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摘 要:单芒山羊草1N染色体上含有小麦育种所需的优异基因,为快速准确鉴定小麦背景中的单芒山

羊草1N染色质,本研究利用合成的212对引物对单芒山羊草、一套小麦-单芒山羊草附加系和小麦对照进行

分析。结果表明,引物TNAC1006、TNAC1017、TNAC1029和TANC1031的扩增产物经TaqⅠ酶切后,在单

芒山羊草和小麦-单芒山羊草1N附加系中分别获得长度为900、1200、1800和400bp的多态性片段,而在其

他供试材料中未获得这些多态性片段,因此它们可作为特异分子标记用于小麦背景中的1N染色质检测。利

用建立分子标记筛选小麦-单芒山羊草1N附加系和中国春杂交F2 群体,同时用以 Oligo-pSc119.2-1和 Oli-

go-pTa535-1为探针的双色FISH鉴定相应单株,结果发现,单株N91和N350含有杂合1NS·1NS等臂染色

体,N46含有杂合1N+1NL·1NL染色体,N319含有杂合1BS·1NS易位染色体。进一步对上述4个单株

的207个自交后代单株进行分子标记和FISH鉴定,结果仅获得1份小麦-单芒山羊草1NS·1NS纯合易位

系。为研究清楚获得纯合易位系比例极低的原因,以1BS·1NS+1B杂合系与济麦38为材料进行测交,结果

证实1BS·1NS仅通过雌配子传递。
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Abstract:The1NchromosomeofAegilopsuniaristatacontainssuperiorgenesessentialforwheat
breeding.Torapidlyandaccuratelyidentifythe1NchromosomeofAegilopsuniaristatafromawheat
background,thisstudyutilized212primerpairstoanalyzeAegilopsuniaristata,asetofwheat-Ae-
gilopsuniaristataadditionlines,withawheatmaterialascontrol.Theresultsshowedthatafterdi-
gestionwithTaq Ⅰ enzyme,theamplificationproductsofprimers TNAC1006,TNAC1017,

TNAC1029,andTANC1031yieldedpolymorphicfragmentsof900,1200,1800,and400bpinAe-
gilopsuniaristataandthewheat-Aegilopsuniaristata1Nadditionlines,respectively.Thesepoly-
morphicfragmentswerenotobservedinothertestedmaterials,andthustheycanserveasspecific
molecularmarkersfordetecting1Nchromosomeinawheatbackground.Usingtheseestablishedmo-



lecularmarkers,thewheat-Aegilopsuniaristata1NadditionlinesandtheF2populationofChinese
Springhybridswerescreened.Simultaneously,dual-colorFISH withOligo-pSc119.2-1andOligo-
pTa535-1asprobeswasusedtoidentifythecorrespondingindividualplants.Itwasfoundthatplants
N91andN350containheterozygous1NS·1NSisochromosomes;N46containsaheterozygous1N+
1NL·1NLchromosome;andN319containsaheterozygous1BS·1NStranslocationchromosome.
FurthermolecularmarkerandFISHanalysisofthe207self-pollinatedprogenyfromthesefourplants
yieldedonlyonehomozygouswheat-Aegilopsuniaristata1NS·1NStranslocationline.Toinvesti-
gatethereasonfortheextremelylowproportionofhomozygoustranslocationlinesobtained,atest
crosswasconductedusingthe1BS·1NS+1BheterozygouslineandJimai38asmaterials.There-
sultsconfirmedthat1BS·1NSistransmittedonlythroughfemalegametes.
Keywords:Aegilopsuniaristata;Translocationline;Molecularmarker;Fluorescenceinsituhybrid-
ization;Femalegametetransmission

  山羊草属(Aegilops)物种含有小麦育种所需

的抗病、抗虫、优质等优异基因,是小麦远缘杂交

和染色体工程育种中应用最成功的种属之一[1]。
单芒山羊草(Ae.uniaristata,2n=2x=14,基因

组NN)是山羊草属中的一个二倍体物种,高抗小

麦条锈病、秆锈病和叶锈病[2-3],含有提高小麦籽

粒蛋白含量、铝耐受性等优良性状基因[4-6]。迄

今,一套中国春-单芒山羊草染色附加系已经被创

制出来[7],其中单芒山羊草1N染色体的导入显

著提高其条锈病抗性、籽粒蛋白含量和湿面筋含

量,对小麦遗传改良具有重要应用价值。
小麦-近源植物染色体易位系在基因定位和

小麦遗传改良方面具有较高的利用价值[8]。例如

小麦-黑麦1BL·1RS易位系具有丰产、抗病等优

异特性[9],被广泛应用于基因定位和新品种培育

研究。目前,以含Sr31、Lr26、Yr9和Pm8的1BL·

1RS易位系及其衍生系为亲本,育成了如鲁麦

14、周麦16、矮抗58、无芒1号、高加索和山前麦等

一大批品种[9];以含Pm21的小麦-簇毛麦6VS·

6AL易位系为亲本,选育出了扬麦18、国麦301、金
禾9123和马兰1号等小麦新品种[10-11]。这些易位

系的产生有自发易位、电离辐射或染色体工程诱

导[12-14]等。前人在小麦-山羊草染色体易位系的

创制、基 因 发 掘 与 利 用 等 研 究 方 面 已 卓 有 成

效[8-9],但有关单芒山羊草基因组优异基因的研究

进展缓慢。本研究以小麦-单芒山羊草1N附加

系与中国春杂交F2 后代为试验材料,鉴定和创制

出了小麦-单芒山羊草染色体易位系,并开发了单

芒山羊草1N染色体特异分子标记,为单芒山羊

草1N染色体优异基因定位和利用奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本研究所用材料单芒山羊草(TA2688)由美

国堪萨斯州立大学小麦遗传与基因研究中心的

JohnRaupp博士提供。中国春-单芒山羊草1N~
5N附加系(CSDA1N~CSDA5N)和7N附加系

(CSDA7N)由英国约翰英纳斯研究中心的Ste-
phenM.Reader研究员提供。中国春(CS)和绵

阳11(MY11)由电子科技大学杨足君教授提供。
济麦20、济麦22、济麦38、济麦4075为本实验室

自育品种。各供试材料具体信息见表1。

1.2 DNA提取

供试材料基因组总DNA提取参考文献[15]。

1.3 PCR扩增

用于实验的37对染色体第一同源群PLUG
(PCR-basedlandmarkuniquegene)引物根据水

稻基因序列设计,序列及PCR扩增程序参照文献

[15],PCR产物用限制内切酶Taq Ⅰ酶切。97
对染色体第一同源群IT(introntargeting)引物

根据簇毛麦基因内含子多态性设计,序列及扩增

程序参照文献[16]。78对染色体第一同源群

EST-SSR(expressedsequencetag-simplese-
quencerepeat)引物根据小麦EST序列设计,序
列及扩增程序参照文献[17]。PLUG引物和IT
引物由青岛擎科生物技术有限公司合成。EST-
SSR引物由成都瑞信生物公司合成。所有PCR
产物或酶切后产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳,紫
外凝胶成像仪GDS-GelDol2000扫描并照相。

1.4 染色体制片和原位杂交

根尖处理方法参考文献[18]略作修改。首先
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表1 供试材料

Table1 Materialsusedintheresearch

序号
Serialnumber

编号
Accessionnumber

植物材料
Plantmaterial

基因组
Genome

1 TA2688 单芒山羊草
Aegilopsuniaristata NN

2 CSDA1N 中国春-单芒山羊草1N附加系
CS-Ae.uniaristata1Nadditionline

AABBDD+1对1N
AABBDD+Onepair1N

3 CSDA2N 中国春-单芒山羊草2N附加系
CS-Ae.uniaristata2Nadditionline

AABBDD+1对2N
AABBDD+Onepair2N

4 CSDA3N 中国春-单芒山羊草3N附加系
CS-Ae.uniaristata3Nadditionline

AABBDD+1对3N
AABBDD+Onepair3N

5 CSDA4N 中国春-单芒山羊草4N附加系
CS-Ae.uniaristata4Nadditionline

AABBDD+1对4N
AABBDD+Onepair4N

6 CSDA5N 中国春-单芒山羊草5N附加系
CS-Ae.uniaristata5Nadditionline

AABBDD+1对5N
AABBDD+Onepair5N

7 CSDA7N 中国春-单芒山羊草7N附加系
CS-Ae.uniaristata7Nadditionline

AABBDD+1对7N
AABBDD+Onepair7N

8 CS 中国春ChineseSpring AABBDD

9 JM20 济麦20Jimai20 AABBDD

10 JM22 济麦22Jimai22 AABBDD

11 JM38 济麦38Jimai38 AABBDD

12 JM4075 济麦4075Jimai4075 AABBDD

13 MY11 绵阳11Mianyang11 AABBDD

14 N1~N392 CS/CS-单芒山羊草1N附加系F2 植株
F2plantsofCS/CS-Ae.uniaristata1Nadditionline

待鉴定
Identifiedinthisstudy

15 E1~E42 N350自交F2 植株
Self-pollinatedF2plantsofN350

待鉴定
Identifiedinthisstudy

16 E43~E144 N319自交F2 植株
Self-pollinatedF2plantsofN319

待鉴定
Identifiedinthisstudy

17 E145~E186 N91自交F2 植株
Self-pollinatedF2plantsofN91

待鉴定
Identifiedinthisstudy

18 E187~E207 N46自交F2 植株
Self-pollinatedF2plantsofN46

待鉴定
Identifiedinthisstudy

将种子置于铺有湿润滤纸的培养皿中,放入22℃
恒温光照培养箱中。待种子萌动,转到4℃冰箱

中放置24h后,转入22℃恒温光照培养箱,待根

尖长至2~3cm 时,剪根尖放入离心管中,N2O
处理2h后加入90%醋酸500μL,8~10min后

倒掉醋酸,ddH2O洗两遍。切下根尖分生组织,
用含1%果胶酶Y23(YakultPharmaceuticalTo-
kyo)和2%纤维素酶R-10的酶解液37℃酶解1
h。然后,用70%乙醇冲洗根尖两遍,用解剖针捣

碎根尖,4000r·min-1 离心2min,倒掉乙醇,加
入30μL冰醋酸混匀,用移液枪吸8μL细胞悬浮

液滴在载玻片上,晾干备用。
原位 杂 交 (fluorescenceinsitu hybridiza-

tion,FISH)方法参考文献[19]略作修改。每张

染色体制片加0.3μL寡聚核苷酸探针 Oligo-
pSc119.2-1和 Oligo-pTa535-1(擎科生物技术有

限公司合成)以及7.4μL缓冲液(1×TE+2×

SSC,pH=7),盖上盖玻片,放进底部有湿润滤纸

的杂交盒中,在37℃杂交箱中杂交2h以上。取

出盛有2×SSC的杂交缸,轻轻晃动使盖玻片脱

落,取出载玻片用吸耳球快速吹干,加8μLDA-
PI,盖上盖玻片。利用荧光显微镜镜检、拍照。以

上步骤在避光条件下进行。依照文献[19]报道的

小麦双色FISH标准对本实验结果进行分析。

2 结果与分析

2.1 单芒山羊草1N染色体特异分子标记开发

利用37对PLUG引物、97对IT引物和78
对EST-SSR引物,对单芒山羊草、中国春-单芒山

羊草1N附加系、中国春和济麦22进行分析。结

果发现,仅PLUG引物 TNAC1006、TNAC1017、

TNAC1029和TNAC1031的PCR产物经限制内切

酶TaqⅠ酶切后,可在单芒山羊草和中国春-单芒山

羊草1N附加系中分别扩增出长度约为900、1200、
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1800和400bp的多态性条带,而对照小麦材料中

国春和济麦22中扩增不出这些条带(图1A)。
为了确证上述多态性条带是单芒山羊草1N

染色体特异条带,利用这4对引物对单芒山羊草、
中国春-单芒山羊草1N~5N附加系、7N附加系

以及中国春进行扩增。结果显示,仅单芒山羊草

和中国春-单芒山羊草1N附加系能扩增出上述4
条带,而其他材料扩增不出这些多态性条带。因

此,这4条多态性条带可作为检测小麦背景中单

芒山 羊 草1N 染 色 体 的 特 异 分 子 标 记。引 物

TNAC1017、TNAC1029和TNAC1031的扩增结

果如图1B所示。TNAC1006和 TNAC1017扩

增出的多态性片段、TNAC1029和 TNAC1031
扩增出的多态性片段分别是单芒山羊草1NS和

1NL特异标记,后续对相应杂交后代单株的分子

鉴定结果(图2)和FISH鉴定结果(图3)也都印

证了该结论。该4对引物及其所在物种染色体信

息如表2所示。

  M:DL2000;A:1~4分别是单芒山羊草、中国春-单芒山羊草1N附加系、中国春和济麦22;B:1~8分别是单芒山羊草、中国春、中国

春-单芒山羊草1N~5N附加系和7N附加系。
M:DL2000;A:1:Ae .uniaristata;2:CSDA1N;3:ChineseSpring(CS);4:Jimai22;B:1:Ae.uniaristata;2:Chinese

Spring;3:CSDA1N;4:CSDA2N;5:CSDA3N;6:CSDA4N;7:CSDA5N;8:CSDA7N.
图1 不同引物对小麦-单芒山羊草附加系及小麦对照的扩增结果

Fig.1 Amplificationofdifferentprimersinwheat-Ae.uniaristataadditionlinesandwheatcontrols

表2 单芒山羊草1N染色体特异分子标记信息

Table2 DevelopmentofmolecularmarkersspecificforAe.uniaristata1Nchromosome

引物
Primer

引物序列
Primersequence
(5'-3')

所在小麦染色体位置
Chromosomal
location

所在1N染色体位置
Assumedchromosomal
locationon1N

在1N染色体上多态性片段大小
Polymorphicfragmentsize
onchromosome1N/bp

TNAC1006 F:TTCGCTCATGCTTGGTTATCT

R:ACGAACCATAAAGTCCACAGC

1AS、1BS、1DS 1NS 900

TNAC1017 F:ACAGCCAAGGGTATCACTTCC

R:TCAAGAAAGCGCTTGTCAAAT

1AS、1BS、1DS 1NS 1200

TNAC1029 F:CTGATAACACCCAGAAAGTCGTC

R:AGTTCCAATCTGGTGATGTGC

1AL、1BL、1DL 1NL 1800

TNAC1031 F:GAGATGGAAGCGACATCTCTG

R:CACAGCCCGTTGTCTGTACTT

1AL、1BL、1DL 1NL 400

2.2 小麦-单芒山羊草杂交种质筛选与鉴定

以中 国 春 为 对 照,用 引 物 TANC1017 和

TNAC1031对392个中国春/小麦-单芒山羊草

1N附加系的杂交F2 植株进行鉴定。结果发现,

N46等153个单株能同时扩增出1NS和1NL标

记,推测这些单株可能含完整1N 染色体,或含

1N+1NS染色体,或含1N+1NL染色体,或含

1NS+1NL染色体等多种情况;3个单株 N91、

N350和N319只扩增出1NS标记,推测这些单株

可能含1NS端体,或含1NS·1NS等臂染色体,或

1NS·W(W 为小麦染色体)易位染色体等;236
个单株扩增不出1N染色体标记,推测这些单株

中可能不含1N染色质。其中,引物TNAC1017
和TNAC1031对中国春/小麦-单芒山羊草1N
附加系的部分杂交F2 植株的分子鉴定结果如

图2所示。
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  M:DL2000;1:单芒山羊草;2:小麦-单芒山羊草1N附加系;3:中国春;4~15:中国春/小麦-单芒山羊草1N附加系F2 后代 N1~
N12。

M:DL2000;1:Ae.uniaristata;2:CSDA1N;3:ChineseSpring(CS);4-15:CS/CS-Aegilopsuniaristata1NadditionlineF2
plantsN1-N12.
图2 引物TNAC1017(A)和TNAC1031(B)对中国春/小麦-单芒山羊草1N附加系部分杂交F2 植株的分子鉴定结果

Fig.2 MolecularidentificationresultsofprimersTNAC1017(A)andTNAC1031(B)in
partialF2plantsofChinesespring/wheat-t-Ae.uniaristata1Nadditionlines

2.3 中国春-单芒山羊草1NS·1NS、1NL·1NL
和1BS·1NS易位系的创制

利用 Oligo-pSc119.2-1 和 Oligo-pTa535-1
对随机选取的能扩增出1N染色体特异标记的中

国春/中国春-单芒山羊草1N附加系156个F2 单

株的根尖细胞进行双色FISH 分析。结果发现,
单株N91和N350含有41条小麦染色体和一条

1NS·1NS易位染色体,缺一条1B染色体;单株

N46根尖细胞含有40条小麦染色体、一条1N染

色体和一条1NL·1NL易位染色体,缺一对小麦

1B染色体(图3D);单株N319含有41条小麦染

色体和一条1BS·1NS,缺一条1B染色体(图3B);
其他F2 单株均含有完整的1N染色体。FISH鉴

定结果与分子标记鉴定的单株结果完全一致,说明

TNAC1006和TNAC1017扩增出的多态性片段、

TNAC1029和TNAC1031扩增出的多态性片段分

别是单芒山羊草1NS和1NL特异标记。
为获得涉及1N染色体臂的纯合易位系,以

中国春为对照,分别对随机从N350、N319、N91和

N46自交后代分别选取42、102、42和21个单株(分
别用E1~E42、E43~E144、E145~E186和E187~
E207表示),用引物TNAC1017和TNAC1031进行

扩增分析。结果发现,N350、N319、N91和N46后

代中分别有12个、25个、10个和8个单株可以扩

增出1N染色体特异标记。利用Oligo-pSc119.2-1
和Oligo-pTa535-1对上述55个单株进行双色

FISH鉴定,结果发现,25个单株含41条小麦染

色体和一条1BS·1NS染色体,缺一条1B染色

体;21个单株含41条小麦染色体和一条1NS·

1NS染色体,缺一条1B染色体;8个单株含一条

1N染色体,缺一条1B染色体,是小麦-单芒山羊

草1N单体代换系(图3A);1个单株(E42)含一

对1NS·1NS易位染色体和一条1BL染色体(图

3C)。1N染色体及相应目标易位染色体标准FISH
结果如图4所示,其中,1NL·1NL易位染色体中

的1条1NL在亚端部失去了Oligo-pTa535-1。

  A:CS-单芒山羊草1N(1B)单体代换系(N13);B:CS-单芒山羊草1B+1NS·1BS杂合易位系(N319);C:CS-单芒山羊草1NS·1NS

易位系(E42);D:CS-单芒山羊草1N+1NL·1NL杂合易位系(N46)。探针分别是Oligo-pSc119.2-1(绿色)和Oligo-pTa535-1(红色)。

A:CS-Ae.uniaristata1N(1B)mono-substitutionline(N13);B:CS-Ae.uniaristata1B+1NS·1BSheterozygoustranslocation

lines(N319);C:CS-Ae.uniaristata1NS·1NStranslocationlines(E42);D:CS-Ae.uniaristata1N+1NL·1NLheterozygoustranslo-

cationlines(N46).TheprobesareOligo-pSc119.2-1(green)andOligo-pTa535-1(red),respectively.

图3 中国春-单芒山羊草种质FISH鉴定结果

Fig.3 FISHidentificationresultsofCS-Ae.uniaristatagermplasms
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图4 小麦1B染色体、单芒山羊草1N染色体及相应目标易位染色体标准FISH图

Fig.4 StandardFISHpatternsofwheatchromosome1B,Ae.uniaristata
chromosome1Nandtargetedtranslocationchromosomes

2.4 中国春-单芒山羊草易位系1BS·1NS易位

染色体的配子传递规律研究

为了分析中国春-单芒山羊草1BS·1NS易

位染色体配子传递规律,以济麦38为父本,分别

与含杂合1BS·1NS的N319-8、N319-9和N319-
68进行杂交,收获42粒杂交种子,种植后共获得

38个单株。利用 TNAC1017对38个单株基因

组DNA进行扩增,结果发现,20个单株可以扩增

出1NS特异标记。利用Oligo-pSc119.2-1和Ol-
igo-pTa535-1对38个单株根尖细胞进行双色

FISH分析,结果显示,扩增出1NS特异条带的

20个单株均含有一条1BS·1NS染色体,其余18
个单株均不含有1BS·1NS染色体,符合1∶1配

子传递(χ2=0.11)。以济麦38做母本,分别与上

述含杂合1BS·1NS单株进行杂交,共获得38粒

种子,种植后共获得38个单株。利用TNAC1017
对这38个单株基因组DNA进行扩增分析,结果

发现,所有单株均扩增不出1NS特异标记。利用

Oligo-pSc119.2-1和Oligo-pTa535-1对其根尖细

胞进行双色FISH分析,结果显示,该38个单株

均不含有1BS·1NS染色体。由此可见,1BS·

1NS染色体仅通过雌配子传递。

3 讨论

在单芒山羊草染色体特异标记建立方面,

Friebe等[20]建立了单芒山羊草染色体标准C分

带;Iqbal等[21]利 用 探 针 pSc119.2、pAs1 和

pTa71建立了单芒山羊草染色体FISH 标准核

型;宫文萍等[22]利用探针Oligo-pSc119.2-1、Oli-
go-pTa-535-1和(GAA)8 建立了可以同时鉴定小

麦和单芒山羊草全部染色体的FISH 标准核型。
上述细胞遗传学标记均可有效鉴定单芒山羊草染

色体,但是操作步骤复杂。鉴于此,宫文萍等[7]利

用528对EST-SSR、PLUG和EST-STS引物对

小麦及小麦-单芒山羊草附加系进行分析,建立了

单芒山羊草染色体特异分子标记42个,其中

1NL分子标记6个,无1NS分子标记。本研究利

用PLUG引物开发了单芒山羊草1NS和1NL分

子标记各2个,为小麦背景中单芒山羊草染色质

的追踪和鉴定提供了检测手段。
在小麦-单芒山羊草种质创制和鉴定方面,

Iqbal等[21]创制并利用FISH技术鉴定了一套小

麦-单芒山羊草染色体附加系。Friebe等[20]通过

染色体C分带鉴定获得了小麦-单芒山羊草1NS·

5NS和1NL·5NL易位系。Badaeva等[23]通过

染色体C分带和FISH 鉴定获得了小麦-单芒山

羊草5NS·3NL和5NS·1NS易位系。Miller
等[6]鉴定获得了耐铝小麦-单芒山羊草3BL·

3NL易位系。本研究创制了小麦-单芒山羊草

1NS·1BS、1NS·1NS和1NL·1NL易位系,丰
富了小麦-单芒山羊草种质资源,为1N染色体上

优异基因定位提供了物质基础。
在小麦-近源植物渐渗系配子传递方面,郭静

微[24]发现小麦-黑麦1RS·1BL易位染色体雌、
雄配子传递率在62.3%~68.4%之间;李桂萍

等[25]发现小麦-簇毛麦6VS·6AL易位染色体

雌、雄配子传递率均接近50%。黄碧光等[26]发现

携带长穗偃麦草蓝粒基因染色体的雌配子传递率

约为100%,雄配子传递率约为20%。郭军[27]发

现携带Lr19的小麦-长穗偃麦草易位染色体雌配

子传递率约为100%,雄配子传递率几近于0。

Whelan等[28]发现小麦-长穗偃麦草6AgS·W 易

位系(W 为小麦染色体)雌配子传递率为40%~
50%,雄配子传递率为3%。因此,不同小麦-近
源植物渐渗系因外缘物种的不同,其配子传递率

各不相同。本研究利用测交试验研究了小麦-单
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芒山羊草1BS·1NS易位染色体的传递规律,发
现其雌配子传递率约为50%,雄配子传递率为0,
该结果将有助于更好地理解小麦-单芒山羊草

1BS·1NS易位系的有性生殖过程。今后可借助

单倍体诱导技术[29]获得1BS·1NS纯合易位系。
本研究创制的小麦-单芒山羊草染色体易位系以

及建立的1N染色体特异分子标记,为后续开展

单芒山羊草优异基因研究和利用奠定了基础。
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