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摘　要：为促进燕麦的遗传改良，采用化学诱变剂甲基磺酸乙酯（Ｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＥＭＳ）处理裸

燕麦品种“白燕２号”种子，构建燕麦ＥＭＳ突变体库，对获得的 Ｍ２ 代突变体的形态特征进行调查鉴定，估计

突变效果并采用内含子切结点引物和长随机引物的ＰＣＲ技术分析 Ｍ２ 代突变体间的遗传多态性。结果显

示，所创制的燕麦突变体库的Ｍ２ 代个体间表现出了丰富的遗传变异，变异的总频率为７．１７％。采用１５个内

含子切接点引物和长随机引物对其中３９个突变体株系进行ＰＣＲ检测，共扩增出９９条谱带，其中多态性条带

６５条，多态性条带比率为６５．７％。突变体株系间的遗传相似系数为０．６６７～０．９７３，表现出丰富的遗传变异。

表明构建的燕麦ＥＭＳ突变体库具有丰富的突变类型，可用于燕麦重要性状突变体的筛选和候选基因的功能

分析。
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　　突变体是分离和鉴定功能基因及遗传改良的

重要材料，构建突变体库是功能基因组学研究和

遗传改良的基础工作［１］。构建饱和的突变体库不

仅有助于利用突变体分离和分析候选基因的序列

与功能，而且创造的突变体可作为遗传改良的新

种质［２］。化学诱变是构建突变体库的重要方法之

一。ＥＭＳ是最常用的化学诱变剂，其诱变的特点

是多形成点突变，不易造成染色体畸变，稳定性较

好，后代发生分离的基因数量少，因而被广泛用于

构建植物的突变体库［３］。目前，利用ＥＭＳ诱变

已构建了拟南芥［４］、玉米［５］、大麦［６］、小麦［７］等植

物的突变体库，并在候选基因功能分析等方面发

挥了重要作用。顾佳清等［８］对ＥＭＳ处理的粳稻

的簇生穗、树稻等突变类型进行了初步的遗传分

析，发现了具有应用潜力的突变类型。Ｙａｓｕｉ

等［９］利用０．５％的ＥＭＳ溶液诱变处理面包小麦

种子，在 Ｍ２ 种子中发现糯质小麦突变体，育成了

糯质普通小麦新品系。Ｓｌａｄｅ等
［７］利用ＥＭＳ诱

变六倍体小麦，创造了犠犪狓狔 基因的不同变异类

型，并对该基因的功能位点进行了深入分析。

Ｃｈｉｕ等
［１０］从ＥＭＳ处理的拟南芥突变体库中筛

选到犜犗犚犖犃犇犗２基因的不同变异类型，并分析

了该基因在花的心皮发育中的功能。Ｚｈｕ等
［１１］

从拟南芥的ＥＭＳ突变体库中筛选到花发育延迟

的突变体ｄｒｍ１，并用于花发育的研究。Ｏｌｓｓｏｎ

等［１２］构建了皮燕麦的 ＥＭＳ突变体库，并采用

ＴＩＬＬＩＮＧ技术对木质素和β葡聚糖生物合成基

因的突变体进行了筛选和分析。

燕麦是重要的粮食与饲料作物，国外的燕麦

生产主要是皮燕麦，而我国９０％以上的燕麦生产

是裸燕麦，因而构建裸燕麦的突变体库对我国燕

麦生产具有重要意义。近年来，随着分子标记技

术的发展，玉米［１３］、小麦［１４］等作物的遗传多样性

及群体结构方面已有较多研究。内含子切接点引

物和长随机引物的ＰＣＲ分子标记是一种单引物

标记，因其具有多态性高、容易操作等优点，已广

泛用于玉米［１５］、酵母［１６］、青稞［１７］等物种的遗传多

态性研究，并取得了较好的结果。本研究构建了

我国裸燕麦主栽品种白燕２号的 ＥＭＳ突变体

库，并采用内含子切接点引物和长随机引物的

ＰＣＲ技术分析了部分突变体间的遗传变异，以促

进裸燕麦的功能基因组学和遗传改良研究。

１　材料与方法

１．１　试验材料及突变群体的创制

用于突变的裸燕麦品种为白燕２号，由吉林

省白城市农业科学院选育。该品种生育期适中、

丰产性和抗病性均较好，已在我国燕麦主产区广

泛应用。突变群体的创制采用０．８％（ｖ／ｖ）的

ＥＭＳ溶液处理“白燕２号”种子。具体方法为：

２００８年１０月，取饱满、有活力的种子１０００粒，用

ｐＨ７．０的磷酸盐缓冲液浸泡过夜；倒去磷酸盐缓

冲液，加入０．８％ＥＭＳ溶液，室温浸泡８ｈ，其间

摇晃数次，以确保诱变效率；倒出ＥＭＳ诱变剂，

用蒸馏水清洗种子２０余次，随后播种于瓦盆中，

每盆１０粒种子，在温室生长至成熟，单株收获Ｍ１

代种子。２００９年１０月，将收获的Ｍ１ 代种子按单

株播种于西北农林科技大学农作一站试验田，每

株系２行，２０１０年５月，以野生型为对照，调查记

载各突变体的形态特征，如株高、分蘖、叶型等。

１．２　燕麦基因组犇犖犃的提取与突变体间的遗传

变异分析

燕麦叶片基因组ＤＮＡ采用ＣＴＡＢ法
［１８］提

取，采用琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ质量，并估测

浓度，然后调至同一浓度水平，－２０℃保存。突变

体个体间的遗传变异采用内含子切接点引物和长

随机引物的ＰＣＲ技术进行检测。以野生型白燕２

号为对照，检测Ｍ２代突变体单株的遗传变异。

内含子切接点引物和长随机引物的序列参照

文献［１９，２０］（表１）。ＰＣＲ反应体系为２０．０μＬ，

含２．０μＬ１０×扩增缓冲液，１．５μＬ Ｍｇ
２＋（２．５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１），１．６μＬｄＮＴＰｓ（各２ｍｍｏｌ·Ｌ
－１），

２．０μＬ模板ＤＮＡ（１００ｎｇ·μＬ
－１），０．５μＬ引物

（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１），０．２μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ

·μＬ
－１），ｄｄＨ２Ｏ补至２０．０μＬ。ＰＣＲ反应程序

为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，５６℃４０ｓ，７２℃９０ｓ，６

个循环；９４℃４０ｓ，５９℃４０ｓ，７２℃９０ｓ，３２个循

环；７２℃ ５ｍｉｎ，４℃保存。扩增反应在 ＢＩＯ－

ＲＡＤＤＮＡＥｎｇｉｎｅＰＣＲ仪上进行。扩增产物与

６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ按１∶５的比例混合上样，

１．５％琼脂糖凝胶，１×ＴＡＥ电泳缓冲液，１２０Ｖ

恒压电泳４５ｍｉｎ。溴化乙锭染色１０～２０ｍｉｎ，利

用ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像系统观察、照相，并统计

条带。
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表１　１５个犐犛犑引物和长随机引物序列

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狅犳１５犐犛犑犪狀犱犾狅狀犵狉犪狀犱狅犿狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱

引物名称

ＰｒｉｍｅｒＮａｍｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ５′３′

引物名称

ＰｒｉｍｅｒＮａｍｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ５′３′

Ｂ１ ＧＡＧＣＣＣＡＧＡＡＣＧＡＣＧＣＣＧＧ ＩＴ２１８ ＧＣＡＧＡＧＧＧＣＣＡＧＧＴＡＡＧＴ

Ｒ１ ＴＣＧＴＧＧＣＴＧＡＣＴＴＣＡＣＴＧ ＩＴ３１８ ＧＴＧＣＧＧＣＣＡＣＡＧＧＴＡＡＧＴ

Ｒ２ ＴＧＣＴＧＧＴＴＴＧＣＡＧＧＴ ＩＴ３１１５ ＧＡＡＧＣＣＧＣＡＧＧＴＡＡＧ

Ｅ２ ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＧＴＣＣＡ ＩＴ３２１５ ＧＡＣＴＣＧＣＣＡＧＧＴＡＡＧ

Ｅ４ ＧＡＡＴＴＣＣＡＧＣＣＴＧＣＡ ＩＴ３３１５ ＧＡＴＧＣＣＣＣＡＧＧＴＡＡＧ

ＥＴ１１８ ＡＣＴＴＡＣＣＴＧＡＧＧＣＧＣＧＡＣ ＩＴ３４１５ ＡＣＣＴＡＣＣＴＧＧＣＣＧＡＧ

ＥＴ２１８ ＡＣＴＴＡＣＣＴＧＣＴＧＧＣＣＧＧＡ ＩＴ３６１５ ＡＣＣＴＡＣＣＴＧＧＧＧＣＴＣ

ＩＴ１１８ ＣＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＡＡＧＴ

１．３　突变体间的遗传变异分析

采用 ＮＴｓｙｓｐｃ２．１软件分析突变体遗传多

样性［２１］。扩增反应重复２次，根据电泳结果记录

清晰稳定的条带；同一引物的扩增产物迁移率相

同的条带记为一个位点，有条带量化为１，无条带

量化为０，构建［１，０］二元数据矩阵，采用ＮＴｓｙｓ

ｐｃ２．１数据分析软件的Ｄｉｃｅ法计算品种间的遗传

相似系数，根据遗传相似系数以Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ模块

ＳＡＨＮ程序的不加权算术平均数法（ＵＰＧＭＡ）

进行聚类分析，建立聚类图。采用Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ分

析模块的Ｃｏｐｈｅｎｅｔｉｃｖａｌｕｅｓ及 Ｇｒａｐｈｉｃｓ模块的

ＭａｔｒｉｘＣｏｍｐａｒｉｓｏｎＰｌｏｔ分析进化树的符合度。

２　结果与分析

２．１　燕麦突变体的表型特征

由于本研究采用的ＥＭＳ浓度较高，处理的

１０００粒种子能够正常生长至成熟的个体仅为

１５１个，比例为１５．１％，对 Ｍ１ 按单株进行收获，

大部分 Ｍ１ 个体的育性很低，有６５个株系收获的

种子少于１５粒，平均为８粒，将其全部播种于田

间，每株系１行，其余株系每株系播种１５粒，共播

种 Ｍ２ 代种子１８２０粒，经调查，出苗率为７９．２％。

表２　白燕２号犈犕犛诱变群体 犕２ 代的表型突变

犜犪犫犾犲２　犘犺犲狀狅狋狔狆犻犮犿狌狋犪狋犻狅狀犻狀犈犕犛犕２狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狅犳犅犪犻狔犪狀２

表型

Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

突变个体

Ｎｏ．ｏｆＭｕｔａｎｔｓ

表型

Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

突变个体

Ｎｏ．ｏｆＭｕｔａｎｔｓ

叶缘萎缩Ｓｈｒｉｎｋｅｄｅｄｇｅｌｅａｆ １ 阔叶Ｂｒｏａｄｌｅａｆ ８

叶子有白斑 Ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｏｎｌｅａｆ １ 矮秆Ｄｗａｒｆ １

叶子有黄斑Ｙｅｌｌｏｗｓｐｏｔｓｏｎｌｅａｆ １ 高秆Ｔａｌｌ ２

叶片黄萎Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ５ 单蘖Ｓｉｎｇｌｅｔｉｌｌｅｒ １

叶有条纹Ｓｔｒｉｐｅｏｎｌｅａｆ ８ 少分蘖Ｆｅｗｔｉｌｌｅｒｓ １６

底部叶黄Ｙｅｌｌｏｗｌｅａｆａｔｔｈｅｂｏｔｔｏｍ ２ 多分蘖 Ｍｏｒｅｔｉｌｌｅｒｓ ４

叶子卷曲Ｃｕｒｌｙｌｅａｆ ４ 苗期致死Ｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅｔｈａｌ １６

细叶Ｎａｒｒｏｗｌｅａｆ １１ 不育Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ４

　　在田间条件下对白燕２号 Ｍ２ 代突变体的形

态变异调查发现，株高、分蘖、叶片等性状的突变

株发生表型突变的频率约为７．１７％（表２）。其中

株高突变体３株，突变频率为０．２５％，株高最高达

１６０ｃｍ，最低为６８ｃｍ。分蘖突变体２１株，突变

频率为１．７７％，分蘖突变有３种类型：多蘖、少蘖

和单蘖，多蘖最多达到５１个分蘖，少蘖为２到５

个分蘖。观察到叶片突变体２２株，突变频率为

１．８６％，叶片突变可分为叶片颜色突变体和叶片

形状突变体。叶片颜色突变体有３种：（１）叶片萎

蔫突变体，１株叶子边缘萎缩和５株叶子发黄且

萎蔫，突变频率约为０．５１％；（２）间绿突变体８

株，整株叶片有黄绿相间的条纹，突变频率为

０．６８％；（３）叶斑突变体４株，表现叶片上有小黄

斑、小白斑，突变频率为０．３４％。叶片形状突变

体有２３株，突变频率为１．９４％，这些突变体可分

为３类：①卷叶突变体４株，表现叶子微微卷曲，

突变频率为２．０５％；②细叶突变体１１株，叶片明

显细于对照，最细达１．１ｃｍ，突变频率为０．９３％；

③阔叶突变体８株，叶片明显比对照叶片宽，最宽

达３．５ｃｍ，突变频率为０．６７％。不育突变有４

株，主要变现为花药干瘪无花粉，突变频率为
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０．３４％。调查中发现，不同单株之间存在多种类

型的突变，这些突变性状能否稳定遗传还需进一

步鉴定和分析，以便选择出可用于燕麦遗传改良

的优异突变体。

２．２　突变体间的遗传变异

以野生型白燕２号基因组ＤＮＡ为模板，优

化ＰＣＲ反应体系。采用１５对引物对 Ｍ２ 代突变

体单株进行ＰＣＲ扩增，均能扩增出稳定清晰的条

带（部分扩增结果见图１）。且野生型与突变体间

及突变体之间均有差异条带。１５条引物共扩增

出９９条谱带，多态性条带６５条，多态性条带比率

为６５．７％（表３）。平均每个引物扩增出的条带数

为６．６条，多态性条带数为４．３条，多态性片段的

百分率介于３３．３％～８５．７％之间。不同引物扩

增出的总带数３～１１条不等，其中Ｅ４扩增出的

条带数最多，为１１条；ＩＴ３２１５扩增出的总带数最

少，为３条。Ｅ４扩增出的多态性条带最多，为９条，

ＩＴ３２１５扩增出的多态性条带数最少，为１条。

　　Ｍ 为ｍａｒｋｅｒ；ＣＫ为白燕２号；数字为相应突变体的编号

Ｍｉｓｍａｒｋｅｒ；ＣＫｉｓＢａｉｙａｎ２；Ｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅｌａｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｃｏｄｅｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｍｕｔａｎｔ

图１　犐犜３４１５引物在 犕２ 代部分突变体中的扩增结果

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆狉犻犿犲狉犐犜３４１５犻狀狆犪狉狋犻犪犾犿狌狋犪狀狋狊狅犳犕２

表３　１５个犐犛犑引物的扩增条带

犜犪犫犾犲３　犅犪狀犱狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱犫狔狋犺犲１５犐犛犑狆狉犻犿犲狉狊

引物名称

ＰｒｉｍｅｒＮａｍｅ

每条引物扩增的条带数

Ｎｏ．ｏｆｂａｎｄｓａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｅｒｐｒｉｍｅｒ

扩增的多态性条带数

Ｎｏ．ｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｂａｎｄｓａｍｐｌｉｆｉｅｄ

多态性百分率／％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ

Ｂ１ ８ ６ ７５．０

Ｒ１ ４ ２ ５０．０

Ｒ２ ７ ６ ８５．７

Ｅ２ ４ ３ ７５．０

Ｅ４ １１ ９ ８１．８

ＥＴ１１８ ８ ４ ５０．０

ＥＴ２ ８ ３ ３７．５

ＩＴ１１８ ８ ５ ６２．５

ＩＴ２１８ ７ ５ ７１．４

ＩＴ３１８ ５ ５ ８３．３

ＩＴ３１１５ ５ ４ ８０．０

ＩＴ３２１５ ３ １ ３３．３

ＩＴ３３１５ ５ ４ ８０．０

ＩＴ３４１５ ７ ４ ５７．１

ＩＴ３６１５ ８ ４ ５０．０

合计 ９９ ６５ ６５．７

　　采用Ｎｅｉ遗传相似性系数计算方法，计算突

变体间的相似性系数矩阵，结果表明，白燕２号突

变体间的遗传相似系数变幅为０．６６７～０．９７３，最

大值为０．９７３（样本号１０２与１２１间），表明这两

个突变体间遗传变异最小。最小值为０．６６７（样

本号１２３与１３６间），表明这两个突变体间遗传变

异最大。

根据遗传相似系数将突变材料进行 ＵＰＧ

ＭＡ聚类分析，构建聚类图（图２），对聚类结果符

合性校验的符合系数狉＝０．８５６，表明构建的聚类

图与获得的数据符合都较好。由图２可看出，１３７

号被独立划分为一类，与其他突变体间存在较大
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的遗传差异。以０．８６５为阈值可将３９个突变体

株系分为七个类群，１０８、１０７、１２９和１３７分别被

独立划分为第Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ和Ⅶ类群，表明１０８、１０７

和１２９与其它各突变材料间的遗传变异较大。

１０１、１０５和１３４三个株系组成第Ⅰ类群（图２），第

Ⅲ类群包括１１２和１１３两个株系（图２），第Ⅱ类

群包括其余３０个株系（图２），这些突变体株系之

间还存在一定的遗传差异。

图２　３９个燕麦 犕２ 突变体株系的聚类结果

犉犻犵．２　犆犾狌狊狋犲狉犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳３９犕２狅犪狋犿狌狋犪狀狋犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾狊

３　讨 论

通过化学诱变创制作物的突变体，可以产生

丰富的遗传变异，为作物的遗传改良研究提供了

重要材料。利用甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变产生

点突变的频率较高，已成为拟南芥［４］、玉米［５］、大

麦［６］、小麦［７］等突变体创制的主要技术，创制的突

变体已广泛应用于遗传改良与功能基因组学研

究。众多的研究［１，１２］表明，浓度太高尽管会获得

较大的遗传变异，但获得的突变体较少，浓度太小

可能会大大增加突变体的群体，但是会加大突变

体选择的工作量。从本研究结果来看，采用的浓

度偏高是造成获得突变体群体较小的主要原因，

因此需要调整浓度创制新的突变体群体。尽管如

此，从初步的观察来看，所获得的燕麦突变体在株

高、分蘖、叶片、育性等方面表现出丰富的遗传变

异，这一点与相关研究结果［１，２２］一致，特别是其中

的矮秆突变体可能会促进燕麦半矮秆品种的选

育。这些突变体在其它生物学和农艺性状方面的

变异尚需进一步分析。

突变体群体株系间与株系内的遗传差异对选

择合适的突变体非常重要［２３］。一些研究［２４］表明，

通常一个 Ｍ１ 株系属于一个突变类型，因而提出

采用一粒传的方法进行突变体的保存和鉴定等分

析，而另一些研究［２５］表明，通常在突变体株系内

也存在一定的突变，因而建议从对突变体株系和

株系内的单株均作为保存和鉴定的单元。从本研

究观察到的结果来看，株系间的突变是主要的，但

在株系内也存在丰富的突变，分子标记检测的结

果也验证了这一结果。因此建议在突变体后代的

处理中要对突变体株系内的突变给予足够的重

视，以充分利用创制的突变体。

通常突变体株系间的遗传差异主要是通过表

型观察来进行的。近年来，随着分子标记技术的

发展，采用定向诱导基因组局部突变（ＴＩＬＬＩＮＧ）

技术鉴选候选基因的突变体已广泛应用于拟楠

芥［４］、玉米［５］、大麦［６］、小麦［７］等作物中，但是该技

术要求已完整克隆候选基因的序列，且仅能检测
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目标基因的突变体，而燕麦的基因及基因组序列

均很少，加之该技术并不适合从总体上揭示突变

体株系间和株系内的变异，而采用随机引物的分

子标记却能较快以较低的成本揭示群体内的遗传

变异［１２］。本研究也表明利用内含子切接点引物

和长随机引物的ＰＣＲ标记分析可以较好地反映

突变体株系间的遗传变异，是快速分析突变体间

的遗传变异的有效新方法。
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