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① 小麦属G组染色体编码的高分子量谷蛋白亚基多态性
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摘　要　用 SD S2PA GE 和 PCR 扩增方法对提莫菲维小麦和阿拉拉特小麦 G 组染色体编码的高分子量谷蛋

白亚基 (HMW 2GS)的多态性进行了研究。无论从蛋白质水平还是从DNA 水平来看, G 组染色体编码的

HMW 2GS 都存在遗传多样性, 15个供试材料表现出 8种带型,并与普通小麦和硬粒小麦的 HMW 2GS 不同,

为了研究 G 组染色体编码的HMW 2GS 与小麦品质的关系; 利用普通小麦的 Glu21Y 位点中部重复结构区的

保守序列设计的 2个特异性引物对 G 组染色体进行 PCR 扩增可以鉴别 Glu21G 位点的等位基因变异,且与

SD S2PA GE 的结果一致。
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Abstract　T he compo sit ion of h igh mo lecu lar w eigh t g lu ten in subun its (HMW 2GS) in 7

T riticum tim op heev ii and 8 T. a ra ra ticum w ere analyzed by SD S2PA GE and PCR. 8 allelic

varia t ion s w ere detected at Glu21G locu s. PCR p rim ers specif ic to y2type HMW 2GS w ere

u sed to invest iga te the sto rage p ro tein among 7 T. tim op heev ii and 8 T. a ra ra ticum too. T he

PCR analysis indica ted that the h igh level genet ic d iversity w ere found at Glu21G locu s w h ich

confirm ed the resu lts ob ta ined by u sing SD S2PA GE m ethod. T here are specif ic HMW 2GS in

T. tim op heev ii and T. a ra ra ticum as compared w ith tho se of 1A、1B and 1D in common

w heat.

Key words　 T riticum tim op heev ii; T. a ra ra ticum ; G2genom e in w heat; h igh mo lecu lar

w eigh t g lu ten in subun its (HMW 2GS) ; Glu21Y locu s; Glu21G locu s

小麦的籽粒贮藏蛋白 (面筋蛋白)主要包括醇溶蛋白和谷蛋白,谷蛋白根据其分子量的大

小又可分为高分子量谷蛋白亚基 (HMW 2GS)和低分子量谷蛋白亚基 (LMW 2GS) 2类。HMW 2
GS 与小麦品质关系密切,自从 Payne 建立了小麦HMW 2GS 与烘烤品质的关系以来,许多谷
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物化学家和小麦品质育种家对小麦HMW 2GS进行了深入的研究。但对于 G 组染色体编码的

HMW 2GS 的多态性及其与小麦烘烤品质关系的研究未见报道。研究 G 组染色体编码的

HMW 2GS 的多态性及其与小麦烘烤品质关系对于利用染色体工程的方法,将G 组染色体片

段导入普通小麦,改良小麦品质具有重要的理论意义和实践意义。

小麦高分子量谷蛋白亚基都是由 3个区域组成,包括一个大的中间重复区域和保守的N

末端和C 末端非重复区域[1, 2 ]。D ’O vidio 等[3 ]在研究 1D x2. 23 的分子结构时发现, Glu21位点

的多态性是由于重复区域的长度不同所致。到目前为止已检测到 20个不同的HMW 2GS等位

基因[4 ] , 控制小麦 HMW 2GS 1A x1 [5 ]、1A x23 [6 ]、1A y [7 ]、1Bx7[6 ]、1By9[8 ]、1Bx17 [9 ]、1D x5、

1D y10 [10 ]、1D x2、1D y12[11 ]等的基因序列已被克隆并测序,测序结果表明HMW 2GS 基因的N

端和 C 端的核苷酸序列非常相似, 有些只有一二个核苷酸的差异, 这个结果提供了用小麦

HMW 2GS引物研究 G 组编码的HMW 2GS的可能性。

本研究的目的是从蛋白质水平和DNA 水平研究 G 组染色体编码的HMW 2GS 多态性,

为研究 G 组染色体编码的HMW 2GS与小麦品质的关系提供理论依据,开辟小麦品质改良新

途径。

1　材料与方法

111　植物材料

本试验所用的 T riticum tim op heev ii小麦和 T. a ra ra ticum 小麦分别由中国农科院作物所

樊路先生、中国科学院遗传所贾旭先生、南京农业大学细胞室陈佩度先生惠赠及通过何仲虎博

士从C IMM IT Y 引进的材料。一粒小麦,二粒小麦购自中国农科院品资所。普通小麦为本实验

室保存。

112　种子贮藏蛋白中高分子量谷蛋白亚基的提取

选取 1 粒种子, 砸碎后置于 1. 5 mL 离心管中; 加入 1 mL 提取液 A ( 50%异丙醇

isop ropano l) , 60～ 65℃水浴提取 30 m in,期间搅动 2次;室温下 10 000 rõm in - 1离心 30 m in;

弃去上清液,将沉淀物重新悬浮在 1. 5 mL 提取液A 中;重复上述步骤 2次,弃上清液;在离心

管中加入 160 ΛL 提取液B [ 50%异丙醇, 0. 08 mo lõL - 1 T ris2HC l中含 0. 3%质量浓度D T T

(二硫苏糖醇, d ith ioeryth rito l) ], 混匀, 60～ 65℃水浴提取 30 m in; 加入 160 ΛL 提取液 C

[ 50%异丙醇, 0. 08 mo lõL - 1 T ris2HC l中含 1. 4%质量浓度 42乙烯基吡啶 (42vinylpyrid in ) ];

室温下 10 000 rõm in - 1离心 10 m in;取上清液 150 ΛL ,加入 600 ΛL 丙酮, 30℃水浴 10 m in;室

温下 10 000 rõm in - 1离心 10 m in;弃上清液,冷冻干燥约 30 m in; 加入 100 ΛL 样品提取液,室

温溶解,即可用于上样。

113　贮藏蛋白的 SD S-PAGE分析

采用 SD S 不连续缓冲系统,分离胶浓度为 11% (pH 8. 5) ,浓缩胶浓度为 2. 5% (pH 6. 8) ,

交联度为 2. 6,胶厚 0. 75 cm ,每个样品孔点样 10 ΛL。

11311　电泳　用北京六一仪器厂生产的D YY2Ë 4 型稳压稳流电泳仪, 电极缓冲液中含

01025 mo lõL - 1 T ris2HC l, 0. 192 mo lõL - 1甘氨酸, 0. 001% SD S pH 8. 3。在 0～ 4℃冰箱内以每

块胶 15 mA 稳流电泳, 指示剂出胶后 1 h 停止电泳。

11312　染色,脱色和保存　凝胶用含有 12. 5%的三氯乙酸, 0. 005%考马斯亮蓝的染色液染

色过夜,用蒸馏水脱色至背景清晰,照相或作成干胶长期保存。
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114　植物总D NA 提取

按CTAB 法进行[12 ]。

115　Glu -1y位点特异性引物的 PCR扩增

PCR 反应体系为: 25 ΛL 总体积中含 1× buffer ( 10 mmo lõL - 1 T ris2HC l pH 8. 3,

50 mmo lõL - 1 KCL , 1. 5 mmo lõL - 1 M gC l2) , 200 Λmo lõL - 1 dN T P (A、G、T、C) each, 50 ng

p rim ers,模板DNA 50～ 100 ng, T aq DNA 聚合酶 1 U。

PCR 反应条件为:首先 94℃预变性 5 m in; 然后 94℃变性 1 m in, (50～ 63℃)退火 1 m in,

72℃延伸 2 m in, 共 45 个循环; 最后 72℃延伸 5 m in。扩增产物中加入 2 ΛL 加样缓冲液

(50 mmo lõL - 1 T ris2HC l pH 8. 0, 50 mmo lõL - 1 ED TA , 1% SD S, 0. 25% B romopheno l b lue,

0. 25% Xylene Cyano l, 50% Glycro l)。 (5%～ 10% )非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,缓冲体

系为 1×TBE (90 mmo lõL - 1 T ris2bo rate pH 8. 3, 2 mmo lõL - 1 ED TA ) , 170 V 电泳 5 h,银染

检测。

2　结果分析

211　G组染色体编码的高分子量谷蛋白亚基的 SD S-PAGE多态性分析

从高分子量谷蛋白亚基的 SD S2PA GE 图谱 (图 1, 2)上看, 15 个材料中共有 8 种谱带类

型, 8个参试的阿拉拉特小麦只有 3种带型,而 7个参试的提莫菲维小麦有 5种带型, 提莫菲

维小麦的多态性高于阿拉拉特小麦的多态性。虽然 SD S2PA GE 图谱是一个很稳定的生化标

记,但由于用这种方法要破坏种子,在杂种早代影响种子的发芽,因而需要进一步用分子标记

来检测供试材料的多态性。

图 1　四倍体小麦种 (AABB, AAGG)高分子量谷蛋白亚基 SD S-PAGE图谱

1～ 7染色体组为AABB, 10～ 16为提莫菲维小麦 (AA GG)型, G为 Gabo, CS为中国春

图 2　四倍体小麦种 (AABB, AAGG)高分子量谷蛋白亚基 SD S-PAGE图谱

1～ 7染色体组为AABB 型, 17～ 24为阿拉拉特小麦 (AA GG)型, G为 Gabo, CS为中国春
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212　提莫菲维小麦 1G染色体的 Glu-1Gy位点的分析

利用 Glu21y 位点的特异性引物 (1: 5′2GGGAA CA TCT TCA CAAAA CA GTA CAA 23′;

2: 5′2CT GT GT TAA CA T GGTA T GGGT T GTC23′)扩增 Glu21y 位点的 HMW 2GS 的中部重

复区域,能够较好的鉴别与烘烤品质有关的等位基因变异[14 ]。我们用上述引物对 G 组染色体

编码的HMW 2GS进行 PCR 扩增, 15个材料共扩增出 8种带型,且与 SD S2PA GE 图谱一致性

很好,结果证明这些引物可以鉴别 Glu21G 位点的等位基因变异 (图 3)。

图 3　24份材料Glu-1y基因 (包括重复区域)的 PCR扩增结果

1为乌拉尔图小麦 (AA ) ; 2～ 6为四倍体小麦 (AABB) ; 7～ 9为六倍体普通小麦 (AABBDD ) ;

10～ 16为提莫菲维小麦 (AA GG) ; 17～ 24为阿拉拉特小麦 (AA GG) ; M 为M arker

3　讨　论

用生化方法研究小麦高分子量谷蛋白亚基基因的遗传变异稳定性高,但需要破坏种子。而

用 PCR 方法可以在植物生长的任何时期进行,尤其在杂种早代更为实用。

本实验研究的 G 组染色体编码的HMW 2GS发现,品种的多态性与提供单位和产地有一

定的关系,尤其是阿拉拉特小麦,南京农大细胞室提供的 3 份材料 SD S2PA GE 谱带相同,而

C IMM T Y 所提供的 4份材料的 SD S2PA GE 谱带相同。

有关小麦A、B、D、G 组染色体上高分子量谷蛋白亚基进化分子方面的研究表明: G 组染

色体编码的HMW 2GS与B 组染色体编码的HMW 2GS在聚类分析图谱中距离很近[13 ]。所以,

从HMW 2GS进化方面的研究来看,B 组和 G 组染色体的起源可能很近。本实验用D ’O vidio

et a l. [14, 15 ]根据普通小麦 Glu21位点中部重复区域的保守序列所设计的引物,对提莫菲维小麦

和阿拉拉特小麦 G 组染色体编码的HMW 2GS进行 PCR 扩增。从扩增结果来看 (图 3) , G 组

染色体HMW 2GS 的基因比B 组染色体HMW 2GS 的短,这可能是由于基因片段的缺失所引

起,有关 G 染色体组编码的高分子量谷蛋白亚基的基因序列有待进一步研究。

4　结　论

通过对提莫菲维小麦和阿拉拉特小麦高分子量谷蛋白亚基的 SD S2PA GE 图谱 (图 1, 2)

分析,发现提莫菲维小麦和阿拉拉特小麦HMW 2GS存在一定的多态性。15个材料表现出 8种

带型,其中 7个提莫菲维小麦有 5种带型, 8个阿拉拉特小麦有 3种带型,并且这些带型与普

通小麦和硬粒小麦的HMW 2GS不同。

利用 Glu21Y 位点中部重复结构区的保守序列设计的 2个特异性引物对G 组染色体进行
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PCR 扩增, 15个材料扩增出 11种带型,与 SD S2PA GE 结果一致。利用此引物可以鉴别 Glu2
1G 位点的等位基因变异 (图 3)。这对研究G 组染色体编码的HMW 2GS与小麦品质的关系提

供了理论依据;对远缘杂交早代 Glu21G 编码的HMW 2GS的鉴定提供了好方法。

参　考　文　献

1　Shew ry P R , H alfo rd N G, T athem A S. T he h igh2mo lecu lar2w eigh t subun its of w heat, barley and rye:

genetics mo lecu lar b io logy, chem istry and ro le in w heat glu ten in structu re and functionality. In O xfo rd

Surveys P lan t M o l Cell B io l, 1989, 6: 163～ 219

2　Kasarda D D , K ing G, Kumo sinsk i F. Comparison of sp ira l structu res in w heat h igh2mo lecu lar2w eigh t

glu ten in subun its and elast in by mo lecu lar modeling. In: Kumo sinske F, L iebm an M N eds. M o lecu lar

M odeling: from V irtual Too ls to R eal P rob lem s. Am erican Chem ical Society, 1994. 209～ 220

3　D ’O vidio R , L afiandra D , Po rceddu E. Iden tificat ion and mo lecu lar charaterizat ion of a large insert ion

w ith in the repetit ive dom ain of a h igh2mo lecu lar2w eigh t glu ten in subun it gene from hexap lo id w heat.

T heo r A pp l Genet, 1996, 93: 1048～ 1053

4　Shew ry P R , H alfo rd N G, T atham A S. H igh mo lecu lar w eigh t subun its of w heat glu ten in. J Cereal Sci,

1992, 15: 105～ 120

5　H alfo rd N G, F ield J M , B lair H , et a l. A nalysis of HMW glu ten in subun its encoded by ch romo som e 1A

of bread w heat (T riticum aestivum L ) indicates quan tita t ive effects on grain quality. T heo r A pp l Genet,

1992 83: 373～ 378

6　A nderson O D , Greene F C. T he characterizat ion and comparative analysis of h igh2M r glu ten in genes

from genom es A and B of a hexap lo id bread w heat. T heo r A pp l Genet, 1989, 77: 689～ 700

7　Fo rde J , M alp ica J 2M , H alfo rd N G, et a l. T he nucleo tide sequence of a HMW glu ten in subun it gene

located on ch romo som e 1A of w heat (T riticum aestivum L ). N ucleic A cids R es, 1985, 13: 6817～ 6832

8　H alfo rd N G, Fo rde J ,A nderson O D , et a l. T he nucleo tide and deduced am ino2acid sequences of a HMW

glu ten in subun it gene from ch romo som e 1B of bread w heat (T riticum aestivum L ) and comparison w ith

tho se of genes from ch romo som es 1A and 1D. T heo r A pp l Genet, 1987, 75: 117～ 126

9　R eddy P, A ppels R. A nalysis of a genom ic DNA segm ent carrying the w heat h igh2mo lecu lar2w eigh t

(HMW ) glu ten in Bx17 subun it and its use as an R FL P m arker. T heo r A pp l Genet, 1993, 85: 616～ 624

10 A nderson O D , Y ip R E, H alfo rd N G, et a l. N ucleo tide sequences of tw o h igh2mo lecu lar2w eigh t glu ten in

subun it genes from the D 2genom e of a hexap lo id bread w heat. T h riticum aestvum L cv Cheyenne. N ucleic

A cids R es, 1989, 17: 461～ 462

11 T homp son R D , Bartels D , H arberd N P. N ucleo tide sequence of a gene from ch romo som e 1D of w heat

encoding a HMW 2glu ten in subun it. N ucleic A cids R es, 1985, 13: 6833～ 6846

12 Doyle J L , Doyle J J. Iso la t ion of p lan t DNA from fresh tissue. Focus, 1990, 12: 13～ 15

13 A llaby R G, Banerjee M , B row n T A. Evo lu tion of the h igh mo lecu lar w eigh t glu ten in loci of the A、B、

D and G genom es of w heat. Genom e, 1999, 42: 296～ 307

14 D ’O vidio R , M asci S, Po rceddu E. D evelopm ent of a set of o ligonucleo tide p rim ers specific fo r genes at

the Glu21 comp les loci of w heat. T heo r A pp l Genet, 1995, 91: 189～ 194

15 D ’O vidio R , Po rceddu E, L afiandra D. PCR analysis of genes encoding allelic varian ts of h igh2mo lecu lar2
w eigh t glu ten in subun its a t the Glu2D 1 locus. T heo r A pp l Genet, 1994, 88: 175～ 180

73第 3 期 李保云等: 小麦属 G组染色体编码的高分子量谷蛋白亚基多态性


