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摘 要:热激蛋白 Hsp90(heatshockproteins90)广泛参与植物生长发育进程,同时在植株耐热性调控与

高温胁迫响应中具有重要作用。本研究通过生物信息学分析鉴定出18个小麦TaHsp90基因,根据其染色体

位置分别命名为TaHsp90-2A~TaHsp90-7D-2,18个TaHsp90基因不均匀分布于小麦9条染色体上。该家

族编码蛋白普遍包含10个保守基序。种内共线性分析得到23个共线性基因对。通过系统进化树分析所有

Hsp90基因家族可划分为3个亚组。经启动子顺式作用元件分析,TaHsp90基因家族共包含31种顺式作用

元件。根据单倍型分析结果,TaHsp90基因家族各成员在单倍型数量、分布频率与地理偏好上差异显著,呈

现明显的适应性分化特征。TaHsp90家族在干旱、热胁迫及不同组织中呈现显著特异性表达,可分为4类胁

迫响应模式与6类组织表达模式。通过代表基因热胁迫qRT-PCR分析,TaHsp90-2B对热响应更明显。正

常条件下,携带TaHsp90-2B株系与其野生型无明显差异;42℃热胁迫下,携带TaHsp90-2B株系萎蔫倒伏程

度较轻,SPAD值与SOD、POD、CAT活性显著高于野生型,表明该基因可显著增强小麦对热胁迫的耐受性。
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Abstract:Heatshockprotein90(Hsp90)iswidelyinvolvedinplantgrowthanddevelopment,and
playscriticalrolesinregulatingthermotoleranceandresponsestohigh-temperaturestressinplants.
Inthisstudy,18TaHsp90geneswereidentifiedinwheatviabioinformaticanalysisanddesignated
TaHsp90-2AtoTaHsp90-7D-2accordingtotheirchromosomallocations.Chromosomallocalization
revealedthatTaHsp90geneswereunevenlydistributedacrossninewheatchromosomes.Analysisof
genestructuresandconservedmotifsdividedthisgenefamilyintotwostructuraltypes,allofwhich
harboredtenconservedmotifs.Intraspecificcollinearityanalysisofwheatidentified23collineargene
pairs.PhylogenetictreeanalysisclassifiedtheHsp90genefamiliesofalltestedspeciesintothreesub-
groups.Promotercis-actingelementdetectionidentifiedatotalof31typesofcis-elementsinthe
TaHsp90family.HaplotypeanalysisindicatedthatindividualTaHsp90membersexhibitedsignificant
differencesinhaplotypenumber,frequency,andgeographicalpreference,withobvioussignaturesof
adaptivedifferentiation.Expressionprofilingrevealeddistincttissue-specificanddrought-heat-induced
expressionpatternsamongTaHsp90members,whichcouldbecategorizedintofourstress-response



modesandsixtissue-expressionmodes.Quantitativereal-timePCR(qRT-PCR)ofsixrepresentative
geneswithtypicalstress-responsivepatternsdemonstratedthatTaHsp90-2B exhibitedthe most
prominentheat-inducibleexpression.Undernormalgrowthconditions,therewerenoobviouspheno-
typicdifferencesbetweencarryingTaHsp90-2Bwheatlinesandwild-typeplants.However,afterex-
posureto42℃heatstress,theoverexpressionlinesexhibitedmilderwiltingandlodging,accompa-
niedbysignificantlyhigherSPADvaluesaswellasSOD,POD,andCATactivitiescomparedwiththe
wildtype.Theseresultsindicatethatthisgenecanmarkedlyimprovewheattolerancetoheatstress.
Keywords:Wheat;Hsp90gene;Heatstress;Expressionpattern

  小麦(Triticumaestivum L.)作为世界上主

要粮食作物之一,其产量和品质直接关系到中国

粮食安全。在全球变暖的背景下,高温成为限制

农作物生产力的主要非生物胁迫之一[1]。大多数

植物的适宜温度范围为15~28℃,温度过高会导

致细胞膜损伤、蛋白质失活、活性氧物质大量积

累、代谢紊乱,从而对植物生长发育造成不可弥补

的损害[2]。据预测,平均气温比最佳温度每升高

1℃,小麦产量将下降约6%。在过去30年里,热
胁迫已导致全球小麦产量减少5.5%[3]。因此,
耐热小麦品种选育及耐热分子机制研究对保障小

麦高产稳产具有重要实践意义。
一般情况下,植物在高温胁迫下会首先通过

诱导一些基因的表达来保护植物免受高温胁迫的

影响,这 些 基 因 通 常 被 称 为 热 休 克 基 因(heat
shockgenes,HSGs),其由热激转录因子(heat
shockfactor,HSF)控 制,编 码 热 激 蛋 白(heat
shockproteins,HSPs)[4]。根据蛋白质分子量大

小可 将 热 激 蛋 白 HSP 分 为5大 类:Hsp100、

Hsp90、Hsp70、Hsp60和sHsp[5]。其中 Hsp90
被认为是功能最为重要、机制最为复杂的分子伴

侣,广泛参与数百种蛋白质的折叠、活化或重组,
几乎涵盖了所有基本的生物信号通路传导,因此

被称为细胞内的“信号枢纽”[6]。真核生物中,正
常情况下 Hsp90占细胞总蛋白水平的1%~
2%[7],是占比较多的结构蛋白。Hsp90主要以

同型二聚体形式存在,具有3个结构域:高度保守

的N端ATP结合结构域、中间结构域(主要负责

与底 物 蛋 白 结 合)和 C 端 结 构 域(主 要 负 责

Hsp90的二聚化)[8]。
目前,水稻、玉米、大豆等植物已有Hsp90基

因的相关研究[13-18]。Liu等[10]认为OsHsp90基

因过表达可显著提高水稻对盐、碱以及高温的耐

受性;Marrs等[11]发现玉米ZmHsp90基因可同时

参与热胁迫响应和生殖发育调控;Xu等[12]证明

大豆GmHsp90基因能显著提高植物的非生物胁

迫耐受性。关于小麦TaHsp90基因还缺乏系统

研究。因此,本试验通过生物信息学手段,结合公

开的重测序数据,解析小麦TaHsp90基因单倍型

在不同地理来源品种中的分布差异,基于旱热转

录组数据筛选TaHsp90 关键基因并进行qRT-
PCR分析及功能验证,了解TaHsp90基因的结构

特征与表达规律,为深入阐明小麦耐热分子机制

提供基因资源与理论依据。

1 材料与方法

1.1 生物信息学分析

1.1.1 TaHsp90家族成员鉴定及理化性质分析

从小麦多组学网站 WheatOmics(https://

wheatomics.sdau.edu.cn/)中利用中国春基因组

(ChineseSpring2.1)序列比对获得小麦TaH-
sp90基 因 序 列、蛋 白 序 列 和 位 置 信 息。依 据

TaHsp90基因在小麦染色体上的具体定位信息,
结合各基因间的同源性特征对其进行重新命名。
用在线软件ExPASy(https://web.expasy.org)
对其进行理化性质分析。

1.1.2 染色体定位和种内共线性分析

通过EnsemblPlants数据库(https://plants.
ensembl.org/index.html)中的小麦基因组GFF3
注释文件,获取TaHsp90的染色体位置信息,使
用 MCScanX工具包进行共线性分析,借助软件

TBtoolsV1.120对其染色体分布及共线性关系

进行可视化。

1.1.3 基因结构、保守基序和保守结构域分析

利用 MEME(https://meme-suite.org/meme/)
对TaHsp90蛋白序列进行保守基序预测,参数设

置为10[19]。通过小麦基因组 GFF3注释文件获

取TaHsp90基因结构信息,利用TBtoolsV1.120
软件对其结果进行可视化。将TaHsp90蛋白序

列通过 NCBI-CDD数据库(https://www.ncbi.
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nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)进
行检索,对该基因编码氨基酸的保守结构域进行

预测。

1.1.4 系统发育进化树构建及顺式作用元件分析

从EnsemblPlants数据库分别下载六倍体

普通小麦、乌拉尔图小麦、野生二粒小麦以及拟南

芥、高粱、玉米Hsp90基因编码的蛋白序列,利用

MEGA7软件的邻接法(neighbor-joining)构建

系统进化树,参数Bootstrap设置为1000[20]。在

中国春基因组中获得TaHsp90基因启动子序列,
利 用 PlantCARE(https://bioinformatics.psb.
ugent.be/webtools/plantcare/html/)对 各 基 因

ATG起始密码子上游2000bp的序列进行预

测[21]。

1.1.5 单倍型分析

基于小麦基因组变异数据库(http://wheat.
cau.edu.cn/WheatUnion/b_4/)公开的355份重

测序数据,针对TaHsp90基因上游2000bp调控

区、编码区及下游500bp非编码区进行多态性识

别,对获得的变异位点进行严格质量控制,剔除缺

失率大于10%的变异位点及杂合率大于10%的

无效样本;基于质控后的数据对剩余有效样本进

行单倍型分析,进一步剔除整体频率<5%的稀有

单倍型,提取候选基因位点的有效单倍型信息,统
计不同单倍型在东亚、西亚、中亚、南亚、北美不同

地理来源中的分布特征及频率差异,其中东亚包

括CHN(中国)、JPN(日本);西亚包括IRN(伊
朗)、IRQ(伊拉克)、SYR(叙利亚)、TUR(土耳

其);中亚包括AFG(阿富汗)、ARM(亚美尼亚)、

TJK(塔吉克斯坦)、UZB(乌兹别克斯坦)、KAZ
(哈萨克斯坦);南亚包括IND(印度)、PAK(巴基

斯坦);北美则为USA(美国)。

1.2 TaHsp90基因表达模式分析

小 麦 TaHsp90 基 因 转 录 组 数 据 从

WheatOmics获得,分析小麦TaHsp90基因的组

织表达特异性及旱热胁迫下的表达模式[22],使用

TBtoolsV1.120软件中的 HeatMap程序绘制表

达模式热图。
将小麦科农199种子萌发后置于恒温光照培

养箱,待幼苗生长至两叶一心期时进行热胁迫处

理,即将幼苗置于42℃烘箱中分别处理0、1、2、

4、6h。参照 Trizol试剂说明书提取幼苗的总

RNA,采用全式金 EasyScriptOne-StepgDNA

RemovalandcDNASynthesisSuperMix试剂盒

反转录成cDNA。qRT-PCR反应体系参照赛维

尔生物2×FastSYBRGreenqPCRMasterMix
试剂盒说明书推荐配方,利用 QuantStudioTM7
Flex实时荧光定量PCR仪进行扩增反应。反应

程序:95℃预变性30s;95℃变性5s、60℃退火

延伸30s,共45个循环[23]。采用2-△△Ct 法计算

各基因的相对表达量,引物序列见表1。

1.3 小麦TaHsp90-2B过表达株系鉴定与分析

1.3.1 构建TaHsp90-2B过表达株系

依据TaHsp90-2B基因编码区序列设计特异

性引物,构建Ubi启动子驱动的过表达载体。采

用农杆菌介导转化法侵染小麦Fielder幼胚愈伤

组织,对T0~T1 代植株进行分子鉴定,筛选获得

遗传背景稳定的TaHsp90-2B过表达T2 代纯合株

系,并以野生型Fielder小麦作为对照。

1.3.2 植株培养及高温表型、生理指标鉴定

将野生型Fielder小麦和TaHsp90-2B 过表

达株系的种子用5%次氯酸钠浸泡15min后,无
菌水清洗3次,置于湿润的滤纸上,23℃黑暗培

养2~3d,4℃低温春化30d,移栽到蛭石与营养

基质体积比1∶3的混合基质中温室培养,条件为

25℃光照16h,22℃黑暗8h,定期浇霍格兰营

养液。培养到苗期阶段,用42℃恒温烘箱对苗期

样品进行2h的热激处理,记录表型变化并拍照,
测定其叶绿素相对含量(SPAD值)及SOD、POD、

CAT等抗氧化酶活性。采用GraphPadPrism软件

进行单因素方差分析并完成数据统计分析。

1.3.3 TaHsp90-2B过表达株系阳性PCR鉴定

根据TaHsp90-2B基因序列,在5'端和3'端

侧翼 序 列 区 设 计 引 物 FTaHsp90-2BN端、RTaHsp90-2BN端、

FTaHsp90-2BC端、RTaHsp90-2BC端,采用CTAB法提取叶片

DNA,通过2×TaqPCRMasterMix扩增酶进行

阳性鉴定(表1)。PCR扩增程序:95℃预变性3
min;95℃变性15s,55~60℃(根据引物Tm 调

整)退火15s,72℃延伸30s,32次循环;72℃终

延伸5min,4℃保温。扩增产物用1.0%琼脂糖

凝胶检测[24]。

2 结果与分析

2.1 TaHsp90基因家族成员的理化性质预测

理化性质预测结果(表2)显示,TaHsp90基

因编码氨基酸介于632~957aa之间,理论等电点
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表1 引物信息

Table1 Primerinformation

引物名称
Primer

引物序列
Primersequence(5'-3')

备注
Remark

TaHsp90-2A-F GCTGCTCTCGCTCATCATCAAC

TaHsp90-2A-R TGCTCTTGTCTGTCAGGCTCTC

TaHsp90-5A-3-F CACGCCTGATAACCCAACTGAC

TaHsp90-5A-3-R GTTCCACCACCTCGGCTTCA

TaHsp90-5B-1-F TGATGAGAGCGAGGACGAGAAG

TaHsp90-5B-1-R GTCACCAGACAGCAAGGAGAGT

TaHsp90-5B-3-F CAACTGACCTGAGCGGGAAGA

TaHsp90-5B-3-R GTTCCACCACCTCGGCTTCA

TaHsp90-2B-F CCAACTCCTCAGATGCGCT

TaHsp90-2B-R CTGTCGATGATGGAGAGCGT

TaHsp90-5D-3-F CACCACCGAGCAAACCCAAG

TaHsp90-5D-3-R CGACCGAGGAAGACGACGAT

Actin-F CACACTGGTGTTATGGTAGG

Actin-R AGAAGGTGTGATGCCAAAT

qRT-PCR

FTaHsp90-2BN端 TGTTTCTTTTGTCGATGCTCAC

RTaHsp90-2BN端 GGTAGGCCGAGTAGAAGC

FTaHsp90-2BC端 GAGATCAACCCGGAGAACG

RTaHsp90-2BC端 GTATTAAATGTATAATTGCGGGACTCTAA

阳性鉴定
Positiveidentification

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

表2 TaHsp90基因的理化性质信息

Table2 PhysicochemicalpropertiesinformationofTaHsp90genes

基因编号
GeneID

基因名
Genename

氨基酸数
Aminoacid
number/aa

不稳定系数
Instability
index

平均亲水系数
Average
hydrophilic
coefficient

理论等电点
pI

脂肪指数
Aliphatic
index

分子质量
Molecular
weight/Da

TraesCS2A02G033700 TaHsp90-2A 707 40.48 -0.606 4.93 82.60 81130.96

TraesCS2B02G047400 TaHsp90-2B 712 41.08 -0.579 4.94 82.18 81290.03

TraesCS2D02G033200 TaHsp90-2D 710 41.31 -0.605 4.95 81.85 81266.04

TraesCS5A02G260600 TaHsp90-5A-1 632 39.76 -0.615 4.83 80.97 72415.08

TraesCS5A02G251000 TaHsp90-5A-2 781 46.91 -0.561 4.92 77.93 88346.72

TraesCS5A02G101900 TaHsp90-5A-3 815 42.47 -0.517 5.18 79.84 91479.36

TraesCS5B02G258900 TaHsp90-5B-1 663 39.84 -0.647 4.98 80.86 76169.35

TraesCS5B02G249000 TaHsp90-5B-2 537 46.34 -0.657 4.82 76.96 62190.22

TraesCS5B02G106300 TaHsp90-5B-3 823 43.17 -0.516 5.21 79.40 92498.62

TraesCS5D02G268000 TaHsp90-5D-1 700 39.33 -0.629 4.95 81.60 80460.28

TraesCS5D02G258900 TaHsp90-5D-2 537 47.30 -0.657 4.83 76.96 62204.25

TraesCS5D02G113700 TaHsp90-5D-3 957 49.70 -0.571 6.66 76.15 107258.60

TraesCS7A02G242200 TaHsp90-7A-1 700 36.28 -0.612 4.97 83.00 80452.32

TraesCS7A02G529900 TaHsp90-7A-2 807 37.46 -0.717 4.88 79.37 92657.34

TraesCS7B02G149200 TaHsp90-7B-1 700 35.35 -0.610 4.97 83.29 80455.37

TraesCS7B02G446900 TaHsp90-7B-2 714 35.29 -0.756 4.87 77.83 82272.58

TraesCS7D02G241100 TaHsp90-7D-1 700 37.28 -0.601 4.97 83.41 80437.35

TraesCS7D02G517800 TaHsp90-7D-2 836 39.77 -0.731 5.12 78.83 96076.46
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介于4.82~6.66之间,蛋白整体呈酸性;其中有

一半基因的编码蛋白不稳定系数大于40,为不稳

定蛋白,其余蛋白不稳定系数小于40,为稳定蛋

白;蛋白平均亲水系数从-0.756~-0.516,属于

亲水蛋白。脂肪指数从77.83到83.41,蛋白分

子量介于62190.22~107258.60Da之间。

2.2 TaHsp90基因的染色体定位及种内共线性

分析

在小麦全基因组水平共鉴定到18个TaH-
sp90成员(表2),这些基因不均匀分布在小麦的9

条染色体上(图1),其中5A、5B、5D染色体上数

目最多,各包含3个TaHsp90基因,2A、2B、2D染

色体各含1个TaHsp90基因。
小麦种内共线性结果(图2)表明,在小麦基

因组中存在23个TaHsp90共线性基因对,这23
个TaHsp90共线性基因对都分布在小麦基因组

的第2、5、7同源群,同时第5与第7同源群间存

在跨组共线性。这说明基因片段复制是TaH-
sp90家族扩张的主要机制,也反映了普通小麦异

源六倍体基因组的进化特征。

图1 TaHsp90基因的染色体分布

Fig.1 ChromosomaldistributionofTaHsp90genes

  红色连线表示2个TaHsp90基因之间的共线性关系,灰色连线表示整个小麦基因组中的共线性关系。
RedlinesindicatethecollinearrelationshipbetweentwoTaHsp90genes,whilegraylinesrepresentthecollinearrelationshipsacross

theentirewheatgenome.
图2 TaHsp90基因的共线性分析

Fig.2 CollinearityanalysisofTaHsp90genes
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2.3 TaHsp90基因启动子区顺式作用元件分析

顺式作用元件分析显示,TaHsp90基因共有

31种不同类型的顺式作用元件,按功能可分为非

生物胁迫响应元件、激素响应元件、光响应元件及

胚特异性表达元件。所有TaHsp90成员均携带

非生物 胁 迫 响 应 元 件,包 括 热 胁 迫 响 应 元 件

(HSE)、干旱胁迫响应元件(DRE)、低温响应元件

(LTR)等;多数成员含有光响应元件(G-box、Sp1)
和激素响应元件(MeJA应答、脱落酸应答、赤霉素

应答);部分成员存在胚特异性表达元件(如RY-el-
ement)。此结果表明,TaHsp90基因参与小麦高

温、干旱、低温等多种非生物胁迫响应,其转录表达

还受光照信号与内源激素通路协同调控,部分基

因可能参与小麦胚组织生长发育调控(图3)。

图3 TaHsp90基因启动子顺式作用元件分析

Fig.3 Analysisofcis-actingelementsinthepromotersofTaHsp90genes

2.4 TaHsp90基因结构、保守基序和结构域分析

小麦TaHsp90基因结构类型(图4)可大致分

为两类,一类以多外显子(≥15个)、片段化CDS
为特征,另一类则以少外显子(≤5个)、长片段

CDS为特征。多数TaHsp90基因包含10个 mo-
tif,所有TaHsp90基因均有 Motif1、2、3、4、8、9、

10,说明这7个基序构成了该家族的核心特征。
同一亚 组 成 员 在 基 序 排 列 上 较 为 相 似,表 明

TaHsp90基因结构在进化过程中高度保守,少数

成员(TaHsp90-5B-2、TaHsp90-5D-2)存在基序缺

失或数量差异则预示着功能分化的可能性。保守

结 构 域 分 析 表 明,所 有TaHsp90 基 因 均 具 备

Hsp90家族核心功能结构域,部分成员还包含

PRK05218等辅助结构域。不同亚基因组同源基

因的结构域类型与长度基本一致,进一步印证了

其进化上的功能保守性。

2.5 Hsp90蛋白系统进化分析

构建小麦和小麦祖先物种(乌拉尔图小麦、野
生二 粒 小 麦)与 拟 南 芥 以 及 玉 米、高 粱 等 的

Hsp90蛋白序列系统发育树,结果显示,所有供

试物种的 Hsp90家族成员可划分为3个亚组

(GroupⅠ~Ⅲ)。GroupⅠ包含30个成员,成员

数量远高于其余亚组;GroupⅡ和Ⅲ分别包含14
个和7个 Hsp90成员(图5)。多数小麦 TaH-
sp90蛋 白 与 乌 拉 尔 图 小 麦、野 生 二 粒 小 麦 的

Hsp90蛋 白 聚 为 紧 密 的 进 化 分 支,表 明 小 麦

TaHsp90基因在多倍化进化过程中与二倍体及

四倍体祖先具有高度的序列保守性与亲缘关系,
而与拟南芥、玉米、高粱的 Hsp90蛋白序列类群

相对独 立,暗 示 禾 本 科 作 物 与 双 子 叶 植 物 间

Hsp90家族成员存在一定的功能分化。

2.6 TaHsp90基因的单倍型分析

单倍型分析(表3)表明,TaHsp90各成员的

单倍型分化程度差异明显,TaHsp90-2D、TaH-
sp90-5D-1等5个成员为单倍型保守类群,仅含1
种核 心 功 能 单 倍 型;TaHsp90-5A-1、TaHsp90-
5B-3分别含6种和5种单倍型,分化程度最高。
不同地理区域的单倍型分布存在明显地域偏好:
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西亚小麦单倍型多样性最高,Hap-5A-1-Ⅳ、Hap-
5B-3-Ⅱ、Hap-5D-3-Ⅰ为该区域高频特有单倍型;
中亚单倍型分布兼具西亚与东亚特征,Hap-5A-
1-Ⅳ在中亚占比31.58%,与西亚相近,Hap-2A-
Ⅰ在中亚频率61.11%,介于西亚41.82%与东亚

91.41%之间;东亚地区 Hap-2A-Ⅰ、Hap-5D-3-
Ⅱ占比较高;南亚富集 Hap-5B-1-Ⅰ、Hap-7B-2-
Ⅰ等 区 域 特 有 单 倍 型;北 美 存 在 Hap-2A-Ⅲ、

Hap-5D-3-Ⅱ等特有单倍型,形成独特的单倍型

分布格局。

图4 TaHsp90的基因结构(A)、蛋白保守基序(B)和结构域(C)分析

Fig.4 Analysisofgenestructures(A),conservedproteinmotifs(B),andfunctionaldomains(C)oftheTaHsp90genes

  Ta:普通小麦;At:拟南芥;Zm:玉米;Sb:高粱;Tu:乌拉尔图小麦;Ttd:野生二粒小麦。

Ta:Wheat;At:Arabidopsisthaliana;Zm:Zeamays;Sb:Sorghumbicolor;Tu:Triticumurartu;Ttd:Triticumturgidum
var.Dicoccoides.

图5 Hsp90蛋白的系统进化树

Fig.5 PhylogenetictreeofHsp90proteins
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表3 TaHsp90基因不同单倍型在不同地理来源的分布频率

Table3 DistributionfrequenciesofdifferenthaplotypesoftheTaHsp90geneamongvariousgeographicalorigins

基因
Gene

单倍型
Haplotype

分布频率 Distributionfrequency/%

东亚
EastAsia

西亚
WestAsia

中亚
CentralAsia

南亚
SouthAsia

北美
NorthAmerica

TaHsp90-2A Hap-2A-I 91.41 41.82 61.11 85.71 68.25
Hap-2A-Ⅱ 5.47 38.18 33.33 14.29 0.00
Hap-2A-Ⅲ 0.00 3.64 0.00 0.00 28.57

TaHsp90-2B Hap-2B-Ⅰ 66.15 55.38 68.42 56.67 61.90
Hap-2B-Ⅱ 22.31 7.69 13.16 0.00 36.51
Hap-2B-Ⅲ 6.92 30.77 13.16 36.67 0.00

TaHsp90-2D Hap-2D-I 100 89.06 100 90.32 91.94
TaHsp90-5A-1 Hap-5A-1-I 25.76 37.14 28.95 26.67 4.55

Hap-5A-1-Ⅱ 21.21 10.00 34.21 6.67 68.18
Hap-5A-1-Ⅲ 5.30 20.00 5.26 10.00 0.00
Hap-5A-1-Ⅳ 0.76 27.14 31.58 3.33 4.55
Hap-5A-1-V 14.39 0.00 0.00 0.00 0.00
Hap-5A-1-Ⅵ 9.09 0.00 0.00 0.00 11.36

TaHsp90-5A-2 Hap-5A-2-I 100 75.71 55.00 100 54.93
Hap-5A-2-Ⅱ 21.21 7.14 22.50 6.67 84.51
Hap-5A-2-Ⅲ 0.76 27.14 30.00 3.33 0.00
Hap-5A-2-Ⅳ 3.79 14.29 5.00 3.33 0.00

TaHsp90-5A-3 Hap-5A-3-I 52.99 85.92 70.73 67.74 80.60
Hap-5A-3-Ⅱ 19.40 5.63 0.00 3.23 4.48
Hap-5A-3-Ⅲ 15.67 0.00 9.76 9.68 0.00

TaHsp90-5B-1 Hap-5B-1-I 45.19 60.56 67.57 90.00 19.44
Hap-5B-1-Ⅱ 34.81 14.08 2.70 0.00 25.00
Hap-5B-1-Ⅲ 11.11 0.00 8.11 3.33 47.22
Hap-5B-1-Ⅳ 2.96 12.68 13.51 0.00 6.94

TaHsp90-5B-2 Hap-5B-2-I 49.57 29.31 27.78 44.83 22.81
Hap-5B-2-Ⅱ 35.90 17.24 25.00 3.45 33.33
Hap-5B-2-Ⅲ 0.00 29.31 33.33 20.69 15.79
Hap-5B-2-Ⅳ 12.82 5.17 2.78 3.45 26.32

TaHsp90-5B-3 Hap-5B-3-I 39.69 38.24 30.23 9.68 73.24
Hap-5B-3-Ⅱ 0.76 42.65 20.93 61.29 9.86
Hap-5B-3-Ⅲ 30.53 4.41 4.65 3.23 4.23
Hap-5B-3-Ⅳ 12.21 2.94 2.33 0.00 11.27
Hap-5B-3-V 1.53 4.41 23.26 9.68 1.41

TaHsp90-5D-1 Hap-5D-1-I 99.26 100 100 96.77 87.50
TaHsp90-5D-2 Hap-5D-2-I 100 87.32 92.50 60.71 98.57
TaHsp90-5D-3 Hap-5D-3-I 46.97 89.04 83.33 56.67 50.00

Hap-5D-3-Ⅱ 32.58 1.37 2.38 6.67 0.00
Hap-5D-3-Ⅲ 3.03 4.11 7.14 0.00 34.72
Hap-5D-3-Ⅳ 12.12 2.74 7.14 3.33 8.33

TaHsp90-7A-1 Hap-7A-1-I 38.64 43.06 57.89 74.19 67.61
Hap-7A-1-Ⅱ 45.45 54.17 39.47 16.13 32.39
Hap-7A-1-Ⅲ 15.91 0.00 2.63 9.68 0.00

TaHsp90-7A-2 Hap-7A-2-I 93.81 93.18 100 100 100
TaHsp90-7B-1 Hap-7B-1-I 92.59 55.88 79.49 70.97 98.61
TaHsp90-7B-2 Hap-7B-2-I 39.58 51.16 48.15 85.71 76.32

Hap-7B-2-Ⅱ 40.63 6.98 7.41 0.00 0.00
Hap-7B-2-Ⅲ 9.38 20.93 22.22 0.00 0.00

TaHsp90-7D-1 Hap-7D-1-I 76.38 77.61 80.95 74.19 76.06
Hap-7D-1-Ⅱ 20.47 17.91 11.90 22.58 15.49

TaHsp90-7D-2 Hap-7D-2-I 77.69 93.94 90.00 100 100
Hap-7D-2-Ⅱ 15.70 1.52 5.00 0.00 0.00
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2.7 TaHsp90基因在不同组织的表达模式

转录组测序(图6)显示,依据不同组织中

TaHsp90基因的表达差异可以将其分为6类

(Group1~6),Group1成员在叶、籽粒中呈现高

表达,说明这类基因可能主要在籽粒发育阶段发

挥重要作用。Group2和Group5在穗中均具有

高水平的表达,且Group2在叶片中也表达量偏

高。Group3在叶中特异性高表达。Group4在

茎和籽粒中表达量偏低,在根、穗中表达量中等,
表现为组织特异性低表达。Group6则在籽粒中高

表达,与Group1籽粒高表达模式有一定相似性。

2.8 TaHsp90基因在旱热处理下的表达模式

小麦旱热处理转录组数据分析结果(图7)表
明,旱热 处 理 下 表 达 模 式 大 致 可 以 分 为4类

(GroupⅠ~Ⅳ),其中GroupⅠ只响应热胁迫,并
在6h后依然具有高水平的表达;GroupⅡ也只是

响应热胁迫,但区别于GroupⅠ,他们只在胁迫后

1h高表达;GroupⅢ在旱热复合胁迫1h后具有

高水平的表达;GroupⅣ除TaHsp90-5A-3以外,
在干旱胁迫下维持高表达水平,而TaHsp90-5A-3
则是在热胁迫6h后呈现上调趋势。

选取6个代表性TaHsp90基因,对其在热胁

迫不同时间(0、1、2、4、6h)的表达模式进行qRT-
PCR验证。结果(图8)表明,不同TaHsp90成员

对热胁迫的响应模式存在明显分化,其中TaH-
sp90-2A 在1h即表现出极显著上调。而TaH-
sp90-2B的响应模式更为突出,在1~2h极显著

上调。TaHsp90-5B-1、TaHsp90-5D-1在1~2h
显著上调,且在整个处理周期内维持稳定的高表

达水平。TaHsp90-5D-3响应程度相对较弱,随处

理时间延长呈上调趋势;TaHsp90-5A-3呈持续

上调模式,在1~2h无显著变化,2h后逐步上

升,6h显著上调。

2.9 小麦TaHsp90-2B转基因株系鉴定

结合热胁迫下TaHsp90 基因表达结果,对

TaHsp90-2B转基因小麦植株进行鉴定,PCR检

测结果(图9)显示,共有28株为TaHsp90-2B基

因阳性植株。从该28个阳性株系中随机选取其中

6个株系进行qRT-PCR分析,株系OE-2和OE-5
的相对表达量为22.9和24.3(图9),与CK相比差

异显著,从而选取OE-2、OE-5株系作为后续研究

材料。

  Z10、Z13分别指植株一叶、三叶完全展开时期;Z23为三分蘖期;Z30、Z32依次代表幼穗长1cm、茎秆可见第二节时期;Z39是减数

分裂期;Z65为开花期;Z71、Z75、Z85分别对应花后2、14、30d。

Z10andZ13representthestageswhenthefirstandthirdleavesfullyunfold,respectively;Z23denotesthethree-tillerstage;Z30

andZ32correspondtothestagewith1cmyoungpanicleandthestagewiththesecondinternodevisibleonstems,respectively;Z39re-

ferstothemeiosisstage;Z65isthefloweringstage;Z71,Z75andZ85correspondto2,14,and30daysafterflowering.

图6 不同组织中TaHsp90基因的表达模式

Fig.6 ExpressionpatternsofTaHsp90genesindifferenttissues
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图7 不同胁迫下TaHsp90基因的表达模式

Fig.7 ExpressionpatternsofTaHsp90genesunderdifferentstresses

  **:P<0.01。

图8 热处理下不同时间TaHsp90基因的表达模式

Fig.8 ExpressionpatternsofTaHsp90genesatdifferenttimeunderheattreatment
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  M:DL2000;-:阴性对照;+:阳性对照;1~20:转基因株系。

M:DL2000;-:Negativecontrol;+:Positivecontrol;1-20:Transgeniclines.

图9 部分TaHsp90-2B转基因株系的PCR鉴定

Fig.9 PCRidentificationofpartialTaHsp90-2Btransgenicplants

  **:P<0.01。

图10 过表达株系中TaHsp90-2B的表达水平

Fig.10 ExpressionlevelofTaHsp90-2Binoverexpressionlines

2.10 TaHsp90-2B 转基因株系苗期表型及生理

指标鉴定

正常培养条件下,苗期Fielder野生型与转基

因株系(OE-2、OE-5)表型无显著差异。42℃高

温胁迫2h后,野生型植株出现倒伏、萎蔫等热损

伤表型,而转基因株系(OE-2、OE-5)生长形态基

本保持正常(图11)。叶绿素含量检测结果显示,
胁迫处理前各组植株叶绿素相对水平无明显差

异;高温胁迫后,转基因株系(OE-2、OE-5)叶绿

素相对含量显著高于野生型。生理指标测定表

明,高温处理前,所有植株的SOD活性、POD活

性、CAT活性无显著差异,高温处理后,OE-2和

OE-5的SOD活性、POD活性、CAT活性显著高

于CK。说明TaHsp90-2B基因能够显著提高小麦

对热胁迫的耐受性。

3 讨论

随着基因工程的不断进步,小麦中已有多个基因

家族得到研究[25],如TaAP2/ERF [26]、TaCBL [27]、

TaHsf[28]、TaMAPK [29]等。热激蛋白 Hsp是具

有高度保守序列的应激蛋白,广泛存在于各种生

物体[30]。该类蛋白具有分子伴侣特性[31],可在

热胁迫下保护靶蛋白免受变性损伤,它的表达量

  Control:常温培养条件;Heat:42℃高温胁迫2h;CK:野生

型Fielder;OE-2、OE-5:2个携带TaHsp90-2B株系。**:P<

0.01;***:P<0.001。

Control:Normaltemperaturegrowthcondition;Heat:42

℃heatstressfor2h;CK:Wild-typeFielder;OE-2,OE-5:

TwoTaHsp90-2Bcarryinglines;**:P<0.01;***:P<

0.001.

图11 高温胁迫下TaHsp90-2B转基因株系幼苗期

耐热性表型及相关生理指标鉴定

Fig.11 Identificationofheattolerancephenotypeand
relatedphysiologicalindicesofTaHsp90-2Blinesat

seedlingstageunderhightemperaturestress
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约占总蛋白水平的1%[32]直接影响细胞抵抗高温

损害的效果。
为系统解析小麦TaHsp90基因的分子特征,

探究其在热胁迫响应过程中的生物学功能,本研

究通过小麦全基因组分析共鉴定到18个TaH-
sp90成员,其蛋白理化性质存在一定差异。种内

共线性分析表明,片段复制事件是TaHsp90基因

家族扩张的重要驱动力,其以23个片段复制基因

对适应复杂逆境胁迫。TaHsp90共有31种顺式

作用元件,典型元件包括 HSE、DRE、LTR、G-
box、ABRE、RY-element等,其中 HSE是介导植

物热胁迫应答的经典顺式元件,可特异性调控热

激相关基因诱导表达,该结果可解释TaHsp90成

员在热胁迫下的快速响应基础。TaHsp90基因

有多外显子与少外显子两类结构模式,这种结构

分化与家族成员在逆境应答中的功能分化相关,
少外显子成员可更快速响应胁迫,而多外显子成

员则可能通过可变剪接实现功能多样性。TaH-
sp90基因在结构与基序组成上高度保守,小麦

TaHsp90成员普遍携带 Hsp90家族核心功能结

构域。系统发育树显示,TaHsp90蛋白与乌拉尔

图小麦和野生二粒小麦关系较近,这验证了普通

小麦(异源六倍体)与其二倍体及四倍体祖先在基

因组水平上的高度保守性。

TaHsp90基因单倍型分布具有显著的地理

分化特征,单倍型多样性呈现由小麦起源中心西

亚向东亚、北美等驯化区域递减的趋势。西亚作

为小麦起源中心,单倍型多样性最高,Hap-5A-1-
Ⅳ、Hap-5B-3-Ⅱ、Hap-5D-3-Ⅰ等单倍型呈现区域

特异性高频率,适配其干旱高温的气候特征。中

亚作为传播枢纽,单倍型分布兼具起源区与驯化

区特征,反映了小麦在传播过程中对中亚独特气

候的逐步适应,成为TaHsp90基因家族单倍型的

过渡性分布区域。东亚作为现代育种核心区,

Hap-2A-Ⅰ、Hap-5D-3-Ⅱ等适配本土气候的单倍

型高频分布,体现人工与自然选择的协同作用。
南亚单倍型区域特异性显著,Hap-5B-1-Ⅰ、Hap-
7B-2-I等单倍型高频分布,表明其可能在小麦应

对南亚持续高温、高湿环境中发挥关键作用。北

美单倍型具有鲜明特有性,Hap-2A-Ⅲ、Hap-5D-
3-Ⅱ等特有单倍型适配其大陆性气候,主要围绕

本土气候特征展开,形成了适配北美大陆性气候

的独特单倍型分布模式。综上,TaHsp90基因家

族在小麦长期的地理扩散和人工驯化过程中,受

到不同区域环境选择压力和人工选择的共同作

用,形成了与区域环境相适配的单倍型分布模式,
这为进一步解析该基因家族的环境适应机制及挖

掘耐热育种候选单倍型提供了重要的理论依据和

数据支撑。

TaHsp90成员分别参与籽粒发育、穗部发育

及叶片耐热调控等过程,呈现出明显的组织与功

能特异性。本研究对6个TaHsp90代表性成员

的热 胁 迫 表 达 模 式 分 析 显 示,TaHsp90-2A、
TaHsp90-2B对热胁迫的响应最为强烈,在胁迫1
h即 达 到 极 显 著 上 调 峰 值;TaHsp90-5B-1 与

TaHsp90-5D-1则呈现延迟型上调特征,在胁迫6
h达到表达峰值,可能参与热胁迫后期的持续防

御。其中,TaHsp90-2B 作为热胁迫响应的核心

成员[33],是开展后续功能验证与耐热机制解析的

关键候选基因。克隆并转化构建TaHsp90-2B转

基因株系,在热胁迫条件下,TaHsp90-2B转基因

株系叶片可维持更高的叶绿素相对含量,同时显

著提升SOD、POD、CAT等抗氧化酶活性。证实

TaHsp90-2B可通过增强植株抗氧化能力、稳定

光合系统结构等途径正向调控小麦耐热性,在小

麦高温胁迫信号传导与细胞稳态维持过程中发挥

关键的保护功能。
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