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摘要:大豆胞囊线虫(soybean cy st nematode , SCN)是一种世界性病害 。文中就大豆抗胞囊线虫基

因定位方面的研究进展进行了综述 。遗传研究表明:大豆对胞囊线虫的抗性遗传受少数几对基因

控制 ,但是作用机制非常复杂 。借助分子遗传图谱 ,采用不同的抗源共计筛选到 60个与抗病基因

有关的标记 ,其中的一些位于相同的位点。其中 ,位于 G 连锁群上的 rhg1 位点和 A 连锁群上的

Rhg4 位点在多个群体中得到验证 ,并且对多个生理小种有抗性作用 。由于采用的抗源和作图群

体不同 ,接种的线虫群体在遗传上的异质性和分子标记本身的局限性 ,许多研究结果差异很大 ,同

时也表明大豆对胞囊线虫的抗性遗传机制的复杂性。鉴于目前定位方法的原因 ,基因的精细定位

需要借助于作图定位软件的改进 ,分子遗传图谱的加密和表型鉴定准确性的提高。
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　　大豆胞囊线虫(soybean cy st nematode , SCN)是

一种存在于土壤中的微生物 ,以雌虫寄生在大豆根

部 ,危害大豆生长 ,是大豆生产上的一种重要病害 。

据估计 ,1998年 ,由于大豆胞囊线虫危害 ,造成全球

大豆产量损失约 900万 t[ 1] ,相当于中国全年大豆

总产量的 60%左右。研究人员在抗性遗传方面做

了大量的研究工作 ,但是 ,由于抗性鉴定需要计数根

部胞囊数目 ,鉴定结束后 ,大豆材料一般很难存活 ,

是遗传研究的一个限制因素。近年来 ,由于分子标

记技术的发展 ,使线虫学家和育种学家可以通过基

因定位来研究抗病基因的效应 ,筛选可以用于标记

辅助选择(marker assistant selection , M AS)的分子

标记 ,以便能够代替常规抗病鉴定而应用于育种实

践 ,我们就这方面的研究进展作以综述 。

1　用于定位的遗传图谱和标记类型

在大豆上 , Keim 于 1990 年采用 RFLP 标记构

建了第 1 个相对完整的遗传图谱[ 2] 。 1993 年 ,

Shoemaker 等用栽培大豆和野生大豆杂交衍生的作

图群体构建了一个密度更大的遗传图谱
[ 3]
,包含

365个 RFLP标记 , 11个 RAPD标记 ,4个同工酶标

记 ,3个形态标记 ,共计 25个连锁群 。1999年之前

的 QTL 定位多数是依据这个图谱 ,以下简称 Shoe-

maker图谱 。Keim 于 1997年用 AFLP 标记构建了

另外一个分子标记遗传图谱[ 4] 。1999年 ,Cregan等

用 3个图谱整合起来构建成目前公认的公共遗传图

谱[ 5] ,共计 1 423个遗传标记 ,606个 SSR标记 ,689

个 RFLP 标记 , 79 个 RAPD 标记 , 11 个 AFLP 标

记 ,10个同工酶标记 ,26个经典遗传学标记 。截至

目前 ,该谱的 SSR 标记数目已经达到 1 016 个 ,标

记总数 1 833 个 ,包含 20个连锁群 ,与大豆的染色

体对数相等 ,是目前密度最大 ,引用频率最高的遗传

图谱。

目前 ,用于大豆抗胞囊线虫基因定位的分子标

记有 RFLP 、AFLP 、RAPD 、SSR 、SNPs等。其中 ,

RAPD标记由于重复性差已经很少采用;RFLP 、

AFLP 为共显性标记 ,多态性高 、稳定性好 ,但是实

验方法繁琐 ,SSR标记为共显性标记 ,在大豆上多态

性高 、稳定性好 ,实验简便 ,成本低 ,容易应用于育种

实践 ,因此 ,目前被广泛采用 。
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2　抗 SCN基因定位研究进展

从 1990年至今 ,研究人员采用不同的抗源共计

筛选到 60 个与 SCN 有关的 QT L(Quantitive t rait

loci),其中的一些位于相同的位点。这 60 个 Q TL

分布于以下连锁群上:A1 、A2 、B1 、B2 、C1 、C2 、D1a 、

D2 、E 、F 、G 、H 、I 、J 、L 、M 和 N 。G 连锁群上发现有

4个抗 SCN QT L 位点 , Bl 、C2 、和 D2连锁群上有 3

个抗 SCN QTL 位点 ,A1 、B2 、D1a 、E和 M 连锁群上

有2个抗 SCN QTL 位点 ,其他连锁群上发现了 1

个抗 SCN QTL 位点[ 6] 。由于各个研究者采用的作

图群体大小不同 ,遗传结构各异 ,采用的标记类型也

不一样 ,因此 ,研究报道中 QTL 位点在遗传图谱上

的位置只能认为是探索性的 ,局限于特定的群体 。

目前筛选到的抗源中 ,从 Peking 中发现的抗病基因

最多 ,不同的研究者在 Peking 中发现了 9个不同的

染色体区段存在 QTL 位点 , PI438489B 中有 8 个

Q TL 位点 , PI437654中有 6个 Q TL 位点[ 6] 。这些

位点可以解释的表型变异差别很大 ,在 1%～ 91 %

之间。Peking 也是研究最为深入的抗源之一 ,第 1

个抗胞囊线虫的品种 Picket t就是用 Peking 为抗源

选育而成的 ,Genebank 中许多 SCN 抗性基因相关

片段克隆也是以 Peking 为材料得到的。

最早采用分子标记来定位 SCN 抗病基因的研

究报道在 1992 年 ,Weismann[ 7]等发现在 2个紧密

连锁的 RFLP标记 pBLT24和 pBLT65之间存在抗

病基因 Rhg4 ,但是该研究并未直接进行抗病鉴定 ,

而是根据连锁图上这 2个标记与控制种皮色基因 i

连锁 , 而 1965年 Matson 和 Williams发现 i 基因与

抗病基因 Rhg4 紧密连锁[ 8] ,因此 ,Weismann 推测

这2 个 RFLP 标记可能与抗病基因 Rhg4 紧密连

锁。

Concibido 等(1994)最早采用分离群体的表现

型和基因型数据来定位 SCN 抗病基因
[ 9]
。以

PI209332为抗源 ,在 F2 分离世代检测到 2个 RFLP

标记 A085和 B032与一个抗病基因紧密连锁 ,这个

抗病基因对来自明尼苏达州的 3号生理小种表现较

强的抗性 。2个标记位点合起来可以解释 51 .7%的

表型变异 。标记 A085位于A2连锁群上(Shoemak-

er图谱),与控制种皮色的 i 基因相距 10.9cM 。这

个结果进一步验证了 Weismann 等 1992年的研究

结 果 。 后 来 的 研 究 者 采 用 Peking[ 10 , 11] 、

PI437654[ 12]和 J87 -233[ 5](含有 Peking 、PI 88788

和PI90763血统)等抗源确认在A2连锁群上的 i 位

点附近确实存在抗 3号生理小种的抗病基因。

第 2 个标记 B032 初步定位在 K 连锁群上

(Shoemaker 图谱),在 PI209332的后代群体中表现

出与抗病基因显著的相关性 ,可以解释 38%的表型

变异 。依据更多的分子标记数据的定位结果 , Con-

cibido发现 B032 正确的定位应该是在 J 连锁群

上[ 13] ,1997年他又发现在 PI90763 中有一个抗病

基因位于 J连锁群上的 B032附近[ 14] 。

1994年 , Concibido 等还发现另一个含有抗性

QT L位点的区域[ 9] , 与 RFLP 标记 K069 紧密连

锁 。而在此之前 , Boutin等用近等基因系研究证明 ,

K069位于G 连锁群上(Shoemaker图谱),与抗病基

因紧密连锁
[ 15]

。之后 ,更多的与 K069 连锁的分子

标记被定位在 G 连锁群上的这个区段 ,与早期的经

典遗传研究结果相结合 ,这个 Q TL 位点被命名为

rhg1 。

后来的研究结果表明:在 Peking 、PI88788 、

PI90763和 PI209332 中 rhg1 附近均存在 QT L 位

点抗 3 号生 理小 种[ 14 ,16] 。Webb 等发 现 , 在

PI437654中存在抗 3号小种的 Q TL 位点位于 G连

锁群上相同的区段[ 12] 。其他研究者用 PI88788[ 17] 、

Peking[ 11] 、J87 -233[ 18] 进一步证实了这个 Q TL 位

点的存在 。后来 , Concibido 等在 rhg1 位点附近构

建了一个高密度分子图谱
[ 19]

,将这个 Q TL 位点定

位于 RFLP 标记 B053 和 Bng30 之间 , 距 B053 约

4.6 cM ,距 Bng30 约 2.8 cM 。最近 , 许多更近的

SSR标记被定位在 rhg1 附近 , Sat t309与 rhg1 相

距0.4 cM [ 20] 。

3　QTL定位结果的不一致性

尽管许多在 rhg1 和 Rhg4 位点附近的定位研

究结果得到相互验证 ,仍然有许多研究结果表现出

较大的差异 。Webb 等(1995)在 PI437654 中发现

了3 个 QTL 位点抗 3 号生理小种
[ 12]

, 分别位于

A2 、G 和 M 连锁群上 。其中 ,位于 G连锁群上的位

点(rhg1)比 A2连锁群上的位点(Rhg4)具有更大

的效应 ,任何一个单个的位点都不能解释很大的表

型变异 。但是 ,Vierling 等
[ 21]
在 PI437654中却发现

了另外一些 QT L位点与抗 3号生理小种的基因有

关 。采用Williams 82 和 Hartwig(以PI437654为抗

源育成的品种)杂交得到的群体 , Vierling 等分别在

A2 、B1 、F 和 S 连锁群上发现了抗性 Q TL 位点[ 21] 。

其中 , RFLP 标记 A567 位于 S 连锁群上 , 而依据

Cregan 1999年的图谱 ,该标记位于B1连锁群上[ 5] 。
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Hartw ig是将 PI437654 中的抗病基因通过回交转

入 Forrest 而育成的抗病品种 , 而 Fo rrest 中含有

Peking 中的抗病基因 ,因此 ,H artw ig 兼有 PI437654

和 Peking 的抗病基因 。Vierling 等发现的 A567 位

点可以解释 91%的表现型变异 ,是目前发现的效应

最大的 Q TL 位点 。而一般情况下 , QTL 位点属于

多基因体系中的一个基因 ,只能解释部分的表型变

异 ,而 A567位点表现出质量性状的特征 ,与Webb

等的研究结果相互矛盾
[ 12]

。

对于这种情况有很多解释。首先 ,他们采用的

病原物可能是不同的 。尽管按照 Riggs的模式均属

于3号生理小种 ,但是来自不同地区的线虫群体可

能含有不同的致病基因与 PI437654 中不同的抗病

基因发生相互作用[ 22] 。其次 ,基因复制可能是另外

一种解释 ,即 Vierling 在 PI437654中检测到了一个

rhg1 的复制位点从而产生了不同的效应 。Shoe-

maker等曾经在野生大豆中发现这种现象[ 23] 。另

外 ,Hartwig 中有来自 Peking 的抗病基因 , Vierling

检测到的基因可能是来自 Peking 的新的抗病基因

位点 。第 4种解释可能是抗病基因之间的上位性互

作 ,即在不同的遗传背景下 ,抗病基因之间产生上位

性互作 ,共同控制对某个生理小种的抗性 ,因此 ,在

不同的杂交组合中抗病基因的作用方式是不同的 。

这在经典的遗传试验中也是存在的
[ 24]

。

在PI437654 中还发现了另外一些抗病基因 ,

Schuster等用 BSA(Bulk segregant analysis ,BSA)法

检测到在 D2连锁群上有一个 Q TL 控制大豆对 14

号生 理 小 种 的抗 性[ 25] 。 Webb 等 (2003)以

PI437654为抗源 ,检测到在 C1 、L25 、L26连锁群上

存在较小效应的 QTL[ 26] 。其中 , L25 上的标记来

自Cregan 1999年图谱中的 B1 、B2 连锁群 , L26 与

Cregan 1999 年图谱中的 J 连锁群对应[ 5] 。Webb

(2003)等发现这些 Q TL 位点对多个生理小种具有

抗性
[ 26]

。由于 PI437654 抗所有已知的生理小

种[ 27～ 29] ,因此 ,在这个抗源中检测到多个抗病基因

也是可以理解的 。

Q TL 位点的不一致性同样也存在于 Peking 这

个应用最广泛的抗源中。不同的研究者在 Peking

中发现了不同的抗 3号生理小种的抗病基因 。M a-

halingam 和 Sko rupska在控制种皮色的基因 i 附近

找到了一个 QTL 位点
[ 10]

,结合以前的研究结果推

测可能是 Rhg4 ,另外 ,还在 F 和 C1连锁群上各发

现了一个 Q TL 位点 。Concibido 等 (1997)发现位

于G连锁群上的 rhg1 位点是Peking 中主要的抗性

基因位点[ 14] 。后来 ,Qiu等(1999)在 Peking 中定位

了 3个 QT L 分别位于 B2 、H 和 I连锁群上
[ 30]

。同

时 发 现 , Concibido (1997)[ 14] 和 M ahalingam

(1995)[ 10]研究中发现的 Q TL 在自己的群体中并未

表现出显著的抗性。但 Meksem 等 (2001)以 For-

rest为抗源的研究结果再次证明了 rhg1 和Rhg4 两

个位点在抗病性中的作用[ 31] ,同时提出了 2对基因

遗传模型 , 这与 Arelli[ 32] 、Caldw ell[ 33] 、Matson[ 8] 等

经典遗传试验的结果是互相矛盾的 。但是由于

Forrest是用 Peking 作亲本培育而成的 ,可能 For-

rest只保留了 Peking 中的 2个抗病基因 ,从而导致

了 2对基因遗传模型的产生 。

有关 Peking 的研究结果的不一致有许多种解

释 。首先 ,各个研究者采用的抗源可能是不同的 ,尽

管这些抗源都以 Peking 来命名。Skorupska(1994)

收集了不同研究者采用的 Peking ,发现它们在 SCN

抗性表现不尽相同 ,分子标记分析结果也表明它们

在遗传上也是异质的[ 34] 。其次 ,各个研究者采用的

分子标记并未覆盖整个基因组 ,不同的研究者搜索

了基因组的不同区段 ,因而找到的 Q TL 也不相同。

其他的原因包括:采用的线虫群体包含不同的致病

基因 ,抗病基因的复制以及基因之间的复杂的相互

作用等 。

4　寻找新抗源 、发掘新的抗病基因的研究进展

目前 ,研究的热点在探索已经定位的 2 个主要

的抗性基因位点 rhg1 和 Rhg4 的作用机制。另外

的一些研究者致力于寻找新的抗源 ,发掘新的抗病

基因。Yue等(2001)在研究 PI89772的抗病遗传机

制中发现了位于 rhg1 附近的一个重要的 Q TL[ 35] ,

同时在 B1 、D1a、D2 连锁群上发现了控制有关抗 1

号 、2号和 5 号生理小种的 QTL ,没有哪一个 QTL

可以对某个特定的生理小种产生完全的抗性 ,但是

QT L位点之间的相互作用可以对某个生理小种产

生理 想的 抑 制 效果 。这 与 Concibido[ 14 , 36] 和

Webb[ 12]的结论相一致。Yue[ 37]等在另一项研究中

发现 ,在 PI438489B中存在新的 QTL 位于 A1 、B1 、

B2 、C1 、C2 、D1a 、E和 G连锁群上 。PI438489B 原产

地在中国 ,可以抗 1 , 2 , 3 , 5 和 14 号生理小种[ 38] 。

在 PI438489B 中位于 G 连锁群上的 QTL 并不在

rhg1 位点 ,因此 ,PI438489B是宝贵的新抗源 ,含有

新的抗性基因 ,在抗线虫育种工作中对拓宽抗病品

种的遗传基础有着重要的意义。Diers等[ 38]筛选出

了一批新的抗源 ,包含目前育种家普遍采用的抗病基
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因如 rhg1 和 Rhg4 , 包 括 PI 92720 、 PI 22897

(Columbia)、PI 438503A 、PI 404166等 ,这些种质大大

丰富了抗病基因库 ,为育种家提供了更多的选择。

在野生大豆(G.soja)中寻找抗病基因的工作

也在进行 。野生大豆广泛分布于中国 、日本 、韩国和

俄罗斯东部 , 被认为是栽培大豆的祖先 。Wang

等[ 39]于 2001 年首次在野生大豆中检测到了 SCN

抗性 QT L。他们采用的群体就是 Shoemaker 等用

栽培大豆(A81-356022)和野生大豆 PI 468916 杂

交得到的 。在这个群体中检测到了2个Q TL , 一个

位于 G 连锁群上 SSR 标记 Sat t288 和 Sat t472 之

间 ,不同于以前发现的 rhg1 的位点 ,另一个位于 E

连锁群上 。位于 E连锁群上的 QT L 并非是野生大

豆所特有的 ,因为 Yue 等(2001)在PI 438489B中同

一个区域曾经发现了 Q TL[ 37] 。

5　抗 SCN基因定位研究方法探讨

借助分子标记构建遗传图谱来定位抗病基因是

目前普遍采用的手段 ,在抗SCN基因定位方面也取

得了很大的进展。2 个重要的基因位点 rhg1 和

Rhg4 的定位已经在多个群体中得到验证 ,被多数研

究者所承认 ,这是经典遗传试验所难以达到的水平 。

然而 ,许多不一致的研究结果也使研究者感到困惑 ,

表明大豆中存在复杂的抗病遗传机制 ,目前只是在

这个研究方向上取得了初步的结果。我们认为 ,试

验方法手段方面有待进一步完善。 ①目前普遍采用

的作图定位软件是 Mapmaker 和Win QTL Cartog-

rapher 。M apmaker在构建连锁图时是依据标记之

间的重组率来计算的 ,但是由于重组率并不等于图

距 ,二者是一种函数关系 ,研究者建立了许多作图函

数 ,如 Morgan函数 、Haldane函数和 Kosambi函数 ,

这些方法的前提是一些假设 ,如不考虑双交换 ,但是

在生物体内是存在的 。用 Win QTL Cartographer

中的复合区间作图法(Composite Interval Mapping)

在检测 Q TL 时需要附近的分子标记来矫正 , 如果

Q TL 附近的分子标记数目较少 ,而且 QTL 的效应

较大的情况下 ,则可能出现所谓的“幻影 QTL” 。另

外 ,目前 ,上位性效应和环境互作效应的检测方法仍

不完善 ,而在有些情况下 ,上位性效应有很大的作

用 ,上文中已经有表述。 ②大豆上分子遗传图谱还

有待加以完善。尤其是大豆细胞遗传学研究滞后 ,

不能将连锁图与染色体结合起来。一般来说 ,着丝

粒附近的交换较少 ,而端粒附近发生交换的频率高

一些 ,目前的作图软件在这 2 个区域的图距计算与

实际情况不太符合 。③表型鉴定存在很大的试验误

差 ,如大豆胞囊线虫表型鉴定方法还是 20世纪 80

年代 S .C.Anand的方法 ,鉴定工作量大 ,数据的可

重复性差。

基于上述原因 ,基因定位要想取得突破性进展 ,

需要在以下几方面有所改进:①完善统计方法 ,使统

计假设更接近于生物体本身 。朱军等以混合线性模

型为基础 ,开发出 Q TL M apper 和 QTL Netw ork ,

可以检测上位性效应和环境互作效应[ 40] ,在这方面

进行了有益的探索 。②高密度分子图谱的构建 。美

国正在计划启动大豆基因组计划 ,测定大豆基因组

序列。南京农业大学国家大豆改良中心正在与中科

院遗传与发育生物学研究所合作构建高密度的分子

遗传图谱 。这些研究的结果将为 QTL 精细定位提

供有益的帮助。 ③线虫学家对抗性机制的深入研

究 。这方面的研究结果将有助于我们采用合理的抗

性指标 ,减少环境对试验结果的影响 。
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