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摘 要:谷氨酸脱羧酶(GAD)是催化谷氨酸脱羧的裂解酶,在植物减轻活性氧积累、应对逆境胁迫等方

面发挥重要作用。本研究对小麦TaGAD基因家族成员进行全基因组鉴定,并分析其结构特征、miRNA靶向

关系、外源激素IAA、MeJA、ABA、SA和 H2O2 处理的响应情况,以及生物胁迫条锈菌侵染下诱导GAD 基因

家族的表达特征。结果表明,小麦基因组中共有19个TaGAD基因,分布于7条染色体上;该家族多数含有吡

哆醛(Pyridoxal_deC)保守结构域;通过 miRNA靶基因预测,TaGAD的表达可能受到 miRNA的翻译水平调

控。经转录组分析,TaGAD9-3B、TaGAD11-3D、TaGAD4-2B和TaGAD2-2A 基因在小麦不同发育阶段和组织

中呈现相对较高的表达,且在干旱和高温胁迫下显著变化。通过实时荧光定量PCR分析发现,小麦TaGAD
基因表达量在外源物质处理和条锈菌侵染诱导下存在差异,其中TaGAD4-2B在IAA诱导下表达量上调最明

显,超过300倍,TaGAD7-3A在SA诱导下表达量变化最高,上调24倍;在条锈菌生理小种CYR32侵染诱导

下,TaGAD15-4A、TaGAD19-4D的表达量上调相对较高,分别上调13倍和12倍,显著高于其他家族成员。本

研究通过对小麦TaGAD基因家族的系统鉴定、特征分析、表达谱分析和胁迫响应定量检测等,为后续深入研

究小麦TaGAD家族成员的功能奠定基础。
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Abstract:Gamma-aminobutyricacid(GABA)synthesisinplantsisprimarilycatalyzedbyglutamate
decarboxylase(GAD),akeyenzymeinGABAmetabolismthatisinvolvedinregulatingreactiveoxy-
genspecies(ROS)accumulationandstressresponses.Inthisstudy,genome-wideidentificationofthe
wheatTaGADgenefamilymemberswasperformed,followedbyanalysesoftheirstructuralcharac-
teristics,miRNAtargetingrelationships,expressionresponsestoexogenoushormonesincluding
IAA,MeJA,ABA,SA,andH2O2,aswellasexpressionprofilesoftheGADgenefamilyinducedby
biologicalstressfromstriperustinfection.Theresultsshowedthatatotalof19TaGADgeneswere
identifiedinthewheatgenome,distributedacross7chromosomes.Analysisofgenestructureand
conservedmotifsrevealedthatmostmembersofthisfamilycontainedthePyridoxal_deCconserved



domain.miRNAtargetgenepredictionsuggestedthattheexpressionofTaGADgenesmightberegu-
latedatthetranslationallevelbymiRNAs.TranscriptomeanalysisindicatedthatTaGAD9-3B,Ta-
GAD11-3D,TaGAD4-2B,andTaGAD2-2Aexhibitedrelativelyhighexpressionlevelsatdifferentde-
velopmentalstagesandinvarioustissuesofwheat,andtheirexpressionwassignificantlyalteredun-
derdroughtandhigh-temperaturestresses.Quantitativereal-timePCRanalysisdemonstratedthatthe
transcriptlevelsofTaGADgenesvariedunderexogenoussubstancetreatmentsandstriperustinfec-
tion.Amongthem,theexpressionofTaGAD4-2Bwasmostsignificantlyup-regulatedbyIAAinduc-
tion,withanincreaseofmorethan300fold,whileTaGAD7-3A showedthehighestexpression
change(24foldup-regulation)underSAinduction.Uponinfectionbythestriperustphysiologicalrace
CYR32,theexpressionlevelsofTaGAD15-4AandTaGAD19-4D wereup-regulatedmoreprominently,
reaching13foldand12foldincreasesrespectively,whichweresignificantlyhigherthanthoseofother
familymembers.Throughsystematicidentification,characteristicanalysis,expressionprofilingand
quantitativedetectionofstressresponsesofthewheatTaGADgenefamily,thisstudylaysafounda-
tionforfurtherin-depthresearchonthefunctionsofTaGADfamilymembersinwheat.
Keywords:TriticumaestivumL;Glutamatedecarboxylase;Bioinformatics;Bioticstressandabioticstress

  小麦是中国重要粮食作物之一,其消费量占

全国粮食消费总量的一半以上[1-2]。近年来,气候

环境变化产生的非生物胁迫对小麦构成严峻威

胁,直接影响到国家粮食安全[3-4]。为应对非生物

胁迫,植物产生了许多抗逆相关蛋白。γ-氨基丁

酸(γ-aminobutyricacid,GABA)是一种在动物

和植物体内发现的非蛋白质氨基酸,具有多样性

的生理功能[5],参与生物与非生物胁迫、衰老过

程[6-7]、三羧酸循环(Krebs循环)、调节植物生长

发育[8]和重塑代谢与防御反应[9]。
谷氨 酸 脱 羧 酶 (glutamatedecarboxylase,

GAD)是植物中GABA合成途径的核心酶[11],可
激活胞质中 GAD脱羧生成 GABA[11]。研究发

现,植物GAD含有与钙调蛋白(CaM)结合并提

高酶活力的结构域[12],GAD活力提高后可激活

GABA分流,增强植物在干旱条件下维持各种代

谢和调节植物生长的能力[13],同时参与胞质pH
调节、介导碳流向三羧酸循环等[14]。目前,GAD
基因家族在大豆、水稻、拟南芥、棉花、玉米、西瓜、
苹果等植物中均有研究报道,其功能特征也得到

明确[15-19]。如在棉花中,GAD 受离子胁迫诱导

上调表达,可缓解离子过多引起的氧化损伤[20]。
西瓜GAD 响应多种非生物胁迫诱导表达,可提

高西瓜在逆境的耐受性[21]。这些研究表明,GAD
对植物响应非生物胁迫起关键作用。目前,只有少

量小麦GAD的报道,但关于小麦GAD 基因家族

功能的研究尚未报道。有文献报道,5个小麦品

种和冬小麦Dn1GAD 基因表达增加,可分别增

强小麦对盐和低温胁迫的抗性[22-23]。干旱和盐胁

迫下硬粒小麦中GAD含量显著增加,可减少活

性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)积累与光损

伤[24]。
尽管GAD 基因在植物中的研究聚焦于干旱

或盐胁迫等方向,但其在小麦不同发育阶段和多

种胁迫条件下的表达模式、miRNA调控网络与

激素信号通路的交叉作用机制尚未明确。本研究

利用基 因 家 族 分 析、转 录 组 分 析 及 荧 光 定 量

(qRT-PCR)检测,系统解析TaGAD 基因在条锈

菌侵染、干旱胁迫、盐胁迫和高温等逆境条件以及

外源物质处理下的表达特征,同时分析miRNA对

TaGAD 基因转录后调控模式,以期为阐明小麦抗

逆性的分子机制提供新视角。

1 材料与方法

1.1 小麦TaGAD基因家族成员鉴定

从 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/)上获 得 已 知 的5个 拟 南 芥(Arabidopsis
thaliana)[11]、5个玉米(Zeamays)和4个水稻

(Oryzasativa)[25]的GAD蛋白质序列。从En-
sembalPlant数据库(https://plants.ensembl.
org/index.html)下载小麦蛋白序列,利用 HM-
MER3.0(http://www.hmmer.org/)从小麦蛋

白序列筛选GAD结构。综合以上数据序列作为

搜索序列,构建本地BLASTp(https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)搜索以上数据库[26],
所选序列用Pfam进一步筛选[27]。
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1.2 GAD 基因的系统发育树构建

利用软件 MEGAV7.0的最大似然法(max-
imumlikelihood)构建水稻、玉米、拟南芥和鉴定

得到的小麦GAD蛋白序列的系统发育树[28]。通

过交互式生命树软件(iTOL,http://itol.embl.de)
进一步处理系统发育树。根据系统发育树分析和

GAD 基因所在的染色体对鉴定到GAD 进行命名。

1.3 小麦GAD 基因家族染色体分布、基因结

构、保守基序及保守结构域预测

从小麦数据库IWGSCV2.1中对TaGAD 的注

释文件提取信息,进行基因染色体定位[29],然后通

过 MapInspect软件绘制TaGAD 基因在染色体上的

分布图[30]。使用GSDS(https://gsds.gao-lab.org/)
在线软件进行基因结构分析,使用 MEMEV4.9.1
(http://meme-suite.org/index.html)[31] 和

Smart Motif(http://smart.embl-heidelberg.
de/)鉴定TaGAD蛋白的保守基序(motif)[32]。

1.4 蛋白理化性质及结构预测

采用ProtParam工具(https://web.expasy.
org/protparam/)预测 GAD蛋白的基本理化性

质。用 AlphaFold(https://alphafold.ebi.ac.
uk/)预测蛋白的三级结构。

1.5 小麦TaGAD基因的转录组数据提取

从 NCBI(SRA)数 据 库 下 载 多 个 条 件 下

TAM107、Manitou、ChineseSpring、Gemmiza10
和Giza168的转录组原始 RNA-seq数据,包括

NaHS胁迫、盐胁迫、干旱胁迫、热胁迫等,通过

Hisat2定位到小麦参考基因组。原始读段数倍

转换为每百万转录本(TPM)的表达量,用于后续

分析[33]。并使用RStudio软件中的“pheatmap”
生成TaGAD的转录组分析图。

1.6 miRNA靶基因的预测

根据上述从NCBI上获取的TaGAD 参考基因

组,基于Web的psRNATarget服务器,使用默认参

数(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/)对
靶向基因预测,排除了冗余的成熟 miRNA序列,
使用独特的成熟 miRNA序列作为查询[34],根据

结果使用R绘图得到miRNA靶向图。

1.7 小麦种植、激素、接菌处理和RNA提取

本研究供试小麦品种泡子麦为长江中下游麦

区农家品种(具有高温全生育期抗条锈性,田间抗

条锈病等级为中抗),种植土壤为腐殖土、蛭石和

珍珠岩按3∶1∶1比例混合基质。每盆播种10粒,

共种植30盆;将30盆植株按每10盆一组划分为

3组,即处理组1、处理组2和对照组。待小麦生

长至二叶一心期时,对各组进行如下处理:
处理组1:每盆喷施浓度为0.5mmol·L-1

的外源物质10mL,包括水杨酸(salicylicacid,

SA)、吲哚乙酸(indole-3-aceticacid,IAA)、脱落

酸(abscisicacid,ABA)、过 氧 化 氢(hydrogen
peroxide,H2O2)、茉 莉 酸 甲 酯 (methyljas-
monate,MeJA);处理组2:采用喷雾接种法接种

6×106孢子·mL-1 条锈菌CYR32生理小种,并
在接种后保湿24h;对照组不进行任何处理。所

有植株均置于人工气候箱培养,培养条件设定为:
白天20 ℃ 16h,黑 夜 15 ℃ 8h,相 对 湿 度

80%[35]。处理组1在喷施后0、0.5、2、6、12、24
和36h采样,处理组2在接种后0、48、96和192
h采样,立即液氮速冻,-80℃保存备用。采用

植物RNA提取试剂盒(全式金,北京)提取小麦

叶片样本的总RNA,随后使用反转录试剂盒(天
根,北京)进行反转录反应。

1.8 荧光定量检测(qRT-PCR)
为进一步验证该基因在小麦中的表达水平,

从19个TaGAD基因家族中选出10个TaGAD基

因采用qRT-PCR检测基因的表达水平。使用

Primerpremier5软件用于定量引物的设计,再
用实时荧光定量PCR仪(QuantStudio6,美国)
进行检测,TaActin 作为内参基因[36]。通过实时

荧光定量对每个cDNA进行3次技术重复和3次

生物学重复检测,使用2-ΔΔCt 方法进行数据处

理[37]。

2 结果与分析

2.1 小麦GAD 基因的系统发育分析、染色体分

布和鉴定

为探究GAD 基因的进化特征,以19个小

麦、5个拟南芥、4个水稻和5个玉米中的GAD
基因构建进化树(图1A),并将这些基因分为3个

亚组(GroupⅠ、Ⅱ和Ⅲ)。小麦GAD 集中在Group
Ⅰ和Ⅲ中,且TaGAD 基因家族成员在小麦、拟南

芥、水稻和玉米中具有明显的聚类趋势,表明GAD
基因在不同物种之间高度保守。利用参考基因组

CFF3文件提供的位置信息绘制染色体上TaGAD
基因的分布图,结果表明TaGAD 基因在A、B、D三

个亚基因组中均匀分布在各染色体上(图1B)。
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表1 TaGAD基因家族引物序列

Table1 PrimersequencesoftheTaGADgenefamily

基因 Gene
引物序列Primersequence(5'-3')

正向Forward      反向 Reverse      

TaGAD1-2A CAATCAACAGTCTCCAAAACCC TCGGCCTAAATCAGCCTATAAT

TaGAD2-2A TCAAGAGGCGTTGGCAGAA GGCGACGCAGATGGTGTT

TaGAD3-2B GCCACGGCATCGAGGG GGCCGGCACGATCCAG

TaGAD4-2B TCTCCAAAGGTTCCAGCCA TTGAGCACCATCGCGTTC

TaGAD7-3A GCCACGGCATCGAGGG GGCCGGCACGATCCAG

TaGAD9-3B ACAAGGAAACAGGGTGGG TGAGTTCGTCGGGCAGAT

TaGAD11-3D CGGCTTCGAGGGGTACAAG CACGATCCACCCGAACCTC

TaGAD13-4A GGCGAAGAACAAGGAAACA GCAGCCTGAAGTCCCATT

TaGAD15-4A TGCCGCTCGTGGCTTTC ACCACACGCATGACGGC

TaGAD19-4D CACGACAAACCCAACATC CGTAGTACCCTTCCCTGA

图1 小麦、玉米、水稻和拟南芥GAD蛋白序列的系统发育树(A)和TaGAD基因在染色体上分布(B)

Fig.1 Phylogenetictree(A)ofGADproteinsequencesofTriticumaestivum,Zeamays,Oryzasativa,

andArabidopsisthalianaanddistributionofTaGADgenesonchromosomes(B)
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2.2 TaGAD 家族的基因结构和与 Tae-miRNA
靶向调控关系及作用方式

基因结构和motif分析显示,全部TaGAD均

含有多个内含子结构,18个TaGAD 的5'端和3'
端含有完整的 UTR区(图2A),所有TaGAD 均

含有与植物生长发育和逆境调控相关的Pyridox-
al_deC基序(图2B)。进一步对TaGAD基因是否

存在潜在miRNA的靶向调控进行预测。结果表

明,多个miRNA靶向TaGAD后通过翻译调控表

达,只有Tae-miR9666z可通过切割方式调控Ta-
GAD3-2B表达(图2C)。
2.3 TaGAD的蛋白特征分析和结构预测

对TaGAD的蛋白质等电点、相对分子质量

及不稳定性指数等生化特征进行分析。结果表

明,TaGAD碱基序列长度为448~513bp,蛋白

平均相对分子质量为55kD,平均等电点为5.69,

且所有蛋白均为亲水蛋白。只有TaGAD14-4A、
TaGAD16-4B、TaGAD18-4D为不稳定蛋白(不稳

定指数<40),表明该家族整体具备稳定表达的特

性(表2)。根据稳定性将TaGAD蛋白结构分为

GroupⅠ和GroupⅡ两组(图3)。所有TaGAD
均未检测到信号肽序列,为非分泌蛋白。亚细胞

定位预测表明,Ⅱ组的12个和Ⅰ组的2个 Ta-
GAD仅 定 位 于 线 粒 体;而 TaGAD18-4D、Ta-
GAD13-4A、TaGAD11-3D、TaGAD12-3D及 Ta-
GAD10-3B则同时定位于线粒体和叶绿体(表
2)。蛋白预测结果显示,该家族蛋白的主要结构元

件包括β-转角、α-螺旋、延伸链及无规卷曲,但不同

TaGAD蛋白中这4种结构的占比存在一定差异。
此外,α-螺旋的比例(37.60%~47.33%)显著高于

β-转角(8.02%~10.22%),较高的α-螺旋占比表

明该蛋白可能具有良好的结构稳定性、特定的分子

图2 TaGAD基因结构、保守基序及 miRNA靶向分析

Fig.2 Genestructure,conservedmotifs,andmiRNAtargetanalysesofTaGAD
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表2 TaGAD基因家族的预测信息

Table2 PredictedinformationoftheTaGADgenefamily

基因
Gene

基因ID
GeneID

碱基数
Numberof
aminoacids

分子量
Molecular
weight/kD

不稳定系数
Instability
index

等电点
Isoelectric
point

亲水指数
Hydrophilicity

亚细胞定位
Subcellular
localization

TaGAD18-4D TraesCS2A03G0782700.1 499 55.688 42.73 6.74 -0.132

TaGAD13-4A TraesCS3A03G0046100.1 450 49.693 27.03 5.39 -0.054

TaGAD11-3D TraesCS3B03G0052400.1 487 54.107 29.36 5.55 -0.100

TaGAD12-3D TraesCS3A03G1214200.1 471 52.336 31.81 5.50 -0.193

TaGAD10-3B TraesCS3B03G1459100.1 501 55.944 31.00 5.46 -0.189

叶绿体,线粒体
Chloroplast,
mitochondrion

TaGAD16-4B TraesCS2B03G0868500.1 499 55.654 41.66 6.16 -0.129

TaGAD14-4A TraesCS2D03G0721300.1 499 55.760 43.31 6.16 -0.141

TaGAD9-3B TraesCS3D03G0041800.1 490 54.147 25.95 5.45 -0.064

TaGAD8-3A TraesCS3D03G1158300.1 501 56.030 31.52 5.39 -0.206

TaGAD17-4B TraesCS2B03G0868100.1 513 58.428 32.33 6.20 -0.195

TaGAD19-4D TraesCS2A03G0781400.1 486 55.052 28.53 6.00 -0.212

TaGAD15-4A TraesCS2D03G0720700.1 486 55.043 29.87 6.05 -0.207

TaGAD6-2D TraesCS4A03G0683400.1 448 50.500 41.10 5.16 -0.261

TaGAD4-2B TraesCS4B03G0113000.1 495 55.758 39.59 5.41 -0.231

TaGAD2-2A TraesCS4D03G0096100.1 495 55.744 39.59 5.40 -0.231

TaGAD5-2D TraesCS4A03G0908800.1 454 51.758 35.14 5.24 -0.263

TaGAD7-3A TraesCS4A03G0153700.1 500 56.563 37.68 5.73 -0.232

TaGAD3-2B TraesCS4B03G0632100.1 500 56.511 37.52 5.54 -0.239

TaGAD1-2A TraesCS4D03G0561600.1 500 56.582 36.92 5.61 -0.235

线粒体
Mitochondrion

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

图3TaGAD蛋白的三级结构预测
Fig.3 TertiarystructurepredictionofTaGADproteins
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互作能力及环境适应性。

2.4 TaGAD基因转录组分析

表达模式分析显示,TaGAD 成员具有多样化

的表达特征。其中,TaGAD9-3B、TaGAD11-3D、
TaGAD13-4A在小麦生长前期维持较高的表达水

平,TaGAD4-2B和TaGAD2-2A 在非生物胁迫(干
旱和高温)和生物胁迫(子囊菌Zymoseptoriatriti-
ci、禾谷镰孢菌Fusariumgraminearum 和条锈菌)
下有积极的响应。在非生物胁迫干旱和高温处理

1和6h后,5个小麦品种的TaGAD4-2B 和Ta-
GAD2-2A基因均有表达(图4A)。在小麦的不同

生长发育阶段,TaGAD 基因的表达呈现出动态变

化:如TaGAD2-2A、TaGAD4-2B、TaGAD9-3B、Ta-
GAD11-3D、TaGAD13-4A主要在小麦发育前期的

根、叶鞘和叶片有较高的表达量,而TaGAD4-2B和

TaGAD2-2A在不同生长时期均有相对较高的表达

水平(图4B),表明TaGAD 基因可能参与了小麦生

长发育的多个过程。在生物胁迫下,TaGAD4-2B

和TaGAD2-2A 基因的表达量明显高于其他Ta-
GAD 基因;TaGAD9-3B、TaGAD11-3D和TaGAD13-
4A基因在小麦一叶和二叶期上调表达,说明部分

TaGAD 可能响应小麦条锈菌的侵染(图4C)。

2.5 TaGADs基因家族外源物质处理定量检测

为了进一步了解TaGAD 基因的功能,利用

IAA、ABA、SA、MeJA、H2O2 等对小麦进行外源物

质诱导处理,选取胁迫条件下转录水平上调表达的

基因TaGAD1-2A、TaGAD2-2A、TaGAD3-2B、Ta-
GAD4-2B、TaGAD7-3A、TaGAD9-3B、TaGAD11-
3D、TaGAD13-4A、TaGAD15-4A和TaGAD19-4D进

行定量检测。结果(图5)表明,在SA处理下,Ta-
GAD7-3A、TaGAD11-3D、TaGAD15-4A 显 著 上 调

表达,其余基因的转录水平无显著差异;在 MeJA
处 理 下TaGAD2-2A、TaGAD4-2B、TaGAD19-
4D相比于其他基因上调表达更为强烈;在IAA
处 理 下,TaGAD2-2A、TaGAD3-2B、TaGAD9-
3B、TaGAD11-3D、TaGAD13-4A和TaGAD19-4D

图4 TaGAD基因家族的转录组表达水平分析

Fig.4 TranscriptomeexpressionanalysisoftheTaGADgenefamily
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  图柱上的不同字母表示同一外源物质处理下不同测定时间间的差异在0.05水平上的显著性。
Differentlettersonthecolumnsindicatethesignificantdifferenceamongdifferentmeasuringtimeunderthesameexogenoussub-

stancetreatmentsat0.05level.
图5 外源物质诱导下TaGAD基因家族的相对表达

Fig.5 RelativeexpressionoftheTaGADgenefamilyunderexogenoussubstancetreatments
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表达量显著上调且相对较高。在ABA处理下,Ta-
GAD1-2A和TaGAD19-4D有较高的上调表达。

TaGAD1-2A基因在SA、MeJA和 ABA等喷

施处理后0.5h表达量较0h有显著升高;Ta-
GAD7-3A在SA处理下前期均上调表达,至24h
表达水平下降;TaGAD9-3B在 H2O2 和IAA诱导

下上调表达更为强烈,最高上调倍数分别为0h的5
倍和7倍;TaGAD11-3D在外源物质SA和IAA处

理下表达量升高,最高时分别是0h的6倍和3倍;

TaGAD19-4D受到多种外源物质的诱导,在 MeJA、

ABA、H2O2 和IAA处理后2h均显著上调(图5)。
以上结果说明,TaGAD 基因家族能够响应外源物质

的诱导,且多数成员对IAA和SA两种外源物质有

较强响应。

2.6 条锈菌侵染后TaGADs基因家族的表达

条锈菌侵染后小麦中TaGAD 基因表达结果

(图6)显示,TaGAD15-4A 和TaGAD19-4D 对条

锈菌侵染均表现出积极的响应。在侵染48h时,
二者的表达量达到峰值,上调12.5和15.2倍(图

6)。TaGAD15-4A 和TaGAD19-4D 可能同时参与

生物与非生物胁迫,且在生物胁迫前期发挥功能。

图6 条锈菌侵染后TaGAD基因相对表达量

Fig.6 RelativeexpressionofTaGADinresponse
toPucciniastriiformisf.sp.triticiinfection

3 讨论

在植物中,GAD 基因是一类大家族基因,其
与GABA合成、代谢和信号转导等过程相关[38],
现有研究大多聚焦在大豆、水稻、拟南芥等。关于

小麦GAD 基因家族在抗逆方面的系统研究较为

有限。因此,本试验开展了小麦TaGAD 基因家

族的研究。
基因结构及外显子-内含子的数量是评估基

因进化特征的重要指标[39],本研究共鉴定到19
个TaGAD基因,均匀分布在9条染色体上。保守

基序分析显示,TaGAD 具有结合辅酶磷酸吡哆

醛(pyridoxal5'-phosphate,PLP)的 保 守 结 构

域[40],该结构域可间接参与激素合成和信号传

递,调控植物生长发育及逆境适应等过程[41-43]。
在该家族中只有TaGAD13-4A、TaGAD12-3D 和

TaGAD6-2D有PLP缺失。因此,推测核心保守

基序的完整性可能对TaGAD 基因的正常表达具

有重要调控作用。
蛋白质是基因功能的直接执行者,其理化性

质与结构特征决定其生物学功能[44]。本研究对

小麦 GAD蛋白性质分析发现,只有 TaGAD14-
4A、TaGAD16-4B、TaGAD18-4D为不稳定蛋白

外,表明多数TaGAD蛋白可在小麦体内稳定存

在并发挥生物学功能。miRNA可通过切割或抑

制方式调控基因表达,参与植物逆境调控。在靶

标预测分析发现仅 Tae-miR9666z通过切割Ta-
GAD3-2B来抑制蛋白合成;调控TaGAD4-2B 的

Tae-miRNA数量最多。这些结果说明TaGAD
的表达受多种miRNA的精细调控,进一步揭示了

其在小麦逆境应答中调控网络的多样性。此外,转
录组数据分析显示,TaGAD2-2A、TaGAD4-2B、Ta-
GAD5-2D、TaGAD9-3B、TaGAD11-3D和TaGAD13-4A
在干旱、高温、盐等非生物胁迫下表达相对较高,
且在小麦不同发育阶段及组织中呈特异性的高表

达,而其余TaGAD 成员则无明显表达特征。由

上述结果推测TaGAD 基因家族在参与植物逆境

响应网络过程中可能发挥差异化作用。
植物激素调控网络是植物应对生物与非生物

胁迫 的 重 要 防 御 机 制[45-47],其 中 包 括 水 杨 酸

(SA)、生长素(IAA)和脱落酸(ABA)等[48]。为

进一步阐明TaGAD 在小麦抗逆过程中的作用,
本研究通过qRT-PCR分析了其在外源激素诱导

下的表达模式。发现多数TaGAD成员在IAA处

理下积极响应;TaGAD7-3A 和TaGAD15-4A 在

SA处理下上调显著,分别为喷施后0h的13倍

和7倍。已有研究表明,适宜浓度的SA不仅能

够增强植物对非生物胁迫的耐受性,还可参与植

物对生物胁迫的防卫反应[49-50]。由上述结果推测

小麦TaGAD发挥抗逆性可能通过两种方式:一
是单独响应IAA或SA信号,通过调控激素信号

通路增强小麦抗逆性;二是SA通路与植物防卫

体系相关,其介导的SA积累可增强植株应对生物

胁迫的能力,从而间接提升植物对非生物胁迫的适

应能力。此外,本研究还发现,在所有的GAD 基
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因家族中,只有TaGAD15-4A和TaGAD19-4D既能

够响应外源激素非生物胁迫的诱导,又能对条锈

菌生物胁迫的侵染有强烈的反应变化。由此猜测

这2个基因可能参与小麦对生物与非生物胁迫的

双重响应。
本研究通过全基因组鉴定、生物信息学分析

及表达模式验证,证实了小麦TaGAD 基因家族

在植物生长发育和抵御生物与非生物胁迫过程中

发挥重要的作用,但TaGAD 基因家族成员如何

通过不同激素信号通路分别响应生物与非生物胁

迫,其下游调控网络及关键节点的分子机制、调控

机制尚不清楚,仍有待通过定向分子实验进一步

解析。本研究为后续揭示TaGAD基因功能和探

究其参与小麦抗逆性与激素相关的分子机制提供

参考信息。
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