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　　[摘　要 ]　为D x5基因设计了 1对特异引物,选用HMW 2GS在 GluD x1位点已知的 22个材料对其进行了验

证。结果表明,该引物的准确率达到 100% ,完全可以作为D x5基因的检测引物。利用这 1对引物,通过 PCR 技术

对 40种材料的D x5基因进行了检测,发现仅有 98605,陕 253,郑州 891, 9722143,绵阳 96171210,绵阳 19,中 181321

和绵阳 11等 8个品种 (系)携带D x5基因,占待测材料总数的 20. 0% ,远远低于北美小麦品种中D x5基因的携带

率。研究中还发现,对检测优质面包烘烤品质基因而言, PCR 方法是最简便、快速、准确的方法之一。
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　　优质已成为目前小麦育种的主要目标之一,在

我国现有的优质小麦品种中,最缺乏的就是强筋面

包小麦品种[1 ]。已有研究结果[2, 3 ]表明,高分子量麦

谷蛋白亚基 (HMW 2GS)与面包烘烤品质具有密切

关系,D x5和D y10是所有HMW 2GS中对面包小麦

烘烤品质贡献最大的亚基基因[4, 5 ]。在国外, D x5和

D y10 亚基的检测是面包小麦育种过程中不可缺少

的工作之一[6, 7 ]。因此,本研究试图利用聚合酶链式

反应 (Po lym erase Chain R eact ion, PCR )直接检测

小麦品种 (系)中控制编码HMW 2GS D x5 的基因,

达到检测该蛋白亚基的目的。并通过对 SD S2PA GE

电泳获得的HMW 2GS 分布结果与 PCR 检测结果

的比较, 研究 PCR 检测的可靠性, 然后对 2000～

2001年度参加陕西省中肥组区域试验的 17个品系

(种)和西北农林科技大学农学院小麦育种的 23 个

骨干亲本进行了检测,以明确其携带D x5基因的情

况,为区试材料和骨干亲本的品质评价提供理论依

据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　选用 3 类材料: ①M arqu is、C rou sty、N SA 992
1417、中国春等 1D 染色体上HMW 2GS组成已知的

22 个小麦品种 (系) (表 1, 1～ 22为电泳序号) ,除中

国品种外[8 ] , 其余材料和资料均由法国利马格兰

A lain Bon jean 博士提供。②参加 2000～ 2001年度

陕西省中肥组区域试验的 17个小麦品系 (种) ,分别

为 9739 (S1)、小偃 128 (S2)、小偃 26 (S3)、小偃 107

(S4)、西杂 1 号 (S5)、陕农 28 (S6)、高优 503 (S7)、

小偃 137 (S8)、89605 (S9)、军绿 4 号 (S10)、花育 8

号 (S11)、陕 229 (S12)、秦龙 68 (S13)、远丰 898

(S14)、西农 163 (S15)、西农 383 (S16)、陕 253 (S17)

(S1～ S17为电泳序号)。研究结果为品种审定提供

HMW 2GS 品质评价资料。③西北农林科技大学农

学院小麦育种研究所的 23 个骨干亲本, 即 89150

(S18)、I43 (S19)、郑州 891 (S20)、陕 163 (S21)、972
2143 (S22)、西农 8727 (S23)、西农 1376 (S24)、陕垦

444 (S25)、陕优 225 ( S26)、陕农 78 ( S27)、绵阳

96171210 (S28)、小偃 54 (S29)、西农 2208 (S30)、99

中 35 (S31)、长武 134 (S32)、小偃 22 (S33)、Gem tat

(S34)、西农 1718 (S35)、W X8911 (S36)、绵阳 11

(S37)、偃展 1 号 (S38)、中 813121 (S39)、绵阳 19

(S40) (S18～ S40为电泳序号)。阴性对照 (CK1)为

中国春,阳性对照 (CK2)为M arqu is。旨在摸清骨干

亲本携带D x5基因的情况,为以后品质育种亲本的

选择提供理论依据。取每种材料种子 35粒置于培养

皿内,于 22 ℃生化培养箱培养 7 d,收获黄化苗,提

取DNA。
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表 1　供试材料 Glu2D 1位点的HMW 2GS变异表

T able 1　HMW 2GS compo sit ion at the Glu2D 1 locus in m ateria ls used

基因型
Geno types

泳道序号
L ane code

Glu2D 1

D x D y
基因型
Geno types

泳道序号
L ane code

Glu2D 1

D x D y

M arqu is 1 5 10 N SA 9921058 12 5 10

C rousty 2 5 10 N SA 9920418 13 5 10

N SA 9921417 3 5 10 N SA 9920779 14 5 10

中国春 Ch inese sp ring 4 2 12 N SA 29921305 15 3 12

N SA 9921586 5 5 10 N SA 9922274 16 3 12

N SA 9921602 6 2 12 N SA 9821266 17 3 12

小偃 6号 X iaoyan 6 7 2 12 N SA 9920375 18 2 12

N SA 9722001 8 5 10 N SA 9921714 19 5 10

浙麦 1号 Zhem ai 1 9 2. 2 12 豫麦 2号 Yum ai 2 20 4 12

T rem ie 10 3 12 N SA 9820753 21 5 10

So issons 11 5 10 N SA 9722012 22 5 10

1. 2　小麦基因组DNA 的提取

称取约 100 m g 小麦幼嫩叶片, 用剪刀剪成小

片段,置于 1. 5 mL 离心管,在液氮中冷冻, 用预冷

的平口镊子研磨成粉状。加入 500 ΛL 在 80 ℃预热

的DNA 提取 buffer (含 250 ΛL 的饱和酚和 250 ΛL

的 100 mmo löL N aC l, 100 mmo löL T ris 8. 0, 10

mmo löL ED TA , 质量分数 1. 0% SD S 的混合液)。

混合均匀后,再加入 250 ΛL 氯仿。上下颠倒 3次后,

在 12 000 röm in 转速下离心 10 m in。吸取上清液,

加入 1ö20体积 3 mo löL 乙酸钠和 2 倍体积无水乙

醇。轻轻混合后,在冰上放置 30 m in, 然后在 4 ℃

12 000 röm in条件下离心 10 m in。倒掉离心管中上

清液,用预冷的体积分数 70%的乙醇洗涤沉淀 1～ 2

次。将沉淀风干后,溶于 50 ΛL T E (10 mmo löL T ris

8. 0, 1 mmo löL ED TA )中。

1. 3　目标基因扩增与检测

反应体系中加入基因组DNA 200 ng, 两引物

各 250 ng, M gC l2 和 dN T P 最终浓度各为 300

Λmo löL , T aq 酶 2. 5 Λmo löm in 和 2. 5 ΛL 1×PCR

bu tter,补加 ddH 2O 到 25 ΛL。循环前 94 ℃预变性 5

m in;然后 94 ℃变性 1 m in, 63 ℃退火 45 s, 72 ℃延

伸 30 s,循环 30 次; 最后 72 ℃延伸 10 m in。用 12

ΛL PCR 产物在质量分数 1. 5%琼脂糖凝胶上电泳,

紫外灯下照像。

2　结果与分析

2. 1　D x5基因 PCR 引物的设计

　　研究A nderson 和 Sugiyam a 等[9, 10 ]公布的D x5

和D x2 基因序列, 可以发现D x5 和D x2 两基因序

列具有高度的同源性和重复性,因此,引物设计在编

码肽链N 端非重复的核苷酸序列及其上游的非编

码序列之间[11 ]。图 1为D x5基因两引物的位置和序

列,开始于 TA TA 的 3′端附近,结束于重复核苷酸

序 列 开 头。 设 计 的 引 物 1 为:

GCCTA GCAA CCT TCA CAA TC, 引 物 2 为:

GAAA CCT GCT GCGGA CAA G, 两引物均由上海

生工合成。经过 PCR 可扩增出 450 bp 的核苷酸序

列。

图 1　引物设计图

F ig. 1　D esign of p rim ers fo r allele specific amp lificat ion of 1D x genes
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2. 2　检测结果的可靠性分析

选用的 22 个 HMW 2GS 在 Glu2D x1 位点已知

材料中,包括 2, 2. 2, 3, 4和 5亚基的基因。其中,携

带D x5基因的材料有 12个。如果设计的一对引物

正确, 且具有D x5 基因材料, 通过 PCR 扩增, 应该

产生 450 bp 的核苷酸序列,通过琼脂糖凝胶电泳,

应在紫外灯下 450 bp 处出现 1个特定的扩增条带。

图 2 为HMW 2GS 在 GluD x1 位点基因已知的

22个材料的 PCR 结果。M 为标准分子量。共有 12

个供试材料分别在泳道 1, 2, 3, 5, 8, 11, 12, 13, 14,

19, 21, 22 的 450 bp 处产生了特定的扩增条带, 而

正好是包括M arqu is等在内的这 12 个材料携带有

D x5基因。而中国春等其余 10个材料无D x5基因,

也未扩增出 450 bp 的条带。这充分说明,为D x5基

因设计的 1 对特定引物是正确的,完全可用作D x5

基因的 PCR 检测。

图 2　HMW 2GS基因已知材料的 PCR 扩增结果

M. BR 322DNA öB suR (H aeË ) ; 1. M arqu is; 2. C rousty; 3. N SA 9921417; 4. 中国春; 5. N SA 9921586; 6. N SA 9921602; 7. 小偃 6号;

8. N SA 9722001; 9. 浙麦 1号; 10. T rem ie; 11. So issons; 12. N SA 9921058; 13. N SA 9920418; 14. N SA 9920779; 15. N SA 29921305;

16. N SA 9922274; 17. N SA 9821266; 18. N SA 9920375; 19. N SA 9921714; 20. 豫麦 2号; 21. N SA 9820753; 22. N SA 9722012

F ig. 2　PCR resu lts fo r D x5 gene in m ateria ls w ho se HMW 2GS genes w ere know n

M. BR 322DNA öB suR (H aeË ) ; 1. M arqu is; 2. C rousty; 3. N SA 9921417; 4. Ch inese Sp ring; 5. N SA 9921586; 6. N SA 9921602; 7. X iaoyan 6;

8. N SA 9722001; 9. Zhem ai 1; 10. T rem ie; 11. So issons; 12. N SA 9921058; 13. N SA 9920418; 14. N SA 9920779; 15. N SA 29921305;

16. N SA 9922274; 17. N SA 9821266; 18. N SA 9920375; 19. N SA 9921714; 20. Yum ai 2; 21. N SA 9820753; 22. N SA 9722012

2. 3　待测材料的检测

本试验对参加陕西省 2000～ 2001 年度中肥组

区试的 17个品系及 23个亲本材料应用相同的方法

进行了D x5基因检测,结果见图 3。

为了说明 4 次独立试验重复的正确性,每次从

DNA 提取、PCR 扩增到凝胶电泳等各个环节,都增

加了阳性对照 (CK2)和阴性对照 (CK1)。其中阳性

对照为M arqu is, 因其携带D x5 基因, 应能扩增出

450 bp 条带;阴性对照为中国春,未携带D x5基因,

不应扩增出 450 bp 条带。结果显示,所有的阳性对

照都扩增出 450 bp 条带,而相应的 4个阴性对照都

未能扩增出 450 bp 条带,试验结果与预测结果相吻

合,说明图 3的结果是完全可信的。

图 3 中的泳道 S1～ S17 为省区试品系, 除 S9

(98605)和 S17 (陕 253)泳道外, 其余泳道未出现

450 bp 的条带。说明省中肥组区试的 17个材料中,

仅有 2个材料携带D x5基因,占总参试品系总数的

11. 8%。

图 3中的泳道 S18～ S40为 23个骨干亲本。泳

道 S20, S22, S28, S37, S39和 S40出现了 450 bp 的

扩增条带, 说明郑州 891, 9722143, 绵阳 96171210,

绵阳 19,中 813121 和绵阳 11 携带D x5 基因, 其余

17 个亲本材料未能扩增出 450 bp 条带, 表明没有

携带D x5基因。携带D x5基因的骨干亲本数占总参
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试亲本总数的 26. 1%。

图 3　HMW 2GS未知材料D x5基因的扩增结果
CK1. 中国春; CK2. M arqu is; S1. 9739; S2. 小偃 128; S3. 小偃 26; S4. 小偃 107; S5. 西杂 1号; S6. 陕农 28; S7. 高优 503;

S8. 小偃 137; S9. 89605; S10. 军绿 4号; S11. 花育 8号; S12陕 229; S13秦龙 68; S14远丰 898; S15. 西农 163; S16. 西农 383;

S17. 陕 253; S18. 89150; S19. I43; S20. 郑州 891; S21. 陕 163; S22. 9722143; S23. 西农 8727; S24. 西农 1376; S25. 陕垦 444;

S26. 陕优 225; S27. 陕农 78; S28. 绵阳 96171210; S29. 小偃 54; S30. 西农 2208; S31. 99中 35; S32. 长武 134; S33. 小偃 22;

S34. Gem tat; S35. 西农 1718; S36. W X8911; S37. 绵阳 11; S38. 偃展 1号; S39. 中 813121; S40. 绵阳 19

F ig. 3　PCR resu lts fo r D x5 gene in m ateria ls w ho se HMW 2GS genes w ere no t know n
CK1. Ch inese sp ring; CK2. M arqu is; S1. 9737; S2. X iaoyan 128; S3. X iaoyan 26; S4. X iaoyan 107; S5. X iza 1; S6. Shaannong 28;

S7. Gaoyou 503; S8. X iaoyan 137; S9. 89605; S10. Jun lu 4; S11. H uayu 8; S12. Shaan 229; S13. Q innong 68; S14. Yuanfen 898;

S15. X inong 163; S16. X inong 383; S17. Shaan 253; S18. 89150; S19. I43; S20. Zhengzhou 891; S21. Shaan 163; S22. 9722143;

S23. X inong 8727; S24. X inong 1376; S25. Shaanken 444; S26. Shaanyou 225; S27. Shaannong 78; S28. M iangyang 96171210;

S29. X iaoyan 54; S30. X inong 2208; S31. 99 Zhong 35; S32. Chuangw u 134; S33. X iaoyan 22; S34. Gem tat; S35. X inong 1718;

S36. W X8911; S37. M iangyang 11; S38. Yanzhuang 1; S39. Zhong 813121; S40. M iangyang 19

3　讨　论

根据D x5 和D x2 基因序列的特点, 用为D x5

基因设计的 1对引物进行D x5优质基因的 PCR 检

测, 能扩增出 450 bp 核苷酸片段, 结果不受D x3,

D x4,D x2,D x2. 2等基因的影响,说明设计的引物是
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Effects of ava ilab le carbon and n it rogen concen tra t ion

on the N 2O flux of the L oessa l so il

L IANG D ong- l i1, TONG Yan -an 1,Ove Em teryd2, FANG R i-yao1,M A L in -y ing1

(1 Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Sw ed ish U niversity of A g ricu ltu ra l S ciences,Um ea, 90183, Sw ed en)

Abstract: By u sing C2H 2 inh ib it ion so il co res, these experiem en ts studied the effects of availab le carbon

and n it rogen concen tra t ion on the den it rif ica t ion lo ss of no rm al gra in field and peddy so il f ield of loessa l

so il. T he resu lts show ed that: the den it rif ica t ion lo ss increased w ith the availab le carbon concen tra t ion
increased fo r bo th so ils under the su itab le n it ra te n it rogen concen tra t ion and mo situ re con ten t. W hereas the

den it rif ica ion lo ss decreased w ith the NO -
3 - N concen t reach ing a certa in level under the su itab le availab le

carbon and w ater con ten t, the h ighest den it rif ica t ion lo ss took p lace w hen availab le n it rogen con ten t w as
N 300 and N 150 fo r the paddy so il and the dryland of gra in field, respect ively. How ever, w hen w e u sed n it ra te

n it rogen as the n it rogen sou rces, the den it rif ica t ion lo ss ra ised w ith the NO -
2 concen tra t ion increased.

Key words: loess so il; den it rif ica t ion; N 2O flux
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PCR 2detect ion of h igh m o lecu la r w eigh t g lu ten in

subun it D x5 gene in w hea t

ZHANG X iao-ke1,W E IY i-m in 2,W ANG X in -zhong1,L I X iao- jun 1,

W E IL ing- j i3,L IU B in1, GAO Y un -cun1,L IY i4

(1 Colleg e of A g ronomy ; 2 Colleg e of F ood S cience,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina;

3 Colleg e of A g ronomy , S h ihez i U niversity , S h ihez i C ity , X inj iang 843300, Ch ina;

4 Colleg e of L if e S cience,B eij in U niversity ,B eij in 100871, Ch ina)

Abstract: A pair of D x5 gene p rim ers w ere designed on the basis of d ifference betw een the D x5 gene

and the D x2 gene. T he 22 m ateria ls w ho se HMW 2GS Glu2D x1 locu s w as know n w ere detected w ith PCR 2
based app roach in th is paper. T he resu lts show ed that the degree of accu racy w as 100% u sing the p rim ers

designed fo r D x5 gene. It is u sefu l fo r the p rim ers designed fo r the p rim ers of D x5 gene to detect D x5 gene

in w heat lines. T he D x5 genes of 40 Ch inese st ra in s w ere detected w ith PCR based on the p rim ers above.

T he resu lts show ed the D x5 gene w as found in 8 stra in s included 986025, Shaan 253, Zhengzhou 891, 972
2143,M ianyang 96171210,M ianyang 19, Zheng 181321,M ianyang 11. T he p robab ility of the D x5 gene that

is 20. 0% in Ch inese w heat lines is far low er than in N o rth Am erica w heat lines. T h is easy, qu ick PCR 2
based app roach is p ropo sed as a very eff icien t and safe alternat ive to standard p rocedu res fo r select ing
b read2w heat geno types w ith good b read2m ak ing p ropert ies.

Key words: w heat; po lym erase chain react ion (PCR ) ; D x5 gene
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