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　 　 摘要：５Ｒ６１８ 是高抗叶锈病小麦品系。 为了确定该品系所携带的抗叶锈基因，以 ５Ｒ６１８ 与感病小麦品种郑州 ５３８９ 杂交获

得 Ｆ１，自交获得 Ｆ２分离群体以及 Ｆ２∶ ３家系，用叶锈菌生理小种 ＴＨＪＰ 对亲本、Ｆ２分离群体以及 Ｆ２∶ ３家系进行叶锈抗性鉴定，然后

进行分子标记分析。 结果显示，５Ｒ６１８ 对生理小种 ＴＨＪＰ 的抗病性由 １ 对显性基因控制，该基因暂命名为 Ｌｒ５Ｒ。 经过亲本和

抗感池间分子标记筛选以及 Ｆ２∶ ３家系的标记检测，Ｌｒ５Ｒ 定位于染色体 ３ＤＬ 上，ｂａｒｃ７１ 和 ＳＴＳ２４⁃１６ 是 Ｌｒ５Ｒ 最近的 ２ 个标记，遗
传距离分别为 ０ ９ ｃＭ 和 ２ １ ｃＭ。
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小麦叶锈病是影响我国小麦生产的主要病害之

一，发生于全国大部分麦区。 我国平均每年种植小

麦 ２３７０ 万 ｈｍ２，总产量约为 １ ０９３ 亿 ｔ，而小麦叶锈

病平均每年发生约 １５００ 万 ｈｍ２，尤其在我国的西南

和西北部，造成严重的产量损失［１］。 种植抗叶锈病

小麦品种可有效降低叶锈病造成的损失。 我国抗叶

锈病小麦品种丰富，但大多数都是通过杂交培育而

成，其所含的抗病基因尚不清楚。 所以，从抗病品种

中发掘定位抗病基因有助于今后抗叶锈病小麦的分

子育种。 目前，正式命名的小麦抗叶锈基因已有 ７１
个［２］，但由于叶锈菌生理小种的不断变异以及含单

基因抗性小麦品种大面积种植，许多抗叶锈病基因

已丧失抗性，因此需要不断发掘新的抗叶锈病基因，
并对其进行基因定位。

分子标记是 ＤＮＡ 水平遗传多态性的直接反映，
广泛应用于基因定位、遗传育种、物种亲缘关系鉴别

等方面。 多种分子标记技术已在抗叶锈病基因研究

中应用，并且进行优化，不断地用更稳定简便的分子
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标记代替操作复杂、重复性差的标记。 在 １９９９ 年，
Ｊ． Ｇｏｌｄ 等［３］将与抗叶锈病基因 Ｌｒ３５ 连锁的 ＩＳＳＲ 标

记转化为 ＳＣＡＲ 标记。 ２００１ 年，Ｒ． Ｐｒｉｎｓ 等［４］ 利用

ＡＦＬＰ 成功标记 Ｌｒ１９，并将其转化为 ＳＴＳ 标记。
２００６ 年，Ｓ． Ｋ． Ｇｕｐｔａ 等［５］ 将 ＲＡＰＤ 标记转化为 ３ 个

与 Ｌｒ２４ 共分离的 ＳＣＡＲ 标记。 ２０１３ 年， Ｙ． Ｚｈｏｕ
等［６］开发了一个可检测 ＬｒＺＨ８４ 和 Ｌｒ２６ 的 ＳＴＳ 标记

Ｈｂｓｆ⁃１。 ＳＳＲ 标记是分子标记的一种，其优点是可

鉴别杂合子和纯合子，所需 ＤＮＡ 量少，可重复性高。
ＳＳＲ 标记连锁图谱在小麦抗病基因研究中被越来越

多地作为骨干标记使用［７］，李星等［８］、Ｘ． Ｌ． Ｚｈａｏ
等［９］、Ｈ． Ｚｈａｎｇ 等［１０］、周悦等［１１］ 都利用 ＳＳＲ 分子标

记成功对抗叶锈病基因进行了基因定位。
小麦品系 ５Ｒ６１８ 在苗期高抗叶锈病。 其子粒

饱满，农艺性状良好，迄今为止未见关于小麦品系

５Ｒ６１８ 抗叶锈病遗传基础研究的报道，本试验应用

经典遗传学方法结合 ＳＳＲ 标记技术，对 ５Ｒ６１８ 中抗

叶锈病基因进行遗传分析和分子作图，为小麦抗叶

锈病分子育种提供理论依据。

１　 材料与方法

１ １　 供试材料

苗期基因推导所用的抗病小麦品系 ５Ｒ６１８ 由

中国农业大学杨作民教授培育、感病品种郑州 ５３８９
和 ３６ 个含已知抗叶锈病基因的近等基因系由河北

农业大学小麦叶锈病研究室提供。 抗病亲本 ５Ｒ６１８
与感病亲本郑州 ５３８９ 杂交、自交获得 Ｆ２ 分离群体

以及 Ｆ２∶ ３家系用于抗叶锈病基因的遗传分析和基因

定位。 苗期基因推导用的 １５ 个小麦叶锈菌生理小

种由河北农业大学小麦免疫研究室提供。 小麦叶锈

菌生理小种的致病类型按 Ｄ． Ｌ． Ｌｏｎｇ 等［１２］的密码命

名系统（Ｐｒｔ⁃ｃｏｄｅ Ｓｙｓｔｅｍ）命名。
１ ２　 苗期抗叶锈病鉴定

当供试小麦长到 １ 叶 １ 心，采用扫抹法接种新

鲜小麦叶锈菌生理小种。 接种后 １４ ｄ，待郑州 ５３８９
发病充分时按 ０、；、１、２、Ｘ、３、４ 等 ７ 级标准进行抗

叶锈性鉴定；根据双亲及杂交后代的侵染型级别及

各级侵染型数目，将 ０⁃Ｘ 级划为低侵染型，即抗病；
３⁃４ 级划为高侵染型，即感病。 按照 Ｈ． Ｊ． Ｄｕｂｉｎ
等［１３］提出的基因推导原则进行基因推导。
１ ３　 基因组 ＤＮＡ 提取及抗、感池构建

参照 Ｐ． Ｊ． Ｓｈａｒｐ 等［１４］提供的 ＣＴＡＢ 法提取小麦

叶片基因组 ＤＮＡ，并用 ｄｄＨ２ Ｏ 稀释成扩增所用浓

度。 根据 Ｒ． Ｗ． Ｍｉｃｈｅｌｍｏｒｅ 等［１５］提出的分离群体分

组分析法（ＢＳＡ，ｂｕｌｋｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ）从 Ｆ２∶ ３家

系单株中选取 １０ 株抗病单株 ＤＮＡ 等量混合组成抗

病池（Ｂｒ），选取 １０ 株感病单株 ＤＮＡ 等量混合组成

感病池（Ｂｓ）。
１ ４　 ＳＳＲ、ＳＴＳ、ＳＣＡＲ 引物扩增及电泳

１０２１ 对分布于小麦 ２１ 条染色体的 ＳＳＲ 引物用

于筛选在亲本及抗感池间表现多态性的分子标记，
并用 与 Ｌｒ２４ 共 分 离 的 ＳＴＳ 标 记 ＳＴＳ２４⁃１６［１６］

（ ＳＴＳ２４⁃１６Ｆ： ５′⁃ＣＴＴＣＧＧＡＣＡＧＧＡＧＧＧＴＡＴＧＡ⁃３′，
ＳＴＳ２４⁃１６Ｒ： ５′⁃ＧＧＡＣＡＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＧＧＴＴＣ⁃３′），
ＳＣＡＲ 标记 Ｓ１３０２⁃６０９［５］ （ Ｓ１３０２⁃６０９Ｆ：５′⁃ＣＧＣＡＧ⁃
ＧＴＴＣＣＡＡＡＴＡＣＴＴＴＴＣ⁃３′， Ｓ１３０２⁃６０９Ｒ： ５′⁃ＣＧＣＡＧ⁃
ＧＴＴＣＴＡＣＣＴＡＡＴＧＣＡＡ⁃３′）检测 Ｆ２∶ ３ 群体。 ＳＳＲ 引

物参考 Ｍ． Ｓ． Ｒｏｄｅｒ 等［１７］提供的序列，引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。 ＰＣＲ 反应体

系为 １０ ｕＬ，包括 １０ × ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ
０ ２ μＬ、４ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物 １ μＬ、３０ ｎｇ ／ μＬ 模板 ＤＮＡ
１ μＬ 和 Ｔａｑ 酶 １ Ｕ。 ＰＣＲ 反应条件：９４℃ 预变性

５ ｍｉｎ；９４℃变性 ４５ ｓ；５５℃ （依据不同引物温度稍

有变化）退火 ４５ ｓ；７２℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环；最
后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ；４℃保存。 ＰＣＲ 结束后将其扩

增产物进行电泳分析。 依据扩增产物的分子量大

小选择 １０％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳或琼脂糖

凝胶电泳。
１ ５　 遗传距离估算和连锁性分析

整理 ５Ｒ６１８ 苗期 Ｆ２∶ ３家系的抗感及分离鉴定

结果，并将其与分子标记基因型数据综合统计，导
入 ＭａｐＭａｎａｇｅｒ ＱＴＸｂ２０ 作图软件，计算抗病基因

与其连锁的分子标记之间的遗传距离，绘制连锁

图谱。

２　 结果与分析

２ １　 遗传分析

苗期叶锈病抗性鉴定表明，小麦品系 ５Ｒ６１８ 在

接种叶锈菌生理小种 ＴＨＪＰ 后表现为高抗（ ＩＴ：；），
郑州 ５３８９ 表现为感病（ＩＴ：４）。 在其 ２５４ 株 Ｆ２分离

群体单株中，１８３ 株表现抗病，７１ 株表现感病。 卡方

检测 χ２３∶ １ ＝ １ ０３（ χ２０ ０５，１ ＝ ３ ８４）符合 ３Ｒ∶ １Ｓ 的理论

比例。 在 ２３６ 个 Ｆ２∶ ３ 家系中，５９ 个表现纯合抗病，
１０７ 个表现抗感分离，７０ 个表现纯合感病。 卡方检

验 χ２１∶ ２∶ １ ＝ ２ ８６（χ２０ ０５，２ ＝ ５ ９９）符合 １∶ ２ ∶ １ 的理论分

离比例（表 １）。 结合 Ｆ２ 分离群体、Ｆ２∶ ３ 家系鉴定结

果，表明 ５Ｒ６１８ 对 ＴＨＪＰ 的抗性由 １ 对显性基因

控制。
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表 １　 ５Ｒ６１８、郑州 ５３８９ 以及 Ｆ２分离群体、Ｆ２∶３家系苗期对 ＴＨＪＰ 抗感反应

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｔｙｐｅ ＴＨＪＰ ｉｎ ｔｈｅ ５Ｒ６１８，ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ５３８９，ｔｈｅｉｒ Ｆ２ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｎｇ ｐｏｐｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ Ｆ２∶３ ｆａｍｉｌｙ

材料

Ｍａｔｅｒｉａｌ
总数

Ｔｏｔａｌ

抗感反应 Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ

抗 Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ 感 Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ 分离 Ｓｅｐａｒａｔｅ

卡方检测

Ｃｈｉ⁃ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔｓ

５Ｒ６１８ ２０ ２０

郑州 ５３８９ ２０ ２０

Ｆ２分离群体 ２５４ １８３ ７１ χ２３∶ １ ＝ １ ０３ ＜ χ２０ ０５，１ ＝ ３ ８４

Ｆ２∶ ３家系 ２３６ ５９ ７０ １０７ χ２１∶ ２∶ １ ＝ ２ ８６ ＜ χ２０ ０５，２ ＝ ５ ９９

２ ２　 苗期抗病基因推导

用 １５ 个叶锈菌生理小种对 ５Ｒ６１８ 及 ３６ 个含已

知抗叶锈基因品系进行抗性鉴定，比较反应型。 鉴

定结果表明：Ｌｒ９、Ｌｒ２４、Ｌｒ１９、Ｌｒ２８、Ｌｒ３９、Ｌｒ４２、Ｌｒ４７、
Ｌｒ５１、Ｌｒ５３ 对所有供试生理小种表现高抗，５Ｒ６１８ 对

所有的生理小种也表现为高抗，初步推测 ５Ｒ６１８ 可

能含有 Ｌｒ９、Ｌｒ２４、Ｌｒ１９、Ｌｒ２８、Ｌｒ３９、Ｌｒ４２、Ｌｒ４７、Ｌｒ５１、
Ｌｒ５３ 基因或基因组合，需进一步利用分子标记

验证。
２ ３　 ５Ｒ６１８ 中抗叶锈基因的分子定位

Ｆ２分离群体、Ｆ２∶ ３家系苗期抗性鉴定结果表明，
５Ｒ６１８ 中含有 １ 个显性抗叶病锈基因，暂命名为

Ｌｒ５Ｒ。 随机分布于小麦 ２１ 条染色体的 １０２１ 对 ＳＳＲ
引物在亲本及抗感池间筛选多态性，结果位于 ３ＤＬ
染色体上的 ＳＳＲ 标记 Ｘｂａｒｃ７１ 在 ２ 个亲本及抗感池

间均扩增出差异片段。 利用 Ｘｂａｒｃ７１ 检测 Ｆ２∶ ３家系

（图 １），发现 Ｘｂａｒｃ７１ 与 Ｌｒ５Ｒ 连锁。 ＳＴＳ２４⁃１６ （图
２）、Ｓ１３０２⁃６０９ 是 ２ 个与位于 ３ＤＬ 染色体上抗叶锈

基因 Ｌｒ２４ 共分离的分子标记，在 ２ 个亲本及抗感池

间表现多态性，经 Ｆ２∶ ３家系检测都与 Ｌｒ５Ｒ 连锁。 用

ＭａｐＭａｎａｇｅｒ ＱＴＸｂ２０ 作图软件分析，Ｘｂａｒｃ７１、ＳＴＳ２４⁃
１６、Ｓ１３０２⁃６０９ 与 Ｌｒ５Ｒ 的遗传距离如图 ３ 所示，其中

距离 Ｌｒ５Ｒ 最近的标记为 Ｘｂａｒｃ７１ 和 ＳＴＳ２４⁃１６，遗传

距离分别为 ０ ９ ｃＭ 和 ２ １ ｃＭ。

Ｍ：ＰＢＲ３２２ Ｍａｒｋｅｒ；Ｐ１：抗病亲本 ５Ｒ６１８；Ｐ２：感病亲本郑州 ５３８９；Ｂｒ：抗病池；Ｂｓ：感病池；
Ｒ：抗病 Ｆ２∶ ３家系；Ｓ：感病 Ｆ２∶ ３家系；Ｈ：抗病杂合基因型 Ｆ２∶ ３家系。 下同。

Ｍ：ＰＢＲ３２２ ｍａｒｋｅｒ，Ｐ１：Ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐａｒｅｎｔ ５Ｒ６１８，Ｐ２：Ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｐａｒｅｎｔ ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ５３８９，Ｂｒ：Ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｕｌｋ，Ｂｓ：Ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｂｕｌｋ，
Ｒ：Ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｆ２∶ ３ ｆａｍｉｌｉｅｓ，Ｓ：Ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｆ２∶ ３ ｆａｍｉｌｉｅｓ，Ｈ：Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｇｅｎｏｔｙｐｅ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 ＳＳＲ 标记 Ｘｂａｒｃ７１ 在亲本、抗感池和 Ｆ２∶３家系中扩增出的特异性条带

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｐａｒｅｎｔｓ，ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｂｕｌｋｓ，ａｎｄ Ｆ２∶３ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｗｉｔｈ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ Ｘｂａｒｃ７１

图 ２　 ＳＣＡＲ 标记 ＳＴＳ２４⁃１６ 在亲本、抗感池和 Ｆ２∶３家系单株中扩增出的特异性条带

Ｆｉｇ ２ Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｐａｒｅｎｔｓ，ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｂｕｌｋｓ，
ａｎｄ Ｆ２∶３ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｗｉｔｈ ＳＣＡＲ ｍａｒｋｅｒ ＳＴＳ２４⁃１６

３　 讨论

研究者们依据各自的研究目的和试验条件选择

不同的小麦抗叶锈基因的研究方法，如传统杂交法、

基因推导法、分子标记法等。 以上这些方法可单独

使用，也可以几个方法结合起来使用。 传统杂交法

可准确分析供试材料中抗病基因的显隐性以及所含

基因个数，但该方法周期长、工作量大。 而基因推导

０５３１
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图 ３　 抗叶锈基因 Ｌｒ５Ｒ 的遗传连锁图

Ｆｉｇ ３　 Ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｏｆ ｌｅａｆ ｒｕｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ Ｌｒ５Ｒ

法可在短时间内同时对大量供试材料进行鉴定，但
准确性不够，易受温度及小种毒性影响。 分子标记

法不受环境条件及基因表达的影响，但是分子标记

也有其局限性，如受标记的数目及标记特异性的影

响。 本试验将传统杂交法、基因推导法以及分子标

记法结合起来使用，弥补了各自的不足，使结果更加

准确可靠。
通过基因推导推测 ５Ｒ６１８ 可能含有 Ｌｒ９、Ｌｒ２４、

Ｌｒ１９、Ｌｒ２８、Ｌｒ３９、Ｌｒ４２、Ｌｒ４７、Ｌｒ５１、Ｌｒ５３，通过分子标

记检测最终将 Ｌｒ５Ｒ 定位在 ３ＤＬ 染色体上。 ３ＤＬ 染

色体上已报道的抗病基因有抗条锈病基因 Ｙｒ４５［１８］、
抗秆锈病基因 Ｓｒ２４［１９］和抗叶锈病基因 Ｌｒ２４，由于小

麦抗叶锈病基因 Ｌｒ９、 Ｌｒ１９、 Ｌｒ２８、 Ｌｒ３９、 Ｌｒ４２、 Ｌｒ４７、
Ｌｒ５１、Ｌｒ５３ 均不位于 ３ＤＬ 染色体上，所以 Ｌｒ５Ｒ 不可

能是这些抗叶锈病基因。 研究表明分子标记

ＳＴＳ２４⁃１６［１６］、Ｓ１３０２⁃６０９［５］ 都与 Ｌｒ２４ 共分离，而在

５Ｒ６１８ 与郑州 ５３８９ 杂交自交得到的 Ｆ２∶ ３ 家系中，２
个分子标记都检测出与目的基因之间有不同的交

换；遗传连锁图显示 ＳＴＳ２４⁃１６、Ｓ１３０２⁃６０９ 与 Ｌｒ５Ｒ
的遗传距离分别为 ２ １ ｃＭ 和 ４ ５ ｃＭ，所以推测

Ｌｒ５Ｒ 与 Ｌｒ２４ 不同，可能是一个新的抗叶锈病基因，
其与 Ｌｒ２４ 之间的关系，还需要进一步进行等位性检

测来验证，同时 Ｌｒ５Ｒ 与相同染色体上其他抗病基因

的关系也需深入研究。
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