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摘　要：为给新疆优质春小麦品种选育提供参考依据，利用小麦优质高分子量谷蛋白亚基（ＨＭＷＧＳ）

基因的特异性标记，基于１７份已知 ＨＭＷＧＳ组成的品种（系），构建了３套多重ＰＣＲ，体系Ⅰ可用于同时检

测ＡｘＮｕｌｌ和Ｄｘ５基因，体系Ⅱ可同时检测Ａｘ２和Ｂｙ８基因，体系Ⅲ可同时检测Ｂｘ１４和Ｄｘ５基因；用３套多重

ＰＣＲ体系分别检测１７份小麦品种，其结果与ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果完全一致，表明建立的３套多重ＰＣＲ体系

稳定可靠，可用于小麦品种优质 ＨＭＷＧＳ基因聚合育种。利用此体系对８５份新疆春小麦品种进行分析表

明，ＡｘＮｕｌｌ和Ａｘ１的频率均为２４．７％，Ａｘ２为５０．６％，Ｂｙ８为４８．２％，Ｂｘ１４（＋Ｂｙ１５）为０％，Ｄｘ５（＋Ｄｙ１０）为

３４．１％。
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　　谷蛋白是小麦胚乳中重要的贮藏蛋白，是由

高分子量谷蛋白亚基（ＨＭＷＧＳ）和低分子量谷

蛋白亚基（ＬＭＷＧＳ）形成的蛋白聚合体。研究

表明，ＨＭＷＧＳ只占小麦贮藏蛋白的１０％左右，

却对面粉的加工品质具有至关重要的作用。因

此，亚基组成已成为当今小麦品质育种考虑的首

要问题［１］。ＨＭＷＧＳ由位于第一同源群染色体

长臂的ＧｌｕＡ１、ＧｌｕＢ１和ＧｌｕＤ１位点（统称Ｇｌｕ

１位点）控制的基因编码
［２］。Ｐａｙｎｅ等的研究表

明，不同 ＨＭＷＧＳ对小麦加工品质有不同贡

献［３４］，按位点贡献大小排序，ＧｌｕＤ１＞ＧｌｕＢ１＞

ＧｌｕＡ１。就单个亚基而言，对加工品质贡献最大

的为ＧｌｕＤ１位点的５＋１０亚基，其次为ＧｌｕＢ１位

点的１７＋１８、１４＋１５和７＋８等亚基，ＧｌｕＡ１位

点１和２亚基对小麦品质也有较大贡献
［５６］。

ＳＤＳＰＡＧＥ是鉴定 ＨＭＷＧＳ的传统方法。

该方法能一次检测出待测材料的所有亚基，但也

有结果读取困难和检测效率低等缺陷。随着

ＰＣＲ技术的发展和大量 ＨＭＷＧＳ基因的克隆，

基于基因序列的ＰＣＲ检测方法根据已知 ＨＭＷ

ＧＳ基因的序列设计引物，利用ＰＣＲ和凝胶电泳

技术可快速鉴定编码不同 ＨＭＷＧＳ的基因。但

由于常规的ＰＣＲ方法一般一次只能检测单一或

少数几个基因，成本较高，限制了其在育种实践中

的广泛应用。多重ＰＣＲ的应用可以解决上述问

题。国内外已报道了数套有关 ＨＭＷＧＳ检测的

多重ＰＣＲ体系
［７９］。本研究采用 ＨＭＷＧＳ基因

ＡｘＮｕｌｌ、Ａｘ２、Ｂｙ８、Ｂｘ１４和Ｄｘ５的特异性标记，

利用一批已知 ＨＭＷＧＳ组成的小麦品种（系），

通过对体系不断调整优化，建立了稳定可靠的多

重ＰＣＲ体系，并利用该体系对８５份新疆春小麦

品种（系）的相关 ＨＭＷＧＳ基因进行检测，以期

为新疆优质春小麦品种选育提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料及其ＤＮＡ提取

为了创建ＡｘＮｕｌｌ与Ｄｘ５（下文简称为体系

Ⅰ）、Ａｘ２与Ｂｙ８（体系Ⅱ）、Ｂｘ１４与Ｄｘ５（体系

Ⅲ）３套多重ＰＣＲ体系，选用１７个亚基组成已知

的小麦品种（系）（表１）。这些材料的Ｇｌｕ１位点

亚基变异类型比较齐全，可满足多重ＰＣＲ体系创

建和验证的需要。选取新疆地区８５份春小麦品

种，利用创建的３套多重ＰＣＲ体系对其相应位点

基因进行检测。

采用ＣＴＡＢ法
［７］提取供试材料 ＤＮＡ，每个

材料提取３批ＤＮＡ用于相关基因的ＰＣＲ检测。

表１　１７个小麦品种（系）的犎犕犠犌犛组成
［１０１１］

犜犪犫犾犲１　犎犕犠犌犛犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳１７狑犺犲犪狋

犮狌犾狋犻狏犪狉狊（犾犻狀犲狊）狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

位点ｌｏｃｕｓ

ＧｌｕＡ１ ＧｌｕＢ１ ＧｌｕＤ１

中国春　ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ Ｎｕｌｌ ７＋８ ２＋１２

中优９７０１　Ｚｈｏｎｇｙｏｕ９７０１ Ｎｕｌｌ ７＋８ ５＋１０

小偃５４　Ｘｉａｏｙａｎ５４ １ １４＋１５ ２＋１２

冀５０６６　Ｊｉ５０６６ １ １７＋１８ ２＋１２

沧核０３０　Ｃａｎｇｈｅ０３０ Ｎｕｌｌ １４＋１５ ５＋１０

豫麦５０　Ｙｕｍａｉ５０ ２ ７＋９ ２＋１２

皖麦２３　Ｗａｎｍａｉ２３ １ ２０ ５＋１０

农大９９５０９９　Ｎｏｎｇｄａ９９５０９９ Ｎｕｌｌ ７＋８ ２＋１２

鲁麦２３　Ｌｕｍａｉ２３ １ １４＋１５ ２＋１２

小偃２２　Ｘｉａｏｙａｎ２２ Ｎｕｌｌ ７＋９ ２＋１２

西农８９２５１３　Ｘｉｎｏｎｇ８９２５１３ ２ １４＋１５ ２＋１２

绵阳９８１７　Ｍｉａｎｙａｎｇ９８１７ Ｎｕｌｌ １７＋１８ ５＋１０

鄂９１７２７　Ｅ９１７２７ １ １４＋１５ ２＋１２

陕２２９　Ｓｈａａｎ２２９ １ １４＋１５ ５＋１０

ＣＡ９５５０ ２ ７＋８ ２＋１２

郑麦９９２　Ｚｈｅｎｇｍａｉ９９２ Ｎｕｌｌ １７＋１８ ２＋１２

蚂蚱麦　Ｍａｚｈａｍａｉ ２ ７＋８ ２＋１２

１．２　多重犘犆犚体系引物及其扩增条件

在本文中，多重ＰＣＲ体系共涉及５个基因的

特异性分子标记，引物序列及其预期扩增特异条

带的大小列于表２。

３个多重ＰＣＲ均选取２０μＬ反应体系，模板

ＤＮＡ用量为１００～２００ｎｇ，混合酶（ＭａｓｔｅｒＭｉｘ）

（北京康为世纪生物科技有限公司）加入量均为

１０μＬ。ＰＣＲ扩增在ＰＴＣ２００型ＰＣＲ仪上进行，

用１×ＴＡＥ的琼脂糖凝胶进行电泳，电泳结束经

溴化乙锭染色后在凝胶成像系统下观察照相。每

套体系具体ＰＣＲ扩增及电泳条件见表３。
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表２　标记引物序列及其片段大小

犜犪犫犾犲２　犛犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱犲狓狆犲犮狋犲犱犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犳狉犪犵犿犲狀狋狊犻狕犲狊狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

多重ＰＣＲ体系

ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅ
　序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５＇３＇）
扩增片段大小

Ｓｉｚｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ）
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ⅰ ＡｘＮｕｌｌ ＡＣＧＴＴＣＣＣＣＴＡＣＡＧＧＴＡＣＴＡ ９２０ Ｌａｆｉａｎｄｒａ犲狋犪犾．［１２］

ＴＡＴＣＡＣＴＧＧＣＴＡＧＣＣＧＡＣＡＡ

Ｄｘ５ ＧＣＣＴＡＧＣＡＡＣＣＴＴＣＡＣＡＡＴＣ ４５０ Ａｎｄｅｒｓｏｎ犲狋犪犾．［１３］

ＧＡＡＡＣＣＴＧＣＴＧＣＧＧＡＣＡＡＧ

Ⅱ Ａｘ２ ＡＴＧＡＣＴＡＡＧＣＧＧＴＴＧＧＴＴＣＴＴ １３１９ Ｍａ犲狋犪犾．［７］

ＡＣＣＴＴＧＣＴＣＣＣＣＴＴＧＴＣＴＴＴ

Ｂｙ８ ＴＴＡＧＣＧＣＴＡＡＧＴＧＣＣＧＴＣＴ ５２７ Ｌｅｉ犲狋犪犾．［１４］

ＴＴＧＴＣＣＴＡＴＴＴＧＣＴＧＣＣＣＴＴ

Ⅲ Ｄｘ５ ＧＣＣＴＡＧＣＡＡＣＣＴＴＣＡＣＡＡＴＣ ４５０ Ａｎｄｅｒｓｏｎ犲狋犪犾．［１３］

ＧＡＡＡＣＣＴＧＣＴＧＣＧＧＡＣＡＡＧ

Ｂｘ１４ ＴＡＡＧＣＧＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣＴＴＴＧＣＧ １２５６ Ｌｉ犲狋犪犾．［１５］

ＣＴＴＧＴＴＧＴＧＣＴＴＧＴＣＣＴＧＡＴ

表３　多重犘犆犚反应和电泳条件

犜犪犫犾犲３　犆狅狀犱犻狋犻狅狀狊犳狅狉狋犺狉犲犲犿狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚狆狉狅犵狉犪犿狊

多重ＰＣＲ体系 ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ

基因 Ｇｅｎｅ ＡｘＮｕｌｌＤｘ５ Ａｘ２Ｂｙ８ Ｂｘ１４Ｄｘ５

ＰＣＲ体系ＰＣＲｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

混合酶 ＭａｓｔｅｒＭｉｘ／μＬ １０ １０ １０

每种ｄＮＴＰ浓度Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｅａｃｈ
ｏｆｄＮＴＰｓ／（μｍｏｌ·Ｌ

－１） ２００ ２００ ２００

引物浓度ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ
ｆｏｒｅａｃｈｇｅｎｅ／（μｍｏｌ·Ｌ

－１） ０．６／０．５ ０．５／０．５ ０．５／０．５

ＰＣＲ扩增条件ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

预变性Ｐｒｅｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ９４℃，５ｍｉｎ ９５℃，５ｍｉｎ ９５℃，５ｍｉｎ

变性 Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ９４℃，３０ｓ ９４℃，３０ｓ ９４℃，３０ｓ

退火 Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ６２℃，３０ｓ ６０℃，４５ｓ ６２℃，４５ｓ

延伸Ｅｘｔｅｎｔｉｏｎ ７２℃，２ｍｉｎ ７２℃，２ｍｉｎ ７２℃，１ｍｉｎ３０ｓ

循环次数Ｃｙｃｌｅｓ ３５ ３５ ３８

最后延伸Ｆｉｎａｌｅｘｔｅｎｔｉｏｎ ７２℃，１０ｍｉｎ ７２℃，１０ｍｉｎ ７２℃，１０ｍｉｎ

凝胶电泳条件Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

琼脂糖Ａｇａｒｏｓｅ／％ ２ ２ ２

电压 Ｖｏｌｔａｇｅ／Ｖ １６０ １６０ １６０

时间 Ｔｉｍｅ／ｈ １ １ １

２　结果与分析

２．１　多重ＰＣＲ体系的创建

以亚基组成已知的１７个小麦品种（系）为

ＤＮＡ摸板，利用５个基因的特异引物，分别做梯

度ＰＣＲ，明确每对引物出现清晰特异扩增条带的

退火温度范围；筛选出具有相同退火温度且扩增

条带差异较大的引物，组合成多重ＰＣＲ，进行下

步已知亚基组成材料的多重ＰＣＲ检测；通过对引

物组合不断进行ＰＣＲ扩增和电泳分析，最终建立

多重ＰＣＲ体系。在体系调试和优化中，主要调整

引物浓度相对比例和延伸时间。实验中先加入等

浓度的引物量，根据扩增结果再进行调整，增大弱

扩增的引物用量，减小强扩增的引物用量；在优化

延伸时间时，弱扩增适当延长。现将３套多重

ＰＣＲ体系扩增结果分述如下。

２．１．１　ＡｘＮｕｌｌ与Ｄｘ５多重ＰＣＲ体系

按照上述方法，以亚基组成已知的１７个小麦

品种（系）ＤＮＡ为模板，利用ＡｘＮｕｌｌ与Ｄｘ５基因

标记对其相应位点基因进行ＰＣＲ扩增和电泳，根

据扩增结果对多重ＰＣＲ的反应条件逐步调整优

化，最终创建了可同时检测ＡｘＮｕｌｌ与Ｄｘ５基因的

多重 ＰＣＲ 体 系 Ⅰ。在 ＧｌｕＡ１ 位 点 不 表 达

ＨＭＷＧＳ的材料（含ＡｘＮｕｌｌ基因）中，ＰＣＲ扩增
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条带为９２０ｂｐ；在ＧｌｕＤ１位点表达５（＋１０）亚基

的材料（含Ｄｘ５基因）中，ＰＣＲ扩增条带为４５０

ｂｐ。图１为利用体系Ⅰ对１７个已知品种（系）的

检测结果，其中，豫麦５０等８份材料不含有Ｎｕｌｌ

和５亚基，多重ＰＣＲ检测后没有特异扩增条带出

现；农大９９５００９等４份品种（系）仅有 Ｎｕｌｌ亚

基，扩增出了９２０ｂｐ的条带；陕２２９和皖麦２３仅

有５亚基，只扩增出１条４５０ｂｐ的条带；绵阳９８

１７、中优９７０１和沧核０３０同时携带 Ｎｕｌｌ和５亚

基，同时扩增出了９２０ｂｐ和４５０ｂｐ两条特异条

带。该体系的检测结果与ＳＤＳＰＡＧＥ结果完全

相同。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准ＤＬ２０００；１：豫麦５０；２：农大９９５００９；３：绵阳９８１７；４：陕２２９；５：中国春；６：中优９７０１；７：小偃５４；８：冀５０６６；９：

沧核０３０；１０：皖麦２３；１１：鲁麦２３；１２：小偃２２；１３：西农８９２５１３；１４：鄂９１７２７；１５：ＣＡ９５５０；１６：郑麦９９２；１７：蚂蚱麦

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ｙｕｍａｉ５０；２：Ｎｏｎｇｄａ９９５００９；３：Ｍｉａｎｙａｎｇ９８１７；４：Ｓｈａａｎ２２９；５：Ｃｈｉｎｅｓｅｓｐｒｉｎｇ；６：Ｚｈｏｎｇｙｏｕ９７０１；７：

Ｘｉａｏｙａｎ５４；８：Ｊｉ５０６６；９：Ｃａｎｇｈｅ０３０；１０：Ｗａｎｍａｉ２３；１１：Ｌｕｍａｉ２３；１２：Ｘｉａｏｙａｎ２２；１３：Ｘｉｎｏｎｇ８９２５１３；１４：Ｅ９１７２７；１５：ＣＡ９５５０；１６：

Ｚｈｅｎｇｍａｉ９９２；１７：Ｍａｚｈａｍａｉ

图１　犃狓犖狌犾犾与犇狓５基因标记的多重犘犆犚琼脂糖凝胶电泳图

犉犻犵．１　犕狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚狊狆犲犮犻犳犻犮犳狅狉犵犲狀犲狊犃狓犖狌犾犾犪狀犱犇狓５

２．１．２　Ａｘ２与Ｂｙ８多重ＰＣＲ体系

图２为利用Ａｘ２与Ｂｙ８多重ＰＣＲ体系Ⅱ检

测１７个已知品种（系）的结果。在ＧｌｕＡ１位点表

达２亚基的材料（含Ａｘ２基因）中，ＰＣＲ扩增条

带为１３１９ｂｐ；在ＧｌｕＢ１位点表达８亚基的材料

（含Ｂｙ８基因）中，ＰＣＲ扩增条带为５２７ｂｐ。陕

２２９等１０份品种（系）不含２和８亚基，检测后

无特异条带出现；农大９９５００９、中国春和中优

９７０１只含８亚基，无２亚基，只扩增出１条５２７

ｂｐ的条带；西农８９２５１３、豫麦５０和ＣＡ９５５０只

含２亚基，不含８亚基，只扩增出１条１３１９ｂｐ

的条带；蚂蚱麦同时含２和８亚基，同时扩增出

了５２７ｂｐ和１３１９ｂｐ两条特异条带。该体系检

测的结果，与ＳＤＳＰＡＧＥ结果完全相同。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准ＤＬ２０００；１：蚂蚱麦；２：农大９９５００９；３：西农８９２５１３；４：陕２２９；５：中国春；６：中优９７０１；７：小偃５４；８：冀５０６６；

９：沧核０３０；１０：豫麦５０；１１：皖麦２３；１２：鲁麦２３；１３：小偃２２；１４：绵阳９８１７；１５：鄂９１７２７；１６：ＣＡ９５５０；１７：郑麦９９２

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ｍａｚｈａｍａｉ；２：Ｎｏｎｇｄａ９９５００９；３：Ｘｉｎｏｎｇ８９２５１３；４：Ｓｈａａｎ２２９；５：Ｃｈｉｎｉｓｅｓｐｒｉｎｇ；６：Ｚｈｏｎｇｙｏｕ９７０１；７：

Ｘｉａｏｙａｎ５４；８：Ｊｉ５０６６；９：Ｃａｎｇｈｅ０３０；１０：Ｙｕｍａｉ５０；１１：Ｗａｎｍａｉ２３；１２：Ｌｕｍａｉ２３；１３：Ｘｉａｏｙａｎ２２；１４：Ｍｉａｎｙａｎｇ９８１７；１５：Ｅ９１７２７；１６：

ＣＡ９５５０；１７：Ｚｈｅｎｇｍａｉ９９２

图２　犃狓２与犅狔８基因标记的多重犘犆犚琼脂糖凝胶电泳图

犉犻犵．２　犕狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚狊狆犲犮犻犳犻犮犳狅狉犵犲狀犲狊犃狓２
犪狀犱犅狔８

２．１．３　Ｂｘ１４与Ｄｘ５多重ＰＣＲ体系

Ｂｘ１４与Ｄｘ５多重ＰＣＲ体系Ⅲ经调整优化后

检测结果稳定，图３为利用已建立的稳定体系对

１７个已知品种（系）的检验结果。在ＧｌｕＢ１位点

表达１４亚基的材料（含Ｂｘ１４基因）中，ＰＣＲ扩增

条带为１２５６ｂｐ，在ＧｌｕＤ１位点表达５（＋１０）亚

基的材料（含Ｄｘ５基因）中，ＰＣＲ扩增条带为４５０

ｂｐ。在图３中，豫麦５０等８份品种（系）不含５和

１４亚基，未扩增出对应特异条带；中优９７０１、皖麦

２３和绵阳９８１７只含５亚基，不含１４亚基，检测

后扩增出了１条４５０ｂｐ条带；小偃５４等４份品

种只含１４亚基，不含５亚基，扩增出了１条

１２５６ｂｐ条带；陕２２９和沧核０３０同时含５和１４

亚基，同时扩增出了４５０ｂｐ和１２５６ｂｐ两条特异

条带。该体系的检测结果与ＳＤＳＰＡＧＥ结果完

全相同。
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　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准ＤＬ２０００；１：中优９７０１；２：小偃５４；３：豫麦５０；４：陕２２９；５：中国春；６：冀５０６６；７：沧核０３０；８：皖麦２３；９：农大９９

５００９；１０：鲁麦２３；１１：小偃２２；１２：西农８９２５１３；１３：绵阳９８１７；１４：鄂９１７２７；１５：ＣＡ９５５０；１６：郑麦９９２；１７：蚂蚱麦

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ｚｈｏｎｇｙｏｕ９７０１；２：Ｘｉａｏｙａｎ５４；３：Ｙｕｍａｉ５０；４：Ｓｈａａｎ２２９；５：Ｃｈｉｎｅｓｅｓｐｒｉｎｇ；６：Ｊｉ５０６６；７：Ｃａｎｇｈｅ０３０；８：

Ｗａｎｍａｉ２３；９：Ｎｏｎｇｄａ９９５０９９；１０：Ｌｕｍａｉ２３；１１：Ｘｉａｏｙａｎ２２；１２：Ｘｉｎｏｎｇ８９２５１３；１３：Ｍｉａｎｙａｎｇ９８１７；１４：Ｅ９１７２７；１５：ＣＡ９５５０；１６：

Ｚｈｅｎｇｍａｉ９９２；１７：Ｍａｚｈａｍａｉ

图３　犅狓１４与犇狓５基因标记的多重犘犆犚琼脂糖凝胶电泳图

犉犻犵．３　犕狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚狊狆犲犮犻犳犻犮犳狅狉犵犲狀犲狊犅狓１４犪狀犱犇狓５

２．２　利用多重犘犆犚体系检测新疆春小麦品种

犎犕犠犌犛基因

利用已建立的３个多重ＰＣＲ体系，对新疆地

区８５份春小麦品种Ｇｌｕ１位点的基因进行检测，

在ＧｌｕＡ１位点上有２１份品种含ＡｘＮｕｌｌ基因，占

２４．７％；４３份品种有Ａｘ２基因，占５０．６％。该结

果说明ＧｌｕＡ１位点１亚基也占２４．７％。体系Ⅱ

检测结果表明，４１份材料携带Ｂｙ８基因，频率为

４８．２％。在ＧｌｕＢ１位点未检测到Ｂｘ１４基因，即

在已检测材料中不存在亚基１４（＋１５）。体系Ⅰ

和Ⅲ检测结果都表明，有２９个品种携带Ｄｘ５基

因，即ＧｌｕＤ１位点优质亚基５（＋１０）出现的频率

为３４．１％。

３　讨 论

３．１　多重犘犆犚方法检测犎犕犠犌犛的优势

现阶段对小麦ＨＭＷＧＳ的检测方法主要有

ＳＤＳＰＡＧＥ法和分子标记检测法。传统的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测法存在一定局限性，主要体现在检测

结果的相对不可靠性和检测周期过长。首先，利

用ＳＤＳＰＡＧＥ法分离蛋白亚基，很难将相对迁移

率相近的亚基分开，因此在读取电泳结果时常出

现一定偏差，比如很难将亚基（对）７＋８、７＋８与

７＋８区分开，有时１、２与２，８、９与１０也会出

现误读的情况；其次，传统的ＳＤＳＰＡＧＥ法检测

ＨＭＷＧＳ程序繁琐，费工费时，而且只能在小麦

收获后从籽粒中才能提取蛋白进行检测，使该方

法在小麦育种中的应用受到限制。利用ＰＣＲ技

术对小麦 ＨＭＷＧＳ基因进行快捷检测可解决

ＳＤＳＰＡＧＥ法的不足，而多重ＰＣＲ可以同时检

测多个基因位点，不仅提高了检测效率，而且克服

了单一ＰＣＲ成本高的弊端，适合在小麦分子标记

辅助选择中应用。

３．２　创建的多重犘犆犚体系的实用性和稳定性

本研究创建的３套多重 ＰＣＲ 体系涵盖了

ＧｌｕＡ１、ＧｌｕＢ１和ＧｌｕＤ１三个位点。在普通小

麦ＧｌｕＡ１位点中，一般存在３个编码 ＨＭＷＧＳ

的基因，即Ａｘ２、Ａｘ１和ＡｘＮｕｌｌ，利用体系Ⅰ和

Ⅱ通过Ａｘ２和ＡｘＮｕｌｌ的检测，也可推断出检测

品种是否含有Ａｘ１基因，结合这两套体系可以直

接检测出ＧｌｕＡ１位点３种常表达亚基的基因型。

通过体系Ⅱ和Ⅲ直接检测ＧｌｕＢ１位点的Ｂｙ８和

Ｂｘ１４基因，可以检测到此位点上对小麦加工品质

贡献较大且在我国小麦品种中出现频率较高的７

＋８和１４＋１５亚基（对）。同样，利用体系Ⅰ或Ⅲ

检测ＧｌｕＤ１位点Ｄｘ５基因，可确定待测材料是否

携带对小麦品质贡献最大的５＋１０亚基（对）。利

用创建的多重ＰＣＲ体系对１７份亚基组成已知的

小麦品种的检测，其结果与已知亚基组成一致，由

此证明３套多重ＰＣＲ体系可对小麦 ＨＭＷＧＳ

进行快速检测，且结果稳定可靠。

３．３　新疆小麦品种亚基的分布特点及对品质育

种的要求

对新疆春小麦品种的 ＨＭＷＧＳ检测结果显

示，８５个品种中，ＧｌｕＡ１位点以２ 亚基为主

（５０．６％），１和 Ｎｕｌｌ的出现频率均为２４．７％，该

位点优质亚基１和２的总频率为７５．３％，明显

高于新疆冬小麦（５４．２％）
［１１］和国内其他地区育

成品种（３０．６％～４２．６％）
［１６］；亚基８在ＧｌｕＢ１位

点 的 出 现 频 率 为４８．２％，低 于 新 疆 冬 小 麦

（５８．２％）
［１１］，与 国 内 育 成 品 种 （４２．０％ ～

５６．４％）
［１６］相当。在８５个品种中未发现１４＋１５

亚基的出现。在ＧｌｕＤ１位点，５＋１０亚基出现的

频率为３４．１％，高于新疆冬小麦（２７．１％）
［１１］和国

内其他地区育成品种（１５．７％～１８．６％）
［１１，１６］。

总体来看，新疆春小麦品种ＧｌｕＡ１和Ｇｌｕ
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Ｄ１位点优质亚基的频率明显高于新疆冬小麦和

国内其他地区育成品种［１１，１６１８］，但新疆春小麦品

种的加工品质却比冬小麦品种的差，其差异可能

源于ＧｌｕＢ１上 ＨＭＷＧＳ种类和频率的差异。

根据本研究结果，新疆春小麦品种（系）ＧｌｕＢ１位

点亚基以（６或７＋）８为主，亚基组成类型比较单

一，因此在今后新疆小麦品质育种中应增加Ｇｌｕ

Ｂ１位点其他优质亚基的类型及其频率。同时，在

已检测的春小麦品种中，３个位点同时出现本研

究所测优质亚基组合类型的频率仅为２．４％。此

外，ＬＭＷＧＳ的差异和生长环境的不同对冬春小

麦品质也有一定的影响，进一步研究新疆小麦品

种ＬＭＷＧＳ基因的组成，或可揭示新疆春小麦

品质劣于冬小麦的原因。在未来新疆春小麦的品

质育种中，应当注重改良现有育成品种的亚基组

成，使各位点的优质亚基尽可能聚合到同一品种

中，选育出品质优良的小麦新品种。
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