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小麦抗白粉病基因 SRAP标记的鉴定及序列分析
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摘要:利用 240对 SRAP 引物组合 ,扩增普通小麦 SF42 (高感白粉病)和 ZB90 (对白粉病免疫)。

40%的引物组合能在感抗材料中扩增出稳定的多态性条带。进一步用这些引物分析 SF42×ZB90

的 F2 分离群体 ,发现有 4对引物组合 M e5+Em5 , Me8+Em7 , Me8+Em16 , Me12+Em7扩出的 5

个S RAP 标记与小麦品种 ZB90所含的抗白粉病基因连锁 。对这些标记进行回收 、克隆 、测序 。序

列分析发现 ,这些标记均含有 ORF ,并且有 4个标记含有信号肽和跨膜区等保守结构域 。
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Abstract:240 S RAP primer combinations w ere applied to amplify wheat cult ivar SF42 (highly

susceptible to pow dery mildew) and ZB90 (immune to pow dery mildew). For ty percent of primer

combinations could amplify the stable po lymo rphic bands. Fur ther analy zing the F 2 segregat ing

populations f rom the cro ss o f SF42 and ZB90 using these prime rs , there are f ive SRAP marker s

produced by four primer combinations M e5 +Em5 、Me8 +Em7 、Me8+Em16 and Me12 +Em7 ,

which we re linked w ith the powdery m ildew resistance gene in ZB90. These markers we re recov-

ered , cloned and sequenced. Sequence analy sis show ed these markers contained ORFs and four of

ones had conserved mo tif s such as signal-peptide and transmembrane-reg ions.
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　　由专性寄生菌 B lumeria graminis f. sp. trit ici

引起的小麦白粉病是世界性病害 ,为了有效地利用

品种的抗病性 ,达到控制该病害的目的 ,国内外学者

在利用 DNA 分子标记构建小麦抗白粉病基因的遗

传图谱和分子检测方面做了大量的工作[ 1] 。在小麦

抗白粉病基因研究中 ,常用的 DNA 分子标记有限

制性片断长度多态性(RFLP)、随机扩增多态性

DNA(RAPD)、简单序列重复(SSR)和扩增片断长

度多态性(AFLP)等。这些标记有不同的优缺点 ,

如 RFLP 标记 ,呈共显性遗传 ,分析结果稳定可靠 ,

但 DNA 用量大 , 检测方法技术难度大 ,多态性较

低;RAPD方法简单 ,成本低 ,但重复性较差 ,检测位
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点不多;SSR多为共显性 ,重复性好 ,但位点较少;

AFLP 谱带多 ,但分析程序复杂 ,成本高
[ 2 , 3]

。

S RAP 标记(sequence related amplif ied po ly-

morphism ,序列相关扩增多态性)是一种新型的基

于 PCR的标记系统。2001 年由美国加州大学蔬菜

作物系 Li与 Quiros 博士提出后
[ 4]
,因具有方法简

便 、结果稳定 、多态性高 、序列多为外显子区域等特

点 ,已经在小麦 、马铃薯 、水稻 、苹果等植物的遗传图

谱构建 ,基因定位与克隆等方面得到应用
[ 5 , 6]

。本

文介绍了小麦抗白粉病基因 SRAP 标记的鉴定及

序列分析结果。

1　材料和方法

1. 1　植物材料

供试材料包括高感白粉病的普通小麦品种

SF42和白粉病免疫品种 ZB90 ,以及由这 2 个品种

杂交产生的 F2 代分离群体。

1. 2　引物序列

本试验所用引物根据相关文献合成[ 2 , 8 ～ 10] ,上

游引物 15条 ,下游引物 16条 。

1. 3　PCR扩增

PCR反应总体积为 25μL ,其中包括 40 ng 左右

的基因组 DNA , 0. 4μmo l/L 引物 , 150μmol /L

dN TP(上海生物工程有限公司), 2. 5 mmol /L

MgCl2 , 10 ⅹPCR Buffer , 1U Taq 酶(TakaRa 公

司)。使用 MJ PTC - 200PCR仪扩增 ,反应程序为:

94 ℃变性 1 min , 36 ℃退火 1 min ,72℃延伸 20 s , 5

个循环;然后 ,94 ℃1min , 50 ℃1 min ,72 ℃20 s ,38

个循环后 ,72℃延伸 5 min。PCR扩增产物用8%非

变性聚丙烯酰胺凝胶 (1. 0 mm 厚)电泳检测 ,室温

下 40W电泳 1 ～ 2 h ,固定银染后照相 。

1. 4　克隆测序及序列分析

在紫外灯下切出特异性片段 ,用 DNA 凝胶回

收试剂盒(U - GENE 公司)回收纯化 ,用 pMD18 -

T 载体(TakaRa 公司)于 16℃连接 ,然后转化入大

肠杆菌 JM 109 菌株感受态细胞 ,涂布平板培养 ,挑

白色菌落进行 PCR鉴定后 ,取阳性菌过夜培养 ,送

由北京三博远志公司测序。利用 ORF finde r ,

BLAS T , InterProScan 、GENSCAN 和 DNAM AN

软件进行序列比较分析 。

2　结果和分析

2. 1　小麦抗白粉病基因 SRAP 标记的筛选

以小麦感白粉病品种 SF42 和抗病品种 ZB90

的基因组 DNA 为模板 ,利用 240 对 S RAP 引物组

合进行 PCR扩增。40%的引物组合能在感 、抗品种

中扩增出稳定的多态性条带 。进一步用这些引物分

析 SF42和 ZB90的 F2分离群体 ,发现有 4对引物

组合 Me5+Em5 , M e8+Em7 , M e8+Em16 , M e12+

Em7扩增产生的 5 条多态性片段 S1 - S5与小麦

ZB90所含的抗白粉病基因连锁(图 1 、表 1)。

2. 2　S RAP 标记的序列分析

对 5个 SRAP 标记片段进行回收 、克隆 、测序 ,

标 记长度分别为654 bp , 1540 bp , 217 bp , 601 bp ,

M:DNA marker;箭头所示为抗性相关带

图 1　SRAP 引物组合 SF42和抗病品种 ZB90 的 PCR扩增结果
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202bp(表 1)。应用 ORF finde r 软件进行序列的

O RF 查找分析 ,发现这 5个 SRAP 标记都具有完整

的阅读框 。Blast分析结果表明 ,S - 2 , S - 4 ,S - 5与

GenBank 中已登录的小麦功能基因序列(GenBank

No:A Y485644. 1 , AF325196. 1 , AY682834. 1 和

AF378035)有较高的同源性。其中 S - 2与 S - 4 经

GENSCAN 预测有外显子的存在 。运用 DN A-

M AN软件进行序列比较分析 ,发现 S - 2 与一粒小

麦磷脂酰丝氨酸脱羧酶基因(A Y485644)的同源性

达 85%。经 InterProS can软件预测发现 ,有 4个标

记的氨基酸序列含有信号肽 、跨膜区等蛋白质的特

征保守域(表 1)。

表 1　用于 SRAP分析的引物组合及克隆的片段

引物名称 序列(5'- 3') 标记名称 标记大小 保守域

Me5

Em5

TGAGTCC AAACCGGAAG

GACTGCGT ACGAA TT AAC

S - 1

　

654bp

　

信号肽 ,跨膜区域

　

Me8

Em7

TGAG TCCAAACCGGTGC

GACTGCGT ACGAA TTC AA

S - 2

　

1540bp

　

信号肽 ,跨膜区域 ,丝氨酸蛋白

酶抑制因子 ,半胱氨酸蛋白酶

S - 3 217bp 无

Me8

Em16

TGAG TCCAAACCGGTGC

GGC TTGAACGAGTGAC TGA

S - 4

　

601bp

　

信号肽 ,跨膜区域

　

Me12

Em7

TGAG TCCAAACCGGCAT

GACTGCGT ACGAA TTC AA

S - 5

　

202bp

　

信号肽 ,跨膜区域

　

3　讨论

S RAP 标记是根据基因外显子里 GC 含量丰

富 ,而启动子和内含子里 A T 含量丰富的特点来设

计引物 ,针对 ORF(开放阅读框架)进行扩增 ,因不

同个体的内含子 、启动子与间隔区长度不等而产生

多态性 ,因而 S RAP 标记的序列多数为外显子区

域[ 2 , 4] ,这有助于直接发现目的基因序列 ,提高基因

克隆的效率。本试验筛选出 5 个与小麦品种 ZB90

抗白粉病基因连锁的 S RAP 标记 ,测序发现这些标

记均含有 O RF ,这正确认了 SRAP 标记是对 ORFs

进行的扩增。

经软件预测发现 ,本研究得到的多数 SRAP 标

记序列具有氨基酸保守结构域 ,但与已克隆的抗病

基因无同源性 ,因此下一步可尝试将上游引物换成

RGA引物与 SRAP 的下游引物配对进行 PCR 扩

增 ,或对引物进行标记 ,提高扩增产物分辨率 ,以期

获得与抗病基因完全连锁并含有抗病基因保守结构

域的 SRA P标记 ,为克隆抗病基因奠定基础 。
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