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　　摘要：醇溶蛋白盒结合因子（ｐｒｏｌａｍｉｎ－ｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＰＢＦ）是胚乳组织特异的基因表达调控因子，主要调控籽
粒蛋白基因表达效率进而影响面粉的加工品质。本研究采用同源克隆方法从 ２份乌拉尔图小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍｕｒａｒｔｕ
Ｔｕｍ．）中克隆得到２个ＰＢＦ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为ＭＦ５４７４０９和ＭＦ５４７４１０）。与已报道不同来源 ＰＢＦ基因比
对分析发现，乌拉尔图小麦ＰＢＦ存在丰富变异位点，高达４５个单核苷酸多态性位点（ＳＮＰｓ）。其推导的 ＰＢＦ蛋白具
有典型ＤＯＦ结构特征，存在２２个氨基酸变异位点，尤其第２２位Ａ→Ｓ和第２３位Ｇ→Ａ变异形成特有酪氨酸激酶Ⅱ磷
酸化位点（ＣＫ２－ｐｈｏｓｐｈｏ－ｓｉｔｅ）。该结果表明乌拉

!

图小麦 ＰＢＦ基因具有较高遗传多样性，也暗示了氨基酸变异位
点可能对其ＰＢＦ蛋白的调控功能产生影响。同时，聚类分析显示乌拉

!

图小麦与普通小麦的 ＰＢＦ蛋白聚在１个亚
组，进一步证实了二者亲缘关系较近。
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　　ＤＯＦ（ＤＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇｗｉｔｈｏｎｅｆｉｎｇｅｒ）蛋白是植物特有的
一类转录因子，在植物生长发育过程中起着重要作用［１］。

ＤＯＦ蛋白一般由２００～４００个氨基酸组成，包括２个主要结构
域：Ｎ－端ＤＮＡ结合高度保守结合域（ＤＯＦＤｏｍａｉｎ）和Ｃ－端
转录调控域［２］。醇溶蛋白盒结合因子（ｐｒｏｌａｍｉｎ－ｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ，ＰＢＦ）属于ＤＯＦ蛋白家族之一，是胚乳组织特异的基因
表达调控因子，主要调控作物籽粒中贮藏蛋白基因表达，最终

影响贮藏蛋白的积累量［３］。目前已在玉米、水稻、大麦等禾

本科作物中，广泛开展了ＰＢＦ基因调控功能研究［４－６］。Ｍｅｎａ
等利用大麦ＰＢＦ基因同源性，首次克隆出小麦 ＰＢＦ编码基
因［５］。该基因被定位于普通小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬ．，
ＡＡＢＢＤＤ，２ｎ＝６ｘ＝４２）第５号同源群（５Ａ、５Ｂ和５Ｄ）的着丝
粒附近，并在小麦胚乳的整个发育过程中持续表达［７］。

普通小麦是异源多倍体物种的一个典型代表，其 Ａ、Ｂ和
Ｄ染色体组分别由乌拉尔图小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍｕｒａｒｔｕＴｕｍ．ＡＡ，
２ｎ＝２ｘ＝１４）、拟斯卑
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脱山羊草（ＡｅｇｉｌｏｐｓｓｐｅｌｔｏｉｄｅｓＴａｕｓｃｈ．
ＳＳ，２ｎ＝２ｘ＝１４）和节节麦（ＡｅｇｉｌｏｐｓＴａｕｓｃｈｉｉＣｏｓｓ．ＤＤ，２ｎ＝
２ｘ＝１４）提供［８－１２］。由于异源多倍化以及长期驯化的过程，

现代普通小麦的遗传多样性较其祖先种大大降低［１３］。Ｒａｖｅｌ
等对２７个普通小麦研究证实，普通小麦的 ＰＢＦ等位基因
（ｗＰＢＦ－Ａ、ｗＰＢＦ－Ｂ和 ｗＰＢＦ－Ｄ）多样性较低［１４］。因此，

发掘普通小麦祖先种ＰＢＦ基因的种质资源，将对小麦品质改

良具有重要意义。截至目前，节节麦 ＰＢＦ基因已有报道［１５］，

但其他２个祖先种的 ＰＢＦ基因尚未见报道。本研究拟对２
份乌拉尔图小麦材料进行 ＰＢＦ基因克隆并分析其序列结构
特征，以期为进一步研究乌拉尔图小麦 ＰＢＦ基因调控功能、
改良普通小麦品质等奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验 ２份乌拉尔图小麦材料（ＴｒｉｔｉｃｕｍｕｒａｒｔｕＴｕｍ．）

ＰＩ４２８２２５（土耳其）和ＰＩ４２８２６９（黎巴嫩），均由美国种质资源
库（ＮａｔｉｏｎａｌＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓＰｒｏｇｒａｍ，ＮＰＧＳ）馈赠，经河南科
技学院小麦中心繁殖并保存。

１．２　引物设计
根据ＮＣＢＩ数据库中乌拉尔图小麦Ｇ１８１２的全基因组鸟

枪法测序数据（登录号：ＫＤ０９１３９５），设计１对覆盖ＰＢＦ基因
完整编码区的特异性引物：ＰＢＦ－Ｆ（５′－ＡＴＴＣＧＡＴＡＴＧＴＧＴ
ＧＴＡＣＡＣＡＴＧＴ－３′）和 ＰＢＦ－Ｒ（５′－ＴＣＴＴＧＣＡＣＴＴＡＣＡＴＣＡ
ＧＧＧＡＧ－３′），其引物由 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ

公司合成。

１．３　基因克隆与测序
２份乌拉尔图小麦材料进行室温发苗，培养７ｄ左右，取

幼嫩叶片备用。参照 Ｙａｎ等的２×ＣＴＡＢ方法［１６］，提取基因

组总ＤＮＡ。采用高保真 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ聚合物
（ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ，中国北京）进行 ＰＢＦ基因扩增。其 ＰＣＲ
扩增程序：９５℃５ｍｉｎ；９５℃ ４０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃ ５ｍｉｎ，４℃保存。扩增产物用１．０％琼脂糖进
行电泳分离，切取目的条带，经 ＰＵＥＸＧｅｌＤＮＡ回收试剂盒
（Ｂｉｏｃｈｅ，中国北京）纯化，与 ｐＥＡＳＹ克隆载体（ｐＥＡＳＹ －
ＢｌｕｎｔＺｅｒｏＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ，ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ，中国北京）连接。经
转化、筛选、挑取３个阳性克隆，送华大基因公司（ＢＧＩ，中国
深圳）测序。
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１．４　序列分析
经测序分析，获得乌拉
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图小麦 ＰＢＦ基因 ＤＮＡ序列。
利用ＮＣＢＩ的 Ｂｌａｓｔｎ工具进行在线序列比对，判断其属性。
同时，搜索与其同源的核苷酸及氨基酸序列。利用 ＤＮＡＭＡＮ
（Ｖｅｒ．７．０）进行多序列比对处理，ＤＮＡＳＰ（Ｖｅｒ．５．１０．０１）分析
序列的多态性位点；利用ＮＬＳｔｒａｄａｍｕｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏｓｅｓｌａｂ．
ｃｓｂ．ｕｔｏｒｏｎｔｏ．ｃａ／ＮＬＳｔｒａｄａｍｕｓ／）和 ＭｙＨｉｔｓ（ｈｔｔｐ：／／ｍｙｈｉｔｓ．
Ｉｓｂ－ｓｉｂ．ｃｈ／）分别进行蛋白核定位信号和翻译后修饰位点在
线预测。运用 ＭＥＧＡＶｅｒ４．０中的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构建聚类树。

２　结果与分析

２．１　乌拉尔图小麦ＰＢＦ基因克隆
利用设计引物ＰＢＦ－Ｆ和ＰＢＦ－Ｒ对２份乌拉尔图小麦

ＰＩ４２８２２５和ＰＩ４２８２６９的基因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，其扩增
产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳，２份材料均扩增出长度为
１０００ｂｐ左右的单一条带（图１）。将目的片段回收、纯化，连
接到ｐＥＡＳＹ克隆载体上，经测序分析后，２份材料的条带核苷
酸序列长９９３ｂｐ，对应 ＧｅｎＢａｎｋ数据库登录号为 ＭＦ５４７４０９
（ＰＩ４２８２２５）和ＭＦ５４７４１０（ＰＩ４２８２６９）。

２．２　乌拉尔图小麦ＰＢＦ基因核酸序列比对分析
利用ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列多重比对，表明，本研究克

隆乌拉尔图小麦得到 ２个 ＰＢＦ基因的核苷酸序列
（ＭＦ５４７４０９和 ＭＦ５４７４１０），与 已 报 道 乌 拉 尔 图 小 麦
（ＥＭＳ６１７６１）、节节麦（ＫＪ５４４７７１和 ＫＪ５４４７７２）和普通小麦中
国春（ＫＣ８４９７０１、ＫＣ８４９７０２和 ＫＣ８４９７０３）的 ＰＢＦ基因具有
相同的长度（９９３ｂｐ），一致性高达９７．３５％。但是，相比不同
来源ＰＢＦ基因序列分析发现，乌拉尔图小麦ＰＢＦ存在丰富变
异位点，高达４５个单核苷酸多态性位点（ＳＮＰｓ）（图２）。在４５
个ＳＮＰｓ中，３０个转换（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ）位点包括１８个Ｇ←→Ａ（９０、
３１２、４２３、４４１、４４４、４６２、４６３、４８９、５０４、６４８、７０８、７１８、７６８、８２７、
８５７、８８３、９２６、９５１）和１２个 Ｃ←→Ｔ（２７１、３１３、３９２、５０２、５１３、
５７８、６１４、６５４、６８７、７３５、８６１、８８８），１５个颠换（ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎｓ）位
点包括３个 Ｔ←→Ａ（１４、５７３、５９０）、３个 Ｔ←→Ｇ（６４、６３５、
８００）和 ９个 Ｃ←→Ｇ（６８、２８５、３３６、３６６、７１３、７９４、８９１、９１１、
９８０）。

对乌拉尔图小麦３个 ＰＢＦ基因的核苷酸序列比较分析
发现，共存在６个突变位点。其中，已报道的 ＥＭＳ６１７６１序列

中有４个位点，分别是第５９、第２４９位点的Ｃ→Ｔ、第３９３位点
Ａ→Ｔ、第５１４位点 Ｇ→Ａ；本研究的 ＭＦ５４７４１０序列中仅存在
２个位点，是第８２５、第９３８位点的 Ｃ→Ｔ。可见，乌拉尔图小
麦的ＰＢＦ基因是相对保守的。
２．３　乌拉尔图小麦ＰＢＦ基因氨基酸序列比对分析

对根据乌拉尔图小麦、节节麦和普通小麦中国春的 ＰＢＦ
基因推导的氨基酸序列进行比较发现，它们具有相同长度

３３０个氨基酸（ａａ），并具有相似的结构特征，均含有蛋白核定
位信号保守序列ＫＫＰＲ（ＮＬＳｃｏｒｅ），Ｎ－端保守的ＤＯＦ结构域
（ＤＯＦｄｏｍａｉｎ），Ｃ－端可变的调控区域具有典型的富天冬酰
胺（ａｓｐａｒａｇｉｎｅ－ｒｉｃｈ）序列特征，以及连接 Ｎ－端结构域和
Ｃ－端调控域的丝氨酸残基链（ｓｅｒｈｉｎｇｅ）（图３）。但相比节
节麦、普通小麦中国春的 ＰＢＦ氨基酸序列，乌拉尔图小麦
ＰＢＦ氨基酸序列发现２２个氨基酸变异位点（图３），主要归因
于核苷酸序列上碱基的替换（转换和颠换）（图２）。其中，７
个变异位点（５、２２、２３、９１、９５、１０５、１３１）分布于Ｎ－端 ＤＯＦ结
构域之外；１５个变异（１５５、１９３、１９７、２０５、２１２、２３８、２４０、２６５、
２６７、２７６、２８６、２９５、３０４、３０９、３２７）分布于Ｃ－端调控区域。

ＭｙＨｉｔｓ分析ＰＢＦ氨基酸序列，共存在３种类型的修饰位
点，其中，Ｎ－端糖基化位点（ＡＳＮ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ）均有４
个，１个位于Ｎ－端保守的ＤＯＦ结构域，其余３个集中分布于
Ｃ－端调控区域末端；酪氨酸激酶Ⅱ磷酸化位点（ＣＫ２－
ｐｈｏｓｐｈｏ－ｓｉｔｅ）均有５～６个，分布于整条ＰＢＦ氨基酸序列上；
蛋白激酶Ｃ磷酸化位点（ＰＫＣ－ｐｈｏｓｐｈｏ－ｓｉｔｅ）均有２个，分
别位于Ｎ－端保守的ＤＯＦ结构域和Ｃ－端富天冬酰胺区域。
进一步分析发现，乌拉尔图小麦 ＰＢＦ氨基酸序列存在特有１
个酪氨酸激酶Ⅱ磷酸化位点（ＣＫ２－ｐｈｏｓｐｈｏ－ｓｉｔｅ），该位点
因第２２、第２３位点２个氨基酸变异（Ａ→Ｓ和Ｇ→Ａ）形成，这
一特征显著区别其他来源序列（图３）。
２．４　聚类分析

ＮＣＢＩ数据库中有 １７个 ＰＢＦ序列：普通小麦中国春，
ＫＣ８４９７０１、ＫＣ８４９７０２和 ＫＣ８４９７０３；节节麦，ＫＪ５４４７７１和
ＫＪ５４４７７２；乌拉尔图小麦，ＥＭＳ６１７６１；黑麦（Ｓｅｃａｌｅｃｅｒｅａｌｅ），
ＫＪ７４７３７３～ＫＪ７４７３７７；大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅ），ＡＪ０００９９１和
ＡＫ３７５１６８；玉米（Ｚｅａｍａｙｓ），ＢＴ０３５３２６和 ＢＴ０６２９５７；水稻
（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ），ＡＦ４８０４９６和ＣＭ０００１２７和本研究的２个乌拉
尔图小麦ＰＢＦ序列构建的聚类树（图４），１９个ＰＢＦ序列被清
晰地分成２组（ＧｒｏｕｐⅠ和 ＧｒｏｕｐⅡ）。在第１组（ＧｒｏｕｐⅠ）
中，１５个 ＰＢＦ序列被进一步分为 ３个亚组，即来源于大麦
ＰＢＦ亚组、来源于黑麦 ＰＢＦ亚组、来源于普通小麦及供体祖
先种（节节麦和乌拉尔图小麦）ＰＢＦ亚组。

３　讨论与结论

Ｒａｖｅｌｃ等对２７个普通小麦 ＰＢＦ基因研究发现，ｗＰＢＦ－
Ａ、ｗＰＢＦ－Ｂ、ｗＰＢＦ－Ｄ等位基因分别存在１、５、１个单核苷酸
多态性位点（ＳＮＰｓ），其结果表明普通小麦中 ＰＢＦ基因遗传
多样性较低［１４］。本研究从 ２份乌拉尔图小麦材料克隆出
ＰＢＦ基因（ＭＦ５４７４０９和ＭＦ５４７４１０）核苷酸序列与ＮＣＢＩ数据
库中乌拉尔图小麦ＰＢＦ基因序列（ＥＭＳ６１７６１）具有较高一致
性，仅存在６个突变位点。然而，相比节节麦和普通小麦中国
春ＰＢＦ基因，乌拉尔图小麦ＰＢＦ存在丰富变异位点，高达４５
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个单核苷酸多态性位点（ＳＮＰｓ）（图２），表明乌拉尔图小麦
ＰＢＦ基因具有较高遗传多样性。聚类分析显示，来源于乌拉
尔图小麦与普通小麦的ＰＢＦ聚在１个亚组（图４），证实了二
者亲缘关系较近［１０］。同时，又进一步印证了ＰＢＦ蛋白在物种
间存差异且亲缘关系越远，其差异越大，即 ＰＢＦ蛋白表现为
种属特异性［１５］。

　　ＤＯＦ是植物特有的转录因子家族，典型的 ＤＯＦ蛋白由
２００～４００个氨基酸组成，其Ｎ－端有高度保守的ＤＯＦ结构域
和Ｃ－端转录调控域［１－２］。ＤＯＦ蛋白能够特异地识别并结合
真核生物基因启动子区域的顺式作用元件，如 ＣＣＮ４－ｌｉｋｅ
（ＧＬＭ）、醇溶蛋白盒（ｐｒｏｌａｍｉｎｂｏｘ，ＰＢ）、５′－ＡＡＣＡ／ＴＡ－３′
基序等，从而激活或抑制基因转录［１７］。ＤＯＦ结构域外的氨基
酸对识别能力没有影响，但核心序列之外的侧翼序列对 ＤＯＦ

蛋白与ＤＮＡ结合特性有一定的影响［１８］。Ｃ－端转录调控域
可接受不同信号途径的调控，与不同类型调控蛋白相互作用

激活或抑制基因的转录［１］。可见，ＤＯＦ蛋白中氨基酸序列变
异可导致其功能多样性。已有研究表明，普通小麦 ｗＰＢＦ与
小麦醇溶蛋白、麦谷蛋白中的顺式作用元件 ＰＢ特异结合，参
与这２类贮藏蛋白基因的表达调控［１９－２０］。本研究推导的乌

拉尔图小麦ＰＢＦ蛋白与来源节节麦、普通小麦中国春ＰＢＦ蛋
白序列对比发现，所有 ＰＢＦ蛋白均具有 ＤＯＦ典型结构特征。
然而，乌拉尔图小麦 ＰＢＦ蛋白序列存在２２个氨基酸变异位
点：７个位于Ｎ－端ＤＯＦ结构域之外和１５个位于Ｃ－端调控
区域，其中２个氨基酸变异（第２２位点，Ａ→Ｓ；第 ２３位点，
Ｇ→Ａ）形成了乌拉尔图小麦特有酪氨酸激酶Ⅱ磷酸化位点。
这些氨基酸变异位点可能对乌拉尔图小麦ＰＢＦ蛋白的调控
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功能产生影响，仍须进一步功能研究证实。综上所述，本研究

为进一步研究乌拉尔图小麦ＰＢＦ基因的相关特性、后续特异
标记开发、功能分析等奠定基础。
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６个新疆地方梨品种 Ｓ基因型鉴定
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　　摘要：通过对新疆地方梨品种Ｓ基因型的鉴定，为库尔勒香梨授粉品种的筛选提供理论依据，并以期丰富我国梨
品种Ｓ基因型信息。设计特异性引物对６个新疆地方梨品种的基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，片段回收、克隆、测序。使
用生物信息学软件对各序列进行分析，确定６个新疆地方梨品种 Ｓ基因型分别为：褐色句句梨 Ｓ２８Ｓ４、霍城冬黄梨
Ｓ２８Ｓ４、八月梨Ｓ２８Ｓ４、库尔勒黄酸梨Ｓ２２Ｓ３５、奎克阿木特２号Ｓ４Ｓ１６、也历克阿木特Ｓ１８Ｓ１２。６个新疆地方梨品种Ｓ基
因型鉴定，增加了我国６个新疆梨品种的Ｓ基因型信息；可为库尔勒香梨授粉筛选新疆地方梨品种提供理论依据。
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　　新疆地方梨品种属于新疆梨系统。新疆梨系统是梨五大
栽培系统之一，代表品种是著名的库尔勒香梨（Ｐｙｒｕｓ
ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉＲｅｈｄ）。库尔勒香梨维吾尔语名乃西米提或乃
西普提，蒙古语名为开登木，原产新疆库尔勒地区，在新疆已

有１４００多年的栽培历史，其果实香味浓郁、皮薄肉脆、清甜

爽口、细嫩多汁、耐贮藏性强，是新疆名特优果品之一。截至

２０１６年，库尔勒香梨种植面积达７．３９万 ｈｍ２，产量达１２８．０４
万ｔ［１］，香梨产业已成为库尔勒地区的主导产业。库尔勒香
梨自交不亲和，Ｓ基因型为 Ｓ２２Ｓ２８［２］，自交结实率低，需要配
置授粉品种，但不同的授粉品种会对香梨果实产生显著的花

粉直感效应，突出表现为不同花粉授粉后果实萼片脱落或宿

存，萼片脱落后的幼果发育成为“母梨”，萼片宿存的幼果发

育成为“公梨”，二者不但外在品质果形上差异很大，而且内

在品质和口感上也差异明显，市场价格差异非常显著。徐胜

利等研究表明，选择新疆梨作为授粉品种能够明显改善香梨

果形和果实品质［３］。鉴定新疆地方梨品种Ｓ－等位基因对库
尔勒香梨合理授粉品种的选配具有重要的理论意义。梨自交

不亲和性基因的研究始于２０世纪５０年代，国外最早研究的
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