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摘　要：利用感大豆胞囊线虫病品种合丰 ２５与抗病品种抗线 ２号杂交获 ２１０个 Ｆ２代群体，利用 １５０对 ＳＳＲ引物，

并采用 ＷｉｎｄｏｗｓＱＴＬＣａｒｔｏｇｒａｐｈｅｒＶ２．１复合区间法对抗大豆胞囊线虫病的基因进行定位。结果表明：其中有多态

性 ＳＳＲ标记为 ６７个，占 ４４．６７％；以 ＬＯＤ值大于 ２．０作为 ＱＴＬ存在的阈值，检测到 ２个抗大豆胞囊线虫 ３号生理

小种基因相关的 ＱＴＬ：Ｑｓｃｎ１（Ｓａｔｔ１６３～Ｓａｔｔ３０９），Ｑｓｃｎ２（Ｓａｔ４４０～Ｓａｔｔ１４８），分别定位在 ＭＬＧＧ和 ＭＬＧＩ上，且遗传

贡献率分别为 １０．１％和 ７．６％，与 ＳＳＲ标记 Ｓａｔｔ３０９和 Ｓａｔｔ１４８的遗传距离分别为 ７．２ｃＭ和 ５．６ｃＭ。
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　　大豆胞囊线虫病是影响大豆产量的重要病害，
３号生理小种是我国大豆主产区黑龙江省的主要生
理小种

［１］
，其为害面积广，对产量造成的损失极大。

目前防治大豆胞囊线虫病最有效的方法是选育抗

性品种，但利用传统方法选育抗性品种，进展较缓

慢，而分子标记辅助选择能够有效提高育种效

率
［２］
。近年来，已有关于大豆胞囊线虫抗性基因定

位报道。由于选用的亲本遗传背景、针对的生理小

种各异，研究结果不尽一致
［３－４］

，但定位在连锁群 Ｇ
上的 ｒｈｇ１与连锁群 Ａ２上的 ｒｈｇ４位点被认为与各
个生理小种的抗性有关。寻找可靠的分子标记来

选择抗大豆胞囊线虫的品种是有效的育种方法
［５］
，

但直接利用分子标记选育抗线大豆种质在国内少

有报道。该文采用感大豆胞囊线虫病品种合丰 ２５
与抗病品种抗线２号杂交获２１０个 Ｆ２代群体，利用
ＳＳＲ分子标记技术对抗大豆胞囊线虫病的基因进行

定位，为应用分子标记辅助选育抗大豆胞囊线虫病

品种（系）提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
选用高抗大豆胞囊线虫病３号小种的抗线２号

与主栽高产的感病亲本合丰 ２５进行杂交，所衍生
的２１０个 Ｆ２代群体做为材料。
１．２　试验方法
１．２．１　抗大豆胞囊线虫病鉴定及叶片总ＤＮＡ提取
　２００７年将父母本（抗线２号和合丰２５）和Ｆ２群体
种植于黑龙江省农业科学院大庆分院安达试验基

地内，６月末取叶片提取 ＤＮＡ，同年秋季收获种子
并进行室内考种。次年种植 Ｆ２代种子，获得 Ｆ３代
株系，每个株系取１０株进行抗病鉴定。
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叶片总 ＤＮＡ提取采用改进的 ＣＴＡＢ法［６］
。

１．２．２　ＳＳＲ分析　ＳＳＲ引物来源：根据 Ｓｏｙｂａｓｅ网
址（ｈｔｔｐ：／／１２９．１８６．２６．９４／）提供的 ＳＳＲ引物序列，
由上海博亚生物技术有限公司合成。

ＰＣＲ反应体系：反应总体积为２０μＬ，反应液包
括２μＬ模板 ＤＮＡ（２５ｎｇ·μＬ－１），２μＬ１０×ＰＣＲ
缓冲液，１．５μＬＭｇＣｌ２（２５ｍＭ），２．０μＬＳＳＲ引物

（１０ｎｇ·μＬ－１），０．２μＬＬｄＮＴＰ（１０ｍＭ），０．２μＬ
Ｔａｑ酶（５ｕｎｉｔｓ·μＬ－１），ｄｄＨ２Ｏ补至 ２０μＬ，液体石
蜡覆盖。

ＰＣＲ扩增条件：ＳＳＲ反应在 ９５℃预变性５ｍｉｎ，
然后进入循环：９４℃变性 ３０ｓ；４７℃复性 ３０ｓ；７２℃
延伸３０ｓ；循环 ３６次后在 ７２℃延伸 ５ｍｉｎ，降温至
４℃保存。

聚丙烯酰胺凝胶电泳：ＰＣＲ产物加入 ８μＬ甲
酰胺双色 ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，置于 ＰＣＲ仪中 ９４℃变性
５ｍｉｎ，放入冰水混合物中冷却。用 ６％的聚丙烯酰
胺标准测序胶分离，凝胶成分包括 ６％的聚丙烯酰
胺、８ｍｏｌ·Ｌ尿素、０．０４％过硫酸铵、０．１％ＴＥＭＥＤ，

电泳缓冲液１×ＴＢＥ，在１００Ｗ恒功率下电泳约２ｈ，
用快速银染法对凝胶进行染色，统计带型并照相。

１．３　数据分析

利用 Ｍａｐｍａｋｅｒ／ＥＸＰ３．０ｂ［７］进行连锁分析，用
Ｍａｐｃｈａｒｔ２．１构建分子标记连锁图谱。用 Ｋｏｓａｍｂｉ
函数将重组率转换成遗传距离（ｃｅｎｔｉｍｏｒｇａｎ，ｃＭ）。
ＱＴＬ分析采用 ＷｉｎＱＴＬＣａｒｔ２．１完成。

２　结果与分析

２．１　大豆胞囊线虫胞囊密度的测定
取安达试验田的多点土壤进行胞囊密度测定。

结果表明，胞囊密度变幅为 ３５．８～４０．４，试验区内
平均胞囊密度为 ３９，胞囊密度较均匀，不会对分析
结果造成明显影响。

２．２　大豆胞囊线虫生理小种鉴定
根据 Ｇｏｌｄｅｎ等采用的鉴别寄主 Ｐｉｃｋｅｔｔ、Ｐｅｋｉｎｇ、

ＰＩ９０７６３、ＰＩ８８７８８、Ｌｅｅ６８进行鉴定，结果显示，安达
地区主要为３号生理小种（表１）。

表 １　安达地区大豆胞囊线虫生理小种鉴定结果

Ｔａｂｌｅ１　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒａｃｅｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｙｓｔｎｅｍａｔｏｄｅｉｎｓｏｍｅａｒｅａｓｏｆＡｎｄａ

土样来源

Ｓａｍｐｌｅｐｌａｃｅ

Ｐｉｃｋｅｔｔ Ｐｅｋｉｎｇ ＰＩ８８７８８ ＰＩ９０７６３ Ｌｅｅ６８

雌虫指数 反应 雌虫指数 反应 雌虫指数 反应 雌虫指数 反应 雌虫指数 反应

ＦＩ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ＦＩ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ＦＩ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ＦＩ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ＦＩ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ

生理小种

Ｒａｃｅ

安达 Ａｎｄａ １．３ － １．７ － １．７ － １．０ － ３９．３ ＋ ３

２．３　引物筛选和标记分析
２．３．１　ＳＳＲ引物的筛选　根据对大豆公共遗传连
锁图谱的分析

［８］
，选择基本覆盖大豆全基因组且前

人报道与抗大豆包囊线虫病相关的 １５０对 ＳＳＲ引
物，用于在父母本间进行多态性筛选。结果所有引

物均扩增出稳定的产物，有 ６７对引物具有多态性，
多态性引物频率为４４．６７％（图１）。
２．３．２　ＳＳＲＰＣＲ产物分析　将６７对多态性引物在
Ｆ２分离群体中进行扩增，所得产物经电泳后进行银
染检测（图２），其中有５７个ＳＳＲ标记在群体中呈
１∶２∶１的分离比例，占８５．０７％，符合共显性标记的

遗传特征。

图 １　部分 ＳＳＲ引物多态性筛选

Ｆｉｇ．１　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓｗｉｔｈ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｂｅｔｗｅｅｎｐａｒｅｎｔｓ

图 ２　Ｓａｔｔ７１７在 Ｆ２群体部分株系中扩增产物的电泳

Ｆｉｇ．２　Ｓａｔｔ７１７ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｓｏｍｅｐｌａｎｔｓｏｆＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

２．４　抗大豆胞囊线虫病的 ＱＴＬ分析
利用复合区间法检测与抗大豆胞囊线虫病基因

有关的 ＱＴＬ，当 ＬＯＤ值大于 ２．０时，经过 ＷｉｎＱＴＬ
Ｃａｒｔ２．１计算共鉴定出２个抗大豆胞囊线虫３号生理
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小种相关的 ＱＴＬ，Ｑｓｃｎ１位于 Ｇ连锁群上，与 ＳＳＲ标

记 Ｓａｔｔ３０９的遗传距离是 ７．２ｃＭ，遗传贡献率为

１０．１％；Ｑｓｃｎ２位于 Ｉ连锁群上，与 ＳＳＲ标记 Ｓａｔｔ１４８

的遗传距离为５．６ｃＭ，遗传贡献率为７．６％（表３）。
表 ３　与抗大豆胞囊线虫病相关的 ＱＴＬｓ

Ｔａｂｌｅ３　ＱＴＬｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐａｒｔｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｓｏｙｂｅａｎｃｙｓｔｎｅｍａｔｏｄｅ

ＱＴＬ
连锁群

ＭＬＧ

区间

Ｉｎｔｅｒｖａｌｓ

长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｃＭ

ＱＴＬ位置

ＱＴＬＰＯＳ

ＬＯＤ值

ＬＯＤＳｃｏｒｅ

贡献率

Ｒ２／％

Ｑｓｃｎ１ Ｇ Ｓａｔｔ１６３Ｓａｔｔ３０９ ２２．８ １５．６ ２．４６ １０．１

Ｑｓｃｎ２ Ｉ Ｓａｔｔ４４０Ｓａｔｔ１４８ １８．３ １２．７ ２．５８ ７．６

　　Ｒ２表示该分子标记对变异贡献率的大小，ＬＯＤ表示最大似然值

Ｒ２ｉｓＲｓｑｕａｒｅｏｒｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｄａｔａｅｘｐｌａｉｎｅｄｂｙｔｈｅｍａｒｋｅｒｌｏｃｕｓ；ａｎｄＬＯＤｉｓｌｏｇｏｆｏｄｄｓｃｏｒｅ

３　讨　论

大豆胞囊线虫胞囊密度的大小，可以作为大豆

胞囊线虫发病的指标。胞囊密度较大地区，较容易

发生严重的病害，而胞囊密度较小地区，发生严重

病害的几率较小。在黑龙江省农科院大庆分院安

达试验基地内采集的土样中，试验区胞囊密度较均

匀，不会对结果造成过大的影响。经过对生理小种

的鉴定，表明安达地区的优势生理小种仍为 ３号生

理小种，同时在其它年份还曾经发现个别地块也存

在４、１４号生理小种［９］
。

目前报道的用 ＤＮＡ分子标记技术研究大豆对

胞囊线虫的抗性基因，比较公认的是 ｒｈｇ１与 ｒｈｇ４

位点，已经被定位在连锁群 Ｇ和 Ａ２上，并且分离到

了紧密连锁的分子标记，其中与 ｒｈｇ１紧密连锁的分

子标记 Ｓａｔｔ３０９已开始用于标记辅助选择［４］
。该试

验共鉴定出２个抗大豆胞囊线虫３号生理小种相关

的 ＱＴＬ，其中 Ｑｓｃｎ１位于 Ｇ连锁群上，标记区间为

Ｓａｔｔ１６３～Ｓａｔｔ３０９，与 ＳＳＲ标记 Ｓａｔｔ３０９的遗传距离

是７．２ｃＭ，遗传贡献率为 １０．１％；而 Ｑｓｃｎ２被定位

在连锁群 Ｉ上，解释７．６％的遗传变异，进一步拓展

了大豆胞囊线虫基因的遗传位点。

该研究只进行了 Ｆ２群体的抗 ３号生理小种的

ＱＴＬ研究，待群体稳定后，进行多年多点试验，研究

环境互作对大豆胞囊线虫病的影响，以期获得高抗

品种（系）；并将利用分子标记追踪抗线 ２号的抗性

位点，将该抗性位点转移到其它品种中去。
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