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　　摘要：为研究甜瓜抗果斑病资源辽宁神帅的抗性基因遗传规律和紧密连锁的简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ，简称ＳＳＲ）分子标记，以甜瓜抗病品种辽宁神帅和感病品种皮山奎瑞克的杂交Ｆ２分离群体作为试验材料，采用

集群分离分析法（ｂｕｌｋｅｄｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，简称ＢＳＡ）和ＳＳＲ分子标记辅助选择的方法对甜瓜抗果斑病基因初步定
位。结果表明，从２８８对ＳＳＲ引物组合中筛选出１对与抗性基因连锁的标记ＢＣＭ１８４，遗传距离为１２．４ｃＭ，最终将抗
性基因初步定位到连锁群（ｌｉｎｋａｇｅｇｒｏｕｐ，简称ＬＧ）Ⅳ上。
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　　甜瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏＬ．）是葫芦科（Ｃｕｃｕｒｂｉａｃｅａｅ）甜瓜属
（ＣｕｃｕｍｉｓＬ．）１年生蔓性草本植物，基因组大小为４５０Ｍｂ［１］。
甜瓜在国内外广泛种植，尤其新疆甜瓜在国内外享有盛誉，远

销全国各地并出口到东南亚许多国家［２］。但近年来，细菌性

果斑病已成为危害甜瓜产业的主要病害之一。国外研究报

道，该病最早于１９６９年在美国福罗里达州被发现，近年来已
迅速蔓延至１３个国家和地区［３－４］。甜瓜大部分的经济损失

是由细菌性果斑病引起的病害，病发严重时细菌性果斑病引

起的损失超过９０％，甚至绝收［５－６］。我国新疆、内蒙古、海南

等９个省份的甜瓜作物曾大规模暴发细菌性果斑病［７］。

１９７８年Ｓｃｈａａｄ等将甜瓜细菌性果斑病病原菌鉴定为类
产碱假单胞菌西瓜亚种（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｓｕｂｓｐ．
ｃｉｔｒｕｌｌｉ）［８］。１９９２年 Ｗｉｌｌｅｍｓ等根据 ｒＲＮＡ－ＤＮＡ和 ＤＮＡ－
ＤＮＡ分子杂交的结果，将该病原菌更名为燕麦嗜酸菌西瓜亚
种（Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘａｖｅｎａｅｓｕｂｓｐ．ｃｉｔｒｕｌｌｉ，简称Ａａｃ）［９］。在国内，赵
延昌等最早对新疆甜瓜细菌性果斑病病原菌进行了鉴定，认

为引起甜瓜细菌性果斑病发生的病原菌是燕麦嗜酸菌西瓜亚

种（Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘａｖｅｎａｅｓｕｂｓｐ．ｃｉｔｒｕｌｌｉ），属革兰氏阴性菌［１０］。田

间发生瓜类细菌性果斑病主要是由于病原菌通过伤口和气孔

侵染寄主，病害远距离传播是通过种子带菌进行传播［１１－１２］。

目前，由于细菌性果斑病导致瓜类商品的经济效益严重下降，

对瓜类产业造成威胁，因此，必须采取有效的措施防治该病害

的发生。

目前，田间防治果斑病主要依靠含铜的化学药剂［１３］，长

期使用化学试剂，不仅导致病原菌对化学试剂产生抗药性，而

且污染环境、威胁人类的健康。而在选育抗果斑病品种方面，

目前主要集中在传统杂交育种上。传统的杂交育种不仅耗时

耗力还在表型选择上存在局限性，致使育种工作进展缓

慢［１４］。随着分子生物学研究的不断深入，利用分子标记辅助

育种具有巨大的潜力，也为抗病育种提供了一项方便、快捷、

高效的方法［１５］。尤其是甜瓜基因组序列已于２０１２年６月公
布［１６］，科研工作者利用基因组序列开展甜瓜相关的分子育种

工作变得非常方便。因此，发掘抗细菌性果斑病资源，利用分

子标记手段辅助培育高抗果斑病的新品种是解决问题的有效

途径。虽然国外和国内的科学家在抗果斑病种质鉴定方面做

出了很多努力，但关于抗果斑病基因的遗传机制研究较少，对

遗传规律的发掘相对滞后［１７］，因此，研究甜瓜果斑病抗性基

因的遗传分析及定位已迫在眉睫。本试验以辽宁神帅抗病品

系和皮山奎瑞克感病品系的Ｆ２分离群体作为试验材料，采用
集群分离分析法（ｂｕｌｋｅｄｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，简称 ＢＳＡ）和简
单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＳＳＲ）分子标记的方
法进行果斑病抗性基因的遗传规律和定位研究，以期了解抗

病品种辽宁神帅所含的抗性基因，为今后的抗果斑病基因精

细定位和抗性种质资源应用于甜瓜品种的改良奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
用于构建分离群体的抗病亲本材料辽宁神帅和感病亲本

材料皮山奎瑞克，均由国家瓜类工程研究技术中心提供。果

斑病病原菌采自国家瓜类工程技术研究中心试验田（新疆昌

吉地区），在新疆大学生物工程研究中心冻存。

１．２　主要试验试剂
溴化十六烷三甲基铵（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，

简称 ＣＴＡＢ）、β－巯基乙醇、聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ－４０）、
Ｔｒｉｓ－ｂａｓｅ、ＲＮａｓｅＡ等，均购自生工生物工程（上海）股份有
限公司；用于 ＰＣＲ相关反应的试剂及 Ｍａｒｋｅｒ，均购自贝思汀
生物科技有限公司；ＳＳＲ引物由华大基因合成。其他分子试
剂均为国产或进口分析纯。

１．３　试验方法
１．３．１　病原菌菌悬液的制备　果斑病病原菌的扩繁活化采
用ＬＢ固体培养基（５ｇ胰化蛋白胨、２．５ｇ酵母提取物、２．５ｇ
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ＮａＣｌ、７．５ｇ琼脂，用蒸馏水定容至５００ｍＬ，ｐＨ值为７．４），在
２８℃温度下培养３６ｈ，并在无菌条件下挑取单菌落于 ＬＢ液
体培养基中，在２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２４ｈ，用无菌水
将菌悬浮液浓度调至５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ用于接种［１８］。

１．３．２　接种及病情鉴定　抗病鉴定试验于２０１６年６—７月
在新疆大学生物研究中心进行，将抗病亲本、感病亲本各１０
粒、Ｆ２分离群体１２０粒种子种植于营养钵中。当幼苗生长至
２～４张真叶完全展开时（约生长２５ｄ）［１７］，将待用的菌悬液
采用喷雾接种的方法接种，并及时用塑料膜保温保湿。１０～
１５ｄ充分发病后调查病情等级，本研究参照 Ｈｏｐｋｉｎｓ等的分
级标准［１２］，并适当修改（表１）。

表１　单株幼苗感果斑病分级标准

病情级别 病情分级标准

１ 叶片无病斑

２ 叶片病斑零星分布

３ 叶片病斑较少，病斑面积占整叶面积的５％及以下
４ 叶片病斑较少，病斑面积占整叶面积的６％～１５％
５ 叶片病斑较多，病斑面积占整叶面积的１６％～２５％
６ 叶片病斑较多，病斑面积占整叶面积的２６％～３５％

７ 叶片病斑很多、部分融合成大斑，病斑面积占整叶面

积的３６％～５０％

８ 叶片病斑很多、大部分融合成大斑，病斑面积占整叶

面积的５１％及以上

１．３．３　抗感池的构建和基因组ＤＮＡ的提取　用病情级别为
０～１级的２１个极抗植株构建抗病池，用病情级别为７～８级
的１１个感病植株构建感病池。采用 Ｐｏｒｅｂｓｋｉ等的 ＣＴＡＢ
法［１９］提取各单株的 ＤＮＡ，并将提取的 ＤＮＡ溶液稀释至
１００ｎｇ／μＬ，－２０℃保存备用。
１．３．４　抗果斑病基因的初步定位　参照文献［２０－２１］，均
匀选取分布于甜瓜１２条连锁群上的２８８个ＳＳＲ标记，对２个
基因池进行检测，筛选在抗病池、感病池之间表现多态性的

ＳＳＲ分子标记。ＳＳＲ扩增体系为２０．００μＬ，其中 ＤＮＡ模板
０．４０μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋）２．００μＬ，上、下
游引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）各０．２０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．４０μＬ，
ＴａｑＤＮＡ酶（Ｂｉｏｍｅｄ，Ｃｈｉｎａ，５Ｕ／μＬ）０．２４μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足
２０．００μＬ。ＳＳＲ扩增程序：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ；４℃保存。ＳＳＲ扩增产物用６％变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测，银染显色。

１．３．５　数据处理与初步定位的结果验证　用 Ｅｘｃｅｌ９７－
２００３和ＪｏｉｎＭａｐ４．０处理、分析试验数据。在抗病池、感病池
之间有多态性的标记用Ｆ２个体验证，从而确定初步定位的结
果。与感病亲本的带型相同记为“Ａ”，与抗病亲本的带型相
同记为“Ｂ”，Ｆ１带型记为“Ｈ”，缺失或模糊不清记为“－”。

２　结果与分析

２．１　Ｆ２群体抗性分析
种植的１２０粒Ｆ２分离群体种子，除去未发芽和弱小植株

外，对剩余的１００株幼苗进行病情调查。由图１可知，将１～
５级记为抗病，６～８级记为感病，Ｆ２世代的病情分级呈连续
性分布，说明甜瓜抗果斑病基因属于数量性状位点

（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｕｓ，简称ＱＴＬ）。

２．２　抗病池、感病池引物的筛选
　　用２８８对ＳＳＲ引物分别对抗病池、感病池进行 ＰＣＲ，经
过多次重复后，由图２可知，有７对引物在抗病池、感病池之
间能够稳定地扩增出多态条带，多态性比率为２．４３％，依次
为 ＥＭＡＧＮ７３（９５）、ＥＣＭ１２２（９６）、ＧＣＭ３３６（１０１）、ＥＣＭ５３
（１０２）、ＥＣＭ２３１（１０６）、ＧＣＭ２４６（１１１）、ＣＭＡＧＮ６１（１１４），其多
态性引物序列如表 ２所示。７对标记都分布于连锁群
（ｌｉｎｋａｇｅｇｒｏｕｐ，简称ＬＧ）Ⅳ上，因此将抗果斑病基因初步定位
到ＬＧⅣ上。
２．３　初步定位结果验证
　　筛选出的７对引物分别在１００个 Ｆ２群体的单株中进行
扩增、检测，其中ＢＣＭ１８４标记与抗性基因连锁最为紧密。由
图３可知，ＢＣＭ１８４标记在２１个高感单株中扩增，除个体２无
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表２　抗感基因池间表现多态性的ＳＳＲ引物

编号 正向引物（５′→３′） 反向引物（５′→３′）
ＥＭＡＧＮ７３（９５） ＡＴＣＣＡＡＣＴＣＧＡＣＣＡＡＧＡＡＡＣ ＣＡＧＣＴＣＴＡＣＡＡＣＡＡＣＡＴＣＴＣ
ＥＣＭ１２２（９６） ＧＣＴＧＴＣＡＡＴＧＧＡＡＣＡＧＡＧＧＡＡ ＧＧＣＧＡＡＡＴＣＴＧＴＴＴＣＣＴＴＴＡＧＡ
ＧＣＭ３３６（１０１） ＡＧＣＣＡＴＧＧＡＡＣＡＡＣＡＡＡＣＡＡ ＣＧＴＧＧＴＣＡＧＴＣＡＡＡＡＴＣＣＡＣ
ＥＣＭ５３（１０２） ＣＴＡＣＣＡＧＴＴＧＴＴＧＣＧＧＣＴＣＴ ＴＣＣＣＡＡＴＴＣＣＡＴＡＧＣＡＧＡＧＧ
ＥＣＭ２３１（１０６） ＴＧＡＴＴＴＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＧＴＴＧＡ ＣＡＣＡＡＡＧＣＡＣＡＣＡＴＴＣＣＡＴＴＧ
ＧＣＭ２４６（１１１） ＡＡＡＡＣＧＧＡＧＡＴＧＴＧＧＡＧＧＡＣ ＴＴＡＡＧＣＡＡＧＣＡＧＣＣＡＡＡＡＴＧ
ＢＣＭ１８４（１１４） ＣＡＣＡＡＣＡＡＡＣＴＴＴＴＧＣＣＣＴＣＴ ＴＣＴＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＣＴＣＣＡＴＴＡＣＴＣＡ

扩增条带外，个体１１、１３、１８均扩增出感亲多态性条带。在
１１高感单株中，个体２４没有扩增出条带，个体２３扩增出抗
亲多态性条带。由此说明，ＢＣＭ１８４标记与甜瓜果斑病抗性

基因具有连锁关系。用１００个Ｆ２分离群体进行个体验证（结
果如图 ４），ＢＣＭ１８４标记与抗果斑病基因的连锁距离为
１２．４ｃＭ。

３　讨论与结论

关于果斑病的报道，国内外主要围绕瓜类细菌性果斑病

病菌的分离检测、致病机制、遗传多样性及防治等方面的研

究［１３］。笔者所在实验室多年来一直从事甜瓜抗病研究，积累

了较为丰富的经验，笔者认为果斑病已成为威胁甜瓜产业的

主要病害之一，但其抗性基因的定位之所以鲜有报道，原因是

抗病种质资源有待发掘、抗性基因的遗传机制符合ＱＴＬ遗传
等［２２－２３］，导致后续定位难度增加。

国内外果斑病接种方法包括浸种法、喷雾法、瓜期接种

法、离体法等。浸种法是将种子在菌液中浸泡１０～１２ｈ，虽然
该方法能够快速接种，但会造成幼苗迅速死亡，损失率高达

８０％［２４］，因此不适合本试验接种。瓜期接种法一般选择开花

授粉１５ｄ后大小一致、健康、坐果节相同的甜瓜果实［７］，此方

法的缺点是不适合实验室等小规模试验，且周期较长。离体

法具有简便、准确可靠、易于人工控制温度、湿度等外界环境

因素，但此法与瓜期接种法的缺点相同。本试验采用的接种

方法是喷雾法，李俊阁用浸种、喷雾、针刺、离体等４种方法对

种质资源进行抗性种质的筛选，其中用喷雾法接种病原菌后

对甜瓜叶片可溶性蛋白、过氧化物酶、多酚氧化酶、苯丙氨酸

解氨酶等生理指标进行测定，结果发现抗病材料和感病材料

有明显的差异［７］。通过苗期喷雾接种鉴定，调查植株所有叶

片病斑面积大小统计病情指数，以此确定不同甜瓜材料之间

的抗病指数，可以较准确地反映不同材料之间存在的

差异［１７］。

ＳＳＲ标记相比于其他的分子标记如扩增的限制性内切酶
片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称
ＡＲＬＰ）、随机扩增多态性（ｒａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简
称ＲＡＰＤ）、相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＲＡＰ）等，明显的优势在于分布广、共显
性、操作简单、高度可重复等［２５－２６］。因此，ＳＳＲ标记被广泛应
用于遗传图谱的构建、基因定位、分子辅助育种、种子纯度鉴

定、亲子鉴定、遗产多样性等研究中［２７－３０］。近年来，利用 ＳＳＲ
分子标记定位的甜瓜基因包括裂叶基因 ｐｌｌ、矮化基因 ｍｄｗ１、
短侧枝基因 ｓｌｂ、抗白粉病基因 Ｐｍ－２Ｆ、Ｐｍ－Ｅｄｉｓｔｏ４７－１、
Ｐｍ－ＡＮ等［３１］。鉴于ＳＳＲ分子标记的诸多优点以及前人采
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用ＳＳＲ分子标记技术在甜瓜多项研究中取得的良好试验结
果，本试验采用ＳＳＲ分子标记技术对甜瓜抗细菌性果斑病进
行定位研究。

本试验中病情调查结果显示，Ｆ２抗病植株和感病植株分
别有７５、２５株。因此，将抗病植株细化分为５个等级，而感病
品种分为３个等级。ＢＣＭ１８４标记在高感２１个单株中扩增，
扩增出１７个抗亲多态性条带和 Ｆ１多态性条带，３个感亲多
态性条带。在高感单株中，扩增出２个抗亲多态性条带和 Ｆ１
多态性条带，８个感亲多态性条带。这一结论与表型性状相
吻合，说明抗果斑病基因受部分显性基因控制。本试验对抗

性品种辽宁神帅所含的抗性基因的遗传规律及所属连锁群的

研究，为进一步开展甜瓜抗细抗菌性果斑病基因定位克隆和

抗性甜瓜的选育奠定了基础。
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２００６，２５５（１／２／３／４）：１－２９．

［２７］周向阳，赵　亮，狄佳春，等．抗虫杂交棉苏杂６号抗虫亲本的
Ｂｔ基因类型鉴定与染色体定位［Ｊ］．江苏农业学报，２０１６，３２
（５）：９８７－９９１．

［２８］王士磊，丁正权，黄海祥．水稻隐性早熟突变体 ｒｅｆ早熟性的遗
传分析和基因定位［Ｊ］．江苏农业学报，２０１６，３２（４）：７２１－７２４．

［２９］安百伟，赵　亮，狄佳春，等．陆地棉 Ｂｔ抗虫基因类型鉴定与染
色体定位［Ｊ］．江苏农业学报，２０１６，３２（２）：２６２－２６６．

［３０］ＰａｒｉｄａＳＫ，ＫａｌｉａＳＳ，ＤａｌａｌＶ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎ
ｓｕｇａｒｃａｎｅ［Ｊ］．ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００９，１１８（２）：
３２７－３３８．

［３１］卢　浩，王贤磊，高兴旺，等．甜瓜‘ＰＭＲ６’抗白粉病基因的遗传
及其定位研究［Ｊ］．园艺学报，２０１５，４２（６）：１１２１－１１２８．
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