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摘要:以离子束介导后代的 9个小麦突变体和 4个受体作供试材料 ,对其进行了 RAPD和 SSR分

子标记 ,在此基础上获得了矮秆突变株系 1042的 2个特异片断 ,并进行了测序和同源序列分析。

13个材料间分子标记遗传差异比较结果表明 ,离子束介导遗传转化后的突变明显小于小麦品种间

的遗传差异 。矮秆突变株系 1042的 SSR标记特异片断序列 BLAS T 分析结果表明 ,从 1042中扩

增到的特异片断与小麦高秆基因 Rht-D1a 中的部分序列高度一致 ,1042的株高明显降低可能是由

于该株系遗传突变 ,产生了 2个矮秆基因所致;该特异片断与小麦 BAC 克隆中 LT R-ret rot ranspo-

son Angela-3s转座子的部分片断同源性最高 ,说明离子束介导遗传转化诱发变异可能与小麦基因

组中反转录转座子的激活有关 。
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Abstract:Nine wheat mutants f rom genet ic t ransfo rmation mediated by ion beam and their 4 re-
cipient varieties w ere taken as test materials to conduct RAPD and SSR marker analysis , and then
2 special f ragments from the dw arf mutant 1042 w ere sequenced , homology analy sis o f w hich w as
done.The results show ed that the variance of mutants f rom genetic t ransfo rmation by t ion beam

was smaller than the genetic variance be tw een dif ferent recipient varieties.A fter BLAST analy-
sis , the special f ragments of SSR marker f rom the dw arf mutant 1042 w ere highly identical to

part ial sequence of high-st raw gene Rht-D1 a , suggesting that the dw arfing might be caused by

the tw o mutat ion dw arf g enes;whi le the special f ragments of RAPD marker had high homo logy

wi th partial sequence of LTR-ret ro t ransposon A ngela-3s in w heat BAC clones , which suggested

that the mechanism of mutagenesis by ion beam is par tially at t ributed to the re-activation of the
ret ro t ransposons.
Key words:Wheat;Ion beam;Genetic transformat ion;RAPD;SSR;Sequence analy sis

　　RAPD是以基因组 DNA 为模板 ,以一个随机

的寡核苷酸序列(通常为 10个碱基对)作引物 ,通过

PCR扩增反应产生不连续的 DNA 产物 ,用以检测

DNA 序列的多态性[ 1] 。目前该方法已广泛用于种
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质资源鉴定与分类 、目标性状基因的标记等研

究[ 2 , 3] ,SSR是基于基因组内简单重复序列多态性

的一种分子标记。在许多植物上的研究结果表明 ,

SSR是一种高多态性 、多等位变异的分子标记
[ 4 , 5]

。

G regan[ 6] 在 96份大豆资源中 ,发现了 29个 SSR的

等位变异 ,而通常利用 RFLP 技术 ,仅能发现 2 ～ 3

个等位变异。

离子束生物工程是我国科学家 20世纪 80年代

创立的新型生物工程技术 , 20a 来 ,离子注入和离子

束介导遗传转化在作物[ 7] 和微生物[ 8] 的遗传改良上

得到了广泛的应用 。但是迄今为止 ,离子束生物工

程在作物遗传改良上的分子机制仍不清楚。本试验

结合 RAPD和 SSR分子标记操作简便 、多态性高等

优点 ,利用这 2种分子标记对经离子束介导遗传转化

后所筛选的田间性状稳定的部分小麦突变体进行了

遗传变异和差异片断序列分析 ,旨在从分子水平上揭

示离子束生物工程诱发作物遗传变异的原因。

1　材料和方法

1.1　试验材料

以当前黄淮麦区主推小麦品种兰考 906 、兰考 4

号 、周麦 16和济麦 17为遗传转化受体 ,以玉米基因

组大片段 DNA 为转化供体 ,进行离子束介导的遗传

转化试验。系谱法种植转化受体后代变异材料 ,在转

化后第 4代 ,选取田间性状稳定的 9个突变体和 4个

转化受体品种 ,共13个样品进行遗传变异分析 ,各样

品之间的主要农艺性状和系谱关系见表1。

表 1　试验材料的主要农艺性状及系谱关系

编号 材料 主要农艺性状及来源

1 兰考 906 有芒 ,株高 78 cm ,晚熟 ,分蘖力弱
2 1042 无芒 ,矮秆 ,株高 42 cm ,分蘖力强 ,兰考 906突

变株系
3 1090 无芒 ,株高变高 , 85 cm ,兰考 906突变株系

4 2094 有芒 ,株高 78 cm ,蜡质厚 ,兰考 906突变株系

5 周麦 16 有芒 ,株高 75 cm ,分蘖力较强
6 2303 无芒 ,株高较高 , 85 cm ,周麦 16突变株系

7 2383 无芒 ,株高较高 , 85 cm ,周麦 16突变株系

8 济麦 17 无芒 ,旗叶小
9 3145 无芒 ,晚熟 ,生育期延迟 7d ,旗叶较大 ,济麦 17

突变株系

10 3271 无芒,蛋白含量较高,旗叶较小,济麦 17突变株系

11 兰考 4号 有芒 ,晚熟 ,分蘖力弱
12 3176 有芒 ,蜡质厚 ,晚熟 ,兰考 4号突变株系

13 3272 有芒 ,蛋白含量较高 ,兰考 4号突变株系

1.2　DNA 的提取

2006年大田种植的 9个第 4代突变株系及其 4

个受体(对照)品种 ,各取 10株幼苗叶片混合 ,称取

2.5 g 。 DNA 的提取采用 CTAB 法[ 9] , 提取到的

DNA 溶于 TE中 ,用紫外分光光度计和琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 的质量和质量浓度 ,然后用双蒸水

将 13 个样品 DNA 溶液的质量浓度统一调至

10 ng/μL ,置于 4℃冰箱中备用。

1.3　PCR反应和电泳检测

随机选取 160个 RAPD引物和 29对 SSR引物

对 13 个样品进行 PCR扩增 ,扩增的反应体系总体

积均为 25μL ,各自的反应条件如下:

RA PD:反应体系中包括 1 ×PCR buffe r ,

1.5mmol/L 的 MgCl2 ,0.2mmo l/L 的 dN TP , 20 ng

引物 ,1U 的 Taq聚合酶和 20ng 模板 DNA 。扩增

反应程序:起始变性 94℃ 5min , 接着变性 94℃

30 s ,退火 38℃ 30 s和延伸 72℃ 1.5min ,共 40个

循环。最后 72℃延伸 10min。

SSR:反 应体 系中 包括 1 ×PCR buffe r ,

1.5mmol/L 的 MgCl2 , 0.2mmo l/L 的 dNTP ,每条

引物 50 ng , 1U 的 Taq 聚合酶和 20 ng 模板 DNA 。

扩增反应程序:起始变性 94℃5min;接着变性 94℃

30 s 、退火 65℃ 30 s(每个循环降低 0.5℃)和延伸

72℃1min ,20个循环;变性 94℃30 s 、退火 55℃30

s和延伸 72℃ 1min , 20 个循环;最后 72℃延伸

5min 。

PCR 反应均在 Biome tra 公司的 T-G radient

PCR仪上完成。琼脂糖凝胶电泳检测 RAPD扩增

产物时胶的质量体积分数为 1.5%(W/V), 检测

SSR扩增产物时胶的质量体积分数为 3%(W/V),

电泳缓冲液为 0.5 ×TBE , 电泳后的凝胶放入

0.4μg/mL EB 溶液中染色 15min ,用上海天能凝胶

成像系统观察电泳结果 。PCR 反应试剂和引物均

购自上海生工生物工程技 术服务有限公司

(Sangon)。

1.4　差异片断序列分析

将由 SSR和 RAPD 标记扩增到的矮秆突变株

系 1 042 的 2 个特异片断回收纯化 ,送上海生工生

物工程技术服务有限公司测序 ,将测序结果利用

NCBI上的BLAS T 进行同源序列分析。

2　结果与分析

2.1　样品间的 DNA 差异分析

2.1.1　RAPD标记　160个 RA PD引物在 13个样

品中共检测到了 733条清晰的条带(表 2),其中有

612个片断在所有样品中都被检测到 ,有 121个片

断在 13个样品间表现出多态性 ,多态片断比率为

16.5%。从各受体品种和它的变异株系之间的多态

性分析结果可以看出 ,所有受体品种和变异株系的

多态性均低于个各类群内总多态性 ,类群内总多态
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性又明显低于总计多态性(16.5%)。同时 ,各受体

品种的多态性亦都稍低于或等于变异株系的多态

性 ,但济麦 17例外。受体品种亦可作为 1个株系 ,

在所有株系当中 ,兰考 906 的变异株系 1-090 多态

性最高 ,多态片段比率为 5.8%;济麦 17的变异株

系 3271 多态性最低 ,多态片段比率为 0.8%。就 4

个受体品种和各自的变异株系而言 ,兰考 906 类群

内的总多态性最高 ,多态片段比率为 8.3%。

表 2　RAPD标记样品间多态性分析

编号 样品
扩增片

段数

多态片

段数

多态片段

比率/ %

1 兰考 906 645 10 1.6

2 1042 662 26 3.9
3 1090 674 39 5.8

4 2094 660 25 3.8
兰考 906总计 674 56 8.3

5 周麦 16 670 9 1.3

6 2303 678 17 2.5
7 2383 682 21 3.1

周麦 16总计 682 35 5.1
8 济麦 17 668 8 1.2

9 3145 666 6 0.9

10 3271 665 5 0.8
济麦 17总计 668 12 1.8

11 兰考 4号 655 8 1.2
12 3176 663 16 2.4

13 3272 655 8 1.2

兰考 4号总计 663 25 3.8
总计 733 121 16.5

2.1.2　SSR标记　29对 SSR引物在 13个样品中

共检测到了 83 条清晰的条带(表 3),其中有 22 个

片断在所有样品中都被检测到 ,有 57 个片断在 13

个样品间表现出多态性 ,多态片断比率为 68.7%。

从各受体品种和它的变异株系之间的多态性分析结

果可以看出 ,所有受体品种和变异株系的多态性均

低于各类群内总计多态性 ,且明显低于总体多态性

(68.7%)。各受体品种的多态性亦都稍低于变异株

系的多态性 ,但还是济麦 17例外 ,多态性(13.7%)

高于 3145的多态性(8.3%)。在所有株系当中 ,兰

考 906的变异株系 1090 和 2094多态性最高 ,多态

片段比率均为 29.1%;济麦 17的变异株系 3145多

态性最低 ,多态片段比率为 8.3%。就 4 个受体品

种和各自的变异株系而言 ,也是兰考 906 类群内的

总计多态性最高 ,多态片段比率为 54.5%。

表 3　SSR标记样品间多态性分析

编号 样品
扩增片

段数

多态片

段数

多态片段

比率/ %

1 兰考 906 52 13 25.0

2 1042 51 12 23.5

3 1090 55 16 29.1

4 2094 55 16 29.1

兰考 906总计 55 30 54.5

5 周麦 16 51 5 9.8

6 2303 55 9 16.4

7 2383 52 6 11.5

周麦 16总计 55 12 21.8

8 济麦 17 51 7 13.7

9 3145 48 4 8.3

10 3271 53 9 17.0

济麦 17总计 53 14 26.4

11 兰考 4号 49 8 16.3

12 3176 53 12 22.6

13 3272 51 10 19.6

兰考 4号总计 53 20 37.7

总计 83 57 68.7

2.2　超矮株系 1042分子标记差异片段的序列同源

性分析

2.2.1　SSR标记差异片断的 BLAS T 结果　SSR

引物 Rht-B1b(4BS)在 13个样品中的扩增结果见图

1 ,其中从兰考 906的超矮变异株系 1042中扩增到

了一个特异性片断 。

图 1　引物 Rht-B1b在 13 个样品中的扩增结果

　　将该特异片断回收纯化 ,送上海生工生物工程

技术服务有限公司测序 ,结果如下:

　　特异片断全长共 372 bp ,用该序列在 NCBI 的

BLAST 中进行同源序列比较 ,结果如图 2。

从图 2可以看到 ,兰考906的超矮株系扩增到的

特异片断是高秆基因 Rht-D1a 中的部分序列 ,引物
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Rht-B1b也扩增到了基因 Rht-B1b 的标记片段 ,因

此 ,SSR引物 Rht-B1b在超矮株系中同时扩增到了

Rht-B1b基因和 Rht-D1a基因的部分序列 ,超矮株系

的矮源基因型是 Rht-B1b和 Rht-D1a 型。

图 2　引物 Rht-B1b的差异片断与 Rht-D1a 基因的同源性比较

2.2.2 　RAPD 标记差异片断的 BLAST 结果 　

RAPD随机引物 F07在 13个样品中的扩增结果见

图 3 ,其中兰考 906的超矮变异株系 1042中亦有 1

个特异性片断 ,如箭头所示。

M 是 DL2000 Marker , NC是空白对照

图 3　RAPD引物 F07 在 13 个样品中的扩增结果

　　将该特异片断回收后克隆 ,连接到质粒 pMD-

18上 ,送上海生工生物工程技术服务有限公司进行

测序 ,用该序列在 NCBI 的 BLAST 中进行同源序

列分析可知 ,该特异片断(865 bp)与面包小麦 BAC

克隆中 LT R-ret rot ranspo son Angela-3s 转座子的

部分片断序列同源性最高 ,同源性达到 83%。

3　讨论

3.1　离子束介导遗传转化后小麦突变体分子标记

的遗传差异

RAPD标记的差异分析结果表明 , M4 代变异

材料之间的遗传变异比较小 ,各样品间的多态片断

比率均较低 ,最大为 5.8%,最小只有 0.8%,明显低

于总计多态片断比率(16.5%)。本试验中 SSR 标

记检测到的 M 4 代变异材料和所有受体材料之间的

遗传变异比较大 ,13个样品内多态片断比率最大为

29.1%,最小为 8.3%。但它们也明显低于总计多

态性片断比率(68.7%)。此结果表明 , SSR标记的

多态性要高于 RAPD 标记。吴卫等[ 10] 在利用 SSR

标记分析小麦强优势组合亲本遗传差异时 ,多态性

片断比率高达 0.793 5。许多研究结果都表明 ,SSR

标记的多态性要高于 RA PD标记[ 11] 。受体品种和

各自的变异株系的多态性较低 ,表明受体品种与其

变异株系间的遗传变异较小 ,而本试验中的总体多

态性可以表示受体品种之间的遗传差异 ,各类群株

系间的多态片段比率与总体多态片断比率结果表

明 ,离子束诱变的遗传差异明显小于小麦品种之间

的遗传差异 。这一变异特点和诱变育种自身的特点

相吻合 。诱变育种多为点突变 ,离子束介导外源遗

传物质转化可能会有少量的异源 DNA 片断杂交 ,

这些和杂交育种相比 ,遗传变异要小得多 。这也正

是诱变育种具有早代稳定特性的遗传学基础。

本试验结果表明 ,各类群间的多态性也存在着

差异 ,由此可见 ,不同的小麦品种对离子束介导的遗

传转化诱发变异存在着敏感性差异。 SSR 和

RA PD标记的结果中 ,都是兰考 906的多态性最高 ,

此结果表明 ,兰考 906 对离子束介导遗传转化更敏

感 。与本试验中的其他 3个材料相比较 ,兰考 906

更适宜于离子束介导的遗传转化试验 。

3.2　超矮株系1042标记差异片断同源序列比较结果

SSR引物 Rht-B1b 在兰考 906 的超矮株系中

扩增到的特异片断 ,在 NCBI 中 BLAST 的结果表

明 ,这个特异片断是高秆基因 ———赤霉素应答调控

基因 Rht-D1a(基因登录号:A J242531)的部分序

列 。Rht-D1a 是矮秆基因 Rht-D1b 的等位变异基

因 ,由该引物扩增的结果表明 ,兰考 906中筛选到的

超矮株系的矮源基因型应该为 Rht-B1b 和 Rht-

D1 a型 。Ellis等[ 12] 的试验表明 ,基因型为 Rht-B1b

和Rht-D1a 矮秆材料的株高在 72.4 cm 左右 ,这比

兰考 906的正常株高(80 cm)稍低 ,而兰考 906 的超

矮株系的平均株高只有 42 cm 。同时 Ellis等在设计

SSR 引物 Rht-B1b 、Rht-B1a 、Rht-D1b 和 Rh t-D1a

时 ,认为这些引物的特异性非常好。引物 Rht-B1b
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在 19个试验材料中仅能扩增到 Rht-B1b 片断 ,没

有扩增到其他任何一个等位基因的片断 。而本试验

中用 Rht-B1b 却同时扩增到了 Rht-B1b 和 Rht-

D1a2个等位基因的片断。按 Ellis等的试验结果推

测 ,兰考 906的超矮株系中高秆基因 Rht-D1a非常

保守的序列发生了突变 ,使变异株系 1042的基因组

中表达了 2个矮秆基因 ,这可能就是导致 1042株高

降低的原因。

RAPD引物 Opt-15在兰考 906的超矮株系中

扩增到的特异片断 ,在 NCBI 中 BLAS T 的结果表

明 ,该特异片断是面包小麦 BAC 克隆中 LTR-ret-

rot ranspo son Angela-3s转座子的部分序列。 LTR

(反转录)转座子大量存在于真核生物的基因组中 ,

LTR转座子更是占小麦基因组组成的 90%左右 ,

它可以通过在染色体上的移动 ,直接或间接启动基

因组的重排。反转录转座子受宿主基因组的调控 ,

通常情况下没有转座活性 ,或转录活性较低。研究

发现 ,一些沉默的反转录转座子可以被包括机械损

伤 、水杨酸(SA)、茉莉酮酸(JA)、氧胁迫 、病原感染 、

组织培养等在内的生物和非生物的胁迫激活其转座

并参与植物的防御反应[ 13 , 14] 。 Ya Hui-yuan 等[ 15]

的研究结果表明 ,小麦经低能离子束辐照后 ,小麦中

的反转录转座子的转录活性也成倍地提高 ,来应答

低能离子束辐射的刺激 ,并产生转座效应 ,这可能是

离子束诱导产生遗传变异的主要原因。
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