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　 　 高温、冻害、土壤盐渍化等非生物胁迫已经成为小麦稳

产高产的重要限制因素[１￣３] ꎮ 解决这一问题的根本途径在于

培育抗逆性强的小麦新品种ꎬ并在生产上进行大面积应用ꎬ
而挖掘和利用与抗逆性密切相关的关键基因能够为培育抗

逆性强的小麦品种提供重要的基因资源ꎬ因而与抗逆性相关

的信号通路及信号通路上的关键基因的功能及序列特征的

解析业已成为研究人员关注的热点ꎮ 油菜素内酯(ＢＲ)被称

为植物的第六大激素ꎬ其类似物在细胞伸长与分裂、维管束

分化、叶片形态发生、植物育性、衰老及抗逆性中发挥重要的

调节作用ꎮ 外施油菜素内酯可以提升植物对盐胁迫的抵御

能力[４] ꎮ 拟南芥中的研究结果表明ꎬＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 是油菜素内

酯(ＢＲ)信号通路上的关键转录因子ꎬ其活性高低决定着 ＢＲ
信号通路的开放与关闭 [５￣８] ꎮ 在棉花中ꎬＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 的表达

受到了干旱的诱导[９] ꎻ水稻中过表达拟南芥 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 基

因的转基因株系的耐盐能力明显提升ꎬ表明 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 与

植物抵御非生物胁迫的生物学过程密切相关ꎬ并起到了正向

调控的作用[５ꎬ１０￣１２] ꎮ 在小麦中目前尚未见对该基因的克隆

及序列分析等相关研究的报道ꎮ
小麦为异源六倍体作物ꎬ基因组信息庞大ꎬ基因结构复

杂ꎬ存在着多种基因形态ꎬ而基因形态在不同品种中的差异

又为基因的标记开发提供了可能ꎮ 如通过单倍型及关联分

析的方式挖掘优异等位基因ꎬ为基因在育种中的直接利用奠

定了坚实的基础[１３] ꎮ 本研究通过在六倍体小麦、小麦祖先

种中分离 ＴａＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 基因ꎬ并对该基因进行相关的生物

信息学分析ꎬ研究该基因的序列特征ꎬ为以后该基因功能研

究及育种利用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 小麦材料

所用小麦材料为沧麦 １１９(六倍体冬小麦)、辽春 １０ 号

(六倍体春小麦)、３ 份乌拉尔图小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｕｒａｒｔｕꎬＡＡꎬ

８３２



２ｎ＝ ２ｘ＝ １４)ꎬ２ 份粗山羊草(Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉꎬＤＤꎬ２ｎ ＝ ２ｘ ＝
１４)ꎬ上述材料由天津市农作物研究所提供ꎮ 沧麦 １１９ 和辽

春 １０ 号亲缘关系较远ꎬ冬、春性不同ꎬ地理来源不同ꎬ耐盐、
抗旱、抗冻能力存在较大差异ꎮ

生长条件:在生长箱中ꎬ采用 １２ ｈ 光照ꎬ１２ ｈ 黑暗ꎬ２８
℃ꎬ４ ５００ ｌｘ 育苗ꎬ种子萌发至一叶一心时ꎬ部分植株用于

ＤＮＡ 提取ꎬ另一部分植株 ４ ℃处理 １ ｈꎬ迅速取叶片及根系

于 ２.０ ｍｌ 的离心管中ꎬ－８０ ℃贮存ꎬ待提取 ＲＮＡ 用ꎮ
１.２　 ＤＮＡ、ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 第一链的合成

采用天根生化科技有限公司的植物 ＤＮＡ 提取试剂盒

(ＤＰ３２１)和多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ４４１)分别

进行 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 提取ꎬ采用 Ｔｈｅｒｍｏ 的 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤ￣
ＮＡ Ｓｙｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 进行 ｃＤＮＡ 合成ꎮ ＤＮＡ、ＲＮＡ 及 ｃＤＮＡ 提取

后储存－２０ ℃冰箱中ꎬ待使用ꎮ
１.３　 聚合酶链式反应

以拟南芥、玉米中公布的 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 序列为参照ꎬ利用

项目组构建的本地序列比对系统中对 Ａ、Ｄ 基因组(Ａ 基因

组: ｈｔｔｐ: / / ｇｉｇａｄｂ. ｏｒｇ / ｄａｔａｓｅｔ / １０００５０ꎻ Ｄ 基 因 组: ｈｔｔｐ: / /
ｇｉｇａｄｂ. ｏｒｇ / ｄａｔａｓｅｔ / １０００５４) 进 行 序 列 比 对ꎬ 搜 寻 小 麦 中

ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 的序列ꎻ通过小麦祖先种的 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 序列信

息ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软件设计克隆引物ꎬＴａＢＥＳ１ /
ＢＺＲ１￣Ｆ: ５′￣ＡＧＧＡＧＣＡＧＧＧＧＡＧＣＴＡＧＣＡＴＧ￣３′ꎻ ＴａＢＥＳ１ /
ＢＺＲ１￣Ｒ:５′￣ＣＡＴＴＴＧＴＧＡＧＴＧＣＣＡＧＴＧＣＡＡＴ￣３′ꎬ用于分离基

因组序列及编码区序列ꎮ
采用 １５ μｌ 体系ꎬＴｍ ＝ ５３ ℃ꎬ以小麦材料的 ＤＮＡ 为模板

进行基因组扩增ꎬ所用高保真酶为 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ􀅸 ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎮ
１.４　 测序

将上述 ＰＣＲ 产物ꎬ采用 １.２％的琼脂糖进行凝胶电泳ꎬ
并对目的条带进行切胶回收ꎬ与 Ｂｌｕｎｔ 载体连接ꎬ通过热击法

转入大肠杆菌中ꎬ挑取 １２ 个单克隆ꎬ送至中科希林生物科技

有限责任公司测序ꎮ
１.５　 生物信息学分析

使用以下网站及本地软件进行系列生物信息学分析ꎮ
基因结构预测:ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ꎻ氨基酸序列比

对:ＤＮＡｍａｎꎻ进化分析:ＭＡＧＥ ７.０ꎮ

２　 结果与克隆

２.１　 ＴａＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 的克隆

在沧麦 １１９ 的 ｃＤＮＡ 中分离得到长为 ９４２ ｂｐ 的编码区

序列ꎬ在沧麦 １１９ 及辽春 １０ 号的基因组中分离得到长度为

１ ０８７ ｂｐ 的基因组序列ꎮ 该基因存在 ２ 个外显子及 １ 个内

含子ꎬ内含子占该基因序列的 １３􀆰 ３４％ꎬ位于 ２５６~４０２ ｂｐ 处ꎮ
２.２　 ＴａＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 结构特性分析

通过对沧麦 １１９ 中 ｃＤＮＡ 克隆序列进行手动六框翻译ꎬ
得到了 １ 条长度为 ３１３ 个氨基酸残基的片段ꎮ 通过 ＮＣＢＩ 上

公布的部分 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 序列信息及潜在的序列信息进行氨

基酸序列比对ꎬ并通过 ＭＥＧＡ ７.０ 构建 ＮＪ 进化树ꎮ 结果表

明ꎬ小麦的氨基酸序列与大麦、二穗短柄草及水稻的 ＢＥＳ１ /
ＢＺＲ１ 的氨基酸序列聚成 １ 类ꎬ因此命名此序列为 ＴａＢＥＳ１ /
ＢＺＲ１ꎮ 氨基酸结构分析结果表明ꎬ在该氨基酸的 Ｎ 端具有

ＤＵＦ８２２ 结构域ꎬ为典型的 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 转录因子所具有的保

守结构域ꎬ与大豆、高粱、谷子中的 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 氨基酸序列

进行比较发现ꎬＤＵＦ８２２ 结构域的前端在大豆、高粱、谷子和

小麦中高度一致ꎮ
２.３　 祖先种中 ＴａＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 序列分析

在小麦祖先种 Ａ、Ｄ 基因组的供体 ３ 份乌拉尔图小麦

(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｕｒａｒｔｕꎬＡＡ)ꎬ２ 份粗山羊草(Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉꎬＤＤ)中
进行 ＴａＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 的克隆ꎮ 测序结果表明ꎬ在上述 ５ 个祖

先种中ꎬ每种材料仅得到 １ 种序列ꎬ其中 Ａ 基因组的 ３ 个供

体中每个材料的序列都存在差异ꎬ但差异不大ꎬ而 Ｄ 基因组

的 ２ 个供体的序列一致ꎮ
２.４　 ＴａＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 同源基因查找

通过将氨基酸的保守结构进行提取ꎬ并结合 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ
数据库中的数据信息进行查找发现ꎬ具有与 ＤＵＦ８２２ 结构域

相似性较高的序列一共有 ２２ 条ꎬ其中有 ４ 条与 ＴａＢＥＳ１ /
ＢＺＲ１ 相似度超过 ９０％ꎮ 表明该基因位于小麦第二同源群

的 ２ＡＳ、２ＢＳ、２ＤＳ 上ꎮ
２.５　 ＴａＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 在沧麦 １１９ 和辽春 １０ 号中的序列分析

经过测序发现ꎬ在六倍体冬小麦沧麦 １１９ 中得到 ５ 种序

列ꎬ而在春小麦辽春 １０ 号中得到 ４ 种序列ꎮ 分析结果表明ꎬ
沧麦 １１９ 的 ０１ 序列和辽春 １０ 号的 ０１ 序列一致率为 １００％ꎬ
且与祖先种 ＡＡ 供体聚类在一组ꎬ说明该序列来源于 Ａ 基因

组ꎮ 辽春 １０ 号 ０３ 序列和沧麦 １１９ 的 ０３、０５ 号序列相似度

较高ꎬ且来源于 Ｄ 基因组ꎮ

３　 讨 论

植物通过多种信号通路参与植物对非生物胁迫的响应ꎬ
外施油菜素内酯能够提高小麦对盐胁迫的抵御能力[１４￣１５] ꎬ
说明油菜素内酯信号通路参与了小麦对非生物胁迫的反应ꎬ
而 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 作为油菜素内酯的关键转录因子ꎬ控制着油

菜素内酯信号通路的开放与关闭ꎬ暗示其在小麦抵御盐胁迫

中起着重要的作用ꎮ
祖先种中的序列分析结果表明ꎬＤ 基因组的 ２ 个供体材

料中 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 序列完全一致ꎬ而在 ３ 个 Ａ 基因组的供体

材料中序列都不相同ꎬ但差异不大ꎮ 项目组研究发现无论是

Ａ 基因组还是 Ｄ 基因组中序列信息显示ꎬＡ 基因组供体的

ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 序列相似度在 ９９􀆰 ０％以上ꎬ而 Ｄ 基因组供体的

ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 序列相似度为 ９７.２％ꎮ 说明该基因在 Ａ、Ｄ 基因

组上存在一定的差异ꎬ为设计基因组特异引物在六倍体中分

离单一来源的 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 基因组序列提供了可能ꎮ
从 Ａ、Ｄ 祖先种的序列进化分析结果可以看出ꎬ沧麦 １１９
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和辽春 １０ 号的 ０１ 序列一致ꎬ且来自于 Ａ 基因组ꎻ沧麦 １１９
的 ０３、０５ 序列及辽春 １０ 号的 ０３ 序列来源于 Ｄ 基因组ꎬ且在

六倍体小麦中存在差异ꎬ这为该基因在 Ｄ 基因组上开发标

记提供了可能ꎮ 因此小麦 ＢＥＳ１ / ＢＺＲ１ 在育种上的应用具有

较大价值ꎬ可通过进行多种耐逆性状的关联分析深入研究该

基因的功能ꎬ并将其开发成可用的分子标记ꎬ辅助育种选择ꎬ
加速育种进程ꎮ
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