
收稿日期：２０１２－０３－０６
基金项目：国家“十二五”科技支撑计划项目（２０１１ＢＡＤ０７Ｂ０２）；河南省科技攻关计划项目（１０２１０２１１００３２）
作者简介：王　刚（１９８５－），男，河南南阳人，在读硕士研究生，研究方向：小麦雄性不育机理及其杂种优势。
＊通讯作者：茹振钢（１９５８－），男，河南沁阳人，教授，主要从事作物遗传育种的研究和教学工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｔｉｅｚｈｕｈ＠１６３．ｃｏｍ
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摘要：为探索百农矮抗５８小麦所含的矮秆基因及其来源，应用赤霉素反应和分子标记检测了百农

矮抗５８及其亲本周麦１１、豫麦４９号、郑州８９６０的矮秆基因。结果表明：郑州８９６０为赤霉素敏感

型，其他３个品种对赤霉素不敏感；分子标记 检 测 显 示，矮 抗５８、豫 麦４９号、郑 州８９６０携 带Ｒｈｔ－
Ｄ１ｂ基因，周麦１１携带Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ基因，４个品种均没有扩增出Ｒｈｔ８基因的１９２ｂｐ标准带。
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　　小麦是我国重要的粮食作物，在人口增长、耕地减

少、水资源不足等因素的制约下，充分提高其产量潜力

是小麦育种的永恒目标。自２０世纪６０年代起，世界范

围内掀起了小麦矮秆育种的高潮，使小麦的单产大幅

度提高，为世界粮食安全作出了重大贡献，至今应用矮

秆基因降低株高、提高抗倒伏性仍是小麦超高产育种

的主要育种策略，因此，对小麦矮秆基因的研究尤其重

要。小麦株高的遗传比较复杂，受多条染色体上的主

效基因和微效基因共同控制［１－２］。截至目前，已鉴定并

命名了２５个主效基因［３］，但由于受不良遗传连锁因素

影响，只有少数几个矮秆基因能够应用于小麦育种，其
中应用最为广泛的是来源于日本的２个矮源－赤小麦

（Ａｋａｇｏｍｕｇｉ，Ｒｈｔ８或Ｒｈｔ９）和农林１０号（Ｎｏｒｉｎ１０，Ｒｈｔ－

Ｂ１ｂ和Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ）［４］，利用农林１０号和赤小麦的Ｒｈｔ１、
Ｒｈｔ２、Ｒｈｔ８或Ｒｈｔ９矮秆基因［５－７］已经育成了占世界上

约９０％以上的矮秆和半矮秆品种。
百农矮抗５８是河南科技学院小麦中心培育出

的高产多抗广适小麦新品种，其系谱为周１１／／豫麦

４９号／郑州８９６０，株高７０ｃｍ左右，高抗倒伏，是黄

淮麦区的主要推广品种，至２０１１年累计种植面积超

过７３３．３万ｈｍ２。鉴于Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ，Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ、Ｒｈｔ８及

其不同基因组合在黄淮麦区小麦中的广泛分布，为

明确百农矮抗５８所携带的矮秆基因及其来源，本研

究应用相应 分 子 标 记 和 赤 霉 素 反 应 检 测 百 农 矮 抗

５８及其亲本矮秆基因，以期为小麦产量潜力的进一

步挖掘和株高的遗传改良提供依据。
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１　材料和方法

１．１　供试材料

小麦品种百农矮抗５８、周麦１１、豫麦４９号和郑

州８９６０，均由河南科技学院小麦中心提供。

１．２　幼苗赤霉素（ＧＡ３）反应

试验参考唐娜的方法［８］，每个品 种 选 用２个 直

径约１０ｃｍ、铺有吸水纸的培养皿，每个培养皿中分

别播入２０～３０ 粒 种 子，每 皿 中 加 入５０ｍｇ／Ｌ的

ＧＡ３，另一皿 中 加 入 同 样 体 积 的 蒸 馏 水 作 为 对 照。
将培养皿放置室温下（约２４℃）进行发芽，７～１０ｄ
后根据ＧＡ３处理与对照间的幼苗高度差异，确定品

种对ＧＡ３ 的敏感型。

１．３　矮秆基因的分子检测

用ＣＴＡＢ 法 提 取 小 麦 的 幼 嫩 叶 片［９］。利 用

Ｅｌｌｉｓ等［１０］设计的ＳＴＳ分 子 标 记，参 考 杨 松 杰 等［７］

和Ｋｏｒｚｕｎ等［１１］报道的微卫星标记，对百农矮抗５８
及其亲本进行扩增鉴定。引物由北京鼎国昌盛生物

技术有限公司合成。引物序列如下：
　ＮＨ－ＢＦ．２：５′－ＴＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣＣＣＣＡＣＣＣＣＡＡＣ－３′；

　ＷＲ１．２：５′－ＣＣＡＴＧＧＣＣＡＴＣＴＣＧＡＧＣＴＧＣ－３′；

　ＤＦ：５′－ＣＧＣＧＣＡＡＴＴＡＴＴＧＧＣＣＡＧＡＧＡＴＡＧ－３′；

　ＤＦ２：５′－ＧＧＣＡＡＧＣＡＡＡＡＧＣＴＴＣＧＣＧ－３′；

　ＭＲ１：５′－ＣＡＴＣＣＣＣＡＴＧＧＣＣＡＴＣＴＣＧＡＧＣＴＡ－３′；

　ＭＲ２：５′－ＣＣＣＣＡＴＧＧＣＣＡＴＣＴＣＧＡＧＣＴＧＣＴＡ－３′；

　ＷＲ２：５′－ＧＧＣＣＡＴＣＴＣＧＡＧＣＴＧＣＡＣ－３′；

　Ｘｇｗｍ２６１　Ｐｒｉｍｅｒ　Ａ：５′－ＣＴＣＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＴＡＡＧＧＣ－３′；

Ｐｒｉｍｅｒ　Ｂ：５′－ＣＴＣＧＣＧＣＴＡＣＴＡＧＣＣＡＴＴＧ－３′。

ＰＣＲ反 应 体 系（２０μＬ）包 括：１０ｍｍｏｌ／Ｌ 的

ｄＮＴＰ　０．４μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，２ｍｏｌ／Ｌ的引物各

２μＬ，ＤＮＡ模板５０～１００ｎｇ，ＤＮＡ 聚合酶１Ｕ，用

ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ。加１滴石蜡油覆盖，反应在

Ｂｉｏｍｅｔｒａ公 司 的 ＴＰｆｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ　Ｓｔａｎｄａｒｄ上 进 行。
反应 程 序 为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，６３～５５ ℃
４０ｓ，７２℃５０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ；１６℃保

存。其中，ＳＴＳ标记引物的退火温度为６３℃，扩增

产物在２％的 琼 脂 糖 凝 胶 上 检 测；微 卫 星 标 记 引 物

的退火温度为５５℃，扩增产物在８％聚丙烯酰胺凝

胶上检测。

２　结果与分析

２．１　ＧＡ３ 反应

供试品种用ＧＡ３ 处理８ｄ左右，分别与对照的株

高进行比较（图１）。结果表明：百农矮抗５８、周麦１１
和豫麦４９号株高均无明显差异；郑州８９６０与上述３
品种株高有明差异。表明矮抗５８、周麦１１和豫麦４９
号对赤霉素不敏感，而郑州８９６０对表现ＧＡ３ 反应敏

感，据此推断郑州８９６０可能含有Ｒｈｔ８矮秆基因。

１．百农矮抗５８；２．周麦１１；３．豫麦４９号；４．郑州８９６０；ａ．对照；ｂ．处理

图１　供试品种株高的赤霉素敏感反应

２．２　Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ基因的检测结果

利用Ｅｌｌｉｓ等［１０］和 杨 松 杰 等［７］设 计 的 引 物，以

ＮＨ－ＢＦ．２和 ＷＲ１．２引 物 组 合 可 以 扩 增 出１条 约

４００ｂｐ的条带，用来鉴定小麦品种中是否含有矮秆
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基因Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ的野生型（Ｗｔ）Ｒｈｔ－Ｂ１ａ；ＮＨ－ＢＦ．２和

ＭＲ１引物组合可 以 扩 增 出１条４００ｂｐ的 条 带，用

来鉴定小麦品种中是否含有矮秆基因Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ的突

变型（Ｍｕ）Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ；即 同 一 个 品 种２对 引 物 ＰＣＲ
产物互补 出 现，可 以 相 互 验 证。如 图２所 示，ＮＨ－
ＢＦ．２和 ＷＲ１．２引 物 组 合 在 矮 抗５８、豫 麦４９号 和

郑州８９６０中均能 扩 增 出１条 约４００ｂｐ的 目 标 带；
而在ＮＨ－ＢＦ．２和 ＭＲ１引 物 组 合 下 无 此 条 带。而

周麦１１仅在ＮＨ－ＢＦ．２和 ＭＲ１组合下扩增出１条

约４００ｂｐ的目标带，说明其携带Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ基因。

Ｍ．２５０ｂｐ　Ｍａｒｋｅｒ；１．百农矮抗５８；２．周麦１１；３．豫麦４９号；
４．郑州８９６０；ａ．Ｒｈｔ－Ｂ１ａ基因的ＰＣＲ扩增片段；

ｂ．Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ基因的ＰＣＲ扩增片段

图２　Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ基因的分子标记检测结果

２．３　Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ基因的检测结果

利用ＤＦ２和 ＷＲ２引物组合可以扩增出１条约

２６４ｂｐ的条带，用来鉴定小麦品种中是否含有矮秆

基因Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ的野生型Ｒｈｔ－Ｄ１ａ；ＤＦ和 ＭＲ２引物

组合可以扩增出１条约２５４ｂｐ的条带，用来鉴定小

麦品种 中 是 否 含 有 矮 秆 基 因 Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ 的 突 变 型

Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ。如图３所 示，百 农 矮 抗５８、豫 麦４９号 和

郑州８９６０在ＤＦ和 ＭＲ２引物组合下可以扩增出１
条约２５４ｂｐ的 条 带，说 明 其 携 带Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ矮 秆 基

因，而周麦１１没有此特征带。

Ｍ．２５０ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ；１．百农矮抗５８；２．周麦１１；
３．豫麦４９号；４．郑州８９６０；ａ．Ｒｈｔ－Ｄ１ａ基因特异性引物的

ＰＣＲ扩增片段；ｂ．Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ基因特异性引物的ＰＣＲ扩增片段

图３　Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ基因的分子标记检测结果

２．４　Ｒｈｔ８基因的检测结果

如图４所 示，微 卫 星 引 物 Ｘｇｗｍ２６１在４个 品

种中均没有扩增出１９２ｂｐ的 标 准 片 段。百 农 矮 抗

５８、周麦１１、豫 麦４９号 扩 增 出 的 目 标 条 带 为２００
ｂｐ，郑州８９６０扩 增 出 的 目 标 条 带 约 为２０４ｂｐ，为

Ｘｇｗｍ２６１位点的等位变异类型。

Ｍ．１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ；１．百农矮抗５８；
２．周麦１１；３．豫麦４９号；４．郑州８９６０

图４　４个供试品种 Ｘｇｗｍ２６１引物ＰＣＲ扩增结果

表１　百农矮抗５８及其亲本Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ、Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ、
Ｒｈｔ８矮秆基因的分子检测及ＧＡ３ 检测结果

品种
Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ
Ｍｕ　 Ｗｔ

Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ
Ｍｕ　 Ｗｔ

Ｒｈｔ８
１９２ｂｐ

ＧＡ３

百农矮抗５８ － ＋ ＋ － － Ｉ

周麦１１ ＋ － － ＋ － Ｉ

豫麦４９号 － ＋ ＋ － － Ｉ

郑８９６０ － ＋ ＋ － － Ｓ

　注：＋表示有扩增产物，－ 表示无扩增产物。

３　结论与讨论

我国利用含矮秆基因的小麦资源已育成并推广

了多个矮秆品种（系），在提高抗倒性和收获指数、适
应现代高产栽培措施方面取得了较好的成效。以往

多采用赤霉素敏感性试验和系谱分析法对小麦矮秆

基因进行鉴定［１２－１４］，促进了矮化育种进展，但对于多

个矮秆基因等复杂情况，鉴定结果有异议。近年来，
利用分子标记检测技术对小麦矮秆基因的鉴定和筛

选取得了丰硕成果。Ｋｏｒｚｕｎ等［１１］报道，与Ｒｈｔ８基

因紧密连锁的微卫星标记Ｘｇｗｍ２６１（０．６ｃＭ）被 定

位在 小 麦２Ｄ染 色 体 短 臂 上，Ｘｇｗｍ２６１等 位 变 异

１９２ｂｐ的ＰＣＲ 扩 增 片 段 可 以 作 为Ｒｈｔ８ 的 分 子 标

记。Ｅｌｌｉｓ等［１０］设 计 了 可 以 准 确 鉴 定Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ 和

Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ基因的ＳＴＳ引 物。周 阳 等［１５］对１６３份 中

国小麦主 产 区 小 麦 主 栽 品 种 运 用 微 卫 星 标 记 Ｘｇ－
ｗｍ２６１进行Ｒｈｔ８ 矮 秆 基 因 的 鉴 定，同 时 结 合 系 谱

分析加以验证。结果表明，在明确品种系谱关系的

情况下，可 以 利 用 微 卫 星 Ｘｇｗｍ２６１ 标 记 对 品 种

Ｒｈｔ８基因进行鉴定和筛选。杨松杰［１６］对我国主要

麦区４３２份主栽品种和高代品系的研究表明，在系

谱关 系 明 确 的 情 况 下，微 卫 星 Ｘｇｗｍ２６１和Ｒｈｔ－
Ｄ１ｂ基因的分子标记可以分别用于对Ｒｈｔ８ 基因和

Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ基因的 鉴 定 以 及 育 种 世 代 该 基 因 型 的 筛

选。杨松杰 等［７］对Ｅｌｌｉｓ等［１０］检 测Ｒｈｔ１ 基 因 位 点

的ＳＴＳ 标 记 作 了 部 分 修 改，使 其 可 鉴 别 野 生 型
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（Ｒｈｔ－Ｂ１ａ）和突变型（Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ），利用该标记对中国

主要麦区２３９份品种（系）矮秆基因进行检测，结果

表明，Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ（Ｒｈｔ１）和Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ（Ｒｈｔ２）在分子标记

辅助育种中有较高的利用价值。本研究结果表明，
周麦１１和豫麦４９号分别携带Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ和Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ
基因，这与杨松杰等［１６］和慕美财［１７］的结果一致，也

证明了该分子标记用于该矮秆基因分析的有效性。

Ｒｈｔ１（Ｒｈｔ－Ｂ１ｂ）和Ｒｈｔ２（Ｒｈｔ－Ｄ１ｂ）基因对ＧＡ３
反应表现为不 敏 感，Ｒｈｔ８ 基 因 是 ＧＡ３反 应 敏 感 类

型。根据试验结果，只有郑州８９６０表 现ＧＡ３特 征

反应型，携带Ｒｈｔ８基因，其他３个品种均不出现特

征反应型。而分子标记分析显示，矮抗５８等４个品

种 均 没 有 扩 增 出 １９２ｂｐ的 Ｒｈｔ８ 基 因 特 异 带。

Ｗｏｒｌａｎｄ等［１８］对分 布 在 不 同 国 家 和 地 区 的 小 麦 研

究发 现，Ｘｇｗｍ２６１标 记 有１７４、１６５、１９４、１９２、１９５、

１９７、２０２、１９６、２０５、２０１、２０３、２１０、２０４、２０７、２１５ｂｐ
等１５种 不 同 等 位 变 异 类 型 的 扩 增 条 带，我 国 有

１６５、１９２、１９４、１９６、２０１、２０２、２０３、２０４和２０５等位

变异 类 型。百 农 矮 抗５８等４个 品 种 没 有 扩 增 出

１９２ｂｐ的Ｒｈｔ８ 基 因 标 准 片 段，可 能 是 这４个 品 种

在该位点发生了变异，而郑州８９６０属于非功能性变

异，不影响Ｒｈｔ８基因的表达；也可能是在不同遗传

背景下，矮秆基因组合对ＧＡ３的反应不同。
百农矮 抗５８与 豫 麦４９号 所 含 的 矮 秆 基 因 相

同，但豫麦４９号的株高比百农矮抗５８高１０ｃｍ左

右，这也证实尽管株高受矮秆基因的控制，但遗传背

景对株高亦有显著影响。至于不同矮秆基因受遗传

背景影响的程度和模式，需要进一步研究。
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