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　　[摘　要 ]　利用荧光原位杂交和染色体C2分带技术,对普通小麦2华山新麦草的异附加系进行了研究。荧光原
位杂交结果显示:异附加系H 90152172129, H 901721421625都附加有 2条华山新麦草的染色体。对这 2个材料和华

山新麦草进行染色体C2分带带型比较,初步推断, H 90152172129附加的是N h
5 染色体, H 901721421625附加的是N h

6

染色体。
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　　华山新麦草 (P sa thy rostachy s huashan ica , 2n=

14, NN )是禾本科小麦族大麦亚族新麦草属的一种

多年生异花授粉植物,是分布在秦岭山脉华山段的

一个中国特有种,具有抗寒、抗旱、耐瘠薄、早熟、优

质、矮杆、抗病等特点[1 ]。井金学等[2 ]、王美南等[3 ]、

万永芳等[4 ]对华山新麦草进行了抗条锈病、全蚀病

和赤霉病的研究,结果表明华山新麦草高抗小麦条

锈病和全蚀病,中抗赤霉病。自 1988年开展普通小

麦与华山新麦草的杂交以来,先后有陈漱阳等[1 ]、孙

根楼等[5 ]获得了成功。陈漱阳等[6 ]利用华山新麦草

与普通小麦杂交和回交,获得了一系列异附加系,并

对这些异附加系进行了细胞遗传学研究。

荧光原位杂交 ( F luo rescence In S itu H y2
b rid iza t ion, F ISH )是根据核酸分子碱基互补配对原

则,将经荧光染料标记的外源核酸探针与染色体制

片上的特异染色体进行杂交,并对杂交信号进行放

大,通过荧光检测系统 (荧光显微镜)进行检测,以确

定某物种的异源染色体或其片段。目前,荧光原位杂

交技术已广泛应用于染色体定位,染色体结构分析,

染色体物理图谱构建,外源染色体检测,物种进化及

亲缘关系鉴定等研究领域[7～ 9 ]。染色体C2分带 (C2
banding)可显示组成型异染色质在染色体上的分布

和结构变异,能较有效的识别小麦中的异源染色体

或染色体片段[10, 11 ]。这 2种方法结合可以准确可靠

的检测植物远缘杂种中的异源染色质。自 J iang 和

Gill[12 ]首次用染色体分带2分子原位杂交技术检测
小麦2黑麦易位系中的外源染色体片段以来,钟少斌

等[9 ]、刘文轩等[13 ]和张相岐等[14 ]用该方法分别鉴定

了普通小麦中的簇毛麦、大赖草和黑麦染色质。周荣

华等[15 ]用基因组原位杂交技术 (G ISH )检测了普通

小麦中的新麦草 (P sa. juncea )染色质。本研究用

F ISH 和C2分带技术鉴定了普通小麦中的华山新麦
草染色体。现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　试验材料有华山新麦草 ( P sa thy rostachg s

huashan ica ) , 普通小麦 (T riticum aestivum )品种中

国春,普通小麦与华山新麦草杂交、回交后选育的异

附加系 H 90152172129 和 H 901721421625, 均来自本

课题组。

1. 2　方　法

1. 2. 1　染色体制片　取发芽种子根尖,冰水 (0～ 4

℃) 预处理 20～ 24 h, 卡诺固定液 (3 份体积分数
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95%乙醇∶1份冰醋酸)固定 2～ 3 d,质量分数 2%

纤维素酶+ 果胶酶酶解, 体积分数 45%醋酸压片;

液氮冰冻揭片;气干后- 20 ℃保存备用。

1. 2. 2　染色体C2分带　参照 Gill等[16 ]和 Endo [17 ]

的方法并略作修改,即将保存的制片干燥后依次在

45～ 50 ℃的 体 积 分 数 45%醋 酸, 50 göL 的

Ba (OH ) 2过饱和溶液以及 2×SSC 溶液中分别处理

3～ 5, 2～ 3 和 15～ 30 m in,每步用自来水冲洗染色

体制片,最后用 pH = 6. 8的磷酸缓冲液稀释 Giem 2
sa 染液后适度染色。O lympu s (BH 22)生物显微镜观

察照相后进行带型分析。

1. 2. 3　原位杂交　 (1)DNA 提取: 用 CTAB 法提

取华山新麦草和普通小麦中国春基因组 DNA。

(2)探针标记:采用缺刻平移法用D igox in2112dU T P

(Sigm a 公司)对华山新麦草基因组DNA 进行标

记。(3)染色体制片处理:染色体制片依次在 60 ℃干

燥 3 h, 500 m gömL RN ase A 溶液 37 ℃处理 1 h,

2×SSC室温漂洗 5 m in; 去离子甲酰胺 (体积分数

70% ) 70 ℃变性 2～ 3 m in; 预冷乙醇 (体积分数

70% , 85% , 100% )各脱水 5 m in; 最后在空气中干

燥。 (4)杂交: 将 25 ΛL 杂交液 (去离子甲酰胺 10

ΛL ,质量分数 50%硫酸葡聚糖 2 ΛL , 20×SSC 2. 5

ΛL , 鲑鱼精DNA (10 m gömL ) 2 ΛL , 探针DNA (40

m gömL ) 1. 5 ΛL , 中国春封阻DNA (300 m gömL ) 7

ΛL )沸水变性 10 m in,立即置冰上 5 m in 后加到载

玻片上, 盖上盖玻片, 置于 2×SSC 湿润滤纸盒 60

℃温育 10 m in 后转 37 ℃杂交过夜。 (5)漂洗:依次

在 2×SSC 室温 7 m in, 去离子甲酰胺 (体积分数

35% ) 37～ 42 ℃ 5 m in, 2×SSC 室温 7 m in 和 1×

PBS 室温 7 m in。(6)杂交信号放大:经 1×PBS洗过

的染色体制片上加 0. 5～ 1 mL 1×B lock ing 溶液,

在 15～ 25 ℃下 30 m in;去溶液后吸 50 ΛL an t i2D IG

so lu t ion 加到制片上, 盖上盖玻片, 37 ℃保湿 60

m in;W ash ing buffer 37 ℃稍洗 3次;吸 50 ΛL an t i2
mou se21g2D IG so lu t ion 加到制片上, 盖上盖玻片,

37 ℃保湿 60 m in; 清洗同上; 吸 50 ΛL an t i2D IG2
f luo rescein so lu t ion 加到制片上,盖上盖玻片, 37 ℃

黑暗保湿 60 m in; 清洗同上; 黑暗干燥后加 12 ΛL

10 m gömL P I(含抗褪色剂)染色并封片。 (7)检测:

蔡氏荧光显微镜观察, Fu ji ISO 400彩色胶卷照相。

2　结果与分析

2. 1　普通小麦2华山新麦草异附加系荧光原位杂交
分析

以D igox in 标记的华山新麦草基因组DNA 为

探针,用普通小麦中国春基因组DNA 作封阻,与普

通小麦2华山新麦草异附加系的根尖体细胞染色体
进行原位杂交。在荧光显微镜 450～ 490 nm 波长激

发下,具有杂交信号的华山新麦草染色体显示黄色,

而不具杂交信号的小麦染色体显示红色。观察发现,

普通小麦2华山新麦草异附加系 H 90152172129,

H 901721421625 都有 2 个明显的染色体杂交信号,

说明异附加系 H 90152172129, H 901721421625 都附

加有 2条华山新麦草的染色体 (图版É 21, 2)。

图版É　普通小麦2华山新麦草异附加系的原位杂交分析
1. 异附加系H 90152172129; 2. 异附加系H 901721421625

P late É　F luo rescence in situ hybridization of alien addit ion lines

1. A lien addition line H 90152172129; 2. A lien addition line H 901721421625
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2. 2　普通小麦2华山新麦草异附加系C2分带鉴定
对华山新麦草的染色体进行了核型和带型分

析, 发现其染色体全是中部着丝点染色体 (图版Ê 2
1) ; C2分带带型全是端带,无着丝点带和中间带,带

纹单一 (图版Ê 22)。依据王秀娥等[11 ]对华山新麦草

染色体的命名,并参照沈颂东等[18 ]对华山新麦草所

作的核型分析,结合本研究结果,华山新麦草各染色

体的核型、带型特征为: N h
1, 短臂端部有一强端带,

长臂端部有一弱端带, 臂比 (长臂ö短臂, 下同)为

1. 29; N h
2,长、短臂各有一强端带,臂比为 1. 42; N h

3,

长、短臂各有一强端带,臂比为 1. 22; N h
4,短臂有弱

端带,长臂有强端带,臂比为 1. 18; N h
5,短臂有一强

端带,臂比最大,为 1. 54; N h
6,长、短臂各有一端带,

长臂端带比短臂端带颜色深,臂比为 1. 25; N h
7,染色

体最短,长、短臂各有一端带,臂比为 1. 20。

参照 Gill等[16 ]的普通小麦标准带型,普通小麦

主要显示着丝点带、近端带、中间带,或端带+ 中间

带和着丝点带,带纹丰富;凡是显端带的染色体必然

同时显着丝点带、近端带或中间带。因此,根据普通

小麦和华山新麦草染色体的带纹特征, 初步推断

H 90152172129 附加的是华山新麦草的N h
5 染色体

(短臂有一强端带,染色体臂比最大, 为 1. 54, 图版

Ê 23) , 而 H 901721421625 附加的是华山新麦草的

N h
6 染色体 (长、短臂各有一端带,长臂端带比短臂端

带颜色深,臂比为 1. 25,图版Ê 24)。

图版Ê　普通小麦2华山新麦草异附加系染色体 C2分带
1. 华山新麦草染色体核型; 2. 华山新麦草染色体C2带带型;

3. 异附加系H 90152172129, 2n= 44; 4. 异附加系H 901721421625, 2n= 44; N 1～N 7分别与N
h
1～N

h
7对应

P late Ê　T he roo t t ip ch romo som es of the alien addit ion lines and P. huashan ica

1. Karyo type of P. huashan ica; 2. C2banding of P. huashan ica;

3. A lien addition line H 90152172129, 2n= 44; 4. A lien addition line H 901721421625, 2n= 44;

N 1- N 7 indicate the N
h
1- N

h
7 ch romo som e of P. huachan ica

3　讨　论

原位杂交技术目前已成为植物远缘杂交中检测

与跟踪外源染色质的重要手段之一,在小麦2亲缘物

种异源新种质的筛选与鉴定方面, 以基因组DNA

为探针的原位杂交技术发挥了很大作用,目前得到

的许多异源新种质材料中绝大多数是利用基因组原

位杂交, 并结合染色体 C2分带等技术鉴定出来
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的[12, 13, 19 ] ,尤其是采用原位杂交2分带序续技术[19 ] ,

将原位杂交和分带在一个实验一张制片上进行,进

一步提高了外源染色体鉴定的准确性和精确性。本

研究先对异附加系材料进行原位杂交鉴定,确定其

含有华山新麦草染色体,然后再对其进行染色体C2
分带鉴定,虽然不及原位杂交2分带序续技术准确性
高,但由于华山新麦草染色体具有明显区别于普通

小麦带型的端带特征,因此,本研究用这 2种方法能

比较准确地鉴定出普通小麦中的华山新麦草染色

体。

原位杂交过程中, 适当的探针 DNA 与封阻

DNA 比例对杂交信号的显示有重要影响。一般而

言,普通小麦与其近缘野生植物的亲缘关系越远,所

需普通小麦封阻DNA 的量越少; 相反,亲缘关系越

近,封阻DNA 的量则越多。但封阻DNA 的量太大,

会遮盖部分杂交信号;封阻的量太小,又会出现较多

的假杂交信号[10, 20 ]。在本研究中,探针 (华山新麦草

DNA )与封阻 (中国春DNA )的质量比在 1∶30～

40,可以得到较好的杂交信号。另外,试验中要获得

理想杂交信号,还与洗脱强度有很大关系。洗脱强度

太大,会使部分杂交信号丢失,导致有杂交信号的染

色体显示不完全; 洗脱强度太小,又会使信号杂乱,

导致背景信号增多[10, 20 ]。本研究通过比较认为,用

体积分数 35%的去离子甲酰胺溶液在 37～ 42 ℃洗

脱 5 m in 可以获得较好的杂交信号。此外,良好的染

色体制片、有较多的中期分裂相是试验成功的又一

关键因素。

根据王美南等[3 ]的研究,异附加系H 9015217212
9 和 H 901721421625 是 2 个中抗小麦全蚀病的材

料,其外源亲本华山新麦草高抗小麦全蚀病,普通小

麦亲本 7182不抗该病,经本研究证实这 2个材料已

含有华山新麦草的染色体。由此可初步推断,这 2个

材料的抗全蚀病基因来自于华山新麦草,说明华山

新麦草的抗小麦全蚀病基因随着其染色体的导入已

转进普通小麦,但这 2 个材料对小麦全蚀病的抗性

不强,可能是由于华山新麦草的N h
5, N h

6 染色体上只

含有一个中等抗病基因,或者华山新麦草的抗全蚀

病基因在小麦遗传背景下没有得到完全表达。这 2

个材料的育成对扩大小麦抗病基因库、培育抗小麦

全蚀病新品系 (种)具有重要作用。
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Effect of po tassium and m anganese fert ilizer coopera t ing

app lica t ion on nu trien t con ten t in p lan t and yie ld

and qua lity of w in ter w hea t in dry land

ZHANG Hui-m in1,L IU Hong-x ia1,W ANG L iu-hao2, PE I Rui- j ie3,

W ANG Hao1, ZHOU W en - l i1, GUO Da-yong1, GUO Y ong-x in 1

(1 Colleg e of A g ronomy , H enan U niversity of S cience and T echnology ,L uoy ang , H enan 471003, Ch ina;

2 Colleg e of F orestry V oca tion, H enan U niversity of S cience and T echnology , L uoy ang , H enan 471002, Ch ina;

3 N any ang A g ricu ltu ra l Colleg e of H enan P rov ince, N any ang , H enan 473000, Ch ina)

Abstract: T he effect of po tassium and m anganese fert ilizer coopera t ing app lica t ion on nu trien t con ten t

in p lan t and yield and quality of w in ter w heat in dryland w as studied. T he resu lts show ed that the n it rogen

and pho spho ru s con ten t in p lan t of w in ter w heat a t d ifferen t stages under po tassium and m anganese fert il2
izer coopera t ing trea tm en ts decreased compared to no fert ilizer t rea tm en t, w h ile the po tassium con ten t in2
creased. W ith po tassium and m anganese fert ilizer coopera t ing app lica t ion, there w as a sign if ican t effect of

yield2increasing on w in ter w heat ranging from 12. 0% to 25. 5%. Coopera t ing app lica t ion of po tassium and

m anganese fert ilizer cou ld increase sedim en ta t ion value, the con ten t of w et g lu ten and p ro tein, and p ro long

the dough stab le t im e. T he effect of po tassium fert ilizer on quality of w in ter w heat w as mo re sign if ican t

than that of m anganese fert ilizer. O n ly the con ten t of w et g lu ten and p ro tein w as effected by m anganese

fert ilizer.

Key words: po tassium and m anganese fert ilizer coopera t ing app lica t ion; w in ter w heat; ra t ional fert iliza2
t ion; nu trien t con ten t in p lan t; dryland
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M o lecu la r cytogenet ic study on the a lien add it ion

lines of T riticum 2P sa thy rostachy s

ZHAO J i-x in 1, CHEN X in -hong1,W ANG X iao- l i1,W U Jun 1, FU J ie1, HE Be i-ru1, SUN Zh i-gang2

(1 Colleg e of A g ronomy ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 S haanx i P rov ince S eed Ind ustry G roup Co. L td. , X iπan, S haanx i 710016, Ch ina)

Abstract: T he alien addit ion lines of T riticum 2P sa thy rostachy s w ere detected by fluo rescen t in situ hy2
b rid iza t ion (F ISH ) and ch romo som es C2banding. F ISH show s the alien addit ion line H 90152172129 and

H 901721421625 are all added w ith the tw o ch romo som es of P sa thy rostachy s huashan ica. T he analysis u sing

the ch romo som es C2banding indica tes that H 90152172129 m igh t be an alien addit ion line of N h
5 and H 90172

1421625 m igh t be an alien addit ion line of N h
6.

Key words: T ritcium aestivum ; P sa thy rostachy s huashan ica; a lien addit ion line; f luo rescen t in situ hy2
b rid iza t ion; ch romo som es C2banding
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