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　　摘要：为了明确周麦１１、西农１１６３－４抗叶锈病基因与周８４２５Ｂ中ＬｒＺＨ８４的关系，用叶锈菌小种ＴＨＴＴ接种周麦
１１／中国春的１４５个Ｆ２单株，而另一叶锈菌生理小种ＦＨＴＴ分别接种周麦１１／中国春的２８５个Ｆ２单株、西农１１６３－４／

Ｔｈａｔｃｈｅｒ的２３２个Ｆ２单株；２个与ＬｒＺＨ８４紧密连锁的标记ｇｗｍ５８２、ω－ｓｅｃａｌｉｎ／Ｇｌｕ－Ｂ３用于检测３个群体中是否携带

抗叶锈病基因ＬｒＺＨ８４。结果显示：周麦１１对叶锈菌生理小种ＴＨＴＴ的抗性由２个显性抗病基因控制，经标记检测发
现，周麦１１中１个抗病基因是ＬｒＺＨ８４，另１个抗叶锈病基因为未知基因；周麦１１对叶锈菌生理小种 ＦＨＴＴ的抗性由
单基因控制，标记检测发现该基因不同于ＬｒＺＨ８４，为未知抗叶锈病基因；西农１１６３－４对叶锈菌生理小种 ＦＨＴＴ的抗
性由单基因控制，分子标记检测结果表明，该基因可能为 ＬｒＸｉ，由于 ＬｒＺＨ８４对 ＦＨＴＴ表现感病，表明 ＬｒＸｉ不同于
ＬｒＺＨ８４。通过研究证实，周麦１１中含有ＬｒＺＨ８４和１个未知的抗叶锈病基因，西农１１６３－４中的抗叶锈病基因ＬｒＸｉ与
ＬｒＺＨ８４不同；同时，周麦１１、西农１１６３－４中可能还含有其他抗病基因，有待进一步研究。研究将为抗病基因聚合、基
因布局、培育抗病新品种奠定理论基础。
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　　禾本科作物小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬ．）是全世界重要的
粮食作物，其总产量仅次于玉米，至今已有５０００多年的种植
历史，全世界３５％～４０％的人口以小麦为主粮。小麦叶锈病
是由小麦叶锈菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａｔｒｉｔｉｃｉｎａ）引起的世界性病害，主要
为害小麦叶片，很少发生在叶鞘及茎秆上，小麦叶锈病主要通

过影响小麦的光合作用而最终影响小麦产量，其在全球小麦

种植区包括北美洲、欧洲、亚洲、澳洲、非洲等许多国家都有发

生，在流行年份会造成高达４０％的产量损失［１］，我国分别于

１９６９、１９７３、１９７５、１９７９、２０１２年发生 ５次小麦叶锈病大流
行［２］。虽然杀菌剂可以控制小麦锈病的发生与危害，但是培

育和利用抗锈病的小麦品种，科学地在时间和空间上布局含

有不同抗性基因的小麦品种，对于防止叶锈病大暴发，是最为

经济、环保、有效的措施。

小麦抗叶锈性主要包括垂直、水平抗性两类。垂直抗性

又称生理小种专化抗性、质量性状抗性、苗期抗性或主效基因

抗性等，它在遗传上受１个或少数几个主效基因控制，受环境
影响小，抗性易丧失；水平抗性又称非小种专化抗性、数量性

状抗性或微效基因抗病性，也叫成株慢锈性，在遗传上受多个

微效基因控制，受环境影响大，抗性较为持久［３］。到目前为

止，已有７２个抗叶锈病基因被正式命名［４］，其中慢锈性基因

只有Ｌｒ３４、Ｌｒ４６、Ｌｒ６７、Ｌｒ６８［５－９］，大多数为小种专化抗性基因。
这些抗病基因符合基因对基因假说，往往会由于病菌小种的

变异而很快“丧失”抗性。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，如Ｌｒ９、Ｌｒ１９、Ｌｒ２４、Ｌｒ３８等对我国
的小麦叶锈菌具有良好抗性［１０］。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。近年来，笔者所在实验室在小麦叶锈病的研究方

面取得了一定进展，Ｚｈａｏ等在小麦品种周８４２５Ｂ中定位了１
个苗期抗病基因 ＬｒＺＨ８４，位于１ＢＬ染色体上，该基因与 ＳＳＲ
标记ｇｗｍ５８２、ｂａｒｃ８紧密连锁；此外发现，周８４２５Ｂ中还携带
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［１１］。李星等在西农１１６３－４中定位了１个苗
期抗病基因ＬｒＸｉ，该基因同样位于１ＢＬ染色体上，并且位置与
ＬｒＺＨ８４接近［１２］。Ｚｈｏｕ等通过等位性检测试验发现，ＬｒＺＨ８４、
ＬｒＸｉ位置相近，为等位基因或者紧密连锁的２个基因［１３］。

周麦１１（豫麦５１号）为河南省周口市农业科学院杂交育
成的新品种，具有高抗小麦叶锈病、条锈病、白粉病、赤霉病以

及高产等特点，在抗病育种和生产上具有重要应用价值。周

麦１１来自于周８４２５Ｂ／豫麦１７，抗性比周８４２５Ｂ好，利用周麦
１１和中国春杂交得到的 Ｆ２群体可确定周麦１１中的抗叶锈
基因，还可进一步确定周麦１１中的抗病基因与 ＬｒＺＨ８４的关
系。西农１１６３－４对中国大多数小种表现为高抗。ＬｒＺＨ８４、
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ＬｒＸｉ为等位基因，但是这２个基因是否为同一个基因有待进
一步研究。本试验的目的就是确定周麦１１中的抗病基因和
ＬｒＺＨ８４的关系，以及ＬｒＺＨ８４和ＬｒＸｉ的关系，以期为抗病基因
聚合、基因布局和培育抗病新品种奠定一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　小麦材料与叶锈菌菌种
抗病亲本周麦１１与感病亲本中国春进行杂交自交获得

了２个Ｆ２群体，群体大小分别为１４５、２８５个单株，抗病亲本
西农１１６３－４、感病亲本Ｔｈａｔｃｈｅｒ进行杂交自交获得了２３２个
Ｆ２单株。供试菌种材料为 ＴＨＴＴ、ＦＨＴＴ，由河北农业大学锈
病研究中心保存，致病类型按Ｌｏｎｇ等的小麦叶锈菌密码命名
系统（Ｐｒｔ－ｃｏｄｅＳｙｓｔｅｍ）［１４］命名。
１．２　菌种的纯化及扩繁

将菌种于冰箱中取出，在４０～４５℃水中活化５～１０ｍｉｎ，
然后于黑暗水化１０ｈ；水化后，采用涂抹法将菌种接种于感病
品种郑州５３８９上。当第１张叶片完全伸展时，先用手指蘸取
清水脱除叶片表面腊质层，以便于叶锈菌的侵染，再将叶锈菌

孢子轻涂于叶片正面。接种后喷洒０．０５％吐温液，在黑暗中
保湿１６～２４ｈ后，置于温室内。叶片现斑时，进行单侵染点
分离。分离后放置于光照培养箱中，采用培养温度１８℃、光
照时间１４ｈ进行离体培养。接种６～７ｄ后，叶片上出现孢子
堆，１０ｄ左右孢子堆成熟。因单个孢子堆获得的菌量太少，
先在离体的完整叶片上进行１次繁殖，待孢子堆成熟后接种
于感病品种郑州５３８９上进行菌种的扩繁。
１．３　苗期抗叶锈菌鉴定

周麦１１／中国春的１４５个Ｆ２单株群体接种叶锈菌生理小
种ＴＨＴＴ，周麦１１／中国春的 ２８５个 Ｆ２单株、西农 １１６３－４／
Ｔｈａｔｃｈｅｒ的２３２个Ｆ２单株接种叶锈菌生理小种ＦＨＴＴ。ＴＨＴＴ
对中国春有致病力，对西农１１６３－４、周麦１１、周８４２５Ｂ均无
致病力；ＦＨＴＴ对周８４２５Ｂ、中国春、Ｔｈａｔｃｈｅｒ有致病力，对西
农１１６３－４、周麦１１均无致病力。鉴定材料种植于温室中，
当小麦的第１张叶片完全展开时，用扫抹法接种小麦叶锈菌
菌种。接种后，在 １５℃、１００％相对湿度条件下黑暗放置
２４ｈ，之后转入温室中。接种后１５ｄ发病充分时，进行表型
鉴定，鉴定时按照 ０、；、１、２、３、４等 ６级标准调查记载反应
型［１５］。根据Ｆ２代植株的抗感分离比例，确定这些材料中所
含抗叶锈基因的遗传方式，用卡方值检验其适合度。

１．４　ＤＮＡ提取
参照Ｓｈａｒｐ等提供的 ＣＴＡＢ法［１６］提取小麦叶片基因组

ＤＮＡ，用紫外分光光度计测定ＤＮＡ浓度、相对纯度，用ｄｄＨ２Ｏ
将ＤＮＡ稀释成浓度为５０ｎｇ／μＬ备用。
１．５　分子标记检测

２个与 ＬｒＺＨ８４紧密连锁的标记 ｇｗｍ５８２、ω－ｓｅｃａｌｉｎ／
Ｇｌｕ－Ｂ３［１１］用于检测周麦 １１与中国春、西农 １１６３－４与
Ｔｈａｔｃｈｅｒ杂交并自交所得的 Ｆ２群体。ＰＣＲ反应体系及反应
程序见表１。

２　结果与分析

２．１　周麦１１抗叶锈病基因的遗传解析
叶锈菌生理小种ＴＨＴＴ在苗期接种周麦１１、中国春及其

表１　反应体系及反应程序

基因位点
反应体系

（２０μＬ） 反应程序

ω－ｓｅｃａｌｉｎ１２．２μＬｄｄＨ２Ｏ ９４℃，５ｍｉｎ；３５个循
２μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ 环（９４℃，１ｍｉｎ；６５℃，
０．４μＬｄＮＴＰ（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ） １ｍｉｎ；７２℃，１ｍｉｎ）；
３μＬ引物（２μｍｏｌ／Ｌ） ７２℃，１０ｍｉｎ；
２μＬ模板 ＤＮＡ（３０ｎｇ／μＬ） １０℃，保存
０．４μＬＴａｑ酶（２．５Ｕ／μＬ）

Ｇｌｕ－Ｂ３１３．４μＬｄｄＨ２Ｏ ９４℃，５ｍｉｎ；３５个循
２μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ 环（９４℃，１ｍｉｎ；６４℃，
０．４μＬｄＮＴＰ（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ） １ｍｉｎ；７２℃，１ｍｉｎ）；
２μＬ引物（２μｍｏｌ／Ｌ） ７２℃，１０ｍｉｎ；
２μＬ模板 ＤＮＡ（３０ｎｇ／μＬ） １０℃，保存
０．２μＬＴａｑ酶（２．５Ｕ／μＬ）

ｇｗｍ５８２ １４．２μＬｄｄＨ２Ｏ ９４℃，５ｍｉｎ；３５个循
２μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ 环（９４℃，１ｍｉｎ；５５℃，
０．４μＬｄＮＴＰ（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ） １ｍｉｎ；７２℃，１ｍｉｎ）；
２μＬ引物（２μｍｏｌ／Ｌ） ７２℃，１０ｍｉｎ；
１μＬ模板 ＤＮＡ（３０ｎｇ／μＬ） １０℃，保存
０．４μＬＴａｑ酶（２．５Ｕ／μＬ）

杂交自交获得的１４５个Ｆ２单株，抗病鉴定结果（表２）表明，
周麦１１对叶锈菌生理小种ＴＨＴＴ表现为高抗（反应型为１），
中国春表现为高感（反应型为４）；１４５个 Ｆ２单株中，１３７株表
现为抗病（反应型为０～２），８株表现为感病（反应型为３～
４）。经过卡方（χ２）检验其适合度，结果表明后代符合１５∶１
的分离比（χ２１５∶１＝０．１３３，１ｄｆ，Ｐ＞０．２５），说明周麦１１的抗性
由２对抗叶锈病基因控制。苗期基因推导结果显示，所有对
周 ８４２５Ｂ表现无毒性的小种（ＰＨＱＴ、ＦＣＱＲ、ＦＣＳＴ、ＰＣＢＴ、
ＴＣＧＴ、ＰＧＳＮ、ＦＧＳＱ、ＦＫＱＴ、ＰＣＨＳ、ＦＢＨＴ、ＦＨＳＴ、ＰＨＳＳ、ＦＨＧＳ、
ＦＨＴＳ、ＰＧＴＴ、ＰＣＪＴ、ＰＨＳＴ、ＦＨＨＱ、ＦＨＴＲ、ＰＨＪＴ、ＴＨＴＴ、ＦＣＴＴ、
ＰＣＧＲ）对周麦１１均表现抗病［１７－１８］，由于周麦１１来源于周
８４２５Ｂ和豫麦 １７，因此周麦 １１中 １个抗病基因可能是
ＬｒＺＨ８４，而另１个抗病基因则可能来源于豫麦１７。进一步用
２个与ＬｒＺＨ８４紧密连锁的标记 ｇｗｍ５８２、ω－ｓｅｃａｌｉｎ／Ｇｌｕ－Ｂ３
检测８个感病单株，全部为感病亲本中国春的带型，这就证实
周麦１１中１个抗病基因为ＬｒＺＨ８４。

在另１个苗期试验中，叶锈菌小种 ＦＨＴＴ接种周８４２５Ｂ、
周麦１１、中国春、周麦１１／中国春的２８５个Ｆ２单株，鉴定结果
（表２）显示，周麦１１对叶锈菌生理小种 ＦＨＴＴ表现抗病（反
应型为１）；周８４２５Ｂ、中国春均表现感病（反应型为４）；２８５
个Ｆ２单株中，２２０株表现为抗病（反应型为０～２），６５株表现
为感病（反应型为３～４）。经过卡方（χ２）检验其适合度，结果
表明后代符合３∶１的分离比（χ２３∶１＝０．７３０９，１ｄｆ，Ｐ＞０．２５），
说明周麦１１对叶锈菌生理小种 ＦＨＴＴ的抗性由１对基因控
制。２个与ＬｒＺＨ８４紧密连锁的标记ｇｗｍ５８２、ω－ｓｅｃａｌｉｎ／Ｇｌｕ－
Ｂ３检测１０个抗病单株、１０个感病单株，结果表明该抗病基
因与ＬｒＺＨ８４位置不同。由于 ＬｒＺＨ８４对小种 ＦＨＴＴ感病，因
此周麦１１中对 ＦＨＴＴ的抗性由另外１个未知小麦抗叶锈病
基因提供。

２．２　西农１１６３－４中抗叶锈病基因与ＬｒＺＨ８４的关系
叶锈菌小种ＦＨＴＴ接种周８４２５Ｂ、西农１１６３－４、Ｔｈａｔｃｈｅｒ，

以及西农１１６３－４、Ｔｈａｔｃｈｅｒ杂交自交所得２３２个Ｆ２单株。
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表２　由周麦１１和中国春杂交获得的Ｆ２单株接种叶锈菌小种结果

叶锈菌小种 品种
总数

（株）

各反应型植株数（株）

０ ０； １ ２ ３ ４
卡方检测结果

ＴＨＴＴ 周８４２５Ｂ ２０ ２０
中国春 ２０ ２０
周麦１１ ２０ ２０
Ｆ２群体 １４５ １９ ９８ ２０ ７ １ χ２１５∶１＝０．１３３，１ｄｆ，Ｐ＞０．２５

ＦＨＴＴ 周８４２５Ｂ ２０ ２０
中国春 ２０ ２０
周麦１１ ２０ ２０
Ｆ２群体 ２８５ ３１ ５５ １３４ ３０ ３５ χ２３∶１＝０．７３０９，１ｄｆ，Ｐ＞０．２５

表３结果显示，周 ８４２５Ｂ表现感病，反应型为 ４级；西农
１１６３－４对叶锈菌生理小种 ＦＨＴＴ表现为高抗，反应型为１；
Ｔｈａｔｃｈｅｒ表现为高感，反应型为４；２３２个 Ｆ２单株中，１７２个单
株表现为抗病（反应型为０～２），６０个单株表现为感病（反应
型为３～４）。经过卡方（χ２）检验其适合度，结果表明后代符
合３∶１的分离比（χ２３∶１＝０．０９２，１ｄｆ，Ｐ＞０．７５），说明西农
１１６３－４的抗性由１对抗叶锈病基因控制。２个与ＬｒＺＨ８４紧

密连锁的标记ｇｗｍ５８２、ω－ｓｅｃａｌｉｎ／Ｇｌｕ－Ｂ３检测西农１１６３－
４、Ｔｈａｔｃｈｅｒ杂交所得的１０个抗病单株和１０个感病单株，电
泳结果表明，该基因同标记是紧密连锁的，根据其位置可

知［１２］，小种 ＦＨＴＴ鉴定出的抗病基因很可能是 ＬｒＸｉ。这些结
果表明，ＬｒＸｉ对 ＦＨＴＴ表现抗性，而 ＬｒＺＨ８４对 ＦＨＴＴ表现感
病，由此可知尽管 ＬｒＸｉ、ＬｒＺＨ８４的位置相同或相近［１３］，但它

们却是２个不同的抗病基因。
表３　西农１１６３－４、Ｔｈａｔｃｈｅｒ杂交获得的２３２个Ｆ２单株接种叶锈菌小种ＦＨＴＴ的结果

品种
总株数

（株）

各反应型植株数（株）

０ ０； １ ２ ３ ４
卡方检测结果

周８４２５Ｂ ２０ ２０
西农１１６３－４ ２０ ２０
Ｔｈａｔｃｈｅｒ ２０ ２０
Ｆ２群体 ２３２ １３ ８２ ７７ １８ ４２ χ２３∶１＝０．０９２，１ｄｆ，Ｐ＞０．７５

３　结论与讨论

３．１　周麦１１、西农１１６３－４中的抗病基因
周麦１１抗性优于周８４２５Ｂ，根据试验结果可知，周麦１１

中除了携带ＬｒＺＨ８４外还有１个未知的抗叶锈病基因，目前正
在进行该基因的定位工作。西农１１６３－４对中国的大多数生
理小种表现为抗病［１２］，抗性优于周８４２５Ｂ，可能还含有其他
抗叶锈病基因，需要利用其他生理小种进行进一步鉴定。目

前发现的多数小麦抗叶锈病基因具有小种专化性，当新毒性

小种出现时其抗病性就会丧失，因此在生产上需要不断发掘

和定位新抗病基因来应对新毒性小种的不断涌现，周麦１１、
西农１１６３－４都有良好的抗病性，明确其中所携带的抗病基
因是非常有必要的。

３．２　我国小麦抗叶锈病育种
我国抗叶锈小麦资源丰富，但对于我国小麦品种及种质

中的抗叶锈基因及基因布局了解很少。早在２０世纪７０年代
携带有１ＢＬ．１ＲＳ易位系（Ｌｒ２６）的品种如洛夫林１３、山前麦、
高加索、牛朱特及其的衍生品系被广泛运用于我国小麦育

种［１９］，结果导致一半以上的小麦携带１ＢＬ．１ＲＳ易位系［１７，２０］，

造成我国小麦抗叶锈基因单一，新叶锈菌生理小种的产生使

得Ｌｒ２６对目前叶锈菌丧失了抗性。因此，使用多系品种、聚
合育种、抗病品种的合理布局、利用成株慢锈性品种等方法，

可以有效地防止抗病基因的丧失，这些方法的核心是实现抗

病基因的合理利用，使抗病基因和病菌毒性基因互作趋于稳

定状态，从而延缓毒性小种产生和发展。无论采取何种途径，

要实现小麦品种抗叶锈病基因多样化，必须掌握丰富的明确

抗病基因的抗源，只有了解抗源的基因背景和抗病基因遗传

特点，才能对其合理利用。因此，广泛收集抗源并对其抗病基

因进行鉴别，了解不同抗病基因的遗传特点，有助于合理并有

效地利用抗病基因；同时应在小麦育种中发掘和利用新的抗

病基因，扩大与充实抗病基因库，为培育抗病品种提供更加丰

富广泛的抗源和抗病基因。
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山葡萄黄烷酮３－羟化酶 ＶａｍＦ３Ｈ基因及其克隆
李　娟，曹芳芳，权　哲，刘海峰
（延边大学农学院，吉林延吉１３３０００）

　　摘要：采用ＲＴ－ＰＣＲ与ＲＡＣＥ技术相结合的方法，从山葡萄果皮中克隆到黄烷酮３－羟化酶（Ｆ３Ｈ）基因的ｃＤＮＡ
全长序列。该基因全长１３９８ｂｐ，包含１０９２ｂｐ的完整开放阅读框，编码３６３个氨基酸，相对分子质量为４０．８１ｋｕ，等
电点（ＰＩ）值为５．３７。二级结构预测表明，随机卷曲是ＶａｍＦ３Ｈ蛋白最大量的结构元件，不具有信号肽，属于不稳定亲
水蛋白。氨基酸序列与欧亚种葡萄（ＦＱ３８９９５０）、圆叶葡萄（ＫＦ０４０９７０）、美国蔓藤（ＪＸ０８７４４１）等的Ｆ３Ｈ类基因同源性
较高，相似性分别为９９％、９９％、９６％。
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　　黄烷酮３－羟化酶（ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ３Ｈ）是花
色素合成途径中的结构基因，是花青素生物合成途径中的关

键酶［１］。Ｆ３Ｈ属于依赖２－酮戊二酸的双加氧酶，反应需要
２－酮戊二酸、分子氧、铁、抗坏血酸［２］。其作用为催化柚皮

素Ｃ３位羟基化，生成二氢山奈酚（ｄｉｈｙｄｒｏｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，ＤＨＫ），
而ＤＨＫ是黄酮和异黄酮合成的重要中间产物；因此，Ｆ３Ｈ调
控着黄酮与花青素苷产物的合成，是整个黄酮类化合物代谢

途径的中枢位点［３］。有报道指出 Ｆ３Ｈ与花青苷合成关系密

切［４］，然而此方面的研究尚较少。Ｈｏｌｔｏｎ等发现 Ｆ３Ｈ对黄烷
酮、儿茶酸、原花青素、花青素代谢影响较大，是该代谢途径的

关键酶［３］。Ｌｅｐｉｎｉｅｃ等研究证实，由Ｆ３Ｈ和Ｆ３′Ｈ催化生成的
黄烷酮醇在 ＤＦＲ的催化作用下能够合成无色花青素［５］。

Ｆ３Ｈ的活性最初在紫罗兰花中被检测到［６］。Ｍａｒｔｉｎ等利用鉴
别筛选与基因图谱技术首次从金鱼草中分离克隆到 Ｆ３Ｈ基
因［７］。研究表明，Ｆ３Ｈ基因在矮牵牛等植物中是独立表达
的，而大多数情况下，Ｆ３Ｈ与其上游的ＣＨＳ、ＣＨＩ基因，以及下
游的ＤＦＲ基因协同表达［８］。在大多数物种中，Ｆ３Ｈ基因仅以
单拷贝形式存在［９－１１］。

山葡萄别称野葡萄，最初发现于我国东北和俄罗斯远东

地区，在我国主要分布于吉林省长白山、黑龙江省完达山、小

兴安岭、辽宁省北部等地［１２］。山葡萄是我国重要的野生果树

资源，具有极强的抗寒性，是东北地区酿造葡萄酒的主要原

料［１３］，其浆果含有大量花色苷。目前，分子生物技术已广泛
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