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摘 要:类成束阿拉伯半乳糖蛋白(fasciclin-likearabinogalactan-protein,FLA)是一类高度糖基化的蛋

白,广泛参与植物生长发育及抗逆境胁迫等途径,但其在小麦中的作用机制尚不清楚。为了解FLA在小麦中

的分布及其生物学功能,利用生物信息学手段在全基因组水平鉴定了小麦FLA家族成员并对其进行了系统

分析,利用RNA-Seq及qRT-PCR检测TaFLAs基因在不同组织和逆境胁迫中的表达模式,通过单倍型分析

候选基因与粒重相关性状的关系。结果表明,在小麦中共鉴定到71个TaFLAs基因,分布在17条染色体上,

依次命名为TaFLA1~TaFLA71。71个基因按照亲缘关系被聚类为8个亚族,同一亚族的不同成员间具有相

似的基因结构和保守基序,推测其具有相似的功能。通过种内同线性分析,71个TaFLAs基因存在85个片段

复制基因对,其中30对为基因间重复,55对为基因内重复;通过种间共线性分析,TaFLAs基因与二穗短柄草

的BdFLAs亲缘关系较近。经RNA-Seq及qRT-PCR分析,TaFLAs在不同组织、非生物胁迫中普遍表达,其

中TaFLA15、TaFLA34和TaFLA62在穗和籽粒中表达量较高,TaFLA5、TaFLA15、TaFLA34和TaFLA62在

PEG6000处理下上调表达,TaFLA5和TaFLA34在NaCl处理下上调表达。针对TaFLA62开发了SNP分子

标记,通过结合地理时空分布进行关联分析,TaFLA62-HapⅡ是增加粒重的优异单倍型,且在小麦育种过程

中受到正向选择。综合来看,小麦TaFLAs的基因结构相似,大多数能够响应逆境胁迫,其TaFLA62-HapⅡ单

倍体型可用于小麦产量性状的改良。
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Abstract:Fasciclin-likearabinogalactanprotein(FLA),aclassofhighlyglycosylatedproteins,are
widelyinvolvedinplantgrowth,developmentandstressresponses,yettheirfunctionalmechanisms
inwheatremainunclear.ToinvestigatethemembersandbiologicalrolesofFLAinwheat,thisstudy
conductedgenome-wideidentificationandsystematicanalysisofthewheatFLAfamilyusingbioinfor-
maticsapproaches.TheRNA-SeqandqRT-PCRwereemployedtoexaminetheexpressionpatternsof
TaFLAsacrosstissuesandunderabioticstresses,whilehaplotypeanalysiswasperformedtoexplore
theassociationbetweencandidategenesandkernelweight-relatedtraits.Atotalof71TaFLAswere



identifiedinwheat,distributedacross17chromosomesanddesignatedTaFLA1toTaFLA71.Phylo-
geneticanalysisclassifiedthesegenesintoeightsubfamilies,withmemberswithinthesamesubfamily
exhibitingconservedgenestructuresandmotifs,suggestingfunctionalsimilarity.Intraspecificsynte-
nyanalysisrevealed85segmentalduplicationpairs(30interchromosomaland55intrachromosomaldu-
plications),whileinterspecificsyntenyhighlightedcloserevolutionaryrelationshipsbetweenTaFLAs
andBdFLAsfromBrachypodium distachyon.TheRNA-SeqandqRT-PCRresultsdemonstrated
widespreadexpressionofTaFLAsacrosstissuesandunderstressconditions.Notably,TaFLA15,
TaFLA34andTaFLA62showedhighexpressioninspikesandgrains,whileTaFLA5,TaFLA15,
TaFLA34andTaFLA62wereupregulatedunderPEG6000treatment;TaFLA5andTaFLA34were
inducedbyNaClstress.ASNPmolecularmarkerdevelopedforTaFLA62revealed,combinedassoci-
ationanalysisandgeographical-temporaldistributionstudies,thattheTaFLA62-HapⅡhaplotypesig-
nificantlyenhanceskernelweightandhasundergonepositiveselectionduringwheatbreeding.Over-
all,thegenestructureofwheatTaFLAsissimilar,andmostofthemcanrespondtoadversitystress,
anditsTaFLA62-apⅡhaplotypecanbeusedtoimprovewheatyieldtraits.
Keywords:Wheat;FLAgenefamily;Geneexpression;Haplotypeanalysis;SNPmarker;Thousand-
kernelweight

  小麦(Triticumaestivum L.)为全球第二大

粮食作物,是全球35%~40%人口的主食,为人

类提供约21%的食物热量和20%蛋白质来源[1]。
随着全球极端气候变化、可耕地面积逐年减少、人
口不断增加,小麦可持续生产受到严重挑战,供需

矛盾日益突出,亟需抗逆、高产育种新突破[2]。因

此,深入挖掘小麦抗逆、高产优异基因资源,进行

分子遗传改良和新品种培育,进一步提升小麦单

产水平,对保障全球粮食安全具有重要意义。
阿拉伯半乳聚糖蛋白(arabinogalactanpro-

teins,AGP)广泛存在于植物体中,是富含羟脯氨

酸的糖蛋白[3-4],对植物的信号传导、抗非生物胁

迫和生长发育具有重要作用[5-7],如花粉粒的生长

发育[8]、茎次生细胞壁的发育[6]、根耐盐性和根毛

的生长发育[9]。根据蛋白质结构AGP被分为经

典AGPs(classicalAGPs)、非经典 AGPs(non-
classicalAGPs)、富含赖氨酸的 AGPs(lys-rich
AGPs)、阿拉伯半乳聚糖肽(arabinogalactanpep-
tides)、早期结节蛋白类AGPs(earlynodulin-like
AGPs,eNod-likeAGPs)、非特异性脂质转移蛋

白类 AGPs(non-specificlipidtransferprotein-
likeAGPs,nsLTP-likeAGPs)和类成束阿拉伯

半乳糖蛋白(fasciclin-likeAGPs,FLAs)七类[8]。

FLA是AGP中糖基化程度最高的亚族,含有特

定的成束蛋白(FAS)结构域,每个FAS结构域含

有两个高度保守结构域 H1和 H2 [10]。目前,在
拟南芥(Arabidopsisthaliana)[11]、烟草(Nicoti-

ana tabacum L.) [12]、水 稻 (Oryza sativa
L.)[13]、棉 花(Gossypium hirsutum L.)[14]、小
麦[10]、杨树(PopulusL.)[15]等物种中分别鉴定

出21、38、27、19、34和40个FLA。在拟南芥中,

AtFLA4基因可促进根细胞扩张[16];AtFLA16基

因可促进茎的次生细胞壁发育,增加株高和茎的

机械强度[6]。OsFLA1基因对水稻花粉正常发育

具有重要作用[8]。但有关小麦中FLA家族基因

的研究相对较少,其在不同环境条件下的表达模

式及其与小麦生长发育和抗逆性之间的关系尚未

明确。因此,本研究利用生物信息学方法对小麦

FLA家族成员进行全基因组鉴定,结合TaFLAs
基因在小麦不同发育时期和非生物胁迫中的表达

模式分析,利用 WheatUnion数据库中的小麦重

测序数据和已有研究中小麦自然群体表型数

据[17]进行重要TaFLA 基因单倍型与籽粒性状间

的关联分析,以期为小麦的遗传改良和品种选育

提供参考。

1 材料与方法

1.1 生物信息学分析

通过EnsemblPlants数据库(https://plants.
ensembl.org/index.html)下载小麦、大麦(Hor-
deumvulgareL.)、二穗短柄草(Brachypodium
distachyonL.)、水稻、拟南芥、玉米(Zeamays
L.)、马 铃 薯 (Solanumtuberosum L.)和 番 茄

(Solanumlycopersicum L.)的全基因组文件、蛋
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白文件和注释文件,其中全基因组文件和注释文

件用于种间共线性分析,蛋白文件用于提取各物

种FLA蛋白信息和构建系统进化树。利用 HM-
MER文件和Pfam 号(PF02469)获取各物种的

FLA家族成员信息,筛选阈值为E<1.0×e-5。
为了进一步提高筛选结果的准确性,对筛选得到

的蛋白序列分 别 使 用 NCBICDD、InterPro和

SMART进行结构分析候选蛋白,筛选出3个数

据库中均能鉴定出FAS结构域的蛋白,确定为最

终的FLA家族成员。根据TaFLAs在染色体上

的分布进行命名。

利用 MEGA11[18]软件中的邻接法(Neigh-
bor-Joining,NJ),构建小麦、大麦、二穗短柄草、
水稻、拟南芥、玉米、马铃薯和番茄FLA家族成员

蛋白序列的系统进化树,Bootstrapnumber设置

为1000。利 用 WheatOmics1.0[19](http://

wheatomics.sdau.edu.cn/)下载TaFLAs基因的

启动子序列。从小麦多组学数据库expVIP[20]下
载中 国 春 的 转 录 组 数 据 (RNA-Seq)。利 用

TBtools[21]软件对基因表达量进行可视化。使用

ExPaSy[22]在线工具对TaFLAs进行生物信息学

分析(表1)。

表1 生物信息学分析所用软件的网址

Table1 Websitesofsoftwareusedinbioinformaticsanalysis

软件
Software

用途
Function

网址
Website

NCBICDD 蛋白结构域分析
Proteinstructuraldomainsanalysis https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi

InterPro 蛋白结构域分析
Proteinstructuraldomainsanalysis https://www.ebi.ac.uk/interpro/

SMART 蛋白结构域分析
Proteinstructuraldomainsanalysis

http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi? NORMAL
=1

ExPaSy
蛋白质理化性质分析
Proteinphysicochemicalpropertiesanalysis https://web.expasy.org/compute_pi/

GSDS[23] 基因结构分析
Genestructureanalysis http://gsds.gao-lab.org/

ChiPlot[24]
进化分析
Phylogeneticanalysis https://www.chiplot.online/chitree.html

Gpos-mPLoc[25]
亚细胞定位预测
Subcellularlocalizationprediction http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Gposmulti/

1.2 试验材料及处理

以小麦品种中国春为材料,选取200粒饱满、
大小均匀种子,用10%的次氯酸钠(NaClO)消毒

30min后,用无菌水(ddH2O)冲洗5~7遍,置于

衬有滤纸的培养皿中;加入10mLddH2O,保证

完全浸润滤纸,均匀摆放20粒小麦种子,放置于

光照培养箱(东南 GXZ-380,宁波东南仪器有限

公司),在光周期16h/8h、温度25℃/23℃、湿
度60%条件下培养。待种子萌发后,挑选萌发整

齐度一致的种子,定植于 含 有 Hoagland营 养

液[26]的96孔水培盒中,每个水培盒定植35株,

培养条件同上。待幼苗长至两叶一心(12d左

右)时,分 别 用200mmol·L-1 NaCl和20%

PEG6000处理小麦幼苗[27],在处理0h、1h、3h、

6h、12h、24h和48h时,分别剪取小麦幼苗第

一片叶,液氮速冻后储存于-80℃超低温冰箱

中,用于总RNA提取。未处理的小麦幼苗转移

至含有机育苗营养基质土(壮苗1号,甘肃绿能农

业科技股份有限公司)的花盆中(16cm×16cm
×18cm),每盆移栽4株,共20盆,放置于培养

间,在光周期16h/8h、温度22℃、光照强度120

μmol·m-2·s-2、湿度60%条件下培养。采集

小麦植株孕穗期的根、茎、叶和开花期的幼穗及花

后5d、10d、15d、20d、25d、30d的籽粒,液氮速

冻后储存于超低温冰箱(-80 ℃)中,用于总

RNA提取。每个处理3次生物学重复。

1.3 总RNA的提取和cDNA合成

用 TIANGEN○R RNAprepPurePlantKits
试剂盒(天根生化科技有限公司,北京)提取1.2
中低温保存样品的总 RNA[28]。用 NanoOne超

微量分光光度计(杭州佑宁仪器有限公司,杭州)
测量RNA浓度,并通过琼脂糖凝胶电泳检测RNA
质量。用 TIANGEN○RFastKinggDNADispelling
RTSuperMix试剂盒(天根生化科技有限公司,
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北京)合成cDNA [29]。

1.4 引物设计与合成

利用 EnsemblPlants植 物 数 据 库[30](ht-
tps://plants.ensembl.org/index.html)中的注

释信息获取随机选择的4个小麦TaFLAs的基因

序列,通过Primer5软件设计引物[31]。引物由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成,所用引物

序列见表2。

表2本研究所用的引物

Table2 Primersusedinthisstudy

引物名称
Primername

引物序列
Primersequence(5'→3')

用途
Purpose

TaFLA5-qRT-PCR-F CAAGTCCGGCTCCCTCAAT

TaFLA5-qRT-PCR-R GACGTTGAGCGGGTACTTG

TaFLA15-qRT-PCR-F TGTTCTGCCCCGAAGACAAA

TaFLA15-qRT-PCR-R GATGGCGTGGCTCTTGTTG

TaFLA34-qRT-PCR-F TCGACTGGGTGTCGGTGAA

TaFLA34-qRT-PCR-R CTCTTCGGACACCGTTTTGGT

TaFLA62-qRT-PCR-F GTACTGCAAGAGCTTCGCG

TaFLA62-qRT-PCR-R TGGCCGTCAGGTTCTTGTAC

荧光定量PCR
FluorescentquantitativePCR

TaGAPDH-F GACCCAGACAACTCGCAAC qRT-PCR内参(组织)[32]􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TaGAPDH-R GGAATCCATGACCACCTAC qRT-PCRreferencegene(fortissue)

TaACTIN-F CCTTCCGTGTTCCCACTGTTG qRT-PCR内参(胁迫)[33]

TaACTIN-R ATGCCCTTGAGGTTTCCCTC qRT-PCRreferencegene(forstresstreatment)

1.5 TaFLAs基因的表达分析

以1.3中得到的中国春幼苗不同组织和非生

物胁迫处理下的cDNA为模版,利用TIANGEN○R

FastRealqPCRPreMix(SYBRGreen)荧光定量

试剂盒(天根生化科技有限公司,北京)进行TaF-
LAs基因的表达水平分析。反应体系和扩增程序

参考高维东等[29]方法。TaGAPDH [32]和TaAC-
TIN [33]为内参基因,每个样品3次生物学重复,
用2-ΔΔCT 法[34]计算基因相对表达量。

1.6 籽粒发育关键候选基因优异单倍型分析

基于WheatUnion1.0数据库(http://wheat.cau.
edu.cn/WheatUnion/)中获取1769份小麦材料的

测序数据[35-37],对1.5中筛选到的在穗和籽粒中

高表达的TaFLA 基因进行单核苷酸多态性(sin-
glenucleotidepolymorphism,SNP)分析和基因

单倍型分析。利用已公开发表的122份小麦种质资

源的千粒重(thousand-kernelweight,TKW)、粒长

(kernellength,KL)、粒宽 (kernelwidth,KW)
和粒厚(kernelthickness,KT)的表型数据对有

不同单倍型的TaFLA 基因进行关联分析[17]。在

WheatUnion1.0数据库中筛选到来自14个省份

(北京、甘肃、河北、河南、江苏、宁夏、青海、山东、
山西、陕西、四川、西藏、新疆、云南)的328份小麦

种质资源,用其评估不同单倍型在中国的地理分

布,其中86份具有育成年份,用其评估不同单倍

型在不同育种时期的出现频率。

1.7 数据处理

利用Excel2021整理数据,用SPSSStatis-
tics25.0进行单因素方差分析和t检验,用Ori-
gin2016绘图。

2 结果与分析

2.1 小麦FLA家族成员分布及其蛋白理化性质

分析

利用 HMMER 程序以及拟南芥与水稻的

FLA蛋白序列在小麦基因组中进行Blastp蛋白

同源比对,从小麦全基因组数据库中共鉴定到71
个TaFLAs,根据其在染色体上的分布依次命名

为TaFLA1~TaFLA71。71个 TaFLAs均含有

FAS结构域(包括 N端的 H1结构域和C端的

H2保守功能结构域)。利用ExPaSy分析蛋白的

理化性质,发现TaFLAs家族成员的氨基酸长度

介于214(TaFLA27)~483aa(TaFLA63),分子

量介于19.370(TaFLA21)~51.262kDa(TaF-
LA64),等 电 点 介 于4.53(TaFLA15)~9.93
(TaFLA70)。对 TaFLAs蛋白的亚细胞定位预

测显示,17个定位于细胞外,16个定位于液泡中,

8个定位于内质网中,11个定位于叶绿体中,9个
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定位于质膜上,5个定位于线粒体中,5个定位于

细胞核中。

2.2 多物种FLA家族成员系统进化分析

以71个小麦TaFLAs、29个大麦 HvFLAs、

29个二穗短柄草BdFLAs、28个水稻OsFLAs和

34个玉米ZmFLAs作为单子叶禾本科代表,以

22个拟南芥 AtFLAs、24个番茄SIFLAs和29
个 马 铃 薯 StFLAs 作 为 双 子 叶 代 表,利 用

MEGA11构建系统进化树。结果(图1)显示,所
有FLA蛋白可分为9个亚族(GroupⅠ~Ⅸ)。
其中,GroupⅠ中没有TaFLA成员分布,Group
Ⅱ~Ⅸ中分别含有6、12、6、10、7、5、10和15个

TaFLA成员。与其他物种相比,TaFLAs在一些

亚族中数量较多,如在GroupⅤ中,小麦有10个

成员,大 麦 有3个,无 水 稻 和 拟 南 芥 成 员;在

GroupⅥ中,小麦有7个成员,大麦有2个,二穗

短柄草只有1个。小麦是异源六倍体植物,其3个

同源基因对应二倍体模式植物(水稻和拟南芥)中的

1个基因,而本研究在GroupⅤ和GroupⅥ亚族中没

有发现水稻和拟南芥FLA蛋白。

2.3 小麦TaFLA家族成员的蛋白保守结构域和

基因结构分析

基于系统进化树(图1)可知,71个TaFLAs
归属于8个亚族(图2A)。通过MEME在线网站

对71个 TaFLAs进行氨基酸序列分析,共鉴定

出20个motif,其中motif1、motif2和motif4存在

  不同的色块表示FLA家族的不同亚类; :小麦; :二穗短柄草; :大麦; :水稻; :玉米; :拟南芥; :马铃薯;

:番茄。

DifferentcolourblocksindicatedifferentsubclassesoftheFLAgenefamily; :Triticumaestivum; :Brachypodiumdis-

tachyon; :Hordeumvulgare; :Oryzasativa; :Zeamays; :Arabidopsisthaliana; :Solanumtuberosum; :

Solanumlycopersicum.
图1 FLAs的系统发育树

Fig.1 PhylogenetictreeofFLAs
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于所有TaFLAs蛋白中,它们是组成保守结构域

FAS的核心元件,其中 motif1是组成 H1的主

要基序,motif2是组成 H2的主要基序,motif4
是组成[YF]H 的主要基序(图2B)。此外,同一

亚族中的TaFLA成员具有相似的motif,例如TaF-
LAs蛋白的GroupⅡ~Ⅸ亚族中分别含有12、10、

10、4、6、6、5和5个共有的motif。
基于系统进化的分类结果,对TaFLAs不同

亚族基因使用 GSDS在线网站进行序列结构分

析。结果显示,GroupⅡ和GroupⅤ亚族中的所

有基因都含有2个外显子和1个内含子;Group
Ⅲ亚族中,TaFLA66、TaFLA62、TaFLA56、TaF-

LA53、TaFLA59和TaFLA64含有2个外显子和

1 个 内 含 子,TaFLA51、TaFLA52、TaFLA58、
TaFLA32、TaFLA22和TaFLA41仅含有1个外

显子,但保守基序极为相似;GroupⅣ亚族中,除
了TaFLA2以外,其他成员都只具有1个外显子;

GroupⅥ、GroupⅦ和 GroupⅨ亚族中,只有1
个外显子;Group Ⅷ亚族中,除了TaFLA29 和

TaFLA68具有1个内含子和2个外显子以外,其
他成员只具有1个外显子(图2C)。同一亚族中

的大多数成员具有相似的结构,推测其具有相似

功能,不同的亚族之间内含子数量和长度明显不

同,这可能会促进其功能分化。

图2 小麦TaFLAs的进化关系(A)、保守基序(B)和基因结构(C)。

Fig.2 Phylogeneticrelationships(A),conservedmotifs(B)andgenestructure(C)ofTaFLAsinwheat
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2.4 小麦TaFLAs的染色体分布和共线性分析

染色体分析表明,71个小麦TaFLAs成员分

布在17条染色体上,其中4B、4D、7A、7B、7D各

定位到1个TaFLA 基因,3A、3B、3D各定位到3
个TaFLAs基因,1A、5D各定位到4个TaFLAs

基因,1B、1D、5B各定位到5个TaFLAs基因,5A
定位到6个TaFLAs基因,2A定位到8个TaF-
LAs基因,2D定位到9个TaFLAs基因,2B定位

到10个TaFLAs基因。此外,TaFLA71基因未

定位于已知染色体上(图3)。

图3 TaFLAs基因在小麦染色体上的分布

Fig.3 DistributionofTaFLAsgenesonwheatchromosomes

  种内同线性分析发现,TaFLAs间存在85对

基因重复事件,其中30对为基因间重复,55对为

基因内重复,均为片段复制,表明片段复制是

TaFLAs基因扩张的主要原因(图4A)。片段复

制的Ka/Ks 值均小于1,说明TaFLAs的进化主

要发生在纯化选择下。对小麦FLA基因与二穗

短柄草、水稻、大麦、玉米、马铃薯、番茄、拟南芥

FLA基因进行共线性分析发现,小麦TaFLAs与

二穗短柄草BdFLAs间有84对共线性基因,与
水稻 OsFLAs 间有73对 共 线 性 基 因,与 大 麦

HvFLAs 间有23对共线性基因,与玉米 Zm-
FLAs间有12对共线性基因,与马铃薯StFLAs
间有12对共线性基因,与番茄SIFLAs间有6对

共线性基因,与拟南芥AtFLAs有4对共线性基

因,说明小麦FLAs基因与二穗短柄草和水稻

FLAs基因亲缘关系更近(图4B)。

2.5 小麦TaFLAs在不同组织间的表达

利用小麦RNA-Seq数据对TaFLAs在中国

春不同组织中的表达模式进行分析,发现71个

TaFLAs基因在不同组织中表达存在显著差异

(P<0.05),其中TaFLA20、TaFLA39、TaFLA30
等5个基因在苗期、三叶期和挑旗期的根中高表

达,TaFLA67、TaFLA57、TaFLA63等6个基因

在拔节期和开花期的茎中表达量较高,TaFLA8、
TaFLA13、TaFLA3等6个基因在苗期的叶中相

对高表达,TaFLA24、TaFLA37、TaFLA25等17
个基因在挑旗期、开花期以及花后2d的穗和籽

粒中高表达(图5A)。
为了进一步验证TaFLAs在不同组织中的表

达情况,随机选择4个TaFLAs(TaFLA5、TaF-
LA15、TaFLA34、TaFLA62),通过qRT-PCR 检

测其在不同组织的表达水平。结果显示,TaF-
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LA5 在茎中特异性高表达,而TaFLA15、TaF-
LA34和TaFLA62主要在幼穗和花后5d籽粒中

高表达。以上结果与RNA-Seq分析结果基本一致

(图5B~5E)。

2.6 不同胁迫处理下小麦TaFLAs的表达

分析TaFLAs基因在干旱和盐胁迫下的表达

模式,发现TaFLA15 和TaFLA34 在 NaCl处理

12h、48h后表达量上调;TaFLA5、TaFLA15、
TaFLA34在PEG6000处理2h后表现出上调表

达,TaFLA4和TaFLA14在PEG6000处理12h
后上调表达(图6A)。

为了进一步验证TaFLAs基因是否响应非生

物胁迫,对2.5中随机选择的4个基因(TaF-
LA5、TaFLA15、TaFLA34、TaFLA62)通过qRT-
PCR分 别 检 测 在200mM NaCl和20% PEG
6000处理下的表达水平。结果显示,在200mM

NaCl处理下,TaFLA5和TaFLA62的表达水平

下调,而TaFLA15和TaFLA34的表达显著上调

(P<0.05);其中,TaFLA15在处理6h后上调至

峰值,上调了5.13倍(图6B~6E)。在20%PEG
6000处理下,TaFLA5和TaFLA15的表达水平在

3h时显著升高,而TaFLA62在6h时表达水平

上调(图6F~6I)。以上结果与RNA-Seq分析结

果基本一致。

2.7 小麦TaFLAs基因单倍型与籽粒性状关联分析

转录组和PCR定量分析结果均表明,TaF-
LA15、TaFLA34、TaFLA62等基因在小麦幼穗及

籽粒中显著高表达,为了解这些基因是否参与小

麦籽粒发育调控,对TaFLA15、TaFLA34、TaF-
LA62基因及其启动子进行序列多态性分析,发现

TaFLA15和TaFLA62基因均存在两种单倍型。
利用122份小麦籽粒的千粒重、粒长、粒宽和粒厚

  彩色连接表示片段复制;图A最内圈为小麦基因组密度热图,最外圈为小麦染色体的名称和大小。

Coloredconnectionsindicatesegmentalreplication;InnermostcircleinFig.Ashowsaheatmapofthewheatgenomedensity,and
theoutermostcircleshowsthenamesandsizesofthewheatchromosomes.

图4 TaFLAs基因的种内共线性(A)和种间共线性(B)分析

Fig.4 DistributionofTaFLAsgenesanalysisofintraspecificsynteny(A)andinterspecificcollinearity(B)
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  R:孕穗期的根;L:孕穗期的叶;S:孕穗期的茎;Y:开花期的穗;5G:花后5d的籽粒;10G:花后10d的籽粒;15G:花后15d的籽粒;

20G:花后20d的籽粒;25G:花后25d的籽粒;Z10:苗期的根;Z13:三叶期的根;Z39:挑旗期的根;Z30:穗长1cm的茎;Z32:拔节期的

茎;Z65:开花期的茎;Z10:苗期的叶;Z23:分蘖期的叶;Z71:花后2d的叶;Z32:拔节期的穗;Z39:挑旗期的穗;Z65:开花期的穗;Z71:花

后2d的籽粒;Z75:花后14d的籽粒;Z85:花后30d的籽粒;误差值用标准差SD(n=3)表示。图柱上不同字母表示差异显著(P

<0.05)。图6同。

R:Rootatbootingstage;S:Stematbootingstage;L:Leafatbootingstage;Y:Spikeatanthesis;5G:Grainat5dafteranthesis;

10G:Grainat10dafteranthesis;15G:Grainat15dafteranthesis;20G:Grainat20dafteranthesis;25G:Grainat25dafteranthe-

sis;Z10:Rootsatseedlingstage;Z13:Rootsatthree-leafstage;Z39:Rootsatflagleafstage;Z30:Stemsat1cmspikelength;Z32:

Stemsatnodulestage;Z65:Stemsatanthesisstage;Z10:Leavesatseedlingstage;Z23:Leavesattilleringstage;Z71:Leavesat2d

afteranthesis;Z32:Spikesatnodulestage;Z39:Spikesatflagpickingstage;Z65:Spikesatanthesisstage;Z71:Grainsat2dafteran-

thesis;Z75:Grainat14dafteranthesis;Z85:Grainat30dafteranthesis;ErrorvaluesareexpressedasstandarddeviationSD(n=3).

Differentlettersonthecolumnsindicatesignificantdifference(P<0.05).ThesameinFig.6.

图5 小麦TaFLAs在不同发育时期(A)和组织中(B~E)的表达模式分析

Fig.5 ExpressionpatternsofTaFLAsinwheatatdifferentstages(A)andtissues(B-E).

表型数据进行关联分析发现,仅TaFLA62基因的

两种 单 倍 型 之 间 存 在 显 著 差 异(P<0.05)。

TaFLA62基因在启动子区和基因编码区分别存

在4个和1个SNP位点(图7A)。因此,基于已

公开发表的不同环境条件下(2002年与2005年

河南洛阳,2010年北京顺义)的粒重相关性状表

型数据[17],对TaFLA62基因的两种单倍型进行

关联分析。结果表明,在上述3种环境条件下,携
带TaFLA62-HapⅡ材料的千粒重显著高于携带

TaFLA62-HapⅠ的材料(P<0.01);在2种环境

条件下(2005年、2010年),携带TaFLA62-HapⅡ
材料的粒长和粒宽均显著高于携带TaFLA62-
HapⅠ 的材料(P<0.05);在2种环境条件下

(2002年、2005年),携带TaFLA62-HapⅡ材料的

粒厚显著高于携带TaFLA62-HapⅠ的材料(P<
0.05)(图7B~图7E),推测TaFLA62-HapⅡ为促

进小麦籽粒发育的优异单倍型。为深入研究优异

单倍型TaFLA62-HapⅡ在小麦育种过程中是否

被积极选择,以小麦联合变异数据库获取的具有

明确选育地点的328份种质和具有育成年份的

88份种质为材料,研究了TaFLA62基因两种单

倍型的时空分布变化。结果显示,TaFLA62-Hap
Ⅱ在中国小麦主产区(如河南、山东、山西和江苏

等)得到广泛选择(图7F)。将86份种质材料按

照年份分为5组(1971以前、1971-1980、1981-
1990、1991-2000、和2000以后),TaFLA62-Hap
Ⅰ频率依次为28%(7/25)、25%(4/16)、24%(6/

25)、25%(4/16)、0%(0/4),TaFLA62-HapⅡ频

率依次为72%、75%、76%、75%、100%,表明在小

麦育种过程中TaFLA62-HapⅡ被正向选择(图7G)。

3 讨论

FLA蛋白作为阿拉伯半乳糖亚族中高度糖基

化的一类蛋白,广泛参与植物生长发育及逆境胁迫

等多种生物学途径[3,6]。目前,在小麦EST数据库

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.
html)中已鉴定到34个 TaFLAs蛋白[10]。但是

小麦EST数据仅包含580155个EST,仍存在大
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  CK_6h、CK_12h、CK_24h、CK_48h:对照生长6h、12h、24h、48h;Na_6h、Na_12h、Na_24h、Na_48h:用200mmol·L-1NaCl处理

并生长6h、12h、24h、48h;PEG6000-0h、PEG6000-2h、PEG6000-12h:PEG6000处理后0、2、12h。

CK_6h,CK_12h,CK_24h,CK_48h:Chinesespringseedlingsnottreatedwith200mmol·L-1NaClandgrownfor6h,12h,24

h,and48h;Na_6h,Na_12h,Na_24h,Na_48h:Chinesespringseedlingstreatedwith200mmol·L-1NaClandgrownfor6h,12h,

24h,and48h;PEG6000-0h、PEG6000-2h、PEG6000-12h:0、2、12hafterPEG6000treatments.

图6 小麦TaFLAs在200mMNaCl和20% PEG6000胁迫下的模式分析(A)和表达谱分析(B~I)

Fig.6 ExpressionpatternanalysisofwheatTaFLAsunder200mMNaCland20% PEG6000
stresses(A)andexpressionprofileanalysis(B-I)

量未解析的区域及基因,本研究基于最新版本的

小麦完整基因组数据,根据HMMER程序和蛋白

同源比对方法,在全基因组水平共鉴定到71个小

麦FLA蛋白,比EST数据库中的34个FLA蛋

白数量明显增多,可为小麦TaFLAs基因功能研

究提供参考。FLA家族成员已在多个植物物种

中被鉴定,在番茄中鉴定出了18个SIFLA成员,
被分为4个亚族[38];在白菜(Brassicarapavar.
glabraRegel)中鉴定了33个BrFLA,被分为4个

亚族[39]。本研究将小麦中鉴定到的71个FLA
分为8个亚族,与番茄和白菜中FLA的分组不

同,可能因为小麦庞大的基因组和大量的同源基

因导致,推测TaFLA 在进化过程中经历了基因

扩张,例如在GroupⅤ和GroupⅥ亚族中分别含

有10个和7个TaFLA 基因,而没有发现拟南芥

AtFLA 和水稻OsFLA 基因,说明 GroupⅤ和

GroupⅥ亚族TaFLA 基因在小麦进化过程中经

历了基因扩张。
在同一亚族中保守基序的保守性,暗示其功

能上的相似性[40]。研究表明,FLAs是 AGP蛋

白,具有一个或两个FAS1结构域和两个保守结

构域H1和H2[3]。本研究发现,motif1和motif
2存在于所有 TaFLAs中,它们分别是组成 H1
和H2的主要基序,说明TaFLA具有保守性。已

有研究发现,在拟南芥中AtFLA4的FAS结构域

发生变化,导致根尖细胞壁异常并停止生长[16];
在棉花中GhFLA1的FAS结构域点突变导致细

胞壁棉纤维伸长受阻,纤维长度缩短[41]。说明

FLA蛋白 在 进 化 过 程 中 结 构 相 对 保 守,推 测

TaFLAs在小麦中也具有相似的功能。
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  *:P<0.05;**:P<0.01。

图7 TaFLA62单倍型结构示意图(A)、与籽粒相关性状关联分析(B~E)、地理分布(F)和时空分布(G)

Fig.7 TaFLA62haplotypestructurediagram(A),correlationanalysiswithgrain-relatedtraits(B-E),

geographicaldistribution(F),andspatio-temporaldistribution(G)

  共线性分析对揭示基因家族进化关系和预测

新基因功能有重要作用,而基因复制是物种进化

的主要驱动力[42]。已有研究表明,在番茄和杨树

中FLA分别发生了7对和12对基因重复事件,
均为片段复制[15,38]。本研究发现,在小麦TaF-
LA 基因中发生的85对基因复制均为片段复制,
揭示了基因片段复制在小麦FLA基因家族扩张

中的重要贡献。Ka/Ks 比率主要用于通过比较

基因序列的突变模式,推断自然选择的作用形式

和强度[43]。已有研究表明,Ka/Ks 小于1时,

TaUBC 和TaGGCT 基因发生了纯化选择[27,29]。

本研究中,TaFLA 基因对的Ka/Ks 比值均小于

1,说明小麦TaFLAs在进化过程中主要发生了纯

化选择。种间共线性分析发现,小麦TaFLAs基

因与其他物种的FLA基因具有共线性,进一步说

明不同物种FLAs基因可能由共同的祖先进化而

来,并且具有相似的功能。
研究表明,FLA蛋白在细胞分化、发育调控、

逆境响应和信号转导中发挥重要作用[6,13,41]。Lu
等[3]在 油 茶 (Camelliaoleifera Abe)中 发 现

CoFLAs在各个组织中均表达。本研究基于小麦

多组学数据库中的转录组数据分析发现,TaFLA
不同亚族成员在不同组织中均表达,说明FLA家

族基因可能在植物整个生长发育时期内均发挥作

用。此外,在盐胁迫和干旱胁迫下的差异表达模

式反映了不同TaFLA 基因在应对不同非生物胁

迫时的复杂调控机制可能与启动子区域的顺式作

用元件的差异有关。进一步通过qRT-PCR验证

发现,TaFLA5 在茎中表 达 量 较 高,TaFLA14、
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TaFLA34在幼穗和花后5d籽粒中表达量较高,

TaFLA62在幼穗和茎中表达量较高,推测TaF-
LAs基因可能参与多个器官的发育,其中TaF-
LA14、TaFLA34、TaFLA62可能主要参与籽粒发育。

基因启动子区作为转录因子与顺式作用元件

结合的主要区域,启动子区序列变异往往会导致

转录因子与顺式作用元件结合发生改变,从而使

基因的表达发生偏差,最终使表型发生差异[44]。
例如,TaCHLI-7B启动子区的位点发生突变显著

影响了千粒重和单株产量[45]。本研究中,TaF-
LA62编码区的变异位点未引起氨基酸的改变,在
启动子区发现了一个与粒重性状显著关联的

SNP(-1800bp,T/G),但它并非位于预测的顺

式作用元件中,提示其可能通过复杂调控机制发

挥作用,或与功能性变异位点存在紧密连锁,需进

一步研究验证。分子标记辅助选择是提高育种精

度和效率的有效途径[46]。千粒重是影响小麦产

量的关键因素之一,较高的千粒重对小麦稳产和

高产起决定性作用[47]。目前,许多粒重相关基因

已被开发分子标记并用于分子标记辅助选择育

种[48-49]。在本研究中,单倍型TaFLA62-HapⅡ相

较于单倍型TaFLA62-HapⅠ,具有更高的千粒

重、粒长、粒宽和粒厚;优异单倍型TaFLA62-Hap
Ⅱ在西北麦区所占比例偏低,但在全国大多数麦

区中优异单倍型TaFLA62-HapⅡ所占比例仍较

高,说明TaFLA62-HapⅡ 受到了正向选择。因

此,TaFLA62-HapⅡ作为影响小麦籽粒发育的优

异单倍型,可用于小麦产量改良。

4 结论

在小麦中共鉴定到71个TaFLAs,可分为8
个亚族,同亚族成员具有相似的基因结构;TaF-
LAs基因普遍在小麦不同组织中表达,大多数响

应干旱和盐胁迫;TaFLA62基因具有两种单倍型

TaFLA62-HapⅠ 和TaFLA62-HapⅡ,单 倍 型

TaFLA62-HapⅡ具有更高的千粒重、粒长、粒宽

和粒厚,可用于分子辅助育种。
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