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摘 要:小麦红色胚芽鞘具有抗氧化、光保护和增强苗期抗逆性的生理功能。为解析小麦红色胚芽鞘的

分子调控机制、完善形态标记辅助育种理论与技术,本研究以普通小麦宁7840(白色胚芽鞘,母本)与Clark
(红色胚芽鞘,父本)杂交构建的127个F12 代重组自交系(RIL)群体为材料,通过完备复合区间作图法(ICIM-

ADD)结合高密度遗传图谱(含593个SNP和402个SSR标记)定位红色胚芽鞘调控QTL;利用比较基因组

学比对小麦与二穗短柄草、高粱、水稻的染色体共线性区域,筛选花青素调控相关候选基因;克隆候选基因并

分析红色与白色胚芽鞘株系的序列差异,开发CAPS标记并验证基因-表型关联性;通过亚细胞定位和小麦

愈伤组织瞬时表达检验基因特性及功能。结果表明,127个RIL群体中红色与白色胚芽鞘株系的比例为1∶

1;在7A染色体上检测到1个红色胚芽鞘主效 QTL(qRc-7A),其位于Xsnp7205与Xsnp5258标记间(1.69

cM),解释66.4%表型变异。该定位区间与二穗短柄草1号染色体、高粱10号染色体及水稻6号染色体对应

区段存在共线性关系。在高粱和水稻的共线性区域中,存在2个花青素调控相关的 R2R3-MYB转录因子编

码基因,二者与小麦7A染色体上的TraesCS7A02G165700基因序列高度相似,推测其为调控小麦红色胚芽

鞘花青素合成的关键候选基因,将该基因命名为TaC1。红色胚芽鞘株系中,TaC1a的cDNA长度为774bp,

编码258个氨基酸,其蛋白含完整R2R3结构域及 motif5结构域;白色胚芽鞘株系中,TaC1b因714bp碱基

缺失发生移码突变,缺失motif5。TaC1a定位于细胞核,在小麦愈伤瞬时表达中能诱导积累花青素,而TaC1b
则无此功能。CAPS标记检测显示,TaC1a与红色胚芽鞘性状显著关联,但4份红色胚芽鞘材料(如黑小麦

76)携带TaC1b。综上所述,TaC1是调控小麦红色胚芽鞘花青素合成的核心基因,TaC1b因碱基缺失丧失功能;基

于该变异的CAPS标记可用于分子鉴定,但部分材料红色性状依赖其他基因调控,需进一步解析多基因互作机制。
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Abstract:Theredcoleoptileinwheatconfersantioxidant,photoprotective,andseedlingstress-toler-
anceenhancingphysiologicalfunctions.Toprovidekeysupportforclarifyingthemolecularregulatory
mechanismoftheredcoleoptileinwheatandimprovingthetheoryandtechnicalsystemofmorpho-
logicalmarker-assistedbreeding,thisstudyusedapopulationof127F12recombinantinbredlines
(RILs)derivedfromthecrossbetweenacommonwheatNing7840(whitecoleoptile,femaleparent)



andClark(redcoleoptile,maleparent)asmaterials.Quantitativetraitloci(QTLs)controllingthered
coleoptileweremappedusingtheinclusivecompositeintervalmapping-additiveeffect(ICIM-ADD)
methodcombinedwithahigh-densitygeneticmapcontaining593SNPand402SSRmarkers.Com-
parativegenomicswasusedtoalignthecollinearchromosomalregionsbetweenwheatandBrachypo-
diumdistachyon,sorghum,andricetoscreencandidategenesrelatedtoanthocyaninregulation.Can-
didategeneswerecloned,andsequencedifferencesbetweenredandwhitecoleoptilelineswereana-
lyzed.CAPSmarkersweredevelopedtoverifygene-phenotypeassociations.Thegenecharacteristics
andfunctionswereexaminedthroughsubcellularlocalizationandtransientexpressioninwheatcalli.
TheresultsshowedthattheratioofredtowhitecoleoptilelinesintheRILpopulationconformedto1∶1.A
majorQTL(qRc-7A)wasdetectedonchromosome7A,locatedbetweenmarkersXsnp7205andXs-
np5258(1.69cM),explaining66.4%ofthephenotypicvariation.Collinearityanalysisrevealedacol-
linearrelationshipbetweenthismappedintervalandthecorrespondingregionsonchromosome1of
Brachypodiumdistachyon,chromosome10ofSorghumbicolor,andchromosome6ofOryzasativa.
WithinthecollinearregionsofSorghumbicolorandOryzasativa,anthocyaninregulatoryR2R3-
MYBtranscriptionfactor-encodinggenes,namelySb10g06800andOs06g10350(OsC1),wereidenti-
fied,whichsharedhighsequencesimilaritywiththeTraesCS7A02G165700geneonwheatchromo-
some7A.ItwasthuspreliminarilyinferredthatTraesCS7A02G165700isakeycandidategeneregula-
tinganthocyaninbiosynthesisintheredcoleoptileofwheat,andthisgenewasdesignatedasTaC1.
TaC1ainredcoleoptilelines(cDNAlength774bp,encoding258aminoacids)containsacomplete
R2R3domainandmotif5domain,whileTaC1binwhitecoleoptilelineshasaframeshiftmutationdue
toa714bpdeletion,resultinginthelossofmotif5.TaC1aislocalizedinthenucleusandcaninduce
anthocyaninaccumulationintransientexpressionexperimentsinwheatcalli,whereasTaC1blacks
thisfunction.CAPSmarkerdetectionshowedthatTaC1awassignificantlyassociatedwiththered
trait,but4redcoleoptilematerialscarriedTaC1b.Inconclusion,TaC1isthecoregeneregulating
anthocyaninsynthesisinwheatredcoleoptiles,andTaC1blosesitsfunctionduetobasedeletion.The
CAPSmarkerbasedonthisvariationcanbeusedformolecularidentificationofredcoleoptite,but
otherregulatorygenesmaybeinvolvedinsomeredmaterials,requiringfurtheranalysisofmulti-gene
interactionmechanisms.
Keywords:Wheat;Redcoleoptile;Anthocyanin;QTLmapping;Transientexpression

  花青素是一类广泛存在于植物花、果实、茎、
叶等组织中的水溶性黄酮类色素。在小麦胚芽

鞘、茎、叶、叶耳、颖壳、花药及果皮等多个器官中

均可检测到花青素[1-6]。花青素的调控区域常与

小麦品质、抗病性等重要农艺性状存在遗传连锁

关系[7-9]。因此,解析其分子调控机制对推动小麦

分子育种研究具有重要意义。
小麦红色胚芽鞘的形成源于其自身富含花青

素,该性状在小麦苗期即可呈现,且被广泛应用于

杂交 小 麦 种 子 纯 度 鉴 定 与 品 种 资 源 分 类 研

究[10-13]。目前,有关小麦红色胚芽鞘调控基因的

研究大多集中于基因定位与初步功能探索阶段。

Röder等[14]和Khlestkina等[15]通过经典遗传定

位,将小麦红色胚芽鞘调控基因定位于7号染色

体同源群短臂(7A、7B、7D),分别命名为Rc-A1、

Rc-B1和Rc-D1。Khlestkina等[16]将Rc-D1定位

于7D染色体Xgwm44与Xgwm111标记之间,距
离Xgwm44约0.8cM。Wang等[17]从具有红色

胚芽鞘的普通小麦品种 Gy115中克隆到一个

MYB家族基因TaMYB-D1,该基因被确定为Rc-D1
遗传位点的候选基因。Ye等[18]从8个普通小麦品

种和34个乌拉尔图小麦品种中克隆到位于7A染

色体上的TaMYB-A1基因。Shin等[19]在小麦4号

染色体上克隆到转录因子R2R3-MYB的编码基因

TaPL1,并证实其可调控胚芽鞘花青素合成。综

上,小麦胚芽鞘颜色受多基因协同影响。小麦胚

芽鞘颜色还受环境和发育阶段的影响,如弱光条

件下颜色变淡或呈白色,易导致颜色统计的误判,
因此开发其连锁分子标记具有重要价值。目前,
针对小麦胚芽鞘花青素合成相关基因分子标记的
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研究较少,对其挖掘与验证亟待深入开展。
鉴于此,本研究以普通小麦宁7840(白色胚

芽鞘,母本)与Clark(红色胚芽鞘,父本)杂交构

建的127个F12 代重组自交系(RIL)群体为材料,
通过完备复合区间作图法(ICIM-ADD)结合高密

度遗传图谱精细定位红色胚芽鞘调控QTL;利用

比较基因组学筛选调控胚芽鞘花青素合成相关候

选基因,从红、白胚芽鞘株系中分别克隆候选基因

并分析其序列差异,进而开发功能特异性分子标

记;通过亚细胞定位和小麦愈伤组织瞬时表达检

验基因特性及功能,旨在明确小麦红色胚芽鞘的

分子调控机制,为小麦形态标记在育种中的应用

提供理论依据与技术参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料 为 普 通 小 麦(Triticumaestivum
L.)品种宁7840(母本,白色胚芽鞘)与 Clark(父
本,红色胚芽鞘)的杂交 F2 代经单粒传代至F12
代获得 的127 个 重 组 自 交 系(RIL)群 体。宁

7840、Clark和RIL群体均来自西北农林科技大

学农学院。

1.2 表型调查

选取饱满且健康的RIL群体种子各20粒,
经3%次氯酸消毒处理20min并用无菌水冲洗3
次后,放于铺有浸湿滤纸的培养皿中,置于光照培

养箱培养,温度为25℃,16h光照/8h黑暗。出

芽后第4天,观察并统计每个RIL株系的胚芽鞘

颜色(红色/白色)。

1.3 基因组DNA提取与遗传图谱构建

取每个RIL株系幼苗叶片50mg,经液氮冷

冻、研磨后,采用CTAB法提取基因组DNA[20]。
利用小麦9KInfiniumTMiSelectSNP芯片(Illu-
mina)对 RIL群体进行基因分型,结合402个

SSR标记,使用QTLIciMapping4.0的 MAP模

块构建遗传连锁图谱,设置 LOD=5.5分群,

nnTwoOpt算法排序,SARF标准整理,Kosambi
函数将重组率转换为遗传距离(cM)。

1.4 QTL定位

采用 QTLIciMapping4.0的BIP模块,选
择ICIM-ADD方法(步长为1cM,P=0.05),通
过1000次排列检验确定LOD临界值,检测调控

胚芽鞘颜色的QTL位点,利用 MapDraw软件绘

制QTL定位图谱。

1.5 候选基因筛选

根据IWGSC提供的“WheatGenomeZipper”
数据库[21],使用QTLIciMapping4.0软件的 MAP
模块绘制图谱,构建小麦7A染色体QTL定位区

间与二穗短柄草(Brachypodiumdistachyon)1号

染色体、高粱(Sorghumbicolor)10号染色体、水稻

(Oryzasativa)6号染色体的共线性图谱。参考二

穗短柄草、高粱、水稻的基因注释信息,筛选花青

素调控相关基因。将筛选到的调控花青素合成相

关基因序列作为检索序列,在EnsemblPlants数

据库中通过BLAST在线工具比对,挖掘位于7A
染色体且与检索序列相似度高的基因,初步确定

为调控红色胚芽鞘花青素合成的候选基因。

1.6 基因克隆

在RIL群体中随机选两株红色胚芽鞘株系

(NC1 和 NC2)和 白 色 胚 芽 鞘 株 系 (NC3 和

NC4),用 OmegaR6827-01试剂盒提取胚芽鞘

RNA,经 DNaseI(TakaraD2215)去除基因组

DNA后,用StarScriptII反转录试剂盒(Gene-
StarA214-02)合成cDNA。根据侯选基因(ID为

TraesCS7A02G165700,将其命名为TaC1)序列设

计 引 物 7A-F(5'-GTGGCCGTGGATTGCCT-
TAA-3')和7A-R(5'-AACATGTGACTGAACTG-
AGCCGGAT-3')。以NC1、NC2、NC3和NC4的

cDNA为模板,利用引物7A-F/7A-R进行PCR扩

增。PCR扩 增 体 系:1μL 模 板(20~200ng·

μL-1),10μL2×KODbuffer,4μL2mmol·

L-1dNTPs,0.5μmol·L-1 引物各0.5μL,0.4

μLKOD 酶(TOYOBO,日本),加入ddH2O 至

20μL。反应程序:94℃预变性2min;98℃变性

20s,58℃退火20s,68℃延伸1min,35个循

环;68℃延伸5min。

PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后,切
胶、回收目的片段,并与克隆载体pMD18-TVec-
tor(Takara,6011)在25℃条件下连接30min。
连接体系:pMD18-TVector0.5μL,纯化的目的

片段4.0μL,SolutionI5.0μL,ddH2O0.5μL。
将连接产物转化感受态大肠杆菌DH5α,用含有

Amp的LB固体培养基筛选,并利用载体通用引

物 M13F/M13R进行菌落PCR鉴定,扩增体系

及程序与上述扩增目的片段相同。随机挑选3个

阳性菌株进行测序。

1.7 序列比对及进化树构建

利用DNAMAN软件对测序获得的核酸序
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列及其推导的氨基酸序列进行比对分析。利用

MEGA6软 件 构 建 系 统 进 化 树,采 用 邻 接 法

(Neighbor-Joining,NJ)估算分支距离,模型选择

p-distance,校验参数bootstrap设定为1000,其
他参数使用软件默认值。

1.8 CAPS标记开发与基因型检测

根据测序得到的不同 胚 芽 鞘 颜 色 株 系 中

TaC1基因的序列差异(714bp处碱基缺失),设
计 CAPS 标 记 引 物 CAPS-F(5'-GGCCGAGC-
CGTGCTCGTC-3')和CAPS-R(5'-AACATGT-
GACTGAACTGAGCCGGAT-3')。以群体中不

同胚芽鞘颜色株系的DNA为模板,使用TaKaRa
Taq酶进行 PCR 扩 增。PCR 扩 增 体 系:10×
PCRBuffer(含 Mg2+)1μL,dNTPs(2.5mmol·

L-1each)0.8μL,上下游引物(10μmol·L-1)各

0.4μL,模板DNA(50~100ng·μL-1)0.5μL,

TaqDNA聚合酶(5U·μL-1)0.1μL,ddH2O
补足至10μL。PCR扩增程序:98℃预变性2
min;98℃变性10s,60℃退火30s,72℃延伸30
s,35个循环;72℃延伸5min。

PCR扩增产物用BanⅡ(NEB,R0119VVIAL)酶
切:取6μLPCR扩增产物,加入0.3μLBan Ⅱ
限制性内切酶、1μL10×酶切缓冲液,用无菌去

离子水补足至10μL,37℃水浴酶切4h。用8%
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,银染显色[22],分析不

同小麦品种中TaC1的基因型。

1.9 亚细胞定位

利用天根(北京)无缝克隆引物设计工具(ht-
tps://yw.tiangen.com/)设计可扩增TaC1基因

CDS序 列 的 同 源 重 组 引 物 TaC1-F/TaC1-R
(TaC1-F:5'-CGCCATGGTCGACGTACTAGT-
GATGGGGAGGAGGGCGT-3',TaC1-R:5'-CCCT
TGCTCACCATCACTAGTACACCGGCCATG
TGCAGG-3',下划线部分为 SpeI酶切位点)。
以1.6部分中扩增于红色胚芽鞘株系且经测序鉴

定为阳性的单克隆菌株为模板,利用引物TaC1-
F/TaC1-R扩增TaC1基因CDS序列(不含终止

密码子)。PCR扩增所用酶及体系同1.6;扩增程

序中,除退火温度为60℃外,其余同1.6部分。

PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后,纯
化回收目的片段。利用同源重组酶(NovoRec,

NovoproteinScientificInc.)将 其 连 接 到 pA7-
GFP 载体上的SpeI酶切位点,与GFP 融合表

达。将构建的重组载体TaC1::GFP转化至大肠

杆菌DH5α感受态,用含有Amp的LB固体培养

基进行筛选,并利用引物 TaC1-F/TaC1-R对阳

性菌落进行PCR验证。PCR扩增所用酶、体系

及程序同上述TaC1基因CDS序列的扩增。对

PCR阳性单克隆进行测序。对测序验证为阳性

的菌株 进 行 扩 繁,使 用 无 内 毒 素 质 粒 试 剂 盒

(DP117,天根)进行质粒的提取。取部分提取质

粒置于1.5mL离心管中,在37℃的金属浴上浓

缩至浓度约为1000ng·μL-1。利用载有金粉和

1000ng·μL-1 质粒的基因枪(PDS-1000/He)
轰击洋葱表皮细胞[23],22℃暗培养24~36h后,
采用激光共聚焦显微镜(OlympusIX83-FV1200)
观察GFP荧光信号。

1.10 基因枪介导目标基因的瞬时表达

利用DNAMAN软件设计可扩增TaC1基因

CDS序列的引物TaC1-PCX-F/TaC1a-PCX-R和

TaC1-PCX-F/TaC1b-PCX-R(TaC1-PCX-F:5'-
ATGGGGAGGAGGGCGTGCT-3',TaC1a-PCX-
R:5'-TTAACCGGCCATGTGCAGGG-3',TaC1b-
PCX-R:5'-TCACGTGTGAGAGGTTTTAAC-
CGG-3')。以1.6部分中扩增于红色胚芽鞘株系

且经测序验证为阳性的单克隆菌株 DNA 为模

板,利用引用 TaC1-PCX-F/TaC1a-PCX-R 扩增

其TaC1基因的CDS序列。以1.6部分中扩增于

白色胚芽鞘株系且经测序鉴定为阳性的单克隆菌

株DNA为模板,利用引用TaC1-PCX-F/TaC1b-
PCX-R扩增其TaC1基因的CDS序列。PCR扩

增体系及程序同1.9部分。

PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后,回
收、纯化目的片段。通过T-A克隆技术,将目的

片段连接到XcmI酶切后的植物表达载体pCX-
SN(CaMV35S启动子)上。表达载体转化大肠杆

菌、筛选阳性菌株、测序验证、大量提取质粒及浓

缩质粒等步骤均与1.9部分中相同。将小麦品种

中国春成熟胚诱导的愈伤组织[24]经高渗培养基

(MS+0.4mol·L-1 甘露醇)预处理4h后,利
用载有金粉和1000ng·μL-1 质粒的基因枪轰

击,25℃暗培养10h后转移至普通MS愈伤培养

基,光 照 培 养 2d 后,用 体 视 显 微 镜 (Nikon
SMZ1500)观察花青素积累情况。

2 结果与分析

2.1 红色胚芽鞘QTL的精细定位

表型调查结果发现,127个 RIL株系中,59
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个株系为红色胚芽鞘,67个为白色胚芽鞘,表型

分离符合1∶1(χ2=0.51),这表明红色胚芽鞘性

状受单基因控制。构建的遗传连锁图谱包含995
个标记(593个SNP标记和402个SSR标记),覆
盖46个连锁群,总遗传距离4183.2cM,标记间平

均距离4.2cM,满足QTL定位需求。

QTL检测结果显示,仅在7A染色体上检测

到1个调控胚芽鞘颜色的主效QTL,其位于标记

Xsnp7205(161.93cM)与Xsnp5258(163.62cM)之
间,遗传距离1.69cM,LOD值28.41,解释66.41%
的表型变异,将其命名为qRc-7A(图1)。

2.2 候选基因的筛选与克隆

经共线性分析,小麦7A染色体分子标记Xs-
np7205~Xsnp5258区间与二穗短柄草1号染色

体(Bradi1g46220~Bradi1g46740)、高粱10号染

色体(Sb10g006210~Sb10g006850)、水稻6号染

色体(Os06g09320~Os06g10650)存在共线性关

系(图2)。在高粱和水稻共线性区域中,鉴定到2
个花青素调控相关转录因子R2R3-MYB的编码

基因—Sb10g06800和Os06g10350(OsC1基因)。在

EnsemblPlants数据库中,通过BLAST在线工具比对

发现,位于小麦7A染色体上的TraesCS7A02G165700

  Rc代表qRc-7A。RcrepresentsqRc-7A.
图1 RIL群体红色胚芽鞘性状 QTL定位遗传连锁图谱

Fig.1 GeneticlinkagemapofQTLmappingforredcoleoptiletraitinRILpopulation
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基因与Sb10g06800和 Os06g10350基因高度相

似,推测该基因为调控红色胚芽鞘花青素合成的

关键基因,命名为TaC1。
测序结果表明,红色胚芽鞘株系中TaC1基因

全长为867bp,含93bp内含子,CDS全长为774
bp,编码257个氨基酸;白色胚芽鞘株系中TaC1
基因与红色株系相比存在两处差异:一是483bp
处G突变为 A,该突变未改变编码氨基酸;二是

714bp处存在C碱基缺失,这一缺失导致移码

突变,最终使该基因编码262个氨基酸(图3)。
基于上述序列差异,将红色胚芽鞘株系和白色

胚芽鞘株系中TaC1 基因分别命名为TaC1a和

TaC1b。
2.3 TaC1蛋白序列特征与进化分析

经蛋白序列比对,TaC1a包含完整的R2、R3结

构域(R2R3-MYB转录因子典型特征),且C端存在

保守的 motif5结构域(DExWLKxxH);而 TaC1b
因移码突变,缺失 motif5结构域(图4A)。为明

确小麦TaC1基因的种内同源关系,及该基因与其

他物种同源基因的亲缘演化关系,本研究从NC-
BI及EnsemblPlants数据库中获取小麦、小麦近

缘物种及不同科属植物的27条TaC1同源蛋白序

  图中从左到右依次为本研究中得到的遗传图谱、小麦7AS染色体遗传图谱及二穗短柄草1号染色体、高粱10号染色体、水稻6号

染色体物理图谱。

Fromlefttorightinthefigurearethegeneticmapgeneratedinthisstudy,thegeneticmapofwheatchromosome7AS,andthe

physicalmapsofBrachypodiumdistachyonchromosome1,sorghumchromosome10,andricechromosome6.

图2 本研究中得到的遗传图谱与小麦7AS染色体遗传图谱及二穗短柄草、高粱和水稻物理图谱的共线性分析

Fig.2 Syntenyanalysisofthegeneticmapgeneratedinthisstudy,thegeneticmapofwheatchromosome7AS,

andthephysicalmapsofBrachypodiumdistachyon,sorghum,andrice
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图3 红色和白色胚芽鞘株系的表型(A)及其编码基因(B)和蛋白(C)序列差异

Fig.3 Differenceofredandwhitecoleoptilephenotypes(A),andsequencesofthecodinggenes(B)

andtheirdeducedproteins(C)

列,利用 MEGA6软件构建系统进化树。结果显

示,所有蛋白序列聚类为单子叶植物和双子叶植

物两大分支。其中,小麦TaC1与小麦属及近缘

禾本科物种的同源蛋白聚为一支,形成独立的单

子叶禾本科亚分支。在禾本科近缘物种中,TaC1
与硬粒小麦(TRITD7Av1G053110)、斯卑尔脱小

麦(TraesTSP7A01G180500)以及乌拉尔图小麦

(TuG1812G0700001765)的同源蛋白关系最近,
节点支持率为92%,进一步印证了这些物种与普

通小麦(Triticumaestivum)在进化上的近缘关

系,也提示TaC1基因在小麦属物种驯化过程中保

守性较高。此外,TaC1与小麦7B、7D染色体上的同

源蛋白(TraesCS7B02G166400、TraesCS7D02G166500)
聚为一小支,说明三者在进化过程中高度保守,推
测为种内旁系同源基因,可能源于染色体片段复

制事件,且功能上可能存在冗余或分化。而玉米

(ZmP、ZmC1)、水稻(OsC1)等其他禾本科物种的

同源蛋白则聚于另一小支,与小麦分支存在一定

进化距离,这与物种间的系统发育关系一致(图

4B)。

2.4 TaC1的亚细胞定位

激光 共 聚 焦 显 微 镜 观 察 结 果 表 明,35S::

TaC1a-GFP融合表达蛋白的荧光信号仅存在于

洋葱表皮细胞的细胞核中,而空载pA7-GFP的荧

光信号遍布整个细胞(图5),表明TaC1定位于细

胞核,符合转录因子的亚细胞定位特征。

2.5 TaC1基因的功能验证

基因枪介导的瞬时表达结果(图6)显示,转入

TaC1a基因的小麦愈伤组织出现明显的紫色斑点

(花青素积累),而转入TaC1b基因或空载pCXSN
的愈伤组织无花青素积累,证实TaC1a基因具有调

控花青素合成的功能,TaC1b无此功能。
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  TRITD7Av1G053110来源于硬粒小麦;TraesTSP7A01G180500来源于斯卑尔脱小麦;TuG1812G0700001765来源于乌拉尔图小

麦;AET7Gv20434200来源 于 粗 山 羊 草;TraesCS7B02G166400、TraesCS7D02G166500和 Tamyb10-D1来 源 于 普 通 小 麦;HORVU.

MOREX.r3.7HG0662710来源于大麦;SECCE4Rv1G0254620来源于黑麦;OsC1来源于水稻;ZmP和ZmC1来源于玉米;PtMYB134来

源于毛果杨;SbMYB1来源于高粱;DkMYB2和DkMYB4来源于柿树;VvMYBPA1和 VvMYBPA2来源于葡萄;AtPAP1和 AtTT2来

源于拟南芥;LjTT2a、LjTT2b和LjTT2c来源于百脉根;MdMYB10来源于苹果;PhAN2来源于矮牵牛;ROSEA1和ROSEA2来源于金

鱼草。

TRITD7Av1G053110isfromTriticumturgidum;TraesTSP7A01G180500isfromTriticumspelta;TuG1812G0700001765isfrom

Triticumurartu;AET7Gv20434200isfromAegilopstauschii;TraesCS7B02G166400,TraesCS7D02G166500andTamyb10-D1are

fromTriticumaestivum;HORVU.MOREX.r3.7HG0662710isfromHordeumvulgare;SECCE4Rv1G0254620isfromSecalecereale;

OsC1isfromOryzasativa;ZmPandZmC1arefromZeamays;PtMYB134isfromPopulustrichocarpa;SbMYB1isfromSorghum

bicolor;DkMYB2andDkMYB4arefromDiospyroskaki;VvMYBPA1andVvMYBPA2arefromVitisvinifera;AtPAP1andAtTT2

arefromArabidopsisthaliana;LjTT2a,LjTT2bandLjTT2cisfromLotusjaponicus;MdMYB10isfromMalusdomestica;PhAN2is

fromPetuniahybrida;ROSEA1andROSEA2arefromAntirrhinum majus.

图4 TaC1的系统进化分析及其与同源蛋白的序列比对

Fig.4 PhylogeneticanalysisofTaC1andproteinsequencealignmentwithitshomologous

图5 TaC1在洋葱表皮细胞中的亚细胞定位

Fig.5 SubcellularlocationofTaC1inonionepidermalcell
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图6 基因枪介导的TaC1基因在小麦愈伤组织中的瞬时表达

Fig.6 Particlebombardment-mediatedtransientexpressionoftheTaC1geneinwheatcalli

2.6 CAPS标记的开发及其在TaC1基因型分析

中的应用

基于TaC1b基因在714bp处的碱基缺失位

点,本研究开发了CAPS标记CAPS-F/CAPS-R(图

7A),该标记扩增产物通过BanⅡ酶切可区分TaC1a
与TaC1b基因型。TaC1a基因的扩增产物为162
bp,经酶切后产生103bp+49bp片段;TaC1b基因

的扩增产物为161bp,无法被酶切(图7B)。

进一步利用开发的CAPS标记对17份不同

胚芽鞘颜色的小麦材料进行扩增及酶切鉴定,结
果(图7C)显示,10份白色胚芽鞘材料(如中国

春、扬麦158)均为TaC1b基因型;但7份红色胚

芽鞘材料中,仅有3份材料(如小偃22、野生一粒

麦)为TaC1a基因型,另外4份材料(如黑小麦

76、秦黑一号)为TaC1b基因型,暗示存在其他调

控红色胚芽鞘的基因。

  A:本研究中开发的CAPS标记CAPS-F/CAPS-R;B:CAPS标记在RIL群体中的扩增及酶切结果,其中数字2~124为材料编号;C:

CAPS标记在17份小麦材料(a:黑小麦76;b:秦黑一号;c:漯珍一号;d:AY30-1;e:植洛乌麦;f:河东乌麦;g:西农1376;h:AY18;i:Bob-
white;j:杨麦158;k:中国春;l:小偃22;m:明988;n:A14;o:硬粒小麦;p:Icaro;q:野生一粒小麦)中的应用,红色字母标注的材料具有红

色胚芽鞘,黑色字母标注的材料具有白色胚芽鞘。
A:TheCAPSmarkerCAPS-F/CAPS-Rdevelopedinthisstudy;B:Amplificationandrestrictionenzymedigestionresultsofthe

CAPSmarkerintheRILpopulation,thenumbers2to124representthematerialcodes;C:Amplificationandrestrictionenzymediges-
tionresultsoftheCAPSmarkerindifferentwheatmaterials(a:Heixiaomai76;b:Qinhei1;c:Luozhen1;d:AY30-1;e:Zhiluowu-
mai;f:Hedongwumai;g:Xinong1376;h:AY18;i:Bobwhite;j:Yangmai158;k:ChineseSpring;l:Xiaoyan22;m:Ming988;n:
A14;o:Durumwheat;p:Icaro;q:Triticummonococcum),materialsmarkedwithredlettershaveredcoleoptiles,whilethosemarked
withblacklettershavewhitecoleoptiles.

图7 CAPS标记在不同小麦材料中的扩增及酶切结果

Fig.7 AmplificationandrestrictionenzymedigestionresultsoftheCAPSmarkerindifferentwheatmaterials
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3 讨论

3.1 TaC1是调控小麦红色胚芽鞘的关键基因

此前研究将小麦红色胚芽鞘调控基因定位于

7号染色体同源群,但定位区间较宽(如Rc-A1定

位 于Xgwm913 与Xgwm60 之 间,距 离 11.9
cM)[15]。本研究通过9KSNP芯片结合SSR标

记,将调控位点精细定位到7A染色体1.69cM
区间,显著提高了定位精度。此外,本研究借助比

较基因组学,在共线性区域筛选到 MYB转录因

子基因TaC1,其蛋白质序列特征(R2R3结构域、

motif5)与玉米ZmC1、水稻 OsC1高度保守,且
瞬时表达试验证实TaC1a可诱导花青素合成,表
明TaC1是Rc-A1位点的候选基因。

TaC1b处的714bp碱基缺失引起移码突变,
导致蛋白结构中缺失 motif5结构域[25],这可能

是TaC1b基因丧失功能的核心原因。与之类似

地,在水稻绿色叶鞘品种C418中,OsC1基因因

存在34bp的片段缺失,造成其C端的[DE]Lx2
[RK]x3Lx6Lx3R保守基序缺失,进而导致其与

bHLH蛋白的互作能力受损,最终使OsC1基因

丧失功能[26]。这一结果表明,MYB转录因子的

氨基酸序列完整性是其行使正常生物学功能的关

键前提。此外,在野生稻及栽培稻叶鞘颜色的最

新研究中发现,OsC1存在25个序列变异,可形成

16个功能单倍型(关联紫色叶鞘)和9个非功能

单倍型(关联绿色叶鞘);其核心变异为编码区

881~890nt的10bp缺失,同时还鉴定到3个新

变异(T→A突变、T插入、T→C突变),这些变异

均会导致OsC1 基因功能丧失[27]。由此可见,

TaC1基因在不同小麦品种中是否存在更丰富的

单倍型类型,仍有待开展深入研究。

3.2 小麦红色胚芽鞘调控的复杂性

CAPS标记检测结果表明,4份红色胚芽鞘

材料(黑小麦76等)携带TaC1b基因,暗示存在其

他调控基因。Shin等[19]在小麦4号染色体上克

隆到R2R3-MYB基因TaPL1,其过表达可提高拟

南芥花青素含量,且在红色胚芽鞘中高表达。此

外,小麦7B、7D染色体上的Rc-B1、Rc-D1位点也

可能参与调控[15]。推测小麦红色胚芽鞘性状受

多基因调控,不同品种中起主导作用的基因可能

存在差异,需进一步克隆其他调控基因并解析其

互作网络。

4 结论

小麦7A 染色体红色胚芽鞘调控基因位于

Xsnp7205与Xsnp5258标记之间,遗传距离为1.69
cM,并确定 MYB转录因子基因TaC1为调控该

性状的候选基因;该基因存在TaC1a和TaC1b两

种等位变异,其中TaC1a调控红色胚芽鞘表型,

TaC1b调控白色胚芽鞘表型,二者功能差异的原

因是TaC1b的714bp处发生碱基缺失,导致编码

蛋白发生移码,使 motif5结构域缺失;本研究开

发了可用于红色胚芽鞘分子鉴定的CAPS标记,
但检测发现部分红色胚芽鞘材料虽携带TaC1b
基因仍表现为红色胚芽鞘,暗示该性状还依赖其

他调控基因,后续需进一步解析小麦红色胚芽鞘

调控的多基因互作机制。
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