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小麦蛋白磷酸酶 2A 结构亚基基因 TaPP2Aa的功能标记作图 
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摘要：【目的】开发小麦抗旱相关蛋白磷酸酶结构亚基基因 TaPP2Aa 的功能标记并作图，为分子标记辅助选

择抗逆育种提供依据。【方法】测序得到普通小麦及其野生近缘种 TaPP2Aa的基因序列，分析其 SNP位点差异，设

计 3 对基因组特异引物和 6 对基因组内等位基因特异引物，利用中国春缺四体对 TaPP2Aa 进行染色体定位，利用

RIL 群体（Opata 85×W7984）和 DH 群体（旱选 10 号×鲁麦 14）进行该基因的功能标记作图。【结果】TaPP2Aa

定位于小麦第 5同源染色体群上；TaPP2Aa-B位于 RIL群体 5B的标记区间 Xwg909—Xgwm67，与 2个标记的遗传距

离分别为 4.0 cM和 3.6 cM，在 DH群体 5B染色体的标记区间 Xgwm234—WMC363，与 WMC363的遗传距离为 7.5 cM；

在 2 个遗传群体中与标记 Xgwm67 的距离分别为 3.6 cM 和 11.4 cM。TaPP2Aa-D 位于 RIL 群体染色体 5D 的标记区

间 Xcmwg770—Xbarc205，遗传距离分别为 9.8 cM 和 10.0 cM。【结论】确定了 TaPP2Aa 所在的染色体位置，通过

与 DH和 RIL 2个遗传作图群体中已有的抗逆主效 QTL进行对比分析，明确了 TaPP2Aa与小麦抗逆性状 QTL具有遗

传连锁关系，开发的功能标记可用于小麦抗逆性状的分子标记辅助选择。 

关键词：普通小麦；TaPP2Aa；功能标记；遗传作图  
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Abstract: 【Objective】 The purpose of the present research was to develop functional markers of protein phosphatase 2A 
structural subunit gene PP2Aa in common wheat (Triticum aestivum L.) for marker assisted selection in breeding of drought 
tolerance. 【Method】 Based on the single nucleotide polymorphism (SNP) in the sequences of PP2Aa gene in common wheat and its 
wild relative species, three genome-specific primer pairs and six allele-specific primer pairs were designed. The Chinese Spring 
nulli-tetrasomic lines, a recombinant inbred line (RIL) population (Opata 85 × W7984) and a doubled haploid (DH) population 
(Hanxuan 10 hao× Lumai 14) were used for genetic location and mapping of TaPP2Aa. 【Result】 The TaPP2Aa gene was located on 
chromosomes 5A, 5B and 5D. TaPP2Aa-B was mapped in the intervals between markers Xwg909 and Xgwm67 on chromosome 5B 
in RIL population, 4.0 cM and 3.6 cM from the flanking markers, and between markers Xgwm234 and WMC363 on chromosome 5B 
in DH population, 7.5 cM from WMC363, 3.6 cM and 11.4 cM from the common marker Xgwm67 in two populations, respectively. 
TaPP2Aa-D was mapped in the interval between markers Xcmwg770 and Xbarc205 on chromosome 5D in RIL population, 9.8 cM 
and 10.0 cM from them. 【Conclusion】 The present study mapped the TaPP2Aa on the homoeologous chromosomes 5A, 5B and 5D. 
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Through comparative analysis with main effect QTLs for stress resistance in DH and RIL genetic populations, the genetic linkage 
between TaPP2Aa and stress-resistant QTLs was identified. The functional markers developed for TaPP2Aa-B and TaPP2Aa-D can 
be used for marker assisted selection to enhance the efficiency of wheat stress-tolerant improvement. 

Key words: common wheat; TaPP2Aa; functional marker; genetic mapping    
 

0  引言 

【研究意义】蛋白磷酸酶 2A（protein phosphatase 
2A，PP2A）通过调节大分子保护因子、渗透调节因

子和转录因子等相应蛋白的可逆磷酸化来调控下游一

系列逆境应答基因的表达，在植物抵抗干旱、高盐和

低温等逆境中发挥重要作用[1-2]。对小麦蛋白磷酸酶

PP2A基因进行遗传定位，有助于了解该基因的遗传信

息，明确其与小麦抗逆性状的连锁关系，为小麦分子

育种提供依据。【前人研究进展】PP2A全酶是由结构

亚基A、催化亚基C和调节亚基B组成的异源三聚体。

早期对PP2A的研究主要集中在人类和小鼠等哺乳动

物，研究表明该基因参与基因表达、细胞的分裂、分

化和代谢、信号转导、发育和形态建成等重要生命活

动[3-6]。在植物中，PP2A主要调节细胞分裂并参与逆

境信号传递[7-8]。拟南芥PP2A结构亚基基因RCN1 功能

缺失突变体的根端分生组织细胞分裂发生异常，对乙

烯和渗透胁迫的敏感性增强，在黑暗或低温条件下，

PP2A 的 活 性 增 强 [9-11] 。 水 稻 蛋 白 磷 酸 酶 基 因

OsPP2A-1 和OsPP2A-3 受发育和逆境胁迫的调控[12]。

在小麦抗逆反应中，PP2A也起到一定的作用，其结构

亚基TaPP2Aa、催化亚基TaPP2Ac-1 和调节亚基

TaBβ-1 均参与对高渗、高盐、低温及ABA处理的应答

反应，过量表达这些基因的转基因拟南芥植株均表现

对干旱的耐受性增强[13-15]。利用分子标记选择目标性

状将有效提高育种工作效率。功能标记（functional 
marker，FM）是根据基因序列设计的分子标记，能够

直接检测基因，区分和预测等位基因及相对性状，因

此优于根据基因组DNA序列开发的RFLP、RAPD、

AFLP和SSR等传统标记[16]。小麦种质资源中蕴藏着大

量的单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，

SNP）等位变异，广义SNP包括插入和缺失（insert and 
delete，InDel），利用这些SNP开发功能标记进行分子

标记辅助选择将加速小麦分子育种进程[17]。例如小麦

光周期基因Ppd-D1 的 6 类功能标记与小麦的抽穗

期、株高和千粒重有关[18]，基于小麦Dreb1 的SNP开
发的功能标记也为小麦标记辅助选择育种提供了依

据[19]。【本研究切入点】目前，关于小麦蛋白磷酸酶

结构亚基基因TaPP2Aa功能标记的开发和遗传定位尚

未见报道，TaPP2Aa与小麦抗逆性状QTL的遗传连锁

关系尚未明确。【拟解决的关键问题】本研究以中国

春缺四体和 2 个遗传群体为材料，分析小麦抗旱相关

基因TaPP2Aa的序列多态性，开发功能标记并进行遗

传定位，对比分析该基因与小麦抗逆性状QTL的遗传

连锁关系，为标记辅助选择育种提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

用于检测 TaPP2Aa DNA 序列多态性的材料包括

5 份六倍体普通小麦（T. aestivum L.，AABBDD，

2n=6x=42）：旱选 10 号、鲁麦 14、Opata 85、W7984
和中国春，小麦的二倍体野生近缘种，即小麦基因组

的供体种乌拉尔图小麦 UR208（T. urartu，AA，

2n=2x=14）、拟斯卑尔脱山羊草 Y2041（Ae. speltoides，
SS，2n=2x=14）和粗山羊草 Ae38（Ae. tauschii，DD，

2n=2x=14）以及四倍体小麦 PO9（T. polonicum，

AABB，2n=4x=28）。 
以中国春为背景的缺四体材料用于目标基因的染

色体定位。进行目标基因标记的 2 个遗传作图群体为

具有 149 个株系的加倍单倍体（doubled haploid，DH）

群体（旱选 10 号×鲁麦 14）[20]以及具有 111 个F9株

系的重组近交系群体（recombinant inbred lines，RIL），
该群体的母本是墨西哥栽培品种Opata 85，父本是人

工合成的六倍体小麦W7984。  
以上材料的种子均由中国农业科学院作物科学研

究所农业部作物种质资源利用重点实验室提供。所用

材料的水培幼苗长至一心一叶时，剪取叶片，-70℃保

存备用。 

1.2  DNA 提取 

用酚-氯仿法提取叶片基因组DNA[21]。 

1.3  引物设计和基因全长扩增 

根据小麦基因资源课题组克隆的TaPP2Aa全长序

列[14]设计能够在小麦基因组DNA中稳定特异扩增该

基因的引物 Pa（ PaF： 5′-TGATGGCTATGGTCGA 
TGAG-3′，PaR：5′-TTAGCTAGACATCATGATCTG 
GTC-3′）。PCR体系总体积为 15 µL，其中 3 µL 5×
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PCR buffer，dNTP和引物的终浓度分别为 0.4 和 0.26 
µmol·L-1，TransStart Fast Pfu DNA Polymerase 0.75 U，

模板DNA 50 ng。PCR反应条件为 95℃ 3 min；95℃ 1 
min，58℃ 45 s，72℃ 5.5 min，35 个循环；15℃保存。

PCR仪为Biometra T1 thermolcycler。在 1.0%的琼脂糖

凝胶中检测PCR产物，按照Biomiga EZgeneTM Gel 
Extraction Kit（拜尔迪，北京）操作说明回收目标片

段。 

1.4  DNA 测序 

用 pEASY-Blunt Simple Cloning Kit（全式金，北 

京）连接纯化 PCR 产物，热击转化 Trans1-T1 Phage 
Resistant E. coli 感受态细胞，挑取阳性克隆，利用质

粒小提试剂盒（天根，北京）提取并纯化含有目标片

段的质粒。用通用引物 M13F、M13R 及 DNAStar 软
件设计的 7 条基因序列叠套引物（表 1）进行双向测

序，每个基因型材料至少测通 12 个单克隆序列，以保

证测序结果的可靠性。使用 3730XI DNA Analyzer 测
序仪，测序反应体系按照 ABI 公司的 BigDye 
Terminator Kit v3.1 操作说明配制。测序 PCR 条件为

96℃ 10 s，50℃ 5 s，60℃ 3 min，30 个循环，4℃保

存。 

 

表 1  TaPP2Aa序列叠套测序引物 

Table 1  Sequencing primers for TaPP2Aa 

引物 
Primer 

引物序列 
Sequence (5′→3′) 

位置 
Loci (bp) 

 引物 
Primer 

引物序列 
Sequence (5′→3′) 

位置 
Loci (bp) 

A1 CTCGAGTATCATCCTGTGGTC 761—781  A5 CAGACTTGATGAAGGGGATAGC  3482—3503 

A2 GTCAGTGATTGTGCTTACTAGC  1185—1206  A6 CAATGTACTGCTATACGCTGG 4107—4627 

A3 GTTTCATGTTACCCAGAACTG  1871—1891  A7 GTGCATGTTTAAAGTATGCCTAG 4640—4662 

A4 TGTCTTGGGGAAGGTGCGA  2493—2511        

 
1.5  单核苷酸多态性检测 

利用 DNAStar 软件系统的 Editseq、Sequman 和

MegAlign 软件包进行 DNA 序列的拼接、整理与 SNP
分析。 

1.6  基因组特异引物设计和基因组特异 PCR 

通过对六倍体小麦与二倍体、四倍体材料目标基

因序列的比对分析，确定小麦 A、B 和 D 基因组的目

标基因序列。根据 3 个基因组序列差异设计 3 对引物

PaA、PaB 和 PaD（表 2），其中，PaB 和 PaD 为基因

组特异引物，PaA 扩增区段的 A 基因组序列中存在与

B、D 基因组序列的限制性内切酶 HapⅠ位点差异，

其 PCR 产物（1 277 bp）被酶切为 1 013 bp 和 264 bp，

而 B（1 266 bp）和 D（1 251 bp）基因组的 PCR 产物

保持全长。因此，首先采用基因组通用引物 PaA 进行

扩增，然后利用 PCR-RFLP 方法区分不同基因组序列。

利用中国春缺四体和不同倍性材料进行目标基因的染

色体定位。 
PCR 反应体系和条件同 1.3（除 72℃ 1.5 min 外），

PCR 产物于 1.2%琼脂糖凝胶中检测。 

1.7  等位基因特异引物设计和等位基因特异 PCR 

在检测的 5 份六倍体小麦 A、B 和 D 3 个基因组

的 TaPP2Aa 序列中，在材料之间未检测到 A 基因组

的 SNP 位点，但 B 和 D 基因组之间均存在 SNP 位点。

根据B 和D基因组内检测到的 TaPP2Aa 的 SNP 位点，  

 

表 2  TaPP2Aa基因组特异引物序列 

Table 2  Genome-specific primers used for chromosome assignment of TaPP2Aa 

引物 
Primer 

引物序列 
Sequence (5′→3′) 

染色体 
Chromosome 

PCR 产物长度 
PCR product size (bp) 

退火温度 
Tm (℃) 

PaAF GATTGTGCTTACTAGCGTAGTCAG 5A  5B  5D 1277   1266   1251 58 

PaAR CGAACATGCTGAGACGAATC    

PaBF GTTGCATGATATTTCTACTGGC 5B 1180 56 

PaBR GCGTGTAATCAATGTCTCAAGTT    

PaDF TTGTGAAGTGTGGCAAGTTG 5D 785 59 

PaDR GATTTGTAGCAACTAGCAATAGAAG      
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按照Jeong等[22]的方法设计等位基因特异PCR引物（表

3）检测SNP。 
利用特异引物进行等位基因特异PCR（allele- 

specific PCR，AS-PCR）。AS-PCR反应体系为 10 µL，

其中 10×PCR buffer 1 µL，MgCl2、dNTP和引物的终

浓度分别为 0.56、0.45 和 1 µmol·L-1，Fermentas Taq 
DNA Polymerase 0.75 U，模板DNA 50 ng，PCR反应

条件同上。在 1.5%琼脂糖凝胶中检测PCR产物。

 
表 3  TaPP2Aa等位基因特异引物序列 

Table 3  Allele-specific primers of TaPP2Aa 

引物 
Primer 

引物序列1)  
Sequence (5′→3′) 

3′特异检测目标 3′ specific detection PCR 产物长度

Expected size 
(bp) 

退火温度 
Tm (℃) 

基因组 
Genome 

位置 
Locus (bp) 

碱基 
Base 

P1F CGTAGTCAGTGATTGTTACATGTATA B 1230—1231  TA 1211 59 

P1R GAAATTGGCAAGAGTTAGTCTATT B 2393 A   

P2F GTAGTCAGTGATTGTTACATGTAGC B 1230—1231 — 1207 57 

P2R AAATTGGCAAGAGTTAGTCTATG B 2393 C   

P3F TGCAATCATTGAGTACATCCCT B 3685 T 1699 60 

P3R CTAGACATCATGATCTGGTCACAT B 5339 A   

P4F TGCAATCATTGAGTACATCCCG B 3685 G 1698 60 

P4R CTAGACATCATGATCTGGTCACAC B 5339 G   

P5F GTATTCTGCTGCTGTTATTGTCC B 2393 C 1335 60 

P5R CCTAACTGACTAGCCAGCAGC B 3685 G   

P6F GGTTAGGTTCCTTGTGATTTGTTAC D 1430 G 949 60 

P6R TTTCAGTAACTGCCCCGGA D 2369 T   

c4-1-f GTTGTTTTCAGTGCCCAGATAC ﹡   298 60 

c4-1-r CTACAAACATCAACACATAAGCATT ﹡         

1） 表中粗斜体字母为 3′端特异碱基；﹡：阳性对照引物，c4-1-f与c4-1-r为 1 对公用引物，对所有材料均有扩增，与P6 同时使用，检测TaPP2Aa-D的

SNP；—：缺失 
1）The bold italic letters are 3′ specific bases; ﹡Primer c4-1-f and c4-1-r are a pair of positive control, amplify in all plant materials, used with P6 
simultaneously to confirm SNPs in TaPP2Aa-D; —: Deletion 

 
1.8  等位基因标记作图 

采用在遗传群体双亲之间表现多态性的等位基因

特异引物，通过AS-PCR分别检测 2 个遗传群体的基因

型，根据DH群体 [23] 和 RIL群体（ http://wheat.pw. 
usda.gov/ggpages/linemaps/Wheat/SxO_5.html）的分子

标记遗传图谱，利用MapMaker 3.0 遗传作图软件定位

目标基因。 

2  结果 

2.1  TaPP2Aa不同基因组序列 SNP分析 

利用 TaPP2Aa 全长引物 Pa 在 9 份不同倍性的材

料中扩增到基因的全长 DNA 序列（图 1）。比对六倍

体小麦、二倍体野生近缘种及四倍体小麦基因的测序

结果（图 2），在六倍体小麦中分离到 3 种序列分别

与小麦 A、B、D 3 个基因组供体种的二倍体野生近缘

种序列匹配，因此推测这 3 种序列分别来自于六倍体

小麦的 A、B 和 D 基因组，依次命名为 TaPP2Aa-A、
TaPP2Aa-B 和 TaPP2Aa-D，在 GenBank 中的序列号 
 

 
M：1 kb DNA marker；H：旱选 10 号；L：鲁麦 14；O：Opata 85；W：

W7984；CS：中国春；A：乌拉尔图小麦 UR208；B：拟斯卑尔脱山羊草

Y2041；D：粗山羊草Ae38；AB：四倍体小麦 PO9；CK：阴性对照。下同 
M: 1 kb DNA marker; H: Hanxuan 10; L: Lumai 14; O: Opata 85; W: 
W7984; CS: Chinese Spring; A: Triticum urartu UR208; B: Aegilops 
speltoides Y2041; D: Aegilops tauschii Ae38; AB: Triticum polonicum PO9; 
CK: Negative control. The same as below 

 
图 1  不同材料中扩增的 TaPP2Aa产物 
Fig. 1  PCR products of TaPP2Aa in different plant materials 
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AA、SS、DD 分别为二倍体野生近缘种 UR208、Y2041 和 Ae38 的 PP2Aa 序列；AABB-1 和 AABB-2 为四倍体小麦 PO9 的 2 种序列；AABBDD-1、
AABBDD-2 和 AABBDD-3 分别为六倍体普通小麦的 3 种序列 TaPP2Aa-A、TaPP2Aa-B 和 TaPP2Aa-D。PaBF 和 PaDF 分别为 B 和 D 基因组特异引

物的位点，HapⅠ为 A 基因组区别于 B 和 D 的酶切位点。由于基因较长，图中仅给出带目标序列的片段 
AA, SS and DD are the PP2Aa sequences from the diploid accessions: UR208, Y2041 and Ae38; AABB-1 and AABB-2 are two sequences from the tetraploid 
PO9; AABBDD-1, AABBDD-2 and AABBDD-3 are three sequences from common wheat, assigned as TaPP2Aa-A, TaPP2Aa-B and TaPP2Aa-D. PaBF and 
PaDF indicate the sequences for specific primers of B and D genomes. HapⅠshows the specific loci for A genome. Sequence segments with target loci listed 

 

图 2  不同倍性材料 TaPP2Aa的序列比对 

Fig. 2  Sequence alignment of TaPP2Aa in hexaploid wheat and its wild relative species 

 
分别为 HQ897162、HQ897163 和 HQ897164。基因组

序列之间的差异为设计基因组特异引物提供了依据。 
六倍体小麦 TaPP2Aa-A、TaPP2Aa-B 和 TaPP2Aa- 

D 的序列全长分别为 5 846 bp、5 366 bp 和 5 563 bp。
3 个基因组的基因序列结构相似，均包含 12 个外显子

和 11个内含子，其中第 6和第 8内含子序列差异较大。

比对 5 份六倍体小麦 3 个基因组的基因序列，

TaPP2Aa-A 序列完全相同；TaPP2Aa-B 序列中有 5 个

SNP 位点，其中 2 个位于外显子区，3 个位于内含子

区，依次为 1 230—1 231 bp 的 TA/～（～表示缺失）

（第 2 个内含子）、2 393 bp 的 A/C（第 5 个内含子）、

3 685 bp 的 T/G（第 8 个外显子）、4 037—4 038 bp
的 TT/G～（第 8 个内含子）和 5 339 bp 的 A/G（第

12 个外显子）；TaPP2Aa-D 序列中有 2 个 SNP 位点，

均位于内含子区，依次为 1 430 bp 的 T/G（第 2 个内

含子）和 2 369 bp 的 G/T（第 5 个内含子）。 

2.2  基因组特异引物开发与 TaPP2Aa染色体定位 

根据TaPP2Aa在不同基因组中序列差异设计的B
和 D 基因组特异引物（表 2），对基因进行染色体定

位（图 3）。其中，A 基因组序列中有限制性内切酶

HapⅠ酶切位点，首先用基因组公用引物进行扩增，

然后用 HapⅠ对 PCR 产物进行酶切，将 TaPP2Aa-A 

 
 
A：用 PCR-RFLP 引物 PaA-HapⅠ将 TaPP2Aa-A 定位在 5A 上；B：用

特异引物 PaB 将 TaPP2Aa-B 定位在 5B 上；C：用特异引物 PaD 将

TaPP2Aa-D 定位在 5D 上。N5AT5B、N5AT5D、N5BT5A、N5BT5D、

N5DT5A 和 N5DT5B 分别为相应的中国春缺四体系；CK：阴性对照 
A: TaPP2Aa-A located on chromosome 5A with PCR-RFLP primer 
PaA-HapⅠ; B: TaPP2Aa-B located on 5B with PCR specific-primer PaB; 
C: TaPP2Aa-D located on 5D with PCR specific-primer PaD; N5AT5B, 
N5AT5D, N5BT5A, N5BT5D, N5DT5A and N5DT5B: Nulli-tetrasomic 
lines of Chinese Spring; CK: Negative control 

 

图 3  TaPP2Aa的染色体定位 

Fig. 3  Chromosome locations of TaPP2Aa 
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定位在 5A 染色体上；利用 TaPP2Aa-B 和 TaPP2Aa-D 
2 种序列的特异引物将其分别定位在 5B 和 5D 染色体

上。 
2.3  等位基因特异引物开发以及不同基因型材料的

AS-PCR检测 

在 5 份六倍体小麦中，TaPP2Aa-A 的序列分别完

全相同；TaPP2Aa-B 在 DH 群体的双亲旱选 10 号和鲁

麦 14，以及 RIL 群体的双亲 Opata 85 和 W7984 之间

分别存在差异。以旱选 10 号 TaPP2Aa-B 序列在 1 230
—1 231 bp、2 393 bp、3 685 bp、5 339 bp 的碱基

（TAATA）为对照，鲁麦 14 的 SNP 位点为（～CGG）、

Opata 85 为（～CGG）、W7984（～ATG）、中国春

为（～ATA），同时参考 TaPP2Aa-A（～ATG）和

TaPP2Aa-D（～ATG）在相应位点的碱基变化，设计

了 4 对能同时检测 DH 群体 TaPP2Aa-B 2 个相邻 SNP
的等位基因特异 PCR 引物 P1、P2、P3 和 P4 及 1 对

能同时检测RIL群体 TaPP2Aa-B 2个相邻 SNP的等位

基因特异 PCR 引物 P5（图 4）；TaPP2Aa-D 序列在

DH 群体双亲之间无差异，而在 RIL 群体亲本之间存

在差异。与 TaPP2Aa-B 等位基因特异引物设计相似，

根据 TaPP2Aa-D 序列 1 463 bp 和 2 369 bp 处 Opata 85
（CT）和 W7984（TG）的碱基差异，同时参考

TaPP2Aa-A（TG）和 TaPP2Aa-B（TG）在相应位点

的碱基，设计能同时检测 RIL 群体这 2 个 SNP 的等位

基因特异 PCR 引物 P6，并设计引物 c4-1 作为阳性对

照。 
利用AS-PCR分别检测六倍体小麦 TaPP2Aa-B和

TaPP2Aa-D 的基因型。用于检测 DH 群体 TaPP2Aa-B
基因型的引物 P1 和 P3 对亲本旱选 10 号的 B 基因组

特异扩增，而引物 P2 和 P4 对鲁麦 14 的 B 基因组特

异扩增（图 5）。因此，对于 DH 群体亲本旱选 10 号

和鲁麦 14，P1 和 P2、P3 和 P4 分别为互补的等位基

因特异引物；用于检测 RIL 群体 TaPP2Aa-B 基因型的

引物 P5 在双亲之间的 PCR 产物存在差异，Opata 85
只有 1 335 bp 条带，而 W7984 同时存在 1 335 bp 和

1 695 bp 2 个扩增条带（图 5）。 

 

TA----GC

TA----GC

TATAGC

TA----GC

TA----GC

TA----GC
TTATCT

GTATCT

GTATCT

TTATCT

TTATCT

TTATCT

ATCCCT

ATCCCT

ATCCCT

ATCCCG

ATCCCG

ATCCCT

ATCCCT

TACACT

TACACT

CACACT

CACACT

CACACT

CACACT

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

A

D

B (H)

B (L)

B (O)

B (W)

B (CS) TA----GC
TTATCT

P1F:             TATA
P2F:             TAGC

P3F:           CCCT
P4F:           CCCG

P1R:  TTAT
P2R:  GTAT

P3R:  TACA
P4R:  CACA

CACACT

TTGTCC
CGACGA

TTGTCA

AGACGA

P5F:         GTCC

P5R:  CGAC

1230-1231 bp 2393 bp 3685 bp 5339 bp

TA----GC

TA----GC

TATAGC

TA----GC

TA----GC

TA----GC
TTATCT

GTATCT

GTATCT

TTATCT

TTATCT

TTATCT

ATCCCT

ATCCCT

ATCCCT

ATCCCG

ATCCCG

ATCCCT

ATCCCT

TACACT

TACACT

CACACT

CACACT

CACACT

CACACT

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

A

D

B (H)

B (L)

B (O)

B (W)

B (CS) TA----GC
TTATCT

P1F:             TATA
P2F:             TAGC

P3F:           CCCT
P4F:           CCCG

P1R:  TTAT
P2R:  GTAT

P3R:  TACA
P4R:  CACA

CACACT

TTGTCC
CGACGA

TTGTCA

AGACGA

P5F:         GTCC

P5R:  CGAC

1230-1231 bp 2393 bp 3685 bp 5339 bp

 
 
B（H）、B（L）、B（O）、B（W）和 B（CS）分别列出了旱选 10 号、鲁麦 14、Opata 85、W7984 和中国春在 1 230—1 231 bp、2 393 bp、3 685 bp
和 5 339 bp 处的 SNP 位点（粗斜体字母）；A 和 D 分别表示 TaPP2Aa-A 和 TaPP2Aa-D 在相应位点的序列。P1、P2、P3、P4 和 P5 表示根据这些位

点设计的引物 
B(H), B(L), B(O), B(W) and B(CS) list SNPs of Hanxuan 10, Lumai 14, Opata 85, W7984 and Chinese Spring at 1 230-1 231 bp, 2 393 bp, 3 685 bp and 5 339 
bp (bold and italic letters). A and D list the sequences of TaPP2Aa-A and TaPP2Aa-D at these sites. P1, P2, P3, P4 and P5 are primers designed based on the 
SNPs 

 

图 4  开发等位基因特异引物的策略 

Fig. 4  Strategy for designing the allele-specific primers to genotype the SNPs 
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A、B、C、D、E 依此为引物 P1、P2、P3、P4 和 P5 的扩增产物  A, B, C, D and E are the PCR products of P1, P2, P3, P4 and P5 in order 

 

图 5  不同基因型材料 TaPP2Aa-B的 AS-PCR检测 

Fig. 5  Genotype detection of TaPP2Aa-B using AS-PCR 

 
用于检测 RIL 群体 TaPP2Aa-D 基因型的引物 P6

仅对 Opata 85 的 D 基因组特异扩增，对 W7984 无扩

增，阳性对照 c4-1 在双亲中均有扩增，产物长度为 298 
bp，故引物 P6 和 c4-1 同时使用能够一次性准确检测

Opata 85 和 W7984 的基因型（图 6）。 
2.4  利用 AS-PCR对 TaPP2Aa-B 和 TaPP2Aa-D 进行遗

传作图 

利用 B 基因组等位基因特异引物 P5 检测 RIL 群

体 111 个株系的基因型，58 个株系的基因型与 Opata 85
相同，53 个株系的基因型与 W7984 相同。TaPP2Aa-B
最终被定位到小麦染色体 5B 的标记区间 Xwg909—
Xgwm67，与 2 个侧翼标记的遗传距离分别为 4.0 cM 

和 3.6 cM（图 7）。 
 

 
 
M：200 bp DNA marker；O：Opata 85；W：W7984；1—12：RIL 群体

部分株系 Partial lines of RIL population 

 

图 6  RIL群体部分株系 TaPP2Aa-D基因型的 AS-PCR检测 

Fig. 6  Genotypes of TaPP2Aa-D in partial lines of RIL 

population using AS-PCR 

 

 

 

图 7  TaPP2Aa在小麦第 5同源染色体 5B和 5D上的位置 

Fig. 7  Map of TaPP2Aa on chromosomes 5B and 5D 
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利用 B 基因组的互补等位基因特异引物对 P1 和

P2、P3 和 P4 分别检测 DH 群体 149 个株系的基因型，

2 对引物的检测结果一致。66 个株系的基因型与旱选

10 号相同，83 个株系的基因型与鲁麦 14 相同。

TaPP2Aa-B 最终被定位到小麦染色体 5B 的标记区间

Xgwm234—WMC363，与 2 个标记的遗传距离分别为

28.1 cM 和 7.5 cM（图 7）。与 RIL 群体中相同侧翼标

记 Xgwm67 之间的遗传距离为 11.4 cM。 
利用 D 基因组的等位基因特异引物 P6 和阳性对

照 c4-1 同时检测 RIL 群体 111 个株系的基因型，61
个株系的基因型与 Opata 85 相同，50 个株系的基因型

与 W7984 相同。TaPP2Aa-D 最终被定位到染色体 5D
的标记区间 Xcmwg770—Xbarc205，遗传距离分别为

9.8 cM 和 10.0 cM（图 7）。 

3  讨论 

3.1  小麦基因功能标记开发 

小麦传统分子标记是基于随机DNA序列差异设

计的，因此，它们绝大部分属于目标基因的侧翼标记

而不是某个特定基因本身的标记。相比之下，功能标

记是根据基因的序列多态性开发的，能将不同材料间

基因本身的序列多态性与表型变异相结合[17]。普通小

麦为异源六倍体，基因组庞大，其A、B、D 3 个基因

组的等位基因可能具有不同的表达模式[24]。因此，分

析小麦重要基因的序列组成，并根据其多样性开发功

能标记，对于深入研究目标基因的功能具有重要作用。

近年来，小麦基因功能标记的开发受到人们的重视，

关于抗病性、春化习性、低分子量谷蛋白、株高、抗

逆性、粒宽等重要性状基因Pm3b[25] 、VRN[26] 、

Glu-B1[27]、Rht[28]、Dreb1[19]和TaGW2[29]的功能标记被

相继报道。人们努力开发在作物遗传中准确、便于检

测的功能标记，Jeong等[22]在检测大豆抗病基因Rsv1
和Rsv3 SNP时，首次证明可以利用AS-PCR在一个PCR
反应中同时检测 2 个相邻的SNP。He等[30]开发了小麦

多酚氧化酶的功能标记，利用 1 对互补引物PPO16 和

PPO29 可以对不同小麦材料进行高PPO活性和低PPO
活性分型。 

本研究以 RIL 群体（Opata 85×W7984）和 DH
群体（旱选 10 号×鲁麦 14）为材料，根据群体双亲

之间 TaPP2Aa-B 和 TaPP2Aa-D 中的 SNP 位点，设计

了 6 对能同时检测 2 个相邻 SNP 的等位基因特异 PCR
引物，其中 P1 和 P2、P3 和 P4 为 2 对功能互补的引

物，P1 和 P3 对旱选 10 号特异扩增而对鲁麦 14 无扩

增，相反，P2 和 P4 对鲁麦 14 特异扩增而对旱选 10
号无扩增，利用 2 对引物同时检测基因的标记位点，

增加了标记的可靠性，因此，本试验选择互补引物 P1
和 P2、P3 和 P4 检测 DH 群体株系的基因型。引物 P5
在适当的 PCR 体系中能在 Opata 85 和 W7984 中扩增

出表现稳定的差异产物，为一共显性标记，因此选择

P5 检测 RIL 群体株系的基因型。引物 P6 仅对 RIL 群

体亲本 Opata 85 有扩增，但在 PCR 过程中加入能够同

时扩增 Opata 85 和 W7984 目标序列的阳性对照 c4-1，
提高了对亲本 W7984 基因型株系的检测效率及准确

性。开发的这些功能标记可用于今后育种材料和自然

群体基因型的检测。 
3.2  蛋白磷酸酶基因序列的多态性 

蛋白磷酸酶的催化亚基在进化中相当保守，是最

保守的已知酶类之一[3]。与其相比，本试验所研究的

结构亚基次之，但在进化上也非常保守[31]。虽然在六

倍体小麦A、B和D基因组的DNA序列上检测到几处

SNP，但其所编码的蛋白并无差异。其中，B基因组

TaPP2Aa-B的 5 个SNP位点中，3 个变异位于内含子区

域，2 个位于编码区域，也均为同义突变。D基因组的

2 个SNP位点均位于内含子区域。生物体内起重要作

用的蛋白及其基因在进化上是保守的，这些基因内部

的多态性可能影响其在不同材料中剪切、翻译以及信

号传导的强弱，从而影响表型，使得不同材料之间表

现出一定的差异。高等植物内含子序列和可变剪接在

基因表达调控中也具有重要作用。大麦Cly1 第 10 个

外显子中 1 处单核苷酸变化（A/G）引起的同义突变

导致剪切发生变化，最终导致大麦闭花授粉特性发生

改变[32]。蛋白磷酸酶的调节亚基B与结构亚基A的N端

重复序列结合，催化亚基C与结构亚基A的C端重复序

列结合，TaPP2Aa-B在 5 339 bp处的A/G导致的同义突

变位于其编码蛋白质的C端，可能影响结构亚基与催

化亚基的结合，进而影响与其相关的表型性状，有待

于进一步的研究证明。 
3.3  TaPP2Aa邻近区间的抗逆相关 QTL 

利用DH群体和RIL群体将TaPP2Aa-B分别定位在

染色体 5B的标记区间Xgwm234—WMC363 和Xwg909
—Xgwm67，将TaPP2Aa-D定位在染色体 5D的标记区

间Xcmwg770—Xbarc205。前人利用相同的遗传群体，

已经在这些标记区间及其邻近区间检测到一些抗逆性

状的QTL。本课题组利用DH群体，在 5B的标记区间

Xgwm234—WMC363—WMC376 检测到 2 个QTL，分

别控制穗长和株高；其邻近标记区间Xgwm499—
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Xgwm371 为株高、株高旱胁迫系数和株高抗旱指数 3
个性状共享的QTL区间[33]；Xgwm371—Xgwm335 区间

控制茎秆可溶性碳水化合物的积累效率[23]；Xgwm499
—WMC380 区间分布了控制叶绿素含量的 2 个主效

QTL[34-35]。An等[36]和Su等[37]利用该DH群体，在 5B的
标记区间WMC363—WMC376 检测到控制氮和磷营养

高效吸收的QTL。Landjeva等[38]检测到RIL群体染色体

5B的标记Xwg889 与PEG胁迫处理的小麦根长高度相

关；Breseghello等[39]在 5B上检测到与小麦粒长高度相

关的位点。利用同一群体，将TaPP2Aa-D定位在染色

体 5D的标记区间Xcmwg770—Xbarc205，Yang等[34]在

该区间附近检测到与叶绿素含量相关的QTL位点。 
作物的抗逆性是由多基因控制的复杂数量性

状，发掘重要抗逆基因并开发功能标记，是进行作

物抗逆性状分子标记选择的有效途径。TaPP2Aa 作

为调节基因，在逆境信号传导的上游起作用，该基

因内部的多样性可能导致传导信号的强弱与种类的多

样性，进而影响下游逆境相关基因的表达，TaPP2Aa
的功能标记可用于小麦抗逆性状的分子标记辅助选

择育种。 

4  结论 

小麦 TaPP2Aa 定位在第 5 同源群染色体 5A、5B
和 5D。在 RIL 群体连锁图中，TaPP2Aa-B 位于 5B 染

色体标记区间 Xwg909—Xgwm67，与 2 个标记的距离

分别为 4.0 cM 和 3.6 cM；在 DH 群体连锁图中，

TaPP2Aa-B 位于 5B 染色体标记区间 Xgwm234—
WMC363，与 WMC363 的距离为 7.5 cM。TaPP2Aa-B
在 2 个群体中与同一标记 Xgwm67 的遗传距离分别为

3.6 cM 和 11.4 cM。TaPP2Aa-D 位于染色体 5D 标记

区间 Xcmwg770 和 Xbarc205，遗传距离分别为 9.8 cM
和 10.0 cM。 
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