
瓦毅并乎选展 第 16 卷 第 1 1期 0 206 年 1 1月 1 3 7 9

,

学术论文
,

利用大麦寡核普酸芯片进行小麦苗期

叶片热胁迫基因表达谱分析
’

彭丹辉 ”

姚颖垠

彭惠茹
’ `

倪中福 聂秀玲

秦丹丹 贺可香 孙其信
` ’ `

中国农业大学植物遗传育种系
,

农业生物技术 国家重点实验室
,

教育部作物杂种优势研究与利用重点实验室
,

北京市作物遗传改良重点实验室
,

农业部作物基 因组与遗传改良重点实验室
,

北京 1 0 0 0 9 4

摘要 植物感受热胁迫时基 因表达发 生变化
,

而这 些差异表达的基 因对植物耐热性起着至关重

要的作用
.

为揭示小麦热胁迫响应的分子机理
,

以 3 8℃ 热胁迫的小麦幼苗为处理 组 ( H )S
,

同期未

经处理 的小麦幼苗为对照 组 ( C K )
,

分别提取 叶片 R N A 与 A f fy m et ir x B ar l e y l 基 因芯片杂交
.

杂

交结果显示
,

在总共 2 2 8 4 0 个探针 中
,

对照组 ( C K ) 和热胁迫组 ( H S )共检测到 8 4 8 6 个阳性探针
,

占总探针数的 3 7
.

1 5%
.

利用半定量 R子 P C R 技术对 n 个差异表达基因的表达模式进行验证
,

发

现 10 个基因与芯片的表达类型完全一致
.

利用 G e n e O n t ol o g y 的 G O in fo r m at io n 对差异表达 的基

因进行了分类
,

表明差异表达 的基 因涉及逆境胁迫
、

信号转导
、

物质运输
、

光合作用
、

蛋 白代谢
、

脂肪代谢
、

碳水化合物代谢等多个方面
.

其 中有大量热激蛋 白和分子伴侣相关基 因上调表达
.

上

调表达的热激蛋 白包含热激蛋白各个家族
,

且上调表达的平均倍数明显高于其他基 因的上调倍数
.

另外泛素一蛋白酶体通路中的多个关键酶的基 因也发生 了差异表达
,

预 示着负责蛋 白质选择性降

解的泛素一蛋白酶体通路也参与 了植物对热胁迫的应答机制
.

关键词 小麦 热胁迫 大麦芯片 基因表达谱

作物在生长发育 的整个时期均会受到各种逆境

胁迫的危害
,

在各种胁迫 因子中
,

温度对作物的生

长发育有着十分重要 的影 响
.

特别是近年来
,

随着

温室效应的加剧
,

高温天气在全球 的发生频率不断

增加
,

对 作 物 生 产 造 成 了 巨 大 的损 失1j[
.

小 麦

( rT i t i c u m a e s t i v u m L
.

)是一种喜凉的 C 3 作物
,

对

高温的生理适应能力较差
,

高温胁迫严重影响小麦

的产量和品质 2[,
3〕

.

如何提高作物 的耐热性一直是

遗传学
、

育种学
、

植物生理学和分子生物学研究 的

重要课题
.

传统遗传学证明植物耐热性是受多基因控制的

数量性状
.

M a r
hc 等川 利用细胞膜热稳定法对菜豆

(尸 h a : oe lu : v
lu g a ir : L

.

)的耐热性遗传进行了研究
,

发现细胞膜热稳定性 的遗传变异是 由少数几个基因

控制的
.

P o r t e r
等 [ 5〕用 T T e ( t r i p h e n y l t e t r a z o l i u m

c hl or id e )还原法对控制小麦耐热性 的基因效应进行

了研究
,

发现耐热性受加性和显性效应共 同控制
,

并存在着显著的反交效应
。
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膜稳定性的方法
,

分别对 四倍体小麦和六倍体小麦

的耐热性基因进行了染色体定位
,

鉴定出了与耐热

性有关的染色体
; O t t va ian

。
等8j[ 利用细胞膜热稳定

法 ( C M )S 对玉米的 1 个包含 44 个系的重组近交系

群体进行了数量基 因定位
,

检测到了 6 个数量性状

位点 ( Q T L s)
,

共解释 53 % 的耐热性变异
.

利用同

一组重组近交系
,

rF vo
a 定位 了热胁迫下控制花粉

活力的 5 个 Q T L s 和控制花 粉管伸长能力 的 6 个

Q T L s[
9

,
` 0〕

.

孙其信等〔” 〕对异源细胞质对耐热性 的

影响进行 了研究
,

发现近缘种属的细胞质对耐热性

有显著的影响
,

并且存在明显的核质互作
.

由此可见
,

热胁迫响应 可能受到多个基因的调

控
.

在 m R N A 水平上 的实验证据也表明
,

植物热

胁迫后大量的基因表达发生 了变化
,

而这些基因对

植物耐热性的获得可能起着至关重要的作用 l2[
, ` 3〕

.

本研究利用 A f fy m et ir x 公 司研制的大麦芯片
,

以 3 8℃热胁迫 的小麦幼苗为处理组 ( H )S
,

同期未

经处理的小麦幼苗为对照组 ( C K )
,

对热胁迫前后叶

片的基因表达谱变化进行系统分析
,

为进一步认识

小麦耐热性的分子机制
,

以及小麦耐热性遗传改 良

提供理论依据
.

照 S u p e r s e r i p t n 试剂盒 ( I n v it r o g e n ) 说 明书进行
,

体外转录按照 R N A T r a n s e r i p t L a b e li n g K i t ( A f f y
-

m et ir x) 说 明书进行
,

同 时进行 生 物素 标记 合成

c RN A 探针
.

(3 ) 芯片 杂交
、

洗脱
、

染色 及检 测
:

合成 的

c R N A 探针经片段化处理后用于与芯片杂交
.

利用

A ff y m et ir x
公司生产的专用设备

“
基因芯片检测工

作站
”
进行芯片的杂交

、

洗脱
、

染色及检测
.

(4 ) 基 因芯 片检测 数据 的处 理
:

利 用 A f f y
-

m e t r i x “

M ie r o a r r a y S u i t e V e r s i o n 5
.

0 ”

等软件对芯

片扫描所得数据进行计算和处理
.

其过程是
:

先对

每张芯片的数据进行标准化 ( N o r m a l i z a t i o n )
,

然后

分别对 C K 组和 H S 组进行 比较分析
,

找出在两个

材料中至少有一个材料表达且两者之间存在差异的

表达基因
.

1 材料和方法

1
.

1 实验材料

以小麦耐热品种 T A M 10 7 的苗期叶片为实验材

料
,

将吸涨的小麦种子均匀播在无菌水浸湿的培养

皿中
,

在光照培养箱中光照培养
,

光周期 12 h / 12 h

(昼 /夜 )
.

巧℃培养 15 d 后剪取对 照材料 ( C K ) 叶片

放人液氮中速冻
,

一 70 ℃保存
; 热处理组材料 ( H )S

移人 38 ℃光照培养箱
,

处理 hl 后迅速剪取 叶片放

入液氮 中速冻
,

一 70 ℃保存
.

1
.

2 大麦芯片杂交

l( ) 大麦寡核昔 酸芯片
:

本实验 所用芯 片为

A f f y m e t r i x 公司 的大麦 基 因芯片 ( 2 2 k
,

B a r l e y l )
,

在设计上采用 25 b p 寡核昔酸探针
,

保证了最高特

异性
.

芯片上的 2 2 8 4 0 个探针来源于已公开的 84 个

e D N A 文库中 3 5 0 0 0 0 条高质量的 E S T s 以及 N C B I /

G en B an k 非冗余数据库中的 1 1 4 5个大麦基因序列
.

( 2) R N A 的提取和表达探针制备
:

R N A 提取

采用 R N e a s y P l a n t M i n i K it ( Q I A G E N )
,

反转录按

1
·

3 c D N A 合成
c D N A 合成反应总体 系为 20 拌L

,

反应条件为
:

总 R N A Z 拌g , 5 0 m m o l / L T r i s
一

H C I ( p H S
.

3 )
,

7 5

morn
l / L K C I

, 3

morn
l / L MgC I

: ,

1 0

morn
l / L D T T

,

5 0 拌m o l / L d N T p s ,

锚定引物 5 0 p m o l
,

R N a s e 抑制

剂 Zo U
,

M M L V 反转录酶 2 0 0 U
,

3 7℃温育 2 h
.

同

时各取 2 拌L 反应产物用于两次显示 P C R 扩增
,

以

降低 P C R 过程中的假阳性干扰
.

1
.

4 半定量 R-T p C R 分析

针 对 n 个 大 麦 芯 片 上 的 E S T 片段
,

利 用

B L A S T N 对 d b E S T 进行 同源性搜索
,

选取与其核

昔酸 相 似性 最高 的小麦 E S T
,

根据 其 序列 利 用

D N A m a n
设计特异引物

,

进行 P C R 扩增
.

R T
一

P C R

反应 总 体 积 为 20 拼L
,

包 括 反 转录 产 物 2 拌L,

10 m m o l / L T r i --s H C I ( p H S
.

5 )
,

0
.

0 0 1肠 g e l a t i n
,

2 0 0 m m o l / L dN T P s ,

基因特异 引物 1 0 p m o l
,

T a q

D N A 聚合酶 1 U
.

P C R 扩增程序
: 9 4 oC

, 5 m i n ; 3 8

个循环的程序为 94 ℃
,

l m i川 退火温度 (根据引物

的 mT 值而 定 )
,

l m i n ; 7 2 oC l m i n ; 最后 7 2 oC

1 0 m i n
.

为防止 P C R 扩增到达平台期
,

分别检测 25
,

2 8
,

3 0 个循环时基因的表达情况
,

每个样品重复 3

次
,

对 照选 用 小 麦 牙A ct in 基 因
,

引 物 序 列 为
:

a e t in
一

L : 5 ’ 一

C A G C A A C T G G G A T G A T A T GG 3 ` ;

a e t in
一

R
: 5 `一

A T T T C G C T T T CA G C A G T G G子 3 `
.
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2 结果

2
.

1 芯片检测质量判断

以耐热品种 T A M 1 07 的 C K 组和 H S组的叶片

R N A 与大麦芯片 ( 2 2 k
,

B ar lcy l) 进行杂交
,

质量控

制有关的数据见表 1
.

无论是 C K 组还是 H S 组其整

张芯片的背景值和噪音值都表现均匀
,

外加的阳性

对照 B I O C
,

B I O B
,

B I O D 均能检测到
.

以上结果

说明
,

本组基 因芯片的质量和样品 R N A 的提纯质

量均良好
,

杂交
、

检测体系亦无问题
,

芯片检测的

结果是可靠的
.

表 1 小麦 C K 组和 H S 组与大麦芯片杂交的质 t 检测报告

C K 组

平均值 标准差 最小值 最大值

H S 组

背景值

噪音值

5 5
。

0 3

2
。

8 6 ; ::
52

.

0 0

2
.

6 0

5 8
.

10

3
.

30

平均值

52
。

6 5

2
.

8 9

标准差 最小值 最大值

1
.

1 1 4 9
.

4 0 5 5
.

5 0

0
.

2 0 2
.

3 0 3
.

4 0

外标
:

探针
. , 信号值 (5

`
) 表达检测 (5 信号值 ( 中 ) 表达检测 ( 中 ) 信号值 (3 表达检测 (3

’
) 信号值 (全长 ) 信号值 (3

`

5/
’

C K
一
A F FX

一

B IO B

C K
一
A FF X

一

B IO C

C K
一
A F F X

一

B IO D

C K
一

A F FX
一
C R E

1 20
.

9

2 55
.

9

2 15
.

3

2 0 8 7
。

0

表达

表达

表达

表达

表达 6 9
.

6

15 4
.

2

1 27 6
.

3

4 0 2 2
。

6

表达

表达

表达

表达

9 1
.

3 5

2 0 5
.

0 7

7 4 5
.

7 8

3 0 5 4
.

8 4

0
.

5 8

0
。

6 U

:
’

::

H S A F F X
se

B IO B

H S A F F X
se

B I(汇

H S A F FX
一
BI O D

H S A F FX
一
C R E

12 9
.

2

2 4 3
。

5

2 4 9
.

2

2 4 6 5
.

3

表达

表达

表达

表达

表达 5 6
.

2

14 9
.

5

1 3 2 1
.

8

4 3 4 0
.

5

表达

表达

表达

表达

8 6
.

4 4

1 9 6
.

4 9

7 8 5
.

5 2

3 4 0 2
.

9 1

: ::

:{::
a) BI O B

,

Bl () C 和 B IO D 是体外转录途径中
,

参与生物素合成的外标基因
,

C R E 是来源于 lP 抗生素的重组基因
,

用于芯片杂交中评估样品的

杂交效率

2
.

2 大麦芯片的检测结果

利用 A ff ym et ir x 公司提供的分析软件 aD at iM
n 一

`

i n g oT
o l (Ve

r s io n 2
.

0 )对 T A M I O7 的 C K 组和 H S 组

与大麦芯片杂交检测结果进行分析
.

结果显示
,

在总

共 2 2 840 个探针中
,

对照组与处理组共有 8 4 8 6个非

重复的探针被检测到
,

占总探针数 的37
.

2%
.

其 中对

照组 ( CK ) 7 6 13 个
,

占总探针数的 33
.

3%
,

处理组

( H S ) 66 3 7 个
,

占总数的 2 9
.

1% (表 2 )
.

表 2 小麦 C K 组和 H S 组与大麦芯片杂交结果

后下调 ( 以 2 倍为临界值
,

p
一

va lue < 0
.

0 5)
.

在上调

表达的 4 69 个探针 中
,

有 1 72 个属于热胁迫后新诱

导的基因
,

另外 2 97 个为热胁迫后上调 的基因
.

下

调的 4 23 个探针有 1 86 个属于热胁迫后沉默
,

2 37

个热胁迫后下调 (表 3)
.

表 3 小麦苗期叶片热胁迫前后 差异表达模式分布

上调 下调

新诱导基 因

探针数 目

百分率 / %

17 2

3 6
.

上调基因

2 9 7

6 3
.

3

沉默基 因

18 6

4 4
.

0

下调基 因

2 3 7

5 6
.

0

C K 组

数 目 百分率 /写

H S 组

百分率 / %

…
内JJ任O白nU曰伪成00

一.1

有杂交信号的探针

无杂交信号的探针

杂交信号不确定的探针

总计

7 6 1 3

1 4 6 5 3

57 4

2 2 84 0

数 目

6 63 7

1 5 68 0

5 2 3

2 2 8 4 0

2 9
.

6 8
.

_

.2 3

1 0 0

进一步分析发现
,

共有 8 92 个探针在热胁迫后

表达发生了变化
,

占表达探针总数 的 10
.

5%
.

其中

46 9 个表现为热胁 迫后上调
,

4 23 个表 现为热胁迫

2
.

3 小麦热胁迫前后差异表达的基因的功能分类

根据 B ar lcy l 芯片的探针注释
,

将 89 2 个表达差

异的基因片段进行 B L A S T X 搜索
,

在总共 89 2 个差

异表达的探针中
,

有 82 个基因在 G en B an k 中搜索不

到同源序列 (截止到 20 05 年 10 月 )
,

占 9
.

2%
,

可能

代表新的基 因
,

也可能位于基因的 3 `

可变 区或者片

段太短无法找到同源序列
; 2 87 个 比对结果为未知功

能的蛋白
,

占 3 2
.

2 % ; 5 23 个基 因 ( 2 7 1 个上调基因
,
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2 5 2个下调基因 )与已知功能的基因具有较高的氨基

酸相似性 ( E V a l u e < e 一 ` 0
)

,

占 5 8
.

5 %
.

按 照 G e n e O n t o l o g y ( h t t p
:

/ / g e n e o n t o l o g y
.

o r g / ) 的 G O i n f o r m a t i o n 对 5 2 3 个有功能信息的差

异表达的基因进行了功能分类并根据实际情况作了

必要调整
.

热胁迫前后差 异表达的基因分为 14 类

(图 1 )
,

涉及逆境胁迫
、

信号转导
、

物质运输
、

光合作

用
、

蛋白代谢
、

脂类代谢
、

碳水 化合物代谢
、

转 录因

子
、

细胞膜
、

细胞骨架等多个途径
.

在上调表达的基因中
,

热激蛋 白和分子伴侣相

关基因的数 目众多
,

有 65 个
,

占上调表达基因种类

总数的 24
.

1%
.

而且此类基因表达量上调 的倍数通

常都很大
.

如 C o n t i g Z o o 7 _ s _ a t 和 C o n t ig 4 4 _ S _ a t 两

探针所代表的基因的信号值在热胁迫后分别增强了

2 3 8
.

9 倍和 7 3
.

5 倍
.

上调表达的热激蛋 白几乎涵盖了热激蛋白的所

有 家 族
,

包 括
:

H S P 4 o
,

H S P 6 o
,

H S P 7 o
,

H S P g o
,

H S P 10 o
, s m H S P s (表 4 )

.

在所有上调的热激蛋 白基

因中
,

上调 10 倍 以上 的共有 22 个
,

其中 8 个为
s m H S P s ;上调 5一 10 倍的有 1 6 个

; 上调 2一 5 倍 的

18 个
.

上调的平均水平远远高于其他家族基因
.

围 表 4 上调表达热激蛋白的家族分布

家族 数 目 百分率 /%

H S P 10 0

H S P 9 0

6
.

12
-
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…
J马左
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圈 1 小麦苗期叶片热胁迫前后差异表达墓因的功能分类

1
.

热激蛋白与分子伴侣
; 2

.

逆境
, 3

.

激酶与磷酸化酶 (信号转

导 ) ; 4
.

转录因子
. 5

.

转录后加工
; 6

.

物质运抽
; 7

.

蛋白质代

谢
; 8

.

脂类代谢
, 9

.

碳水化合物代谢
, 10

.

叶绿体和光合作用
;

1 1
.

电子传递链
; 1 2

.

细胞骨架 , 13
.

细胞膜 ; 14
.

其他

H S P 4 0

H S P 6 0

s m H S P s

其他

3

6

1 2

7

3

12

13

这些差异表达 的基 因中
,

数 目最多的一类是热

激蛋白和分子伴侣相关基因 ( 68 个 )
,

且热胁迫后上

调表达基因的数 目 ( 65 个 )远多于下调表达的同类基

因 (3 个 )
.

除高温诱导的基因外
,

与其他逆境相关的

基因 ( 54 个 ) 表达量也在热胁迫前后发生了明显变

化
.

另外
,

有大量激酶和磷酸化酶的基因表达量统一

下调 ( 33 个 )
,

而同期上调的激酶和磷酸化酶基因则

较少 ( 17 个 )
.

此外
,

物质运输相关基因下调表达的数

目(2 9 个 )也多于上调表达的数 目 ( 10 个 )
.

参与蛋白

质代谢的基因 ( 37 个 ) 以及转 录因子 ( 43 个 ) 也在热

激前后发生了差异表达
.

除一般意义上的分子伴侣和热激蛋 白外
,

两种

直接参与蛋白质折叠的折叠酶基因
:

蛋白质二硫键

异构酶 ( p r o t e i n d i s u l f i d e i s o m e r a s e ,

P D I ) 和肤基脯

氨酞顺 反异构酶 ( p e p t id y l p r o l y l c i s八 r a n s i s o m e r -

as e ,

P IP ) 的基因也 在热胁迫后大幅上调表达
.

其

中
,

蛋 白质二 硫键 异构 酶基 因 ( P D )I 2 个
:

C o n -

t i g 2 4 4 2 _ a t 和 C o n t ig 7 2 5 _ S _ a t
,

分别上调表达了

18
.

4 倍 和 4
.

6 倍
;
肤 基脯 氨 酞顺 反 异构 酶基 因

( P P I ) 5 个
:

C o n t i g l 6 9 O _ S _ a t
,

C o n t ig 2 7 1 7 _ S -

a t
,

C o n t i g 2 7 1 8 _ s _ a t
,

C o n t i g 2 7 2 0 _ a t 和 H V S
-

M E g o o l 5 J o 4 f _ s _ a t
,

上调倍数依次为 5
.

3
,

9 0
.

5
,

4
.

6
,

1 2 8 和 6
.

5 倍
.

2
.

4 热激蛋白与分子伴侣相关基因热胁迫前后的

表达变化

在众多热胁迫后差异表达的基因中
,

最 为引人

注 目的是热激蛋 白和分子伴侣相关基因
.

这类基 因

包括热激蛋白以及其他参与蛋白质折叠的分子伴侣

蛋白等
.

2
.

5 其他逆境相关蛋白基 因热胁迫前后的表达变

化

除热激蛋白和分子伴侣外
,

大量的与其他逆境

相关的基因其表达量也在热胁迫前后发生了明显变

化
.

虽然此类基因的上调和下调数 目上没有明显差

异 (上调 25 个 ; 下调 28 个 )
,

但其组成却有不同
.

上调表达的 25 个基因涉及抗氧化
、

抗病 和细胞调
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亡等多个方面
.

其 中有 4 个谷胧甘肤转移酶基 因上

调了 2一 8 倍
.

下调表达 的探针 中包括抗氧化
、

抗

病
、

抗干旱脱水
、

抗低温胁迫等多种抗性基 因
,

其

中 8 个为低温胁迫响应基因
.

表 6 小麦苗期叶片热胁迫诱导的转录因子的功能分类

种类
上调 下调

数目 百分率 /% 数目 百分率 / %

né00

2
.

6 信号转导途径中蛋 白激酶与磷酸化酶基 因热

胁迫前后的表达变化

本研究中许多信号传导类基因在热胁迫前后表

达量变化明显 (表 5 )
,

其中与钙信号有关的钙调蛋

白
、

钙依赖而钙调素不依赖的蛋白激酶 ( C D P K ) 同

源的基因占较大比例 ( 10 个 ) ; 在信号感受和传递 中

起作用的受体激酶 ( R P K )也有 6 个探针热胁迫前后

表达发生变化 ; 4 个丝裂素活化蛋 白激酶 ( M A P K )

基因受热胁迫信号调控
,

表达模式均为下调
.

H S F

T r ih e l i x

A P Z

M y b

b H L H

b Z I P

N A C

oD f

Z n

其他

总计

9

9
.

9
.

4
.

00nU

…
50巴,J

八jn乙
27

.

3

18
.

2

2 2 10 0
.

0 20 1 0 0
.

0

表 5 小麦苗期叶片热胁迫诱导的倍号转导

途径相关墓因的功能分类

种类
上调 下调

数 目 百分率 /% 数 目 百分率 /%

(3 个 )
、

糖转运 (2 个 )
、

氨基 酸和蛋 白质转 运 (5

个 )
、

胞 内转运 (2 个 ) 和其他类型 (6 个 ) 多个方面
.

上调表达的基 因则包含离子运输 (2 个 )
、

跨膜运输

( A B C t r a n s p o r t e r ,

2 个 )
、

蛋白质转运 ( z 个 )和其

他转运蛋白 (4 个 )几类基因
.

23
.

5

17
。

6

11
.

8

1 5
。

9

3 17
.

6

2 11
.

8

1 7 1 0 0
.

0

6
.

1

3
.

0

12
。

1

12
.

1

6
.

1

2 4
.

2

15
。

1

6 l

6
.

1

9
.

1

1 0 0
.

0

八乙8亡曰

钙调蛋白

C D P K

M A P K

受体激酶

组氨酸激酶

其他蛋 白激酶

蛋 白磷 酸化酶

脂信号

响应调控子

其他

总计

2
.

7 转录因子相关基因热胁迫前后的表达变化

转录因子在植物逆境响应 中起重要作用
.

本研

究发现有 42 个转录 因子基因热胁迫后发 生表达变

化 (表 6 )
,

其中两个分别编号为 C o n t i g l s 1 4 s _ a t 和

e o n t i g 2 3 s 9 3 _ a t 的热激因子 ( H S F ) 基 因热胁迫后

表达水平分别上调了 27
.

9 和 3
.

2 倍
.

其他转录因子

热胁迫后上调倍数在 2
.

1一 3
.

2 之 间
、

下调倍数在

2
.

1一 9
.

8 间变化
.

2
.

8 物质运输相关基因热胁迫前后的表达变化

对差异表达探针的分类分析显示
,

有大量涉及

物质运输的基因表现为热胁迫后下调 ( 29 个 )
,

而热

胁迫上调的基因数 目则较少 ( 10 个 )
.

下调的相关基

因涉及 离子运 输 (9 个 )
、

质 子运输 (2 个 )
、

磷转 运

2
.

, 蛋 白代谢相关基因热胁迫前后的表达变化

热胁迫下 许多 蛋 白质合 成
、

降解相 关的基 因

( 37 个 )出现明显的差异表达
,

说明小麦在热胁迫下

可能通过增强蛋 白质合成与降解能力 的途径来抵抗

胁迫
.

其 中热胁迫前后共有 13 个 泛素一蛋 白酶体

通路相关基因表达发生了变化
.

上调基因包括 3 个

F
一

B O X 家族蛋白基 因
,

1 个泛素基因
,

1 个泛素结

合酶基 因 ( u b iq u i t in
一 e o nj u g a t i n g e n z y m e ,

E Z ) 和 1

个泛素专一性蛋 白酶基因 ( u b i q u it i n
一 s p e e i f i。 p r o t e a -

se
s ,

U B P )
.

下调 基 因包 括 3 个泛 素结 合酶基 因

( E Z )
,

2 个 蛋 白酶体 亚 基 基 因 ( p r o t e a s o m e s u b
-

u n i t )
,

1 个 泛 素 连接 酶 基 因 ( u b i q u i t i n
一

l i g a s e e n -

z y m e s ,

E 3 )和 l 个泛素专一性蛋白酶基因 ( U B P )
.

2
.

1 0 差异表达基因的半定量 R -T P C R 分析

为了验证不同物种间采用芯片进行基 因差异表

达分析的可行性
,

利用 B L A S T N 对 n 个差异表达

基因进行 同源性搜索
,

选取与其同源性最高的小麦

E S T 设计引物通过半定量 R -T P C R 方法进一步验证

了小麦热胁 迫前后基 因的差 异表达
.

在选取 的 n

个基因中
,

除探针号为 C o n t i g 5 8 4 z 的 E S T 表达模

式与芯片结果不符外 (热胁迫后无明显变化 )
,

其他

探针的表达模式均与芯片结果一致 (表 7
,

图 2)
.
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表 7 半定 t R- TC P R结果与芯片杂交结果的比较

探针号
R T验证表达模式 芯片信号变化 芯片 p

一

a v lue

S (H/ C K ) (HS / C K ) 值

Co
n tig 6 l9 0

C o n tig 2 4 42

C o n tig 158 4

C o n tig 83o s

Co
n tig 9 077

Co
n tig 2 l3 5 6

Co
n tig 1 5l 4 8

Co
n tig 1 6 04 2

Co
n tig 1 81 4 8

Co
n tig l1 8 2 8

C o n tig 23 89 3

上调

上调

无变化

上调

上调

上调

上调

上调

上调

上调

上调

+ 5
.

3

十 1 8
.

4

+ 2
.

1

+ 2
.

1

+ 2
.

8

+ 2
.

1

+ 2
.

5

+ 3
.

0

+ 27
.

9

+ 2
.

6

+ 3
.

2

0 0 0 03 4 8

0
.

0 0 0 03 0

0
.

0 0 08 6 5

0
.

0 029 4 0

0
.

0 0 01 67

0
.

0 0 00 27

0
.

0 0 013 0

0
.

0 0 00 2 0

0
.

0 00 43 8

0
.

0 00 06 8

0
.

00 0 03 0

复杂性
,

有必要开展全 基因组水平 的基 因表达分

析
,

而基因芯片可以同时分析多组不同来源 m R N A

的差异表达情况
,

快速地 获得大量基 因在 m R N A

水平的表达信息 l[’ 〕
.

目前
,

A f fy m et ir x 公司生产的

寡聚核昔酸芯片采用独特的设计
,

具有可重复
,

灵

敏度高以及准确性好的特点
,

并已大量用于基因差

异表达的研究
.

C lo s e
等 [ ’ 5 ]利用 A f f y m e t r i x 大麦基

因芯片 ( B ar l ey l )
,

分别与同一时期
、

同一生长条件

的大 麦 ( H
o r d e u m v u l g a er L

.

)
、

小 麦 ( T r i t i c u m

a e s t i v u m L
.

)
、

燕麦 ( A v e n a 、 a t iva L
.

)
、

水稻 (价夕
-

z a s a t i v a L
.

)
、

高粱 ( S o r g h u m b￡c o l o r I
J .

M b e n c h )

和玉米 ( Z ea m a y : L
.

) 共 6 种禾本科作物杂交
.

结

果显示
,

在总共 2 2 8 4 0 个探针 中有 9 9 7 2 ( 4 3
.

6 6% )

个在大麦中检测到信号
,

而在其他 5 种作物中分别

检 测 到 5 3 9 2 ( 2 3
.

6 1% )
,

2 6 4 5 ( 1 1
.

5 8% )
,

1 9 1 1

( 5
.

3 7% )
,

1 7 0 9 ( 7
.

4 8 % )
,

12 8 1 ( 5
.

6 1% ) 个信 号
.

本研究中利用小麦样品杂交 B ar lcy l 基因芯片
,

对

照组 ( C K )和热胁迫组 ( H )S 中共有 8 4 8 6个非重复的

探针被检测到
,

占总探针数的 37
.

巧 %
,

比 lC os e

等 ls[ 〕的研究结果高出 13
.

54 %
.

而且
,

本研究 中利

用大麦芯片进行小麦热胁迫前后基因表达谱分析 的

结果也与热激反应 的特征基本吻合
.

因此
,

在小麦

基因组信息了解较少的情况下
,

可以利用大麦芯片

分析小麦热胁迫前后的基因差异表达情况
,

为小麦

耐热性的研究提供有价值的信息
.

圈 2 半定 , R-T CP R电泳扫描图

3 讨论

3
.

1 利用大麦芯片进行小麦热胁迫前后基因表达

谱分析的可行性

近年来
,

随着分子生 物学技术 不断发展 与完

善
,

出现了众多研究基因差异表达的技术
,

如 m R
-

N A 差异显示技术 ( D D R T
一

P C R )
、 。 D N A 扩增 片段

长度多态性技术 ( c D N A
一

A F L P ) 等
.

这些方法都 已

得到广泛应 用
,

并成功分 离了许多差异 表达的基

因
.

但是
,

由于逆境胁迫反应在遗传上与生理上的

3
.

2 热激蛋白与热胁迫响应

在分子水平上
,

热激反应的特点是部分蛋 白质

的合成受到抑制
,

瞬时合成热激蛋 白 ( H S P )
.

热激

蛋白大多具有分子伴侣的功能
,

在常温下参与新生

肤链的折叠
,

寡聚蛋白质的组装
、

解聚以及蛋 白质

的跨膜运输等代谢过程
.

热激蛋 白在热胁迫下大量

合成
,

并与高温胁迫下变性
、

失去正常的生理功能

的蛋白质结合
,

促进异常蛋 白的降解
,

并可在胁迫

后帮助变性聚集的蛋白恢复有活性的状态
,

是热胁

迫响应最主要的效应 因子 l6[
,

” 〕
.

本实验获得的热胁

迫后上调表达热激蛋白几乎涵盖了热激蛋 白的各个

家族
,

而且上调表达倍数都很大
,

其中以小分子热

激蛋白的平均上调倍数最大
.

除分子伴侣类热激蛋

白大幅度上调表达外
,

两类被证实直接参与到蛋白

质折叠过程中的热激蛋白— 蛋白质二硫键异构酶
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( PD D和肤基脯氨酞顺反异构酶 ( P IP )的基 因也都

有很大程度 的上调
.

蛋白质二硫键异构酶可 以通过

催化琉基与二硫键 的交换反应
,

从而催化蛋 白质二

硫键的形成
、

还原 ( 断裂 )或重排 (异构化 l)[ 幻
,

肤基

脯氨酞顺反异构酶负责催化蛋白质分子中某些稳定

的反式肤基脯氨酞键
,

异构成功能蛋白所必需的顺

式构型仁” 〕
.

这两类折叠酶的上调表达可能说明植物

细胞在适应热胁迫的过程 中不但调动了大量 的分子

伴侣对蛋 白质进行被动的保护
,

而且还利用折叠酶

对损伤蛋白进行着主动修复
,

或者仅仅是 由于在热

胁迫环境下新生蛋白的正确折叠需要比正常温度下

更为大量的折叠酶
.

这些发现还有待进一步研究证

实
.

3
.

3 泛素一蛋白酶体通路相关基因与热胁迫响应

泛素一蛋白酶体通路 ( u b i q u i t i--n p r o t ea
s o m e p a t h

-

w ay )是真核生物细胞蛋 白质选择性降解的重要方式

之一
,

在细胞 的生长
、

发育和对各种逆境 的响应
、

对环境的适应等过程中起着重要的作用 z0[
,
2 , 〕

.

在泛

素一蛋白酶体通路 中
,

泛素作为一种可重复利用的

标签以聚合泛素 ( p ol y u ib q ul t in) 的形式结合在需要

降解的蛋白质上
,

标记上泛素的蛋 白质被蛋白酶体

识别并降解成短肤或氨基酸
,

而泛素被释放 出来重

新利用
.

泛素与 待降解 蛋 白的结合 是在 三类酶分

子
—

E l
,

E Z
,

E 3 依 次催 化下 通 过一 系列 依赖

A T P 的反应完成的
.

本实验共有 4 个 E Z 酶的表达

发生了变化
,

其中热胁迫后 1 个上调 3 个下调
.

另

外还有 1个 E 3 酶下调
, 3 个 --F B O X 家族蛋白上调

.

--F B O X 家族蛋白是一类被称作 S C F 复合体的 E 3 酶

的重要组分
,

通常介导蛋 白质一蛋 白质之间的相互

作用 z0[
, “ 2〕

.

在泛素一蛋 白酶体通路中 E Z 酶和 E 3

酶是两类重要的具有底物特异性 的酶
,

每个 E Z 或

E 3 酶都调控着一种或多种蛋白质的降解
.

热胁迫前

后多个 E Z 酶和 E 3 酶差异表达预示着植物体可能通

过控制具有底物特异性的 E Z 酶和 E 3 酶来调节特定

类型蛋 白的降解
,

从而调整植 物的各种代谢途径
,

以便适应高温胁迫的环境
.

最近的研究表明
,

泛素的循环利用机制也对蛋

白质的选择性降解起着重要的调控作用卿
, “ ` 〕

.

催化

泛素循环利用的关键酶是去泛素化酶 ( D u B)
.

D u B

在泛素一蛋 白酶体通路 中主要有 3 个作用
:

一是将

新生的聚合泛素切成有活性的单体形式
; 二是释放

已降解蛋 白上的泛素
,

使其能够重复利用
; 三是释

放 已经结合了泛素的待降解蛋 白
,

对泛素介导的蛋

白质降解起负调控作用
.

D U B 可分为两类
,

一类是

U C H ( u b i q u i t i n e 一 t e r m i n a l h y d r o l a s e )
,

另一 类 是

U B P ( u b i q u it i n
一 s p e e i f i e p r o t e a s e )

.

在本实验 中热胁

迫后有 2 个 U B P 基 因的表达发生 了变化
,

一个上

调表达另一个下调表达
.

相对于 U C H
,

U B P 是一

个 比较大的家族
,

在酵母 中只有 1 个 U C H 而却有

16 个不同的 U B P[ 23]
.

U C H 的底物通常为小分子物

质
,

U B P 的底 物则 多 为 大 分子 的蛋 白质
,

因此

U B P 可能更多的是参与对泛素介导的蛋白质降解的

负调控
.

由于 E Z
,

E 3 酶和 U B P 都具有一定的底物特异
J

性
,

因此研 究热 胁迫后 差异 表达 的 E Z
,

E 3 酶 和

U B P 所作用的底物对揭示泛素一蛋 白酶体通路在植

物应对热胁迫 中的作用具有重要意义
.

此外
,

前人

的研究证实
,

泛素是 一类可 以 被热胁 迫诱导 的基

因
,

且为生物体应对高温等逆境下所必需郎〕
.

本实

验的结果也证实小麦苗期叶片的泛素基因也是热胁

迫后上调表达的
.

另外
,

对热胁迫前后 的基 因表达

谱分析发现
,

蛋白酶体中调节颗粒 ( R )P 的 R tP 亚基

和催化颗粒 ( C )P 的 p亚基热胁迫后下调表达
.

关于

这两个亚基热胁迫后下调可能的原因和具体的机理

还不是很清楚
,

有待进一步研究
.

3
.

4 参与热胁迫信号转导的蛋白激酶

大量研究表明
,

蛋 白质的磷酸化与去磷酸化过

程在细胞的信号识别与转导中起重要作用
,

它是生

物体中普遍存在的一种调节机制
,

几乎涉及所有的

生理和病理过程
.

与逆境信号传递关系密切的主要

有钙依赖而钙调素不依赖的蛋 白激酶 ( C D P K )途径
、

丝裂素活化蛋 白激酶 ( M A P K ) 级联途径以及受体蛋

白激酶 ( R P K )
、

核糖体蛋 白激 酶 ( r ib o s o m a lp r o t e i n

k i n a s e )
、

转 录调控 蛋 白激 酶 ( t r a n s e r i p t i o n r e g u l a
-

t i o n p r o t e i n k i n a s e ) 等途径 [ , 6
· “ , 〕

.

C D P K 蛋 白是一

种钙调控的蛋白激酶
,

参与植物对多种逆境的应答

反应
,

如干旱
、

高盐胁迫及冷胁迫等 z8[ 一羽
.

最近在

紫花首楷 ( M亡d i ca g o : at i va L
.

) 中发现了一种热激

诱导的 C D P K 基因 sl[ 〕
.

还有研究表明
,

C D P K 可能

直接 参 与 了植 物 对 高 温信 号 的 传导卿〕
.

孙 大业
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等咖〕提出植物高温信号传导的模型
:

高温导致植物

细胞膜系统流动性加强和细胞骨架的重组
,

造成胞

外钙离子的涌人
,

而钙离子的变化激活 C D P K 蛋 白

的激酶活性
,

进一步诱导了 M A P K 蛋 白的表达
,

M A P K 再通过某种未知 的步骤将信号传递到细胞

核
,

诱导热激基因的表达
.

可 以看出
,

c D P K 蛋 白

在细胞高温信号的传导中处于十分关键的位置
.

本

研究中也发现了 4 个热胁迫前后差异表达的 M A P K

基因和 4个 C D P K 基因
,

选取其中两个热胁迫后上

调表达的 C D P K 探针
,

利用电子克隆方法
,

获得了

它们具有完整 O R F 的序列
,

分别命名为 aT C D 尸K

和 aT P K
.

这是小麦 中首 次发现的热胁 迫诱 导 的

C D P K 基因
,

因此
,

对该基因的进一步研究将具有

十分重要的意义
.

位于细胞膜上 的 R P K 受体蛋白激酶在信号感

受及传递 中起作 用
.

它们通过配体 结合 区感 应干

旱
、

高盐
、

低温
、

脱落酸以及生长发育等信号
,

经

跨膜区传递给胞质激酶区
,

再 由胞质激酶区通过磷

酸化作用将信号向胞内传递 3[’ 〕
.

本研究 中有 6 个受

体激酶基因热胁迫前后表达量发生明显变化
,

其中

上调 7倍以上的一个受体蛋 白激酶 ( C o nt i g 1 2 7 7 9 _

at )富含亮氨酸重复序列 ( L R R )
,

该序列参与蛋白质

一蛋白质间的相互作用
,

与感受发育和环境胁迫信

号有关
.

拟南芥 ( A ar b艺d o P s泛、 t人a zi a n a )〔
3 5

,
3 `〕中相关

基因可被干早
、

高盐及低温等胁迫所诱导
,

本研究

发现该激酶可能在高温信号感受 和传递 中也起作

用
.

至于接受高温信号后是激活有 M A P 激酶级联

反应参与的信号传递途径
,

还是直接作用于信号传

递途径的下游传递体
,

尚待进一步实验确定
.

现
.

在这类差异表达的基因中
,

有 4 个谷胧甘肤转

移酶基因表现为热胁迫后上调
.

谷胧甘肤转移酶被

认为与植物的抗除草剂
、

抗 氧化与耐盐相关 40[
·
4 1〕

.

谷胧甘肤转移酶在热胁迫后的上调表达可能与热胁

迫对植物造成 的氧化损伤有关
.

因此
,

参照植物对

其他逆境的应答机制
,

将有助于加快解析耐热性 的

分子机制
.
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