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摘 要:N6-甲基腺苷(m6A)作为真核生物RNA中最丰富的表观转录修饰类型,通过动态的“写入-擦

除-阅读”机制调控植物生长发育及逆境响应。ECT家族蛋白作为m6A阅读结合蛋白,通过识别m6A修饰位

点参与RNA代谢调控。为明晰小麦TaECT3作为 m6A结合蛋白响应逆境胁迫的机理,从小麦材料Fielder
中克隆到TaECT3基因CDS全长,对其进行生物信息学分析。结果表明,TaECT3基因的编码区(CDS)长度

为1854bp,编码617个氨基酸,其编码蛋白含有一个ECT家族蛋白典型的YTH保守结构域。TaECT3蛋

白分子量为66.93kDa,等电点为6.48,是亲水性稳定蛋白。其二级结构以无规则卷曲(79.74%)和α-螺旋

(13.45%)为主,三级 结 构 模 拟 显 示 该 蛋 白 具 有 m6A结 合 口 袋。经 系 统 进 化 分 析,小 麦 TaECT3与 大 麦

HvECT3、高粱SbECT3和短柄草BdDF3A之间有较近的亲缘关系,暗示它们之间可能功能保守。EMSA试

验显示TaECT3重组蛋白特异性结合 m6A修饰RNA;亚细胞定位其可能位于细胞膜;qRT-PCR分析表明,

高温(37℃,6h)和PEG8000模拟干旱(15%,6h)处理后,小麦Fielder中TaECT3的表达显著上调和下调。
以上结果说明小麦TaECT3作为 m6A结合蛋白可能参与高温与干旱胁迫响应。
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CloningandFunctionalAnalysisofTaECT3Gene
Encodingm6A-BindingProteininWheat
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Abstract:N6-methyladenosine(m6A),themostabundantepitranscriptomicmodificationineukaryotic
RNA,regulatesplantgrowth,development,andstressresponsesthroughadynamic“writer-eraser-
reader”regulatorymechanism.Amongtheseregulators,ECTfamilyproteinsactasm6Areaderby
recognizingm6A-modifiedsitestoparticipateinRNAmetabolismregulation.Toinvestigatewhether
TaECT3actsasanm6Areaderproteininstressresponses,thisstudyclonedthecodingsequence
(CDS)ofTaECT3genefromawheatcultivarFielderandconductedcomprehensivebioinformaticsan-
alyses.ResultsrevealedthattheCDSofTaECT3spans1854bp,encodinga617-aminoacidprotein
containingthecharacteristicYTHdomainconservedinECTfamilymembers.TheTaECT3protein
exhibitsamolecularweightof66.93kDaandapredictedisoelectricpointof6.48,demonstratingin-
trinsichydrophilicityandthermodynamicstability.Secondarystructurepredictionrevealedapredomi-
nanceofrandomcoils(79.74%)andα-helices(13.45%),whiletertiarystructuremodelingconfirmed
thepresenceofatypicalm6A-bindingpocket.PhylogeneticanalysisrevealedthatTaECT3exhibits
closeevolutionaryrelationshiptotheECTproteinsofHvECT3,SbECT3,andBdDF3Afrombarley,

sorghum,andbrachypodium,respectively.Electrophoreticmobilityshiftassay(EMSA)confirmed



thatrecombinantTaECT3specificallybindsm6A-modifiedRNA.Subcellularlocalizationanalysis
suggesteditspotentialmembranelocalization.qRT-PCRrevealedsignificantregulationofTaECT3
expressioninwheatcultivarFielderunderhigh-temperature(37 ℃,6h)andPEG8000-simulated
drought(15%,6h)stressconditions,comparedtothecontrol.ThisstudydemonstratesTaECT3
functionsasanm6Areaderandparticipatesinresponsetoheatanddroughtstressesinwheat.
Keywords:Wheat;TaECT3;m6Areaderprotein;Genecloning;Subcellularlocalization;EMSA

  逆境胁迫是制约小麦(Triticumaestivum
L.)产量与品质提升的重要环境因素。随着全球

气候变化加剧,极端灾害的频发对小麦生产构成

严峻挑战,威胁全球粮食安全[1]。作为中国最主

要的粮食作物之一,小麦产量约占全国粮食总产

量的20%[2]。传统育种技术虽在抗逆品种选育

中取得巨大成效,但其效率受限于对小麦逆境响

应分子网络及关键调控因子的认知不足[3]。因

此,揭示小麦抗逆的分子机制并挖掘核心调控元

件,对实现精准分子设计育种和保障粮食安全具

有重要意义。
近年来,表观转录组学(epitranscriptomics)

的快速发展为解析植物逆境调控机制提供了新视

角[4]。其中,N6-甲基腺苷(m6A)作为真核生物

mRNA中含量最丰富的化学修饰,通过动态可逆

的“写入-擦除-阅读”机制调控 RNA 代谢(如剪

接、稳定性及降解),进而影响植物的生长发育和

逆境响应[5-6]。m6A修饰的生物学功能依赖于甲

基转移酶(writer)、去甲基化酶(eraser)和甲基化

结合 蛋 白 (reader),而 含 YT521-B Homology
(YTH)结构域的蛋白家族是已知最主要的 m6A
结合蛋白,该结构域在真核生物中广泛存在,主要

功能是识别并结合 m6A这一常见RNA表观遗

传修饰,从而调控 RNA的代谢过程[7]。在植物

中,YTH家族成员(如拟南芥中的ECT2/3/4和

水稻CPSF30L)可通过其保守的YTH结构域识

别m6A修饰位点,进而调控胁迫相关基因(如

DREB2A、RD29B)的表达水平,显著增强植物对

干旱、高盐等逆境的耐受性[8-11]。例如,拟南芥

ECT8通过结合m6A修饰的 mRNA,招募DCP5
介导靶标RNA的降解,从而维持盐胁迫下的细

胞稳态[12]。这些研究表明,m6A修饰可能通过精

准调控胁迫信号通路关键节点的RNA代谢,成
为植物抗逆性的“分子开关”[13]。

尽管m6A调控网络在模式植物中的功能逐

渐清晰,但其在小麦这一复杂六倍体作物中的研

究仍处于起步阶段。小麦基因组庞大且存在多倍

体冗余性[14],其 m6A修饰的动态调控机制及靶

向基 因 的 分 子 路 径 尚 未 明 确[15-17]。解 析 小 麦

m6A结合蛋白的功能及其调控网络,不仅可加快

作物表观转录学研究进展,还可为基因编辑技术

靶向优化m6A调控元件、培育抗逆新品种提供理

论依据[18]。
近年来,西北农林科技大学生物信息学与系

统生物学实验室在开发 m6A预测工具以及探究

植物中 的 m6A 修 饰 功 能 方 面 取 得 了 重 要 进

展[19-22]。本研究以小麦为试验材料,对小麦ECT
家族中的TaECT3基因进行胁迫表达分析,对该

基因编码的蛋白质进行生物信息学解析及亚细胞

定位,纯化TaECT3蛋白并进行EMSA试验,进
一步验证 TaECT3蛋白的 m6A结合蛋白属性,
为深入了解小麦ECT家族基因在胁迫响应中的

作用机制提供重要信息,也为小麦抗逆性分子育

种提供新的思路和理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料为六倍体小麦品种Fielder及本氏

烟草,均由西北农林科技大学生物信息学与系统

生物学实验室培养。

1.2 植物材料处理

将小麦种子清洗消毒后置于放有湿润滤纸的

培养皿中,每个培养皿5粒,转入培养箱中培养,
光照强度10000lx,光周期为16h光照/8h黑

暗,温度22℃,湿度62%。幼苗长至二叶期时进

行不同胁迫处理(于37℃培养箱中进行高温处

理,用15% PEG8000进行干旱处理),每个处理

设置3个生物学重复,处理6h后挑选培养皿中

长势相同的幼苗取样,液氮速冻后保存于-80℃
冰箱。

1.3 TaECT3基因的克隆与载体构建

采用Eastep○RSuperTotalRNAExtraction
Kit(普洛麦格,北京)提取小麦Fielder二叶期叶片

总 RNA,使 用 All-in-OneFirst-StrandSynthesis
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MasterMix(百时美,江苏)合成cDNA第一链。用

Primer5.0软件设计特异性扩增引物TaECT3-
F1/R1(表1),以cDNA为模板,扩增TaECT3编

码区,得到含有TaECT3基因CDS的全长序列,
使用HiPureGelPureDNAMiniKit(Magen,广
州)回收目的片段。利用带有同源臂的同源重组

引物(表1),通过同源重组反应将TaECT3连接

到pMALMCS载体,转化至DH5α感受态细胞,
测序成功后即可得到 MBP-TaECT3表达载体,
用于蛋白纯化。利用带有同源臂的同源重组引物

(表1),通过同源重组反应将TaECT3 连接到

pCHF70载体,转化至DH5α感受态细胞,测序成

功后即可得到35S∶∶EYFP-TaECT3的重组质粒,
可用于亚细胞定位。

1.4 生物信息学分析

用 WheatOmics1.0数据库和 MG2C2.1分

析小麦TaECT3基因在基因组中的拷贝数和染色

体定位;用SPMA和SWISS-MODEL分析蛋白

质二级、三级结构;用Expasy分析蛋白质等电点

与蛋白分子质量;用NCBI数据库中的Conserved
DomainsDatabase预测分析蛋白保守结构域;用

DNAMAN6.0进行多序列比对;用 MEGA11
构建系统发育进化树。

1.5 TaECT3蛋白的亚细胞定位

利用在线软件 DeepLoc2.0预测 TaECT3
蛋白的亚细胞定位。利用1.3部分的方法构建了

表达载体35S∶∶EYFP-TaECT3,35S∶∶EYFP空载

载体作为对照,随后将它们转入GV3101感受态

细胞中。菌落PCR验证阳性后摇菌,28℃培养

16h后注射烟草叶片,暗处理1d,培养2d后在

激光共聚焦显微镜下观察荧光信号。

1.6 TaECT3蛋白的诱导及分离纯化

1.6.1 TaECT3蛋白的诱导

将1.3中构建的表达载体 MBP-TaECT3转

入原核表达菌株BL21感受态细胞中。将转化成

功的重组菌株单菌落接入到5mL含氨苄青霉素

的LB液体培养基中,37℃、200r·min-1 振荡

过夜培养。将过夜培养的菌液按1∶100接入到

300mL含氨苄青霉素的LB液体培养基中继续

振荡培养3~6h至 OD600=0.6左右,加入终浓

度为0.1mmol·L-1 的IPTG,在16℃、80r·

min-1 条件下继续诱导培养20h。取过夜诱导菌

液,多次离心收集菌体后,加入1×PBS缓冲液重

悬,煮沸10min,利用12%SDS-PAGE电泳检测

融合蛋白的表达情况,以未加IPTG菌液作为阴性

对照。

1.6.2 TaECT3蛋白的纯化

确认诱导成功后,加入1×PBS缓冲液于离心

收集的菌体中重悬菌体。加入蛋白酶抑制剂,超声

破碎至菌液清澈后离心收集上清。通过Dextrin
Beads(Coolaber,北京)纯化蛋白。在上样前将上

清用滤膜过滤,重力柱经ddH2O润洗和平衡液

平衡;上样时保证样品与介质充分接触,收集流出

液反复上样增加结合效率;洗杂液洗去蛋白杂质

后,洗脱液洗脱收集蛋白。SDS-PAGE检测纯化

样品。

1.7 TaECT3的凝胶迁移实验分析

利用 UGUm6AA、UGUAA作为EMSA 检

测探针[23]。按顺序加入探针、TaECT3蛋白和结

合缓冲液,混匀后,在22℃的PCR仪中孵育20
min。加样前先预电泳,然后电泳50min。取与

EMSA胶大小相近的尼龙膜在转膜装置中以380
mA恒流转膜30min,保持尼龙膜湿润,立即进行

紫外交联1min。将交联后的尼龙膜放入含有50
mLBSA封闭缓冲液的容器中,室温下在侧摆摇

床上缓慢摇动,封闭45min。再加入适量的辣根

过氧化物酶(HRP)标记抗体,室温震荡孵育30
min。最后去除酶联物稀释液,用PBST洗涤缓

冲液洗膜2次,PBS缓冲液洗膜1次,每次室温轻

微震荡7min。配置显色剂,均匀加至膜上进行

曝光检测。

1.8 TaECT3实时荧光定量PCR分析

用Primer5.0设计qRT-PCR特异性引物

(表1),并在NCBIPrimer-BLAST进行特异性验

证,以TaELF 为内参基因。用TaqSYBRGreen
qPCRPremix(百时美,江苏)进行荧光定量PCR
分析。反 应 体 系:1×TaqSYBR GreenqPCR
Premix10μL,cDNA2μL,上下游引物各0.4

μL,ddH2O7.2μL。反应程序:95℃30s;95℃
10s,60℃30s,40个循环。采用2-ΔΔCT 计算基

因相对表达量。

2 结果与分析

2.1 TaECT3基因的克隆及序列分析

以小麦叶片cDNA为模板,对TaECT3基因

的CDS序列进行扩增,扩增产物在2000bp左右

(图1)。经测序该目标序列全长1854bp,编码的

蛋白质由617个氨基酸组成。通过WheatOmics1.0

·8131· 麦 类 作 物 学 报                  第45卷



表1 本试验所用引物

Table1 Primersusedinthisstudy

引物名称
Primername

引物序列
Primersequence(5'→3')

用途
Purpose

TaECT3-F1 ATGGCAGCCGCCGCCGCCGCC

TaECT3-R1 TCAGCAGCCATTTGCGACAGCCAA
基因克隆
Genecloning

TaECT3-F2 GATGGCAGCCGCCGCCGCCGCC

TaECT3-R2 GCAGCCATTTGCGACAGCCAA
蛋白纯化

Proteinpurification

TaECT3-F3 ATGGCAGCCGCCGCCGCCGCC

TaECT3-R3 TCAGCAGCCATTTGCGACAGCCAA
亚细胞定位

Subcellularlocalization

RT-TaECT3-F1 CTGAGCAGTGGGCAAATCCT

RT-TaECT3-R1 ATGTCACCATAGGCACCAGC

RT-TaELF-F1 CAGATTGGCAACGGCTACG

RT-TaELF-R1 CGGACAGCAAAACGACCAAG

实时荧光定量PCR
Quantitativereal-timePCR

  TaECT3-F2/R2分别由BamHⅠ和EcoRⅠ酶切,均不携带酶切位点;TaECT3-F3/R3分别由Bam HⅠ和XbaⅠ酶切,均保留酶切位点。

TaECT3-F2/R2weredigestedwithBamHⅠandEcoRⅠ,neithercarriedrestrictionsites;TaECT3-F3/R3weredigestedwithBam

HⅠandXbaⅠ,withbothrestrictionsitesretained.

数据库对该基因在小麦基因组中的拷贝数和染色

体定位进行预测,结果显示,该基因定位于小麦

5D染色体508975113~508979213区间,在A、

B、D基因组各有一个拷贝,另外2个拷贝分别位

于5A染色体618006335~618003177和5B染

色体616944382~616941243(图2)。通过Ex-

pasyProtParam在线软件分析,该蛋白分子式为

C2946H4511N807O951S15,原子总数为9230,分子量

为66.93kDa,等电点为6.48。其脂肪系数为

59.53%,总平均亲水性为-0.721,预测为亲水性

蛋白;不稳定系数为32.28,预测为稳定蛋白。

2.2 TaECT3蛋白的生物信息学分析

2.2.1 TaECT3蛋白的结构预测

SOPMA在线软件对 TaECT3蛋白二级结

构的预测结果(图3)显示,其结构组分以无规则

卷曲为主(占比79.74%),少量α-螺旋(13.45%)
及β-折叠(6.81%),表明该蛋白可能具有较高的结

构柔性与动态构象变化特性。基于SWISS-MODEL

图1 TaECT3基因克隆

Fig.1 CloningofTaECT3

平台的三级结构分析构建的模型与二级结构预测

一致。

2.2.2 TaECT3蛋白的序列比对及系统进化树

分析

利用DNAMAN6.0对小麦 TaECT3及其

同源蛋白进行ClustalW 多序列比对。结果(图

4)显示,TaECT3蛋白第380~516位氨基酸区域

含高度保守的YTH结构域。基于 MEGA11邻

接法构建系统进化树(图5),发现小麦 TaECT3
与高粱 SbECT3、大麦 HvECT3及短柄草 Bd-
DF3A聚为一支,暗示可能存在功能保守性。

2.3 TaECT3蛋白亚细胞定位

本研究通过DeepLoc2.0在线软件预测,显示

TaECT3蛋白可能定位于细胞膜。为验证该预测

图2 TaECT3基因染色体定位

Fig.2 ChromosomelocationofTaECT3
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图3 预测TaECT3蛋白的二级结构(A)和三级结构(B)

Fig.3 Predictionofthesecondary(A)andtertiarystructures(B)ofTaECT3

  Ta:小麦;Zm:玉米;Os:水稻;Hv:大麦;Bd:二穗短柄草;At:拟南芥。

Ta:TriticumaestivumL.;Zm:ZeamaysL.;Os:OryzasativaL.;Hv:HordeumvulgareL.;Bd:BrachypodiumdistachyonL.;At:

ArabidopsisthalianaL..
图4 TaECT3蛋白保守结构域及YTH结构域序列比对

Fig.4 ConservedstructuraldomainsandsequencealignmentofYTHdomainofTaECT3

图5 TaECT3蛋白及其他同源蛋白的进化树分析

Fig.5 PhylogenetictreeofTaECT3proteinwithotherhomologousECTproteins
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结果,构建了EYFP荧光蛋白融合表达载体,通
过农杆菌介导法瞬时转化本氏烟草表皮细胞,同
时设置35S∶∶EYFP空载体作为阴性对照。荧光

显微观察显示,空载在细胞核和细胞膜区域均检

测到绿色荧光信号(图6),证实瞬时转化系统有

效。而35S∶∶EYFP-TaECT3转化组中,荧光信号特

异性地富集于细胞膜区域(图6),表明TaECT3蛋

白定位于细胞膜。

图6 TaECT3蛋白亚细胞定位

Fig.6 SubcellularlocalizationofTaECT3protein

2.4 TaECT3m6A结合蛋白的鉴定

2.4.1 TaECT3原核表达和蛋白纯化

通过纯化出的TaECT3蛋白进行EMSA检

测TaECT3是否可以结合 m6A修饰的RNA,明
确TaECT3是否具有 m6A结合蛋白的功能。通

过构建 MBP-TaECT3原核表达载体,在16℃条

件下经0.1mmol·L-1IPTG诱导表达后,SDS-
PAGE电泳分析显示,在100~140kD处出现目

标条带(107kD),与预期分子量相符。经重力柱

纯化获得 MBP-TaECT3融合蛋白(图7)。

2.4.2 凝胶迁移分析

为证明TaECT3蛋白与 m6A修饰RNA的

特异性结合能力,采用生物素标记的UGUm6AA
(含m6A修饰)和UGUAA(未修饰)探针进行凝

胶迁移分析。结果表明,m6A修饰探针与 MBP-
TaECT3蛋白共孵育后出现明显的迁移阻滞带,
而未修饰探针及 MBP对照组均未观察到结合现

象(图8),表明TaECT3蛋白可以特异识别 m6A
修饰位点,确证其作为m6A结合蛋白功能。

2.5 胁迫处理下小麦TaECT3的表达分析

采用qRT-PCR技术检测非生物胁迫对TaECT3

基因表达的影响。以TaELF 基因作为内参进行

标准化处理,结果表明,15%PEG8000模拟干旱

胁迫,TaECT3表达量显著下调;37℃高温胁迫

处理后TaECT3基因显著上调表达(图9)。表明

TaECT3可能参与小麦对干旱和高温等逆境胁迫

的响应。

图7 TaECT3蛋白表达产物的检测

Fig.7 PurificationoftheexpressedproteinofTaECT3
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  MBP蛋白为对照蛋白;+和-分别代表有和无;箭头指示为
蛋白-RNA结合带。

MBPiscontrolprotein;+and-indicatepresenceandab-
senceofcomponent;Arrowindicatesprotein-RNAcomplexes.

图8 TaECT3蛋白结合 m6A修饰探针

Fig.8 TaECT3proteinbindingtom6A-modifiedprobes

  *表示处理与对照(CK)在0.05水平差异显著。

*indicatesignificantdifferencecomparedtothecontrol
(CK)at0.05level.

图9 干旱和高温处理下TaECT3的表达

Fig.9 ExpressionofTaECT3underdroughtand

high-temperaturetreatments

3 讨论

为应对多种非生物胁迫,植物进化出复杂的

分子调控网络。m6A修饰作为真核生物 mRNA
最丰富的表观遗传标记之一,调控RNA稳定性、
翻译效率、剪接加工等过程[24]。其中,ECT家族

蛋白作为m6A结合蛋白的核心成员,其功能机制

逐渐成为研究热点。本研究以小麦品种Fielder
为材料,成功克隆出TaECT3基因,通过生物信息

学分析揭示其编码蛋白具有典型 YTH 结构域,
初步暗示TaECT3可能作为 m6A结合蛋白发挥

作 用。多 序 列 比 对 与 系 统 进 化 分 析 表 明,
TaECT3在禾本科物种间呈现显著保守性。值得

注意的是,qRT-PCR分析证实高温(37℃)和模

拟干旱(15% PEG8000)胁迫调控TaECT3的表

达,说明其可能参与小麦逆境应答过程。通过原

核表达成功纯化 MBP-TaECT3融合蛋白,并利

用EMSA实验首次证实该蛋白特异性结合 m6A
修饰的RNA探针,从分子水平确证TaECT3的

m6A结合蛋白功能。此外,TaECT3特异性定位

于细胞膜,推测其可能通过调控膜结合RNA代

谢或激活细胞质内抗逆相关基因的表达实现胁迫

响应功能。
系统进化分析显示,TaECT3与高粱、大麦等

禾本科物种的ECT蛋白的亲缘关系较近,暗示在

植物界特别是禾本科植物中功能较为保守[25]。小

麦TaECT3蛋白具有特异性结合 m6A修饰RNA
的能力,所含有的YTH结构域在拟南芥ECT2/3/

4[26]、CPSF30L[27]和 水 稻 YTH07[28]同样存在。
ECT2/3/4在叶片生长、器官分化、表皮毛分叉中起

作用,并在非生物胁迫ABA响应中依赖识别m6A
发挥功能[26]。CPSF30-L通过识别 m6A调控选择

性多聚腺苷酸化(polyadenylation)影响开花,脱落

酸响应及氮素代谢[27,29]。YTH07与EHD6蛋白

互作共同靶向结合m6A修饰基因,通过形成相分

离阻滞抽穗抑制基因OsCOL4的蛋白积累,解除

对抽穗基因的抑制促进开花[28]。小麦ECT家族

中或许存在类似功能。值得注意的是,EMSA实

验显示TaECT3仅与 m6A修饰的RNA探针结

合,而未修饰探针无结合活性,这一特性与动物中

YTHDF家族蛋白的识别模式一致[30],表明 m6A
修饰的识别机制在真核生物界具有广泛保守性。
TaECT3响应高温和干旱胁迫,说明其可能

参与小麦逆境应答过程。在模式植物拟南芥中,
ECT8作为盐胁迫传感器特异性识别 m6A修饰

的 mRNA 以 维 持 植 物 在 胁 迫 状 态 下 生 理 稳

态[12]。ECT8还具有感知细胞内ABA浓度的功

能,在ABA的诱导作用下ECT8的表达量迅速升

高,感受细胞内 ABA浓度变化后通过在细胞质

内产生液-液相分离,隔离ABA受体mRNA,从
而实现反馈调控ABA信号响应逆境胁迫[31]。小

麦特有的六倍体基因组复杂性可能赋予TaECT3
更精细的调控层级,预测其可能通过结合胁迫相

关mRNA的 m6A修饰位点,调控RNA代谢过

程(如稳定性或翻译效率),从而增强小麦的逆境

适应能力。
本研究系统解析了小麦TaECT3的结构特征、

进化关系及分子功能,证实其作为 m6A结合蛋白

在小麦逆境响应中的潜在作用。研究结果为解析

六倍体作物表观转录调控网络提供了新线索,并为

通过编辑m6A调控元件培育抗逆小麦品种奠定了

理论基础。未来研究需进一步整合多功能基因组
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学策略,挖掘TaECT3基因调控网络的关键节点,
推动小麦分子设计育种的精准化与高效化。
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