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摘要　大豆胞囊线虫病是世界大豆产区危害最重的病害之一。本文以高抗大豆胞囊线虫３号生理
小种的黑豆品种小粒黑豆为父本，以高感大豆胞囊线虫３号生理小种的品种辽豆１０号为母本配制
杂交组合。利用分离群体分组分析法（ＢＳＡ）对辽豆１０号×小粒黑豆杂交组合的Ｆ２代大豆材料的
基因组ＤＮＡ进行了ＳＳＲ分析，供试的２０４对ＳＳＲ引物有１５对具有多态性，从中筛选到一个与大豆
胞囊线虫抗性基因相关的分子标记Ｓａｔｔ１８７，其片段大小为１７２ｂｐ和１７６ｂｐ，为共显性标记，在Ｆ２代
分离群体中的分离比为１：２：１，呈孟德尔式遗传。应用该标记对辽豆１０×小粒黑豆 Ｆ２代分离群体
进行分子标记鉴定和辅助选择，在抗病单株中均检测到标记带 Ｓａｔｔ１８７－１７６ｂｐ的存在，而在感病
单株中检测到有Ｓａｔｔ１８７－１７６ｂｐ和Ｓａｔｔ１８７－１７２ｂｐ两种标记带或仅有Ｓａｔｔ１８７－１７２ｂｐ的标记带
存在，分析表明该标记具有抗胞囊线虫分子标记辅助选择应用的前景。
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　　大豆胞囊线虫（ＨｅｄｅｒｏｄｅｒａｇｌｙｃｉｎｅｓＩｃｈｉｎｏｈｅ，
ＳＣＮ）病是威胁世界大豆生产的重要病害之一［１～３］。

国内外的研究和实践证明，利用优良的抗病品种控

制大豆胞囊线虫病是最经济、安全和有效的途径。

我国已筛选和鉴定了一批高抗大豆胞囊线虫病的种

质资源，但这些资源多为小黑豆，农艺性状与栽培大

豆相距甚远，依靠常规的表型选择和传统的大豆胞

囊线虫病抗性鉴定方法，将小黑豆抗源的抗大豆胞

囊线虫病基因转育到栽培大豆中，培育农艺性状优

良的抗病品种，需要花费大量的人力物力，并且育种

周期长、效率很低。近年来，随着分子生物学技术的

不断发展，出现了越来越多新型的分子标记技术，为

分子辅助抗线虫育种拓宽了新的思路。

ＳＳＲ（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ）是简单重复序
列，也称微卫星 ＤＮＡ（ＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ），是一
类由１～６个核苷酸为重复单位组成的串联重复
序列。在基因组中，每个 ＳＳＲ序列的基本单元重
复次数在不同基因型间差异很大，形成其座位的

多态性。在遗传上，ＳＳＲ呈孟德尔式遗传，为共
显性标记。其多态性、稳定性、重复性和可信度

远高于 ＲＡＰＤ。ＳＳＲ广泛的应用于大豆遗传研究
中。目前，大豆上已定名的 ＳＳＲ分子标记就有
９００多个，其中约有 ４５０个已定位于大豆连锁群
上［４］。因此 ＳＳＲ可以成为在大豆抗病育种研究
的一种较好的分子标记。

本研究以高抗大豆胞囊线虫３号生理小种的黑
豆品种小粒黑豆为父本，以高感３号生理小种但农
艺性状优良的大豆品种辽豆１０为母本，配制杂交组
合，以Ｆ２代分离群体为试验材料，根据抗性鉴定结
果，利用ＢＳＡ法筛选与大豆胞囊线虫３号生理小种
抗性基因连锁的ＳＳＲ分子标记，以期为大豆抗大豆
胞囊线虫分子标记辅助育种提供准确、快速的鉴定

标记。

１ 材料和方法

１．１　供试材料
以对大豆胞囊线虫３号生理小种表现为抗性

的小粒黑豆（品种编号为 ＺＤＤ１４１２）作为父本，
对大豆胞囊线虫３号生理小种感病的辽豆 １０作
为母本，配制杂交组合，杂种Ｆ１经自交得Ｆ２群体。
亲本、Ｆ１、Ｆ２在沈阳农业大学实验地种植，进行抗
性鉴定。

１．２　基因组ＤＮＡ的提取
采用ＳＤＳ法［５］提取大豆基因组 ＤＮＡ，经０８％

琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ质量，选择质量好的
ＤＮＡ，测ＯＤ值，稀释至２０ｎｇ·μＬ－１，于２０℃下保
存备用。

１．３ ＳＳＲ扩增及电泳
ＳＳＲ引物、ｄＮＴＰ、Ｔａｑ酶、ＳＳＲＤＮＡＭａｒｋｅｒⅡ均

为北京奥科生物技术有限公司生产。

ＳＳＲ扩增反应体系为２０μＬ，反应体系中含１０×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ；Ｍｇ２＋（２５ｍＭ）２．０μＬ；ｄＮＴＰ
（２μＭ）１．６μＬ；Ｐｒｉｍｅｒ（２μＭ）１．０μＬ；Ｔａｑ酶（２．５Ｕ
·μＬ－１）０．２μＬ；ＤＮＡ模板（２０ｎｇ·μＬ－１）２．０μＬ；
灭菌重蒸水１１．２μＬ。

ＰＣＲ反应程序：预变性９５℃、５ｍｉｎ；３５个循环
为变性 ９４℃、３０ｓ，退火 ４６℃、３０ｓ，延伸 ７２℃、
３０ｓ；延伸７２℃、５ｍｉｎ。

扩增后的样品电泳检测前，加入７～９μＬＬｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ混匀，９５℃变性５～８ｍｉｎ后，迅速转移到冰水中
冷却，于４℃保存待用。采用６％聚丙烯酰胺凝胶电
泳，１００Ｗ恒功率电泳６０～９０ｍｉｎ（视ＳＳＲ分子量大小
及差异带型的可辨程度调整时间）后，胶板用硝酸银染

色［６］，采用凝胶分析软件对图像进行分析。

１．４　微卫星标记分析
采用分离群体分组分析法［７］（ＢｕｌｋｅｄＳｅｇｒｅｇａｎｔ

Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＢＳＡ）鉴定与抗病基因连锁的微卫星标记。
在Ｆ２代分离群体中，分别选取１０个高抗单株 ＤＮＡ
和１０个高感单株ＤＮＡ等量混合，分别组成ＤＮＡ抗
病池（ＰＲ）、感病池（ＰＳ），用亲本和抗病池、感病池对
微卫星引物进行筛选。筛选在抗、感池间出现稳定

差异的引物，进而比较其在两亲本及 Ｆ２代个体中表
现出的多态性，验证 ＳＳＲ标记与胞囊线虫抗性基因
的连锁关系。
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２ 结果与分析

２．１ 大豆抗胞囊线虫ＳＳＲ引物的筛选
本研究利用２０４对 ＳＳＲ引物，对辽豆１０、小粒

黑豆、抗病池、感病池总 ＤＮＡ进行 ＳＳＲ扩增，筛选
出１５对扩增多态性好且稳定的 ＳＳＲ引物（序列如
表１所示）。

表１　产生扩增产物的１５对ＳＳＲ引物
Ｔａｂｌｅ１　１５ＰａｉｒｓＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓｗｉｔｈａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

序号

Ｎｕｍｂｅｒ

ＳＳＲ引物

ＳＳＲ

Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列（５’３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓｅｔｓ（５’３’）

１ Ｓａｔ＿１４１ ＣＧＣＡＡＴＣＡＡＡＧＡＣＣＴＧＴＴ

ＧＣＣＴＴＧＧＣＴＡＴＴＴＣＣＴＴＡ

２ Ｓａｔ＿１５７ ＧＣＧＧＴＴＴＴＧＣＡＡＧＡＴＧＴＧＡＴＧＡＧＴ

ＧＣＧＣＧＴＡＣＧＣＡＡＡＡＴＴＴＡＴＡＴＴＣＡ

３ Ｓａｔｔ３１５ ＧＣＧＣＧＡＣＡＡＣＴＣＴＡＡＴＧＡＡＡＡＴＣＴ

ＧＣＧＧＡＧＴＴＴＧＡＴＴＴＴＴＣＡＡＡＡＧＴ

４ Ｓａｔ＿１６３ ＧＣＧＧＴＡＴＡＴＡＴＧＴＴＴＧＣＡＡＧＡＣＡＴＡＴＴ

ＧＣＧＧＡＡＴＣＴＣＧＣＣＣＡＧＧＡＧＧＡＡＣＴＴ

５ Ｓａｔｔ５８６ ＧＣＧＧＣＣＴＣＣＡＡＡＣＴＣＣＡＡＧＴＡＴ

ＧＣＧＣＣＣＡＡＡＴＧＡＴＴＡＡＴＣＡＣＴＣＡ

６ Ｓａｔｔ５９６ ＴＣＣＣＴＴＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＡＴ

ＣＣＧＴＣＧＡＴＴＣＣＧＴＡＣＡＡ

７ Ｓａｔｔ０３８ ＧＧＧＡＡＴＣＴＴＴＴＴＴＴＣＴＴＴＣＴＡＴＴＡＡＧＴＴ

ＧＧＧＣＡＴＴＧＡＡＡＴＧＧＴＴＴＴＡＧＴＣＡ

８ Ｓａｔｔ６１０ ＣＣＣＴＣＣＧＣＡＡＧＣＡＡＴＡＡＴＴＡＡＴＣＴ

ＧＣＧＧＡＡＴＧＣＴＴＣＣＡＴＴＴＴＡＴ

９ Ｓａｔｔ１７３ ＴＧＣＧＣＣＡＴＴＴＡＴＴＣＴＴＣＡ

ＡＡＧＣＧＡＡＡＴＣＡＣＣＴＣＣＴＣＴ

１０ Ｓａｔｔ６３２ ＧＧＧＣＴＡＴＧＡＡＧＧＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＧＡ

ＣＣＣＡＴＡＴＴＧＡＡＧＡＴＴＴＧＡＡＧＴＡＡＴ

１１ Ｓａｔｔ１８７ ＧＣＧＴＴＴＴＡＡＴＴＴＡＴＧＡＴＡＴＡＡＣＣＡＡ

ＧＣＧＴＴＴＴＡＴＣＴＣＴＴＴＴＴＣＣＡＣＡＡＣ

１２ Ｓａｔｔ２６８ ＴＣＡＧＧＧＧＴＧＧＡＣＣＴＡＴＡＴＡＡＡＡＴＡ

ＣＡＧＴＧＧＴＧＧＣＡＧＡＴＧＴＡＧＡＡ

１３ Ｓａｔｔ３３８ ＧＣＧＣＣＣＡＡＧＴＡＴＴＡＴＧＡＧＡＴＡＴＴＴＧＡＴ

ＧＣＧＡＴＡＡＴＴＴＴＡＡＡＡＣＴＧＧＡＣＣＡ

１４ Ｓａｔｔ４５３ ＧＣＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＣＡＡＴＡＡＡＣＡＡＣＡ

ＴＡＧＴＧＧＧＧＡＡＧＧＧＡＡＧＴＴＡＣＣ

１５ Ｓａｔｔ５３０ ＣＡＴＧＣＡＴＡＴＴＧＡＣＴＴＣＡＴＴＡＴＴ

ＣＣＡＡＧＣＧＧＧＴＧＡＡＧＡＧＧＴＴＴＴＴ

２．２　抗大豆胞囊线虫ＳＳＲ标记的获得
利用上述１５对ＳＳＲ引物，对辽豆１０与小粒黑

豆杂交获得的 Ｆ２代抗病池、感病池进行 ＳＳＲ分析，

同时以抗病及感病亲本作对照（图１）。结果表明，
引物Ｓａｔｔ１８７在亲本间的扩增产物具有多态性，在
抗、感病亲本及抗、感池间扩增出明显不同的 ＳＳＲ
标记带，抗病亲本标记带为Ｓａｔｔ１８７－１７６ｂｐ，抗病池
为Ｓａｔｔ１８７－１７６ｂｐ、感病池为 Ｓａｔｔ１８７－１７２ｂｐ和
Ｓａｔｔ１８７－１７６ｂｐ两种标记带、感病亲本为 Ｓａｔｔ１８７－
１７２ｂｐ，初步表明Ｓａｔｔ１８７与大豆胞囊线虫病抗性基
因相关。

Ｍ：ＳＳＲＤＮＡＭａｒｋｅｒⅡ，辽：辽豆１０，粒：小粒黑豆，ＰＲ：抗病

池，ＰＳ：感病池，Ｆ２：Ｆ２单株

Ｍ：ＳＳＲＤＮＡＮａｒｋｅｒⅡ；Ｌｉａｏ：Ｌｉａｏｄｏｕ１０；Ｌｉ：Ｘｉａｏｌｉｈｅｉｄｏｕ；
ＰＲ：Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｏｏｌ；ＲＳ：Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｐｏｏｌ；Ｆ２：Ｆ２ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

图１　（辽豆１０×小粒黑豆）Ｆ２代群体部分

单株的Ｓａｔｔ１８７的扩增结果
Ｆｉｇ．１　ＳＳＲｐｒｏｄｕｃｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅｐｒｉｍｅｒＳａｔｔ
１８７ａｍｏｎｇｓｅｖｅｒａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｓｌｏｆＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

（Ｌｉａｏｄｏｕ１０×Ｘｉａｏｌｉｈｅｉｄｏｕ）

２．３ ＳＳＲ标记Ｓａｔｔ１８７在Ｆ２代群体中的分离
用引物Ｓａｔｔ１８７对辽豆１０、小粒黑豆以及辽豆

１０与小粒黑豆杂交获得的Ｆ２代抗、感单株进行 ＳＳＲ
分析。共分析８５个单株，其中抗病单株１９个（具有
ＡＡ带）均扩增出片段 Ｓａｔｔ１８７－１７６ｂｐ，而在６６个
感病单株中，４５个感病单株（ＡＢ带）扩增出标记条
带Ｓａｔｔ１８７－１７６ｂｐ和Ｓａｔｔ１８７－１７２ｂｐ，２１个感病单
株（ＢＢ带）扩增出标记条带 Ｓａｔｔ１８７－１７２ｂｐ（表２，
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图２）。ＡＡ∶ＡＢ∶ＢＢ＝１９∶４５∶２１，ｘ２ｃ＝０．２４＜
ｘ２０．０５，２＝５．９９，经ｘ

２
ｃ检验（表３），Ｓａｔｔ１８７扩增结果在

Ｆ２代群体中分离符合１∶２∶１的分离比，呈孟德尔
式遗传，为共显性标记。并且采用不同批次的 Ｔａｑ

酶对引物Ｓａｔｔ１８７的扩增结果没有影响，在重复试验
中，Ｓａｔｔ１８７扩增结果重复性好，可以证实标记
Ｓａｔｔ１８７准确可靠，具有抗大豆胞囊线虫分子标记辅
助选择应用的前景。

表２ Ｆ２代群体中ＳＣＮ３号生理小种抗性和ＳＳＲ标记Ｓａｔｔ１８７的分离
Ｔａｂｌｅ２　Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｒａｃｅ３ｏｆＳＣＮａｎｄｔｈｅＳＳＲｍａｒｋｅｒ（Ｓａｔｔ１８７）ｉｎｔｈｅＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ＳＳＲ标记

ＳＳＲｍａｒｋｅｒ

抗病株

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｌａｎｔ
感病带

Ｒｅｓｉｓｔｅｎｔｂａｎｄ

ＡＡ

抗病感病带

Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｂａｒｄ

ＡＢ

感病带

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｂａｎｄ

ＢＢ

感病株

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｐｌａｎｔ
抗病带

Ｒｅｓｉｓｔｅｎｔｂａｎｄ

ＡＡ

抗病感病带

Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｂａｒｄ

ＡＢ

感病带

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｂａｎｄ

ＢＢ

Ｓａｔｔ１８７ １９ ０ ０ ０ ４５ ２１

Ｍ：ＳＳＲＤＮＡＭａｒｋｅｒⅡ，１～５５：Ｆ２单株；１～５５：ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

图２　 （辽豆１０×小粒黑豆）Ｆ２代群体部分单株的Ｓａｔｔ１８７的扩增结果

Ｆｉｇ．２　ＳＳＲｐｒｏｄｕｃｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅｐｒｉｍｅｒＳａｔｔ１８７ａｍｏｎｇｓｅｖｅｒａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
ｏｆＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ（Ｌｉａｏｄｏｕ１０×Ｘｉａｏｌｉｈｅｉｄｏｕ）

表３ 抗性分布的ｘ２ｃ测验
Ｔａｂｌｅ３　ｘ２ｃｔｅｓｔｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔ／ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

抗病带

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｎｄ

中间型

Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｂａｎｄ

感病带

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｂａｎｄ

实际株数（Ｏ） １９ ４５ ２１

理论株数（Ｅ） ２１．２５ ４２．５ ２１．２５

Ｏ－Ｅ －２．２５ ２．５ －０．２５

３　结论与讨论

大豆对胞囊线虫的抗性是由寡基因控制

的［８］，克隆抗病基因和寻找与大豆胞囊线虫抗性

基因紧密连锁的分子标记技术是培育抗胞囊线虫

病大豆品种的关键。对大豆胞囊线虫３号生理小
种的分子标记应用，受本研究的选材所限，还需要

拓宽抗、感病亲本的抗性遗传基础，进一步挖掘种

质资源中既存的抗性基因，避免因连年种植单一

抗病品种导致的线虫群体基因频率改变。随着

ＳＳＲ标记技术的不断发展完善及更多 ＳＳＲ位点的

发现，可筛选出与抗大豆胞囊线虫基因紧密连锁

的 ＳＳＲ标记，可以为大豆抗胞囊线虫遗传育种工
作提供有利的辅助工具，加速分子辅助选育抗大

豆胞囊线虫育种的进程。

目前，分子标记已开始应用于育种实践，并表现

出独特的优越性。寻找与重要的农艺性状紧密连锁

的分子标记，是进行分子标记辅助选择的基础。分

子标记除ＳＳＲ外，还有 ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ等属于中性的
遗传标记，它们的表现不受环境条件的影响，结果准

确可靠，在抗病基因的标记辅助选择和抗病基因累

加中具有广阔的应用潜力。ＰＣＲ标记由于快速、简
便、可靠，只需要极少的ＤＮＡ样品，而成为首选的检
测方法，因而更有利于在育种实践中应用。但由于

分子标记育种技术目前尚不成熟和完善，尚不能作

为一种育种方法单独使用。我国传统育种经验丰

富，因此，应注意将分子标记这一先进技术与育种家

的丰富经验相结合，使分子标记辅助选择发挥其更

大的作用。

（下转２１２页）
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与本试验结果一致。
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