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摘要  以澳冰草( Australopyru m retrofractum) 基因组DNA 为模板 ,用小麦种子醇溶蛋白的保守引物进行PCR 扩增, 对扩增产物进行克隆测
序。结果表明 ,获得的扩增片段总长度为936 bp , 包含一个完整的262 个氨基酸的编码区 ,基因库登录号为EF536330 ,序列比对表明该序
列为α-gliadin 基因家系成员。利用α-gliadin 基因的编码氨基酸序列建立系统树分析表明 , 序列EF536330 不能与源于普通小麦的A、B 和
D 染色体组的α-gliadin 基因序列聚在一起 , 而单独聚为一类 , 推测所获得的来自澳冰草W 染色体组的序列EF536330 为麦类α-gliadin 基因
家系的新类型。
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Cloning and Sequence Analysis of An α-gliadin Genefrom Austr alopyru m retrofr act u m
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Abstract  PCR was carried out i nthe genomic DNAfrom Austr alopyrumretrofract um withthe conserved pri mers specific forα-gliadin gene .The PCR prod-
ucts were cloned and then sequenced .The results showed that the PCR product was a length of 936 bp contai ning a coding region of 262 amino acids ,with
Genbank Accession Number EF536330 .BLASTsearch showed that it was a member of α-gliadinsuper-family .The phylogenetic tree i ndicated that the pre-
sent EF536330 coul d not be clustered to the group of α-gliadin genes fromthe A,Band Dgenome fromwheat( Triticum asetivum) ,but i na newgroup .The
result demonstrated that the sequence EF536330 may represent a newtype of α-gliadin gene fromthe Wgenome of A.retrofract um .
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  麦醇溶蛋白是小麦胚乳贮藏蛋白的重要组成部分 , 它约

占小麦胚乳贮藏蛋白总量的40 % ～60 % , 对小麦烘烤品质具

有重要作用, 其主要表现在它决定面团的延展性[ 1] 。麦醇溶

蛋白在较低的pH 值条件下, 通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 ,

按电泳迁移率的不同 , 可以分离成α、β、γ和ω4 种类型 , 在栽

培小麦及其近缘属物种中, 因麦醇溶蛋白的等位性变异极为

丰富, 故常被用在小麦遗传资源的鉴定之中[ 1] 。麦醇溶蛋白

基因在结构上具有一定的保守性 , 因而有利于基因序列水平

上来阐释其遗传变异的分子机制[ 1 - 2] , 继续从小麦近缘属种

质中发掘和鉴定麦醇溶蛋白新基因, 可以丰富基因的遗传多

样性, 并为小麦品质育种提供新的基因源[ 2] 。

澳冰草( Australopyru m) 被首先描述为仅分布在澳大利亚

的小麦族植物[ 3] 。后来, 研究者在新西兰的一些地方也发现

澳冰草的一些物种[ 4] 。澳冰草主要分布在富含石灰石的土

壤中, 具有较强的耐瘠和抗旱特性。目前报道的3 个种 A.

vel uti num , A. pectinat um 和 A. retrofract um , 它们均为2 倍体,

其染色体组被命名为 W。有关澳冰草的研究较少, 主要集中

在澳冰草与小麦族植物的系统发育关系上[ 5] , 目前未见澳冰

草功能基因的克隆与序列分析的研究报道。笔者从澳冰草

克隆了一个α-gliadin 基因, 并进行了序列分析, 为进一步研究

麦醇溶蛋白基因的结构奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  材料  澳冰草( A. retrofract umi ) PI533015 由美国 NPGS

提供, 对照普通小麦中国春( CS) 由四川农业大学植物遗传育

种重点实验室保存并提供。

1 .2 方法

1 .2 .1 α-gliadin 基因PCR 扩增。根据预测蛋白α- gliadin 基因

的核苷酸序列设计一对简并引物 ,P1 :5′- ACCACAAATCCAA
�
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CATG( A/ T) AGACCTT( C/ T) ( A/ C) TCA T-3′, P2 :5′- TTCCCATG

( C/ T) TTGAACTA( G/ C) TATAGGT ( C/ A) G, 通过 PCR 进 行

扩增。

1 .2 .2  PCR 产物克隆测序。PCR 扩增产物经1 .0 % 琼脂糖

凝胶电泳分离、回收, 并将回收产物连接到载体pMD18- T , 通

过蓝白斑筛选, 获得的阳性克隆送上海英骏生物公司测序。

测序得到的核苷酸序列在NCBI 的GenBank 中进行登录。

1 .2 .3  序列对比及进化分析。用BioEdit 软件分析 DNA 序

列, 并在 NCBI GenBank 中进行BLAST 搜索, 并选取代表性物

种的α-gliadin 基因家族的序列, 用 Clustal X 软件进行系统发

育树构建。

2  结果与分析

2 .1 澳冰草醇溶蛋白基因的 PCR 扩增  利用引物对 P1 +

P2 , 对普通小麦中国春和澳冰草PI533015 进行了扩增( 图1) ,

结果表明, 该引物在这两个材料中均获得了约1 kb 的产物。

从图1 中看出,PI533015 扩增产物分子量小于中国春。

 注 :M,Marker ;1 . 中国春 ;

2 .PI533015 。

图1 供试材料的PCR 扩增

2 .2  PCR 扩增产物的序列分

析 对澳冰草 PI533015 进行克

隆测序 , 获得的片段总长度为

936 bp( 图2) , 从序列中可以看

出, 在5′端12 个核苷酸为非编

码区, 开放阅读框从第13 个核

苷酸起, 至第797 个核苷酸止 ,

编码区全长786 bp , 编码262 个

氨基酸。将该核苷酸序列提交

GenBank, 获 得 基 因 登 录 号 为

EF536330。经预测该序列编码

蛋白29 .8 kD, 等电点为9 .0 , 其

氨基酸组成中 , 含量最多的是谷氨酰胺 Gln( Q) 共73 个, 占

27 .97 % , 其次是脯氨酸Pro( P) 有40 个, 占15 .30 % , 具有6 个

半胱苷酸残基( C) , 主要位于 C 端 ,N 端的前22 个氨基酸为

信号肽( 图2) 。

2 .3  序列比对与系统树分析  将序列 EF536330 与 NCBI 基
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因库中登录的小麦属、山羊草属物种的种子醇溶蛋白序列进

行同源性分析, 并构建了系统发育树( 图3) , 结果表明, 序列

EF536330 属于α-gliadin 基因家族的成员, 具有α-gliadin 基因

的典型特征。聚类分析发现, 来自栽培普通小麦( Triticum

aestivum) 、二粒小麦( T . dicoccoides) 及其染色体组供体一粒小

麦( T . monococcum,A 染色体组) 、斯卑尔脱山羊草( Aegilops

spelt oi des ,B 染色体组) 、粗山羊草( Ae .tauschii ,D 染色体组) 的α-

gliadin 基因序列被分别聚成3 类, 而该研究获得的澳冰草序列

EF536330 被单独聚为一类。推测所获得的澳冰草α-gliadin 基

因序列EF536330 可能为α-gliadin 基因家族中的新类型。

注 : 下划线为预测信号肽序列 , 方框内为半胱氨酸残基。

图2 澳冰草α-gliadin 基因核苷酸及推测氨基酸序列

3  讨论

人们过去对麦醇溶蛋白的研究一般采用酸性聚丙烯酰

胺凝胶电泳方法来分离, 并按迁移率为依据来划分醇溶蛋白

的类型, 随着一些醇溶蛋白相关基因的克隆与序列分析, 发

现麦醇溶蛋白具有一些保守的结构区域, 根据这些保守的结

构区域可以对醇溶蛋白进行类型的划分[ 1] 。α- gliadin 基因的

氨基酸组成包括6 ～8 个半胱氨酸残基以及信号肽、多聚谷

胺酰胺

PCR 克隆醇溶蛋白基因提供了依据[ 2 ,6] 。该研究从澳冰草中

获得的基因序列EF536330 在N 端序列中的22 个氨基酸具有

α-gliadin 基因保守的信号肽序列( 图2) , 在序列中含有利于蛋

白质形成二硫键的6 个半胱氨酸残基位点, 具有小麦醇溶蛋

白家族中α-gliadin 基因的典型特征, 结合序列同源性比对分

析, 证实克隆的EF536330 为α- gliadin 基因家族的新成员。

图3 α-gliadin 基因的系统聚类图

  该研究用的澳冰草是小麦族的二倍体物种, 它的分布区

域比较局限 , 因而形成了特殊的基因进化类型 , 染色体组分

析结果表明, 澳冰草具有的 W 染色体组 , 与小麦族的其他染

色体组具有较大的遗传差异[ 5] 。因此对澳冰草特异基因的

克隆与分析 , 不仅能发掘新基因, 而且有助于揭示该物种在

小麦族植物中的系统分化地位。该研究从澳冰草中克隆的

EF536330 序列属于α-gliadin 基因家族, 但利用目前发表的源

自栽培小麦及其 A、B 和 D 染色体组供体的α- gliadin 基因序

列进行的聚类分析( 图3) , 表明EF536330 序列不能与小麦的

α-gliadin 基因聚在一起, 说明该序列可能是α- gliadin 家系中

的新类型, 并且可能是α-gliadin 基因中比较古老的类型, 这与

澳冰草特殊的生态进化类型有关。随着对澳冰草醇溶蛋白

基因克隆与序列测定工作的开展 , 将有助于了解麦醇溶蛋白

基因的系统进化、结构与功能, 并对丰富小麦品质改良的基

因源具有重要意义。
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