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人工异源六倍体小麦部分同源基因的表达变化
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摘要：为了研究小麦从四倍体到六倍体进化过程中部分同源基因的表达变化，以人工异源六倍体
小麦ＳＣＡ／ＳＱ及其亲本ＳＣＡＵＰ和ＳＱ５２３为材料，采用ｃＤＮＡ－ＳＳＣＰ方法分析了２０８个部分同源
基因不同拷贝的表达情况。结果表明，有１０个来自父本的拷贝在人工异源六倍体小麦中沉默，进
一步分析了这些沉默表达的基因，发现其中有５个是由于在ＤＮＡ序列上丢失，而另外５个可能是
由于甲基化或者其他机制引起的。
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　　杂交和多倍化是植物物种形成的一个重要途径。
野生及栽培驯化的多倍体在农业生产中发挥了巨大

的作用，但新形成的异源多倍体不稳定，发生了快速
而广泛的基因组结构［１－２］和基因表达水平［３－４］的变化。
普通小麦是通过２次天然杂交和加倍形成的异源六
倍体，是研究植物多倍化的经典材料。杂交将不同的
基因组融合到一个细胞核，多倍化导致基因组加
倍［５］。多倍化后重复基因在进化过程中的命运是近
年来国际上遗传育种领域关注的热点，尽管已取得一
定的进展［６－７］，但知之甚少。ＳＳＣＰ（ｓｉｎｇｌｅ　ｓｔｒａｎｄ　ｃｏｎ－
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，单链构象多态性）是由Ｎｏｕ－
ｍｉ等［８］首次建立的，经过不断的完善和发展，已成为
一种快速、灵敏筛查已知基因突变位点，识别未知基
因突变的新技术。Ｆｏｒｓｓｔｒｏｍ等［９］研究表明，利用ＳＳ－

ＣＰ方法可以分辨小麦基因组中部分同源基因的

ＤＮＡ序列。Ｂｏｔｔｌｅｙ等［１０］利用ＳＳＣＰ方法研究了来自

Ａ、Ｂ、Ｄ不同基因组上的部分同源基因在小麦中的表
达情况，结果表明，部分同源基因的表达变化具有器
官特异性。为了研究小麦从四倍体到六倍体进化过
程中部分同源基因的表达变化，本试验以一套来自

ＣＩＭＭＹＴ的人工合成六倍体小麦及其四倍体和二倍
体亲本为材料，利用ＳＳＣＰ技术，分析了人工异源六
倍体小麦中部分同源基因不同拷贝的表达变化，并对
部分同源基因沉默的机制进行了探讨。

１　材料和方法

１．１　材料
用四倍体小麦ＳＣＡＵＰ（ＡＡＢＢ）作母本和粗山
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羊草ＳＱ５２３（ＤＤ）作父本，获得杂交Ｆ１，然后通过秋
水仙 素 加 倍，获 得 人 工 六 倍 体 小 麦 ＳＣＡ／ＳＱ
（ＡＡＢＢＤＤ），经过自交多代，获得稳定的人工六倍
体小麦，该试验材料由国际玉米小麦改良中心（ＣＩ－
ＭＭＹＴ）提供。亲本和人工六倍体小麦种于河南省
农业科学院培养室，三叶期取材。

１．２　ＤＮＡ提取
采用ＣＴＡＢ方法提取基因组ＤＮＡ。

１．３　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成
用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，其中的痕量ＤＮＡ用

ＤＮＡ酶Ⅰ纯化，然后用ＰｏｌｙＡＴｔｒａｃｔ? ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）试剂盒分离 ｍＲＮＡ。反转录（２０

μＬ反应体系）如下：向ＤＥＰＣ处理过的０．５ｍＬ离心
管中加入总ＲＮＡ　２μＬ（１μｇ／μＬ），锚定引物２μＬ（１００
ｎｇ／μＬ），ＤＥＰＣ处理过的超纯水７μＬ，混匀离心，６５～
７０℃变性１５ｍｉｎ，缓慢冷却至室温（约１５ｍｉｎ），加入

４μＬ　ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），４μＬ反转录ｂｕｆｆｅｒ（５×），

１μＬ反转录酶 Ｍ－ＭＬＶ（４００Ｕ／μＬ），０．５ＵＲＮａｓｅ抑
制剂（４０Ｕ／μＬ），混匀离心，３７℃放置１ｈ。取出，

９５℃放置５ｍｉｎ，以灭活反转录酶的活性。取出，

－２０℃保存备用。

１．４　ＳＳＣＰ分析

ＳＳＣＰ分析参照Ｂｏｔｔｌｅｙ等［１０］的方法。扩增程
序为９５℃３０ｓ，５９℃４５ｓ，７２℃６０ｓ，３５个循环。

取２μＬ　ＰＣＲ产物，加入４μＬ变性缓冲液，９５℃变
性５ｍｉｎ，取出，立刻放入冰浴中。在１２％非变性

ＰＡＧＥ凝胶上电泳分离（缓冲液置于４℃冰箱预
冷），２００Ｗ电泳２ｍｉｎ，８Ｗ 下恒功率电泳１８ｈ，硝
酸银染色，室温干燥后，统计结果。

２　结果与分析

随机选取了Ｂｏｔｔｌｅｙ等［１０］开发的２０８对引物，
以供试材料的ｃＤＮＡ为模板，分析了人工异源六倍
体小麦部分同源基因（ＡＢ、Ｄ基因组）不同拷贝的表
达变化。经ＳＳＣＰ图谱分析发现，有１０个来自父本

ＳＱ５２３（ＤＤ）的拷贝在人工异源六倍体小麦ＳＣＡ／

ＳＱ（ＡＡＢＢＤＤ）中未检测出相应的条带，而２０８对引
物在母本四倍体小麦ＳＣＡＵＰ（ＡＡＢＢ）中扩增的条
带在人工异源六倍体小麦中均能检测到。这说明

２０８个部分同源基因来自母本的拷贝在人工异源六
倍体小麦中都能表达，而有１０个来自父本的拷贝在
人工异源六倍体中表达模式发生了改变。
对１０个不表达的基因进行了ＤＮＡ－ＳＳＣＰ分析

发现，在人工异源六倍体和父本中有５个基因（表

１、图１）能扩增出相同的条带，而另外５个基因［５］

（ＢＧ３１３７３８、ＢＦ４８３３８２、ＢＧ２７４５７６、ＢＦ１４５５８０、

ＢＥ４８９９０１）在父本中出现的条带在人工异源六倍体
中没有检测到（图２）。

表１　人工合成六倍体小麦中父本沉默的基因

基因 定位 推测功能 Ｅ值

ＢＥ４４５４２８　 １Ａ｜１Ｂ｜１Ｄ 未知蛋白 ２．５
ＢＭ１３６９３７　 １ＡＬ｜１ＢＬ｜１ＤＬ 未知蛋白 ４ｅ－２４
ＢＥ４９８７６１　 ３ＡＬ｜３ＢＬ｜３ＤＬ　 Ｐ０４１５Ｃ０１．１５　 ４ｅ－２４
ＢＥ４９７５９０　 ２ＡＳ｜２ＢＳ｜２ＤＳ 真核生物翻译起始因子 （ｅＩＦ－５Ａ、ｅＩＦ－４Ｄ） ２ｅ－１８
ＢＥ５９１２１８ 未知 转录因子 ０．１９

图１　ＢＥ４４５４２８在人工异源六倍体小麦
及其亲本中的ＳＳＣＰ分析

图２　ＢＧ３１３７３８在人工异源六倍体小麦
及其亲本中的ＳＳＣＰ分析

０２ 河南农业科学 第４１卷　



３　讨论

普通小麦的基因型为ＡＡＢＢＤＤ，是典型的异源

六倍体。本研究采用ｃＤＮＡ－ＳＳＣＰ技术分析来源于

四倍体母本和二倍体父本的部分同源基因在人工异

源六倍体小麦中的表达变化，结果表明，２０８对部分

同源基因中有１０个来自父本的拷贝发生了沉默，而

来自母本的拷贝没有发现沉默现象。因此，推测小

麦从四倍体向六倍体进化过程中，部分同源基因的

表达可能具有倾向性。其原因可能是倍性较低的亲

本（ＤＤ）在多倍化过程中会发生更明显的变化，也可

能是因为本研究所用的人工异源六倍体小麦是以四

倍体（ＡＡＢＢ）为母本，来自父本的基因为了适应新

的细胞质环境，在更大的范围上调整了基因的表达

模式。

在 １０ 个 不 表 达 的 基 因 中，ＢＥ４４５４２８、

ＢＭ１３６９３７、ＢＥ４９８７６１ 等 ５ 个基因可能是由于

ＤＮＡ甲基化或其他某种调控机制而导致了基因沉

默；而ＢＧ３１３７３８、ＢＦ４８３３８２、ＢＧ２７４５７６ 等５个基

因的不表达是因为序列丢失所致［５］。这说明在小麦

多倍化过程中，除了表观遗传修饰以外，基因ＤＮＡ
序列丢失和变异也是导致亲本基因在人工异源多倍

体基因组中不能正常表达的主要原因之一。沉默的

基因包括编码生长发育相关蛋白、转录因子以及真

核生物翻译起始因子 （ｅＩＦ－５Ａ、ｅＩＦ－４Ｄ）的基因，这

表明多倍化过程中沉默的基因没有类型的倾向性。
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