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小麦分蘖角度 ＴａＴＡＣ１ 基因同源克隆及表达分析

曹　 鑫ꎬ邓　 梅ꎬ张正丽ꎬ刘宇娇ꎬ杨希兰ꎬ周　 红ꎬ刘亚西
(四川农业大学小麦研究所分子生物学实验室ꎬ成都 ６１１１３０)

　 　 摘要:分蘖角度影响植物群体结构、光合效率以及植株的形态建成ꎬ最终影响其产量及品质ꎮ 小麦中关于分蘖角度的研

究鲜有报道ꎮ 前人研究显示ꎬ水稻 ＯｓＴＡＣ１ 正向调控分蘖角度的大小ꎬ玉米 ＺｍＴＡＣ１ 与叶片角度呈正相关ꎮ 本研究的目的是

解析 ＴａＴＡＣ１ 的表达模式并初步了解该基因的分子遗传机制及其与分蘖角度的遗传关系ꎮ 本研究以 ＣＮ１６、ＳＭ９６９、Ｌａｎ２３９９、
ＳＨＷ￣１ 为材料ꎬ利用同源克隆分离获得 ＴａＴＡＣ１ꎬ利用生物信息学软件对 ＴａＴＡＣ１ 进行序列特征分析ꎬ应用实时荧光定量 ＰＣＲ
对其表达模式进行分析ꎬ并进行 ＴａＴＡＣ１ 蛋白的亚细胞定位分析ꎮ 结果显示ꎬＴａＴＡＣ１ 长度约 １􀆰 １ ~ １􀆰 ２ ｋｂꎬ包括 ７８０ ｂｐ 的完整

开放阅读框和 ３２０ ~ ３７０ ｂｐ 的 ３′￣ＵＴＲꎮ ＴａＴＡＣ１ 的 ｃＤＮＡ 序列分为 ２ 类ꎬ其中 ＣＮ１６￣２、ＳＭ９６９￣２ 的第 １０ 号碱基发生突变ꎬ引起

终止子提前ꎬ导致 ＴａＴＡＣ１ 表达受阻ꎻＬａｎ２３９９￣２ 和 ＳＨＷ￣１￣２ 在 １０９ ~ １１５ 碱基位置有“ＣＧＣＧＣＧ”片段插入ꎬ导致蛋白质 β￣折叠

片减少ꎮ 表达分析表明ꎬＴａＴＡＣ１ 在分蘖期的叶鞘、茎高效表达ꎬ分蘖节其次ꎬ叶与根表达量最低ꎮ 相关分析表明该基因在分蘖

节各时期表达量与分蘖角度呈显著正相关ꎬＰｅａｒｓｏｎ 相关系数为 ０􀆰 ６７７ꎬ其他组织表达量与分蘖角度无显著相关性ꎮ 亚细胞定

位分析显示 ＴａＴＡＣ１ 定位于细胞膜ꎮ 从上述结果可以推测 ＴａＴＡＣ１ 在 ｍＲＮＡ 水平上正向调控分蘖角度ꎬ且可能参与生长素极

性运输过程从而改变分蘖角度大小ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ａｎｇｌｅ ａｆｆｅｃｔｓ ｐｌａｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｉｔ ｔｈｕｓ
ｃｏｕｌｄ ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｆｏｒ ａ ｇｉｖｅｎ ｐｌａｎｔ. Ｔｏ ｏｕｒ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅꎬｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ａｎｇｌｅ ｉｎ
ｗｈｅａｔ ａｒｅ ｌｉｍｉｔｅｄ. Ｉｔ ｗａｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｈａｔ ＯｓＴＡＣ１ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ａｎｇｌｅ ａｎｄ ＺｍＴＡＣ１ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｗａｓ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｄｅ ａｎｇｌｅ. Ｈｅｒｅꎬｗｅ ａｒｅ ａｉｍｉｎｇ ａｔ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＴａＴＡＣ１ ａｎｄ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ
ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ａｎｇｌｅ. Ｔｏ ｔｈｉｓ ｅｎｄꎬｗｅ
ｕｓｅｄ ｆｏｕｒ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｗｈｅａｔꎬＣＮ１６ꎬＳＭ９６９ꎬＬａｎ２３９９ ａｎｄ ＳＨＷ￣１ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ＴａＴＡＣ１ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈｏｍｏｌｏｇｙ
ｃｌｏｎｉｎｇꎬｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｉｔｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬａｎａｌｙｚｅｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬａｎｄ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ. Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＴａＴＡＣ１ ｗａｓ ａｂｏｕｔ １􀆰 １￣１􀆰 ２ ｋｂ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ７８０ ｂｐ ｏｆ ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｏｐｅｎｉｎｇ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ａｎｄ ３２０￣３７０ ｂｐ ｏｆ ３′￣ＵＴＲ. Ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＴａＴＡＣ１ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＮ１６￣２ ａｎｄ ＳＭ９６９￣２ ｗｅｒｅ ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎ Ｔｙｐｅ Ｉ. Ｔｈｅ １０ｔｈ
ｂａｓｅ ｆｏｒ ｔｈｅｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗａｓ ｍｕｔａｔｅｄꎬｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｔｈｕｓ
ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｌａｎ２３９９￣２ ａｎｄ ＳＨＷ￣１￣２ ｗｅｒｅ ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎ Ｔｙｐｅ Ⅱ. Ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ“ＣＧＣＧＣＧ”ｗａｓ
ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ １０９ｔｈ ａｎｄ １１５ｔｈ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｔａ￣ｐｌｅａｔｅｄ ｓｈｅｅｔｓ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＴａＴＡＣ１ ｗａｓ ｍｏｓｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｌｅａｆ ｓｈｅａｔｈ ａｎｄ ｓｔｅｍ ａｔ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ
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ｎｏｄｅ ａｎｄ ｌｅａｓｔ ｉｎ ｌｅａｆ ａｎｄ ｒｏｏｔ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＴａＴＡＣ１ ｉｎ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ
ｎｏｄｅ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｓｔａｇｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｇｌｅｓ ｏｆ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ( Ｒ ＝
０􀆰 ６７７). Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＴＡＣ１ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ａｎｇｌｅ.
ＴａＴＡＣ１ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｔａｋｅｎ ｔｏｇｅｔｈｅｒꎬｗｅ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＴａＴＡＣ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ａｎｇｌｅ
ａｔ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌꎬａｎｄ ｉｔ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｕｘｉｎ ｐｏｌａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｏ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ａｎｇｌｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｗｈｅａｔ(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. )ꎻｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ａｎｇｌｅꎻＴａＴＡＣ１ ꎻｈｏｍｏｌｏｇｙ￣ｂａｓｅｄ ｃｌｏｎｉｎｇꎻｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. )是世界一半以上人

口的主要粮食ꎬ其种植面积、总产量以及总贸易额

均居各类作物之首ꎮ 合理的小麦株型可较大幅度

提高产量ꎬ而分蘖角度是决定株型的主要因素之

一ꎬ研究与之相关的基因ꎬ对于小麦理想株型的构

建以及提高小麦产量具有重要的理论和实践意

义ꎮ 对禾本科植物而言ꎬ主茎与分蘖的夹角即为

分蘖角度ꎮ Ｐ. Ｌｉ 等[１] 利用稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. )大

分蘖突变体克隆获得散生基因 ＬＡＺＹ１ ꎬ通过调节

生长素的极性运输来调控水稻地上部分的向重力

性ꎬ从而影响分蘖角度的大小ꎮ Ｘ. Ｗｕ 等[２]克隆得

到通过影响水稻向重力性反应来调控分蘖角度的

基因 ＬＰＡ１ ꎮ Ｌ. Ｔａｎ 等[３]和 Ｊ. Ｊｉｎ 等[４] 利用野生稻

分离得到控制分蘖角度和分蘖数基因 ＰＲＯＧ１ ꎬ该
基因由一个碱基的突变引起氨基酸代换ꎬ导致水

稻由匍匐生长向直立生长转变ꎮ 然而ꎬ前人研究的

ＴＡＣ１ 基因与分蘖角度有着更为紧密的联系ꎮ Ｂ􀆰 Ｙｕ
等[５]分离了控制分蘖角度的主效 ＱＴＬꎬ命名为 Ｏｓ￣
ＴＡＣ１ (Ｔｉｌｌｅｒ ａｎｇｌｅ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ １)ꎮ 分蘖角度较小的

材料中ꎬｔａｃ１ ３′￣ＵＴＲ 内含子 ３′拼接点处的碱基由

“ＡＧＧＡ”突变为“ＧＧＧＡ”导致 ｔａｃ１ 表达量下降ꎬ分
蘖角度几乎变为 ０°ꎮ 该基因主要在叶鞘、茎以及分

蘖基部不伸长节等部位表达ꎬ认为 ＴＡＣ１ 可能属于

禾本科植物所特有的控制分蘖角度的新小基因家

族ꎮ 在玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ. )中ꎬＬ. Ｋｕ 等[６] 同源克隆

得到 ＺｍＴＡＣ１ ꎬ由于当代栽培玉米基本是独秆ꎬ不发

生分蘖ꎬ因此该基因不再控制玉米分蘖角度转而对

叶片角度发挥调解作用ꎮ 对 ＺｍＴＡＣ１ 的 ｍＲＮＡ 水

平表达分析ꎬ 其主要在叶鞘和叶枕部位表达ꎮ
ＺｍＴＡＣ１ 由 于 ５′￣ＵＴＲ 的 碱 基 “ ＣＴＣＣ ” 突 变 为

“ＣＣＣＣ”后而发生变异ꎬ导致玉米叶片与主茎的夹

角发生改变ꎬ且基因表达量达到最大值时ꎬ叶角也达

到最大ꎬ这表明 ＺｍＴＡＣ１ 正向调控玉米叶角大小ꎮ
中国芒、高粱中也有 ＴＡＣ１ 相关研究[７￣８]ꎮ 综上所

述ꎬ虽然分蘖角度在禾本科植物中已被大量研究ꎬ但
小麦中关于该性状的研究还未见报道ꎮ 本研究将从

小麦中同源克隆分蘖角度基因 ＴａＴＡＣ１ ꎬ拟通过序

列分析以及实时荧光定量 ＰＣＲꎬ初步解析该基因的

分子遗传机制及生物学表达模式ꎬ为小麦分蘖角度

研究领域提供理论指导ꎬ进而为小麦理想株型的选

育奠定分子基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 供试材料

普通小麦( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. ꎬＡＡＢＢＤＤ) 川

农 １６( ＣＮ１６)、蜀麦 ９６９ ( ＳＭ９６９)、人工合成六倍

体小麦 Ｌａｎ２３９９、ＳＨＷ￣１ 均由四川农业大学小麦研

究所提供ꎮ 所有材料分别于 ２０１３ 年 １０ 月、２０１４
年 １０ 月种植于四川省成都市温江区惠和村小麦

试验田(３０°４２′４６􀆰 ４０″Ｎꎬ１０３°５１′５５􀆰 ２８″Ｅ)ꎬ行距

３０ ｃｍꎬ株距５０ ｃｍꎬ每行 ３ 粒种子ꎬ每个材料 １０ 行ꎮ
生育期间正常施肥、浇水ꎮ 生长 １５ ｄ 后ꎬ每隔 ５ ｄ 取

其叶、叶鞘、茎、分蘖节以及根 ５ 个组织ꎬ每个组织取

２ 个重复ꎬ共取 ７ 个采样时间点ꎮ 所有材料保存于

－ ８０ ℃超低温冰箱备用ꎮ 小麦成熟期时ꎬ对其分蘖

角度进行测量并采集照片ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取　 按照成都百菲特科技有限公

司的植物 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＲＮ１１０３)的方法提取

ＲＮＡꎬ并用 １􀆰 ５％ 的琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的

质量[９]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｃＤＮＡ 第 １ 链的合成　 利用 ＴａＫａＲａ 宝生物

公司的反转录试剂盒(ＰｒｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ
ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ￣Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)合成 ｃＤＮＡ 的第 １ 链ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 小麦 ＴＡＣ１ 基因 ｃＤＮＡ 序列的克隆 　 根据

ＯｓＴＡＣ１ (Ｏｓ０９ｇ０５２９３００)、ＺｍＴＡＣ１ (ＬＯＣ１００２７７０５３)
和 ＳｂＴＡＣ１ (Ｓｂ０２ｇ０３０６１０)基因 ｃＤＮＡ 中保守核酸序

列设计一对特异性引物: Ｔａ￣Ｆ: ＡＴＧＧＣＣＣＴＡＮＡＧ
ＧＴＧＴＴＣＡＡＴꎻＴａ￣Ｒ:ＧＧＡＴＡＡＡＧＣＧＧＡＧＮＧＴＴＴＡＮＴＧꎬ
以所有材料的 ｃＤＮＡ 为模板扩增小麦 ＴＡＣ１ 基因

ｃＤＮＡ 序列ꎮ ＰＣＲ 反应体系如下:４ μＬ ｃＤＮＡ 模板、
５ μＬ １０ × Ｅｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ、 ４ μＬ ＭｇＣｌ２、 ６ μＬ ｄＮＴＰ、
０􀆰 ５ μＬ ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ、１ μＬ Ｐｒｉｍｅｒ Ｔａ￣Ｆ、１ μＬ Ｐｒｉｍｅｒ
Ｔａ￣Ｒ、２８􀆰 ５ μＬ ｄｄＨ２ Ｏꎬ反应体系总体积为 ５０ μＬꎮ
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ＰＣＲ 反应程序为:① ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ② ９４ ℃ ３０ ｓꎻ
③ ５０ ~５８ ℃ ３０ ｓꎻ④ ７２ ℃ １ ｍｉｎꎻ⑤ ７２ ℃ ７ ｍｉｎꎻ
⑥ １２ ℃ ｆｏｒｅｖｅｒꎬ其中②③④ 反应 ３５ 个循环ꎮ ＰＣＲ
产物经１􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测后利用天根生化科

技有限公司(ＴＩＡＮＧＥＮ)普通琼脂糖凝胶回收试剂盒

回收纯化ꎬ然后与 ＴＡ 克隆载体 ｐＭＤ１９￣Ｔ 连接ꎬ阳性

单克隆检测送于生物公司测序后(ＴｓｉｎｇＫｅꎬＣｈｅｎｇｄｕꎬ
Ｃｈｉｎａ)ꎬ 利 用 ＤＮＡＭＡＮ、 ＣＬＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｗｏｒｋｂｅｎｃｈ
８􀆰 ０􀆰 ２、ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 以及 ＮＣＢＩ 在线 ＢＬＡＳＴ 工具对基因

序列进行比对分析ꎬ利用在线数据库 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ
对 ＴａＴＡＣ１ 蛋白进行三维结构预测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 荧光定量 ＲＴ￣ｑＰＣＲ　 为确保荧光定量实验

数据的准确性ꎬ本研究利用前人[１０] 已筛选出的在小

麦中能稳定表达的内参基因ꎬ 即 Ｔａ􀆰 １４１２６􀆰 １ 、
Ｔａ􀆰 ７８９４􀆰 ３􀆰 Ａ１＿ａｔ 和 Ａｃｔｉｎꎬ其相对表达量的几何平

均数将作为均一化标准ꎮ 由于 ＰＣＲ 扩增得到的小

麦 ＴＡＣ１ 基因 ＯＲＦ 序列高度保守ꎬ但个别碱基存在

差异ꎬ为保证引物特异且扩增效率适宜ꎬ本研究利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 以及ＤＮＡＭＡＮ在扩增得到的基因序

列的保守区域内设计荧光定量引物 Ｄ￣Ｆ:ＣＡＣＣＡＴＴＧＡＴ￣
ＧＡＴＡＡＴＡＡＧＧＣꎻ Ｄ￣Ｒ: ＴＴＧＧＴＣＣＡＣＣＴＴＴＴＣＴＴＣＡＴꎮ 该

引物通过熔解曲线及荧光定量 ＰＣＲ 产物测序检测ꎮ
ｃＤＮＡ 溶液经质粒提取后作为标准曲线的模板ꎬ将
其以 １０ 的倍数梯度稀释ꎬ共稀释 ７ 个浓度梯度ꎬ用
作标准曲线的制作和扩增效率的计算ꎮ 荧光定量反

应体系体积为 ２０ μＬꎬ包括:２ μＬ ｃＤＮＡ、９ μＬ ＳＹＢＲ￣
ＧＲＥＥＮⅠ(ＴａｋａＲａ 公司)、０􀆰 ５ μＬ Ｐｒｉｍｅｒ Ｄ ~ Ｆ、０􀆰 ５ μＬ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｄ ~Ｒ、８ μＬ Ｄｎａｓｅ / Ｒｎａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ＷａｔｅｒꎻＰＣＲ 反应程

序:① ９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ② ９５ ℃ １０ ｓꎻ③ ５６ ℃ ３０ ｓꎻ④ ７２ ℃
３０ ｓꎻ⑤ ７９ ~ ８０ ℃ １０ ｓꎻ⑥ ６５ ~ ９５ ℃ １０ ｓꎻ⑦ ２５ ℃
２ ｍｉｎꎮ 其中②③④⑤反应４１ 个循环ꎬ⑥反应６１ 个循环ꎮ
所有样品生物重复 ２ 次ꎬＰＣＲ 反应重复 ３ 次ꎬ每次 ＰＣＲ
反应添加２ 个空白对照ꎮ 小麦分蘖时期不同时段的基因

相对转录水平根据Ｍ􀆰 Ｗ􀆰 Ｐｆａｆｆｌ[１１]的方法计算ꎬ最后利用

Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｌｅ ２０１０ 统计数据ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 亚细胞定位　 按照南京诺唯赞生物科技有限

公司(Ｖａｚｙｍｅ)的一步克隆法将目的基因与真核载体连

接形成重组载体ꎬ一步克隆所用的引物为:ＹＸＢ￣Ｆ:
ＡＣＴＣＴＴＧＡＣＣＡＴＧＧＴＡＧＡＴＣＴＡＴＧＧＣＣＣＴＡＡＡＧＧＴＧＴ
ＴＣＡＡＴＴＧꎻ ＹＸＢ￣Ｒ: ＡＡＧＴＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＡＣＴＡＧＴＧ￣
ＧＣＡＣＣＡＡＧＣＡＧＡＧＧＡＧＧＴＴꎻ选 择 的 酶 切 位 点 为

ＢｇｌⅡ和 ＳｐｅⅠ(Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ然后将重组载体利

用基因枪导入洋葱表皮细胞中 ２５ ℃ 暗箱培养

２４ ｈ 后ꎬ在荧光显微镜(ＯＬＹＭＰＵＳ)下观察细胞中

的绿色荧光ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同小麦品种分蘖角度差异

利用 Ｄｉｇｉ Ａｎｇｌｅ 电子量角器测量成熟期小麦主

茎与一级分蘖的夹角ꎬ每个材料测量 １０ 株ꎬ取平均

值ꎮ 在测量过程中收集小麦分蘖节部位的照片

(图 １)ꎮ 测量并计算后得到小麦分蘖角度分别为

ＣＮ１６:２４°ꎻ ＳＭ９６９:２０°ꎻＬａｎ２３９９:７０°ꎻ ＳＨＷ￣１:７２°ꎮ
Ｌａｎ２３９９、ＳＨＷ￣１ 的分蘖角度大小约是 ＣＮ１６、ＳＭ９６９
的 ３􀆰 ５ 倍ꎮ 因此 Ｌａｎ２３９９ 和 ＳＨＷ￣１ 相对于 ＣＮ１６ 和

ＳＭ９６９ 为分蘖角度大的小麦ꎮ

图 １　 小麦成熟期分蘖节

Ｆｉｇ. １　 Ｔｉｌｌｅｒ ｎｏｄｅ ｏｆ ｗｈｅａｔ ａｔ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ

２􀆰 ２　 ＴａＴＡＣ１ 基因 ｃＤＮＡ 序列特征分析

以 ４ 个材料生长 ３０ ｄ 时 ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ利
用特异性引物扩增得到 １􀆰 １ ~ １􀆰 ２ ｋｂ ＴａＴＡＣ１ 的

ｃＤＮＡ 序列(图 ２)ꎬ包括 ７８０ ｂｐ 完整的 ＯＲＦ 及３２０ ~

Ｍ:ＴＩＡＮＧＥＮ ＭＤ１００ Ｍａｒｋｅｒ Ⅱꎻ１:以 ｃＤＮＡ 为模板的扩增产物

Ｍ:ＴＩＡＮＧＥＮ ＭＤ１００ Ｍａｒｋｅｒ Ⅱꎬ１:
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗｉｔｈ ｃＤＮＡ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ

图 ２　 ＴａＴＡＣ１ ｃＤＮＡ 扩增产物

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＴａＴＡＣ１ ｃＤＮＡ
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３７０ ｂｐ 的 ３′￣ＵＴＲꎬ预测分子量约为 ２９０２２ꎬ等电点约为

５􀆰 ４２ꎮ 该基因编码 ２６０ 个氨基酸ꎮ 进一步对 ＴａＴＡＣ１
进行分析ꎬＴａＴＡＣ１ 的 ｃＤＮＡ 序列分为 ２ 类ꎬ第一类

序列命名为 ＣＮ１６￣１、ＳＭ９６９￣１、Ｌａｎ２３９９￣１、ＳＨＷ￣１￣１ꎬ
第二类序列则为 ＣＮ１６￣２、ＳＭ９６９￣２、Ｌａｎ２３９９￣２、ＳＨＷ￣
１￣２ (图 ３)ꎻＣＮ１６￣１、ＳＭ９６９￣１、Ｌａｎ２３９９￣１、ＳＨＷ￣１￣１

的 ｃＤＮＡ 序列完全一致ꎬＣＮ１６￣２、ＳＭ９６９￣２ 的第 １０ 位

碱基发生变异(Ｃ￣Ｔ)ꎬ导致终止子提前形成ꎬ从而使

ＴａＴＡＣ１ 表达受阻ꎻＬａｎ２３９９￣２、ＳＨＷ￣１￣２ 的 １０９ ~ １１５
位有 ６ 个碱基(ＣＧＣＧＣＧ)的插入ꎬ导致精氨酸(Ｒ)和
丙氨酸(Ａ)的插入ꎬ使得该蛋白的三维结构中减少

一个 β￣折叠片(图 ４)ꎮ
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黄色方框区域表示起始子和终止子的位置ꎻ红色区域表示终止子提前出现和 ６ 个碱基插入的位置

Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｂｏｘ:Ｔｈｅ ＡＴＧ ｃｏｄｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅꎬ
Ｔｈｅ ｒｅｄ ｂｏｘ:Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒｍｉｎｇ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｅ

图 ３　 ４ 个材料的 ＴａＴＡＣ１ 基因 ｃＤＮＡ 全长序列比对图

Ｆｉｇ. ３　 Ｆｕｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴａＴＡＣ１ ｃＤＮＡ ｉｎ ｆｏｕｒ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ａ:预测的正常 ｃＤＮＡ 序列编码蛋白质三级结构ꎻ

Ｂ:预测的 ６ 个碱基插入后的 ｃＤＮＡ 序列编码蛋白质三级结构

Ａ:Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬＢ:Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｘ ｂａｓｅｓ ｉｎｓｅｒｔ

图 ４　 预测 ＴａＴＡＣ１ 编码的部分蛋白质三级结构

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｏｍｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＴａＴＡＣ１

同源性分析显示ꎬＴａＴＡＣ１ 第一类基因序列的氨

基序列与 ＯｓＴＡＣ１、ＺｍＴＡＣ１、ＳｂＴＡＣ１ 的同源性分别

约为 ７６％ 、６２％ 、６５％ ꎬ序列中存在 ５ 个区域高度保

守ꎬ区域Ⅰ内均含有 ＩＧＴ 基因家族[１２]典型的氨基酸

结构“ＩＧＴ”(图 ５)ꎬ因此推测 ＴａＴＡＣ１ 是这 ３ 个基因

在小麦上的同源基因ꎬ且具有相似的功能ꎮ

２􀆰 ３　 ＴａＴＡＣ１ 基因的表达模式分析

实时荧光定量 ＰＣＲ 结果(图 ６)表明ꎬ在 ４ 个材

料的不同发育阶段(不同分蘖时期)ꎬＴａＴＡＣ１ 在各

组织均有表达ꎬ但表达趋势和程度上存在异同ꎮ 从

表达组织上看ꎬ４ 个材料的 ＴａＴＡＣ１ 均在叶鞘、茎的

相对表达量最高ꎬ其次是分蘖节ꎬ叶和根最低ꎮ 从表

达时空上看ꎬ叶和根的表达量没有随小麦生长发育

呈现出一定规律ꎻ茎、叶鞘在 １５ ~ ２０ ｄ 时表达量最

高ꎬ２５ ｄ 时ꎬＣＮ１６、ＳＨＷ￣１ 中有下降现象ꎬ３０ ｄ 时再

次升高ꎬ然后逐渐降低ꎻ３０ ｄ 时ꎬＳＭ９６９ 与 Ｌａｎ２３９９
则一直逐渐降低ꎮ ＣＮ１６、ＳＭ９６９、Ｌａｎ２３９９ 的分蘖节

在 １５ ~ ２５ ｄ 时表达量逐渐升高ꎬ３０ ｄ 时达最大值ꎬ
随后 ４ 个材料均有不同程度地降低ꎬ而 ＳＨＷ￣１ 分蘖

节的表达量则为 １５ ｄ 时为最大值ꎬ２０ ~ ２５ ｄ 有轻微

下降ꎬ３０ ｄ 时再次升高ꎬ随后逐渐降低ꎮ
利用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件将小麦不同时期下各组

织的相对表达量与分蘖角度进行相关性分析ꎬ发
现 ＴａＴＡＣ１ 在分蘖节的表达量与分蘖角度呈显著

相关ꎬＰｅａｒｓｏｎ 相关性系数为 ０􀆰 ６７７ꎬ其他组织与

分蘖角度无显著相关性ꎬ由此将分蘖节不同时期下
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图 ５　 不同物种的 ＴＡＣ１ 基因氨基酸序列多重比对图

Ｆｉｇ. ５　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＴＡＣ１ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

该基因的相对表达量单独绘制成图ꎬ结果显示ꎬ
ＣＮ１６、ＳＭ９６９ 中 ＴａＴＡＣ１ 的相对表达量比 Ｌａｎ２３９９、
ＳＨＷ￣１ 都要低(图 ７)ꎻＬａｎ２３９９、ＳＨＷ￣１ 中 ＴａＴＡＣ１ 在

分蘖节的表达量最高时约为 ＣＮ１６、ＳＭ９６９ 的 １７ ~ ２０

倍ꎬ最低时约为 １ ~ ３ 倍ꎮ 结合 ４ 个材料分蘖角度

的大小ꎬ可以说明在小麦生长发育过程中ꎬＴａＴＡＣ１
可能与调控分蘖角度有关ꎬ且正向调控分蘖角度

的大小ꎮ
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　 １ 期 曹　 鑫等:小麦分蘖角度 ＴａＴＡＣ１ 基因同源克隆及表达分析

图 ６　 ＴａＴＡＣ１ 基因在不同材料的不同组织时期下的相对表达量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＴＡＣ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

图 ７　 分蘖节处 ＴａＴＡＣ１ 的相对表达量

Ｆｉｇ. ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴａＴＡＣ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｉｌｌｅｒ ｎｏｄｅ

２􀆰 ４　 ＴａＴＡＣ１ 蛋白的亚细胞定位

利用基因枪将重组的真核表达载体 ３５Ｓ:ＴａＴ￣
ＡＣ１￣ＧＦＰ 以及原始空载体 ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２ 导入洋葱

表皮细胞中ꎬ利用荧光显微镜观察ꎬ在绿色荧光下ꎬ导
入空载体的洋葱表皮细胞获得瞬时高表达ꎬ整个细胞

都显绿色(图 ８￣Ａ、图 ８￣Ｂ)ꎬ而 ＴａＴＡＣ１ 融合蛋白只有

细胞膜显示绿色(图 ８￣Ｃ、图 ８￣Ｄ)ꎬ说明 ＴａＴＡＣ１ 蛋白

亚细胞定位于细胞膜ꎮ

３　 讨论

合理的小麦株型结构不仅可以增加播种密度ꎬ而
且可提高群体的光合效率及植株的抗性ꎬ最终影响产

量及品质[１３￣１５]ꎮ 小麦分蘖角度是株型的重要决定因

素之一[１６￣１７]ꎮ 研究分蘖角度的分子遗传机制ꎬ不仅对

解析其生物学功能具有重要的理论指导ꎬ而且对高产

优质小麦新品种的选育也有重要的实践意义[１８￣２０]ꎮ
本研究利用同源克隆从小麦中成功克隆与

ＯｓＴＡＣ１、ＺｍＴＡＣ１ 同源的 ＴａＴＡＣ１ꎮ ＣＮ１６￣２、ＳＭ９６９￣２
与 Ｌａｎ２３９９￣２、ＳＨＷ￣１￣２ 中单个碱基的突变可能引

起 ＴａＴＡＣ１ 在 ｍＲＮＡ 表达水平的差异ꎬ从而导致分

蘖角度的差异ꎬ目前已有类似碱基突变的基因报道ꎬ
如 ＯｓＴＡＣ１ [５] 、ＺｍＴＡＣ１ [６] 、ＯｓＨｄ６ [２１] 、ＰＲＯＧ１ [３￣４] ꎮ

Ａ:对照组原始载体 ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２ 在自然光下拍摄的图片ꎻ
Ｂ:对照组原始载体 ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２ 在激发光下拍摄的图片ꎻ

Ｃ:实验组重组载体 ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２￣ＴａＴＡＣ１ 在自然光下拍摄的图片ꎻ
Ｄ:实验组重组载体 ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２￣ＴａＴＡＣ１ 在激发光下拍摄的图片

Ａ:Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｎｇ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｎａｔｕｒｅ ｌｉｇｈｔꎬ
Ｂ:Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｎｇ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔｉｎｇ ｌｉｇｈｔꎬ

Ｃ:Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｎｇ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２￣ＴａＴＡＣ１ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｎａｔｕｒｅ ｌｉｇｈｔꎬ
Ｄ:Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｎｇ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ￣１３０２￣ＴａＴＡＣ１ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔｉｎｇ ｌｉｇｈｔ

图 ８　 ＴａＴＡＣ１ 蛋白在洋葱表皮细胞中的亚细胞定位

Ｆｉｇ.８　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴａＴＡＣ１ ｉｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ
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另外 Ｌａｎ２３９９￣２、ＳＨＷ￣１￣２ 中碱基的插入引起蛋白三
维结构中一个 β 折叠片消失ꎬ导致蛋白质稳定性和特
异性降低ꎬ从而可能引起该蛋白不能特异的与原来的
ＲＮＡ 分子结合ꎮ Ｇ􀆰 Ｕｌｆ￣Ｐｅｔｅｒ 等[２２]等开发了检测蛋白
质与不同 ＲＮＡ 分子结合的方法ꎬ研究表明非特异性
蛋白可通过特殊途径发挥其特异性ꎮ 因此发生特异
性改变的 ＴａＴＡＣ１ 蛋白可能会通过与原先不同的表达
方式如改变蛋白质结合方式来调控小麦性状ꎮ 小麦基
因组较为复杂ꎬ这些结论还有待于进一步深入研究ꎮ

ＴａＴＡＣ１ 表达分析结果显示ꎬＴａＴＡＣ１ 在 ４ 个材料
的不同时期和不同组织均有表达ꎬＴａＴＡＣ１ 在叶鞘、茎
高效表达ꎬ分蘖节次之ꎬ叶与根最低ꎬ说明该基因具有
组织时空表达的特异性ꎮ 调控分蘖角度的基因 Ｏｓ￣
ＴＡＣ１[５]、ＰＲＯＧ１[３￣４]、ＬＡＺＹ１[１] 等也在叶鞘枕、分蘖节
以及茎的节部等组织高效表达ꎬ这些组织部位可能直
接影响植株结构的形成及维持ꎮ ＯｓＴＡＣ１ 在紧凑型水
稻中表达水平显著低于松散型水稻ꎬ其上调表达导致
分蘖角度增大ꎬ下调表达导致分蘖角度减小ꎬ表明 Ｏｓ￣
ＴＡＣ１ 决定着分蘖角度的大小[５]ꎻ松散型玉米中
ＺｍＴＡＣ１ 的表达量普遍高于紧凑型玉米ꎬ通过自交系
序列比较及染色体定位也印证了 ＺｍＴＡＣ１ 正向调控
叶角大小的结论[６]ꎮ 本研究中ꎬ结合材料之间的表达
差异与分蘖角度大小分析表明ꎬ紧凑型小麦 ＣＮ１６、
ＳＭ９６９ 的 ＴａＴＡＣ１ 表达量低ꎬ松散型小麦 Ｌａｎ２３９９、
ＳＨＷ￣１ 的 ＴａＴＡＣ１ 表达量高ꎬ且相关性分析表明分蘖
角度与定量结果呈显著正相关性ꎮ 这一结果与水稻、
玉米上类似研究结果基本吻合ꎬ因此推测 ＴａＴＡＣ１ 可
能正向调控分蘖角度的大小ꎮ 有研究报道ꎬＴＡＣ１ 与
ＬＡＺＹ１ 的基因序列相似ꎬ属于同一个基因家族ꎬ且
ＴＡＣ１ 由 ＬＡＺＹ１ 进化而来[１２ꎬ２３￣２４]ꎮ 李经勇等[２５] 研究
表明在植物的叶鞘、茎秆以及再生芽中 ＩＡＡ 含量较
高ꎬ有利于再生芽的萌发ꎮ 本研究中定量表达结果显
示 ＴａＴＡＣ１ 在叶鞘、茎高效表达ꎬ分蘖节也有表达ꎬ另
外该蛋白亚细胞定位于细胞膜ꎮ 因此结合前人研究
结果可以推测ꎬＴａＴＡＣ１ 可能也参与生长素极性运输
过程ꎬ进而影响植株的形态建成ꎮ 而关于 ＴａＴＡＣ１ 是
否是通过碱基突变、插入抑或是通过改变生长素极性
运输来调控分蘖角度大小等还需要进一步的实验验
证ꎮ 这些问题的解决或许将有助于揭示小麦分蘖发
生分子遗传机制ꎬ也将为小麦株型育种奠定基础ꎮ

致谢:感谢四川省科技支撑计划(２０１６ＮＺ００５７)、
国家自然科学基金(３１３０１３１７)的资助ꎮ 感谢四川

农业大学小麦研究所江千涛研究员对亚细胞定位技

术的帮助和建议ꎮ
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