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摘  要 为开展云南小麦(Triticum aestivum ssp yunnanense King)断穗、抗条锈病基因的分子辅助标记鉴定，选择其新鲜幼

嫩的无病斑叶为材料，研究了 PCR 反应体系中 Mg2+、dNTP、模板 DNA、引物和 Taq 酶的浓度对其断穗、抗条锈病 SSR

引物扩增结果的影响，构建起了适宜其断穗、抗条锈病基因分子标记的最佳 PCR 反应体系，该体系为 Mg2+ 1.8 mmol/L、

dNTP 0.25 mmol/L、模板 DNA 30 ng、引物 0.1 μmol/L、Taq DNA 聚合酶 1.5 U、再加 ddH2O 补至 25 μL。此反应体系有良好

的稳定性，将为开展云南小麦断穗和抗条锈病基因的 SSR 标记研究提供分子生物学基础。 
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Abstract In order to appraise the molecular marker of brittle rachis gene and resistance stripe rust gene, fresh, tender and healthy 

leaves were employed to investigate the effect of concentration of Mg2+, dNTP, template DNA, primer and the level of Taq-DNA 

polymerase on the brittle rachis and the result of increasing SSR primer of resistance stripe rust of Triticum aestivum ssp yunnanense 

King. The optimized SSR reaction system was established based on the following conditions: Mg2+ 1.8 mmol/L, dNTP 0.25 mmol/L, 

template DNA 30 ng, primer 0.1 μmmol/L, 1.5 U Taq-polymerase and ddH2O was added to make a final volume of 25 μL. This 

system can offer the foundation in molecular biology research of brittle rachis gene and resistance stripe rust gene in Triticum 

aestivum ssp yunnanense King due to its better stability. 

Keywords Triticum aestivum ssp yunnanense King; Brittle rachis; Resistance of stripe rust; SSR; Optimization of PCR reaction system 

研究背景 

云南小麦 (Triticum aestivum ssp yunnanense 

King, AABBDD, 2n=6x=42)，也俗称云南铁壳麦，

是中国西部特有的三种小麦种质资源之一。其显著

地有别于普通小麦种的特点不仅是包壳紧、不易脱

粒，因而抗穗上发芽和鸟害(曾学琦等, 1989, 云南

农业科技, (5): 3-6; 董玉琛等, 1981; 伍少云和奉有

壁, 2001)，而且还有成熟时小穗轴节片受外力影响

易下节位断裂的原始特性。这种断裂方式也称楔型

(陈庆富, 1999; 王志清和郑有良, 2004; Watanabe et 

al., 2005)断裂，是断穗发生在小穗与主穗轴连接点

的上方，断裂的小穗与自己的小穗轴相连。不过，

其断裂程度不及西藏半野生小麦的自然脱落(王志

清和郑有良, 2004; 邵启全等, 1980; 陆平, 2000, 西

藏农业科技, 22(2): 23-27)。虽然，自其在 1937 年被

金善宝教授发现并在 1959 年被确定为普通小麦种
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云南小麦亚种(董玉琛等, 1981)以来，国内有关研究

人员曾先后对其进行了分类(董玉琛等, 1981)、抗旱

性鉴定(伍少云和奉有壁, 2001)、抗条锈病鉴定(李

明菊, 2004; 李明菊和伍少云, 2005; 2006)、高分子

量谷蛋白亚基组成及遗传多样性(王海燕等, 2005; 

2007; 杨金华等, 2007)等研究，以及在研究定位西

藏半野生小麦的断穗基因时，将其与西藏半野生小

麦比较，得出了其控制断穗性状的基因与西藏半野

生小麦的等位(陈庆富, 1999; Chen et al., 1998)或不

同(陆平, 2000, 西藏农业科技, 22(2): 23-27)的结

论。然而，到目前为止，其控制断穗行为的基因所

在的染色体位置及其遗传机制仍没有统一的观点。

另外，也未见有关其抗病基因的定位研究报道，以

致因其在长期相对封闭的生产环境下种植，缺乏与

外界基因的交流而是否形成有抗病新基因等也都

不清楚。 

少数几个核苷酸经多次串联重复的 DNA 序列

(Tautz, 1989)，即称微卫星的简单重复序列(Simple 

sequence repeats, SSR)的分子标记，由于具有可重

复、稳定和多态性强，已成为了构建高度饱和的真

核生物的基因图谱的标准和理想分子标记，是进行

种质资源和品种遗传多样性分析、并确定其遗传关

系的重要分子技术手段(Beckmann and Soller, 1990; 

Katzir et al., 1996)。但由于这种微卫星或 SSR 标记

技术是基于 PCR 基础上建立起来的，因此 PCR 的

各种反应条件，如不恰当的模板 DNA、Taq 聚合酶、

dNTP 以及 Mg
2+的浓度和不适宜的退火温度等都会

导致获得的图谱产生弥散背景、扩增出的条带不清

晰或位置改变，甚至无扩增产物等，从而最终影响

对扩增产物的准确统计与分析(迪芬巴赫 C.W, 和

德维克斯勒 G.S., 1998)。所以，在利用 SSR 标记进

行各种研究和分析前，筛选出适合目标 DNA 扩增

的 PCR 反应条件是至关重要的。鉴于目前，国内外

还未见利用 SSR 分子标记开展云南小麦断穗或抗

病基因定位或标记研究的报道，我们旨在开展此项

探索研究之前，首先探讨影响 PCR 反应体系的各种

主要成分浓度或用量对云南小麦断穗和抗条锈病

SSR 引物扩增结果的影响，拟筛选出各种主要成分

的最佳用量或浓度量，建立适合云南小麦断穗和抗

条锈病基因分子标记的最佳 SSR-PCR 反应体系。 

1 结果与分析 

1.1 MgCl2浓度的筛选 

由于 Mg
2+是聚合酶—Taq DNA 的催化剂，因

此它的浓度高低将直接影响 dNTPs 与模板 DNA 竞

争结合的强弱、SSR 引物同模板 DNA 结合的效率

和特异扩增物的产生(林万明, 1993)。所以，合适的

Mg
2+浓度是获得清晰扩增条带的首选必须考虑和

优化的因素之一。 

采用 1.4 mmol/L、1.8 mmol/L、2.2 mmol/L 和

2.6 mmol/L 四种不同的 MgCl2 浓度进行了 PCR 扩

增实验。从图1可以看出，当Mg
2+浓度在 1.4 mmol/L

时，由于 Taq DNA 聚合酶未完全被激活，只产生了

很少的扩增产物，且出现了弥散现象。随着 Mg
2+

浓度的增加催化作用也随之逐渐增强，扩增出的产

物也增多，产物的浓度也增大，但当到达一定程度

时，扩增产物反而减少且不清晰。所以，我们认为

在 1.8 mmol/L~2.6 mmol/L 之间的 Mg
2+浓度是适

合云南小麦断穗与抗条锈 SSR 反应的浓度，且以

1.8 mmol/L 的浓度产生的条带多、清晰程度高。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 Mg2+浓度试验结果 

注: M: DL2000 marker, 1~4 泳道的Mg2+浓度分别为: 1.4 mmol/L, 

1.8 mmol/L, 2.2 mmol/L 和 2.6 mmol/L 

Figure 1 Result of Mg2+ concentration 

Note: M: DL2000 marker, 1~4 Mg2+ concentration: 1.4 mmol/L, 

1.8 mmol/L, 2.2 mmol/L and 2.6 mmol/L 

1.2 dNTP 浓度的筛选 

dNTP 的浓度过低，不仅会影响扩增产物的合

成效率，甚至会因 dNTP 过早消耗而使产物单链化，

影响扩增效果；过高则容易引起拖尾，甚至无扩增

产物。另外，无论是过高或是过低，都会使 Mg
2+

产生拮抗作用，特别是在过低时，这种拮抗作用更

为明显。因此，在建立 PCR 反应体系时首先应将

dNTP 的浓度确定在 20 μmol/L~200 μmol/L 之间(余

艳等, 2003)的范围内。 

本实验以 0.1 mmol/L、0.15 mmol/L、0.2 mmol/L、

0.25 mmol/L、0.3 mmol/L 和 0.35 mmol/L 六种不同

的 dNTP 浓度探讨了 PCR 的扩增(扩增效果如图 2)

效果。图 2 表明，在 0.1 mmol/L 的 dNTP 浓度时扩
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增出的产物很少，而在 0.2 mmol/L~0.3 mmol/L 时

出现的产物最多，并以 0.25 mmol/L 时的条带多而

清晰，在 0.35 mmol/L 时则又无扩增产物。因此，

我们认为 0.25 mmol/L 的 dNTP 浓度应是云南铁壳

麦 SSR 反应的最适浓度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 dNTP 浓度试验结果 

注: M: DL2000 marker, 1~6 泳道的 dNTP 浓度分别为 : 

0.1 mmol/L, 0.15 mmol/L, 0.2 mmol/L, 0.25 mmol/L, 0.3 mmol/L

和 0.35 mmol/L 

Figure 2 Result of dNTP concentration 

Note: M: DL2000 marker, 1~6 dNTP concentration: 0.1 mmol/L, 

0.15 mmol/L, 0.2 mmol/L, 0.25 mmol/L, 0.3 mmol/L and 

0.35 mmol/L 

1.3 引物浓度的筛选 

我们设计了 0.06 μmol/L、0.1 μmol/L、0.14 μmol/L

和 0.18 μmol/L 四种不同的引物浓度来检验 PCR

的扩增效果(扩增结果如图 3)。从扩增出的条带

多少和清晰度看，引物浓度在 0.06 μmol/L 以下

时产生的扩增物太少，甚至根本没有扩增物，在

0.1 μmol/L~0.18 μmol/L 之间时不但有较多的扩增

物，而且以 0.1 μmol/L 时的条带效果最好。因此， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 引物浓度试验结果 

注: M: DL2000 marker, 1~4 泳道的引物浓度分别为: 0.06 μmol/L, 

0.1 μmol/L, 0.14 μmol/L 和 0.18 μmol/L 

Figure 3 Result of Primer concentration 

Note: M: DL2000 marker, 1~4 Primer concentration: 0.06 μmol/L, 

0.1 μmol/L, 0.14 μmol/L and 0.18 μmol/L 

我们选用 0.1 μmol/L 的引物浓度作为云南铁壳麦

SSR 反应的最适浓度。 

1.4 模板 DNA 浓度的筛选 

实验中对 10 ng、20 ng、30 ng 和 40 ng 四种不

同的模板DNA浓度进行了PCR扩增检验(扩增结果

如图 4)。模板 DNA 浓度太低，则分子碰撞的几率

也越低，偶然性增大，扩增物也就不稳定；模板浓

度过高则会造成条带模糊，出现弥散现象。从图 4

看，30 ng 时扩增出的条带较其他浓度的都清晰。

因此，我们选用 30 ng 的模板 DNA 作为最适浓度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 DNA 浓度试验结果 

注: M: Ecol-λ T14 marker, 1~5 泳道的引物浓度分别为: 30 ng, 

40 ng, 40 ng, 20 ng 和 10 ng 

Figure 4 Result of Taq polymerase concentration 

Note: M: Ecol-λ T14 marker, 1~5 DNA concentration: 30 ng, 

40 ng, 40 ng, 20 ng and 10 ng 

 

1.5 Taq DNA 聚合酶浓度的筛选 

在 PCR 反应中，Taq 酶的用量也是影响实验结

果的一个重要因素。使用高浓度的 Taq 酶不但造成

浪费，而且很容易发生高错配率、产生非特异性扩

增物；过低则会导致产物的合成效率下降。在随机

扩增反应中，一般应将 Taq 酶的浓度控制在 0.5 U~5 

U 之间(余艳等, 2003)。 

我们通过对 0.5 U、1.0 U、1.5 U 和 2.0 U 四种

不同的 Taq DNA 聚合酶浓度的 PCR 扩增(扩增结果

如图 5)表明，Taq 酶浓度在 1.5 U 时扩增出的产物

多且较清晰，而低于 1.5 U 时扩增出的产物减少，

但高于 1.5 U 时又无扩增物出现。因此，为了既不

影响扩增物又避免过多的浪费，我们选用 1.5 U

的 Taq DNA 聚合酶作为云南铁壳麦 SSR 反应的最

适浓度。 

1.6 建立优化的 SSR 反应体系 

我们通过不同浓度的 Mg
2+、dNTP、引物、模 
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图 5 Taq DNA 聚合酶浓度试验结果 

注: M: DL2000 marker, 1~4 泳道的引物浓度分别为: 0.5 U, 

1.0 U, 1.5 U 和 2.0 U 

Figure 5 Result of Taq polymerase concentration 

Note: M: DL2000 marker, 1~4 Taq polymerase: 0.5 U, 1.0 U, 

1.5 U and 2.0 U 

 

板 DNA 和 Taq DNA 聚合酶对 PCR 扩增效果影响

的反复实验、比较分析和筛选优化，摸索出了一套

适于云南小麦断穗与抗条锈病 SSR 标记反应的最佳

PCR 反应体系，即在总体积 25 μL 的反应体系中，以

Mg
2+

 1.8 mmol/L、dNTP 0.25 mmol/L、引物 0.1 μmol/L、

模板 DNA 30 ng 和 Taq DNA 1.5 U 为最佳浓度或用

量。其扩增程序为：94℃预变性 3 min，44 个循环

按照 94℃变性 1 min、复性 1 min、72℃延伸 2 min

进行，最后 72℃延伸 10 min。扩增结束后，采用

2%的琼脂糖凝胶进行电泳，以确定利用该体系进行

云南小麦抗条锈病和断穗基因的 SSR 反应是否能

达到理想的扩增效果。为此，我们用与抗条锈病基

因连锁的 SSR 引物 Xgwm582 和与断穗基因连锁的

Xgwm161，分别对 37 份云南小麦和山羊草、野生

一粒和乌拉尔图小麦等共 47 份不同的实验材料进

行了扩增效果检验。扩增结果表明，在该体系下两

对引物都分别在 47 份材料中扩增出了清晰、强弱

明显的 DNA 条带(图 6 和图 7)，这说明利用该体系

开展云南小麦抗条锈病和断穗基因的 SSR 标记研

究是合适的和有效的。 

2 讨论 

SSR 标记虽然作为遗传多样性、物种起源、品

种指纹图谱构建或个体识别和遗传辅助育种等研

究的工具或技术手段已是公认的和理想的，但是如

果在 PCR 反应体系中使用了不适宜的 Taq 聚合酶、

Mg
2+、dNTP、模板 DNA 和引物等成分的浓度或用

量会使扩增物放大或缩小对它们的敏感性和特异

性。就这些成分的单独影响而言，Mg
2+浓度与 Taq

聚合酶活性有关，它在过低时会显著降低后者的活

力，反之则又会使非特异产物增多，以致无法鉴别 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6 抗病引物 Xgwm582 在 47 份小麦材料中的 PCR 扩增 

注: 上排 1~23 和下排 1~24 泳道模板 DNA 为 47 个不同小麦材料的基因组 DNA; M: DL2000 marker 

Figure 6 PCR amplification by resistance stripe rusl primer Xgwm582 among 47 wheat accessions 

Note: Upper 1~23 and lower 1~24 is 47 wheat accessions DNA; M: DL2000 marker 
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图 7 断穗引物 Xgwm161 在在 47 份小麦材料中的 PCR 扩增 

注: 上排 1~23 和下排 1~24 泳道模板 DNA 为 47 个不同小麦材料的基因组 DNA; M: DL2000 marker 

Figure 7 PCR amplification by brittle rachis primer Xgwm161 among 47 wheat accessions 

Note: Upper 1~23 and lower 1~24 is 47 wheat accessions DNA; M: DL2000 marker 

 

真正的目的产物；dNTP 不仅是反应体系中的重要

物质，而且它在浓度过低时会使 PCR 扩增效率降

低，反过来，它又将同 Taq 聚合酶抢夺 Mg
2+，使

Mg
2+浓度降低，从而弱化 Taq 酶活性，并使扩增量

显著减少；在反应体系中保证有足够、特异性显著

且浓度适当的引物量也是利用这项工具或手段必

须要考虑的因素之一，过高的引物浓度不但会增加

非特异性扩增物的数量，而且还会使它自己形成二

聚体；而过高的模板 DNA 和 Taq 聚合酶的浓度也

会导致 PCR 反应中非特异性扩增物的增加，相反，

则使目的产物减少(Sato et al., 2005)。除此外，这些

成分之间的相互作用，如 dNTP 同 Taq 聚合酶、以

及与模板 DNA 抢夺 Mg
2+等，也都对最终获得的扩

增物数量和质量有较大影响。因此，在利用 SSR 标

记这项手段开展相关的研究之前，针对要具体研究

的目标首先构建起适合对象的反应体系是利用这

项工具的基本条件。 

我们通过对上述这些影响 PCR 扩增效果的成

分的浓度或用量进行反复试验与优化，建立起了一

套适用于云南小麦 SSR 分子标记研究的最佳反应

体系。该体系不仅扩增出了清晰、强弱明显的谱带，

而且可重复性也非常好。这将为从 DNA 分子水平

上研究云南小麦的起源演化、系统分类、品种鉴别

或抗病性基因发掘等提供分子生物学基础。 

3 材料和方法 

3.1 植物材料与试剂 

本实验所用的 37 份云南小麦及对照小麦品种

中国春来源于云南省作物种质中期保存库，陕西节

节麦、中东山羊草、野生一粒小麦、乌拉尔图小麦、

栽培一粒小麦、野生二粒小麦、东方小麦、波兰小

麦和波斯小麦等 9 份材料来源于中国农业科学院作

物科学研究所。这些材料的新鲜、无病斑幼嫩叶全

部采自本所试验地。本实验所用的 SSR 引物由上海

捷瑞生物工程有限公司合成，10 X buffer (含镁离子

浓度 18 mmol/L)，dNTP 和 TaqDNA 聚合酶则购自

TaKaRa。 

3.2 DNA 的提取方法 

我们采用改良的 CTAB 提取法(夏铭等, 1999; 

柴建芳等, 2006)提取了所有参试材料的全基因组

DNA。具体的提取过程为：称取 1 g 左右的参试材

料的新鲜叶片，用液氮将其研磨成粉末状，装入 1.5 mL

的 Eppendorf 管中，再加入 CTAB 提取液(含 2%的

CTAB, 100 mmol/L 的 TrisHCl (Ph 8.0), 20 mmol/L
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的 EDTA (pH 8.0), 1.4 mol/L 的 NaCl 和 2%的 ß-巯

基乙醇)充分混匀，放进 65℃的水浴中保温 1 h。随

后，用 12 000 rpm 的离心机分离 10 min，将上清液

吸至另一离心管中，加入 1/2 体积的氯仿/异戊醇

(24:1)，轻缓颠倒混匀，用 12 000 rpm 的离心机再

离心 5 min，重新将上清液转至另一离心管，并以

满足抽提两管的量为准。然后，在抽提形成的每一

管中加入 1/10 体积的 7.5 mol/L 醋酸铵和等体积

的冰乙醇(100%)，混匀，放在-20℃的冰箱中处理

30 min 或室温下过夜。取出，用 12 000 rpm 的离心

机再离心 15 min，获得沉淀的 DNA，用 70%乙醇

将该 DNA 清洗 2 次，风干沉淀。再加入 TE 缓冲液

(含 10 ng/μL RNaseA)将其溶解后，放入 37℃的水

浴中热处理 30 min，取出，以岛津 UV-120-02 型

紫外分光光度计测定其在 260 nm 和 280 nm 的吸光

光度值，以确定其浓度和纯度，并最终将其稀释为

10 ng/μg 的样品，在低温下留存备用。 

3.3 PCR 分析方法 

按表 1 设计的各成分浓度方案，在反应体系为

25 μL 的条件下，采用 T-Gradiant (Biometra, 德

国)PCR 仪对 DNA 进行扩增。其扩增条件是 94℃预

变性 3 min，44 个循环按照 94℃变性 1 min、50℃

复性 1 min、72℃延伸 2 min 进行，最后 72℃再延

伸 10 min，放在 4℃下的低温条件保存。扩增结束

后，采用 8 μL 的电泳样量、核酸染色、2%的琼脂

糖凝胶成电泳，随后在紫外透射仪下检测扩增出的

产物结果，照相保存并做记录。

 

表 1 用于优化 SSR 反应体系的影响因子 

Table 1 The influencing factors used in optimizing SSR amplification system 

影响因子   浓度   

Factors   Concentration   

 A B C D E 

Mg2+ (mmol/L)a 1.4, 1.8, 2.2, 2.6 1.8 1.8 1.8 1.8 

dNTP (mmol/L)a 0.2 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.35 0.25 0.25 0.25 

引物 (μmol/L) 0.1 0.1 0.06, 0.1, 0.14, 0.18 0.14 0.14 

Primer (μmol/L)a, b      

DNA (ng/μL)a, c 20 20 20 10, 20, 30, 40 30 

Taq 酶(U) 1 1 1 1 0.5, 1, 1.5, 2 

Taq DNA polymerase dosage (U)a      

注: a: 母液浓度: 引物为 10 μmol/L, 10×buffer (含镁离子浓度 18 mmol/L), dNTP 浓度为 2.5 mmol/L, 模板 DNA为 10 ng/μL; 

b: 引物序列 : 断穗引物 Xgwm161 (前引物序列 (5' to 3'), GATCGAGTGATGGCAGATGG; 后引物序列 (5' to 3'), 

TGTGAATTACTTGGACGTGG; 退火温度 60℃); 抗病引物 Xgwm582 (前引物序列(5' to 3'), AAGCACTACGAAAATATGAC; 

后引物序列(5' to 3'), TCTTAAGGGGTGTTATCATA; 退火温度 50℃); c: 模板 DNA: 来自龙陵顶芒大河头小麦(保存编号: 

云0005, XM0912); A: 这个反应体系下Mg2+浓度的设了四个浓度梯度的实验; B: 这个反应体系下dNTP浓度的设了六个浓度

梯度的实验; C: 表示这个反应体系下引物浓度的设了四个浓度梯度的实验; D: 表示这个反应体系下DNA浓度的设了四个浓

度梯度的实验; E: 表示这个反应体系下 Taq 酶浓度的设了四个浓度梯度的实验 

Note: a: Liquor concentration: primer 10 μmol/L, 10×buffer (Mg2+ concentration 18 mmol/L), dNTP concentration 2.5 mmol/L 

and template DNA concentration 10 ng/μL; b: Primer sequence: Left (5' to 3') of Xgwm161 brittle rachis primer is 

GATCGAGTGATGGCAGATGG and Right (5' to 3') is TGTGAATTACTTGGACGTGG (Tm is 60℃); left of Xgwm582 of 

resistance stripe rust primer is AAGCACTACGAAAATATGAC and Right is TCTTAAGGGGTGTTATCATA (Tm is 50℃); 

c: Template DNA: Long Lin Ding Mang Da He Tou Wheat (Preservation No: Yun0005, XM0912); A:The experimant of four Mg2+ 

concentration gradients in the SSR amplification system; B: The experimant of six dNTP concentration gradients in the SSR 

amplification system; C: The experimant of four Primer concentration gradients in the SSR amplification system; D: The experimant 

of four DNA concentration gradients in the SSR amplification system; E: The experimant of four Taq DNA polymerase dosage 

concentration gradients in the SSR amplification system 
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