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小麦Hussar衍生品系抗叶锈病基因分析

赵欣雨 1，王 羽 2，李艳艳 1，高维芳 1，李 星 1，康占海 1

（1河北农业大学植物保护学院，保定 071000； 2河北农业大学食品科技学院，保定 071000）

摘要： 以抗叶锈病小麦品系 Hussar 的衍生品系 H103P 为抗病亲本，郑州 5389 为感病亲本杂交得到的 234 个 F4家系群体

为材料，进行抗叶锈病基因定位分析。利用带有不同毒力的16个叶锈菌生理小种进行苗期抗叶锈性鉴定，结果表明周麦22及

携带 Lr13、Lr23 和 Lr16 单基因的载体品种对 16 个叶锈菌生理小种均表现感病，H103P 对除 PHKT 外的所有小种表现抗病，

表明 H103P 抗叶锈性与携带 Lr13、Lr23 和 Lr16 单基因的载体品种不同。利用 5 种强毒力混合菌种（THTT、PHTT②、FHJS②、
PHKS、PHTT①）进行田间抗叶锈性鉴定，结果表明 H103P、SAAR、周麦 22 以及 Lr13 载体品种田间表现均为高抗，234 个 F4家

系群体抗性呈连续性分布，在田间表现出良好的成株期抗性。抗叶锈病基因定位分析结果表明，在小麦品系 H103P 中定位

到 1 个位于小麦 2BS 染色体上的抗叶锈病基因，暂命名为 LrHu。利用含有 Lr13 的特异性引物对 H103P 和郑州 5389 的扩增

产物进行特异性酶切，结果发现小麦品系 H103P 含有抗叶锈病基因 Lr13。小麦抗叶锈病基因 LrHu 与 Lr13 的关系还需进一

步研究验证。
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Abstract：This study used the derivative line H103P of the wheat line Hussar， which has resistance to leaf 

rust， as the resistant parent and Zhengzhou 5389 as the susceptible parent to hybridize and obtain 234 F4 family 

populations as materials for leaf rust resistance gene mapping analysis. Identification of leaf rust resistance during 

seedling stage using 16 physiological races of leaf rust fungus with different virulence. The results showed that 

Zhoumai 22 and vector varieties carrying Lr13， Lr23 and Lr16 single gene were susceptible to 16 physiological 

races of leaf rust. Except for one race （PHKT）， H103P showed resistance to all other races. The resistance of 

H103P is different from the vector varieties corresponding to these three genes （Lr13，Lr23 and Lr16）. Use 5 

highly virulent mixed strains （THTT， PHTT②， FHJS②， PHKS， PHTT①） for field identification of leaf rust 

resistance. The results showed that H103P， SAAR， Zhoumai 22 and Lr13 vector variety exhibited high 

resistance in the field. 234 F4 family populations are distributed continuously and exhibit good resistance during 

the mature stage in the field. The results of leaf rust resistance gene mapping analysis indicate that H103P is 

located as a disease resistance gene on the 2BS chromosome of wheat， temporarily named LrHu. Using specific 

primers containing Lr13 for specific cleavage of H103P and amplification products of Zhengzhou 5389， it is 
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showed that the wheat leaf rust resistance gene Lr13 is contained in H103P. The relationship between the wheat 

leaf rust resistance gene LrHu and Lr13 is needed to verify by the further research.

Key words： wheat leaf rust；major gene mapping；molecular marker

小麦叶锈病分布范围广泛，其病原菌为叶锈菌

（Puccinia triticina）［1］，该病原菌属于柄锈菌科，在转

主寄主唐松草（Thalictrum speciosissimum）中进行有

性生殖［2］。小麦叶锈病病原菌积累、偏施氮肥、大水

漫灌、气候因素以及主栽品种抗性丧失等综合因

素，营造了叶锈菌生存的适宜环境，使其由次要病

害上升为主要病害［3］。因叶锈病流行迅速，且初期

症状隐蔽，响应不及时会使病害严重爆发，严重影

响小麦产量，若在苗期感病可造成小麦减产50%［4］。

深入研究抗病机制［5］、选育抗病品种、合理基因布局

和多基因聚合，是绿色安全、经济有效、利于持续性

发展的措施［6］。利用抗源库培育并种植多基因聚合

的抗病品种有利于降低叶锈病的流行［7-8］。目前已

有 100多个抗叶锈基因被报道，这些基因中已有近

一半用于小麦育种事业，其中已被正式命名的有83

个［9］，且大部分都是小种专化抗性基因［10］。在已被

命名的基因中表现成株抗性的有Lr12、Lr13、Lr77、

Lr22b、Lr23、Lr67、Lr34、Lr46、Lr48、Lr49、Lr68、

Lr74、Lr75、Lr35、Lr22a 和 Lr78［11］。我国已知且仍

保持着高抗的抗病基因目前非常少，只有 Lr9、

Lr19、Lr24、Lr38、Lr47、Lr51 和 Lr53［12］。由于叶锈

菌小种很容易发生变异，慢锈性抗性持久但受环境

影响较大［13］。目前检测到且被正式命名的慢锈性

基因仅有位于 7DS 上的 Lr34、1BL 上的 Lr46、4DL

上的Lr67［14］和7BL上的Lr68［15］。

Hussar是来自英格兰的普通小麦品种，其亲本

组合为 Squadron/Rendezvous［16］。已有研究报道

Hussar 对北欧小麦叶锈菌种表现高抗，其中含有

Lr26 和 Lr37 基因［17］，目前 Lr26 对中国多数小种已

丧失抗性，Lr37为成株抗性基因。课题组前期利用

Lr37的特异性引物对Hussar和中国小麦品种偃展1

号（亲本组合为 C39/西北 78（6）9-2//冀麦 30/3/豫麦

18）杂交获得的重组自交系群体（中国农业科学院

植物保护研究所惠赠）进行分子检测，筛选获得了4

个不含有 Lr37 的衍生品系，分别为 H69P、H72P、

H103P、H113P。为了确定Hussar的抗叶锈基因，本

研究选取Hussar衍生品系H103P和郑州 5389构建

的234个F4家系群体，对该群体用SSR分子标记得

到 F4群体基因型数据并结合苗期和成株期接菌调

查分析得到的表型数据，初步定位该品种的抗叶锈

病基因，以丰富抗叶锈病基因库，挖掘新的基因，为

小麦抗叶锈病育种提供新的抗源。

1　材料与方法

1.1　试验材料

小麦材料：抗病亲本 H103P 和感病亲本郑州

5389以及二者杂交后所得的 234个F4家系群体、周

麦 22（含抗性基因 LrZH22）、携带 Lr13、Lr16、Lr23

单基因载体品种、慢锈对照品种SAAR。以上所有

的小麦材料均由河北农业大学生防与分子植病实

验室提供。

菌种材料：苗期鉴定所用的16种不同毒力的叶

锈菌生理小种：FHJS①、FHTT①、FHKT①、PHTT①、
FHJT、THPS、THDP、KGTT、FHKT②、THTT、NHKP、

PHKS、FHTT②、PHTT②、FHJS②、PHKT；大田成株期

鉴定所用的是混合叶锈菌生理小种，选取 5个强毒

力的田间流行小种THTT、PHTT②、FHJS②、PHKS和

PHTT①制成混合菌种。以上所有的菌种材料均由

河北农业大学生防与分子植病实验室保存。

1.2　苗期侵染型鉴定

将 H103P、郑州 5389、周麦 22、Lr13 载体品种、

Lr16载体品种、Lr23载体品种种于高度、直径均为

9.5cm的花盆中，每盆每个品种15粒，每品种各种植

16套置于河北农业大学温室内，待小麦材料长至一

叶一心时，采用扫抹法［18］将16种不同毒力的叶锈菌

生理小种均匀地接种于16套小麦材料叶片上，将接

种后的小麦苗置于黑暗的保湿桶内大约 15 h，次日

将其置于 25 ℃温室内。约 15 d后，郑州 5389侵染

型达到 4 级时进行抗性鉴定。侵染型级别采用

Roelfs等［19］提出的6级鉴定标准，其中0级为免疫、1

级和“；”为高抗，2级为中抗，3级和4级为感病。

1.3　成株期抗叶锈性鉴定

2021年10月中旬将H103P和郑州5389以及二

者杂交后所得的 234个F4家系群体、慢锈对照品种

SAAR、周麦22及Lr13载体品种种植于河北省保定

市试验田，行距 25 cm，行长 75 cm，每个材料播种 1

行，每 10行材料种植 1行郑州 5389便于鉴定，并将

郑州 5389垂直于播种行种植作为诱发行。保护行

种植黑麦，可以有效的防止周围田地被传染，常规

田间管理。

623



植 物 遗 传 资 源 学 报 25 卷

2022年 4月中旬，小麦拔节期时将 5种强毒力

混合菌种孢子配置成 0.05%浓度的孢子悬浮液，均

匀喷洒至诱发行，常规田间管理。诱发行发病后会

自然传染待测材料，待郑州5389严重度达到80%时

进行第1次病害调查；之后每隔1周进行1次病害调

查；直至郑州5389发病100%时进行最后1次调查。

并以最后1次调查的严重度最高值作为成株期叶锈

病最终严重度。参照Peterson等［20］提出的方法，鉴

定叶片发病严重度，即叶片发病面积的百分比，分

为 12 个等级：1%、5%、10%、20%、30%、40%、50%、

60%、70%、80%、90%和 100%。抗性等级为：高抗：

严重度<5%；慢锈性：严重度 5%~20%；中抗：严重

度 20%~40%；中感：严重度 40%~80%；高感：严重

度80%~100%。

1.4　F4家系SSR标记筛选

参考 Sharp 等［21］的 CTAB 法稍加改良提取

DNA。根据分离群体分组分析法（BSA，bulked 

segregation analysis）的要求，依据234个F4家系群体

田间严重度，选取5个高抗家系（严重度<5%）和5个

高感家系（严重度80%~100%），提取DNA后稀释至

相同浓度并混合，构建抗、感池，作为初步筛选抗、

感小群体。根据 660K SNP 检测结果，首先使用分

布于小麦 8 条染色体上的 481 对 SSR 引物（生工生

物工程（上海）股份有限公司合成），对亲本 H103P

和郑州 5389之间的多态性进行筛选，用抗、感小群

体对筛选出的分子标记进一步验证，挑选出小群

体抗感带型交换个数在 30%以下的分子标记，进

而对 234 个 F4家系群体扩增获得基因型数据。根

据苗期接菌鉴定获得的表型数据，将两个数据导

入软件 JoinMap 4.0（LOD 值大于 3，使用 kosambi

作图函数），构建该抗病基因的遗传图谱。用聚

丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（PAGE，polyacrylamide gel 

electrophoresis）进行引物的多态性筛选。SSR引物

PCR 反应总体系为 10 μL：引物共（5 μmol/L）1 μL、

模板 DNA（50 ng/μL）1 μL、ddH2O 3 μL、2×Taq PCR 

Mix（康为世纪生物科技股份有限公司）5 μL。SSR

引物 PCR 反应程序为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 30 s，55~60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，35 个循

环；72 ℃延伸7 min；4 ℃保存备用。

1.5　抗叶锈病基因 LrZH22/Lr13 与 H103P 片段

比对

LrZH22 和 Lr13 是同一个基因，为检测 H103P

中含有的抗叶锈病基因与Lr13的关系，利用Lr13的

特 异 性 引 物（上 游 引 物 ：TGCACATGGATATG 

CGGAGA；下游引物：GCTTTGAGTTGCCCATGC 

TC）对 H103P 和郑州 5389 的扩增产物进行特异性

酶切，引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成。SSR引物PCR反应总体系和反应程序同1.4。

SSR 引物酶切反应体系：SSR 引物 PCR 产物

8 μL、Hind Ⅲ 酶0.5 μL（New England Biolabs（NEB）

购买）、buffer 1 μL。SSR引物酶切反应：37 ℃ 90 min；

10 ℃保存。

2　结果与分析

2.1　苗期侵染型鉴定结果

苗期接菌鉴定结果表明，郑州 5389、周麦 22以

及 Lr13、Lr16 和 Lr23 载体品种对 16 个生理小种均

感病，H103P对除PHKT以外的所有小种表现抗病。

表明 H103P 的抗叶锈性比郑州 5389、周麦 22 以及

Lr13、Lr16和Lr23载体品种更好（表1，图1）。

表1　16个小麦叶锈菌生理小种苗期侵染型鉴定结果

Table 1　Identification results of infection types of 16 physiological races of wheat leaf rust during seedling stage

品种

Varieties

H103P

郑州5389

Zhengzhou 5389

周麦22

Zhoumai 22

载体品种 

Carrier variety

基因

Gene

Lr13

Lr16

Lr23

叶锈菌侵染型 Leaf rust fungus infection type

FH

JS①

2+

4

3

4

4

4

FH

TT①

2+

4

3

3

3

4

FH

KT①

2+

4

4

3

4

4

PH

TT①

2+

4

4

3

3

4

FH

JT

2+

4

4

3

3

4

TH

PS

1

4

4

3

4

4

TH

DP

1

4

4

3

3

3

KG

TT

2

4

3

4

4

3

FH

KT②

2+

4

3

4

4

4

TH

TT

2

4

3

4

3

3

NH

KP

2

4

3

3

4

4

PH

KS

2

4

3

4

4

3

FH

TT②

2

4

4

4

3

4

PH

TT②

2

4

4

4

4

3

FH

JS②

2

4

3

3

4

4

PH

KT

3

4

4

3

3

3

+表示小麦材料侵染程度比该等级的正常水平高

+indicates that the degree of infection of wheat materials is higher than the normal level of this grade
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2.2　成株期抗叶锈性鉴定结果

Hussar的衍生品系H103P、郑州5389、慢锈对照

品种SAAR、周麦22以及Lr13载体品种田间鉴定结

果表明， H103P、SAAR、周麦22以及Lr13载体品种

田间表现型均为慢锈性（表2）。
表2　H103P、郑州5389、周麦22和Lr13载体品种的严重度

Table 2　The severity of H103P， Zhengzhou 5389， Zhoumai 

22， and Lr13 carrier varieties

品种

Varieties

H103P

郑州5389

Zhengzhou 5389

周麦22

Zhoumai 22

Lr13载体品种

Lr13 carrier variety

SAAR

最终严重度（%）

Final disease severity

10

100

15

18

5

抗性

Resistance

慢锈性

高感

慢锈性

慢锈性

慢锈性

H103P 和郑州 5389 以及二者杂交后所得的

234 个 F4 家系群体田间抗叶锈性鉴定结果表明，

H103P 严重度为 10%，郑州 5389 严重度为 100%， 

234 个 F4 家系群体最终严重度在 5%~100% 范围

（图2），呈连续性分布，该群体在田间表现出良好的

成株期抗性。

图2　F4家系群体田间严重度分布

Fig.2　Severity distribution of F4 family 

populations in the field

2.3　H103P抗叶锈病基因定位结果

在亲本间筛选了小麦染色体上的481对SSR引

物，其中在 2B染色体上的引物多态性占比最大，为

77%，因此使用 2B染色体上的SSR引物，筛选在亲

本间表现多态性的引物，再将这些引物在构建好的

抗感池进行筛选，最终筛选到 Xgwm148（F：GTGA 

GGCAGCAAGAGAGAAA；R：CAAAGCTTGACT 

CAGACCAAA）、Xgwm374（F：ATAGTGTGTTGC 

ATGCTGTGTG；R：TCTAATTAGCGTTGGCTGCC）

及 Xgwm474（F：ATGCTATTAAACTAGCATGTGTC 

G；R：AGTGGAAACATCATTCCTGGTA）共3个标记

与Hussar衍生品系H103P中的抗叶锈病基因连锁。

通过 Joinmap 4.0软件分析，发现 1个位于 2BS

染色体上的小麦抗叶锈病基因，暂命名为LrHu。距

离 LrHu 最近的标记为 Xgwm148，LrHu 在其一侧

15.6 cM处（图3、图4）。

图1　不同品种对叶锈菌生理小种THDP的侵染型

Fig.1　Infection type of different varieties on the 

physiological race THDP of leaf rust fungus

M：PBR322/Msp I Marker；P1：H103P；P2：郑州5389；Br：抗病池；Bs：感病池；R：抗病F4家系；S：感病F4家系

P1： H103P； P2： Zhengzhou5389； Br：Resistant bulk； Bs：Susceptible bulk； R：Resistant F4 pedigree； S：Susceptible F4 pedigree

图3　Xgwm148引物扩增F4家系PCR产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳部分结果

Fig. 3　Electrophoresis of PCR products amplified with SSR marker Xgwm148 on polyacrylamide gels
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2.4　抗叶锈病基因Lr13与H103P片段比对结果

Lr13 是 1 个具有温敏性的成株抗叶锈病基

因［22］，但也表现出一定的苗期抗性。结合苗期鉴定

和成株期鉴定结果综合分析，表明LrHu是1个全生

育期的抗叶锈病基因。对Lr13的特异性引物［22］的

扩增产物进行特异性酶切，结果表明，Lr13载体品

种、H103P、周麦 22被酶切后的DNA片段是 297 bp

和 134 bp，而不能被酶切的郑州 5389 的 DNA 片

段 是 413 bp（图 5）。 检 测 结 果 表 明 H103P 中

M：PBR322/Msp I Marker；P1：H103P；P2：郑州5389；

1：Lr13载体品种；2：周麦 22

P2： Zhengzhou5389； 1： Lr13 carrier variety； 

2： Zhoumai 22

图5　Lr13特异性引物扩增产物酶切电泳图

Fig.5　Enzyme digestion electrophoresis of Lr13 specific 

primer amplification products

含有小麦抗叶锈病基因 Lr13，但 LrHu 与 Lr13之间

的关系还需进一步研究。

3　讨论

本研究在苗期用毒力有差异的 16个小种鉴定

H103P、周麦22及携带Lr13、Lr23、Lr16的单基因载

体品种的抗叶锈性，结果表明周麦 22及Lr13、Lr16

和Lr23载体品种对所有菌种均表现感病，但H103P

对除PHKT之外的所有小种表现抗病，表明H103P

比周麦 22 及 Lr13、Lr16 和 Lr23 的载体品种抗叶锈

性好。本研究结合基因型数据和表型数据对Hussar

的衍生品系 H103P 和郑州 5389 的 234 个 F4家系群

体进行抗叶锈病基因定位分析，在2BS染色体上定

位到 1 个抗叶锈病基因，暂命名为 LrHu。目前在

2BS 上定位到的抗病基因有 Lr48［23］、Lr35［24］、

Lr13［25］、Lr23［26］、Lr16［27］和Lr73［28］，通过与 2BS上的

已知抗叶锈基因比较，进而推测LrHu是否为同一基

因。Lr73虽然也是一个苗期抗叶锈病基因，但是它

定位在距离Lr16很近的地方，二者距离约10 cM，且

Lr73和Lr16这两个基因都位于 2BS顶端［27-28］，位置

与 LrHu 不同。Lr48 与 Lr35 为成株抗病基因，而

LrHu 表现为全生育期抗性。利用 2B 染色体上的

A：2B染色体缺失图谱，C为着丝点；B：与抗叶锈基因LrHu连锁的3个SSR标记在2BS上的遗传连锁图谱；

2BS：小麦2B染色体短臂；2BL：小麦2B染色体长臂

A： 2B chromosome deletion map， C is mitotic site； B： Genetic linkage map of three SSR markers linked to the leaf 

rust resistance gene LrHu on 2BS； 2BS： Short arm of wheat chromosome 2B； 2BL： Long arm of wheat chromosome 2B

图4　LrHu在2BS染色体上构建的遗传连锁图谱

Fig. 4　Genetic linkage mapping of LrHu constructed on chromosome 2BS
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SSR引物对H103P和郑州5389以及抗、感池进行筛

选，共筛选出 3个与LrHu连锁的SSR标记。利用 3

个标记检测234个F4家系，对群体进行基因分型，结

合表型数据构建LrHu连锁图。根据Somers等［29］构

建的遗传连锁图可知与 LrHu 连锁的分子标记

Xgwm148、Xgwm374 及 Xgwm474 位于 2BS 上，所以

LrHu被定位于2BS上。3个SSR分子标记的排列顺

序基本与Somers等［29］构建的连锁图一致。

通过对比H103P与Lr13载体品种，H103P的侵

染型要比Lr13载体品种低，表明H103P的抗叶锈性

比 Lr13载体品种好。分子标记检测得知H103P含

有Lr13抗叶锈病基因，推测H103P除了含有抗病基

因Lr13外可能还含有其他抗叶锈病基因。

距离 LrHu 最近的标记是的 Xgwm148，遗传距

离为 15.6 cM，遗传距离较大。分析原因有二，其一

是SSR分子标记密度不够大，导致标记与基因间的

距离较大；其二是利用 F4家系不如 F2及 F2：3结果精

确，因为随机抽取尽可能多的家系单株虽在理论上

可代表F2单株的基因组成，但也可能只选到了分离

单株的同一性状的后代，导致重组率高，遗传距

离大。

下一步将构建尽可能大的 F2 单株结合 F2：3 家

系，精准鉴定表现型，利用其他标记如KASP标记，

或利用SNP芯片获得多态性位点，结合已公开的基

因组序列设计引物，来构建高密度遗传图谱，以缩

短遗传距离，进行精细定位，为利用此基因达到基

因聚合的目的奠定基础；并通过基因克隆等下一步

实验正式命名LrHu。此外还将对该群体进行其他

农艺性状鉴别，如对赤霉病、纹枯病、秆锈病等的抗

性，来确定是否具有对多种病害的兼抗性。
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