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　　摘要：为了解我国西南地区不同玉米品种间的遗传多样性，对５份玉米地方品种的Ｗａｘｙ基因部分编码区核苷酸
序列进行克隆、测序及序列比对。结果表明，所选材料的 Ｗａｘｙ基因序列长度约为１３７０ｂｐ，一致性为９６．６０％，大于
３ｂｐ的插入／缺失有８个。不同地方品种材料间的遗传相似系数在 ９８．７％ ～９９．６％之间，平均遗传相似系数为
９９２％，根据聚类图将供试材料分为４类。说明 Ｗａｘｙ基因具有较高的保守性，所选材料间存在一定的遗传多样性，利
用Ｗａｘｙ基因序列可以将不同的玉米地方品种区分开来。Ｗａｘｙ基因序列可作为一种理想的分子标记，用于今后玉米
地方品种的研究。
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　　玉米（ＺｅａｍａｙｓＬ．）是我国除水稻以外的第二大农作物，
种植面积约占世界玉米种植面积的２０％，总产量仅次于美
国。１９４０年之后，随着杂交育种技术的发展，玉米产量有了
较大的提高，但育种工作者在育种工作中对少数固定的玉米

品种亲本长期连续自交选择，使玉米之间的遗传差异缩小，遗

传多样性也严重退化，导致玉米种质遗传基础出现了“瓶颈”

现象［１］。例如，美国玉米杂交种亲本完全来源于固定的６～８
个原始亲本，我国玉米杂交种亲本也大都来自约２０个固定的
原始自交系［２－４］。有研究发现，我国各地区的玉米地方品种

变异程度高，具有丰富的遗传多样性，在育种方面具有较大的

利用潜力，保护与利用玉米地方种质资源成为玉米育种工作

的重点。西南地区因其独特的地理环境和气候条件仍有大量

地方玉米品种，其蕴藏着丰富的遗传多样性，是我国玉米种质

资源最丰富的地区之一。蔡一林等就玉米的品质及表型对重

庆地区７１０份地方品种进行了研究，结果表明，各地区不同玉
米地方品种间的平均含油率无较大差异，而蛋白质所占比例、

株高和雄穗分枝数等表型性状的差异较大，这为该地区玉米

地方种质资源的高效管理和合理利用提供了科学依据［５］。

戴玄等选取武陵山区中具有特殊代表性的玉米地方品种和骨

干玉米自交系品种各１０个进行研究，结果表明，地方品种比
骨干自交系产量更高，抗倒伏及抗病虫害能力更强，这为挖

掘、利用优良玉米地方品种种质基础提供了科学依据［６］。姚

启伦等利用ＳＳＲ标记技术对四川及重庆玉米地方品种遗传
多样性进行比较分析后发现，该地区玉米地方品种存在丰富

的遗传多样性，这为其保护和利用提供了重要理论依据［７］。

姚启伦等还发现，云南和贵州玉米地方品种在ＤＮＡ分子水平
均表现出较高的遗传变异特性［８］。张燕以西南高山地区的

玉米地方品种为材料，采取完全随机抽样调查的方法研究了

其碱基对序列之间的差异性，结果表明，西南高山地区的玉米

地方品种种质资源丰富，变异度显著，遗传差异大，因此在育

种工作中具有较大利用潜力，同时为拓宽种质基础和丰富玉

米的遗传多样性提供了可能［９］。

目前，鉴定、筛选优良玉米地方种质并在育种中加以利用

是解决种质基础狭窄的重要途径之一［１０］。随着现代生物技

术的蓬勃发展，人们可以直接从基因水平研究作物间的遗传

差异，指导作物的筛选与利用。许多基因序列已被作为分子

标记，用于植物遗传多样性及起源进化的研究。玉米 Ｗａｘｙ
基因位于玉米第９染色体９．０３位置，编码颗粒凝结型淀粉合
成酶，决定玉米胚乳和花粉中的支链淀粉合成，是决定玉米胚

乳淀粉类型和性质的关键基因之一。Ｗａｘｙ基因为单拷贝序
列，具有较高的保守性［１１］。因此，本研究通过对５份玉米地
方品种Ｗａｘｙ基因进行克隆、测序和序列比对，检测西南地区
不同玉米品种间的碱基序列差异，探讨将 Ｗａｘｙ基因应用于
玉米地方品种遗传差异检测的可能性，以期为今后玉米地方

品种的保护与利用提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
在西南地区收集５个具有典型地方特色的玉米地方品种

作为供试材料，材料编号、名称及收集地见表１。并以 ＮＣＢＩ
网站所公布的玉米 Ｗａｘｙ基因序列 （ＧｅｎＢａｎｋ编号为
ＨＱ４２３２４１．１）为对照。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　每个品种取１５张新鲜单株叶片并混合，
采用２×ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ，并用１．０％琼脂糖凝胶电
泳检测ＤＮＡ原液的浓度及ＤＮＡ的完整性。
１．２．２　Ｗａｘｙ基因的克隆　根据美国国立生物信息网
（ＣＮＢＩ）公布的Ｗａｘｙ基因碱基序列，采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件合
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表１　供试材料

材料编号 名称 收集地

１ ＤＰ－２５ 重庆黔江

２ ＤＰ－５７ 重庆涪陵

３ ＤＰ－９３ 四川攀枝花

４ ＤＰ－１２７ 云南玉溪

５ ＤＰ－１４５ 贵州六盘水

成通用引物序列：Ｆ，５′－ＴＧＣＧＡＧＣＴＣＧＡＣＡＡＣＡＴＣＡＴＧＣＧ－３′；
Ｒ，５′－ＡＧＧＧＣＧＣＧＧＣＣＡＣＧＴＴＣＴＣＣ－３′。对 ＰＣＲ程序和体
系进行筛选及优化，获得合适的 ＰＣＲ反应程序和体系。ＰＣＲ
扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测后，用 ＳａｎＰｒｅｐ柱式
ＤＮＡ胶回收试剂盒进行回收。取５μＬ回收液与 ｐＭＤ１９－Ｔ
载体连接过夜，加入到ＤＨ５２α大肠杆菌感受态细胞中热击转
化，再加入到有氨苄青霉素的 ＬＢ固体培养基中培养 １２～
１６ｈ，挑选阳性克隆。用 ＰＣＲ鉴定阳性克隆的真实性后，将
菌液送往生工生物工程（上海）股份有限公司测序。测序结

果用ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ软件进行手工拼接校对，切除载体序列，
得到目的基因序列。利用ＮＣＢＩ中的 Ｂｌａｓｔ软件包对 ＤＮＡ序
列进行比对分析，确认序列的可靠性。

１．２．３　统计分析　将获得的Ｗａｘｙ基因序列用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８３
进行多重排定，再使用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列长度变异、插
入／缺失分析并进行多重比较，分析不同玉米品种间的遗传差
异，探讨Ｗａｘｙ基因用于玉米地方品种遗传多样性分析的可
能性。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ反应程序和体系筛选
ＰＣＲ是本试验最重要和最关键的步骤，其中退火温度是

ＰＣＲ试验成功的关键。因此，只有筛选出合适的体系和程序
才能保证整个试验的成功。根据文献［１０］所公布的反应体
系和程序，经过多次 ＰＣＲ试验，对 Ｗａｘｙ基因的 ＰＣＲ程序和
体系进行筛选和优化，最终将 Ｗａｘｙ基因 ＰＣＲ扩增反应的最
适体系确定为４５μＬ，最适退火温度确定为６４℃（该温度下
电泳无杂带），菌液检测体系确定为１５μＬ。经过优化和筛选
后，获得了浓度较高、特异性较强的 ＰＣＲ扩增产物。本研究
筛选到的ＰＣＲ反应体系、程序见表２、表３和表４。

表２　４５μＬＰＣＲ扩增反应体系

编号 名称 用量（μＬ）
１ ＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ ２０．０
２ ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２１．０
３ １０ｎｇ／ｍＬ前引物 ０．５
４ １０ｎｇ／ｍＬ后引物 ０．５
５ ＤＮＡ稀释液 ３．０

　　以上ＰＣＲ反应程序和体系经电泳检测可知，扩增出来的
ＰＣＲ产物电泳效果（图 １）和菌液电泳检测效果（图 ２）都
较好。

２．２　序列对比
将克隆出的 ５个玉米地方品种材料 Ｗａｘｙ基因序列与

ＮＣＢＩ网站所公布的玉米 Ｗａｘｙ基因序列（Ｇｅｎｂａｎｋ编号为
ＨＱ４２３２４１．１）进行比对，结果表明，所选５个材料 Ｗａｘｙ基因
序列 长度约为１３７０ｂｐ，６个序列的一致性为９６．６０％，因此

表３　ＰＣＲ反应程序

步骤编号 步骤
温度

（℃）
时间

（ｍｉｎ）
循环数

（次）

１ 预变性 ９４ ４ １
２ 预变性 ８０ ３ １
３ 变性 ９４ １ ３５
４ 退火 ６４ ２ ３５
５ 延伸 ７２ ２ ３５
６ 延伸 ７２ １０ １
７ 保存 １０ — —

表４　１５μＬ菌液检测ＰＣＲ反应体系

编号 名称 用量（μＬ）
１ ＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ ４．４
２ ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ８．０
３ １０ｎｇ／ｍＬ前引物 ０．３
４ １０ｎｇ／ｍＬ后引物 ０．３
５ 菌液 ２．０

可以确定所克隆出来的 ＤＮＡ序列为玉米 Ｗａｘｙ基因序列。
由序列比对的结果可以看出，大于３ｂｐ的插入／缺失片段主
要有８个（图３）：（１）发生在１９０～２００ｂｐ之间的插入／缺失
ＤＰ－２５、ＤＰ－１２７和ＤＰ－１４５均缺失了ＧＧＣＧＧＣＴＴ；（２）发生
在２５０～２７０ｂｐ之间的插入／缺失 ＨＱ４２３２４１．１、ＤＰ－５７、
ＤＰ－９３（插入了ＧＴＴ序列）以及 ＤＰ－２５、ＤＰ－１２７、ＤＰ－１４５
（插入了ＣＴＴ）；（３）发生在 ４１０～４３０ｂｐ之间的插入／缺失
ＨＱ４２３２４１．１（缺失了ＡＴＡＣ）以及 ＤＰ－２５、ＤＰ－１４５（缺失了
ＴＡＣＡ）；（４）发 生在 ５１９～５３２ｂｐ之 间 的 插 入／缺 失
ＨＱ４２３２４１．１、ＤＰ－５７、ＤＰ－９３、ＤＰ１２７（插入了序列 ＧＴ），
ＤＰ－２５（插入了序列 ＧＴＣＡＣＧＴ），ＤＰ－１４５（插入了序列
ＧＴＣＡ）；（５）发 生 在 ６１０～６１４ｂｐ之 间 的 插 入／缺 失
ＨＱ４２３２４１．１、ＤＰ５７和ＤＰ－９３缺失了序列ＡＡＴＣ；（６）发生在
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７８０～７９０ｂｐ之间的插入／缺失 ＤＰ－１２７（插入了序列
ＣＡＣＧ）、ＤＰ－２５（插入了序列 ＧＣ）、ＤＰ－１４５（插入了序列
Ｇ）；（７）发生在９０６～９１２ｂｐ之间的插入／缺失ＨＱ４２３２４１．１、
ＤＰ－２５、ＤＰ－９３、ＤＰ－１４５（缺失了碱基Ｔ），ＤＰ１２７（插入了碱
基ＡＣＧＡ）；（８）发生在 １０４０～１０５２ｂｐ之间的插入／缺失

ＨＱ４２３２４１．１、ＤＰ－９３（插入了碱基 Ｔ），ＤＰ－５７（插入了序列
ＡＴ），ＤＰ－１２７（插入了序列 ＴＧＣＧＡＴ），ＤＰ－２５（插入了序列
ＴＧＡ）。通过对６个序列的比对结果发现，不同玉米地方品种
间Ｗａｘｙ基因序列存在一定的遗传变异性，说明 Ｗａｘｙ基因序
列可用于玉米地方品种遗传多样性、分子进化等方面的研究。

２．３　供试材料的遗传多样性分析
利用ＤＮＡＭＡＮ软件对材料间的遗传多样性进行分析，结

果（表５）表明，６个材料间的遗传相似系数在 ９８．７％ ～
９９６％之间，平均遗传相似系数为 ９９．２％。其中，ＤＰ－１２７
与ＤＰ－９３之间的遗传相似系数最小，为 ９８．７％；ＤＰ－５７、
ＤＰ－２５与 ＨＱ４２３２４１．１之间的遗传相似系数最大，均为
９９．６％。
２．４　聚类分析

根据遗传相似系数进行聚类分析，结果见图４。由图４

可以看出，６个材料划分为４类，ＨＱ４２３２４１．１与ＤＰ－５７遗传
距离较小，亲缘关系较近，可划分为第Ⅰ类；ＤＰ－９３划分为第
Ⅱ类；ＤＰ－１２７划分为第Ⅲ类；ＤＰ－２５与 ＤＰ－１４５之间的亲
缘关系较近，划分为第Ⅳ类。说明利用 Ｗａｘｙ基因序列可以
将不同的玉米地方品种区分开来。

３　结论与讨论

一个玉米类群的遗传多样性反映了该类群的遗传差异和

变异。遗传多样性越丰富，则说明类群的遗传差异越大，变异

—０２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第４期



表５　６个材料的遗传相似系数

材料
遗传相似系数（％）

ＤＰ－５７ ＤＰ－１２７ ＤＰ－２５ ＤＰ－９３ ＤＰ－１４５ ＨＱ４２３２４１．１
ＤＰ－５７ １００．０
ＤＰ－１２７ ９９．０ １００．０
ＤＰ－２５ ９９．２ ９９．３ １００．０
ＤＰ－９３ ９９．５ ９８．７ ９９．０ １００．０
ＤＰ－１４５ ９９．２ ９９．３ １００．０ ９８．９ １００．０
ＨＱ４２３２４１．１ ９９．６ ９９．３ ９９．６ ９９．４ ９９．５ １００．０

性越强，其中蕴藏的可供育种选择利用的潜能就越大。本研

究采用 ＤＮＡＭＡＮ软件对供试的５个玉米地方品种的 Ｗａｘｙ
基因序列进行对比，结果发现，虽然 Ｗａｘｙ基因为保守基因且
相似度较高，但仍然存在８个变异区间，表明５个地方品种中
存在一定的遗传多样性，这与蔡一林等对西南地区玉米地方

品种研究结论［５－９］一致，在今后玉米育种中应加强这一地区

玉米地方种质资源的鉴定与利用。

Ｗａｘｙ基因作为单拷贝基因，序列相对保守，可作为分子
系统学研究的重要分子标记，已用于检测植物间的遗传差异

及系统进化关系。田孟良等对我国西南地区２３份糯玉米品
种的Ｗａｘｙ基因序列多态性进行了分析，结果发现，我国糯玉
米的核苷酸多态性较低，因此他们提出了育种工作应从近缘

物种中引入等位变异以提高玉米产量和淀粉质量的观点［１１］。

赵耀等对玉米Ｗａｘｙ基因密码子偏好性和玉米 ＧＢＳＳⅠ蛋白
编码基因的密码子偏好性进行分析，并将 Ｗａｘｙ基因的密码
子用法与真核表达系统、酵母两类普遍采用的原核、大肠杆菌

的密码子偏好性进行比较，得出了“通过对密码子偏好性分

析可为基因表达选择适宜的表达系统”的结论，同时也为密

码子的改造、增加基因的表达量提供了较可靠的依据［１２］。但

是，真正将Ｗａｘｙ基因序列运用于玉米种质改良的实例还不
多。虽然玉米地方品种中蕴藏着巨大的遗传变异性，但由于

玉米地方品种繁多且许多品种间的亲缘关系较近，不易利用

常规分子标记分析一系列品种间的遗传差异。本研究通过对

６个序列的比对结果发现，不同玉米地方品种间Ｗａｘｙ基因序
列存在一定的遗传变异性，说明 Ｗａｘｙ基因序列可用于玉米
地方品种遗传多样性、分子进化等方面的研究。

另外，笔者所在的课题组只选择了５个地方玉米品种作
为试验材料并对其 Ｗａｘｙ基因进行克隆和序列比对。因此，
无法避免数据的片面性，在今后的研究中须要利用 Ｗａｘｙ基

因序列检测更多的玉米地方品种，以充分利用这些材料。通

过与ＮＣＢＩ中公布的序列进行比对可以看出，所选材料中的
Ｗａｘｙ基因序列与公布的序列有较高的一致性，进一步证明
Ｗａｘｙ基因具有较高的保守性，同时也存在一定的的遗传变异
位点。说明Ｗａｘｙ基因具有较高的保守性，所选材料间 Ｗａｘｙ
基因序列存在一定的遗传多样性，Ｗａｘｙ基因序列可作为一种
理想的分子标记用于今后玉米地方品种的研究。
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