号途径。
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Bioinformatics,SubcellularLocalizationandExpression
AnalysisofWheatTranscriptionFactorTaDL1
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(CollegeofAgriculture,ShiheziUniversity/KeyLaboratoryofOasisEcologyAgricultureofXinjiangProductionand

ConstructionCorps,Shihezi,Xinjiang832000,China)

Abstract:TheYABBYtranscriptionfactorisatypeofplantspecifictranscriptionfactorthatplaysan
importantroleinleafgrowthandfloralorganogenesis.IthasaC2C2zincfingerdomainattheN-ter-
minusandaspiralringspiralYABBYdomainattheC-terminus.Thisstudyusedaspringwheatvari-
etyXinchun9asthematerialandclonedaTaDL1genefromtheYABBYfamily,withatotalcoding
regionof603bp,encoding201aminoacids.Accordingtobioinformaticsanalysis,themolecular
weightofTaDL1proteinwas22765.21Da,withanisoelectricpointof8.85,indicatinganunstable
hydrophilicprotein.Throughphylogenetictreeandconserveddomainanalysis,itwasfoundthatthis
genebelongedtotheCRCsubfamilyoftheYABBYfamilyandwascloselyrelatedtothericeOsDL
gene.Throughtransientexpressionanalysisoftobacco,TaDL1proteinwaslocalizedinthenucleus.
RealtimefluorescencequantitativeanalysisfoundthatTaDL1 wasspecificallyexpressedinwheat
youngearsandleaves,withthehighestexpressionlevelinleavesandsecondinyoungears.TaDL1
respondedtosaltandheatstresses,withthemostsignificantresponsetosaltstressandsustained
highexpressionlevelswithin2-24hafterstress.Itisspeculatedthatthisgenemaybeinvolvedin
signalingpathwaysrelatedtosaltstressresponse.
Keywords:Wheat;TaDL1gene;Bioinformatics;Subcellularlocalization;Expressionanalysis



  YABBY转录因子家族基因广泛存在于植物

中且为植物所特有,主要调控植物的胚胎发育、侧
生器官分化、背腹极性建立等,对提高抗逆性也有

重要影响[1-3]。YABBY转录因子家族包含两个保

守的结构域即锌指结构域(C2C2)和C端的YAB-
BY结构域[4-5],包括CRABSCLAW(CRC)、FILA-
MENTOUSFLOWER(FIL)/YABBY3(YAB3)、

INNERNO OUTER(INO)、YABBY2(YAB2)
和 YABBY5(YAB5)等5个蛋白亚家族[6-7]。在

禾本科作物中,YABBY转录因子家族成员基于

蛋白水平的功能研究主要集中在水稻中[8-10],而
小麦的YABBY转录因子成员研究多数在转录水

平,缺乏对其蛋白功能的探讨[5]。小麦中TaY-
AB2和TaYAB1 基 因 的 功 能 研 究 较 为 深 入。

TaYAB2在拟南芥中异源表达会改变叶片极性发

育[11];小麦TaYAB1在拟南芥中异源表达会引起

侧生器官的远轴面的特征,并抑制拟南芥顶端分

生组 织 的 发 育[12]。此 外,Zhang 等[13]对 小 麦

YABBY成员启动子作用元件进行分析,发现存

在多种激素和胁迫相关的调控元件,可能参与多

种胁迫和激素应答相关的调控机制,其基因本身

也响应多种非生物胁迫;Buttar等在小麦中共鉴

定出21个YABBY家族成员,不同成员响应的胁

迫类型不同,在小麦的各组织中表达量也存在差

异[14];在二粒小麦中也鉴定出12个 YABBY家

族基因,同样在不同组织中表达量存在差异[15]。
这些研究表明小麦中的YABBY家族成员在植物

生长发育和环境胁迫响应中发挥着重要作用。

YABBY转录因子家族成员中的CRC转录

因子亚家族成员大多数基因在植物心皮和蜜腺形

成中有突出的作用。CRC基因最初在拟南芥中

被鉴定出来,其在拟南芥花雄蕊基部蜜腺的发育

中是必需基因[16];CRC被确定为对心皮特征和蜜

腺发育至关重要的转录因子,CRC基因在心皮原

基的远轴区域和蜜腺中表达[17]。与拟南芥相同,
小麦中CRC基因被证明在心皮中特异性表达[18],
玉米的CRC基因ZmYABBY1和ZmYABBY11调

节雄性小花的发育[19],DL(DROOPINGLEAF)
基因在水稻突变体中被发现与拟南芥中的CRC
基因直系同源[20-21]。前人研究均表明,CRC基因

与植物生殖发育相关,主要在心皮中特异性表达,
而DL 基 因 在 植 物 叶 片 和 心 皮 中 都 发 挥 其 功

能[22]。有学者认为,OsDL1基因不仅可以调节水

稻花的心皮规格,还可以调节叶片的中脉形成;dl

位点功能丧失突变会导致心皮转化为雄蕊、叶片

缺乏中脉,引起叶片表型下垂[22-23]。水稻DL 基

因的过表达条件下植株叶片向内卷曲,植株无法

发育到成熟会提前死亡[24]。同样,在玉米中Zm-
DL1和ZmDL2基因与叶片长度、宽度及叶片夹角

有关[25]。
根据课题组前期小麦蛋白组和转录数据研究

结果推测,TaDL1基因可能参与小麦的叶片和花

序发育及对非 生 物 胁 迫 的 响 应。本 研 究 通 过

PCR克隆得到小麦TaDL1基因全长和 CDS序

列,并通过生物信息学分析了解其蛋白结构特征

和理化性质,探讨进化关系,预测其生物学功能,
为深入解析TaDL1基因生物学功能奠定遗传基

础;通过qPCR分析不同组织和胁迫下的表达模

式及其可能参与的信号途径,为分析TaDL1基因

生物学功能和深入了响应非生物胁迫分子调控网

络提供参考,为小麦遗传育种提供候选基因。

1 材料与方法

1.1 材料

供试小麦品种新春9号、本氏烟草(Nicoti-
anabenthamiana)、Maker-RFP和GV3101农杆

菌均由本实验室保存。

DNA 提 取 试 剂 盒 (EasyPure○R Universal
PlantGenomicDNA Kit)、RNA 提 取 试 剂 盒

(TransZolUPPlusRNAKit)、RNA反转录试剂

盒(TransScript○R One-StepgDNARemovaland
cDNASynthesisSuperMix)、高保真酶(TransSt-
art○RFastPfuFlyDNAPolymerase)、大肠埃希菌

感受态细胞(Trans-T1)、qPCR试剂盒(Perfect-
StartGreenQpcrSuperMix)均购于北京全式金

生物技术股份有限公司。2×Taqmaxplus、胶回

收试剂盒(FastPureGelDNAExtraction Mini
Kit)购于南京诺唯赞生物科技股份有限公司。质

粒小提试剂盒(TINprepMiniPlasmindKit)购于

天根生化科技(北京)有限公司。pROKⅡ-EGFP
载体(购于淼灵质粒平台)、引物由新疆乌鲁木齐

有康生物有限公司完成。

1.2 方法

1.2.1 材料处理

选取春小麦品种新春9号均匀饱满的种子经

75%乙醇消毒处理后,种植于25℃、16h光照的人

工气候室,一部分进行土培(营养土和蛭石3∶1),
一部分置于恒温培养箱中进行水培(将幼苗放置
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于培养皿发芽2d,幼苗根部置于无菌水中)。土

培小麦长至孕穗期,选取长势一致且较好的植株,
分别取根、茎、叶和幼穗,经液氮冷激后放入-80
℃超低温冰箱备用。水培7d时选取长势一致的

幼苗分为三组,第一组幼苗根部分别置于200mM
的NaCl盐溶液和20%PEG-6000溶液中浸泡2.5
h;第二组将小麦幼苗进行45℃高温处理2h;第
三组小麦幼苗根部置于200mmol·L-1NaCl盐

溶液中分别浸泡1、2、6、18和24h。以上处理均

随机选取5株,迅速经液氮冷激后放入-80℃超

低温冰箱备用。
将烟草种子在水中浸泡12h,68℃水浴10

min后均匀撒播在带有滤纸的培养皿中,室温放

置2d待其发芽后移栽至土中(营养土和蛭石3∶
1),放入25℃12h光照培养箱中进行生长,待其

长至6叶期备用。

1.2.2 基因全长及CDS全长序列克隆

将保存的材料,经液氮冷冻充分研磨后。利

用DNA提取试剂盒提取未处理小麦叶片的基因

组DNA;利用RNA提取试剂盒提取未处理小麦的

RNA,并利用反转录试剂盒得到小麦的cDNA,放
入-80℃冰箱备用。根据IWGS(https://wheat-
urgi.versailles.inra.fr/Projects/IWGSC)数据库

提供的TaDL1基因(TraesCS4A02G058800)的基

因序列,利用PrimerPremier5.0设计特异性引

物(表1)。以小麦基因组DNA和cDNA为模板,
利用高保真酶按照说明书进行PCR扩增得到小

麦TaDL1基因全长及CDS序列。

1.2.3 生物信息学分析

利用SMART(http://smart.embl.de)在线

工具 和 NCBICDD 工 具(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)对该基

因结构及蛋白保守结构域进行分析。利用 Net-
Phos3.1Server(https://services.healthtech.
dtu.dk/services/NetPhos-3.1/)进行蛋白磷酸化

位点 预 测。用 NCBI、EnsembalPlants(http://

plants.ensembl.org)下载拟南芥YABBY家族蛋

白家 族 序 列 和 禾 本 科 作 物 DL 蛋 白 序 列,用

MEGA 最 大 似 然 法 构 建 进 化 树。利 用 DNA-
MAN进行多重序列比对。用SOPMA(https://

npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?

page=npsa_sopma.html)在线网站对TaDL1蛋

白二级结构进行分析。利用ProtParam 在线网

站(https://web.expasy.org/protparam)分 析

TaDL1蛋白理化性质。利用 TMHMMServerv.
2.0(https://services.healthtech.dtu.dk/services/

TMHMM-2.0/)和signalp4.0(https://services.
healthtech.dtu.dk/services/SignalP-4.1/)在 线 网

站分析TaDL1转录因子是否存在跨膜区和信号

肽。蛋白三级结构域建模利用SWISS-MODEL
在线网站(https://swissmodel.expasy.org/in-
teractive)完成。亚细胞定位预测利用(http://

www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/)完

成。蛋白磷酸化位点预测利用NetPhos3.1Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)完
成;作图由GraphPadPrism完成,相关性分析利

用SPSS完成。

1.2.4 实时荧光定量PCR
根据小麦TaDL1基因CDS序列设计特异性

引物(表1),利用RNA提取试剂盒提取小麦未处

理的根、茎、叶、幼穗、种子和四种处理后三组小麦

幼苗的RNA,以小麦Tubulin基因为内参,按照

qRT-RCR试剂盒说明书 ,每组三个重复进行小

麦各组织和胁迫后小麦幼苗相对表达量测定。相

关性分析利用SPSS完成作,图利用 GraphPad
Prism9.0完成。

1.2.5 亚细胞定位

根据pROKⅡ-GFP质粒、TaDL1基因CDS
序列(去除终止密码子)利用PrimerPremier5.0
设计特异性引物,并添加同源臂。用高保真酶进

行PCR扩增,用 XbaⅠ和BamHⅠ两种限制性

核酸内切酶,将pROKⅡ-GFP进行双酶切线性

化。产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后,用DNA
胶回收试剂盒进行回收。回收产物用无缝克隆试

剂盒按照说明书将线性化的pROKⅡ质粒和

PCR产物进行连接,得到融合载体。融合载体转

入大肠埃希菌感受态细胞 Thrans-T1,在LB固

体培养基上进行抗性筛选培养,挑取单菌落进行

菌落PCR检测,检测成功的菌落于LB液体培养

基中进行培养,吸取菌液送样进行菌液测序。引

物合成、测序由乌鲁木齐有康生物科技有限公司

完成。
利用质粒小提试剂盒提取阳性大肠杆菌质粒,

转入提前制备好的GV3301农杆菌感受态后,在

YEB固体培养基进行抗性筛选。挑取单克隆菌落

在YEB液体培养基扩大培养至OD值0.8~1.0。

4000r·s-1 离心20min后收集菌体,重悬液重
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表1 本研究所用到的引物

Table1 Primersusedinthisstudy
引物名称
Primername

引物序列5'—3'
PrimerSequence5'—3'

用途
Usage

TaDLDNA-F TCTTCTACCTCCCACCCTC

TaDLDNA-R CAGCAACAGCAGCAACG
TaDL1基因全长克隆

Full-lengthcloningofTADL1gene

TaDL1-F AGAACACGGGGGACTATGCAGAGCATGGATTT

TaDL1-R CATGGTACCCTCGAGGGCGCTGCGCTCCAT

pROKII-GFP-TaDL重组载体,TaDL1序列克隆
pROKII-GFP-TADLrecombinantvector,andTaDL1
sequencecloning

TaDLq-F GACACGGTGACTGTGAAATGC

TaDLq-R AGCGGCTGGTTCCTCCT
相对表达量测定

Measuringrelativeexpressionlevel

Tubulin-F CATGCTATCCCTCGTCTCGACCT

Tubulin-R CGCACTTCATGATGGAGTTGTAT
内参基因

Referencegene

悬至OD值0.6~0.8。maker-RFP为甘油菌划

线挑单菌落后,扩大培养至 OD值0.8~1.0,重
悬至OD值0.6~0.8。试验组两种重悬液体等

比混合;对照组pROKⅡ空载体农杆菌重悬液与

maker-RFR农杆菌重悬液等比混合。静置3h
后分别注射6叶期的本氏烟草第4和第5片叶。
暗培养1d,弱光(200Lx)培养1d后,取注射叶

片在激光共聚焦显微镜镜检观察荧光信号。

2 结果分析

2.1 TaDL1基因全长及CDS全长克隆

对提取的小麦DNA利用高保真酶,经PCR
扩增克隆到一条符合预期大小的DNA条带(图

1),以反转录得到的cDNA为模板,利用PCR扩

增出TaDL1基因(TraesCS4A02G058800)CDS全

长,得到一条符合预期大小的DNA条带(图2),
经胶回收后,送至新疆乌鲁木齐有康生物有限公

司测序。通过比对,测序结果与IWGS数据库提

供的CDS序列完全一致,CDS全长603bp,编码

200个氨基酸序列。基因全长也与IWGS提供的

序列完全相符,大小为1084bp。

  M:Marker.

图1 TaDL1基因全长克隆

Fig.1 FulllengthcloningofTaDL1gene

  M:Marker.

图2 TaDL1基因CDS全长克隆

Fig.2 FulllengthcloningofTaDL1geneCDS

2.2 TaDL1蛋白理化性质及二级结构预测

利用ProtParam网站分析显示,TaDL1蛋白

由200个氨基酸构成,与克隆得到的结果吻合,分
子量为22304.67Da,理论等电点为8.98,分子

式为C967H1537N287O284S18,共包含3098个原子;
不稳定系数为56.95,大于40,为不稳定蛋白。脂

溶指数为60.45,亲水平均值为-0.532,说明

TaDL1蛋白为亲水蛋白。
通过Sopma二级结构预测,TaDL1蛋白中

含有49个氨基酸构成的α螺旋、11个氨基酸构

成的β折叠、111个氨基酸构成的无规则卷曲和

29个氨基酸构成的延伸链,占比分别为24.5%、

5.5%、55%和14.5%(图3A)。α螺旋在蛋白中

形成的氢键对于蛋白的稳定性至关重要。TaDL1
蛋白α螺旋占比较少,其稳定性较差,与Prot-
Param网站 预 测 结 果 一 致。经 ProtScale预 测,

TaDL1蛋白氨基酸中亲水氨基酸残基数量较多,
其中第110个氨基酸Score值最低(-2.478),第
27个氨基酸Score值最高(2.000)(图3C),与Prot-
Param分析结果一致,说明TaDL1蛋白为水溶性

蛋白。利用SWISS-MODEL对TaDL1蛋白三级结

构建模,发现其α螺旋占比较少,更多的是无规则

卷曲,与Sopma预测一致(图3B)。综 合 来 看,

TaDL1蛋白属于水溶性不稳定蛋白。
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  A:TaDL1蛋白二级结构分析;蓝色:α螺旋;绿色:β折叠;黄色:无规则卷曲;红色:延伸链。B:TaDL1蛋白三级结构图。C:

TaDL1蛋白疏水预测,横轴表示氨基酸在蛋白中的位置,纵轴正值表示疏水性负值表示亲水性。

A:SecondarystructureanalysisofTaDL1protein;Blue:α-helix;Green:β-fold;Yellow:Randomcoil;Red:Extendedstrand.B:

TertiarystructureofTaDL1protein.C:HydrophobicpredictionofTaDL1protein;thehorizontalaxisrepresentsthepositionofamino

acidsintheprotein,andthepositivevalueoftheverticalaxisindicateshydrophobicity,andanegativevalueindicateshydrophilicity.

图3 TaDL1蛋白结构预测

Fig.3 StructurepredictionTaDL1protein

2.3 TaDL1蛋白跨膜结构域、信号肽及磷酸化

位点预测

利用TMHMMServerv.2.0预测结果表明,

TaDL1蛋白无跨膜区域,说明 TaDL1蛋白不是

细胞膜蛋白(图4A)。经SingnalP预测,TaDL1
蛋白没有信号肽,为胞内蛋白,不向细胞膜外进行

运输(图4B)。亚细胞定位结果显示,该蛋白在细

胞核中的可靠性最高。综上推测该蛋白属于非分

泌蛋白且定位在细胞核中。
利用NetPhos对TaDL1蛋白磷酸化位点预

测结果(图4C)表明,TaDL1蛋白可能存在21个

磷酸化位点,包括13个丝氨酸和8个苏氨酸。其

中8、63、98和116号氨基酸值均远远超临界值

(0.5)且都在0.96以上,为最可能发生磷酸化的

位点,这也说明TaDL1蛋白有可能通过蛋白磷酸

化行使某些生物学功能。

2.4 TaDL1蛋白系统进化树及基序分析

为进一步了解 TaDL1蛋白进化关系,使用

MEGA对多种植物中的DL蛋白序列进行了进

化树分析,结果(图5)表明,所有的DL蛋白均属

于CRC亚家族,具有YABBY家族典型的保守结

构域(图6)。TaDL1基因与二粒小麦进化关系最

近,其蛋白序列相似度为100%(图7);与同属禾

本科作物水稻中的DL 基因序列相似度在95%
以上(图7),表明小麦TaDL1基因可能与水稻中

的OsDL 基因具有相似的生物学功能。
为了更好地描述 DL蛋白的保守性,利用

NCBI的 CDD工具和 MEME分析,经 TBtools
可视化(图6),对多个植物的DL蛋白的基序分析

结果表明,所有的DL蛋白都具有一个 HGM-box
和调节植物极性建立和侧生器官形成有关的保守

基序。具有HMG-box的蛋白可以作为转录因子

与其他基因序列的结合发挥生物学功能,且DL
蛋白都具有YABBY家族典型的保守结构域。这

些结果表明,TaDL1蛋白与其他基因的某些元件

相结合,共同调节植物侧生器官的形成。DL蛋

白与其他禾本科作物序列相似且结构域一致性非

常高,说明DL 基因在进化上的保守性。此外,在
24个植物DL蛋白中还包含一个HGM20保守基

序。根据报道,HMG20在细胞内可以与一种蛋

白去甲基酶复合物LSD1-CoREST结合,在组织

分化和发育方面发挥重要作用[26-27]。
2.5 TaDL1蛋白亚细胞定位

为进一步明确TaDL1蛋白在细胞中的具体

位置,构建了pROKⅡ-TaDL1-EGFP融合载体

(图8)。利用农杆菌介导的方法将实验组pROKⅡ-
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  A:TaDL1蛋白跨膜结构域预测;B:TaDL1蛋白信号肽预测;C:TaDL1蛋白磷酸化位点预测。
A:PredictionofTaDL1proteintransmembranedomain;B:PredictionofTaDL1proteinsignalpeptide;C:PredictionofTaDL1

proteinphosphorylationsite.
图4 TaDL1蛋白结构域、信号肽和磷酸化位点预测

Fig.4 TaDL1proteindomain,signalpeptide,andphosphorylationsiteprediction

  该图利用最大似然法(ML)构成,外圈颜色代表不同的YABBY家族成员,植物名称均用拉丁文标出。
Thefigurewasconstructedusingthemaximumlikelihood(ML)method.ThecoloursintheoutercirclesrepresentdifferentYABBY

familymembers.TheplantnamesareallinLatin.
图5 多种植物DL蛋白及拟南芥YABBY家族成员系统进化树

Fig.5 EvolutionarytreeofDLproteinsinvariousplantsandmembersoftheYABBYfamilyinArabidopsisthaliana

·503·第3期 沈益庭等:小麦转录因子TaDL1生物信息学、亚细胞定位与表达分析



图6 多种植物DL蛋白及拟南芥YABBY家族成员基序及保守结构域

Fig.6 ConservedmotifsandstructuraldomainsofDLproteinsinvariousplantsand
YABBYfamilymembersinArabidopsisthaliana

图7 DL蛋白序列比对

Fig.7 AlignmentofDLproteinsequences

TaDL1-EGFP表达载体、细胞核 maker-RFP及

对照组pROKⅡ-EGFP空载体转入烟草叶片,经
激光共聚焦显微镜镜检,明场可见清晰的烟草细

胞轮廓。通过对荧光信号分布情况观察,绿色荧

光蛋白在对照组(pROKⅡ-EGFP)烟草叶片细胞

中广泛分布,包括细胞膜、细胞质和细胞核,且与

RFP红色信号在细胞核部位有重叠,表明载体在

烟草叶片中成功表达(图9);实验组(pROKⅡ-
TaDL1-EGPF)的烟草叶片中,EGFP绿色荧光信

号与细胞核 maker-RFP红色荧光信号有6处明

显的重叠,且只分布在细胞核中,其他部位未观察

到荧光信号(图9),说明TaDL蛋白定位在细胞

核中。生物信息学预测此蛋白属于非分泌蛋白,

与其定位结果相符。CELLO预测 TaDL1蛋白

定位在细胞核中的可靠性为82.4%,wolfpsort
也预测TaDL1蛋白定位在细胞核中,与实验结果

相吻 合。以 上 结 果 揭 示 了 TaDL1 蛋 白 作 为

YABBY家族转录因子的一员在细胞核中行使着

生物学功能。

·603· 麦 类 作 物 学 报                  第45卷



图8 pROKⅡ-TaDL1-EGFP融合载体图谱

Fig.8 MapofpROKII-TaDL1-EGFPfusioncarrier

  pROKⅡ-EGFP为空载体。pROKⅡ-TaDL1-EGFP为TaDL1蛋白定位结果。绿色为EGFP。红色为细胞核maker-RFP。

pROKII-EGFPisanemptyvector.pROKII-TaDL1-EGFPistheTaDL1proteinlocalizationresult.GreenisEGFP.Redisthenu-

clearmakerRFP.

图9 TaDL1蛋白亚细胞定位

Fig.9 SubcellularlocalizationofTaDL1protein

2.6 TaDL1基因表达分析

为进一步了解TaDL1基因的功能,以未处理

的小麦根、茎、叶、幼穗和种子的cDNA为模板,
利用实时荧光定量PCR分析了TaDL1基因在小

麦不同组织中的表达模式。结果显示,TaDL1基

因在小麦不同组织中都有表达,其表达量存在明

显差异。叶片和幼穗中表达量显著高于其他组

织,其中叶片表达量最高,幼穗次之,种子中表达

量最低,叶片和幼穗中的表达量约是种子中的8
倍(图10)。这一结果说明TaDL1基因在叶片和

幼穗中特异性表达,推测可能在叶片和幼穗中发

挥生物学功能。

2.7 TaDL1基因在非生物胁迫下的表达分析

为进一步研究TaDL1基因在非生物胁迫下

的表达模式,利用qRT-PCR技术对 NaCl溶液、

PEG-6000和热胁迫处理后7d的幼苗进行了基

因相对表达量分析。结果表明,在三种胁迫下,

TaDL1基因表达量出现明显差异。其中,NaCl
胁迫和热胁迫处理的表达量均显著高于对照,而

PEG-6000处理与对照差异不显著(图11A),说
明TaDL1基因对盐和热胁迫有明显的响应,而对

干旱胁迫不敏感。
为进一步明确TaDL1基因在盐胁迫下不同

时间段的表达模式,利用200mmol·L-1NaCl溶

  图柱上不同小写字母间表示不同组织间差异显著。

Differentlowercaselettersabovethecolumnsindicatesignifi-

cantdifferencesamongdifferenttissues.

图10 TaDL1基因在小麦不同组织中的相对表达量

Fig.10 Relativeexpressionlevelsof

TaDL1geneineachtissue.

液胁迫处理小麦幼苗,发现TaDL1基因在 NaCl
处理后2h的表达量不断升高,且在2~24h之

内表达量都与未 NaCl处理差异显著,其中在

NaCl处理后2h之内的表达量与未NaCl处理差

异最显著,是未 NaCl处理的6.5倍;2h后逐渐

降低,6~18h表达量相对恒定,是未 NaCl处理

的4倍左右;18h后表达量逐渐降低,到24h后
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表达量降低到未NaCl处理的3倍(图11B)。
总体来看TaDL1基因对热和盐胁迫有较明

显的响应,尤其对盐胁迫的响应更为显著且在2~

24h内持续较高的表达水平,表明TaDL1基因可能

在小麦非生物胁迫中尤其是盐胁迫中发挥着一定

的功能,可能参与盐胁迫应答相关的信号途径。

  A:不同胁迫处理下TaDL1基因的表达模式。*:P<0.05;***:P<0.001;ns:P>0.05。B:NaCl胁迫处理不同时间TaDL1基

因表达。图柱上不同小写字母表示不同处理时间差异显著。

A:TheexpressionpatternsoftheTaDL1geneunderdifferentstresstreatments.*:P<0.05;***:P<0.001;ns:P>0.05.B:

ThegeneexpressionlevelsofTaDL1afterNaClstresstreatmentatdifferenttimepoints.Differentlowercaselettersonthecolumnsindi-

catesignificantdifferencesamongdifferenttreatmenttime.

图11 不同胁迫处理下TaDL1基因相对表达量

Fig.11 RelativeexpressionleveloftheTaDL1geneunderdifferentstresstreatments

3 讨论

YABBY基因家族成员是与植物的侧生器官

发育相关,且为植物特有的转录因子[28],其成员

在植物生长发育特别是花和叶器官的发育、激素

响应、胁迫应答方面发挥重要作用[29]。通过生物

信息学分析,TaDL1转录因子具有YABBY家族

保守结构域和CRC亚家族结构域;通过进化树分

析,TaDL1基因属于 CRC亚家族成员。因此,

TaDL1基因属于YABBY家族和CRC亚家族。
通过PCR技术克隆得到TaDL1基因CDS,

其编码区全长603bp,编码201个氨基酸。理化

性质分析结果显示,TaDL1蛋白为亲水蛋白,且
无跨膜结域和信号肽,说明其属于胞内蛋白。因

此,TaDL1转录因子不向膜外转运,在细胞内发

挥自身功能。通过农杆菌介导法将pROKⅡ-
TaDL1-EGFP融合载体与细胞核 marke-RFP瞬

时转化到烟草叶片,观察发现,两者荧光信号有多

处重叠,说明TaDL1转录因子和小麦其他转录因

子一样定位在细胞核中,且与核中其他的基因序

列或调控区域进行结合调控其他基因的表达,进
而发挥自身功能,进一步证实TaDL1蛋白为胞内

蛋白且无跨膜结构域。此外,TaDL1蛋白存在多

个磷酸化位点,推测TaDL1转录因子可能通过磷

酸化来行使自身生物学功能。
已有研究表明,在水稻中DL 基因位于第3

号染色体短臂上[30]。它促进细胞沿着叶原基的

轴增殖,形成支撑植物叶片直立伸长的中脉[31-32]。
携带DL 的突变体植株无法形成完整的中脉,导
致叶片下垂,形成披垂叶的特征。DL 基因的严

重突变还可导致花部的异常,如心皮向雄蕊同源

转换[33]。蛋白序列比对发现,小麦的TaDL1基因

与水稻OsDL 基因的相似度在95%以上;其与其

他物种中的DL 基因同源性也较高,也从侧面说

明DL 功能的保守性。值得一提的是二粒小麦和

普通小麦的 TaDL1蛋白序列氨基酸相似度为

100%,也证明了其保守性。保守结构域和基序分

析也证明了这一点。有研究认为,禾本科作物的

DL 基因表达模式具有保守性[34],与前人研究结

论相符。经利用qPCR技术测定,小麦TaDL1在

叶片和幼穗中有较高的表达量,与水稻OsDL 基

因表达模式具有很高的相似性。关于花器官的发

育从最开始经典的ABC模型发展到ABCD、AB-
CDE、四聚体模型等[35-38]。DL 基因属于C类基

因,主要在雌蕊的发育发挥重要功能,缺失此基因

可能会导致雌蕊发育异常。综上推测,小麦TaDL1
基因由于在表达模式的保守性,可能和其他 DL
基因有相似的生物学功能,在小麦叶片发育中发
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挥重要功能。进化树分析表明,TaDL1基因属于

CRC亚家族,根据ABC经典模型,此基因属于C
类基因,推测在小麦花序发育尤其是雌蕊的发育

中发挥重要功能。在禾本科作物中关于 DL 基

因在花器官和叶片的调控机制的研究,主要以

水稻为研究对象。DL 基因在小麦花器官发育

调控发面有待进一步的探究,需要进一步完善

其调控机制。

YABBY家族成员参与胁迫多种生物胁迫,
在大豆中GmYABBY3、GmYABBY10 和GmY-
ABBY16 参 与 干 旱、盐 分 和 ABA 的 非 生 物 胁

迫[39]。在非生物胁迫处理下陆地棉中几乎一半

的YABBY家住基因都有不程度的下调[40]。通

过qPCR分析,TaDL1基因对非生物胁迫产生明

显的响应,TaDL1基因对盐胁迫响应最明显,且
在1~24h内表达量保持较高水平,对热胁迫处

理下表达量也有明显的提升。在YABBY家族中

许多基因参与信号应答。在番茄中,SlYABBY2b
转录因子直接与GH3.8启动子结合参与生长素

信号通路[41];拟南芥中AtCRC 参与脂肪酸代谢

调节[42];白菜中的YABBY 基因参与多种非生物

胁迫[43-44]等,推测TaDL1基因参与小麦对于盐胁

迫和热胁迫的抗性调节。此外,TaDL1作为转录

因子可能会和特定的盐胁迫和热胁迫相关基因的

启动子调控元件结合,调控相关基因的表达,可能

参与盐胁迫和热胁迫相关的应答途径,在小麦抗

盐和抗热方面发挥重要功能。但关于其具体的胁

迫应答模式及互作基因还需要进一步的研究。
本研究利用PCR技术在小麦新春9号中克

隆得到TaDL1基因,分析 TaDL1蛋白的序列特

征,构建了进化树及多种植物种的DL结构域分

析,证明了其在进化和功能上的保守性。该基因

的亚细胞定位和不同组织及胁迫后的表达模式探

讨,为后续探索其在花和叶器官的调控模式及胁

迫应答等研究奠定了理论基础。
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