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ＨＡ基因和ＮＡ基因的保守区序列各设计１对引物，初步建立
了针对Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的ＲＴ－ＰＣＲ快速诊断方法，建
立的ＲＴ－ＰＣＲ检测方法对Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ９等亚型流感病毒、
新城疫病毒和鸡传染性支气管炎病毒等进行检测，只有

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ出现特异性目的条带，其他亚型 ＡＩＶ与 ＮＤＶ
等无任何条带，说明该方法对其他亚型ＡＩＶ及ＮＤＶ等无交叉
反应，具有特异性；通过对Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ不同稀释度进行检
测，证实病毒尿囊液的最低检出量为１×１０４．２５ＥＩＤ５０／１００μＬ，说
明该检测方法特异性强，敏感性较高；对１０株Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ
及８个病鸡组织的鸡胚尿囊液样品进行检测，其结果与经典的
ＨＩ试验鉴定符合率为１００％。该方法可对Ｈ９亚型 ＡＩＶ进行
快速鉴定，为试剂盒的研制打下了良好基础，在兽医临床诊断

和流行病学调查方面具有较好的应用前景。
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　　摘要：从国际生理小种鉴别寄主中选取甜瓜抗病自交系 ＭＲ－１为母本，感病自交系 Ｔｏｐｍａｒｋ为父本，构建 Ｆ２代

群体。对３５４株Ｆ２代群体进行田间甜瓜白粉病抗病性调查并分析其遗传规律，发现甜瓜白粉病的抗性基因为单显性

基因；根据两亲本基因组重测序数据，自行开发设计ＣＡＰＳ分子标记，将具有多态性的标记应用于Ｆ２代基因分型以构

建遗传连锁图谱。图谱内含１４２个ＣＡＰＳ标记，分布于１２个连锁群上。图谱总长度２０６５．４７ｃＭ，平均距离１４．５５ｃＭ；
标记最多的为第四连锁群，分布２２个标记，标记间平均距离为１１．６１ｃＭ；最长的为第五连锁群，总长２７７．９８ｃＭ；最短
的为第三连锁群，总长６５．６ｃＭ。得到１个甜瓜白粉病抗性相关基因位点，该位点在第七连锁群上，位于 ＣＡＰＳ标记
７－４Ｅ和７－１Ｈ之间。
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　　甜瓜白粉病别称白毛病、粉霉病，常在坐果期发生，是一
种世界性病害，严重威胁葫芦科作物生长［１］。病菌侵染到叶

片表面，起初叶片上只是有水滴大小的白色圆形粉状霉点，在

高温潮湿的环境里迅速布满叶片，蔓延至叶柄、茎蔓，浓厚的

白粉菌不仅降低感病植株的光合效能，还能增加植株的蒸腾

效能，长时间呼吸作用强于光合作用导致植株萎黄干枯，提早

衰亡，严重影响甜瓜产量和品质［２］。甜瓜白粉病致病菌有３
个属，６个种，瓜单囊壳白粉菌分化出生理小种０、１、２（２Ｕ．Ｓ、

２Ｆｒａｎｃｅ）、３、４、５［３］、６、７、Ｎ３和 Ｎ４［４］；二孢白粉菌衍生出生理
小种０和生理小种１［５］。诸多病原菌仅仅依靠化学制剂已不
能根除白粉病，且随着时间增长病原菌已产生耐药性，即使加

大用药剂量也难以获得好的效果，这对甜瓜白粉病防治工作

造成了极大的困难［６］。面对白粉病对甜瓜造成的重大危害，

外界施药又困难重重，培育抗病新品种成为杜绝白粉病的不

二方法。然而传统的育种方法极易受环境因素、基因表达、基

因显隐性、目标基因与不利基因的连锁等影响，使得育种周期

长，选择目标性状困难，很难培育出优良品种［７－８］。分子标记

辅助育种可以有针对性的培育出所含目标性状的新品种，首

先要明确致病菌类型研究抗病规律进而获得抗病基因 ［９］。

本试验以甜瓜高抗白粉病品系 ＭＲ－１（Ｐ１）和甜瓜高感白粉
病品系Ｔｏｐｍａｒｋ（Ｐ２）为亲本配制杂交组合，探索抗源 ＭＲ－１
对瓜单囊壳白粉菌生理小种１的抗性遗传规律。以 Ｆ２群体
为作图群体，利用 ＣＡＰＳ技术，定位抗性基因，为甜瓜抗白粉
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病基因的精细定位和分子克隆奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试甜瓜品种　试验所用母本为抗性材料 ＭＲ－１，
对白粉病菌不同的生理小种普遍具有抗性，父本 Ｔｏｐｍａｒｋ为
感病材料，不含抗病基因。采用国际通用１３个生理小种的鉴
别寄主，分别是 ＰＭＲ４５、Ｔｏｐｍａｒｋ、ＰＩ１２４１１１、ＩｒａｎＨ、ＰＩ２４１１２、
ＭＲ－１、ＮａｎｔａｉｓＯｂｌｏｎｇ、Ｅｄｉｓｔｏ４７、ＰＩ４１４７２３、ＷＭＲ２９、ＰＭＲ５、
ＰＭＲ６、Ｖｅｄｒａｎｔａｉｓ。
１．１．２　供试菌株　２０１３年７月采集于东北农业大学实验基
地感白粉病严重的葫芦科病叶，隔离保存菌株并对病原菌进

行显微镜镜检，确定病原菌类型。将菌株接种到感病植株上

进行纯化后接种到１３个鉴别寄主上鉴定生理小种。
１．２　田间试验
１．２．１　田间试验设计　２０１３年３月将６世代群体浸种，催
芽，单粒播种于钵中。５月将２０株长势良好的 ＭＲ－１（Ｐ１）、
Ｔｏｐｍａｒｋ（Ｐ２）、Ｆ１，１００株ＢＣ１Ｐ１（Ｆ１与Ｐ１回交），１００株ＢＣ１Ｐ２
（Ｆ１与 Ｐ２回交）及３５４株 Ｆ２代定植于东北农业大学香坊农
场５号温室中，株行距５０ｃｍ×８０ｃｍ，待植株长到３叶１心时
去掉生长点，采取双蔓绑枝法将植株吊起，施肥、杀虫、灌溉等

进行日常田间管理。２０１３年夏季将鉴别寄主播种在 ８ｃｍ×
８ｃｍ的营养钵中，采用对角线种植。收集充分发病的葫芦科
蔬菜病叶，轻轻抖下白粉病菌进行纯化配制菌液，喷雾接种到

１３个鉴别寄主上，设３次重复，１次重复１０株。

１．２．２　田间接种　试验采用风媒接种法，即模仿田间自然发
病条件，在高温高湿下白粉病病原菌最易侵染甜瓜，将其他温

室成株期充分发病的甜瓜品种移植到试验温室中，白粉病菌

的分生孢子随着空气从发病植株落到需要进行抗病调查６世
代群体上，达到接种目的。为确保高温高湿条件，白天在温室

地面上多次浇水，适时封闭温室［１０］。

１．２．３　田间调查　试验白粉病调查方法依照《中国蔬菜病
虫预测预报》，根据感染程度即叶面菌落多少进行分级，共分

６级。６世代群体每株由下而上调查１０张叶片记录病级。按
病情指数（ＤＩ）＝∑ ［（病级的代表值该病发病叶片数）／（调
查单株总叶片数 ×最高病级的代表值）］×１００计算病情指
数。根据病指（ＤＩ）确定父本、母本、Ｆ１、Ｆ２、ＢＣ１Ｐ１、ＢＣ１Ｐ２的抗
感表现型。将病情指数小于等于１１．１１定义为抗病，病情指
数大于１１．１１定义为感病（表１）。

表１　甜瓜白粉病抗性评价

分级 病斑占叶面积 病情指数 抗性分类 抗性评价

０ 无病斑 ０ 免疫（ＩＭ） Ｒ
１ ５％以下

!

０．０１～１１．１１ 高抗（ＨＲ） Ｒ
３ ６％～２５％

!

１１．１１～２２．２２ 中抗（ＭＲ） Ｓ
５ ２６％～５０％

!

２２．２２～３３．３３ 抗病（Ｒ） Ｓ
７ ５１％～７５％

!

３３．３３～５５．５５ 感病（Ｓ） Ｓ
９ ７６％～１００％

!

５５．５５～７７．７７ 中感（ＭＳ） Ｓ
!

７７．７７～１００．００ 高感（ＨＳ） Ｓ

　　参照上述方法记录鉴别寄主５张叶片的病级，计算病情
指数，对照表２的抗感反应，确定试验地的优势生理小种。

表２　鉴别寄主对葫芦科白粉病菌的抗感反应

寄主

Ｐｏｄｏｓｐｈａｅｒａｘａｎｔｈｉｉ Ｇｏｌｏｖｉｎｏｍｙｃｅｓ
ｃｉｃｈｏｒａｃｅａｒｕｍ

Ｒａｃｅ０ Ｒａｃｅ１ Ｒａｃｅ２ Ｒａｃｅ３ Ｒａｃｅ４ Ｒａｃｅ５ Ｎ１ Ｎ２ Ｎ３ Ｎ４ Ｒａｃｅ０ Ｒａｃｅ１
２Ｆｒ ２ＵＳ

ＩｒａｎＨ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ － － － － － － － Ｓ Ｓ
Ｔｏｐｍａｒｋ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ － － － － Ｓ Ｓ
Ｖｅｄｒａｎｔａｉｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ － － － － Ｓ Ｓ
ＰＭＲ４５ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ
ＰＭＲ５ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ
ＷＭＲ２９ Ｒ Ｒ Ｒ Ｈ － Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ
Ｅｄｉｓｔｏ４７ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ
ＰＩ４１４７２３ － Ｒ Ｒ Ｓ － Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ － －
ＭＲ－１ － Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ － － － － － － Ｒ Ｒ
ＰＩ１２４１１１ － Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ － － － － － － － －
ＰＩ１２４１１２ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ － － － － Ｒ Ｒ
ＰＭＲ６ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ － － － － － － － －

ＮａｎｔａｉｓＯｂｌｏｎｇ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ － Ｓ Ｓ － － － － Ｒ Ｒ

　　注：Ｓ＝感病；Ｒ＝抗病；Ｈ＝杂合；“－”＝无数据。

１．３　ＣＡＰＳ分子标记
１．３．１　ＣＡＰＳ引物开发　ＣＡＰＳ标记的开发以２个亲本材料
的基因组重测序数据为依据，以已经发布的甜瓜基因组数据

为参考，自编ｐｅｒｌ语言脚本提取位于ＳＮＰ位点前后约５００ｂｐ
的片段序列作为候选 ＳＮＰ位点序列。通过 ＳＮＰ２ＣＡＰＳ软件
分析酶切位点信息，在候选 ＳＮＰ序列中筛选存在 ＣＡＰＳ突变
的位点，用４种不同的限制性内切酶（ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＰｓｔⅠ
和ＢａｍＨⅠ）设计引物进行酶切验证。在甜瓜基因组的每条

染色体上平均选取 ３０～４０个存在 ＣＡＰＳ位点的序列，用
Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引物［１１］，控制退火温度５５～５８℃，Ｇ＋Ｃ比
例在４０％～６０％，得到长度为１９～２５ｂｐ的引物。（Ｍ／Ａ）酶
切位点所在连锁群号＋引物编号＋酶简写进行引物命名。
１．３．２　ＣＡＰＳ引物筛选　ＣＡＰＳ标记 ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：
２．０μＬ模版 ＤＮＡ，２．０μＬ引物，０．３μＬｄＮＴＰｓ，０．２μＬＴａｑ
酶，１３．５μＬｄｄＨ２Ｏ，２．０μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ。

采用梯度ＰＣＲ反应程序，即９４℃预变性７ｍｉｎ；９４℃变
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性２０ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ；３０个循环，每个循环
降 ０．５℃；９４℃变性２０ｓ，４５℃退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，１０
个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ，４℃保存［１２］。酶切体系是１μＬ限
制性内切酶缓冲液，０．５μＬ限制性内切酶（１０Ｕ／μＬ，ＴＨＥＲ
ＭＯ），９μＬ超纯水，ＰＣＲ扩增产物５μＬ，３７℃水浴２ｈ。酶切
产物用１％琼脂糖凝胶在２５０Ｖ高压下电泳，２５～３５ｍｉｎ后紫
外照射凝胶拍照。

１．３．３　Ｆ２群体分子数据记录　分析Ｆ２群体扩增的ＣＡＰＳ条
带和白粉病抗性基因之间的遗传关系，同Ｐ１带型一致的标记
记为２，同Ｐ２的带型一致的标记记为０，同 Ｆ１带型一致的则
记为１，缺失或者模糊不清楚的带型记作 －１，将所有条带类
型记录在ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３。
１．３．４　遗传图谱构建　利用 ＱＴＬＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ４．０对具有多
态性且应用到Ｆ２代基因分型的分子标记进行遗传图谱构建
并分析，用“ｍａｐ”命令打开记录 Ｆ２代条带类型的表格，设定
ＬＯＤ值为 ３．０，使用完备区间作图（ＩＣＩＭ）构建遗传连锁图
谱。利用ＭａｐＣｈａｒｔ２．２绘制遗传连锁图谱，根据 ＣＡＰＳ标记
在染色体上的位置，依次将连锁群命名为ＬＧ１～ＬＧ１２。

２　结果与分析

２．１　白粉病抗性调查
显微镜观察白粉病病原菌无性世代，均观察到有纤维状

体，证实致病白粉病菌是 Ｐ．ｘａｎｔｈｉｉ。对１３个鉴别寄主的抗
病调查发现，８种鉴别寄主在不同程度上表现为抗病，分别是
ＰＭＲ４５、ＰＭＲ５、ＷＭＲ２９、Ｅｄｉｓｔｏ４７、ＰＩ１２４１１１、ＰＩ１２４１１２、ＰＭＲ６
和ＭＲ－１。其余５个鉴别寄主均表现为感病，说明试验地的
优势小种是生理小种１。

Ｆ１代植株表现出与母本性状相似的抗性性状，对３５４株
Ｆ２代进行田间抗病性调查，发现其中３０株Ｆ２免疫、２１２株高
抗、６２株中抗、１４株抗病、１３株感病、５株中感和２株高感。
计算统计得到抗病植株为２６８株、感病８６株，抗病 ∶感病 ＝
３．１２，符合３∶１的分离比例，Ｆ１全部抗病，ＢＣ１Ｐ１抗病，ＢＣ１Ｐ２
感病 ∶抗病＝１∶１。通过 Ｆ２代群体中白粉病病情指数在群
体中的频次分布图可以发现，Ｆ２代群体的３５４个单株中，表
现出明显的偏分离，大部分单株偏向于低值病情指数，病情指

数１１．１１时可以将 Ｆ２代群体明显地分为抗病和感病２类。
病情指数为３１．０５７～４０．６１３时，存在小峰分布，证明还存在
一些微效基因与抗白粉病基因连锁。证明甜瓜抗白粉病基因

由显性单基因控制并同时受到微效基因调控。调查分级结果

为质量性状（图１）。用Ｅｘｃｅｌ绘制的病情指数频次分布图见
图２。
２．２　ＣＡＰＳ标记多态性

用Ｐｒｉｍｅｒ５设计并选用３１６对ＣＡＰＳ引物，对两亲本进行
扩增筛选，共筛选出在亲本间有多态性的ＣＡＰＳ引物１５７对，
多态率为４９．８０％。其中带型清晰用于构建图谱的标记有
１４２个，分布在１号连锁群上的标记１４个，２号连锁群１３个，
３号连锁群８个，４号连锁群２２个，５号连锁群１５个，６号连
锁群１４个，７号连锁群１０个，８号连锁群９个，９号连锁群８
个，１０号连锁群９个，１１号连锁群１０个，１２号连锁群１０个。
部分筛选引物见图３。具有多态性引物对 Ｆ２群体基因型检
测见图４。

２．３　连锁图谱构建与基因定位
运用ＱＴＬＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ软件在ＬＯＤ值≥３的条件下对 １４２

个多态性标记进行连锁分析，获得一张包含有１４２个 ＣＡＰＳ
标记、覆盖１２个连锁群的遗传连锁图谱（图５）。图谱总长度
２０６５．４７ｃＭ，图谱标记平均距离１４．５５ｃＭ。含标记最多的为
第四连锁群，分布２２个标记，标记间平均距离为 １１．６１ｃＭ。
最长的为第五连锁群，总长 ２７７．９８ｃＭ，最短的为第三连锁
群，总长６５．６ｃＭ。甜瓜 ＣＡＰＳ引物在连锁群上呈均匀分布。
结合田间数据分析发现，在第七连锁群与抗白粉病紧密相关

的位点，距离上端７－４Ｅ标记１７．００ｃＭ，距离下端 ７－１Ｈ标
记１２．３５ｃＭ。
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３　结论与讨论

３．１　接种方法
试验群体采用风媒接种法模仿自然发病，不仅大大降低

了工作量，而且能真实反映植株对白粉病的抗性程度，对鉴别

寄主接种采用孢子悬浮液喷雾法是为了使鉴别寄主快速感染

白粉病进行鉴别，避免因枯萎病等其他病菌侵染植株成为主

要病菌而不感染白粉病的发生。

３．２　生理小种的鉴定
甜瓜是否感染白粉病很大程度上受环境影响，地点不同、

种植季节不同都会影响植株是否感病及感病程度，盛夏及秋

季种植的甜瓜感病概率及程度远远高于春季栽培的甜瓜；覆

盖物过厚潜在地加大甜瓜周围环境湿度，使甜瓜更易感病；菌

液不纯含有其他病菌使供试植株不感白粉病而感染其他病。

试验严格执行采集、纯化及接种步骤，依照病级分类标准对试

验中侵染的生理小种进行鉴别，结果准确可靠。在鉴定生理

小种时，为防止空间差异影响植株感病试验采用对角线位置

种植，设置重复使调查结果准确。

３．３　ＣＡＰＳ标记
目前，ＳＲＡＰ、ＡＦＬＰ、ＳＳＲ作为甜瓜抗病育种常用的标记

方法。ＣＡＰＳ为酶切扩增多态性序列技术，即在已知 ＤＮＡ序
列两端设计引物进行ＰＣＲ扩增，用限制性内切酶切割特异序
列，得到大小不一的ＤＮＡ片段，用琼脂糖电泳分析产物片段，
即可区分基因型。ＣＡＰＳ相对 ＲＦＬＰ操作简便、酶切多态性
高；相对ＲＡＰＤ稳定性、可靠性、重复性强；相对ＡＦＬＰ工作量
小，统计条带容易；相对 ＳＳＲｓ引物设计容易。ＣＡＰＳ对 ＤＮＡ
浓度及纯度要求不高，大大减少了对 Ｆ２代 ＤＮＡ的提取。试
验对重测序的两亲本开发 ＣＡＰＳ标记使得引物更有针对性，
设计的ＣＡＰＳ引物具有在基因组上的座位号，便于在基因组
层面上对各个标记进行定位，遗传图谱中的连锁群代号就是
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染色体顺序。

３．４　连锁图谱与基因定位
本试验用ＣＡＰＳ分子标记构建甜瓜抗白粉病基因遗传连

锁图谱在世界范围内都很罕见。在全基因组测序的基础上，有

针对性地自行开发设计引物，结合田间调查结果发现ＭＲ－１
对瓜单囊壳白粉菌生理小种１的抗性基因是单显性基因，与
Ｊａｇｇｅｒ等的研究结论［１３－１５］一致。试验群体数量足够大，但标

记数量还有待增多。Ｗａｎｇ等对Ａｎｏ２×Ｈａｍｉ４１３和Ａｎｏ２×
Ｑｕｅｅｎ２组杂交组合得到的Ｆ２代，构建出２张遗传连锁图谱，
包括ＳＳＲ标记、ＧＲＡ标记和 ＡＦＬＰ标记，结合分离群体分组
分析法（ＢＳＡ）和比较基因组学（ＲＧＡ），在抗病材料 Ａｎｏ２中
定位出抗病基因Ｐｍ－ＡＮ，该基因在 ＲＰＷ和 ＭＲＧＨ６３Ｂ２个
标记中间 ［１６］。王建设以１Ａ１５１（抗）×恒进红瓤酥（感）构建
６世代群体，运用 ＲＡＰＤ分子标记结合抗性遗传分析找到１
个由１对不完全显性抗病基因控制的抗病位点 ＲＡＰＤ－
Ｓ３２９，其遗传距离为（６．８１±ｌ．６７）ｃＭ［１７］。Ｙｕｓｔｅ－Ｌｉｓｂｏｎａ等
利用ＡＦＬＰ对抗病材料 ＴＧＲ－１５５１和感病材料 ＢｏｌａｄｅＯｒｏ
配制杂交组合构建分子标记体系，构建出１张包含１４个连锁
群的遗传图谱，发现主效 ＱＴＬ位点 Ｐｍ－Ｒ在第五连锁群
上［１８］。Ｔｅｉｘｅｉｒａ等使用 ＡＦＬＰ法找到与抗病基因Ｐｍ－１距离
为４．９ｃＭ的分子标记 Ｍ７５／Ｈ３５＿１５５，所用抗病材料为
ＡＦ４２６－Ｒ［１９］。Ｆｕｋｉｎｏ等为比较甜瓜生长在子叶和第一片真
叶期，ｐｘＡ、ｐｘＢ２种白粉病菌株对其是否发病产生不同影响，
利用高抗 ＡＲ５和高感 Ｈａｒｕｋｅｉ配制重组自交系，用 １５７个
ＳＳＲ标记和７个ＳＣＡＲｓ／ＣＡＰＳｓ标记构建遗传图谱，检测ＱＴＬ
位点［２０］。Ｌｉｕ等在抗性材料 ＰＩ１３４１９８中发现了１个单显性
抗性基因，并且在距离该基因３．９ｃＭ处获得了１个ＳＲＡＰ标
记［２１］。Ｎｉｎｇ等用抗病材料 Ｅｄｉｓｔｏ４７和感病材料 Ｑｕｅｅｎ构建
ＢＣ１群体，发现抗病基因 Ｐｍ－Ｅｄｉｓｔｏ４７－１在 ＳＳＲ标记 ＣＭ
ＧＡ３６和 ＳＳＲ２５２０８９之间，与两标记距离均为 ２．１ｃＭ［２２］。由
此可见使用抗病材料不同也会导致抗病位点不同。

研究发现试验材料ＭＲ－１所含有的甜瓜白粉病基因为
单显性基因。通过对 ＭＲ－１×Ｔｏｐｍａｒｋ所构建的 Ｆ２代群体
进行分析，共检测到１个与白粉病抗性有关的位点，位于７号
染色体上，距离上端７－４Ｅ标记１７．００ｃＭ，距离下端７－１Ｈ
标记１２．３５ｃＭ，为今后甜瓜白粉病抗性基因的精细定位及克
隆奠定了基础。
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