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荞麦属种间 １３Ｓ 球蛋白基因序列比较研究

梁成刚ꎬ陈晴晴ꎬ石桃雄ꎬ陈其皎ꎬ孟子烨ꎬ陈庆富
(贵州师范大学 / 荞麦产业技术研究中心ꎬ贵阳 ５５０００１)

　 　 摘要:荞麦 １３Ｓ 球蛋白是荞麦种子中的一类主要贮藏蛋白ꎮ 本研究选用荞麦属植物甜荞栽培种及其野生类型、苦荞栽培种

及其野生类型、毛野荞、左贡野荞、细柄野荞和硬枝万年荞 ６ 个种共 ４４ 份材料ꎬ进行 ＰＣＲ 特异性扩增、测序得到荞麦 １３Ｓ 球蛋白

基因的保守片段序列ꎮ 对序列进行差异分析ꎬ结果发现 ４４ 份供试材料 １３Ｓ 球蛋白基因片段的 ２８５ 个排列位点中不变位点为 ２４
个ꎬ多态性位点 Ｓ 为 ２６１ 个(含简约信息位点数 １９８ 个和单型可变位点 ６３ 个)ꎬ序列总突变位点 Ｅｔａ 为 ５０３ 个ꎮ 野生甜荞种内 １３Ｓ
球蛋白基因序列差异明显高于栽培甜荞ꎬ但野生苦荞种内 １３Ｓ 球蛋白基因序列差异仅稍高于栽培苦荞ꎮ 推测其一方面可能与繁

殖方式有关ꎬ另一方面可能与荞麦驯化过程中通常只有少数野生型群体被驯化有关ꎮ 系统聚类分析发现栽培甜荞与野甜荞亲缘

关系近ꎬ与左贡野荞亲缘关系次之ꎻ栽培苦荞与野苦荞亲缘关系近ꎬ与毛野荞亲缘关系次之ꎻ细柄野荞和硬枝万年荞的 １３Ｓ 蛋白

基因片段序列差异较小ꎬ说明其亲缘关系较近ꎮ 上述结果为荞麦属种间遗传多样性与进化关系研究提供了理论依据ꎮ
关键词:荞麦ꎻ１３Ｓ 球蛋白基因ꎻ序列分析ꎻ系统关系
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荞麦(Ｂｕｃｋｗｈｅａｔ)属蓼科(Ｐｏｌｙｇｎａｃｅａｅ)荞麦属

(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ)ꎬ是我国粮食作物中的小宗作物ꎮ 与大

宗作物水稻、小麦和玉米相比ꎬ荞麦蛋白质含量较高ꎬ
且主要以清蛋白和球蛋白为主ꎬ二者含量占总蛋白质

的 ５０％以上[１]ꎮ 荞麦种子贮藏蛋白中球蛋白主要为

２５ ~２８ｋＤ 和３２ ~４３ｋＤ 亚基蛋白ꎬ少部分为５７ ~５８ｋＤ
亚基蛋白[２]ꎮ 另外ꎬＺ. Ｈ. Ｗａｎｇ 等[３]从苦荞中还纯化

出一种与 ＩｇＥ 结合活性较强的 ２２ｋＤ 的球蛋白ꎬ称为

ＴＢ２２ꎮ 荞麦 １３Ｓ 球蛋白是荞麦种子中的一类主要贮藏

蛋白ꎮ Ｍ. Ｋ. Ｒｏｕｔ 等[４] 研究指出荞麦 １３Ｓ 球蛋白中

２６ｋＤ 亚基蛋白的营养组成均衡ꎬ适宜人体吸收和利用ꎮ
植物种子蛋白是由多基因家族编码ꎬ其编码序列

和位点的差别往往会造成种子蛋白高级结构及其功

能的差异ꎮ 通过对编码基因序列的研究ꎬ可以推断这

些编码基因的进化关系ꎬ为使用编码种子蛋白的基因

序列研究系统演化提供了理论依据[５]ꎮ 同样ꎬ荞麦种

子储存蛋白也是由多基因家族编码ꎮ Ｓ. Ｂｈａｒａｌｉ 等[６]

研究发现编码荞麦贮藏蛋白的 ＦＡ０２ 和 ＦＡ１８ 基因在

种子发育过程中具有较高表达水平ꎬＦＡ０２ 基因的预

测氨基酸序列与 ＢＷ２４ＫＤ 氨基酸 Ｎ￣末端结构域序列

一致ꎮ 荞麦 １３Ｓ 球蛋白中 ２６ｋＤ 亚基的氨基酸序列与

咖啡树 １１Ｓ 球蛋白的相似度为 ９３％ꎬ与南瓜 １１Ｓ 球蛋

白 β 亚基的相似度为 ７５％ꎬ说明荞麦与咖啡树亲缘

关系较近[４]ꎮ Ｗ. Ｈｉｇｕｃｈｉ 等[７] 通过基因序列比较分

析发现ꎬ豆科的球蛋白基因与水稻谷蛋白基因序列同

源性很高ꎬ推测它们可能是由原始的单一区域进化而

来ꎮ Ｔ. Ｊｅｌｅｎａ 等[８] 分离出荞麦种子中类豆球蛋白

１３Ｓ 多肽的 ｃＤＮＡ 全长片段ꎬ通过与双子叶植物、单
子叶植物和裸子植物进行氨基酸序列比对发现ꎬ荞
麦 １３Ｓ 多肽属于低等被子植物进化分枝中富含甲硫

氨酸的豆球蛋白亚科ꎮ 种子蛋白基因序列差异为研

究不同物种间种子蛋白的多样性与物种的亲缘关系

提供了更为精确的依据[９]ꎮ 因此ꎬ本试验通过在

ＮＣＢＩ 数据库中查找荞麦 １３Ｓ 球蛋白基因编码区保

守区段ꎬ设计特异性引物ꎬ经 ＰＣＲ 仪扩增、测序ꎬ分
析不同荞麦此基因序列的差异性ꎬ以期为荞麦 １３Ｓ
球蛋白的结构功能研究与荞麦属不同种的进化关系

研究提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

中国西南地区被认为是荞麦种类的分布中心和

多样性中心[９]ꎮ 本研究所用的 ４４ 份材料由贵州师

范大学荞麦产业技术研究中心提供(表 １)ꎮ
１􀆰 ２　 种子蛋白基因序列的 ＰＣＲ 扩增及测序

采用 ＣＴＡＢ 法提取荞麦嫩叶基因组 ＤＮＡꎬ具体

操作步骤参考陈晴晴等[１０] 方法ꎮ 参照已发表的普

通荞麦 １３Ｓ 球蛋白基因的编码序列ꎬ根据 ｂｌａｓｔｎ 结

果ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ５􀆰 ０ 在其保守区分别设计一对特异

性引物(ＳＰＦ / ＳＰＲ)ꎬ引物由生工生物工程(上海)有
限公司合成ꎮ ＰＣＲ 反应体系总体积为 ６０ μＬꎬ包含

２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ３０􀆰 ０ μＬꎬ５ μｍｏｌ / Ｌ 引物各

６􀆰 ０ μＬꎬ４０ ｎｇ / μＬ ＤＮＡ 模板和 ｄｄＨ２Ｏ ９􀆰 ０ μＬꎮ 扩

增反应体系为:９４ ｏＣ 预变性 １０ ｍｉｎꎻ９４ ｏＣ 变性 ６０ ｓꎬ
Ｔｍ退火 ４５ ｓꎬ７２ ｏＣ 延伸 １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ｏＣ 延

伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后由生

工生物工程(上海)有限公司测序ꎮ
１􀆰 ３　 测序结果分析与进化树的构建

在 ＮＣＢＩ( ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 上

进行在线比对ꎬ分析基因序列的同源性ꎬ然后使用

ｂｌａｓｔｎ 进行同源性分析ꎮ 将序列对齐分值大于

１５０ꎬ序列同一性大于 ６５％的基因序列定义为高度

同源[１１] ꎮ 使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 进行多序列比对分析ꎻ使
用 ＤＮＡｓｐ５ 和 ＭＥＧＡ５􀆰 ０５ 进 行 核 酸 序 列 差 异

分析ꎮ
根据荞麦种间 １３Ｓ 球蛋白基因序列的变异特

点ꎬ选择荞麦类群内差异小、类群间差异大的位点ꎬ
对差异位点按 ０￣１ 方法进行赋值ꎮ 将变异位点某类

群恒定碱基定义为 １ꎬ其他为 ０ꎮ 如某位点某种群恒

定为 Ａ 的赋值为 １ꎬ该位点其他种群均无 Ａ 时赋值

为 ０ꎬ部分为 Ａ 时根据该位点为 Ａ 的材料占该种群

材料总数的比例赋值 ０􀆰 １ ~ ０􀆰 ９ꎮ 通过对差异位点

数据按分类群整理分析ꎬ使用 ＳＰＳＳ１６􀆰 ０ 软件衡量各

材料之间的距离(欧式平方距离)ꎬ采用类平均法进

行系统聚类ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 １３Ｓ 球蛋白基因序列的 ＰＣＲ 扩增

对 ４４ 个供试材料进行 １３Ｓ 球蛋白基因序列

ＰＣＲ 扩 增ꎬ 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 发 现 在 约

４００ｂｐ 处产生特异性条带ꎮ 图 １ 为部分材料 １３Ｓ
球蛋白基因的电泳图谱ꎬ扩增条带与目标片段大

小符合ꎬ初步判定所扩增序列是 １３Ｓ 球蛋白基因

序列ꎮ

２４５



　 ３ 期 梁成刚等:荞麦属种间 １３Ｓ 球蛋白基因序列比较研究

表 １　 供试荞麦材料

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

材料

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
收集地

Ｏｒｉｇｉｎ
代号

Ｃｏｄｅ
材料

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
收集地

Ｏｒｉｇｉｎ
代号

Ｃｏｄｅ

榆林甜荞 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 陕西榆林 Ｅ１ 高坂苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 贵州贵阳 Ｔ１０

甜自 ２１ Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 贵州贵阳 Ｅ２ 野苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｓｐ. ｐｏｔａｎｉｎｉ 西藏八宿 ＷＴ１

宁荞 １ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 宁夏固原 Ｅ３ 野苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｓｐ. ｐｏｔａｎｉｎｉ / ＷＴ２

自花甜荞 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 贵州贵阳 Ｅ４ 野苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｓｐ. ｐｏｔａｎｉｎｉ / ＷＴ３

赤甜 １ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 内蒙古赤峰 Ｅ５ 野苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｓｐ. ｐｏｔａｎｉｎｉ / ＷＴ４

定甜 ２ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 甘肃定西 Ｅ６ 野苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｓｐ. ｐｏｔａｎｉｎｉ / ＷＴ５

平荞 ２ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 贵州贵阳 Ｅ７ 野苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｓｐ. ｐｏｔａｎｉｎｉ 西藏工布江达 ＷＴ６

信农 １ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 宁夏 Ｅ８ 野苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｓｐ. ｐｏｔａｎｉｎｉ 西藏山南地区 ＷＴ７

威甜 １ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 贵州威宁 Ｅ９ 野甜荞 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ｓｓｐ. ａｎｃｅｓｔｒａｌｉｓ 西藏芒康 ＷＥ１

大甜 １ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 贵州贵阳 Ｅ１０ 野甜荞 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ｓｓｐ. ａｎｃｅｓｔｒａｌｉｓ 云南德钦 ＷＥ２

综甜 １ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 贵州贵阳 Ｅ１１ 野甜荞 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ｓｓｐ. ａｎｃｅｓｔｒａｌｉｓ 四川泸定 ＷＥ３

信甜 ２ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 宁夏 Ｅ１２ 野甜荞 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ｓｓｐ. ａｎｃｅｓｔｒａｌｉｓ 云南 ＷＥ４

丰甜 １ 号 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ 贵州贵阳 Ｅ１３ 野甜荞 Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ｓｓｐ. ａｎｃｅｓｔｒａｌｉｓ / ＷＥ５

小米荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 云南 Ｔ１ 左贡野荞 Ｆ. ｚｕｏｇｏｎｇｅｎｓｅ 西藏芒康 Ｚ１

黑苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 贵州威宁 Ｔ２ 左贡野荞 Ｆ. ｚｕｏｇｏｎｇｅｎｓｅ 西藏芒康 Ｚ２

苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 山西大同 Ｔ３ 左贡野荞 Ｆ. ｚｕｏｇｏｎｇｅｎｓｅ 云南香格里拉 Ｚ３

黔苦 ３ 号 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 贵州威宁 Ｔ４ 左贡野荞 Ｆ. ｚｕｏｇｏｎｇｅｎｓｅ 四川巴塘 Ｚ４

黔苦 ５ 号 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 贵州威宁 Ｔ５ 细柄野荞 Ｆ. ｇｒａｃｉｌｉｐｅｓ 贵州贵阳 Ｇ

西荞 ２ 号 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 四川西昌 Ｔ６ 硬枝万年荞 Ｆ. ｕｒｏｐｈｙｌｌｕｍ 云南昆明 Ｕ

晋荞 ２ 号 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 山西 Ｔ７ 毛野荞 Ｆ. ｐｉｌｕｓ 西藏波密 Ｐ１

辽荞 ７５ 号 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 辽宁 Ｔ８ 毛野荞 Ｆ. ｐｉｌｕｓ 西藏林芝 Ｐ２

凤凰苦荞 Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ 江西 Ｔ９ 毛野荞 Ｆ. ｐｉｌｕｓ 西藏工布江达 Ｐ３

“ / ”表示收集地不详

“ / ” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ｉｓ ｕｎｋｎｏｗｎ

Ｍ:分子量标记ꎻＥ１ ~ １２:甜荞系ꎻＴ１ ~ Ｔ１０:苦荞系

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬＥ１￣Ｅ１２:Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｕｃｋｗｈｅａｔꎬ

Ｔ１￣Ｔ１０:Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔａｒｔａｒｙ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ

图 １　 特异引物在部分材料中扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｐａｒｔｉａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
ｏｆ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ｕｓｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｅｄ ｐｒｉｍｅｒｓ

２􀆰 ２　 植物 １３Ｓ 球蛋白基因的 ＤＮＡ 序列同源性

分析

Ｂｌａｓｔｎ 分析表明ꎬ４４ 个材料中扩增得到约 ４００ ｂｐ

的 １３Ｓ 球蛋白核苷酸序列与已报道的普通荞麦 ｌｅｇｕ￣
ｍｉｎ￣ｌｉｋｅ １３Ｓ 贮藏蛋白基因序列片段(ＡＹ５３６０５０􀆰 １ 和

Ｄ８７９８２􀆰 １)的相似度达到 １００％ ꎻ与普通荞麦 １３Ｓ 种

子贮藏球蛋白(Ｏ２３８８０􀆰 １)和普通荞麦 ｌｅｇｕｍｉｎ￣ｌｉｋｅ
１３Ｓ 贮藏蛋白(ＡＡＳ４８５１３􀆰 １)基因序列的相似度达

到 ９５％ ꎻ与苦荞过敏蛋白(ＡＢＩ３２１８４􀆰 １)、１３Ｓ 种子

贮藏球蛋白 １(Ｏ２３８７８􀆰 １)、１３Ｓ 种子贮藏球蛋白 ３
(Ｑ９ＸＦＭ４􀆰 １)和普通荞麦豆球蛋白(ＡＡＯ６５４８５􀆰 １)
基因序列的相似性为 ８７％ ~ ８９％ ꎮ 因此ꎬ推测经

ＰＣＲ 扩增所得到的片段即为荞麦 １３Ｓ 球蛋白基因

序列ꎮ 此外ꎬ荞麦 １３Ｓ 球蛋白扩增片段核苷酸序列

与燕麦属、无花果属、胡麻属、苋属、藜属、蓖麻属、巴
西果、油棕、葡萄、猕猴桃球蛋白基因序列的相似度

为 ５０％ ~７０％ ꎬ与拟南芥 １２Ｓ 球蛋白基因序列的相

似度为 ４１％ ~５６％ ꎮ
２􀆰 ３　 荞麦 １３Ｓ 球蛋白基因的 ＤＮＡ 序列组成及变

异分析

ＤＮＡ 序列组成分析结果表明ꎬ４４ 个荞麦材料的

３４５
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１３Ｓ 球蛋白基因序列相对碱基组成频率为 ０􀆰 ３５１７ꎬ
种间差别不大ꎮ 其中ꎬＴ(Ｕ)含量为 ２５􀆰 ３％ ꎬＣ 含量

为 ２３􀆰 ４％ ꎬＡ 含量为 ２５􀆰 １％ ꎬＧ 含量为 ２６􀆰 ２％ ꎬＡ ＋
Ｔ 含量为 ５０􀆰 ４％ ꎮ 密码子第 １ 位点 Ａ ＋ Ｔ 含量为

５２􀆰 ９％ꎬ第 ２ 位点 Ａ ＋ Ｔ 含量为 ４７􀆰 ３％ꎬ第 ３ 位点的

Ａ ＋ Ｔ 含量为 ５１􀆰 ２％ꎮ 第 ３ 位点 Ｔ 的含量最低ꎬ平均

为 １９􀆰 ０％ꎬＡ 含量最高ꎬ平均为 ３２􀆰 ２％ꎮ 这表明密码

子的碱基使用频率存在偏向性ꎮ 总碱基转换颠换比

率为 ０􀆰 ７６４ꎬ其中嘌呤为 １􀆰 ７５３ꎬ嘧啶为 １􀆰 ２９６ꎮ 转换

的发生以 Ａ→ＧꎬＧ→Ａ 为主(占 ５８％)ꎮ 经多重序列

比对(去掉共同引物区)分析得到序列长度为 ３８７ｂｐ
的片段ꎬ除去 １０２ 个插入缺失 ｇａｐｓ 位点ꎬ对其中的

２８５ 个位点进行分析ꎬ结果显示总突变位点 Ｅｔａ 为５０３

个ꎬ单型不变位点为 ２４ 个ꎬ多态性位点 Ｓ 为 ２６１ 个ꎬ
其中简约信息位点为 １９８ 个ꎬ单型可变位点为 ６３ 个ꎻ
单倍型 ｈ 为 ２８ꎬ基因单倍型多样性比率 Ｈｄ 为 ０􀆰 ９１０ꎻ
平均核苷酸变异数 Ｋ 为 ５６􀆰 ９０９ꎬ核苷酸多态性 Ｐｉ 为
０􀆰 １９９６８ꎮ 所有供试材料间平均遗传距离为 ０􀆰 ２７０１ꎬ
标准偏差为 ０􀆰 ０１５９ꎮ 各群体内平均遗传距离分别为

０􀆰 ０８８７ ( Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ‘ ｃｖ ’)、 ０􀆰 １８０７ ( Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ
ｓｓｐ. ａｎｃｅｓｔｒａｌｉｓ)、０􀆰 １１８６(Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ‘ｃｖ’)、０􀆰 １３１４
(Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｓｐ. ｐｏｔａｎｉｎｉ )、 ０􀆰 ４１３９ ( Ｆ. ｐｉｌｕｓ ) 和

０􀆰 ７８７７(Ｆ. ｚｕｏｇｏｎｇｅｎｓｅ)ꎮ 左贡野荞与毛野荞种间遗

传距离最大为 ０􀆰 ６４７７ꎬ细柄野荞与硬枝万年荞种间遗

传距离为 ０(表 ２)ꎮ

表 ２　 基于 １３Ｓ 球蛋白基因的种间平均遗传距离和种间平均净遗传距离

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｅｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ １３Ｓ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

材料 Ｍａｔｅｒｉａｌ Ｅ Ｇ Ｐ Ｔ Ｕ ＷＥ ＷＴ Ｚ

Ｅ ０􀆰 １５４８ ０􀆰 ０３８６ ０􀆰 １５５０ ０􀆰 １５４８ ０􀆰 ００３７ ０􀆰 １４５５ ０􀆰 １０７７

Ｇ ０􀆰 １９９２ ０􀆰 ００５７ ０􀆰 ００１２ ０􀆰 ００００ ０􀆰 １４９０ ０􀆰 ００１３ ０􀆰 １４５３

Ｐ ０􀆰 ２８９９ ０􀆰 ２１２７ － ０􀆰 ００２３ ０􀆰 ００５７ ０􀆰 ０１７８ － ０􀆰 ００４０ ０􀆰 ０４６９

Ｔ ０􀆰 ２５８７ ０􀆰 ０６０５ ０􀆰 ２６４０ ０􀆰 ００１２ ０􀆰 １４６５ － ０􀆰 ００３１ ０􀆰 １３４２

Ｕ ０􀆰 １９９２ ０􀆰 ００００ ０􀆰 ２１２７ ０􀆰 ０６０５ ０􀆰 １４９０ ０􀆰 ００１３ ０􀆰 １４５３

ＷＥ ０􀆰 １３８４ ０􀆰 ２３９３ ０􀆰 ３１５１ ０􀆰 ２９６２ ０􀆰 ２３９３ ０􀆰 １４１５ ０􀆰 １１８０

ＷＴ ０􀆰 ２５５６ ０􀆰 ０６７０ ０􀆰 ２６８６ ０􀆰 １２１９ ０􀆰 ０６７０ ０􀆰 ２９７５ ０􀆰 １２９６

Ｚ ０􀆰 ５４５９ ０􀆰 ５３９２ ０􀆰 ６４７７ ０􀆰 ５８７４ ０􀆰 ５３９２ ０􀆰 ６０２２ ０􀆰 ５８９２

Ｅ:甜荞ꎻＧ:细柄野荞ꎻＰ:毛野荞ꎻＴ:苦荞ꎻＵ:硬枝万年荞ꎻＷＥ:野甜荞ꎻＷＴ:野苦荞ꎻＺ:左贡野荞ꎮ 上三角区为种间净遗传距离ꎻ下三角区为种间

遗传距离

Ｅ:Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍꎬＧ:Ｆ. ｇｒａｃｉｌｉｐｅｓꎬＰ:Ｆ. ｐｉｌｕｓꎬＴ:Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍꎬＵ:Ｆ. ｕｒｏｐｈｙｌｌｕｍꎬＷＥ:Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍꎬＷＴ:Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ Ｆ. ｔａｔａｒｉｃｕｍꎬＺ:Ｆ.
ｚｕｏｇｏｎｇｅｎｓｅ. Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｅｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｔｒｉａｎｇｌｅꎬｗｈｉｌｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ￣
ｅｒ ｔｒｉａｎｇｌｅ

２􀆰 ４　 基于 １３Ｓ 球蛋白基因序列差异的进化关系

研究

依据荞麦属植物 １３Ｓ 球蛋白基因序列种内变异

小、种间变异大的 ５４ 个恒定变异位点ꎬ以 ０￣１ 方法进

行赋值ꎬ采用类间平均法建立系统聚类图(图 ２)ꎮ 当

Ｔ ＝１５ 时ꎬ供试的 ４４ 个材料被聚为 ２ 个类群ꎬ类群 Ｉ
包括栽培苦荞、野苦荞、细柄野荞、硬枝万年荞、毛野

荞(Ｐ１ 和 Ｐ２)以及左贡野荞(Ｚ３ 和 Ｚ４)ꎻ类群 ＩＩ 包括

甜荞、野甜荞、毛野荞(Ｐ３)以及左贡野荞(Ｚ１ 和 Ｚ２)ꎮ
本次聚类中供试材料 Ｚ１、Ｚ２ 及 Ｐ３ 与甜荞聚为一类ꎬ
而 Ｚ３、Ｚ４ 及 Ｐ１、Ｐ２ 与苦荞聚为一类ꎬ暗示左贡野荞、
毛野荞是有分化的ꎻ同为小粒组的细柄野荞、硬枝万

年荞首先聚为一类ꎬ其次与苦荞类聚为一类ꎮ
对 ４４ 个材料 １３Ｓ 球蛋白基因序列所有差异位

点数据按分类群重新整理数据后计算欧氏平方距

离ꎬ按类间平均法进行系统聚类分析(图 ３)ꎮ 当

Ｔ ＝ １５ 时ꎬ６ 种荞麦聚成 ２ 个类群ꎬ类群 Ｉ 包括细柄

野荞、硬枝万年荞、毛野荞、苦荞栽培种和野生种ꎻ类
群 ＩＩ 包括左贡野荞、甜荞栽培种和野生种ꎮ 栽培甜

荞与野甜荞亲缘关系最近ꎻ栽培苦荞与野苦荞亲缘

关系最近ꎬ其次与毛野荞亲缘关系较近ꎻ细柄野荞、
硬枝万年荞基因序列彼此差异较小ꎬ暗示其亲缘关

系近ꎬ其次与苦荞类亲缘关系较近ꎮ

３　 讨论

３􀆰 １　 荞麦 １３Ｓ 球蛋白基因的序列分析

荞麦 １３Ｓ 球蛋白是荞麦种子中一类主要的贮藏

蛋白[２]ꎮ 通过 ＰＣＲ 扩增、测序和 Ｂｌａｓｔｎ 分析发现供试

荞麦材料的 １３Ｓ 球蛋白核苷酸序列与已报道普通荞麦

ｌｅｇｕｍｉｎ￣ｌｉｋｅ １３Ｓ 球蛋白基因序列片段(ＡＹ５３６０５０􀆰 １

４４５
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图 ２　 荞麦不同系基于 １３Ｓ 球蛋白基因

序列特定位点的 ０￣１ 赋值聚类图

Ｆｉｇ. ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉｔｅｓ ｏｆ １３Ｓ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｕｓｉｎｇ ０￣１ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

图 ３　 基于 １３Ｓ 球蛋白基因序列的

荞麦属不同分类群的聚类图

Ｆｉｇ. ３　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ｔａｘａ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉｔｅｓ ｏｆ １３Ｓ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

和 Ｄ８７９８２􀆰 １)的相似度达到 １００％ ꎬ证实本研究中

ＰＣＲ 扩增所得到的片段即为荞麦 １３Ｓ 球蛋白基因

序列ꎮ 物种进化过程中基因序列间的差异可作为研

究进化关系的依据[９]ꎮ 本研究发现 ４４ 个供试材料

的 １３Ｓ 球蛋白基因序列总突变位点 Ｅｔａ 为 ５０３ 个ꎬ
不变位点为 ２４ 个ꎬ多态位点 Ｓ 为 ２６１ 个ꎬ说明荞麦

属种间 １３Ｓ 球蛋白基因在进化过程中发生了广泛的

变异ꎮ
３􀆰 ２　 基于 １３Ｓ 球蛋白基因序列的荞麦种间进化关

系分析

种子蛋白质是植物主要的储藏氮源ꎬ大多不具

有重要生理功能ꎬ但是蛋白质是基因表达的产物ꎬ可
反映生物 ＤＮＡ 组成上的差异ꎬ蛋白亚基丰富的遗传

多样性可用于鉴定不同物种间的进化关系ꎮ 利用

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 技术对荞麦属 １０ 个种的蛋白亚基进行

分析ꎬＪ. Ｈ. Ｌｉ 等[１２]将荞麦属 １０ 个种分为 ３ 大类群ꎬ
类群 Ｉ 包括甜荞、野甜荞、Ｆ. ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ｖａｒ. ｈｏｍｏ￣
ｔｒｏｐｉｃｕｍ、大野荞、左贡野荞ꎬ类群 ＩＩ 包括苦荞、野苦

荞、毛野荞、金荞、巨荞ꎬ类群 ＩＩＩ 包括小粒组 Ｆ.
ｐｌｅｉｏｒａｍｏｓｕｍ、Ｆ. ｃａｌｌｉａｎｔｈｕｍ、 细柄野荞ꎮ 张以忠

等[１３]对荞麦属 ８ 个种(含大粒组 ７ 个和小粒组 １
个)３３ 份材料发芽种子的酯酶同工酶进行研究发

现ꎬ大粒组荞麦种与小粒组荞麦种间差异极大ꎬ甜荞

与大野荞亲缘较近ꎬ苦荞与毛野荞亲缘较近ꎮ 赵钢

等[１４]通过对金荞、甜荞和苦荞开花后期不同器官过

氧化物同工酶的研究与亲缘分析推测甜荞和苦荞可

能是由金荞进化而来ꎮ 相比种子蛋白亚基ꎬ蛋白的

基因序列则直接表现 ＤＮＡ 碱基组成差异ꎬ因而理论

上基因序列差异可为研究物种间亲缘关系提供更为

精确的依据[９]ꎮ 本实验通过对 ６ 个种共 ４４ 个荞麦

系的 １３Ｓ 球蛋白基因序列进行比较与系统聚类分

析ꎬ将左贡野荞、甜荞栽培种和野生种聚为一大类ꎬ
这与 Ｊ. Ｈ. Ｌｉ 等[１２] 聚类结果基本一致ꎻ将毛野荞与

栽培苦荞和野生苦荞聚为一类ꎬ这与张以忠等[１３] 的

研究结果一致ꎮ 不过ꎬ荞麦小粒组、大粒组的遗传关

系非常复杂[１５]ꎮ 在本研究中种内各系也出现不能

完全被聚为一个分支的情况ꎬ推测可能与供试荞麦

种内 １３Ｓ 蛋白基因序列中部分单碱基变异有关ꎮ
硬枝野荞起源于中国西南地区ꎬ其遗传多样性

十分复杂[１６￣１７]ꎮ Ｍ. Ｌ. Ｚｈｏｕ 等[１７]对四川省 ４ 个新荞

麦种进行系统分析ꎬ指出在传统形态学鉴定的基础

上利用分子鉴定可为荞麦进化研究提供更为可靠的

依据ꎮ 郑亚迪[１９] 对西南地区荞麦属植物进行了分

子系统发育研究ꎬ发现硬枝野荞的遗传多样性较为

丰富ꎬ但其确切的进化关系有待进一步研究ꎮ 史建

强等[２０] 利用 ＳＳＲ 分子标记研究发现硬枝万年荞与

甜荞及近缘种、苦荞及小米荞和金荞亲缘关系较近ꎬ

５４５
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聚类分析将硬枝万年荞与齿翅野荞、细柄野荞、小野

荞麦和疏穗小野荞麦聚为一类ꎮ 本研究通过对荞麦

１３Ｓ 球蛋白基因序列差异分析发现细柄野荞和硬枝

万年荞的 １３Ｓ 球蛋白基因序列差异较小ꎬ种间遗传

距离为 ０ꎬ且被聚为一类ꎬ说明其亲缘较近ꎮ
３􀆰 ３　 基于 １３Ｓ 球蛋白基因序列的荞麦种内进化关

系分析　
繁育系统对遗传变异及其分布具有重要影响ꎬ以

异交为主的植物群间总变异仅为 １５％左右[２１￣２２]ꎮ 王

转花等[２３]对甜荞和苦荞的 ＥＳＴ 同工酶进行研究ꎬ结
果发现苦荞的 ＥＳＴ 同工酶在种内存在明显的差异ꎬ在
甜荞种内差异较小ꎮ 赵佐成等[２４￣２５] 通过等位酶电泳

技术分析四川省、云南省 ２７ 个县、市的苦荞及其近缘

种共 ８ 种 １ 变种 ５０ 个居群ꎬ结果发现野生苦荞材料

间的遗传多样性丰富ꎬ且明显高于栽培苦荞ꎮ 同样ꎬ
本研究利用 １３Ｓ 球蛋白基因序列分析发现野生甜荞

收集系间平均遗传距离为 ０􀆰 １８０７ꎬ明显高于栽培甜荞

的 ０􀆰 ０８８７ꎻ野生苦荞收集系间平均遗传距离为

０􀆰 １３１４ꎬ稍高于栽培苦荞的 ０􀆰 １１８６ꎮ 推测一方面的原因

是授粉方式的不同导致收集系和品种的遗传差异产生

影响ꎬ另一方面则是荞麦从野生型向栽培型驯化过程

中通常只有少数野生型群体被驯化成栽培型ꎬ进而导

致栽培型间遗传差异比野生型间遗传差异小ꎮ 甜荞是

典型的虫媒传粉异花授粉植物ꎮ 在长期人工驯化与种

植过程中ꎬ栽培甜荞间存在着广泛的天然杂交ꎬ异花授

粉特性导致遗传变异被保存在品种群体内并使得栽培

甜荞品种间遗传差异变小ꎬ加大了甜荞栽培型与野生

型间的遗传差异ꎮ 野生甜荞由于其分布区域各异ꎬ区
域间并不存在广泛的杂交ꎬ可以在进化过程中保存其

遗传多样性ꎮ 由此导致甜荞野生型收集系间的遗传差

异大大超过栽培甜荞品种间的遗传差异ꎮ 苦荞是自花

授粉植物ꎬ而自花授粉特性使得栽培苦荞品种间的遗

传差异得以保持ꎬ单株选择进行育种的过程使遗传差

异的个体被独立成品种ꎬ导致苦荞栽培品种间遗传差

异加大ꎬ从而使得苦荞栽培型品种间遗传变异与野生

型收集系间遗传变异的差异较接近ꎮ
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