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摘 要:黑麦(SecalecerealeL.)基因资源在小麦(TriticumaestivumL.)品种改良方面具有很大的利用

潜力。建立一种高效鉴定小麦背景中黑麦染色体的细胞学标记方法,有利于黑麦优良基因/遗传物质的追溯

和高效利用。本研究利用核仁组织区(NOR)核糖体DNA(rDNA)串联重复序列,开发了一种新的寡核苷酸

探针Oligo-1RNOR。非变性荧光原位杂交(ND-FISH)试验表明,该探针可专 化 性 识 别 黑 麦1R染 色 体 的

NOR区域,并产生强于Oligo-5BL.46的信号。同时,为了提高外源遗传物质细胞学鉴定的效率,建立了一种

快速、简便制备小麦间期细胞的方法。利用基于 Oligo-1RNOR、Oligo-pSc200和 Oligo-pSc250探针的 ND-

FISH对制备的间期细胞滴片进行分析,结果与中期染色体细胞滴片的FISH结果相同,均能够清楚地判定材

料中是否含有黑麦染色体。该方法无需制备中期染色体,叶片和根尖均可用于制备间期细胞,避免了常规细

胞学根尖组织制片的预处理和固定程序,为检测小麦背景中的黑麦遗传物质或小麦-黑麦易位染色体提供了

更方便的技术手段。本研究建立的方法不足之处在于,要求小麦背景中的黑麦片段必须含有高拷贝数的串联

重复序列。
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MaterialsofRyeinWheatBackground

ZHANGWei,XIONGZiying,DUANYanling,LUOTao,

LUOJie,TANGZongxiang,FUShulan
(CollegeofAgronomy,SichuanAgriculturalUniversity/ProvincialKeyLaboratoryforPlantGenetics

andBreeding,SichuanAgriculturalUniversity,Chengdu,Sichuan611130,China)

Abstract:Genesfromrye(SecalecerealeL.)havegreatpotentialinimprovementofwheat(Triticum
aestivum L.)cultivars.Anefficientmethodbasedoncytologicalmarkerforidentifyingryechromo-
somesinwheatbackgroundisbeneficialtotraceandutilizetheelitegenesofrye.RibosomalDNA
tandemrepeatsinnucleolarorganizerregion(NOR)wereusedtodevelopanewoligonucleotide(oligo)

probeOligo-1RNOR.Non-denaturingfluorescenceinsituhybridization(ND-FISH)analysisindicated
thatthisprobecanspecificallyidentifytheNORofrye1Rchromosome,anditssignalwasstronger
thanthatofOligo-5BL.46.Meanwhile,inordertoimprovetheefficiencyofidentifyingalienchroma-
tinsinwheat,arapidandsimplemethodforthepreparationofwheatinterphasecellswasestab-
lished.ND-FISHusingOligo-1RNOR,Oligo-pSc200andOligo-pSc250asprobeswasusedtoanalyze
interphaseandmetaphasecells,andryechromosomesinbothofthetwokindsofcellscanbeclearly
distinguished.Inthismethod,bothleavesandrootscanbeusedtoprepareinterphasecells;The



preparationofmetaphasecellsisnotnecessary,andtheproceduresofpreprocessingandfixationof
roottiptissuearealsoomitted.Itprovidesamoreconvenienttechniqueforthedetectionofryechro-
matinsorwheat-ryetranslocationchromosomesinwheatbackground.Thelimitationofthemethodin
thisstudyisthatonlytheryesegmentscontainingtandemrepeatswithahighcopynumbercanbede-
tectedinwheatbackground.
Keywords:Wheat;Rye;Translocationchromosome;Oligoprobe

  黑麦(SecalecerealeL.)是小麦(Triticum
aestivum L.)品种改良的重要基因源。小麦-黑
麦1BL·1RS易位染色体在小麦育种中已得到了

广泛的应用。虽然1RS染色体上的白粉病和条

锈病抗性基因已经丧失抗性,但许多小麦品种仍

含有1BL·1RS易位染色体[1-2]。除黑麦1RS染

色体臂外,其他黑麦染色体也含有可用于小麦品

种改良的基因,如黑麦4R、5R和6R染色体含有

白粉病和条锈病抗性基因[3-7],黑麦7RL染色体

含有条锈病、白粉病和赤霉病抗性基因[8]。培育

遗传稳定且农艺性状优良的小麦-黑麦易位系,将
含有有利的外缘染色体或外缘染色体片段引入到

新的小麦背景中,可培育新的小麦品种。如将洛

夫林10的小麦-黑麦1BL·1RS易位染色体转移

到不同的小麦背景中,育成了一系列优良的小麦

品种[9]。对小麦背景中黑麦染色体的鉴定是有效

利用黑麦优异基因的前提。目前鉴定小麦背景中

黑麦染色体的常用方法主要包括基因组原位杂交

(genomicinsituhybridization,GISH)、荧光原位

杂交(fluorescenceinsituhybridization,FISH)和
特异分子标记。将GISH、FISH和黑麦染色体特

异分子标记相结合,能有效鉴定新创制的小麦-黑
麦1BL·1RS易位系以及小麦-黑麦附加系中的

黑麦染色体[10-12]。此外,基于寡核苷酸探针的非

变性荧光原位杂交(ND-FISH)也用于鉴定小麦

中的黑麦染色体[4,13]。这些方法都各有优缺点,
都存在进一步改进的余地。为了提高小麦-黑麦

易位染色体在小麦育种中的应用效率,本研究建

立了一种快速、简便检测小麦-黑麦易位染色体的

方法。

1 材料与方法

1.1 供试材料

川农17(含有小麦-黑麦1BL·1RS易位染色

体[14])、小麦-黑麦5RSKu·5BL易位系237-2 [7]

和7BS·7BL-4RLKu 易位系17T159-45[15]、小麦-
黑麦 6DL/6RLKumi119 小 片 段 易 位 系 19T188-

11[4],用于开展小麦背景中的黑麦1RS染色体和

其他黑麦染色体片段的检测验证。此外,4个黑

麦材料[Kustro(PI392065),Petkus(PI428373),
荆州黑麦,山地黑麦 D-1064(PI401404)]、大麦

MoreX、簇毛麦H85-630(PI598390)以及普通小

麦中国春用于验证新开发的探针对1RS染色体

的特异性。黑麦 Kustro、黑麦Petkus、山地黑麦

D-1064和簇毛麦 H85-630由美国种质资源库

(GRIN)提供,大麦 MoreX由电子科技大学杨足

君教授提供,荆州黑麦、川农17、中国春以及供试

不同易位系均由本实验室保存。

1.2 黑麦1RS染色体特异性寡核苷酸探针的开发

因为黑麦染色体中仅1RS染色体含有核仁

组织区(NOR),为了开发既能区分黑麦1RS染

色体与其他染色体,又能区分黑麦1RS染色体与

小麦染色体的探针,以pTa71载体(包含小麦rD-
NA)中 A 重 复 序 列 家 族 的135bp重 复 单 元

(GenBank登录号X07841.1)[16]为输入序列,利
用 WheatOmics1.0(http://202.194.139.32/)
中的Blast工具,与黑麦Lo7的1R染色体全序

列[17]进行比对。从比对到的序列中截取一段序

列作为寡核苷酸探针,再将该探针与小麦基因组

序列(ChineseSpringRefseqv2.1)和黑麦基因组

序列[rye(cv.Lo7)]进行比对,初步判断所选探

针的特异性。

1.3 中期染色体的制备

将小麦种子置于铺有潮湿滤纸的培养皿中,
待根长至1~2cm时,按照 Han等[18]的方法制

备根尖中期染色体。

1.4 间期细胞的制备

小麦发芽后,待根长至2cm 或叶片长至4
cm时,剪取1~2条5mm左右的根尖和5mm
左右的叶片,分别放入0.5mL离心管中,加入

100μL70%的乙醇,用G50电动组织研磨器(上
海生工生物工程股份有限公司)或直径为0.35
mm的自制铁质研磨棒在室温条件下将根尖或叶

片研磨20~30s,丢弃粗大的残渣,在室温条件下
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4000~5000rpm离心30s,弃上清,向沉淀中加

入10~20μL100%的冰醋酸,涡旋后用微量移液

器取10~12μL悬液滴到载玻片上,待冰醋酸挥

发完毕,根尖或叶片间期细胞制备完成。

1.5 非变性荧光原位杂交(ND-FISH)分析

ND-FISH分析参照Fu等 [19]描述的方法进

行,使用的寡核苷酸探针包括 Oligo-pSc119.2-
1[20]、Oligo-5BL.46[15]、Oligo-pSc200[19]、Oligo-
pSc250[19]、Oligo-Ku[21]、Oligo-pTa71A-2[21]以及

本研究新开发的1RS染色体特异性寡核苷酸探

针Oligo-1RNOR。

2 结果与分析

2.1 获得的1RS染色体寡核苷酸探针的分析

序列比对发现,小麦pTa71载体中135bp重

复单元中5~135bp区段与1R染色体136330

476~136330606bp区段的相似度达76%。其

中136330507~136330535bp区段与135bp
重复单元序列的差异最大,因此选用该区段作为

寡核苷酸探针序列。该区段序列为 TTGCCG-
GACGCCCGTTTCTAAAGGAACTG,命 名 为

Oligo-1RNOR。该序列与小麦基因组序列比对

发现,其2~17bp区段只与小麦7D染色体的

623249940~623251131bp区段和623249081
~623251131bp区段相似度达100%。与黑麦

Lo7基因组序列比对发现,该序列与黑麦1R染

色体的17个区段相似度达85%~100%,与未知

染色体的30个区段相似度达90%~93%,与

2R、3R、4R和5R染色体的2、3、12和5个区段相

似度 分 别 达85%~93%。这 初 步 表 明 Oligo-
1RNOR探针具较强的1R染色体特异性,可以用

作细胞学鉴定。

  A、B和C为川农17同一细胞;D和E为黑麦Kustro同一细胞;F和G为荆州黑麦同一细胞;H和I为黑麦Petkus同一细胞;J和K
为山地黑麦D-1064同一细胞。A、B和C中三角形指示6B染色体,箭头指示1BL·1RS易位染色体;D~K中箭头指示1R染色体。染

色体用DAPI染色(蓝色)。比例尺=10μm。图2~4同。

A,BandCarethesamecellofChuannong17;DandEarethesamecellofryeKustro;FandGarethesamecellofJingzhourye;

HandIarethesamecellofryePetkus;JandKarethesamecellofShandiryeD-1064.InA,BandC,trianglesindicate6Bchromo-

some,andarrowsindicate1BL·1RStranslocationchromosome.ArrowsinD-Kindicate1Rchromosome.Chromosomeswerecounter-

stainedwithDAPI(blue).Scalebar=10μm.Thesameinfigures2-4.

图1 川农17及4个黑麦材料根尖中期染色体的ND-FISH分析

Fig.1 ND-FISHanalysisofroot-tipmetaphasechromosomesofChuannong17andfourryematerials
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2.2 Oligo-1RNOR探针的1RS染色体特异性和

可靠性

鉴于小麦品种川农17已被证实含有1BL·

1RS易位染色体[14],且1BL·1RS易位染色体可

以根 据 Oligo-pSc119.2-1 的 信 号 模 式 进 行 鉴

定[2],因此本研究利用探针 Oligo-1RNOR、Oli-
go-pSc119.2-1和Oligo-pTa71A-2对小麦品种川

农17、4个黑麦材料(Kustro、Petkus、荆州黑麦和

山地黑麦D-1064)、中国春、簇毛麦H85-630和大

麦 MoreX的根尖中期染色体进行 ND-FISH 分

析。结果表明,在川农17中,仅1对染色体短臂

可观察到Oligo-1RNOR信号(图1C)。根据Oli-
go-pSc119.2-1的信号模式(图1A),确定这对染

色体为1BL·1RS易位染色体。Oligo-1RNOR
信号与Oligo-pTa71A-2信号位置相同(图1B和

1C),因Oligo-pTa71A-2在小麦、黑麦、簇毛麦和

大麦的NOR区域产生信号[15],所以确定 Oligo-
1RNOR信号位于1R染色体的NOR区域,且该

探针也仅在4个黑麦材料1R染色体的 NOR区

域产生信号(图1D-1K),而在中国春、簇毛麦和大

麦的染色体上没有观察到该探针的信号(图2B、

2D和2F)。由此可见,探针 Oligo-1RNOR具有

1R染色体特异性。此外,与已报道的1RS染色

体NOR区域特异的寡核苷酸探针Oligo-5BL.46
相比[15],Oligo-1RNOR探针的信号更强、更清晰

(图2G和2H)。

  A和B为中国春同一个细胞,箭头指示1B和6B染色体;C和D为簇毛麦 H85-630同一个细胞,箭头指示1V染色体;E和F为大

麦 MoreX同一个细胞,箭头指示5H和6H染色体;G和 H为川农17同一个细胞,箭头指示1BL·1RS易位染色体。

AandBarethesamecellofChineseSpring,arrowsindicate1Band6Bchromosomes;CandDarethesamecellofDasypyrumvil-

losum H85-630,arrowsindicate1Vchromosome;EandFarethesamecellofbarleyMoreX,arrowsindicate5Hand6Hchromosomes;

GandHarethesamecellofChuannong17,arrowsindicate1BL·1RStranslocationchromosome.

图2 中国春、簇毛麦、大麦和川农17根尖中期染色体的ND-FISH分析

Fig.2 ND-FISHanalysisofroot-tipmetaphasechromosomesofChineseSpring,

Dasypyrumvillosum,barleyandChuannong17

2.3 利用间期细胞和寡核苷酸探针快速检测小

麦-黑麦易位染色体的效果

为了证实本研究建立的黑麦遗传物质快速鉴

定方法的可靠性和稳定性,利用制备的川农17以

及易位系237-2(5RSKu·5BL)、17T159-45(7BS·

7BL-4RLKu)和19T188-11(6DL/6RLKumi119)的根尖

中期细胞,对小麦背景中的黑麦1RS染色体臂和

其他染色体片段进行检测验证,发现除川农17
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外,易位系237-2、17T159-45和19T188-11的根

尖中期细胞中分别含有5RSKu·5BL、7BS·7BL-
4RLKu 和6DL/6RLKumi119 易位染色体(图3)。随

后,用黑麦特异寡核苷酸探针 Oligo-pSc200、Oli-
go-pSc250、Oligo-5BL.46和 Oligo-1RNOR对这

些材料的根尖和叶片间期细胞进行ND-FISH分

析,发现在易位系237-2、17T159-45的根尖和叶

片间期细胞中均可观察到清晰的 Oligo-pSc200
探针信号(图4A-4D);在易位系19T188-11的根

尖和叶 片 间 期 细 胞 中 可 观 察 到 清 晰 的 Oligo-
pSc250信号(图4E和4F);在川农17的根尖和

叶片间期细胞核上都能产生两个清晰的 Oligo-
1RNOR探针信号,但未观察到Oligo-5BL.46探

针的 信 号(图4G-4J)。这 些 结 果 表 明,Oligo-
1RNOR可用于快速检测小麦背景中的1BL·

1RS易位染色体,寡核苷酸探针Oligo-pSc200和

Oligo-pSc250能快速简便地鉴定其他小麦-黑麦

易位染色体。

  A为易位系237-2,箭头指示5RSKu·5BL易位染色体;B为易位系17T159-45,箭头指示7BS·7BL-4RLKu易位染色体;C和D为易

位系19T188-11同一细胞,箭头指示6DL/6RLKumi119 易位染色体。

Aisthecelloftranslocationline237-2,arrowsindicate5RSKu·5BLtranslocationchromosome;Bisthecelloftranslocationline

17T159-45,arrowsindicate7BS·7BL-4RLKutranslocationchromosome;CandDarethesamecelloftranslocationline19T188-11,ar-

rowsindicate6DL/6RLKumi119translocationchromosome.

图3 小麦-黑麦易位系237-2、17T159-45和19T188-11根尖中期染色体的ND-FISH分析

Fig.3 ND-FISHanalysisofroot-tipmetaphasechromosomesofwheat-rye
translocationlines237-2,17T159-45and19T188-11

3 讨 论

3.1 制备间期细胞与ND-FISH技术相结合检测

小麦-黑麦易位染色体的优势

小麦-黑麦1BL·1RS易位染色体可提高小

麦产量,在小麦育种中起着不可替代的作用。一

直以来,黑麦染色体特异分子标记和FISH 技术

常被用来鉴定小麦背景中的黑麦染色体[22-26]。但

这两种方法费时费力且繁琐,不适合大规模鉴

定[26]。而本研究建立的方法则省去了分子标记

和FISH技术的繁琐过程。随着黑麦染色体或染

色体片段特异探针的不断开发,利用本研究建立
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  A、C和E分别为易位系237-2、17T159-45和19T188-11的根尖间期细胞;B、D和F分别为易位系237-2、17T159-45和19T188-11
的叶片间期细胞;G和 H为川农17根尖同一间期细胞;I和J为川农17叶片同一间期细胞。237-2(A、B)和17T159-45(C、D)中的Oli-

go-pSc200信号分别表示5RSKu·5BL和7BS·7BL-4RLKu 易位染色体;Oligo-pSc250和 Oligo-1RNOR信号分别表示6DL/6RLKumi119

和1BL·1RS易位染色体。H和J中没有Oligo-5BL.46信号。

A,C,andEareinterphasecellsderivedfromrootsoftranslocationlines237-2,17T159-45and19T188-11,respectively;B,Dand

Fareinterphasecellsderivedfromleavesoftranslocationlines237-2,17T159-45and19T188-11,respectively;GandHarethesamein-

terphasecellsderivedfromrootsofChuannong17;IandJarethesameinterphasecellsderivedfromleavesofChuannong17.Thesig-

nalsofOligo-pSc200in237-2(A,B)and17T159-45(C,D)indicate5RSKu·5BLand7BS·7BL-4RLKutranslocationchromosomes,re-

spectively,andsignalsofOligo-pSc250andOligo-1RNORindicate6DL/6RLKumi119and1BL·1RStranslocationchromosomes,respec-

tively.NosignalofOligo-5BL.46wasobservedinHandJ.

图4 小麦-黑麦易位系237-2、17T159-45、19T188-11和川农17根尖和叶片间期细胞的ND-FISH分析

Fig.4 ND-FISHanalysisofinterphasecellsfromrootandleavesofwheat-ryetranslocation
lines237-2,17T159-45,19T188-11andChuannong17

的方法能快速方便地鉴定出小麦背景中所含的黑

麦染 色 体 或 染 色 体 片 段。此 外,不 管 是 常 规

FISH技术还是ND-FISH技术,只有根尖才适合

制备中期染色体[19]。本研究建立的方法优势在

于:快速制备的间期细胞可用于ND-FISH分析,
并且根尖和幼嫩叶片都可用来制备间期细胞,在
取材方面更具灵活性,克服了取材方面的局限性。

3.2 本研究建立的方法局限性

与分子标记鉴定和FISH 技术相比,本研究

建立的方法缺陷在于:(1)不能确定黑麦染色体在

小麦背景中是否发生了易位。这也是分子标记鉴

定方法的缺陷。(2)要求小麦背景中的黑麦染色

体带有黑麦特异的、拷贝数较高的重复序列,这样

探针产生的信号强,便于检测。如本研究中寡核

苷酸探针 Oligo-5BL.46也具有黑麦1R染色体

NOR区域特异性[15],但其信号弱,意味着该探针

对应的重复序列拷贝数低,因而在川农17根和叶

片间期细胞内未观察到该探针信号。因此,只有

能够 产 生 强 信 号 的 寡 核 苷 酸 探 针,如 Oligo-
1RNOR、Oligo-pSc200和 Oligo-pSc250等,才适

用于本研究建立的方法。尽管如此,本研究建立

的方法仍然可以用来解决实际问题。比如,可以

快速判定小麦-黑麦杂交后代中,哪些植株含有黑

麦染色体以及含有哪条黑麦染色体。其次,对于

许多已经明确了含有小麦-黑麦易位染色体的易

位系,在对其杂交后代进行鉴定时,采用本研究建

立的方法就能方便快速地判定哪些后代植株中含

有小麦-黑麦易位染色体。随着黑麦参考基因组

序列的公布,会有更多黑麦染色体特异的、具有高

拷贝数的串联重复序列被发现,这也将弥补本研

究建立的方法中可用探针较少的缺陷。

4 结 论

寡核苷酸探针 Oligo-1RNOR具有黑麦1R
染色体NOR区域特异性,可用于检测小麦背景

下的黑麦1RS染色体臂和小麦-黑麦1BL·1RS
易位染色体。本研究建立的间期细胞制备方法,
与寡核苷酸探针和 ND-FISH 技术相结合,能高

效鉴定小麦背景中的黑麦染色体和小麦-黑麦易

位染色体,克服了现有FISH 技术中取材和制备

根尖中期染色体的局限性,提高了小麦-黑麦易位

染色体在小麦背景下的检测效率。
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