
书书书

麦类作物学报　２０１０，３０（６）：１００６１０１０
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＴｒｉｔｉｃｅａｅＣｒｏｐｓ

普通小麦犇染色体组上狆狊狔基因位点的分子证据
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摘　要：为检测普通小麦Ｄ染色体组是否存在狆狊狔基因，以扩增普通小麦（２Ｘ＝ＡＡＢＢＤＤ＝４２）狆狊狔基因

的相同引物ｐｓｙ０２和ｐｓｙ０６在节节麦（２Ｘ＝ＤＤ＝１４）中进行ＰＣＲ反应。结果表明，引物ｐｓｙ０２在节节麦基因

组ＤＮＡ中的扩增产物长２０６ｂｐ，与普通小麦中扩增的１９６ｂｐ序列同源率为９３．０％，对应的第２外显子区域

内仅有１ＳＮＰ；引物ｐｓｙ０６在节节麦基因组ＤＮＡ中的ＰＣＲ产物长３０５ｂｐ，与普通小麦中扩增的３０２ｂｐ序列

同源率达９５．７７％，对应的第６外显子区域内无ＳＮＰ，说明在小麦Ｄ染色体组中存在狆狊狔基因，且狆狊狔基因部

分外显子序列在Ｄ染色体组的进化过程中相对保守。
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　　普通小麦（犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿 Ｌ．２ｎ＝６ｘ＝

ＡＡＢＢＤＤ＝４２）籽粒黄色素（Ｙｅｌｌｏｗｐｉｇｍｅｎｔ，

ＹＰ）是造成面粉白度下降的重要因素，黄色素含

量对蒸煮面食品的色泽以及小麦的营养品质等均

有显著影响［１］。对硬粒小麦（犜狋犻狋犻犮狌犿狋狌狉犵犻犱狌犿

Ｌ．２ｎ＝４ｘ＝ＡＡＢＢ＝２８）而言，黄色素含量高的品

种可制作出黄亮的高品质面食品［２］。黄色素是由

多种物质组成的混合物，其主要成分是类胡萝卜

素［３４］。类胡萝卜素的生物合成是在八氢番茄红

素合成酶（ｐｈｙｔｏｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｐｓｙ）作用下进行
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的，此酶是类胡萝卜素合成途径中的首要限速酶，

其基因也是类胡萝卜素基因操作的首选基因［５７］。

１９６８年，Ｋｎｏｔｔ
［８］在长穗偃麦草（犔狅狆犺狅狆狔

狉狌犿狆狅狀狋犻犮狌犿Ｌ．２ｎ＝２ｘ＝ＥＥ＝１４）的７ＥＬ染色

体上发现了一条特异片段直接影响黄色素含量，

并将其命名为黄色素基因犢；Ｚｈａｎｇ等
［２］通过人

工诱变的方法使其与硬粒小麦发生染色体易位形

成７Ｅ／７Ｂ易位系，发现易位系不仅使黄色素含量

显著增加，而且还携带一个抗小麦条锈病的犔狉１９

基因。Ｐｏｚｎｉａｋ
［９］在四倍体硬粒小麦７Ｂ染色体长

臂上发现了一个黄色素含量的ＱＴＬ，命名为狆狊狔

犅１基因，并认为该基因可能成为禾谷类植物黄色

素育种的一个重要候选基因。此外，在硬粒小麦

的５Ａ 和 ５Ｂ 染色体上也发现了 狆狊狔 基因位

点［１０］。在二倍体大麦（犎狅狉犱犲狌犿狏狌犾犵犪狉犲Ｌ．，２ｎ

＝２ｘ＝ＨＨ＝１４）中，高黄色素含量基因被定位于

２Ｈｃｈ和７Ｈｃｈ染色体上，由二倍体大麦和四倍体

硬粒小麦远缘杂交获得的六倍体黄色素含量显著

高于硬粒小麦［１１１３］。在普通小麦方面，Ｐａｒｋｅｒ
［１４］

报道了一个黄色素的ＲＦＬＰ标记位于７Ａ染色体

上，可解释黄色素变异的６０％。对７Ａ的进一步

分析找到７个ＡＦＬＰ标记，并将主要的ＡＦＬＰ标

记发展为ＳＴＳ标记。但是这种标记只能对与定

位亲本面粉黄色素来源相同的品种起到标记作

用，而与其他许多品种的黄色素几乎没有关系，因

而不具有普遍性［１５］。上述研究提示在麦类植物

（犜狉犻狋犻犮狌犿，Ｘ＝７）中黄色素含量作为数量性状，

应包含复杂的基因家族，因此推测在异源六倍体

普通小麦中，狆狊狔基因应该拥有更为丰富的基因

位点。鉴于此，本研究选择具有ＤＤ染色体组的

节节麦（犃犲犵犻犾狅狆狊狊狇狌犪狉狉狅狊犪Ｌ．，２ｎ＝２ｘ＝ＤＤ＝

１４），以其基因组ＤＮＡ为模板，应用普通小麦中

克隆出狆狊狔基因的引物，在节节麦ＤＤ染色体组

中扩增狆狊狔基因（片段），基于普通小麦和节节麦

同一引物的ＰＣＲ产物序列同源性分析，检测普通

小麦ＤＤ染色体组上存在狆狊狔基因的可能性，旨

在为普通小麦狆狊狔基因家族新成员的发掘和染色

体定位提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材 料

供试小麦品种（系）为安徽农业大学小麦育种

与品质改良实验室的育种材料，于２００４－２００６两

年分别种植于安徽农业大学试验农场（合肥）和校

外试验基地（凤阳）。试验选用的３个小麦品种分

别为高黄色素含量的周麦１８和低黄色素含量的

毕红穗和梁来友白皮小麦。节节麦为本实验室保

存的野生种质。实验材料均为当年新收获种子，

普通小麦正常收获期收获，节节麦经鉴定后于黄

熟期但穗节尚未脱落时单株采样，自然干燥后保

存。

１．２　方 法

１．２．１　节节麦染色体标本制备

将节节麦每一小穗中的种子小心剥出，选择

籽粒饱满的种子，清水洗净后分别放至培养皿里

已清毒的湿细砂中浸泡（２０℃），待根长约１～２

ｃｍ时，剪取根尖放入２０℃的０．００２ｍｏｌ·Ｌ－１的

８羟基喹啉溶液中处理３ｈ，４℃卡诺氏溶液（无水

乙醇∶冰醋酸＝３∶１，Ｖ／Ｖ）固定２４ｈ以上，取出

材料用蒸馏水洗净后放入１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液，

在６０℃水浴中解离３～５ｍｉｎ，蒸馏水漂洗干净，

改良苯酚品红染色液染色１０ｍｉｎ后镜检。

１．２．２　普通小麦和节节麦基因组ＤＮＡ的提取

采用改良的单籽粒法，取１粒饱满的小麦籽

粒和节节麦籽粒分别充分研碎后放入１．５ｍＬ离

心管中，加入７００μＬＳＤＳ样品提取液（２８８ｍｍｏｌ

·Ｌ－１ ＮａＣｌ，２００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ

８．０），２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，０．５％ＳＤＳ），６０℃水

浴４５ｍｉｎ，酚＋氯仿＋异戊醇（２５∶２４∶１，Ｖ／Ｖ）

抽提蛋白，ＤＮＡ经预冷异丙醇沉淀、乙醇漂洗后

真空干燥，１％琼脂糖凝胶检测 ＤＮＡ 浓度，－

２０℃保存备用。

１．２．３　引物设计和合成

从ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）上获取玉米狆狊狔基因序列，以其ｃＤＮＡ

为探针ＢＬＡＳＴ搜索小麦ＥＳＴ序列，选择同源性

较高的序列拼接后应用Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引

物，经试扩增获得２对有效引物ｐｓｙ０２和ｐｓｙ０６。

ｐｓｙ０２序列为Ｆｏｒｗａｒｄ：５＇ＧＧＡＣＣＴＴＧＣＴＧＡＴ

ＧＡＣＣＧＡＧ３＇；Ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇ＴＧＡＣＧＧＴＣＴＧＡＡＧ

ＴＧＡＧＡＡＴＧＡ３＇；ｐｓｙ０６ 序列为 Ｆｏｒｗａｒｄ：５＇

ＧＧＧＣＴＣＡＡＡＴＧＧＡＡＧＡＴＡ３＇；Ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇

ＧＣＴＣＣＡＡＧＧＣＡＧＡＴＧＴＣＧ３＇。引物交由上海

Ｓａｎｇｏ生物工程公司合成。

１．２．４　ＰＣＲ反应体系和扩增程序

优化的ＰＣＲ反应体系总体积为２０μＬ，各成

分如下：１０×ＰＣＲ的ｂｕｆｆｅｒ（２．０μＬ）、２．５ｍｍｏｌ

·Ｌ－１的ｄＮＴＰ（０．８μＬ）、１μｍｏｌ·Ｌ
－１的Ｆｏｒ
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ｗａｒｄＰｒｉｍｅｒｒ和 ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒｒ（各５μＬ）、１Ｕ

的ＴａｑＤＮＡ聚合酶（０．２μＬ）、２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的

ＭｇＣｌ２（１．２μＬ）、５０ｎｇＤＮＡ模板、无菌去离子水

（补足至２０μＬ）。以上试剂均购自上海Ｓａｎｇｏ生

物工程公司。ＰＣＲ反应扩增程序如下：９５℃预变

性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１．５ｍｉｎ，共循环４０次；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳分离检测，电

泳缓冲液为１×ＴＡＥ溶液，１００～１２０Ｖ电压电泳

１ｈ，溴化乙锭（ＥＢ）染色，凝胶成像系统扫描并保

存图像。

１．２．５　ＰＣＲ扩增产物的测序及序列分析

ＰＣＲ扩增产物交由上海Ｓａｎｇｏ生物工程公

司纯化、测序（每对引物的ＰＣＲ扩增结果至少测

序列３次以上，以确保测序结果的正确性）。测序

结果递交至 ｈｔｔｐ：／／ｌｉｎｕｘ１．ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ／ｂｅｒ

ｒｙ．ｐｈｔｍｌ？ｔｏｐｉｃ＝ｆｇｅｎｅｓｈ＆ｇｒｏｕｐ＝ｐｒｏｇｒａｍｓ

＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ＝ｇｆｉｎｄ网站进行基因结构预测，并在

ＮＣＢＩ网站上进行ＢＬＡＳＴ分析。

２　结果与分析

２．１　引物狆狊狔０２的犘犆犚扩增结果和序列分析

３个普通小麦样品（每样品重复２次）和２个

节节麦样品在同一条件下以ｐｓｙ０２为引物进行

ＰＣＲ扩增，结果表明，引物ｐｓｙ０２在８个样品中

均能扩出目的ＤＮＡ片段，经测序后６个普通小

麦样品的序列完全一致，长１９６ｂｐ。而在节节麦

中扩增出一条较大的片段（图１），表明ＤＤ染色

组上有该引物的结合位点。

　　１、２：周麦１８；３、４：毕红穗；５、６：梁来友白皮小麦；７、８：节节

麦样品；Ｍ：ｍａｒｋｅｒ

１，２ａｒｅｗｈｅａｔｃｕｌｔｉｖａｒＺｈｏｕｍａｉ１８；３，４ａｒｅＢｉｈｏｎｇｓｕｉ；５，６

ａｒｅＬｉａｎｇｌａｉｙｏｕ；７，８ａｒｅ犜狉犻狋犻犮狌犿狋犪狌狊犮犺犻犻；Ｍ：ｍａｒｋｅｒ

图１　狆狊狔０２引物在普通小麦和节节麦中的扩增

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犲犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊狊犲狋狊狆狊狔０２犻狀犜狉犻狋犻犮狌犿

犪犲狊狋犻狏狌犿犪狀犱犜狉犻狋犻犮狌犿狋犪狌狊犮犺犻犻

　　测序结果表明，ｐｓｙ０２引物在节节麦中的扩

增片段长２０６ｂｐ，序列分析表明该片段与ｐｓｙ０２

引物在普通小麦中扩增的 １９６ｂｐ同源率为

９３．０％，对应的第２外显子区域内仅有１ＳＮＰ（图

２）的差异。因此，可以确定在具有ＤＤ染色体组

的节节麦中利用引物ｐｓｙ０２扩增出的目的片段是

狆狊狔基因，也进一步说明ｐｓｙ０２引物扩增出的普

通小麦狆狊狔基因应定位于Ｄ染色体组上。

阴影部分为狆狊狔基因第２外显子区域　Ｔｈｅ２ｔｈｅｘｏｎｏｆ狆狊狔ｇｅｎｅｗａｓｓｈａｄｏｗｅｄ

图２　节节麦和高／低黄色素含量小麦样品在狆狊狔０２引物中的犘犆犚产物序列比对

犉犻犵．２　犛犲狇狌犲狀犮犲狊犪犾犻犵狀犿犲狀狋犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿狑犻狋犺犺犻犵犺／犾狅狑

犢犘犆犪狀犱犜狉犻狋犻犮狌犿狋犪狌狊犮犺犻犻犫狔狆狉犻犿犲狉狆狊狔０２
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　　１～４分别为周麦１８、毕红穗、梁来友白小麦、节节麦；Ｍ：

ｍａｒｋｅｒ

１～４ａｒｅＺｈｏｕｍａｉ１８，Ｂｉｈｏｎｇｓｕｉ，Ｌｉａｎｇｌａｉｙｏｕａｎｄ犜狉犻狋犻犮犪犿

狋犪狌狊犮犺犻犾犾；Ｍ：ｍａｒｋｅｒ

图３　引物狆狊狔０６在普通小麦和节节麦在的扩增

犉犻犵．３　犃犿狆犾犻犳犻犲犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊狊犲狋狊狆狊狔０６犻狀

犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿犪狀犱犜狉犻狋犻犮狌犿狋犪狌狊犮犺犻犻

２．２　引物狆狊狔０６的犘犆犚扩增结果

采用同样方法研究引物ｐｓｙ０６在普通小麦和

节节麦中的ＰＣＲ扩增情况，结果表明，该引物在

两种材料中均可扩增出长度３０２ｂｐ的条带（图

３）。序列分析表明，二者同源率达９５．７７％，对照

已 发 表 的 小 麦 狆狊狔 基 因 序 列 ＥＦ６０００６３、

ＥＦ６０００６４，发现该序列覆盖了小麦狆狊狔基因第６

外显子区域，区域内仅有２ＳＮＰｓ（图４），因此可

以推测在普通小麦Ｄ染色体组上存在狆狊狔基因

或其等位变异。

阴影部分为第６外显子区域　Ｔｈｅ６ｔｈｅｘｏｎｏｆ狆狊狔ｇｅｎｅｗａｓｓｈａｄｏｗｅｄ

图４　引物狆狊狔０６对小麦和节节麦扩增产物的序列比对

犉犻犵．４　犛犲狇狌犲狀犮犲狊犪犾犻犵狀犿犲狀狋犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲犪犿狆犾犻犳犻犲犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊

狊犲狋狊狆狊狔０６犻狀犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿犪狀犱犜狉犻狋犻犮狌犿狋犪狌狊犮犺犻犻

３　讨 论

虽然小麦黄色素含量的ＱＴＬ及分子标记研

究取得了一定进展，但到目前为止，对普通小麦

狆狊狔基因的染色体定位因所需遗传材料的不足或

ＱＴＬ定位的误差而受到影响。Ａｌｖａｒｅｚ
［１６１７］利用

小麦犎．犮犺犻犾犲狀狊犲附加系获得的犜狉犻狋狅狉犱犲狌犿 材

料，其中一些品系的黄色素含量是普通小麦的４

～５倍，后又证实控制黄色素含量的基因位于

７Ｈｃｈ染色体的α臂上。Ｈｅ等
［１８］和Ｚｈａｎｇ等

［１］

分别利用普通小麦中国春的缺体－四体染色体数

目变异材料对小麦狆狊狔基因进行克隆和定位，并

在７Ａ和７Ｂ上分别定位了ｐｓｙＡ和ｐｓｙＢ基因，Ｄ

染色体组上狆狊狔基因的发现已见相关报道
［１９］，所

用方法是应用中国春缺体－四体的非整倍体材料

进行鉴定的。但研究者同时指出，因所用材料不

完整，定位结果可能不准确，而且某些引物对一些

非整倍体系的ＰＣＲ扩增并不稳定。实际上，普通

小麦缺体－四体系是很难获得的染色体数目变异

遗传材料，该材料难以繁殖保存，且不同材料间

（特别是籽粒）表型差异不明显，这就要求用这套

材料进行基因定位前，必须先对其进行细胞学鉴

定，也就是对实验材料的可靠性进行染色体核型

或带型分析鉴定。而实际上，大多数研究者往往

忽略这一重要步骤，而导致研究结果产生错误；同

时本套材料因难以繁殖，室内保存随着时间的延

长可能使某些材料丢失，使用成本高。相比之下，

如能用来源于ＡＡ染色体组的一粒小麦、ＢＢ染色

体组的拟斯皮尔特小麦和ＤＤ染色体组的方穗山

羊草（节节麦）代替上述非整倍体材料进行试验，
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可能更为可行。这是因为这三种材料的二倍体祖

先种的表型差异明显，易于鉴别，这样不仅可以降

低研究成本，而且增加试验结果的准确性。

结合前人的报道，我们认为小麦狆狊狔基因为

典型的数量性状基因，其基因位点在小麦第７同

源群的７Ａ、７Ｂ和７Ｄ或其他染色体上应有分布，

但是因普通小麦的巨大基因组和异源六倍体特

性，因此在普通小麦中克隆基因非常困难，不同研

究者所用实验材料和方法不同可能导致克隆的基

因序列存在差异，这一方面说明小麦狆狊狔基因可

能存在广泛的等位变异，同时也为小麦黄色素含

量育种提供遗传资源。本次试验的引物是以玉米

狆狊狔基因序列为探针，根据高同源性小麦ＥＳＴ序

列的保守区设计的，因此有些在节节麦中没有扩

出目的基因片段的引物，并不一定是ＤＤ染色体

组中没有该基因，更合理的解释应该是该引物在

节节麦中没有适当的结合位点。因此，根据节节

麦或普通小麦 Ｄ染色体的全基因组序列，结合

狆狊狔基因信息，有可能设计出在ＤＤ染色体组中

能扩出狆狊狔基因的引物。
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