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　　摘要：利用分子标记辅助选择与传统育种相结合的方法，将来自美国的小麦高蛋白基因 ＧＰＣ－Ｂ１与抗白粉病基
因Ｐｍ２１，优质亚基１Ｄｘ５、１Ｄｙ１０等优良基因聚合到同一植株。首先将携带高蛋白含量基因ＧＰＣ－Ｂ１小麦分别与抗白
粉病基因Ｐｍ２１、优质亚基１Ｄｘ５、１Ｄｙ１０小麦杂交得到Ｆ２，利用分子标记辅助选择对亲本及杂交后代进行筛选，结合小

麦抗病性鉴定、小麦籽粒蛋白质含量测定等方法对结果做进一步鉴定。结果发现，Ｆ２群体中１００个株系中有６株聚合

了ＧＰＣ－Ｂ１、Ｐｍ２１、１Ｄｘ５、１Ｄｙ１０４种基因，１１株聚合高蛋白基因ＧＰＣ－Ｂ１和抗白粉病基因 Ｐｍ２１，８株聚合了 ＧＰＣ－
Ｂ１和５＋１０亚基。本研究为培育具有高蛋白含量及多个优质基因的小麦优良品系提供了育种材料和理论依据。
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　　传统育种技术通常受环境条件和显隐性关系等因素的影
响，存在效率低、选择时间长等缺点。分子标记辅助选择则可

降低育种盲目性、缩短育种时间、提高选择效率［１－２］。在聚合

育种方面，相关报道并不少见，如通过聚合育种获得了带有抗

白粉病基因 Ｐｍ２＋Ｐｍ４ａ，Ｐｍ４ａ＋Ｐｍ２１的新品系［３－４］，以及

具有优质亚基ＨＮＷ－ＧＳ１、１４＋１５、５＋１０的聚合体［５－８］。但

是，相关报道基本上是针对不同基因控制的同一表现性状，而

本研究是利用传统育种和分子标记辅助选择相结合的方法，

将高蛋白含量基因 ＧＰＣ－Ｂ１、抗白粉病基因 Ｐｍ２１以及优质
亚基１Ｄｘ５和１Ｄｙ１０等控制不同性状的优良基因进行杂交，
选育出聚合有ＧＰＣ－Ｂ１、Ｐｍ２１、１Ｄｘ５和１Ｄｙ１０等优质基因的
植株，为小麦选育优良种质资源提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
本研究选用１１个试验小麦材料，详见表１。

表１　试验材料及相关特性

编号 名称 抗病性 感病性 特征 备注

１ Ａ－ＧＰＣ 携带高蛋白含量基因ＧＰＣ－Ｂ１（用作父本） 来自美国，由程剑平教授提供

２ Ｒ－ＧＰＣ
３ ＰＦ６３８７４１
４ ＰＩ６３８７４０ ＧＰＣ－Ｂ１，早熟（用作父本）
５ 贵农１７号 对白粉病、条锈病免疫 （用作母本）

贵州当地种质，由贵州大学

麦作研究中心提供
６ 贵农２１ 抗白粉病 Ｐｍ２１；５＋１０（用作母本）
７ 莱州１３７ 感白粉病 矮秆；株型较好（用作母本）

８ 贵农７７５ 抗白粉病 Ｐｍ２１；亚基１、２０、２＋１２（用作母本）
９ Ｌａｕｒａ ５＋１０（用作母本）
１０

ｌａｕｒａ × 贵

农２１Ｆ１
抗白粉病 ５＋１０（用作母本）

１１ Ｘ－２００３ 复合杂交后代，含有１Ｄ５＋１０、７＋８、５＋
１０和Ｐｍ２１（用作母本）

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　采用 ＣＴＡＢ法［９］提取小麦亲本、杂交 Ｆ１
总ＤＮＡ，以及１００个Ｆ２抗病单株的 ＤＮＡ。待小麦长至３～４
片叶时，取０．２ｇ新鲜幼嫩叶片放入研钵中，加入７５０μＬ的

提取缓冲液磨碎，缓冲液为 ５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ－Ｎａ２，
１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，２％ ＣＴＡＢ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；倒入
１．５ｍＬ离心管６５℃下水浴１ｈ，其间上下颠倒２次；加入等
体积的氯仿 －异戊醇 （２４∶１），混匀 １０ｍｉｎ，１８℃、
１３０００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心机内离心 １０ｍｉｎ；取上清液放入
１．５ｍＬ离心管中，加入 ７５０μＬ异丙醇混匀 １０ｍｉｎ；去上清
液，加入１ｍＬ７０％乙醇清洗 ＤＮＡ，室温下放置 ５～１０ｍｉｎ，
７５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液、干燥。加入１００μＬ０．１×
ＴＥ混匀，３７℃下水浴１ｈ，取２μＬ总ＤＮＡ，１％琼脂糖电泳检
测其纯度和浓度。其余ＤＮＡ在４℃条件下保存。
１．２．２　小麦优质基因的分子标记辅助选择　（１）小麦高蛋
白基因的ＳＳＲ分析。与高蛋白基因 ＧＰＣ－Ｂ１连锁的特异引
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物为 Ｘｕｈｗ８９［９］，其序列为：ＵＨＷ８９－ＢＦ：５′－ＴＣＴＣＣＡＡ
ＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＡＣＡ－３′，ＵＨＷ８９－Ｒ：５′－ＴＴＣＣＴＣＴＡＣＣＣＡＴ
ＧＡＡＴＣＴＡＧＣＡ－３′。特异引物 ＵＨＷ８９－ＢＦ、ＵＨＷ８９－Ｒ扩
增多态性标记为 ＳＳＲ１２２。所有 ＰＣＲ反应都在 Ｐｅｒｋｉｎ－Ｔｈｅｒ
ｍｏｃｙｃｌｅ４８０上进行，反应总体积为２０μＬ。ＳＳＲ反应体系中
含有 １０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ８．８），５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ；
２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２；１００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ；０．５μｍｏｌ／Ｌ特异引物；１Ｕ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶（上述药品均购自上海生工生物工程技术服
务有限公司）；５０～１００ｎｇ模板 ＤＮＡ，加 ｄｄＨ２Ｏ至终体积
２０μＬ。加１滴矿物油覆盖后进行扩增。反应条件为９４℃预变
性３ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，循环４０次；最后
７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保存。

（２）小麦抗白粉病基因的 ＳＣＡＲ分析。与 Ｐｍ２１基因连
锁的 ＳＣＡＲ引物序列：Ｄ－Ｒ：５′－ＣＣＴＣＧＴＴＧＴＣＡＧＣＣＴＣ
ＴＡＴＧ－３′，Ｄ－Ｌ：５′－ＣＴＡＴＧＧＡＧＴＡＴＣＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＣＴ－
３′。其扩增多态性标记 ＳＣＡＲ１４０。ＳＣＡＲ反应体系中含有
１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ８．８），５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ；２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２；１００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ；０．５μｍｏｌ／Ｌ特异引物；１ＵＴａｑＤＮＡ
聚合酶；５０～１００ｎｇ模板ＤＮＡ，加ｄｄＨ２Ｏ至终体积２０μＬ。加
１滴矿物油覆盖后进行扩增。反应条件为 ９４℃预变性
３ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，循环４０次；最后
７２℃ 延伸５ｍｉｎ，４℃保存。

（３）小麦高分子量谷蛋白亚基的 ＰＣＲ分析［１０－１５］。１对
Ｇｌｕ－Ｄ１ｙ位点的特异引物设计［７］，其序列为：１０Ｓ－１：５′－
ＧＴＴＧＧＣＣＧＧＴＣＧＧＣＴＧＣＣＡＴＧ －３′，１０Ｓ－２：５′－ＴＧ
ＧＡＧＡＡＧＴＴＧＧＡＴＡＧＴＡＣＣ－３′；与Ｇｌｕ－Ｄ１ｘ位点连锁的特异
引物序列为：Ｐ１：５′－ＧＣＣＴＡＧＣＡＡＣＣＴＴＣＡＣＡＡＴＣ－３′，Ｐ２：
５′－ＧＡＡＡＣＣＴＧＣＴＧＣＧＧＡＣＡＡＧＴ－３′。１Ｄｘ５基因扩增片段
为４５０ｂｐ，１Ｄｙ１０基因扩增片段为５７６ｂｐ。扩增程序同上。
１．２．３　小麦白粉病的抗性鉴定　参照徐如宏等的方法［５］。

当感病对照莱州１３７发病严重时对田间所有小麦植株进行白
粉病抗性鉴定和记录。

１．２．４　小麦籽粒蛋白质含量的测定　采用微量凯氏定氮法
测定小麦籽粒的蛋白质含量。准确称取０．１ｇ干燥样品３份
于５０ｍＬ消化管内，加 ０．５ｇ催化剂（硫酸钾 ∶硫酸铜 ＝
３∶１）、５ｍＬ３０％过氧化氢－浓硫酸－蒸馏水（３∶２∶１）混合
液。稍加振荡，斜置于电炉上，在通风橱内进行消化；消化到

溶液显浅蓝绿色的透明状时，继续加热沸腾１０ｍｉｎ。撤离热
源，待消化液冷却至室温后，加水１０～２０ｍＬ，待溶液温度降
至室温后，转入１００ｍＬ的容量瓶中，加水稀释到刻度混匀备
用。然后用ＦｏｓｓｋｊｅｌｔｅｃＴＭ２２００型全自动凯氏定氮仪测定。

２　结果与分析

２．１　小麦高蛋白含量基因ＧＰＣ－Ｂ１的ＳＳＲ标记
引物Ｘｕｈｗ８９在１２２ｂｐ的位置显示特征带，４个小麦高

蛋白材料都在同一位置出现了１条特征 ＤＮＡ片段。对照材
料莱州１３７和其他５个贵州地方小麦材料都不具有此特征带
（图１）。再对Ｆ２群体的１００个单株进行检测，其中７６株中
检测出携带ＧＰＣ基因，２４株未检测出特异带（图２）。
２．２　Ｇｌｕ－１位点等位基因的ＰＣＲ检测
２．２．１　小麦优质亚基１Ｄｘ５特异ＰＣＲ标记　对Ｆ２群体的

１００个单株进行检测，其中在３８株中未检测出特异带，６２株
中检测出携带１Ｄｘ５基因（图３）。１Ｄｘ５亚基引物的特异性较
强，可用作１Ｄｘ５基因的ＰＣＲ检测。

２．２．２　１Ｄｙ１０亚基特异ＰＣＲ标记　对Ｆ２群体的１００个单株
进行检测），其中４２个样本株中检测出携带１Ｄｙ１０基因，５８
株中未检测出特异带（图４）。对ＨＷＭ－ＧＳ基因检测结果表
现为共显性（１０亚基的 ＰＣＲ标记）或显性（５亚基的 ＰＣＲ标
记），与梁荣奇等的研究结果［１５］一致。

２．３　抗白粉病基因的ＳＣＡＲ标记
对Ｆ２群体中１００个单株进行抗白粉病基因 Ｐｍ２１分子

标记检测，结果见图 ５和表 ２。具有抗病标记的单株有 ７８
株，无特异标记的有２２个单株。在Ｆ２群体中，抗白粉病性状
呈现近３∶１的比例，表明了抗白粉病基因Ｐｍ２１是显性单基
因控制的遗传。
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２．４　小麦白粉病抗性鉴定
为验证小麦抗白粉病基因分子标记结果，对亲本材料及

Ｆ２群体中的１００个单株分别进行了田间白粉病抗性鉴定。
鉴定结果表明，亲本材料中除Ｘ－２００３、贵农７７５、贵农１７号、
贵农２１、ｌａｕｒａ×贵农２１Ｆ１对白粉病免疫以外，莱州１３７和４
份高蛋白材料 Ａ－ＧＰＣ、Ｒ－ＧＰＣ、ＰＦ６３８７４１、ＰＩ６３８７４０均感
病。另外，ＰＩ６３８７４０的成熟期比其他研究材料提前１周左右；
Ｆ２群体中１００个单株的白粉病抗性见表２（此处仅列出前２０
个单株的鉴定结果）。

表２　２０个Ｆ２群体的分子标记检测及抗性鉴定结果

株号
ＰＣＲ标记
（５＋１０）

ＰＣＲ标记
（ＧＰＣ） ＳＣＡＲ标记 抗病性

１ ５７６ｂｐ — ＋ Ｒ
２ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ １２２ｂｐ ＋ Ｒ
３ ５７６ｂｐ １２２ｂｐ ＋ Ｒ
４ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ — ＋ Ｒ
５ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ １２２ｂｐ ＋ Ｒ
６ ４５０ｂｐ １２２ｂｐ ＋ Ｒ
７ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ — － Ｓ
８ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ １２２ｂｐ ＋ Ｒ
９ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ １２２ｂｐ － Ｓ
１０ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ １２２ｂｐ － Ｓ
１１ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ — ＋ Ｒ
１２ ４５０ｂｐ １２２ｂｐ － Ｓ
１３ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ １２２ｂｐ ＋ Ｒ
１４ ５７６ｂｐ — － Ｓ
１５ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ １２２ｂｐ － Ｓ
１６ ５７６ｂｐ １２２ｂｐ ＋ Ｒ
１７ — １２２ｂｐ ＋ Ｒ
１８ — — ＋ Ｒ
１９ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ １２２ｂｐ ＋ Ｒ
２０ ４５０ｂｐ＋５７６ｂｐ — ＋ Ｒ

　　在Ｆ２群体中的１００个单株中，同时具有５＋１０亚基、高
蛋白基因ＧＰＣ－Ｂ１和抗白粉病基因 Ｐｍ２１标记的单株有６
株；同时有高蛋白基因、抗白粉病基因标记的有１１株；具有高
蛋白基因ＧＰＣ－Ｂ１和５＋１０亚基的群体为８株。
２．５　小麦籽粒蛋白质含量的测定

用微量凯氏定氮法对供试材料进行蛋白质含量的测定

（表 ３）。７个母本材料中小麦蛋白质含量在 １３．０５％ ～
１８６１％，平均含量１６．５５％。４个父本中 ＰＩ６３８７４０的蛋白质
含量比另外３个材料较高，为２０．４１％；其余３个高蛋白材料
比部分贵州当地材料的蛋白质含量低，而分子标记的结果表

明它们均含有高蛋白含量基因 ＧＰＣ－Ｂ１，这可能是由于地
理、气候等方面的因素所致，使其性状未表达。在４组杂交

Ｆ１中，小麦籽粒蛋白质含量有的在２个亲本之间，有的比蛋
白质含量最低的亲本稍小。

表３　亲本及杂交Ｆ１籽粒蛋白质的含量

名称

（亲本）

蛋白质含量

（％）
名称

（Ｆ１）
蛋白质含量

（％）

ＰＩ６３８７４０ ２０．４１ Ｘ－２００３／ＰＩ６３８７４０ １８．０３
ＰＦ６３８７４１ １６．９７ Ｘ－２００３／ＰＩ６３８７４１ １６．８０
Ｒ－ＧＰＣ １６．２８ Ｘ－２００３／Ｒ－ＧＰＣ １６．５２
Ａ－ＧＰＣ １３．８２ Ｘ－２００３／Ａ－ＧＰＣ １３．９２
贵农７７５ １８．６１

ｌａｕｒａ×贵农２１Ｆ１ １８．２８
贵农１７号 １７．２１
Ｘ－２００３ １６．７７
ｌａｕｒａ １６．１３
贵农２１ １５．８２
莱州１３７ １３．０５

３　讨论

本研究表明，来自美国的高蛋白材料 ＰＩ６３８７４０不仅蛋白
质含量比贵州当地小麦高，而且其成熟期也提前 １周左
右［８－１３］。对于４个携带高蛋白基因的育种材料而言，综合其
分子标记辅助选择、小麦籽粒蛋白质含量的测定、抗病性鉴定

以及成熟时间来看，在今后的小麦育种过程中，我们将首选

ＰＩ６３８７４０作为父本材料来进行下一步的聚合研究。蛋白质
含量低一直是贵州小麦品质发展的一个瓶颈，ＧＰＣ基因是小
麦育种者眼中的一个亮点，是提高贵州小麦蛋白质含量的一

个宝贵资源，将其转育到具有优质基因的小麦种质中是一个

重要育种目标，有望进一步改善贵州小麦的营养价值，以逐渐

符合人们对小麦越来越高的饮食要求。

在本研究中，利用分子标记辅助选择和多基因聚合研究

相结合，快速准确鉴别所需转移的目的基因，对选育优质、高

蛋白质、抗病的小麦品种（系）具有重要意义。跟传统育种技

术相比，分子标记技术在育种过程中不仅可以对早代材料的

目的基因进行选择，并且还能快速掌握亲本的育种特点，对其

选择适合的杂交方式如回交、复交等，可缩短育种年限，大大

提高育种效率，加快品种的繁育速度。

本研究通过传统育种技术和分子标记相结合的育种方

式，将控制高蛋白含量的基因 ＧＰＣ－Ｂ１、与烘烤品质有关的
优质亚基１Ｄｘ５、１Ｄｙ１０和抗白粉病基因 Ｐｍ２１中的２个或２
个以上的基因聚合到同一植株中，为培育贵州小麦新品系提

供了重要育种材料和理论依据。

参考文献：

［１］ＴａｎｓｌｅｙＳＤ，ＹｏｎｇＮＤ，ＰａｔｅｒｓｏｎＡＨ，ｅｔａｌ．ＲＦＬＰｍａｐｐｉｎｇｉｎｐｌａｎｔ
ｂｒｅｅｄｉｎｇｎｅｗｔｏｏｌｓｆｏｒｏｌｄｓｃｉｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９８９，７（３）：
２５７－２６４．

［２］刘景芳，张增艳，陈　孝，等．小麦抗白粉病基因Ｐｍ１３及Ｐｍ４累
加体的分子标记辅助选择［Ｊ］．植物病理学报，２００２，３２（４）：
２９６－３００．　

［３］王心宇，陈佩度，张守忠．小麦白粉病抗性基因的聚合及其分子
标记辅助选择［Ｊ］．遗传学报，２００１，２８（７）：６４０－６４６．

—２５— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［４］张增艳，陈　孝，张　超，等．分子标记选择小麦抗白粉病基因
Ｐｍ４ｂ、Ｐｍ１３和Ｐｍ２１聚合体［Ｊ］．中国农业科学，２００２，３５（７）：
７８９－７９３．

［５］徐如宏，任明见，黄世全，等．小麦抗病种质贵农７７５中抗白粉病
基因的ＲＡＰＤ标记［Ｊ］．作物学报，２００５，３１（２）：２４３－２４７．

［６］徐如宏，张庆勤．贵农系列高产，多抗小麦新材料中ＨＭＷ－ＧＳ的组
成研究［Ｍ］．北京：中国农业科学技术出版社，２００３：１９３－１９７．

［７］孙　辉，刘志勇，李保云，等．利用ＰＣＲ技术鉴定普通小麦Ｇｌｕ－
１位点的某些等位基因［Ｊ］．作物学报，２００２，２８（６）：７３４－７３７．

［８］ＳｍｉｔｈＲＬ，ＳｃｈｗｅｄｅｒＭＣ，ＢａｍｅｔｔＲＤ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｔｅｎｉｎａｌ
ｌｅｌｅｓｉｎｗｈｅａｔａｎｄｔｒｉｔｉｃａｌｕｓｉｎｇＰＣＲ－ｇｅｎｅｒａｔｅｄＤＮＡｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．
ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，１９９４，３４（５）：１３７３－１３７８．

［９］胡　云，徐如宏．小麦高蛋白质含量基因 ＧＰＣ－Ｂ１的分子标记
研究［Ｊ］．天津农业科学，２０１４，２０（９）：６－１０．

［１０］Ｊｏｐｐａ，ＬＲ，ＣａｎｔｒｅｌｌＲＧ．Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｆｏｒｇｒａｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｗｉｌｄｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｗｈｅａｔ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，１９９４，３０
（５）：１０５９－１０６４．

［１１］ＪｏｐｐａＬＲ，ＤｕＣ，ＨａｒｔＧＥ，ｅｔａｌ．Ｍａｐｐｉｎｇｇｅｎｅ（ｓ）ｆｏｒｇｒａｉｎｐｒｏ
ｔｅｉｎｉｎｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｗｈｅａｔ（ＴｒｉｔｉｃｕｍｔｕｒｇｉｄｕｍＬ．）ｕｓｉｎｇａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｉｎｂｒｅｄｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，１９９７，
３７（５）：１５８６－１５８９．

［１２］ＭｅｓｆｉｎＡ，ＦｒｏｈｂｅｒｇＲＣ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＪＡ．ＲＦＬＰｍａｒｋｅｒｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈｈｉｇｈｇｒａｉｎｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＴｒｉｔｉｃｕｍｔｕｒｇｉｄｕｍＬ．ｖａｒ．ｄｉｃｏｃｃｏｉｄｅｓ
ｉｎｔｒｏｇｒｅｓｓｅｄｉｎｔｏｈａｒｄｒｅｄｓｐｒｉｎｇｗｈｅａｔ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，１９９９，３９
（２）：５０８－５１３．

［１３］ＤｕｂｃｏｖｓｋｙＪ，ＦａｈｉｍａＴ．Ｐｏｓｉｔｉｏｎａｌｃｌｏｎｉｎｇｏｆａｇｅｎｅｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒ
ｈｉｇｈｇｒａｉｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｗｈｅａｔ［Ｒ］．ＢＡＲＤＦｉｎａｌ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔ，２００４．

［１４］ＡｖｉｖｉＬ．ＨｉｇｈｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｗｉｌｄｔｅｔｒａｐｌｏｉｄＴｒｉｔｉｃｕｍｄｉｃｏｃｃｏｉｄｅｓ
Ｋｏｒｎ［Ｃ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ５ｔｈＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＷｈｅａｔＧｅｎｅｔｉｃｓＳｙｍ
ｐｏｓｉｕｍ，１９７８：３７２－３８０．

［１５］梁荣奇，张义荣，尤明山，等．利用高分子量谷蛋白亚基的特异
ＰＣＲ标记辅助选育优质面包小麦［Ｊ］．农业生物技术学报，
２００１，９（４）：３２２－３２５，４０９．

张　涛，韩　梅，刘翠晶．人参ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因的克隆与序列分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（６）：５３－５６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０６．０１２

人参 ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因的克隆与序列分析
张　涛，韩　梅，刘翠晶

（吉林农业大学中药材学院，吉林长春１３０１１８）

　　摘要：研究人参皂苷生物合成途径中的影响因子。以五年生人参根组织为试验材料，提取总 ＲＮＡ，反转录合成
ｃＤＮＡ的第１条链，利用 ＰＣＲ法对人参中的原人参三醇合成酶（ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２）基因的 ｃＤＮＡ进行克隆及序列分析。
获得ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因全长片段为１５０６ｂｐ，开放阅读框长１４１０ｂｐ，编码４７０个氨基酸多肽。生物信息学分析显示，
ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因编码蛋白质不含跨膜区域。说明 ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因与其他植物氨基酸序列具有较高同源性，其中
与人参、西洋参、三七同源性分别为９９％、９８％、９８％。
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　　人参（ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣ．Ａ．Ｍｅｙｅｒ）为五加科人参属名贵药
材，自古以来是中国重要药用植物，有“百草之王”的美誉。

现代药理学研究表明，人参皂苷为人参主要药效成分，按苷元

基本骨架可分为齐墩果烷型和达玛烷型，属于三萜类化合物。

目前，已从人参中分离得到约９０种人参皂苷单体［１－３］。抗癌

活性成分人参皂苷Ｒｇ３已经于２０００年批准为一类新药［４］；随

着老龄化人口增加和疾病的改变，如心血管疾病和肿瘤人口

的增加，人参皂苷Ｒｇ和Ｒｅ被命名为血管生长因子。人参皂
苷含量和组成是人参质量的重要指标，人参皂苷的含量较低，

人工合成次生代谢产物人参皂苷尚未实现，对于一些含量甚

微的单体皂苷的新药开发还较为困难。人参皂苷的生物合成

途径与功能基因的表达量之间的关系仍处于探究阶段。深入

了解人参皂苷生物合成途径及其调控机理，在分子水平上实

现人参皂苷的人工合成，这将是利用生物技术手段大量生产

人参皂苷的必然前提。

原人参三醇合成酶（ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２）是达玛烷型人参皂
苷合成的重要调控酶，原人参三醇合成酶催化原人参二醇到

原人参三醇的过程，相关试验研究认为，细胞色素 Ｐ４５０
ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因ｍＲＮＡ表达量与三萜皂苷的生成量呈正相
关［５］。本试验对人参皂苷生物合成途径中的细胞色素 Ｐ４５０
ＣＹＰ７１６Ａ５３基因进行了克隆与序列分析，目的在于从基因水
平研究人参皂苷生物合成途径的调控机制，实现三萜皂苷基

因的高效表达，增加人参药材的药效成分含量，提高人参药材

质量和经济价值，为实现未来药材质量安全、可控、稳定、有效

的发展目标提供理论依据。
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