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　 　 摘要：　 为了用分子标记辅助选择法进行番茄育种时能快速鉴定抗番茄黄化曲叶病毒病基因 ｔｙ⁃ ５ 和抗根结线

虫病基因 Ｍｉ⁃１，利用番茄材料 １２２７（含有 ｔｙ⁃ ５ 基因）、ＶＦＮＴ（含有 Ｍｉ⁃１ 基因）和杂交获得的 Ｆ２分离群体，通过分析

扩增片段多态性差异，重新设计分子标记，建立了 ｔｙ⁃ ５ 和 Ｍｉ⁃１ 基因的多重 ＰＣＲ 反应体系。 通过对这 ２ 个基因的分

离群体进行基因型和抗病性鉴定，证实标记检测结果与田间接种鉴定结果吻合率为 ９５􀆰 ０％，可以将该 ＰＣＲ 体系用

于对这 ２ 个基因的同时鉴定。
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　 　 番茄（Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）属于茄科，番茄属，
由于其营养丰富，口味独特，已成为世界性的蔬菜作

物之一［１］。 目前中国的番茄产量仅次于美国和意

大利，成为世界第三大生产国［２］。 近年来，随着番

茄栽培面积的增加，诸多病害制约了番茄产业的发

展，其中，番茄黄化曲叶病毒病［３⁃４］ 和根结线虫病［５］

是两种主要的病害。 番茄黄化曲叶病毒病是番茄生

产中的一种毁灭性病害， 主要通过携带番茄黄化曲

叶病毒（Ｔｏｍａｔｏ ｙｅｌｌｏｗ ｌｅａｆ ｃｕｒｌ ｖｉｒｕｓ，ＴＹＬＣＶ）的烟
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粉虱进行传播。 Ｃｏｈｅｎ 和 Ｈａｒｐａｚ 于 １９６４ 年在爱尔

兰岛首次发现该病，此后该病在摩洛哥、土耳其、日
本、约旦、泰国等国家都有大面积的发生，目前己成

为热带和亚热带地区番茄的重要病害［６⁃１０］。 在很多

番茄主产区，ＴＹＬＣＶ 已经成为制约番茄产量的主要

限制因素。 ＴＹＬＣＶ 在中国发生之初，中国的番茄品

种中均无抗源，通过对国外抗源材料的引进、筛选和

鉴定，选育获得了适合中国栽培环境的抗 ＴＹＬＣＶ 品

种。 目前栽培品种中的抗源基因主要为 Ｔｙ⁃１、Ｔｙ⁃２
和 Ｔｙ⁃３，但是长期使用这些基因存在抗性被变异病

毒突破的风险。 ｔｙ⁃ ５ 基因发现于番茄材料 ＴＹ１７２
中，位于番茄第 ４ 号染色体，与 ＣＡＰＳ （Ｃｌｅａｖｅｄ ａｍ⁃
ｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）标记 ＳｌＮＡＣ１ 连锁［１１］。
Ｈｕｔｔｏｎ 等利用ＳｌＮＡＣ１标记从番茄材料 Ｔｙ⁃ｋｉｎｇ 中得

到一个在 Ｔｙ⁃５ 附近隐性遗传的抗性基因 ｔｙ⁃ ５［１２］。
２０１３ 年，江苏省农业科学院蔬菜研究所引进具有该

基因的番茄材料，经过抗性接种鉴定，证实 ｔｙ⁃ ５ 基

因对 ＴＹＬＣＶ 抗性较高，具有很高的应用价值［１３］。
根结线虫病是一种危害严重的病害，主要发生

在热带和温带地区。 其寄主范围非常广泛，超过

５ ５００种作物［１４］，其中包括单子叶植物、双子叶植

物、草本植物和木本植物［１５⁃１６］。 番茄作为一种重要

的蔬菜作物，也是根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｐ．）的重

要寄主之一。 番茄对根结线虫病的抗性最早是在秘

鲁番茄（Ｓｏｌａｎｕｍ ｐｅｒｕｖｉａｎｕｍ） ＰＩ１２８６５７ 中发现的，
通过遗传分析，确定 ＰＩ１２８６５７ 中的根结线虫病抗性

基因为单基因显性遗传控制，将其命名为 Ｍｉ 基因，
也就是现在所说的 Ｍｉ⁃１ 基因［１７］。 通过胚挽救的方

法，将秘鲁番茄中的根结线虫抗性基因 Ｍｉ⁃１ 导入到

栽培番茄中，极大地改善了番茄对根结线虫的抗性。
通过基因定位，将该基因定位于番茄 ６ 号染色体短

臂端，ＣＡＰＳ 标记 ＲＥＸ⁃１ 与该基因连锁。 Ｍｉ⁃１ 基因

是目前被鉴定和利用的有效抗性基因，该抗性基因

具有广谱性，能有效抵抗除北方根结线虫以外的其

他 ３ 种主要根结线虫［１８］。
本试验利用分子标记对上述 ２ 个基因在同一个

ＰＣＲ 体系中进行筛选，旨在建立同时鉴定抗番茄黄

化曲叶病基因和抗根结线虫病基因的多重 ＰＣＲ 技

术，为番茄抗性育种分子标记相关研究提供一种更

加省时、省力、经济有效的方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 供试材料

１２２７ 是含 ｔｙ⁃ ５ 基因的高度纯合自交系，从亚洲

蔬菜研究发展中心（ＡＶＲＤＣ） 引进。 ＶＦＮＴ 是含 Ｍｉ⁃
１ 基因的高度纯合自交系，从美国番茄遗传资源中

心（ＴＧＲＣ）引进。 ＶＦＮＴ×１２２７ 是杂合含 ｔｙ⁃５ 基因和

Ｍｉ⁃１ 基因的 Ｆ１代，Ｖ１～Ｖ２０ 是上述 Ｆ１代自交后获得

的 ２０ 株 Ｆ２单株，Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 是不含 ｔｙ⁃ ５ 和 Ｍｉ⁃１ 基

因的高度纯合自交系，以上材料均由江苏省农业科

学院蔬菜研究所番茄课题组提供。
１􀆰 ２　 引物合成

番茄抗番茄黄化曲叶病毒病基因 ｔｙ⁃ ５ 的 ＣＡＰＳ
标记 ＳｌＮＡＣＩ［１９］，因存在多个 ＴａｑＩ 酶切位点，试验结

果不理想，我们根据其测序结果重新设计引物，对其

进行了优化，将该引物命名为 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ。 番茄抗根

结线虫病基因Ｍｉ⁃１ 的 ＣＡＰＳ 标记引物参照 Ｗｉｌｌｉａｍ⁃
ｓｏｎ 等设计［２０］。 因番茄抗根结线虫病 Ｍｉ⁃１ 基因的

ＣＡＰＳ 标记 ＲＥＸ⁃１ 的酶切片段与 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ 酶切片

段重合，根据测序结果我们重新设计引物，将该引物

命名为 Ｒｅｘ⁃１⁃ｎｅｗ。 不同基因型材料的特异性引物

序列及其扩增片段见表 １，引物均由上海生物工程

技术公司合成。

表 １　 引物序列和标记扩增的特异性片段

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ

引物名称 序列 （５′→３′） 检测基因 引物类型 限制酶
扩增产物长度 （ｂｐ）

Ｒ⁃ｂａｎｄ Ｓ⁃ｂａｎｄ

ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ
Ｆ：ＴＴＧＧＡＴＣＴＧＴＴＣＣＧＣＣＡＴＧ

Ｒ：ＴＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴＣＧＧＴＴＣＧ
ｔｙ⁃ ５ ＣＡＰＳ ＴａｑⅠ ２０６ １６１

Ｒｅｘ⁃１⁃ｎｅｗ
Ｆ：ＴＣＧＧＡＧＣＣＴＴＧＧＴＣＴＧＡＡＴＴ

Ｒ：ＧＣＣＡＧＡＧＡＴＧＡＴＴＣＧＴＧＡＧＡ
Ｍｉ⁃１ ＣＡＰＳ ＴａｑⅠ ２６０ ３２２
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１􀆰 ３　 试剂

２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ＤＮＡ 聚合酶 购于 Ｖａｚｙｍｅ 公

司，Ｔａｑ Ｉ 购于 Ｔｈｅｒｍｏ 生物公司，１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ
（Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） 购于 ＴａＫａＲａ 公司。
１􀆰 ４　 试验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 根结线虫接种和 ＴＹＬＣＶ 接种 　 番茄长至

２～３ 片真叶时，采用灌根法接种根结线虫到番茄幼

苗。 长至 ４～５ 片真叶时，采用烟粉虱田间接种方法

接种 ＴＹＬＣＶ 到番茄幼苗。
１􀆰 ４􀆰 ２　 单基因 ＰＣＲ 扩增及酶切体系　 用 ＣＴＡＢ 法

提取番茄 ＤＮＡ。 ＰＣＲ 体系为 ２０ μｌ，包括 ＤＮＡ 模板

２ μｌ（５０ ｎｇ），上下游引物各 １ μｌ，２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
ＤＮＡ 聚合酶 １０ μｌ， ｄｄＨ２Ｏ ６ μｌ。 检测 ｔｙ⁃ ５ 基因的

ＰＣＲ 反应程序为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４５
ｓ，５６􀆰 ５ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，３７ 个循环，最后

７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃保存。 检测Ｍｉ⁃１ 基因的 ＰＣＲ
反应程序为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４５ ｓ，５５
℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，３５ 个循环，最后 ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃ 保存。 扩增产物在－２０ ℃ 保存。
酶切体系为扩增产物 １０􀆰 ０ μｌ 加入 １０ Ｕ 的 Ｔａｑ Ｉ 酶
０􀆰 ５ μｌ，Ｂｕｆｆｅｒ １􀆰 ５ μｌ，终体积加超纯水至 １５􀆰 ０ μｌ，
６５ ℃保温 ４ ｈ。 ＰＣＲ 产物及酶切产物于 ２􀆰 ０％琼脂

糖凝胶在电压 ８０～１００ Ｖ 条件下电泳 ４５ ｍｉｎ，以 １００
ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 为标准分子量，用凝胶成像仪观察。
１􀆰 ４􀆰 ３　 多基因 ＰＣＲ 扩增及酶切体系 　 双重 ＰＣＲ
体系为 ２０ μｌ，包括 ＤＮＡ 模板各 ２􀆰 ０ μｌ（５０ ｎｇ），ＮＡ⁃
ＣＩ⁃ｎｅｗＲ ／ Ｆ 各 ０􀆰 ８ μｌ，ＲＥＸ⁃１Ｒ ／ Ｆ 各 ０􀆰 ５ μｌ，２×Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ＤＮＡ 聚合酶 １０􀆰 ０ μｌ， 加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０􀆰 ０
μｌ。 ＰＣＲ 反应程序为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性

４５ ｓ，５４ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，３７ 个循环，最
后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃保存。 扩增产物在－２０ ℃
保存。 酶切体系、酶切方法和电泳方法与单基因检

测方法相同。
１􀆰 ４􀆰 ４　 多重 ＰＣＲ 技术鉴定验证 Ｆ２代基因型　 利用

多重 ＰＣＲ 技术对已经过田间接种鉴定的 ２０ 份 Ｆ２代

（Ｖ１～Ｖ２０）番茄材料进基因型鉴定，比较鉴定结果。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 检测引物多态性分析及多重 ＰＣＲ 体系的建立

经 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ 正、反引物扩增并经 ＴａｑⅠ酶切发

现，抗病材料和品种存在多个酶切位点。 抗病纯合

基因型材料 １２２７ 产生 ２０６ ｂｐ 的特异性片段，不含

ｔｙ⁃ ５ 基因的感病材料 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 扩增出 １６１ ｂｐ 的

特异性片段，抗病杂合基因型品种 ＶＦＮＴ×１２２７ 产生

２０６ ｂｐ 和 １６１ ｂｐ 的特异性片段（图 １）。
经 Ｒｅｘ⁃１⁃ｎｅｗ 正、反引物扩增并经 ＴａｑⅠ酶切发

现，抗病材料和品种存在多个酶切位点。 抗病纯合

基因型材料 ＶＦＮＴ 产生 ２６０ ｂｐ 的特异性片段，不含

Ｍｉ⁃１ 基因的感病材料 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 扩增出 ３２２ ｂｐ 的

特异性片段，抗病杂合基因型品种 ＶＦＮＴ×１２２７ 产生

３２２ ｂｐ 和 ２６０ ｂｐ 的特异性片段（图 １）。
经 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ 和 Ｒｅｘ⁃１⁃ｎｅｗ 正、反引物扩增并经

ＴａｑⅠ酶切后，ＶＦＮＴ×１２２７ Ｆ１ 的 ＤＮＡ 产生 ３２２ ｂｐ、
２６０ ｂｐ、２０６ ｂｐ 和 １６１ ｂｐ 的特异性片段（图 １）。 因

此，同时扩增 ｔｙ⁃ ５ 和 Ｍｉ⁃１ 基因的多重 ＰＣＲ 体系

可行。

Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１、２ 和 ３：引物 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ 分别扩增

１２２７、Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 和 ＶＦＮＴ×１２２７ Ｆ１；４、５ 和 ６：引物 Ｒｅｘ⁃１⁃ｎｅｗ 分

别扩增 ＶＦＮＴ、Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ 和 ＶＦＮＴ×１２２７ Ｆ１；７：引物 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ

和 Ｒｅｘ⁃１⁃ｎｅｗ 同时扩增 ＶＦＮＴ×１２２７ Ｆ１。

图 １　 ｔｙ⁃ ５ 基因和 Ｍｉ⁃１ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物 Ｔａｑ Ｉ 酶切结果

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｙ⁃５ ａｎｄ Ｍｉ⁃１ ｇｅｎｅｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｔａｑ
Ｉ ｅｎｚｙｍｅ

２􀆰 ２　 多重 ＰＣＲ 对 ２０ 份番茄材料的抗性鉴定

利用多重 ＰＣＲ 技术对 ２０ 份 Ｆ２代番茄材料进

行 ｔｙ⁃ ５ 基因和 Ｍｉ⁃１ 基因检测。 结果显示：１、４、６、
１１、１２、１６、１８ 号 Ｆ２单株含有杂合的 ｔｙ⁃５ 基因和杂合

的 Ｍｉ⁃１ 基因；２ 和 １０ 号含有纯合的 ｔｙ⁃ ５ 基因和杂

合的 Ｍｉ⁃１ 基因；３ 和 １７ 号含有纯合的 ｔｙ⁃ ５ 基因，不
含 Ｍｉ⁃１ 基因；５、１３ 和 ２０ 号含有杂合的 ｔｙ⁃ ５ 基因，
不含 Ｍｉ⁃１ 基因；７、１４ 和 １９ 号两个基因均不含有；８
和 １５ 号不含 ｔｙ⁃ ５ 基因，含有杂合的 Ｍｉ⁃１ 基因；９ 号

含有杂合的 ｔｙ⁃ ５ 基因和纯合的 Ｍｉ⁃１ 基因（图 ２）。
２􀆰 ３　 田间接种抗性鉴定

田间接种鉴定结果（表 ２）显示，经多重 ＰＣＲ 技

术鉴定，含有纯合 ｔｙ⁃ ５ 基因的材料在田间都表现出

对 ＴＹＬＣＶ 具有抗性（Ｒ），不含 ｔｙ⁃５ 基因和含有杂合

ｔｙ⁃ ５ 基因的材料表现出感病（Ｓ），但 Ｖ１２ 含有杂合

ｔｙ⁃ ５ 基因，却表现为抗病（Ｒ）；含有 Ｍｉ⁃１ 基因的材

１７８李亚茹等：番茄 ｔｙ⁃ ５ 和 Ｍｉ⁃１ 基因多重 ＰＣＲ 体系的建立



Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１～２０： Ｖ１～Ｖ２０。
图 ２　 多重 ＰＣＲ 对 Ｆ２材料的扩增结果

Ｆｉｇ．２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ２ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

料都表现出对根结线虫病具有抗性（Ｒ），不含 Ｍｉ⁃１
基因的材料表现出感病（Ｓ）。

表 ２　 田间接种鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

植株编号
番茄黄化
曲叶病毒
病抗感性

根结线虫
病抗感性

植株
编号

番茄黄化
曲叶病毒
病抗感性

根结线虫
病抗感性

Ｖ１ Ｓ Ｒ Ｖ１１ Ｓ Ｒ

Ｖ２ Ｒ Ｒ Ｖ１２ Ｒ Ｒ

Ｖ３ Ｒ Ｓ Ｖ１３ Ｓ Ｓ

Ｖ４ Ｓ Ｒ Ｖ１４ Ｓ Ｓ

Ｖ５ Ｓ Ｓ Ｖ１５ Ｓ Ｒ

Ｖ６ Ｓ Ｒ Ｖ１６ Ｓ Ｒ

Ｖ７ Ｓ Ｓ Ｖ１７ Ｒ Ｓ

Ｖ８ Ｓ Ｒ Ｖ１８ Ｓ Ｒ

Ｖ９ Ｓ Ｒ Ｖ１９ Ｓ Ｓ

Ｖ１０ Ｒ Ｒ Ｖ２０ Ｓ Ｓ

Ｒ：抗病；Ｓ：感病。

３　 讨 论

多重 ＰＣＲ 是在一个反应体系中同时扩增多个

目的片段的 ＰＣＲ 技术，与普通 ＰＣＲ 相比具有高特

异性、高灵敏度、高效率、低成本的特点，一经提出便

得到众多研究者的青睐［２０］。 该技术在植物种质纯

度和属性鉴定、转基因植物鉴定、植物病害检测、植
物抗病基因检测等方面应用广泛。 ＣＡＰＳ 是酶切扩

增多态性序列标记技术，主要对 ＰＣＲ 扩增的 ＤＮＡ
片段进行限制性酶切分析［２１］，具有共显性、位点特

异性、操作简单和成本低等优点，广泛应用于植物基

因分型、定位、克隆、分子鉴定［２２］。 本试验重新设计

了两个抗病和抗虫基因标记引物。 用于扩增 ｔｙ⁃ ５
基因的标记 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ，与 ＳｌＮＡＣＩ 相比，酶切位点减

少，反应体系稳定性更高；用于扩增 Ｍｉ⁃１ 基因的标

记 ＲＥＸ⁃１⁃ｎｅｗ，与 ＲＥＸ⁃１ 相比，在建立多重 ＰＣＲ 反

应体系时，不会与 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ 扩增标记重叠，可用于

建立多重 ＰＣＲ 扩增体系。
番茄根结线虫病和番茄黄化曲叶病是 ２ 种世界

性病害，本试验通过对 ＴａｑⅠ酶含量、上下游引物浓

度、退火温度、ＰＣＲ 扩增循环数等条件进行摸索，最
终确定了最优体系，建立了同时扩增 ｔｙ⁃５ 和 Ｍｉ⁃１ 基

因的多重 ＰＣＲ 技术，酶切结果与单引物酶切结果完

全一致。 用该体系对 ２０ 份番茄材料进行基因型鉴

定，鉴 定 结 果 与 田 间 接 种 鉴 定 结 果 吻 合 率 为

９５􀆰 ０％。 其中根结线虫病的分子鉴定与田间接种鉴

定结果能够完全吻合。 材料 Ｖ１２ 多重 ＰＣＲ 鉴定结

果为含有杂合 ｔｙ⁃ ５ 基因，但田间接种鉴定结果为抗

黄化曲叶病。 原因可能为 ＮＡＣＩ⁃ｎｅｗ 标记基因虽然

与 ｔｙ⁃ ５ 基因连锁，但与该基因还有一定的距离，也
可能存在抗番茄黄化曲叶病毒病的其他微效基因；
此外，烟粉虱对番茄具有选择性，取食习性不同可能

导致鉴定结果不完全准确。 综上所述，本试验建立

了同时检测 ｔｙ⁃ ５ 和 Ｍｉ⁃１ 基因的多重 ＰＣＲ 体系，与
单个引物 ＰＣＲ 扩增相比，检测效率高，检测成本低，
可应用于抗番茄黄化曲叶病毒病、抗番茄根结线虫

病的聚合育种工作中。
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