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摘 要:为了开发小麦株型相关的功能标记,对小麦OTUBs家族成员进行鉴定,并克隆得到一个潜在株

型相关基因TaOTUB1,并对其表达模式进行分析。结果表明,TaOTUB1基因在小麦各组织广泛表达,且在

小麦OTUBs家族33个成员中表达丰度最高。利用748份小麦基因组自然变异数据分析发现,TaOTUB1-A
启动子区主要存在 HapⅠ和 HapⅡ两种单倍型。基于-761bp位点的SNP开发dCAPS分子标记,利用该标

记能够在313份小麦品种中有效鉴定 HapⅠ和 HapⅡ。通过关联分析,HapⅠ是有利于小麦株型改良和产量

增加的优异单倍型。HapⅠ在国内外栽培小麦中属于优势单倍型。研究结果有助于小麦株型改良和分子标

记辅助选择育种。
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Abstract:Todevelopfunctionalmarkersrelatedtowheatplanttype,weidentifiedmembersofthe
wheatOTUBsfamilyinthisstudy,clonedapotentialplanttype-relatedgene,TaOTUB1,andana-
lysedtheexpressionpatternofthegene.TheresultshowedthatTaOTUB1genewaswidelyex-
pressedinvarioustissuesofwheatandhadthehighestexpressionabundanceamongthe33members
ofthewheatOTUBsfamily.ThenaturalvariationoftheTaOTUB1genewasanalyzedusing748
wheatgenomenaturalvariationdata,anditwasfoundthattwohaplotypes,HapⅠandHapⅡ,main-
lyexistedintheTaOTUB1-Apromoterregion.ThedevelopmentofadCAPSmolecularmarkerbased
onSNPsatthe-761bplocusenabledtheeffectiveidentificationofHapⅠandHapⅡin313wheat
varieties.LinkageanalysisrevealedthatHapⅠisanexcellenthaplotypeforplanttypeimprovement
andyieldincrease.EvolutionaryanalysisrevealedthatHapⅠisthedominanthaplotypeindomestic
andforeign-cultivatedwheat.Theseresultscanbehelpfulforplanttypeimprovementandmolecular
marker-assistedselectionbreedinginwheat.
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  株型是决定作物产量的主要因素之一,对作

物机械化、标准化种植等农业实践非常重要[1]。
株型相关基因的发掘和利用在作物株型改良和产

量提升中扮演着极其重要的角色。例如,半矮秆



基因sd1(semidwarf1)的发现与应用大大提高了

谷类作物的抗倒伏性和籽粒产量,也使得农业机

械化成为可能,从而掀起了一场作物的“绿色革

命”[2]。IPA1(idealplantarchitecture1)是调控

水稻株型的关键基因之一,编码一个含有SBP-
box结构域的转录因子 OsSPL14,受miR156和

miR529的调控[3-4]。IPA1能够调控分生组织活

性,其功能获得性突变体具有无效分蘖减少、茎秆

粗壮抗 倒 伏、穗 大 粒 多 产 量 高 的 理 想 水 稻 株

型[5-7]。PROG1(PROSTRATEGROWTH1)在
水稻株型调控方面发挥着关键性作用[8],它的失活

引起株型由匍匐多分蘖向直立少分蘖变化,同时穗

变大、穗粒数增多,最终产量增加[9]。近年来,许多

株型相关的基因被克隆,例如,OsNAC103 [10]、

NAL11[11]、SD8 [12]、DHT1 [13]等,为作物株型的

遗传改良和产量提升奠定了基础。
小麦(Triticumaestivum L.)是重要的粮食

作物,其产量与中国乃至世界的粮食安全息息相

关。小麦中,许多株型相关的基因也被鉴定。例

如,抑制miR319表达可以增加小麦株高,减少分

蘖数,增大穗数、旗叶面积和茎直径,进而提高产

量;相反的,过表达miR319不利于株型和产量的改

良[14]。TaTB1(Teosintebanched1)通过在茎秆伸

长前低表达,在茎秆伸长过程中高表达,抑制茎秆

伸长,降低株高[15]。光敏色素互作因子PIFs(phy-
tochromeinteractingfactors)是一类bHLH家族

转录因子,在调控模式植物光形态建成方面发挥

关键 作 用[16-17]。小 麦TaPIL1 通 过 直 接 激 活

TaTB1的转录来减少分蘖数,增加株高[18]。Ta-
ACTIN7-D和TaARF12(Auxinresponsefactor12)
基因突变均抑制茎部细胞的伸长,降低株高[19-20]。

OTUBs(ovariantumordomain-containing
ubiquitinaldehyde-bindingprotein)家族基因编

码具体调控蛋白质泛素化修饰功能的去泛素酶,
在人、动物、植物等多个物种中广泛存在。人类

OTUBs是肿瘤发生和先天免疫系统的关键调节

因子,而植物 OTUBs在生长发育和逆境胁迫响

应中发挥着重要作用[21-24]。然而,不同植物间

OTUBs调控产量性状的功能可能存在差异。例

如,水稻中,OsOTUB1通过调控IPA1的蛋白稳

定性影响分生组织活性。OsOTUB1功能缺失减

少水稻分蘖、增加穗分枝和增大籽粒,最终增加水

稻产量[22]。相似的,WTG1(wideandthickgrain
1)基因也编码OsOTUB1蛋白,wtg1-1功能缺失

突变体的粒宽、粒厚和粒重均显著增加[25]。然

而,与水稻OsOTUB1基因功能缺失表型相反,拟
南芥AtOTUB1基因功能缺失则导致种子大小和

重量显著降低[23]。小麦中,干旱和高温胁迫会影

响TaOTUB1基因在小麦中的表达[24],但其调控

小麦株型和产量的功能仍然未知。因此,研究

OTUBs家族成员改善小麦株型和产量的功能具

有十分重要意义。
本研究克隆了小麦TaOTUB1基因,根据其

启动子区SNP开发了dCAPS分子标记,发掘了

与株高降低、产量增加相关的优异单倍型 Hap
Ⅰ,以期为小麦株型改良和分子标记辅助选择育

种提供新的基因资源。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本试验选用小偃6号小麦用于TaOTUB1基

因的克隆和表达模式分析;313份小麦品种由中

国农业科学院作物科学研究所景蕊莲研究员提

供,用于分子标记验证和农艺性状调查;748份

小麦基因组自然变异数据来源于SnpHub数据库

(http://guoweilong.github.io/SnpHub/)。

1.2 生物信息学分析

基于 OTUBs家族保守结构域(OTU 结构

域,PF10275:Peptidase C65 Otubain),利 用

WheatOmics1.0数据库(http://202.194.139.
32/#)中的PfamSearch工具,搜寻小麦中注释

包含OTU结构域的蛋白。利用EnsemblPlants
(https://ensembl.gramene.org/)和 UniPort
(https://www.uniprot.org/)数据库筛选具有转

录本且包含 OTU 结构域的高可信基因。利用

ClustalW(http://www.clustal.org/)构建系统

发育树。
利用前期测定的小偃6号小麦不同组织的转

录组数据[26],对OTUBs家族成员进行表达模式

分析。利用EnsemblPlants数据库获取拟南芥、
水稻、玉米、大麦和二穗短柄草中小麦TaOTUB1
蛋白的同源序列及ClustalW构建系统发育树。

利用SnpHub数据库对中国地方小麦品种

(n=102)、中国栽培小麦品种(n=43)、国外地方

小麦品种(n=107)和国外栽培小麦品种(n=
422)中TaOTUB1-Ap不同单倍型的分布规律进

行分析。利用小麦基因组变异联合数据库(ht-
tp://wheat.cau.edu.cn/WheatUnion/b_15/)中
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单倍型地图工具分析TaOTUB1-Ap不同单倍型

的地理分布。

1.3 TaOTUB1基因的克隆和表达模式分析

为了克隆TaOTUB1基因,参考中国春基因

组序列,分别设计TaOTUB1基因编码区和启动

子区的特异性引物(表1),以小偃6号小麦叶片

DNA为模版进行PCR扩增。
分别收集来自田间正常管理的普通小麦小偃

6号的根、茎、叶、旗叶,5和10cm幼穗,花后5、

10、15和20d籽粒样品,利用多糖多酚植物总

RNA快 速 提 取 试 剂 盒(北 京 百 泰 克)提 取 总

RNA,并利用反转录试剂盒(北京宝日医生物)进
行cDNA合成。使用SYBRPremixExTaq试剂

盒(北京宝日医生物)进行实时荧光定量 PCR
(qRT-PCR)实验。以小麦Actin 基因作为内参,
所得结果采用2-ΔΔCt法进行分析。设置3个生物

学重复。所用引物序列见表1。

1.4 SNP位点分析、分子标记开发和验证

通过SnpHub网站已公布的小麦基因组自然

变异 数 据 对TaOTUB1-A 基 因 的 启 动 子TaO-

TUB1-Ap进行SNP和单倍型分析。基于TaO-
TUB1-Ap的-761bp位点的SNP,利用dCAPS
Finder2.0软件(http://helix.wustl.edu/dcaps/

dcaps.html)开发dCAPS分子标记,设计特异性

引物TaOTUB1-dCAPS-F和TaOTUB1-dCAPS-
R(表1)。以313份小麦品种的叶片DNA为模

版,利用该特异性引物进行扩增。PCR反应条件

为:95℃预变性3min;95℃变性15s,65℃退火

15s,72℃延伸1min,35个循环。使用DralⅠ
酶切PCR产物,4%的琼脂糖凝胶电泳对酶切产

物进行检测。

1.5 相关性分析

选取8个具有 HapⅠ单倍型的小麦品种和6
个具有HapⅡ单倍型的小麦品种,采用随机区组

进行种植。每个品种种植3个小区,小区长2m,
行距20cm,共10行,每行40粒种子。成熟后调

查株高、千粒重、收获系数、茎直径、旗叶面积(n
=3个小区×15个生物学重复)以及小区产量(n
=3个小区)。利用t检验对表型和单倍型之间

的相关性进行分析。

表1 试验所用引物

Table1 Primersusedinthestudy

引物名称
Primer

序列
Sequence(5'-3')

用途
Purpose

TaOTUB1-F ATGGGCGACGCGCCCCCG

TaOTUB1-R TCACTTTGGGTAGAGAATATCATAG
TaOTUB1扩增

AmplificationofTaOTUB1

TaOTUB1-Ap-F GTTAACGCTGTTCCTGCTGG

TaOTUB1-Ap-R GCCAGAATAATTACAACCGAGGAACTT
TaOTUB1-Ap扩增

AmplificationofTaOTUB1-Ap

TaOTUB1-dCAPS-F CGCCCCGCCCCGACCTGCCATACC
AGGTTCTTCTGGACTCTTCCTTTAA

TaOTUB1-dCAPS-R AACCACGAAGCACACAAGGCCTCAC

dCAPS标记开发
DevelopmentofdCAPSmarker

TaOTUB1-A-F CTTGACAAATTCGACCGTGGT

TaOTUB1-A-R TGTCACAGGAGCTTCGGTCC
TaOTUB1-A定量

QuantificationofTaOTUB1-A

Actin-F AGGTGCCCTGAGGTGCTGTT

Actin-R GCCAAAATAGAGCCACCGAT
内参基因

Referencegene

2 结果与分析

2.1 小麦OTUBs家族成员鉴定和表达模式分析

基于 OTUBs家族保守 OTU 结构域,利用

WheatOmics1.0数据库检索到小麦中注释含有

OTU结构域的蛋白66条。进一步利用Ensembl
Plants和UniPort数据库筛选具有转录本的高可

信基因,发现小麦中潜在 OTUBs家族成员33

个。利用转录组数据[26]对33个 OTUBs家族成

员在小麦各组织中的表达模式进行分析,发现

OTUBs家族成员在根、茎、叶、幼穗和籽粒等器

官和 组 织 中 广 泛 表 达。值 得 注 意 的 是,TaO-
TUB1基因的表达水平远超过其他 OTUBs家族

成员,表明在小麦中TaOTUB1基因是 OTUBs
家族的重要成员,各组织发育对于TaOTUB1基

因的需求更高。

·182·第3期 谢 妍等:小麦株型相关基因TaOTUB1的克隆和功能标记开发



2.2 小麦TaOTUB1基因的克隆和表达模式分析

进一步对小麦TaOTUB1基因进行分析,发现

在第Ⅶ部分同源群染色体上TaOTUB1基因包含

TaOTUB1-A、-B 和-D (TraesCS7A01G263900.1,
TraesCS7B01G161900.2和TraesCS7D01G264800.1)
三个成员(图1和图2)。以特异性引物在小偃6
号小麦中对TaOTUB1-A、-B和-D 编码区进行扩

增。序列分析发现,TaOTUB1-A、-B和-D之间

的蛋白序列相似性在98%以上,与水稻OsOTUB1
的蛋白序列相似性分别为76.25%、75.63%和

75.63%。TaOTUB1-A、-B和-D均由319个氨

基酸组成,含有 OUT结构域及 OUTBs家族假

定催化三联体中的保守氨基酸(天冬氨酸D107、
半胱氨酸C110和组氨酸H312)(图2a)。将小麦

TaOTUB1-A与拟南芥、水稻、玉米、大麦、二穗短

柄草和人类中 OTUB1的同源蛋白进行进化分

析,发现TaOTUB1与大麦 HvOTUB1亲缘关系

最近(图2b)。
收集小偃6号小麦苗期的根、茎、叶,生殖期

的旗叶、幼穗、籽粒样品,利用qRT-PCR对TaO-
TUB1基因(以TaOTUB1-A 为代表)的组织表达

模式进一步验证。发现与转录组结果相似,TaO-

TUB1基因在检测的各个组织中广泛表达(图2c)。

2.3 小麦TaOTUB1-Ap自然变异分析及分子标

记开发和验证

利用SnpHub数据库已公布的748份小麦基

因组自然变异数据对TaOTUB1-A、-B和-D 的启

动子区(ATG上游2000bp)和编码区进行自然

变异分析,发现在普通小麦中TaOTUB1-A 启动

子区(TaOTUB1-Ap)主要存在两种单倍型 Hap
Ⅰ和HapⅡ,它们之间存在3个SNP位点的差异

(A/C、G/A、G/A)(图3a)。而其他区域没有检

测到有规律的自然变异。基于TaOTUB1-A 启动

子区-761bp位点的SNP开发了含有Dral Ⅰ
内切酶位点的dCAPS分子标记(图3a),结果发

现,根据酶切产物的大小,可以很好地区分两种单

倍型(图3b)。若酶切产物为200bp的条带,则
待测小麦基因型为 HapⅠ;若酶切产物为153bp
的条带,则待测小麦基因型为HapⅡ。

为了进一步验证该分子标记的有效性,本研

究利用313份黄淮麦区小麦品种进行验证,发现

该dCAPS分子标记能有效区分两种单倍型。两种

单倍型在313份小麦中所占比例分别为89.1%和

10.9%(图3c)。

图1 小麦OTUBs家族成员的进化(Ⅰ)和表达模式(Ⅱ)分析

Fig.1 Phylogenetic(Ⅰ)andexpressionpattern(Ⅱ)analysisoftheOTUBsfamilymembersinwheat
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  a:箭头所指是OTU结构域中假定催化三联体的保守氨基酸,分别为107位的天冬氨酸(D107)、110位的半胱氨酸(C110)和312位

的组氨酸(H312);b:进化树;c:qRT-PCR(TaOTUB1-A)。

a:ArrowsindicatetheconservedaminoacidsassumedtocatalyzethetriadintheOTUdomain,namelyasparticacidatposition107
(D107),cysteineatposition110(C110),andhistidineatposition312(H312);b:Phylogenetictree;c:qRT-PCR(byTaOTUB1-A).

图2 TaOTUB1的蛋白结构(a)和进化(b)及基因表达(c)分析

Fig.2 Analysisoftheproteinstructure(a),phylogenetic(b),andgeneexpression(c)ofTaOTUB1

  a:TaOTUB1-Ap核苷酸多态性和单倍型分析;b:分子标记开发和酶切验证;M:DL500;c:TaOTUB1-Ap不同单倍型在313份小麦

品种中的分布频率。

a:TaOTUB1-Apnucleotidepolymorphismandhaplotypeanalysis;b:Molecularmarkerdevelopmentandenzymedigestionvalida-

tion;M:DL500;c:DistributionfrequencyofdifferenthaplotypesofTaOTUB1-Apin313wheatvarieties.
图3 TaOTUB1-Ap单倍型分析和分子标记开发

Fig.3 HaplotypeanalysisandmolecularmarkerdevelopmentofTaOTUB1-Ap

2.4 TaOTUB1-Ap的自然变异与株型和产量相关

为了解TaOTUB1-Ap的自然变异与株型和

其他产量相关性状的关系,在313份小麦品种中

随机选取8个具有HapⅠ单倍型的小麦品种和6
个具有HapⅡ单倍型的小麦品种,在大田环境下

进行农艺性状调查。结果表明,相较于具有 Hap
Ⅱ的小麦品种,具有 HapⅠ的小麦品种其产量相

关性状具有综合优势,表现为株高更低,千粒重和

收获系数更高,茎直径更粗,旗叶面积更大(图

4),而穗粒数和小区产量(2m×2m)没有显著差

异。具有HapⅠ的小麦品种较具有 HapⅡ的小

麦品种更高。

2.5 优异单倍型HapⅠ在小麦育种过程中受到选择

进一 步 利 用 SnpHub数 据 库 对 中 国 地 方

(CL)和 栽 培 小 麦 品 种(CC),以 及 国 外 地 方

(NCL)和栽培小麦品种(NCC)中 HapⅠ和 Hap
Ⅱ的分布规律进行分析,发现在中国育种过程中,
优异单倍型HapⅠ在地方小麦品种(CL)中占比

为34.3%,而在栽培小麦品种(CC)中则上升至

69.7%。相对的,非优异单倍型 HapⅡ在地方品

种中占比为65.7%,而在栽培小麦品种中则下降

至30.3%(图5a)。进一步对优异单倍型HapⅠ在
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  在大田环境下分别调查具有 HapⅠ和具有 HapⅡ小麦品种的农艺性状。所有数据为平均值±标准误[n=8个(HapⅠ)/6个(Hap
Ⅱ)小麦品种×15个生物学重复]。*表示P<0.05,**表示P<0.01。

AgronomictraitswereinvestigatedinfieldsforwheatvarietiespossessingHapⅠandHapⅡ,respectively.Alldataarepresentedas
mean±standarderror[n=8(HapⅠ)/6(HapⅡ)wheatvarieties×15biologicalreplicates].*and**indicatesignificantdifferenceat
P<0.05andP<0.01,respectively.

图4 TaOTUB1-Ap 不同单倍型与农艺性状的相关性分析

Fig.4 CorrelationanalysisbetweendifferenthaplotypesofTaOTUB1-Apandagronomictraits

  a:国内外普通小麦中TaOTUB1-Ap不同单倍型的分布频率。CL:中国地方小麦品种(n=102);CC:中国栽培小麦品种(n=43);
NCL:国外地方小麦品种(n=107);NCC:国外栽培小麦品种(n=422);b:中国栽培小麦中TaOTUB1-Ap不同单倍型的分布频率。

a:DistributionfrequencyofdifferenthaplotypesofTaOTUB1-Apindomesticandforeigncommonwheatvarieties.CL:Chinese
landrace(n=102);CC:Chinesecultivars(n=43);NCL:None-Chineselandraces(n=107);NCC:None-Chinesecultivars(n=422);
b:DistributionfrequencyofdifferenthaplotypesofTaOTUB1-ApinChinesecultivatedwheat.

图5 TaOTUB1-Ap不同单倍型在普通小麦中的分布频率
Fig.5 DistributionfrequencyofdifferentTaOTUB1-Aphaplotypesincommonwheatvarieties
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中国栽培小麦中的地理分布进行调查,发现在中

国主要小麦产区,优异单倍型 HapⅠ相较于非优

异单倍型 HapⅡ都是优势单倍型,被广泛利用

(图5b)。相似的,优异单倍型 HapⅠ在国外栽培

小麦品种中(NCC)的占比高于国外地方品种

(NCL)(图5a)。以上结果表明,优异单倍型 Hap
Ⅰ在现代小麦育种过程中受到积极选择和利用。

3 讨论

自然变异是现代作物遗传育种的主要基因资

源之一,充分挖掘作物中的自然变异对作物改良

具有重要意义[27-28]。目前,已有许多优异自然变

异被发掘。例如,在水稻驯化过程中COLD11
(CHILLINGTOLERANCEDIVERGENCE11)
第一外显子中的 GCG 序列重复赋予水稻耐寒

性[29]。OsDSK2a-G (OsDOMINANT SUP-
PRESSORofKAR2a-G)被认为是一种能有效提

高水 稻 耐 盐 性 的 自 然 变 异[30]。bZIP68(Basic
leucinezipper68)启动子的自然变异改变玉米耐

冷性[31]。ZmMSH7(ZmMutS-homologous7)的
自然变异在减数分裂阶段能改善花粉育性,提高

玉米产量[32]。本研究利用748份小麦基因组自

然变异数据对TaOTUB1基因进行自然变异分

析,发现在普通小麦中主要存在 HapⅠ和 HapⅡ
两种单倍型。其中,HapⅠ是有利于株高降低、产
量增加的优异单倍型。

多性状的协同改良是决定小麦改良效率的关

键因素,而基因的多效性可能是小麦育种过程中

影响多性状协同改良的关键因素[33]。例如,小麦

TaGS5-A(Grainsize5)外显子的自然变异引起

粒宽增加、株高降低[34]。TaSnRK2.10-A(Sucrose
non-fermentingrelatedproteinkinase2.10)的自然

变异引起籽粒大小和穗长增加、株高降低[35]。

TaPRR1(Pseudo-responseregulator1)的等位

变异与抽穗期、株高和粒宽等产量性状显著相

关[36]。Rht24b和Rht8(Reducedheight)的自然

变异可以在不影响小麦产量的情况下降低株

高[37-38]。本研究通过分析TaOTUB1-Ap的自然

变异与产量性状的相关性,发现TaOTUB1-Ap的

自然变异与株高、千粒重、茎直径、旗叶面积等多

个产量性状显著关联。这可能归因于TaOTUB1
在各个组织广泛表达,且可能参与调控分生组织

活性[22]。可见,多效基因在产量性状协同改良中

可能极具应用前景。

普通小麦作为异源六倍体,大部分基因含有

三个部分同源基因。虽然三个部分同源基因序列

高度相似,但目前小麦中已经发掘的控制产量相

关性状,如株型、穗粒数、千粒重的 QTL多来自

A基因组;同时普通小麦的形态特征也更像A基

因组供体物种,这种现象称为A基因组显性[39]。
本研究结果也表明,TaOTUB1-A 的等位变异与

多个产量性状均密切相关。小麦中GW2(Grain
weight2)基 因 包 含TaGW2-A1,TaGW2-B1 和

TaGW2-D1三个成员,TaGW2-A1是控制粒长、
粒宽和籽粒大小的主效基因[40]。而TaGW2-B1
和TaGW2-D1 调 控 籽 粒 性 状 的 效 应 相 对 弱 于

TaGW2-A1[41]。这种亚基因组拷贝之间的功能

差异可能与亚基因组间启动子调元件的差异或者

翻译后修饰有关[42-43]。然而,相关机制仍有待进

一步探索。
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