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巨麦６号抗叶锈病基因的推导和分子定位

王翠芬，李　欢，郑嫚嫚，范林林，李在峰＊，刘大群＊
（河北农业大学 植物保护学院，河北省农作物病虫害生物防治工程技术研究中心，河北 保定０７１００１）

摘要：巨麦６号在田间表现出很好的抗叶锈性，鉴定其抗叶锈病基因对小麦抗叶锈病育种具有重

要意义。在小麦苗期对３６个含有已知抗叶锈病基因的对照品种和巨麦６号接种１５个中国小麦叶

锈菌小种进行抗叶锈病鉴定，推导巨麦６号中可能含有的抗叶锈病基因。以巨麦６号为抗病亲本

与感病品种郑州５３８９进行杂交、自交获得Ｆ１、Ｆ２ 代群体，苗期利用叶锈菌小种ＦＨＢＱ接种Ｆ２ 代

群体进行抗叶锈病遗传分析。结果表明，巨麦６号中可能含有已知抗叶锈病基因Ｌｒ１，其抗叶锈性

由１对显性的抗病基因控制。利用与Ｌｒ１共分离的ＳＴＳ标记 ＷＲ００３进一步检测Ｆ２ 单株ＤＮＡ，

结果显示，该标记与抗叶锈病基因共分离，进一步证实巨麦６号携带已知抗叶锈病基因Ｌｒ１。
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　　无论从总种植面积还是从总产量来说，小麦
（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ　ａｅｓｔｉｖｕｍ）都是世界上最重要的粮食作

物，在我国，小麦的稳产高产对粮食安全甚至经济发
展都具有重要意义。小麦叶锈病由小麦叶锈菌
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（Ｐｕｃｃｉｎｉａ　ｔｒｉｔｉｃｉｎａ）引起，在世界范围内分布广泛，
对小麦的稳产高产具有重大威胁［１］。过去，我国小
麦叶锈病主要发生在长江中下游流域及部分西南麦

区，如安徽、江苏、云南和贵州等地，近年来，伴随全
球气候变暖，小麦叶锈病在西北、华北及黄淮麦区的
发生和流行日趋严重，对我国小麦生产影响很大，特
别是２０１２年，小麦叶锈病在我国大部分小麦主产区
严重发生，对我国小麦生产造成了巨大损失（资料未
发表）。
实践表明，利用抗病基因培育抗病品种可以有

效防治小麦叶锈病的发生和危害。目前，国内外对
小麦抗叶锈病基因的研究已经取得了一定进展，正
式命名了７１个小麦抗叶锈病基因［２］，这些基因多数
为小种专化抗病基因，符合基因对基因关系，也称为
垂直抗病基因，此类基因随着小种的毒性变异容易
丧失抗病性。目前，我国小麦中有效抗病基因缺乏，
仅有少数几个抗病基因在田间具有良好抗性［４］，因
此，研究我国小麦抗叶锈病遗传规律，不断发掘和定
位我国小麦材料中的抗叶锈病基因，对利用基因操
作持久控制小麦叶锈病具有重要的理论和实际

意义。
河北农业大学植物病理实验室近年来一直在对

小麦品种进行抗叶锈性遗传分析和分子定位，并发
现了多个小麦抗叶锈新基因。Ｌｉ等［３］对来自我国

１２个小麦主产区的１０２个小麦品种或高代品系进
行了抗叶锈性鉴定和分子标记检测，在６５个品种中
共发现了Ｌｒ１、Ｌｒ２ａ、Ｌｒ３ｂｇ、Ｌｒ１３ｋａ、Ｌｒ１４ａ、Ｌｒ１６、

Ｌｒ１７ａ、Ｌｒ１８、Ｌｒ２０、Ｌｒ２３、Ｌｒ２４、Ｌｒ２６、Ｌｒ３４ 和ＬｒＺＨ８４
共１４个小麦抗叶锈基因。Ｚｈａｏ等［４］在周８４２５Ｂ中
发现了抗叶锈基因ＬｒＺＨ８４，并将其定位于１ＢＬ染
色体上，该基因与ＳＳＲ标记ｇｗｍ５８２和ｂａｒｃ８紧密
连锁，此外，周８４２５Ｂ中还携带有已知抗叶锈病基
因Ｌｒ２６，目前Ｌｒ２６对我国多数叶锈菌生理小种已
丧失抗性。Ｚｈａｎｇ等［５］在毕麦１６中定位了一个新
的抗叶锈病基因，暂命名为ＬｒＢｉ１６，该基因定位于

７ＢＬ染色体上并与ＳＳＲ标记ｃｆａ２２５７和ｗｍｓ３４４紧
密连锁，此外，毕麦１６中还含有抗叶锈病基因

ＬｒＺＨ８４和Ｌｒ２６，其中ＬｒＢｉ１６ 和ＬｒＺＨ８４ 具有互
补作用使得该品种对多数中国小麦叶锈菌种表现高

抗。陈现朝等［６］和李星等［７］分别对贵州９８－１８和西
农１１６３－４进行了抗叶锈性鉴定和抗病基因分子定
位，将这２个品种中的抗叶锈基因ＬｒＧ９８ 和ＬｒＸｉ
均定位于１ＢＬ染色体上并与ＬｒＺＨ８４ 位置接近。

Ｚｈｏｕ等［８］通过等位性检测，认为ＬｒＧ９８、ＬｒＸｉ和

ＬｒＺＨ８４很可能是等位基因或紧密连锁基因。此

外，周悦等［９］对天９５ＨＦ２进行抗叶锈鉴定和分子标
记分析，认为其可能含有Ｌｒ１和ＬｒＺＨ８４。
巨麦６号是由山东巨野农科所育成的具有优良

综合农艺性状的小麦品系，在田间具有良好的抗叶
锈性，明确巨麦６号中的抗叶锈病基因具有重要意
义。为此，本研究鉴定了巨麦６号所携带的抗叶锈
基因并进行分子定位，其在小麦抗病育种和品种的
合理应用方面将具有重要价值。

１　材料和方法

１．１　供试小麦材料及菌种
抗病亲本巨麦６号、感病亲本郑州５３８９和

３６个已知抗叶锈病基因对照品种用于苗期基因推
导，这些品种多数是以Ｔｈａｔｃｈｅｒ为遗传背景的已知
抗叶锈病基因的近等基因系，所有对照品种由国际
玉米小麦改良中心（ＣＩＭＭＹＴ）提供，用于小麦抗叶
锈病鉴定的１５个携带不同毒性基因或基因组合的
叶锈菌生理小种由河北农业大学小麦叶锈病研究室

提供，小种命名参考 Ｌｏｎｇ等［１０］的密码命名系统
（Ｐｒｔ－ｃｏｄｅ　Ｓｙｓｔｅｍ）。
巨麦６号与感病亲本郑州５３８９杂交、自交获得

Ｆ１ 和Ｆ２ 代群体，小麦叶锈菌小种ＦＨＢＱ用于接种
亲本和各世代群体进行抗叶锈病鉴定，分析巨麦６
号中抗小麦叶锈病基因的遗传特征。

１．２　试验方法

１．２．１　小麦苗期抗病基因推导及遗传分析　根据

Ｆｌｏｒ［１１］提出的基因对基因假说，利用基因推导的方
法推导供试材料是否具有与标准品种相同的抗叶锈

病基因或基因组合。对巨麦６号、郑州５３８９和

３６个标准品种分别接种１５个不同毒力的小麦叶锈
菌生理小种进行苗期抗叶锈病基因推导，其中接种
小种ＦＨＢＱ用于遗传分析。
利用涂抹法将新鲜菌种接种到小麦第１片完全

展开的叶片上，并将麦株放于桶中进行黑暗保湿，时
间为１４～１６ｈ，然后转移到生长室中。在接种１５ｄ
感病对照品种充分发病后，进行苗期抗叶锈性鉴定，
鉴定级别共分为 ０、；、１、２、Ｘ、３、４ 七级，其中

０－Ｘ级为抗病，３－４级为感病［１２］。

１．２．２　小麦基因组ＤＮＡ提取及抗感池的建立　
参考Ｓｈａｒｐ等［１３］提出的ＣＴＡＢ法提取小麦幼苗基
因组ＤＮＡ，方法稍作变动，利用紫外分光光度计测
定ＤＮＡ质量。根据 Ｍｉｃｈｅｌｍｏｒｅ等［１４］提出的分离
群体 分 组 分 析 法 （ｂｕｌｋｅｄ　ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ，

ＢＳＡ）获得可能与抗病基因存在连锁关系的标记，具
体方法是在Ｆ２ 代群体中分别选取１０个抗病单株和
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１０个感病单株等量混合组成抗病池（Ｂｒ）和感病池
（Ｂｓ），进行ＳＴＳ标记检测。

１．２．３　ＳＴＳ标记检测　利用与Ｌｒ１共分离的ＳＴＳ
标记（ＷＲ００３）［１５］对巨麦６号、郑州５３８９及单株组
合后的抗感池进行检测，若亲本间与抗感池间均存
在多态性则进一步用Ｆ２ 代群体单株ＤＮＡ进行验
证。所用到的ＳＴＳ引物为 ＷＲ００３Ｆ（５′－ＧＧＧＡ－
ＣＡＧＡＧＡＣＣＴＴＧＧＴＧＧＡ－３′）和 ＷＲ００３ Ｒ（５′－
ＧＡＣＧＡＴＧＡＴＧＡＴＴＴＧＣＴＧＣＴＧＧ－３′），由 华 大
生物工程技术服务有限公司合成，其能够扩增出与

Ｌｒ１紧密连锁的７６０ｂｐ　ＤＮＡ片段。

ＰＣＲ反 应 体 系 为 １０μＬ，其 中 包 括：引 物
（４μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、１０ × ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　１ μＬ、１０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　０．２μＬ、３０ｎｇ模板ＤＮＡ和０．５Ｕ
Ｔａｑ酶。反应程序为：９４℃５ｍｉｎ；３５个循环 （９４℃

１ｍｉｎ，６５℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ）；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保
存。根据扩增产物分子量的差异选用琼脂糖凝胶电
泳或聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测分析。

２　结果与分析

２．１　巨麦６号苗期抗病基因推导
用１５个具有不同毒力的中国叶锈菌生理小种

对待测品种巨麦６号和３６个已知抗叶锈病基因的
对照品种进行苗期抗叶锈病鉴定，结果显示，对近等
基因系ＲＬ６００３（Ｌｒ１）表现为低毒力的菌株对巨麦６
号也表现为低毒力，表明巨麦６号中可能含有Ｌｒ１
（表１）。此外，通过基因推导进一步证实 Ｌｒ９、

Ｌｒ１９、Ｌｒ２４、Ｌｒ２８、Ｌｒ３９、Ｌｒ４２、Ｌｒ４７、Ｌｒ５１ 和Ｌｒ５３
为有效的抗叶锈病基因，对１５个叶锈菌小种均表现
出很高的抗性。

表１　１５个供试叶锈菌菌株与巨麦６号及对照品种互作产生的苗期反应型

小麦品系 抗病基因

叶锈菌小种

ＰＨ
ＫＳ

ＭＨ
ＪＳ

ＦＨ
ＤＱ

ＦＧ
ＢＱ

ＦＨ
ＢＲ

ＦＨ
ＢＱ

ＦＧ
ＢＲ

ＰＨ
ＪＬ

ＦＨ
ＤＲ

ＦＧ
ＤＱ

ＦＨ
ＤＳ

ＴＨ
ＪＰ

ＴＧ
ＴＴ

ＰＨ
ＧＰ

ＴＨ
ＪＣ

ＲＬ６００３　 Ｌｒ１　 ４　 ４ ； ； ； ； ； ４　 ０ ； ０　 ４　 ４　 ４　 ４
ＲＬ６０１６　 Ｌｒ２ａ ； ； １＋ ； ； １　 １　 ３ ； ； ２　 ３　 ３ ； ４
ＲＬ６０４７　 Ｌｒ２ｃ ４　 １　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４
ＲＬ６００２　 Ｌｒ３　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４
ＲＬ６０１０　 Ｌｒ９ ； ； ； ； ０； ０ ０ ； ０ ０ ； ； ； ０ ；
ＲＬ６００５　 Ｌｒ１６　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ３＋ ３＋ ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ３　 ４
ＲＬ６０６４　 Ｌｒ２４ ；１ ； ； ； ； ； ； ； ； ； ； ； ； ； ；
ＲＬ６０７８　 Ｌｒ２６　 ４　 ４　 ４　 １　 ４　 ４ ； ４　 ４　 １　 ４　 ４　 ２　 ４　 ４
ＲＬ６００７　 Ｌｒ３ｋａ　 Ｘ　 Ｘ ； ； ； ； １　 １ ； ； ； １　 ４ ； Ｘ
ＲＬ６０５３　 Ｌｒ１１　 ４　 ４　 １ ； ； １＋ ２　 ３＋ １　 １　 ２　 ４　 ３＋ ４　 ４
ＲＬ６００８　 Ｌｒ１７　 ４　 ３＋ ３＋ ２　 ２　 ２　 ２＋ ４　 ３＋ ４　 ４　 ４　 ４　 ２＋ ４
ＲＬ６０４９　 Ｌｒ３０　 Ｘ　 １　 １ ； ； ； ； １ ； ； ； ； ４ ； １
ＲＬ６０５１　 ＬｒＢ　 ３＋ ４　 ４　 ４　 ３＋ ４　 ４　 ３＋ ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４ Ｘ
ＲＬ６００４　 Ｌｒ１０　 ３　 ３　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ２　 ４　 ４　 ４　 ２＋ ４　 １ Ｘ
ＲＬ６０１３　 Ｌｒ１４ａ ４　 ４ Ｘ Ｘ　 Ｘ　 Ｘ　 Ｘ　 Ｘ　 Ｘ　 ２　 ４　 ４　 ４　 ３＋ Ｘ
ＲＬ６００９　 Ｌｒ１８　 １　 １＋ ２　 ２　 ４　 ２　 ４　 １＋ ４　 ２＋ ２　 ４　 ３＋ Ｘ　 ３
ＲＬ６０１９　 Ｌｒ２ｂ １　 ０； ４ ； ３　 ３＋ ２　 ４　 ３　 ３＋ ３＋ ２　 ４ Ｘ ４
ＲＬ６０４２　 Ｌｒ３ｂｇ　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ３＋ ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４
ＲＬ４０３１　 Ｌｒ１３　 ３　 ４　 ４　 ３　 ３　 ４　 ４　 ３　 ３　 ２　 ３＋ ４　 ４　 ４　 ４
ＲＬ６００６　 Ｌｒ１４ｂ ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４ Ｘ ４ Ｘ ４
ＲＬ６０５２　 Ｌｒ１５　 １ ； ； ； ； ； ； ４　 １ ； ； ４　 ３＋ ４　 ４
ＲＬ６０４０　 Ｌｒ１９　 ０ ０ ； ０ ０ ； ０ ０ ０ ０ ； ０ ０ ０ ；
ＲＬ６０９２　 Ｌｒ２０　 ４　 ４ ； ； ； ； ０ ； ； ； ； ４　 １　 ４ ；
ＲＬ６０４３　 Ｌｒ２１　 ４　 ２　 ２ ； ２＋ ３　 ２ ； １ ； １＋ ； ３　 １　 １
ＲＬ６０１２　 Ｌｒ２３　 ４　 ４　 ４　 ３＋ ３＋ ４　 ３＋ １　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ３＋ ４
ＲＬ６０７９　 Ｌｒ２８　 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
ＲＬ６０８０　 Ｌｒ２９　 ０ ０ ０ ０ ； ０ ０ ； ； ０　 ３＋ ４ ； ０ ０
ＲＬ６０５７　 Ｌｒ３３　 ３　 ４　 ３＋ ３＋ ３＋ ４　 ２＋ Ｘ　 ３＋ ３　 ４　 ４　 ４　 ３＋ ３＋
Ｅ８４０１８　 Ｌｒ３６　 ４　 ２　 １＋ ； ２　 ２　 １　 １　 ２　 ２＋ ３　 ２＋ ３＋ ２＋ ３＋

ＫＳ８６ＮＧＲＣ０２　 Ｌｒ３９ ； ；１ ； ； ； ； ； ； ； ； ； ； ； ； ；
ＫＳ９１ＷＧＲＣ１１　 Ｌｒ４２ ； ； ； ０ ０ ； ； ； １ ； ； ０ ； ０　 １
ＲＬ６１４７　 Ｌｒ４４　 １ ； ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 １　 ４　 ４　 ４ ； １＋ ；１　 １
ＲＬ６１４４　 Ｌｒ４５　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４ ； ４　 ４　 ４　 ４ ； ； ；
ＰＡＶＯＮ７６　 Ｌｒ４７　 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
Ｃ７８．５　 Ｌｒ５１ ； ； ； ； １ ； ０ ； ； ； ； ０ ； ； ；
９８Ｍ７１　 Ｌｒ５３ ； ０ ０ ０ ０ ０ ０ ； ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
巨麦６号 Ｌｒ１　 ４　 ４ ； ； ； ； ； ４　 ０ ； ０　 ４　 ４　 ４　 ４
郑州５３８９ ＋ ４　 ４　 ４　 ４　 ３＋ ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４

　注：小麦品系对各叶锈菌小种反应型中“＋”表示介于两级别之间的抗感程度，例如：３＋表示介于３级与４级之间的反应型。基因一栏中
的“＋”表示未知基因，例如：郑州５３８９中含有未知基因。
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２．２　巨麦６号抗病基因的遗传分析
用叶锈菌小种ＦＨＢＱ接种巨麦６号×郑州５３８９

的Ｆ２ 群体，并进行抗叶锈病鉴定。巨麦６号×郑州

５３８９的Ｆ２ 群体共有１３４株，其中抗病单株有１０４株，
感病单株有３０株，经卡方测验，该群体符合３∶１的
抗感理论分离比例（表２），表明巨麦６号的抗叶锈性
由１对显性抗病基因控制。

２．３　ＳＴＳ标记检测结果
用位于５ＤＬ上与Ｌｒ１共分离的ＳＴＳ标记 ＷＲ００３

检测巨麦６号×郑州５３８９的Ｆ２ 群体，然后进行凝胶电
泳分析，结果表明，所含抗病基因与标记 ＷＲ００３共分离
（图１），在所检测的抗病单株中均能扩增出与Ｌｒ１紧密连
锁的７６０ｂｐ　ＤＮＡ片段，而所检测的感病单株中均不能
扩出该片段，表明巨麦６号含有小麦抗叶锈病基因Ｌｒ１。

表２　ＦＨＢＱ接种巨麦６号×郑州５３８９Ｆ２ 群体的苗期抗性鉴定结果

材料 总株数／株
各反应型株数／株

０ ； １　 ２ Ｘ ３　 ４
卡方检测

巨麦６号 ２０　 ５　 １５

郑州５３８９　 ２０　 ２０

Ｆ２群体 １３４　 ３　 ２０　 ６０　 １５　 ６　 ２４　 ６ χ２３∶１＝０．４８８＜χ
２
０．０５＝３．８４

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；Ｐ１．巨麦６号；Ｐ２．郑州５３８９；Ｂｒ．抗病池；Ｂｓ．感病池；Ｒ．抗病单株；Ｓ．感病单株
图１　巨麦６号、郑州５３８９、抗感池和Ｆ２ 部分单株中Ｌｒ１的ＰＣＲ扩增检测结果

３　结论与讨论

本试验中，基因推导结果表明，Ｌｒ９、Ｌｒ１９、

Ｌｒ２４、Ｌｒ２８、Ｌｒ４２和Ｌｒ３９ 等基因对我国许多叶锈
菌小种表现高抗，与陈万权等［１６］、Ｌｉ等［３］研究结果
基本一致，另外，Ｌｒ４７、Ｌｒ５１和Ｌｒ５３对国内叶锈菌
小种的抗性为首次报道，这３个基因对所有供试小
种均表现高抗。在我国，含有效抗叶锈病基因的小
麦品种非常有限，并且含有这些有效抗病基因的小
麦品种随着广泛种植面临着丧失抗性的威胁，因此，
应当通过抗病育种将这些有效基因转育到优良小麦

品种中，同时结合基因聚合和基因布局来延长有效
抗病基因的寿命。

Ｌｒ１在我国小麦品种中分布广泛，Ｌｉ等［３］利用
苗期基因推导在我国１０２个小麦品种（系）中发现

６个品种可能含有Ｌｒ１。袁军海等［１７］在４８个小麦
品种中推导出１１个品种携带Ｌｒ１。ＣＩＭＭＹＴ的小
麦锈病专家Ｓｉｎｇｈ等［１８］对来自我国的６１个春小麦
和１０２个冬小麦品种进行苗期抗叶锈性鉴定，结果
显示１３个品种中含有Ｌｒ１。另外，小麦品种烟农
１５、ＡＲＣＩＮ［１９］、绵 阳 ３５１－１５［２０］、天 ９５ＨＦ２［９］ 和
ＬＢ０２８８［２１］均携带小麦抗叶锈病基因Ｌｒ１。本试验
表明，在小麦品种巨麦６号中也携带小麦抗叶锈病
基因Ｌｒ１。Ｌｒ１虽然对我国部分流行叶锈菌小种丧
失抗性，但由于其广泛存在并且与其他基因共同作
用可以表现出很好的抗性，故在基因聚合及基因布
局中具有一定的作用。
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５２－５５．

（上接第９１页）　均值３２４．２３ｍｇ／ｋｇ，整体上属于

１级水平；有机质含量为１６．４８～７８．８７ｇ／ｋｇ，均值

４０．６７ｇ／ｋｇ，整体上为２级及其以上水平；土壤综合肥
力指数为１．２９，属于三等土壤，土壤肥力水平一般。

３．２　建议
针对许昌市休闲绿地土壤表现出的土壤偏碱

性，速效磷、速效钾与有机质较丰富，速效氮缺乏的
肥力特征，提出以下建议。
首先，在休闲绿地栽植绿肥植物，一方面绿肥植物

可以吸收土壤碱性物质并在根部分泌酸性物质，具有
降低土壤碱性的作用；另一方面，绿肥植物可促进土壤
中难溶性养分的转化，使作物更易于吸收利用。
其次，在肥料管理上，可增加氮肥施用量，减少

钾肥、磷肥施用量，均衡养分，提高土壤肥力；施用有
机肥料，增强土壤的缓冲性能，调节土壤酸碱平衡，
改善土壤质量，使其更能够满足植物生长的需要。
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