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利用大麦寡核普酸芯片分析小麦种间杂交种

与亲本之间根系基因表达谱
关
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摘要 大量报道表明
,

杂种优势 的形成与杂种一代 中亲本基 因的表达方式改变有关
.

为了深入

研 究小麦杂种优势形成机理
,

分析 了小麦种 间杂交种 3 3 3 8 / 2 4 6 3 在分菜 盛期地上部 以及 9 个根系

性状的杂种优势
.

结果表明总根长
、

根表面积
、

根体积
、

根 干重和 叶干 重等 5 个性状表现 明显的

杂种优势
.

在测定小麦种间杂交种 3 3 3 8 / 2 4 6 3 根系性状杂种优势基础上
,

利用大麦寡聚核普酸芯

片
,

研究了上述杂交种与其亲本之 间根系基因差异表达
.

结果发现
,

有 1 18 7 个基因在杂种与亲本

之 间存在表达差异
.

差异表达模式可 以分为 8 种类型
,

即杂种特异型
、

杂种沉 默型
、

亲本特异型
、

亲本沉默型
、

杂种上调型
、

杂种下调型
、

杂种偏高亲和杂种偏低亲
.

利用半定量 R T
一

P C R 技术对

14 个差异表达基 因的表达模式进行验证
,

发现 9( 6 4
.

2 9% )个基 因与芯片的表达类型完全 一致
.

利

用 G e n e o n t ol o g y 分析对差异表达的基因进行分类
,

表明差异表达基因涉及植物生长代谢 的各个过

程
.

将差异表达基 因进行 电子 定位分析
,

发现差异表达基因散布在小麦的各 条染色体的 iB
n 上

,

分布在第一到第七部分同源群上的差异表达 E S T S 分别为 15 8
,

1 4 8
,

1 2 1
,

1 4 0
,

13 2
,

9 4
,

1 2 7 个
.

关键词 小麦 杂种优势 大麦芯片 基 因差异表达

利用杂种优势是提高小麦产量的一条有效途径
,

但对杂种优势的形成机理
,

特别是分子机理的认识却

十分有限乞` 〕
.

最近的研究表明
,

杂种优势的形成可能

与亲本基因在杂种一代中的表达方式改变有关 21[
.

以

水稻
、

小麦和玉米为材料研究发现
,

杂交种与亲本之

间的基因差异表达模式与杂种优势存在显著的相关关

系 , 6〕
.

我们曾研究发现小麦杂交种和亲本间基因表

达上发生了明显的改变
,

存在杂种特异表达
、

亲本基

因在杂种一代沉默等多种差异表达模式
二̀

,
6 吕〕

.

因此
,

系统分析杂种一代表达改变的基因类别及其功能对揭

示杂种优势机理有重要意义
.

但是
,

目前从水稻
、

玉米
、

小麦中分离克隆的杂种 与亲本差异表达基因

片段数 目很少
,

因此有必要大量分离克隆杂交种与

亲本差异表达基因
,

以期从全基 因组水平上研究差

异表达基因及其表达模式
.

基因芯片技术是一种研究基因差异表达的高通

量技术
,

能够比较全面地揭示不同样本之间的基因

差异表达情况
,

可同时对数 以 千计 的基 因进 行研

究
,

不仅 效率 高
、

而且得 到 的结 果 可 比性 也强
.

A ff y m et ir x 公司设 计 的寡 核昔 酸芯 片具 有重复性

好
,

且具有 杂交特异 的优点
,

已 经获 得 了广泛应

用
.

利用 A f f y m et ir x 的大麦寡聚核昔酸芯片
,

可 以

在全基因组水平上了解杂交种与亲本基因差异表达

的模式
、

数 目以及这些差异表达基因如何参与生理
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代谢途径
.

过去几十年中
,

人们对杂种优势机理的研究主要

围绕着产量等对人们
“

有利
”

的性状
,

而这些性状遗

传发育过程相当复杂
,

在一定程度限制了对杂种优势

机理的认识
.

根系是植物从环境中吸收水分和养分的

重要器官
,

李晋生等的研究发现
,

和普通小麦相比
,

杂交小麦不同发育时期的根系垂直分布具有以下两个

特点
:

相同层次中杂交小麦的根系生物量高
,

表现为

杂种优势 ; 深层根的比例增加
,

这可能与杂种小麦具

有较强的抗逆能力相关川
,

但是对根系杂种优势分子

水平的研究仍很有限
.

王章奎利用 1〕1〕R --T PC R 的方

法研究小麦 4 x 5 双列杂交组合根系基 因差异表达
,

发现平均有 27
.

54 %的片段表达量存在差异
, ,

.

根系

所有组织和细胞类型都是从一个顶端分生组织来的
,

因此在结构上是相对简单的
,

特别适合进行发育机理

的研究
.

据此
,

我们提出以
“
遗传发育相对简单的根

系
”

作为模式性状开展研究
,

将有助于加深对小麦杂

种优势分子机理的认识
.

本研究利用 A ff y m e
itr

x
公 司研制的大麦芯片

,

以杂交种 3 3 3 8 / 2 4 6 3 及其亲本为材料
,

对杂交种与

亲本根系中的基因差异表达进行系统分析
,

并利用

生物信息学方法对差异表达基 因进行了电子定位
.

等 [` 2 ]改 良 的方 法 和 W in R H IZ O T M ( W in R H IZ O
,

R e g e n t S I n s t r u m e n t s In e
. ,

2 0 0 1
,

Q
u e b e 。 ,

C a n a d a ) 软

件分析根系的物理特性
,

包括总根数
、

总根长
、

根表

面积
、

根直径
、

根体积
,

每个材料 3 个重复
.

另外
,

最长根长
、

主根数采用手工测定
,

每个材料 6 个重

复
.

将地上部和根系在 12 0 ℃下杀青 30 m in
,

然后在

8 0℃放置 24 h 烘干测定干重
,

并计算根冠 比
.

各性状

的中亲优势和超亲优势用下面的公式计算
:

中亲优势

( M P H ) % 一 ( 1F
一

双 亲平 均 )/ 双 亲平均
; 超 亲 优势

(BP H ) % 一 ( F l
一

最好的亲本 )/ 最好的亲本
.

1 材料和方法

1
.

1 实验材料和培养条件

以普通 小麦 ( T r i t i e u m a e s t i v u m L
·

Z n = 6x =

4 2
,

A A B B D D )品系 3 3 3 8 和斯卑尔脱小麦 ( T r t i e u m

s P e zt a I
J .

Z n = 6 x = 4 2
,

A A B B D D )品系 2 4 6 3及其种

间杂交种 3 3 3 8 / 2 4 6 3 为实验材料
.

每份材料的种子

在 4℃低温处理 3 d
,

然后 种在蛙石 中
,

放人 温室

旧 温 20 ℃ ,

夜温 18 ℃ ; 光照
:

16 h / d) 培养
,

每周

浇一次营养液 10[ 〕
.

种植 45 d 后对处于分孽盛期的根

系进行性状测定
,

取 同一 时期 的根系用于 R N A 的

提取
.

1
.

2 根系杂种优势性状的测定

将分雍盛期的根系用水清洗
,

把每条根放入装有

双蒸水的有机玻璃盘 ( 3 0 Cm x 20 。 m ) 中
,

分开侧根
,

防止重叠
,

然后进行扫描
.

利用 Y ab ha ll[ 」和 F ar hm

1
.

3 大麦芯片杂交

( 1) 大麦寡核昔酸芯片
:

在设计上 A f fy m et ir x

的芯片采用 2 5 b p 寡核昔酸探针
,

保证最高特异性
,

减少二级结构及其对杂交结果的影 响并且杂交温度

均一
,

提高杂交效率
.

并且独创 的 n 对 PM
一

M M

( P M
,

即 P e r f e e t M a t e h 代表完全匹配探针
,

M M
,

即 M is m a ct h 代表中心一个碱基改变后不完全 匹配

探针 )探针设计有效地扣除 了芯 片上面 的背景
.

大

麦的基因组序列不完全
,

所以 大麦芯片上的 2 1 4 3 9

个基因来源于 已公开 的 84 个 c D N A 文库中 3 5 0 0 0 0

条 高 质 量 的 E S T s 以 及 国 家 生 物 信 息 中 心 ( t he

N a t i o n a l C e n t e r f o r B i o t e e h n o l o g y In f o r m a t i o n ) 非

冗余数据库中的 1 1 4 5 个大麦基因序列
.

(2 ) R N A 的提取和表达探针制备
: R N A 提取采

用 RN e a s y P l a n t 肠
n i K i t ( Q IA G E N )

,

反转录按照 S u -

p e r s e r i p t ll试剂盒 ( I n v i t r o g e n )说明书进行
,

体外转录

按照 RN A rT a n s e r i p t 玩b e li n g K it ( A f f y m e t r i x ) 说明

书进行
,

同时进行生物素标记合成
c R N A 探针

.

(3 ) 芯片杂交
、

洗脱
、

染色及检测
:

合成的
c RN A

探针经片段化处理后用于与基因芯片 (彭 f卿
e t ir x 公

司
,

2 2 K B a r l e y l G e n e C h i p )杂交
.

利用 A f f y m e t r i x

公司 生 产 的 专 用 设 备
“

基 因 芯 片 检 测 工 作 站
”

( w o r k s t a t i o n ) 进行芯片的杂交
、

洗脱
、

染色及检

测 巨̀ 3一 ` s j
.

( 4) 基 因芯片检测数据的处理
:

利用 iM er oa r r ay

s ul t e v er is o n 5
.

0 等软件对芯片扫描所得数据进行计

算和处理
.

其过程是
:

先对每张芯片的数据进行标准

化
,

然 后 分别对 杂种 3 3 3 8 / 2 4 6 3与 3 3 3 8
,

2 4 6 3 与

” 王章奎
.

普通小麦杂交种与亲本间根系基 因表达差异与杂种优势分子机理
.

中国农业大学博 士学位论文
,

北京
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3 33 8以及杂种 3 338 / 2 46 3与 2 4 63进行 比较分析
,

最后

综合 3组数据
,

找出在 3 个材料中至少有一个材料表

达且任意两者之间存在差异的表达基因
.

1
.

4 e D N A 合成
c D N A 合成反应总体系为 20 胖L

,

反应条件为
:

总 R N A Z 拼g
,

50 m m o l / I
J

T r i s
一

H C I ( p H 8
.

3 )
,

7 5 m m o l / L K C I
,

3 m m o l / L M g C I
: ,

1 0 m m o l / L

D T T
,

5 0 产m o l / I
J

d N T p s ,

锚 定 引 物 5 0 p m o l
,

R n a s e 抑制剂 2 0 U
,

M M I
J

V 反转录酶 ZOO U
,

3 7 oC

温育 Z h
.

同时各取 2 衅
J

反 应产物用 于两次显 示

P C R 扩增
,

以降低 P C R 过程 中的假阳性干扰
.

后 72 ℃ 10 而二 为防止 PCR 扩增到达平台期
,

分别检

测 25
,

28
,

30 个循环时基因的表达情况
.

每个样品重

复 3次
.

对照选用小麦 汗A ct in 基因
,

引物序列为
:

A c t in 一 L
: 5 , -

C A G℃A A C R汇心月毛 A砰汀写G
一

3 ` ;

A ct in 一 R
: 5 `一

A T T T C G C T T T C A G C A G T G G T
一

3 ’
.

1
.

5 半定量 R -T PC R

针对 14 个 大 麦 芯 片 上 的 ES T 片 段
,

利 用

B L A ST N 对 d b ES I
、

进行同源性搜索
,

选取与其核昔酸

相似性最高的小麦 ES T
,

根据其序列利用 1〕N A l l l a n 设

计特异引物
,

进行 P C R 扩增
.

R--T P C R 反应总体积为

20 讨
一 ,

包括 反转录产物 2 川
J ,

10

~
l/ L irT

s 一 H CI

( p H 8
.

5 )
,

0
.

0 0 1% g e l a t i n
,

20 0

morn
l / I

J

dN TP
s ,

基因

特异引物 10 pmo l
,

aT q D N A 聚合酶 I U CP R 扩增程

序
:

94 ℃
,

5而 n ; 38 个循环的程序为 94 ℃
,

1而
n ; 退

火温度 (根据引物的 了h l
值而定 l) 而 n ; 72 ℃ 1而 n ; 最

2 结果

2
.

1 小麦根系性状杂种优势分析

将 杂 交种 3 3 3 8 / 2 4 6 3 与 亲本 自交 系 3 3 3 8 和

2 4 6 3 在温室 中蛙石 培养
,

45 d 后测定 了地 上部干

重
、

根系的 8 个性状 (总根长
、

根表面积
、

根直径
、

根体积
、

总根数
、

根干重
、

最 长根 长
、

主根数 ) 以

及根冠 比
,

计算各性状的中亲优势与超亲优势并进

行 T 检验分析
.

结果 表明
,

两个根系性状 (根表面

积
,

根干重 ) 的中亲优势分别为 96
.

64 %和 75
.

30 %
,

达到极 显 著 水平 ( 尸 < 0
.

01 )
,

超 亲优 势 分 别 为

6 6
.

2 1肠和 5 3
.

9 7%
,

达到显著水平 (尸 < 0
.

05 )
,

总

根长和根体积的中亲优势达到显著水平 (尸 < 。
.

0 5 )
.

另外
,

地下部 和地上 部生物 量 的中亲优势分别 为

75
.

30 % 和 39
.

94 %
,

可见根系性状的杂种优势比地

上部叶片干重更为明显 (表 1)
.

表 1 小麦 3 3 3 8 / 2 4 6 3 组合分粟盛期 根系性状杂种优势分析

性状

杂种优势 /% 总根长 根表面积

/
e
m Z

9 6
.

6 4
书 井

6 6
.

2 1 哥

根直径

棺一3097

根体积 总根数 根 干重 叶干重 最长根长

/
e rn

主根数 根冠比

中亲优势

超亲优势

10 4
.

0 8
份

7 0
.

8 9

一 8
.

11

一 15
.

0 0

8 0
.

7 2
“

60
.

2 4

1 0 1
.

4 8

7 4
.

5 9 澡 谈
镊 6

.

7 1

1 1
.

3 2

2 5
.

7 1

22
.

2 2

2 2
.

16

1 5
.

4 3

, , 显著性差异水平为 尸 < 。
.

01 ; 二 显著性差异水平为 尸 < 。
.

05

片检测的结果是可靠的
.

2
.

2 大麦芯片检测的质量判断

以杂种和亲本根系为实验材料
,

与大麦芯片进

行杂交
,

图 1 是 3 3 3 8 的 c R N A 与大麦芯片杂交后

部分扫描图
.

从 图中可以 看出
,

芯片中间的
“

十
”

字 (图 1 ( a ) )
、

四角的点以及
“ B a r l e y l ”

字样 (图 1

〔b) )清晰可见
,

四周的点线分布均匀
.

进一步分析

了 3 张芯片与质量控制有关的数据
,

包括背景值
、

噪音值
,

发 现两者的变异 幅度很小 ( 表 2 )
,

另外
,

外加的阳性对照 B IO C
,

B IO B
,

B IO D 也都能检测

到 (表 2)
.

以上这 些情 况说 明
,

基 因芯 片的质量
、

样品 R N A 的质量 以及杂交
、

检测体系均 良好
,

芯

图 1 3 3 3 8 的
c RN A 与大麦芯片杂交后扫描圈

(
a
) 芯片质控的中心

“

十
”

字 ; ( b ) 芯片一角及
“
B a r le y l

”

字样 ; ( c ) 芯片部分扫描图片
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表 2 3 3 3 8与大麦芯片杂交的质 t 检测 .)

背景值

噪音值

外标
:

探针

平均值
:

5 5
.

2 5

平均值
:

2
.

21

标准差
: 1

.

标准差
:
.0瞿

最小值
:

5 2
.

01

最小值
: 1

.

07

最大值
:

75
.

60

最大值
:

2
.

40

A F F X一 B IO B

A F F X一 B I O C

A F F X一 B I O D

A F F X一 C R E

信号值
( 5` )

72 5

12 9
.

1

1 18
.

1

13 8 0
.

5

表达检

测 ( 5’ )

表达

表达

表达

表达

信号值
(中 )

4 5
.

6

表达检

测 (中 )

表达

信号值
( 3

’
)

3 8
.

2

10 0
.

5

6 52
.

5

2 6 5 1
.

1

表达检

测 ( 3
`
)

表达

表达

表达

表达

信号值
(全长 )

52 0 8

1 14
.

7 9

3 8 5
.

2 9

2 0 15
.

8 3

信号值
( 3` / 5` )

0 5 3

0
.

78

5
.

5 3

1
.

92

a ) BI O B
,

BI O C 和 B IO D 是体外转录途径 中参与生物素合成的外标基因
,

C R E 是来源于 lP 抗生素 的重组基 因
,

用 于芯 片杂交中评估样品的

杂交效率

2
.

3 大麦芯片的检测结果

利用 D a t a M i n i n g T o o l ( A f f y m e t r i x ,

V e r s i o n

2
.

0 )对亲本 3 3 3 8
,

2 4 6 3 和杂交种 3 3 3 8 / 2 4 6 3 根系与

大麦芯片杂交 检测结果 进行分 析
,

结 果显示
,

在

2 2 8 4 0 个探 针 中
,

7 0 7 4 个在 3 3 3 8 中检 测 到信号
,

占总数的 3 1% ; 在杂交种 3 3 3 8 / 2 4 6 3 中检测到 6 6 2 5

个
,

占总数的 29 % ; 在 2 4 6 3 中检测到 6 6 9 5 个
,

占

总数的 29
.

3 %
,

有 8 8 0 8 个基 因至少在一个材料中

有杂交信号 (表 3)
.

表达量的亲本 ; (8 ) 杂种偏低亲
,

即在杂交种和亲本都

表达
,

但杂交种的表达量接近于低表达量的亲本
.

在

1 18 7个表达差异基因中
,

属于上述各表达模式的基因

数 目分别为 4 2 ( 3
.

54% )
,

70 ( 5
.

90% )
,

1 44 ( 12
.

13% )
,

12 6 ( 10
.

6 1% )
,

2 2 1 ( 18
.

6 2% )
,

23 4 ( 19
.

7 1% )
,

16 1

( 13
.

5 6% )
,

18 9 ( 15
.

9 2% )
.

表 3 小麦 33 38 / 24 63 组合杂交种和 亲本

与大麦芯片杂交结果

数 目 % 数 目 %

有杂交信号的探针

无杂交信号的探针

杂交信号不确定的

探针

总计

1

:::;
3 1

.

0 0

6 6
.

6 0

2
。

4 0

1 0 0

1

:::;
2 9

.

0 0

6 8
.

9 0

2 1 0

10 0

然 2 9
.

3 0

6 8
.

5 0

2
.

2 0

10 0

分析 8 808 个基因在杂种与亲本间差异表达情况
,

发现有 1 18 7 ( 13
.

48 % )个基因在杂种与亲本之间存在表

达差异
,

其 中信号值差异大于两倍的有 2 59 ( 2
.

94 % )

个
.

杂种与亲本之间的差异表达模式可以分为 8 种类

型
:

(1 ) 杂种特异型
,

即只在杂交种表达
,

两个亲本均

不表达 ; (2 ) 杂种沉默型
,

即在两个亲本中表达
,

杂交

种不表达 ; (3 ) 单亲特异型
,

即只在一个亲本表达
,

另

一个亲本和杂交种不表达
; ( 4) 单亲沉默型

,

即只在一

个亲本和杂交种表达
,

另一个亲本不表达 ; (5 ) 杂种上

调型
,

即在杂交种和亲本都表达
,

但杂交种的表达量

高于亲本
; (6 ) 杂种下调型

,

即在杂交种和亲本都表

达
,

但杂交种的表达量低于亲本
; ( 7) 杂种偏高亲

,

即

在杂交种和亲本都表达
,

但杂交种的表达量接近于高

2
.

4 表达差异基因的功能分类

将 1 1 8 7 个表达差异 的基 因片段进行 B L A S T X

搜索
,

结果表 明 9 75 ( 82
.

14 % )个基 因与 已知功能

的基因具有较高的氨基酸相似性 ( E V al ue < 。 一 ’ “
)

,

另外 2 1 2 ( 1 7
.

86 % ) 个基 因在 G en B an k 中搜索不到

同源基因 (截止到 2 0 0 4 年 6 月 )
,

因此认为他们可能

代表着新的基因
,

可能位于基因的 3
`

可变区或者片

段太短无法找到任何与之同源的基因
.

按 照 G e n e O n t o lo g y ( G O ) 分 类 法 则 ( G e n e

O n t o l o g y oC
n s o r t i u m

,

h t t P :

/ /

www
.

g e n e o n t o l o g y
.

or g )对 34 9个基因进行功能分类
.

结果发现
,

这些差

异表达基因涉及植物生长发育的各个过程
,

包括新陈

代谢
、

细胞生长与维持
、

转录调控
、

抗逆性等等
.

其

中 1 4 7 ( 4 2
.

12% )个主要参与细胞过程
,

2 56 ( 73
.

3 5% )

个参与到生理代谢途径
,

4 2 ( 1 2
.

03 % )个参与发育进

程
.

进一步分类显示 126 个 ( 36
.

10 % )基因参与了细

胞过程中的细胞生长与维持
,

其中 54 个 ( 15
.

47 % )基

因推测为不同类型的转运子
,

例如
:

胞内转运子
、

蛋

白质 转 运 子
、

小 泡 中 介 转 运 子 等
.

另 外
,

2 27

( 65
.

0 4% )个的基 因参与新陈代谢
,

包括氨基酸及衍

生物代谢
、

生物合成
、

糖类代谢
、

异化作用
、

辅酶代

谢
、

电子转运
、

脂类代谢
、

核昔及核酸代谢
、

蛋白质

代谢等
,

其 中的蛋 白质 代谢所 占 比例最 高
,

达到

3 3
.

8 1% (表 4 )
.
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表 4 小麦杂交种与亲本根 系差异表达甚因的功能分类

种类与亚种类 数 目 比例 %

1细胞过程 14 7 4 2
.

12

1
.

1细胞交流 3 3 9
.

4 6

1
.

1
.

1细胞枯连 3 0
.

68

1
.

1
.

2 胞间信号传导 4 1
.

15

1
.

1
.

3信号转导 3 0 8
.

6 0

1
.

1
.

4 细胞外刺激响应 1 0
.

2 9

1
.

2细胞生长与维持 1 26 3 6
.

10

1
.

2
.

1 发芽 4 1
.

1 5

1
.

2
.

2 细胞周期 2 0 5
.

7 3

1 2 3 细胞生长 3 0
.

86

1
.

2
.

4 细胞 自我平衡 4 1
.

15

1
.

2
.

5细胞结构与起源 07 20
.

60

1
.

2
.

6细胞增殖 1 3 3
.

7 2

1 2
.

7转运子 5魂 1 5
.

4 7

1
.

3 细胞死亡 7 2
.

01

2 生理代谢途径 2 5 6 7 3
.

3 5

2
.

1外界刺激响应 4 3 12
.

3 2

2
.

1
.

1感应外界刺激 3 0
.

68

2
,

1
.

2 非生物刺激 响应 2 7 7
.

7 4

2 1
.

3 生物刺激 响应 12 3
.

44

2
.

1
.

4 机械刺激 响应 1 0
.

29

2
.

1
.

5 损伤响应 4 1
.

15

2
.

2 新陈代谢 2 2 7 6 5
.

0 4

2
.

2
.

1 氨基酸及衍生物新陈代谢 23 6
.

59

2
.

2
.

2 生物合成 3 3 9
.

4 6

2
.

2
.

3 碳水化合物代谢 11 3
.

15

2
.

2
.

4 异化作用 8 2
.

2 9

2
.

2
.

5 辅酶代谢 1 0
.

29

2
.

2
.

6 电子传递 1 3 3
.

7 2

2
.

2
.

7 能量途径 2 0
.

57

2
.

2
.

8 类脂化合物代谢 4 1
.

15

2
.

2
.

9 大分子代谢 2 0
.

5 7

2
.

2
.

10 新陈代谢复合物营救 2 0
.

57

2
.

2
.

11 其他新陈代谢 6 1
.

72

2
.

2
.

1 2 氮素代谢 2 0
.

5 7

2
.

2
.

13 核昔及核昔 酸代谢 51 14
.

61

2
.

2
.

14 一碳 复合物代谢 2 0
.

57

2
.

2
.

15 氧及抗氧物代谢 1 0
.

29

2
.

2
.

1 6 磷代谢 1 0
.

2 9

2
.

2
.

1 7 蛋白质代谢 1 1 8 3 3
.

8 1

2
.

3 细胞 活动力 5 1
.

4 3

2
.

4 细胞增殖 8 2
.

2 9

2
.

5 死亡 2 0
.

5 7

2
.

6 自我平衡 1 0
.

29

2
.

7 有机物生理代谢 3 0
.

86

2
.

8 内源刺激响应 13 3
.

72

2
.

9 刺激响应 1 0
.

29

2
.

1 0 胁迫响应 8 2
.

29

2
.

1 1 分泌过程 5 1
.

4 3

2
.

12 其他生理代谢途径 1 0
.

29

3 发育 4 0 1 1
.

4 6

3
.

1 其他发育过程 8 2
.

29

3
.

2 细胞分化 8 2
.

2 9

3
.

3 胚胎发育 1 8 5
.

1 6

续表

种类与亚种类

3
.

4 生长

3
.

5 形 态建成

3
.

6 形态特化

3
.

7 色素形成

3
.

8 胚胎后发育

3
.

9 繁殖

3
.

10 性别决定

4 其他

数 目 比例%

4

1 l

1

1

2

1 9

1
.

1 5

3
.

15

0
.

2 9

,

::

:
.

;:
8 2 2 3

.

4 9

2
.

5 差异表达基因的染色体定位分析

美国小麦功能基因组已经利用中国春缺体四体

系
、

双端体系以及一系列染色体物理缺失系将大约

7 0 0 0 个小麦 E S T 定位在 中国春小麦 的染色体 上
.

本研究将差异表达基因序列与这些 已经定位的小麦

E S T 进行 B L A S T N 比对
,

发现一共有 3 80 个 E S T

与已经定位的 E S T 具有较高的核昔酸相似性 ( 90 %
,

E 值 < e 一

30 )
,

并且定位到 9 20 个位点
.

根据这些已

经定位的 E S T 在染色体上的位置
,

发现差异表达基

因散布在小麦的各条染 色体的 iB n 上
.

在第一到第

七部分同源群 的位 点数分别达 到 15 8
,

148
,

1 21
,

14 0
,

1 3 2
,

9 4
,

1 2 7
.

2
.

6 差异表达基因的半定量 R -T P C R 分析

为了验证不 同物种间采用芯片进行基 因差异表

达分析的可行性
,

利用 BI
J

A S T N 对 14 个差异表达

基因进行同源性搜索
,

选取与其同源性最高的小麦

E S T
,

通过半定量 R T
一

P C R 方法进一步分析 了在小

麦杂 种 与 亲 本 的 差 异 表 达
.

将 上 述 片 段 利 用

B L A S T X 进行同源性 比较 (图 2
、

表 5 )
,

从功能推

测结果来看
,

这些基因参与了植物生长发育的多个

代谢途径
.

如表 5 所示
,

其中 7 个基因 ( C o n t i g l 7 9 1

_ x _ a t
,

C o n t i g 2 4 6 1 _ a t
,

C o n t i g 1 6 6 4 _ a t
,

C o n -

t i g 1O ZOg _ a t
,

C o n t i g 3 9 14 _ s _ a t
,

C o n t i g l 9 6 2 _

a t
,

C o n t ig 1 4 7 1 _ a t )属于杂种上调型
,

C o n t i g 13 9 6 8

_ a t 为杂种下调 型
,

3 个 ( C o n t i g 12 5 6 4 _ a t
,

C o n -

t i g 3 1 6 3 _ a t ,

C o n t i g 2 9 6 7 _ a t ) 属于杂种偏 高亲
,

2

个 ( C o n t i g 2 8 7 8 _ a t
,

C o n t i g 4 1 _ a t ) 属于杂种偏低

亲
,

C o n it g 3 46 3 一 s _ at 为单亲沉默型
.

另外杂种特

异型
、

杂种沉默型和单亲特异型在 R T
一

P C R 中未检

测到
.

将 R T
一

P C R 与芯片的结果进行 比较
,

发现 9

个基因 R T
一

P C R 与 芯片 的表达类 型完全一致
,

占

6 4
.

2 9%
.
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表 5 差异表达基因的半定 t R手 P C R 分析

探针编号
R T一 P C R

表达模式

杂种上调型

杂种上调型

杂种上调型

杂种上调型

杂种上调型

杂种上调型

杂种上调型

杂种下调型

杂种偏高亲

杂种偏高亲

杂种偏高亲

杂种偏低亲

杂种偏低亲

单亲沉默型

大麦芯片

表达模式

杂种上调型

杂种 上调型

杂种上调型

杂种上调型

杂种上调型

杂种上调型

杂种偏低亲

杂种下调型

杂种特异型

单亲特异型

杂种沉默型

单亲沉默型

杂种偏低亲

单亲沉默型

注释

C o n ti g 1 79 1 _ x _a t

C o n ti g 2 4 61 _a t

C o n ti g 1 6 6 4_ a t

C o n t i g l 02 O g _a t

C o n t i g 39 1 4 _ s _ a t

C o n t i g 1 9 62 _a t

C o n ri g 1 4 71 _ a t

C o n ti g 1 39 6 8 _a t

C o n ti g 29 6 7 _ a t

C o n ti g 1 2 5 6 4 _ a t

C o n ti g 31 6 3_ a t

C o n ti g 2 8 78 _ a t

C o n ti g 41 _a t

C o n ti g 34 6 3_ s _ a t

腺昔高半胧氨酸水解酶

玉米 40 5 核糖体蛋白 5 13

水稻 生 长素反应因子 2

生长素调节蛋 白

小麦 乙烯反应因子结合蛋 白

水稻 推测 4 05 核糖体蛋白 5 26

拟南芥 信号接收因子类似蛋白

水稻 推测第七跨膜蛋 白

玉米 俘膨胀素 4

水稻 根 中特异蛋白 R C c3

F
一

b o x 蛋白家族

水稻 俘膨胀素 2

拟南芥 组蛋白 H 3
.

3

水稻 果糖
一 6一磷酸盐

一

2
一

激酶

3 讨论

3
.

1 小麦根系表现明显的杂种优势

已有许多研究报道表明
,

小麦杂交一代较亲本具

有根量大
、

根系分布深
、

发根高峰期长及后期新生根

量多的特点
,

因而增强了杂种的抗逆性
,

使杂交小麦

表现较好的稳产性和较高的产量
.

但是针对根系性状

的杂种优势测定研究较少
.

本研究利用蛙石培养 45 d

的根系为材料
,

考察亲本 3 3 3 8
,

2 4 6 3 和其杂种总根

长
、

根干重等性状并进行杂种优势分析
,

发现根系比

地上部具有更强的杂种优势
.

其中
,

根干重的优势表

现出极显著的差异
,

超亲优势达到 53
.

97 %
,

根系的

主根长和主根数 目并没有显著差异
,

所以杂种根系性

状的杂种优势主要体现在侧根数目增加
、

侧根长度增

加
.

另外
,

本实验室利用营养液培养 3 3 3 8 / 2 4 63 杂交

组合
,

得到了类似的结果
,

总跟长和根干重在中亲优

势上表现出极显著差异 (未发表结果 )
.

王章奎采用温

室营养液培养方法
,

系统测定了小麦 4 x 5 双列杂交

组合的杂交种与亲本 8 个根系性状的表现
,

发现根表

面积
、

根平均直径 的中亲优势非常明显超过 50 % ”
.

综合上述分析
,

小麦杂交种在根系性状上表现明显的

杂种优势
.

1) 见第 3 0 1 页脚注 1 )
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根组织作为植物体的惟一地下器官
,

对于植物

的生长发育具有重要意义
.

根系的生长模式始终如

一
,

并且没有茎叶花之类 的器官分化与转换 l6[ 〕
.

因

此根系作为遗传发育相对简单的性状
,

比较适合进

行分子生物学研究
.

倪中福 等6[,
7〕选用普通小麦品

种 (系 ) 3 3 3 8
,

6 5 5 4 和 2 4 1o T D 及 其强优 势杂种 A

( 3 3 3 8 X 6 6 5 4 )和弱优势杂种 B ( 2 4 1O T D X 6 5 5 4 )为实

验材料
,

采用 m R N A 差异显示技术
,

对初生根基

因表达差异进行了比较研究
,

结果发现
,

小麦杂种

一代苗期根系基 因表达较亲本明显不同
,

差异表达

基因的数 目远高于以苗期叶片为材料的研究结果
.

R o m a g n o l i 等 [` 7口以 B 7 3 和 M 。 1 7 及其单交种初生根

根尖为材料
,

从杂交种 c D N A 文库中筛选到 3 个在

杂交种与亲本间差异表达的克隆
.

他们还对杂交种

和亲本的 p ol y 〔A ) R N A 分别进行 了离体翻译
,

结果

发现有 33 %的差异表达产物在杂交种中更丰富或特

异表达
.

因此差异表达基因的功能分析为阐明基因

差异表达与杂种优势形成提供 了十分重要的证据
.

和亲本的根系杂交
,

在 2 2 8 4 0 个探针中
,

有 7 0 74 个

( 3 0
.

9 7% ) 基 因在 3 3 3 8 中有 杂 交信号
,

比 C l o s e

等 ) 〕的研究结果 高出 7
.

36 %
.

因此
,

在小麦基 因

组信息了解较少的情况下
,

我们利用大麦芯 片分析

小麦杂交种与亲本之间基因差异表达情况
,

并可以

通过生物信息学 的方法 获得 了大量 的差异表达片

断
,

为研究杂种优势提供一些有用信息
.

3
.

2 利用大麦芯片研究小麦基因表达的可行性

近年来
,

分离差异表达基因的技术不断发展与完

善
,

出现 了 m R N A 差 异 显 示 技 术 ( 1) 1) R--T P C R )
、

c D N A 扩增片段长度多态性技术 ( c D N --A A F L )P
、

抑

制性消减杂交 ( S S H )等
,

并且这些方法己得到广泛应

用
,

成功分离了许多差异表达的基因
.

但是
,

上述实

验方法存在假阳性较高
,

重复性较差
,

敏感度低的缺

点
.

目前
,

A ff ytn
et ir x 公司生产的寡聚核昔酸芯片具

有可重复
,

灵敏度高以及准确性好的特点
,

开始用于

基因表达的研究 18[
一
20]

.

寡聚核昔酸芯片针对每个基

因设计 n 对探针
,

每对探针分别 由 PM (完全配对的

探针 )和 M M (中间一个碱基突变的探针 )组成
,

每个

探针长度为 25 b p
.

这种设计可以消除错配的假阳性
,

并且探针的大小一致
,

可有效控制杂交的温度和洗脱

时间
,

增加灵敏度和可重复性
.

C l o s e
等利用 大麦芯片 ( 2 2 K

,

B a r l e y l )
,

分别

与同一时期
、

同一生长 条件 的大麦
、

小麦
、

燕麦
、

水稻
、

高粱和玉米共 6 种禾本科作物杂交卿〕
.

结果

表明
,

9 9 7 2 个基因在大麦中检测到信号
,

而在其他

5 种 作 物 中分 别 检 测 到 5 3 9 2 ( 2 3
.

6 1% )
,

2 6 4 5

( 1 1
.

5 8 % )
,

1 9 1 1 ( 8
.

3 7% )
,

1 7 0 9 ( 7
.

4 8% )
,

1 2 8 1

( 5
.

61 % )个信号
.

本研究利用大麦芯片与小麦杂种

3
.

3 基因差异表达模式与杂种优势

已有大量研究报道表 明
,

以水稻
、

小麦和玉米

为研究材料
,

杂交种与亲本之间的基因差异表达模

式与杂种优势存在显著的相关关系
.

S u n
等在研究

小麦的差异表达模式与杂种优势 的相关关 系时发

现
,

U P n F l( 与本研究 中的单亲表达模式一致 )与千

粒重等 3 个农艺性状显著负相关
; F 1n B (P 与本研究

中的杂种特异表达模式一致 ) 与每穗小穗数等 5 个

农艺性状显著正相关
; U P IF (与本研究中的单亲沉

默模式一致 ) 与株高等 3 个农艺性状显著正相关川
.

本研究小麦杂交种和亲本根系与大麦芯片的杂交结

果显 示
,

1 1 8 7 个 差 异 表 达 基 因 中
,

分 别 有 2 21

( 1 8
.

6 2% )
,

2 3 4 ( 19
.

7 1% )
,

1 6 1 ( 1 3
.

5 6 % )
,

1 8 9

( 1 5
.

9 2% )
,

12 6 ( 1 0
.

6 1% ) 和 1 4 4 ( 1 2
.

1 3% )个属于

杂种上调型
、

杂种下调型
、

杂种偏高亲
、

杂种偏低

亲
、

单亲沉默和单亲特异等 6 种不 同的表达模式
.

从遗传学角度分析
,

杂种上调型和杂种下调型可 以

解释为超显性效应和负显性效应
、

杂种偏高亲和单

亲沉默型可以解释为显性效应
,

而杂种偏低亲和单

亲特异型可 以解 释为隐性效 应
.

其中显 性效应 占

2 4
.

17 %
,

而超显性效应 占 38
.

33 %
,

参与超显性和

显性表达模式的基因占 62
,

50 %
.

Y ao 等最近采用

S S H 方法对上述杂交组合差异表达基因进行了分离

和鉴定
,

并利用反向 N or t h er n 的方法进行验证
,

结

果发现在根系中差异表达的 4 43 个基 因中
,

杂种上

调型 和 杂 种 偏高 亲 的 表 达 模 式 占 15
.

80 写 和

17
.

83 % ; 杂 种 下 调 型 和 杂 种 偏 低 亲 分 别 为

18
.

51 %
、

16
.

02 %
,

参与超显性和显性表达模式的

基因占 52
.

14 % 22[ 〕
.

根据这些结果
,

我们认为杂种

优势的产生可能是显性效应和超显性效应共同作用

的结果
.

随着 Q T L 定位工作的深人进行
,

已经报道了 3

种 Q T L 互作方式与杂种优势 的关系
,

包括在玉米
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中发现超显性呻口是杂种优势的遗传基础
,

水稻中的

显性 24[ 〕和上位性 25[ 口对水 稻杂种优势形成起重要作

用
.

最近
,

H u a
等采用永久 F Z 群体检测 了杂种优

势形成的超显性
、

显性以及上位性效应哪〕
.

如果根

据我们实验室以前 的实验结果
,

至少 3 种差异表达

模式与农艺性状杂种优势之间存在相关性
,

本文的

结果支持了 H ua 等的观点
,

即超显性
、

显性对杂种

优势的形成起重要作用
.

但是 目前我们仍然无法确

定究竟哪些在杂种与亲本之间差异表达 的基 因真正

对杂种优势的形成起重要作用
,

或许这种差异表达

仅仅是杂交产生的结果
.

因此我们需要获得差异表

达基因的全长 c D N A 序列
,

或者至少是完整开放阅

读框
,

这样可 以深人 了解差异表达基因的生物学功

能
,

并为解释小麦杂交种与亲本之间基 因差异表达

与性状杂种优势表现的关系提供理论依据
.

3
.

4 差异表达基因参与植物的多种代谢过程

小麦杂交种在生长势
、

抗逆性与产量性状等方

面表现明显的杂种优势
.

生理生化分析表明
,

小麦

杂种一 代与亲本 在酶 的组成
、

光合作用
、

呼 吸强

度
、

同化产物的运转与积累等特性上与亲本显著不

同田
,
27 〕

.

最近研究显示
,

小麦杂种一代与亲本之间

发生了明显的基因表达改变
,

这些差异表达模式与

农艺性状杂种优势之间具有显著相关性
.

本文通过

芯片杂交检测到 1 18 7 个差异表达基 因
,

其功 能参

与到生理代谢的各个途径
,

包括新陈代谢
、

物质转

运
、

信号转导等等
,

进一步 明确了有哪些基因发生

了差异表达
,

这为杂种优势的产 生提供了一些转录

水平的依据
.

本研究中
,

功 能分类结果显示有 37
.

12 % 的基

因片段参与植物新 陈代谢
,

有 26
.

54 % 的片段参与

细胞 的生长与维持
.

尤其是 42 个杂交种特异表达

的基因
,

有 9 个 ( 21
.

43 % ) 均参与植物 的新陈代谢

和细胞 的生长与维持
.

另外本实验室通过抑制差减

杂交 ( S S H ) 方法
,

以 3 3 3 8 / 2 4 6 3 组合为材料
,

分离

克隆差异表达基因
,

功能分类显示相似的结果
,

参

与植物新陈代谢和细胞生长与维持的差异表达基因

所占比例较高
,

分别为 41
.

4环和 1 8
.

2写
.

杂种优势

在营养生长阶段外在表型特征为杂种较亲本生长旺

盛
,

生长速度快
,

分孽能力强
,

这与新陈代谢
、

细

胞的生长
、

维持以及物质的生物合成密切相关
.

因

此这些基 因的差异表达可能对杂种优势的形成有重

要贡献
.

虽然我们并不能证明这些基 因的差异表达

会直接产生杂种优势
,

但进一步深人分析这些基因

的功能将会更 有助于理解 杂种优 势形 成地分子机

理
.

生长素是一类重要 的植物激素
,

在植物 的生长

调节中起重要作用
,

在根系生长过程 中参与侧根发

生
,

而生长素反应因子 ( A R F ) 是一类重要的转录调

节 因子
,

通过与生长素调节基 因的生长素反应元件

( A R E s )结合来 影响生长 素调节基 因的表达〔2 8 一 3。〕
,

并最终调控生长素响应 的相关基 因的表达
.

本研究

结果显示
:

生长素反应 因子 ( C on t i g 1 6 6 4 _ at ) 和生

长素调节蛋白基 因 ( C o n t i g l o ZO g _ at ) 的表达模式均

属于杂种上调型
,

我们推测由于这两个基 因在杂交

种中的表达量增加
,

有可能促进杂种根系 的发育
.

由于生长素在不定根的分化 〔发端 )和发育中起着 中

心作用
,

所以进一步选取部分差异表达的生长素及

其相关结合蛋白或者运输蛋白基因进行深人的功能

分析
,

可能为进一步解释杂交种根系优势形成提供

更多依据
.

根系生长的根本是细胞的生长
,

而植物细胞的伸

长受制于细胞壁
,

因此细胞壁的膨胀是细胞生长的前

提
.

M e Q u e e o M a s o n 在 1 9 9 2 年的实验 中发现了膨胀

素 ( e x p a sn in)
,

以后的研究发现膨胀素是一种诱导细

胞壁在酸性环境条件下发生松弛和不可逆伸展的细胞

壁蛋白
,

在细胞壁的膨胀过程中起重要作用 ) 〕
.

日膨

胀素基因 ( oC nt ig 2 9 6 7 _ at )的半定量 R --T PC R 的结果

属于杂种偏高亲
,

而大麦芯片的结果为杂种特异型
,

虽然表达模式不同
,

但均检测到杂交种中表达量的增

加
.

L e e
等在大豆中发现了一个在根 中特异表达的膨

胀素基因
,

验证了该基因在大豆根的发育过程中对初

生根和侧生根的分化 以及伸长起重要作用卿〕
.

根据

本研究结果
,

我们推测 日膨胀素基因在杂种中的增强

表达可能促进了杂交种 中根系细胞的生长
,

导致总根

长和根干重的增加
.

致谢 感谢 中国农业大学苏震教授
,

徐文英女

士在生物信息分析方面提供的帮助
.
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