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玉米dbfl基因与耐旱相关性状的关联分析

苏治军，郝转芳，谢传晓，李明顺，石红良，吴永升，张世煌，李新海
(中国农业科学院作物科学研究所／农作物基因资源与基因改良国家重大科学工程，北京100081)

摘要：脱水响应元件结合因子(DBFI蛋白)是高等植物体内DRE／CRT顺式元件的结合因子，是水分胁迫信号传导的核心

构件。本文以玉米自交系郑22为材料，采用PCR技术分离得到啦，7基因区域基因组DNA(gDNA)全长949 bp，起始密码子至

终止密码子序列长654 bp。该基因由1个外显子组成，无内含子。d坼基因在175份玉米自交系中共检测到9个SNP变异

(平均每57．3 bp一个)，没有检测到ln／Del变异，在3个多态性位点间存在较高程度的连锁不平衡(r2>0．5)。在干旱胁迫

下，d妒基因中的多态性位点397与ASI和单穗粒重显著关联(P<0．05)，住点477与单穗粒重和结实株数百分率存在显著关

联(P<0．05)。位点397对ASI和单穗粒重的贡献率分别为6．94％和10．03％；位点477对单穗粒重和结实株数百分率的贡

献率分别是1．Ol％和3．66％。根据2个位点将175份自交系分威4种单体型，其中单体型4含有能使ASI减小、结实株数百

分率增加的等位基因位．占、，包含早49、丹598、丹黄02等耐旱和中度耐旱自交系，推测单体型4可能是啦，7基因的耐旱单体

型。研究结果为基于d坍因开发耐旱功能标记提供信息。
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Abstract：DBFI(DRE binding factor)protein encoded by dbfl gene，is a eis—element of DRE／CRT and the

core element of in vivo signal transmission under water stress in higher plant．The genomic sequence information of

啦，7 gene is the premise to study the following natural variations of functional alleles and develop molecular mark—

er for assisting breeding．In the present study，949 bp of genomic region of啦，7 was sequenced using a maize in—

bred line Zheng 22 with PCR technology．The coding region of this gene was comprised of only one exon with a

length of 654bp from promoter to terminator．Nine SNPs in d妒gene were identified among 1 75 maize inbred

lines，and no IN／DEL(insertion and deletion)was found．Averagely，there was a variation every 57．3 bp．Higher

LD degree(Linkage disequilibrium，r2>0．5)was identified between three polymorphic site pairs．Two SNP sites

in d垆gene were identified significantly to be associated with three traits(P<0．05)，ASI(Anthesis to silking in—

terval)，kernel weight per ear and ear setting percentage．Among them，nucleotide variation T／C on site 397 was

significantly associated with traits ASI and kernel weight per ear with phenotypic contributions of 6．94％and

1 0．03％，respectively．Nucleotide variation A／G on site 477 was significantly associated with traits ear setting

percentage and kernel weight per ear with phenotypie contributions of 1．01％and 3．66％．respectively．Based on

both two sites，four haplotypes were identified among 1 75 maize inbred lines．Haplotype 4 by decreasing ASI and

increasing ear setting percentage was thought to be superior candidate drought—tolerant haplotype，which was dis·
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played in some drought-tolerant and medium tolerant inbred lines such as Zao 49，Dan 598，Danhuang 02，etc．

The results provide basic information for analyzing the key candidate genes associated with drought tolerance an—

der different water supplying levels．

Key words：Maize；d坍(DRE binding factor)；SNP；Association analysis；Haplotype

近年来，全球性气候变化引发干旱发生周期越

来越短，程度越来越重，对粮食生产构成严重威胁。

玉米是我国主要作物，每年约50％种植在干旱半干

旱地区，季节性干旱也时有发生¨。2J。据统计，每年

因干旱造成玉米减产约20％～30％，干旱已成为玉

米产量的重要限制因素。实践证明，培育耐旱新品

种是增强玉米耐旱能力的有效措施。在传统耐旱育

种基础上，发掘耐旱基因位点，揭示耐旱遗传机制对

提高作物耐旱性具有重要意义。

玉米DBFl蛋白是DRE顺式作用元件(核心序

列为TACCGACAT)的反式作用因子。属于AP2／

EREBP转录因子家族，参与渗透胁迫后依赖于ABA

的信号传导途径。干旱胁迫下DBFl与DIPl(DBFl

作用蛋白，含R3H结构域)结合，可调控DBFl活

性。DBFl能够特异结合ABA诱导基因rabl7的启

动子并诱导其表达，二者受ABA、干旱及高盐胁迫

诱导表达¨41。因此，d坍基因可作为水分胁迫相

关的候选基因。

借鉴人类重要疾病易感基因旧。’的研究策略，

基于自然群体，对候选基因多态性位点及耐旱相关

性状进行关联性分析，有可能发现基因内或基因之

间的功能性位点多态性与表型差异之间的关联，从

而找到自然存在的、功能性差异的等位基因功能单

体型(haplotype)，这已成为植物相关基因功能关联

性分析的重要策略¨。91。本文借助我国常用的175

份玉米自交系群体，选择与玉米耐旱相关的d明基

因，通过两个地点在干旱和灌溉两个处理下获得的

表型数据，进行等位基因多态性与耐旱相关性状之

间的关联分析，以期发掘与耐旱性状相关的优异等

位基因变异及功能单体型，为耐旱分子育种提供参

考依据。

1材料与方法

1．1实验材料

2007年春，将175份玉米自交系种植于中国农

业科学院作物科学研究所北京实验基地。这175份

玉米自交系是从370多份本课题组积累的国内外玉

米自交系中根据全基因组基因型分析结果选择而确

定的，其中大部分的自交系已经进行了不同时期和

不同地点的耐旱性鉴定¨0‘1 31。本研究中，玉米自交

系郑22用于分离d妒基因的基因组全长，175个自

交系用于d卵等位变异分析。于6～8叶期，取无

坏死、无损伤、无病斑干净鲜叶约500 mg，用CTAB

法提取与纯化基因组DNA 014]。

1．2 PCR引物设计、扩增产物回收与纯化

根据d垆mRNA序列(AF493800)，采用primer

primier 5．0软件设计基因组DNA的PCR扩增引

物，通过oli906软件检测引物扩增的可行性。上游

弓l物为5
7

CGCAGATGCAGTTCATCCAG 3’，下游弓l

物为5’ACAGACAGACCAGTACACCAATG 3’。

PCR扩增反应体系251xl，含2×GC PCR buffer

(2 retooL／L Mg“)、6．25nmol／L dNTP、10pmol正反

向引物、lUTaq DNA聚合酶(大连宝生物公司)。在

PTC200型PCR扩增仪(Bio—Rad公司)上按以下程

序扩增，94℃预变性5min；940C变性45s，60℃退火

45s，72℃延伸lmin，35个循环；72℃终延伸lOmin，

最后4℃保存。

按照Agarose Gel DNA Purification Kit(TaKaRa

公司，大连)说明书回收与纯化目的片段。

1．3 PCR扩增产物克隆、转化与测序

将回收产物连接到pMDl8-T载体上(TaKaRa

公司，大连)，转化大肠杆菌JMl09菌株感受态细

胞，蓝白斑筛选。对筛选到的重组子进行菌落PCR

验证。PCR阳性的重组子菌落用ABl3730测序仪

完成克隆片段测序。为保证测序结果的可靠性，每

个扩增片段纯化、连接与转化后，采用双样本双向测

通，测序引物使用载体通用引物。

1．4序列多态性分析

序列比对利用DNAMAN软件将所测序列与

参考序列比对，去掉引物两端多余序列，保证序列的

准确可靠。根据测序结果碱基峰图，对测序质量不

好的序列，重新进行测序。对于只在一个自交系中

检测到的多态性，进行重复扩增和测序，确保序列的

准确性。使用ClustalX软件比对获得的所有目的序

列¨“。通过Realign Selected Sequences或者Realign

Selected Residue Range进行局部调整，并将完成比

对的序列保存为PHYLIP格式文件，用于后续关联

分析。
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序列多样性分析及LD分析 用TASSEL软件 ATG的A记为+1)。分析区域总长为516 bp。编

进行序列多样性分析；LD结构分析时，选择测量值 码区内共检测到9个多态性位点，全部为SNP，没有

D’和r2，将Permutations值设为1000¨6。”1。 检测到插入缺失位点。对检测到的9个SNP进行

1．5关联分析 分析，发现核苷酸突变类型以及它们的发生频率均

使用TASSEL软件进行耐旱候选基因的关联分 有所不同。SNP碱基突变共有5种类型，分别是C／

析，关联分析将玉米自交系中获得的基因序列比对结 T(2)、T／A(1)、G／T(1)、C／A(1)和A／G(4)，碱基

果、群体结构及干旱条件下耐旱相关性状数据导入 颠换占到总突变类型的2／3。

TASSEL软件，使用分析单元中的逻辑回归模型进行 2．4 dbfl基因的连锁不平衡结构

关联分析，阈值选择P<0．05为显著，P<0．01为极 对d妒基因的序列多态性进行位点间连锁不

显著。 平衡结构分析(图3)，发现位点80和86、86和9l

2结果与分析 蠢紧麓絮艄26,52不6鬻窆：糍警篙耋
2．1 dbfl基因组DNA全长及基因结构 锁不平衡结构(0．5>r2>0．2)，推测位点80、86、91

通过PCR扩增，首先获得玉米自交系郑22的 可能与d驴的功能有一定关系。

d妒基因编码区及其上下游侧翼序列。对d垆基

因的结构(图1)分析表明，编码区自起始密码子

(ATG)至终止密码子(TGA)长654bp，由1个外显

子组成，无内含子。此外，获得的序列还包括5’非

翻译区(UTR)84bp，3’UTR 211bp，总长度949bp。

图1玉米dbfl基因结构

Fig．1 Structure of db／l gene in maize

UTR：非翻译区Un—tranMat[ed region；CDS：编码序列Coding sequence

2．2 dbfl基因在染色体上的位置

本研究通过生物信息学电子定位技术，将玉米

中与水分胁迫相关的转录因子基因d蜩定位在玉

米染色体1．07区段(图2)。前人的研究表明，该区

段与玉米的耐旱性高度相关¨舢201。

图2 dbfl基因的电子定位

Fig．2 In sHwo mapping of dbfl gene in maize

chromosomes by bioinformatics

2．3 dbfl基因的序列多态性

PCR扩增基因组DNA，测序、序列分析后，共获

得175份自交系在d坍基因部分编码区的一致性

序列(第79—594位核苷酸，参考序列起始密码子

图3 dbfl基因多态性位点间的连锁不平衡

Fig．3 Linkage disequilibrium between pairs of dbfl

sequence polymorphic sites

2．5 dbfl基因的序列多态性与耐旱相关性状间的

关联分析

利用TASSEL2．0软件中的Logistic模块将耐

旱相关性状¨31及玉米自交系的群体结构心u与

d坍基因序列多态性变异进行关联分析。2007年

海南试验点在干旱胁迫下检测到位点397与ASI

显著关联(P<0．05)；在2008年新疆试验点检测

到位点397和位点477又与单穗粒重显著关联

(P<0．05)，位点477又与结实率百分率显著关联

(P<0．05)(表1)。在这两个试验点，没有检测到

与株高关联显著的位点。分析这些变异位点对相关

性状的贡献率，发现在干旱胁迫下位点397对ASI和

单穗粒重的贡献率分别为6．94％和10．03％；位点

n¨¨UmnU9n¨Uon¨¨U，
n¨U
6n¨¨¨¨U，n¨¨¨U4n¨¨¨¨U，n¨¨¨¨U：几苷。
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477对单穗粒重和结实株数百分率的贡献率分别

是1．01％和3．66％。这显示某些变异位点同时

调控一个耐旱相关性状，同一位点也可能调控不

同性状。

表1 千旱条件下表型性状与dbfl基因多态性位点的关联分析

Table 1 Association analysis between phenotypic traits and polymorphic sites of dbfl gene under drought stress conditions

依据2个位点(397和477)对供试材料进行单

体型分型，将175份玉米自交系分为4种单体型(表

2)。分析这4种单体型，发现单体型4含有能使

ASI减小、结实株数百分率增加的位点，即位点397

的T和位点477的G。此外，耐旱自交系和中度耐

旱自交系早49、丹598和丹黄02均含有该单体型。

推测单体型4可能是d垆基因的耐旱单体型。

表2 dbfl基因的耐旱单体型类型

Table 2 Haplotypes of dbfl gene

DS：干旱敏感DrougIIt susceptible；MDS：中度干旱敏感Medium drought

susceptible；DT：耐旱Drou【ght tolerance；MDT：中度耐旱Medium

dmuIglIt tolerance

3讨论

3．1 dbfl的基因结构及定位

基因的结构与其功能相适应，了解基因的基本

结构对预测和验证基因功能有重要作用。高等植物

DBF结合因子与DREB转录因子类似，都属于AP2／

EREPF转录因子，在植物逆境胁迫信号传导途径中

有重要作用。目前的研究表明，d妒基因在作物耐

旱过程中参与依赖于ABA途径以基因家族的形式

存在，成员较多，不同非等位基因成员之间有较高的

保守性，某些成员可能存在基因冗余。编码AP2蛋

白结构域的核酸序列保守性较高，在高等植物中，即

使是有核苷酸的差异，也大多是同义突变心2谢】。因

此，组成AP2的氨基酸序列很少发生变化。本研究

中，通过序列比对发现水稻、小麦、拟南芥、胡萝卜

AP2氨基酸序列完全相同。玉米与其相比，只有1

个氨基酸的差异。预示AP2结构域可能由古老的

基因进化而来。此外，通过基因多态性和Tajima’D

测验从另一方面也显示d垆基因虽然在玉米的驯

化与人工选择过程中承受了一定的压力，但是变异

率不高，表明其保守性很高。此基因可以作为玉米

改良的对象进行定向改良，以提高其正向贡献，增强

耐旱性。本研究发现d坍基因不含有内含子，属于

单一外显子基因。这与徐兆师口纠对DREB4B基因

序列分析结果相似。Nickolai等m 3也证实玉米基因

组中高GC含量的序列很少含有内含子。d垆基因

通过核酸序列比对及翻译后的氨基酸序列分析，与

玉米DBFI参考序列有极高的相似性。

对候选基因进行序列分析的目的在于发现基因

内的核苷酸变异，进而结合耐旱相关性状进行关联

分析以期发现与目的性状高度相关的变异，为下一

步开发功能标记并进行验证打下基础。结合本研究

关联分析结果，可以在dbfl基因与耐旱性状高度相

关的位点，开发功能标记(SNP、Indel等)，在F2、

RIL、NIL等群体中进行定位及验证，开发的标记可

以为玉米耐旱性鉴定及分子标记辅助育种提供

基础。

3．2 dbfl基因的序列多态性分析

玉米LD的衰退一般来说比较迅速，主要是因

为玉米属于异花授粉作物，重组率高，易发生变异。

已有研究表明，不同基因和不同玉米研究群体检测

到的LD范围互不相同，从几百bp[2州到100 kb[281乃

至500 kb旧列开始衰退。在d坍基因编码区域的多

态性检测中，共检测到9个SNP，平均每57．3 bp检
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测到1个SNP。这与前人的研究结论相近¨⋯，即玉

米中存在高频率的变异。连锁不平衡分析发现，

啦，：『基因的连锁不平衡程度较弱，显示该基因在进

化过程中相对保守。在d卵分析序列的9个SNP

位点中，位点84、192和397碱基的变异分别为

A／T、C／T、A／G，编码的氨基酸没有变化，属于同义

突变。位点80、86、91、477、526、和574的碱基变化

均产生氨基酸水平的变化，碱基突变类型分别为T／

C、G／T、C／A、A／G、A／G和A／G，相应的氨基酸变化

为Val／Ala、Val／Leu、Pro／Gin、Phe／Leu、Asp／Gly、

Val／Glu。由此推测d垆的基因功能可能受以下因

素影响：一是氨基酸的同义突变不影响或很少影响

基因的功能，基因功能的变化主要由发生氨基酸变

异的几个多态性位点调控，这种调控或者是改变了

蛋白多肽的一级结构或者是通过改变蛋白质的高级

结构进而改变其功能；二是编码氨基酸的密码子发

生了同义突变，是否氨基酸序列在翻译时有偏爱密

码子，进而影响了蛋白质的活性乃至于功能发挥，值

得进一步研究验证。此外，这种推测只是根据基因

编码的核酸序列变化，至于d垆基因在复制、转录、

翻泽及翻译后是否还受到其他因素调控，最终产生

的蛋白与原来的参考序列在蛋白质一级乃至高级结

构上是否有差异，尚需研究验证。

3．3 dbfl基因的序列多态性与相关性状的关联

分析

连锁不平衡分析和关联分析发现，在d坍基因

编码序列中一些多态性位点引起了不同耐旱相关性

状的表型差异。位点397与单穗粒重和ASI存在显

著关联，显示该位点可能与耐旱相关。ASI和单穗

粒重是本研究中鉴定出的有代表性的耐旱鉴定指

标，这与前人研究结果一致¨“”‘。位点477同时与

单穗粒重和结实株数百分率显著关联，该位点可能

与干旱胁迫下的产量形成有关。单体型4含有2个

正向贡献位点，可使ASI减小、结实株数百分率增

加，被认为是耐旱单体型。单体型4包含于耐旱或

中度耐旱自交系早49、丹598、丹黄02等。由于这

些位点均是基因内的位点，在后续研究中可以由基

于组成单体型4的2个位点(397和477)或其中一

个位点开发分子标记用于耐旱鉴定和耐旱分子标记

辅助育种，如可以将丹598、丹黄02作为耐旱基因

供体，与属于同一杂种优势群的优良自交系杂交或

回交，然后采用耐旱分子标记辅助选择，开展耐旱分

子标记辅助育种。此外，单体型l(包含于临系ll、

丹9046、东91等耐旱自交系)中含有的多态性位点

(397和477)虽然在单位点上没有正向贡献或正向

贡献不大，但在组成单体型后是否影响自交系的耐

旱响应，需要进一步研究。

此外，由于耐旱性鉴定是在大田的自然状态下进

行的，受种植环境影响很大，为此需要多年多环境多重

复进行鉴定，才可以在一定程度上获得表型性状的准

确性。将耐旱相关性状结合群体结构分析结果与耐旱

相关基因的多态性变异进行关联分析后所得的结果，

只是耐旱的候选单体型，结论是否准确尚需进一步验

证。本研究使用两点两个处理对比的数据，得出的一

致性结果将用于功能标记开发及耐旱表型鉴定。
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