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河南省小麦条锈菌特异性犛犛犚标记的筛选
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摘　要：为了简便地进行小麦条锈菌的早期检测，在前期工作的基础上，以小麦条锈病、叶锈病、白粉病

的病叶和健康叶片为实验材料，采用来自条锈菌的ＳＳＲ引物进行河南省小麦条锈菌的分子检测。结果表明，

在所用的条锈菌特异性ＳＳＲ引物中，发现有４对引物能够将条锈菌和其他的病原菌区分开来。通过对来自

河南省不同地区的小麦条锈病和叶锈病病叶的鉴定，其中２对引物 ＲＪ３、ＲＪ２１的稳定性和可重复性均较好，

表明这２对引物可以用于小麦条锈菌的分子检测。
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　　条锈病是小麦生产上危害最严重的病害之

一，曾在我国多次大面积爆发流行，给小麦生产造

成巨大损失［１］。过去小麦条锈病田间早期诊断主

要采取肉眼观察方法，由于诊断时间偏晚，给防治

工作带来不利影响，而且该病在苗期和叶锈病症

状相似，不易区分。如果能在早期对小麦条锈病

做出快速准确的识别和鉴定，及时进行药剂防治

就可以极大地减轻对小麦的危害，降低产量损失。

近几年来，对小麦条锈菌和叶锈菌的快速分子检

测已有了相关研究报道。Ｗａｎｇ
［２］采用基于小麦

条锈菌ＰＳＲ序列获得了快速高效灵敏检测小麦

条锈菌的方法；Ｃａｏ
［３４］根据真菌β微管蛋白基因

的保守序列设计引物获得了条锈菌和叶锈菌特异

性的扩增片段，并且已经获得了条锈菌和叶锈菌

特异性的ＳＣＡＲ标记，可以准确灵敏地检测小麦

条锈菌和叶锈菌。孟颢光等［５］将根据β微管蛋白

基因的保守序列设计的引物和Ｃａｏ
［３４］获得的条

锈菌、叶锈菌ＳＣＡＲ标记引物结合起来进行了小

麦锈菌的复合 ＰＣＲ 检测，结果发现通过一次

ＰＣＲ扩增可以同时检测条锈菌和叶锈菌。ＳＳＲ
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标记技术是近年发展起来的一种新型分子检测技

术，具有多态性水平高、检测到的信息量大，操作

简单、方便和结果易于分析统计等优点，此外，

ＤＮＡ质量的高低对ＳＳＲ扩增影响不大，这些特

点使ＳＳＲ标记技术越来越受到重视。目前已经

开发出小麦条锈菌和叶锈菌特异性的ＳＳＲ 引

物［６７］。以往对小麦条锈菌的分子检测方法都是

在获得大量的条锈菌的夏孢子之后再提取条锈菌

的基因组ＤＮＡ以用于后期研究，本研究拟采用

ＳＳＲ技术直接从叶片上检测是否存在条锈菌，以

期为病害测报和防治工作提供理论依据，并为小

麦条锈菌的早期检测提供一条方便快捷的途径。

１　材料与方法

１．１　材 料

实验材料：以采自田间病圃的条锈病、叶锈

病、白粉病病叶以及小麦纹枯病菌培养物作为标

准样品，以健康叶片作为对照以排除植物本身的

影响；以采自河南省淅川、新野、安阳、卢氏等地的

条锈病病叶和采自安阳、卢氏的叶锈病病叶作为

检测样品。材料采集后立即放入冰盒中带回实验

室备用。

ＳＳＲ引物：引物及其序列来源于文献［６］，由

上海生工生物工程公司合成。

１．２　感病叶片中条锈菌基因组犇犖犃的提取

采用ＣＴＡＢ／ＳＤＳ法
［８］（略有改进）。

１．３　犛犛犚反应体系

ＳＳＲ反应体系为２０μＬ：２．０μＬ１０×ＰＣＲ

Ｂｕｆｆｅｒ；１．６μＬＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）；１．５μＬ

模板ＤＮＡ（３５ｎｇ·μＬ
－１）；３．０μＬ引物（２μｍｏｌ

·Ｌ－１））；１．０μＬＴａｑ酶 （５Ｕ·μＬ
－１）；０．４μＬ

ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）；１０．６７μＬｄｄＨ２Ｏ。

１．４　基因组犇犖犃检测和犘犆犚产物检测

采用０．８％的琼脂糖凝胶电泳检测，每孔上

样量为样品２μＬ，６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ２μＬ。电泳

时电压控制在５Ｖ·ｃｍ－１，整个电泳过程大约需

要２～３ｈ，当溴酚兰染料距离凝胶底部１ｃｍ左右

时停止电泳，在紫外凝胶成像系统下观察电泳结

果。

２　结果与分析

２．１　犇犖犃检测结果

采用ＣＴＡＢ／ＳＤＳ法提取ＤＮＡ的结果见

图１。从图１中可以看出，１～９号样品中的ＤＮＡ

有降解现象，主要是由于所用的提取缓冲液未经

预冷（保存在室温下）造成，１０～１７号样品采用经

过４℃预冷之后的提取缓冲液，所提取的ＤＮＡ完

整性较好，未见有降解，而且ＤＮＡ质量较高，蛋

白含量非常少，ＲＮＡ已去除干净。同时图１的

结果也说明了采用预冷之后的提取缓冲液可以获

得更高质量的病原菌基因组 ＤＮＡ 用于后期研

究。

对比λＤＮＡ质量，可以估算被检测ＤＮＡ１

～９号样品的大概质量为标准λＤＮＡ（２００ｎｇ）的

５～６倍，１０～１５号样品是标准λＤＮＡ（２００ｎｇ）

的３～４倍，１６、１７号样品大概是２０ｎｇ左右。所

提取ＤＮＡ的量足以用于后期的ＰＣＲ扩增。

　　１：白粉１；２：白粉５；３：条锈１；４：条锈４；５：条锈５；６：条

锈８；７：叶锈２；８：叶锈４；９：ＣＫ３；１０：白粉６；１１：ＣＫ４；１２：条

锈１；１３：条锈８；１４：叶锈１；１５：叶锈５；１６：纹枯１；１７：纹枯５。

１：ＢＧＴ１；２：ＢＧＴ５；３：ＰＳＴ１；４：ＰＳＴ４；５：ＰＳＴ５；６：ＰＳＴ８；

７：ＰＲＴ２；８：ＰＲＴ４；９：ＣＫ３；１０：ＢＧＴ６；１１：ＣＫ４；１２：ＰＳＴ１；

１３：ＰＳＴ８；１４：ＰＲＴ１；１５：ＰＲＴ５；１６：ＲＣ１；１７：ＲＣ５．

图１　采用犆犜犃犅／犛犇犛法提取犇犖犃的检测结果

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犇犖犃犲狓狋狉犪犮狋犲犱

犫狔犆犜犃犅／犛犇犛狆狉狅狋狅犮狅犾

２．２　河南省小麦条锈病菌犛犛犚标记检测结果

共采用１２对来自条锈菌的ＳＳＲ引物：ＲＪ３、

ＲＪ４、ＲＪ１２、ＲＪ１３、ＲＪ１５、ＲＪ１７、ＲＪ１８、ＲＪ２０、ＲＪ２１、

ＲＪ２２、ＲＪ２４、ＲＪ２７，其中ＲＪ３、ＲＪ２１、ＲＪ２７、ＲＪ１２在

条锈菌、叶锈菌、白粉菌、纹枯病菌及对照中存在

差异。利用这４对多态性引物对采自河南省不同

地区的小麦条锈病叶和小麦叶锈病叶的检测结果

发现，引物ＲＪ３和ＲＪ２１可以稳定地扩增出小麦

条锈菌特异性条带（图２、图３），ＲＪ３扩增出的条

锈菌特异性条带大小大概是２５０ｂｐ，ＲＪ２１扩增出

的条锈菌特异性条带大小大概是１５０ｂｐ。
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　　１：ＣＫ；２：白粉１；３：条锈１；４：条锈２；５：淅川条锈；６：新野－

条锈；７：安阳条锈；８：卢氏条锈；９：安阳叶锈；１０：卢氏叶锈；

１１：叶锈１；１２：叶锈２

１：ＣＫ；２：ＢＧＴ１；３：ＰＳＴ１；４：ＰＳＴ２；５：ＰＳＴｆｒｏｍ Ｘｉ

ｃｈｕａｎ；６：ＰＳＴｆｒｏｍ Ｘｉｎｙｅ；７：ＰＳＴｆｒｏｍ Ａｎｙａｎｇ；８：ＰＳＴｆｒｏｍ

Ｌｕｓｈｉ；９：ＰＲＴｆｒｏｍ Ａｎｙａｎｇ；１０：ＰＲＴｆｒｏｍＬｕｓｈｉ；１１：ＰＲＴ１；

１２：ＰＲＴ２．Ａｒｒｏｗｎｏｔｅｓｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ．

图２　犚犑３对河南省不同地区标样的检测结果

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犿犪狋犲狉犻犪犾狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犵犻狅狀狊

狅犳犎犲狀犪狀狆狉狅狏犻狀犮犲狑犻狋犺狆狉犻犿犲狉犚犑３

　　１：ＣＫ；２：白粉１；３：条锈１；４：条锈２；５：淅川条锈；６：新野－

条锈；７：安阳条锈；８：卢氏条锈；９：安阳叶锈；１０：卢氏叶锈；

１１：叶锈１；１２：叶锈２

１：ＣＫ；２：ＢＧＴ１；３：ＰＳＴ１；４：ＰＳＴ２；５：ＰＳＴｆｒｏｍＸｉｃｈｕａｎ；

６：ＰＳＴｆｒｏｍＸｉｎｙｅ；７：ＰＳＴｆｒｏｍＡｎｙａｎｇ；８：ＰＳＴｆｒｏｍＬｕｓｈｉ；９：

ＰＲＴｆｒｏｍＡｎｙａｎｇ；１０：ＰＲＴｆｒｏｍＬｕｓｈｉ；１１：ＰＲＴ１；１２：ＰＲＴ２．

Ａｒｒｏｗｎｏｔｅｓｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ．

图３　犚犑２１对河南省不同地区标样的检测结果

犉犻犵．３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犿犪狋犲狉犻犪犾狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犵犻狅狀狊

狅犳犎犲狀犪狀狆狉狅狏犻狀犮犲狑犻狋犺狆狉犻犿犲狉犚犑２１

３　讨 论

一般情况下，针对小麦条锈病菌的分子生物

学研究首先是要提取条锈菌的基因组ＤＮＡ，以前

的研究多是直接从条锈菌夏孢子中提取基因组

ＤＮＡ，在提取过程中ＤＮＡ很容易降解，而且需要

繁殖大量的夏孢子 ［９］。获得大量的病原菌后，再

进行ＤＮＡ的提取，无疑增加了工作量和难度，而

直接从感病叶片中提取病原菌的基因组ＤＮＡ，则

大大加快了ＤＮＡ提取的速度并降低了难度。一

般来说，新鲜组织中的 ＤＮＡ 完整性较好，而且

ＤＮＡ的提取也比较容易。在本研究中发现，对于

从感病组织中提取病原菌ＤＮＡ来说，所提取的

ＤＮＡ的产量和完整性与组织的新鲜与否关系不

大，这就为采用分子生物学技术进行小麦条锈病

菌的检测和生理小种的鉴定提供了一条更加方便

快捷而且可靠的途径。

Ｗａｎｇ
［２］和Ｃａｏ

［４］等分别采用基于小麦条锈

菌ＰＳＲ序列和真菌β微管蛋白基因的保守序列

获得了可以准确灵敏检测小麦条锈菌的特异性分

子标记。但这两种方法均不能确定条锈菌生理小

种。曹丽华等［１０１２］对目前中国小麦条锈菌的主要

优势菌系进行了ＲＡＰＤ片段的筛选，找到了条中

３１号、条中２９号、条中２３号和水源类型４个流

行生理小种的特异性ＲＡＰＤ 标记，并分别获得

了条中２９、条中３１号生理小种的特异性ＳＣＡＲ

标记。张勃等［１３］和郝保军等［１４］采用ＲＡＰＤ标记

技术获得了条中３２号和水源１１类群１４致病类

型的特异性ＲＡＰＤ片段，并将ＲＡＰＤ标记转化成

了可以稳定扩增的ＳＣＡＲ标记。贾瑞祥
［１５］采用

ＳＳＲ标记技术和 ＡＦＬＰ技术对中国小麦条锈菌

主要流行小种进行了ＤＮＡ多态性分析，结果发

现采用来自条锈菌的 ＳＳＲ 引物分别获得了

ＣＹ２４、ＣＹ３１和水源１１类群特异性的ＳＳＲ标记

ＲＪ１７、ＲＪ２１和ＲＪ３，获得了ＣＹ２９特异性的ＡＦＬＰ

标记。本研究采用ＳＳＲ标记技术对河南省小麦

条锈病菌进行了分子检测，发现引物ＲＪ３和ＲＪ２１

可以稳定获得条锈菌特异性的扩增片段，因此这

两个引物可以用于小麦条锈菌的分子检测，另外

本研究结果也说明了在河南省存在条中３１号和

水源１１致病类群。本研究所采用的ＳＳＲ标记技

术对ＤＮＡ质量要求不高，操作简单方便，实验结

果易于分析统计，获得的标记丰富了小麦条锈菌

的分子鉴定手段，对于快速进行条锈菌的鉴定具

有一定意义。此外，ＳＳＲ标记技术、ＲＡＰＤ标记

技术和ＡＦＬＰ技术还可以特异性检测条锈菌不

同的生理小种，可以为小麦条锈病菌的早期鉴定

以及条锈菌生理小种的鉴定提供一条方便快捷的

途径。
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