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摘 要:为探究小麦类受体激酶基因TaNAK1的两个可变剪接体对小麦农艺和产量相关性状的影响,以

冬小麦品种小偃6号、野生型春小麦品种Fielder及其TaNAK1.1(OE1-1、OE1-9、OE1-11)和TaNAK1.2转基

因株系(OE2-1、OE2-2、OE2-4)为材料,采用半定量RT-PCR和实时荧光定量RT-qPCR分别检测TaNAK1.1
和TaNAK1.2在小麦中的表达模式,并对转基因小麦株系的田间农艺和产量相关性状及幼苗耐旱性进行评

价。结果表明,小麦TaNAK1.1和TaNAK1.2在正常条件下的时空表达谱及其在干旱和低温处理下的表达

模式均存在差异。正常条件下,TaNAK1.1在花后10d和15d籽粒中表达水平相对较高,而TaNAK1.2在幼

苗叶片和旗叶中表达水平较高;干旱和低温处理条件下,TaNAK1.2的表达显著上调,而TaNAK1.1的表达

变化不明显。TaNAK1.1和TaNAK1.2过 表 达 对 小 麦 田 间 农 艺 和 产 量 相 关 性 状 的 影 响 不 同。与 野 生 型

Fielder相比,TaNAK1.1转基因株系的抽穗、扬花时间和旗叶面积差异不大;而TaNAK1.2转基因株系的抽

穗和扬花时间均延后约5d,旗叶面积减小12.50%~14.45%;TaNAK1.1和TaNAK1.2转基因株系的株高、

分蘖数、穗长、主穗小穗数、籽粒大小、千粒重、单株产量等性状均显著降低,但二者间各性状降低幅度不尽相

同,TaNAK1.1转基因株系的单株产量和单株生物量的降幅更大。TaNAK1.1和TaNAK1.2过表达均能显

著提升小麦的耐旱性。在干旱胁迫下,与野生型Fielder相比,TaNAK1.1和TaNAK1.2转基因株系叶片相对

含水量、可溶性糖和脯氨酸含量均显著增加,H2O2 和 MDA含量均显著降低;经极度干旱胁迫处理后,转

TaNAK1.1和TaNAK1.2株系的存活率均显著提高。综上所述,TaNAK1.1和TaNAK1.2在调控小麦生长

发育与抗非生物胁迫中有重要作用,可为小麦抗逆分子育种提供新的基因资源。
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EffectsofTaNAK1.1andTaNAK1.2onAgronomicand
Yield-RelatedTraitsandDroughtToleranceinWheat

GONGYue,HUKunzhi,WUBaowei,DUDidi,MAMeng,LIUXiangli,ZHAOHuixian
(CollegeofLifeSciences,NorthwestA&FUniversity,Yangling,Shaanxi712100,China)

Abstract:Toinvestigatetheeffectsoftwoalternativesplicingvariantsofwheatreceptor-likekinase
geneTaNAK1onagronomicandyield-relatedtraits,thisstudyusedthewinterwheatcultivarXiaoy-
an6,thewild-typespringwheatcultivarFielder,anditstransgeniclinesoverexpressingTaNAK1.1
(OE1-1,OE1-9,OE1-11)andTaNAK1.2(OE2-1,OE2-2,OE2-4).Theexpressionpatternsof
TaNAK1.1andTaNAK1.2inwheatwereexaminedusingsemi-quantitativeRT-PCR(sqRT-PCR)
andquantitativereal-timeRT-PCR(qRT-PCR),respectively.Agronomicandyield-relatedtraitsof
thetransgeniclinesunderfieldconditions,alongwithseedlingdroughttolerance,wereevaluated.



TheresultsshowedthatTaNAK1.1andTaNAK1.2exhibiteddistinctspatiotemporalexpressionpro-
filesacrosswheatorgansandtissuesundernormalconditions;TaNAK1.1displayedrelativelyhigh
expressionlevelsingrainsat10and15dayspost-anthesis,whereasTaNAK1.2showedrelatively
highexpressionlevelsinseedlingleavesandflagleaves.Underdroughtandlow-temperaturestress
conditions,TaNAK1.2wassignificantlyup-regulated,whiletheexpressionofTaNAK1.1wasnot
inducedbytheseabioticstresses.TheoverexpressionofTaNAK1.1andTaNAK1.2differentiallyaf-
fectedagronomicandyield-relatedtraitsunderfieldconditions.Comparedtowild-typewheatFielder,

TaNAK1.1transgeniclinesshowednosignificantdifferencesinheadingandfloweringtimeorflag
leafarea.Incontrast,headingandfloweringtimeinTaNAK1.2transgeniclinesweredelayedbyap-
proximately5d,andflagleafareawasreducedby12.50%to14.45%.BothTaNAK1.1transgenic
andTaNAK1.2linesexhibitedsignificantreductionsinplantheight,tillernumber,spikelength,
numberofspikeletsperspike,grainsize,thousand-grainweight,andgrainweightperplant;howev-
er,theextentofthesereductionsvariedbetweenthetwotypesofoverexpressinglines,withTaN-
AK1.1transgeniclinesshowinggreaterreductionsingrainweightperplantandbiomassperplant.
TheeffectsofTaNAK1.1andTaNAK1.2overexpressiononwheatseedlingdroughttolerancewere
similar,withbothsignificantlyenhancingdroughttolerance.Specifically,underdroughtstress,com-
paredtothewild-typewheatFielder,theleavesofTaNAK1.1transgenicandTaNAK1.2transgenic
linesshowedsignificantlyincreasedcontentsofosmoticadjustmentsolutes(solublesugarsandpro-
line)andrelativewatercontent,alongwithsignificantlydecreasedlevelsofH2O2andthemembrane
lipidperoxidationproductMDA.Furthermore,theirsurvivalratewasalsosignificantlyenhancedfol-
lowingextremedroughtstresstreatment.TheseresultsnotonlyrevealtheimportantrolesofTaN-
AK1alternativesplicinginregulatinggrowth,development,andadaptationtoabioticstressinwheat,
butalsoprovidenewgeneticresourcesformolecularbreedingofstress-tolerantwheat.
Keywords:Wheat;TaNAK1.1andTaNAK1.2;Growthanddevelopment;Droughttolerance

  类受体激酶(RLK)在植物的生长发育和逆

境响应中扮演着重要角色。许多RLK家族成员

作为负调控因子,通过抑制过度生长或调整株型

帮助 植 物 适 应 环 境 变 化[1-2]。例 如,拟 南 芥 中

RLK家族成员REKs通过负向调节细胞壁重塑

相关基因的表达抑制根的生长[3];水稻中的OsR-
LCK191通过调控细胞壁生物合成影响茎秆强度

与株型稳定性[4];玉米ZmRLK7基因通过限制细

胞扩张和增殖影响株高及籽粒大小[5];番茄SlER
是叶片大小和数量的负调控因子[6]。

可变剪接(alternativesplicing,AS)是基因

表达在转录后水平上的一种重要调控过程。通过

该过程,单个基因转录产生的 mRNA前体可以

经由不同的剪接方式,产生多种序列结构和表达

模式各异的成熟 mRNA变体(剪接变体),从而

提高转录组的可塑性、蛋白质组的多样性及功能

的复杂性,甚至导致性状的多样性[7]。植物在干

旱、高盐、低温、病虫害等逆境胁迫时,迅速调整基

因表达并合成胁迫响应蛋白是其适应环境的关

键。植物中广泛存在的AS现象是实现这一快速

调整的策略之一。通过产生多样的转录本及功能

各异的蛋白产物,AS在分子层面为植物精细调

控生长发育和响应逆境提供了重要手段[8]。
小麦是世界上主要的粮食作物之一,是全球

35%~40%人口的主食[9]。有关RLK调控小麦

生长发育、抗病性等方面的报道已有不少。例如,
小麦凝集素型RLK基因TaSRK 通过一个涉及

去乙酰化和磷酸化的级联反应,负向调控小麦粒

长[10];小麦受体样激酶TaCrRLK1L16在条锈菌

侵染早期发挥重要作用[11];TaPK3A 是一个响应

水杨酸和纹枯病菌的关键基因,对小麦防御纹枯

病至关重要[12]。本课题组前期研究发现,小麦

TaNAK1属于RLK类蛋白编码基因,该基因在

小麦体内产生两个主要的AS变体即TaNAK1.1
和TaNAK1.2,长度分别为2442和2646bp;其
编码蛋白的亚细胞定位不同,在拟南芥中表达时,
对转基因植株的开花、株型和种子产量的效应也

不同[13]。但TaNAK1.1和TaNAK1.2对小麦生
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长发育与非生物胁迫响应的生物学功能及其是否

存在功能分化尚不明确。
本研究以野生型春小麦品种 Fielder及其

TaNAK1.1和TaNAK1.2转基因株系为供试材

料,通过PCR技术对TaNAK1的两个剪接变体

的表达模式及其在转基因株系中的表达水平进行

检测,结合田间农艺性状和幼苗耐旱性,比较

TaNAK1.1和TaNAK1.2过表达对小麦生长发

育和干旱胁迫耐受性的影响,初步揭示这两个剪

接变体的功能,为深入了解TaNAK1基因调控小

麦生长与抗逆性的分子机制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料和种植条件

将冬小麦品种小偃6号于2023—2024年度

种植于西北农林科技大学农一站试验田,在不同

生育时期采集不同组织样品,包括三叶一心期的

根(R)、茎(S)、叶(L),孕穗期的旗叶(FL)和幼穗

(YS5),抽穗期的穗(YS15)以及扬花后5、10、15
和20d的籽粒(GR5、GR10、GR15、GR20)。将样

品液氮速冻后于-80℃保存,用于TaNAK1.1和

TaNAK1.2的时空表达模式分析。用 Hoagland
营养液培养小偃6号至两叶一心期,进行低温和

干旱胁迫处理(每种处理设3个重复)。低温处

理:将小麦转移至4℃培养箱中,分别于0、1、3、

6、12、24h采集叶片;干旱处理:用20%PEG6000
溶液培养,分别于0、1、3、6、12、24h采集叶片。
培养条件均为光/暗周期16h/8h,温度22℃/16
℃(低温处理为4℃),相对湿度45%~55%。将

采集的叶片液氮速冻后-80℃保存,用于TaN-
AK1.1和TaNAK1.2表达模式分析。

以野生型春小麦品种Fielder及其TaNAK1.2
转基因 T3 代株系(OE2-1、OE2-2和-OE2-4)和

TaNAK1.1转基因T3 代株系(OE1-1、OE1-9和

OE1-11)为供试材料,将其于2023年10月—

2024年6月种植于西北农林科技大学转基因植物

园(34.297°N,108.075°E);田间采用随机区组设

计,每个材料设5行,行长2m,行距0.25m,株距

0.10m。田间管理均遵循试验站常规管理措施。

1.2 总RNA提取与cDNA合成

供试 小 麦 幼 苗 叶 片 的 总 RNA 提 取 采 用

RNA提取试剂盒(艾科瑞生物,中国)按照操作说

明进行。使用核酸蛋白检测仪检测RNA的浓度

与纯度,并通过0.8%琼脂糖凝胶电泳检测RNA

的完整性。提取的RNA按照EvoM-MLV反转

录预混型试剂盒 Ver.2(艾科瑞,中国)合成cD-
NA,每个样品3个生物学重复。

1.3 小麦TaNAK1.1和TaNAK1.2的表达模式分析

由于TaNAK1.1和TaNAK1.2序列相似性

极高,无法设计特异性引物,因此,以TaNAK1基

因序列设计特异性引物,通过sqRT-PCR检测小

偃6号TaNAK1.1 和TaNAK1.2 的表达水平。
以1.2部分中小麦样品的cDNA为模板,用TaN-
AK1 基 因 引 物(TaNAK1-sqPCR-F:5'-TATT-
GTTGGATGATGATTGGGTAC-3';TaNAK1-
sqPCR-R:5'-GATTCTCTTGGCGTGTTAGGTG-
3')进 行sqRT-PCR 分 析[14],以 小 麦Actin1 基 因

(TraesCS1A01G020500)为内参(其引物序列为

TaActin1-sqPCR-F:5'-AAATCTGGCATCACA
CTTTCTAC-3';TaActin1-sqPCR-R:5'-GTCT-
CAAACATAATCTGGGTCATC-3')。每 个 样

品3次重复。将PCR产物用琼脂糖凝胶电泳分

离,利用凝胶成像仪观察并拍照。通过比较凝胶

电泳图中不同样品间目的条带的相对亮度,评估

TaNAK1.1和TaNAK1.2在各样品中的相对表

达水平。

1.4 小麦中TaNAK1基因的相对表达量分析

利用qRT-PCR测定野生型Fielder及其转

基因 株 系 中TaNAK1(即TaNAK1.1 和TaN-
AK1.2)的相对表达水平。以正常生长条件下的

Fielder和各转基因株系幼苗叶片的cDNA为模

板,用TaNAK1基因特异引物(TaNAK1-qPCR-
F:5'-AGCACCTCACATCACTCAAG-3';TaN-
AK1-qPCR-R:5'-GCCTTCGATTGTTTTCCT-
GG-3')以及SYBRGreenProTaqHS预混型

qPCR试剂盒(艾科瑞,中国)进行qRT-PCR;以
小麦Actin1基因作为内参(引物序列:TaActin1-
qPCR-F:5'-CACTGGAATGGTCAAGGCTG-3';Ta-
Actin1-qPCR-R: 5'-CTCCATGTCATCCCAGTTG-
3')。qRT-PCR在CFX96型实时荧光定量PCR
仪(Bio-Rad,美国)上进行;每个样品3个生物学重

复。PCR反应条件:95℃30s;95℃5s,60℃30
s,40个循环。目标基因表达水平按照2-ΔΔCT 法进

行表达量分析[15]。

1.5 农艺性状和产量相关性状测定

于2023-2024年小麦生长季节,对试验田种

植的野生型Fielder和各转基因株系的抽穗和扬

花时间、有效分蘖数进行调查统计;扬花期测量旗叶
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长和宽,并计算旗叶面积(旗叶长×旗叶宽×0.83);
成熟期测量株高、穗长、主穗小穗数、主穗粒数;收
获后测定单株产量、单株生物量、千粒重。每个性

状至少测定30株。

1.6 苗期耐旱性评价

挑选野生型Fielder和各转基因株系的饱满

种子100粒,用1%次氯酸钠溶液消毒30min、蒸
馏水冲洗3~4次。消毒后的种子于蒸馏水中室

温过夜,置于铺有湿润滤纸的培养皿中,于25℃
黑暗条件下萌发。将萌发一致的种子种在装有培

养土(基质∶沙子=2∶1)的长方形培养盒(规格为

28cm×20cm×12cm)中,每盒种8行,每行15
粒,每个基因型两行。将培养盒置于温室培养,
光/黑周期16h/8h,温度22℃/16℃,空气相对

湿度45%~55%。幼苗培养至两叶一心期时,将
其分为两组:一组作为对照,正常浇水;另一组进

行干旱处理,即停止浇水直至土壤严重干旱(土壤

相对含水量降至最大持水量的30%,约需9~12
d),观察各基因型的生长状态。待植物呈现严重

萎蔫时,恢复正常浇水。复水7d后统计各基因

型小麦幼苗存活株数,并计算其存活率。试验重

复3次,每次3个重复。
在干旱处理组土壤严重干旱时,采集对照组

和干旱处理组的各基因型小麦叶片,测定叶片相

对含水量(RWC)[16]、可溶性糖含量[17]、脯氨酸

(Pro)含量[18]、H2O2 含量[19]和丙二醛(MDA)含
量[20],每种样品9个生物学重复。

1.7 数据处理

数据使用Excel2021进行整理,统计分析在

SPSS26.0中进行,采用ANOVA进行单因素方

差分析,运用Duncan􀆳s新复极差法及t检验进行

显著性检验。图表绘制使用GraphPadPrism9.0
及Origin2022完成。

2 结果与分析

2.1 小偃6号中TaNAK1.1和TaNAK1.2的表

达模式

使用sqRT-PCR对小偃6号中TaNAK1.1
和TaNAK1.2表达模式进行分析,结果(图1A)显
示,在正常生长条件下,TaNAK1.1和TaNAK1.
2时空表达谱不同;TaNAK1.1在花后10d和15
d的籽粒中扩增产物的电泳条带较其他组织样品

更亮,表明其表达量相对较高;而TaNAK1.2在

幼苗叶片和旗叶中扩增产物的条带比其他组织样

品中的亮度高,表明其表达水平相对较高。
在干旱和低温胁迫处理下,TaNAK1.1 和

TaNAK1.2的表达模式不同。在干旱处理下,

TaNAK1.2上调表达,处理1h时表达明显上调;
而TaNAK1.1表达未受干旱诱导(图1B)。在4
℃低温处理下,TaNAK1.2呈上调表达趋势,在
处理3h时,TaNAK1.2上调幅度明显;而TaN-
AK1.1的表达未受低温诱导(图1C)。

2.2 TaNAK1.1和TaNAK1.2在转基因小麦中

的相对表达量

由图2可知,所有转基因株系中目标基因的

表达量均显著(P<0.05)或极显著(P<0.001)
高于野生型对照Fielder,不同株系间存在不同程

度差异。

  A:TaNAK1在正常生长条件下的表达模式;R:三叶一心期的根;S:三叶一心期的茎;L:三叶一心期的叶片;FL:孕穗期的旗叶;

YS4:幼穗4cm期;YS8:穗长8cm期;GR5、GR10、GR15和GR20分别是扬花后5、10、15和20d的籽粒。B:TaNAK1在PEG6000处理

不同时间下的表达模式。C:TaNAK1在4℃处理不同时间下的表达模式。

A:ExpressionpatternsofTaNAK1undernormalcultureconditions;R:Rootatthree-leafandone-heartstage;L:Leafatthree-
leafandone-heartstage;FL:Flagleafatbootingstage;YS4:4cmspikestage;YS8:8cmspikestage;GR5,GR10,GR15,and
GR20:Grainsat5,10,15,and20dafterflowering,respectively.B:ExpressionpatternsofTaNAK1atdifferenttimesofPEG6000
treatment.C:ExpressionpatternsofTaNAK1at4℃fordifferenttreatmenttime.

图1 小偃6号中TaNAK1.1和TaNAK1.2的表达模式

Fig.1 ExpressionpatternsofTaNAK1.1andTaNAK1.2inXiaoyan6
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  *:P<0.05;***:P<0.001.

图2 转基因株系中TaNAK1相对表达水平

Fig.2 RelativeexpressionlevelsofTaNAK1intransgeniclines

2.3 TaNAK1.1和TaNAK1.2对小麦农艺和产

量相关性状的影响

对野生型Fielder及其转TaNAK1.1和TaN-
AK1.2基因株系进行农艺及产量相关性状调查,

结果(图3)表明,与Fielder相比,TaNAK1.1转

基因株系的抽穗、扬花时间和旗叶面积无显著变

化;而TaNAK1.2转基因株系的抽穗和扬花时间

均延后5d左右,旗叶长和宽分别降低7.18%~
17.96%和3.22%~4.14%,导致旗叶面积降低

12.50%~14.45%(图3D 和3E)。携带TaN-
AK1.1和TaNAK1.2基因株系的株高、分蘖数、

穗长、主穗小穗数、千粒重、单株产量和生物量均

较Fielder显著降低,但降低幅度不同;携带TaN-
AK1.1株系的株高、分蘖数、穗长、主穗小穗数和

主穗粒数分别降低了5.68%~8.11%、14.04%~
19.78%、3.24%~4.53%、2.23%~4.32%和

15.16%~16.46%;携带TaNAK1.2株系的上述指

标依次降低8.19%~10.38%、8.83%~11.61%、

3.24%~5.83%、3.48%~4.46%和12.04%~
17.79%(表1)。与Fielder相比,携带TaNAK1.1
株系的千粒重、单株产量和单株生物量分别降低了

4.47%~7.87%、10.61%~38.04%和23.92%~
34.89%(图3F,表1);携带TaNAK1.2株系的上

述指标依次降低了2.77%~7.02%,15.89%~
25.86%和15.41%~29.30%(图3G,表1)。

与Fielder相比,携带TaNAK1株系的粒长

和粒厚均显著降低,其中TaNAK1.1转基因株系

分别降低了3.67%~4.26%和1.29%~2.59%,

携带TaNAK1.2株系依次降低了5.14%~7.05%和

1.62%~6.47%(表1),表明千粒重的降低主要源

于籽粒长度和厚度降低。

2.4 TaNAK1.1和TaNAK1.2对小麦幼苗耐旱

性的效应

TaNAK1.1和TaNAK1.2过表达均能显著

提高小麦的耐旱性(图4A和图5A)。在正常供

水条件下,TaNAK1.1和TaNAK1.2株系的叶片

相对含水量(RWC)、存活率及可溶性糖、Pro、

H2O2、MDA含量与野生型Fielder均无显著差异;

当干旱处理12d时,与野生型Fielder相比,TaN-
AK1.1株系的RWC提高了4.96%~5.90%(图

4B);可溶性糖和Pro含量分别提高了15.32%~
33.95%和51.58%~91.07%(图4C和4D);

H2O2 和MDA含量分别降低了18.66%~33.34%
和34.59%~60.10%(图4E和4F)。

干旱处理9d时,与Fielder相比,携带TaN-
AK1.2株系的RWC提高了17.79%~42.88%(图

5B);可溶性糖与Pro含量分别提高23.75%~
38.06%和42.19%~106.95%(图5C和 D);

H2O2 与 MDA含量分别降低20.68%~46.14%
和41.64%~51.00%(图5E和F)。

小麦幼苗经极度干旱处理并恢复浇水后,与

Fielder相比,TaNAK1.1转基因株系的存活率提高

34.44%~37.77%(图4G);TaNAK1.2转基因株

系的存活率提高23.75%~38.06%(图5G)。
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  A:抽穗表型,标尺为10cm;B:扬花表型;C:抽穗扬花时间(n≥30);D:旗叶表型,标尺为10cm;E:旗叶长、宽、面积(n≥30);F:

TaNAK1.1株系产量性状雷达图(n≥30);G,TaNAK1.2株系产量性状雷达图(n≥30);GNP:主穗粒数;TGW:千粒重;GYPP:单株产

量;BMPP:单株生物量;

A:Headingphenotype,scalebar=10cm;B:Floweringphenotype;C:Headingandfloweringtime(n≥30);D:Flagleafareaphe-

notype,scalebar=10cm;E:Flagleaflength,width,andarea(n≥30);F:RadarchartofyieldtraitsforTaNAK1.1lines(n≥30);G:

RadarchartofyieldtraitsforTaNAK1.2lines(n≥30);GNP:Grainnumberpermainspike;TGW:Thousand-grainweight;GYPP:

Grainyieldperplant;BMPP:Biomassperplant.

图3 小麦Fielder及其转TaNAK1.1和TaNAK1.2基因株系的农艺和产量相关性状比较

Fig.3 Comparisonofagronomicandyield-relatedtraitsbetweenwheatFielderandTaNAK1.1andTaNAK1.2lines

3 讨论

植物中的AS事件在其环境适应性、驯化和

进化中发挥着重要作用。研究发现,水稻编码

MADS-box转录因子基因OsLG3b经过AS产生

截短的蛋白质,可正调节籽粒长度并增加籽粒产

量[21]。野生稻(Oryzaofficinalis Wall.exWatt)
中,丝裂原活化蛋白激酶3基因(MKK3)经历AS
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表1 野生型Fielder及其携带TaNAK1.1和TaNAK1.2株系的农艺和产量相关性状

Table1 Agronomicandyield-relatedtraitsofwild-eypeFielderandTaNAK1.1andTaNAK1.2transgeniclines

性状
Trait Fielder

TaNAK1.1

OE1-1 OE1-9 OE1-11

TaNAK1.2

OE2-1 OE2-2 OE2-4

株高Plantheight/cm 104.64±5.14a 98.07±4.67b 96.15±5.03c 98.7±2.95b 95.39±4.38c 93.78±5.78d 96.07±4.84c

小穗数
Spikeletnumberperspike 21.53±1.36a 21.05±1.16b 20.6±0.92b 20.77±1.24b 20.78±1.80b 20.72±1.34b 20.57±1.25b

穗长Spikelength/cm 12.36±0.89a 11.96±0.78b 11.8±0.82b 11.92±0.71b 11.96±0.82b 11.96±0.77b 11.64±0.99b

分蘖数 Tillernumber 22.65±5.20a 19.40±3.97bc 18.17±4.03c 19.47±4.30bc 20.65±4.67b 20.02±4.13b 20.02±3.81b

单株生物量
Biomassperplant/g 142.16±20.50a108.16±15.20c103.64±11.32cd 92.56±10.24e 100.51±14.05d105.58±16.79cd120.25±27.67b

主穗粒数
Grainnumberpermainspike83.47±4.61a 70.49±6.43c 69.73±4.80b 70.82±4.95b 68.62±4.04c 73.42±4.60c 73.00±6.08c

单株产量
Grainyieldperplant/g 40.33±4.53a 24.58±3.72f 24.99±2.17f 36.05±3.88b 29.09±4.03e 32.04±5.09d 33.92±6.23c

千粒重
Thousand-grainweight/g 47.01±1.90a 43.35±2.63b 44.90±2.43c 43.96±2.33de 44.71±2.17cd 43.68±1.19e 45.77±2.20b

粒长 Grainlength/mm 6.81±0.19a 6.56±0.19b 6.54±0.19b 6.52±0.15b 6.40±0.17d 6.33±0.13e 6.46±0.21c

粒宽 Grainwidth/mm 3.39±0.10a 3.36±0.090b 3.36±0.100b 3.41±0.12a 3.38±0.10a 3.36±0.070b 3.40±0.13a

粒厚 Grainthickness/mm 3.09±0.16a 3.05±0.13b 3.04±0.14bc 3.01±0.15c 2.95±0.13d 2.89±0.13e 3.04±0.14bc

  数据为平均值±标准差(n≥30);同行数据后的不同小写字母表示不同株系间在0.05水平差异显著。
Dataarepresentedasmean±standarddeviation(n≥30);Differentlowercaseletterswithinthesamerowindicatesignificantdiffer-

encesamongdifferentlinesat0.05level.

  A:正常浇水、干旱12d、复水7d表型;CK:正常浇水。*:P<0.05;**:P<0.01;***:P<0.001。表5同。
A:Phenotypebeforedrought,after12dofdrought,andafter7dofre-watering;CK:Well-watered.*:P<0.05;**:P<0.01;

***:P<0.001.Thesameinfigure5.
图4 野生型Fielder及其携带TaNAK1.1株系苗期对干旱胁迫的响应

Fig.4 Comparisonofphenotypic,physiologicalandbiochemicalparametersbetweenwild-type
wheatFielderandTaNAK1.1transgeniclinesunderdroughtstressatseedlingstage
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图5 野生型Fielder及其携带TaNAK1.2株系苗期对干旱胁迫的响应

Fig.5 Phenotypic,physiologicalandbiochemicalparametersbetweenwild-typeFielderand
TaNAK1.2transgeniclinesatseedlingstageunderdroughtstress

产生5种剪接变体,超表达其中的4种剪接变体

均导致籽粒长度和宽度减少[22]。小麦全基因组

AS分析发现,22%的基因都发生 AS[23]。AS事

件与小麦籽粒相关性状(包括多酚氧化酶活性、淀
粉合 成 酶 活 性 和 籽 粒 大 小 及 粒 重 等)密 切 相

关[24]。本课题组在小麦中鉴定出包含 NB-ARC
结构域的RLK基因TaNAK1,其经历AS产生的

TaNAK1.1和TaNAK1.2在激酶结构域及其附

近的编码区序列不同,导致二者编码蛋白质的三维

结构和亚细胞定位不同,意味着其功能可能有差

异[13]。本研究用sqRT-PCR方法检测表明,TaN-
AK1.1和TaNAK1.2在小麦中的时空表达谱和

干旱及低温条件下表达动态均不同(图1),暗示

了二者在小麦生长发育和非生物逆境(干旱和低

温)应答中的功能可能不同。对野生型Fielder及

其携带TaNAK1.1及TaNAK1.2株系的农艺和

产量 相 关 性 状 调 查 结 果 显 示,TaNAK1.1 和

TaNAK1.2过表达对小麦农艺和产量相关性状

的影响不同,TaNAK1.1过表达对小麦抽穗和扬

花时间及旗叶面积无显著影响(图3);而TaN-
AK1.2过表达使抽穗和扬花时间均延后约5d,
旗叶面积减小12.50%~14.45%。此外,TaN-
AK1.1和TaNAK1.2过表达导致小麦其他农艺

和产量相关性状(株高、分蘖数、穗长、每穗小穗

数、籽粒大小、千粒重、单株粒重)均显著降低,但
二者间各性状降低的幅度不同(图3和表1)。这

些结果相互佐证了TaNAK1 的两个剪接变体

TaNAK1.1和TaNAK1.2在小麦生长发育中有

不同功能。

AS作为基因转录后表达调控的一个关键环

节,在植物对胁迫信号感知与响应中发挥着重要

作用。水稻OsbHLH59在干旱诱导下生成Os-
bHLH59.2剪接本,能显著增强其抗旱性;但却伴

随着生长受抑制和产量下降[25];甘蔗ScMYBAS1
的两个剪接异构体在提高叶片相对含水量方面功

能相似,但对生物量积累产生相反效应[26]。本研

究表明,在干旱和低温胁迫条件下,小麦TaN-
AK1.1和TaNAK1.2表达变化不同;在干旱和低
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温条件下TaNAK1.2上调表达,TaNAK1.1的表

达不受这两种逆境诱导(图1);TaNAK1.1 和

TaNAK1.2过表达均可显著增强小麦幼苗的耐

旱性。在干旱胁迫下,与野生型Fielder相比,携
带TaNAK1.1和TaNAK1.2株系的叶片可溶性

糖和Pro含量和叶片相对含水量均显著增加,

H2O2 和 MDA含量均显著降低;经极度干旱胁迫

再复水处理后,转基因株系的存活率均显著提高

(图4和图5)。这些结果表明,TaNAK1.1和TaN-
AK1.2过表达均可提高小麦幼苗耐旱性。

综上所述,TaNAK1.1和TaNAK1.2过表达

对小麦农艺和产量相关性状的影响不尽相同:

TaNAK1.1过表达对小麦抽穗和扬花时间及旗

叶面积无显著影响;而TaNAK1.2过表达显著延

迟抽穗和扬花时间,并减小旗叶面积;二者均导致

小麦产量相关性状显著下降,但下降幅度各异;二
者均可显著增强小麦幼苗的耐旱性。研究结果不

仅揭示了小麦TaNAK1可变剪接在调控生长发

育与非生物逆境适应中重要作用,为小麦抗逆分

子育种提供了新的基因资源。
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