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摘　要：为了研究小麦成熟胚脱分化过程中 ＭＡＰＫｓ相关基因序列的表达变化情况，利用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ小

麦基因芯片研究了小麦成熟胚在 ＭＳ＋２，４Ｄ（２ｍｇ·Ｌ
－１）培养基上脱分化过程不同时间点的基因表达变

化，用ＮＣＢＩ、ＤＡＴＦ和ＤＲＴＦ等生物信息学相关网站对基因表达信息进行处理，通过ＰＬＥＸｄｂ的Ｂｌａｓｔ比对

方法在小麦基因组芯片中找到与拟南芥、水稻等作物同源性较高的 ＭＡＰＫ序列，研究其在脱分化中表达变化

情况。结果表明，有１个 ＭＡＰＫＫＫＫｓ（简称 ＭＡＰ４Ｋ）、１７个 ＭＡＰＫＫＫｓ（简称 ＭＡＰ３Ｋ）、５个 ＭＡＰＫＫｓ（简

称 ＭＡＰ２Ｋ）、９个 ＭＡＰＫ相关基因、７个 ＭＡＰＫ级联负调控因子基因和４个细胞周期蛋白基因在小麦成熟

胚脱分化过程中的２、６、１２、２４、７２ｈ等不同时间点至少发生了一次有意义的表达变化，其中上调表达基因２０

个，下调表达基因２１个，先下调后上调表达基因２个。根据已知 ＭＡＰＫ的生物功能和它们在小麦成熟胚脱

分化过程中的表达变化趋势及其与脱分化过程中的吻合程度，推测ＴａＭＡＰＫ１Ｃ、ＴａＭＡＰＫ２Ａ、ＴａＭＡＰＫ２Ｂ、

ＯｓＭＡＰＫ４、ＡｔＭＫＫ６、ＡｔＰＴＰ１等基因参与了小麦成熟胚脱分化过程中的激素响应、胁迫响应及细胞周期调

控，表明这些基因在小麦成熟胚脱分化的启动和进行过程中具有重要作用。
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　　小麦是最重要的禾谷类作物之一，因其遗传

背景复杂、外植体组培再生能力较差，严重影响了

生物技术在其遗传改良中的应用。目前公认的最

好的基因转化受体是小麦幼胚，但幼胚获得受到

季节、发育状态等因素的影响，从而限制了其在小

麦遗传转化中的应用。小麦成熟胚具有发育状态

一致、取材方便、操作简单、不受季节限制等优点，

但转化效率较低，其根本原因在于小麦成熟胚细

胞脱分化质量差。细胞脱分化是指已分化细胞失

去原有结构和功能，形成愈伤组织的过程。在激

素作用下诱导特定基因的表达是脱分化启动的关

键，其间存在许多信号转导及生理生化过程［１，２］。

丝裂原激活蛋白激酶（Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）是一类Ｓｅｒ／Ｔｈｒ蛋白激酶，存

在于所有真核细胞中，在发育信号、分裂信息、胁

迫因子等不同信号的刺激下，Ｓｅｒ／Ｔｈｒ部位被迅

速磷酸化而激活。该酶一般分为 ＭＡＰ３Ｋ（ＭＡＰ

ＫＫＫ）、ＭＡＰ２Ｋ（ＭＡＰＫＫ）、ＭＡＰＫ三类，它们一

起组成依次磷酸化的ＭＡＰＫ链，将外界信号传递

至细胞核，启动相应基因的表达。已有研究表明，

ＭＡＰＫ在植物组织脱分化启动过程中起着重要

作用［３７］，一些植物中已经发现大量 ＭＡＰＫ的存

在［８１０］，但目前小麦中 ＭＡＰＫ被发现鉴定数量较

少（ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ登记的只有１２种），小麦成熟胚

脱分化过程中 ＭＡＰＫ相关基因的研究尚未见报

道。本研究以小麦成熟胚为材料，用２，４Ｄ诱导

其脱分化，采用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ小麦基因组芯片技术

研究脱分化表达谱，通过与拟南芥、水稻等作物中

编码 ＭＡＰＫ基因的比对分析，找到 ＭＡＰＫｓ相关

基因类似序列，研究其在脱分化过程中的表达变

化，以期为揭示小麦成熟胚脱分化的可能机制提

供依据。

１　材料与方法

１．１　植物材料

在超净工作台上剥取普通小麦品种豫麦１８

种子的成熟胚，置于 ＭＳ＋２，４Ｄ（２ｍｇ·Ｌ
－１）培

养基上培养［１１］，根据河南农业大学农学院分子生

物学实验室对小麦成熟胚脱分化过程中外部形态

和内部结构的前期研究结果（另文发表），确定取

样时间点为０、２、６、１２、２４和７２ｈ。取样后经液氮

处理并于－８０℃保存备用。

１．２　总犚犖犃提取与纯化

按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）使

用说明提取总ＲＮＡ，并用 ＲＮｅａｓｙｍｉｎｉ试剂盒

（ＱＩＡＧＥＮ公司，荷兰）纯化。用１％琼脂糖凝胶

电泳（１８０Ｖ，０．５ｈ）检测总ＲＮＡ的２８Ｓ和１８Ｓ

比例，其亮度约为２∶１；在２６０／２８０ｎｍ波长下测

定总ＲＮＡ的吸光值，计算其浓度和纯度
［１２］。

１．３　基因芯片数据的获得

１．３．１　ｃＤＮＡ和ｃＲＮＡ合成

合成ｃＤＮＡ时，模板量为总ＲＮＡ１～８μｇ。

合成生物素标记的ｃＲＮＡ时，取１２μＬ上述ｃＤ

ＮＡ溶液作模板。ｃＤＮＡ和ｃＲＮＡ纯化按基因芯

片分析样品纯化操作程序进行［１３］。两者的浓度、

纯度和质量检测方法同上［１２］。

１．３．２　ｃＲＮＡ片段化和芯片检测

取１５μＬｃＲＮＡ（１μｇ·μＬ
－１），加６μＬ５×

片段化缓冲液和９μＬ无ＲＮＡ酶水混匀，９４℃温

浴３５ｍｉｎ，得到长度为３５～２００ｂｐ的ｃＲＮＡ片

断。按Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司提供的配方配制杂交液，

然后将杂交液加至经预杂交处理的 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ

ｗｈｅａｔＧｅｎｅＣｈｉｐ（美国 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司，６４Ｋ）

内，于４５℃、６０ｒ·ｍｉｎ－１条件下在基因芯片杂交

炉６４０中杂交，每一个杂交芯片均与每个样品１０

μｇ的ｃＲＮＡ杂交１６ｈ，杂交完成后吸去杂交液，

用ＧｅｎｅＣｈｉｐ全自动洗涤工作站４５０（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ

公司，美国）洗涤和染色芯片。用高分辨芯片扫描

仪３０００（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司，美国）扫描芯片，用

ＧＣＯＳ１．２软件读取、处理信号值数据，获得归一

化后的信号值、信号检出（Ｐ，Ａ，Ｍ）以及实验和

对照组的比值［１４］。

１．３．３　小麦基因组芯片中 ＭＡＰＫｓ相关基因的

确认

利用 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ）、ＤＡＴＦ（ｈｔｔｐ：／／ｄａｔｆ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ）和

ＤＲＴＦ（ｈｔｔｐ：／／ｄｒｔｆ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ）网站的相关

资料对小麦基因芯片检测结果进行初步注释和分

析。利用ＰＬＥＸｄｂ（ｈｔｔｐ：／／ｐｌｅｘｄｂ．ｏｒｇ）数据库中

的在线Ｂｌａｓｔ工具，对ＵｎｉＰｒｏｔ、ＴＩＧＲ、ＤＦＣＩ、ＮＣ

ＢＩＵｎｉｇｅｎｅ等数据库进行ＢｌａｓｔＮ、ＢｌａｓｔＸ检索，

按系统默认参数找出推定的 ＭＡＰＫｓ相关基因。
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获取每个基因在０、２、６、１２、２４、７２ｈ等时间点的

表达信号值，同时以每个时间点的表达信号值除

以０ｈ（对照）的表达信号值，将所得商取以２为底

的对数，其结果是正值为上调表达（≥＋１为有意

义上调差异表达），负值为下调表达（数值≤－１

为有意义下调差异表达）。

１．４　半定量犚犜犘犆犚验证

为验证基因芯片数据的可靠性，将１．２中提

取的ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，根据基因芯片数据

对ＣＡ６８７９５５等８个基因（表１）进行半定量ＲＴ

ＰＣＲ验证，以βａｃｔｉｎ为内参，ＰＣＲ条件为９４℃

预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ，４０个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃

保存。其他７个待测基因的ＰＣＲ条件除退火温

度与内参的不同外（表１），均保持一致。

表１　用于半定量犚犜犘犆犚分析的８个基因及其引物序列、退火温度和扩增产物

犜犪犫犾犲１　犈犻犵犺狋犵犲狀犲狊犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔狊犲犿犻犚犜犘犆犚犪狀犱狋犺犲犻狉狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲，犪狀狀犲犪犾犻狀犵狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲，犪狀犱狆狉狅犱狌犮狋狊犻狕犲

Ｇｅｎｂａｎｋ登录号

ＧｅｎｂａｎｋＩＤ

引物Ｐｒｉｍｅｒ（５＇→３＇）

正向引物Ｆｏｒｗａｒｄ 反向引物Ｒｅｖｅｒｓｅｄ

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

扩增产物

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｓｉｚｅ／ｂｐ

ＣＡ６８７９５５ ＴＣＣＣＡＧＴＧＴＴＡＣＡＴＴＧＡＧＴ ＧＴＴＧＧＡＧＡＴＧＧＴＴＴＡＧＣＧ ５５ １０８

ＣＤ９０８９０１ ＡＣＣＣＡＴＧＡＴＡＧＧＧＡＡＴＡＧ ＡＴＧＣＣＡＡＣＡＡＧＣＡＧＡＣＡＣ ５２ １１１

ＢＪ２５９４１９ ＴＡＴＣＡＣＴＣＧＧＧＴＧＣＣＴＡＡ ＡＴＡＣＣＴＣＧＴＧＣＣＡＣＡＴＣＡ ５１ １３８

ＢＪ２１２５６９ ＴＧＣＣＡＴＴＧＧＡＴＣＡＧＧＡＡＧ ＴＧＣＧＧＡＡＣＡＣＣＡＴＣＡＧＴＣ ５５ ２８４

ＣＤ４５２６２５ ＴＧＴＴＴＣＡＴＣＴＴＡＴＣＣＡＣＣＴＡ ＧＧＣＴＴＧＴＡＡＴＣＣＣＴＴＣＡＣ ５０ ２７８

ＢＪ３０７４５５ ＧＣＣＣＴＴＣＡＣＣＡＡＧＴＡＴＴＡ ＴＴＣＴＧＴＴＣＡＡＴＧＧＣＴＣＴＧ ５２ ２７９

ＢＪ２１９６３４ ＧＣＣＡＡＣＴＡＣＣＡＧＣＡＡＣＡＣ ＡＧＣＡＴＣＣＣＴＡＴＴＴＣＡＡＣＡ ５０ １８６

ＣＡ６６２７９４ ＣＣＡＡＴＡＡＧＣＧＡＧＣＡＴＡＡＡ ＣＴＡＡＧＡＧＣＣＡＡＧＡＣＣＡＡＡ ５１ １１４

βａｃｔｉｎ
ＧＴＴＣＣＡＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＡＴＡ
ＣＡＣＧＣ

ＧＡＡＣＣＴＣＣＡＣＴＧＡＧＡＡＣＡＡ
ＣＡＴＴＡＣＣ

５５ ４２１

２　结果与分析

２．１　犕犃犘犓级联途径相关基因的获得及在成熟

胚脱分化过程中的整体表达

通 过 与 拟 南 芥、水 稻 等 作 物 中 编 码

ＭＡＰ４Ｋｓ、ＭＡＰ３Ｋｓ、ＭＡＰ２Ｋｓ、ＭＡＰＫｓ的基因

和 ＭＡＰＫ级联调控相关基因的比对分析，在Ａｆ

ｆｙｍｅｔｒｉｘ小麦基因组芯片中找到４３个同源序列

在小麦成熟胚脱分化过程发生有意义的表达变

化，其 中 ＭＡＰ４Ｋｓ 相 关 基 因 １ 个 （上 调）；

ＭＡＰ３Ｋｓ相关基因１７个（上调的６个，下调１１

个）；ＭＡＰ２Ｋｓ相关基因５个（上调１个，下调３

个，先下调后上调的１个）；ＭＡＰＫｓ相关基因９

个（上调６个，下调３个）；ＭＡＰＫ级联负调控相

关基因７个（上调３个，下调４个）；细胞分裂调控

相关基因４个（上调３个，先下调后上调１个）（具

体见表２）。

２．２　犕犃犘４犓、犕犃犘３犓相关基因的表达

基因芯片检测结果发现，１个编码推定的Ｏｓ

ＭＡＰ４Ｋ基因（ＣＦ１３３５２４）在小麦成熟胚脱分化

过程的２～２４ｈ表现上调，７２ｈ上调幅度有所下

降；４个编码类似水稻的 ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１基因（如

ＢＪ２５９４１９、ＣＡ６４２１４３、ＣＤ３７３８９１等）分别在２～

７２ｈ、６～７２ｈ、１２～７２ｈ上调；１个编码推定的

ＯｓＭＡＰ３Ｋγ１基因（ＢＪ２１６８５２）在７２ｈ上调；１个

编 码 增 强 抗 病 蛋 白 （ＥＤＲ１ 蛋 白 ）基 因

（ＣＤ４５２６２５）在２和１２～２４ｈ上调，６ｈ上调幅度

下降。检测到２个编码类似水稻的 ＭＡＰ３Ｋδ１基

因（ＣＤ９３２７７４、ＣＤ４５３８３４），２个编码类似水稻的

ＭＡＰ３Ｋα基因（ＣＡ５００３２８、ＣＡ６７８６６８），３个编码

推定的 ＡｔＭＥＫＫ１基因（ＢＪ２６９８５４、ＣＤ９０５９０６、

ＣＡ４９７５９５）在２～７２ｈ不同程度下调；１个编码类

似烟草 ＮＰＫ１相关蛋白的基因（ＡＬ８２９２８５）在６

～７２ｈ下调；２个编码推定的ＡＴＮ１ｌｉｋｅ蛋白基

因（ＢＪ３０９６５８、ＣＤ４５２５１６）在１２～２４ｈ下调；１个

编码推定的 ＭＡＰ３Ｋ基因（ＣＡ６４２３９９）在１２ｈ下

调，其它时间点下调幅度不明显。

２．３　犕犃犘２犓相关基因的表达

基因芯片检测结果发现１个编码推定的Ａｔ

ＭＫＫ６基因（ＣＡ６６５２３３），在小麦成熟胚脱分化

过程的２～６ｈ、２４～７２ｈ上调，１２ｈ变化不显著；

２ 个 编 码 类 似 拟 南 芥 ＡｔＭＫＫ３ 的 基 因
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（ＢＪ３０７４５５、ＣＡ６５６４００）在２～２４ｈ不同程度下

调；２个编码推定的 ＭＡＰＫＫ基因中ＢＥ４４４１６１

在１２ｈ下调，ＣＡ６３５０１４在２ｈ和１２ｈ分别下调

和上调，其它时间点变化不显著。

表２　小麦成熟胚脱分化过程中 犕犃犘犓级联途径中相关基因的表达

犜犪犫犾犲２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狅犳犕犃犘犓犮犪狊犪狊犪犱犲狊狉犲犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊犻狀犱犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀狅犳犿犪狋狌狉犲犲犿犫狉狔狅狊犻狀狑犺犲犪狋

Ｇｅｎｂａｎｋ登录号

ＧｅｎｂａｎｋＩＤ
０ｈ ２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ

基因功能描述

Ｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

编码 ＭＡＰＫＫＫＫ（ＭＡＰ４Ｋ）的相关基因 ＭＡＰ４Ｋｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ＣＦ１３３５２４ ０ １．４ １．４ １．３ １．２ ０．８ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶激酶（ＯｓＭＡＰ４Ｋ）

编码 ＭＡＰＫＫＫ（ＭＡＰ３Ｋ）的相关基因 ＭＡＰ３Ｋｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ＢＪ２５９４１９ ０ １．６ １．３ １．１ １ １．２ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶δ１（ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１）

ＣＡ６４２１４３ ０ ０．９４ １．１ １．０６ １．１ １．５ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶δ１（ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１）

ＣＡ６９７１９５ ０ １．０９ ０．８ ０．７ ０．８ １ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶δ１（ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１）

ＣＤ３７３８９１ ０ ０．５ ０．７ １ １．４ １．３ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶δ１（ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１）

ＢＪ２１６８５２ ０ ０．５ ０．６ ０．４ ０．３ １．５ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶γ１（ＯｓＭＡＰ３Ｋγ１）

ＣＤ４５２６２５ ０ １．０７ ０．８９ １．０２ １．２ １．３ 增强抗病蛋白 （ＥＤＲ１）

ＣＤ９３２７７４ ０ －１．３ －１．１ －１ －１．３ －１．５ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶δ１（ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１）

ＣＤ４５３８３４ ０ －０．４ －０．６－２．０６－１．０２－０．５ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶δ１（ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１）

ＣＡ５００３２８ ０ －２．４ －４ －３．４ －２．７ －１．９ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶α（ＯｓＭＡＰ３Ｋα）

ＣＡ６７８６６８ ０ －０．１ －０．７－０．９６－１．２ －０．３ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶α（ＯｓＭＡＰ３Ｋα）

ＢＪ２６９８５４ ０ －０．４－１．０２－１．５ －１．３ －０．６ 推定的拟南芥丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶１（ＡｔＭＥＫＫ１）

ＣＡ４９７５９５ ０ －１．３ －１．６ －１．６－０．９２－０．９７ 推定的拟南芥丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶１（ＡｔＭＥＫＫ１）

ＣＤ９０５９０６ ０ －０．６ －０．７－１．０４－０．８－０．１７ 推定的拟南芥丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶１（ＡｔＭＥＫＫ１）

ＡＬ８２９２８５ ０ ０．０１ －１．１ －２．４ －２．９ －１．６ 烟草蛋白激酶１相关蛋白 ＮＰＫ１

ＢＪ３０９６５８ ０ －０．９ －０．７ －１．３ －１．２ ０．５ 推定的ＡＴＮ１类似蛋白

ＣＤ４５２５１６ ０ －０．３－０．９７－１．５ －１．３ ０．２ 推定的ＡＴＮ１类似蛋白

ＣＡ６４２３９９ ０ －０．４ －０．６ －１．１ －０．１ －０．３ 推定的丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶（ＭＡＰ３Ｋ）

编码 ＭＡＰＫＫ（ＭＡＰ２Ｋ）的相关基因 ＭＡＰ２Ｋｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ＣＡ６６５２３３ ０ １．２ １．２ －０．０３ １．７ １．４ 推定的拟南芥丝裂原激活蛋白激酶激酶６（ＡｔＭＫＫ６）

ＢＪ３０７４５５ ０ －１．５ －１．８－０．９６－１．４ －０．５ 推定的拟南芥丝裂原激活蛋白激酶激酶３（ＡｔＭＫＫ３）

ＣＡ６５６４００ ０ －１．２ －２ －１．１ －１．２ －０．３ 推定的拟南芥丝裂原激活蛋白激酶激酶３（ＡｔＭＫＫ３）

ＢＥ４４４１６１ ０ －０．５ －０．６ －１．７ －０．２ ０．０１ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶（ＯｓＭＡＰＫＫ）

ＣＡ６３５０１４ ０ －２．３ ０．６ １．３ ０．２ ０．４ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶激酶（ＯｓＭＡＰＫＫ）

编码 ＭＡＰＫ的相关基因 ＭＡＰＫｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ＣＡ６６２７９４ ０ １．５ １．３ １．０７ １．２ １．０１ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶４（ＯｓＭＡＰＫ４）

ＣＡ６７９７１４ ０ １．５ １．１ ０．７ ０．８６ １．０４ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶４（ＯｓＭＡＰＫ４）

ＣＡ６８７９５５ ０ １．１ ０．５ ０．４ ０．３ －０．３ 小麦丝裂原激活蛋白激酶１Ｃ（ＴａＭＡＰＫ１Ｃ）

ＢＪ２２９７７２ ０ ０．７ ０．３ ０．５ ０．５ １．３３ 小麦丝裂原激活蛋白激酶２Ａ（ＴａＭＡＰＫ２Ａ）

ＢＪ２１２５６９ ０ ０．２２ ０．２３ －０．６５ ０．７ １．０１ 小麦丝裂原激活蛋白激酶２Ｂ（ＴａＭＡＰＫ２Ｂ）

ＢＪ２７６５６７ ０ ０．２ －０．３ －０．２ ０．１ １ 推定的拟南芥丝裂原激活蛋白激酶１８（ＡｔＭＰＫ１８）

ＢＥ２１６９７９ ０ －２．３ －１．７ －１．７ －３．１ －３．１ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶２（ＯｓＭＡＰＫ２）

ＣＡ７０８６２１ ０ ０ －０．２ －１ ０ ０．７ 推定的水稻丝裂原激活蛋白激酶２（ＯｓＭＡＰＫ２）

ＣＤ８９７９７３ ０ －０．５ －０．９ －２．２ －１．６－２．０６ 推定的拟南芥丝裂原激活蛋白激酶２０（ＡｔＭＰＫ２０）

编码 ＭＡＰＫ级联负调控因子的相关基因 ＭＡＰＫｃａｓａｄｅｓｎｅｇａｔｉｖｅｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ＢＱ１６２６７０ ０ １ １．２ ０．８ １．１ ０．９ 推定的拟南芥蛋白酪氨酸磷酸酶１（ＡｔＰＴＰ１）

ＣＤ９２６２９６ ０ １．３ ０．９ ０．１ １．２ １．４ 推定的拟南芥蛋白酪氨酸磷酸酶１（ＡｔＰＴＰ１）

ＢＱ１６６１８８ ０ １．２ １．３ １．５ １．１ ０．７ 推定的蛋白磷酸酶２Ｃ（ＰＰ２Ｃ）

ＣＡ６０６２３３ ０ －１．０４－１．６ －１．９ －１．４－０．７４ 推定的蛋白磷酸酶２Ｃ（ＰＰ２Ｃ）

ＣＫ１９７３８０ ０ －１．４ －１．４ －１．５ －０．８ －０．６ 推定的蛋白磷酸酶２Ｃ（ＰＰ２Ｃ）

ＣＡ６４６３４１ ０ －１．１－０．９６－０．８ －０．２ －１．３ 推定的蛋白磷酸酶２Ｃ（ＰＰ２Ｃ）
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（续表２）

Ｇｅｎｂａｎｋ登录号

ＧｅｎｂａｎｋＩＤ
０ｈ ２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ

基因功能描述

Ｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ＣＤ９２３９１９ ０ ０．１ －２．０ －０．５ －０．２ ０．２ 推定的玉米丝裂原激活蛋白激酶磷酸酶１（ｚｍＭＫＰ１）

编码细胞周期蛋白的相关基因Ｃｙｃｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ＣＡ６７５８８４ ０ １．５ １．３ １．６ １．４ １．６ 推定的小麦Ｇ１／Ｓ期细胞周期特异蛋白Ｃ型

ＣＤ９０８９０１ ０ １．４ １．１ １．６ １．８ １．７ 推定的细胞周期Ｃ类似蛋白

ＢＪ２１９６３４ ０ １．１ ０．６ １．３ ２．３ １．９ 推定的细胞周期蛋白依赖性激酶Ｂ１１（ＣＤＫＢ１１）

ＣＤ８７３４９５ ０ －０．７ －６．５ －１．６ ２．９ ３．０ 推定的细胞周期蛋白

　　表中数字表示基因芯片上０、２、６、１２、２４、７２ｈ时间点的表达信号值除以０ｈ（对照）表达信号值并将所得商取以２为底的对数；粗体

字代表有意义上调；下画线代表有意义下调。

　　Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｉｎｔａｂｌｅ２ｉｓｌｏｇ２ｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｓｉｇｎａｌｖａｌｕｅｓｏｆｇｅｎｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｏｎｇｅｎｅｃｈｉｐｔｏｃｏｎｔｒｏｌ（０ｈ）．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｕｐｒｅｇ

ｕｌａｔｉｏｎｉｓｓｈｏｗｎｉｎｂｏｌｄｎｕｍｂｅｒ．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｎｕｍｂｅｒ．

　　左图横轴表示小麦成熟胚脱分化过程（０～７２ｈ），纵轴为基因芯片上各时间点与对照（０ｈ）基因表达信号值比值取以２为底的对数；

Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ＇ｓｈｏｒｉｚｏｎｔａｌａｘｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｉｍｅｓｃｏｕｒｓｅ（０～７２ｈ），ｖｅｔｉｃａｌａｘｉｓｓｈｏｗｓｌｏｇ２ｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｓｉｇｎａｌｖａｌｕｅｓ

ｏｆｇｅｎｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｏｎｔｈｅｇｅｎｅｃｈｉｐｔｏｃｏｎｔｒｏｌ（０ｈ）．Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图１　部分基因的基因芯片结果（左）和半定量犚犜犘犆犚验证结果（右）

犉犻犵．１　犌犲狀犲犮犺犻狆狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊狅犿犲犵犲狀犲狊（犾犲犳狋）犪狀犱狋犺犲犻狉狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狊犫狔狊犲犿犻犚犜犘犆犚（狉犻犵犺狋）

２．４　犕犃犘犓相关基因的表达

基因芯片检测结果发现，２个编码类似水稻

ＯｓＭＡＰＫ４基因（ＣＡ６６２７９４、ＣＡ６７９７１４）在２～７２

ｈ不同程度上调；１个编码 ＴａＭＡＰＫ１Ｃ 基因

（ＣＡ６８７９５５）在２ｈ上调；１个编码 ＴａＭＡＰＫ２Ａ

基因（ＢＪ２２９７２２）、１ 个编码 ＴａＭＡＰＫ２Ｂ 基因

（ＢＪ２１２５６９）、１个编码类似拟南芥 ＡｔＭＰＫ１８基

因（ＢＪ２７６５６７）在７２ｈ上调；２个编码类似水稻

ＯｓＭＡＰＫ２基因（ＢＥ２１６９７９、ＣＡ７０８６２１）在２～７２

ｈ下调；１个编码类似拟南芥 ＡｔＭＰＫ２０基因
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（ＣＤ８９７９７３）在１２～７２ｈ下调。

２．５　犕犃犘犓级联途径的负调控因子相关基因的

表达

基因芯片检测结果发现，２个编码推定的Ａｔ

ＰＴＰ１基因（ＢＱ１６２６７０、ＣＤ９２６２９６）在２～７２ｈ不

同程度上调；４个编码推定的ＰＰ２Ｃ磷酸酶基因

中１个（ＢＱ１６６１８８）在２～２４ｈ上调，其余３个

（ＣＡ６０６２３３、ＣＡ６４６３４１、ＣＫ１９７３８０）不同程度下

调；１个编码ＺｍＭＰＫ１基因（ＣＤ９２３９１９）在６ｈ显

著下调。

２．６　细胞周期调控相关基因的表达

基因芯片检测结果发现，１个编码推定的细

胞周期蛋白依赖性激酶 Ｂ１１（ＣＤＫＢ１１）基因

（ＢＪ２１９６３４）、１个编码 Ｇ１／Ｓ期细胞周期特异蛋

白Ｃ（Ｃｙｃｌｉｎ）基因（ＣＡ６７５８８４）、１个编码细胞周

期Ｃ类似蛋白基因（ＣＤ９０８９０１）在小麦成熟胚脱

分化过程中出现不同程度的上调。检测到１个编

码推定的细胞周期蛋白基因（ＣＤ８７３４９５）在６～

１２ｈ下调，２４～７２ｈ上调。

２．７　半定量犚犜犘犆犚验证目的基因在脱分化过

程中的表达变化

从８个基因的半定量ＲＴＰＣＲ结果（图１）可

以看出，编码ＴａＭＡＰＫ１Ｃ基因（ＣＡ６８７９５５）在２

ｈ表达量较大（与ａｃｔｉｎ比，下同），其它时间点依

次降 低；编 码 细 胞 周 期 Ｃ 类 似 蛋 白 基 因

（ＣＤ９０８９０１）、类 似 水 稻 ＯｓＭＡＰＫ４ 基 因

（ＣＡ６６２７９４）、类 似 水 稻 ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１ 基 因

（ＢＪ２５９４１９）在２～７２ｈ表达量明显升高；编码增

强抗病蛋白（ＥＤＲ１蛋白）基因（ＣＤ４５２６２５）和推

定的细胞周期蛋白依赖性激酶Ｂ１１（ＣＤＫＢ１１）

基因（ＢＪ２１９６３４）在２和１２～７２ｈ表达量较大；编

码类似拟南芥 ＡｔＭＫＫ３基因（ＢＪ３０７４５５）在２、６

ｈ 表 达 量 下 降；编 码 ＴａＭＡＰＫ２Ｂ 基 因

（ＢＪ２１２５６９）在２４、７２ｈ表达量较大。可见，８个

基因的半定量ＲＴＰＣＲ结果与基因芯片检测结

果基本一致，表明基因芯片检测结果准确可靠。

图２　小麦成熟胚脱分化过程中 犕犃犘犓级联相关激酶间可能的作用方式

犉犻犵．２　犘狅狊狊犻犫犾犲狆犪狋狋犲狉狀狅犳犕犃犘犓犮犪狊犮犪犱犲狊狉犲犾犪狋犲犱犽犻狀犪狊犲狊犻狀犱犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀狅犳犿犪狋狌狉犲犲犿犫狉狔狅狊犻狀狑犺犲犪狋

３　讨 论

脱分化是细胞接受外界信号后经过复杂调控

使细胞重新进入细胞周期，进行有丝分裂形成愈

伤组织的过程。ＭＡＰＫ 相关的激酶在细胞的

Ｇ１／Ｓ、Ｇ２／Ｍ 期转变过程中起重要的调控作

用［１５，１６］，动物中的ＥＲＫｓ（ＭＡＰＫ）在细胞分裂和

分化中发挥重要作用［１７］，植物中所有已知的

ＭＡＰＫｓ与动物的ＥＲＫｓ结构上非常相似
［１８，１９］。

本研 究 结 果 显 示，ＯｓＭＡＰＫ４、ＴａＭＡＰＫ１Ｃ、

ＴａＭＡＰＫ２Ａ、ＴａＭＡＰＫ２Ｂ基因在脱分化中显著

上调表达，表明它们参与脱分化有丝分裂调控和
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其它事件响应。

ＭＡＰＫ级联三个单元中 ＭＡＰ２Ｋ成员最少，

它位于 ＭＡＰＫ级联的中间位置且被 ＭＡＰ３Ｋ激

活，不同ＭＡＰＫ信号途径在此交汇，在ＭＡＰＫ级

联中起承上启下的作用［２０］。已有研究表明，在烟

草中的 ＮｔＭＥＫ１、拟南芥中的 ＡｔＭＫＫ６参与细

胞周期的调控［２１，２２］，ＡｔＭＫＫ３的表达与 ＡＢＡ、

Ｈ２Ｏ２、ＪＡ 等胁迫信号途径相关
［２３］。本研究表

明，在２，４Ｄ诱导的小麦成熟胚脱分化过程中，编

码ＡｔＭＫＫ６类似基因（ＣＡ６６５２３３）显著上调表

达，与Ｇ１／Ｓ的特异周期蛋白基因呈现相同表达

趋势，这暗示此基因产物可能与细胞周期的调控

相关。编 码 ＡｔＭＫＫ３ 类 似 基 因 （ＢＪ３０７４５５、

ＣＡ６５６４００）呈现显著的下调表达，推测这个基因

可能在脱分化胁迫信号传导中起作用。

ＭＡＰ３Ｋ位于 ＭＡＰＫ级联的最上游，外界信

号将其活化后，激活下游 ＭＡＰ２Ｋ
［８］。ＭＡＰ３Ｋ

与 ＭＡＰ２Ｋ、ＭＡＰＫ相比，其蛋白结构上含有更

多的调节区域（如ＧＴＰ结合蛋白的结合域、亮氨

酸拉链二聚化序列等），其成员也是最多的，这使

得它们在更大范围内接受各种信号［８，１８］。本研究

发现，在小麦成熟胚脱分化过程中检测到３个

ＡｔＭＥＫＫ１类似基因、２个 ＯｓＭＡＰ３Ｋα类似基

因、６个ＯｓＭＡＰ３Ｋδ１类似基因、１个ＥＤＲ１基因

出现非常活跃的表达变化，这些基因在脱分化过

程中可能涉及多重信号途径的响应。

ＭＡＰＫ级联途径在植物代谢活动中起着重

要作用，但是ＭＡＰＫ活化的时间和数量最终决定

了它在细胞中的含量，过度的活化可能会对植物

体产生致命的影响［１７］。因此必须存在着一个蛋

白磷酸化负调控的分子机制来精确调控 ＭＡＰＫ

信号途径［２４］。已有研究表明，蛋白酪氨酸磷酸酶

（ＰＴＰ）、蛋白磷酸酶２Ｃ（ＰＰ２Ｃ）在 ＭＡＰＫ级联的

负调控中起重要作用［２５］。ＰＴＰ在植物体中的主

要靶蛋白是 ＭＡＰＫ，ＰＴＰ能够使 ＭＡＰＫ去磷酸

化失去活性［２５，２６］。本研究中检测到２个编码Ａｔ

ＰＴＰ１类似基因显著上调表达，４个编码ＰＰ２Ｃ类

似基因中，ＢＱ１６６１８８出现显著上调，ＣＡ６０６２３３，

ＣＡ６４６３４１，ＣＫ１９７３８０均显著下调，表明这两个

基因产物可能参与脱分化过程中 ＭＡＰＫ级联的

调控或脱分化过程中的其它信号转导。脱分化是

细胞由相对静止的分化状态向剧烈运动状态裂变

的过程，这个过程需要启动细胞内一系列重要的

生化反应。这些生化反应又发生在细胞内不同部

位，而催化这些不同生化反应的细胞内部的基因

表达变化、酶的活性和数量的变化等都需要不同

的信号刺激，最终引起植物细胞甚至植物体特定

的生理反应。ＭＡＰＫ级联途径是细胞分裂信号

感知、生长素、ＡＢＡ等激素信号转导的重要途径，

本研究中 ＭＡＰ３Ｋｓ、ＭＡＰ２Ｋｓ、ＭＡＰＫｓ等相关基

因在小麦成熟胚脱分化过程中发生了显著的表达

变化，变化趋势和脱分化过程基本吻合，表明这些

基因的产物在调控脱分化过程的众多事件中起着

重要作用。由于 ＭＡＰＫ级联之间以及和其它的

信号途径之间均存在着交叉和节点，所以一种特

定ＭＡＰＫ变化可能参与一种特定的信号途径，也

可能是多种信号综合作用的结果。小麦成熟胚脱

分化过程中 ＭＡＰＫ级联相关激酶可能的作用方

式如图２。通过对小麦成熟胚脱分化过程中

ＭＡＰＫ级联途径中相关基因的表达变化进行研

究，将为揭示脱分化的分子机制提供更有利的证

据。
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