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摘 要:为探究小麦品种小偃6号高温全生育期抗条锈性分子机理,基于前期转录组测序结果,筛选到1
个在条锈菌侵染及温度双重诱导下表达量显著上调的E3泛素连接酶基因TaPUB23,其序列全长1272bp,编
码423个氨基酸,定位于细胞膜、细胞质和细胞核。病毒介导TaPUB23瞬时过表达能显著降低小偃6号植株

对条锈病的抗性。利用酵母双杂交筛选到TaPUB23的互作靶标TaDJA7,TaPUB23可对靶标进行泛素化修

饰,进一步通过荧光素酶互补(LCA)、双分子荧光互补(BiFC)及Pull-down试验验证了其互作关系。以上结

果说明E3泛素连接酶TaPUB23通过泛素化修饰TaDJA7,从而调控小麦的高温抗锈性过程。
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CloningandFunctionAnalysisofE3UbiquitinLigaseGeneTaPUB23inWheat
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Abstract:Toinvestigatethemolecularmechanismofhigh-temperatureall-stagestriperustresistance
inXiaoyan6,anE3ubiquitinligasegene,TaPUB23,wasidentifiedbasedontheprevioustranscrip-
tomesequencingresults.Thisgene,whichwassignificantlyupregulatedunderbothstriperustinfec-
tionandhigh-temperatureconditions,hasafull-lengthsequenceof1,272bp,encoding423amino
acids,andislocalizedinthecellmembrane,cytoplasm,andnucleus.Virus-inducedtransientoverex-
pressionofTaPUB23significantlyreducedthestriperustresistanceofXiaoyan6plant.Basedonthe
yeasttwohybrid(Y2H)system,weidentifiedtheinteractiontargetTaDJA7ofTaPUB23anddemon-
stratedthatTaPUB23ubiquitinatedTaDJA7.TheinteractionbetweenTaPUB23andTaDJA7was
furthervalidatedthroughluciferasecomplementationassays(LCA),bimolecularfluorescencecomple-
mentation(BiFC),andPull-downassays.ThesefindingsrevealthattheE3ubiquitinligaseTaPUB23
regulateshigh-temperatureall-stagestriperustresistanceinwheatthroughubiquitinationofTaDJA7.
Keywords:Wheatstriperust;E3ubiquitinligase;TaPUB23;TaDJA7

  小麦(Triticumaestivum)为中国主粮作物之

一,其种植面积约占粮食作物种植面积的20%(ht-
tps://www.stats.gov.cn国家统计局,2024)。小

麦条锈病是由条形柄锈菌(Pucciniastriiformis
f.sp.tritici)引起的小麦主要病害之一,具有爆

发性强、流行范围广等特点,是典型的气传真菌性



病害,其发生会造成小麦产量与品质下降[1]。防

治小麦条锈病最为有效的措施是培育和种植抗病

品种。由于条锈菌生理小种的不断变异,小麦生

产上部分抗病品种会因为抗性失效而被很快淘

汰,因此采用非小种专化性的持久抗病品种是防治

小麦条锈病最为有效的策略之一[2]。其中,小麦在

较高温度条件下表现出的低反应型抗病特性即小

麦高温抗锈性,具有非小种专化性的特点[3-6]。自

1980年以来,大量学者对小麦高温抗条锈性进行

了研究,成功筛选出以小偃6号为代表的一批具

有高温抗条锈性的小麦品种[7-8],并对其高温抗锈

性的生化机制[9]、组织病理学特征[10-11]、表达规

律[12-13]、转录组表达特征[14-15]等方面进行了深入分

析。研究表明,多种类受体激酶(RLKs)TaSERK1、

TaCRK10[16-17],R 基因TaRPS2、TaRPM1 [18-19],条

锈菌效应因子PSTG_01766、PSTG_11208[20-22]以
及 WRKY转录因子 TaWRKY49、TaWRKY62、

TaWRKY76等[23-25]参与了温度对小偃6号全生

育期抗锈性的调控。然而,关于小偃6号高温全

生育期抗锈性的蛋白质降解分子机制仍缺乏系统

研究。

植物在应对病原菌侵染时会启动由蛋白质合

成与降解共同调控的复杂防御机制,其中泛素-蛋
白酶体系统(ubiquitin-proteasomesystem,UPS)和
细胞自噬是介导蛋白质降解的两条主要途径。

UPS是一种高度保守且高效的降解系统,约80%
的真核生物蛋白质降解都依赖于此[26]。E3泛素

连接酶通过调控激素信号、抗病蛋白稳定性及病

原菌效应蛋白的清除,成为连接UPS与生物胁迫

响应的核心枢纽[27-28]。研究发现,植物免疫反应

均受UPS的调控,其中E3泛素连接酶起着关键

作用[26]。例如,水稻中RING型E3泛素连接酶

OsRGLG5通过降解稻瘟病菌的效应因子 Avr-
Pi9,正向调节水稻对稻瘟病菌的抗性[29];拟南芥

中黄萎病菌Aspf2类外泌蛋白VDAL通过竞争

性结合 E3泛素连接酶PUB25/26来减轻其对

MYB6病菌响应因子的降解,从而增强植株对黄

萎病的抗性[30]。此外,水稻钙依赖蛋白激酶 Os-

CPK17与 E3泛素连接酶 OsPUB12通过磷酸

化、泛素化等翻译后修饰,精细调控水稻免疫核心

元件OsRLCK176蛋白的积累,以维持水稻免疫

稳态[31]。因此,了解E3泛素连接酶对底物的特

异性识别及其调控的一系列免疫反应,对植物抗

病品种的鉴定与培育具有重要意义。
目前,E3泛素连接酶在植物抗病和逆境响应

中已进行大量研究,但针对E3泛素连接酶在小

麦高温全生育期抗锈性过程中的研究尚未见报

道。本研究通过对前期实验室转录组结果分析,
筛选出在条锈菌侵染及温度双重诱导下表达量显

著增高的小麦E3泛素连接酶基因TaPUB23,以
小麦品种小偃6号和条锈菌生理小种CYR32为

试验材料,通过病毒介导的过表达、酵母双杂交、

LCA、BiFC、Pull-down及体外泛素化等方法,明
确了小麦E3泛素连接酶TaPUB23的分子调控

机制,以期为小麦高温全生育期抗条锈病的解析

提供重要的分子理论基础。

1 材料方法

1.1 材料

本研究供试材料包括两个小麦品种(小偃6
号,高温抗条锈品种;铭贤169,条锈敏感品种)、
本氏烟草(Nicotianabenthamiana)、小麦条锈菌

生理小种CYR32、大肠杆菌(Escherichiacoil)感
受态Trans5α和BL21(DE3)、农杆菌(Agrobac-
teriumtumefaciens)感受态GV3101和酿酒酵母

(Saccharomycescerevisiae)Y2HGold。小 麦 采

用16h光照(16℃)/8h黑暗(12℃)的光周期培

养,本氏烟草在25℃恒温条件下培养。供试载体

有VOX、pGADT7、pGBKT7、pER8-CeYFP、pER8-
NeYFP、pCambia1302-eGFP、pCambia1302-RFP、

p16318-eGFP、pCambia1300-nLUC、pCambia1300-
cLUC、pGEX-4T、pMAL-MBP。

1.2 载体构建

研究组前期通过对小偃6号高温全生育期抗锈

性转录组测序分析,筛选到E3泛素连接酶基因

TaPUB23;利用酵母双杂交系统筛选TaPUB23互作

靶标;使用同源重组法构建VOX-TaPUB23、pCam-
bia1302-eGFP-TaPUB23、pCambia1302-RFP-TaPIP2、

pCambia1302-RFP-TaWRKY33、p16318-eGFP-TaPUB23、

pGADT7-TaDJA7、pGBKT7-TaPUB23、pCam-
bia1300-nLUC-TaPUB23、pCambia1300-cLUC-
TaDJA7、pER8-TaPUB23-CeYFP、pER8-TaD-
JA7-NeYFP、pMBP-TaPUB23、pGEX-TaDJA7
重组载体,引物序列参照表1。
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表1 本试验所用引物

Table1 Primersusedinthisstudy

引物名称
Primername

序列
Sequence

作用
Function

TaPUB23-F AACTTGGTCAGCTTCTTCTTAG

TaPUB23-R GTCTTGGATTGTGCTATGTAC
TaPUB23全长cDNA
FullcDNAofTaPUB23

qPCR-Ta26S-F GCTGGCTCGTTCAACTGATG

qPCR-Ta26S-R GGACCAAGCGTTCTGATTACTC

qRT-PCR

qPCR-TaPUB23-F CGTACTTCCTGTGCCCGAT

qPCR-TaPUB23-R GAGCTTTTGCTGCGTGACGG

VOX-TaPUB23-F acttcggctaaggaagggccATGGAGGGGACGTCGGTGGA

VOX-TaPUB23-R aggccagccaccgccaccagTCAGCAAGGGTAATACGCCT

BSMV过表达
BSMVoverexpression

p1302-eGFP-TaPUB23-F cgacggtaccgcgggcccATGGAGGGGACGTCGGTGGA

p1302-eGFP-TaPUB23-R ttccaggatcccgggcccGCAAGGGTAATACGCCTTGA

亚细胞定位
Subcellularlocalization

p1302-RFP-TaPIP2-F cgacggtaccgcgggcccATGTCCAAGGAGGAGGTGATCGC

p1302-RFP-TaPIP2-R atccaggatcccgggcccAGATCTGTACAGCTCCTCCATGC

p1302-RFP-TaWRKY33-F cgacggtaccgcgggcccATGACTACCTCGTCGTCAGGGA

p1302-RFP-TaWRKY33-R atccaggatcccgggcccTCAGTACTGGGAGTTCTGGAAG

p16318-eGFP-TaPUB23-F gacgatatctctagaggatccATGGAGGGGACGTCGGTGGA

p16318-eGFP-TaPUB23-R gcccttgctcaccatggatccGCAAGGGTAATACGCCTTGA

pGBKT7-TaPUB23-F atggccatggaggccgaattcaccATGGAGGGGACGTCGGTGGA

pGBKT7-TaPUB23-R ccgctgcaggtcgacggatccTCAGCAAGGGTAATACGCCT

酵母双杂分析
Yeasttwo-hybridanalysis

pGADT7-TaDJA7-F gccatggaggccagtgaattcaccATGCTCCACCCAGTGCACCG

pGADT7-TaDJA7-R atgcccacccgggtggaattcTCATCTCCTACTGTT

nLUC-TaPUB23-F gagaacacgggggacgagctcATGGAGGGGACGTCGGTG

nLUC-TaPUB23-R cgcgtacgagatctggtcgacGCAAGGGTAATACGCCTT

LCA分析
LCAanalysis

cLUC-TaDJA7-F tacgcgtcccggggcggtaccATGCTCCACCCAGTGCACCG

cLUC-TaDJA7-R acgaaagctctgcaggtcgacTCTCCTACTGTTTGCCGGCT

pER8-TaPUB23-CeYFP-F ctagtcgactctagcctcgagATGGAGGGGACGTCGGTGGA

pER8-TaPUB23-CeYFP-R atcgtatgggtacatcctaggGCAAGGGTAATACGCCTTGA

BiFC分析
BiFCanalysis

pER8-TaDJA7-NeYFP-F tctgaggaggatcttcctaggATGCTCCACCCAGTGCACCG

pER8-TaDJA7-NeYFP-R gggaggcctggatcgactagtTCTCCTACTGTTTGCCGGCT

pMBP-TaPUB23-F tccgtcgacaagcttgcggccgcATGGAGGGGACGTCGGTGGA

pMBP-TaPUB23-R tggtggtgctcgagtgcggccgcTCAGCAAGGGTAATACGCCT

蛋白渗导和纯化
Proteininductionandpurification

pGEX-TaDJA7-F ccgcgtggatccccggaattcATGCTCCACCCAGTGCACCG

pGEX-TaDJA7-R gatgcggccgctcgagtcgacTCTCCTACTGTTTGCCGGCT

1.3 TaPUB23基因的克隆

基于转录组中TaPUB23基因序列,提交至中

国春基因组数据库(http://urgi.versailles.in-
rae.fr/blast)进行比对以获得TaPUB23基因的全

长序列。利用SnapeGene6.0.2设计全 ORF区

扩增引物。以小偃6号的cDNA为扩增模板,使
用高保真酶扩增并通过胶回收纯化。将扩增产物

通过无缝克隆连接到pEASY ○R-BluntZeroClo-

ning载体上,转化至大肠感受态Trans5α中,37

℃培养1d后进行菌落PCR并测序提取质粒[32]。

1.4 病毒诱导的基因过表达

将构建好的载体 BSMV:γ2-TaPUB23、γ2-
PDS及空载体 BSMV:α、BSMV:β、BSMV:γ1、

BSMV:γ2进行线性化。参照Promega体外转录

试剂盒(美国,货号P1320)说明书进行操作,按照

对照组BSMV:α+β+γ1+γ2;BSMV:α+β+γ1
+γ2-PDS、试 验 组 BSMV:α+β+γ1+γ2-
TaPUB23的组合混合均匀,待小麦植株生长至三

叶期,在第二叶上进行摩擦接种。待植株出现褪

绿时接种条锈菌,接菌后的0和48h采集小麦叶
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片,进行qRT-PCR检测,以小麦Ta26S作为内参

基因,基因相对表达量参照2-ΔΔCt 进行计算。接

菌后第14天采集条锈菌侵染小麦叶片表型,并拍

照记录。

1.5 亚细胞定位

将构建的p1302-eGFP-TaPUB23和p1302-
eGFP重组质粒分别转化至农杆菌GV3101感受

态中,于28℃、220r·min-1 条件下过夜培养。
离心后收集菌体,加入侵染液重悬OD600 值至0.6,

28℃培育1~2h后,将菌液混合后从烟草叶背

面注入,注射3~4d后观察荧光。小麦原生质体

亚细胞定位试验参照酷莱搏小麦原生质体制备与

转化试剂盒(北京,货号PPT121)操作指南进行。

1.6 酵母双杂交系统筛选互作靶标

将pGBKT7-TaPUB23重组载体转入到酵母

菌株Y2HGold中,验证TaPUB23的自激活活性

与毒性。采用 Mating法筛选TaPUB23的互作蛋

白,具 体 试 验 参 照 Clontech Matchmaker○R Gold
YeastTwo-HybridSystem(美国,货号630489)说
明书进行。设计引物扩增靶标基因全长并连接至

PGAD-T7载体,进行Y2H互作验证。

1.7 互作验证

荧光素酶互补试验(LCA):将pCambia1300-
nLUC-TaPUB23、pCambia1300-cLUC-TaDJA7
及空白对照pCambia1300-cLUC、pCambia1300-
nLUC转化至农杆菌感受态 GV3101中,于28
℃、220r·min-1 条件下过夜培养。离心后收集

菌体,加入侵染液重悬OD600 值至0.6,28℃培育

1~2h后,注射至烟草体内,2~3d后利用多光

谱动态荧光显微成像系统观察结果。
双分 子 荧 光 互 补 试 验 (BiFC):将 pER8-

TaPUB23-CeYFP、pER8-TaDJA7-NeYFP 及 空

白对照pER8-CeYFP、pER8-NeYFP转化至农杆

菌感受态GV3101中,于28℃、220r·min-1 条

件下过夜培养。离心后收集菌体,加入侵染液重

悬OD600 值至0.6,28℃培育1~2h后,将菌液

混合后注射烟草叶片背面。3~4d后将烟草叶

片制成玻片,观察荧光情况。

Pull-down互 作 验 证:将 pMBP-TaPUB23、

pGEX-TaDJA7及 空 载 体 MBP 转 入 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)中,添加1mmol·L-1IPTG于16
℃诱导表达12h,以获得大量目的蛋白。将诱导

后的蛋白与 MBPResin(美国,货号E8021V)共
同孵育,通过蛋白免疫印迹(Westernblot)进行

分析。

1.8 体外泛素化

将pMBP-TaPUB23和pGEX-TaDJA7融合

蛋白进行纯化,pMBP-TaPUB23融合蛋白使用

MBP标签亲和层析法纯化,将pMBP-TaPUB23
融合蛋白与 MBP标签树脂相结合,使用含10
mmol·L-1 麦芽糖的洗脱缓冲液洗脱目的蛋白;

pGEX-TaDJA7融合蛋白使用 GST标签亲和层

析法纯化,将pGEX-TaDJA7融合蛋白与GST标

签树脂相结合,使用含10mmol·L-1 还原型谷

胱甘肽的洗脱缓冲液洗脱目的蛋白。使用纯化后

的蛋白进行体外泛素化实验,参照优碧生物体外

泛素化试剂盒(长春,货号UBK-982)配置底物泛

素化反应体系(表2),37 ℃反应2h后 进 行

Westernblot分析[33]。

表2 底物泛素化体系

Table2 Substrateubiquitinationsystem

组成
Constituent

体积
Volume/μL

10×反应缓冲液10×reactionbuffer 2

10×E1酶10×E1enzyme 2

5×泛素5×ubiquitin 4

10×Mg2+-ATP 2

20×E2酶(UBE2D/UbcH5c)
20×E2enzyme(UBE2D/UbcH5c) 1

TaPUB23-MBP 2

TaDJA7-GST 4

ddH2O 3

2 结果与分析

2.1 TaPUB23基因克隆与序列分析

以小偃6号叶片cDNA为模板进行PCR扩

增,目标条带经电泳检测(图1a)并结合测序结果

发现,TaPU23基因核苷酸序列长1451bp,其完

整的CDS序列为1272bp,编码423个氨基酸,
理论等电点为7.54,分子量为46.3kD。UniProt
(https://www.uniprot.org/)在线预测 TaPUB23
的N端有1个 U-Box结构域(7~83氨基酸),C
端有3个串联的 ARM 基序(198~403氨基酸),
表明TaPUB23编码1个U-Box型E3泛素连接酶。
使用http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-
PLoc/在线预测TaPUB23可能定位于细胞质中。
系统发育树结果表明,TaPUB23与乌拉尔图小麦

TuPUB23和硬粒小麦TdPUB23具有较近的亲缘

关系(图1b)。
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图1 TaPUB23基因的克隆(a)与系统发育树构建(b)

Fig.1 CloningoftheTaPUB23gene(a)andconstructionofthephylogenetictree(b)

2.2 TaPUB23基因功能验证

采用大麦条纹花叶病毒(BSMV)介导的瞬时

过表达系统过表达TaPUB23基因。在接种病毒

后的第10天,小麦品种小偃6号叶片出现条纹花

叶症状(图2a)。在第四叶接种条锈菌CYR32后

的0、48h检测TaPUB23基因的表达效率,结果

显示,TaPUB23基因的表达量上调表达2.71~
7.99倍(图2b),表明过表达体系构建成功;在接

菌后第14天,对照叶片和未过表达基因的叶片中

夏孢子堆较少,叶片单位面积内夏孢子堆数平均

为20和18个,而TaPUB23基因过表达叶片上的

孢子堆密集,单位面积内夏孢子堆数平均为32
个,与对照存在显著差异(图2c),并且出现夏孢

子堆融合现象(图2a),表明过表达TaPUB23基

因有利于条锈菌侵染小麦植株,TaPUB23基因在

小麦高温抗条锈性过程中起负向调控作用。

2.3 TaPUB23亚细胞定位

为明确TaPUB23基因在调控小偃6号高温

抗锈性过程中发挥功能的位置,在烟草叶片中分

别瞬时过表达 TaPUB23-GFP+TaPIP2-RFP和

TaPUB23-GFP+TaWRKY33-RFP,在荧光显微

镜下观察发现,TaPUB23-GFP的绿色荧光和细胞

膜makerTaPIP2-RFP的红色荧光在细胞膜上重合

并融合成黄色荧光,和细胞核 makerTaWRKY33-
RFP的红色荧光在细胞核上重合并融合成黄色

荧光,并且在细胞质中也可检测到绿色荧光(图

3a),表明TaPUB23定位于烟草细胞中的核质膜。

利用PEG介导的转化法将p16318GFP-TaPUB23转

至小麦原生质体,结果显示,p16318GFP-TaPUB23
产生的绿色荧光分布在细胞膜、细胞质及细胞核

中,表明TaPUB23定位于小麦原生质体细胞中

的核质膜(图3b)。

  a:小麦叶片接种病毒第10天表型及接种条锈菌第14天表型;b:TaPUB23基因过表达效率检测;**:P<0.01;c:小麦叶片接种

条锈菌第14天夏孢子堆单位面积数量。图柱上的不同字母表示样本间差异在0.05水平上显著。

a:Phenotypesofwheatleavesinoculatedwithvirusesfor10daysandwithstriperustfor14days;b:Overexpressionefficiencyof

TaPUB23;**:P<0.01;c:Numberofurediniaperunitleafareaofwheatinculatedwithstriperustonthe14thday.Differentlet-

tersabovethecolumnsindicatethesignificantdifferencesamongmultiplegroupsofsamplesat0.05level.

图2 BSMV介导的TaPUB23基因过表达

Fig.2 Barleystripemosaicvirus(BSMV)-mediatedgeneoverexpressionofTaPUB23
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  a:TaPUB23在烟草中的亚细胞定位,TaPIP2为细胞膜marker,TaWRKY33为细胞核marker,标尺为50μm;b:TaPUB23在小麦

原生质体中的亚细胞定位,标尺为20μm。

a:SubcellularlocalizationofTaPUB23inN.benthamiana,withTaPIP2asacellmembranemarker,TaWRKY33isacellnucleus
marker,bar=50μm;b:SubcellularlocalizationofTaPUB23inwheatprotoplasts,bar=20μm.

图3 TaPUB23的亚细胞定位

Fig.3 SubcellularlocalizationofTaPUB23

2.4 TaPUB23互作靶标的筛选及验证

E3泛素连接酶 TaPUB23不存在自激活作

用和毒性(图4a),可与小麦cDNA文库中的14
个候选基因编码的蛋白(表3)发生互作,其中

TaDJA7为互作靶标基因之一。已有研究表明,

TaDJA7在被磷酸化修饰后参与小偃6号高温抗

锈性的分子调控[14],但 TaPUB23是否对 TaD-
JA7进行泛素化修饰及其对小偃6号高温抗锈性

的调控尚不明确,因此将TaDJA7确定为候选靶

标基因。
克隆TaDJA7基因全长后连入pGADT7载

体,将 pGBKT7-TaPUB23 重 组 诱 饵 载 体 与

pGADT7-DJA7重组载体共转至酵母细胞中时,
菌落在SD/-Leu/-Trp/-His缺陷型固体培养基

上可以正常生长且显蓝(图4b);荧光素酶互补实

验(LCA)和双分子荧光互补实验(BiFC)进一步

验证了TaPUB23与TaDJA7在植物体内的直接

互作(图4c~图4d);原核表达获得的TaPUB23-
MBP和TaDJA7-GST重组蛋白进行Pull-down
试验,进一步证实 TaPUB23与 TaDJA7在体外

可直接互作(图4e)。

2.5 TaPUB23泛素化TaDJA7
Westernblot检 测 结 果 表 明,在 E1、E2、

Ubiquitin、TaPUB23-MBP(E3)蛋白及 TaDJA7-
GST蛋白均存在的情况下,可观察到1条弥散的

拖带,而 阴 性 对 照 无 明 显 拖 带 (图 5),表 明

TaPUB23-MBP能够泛素化修饰底物 TaDJA7-
GST,形成大分子(Ubi)n-TaDJA7-GST复合物。

·951·第2期 李 海等:小麦E3泛素连接酶基因TaPUB23克隆及功能分析



表3 TaPUB23筛库结果

Table3 CandidateinteractorsofTaPUB23fromY2Hscreening
基因号 GeneID 基因注释 Geneannotation
LOC100127086 聚泛素Polyubiquitin
LOC123052489 线粒体样54S核糖体蛋白L2454SribosomalproteinL24,mitochondrial-like
LOC123184685 未表征 Uncharacterized
LOC123054388 木葡聚糖内切转葡糖苷酶蛋白13Putativexyloglucanendotransglucosylaseprotein13
LOC123151765 亚硫酸盐氧化酶Sulfiteoxidase-like
LOC123164414 聚泛素Polyubiquitin
LOC100127086 聚泛素Polyubiquitin
LOC123080888 阳离子过氧化物酶SPC4CationicperoxidaseSPC4-like
LOC109781346 聚泛素Polyubiquitin
LOC123078420 小麦重金属相关异丙基化蛋白 Heavymetal-associatedisoprenylatedplantprotein20-like
LOC123102859 分子伴侣蛋白 DnaJA7AChaperoneproteindnaJA7A,chloroplastic-like
LOC123046348 聚泛素Polyubiquitin
LOC123080472 未表征Uncharacterized
LOC123138253 Rac样GTP结合蛋白3Rac-likeGTP-bindingprotein3

  a:TaPUB23的自激活与毒性验证;b:酵母双杂交一对一验证;c:LCA验证TaPUB23与TaDJA7互作;d:BiFC验证TaPUB23与

TaDJA7互作;e:Pull-down验证TaPUB23与TaDJA7互作。
a:Detectionofself-activationandtoxicityofTaPUB23;b:Yeast-two-hybridone-to-oneverification;c:Interactionbetween

TaPUB23andTaDJA7wasverifiedbyLCA;d:InteractionbetweenTaPUB23andTaDJA7wasverifiedbyBiFC;e:Interactionbetween
TaPUB23andTaDJA7wasverifiedByPull-down.

图4 TaPUB23与TaDJA7互作验证

Fig.4 InteractionbetweenTaPUB23andTaDJA7

图5 TaPUB23泛素化底物TaDJA7
Fig.5 TaPUB23ubiquitinylatesthesubstrateTaDJA7

3 讨论

植物病害的发生、发展到流行取决于病原菌、

寄主植物和环境因素的综合作用。大量研究表

明,植物在生长发育和病原菌侵染传播过程中易

受到温度等环境因子的影响[34-37]。温度作为最重

要的环境因素之一,不仅影响病原菌本身的致病

力,同时还调控宿主植物的抗性。许多植物中广
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泛存在对病原菌的温度敏感抗性,如在水稻-稻瘟

病菌系统中,暖温降低了茉莉酸JA调节的基础

抗性,加剧水稻稻瘟病菌感染,施用茉莉酸甲酯

MeJA则可提高暖温时对稻瘟病的抗性[38]。有

文献报道,Pi54基因介导的稻瘟抗性具有显著的

温度依赖性,在常温25~28℃下携带Pi54基因

的水稻品种对稻瘟病菌表现出强抗性,而在高温

32~35℃环境中,其抗性被显著抑制[39]。在小

麦与条锈菌协同进化过程中,一些寄主小麦在一

定的温度范围内会对条锈菌产生抗性[3]。转录组

分析发现,共有1395个差异基因参与调节小偃6
号高温全生育期抗条锈性的过程[14]。本研究针

对其中1个在条锈菌及温度双重诱导下基因表达

量显著上调的E3泛素连接酶基因TaPUB23开展

了相关分析。E3泛素连接酶在植物抗逆境胁迫中

具有重要作用,TaPIR1通过泛素化降解TaHRP1,
进而改变PhANGs的表达,从而负调控小麦对条锈

病的抗性[40];TaGW2通过介导转录因子TaARR12
的降解,增强了小麦对干旱胁迫的抗性[41]。本研究

中,通过病毒介导的TaPUB23基因过表达显著降

低了小偃6号的高温抗锈性,证实TaPUB23可能

在温度波动条件下作为负调控因子介导小偃6号

对条锈菌的抗性。
植物热休克蛋白(HSP70)家族在植物免疫中

发挥着重要作用,包括调控蛋白质转运、翻译和降

解[42-43]。拟南芥中,AtDJA3基因突变体表现出

对外源脱落酸的敏感性增强,并且对盐和渗透胁

迫的耐受性降低[44]。水稻中,OsDJA6直接与E3
连接酶OsZFP1相互作用,利用泛素化蛋白酶体

降解途径负调控水稻对稻瘟病菌(Magnaporthe
oryzae)的免疫反应[45]。本研究通过酵母双杂交

系统筛选到TaPUB23的互作靶标TaDJA7,利用

BiFC、LCA和Pull-down试验验证了 TaPUB23
与TaDJA7的互作关系,且体外泛素化试验表明,

TaPUB23能够对TaDJA7进行泛素化修饰,推测

TaPUB23可能通过泛素化降解TaDJA7,进而负

向调控小偃6号的高温抗锈性。然而,被泛素化

修饰的TaDJA7是否影响下游某些蛋白质的转

运、翻译和降解,从而调控小麦的高温抗锈性仍需

进一步研究。
本研究初步解析了E3泛素连接酶基因TaPUB23

的分子作用机制,为揭示小偃6号高温全生育期

抗锈性的分子机理奠定了基础。未来研究应进一

步解析UPS在小偃6号高温全生育期抗锈性中的

调控作用,深入揭示其抗锈性的分子机制,同时为

抗病品种的培育提供重要的理论依据。

4 结论

根据转录组测序结果,筛选到一个小麦E3
泛素连接酶基因TaPUB23,利用烟草瞬时表达及

小麦原生质体转化表明 TaPUB23定位在细胞

膜、细胞质及细胞核中,通过病毒介导的瞬时过表

达发现其负向调控小麦高温全生育期抗锈性。选

用酵母双杂交技术筛选到TaPUB23的互作靶标

TaDJA7,通过荧光素酶互补试验(LCA)、双分子

荧光互补(BiFC)和Pull-down试验验证两者互

作。体外泛素化试验表明TaPUB23能够泛素化

修饰TaDJA7以调控小偃6号的高温全生育期抗

锈性。
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