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摘要!由条形柄锈菌小麦专化型!:))*$*#/%&**8'&<*/]6SI6%&*%*)*$̀SD&引起的条锈病#长期严重威胁小麦安全生
产'̀ SD通过毒性变异产生新毒性小种或致病类型#能克服生产上已应用的抗病基因#导致抗病品种感病'因此#
挖掘抗条锈病基因资源对小麦抗病遗传改良和加快抗病新品种培育具有重要意义'蛋白激酶在应答病原菌侵染#
传递植物免疫信号中发挥重要作用'本研究通过小麦转录组数据分析#筛选到参与应答 S̀D%小麦白粉菌@":<(&*#
2&#<*$*/]6SI6%&*%*)*和赤霉病菌5:/#&*:<2&#<*$(#&:<侵染的蛋白激酶基因3#!*!N#'该蛋白激酶基因编码
::#个氨基酸#̂ 末端含有一个=Qd激酶结构域'利用GQ*Z̀ Ĝ检测发现#3#!*!N#在小麦与条锈菌非亲和互
作的前期上调表达(Q,̀-̀d#主要定位于细胞质与细胞膜'利用大麦条纹花叶病毒介导的基因沉默技术$V=J_*
_\T=&瞬时沉默3#!*!N##显著降低小麦*水源##+对条锈菌非亲和小种 %̂G!<的抗性#表明3#!*!N#参与小麦
抗条锈病反应并发挥重要作用'因此#3#!*!N#有可能作为潜在的基因资源用于小麦抗条锈病育种'
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!!条锈病是我国小麦生产上的主要病害之一$其
病原菌是条形柄锈菌小麦专化型!:))*$*#/%&**8'&6
<*/]6SI6%&*%*)*!̀SD"(#)*病原菌夏孢子能够随气
流远距离传播$危害范围广$造成小麦:F!!:F产
量损失$对我国粮食安全构成严重威胁(!)*种植抗
条锈病品种是最经济有效的病害防控策略*然而$
条锈菌群体频繁发生毒性变异导致小麦品种丧失抗

病性(!<)*挖掘抗病新基因资源对于小麦条锈病的
可持续防控具有重要意义*

蛋白激酶超家族主要由丝氨酸1苏氨酸特异性
蛋白激酶和酪氨酸特异性蛋白激酶组成$丝氨酸1苏
氨酸蛋白激酶是生物体中重要的蛋白激酶家族$参
与植物体内蛋白磷酸化$在信号传递中起着重要作
用(()*据研究$玉米(:;)#水稻(C)#大豆(?)以及小

麦($#")等多种植物的蛋白激酶参与干旱#盐及生物
胁迫反应等多种信号传递途径*小麦基因组编码超
过("""个蛋白激酶基因$包括丝裂原活化蛋白激
酶!J>̀ d"#类受体激酶!GOd"#细胞质受体类激
酶!GÔ d"等多种类型$在调控小麦生长发育及应
答各种环境胁迫中发挥着重要作用(##)*J>̀ d含
有典型的丝氨酸1苏氨酸蛋白激酶结构域$其级联反
应是高度保守的信号传导模块$参与调节植物生长
发育及应对生物及非生物胁迫(#!)*另外$一些抗病
基因如水稻抗白叶枯病基因>#!#(#<)#小麦抗叶锈
病基因C&#"(#()#大麦抗杆锈病基因I02#(#:)和番茄

抗细菌性斑点病基因!%'(#;)编码的抗病蛋白都含有

丝氨酸1苏氨酸蛋白激酶结构域$属于类受体激酶$
在植物抗病反应中发挥重要作用*

本研究通过分析小麦与条锈菌互作过程的转录

组数据$筛选到受条锈菌侵染诱导上调表达的蛋白激
酶基因3#!*!N#*利用GQ*Z̀ Ĝ分析了3#!*!N#
在小麦 条锈菌互作过程中的表达特征$并利用_\T=
技术分析了3#!*!N#在小麦抗条锈菌反应中的功
能$以期为小麦抗病遗传改良提供新基因资源*

*!材料与方法

*+*!试验材料
植物材料及培养条件&小麦品种4水源##5$培

养温度为#;!!"j'本氏烟L*)'%*#$#4($%1#<*#$#$
培养温度为!:!!?j*光周期O#'[#;B#?B*

菌株材料&小麦条锈菌小种条中!<号!̂%G!<"$
工程菌株大肠杆菌'b:($农杆菌T_<#"#*

质粒载体&Î >JV\>#<"!用于亚细胞定位表
达载体构建'课题组保存的大麦条纹花叶病毒!A,5*

.0KSD5-I0+7S,-98-54S$V=J_"V=J_l(#V=J_l

%#V=J_l+载体$用于_\T=瞬时沉默试验*
*+,!试验方法
*6,6*!3#!*!N#克隆及序列分析

通过 Ĥ V\数据库!BDDIS&#A.,SD619A-61.+6
1-B62781V.,SD692-"中的 VO>=Q 工具比对得到
3#!*!N#全长序列*利用 5̀-+05 5̀0+-05:E"设
计3#!*!N#扩增引物!Q,̀-̀d#*&和Q,̀-̀d#*G$
序列见表#"并由北京擎科生物公司合成$以4水源
##5总9'H>为模板$进行`̂ G扩增*扩增程序为&
$?j:+-1'$?j<"S$:?j<"S$C!j#+-1$<:个
循环'C!j#"+-1*回收目的片段并测序*利用
Ĥ V\数据库和)1S0+A.!BDDIS&#I.,1DS601S0+A.6
7521J4.D-1Q77.S1V.,SD"在线数据库对测序序列进
行比对进行分析*使用 cB0,DW+-9S#E"!BDDI&#
@B0,D7+-9S6SP,460P469110YI50SS-711-1P0Y6BD+."
的转录组数据分析了3#!*!N#在病原菌诱导和高温
等胁迫下的基因表达情况*利用'00̀O79!E"#̂V=*
QJbJJ和 V̂=*S-21,.等在线工具预测Q,̀-̀d#的
亚细胞定位#跨膜结构域及信号肽等信息*
*6,6,!3#!*!N#表达模式分析

分析 3#!*!N# 特 异 性 序 列$设 计 引 物
!Q,̀-̀d#*ZGQ*&和Q,̀-̀d#*ZGQ*G"'以小麦延伸
因子3#;5*#(基因为内参基因(#C)$以接种条锈菌
%̂G!<后不同时间点制备的小麦叶片9'H>为模板$
使用_,/K+0公司的染料法荧光定量J-Y$进行Z̀ Ĝ
扩增*反应体系为&!k B̂,+g=%VGZ̀ ĜJ,SD05
J-Y#"*O$Q,̀-̀d#*ZGQ*&!#"*+7.1O""E(*O$
Q,̀-̀d#*ZGQ*G!#"*+7.1O""E(*O$小麦各时间
点9'H>!*O$PPb!W补足至!"*O*反应程序为&
$:j<"S'$"j#"S$;"j<"S$("个循环'$:j#"S$
;"j;"S$$:j#:S*每个处理样本进行<次重复$确
定溶解曲线和荧光变化曲线正常$利用!a))B%法计算

不同时间点目的基因的相对表达量(#?)*
*6,6-!Q,̀-̀d#亚细胞定位

根据3#!*!N#的 '̂=序列!去终止子"设计
引 物 !Q,̀-̀d#*Î >JV\>#<"!*& 和 Q,̀-̀d#*
Î >JV\>#<"!*G"$̀ Ĝ扩增获得的基因片段连接
到携带T&̀ 标签的 Î >JV\>#<"!载体上$构建
Q,̀-̀d#lT&̀ 融合表达载体*将融合表达载体转
入农杆菌T_<#"#感受态细胞中$扩大培养阳性克
隆$("""51+-1离心收集菌体$利用#"++7.1O的
J2̂.!溶液清洗<次$用乙酰丁香酮缓冲液(含
#"++7.1OJ2̂.!$#"*+7.1O乙酰丁香酮!>="$

/<</



!"!<

#"++7.1O!*!H*吗啡啉"乙磺酸!J)="$Ib:E;)
重悬菌体并稀释至W';""["E<$置于黑暗条件下
#B$用于烟草注射*选取生长<!(周的本生烟叶
片进行农杆菌注射*注射(?B后$在激光共聚焦显
微镜!W.K+I4S&_<""""下观察融合蛋白表达情况
及其在细胞内的分布*用液氮将观察到荧光的烟草
叶片研磨成粉状$使用V0K7D-+0公司的植物 c0SD*
051及\̀ 细胞裂解液试剂盒提取烟草叶片蛋白$进
行c0SD051A.7D检测*
*6,6.!大麦条形花叶病毒介导的3#!*!N#基因

沉默

!!大麦条形花叶病毒!V=J_"介导的_\T=技术
已被广泛应用于小麦基因功能研究$该技术体系包
含V=J_l(#V=J_l%和V=J_l+<个载体*将
#""!<""AI的靶标片段连接到V=J_l+载体上$

通过与V=J_l(#V=J_l%进行病毒重组可以有效
地将靶标基因瞬时沉默(#$)*本研究利用 Ĥ V\的
V.,SD1工具分析 3#!*!N#的同源序列并选取
3#!*!N#特有的<""AI核苷酸片段$设计引物
!Q,̀-̀d#*+*&和Q,̀-̀d#*+*G$序列见表#"扩增
并回收扩增片段*利用一步克隆法将目的片段构建
至经!#)&和L'%&双酶切的V=J_l+载体上$得到
V=J_l+*3#!*!N#质粒*利用@//b'对V=J_l
+*3#!*!N##V=J_l+*!DA质粒进行酶切线性化'利
用=":\对V=J_l(#V=J_l+质粒进行酶切线性化'
利用A0(\对V=J_l%质粒进行酶切线性化*以相
同浓度的线性化产物为模板$利用 G-A7J>MQJ

O,520=9,.0GH> 5̀7P49D-71=KSD0+S*QC试剂盒
!̀57+02,$美国"进行体外转录$凝胶电泳检测后$
剩余产物用')̀ ^水稀释备用*

表*!用于0.#)#1*克隆和功能分析的引物

/567"*!J9$="9&<090.#)#1*>70;$;B5;@<:;>8$0;575;57G&$&

引物名称

5̀-+051,+0
序列!:m*<m"
=0Z40190

扩增产物

大小1AI
5̀7P49DS-/0

退火温度1j
>110,.-12

D0+I05,D450

用途

4̀5I7S0

Q,̀-̀d#*& >QTT>TT̂ QTQ̂ T̂Q>Q̂ Q>̂ QT #;:< :? 基因克隆

Q,̀-̀d#*& >̂̂ TTQT>TT̂ T>QT>QTQQQ>Q̂
Q,̀-̀d#*Î >JV\>#<"!*& TTT>̂ Q̂ QQT>̂ >̂QTTQ>

>QTT>TT̂ QTQ̂ T̂Q>Q̂ Q>̂ QT #;$# ;" 烟草亚细胞定位

Q,̀-̀d#*Î >JV\>#<"!*G Q̂ >̂ >̂Q̂ Q̂>TT>̂ Q>TQ
>̂̂ TTQT>TT̂ T>QT>QTQQQ>Q̂

Q,̀-̀d#*+*& Q>T̂ Q>T̂ QT>QQ>>QQ>>>QTT>TT̂ QTQ̂ T̂Q>Q̂ Q>̂ QT <!" ;" V=J_介导的
基因沉默Q,̀-̀d#*+*G QQT̂ Q>T̂ QT>T̂ TT̂ T̂̂ Q̂QT>>QTTT>QT>>T>̂ ^̂ Q

Q,)&*#(*& QTTQTQ̂ >Q̂ >>T̂ Q̂TTQ>QTTQ ?: :? 内参基因

Q,)&*#(*G >̂ Q̂ >QTTQT̂ >Q̂ Q̂ >>̂ TT>̂ Q
Q,̀-̀d#*ZGQ*& ^̂ TT̂ Q̂ QT>T>>T>QQ>QTTQ #C" :? 表达特征

分析Q,̀-̀d#*ZGQ*G >̂ TTQT>TT̂ T>QT>QTQQQ>Q

!!取体外转录好的V=J_l(#V=J_l%各"E:*O分
别与"E:*O的V=J_l+*!DA#V=J_l+和V=J_l+*
3#!*!N#按#l#l#的体积比混合$再加入&)=A4]]05
!!E;#<2磷酸氢二钾$#E?CC2甘氨酸$"E:2焦磷酸
钠$"E:2硅藻土$"E:2斑脱土$定容至:"+O高温蒸
汽灭菌后使用"混匀*将小麦品种4水源##5在#;j
条件下培养至两叶一心期*通过涂抹的方式将重组
病毒接种到小麦的第二叶*八氢番茄红素脱氢酶基
因!DA是叶绿素合成中的重要基因$缺失后会导致
植物出现光漂白现象$试验中将单独涂抹&)=A4]]05
的植物作为阴性对照$将接种V=J_l+*!DA的植株
作为病毒接种的阳性对照$以判断病毒接种是否成
功(!")*接种!周后观察到接种V=J_l+*!DA的小
麦植株第<叶出现光漂白现象后$将接种V=J_l+*
3#!*!N#和空载体对照!V=J_l+"的植株第(叶分
别接种条锈菌 %̂G!<$在"#!(#(?##!"B后分别取接

种条锈菌的叶片作为样本$用于组织学观察和基因表
达分析*接种#(P后观察表型$统计发病情况*利用
cT>*>.0Y(??荧光染料对叶片中的条锈菌菌丝进行
染色$在荧光显微镜下观察#统计菌丝的发育情况(#C)*

,!结果与分析

,+*!0.#)#1基因的克隆和序列分析
3#!*!N#的 '̂=序列包含#;:;个碱基$编码

::#个氨基酸$含有保守的=Qd激酶结构域$无信号
肽和跨膜区域$预测Q,̀-̀d#定位于细胞质中*利用
cB0,DW+-9S#E"对3#!*!N#在多种胁迫下转录组
数据进行分析(!#!()$结果表明3#!*!N#!)1S0+A.0
I.,1D中的登录号为Q5,0Ŝ=CV"!T!:::"""的表达受
S̀D#赤霉菌5:/#&*:<2&#<*$(#&:<和白粉菌@":<(6

&*#2&#<*$*/]6SI6%&*%*)*等病菌的诱导$同时也受干
旱#高盐#高温等非生物胁迫的诱导!图#"*
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图*!0.#)#1*在不同病原菌诱导和非生物胁迫下的小麦转录组数据分析
A$B+*!/95;&>9$H80="@5855;57G&$&0<0.#)#1*$;@:>"@6G@$<<"9";8H58?0B";&5;@56$08$>&89"&&"&$;%?"58

!
,+,!0.#)#1*在条锈菌侵染过程中的表达特征

GQ*Z̀ Ĝ结果显示$在条锈菌与小麦的非亲和
互作中$3#!*!N#主要在病原菌侵染后#!#!(B和
(?B表达$在接种后#!B相对表达量约为"B的:
倍$达到表达量的峰值!图!"*推测3#!*!N#可能
在小麦应答条锈菌侵染早期发挥作用*

图,!0.#)#1在小麦品种'水源**(与条锈菌2T!,-
互作过程中的表达谱分析

A$B+,!UKH9"&&$0;H90<$7"&0<0.#)#1*$;8?"$;>0=H58$67"
$;8"95>8$0;6"8%"";%?"58'F:%0;**(5;@J&82T!,-

!

,+-!瞬时沉默0.#)#1*减弱了小麦对条锈菌的抗性

!!接种病毒后#"!#!P$接种V=J_l+*!DA的小
麦植株出现光漂白现象$接种V=J_l+*3#!*!N##

V=J_l+的植株均出现明显的病毒症状$表明病毒接
种成功 !图<,"*接种条锈菌 %̂G!<后#(P$发现接
种V=J_l+的叶片出现典型的过敏性坏死反应$无
夏孢子堆$而沉默3#!*!N#的植株产生了少量夏
孢子堆!图<A"*利用GQ*Z̀ Ĝ技术分别对条锈菌
侵染!(#(?B和#!"B后3#!*!N#的表达量进行
检测发现$与接种V=J_l+植株相比$接种V=J_l
+*3#!*!N#植株中3#!*!N#的表达量显著降低$
在!(#(?B和#!"B分别减少:?E#F#;#E(F#

(:E<F$表明3#!*!N#被有效沉默!图<9"*以上
结果表明沉默3#!*!N#减弱了小麦的抗病性$正
调控小麦抗条锈菌反应*

,+.!沉默0.#)#1*促进了条锈菌在小麦叶片中的发育

!!利用组织学观察条锈菌菌丝生长发育情况$发
现在!(B和(?B$3#!*!N#沉默叶片中条锈菌侵
染菌丝长度显著大于对照$菌丝扩展面积也显著大
于对照叶片!图("*沉默3#!*!N#促进了小麦叶
片中条锈菌的生长发育!图("*

/:</
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图-!0.#)#1*在小麦品种'水源**(与条锈菌非亲和小种2T!,-互作中的功能分析
A$B+-!A:;>8$0;575;57G&$&0<0.#)#1*$;8?"$;8"95>8$0;6"8%"";%?"58'F:%0;**(5;@J&82T!,-

!

图.!小麦条锈菌在瞬时沉默0.#)#1*小麦叶片中的发育情况
A$B+.!'"#"70H=";80<J&8?GH?5$;0.#)#1*895;&$";87G&$7";>"@%?"587"5#"&

!
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,+.!/5J$JS*亚细胞定位分析
为了探究Q,̀-̀d#发挥作用的部位$利用农杆

菌介导的瞬时表达技术将Q,̀-̀d#lT&̀ 融合载体

在烟草中瞬时表达$以只表达T&̀ 的叶片为对照$
显微镜观察发现Q,̀-̀d#lT&̀ 绿色荧光主要分布

于烟草细胞的细胞膜和细胞质!图:,"*为了确定

Q,̀-̀d#lT&̀ 和T&̀ 是否正确表达$提取对应烟
草叶片总蛋白进行 c0SD051A.7D分析$结果分别检
测到C:R'及!:R'的条带$与目的蛋白分子量一
致$证明蛋白在烟草中正确表达!图:A"*

图I!/5J$JS*在烟草细胞的亚细胞定位

A$B+I!F:6>"77:75970>57$D58$0;0</5J$JS*$;2)*3().4.5&4(/.-).4.>"77&

!

-!结论与讨论

在条锈菌侵染小麦过程中$夏孢子萌发形成的

芽管侵入气孔$形成气孔下囊和初生菌丝$初生菌
丝向叶肉细胞侵染形成吸器母细胞$在侵染#!!
!(B产生大量吸器(!:!;)*吸器是条锈菌从寄主吸

取营养的特化结构$也是条锈菌向小麦分泌效应蛋
白抑制小麦免疫的重要结构*因此$吸器形成的时
期是决定条锈菌能否成功定殖的关键时期$也是小
麦防卫反应最强烈的时期*在非亲和互作中$

3#!*!N#在条锈菌侵入小麦#!B和!(B显著上
调表达$表明3#!*!N#可能在这一关键时期发挥
作用*

研究发现一些抗病基因具有激酶结构域$小麦
抗条锈基因O&<;编码的抗病蛋白含有激酶结构域$

在高温下介导对多个条锈菌系的广谱抗性(!C)'小麦

抗赤霉病基因PFN!编码一类细胞壁受体激酶$可

以有效调控对于赤霉病的抗性(!?)'小麦叶枯病抗病

基因A3@;编码一个富含半胱氨酸的受体激酶$对
携带F9&A%4;基因的菌株具有基因对基因类型的抗

性(!$)*另外$一些类受体激酶或胞内蛋白激酶在调

控小麦的抗病中也发挥重要作用(<")*Q,̂ Gd<是
富含半胱氨酸类受体蛋白激酶$通过基因沉默发现
其具有抗真菌活性$并能够调控乙烯信号通路中防
御相关基因表达从而介导小麦对禾谷镰孢5:/#&*6
:<2&#<*$(#&:< 的抗性(<#)*在小麦中Q,GÔ d#V
属于第,亚家族的类受体胞质激酶$正调控小麦对
小麦纹枯病的抗性$在抗性品种中的表达水平显著
高于感病品种(<!)*在簇毛麦D#/,0,&:<9*""'/:<
中鉴定到的GOd*_蛋白激酶能够调节小麦对白粉
病的基础抗性(<<)*本研究通过基因沉默试验发现

3#!*!N#正调控小麦对条锈病的抗性*小麦抗病
基因A3@;在叶枯病菌Q,<'/(0%'&*#%&*%*)*诱导
后!(B上调表达(!$)$3#ICBN#@受小麦纹枯病菌

I1*M')%'$*#)(&(#"*/诱导后!(B和(?B上调表
达(<!)$与这两个基因类似$3#!*!N#在条锈菌侵染
前期上调表达*另外$Q,̀-̀d#与=QV;#Q,̂ Gd<
等抗病相关蛋白激酶均定位于细胞质和细胞膜$表
明其发挥作用的位置是类似的*不同的是$转录组
分析发现3#!*!N#响应条锈病#白粉病#赤霉病等

/C</
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多种病害以及干旱#高温#高盐等非生物胁迫$推测

3#!*!N#可能在小麦应对生物胁迫#非生物胁迫中
发挥一定的作用$有可能作为小麦遗传改良中兼具
广谱抗病性及抗逆性的候选基因*
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