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易变山羊草两个 y-型高分子量谷蛋白新亚基的

鉴定及基因编码区分子克隆

⒇

颜泽洪 , 郑有良 , 代寿芬 , 刘登才
(四川农业大学小麦研究所 ,四川都江堰　 611830)

摘　要: 利用 SDS-PAGE和分子克隆方法研究了易变山羊草的高分子量谷蛋白亚基及其基因。结果表明 ,四

倍体易变山羊草有 3个可表达的高分子量谷蛋白亚基。其中一个亚基的迁移率很慢 ,推测其为 Glu-U1x;另外

2个亚基的迁移率分别与中国春的 Bx7和 By8接近或更慢 ,利用一对特异扩增基因编码区的引物得到的扩增

片段长度分别为 2. 5 kb和 1. 9 kb。分子克隆得到阳性质粒 p2. 5和 p1. 9。基因测序结果显示二者均为 y型高

分子量谷蛋白基因 ,它们与普通小麦中已经报道的 y型高分子量谷蛋白基因在核苷酸和氨基酸序列上都存在

差异 ,是 2个不同的高分子量谷蛋白新基因。
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Identif ication and Molecular Cloning of Two Novel y-type

High-molecular-weight Glutenin Subunit Genes from Aegilops Variables

YAN Ze-hong , ZHENG You-liang, DAI Shou-fen and LIU Deng-cai
( Tri ti ceae Research Ins ti tu te, Sich uan Agricultural Universi ty, Dujiangyan　 611830, China)

Abstract: The high mo lecula r w eight glutenin subuni ts and thei r encoding genes in Aegilops variables

were cha racterized by SDS-PAGE and molecular cloning. It ha s been suggested that 3 active high

molecular w eigh t g lutenin subuni ts could be sepa ra ted in Aegilops variable. Among them, the putativ e

Glu-1x type subuni t , has the slowest mobi li ty in SDS-PAGE, the other tw o , had much slow er or the

same mig rate mobili ty as Bx7 and By8, respectiv ely. The PCR amplification f ragments of these tw o

subuni ts g enes were 2. 5 kb and 1. 9kb. Tw o types of positiv e clones were obtained by mo lecula r

cloning. Sequencing of g ene coding regions indicated tha t they were tw o y type novel genes.
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　　谷蛋白 ( glutenin)和醇溶蛋白 ( g liadin)是普

通小麦种子中的 2大类贮藏蛋白。谷蛋白又分为

高分子量谷蛋白 ( HMW glutenin)和低分子量谷

蛋白 ( LMW glutenin) ,醇溶蛋白又包括α、β、γ和

ω四种组分
[1, 2 ]。高分子量谷蛋白因对小麦面粉面

团的弹性有重要影响而与小麦的加工品质密切相

关 ,从而得到广泛研究
[1, 2 ]
。在普通小麦中 , 高分

子量谷蛋白亚基分别由位于第一同源群染色体

1A, 1B和 1D长臂上的 Glu-1A, Glu-1B和 Glu-

1D位点的多个 x和 y型等位基因编码 [3, 4 ] ,每一

基因位点可分别编码一个 x型和一个 y型蛋白亚

基
[4 ]
。在绝大多数小麦品种中 ,由于受基因沉默的

影响。不同小麦品种的种子中常含有 3～ 5个数

量不等和组成各异的高分子量麦谷蛋白亚基。

在小麦及近缘物种中蕴藏着大量的普通小麦

栽培品种遗传背景中所不具备的高分子量谷蛋白
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亚基 ,它们是改良普通小麦品质的潜在基因资源 ,

由于这些物种所具有的高分子量谷蛋白基因在各

自染色体上的位置具有相对的保守性 ,在功能上

与普通小麦来源的同类基因具有相似性 ,因而是

可以转移利用的高分子量谷蛋白新基因 ,极大地

丰富了改良普通小麦品质的基因来源。

易变山羊草 ( Aegilops variabil is Eig, 2n= 4x

= 28, UUSS)是分布在地中海和中东地区的一个

一年生四倍体物种。抗小麦叶锈、秆锈和根腐病以

及抗根结线虫等 [5, 6 ] ,是对小麦进行遗传改良的重

要资源。在本研究中 ,笔者对易变山羊草所具有的

高分子量谷蛋白进行了 SDS-PAGE分析并对其

基因编码区进行了分子克隆和序列测定 ,以期为

认识和利用易变山羊草物种中的高分子量谷蛋白

基因来改良普通小麦的品质提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材 料

易变山羊草 ( Aegilops variabil is , U USS, 2n

= 4x= 28)材料 As28, As27和 As34以及小伞山

羊草 ( Ae. umbel lulata , U U, 2n= 2x= 14)材料

As2被用作高分子量谷蛋白亚基组成检测 ,普通

小麦 ( T . aestivum , AABBDD, 2n= 6x= 42)品种

中国春 (亚基组成: 7+ 8, 2+ 12)和川育 12( 1, 7+

8, 5+ 10)被作为高分子量谷蛋白标准对照 ,它们

均由四川农业大学小麦研究所收集保存。 其中 ,

As28被用作 DN A提取及基因分子克隆。

1. 2　方 法

种子蛋白提取和 SDS-PAGE分析按文献 [8 ]

的方法进行 ;按文献 [8 ]的方法从 As28的黄化苗

中提取 DNA。 PCR反应体系以及 PCR条件均按

照以前的方法
[9 ]
进行 , PCR扩增所用引物序列为

P1: 5 -ATGGCTAA GCGGC / TT A /GGTCC

TCTT TG-3, P2: 5 -CT ATCACT GGCT A /

GGCCGACAA TGCG-3。

克隆于 pBlueScript SK(+ /-) T-载体中。 以

KpnI和 XhoI双酶切后再以核酸外切酶Ⅲ处理

制备亚克隆。 测序由 TaKaRa大连有限公司进

行 ,利用 N CBI网址中的相关软件进行 DNA序

列拼接和核酸与氨基酸序列分析。

2　结果与分析

2. 1　易变山羊草高分子量谷蛋白组成分析

SDS-PAGE分析表明 , 3份易变山羊草均可

分离出 3个可表达的高分子量谷蛋白亚基 (图 1,

第 2, 3和 4泳道 ) ,其中 As27和 As28两份材料

的高分子量谷蛋白带型完全一致 (图 1,第 2和 3

泳道 ) , 1份小伞山羊草分离出 2个高分子量谷蛋

白亚基 (图 1,第 5泳道 ) , 3份易变山羊草中迁移

率最慢的亚基与小伞山羊草的 Ux 略快或相当 ,

但均比普通小麦中国春和川育 12中迁移率最慢

亚基的迁移率还慢。

同时 ,以往的研究也表明由 U染色体组 Glu-

1位点编码的 x型高分子量麦谷蛋白亚基迁移率

很慢
[7 ]
。因此 ,在易变山羊草中迁移率最慢的应

为 Glu-Ux。易变山羊草中的另外 2个亚基的迁移

率分别与中国春和川育 12的 Bx7和 By8的迁移

率十分接近或更慢。

由于易变山羊草为四倍体 ,理论上应该有 4

条可表达的高分子量谷蛋白亚基 ,而实际上仅检

测到三个亚基 ,这表明其中的一个亚基的基因沉

默而不编码可表达的蛋白亚基。但至于是 Sx , 还

是 Sy或 Uy暂时还不能确定。

1.中国春 Hexaploid wh eat Chines e Sp ring;

2. Aegi lop s variables ( UU SS) As28;

3. Aegi lop s variables ( UU SS) AS27;

4. Aeg ilops var iables ( U USS) AS34;

5. Aegi lop s umbelluta ( UU) AS2;

6. 川育 12 Hexaploid w heat Chuanyu 12

图 1　易变山羊草高分子量谷蛋白

亚基组成 SDS-PAGE分析

Fig. 1　 SDS-PAGE analysis of h igh molecular

glutenin subunit compositions of

Aegilops variabilis

2. 2　 PCR扩增和分子克隆

利用兼并性引物 P1 /P2,在易变山羊草材料

As28中同时扩增出了 3个 DNA片段 (图 2)。大小

分别是 3. 0 kb, 2. 5 kb,和 1. 9 kb。将 3个片段分别
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回收并克隆到质粒载体后获得阳性克隆 p2. 5和

p1. 9。 p3. 0由于扩增和回收操作上的困难 ,未获得

阳性克隆。

1. DN A分子量标准 DN A molecular marker;

2. As28 PCR扩增 PCR amplif ication of

Aegilops va riabil is accession As28

图 2　 PCR扩增易变山羊草 As28的

高分子量谷蛋白亚基基因

Fig. 2　 PCR amplif icat ion of high molecular

weight gluten in subunit genes f rom Aegilops

variabilis accession As28

2. 3　核苷酸序列分析与比较

将 p2. 5和 p1. 9的 N、 C保守端序列分别与小

麦 A、 B、 D染色体组编码的基因进行比较 (表 1) ,发

现它们与所有 y型基因的一致性 (大于 90% )均

高于与所有 x型基因的一致性 (小于 90% )。因此 ,

p2. 5和 p1. 9均为 y型高分子量麦谷蛋白基因。据

此推测 ,四倍体易变山羊草沉默的是 Sx基因。

2. 4　氨基氨基酸序列分析

p2. 5和 p1. 9 N端均为 104个氨基酸 , 5个半

胱氨酸 ; C端 42个氨基酸 , 1个半胱氨酸。都有 21

个氨基酸的信号肽。这些都与小麦中已报道的 y

型高分子量谷蛋白基因的典型特征符合 ,进一步

证实了它们均为 y型高分子量谷蛋白基因 (图

3)。

p2. 5和 p1. 9在 N保守端有 4个氨基酸的差

异 , C保守端有 9个氨基酸的差异 ,都为替换 ,没

有缺失。究竟 p2. 5和 p1. 9是 Uy还是 Sy从目前

的测序结果上还不易区分 ,但可以表明二者是不

同的高分子量麦谷蛋白基因。

p2. 5和 p1. 9与普通小麦 A、 B和 D基因组

编码的 Ay , By9和 Dy10三个 y型基因都存在差

异。在 N保守端 , p2. 5和 p1. 9均与 Ay差异最大

(差异氨基酸数目分别是 14和 12个 ) ,与 By9都

分别有 5个氨基酸的差异 ,与 Dy10都分别有 4

个氨基酸的差异 ; C保守端的情况是 , p2. 5与

Dy10的差异最小 ( 3个氨基酸 ) ,与 Ay和 By9分

别有 10和 9个氨基酸的差异。P1. 9与 Dy10的差

异最大 ( 10个氨基酸 ) ,与 Ay和 By9分别有 4和

6个氨基酸的差异 (图 3)。

因此 , Uy和 Sy是两个不同的高分子量谷蛋

白新基因。

表 1　 p2. 5和 p1. 9与小麦高分子量麦谷蛋白基因的 N端氨基酸序列一致性比较

Table 1　 Identity of p2. 5 and p1. 9 with high molecular glutenin genes

derived from wheat in terms of N-terminal amino acid residues

基因序号
Genbank accession number

来源
Source

亚基类型
Type

与 p2. 5一致性 /%
Id en tity wi th p2. 5

与 p1. 9一致性%
Identi ty w ith p1. 9

X03042 Trit icum aestivum Ay 93 94

X61026 T . aestivum By9 94 95

X12929 T . aestivum Dy10 95 95

X03041 T . aestivum Dy12 96 95

X61009 T . aestivum Ax 1 87 82

M22208 T . aestivum Ax 2* 88 82

AF145590 T . aestivum AxNul l 88 82

X13927 T . aestivum Bx7 81 81

U19774 T . aestivum Dx2 88 82

X12928 T . aestivum Dx5 83 84
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* Ay, By9, Dy10在 Genbank中的序号分别为 X03042, X61026, X12929,有差异的氨基酸部位

直接以氨基酸标出 ,无差异部位则以横线表示

* The sequences of Ay, By 9 and Dy10 d eposi ted in Genbank are X03042, X61026 and X12929, respectiv ely. Th e amino acid s

dif ferences at th e same si te among 5 sequences are indicted by amin o acids residues, w hile th e same are indicted by sh ort bars.

图 3　 p2. 5和 p1. 9与小麦 Ay, By9和 Dy10在 N端 ( a)和 C端 ( b)的比较

Fig. 3　 Comparisons of amino acid of p2. 5 and p1. 9 with wheat high molecular

weight glutenin genes Ay, By and Dy10 in N ( a) and C ( b) terminal

3　讨 论

在本研究中 ,笔者对四倍体易变山羊草的高

分子量麦谷蛋白亚基及其基因进行了 SDS-

PAGE分析、分子克隆和序列测定 ,得到的两个克

隆均为 y型高分子量谷蛋白亚基。克隆到的 2种

类型的高分子量谷蛋白基因在核苷酸和氨基酸序

列均不完全相同 ,与已经发表的 y型亚基也存在

较大差异。因此 ,这是 2个完全不同的高分子量麦

谷蛋白基因。 这也说明 As28中不表达的高分子

量谷蛋白基因是 Sx。 然而 ,在四倍体易变山羊草

中具有 U和 S两种基因组 ,但由于一个染色体组

最多编码 2个高分子量麦谷蛋白基因 ,即一个 x

型 ,一个 y型。所以 ,这两个 y型亚基基因必然一

个来自 U染色体 ,一个来自 S染色体。 但到底哪

一个来源于 U组 ,哪一个来源于 S组 ,尚没有足

够的证据进行推测和判断。 易变山羊草中存在的

y型高分子量谷蛋白基因与来源于普通小麦来源

的高分子量谷蛋白基因在氨基酸组成上存在一定

的差异性但同时又在组成上有一定程度的类似。

这为它们具有与栽培小麦中本身所具有的高分子

量谷蛋白基因有大致相似的品质功能奠定了基

础。某些部位的有差异的氨基酸的存在 ,为它们具

有不同于已经发现的高分子量谷蛋白基因的潜在

的品质功能提供了可能。在普通小麦中 ,已有研究

表明 ,一些关键部位氨基酸的差异将可能导致其

品质功能的明显差异 ,这在 Dx5
[13, 14 ]

, Bx20
[12 ]
以

及变化的 Ax2* 亚基
[15 ]
中有所体现。因此 ,今后

拟对 p2. 5和 p1. 9亚基进行转基因研究以研究其

具有的可能的品质功能。
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