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　 　 摘要:为更好地利用抗 ＴＭＶ 烤烟种质资源ꎬ提高烤烟抗 ＴＭＶ 育种效率ꎬ对烤烟品系 ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 的 ＴＭＶ 抗性遗传规

律及抗性来源进行了研究ꎮ 利用抗病烤烟品系 ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 分别与感病品种云烟 ８７、中烟 １００ 配置杂交组合ꎬ构建 Ｆ１、Ｆ２

群体ꎬ并利用 ＴＭＶ￣Ｃ 菌株进行抗性鉴定ꎻ同时ꎬ设计 Ｎ 基因引物对参试烤烟品种(系)的基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 经抗性

鉴定ꎬＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 及 Ｆ１群体对 ＴＭＶ 免疫ꎬ云烟 ８７、中烟 １００ 感 ＴＭＶꎬ卡方(χ２)检验证明 Ｆ２群体抗感分离比为 ３∶ １ꎬ符合

显性单基因遗传ꎻＰＣＲ 结果表明ꎬ抗病品系 ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 基因组内存在 Ｎ 基因序列ꎬ感病品种云烟 ８７、中烟 １００ 基因组内

未发现ꎮ 本研究表明ꎬＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 烤烟品系的 ＴＭＶ 抗性来源于 Ｎ 基因ꎮ
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烟草普通花叶病( ＴＭＶꎬ ｔｏｂａｃｃｏ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ)
是全世界烟草栽培区发生普遍、危害严重的一大病

害[ １￣２]ꎮ 发病后ꎬ烟叶产量降低ꎬ品质变劣ꎬ给烟叶

生产带来极大危害ꎮ 目前ꎬ对于 ＴＭＶ 的防治没有效

果较好的药剂ꎬ只能采取提前预防、综合防治等措

施ꎬ由于受耕地资源紧张、连作的影响ꎬ培育抗 ＴＭＶ
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的烤烟品种在生产中显得尤为迫切和重要[３]ꎮ Ｎ 基

因起源于野生种黏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)ꎬ是目

前已经明确的烟草抗 ＴＭＶ 基因ꎬ是烟草抗 ＴＭＶ 育

种的主要抗源[４]ꎮ １９３８ 年ꎬＦ. Ｏ. Ｈｏｌｍｅｓ[５] 研究表

明ꎬ黏烟草对 ＴＭＶ 的抗性是由显性单基因 Ｎ 控制

的ꎻ１９９４ 年ꎬＳ. Ｗｈｉｔｈａｍ 等[６] 通过转座子标签法克

隆得到 Ｎ 基因ꎬ并证明其介导的 ＴＭＶ 抗性可以产

生过敏性坏死反应ꎮ 国外已经利用 Ｎ 基因介导的

ＴＭＶ 抗性育成了一批高抗 ＴＭＶ 的品种ꎬ包括 Ｋｙ５６、
Ｂｙ２１、ＮＣ７５、ＶＡ７７０、ＴＮ８６、Ｃｏｌｅｒ１７６、Ｃｏｋｅｒ８６ 等ꎮ 我

国也利用该抗源培育了一系列抗 ＴＭＶ 品种(系)ꎬ
如:利用 Ｋｙ５６ 作为亲本育成了辽烟 ８ 号、辽烟 １０ 号

等抗 ＴＭＶ 品种ꎻ利用 Ｃｏｋｅｒ８６ 的抗病性ꎬ育成了辽

烟 １３、辽烟 １４ 等抗 ＴＭＶ 品种[７]ꎮ 这些品种在我国

的烤烟生产中发挥了重要作用ꎮ
除 Ｎ 基因外ꎬ研究者还发现了其他抗 ＴＭＶ 基

因ꎬ普通烟草中的安巴里玛(Ａｍｂａｌｅｍａ)品种对 ＴＭＶ
表现出抗病性[８]ꎬ其抗性是由隐性等位基因 ｒｍ１ 和

ｒｍ２ 控制的ꎬ而且抗病基因与不良性状基因有连锁

关系[９]ꎻ引进品种 ＴＩ２４５ 对 ＴＭＶ 表现出抗侵染ꎬ其
抗性是由隐性基因 ｔ１ｔ１ｔ２ｔ２ 控制的[１０]ꎮ 我国具有丰

富的烟草种质资源[１１￣１２]ꎬ但一些优良的抗 ＴＭＶ 材料

的抗性规律及来源还未见明确的研究报道ꎬ如ꎬ
ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 等ꎬ一定程度上阻碍了其抗性在烤

烟育种中的应用ꎮ 另外ꎬ利用 Ｎ 基因序列开发分子

标记ꎬ可以快速高效地检测 Ｎ 基因控制的 ＴＭＶ 抗

性ꎬ加快抗 ＴＭＶ 种质资源筛选和育种效率ꎮ 因此ꎬ
本研究的开展对于深入了解抗 ＴＭＶ 烟草种质资源

的抗性遗传规律和抗性来源ꎬ发掘和利用抗 ＴＭＶ 种

质资源ꎬ加快烟草抗 ＴＭＶ 育种具有重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

抗 ＴＭＶ 品系 ＣＶ８７、ＦＣ８ 和抗 ８８ 及感病品种中

烟 １００ 和云烟 ８７ 由中国农业科学院烟草研究所育

种中心提供ꎻ烟草普通花叶病毒普通株系 ＴＭＶ￣Ｃ 毒

源由中国农业科学院烟草研究所植保室提供ꎮ
１ ２　 群体构建

根据参试烤烟品种(系)对 ＴＭＶ 的抗感特性ꎬ
配置抗 ８８ × 云烟 ８７、中烟 １００ × ＦＣ８、云烟 ８７ ×
ＣＶ８７ 杂交组合ꎬ获得 Ｆ１ꎬＦ１自交获得 Ｆ２群体ꎮ
１ ３　 ＴＭＶ 抗性鉴定

ＴＭＶ 抗性鉴定在中国农业科学院烟草研究所

温室内进行ꎬ室内温度控制在 ２５ ℃左右ꎬ湿度保持

在 ５０％ ~６０％之间ꎮ 烟草普通花叶病毒株系 ＴＭＶ￣
Ｃ 保存在 ＮＣ８９ 植株上ꎬ接种时取发病的鲜烟叶研

磨、过滤ꎬ用蒸馏水稀释ꎬ按质量体积比 (Ｗ ∶ Ｖ)
１∶ １００ 配置成接种液供接种用ꎮ 在烟苗 ５ ~ ６ 叶期ꎬ
对 ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８、中烟 １００、云烟 ８７ 及 Ｆ１、Ｆ２群体

利用摩擦法进行接种ꎬ接种后 ３０ ｄ 统计发病率ꎬ采
用卡方(χ２)检验对 Ｆ２群体的抗感比例进行适合性

分析ꎮ
１ ４　 Ｎ 基因 ＰＣＲ 扩增

已有研究人员开发了检测 Ｎ 基因的分子标记

引物[１３￣１４] ꎬ为更准确检测 Ｎ 基因控制的 ＴＭＶ 抗

性ꎬ开发新的分子标记ꎬ本研究根据从 ＮＣＢＩ 得到

的 Ｎ 基因 ＤＮＡ 序列结构特点ꎬ应用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ 软

件设计了 ３ 对特异引物ꎬ引物序列及扩增片段大

小见表 １ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段大小

(ｂｐ) ＰＣＲ
ｆｒａｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ

ＮＭ１ Ｆ:ＴＧＡＴＧＣＡＧＡＣＴＧＴＡＴＴＣＧＡＣ
Ｒ:ＧＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＣＡＴＣＡＣＴＴＣ

１０９２

ＮＭ２ Ｆ:ＧＣＡＴＧＴＡＧＡＴＴＧＴＣＡＴＡＴＧＧＣＴＣ
Ｒ:ＣＴＴＧＴＴＴＧＡＴＴＧＧＧＣＡＣＧＧＡ

９６９

ＮＭ３ Ｆ:ＧＧＡＧＡＡＣＧＴＡＧＣＡＧＡＣＴＡＴＧ
Ｒ:ＧＧＴＣＧＡＴＧＡＣＡＴＣＣＣＴＡＴＧＴ

１０２２

ＰＣＲ 扩增反应体系为 ２０ μＬꎬ扩增条件:９５ ℃预

变性 ３ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 ３０ ｓ、５７ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延

伸６０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产

物采用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ并用琼脂糖凝

胶 ＤＮＡ 回收试剂盒回收纯化ꎬ将 ＰＣＲ 产物纯化后

连接到 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 克隆载体上ꎮ 连接产物转化大肠

杆菌 ＴＯＰ１０ 感受态细胞ꎬ３７ ℃培养 １４ ~ １６ ｈꎬ挑取

单菌落培养、测序ꎮ
试验材料基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自北京康

为世纪生物科技有限公司ꎬｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ、
２ × ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ｓｕｐｅｒＭｉｘ、ＴＯＰ１０ 感受态细胞以及

琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒均购自北京全式金生

物技术有限公司ꎮ 引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成ꎬＰＣＲ 扩增序列由深圳华大基因研

究院测序ꎬ利用 ＤＮＡｍａｎ 软件对扩增序列和目标序

列进行比对分析ꎮ
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２　 结果与分析

２ １　 亲本及 Ｆ１、Ｆ２ 群体 ＴＭＶ 抗性鉴定

参试烤烟品种(系)亲本及 Ｆ１、Ｆ２群体接种 ＴＭＶ
后发病情况见表 ２ꎮ 除 ＣＶ８７ 的 １ 个植株、抗 ８８ ×云

烟 ８７ 组合 ４ 个 Ｆ１植株及云烟 ８７ × ＣＶ８７ 组合 ２ 个

Ｆ１植株出现花叶症状外ꎬ所有 ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 及 ３
个杂交组合 Ｆ１植株接种叶均产生枯斑ꎬ表现出过敏

性坏死反应 ( ＨＲꎬ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ)ꎬ说明对

ＴＭＶ 免疫ꎻ云烟 ８７ 和中烟 １００ 的发病率分别为

８３ ３３％和 ７７ ４２％ ꎬ为感 ＴＭＶ 材料ꎻＦ２群体抗感性

状出现了分离ꎬ对不同组合 Ｆ２群体抗感分离比进行

卡方(χ２)检验ꎬ结果显示所有组合的 Ｐ 值均大于

０ ０５ꎬ差异不显著ꎬ说明 Ｆ２群体抗病、感病植株的分

离比符合 ３∶ １ 的比例ꎬ表明 ３ 个烤烟品系对 ＴＭＶ 的

抗性受显性单基因控制ꎮ

表 ２　 亲本及 Ｆ１、Ｆ２群体 ＴＭＶ 抗性鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

亲本 / 组合

Ｐａｒｅｎｔ / Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
世代

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

株数 Ｔｏｂａｃｃｏ ｎｕｍｂｅｒ

枯斑反应

Ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ

花叶症状

Ｍｏｓａｉｃ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ

感病率 / 抗感比

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
ｒａｔｅ / Ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ

理论比

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒａｔｉｏ
χ２

Ｃｈｉ￣ｓｑｕａｒｅ

Ｐ 值

Ｐ ｖａｌｕｅ

抗 ８８ ６６ ０ ０

ＦＣ８ ５１ ０ ０

ＣＶ８７ ５８ １ １ ６９％

云烟 ８７ １０ ５０ ８３ ３３％

中烟 １００ １４ ４８ ７７ ４２％

抗 ８８ × 云烟 ８７ Ｆ１ ５０ ４ ７ ４１％

Ｆ２ １１１ ３９ ２ ８５∶ １ ３∶ １ ０ ０８ > ０ ０５

中烟 １００ × ＦＣ８ Ｆ１ ５７ ０ ０

Ｆ２ １１２ ２９ ３ ８６∶ １ ３∶ １ １ ４８ > ０ ０５

云烟 ８７ × ＣＶ８７ Ｆ１ ４５ ２ ４ ２５％

Ｆ２ １１２ ３５ ３ ２０∶ １ ３∶ １ ０ １１ > ０ ０５

２ ２　 Ｎ 基因 ＰＣＲ 扩增

用本研究设计的 Ｎ 基因引物对 ＣＶ８７、ＦＣ８、抗
８８、Ｃｏｋｅｒ１７６、云烟 ８７、中烟 １００ 的基因组 ＤＮＡ 进

行 ＰＣＲ 扩增(图 １)ꎬＣｏｋｅｒ１７６ 为阳性对照ꎬ是已明

确的含有 Ｎ 基因的抗 ＴＭＶ 烤烟品种[１５] ꎮ 扩增结

果发现ꎬ引物 ＮＭ１、ＮＭ３ 扩增效果不理想ꎻＮＭ２ 扩

增效果较好ꎬ其扩增结果如图 １ 所示ꎬＣＶ８７、ＦＣ８、
抗 ８８、Ｃｏｋｅｒ１７６ 的基因组 ＤＮＡ 中扩增出了片段大

小为 １０００ ｂｐ 左右的条带ꎬ与预期片段大小相吻

合ꎬ云烟 ８７、中烟 １００ 基因组 ＤＮＡ 中未出现条带ꎮ
对扩增出的条带进行测序ꎬ发现扩增序列与 Ｎ 基

因的目标片段一致性均达到了 ９９％ 以上ꎬ仅有个

别碱基存在差异ꎬ说明扩增序列为 Ｎ 基因序列片

段ꎮ 试验结果表明ꎬＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 基因组内存

在 Ｎ 基因序列ꎬ３ 个烤烟品系的 ＴＭＶ 抗性来源于

Ｎ 基因ꎮ

Ｍ:ＤＬ ２０００ ＤＮＡ ｍａｋｅｒꎻ１:ＣＶ８７ꎻ２:ＦＣ８ꎻ
３:抗 ８８ꎻ４:Ｃｏｋｅｒ１７６ꎻ５:云烟 ８７ꎻ６:中烟 １００

图 １　 Ｎ 基因序列 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

３　 讨论

本研究从抗感性状分离和分子水平上证明了

ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 的 ＴＭＶ 抗性来源于 Ｎ 基因ꎬ云烟

８７ 和中烟 １００ 两个感 ＴＭＶ 品种基因组内不存在 Ｎ
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基因序列ꎮ 当 ＴＭＶ 侵染不含 Ｎ 基因的烟草时ꎬ
ＴＭＶ 会在植株内系统的传播ꎬ引发全株性的花叶症

状ꎬ而当 ＴＭＶ 侵染含有 Ｎ 基因的烟草时ꎬ４８ ｈ 以内

会产生过敏性坏死反应ꎬ在侵染位点形成枯斑ꎬ限制

病毒的扩散[１６]ꎮ 在 ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８、中烟 １００、云
烟 ８７ 及 Ｆ１、Ｆ２群体的发病率统计中ꎬ云烟 ８７ 和中烟

１００ 分别有 １６ ６７％ 和 ２２ ５８％ 的烟株未表现出花

叶症状ꎬ可能与接种条件和培养环境有关ꎬ导致其部

分烟苗未发病ꎻＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 及 Ｆ１ 群体绝大多

数植株表现出过敏性坏死反应ꎬ符合 Ｎ 基因控制的

ＴＭＶ 抗性特点ꎬ但是有少数烟株表现出了花叶症

状ꎬ可能原因是收种时混进了少量其他品种(系)的
种子ꎮ
　 　 ＣＶ８７、ＦＣ８、抗 ８８ 的 ＴＭＶ 抗性来源于 Ｎ 基因ꎬ
属于显性单基因控制ꎬ为高效利用这些种质材料提

供了依据ꎮ 一方面ꎬ可以通过杂种优势与优质高产

种质进行杂交ꎬ直接利用 Ｆ１ꎬ将会大大缩短获得抗

病优质烤烟新品种(系)的时间ꎻ另一方面ꎬ还可通

过回交的方式获得优质抗病品种(系)ꎬ以优质品种

(系)为父本ꎬ连续回交ꎬ对后代进行严格的抗性鉴

定ꎬ保持父本的优异品质性状ꎬ并结合抗 ＴＭＶ 性状ꎻ
此外ꎬ还可以通过聚合杂交等育种方法ꎬ将多个抗源

的抗性基因聚合在一起ꎬ创造高抗 ＴＭＶ 兼抗其他病

原的烟草品种或种质ꎮ
在传统的抗 ＴＭＶ 育种中ꎬ需要对育种材料进行

单株接种并创造合适的发病条件ꎬ接种不成功或条

件不合适会影响选择效率ꎬ而分子标记辅助育种可

以克服这些限制ꎬ极大地加速材料的选育过程ꎬ缩短

育种周期ꎬ提高育种效率[１７]ꎮ 因此ꎬ利用 Ｎ 基因开

发分子标记可以为烤烟抗 ＴＭＶ 育种提供一条快捷

有效的方法ꎮ 高玉龙等[１３] 根据 Ｎ 基因序列发明了

一种检测烟草 ＴＭＶ 抗性基因 Ｎ 的检测方法(专利

公开号:ＣＮ１０１８９２３０４Ａ)ꎬ并利用该发明的分子标记

对 ８４ 份烤烟品种(系)进行检测ꎬ结果与品种(系)
的 ＴＭＶ 抗性相吻合ꎮ 刘磊等[１４] 利用 Ｎ 基因的 ｃＤ￣
ＮＡ 序列设计出 ２ 对用于分子标记辅助育种的引物ꎬ
成功建立了 Ｎ 基因 ｃＤＮＡ 序列 ＰＣＲ 检测体系ꎬ证明

在 Ｎ 基因 ｃＤＮＡ 序列上设计引物扩增 ＤＮＡ 序列的

目的基因辅助育种技术也是可行的ꎮ

在本研究中ꎬ为开发新的检测 Ｎ 基因控制 ＴＭＶ
抗性的分子标记ꎬ使检测更加快速、准确ꎬ共设计了

３ 对引物用于 Ｎ 基因序列的 ＰＣＲ 扩增ꎬ只有 ＮＭ２ 引

物具有较好的扩增效率和准确率ꎬ由此可见ꎬ引物的

设计对于 ＰＣＲ 扩增具有关键性的作用ꎮ 下一步将

针对该引物扩大试验材料数量ꎬ进一步分析该对引

物的扩增特异性及正确率ꎬ开发用于快速检测 Ｎ 基

因控制 ＴＭＶ 抗性的新的有效分子标记ꎬ提高烤烟抗

ＴＭＶ 育种效率ꎮ
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