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① 偃麦草 E 染色体组特异 RAPD 和 SCAR 标记的建立

尤明山3 　李保云　唐朝晖　刘守斌　宋健民　毛善锋　刘广田
(中国农业大学 作物学院, 北京 100094)

摘　要　用 100 条 10 碱基随机引物, 以普通小麦中国春、中间偃麦草为材料进行 RA PD 分析, 筛选到一个偃

麦草染色体组特异引物O PF03, 并从中间偃麦草中克隆了该引物的特异DNA 片段O PF031291。将该片断与比

萨偃麦草中的O PF031296 (GenBank 序号U 43516) 比较, 同源性为 88%。根据O PF031291的序列, 设计了 2 对

SCA R 引物, 利用O PF03 和引物 P3、P4 对普通小麦、普通小麦2中间偃麦草的部分双二倍体、长穗偃麦草、中

间偃麦草、小麦2二倍体长穗偃麦草代换系、附加系共 6 类材料进行了 RA PD 和 SCA R 分析, 发现RA PD 标记

O PF031291没有出现在含 E e 染色体组的材料中, 而标记 SCA R 982则出现于所有含 E 染色体组的材料中。说明,

根据 Eb 染色体组特异RA PD 标记转化的 SCA R 标记, 可以同时检测小麦背景下的 Ee 染色体。
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Establ ishm en t of E-Genom e-Spec if ic RAPD and SCAR M arkers
for Th inopyrum spp.

You M ingshan　L i Baoyun　T ang Zhaohu i　L iu Shoub in　Song J ianm in

M ao Shanfeng　L iu Guangt ian
(Co llege of C rop Science, Ch ina A gricu ltu ral U niversity, Beijing 100094, Ch ina)

Abstract　A to ta l of 100 decam er o ligonucleo t ides w ere u sed as p rim ers to perfo rm random

amp lif ied po lymo rph ic DNA (RA PD ) analysis on T riticum aestivum var. Ch inese Sp ring and

T h inopy rum in term ed ium . O u t of these p rim ers, one cou ld amp lify a specif ic DNA fragm en t
in the accession SZ of T h. in term ed ium . T h is fragm en t, O PF031291, w as cloned and se2
quenced. Sequence data search ing in GenBank show ed that th is fragm en t had a homo logou s

degree of 88% to a RA PD m arker O PF031296 (GenBank accession U 43516) in T h. bessa ra2
bicum . Based on the sequence of O PF031291, tw o pairs SCA R p rim ers w ere designed. W ith
O PF03 and p rim ers P3 and P4, RA PD and SCA R analyses w ere perfo rm ed on T. aestivum ,

T. aestivum 2T h. in term ed ium part ia l amph id ip lo id, T h. elong a tum , T h. in term ed ium , w heat2
T h. elong a tum sub st itu t ion and addit ion lines. T he resu lts of PCR amp lif ica t ion show ed that

the RA PD m arker w as no t appeared in m ateria ls w ith genom e E e, w hereas SCA R m arker
w as appeared in all E2genom e po ssessed m ateria ls. T he SCA R m arker derived from the Eb2
genom e2specif ic RA PD fragm en t cou ld be u sed in the m ean t im e to detect the ch romo som e of

E e genom e under common w heat background.
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根据染色体组分类体系, 原来属于冰草属 (A g ropy ron )、偃麦草属 (E ly trig ia ) 和类麦属
(L op hopy rum )中含 E 染色体组的大约 25 个种组成薄冰草属 (T h inopy rum ) [1 ]。由于分类体系
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的差别, 偃麦草属物种常常应用不同的学名。我国小麦族植物的分类体系中, 该属物种的中文
名仍然使用“偃麦草”, 而学名在不同文献中仍有 E ly ting ia 和 T h inopy rum 之别[2, 3 ]。该属植物

中, 十倍体长穗偃麦草 (T h. p on ticum ) 和六倍体中间偃麦草 (T h. in term ed ium ) 是应用于小麦
遗传改良最成功的 2 个种, 人们从中获得了多个抗秆锈、叶锈及黄矮病基因, 并选育了一批附
加系、代换系、易位系材料及一些优质、抗病、丰产小麦新品种[4～ 7 ]。

建立在 PCR 扩增基础上的RA PD 技术具有操作简单、模板DNA 用量少、要求纯度低、扩
增产物多态性高、经济快捷等优点, 因而被广泛应用于遗传多样性分析、分子标记辅助育种、品

种鉴定、基因定位及遗传图谱构建等多个研究领域[8, 9 ]。而将RA PD 标记转化为 SCA R 标记

后, 其特异性和稳定性均大幅度提高, 可以更方便快捷地应用于异源染色体的检测[10 ]。

本试验筛选、获得了E 染色体组特异RA PD 标记, 将其转换为 SCA R 标记后, 对不同来源
的长穗偃麦草 (T h. elong a tum )和中间偃麦草 (T h. in term ed ium )进行了标记鉴定。

1　材料和方法

1. 1　植物材料

普通小麦 (T riticum aestivum )品种中国春和京 411 来源于本研究室。普通小麦2中间偃麦
草部分双二倍体中 2 和中间偃麦草 ( SZ) 由山西农科院孙善澄先生提供。长穗偃麦草
( RM 1119、RM 1123、RM 1935 ) 和 中 间 偃 麦 草 ( RM 1130、RM 1937、RM 1938、RM 1940、

RM 1941、RM 1942、RM 1943、RM 1944、RM 1948)引自中国农科院品种资源研究所。
长穗偃麦草 (E ly trig ia elong a ta ) (P I179162、P I251443、P I276709、P I308591、P I308592、

P I380626、P I469212、P I547326)引自美国国家植物种质库。
长穗偃麦草 901 由中科院遗传所贾旭先生惠赠。
中国春2二倍体长穗偃麦草代换系D S1E (1A、1B、1D ) ,D S2E (2A、2B、2D ) , D S3E (3A、3B、

3D ) ,D S4E (4A、4D ) , D S6E (6A、6B、6D ) , D S7E (7A、7B、7D ) 由中科院遗传所李振声院士提
供; 附加系DA 1E2DA 7E 由西北农林科技大学吉万全先生提供。
1. 2　实验方法
1. 2. 1　DNA 提取　用幼苗叶片提取, 参照 Saghai2M aroof CTAB 方法略加改动。
1. 2. 2　RA PD 分析　RA PD 扩增引物为上海生工公司合成的 10 碱基核苷酸, 100 条引物分

别对应Operon D、E、F、G、J 引物组。反应体系为 1×PCR Buffer,M gC l2 2. 5 mmo lõL - 1, dN T P

200 mo lõL - 1, 1. 0 U T aq 酶 (上海 P rom ega) , 40 ng 引物, 40 ng 模板DNA , 反应体积 25 ΛL。
扩增反应在 GeneAmp PCR System 2400 上进行, 反应条件为 94 ℃预变性 2 m in, 每个循环 94

℃变性 15 s, 36 ℃复性 30 s, 72 ℃延伸 45 s, 46 个循环后在 72 ℃延伸 5 m in。扩增产物在
1. 2% 的琼脂糖凝胶上电泳检测。
1. 2. 3　RA PD 产物的克隆　利用DNA 快速回收试剂盒, 从 0. 8% 的琼脂糖凝胶中回收

RA PD 特异片断, 纯化后, 用 PGEM 2T easy 载体连接, 转化于大肠杆菌 (E. coli)DH 5Α菌株。测
序由上海生工公司完成。
1. 2. 4　SCA R 分析　除将RA PD 扩增条件调整为M gC l2 1. 5 mmo lõL - 1、68 ℃复性、35 个循

环外, 其他同RA PD 分析。

2　结果与分析

2. 1　RAPD 引物的筛选与偃麦草特异 RAPD 标记分析

利用普通小麦中国春和中间偃麦草 (SZ) 为材料, 对 100 条RA PD 引物进行筛选, 结果 98
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个引物有扩增产物, 其中在 2 材料间表现多态性的引物有 68 个。选用 12 个在中间偃麦草能扩

增出特异片断而中国春无此片段的引物, 利用长穗偃麦草RM 1119、RM 1123、RM 1935, 中间

偃麦草RM 1130、RM 1941 对其进行进一步扩增鉴定, 发现引物O PF03 能在所有 5 份偃麦草

材料中稳定扩增出一条 1 300 bp 左右的特异片段, 然后用此引物对所有供试材料进行了

RA PD 分析 (图 1)。

图 1　引物OPF03 在普通小麦、中 2、长穗偃麦草及中间偃麦草中的扩增结果
　　M :M arker; 　 1: 中国春; 　　 2: 京 411; 　　 3: 中 2　　　　4: RM 1119; 　 5: RM 1123;

6: RM 1935 7: P1179162; 8: P I251443; 9: P I276709; 10: P I308591; 11: P I308592;

12: P I380626; 13: P I469212; 14: P I547326; 15: 901; 16: RM 1130; 17: RM 1937;

18: RM 1938; 19: RM 1940; 20: RM 1941; 21: RM 1942; 22: RM 1943; 23: RM 1944;

24: RM 1948; 25: SZ 箭头所指为偃麦草特异片段O PF031291

由图 1 可以发现, 除 2 份小麦和长穗偃麦草 901 外, 在其他长穗偃麦草和所有中间偃麦草

以及中 2 中都有一条 1 300 bp 左右的特异片断。中 2 是普通小麦与中间偃麦草之间的部分双

二倍体, 附加了 1 套 E 染色体组[11 ] , 特异标记在中 2 出现, 表明该标记可以作为 E 染色体组的

特异标记。有研究证明,O PF03 是比萨偃麦草 (T h. bessa rabicum 2n= 14, EbEb)的特异引物, 利

用该引物可以将其与亲缘关系很近的二倍体长穗偃麦草 (T h. elong a tum 2n= 14, E eE e) 区别开

来[12 ]。在供试的偃麦草材料中, 901 为确定的二倍体长穗偃麦草, 根据前人及本研究结果, 我们

推断 901 可能只含有 E e 染色体组。而长穗偃麦草和 E ly trig ia elong a ta 这一种名以前一直共

用于二倍体、十倍体和其他倍性的偃麦草种, 而多倍体偃麦草的 E 染色体组常由 E e、Eb 组

成[13 ] , 本试验的结果显示其他长穗偃麦草中可能含有 Eb 染色体组。中间偃麦草是六倍体种,

染色体组组成为 E eEbSt, 因此所有中间偃麦草出现此片断是必然的。

2. 2　偃麦草染色体组特异 RAPD 片断的序列分析

我们从中间偃麦草 (SZ) 中回收、克隆了上述片断, 在上海生工测序后得到了该片断的全

长序列 (图 2)。图中 5′端和 3′端有下划线的 10 个碱基分别为引物O PF03 的碱基序列及其反

向互补序列。该片断长 1 291 bp , 故命名为O PF031291。

用 GenBank 查询的结果显示,O PF031291586～ 1291 之间的 706 个碱基与一比萨偃麦草的

RA PD 标记 1～ 706 碱基序列同源性达 88%。该标记为比萨偃麦草的特异 RA PD 片断

O PF031296 (GenBanke 序号U 43516) [3 ]。这一结果表明, 该引物在 2 种偃麦草中的扩增片断存

在差异。同一引物对存在于不同物种中的同一染色体组扩增片断存在长度和序列上的差异, 这

说明在物种进化过程中, 该染色体组结构已经发生了变化。

2. 3　偃麦草染色体组 SCAR 标记的建立

将O PF031291序列输入 P rim er P rem ier 5. 0 软件, 设计了 2 对 PCR 引物, 其序列分别为:

P1: 5′2CCT GGCAA GGCTAA T GT GA T GG23′; P2: 5′2T T GT TCT TCGGCGT GT T GGA TA 23′;

P3: 5′2GCT GAA TCT GCGTA TCGTCCC23′; P4: 5′2GA CT T GT TCT TCGGCGT GT T G23′。这
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　　　 1 CCT GA TCA CC　AAA GCT T GAA 　GTA T T TA T TC　A CTCA GCCGG　A TCT TAA TCT

　51 CCGTCAA CAA CGA T GGT T GG AAA CAA T TA C T GAA TA T GA C T GCGGTA T T T

101 CT TA TA CCCC T GGCAA GGCT AA T GT GA T GG CT GA T GCCT T GA GTCGCAA G

151 TCA TA T T GCA A TAA TCTCAA GGT TAA GCGA GCTCAA CCTC GTCT T TA T GA

201 A GA GCT GA GC AA GCT GAA TC T GCGTA TCGT CCCA CA GGGT TCGCT TAA T G
251 A CCT T GT GA T A CA GCCA GA T CT T GA GAA GG CT GTCAA GGA T GCGCAA GCC

301 AAA GA T GCTA AAA T T GA TCT CA T GAA GAAA GAA CT TCA TC T TCCGAA GTA

351 CA GGGA T T TC TCGA TA T T T G AA GA T GAAA C CT T GTA T T TC CGA GA CCGCA

401 TCA T GGTAA C TCGT T TCGA G CT TA T GA CT G A CAA GGTCA T GAA GGA GGCA

451 CA T GA TA CA C CA CT GTCTA T TCA TCCT GGT A GCA CCAA GA T GTA TCGT GA

501 TCTCCGA CAA A GGTA CT GGT GGTCTAA GA T GAA GCA GGA T A TCGCTCGA T

551 A T GT T GCT GA GT GCGA T GTC T GTCGTCGCG T GAAA GCA GA A CA TCA GAA G

601 CA T GCT GGAA T TCT GCAA CC TCT TCCTA TC CCGCT GT GGA AA T GGGA TAA

651 GGT TCA GA T G GA T T TCA T TA CT GGTCT TCC CAA GTCGCA G AA GGGTCA CG

701 A T GCCA T TCT T GTCGTCGTC GA CCAA CTCT CTAAA GT T GC A CA CT TCCA G

751 CCA GT GAA GG A GA CTA TCA C T GCTA GCCA G T TA GCA GA GT T GTA TA TCTC

801 CA GAA T T GT T TCCCTCCA CG GTA T TCCGAA GGA GA TCT GT TCGGA CCGT G

851 GCGTCCT T T T CA CT TCCAA G T TCT GGGAAA GCT TCCAA GA A GCCA T GGGA

901 A CTCA TA T TA CT T GGA GT TC A GCT TA TCA C CCCCA GTCCC AA GGCCAA GT

951 CGAA T GA GTC AA TCAA GT GC T T GAA GA TA T GCT GCGA GCT T GT GT TA TA T

1001 CCT TCGGTAA GAAA T GGGA G GAA TCTCTCC T GTA T GCCGA GT TCTCT TA T

1051 AA CAA CA GCT GTCAA GCTA G CT T GAA GA T G GCTCCA T T T G AA GT GCTA TA

1101 T GGA T T TAA G T GTCGAA CCC CTCT GAA CT G GTCA GAAA CT GGGGAA CGGC

1151 CA CT T GT T GG TCCT GA TA T T A TCCAA CA CG CCGAA GAA CA A GTCCGTA TA
1201 GT GCGT GAAA A TCTCAA GGC GGCTCAA GA C CGCCA GAA GA GCAA CTA T GA

1251 TCGCAAA CGA T GGGGT T T GA CA TA TCAA CC CGGT GA TCA G G

图 2　OPF031291的核苷酸序列

二对引物分别包含序列长度 1 083 bp 和 982 bp (含引物)。其中 P1、P2 在小麦和偃麦草中都

能扩增出一条与目标片断长度相符的片断, 因而无法作为偃麦草染色体组的SCA R 标记。而引物

P3、P4 (图 2 箭头下划线部分)获得了很好的预期结果, 其在供试材料中的扩增结果见图 3。

图 3　小麦、中 2、长穗和中间偃麦草 SCAR 扩增结果 (材料编号同图 1)
　

在普通小麦中国春和京 411 中无任何扩增产物, 而在中 2 和所有长穗偃麦草、中间偃麦草

中都有 1 条很强的扩增片断。虽然在长穗偃麦草 901 中无特异RA PD 片断O PF031291, 但有与

其他偃麦草同样的 SCA R 产物。关于这一结果的原因, 有研究证明, 大多数染色体组特异的

RA PD 标记, 其染色体组特异性主要决定于引物结合位点, 而非引物之间的DNA 序列[14 ]。引
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物 P1、P2 在小麦中能扩增出与偃麦草相同的 SCA R 产物, 也验证了这一结论。而 E e 和 Eb 是

亲缘关系非常近的 2 个染色体组, 虽然这 2 物种中RA PD 引物配对位点不同, 但根据这一结

论, 2 染色体组完全可能具有相同的 SCA R 引物匹配位点。

2. 4　RAPD 和 SCAR 标记的验证

为了进一步验证上述结果, 用RA PD 引物O PF03 和 SCA R 引物 P3、P4 对小麦2二倍体长

穗偃麦草异代换系、异附加系进行了扩增。结果发现, 代换系、附加系材料同小麦一样, 并没出

现RA PD 引物的特异扩增片断O PF031291, 进一步证明了该引物在二倍体长穗偃麦草 E e 染色

体组中没有特异匹配位点。而标记 SCA R 982则出现在所有代换系和附加系材料中, 表明该标记

位于偃麦草E e 染色体组的所有染色体上, 为偃麦草E e 染色体组的特异 SCA R 标记。这一结果

也进一步验证了对偃麦草材料的 SCA R 扩增结果。

3　讨　论

高等真核生物基因组的重要组成部分是中度和高度重复序列。研究表明, 高等植物中, 相

对于单拷贝和低拷贝数DNA 在不同物种中的高度保守性, 重复DNA 序列在进化过程中会发

生更快的变化, 从而产生更多的遗传变异[15, 16 ]。因此, 很多重复DNA 序列是物种或染色体组

特异的。这些重复DNA 序列在远缘杂交过程中异源遗传物质的检测、物种系统发育关系研究

等许多领域都是很有用的工具[14, 17 ]。

小麦族植物 70% 以上的基因组DNA 是重复序列, 其中大约 16%～ 45% 基因组DNA 具

有物种或基因组特异性, 而扩增很强的RA PD 片断常常来自重复DNA 序列, 并且RA PD 标

记克隆较为容易, 又可作为 Sou thern 和原位杂交的适宜探针, 因此寻找并克隆一些基因组特

异的RA PD 片断, 对研究物种的起源、进化及远缘杂交育种中外缘遗传物质导入后的检测是

很有意义的[3, 12 ]。

RA PD 在小麦中检测到的多态性较低, 限制了其在小麦中的广泛应用。虽然如此, 通过

RA PD 还是获得了一些重要性状的分子标记, 其中一些标记已转化为 SCA R [18 ]。此外, RA PD

标记在外源种属中能够检测到较为广泛的多态性, 在研究这些异源植物的遗传多样性方面,

RA PD 标记是一个很有效的手段[19 ]。而通过RA PD 标记检测小麦中的外源遗传物质并将其转

化为 SCA R 标记的研究, 在最近的文献中也有许多报道[20～ 23 ]。RA PD 在许多研究领域应用的

优越性, 决定了它仍是一个非常有应用前景的分子标记形式。

4　结　论

小麦族植物染色体组间都存在着部分同源关系, 但不同染色体组间亲缘关系远近不同, E e

和 Eb 是亲缘关系非常近的 2 个染色体组。本研究将一个偃麦草Eb 染色体组特异RA PD 标记

转换为 SCA R 标记后, 可以同时作为 E e 染色体组的标记, 为小麦与偃麦草种质间杂交后代中

偃麦草遗传物质的快速检测提供了一条新途径。
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