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　　摘要：根据前期研究小麦光周期基因 ＴａＣＯ９－１Ａ在春性品种和冬性品种间存在的差异，开发特异的分子标记
ＴＷＳ［Ｔ代表小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬ．），Ｗ代表冬性（ｗｉｎｔｅｒ），Ｓ代表春性（ｓｐｒｉｎｇ）］，利用该标记通过高分辨率熔解曲
线（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅ，简称ＨＲＭ）技术对典型的强冬性品种中麦８９５、春性品种宁春４号、２２３份小麦自然群
体及冬春杂交的２个Ｆ２代群体进行基因分型，并利用传统的聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

简称ＰＡＧＥ）检测方法进行分型验证。结果表明，ＨＲＭ技术能准确、快速地检测出样本基因型，结果与聚丙烯酰胺凝
胶电泳检测结果完全一致，２２３份材料中９９份材料为春性小麦（ＴＳ）型，１２４份材料为冬性小麦（ＴＷ）型，Ｆ２代分离群

体中可明确分离ＴＷ、ＴＳ／Ｗ（杂合）、ＴＳ基因型，且分离比为１∶２∶１，说明该标记可应用于自然群体及Ｆ２代分离群体

的基因分型。田间调查及关联分析表明，ＴＷＳ标记与小麦春冬性及早熟性显著关联（Ｐ＜０．０１）。该标记的开发及其
高通量分子检测方法的应用对小麦分子标记辅助选择育种、小麦品种冬春性检测及品种区划布局等具有重要的指导

作用。
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　　小麦光周期反应特性及春化作用直接影响小麦品种的利
用、种植区划、引种及栽培技术，间接影响产量、抗病、抗逆等

许多重要的农艺性状［１］。挖掘小麦光周期基因及其春化特

性，对于利用分子育种选育小麦新品种具有重大意义。

笔者所在课题组通过同源克隆得到与小麦春化作用和光

周期密切相关的小麦光周期基因 ＴａＣＯ９－１Ａ，该基因冬性品
种较春性品种的第二外显子在３２１ｂｐ处有６个碱基的缺失，
关联分析表明，该等位变异与抽穗期及开花期显著关联，是一

个与冬春性相关的基因［２］。

高分辨率熔解曲线分析技术（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇ
ｃｕｒｖｅ，简称ＨＲＭ）是一种基于碱基熔解温度差异所形成的不
同熔解曲线的基因分析新技术。该分析技术因具有通量高、

成本低、结果准确、不受检测位点限制等优点得到普遍关

注［３－５］。尤其对于多样本基因分型、突变扫描、甲基化分析、

序列匹配等检测优势显著［６－８］。目前，在医学疾病诊断、蔬

菜、果树等作物种质资源和新品种鉴定方面应用较广［９－１１］，

但在小麦中的应用研究才刚刚起步。

本研究依据 ＴａＣＯ９－１Ａ基因在冬春性品种中的序列差
异，开发标记，利用高分辨率熔解曲线分析技术对２２３份小麦
品种及冬春品种杂交的Ｆ２代群体进行基因分型，并采用传统

的聚丙烯酰胺凝胶电泳技术进行分型验证。田间表型及基因

型相关分析表明，该标记及高通量分子检测方法可以快速、简

单地区分小麦的冬春性。本研究对于分子标记辅助选择育

种、品种冬春性检测及品种区划等具有重要的指导意义。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验所用材料为典型的强冬性小麦品种中麦８９５和春

性小麦品种宁春４号以及其他来自不同麦区的２２３份自然群
体。２个分离群体，即春性品种扬麦１４与冬性品种中麦８９５
杂交后代１０３株Ｆ２代及其对应的 Ｆ３代株系（群体Ⅰ）；扬麦
１４和冬性品种陕农５６杂交后代２９７株 Ｆ２代及其对应的 Ｆ３
代株系（群体Ⅱ）。
２个杂交组合的Ｆ２代于２０１４年１０月种植在西北农林科

技大学斗口综合试验站，对标记的植株单株收获，脱粒。Ｆ３
代于２０１５年１０月种植在杨凌荣华种业有限公司试验田，２
行种植，行长１ｍ，行距 ２５ｃｍ，自然群体于２０１４年及２０１５年
１０月种植在西北农林科技大学北校试验田，按常规田间
管理。

试验所用的主要仪器包括罗氏荧光定量 ＰＣＲ仪
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６、北京君意 ＪＹ－５０００电泳仪及 ＪＹ－ＣＸ３Ｂ电泳
槽、Ｂｉｏ－ＲａｄＣ１０００基因扩增仪等。
１．２　方法
１．２．１　小麦ＤＮＡ的提取　２０１４年１１月对自然群体叶片进
行取材以提取基因组 ＤＮＡ；对标记的 Ｆ２代群体材料叶片进
行取样，并提取叶片基因组 ＤＮＡ，每份材料取０．２～０．３ｇ新
鲜叶片，用液氮预冷后粉碎并放入１．５ｍＬ离心管中，按照十
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六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，
简称ＣＴＡＢ）方法提取小麦基因组ＤＮＡ。
１．２．２　引物设计　根据美国国立生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ
ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称ＮＣＢＩ）网站中公布的
ＴａＣＯ９基因序列（Ｇｅｎｅ登录号：２３６２３３）参照设计引物，引物
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，纯化方式为聚丙

烯酰胺凝胶电泳（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称
ＰＡＧＥ）。试验所用的 ＴＷＳ［Ｔ代表小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ
Ｌ．），Ｗ代表冬性（ｗｉｎｔｅｒ），Ｓ代表春性（ｓｐｒｉｎｇ）］标记扩增引
物，上游引物Ｆ：５′－ＧＧＡＡＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧＴＡＣＧＡＧ－３′；下游
引物Ｒ：５′－ＧＡＧＣＧＧＡＡＣＣＡＣＣＣＧＡＧＧＴＣ－３′。
１．２．３　ＨＲＭ分析技术反应体系及程序　ＰＣＲ和 ＨＲＭ分析
过程均在罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ＠９６上进行，反应条件见表１。ＨＲＭ
的反应体系为 ２０μＬ：８０ｎｇ模板 ＤＮＡ，上下游引物各
０．４μｍｏｌ／Ｌ，１０μＬＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＨＲＭ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｒｏｃｈｅ），
１．５ｍｏｌ／ＬＭｇ２＋（Ｒｏｃｈｅ），其余用 ｄｄＨ２Ｏ补足。ＨＲＭ分析反
应程序中首先是普通 ＰＣＲ反应程序，得到 ＰＣＲ产物后进行
ＨＲＭ分析。

表１　ＨＲＭ分析技术反应条件

分析技术 反应条件

ＰＣＲ ９５℃１０ｍｉｎ

９５℃１０ｓ
６１℃１５ｓ}７２℃１５ｓ

４５个循环

７２℃１０ｍｉｎ
ＨＲＭ ９５℃６０ｓ

４０℃６０ｓ
６５℃１ｓ
９７℃１ｓ
３７℃１ｓ

　　注：ＨＲＭ程序中，每升高１℃收集１５次荧光信号。

１．２．４　ＨＲＭ扩增产物的序列分析　本研究采用品种中麦
８９５和宁春４号的 ＨＲＭ反应产物经２％琼脂糖凝胶电泳分
离，将目标片段切胶回收，用 ｐＭＤ１８－Ｔ载体进行克隆，由生
工生物工程（上海）股份有限公司测序。每个品种至少测定

１０个克隆，以确保核苷酸序列的准确性。引物的扩增产物序
列等位变异采用ＤＮＡＭＡＮ软件进行分析，并在 ＮＣＢＩ数据库
上进行比对。

１．２．５　小麦ＴａＣＯ９－１Ａ基因功能标记检测群体的多态性　
利用ＴＷＳ引物对样品进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应采用２５μＬ

体系：１０×ＰＣＲ缓冲液（含 Ｍｇ２＋）２．５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ（各
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各 １μＬ，模板
ＤＮＡ１μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶０．１２５μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补至
２５μＬ。扩增程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ，３２个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。用聚丙烯酰胺凝胶电泳检测
扩增产物，记录带型。

１．２．６　田间性状调查及其关联分析　对田间种植材料的抽
穗期和开花期进行调查，记录日期。小区６０％以上的穗部露
出２／３记为抽穗，小区 ６０％以上的穗中部小穗开花记为开
花。其中Ｆ２∶３群体抽穗期和开花期以平均值替代。用 Ｅｘｃｅｌ
２００７对田间表型数据进行初步处理，然后使用 ＳＰＳＳ软件对
不同基因型所对应表型平均值进行 ｔ检验和 Ｄｕｎｃａｎｓ检验
（由于表型数据为日期且多为４月份，因此以４月１日为参考
标准，将其换算成具体时间，例如４月１６日等同于１６ｄ，５月
３号等同于３３ｄ）。

２　结果与分析

２．１　ＨＲＭ技术分析中麦８９５和宁春４号的基因型
用特异ＴＷＳ标记引物对材料中麦８９５和宁春４号进行

ＨＲＭ分析，结果显示，这２个材料的高分辨率熔解曲线差异
明显（图１），这是由于中麦８９５的扩增产物有６ｂｐ碱基的缺
失，而宁春４号有６ｂｐ碱基的插入，因此产生了２种截然不
同的熔解曲线，将宁春４号命名为春性小麦（ＴＳ）基因型材
料，将中麦８９５命名为冬性小麦（ＴＷ）基因型材料。

２．２　扩增产物的序列分析
通过比对ＴＷＳ引物扩增产物测序结果，发现宁春４号的

扩增产物序列比中麦８９５的序列多６个碱基的插入（图２）。
说明ＨＲＭ分析的熔解曲线的差异是由ＴａＣＯ９－１Ａ基因６ｂｐ
碱基的插入／缺失引起的。

—８１— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１８期



２．３　ＨＲＭ技术对自然群体的基因分型
　　将中麦８９５与宁春４号作为对照，利用ＨＲＭ技术分析自
然群体材料的ＴＳ基因型与ＴＷ基因型，高分辨率熔解曲线与
宁春４号相近的材料为ＴＳ基因型，与中麦８９５相近的材料为
ＴＷ基因型。结果显示，在２２３份材料中有９９份材料的熔解
曲线与宁春４号的熔解曲线相近，１２４份材料的熔解曲线与
中麦８９５的熔解曲线相近（具体材料未列表），由此得出供试
材料中ＴＳ基因型材料有９９份，ＴＷ基因型材料有１２４份（图
３），表明ＨＲＭ分析技术能够用于基因碱基缺失／插入等位变
异的高通量分子检测。

２．４　自然群体中ＴａＣＯ９－１Ａ基因型多态性检测
　　利用特异ＴＷＳ标记对２２３份供试小麦品种 ＴａＣＯ９－１Ａ
基因多态性进行检测，聚丙烯酰氨凝胶电泳结果显示，９９份
小麦带型与宁春４号的 ＴＳ型一致，１２４份小麦带型与中麦
８９５的ＴＷ型一致（图４）。该检测结果与 ＨＲＭ基因分型结
果完全相同，说明ＨＲＭ技术可以实现高通量分子检测。

２．５　Ｆ２代群体的ＴａＣＯ９－１Ａ基因型分析
利用 ＨＲＭ分析技术对扬麦１４／中麦８９５、扬麦１４／陕农

５６２个组合的Ｆ２代群体进行检测，得到与图３相似的基因分
型图。再利用传统的 ＰＡＧＥ技术进行 ＴａＣＯ９－１Ａ的遗传多
态性分析，ＰＡＧＥ结果显示３种带型：１种１９９ｂｐ的条带（ＴＳ
型）、１种１９３ｂｐ的条带（ＴＷ型）和既有１９９ｂｐ也有１９３ｂｐ
的条带（ＴＳ／Ｗ型）。１０３株群体Ⅰ中，２２株为 ＴＳ型，５０株为
ＴＳ／Ｗ型，３１株为ＴＷ型；２９７株群体Ⅱ中，６０株为 ＴＳ型，１５７
株为ＴＳ／Ｗ型，８０株为ＴＷ型（图５），分型结果与 ＨＲＭ分型
结果完全一致。且 Ｆ２代基因型 ＴＳ型 ∶ＴＳ／Ｗ型 ∶ＴＷ型 ＝
１∶２∶１的分离比例，表明利用该标记的２种方法都可以在
育种的分离群体中进行基因分型。

２．６　自然群体基因型与田间表型的相关性
根据苗期、抽穗期和开花期的生长发育情况综合判断小

麦品种冬春性。由表２可知，供试材料的抽穗期、开花期在
２０１５年及２０１６年整体差别不大。具有 ＴＳ型ＴａＣＯ９－１Ａ基
因的小麦品种抽穗期或开花期较早［（１４±２．１４）ｄ～（２３±
１．８６）ｄ］，而具有ＴＷ型ＴａＣＯ９－１Ａ基因的小麦品种抽穗期
或开花期较晚［（２２±２．４７）ｄ～（２９±２．８０）ｄ］，且 ＴＳ型品
种的平均抽穗期、开花期分别比 ＴＷ型品种提早８、６ｄ，该标
记与抽穗期及开花期显著关联（Ｐ＜０．０１）。

表２　部分小麦品种在不同年份的抽穗期和开花期

品种 基因型 冬春性
抽穗期（月－日） 开花期（月－日）
２０１５年 ２０１６年 ２０１５年 ２０１６年

宁春４ ＴＳ 春 ０４－１５ ０４－１２ ０４－２６ ０４－１９
洛麦２４ ＴＳ 春 ０４－１５ ０４－１３ ０４－２５ ０４－２１
天麦１９８ ＴＳ 春 ０４－１３ ０４－１１ ０４－２３ ０４－２２
国麦１０ ＴＳ 春 ０４－１３ ０４－１１ ０４－２４ ０４－１９
洛麦２３ ＴＳ 春 ０４－１６ ０４－１２ ０４－２４ ０４－２１
淮麦０５１５５ ＴＳ 春 ０４－１０ ０４－０９ ０４－２１ ０４－１８
兰考６７９ ＴＳ 春 ０４－１０ ０４－１０ ０４－１９ ０４－１９
淮麦３０ ＴＳ 春 ０４－１０ ０４－１０ ０４－２１ ０４－２０
武农１号 ＴＳ 春 ０４－１５ ０４－１４ ０４－２５ ０４－２３
武农９８８ ＴＳ 春 ０４－１５ ０４－１３ ０４－２４ ０４－２１
武农８号 ＴＳ 春 ０４－１６ ０４－１３ ０４－２５ ０４－２３
徐麦６号 ＴＳ 春 ０４－１０ ０４－０８ ０４－２３ ０４－２１
新麦２１１１ ＴＳ 春 ０４－１３ ０４－１１ ０４－２３ ０４－１９
宁春１３ ＴＳ 春 ０４－１５ ０４－１３ ０４－２５ ０４－２１
郑麦７６９８ ＴＷ 冬 ０４－２３ ０４－２１ ０４－２９ ０４－２７
中麦８９５ ＴＷ 冬 ０４－２１ ０４－１８ ０４－３０ ０４－２８
中麦８５６ ＴＷ 冬 ０４－２０ ０４－１８ ０４－２５ ０４－２５
双麦９９８ ＴＷ 冬 ０４－２０ ０４－１７ ０４－３０ ０４－２６
陕农５６ ＴＷ 冬 ０４－２５ ０４－２３ ０５－０２ ０４－３０
天麦９８９ ＴＷ 冬 ０４－２３ ０４－２２ ０４－３０ ０４－３０
中原１８ ＴＷ 冬 ０４－１９ ０４－１７ ０４－２５ ０４－２５
周麦２６ ＴＷ 冬 ０４－２１ ０４－１９ ０４－２６ ０４－２５
天麦２０９８ ＴＷ 冬 ０４－２３ ０４－２１ ０５－０２ ０４－２９
周麦２８ ＴＷ 冬 ０４－２５ ０４－２３ ０４－３０ ０４－２９
周麦３０ ＴＷ 冬 ０４－２１ ０４－２０ ０４－２７ ０４－２６
华成３３６６ ＴＷ 冬 ０４－２５ ０４－２３ ０４－３０ ０４－２８
农大１１０８ ＴＷ 冬 ０４－２１ ０４－２０ ０４－２７ ０４－２６
徐麦９０７４ ＴＷ 冬 ０４－２４ ０４－２２ ０５－０２ ０４－３０
九麦２号 ＴＷ 冬 ０４－２５ ０４－２３ ０４－３０ ０４－２８

２．７　Ｆ２代群体的基因型与Ｆ２∶３群体田间表型的相关性
对２个Ｆ２∶３群体的小麦材料抽穗期和开花期进行统计，

用ＳＰＳＳ软件分别对２个群体不同基因型的表型数据进行统
计分析，结果显示，２个群体中均检测到各基因型间抽穗期和
开花期的差异达到了极显著水平。可见 ＴａＣＯ９－１Ａ基因中
６ｂｐ碱基的插入／缺失突变会使小麦春冬性相关性状的日期
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显著提前。由ＴＷＳ标记判定的冬春性小麦品种与田间表现
及资料记载的基本一致，说明利用该分子标记检测的小麦的

冬春性具有较高的准确性。

３　讨论

　　ＨＲＭ分析是一种高度灵敏、快速扫描 ＰＣＲ扩增产物内
单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＮＰ）变
异的简单有效的方法［１２］，该技术已经成功应用于同源四倍体

植物苜蓿和马铃薯的 ＳＮＰ基因分型和多态性检测［１３－１４］。笔

者所在课题组前期利用ＨＲＭ技术进行ＴａＧＷ２－６Ａ基因“Ｔ”
插入突变的分子检测，准确区分籽粒大小基因型，并通过常规

的Ｓａｎｇｅｒ测序验证了该方法的可靠性［１５－１６］。本研究利用

ＨＲＭ分析技术将小麦材料的冬春性明确分型。可见，ＨＲＭ
是一种准确而高效的ＳＮＰ检测和基因分型技术，解决了小麦
基因位点单碱基突变和小片段插入／缺失高通量检测的难题，
为小麦分子标记辅助选择育种奠定了技术基础。

　　本研究同时利用 ＨＲＭ分析和特异的 ＳＳＲ标记的 ＰＡＧＥ
对２２３份不同小麦品种及 ２个杂交组合 Ｆ２代群体进行了
ＴａＣＯ９－１Ａ基因分型，分型结果一致，ＴＳ型材料９９份，ＴＷ型
材料１２４份。相比而言，ＨＲＭ操作简单，灵敏快速、结果直
观，是一种高通量的检测方法。

目前已报道的小麦春化基因主要有Ｖｒｎ－Ａ１、Ｖｒｎ－Ｂ１和
Ｖｒｎ－Ｄ１，且对冬春性作用大小依次为 Ｖｒｎ－Ａ１＞Ｖｒｎ－Ｂ１＞
Ｖｒｎ－Ｄ１［１７］，可根据这３种基因的不同显隐性组成来预测小
麦品种的冬春性［１８－１９］。但也有其他调控因子参与影响小麦

的冬春性［２０］。本研究结果表明，小麦光周期基因ＴａＣＯ９－１Ａ
明显影响小麦品种的抽穗期和开花期，针对该基因开发的标

记可用于小麦品种的冬春性鉴定。本研究开发的高分辨率熔

解曲线分析方法为高通量分子检测及标记辅助选择育种奠定

了技术基础。
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