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小麦 TabHLH123-6A 基因克隆与功能标记开发
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摘要：根系是植物吸收水分与养分的重要器官，挖掘利用小麦根系相关调控基因对于粮食生产具有重要意义。bHLH（basic 
Helix-Loop-Helix）是植物中广泛存在的一类转录因子，参与调节植物的生长发育。本研究克隆了小麦基因 TabHLH123-6A，其

开放阅读框 1386 bp，编码 461 个氨基酸，含有保守的 HLH 结构域，具有典型的 bHLH 家族成员特性。对其互作蛋白预测分析

发现，TabHLH123-6A 与 HLH 家族的其他蛋白以及锌指蛋白存在相互作用。组织表达模式分析表明，TabHLH123-6A 在小麦不

同生育时期的各个组织中均有表达，在根和根基中表达量较高。启动子序列分析显示 TabHLH123-6A 启动子区含有多种顺式作

用元件，包括生长素、脱落酸和茉莉酸甲酯等激素应答元件。qRT-PCR 检测结果表明在生长素、脱落酸和茉莉酸甲酯的处理下

TabHLH123-6A 表达均上调，但是在 PEG 模拟的干旱处理下其表达受到抑制。利用小麦多态性群体材料检测到 TabHLH123-6A
基因 25 bp 处有 1 个核苷酸变异位点（C/T），表示为 TabHLH12325-C/T，根据该位点开发了功能标记 dCAPS-KpnI。关联分析发现

TabHLH12325-C/T 与小麦深根比显著相关，且等位变异类型为 TabHLH12325-C 的小麦深根比高于 TabHLH12325-T，TabHLH12325-T 在

小麦育种历史中受到了正向选择。本研究结果为小麦根系构型改良提供了理论依据和基因资源。
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Abstract：The root system is a major organ for water and nutrient uptake. Exploration and utilization of the 
genes that regulate root development are important for enhancing wheat production. bHLH（basic Helix-Loop-
Helix），a transcription factor family widely present in plants，plays an essential role in regulating the growth and 
development of plants. In this study，the TabHLH123-6A gene was isolated based on sequence homology，with an 
open reading frame of 1386 bp that encodes a protein comprises of 461 amino acids containing a conserved HLH 
domain. Based on the prediction of interacting proteins，TabHLH123-6A might be able to interact with HLH 
family members and zinc finger proteins. qRT-PCR analysis revealed the transcript of TabHLH123-6A in various 
tissues of wheat at different stages，with higher expression level in roots and root bases than that of other tissues. 
The promoter sequence analysis detected a number of cis-acting elements，including hormone response elements 
such as auxin，abscisic acid and methyl jasmonate. The expression of TabHLH123-6A was inducible under the 
treatments of auxin，abscisic acid or methyl jasmonate，but significantly repressed by PEG treatment. A nucleotide 
variation（C/T）at 25 bp of TabHLH123-6A gene（designated as TabHLH12325-C/T）was found using a panel of 
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wheat accessions. A functional marker dCAPS-KpnI of TabHLH123-6A was developed to target this polymorphic 
site. Association analysis showed this polymorphism being significantly correlated with the ratio of deep root in 
wheat. The ratio of deep root with TabHLH12325-C allele is higher than that of TabHLH12325-T，and the frequency 
of TabHLH12325-T has been positively selected in the breeding process. Collectively，this study provided the 
theoretical basis and a locus for the improvement of wheat root system architecture. 

Key words：wheat；TabHLH123-6A；expression pattern；functional marker；root system architecture

bHLH 转录因子，其中小麦中的 bHLH 转录因子多达

324 个［11］，但多数基因功能尚未被注释。

本研究利用生物信息学方法分析 TabHLH123-
6A 基因及其编码的蛋白序列，检测其在小麦不

同组织和多种激素处理下的表达模式，同时检测

TabHLH123-6A 的序列多态性，根据其核苷酸变异

位点开发分子标记，发现了与深根比相关的优异等

位变异。本研究为小麦根系构型的遗传改良提供了

理论依据，TabHLH123-6A 分子标记在小麦分子标

记辅助育种中具有应用价值。

1　材料与方法

1.1　材料

小麦品种旱选 10 号用于基因表达量的检测分

析，通过 SSR 标记筛选得到的 32 份高多态性小麦

材料用于 TabHLH123-6A 基因多态性分析［12］，由

323 份普通小麦材料组成的自然群体用于基因型与

根系性状的关联分析，该群体包含 275 个现代育成

品种、36 个高代品系和 12 个地方品种，主要来自我

国黄淮冬麦区和北部冬麦区［13］。

1.2　试验方法

1.2.1 基因表达模式分析　用于幼苗期基因组织

表达模式分析的小麦，种植于 25 ℃ 16 h / 20 ℃ 8 h
（光照 / 黑暗）的人工气候室，培养两周后对其叶、

根基、根进行取样。用于拔节期、抽穗期表达模式分

析的小麦种植于中国农业科学院作物科学研究所

试验基地（116°28′E，39°48′N），利用聚氯乙烯

（PVC）硬管和软质塑料管套装的管栽法培养材料［13］，

分别在拔节期、抽穗期，对地上部和地下部不同组

织进行取样，用于 RNA 提取。用于不同激素和模

拟干旱胁迫处理的小麦材料种植于气候室，采用去

离子水培养两周左右，待生长至一叶一心，换用不

同激素：0.1 mmol/L 生长素（IAA，indole 3-acetic acid）、
0.1 µmol/L 茉莉酸甲酯（MeJA，methyl jasmonate）、 
50 µmol/L 的 脱 落 酸（ABA，abscisic acid），以 及

16.1% 的 PEG6000 溶液模拟干旱处理，在处理后 0、
1、2、3、6、12、24、72 h 对根系进行取样。

小麦（Triticum aestivum L.）是人类的主粮作物

之一，在世界各地广泛种植，适应性强［1］。我国是

小麦的生产和消费大国，小麦产量直接关系到国家

的粮食安全。根系是小麦吸收土壤水分和养分的重

要器官，根系构型是描述根系组成在三维空间的立

体分布，良好根系构型有利于植株获取更多的水肥，

减轻逆境影响，保持稳产［2］。Kirkegaard 等［3］在田

间自然条件下检测了小麦扎根深度与土壤含水量，

发现扎根深度每增加 30 cm，就能够在籽粒灌浆期

多吸收相当于 10 mm 降雨量的水分，使得每 hm2 增

产 500 kg。不仅如此，不同土层根系的吸水能力存

在较大差异，冬小麦 100 cm 以下的根量仅占总根

量的 3%，但吸水量却占总吸水量的 20%［4］。因此，

深层根系比例（深根比，即深层土壤与浅层土壤中

的根系重量比值）是作物生产相关的重要根系构型

特征，研究深根比将有助于提高作物的耐逆性和生

产力。然而，小麦根系深埋于土壤中，观测困难，这

极大地限制了对根系多层面的深入研究和改良［5］。

发掘和利用小麦根系生长调节基因，尤其是优异等

位基因及其分子标记，是加速分子育种进程的重要

基础，具有重大的应用潜力［6］。与传统形态标记、

生化标记相比，分子标记具有准确性高、操作快速简

便、可信度大、周期短、不受外界环境影响等优点［7］，

对于根系构型的遗传改良具有重要意义。

bHLH 转录因子广泛存在于真核生物中，是植

物中第二大转录因子超家族。bHLH 得名于 50~60
个氨基酸组成的高度保守结构域，包括 N 端一段碱

性区域（basic region），以及 C 端两个疏水性 α- 螺
旋（Helix 1-Helix 2）和环（Loop）组成的螺旋 - 环 -
螺旋（HLH，Helix 1-Loop-Helix 2）结构［8］。bHLH
区域内某些保守氨基酸决定了其对下游基因识别位

点的特异性，例如 Glu-13 和 Arg-16 是必不可少的，在

50% 植物 bHLH蛋白中均发现了这两个氨基酸残基［9］，

这使得 bHLH 转录因子能够与下游靶基因 5′端上游

特定顺式作用元件结合，调控基因的表达［10］。目前

植物转录因子数据库 PlantTFDB（http：//planttfdb.cbi.
pku.edu.cn/）已收录了来自 166 个物种的 28698 个
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1.2.2 根系表型鉴定　苗期根系表型鉴定采用二维

凝胶法［14］，即利用玻璃板（长 × 宽 = 50×25 cm）、塑

料胶条和琼脂凝胶（1%，m/V）构建凝胶室，沿凝胶

室顶端下方 3 cm 的水平线播种，每室播种 15 粒，种

子间隔 3 cm，将播种后的凝胶室置于人工气候室，

培养 7 d 后，利用根系扫描系统（Epson Expression 
10000XL）记录根系形态，调查幼苗根长、根角度及

根数目。分蘖期、孕穗期和灌浆中期根系表型鉴定

采用管栽法，每管播种 8 粒，待小麦生长至三叶期，

定苗至 3 株。培养 30 d 后，对其分蘖期根系性状进

行调查。从底端开始清洗根系，最先在底部发现根

系的位置与根基部之间的距离，即为根深。剪下完

整根系，105 ℃杀青 30 min，80 ℃烘干至恒重，称量

根干重。孕穗期、灌浆中期根深、根干重的测量采用

相同的方法。除此之外，在灌浆中期，对清洗后的根

系在 60 cm 处进行分割，将 60 cm 以下和 60 cm 以

上根系分别进行烘干、称重，计算深根比，即 60 cm
以下根干重占 60 cm 以上根干重的比例。试验采用

随机完全区组设计，3 次重复。

1.2.3 DNA 和 RNA 的提取　采用 CTAB 法提取

小麦样品的 DNA。采取 Trizol 法提取样品的 RNA，

参照 RNA 提取试剂盒 KKFast PlantRNApure Kit 
（ZP405K，ZOMANBIO）说明书及步骤进行。

1.2.4 实时荧光定量 PCR　利用 RT 试剂盒（KR116-
02，TIANGEN）将 RNA 反转录合成 cDNA。使用

SYBR Premix Ex Taq ™（RR420A，TaKaRa）进 行

实时荧光定量 PCR。根据 TabHLH123-6A 基因序

列设计出特异引物 qRT-TabHLH123-6A-F/R（表 1），
以小麦 TaTUBULIN 基因作为内参，计算基因相对

表达水平。 
1.2.5 基因序列多态性分析　通过网站 Wheat-
Omics 得到 TabHLH123-6A 基因序列（ID：Traes CS6 
A02G254300），利用 Premier 5 软件设计 TabHLH123-
6A 特异性引物序列 TabHLH123-6A-F/R，以扩增其

编码区全长。以 32 份高多态性小麦的基因组 DNA
为模板，采用 PCR 高保真 DNA 聚合酶 TransStart 
FastPfu DNA Polymerase（AP221，TRAN）进行 
基因扩增，反应程序为：① 95 ℃ 5 min；② 95 ℃  
30 s；③ 61 ℃ 30 s；④ 72 ℃ 2 min；35 个循环从②到④；

⑤ 72 ℃ 10 min。随后在 PCR 产物中加入 6×Loading 
buffer 进行凝胶电泳，在紫外灯下切胶回收目的条

带，用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒（TD407-50，
TIANMO BIOTECH）回收目的 DNA 片段。将目

的片段连接于 pEASY-Blunt Cloning 载体（CB101，

TRAN），转化大肠杆菌 Trans1-T1 Phage Resistant 
Chemically Competent Cell 感 受 态 细 胞（CD501，
TRAN），具体操作参考对应说明书。通过菌液 PCR
检测，选出阳性单克隆，利用引物 M13F/R、Seq-F1、
Seq-F2 进行测序，SeqMan 软件比对分析测序结果，

统计其多态性位点。

1.2.6 dCAPS 标记开发和关联分析　根据 32 份高

多态性小麦材料中 TabHLH12325-C/T 等位变异，通过

dCAPS Finder 2.0 网站，设计 dCAPS 引物 TabHLH123-
6A-KpnI-dCAPs-F/R，用于鉴定 323 份小麦材料组

成 的 自 然 群 体 中 TabHLH123-6A 基 因 型。 采 用

TASSEL 5 软件的一般线性模型（GLM，general liner 
model）分析基因型与根系性状的关联情况，P<0.05
视为显著水平。利用 SPSS 软件对两种等位变异

类型 TabHLH12325-C/T 的表型性状进行统计分析。

1.2.7 试验中所用引物和网址　本试验中所用的

引物见表 1，由北京六合华大基因科技有限公司

合成。根据 WheatOmics 基因的克隆结果，利用

GSDS 对基因结构进行分析，并推导出氨基酸序列；

利用 SMART 对蛋白结构域和蛋白互作网络进行

预测分析；利用 Phyre2 对其二级结构进行预测；通

过 ExPASy-ProtScale 分析蛋白的亲疏水性；蛋白三

级结构预测通过 SWISS-MODEL 进行分析；利用

ProtParam 对蛋白质的基本理化性质进行分析；使

用 PlantCARE 对启动子区顺式作用元件进行预测

分析；通过 dCAPS Finder 2.0 设计 dCAPS 分子标

记；这些生物信息学分析网址详见表 2。

表 1　试验所用引物列表
Table 1　Primers used in this study
引物名称 引物序列（5′-3′）

Primer name Primer sequence（5′-3′）

TabHLH123-6A-F AGCTGTCTGTCTGATGACAGTCTTC

TabHLH123-6A-R AAACGCAAAGAGAGGAACGA

M13F GTAAAACGACGGCCAGT

M13R CAGGAA ACAGCTATGAC

Seq-F1 ATCCATGTCATCGCAAGTC

Seq-F2 TGATACAGTGACTTGCCAATG

qRT-TabHLH123-6A-F TCTATCGGCGGCTACAAACC

qRT-TabHLH123-6A-R GCTTTCTCGCCTTTCCTCAG

TaTUBULIN-F CGTGCTGTCTTTGTAGATCTCG

TaTUBULIN-R GACCAGTGCAGTTGTCTGAAAG

TabHLH123-6A-KpnI-
dCAPs-F

TATGCATCTGCACGCAGGCGAGGGG

TabHLH123-6A-KpnI-
dCAPs-R

AGGTCGAGCCATCGAGGAGA
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表 2　试验所用软件网址列表
Table 2　Software and websites used in this study
软件

Software
用途

Function
详细网址

Website

WheatOmics 序列下载 http：//202.194.139.32/#

GSDS 序列分析 http：//gsds.gao-lab.org/

SMART 蛋白质结构域预测 http：//smart.embl.de/

Phyre2 蛋白质二级结构预测 http：//www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

ExPASy 亲疏水性分析 https：//web.expasy.org/protscale/

SWISS-MODEL 蛋白三级结构预测 https：//swissmodel.expasy.org/

ProtParam 理化性质分析 https：//web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam

SMART 互作蛋白预测 http：//smart.embl.de/

PlantCARE 顺式作用元件预测 https：//bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/

dCAPS Finder 2.0 dCAPS 标记设计 http：//helix.wustl.edu/dcaps/dcaps.html

Traes_7AL_1E62CBC95.1、Traes_7AL_3BC 
7FE4B7.1、Traes_7BL_D5434A287.1、Traes_7BL_
E2BB2BEA6.1、Traes_7DL_5BA698633 .1、

Traes_7DL_C54D10538.1）和螺旋 - 环 - 螺旋结构蛋

白（Traes_5AL_F6FD8FEFF.1、Traes_5BL_DB5410 
008.2、Traes_5DL_1CD573458.2）存在互作（图 2b）。
2.2　TabHLH123-6A 基因表达量检测

为了明确 TabHLH123-6A 在小麦中的时空表达

模式，利用 qRT-PCR 检测 TabHLH123-6A 在小麦

幼苗期、拔节期及抽穗期各组织中的表达量，结果显

示，TabHLH123-6A 在小麦幼苗期、拔节期及抽穗期

各组织中均有表达。在小麦幼苗期，TabHLH123-6A 
在根与根基中的表达量显著高于叶片（图 3a）；在

拔节期，在倒三节、根基、0~30 cm、30~60 cm 及 60~ 
90 cm 的根中的表达量显著高于其他部位（图 3b）； 
在抽穗期，根基及 0~30 cm、30~60 cm、60~90 cm、

90~120 cm、120~150 cm 的根中表达量显著高于其

他部位（图 3c）。综上，TabHLH123-6A 在小麦叶片

中的表达量较低，但在根和根基中表达量较高，这表

明 TabHLH123-6A 可能参与调控小麦根系的生长 
发育。

采用在线软件 PlantCARE 分析 TabHLH123-6A
启动子区序列的顺式作用元件，发现在起始密码

子 ATG 上游 3000 bp 序列内，除含有核心启动子元

件 TATA-box 和 CAAT-box 基本顺式作用元件外，

还含有生长素、脱落酸、茉莉酸甲酯等激素和光响

应元件、与分生组织活性相关以及 DREB、MYB 和

WRKY 蛋白结合元件（表 3），预示 TabHLH123-6A
可能参与生长素、脱落酸、茉莉酸甲酯等激素和干旱

胁迫应答。

2　结果与分析

2.1　TabHLH123-6A 序列分析

通过 GSDS 和 WheatOmics 分析 TabHLH123-
6A 基因及其内含子与外显子分布，结果表明该基因

位于小麦染色体 6A 上，序列全长 5643 bp，包括编

码区 2566 bp，非编码区 3077 bp，由 7 个外显子和 6
个内含子构成（图 1a），最大开放阅读框 1386 bp，编
码 461 个氨基酸。SMART 分析显示 TabHLH123-
6A 蛋白第 345 至 389 位氨基酸为 HLH 保守结构

域（图 1b）。利用 Phyre2 对其二级结构预测，发现

TabHLH123-6A 含有 15 个 α 螺旋，2 个 β 折叠，对

应的氨基酸分别占总氨基酸数 28% 和 3%（图 1c）。
通 过 ProtScale 分 析 TabHLH123-6A 蛋 白 的 亲 疏

水性，Amino acid scale 参数为默认 Hphob./Kyte & 
Doolittle，分析发现第 163 个氨基酸标度值最大，为

1.760，表明该氨基酸的疏水性最强。第 195 位氨基

酸亲水性最强，其标度值为 -3.522（图 1d）。不稳

定性指数（II）为 50.73，可归为不稳定蛋白。利用

SWISS-MODEL 对 TabHLH123-6A 结构域三级结

构进行预测，结果显示含有典型的螺旋 - 环 - 螺旋

结构域（图 1e）。
通过 ProtParam 分析 TabHLH123-6A 蛋白序 

列，结 果 显 示，其 分 子 式 为 C2191H3395N633O693S19，

含总原子数 6931，分子质量为 50301.02，等电点

为 6.06，脂肪系数 61.74，总平均亲水性 -0.610，
其氨基酸组成中丙氨酸含量最高，有 54 个，占总 
氨基酸数目的 11.71%（图 2a）。利用 SMART 预

测 TabHLH123-6A 的互作蛋白，发现其主要与含

有锌指结构域的蛋白（Traes_3DL_7E0F183DA.1、
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a：基因结构分析；b：蛋白结构域的预测分析；c：蛋白二级结构预测；d：蛋白序列亲疏水区域分布预测，横坐标为氨基酸残基数， 
纵坐标表示相对的亲疏水区，零点以上为疏水区，零点以下为亲水区；e：蛋白结构域三级结构预测

a：Gene structure analysis；b：Prediction and analysis of protein domain；c：Protein secondary structure prediction； d：Prediction of hydrophobic 
region distribution of protein sequences；the abscissa represents the number of amino acid residue，and the ordinate represents the relative hydrophilic 

and hydrophobic region. Above and below zero are regarded as hydrophobic and hydrophilic regions，respectively； 
e：Protein domain tertiary structure prediction

图 1　TabHLH123-6A 基因和蛋白结构预测
Fig.1　Structure prediction of TabHLH123-6A gene and protein

为了明确 TabHLH123-6A 是否参与对生长素、

茉莉酸甲酯、脱落酸信号和干旱胁迫的应答，检测

了其在这些处理条件下的表达量。在 0.1 mmol/L 
IAA 处理下，TabHLH123-6A 的表达量从处理 1 h
至 72 h 显著上调表达；在 50 µmol/L ABA 处理后

24、48、72 h 基因表达量显著上调；在 0.1 µmol/L 

MeJA 处理的前 6 h，TabHLH123-6A 的表达量都显

著上调，3 h 时表达量最高；在 PEG 模拟的干旱处

理下，TabHLH123-6A 表达量整体呈下降趋势，在 2 h
时表达量最低，在 3 h 时表达量最高。该结果表明

TabHLH123-6A 参与生长素、茉莉酸甲酯、脱落酸信

号和干旱胁迫应答过程。
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a：蛋白的氨基酸组成。A：丙氨酸；R：精氨酸；N：天冬酰胺；D：天冬氨酸；C：半胱氨酸；Q：谷氨酰胺；E：谷氨酸；G：甘氨酸；H：组氨酸； 
I：异亮氨酸；L：亮氨酸；K：赖氨酸；M：蛋氨酸；F：苯丙氨酸；P：脯氨酸；S：丝氨酸；T：苏氨酸；W：色氨酸；Y：酪氨酸；V：缬氨酸；b：互作蛋

白预测。中间红色圆点代表 TabHLH123-6A 蛋白，四周不同圆点为预测的互作蛋白

a：Protein amino acid composition. A：Alanine；R：Arginine；N：Asparagine；D：Aspartic acid；C：Cysteine；Q：Glutamine；E：Glutamic acid； 
G：Glycine；H：Histidine；I：Isoleucine；L：Leucine；K：Lysine；M：Methionine；F：Phenylalanine；P：Proline；S：Serine；T：Threonine； 

W：Tryptophan；Y：Tyrosine；V：Valine；b：Prediction of interaction proteins. The red dot in the middle represents the TabHLH123-6A protein， 
and the dots around represent predicted interacting proteins

图 2　TabHLH123-6A 氨基酸组成和互作蛋白预测
Fig.2　Amino acid composition and interaction protein prediction of TabHLH123-6A
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L：叶；RB：根基；R：根；S：穗；HL：心叶；NBS：穗下节；SN：倒二节；TN：倒三节；R 0~30：从根基测量 0~30 cm 长度的根系；R 30~60：30~60 cm
根系；R 60~90：60~90 cm 根系；R 90~120：90~120 cm 根系；R 120~150：120~150 cm 根系；FL：旗叶；IBS：穗下节间；SI：倒二节间；TI：倒三

节间；不同的小写字母表示在 P<0.05 水平上差异显著；误差线代表均值 ± 标准差；下同

L：Leaf；RB：Root base；R：Root；S：Spike；HL：Heart leaf；NBS：Node below the spike；SN：Second node；TN：Third node；R 0-30：The roots 
with the length of 0-30 cm measured from the root base；R30-60：Root（30-60 cm）；R60-90：Root（60-90 cm）；R90-120：Root（90-120 cm）；R120-

150：Root（120-150 cm）；FL：Flag leaf；IBS：Internode below the spike；SI：Second internode；TI：Third internode；Different lowercase letters 
indicate significant differences at the P<0.05 level；Values are the means±SD；The same as below 

图 3　TabHLH123-6A 基因在小麦不同时期不同组织中的表达
Fig.3　The relative expression patterns of TabHLH123-6A gene in different tissues of wheat at different stages
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表 3　TabHLH123-6A 启动子区顺式作用元件预测
Table 3　Putative cis-acting regulatory elements in the promoter 

region of TabHLH123-6A

顺式作用元件

Cis-acting regulatory 
element

数量

Frequency
生物学功能

Biological function

TATA-box 24 转录起始核心启动子元件

CAAT-box 35 启动子和增强子共有的作

用元件

TGA-element 1 生长素应答元件

ABRE 12 脱落酸应答元件

TGACG-motif 7 茉莉酸甲酯应答元件

G-Box 13 光响应元件

I-box 3 光响应元件

A-box 3 与分生组织活性相关的作

用元件

DRE core 1 DREB 结合元件

MYB 6 MYB 蛋白结合元件

W-box 1 WRKY 蛋白结合元件

2.3　TabHLH123-6A的序列多态性分析与分子标记开发

以 32 份高多态性小麦为材料，通过测序分析

TabHLH123-6A 基因组序列的多态性。结果表明在

起始密码子（ATG）下游 25 bp 位置存在一个非同

义突变 C/T，使蛋白序列中第 9 位氨基酸由组氨酸

变为酪氨酸，表示为 TabHLH12325-C/T（图 5a、b）。
根据 TabHLH12325-C/T 等位变异，利用 dCAPS 

Finder 2.0 设计了一个含有 KpnI 酶切位点的标

记 dCAPS-KpnI。通过引物 TabHLH123-6A-KpnI-
dCAPs-F/R 可扩增出 221 bp 的目的片段。其中

TabHLH123-6A-KpnI-dCAPs-F 中包含一个错配碱

基（T/G），使 TabHLH12325-T 基因型扩增的目的片

段中含有 KpnI 酶切位点，而 TabHLH12325-C 基因型

的扩增产物不存在 KpnI 识别位点。经 KpnI 酶消化

反应其扩增产物，则 TabHLH12325-T 基因型的扩增

产物被酶切为 193 bp 和 28 bp 两个片段，而基因型

为 TabHLH12325-C 的扩增产物仍为 221 bp，通过琼

脂糖凝胶电泳，根据其酶切后的电泳片段大小，即可

区分 TabHLH12325-C/T 的两种等位变异（图 5c）。
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图 4　TabHLH123-6A 基因在不同激素和干旱胁迫处理下的表达
Fig.4　The expression patterns of TabHLH123-6A gene under different hormones treatment and drought stress
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a：TabHLH123-6A 两种基因型的比对结果及分子标记的设计。红色矩形框表示 KpnI 酶切位点，红点标记表示错配碱基，通过碱基 T 错配为

G 形成 KpnI 酶切位点；b：TabHLH123-6A 中的变异位点在基因序列中的位置。黑色实心框代表编码区域，红色三角指示变异位点；c：两种基

因型的 PCR 产物经 KpnI 酶切后的琼脂糖凝胶电泳图。C：基因型为 TabHLH12325-C 酶切后的电泳片段；T：基因型为 TabHLH12325-T 酶切后

的电泳片段；M：100 bp 的 DNA Marker
a：Comparison of TabHLH123-6A two genotypes and design of molecular markers. The KpnI restriction site and a base T mismatched to G were 
marked in red rectangle and red point，respectively；KpnI restriction site was formed by base T mismatch for G；b：Polymorphic locus found in 

TabHLH123-6A. Black boxes represent the coding regions，red triangle indicates allelic variation sites；c：PCR products of TabHLH123-6A digested 
by KpnI. C：The genotype was the electrophoretic fragment after enzyme digestion of TabHLH12325-C；T：The genotype was the electrophoretic 

fragment after enzyme digestion of TabHLH12325-T；M：100 bp DNA marker

图 5　TabHLH123-6A 序列多态性及 dCAPS 标记
Fig.5　Sequence polymorphisms and dCAPS marker of TabHLH123-6A

2.4　TabHLH12325-C/T 与根系性状的关联分析

为了研究 TabHLH12325-C/T 等位变异与小麦根系

性状的关系，利用分子标记 dCAPs-KpnI 对 323 份小麦

材料组成的自然群体进行了扫描，分析 TabHLH12325-C/T 

等位变异类型与根系性状的关系。结果显示

TabHLH12325-C/T 与小麦灌浆中期深根比显著相

关（P=0.013），其中携带等位变异 TabHLH12325-C 的

小麦材料深根比显著高于 TabHLH12325-T 的深根

比（图 6a）。基于 323 份小麦材料的育成年代及

其 TabHLH12325-C/T 等位变异类型，分析了随着育

种年代推移等位变异类型的频率变化。结果如图

6B 所示：地方品种全部携带深根比较大的等位变

异 TabHLH12325-C，而现代育成品种中，从 20 世纪

80 年代之前到 21 世纪初，深根比较小的等位变异

TabHLH12325-T 的分布频率由 5.5%增加到 16%，表明

TabHLH12325-T 在育种过程中逐渐受到了育种家的选择。
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a：小麦自然群体中携带 TabHLH12325-C/T 不同等位变异材料的深根比； 
b：在小麦育种进程中 TabHLH12325-C/T 等位变异类型的频率变化。pre-1980s：1980s 以前

a：Ratio of deep root in wheat natural population accession carrying different allelic variation of TabHLH12325-C/T； 
b：Frequency variation of TabHLH12325-C/T allele types in the history of wheat breeding. pre-1980s：before 1980s

图 6　TabHLH12325-C/T 不同等位变异类型小麦深根比的比较
Fig.6　Comparison of deep root ratio of wheat with different allelic variation types of TabHLH12325-C/T 
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3　讨论

作为广泛分布于动植物体内的转录因子超家

族，bHLH 转录因子对植物的生长发育起着至关重

要的作用［15］。已有研究表明 bHLH 转录因子 N 端

10~15 个碱性氨基酸组成的碱性区域，作为 DNA 结

合区域，可识别 E-box 和 G-box。保守的 HLH 结构

域主要促进蛋白 - 蛋白之间相互作用，这种蛋白结构

有利于与其他蛋白结合，形成同源二聚体或异源二

聚体复合物［16］。本研究结果显示，小麦 TabHLH123-6A 
基因含有 7 个外显子和 6 个内含子，最大开放阅读

框 1386 bp，编码 461 个氨基酸，含有保守的 HLH 结

构域。通过预测分析发现 TabHLH123-6A 主要与含

有锌指结构域以及 HLH 结构域的蛋白相互作用。

前人研究发现，拟南芥中两类 bHLH 转录因子基因

PERICYCLE FACTOR TYPE-A（PFA，其中 PFA1 代表

bHLH111，PFA2 代表 bHLH133，PFA3 代表 bHLH068，
PFA4 代表 bHLH111）和 PERICYCLE FACTOR TYPE-B

（PFB，其中 PFB1 代表 bHLH059，PFB2 代表 bHLH007）
调控中柱鞘细胞形成，且蛋白 PFA 能够与 PFB 形成

二聚体，这两种类型的 bHLH 蛋白相互作用，调控细

胞分裂，共同参与侧根原基的起始与发育［17］，该结果

与本研究中蛋白互作的预测结果相吻合，为深入解析

TabHLH123-6A 的蛋白互作网络提供了重要的参考 
价值。

根系是植物吸收水分和养分的主要器官，其构

型与作物的适应性和产量关系密切［18］，因此根系构

型改良是小麦育种的重要目标之一。然而，由于缺

乏高效的根系研究方法，调控小麦根系发育的相关

基因和分子机制很大程度上仍是未知的。已有研

究发现拟南芥和玉米中 bHLH 转录因子调控根系

发育。bHLH 转录因子家族成员 ZmPTF1 过表达

改善了玉米根系，在低磷条件下表现出较多的穗分

枝和更大的籽粒，且抗旱能力增强［19-20］。bHLH74
是 miR396 的靶基因，在根系发育中也起着关键

作用［21］。bHLH 转录因子 MYC2 直接结合并抑

制 PLETHORA（PLT1 和 PLT2）表达，通过茉莉酸

信号抑制根系生长［22］。bHLH 蛋白复合物 LHW-
TMO5/T5L1 通过调控 RAM 中的细胞分裂素产生

和信号传导，诱导根尖细胞的分裂与增殖［23］。本研

究通过检测 TabHLH123-6A 基因表达量，发现该基

因在小麦幼苗期、拔节及抽穗期的不同组织中均有

表达，其中在根和根基中表达量较高，且在不同深度

根系中表达量不同。在拔节期，0~30 cm、30~60 cm

及 60~90 cm 根中 TabHLH123-6A 的表达量高于 90~ 
120 cm、120~150 cm，在抽穗期，30~60 cm、60~90 cm
根中表达量较高，推测 TabHLH123-6A 可能参与根系

发育和根系构型的调控。推测 TabHLH123-6A 可能

参与调控根系发育和构型。前人研究发现 bHLH 转

录因子家族不仅与根系生长发育有关，也参与了植

物次生代谢花青素的合成［24］、气孔发育［25］、花药和

柱头的发育［26］、冷胁迫响应［27］、脱落酸、茉莉酸和

光信号通路［28-29］。本研究通过分析启动子顺式作

用元件和 qRT-PCR 检测，发现 TabHLH123-6A 的

表达受 IAA、ABA 和 MeJA 的诱导，而在 PEG 模拟

的干旱处理下 TabHLH123-6A 的表达量呈现急剧下

降，并在处理 2 h 后降至最低，说明该基因可能参与

小麦中 IAA、ABA 和 MeJA 等植物激素的应答和干

旱胁迫的早期响应过程。

已有研究表明不同的根系构型对植物吸收营

养、应对干旱胁迫具有重要影响［30］。拥有“大根系”

的玉米植株对浅土层中磷的吸收效率明显增强［31］，

而“陡 - 廉 - 深”（steep-cheap-deep）的根系结构有

利于氮的吸收［32］。钾、钙、镁的分布和磷相似，主要

分布于浅土层，浅根型根系更有利于这些元素的吸

收［33］。通过研究 10 个小麦品种在不同环境中的根

系性状，发现在干旱环境下，根长、根组织密度（根

重 / 根体积）较高，而比根长（根长 / 根重）和根表

面积（根表面积 / 根重）较小；相反，在较湿润的环

境中，小麦根长密度（根长 / 土壤体积）和根冠比较

高［34］。在干旱条件下，深根比较高的材料更有利于

植株的生长，但在干旱和磷胁迫同时发生时，深根比

较低的材料表现更优越［35］。然而，研究发现小麦根

系的遗传多样性在减少，且在育种中“小根系”和低

根冠比的根系类型受到正向选择［36］。挖掘和利用

调控根系构型的基因资源及其优异等位变异，利用

分子标记技术鉴定根系表型，能够有效规避破坏性

的根系鉴定，加速小麦根系构型的遗传改良，提升小

麦生产力［37］。本研究通过分析 TabHLH123-6A 序

列多态性，发现了一个核苷酸变异位点（C/T），根据

该位点开发了功能分子标记 dCAPs-KpnI，与小麦深

根比显著相关。其中，携带 TabHLH12325-T 等位变

异的小麦材料深根比较低，随着小麦育种年代的推

进，该等位变异在小麦品种中的分布频率逐渐增加，

与先前研究发现在现代育种中深根型小麦占比呈下

降趋势的结论相吻合［38］。因此，本研究为小麦根系

构型的解析提供基因资源，所开发的分子标记对于

小麦根系构型改良具有重要的应用价值。
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