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小麦LMW -GS 基因 PCR 初步研究
Ξ

赵惠贤, 郭蔼光, 范三红, 郑　雪
(西北农林科技大学 生命科学学院 陕西省农业分子学重点实验室, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　用CTAB 法提取小麦材料基因组DNA , 根据基因库中公布的已知LMW 2GS 基因序列, 设计并合

成染色体位点特异的 PCR 引物 1～ 7; 探索出优化的 PCR 反应体系, 即 20 ΛL 反应体积中, M g2+ 浓度为

2. 5 mmo löL , dN T P 浓度为 200 Λmo löL , 模板DNA 30～ 60 ng, 每种引物 50 ng, T aq 酶 0. 5 U。利用特殊小麦材料

——六倍体普通小麦 (染色体组为AABBDD )、四倍体小麦 (AABB ) 及二倍体一粒小麦 (AA ) 和节节麦 (DD ) 等的基

因组DNA 为模版, 在优化的 PCR 反应体系下进行特异性扩增和引物验证。结果表明, 引物 3 和引物 4 为小麦谷蛋

白 Glu2D 3 位点LMW 2GS 基因的特异引物, 用其进行扩增时, 循环反应条件为 94 ℃变性 1 m in, 62 ℃退火 1 m in,

72 ℃延伸 2 m in; 扩增产物大小约为 1. 63 kb, 包括启动子和整个编码区。引物 5 和 7 为小麦谷蛋白 Glu2B 3 位点

LMW 2GS 基因的特异引物, 用其进行扩增时, 循环反应条件为 94 ℃变性 1 m in, 64 ℃退火 1 m in, 72 ℃延伸 2 m in;

扩增产物大小约为1. 45 kb, 包括启动子和整个编码区。
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　　小麦种子麦谷蛋白由高分子量麦谷蛋白亚基

(HMW 2GS) 和低分子量麦谷蛋白亚基 (LMW 2GS)

组成。它们分别由第一同源群染色体长臂上 Glu21

位点 (Glu2A 1, Glu2B 1, Glu2D 1 位点) 和短臂上 Glu2
3 位点 (Glu2A 3, Glu2B 3, Glu2D 3 位点) 基因编码, 二

者对小麦加工品质均有重要影响。有关小麦HMW 2
GS 结构及其编码基因的研究较为深入, 已从小麦

中克隆出多个优质HMW 2GS 基因[1, 2 ] , 并已开始将

这些优质基因用于改良小麦品质的研究[3, 4 ]。近年来

关于小麦LMW 2GS 结构及其与加工品质关系的研

究也取得了一定进展[5, 6 ] , 但是关于普通小麦

LMW 2GS 基因的研究国内外报道很少。

本研究拟根据 Genebank, EM BL 等库中公布

的已知LMW 2GS 基因序列, 设计合成小麦谷蛋白

Glu2B 3 位点和 Glu2D 3 位点特异LMW 2GS 基因的

PCR 引物, 探索优化的 PCR 反应体系, 并用六倍

体、四倍体和二倍体小麦的基因组DNA 为模板, 在

优化的 PCR 反应体系下进行特异性扩增, 以验证和

筛选所设计的染色体位点特异的LMW 2GS 基因的

PCR 引物。旨在为小麦优质LMW 2GS 基因及其启

动子的克隆奠定基础, 为利用基因工程进行小麦品

质改良提供依据。

1　材料与方法

1. 1　供试材料及来源

　　供试材料有六倍体小麦 (2n = 42, AABBDD )

Suneca、Cook、小偃 6 号和陕优 225, 四倍体小麦

(2n= 28, AABB) 墨西黑卡及二倍体一粒小麦 (2n=

14, AA )和节节麦 (2n= 14, DD )。其中二倍体材料由

中国农科院品种资源研究所张学勇研究员提供, 其

他材料由本研究室提供。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　基因组DNA 的提取　采用 CTAB 法提取

基因组DNA [7 ]。

1. 2. 2　染色体位点特异的LMW 2GS 基因 PCR 引

物的设计　根据 EM BL , Genbank 等库中公布的已

知LMW 2GS 基因序列, 设计了小麦谷蛋白 Glu2B 3

位点和 Glu2D 3 位点特异的LMW 2GS 基因 PCR 引

物共 7 个 (表 1) , 由上海生工公司合成。其中, 引物

1～ 4为 Glu2D 3 位点LMW 2GS 基因设计, 引物 1 位
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于- 12～ 8 bp 处, 引物 2 位于编码区末端, 引物 3 大

致位于- 600 bp 处, 引物 4 大致位于终止密码子下

游 73 bp 处; 引物 5～ 7 为 Glu2B 3 位点LMW 2GS 基

因设计, 引物 5 位于- 400～ - 380 bp处, 引物 6 位

于- 10～ 8 bp 处, 引物 7 位于编码区末端。

表 1　设计合成的引物及其碱基序列

T able 1　P rim ers syn thesized and their sequences

引物
P rim er

碱基序列
Base Sequence

引物
P rim er

碱基序列
Base Sequence

1 5′CA CCAA TCCA CCA T GAA GA C3′ 5 5′TCCT GA GAA GT GCA T GA CA T G3′

2 5′TA TCA GTA GGCA CCAA CTCC3′ 6 5′CCAA TCCA CCA T GAA GA CCT TC3′

3 5′T T GTA GAAA CT GCCA TCCT T 3′ 7 5′GTA GGCA CCAA CTCCGGT GC3′

4 5′GTCA CCGCT GCA TCGA CA TA 3′

1. 2. 3　目的基因扩增的 PCR 体系　参考D θO vidio

等[8 ] , PCR 反应总体积为 20 ΛL , 其中含 1×buffer,

200 Λmo löL 4 种 dN T P, 每种引物 50 ng, 2. 5

mmo löL M gC l2, 模板DNA 30～ 60 ng, 1 U T aq 酶。
在 PCR 体系中其他因素保持不变的情况下, 分别对

M g2+ 浓度、模板浓度及退火温度进行以下试验, 以
建立优化的LMW 2GS 基因 PCR 体系。

(1) PCR 体系中 M g2+ 浓度试验。设计了 0,

0. 625, 1. 250, 2. 500, 3. 125, 3. 750 和 4. 500 mmo löL
7 个M g2+ 浓度, 以 Suneca 的基因组为模板, 用引物
5 和 7 进行 PCR 扩增, 以确定M g2+ 的最佳浓度。

(2) PCR 体系中模板DNA 浓度试验。通过电泳
估测DNA 原液中DNA 含量后, 将原液稀释 10 倍。
分别取 Suneca DNA 稀释液 1, 3, 5, 7 和 10 ΛL (即
不同DNA 浓度)作模板, 用引物 5 和 7 进行 PCR 扩
增, 以确定 PCR 反应体系中DNA 样品稀释液的最
佳用量。

(3)退火温度试验。根据各引物的特征参数, 设

置了 62 和 64 ℃两种退火温度 (即反应条件 1 和 2)

进行 PCR 反应。反应条件 1: 95 ℃预变性 1 m in; 循

环反应为 94 ℃ 1 m in, 62 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2 m in, 30

个循环后, 再 72 ℃ 延伸 7 m in。反应条件 2: 95 ℃预

变性 1 m in; 循环反应为 94 ℃ 1 m in, 64 ℃ 1 m in,

72 ℃ 2 m in, 30 个循环后, 再 72 ℃延伸 7 m in。

1. 2. 4　DNA 的电泳检测　总基因组DNA 用质量

分数 0. 8% 的琼脂糖凝胶电泳检测; PCR 产物在质

量分数 1. 5% 的琼脂糖凝胶中电泳。

2　结果与讨论

2. 1　基因组DNA 的提取

　　用 CTAB 法提取基因组DNA 时, 可以得到很

明显的白色团絮状DNA 沉淀。经 T E 溶解, 凝胶电

泳检测, 所有样品电泳结果良好, 未出现RNA 污染

和DNA 降解现象 (图 1)。

图 1　CTAB 法提取的小麦基因组DNA 电泳图谱
M. 标准分子质量; 泳道 1～ 7. Suneca, Cook, 小偃 6 号, 陕优 225,

墨西黑卡, 一粒小麦, 节节麦
F ig. 1　E lectropho retogram of

w heat genom ic DNA extracted by CTAB
M. M o lecu le standard; 1- 7. Suneca, Cook, X iaoyan N o. 6,

Shaanyou 225,M oxiheika, T. u rartu , A e. squarrosa

2. 2　LMW 2GS 基因优化 PCR 体系的建立

2. 2. 1　最适 [M g2+ ]的确定　[M g2+ ]是 PCR 反应

中的一个重要因素,M g2+ 浓度不但会影响酶的活性

及合成的忠实性, 而且还会影响引物与模板的结合

效率, 模板与 PCR 产物的解链温度以及产物的特异

性和引物二聚体的形成等[9 ]。不同 [M g2+ ]下 PCR

结果见图 2。从图 2 可以看出, [M g2+ ] > 2. 5

mmo löL 时可扩增出非常清晰的条带。因此, 在 PCR

反应中[M g2+ ]均采用 2. 5 mmo löL。

图 2　不同[M g2+ ]下 PCR 扩增产物的电泳图谱
泳道 1～ 6. [M g2+ ]分别为 0, 0. 625, 1. 250, 2. 500,

3. 125, 3. 750 mmo löL ;M. 标准分子质量
F ig. 2　E lectropho retogram of PCR p roducts

under differen t concen tra t ion of M g2+

1- 6. T he concen tration of [M g2+ ] is 0, 0. 625, 1. 250, 2. 500, 3. 125,
3. 750 mmo löL respectively;M. M o lecu le standard
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2. 2. 2　模板DNA 最适浓度的确定　不同模板浓

度时 PCR 结果 (图 3) 表明: 20 ΛL PCR 反应体系中
DNA 稀释液用量为 5 ΛL 时, 扩增产物带型清晰。故

PCR 反应均按此量加入。

图 3　不同模板浓度和不同循环条件下 PCR 产物电泳图谱

模板浓度 (用DNA 样品稀释液用量表示)分别是 1 和 6 为 1 ΛL , 2 和 7 为 3 ΛL , 3 和 8 为 5 ΛL , 4 和 9 为 7 ΛL , 5 和 10 为 10 ΛL ;

1～ 5 按反应条件 1 扩增; 6～ 10 按反应条件 2 扩增

F ig. 3　E lectropho retogram of PCR p roducts under differen t temp late DNA concen tra t ion

DNA concen tration show n as the quan tity of dilu ted ex tract so lu tion. 1 and 6. 1 ΛL , 2 and 7. 3 ΛL , 3 and 8. 5 ΛL ,

4 and 9. 7 ΛL , 5 and 10. 10 ΛL ; 1- 5. PCR under reaction condition 1; 6- 10. PCR under reaction condition 2

2. 2. 3　退火温度对 PCR 产物的影响　用同 1 对引

物进行 PCR 扩增时, 在不同退火温度下扩增产物有

差异。引物 5 和 7 在循环条件 1 (62 ℃退火 1 m in)扩

增特异性不强, 除了目的基因被扩增外, 还有非特异

性扩增产物带; 在循环条件 2 (64 ℃退火 1 m in) 扩

增特异性很强 (图 4)。

图 4　引物 5 和 7 在不同退火温度下的 PCR 产物

左边 4 个泳道退火温度为 62 ℃; 右边 6 个泳道退火温度为 64 ℃;

S, C, D 和D u 分别为 Suneca, Cook, 节节麦和墨西黑卡;M. 标准分子质量; 图 5, 6 同。

F ig. 4　P rim er 5 and 7 PCR p roducts under differen t annealing temperatu re

L eft 4 w as under 62 ℃; R igh t 6 w as under 64 ℃;

S, C, D and D u w as Suneca, Cook, A e. squarrosa and moxiheika respectively.

　　由以上结果可知, 循环反应条件不同, 扩增产物

就有差异。如果循环条件不合适, 就会出现非特异性

扩增产物带或扩增产物带不清晰。图 3 为两组相同

体系在不同退火温度下扩增的结果, 从图 3 中可以

看出, 1～ 5 泳道的扩增结果不如 6～ 10 泳道清晰。

而图 4 表明, 循环条件不合适, 就会出现非特异性扩

增产物, 直接影响试验结果。此外, 不同引物的退火

温度上、下限有所不同。只有在一定温度范围内提高

退火温度才能增加扩增产物的特异性。退火时间不

是关键因素, 一般用 1 m in 足以使引物与模板充分

复性[4 ]。

2. 3　PCR 引物的验证筛选

根据所设计引物 1～ 7 的位置可预测出, 用引物

1 和 2 扩增出的产物将是 1D 染色体短臂 Glu2D 3 位

点上LMW 2GS 基因编码区, 用引物 3 和 4 扩增出

的产物包括启动子和整个编码区; 用引物 5 和 7 扩

增的产物应为 1B 染色体短臂 Glu2B 3 位点上

LMW 2GS 基因, 包括启动子和整个编码区, 用引物

6 和 7 扩增得到的产物只包含完整的编码区[6, 8, 10 ]。

利用六倍体小麦 (AABBDD )、四倍体小麦

(AABB) 和二倍体一粒小麦 (AA ) 及节节麦 (DD ) 等

材料的基因组DNA 为模板, 用不同引物对在上述

43 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 32 卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

优化的 PCR 体系下进行 PCR 扩增, 以验证设计的

PCR 引物是否为染色体位点特异的LMW 2GS 基

因。

引物 1 和 2, 引物 6 和 7 扩增产物特异性不强,

有 2～ 3 条非特异性扩增条带出现。原因可能有两

个: 一是 PCR 反应条件不合适, 有待进一步研究; 二

是引物设计有误, 并非是LMW 2GS 基因的特异引

物。

图 5 表明, 用引物 3 和 4 进行 PCR 扩增时, 含

1D 染色体的六倍体小麦和节节麦均扩增出 1 条带,

该产物约为 1 630 bp , 而不含 1D 染色体的一粒小麦

和四倍体小麦墨西黑卡都未扩增出该条带, 从而证

明了引物 3 和 4 为 Glu2D 3 位点LMW 2GS 基因的

特异引物。

由图 6 可以看出, 用引物 5 和 7 进行 PCR 扩增

时, 含 1B 染色体的六倍体小麦和四倍体小麦墨西

黑卡均扩增出 1 条带, 约为 1 450 bp , 而不含 1B 染

色体的一粒小麦和节节麦均未扩增出该条带, 从而

说明了引物 5 和 7 为 Glu2B 3 位点LMW 2GS 基因

的特异引物。

以上试验结果与预测的结果完全吻合, 充分证

明了引物 3 和 4 确是小麦谷蛋白 Glu2D 3 位点

LMW 2GS 基因的特异引物; 引物 5 和 7 为小麦谷蛋

白 Glu2B 3 位点LMW 2GS 基因的特异引物。该结果

可用于小麦优质低分子量麦谷蛋白基因及其启动子

的克隆研究。而引物 1 和 2, 6 和 7 扩增产物不具有

特异性, 尚需改变 PCR 反应条件进一步验证。

图 5　引物 3 和 4 PCR 扩增产物

A. 一粒小麦; X. 小偃 6 号, 图 6 同。

F ig. 5　P rim er 3 and 4 PCR p roducts

A. T. u rartu; X. X iaoyan 6

图 6　引物 5 和 7 扩增的产物

F ig. 6　P rim er 5 and 7 PCR p roducts

　

　

　　

3　结　论

(1) 小麦 LMW 2GS 基因稳定的 PCR 反应体

系: 反应体积为 20 ΛL ,M g2+ 浓度为 2. 5 mmo löL ,

dN T P 浓度为 200 Λmo löL , 模板 DNA 为 30～ 60

ng, 引物量为 50 ng, T aq 酶 0. 5 U。

(2) 引物 3 和 4 为小麦谷蛋白 Glu2D 3 位点

LMW 2GS 基因特异引物。用其进行 PCR 扩增时, 反

应条件: 95 ℃预变性 1 m in; 循环反应为 94 ℃ 1

m in, 62 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2 m in, 30 个循环后, 再 72

℃延伸 7 m in。其扩增产物包括启动子和整个编码

区。

(3) 引物 5 和 7 为小麦谷蛋白 Glu2B 3 位点

LMW 2GS 基因特异引物。用其进行 PCR 扩增时, 循

环反应条件: 95 ℃预变性 1 m in; 循环反应为 94 ℃

1 m in, 64 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2 m in, 30 个循环后, 再 72

℃延伸 7 m in。其扩增产物包括启动子和整个编码

区。
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Abstract: T he genom ic DNA w as ex tracted from w heat cu lt ivars Suneca and Cook u sing CTAB

m ethod. Based on the know n LMW 2GS gene sequences repo rted in genebank, the p rim er 1- 7 fo r specif ic

ch romo som e locu s genes w as designed and syn thesized. A n op t im al react ion system su itab le fo r LMW 2GS

PCR w as estab lished. By u sing the genom ic DNA from specia l w heat m ateria l2hexap lo id (AABBDD ) , te2
t rap lo id (AABB ) and dip lo id (AA o r DD ) as temp la tes, specif ic LMW 2GS genes in an op t im al react ion sys2
tem w as amp lif ied. T he resu lt show ed that, p rim er3 and 4 w ere specif ic fo r LMW 2GS genes at Glu2D 3 locu s

in w heat. T he size of the PCR p roducts w as abou t 1. 63 kb, including p romo ter and the w ho le CD S. P rim er5

and 7 w ere specif ic fo r the LMW 2GS genes at Glu2B 3 locu s in w heat. T he size of the PCR p roducts w as

abou t 1. 45 kb, including p romo ter and the w ho le CD S. T hese resu lts w ill p rovide som e impo rtan t info rm a2
t ion fo r w heat h igh2quality LMW 2GS gene and its p romo ter clon ing.
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