
书书书

李祥栋，张明生，王　洋，等．贵州优质酒用高粱Ｗａｘｙ基因的鉴定分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（５）：３９－４２．

贵州优质酒用高粱 Ｗａｘｙ基因的鉴定分析
李祥栋１，张明生１，王　洋１，任明见１，高　翔２

（１．贵州大学生命科学学院，贵州贵阳５５００２５；２．贵州省农业科学院，贵州贵阳 ５５０００６）
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　　高粱［Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ（Ｌ．）Ｍｏｅｎｃｈ］为世界重要粮食作
物之一，与许多禾谷类作物一样，其种子的胚乳具有粳性和糯

性之分，这是由胚乳中直链淀粉和支链淀粉含量及比例决定

的。淀粉在胚乳中的合成是一个复杂的代谢过程，颗粒结合

淀粉合成酶（ｇｒａｎｕｌｅ－ｂｏｕｎｄｓｔａｒｃｈｓｙｎｔｈａｓｅ，ＧＢＳＳ）被认为是
淀粉合成途径中的关键酶，它直接参与直链淀粉的生物合成，

该酶的活性及其表达都会影响胚乳的表观结构与纹理，这与

直链、支链淀粉的含量及比例变化密切相关［１］。糯性基因在

玉米［２］、水稻［３］、小麦［４］、大麦［５］、粟［６］中均有发现，Ｋａｒｐｅｒ等
首次将高粱糯性性状命名为ｗｘ［７］。Ｐｅｄｅｒｓｅｎ等根据ＧＢＳＳ蛋
白缺失和酶活性降低的特征，将高粱糯性性状划分为２种类
型ｗｘａ、ｗｘｂ，通过分析不同高粱品系杂交后代的性状分离比
确定野生型Ｗｘ、ｗｘａ和ｗｘｂ之间的显隐性关系［８］。有人对淀

粉合成途径中的关键酶基因突变位点进行了分析，并在 ＢＴｘ
ＡＲＧ１糯性系中鉴定了１个与糯性性状极有可能相关的候选
突变位点，这为糯性位点的连锁遗传作图提供了参考［９］。近

年来，ＭｃＩｎｔｙｒｅ等在比较分析 ＢＴｘＡＲＧ１糯性系和 ＱＬ３９非糯
性系的ＧＢＳＳ基因序列的基础上，查找到了９个插入／缺失和
２４个ＳＮＰ突变位点，认为只有２个ＳＮＰ位点会改变 ＧＢＳＳ蛋
白序列，并将ｗｘ基因定位在１０号染色体上［１０］。Ｓａｔｔｌｅｒ等也
对ｗｘａ和ｗｘｂ在ＤＮＡ水平上进行了探讨，结果表明，ｗｘａ是由
ＧＢＳＳ基因第３个外显子中有１个大约４ｋｂ的大片段插入引
起的，这使得启动子和主要编码区分离开来，从而阻止了

ＧＢＳＳ蛋白的合成；ｗｘｂ在第８个外显子上有１个 Ｇ→Ｔ的突
变，致使ＧＢＳＳ蛋白２６８位的谷胺酰胺突变为组胺酸，从而导
致ＧＢＳＳ酶活性减弱［１１］。

贵州素有“名酒之乡”之称，除了国酒茅台之外，董酒、习

酒等也闻名遐迩。其中，糯高粱是酿酒的主要原料。这些名

酒传统、独特的酿酒工艺对高粱的品质有着特殊要求，其糯性

是必备条件之一。为了满足酿酒的要求，相关领域的育种工

作者经过数十年的努力，选育出了“红缨子”“红茅糯”等优质

酒用糯高粱品种。因为这些品种都是以传统育种方法选育出

来的常规种，再加上高粱常异花授粉的特性极易造成种质退

化。糯性性状对高粱品质有重要的影响，且现阶段在贵州酒

用高粱的糯性性状方面的研究一直处于空白状态，因此，本研

究在前人研究的基础之上，对贵州优质酒用高粱的糯性基因

类型进行了鉴定分析，以期为贵州优质酒用高粱的提纯复壮

及遗传改良提供理论支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以９个贵州优质酒用糯高粱品种和１个粳性高粱品种为

试验材料，各品种详细信息见表１。

表１　高粱种质编号、来源及粳糯性

品种编号 名称 来源 粳／糯性 糯性粒所占

比例（％）

Ｓ１ 红缨子 贵州仁怀 糯 １００
Ｓ２ 茅梁１号 贵州大学农学院 糯 １００
Ｓ３ 红茅糯 贵州仁怀 糯 １００
Ｓ４ 红青壳 贵州仁怀 糯 １００
Ｓ５ 红珍珠 贵州仁怀 糯 １００
Ｓ６ 黔高７号 贵州省农业科学院 糯 １００
Ｓ７ 黔高８号 贵州省农业科学院 糯 １００
Ｓ８ 务川高粱 贵州省农业科学院 糯 ９８
Ｓ９ 泸糯８号 贵州省农业科学院 糯 １００
Ｓ１０ ＢＴｘ２３ 贵州省农业科学院 粳 ０

１．２　试验方法
１．２．１　高粱籽粒的糯性鉴定和淀粉含量测定　每个高粱品
种随机选取１００粒，采用Ｐｅｄｅｒｓｅｎ等的快速碘染色法［１２］对单

个籽粒进行粳、糯性鉴定，并计算糯性粒所占的比例，结果见

表１。直链、支链淀粉含量的测定采用双波长比色法［１３］。

１．２．２　高粱ＤＮＡ的提取与检测　选取饱满的籽粒进行苗盘
育苗，２５℃温室培养 ２～３周，采用 ＣＴＡＢ法［１４］对单株总
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ＤＮＡ进行提取，采用１％琼脂糖凝胶电泳检测基因组的完整
性，采用紫外分光光度法测定其浓度，最终稀释至 ３０～
５０ｎｇ／μＬ使用。

１．２．３　不同Ｗａｘｙ基因ＰＣＲ引物的选择　不同Ｗａｘｙ基因的
引物与 Ｓａｔｔｌｅｒ等开发的引物［１１］一致（表２），ｗａ和野生型 Ｗ
共用１个反向引物。

表２　Ｗａｘｙ基因位点引物序列及扩增片段大小

Ｗａｘｙ位点 正向引物 反向引物
退火温度

（℃）
扩增片断大小

（ｂｐ）

Ｗ ５′－ＧＧＣＣＴＧＧＡＴＴＣＡＡＴＧＴＴＣＴＴ－３′ ５′－ＧＣＡＧＣＴＧＧＴＴＧＴＣＣＴＴＧＴＡＧ－３′ ５７ ５２３
ｗａ ５′－ＣＧＴＧＧＣＧＡＧＡＴＣＡＡＡＣＴＣＴＡ－３′ ５′－ＧＣＡＧＣＴＧＧＴＴＧＴＣＣＴＴＧＴＡＧ－３′ ５７ ６１５
ｗｂ ５′－ＣＧＡＣＣＧＴＧＴＧＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＡＣ－３′ ５′－ＴＴＧＴＴＣＡＧＴＧＣＣＴＴＴＧＣＣＴＣＧ－３′ ５９ １２８１

１．２．４　不同高粱品种 Ｗ、ｗａ和 ｗｂ基因的检测　Ｗ、ｗａ和 ｗｂ

基因的ＰＣＲ均采用 ２５μＬ体系：１×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ，ｐＨ值 ８．３，５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ），２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，
２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，正向、反向引物各 ０．２μｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶
１．５Ｕ，ＤＮＡ模版５０～１００ｎｇ。反应程序：９４℃预变性３ｍｉｎ；
９４℃变性１ｍｉｎ，退火５０ｓ（各退火温度见表２），７２℃延伸
５０ｓ，循环３５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ。用１．５％琼脂糖凝胶电泳
检测ｗａ和ｗｂ基因的ＰＣＲ产物，并将 ｗｂ的 ＰＣＲ产物送往生
工（上海）生物工程有限公司进行ＤＮＡ测序。

２　结果与分析

２．１　不同高粱品种的粳糯性
糯性籽粒与碘试剂反应呈棕红色，而粳性籽粒呈蓝色，其

鉴定结果见表１。试验结果表明，这种碘染色法基本不受粒
色干扰，可以对高粱的单个籽粒进行快速的粳糯性检测且精

确度高；除了务川高粱（Ｓ８）的糯性籽粒比例为９８％外，其余

糯性品种的糯性粒比例均达到１００％，从而间接说明了各个
高粱品种的种子纯度较高。务川高粱的糯性籽粒比例未达到

１００％，这可能是高粱常异花授粉的结果，也可能是收获过程
中混入了极少量的其他品种。

２．２　不同高粱品种的淀粉含量表现
高粱的胚乳是积累淀粉的主要场所，而胚乳的糯性与非

糯性取决于直链淀粉和支链淀粉的含量及比例。不同高梁种

质的直链淀粉、支链淀粉和总淀粉的含量见表３。试验结果
显示，在 Ｓ１～Ｓ９的糯性品种中，Ｓ３的直链淀粉含量最高，为
３．２６％，其余８个品种在０．１８％ ～０．７２％之间变动；非糯性
品种的直链淀粉含量高达１３．８２％，与糯性品种的含量差异
极显著。所有品种的支链淀粉和总淀粉的变化范围分别为

５０．４７％～８０．５３％、５０．７２％～８３．７５％，而且糯性品种支链淀
粉占总淀粉含量的比例均较高，其变化范围在 ９５．６４％ ～
９９７３％之间。

表３　不同高粱品种淀粉含量和Ｗａｘｙ位点检测结果

品种编号
淀粉含量（％）

直链淀粉 支链淀粉 总淀粉

直链淀粉／总淀粉
（％）

ｗａ
（大片段插入）

ｗｂ
（Ｇ→Ｔ突变）

Ｓ１ ０．３０±０．０１ｆＦ ８０．５３±０．４２ａＡ ８０．８２±０．４１ｂＢ ９９．６３±０．０１ｂＢ － ＋
Ｓ２ ０．３６±０．００ｅＥ ７６．６５±０．１８ｂＢ ７７．０１±０．１８ｃＣ ９９．５３±０．００ｃｄＣＤ － ＋
Ｓ３ ３．２６±０．０１ｂＢ ７１．４６±０．４６ｄＤ ７４．７２±０．４７ｄＤ ９５．６４±０．０２ｈＨ － ＋
Ｓ４ ０．１８±０．０３ｈＨ ６６．９７±１．２８ｆＦ ６７．１６±１．２６ｆＦ ９９．７３±０．０５ａＡ － ＋
Ｓ５ ０．４５±０．０１ｄＤ ７２．６７±０．４３ｃＣ ７３．１３±０．４３ｅＥ ９９．３８±０．０２ｅＥ － ＋
Ｓ６ ０．２５±０．００ｇＧ ５５．８０±０．０５ｇＧ ５６．０５±０．０５ｇＧ ９９．５５±０．００ｃＣ － ＋
Ｓ７ ０．４６±０．００ｄＤ ５４．９４±０．０３ｇＧ ５５．４０±０．０３ｇＧ ９９．１７±０．００ｆＦ － ＋
Ｓ８ ０．２５±０．００ｇＧ ５０．４７±０．１５ｈＨ ５０．７２±０．１５ｈＨ ９９．５１±０．０１ｄＤ ＋ －
Ｓ９ ０．７２±０．０１ｃＣ ６７．０１±０．１１ｆＦ ６７．７３±０．１０ｆＦ ９８．９４±０．０１ｇＧ ＋ －
Ｓ１０ １３．８２±０．０１ａＡ ６９．９３±０．２０ｅＥ ８３．７５±０．２０ａＡ ８３．５０±０．０４ｉＩ － －

　　注：“－”表示不存在该突变位点，“＋”表示存在该突变位点；同列数据后标有不同小写、大写字母表示在０．０５、０．０１水平上差异显著。

２．３　不同高粱品种的Ｗａｘｙ基因类型
由于ｗａ是由１个长度约４０００ｂｐ的大片段插入引起的，

一般的ＰＣＲ反应很难实现扩增，因此设计２个正向引物和１
个共同的反向引物（表２）来区分 ｗａ和 Ｗ基因。当 ｗａ存在
时，ＰＣＲ扩增产物片段６１５ｂｐ，它包含了部分 ｗａ的片段插入
到第５个外显子的序列区域；当 ｗａ不存在时，ＰＣＲ产物长度
为５２３ｂｐ，此片段包含了第 ２个内含子到第 ５个外显子的
ＤＮＡ序列。ｗａ的检测结果（图１和表３）显示，除了 Ｓ８（务川
高粱）和Ｓ９（泸糯８号）存在ｗａ外，其余的８个高粱品种均不
存在ｗａ。ｗｂ的突变位点是１个 ＳＮＰ，并且产生了１个 ＮｃｏⅠ
酶切位点，设计的扩增片段长度为１２８１ｂｐ（图２）。ｗｂ测序
结果显示，Ｓ１～Ｓ７均发生了Ｇ→Ｔ突变（图３），而 Ｓ１０在 ｗａ、

ｗｂ位点均没有突变，属于野生型Ｗ。从 ｗａ和 ｗｂ的检测结果
中并没有发现杂合体的存在，这应该是人们长期选择的结果。

３　结论与讨论

高粱作为一种单子叶禾本植物，其胚乳的倍性为三倍体，

其中有２个染色体拷贝来自于母本、１个拷贝来自于父本，因
此胚乳是否为糯性是由３个拷贝的ＧＢＳＳ蛋白基因共同决定
的。已有研究表明，糯性基因的存在不仅能降低直链淀粉含

量，而且能影响淀粉的糊化、老化和胶黏性等品质特性［１５］。

Ｈａｎ等发现，ＧＢＳＳ蛋白活性无论是改变还是缺失，都会改变
淀粉的生理生化特性［１６－１７］。另外，Ｒｏｏｎｅｙ等发现，ｗａ或 ｗｂ

的存在能够使高粱籽粒的蛋白质和淀粉更容易被淀粉酶消
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化，这可能与淀粉颗粒在胚乳中的排列方式相关［１８－１９］。

Ｓａｔｔｌｅｒ等利用扫描电镜对糯性和非糯性胚乳进行扫描后发
现，糯性胚乳中的淀粉颗粒较大，因而能够形成较大的间隙，

这可能有利于酶与淀粉的结合［１１］。由于 ｗｂ的突变产生了１
个ＮｃｏⅠ酶切位点，本研究中的ｗｂ引物也是基于酶切位点进
行设计的，其ＰＣＲ产物长度可达１２８１ｂｐ。然而本试验的酶
切效果不佳（结果未展示），不能将ｗｂ和Ｗ区分开来，这可能
与ＤＮＡ的甲基化等修饰有关；也可能因为ＤＮＡ片段较大，容
易形成比较复杂的拓扑结构，阻止了限制性内切酶与酶切位

点的结合。在当今ＤＮＡ测序条件下，一般每个单向测序反应
的测序长度不会超过８００ｂｐ，超过８００ｂｐ的 ＤＮＡ片段往往
需要正反向测序并进行校正以保证测序的准确性。尽管通过

双向ＤＮＡ测序也能得到可靠的效果，但这显然是不经济的，
因此，尝试对ｗｂ位点８００ｂｐ以内的ＤＮＡ序列进行特定引物
设计，实现较小片段ＤＮＡ的体外扩增，这对于ｗｂ的检测可能
会更高效、更经济。

分子辅助育种是进行作物良种选育的重要手段，建立高

效的高粱糯性基因ｗａ和 ｗｂ的检测体系，对贵州优质酒用高
粱的提纯复壮、品种的改良与选育具有重要的指导意义。
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　　摘要：为从分子水平研究猪脂肪合成过程，对脂肪合成关键酶乙酰辅酶Ａ羧化酶－α基因（ＡＣＡＣＡ）进行分析。采
用生物信息学的方法，查找猪ＡＣＡＣＡ基因的ＯＲＦ框，对基因ＣＤＳ序列的限制性酶切位点进行分析，并对其编码蛋白
质的理化性质、二级结构、三级结构、拓扑结构、结构功能域进行预测分析。结果表明，猪 ＡＣＡＣＡ基因 ＣＤＳ区全长
７０４１ｂｐ，其编码蛋白质含２３４６个氨基酸。二级结构以α螺旋与无规则卷曲为主，局部出现β转角，三级结构显示结
果与二级结构预测结果相符。该蛋白质为亲水性蛋白质，Ｎ端无信号肽，为非分泌蛋白质；不含跨膜结构区，未定位于
膜内，预测其为膜外区蛋白质；亚细胞定位结果显示该蛋白质为非细胞器蛋白质，是胞质蛋白质的可能性最大；功能域

分析发现该蛋白质序列含有ＢＣ结构域、ＣＴ结构域、ＣＰＳａｓｅ大亚基Ｎ端结构域、ＡＴＰ－ｇｒａｓｐ折叠结构域、生物素基／硫
辛酰基结合域等及一些蛋白质基序。该结果将为进一步研究猪ＡＣＡＣＡ基因与脂肪合成的关系提供基础资料。
　　关键词：猪；ＡＣＡＣＡ基因；蛋白质；生物信息学
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　　乙酰辅酶 Ａ羧化酶（Ａｃｅｔｙｌ－ｃｏｅｎｚｙｍｅＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，
ＡＣＣ）属于分子间羧化转移家族成员，在脂肪酸代谢过程中起
着重要作用。现已确认，在人和哺乳动物中存在两种形式的

ＡＣＣ：由ＡＣＡＣＡ基因编码的 ＡＣＣ－α（ＡＣＣ－１）和由 ＡＣＡＣＢ
基因编码的ＡＣＣ－β（ＡＣＣ－２）。前者作为调节长链脂肪酸
合成的限速酶，主要存在于脂肪酸生成活跃的组织（如肝脏、

脂肪组织和乳腺），催化乙酰辅酶 Ａ转化成脂肪酸合成起始
物丙二酸单酰辅酶 Ａ，它是调节脂肪酸合成的关键酶［１－２］。

除了在脂肪酸合成过程中发挥重要作用外，Ｇａｌｄｉｅｒｉ等研究发
现，ＡＣＣ－α表达量的减少会增加染色质组蛋白质的乙酰化
以及改变其转录调控［３］。Ｃｏｄｙ等研究发现，ＡＣＣ－α是人类
巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）的靶位点，ＨＣＭＶ感染可增加 ＡＣＡＣＡ在
ｍＲＮＡ水平和蛋白水平的表达丰度，用 ＲＮＡｉ或抑制剂抑制
ＡＣＣ－α，会使ＨＣＭＶ的复制能力减弱［４］。

目前，ＡＣＡＣＡ基因在植物、微生物、小鼠中报道较多，但
是家畜中该基因的研究报道较少。本研究通过分子生物信息

学的方法，分析猪 ＡＣＡＣＡ基因的一般特征，预测其编码的蛋
白质二级、三级结构，并进行蛋白质的拓扑结构，及其结构功

能域的预测，旨在为进一步开展猪脂肪合成过程的相关研究

提供基础资料。

１　材料和方法

１．１　材料
从ＮＣＢＩ数据库下载猪乙酰辅酶Ａ羧化酶基因（ＡＣＡＣＡ）

核苷酸序列，登录号为ＮＭ＿００１１１４２６９．１。
１．２　方法
１．２．１　开放阅读框查找及限制性酶切位点分析　利用 ＮＣＢＩ
网站的ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．
ｈｔｍｌ）工具查找猪 ＡＣＡＣＡ基因的开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）；利用 ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＭａｐｐｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｍａｐｐｅｒ．ｏｒｇ／）程序对 ＡＣＡＣＡ基因 ＣＤＳ序列进行内切酶图谱
分析。

１．２．２　ＡＣＡＣＡ基因编码蛋白质的一级结构分析　利用 Ｅｘ
ＰＡＳｙ网站的ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔ
ｍｌ）工具分析基因编码蛋白质的氨基酸残基性质、分子量及
理论等电点等信息；利用ＥｘＰＡＳｙ中的ＰｒｏｔＳｃａｌｅ工具（ｈｔｔｐ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）对该蛋白质的亲水性和疏水性进
行预测；采用Ｈｐｈｏｂ．／Ｋｙｔｅ＆Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ算法预测氨基酸序列的
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