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摘要　由致病疫霉引起的马铃薯晚疫病是马铃薯生产中最具危害性的病害，明确现有马铃薯品种（品系）中抗病基

因组成情况对于指导抗病品种合理布局及抗病育种具有重要意义。本研究利用农杆菌介导的无毒基因瞬时表达技

术分析了致病疫霉８个无毒基因在２９个马铃薯品种（品系）中的分布情况。结果表明，品种间抗病基因组成各异，

平均每个品种含有４个抗病基因。同时，不同抗病基因在品种中的分布频率也不同，抗病基因犚１（７６％）、犚狆犻犫犾犫１

（６６％）和犚狆犻犫犾犫２（６６％）在品种中分布较普遍；而含抗病基因犚３犫（４５％）、犚４（３８％）和犚狆犻狏狀狋１（３４％）的品种较

少。此外，品种中所含抗性基因的数量和品种室内抗性程度呈显著正相关（狉＝０．９１５６，犘＝０．０２９１）。
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　　马铃薯是世界上第三大重要粮食作物
［１］。２０１５年

农业部把马铃薯主粮化工作列入重要议程［２］，我国马铃

薯生产处于一个快速增长的时期。由致病疫霉犘犺狔狋狅

狆犺狋犺狅狉犪犻狀犳犲狊狋犪狀狊引起的马铃薯晚疫病是马铃薯生产中

最具危害性的病害。目前对晚疫病的防治主要是化学

防治，不仅增加生产成本，而且造成环境污染以及土壤

板结等问题。因此，在我国大力倡导化学药剂减量增

效的背景下，如何快速开发抗病品种和高效、持久地使

用它们成为晚疫病防控工作亟待解决的关键问题。

目前，国内部分马铃薯主栽品种和新育品系虽
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对晚疫病表现不同程度抗性，但由于对这些品种的

抗病遗传背景缺乏系统的了解，品种所含抗病基因

还未知，使得我们无法从基因水平来判断品种抗病

性是否丧失，品种抗性是否持久等问题。此外，利用

这些品种进行抗病育种工作时多靠经验和田间抗病

性鉴定，不利于育种过程中抗病基因的追踪和聚

合［３］，严重阻碍了马铃薯品种的合理布局和推广应

用，增加了晚疫病暴发流行的风险。

借助农杆菌介导的瞬时表达技术［４］在马铃薯

叶片上表达无毒基因，这些无毒基因会引发含有相

应抗病基因马铃薯品种的过敏性坏死反应（ＨＲ，

ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ），通过叶片的过敏性坏死反

应可快速、有效地检测马铃薯品种中的抗病基因组

成，在抗病育种中追踪抗病基因和为抗病基因聚合

提供遗传资源［５］。前人曾利用无毒基因的瞬时表达

系统对多个马铃薯品种的抗病基因组成进行了分析，

结果均表明，无毒基因可诱导含有相应抗病基因的马

铃薯品种产生ＨＲ反应，但不含有相应抗病基因的马

铃薯品种无反应（ＮＲ，ｎｏｒｅｓｐｏｎｓｅ）
［６７］。目前，已被克

隆的致病疫霉的无毒基因（犃狏狉，ａｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅ）有１０

个，即犃狏狉１、犃狏狉２、犃狏狉３犪、犃狏狉３犫、犃狏狉４、犃狏狉犫犾犫１、犃狏狉

犫犾犫２、犃狏狉狏狀狋１、犃狏狉犛犿犻狉犪１ 和 犃狏狉犛犿犻狉犪２／犃狏狉８
［８］。

２０１４年，周晶等
［９］通过无毒基因瞬时表达技术检测出

‘鄂马铃薯３号’有犚１、犚２、犚３、犚４和犚１０５个抗病基

因，‘９３００８’含有犚２、犚３和犚４３个抗病基因；２０１５年，

马红梅［１０］运用无毒基因瞬时表达技术对１７个马铃薯

材料进行了抗病基因的组成鉴定，结果表明，每个品

种平均含有５个抗病基因，并且这些品种所含的抗病

基因的数量与其在田间的抗性表现相关，即高抗品种

所含的抗病基因相对较多，感病品种所含抗病基因相

对较少；２０１７年，尹军良
［１１］以１０个致病疫霉菌无毒

基因为工具，分析了２０个马铃薯品种的抗病基因组

成，发现各品种抗病基因数量和组成不同，并且供试

品种抗病基因数量和病情指数（ＡＵＤＰＣ）间呈显著负

相关（狉＝０．７０，犘＜０．０５），表明品种中抗病基因的

增加可以提高品种的抗性水平。

本研究基于“基因对基因”学说，利用农杆菌介

导的瞬时表达系统，在不同品种的马铃薯叶片上表

达致病疫霉的８个无毒基因，通过是否产生过敏性

坏死反应来判断２９个马铃薯品种（品系）中抗病基

因数量和组成情况，并分析马铃薯品种（品系）中抗

病基因的数量和室内抗性水平之间的关系。研究结

果可解析马铃薯品种抗病性遗传背景，更好地指导

抗病品种合理布局，提高抗病育种效率，同时也可以

在基因聚合中辅助抗病育种工作。

１　材料与方法

１．１　供试马铃薯品种（品系）

供试的２９个马铃薯品种（品系）由全国各地的

育种单位和种薯生产公司提供，有些品种由于未被

推广使用而用编号代替，各品种的抗性水平为保定

市国家级马铃薯抗性鉴定站依据河北省地方标准

《马铃薯抗晚疫病室内鉴定技术规范》进行室内抗性

鉴定得到的结果，具体信息见表１。

表１　马铃薯品种（品系）来源及抗性水平

犜犪犫犾犲１　犛狅狌狉犮犲犪狀犱狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犾犲狏犲犾狅犳狆狅狋犪狋狅犮狌犾狋犻狏犪狉

品种名称

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

品种提供单位

Ｓｏｕｒｃｅ

抗性水平

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｅｖｅｌ

品种名称

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

品种提供单位

Ｓｏｕｒｃｅ

抗性水平

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｅｖｅｌ

克新１３号

Ｋｅｘｉｎ１３
黑龙江省农业科学院克山分院 高感 ＨＬＪ１ 黑龙江省农业科学院克山分院 中感

荷兰１５

Ｈｅｌａｎ１５
内蒙古农牧业科学院 高感

克新１号

Ｋｅｘｉｎ１
内蒙古农业大学 中感

慧薯２号

Ｈｕｉｓｈｕ２
河北省慧谷农业科技有限公司 高感 ＨＢ４ 河北省张家口市农业科学院 中感

ＨＢ３ 河北北方学院 高感 ＮＭＧ４ 内蒙古中加生物科技有限公司 中感

ＨＢ１ 河北北方学院 高感 紫花白Ｚｉｈｕａｂａｉ 河北省张家口市农业科学院 中感

ＮＫＹ１ 中国农业科学院蔬菜花卉研究所 高感
冀张薯８号

Ｊｉｚｈａｎｇｓｈｕ８
内蒙古中加生物科技有限公司 中感

ＮＭＧ１ 内蒙古农业科学院 高感 ＨＢ６ 河北省张家口市农业科学院 中感

ＮＭＧ２ 内蒙古农业科学院 高感
中薯３号

Ｚｈｏｎｇｓｈｕ３
中国农业科学院蔬菜花卉研究所 中感

ＮＭＧ５ 内蒙古中加生物科技有限公司 高感 ＮＫＹ３ 中国农业科学院蔬菜花卉研究所 中抗

·３１２·
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续表１　犜犪犫犾犲１（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

品种名称

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

品种提供单位

Ｓｏｕｒｃｅ

抗性水平

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｅｖｅｌ

品种名称

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

品种提供单位

Ｓｏｕｒｃｅ

抗性水平

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｅｖｅｌ

ＨＢ５ 河北省张家口市农业科学院 高感 ＧＳ１ 甘肃省定西市农业科学研究院 中抗

ＪＬ１ 吉林省蔬菜花卉科学研究院 高感 ＧＳ２ 甘肃省天水市农业科学研究所 中抗

ＮＫＹ２ 中国农业科学院蔬菜花卉研究所 中感
陇薯６号

Ｌｏｎｇｓｈｕ６
青海省农林科学院生物技术研究所 中抗

夏波蒂

Ｘｉａｂｏｄｉ
内蒙古中加生物科技有限公司 中感

克新１９号

Ｋｅｘｉｎ１９
黑龙江省农业科学院克山分院 高抗

ＧＳ３ 甘肃省定西市农业科学研究院 中感 ＨＢ２ 河北北方学院 免疫

ＮＭＧ３ 内蒙古中加生物科技有限公司 中感

１．２　无毒基因瞬时表达载体的构建

１．２．１　引物设计

根据ＮＣＢＩ数据库中Ｔ３０４菌株犃狏狉１、犃狏狉３犪、

犃狏狉３犫、犃狏狉犫犾犫１、犃狏狉４、犃狏狉狏狀狋１、犃狏狉犛犿犻狉犪１和犃狏狉犫犾犫２

的基因序列设计引物，引物由上海生工生物工程有

限公司合成。引物具体信息见表２。

表２　无毒基因引物序列１
）

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犪狏犻狉狌犾犲狀犮犲犵犲狀犲狊

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

目的片段长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ

犃狏狉犫犾犫１
犃狏狉犫犾犫１Ｆ

犃狏狉犫犾犫１Ｒ

ＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＧＴＴＣＧＣＴＣＣＴＧ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＣＴＡＧＣＴＡＧＧＧＣＣＡＡＣＧＴＴ
４５９

犃狏狉犫犾犫２
犃狏狉犫犾犫２Ｆ

犃狏狉犫犾犫２Ｒ

ＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＧＣＡＧＴＴＴＴＣＴＣ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＴＣＡＧＧＡＣＴＴＣＧＴＣＡＴ
３０３

犃狏狉３犪
犃狏狉３犪Ｆ

犃狏狉３犪Ｒ

ＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＧＴＣＴＧＧＣＡＡＴＴ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＣＴＡＡＴＡＴＣＣＡＧＴ
４４４

犃狏狉３犫
犃狏狉３犫Ｆ

犃狏狉３犫Ｒ

ＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＧＣＴＴＣＣＴＧＴＴＣ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＴＴＡＧＡＡＡＴＴＧＴＴＣＴＴ
６８４

犃狏狉狏狀狋１
犃狏狉狏狀狋１Ｆ

犃狏狉狏狀狋１Ｒ

ＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＧＡＧＴＧＴＡＣＧＣＣ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＴＣＡＡＧＣＴＣＴＡＡＴ
４６２

犃狏狉犛犿犻狉犪１
犃狏狉犛犿犻狉犪１Ｆ

犃狏狉犛犿犻狉犪１Ｒ

ＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＧＴＣＴＡＡＧＣＴＣＣＡＣＡ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＴＴＡＴＣＣＧＧＡＧＧＧＧＴＴ
６６１

犃狏狉４
犃狏狉４Ｆ

犃狏狉４Ｒ

ＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＧＣＣＴＧＡ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＣＴＡＡＧＡＴＡＴＧＧＧＣＣＧＴＣＴ
８４１

犃狏狉１
犃狏狉１Ｆ

犃狏狉１Ｒ

ＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＴＴＣＧＡＣＣＡＣＧＡＣ

ＣＧＡＧＣＴＣＧＴＴＡＡＡＡＴＧＧＴＡＣ
６２７

　１）下划线为引入的酶切位点。

Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｉｓｔｈｅｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ．

１．２．２　基因组ＤＮＡ的提取

将供试晚疫病菌株ＪＷＤ１５９（２０１５年分离自河

北省保定市）接种在黑麦培养基上，倒置在１８℃黑

暗培养箱中培养２周。待菌丝长满培养皿后收集菌

丝并采用改良的ＣＴＡＢ法
［１２］提取基因组ＤＮＡ。

１．２．３　无毒基因的ＰＣＲ扩增

以ＪＷＤ１５９菌株的基因组ＤＮＡ为模板对无毒

基因进行扩增。ＰＣＲ扩增体系为２５μＬ，包含ＤＮＡ

１μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各１μＬ、２×Ｃｏｂｕｄｄｙ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＣＷＢＩＯ，北京）１２．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。

不同的无毒基因在扩增中采用不同的退火温度，具

体扩增程序见表３。

１．２．４　无毒基因瞬时表达载体的构建

采用琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒（ＯＭＥＧＡ，

ＵＳＡ）回收ＰＣＲ扩增的目的基因片段。利用犛犮犪Ⅰ和

犅犪犿ＨⅠ（ＮＥＢ，ＵＳＡ）对回收产物和ｐＢＩ１２１质粒进行双

酶切。将双酶切后的８个目的基因片段分别和ｐＢＩ１２１

犛犮犪Ⅰ犅犪犿ＨⅠｃｕｔ载体利用Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ（ＮＥＢ，

ＵＳＡ）进行连接，连接产物转化ＤＨ５α感受态细胞（北京

全式金生物）。将转化得到的阳性质粒送上海生工生

物工程有限公司测序，测序正确的质粒转化农杆菌

ＧＶ３１０１感受态细胞（河北农业大学杨文香老师惠赠）。

·４１２·
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表３　无毒基因频率检测的犘犆犚扩增程序

犜犪犫犾犲３　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犵狉犪犿犳狅狉犳狉犲狇狌犲狀犮狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犪狏犻狉狌犾犲狀犮犲犵犲狀犲狊

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ

预变性

Ｐｒｅｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ

变性

Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ

退火

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

延伸

Ｅｘｔｅｎｄ

循环数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｙｃｌｅｓ

再延伸

Ｆｕｒｔｈｅｒｅｘｔｅｎｓｉｏｎ

保存

Ｓａｖｅ

犃狏狉１ ９４℃２ｍｉｎ ９４℃３０ｓ ５９℃３０ｓ ７２℃３０ｓ ３０ ７２℃２ｍｉｎ １０℃

犃狏狉３犪 ９４℃２ｍｉｎ ９４℃３０ｓ ５７℃３０ｓ ７２℃３０ｓ ３０ ７２℃２ｍｉｎ １０℃

犃狏狉４ ９４℃２ｍｉｎ ９４℃３０ｓ ６０℃３０ｓ ７２℃３０ｓ ３０ ７２℃２ｍｉｎ １０℃

犃狏狉犫犾犫１ ９４℃２ｍｉｎ ９４℃３０ｓ ６３℃３０ｓ ７２℃３０ｓ ３０ ７２℃２ｍｉｎ １０℃

犃狏狉犫犾犫２ ９４℃２ｍｉｎ ９４℃３０ｓ ５８℃３０ｓ ７２℃３０ｓ ３０ ７２℃２ｍｉｎ １０℃

犃狏狉３犫 ９４℃２ｍｉｎ ９４℃３０ｓ ５９℃３０ｓ ７２℃３０ｓ ３０ ７２℃２ｍｉｎ １０℃

犃狏狉犛犿犻狉犪１ ９４℃２ｍｉｎ ９４℃３０ｓ ６２℃３０ｓ ７２℃３０ｓ ２６ ７２℃２ｍｉｎ １０℃

犃狏狉狏狀狋１ ９４℃２ｍｉｎ ９４℃３０ｓ ５９℃３０ｓ ７２℃３０ｓ ３０ ７２℃２ｍｉｎ １０℃

１．３　马铃薯叶片无毒基因瞬时表达

１）农杆菌悬浮液制备：携带目的基因的农杆菌菌

株划线分离获得单克隆，挑取单克隆在含有５０ｍｇ／Ｌ

卡那霉素和５０ｍｇ／Ｌ利福平的ＬＢ液体培养基中

２８℃振荡过夜培养，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上

清，用ＩｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、ｐＨ５．６

的１０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ、１５０μｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮）重悬

菌体，将ＯＤ６００调至０．５。室温静置２ｈ备用。

２）选择叶片：当幼苗长到具５～７对复叶或出

苗４０ｄ左右时自植株顶部向下选取第５～第６个健

康、大小适中及无损伤叶片进行注射。

３）注射：用５ｍＬ不带针头的注射器装好菌液

后自叶片背部二级叶脉基部进行注射，使菌液渗入

叶片之中并充满二级叶脉之间但不能使叶片受损

（图１左），每个无毒基因至少重复８次。

４）标记与培养：注射完的叶片做好相应标记，复叶

叶柄用吸水后的棉花包裹，置于铺有浸湿滤纸的托盘

中培养，并用保鲜膜覆盖托盘保持湿度（图１右），托盘

置于２４℃恒温温室中，每天叶面喷雾１次，初２４ｈ进行

暗培养，后按光周期Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｄ进行培养。

图１　菌液注射（左）及标记与培养（右）

犉犻犵．１　犐狀犼犲犮狋犻狅狀狅犳犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狉狅狋犺（犾犲犳狋），

犿犪狉犽犻狀犵犪狀犱犮狌犾狋犻狏犪狋犻狀犵（狉犻犵犺狋）

５）鉴定标准：如图２所示ＨＲ为过敏性坏死反

应，Ｎ为非过敏性坏死反应。当无毒基因注射结果

为ＨＲ，阴性对照为Ｎ时，最终结果记录为ＨＲ；当

无毒基因注射结果为Ｎ，阴性对照为Ｎ时，最终结

果记录为Ｎ。

６）结果观察与记录：离体表达两天后，每天固

定时间观察记录反应情况并拍照。阳性对照和阴性

对照反应正常时，对试验组结果进行统计分析，根据

坏死和无坏死情况判断是否存在与注射无毒基因相

对应的抗病基因。

图２　马铃薯叶片注射结果

犉犻犵．２　犐狀犼犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狅狀狆狅狋犪狋狅犾犲犪狏犲狊

１．４　无毒基因表达的验证

对注射无毒基因后未出现ＨＲ反应的叶片进行

无毒基因的表达验证，以检验鉴定结果的准确性。

将注射无毒基因后未出现ＨＲ反应的叶片，重新注射

同一无毒基因，注射后第３天用灭菌剪刀将注射无毒

基因部位剪下，置于离心管中，迅速用液氮冷冻，保存

于－８０℃冰箱中，之后利用ＲＮＡ提取试剂盒（ＣＷ

ＢＩＯ，北京）和逆转录试剂盒（ＵＳＥｖｅｒｂｒｉｇｈｔＩｎｃ．，苏

州）提取 ＲＮＡ、逆转录，并以ｃＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ扩增，检测无毒基因是否表达。

２　结果与分析

２．１　马铃薯品种（品系）中抗病基因的组成

２９个供试的马铃薯品种（品系）中含有抗病基因

的数量不同（表３）。其中，‘陇薯６号’含抗病基因数

量最多，含有７个抗病基因，分别为犚１、犚３犪、犚４、

犚犫犾犫１、犚犫犾犫２、犚狆犻狏狀狋１和犚狆犻犛犿犻狉犪１。‘ＧＳ３’仅含一

个抗病基因犚１。‘ＨＢ５’未检测到已知的８个抗病基

因，其他品种（品系）含有３～６个抗病基因（表４）。
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表４　农杆菌介导的无毒基因在不同马铃薯品种叶片上的瞬时表达结果１
）

犜犪犫犾犲４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪狏犻狉狌犾犲狀犮犲犵犲狀犲狊狅狀狆狅狋犪狋狅犮狌犾狋犻狏犪狉犾犲犪狏犲狊

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

无毒基因Ａｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅ

犃狏狉１ 犃狏狉３犪 犃狏狉３犫 犃狏狉４ 犃狏狉犫犾犫１ 犃狏狉犫犾犫２ 犃狏狉狏狀狋１ 犃狏狉犛犿犻狉犪１

克新１３号Ｋｅｘｉｎ１３ ＨＲ Ｎ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ

荷兰１５Ｈｅｌａｎ１５ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ ＨＲ Ｎ

慧薯２号 Ｈｕｉｓｈｕ２ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ

ＨＢ３ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ

ＨＢ１ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ

ＮＫＹ１ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＨＲ ＨＲ

ＮＭＧ１ ＨＲ ＨＲ Ｎ Ｎ ＨＲ ＨＲ Ｈ ＨＲ

ＮＭＧ２ Ｎ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ

ＮＭＧ５ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ

ＨＢ５ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

ＪＬ１ Ｎ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ ＨＲ Ｎ Ｎ

ＮＫＹ２ ＨＲ ＨＲ Ｎ Ｎ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ

夏波蒂Ｘｉａｂｏｄｉ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ

ＧＳ３ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

ＮＭＧ３ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ

ＨＬＪ１ Ｎ Ｎ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ

克新１号Ｋｅｘｉｎ１ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ Ｎ

ＨＢ４ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ

ＮＭＧ４ ＨＲ Ｎ Ｎ ＨＲ ＨＲ Ｎ Ｎ ＨＲ

紫花白Ｚｉｈｕａｂａｉ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ Ｎ

冀张薯８号Ｊｉｚｈａｎｇｓｈｕ８ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ ＨＲ Ｎ

ＨＢ６ Ｎ ＨＲ Ｎ Ｎ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ

中薯３号Ｚｈｏｎｇｓｈｕ３ ＨＲ Ｎ Ｎ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ

ＮＫＹ３ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ

ＧＳ１ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ

ＧＳ２ Ｎ Ｎ ＨＲ Ｎ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ

陇薯６号Ｌｏｎｇｓｈｕ６ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ

克新１９号Ｋｅｘｉｎ１９ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ Ｎ

ＨＢ２ ＨＲ ＨＲ ＨＲ ＨＲ Ｎ ＨＲ Ｎ ＨＲ

　１）ＨＲ：过敏反应；Ｎ：无过敏反应。

ＨＲ：Ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ；Ｎ：Ｎｏｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ．

２．２　致病疫霉无毒基因表达验证

对未出现过敏性坏死反应的叶片进行无毒基因

表达的验证，通过提取注射部位马铃薯叶片的ＲＮＡ

并反转录为ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩

增，结果表明，未产生过敏性坏死反应的叶片均扩增

得到了相应预期大小的条带（图３），表明无毒基因

均已经表达，只是检测的马铃薯品种（品系）中没有

对应的抗病基因，因而并未产生过敏性坏死反应。

图３　无毒基因在马铃薯叶片中表达

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪狏犻狉狌犾犲狀犮犲犵犲狀犲狊犻狀狆狅狋犪狋狅犾犲犪狏犲狊
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４６卷第１期 马英等：２９个马铃薯品种（品系）抗晚疫病基因组成与抗病相关性分析

２．３　马铃薯品种（品系）中抗性基因的出现频率

８个抗病基因在所测试的２９个品种（品系）中

分布频率不同（图４）。抗病基因犚１、犚狆犻犫犾犫１和

犚狆犻犫犾犫２分布频率较高，其中，犚１出现频率最高

（７６％），存在于２２个品种中；犚狆犻犫犾犫１和犚狆犻犫犾犫２

存在于１９个品种中（出现频率为６６％）；抗病基因

犚３犪和犚狆犻犛犿犻狉犪１分布比较均匀，犚３犪存在于１６

个品种中（出现频率为５５％），犚狆犻犛犿犻狉犪犾１存在于

１５个品种中（出现频率为５２％）；抗病基因犚３犫、犚４

和犚狆犻狏狀狋１分布频率较低，犚３犫存在于１３个品种中

（出现频率为４５％），犚４存在于１１个品种中（出现频

率为３８％），犚狆犻狏狀狋１存在于１０个品种中（出现频

率为３４％）（图４）。

图４　抗病基因在马铃薯品种（品系）中的分布情况

犉犻犵．４　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犵犲狀犲狊犻狀狆狅狋犪狋狅犮狌犾狋犻狏犪狉狊

２．４　抗病基因组成与抗病性相关性

根据河北省保定市国家级马铃薯抗性鉴定站的

室内抗性鉴定结果可将供试的２９个马铃薯品种（品

系）分为５种抗病类型，其中高感１１个、中感１２个、

中抗４个、高抗１个、免疫１个。对马铃薯品种（品

系）中所含抗性基因的个数与马铃薯品种（品系）的

抗性水平进行相关性分析。结果表明（图５），所含

抗性基因的个数和品种抗性水平呈显著正相关（狉＝

０．９１５６，犘＝０．０２９１），表明品种的抗病性水平会随

抗病基因数量的增加而提高。

３　讨论

根据基因对基因假说［１３］，以无毒基因为工具，

通过农杆菌介导的瞬时表达系统可分析马铃薯品种

中抗病基因组成以及在抗病育种中追踪抗病基因和

帮助抗病基因聚合［５］。在本研究中，我们以致病疫

霉的８个无毒基因（犃狏狉１、犃狏狉３犪、犃狏狉３犫、犃狏狉４、

犃狏狉犫犾犫１、犃狏狉犫犾犫２、犃狏狉狏狀狋１和犃狏狉犛犿犻狉犪１）为工具，

检测了２９个马铃薯品种（品系）中抗病基因的数量

和组成情况。

图５　马铃薯品种中所含抗性基因与马铃薯抗性程度相关性

犉犻犵．５　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犫犲狋狑犲犲狀狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犵犲狀犲狊犮狅狀狋犪犻狀犲犱犻狀

狆狅狋犪狋狅犮狌犾狋犻狏犪狉狊犪狀犱狆狅狋犪狋狅狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犾犲狏犲犾

８个抗病基因在２９个品种中分布频率不同。

抗病基因犚狆犻犫犾犫２和犚狆犻犫犾犫１存在于１９个马铃薯

品种中，犚１存在于２２个马铃薯品种中，出现频率较

高；抗病基因犚３犪和犚狆犻犛犿犻狉犪１分别存在于１６个

和１５个马铃薯品种中；抗病基因犚４和犚狆犻狏狀狋１分

别存在于１１个和１０个马铃薯品种中；犚３犫存在于

１３个马铃薯品种中，出现频率较低（图４）。在一些

早期推广的品种，如：‘紫花白’、‘克新１９’、‘克新１

号’、‘冀张薯８号’中含有早期报道或克隆的抗病基

因犚１、犚３犪、犚３犫和犚４；而最近新育成的品种，例如

‘ＮＫＹ２’、‘ＮＫＹ３’、‘ＮＭＧ３’、‘ＨＬＪ１’则含有近

期报道或克隆的抗病基因犚狆犻犫犾犫１、犚狆犻犫犾犫２、犚狆犻

犛犿犻狉犪１和犚狆犻狏狀狋１；同时近期培育的品种既含有

“老抗病基因”，又含有“新抗病基因”，如‘ＧＳ１’和

‘ＨＢ２’。说明为了应对致病疫霉的变异，通过抗病

育种获得的新品种的抗性基因也在不断变化。

单基因控制的抗病性难以持久，品种的抗病性

容易被毒性菌株克服［１４］，而抗病基因聚合是提高品

种持久抗病性的重要策略之一［１５１６］。２０１２，Ｋｉｍ

等［７］提出正是由于聚合了多个抗性基因，才使得

犛狅犾犪狀狌犿犱犲犿犻狊狊狌犿 的‘ＭａＲ８’和‘ＭａＲ９’两个材料

对晚疫病菌在田间和室内表现广谱抗病性的观点。

同年Ｒｉｅｔｍａｎ等
［６］分析了一个典型持久抗病品种

‘ＳａｒｐｏＭｉｒａ’的抗病基因组成，结果发现该品种抗

性持久的原因是多个抗病基因（至少５个）聚合到了

一起，随后，作者利用农杆菌瞬时表达的方法鉴定出

表达这些抗性基因对应的无毒基因。２０１４年，Ｊｏｎｅｓ

等［１６］通过转基因的方式将抗病基因犚狆犻狏狀狋１．１转

入栽培种‘Ｄｅｓｉｒｅｅ’中，发现转抗病基因后‘Ｄｅｓｉｒｅｅ’

对晚疫病菌的抗性提高了。
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本研究发现，供试的２９个马铃薯品种中，抗病

基因组成类型多样，不同品种所含的抗病基因组成

不同，每个品种平均含有４个抗病基因。‘陇薯６

号’含抗病基因数量最多，含有测试的８个抗病基因

中的７个，在马铃薯室内抗性水平测定中表现中抗；

‘ＧＳ３’仅含一个抗病基因犚１，在马铃薯室内抗性水

平测定中表现中感；‘ＨＢ５’未检测到供试的８个抗

病基因，在马铃薯室内抗性水平测定中表现高感；在

马铃薯室内抗性水平测定中表现免疫的品种‘ＨＢ

２’本次检测只发现６个抗性基因，说明‘ＨＢ２’可能

还含有我们没有检测到的抗性基因；其他品种（品

系）含有３～６个抗病基因。我们通过分析马铃薯品

种（品系）室内的抗性水平和抗病基因数量间的关系

（图５）发现，供试的马铃薯品种（品系）中所含抗性基

因的数量和品种抗性水平呈显著正相关（狉＝０．９１５６，

犘＝０．０２９１），表明品种中抗病基因的增加可以提高

品种的抗病性。马红梅［１０］和尹军良［１１］同样也发现

马铃薯品种抗病基因数量和病情指数呈显著负相

关，表明聚合抗病基因越多的品种田间抗病表现越

好。因此，在抗病育种工作中可通过向马铃薯品种

中聚合更多的抗病基因来提高品种的抗性水平。该

结果从抗病基因水平证明了基因聚合在马铃薯抗病

育种中的必要性及对晚疫病防治工作的重要意义。
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