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　 　 摘要:　 为揭示超甜玉米籽粒营养物质累积的调控机制ꎬ本研究采用 ＢＬＩＮＫ 模型定位了调控超甜玉米籽粒维生素 Ｃ
含量的主效位点ꎬ并对候选基因进行了预测ꎮ 结果表明ꎬ供试的 ２００ 份超甜玉米微核心种质籽粒中维生素 Ｃ 含量为

０.１５６~１􀆰 ２８９ ｍｇ / ｇꎬ均值为 ０􀆰 ７４９ ｍｇ / ｇꎬ呈正态分布ꎻ全基因组关联分析(ＧＷＡＳ)共关联到 ６ 个与籽粒维生素 Ｃ 含量显著

相关的单核苷酸多态性(ＳＮＰ)位点ꎬ表型变异解释率为 ９.５３％~１２.８３％ꎬ其中表型变异率最高的是 Ａｆｆｘ￣９１３２８２７３ 位点ꎻ在
显著 ＳＮＰ 位点上下游 ２００ ｋｂ 的置信区间内共找到 １５３ 个候选基因ꎬ其中已注释基因 ５８ 个ꎬ占比为 ３７.９％ꎮ 鉴定出的
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控超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量的关键基因ꎬ其主要参与细胞分裂、信号转导和能量代谢等途径ꎬ为深入理解超甜玉米籽粒

维生素 Ｃ 含量的遗传机制提供了重要支撑ꎮ
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　 　 甜玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ. ｓａｃｃｈａｒａｔａ Ｓｔｕｒｔ)是玉米属的

甜玉米类型ꎬ以甜美口感和鲜嫩质地著称[１]ꎬ其甜质性

２８６



状主要由 ｓｕ１、ｓｕ２、ｓｈ１、ｓｈ２、ｓｈ４、ｂｔ１、ｂｔ２、ｓｅ、ｅａ、ｗｘ、ｄｕ、Ａｅ
等隐性基因调控[２]ꎮ 作为喜温作物ꎬ甜玉米适应性广ꎬ
籽粒富含糖分、维生素及氨基酸等营养成分[３]ꎬ因此备

受消费者青睐ꎮ 随着大众生活品质与健康意识的提

升ꎬ功能性作物新品种选育已成为农业育种的核心方

向之一ꎬ而解析超甜玉米籽粒贮藏物质积累的分子机

制ꎬ正是支撑其产业升级的关键研究内容ꎮ
维生素 Ｃ 又称抗坏血酸ꎬ是一种水溶性维生

素ꎬ能够增强免疫力、预防动脉硬化、促进胶原蛋白

合成[４]ꎬ还有助于预防癌症[５]ꎮ 前人研究结果表

明ꎬ水果和蔬菜中维生素 Ｃ 含量可以通过基因修饰

进行调节ꎮ Ｃｈｅｎ 等[６]研究发现ꎬ利用烟草和玉米中

脱氢抗坏血酸还原酶(ＤＨＡＲ)异位表达能够提高其

叶片及籽粒中维生素 Ｃ 含量ꎻＨｅｍａｖａｔｈｉ 等[７] 发现ꎬ
ＧａｌＵＲ 基因可使马铃薯块茎中维生素 Ｃ 含量提高

２~３ 倍ꎻＳｅａｎ 等[８] 发现 ＧＧＰ(编码催化 Ｌ￣半乳糖途

径的酶)基因在番茄、草莓、马铃薯中稳定过量表

达ꎬ可以将番茄果实中维生素 Ｃ 含量提高 ３ ~ ６ 倍ꎬ
草莓果实和马铃薯块茎中维生素 Ｃ 含量分别提高 ２
倍和 ３ 倍ꎮ

维生素 Ｃ 含量是受遗传和环境因子共同调节控

制的数量性状ꎬ而全基因组关联分析(ＧＷＡＳ)可在全

基因组水平无偏性扫描大量遗传变异ꎬ并精确挖掘微

效基因位点ꎮ 目前ꎬＧＷＡＳ 已广泛应用于玉米[９￣１０]、
水稻[１１￣１２]、小麦[１３￣１４]、油菜[１５￣１６]等主要作物的基因筛

选ꎮ 然而ꎬ有关超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量的分子研

究鲜见报道ꎮ 因此ꎬ本研究采用 ＢＬＩＮＫ 模型开展关

联定位ꎬ筛选调节和控制超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量

的主效基因位点并预测候选基因ꎬ为培育富含维生素

Ｃ 的超甜玉米新品种提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与试验设计

供试材料为 ２００ 份超甜玉米微核心种质ꎬ 由安

徽科技学院玉米创新团队提供ꎬ试验地位于安徽省

滁州市凤阳县ꎮ 采用随机区组设计ꎬ单行播种ꎬ行长

５ ｍꎬ采用常规大田管理ꎮ 在超甜玉米授粉后 ２１ ｄꎬ
从每份种质中连续收获 ３ 个鲜果穗ꎬ取中下部果穗

脱粒ꎬ混匀ꎮ 采用钼蓝比色法测定玉米籽粒维生素

Ｃ 含量[１７]ꎮ 具体方法为:准确称取约 １０ ｇ 混合物ꎬ
加入草酸￣ＥＤＴＡ 溶液ꎬ经捣碎抽滤后移入 ２００ ｍＬ
容量瓶中定容ꎮ 吸取定量溶液置于 ５０ ｍＬ 容量瓶

中ꎬ分别加入偏磷酸￣醋酸溶液和 ５％硫酸溶液各

２􀆰 ０ ｍＬꎬ摇匀后加入钼酸铵溶液 ４􀆰 ０ ｍＬꎬ用蒸馏水

定容至 ５０ ｍＬꎬ测定吸光度ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２　 表型数据分析

借助 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 和 ＳＰＳＳ ２７.０ 统计分析软件ꎬ对
表型性状进行基本的描述性统计分析ꎬ包括计算变

幅、标准差、平均数、偏度、峰度和变异系数ꎻ利用

Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 函数绘图软件完成数据可视化ꎮ
１.３　 全基因组关联分析

在 ＲＳｔｕｄｉｏ 软件中通过 Ｒ 语言的 ＢＬＩＮＫ 模型ꎬ
结合相关表型与基因型数据ꎬ对超甜玉米籽粒维生

素 Ｃ 含量进行全基因组关联分析(ＧＷＡＳ)ꎮ 基于总

单核苷酸多态性(ＳＮＰ)标记数量计算ꎬ以－ｌｇＰ≥３􀆰 ８
作为全基因组显著性阈值ꎬ筛选显著关联的 ＳＮＰ 位

点ꎻ并使用 Ｒ 包中 ＣＭｐｌｏｔ 和 ｑｑｍａｎ 工具绘制曼哈顿

图(Ｍａｎｈａｔｔａｎ ｐｌｏｔ)和 ＱＱ 图(ＱＱ￣ｐｌｏｔ)ꎮ
１.４　 单倍型分析及候选基因预测

利用 Ｔａｓｓｅｌ ５.０ 软件ꎬ对经过质量控制的群体 ＳＮＰ
数据集计算群体连锁不平衡(ＬＤ)参数(ｒ２)ꎬ设定 ｒ２ ＝
０􀆰 ２ 时对应的物理距离为群体 ＬＤ 衰减距离[１８]ꎮ 提取

显著关联 ＳＮＰ 上下游 ２００ ｋｂ 范围内的基因数据[１９￣２０]ꎮ
通过微生信在线生物信息学分析与可视化云平台(ｈｔ￣
ｔｐｓ:/ / ｗｗｗ.ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｃｏｍ.ｃｎ / )绘制 ＬＤ 衰减曲线及

ＬＤ 热图ꎬ实现 ＬＤ 结果的可视化分析ꎮ
１.５　 候选基因功能注释

根据显著性 ＳＮＰ 标记ꎬ结合 Ｍａｉｚｅ ＧＤＢ(ｈｔｔｐｓ:/ /
ｍａｉｚｅｇｄｂ.ｏｒｇ / )数据库 Ｂ７３ ＲｅｆＧｅｎ Ｖ３ 及 Ｚｍ￣Ｂ７３￣ＲＥＦ￣
ＥＲＥＮＣＥ￣ＮＡＭ￣５.０ 参考基因组数据ꎬ提取上下游 ２００
ｋｂ 区间内候选基因[２１]ꎬ使用 ＯｍｉｃＳｈａｒｅ 数据库(ｈｔ￣
ｔｐｓ:/ / ｗｗｗ.ｏｍｉｃｓｈａｒｅ.ｃｏｍ/ )对候选基因进行富集分析ꎮ
利用微生信在线生物信息学分析、可视化云平台(ｈｔ￣
ｔｐｓ:/ / ｗｗｗ.ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｃｏｍ.ｃｎ / )进行绘制ꎮ 用 Ｕｎｉ￣
Ｐｒｏｔ 数据库(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｕｎｉｐｒｏｔ.ｏｒｇ / )和 ＮＣＢＩ 数据库

(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )对候选基因进行功能

注释[２２]ꎬ结合文献分析筛选出最有可能的候选基因ꎮ
利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库以中等置信度阈值(相互作用得

分>０􀆰 ４)构建对籽粒维生素 Ｃ 含量至关重要的候选基

因编码蛋白质的蛋白质￣蛋白质相互作用网络ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量表型性状

统计分析结果(图 １)表明ꎬ２００ 份超甜玉米微
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核心种质籽粒维生素 Ｃ 含量为０.１５６~ １􀆰 ２８９ ｍｇ / ｇꎬ
均值为 ０􀆰 ７４９ ｍｇ / ｇꎬ标准差为 ０􀆰 ２６５ ｍｇ / ｇꎬ偏度为

－０􀆰 ０９ꎬ峰度为 －０􀆰 ７１ꎬ变异系数为 ３５􀆰 ４４％ꎮ 表明

２００ 份供试材料的遗传背景具有广泛的来源ꎬ在相

同环境条件下呈现出丰富多样的表型差异ꎮ 这种表

现符合数量性状特征以及全基因组关联分析的相关

要求ꎬ因此能够开展后续的分析工作ꎮ

图 １　 ２００ 份超甜玉米自交系籽粒维生素 Ｃ 含量的频率分布

Ｆｉｇ.１　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｋｅｒｎｅｌｓ ｏｆ
２００ ｓｕｐｅｒ￣ｓｗｅｅｔ ｃｏｒｎ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ

２.２　 调控超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量的全基因组

关联分析

　 　 从表 １ 和图 ２ 可知ꎬ取阈值为－ｌｇＰ≥３􀆰 ８ꎬ关联分析

共鉴定出 ６ 个与超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量显著关联

的 ＳＮＰ 位 点 ( Ａｆｆｘ￣９１３２８２７３、 Ａｆｆｘ￣９０１７７１８７、 Ａｆｆｘ￣
９０４１８６７７、Ａｆｆｘ￣９０７９７８０１、Ａｆｆｘ￣９０７０１２１４、Ａｆｆｘ￣９０８７４３８８)ꎬ
分别位于 ３ 号染色体、５ 染色体、６ 染色体、９ 号染色体

上ꎬ其中 ６ 号染色体上 Ａｆｆｘ￣９０８７４３８８ 显著关联 ＳＮＰ 位

点的 Ｐ 值 最 大 (１.３５× １０－４ )ꎬ 其 物 理 位 置 在 第

１３１ １７７ ８８３个碱基上ꎬ３ 号染色体上 Ａｆｆｘ￣９１３２８２７３ 显著

关联 ＳＮＰ 位点的 Ｐ 值最小(１.０６×１０－５)ꎬ其物理位置在

第２２５ ７８６ ４２６个碱基上ꎮ
２.３　 连锁不平衡分析和等位变异效应分析

对多态性位点进行连锁不平衡分析(ＬＤ)ꎬ用不

同颜色表示不同位点之间的 Ｒ２ 和 Ｐꎬ结果(图 ３Ａ)
可 以 看 出ꎬ Ａｆｆｘ￣９０１７７１８７、 Ａｆｆｘ￣９０４１８６７７、 Ａｆｆｘ￣
９０８７４３８８ ３ 个位点与其相邻位点之间高度连锁ꎬＡｆ￣
ｆｘ￣９１３２８２７３ 位点与相邻位点连锁强度较高ꎮ

表 １　 超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量显著关联 ＳＮＰ 位点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｌｏｃｉ ｆｏｒ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｋｅｒｎｅｌｓ ｏｆ ｓｕｐｅｒ￣ｓｗｅｅｔ ｃｏｒｎ

序号 ＳＮＰ 位点 染色体 物理位置(ｂｐ) Ｐ 表型变异解释率(％)

１ Ａｆｆｘ￣９０８７４３８８ ６ 号 １３１ １７７ ８８３ １.３５×１０－４ １１.５４

２ Ａｆｆｘ￣９０７０１２１４ ６ 号 １３０ ５９７ ３０９ ８.１０×１０－５ １０.０２

３ Ａｆｆｘ￣９０７９７８０１ ３ 号 ２２５ ７８６ ４６７ ２.６１×１０－５ １２.４８

４ Ａｆｆｘ￣９０４１８６７７ ９ 号 １２１ ８２２ ６０４ ２.１８×１０－５ １０.５０

５ Ａｆｆｘ￣９０１７７１８７ ５ 号 １８０ ８０４ ０１３ ２.００×１０－５ ９.５３

６ Ａｆｆｘ￣９１３２８２７３ ３ 号 ２２５ ７８６ ４２６ １.０６×１０－５ １２.８３

Ａ:全基因组关联分析的 Ｍａｎｈａｔｔａｎ 图ꎻＢ:全基因组关联分析的 ＱＱ 图ꎮ Ｐ:显著性概率值ꎮ
图 ２　 调控超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量全基因组关联分析 Ｍａｎｈａｔｔａｎ 图与 ＱＱ 图

Ｆｉｇ.２　 Ｍａｎｈａｔｔａｎ ｐｌｏｔ ａｎｄ ＱＱ￣ｐｌｏｔ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｆｏｒ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｋｅｒｎｅｌｓ ｏｆ ｓｕｐｅｒ￣ｓｗｅｅｔ ｃｏｒｎ

　 　 为更好地比较位点的遗传效应ꎬ对与甜玉米籽

粒维生素 Ｃ 含量显著关联的 ４ 个位点进行等位变

异效应分析ꎮ 结果(图 ３Ｂ)显示ꎬＡｆｆｘ￣９１３２８２７３ 位

点的 Ｇ / Ｇ 等位变异在同一环境下的籽粒维生素 Ｃ
含量比 Ａ / Ａ 等位变异增加 ０􀆰 １２８ ｍｇ / ｇꎬ呈现出显著

差异(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ因此 Ｇ / Ｇ 为优异等位变异ꎻＡｆｆｘ￣
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９０８７４３８８ 位点的 Ｃ / Ｃ 等位变异在同一环境下籽粒

维生素 Ｃ 含量比 Ｔ / Ｔ 等位变异增加 ０􀆰 １８７ ｍｇ / ｇꎬ呈
现出极显著差异(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ因此 Ｃ / Ｃ 为优异等位

变异ꎻＡｆｆｘ￣９０１７７１８７ 位点 Ｃ / Ｃ 等位变异在同一环境

下籽粒维生素 Ｃ 含量比 Ａ / Ａ 等位变异增加 ０􀆰 ２７５
ｍｇ / ｇꎬ呈现出极显著差异(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ因此 Ｃ / Ｃ 为

优异等位变异ꎻＡｆｆｘ￣９０４１８６７７ 位点 Ｔ / Ｔ 等位变异在

同一环境下籽粒维生素 Ｃ 含量比 Ｃ / Ｃ 等位变异增

加 ０􀆰 １２３ ｍｇ / ｇꎬ呈现出极显著差异(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ因此

Ｔ / Ｔ 为优异等位变异ꎮ 综上所述ꎬＣ / Ｃ 为优势等位

基因型ꎬ具有提高籽粒维生素 Ｃ 含量的特性ꎮ

Ａ:连锁不平衡分析ꎬ􀅰为关联位点所在位置ꎻＢ:等位变异效应分析ꎬ∗表示组间差异达显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗∗表示组间差异达极显著水

平(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ Ｇ / Ｇ:表示该位点的两个等位基因均为鸟嘌呤ꎬＣ / Ｃ:表示该位点的两个等位基因均为胞嘧啶ꎬＡ / Ａ:表示该位点的两个等位

基因均为腺嘌呤ꎬＴ / Ｔ:表示该位点的两个等位基因均为胸腺嘧啶ꎮ
图 ３　 显著 ＳＮＰ 位点连锁不平衡分析及等位变异效应分析

Ｆｉｇ.３　 Ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ａｌｌｅｌｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｌｏｃｉ

　 　 为了筛选具有较高维生素 Ｃ 含量的材料资源ꎬ本
研究通过将 Ｃ/ Ｃ 等位基因型定义为正效应等位基因

型ꎮ 对 ＳＮＰ 位点上的等位基因型进行比较分析ꎬ结果

发现拥有最多正效应等位基因型的材料为 ＦＴ５￣２、
ＦＰＴ１６４、１４ＷＴＸ８ 和 ＪＨＴ３３ꎬ而拥有最多负效应等位基

因型的材料为 ＹＮＴ８￣１、Ｄ９、１４ＷＴ６￣１、Ｆ２０２４ 和 Ｅ１４２(图
４)ꎮ 将含有较多正效应等位基因型的高维生素 Ｃ 含量

材料 ＦＴ５￣２和 ＦＰＴ１６４ 杂交ꎬ含有较多负效应等位基因

型的低维生素 Ｃ 含量材料 ＹＮＴ８￣１ 和 Ｄ９ 杂交ꎮ 通过

对籽粒维生素 Ｃ 含量的评估ꎬ发现杂交组合(ＦＴ５￣２×
ＦＰＴ１６４)在籽粒维生素 Ｃ 含量指标上相较父本

(ＦＰＴ１６４)提高了 ０􀆰 １５２ ｍｇ / ｇꎮ
２.４　 候选基因功能注释及 ＫＥＧＧ 分析

候选基因分析结果表明ꎬ在置信区间内共找到 １５３
个编码基因ꎬ其中已注释基因 ５８ 个ꎬ占比为 ３７􀆰 ９％ꎬ未
注释基因 ９５ 个ꎬ占比为 ６２􀆰 １％ꎮ 注释的基因分别富集

到 １７ 条 ＧＯ 通路中ꎬ功能涉及细胞组分(ＣＣ)、生物过

图 ４　 不同超甜玉米材料中维生素 Ｃ 含量关联 ＳＮＰ 位点的正负

效应等位基因分布

Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓ ａｔ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＳＮＰ ｌｏｃｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｐｅｒ￣ｓｗｅｅｔ ｃｏｒｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

程(ＢＰ)和分子功能(ＭＦ)３ 大类ꎮ 其中ꎬ有 ２４ 个候选

基因参与细胞解剖结构ꎬ２１ 个候选基因参与细胞过程ꎬ
１０ 个候选基因参与蛋白质结合(图 ５)ꎮ
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ＢＦ:生物过程ꎻＣＣ:细胞组分ꎻＭＦ:分子功能ꎮ ａ:生物学调控ꎻｂ:
细胞过程ꎻｃ:发育过程ꎻｄ:生长ꎻｅ:定位ꎻｆ:多细胞组织过程ꎻｇ:繁
殖过程ꎻｈ:对刺激的响应ꎻｉ:节律性过程ꎻｊ:细胞解剖结构ꎻｋ:含
蛋白质复合物ꎻｌ:蛋白质结合ꎻｍ:催化活性ꎻｎ:分子功能调控活

性ꎻｏ:分子转导活性ꎻｐ:翻译调控活性ꎻｑ:转运蛋白活性ꎮ
图 ５　 候选基因功能注释分析

Ｆｉｇ.５　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ

　 　 候选基因 ＫＥＧＧ 分析结果(图 ６)表明ꎬ在已注释

的基因中ꎬ有 ７ 个基因富集在 １２ 条通路上ꎬ其中与籽

粒维生素 Ｃ 含量相关的候选基因在 ２￣氧代羧酸代谢、
蛋白酶体、植物 ＭＡＰＫ 信号通路等通路中显著富集ꎮ
进一步分析发现ꎬ候选基因 ＧＲＭＺＭ２Ｇ３９２９６９ 编码 Ｐ
型 ＡＴＰ 酶ꎬ其中 ＰＡＡ２ 属于 Ｐ１Ｂ 型(Ｐ１ 乙类)铜转运

Ｐ 型 ＡＴＰ 酶ꎬ定位于叶绿体类囊体膜上ꎬ该酶是质体

蓝蛋白成熟所必需的关键蛋白酶ꎮ 当环境中铜离子

对植物高度可利用时ꎬ该转运蛋白会发生降解ꎬ而这

种降解过程依赖蛋白酶的催化作用ꎻ候选基因

ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３９６６２ 编码肽酶 Ｍ１ 家族蛋白ꎬ该蛋白酶

通过分解蛋白质的方式维持细胞内环境的稳态ꎻ候选

基因 ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３３６３１ 编码 ＲＣＡＲ３ 蛋白ꎬＲＣＡＲ３ 蛋

白是脱落酸(ＡＢＡ)受体的调节组分ꎬ可通过调控细胞

受体的活性来介导 ＡＢＡ 的信号传导过程ꎮ

　 　 基于ＧＯ功能分析及拟南芥同源基因的功能表达ꎬ
共鉴定出 ６个对超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量至关重要

的候选基因(表 ２)ꎮ 进一步分析发现ꎬ候选基因

ＧＲＭＺＭ２Ｇ００４２２２、ＧＲＭＺＭ２Ｇ０９３０９８、ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０６０６１ 在

超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 合成中发挥作用ꎻ候选基因

ＧＲＭＺＭ２Ｇ１７９３０８、ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０１２７４、ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３３６３１ 通

过信号转导和能量代谢间接影响超甜玉米维生素 Ｃ 合

成与积累ꎬ这些候选基因主要参与细胞分裂、信号转导和

能量代谢等过程ꎮ
为进一步研究候选基因的表达特征ꎬ对筛选出的

候选基因进行表达模式分析ꎬ这些基因在不同组织中

Ｐ:富集显著性指标ꎮ
图 ６　 候选基因 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ.６　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ

的表达存在显著差异(图 ７)ꎮ 例如ꎬＧＲＭＺＭ２Ｇ００４２２２、
ＧＲＭＺＭ２Ｇ０９３０９８、ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０６０６１在种胚发育过程中

平 均 表 达 水 平 相 对 较 高ꎬ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０１２７４、
ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３３６３１在胚乳发育过程中平均表达水平相

对较高ꎮ 此外ꎬ虽然 ＧＲＭＺＭ２Ｇ１７９３０８的平均表达水平

相对较低ꎬ但其在果皮组织中的表达水平极高ꎮ 这些

候选基因在维生素 Ｃ 合成积累中起关键作用ꎬ有助于

进一步研究超甜玉米籽粒贮藏物质积累的分子机制ꎮ
　 　 对 ６ 个候选基因构建蛋白质￣蛋白质相互作用

网络后发现ꎬ这 ６ 个基因各自形成独立的互作群体ꎬ
且均能与多种功能蛋白发生相互作用ꎬ在多个生物

学网 络 调 控 中 扮 演 重 要 角 色 ( 图 ８ )ꎮ 其 中ꎬ
ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０６０６１ 是互作关系较密集的核心基因之

一ꎬ可与 ９ 个蛋白质产生关联ꎻ该基因编码的伸长因

子蛋白 Ｂ６ＴＰＧ０ 能通过与 Ａ０Ａ１Ｄ６Ｆ９１８ 等蛋白质互

作ꎬ在氨酰基￣ｔＲＮＡ 与核糖体 Ａ 位点的 ＧＴＰ 结合过

程中发挥关键作用ꎮ 而 ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３３６３１ 基因编码

ＡＢＡ 受体的调节组分 ＲＣＡＲ３ꎬ它可通过与蛋白磷酸

酶 ２Ｃ(如 ＡＢＩ１、ＡＢＩ２)互作来激活 ＡＢＡ 信号通路ꎬ
进而参与调控超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 的合成ꎮ 这

些结果说明ꎬ超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量相关性状

的形成是由一系列复杂调控因子共同作用的结果ꎮ
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表 ２　 显著 ＳＮＰ 位点候选基因及功能注释

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ＳＮＰ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＳＮＰ 位点 染色体 物理位置(ｂｐ) 候选基因 基因功能注释　 　 　 　

Ａｆｆｘ￣９１３２８２７３ ３ 号 ２２５ ９２０ ６８５ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０９３０９８ 五肽重复序列超家族蛋白

Ａｆｆｘ￣９０１７７１８７ ５ 号 １８０ ６８３ ０６４ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０６０６１ ＲＡＢ ＧＴＰ 酶同源物 Ｅ１Ｂ

Ａｆｆｘ￣９０１７７１８７ ５ 号 １８０ ７８７ ３５５ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１７９３０８ ＦＵＳ３ 互补基因 ２

Ａｆｆｘ￣９０１７７１８７ ５ 号 １８０ ９３１ １９６ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０１２７４ 液泡蛋白分选相关蛋白 ２０.２

Ａｆｆｘ￣９０８７４３８８ ６ 号 １３１ ２１３ ２０８ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３３６３１ (ＰＹＬ８ꎬ ＲＣＡＲ３)脱落酸受体 ３ 的调控组分

Ａｆｆｘ￣９０４１８６７７ ９ 号 １２１ ８６０ ６３２ ＧＲＭＺＭ２Ｇ００４２２２ 血红素加氧酶 ２

图 ７　 候选基因动态表达模式分析

Ｆｉｇ.７　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ

３　 讨 论

３.１　 超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量全基因组关联分

析(ＧＷＡＳ)
　 　 随着生物技术的飞速发展ꎬＧＷＡＳ 已成为解析

大规模群体中基于高通量分子标记的数量性状遗传

机制的核心工具ꎮ 它不仅能够处理海量的遗传数

据ꎬ还可以成功鉴定出与重要性状相关的候选基

因[２３￣２４]ꎮ Ｍｅｄｉｎａ￣Ｌｏｚａｎｏ 等[２５]通过全基因组关联分

析发现ꎬ生菜 ２ 号染色体上有多个与脱氢抗坏血酸

含量相关的 ＳＮＰ 位点ꎮ Ｒａｍｅｎｅｎｉ 等[２６]发现ꎬ菠菜 ６
条染色体上 ６２ 个 ＳＮＰ 标记均与维生素 Ｃ 含量相

关ꎮ 本研究利用全基因组关联分析ꎬ共鉴定出 ６ 个

与超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量显著关联的 ＳＮＰ 位

点ꎬ与前人研究结果相比ꎬ本研究检测到的位于 ３ 号

染色体 ＳＮＰ 位点 Ａｆｆｘ￣９１３２８２７３、Ａｆｆｘ￣９０７９７８０１ 与 Ｌｕ

７８６邓　 召等:超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量关联位点定位及基因挖掘



图 ８　 ６ 个候选基因的蛋白质互作网络

Ｆｉｇ.８　 Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｓｉｘ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ

等[２７]定位的 ３ 号染色体上的 Ｓ＿２２６１３３９９４ 位点物

理位置仅相距 ０.３ Ｍｂꎻ位于 ９ 号染色体 ＳＮＰ 位点

Ａｆｆｘ￣９０４１８６７７ 与 Ｃｕｉ 等[２８] 定位的 Ｓ＿１２３４１９２５２ 物

理位置仅相距 １.６ Ｍｂꎮ 利用代谢物数量性状位点

(ｍＱＴＬ)比较发现的 ３ 号染色体上 ＳＮＰ 位点 Ａｆｆｘ￣
９１３２８２７３、Ａｆｆｘ￣９０７９７８０１ 与 ５ 号染色体上 ＳＮＰ 位点

Ａｆｆｘ￣９０１７７１８７ 的物理位置分别位于 Ｚｈｏｕ[２９] 定位的

ｍＱＴＬ４５(２２４ ９８７ ２４３ ~ ２２７ ４９１ ９４８ ｂｐ)、ｍＱＴＬ８６
(１７９ ６８１ ６０１~１８４ ６６２ ２９５ ｂｐ)区间ꎮ 由此可见ꎬ本
研究筛选出的显著 ＳＮＰ 位点与前人研究的结果较

为一致ꎬ表明这些 ＳＮＰ 位点具有较高的可信度ꎬ为
超甜玉米籽粒贮藏物质积累的分子机制研究提供了

有力的参考依据ꎮ
３.２　 超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量相关候选基因功

能分析

　 　 候选基因指基于生物学背景推测与某一性状的

形成、调控或性状差异相关ꎬ且有待进一步功能验证

的基因ꎮ 本研究筛选获得 ６ 个与超甜玉米籽粒维生

素 Ｃ 合成及积累相关的候选基因ꎬ分别编码五肽重

复序列超家族蛋白、ＲＡＢ ＧＴＰ 酶同源物 Ｅ１Ｂ、ＦＵＳ３
互补基因 ２、液泡蛋白分选相关蛋白 ２０.２、脱落酸受

体 ３(ＰＹＬ８ꎬ ＲＣＡＲ３)调控组分及血红素加氧酶 ２ꎬ
结合已有研究结果推测各基因的潜在功能:候选基

因 ＧＲＭＺＭ２Ｇ０９３０９８ 编码五肽重复(ＰＰＲ)超家族蛋

白ꎬＤｕ 等[３０]研究发现ꎬ拟南芥中该家族的色素缺陷

相关 ＰＰＲ 蛋白可调控叶绿体发育及叶绿体基因表

达ꎬ据此推测该基因可能通过影响甜玉米叶绿素发

育ꎬ进而调控维生素 Ｃ 的合成与积累ꎮ 候选基因

ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０６０６１ 编码 ＥＦ￣ｔｕ 翻译延伸因子ꎬ Ｌｉｕ
等[３１]已证实该因子参与 ｖａｒ２ 介导的拟南芥叶片杂

色形成及叶片发育ꎬ而叶绿体发育异常会导致光合

作用受损ꎬ这一过程将直接影响维生素 Ｃ 的合成效

率ꎮ 候选基因 ＧＲＭＺＭ２Ｇ１７９３０８ 编码 ＬＡＭＭＥＲ 型

蛋白激酶ꎬ已有研究结果表明ꎬ拟南芥中的该类激酶

可介导叶绿体单线态氧应激信号转导[３２]ꎬ因此推测

其可能通过诱导细胞内氧化应激反应ꎬ促进超甜玉
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米籽粒维生素 Ｃ 合成ꎬ从而实现对细胞氧化损伤的

保 护ꎮ 与 之 功 能 相 关 的 是ꎬ 候 选 基 因

ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０１２７４ 编码的液泡蛋白分选相关蛋白

２０􀆰 ２ 已被证实对拟南芥子叶、细胞及叶绿体发育具

有调控作用[３３]ꎬ该基因可能通过影响内吞途径的膜

蛋白降解过程ꎬ间接调控甜玉米叶绿体发育及维生

素 Ｃ 积累ꎮ 候选基因 ＧＲＭＺＭ２Ｇ００４２２２ 编码血红素

加氧酶 ２ꎬＥｍｂｏｒｇ 等[３４] 研究发现ꎬ该酶可氧化裂解

血红素生成胆绿素 ＩＸα(ＢＶ)ꎬ据此推测其在甜玉米

中可能通过促进植物色素的生物合成ꎬ进而参与维

生素 Ｃ 的合成调控ꎮ 综上ꎬ本研究鉴定的 ６ 个候选

基因可能通过调控叶绿体发育、氧化应激响应及代

谢途径等多个维度ꎬ在甜玉米籽粒维生素 Ｃ 的合成

与积累过程中发挥关键作用ꎮ

４　 结 论

本研究共关联定位到调控超甜玉米籽粒维生素 Ｃ
含量的 ６ 个显著 ＳＮＰ 位点ꎬ在上下游 ２００ ｋｂ 置信区间

共发 现 ５８ 个 已 有 功 能 注 释 基 因ꎬ 鉴 定 出 的

ＧＲＭＺＭ２Ｇ０９３０９８、ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０６０６１、ＧＲＭＺＭ２Ｇ１７９３０８、
ＧＲＭＺＭ２Ｇ１０１２７４、ＧＲＭＺＭ２Ｇ００４２２２、ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３３６３１ ６
个基因是调控超甜玉米籽粒维生素 Ｃ 含量的关键基

因ꎬ其主要参与细胞分裂、信号转导和能量代谢等途

径ꎮ
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