
麦类作物学报 2026,46(7):871-878
JournalofTriticeaeCrops doi:10.7606/j.issn.1009-1041.2026.07.03

网络出版时间:2026-06-30
网络出版地址:https://link.cnki.net/urlid/61.1359.S.20260630.1141.004

小麦TaTPK 基因的抗条锈病功能分析

收稿日期:2025-08-02   修回日期:2025-09-12
基金项目:新疆维吾尔自治区农业科学院稳定支持项目(xjnkywdzc-2024001-01)
第一作者E-mail:wangyufan09@qq.com(王宇凡)
通讯作者E-mail:wubihua2005@126.com(伍碧华);zhangyqyhm@163.com(张跃强)

王宇凡1,2,夏英杰2,时 佳1,陈咸宁1,黄 林2,张跃强1,伍碧华2

(1.新疆维吾尔自治区农业科学院作物研究所,新疆乌鲁木齐,830091;2.四川农业大学小麦研究所,四川成都,611130)

摘 要:为解析编码Pti1-like酪氨酸蛋白激酶的基因TaTPK 对条形柄锈菌(PucciniastriiformisWest
f.sp.tritici)的抗性机制,以小麦抗病品种蜀麦126和感病品种台长29为材料,通过qRT-PCR、亚细胞定

位、病毒诱导的 基 因 沉 默 和 组 织 化 学 观 察 等 技 术,对 TaTPK 的 功 能 进 行 了 分 析。结 果 表 明,在 条 锈 菌

CYR34侵染后,抗病品种蜀麦126中TaTPK 的表达量显著高于对照及感病品种台长29。TaTPK 编码1
个膜蛋白。利用基因沉默技术沉默TaTPK 后,蜀麦126对条锈菌小种CYR34的抗性减弱,表现为孢子堆增

多,菌丝生长加快,且侵染点附近 H2O2 积累减少,孢子覆盖叶面积百分比增加。综上,TaTPK 通过调控活

性氧积累参与小麦对条锈病的抗性反应,是小麦抗病育种的候选基因资源。
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FunctionalAnalysisofTaTPKinWheatResistancetoStripeRust
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Abstract:ToelucidatethemolecularmechanismofthewheatgeneTaTPK,whichencodesaPti1-like
tyrosineproteinkinase,inresistancetostriperust(Pucciniastriiformis Westf.sp.tritici),this
studyusedadisease-resistantwheatvarietyShumai126andasusceptiblevarietyTaichang29.The
functionofTaTPK wasanalyzedusingtechniquessuchasqRT-PCR,subcellularlocalization,virus-
inducedgenesilencing,andhistochemicalobservation.TheresultsshowedthatafterCYR34infec-
tion,theexpressionlevelofTaTPKintheresistantvarietyShumai126wassignificantlyhigherthan
inthesusceptiblevarietyTaichang29.TaTPKencodesamembraneprotein,andsilencingTaTPK
throughgenesilencingtechnologyweakenedtheresistanceofShumai126tothestriperustrace
CYR34,manifestedbyanincreasednumberofsporepustules,acceleratedhyphalgrowth,decreased
H2O2accumulationnearinfectionsites,andahigherpercentageofleafareacoveredbyspores.In
summary,TaTPKparticipatesinthewheatresistanceresponsetostriperustbyregulatingreactive
oxygenaccumulation.Thisstudyprovidesacandidategeneresourcefordurablewheatdiseaseresist-
ancebreeding.
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  小麦是中国乃至全球主要粮食作物,为人类

提供近20%的能量和蛋白质[1],小麦的高产稳产

是中国粮食安全的核心支柱。小麦生产中面临多

重生物和非生物胁迫的挑战,其中,由条形柄锈菌

(Pucciniastriiformis Westf.sp.tritici,Pst)
引起的小麦条锈病对小麦构成了严重威胁,全球

几乎88%的小麦生产受条锈病影响[2]。
为应对条锈病对小麦产量的威胁,对小麦抗

条锈病基因挖掘和克隆的研究分布于全球各地。
目前,小麦中共有87个正式命名的抗条锈病基因

(Yr1~Yr87)[3],但仅有少数基因被克隆。其中,

Yr15编码一种串联激酶TPK,是小麦中的独特抗

性基因结构[4];Yr36编码non-RD激酶和START
脂质结合结构域[5]。因此,蛋白激酶可能是小麦

条锈病抗性基因的重要研究目标。
蛋白激酶在植物应对病原菌侵袭、传导免疫

信号的过程中扮演着关键角色[6]。根据磷酸化底

物氨基酸位点的特异性,蛋白激酶可以分为酪氨

酸蛋白激酶、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶、组氨酸/赖

氨酸/精氨酸蛋白激酶、半胱氨酸蛋白激酶、天冬

酰胺基/谷氨酰胺基蛋白激酶五大类[7]。其中酪

氨酸蛋白激酶在植物中具有不同的生物胁迫抗性

功能,例如,在小麦中具有赤霉病抗性[8],在油菜

中能增强其对菌核病的抗性[9]。本课题组前期从

持久抗病品种蜀麦126中发现一个涉及植物-病
原菌互作通路的Pti1-like酪氨酸蛋白激酶(Pti1-
liketyrosine-proteinkinases,TaTPK)[10]。本研

究拟利用 RT-qPCR分析小麦在条锈菌侵染后

TaTPK编码基因的表达特征,并利用VIGS技术

分析其在抗条锈菌反应中的功能,为深入解析该

蛋白对小麦抗条锈病的机制提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

植物材料及培养条件:抗病小麦品种蜀麦

126和感病品种台长29、AvocetS播于装有营养

土和蛭石(体积比3∶1)、直径7cm的花盆中,放
置于16h光照(18℃)/8h黑暗(16℃)的培养箱

内培养。本氏烟草播于装有营养土和蛭石(体积

比1∶1)的7cm直径的花盆中,置于12h光照/12
h黑暗、25℃的恒温人工气候箱内培养。

供试病毒和菌种:大麦条纹花叶病毒(barley
stripemosaicvirus,BSMV)重组病毒载体α、β、

γ、γ-PDS。条锈菌小种为条中34号(CYR34)。

农杆菌GV3101感受态,大肠杆菌DH5α感受态,
连接载体pMD19-T,蛋白融合表达载体pCAM-
BIA-2300-GFP。

1.2 试验方法

1.2.1 TaTPK蛋白序列特征分析

用中国春参考基因组中获得TaTPK 蛋白序

列(TraesCS5B02G532900),用ComputePi/Mw(ht-
tps://web.expasy.org/compute_pi/)预测TaTPK
的等电点和分子量,用SMART(http://smart.em-
bl-heidelberg.de/smart/)预 测 TaTPK 蛋 白 结 构

域,用 TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/serv-
ices/TMHMM)预测TaTPK 蛋白跨膜结构域,用

NetPhos(https://services.healthtech.dtu.dk/serv-
ice.phpNetPhos)预测TaTPK 的磷酸化位点,用

SignalP(https://services.healthtech.dtu.dk/serv-
ice.phpSignalP)预测TaTPK蛋白信号肽。

1.2.2 条锈菌接种

待麦 苗 培 养 至 一 叶 一 芯 期 时,将 条 锈 菌

CYR34新鲜孢子与异构十六烷按照1∶1000混

匀后用气动喷雾枪进行接种,对照组用等量异构

十六烷接种[11]。

1.2.3 表达模式分析

取接菌组和对照组接种处理后第1天、第3天

和第7天的叶片,利用宝生物RNA提取试剂盒按照

操作说明的步骤提取RNA,并反转录合成cDNA。利

用NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/prim-
er-blast/index.cgi)设计TaTPK 特异性引物(TaTPK-
DL-F:TGCTGACCAACCTCAGCCAG;TaTPK-DL-
R:TCGTCCATATGAACCTTCACCAAT)。利用2×
SYBR○RPremixExTaqTMⅡ在Bio-RadCFX-96
实时荧光定量PCR仪中进行qRT-PCR反应,以

TaGAPDH 为内参[12],用2-ΔΔCT 法分析相对表

达量[13]。

1.2.4 亚细胞定位

将TaTPK 不含终止密码子的CDS(TaTPK-
YXBDW-F:GGACAGGGTACCCGGGGATCCATGAG-
GCATTGGCTTTGTTGCA;TaTPK-YXBDW-R:AG-
TGTCGACTCTAGAGGATCCAGCCCCGGGTGCC)连
接至载体pCAMBIA-GFP-2300并转入农杆菌

GV3101中,侵染4~6周的烟草叶片,于黑暗下

放置24h,于25℃培养48~72h,用莱卡超高分

辨激光共聚焦显微镜观察烟草叶片细胞。

1.2.5 BSMV-VIGS介导的基因沉默

扩增TaTPK 特有的200bp片段(TaTPK-V-
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F:TTTTTTTAGCTAGCTGATTAATTAATCGGGGG
CAGCAAAGTTTAG;TaTPK-V-R:5'-CCGTT-
GCTAGCTGAGCGGCCGCGGGCCTGAACTC
TGCTTCATACT,图1),将其重组至BSMV:γ中,
得到 BSMV:γ-TaTPK 。对 BSMV:α、BSMV:β、

BSMV:γ-TaTPK、BSMV:γ-PDS和BSMV:γ进

行线性化。用 RiboMAXTM LargeScaleRNA
ProductionSystem-T7和Ribom7GCapAnalog
试剂 盒 对 线 性 化 载 体 进 行 体 外 转 录 后,将

BSMV:γ、BSMV:γ-PDS和BSMV:γ-TaTPK 按

照α∶β∶γ=1∶1∶1混合构成重组病毒BSMV:00
(对照组)、BSMV:PDS(验证病毒自身是否影响

小麦 与 条 诱 菌 互 作)和 BSMV:TaTPK(试 验

组),加入FESbuffer对小麦第3叶进行病毒接

种。接种约7d的叶片表面初现光漂白现象,接
种BSMV:PDS10~14d的叶片退绿则表明病

毒侵染(即基因沉默)成功。接种 BSMV:PDS
的叶片光漂白时(通常为4叶期),接种CYR34。

图1 TaTPK 瞬时沉默片段示意图

Fig.1 SchematicdiagramoftransientsilencefragmentofTaTPK

1.2.6 基因沉默效率分析

对基因沉默植株接种CYR34后第1、第2和第5
天取叶片0.1g用于检测目标基因的沉默效率。对采

集的样品提取总RNA并反转录合成cDNA(方法同

1.2.3),避 开 靶 标 片 段 设 计 引 物(TaTPK-E-F:

CAAAGGGAGTTGCTAAGCTG;TaTPK-E-R:GTTG-
TAGCAG-AGGAGAGAGC),利用qRT-PCR检测沉

默效率。

1.2.7 样品测定组织化学观察

基因沉默植株接种CYR34后第2和第5天取

叶片用 WGA-FITC进行染色,用 OlympusBX-63
荧光显微镜观察菌丝发育情况,用目镜微尺测量菌

丝的线性长度(由气孔下囊到最长菌丝顶端之间的

直线距离),随机选择30个点进行测量。同时,用

3,3'-diaminobenzidine显色法对细胞内H2O2 进行观

察。第15天选择3片叶片用ImageJ(https://im-
agej.net/ij/)计算孢子覆盖叶片的面积百分比[14]。

1.3 数据统计

数据使用Excel2021进行整理,采用ANO-
VA进行单因素方差分析,运用Duncan􀆳s新复极

差法多重比较。图表绘制使用Origin2022完成。

2 结果与分析

2.1 TaTPK特征分析

TaTPK 基因全长5666bp,包含6个内含

子,7个外显子(图2A),CDS序列长度为1098
bp,编码365个氨基酸基。ComputePi/Mw分析

结果显示,TaTPK蛋白理论等电点为6.2,分子

量为40.46KDa。SMART分析显示,TaTPK含

有1个酪氨酸蛋白激酶催化结构域(图2B)。

TMHMM-2.0结果显示,TaTPK无跨膜螺旋区

域(图2C)。NetPhos-3.1显示,该蛋白存在多个

潜在磷酸化位点,涉及丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸(图

2D)。SignalP-6.0分析结果显示,TaTPK 蛋白

质序列不存在典型信号肽(图2E)。

2.2 TaTPK 在条锈菌侵染过程中的表达特征

转录组数据表明,蜀麦126被条锈菌侵染1、

3和7d后(I),TaTPK 的表达量均高于对照组

(M),且侵染后1d的表达量最高(图3A)。RT-

qPCR结果与转录组数据较为一致(图3B)。此

外,蜀麦126中的TaTPK-SM126表达量极显著

高于台长29中的TaTPK-TC29表达水平(图3C)。
但蜀麦126与台长29的TaTPK 基因CDS序列没

有差异(图3D)。推测该基因受上游转录因子或

者表观遗传调控。

2.3 亚细胞定位

利用农杆菌介导方式将pCAMBIA2300-TaT-
PK-GFP融合载体在烟草中瞬时表达,对照为

pCAMBIA2300-GFP载 体,发 现 pCAMBIA2300-
TaTPK-GFP仅在烟草细胞膜发出绿色荧光(图

4),表明TaTPK为膜蛋白。

2.4 瞬时沉默TaTPK 对蜀麦126抗条锈性的效应

为进一步证明 TaTPK 是否参与了条锈病

抗性,采 用 大 麦 条 纹 花 叶 病 毒 诱 导 基 因 沉 默

(BSMV-VIGS)系统瞬时沉默蜀麦126和Avocet
S中的TaTPK,12d后,BSMV:PDS叶片出现

明显的光漂白症状,而接种BSMV:00的小麦叶

片出现 病 毒 侵 染 导 致 的 淡 化 褪 绿 症 状,说 明

VIGS系统正常工作(图5A)。

·378·第7期 王宇凡等:小麦TaTPK 基因的抗条锈病功能分析



  A:TaTPK 基因结构;粗线代表外显子,细线代表内含子;标

尺为1000bp。B:蛋白质结构的预测结果。C:跨膜结构分析结

果。D:磷酸化位点预测结果。E:蛋白信号肽预测结果。

A:GenestructureofTaTPK;Theboldlinesrepresentex-

ons,whilethethinlinesrepresentintrons.Thescaleis1000bp.

B:Predictedresultsofproteinstructure.C:Analysisresultsof

transmembranestructure.D:Predictedresultsofphosphoryla-

tionsites.E:Predictionresultsofproteinsignalpeptides.

图2 TaTPK 基因及其编码蛋白结构分析

Fig.2 StructuralanalysisoftheTaTPK

geneanditsencodedprotein

  利用RT-PCR检测TaTPK 的沉默效率,结
果显示,接种CYR341、2和5d后,BSMV:TaT-
PK 在蜀麦126中的沉默效率分别为45%、58%
和37%,BSMV:TaTPK 在 AvS中的沉默效率

分别为32%、40%和24%(图5B)。这表明VIGS
显著降低了TaTPK 的表达量。

接 种 CYR3414d后,携 带 BSMV:00的

SM126叶片表面可见较大坏死斑和少量孢子堆,
携带BSMV:TaTPK 的SM126叶片可见坏死

斑及大量孢子堆;BSMV:00和BSMV:TaTPK
叶片无坏死反应,均大量产孢,表型差异不明显

(图5C)。此外,携带BSMV:TaTPK 的SM126
叶片表面孢子堆覆盖面积百分比极显著大于携带

BSMV:00的SM126。上述结果表明,瞬时沉默

TaTPK 减弱了蜀麦126的对条锈菌的抗性。

  A:蜀麦126被条锈菌侵染1d(I1)、3d(I3)、7d(I7)及其相应

对照(M1、M2、M3)材料的转录组测序结果中TaTPK 的FPKM
值。B:蜀麦126条锈菌侵染(I)和对照(M)材料中 TaTPK 的

RT-qPCR结果。C:蜀麦126(SM126)和台长29(TC29)被条锈

菌侵染后TaTPK 的相对表达量。D:蜀麦126(SM126)、台长29
(TC29)和中国春(CS)中TaTPK 的CDS序列比对。

A:FPKMvaluesofTaTPKinthetranscriptomeofShumai

126understriperustinfection1d(I1)andmockinfection(M1、

M2、M3)conditions.B:RT-qPCRofTaTPKinShumai126un-

derstriperustinfection(I)andmockinfection(M)conditions.C:

RelativeexpressionlevelsofTaTPKinShumai126(SM126)and

Taihang29(TC29)afterstriperustinfection.D:Alignmentre-

sultsoftheCDSsequencesofTaTPKinShumai126(SM126),

Taihang29(TC29),andChineseSpring(CS).

图3 TaTPK 受条锈菌诱导后的表达以及CDS序列比对

Fig.3 TaTPKexpressionafterinoculationbyPst
andCDSsequencealignment
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图4 TaTPK在烟草叶片的亚细胞定位

Fig.4 SubcellularlocalizationofTaTPKintobaccoleaves

  A:接毒后12d的症状。B:沉默效率检测。C:接种CYR3414d的表型。D:接种CYR3414d时孢子堆覆盖的叶面积平均百分比;

图柱上不同大写字母表示在0.01水平差异显著,图6同。

A:Symptomsat12daysaftervaccination.B:Detectionofsilencingefficiency.C:Phenotypeat14dafterinoculationwithCYR34.

D:Meanpercentageleafareacoveredinurediniaat14dafterinoculationwithCYR34;Differentcapitallettersabovecolumnsindicate

significantdifferenceat0.01level,thesameinFig.6.

图5 瞬时沉默TaTPK 后的表型和沉默效率

Fig.5 PhenotypeandofsilencingefficiencyaftertransientsilencingofTaTPK

2.5 瞬时沉默TaTPK 对条锈菌生长发育的影响

接种CYR342d后,BSMV:00-SM126的菌丝生

长受到显著抑制,其平均菌丝长度为21.88μm,极显

著短于BSMV:TaTPK-SM126、BSMV:00-AvS和
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BSMV:TaTPK-AvS。BSMV:00-AvS 与 BSMV:

TaTPK-AvS叶片的菌丝长度无显著差异。接种

CYR345d后的菌丝长度较接种2d均显著增加

(图6,图7),但BSMV:00-SM126的菌丝发育更缓慢,
菌丝分支数也少于BSMV:TaTPK-SM126、BSMV:00-
AvS和BSMV:TaTPK-AvS。此外,BSMV:TaTPK-
SM126叶片的菌丝长度与感病对照BSMV:00-
AvS和BSMV:TaTPK-AvS叶片的菌丝长度差

异不显著,说明蜀麦126中沉默TaTPK 促进了

条锈菌发育,在蜀麦126的抗条锈病防御反应中

发挥了作用。

2.6 瞬时沉默TaTPK 对小麦叶片活性氧积累

的效应

组织化学定位结果(图8)显示,接种CYR342
d的 BSMV:00-SM126、BSMV:TaTPK-SM126、

BSMV:00-AvS和BSMV:TaTPK-AvS中均未见

H2O2 的积累;接种5d的BSMV:TaTPK-SM126、

BSMV:00-AvS和BSMV:TaTPK-AvS中未观察

到H2O2 积累,但BSMV:00-SM126叶片条锈菌

侵染点附近观察到大量 H2O2 积累。说明沉默

TaTPK 降低了叶片活性氧积累,推测TaTPK
通过调控H2O2 产生条锈菌抗性。

图6 沉默TaTPK 后CYR34的菌丝长度

Fig.6 HyphalengthofCYR34aftertransientsilencingofTaTPK

图7 瞬时沉默TaTPK 后CYR34发育的组织学观察

Fig.7 HistologicalobservationofCYR34developmentaftertransientsilencingofTaTPK
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图8 瞬时沉默TaTPK 后H2O2 积累量

Fig.8 H2O2accumulationaftertransientsilencingofTaTPK

3 讨论

单一抗条锈病基因的抗性效应难以持久,聚
合多个抗病基因是培育持久多抗小麦品种的重要

措施,而挖掘各类种质资源的条锈病抗性基因则

是该措施的基础[15]。小麦中有大量暂命名的条

锈病抗性基因和位点有待挖掘利用[16-17]。本研究

发现,与感病材料台长29和AvocetS相比,抗病品

种蜀麦126中的TaTPK 基因赋予了其对CYR34
小种的抗病能力。此结果为蛋白激酶在条锈菌抗

性机制中的研究提供了新视角。但TaTPK 基因

是否具有小麦持久抗病的潜力还有待进一步验证。
含有NLR结构域的抗病基因对植物病原菌

抗性具有突出的作用[18],如含有 NLR结构域的

Yr5、Yr7、Yr27、Yr28、Yr84和YrU1等基因均与

植物抗病性密切相关[19-22]。而许多研究发现,蛋
白激酶也具有条锈病抗性,如Yr15、Yr36等基因

的表达产物[4-5]。Yr15编码的小麦串联激酶作用

于细 胞 质 和 细 胞 核[4];Yr36 编 码 的 小 麦 激 酶

START1作用于叶绿体,可以促进活性氧积累[23]。
丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶TaPiPK1位于细胞质和

细胞膜[6],而TaRLK3D.2位于细胞膜[24]。本研

究发现,TaTPK作用于细胞膜,且促进活性氧积

累,可能是因为TaTPK 编码的Pti1-like酪氨酸

激酶的底物与上述几个蛋白激酶不同。
蛋白激酶的表达受调控因子影响[25]。例如,

拟南芥丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶基因AtSTK 可

以提高植株耐盐性,但其表达受 WRKY类转录因子

调控[26]。本研究发现,TaTPK 在抗病品种蜀麦126
中被沉默后出现菌丝生长加快等对条锈菌的抗性减

弱的现象,但其在感病材料AvocetS中被沉默后条

锈菌表型没有显著变化,且基因的CDS在这两个

材料之间没有差异。而小偃6号的TaWRKY45基

因被沉默后也出现菌丝生长加快等性状[27]。鉴

于条锈菌侵染下TaTPK 基因的表达在抗/感材

料间呈现差异,推测其抗性功能实现可能需要依

赖其他抗性或基因参与。
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