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　　摘　要：大麦品种Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ携带的隐性半矮杆基因ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 对大麦矮秆育种具有重要利用价值。为了

使ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因在大麦分子标记辅助选择育种中得到高效和快速利用，开发一个ｄＣＡＰＳ功能性分子标记ｄｃＤｅｐ１。

ｄｃＤｅｐ１标记属于共显性标记，在携带野生型Ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因 的 中 高 秆 品 种 和 携 带 突 变 型ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因 的 半 矮 秆 品

种间存在明显的多态性，能准 确 区 分 这 两 种 基 因 型。利 用ｄｃＤｅｐ１标 记 对 藏 ＱＢ０９／Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ的Ｆ２和Ｄａｓｈ／

ＶＢ９１０４双单倍体（Ｄｏｕｂｌｅ　ｈａｐｌｏｉｄ，ＤＨ）分离群体进行基因型检测和株高测定，发现ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因型结果和株高表

型结果完全吻合，进一步证实ｄｃＤｅｐ１分子标记选择的准确性。利用该方法对ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因进行分子标记辅助选择

育种，可有效快速导入目标大麦品种，加快大麦矮杆品种选育进程。
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０　引　言

大麦是世界第四大禾谷类作物，其种植面积和

总产量仅次于小麦、水稻和玉米，目前世界大麦总产

量约为１．３亿～１．５亿吨。中国大麦面积和总产次

于水稻、小麦、玉米和粟，居第５位。由于大麦茎秆

的机械组织不发达，纤维化程度低，在高水肥栽培条

件下，品种的抗倒性尤为重要［１］。倒伏不但降 低 大

麦产量，且影响大麦品质，因此倒伏已成为大麦产量

和品质的主要限制因素［２］。适度矮化的大麦品种有

利于增强抗倒性和机械化收获［３］。矮秆基因是大麦

矮化育种的重要资源，合理利用矮秆基因可增强大

麦抗倒伏能力，有效提高大麦产量［４］。
迄今，已报导的大麦矮杆突变体有１００多个，但

在大麦育种中主要应用的仅有４个半矮杆基因，分

别 是 ｈｃｍ１、ｕｚｕ１、ｓｄｗ１／ｄｅｎｓｏ 和 ａｒｉ－ｅ．ＧＰ［３］。

ｈｃｍ１半矮杆基 因 是 通 过 自 主 突 变 获 得 的，位 于 大

麦２ＨＬ染色体的基因热点区域，与６棱基因ｖｒｓ１、
抗赤霉 病 基 因 和 早 熟 基 因ｅａｍ６ 紧 密 连 锁［３］。目

前，该基因尚 未 被 克 隆，主 要 用 于 美 国 六 棱 大 麦 育

种。ｕｚｕ１半矮杆 基 因 位 于 大 麦３ＨＬ染 色 体，广 泛

应用 于 中 国、日 本 和 韩 国 大 麦 育 种。张 京［１，５］调 查

研究发现，在２０世纪８０年代前中国选育的大麦矮

秆品种中，携带ｕｚｕ１半矮秆基因的品种占８０％；在

２０世 纪８０年 代 后 选 育 的 大 麦 矮 杆 品 种 中，携 带

ｕｚｕ１半矮杆基 因 的 品 种 仍 超 过５０％。２０世 纪３０
年代，携 带ｕｚｕ１ 基 因 的 大 麦 品 种 在 日 本 种 植 面 积

为７０％；在 韩 国 种 植 面 积 也 超 过３０％［６］。Ｃｈｏｎｏ
等［７］研究发现，ｕｚｕ１ 基因即ＨｖＢＲＩ１，该 基 因 的 单

碱基替换显著降低大麦对芸苔素内酯（一种植物生

长调节剂）的 响 应，从 而 降 低 了 株 高。ｓｄｗ１／ｄｅｎｓｏ
半矮杆基因也位于大麦３ＨＬ染色体，表现为赤霉素

敏感型，在美 国、加 拿 大 和 澳 大 利 亚，ｓｄｗ１ 主 要 用

于饲料大麦育种，而ｄｅｎｓｏ被广 泛 应 用 于 欧 洲 的 啤

酒大麦 育 种［８］。２００９年，Ｊｉａ等［９］克 隆 另 一 重 要 的

大麦半矮秆基因ｓｄｗ１／ｄｅｎｓｏ，该基因与水稻半矮秆

基因ｓｄ１ 同 源，编 码 ＧＡ２０氧 化 酶，参 与 赤 霉 素 合

成。通过序列比对分析，开发用于鉴定ｓｄｗ１／ｄｅｎｓｏ
基因的分子标记；ｓｄｗ１／ｄｅｎｓｏ半矮秆基因不但用于

欧美、澳大利亚大麦育种中，而且在中国甘肃和云南

等省的大 麦 品 种 选 育 中 也 有 应 用［１０－１１］。ａｒｉ－ｅ也 是

重要的大麦隐性半矮秆基因，有不同来源的等位基

因，如ａｒｉ－ｅ．１、ａｒｉ－ｅ．３０、ａｒｉ－ｅ．３９、ａｒｉ－ｅ．１１９、ａｒｉ－ｅ．
１５６、ａｒｉ－ｅ．１６６、ａｒｉ－ｅ．１７８、ａｒｉ－ｅ．２２２ 和ａｒｉ－ｅ．２２８；

大麦半矮秆 品 种 Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ携 带 的 半 矮 秆 基

因命名 为Ｇｐｅｒｔ［１２－１３］。１９６９年，Ｐｅｒｓｓｏｎ［１４］将ａｒｉ－ｅ
基因 定 位 于 大 麦５ＨＳ染 色 体；Ｔｈｏｍａｓ等［１５］将

Ｇｐｅｒｔ基因定位于大麦５Ｈ染色体；Ｆｒａｎｃｋｏｗｉａｋ［１６］

通过等位基因检测，发现ａｒｉ－ｅ与Ｇｐｅｒｔ互为等位基

因，因此将Ｇｐｅｒｔ改名为ａｒｉ－ｅ．ＧＰ。

Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ是英国 大 麦 育 种 家 在１９５６年

通过γ射线诱变 Ｍａｙｔｈｏｒｐｅ品种选育获得的，并于

１９６８年开始推广［１５］。２０世纪７０年代以来，Ｇｏｌｄｅｎ
Ｐｒｏｍｉｓｅ及其衍生 系 苗 期 都 表 现 为 直 立 型，具 有 半

矮秆、早熟、高产和啤用品质佳等特性［１５］，广泛应用

于欧美啤酒大麦育种，是欧美大麦矮秆育种的重要

的矮 源 之 一［１７］。２０世 纪７０年 代 至２１世 纪 初，

Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ一直是苏格兰威士忌的上等原料，
现 今 大 部 分 ３５～４０ 年 威 士 忌 都 是 以 Ｇｏｌｄｅｎ
Ｐｒｏｍｉｓｅ为原料酿造的。

ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因不但影响株高、产量和品质等性

状，而且对 耐 盐 也 有 重 要 影 响。高 浓 度 ＮａＣｌ处 理

后，由 于 Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ和 Ｍａｙｔｈｏｒｐｅ区 别 在 于

ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因，因 此 认 为ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因 有 助 于 大

麦耐盐性的提高，Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ地上部Ｎａ＋ 含量

比诱变亲本 Ｍａｙｔｈｏｒｐｅ降低５０％［１８］。已鉴定大麦

矮秆基因中，仅ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 与 耐 盐 相 关，且 在 不 同 遗

传背景 下 都 表 现 耐 盐 性［１９］。Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ是 大

麦遗传转化模 式 品 种。鉴 于ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因 对 大 麦

重要农艺性状的影响，研究者采用不同的分子标记

结合新一代测序技术对其进行精细定位，试图克隆

该基因，但 由 于 大 麦 基 因 组 信 息 不 够 完 善 而 未 成

功［２０－２１］。Ｗｅｎｄｔ等［１３］采 用 同 源 克 隆 结 合 电 子 克 隆

法获得大麦ＨｖＤｅｐ１基因，该基因与水稻ＤＥＰ１基

因同源，编码Ｇ蛋白γ亚基。根据ＨｖＤｅｐ１基因与

ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 在大麦 染 色 体 上 相 似 的 位 置 以 及 Ｇｏｌｄｅｎ
Ｐｒｏｍｉｓｅ和水稻ＤＥＰ１突变体相似的表型（半矮秆、
密穗等），推测ＨｖＤｅｐ１为ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因的候选基

因［１３］。序列 分 析 进 一 步 发 现，ａｒｉ－ｅ．１、ａｒｉ－ｅ．３０ 和

ａｒｉ－ｅ．１１９ 突 变 体 的ＨｖＤｅｐ１ 基 因 缺 失；ａｒｉ－ｅ．３９、

ａｒｉ－ｅ．１５６和ａｒｉ－ｅ．１６６突变体的ＨｖＤｅｐ１基因３号

外显子２００７位 点 Ｃ变 为 Ｔ，导 致 翻 译 提 前 终 止；

Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ的 ＨｖＤｅｐ１ 基 因 在 第１５０８、１５０９
位点间插入一个碱基 Ａ，该突变位点位于２号外显

子，也导致翻译提前终止，造成ＨｖＤｅｐ１功能缺失，
植株表 现 半 矮 秆［１３］。ａｒｉ－ｅ．１７８，ａｒｉ－ｅ．２２２，ａｒｉ－ｅ．
２２８中ＨｖＤｅｐ１基因没有变异，进一步表型分析发

现，这３个材料苗期不表现直立型，因此以上大麦植
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株不是ａｒｉ－ｅ的 突 变 体，转 基 因 互 补 实 验 进 一 步 证

实ａｒｉ－ｅ 系 列 突 变 体 是 由 于 ＨｖＤｅｐ１ 基 因 突 变

造成的［１３］。
中国在２０世纪６０年代中后期开始采用杂交方

法培育大麦新 品 种，将 株 高 从 原 来 的１００～１２０ｃｍ
降低到现在的８０～９５ｃｍ，产量由８９３ｋｇ／ｈｍ２ 提高

到４２００ｋｇ／ｈｍ２，增长４．７倍，显示矮杆品种的丰产

潜力［５］。但中 国 大 麦 矮 杆 育 种 以ｕｚｕ１ 基 因 为 主，
矮源矮源单一，因此有必要拓宽大麦矮秆资源［１，５］。
迄今，ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因在中国大麦育种中的应用未报

道，该基因鉴定标记尚未开发。鉴于ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因

的重要 性 以 及 Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ品 种 在 产 量、品 质、
耐盐、遗传转化上的优异表现，可将其用于中国大麦

的矮杆 育 种。但 由 于ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因 属 于 隐 性 遗

传［２１－１３］，常规矮化育种采用系谱法，选择速度慢，因

此有必要开发与ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因 完 全 连 锁 的 分 子 标

记用于辅助选择育种。本文通过引物设计、ＰＣＲ、酶
切和琼 脂 糖 电 泳，开 发 一 种 快 速 鉴 定 携 带 半 矮 杆

ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因的大麦株系或品种的方法，为加快我

国大麦矮化育种进程奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

中高秆大麦品种藏ＱＢ０９和ＶＢ９１０４，半矮秆大

麦 品 种 Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ 和 Ｄａｓｈ（携 带 ａｒｉ－ｅ．
ＧＰ）［２１］，Ｄａｓｈ／ＶＢ９１０４双 单 倍 体（ＤＨ）群 体 和 藏

ＱＢ０９／Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ　Ｆ２群 体。其 中 藏 ＱＢ０９由

杭 州 国 家 大 麦 改 良 中 心 提 供，ＶＢ９１０４、Ｇｏｌｄｅｎ
Ｐｒｏｍｉｓｅ、Ｄａｓｈ及Ｄａｓｈ／ＶＢ９１０４ＤＨ群 体 由 澳 大 利

亚 Ｍｕｒｄｏｃｈ大 学 李 承 道 教 授 提 供。藏 ＱＢ０９／

Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ　Ｆ２群体 由 本 实 验 室 构 建。亲 本 材

料和群体 材 料 种 植 于 海 宁 试 验 基 地，按 常 规 方 法

种植管理，并 在 苗 期 和 成 熟 期 调 查 其 生 长 特 性 和

株高。

１．２　ＤＮＡ提取和检测

取每份 大 麦 材 料 的 幼 嫩 叶 片１００ｍｇ于 加 钢

珠的２ｍＬ离心管中，用 组 织 破 碎 仪（Ｂｉｏｐｒｅ－２４）磨

碎叶片后按 照ＣＴＡＢ法 提 取ＤＮＡ。所 得ＤＮＡ利

用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计检测ＤＮＡ浓度和 质

量，并 将 ＤＮＡ 稀 释 为 ５０ｎｇ／μＬ，－２０ ℃ 冷 冻

备用。

１．３　特异引物序列设计

根据 Ｗｅｎｄｔ等［１３］报道的ＨｖＤｅｐ１（ＨＯＲＶＵ５－
Ｈｒ１Ｇ０６１８４０）基因序列以及引物信息，进行 巢 式 扩

增：选用引物ＩＬ２８０（上游引物５′－ＣＧＴＣＡＡＧＴＣＣ－
ＡＧＴＣＣＡＣＡＣＣ－３′）和 ＩＬ２８１ （下 游 引 物 ５′－
ＣＧＴＧＣＧＡＧＧＡＴＡＴＴＧＧＣＧＡＣ－３′）进 行 第 一 次

扩增，获得一次ＰＣＲ产物（７６０ｂｐ左右），１％琼脂糖

电泳检测后割 胶 回 收 一 次ＰＣＲ产 物，并 以 稀 释１０
倍的回收产物为模板，再根据序列特征设计ｄＣＡＰＳ
标记引物ｄｃＤｅｐ１（内侧引物）进行巢式扩增，获得二

次ＰＣＲ产物，最后 进 行ＳａｌⅠ内 切 酶 酶 切，酶 切 产

物电泳检测。

ｄＣＡＰＳ引 物 设 计 是 根 据 ＨｖＤｅｐ１ 序 列 以 及

Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ半 矮 秆 大 麦 品 种 在 该 基 因 序 列 的

第１５０８、１５０９位点间插入Ａ碱基这一特性进行的。

利 用 在 线 软 件 ｄＣＡＰＳ　Ｆｉｎｄｅｒ　２．０（ｈｔｔｐ：／／ｈｅｌｉｘ．
ｗｕｓｔｌ．ｅｄｕ／ｄｃａｐｓ／ｄｃａｐｓ．ｈｔｍｌ）确认插入位点的酶切

信息，该位点不存在限制性酶切位点，利用反向互补

序列，人工引入２个错配碱基，查找限制性酶切位点，

开发ｄＣＡＰＳ标记，选择特异、经济的ＳａｌＩ作为候选

标记所用酶。利用Ｏｌｉｇｏ　７．０软件在候选ｄＣＡＰＳ标

记位点两侧设计ＰＣＲ引物ｄｃＤｅｐ１，其上游引物序列：

５′－ＧＣＴＡＣＡＴＴＴＡＣＴＴＧＡＡＧＧＧＧ　ＧＴＣＧＡ－３′（斜 体

为错配碱基），下游引物序列为：５′－ＣＡＴＣＣＣＡＧＡＣＣ－
ＴＡＡＴＴＡＧＣＴＧ－３′。ｄｃＤｅｐ１引物扩增产物涵盖插入

位点，ＰＣＲ产物预期长度大小为１４０ｂｐ。理论上，野
生型Ａｒｉ－ｅ．ＧＰ基因（无插入位点）可被ＳａｌⅠ酶酶切，

获得１１６ｂｐ和２４ｂｐ片段，而突变型ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因

（有 插 入 位 点），无 法 被 ＳａｌⅠ酶 识 别，获 得 １４０
ｂｐ片段。

１．４　ＰＣＲ反应

ＩＬ２８０和ＩＬ２８１引物ＰＣＲ条件为：９５℃预变性

３ｍｉｎ，每个 循 环９４℃变 性３０ｓ，６０℃退 火３０ｓ，

７２℃延 伸１ｍｉｎ，共３５个 循 环，最 后７２ ℃延 伸

５ｍｉｎ，４ ℃保 存。引 物 ｄｃＤｅｐ１的 ＰＣＲ 条 件 为：

９５℃预变性３ｍｉｎ，每个循环９４℃变性３０ｓ，６０℃
退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，共３５个循环，最后７２℃
延伸５ｍｉｎ，４℃保存。

１．５　ＰＣＲ产物回收

采用 琼 脂 糖 凝 胶 ＤＮＡ 回 收 试 剂 盒（Ｍａｇｅｎ

Ｄ２１１１），操作方法按说明书进行。

１．６　ＳａｌⅠ酶切和电泳检测

ｄＣＡＰＳ标记 的 酶 切 反 应 体 系：二 次ＰＣＲ产 物

４．０μＬ，ＳａｌⅠ内切酶反 应 缓 冲 液２．０μＬ，ＳａｌⅠ内

切酶０．４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ，３７℃温浴２ｈ，酶

切产物用３％琼脂糖胶电泳检测。
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２　结果与分析

２．１　大麦半矮秆基因ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因特异性标记的

开发

　　利用上游引物ＩＬ２８０和下游引物ＩＬ２８１进行第

一次ＰＣＲ扩增，一次ＰＣＲ产物的电泳结果见图１。
由 图１可 知，大 麦 品 种 藏 ＱＢ０９、ＶＢ９１０４、Ｇｏｌｄｅｎ
Ｐｒｏｍｉｓｅ（携带ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因）和Ｄａｓｈ（携 带ａｒｉ－ｅ．
ＧＰ 基因）都获得单一条带。

图１　引物ＩＬ２８０和ＩＬ２８１的一次ＰＣＲ产物电泳图

注：Ｍ为ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ２０００；Ｐ１为藏ＱＢ０９；Ｐ２为ＶＢ９１０４；

Ｐ３为Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ；Ｐ４为Ｄａｓｈ。

二次ＰＣＲ产物用ＳａｌⅠ内切酶进行酶切，电泳

结果见图２所示。图２表明，未酶切前，４个亲本的

产物大小为１４０ｂｐ左右；ＳａｌⅠ内切酶酶切后，中高

秆品种藏ＱＢ０９和ＶＢ９１０４检测到约１１６ｂｐ的小片

段，表明二次ＰＣＲ产 物 被ＳａｌⅠ内 切 酶 识 别；半 矮

秆品种Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ和Ｄａｓｈ因插入Ａ碱基，因

此不包含被ＳａｌⅠ内 切 酶 识 别 序 列，仍 然 能 检 测 到

１４０ｂｐ的大片段。

图２　ｄｃＤｅｐ１分子标记检测ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因

注：Ｍ为ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ　５０ｂｐ　ｌａｄｄｅｒ；１—４为大麦品种藏ＱＢ０９、

ＶＢ９１０４、Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ和Ｄａｓｈ的二次ＰＣＲ产物；

５—８依次为ＳａｌⅠ内切酶酶切大麦品种藏ＱＢ０９、ＶＢ９１０４、

Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ和Ｄａｓｈ的二次ＰＣＲ产物。

２．２　ａｒｉ－ｅ．ＧＰ基因特异性标记的群体内验证

为验证分子标记ｄｃＤｅｐ１对大麦半矮秆表型的

选择效率，保证分子标记辅助育种结果的准确性，对
藏ＱＢ０９和Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ组合的Ｆ２群体随机选

取１０７个单株进行ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因型鉴定。先用外

侧引物（ＩＬ２８０和ＩＬ２８１）进行第一次扩增，再用内侧

引物ｄｃＤｅｐ１进行巢式扩增，最后用ＳａｌⅠ内切酶酶

切和电泳检测，共有２８个单株扩增出中高秆亲本藏

ＱＢ０９带 型，２０个 单 株 扩 增 出 半 矮 秆 亲 本 Ｇｏｌｄｅｎ
Ｐｒｏｍｉｓｅ带型，其余５９个单株为杂合带型。对基因

型分型比（２８∶５９∶２０）进行卡方检验表明符合１∶２∶１
的孟德尔单基因分离比（χ２＝２．２５＜χ２０．０５＝５．９９），

基因型鉴定结果和表型鉴定结果吻合，同时该标记

表现 为 共 显 性 标 记。部 分 样 品 的 电 泳 结 果 如 图

３所示。

图３　ｄｃＤｅｐ１分子标记检测藏ＱＢ０９／Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ　Ｆ２群体

注：Ｍ为ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ　５０ｂｐｌａｄｄｅｒ；１—５为中高秆株系，

６—９为半矮杆株系，１０为杂合株系。

对Ｄａｓｈ和ＶＢ９１０４组合的ＤＨ群体的２０个高

秆株系和２０个半矮秆株系进行ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因型检

测，发现高秆株系都检测到小片段，而半矮秆株系都

检测到大片 段，部 分 样 品 的 电 泳 结 果 如 图４所 示。
进一步表明ＨｖＤｅｐ１基因的插入位点 Ａ与半矮秆

性状共分离。

图４　ｄｃＤｅｐ１分子标记检测藏Ｄａｓｈ／ＶＢ９１０４ＤＨ群体

注：Ｍ为ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ　５０ｂｐ　ｌａｄｄｅｒ；１—５为中高秆株系，

６—９为半矮杆株系。

３　讨　论

ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 半 矮 杆 基 因，即 ＨｖＤｅｐ１，是 水 稻

ＤＥＰ１的同源基因，编 码Ｇ蛋 白γ亚 基；该 基 因 在

第１５０８、１５０９位点 间 插 入 Ａ碱 基，引 起 移 码 突 变，
造成翻译提前终止，使Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ表现为半矮

秆［１３］。根据ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因２号外显子插入Ａ碱基

这一特 征，利 用 在 线 软 件ｄＣＡＰＳ　Ｆｉｎｄｅｒ　２．０设 计

ｄＣＡＰｓ标记ｄｃＤｅｐ１，引入错配碱基使野生型Ａｒｉ－ｅ．
ＧＰ 基 因 可 被ＳａｌⅠ内 切 酶 识 别，而 突 变 型ａｒｉ－ｅ．
ＧＰ 基因因有 插 入 位 点 Ａ，无 法 被ＳａｌⅠ内 切 酶 识

别，因 此 通 过ＰＣＲ、酶 切 和 电 泳 的 方 式 进 行ａｒｉ－ｅ．
ＧＰ 基因型鉴定。

ｄＣＡＰＳ产物大小一般为１００～３００ｂｐ，鉴于大麦

基因组的复杂性和高重复性［２２］，小片段扩增容易产

生多个同源序列。因此，将ＨｖＤｅｐ１基因序列比对大

麦基因组，发现其与大麦基因组３Ｈ染色体上的基因

ＨＯＲＶＵ３Ｈｒ１Ｇ０５１８００同源 性 高 达９９．９％。为 了 避

免非目的片段的扩增，本文通过引入巢式扩增的方

法，先用一对外侧引物（ＩＬ２８０和ＩＬ２８１）进行第一次

扩增，然后以一次ＰＣＲ产物为模板，再通过内侧引物

ｄｃＤｅｐ１进行巢式扩增，获得ｄｃＤｅｐ１标记的特异酶切

序列。该方法适合于重复度高、同源基因较多的目标
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基因的ｄＣＡＰＳ分子标记的开发。
分子标记辅助选择育种能有效提高育种选择效

率，成 为 传 统 育 种 方 法 的 有 效 补 充［２３］。Ａｎｄｅｒｓｅｎ
等［２４］提出功能性分子标记，其定义是基于与表型性

状紧密相关的功能基因内部的多肽序列而开发的分

子标记。功能性分子标记避免传统基因连锁标记存

在的遗传累赘和重组等问题［２４］，因此是分子辅助选

择育种的理 想 标 记［２４］。大 麦 中 仅 研 发 小 部 分 与 农

艺性状相关的功能性分子标记，如基于错配技术的

ＳＮＰ分型法 鉴 定 大 麦 蜡 质Ｗａｘｙ 基 因［２６］，春 化 基

因Ｖｒｎ－Ｈ１和 半 矮 秆 基 因ｓｄｗ１／ｄｅｎｓｏ的ＩｎＤｅｌ标

记［１０，２７］、抗白 粉 病 基 因ｍｌｏ 基 因 的 ＣＡＰＳ标 记 和

ＩｎＤｅｌ标记［２８］。本文开发的ｄｃＤｅｐ１分子标记 位 于

功能 基 因ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 内，属 于 功 能 性 分 子 标 记，对

ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因 的 选 择 准 确 率 达１００％。通 过 对 藏

ＱＢ０９／Ｇｏｌｄｅｎ　Ｐｒｏｍｉｓｅ　Ｆ２ 群 体 和 Ｄａｓｈ／ＶＢ９１０４
ＤＨ群体中ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基因型的准确选择，进一步验

证了ｄｃＤｅｐ１分子标记能有效的用于大麦矮杆分子

标记辅助选择育种。随着大麦全基因组序列的公布

和完善，分子标记技术和高通量测序技术的日益成

熟，越来越多的大麦功能基因被克隆和相应功能分

子标记被发掘，功能性分子标记的大量应用必将极

大提高分子标记辅助选择的效率，从而节省大麦品

种选育的人力、物力和财力。

４　结　论

为了使大麦ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 半矮杆基因在我国大麦

矮杆育种中进行有效应用，本文利用该基因２号外

显子单碱基插入突变位点设计并开发ｄＣＡＰＳ功能

性分子标记ｄｃＤｅｐ１，主要结果如下：

ａ）ｄｃＤｅｐ１分子标记扩增条带清晰，亲本间差异

明显，且位于ａｒｉ－ｅ．ＧＰ 基 因 序 列 内，因 此 标 记 选 择

准确度为１００％。

ｂ）两个 遗 传 群 体 的 基 因 型 鉴 定 与 田 间 观 察 结

果完全吻合，进一步证实该分子标记筛选的准确性。

ｃ）ｄｃＤｅｐ１分 子 标 记 操 作 简 单，只 需ＰＣＲ扩 增

和酶切就可 完 成，而 且 属 于 共 显 性 标 记，检 测 效 率

高，因此非常 适 合 用 于 隐 性 大 麦 半 矮 秆 基 因ａｒｉｅ．
ＧＰ 的分子标记辅助选择。
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