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摘要：【目的】寻找与苜蓿抗褐斑病基因连锁的分子标记。【方法】以褐斑病中等抗性亲本杂交组合（YL0602M

×SH0602M）的 F1分离群体为研究材料，采用 SRAP 分子标记技术，结合 BSA 法筛选与抗褐斑病基因连锁的分子标

记。【结果】SRAP 引物对 Me3/Em3 在抗、感病 DNA 池以及建池 20 单株中产生特异片段。测序结果显示，目标片段

大小为 169 bp，将该标记命名为 M3E3-R169。【结论】标记 M3E3-R169 在 20 个建池抗、感单株中出现的符合率为

80%，初步确定其与苜蓿抗褐斑病基因连锁。 
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Abstract: 【Objective】 The study identified the molecular markers linked to common leaf spot disease resistance gene in 
alfalfa. 【Method】 With a F1 population produced by two middling resistant parents (YL0602M×SH0602M), the molecular marker 
associated with common leaf spot disease resistance gene was screened by BSA method and SRAP technology. 【Result】 One 
specific band was found between resistant and susceptible DNA pool and 20 plants that comprised the two pools. Sequencing of the 
fragment indicated that its length was 169 bp. This SRAP marker was named as M3E3-R169. 【Conclusion】 The coincidence rate of 
the existence of M3E3-R169 in 20 plants was 80%, so M3E3-R169 would be linked to common leaf spot disease resistance gene.  
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0  引言 

【研究意义】由苜蓿（Medicago sativa L.）假盘

菌（Pseudopeziza medicaginis (Lib.) Sacc.）引起的褐斑

病（common leaf spot，CLS）是苜蓿最常见和破坏性

很大的病害之一，几乎遍布世界所有苜蓿种植区，常

常造成牧草产量的较大损失[1]。选育和使用抗病品种

是防治苜蓿褐斑病最经济、最有效的方法。由于紫花

苜蓿是异花授粉四倍体植物，群体杂合度高，常规的

田间病情调查筛选工作量大，耗时长，且人为鉴定标

准存在差异，难以高效率地筛选出大量抗性种质。另

外，病原菌生理小种分化速度快，经过较长时间培育

的抗病品种很可能在推广时已成为非抗病品种，所以

要求育种工作者缩短育种周期。分子标记技术的发展

为解决以上问题提供了可能。它通过对基因型的直接

选择，在苗期即可进行大量的抗病鉴定，不受时间和

环境的限制，加速了育种进程。分子标记辅助育种对

于提高苜蓿抗褐斑病新品种选育效率具有重要实际应

用价值。【前人研究进展】目前，国内已有研究者利

用 RAPD 和 ISSR 分子标记技术对与苜蓿抗褐斑病基

因连锁的分子标记进行了探索性研究[2-4]，国外尚无相

关报道。SRAP 分子标记技术由 Li 等[5]在芸苔属作物

上开发出来，以其简便、稳定、中等产率以及在基因

组中分布均匀等特点被广泛应用于种质资源鉴定评 
价[6-8]、遗传图谱构建[5,9-10]、重要性状基因标记[11-13]

乃至基因克隆[14]等方面。【本研究切入点】然而，与
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苜蓿抗褐斑病相关的 SRAP 标记研究尚未见报道。 
【拟解决的关键问题】本研究拟利用苜蓿褐斑病中等

抗性的 2 个亲本组合构成的 F1分离群体，筛选出与抗

褐斑病基因连锁的 SRAP 标记，提供苜蓿褐斑病抗性

鉴定的分子手段，用于分子标记辅助育种，并为抗病

基因克隆奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

根据袁庆华等[15]对伊鲁瑰斯（Medicago sativa L. 
cv. Iroquois）、萨兰斯（Medicago sativa L. cv. Saranac）、
沙湾（Medicago sativa L. cv. Shawan）、沙河（Medicago 
sativa L. cv. Shahe）和泾阳（Medicago sativa L. cv. 
Jingyang）5 个苜蓿品种的离体叶筛选研究，每品种筛

选出最抗和最感各 5 株，并通过无性扦插扩繁单独收

种。本试验在此基础上将这 5 个品种最抗和最感单株

的后代培育成株系，每品种抗、感各 5 个株系，每株

系育苗 100 株。通过接种鉴定结合方差分析，挑选出

中抗材料 4 株，分别为伊鲁瑰斯 2 株（YL0601M，

YL0602M）、沙河 2 株（SH0601M，SH0602M），

依次编号为 A、B、C、D。 
配置中抗材料杂交组合：A×B、B×D、C×A 和

D×C，人工授粉、单独收种。将 F1 育苗，每组合育

苗 200 株。 
苜蓿假盘菌[Pseudopeziza medicaginis (Lib.) Sacc.]

菌种采自中国农业科学院北京畜牧兽医研究所生长 6
年的苜蓿试验地，经室内分离纯化扩繁后，接种于保

定苜蓿上，隔离小区内活体保存备用。 
SRAP 引物为上海生物工程公司合成，dNTP、Taq 

DNA 聚合酶为 TaKaRa 产品，DMSO 购自上海生物工

程公司，琼脂糖凝胶回收纯化试剂盒、感受态细胞

JM109 和克隆载体 pMD19-T 均为 TaKaRa 产品。 
1.2  方法 

1.2.1  育苗  参考马鸿文等 [16]的苜蓿幼苗培养方

法，每组合育苗 200 株。 
1.2.2  接种鉴定及筛选  参照孟芳等[4]的活体菌株

覆盖接种法及其病情分级标准，从 4 个中抗杂交组合

中，选择长势良好，单株间发病程度差异最大，综合

性状差异大的 1 个组合——B×D，再从中挑选高抗、

高感各 10 个单株，用来构建抗、感病 DNA 池。 
1.2.3  DNA 提取及定量  苜蓿基因组 DNA 提取采用 
改进的 CTAB 法[17]。用 0.8%琼脂糖凝胶对 DNA 质量

进行电泳检测，并以一定浓度 λDNA 作为定量参照标

准，将各单株 DNA 浓度定为 10 ng·µL-1，－20℃保存

备用。 
1.2.4  抗、感病 DNA 池的建立  对挑选出的 10 个高

抗单株和 10 个高感单株，利用 Michelmore 等[18]提出

的 BSA 法建立抗病池和感病池。 
1.2.5  SRAP 扩增与产物检测  20 µL 反应体系中各

反应物的含量为：10 ng 模板 DNA、0.2 mmol·L-1 
dNTP、0.25 µmol·L-1 SRAP 引物、0.8 U Taq DNA 聚

合酶、2 µL 10×PCR buffer、2.0 mmol·L-1 MgCl2、2.5% 
DMSO。PCR 扩增参照 Li 等[5]的程序。扩增结束后，

6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，银染显色[19]。 
1.2.6  SRAP 标记的筛选  采用 BSA 法，用抗、感病

DNA 池对 100 对 SRAP 引物进行筛选，挑选在抗、感

病池间能够产生特异性条带的引物，然后用建抗、感

病 DNA 池单株对其进行验证。 
1.2.7  特异片段的回收、克隆和测序  从 PAGE 胶

上挖下特异片段放入 200 µL PCR 薄壁管中，加入   
20 µL 10×TE，95℃保温 10 min；取出，用灭菌枪头

捣烂，然后再于 95℃保温 10 min，取 1 µL 用作 PCR
模板，反应体系和程序同 1.2.5。扩增产物经 2%琼脂

糖凝胶电泳后，于紫外灯下挖下特异片段，用琼脂糖

凝胶纯化试剂盒对片段进行回收纯化。之后，将其与

pMD19-T 载体连接，连接产物转化入 E. coli JM109
菌株进行克隆。克隆产物送宝生物工程有限公司进行

测序。 
1.2.8  DNA 序列分析  用分子生物学软件 BioEdit 分
析序列中碱基组成，并通过 NCBI 核苷酸数据库进行

序列比对。 

2  结果 

2.1  SRAP 标记筛选 

本试验采用 10 条正向引物和 10 条反向引物（表）

组合成 100 对 SRAP 引物，以抗、感病 DNA 池为模

板，对 100 对引物进行扩增。扩增产物先用琼脂糖凝

胶进行检测，挑选扩增条带清晰稳定，且具有特异性

条带的引物对其产物进行聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。

结果显示，琼脂糖凝胶电泳检测中，98 对引物有扩增

产物（占 98%），共产生条带 529 条，条带数量在 1
—10 条之间，大小主要分布在 100—1 000 bp 之间。

其中，Me3/Em3 和 Me8/Em6 两对引物均在抗病 DNA
池中各产生 1 条特异性条带。用建抗、感病 DNA 池

的 20 个单株对 2 个标记进行验证，结果 Me8/Em6 引

物对在抗、感单株间不存在特异性，而 Me3/Em3 引物
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对特异性明显，在 10 个高抗单株中，8 株扩增出该特

异性条带，在 10 个高感单株中，8 株无该条带，2 株

有（图），特异性条带出现的符合率为 80%。 
 

表  正向和反向 SRAP 引物序列 

Table   The forward and reverse SRAP primer sequences for 
this study 

正向引物 (5′-3′) 
Forward primers (5′-3′) 

反向引物 (5′-3′) 
Reverse primers (5′-3′) 

Me1  TGAGTCCAAACCGGATA 

Me2  TGAGTCCAAACCGGAGC 

Me3  TGAGTCCAAACCGGAAT 

Me4  TGAGTCCAAACCGGACC 

Me5  TGAGTCCAAACCGGAAG 

Me6  TGAGTCCAAACCGGACA 

Me7  TGAGTCCAAACCGGACG 

Me8  TGAGTCCAAACCGGACT 

Me9  TGAGTCCAAACCGGAGG 

Me10 TGAGTCCAAACCGGAAA 

Em1  GACTGCGTACGAATTAAT

Em2  GACTGCGTACGAATTTGC

Em3  GACTGCGTACGAATTGAC

Em4  GACTGCGTACGAATTAAC

Em5  GACTGCGTACGAATTGCA

Em6  GACTGCGTACGAATTCAA

Em7  GACTGCGTACGAATTCAC

Em8  GACTGCGTACGAATTCAT

Em9  GACTGCGTACGAATTCTA

Em10 GACTGCGTACGAATTGTC

 

 
 
M：DNA 标准；R：抗病 DNA 池；S：感病 DNA 池；1—10：高抗单

株；11—20：高感单株 
M: DNA marker; R: Resistant pool; S: Susceptible pool; 1-10: Resistant 
plants; 11-20: Susceptible plants 

 

图  Me3/Em3 在抗、感病 DNA 池以及建池抗、感单株间的扩

增结果 

Fig.  The PCR results with primer Me3/Em3 in resistant and 

susceptible DNA pools, 10 highly resistant plants and 10 

highly susceptible plants 

 
2.2  特异片段的克隆和序列分析 

Me3/Em3 引物所扩增的特异片段，经回收、克隆

和测序，发现其大小为 169 bp，将该标记命名为

M3E3-R169，片段序列如下（下划线处为引物序列）： 
TGAGTCCAAACCGGAATAACCCCATATGTA

GTAGACTTGAAATCGGAACAAAATTAATGTCAG

ATGAAACTTTTTTATCTTCGAGAGAGAACAATAT
TATTATTTGCTTACCCATAAGAAGGTGTTAATGT
CAGCTGTCTCGTGTCCCCCTGTCAATTCGTACGC
AGTC 

从序列测定结果可知，目的片段 M3E3-R169 测定

序列长 169 bp，其两端分别含有特异引物 Me3 序列和

Em3 反向互补序列（划线部分所示）。该片段中 A、

T、C、G 4 种碱基的数目分别为 53、51、34、31，其

中，A+T=61.54%，C+G=38.46%。通过 NCBI 将该片

段与 GenBank 数据库中的核苷酸序列进行比对，发现

片段 M3E3-R169 中的 6—157 号碱基序列与紫花苜蓿

谷氨酰胺合成酶基因[20]的 3 855—4 006 号碱基具高度

一致性，同一性高达 97%，横跨其 11 号表达子与间

隔子序列。 

3  讨论 

重要农艺性状基因紧密连锁标记的获得，可进行

性状分子标记辅助选择，提高育种的选择效率与预见

性，加快新品种的选育进程。Li 等[5]曾采用 SRAP 标

记技术，在中国白菜（Brassica pekinensis (Lour) Rupr）
中发现了一个与雄性 2 基因有关的 SRAP 标记，在油

菜（Brassica campestris L.）中筛选到一个与恢复基因

连锁的 SRAP 标记，在芹菜（Apiron graveliens L.）中

获得一个与病毒抗性基因紧密连锁的 SRAP 标记。但

是，有关苜蓿重要农艺性状的 SRAP 分子标记研究目

前尚未见报道。 
苜蓿为异花授粉四倍体植物，中抗×中抗杂交产

生的 F1 群体在抗病基因位点处存在 5 种基因型：

AAAA、AAAa、AAaa、Aaaa 与 aaaa。在该群体中挑

选高抗、高感单株难以保证其目标基因均为纯合四倍

体，难免有基因型杂合的单株，从而使得在几株高感

单株中也扩增出了微弱的目的条带（图）。另外，4
号与 10 号 2 个抗病单株未扩增出目的条带，而 13 号

与 20 号 2 个感病单株则扩增出清晰稳定的目的条带，

是因为与抗病基因连锁的标记发生重组造成的。20 株

抗、感植株中目的条带出现的符合率为 80%，可初步

判断标记 M3E3-R169 与苜蓿褐斑病抗性基因连锁。 
谷氨酰胺合成酶（glutamine synthetase，GS）在

植物氮素同化过程中起重要作用，广泛分布于高等植

物的种子、根、叶、根瘤和果实等器官中。在植物体

内，铵态氮经谷氨酰胺合成酶/谷氨酸合成酶循环途径

形成谷氨酸，谷氨酸再经谷氨酸途径合成脯氨酸，脯

氨酸作为一种渗透调节剂，在提高植物耐逆性方面发
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挥着重要作用。Hoshida 等[21]通过研究证明 GS2 在转

基因水稻中可以提高植物的耐盐性。另外，脯氨酸可

进一步合成羟脯氨酸。富含羟脯氨酸的糖蛋白为细胞

抗击病原体的一道屏障[22]，可以保护细胞免受病原菌

侵染，其抗逆功能在发育[23]、机械损伤、真菌感染[24]、

植物抗毒素诱导剂处理以及热处理等方面均有表现。

本研究所得到的SRAP标记M3E3-R169与苜蓿褐斑病

抗性基因连锁，经序列分析发现该标记为苜蓿 GS 基

因的一部分，由此推测该位点所在染色体上存在 GS
基因，苜蓿抗病植株的抗病能力可能与该基因的表达

有关。Pageau 等[25]在烟草的研究中发现，在受到细菌、

病毒、真菌等病原物侵染后，烟草体内 GS 表达活性

将受影响，对不同病原物，GS 的表达活性将表现为不

同的变化趋势，或上升或下降或保持不变。笔者认为

需要通过进一步的生理生化以及分子生物学试验，对

苜蓿褐斑病抗性机理以及病原菌侵染前后抗、感苜蓿

植株体内谷氨酰胺合成酶的表达情况进行研究，以判

断与褐斑病抗性基因连锁的是否为 GS 基因，并且确

定该基因对苜蓿褐斑病抗性的贡献。 
另外，在得到 M3E3-R169 这个标记后，一方面，

应该建立 BC1群体，在分离群体中验证该标记的可靠

程度并确定其与抗病基因间的遗传距离；另一方面，

根据 M3E3-R169 的序列，设计用于做 SCAR 标记的

引物，提高试验的重复性和稳定性。 

4  结论 

本研究利用 SRAP 标记结合 BSA 法，对苜蓿褐斑

病抗性进行研究，得到一个与抗褐斑病基因相关的标

记——M3E3-R169。该标记在建池抗、感单株中出现

的符合率高达 80%，初步推断其与抗褐斑病基因连锁。

经克隆测序和序列比对，发现其 6—157 号碱基序列与

紫花苜蓿谷氨酰胺合成酶基因的 3 855—4 006 号碱基

序列同一性高达 97%，横跨该基因 11 号表达子与间

隔子。 
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