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摘要: 生长素是一类重要的内源植物激素, 在植物的生长发育过程中起重要作用。植物生长素的合成及信号

转导机制目前已研究得比较清楚, 但其起源仍存在争议。吲哚-3-丙酮酸途径是植物生长素合成的主要途径之

一, TAA1和YUCCA是该途径中的两类关键酶, 也常被作为生长素合成起源的研究线索。轮藻门是植物从水生

到陆生登陆过程中的关键类群, 轮藻门的软克里藻(Klebsormidium flaccidum)已经完成了全基因组测序, 其基因

组数据为研究生长素合成是否起源于轮藻提供了重要资源。本研究首先比对了软克里藻与其他植物物种间

TAA1蛋白质氨基酸序列, 推测软克里藻TAA1蛋白(KfTAA1)可能具有催化色氨酸合成吲哚-3-丙酮酸的能力; 
随后将KfTAA1过量表达在拟南芥taa1突变体(wei8-2)中, 观察KfTAA1是否可以回补taa1突变体的表型; 最后利

用大肠杆菌(Escherichia coli)蛋白表达纯化系统, 体外纯化了GST-KfTAA1融合蛋白。我们的初步研究结果显

示KfTAA1不能回补拟南芥taa1突变体表型, 推测KfTAA1可能不具有催化吲哚-3-丙酮酸合成的活性。
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生长素是最先被报道的植物激素, 参与植物生

长和发育的诸多过程, 如细胞分裂、伸长和分化, 
顶端优势以及器官发育等。植物中有依赖色氨酸

(tryptophan, Trp)和不依赖于色氨酸合成吲哚乙酸

(indole-3-acetic acid, IAA)的两条信号途径(Tivendale
等2014)。在依赖色氨酸途径下存在4条不同的生

长素合成路径, 分别是吲哚-3-乙酰胺(indole-3-ac-
etamide, IAM)途径、吲哚-3-丙酮酸(indole-3-pyru-
vic acid, IPyA)途径、色胺(tryptamine, TAM)途径

以及吲哚-3-乙醛肟(indole-3-acetaldoxime, IAOx)
途径。其中吲哚-3-丙酮酸途径是最主要的途径, 
色氨酸转氨酶(tryptophan aminotrans-
ferase of Arabidopsis1, TAA1)催化l-Trp形
成吲哚-3-丙酮酸, 进而被核黄素单加氧酶(flavin 
monooxygenase) YUCCA催化形成IAA (Cohen等
2003; Strader和Bartel 2008; Sugawara等2009; Zhao 
2010; Mashiguchi等2011; Won等2011)。

生长素合成信号通路在高等植物中已研究得

很透彻, 但植物生长素合成的起源至今仍有争议。

目前已有研究证明, 植物生长素的合成最早起源于

陆生苔藓植物, 藓类、角苔以及溪苔等部分苔类中

可测得生长素的存在(Sztein等1995; Thomas等
1983; Cooke等2002); 也有学者认为植物生长素的

合成可能起源于进化位置更低的轮藻类植物。

500万年前的陆地环境十分恶劣, 只有细菌和

真菌可以在陆地上生存。而丝状淡水轮藻类逐渐

适应了干旱、强光、多变的温度和强紫外辐射等

非生物胁迫 ,  成功登陆并在陆生环境中繁衍生

息。为了在陆地上生存, 植物需要更加复杂的信

号通路和激素调控来应对多变的环境。现有的系

统进化分析表明轮藻类中的双星藻纲是陆地植物

的姐妹群, 并且轮藻类不是单系类群。目前轮藻

类的软克里藻(Klebsormidium flaccidum)已经完成

了全基因组测序, 其基因组数据为进一步研究植

物从水生到陆生的转变提供了分子基础(Rensing 
2018)。尽管轮藻与陆生植物相比形态差异巨大, 
但对轮藻叶绿体和线粒体基因组序列进行系统发

生分析, 发现轮藻是最接近陆生植物的水生植物

(Turmel等2002; Civáň等2014); 此外, 基于轮藻的

转录组分析发现陆生植物细胞壁的合成机制起源

于轮藻(Mikkelsen等2014)。Hori等(2014)对比轮藻

与陆生植物的基因组序列, 发现软克里藻存在生

长素、茉莉酸、脱落酸、水杨酸以及细胞分裂素

的激素信号通路的同源蛋白, 并具有高等植物的

一些激素响应系统, 因此推测软克里藻具有合成

生长素的能力。

TAA1和YUCCA蛋白常被作为研究生长素合

成起源的线索。Yue等(2014)对TAA1和YUCCA蛋

白进行系统发生分析, 认为陆生植物编码YUCCA
蛋白的基因可能来源于细菌, 植物获得合成生长
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素的能力可能是与微生物互作的结果; 另一方面, 
他们没有在轮藻中找到TAA1和YUCCA蛋白的同

源物, 因此他们认为生长素合成起源于陆生植物, 
而不是轮藻。

Wang等(2014)对软克里藻的全基因组进行分

析, 发现软克里藻蛋白序列kfl00051_0080和kfl-
00109_0340分别与拟南芥TAA1和YUCCA蛋白十

分相似。并且, 他们通过构建TAA1蛋白系统发生

树, 证明了软克里藻kfl00051_0080蛋白与陆生植

物的TAA1同源蛋白属于一个家族, 因此推测生长

素合成可能起源于轮藻。但这个推测也遭受部分

学者的质疑, 如Huang等(2014)认为目前没有充分的

实验能够证明轮藻中含有有功能的TAA和YUCCA
蛋白。

Turnaev等(2015)对软克里藻kfl00051_0080序列

进行结构和系统发育分析, 认为软克里藻kfl00051_ 
0080序列编码的蛋白其功能不同于陆生植物, 即认

为植物生长素合成不起源于轮藻。而Wang等(2016)
认为Turnaev等(2015)研究人员构建的系统发育树

是无根树, 没有同源物种作为外群, 所以结果不具

有真实性。

Ju等(2015)对5种具有代表性的轮藻进行转录

组分析 ,  除软克里藻外 ,  其他4种轮藻均不含有

TAA1同源基因。而Ke等(2015)认为Ju等(2015)没
有在轮藻的其他4个种内发现TAA1同源序列, 并不

意味着它们不存在TAA1基因; 此外, 他们通过对比

软克里藻TAA1蛋白(KfTAA1)和拟南芥TAA1蛋白

的模拟三维结构, 发现KfTAA1蛋白三维结构的活

性位点与拟南芥TAA1蛋白相似, 推测KfTAA1蛋
白还是可能具有拟南芥TAA1蛋白的功能的。

本研究以KfTAA1为研究对象, 通过转基因回

补的方法初步研究了轮藻TAA1是否具有合成生

长素的能力, 为今后进一步深入研究KfTAA1蛋白

功能及生长素起源提供帮助。

1  材料与方法

1.1  材料

实验中使用的拟南芥[Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh.]突变体材料为wei8-2, 购自Nottingham Ara-
bidopsis Stock Centre (N16408)。实验中所用的大

肠杆菌[Escherichia coli (Migula) Castellani & 
Chalmers]菌株DH5α、BL21热激感受态细胞购自

南京伟沃生物科技有限公司; 根癌农杆菌(Agro-
bacterium tumefaciens Smith & Townsend)菌株

GV3101和克隆载体pGEX-5X-1、pEGAD由本实

验室保存。

1.2  拟南芥总RNA提取和第一链cDNA合成

拟南芥RNA提取所用TRIzol试剂购自Invitro-
gen公司, 使用DeNovix DS-11超微量分光光度计检

测提取的RNA质量和浓度。拟南芥cDNA的合成

参照PrimeScript Reverse Transcriptase (TaKaRa)使
用说明书进行。

1.3  氨基酸序列多重比对

软克里藻[Klebsormidium flaccidum (Kützing) 
Silva, Mattox & Blackwell]已经完成全基因组

测序。用KfTAA1蛋白序列在拟南芥、小立碗藓

[Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp.]和
地钱(Marchantia polymorpha L.)的基因组中分别

用BLASTP程序(Altschul等1997)进行序列同源性

的比较, 同源性的可靠性评价E-value阈值设置为

较严格的1×10-5。通过BLASTP搜索, 本研究分别

在拟南芥中找到了5条蛋白序列[AtTAA1 (At1g-
70560)、AtTAR1 (At1g23320)、AtTAR2 (At4g-
24670)、AtTAR3 (At1g34040)和AtTAR4 (At1g-
3 4 0 6 0 ) ] ,  小立碗藓中6条蛋白序列 ( P p 3 c 5 _ 
2 4 6 7 0 V 3 . 1、P p 3 c 1 7 _ 6 5 0 0 V 3 . 1、P p 3 c 1 8 _ 
15140V3.1、Pp3c21_15370V3.1、Pp3c25_ 
6670V3.1和Pp3c26_12520V3.1), 以及地钱中2条蛋

白序列(Mapoly0032s0124.1和Mapoly0023s0144.1)。
将找到的蛋白序列用MEGA 6.0软件(Tamura等
2013)进行序列同源性分析, 并且使用Gblocks v0.9 
(Castresana 2000)和DNAMAN软件(7.212版)进行

保守位点的选取和高亮突出。

1.4  TAA1基因表达载体构建

KfTAA1编码序列(coding sequence)由苏州金

唯智生物科技有限公司合成并克隆于pET-15b载
体。以pET-15b-KfTAA1为模板, 用含有BamHI酶切

位点的上、下游引物(表1)特异性扩增KfTAA1编码

序列, 后用相同的内切酶对PCR产物进行酶切通过

In-Fusion方法连入pEGAD表达载体。同样, 用含

有BamHI的上、下游引物(表1)从拟南芥cDNA中

特异性扩增AtTAA1编码序列, 也使用In-Fusion方
法连入pEGAD表达载体。

以pET-15b-KfTAA1为模板, 用分别含有EcoRI
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表1  PCR扩增引物

Table 1  Primers used for PCR amplification

            引物名称                                  引物序列(5′→3′)

peGAd-AtTAA1-f CGAGAAGCTTGGATCCGTGAAACTGGAGAACTCGAG
pEGAD-AtTAA1-R	 TAGATCCGGTGGATCCAAGGTCAATGCTTTTAATGAG
pEGAD-KfTAA1-F	 CGAGAAGCTTGGATCCATAGCTTTGCTCGGAAGCTG
pEGAD-KfTAA1-R	 TAGATCCGGTGGATCCTGATTCGGCAATGGTCTTC
pGEX-5X-1-AtTAA1-F	 CCGGAATTCGTGAAACTGGAGAACTC
pGEX-5X-1-AtTAA1-R	 ACGCGTCGACCTAAAGGTCAATGCTTTTA
pGEX-5X-1-KfTAA1-F	 CCGGAATTCATAGCTTTGCTCGGAAGCTG
pGEX-5X-1-KfTAA1-R	 ATAAGAATGCGGCCGCTGATTCGGCAATGGTC

和NotI酶切位点的上、下游引物(表1)特异性扩增

KfTAA1编码序列, 双酶切后连入pGEX-5X-1表达

载体。用分别含有EcoRI和SalI酶切位点的上、下

游引物(表1)特异性扩增AtTAA1编码序列, 双酶切

后连入pGEX-5X-1表达载体。

1.5  农杆菌介导的拟南芥遗传转化

将表达载体pEGAD-KfTAA1、pEGAD-AtTAA1
通过电激法导入农杆菌感受态细胞GV3101中, 随
后在含有50 μg·mL-1卡那霉素和50 μg·mL-1利福平

的固体LB培养基上28°C倒置培养1~2 d, 长出单菌

落。接种单菌落于3 mL含有50 μg·mL-1卡那霉素

和50 μg·mL-1利福平的液体LB培养基上30°C、200 
r·min-1培养24 h, 随后将3 mL菌液全部倒入150 mL
含有50 μg·mL-1卡那霉素和50 μg·mL-1利福平的液

体LB培养基上30°C、200 r·min-1培养30 h, 2 000×g
离心10 min收集菌体。用重悬液(5%蔗糖和0.03% 
Silwet L-77)重悬菌体, 用OD600值约为0.8的农杆菌

菌液侵染4~5周龄的拟南芥未开花花蕾30 s, 黑暗

放置24 h后, 将拟南芥植株置于温室光照条件下正

常生长。

待拟南芥成熟后, 收取T1代种子, 播种于含有

50 μg·mL-1草铵膦(glufosinate ammonium)的MS固
体培养基上, 4°C放置3 d后, 转移至光照培养箱中

生长7 d, 将具有抗性的拟南芥幼苗移入土中温室

光照条件下生长。拟南芥幼苗在温室生长4周后, 
剪取少量叶片, 进行蛋白质免疫印迹实验筛选能

正常表达TAA1蛋白的植株。单株收取T1代能正

常表达TAA1蛋白的植株的T2代种子, 并进行编

号。实验中所用的转基因幼苗均为T2代植株。

1.6  根长测定

暗中生长3 d的拟南芥幼苗用解剖镜(Nikon)

拍照并用测量软件ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/)
对根长进行测量。用STATISTIC软件对实验数据

进行单因子方差检验, 不同上标字母表示处理间

差异显著(P<0.05)。
1.7  蛋白质提取与免疫印迹

将收取的拟南芥材料迅速装入1.5 mL离心管

中, 液氮预冷研磨, 加入75 μL蛋白质提取液[50 
mmol·L-1 Tris-HCl (pH 7.5)、150 mmol·L-1氯化钠、1 
mmol·L-1乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraacetic 
acid, EDTA)、10 mmol·L-1氟化钠、25 mmol·L-1 β-
磷酸甘油、2 mmol·L-1正钒酸钠、10%甘油、0.1% 
Tween 20、1 mmol·L-1 二硫苏糖醇(dithiothreitol, 
DTT)、1 mmol·L-1苯甲磺酰氟(phenylmethanesul-
fonyl fluoride, PMSF)和1×Complete Protease Inhibitor], 
涡旋振荡, 4°C、13 500×g离心5 min, 取60 μL上清

液, 放入新的离心管中, 加入15 μL 5×十二烷基硫

酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)上样缓冲液

(loading buffer), 于微量恒温器100°C煮2 min, 取10 
μL上样, 进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(polyacryl-
amide gel electrophoresis, PAGE)。

电泳结束后采用湿转装置将凝胶中的蛋白质

转移至硝酸纤维素(nitrocellulose, NC)膜上。将NC
膜取出置于含有5%脱脂奶粉的1×含Tween 20的磷

酸盐缓冲液(phosphatic buffered solution Tween, 
PBST)中, 在室温下封闭2 h后, 去除封闭液, 用
1×PBST缓冲液漂洗10 min。加入兔抗绿色荧光蛋

白(anti-green fluorescent protein, anti-GFP)多克隆

抗体(1:1 000), 室温孵育2 h后, 用1×PBST溶液洗涤

3次, 每次10 min。洗涤结束后, 加入辣根过氧化物

酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的羊抗兔IgG 
(1:2 500), 室温孵育1 h后, 用1×PBST溶液洗涤3次, 
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每次10 min。HRP发光试剂盒(TaKaRa)显色后, 快
速地将NC膜转移至全自动数码凝胶图像分析系统

Tanon 4100中进行拍摄。

1.8  TAA1重组蛋白的诱导表达与纯化

将表达GST-AtTAA1和GST-KfTAA1质粒分

别转化大肠杆菌BL21感受态细胞。挑取单菌落接

种于3 mL LB培养基(含50 μg·mL-1氨苄青霉素), 
37°C、200 r·min-1培养12 h。转移至新鲜100 mL 
LB培养基(含50 μg·mL-1氨苄青霉素), 37°C、200 
r·min-1培养3 h。吸取1 mL菌液留做SDS-PAGE分
析。随后加入异丙基硫代半乳糖苷(isopropyl β-d- 
thiogalactoside, IPTG)至终浓度1 mmol·L-1, 30°C、
200 r·min-1诱导培养3 h, 吸取1 mL菌液留做SDS-
PAGE分析。

收集100 mL IPTG诱导培养3 h的细菌培养液, 
4°C、1 300 ×g离心10 min, 用20 mL细胞裂解液(50 
mmol·L-1 Tris-HCl、0.5 mmol·L-1 EDTA和100 
mmol·L-1氯化钠, pH 8.0)重悬菌体, 涡旋振荡, 于冰

上进行超声波破碎(UP-250, 功率200 W, 冰浴下超

声10 s, 每次间隔60 s, 10个循环)。在裂解液中加

入终浓度为100 μmol·L-1的PMSF溶液、1% Triton 
X-100和125 μg·mL-1溶菌酶溶液于4°C冷室旋转混

和2 h, 4°C、13 640 ×g离心15 min, 上清液用于蛋

白纯化柱上样。上样前, 取洁净的蛋白纯化柱, 分
别加入20 μL 谷胱甘肽琼脂糖凝胶(glutathione sep-
harose) 4B填料, 再用10 mL磷酸缓冲盐溶液(phos-
phate buffer saline, PBS)洗涤一次。上样后, 4°C冷
室旋转混和2 h, 蛋白与填料结合完毕后, 用10 mL 
PBS溶液洗涤5次, 最后用200 μL洗脱缓冲液[50 
mmol·L-1 Tris-HCl (pH 8.0)和10 mmol·L-1还原型谷

胱甘肽]分3次洗脱蛋白, 分管收集洗脱液, 完成蛋

白纯化操作。SDS-PAGE鉴定蛋白纯度。

2  实验结果

2.1  KfTAA1与AtTAA1序列比对

过去研究表明, 拟南芥taa1突变体(wei8-2)中
的AtTAA1蛋白没有酶活性, 是因为AtTAA1蛋白的

第166位脯氨酸(P)突变成为了丝氨酸(S) (Stepanova
等2008); 此外, AtTAA1蛋白的第171位甘氨酸(G)
突变成为谷氨酸(E)以及第217位赖氨酸(K)突变成

为丙氨酸(A)都会造成拟南芥AtTAA1蛋白失活

(Stepanova等2008; Tao等2008; Yamada等2009); 当

AtTAA1蛋白的第217位K突变成G或者第250位G
突变成S均会降低拟南芥在避荫条件下的生长率

(Stepanova等2008; Tao等2008)。
把拟南芥、地钱和小立碗藓的基因组里的

KfTAA1序列用BLASTP程序进行序列同源性的比

较, 再用MEGA 6.0软件进行氨基酸序列同源性分

析, 结果如图1所示, KfTAA1蛋白有着TAA1蛋白家

族共同的结构特点: C端序列较保守, 都具有磷酸

吡哆醛结合位点, 如第58位酪氨酸(Y)、第168位天

冬酰胺(N)、第191位天冬氨酸(D)和第225位精氨

酸(R); 以及色氨酸转氨酶活性位点, 如第166位P、
第171位G和第217位K, 仅第250位G除外。结果说

明, KfTAA1蛋白可能具有色氨酸转氨酶活性。

2.2  免疫印迹筛选转基因植株

前人报道乙烯抑制根伸长依赖于TAA1催化

的生长素合成途径, wei8-2突变体表现出对乙烯特

异性的根伸长不敏感反应(Stepanova等2008)。利

用这一系统, 本研究首先将KfTAA1和AtTAA1编码

序列分别构建到35S启动子驱动GFP融合蛋白表达

载体pEGAD中(Culter等2000),  得到pEGAD-
KfTAA1和pEGAD-AtTAA1表达载体, 并转入拟南芥

wei8-2中以观察KfTAA1是否可以回补拟南芥TAA1
缺失的表型。提取叶片总蛋白进行蛋白质免疫印

迹实验检测T2代植物中转基因的蛋白表达情况, 
结果如图2所示, KfTAA1和AtTAA1均已在拟南芥中

成功表达, 并分别得到4个不同的转基因株系用于

后续研究。

2.3  转基因拟南芥的表型

随后对鉴定出成功表达外源蛋白的T 2代
KfTAA1/wei8-2和AtTAA1/wei8-2转基因拟南芥幼

苗施加乙烯合成前体物质1-氨基环丙烷-1-羧酸

(1-amino-1-cyclopropanecarboxylic acid, ACC), 观
察转基因幼苗的根对ACC是否敏感。

将不同处理的拟南芥幼苗于暗中生长3 d后, 
测量其根长, 结果如图3所示, T2代KfTAA1/wei8-2
和AtTAA1/wei8-2转基因拟南芥幼苗对0.2 μmol·L-1 
ACC都有响应, 顶端弯钩加剧; AtTAA1/wei8-2转基

因拟南芥幼苗的根长在0.2 μmol·L-1 ACC处理下受

到显著抑制, 说明AtTAA1蛋白的过表达恢复了

wei8-2对乙烯不敏感的表型; 而KfTAA1/wei8-2转
基因拟南芥幼苗的根在0.2 μmol·L-1 ACC处理下仍

不敏感, 暗示KfTAA1可能在体内不具有功能。
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图1  不同物种中TAA1氨基酸序列比较

Fig.1  Amino acid sequence alignments of TAA1s in various species
三角形表示磷酸吡哆醛结合位点, 箭头表示色氨酸转氨酶活性位点。根据同源性级别加亮显示, 其中黑色表示100%, 粉色表示≥ 

75%, 蓝色表示≥50%, 黄色表示≥33%。蛋白名称前缀At表示来源于拟南芥, Pp表示来源于小立碗藓, Mapoly表示来源于地钱, Kf表示来

源于软克里藻。

图2  蛋白质免疫印迹检测KfTAA1和AtTAA1蛋白在拟南芥中的表达结果

Fig.2  Detection of KfTAA1 and AtTAA1 in A. thaliana seedlings through western blot
图示与GFP融合的KfTAA1和AtTAA1蛋白在不同转基因株系中的蛋白表达情况, HSP90蛋白为内参。Anti-GFP为检测GFP融合蛋白

所用的抗体, Anti-HSP90为检测HSP90蛋白的抗体。
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2.4  KfTAA1基因原核表达及蛋白纯化

为今后深入研究KfTAA1的活性, 本研究利用

谷胱甘肽-S-转移酶(glutathione S-transferase, GST)
标签纯化系统(GST自身可以作为阴性对照蛋白)
将KfTAA1和AtTAA1分别在大肠杆菌中进行表达

纯化。考马斯亮蓝染色结果见图4, 在约74和69 kDa
处各有一条纯化的蛋白条带, 分别为GST-KfTAA1
和GST-AtTAA1融合蛋白, 说明KfTAA1和AtTAA1
蛋白均已被成功表达纯化。

吲哚-3-丙酮酸是依赖色氨酸的吲哚-3-丙酮

酸途径中生长素合成的前体物质。接下来的体外

酶活实验将研究GST-KfTAA1蛋白是否具有催化

色氨酸合成吲哚-3丙酮酸的能力, 以进一步研究轮

藻是否具有催化生长素合成的能力。

3  讨论

藻类独特的演化地位对于理解生命的起源与

演化至关重要。植物由水生到陆生的演化需要获

得更加复杂的信号调控网络以适应新环境。生长

素在植物的生长发育过程中起着至关重要的作用, 
其在高等植物中的合成途径十分保守。轮藻在演

图4  GST-TAA1融合蛋白的纯化和鉴定

Fig.4  Purification and identification of TAA1-fusion protein
考马斯亮蓝染色显示蛋白纯化结果。泳道从左至右依次为: 

M (蛋白质分子量标准)、GST-AtTAA1蛋白在IPTG诱导前(−)和诱

导后(+)的细菌总蛋白、两次洗脱产物(E1和E2)、GST-KfTAA1蛋
白在IPTG诱导前(−)和诱导后(+)的细菌总蛋白以及两次洗脱产物

(E1和E2)。

图3  0.2 μmol·L-1 ACC对拟南芥根长的影响

Fig.3  Effect of 0.2 μmol·L-1 ACC on root lengths of A. thaliana seedlings
不同遗传材料在正常MS培养基(对照, A和B)或添加有0.2 μmol·L-1 ACC的MS培养基(C和D)上生长3 d的黄化苗根长表型。标尺代表

0.5 cm长度。
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化地位上是最接近陆生植物的水生植物。轮藻是

否具有合成生长素的能力是当今激素演化研究的

热点之一。目前的研究热点集中于探讨轮藻中是

否存在具有功能的TAA1基因以及轮藻是否具有合

成生长素的能力, 从而确定生长素的合成是否起源

于轮藻。而轮藻中是否存在具有功能的TAA1基因, 
不应仅仅通过基因组分析、结构预测或系统发生

关系分析, 更应结合一系列实验手段加以研究。

本研究对比了软克里藻与拟南芥、地钱、小

立碗藓的TAA1蛋白氨基酸序列, 推测软克里藻的

TAA1蛋白可能具有色氨酸转氨酶活性。我们通

过转基因手段分别构建了KfTAA1和AtTAA1回补

wei8-2突变体的转基因株系, 并通过蛋白质免疫印

迹实验筛选得到阳性表达的T2代转基因植株。但

是本研究发现KfTAA1蛋白过表达不能恢复wei8-2
植株对乙烯的不敏感性(图3), 分析其原因可能是

多方面的, 一种可能是KfTAA1蛋白本身就没有色

氨酸转氨酶活性, 另一种可能是轮藻和拟南芥的

亲缘关系较远, 轮藻的TAA1可能不足以回补拟南

芥taa1突变体表型。为进一步直接研究KfTAA1蛋
白的活性, 本研究已经纯化得到GST-KfTAA1融合

蛋白, 今后将开展KfTAA1的活性实验以深入研究

软克里藻中TAA1的功能。
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Preliminary study on the function of TAA1, a key enzyme in auxin 
biosynthesis, in Klebsormidium flaccidum
AI Yu, ZHANG Zhen-Hua, ZHENG Yu-Yu, ZHONG Bo-Jian, ZHU Zi-Qiang*

College of Life Sciences, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, China

Abstract: Auxin is an important plant hormone, which is indispensable for plant growth and development. Al-
though the mechanisms for auxin biosynthesis and signaling have been extensively studied, the origin of auxin 
is still under debate. Indole-3-pyruvic acid (IPyA) pathway is the major route for auxin biosynthesis in Arabi-
dopis thaliana. TAA1 and YUCCAs are two types of crucial enzymes participating in this pathway. Land plants 
evolve from a linage of freshwater charophyte green algae, and that is why charophyte plants are critical species 
for understanding the evolutionary adaptation during plant landing. The genome of a charophyte Klebsormidi-
um flaccidum has been completely sequenced, providing a useful resource for answering whether auxin biosyn-
thesis origins from charophyte. Here we firstly made a sequence alignment of TAA1 amino acid sequences re-
trieved from different species, and found that KfTAA1 has conserved enzymatic reaction sites. Then we 
over-expressed KfTAA1 in A. thaliana mutants (wei8-2) and found that over-expression of KfTAA1 was not suf-
ficient for complementation. Finally, we purified GST-KfTAA1 recombinant protein from Escherichia coli 
cells, which would be used for future enzymatic assays.
Key words: auxin; origin; Klebsormidium flaccidum; KfTAA1
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