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摘 要:硫氧还蛋白是一类在植物中普遍存在的氧化还原调控蛋白,在植物生长发育过程中发挥重要调

控功能。为了探讨小麦硫氧还蛋白TaTrxh10的生物学功能,系统分析了该蛋白的序列特征、三维结构及其

基因表达模式,并将该蛋白原核表达后进行了其对二硫键还原活性的体外鉴定。蛋白序列特征分析显示,小

麦TaTrxh10包含3个成员,分别由3个同源基因TaTrxh10-A、TaTrxh10-B和TaTrxh10-D编码;3个成员均

包含143个氨基酸,序列一致性为94.4%,且具有经典的硫氧还蛋白保守结构域和催化活性中心(WCGPC)。

蛋白高级结构分析显示,TaTrxh10可形成由5个β-折叠和4个α-螺旋组成的三明治型特定空间结构。基因

表达特性分析发现,TaTrxh10的3个同源基因在小麦根、茎和叶中的表达量极低,在子房和成熟种子中有较

低水平的表达,而在成熟花粉中高表达。利用DTNB进行的硫氧还蛋白还原活性鉴定表明,TaTrxh10的3
个成员均具有催化二硫键还原的功能,不过其还原活性在3个成员间存在一定差异;在较低浓度硫氧还蛋白

的反应体系中,TaTrxh10-D的催化活性最高,TaTrxh10-B次之。以上结果表明,小麦TaTrxh10是一类在花

粉中特异表达的有活性的氧化还原调控蛋白,这为进一步探讨小麦中依赖于氧化还原的发育调控机制提供

了重要信息。
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Abstract:Thioredoxinsareaclassofredoxregulatoryproteinswidelypresentinplants,whichplay
crucialrolesinplantgrowthanddevelopment.Toinvestigatethebiologicalfunctionsofthewheatthi-
oredoxinTaTrxh10,wesystematicallyanalyzeditssequencecharacteristics,three-dimensionalstruc-
ture,andgeneexpressionpatterns.Theproteinwasexpressedinaprokaryoticsystem,anditsdisul-
fidebondreductionactivitywasvalidatedinvitro.SequenceanalysisrevealedthatwheatTaTrxh10
comprisesthreefamilymembersencodedbythreehomoeologousgenes:TaTrxh10-A,TaTrxh10-B,
andTaTrxh10-D.AllthreeTaTrxh10familymembersconsistof143aminoacids,withasequencei-
dentityof94.4%,andcontaintheclassicthioredoxinconserveddomainandcatalyticactivecenter
(WCGPC).ProteinstructuralanalysisdemonstratedthatTaTrxh10canfoldintoasandwich-likespa-
tialstructurecomposedoffiveβ-sheetsandfourα-helices.Geneexpressionanalysisindicatedthatthe
threehomoeologousgenesofTaTrxh10areexpressedatverylowlevelsinroots,stems,andleaves,
andatrelativelylowerlevelsintheovaryandmatureseeds;however,theyarehighlyexpressedin



maturepollens.ThethioredoxinreductionactivityassayusingDTNBdemonstratedthatallthree
familymembersofTaTrxh10possesstheabilitytocatalyzedisulfidebondreduction,buttheirreduc-
tionactivitiesvariedamongthemembers.Inreactionsystemswithlowerthioredoxinconcentrations,

TaTrxh10-Dexhibitedthehighestcatalyticactivity,followedbyTaTrxh10-B.Theseresultsindicate
thatwheatTaTrxh10representsaclassofactiveredoxregulatoryproteinsspecificallyexpressedin
pollen,whichprovidesimportantinsightsforfurtherexplorationofredox-dependentdevelopmental
regulatorymechanismsinwheat.
Keywords:Wheat;Thioredoxin;Sequencecharacterization;Prokaryoticexpression;Reductionactivity

  硫氧还蛋白(thioredoxin,Trx)是一类生物

界普遍存在的小分子调控蛋白,在氧化还原、信号

转导、抗氧化防御、生长发育等诸多方面发挥重要

调控功能[1]。植物的Trx家族包含多个成员,依
据其亚细胞定位和功能可分为f、m、x、y、h和o
几种类型[2]。其中,h类硫氧还蛋白(Trxh)的成

员最多,在细胞内的分布也最广泛(包括细胞

质[3]、细胞核[4]、内质网[5]、质膜[6]和线粒体[7]中

均有分布),参与了代谢调控、逆境胁迫响应、细胞

间信号传导和种子萌发调控等多个生理生化过程

的分子调控[8]。在模式植物拟南芥(Arabidopsis
thaliana)中,包含11个h类硫氧还蛋白家族成

员(AtTrxh1~AtTrxh11)[9]。研 究 发 现,At-
Trxh1和AtTrxh4在细胞周期的调控过程中发

挥重要功能[10];AtTrxh2在冷胁迫条件下可从细

胞质转移到细胞核内,通过其二硫键还原作用激

活响应低温的C重复结合因子CBF,进而诱导下

游冷胁迫响应基因的表达和增强植物对冷害的耐

受性[11];AtTrxh3在热胁迫条件下会形成多聚

体,并通过其分子伴侣的功能保护植物细胞免受

热胁迫的伤害[12];AtTrxh5可诱导细胞活性氧

(ROS)的 生 成,进 而 产 生 抑 制 真 菌 生 长 的 效

应[13];AtTrxh9参与了细胞间的信号交流,该蛋

白缺失后拟南芥表现出植株矮化、根系变短和叶

片黄化的表型[6]。在模式作物水稻(Oryzasati-
va)中,Trxh包含10个家族成员,其中 OsTrxh1
的编码基因受低温和高盐胁迫的诱导而上调表

达,初步研究结果显示该蛋白参与了水稻发育调

控和胁迫响应的调控过程[14]。小麦中包含21个

编码Trxh的基因[15],其中TaTrxh1、TaTrxh2和

TaTrxh3 与 种 子 萌 发 调 控 密 切 相 关[16-17],

TaTrxh1通过水杨酸介导的信号通路参与了小

麦对条锈病的响应过程[18]。目前,关于小麦中h
类硫氧还蛋白功能鉴定的研究报道较少。课题组

前期鉴定了一个小麦的h类硫氧还蛋白基因

TaTrxh9[19],初步研究显示其编码蛋白具有二硫

键还原活性,该基因敲除后小麦的发育进程加快,
抽穗期提前;小麦h类硫氧还蛋白家族成员的聚

类分析显示,与TaTrxh9亲缘关系最接近的成员

为TaTrxh10,二者在硫氧还蛋白保守域的氨基

酸序列一致性为47.4%[15]。为了进一步证实

TaTrxh10的生物学功能,本研究拟分析该蛋白

的序列特征、基因表达模式和催化活性,以期为探

讨小麦Trxh家族的生物学功能提供参考。

1 材料与方法

1.1 生物信息学分析

小麦TaTrxh10基因及其编码蛋白的序列信

息从 EnsemblPlants小 麦 基 因 组 数 据 库 (ht-
tps://plants.ensembl.org/Triticum_aestivum/

Info/Index)下载,利用SnapGene软件进行氨基

酸序列比较分析;通过NCBIConservedDomains
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/

cdd/wrpsb.cgi)进行蛋白保守域分析,并 采 用

SWISS-MODEL(https://swissmodel.expasy.org)
进行蛋白三维结构预测。

1.2 基因的克隆和表达分析

采用TRIzol法提取小麦(TritcumaestivumL.)
品种Fielder萌发处理3h种子的总RNA,利用试剂

盒HiScriptIII1stStrandcDNASynthesisKit(诺唯

赞)进行RNA反转录获得cDNA。利用引物YP2748
(5'-ACATCCTGACGGATTTGCTCG-3')和 YP2749
(5'-TCAGGTTTTGTCCTCGAAAGACTGTT-
TAC-3')组合,以上述cDNA为模板,通过PCR扩

增获得小麦TaTrxh10基因,将其连接到pMD19-T
载体并转化大肠杆菌DH5α感受态细胞;在含氨

苄青霉素的筛选平板上挑选15个克隆,利用引物

YP0085(5'-ATCGGTGCGGGCCTCTT-3')和 YP0086
(5'-GGCACCCCAGGCTTTACAC-3')进行PCR鉴

定筛选阳性重组克隆;然后,随机挑选8个重组克隆,
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用小麦TaTrxh10-A、TaTrxh10-B和TaTrxh10-D的特异

引物 YP2750(5'-GCTTCAAAGAGAGTTCGGAGTAT-
GC-3')、YP2751(5'-CCTCGAAAGACTGTTTACT-
CATGTCG-3')和 YP2752 (5'-CGTGGCACGTAC-
CTCGAAATC-3')分别与通用引物YP2748组合,通
过PCR鉴定筛选分别含有TaTrxh10-A、TaTrxh10-B
和TaTrxh10-D基因片段的重组克隆,提取质粒后进

一步通过测序验证克隆片段的正确性,并用于下一

步原核表达实验。小麦TaTrxh10基因的表达谱分析

利用WheateFPBrowser数据库进行[20-21]。

1.3 小麦TaTrxh10蛋白的原核表达及纯化

利用引物YP2911(5'-CGCggatccGGATGCTGCG-
GCAGCAAC-3')和 YP2912 (5'-GCgtcgacTCAG-
GTTTTGTCCTCGAAAGACTGT-3',小写斜体

字母为酶切位点)分别以含TaTrxh10-A、TaTrxh10-B和

TaTrxh10-D基因片段的T载体为模板,通过PCR
扩增获得TaTrxh10的3个同源基因段。将3个扩

增片段利用BamHⅠ和SalⅠ双酶切后分别插入原

核表 达 载 体 pGEX-4T-2的 多 克 隆 位 点,获 得

TaTrxh10同源基因的表达载体pGEX-A、pGEX-
B和pGEX-D。将表达载体导入大肠杆菌BL21
(DE3)感受态细胞,利用含有1mmol·L-1 的

IPTG培养基在28℃条件下诱导培养8h,并通过

SDS-PAGE检测大肠杆菌中目标蛋白的表达效果。
提取诱导培养后大肠杆菌的总蛋白,并通过GST
亲和层析法纯化GST-TaTrxh10的融合蛋白,经

SDS-PAGE检测和定量后用于蛋白活性鉴定。

1.4 小麦TaTrxh10蛋白的活性鉴定

小麦 TaTrxh10蛋白还原活性的测定采用

DTNB法进行[22]。首先,利用凝血酶(索莱宝)将

GST-TaTrxh10融合蛋白的 GST标签切除;然
后,在 含 DTNB 的 反 应 体 系 中 加 入 不 同 量 的

TaTrxh10蛋白,每15s测定一次反应液在412
nm处的吸光度。上述反应体系主要成分如下:1
mmol·L-1的EDTA,0.1mol·L-1的磷酸钾缓

冲液(pH7.0),5%的无水乙醇,0.4mmol·L-1

的NADPH,0.1mg·mL-1的BSA,1mmol·

L-1 的DTNB;用于活性鉴定的 TaTrxh10蛋白

设置4个浓度,分别为0、8、16和30μmol·L-1。设

3次生物学重复,数据采用Excel进行分析。

2 结果与分析

2.1 小麦TaTrxh10蛋白的序列特征

前期研究表明,硫氧还蛋白TaTrxh9在小麦发育

过程中发挥重要调控功能,聚类分析显示与TaTrxh9
亲缘关系最近小麦硫氧还蛋白家族成员的基因位点

为TraesCS1A02G301500、TraesCS1B02G311300和

TraesCS1D02G301200[15],由于其编码蛋白与拟

南芥AtTrxh10(AT3G56420)高度相似,将这3个

基 因 编 码 的 蛋 白 分 别 命 名 为 TaTrxh10-A、

TaTrxh10-B 和 TaTrxh10-D。序 列 分 析 显 示,

TaTrxh10蛋白的3个成员均包含143个氨基酸,
序列一致性为94.4%,且具有典型的硫氧还蛋白

保守结构域(第35~第124位氨基酸)和氧化还

原活性区域(WCGPC);TaTrxh10的3个成员在

保守域两侧的序列基本一致(仅 TaTrxh10-B存

在一个位点差异),而在保守结构域内存在一定差

异,其中 TaTrxh10-B和 TaTrxh10-D分别有7
个和8个变异位点(图1A)。蛋白高级结构分析

(图1B)显示,TaTrxh10的3个成员均可形成由

5个β-折叠(b1~b5)和4个α-螺旋(a1~a4)构成

的三明治型蛋白空间结构,其中催化活性中心位

于三维结构外侧(第2个α-螺旋的前端),这是经典

的硫氧还蛋白空间结构;从空间折叠结构来看,

TaTrxh10-A和TaTrxh10-D更为相似,二者与大

麦硫氧还蛋白(Swiss-ModelID:F2EBQ4.1.A)
的序列一致性分别为88.8%和87.4%,且序列覆

盖度为100%;TaTrxh10-B的三维结构与水稻的硫

氧还蛋白(Swiss-ModelID:Q75GM1.1.A)更为相

似,序列一致性和覆盖度分别为70.7%和93.0%。
可见,虽然TaTrxh10的3个成员具有非常相似的

三维结构,但保守域少数氨基酸位点的变化也可导

致蛋白空间结构的细微差异,这可能会影响到硫氧

还蛋白与其靶蛋白的互作特性及调控效应。

2.2 小麦TaTrxh10基因的表达模式

对小麦不同组织中TaTrxh10的表达水平分

析显示,在根、茎和叶等营养器官中,3个同源基

因的表达水平均很低,而在生殖器官中整体表达

水平较高;有趣的是,TaTrxh10在成熟花药中的

整体表达量是柱头和子房的98.5倍(图2A)。进

一步分析TaTrxh10在花粉发育过程中的表达模

式发现,该基因仅在成熟花粉中特异高表达(表达

水平是未开裂花药中的751.5倍),而在花粉发育

过程中表达量很低(除TaTrxh10-B在偶线期出现

了表达上调外)(图2B)。整体来看,小麦TaTrxh10
基因在生殖器官(特别是成熟花粉)中特异表

达,推测该基因在小麦生殖调控过程中发挥重

要功能。
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  A:小麦TaTrxh10的序列比对及保守域分析;a1~a4:代表4个α-螺旋区域;b1~b5:代表5个β折叠区域;活性中心用红色框标注,

催化活性位点用箭头标注。B:小麦TaTrxh10的三维结构预测。

A:SequencealignmentandconserveddomainanalysisofwheatTaTrxh10;a1-a4:fourα-helixregions;b1-b5:fiveβ-sheetre-

gions.Theactivecenterishighlightedwitharedbox,andthecatalyticresiduesaremarkedwithanarrow.B:3-Dstructureprediction

ofTaTrxh10inwheat.

图1 小麦硫氧还蛋白TaTrxh10的序列特征

Fig.1 SequencecharacterizationofthioredoxinTaTrxh10inwheat

  A:不同组织中TaTrxh10基因的表达;Ro:根系;LB:三叶期叶片;LS:三叶期叶鞘;St:挑旗期茎杆;FB:旗叶的叶片;FS:旗叶的叶

鞘;Pe:穗下节;SO:子房和柱头;An:花药(开花期);Gr:成熟种子。B:花粉及其发育过程中TaTrxh10基因的表达;Pm:减数分裂前G2
期;Le:细线期;Zy:偶线期;Pa:粗线期;Di:双线期;MI:中期I;MII:中期II;Po:成熟花粉粒;An:未开裂花药;LB:叶片(倒二叶)。

A:ExpressionofTaTrxh10genesindifferentwheattissues;Ro:Root;LB:Thirdleafblade;LS:Thirdleafsheath;St:Stemat

theflagleafstage;FB:Flagleafblade;FS:Flagleafsheath;Pe:Peduncle;SO:Stigmaandovary;An:Antherattheanthesisstage;

Gr:Maturinggrain.B:ExpressionofTaTrxh10genesindevelopingandmaturepollens;Pm:Pre-meioticG2stage;Le:Leptotene;Zy:

Zygotene;Pa:Pachytene;Di:Diplotene;MI:Metaphase-I;MII:Metaphase-II;Po:Maturepollen;An:Indehiscentanther;LB:Leaf

bladeofthepenultimateleaf.

图2 小麦TaTrxh10基因的表达模式

Fig.2 ExpressionpatternsofTaTrxh10genesinwheat

2.3 小麦TaTrxh10蛋白的原核表达

为验证小麦硫氧还蛋白TaTrxh10是否具有

催化活性,将该蛋白进行了原核表达和纯化。利

用特异引物 YP2748/YP2749进行PCR扩增得

到大小约460bp的TaTrxh10基因片段(图3A),
将其连接到T-载体并转化大肠杆菌获得重组克

隆;采用A、B和D基因组特异引物进行的PCR
鉴定显示,第1、第3和第4泳道对应克隆含有
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TaTrxh10-A基因片段,第8泳道对应克隆含有

TaTrxh10-B,第2、第5、第6和第7泳道对应克

隆含有TaTrxh10-D;挑选第1、第8和第2泳道

对应克隆经测序验证后提取质粒,获得分别包含

3个TaTrxh10同源基因的重组质粒(图3B)。利

用引物YP2911/YP2912以上述重组质粒为模板

进行PCR扩增,获得TaTrxh10-A、TaTrxh10-B
和TaTrxh10-D 基因片段,经双酶切后定向插入

pGEX-4T-2载体获得3个同源基因的表达载体

pGEX-A、pGEX-B和pGEX-D。利用大肠杆菌

BL21(DE3)进行蛋白表达分析显示,含有空载体

pGEX-4T-2的对照组(GST)表达出1条分子量

约为26kDa的条带,而含有pGEX-A(GST-A)、

pGEX-B(GST-B)和pGEX-D(GST-D)载体的三

个处理组均检测到分子量约为42kDa的目标条

带(图3C),这与 TaTrxh10蛋白约16kDa的分

子量一致,说明GST-TaTrxh10融合蛋白被成功

诱导表达。利用GST亲和层析法分别对重组蛋

白进行纯化,通过SDS-PAGE检测,纯化后的

GST-A、GST-B和 GST-D融合蛋白条带清晰,
背景干净无杂带(图3D),可用于蛋白催化活

性的鉴定分析。

  A:TaTrxh10基因片段的克隆:M:DL2000;F:PCR扩增产物。B:重组克隆的PCR鉴定:1-8:重组克隆。C:诱导表达蛋白的检

测:Marker:蛋白分子量标准;GST:载体pGEX-4T-2的诱导表达蛋白;GST-A、GST-B和GST-D分别为pGEX-A、pGEX-B和pGEX-D
重组载体的诱导表达蛋白。D:纯化后融合蛋白的检测。所有目标条带对应位置用箭头标注。

A:CloningofTaTrxh10genefragment;M:DL2000;F:PCRproducts.B:PCRidentificationofrecombinantclones;1-8:Re-

combinantclones.C:Detectionofinducedproteins:Marker:Proteinmarker;GST:InducedproteinsofpGEX-4T-2vector;GST-A,

GST-B,andGST-DrepresenttheinducedproteinsofpGEX-A,pGEX-B,andpGEX-Drecombinantvectors,respectively.D:Detection

ofthepurifiedrecombinantproteins.Thetargetbandsareindicatedbyarrows.

图3 小麦TaTrxh10基因的克隆和原核表达

Fig.3 CloningandprokaryoticexpressionofthewheatTaTrxh10genes

2.4 小麦TaTrxh10蛋白的催化活性鉴定

为了鉴定 TaTrxh10蛋 白 的 催 化 活 性,将

GST-TaTrxh10融合蛋白切除GST标签后进行

了基于DTNB的蛋白还原活性测定。结果显示,

还原反应体系中加入TaTrxh10-A后,412nm波

长的吸光度随反应时间的延长而逐渐增加(图

4);随着TaTrxh10-A浓度的提高,吸光度的增加

速度也明显上调,说明 TaTrxh10-A 具有打开

DTNB二硫键并将其还原为TNB的作用。进一

步分析发现,TaTrxh10-B和 TaTrxh10-D也具有

对DTNB的还原作用(图4)。不过,DTNB还原活

性曲线在TaTrxh10的3个成员间存在一定的差

异。在低浓度(8μmol·L-1)条件下,TaTrxh10-A
的还原活性略高于另外两个成员;在较低浓度(16

μmol·L-1)条件下,TaTrxh10-D的催化活性最

高,TaTrxh10-B次之;而在较高浓度(30μmol·

L-1)的反应体系中,TaTrxh10的3个成员间还

原活性差异不大(2min时 TaTrxh10-A催化产

生TNB的总量略高于另外两个蛋白成员),且

TaTrxh10-A和TaTrxh10-D具有相似的吸光度

变化曲线,说明高浓度条件下二者具有类似的还

原作用模式。整体来看,TaTrxh10的3个成员

在DTNB还原活性方面存在一定差异,且这种差

异在较低浓度反应条件下最为明显,而在高浓度

条件下差异不大。由此推测,TaTrxh10的3个

成员间还原活性的差异不仅与其序列及三维结构

的差异有关,还可能受到蛋白自身浓度或聚集状

态的影响。
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图4 小麦硫氧还蛋白TaTrxh10的催化活性分析

Fig.4 CatalyticactivityanalysisofwheatthioredoxinTaTrxh10

3 讨论

维持细胞内的氧化还原稳态对于保障植物正

常生长发育至关重要,在长期的进化过程中植物

形成了特有的氧化还原调控系统[23]。其中,依赖

于硫氧还蛋白的氧化还原调控在维持植物氧化还

原平衡方面发挥重要功能[24]。硫氧还蛋白可以

通过其保守的CXXC活性中心对靶蛋白的二硫

键还原,从而参与了细胞内氧化还原稳态的维持

和对靶蛋白功能的调控[2]。本研究中鉴定了一个

典型的h类小麦硫氧还蛋白 TaTrxh10,序列分

析显示其具有经典的 WCGPC催化中心,催化活

性鉴定证实该蛋白具有二硫键的还原活性,推测

其在小麦中参与了氧化还原的调控过程。不过,
在低浓度条件下TaTrxh10的3个成员间还原活

性存在一定差异,这应该与成员间蛋白序列及三

维结构的差异有关。有趣的是,在高浓度条件下

TaTrxh10的3个成员间二硫键还原活性较为接

近,说明TaTrxh10的蛋白浓度会对其催化活性

有一定影响,这可能与不同浓度条件下TaTrxh10
的聚集状态发生改变有关。已有研究显示,在非

还原条件下小麦硫氧还蛋白TaTrxh1和TaTrxh2
会出现二聚体形式,而TaTrxh3却仅以单体形式

存在[17]。从蛋白序列来看,TaTrxh2和TaTrxh3
分别由2个部分同源基因TraesCS1B02G338800
和TraesCS1A02G325600编码,二者的氨基酸序

列非常相似;可见,细微的氨基酸序列差异也可能

会导致硫氧还蛋白形成不同的聚集状态。那么,
高浓度条件下是否会影响TaTrxh10的聚集状态

及其二硫键还原活性仍需要进一步证实。
基因的时空表达模式是植物生长发育调控的

核心机制之一,功能基因在不同发育阶段和不同

组织中的差异性表达对于植物细胞分化、器官形

成及环境响应的精细调控至关重要[25]。本研究

发现,TaTrxh10基因在小麦成熟花粉中特异高

表达,预示着该基因在维持花粉活性或授粉调控

过程过程中发挥重要功能。有研究结果显示,硫
氧还蛋白等抗氧化因子在维持花粉细胞内氧化还

原稳态及调控花粉正常发育等方面发挥重要功

能[26],有些h类硫氧还蛋白还参与了花粉与柱头

的互作及识别等生殖调控过程[27];不过,关于小

麦中h类硫氧还蛋白在花粉发育及活性调控方面

的研究还未见报道,有关TaTrxh10蛋白在小麦

中的生物学功能仍有待进一步深入研究。
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