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小麦类胡萝卜素合成途径关键基因 Lcye 功能分析 
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摘  要: 小麦籽粒黄色素是面粉及面制品黄度形成的主要原因, 其主要成分是类胡萝卜素。ε-番茄红素环化酶(LCYE)

是小麦类胡萝卜素生物合成途径的关键酶, 前人对其研究多集中于 QTL 定位、基因克隆和分子标记开发, 而基因功

能和遗传调控机制尚不明确。本研究利用 TILLING技术筛选 EMS诱变群体, 对 Lcye功能及遗传调控机制进行研究, 

以期深入认识小麦籽粒黄色素含量形成的分子机制。在 2491份 M2代 EMS诱变群体中共检测到 21个 Lcye基因的点

突变, 包含 6 个错义突变, 2 个同义突变和 13 个内含子突变, Lcye 基因在该诱变群体中的突变频率为 1/266.1 kb。

PARSENP 软件预测分析显示, M090815 (C2202T)和 M091648 (G3284A)两个错义突变可能严重影响蛋白质功能。

MEME分析结果表明, M090815和 M092230 (G2195A)突变位点位于 Lcye基因保守结构域内。6个错义突变植株与野

生型杂交构建的 F2代群体中, M090815突变位点显著降低籽粒黄色素含量, 证实该位点对 LCYE功能具有重要影响。

qRT-PCR (quantitative real-time PCR)分析也显示, M090815 突变位点显著降低 Lcye 基因表达水平, 且 Lcye-B1 和

Lcye-D1基因表达降低趋势相似, 而 Lcye-A1在花后 14~28 d表现出补偿效应。本研究不仅验证 Lcye基因功能, 也为

面粉及其制品颜色性状改良提供了理论依据和种质资源。 

关键词: EMS; TILLING; 面粉颜色; 黄色素含量; 遗传育种 

Functional analysis of Lcye gene involved in the carotenoid synthesis in com-
mon wheat 
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Abstract: Yellow pigment in wheat grains, mostly composed of carotenoids, is a main factor for the yellowness of flour and its 
end-used products. Lycopene epsilon cyclase (LCYE) is a key enzyme for the carotenoid biosynthesis pathway in wheat. Previous 
studies of Lcye gene mainly focused on QTL mapping, gene cloning, and molecular marker development, but its function and 
genetic regulatory mechanisms remained unclear. In the present study, in order to further understanding the molecular mechanism 
of yellow pigment formation in wheat grains, the function and genetic regulation of Lcye were studied by TILLING to screen the 
EMS-mutagenised population. A total of 21 Lcye mutations including six missense mutations, two synonymous mutations and 13 
intron mutations were detected consisted from 2491 M2 EMS-mutagenised population. The mutation frequency of Lcye in the 
population was 1/266.1 kb. Two missense mutations (M090815 and M091648) were predicted to have severe effects on LCYE 
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protein function based on PARSENP software. MEME analysis showed that the mutation sites of M090815 and M092230 were 
located on the conserved domain of Lcye gene. In F2 populations crossing by six missense mutants and the wild type, C2202T 
mutation in M090815 significantly reduced yellow pigment content in grains, indicating the mutation played an important effect 
on LCYE function. The quantitative real-time PCR (qRT-PCR) results also showed that the expression level of Lcye gene were 
significantly reduced, and the decrease trend of Lcye-B1 and Lcye-D1 expression level was similar during different seed develop-
mental stages, while the expression level of Lcye-A1 exhibited a compensation effect at 14–28 days post anthesis. This study iden-
tified Lcye gene function, and provided germplasms and a theoretical basis for the improvement of flour color traits and end-used 
products. 
Keywords: EMS; TILLING; flour color; yellow pigment content; genetics and breeding 

面粉色泽是评价小麦粉品质的重要感官指标和

市场指标。黄色素是小麦籽粒中最主要的天然色素, 

是面粉及其制品黄度形成的主要原因。籽粒黄色素

含量与面粉、面团黄度以及面包、面条颜色显著相

关, 相关系数分别高达 0.8~0.9和 0.69~0.76 [1-4]。中

式面制品, 如面条、馒头、包子、饺子等对面粉的

白度要求比较高。 

类胡萝卜素是构成黄色素的主要组分。类胡萝

卜素, 尤其是 β-胡萝卜素, 具有抗氧化、抗癌、维生

素 A原、预防眼睛老年性黄斑病变、延缓衰老、提

高免疫力等重要生理保健功能。人类和动物不能自

身合成类胡萝卜素, 因此必须从外界摄取[5-6]。近年

来, 随着人们营养和保健意识的增强, 提高小麦籽

粒类胡萝卜素含量、培育亮黄色的面粉和面制品小

麦品种, 逐渐成为新的育种目标。 

植物类胡萝卜素生物合成涉及一个复杂的基因

调控网络[6-7]。番茄红素环化是类胡萝卜素合成途径

的重要分支点。植物体内普遍存在 ε-番茄红素环化

酶(lycopene epsilon cyclase, LCYE)和 β-番茄红素环

化酶(lycopene beta cyclase, LCYB)两种番茄红素环

化酶。Howitt 等[8]克隆了普通小麦 Lcye 基因, 发现

其与 3B 染色体上黄色素含量 QTL 位点共分离, 证

实 Lcye基因是影响籽粒黄色素含量的关键基因。董

长海[9]克隆了普通小麦 3B和 3D染色体上的 Lcye基

因全长, 并针对 B 基因组序列差异开发了显性标记

YP3B-1。Crawford和 Francki[10]克隆了 Lcye-3A基因, 

并根据序列差异开发了功能标记 e-LCY3A-3。综上

所述, 目前对小麦 Lcye基因研究局限于 QTL定位、

基因克隆和分子标记开发, 其功能和遗传调控机制

尚不明确, 严重影响和制约了小麦面粉及其制品颜

色性状遗传改良的育种进程。因此, 加强 Lcye 基因

功能及其遗传调控机制研究, 有助于进一步了解小

麦籽粒黄色素含量形成的分子机制, 为培育符合市

场需求的小麦新品种奠定理论基础。 

定向诱导基因组局部突变技术(targeting induced 

local lesions in genomes, TILLING)是一种将诱发产生

高频率点突变的化学诱变方法与PCR筛选和高通量

检测方法有效结合, 快速高效检测目标区域点突变, 

通过对其表型鉴定分析, 获得基因功能的反向遗传

学研究方法[11-12]。与转基因和分子标记辅助选择等

分子育种技术相比, TILLING技术还具有诱变育种

稳定快、仅改变少数目标性状、无需进行繁琐耗时

的转基因及杂交、回交等优点, 是一种高效定向的

分子育种技术[13-14]。随着测序技术及作物基因组学

的迅速发展, TILLING技术将在小麦基因功能分析、

遗传调控及重要农艺、品质性状遗传改良中发挥重

要作用[15-17]。 

本研究应用TILLING技术筛选甲基磺酸乙酯

(ethyl methane sulfonate, EMS)诱变群体, 根据小麦

Lcye基因序列设计特异引物, 通过非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳技术检测突变位点, 获得不同等位基因

变异的突变植株, 对不同等位基因的遗传群体与表

型进行分析, 鉴定各突变位点对LCYE功能的影响, 

揭示小麦类胡萝卜素合成途径关键基因Lcye的功能

和遗传调控机制, 为面制品颜色性状遗传改良提供

理论基础和种质资源。 

1  材料与方法 

1.1  EMS诱变群体构建 

EMS 诱变群体构建参照 Slade 等 [18]方法。首

先筛选一批纯合稳定、大小一致、籽粒饱满的济

麦 20 和济麦 22 小麦种子 , 利用 1.2%浓度的 EMS

进行诱变处理 , 产生一系列的点突变 ; 将处理后

的种子温室种植获得突变群体 M1代; M1代种子大

田种植获得 2491份M2代植株(1251份济麦 20, 1240

份济麦 22)。  

1.2  应用 TILLING技术筛选 EMS突变体库 

EMS突变库筛选参照Till等 [19]方法, 具体步骤

如下: (1) 突变体DNA池构建: 应用CTAB法[20]分别

提取每个M2突变体植株的基因组DNA, 将其存放于
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96孔板中。利用NanoDrop-2000超微量分光光度仪

(thermo scientific)测定DNA的浓度和质量。按8个样

品一组将DNA进行等量混合, 构建8倍DNA混合池, 

4℃保存备用。(2) Lcye特异性引物设计: 基于小麦

Lcye同源基因序列差异, 设计A、B和D基因组特异

性引物。利用中国春缺体-四体材料及PCR产物测序

方法, 进行引物基因组特异性验证; 应用CODDLE 

(codons optimized to discover deleterious lesions, 
http://www.proweb.org/coddle/)软件分析扩增区域是

否对基因功能起重要作用。最终4对Lcye特异性引物, 

用于突变体筛选(表1)。(3) PCR扩增与异源双链生成: 

以DNA混合池为模板进行PCR扩增 ,  反应体系 : 

DNA 50 ng, PreMix 7.5 μL, 10 μmol L 1‒ 上、下游引物

各1 μL, ddH2O补足至15 μL; 反应程序: 首先95℃变

性5 min; 然后95℃变性30 s, 退火温度从66℃开始, 

每个循环降低0.3℃, 退火45 s, 72℃延伸1.5 min, 重复

35个循环; 72℃延伸10 min; 然后99℃ 10 min, 85℃ 

 

1 min, 退火温度从85℃开始, 每个循环降低0.5℃, 

退火时间30 s, 共99个循环; 最后16℃保温备用。如

果DNA混合池样本目标片段中含有突变位点, 扩增

产物经过反复变性、复性将形成野生型和突变体扩

增片段的异源双链(即含有错配碱基)。(4) CEL I酶切: 

用特异性识别并切割错配碱基的核酸内切酶CEL I

剪切异源双链核酸分子。酶切反应体系: 10×消化缓

冲液2 µL, CEL I 1 µL, 异源双链DNA 15 µL, ddH2O

补足至20 μL。45℃反应20 min, 随后加入EDTA 

(0.25 mol L–1) 5 µL终止酶切反应。(5) 非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测: 利用非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳技术检测CEL I酶切片段, 筛选获得含有突变位点

的阳性DNA混合池。对阳性DNA混合池中的每个样

本DNA逐一与野生型DNA进行等量混合, 重复上述

步骤, 筛选获得阳性突变体单株。(6) 突变样本克隆

测序: 对突变个体PCR产物进行克隆测序 , 鉴定突

变类型和位置。 

表 1  利用 TILLING 技术筛选 Lcye 突变体的引物信息 
Table 1  Primers for screening Lcye mutations by TILLING 

基因 

Gene 

名称 

Name 

上游引物序列 

Forward primer (5′–3′) 

下游引物序列 

Reverse primer (5′–3′) 

扩增长度 

Length (bp) 

Lcye-A1 A3F-A7R CCACAGTAGCAAAAATTAGTCA TGCTACATTTCACAGTGGTGAA 1450 

Lcye-A1 A8F-A9R GGTTGAAAGATATCCGTACAAC TTTGGGTAACCGGAAAAAGGTT 978 

Lcye-B1 B4F-B6R CACCAACCCTGCACAAAGTGCC GGAATATAAGACCACTCCTGAG 578 

Lcye-D1 D2F-D5R GCTGAGAAGGTACATTCTATCA TTGAACTGGTGCACAAACAACA 437 

 

1.3  突变位点对蛋白功能影响预测 

利用PARSESNP (project aligned related sequen 

ces and evaluate SNPs, http://www.proweb.org/pars 
esnp/)软件分析突变体植株DNA序列的突变类型 , 

预测突变位点对LCYE功能是否造成影响。当PSSM

值大于10和SIFT (sorting intolerant from tolerant)值

小于0.05的氨基酸改变被认为可能对蛋白质功能造

成重要影响[21-22]。 

1.4  突变位点功能分析 

为了减小其他突变背景影响, 将含有 Lcye 错义

突变位点的纯合M3植株与野生型植株进行杂交, 构

建 F2代群体, 用于分析突变位点对基因表达水平及

蛋白质功能的影响。F2群体于 2014—2015年度种植

于北京, 行长 2 m, 行距 25 cm, 每行 20株, 每个 F2

群体种 20行, 田间管理采用常规方法。 

利用克隆测序的方法, 鉴定 F2群体中每个株系

Lcye 基因型(纯合突变型、杂合突变型和野生型)。

每种基因型各选取 10 个生长发育进程一致的生物

学重复, 记录开花期, 分别采集花后 7、14、21 和

28 d籽粒, 立即置于液氮中, −80℃保存, 用于 RNA

提取和 Lcye 基因表达水平分析。单株收获, 成熟籽

粒−20℃保存, 用于黄色素含量测定。 

利用实时定量PCR (quantitative real-time PCR, 

qRT-PCR)技术, 测定F2群体中纯合突变型、杂合突变

型和野生型植株籽粒不同发育时期(花后7、14、21和

28 d) Lcye基因及其各同源基因表达量, 分析突变位

点对Lcye基因表达水平的影响。具体步骤为: 应用

RNAprep Pure植物总RNA提取试剂盒 (TIANGEN 

Biotech, 中国北京)分别提取花后7、14、21和28 d籽

粒总RNA, 纯合突变型、杂合突变型和野生型植株各

3个生物学重复; 利用PrimeScript RT Reagent试剂盒

(TaKaRa Bio Inc., Otsu, Japan)将其反转录成cDNA, 

置于–20℃保存备用; 基于小麦Lcye同源基因cDNA

序列间的保守性和差异性, 设计Lcye基因的保守性引
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物和A、B、D基因组特异性引物(表2), 对其进行溶解

曲线分析和qRT-PCR产物克隆测序, 验证引物保守性

和特异性, 普通小麦β-actin基因(AB181991)作为内参

基因; 反应体系: LightCycler FastStart DNA Master 

SYBR Green (Roche Applied Sciences, USA) 10 µL, 
上下游引物0.5 µmol L 1‒ , cDNA 50 ng, ddH2O补充至

20 μL。反应程序: 95℃ 10 min; 95℃ 15 s, 60℃ 20 s 

和72℃ 20 s, 共40个循环; 应用公式2 Δ‒ ΔCT计算目标

基因相对表达量[23]。首先, 利用同一样本中β-actin基

因转录水平来校正目标基因相对表达水平; 其次将

野生型植株花后28 d籽粒目标基因相对表达量设为1, 

计算不同基因型植株的籽粒不同发育时期目标基因

的相对表达量。每个样本3次技术重复, 基因相对表

达量用平均值±标准误差(standard error, SE)表示。 

 
表 2  Lcye 基因的 qRT-PCR 引物信息 
Table 2  Primers of Lcye gene for qRT-PCR analysis 

基因 Gene 名称 Name 序列 Sequence (5'–3') 

Lcye-all Lcye-all-F2 TGACCACYGAATATCCAGTTGC 

 Lcye-all-R6 AGTTTTCTTTGAGGAAACATGC 

Lcye-A1 Lcye-A1-F7 GTTGCTGAGAAGATGCAACGAT 

 Lcye-A1-R7 CAAAGTATCTTGCGGTCCCTTT 

Lcye-B1 Lcye-B1-F3 ATCTCCAGATGGACATCGAGTG 

 Lcye-B1-R3 TCCAACCTCATACTCTAGAAGT 

Lcye-D1 Lcye-D1-F3 TTGGCCCTGATCTTCCATTC 

 Lcye-D1-R1 ATATACTACTCGATGTCCATCA 

β-actin Actin-F CTGATCGCATGAGCAAAGAG 

 Actin-R CCACCGATCCAGACACTGTA 

 
测定 F2群体中纯合突变型、杂合突变型与野

生型植株籽粒黄色素含量 , 分析突变位点对

LCYE蛋白功能的影响。每种基因型测定 5个单株 , 

平均值作为该基因型的黄色素含量。籽粒黄色素

含量的测定参照 AACC 方法 14-50, 稍作改动。称

取 1 g 全麦粉 , 用水饱和正丁醇溶液(5∶1)振荡提

取 1 h; 2823  g 离心 10 min。应用分光光度计测

定上清液在 436.5 nm处吸光值 , 计算黄色素含量。

每个样本 3次技术重复 , 黄色素含量用平均值±SE

表示。  

1.5  LCYE功能结构域预测 

利用 NCBI (national center for biotechnology 

information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)数据库 , 

获得目前已知的 27 个物种 Lcye 基因的 cDNA 序列

(附表 1), 利用 MEME Suite 5.1.0 (http://meme-suite. 

org/)预测 LCYE 功能结构域, 分析各突变位点在结

构域中的分布情况。 

1.6  统计分析 

应用 Student’s t检验对 F2群体中纯合突变型、

杂合突变型和野生型植株籽粒 Lcye基因表达差异和

黄色素含量进行显著性分析。Lcye基因在 EMS诱变

群体中的突变密度=点突变数/检测总碱基数。 

2  结果与分析 

2.1  EMS突变体库筛选 

应用 TILLING 技术, 在 2491 份 M2代 EMS 诱

变群体中共检测到 21个 Lcye基因的突变植株(表 3)。

采用非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳技术分离 CEL I 酶

切产物, 扩增片段 150 bp 内的错配超出检测范围, 

将无法被检测到, 因此推测 Lcye基因在该EMS诱变

群体中的突变密度为 1/266.1 kb。 

突变体克隆测序和序列分析显示, 核苷酸从 C

到 T 的突变频率为 57.1%, G 到 A 的突变频率为

38.1%, 还检测到 1个 T到 C的特异突变位点(表 3)。

根据突变位置分类, 8个位于外显子区, 13个分布于

内含子区(图 1)。外显子区域的点突变又分为 6个错

义突变和 2个同义突变(表 3)。 

2.2  突变位点对蛋白质功能影响预测 

PARSESNP 软件分析结果显示 , 错义突变体

M090815 (C2202T)和M091648 (G3284A)的 PSSM值

分别为 26.9和 27.7, SIFT值均为 0, 推测这些突变位

点可能对 LCYE蛋白功能产生严重影响(表 4)。 
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表 3  利用 TILLING 技术筛选获得 Lcye 突变体信息 
Table 3  Summary of mutations in Lcye identified by TILLING 

基因 

Gene 

突变体编号 

Number of M2 plant

外显子/内含子 

Exon/intron 

核苷酸改变 

Nucleotide change

密码子改变 

Codon change 

氨基酸改变 

Amino acid change 

基因型 

Zygosity 

Lcye-A1 M091034 Intron C1184T   Hom 

 M091686 Intron C1243T   Hom 

 M091772 Intron C1418T   Hom 

 M092043 Intron C1478T   Hom 

 M092852 Intron C3222T   Hom 

 M090431 Intron C858T   Het 

 M090631 Intron T1461C   Het 

 M090897 Intron G1068A   Hom 

 M091996 Intron G1575A   Hom 

 M090147 Intron G3073A   Hom 

 M091648 Exon G3284A GGA→GAA G392E Hom 

 M090201 Exon G3306A TTA→TTG L399= Hom 

Lcye-B1 M091626 Intron G2406A   Hom 

Lcye-D1 M092404 Intron C2014T   Het 

 M091884 Intron C2017T   Het 

 M090945 Exon C2086T TAC→TAT Y214= Hom 

 M092089 Exon C2087T CTC→TTC L215F Hom 

 M091328 Exon C2121T CCT→CTT P226L Het 

 M090815 Exon C2202T TCT→TTT S253F Het 

 M092230 Exon G2195A GCA→ACA A251T Hom 

 M091075 Exon G2262A GGT→GAT G273D Hom 

Hom: 纯合突变型; Het: 杂合突变型。Hom: homozygous mutants; Het: heterozygous mutants. 

 

 

图 1  Lcye 突变位点分布图 
Fig. 1  Distribution of mutation sites in Lcye 
黄色箭头代表外显子; 连线代表内含子。 
Exons are represented by yellow arrows and introns by connecting lines. 
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表 4  突变位点对蛋白功能影响严重度预测 
Table 4  The severity of mutations affecting protein function by the PARSESNP 

基因 

Gene 

突变体编号 

Number of M2 plant 

核苷酸改变 

Nucleotide change

氨基酸改变 

Amino acid change

PSSM值 

PSSM difference 

SIFT值 

SIFT score 

Lcye-D1 M090815 C2202T S253F 26.9 0 

Lcye-A1 M091648 G3284A G392E 27.7 0 

 

2.3  突变体 Lcye基因表达和黄色素含量分析 

将 6 个纯合错义突变体与野生型植株杂交, 构

建 F2代群体, 分析突变位点对 Lcye基因表达水平和

籽粒黄色素含量的影响。结果表明, 6 个 F2群体中, 

仅 M090815 (C2202T)突变位点显著降低了 Lcye 基

因表达和黄色素含量(图 2和图 3), 表明该突变位点

对 LCYE蛋白功能产生重要影响。 

突变体M090815构建的 F2群体中, 不同基因型 

 

图 2  突变体 M090815 的 F2 群体中不同基因型植株籽粒 Lcye 及其同源基因的相对表达量 
Fig. 2  The relative expression analysis of Lcye and its homoeologs in grains of three genotypes in F2 population derived from the 
homozygous M090815 mutant crossed with the wild-type plant during grain development at 7, 14, 21, and 28 days post anthesis 
* 和**分别代表 0.05和 0.01显著水平的差异。Hom: 纯合突变型; Het: 杂合突变型; WT: 野生型。 
* P < 0.05, ** P < 0.01. Hom: homozygous mutants; Het: heterozygous mutants; WT: wild-type genotypes. 
 

植株籽粒 Lcye及其同源基因表达水平如图 2所示。

花后 7~21 d, 纯合突变型植株籽粒 Lcye 基因总表

达量降低至野生型的 59.0%~83.0%, 杂合型降低至

71.5%~91.1%, 花后 28 d 各基因型表达差异不显

著。除了 Lcye-B1纯合突变型在花后 28 d表达量显

著高于野生型外, 花后各时期 Lcye-B1 和 Lcye-D1

基因表达显示相似的下降趋势, 纯合突变型植株表

达量降低至野生型的 70.0%~78.7%和 55.5%~92.0%, 

杂合型降低至 83.1%~90.0%和 75.2%~90.0%。

Lcye-A1 在花后 7 d, 各基因型表达量差异不显著, 

花后 14~28 d, 表现出补偿效应, 纯合突变型比野

生型表达量高 33.4%~70.0%, 杂合型高 0.7%~ 

48.1%。相应地, 在突变体 M090815构建的 F2群体

中, 纯合突变型植株成熟籽粒黄色素含量显著低于

杂合突变型和野生型植株(图 3, 1.63 vs. 1.90和 2.02 

μg g 1‒ )。 

 

图 3  突变体 M090815 的 F2 群体中不同基因型植株籽粒黄色素

含量 
Fig. 3  Yellow pigment content of different genotypes in F2 
populations derived from homozygous M090815 mutant crossed 
with wild-type plant 
* 代表 0.05显著水平的差异。Hom: 纯合突变型; Het: 杂合突变
型; WT: 野生型。 
* P < 0.05. Hom: homozygous mutants; Het: heterozygous mutants; 
WT: wild-type genotypes. 
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2.4  LCYE功能结构域预测 

基 于 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana)、 水 稻

(Oryza sativa)、大麦(Hordeum vulgare)等 27 个物

种已知的 Lcye 基因 cDNA 序列(附表 1), 利用

MEME Suite 5.1.0预测 LCYE功能结构域 , 共检测  

到 3 个结构域(图 4)。6 个错义突变中 , M090815 

(C2202T)和 M092230 (G2195A)突变位点恰好位于

结构域 1内 , 且 M090815突变位点在 27个物种中

非常保守 , M092230 突变位点存在 G、A 和 U 三种

碱基变异。  

 

图 4  Lcye 功能结构域预测 
Fig. 4  Functional domains predication of Lcye by MEME 
 

3  讨论 

3.1  LCYE调控小麦籽粒类胡萝卜素合成 

小麦籽粒类胡萝卜素影响面制品营养品质和表

观色泽。番茄红素环化是类胡萝卜素合成途径中一

个重要的分节点, 番茄红素在LCYB催化下, 经β-β

途径生成β-胡萝卜素、玉米黄质、花药黄质和堇菜

黄质等叶黄素类物质; 在LCYE和LCYB共同催化下, 

经β-ε途径生成α-胡萝卜素和叶黄体素。类胡萝卜素

含量和组成在小麦籽粒发育过程中是动态变化的 , 

具有复杂的遗传调控网络[8]。β-β途径在籽粒发育早

期占有较高表达水平, 随着籽粒生长发育表达量和

所占比例逐渐下降, 成熟籽粒几乎检测不到玉米黄

质、环氧玉米黄质和堇菜黄质等类胡萝卜素。相反, 

β-ε途径在整个籽粒发育过程中稳定表达, 叶黄体素

成为构成成熟籽粒类胡萝卜素的主要成分[8]。 

通过调节LCYB和LCYE的相对活性和相对含量

可以决定番茄红素转化为α-胡萝卜素和β-胡萝卜素

的比例。在番茄Delta突变体中, Lcye转录水平提高, 

果实内δ-胡萝卜素含量大量增多; 而在番茄Beta突

变体中 , Lcyb过表达 , 果实中累积大量的β-胡萝卜

素 [24]。对比两种突变体的差异进一步证实番茄果实

中类胡萝卜素的积累主要是相关基因在转录水平上

差异表达的结果[25]。 

Richaud等[26]应用TILLING技术, 筛选硬粒小麦

Lcye突变体 , W437*(Lcye-A1)突变位点显著增加突

变体叶片中β-胡萝卜素和类胡萝卜素的含量, 但对

籽粒中类胡萝卜素含量无显著影响。本研究利用

TILLING技术筛选普通小麦EMS突变体库 , 获得

Lcye基因一系列等位变异, 研究其对基因表达和籽

粒黄色素含量的影响, 为基因功能研究和面制品颜

色性状改良奠定理论基础和提供重要种质资源。 

3.2  Lcye突变体筛选 

TILLING技术有效结合了高频率点突变与现代

分析检测技术, 仅需要较小的突变群体便可快速有

效地筛选到一系列目标基因点突变, 逐渐成为植物

功能基因组学、作物遗传育种以及自然资源遗传多

样性评估等研究的重要手段[27-28]。目前, 该技术已

广泛应用于水稻[29]、玉米[30]、小麦[31-32]、大麦[33]、

高粱[34]等20多种作物。研究表明小麦基因突变频率
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远远高于拟南芥、水稻和玉米等植物, TILLING技术

在小麦等麦类作物中的应用潜力更为巨大、前景更

为光明。 

对于小麦等基因组复杂的多倍体物种, 基因多

拷贝是限制TILLING技术高效应用的一个瓶颈。设

计特异性引物至关重要, 否则会影响检测效率。小

麦Lcye基因A、B和D同源基因间序列相似性非常高

(89.1%~97.0%), 设计特异性引物非常困难。结合

CODDLE程序给出的EMS诱导植株产生有害突变的

可能范围, 最终筛选到4对引物用于Lcye突变体检测

(表1)。 

酶切产物的检测方法有多种, 一般采用高效液

相色谱技术、聚丙烯酰胺凝胶电泳、琼脂糖凝胶电

泳以及双色红外荧光检测技术[35-38]。本研究采用非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测技术, 既不使用荧光

标记引物, 又不使用昂贵的变性凝胶电泳成像系统, 

有效地简化了实验流程, 降低了实验成本, 在一定

程度上扩大TILLING的应用范围和工作效率。共筛

选到21个Lcye突变位点, 推测Lcye在EMS诱变群体

中的突变频率为(1/266.1 kb), 远低于Uauy等[37]应用

非变性聚丙烯酰胺凝胶技术检测到的六倍体小麦突

变频率(1/38 kb)。这可能是由于基因目标区域G/C含

量不同或者非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测技术对

8样本DNA混池的检测灵敏度较低所致。 

3.3  影响 LCYE功能的重要调控位点 

基于拟南芥、水稻、大麦等 27 个物种 Lcye 的

cDNA序列, 利用MEME预测 LCYE功能结构域, 结

果显示M090815 (C2202T)和M092230 (G2195A)突变

位点恰好位于结构域 1内(图 4)。M092230 (G2195A)

突变位点在自然界物种进化中存在 G、A和 U三种碱

基变异, 因此推测 G 到 A 核苷酸突变对 LCYE 功能

未产生影响。而 M090815 (C2202T)突变位点在 27个

物种中高度保守, 推测该位点对LCYE功能具有重要

影响。PARSESNP软件预测显示 M090815 (C2202T)

和 M091648 (G3284A)突变位点可能对蛋白功能产生

严重影响(表 4), 进一步表明 M090815 (C2202T)突变

位点对 LCYE 蛋白功能的重要性。M090815 构建的

F2群体中, 与野生型植株相比, 纯合突变型植株籽粒

黄色素含量显著下降(图 3), 证实 M090815 (C2202T)

突变位点对 LCYE 功能具有重要影响。然而在

M091648 构建的 F2群体中纯合突变型与野生型植株

相比籽粒黄色素含量差异并不显著。这种不一致性可

能是由于 PARSESN软件是基于序列同源性及氨基酸

物理特性进行突变位点对蛋白功能影响严重度的预

测, 而有些位点可能并不参与蛋白功能调控[21-22]。 

对M090815构建的F2群体进行Lcye及其同源基因

表达水平分析显示, 与野生型植株相比, 纯合突变型

植株籽粒Lcye基因总表达量显著降低(图2)。籽粒发育

各时期, 除Lcye-B1在纯合突变型植株中表达水平在

花后28 d高于野生型外, Lcye-B1和Lcye-D1基因表达

水平均呈下降趋势。而Lcye-A1在花后7 d, 各基因型

植株表达差异不显著, 花后14~28 d, 表现出补偿效

应。推测Lcye-B1和Lcye-D1基因表达受协同调控, 而

Lcye-A1表达调控机制可能与之不同。序列分析发现, 

Lcye-A1与Lcye-B1和Lcye-D1的序列相似性分别为

89.1%和89.2%, 而Lcye-B1和Lcye-D1基因序列相似

性高达97.0%, 为上述推测提供间接支持。鉴于上述

结果只通过一个F2群体获得, 因此仍需进一步研究。 

3.4  分子育种 

种质资源缺乏成为小麦面粉及其制品颜色改良

的“瓶颈”, 严重影响我国小麦品种面制品颜色性状

的遗传改良。EMS 诱变可以创造大量的等位变异, 

且在后代稳定遗传, 由于不涉及转基因操作, 获得

的优异突变体可以直接用于育种实践[39-40]。在我国, 

面制品以蒸煮为主, 细腻洁白的面粉备受消费者青

睐。本研究采用 TILLING技术筛选获得的显著降低

籽粒黄色素含量的 M090815 突变体, 该突变体农艺

性状与野生型济麦 20无显著差异, 可作为面粉颜色

遗传改良的重要种质资源。此外, 济麦 20为高产优

质面包、面条兼用型强筋小麦; 济麦 22为超高产稳

产广适多抗小麦品种, 两个均为大面积推广种植的

优良品种, 综合性状良好。以上述两个品种作诱变

基础材料创制的优异突变体, 更适宜于用作杂交亲

本, 以期快速培育出高产优质小麦新品种。 

竞争性等位基因特异性 PCR (Kompetitive Al-

lele Specific PCR, KASP)是基于引物末端碱基的特

异性匹配对 SNP 进行双等位基因分型技术, 具有高

通量、准确性高、稳定性好和检测成本低等优点, 是

目前广泛使用的 SNP 分型方法[41-42]。因此, 在后续

工作中针对 M090815 突变体 Lcye-D1 基因 C2202T

的 SNP 变异位点开发 KSAP 标记 , 以期为利用

M090815 突变体对面制品颜色性状进行高效、可靠

的分子标记辅助育种提供技术支撑。 

4  结论 

本研究以济麦 20和济麦 22的 EMS诱变群体为
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材料, 利用 TILLING技术筛选小麦类胡萝卜素合成

关键基因 Lcye 的突变体, 共获得 21 个 Lcye 基因的

点突变。生物信息学分析、Lcye 基因表达水平和黄

色素含量测定均显示, M090815 (C2202T)突变位点

对 LCYE蛋白功能具有重要影响。M090815突变位

点显著降低 Lcye基因表达水平, 且 Lcye-B和 Lcye-D

基因表达降低趋势相似, 而 Lcye-A 在花后 14~28 d

表现出补偿效应。本研究获得的突变体不仅为开展

Lcye 基因功能研究提供了良好的试验材料, 也为面

制品颜色性状遗传改良提供了丰富的种质资源。 
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附表 1  27 个物种 Lcye 基因 cDNA 序列信息 
Supplementary table 1  Information of cDNA sequences of Lcye genes in 27 plant species 

种名 

Species name 

GenBank登录号 

GenBank accession number

种名 

Species name 

GenBank登录号 

GenBank accession number

拟南芥 Arabidopsis thaliana NM_125085 小立碗藓 Physcomitrella patens XM_001753846 

二穗短柄草 Brachypodium distachyon XM_003569209 碧桃 Prunus persica XM_007203578 

大白菜 Brassica rapa XM_009133907 蓖麻 Ricinus communis XM_002514090 

荠菜 Capsella rubella XM_006280236 谷子 Setaria italica XM_004969360 

莱茵衣藻 Chlamydomonas reinhardtii XM_001696477 番茄 Solanum lycopersicum EU533951 

柑橘 Citrus sinensis AY533827 马铃薯 Solanum tuberosum XM_006353482 

黄瓜 Cucumis sativus XM_004157912 高粱 Sorghum bicolor XM_002455793 

草莓 Fragaria vesca XM_004287534 可可 Theobroma cacao XM_007012707 

大豆 Glycine max XM_003533727 普通小麦 Triticum aestivum EU649785 

大麦 Hordeum vulgare AK371513 圆锥小麦 Triticum turgidum GAKM01004311 

亚麻 Linum usitatissimum KC565894 乌拉尔图小麦 Triticum urartu GAKL01018490 

苹果 Malus domestica XM_008389970 葡萄 Vitis vinifera JQ319637 

蒺藜苜蓿 Medicago truncatula XM_003595195 玉米 Zea mays EU924262 

水稻 Oryza sativa NM_001049945   

GenBank: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. 


