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　 　 摘要:　 本研究应用生物信息和分子生物学方法分析小麦 ＳｅＢＰ 基因的表达和自然等位变异ꎬ为筛选和创制富

硒小麦种质资源提供理论依据和方法ꎮ 对小麦不同品种 ＳｅＢＰ 基因表达量分析及逆境胁迫处理研究的结果表明ꎬ
ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 的相对表达量最高ꎻ此外 ＴａＳｅＢＰ 响应硒添加和寒冷胁迫ꎬＨｕａｉｍａｉ１８ 诱导相对表达量上调ꎬＪｉｎｇｈｅ１ 号相

对表达量降低ꎻ对候选启动子区域的顺式作用元件分析发现ꎬ存在脱落酸响应、赤霉素响应等元件ꎬ推测 ＳｅＢＰ 基因

与植株生长发育、响应逆境胁迫有关ꎻ对小麦自然群体 ＤＮＡ 变异分析结果表明ꎬＴａＳｅＢＰ 存在多个错义突变位点和

单核苷酸插入删除变异ꎻ通过对小麦 ＳｅＢＰ 系统发育进化分析发现其存在单双子叶植物分化ꎮ 本研究结果可为深

入研究 ＴａＳｅＢＰ 基因功能及分子育种应用提供参考ꎮ
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　 　 小麦属禾本科单子叶植物ꎬ种植面积和总产量

居全球第二位ꎬ是人类从饮食中获取蛋白质和膳食

纤维的重要来源[１￣２]ꎮ 小麦籽粒中含有多种微量元

素ꎬ研究这些微量元素含量对人类健康意义重大ꎮ
硒(Ｓｅ)是一种天然存在的非金属微量元素ꎬ是人类

健康必不可少的微量元素之一ꎬ由于人体无法合成

硒ꎬ所以它的主要来源是食物ꎬ小麦作为主食ꎬ其硒

含量至关重要ꎬ因此ꎬ与小麦硒元素含量相关的研究

具有重要意义ꎮ
硒参与人体多种生物学过程[３]ꎬ包括抗氧化防

御、甲状腺激素代谢和对免疫系统的调节[４￣５]ꎮ 利用

转录组测序、基因克隆等分子生物学手段ꎬ学者探讨

了硒影响小麦营养吸收、生理及品质等方面的分子

机制ꎬ为小麦硒营养强化提供了理论基础[６￣７]ꎮ 此

外ꎬ研究还发现小麦品种间对硒的吸收和利用效率

存在显著差异ꎬ表明通过遗传改良提高小麦硒含量

具有可行性[８￣９]ꎮ 国内研究者也在积极探索小麦基

因组的遗传变异ꎬ通过全基因组关联分析和候选基

因关联研究ꎬ寻找与硒含量相关的分子标记ꎬ以期通

过分子辅助育种提高小麦籽粒的硒含量[１０￣１１]ꎮ 礼

海风等[１２]通过向土壤施加亚硒酸钠肥ꎬ明确了小麦

籽粒硒含量与硒肥施用量呈线性正相关ꎮ 田霄鸿

等[１３]通过在小麦灌浆前期喷施亚硒酸钠或硒酸钠ꎬ
实现了籽粒富硒目标ꎮ Ｄｉ 等[１４] 和 Ｄｉｎｈ 等[１５] 明确

Ｓｅ 是蛋白质合成中的必需组成成分ꎬ对转运氨基酸

具有重要作用ꎮ 硒元素吸收可以有效提高 ＳｅＢＰ 基

因的表达量从而提高植物抗氧化活性[１６]ꎬ水稻

ＳｅＢＰ 基因的相对表达量在孕穗期的茎中最高ꎬ其次

为叶和根ꎬ在穗中的相对表达量最低ꎬ其相对表达量

也受镉(Ｃｄ)胁迫、盐胁迫和热胁迫诱导ꎬ但受聚乙

二醇(ＰＥＧ)和冷害的抑制ꎻ谷子 ＳｅＢＰ 基因的表达

水平与抗旱性相关[１７]ꎮ
冷害、冻害等逆境胁迫是导致小麦减产的重要

因素ꎮ 近年来ꎬ半春性高产小麦品种大面积种植ꎬ却
常遭遇早春低温ꎬ导致小麦产量降低ꎬ培育抗寒性强

的品种仍是现阶段重要的育种目标之一ꎮ
本研究拟利用生物信息学及分子生物学方法ꎬ

对小麦 ＴａＳｅＢＰ 成员进行初步筛选鉴定ꎬ并进行理

化性质和结构域等分析ꎬ研究 ＳｅＢＰ 在小麦根、茎、
叶、籽粒等组织中的表达及在硒处理和寒冷胁迫下

ＳｅＢＰ 的表达模式ꎬ初步探讨 ＴａＳｅＢＰ 与小麦硒累积

和抗寒性的关系ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 基因序列的获得

利用 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 数据库( ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｓ. ｅｎ￣
ｓｅｍｂｌ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)检索拟南芥[Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣
ａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ] ＳｅＢＰ 基因序列ꎬ结合转录组的测

序数据ꎬ筛选出小麦 ＳｅＢＰ 基因ꎮ
１.２　 小麦 ＳｅＢＰ 蛋白序列与理化性质分析

通过 Ｅｘｐａｓｙ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ)网站分

析小麦 ＳｅＢＰ 蛋白序列ꎬ并对其进行蛋白质理化性

质分析ꎬ包括编码氨基酸数、等电点、亲水性系数等

数据ꎮ
１.３　 小麦 ＳｅＢＰ 蛋白的二级结构分析及亚细胞定位

使用 ＳＯＰＭＡ 网站( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ /
ｃｇｉｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ. ｐｌ)预测 ＴａＳｅＢＰ 蛋白的二级

结构ꎬ包括 α￣螺旋、β￣转角、无规则卷曲和延伸链ꎮ
使用 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ.ｅｄｕ.
ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２ / )进行亚细胞定位预测ꎮ
１.４　 小麦 ＳｅＢＰ 基因结构的可视化及顺式作用元件

分析

　 　 通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 将小麦 ＳｅＢＰ 成员的基因结构进行

可视化ꎮ 使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 从小麦 ｇｆｆ３ 文件中提取起始

密码子上游２ ０００ ｂｐ 序列ꎬ提交到 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 数据

库 ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ /
ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ)中ꎬ得到其分析文件ꎬ对文件进行整

理和筛选ꎮ 对启动子顺式作用元件进行分析ꎮ
１.５　 小麦 ＳｅＢＰ 蛋白的进化树分析

将小麦、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.)、水稻(Ｏｒｙｚａ Ｌ.)、
拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.)、油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａ￣
ｐｕｓ Ｌ.)的 ＳｅＢＰ 蛋白序列通过 ＭＥＧＡ１１ 软件进行多

重比对ꎬ通过邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建遗传

进化树ꎬ利用 ｉＴＯＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ. ｅｍｂｌ. ｄｅ)在线工具
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进行系统进化树美化ꎮ
１.６　 小麦 ＳｅＢＰ 基因的表达分析

在实验室控制相应条件ꎬ种植小麦品种 Ｊｉ￣
ｈｅｒ９１６、Ｌｕｚｉ１ 和 Ｈｅｉｘｉａｏｍａｉ７６ꎬ设置适宜的光照、温
度和湿度条件ꎬ在小麦生长至乳熟期时ꎬ收集种子ꎬ
立即在液氮中固定ꎬ在干冰中保存ꎬ分别用于 Ｊｉ￣
ｈｅｒ９１６、Ｌｕｚｉ１ 和 Ｈｅｉｘｉａｏｍａｉ７６ 品种 ＳｅＢＰ 基因的表

达分析ꎮ
对小麦品种 Ｄｏｎｇｈｅｉ 种子进行硒处理ꎬ设置 ４

个处理ꎬ分别为:ＳＳｅ０ꎬ不加硫酸盐ꎬ不加硒酸钠ꎬ加
氯化钠(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎻＳＳｅ２ꎬ不加硫酸盐ꎬ加硒酸钠(２
μｇ / ｍＬ)及氯化钠(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎻＣｌＳｅ０ꎬ不加氯化钠ꎬ
不加硒酸钠ꎬ加硫酸盐(１×１０－３ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎻＣｌＳｅ２ꎬ不
加氯化钠ꎬ加硒酸钠(２ μｇ / ｍＬ)及硫酸盐ꎮ 分别取

成熟期种子ꎬ立即在液氮中固定ꎬ在干冰中保存ꎬ
－８０ ℃储存备用ꎮ

冻害处理对 ＳｅＢＰ 基因表达影响的测定:将

Ｊｉｎｇｈｅ １ 号、Ｈｕａｉｍａｉ １８ 小麦种子用自来水清洗干

净ꎬ用蒸馏水清洗 ３ 次ꎬ用 １ ｇ / Ｌ ＨｇＣｌ２消毒 １５ ｍｉｎꎬ
再用蒸馏水清洗 ３ 次ꎬ平铺于滤纸上晾干ꎬ均匀摆在

铺有 ２ 层滤纸的培养皿中ꎬ培养箱 ３０ ℃恒温催芽 ７
ｄꎮ 将发芽整齐的种子在穴盘基质(珍珠岩、蛭石、
草炭土按体积比１ ∶ １ ∶ ４ 混合)中种植ꎮ 待第 ６ 片

真叶长出时ꎬ选取长势一致的植株分别进行－１５ ℃
冻害处理 １８ ｈ(处理组)和 ２５ ℃常温处理 １８ ｈ(对
照组)ꎮ 分别处理植株的茎和叶ꎬ用液氮速冻ꎬ每个

样品设 ３ 个重复ꎬ用干冰保存ꎮ 上述收集的所有小

麦组织送由北京百迈客生物科技公司完成转录组测

序ꎮ
在 ＷｈｅａｔＯｍｉｃｓ(ｈｔｔｐ: / / ｗｈｅａｔｏｍｉｃｓ.ｓｄａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ)

网站下载国际小麦基因组测序联盟(Ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎ￣
ａｌ Ｗｈｅａｔ Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｉｎｇ Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍꎬ ＩＷＧＳＣ)的

ＢＣＳ ｃｖ￣１ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ 转录组数据ꎬ对数据进行筛选

整理ꎬ对小麦 ＳｅＢＰ 基因进行差异表达分析ꎮ
１.７　 小麦 ＳｅＢＰ 基因成员 ＤＮＡ 变异分析及单倍型

分析

　 　 在 ＷｈｅａｔＵｎｉｏｎ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｈｅａｔ. ｃａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ＷｈｅａｔＵｎｉｏｎ) 网站中获得川麦 ４２ 和良鑫 ９９ 的基因

组重测序数据ꎬ针对相关基因的单核苷酸多态性

(ＳＮＰ)变异开展筛选工作ꎮ 并通过小麦基因组变异

联合数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｈｅａｔ.ｃａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ＷｈｅａｔＵｎｉｏｎ /
ｂ＿４ / )对常见小麦品种[选取常见 ３３ 个品种:小偃 ６
号、山农辐 ６３、豫麦 ２ 号、Ｌｕｚｉ１ (矮孟牛)、济南 １３、
豫麦 ７ 号、绵阳 ２０、冀麦 ２６、豫麦 １３、西安 ８ 号、鲁麦

１４、鲁麦 １５、扬麦 １５８、晋麦 ４７、西农 ８８１、鲁麦 ２１、
豫麦 ４１、冀麦 ３８、中麦 １７５、良星 ６６、新麦 ２６、中麦

６６、冀麦 ３０、西农 ６５、苏麦 ３ 号、扬麦 ５ 号、新克旱 ９
号、川麦 ２２、豫麦 １７、豫麦 １８、绵阳 ２６ 号、小偃 ９６、
川麦 ４２]进行单倍型分析ꎬ待选出优良单倍型ꎮ
１.８　 ＴａＳｅＢＰ 基因共表达及蛋白质互作分析

使用 ＳＴＲＩＮＧ(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )网站预

测小麦全基因组 ＳｅＢＰ 的互作蛋白ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 小麦 ＳｅＢＰ 基因基本信息

经过序列比对、结构域完整性验证ꎬ共获得 ３ 个

ＳｅＢＰ 基因ꎬ分别位于 ３Ａ、３Ｂ、３Ｄ 染色体上ꎮ 具体信

息如表 １ 所示ꎬＳｅＢＰ 成员的理论等电点为５.３５~
５􀆰 ８６ꎻＴａＳｅＢＰ 蛋白均为稳定蛋白质ꎬ且 ＳｅＢＰ 为亲水

性蛋白质ꎮ

表 １　 ＴａＳｅＢＰ 蛋白的基本理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＴａＳｅＢＰ

登记号
(ＷｈｅａｔｏＯｍｉｃｓ 数据库) 基因名称 染色体 氨基酸数 相对分子量 等电点 不稳定指数 亲水性系数

ＴｒａｅｓＣＳ３Ａ０３Ｇ０９８００００ ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ ３Ａ ４９４ ５４ １０９.０７ ５.４６ ３５.８６ －０.２６８

ＴｒａｅｓＣＳ３Ｂ０３Ｇ１１２９１００ ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ ３Ｂ ５２０ ５７ １４０.５０ ５.８６ ３５.３２ －０.３０２

ＴｒａｅｓＣＳ３Ｄ０３Ｇ０９１５６００ ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ ３Ｄ ４９４ ５４ ０２８.９０ ５.３５ ３４.５８ －０.２６３

２.２　 硒结合蛋白二级结构预测

小麦硒结合蛋白的二级结构预测结果见表 ２ꎮ
其中 α￣螺旋＋无规则卷曲是小麦硒结合蛋白二级结

构的主要组分ꎬ占比达 ６０􀆰 ００％以上ꎬ这有利于形成

蛋白质的特殊构象ꎮ 而 β￣转角和延伸链占比相对

较低ꎬ推断其散布于整个蛋白质中ꎮ 对该蛋白质进

行亚细胞定位ꎬ结果显示 ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ、ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ、
ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 定位于细胞质上ꎮ
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表 ２　 ＴａＳｅＢＰ 蛋白二级结构

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴａＳｅＢＰ

蛋白质　
占比(％)

α￣螺旋 β￣转角 延伸链 无规则卷曲

亚细胞
定位

ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ １３.５６ ８.１０ ２８.５４ ４９.８０ 细胞质

ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ １４.６２ ７.８８ ２６.３５ ５１.１５ 细胞质

ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ １４.３７ ９.１１ ２７.１３ ４９.３９ 细胞质

２.３　 小麦 ＳｅＢＰ 基因结构分析

ＴａＳｅＢＰ 的基因结构见图 １ꎬＴａＳｅＢＰ 基因均含有

多个内含子ꎬＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ 内含子为 ８ 个ꎬＴａＳｅＢＰ￣３Ａ、
ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 内含子均为 ７ 个ꎻＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ 含有 ２ 个

下游非编码序列ꎬＴａＳｅＢＰ￣３Ａ、ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 均有 １ 个

下游非编码序列ꎮ 此外ꎬ每个小麦硒结合蛋白编码

基因都具有相同数量的 ７ 个编码序列(ＣＤＳ)区ꎮ
２.４　 小麦 ＳｅＢＰ 成员的启动子分析

为深入了解小麦 ＳｅＢＰ 基因的功能ꎬ对 ＳｅＢＰ 基

因启动子区顺式作用元件的分析结果见表 ３ꎮ 由表

３ 可看出ꎬＴａＳｅＢＰ 的基因启动子区域主要包含 ３ 类

顺式作用元件ꎬ第一大类是与生长、激素调节等与植

物生长相关的作用元件ꎬ元件数量最多ꎬ且多与光反

应有关ꎬ包括 Ｃ￣ｂｏｘ、Ｇ￣ｂｏｘꎻ第二大类是与植物抗逆、
抗病相关的作用元件ꎬ包括 ＡＢＲＥ、ＡＲＥꎻ第三大类

属于植物体内常见作用元件ꎮ 以上结果表明ꎬ小麦

ＳｅＢＰ 的表达受到多种植物激素调控ꎬ推测 ＴａＳｅＢＰ
与植物的穗或籽粒形成及植株抗逆性有关ꎮ

图 １　 ＴａＳｅＢＰ 基因结构

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＴａＳｅＢＰ ｇｅｎｅ

表 ３　 ＴａＳｅＢＰ 的候选启动子顺式作用调控元件功能及数量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ＴａＳｅＢＰ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

元件　 　 物种　 　 序列　 　 　 功能　 　 　
ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ
的元件数量

(个)

ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ
的元件数量

(个)

ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ
的元件数量

(个)

ＡＢＲＥ 拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.) ＡＣＧＴＧ 参与脱落酸响应的顺式作用元件 ６ ６ ６

ＡＲＥ 玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.) ＡＡＡＣＣＡ 对厌氧诱导必需的顺式作用调控元件 ０ ２ １

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.) ＣＣＡＡＴ 启动子和增强子区域中的常见顺式作用
元件

４ ６ ４

Ｃ￣ｂｏｘ 大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.) ＡＣＧＡＧＣＡＣＣＧＣＣ 参与光响应的顺式作用调控元件 ０ ０ １

ＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.) ＣＡＡＣＧＧ ＭＹＢＨｖ１ 结合位点 ２ １ ２

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.) ＣＧＴＣＡ 参与ＭｅＪＡ 反应性的顺式作用调控元件 １ ４ ２

ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ 芸薹(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ) ＴＣＴＧＴＴＧ 赤霉素响应元件 ０ ２ １

Ｇ￣ｂｏｘ 拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.) ＴＡＣＧＴＧ、ＧＣＣＡＣＧＴＧＧＡ 参与光响应的顺式作用调控元件 ４ ３ ４

ＧＣＮ４＿ｍｏｔｉｆ 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.) ＴＧＡＧＴＣＡ 参与胚乳表达的顺式调控元件 ２ ２ ２

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.) ＴＡＴＡＴＡ 转录起始点附近约－３０ 的核心启动子元
件

１６ ２１ １９

ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.) ＴＡＴＣＣＣＡ 参与赤霉素响应的顺式作用元件 １ ２ １
ＭｅＪＡ:茉莉酸甲酯ꎮ

２.５　 小麦 ＳｅＢＰ 成员系统发育分析

对小麦、拟南芥、玉米、水稻和油菜 ５ 个物种构建

系统发育进化树(图 ２)ꎮ 发现与 ＴａＳｅＢＰ 进化关系最

近的是水稻 ＡＢＲ２５５９０.１ꎬ与油菜、玉米 ＳｅＢＰ 蛋白进

化关系相对较远ꎮ 小麦、水稻都属于单子叶植物ꎬ而
油菜属于双子叶植物ꎬ说明 ＳｅＢＰ 在进化过程中出现

了单子叶和双子叶的分化ꎮ

２.６　 ＴａＳｅＢＰ 基因表达模式分析

比较 ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ、 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ、 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 基

因在 Ｊｉｈｅｒ９１６、Ｌｕｚｉ１ 和 Ｈｅｉｘｉａｏｍａｉ７６ 籽粒中的相

对表达量ꎬ结果 (图 ３) 表明ꎬ在 Ｊｉｈｅｒ９１６ 中 Ｔａ￣
ＳｅＢＰ￣３Ａ 和 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 的相对表达量较高ꎬ其次

是 Ｈｅｉｘｉａｏｍａｉ７６ꎻＬｕｚｉ１ 中 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 的表达数值

最高ꎮ
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图 ２　 小麦与其他物种中 ＳｅＢＰ 成员系统发育进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＳｅＢＰ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ３　 ＴａＳｅＢＰ 在不同小麦品种中的相对表达量

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＳｅＢＰ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅ￣
ｔｉｅｓ

　 　 不同营养液处理的 ＴａＳｅＢＰ 表达水平见图 ４ꎬ
Ｄｏｎｇｈｅｉ 小麦籽粒中 ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ、ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ 和 Ｔａ￣
ＳｅＢＰ￣３Ｄ 相对表达量在 ＣｌＳｅ２ 处理时最高ꎬ显著高

于其他处理ꎮ
　 　 ＴａＳｅＢＰ 在 Ｈｕａｉｍａｉ１８ 和 Ｊｉｎｇｈｅ１ 号的叶片和

茎部的表达均受到冻害的影响ꎬ其中 Ｈｕａｉｍａｉ１８ 在

冻害诱导下叶片和茎中 ＳｅＢＰ 相对表达量相对增

加ꎬ而 Ｊｉｎｇｈｅ１ 号在冻害诱导下叶片和茎部相对表

达量呈现相反趋势ꎬ叶片中 ＳｅＢＰ 相对表达量显著

减少(图 ５)ꎮ
　 　 下载小麦转录组表达数据并整理ꎮ 结果见表

４ꎬＴａＳｅＢＰ￣３Ａ 和 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 在灌浆期籽粒中相对表

达量较高ꎬ其余时期相对表达量较低ꎮ 推测 ＴａＳｅＢＰ
基因可能在小麦的籽粒成熟发育过程中发挥了关键

作用ꎮ

ＳＳｅ０:不加硫酸盐ꎬ不加硒酸钠ꎬ加氯化钠(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎻＳＳｅ２:不
加硫酸盐ꎬ加硒酸钠(２ μｇ / ｍＬ)及氯化钠ꎻＣｌＳｅ０:不加氯化钠ꎬ不

加硒酸钠ꎬ加硫酸盐(１×１０－３ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎻＣｌＳｅ２:不加氯化钠ꎬ加硒

酸钠(２ μｇ / ｍＬ)及硫酸盐ꎮ
图 ４　 Ｓｅ 处理下 ＴａＳｅＢＰ 基因的相对表达量

Ｆｉｇ.４ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＴａＳｅＢＰ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ Ｓｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＨＭ１８:Ｈｕａｉｍａｉ１８ꎻＪＨ１:Ｊｉｎｇｈｅ１ꎻＳｈ＿Ｎ:茎对照组ꎻＳｈ＿Ｆｒ:茎冻害

处理组ꎻＬｆ＿Ｎ:叶对照组ꎻＬｆ＿Ｆｒ:叶冻害处理组ꎮ
图 ５　 Ｈｕａｉｍａｉ１８ 和 Ｊｉｎｇｈｅ１ 茎和叶对冻害的响应

Ｆｉｇ.５　 Ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｈｕａｉｍａｉ１８ ａｎｄ Ｊｉｎｇｈｅ１ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ
ｃｏｌｄ ｄａｍａｇｅ
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表 ４　 ＴａＳｅＢＰ 基因在小麦不同生育期及各器官的相对表达量的差

异

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴａＳｅＢＰ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ

生育期 / 器官　 　 ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ

苗期的根 ３１.０６８ １５.３４７ ３２.２２５
苗期的茎 ２０.３５１ １１.３００ １０.２０９
苗期的第一片叶 ２６.０９２ １１.８０９ ２５.８４６
三叶期的根 ８７.８４２ １９.９１０ ３７.０００
分蘖期的根 ３２.５２４ ４.２６２ １４.６５０
分蘖期的茎 ３９.００９ ２４.４８２ １２.５０３
分蘖期的第一片叶 ２４.０９３ ８.０８１ ４.４５５
抽穗期的根 １５.７７６ ３.７０１ １１.９４９
抽穗期的茎 ４０.９１７ ２２.８１５ １１.２０６
旗叶 ２９.６５０ ３.７８８ ９.９４４
开花期的花药 ２１.９２４ １９.８２０ ３１.９５１
灌浆期的旗叶 ４８.８３１ ５.２０２ １４.０１０
灌浆期的茎 ９.８７３ １０.４３７ ７.６１７
灌浆期的籽粒 ６０.３９２ ３４.３９１ ７１.７２７
成熟期的籽粒 ３０.０８３ ４２.０３０ ５６.９０８

２.７　 ＴａＳｅＢＰ 成员 ＤＮＡ 变异分析

从 Ｗｈｅａｔ Ｕｎｉｏｎ Ｄａｔａｂａｓｅ 网站得到川麦 ４２ 和良

鑫 ９９ ＴａＳｅＢＰ 的 ＤＮＡ 变异信息(表 ５)ꎮ ＴａＳｅＢＰ 家

族变异类型主要为错义突变ꎬ包括 ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ 上位

于６６３ ４３６ ０８４ ｂｐ 处的 Ｇ 变为 Ａ、６６３ ４３６ １５０ ｂｐ 处

Ｔ 变为 Ｃ 和６６３ ４３８ ６０６ ｂｐ 处 Ｇ 变为 Ａꎮ ＴａＳｅＢＰ￣
３Ｂ 的７００ ０６７ ７９４ ｂｐ 处 Ｔ 变为 Ｃ 和７００ ０６７ ８４１ ｂｐ
处的 Ａ 变为 Ｇꎮ ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 的５２９ ４８５ ００１ ｂｐ 处 Ｃ
变为 Ｔ 和５２９ ４８６ ７２７ ｂｐ 处 Ａ 变为 Ｃꎬ这些错义突

变很可能影响蛋白质结构及其功能ꎮ
２.８　 小麦 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 单倍型分析

为进一步挖掘 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 基因的自然变异ꎬ对
该基因进行单倍型分析(表 ６)ꎬ发现有 ８ 个错义突

变位点和 ３ 个缺失变异位点ꎬ共 ３ 种单倍型ꎬＨａｐ１
为主要单倍型ꎬ出现频数最多ꎬ共 ２５ 次ꎬＨａｐ２ 出现

７ 次ꎬＨａｐ３ 出现 １ 次ꎮ

表 ５　 ＴａＳｅＢＰ 基因 ＤＮＡ 变异鉴定与注释

Ｔａｂｌｅ ５　 ＴａＳｅＢＰ ｇｅｎｅ ＤＮＡ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

基因　 　 变异位置(ｂｐ) Ｒｅｆ Ａｌｔ 川麦 ４２ 川麦 ４２ 的 Ｄｅｐｔｈ 良鑫 ９９ 良鑫 ９９ 的 Ｄｅｐｔｈ 注释

ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ ６６３ ４３６ ０８４ Ｇ Ａ Ａ １２ Ａ ６ 错义突变

ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ ６６３ ４３６ １５０ Ｔ Ｃ Ｃ １２ Ｃ ７ 错义突变

ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ ６６３ ４３８ ６０６ Ｇ Ａ Ａ ９ Ａ ４ 错义突变

ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ ７００ ０６７ ７９４ Ｔ Ｃ Ｃ ７ Ｃ １１ 错义突变

ＴａＳｅＢＰ￣３Ｂ ７００ ０６７ ８４１ Ａ Ｇ Ｇ ８ Ｇ ７ 错义突变

ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ ５２９ ４８５ ００１ Ｃ Ｔ Ｔ ９ Ｔ １２ 错义突变

ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ ５２９ ４８６ ７２７ Ａ Ｃ Ａ ５ Ｃ ２ 错义突变

Ｒｅｆ:该位点在染色体上位置ꎻＡｌｔ:该位点在测序数据中异于基因组碱基类型ꎻＤｅｐｔｈ:样品中单核苷酸多态性(ＳＮＰ)的测序深度ꎻ川麦 ４２:川麦 ４２
中 ＳＮＰ 位点的基因型ꎻ良鑫 ９９:良鑫 ９９ 中 ＳＮＰ 位点的基因型ꎮ

表 ６　 ＴａＳｅＢＰ 的单倍型分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａＳｅＢＰ

效应 错义突变 错义突变 错义突变 错义突变 缺失变异 错义突变 错义突变 错义突变 缺失变异 错义突变 缺失变异

位置(ｂｐ) ５２９ ４８４ ９５５ ５２９ ４８４ ９９５ ５２９ ４８５ ００１ ５２９ ４８５ ２８７ ５２９ ４８５ ３３４ ５２９ ４８５ ６４９ ５２９ ４８６ ３４４ ５２９ ４８６ ３７０ ５２９ ４８６ ３９４ ５２９ ４８６ ７２７ ５２９ ４８６ ８３３

Ｈａｐ１ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｃ

Ｈａｐ２ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｃ

Ｈａｐ３ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ
Ｈａｐ１ 对应的基因型:小偃 ６ 号、山农辐 ６３、豫麦 ２ 号、Ｌｕｚｉ１ (矮孟牛)、济南 １３、豫麦 ７ 号、绵阳 ２０、冀麦 ２６、豫麦 １３、西安 ８ 号、鲁麦 １４、鲁麦 １５、
扬麦 １５８、晋麦 ４７、西农 ８８１、鲁麦 ２１、 豫麦 ４１、冀麦 ３８、中麦 １７５、良星 ６６、新麦 ２６、中麦 ６６、冀麦 ３０、西农 ６５、苏麦 ３ 号ꎻＨａｐ２ 对应的基因型:扬
麦 ５ 号、新克旱 ９ 号、川麦 ２２、豫麦 １７、豫麦 １８、绵阳 ２６ 号、小偃 ９６ꎻＨａｐ３ 对应的基因型:川麦 ４２ꎮ

２.９　 ＴａＳｅＢＰ 蛋白共表达及蛋白质互作分析

使用 ＳＴＲＩＮＧ 网站预测 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 的蛋白质互

作表达图(图 ６)和注释(表 ７)ꎬ包括 ＴｒａｅｓＣＳ５Ａ０２￣
Ｇ３００４００(Ａ０Ａ３Ｂ６ＫＬＰ１)、ＴｒａｅｓＣＳ５Ｂ０２Ｇ３００８００(Ｄ￣
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６ＱＸ８５)、ＴｒａｅｓＣＳ３Ｂ０２Ｇ１０２５００(Ａ０Ａ０７７ＲＷ３０)、Ｔｒ￣
ａｅｓＣＳ３Ａ０２Ｇ０８７１００(Ａ０Ａ３Ｂ６ＥＢ１５)和 ＴｒａｅｓＣＳ３Ｄ０￣
２Ｇ０８７３００(Ａ０Ａ３Ｂ６ＧＬＱ９)编码的半胱氨酸合成酶ꎬ
属于半胱氨酸合成酶 /半胱硫氨酸￣合成酶家族ꎻ
ＴｒａｅｓＣＳ６Ａ０２Ｇ１８７３００(Ａ０Ａ３Ｂ６ＮＮ１４)、ＴｒａｅｓＣＳ６Ｂ０￣
２Ｇ２１７２００ ( Ａ０Ａ３Ｂ６ＰＬ８２) 和 ＴｒａｅｓＣＳ４Ａ０２Ｇ０７９１００
(Ａ０Ａ３Ｂ６ＨＰＶ８)编码含有 ＰＡＬＰ 结构域的蛋白质ꎻ
ＴｒａｅｓＣＳ４Ａ０２Ｇ０６５１００(Ａ０Ａ３Ｂ６ＨＮＶ０)和 ＴｒａｅｓＣＳ４￣
Ｂ０２Ｇ２４２７００(Ａ０Ａ３Ｂ６ＩＲＹ４)编码含氢结合结构域的

蛋白质ꎮ

３　 讨 论

目前硒结合蛋白在拟南芥[１８]、水稻[１９] 等植物中

已有相关功能解析报道ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[２０] 利用硒营养液

对华麦 １１６８、华麦 ２１５２ 进行叶面喷洒处理ꎬ发现

ＳｅＢＰ 可以使抗氧化酶活性增加ꎬ提高了小麦应对环

境胁迫的能力ꎻ郑麦 ９０２３ 是富硒潜在品种ꎬ施少量亚

硒酸盐可显著提高小麦生物质产量ꎬ且硒在植物机体

上主要积累部位为籽粒和根系ꎬ施用硒酸盐后主要积

累部位为叶片和秸秆[２１]ꎮ 当植物机体进行硫元素吸

收时ꎬ可以有效减弱硒酸钠的毒害作用ꎮ

图 ６　 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 蛋白共表达网络

Ｆｉｇ.６　 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ

表 ７　 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 蛋白互作分析

Ｔａｂｌｅ ７　 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

预测的功能互作蛋白质　 　 　 　 注释　 　 　 　 　 　 置信度得分

Ａ０Ａ３Ｂ６ＫＬＰ１(ＴｒａｅｓＣＳ５Ａ０２Ｇ３００４００) 半胱氨酸合成酶ꎬ属于半胱氨酸合成酶 / 半胱氨酸 β￣合成酶家族 ０.８９６

Ｄ６ＱＸ８５(ＴｒａｅｓＣＳ５Ｂ０２Ｇ３００８００) 半胱氨酸合成酶ꎬ属于半胱氨酸合成酶 / 半胱氨酸 β￣合成酶家族 ０.８９６

Ａ０Ａ３Ｂ６ＮＮ１４(ＴｒａｅｓＣＳ６Ａ０２Ｇ１８７３００) 含 ＰＡＬＰ 结构域的蛋白质 ０.８９５

Ａ０Ａ３Ｂ６ＰＬ８２(ＴｒａｅｓＣＳ６Ｂ０２Ｇ２１７２００) 含 ＰＡＬＰ 结构域的蛋白质 ０.８９５

Ａ０Ａ０７７ＲＷ３０(ＴｒａｅｓＣＳ３Ｂ０２Ｇ１０２５００) 半胱氨酸合成酶ꎬ属于半胱氨酸合成酶 / 半胱氨酸 β￣合成酶家族 ０.８９０

Ａ０Ａ３Ｂ６ＥＢ１５(ＴｒａｅｓＣＳ３Ａ０２Ｇ０８７１００) 半胱氨酸合成酶ꎬ属于半胱氨酸合成酶 / 半胱氨酸 β￣合成酶家族 ０.８９０

Ａ０Ａ３Ｂ６ＧＬＱ９(ＴｒａｅｓＣＳ３Ｄ０２Ｇ０８７３００) 半胱氨酸合成酶ꎬ属于半胱氨酸合成酶 / 半胱氨酸 β￣合成酶家族 ０.８９０

Ａ０Ａ３Ｂ６ＨＮＶ０(ＴｒａｅｓＣＳ４Ａ０２Ｇ０６５１００) 含 Ｈｃｙ 结合结构域的蛋白质 ０.８９０

Ａ０Ａ３Ｂ６ＨＰＶ８(ＴｒａｅｓＣＳ４Ａ０２Ｇ０７９１００) 含 ＰＡＬＰ 结构域的蛋白质 ０.８９０

Ａ０Ａ３Ｂ６ＩＲＹ４(ＴｒａｅｓＣＳ４Ｂ０２Ｇ２４２７００) 含 Ｈｃｙ 结合结构域的蛋白质 ０.８９０

　 　 本研究对小麦硒结合蛋白序列的分析结果表

明ꎬ小麦 ＳｅＢＰ 的等电点为５.３５~ ５􀆰 ８６ꎬ主要定位于

小麦细胞的细胞质中ꎬ这与骆鹰等[１９] 的研究结果一

致ꎮ 通过对 ＴａＳｅＢＰ 基因顺式作用启动子元件进行

分析ꎬ发现其含有对光响应的顺式作用元件、ＭＹＢ￣
Ｈｖ１ 结合位点、与赤霉素及脱落酸相关的响应元件

等ꎬ其中脱落酸响应元件含量相对较高ꎬ推测其可能

参与小麦籽粒的形成ꎮ 系统进化树分析结果表明ꎬ
水稻的 ＳｅＢＰ 与小麦的 ＳｅＢＰ 基因在进化上同源关

系更近ꎻ基因表达分析结果显示ꎬＴａＳｅＢＰ￣３Ａ、Ｔａ￣
ＳｅＢＰ￣３Ｂ 和 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 主要表达时期为灌浆期ꎬ可
能与籽粒发育相关ꎬ其他时期也有表达ꎬ但表达量相
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对较低ꎮ 推测 ＴａＳｅＢＰ 在小麦籽粒的发育过程中起

重要作用ꎬ可增加淀粉合成ꎬ促进籽粒的形成ꎮ
本研究通过对 Ｊｉｈｅｒ９１６、Ｌｕｚｉ１ 和 Ｈｅｉｘｉａｏｍａｉ７６ ３

个品种籽粒中 ＳｅＢＰ 基因的相对表达量进行检测ꎬ
发现品种间 ＴａＳｅＢＰ 相对表达量存在差异ꎮ 在 Ｓｅ 处

理下ꎬＤｏｎｇｈｅｉ 小麦中 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 相对表达量最高ꎬ
ＴａＳｅＢＰ￣３Ａ 相对表达量次之ꎮ 冻害处理下ꎬ对 Ｔａ￣
ＳｅＢＰ 基因的表达分析结果表明ꎬＴａＳｅＢＰ 基因对寒

冷胁迫能作出响应ꎬ其中叶片处理后相对表达量最

高的是 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄꎮ 因此ꎬ可进一步对 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ
进行研究ꎮ

本研究参照小麦联合变异数据库ꎬ对小麦的

ＤＮＡ 变异进行分析ꎬ发现小麦 ＳｅＢＰ 的多处错义突

变位点ꎬ可能会影响小麦硒结合蛋白的结构和功能ꎬ
进一步为研究小麦性状的分子机制提供参考ꎮ 为进

一步挖掘 ＴａＳｅＢＰ￣３Ｄ 基因的自然变异ꎬ对该基因进

行单倍型分析ꎬ发现其存在 ３ 种单倍型ꎬＨａｐ１ 为主

要单倍型ꎬ出现频数最多ꎬ共 ２５ 次ꎻＨａｐ２ 出现 ７ 次ꎻ
Ｈａｐ３ 出现 １ 次ꎮ Ｌｕｏ 等[２２] 的研究结果显示 Ｔａ￣
ＳｅＢＰ￣３Ａ 可以减轻镉毒害ꎬＸｉａｏ 等[２３] 的研究结果显

示转基因植株在喷硒后可增加硒的积累量ꎮ 硒处理

试验结果表明ꎬＴａＳｅＢＰ 表达对 Ｓｅ 处理响应不明显ꎬ
仅在缺 Ｃｌ 时添加 Ｓｅ 可显著提高 ＴａＳｅＢＰ 相对表达

量ꎬ这可能是因为 ＳｅＢＰ 为甲硫醇氧化酶ꎬ缺 Ｃｌ 时使

甲硫醇快速降解ꎬ从而导致 ＳｅＢＰ 含量增加ꎮ 此外ꎬ
抗寒试验结果也表明 ＳｅＢＰ 基因主要表达部位为叶

片ꎮ
本研究筛选和初步鉴定到 ３ 个小麦 ＳｅＢＰ 基因ꎬ

并对其蛋白质理化性质、基因启动子顺式作用元件、
ＳＮＰ 变异位点及单倍体等方面进行分析ꎬ推测 Ｔａ￣
ＳｅＢＰ 与植物籽粒发育有关ꎻ同时进行硒处理及小麦

抗寒试验研究ꎬ结果表明ꎬ其可能参与调控籽粒 Ｓｅ
元素含量变化及小麦抗逆表达ꎮ 本研究结果可为小

麦籽粒 Ｓｅ 元素含量增加及抗逆机制研究提供参考ꎬ
为今后更深入研究小麦育种提供一定的参考ꎮ
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