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　　摘要：以高淀粉木薯品种ＦＸ０１和低淀粉木薯品种ＳＣ１２４为材料，探讨可溶性淀粉合成酶基因ＳＳⅡ序列以及在
不同生育期其淀粉特性的差异。结果表明：在ＳＳⅡ的编码区发现了２个差异位点，这２个位点的突变导致了基因编
码的蛋白发生了改变，分别由谷氨酰胺变成精氨酸和亮氨酸变成苯丙氨酸。在淀粉积累的各个时期，高淀粉木薯品种

ＦＸ０１的支链淀粉、直链淀粉、总淀粉含量均显著高于低淀粉木薯品种ＳＣ１２４。
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　　木薯（ＭａｎｉｈｏｔｅｓｃｕｌｅｎｔａＣｒａｎｔｚ）别称树薯、木番薯，是一种
富含淀粉的块根作物，因而有“淀粉之王”“地下粮仓”等美

称［１］，与马铃薯、甘薯并称为世界三大薯类作物。近年来，由

于全球环境、粮食、能源危机的不断加剧，新兴绿色能源产业

越来越受到人们的重视。木薯作为清洁、可再生的新兴生物

质能源的代表，已成为中国绿色能源发展战略的新焦点［２］。

木薯淀粉中直链淀粉约占１７％，支链淀粉约占８３％，而高比
例的支链淀粉可转变为变性淀粉，是生产加工的重要原料。

因此如何提高木薯支链淀粉的含量是研究的主要目标之一。

已有研究表明，可溶性淀粉合成酶（ＳＳＳ）在 α－１，４－糖
苷键的作用下，将ＡＤＰＧ中的葡萄糖加到侧链的非还原端，使
支链淀粉的分支链进一步延伸和加长，因此可溶性淀粉合成

酶（ＳＳＳ）的主要作用是参与支链淀粉的合成［３］。可溶性淀粉

合成酶基因（ＳＳⅡ）负责中等长度支链淀粉的合成，该基因在
淀粉构成中发挥着重要作用，是支链淀粉积累过程中的关键

因子［４－５］。本试验中高淀粉木薯品种ＦＸ０１是以低淀粉木薯
品种ＳＣ１２４为材料，经过辐射诱变而获得的高淀粉突变体。
２个品种之间除块根淀粉含量有较大差异外，其他农艺性状
相似。本试验探讨高低木薯淀粉品种 ＳＳⅡ基因序列和淀粉
特性的差异，以期为木薯支链淀粉生物合成和分子调控的机

理提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试材料为高淀粉木薯品种 ＦＸ０１和低淀粉木薯品种
ＳＣ１２４，种植于广西大学农学院科研教学基地。于２０１２年４
月下种。２个品种设３次重复，随机排列，田间管理与常规大
田生产管理相同。

１．２　取样时间与方法
指标采样时间于木薯块根形成期（下种后１２０ｄ）、块根

膨大期（下种后１８０ｄ）、块根成熟期（下种后２４０ｄ）、收获期
（下种后３００ｄ）采样。采集鲜样后，１０５℃杀青３０ｍｉｎ左右，
７５℃烘干至恒质量后粉样过筛。
１．３　ＳＳⅡ基因克隆
１．３．１　ＲＮＡ的提取　参照参照潘华清等的异硫氰酸胍 －过
柱法［６］略有修改。

１．３．２　引物设计　根据 ＧｅｎｋＢａｎｋ中木薯 ＳＳⅡ 基因（登录
号为ＥＦ６６７９６１．１）序列，设计引物。ＳＳⅡ 上游引物（ｐ１）：５′
－ＡＴＧＧＣＡＴＴＴＡＴＡＧＧＡＴＣＡＣＴＴＣＣＴ－３′；ＳＳⅡ 下游引物

（ｐ２）：５′－ＴＣＡＣＣＡＣＴＧＧＴＡＣＴＴＧＧＣＴＧＣＡ－３′。
１．３．３　ＲＴ－ＰＣＲ扩增　ｃＤＮＡ第一链的合成按照 Ｍ－ＭＬＶ
逆转录酶的操作说明进行，引物使用随机引物 ｏｌｉｇ（ｄＴ）１８；
ＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ模板１μＬ、ｐ１和 ｐ２各１μＬ、２×Ｇｏｌｄ
ＳｔａｒＢｅｓｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、加ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ；
ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，
７２℃ ６０ｓ，３５个循环；再在７２℃下延伸１０ｍｉｎ。扩增产物加
核苷染料后在１．５％琼脂糖凝胶上进行电泳检测。用凝胶回
收试剂盒回收目的条带。

１．３．４　ＰＣＲ扩增产物的连接及转化　将回收的目的条带与
ＰＵＣ－ＴＡ进行连接载体。连接体系：回收产物１μＬ、ＰＵＣ－Ｔ
载体１μＬ、ＳｏｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ３μＬ。将上述组分振
荡混匀，２２℃连接２ｈ。将上述连接产物加入到５０μＬ的大
肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，随机挑取菌液经鉴定后送上海
生物工程有限公司测序。

１．４　淀粉含量的测定
淀粉含量测定参照何照范的双波长法［７］。支链淀粉、直
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链淀粉含量测定的波长参照闵义等的方法［８］，直链淀粉含量

测定波长为５７０ｎｍ，参比波长为４８６ｎｍ；支链淀粉含量测定
波长为５３２ｎｍ，参比波长为７６６ｎｍ。用ＵＶ－２５０１型紫外分
光光度计测定吸光度。

１．５　数据分析
采用ＳＰＳＳ１８．０和Ｅｘｃｅｌ２００３进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ的检测
以木薯的叶、茎、根混合样为材料提取的总 ＲＮＡ进行琼

脂糖凝胶电泳（图１），检测 ＲＮＡ的质量。本试验提取的总
ＲＮＡ的２８Ｓ、１８Ｓ条带清楚完整，无拖尾，且２８Ｓ条带亮度大
约是１８Ｓ条带的２倍，点样孔及附近无亮斑，表明 ＲＮＡ完整
性好，无蛋白质和多糖等杂质污染。核酸蛋白检测仪测定

ＲＮＡ的纯度和浓度，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的平均值为１．８７，浓度为
３１００ｎｇ／μＬ。数据表明所提取的 ＲＮＡ纯度较高，能够满足
后续试验的要求。

２．２　ＲＴ－ＰＣＲ扩增产物的鉴定
以逆转录所得的ｃＤＮＡ为模板，加引物 ｐ１、ｐ２进行 ＰＣＲ

扩增。将扩增产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳进行检测，如图２
所示。ＰＣＲ产物大小约为２２００ｂｐ，ＰＣＲ产物大小与预期目
的片段大小符合。

　　将扩增获得的ＳＳⅡ基因与Ｔ载体连接，并转化到大肠杆
菌ＤＨ５α感受态细胞中。从转化后的平板随机挑选单菌落震
荡培养３～４ｈ后进行菌液ＰＣＲ检测。如图３、图４所示菌液
扩增片段大小为２２００ｂｐ，与 ＲＴ－ＰＣＲ结果一致，表明为阳
性克隆。将阳性菌液送往上海生物工程技术服务有限公司进

行测序比对。

２．３　ＦＸ０１和ＳＣ１２４中ＳＳⅡ序列的差异分析
在引物和 ＰＣＲ条件不变的情况下，以 ｃＤＮＡ为模板，进

行ＰＣＲ扩增。凝胶电泳结果显示，从ＦＸ０１和ＳＣ１２４中扩增
的条带大小相同，表明 ＳＳＩＩ在 ＦＸ０１和 ＳＣ１２４中大小相同。
通过测序分析，发现在 ＳＳＩＩ的编码区存在２个位点差异，分
别在＋２７２和＋１８００处，其中＋２７２处 ＳＣ１２４为 Ａ，而 ＦＸ０１
则突变为Ｇ；在＋１８００上，ＳＣ１２４为Ｇ，而ＦＸ０１突变为Ｔ（图
５），这２个位点的突变导致了基因编码的蛋白也发生了改
变，分别由谷氨酰胺变成精氨酸、由亮氨酸变成苯丙氨酸（图

６），蛋白由极性变成非极性。
２．４　木薯块根淀粉含量的变化

ＦＸ０１和ＳＣ１２４直链淀粉、支链淀粉和总淀粉含量的变
化均是随着生育期的推移而不断增加（表１）。整个生育期
内，ＦＸ０１块根直链淀粉、支链淀粉及总淀粉含量均高于 ＳＣ
１２４。在木薯块根形成期，高低木薯品种 ＦＸ０１与 ＳＣ１２４块
根的直链淀粉、支链淀粉及总淀粉含量差异均不显著，而在木

薯的块根快速膨大期、块根成熟期及收获期，ＦＸ０１块根直链
淀粉、支链淀粉及总淀粉含量均极显著高于ＳＣ１２４。

３　讨论与结论

ＳＳ基因在支链淀粉合成中起着重要的作用，研究表明，
如果ＳＳ基因发生突变或通过转入反义 ＳＳ基因，该基因的结
构将发生改变，从而引起可溶性淀粉合成酶的活性降低，最终

导致支链淀粉含量也随之变化［９］。谭彩霞等通过ＲＮＡｉ技术
转化马铃薯，其结果表明马铃薯中淀粉粒的结构和形态也随

之发生了改变，与此同时马铃薯中 ＳＳⅢ基因的表达量减少，
从而使 ＳＳＳ酶活性也受到影响，最终造成直链淀粉含量上升
而支链淀粉含量却迅速下降［３］。对拟南芥 ＳＳＩＶ突变体的研
究发现其淀粉含量有所减少但支链淀粉和直链淀粉的比例并

未发生变化，链长分布也未发生改变［１０－１１］。王平荣等用ＥＭＳ
诱变获得的突变体植株中，有３个突变体的ＯｓＤＶＲ碱基突变
位点和数目不同，从而导致编码蛋白的氨基酸发生突变，造成

了它们在叶绿素含量、叶绿素组成、植株表型以及主要农艺性

状和单株产量极显著差异［１２］。

本试验中，在ＳＳⅡ 的编码区发现了２个位点差异，在
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表１　不同木薯品种在不同生育期干样直链淀粉含量 ％　

品种
直链淀粉含量（％） 支链淀粉含量（％） 总淀粉含量（％）

１２０ｄ １８０ｄ ２４０ｄ ３００ｄ １２０ｄ １８０ｄ ２４０ｄ ３００ｄ １２０ｄ １８０ｄ ２４０ｄ ３００ｄ
ＦＸ０１ １１．５ａ １４．８Ａａ １６．８Ａａ １７．２Ａａ ４８．９ａ ６５．２Ａａ ７２．４Ａａ ７５．２Ａａ ６０．４ａ ８０．０Ａａ ８９．２Ａａ ９２．４Ａａ
ＳＣ１２４ １０．３ａ １２．０Ｂｂ １３．３Ｂｂ １３．５Ｂｂ ４３．０ａ ５５．８Ｂｂ ５７．６Ｂｂ ５９．１Ｂｂ ５３．３ａ ６７．８Ｂｂ ７０．９Ｂｂ ７２．６Ｂｂ

　　注：同列数据后不同大、小写字母分别表示处理间差异达０．０１、００５显著水平。

＋２７２上，ＳＣ１２４为Ａ，而ＦＸ０１则突变为Ｇ；在＋１８００上，ＳＣ
１２４为Ｇ，而ＦＸ０１突变为Ｔ，这２个位点的突变导致了密码子
发生改变从而导致其编码的氨基酸发生变化，分别由谷氨酰

胺变成精氨酸、由亮氨酸变成苯丙氨酸，最终导致蛋白由极性

变成非极性。这可能是导致从块根形成期到收获期，高淀粉

木薯品种ＦＸ０１的支链淀粉、直链淀粉、总淀粉含量均显著高
于低淀粉品种 ＳＣ１２４的原因之一。至于其他淀粉合成关键
酶基因有何变化还有待进一步研究。
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２００７，７（１）：１１５－１２１．

［６］潘华清，何龙飞，何海旺．３种飞机草总 ＲＮＡ提取方法比较研究
［Ｊ］．广西农业科学，２００９，４０（８）：９５７－９６０．

［７］何照范．粮油籽粒品质及其分析技术［Ｍ］．北京：农业出版社，
１９８５：１４４－１５０．

［８］闵　义，王　静，胡新文，等．遮阴对木薯块根淀粉含量和品质的
影响［Ｊ］．热带作物学报，２０１０，３１（７）：１０５７－１０６２．

［９］余春梅，陈佩度，季本华．小麦胚乳淀粉合成酶基因研究进展
［Ｊ］．麦类作物学报，２００４，２４（４）：１２３－１２８．

［１０］ＲｏｌｄａｎＩ，ＷａｔｔｅｂｌｅｄＦ，ＬｕｃａｓＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｓｏｌｕｂｌｅ
ｓｔａｒｃｈｓｙｎｔｈａｓｅⅣ ｄｅｆｅｃｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｓｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｓｕｇｇｅｓｔｓ
ａｎｏｖｅｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｓｔａｒｃｈ
ｇｒａｎｕｌｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２００７，４９（３）：４９２－５０４．

［１１］ＳｚｙｄｌｏｗｓｋｉＮ，ＲａｇｅｌＰ，ＲａｙｎａｕｄＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔａｒｃｈｇｒａｎｕｌｅｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｉｎ
ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｒｅｑｕｉｒｅｓｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｅｉｔｈｅｒｃｌａｓｓⅣｏｒｃｌａｓｓⅢｓｔａｒｃｈ
ｓｙｎｔｈａｓｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００９，２１（８）：２４４３－２４５７．

［１２］王平荣，马晓智，李春梅，等．三个水稻联乙烯还原酶基因突变
体的比较研究［Ｊ］．中国农业科学，２０１３，４６（７）：１３０５－１３１３．
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