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小麦生长素结合基因 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的表达与染色体定位
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　 　 摘要：生长素影响了植物生长发育的诸多过程。 生长素结合蛋白 ＡＢＰ１（ａｕｘｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ）作为一种生长素受体，在
质膜上生长素诱导的快速反应中起重要作用。 小麦中已经克隆获得了 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ，但其在细胞中的作用位置以及在染色体

的定位情况仍不明确。 本研究利用洋葱表皮细胞瞬时表达系统对小麦生长素结合基因 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 进行亚细胞定位，结果表

明 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 蛋白为膜蛋白，存在于细胞质和细胞膜中；同时利用中国春缺体 － 四体材料和信息学方法，将 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 定位

在小麦 ５Ｄ 染色体长臂的近着丝粒位置上，距两侧 ＥＳＴ 标记 ＢＥ４９００７９ 和 ＢＥ４０５０６０ 的遗传距离分别为 ０． ５１ ｃＭ 和

０􀆰 ２８ ｃＭ。
　 　 关键词：小麦；ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ；亚细胞定位；信息学；染色体定位

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｈｅａｔ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ Ｇｅｎｅ
ＬＩ Ｘｉｎ１，ＺＨＡＮＧ Ｘｉａｏ⁃ｊｕｎ１，ＺＨＡＮ Ｈａｉ⁃ｘｉａｎ１，ＧＵＯ Ｈｕｉ⁃ｊｕａｎ１，ＬＩ Ｊｉａｎ⁃ｂｏ２，ＣＨＡＮＧ Ｚｈｉ⁃ｊｉａｎ１，ＱＩＡＯ Ｌｉｎ⁃ｙｉ１，２

（ １ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｒｏｐ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｓｈａｎｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ／ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｒｏｐ Ｇｅｎｅ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ
ａｎｄ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｎ Ｌｏｅｓｓ Ｐｌａｔｅａｕ，Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ， Ｔａｉｙｕａｎ ０３００３１；

２Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００６）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｕｘｉｎ ａｆｆｅｃｔｓ ｍａｎｙ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． Ａｓ ａｎ ａｕｘｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ａｕｘｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＢＰ１）ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｕｘｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ． Ｔｈｅ ＡＢＰ１
ｉｎ ｃｏｍｍｏｎ ｗｈｅａｔ，ｎａｍｅｄ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ，ｗａｓ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｃｌｏｎｅｄ，ｂｕｔ ｉｔｓ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｍａｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ａｒｅ ｓｔｉｌｌ ｎｏｔ ｃｌｅａｒ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ，ｗｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｔｈｅ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｙ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｅｄ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｉｎ ａｄｄｉ⁃
ｔｉｏｎ，ｕｓｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｐｒｉｎｇ ｎｕｌｌｉｔｅｔｒａｓｏｍｉｃ⁃ｔｅｔｒａｓｏｍｉｃ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ，ｗｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｔｈｅ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｅｒｉｃｅｎｔｒｏｍｅｒｉｃ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｎｇ ａｒｍ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ５Ｄ． ＥＳＴ ｍａｒｋｅｒｓ ＢＥ４９００７９ ａｎｄ ＢＥ４０５０６０ ｆｌａｎｋｅｄ
ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ ｂｙ ０． ５１ ｃＭ ａｎｄ ０． ２８ ｃＭ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｗｈｅａｔ；ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ；ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ

收稿日期：２０１４⁃０６⁃０６　 　 修回日期：２０１４⁃０７⁃０９　 　 网络出版日期：２０１４⁃１２⁃１１
ＵＲＬ：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ １１． ４９９６． Ｓ． ２０１４１２１１． ２２２０． ０１７． ｈｔｍｌ
基金项目：国家自然科学基金项目 （ ３１１７１８３９ ）；山西省国际科技合作计划项目 （ ２０１２０８１００６⁃２，２０１３０８１００７ ）；山西省科技攻关项目

（２０１３０３１１００１⁃５）；山西省回国留学人员科研资助项目（２０１２⁃１０２）
第一作者研究方向为小麦遗传育种。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓａａｓｌｉｘｉｎ＠ １２６． ｃｏｍ
通信作者：畅志坚，研究方向为小麦种质创新和外源基因导入。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｈａｎｇｚｊ＠ ｙｅａｈ． ｎｅｔ

乔麟轶，研究方向为小麦种质创新。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｑｉａｏｌｙ１９８８＠ １２６． ｃｏｍ

生长素（ａｕｘｉｎ）是植物中最重要的一类激素，影
响着植物生长发育的各个过程［１］。 生长素受体在

上述生长素信号转导通路中有着重要意义。 生长素

结合蛋白（ＡＢＰ１，ａｕｘｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １）是最早作

为生长素受体进行研究的一种蛋白，自 １９７２ 年首次

在玉米胚芽鞘膜上被发现以来［２］，其生化性质［３⁃４］

及其参与的快速电生理反应［５⁃７］ 已获得了详尽的研

究，但是 ＡＢＰ１ 与生长素的作用机制尚不明确。 随

着另一种生长素受体 ＴＩＲ１（ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｔ １）的发现［８⁃９］，人们曾一度质疑 ＡＢＰ１ 是否作为

生长素受体而存在。 然而 ＴＩＲ１ 位于细胞核，无法解

释生长素在质膜上诱导的一些快速反应［５⁃７］。 近年



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １６ 卷

来对 ＡＢＰ１ 重新进行了大量研究，证实 ＡＢＰ１ 作为一

种生长素受体参与质膜上生长素的响应过程，在细

胞周期、细胞扩增［１０⁃１１］、质膜内吞作用［１２］ 和基于

ＲＯＰ 的细胞骨架重建［１３］ 等快速反应中起着重要的

作用。 最新的研究表明，ＡＢＰ１ 和跨膜激酶蛋白

（ＴＭＫ，ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｋｉｎａｓｅ）形成了一个细胞表面

生长素传感复合体，激活 ＲＯＰ 信号通路，调控了非

转录细胞质反应以及相关的基本过程［１４］。 该研究

结果清楚地阐明了 ＡＢＰ１ 传导生长素信号调控这些

胞质反应的机制。
被子植物的 ＡＢＰ１ 大量存在于内质网内腔［１５］，

且 ＡＢＰ１ 蛋白 Ｃ 端包含一个特有的内质网滞留信号

序列 Ｌｙｓ⁃Ａｓｐ⁃Ｇｌｕ⁃Ｌｅｕ（ＫＤＥＬ）。 辣椒、苎麻等被子

植物的 ＡＢＰ１ 基因已经被克隆［１６⁃１７］。 作为一种重要

的粮食作物，小麦中的 ＡＢＰ１ 基因也已被克隆，并将

ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 定位于小麦的 ５Ｄ 染色体［１８］，但 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ
在细胞中的表达部位以及在 ５Ｄ 染色体上的具体位置

尚不明确。
本研究利用洋葱表皮细胞瞬时表达系统对 Ｔａ⁃

ＡＢＰ１⁃Ｄ 基因进行亚细胞定位，并利用中国春缺

体 －四体材料和信息学方法将 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 定位到小

麦染色体图谱上，以期为小麦生长素受体作用机制

的深度阐明提供参考，并为利用该基因进行小麦农

艺性状的改良奠定分子基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料

普通小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｔｉｖｕｍ Ｌ． ）品种中国春用

于基因克隆；洋葱（Ａｌｌｉｕｍ ｃｅｐａ Ｌ． ）球茎用于基因亚

细胞定位。 中国春缺体–四体材料用于标记的染色

体定位，由美国堪萨斯州立大学小麦遗传资源中心

提供。
限制性内切酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ、ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶购自 ＴａＫａＲａ 宝生物工程公司；ＲＮＡ 提取试剂盒、
反转录试剂盒（Ｍ⁃ＭＬＶＲＴ）、琼脂糖凝胶回收试剂

盒、ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 载体、ｐ１６３１８ｈ⁃ＧＦＰ 载体和 ＴＯＰ１０ 感

受态细胞购自生工生物公司；农杆菌（Ａｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）菌株由山西省农科院作物所保存；引物

用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０ 软件设计，由华大基因公司

合成。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 基因 ｃＤＮＡ 质粒制备及测序验

证　 剪取中国春小麦苗期叶片，按照 ＲＮＡ 提取试剂

盒说明书的方法提取总 ＲＮＡ，用反转录试剂盒反转

录获得小麦 ｃＤＮＡ。
以 ＴａＡＢＰ１ 的 Ｄ 基因组特异引物 ｇＦ ／ ｇＲ［１８］扩增

普通小麦中国春 ｃＤＮＡ。 扩增产物经琼脂糖凝胶电

泳后回收纯化并连接到 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 载体上，之后转

化 ＴＯＰ１０ 感受态细胞进行繁殖。 采用碱裂解法提

取经筛选获得的阳性克隆质粒 ＤＮＡ，送华大基因公

司测序，确认所得 ｃＤＮＡ 序列准确无误。
１． ２． ２　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ表达载体的构建　 根据 ｐ１６３１８ｈ⁃
ＧＦＰ 载体序列和 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ ｃＤＮＡ 序列的酶切位点设

计引 物 Ｆ⁃ＨｉｎｄＩＩＩ： ＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＧＡＧＴＧＧＡＣＡＣＡ⁃
ＣＡＡＣ ／ Ｒ⁃ＢａｍＨ Ｉ： ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＡＧＴＴＣＡＴＣＴＴＴＡＧ⁃
ＧＴ，对 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 基因 ｃＤＮＡ 质粒进行扩增，将产物

连接到 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 载体上再次测序验证。 验证结果

无误后用 Ｈｉｎｄ Ⅲ ＋ ＢａｍＨ Ｉ 双酶切含有 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ
的 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 载体以及 ｐ１６３１８ｈ⁃ＧＦＰ 载体，再用 Ｔ４
连接酶将酶切产物连接，得到 ３５Ｓ∷ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ⁃ＧＦＰ
融合载体（图 １）。
１． ２． ３　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的表达定位　 参考高山等［１９］ 的

方法，将 １ ｃｍ ×１ ｃｍ 幼嫩洋葱表皮于 ＭＳ 培养基上

２２ ℃预培养 ２０ ｈ。 之后将洋葱表皮浸于 ＭＳ 液体培

养基重悬的菌液（ＯＤ６００ ＝ １． ０）中侵染 １５ ｍｉｎ，用无

菌滤纸吸干菌液，平铺于 ＭＳ 固体培养基上，以光周

期 １６ ｈ 光照 ／ ８ ｈ 黑暗、２５ ℃共培养。 １２ ｈ 后取出

洋葱表皮小块，在 ＭＳ 液体培养基中洗涤后，将洋葱

上表皮压片，在激光扫描共聚焦显微镜 ４８８ ｎｍ 波长

激发下，观察 ＧＦＰ 的表达。
１． ２． ４ 　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的染色体定位 　 利用引物

ｑＳＦ１ ／ ｑＳＲ１［１８］ 对中国春及其缺体 － 四体材料进行

扩增。 ＰＣＲ 反应总体系为 ２０ μＬ，含 ２ μＬ １０ × ｂｕｆｆｅｒ
（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ，１． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＭｇＣｌ２）、０． ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ、１ Ｕ Ｔａｑ 酶、０． ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ
引物和 １００ ｎｇ 模板 ＤＮＡ。 反应扩增程序为：９４ ℃
变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ４５ ｓ，５８ ℃ （因引物不同而

异）复性 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，共 ３５ 个循环；７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎ。 对扩增产物用 ８％非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳，经硝酸银染色后观察拍照。
将 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 基因组序列提交 ＡＧＤＢ 数据库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｄ． ａｇｒｉｎｏｍｅ． ｏｒｇ ／ ） 检索对应的粗山羊草

（Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ） ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列，再将该序列递交

ＧｒａｉｎＧｅｎｅ ２． ０ 数据库，检索相似性 ＞ ９５％ 、Ｅ 值为

０． ０ 的粗山羊草已定位序列片段，根据这些序列片

段的位置信息［２０］ 和附近的 ＥＳＴ 标记，将 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ
整合到小麦 ＥＳＴ 标记图谱上［２１］。
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　 １ 期 李　 欣等：小麦生长素结合基因 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的表达与染色体定位

图 １　 ３５Ｓ∷ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ⁃ＧＦＰ 融合表达载体的构建

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ３５Ｓ∷ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ⁃ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

２　 结果与分析

２． １　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 表达载体的构建

使用引物 Ｆ⁃Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ／ Ｒ⁃ＢａｍＨ Ｉ，对 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ
基因 ｃＤＮＡ 质粒进行扩增，得到一条 ６２１ ｂｐ 的目标

条带（图 ２）。
将产物连接到 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 载体上转化 ＴＯＰ１０ 感

受态细胞，挑单克隆进行测序验证无误。 接着用

Ｈｉｎｄ Ⅲ ＋ ＢａｍＨ Ｉ 双酶切 ｐ１６３１８ｈ⁃ＧＦＰ 载体以及

ｐＥＡＳＹ⁃ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 载体，再用 Ｔ４ 连接酶对酶切产物

进行连接，得到 ３５Ｓ∷ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ⁃ＧＦＰ 融合载体（图
３），Ｈｉｎｄ Ⅲ ＋ ＢａｍＨ Ｉ 双酶切验证结果及测序验证

结果均无误，载体构建完成。

１ ～ ３：阳性质粒；Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００
１⁃３：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｖｅｃｔｏｒ，Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００

图 ２　 Ｆ⁃Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ／ Ｒ⁃ＢａｍＨ Ｉ 对 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ
基因 ｃＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ． ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ
ｃＤＮＡ ｂｙ Ｆ⁃ＨｉｎｄＩＩＩ ／ Ｒ⁃ＢａｍＨ Ｉ

ａ１ ～ ３、ｂ１ ～ ２：阳性质粒；Ｍ：ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＩＩＩ
ａ１⁃３ ａｎｄ ｂ１⁃２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｖｅｃｔｏｒ，Ｍ：ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＩＩＩ

图 ３　 ３５Ｓ∷ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ⁃ＧＦＰ 融合载体的 ＰＣＲ 鉴定（ａ）和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ＋ ＢａｍＨ Ｉ 双酶切鉴定（ｂ）
Ｆｉｇ． ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ３５Ｓ∷ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ⁃ＧＦＰ ｂｙ ＰＣＲ（ａ）ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（ｂ）
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２． ２　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的表达定位

将构建好的 ３５Ｓ∷ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ⁃ＧＦＰ 融合载体导

入洋葱表皮细胞中，共培养后观察。 结果显示导入

空白载体的洋葱表皮细胞的细胞核、细胞质和细胞

膜上都显示出绿色荧光（图 ３⁃Ｂ），而导入 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ

的洋葱表皮细胞只在细胞质和细胞膜上检测到绿色

荧光，即 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 蛋白主要存在于细胞质和细胞

膜上。 说明 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 蛋白属于一种分泌蛋白。 这

与 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 蛋白在质膜上发挥 ＩＡＡ 受体功能是一

致的。

Ａ、Ｂ：对照载体和 ＧＦＰ⁃ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的瞬时表达图； Ａ１、Ｂ１：荧光图；Ａ２、Ｂ２：明视野图；Ａ３、Ｂ３：Ａ１Ａ２、Ｂ１Ｂ２ 叠加图

Ａ ａｎｄ Ｂ：Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ＧＦＰ⁃ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ，Ａ１ ａｎｄ Ｂ１：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｈａｒｔｓ，
Ａ２ ａｎｄ Ｂ２：Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ｃｈａｒｔｓ，Ａ３ ａｎｄ Ｂ３：Ａ１Ａ２，Ｂ１Ｂ２ ｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ｃｈａｒｔｓ

图 ４　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的亚细胞定位

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ

２． ３　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的染色体定位

位于 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ ５′ 端非翻译区的 ＳＳＲ 标记

ｑＳＦ１ ／ ｑＳＲ１ 在中国春缺体–四体材料 Ｎ５ＡＴ５Ｂ、
Ｎ５ＡＴ５Ｄ、Ｎ５ＢＴ５Ａ 和 Ｎ５ＢＴ５Ｄ 中均能扩增出预期条

带，但在 Ｎ５ＤＴ５Ａ、Ｎ５ＤＴ５Ｂ 中无目标产物，证实 Ｔａ⁃
ＡＢＰ１⁃Ｄ 位于小麦 ５Ｄ 染色体上（图 ５）。

Ｍ：５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１：Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｐｒｉｎｇ，２：Ｎ５ＡＴ５Ｂ，３：Ｎ５ＡＴ５Ｄ，

４：Ｎ５ＢＴ５Ａ，５：Ｎ５ＢＴ５Ｄ，６：Ｎ５ＤＴ５Ａ，７：Ｎ５ＤＴ５Ｂ

图 ５　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的染色体定位

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ

将 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 基因组序列提交至 ＡＧＤＢ 数据

库，检索得到粗山羊草序列 ｓｃａｆｆｏｌｄ４６６９３，该序列包

含与 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 基因 ｃＤＮＡ 序列同源的粗山羊草

ＣＤＳ 序列 ＡＥＧＴＡ２３１６９，以及与 ｑＳＦ１ ／ ｑＳＲ１ 标记位

点相对应的简单重复序列（ＧＴ） ７ （图 ６ ａ⁃ｂ）。 将

ｓｃａｆｆｏｌｄ４６６９３ 递交 ＧｒａｉｎＧｅｎｅ２． ０ 数据库，得到 ２ 条

粗山羊草序列片段 ＡＴ５Ｄ４４８３ 和 ＡＴ５Ｄ４５３３，根据序

列片段位置信息［１９］对 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 进行初步定位（图
６ｃ），之后利用小麦 ５Ｄ 染色体上 ＥＳＴ 图谱信息［２０］，
将 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 及其连锁标记 ｑＳＦ１ ／ ｑＳＲ１ 定位于

ＢＥ４９００７９ 和 ＢＥ４０５０６０ 之 间， 遗 传 距 离 分 别 为

０． ５１ ｃＭ 和０． ２８ ｃＭ（图 ６ｄ）。

３　 讨论

３． １　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的表达定位

蛋白质在细胞中的有序分布和动态调控是生物

体精细调控生命活动的前提。 尤其对于真核细胞而

言，蛋白质的功能与在细胞中所处的位置密切相关，
即蛋白质必须处于合适的亚细胞位置才能发挥其功

能［２２］。 ＡＢＰ１ 作为在生长素质膜反应中起重要作用

的受体蛋白，其在细胞中的位置对于其功能的研究

有着重要意义。
序列分析表明 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 蛋白序列包含一个假

定的内质网定位信号 ＫＤＥＬ，但本试验亚细胞定位

结果显示 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 分布在细胞膜和细胞质，同样

的结果也出现在其他一些研究中［５⁃７，２３］ 。 这可能由
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　 １ 期 李　 欣等：小麦生长素结合基因 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的表达与染色体定位

ａ：ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 基因结构及其连锁标记；ｂ：与 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 对应的粗山羊草 ｓｃａｆｆｏｌｄ；ｃ：ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ （ＡＥＧＴＡ２３１６９）
在粗山羊草 ５ 号染色体上的定位；ｄ：ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 在小麦 ５Ｄ 染色体上的定位

ａ：Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｌｉｎｋｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ，ｂ：Ａｅ． ｔａｕｓｃｈｉｉ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｗｉｔｈ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ，ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｏｎｅｄ ｏｎ Ａｅ．
ｔａｕｓｃｈｉｉ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ５ ｏｆ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ（ＡＥＧＴＡ２３１６９），ｄ：Ｐｏｓｉｔｉｏｎｅｄ ｏｎ ｗｈｅａｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ５Ｄ ｏｆ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ

图 ６　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的染色体定位

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ

于内质网内腔中 ｐＨ 值接近 ７． ０，在此 ｐＨ 环境下

ＡＢＰ１ 几乎不结合生长素，而在细胞外环境下（ ｐＨ
值为 ５． ０ ～ ５． ５）ＡＢＰ１ 与生长素有高度结合性［２４］。
当细胞受到生长素诱导后，ＡＢＰ１ 就从内质网上释

放出来，并被运输到细胞膜上与 ＴＭＫ 蛋白形成复合

体而与生长素结合，调控质膜上的诸多反应过程。
３． ２　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 在近着丝粒区域的定位

本实验室曾利用 ｑＳＦ１ ／ ｑＳＲ１ 在 Ｗ７９８４ × Ｏｐａ⁃
ｔａ８５ 国际作图群体 ＲＩＬ Ｆ６ 中的分离数据，试图将

ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 定位到该群体的分子图谱上，但未能得

到定位结果。 通过本研究信息学分析可知， Ｔａ⁃
ＡＢＰ１⁃Ｄ 位于小麦 ５Ｄ 染色体长臂上的近着丝粒区

域，而在该区域内对基因进行定位是比较困难的。
着丝粒及其附近区域包含了大量的 ＤＮＡ 重复序列，
使得该区域内 ＳＳＲ 标记（如 ｑＳＦ１ ／ ｑＳＲ１）的特异性

大大降低，严重干扰了标记在作图群体中的扩增结

果，很可能导致基因定位失败。
小麦 Ａ 基因组供体乌拉尔图小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｕｒａ⁃

ｒｔｕ ） ［２５］、Ｄ 基因组供体粗山羊草［２６］ 以及普通小麦

品种中国春测序草图［２７］ 的公布使得利用信息学对

小麦已知序列基因进行定位成为可能。 由于 Ｔａ⁃
ＡＢＰ１⁃Ｄ 在 小 麦 Ｄ 基 因 组 中 的 同 源 序 列 ｓｃａｆ⁃
ｆｏｌｄ４６６９３ 无定位信息，因此，本研究先将 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ
基因组序列检索数据库得到粗山羊草序列片段，根

据序列片段位置信息获得附近 ＥＳＴ 标记，之后利用

这些标记将 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 整合到基于 ＥＳＴ 标记的小麦

分子图谱上，为候选基因的染色体定位提供了一个

新的思路。
３． ３　 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 的功能预测

ＡＢＰ１ 能在细胞水平上调控生长素反应，进而影

响植株表型。 拟南芥 ＡｔＡＢＰ１ 通过对 ＰＩＮ 蛋白的调节

最终影响了开花期［２８］，杂合突变体 ａｂｐ１ ／ ＡＢＰ１ 与野

生株相比开花期明显提前。 本研究根据染色体定位

结果，在距 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 约 ３． ９ ｃＭ 处发现一个春化基

因位点 Ｖｒｎ４［２９］（图 ６ｄ）。 已有研究表明携带 Ｖｒｎ４ 基

因的小麦植株在春化环境下会提前开花［３０］，且 Ｔａ⁃
ＡＢＰ１⁃Ｄ 与 ＡｔＡＢＰ１ 序列相似度高达 ９４． ５％，因此初

步推测 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 也可能像 ＡｔＡＢＰ１ 一样参与了植株

的花期调控。 这些猜测需要设计试验进行进一步的

验证，下一步计划采用关联分析的方法［３１⁃３２］，利用不

同花期的小麦自然群体对 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 进行等位变异

分析，并分析不同基因型与花期表型是否存在关联关

系。 若 ＴａＡＢＰ１⁃Ｄ 能被证实与小麦农艺性状有关，那
将在小麦性状改良中发挥重要的作用。
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４７８，４８２
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［１０］　 张羽，李新生，冯志峰，等． 陕西省水稻种质资源的遗传多样

性分析和指纹图谱构建［ Ｊ］ ． 西北农业学报，２０１１，２０（１２）：
５９⁃６５

［１１］ 　 李红宇，侯昱铭，陈英华，等． 用 ＳＳＲ 标记评估东北三省水稻
推广品种的遗传多样性［ Ｊ］ ． 中国水稻科学，２００９，２３ （４）：
３８３⁃３９０

［１２］　 辛业芸，张展，熊易平，等． 应用 ＳＳＲ 分子标记鉴定超级杂交
水稻组合及其纯度［Ｊ］ ． 中国水稻科学，２００５，１９（２）：９５⁃１００

［１３］　 于永红，应杰政，王磊，等． 鉴定水稻品种的微卫星标记筛选
［Ｊ］ ． 中国水稻科学，２００５，１９（３）：１９５⁃２０１

［１４］　 肖小余，王玉平，张建勇，等． 四川省主要杂交稻亲本 ＳＳＲ 多
态性分析和指纹图谱的构建与应用 ［ Ｊ］ ． 中国水稻科学，
２００６，２０（１）：１⁃７

［１５］ 　 丁立，齐永文，张洪亮，等． 中国三系杂交稻恢复系资源的遗
传多样性［Ｊ］ ． 作物学报，２００７，３３（１０）：１５８７⁃１５９４

［１６］ 　 程本义，施用烽，沈伟峰，等． 南方稻区国家水稻区域试验品
种的微 卫 星 标 记 分 析 ［ Ｊ ］ ． 作 物 学 报， ２００７， ３３ （ １０ ）：
１５８７⁃１５９４

［１７］ 　 郑康乐，庄杰云，陆军，等． 籼稻骨干亲本的 ＳＴＳ 多态性［ Ｊ］ ．
农业生物技术学报，１９９７，５（４）：３２５⁃３３０

［１８］ 　 Ｓｈａｎｎｏｎ Ｃ Ｅ，Ｗｅａｖｅｒ Ｗ． Ｔｈｅ ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ［Ｍ］． Ｕｒｂａｎａ：Ｕｎｉｖ ｏｆ Ｉｌｌｉｎｏｉｓ Ｐｒｅｓｓ，１９４９

［１９］ 　 Ｙｅｈ Ｆ Ｃ，Ｙａｎｇ Ｒ Ｃ，Ｂｏｙｌｅ Ｔ Ｂ Ｊ． ＰＯＰＧＥＮＥ，ｔｈｅ ｕｓｅｒ ｆｒｉｅｎｄｌｙ
ｓｈａｒｅｗａｒｅ ｆｏｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｍ］． Ｅｄｍｏｎｔｏｎ：
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃｅｎｔｅｒ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｌｂｅｒｔａ，
Ｃａｎａｄａ，１９９７

［２０］ 　 Ｒｏｈｌｆ Ｆ Ｊ． ＮＴＳＹＳｐｃ，ｎｕｍｅｒｉｃａｌ ｔａｘｏｎｏｍｙ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｓｙｓｔｅｍ ｖｅｒｓｉｏｎ ２． １０ｅ［Ｍ］． Ｓｅｔａｕｋｅｔ：Ｅｘｅｔｅｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ，２０００

［２１］ 　 唐浩，余汉勇，肖应辉，等． 基于 ＤＵＳ 测试的水稻标准品种形
态性状多样性分析［ Ｊ］ ． 植物遗传资源学报，２０１１，１１ （６）：
８５３⁃８５９
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