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　 　 摘要:具有 ＲＩＮＧ 结构域的 Ｅ３ 泛素连接酶 ＳＤＩＲ１(Ｓａｌｔ￣ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅａｌｌｙ ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ ｎｅｗ ｇｅｎｅ ｆｉｎｇｅｒ１)在植物信号调

节通路中发挥着重要的作用ꎮ 本研究克隆得到小麦 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因ꎬ基因组序列全长 ４０７０ ｂｐꎬ其中编码区上游为 １４４３ ｂｐꎬ编
码区为 ２３５２ ｂｐꎬ３′端非编码区(ＵＴＲ)为 ２７５ ｂｐꎻ该基因编码区 ｃＤＮＡ 序列长度为 ８４９ ｂｐꎬ预测其编码 ２８２ 个氨基酸ꎬ包括 ２ 个

跨膜结构域和 １ 个保守的 ＲＩＮＧ 型 ｆｉｎｇｅｒ 结构域ꎮ 以野生近缘种的二倍体、四倍体和六倍体普通小麦及一套由中国春为背景

的缺￣四体为材料ꎬ将基因定位在染色体 ４Ｄ 上ꎻ小麦抽穗期 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 在旗叶中的表达量最高ꎻ在 ＮａＣｌ、ＡＢＡ、ＰＥＧ 及４ ℃非生

物胁迫诱导下ꎬ小麦 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 均上调表达ꎬ可能参与植物抗逆调节通路ꎻ通过检测 ３２ 份多态性较高的小麦材料 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ
基因序列多态性ꎬ共检测到 ２ 个 ＳＮＰꎬ基因的编码区和上游序列中各存在 １ 个核苷酸变异ꎬ其中编码区的核苷酸变异位点(Ｇ / Ａ)
位于第 ４ 外显子上ꎬ为非同义突变ꎬ使精氨酸(Ａｇｒ)变为组氨酸(Ｈｉｓ)ꎮ ２ 个 ＳＮＰ 组成两种单倍型ꎬ根据￣５８３ ｂｐ 处的 ＳＮＰ(Ｔ / Ｃ)设

计分子标记 ＳＮＰ￣５８３ꎬ扫描自然群体 ２６２ 份材料的基因型ꎬ将其分为 ２ 种单倍型ꎬ分别与千粒重、倒二节长和穗长显著相关或极

显著相关ꎬ单倍型 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ 为提高千粒重的优异单倍型ꎮ 研究结果为小麦分子育种提供了理论依据和基因资源ꎮ
关键词:ＴａＳＤＩＲ１￣ＤꎻＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 泛素连接酶ꎻ抗逆性ꎻ分子标记ꎻ关联分析

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ＲＩＮＧ￣ｔｙｐｅ Ｅ３
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ Ｌｉｇａｓｅ Ｇｅｎｅ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｉｎ Ｗｈｅａｔ
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( １Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ ＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＳｈａｎｘｉꎬＴａｉｙｕａｎ ０３００００ꎻ
２ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｒｏｐ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＢｅｉｊｉｎｇ １０００８１)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ａ ＲＩＮＧ￣ｔｙｐｅ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ ＳＤＩＲ１ ( Ｓａｌｔ￣ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅａｌｌｙ ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ ｎｅｗ ｇｅｎｅ
ｆｉｎｇｅｒ１)ꎬｗｈｉｃｈ ｐｌａｙｓ ａ ｐｉｖｏｔａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｇｅｎｏｍｅ Ｄ ｏｆ ｗｈｅａｔ
(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. ). Ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｗａｓ ４０７０ ｂｐꎬｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａ １４４３ ｂｐ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎꎬ２３５２ ｂｐ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎꎬ２７５ ｂｐ ３′ ＵＴＲ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｗａｓ
８４９ ｂｐꎬｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｄ ２８２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｗｏ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎｄ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＲＩＮＧ
ｆｉｎｇｅｒ ｄｏｍａｉｎ. ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ４Ｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｗｈｅａｔ ｗｉｌｄ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ ａｎｄ ａ ｓｅｔ ｏｆ ｎｕｌｌｉｓｏｍｉｃ￣
ｔｅｔｒａｓｏｍｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｐｒｉｎｇ. ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｆｌａｇ ｌｅａｖｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｈｅａｄｉｎｇ
ｓｔａｇｅ. ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＮａＣｌꎬＡＢＡꎬＰＥＧ ａｎｄ ４ ℃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｍａｙ
ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐｌａｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｂｙ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｉｎ ３２ ｈｅｘａｐｌｏｉｄ ｗｈｅａｔ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓꎬｔｗｏ ＳＮＰｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｏｎｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎꎬａｎｏｔｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｅｘｏｎ(Ｇ / Ａ)ꎬｗｈｉｃｈ ｌｅｄ ｔｏ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ Ａｒｇ ｃｈａｎｇｅ ｉｎｔｏ Ｈｉｓ. Ｉｎ ａ ｎａｔｕｒａｌ ｐｏｐｕｌａ￣
ｔｉｏｎ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ２６２ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓꎬｔｗｏ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＳＮＰ￣５８３ꎬａ ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＳＮＰ(Ｔ / Ｃ) ａｔ ￣５８３ ｂｐꎬｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｒ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０００￣ｇｒａｉｎ ｗｅｉｇｈｔꎬ
ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｅｎｕｌｔｉｍａｔｅ ｎｏｄｅ ａｎｄ ｓｐｉｋｅ ｌｅｎｇｔｈ. Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ ｉｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｆｏｒ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
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１０００￣ｇｒａｉｎ ｗｅｉｇｈｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｗｈｅａｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＴａＳＤＩＲ１ꎻＲＩＮＧ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅꎻａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅꎻｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｒｋｅｒꎻａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

小麦是我国的三大主要粮食作物之一ꎬ在保障

粮食安全中占有至关重要的作用ꎬ小麦的生长发育、
代谢过程及最终的产量与周围的环境有着密不可分

的关系[１]ꎬ在生长过程中会不可避免地遭受各种逆

境胁迫ꎬ包括生物胁迫和非生物胁迫ꎬ其中后者包括

干旱、高温、盐碱和低温等[２￣３]ꎮ 非生物胁迫是导致

全球粮食减产的主要因素之一ꎬ它将导致植物在形

态建成及生理生化发育等一系列过程中发生变化ꎬ
同时植物通过不同的生理代谢和信号传导等调控机

制来适应非生物胁迫[４]ꎮ 研究表明ꎬ２６Ｓ 泛素蛋白

酶体途径是植物体内最精细的调控体系之一ꎬ对植

物的生长发育起着极为重要的作用[５]ꎮ
大量研究表明ꎬ植物通过泛素蛋白酶体途径降

解靶蛋白ꎬ从而维持自身正常的生长发育及代谢调

控途径[６]ꎮ 泛素蛋白酶体途径包括泛素活化酶 Ｅ１、
泛素结合酶 Ｅ２ 和泛素连接酶 Ｅ３ 及泛素化底物等

参与的一系列反应[５]ꎬ其中 Ｅ３ 泛素连接酶决定目

标靶蛋白的特异性识别ꎬ在此过程中发挥至关重要

的作用ꎮ Ｅ３ 泛素连接酶主要分为 ３ 大类:ＨＥＣＴ 结

构域家族、ＲＩＮＧ 结构域家族及 Ｕ￣ｂｏｘ 蛋白家族[７]ꎮ
ＲＩＮＧ 结构域家族最显著的特点是具有环指结构域

Ｃｙｓ￣Ｘ２ ￣Ｃｙｓ￣Ｘ(９￣３９) ￣Ｃｙｓ￣Ｘ(１￣３) ￣ＨｉｓＸ(２￣３) ￣Ｃｙｓ￣Ｘ２ ￣Ｃｙｓ￣
Ｘ(４￣４８) ￣Ｃｙｓ￣Ｘ２ ￣Ｃｙｓ(Ｃｙｓ 表示半胱氨酸ꎬＨｉｓ 表示组氨

酸ꎬＸ 表示任意氨基酸) [８]ꎮ
有研究表明ꎬＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 连接酶参与逆境胁迫

应答及籽粒发育调控[９￣１２]ꎮ ＳＤＩＲ１(Ｓａｌｔ￣ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅａｌｌｙ ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ ｎｅｗ ｇｅｎｅ ｆｉｎｇｅｒ１)是一个具

有 ＲＩＮＧ 型结构域的 Ｅ３ 泛素连接酶ꎬ植物中首次从

拟南芥中分离得到 ＡｔＳＤＩＲꎬ该基因通过 ＡＢＡ 途径上

调表达响应外界的干旱和盐胁迫逆境[１３￣１４]ꎮ 本研

究克隆了小麦 ＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 泛素连接酶基因 ＴａＳ￣
ＤＩＲ１￣Ｄꎬ分析其在小麦不同生长发育时期不同组织

部位的表达量ꎬ以及在非生物胁迫条件下的表达模

式ꎬ根据基因核苷酸序列多态性开发分子标记ꎬ分析

ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 多态性与农艺性状的关系ꎬ寻找优异单

倍型ꎬ为小麦株型及产量改良提供理论依据和技术ꎬ
为抗逆育种提供基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 植物材料及生长条件

以普通六倍体小麦品种旱选 １０ 号为材料ꎬ进行

基因克隆及不同胁迫条件下的表达模式分析ꎮ 利用

９ 份二倍体野生近缘种材料ꎬ包括 ３ 份乌拉尔图小

麦( ＡＡꎬ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｕｒａｒｔｕ Ｔｈｕｍａｎｊａｎ ｅｘ Ｇａｎｄｉｌｙａｎ):
ＵＲ２０８、ＵＲ２０９ 和 ＵＲ２０４ꎻ３ 份拟斯卑尔脱山羊草

(ＢＢꎬ Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｓｐｅｌｔｏｉｄｅｓ Ｔａｕｓｃｈ): Ｙ２０１７、 Ｙ２０４１ 和

Ｙ２０３３ꎻ３ 份粗山羊草(ＤＤꎬＡｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ Ｃｏｓｓ. ):
Ａｅ３８、Ａｅ４６ 和 Ｙ５７ꎻ３ 份四倍体野生近缘种野生二

粒小麦(ＡＡＢＢꎬＴｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｃｏｉｄｅｓ(Ｋöｒｎ. ) Ｋöｒｎ. ｅｘ
Ｓｃｈｗｅｉｎｆ. )ꎬ分别是 ＤＳ１、ＤＳ５ 和 ＤＳ６ꎬ以及一套以中

国春为背景的缺￣四体材料进行基因的染色体定位ꎮ
用一套由 ３２ 份多态性较高的六倍体小麦组成的自

然群体进行基因序列多态性检测ꎬ包括 ７ 份农家种

和 ２５ 份现代育成种ꎮ 用由 ２６２ 份普通六倍体小麦

材料构成的自然群体进行基因单倍型与农艺性状的

关联分析ꎬ该群体材料主要来自我国的北部冬麦区

和黄淮冬麦区ꎮ
自然群体在 ２０１０￣２０１２ 年 ３ 个生长季分别种植

在中国农业科学院作物科学研究所的顺义和昌平试

验基地ꎬ其中 ２０１１ 年只在顺义基地播种ꎮ 田间的水

分管理分为干旱胁迫(雨养)和灌溉两种条件ꎬ干旱

胁迫为全生育期依靠雨养ꎬ灌溉分别在越冬前、孕穗

期及开花期灌溉(７５０ ｍ３ / ｈｍ２)ꎬ３ 个生长季的降水量

分别为１３１ ｍｍ、１８０ ｍｍ 和１５８ ｍｍꎮ 每份材料种植在

行长 ２ ｍ、行距 ０ ３ ｍ 的 ４ 行小区ꎬ每行均匀点播种子

４０ 粒ꎮ 收获后ꎬ每份材料随机取 ５ 株ꎬ考察株高、穗
长、穗下节长、倒二节长和千粒重等农艺性状ꎮ
１ ２　 目的基因克隆

参照拟南芥同源基因 ＡｔＳＤＩＲ１(Ａｔ３ｇ５５５３０)的氨

基酸序列[１３]ꎬ在 ＵＲＧＩ 数据库中进行比对分析ꎬ在小

麦Ｄ 基因组中获得一个与其同源性较高的基因序列ꎬ
命名为 ＴａＳＤＩＲ１￣４Ｄꎮ 利用 Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ＤＮＡ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ￣
ｇｉｅｓ(ｈｔｔｐ: / / ｓｇ. ｉｄｔｄｎａ. ｃｏｍ / ｐａｇｅｓ)设计特异性扩增引

物 ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣Ｆ 和 ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣Ｒꎬ以及扩增基因编码区

ｃＤＮＡ 的引物 ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣ｃ￣Ｆ 和 ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣ｃ￣Ｒ(表 １)ꎮ
以小麦品种旱选 １０ 号 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用高保

真酶 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( ＴＲＡＮＳ￣
ＧＥＮꎬ北京)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增体系为 １５ μＬꎬ分
别包括 ５ Ｕ / μＬ 的 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ０ ３ μＬꎬ５ × Ｐｆｕ
ｂｕｆｆｅｒ ３ μＬꎬ２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ｄＮＴＰ １ ２ μＬꎬ５０ ｎｇ / μＬ
的模板 ＤＮＡ １ μＬꎬ稀释成 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的正、反向引

物各 ０ ５ μＬꎬ剩余用 ｄｄＨ２ Ｏ 补足ꎮ ＰＣＲ 反应程序

为:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ
３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 将 ＰＣＲ 扩增产物在 １ ２％
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表 １　 试验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)
引物用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ
ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣Ｆ ＧＡＴＣＧＧＧＴＣＧＴＧＡＣＡＴＣＧＡＴＴＧＴＧＴＣ 基因组特异引物

ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣Ｒ ＧＡＣＴＡＧＡＣＡＧＣＧＴＧＴＴＴＧＧＴＴＧＴＧＧＧ
ＳＤＩＲ１￣ＤＦ２ ＣＴＴＴＣＣＧＣＣＧＣＴＴＧＴＴＣＧＡＴＴＴＡＣ 测序引物

ＳＤＩＲ１￣ＤＦ３ ＴＧＡＡＴＣＣＧＧＣＡＡＧＧＡＧＧＴＡＡＴＧＡＡＴＡＡＡＴＧ
ＳＤＩＲ１￣ＤＦ４ ＧＡＧＣＡＡＡＴＣＴＣＡＡＡＣＡＣＡＴＣＧＡＧＴＡＧＡＧ
ＳＤＩＲ１￣ＤＲ２ ＧＡＡＣＣＣＡＴＣＴＴＡＣＡＣＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧ
ＳＤＩＲ１￣ＤＲ３ ＣＴＴＴＡＧＴＣＡＧＣＣＧＴＧＧＴＡＧＴＡＣＣＡＴＡＡＣ
ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣ｃ￣Ｆ ＧＴＧＧＡＣＡＣＣＡＴＧＡＧＣＴＴＴＧＴＧＴＴＣＣ ｃＤＮＡ 引物

ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣ｃ￣Ｒ ＣＡＣＣＡＴＧＧＣＡＴＣＣＡＴＴＴＣＡＣＣＡＣＣ
ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣ｑＦ ＣＣＡＡＣＣＡＴＡＧＣＣＣＴＴＧＣＴＴＣＧＡＧＧ 荧光定量引物

ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣ｑＲ ＧＴＣＡＴＡＧＡＡＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧＧＧＣＴＡＴＴＧＴＣＧ
Ｄ￣Ｎｄｅ Ｉ￣Ｆ ＴＧＴＴＴＡＴＡＡＧＴＡＴＧＴＡＴＴＧＡＴＡＴＴＡＴＴＡＴＧＴＧＣＴＧＴＴＧ ＳＮＰ￣５８３ 标记酶切引物

Ｄ￣Ｎｄｅ Ｉ￣Ｒ ＧＣＡＧＣＡＴＴＴＡＡＴＣＴＴＡＣＣＣＡＴＣＡＣＡＴＡＴ

琼脂糖凝胶上电泳分离ꎬ切取目的片段ꎬ用琼脂糖凝

胶 ＤＮＡ 试剂盒进行回收纯化ꎮ 将回收的 ＰＣＲ 产物

与 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ(ＴＲＡＮＳＧＥＮꎬ北京)克隆载体连接ꎬ
把连接产物转化到大肠杆菌感受态细胞ꎬ挑取至少

１２ 个阳性克隆ꎬ提取质粒测序ꎮ 采用同样的方法对

３２ 份多态性小麦材料进行测序ꎮ
以小麦幼苗的第一链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用高保真

酶 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(ＴＲＡＮＳＧＥＮꎬ
北京)进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ分离目标基因的编码区

ｃＤＮＡ 序列ꎬ用 ２％ 的琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＴ￣ＰＣＲ
产物ꎬ切胶回收并进行测序ꎬ进一步确定 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ
基因的编码区 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 用 ＤＮＡＭＡＮ 软件将测

序得到的编码区 ｃＤＮＡ 序列与基因组序列进行比

对ꎬ分析基因结构及编码的氨基酸序列ꎻ在 ＳＭＡＲＴ
网站(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ)进行蛋白结

构预测和功能分析ꎮ
１ ３　 目的基因 ＤＮＡ 序列多态性分析

利用 ＤＮＡＳＴＡＲ Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７ １ 中 Ｓｅｑｍａｎ 软件对

测序所得序列进行拼接组装ꎬ分析 ３２ 份不同材料中

ＤＮＡ 序列的多态性位点ꎮ
１ ４　 ＲＮＡ 的提取和实时荧光定量 ＰＣＲ

使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取小麦 ＲＮＡꎬ用反转录试剂盒

(ＴＩＡＮＧＥＮꎬ北京)根据其操作步骤用反转录酶将

１ μｇ 的小麦 ＲＮＡ 反转录形成 ｃＤＮＡꎮ 采用 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大连)提供的方

法和 ＡＢＩ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪运行实时定量 ＰＣＲ
反应ꎬ检测基因表达水平ꎮ
１ ５　 分子标记开发

根据序列比对分析结果ꎬ在 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因编

码区上游的多态性变异位点ꎬ￣５８３ ｂｐ(Ｔ / Ｃ)处设计

ｄＣＡＰＳ 分子标记ꎬ并命名为 ＳＮＰ￣５８３ꎮ 在该核苷酸

差异位点附近引入 １ 个错配碱基ꎬ形成可以用限制性

内切酶 Ｎｄｅ Ｉ 识别的酶切位点ꎮ 在该多态性位点附

近设计 １ 对扩增引物 Ｄ￣Ｎｄｅ Ｉ￣Ｆ 和 Ｄ￣Ｎｄｅ Ｉ￣Ｒ(表 １)ꎮ
以基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 的基因组特

异性引物 ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣Ｆ 和 ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣Ｒ 进行第 １ 轮

ＰＣＲꎬ将 ＰＣＲ 产物用 ｄｄＨ２Ｏ 稀释 １００ 倍后作为第 ２
轮 ＰＣＲ 的模板ꎮ 第 ２ 轮 ＰＣＲ 程序为:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ
９５ ℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３３ 个循环ꎻ７２ ℃
１０ ｍｉｎꎮ 吸取 ３ μＬ 的第 ２ 轮 ＰＣＲ 产物用限制性内

切酶 Ｎｄｅ Ｉ 在 ３７ ℃酶切 ４ ｈꎬ将酶切产物用 ４％的琼

脂糖凝胶电泳分离ꎬ根据酶切后的片段大小分析不

同小麦材料的基因型ꎮ
１ ６　 关联分析

利用 ｄＣＡＰＳ 分子标记 ＳＮＰ￣５８３ 检测自然群体

材料的基因型ꎮ 根据扫描结果ꎬ将 ２６２ 份自然材料

分为 ２ 种单倍型ꎮ 运用 ＴＡＳＳＥＬ２ １ 软件中的 ＧＬＭ
(ｇｅｎｅｒａｌ ｌｉｎｅｒ ｍｏｄｅｌ)程序ꎬ把群体结构(Ｑ)作为协

变量ꎬ将 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 的基因型和表型性状进行关联

分析ꎮ 并用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件进行方差分析ꎬ检测不

同单倍型性状的差异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 克隆及序列分析

以旱选 １０ 号为材料ꎬ克隆的 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因序

列全长为 ４０７０ ｂｐꎮ 该序列包括基因的编码区上游

为 １４４３ ｂｐꎬ编码区为 ２３５２ ｂｐꎬ３′端非编码区(ＵＴＲ)
为 ２７５ ｂｐꎮ 该基因编码区包括 ８ 个外显子和 ７ 个内

含子(图 １)ꎬ其中编码区 ｃＤＮＡ 序列全长 ８４９ ｂｐꎬ编
码 ２８２ 个氨基酸ꎬ包含 ２ 个跨膜结构域和 １ 个相对
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保守的 ＲＩＮＧ 型 ｆｉｎｇｅｒ 结构域(图 ２)ꎮ 对 ３２ 份高多

态性小麦材料目标基因进行测序ꎬ在基因的全长序列

中共检测到 ２ 个 ＳＮＰꎬ其中一个位于编码区上游序

列ꎬ另一个位于编码区ꎬ根据两个多态性位点ꎬ在小麦

中检测到 ２ 种单倍型ꎬ即 Ｈａｐ￣４Ｄ￣１ 和 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２
(图 １)ꎮ 编码区的 ＳＮＰ 位点位于第 ４ 外显子上ꎬ为
非同义突变ꎬ造成氨基酸的改变ꎬ使精氨酸(Ａｇｒ)改
变为组氨酸(Ｈｉｓ)ꎮ

ＡＴＧ 和 ＴＡＡ 分别表示起始和终止密码子ꎻＨａｐ￣４Ｄ￣１ 和 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ 表示 ２ 种单倍型

ＡＴＧ ａｎｄ ＴＡＡ ａｒｅ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬＨａｐ￣４Ｄ￣１ ａｎｄ Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ ａｒｅ ｔｗｏ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

图 １　 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因序列多态性

Ｆｉｇ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｇｅｎｅ

ＴＭ１ 和 ＴＭ２:预测的 ２ 个跨膜结构域ꎻ方框内 ＣＧＣ(Ｒ)变为 ＣＡＣ(Ｈ)表示此处精氨酸变成组氨酸ꎻ
ＲＩＮＧ ｆｉｎｇｅｒ ｄｏｍａｉｎ:高度保守的 ＲＩＮＧ ｆｉｎｇｅｒ 结构域ꎬ黑点表示保守的 Ｃｙｓ 和 Ｈｉｓ 残基

ＴＭ１ ａｎｄ ＴＭ２:ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓꎬＣＧＣ(Ｒ)→ＣＡＣ(Ｈ):Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｏ Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅꎬ
ＲＩＮＧ ｆｉｎｇｅｒ ｄｏｍａｉｎ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＲＩＮＧ ｆｉｎｇｅｒ ｄｏｍａｉｎꎬａｎｄ ｂｌａｃｋ ｄｏｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｃｙｓ ａｎｄ Ｈｉｓ ｒｅｓｉｄｕｅｓ

图 ２　 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因的 ＯＲＦ 序列及其编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ ２　 Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ

２ ２　 染色体定位

利用 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因组的特异引物 ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣Ｆ
和 ＳＤＩＲ１￣Ｄ￣Ｒꎬ分别对 ９ 份二倍体材料、３ 份四倍体

材料、１ 份普通六倍体小麦材料以及一套由中国春

为背景的缺￣四体材料进行 ＰＣＲ 扩增检测ꎬ将 ＴａＳ￣
ＤＩＲ１￣Ｄ 定位在染色体 ４Ｄ 上(图 ３)ꎮ

２ ３　 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 组织特异性表达

对小麦品种旱选 １０ 号抽穗期的不同组织器官

取样ꎬ包括根、叶、叶鞘、茎节、节间和穗ꎬ表达模式分

析结果显示ꎬ该基因在抽穗期的各个组织器官中均

有表达ꎬ但在旗叶中的表达量显著高于其他部位

(图 ４)ꎮ
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ＡＡ:乌拉尔图小麦ꎻＢＢ:拟斯卑尔托山羊草ꎻＤＤ:粗山羊草ꎻＡＡＢＢ:四倍体小麦ꎻＡＡＢＢＤＤ:六倍体小麦

ＡＡ:Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｕｒａｒｔｕ Ｔｈｕｍａｎｊａｎ ｅｘ ＧａｎｄｉｌｙａｎꎬＢＢ:Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｓｐｅｌｔｏｉｄｅｓ ＴａｕｓｃｈꎬＤＤ:Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ Ｃｏｓｓ. ꎬ
ＡＡＢＢ:Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｉｃｏｃｃｏｉｄｅｓ(Ｋöｒｎ. )Ｋöｒｎ. ｅｘ Ｓｃｈｗｅｉｎｆ. ꎬＡＡＢＢＤＤ:Ｈｅｘａｐｌｏｉｄ ｗｈｅａｔꎬＭａｒｋｅｒ:Ｍａｒｋｅｒ ＩＩＩ

图 ３　 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因的染色体定位

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｇｅｎｅ

Ｓ:穗ꎻＦＬ:旗叶ꎻＳｔ:茎ꎻＮ:节ꎻＲＢ:根基ꎻＲ３０:０ ~ ３０ ｃｍ 根系ꎻ
Ｒ５０:３０ ~ ５０ ｃｍ 根系ꎻＲ７０:５０ ~ ７０ ｃｍ 根系ꎻ
Ｒ９０:７０ ~ ９０ ｃｍ 根系ꎻＲ１００:９０ ~ １００ ｃｍ 根系

Ｓ:ＳｐｉｋｅꎬＦＬ:Ｆｌａｇ ＬｅａｆꎬＳｔ:ＳｔｅｍꎬＮ:ＮｏｄｅꎬＲＢ:Ｒｏｏｔ Ｂａｓｉｓꎬ
Ｒ３０:Ｒｏｏｔ(０￣３０ ｃｍ)ꎬＲ５０:Ｒｏｏｔ(３０￣５０ ｃｍ)ꎬ

Ｒ７０:Ｒｏｏｔ(５０￣７０ ｃｍ)ꎬＲ９０:Ｒｏｏｔ(７０￣９０ ｃｍ)ꎬＲ１００:Ｒｏｏｔ(９０￣１００ ｃｍ)

图 ４　 小麦抽穗期 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 在组织器官中的表达模式

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｉｎ ｗｈｅａｔ
ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ａｔ ｈｅａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ

２ ４　 非生物胁迫下 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 表达模式

为了研究 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 对不同非生物胁迫的应

答情况ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 基因作为内参ꎬ通过 ＮａＣｌ、ＡＢＡ、
ＰＥＧ 和 ４ ℃ ４ 种非生物胁迫处理小麦幼苗ꎬ分析

ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 在不同胁迫处理下的表达模式ꎮ 在 ＮａＣｌ
处理条件下ꎬＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 的表达量明

显高于其他时间点ꎬ约是对照的 ８ 倍左右(图 ５Ａ)ꎮ
在外源 ＡＢＡ 的处理条件下ꎬＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 的表达量在

０ ５ ｈ 达到最高水平ꎬ随后表达量逐渐下降ꎬ到 ６ ｈ 形

成第 ２ 个上调表达小高峰ꎬ随后表达量再次逐渐回落

(图 ５Ｂ)ꎮ 在 ＰＥＧ 处理条件下ꎬＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 在处理后

的 １２ ｈ 表达量最高ꎬ随后下降(图 ５Ｃ)ꎮ 在 ４ ℃胁

迫处理 ０ ５ ｈ 时形成第 １ 个上调表达小高峰ꎬ随后

表达量有所下降ꎬ在 ２４ ｈ 表达量再次上升ꎬ到 ４８ ｈ
达到最高水平ꎬ随后再次下降(图 ５Ｄ)ꎮ 以上结果

中ꎬ尽管 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 在 ４ 种非生物胁迫条件下表达

模式不同ꎬ但表达量都有上调ꎬ表明其参与了小麦对

逆境胁迫的应答ꎬ可能与提高抗逆性相关ꎮ
２ ５　 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 功能标记开发

在 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因的全长序列中共检测到 ２ 个

核苷酸多态性变异位点ꎬ由于编码区的 ＳＮＰ(Ｇ / Ａ)
与编码区上游的 ＳＮＰ(Ｔ / Ｃ)完全连锁ꎬ所以选择在

编码区上游序列的￣５８３ ｂｐ 处设计 ｄＣＡＰＳ 标记ꎬ命
名为 ＳＮＰ￣５８３ꎬ引物为 Ｄ￣Ｎｄｅ Ｉ￣Ｆ 和 Ｄ￣Ｎｄｅ Ｉ￣Ｒꎬ扩增

产物为 ２１５ ｂｐꎮ 选择 Ｎｄｅ Ｉ(ＣＡ▼ＴＡＴＧ)酶切扩增产

物ꎬ在该位点为 Ｃ 的材料中ꎬ扩增产物可被 Ｎｄｅ Ｉ 酶
切成 １８９ ｂｐ 和 ２６ ｂｐ 两条带ꎬ而在差异位点为 Ｔ 的

材料中ꎬ扩增产物不含有 Ｎｄｅ Ｉ 酶切位点ꎬ不能被酶

切ꎬ检测结果为单一条带(图 ６)ꎮ
２ ６　 单倍型与农艺性状的关系

利用分子标记 ＳＮＰ￣５８３ 扫描小麦自然群体的

２６２ 份材料ꎬ根据扫描结果ꎬ供试材料分为 ２ 种单倍

型ꎬ即 Ｈａｐ￣４Ｄ￣１ 和 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２(图 １)ꎬ所占比率分别

为 ９０％和 １０％ꎮ 关联分析结果表明ꎬ在 ３ 年 ５ 点 １０
种环境条件下ꎬ该标记与千粒重、倒二节长显著或极

显著相关ꎻ除 ２０１２ 年昌平旱地外ꎬ在其他 ９ 种环境条

件下ꎬ该标记与穗长也呈显著或极显著相关(表 ２)ꎮ
对不同单倍型材料性状的方差分析结果表明ꎬ

在 １０ 种环境条件下ꎬ具有单倍型 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ 的材料

千粒重均显著高于 Ｈａｐ￣４Ｄ￣１ 的材料(图 ７Ａ)ꎮ 单

倍型 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ 材料的倒二节长要比 Ｈａｐ￣４Ｄ￣１ 的

短ꎬ同样在 １０ 种环境条件下的差异达到了显著水平

(图 ７Ｂ)ꎮ 单倍型 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ 材料的穗长要比 Ｈａｐ￣
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图 ５　 小麦幼苗 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 在非生物胁迫条件下的表达谱

Ｆｉｇ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇ

ＰＣＲ 产物用 Ｎｄｅ Ｉ 酶切后的电泳结果ꎻ － ５８３ ｂｐ 处碱基为 Ｔ 的

ＰＣＲ 产物不能被酶切ꎬ该处碱基为 Ｃ 的 ＰＣＲ 产物可以被酶切

Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｎｄｅ Ｉꎬ
Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗｉｔｈ ｂａｓｅ Ｔ ａｔ － ５８３ ｂｐ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄꎬ
ｂｕｔ ｗｉｔｈ ｂａｓｅ Ｃ ｃａｎ ｂｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄꎬＭ ｗａｓ １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ

图 ６　 ＴａＳＤＩＲ１￣ＤｄＣＡＰＳ 标记 ＳＮＰ￣５８３
的扩增产物酶切图谱

Ｆｉｇ ６　 Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｄＣＡＰＳ
ｍａｒｋｅｒ ＳＮＰ￣５８３ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ ｇｅｎｅ

４Ｄ￣１ 的 长ꎬ 在 除 了 ２０１１￣ＳＹ￣ＤＳ、 ２０１２￣ＣＰ￣ＤＳ 和

２０１２￣ＳＹ￣ＤＳ 之外的 ７ 种环境条件下ꎬ两种单倍型的

穗长差异都达到了显著水平(图 ７Ｃ)ꎮ 因此ꎬ对于小

麦的农艺性状千粒重、倒二节长和穗长ꎬＨａｐ￣４Ｄ￣２
是优异单倍型ꎮ

３　 讨论

泛素化在植物生长发育和信号传导过程中发挥

着重要的作用ꎮ 研究发现ꎬＥ３ 泛素连接酶 ＳＤＩＲ１ 在

拟南芥[１４]、水稻[１５]、玉米[１６]、葡萄[１７] 和烟草[１８] 等

单子叶和双子叶植物中都存在并且都可以通过响应

非生物胁迫来提高植物的抗逆性ꎮ 在拟南芥中ꎬ
ＳＤＩＲ１ 过表达植株与野生型相比ꎬ在种子的萌发期

和后期生长过程中表现出对 ＡＢＡ 及盐的超敏感

性ꎬ并且在干旱条件下ꎬＳＤＩＲ１ 过表达植株比野生

型的气孔开张程度要小ꎬ使其蒸腾作用降低并提

高耐旱性[１９] ꎮ 水稻中 ＳＤＩＲ１ 过表达植株与野生型

植株经过干旱处理后ꎬ过表达植株的存活率明显

高于野生型[１５] ꎮ 本研究结果也表明ꎬ小麦 ＴａＳ￣
ＤＩＲ１￣Ｄ 响应逆境胁迫上调表达ꎬ说明 Ｅ３ 泛素连

接酶 ＳＤＩＲ１ 在植物的抗逆生理过程中行使了重要

的功能ꎬ对于改良作物抗旱性具有重要意义ꎮ
小麦 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因由 ７ 个内含子和 ８ 个外显

子组成ꎬ编码 ２８２ 个氨基酸ꎮ 通过软件预测分析发

现ꎬＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 蛋白在 Ｎ 端含有 ２ 个跨膜结构域ꎬ在
Ｃ 端含有 １ 个保守的 ＲＩＮＧ ｆｉｎｇ 结构域ꎮ 在拟南芥、
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表 ２　 ＴａＳＤＩＲ１￣４Ｄ 在 １０ 种种植环境条件下与农艺性状的关联分析

Ｔａｂｌｅ ２　 ＴａＳＤＩＲ１￣４Ｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ １０ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ

年份

Ｙｅａｒ
地点

Ｓｉｔｅ
条件

Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

Ｐ 值　 Ｐ￣ｖａｌｕｅ

千粒重 ＴＧＷ 倒二节长 ＬＰＮ 穗长 ＳＬ

２０１０ 昌平 ＣＰ 干旱 ＤＳ ０ ００１４∗∗∗ ０ ０１７５∗ ０ ００５１∗∗

昌平 ＣＰ 灌溉 ＷＷ ３ ２１Ｅ￣０４∗∗∗ ０ ０１０５∗ ３ １８Ｅ￣０４∗∗∗

顺义 ＳＹ 干旱 ＤＳ ０ ０１３８∗ ０ ０２９２∗ ０ ００５８∗∗

顺义 ＳＹ 灌溉 ＷＷ ４ ３４Ｅ￣０５∗∗∗ ０ ０１５５∗ ０ ０１８６∗

２０１１ 顺义 ＳＹ 干旱 ＤＳ ０ ０３４４∗ ０ ０４０２∗ ０ ０３１９∗

顺义 ＳＹ 灌溉 ＷＷ ２ ６２Ｅ￣０４∗∗∗ ０ ０３４８∗ ０ ００９１∗∗

２０１２ 昌平 ＣＰ 干旱 ＤＳ １ ６５Ｅ￣０５∗∗∗ ０ ００９８∗∗ ｎ. ｓ.
昌平 ＣＰ 灌溉 ＷＷ ０ ０１３０∗ ０ ０１３７∗ ０ ００８０∗∗

顺义 ＳＹ 干旱 ＤＳ ３ ８６Ｅ￣０５∗∗∗ ０ ０３５７∗ ０ ０３７１∗

顺义 ＳＹ 灌溉 ＷＷ ９ ３８Ｅ￣０６∗∗∗ ０ ０１０６∗ ０ ０１１３∗

ＴＧＷ:１０００￣ｇｒａｉｎ ｗｅｉｇｈｔꎬＬＰＮ:ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｅｎｕｌｔｉｍａｔｅ ｎｏｄｅꎬＳＬ:ｓｐｉｋｅ ｌｅｎｇｔｈꎬｎ. ｓ. :ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔꎬＣＰ:ＣｈａｎｇｐｉｎｇꎬＳＹ:ＳｈｕｎｙｉꎬＷＷ:ｗｅｌｌ￣ｗａｔｅｒｅｄꎬＤＳ:

ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄꎬ∗:Ｐ < ０ ０５ꎬ∗∗:Ｐ < ０ ０１ꎬ∗∗∗:Ｐ < ０ ００１ꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

１０ＣＰＤＳ:２０１０ 年昌平旱地ꎻ１０ＣＰＷＷ:２０１０ 年昌平水地ꎻ１０ＳＹＤＳ:２０１０ 年顺义旱地ꎻ１０ＳＹＷＷ:２０１０ 年顺义水地ꎻ１１ＳＹＤＳ:２０１１ 年顺义旱地ꎻ
１１ＳＹＷＷ:２０１１ 年顺义水地ꎻ１２ＣＰＤＳ:２０１２ 年昌平旱地ꎻ１２ＣＰＷＷ:２０１２ 年昌平水地ꎻ１２ＳＹＤＳ:２０１２ 年顺义旱地ꎻ１２ＳＹＷＷ:２０１２ 年顺义水地

１０ＣＰＤＳ:ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈａｎｇｐｉｎｇ ｉｎ ２０１０ꎬ１０ＣＰＷＷ:ｗｅｌｌ￣ｗａｔｅｒｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈａｎｇｐｉｎｇ ｉｎ ２０１０ꎬ
１０ＳＹＤＳ:ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｕｎｙｉ ｉｎ ２０１０ꎬ１０ＳＹＷＷ:ｗｅｌｌ￣ｗａｔｅｒｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｕｎｙｉ ｉｎ ２０１０ꎬ
１１ＳＹＤＳ:ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｕｎｙｉ ｉｎ ２０１１ꎬ１１ＳＹＷＷ:ｗｅｌｌ￣ｗａｔｅｒｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｕｎｙｉ ｉｎ ２０１１ꎬ

１２ＣＰＤＳ:ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈａｎｇｐｉｎｇ ｉｎ ２０１２ꎬ１２ＣＰＷＷ:ｗｅｌｌ￣ｗａｔｅｒｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈａｎｇｐｉｎｇ ｉｎ ２０１２ꎬ
１２ＳＹＤＳ:ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｕｎｙｉ ｉｎ ２０１２ꎬ１２ＳＹＷＷ:ｗｅｌｌ￣ｗａｔｅｒｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｕｎｙｉ ｉｎ ２０１２

图 ７　 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 两种单倍型的农艺性状比较

Ｆｉｇ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ

水稻和玉米等其他植物中的研究表明ꎬＳＤＩＲ１ 都含

有一个保守的 ＲＩＮＧ ｆｉｎｇ 结构域ꎬ且具有 Ｅ３ 泛素连

接酶的功能ꎬ当拟南芥中 ＳＤＩＲ１ 的 ＲＩＮＧ ｆｉｎｇ 结构

域被破坏后ꎬ泛素反应结果显示其 Ｅ３ 泛素连接酶

的活性完全消失[１３]ꎮ 因此ꎬ我们推测在小麦的

ＳＤＩＲ１ 中ꎬ完整的 ＲＩＮＧ ｆｉｎｇ 结构是其 Ｅ３ 泛素连接

酶保持活性的必要条件ꎮ
通过检测 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因序列的多态性ꎬ发现

７５９
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位于第 ４ 外显子的 ６０３ ｂｐ 处的核苷酸变异引起了

氨基酸的改变ꎬ 使精氨酸 ( Ａｒｇ) 改变为组氨酸

(Ｈｉｓ)ꎬ且 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 的两种单倍型在此处存在氨

基酸的差异ꎮ 通过对 ＤＮＡ 骨架结合功能ꎬＲＩＮＧ 型

Ｅ３ 泛素连接酶折叠结构[８]的研究ꎬ同时结合精氨酸

和组氨酸的性质特征方面的差异ꎬ我们推测 ＴａＳ￣
ＤＩＲ１￣Ｄ 两种单倍型之间此处氨基酸的差异造成了

ＲＩＮＧ 型 Ｅ３ 泛素连接酶折叠结构的不同ꎬ进而使两

种单倍型的功能有所差异ꎮ
对小麦抽穗期不同组织部位的表达模式分析结

果表明ꎬＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 在小麦的各个组织中均有分布ꎬ
而在抽穗期旗叶中的表达量明显高于其他组织ꎮ 此

现象暗示着在此时期该基因可能在旗叶中发挥非常

重要的作用ꎬ旗叶通过光合作用参与穗部的形态建

成和籽粒发育过程ꎮ 有研究发现ꎬ小麦穗发育相关

基因 ＴａＳＰＬ２０￣Ｄ 的单倍型与小麦的千粒重及株高

相关联[２０]ꎬ而在抽穗期 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ 基因的表达量在

旗叶中升高ꎬ可能为小麦的穗部生长发育提供了优

良条件ꎬ从而影响小麦产量ꎮ
千粒重是小麦产量的重要因素ꎬ受到育种家们的

高度关注[２１￣２３]ꎮ 小麦植株倒二节的缩短可能降低株

高ꎬ提高抗倒伏能力ꎬ最终影响产量ꎮ 根据对 ＴａＳ￣
ＤＩＲ１￣Ｄ 基因序列的多态性分析ꎬ小麦自然群体的 ２６２
份材料拥有两种单倍型ꎬ关联分析结果显示 ＴａＳ￣
ＤＩＲ１￣Ｄ 的单倍型与千粒重、倒二节长和穗长等表型

性状相关ꎮ 不过ꎬ由于基因在染色体上的连锁关系ꎬ
与 ＴａＳＤＩＲ１ 相邻的基因或者周围基因组区段上的基

因也都有可能与千粒重、倒二节长和穗长显著相关ꎬ
实际情况尚有待研究ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２０]研究结果表明ꎬ小
麦在长期的进化过程中ꎬ呈现株高降低ꎬ单株穗数减

少和千粒重逐渐增加的趋势ꎬ本研究结果中ꎬ拥有单

倍型 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ 的材料千粒重较大、倒二节较短和穗

子较长ꎬ两个研究结果的趋势相同ꎬ说明 ＴａＳＤＩＲ１￣Ｄ
优异单倍型 Ｈａｐ￣４Ｄ￣２ 的分子标记 ＳＮＰ￣５８３ 可以用

于对目标性状的选择ꎬ提高小麦育种选择效率ꎮ
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