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小麦耐盐突变体的分子生物学鉴定①

我国有大面积的盐碱荒地〔‘〕，随着人口增长和可利用耕地面积的日益减少，开发利用盐碱荒地、使之发挥

出生产上的巨大潜力是摆在全国人民面前的一个重要课题。小麦是一种非常重要的粮食作物，因此研究小麦的耐

盐机理及其遗传是进行小麦耐盐碱育种的前提和基础。长期以来，与小麦耐盐性有关的理论研究至今尚未有突破

性的进展，其重要原因之一是缺乏遗传背景相似而耐盐性有差异的实验材料。最近，沈银柱等〔’〕利用小麦花药

①收稿妇期：1998-07-14；修订日期：1999-02-02
基金硕目：河北省教委基金（资助号：953304)资助项目
作者摘介：秘彩莉（1974-)，女，硕士学位，助教．专业方向：分子生物学。

Abstract: In this paper, 5 wheat salt tolerant mutants（H8706-34, H8706-44, H8706-48,

RH8706-49, H8706-57) derived from anther culture, EMS induction and salt tolerance selection and

their parents（Punong3665, Bainong3039) were used as materials, all the mutants have inherited stably

for 9 generations. Differences were revealed between the mutants and their parents using chemical marker

（gliadih) and molecular marker（RAPD)，the results showed that compared with the parents, the

mutants varied not only on the protein level, but also on the DNA level, which supplied hard evidence of

the truth of the mutants and ruled out the possibility of salt adaptation. RAPD analysis were conducted

among the 5 mutants by 218 primers, which proved they were a series of near isogenic lines of different

salt tole}rancc because of their little difference and similar genetic background.
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摘 翼：利用 F,花药培养、EMS诱变和耐盐性反复筛选后已稳定 9代的小麦耐盐突变体

RH8706-49. H8706-34, H8706-44, H8706-48, H8706-57及其亲本淮农3665、百农 3039为材料，

用生化标记（醇溶蛋白）及分子标记（RAPD）分析了各材料间的差异，发现突变体与亲本相比，不仅

发生了蛋白质水平的变异，而且也在DNA水平上证明了突变的发生，从而为耐盐突变体的真实性提供

了有力的证据，排除了盐适应的可能性；经用218个引物对5个突变体之间的多态性进行RAPD分析，

结果表明，它们之间的差异很小，其遗传背景相似，因而它们是一系列耐盐性不同的近似等位基因系。
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培养、EMS诱变和耐盐性反复筛选得到了一系列耐盐性不同的突变体。这些突变体外部形态和耐盐性均与亲本

明显不同，但仍缺乏分子生物学的直接证据。RAPD是揭示基因组DNA差异的有效方法，日前已用于遗传作

图、遗传多样性分析及品系鉴定等方面的研究，且取得了另人瞩目的成果〔3一’〕。

用醇溶蛋白电泳和RAPD方法对突变体和亲本进行分析，从而在蛋自质水平和DNA水平上为小麦耐盐突

变体的真实性提供了有力的证据；用RAPD方法对突变体之间的差异进行分析表明，突变体是一系列遗传背景

相似而耐盐性有差异的近似等位基因系，为小麦耐盐性研究提供了一套好材料。

1 材 料 和 方 法

1.1 材 料

1.1.1 植物材料 供试材料RH8706-49, H8706-34, H8706-44, H8706-48, H8706-57为灌农3665／百农

3039P；经花药培养、EMS诱变、耐盐性反复筛选得到的同一单株的后代 它们耐盐性不同且一均经过连续9代自

交选择，详见文献 〔2)0

1.1.2 试剂 10-mer随机引物购自美国 Operon公司；Taq酶购自华美生物工程公司；dNTPs购自

Bio-Lab.

1.1.3 PCR仪 为MJ公司的PTC-100TM Programmable Thermal Controller.

1.2 方法

1.2.1醇溶蛋白电泳 参照傅宾孝的方法〔“〕，点样量为8,u1.

1.2.2 小麦核DNA的提取 取液氮冷冻叶片3--5g，在液氮冷冻下迅速研磨成粉末 放人50m1离心管中，

然后加 20m1缓冲液（I00mmo1/ L Tris-HCI, pH8.5; 50mmol/ L EDTA, pH8.0; 2%SDS; I00mmo1/ L

NaCI)及1001tl蛋白酶K（终浓度为0.05 mg / ml)，充分摇匀。将离心管置于65'C水浴1一2h，此过程中均匀地混

合几次。取出离心管，每管加人等体积的酚／‘氯仿（1.1),混匀后，3 000 r / min离心20min 将上清液移入另

一离心管中，加人等体积的氯仿，混匀后，3 000 r / min离心20min‘取上清液于另一离心管中，加人0.6V异

丙醇，轻轻混匀，静置一段时间，然后用玻璃钩挑出DNA，并用70％乙醇冲洗2-3次，气干。将 DNA溶于

5m1 TE中，加人100ug RNase（不含DNase)37 C酶解1一3h。加人等体积酚／氯仿，轻轻混匀，3000r/min

离心 15min 取上清，加人等体积的氯仿，混匀，3 000 r / min离心 15 min，取上清。加人 1/IOV3mol/L

NaAc(pH5.2)混匀后加人2 V 100％冷乙醇，玻璃钩挑出DNA, 70％乙醇洗2-3次，气干。加人适量TE溶解

DNA。以OD260 1}1定DNA浓度，以ODz6o / OD,,。检测核酸纯度。

1.2.3 RAPD反应 参考Williams方法〔7〕略有改动。反应体系为20pl，其中含模板DNA 50ng, Taq酶

0.9U, dCTP, dATP, dGTP, dTTP终浓度各为O.lmmol/ L, lul随机引物

扩增反应条件：90s/94℃预变性 ，45s/94C, 45s/36C, 124s/72C，循环 40次，然后 72℃延伸

4min，扩增产物在1.1％琼脂糖凝胶中电泳后，于0.5ug / ml EB的水溶液中染色30min，以蒸馏水脱色20min

后，观察并拍照。各扩增反应至少重复3次。

2 结 果 与 分 析

2.1 小麦耐盐突变体生化水平变异 （醇溶蛋白）的分析

按前述方法进行供试品种醇溶蛋白的提取和电泳，以加拿大硬红春小麦Marquis和Nepawa为对照品种，

结果如图1 如箭头所示，5个突变体均比其亲本多一Rf为0.19的区带，控制醇溶蛋白的各组分已有明确的染

色体定位，有关基因分别位于第一和第六同源染色体组的短臂上，而控制大分子量下、。蛋白亚基的基因则位于

第一同源染色体组的短臂上〔8〕；突变体的这一特异区带位于：区，可见耐盐突变体的突变部位可能在第一同源

染色体组的短臂上。
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2.2 耐盐突变体DNA水平变异 （RAPD）的分析

用38个随机引物对突变体及其亲本进行了RAPD分析，随后用218个引物对5个突变体之间的差异进行统

计分析，结果如下：

2.2.1 亲本与突变体之间的多态性 用38个引物对亲本及5个突变体进行RAPD分析，35个弓I物有扩增产

物，共扩增出140条带，其中两个引物 （OPE12, OPT16)在突变体与亲本之间出现多态性 （如图2), 5个突

变体共扩增出两条特异带，占总扩增产物的 1.4%。因为RAPD所揭示的是DNA水平的差异，因而在DNA水

平上证明了突变的发生。

l. Nepawa

2. Marquis

3．百农3039

4, Punong 3665

5. H8706-34

6. H8706-44

7_ H8706-48

8. RH8706-49

9. H8706-57

图1 供试品种的醇溶蛋自电泳图谱

OPT;,

图2 OPE12及OPT16在突变体与亲本之间的扩增产物
1．百农3039; 2.淮农3665; 3. H8706-34; 4. RH8706-49; 5. H8706-44; 6. H8706-48; 7. H8706-570

2.2.2 突变体之间的多态性 用218个引物对5个突变体进行了RAPD分析。经统计共有 210个引物有扩增

产物，占总引物数的95.9%，共扩增出1 244条带，平均每个引物可扩增出6条带；有6个引物（OPK�,

OPSo2, OPSo6. OPS,o, OPS15, OPZus）在突变体之间扩增出多态性（如图3)，仅占引物数的2.8，说明它们

之间的差异十分微小。

为了进一步说明突变体之间的变异程度，我们对多态性进行了统计分析，并按刘春宇的方法计算遗传距

离〔”〕，结果如表1和表2，可知5个突变体之间的遗传距离变动在。.0004 0.002之间。由此可见，各突变体之

间差异很小，有的甚至于在所用引物中没有扩增出特异区带；突变体之间遗传距离的测定说明突变体的遗传背景

十分相似。

1 2 3 4 5 6 7 8 9

R介 0.19-

OPE�

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
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表1 突变体之间多态性统计

引 物 RH8706-49 H8706-34 H8706-44 H8706-48 H8706-57

OPK11

OPS02

OPS06

OPS10

OPS15

OPZ08

一 ＋

＋

＋

十

十

＋

＋

注：表中的“了代表特异扩增产物的存在；“一”代表缺失某一扩增产物。

表2 突变体之间遗传距离分析

材料A与材料B N,, NB NAB 遗传距离（D)

RH8706-49与 H8706-34

RH8706-49与 H8706-44

RH8706-49与 H8706-48

RH8706-49与 H8706-57

H8706-34与 H8706-44

H8706-34与H8706-48
H8706-34与H8706-57
H8706-44与 H8706-48

H8706-44与 H8706-57

H8706-48与H8706-57

1238

1238

1238

1238

1239

1239

1239

1239

1239

1239

1238

1239

1239

1242

1239

1239

1242

1239

1239

1242

1237

1238

1238

1238

1238

1238

1238

1238

1238

1239

0.00081

0.0004

0.0004

0_0016

0.00081

0.00081

0.002

0.00081

0.002

0.0012

注：心、叽 分别为A, B材料的RAPD图谱中各自显现的总带数；凡：为样品A与样品B图谱中相同的带数，

遗传距离D=1-2凡认戈+N办

图3 突变体之间的RAPD扩增结果
1. H8706-34; 2. RH8706-49; 3. H8706-44; 4. H8706-48; 5. H8706-570
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3 讨 论

经过EMS诱变和耐盐性反复筛选得到的耐盐突变体，其真实性往往受到人们的怀·疑，即其可能是盐适应的

产物。本研究所用突变体的耐盐性及农艺性状已基本排除了这种可能性，但尚缺乏分予生物学的直接证据。由于

11容R的研究已较为透彻，其各组分已有较明确的染色体定位，对于某一小麦品种，其醇溶蛋白电泳图谱的条

带数 目、各谱带的相对位置及染色强度构成了该品种的“指纹”；RAPD方法可以比较有效地对基因组进行差异

分沂(K)。本文对5个突变体及其亲本进行了醇溶蛋白及RAPD分析，结果表明，突变体与亲本相比，发生了

从蛋 颤水平到DNA水平的变异，从而为突变体的真实性提供了充分的分子生物学证据；用218个引物对5个

突变体进行了RAPD分析，结果表明突变体之间差异十分微小，遗传距离的计算更证明了这一点。根据以前的

研%L. A果，突变体耐盐性不同且为同一单株的后代，因而其遗传背景十分相似，所以拢们认为，我们所得到的突

变体114'系列遗传背景相似而耐盐性又有差异的近似等位基因系，从而为小麦耐盐性研究的进一步深人提供了一

套良 t的材料。

通过诱变来改良作物的性状已成为育种的主要途径之一，但诱变涉及基因组的多大范围，很少有人了解，只

有陈受宜〔‘。〕对水稻耐盐突变体、管泽强〔’‘’对一个CMS水稻育性回复突变体进行了分子水平的鉴定，对于小

麦，有关突变体的详细分子生物学研究还未见报道。本研究表明，诱变可引起某些性状的变异，并且通过突变可

以得到具有特殊性状的近似等位基因系，它们在小麦耐盐机理及遗传研究中将具有重要的理论和实践意义。
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