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黑麦通用特异性 D NA探针的筛选 3
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　　摘　要 : 为了筛选出鉴定小麦背景下黑麦成分的通用特异性引物 ,选用胜利黑麦、八倍体小黑麦新麦 73、

六倍体小黑麦哈师 209、普通小麦 s165、中国春为试验材料 ,利用国内外发表的黑麦特异性 DNA探针引物进

行 PCR扩增并进行了电泳检测。结果表明 ,在选用的 6 对引物 ( NOR - R1、A F1 / A F4、PASW、p SC19. 1、

pSC20 H、p SC10C)中只有 4对引物即 p SC20 H、p SC119. 1、A F1 / A F4、NOR - 1R在黑麦和小黑麦 DNA中扩增

出了特异性条带 ,扩增片段大小依次为 1 490、750、1 500、300 bp 左右 ,说明这 4 对引物是黑麦通用特异性

DNA探针引物 ,可以用于在小麦背景下进行黑麦外源种质的鉴定。
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Abstract : Wit h t he int rogression of good alien genomes , it is important to detect t he segment of alien

chromatin in wheat background. In order to screen the universal specific DNA probes of rye , using

rye , t riticale , wheat were used as experiment material , PCR with universal p rimers of rye were con2
ducted and PCR product s were examined elect rop horesis. Only 4 pairs of p rimers could produce specif2
ic band among 6 pairs of candidate p rimers and could be used as t he universal specific DNA probes of

rye to identify rye alien chromatin in wheat background.
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　　小麦 ( T ri t icum aesti rum L . )是中国的主要

粮食作物之一。中国小麦品种的遗传基础较为狭

窄 ,在很大程度上限制了小麦产量的提高和品质

的改良。挖掘近缘野生物种的优良基因资源 ,有

目的地将这些有益基因导入普通小麦对于拓宽小

麦的遗传基础具有重要的意义。黑麦 ( S ecale ce2
reale) 是小麦重要的异源基因来源之一 , 对于丰

富小麦的遗传变异 ,提高小麦品种的抗病抗逆性

及产量潜力具有重要作用[1 ]。

异源遗传成分的检测是小麦远缘杂交工作的

组成部分。目前已运用 C 2分带[2 ]、生化标记[3 ]、

分子标记[ 4 ,5 ]、原位杂交[6 ]等方法来分析和鉴定小

麦背景中的外源遗传物质。C 2分带方法对没有
特异性带型或带纹少、颜色浅、片段小的染色体不

太理想 ,同时 C 2分带对环境条件非常敏感 ,使用

不同的试剂、选择不同的材料往往会得出不同的

结果。生化标记数目比较少 ,有些同工酶基因在

进化过程中已丧失活性 ,这给外源染色质的鉴定

带来了困难。PCR 分子标记具有方便快速的优

点[7 ,8 ] ,但在一些染色体区域的遗传标记只对跟
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踪特定的染色体或片段有效[ 4 ]。因此筛选物种或

染色体组特异性标记就显得更有实用性。在黑麦

研究上 ,这方面的报道目前还比较少。本研究旨

在筛选黑麦通用特异性 DNA 探针引物 ,为小麦

背景下的黑麦成分的检测提供依据。

1　材料与方法

1 . 1　材 料

胜利黑麦、八倍体小黑麦 (新麦 73) 、六倍体

小黑麦 (哈师 209) 、s165 (无黑麦血缘的普通小

麦)由哈尔滨师范大学遗传教研室提供 ;中国春由

中国农业科学院李立会先生提供。

1 . 2　方法

1. 2. 1　DNA的提取及检测　选各参试材料种子

于 25℃温箱中发芽 , 取发芽 7～10 d的幼苗提取

DNA。提取液含有 200 mmol/ L Tris. HCl (p H

7. 5) ,2 mol/ L NaCl , 2 %CTAB , 氯仿2异戌醇
(24 :1) 抽提二次 ,无水乙醇沉淀。风干 DNA 溶

于 200μL 灭菌无离子水中 ,用 UV 22010型紫外

分光光度计与凝胶电泳检测 DNA的浓度、纯度。
表 1　黑麦特异扩增 PCR引物

Table 1　Specif ic primers for PCR amplif ication of rye fragrnents

引物 Primer 引物序列 Sequence of primers

NOR2R1 5’GCA T GTA GCGACTAACTCA TCG 3’ 5’CCCA GT T T TCCA T GTCGC 3’
AF1/ AF4 5’GGA GACA TCA T GAAACA T T T G 3’ 5’CT GT T GT T GGGCA GAAA G 3’
PASW 5’AACGA GGGGT TCGA G 3’ 5’GA GT GTCAAACCCAACGA 3’
pSC 119. 1 5’T T GGCCCTCA T GCCT T TA GA 3 ’ 5’CT T GGCCCTCTCCGCT T GAC 3’
pSC 20 H 5’GT T GGAA GGGA GCTCGA GCT G 3’ 5’GT T GGGCA GAAA GGTCGACA TC 3’
pSC 10C 5’AAA GCCTCAA GA TAA GCG 3’ 5’A T TACGAACACGA GTCCC 3’

图 1　DNA紫外吸收曲线
Fig. 1　UV absorption curve of DNA
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1. 2. 2　黑麦特异性 DNA 探针引物的扩增 　根

据王二明[4 ]、周建平[5 ]、Cristina 等[7～9 ]的方法合

成黑麦特异性 PCR引物 ,由大连宝生物工程公司

合成 ,引物序列见表 1。

　　PCR扩增在 M J Research P TC2100 ( U SA)

热循环仪上进行 ,其反应体系为 25μL ,含有 1 ×

PCR buffer , 1. 5 mmol/ L MgCl2 , 200μmol/ L

dN TP ,0. 5U Taq 酶 ( Takara ,J apan) ,40 ng 引

物 , 40～60 ng 模板 DNA。反应条件为 95℃ 5

min 预变性 ,继而按 94℃ 30 s (变性) , 55℃或

60℃30 s (退火) ,72℃1 min (延伸) ,循环 30次 ,

最后 72℃延伸 10 min。PCR产物用 2 %Agarose

胶 (内加 EB)在 1 ×TA E电泳缓冲液上电泳 ,放

置 Bio2Rad紫外凝胶呈像系统下扫描照像。

　　M. DNA Marker ;1.胜利黑麦 ;2.八倍体小黑麦 (新麦 73) ;3.
六倍体小黑麦 (哈师 209) ;4. s165 (无黑麦血缘的普通小麦) ;5.
中国春。

M. DNA Marker ;1. Secale cereale" Shengli" ; 2. Octoploid
t riticale" Xinmai73" ; 3. Hexaploid t riticale " Hashi209" ; 4. s165
Hexaploid wheat ; 5. Chinese Spring.

图 2　DNA琼脂糖凝胶电泳结果
Fig. 2　Electrophoresis of DNA extracted

　　M. DNA Marker ;1. s165 ;2. 中国春 ;3. 空白 ;4.胜利黑麦 ;5.六倍体小黑麦 (哈师 209) ;6.八倍体小黑麦 (新麦 73)

M. DNA Marker ; 1. s165 ; 2. Hexaploid wheat " Chinese Spring" ; 3. Blank ; 4. Secale cereale " Shengli " ; 5. Hexaploid t riticale "

Hashi209" ;6. Octoploid t riticale" Xinmai73"

图 3　黑麦通用引物筛选的结果

Fig. 3　Screening of the universal primers of rye
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2　结果与分析

2. 1　黑麦 D NA的提取效果

图 1中的五个曲线图依次为胜利黑麦、八倍

体小黑麦 (新麦 73) 、六倍体小黑麦 (哈师 209) 、

s165、中国春的 DNA 紫外吸收曲线。从这五个

DNA紫外吸收曲线图中可以看出 ,曲线的的吸收

峰均在 260 nm处 ,曲线符合 DNA 标准曲线。图

2为 DNA的琼脂糖凝胶电泳图。由图 2 可以看

出 ,基因组 DNA经电泳后主带清晰而集中 ,没有

明显的 Smear 现象 ,说明 DNA 比较完整。紫外

分光光度计测定的 OD260 / OD280的比值在 1. 8～

2. 0之间。说明提取的 DNA可用于 PCR检测。

2. 2　黑麦通用 SSR引物的筛选

从图 3 中可以看出 ,用 6 对黑麦特异性引物

对黑麦、小黑麦 DNA进行扩增 ,只有 4 对引物即

p SC20 H、p SC119. 1、A F1/ A F4、NOR21R 在黑

麦、小黑麦 DNA中扩增出了特异性条带 ,扩增片

段大小依次约为 1 490、750、1 500、300 bp 左右。

其余 2对引物在黑麦、小黑麦及普通小麦中都没

有扩增出特异性条带。

本试验仅用了 6 对引物 ,检测的结果只能说

明在这 6对引物中只有 4 对扩增出特异性的条

带 ,这 4对引物可作为黑麦通用特异性引物 ,来检

测小麦背景下的黑麦成分 ,但不能说明黑麦通用

的特异性引物只有这 4对。

3　讨 论

本研究所选用的是文献 [ 4 ,9～11 ]报道的黑

麦特异性引物 ,但所选用的引物中只有 4 对引物

在黑麦、小黑麦中能够扩增出目标 DNA 片段。

其中 p SC20 H、p SC119. 1、A F1/ A F4 黑麦特异性

引物扩增出的片段大小与文献 [ 9～11 ]报道的一

致。但 NOR21R引物扩增的特异性片段与文献

[4 ]报道的略有差异 ,可能是所用的黑麦、小黑麦

的基因组序列略有变异而致。其余的 2对引物在

黑麦、小黑麦及普通小麦中均未能扩增出目标

DNA 片段[5 ] ,笔者认为其原因可能是使用的黑麦

与小黑麦材料有易位等变异的产生而改变了序列

结构 ,目标序列不存在 ,特异性带就难以出现。为

进一步判断这 2 对引物的通用性 ,还需选用多种

黑麦、小黑麦材料进行试验验证。
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