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基于高通量测序的长穗偃麦草功能分子标记发掘和分析
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摘　 要：长穗偃麦草是小麦重要的近源物种，含有丰富的抗逆基因，广泛地应用于小麦的遗传改良育种。 本研究利用高通量

测序，获得长穗偃麦草的转录组测序信息，利用比较基因组学方法研究其与小麦、水稻和玉米等作物的遗传关系，评估它们之

间的亲缘关系。 同时，将长穗偃麦草的高通量序列比对到小麦基因，利用软件 Ｆｒｅｅｂａｙｅｓ 和 ＳＡＭｔｏｏｌｓ ／ Ｂｃｆｔｏｏｌｓ 发掘功能基因的

变异位点，并对这些含有变异位点的功能基因进行注释分析，揭示长穗偃麦草优异性状形成的分子机制，这将为长穗偃麦草

优异基因资源的开发和应用奠定重要基础。
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　 　 长穗偃麦草是一种多年生植物，属于小麦族偃

麦草属，主要分布于温带和寒带，具有大量优异的性

状，如长穗、多花、籽粒蛋白含量高、抗病［１－２］、抗寒、
抗旱、抗盐碱等［３－５］。 而且，长穗偃麦草基因组与小

麦基因组亲缘关系较近，杂交后代易结实，成为小麦

遗传改良育种的重要基因资源库。 研究人员采用杂

交的方法，将长穗偃麦草中抗病、抗逆以及优质性状

导入到小麦基因组中，改良小麦性状和品质，取得了

巨大的成功［６－１０］。 但是，由于基因信息未知，严重阻

碍了长穗偃麦草基因资源的开发和应用。
分子标记是作物遗传育种常用的一种重要工

具，筛选与优异性状连锁的分子标记，用于指导作物

育种过程，能加速作物遗传育种进程。 长穗偃麦草

含有大量抗逆、抗病以及品质相关基因，因此，如何

开发与优异基因相关的分子标记对开发和利用长穗

偃麦草优异基因资源具有深远意义。 但是，由于长

穗偃麦草基因信息缺乏，使得长穗偃麦草分子标记

开发工作进展缓慢，如何开发长穗偃麦草优异基因



相关的分子标记将成为其基因资源开发和应用亟需

解决的问题。
高通量测序是利用边合成边测序，具有测序成

本低、通量高、速度快等优点，成为基因组测序研究

的热点工具。 基因组测序的信息量较大，测序工作

复杂，不易完成；而转录组测序主要研究细胞内基因

表达信息，测序信息量较小，且既可以获得基因的序

列信息，又可以检测基因表达的信息，成为获得植物

基因组信息的重要手段，特别是非模式植物基因组

研究的重要工具［１１－１２］。 研究人员利用转录组测序

研究基因的表达情况，发掘和鉴定了大量优异基因

资源，并根据测序信息开发基因靶向的分子标记，在
很多植物上，如水稻［１３］、玉米［１４］、小麦［１５］ 等，取得

了重要进展，成为植物基因功能鉴定和分子标记开

发的一种重要工具。
本研究将长穗偃麦草的转录组序列比对到小麦

的 ｍＲＮＡ，发掘 ＳＮＰ 位点，并对 ＳＮＰ 靶向的功能基

因进行注释分析，揭示长穗偃麦草优异性状形成的

分子机理，将为长穗偃麦草优异基因资源在小麦遗

传改良中应用奠定基础。

１　 材料和方法

１．１　 材料

长穗偃麦草（ＰＩ ５３１７１８， ２ｘ＝ １４）种子由美国农

业部农业研究服务的国家种质中心（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ａｒｓ⁃ｇｒｉｎ．ｇｏｖ ／ ）惠赠。 将种子萌发，种植 ２４ 周后，分
别采集长穗偃麦草的茎叶和根部组织，放入－８０ 液

氮中冷藏。 将长穗偃麦草样品送交华大基因公司

（中国， 深圳），委托对样品进行转录组测序，包括对

总 ＲＮＡ 提取、纯化、ｃＤＮＡ 文库构建以及转录测序

等工作，返回高质量的测序数据，具体测序信息参见

文献［１６］描述。
１．２　 长穗偃麦草转录组的比较基因组分析

去除转录组序列中低质量序列，利用软件

Ｔｒｉｎｉｔｙ［１７］和 ｉＡｓｓｅｍｂｌｅｒ［１８］ 将剩下的高质量序列进行

组装，获 得 长 穗 偃 麦 草 ＵｎｉＧｅｎｅ 序 列。 分 别 从

ＩＷＧＳＣ［１９］（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｗｈｅａｔｇｅｎｏｍｅ．ｏｒｇ ／ ）和 Ｅｎｓｅｍｂｌ
Ｐｌａｎｔｓ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｌａｎｔｓ． ｅｎｓｅｍｂｌ． ｏｒｇ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）下载小

麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ）、拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）、

水稻 （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ）、高粱 （ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ）、谷子

（ Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ ）、 玉 米 （ Ｚｅａ ｍａｙｓ ）、 短 柄 草

（Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ）、大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ）、
粗山 羊 草 （ Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ ） 和 乌 拉 尔 图 小 麦

（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｕｒａｒｔｕ）的基因组序列和注释信息。 利用

程序 ＢＬＡＳＴＮ 将长穗偃麦草 ＵｎｉＧｅｎｅ 序列比对到这

些植物基因组，评估长穗偃麦草与以上物种基因组

间相似性。
１．３　 长穗偃麦草 ＳＮＰ 发掘及其功能注释

利用软件 Ｂｏｗｔｉｅ２［２０］将长穗偃麦草高通量序列

匹 配 到 小 麦 ｍＲＮＡ 上， 然 后 分 别 用 软 件

Ｆｒｅｅｂａｙｅｓ［２１］和 ＳＡＭｔｏｏｌｓ ／ Ｂｃｆｔｏｏｌｓ［２２］ 进行 ＳＮＰ 位点

发掘。 将 Ｆｒｅｅｂａｙｅｓ 设置为 “ － Ｃ ３ － ｉ － ｑ ２０”，
ＳＡＭｔｏｏｌｓ ／ Ｂｃｆｔｏｏｌｓ 设置为“ ｖａｒＦｉｌｔｅｒ －ｄ ３”，筛选出

现三次或以上，且两种软件都发掘的突变位点作为

候选 ＳＮＰ 位点。 提取 ＳＮＰ 位点靶向基因信息，统计

ＳＮＰ 位点在小麦基因组的分析情况。 同时，利用软

件 ＢＬＡＳＴＸ 比对拟南芥等植物蛋白质序列，提取比

对蛋白质的 ＣＯＧ 信息对 ＳＮＰ 靶向基因进行功能分

类和注释［２３］。

２　 结果分析

２．１　 长穗偃麦草转录组的比较基因组分析

将长穗偃麦草转录组序列组装，形成１６９ ９９０条
ＵｎｉＧｅｎｅ 序列。 将这些 ＵｎｉＧｅｎｅ 与拟南芥、小麦等

植物 基 因 组 进 行 比 对， 发 现 ４７．２０％ （ ８０ ２３６ ／
１６９ ９９０）的 ＵｎｉＧｅｎｅ 至少含有一条相似基因。 其

中，与小麦间相似基因最多，总计达到６５ ５５２条，然
后依次是： 粗山羊草 （ ５１ ５２１ ）、 乌 拉 尔 图 小 麦

（５１ ５１８）、大麦 （ ４８ ８１９）、短柄草 （ ３５ ８８８）、水稻

（２５ ６４８）、 谷 子 （ ２５ １３２ ）、 高 粱 （ ２２ ９５６ ）、 玉 米

（２１ ９１７），最少的为拟南芥，只有 ９７０ 条，数据表明

长穗偃麦草与双子叶植物间亲缘关系较远，与单子

叶植物亲缘关系较近，特别是小麦族植物，乃至小麦

基因组亲缘关系最近。 同时，对序列的相似性分析

发现，长穗偃麦草基因与小麦基因高度相似 （见

图 １、图 ２），大多数基因（５５ ４７２，８４．６％）的相似性

超过 ９０％，表明长穗偃麦草基因组与小麦基因组极

其相似，可以用于小麦遗传育种过程。
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图 １　 长穗偃麦草与其它植物基因组的亲缘关系分析
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图 ２　 长穗偃麦草基因相似性分布

Ｆｉｇ．２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｔｈ． ｅｌｏｎｇａｔｕｍ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

２．２　 长穗偃麦草 ＳＮＰ 发掘和分析

将３９ ２７３ ７９６条序列比对到小麦 ｍＲＮＡ 序列

上，利用软件 Ｆｒｅｅｂａｙｅｓ 发掘了６０６ ６６０个 ＳＮＰ 位点，
软件 ＳＡＭｔｏｏｌｓ ／ Ｂｃｆｔｏｏｌｓ 发掘了８５０ ８７４个 ＳＮＰ 位点，
在两者中都出现的有５６１ １４７个 ＳＮＰ 位点，将这些

ＳＮＰ 位点确认为长穗偃麦草的候选 ＳＮＰ 位点。 在

这些 ＳＮＰ 位点中， 主要是转换类型突变， 高达

６８．８２％（ ３８６ １６２ ／ ５６１ １４７），颠换突变较少，只占

３１．１８％ （１７４ ９８５ ／ ５６１ １４７），其中 Ｃ ／ Ｔ 突变最多，

然后是 Ａ ／ Ｇ、Ｃ ／ Ｇ、Ａ ／ Ｃ、Ｇ ／ Ｔ 和 Ａ ／ Ｔ，依次减少，如
图 ３ 所示。 通过 ＳＮＰ 位点序列信息，将 ＳＮＰ 定位到

小麦基因组，发现每条染色体上分布有１７ １８６ ～
３０ ８４７个 ＳＮＰ，其中染色体 ５Ｄ 最多，染色体 ２Ｂ 最

少。 进一步研究发现，同组染色体上 ＳＮＰ 分布较均

匀，差异不大，如图 ４ 所示，但是，３ 号和 ７ 号染色体

组除外，如染色体 ３Ｂ 和染色体 ７Ｄ 上 ＳＮＰ 明显超过

同组另外两条染色体。
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图 ３　 长穗偃麦草 ＳＮＰ 分类信息
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图 ４　 长穗偃麦草 ＳＮＰ 的染色体分布

Ｆｉｇ．４　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＰ ｆｒｏｍ Ｔｈ． ｅｌｏｎｇａｔｕｍ

２．３　 长穗偃麦草 ＳＮＰ 靶向基因的功能分析

提取 ＳＮＰ 位点的功能基因，发现这些 ＳＮＰ 位于

４７ ７１２功能基因上。 将这些基因序列，将其与拟南

芥、水稻等基因组比对，对 ＳＮＰ 靶向基因进行功能

注释，ＫＯＧ 注释结果如图 ５ 所示。 这些基因主要参

与 ＲＮＡ 加工与修饰（Ａ，１ １９１）、能量代谢与转化

（ Ｃ，１ ０９５） 、脂质转运与代谢（ Ｉ，１ ０９５） 、转录调控

（Ｋ，１ ４１４）、蛋白质翻译后修饰与折叠（Ｏ，２ ９８６）以
及信号转导过程（Ｔ，３ ５６３）。 另外，这些 ＳＮＰ 靶向

的功能基因还参与一些特异的细胞过程，如染色质

结构修饰、细胞周期调控、次生物质代谢和细胞间物

质运输等过程，表明这些 ＳＮＰ 靶向基因广泛地参与

各种代谢反应过程， 影响着长穗偃麦草优异性状的

形成。
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图 ５　 ＳＮＰ 靶向基因的功能分析

Ｆｉｇ．５　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｔｈ． ｅｌｏｎｇａｔｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＳＮＰ ｓｉｔｅｓ

３　 讨　 论

长穗偃麦草是栽培小麦的重要近缘物种，含有

大量可用于小麦遗传改良的优异基因，广泛地运用

于小麦的遗传改良，已经培育了一批含有偃麦草的

优异小麦品种。 但是，由于长穗偃麦草基因组信息

极其匮乏，严重阻碍了长穗偃麦草基因资源在小麦

遗传改良中的应用。 本研究通过高通量测序获取长

穗偃麦草的基因信息，通过比较基因组方法明确了

长穗偃麦草基因组与小麦基因组间的亲缘进化关

系，为其基因组在小麦改良中的应用提供理论基础。
分子标记是作物遗传改良的一种重要工具，可

以用于优异性状的遗传连锁分析，指导作物遗传育

种过程，提高育种效率，大大缩短育种进程，具有重

要应用价值。 但是，分子标记开发过程需要基因的

序列信息，开发过程复杂，成本比较高。 特别是一些

非模式植物，由于基因组信息匮乏，导致分子标记开

发滞后，严重阻碍了它们基因资源的开发和利用。
长穗偃麦草与小麦亲缘关系较近，是小麦遗传改良

重要基因资源来源，本研究利用高通量测序，获得长

穗偃麦草基因信息，通过比较基因学方法发掘它与

小麦间的 ＳＮＰ 位点，获取了大量位于基因内部的功

能分子标记，具有巨大潜在应用价值，这也为进一步

利用长穗偃麦草的优异基因资源创造条件。

４　 结　 论

本研究通过高通量测序获得长穗偃麦草的基因

序列信息，明确了它小麦以及其它小麦族植物间遗

传进化关系。 同时，利用高通量测序序列，发掘了长

穗偃麦草与小麦间的突变位点，并对这些 ＳＮＰ 靶向

基因进行功能注释，这将为长穗偃麦草基因资源在

小麦遗传改良中的应用提供理论支持。
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