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摘 要:蓝粒小麦的籽粒糊粉层中富含大量的花青素,对人类健康具有多种益处。为了解析其糊粉层中

花青素的合成与调控的分子机制,利用农艺性状评估、分子标记、液相芯片技术及转录组分析等方法对蓝粒材

料E10-2B与白粒材料E10-2W进行了比较。结果表明,相较于E10-2W,E10-2B的株高、穗长、千粒重和粒长

分别降低了15.31%、17.93%、5.99%和4.40%。从分子标记和液相芯片分析结果看,E10-2B不仅含有完整

的普通小麦染色体组,还附加了十倍体长穗偃麦草的4E染色体。E10-2B籽粒颜色在花后20~25d间发生

转变,花后25d是花青素积累的关键时间点。通过转录组测序分析,花后20和25d在E10-2B中分别出现了

748和5246个差异基因。经KEGG富集分析,花后25d的差异基因富集到苯丙烷、类黄酮、花青素生物合成

途径等通路,花青素合成通路此时被激活。通过参考公共数据库中蓝粒小麦材料Blue1及其白粒对照 White1
的转录组数据,两个蓝粒材料(B10-2B和Blue1)中分别有77和21个花青素合成相关基因上调表达,涉及查

尔酮合酶(CHS)、黄烷酮3-羟化酶(F3H)、MYB转录因子等。值得注意的是,两个蓝粒材料中有15个基因共

同上调表达,占B10-2B上调基因的19.48%,其中3个F3'5'H 基因(类黄酮3',5'-羟化酶基因)和3个UFGT
基因(类黄酮3-O-葡糖基转移酶基因)在两个蓝粒材料中均表现出高表达。这些共同上调的基因可能在蓝粒

与白粒小麦的花青素积累差异中起关键作用。

关键词:蓝粒小麦;花青素;农艺性状;差异表达基因

中图分类号:S512.1;S330    文献标识码:A    文章编号:1009-1041(2026)02-0141-13
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Abstract:Thealeuronelayerofblue-grainedwheatisrichinanthocyanins,whichoffernumerous
healthbenefitstohumans.Toelucidatethemolecularmechanismsunderlyinganthocyaninsynthesis
andregulationinthealeuronelayer,thisstudycomparedtheblue-grainedwheatmaterialE10-2Bwith
itswhite-grainedcounterpartE10-2Wusingagronomictraitevaluation,molecularmarkers,liquidar-
raytechnology,andtranscriptomeanalysis.TheresultsshowedthatcomparedtoE10-2W,E10-2B
exhibiteda15.31% reductioninplantheight,indicatingadwarfingtrait.However,itspanicle
length,1000-grainweight,andgrainlengthdecreasedby17.93%,5.99%,and4.40%,respective-
ly.MolecularmarkerandliquidchipanalysesrevealedthatE10-2Bcontainsthecompletegenomeof
commonwheat,alongwiththe4EchromosomefromThinopyrumponticum.ThegraincolorofE10-



2Bundergoesatransformationbetween20and25dayspost-anthesis,with25dayspost-anthesisiden-
tifiedasthecriticaltimepointforanthocyaninaccumulation.Transcriptomesequencinganalysisiden-
tified748and5246differentiallyexpressedgenesat20and25dayspost-flowering,respectively.
KEGGenrichmentanalysisindicatedthatthedifferentiallyexpressedgenesat25dayspost-flowering
weresignificantlyenrichedinpathwaysrelatedtophenylpropanoid,flavonoid,andanthocyaninbio-
synthesis,suggestingactivationoftheanthocyaninsynthesispathwayatthisstage.Tofurtheridenti-
fykeygenesintheanthocyaninsynthesispathway,weanalyzedtranscriptomedatafromtheblue-
grainedwheatmaterialBlue1anditswhite-grainedcontrolWhite1,availableinpublicdatabases.
Comparativeanalysisfocusedontheexpressionpatternsofanthocyaninsynthesis-relatedgenesinthe
twoblue-grainedmaterials(E10-2BandBlue1).Atotalof77and21up-regulatedanthocyaninsyn-
thesis-relatedgeneswereidentifiedinE10-2BandBlue1,respectively,includingchalconesynthase
(CHS),flavanone3-hydroxylase(F3H),andMYBtranscriptionfactors.Notably,15genesshowed
sharedup-regulationinbothblue-grainedmaterials,accountingfor19.48%oftheup-regulatedgenes
inE10-2B.Amongthese,threeflavonoid3',5'-hydroxylasegenes(F3'5'H )andthreeflavonoid3-O-
glucosyltransferasegenes(UFGT)exhibitedhighexpressionlevelsinbothmaterials.Theseco-upreg-
ulatedgeneslikelyplayapivotalroleinthedifferentialanthocyaninaccumulationbetweenblueand
whitewheat.
Keywords:Blue-grainedwheat;Anthocyanin;Agronomictraits;Differentiallyexpressedgenes

  小麦在人们日常饮食中占据重要地位,其营

养品质直接关系到人的健康水平,因而备受关

注[1]。籽粒颜色作为重要的农艺性状,与小麦营

养品质相关[2]。蓝粒小麦富含花青素,其花青素

含量可达普通小麦的5~8倍,同时富含锌、铁等

必需微量元素及优质蛋白组分[3]。这种天然色素

不仅具有抗氧化、抗炎等保健功能,而且在功能食

品和医药领域具有重要应用价值[4]。通过分子标

记辅助育种改良粒色性状,可以提升小麦营养品

质,解决微量营养摄入不足的问题[5]。另一方面

蓝粒性状大多与其他优异性状连锁,可作为一种

遗传选择标记来筛选后代,缩短育种周期。
十倍体长穗偃麦草(Thinopyrumponticum)

作为小麦的重要近缘物种、三级基因库,具有抗

病、抗旱、耐盐等特性,而且与普通小麦的A、B、D
染色体组存在密切的亲缘关系[6-8]。十倍体长穗

偃麦草与普通小麦具有良好的杂交亲和性及杂种

可育性,在小麦遗传改良中发挥着重要作用。在

小麦育种中少数骨干亲本的频繁使用已经导致育

成品种遗传背景出现单一化趋势,引起遗传多样

性减少,限制品种改良潜力[9]。在此背景下,通过

远缘杂交技术将十倍体长穗偃麦草的优异基因转

入普通小麦,不仅可有效提升小麦的抗病性、抗逆

性和环境适应性,还能丰富小麦的遗传基础[10]。

值得关注的是,该物种的4E染色体被确认为蓝

粒基因Ba1的主要来源。李振声院士团队通过小

麦-长穗偃麦草远缘杂交结合多代回交技术,率先

创制了蓝粒小麦品种Blue58[11],后续又衍生出

一系列的蓝粒易位系材料[12],为功能型小麦育种

提供了新的种质资源。
谷物的籽粒颜色形成机制主要与花青素的生

物合成途径有关。作为类黄酮次生代谢网络的重

要分支,花青素的合成起始于细胞质中酶促反应

合成前体物质,随后经过内质网中的甲基化、糖基

化、酰基化等修饰,形成不同的花青素,最后由转

运蛋白将其转运至液泡中[13-14]。这一代谢过程主

要受结构基因和转录因子的调控,光照、温度、糖
类、植物激素、金属离子等因素也对花青素的合成

有影响[15]。目前针对小麦中花青素生物合成途

径相关基因的表达模式多聚焦于单一时期或遗传

背景。本研究以白粒材料为对照,通过观察蓝粒

材料E10-2B在花后籽粒颜色变化,发现籽粒颜

色转变发生在花后20~25d。在此基础上,利用

转录组测序技术,分析蓝粒与白粒在花青素积累

关键时期的基因表达动态,同时比较分析公共数

据库中的蓝粒小麦转录组数据,筛选参与颜色决

定的核心候选基因,以期为蓝粒小麦籽粒颜色分

子机制解析、彩色小麦品种改良提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 供试材料

供试材料为从普通小麦与十倍体长穗偃麦草

远缘杂交后代中选出的蓝粒小麦E10-2B和白粒

小麦E10-2W,由西北农林科技大学农学院小麦

远缘杂交与染色体工程团队创制,种植于西北农

林科技大学北校区试验田,每份材料种植10行,
行长1m,每行播种10粒。

1.2 农艺性状调查

籽粒颜色观察:在田间以主穗中部小花开放

时间为基准,精确记录E10-2B和E10-2W的开花

时间(标记为0d),分别于花后5、10、15、20、25和

30d,每份材料每次选择5株,对主穗中部籽粒进

行取样,并在室内用相机拍照观察 E10-2B和

E10-2W籽粒颜色动态变化。
农艺性状调查:在成熟期,每份材料随机选择

10株,调查株高、分蘖数、穗长、小穗数、小穗粒数

和芒性;籽粒收获后自然风干,用SC-G型自动考

种分析仪(杭州万深)测量籽粒长度、宽度和千粒

重,每份材料测量300粒以上完整籽粒,重复5次。

1.3 特异分子标记和液相芯片分析

使用CTAB法[16]提取E10-2B、E10-2W、十
倍体长穗偃麦草、中国春、7182和阿勃的基因组

DNA,采用Liu等[17]开发的十倍体长穗偃麦草

4E染色体上的特异分子标记(表1),引物由杨凌

天润奥科合成。按照2×MagicGreenTaqSu-
perMix(吐露;上海)产品配置PCR反应体系和

反应程序对上述材料进行PCR扩增,扩增产物在

1.2%琼脂糖凝胶中电泳。提取E10-2B基因组

DNA,由博瑞迪生物公司,采用普通小麦-二倍体

长穗 偃 麦 草 液 相 芯 片 (GenoBaits○RWheatplu-
sEE)[18]进行基因分型,确定E10-2B的外源染色

体的部分同源群归属。

表1 十倍体长穗偃麦草4E染色体上的特异分子标记

Table1 Specificmolecularmarkersonchromosome4EofThinopyrumponticum

标记
Marker

正向引物
Forwardprimer(5'-3')

反向引物
Reverseprimer(5'-3')

退火温度
Tm/℃

4Ag-802 AGTGGATGCATGAGGTTGGT TCGCTCGATCACACGTATAGCTA 58

4Ag-828 TCAGTATAAAAATTCATATATTTG ATATATGATTTTTACAGCTGCAAG 58

4Ag-1084 GCTCGTATGAGCTTACGAACTG AGGTTCTGTTGTATGGTGTTTGC 58

4Ag-1689 GGTCGGATGTTCATCCATTT GTTTTATTTTGATTAGGGGCA 58

4Ag-1767 AGGTTCTGTTGTATGGTGTTTGC ATCAATCCATACTGCTCGTATGA 58

4Ag-1860 TTGTAGAATGATAATATACATTGC TAATAGATATGTAAATTAGCTGGC 58

1.4 转录组测序(RNA-seq)与数据分析

针对E10-2B籽粒变色前后的发育阶段,取
E10-2B和E10-2W的籽粒,根据制造商关于 mR-
NA-Seq样品制备的说明书(Illumina,Inc.,San
Diego,CA,USA),构建蓝粒、白粒糊粉层cDNA
文库。通过百迈客生物科技有限公司(中国北京)
的IlluminaHiSeq2500仪器上的读取长度为100
bp的Illumina配对末端测序技术对cDNA文库

产物进行测序。
蓝粒小麦Blue1和白粒小麦 White1糊粉层

的一组转录组数据来自美国国立生物技术信息中

心(NCBI)的SRA 数据库中(www.ncbi.nlm.
nih.gov/sra),登录号为SRP107065,数据格式为

sra文件。蓝粒小麦材料Blue1是在普通小麦

White1的染色体组基础上,引入了长穗偃麦草

的4E染色体的附加系[19]。
在Linux系统下,利用FastQC对质量进行评

估并运行Trimmomatic-0.39过滤低质量reads,得
到Cleandata数据,将其比对到小麦(IWGSCRef-
Seqv1.1)和二倍体长穗偃麦草(Thinopyrumelon-
gatum REFERENCE-SDAU-1.0)的参考基因组

(HISAT2),之 后 将 比 对 文 件 进 行 排 序(Sam-
tools);利用featureCounts程序和R脚本进行基

因的表达定量分析,以FPKM值(每千个碱基的转

录每百万映射读取的Fragments数)标准化基因表

达量。用迈维代谢网站的edgeR3.24.3包(ht-
tps://cloud.metware.cn),对count数据进行cpm过

滤,并采用FDR校正,设置|log2FoldChange|>1.0
和P<0.01来筛选差异基因。最后使用基迪奥

的生物数据分析与可视化平台(https://www.
omicshare.com/tools),对差异表达基因进行GO
和KEGG富集分析。

1.5 实时荧光定量PCR验证

为了验证转录组数据的准确性,随机选择6
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个差异表达基因,依据其cDNA序列,从qPrimer-
DB数据库中(https://qprimerdb.biodb.org/)[20]

下载合适引物(表2),以小麦Actin 基因为内参

基因进行qRT-PCR验证分析。参照FastKing
gDNADispellingRTSuperMixs(天根;北京)试
剂盒对 样 品 RNA 进 行 反 转 录,使 用 Lightcy-
cler480Ⅱ 荧光定量 PCR仪进行qRT-PCR扩

增反应,反 应 体 系 和 程 序 参 照 FastRealqPCR
PreMix(天根,北京)试剂盒说明书,每个样品

3次重 复,各 样 品 目 的 基 因 相 对 表 达 量 按 照

2-ΔΔCt的方法计算[21]。

2 结果与分析

2.1 两种粒色小麦的农艺性状及粒色差异

与白粒材料E10-2W 相比,蓝粒材料E10-2B
的株高、穗长、千粒重和粒长分别降低15.31%、

17.93%、5.99%和4.40%,分蘖数、小穗数、小穗

粒数和粒宽无显著差异(表3和图1)。在花后0~
20d,E10-2B籽粒颜色与E10-2W 没有显著的差

异,花后20~25d籽粒由胚部开始逐渐变蓝,直
至花后30d整个籽粒完全变蓝(图2)。E10-2W
在籽粒的整个灌浆期未出现蓝色性状。

表2 qRT-PCR验证所用到的引物

Table2 PrimersusedforqRT-PCRvalidation

基因
Gene

正向引物
Forwardprimer(5'-3')

反向引物
Reverseprimer(5'-3')

TraesCS7B02G088600 GGTAGCATATCTGTCTCGTGGG CTTTGTCGTTCTCATGCCAGTC

TraesCS7A02G155400 TAGTTTCTCGGGTGTGATCGTG CGTGAAAAAGTGGCAGGGATTC

TraesCS3D02G237400 TGATCTGGGTTCTGTTCTGTGG GCTCACACGCAGACTCTTTTAC

TraesCS6D02G004300 AGAGGAGGAGAAGGAGGTTGTT CGTACAGTTACCCCATGTGAGT

TraesCS6A02G001500 GATCAACAGGAGGAGGAGGTTG TTCACTCTGCTCCTTCTTCACC

TraesCS1A02G104500 TGGGCAAGATGTATTCCCGAAA TTGTTACCTTTCTGTTGCAGCG

TaActin AGCCATACTGTGCCAATC GCAGTGGTGGTGAAGGAGTAA

表3 E10-2B和E10-2W 的农艺性状

Table3 AgronomictraitsofE10-2BandE10-2W

材料
Material

株高
Plantheight/cm

单株分蘖数
Tillers
perplant

穗长
Spike

length/cm

单穗小穗数
Spikelet
number
perspike

小穗粒数
Floret
spikelet

千粒重
Thousand-
kernel
weight/g

粒长
Kernel

length/mm

粒宽
Kernel

weight/mm

芒性
Awned
ness

E10-2B 92.70±3.50b 13±1a 11.40±0.88b 22±2a 4±1a 30.02±1.13b 6.08±0.07b 2.84±0.04a 无芒
Aweless

E10-2W 109.45±6.37a 12±2a 13.89±1.80a 23±2a 4±1a 31.87±0.95a 6.36±0.07a 2.90±0.04a 无芒
Aweless

  数据后小写字母表示材料间在0.05水平上差异显著。

Thelettersfollowingthedataindicatesignificantdifferencesbetweenmaterialsat0.05level.

2.2 E10-2B的外源染色体检测结果

采用4Ag-802、4Ag-828、4Ag-1084、4Ag-1689、

4Ag-1767和4Ag-1860等6个长穗偃麦草4E染

色体的特异性标记,对E10-2B、E10-2W、十倍体

长穗偃麦草、中国春、7182和阿勃的基因组DNA
进行扩增。结果显示,这6个特异标记均能在E10-
2B和十倍体长穗偃麦草上检验出特异的条带,但
不能从E10-2W、中国春、7182和阿勃中扩增出条

带(图3a)。进一步采用GenoBaits○RWheatplusEE
液相芯片对E10-2B进行分析,结果发现,E10-2B
的普通小麦染色体组上均能捕获到密集的信号,

在十倍体长穗偃麦草的4E染色体组上也检测出

明显的信号(图3b)。这表明E10-2B不仅含有完

整的普通小麦染色体组,而且附加了十倍体长穗

偃麦草的4E染色体。

2.3 转录组测序数据与质量评估

取E10-2B和E10-2W 花后20d(籽粒变色

前)和25d(籽粒变色中)的籽粒,进行转录组测序

分析,样本编号分别为B20、B25、W20和 W25。
样品过滤后的CleanReads数介于25542661至

33447551之间,与二倍体长穗偃麦草和中国春

参考基因组的比对率为86.37%~90.19%;GC
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图1 E10-2B和E10-2W 的植株、穗子、小花和籽粒表型

Fig.1 Phenotypesofplants,spikes,florets,andgrainsofE10-2BandE10-2W

图2 小麦籽粒发育过程中色素积累的表型观察

Fig.2 Phenotypeobservationofpigmentaccumulationduringwheatgraindevelopment

含量为51.16%~53.67%、Q20和Q30基本都在

90%以上,说明测序数据质控良好,可用于下一步

分析。Blue1和 White1过滤后的CleanReads
与参考基因组的比对率为85.31%和79.66%。

2.4 qRT-PCR验证结果

为了确定转录组测序的可靠性,对随机选择

的6个差异表达基因进行qRT-PCR验证。6个

基因中包括3个花青素生物合成通路上的基因:

TraesCS7A02G155400(UFGT)、TraesCS6D02G004300
(ANS)和TraesCS6A02G001500(ANS)。这6个

基因在B20、B25、W20和 W25时期的qRT-PCR
的结果与RNA-seq的趋势基本一致(图4),表明

转录组测序结果是可靠的,可以进行后续分析。

2.5 差异表达基因筛选与KEGG富集分析

分别以白粒小麦为对照(W20、W25和 White1),
筛选与统计蓝粒小麦花后20d(B20)、25d(B25)
和Blue1的差异基因(图5a)。花后20d,B20与

W20相比共有748个差异基因,其中上调基因有

591个,下调基因有157个。花后25d,蓝粒小麦

与白粒小麦之间共鉴定到5246个差异基因,其
中4222个基因上调表达,其余基因下调表达。
籽粒糊粉层逐渐转为蓝色期间,差异基因数量

显著高于颜色未发生转变 的 时 期。Blue1与

White1间差异基因最多,共有10199个,其中

下调基因有7203个(占比71.18%),上调表达基

因有2916个。花后25d上调表达的基因数要明显
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  M:DL2000;1:E10-2B;2:十倍体长穗偃麦草;3:E10-2W;4:中国春;5:7182;6:阿勃。
M:DL2000;1:E10-2B;2:Thinopyrumponticum;3:E10-2W;4:ChineseSpring;5:7182;6:Abbondanza.

图3 E10-2B的分子标记分析(a)和液相芯片分析(b)
Fig.3 Molecularmarkersanalysis(a)andliquidarrayanalysis(b)ofE10-2B

表4 转录组测序数据统计结果

Table4 Statisticalanalysisresultsoftranscriptomesequencingdata

材料
Materials

过滤后Reads
CleanReads

过滤后碱基
CleanBase

比对到基因组的
片段数目

Mappedreads

比对百分比
Mappedratio/% Q20/% Q30/% GC/%

B20 25542661 7441549972 22132716 86.65 95.84 90.71 51.59

B25 28528564 8358985228 25729912 90.19 96.78 92.41 53.67

W20 25788493 7506313090 22273521 86.37 95.78 90.69 51.89

W25 33447551 9674717632 29072611 86.92 94.83 89.09 51.16

Blue1 8956033 2559048688 7640392 85.31 91.02 86.56 59.93

White1 19367436 5756742776 15428099 79.66 98.77 96.38 59.61

  B20和B25分别指花后20和25d的E10-2B籽粒;W20和 W25分别指花后20和25d的E10-2W籽粒。下图同。

B20andB25refertothegrainsofE10-2Batthe20thand25thdayafteranthesis,respectively;W20andW25refertothegrains

ofE10-2Watthe20thand25thdayafteranthesis,respectively.Thesameintthefollowingfigures.

高于花后20d,可能是因为花后25d籽粒颜色转

变的关键阶段。通过对上调表达基因的韦恩分

析,B20vsW20与Blue1vsWhite1间以及B25
vsW25与Blue1vsWhite1间共有的差异基因分

别有130和241个,分别占上调基因总数的1.8%
和3.4%,三组中共有的89个差异基因(占比1.2%)
(图5b)。另外,分别有255个(占比3.6%)和

3775(占比52.8%)个基因在E10-2B的花后20
和25d中特异表达,在Blue1的特异上调表达的

基因有2634个(占比36.8%)。
对籽粒颜色转变前后的差异表达基因进行

KEGG通路富集分析,结果显示,在籽粒变色前

阶段(B20vsW20),差异基因主要富集于基础代

谢相关通路,包括代谢相关通路(metabolicpath-
ways)、次生代谢物的生物合成(biosynthesisof
secondarymetabolites)、碳代谢(carbonmetabo-
lism)、角质、木栓质和蜡质生物合成(cutin,su-
berineandwaxbiosynthesis)和DNA复制(DNA
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replication)等通路(图6a)。在变色关键期(B25
vsW25),与变色前阶段相比,差异基因显著转向

次生代谢调控网络,比如次生代谢物的生物合成

(biosynthesisofsecondarymetabolites)、苯丙烷

生物合成(phenylpropanoidbiosynthesis)、DNA
复制(DNAreplication)、同源重组(homologous
recombination)、错配修复(mismatchrepair)、植
物激素信号转导(planthormonesignaltransduc-
tion)和类黄酮生物合成(flavonoidbiosynthesis)
等通 路。值 得 注 意 的 是,苯 丙 烷 生 物 合 成

(ko00940)作为类黄酮代谢的上游通路,其显著

富集为花青素合成提供前体物质;而花青素生物

合成通路(ko00942)的特异性富集(图6b),直接

揭示了该阶段蓝粒性状形成的分子机制。

2.6 差异基因的表达模式分析

为解析籽粒发生颜色改变前后过程中的基因

表达模式,对E10-2B、E10-2W 的两个发育时期

以及Blue1和 White1的差异基因进行K-means
聚类分析,结果显示,这些差异基因共划分为12
类(Cluster1~Cluster12)(图7)。经过 KEGG
富集分析,与花青素合成的相关通路在花后25d
被激活,其中Cluster3、Cluster4和Cluster10
显示花后25d蓝粒材料中的基因表达变化相对

剧烈,因此针对这三个Cluster进行展开分析(图

8)。Cluster3中的差异基因在蓝粒材料(包括本

研究材料及Blue1)中呈现显著上调趋势,其表达

水平高于白粒材料;GO富集分析显示,这些基因

主要参与细胞对DNA损伤刺激的反应(cellular
responsetoDNAdamagestimulus)、细胞对应激的

反应(cellularresponsetostress)和细胞氨基酸代谢

过程(cellularaminoacidmetabolicprocess)。另外,
将近50%的差异基因聚类于Cluster4和Cluster10,

图4 6个差异基因的qRT-PCR与RNA-seq结果对比

Fig.4 ComparisonofqRT-PCRandRNA-seqresultsofsixdifferentiallyexpressedgenes

图5 差异表达基因统计(a)与上调表达基因韦恩分析(b)

Fig.5 Statisticsofdifferentiallyexpressedgenes(a)andVennanalysisofup-regulatedexpressedgenes(b)
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图6 蓝白粒差异表达基因的KEGG富集分析

Fig.6 KEGGenrichmentanalysisofdifferentiallyexpressedgenesinblueandwhitegrains

图7 K-means聚类结果

Fig.7 ResultsofK-meansclustering

这部分基因在供试材料中表达模式近似,蓝粒

小麦中基因表达变换剧烈,而白粒小麦中相对

平缓;不 同 的 是 在 材 料 Blue1和 White1间,

Cluster4中的蓝粒与白粒基因表达差异较小,
而Cluster10中白粒基因的表达量要高;GO富

集结果显示,两者相同的是都围绕与蛋白质相

互作用、DNA 和染色体相关的功能和结构 方

面:染色体(chromosome)、蛋白质异源二聚化活

性(proteinheterodimerizationactivity)和蛋白质-
DNA复合物(protein-DNAcomplex);不同的地

方是一些具体的生物学过程和功能方面:Cluster
4侧重于DNA的结合和代谢功能方面:染色质

(chromatin)、染 色 体 部 分(chromosomalpart)、

DNA 结 合(DNAbinding)和 DNA 代 谢 过 程

(DNAmetabolicprocess);而Cluster10体现在

染色质和核小体的组装过程:染色质组装或解

聚(chromatinassemblyordisassembly)、核小体

组装(nucleosomeassembly)和染色质组装(chro-
matinassembly);具体的生物学过程和功能侧重

点上存在差异。

·841· 麦 类 作 物 学 报                  第46卷



  a、d、g:K-means聚类分析;b、e、h:基因表达相对水平热图;c、f、i:GO富集气泡图。在热图中,颜色标尺代表每个基因的表达水平经

过行标准化(Z-score)后的值。

a,d,g:K-meansclusteringanalysis;b,e,h:Heatmapofrelativegeneexpressionlevels;c,f,i:GOenrichmentbubblechart.In

theheatmap,thecoloredscalerepresentsrow-wiseZ-scorenormalizedexpressionlevelsforeachgene.

图8 差异表达基因表达模式及GO富集分析

Fig.8 ExpressionpatternsandGOenrichmentanalysisofthedifferentiallyexpressedgenes

2.7 参与花青素合成的基因表达模式分析

小麦蓝粒性状与花青素合成与积累密切相

关。参考中国春小麦和二倍体长穗偃麦草基因

组,从供试材料的差异基因中共鉴定到58个花青

素生物合成途径基因。它们包括参与苯丙氨酸途

径中的PAL、C4H 和4CL;花青素代谢途径中的

CHS、CHI、F3H 、F3'H 和F3'5'H ,花青素合成

阶段中的DFR、ANS 和UFGT(图9a)。从这些

基因的表达热图(图9b)看,在花后20d,部分基

因在蓝粒小麦中已经开始表达,但B20和 W20之

间的基因表达水平没有显著差异;在花后25d,相
较于 W25,B25中约95%(54个)的基因呈现上调

趋势,而且籽粒变色期(B25)的表达水平要明显

高于籽粒变色前(B20),因此花青素合成通路在花

后25d被明显激活。与本研究材料不同,Blue1材

料中上游基因(PAL、C4H 、4CL、CHS、CHI 和

F3H )约50% 表达水平低于白粒材料,而下游基

因(F3'5'H、ANS、UFGT)表现出与本研究一致

的上调趋势。
研究发现bHLH、MYB 和WD40这三类转

录因子也参与调控花青素的合成[15]。在本研究

材料的差异表达基因中鉴定到28个关键转录因

子,包括8个bHLH、7个MYB 和12个WD40家

族成员。热图结果(图9c)显示,这些基因在B25
中的表达水平要高于B20、W20和 W25。同样是

这些基因,在材料Blue1和 White1之间的表达

模式也有所不同。7个 MYB 成员中有5个在

Blue1中下调表达;8个bHLH 成员中3个表达

水平高于白粒小麦,3个表水平低于白粒小麦;12
个WD40成员中6个表达量显著增加,3个基因

表达量显著减少。
图10a展示不同比较组合中上调表达的花青

素合成途径基因分布情况。在不同蓝粒材料中共

鉴定到83个上调表达基因。籽粒变色前阶段

(B20vsW20)上调表达的基因有8个,籽粒变色

关键期(B25vsW25)有77个上调表达基因,

Blue1vsWhite1中上调表达基因共有9个。本

研究材料(E10-2B)与已发表材料(Blue1)存在显

著差异:共同上调表达的基因有15个(占比18%);
本研究特异上调表达基因有62个(占比75%);在
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  a:PAL:苯丙氨酸裂解酶;C4H:肉桂酸羟化酶;4CL:4-香豆酸辅酶A连接酶;CHS:查尔酮合成酶;CHI:查尔酮异构酶;F3H:黄烷
酮3-羟化酶;F3'H:类黄酮3-羟化酶;F3'5'H:类黄酮3',5'-羟化酶;DFR:二氢黄酮醇4-还原酶;ANS:花青素合成酶;UFGT:类黄酮

3-O-葡糖基转移酶。b和c:结构基因和转录因子表达水平热图;颜色标尺代表每个基因的表达水平经过行标准化(Z-score)后的值。
a:PAL:PhenylalanineammoniaLyase;C4H:Cinnamate4-hydroxylase;4CL:4-coumarate:CoALigase;CHS:Chalconesynthase;

CHI:Chalconeisomerase;F3H:Flavanone3-hydroxylase;F3'H:Flavonoid3-hydroxylase;F3'5'H:Flavonoid3',5'-hydroxylase;
DFR:Dihydroflavonol4-reductase;ANS:Anthocyanidinsynthase;UFGT:Flavonoid3-O-glucosyltransferase.bandc:Heatmapofex-
pressionlevelsofstructuralgenesandtranscriptionfactors.Thecoloredscalerepresentsrow-wiseZ-scorenormalizedexpressionlevels
foreachgene.

图9 花青素合成通路图及其相关结构基因与转录组因子的热图

Fig.9 Anthocyaninsynthesispathwaymapandheatmapofrelatedstructuralgenesandtranscriptomefactors

  a:韦恩分析图;b:差异基因热图,热图中的数值标签显示基因的原始表达水平(FPKM值),颜色标尺代表每个基因的表达水平经过
行标准化(Z-score)后的值;c和d:TabHLH1和TaMYB1在不同材料中的表达分析,y轴和柱子上的数字表示FPKM值。
a:Wayneanalysisdiagram;b:Differentialgeneheatmap.Thenumericlabelsintheheatmapshowtherawexpressionlevelsofgenes

(FPKMvalues).Thecolorscalerepresentsrow-wiseZ-scorenormalizedexpressionlevelsforeachgene;candd:Expressionanalysisof
TabHLH1andTaMYB1indifferentmaterials.Thenumbersonthey-axisandcolumnsrepresenttheFPKMvalues.

图10 不同比较组合上调表达差异基因的韦恩和热图分析以及蓝粒基因的表达

Fig.10 Venndiagramandheatmapofup-regulateddifferentiallyexpressedgenesindifferent
comparisoncombinations,andexpressionoftheblue-graingene
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Blue1材料中特异表达的基因有6个(占比7%)。
在15个共有上调基因中(图10b),基因F3'H (类
黄酮3'羟化酶基因)、F3'5'H(类黄酮3',5'-羟化酶

基因)和UFGT(类黄酮3-O-葡萄糖基转移酶基因)
在两个蓝粒材料中表达水平都相对较高。Th-
bHLH1和ThMYB1参与糊粉层中花青素的合成和

积累[22],其普通小麦同源基因分别是TabHLH1
(TraesCS4D02G224600)和TaMYB1(TraesCS4D02
G224500)。基因表达分析显示,本研究材料中

TabHLH1表达量为7.94(B25)和7.79(W25),
表达水平无显著变化(图10c和d),而在Blue1
材料中高表达(32.43)于White1(0.10)。TaMYB1
在B25中的表达量(14.82)是 W25(6.06)的2.45
倍,但在Blue1(0.36)中几乎不表达。

3 讨论

小麦籽粒蓝色特征是通过远缘杂交技术从近

缘种(如长穗偃麦草)导入的典型性状,在育种工

作中,可作为一种遗传标记,而携带4E染色体的

异附加系又是非常重要的中间材料,被广泛应用

于小麦遗传育种工作中[23]。此外,蓝粒小麦本身

具有较高的营养价值,是功能型小麦选育的很好

资源材料。本研究对携带十倍体长穗偃麦草4E
染色体的蓝粒附加系(E10-2B)的农艺性状进行

统计分析,发现其除呈现蓝粒特征外,还表现出株

高降低的有利性状,但同时也伴随着一些不利的

性状(如穗长、粒长和千粒重的下降)。有研究指

出,整条外源染色体的导入不仅会引入不利基因,
还可能因外源基因与小麦基因组基因互作引发不

利性状[24-25]。针对E10-2B的表型,猜测4E染色

体附加一方面激活了花青素的生物合成通路,导
致植物碳氮资源向次生代谢倾斜,间接抑制籽粒

的发育;另一方面携带的不利基因可能干扰了内

源生长调控网络。
对E10-2B籽粒颜色动态观察发现,蓝色性

状出现于花后20~25d间。本研究通过转录组

测序,分析了籽粒变色前后阶段的差异基因的表

达模式,B25vsW25间的上调表达基因数量要明

显高于B20vsW20,并且 KEGG富集分析差异

基因显著富集到苯丙烷、类黄酮和花青素生物合

成途径。前人研究发现,花青素途径的早期结构

基因PAL、CHS、CHI 和F3H 与花青素合成呈

正相关[26]。此外,植物组织蓝色性状的形成,需
要飞燕草色素(delphinidin)的积累,而这一过程

受到特 殊 结 构 基 因F3'5'H 的 调 控[19];DFR、

ANS 和UFGT 是晚期结构基因,与花青素积累

密切相关[27-28]。在本研究中这些基因从籽粒变色

前阶段(B20)到色素积累的关键阶段(B25)的表

达水平呈现上升趋势,并且相较于白粒小麦显著

上调表达,这与先前的研究结果一致[29]。因此,
花后25d的E10-2B的花青素相关代谢和合成通

路被显著激活,蓝色性状可能是由花青素的合成

与积累造成的。另外,bHLH、MYB和 WD40这

三类转录因子也被证明参与花青素合成[30-31],本
研究在差异基因中共鉴定到有27个基因的表达

水平明显要高于白粒,可能在花青素途径中发挥

正向调控作用。

Pei等[22]研究表明,ThbHLH1和ThMYB1
是普通小麦-长穗偃麦草异附加系中控制蓝色籽

粒的基因,在蓝色籽粒的糊粉层中都上调表达,

TaMYB1在普通小麦中的表达模式与ThMYB1
非常相似,而TabHLH1 在普通小麦中不表达。
本研究中,这两个基因在E10-2B与Blue1两个

蓝粒 材 料 中 的 表 达 模 式 存 着 差 异,如 基 因

TaMYB1在我们的材料中上调表达,而在Blue1
材料中却下调表达;基因TabHLH1在供试材料

中的表达水平差异不显著,但是在Blue1表达上

调。由此可见不同的蓝粒材料中,控制蓝粒性状

或花青素合成的基因的表达模式确实存在着差

异,主要是因为蓝粒性状不仅受到剂量效应和母

本效应的影响,而且其遗传方式可能因基因来源、
杂交组合方式以及环境因素的影响而有所差

异[32-33],因此有必要分析在不同背景下,存在共性

的、与花青素合成有关的基因。
在本研究中,通过比较不同遗传背景下的4E

染色体附加系E10-2B和Blue1的转录组数据,
深入分析了调控花青素生物合成的结构基因和转

录因子在不同背景材料中的表达差异。结果发

现,花青素合成相关基因的表达模式存在显著差

异。例如,PAL、C4H 、4CL等结构基因以及转录

因子bHLH 和 WD40在E10-2B中呈现上调趋

势,而在Blue1中则表达水平降低或保持相对平

稳。这种表达差异可能与两个蓝粒材料的遗传背

景、发育阶段和环境条件的多重因素有关。而

Blue1和E10-2B这两个蓝粒材料的籽粒糊粉层

均呈现蓝色表型,表明它们在花青素合成通路中

存在相似的机制;经过筛选,在这两个材料中有

15个共同显著上调表达的基因,这些基因可能在
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花青素合成过程中发挥重要作用。特别是F3'H
(类黄酮3'-羟化酶基因)、F3'5'H (类黄酮3',5'-
羟化酶基因)和UFGT(黄酮类UDP-葡萄糖基转

移酶基因)这三类基因在两个蓝粒材料中的表达

水平显著高于白粒材料。研究表明,F3'5'H 通过

催化羟基化反应决定花青素类型,是合成蓝色飞

燕草 素(delphinidin)类 花 青 素 苷 元 的 关 键 步

骤[19]。UFGT 则负责催化花青素苷元的糖基化

修饰,直接影响花青素的稳定性、颜色表现及在细

胞中的积累位置[34]。
本研究对不同蓝粒材料的转录组数据进行了

系统分析,揭示了花青素合成通路中关键基因的

表达模式及其潜在调控机制。由于不同蓝粒材料

的取样时间存在差异,这些基因是否真正介导小

麦籽粒蓝色花青素的合成,仍需借助功能基因组

学手段进一步验证。
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