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摘要: 采用多重 PCR 的方法, 对其反应条件进行优化, 以获得用于小麦糯性(Wx)基因分析的稳定 PCR 体

系。应用两对引物, 分别扩增小麦 Wx-A1、Wx-B1、Wx-D1 基因, 目的片段大小分别为: 230 bp/265 bp、854 bp
和 204 bp。经反复验证, 结果准确可靠, 重复性好, 成本低, 可以在同一 PCR 反应体系中对 3 个 Wx 基因

进行同时筛选鉴定。该体系可用于 Wx 蛋白基因的分子标记辅助选择, 可以提高小麦淀粉品质评价和糯麦选

育的效率。 
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Abstract: Multiple-PCR was conducted to establish a stable PCR system for identifying the three Wx genes in wheat. 
Two pairs of primers were employed to amplify Wx-A1, Wx-B1, and Wx-D1 genes of wheat, with the target sequences of 
230 bp/265 bp, 854 bp, and 204 bp, respectively. The results showed that Wx-A1, Wx-B1, and Wx-D1 can be detected si-
multaneously in a single reaction. This method proved to be repeatable and low cost for evaluation of wheat quality proper-
ties in breeding program. This multiple-PCR technique can be efficiently used in marker-assisted selection for Wx genes, 
which will improve selection procedure for waxy wheat. 
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普通小麦(Triticum aestivum L.)中淀粉粒束缚态淀
粉合成酶Ⅰ(Granules-bound starch synthaseⅠ, GBSS
Ⅰ), 是淀粉合成过程中的关键酶, 又称蜡质蛋白或 
Wx 蛋白, 含有 Wx-A1、Wx-B1和Wx-D1 3个亚基, 

分别由Wx-A1、Wx-B1 和Wx-D1 3 个基因编码[1, 2],  
这 3 个基因分别位于 7AS、4AL和 7DS 染色体    

上[3, 4]。后来发现这 3 种Wx蛋白亚基均出现了缺失
类型, 从而把野生型等位基因称为Wx-A1a、Wx-B1a
和Wx-D1a。对应的缺失型等位基因称为Wx-A1b、
Wx-B1b和Wx-D1b。Wx蛋白控制籽粒中直链淀粉的
合成, 单个亚基或全部Wx蛋白的缺失均会影响小麦
籽粒的直链淀粉含量。缺失一个或两个Wx蛋白亚基, 



 
第 8期 卢龙斗等: 小麦糯性基因的多重 PCR分子鉴定 845 

 

 

称为部分糯小麦, 3 种Wx蛋白亚基全部缺失的小麦
籽粒直链淀粉含量极低, 称为全糯小麦。 

近年来, 随着育种学家对小麦淀粉合成相关基
因遗传变异分子机制认识的不断深入, Wx蛋白的野
生型及突变基因已被相继克隆[5~9], 特别是Murai 等
[5]分离和识别了六倍体小麦的 3 个Wx基因 , 以及
Vrinten等[6]分析了这 3 个基因在DNA序列上的特点, 
极大地促进了Wx基因分子标记技术的发展。目前, 
国内外已开发了多种Wx基因的分子标记成功用于
分子标记辅助育种 [10~17], 但还有很多不足, 如部分
标记为显性标记不能区分杂合体, 从而不能应用于

高代的选择, 部分PCR扩增产物必须用聚丙烯酰胺
凝胶电泳观察等。Nakamura等[18]根据 3个Wx基因的
已知序列分别获得了Wx-A1 和Wx-D1 位点的共显性
标记, 及Wx-B1 位点的显性标记。他们还尝试了多
重 PCR反应 , 利用毛细电泳同时检测Wx-B1 和 
Wx-D1 位点的缺失, 为鉴定部分糯性小麦的Wx基因
型提供了快速、简便的方法。Shariflou等[19]报道了

能同时鉴定 3 个位点的PCR标记, 但Wx-B1 位点仍
是显性标记, 他们还得到一个与Wx-B1 连锁的共显
性SSR标记。张晓科等[20]利用三对引物建立了小麦

糯性基因检测的多重PCR体系, 但仍存在条带模糊
不清, 电泳难以分离等问题, 给分子标记辅助选择
带来诸多不便。本研究利用已经报道Wx-A1、Wx-D1 
基因的SSR[21]和Wx-B1 基因的MAG267[22]特异分子

标记 , 通过摸索PCR反应组分和循环参数对多重 
PCR反应结果的影响, 对已知基因型的品种进行检
测, 并在Wx蛋白单向SDS-PAGE上进行了验证, 建
立一次反应能够同时鉴定Wx-A1、Wx-D1 和Wx-B1 
基因的多重PCR反应体系, 旨在为Wx基因鉴定筛选
提供快速高效的分子标记辅助选择方法, 从而提高
小麦淀粉品质评价和糯小麦的选育效率。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试材料 

供试小麦材料见表 1。中国春(CS)、糯麦 1902 由
中国农大刘广田先生惠赠; 关东 107、江苏白火麦由
中国农科院殷贵鸿博士惠赠; 其余各品种均来自河
南省周口市农科院。 

遗传分析群体为矮抗 58 × 糯麦 1902的 F2 群
体, 共 73 个单株。亲本矮抗 58的 3 种 Wx 蛋白
均为野生型, 糯麦 1902为糯小麦。 
 

表 1  10 个小麦品种 Wx 蛋白基因型组成 

糯性基因 
品种 

Wx-A1 Wx-B1 Wx-D1 

中国春 Wx-A1a Wx-B1a Wx-D1a 
糯麦 1902  Wx-A1b Wx-B1b Wx-D1b 
关东 107  Wx-A1b Wx-B1b Wx-D1a 
江苏白火麦 Wx-A1a Wx-B1a Wx-D1b 
豫麦 47  Wx-A1a Wx-B1b Wx-D1a 
矮抗 58  Wx-A1a Wx-B1a Wx-D1a 
周麦 18  Wx-A1a Wx-B1a Wx-D1a 
周麦 9823  Wx-A1a Wx-B1a Wx-D1a 
新麦 19  Wx-A1a Wx-B1a Wx-D1a 
新麦 208 Wx-A1a Wx-B1a Wx-D1a 

注: “a”: 表示野生型; “b”: 表示突变型。 
 

1.1.2  多重 PCR 所用的引物 

本体系涉及 3 个基因的标记, 其引物序列和 
PCR 预期扩增条带的大小列于表 2。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取 

对照品种及群体各单株的DNA提取按CTAB法
[23], 略有修改。 

1.2.2  多重 PCR 扩增及电泳检测 

25 μL含 1 × buffer (10 mmol/L Tris~HCl pH 8.3, 
50 mmol/L KCl); 2.0 mmol/L MgCl2; 800 μmol/L 
dNTP; SSR 引物为 0.1 μmol/L~0.11 μmol/L, MAG267
引物为 0.1 μmol/L~0.09 μmol/L, 引物之比为 1~1.22;
模板 DNA 200 ng; Taq DNA 聚合酶 1 U。扩增参数: 
95℃预变性 3 min; 然后 94℃变性 1 min, 58℃复性 

1 min, 72℃延伸 1 min, 6个循环; 再进行 94℃变性
1 min, 58℃复性 50 s, 72℃延伸 30 s, 26个循环; 最
后 72℃延伸 6 min。 电泳检测: 扩增产物中加入   
2 μL加样缓冲液, 取 10 μL在含有溴化乙锭的 2.0%
琼脂糖凝胶上电泳分离, 缓冲体系为 1×TAE 溶液, 
130 V电泳 45 min, 紫外灯下观察并照相。为保证结
果的稳定性和可靠性, 每份材料重复扩增 3次以上。 

1.2.3  Wx 蛋白单向 SDS-PAGE 检测 

从半粒成熟小麦种子中提取 Wx 蛋白, 加入变 
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表 2  基因引物序列及其扩增片段大小 

引物 引物序列(5'→3')正向/反向 扩增片段大小(bp) 基因/位点 参考文献 

SSR 
 

CGCTCCCTGAAGAGAGAAAGAA 
ATAGGCACAACCCCTAAC 

230/265 
204/− 

Wx-A1a/b 
Wx-D1a/b [21] 

MAG267 TCTTTTCGTCGTCTCAACATTC 
AACTTGTCCTTGGCGGG 854/− Wx-B1a/b [22] 

 
性剂, 采用浓缩胶浓度 4.5%, 分离胶浓度 15%进行 
SDS-PAGE 检测。参照姚大年等 [24]及王子宁等[25]实

验方法, 略有改进。 

2  结果与分析 

2.1  多重 PCR 检测结果分析 

检测 10 个材料的结果显示(图 1A): (1) 糯麦
1902 和关东 107 两个材料扩增出约 230 bp 的条
带, 而其余 8 个材料扩增出了 265 bp 的条带; (2)
糯麦 1902、关东 107 和豫麦 47 三个品种未扩增出 
854 bp 的条带 , 而其余  7 个品种产生了  854 bp 
的条带; (3) 糯麦 1902 和江苏白火麦两个材料未扩
增出 204 bp 的条带, 而其余 8 个品种产生了 204 
bp 的条带。 

2.2  SDS-PAGE 分析已知亚基组成的小麦品种的 
Wx 蛋白组成 

以牛血清蛋白 66.4 kDa为标准, 利用 SDS-PAGE 
方法对已知基因型的中国春(CS)、糯麦 1902、关东
107、江苏白火麦、豫麦 47、矮抗 58、周麦 18、周
麦 9823、新麦 19和新麦 208等 10个品种进行了分
析(图 1B)。结果显示: 对照品种中国春、矮抗 58、
周麦 18、周麦 9823、新麦 19和新麦 208 显示出 62.8 

kDa、58.7 kDa和 56.7 kDa的 3条蛋白带, 3个亚基
均不缺失, 为野生型。糯麦 1902没有任何 Wx蛋白
带, 缺失 3个Wx蛋白亚基。关东 107只显示 Wx-D1 
蛋白带, 缺失 Wx-A1和 Wx-B1蛋白。江苏白火麦显
示 Wx-A1和 Wx-B1蛋白带, 缺失 Wx-D1蛋白。豫
麦 47显示Wx-A1和Wx-D1蛋白带, 缺Wx-B1蛋白。 

2.3  多重 PCR 方法对 F2 分离群体的检测 

用多重 PCR体系对组合矮抗 58 ×糯麦 1902的 F2

分离群体中的 73株个体进行了筛选(部分结果见图 2)。
得到了全部 8 种 Wx 基因型(表 3), 野生型 A_B_D_型 

 

 
 

图 1  3 种 Wx 蛋白亚基基因标记多重 PCR 琼脂糖凝胶

电泳图谱(A)及 10 种小麦Wx蛋白 SDS-PAG电泳图谱(B) 
M(A): DL100 Marker; M(B): 蛋白质分子量标准(66.4 kDa); l: 中国
春; 2: 糯麦 1902; 3: 关东 107; 4: 江苏白火麦; 5: 豫麦 47; 6: 矮抗
58; 7: 周麦 18; 8: 周麦 9823; 9: 新麦 19; 10: 新麦 208。 

 

 
 

图 2  矮抗 58 与糯麦 1902 的 F2 群体部分单株 Wx 基因检测结果 
2, 9: A_B_D_ 型; 1: AaB_D_ 型; 14: aabbdd 型; 6: aabbD_ 型; 3, 8, 17: aaB_D_ 型; 12: A_B_dd 型; 5: AaB_dd 型; 4, 7, 11: A_bbD_ 型; 13, 15: 
AabbD_ 型; 16: Aabbdd 型; 10: aaB_dd 型。 
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表 3  对矮抗 58 × 糯麦 1902 杂种 F2 群体的鉴定结果 

基因型 SSR 引物检测 (bp) MAG267 引物检测(bp) 双引物检测(bp) Wx 蛋白缺失类型 

A_B_D_ 265或 265/230; 204 854 265或 265/230; 854; 204 − 

aaB_D_ 230; 204 854 230; 854; 204 Wx-A1 

A_bbD_ 265或 265/230; 204 − 265或 265/230; 204 Wx-B1 

A_B_dd 265或 265/230 854 265或 265/230; 854 Wx-D1 

A_bbdd 265或 265/230 − 265或 265/230 Wx-B1、Wx-D1 

aaB_dd 230 854 854 Wx-A1、Wx-D1 

aabbD_ 230; 204 − 854 Wx-A1、Wx-B1 

aabbdd 230 − 230 Wx-A1、Wx-B1、Wx-D1

 
56株; 单缺型aaB_D_  3株、A_bbD_ 6株、A_B_dd 2
株; 双缺型A_bbdd 2株、aaB_dd 2株、aabbD_ 1株; 全
糯型aabbdd 1株。其中A_bbdd,  aaB_dd和aabbdd 3
种类型在自然界中不存在[12]。这一结果与单引物检

测及蛋白检测结果一致。 

3  讨 论 

3.1  多重 PCR 检测方法的可行性 

Wx-A1、Wx-D1基因的SSR标记在Wx-A1位点呈
共显性 [26], 在Wx-A1a和Wx-A1b位点分别扩增出 
265 bp和约 230 bp的特异性条带, 可以检测Wx-A1
位点的纯合与杂合基因型。该标记在Wx-D1 位点呈
显性, 在Wx-D1a位点可扩出约 204 bp的条带, 而在 
Wx-D1b位点没有 204 bp特异性条带的出现。Wx-B1 
位点的标记MAG267 是Wx-B1 基因的显性标记[22], 
在Wx-B1a位点能够扩增出 854 bp的条带 , 而在 
Wx-B1b位点不能扩增出该条带。图 1A 表明: 糯麦
1902、关东 107 的Wx-A1 位点为Wx-A1b等位基因,
推测缺失Wx-A1 蛋白亚基, 而其余 8 个材料在该位
点为Wx-A1a等位基因, 推测含Wx-A1 蛋白亚基; 糯
麦 1902、关东 107、豫麦 47的Wx-B1位点为Wx- B1b
等位基因, 推测缺失Wx-B1 蛋白亚基, 而其余 7 个材
料在该位点为Wx-B1a等位基因, 推测含Wx-B1蛋白亚
基; 糯麦 1902、江苏白火麦Wx-D1 位点为 Wx- D1b
等位基因, 推测缺失Wx-D1蛋白亚基, 相反, 其余 8
个材料被推断为含该蛋白亚基。 

小麦种子胚乳Wx蛋白(平均分子量 60 kDa)可
分为 3个亚基: Wx-A1(62.8 kDa), Wx-D1(58.7 kDa)
和Wx-B1(56.7 kDa) [ 27], 分别由Wx-A1、Wx-D1 和 
Wx-B1 3个基因编码, 基因为显性时, 可从电泳图谱
上检测到该蛋白亚基, 基因缺失时, 电泳图谱上看 

不到该蛋白亚基。图 1B 表明: 糯麦 1902 缺失 3 个 
Wx 蛋白亚基; 关东 107缺失Wx-A1和Wx-B1蛋白; 
江苏白火麦缺失 Wx-D1 蛋白; 豫麦 47 缺失 Wx-B1 
蛋白。可以看出(图 1:A, B), 在供试材料中, 由多重 
PCR 检测结果推断出的糯蛋白亚基组成与 
SDS-PAGE 电泳的结果是一致的。而且用本体系对
矮抗 58 ×糯麦 1902 杂种 F2分离群体的检测结果也

与单引物和蛋白鉴定的结果一致。说明本多重 PCR
体系是完全可行的。且经多次 PCR验证结果稳定可
靠, 可以用于在同一反应体系中对 3个Wx基因进行
同时筛选鉴定。 

3.2  多重 PCR检测方法的优势及缺点 
本研究在常规PCR反应体系上, 利用Shariflou 

等[21]设计的Wx-A1与Wx-D1位点和刘迎春等[22]设计

的Wx-B1 位点的引物组合, 构建了糯小麦多重PCR
体系, 与Nakamura等 [18]、Shariflou等 [19]和张晓科等
[ 20]开发的糯小麦多重PCR体系相比, 用的引物少, 
扩增的条带数量减少, 条带之间的差异增大, 采用
一般的琼脂糖凝胶和电泳仪就容易分辨扩增条带 , 
这表明本体系在小麦淀粉品质评价和糯麦选育中有

很大的应用价值。但本体系涉及 3个基因的标记, 只
有Wx-A1 位点的标记为共显性, 在分离后代鉴定中存
在一定的局限性, 不能区分Wx-B1 和Wx-D1 位点是显
性纯合还是杂合。事实上, 在本体系的构建过程中, 
一开始选用刘迎春等 [ 17]开发的Wx-D1 位点的共显
性标记MAG269, 但经很多次重复扩增都未得到理
想的效果。最近 N a k a m u r a等 [ 2 8 ] 已开发 
出 Wx-B1 的共显性标记, 如能开发出 3 个 Wx 位点
均为共显性标记的多重 PCR 的方法, 在育种实践中
将具有更大的利用价值。 
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