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　 　 摘要:　 通过研究赤霉病菌接种后的基因表达ꎬ筛选小麦赤霉病抗性相关基因ꎮ 根据前人研究结果ꎬ利用

ＦＧＥＮＥＳＨ 软件对小麦 ３Ｂ 短臂抗赤霉病主效 ＱＴＬ 所在的小麦基因组测序获得的重叠群 ｃｔｇ０９５４ 核苷酸序列进行基

因预测ꎬ共预测得到 ４８９ 个基因ꎮ 以携带该 ＱＴＬ 的苏麦 ３ 号和未携带该 ＱＴＬ 的扬麦 １５ 为材料ꎬ在小麦花期进行赤

霉病菌接种诱导基因表达ꎬ接种后 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 对其中有功能注释的 ２５９ 个预测基因的表达进行半定量

分析ꎬ获得 ２７ 个在品种间差异表达的基因ꎮ 这 ２７ 个基因的表达分为 ４ 类:一直上调表达(Ⅰ型)ꎬ在接种后的早期

上调表达后期下调表达(Ⅱ型)ꎬ接种后早期下调表达后期上调表达(Ⅲ型)ꎬ接种后一直下调表达(Ⅳ型)ꎮ 在差异

表达基因中ꎬ选择 ６ 个基因ꎬ进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析ꎬ结果表明这些基因在接种病原菌后均上调表达ꎬ且在苏麦 ３
号和扬麦 １５ 号品种间存在基因表达差异ꎬ验证了半定量表达结果ꎬ可作为与赤霉病抗性相关 ３Ｂ 短臂主效 ＱＴＬ 的

候选基因ꎮ
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　 　 由禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)为主要

致病菌引起的小麦赤霉病 (Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｈｅａｄ ｂｌｉｇｈｔꎬ
ＦＨＢ)是世界性小麦病害ꎮ 随着气候变暖、小麦与水

稻或玉米轮作面积的增加ꎬ中国小麦赤霉病发生面

积正不断扩大[１]ꎮ 小麦赤霉病不仅造成产量下降

和品质变劣ꎬ而且禾谷镰刀菌在侵染小麦后产生的

脱氧雪腐镰刀烯醇 ( Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｅｎｅ ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌꎬ
ＤＯＮ)等真菌毒素同样进一步危害人、畜健康[２￣３]ꎮ
通过栽培措施难以克服小麦赤霉病发生和蔓延ꎬ依
赖化学防治虽然对控制赤霉病流行和危害有一定效

果ꎬ但不可避免地造成成本增加和环境污染ꎬ培育和

利用抗病品种是克服小麦赤霉病危害的有效途径ꎮ
而发掘小麦赤霉病抗性基因ꎬ研究其遗传机制和抗

病分子基础对培育抗病小麦品种具有重要意义ꎮ
为了明确小麦赤霉病抗性遗传机制ꎬ国内外已

从普通小麦或近缘种中定位了 １００ 多个与赤霉病抗

性相关的 ＱＴＬ[４￣５]ꎮ 在这些 ＱＴＬ 中ꎬ来源于中国苏

麦 ３ 号与望水白等抗源的 ３Ｂ 短臂染色体上的抗赤

霉病主效 ＱＴＬ Ｆｈｂ１ 的表型变异解释率最高ꎬ并且

在不同遗传群体中得到多次证实[６￣１４]ꎮ 在此基础

上ꎬ国内外对该 ＱＴＬ 进行精细定位ꎬ获得了紧密连

锁的分子标记[１５￣１８]ꎮ Ｌｉｕ 等发现 １ 个与 Ｆｈｂ１ 共分

离的标记 ＵＭＮ１０ꎬ该标记在抗、感品种的 Ｆｈｂ１ 间表

现出较好的多态性[１９]ꎮ
与此同时ꎬ近年来小麦全基因组测序取得了较

大进展ꎬ利用 ４５４ 测序技术已经完成了中国春小麦

全基因组序列框架[２０]ꎮ 此前ꎬＰａｕｘ 等率先发表了

小麦 ３Ｂ 染色体物理图谱ꎬ该图谱通过对 ＢＡＣ 文库

测序ꎬ将 ８２％染色体装配至１ ０３６个重叠群中[２１]ꎮ
根据序列比对ꎬ与抗赤霉病主效 ＱＴＬ Ｆｈｂ１ 共分离

的 ＵＭＮ１０ 标记位于 ｃｔｇ０９５４ 上ꎬ Ｈａｏ 等比较了

ｃｔｇ０９５４ 重叠群的遗传多态性及连锁不平衡ꎬ并以赤

霉病抗性数据进行关联作图ꎬ推测 Ｆｈｂ１ 抗性基因位

于该重叠群[２２]ꎮ

本研究以 ｃｔｇ０９５４ 重叠群 ３􀆰 １ Ｍ ＤＮＡ 序列为基

础ꎬ通过生物信息学方法对候选基因进行预测ꎬ以预

测基因序列设计引物ꎬ以苏麦 ３ 号和扬麦 １５ 为材料

分析赤霉病菌诱导后的基因表达ꎬ从而筛选差异表

达基因ꎬ为确定 ３Ｂ 短臂染色体上的抗赤霉病主效

ＱＴＬ Ｆｈｂ１ 的候选基因提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

以苏麦 ３ 号为抗病材料ꎬ扬麦 １５ 为对照ꎮ 小麦

幼苗在 ４ ℃培养箱中春化 ２１ ｄꎬ然后转移到盆钵中

(营养土与泥土按照 １ ∶ １混合)ꎮ 温室中平均温度

１８ ℃ / １２ ℃ (昼 /夜) ꎬ每天光照 １２~１４ ｈꎮ
禾谷镰刀菌菌种 Ｆｇ０６０９ 为本实验室采集并保

存的中等致病力菌株ꎬ以绿豆汤在 ２６ ℃下振荡培养

禾谷镰刀菌ꎬ 使其产生孢子ꎮ 接种时用无菌水稀释

悬浮孢子ꎬ 使孢子浓度为 １ ｍｌ １×１０６个ꎮ
１.２　 组织处理与取样

在初花期以单花接种法接种禾谷镰刀菌分生孢

子液ꎬ 每小花接种 １０ μｌ 菌液ꎬ 以无菌水处理为对

照ꎮ 接种后用透明塑料袋套袋保湿ꎬ 在接种后 ０ ｈ、
４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 采集颖壳用于病原菌诱导基因

表达分析ꎬ每个时间点分别取 ３ 个穗子ꎬ３ 次重复ꎮ
在花期取小麦整株用于组织表达谱分析ꎬ３ 次重复ꎮ
所有样品采集后立即放入液氮中ꎬ后置于－７０ ℃冰

箱冷冻保存ꎮ
１.３　 总 ＲＮＡ 提取、定量与完整性检测及 ｃＤＮＡ 合

成

　 　 采用 Ｐｒｏｍｅｇａ ＲＮＡ 试剂盒提取样品总 ＲＮＡꎬ用
１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的质量ꎬ使用 Ｅｐｐｅｎ￣
ｄｏｒｆ 公司分光光度计测定 ２６０ ｎｍ、２８０ ｎｍ 处的吸光

值ꎬ计算 Ａ２６０ / Ａ２８０值ꎬ 估计总 ＲＮＡ 的纯度ꎬ 通过 Ａ２６０

值分别对不同材料的总 ＲＮＡ 进行定量ꎮ 再利用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ􀳏 ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ 试剂盒合成 ｃＤＮＡ 第一
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链ꎮ 根据 ＮＣＢＩ 公布的中国春 ３Ｂ 染色体上重叠群

ｃｔｇ０９５４ 的 核 苷 酸 序 列 ( ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ:
ＦＮ５６４４３４)进行基因预测ꎮ 根据预测结果ꎬ以 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设计引物ꎮ 引物由南京金斯瑞生物科

技有限公司合成ꎮ
１.４　 半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ

以反转录后不同处理的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ通过内

参引物的 ＰＣＲ 扩增调整不同模板的 ｃＤＮＡ 用量ꎬ
随后以设计的基因引物进行扩增ꎮ １０􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ
反应体系:１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ １􀆰 ０ μｌꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ(１０
ｍｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ８ μｌꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２＋ ０􀆰 ６ μｌꎬ上、下游

特异性引物( ５ μｍｏｌ / Ｌ) 各 ０􀆰 ５ μｌꎬＴａｑ ｍｉｘ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ( ５ Ｕ / μｌ) ０􀆰 ５ ｍｌꎬ经内参引物扩增调整

的 ＲＴ 产物 １􀆰 ５ ~ ３􀆰 ０ ｍｌꎬ ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 １０ ｍｌꎮ
ＰＣＲ 反应程序为: ９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５２ ℃
４５ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎬ１５
℃保温ꎮ
１.５　 荧光定量 ＰＣＲ

根据预测候选基因的序列ꎬ 设计特异的荧光定

量 ＰＣＲꎬ 以接种赤霉菌后不同时间段的穗部 ｃＤＮＡ
和无菌水处理的颖壳 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 利用 Ｒｏｃｈｅ
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪检测目的基因

表达模式ꎮ 内参基因为 Ｔｕｂｕｌｉｎꎬ其引物序列 Ｔｕｂ￣
ｌｉｎＦ 为 ５′￣ＧＴＧＧＡＡＣＴＧＧＣＴＣＴＧＧＣ￣３′ꎬ ＴｕｂｌｉｎＲ 为

５′￣ＣＧＣＴＣＡＡＴＧＴＣＡＡＧＧＧＡ￣３′ꎮ 按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｉｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司产品)说明书配制 ＰＣＲ
反应体系ꎮ 反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓꎻ ９５ ℃ １０ ｓꎬ ５５
℃ １５ ｓꎬ ７２ ℃ ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法对目

的基因进行相对定量表达分析ꎮ 每个样品 ３ 次重

复ꎬ 每个处理有 ３ 次生物学重复ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重叠群 ｃｔｇ０９５４ 核苷酸序列的基因预测

根据已公开的中国春 ３Ｂ 染色体上重叠群

ｃｔｇ０９５４ 的核苷酸序列ꎬ利用 ＦＧＥＮＥＳＨ 软件ꎬ对该

重叠群内可能存在的基因进行预测ꎬ共预测得到

４８９ 个基因ꎮ 根据 ＫＥＧＧ 基因分类法ꎬ这些预测基

因在功能通路上可以分为:代谢类 １０４ 个、生物系统

类 ６１ 个、转运蛋白 ４ 个、中心体蛋白的形成和再生

１ 个、组蛋白修饰蛋白 １ 个、ＤＮＡ 修复和重组蛋白 １
个、锌指结构 ５ 个、转录因子 ３ 个、环境信息处理 １９
个、肌质网类 １、溶质载体家族 ２ 个、复制蛋白 ２ 个、

酶 ４６ 个、遗传信息处理 ２２ 个、线粒体生物合成 ２
个、氨基酸生物合成 １ 个、离子通道 １ 个、信使 ＲＮＡ
的生物合成 １ 个、泛素系统类 ４ 个、沉默 ９ 个、胞外

体蛋白 ５ 个、未注释基因 １０５ 个ꎬ有注释但信号通路

未知的有 ８９ 个(表 １)ꎮ

表 １　 重叠群 ｃｔｇ０９５４ 基因预测结果及功能分类

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｔｇ０９５４

类型　 　 　 数量 功能

代谢类 １０４ 糖生物合成与代谢、氨基酸代谢、脂
质代谢、核苷酸代谢

生物系统类 ６１ 植物病原物相互作用

转运蛋白 ４ 运输作用

中心体蛋白 １ 中心体蛋白的形成和再生

组蛋白修饰蛋白 １ 甲基化、乙酰化、磷酸化、腺苷酸化、
泛素化、ＡＤＰ 核糖基化等修饰的过程

ＤＮＡ 修复和重组
蛋白

１ ＤＮＡ 修复和重组

锌指结构 ５ 与基因表达的调控有关的功能蛋白

转录因子 ３ 对基因的表达起抑制或增强的作用

环境信息处理 １９ 膜转运、细胞过程、信号转导、运输和
代谢

肌质网 １ 钙结合蛋白质

溶质载体家族 ２ 转运作用

复制蛋白 ２ ＤＮＡ 的复制与修复

酶 ４６ 催化功能

遗传信息处理 ２２ 翻译、转录

线粒体生物合成 ２ 线粒体生物合成

氨基酸生物合成 １ 合成氨基酸

离子通道 １ 各种无机离子跨膜被动运输的通路

信使 ＲＮＡ 的生物
合成

１ 携带遗传信息指导蛋白合成

泛素系统类 ４ 标记需要分解掉的蛋白质ꎬ使其被水

沉默 ９ ｐｉＲＮＡ 通路

胞外体蛋白 ５ 将胞外体释放到细胞外环境

未注释基因 １０５

有注释但信号通
路未知

８９

２.２　 半定量 ＰＣＲ 分析病原菌诱导的基因表达

采用 Ｐｒｏｍｅｇａ ＲＮＡ 试剂盒提取接种前后各个

时间段的穗部总 ＲＮＡꎬＲＮＡ 质量检测结果表明ꎬ光
密度比值 Ａ２６０ / Ａ２８０ 为 １􀆰 ８ ~ ２􀆰 ０ꎬ 凝胶电泳显示有

２８Ｓ、１８Ｓ 和 ５Ｓ 等 ３ 条明显的条带(图 １)ꎬ 说明提取

的总 ＲＮＡ 较完整ꎮ
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１~５ 依次为扬麦 １５ 接种后 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈꎬ６~１０ 依次为

苏麦 ３ 号接种后 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈꎬＭ 为 ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎮ
图 １　 赤霉菌诱导后不同时期扬麦 １５ 和苏麦 ３ 号总 ＲＮＡ 电泳

结果

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ Ｆ. ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ｉｎ Ｙａｎｇｍａｉ １５ ａｎｄ Ｓｕｍａｉ ３

以 Ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内参基因将抗感材料样品的 ｃＤＮＡ
浓度均一化ꎬ调整各模板所加 ｃＤＮＡ 量ꎬ使凝胶电泳

显示相同亮度ꎮ 以该体积的 ｃＤＮＡ 为模板进行后续

的 ＰＣＲ 反应ꎬ确定目标基因的表达量ꎮ 以苏麦 ３ 号

为抗病材料ꎬ扬麦 １５ 为对照ꎬ剔除未注释或信号通

路未知的 １９４ 个基因ꎬ对 ２９５ 个预测基因在抗、感材

料接种赤霉菌后 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 的基因表

达进行分析ꎬ筛选出 ２７ 个在病原菌诱导后苏麦 ３ 号

和扬麦 １５ 间存在表达差异的基因(表 ２)ꎮ 根据两

品种基因表达的相对差异ꎬ将 ２７ 个差异表达基因分

为 ４ 类:与扬麦 １５ 相比ꎬ苏麦 ３ 号接种后基因一直

上调表达(Ⅰ型)ꎻ在接种后的早期上调表达后期下

调表达(Ⅱ型)ꎻ接种后早期下调表达后期上调表达

(Ⅲ型)ꎻ接种后一直下调表达(Ⅳ型)ꎮ
由表 ２ 可见ꎬ病原菌接种后ꎬ根据苏麦 ３ 号与扬

麦 １５ 间的基因表达差异ꎬ有 ８ 个基因归于Ⅰ型ꎬ１５
个基因归于Ⅱ型ꎬ３ 个基因归于Ⅲ型ꎬ１ 个基因归于

Ⅳ型ꎮ 部分基因的半定量 ＰＣＲ 电泳结果见图 ２ꎮ
２.３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证候选基因在赤霉病菌接种

后的表达

　 　 从半定量 ＰＣＲ 筛选出的 ２７ 个差异表达基因

中ꎬ选取基因 ５６、基因 ２７３、基因 ３５４、基因 ３６２、基因

４６５ 和基因 ３９５ 等 ６ 个基因进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验

证ꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ与扬麦 １５ 相比ꎬ苏麦 ３ 号基

因 ５６ 在接种后 ４ ｈ 下调表达ꎬ接种后 ８ ｈ 上调表达ꎬ
１２ ｈ 时达到最高ꎻ基因 ３５４ 和基因 ４５６ 在接种后 ８ ｈ
都下调ꎬ至 １２ ｈ 时上调表达ꎻ基因 ２７３、基因 ３６２、基
因 ３９５ 在接种后一直呈现上调表达ꎮ

３　 讨 论

为了发掘抗赤霉病基因ꎬ国内外对小麦赤霉病

表 ２　 半定量 ＰＣＲ 筛选出的病原菌诱导差异表达基因

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｏｕｔ ｂｙ ｓｅｍｉ ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｆｔｅｒ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

基因编号 基因位置 基因注释 表达类型

Ｍ５６ ２７２ ６６４~２７４ ６５２ ＡＴＰ 结合蛋白 Ⅲ型

Ｍ２６４ １ ６６２ ４２４~１ ６７３ １４５ 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 Ⅲ型

Ｍ２６８ １ ６９７ ０１４~１ ７０４ ３５５ 磷脂酰丝氨酸脱羧
酶

Ⅰ型

Ｍ２６９ １ ７０６ ８４４~１ ７０９ ２６８ 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 Ⅱ型

Ｔ２７３ １ ５７８ ９１０~１ ５８０ ４９１ 糖基转移酶 Ⅱ型

Ｍ２７９ １ ７５７ ３６１~１ ７５９ ７４５ 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 Ⅱ型

Ｍ２８０ １ ７６０ ７０５~１ ７６３ ７２１ 细胞分裂素氧化酶 /
脱氢酶

Ⅱ型

Ｍ３４２ ２ ２２２ １９３~２ ２２５ ２４３ 假定的抗性蛋白 Ⅳ型

Ｍ３４４ ２ ２３２ ５３０~２ ２３３ １９８ ＬＺ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 抗性蛋
白

Ⅰ型

Ｔ３５４ ２ １１４ ９３７~２ １１５ ３１２ 假定蛋白 Ⅱ型

Ｍ３５５ ２ ３２０ ４６９~２ ３２０ ８７０ ＬＺ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 抗性蛋
白

Ⅱ型

Ｔ３６２ ２ １８７ ７１７~２ １８９ ８６５ 假定蛋白 Ⅱ型

Ｍ３７１ ２ ４３６ １３４~２ ４３８ ４７３ 细胞分裂素氧化酶 /
脱氢酶

Ⅱ型

Ｍ３８６ ２ ５０２ ０９４~２ ５０４ ８０８ 假定 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白 Ⅱ型

Ｔ３９５ ２ ４５１ ２７９~２ ４５２ ０６２ 钙结合蛋白 Ⅱ型

Ｍ４０５ ２ ６０７ ２６５~２ ６１１ ８３２ 细胞分裂素氧化酶 /
脱氢酶

Ⅰ型

Ｍ４０７ ２ ６１９ ６７６~２ ６２０ ７２９ 假定的抗性蛋白 Ⅰ型

Ｍ４１６ ２ ６５８ ９６５~２ ６６４ ４２０ 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 Ⅰ型

Ｍ４１８ ２ ６７４ １６１~２ ６７５ ９２２ 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 Ⅱ型

Ｍ４１９ ２ ６７９ ５０５~２ ６８０ ８６２ 细胞分裂素氧化酶 /
脱氢酶

Ⅱ型

Ｍ４２７ ２ ７２２ ３３９~２ ７２４ ６１１ 细胞分裂素氧化酶 /
脱氢酶

Ⅰ型

Ｍ４２８ ２ ７３６ ４８３~２ ７３６ ８０６ 细胞分裂素氧化酶 /
脱氢酶

Ⅰ型

Ｍ４２９ ２ ７３７ ６１７~２ ７３８ ２４０ 细胞分裂素氧化酶 /
脱氢酶

Ⅱ型

Ｍ４３６ ２ ７７６ ７３７~２ ７７９ ４８９ 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 Ⅰ型

Ｍ４５４ ２ ８７７ ３６５~２ ８７９ ８３９ 细胞色素 Ｐ４５０ Ⅱ型

Ｍ４５７ ２ ８９６ ２５０~２ ８９９ ９７１ 谷胱甘肽￣Ｓ￣转移酶 Ⅱ型

Ｔ４６５ ２ ８４３ ８８６~２ ８４８ ０８８ 锌指结构 Ⅲ型

抗性 ＱＴＬ 定 位 进 行 了 大 量 研 究ꎮ Ｂａｉ 等 以

Ｎｉｎｇ７８４０ / Ｃｌａｒｋ 群体作图ꎬ发现了与抗赤霉病主效

ＱＴＬ 连锁的 ＡＦＬＰ 标记[８]ꎮ Ｗａｌｄｒｏｎ 等在 ３ＢＳ 染色

体上定位了与 ＲＦＬＰ 标记 ｃｄｏ９８１ 连锁的主效 ＱＴＬ
Ｆｈｂ１[５]ꎬＡｄｅｒｓｏｎ 等将其定位于 ＳＳＲ 标记 Ｘｇｗｍ５３３
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１~５ 依次为接种后 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈꎮ
图 ２　 小麦赤霉病抗性相关候选基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ.２　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｗｈｅａｔ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｈｅａｄ ｂｌｉｇｈｔ

和 Ｘｇｗｍ４９３ 之间[７]ꎬＺｈｏｕ 等利用中国春缺失系将

其定位于 ３ＢＳ 的染色体的 ０􀆰 ７８ ~ ０􀆰 ８７ 物理位置

上[９]ꎬ该 ＱＴＬ 进一步在包括望水白等抗源的不同遗

传群体中得到证实[１０￣１２]ꎮ 由于该主效 ＱＴＬ 两侧标

记遗传距离较大ꎬＬｉｕ 等[１５] 和 Ｃｕｔｈｂｅｒｔ 等[２３] 利用小

麦与水稻基因组的共线性ꎬ将同源区段的水稻基因

文库与小麦 ＥＳＴ 比对开发了多个 ＳＴＳ 标记用于该

基因的精细定位ꎬ获得了紧密连锁的分子标记

ＸＳＴＳ３Ｂ￣８０、ＸＳＴＳ３Ｂ￣６６ 和 ＸＳＴＳ３Ｂ￣１４２ꎮ 余桂红等

利用定位于中国春缺失系该区段的 ＥＳＴ 设计引物ꎬ
获得了 ２ 个紧密连锁的 ＳＳＣＰ 标记[２４]ꎮ Ｚｈｏｕ 等将

该 ＱＴＬ 定位于 ０􀆰 ６ ｃＭ 内[１８]ꎮ Ｂｅｒｎａｒｄｏ 等自前人定

位的 ＥＳＴ 中开发了 ＳＮＰ 标记ꎬ其中 ７ 个定位于 Ｘｇ￣
ｗｍ５３３ 和 Ｘｇｗｍ４９３ 之间[２５]ꎮ Ａｎｄｒｓｏｎ 等[７] 在 Ｆｈｂ１
基因候选 ＢＡＣ 克隆中获得了 １ 个与 Ｆｈｂ１ 共分离的

标记 ＵＭＮ１０ꎬ该标记在抗、感品种间表现出较好的

多态性ꎬ可用于分子标记辅助选择ꎮ 根据序列分析ꎬ
ＵＭＮ１０ 位于中国春小麦基因组测序构建的 ｃｔｇ０９５４
重叠群上ꎬＨａｏ 等以 ｃｔｇ０９５４ 进行关联分析发现距离

ＵＭＮ１０ 约 ２􀆰 ９ ｋｂ 的 ｃｆｂ６０５９ 标记具有最高的表型

变异解释率[２６]ꎮ 同样ꎬ我们对此前报道的精细定位

分子标记与小麦测序结果进行比对ꎬ发现有 １６ 个标

记分布于 ｃｔｇ０９５４ 上ꎬ因此ꎬ有可能从 ｃｔｇ０９５４ 重叠

群中筛选出抗赤霉病的候选基因ꎮ
基于重叠群 ＤＮＡ 序列ꎬ以生物信息学进行基因

功能预测可初步筛选出所需的功能基因ꎮ 本研究根

据重叠群 ｃｔｇ０９５４ 的核苷酸序列进行生物信息学分

析ꎬ共预测得到 ４８９ 个基因ꎬ分别涉及代谢、生物系

统、转运蛋白、中心体蛋白、组蛋白修饰蛋白、ＤＮＡ
修复和重组蛋白、锌指蛋白、转录因子、环境信息处

理、钙结合蛋白等ꎮ 由于小麦功能基因组学研究进

展较为缓慢ꎬ筛选到的基因有很多不能进行详细的

功能分类或注释ꎬ多数基因的注释和分析借助了模

式植物拟南芥、水稻及二穗短柄草的基因信息ꎮ 随

着小麦基因组测序工作的完成以及分子生物学和生

物信息学研究的不断深入ꎬ小麦抗病表达谱分析所

获得的大量未知功能基因将被发掘ꎮ
病原菌接种后基因差异表达是筛选抗病基因的

重要手段ꎮ 随着基因芯片技术的发展ꎬ人们采用高

通量的 ＤＮＡ 微阵列在全基因组水平上分析赤霉病

抗性基因的表达谱ꎬ试图找到抗性基因ꎮ Ｈｉｌｌａｍｂｒｏｚ
等构建了苏麦 ３ 号接种病菌 ２４ ｈ 后的 ｃＤＮＡ 文库ꎬ
检测到 ８０ 个诱导表达基因ꎬ推测这些基因可能在木

质素形成、能量产生、植物抗毒素产生等过程中起重

要作用[２７]ꎮ Ｋｏｎｇ 等构建了苏麦 ３ 号衍生系宁 ７８４０
接种病菌后的 ｃＤＮＡ 文库ꎬ 利用消减抑制杂交

(ＳＳＨ)从 １６ 个特异表达的 ｃＤＮＡ 克隆中找到 ３ 个

显著上调表达的 ｃＤＮＡ 克隆ꎬ通过 ＢＬＡＳＴ 推测基因

产物可能为肌动蛋白解聚因子及 Ｓ￣腺苷甲硫氨酸

脱羧酶前体[２８]ꎮ Ｂｅｒｎａｒｄｏ 等对宁 ７８４０ 和感病品种

Ｃｌａｒｋ 接种禾谷镰刀菌ꎬ利用基因芯片和 ＳＳＨ 技术ꎬ
发现了 ４４ 个在接种后 ０ ~ ７２ ｈ 时间段内抗、感品种

间表达差异显著的基因ꎬ其中 ３ 个基因在宁 ７８４０ 中

持续上调表达[２９]ꎮ Ｓｔｅｉｎｅｒ 等从 １６４ 个转录子片段

(ＴＤＦ)中找到 ５ 个与苏麦 ３ 号衍生系 ＣＭ８２０３６ 赤

霉病抗性相关的 ＴＤＦ[３０]ꎮ 本研究中ꎬ在抗、感品种

间差异表达的 ６ 个基因中ꎬ除 ２ 个基因为假定蛋白

外ꎬ其余 ４ 个基因预测功能分别为 ＡＴＰ 结合蛋白、
钙结合蛋白、糖基转移酶及锌指蛋白ꎬ表明上述基因

可能通过能量产生、信号转导、细胞分化、基因转录

等途径参与赤霉病抗性的表达与调控ꎮ 有研究结果

表明ꎬ钙调蛋白(ＣａＭ)可通过结合多种转录因子

(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ＴＦｓ)调控植物防卫相关基因
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图 ３　 禾谷镰刀菌诱导的小麦赤霉病抗性相关候选基因相对表达量

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｗｈｅａｔ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｈｅａｄ ｂｌｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｆ. ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ

的表达[３１]ꎮ 病菌侵染后通过上调水杨酸代谢途径
中的 ２ 个基因表达诱导水杨酸产生ꎬ而这 ２ 个基因

表达受 ＣａＭ 结合的 ＴＦｓ 的调节ꎬ因而导致植株对病

菌的抗性表达受到影响[３２]ꎮ 因此 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 介导的
信号传输促进了水杨酸的产生和水杨酸途径的植物

防卫反应ꎬ同时又防止了 Ｃａ２＋的过度聚集对正常细
胞造成伤害ꎮ 马信也发现糖基因转移酶基因

ＴａＵＧＴ４ 和 ＴａＵＧＴ５ 在禾谷镰刀菌及 ＤＯＮ 毒素处理

下均参与了小麦对赤霉病菌的应答响应[３３]ꎮ 进一
步研究上述基因的结构与功能ꎬ将为小麦抗赤霉病

机制及抗赤霉病育种提供参考依据ꎮ
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