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　 　 摘要:　 白粉病是中国小麦主要病害之一ꎮ 抗白粉病基因 ＰｍＶ 和 Ｐｍ２１ 是来自不同簇毛麦种质的同源基因ꎬ分
别以 Ｔ６Ｖ＃４Ｓ􀅰６ＤＬ 和 Ｔ６Ｖ＃２Ｓ􀅰６ＡＬ 易位系的形式被育种利用ꎮ Ｐｍ２１ 基因在中国已得到广泛应用ꎬ而作为其后备抗

源的 ＰｍＶ 基因却极少被利用ꎬ主要原因是 Ｔ６Ｖ＃４Ｓ􀅰６ＤＬ 易位染色体的外源片段过大ꎬ在亲子代传递率低ꎬ育种利用

困难ꎮ 创制含 ＰｍＶ 的补偿性小片段易位是提高传递率、减少外源基因冗余的重要途径ꎮ 本研究利用均携带 ＰｍＶ 基

因的顶端易位系 Ｄｖ６Ｔ２５ 与近着丝粒易位系 Ｄｖ６Ｔ３６ 杂交ꎬ根据外源重叠区重组原理ꎬ在 Ｆ２代分离群体中筛选出 １ 个

携 ＰｍＶ 基因的补偿性中间插入易位系 Ｄｖ６￣ＩＴ２ꎮ 利用簇毛麦参考基因组序列信息进行标记加密分析ꎬ结果表明易位

片段双侧断裂重接位点分别介于３５.１~３６􀆰 ３ Ｍｂ 和８５.１~８５􀆰 ３ Ｍｂꎬ外源易位片段长度约为 ５０ Ｍｂꎮ 将 Ｄｖ６￣ＩＴ２ 与大面

积推广品种扬麦 ２３ 杂交构建 Ｆ２分离群体ꎬ标记结果显示ꎬ抗感比符合３ ∶ １ 分离比ꎬ说明 ＰｍＶ 基因在新型易位中可正

常传递ꎮ 本研究成功创制了 Ｄｖ６￣ＩＴ２ꎬ将促进 ＰｍＶ 基因在小麦抗白粉病育种中的利用ꎮ
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　 　 小麦白粉病是由禾本科布氏白粉菌小麦专化型
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性病害ꎬ是中国小麦主要病害之一ꎬ会引起小麦叶片

枯萎、茎秆变软、灌浆不足等症状ꎬ进而导致减产和

品质下降[１]ꎮ 迄今已有 １００ 多个小麦抗白粉病主效

基因以及 １４０ 多个成株期抗白粉病数量性状基因座

(ＱＴＬ)被相继报道ꎬ分布在小麦全部 ２１ 条染色体

上[２￣３]ꎮ 尽管已报道的小麦抗白粉病基因有很多ꎬ但
实际育种利用的抗源却很少ꎮ 一方面是由于很多抗

病基因来源于小麦近缘物种ꎬ携带不同程度的外源

基因冗余ꎬ在导入小麦遗传背景后往往带来一些野

生性状ꎬ给育成小麦品种农艺性状和品质造成不利

影响ꎮ 另一方面ꎬ大多数抗病基因是病原菌生理小

种专化抗性ꎬ单一抗病基因的大面积利用会加速病

原菌优势小种变异ꎬ导致抗性丧失ꎬ如抗病基因

Ｐｍ８[４]和 Ｐｍ４ａ[５]ꎮ
长江中下游麦区春季多雨潮湿ꎬ具有白粉菌繁

殖的天然有利条件ꎬ是中国白粉病发生程度最严重

的麦区ꎮ ２０ 世纪 ９０ 年代以来ꎬ由于 Ｐｍ８ 基因丧失

抗性ꎬ小麦白粉病发展成为中国第一大病害ꎬ严重威

胁长江中下游小麦生产安全ꎮ ２１ 世纪初以来ꎬ扬麦

１１ 号(具有抗病基因 Ｐｍ４ａ)、扬麦 １３ 号(具有抗病

基因 Ｐｍ２＋Ｍｌｄ)等抗白粉病小麦品种得到快速推广

应用ꎬ有效缓解了生产上白粉病的危害ꎮ 但 ２０１０ 年

前后ꎬ随着上述品种大范围推广种植ꎬ抗白粉病基因

Ｐｍ２ａ、Ｐｍ４ａ 的抗性逐渐被新出现的毒性菌株克服ꎬ
导致一度无抗白粉病小麦品种可用ꎮ 生产上仅有含

簇毛麦抗白粉病基因 Ｐｍ２１ 的扬麦 １８ 和镇麦 ９ 号

具有抗白粉病特性ꎮ
Ｐｍ２１ 基因来源于小麦野生近缘种二倍体簇毛

麦(Ｄａｓｙｐｙｒｕｍ ｖｉｌｌｏｓａꎬ２ｎ＝ １４ꎬＶＶ)ꎬ位于 ６Ｖ 染色体

短臂ꎬ几乎对所有白粉菌菌株表现免疫或高抗[６￣７]ꎮ
随着 Ｐｍ２ａ 和 Ｐｍ４ａ 的抗性在长江中下游麦区逐步

丧失ꎬＰｍ２１ 跃升为该麦区最主要的抗白粉病基因

源ꎬ相继育成了“扬麦”系列、“镇麦”系列、“宁麦”
系列及盐麦 １ 号等抗白粉病品种近 ５０ 个ꎮ 然而ꎬ由
于缺乏具有育种价值的后备抗源ꎬ利用 Ｐｍ２１ 育成

的品种及参试品系的数量急剧上升ꎮ 本团队统计了

过去 ５ 年长江中下游麦区国家区试和江苏省区试材

料的白粉病抗性表型和基因型ꎬ结果显示 ４２.０％的

参试品系表现为高抗白粉病ꎬ其中含 Ｐｍ２１ 基因的

品系占比高达 ９５.９％ꎬＰｍ２１ 基因存在过度利用风

险[８]ꎮ 此外ꎬ现有的 Ｐｍ２１ 基因供体小麦￣簇毛麦

Ｔ６Ｖ＃２Ｓ􀅰６ＡＬ 易位系会带来株高增加、穗数减少、
叶片增大等不利效应[９]ꎬ限制了该基因在黄淮等多

穗型麦区的利用ꎮ
来自 Ｔ６Ｖ＃４Ｓ􀅰６ＤＬ 易位系的 ＰｍＶ 是 Ｐｍ２１ 的

等位基因ꎬ同样具有广谱抗白粉病特性ꎮ 由于其亲

子代传递率低ꎬ目前仅育成扬麦 ２２、扬辐麦 １９ 等几

个品种ꎮ 本团队前期在扬麦 １８(Ｔ６Ｖ＃２Ｓ􀅰６ＡＬ)和
扬麦 ２２(Ｔ６Ｖ＃４Ｓ􀅰６ＤＬ)为双亲构建的 ＲＩＬ 群体中

筛选出 １ 个携 ＰｍＶ 基因的重组型易位系 ＲＩＬ１２４０１
(Ｔ６Ｖ＃４Ｓ￣６Ｖ＃２Ｓ􀅰６ＡＬ)ꎬ一定程度上解决了 ＰｍＶ 基

因传递率低的问题ꎬ但未能改善对穗数、株高等农艺

性状的不良影响ꎬ与原始 Ｔ６Ｖ＃２Ｓ􀅰６ＡＬ 易位系类

似[９]ꎮ 为打破不良连锁ꎬ利用自主培育的农艺性状
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优良 的 新 型 ｐｈ１ｂ 突 变 系 扬 麦 ２３￣ｐｈ１ｂ 诱 导

ＲＩＬ１２４０１ 中 ６ＶＳ 重组易位染色体与小麦第 ６ 部分

同源群染色体重组ꎬ创制了一系列含 ＰｍＶ 基因的初

级易位系ꎬ易位片段大小介于９０~ ２００ Ｍｂ[８]ꎮ 在此

基础上ꎬ本研究选取两个含 ＰｍＶ 基因的互补型初级

易位系 Ｄｖ６Ｔ２５ 和 Ｄｖ６Ｔ３６ 为材料ꎬ通过外源片段重

叠区的同源重组ꎬ创制外源片段更小的中间插入补

偿性抗白粉病易位系ꎬ为促进 ＰｍＶ 基因在小麦抗白

粉病育种中的应用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

Ｄｖ６Ｔ２５ 和 Ｄｖ６Ｔ３６ 是本团队前期利用扬麦 ２３￣
ｐｈ１ｂ 与 ＲＩＬ１２４０１ 为亲本ꎬ通过 ｐｈ１ｂ 基因诱导 ６ＶＳ
与 ６ＡＳ 部分同源重组得到的含 ＰｍＶ 的互补型初级

易位系[８]ꎮ Ｄｖ６Ｔ２５ 的易位形式为 Ｔ６ＶＳ￣６ＡＳ 􀅰
６ＡＬꎬ易位断点介于标记 ＭＢＨ１ (８０􀆰 ０ Ｍｂ) 和 ＣＩ￣
ＮＡＵ２５９３(８９􀆰 ９ Ｍｂ)之间ꎮ Ｄｖ６Ｔ３６ 的易位形式为

Ｔ６ＡＳ￣６ＶＳ􀅰６ＡＬꎬ易位断点介于标记 ＣＩＮＡＵ２７１０
(３５􀆰 １ Ｍｂ)和 ＣＩＮＡＵ２７１３(５６􀆰 １ Ｍｂ)之间ꎮ
１.２　 杂交组合与标记分析

以初级易位系 Ｄｖ６Ｔ２５ 和 Ｄｖ６Ｔ３６ 为双亲进行

杂交并构建 Ｆ２群体ꎮ 由于双亲在 ｐｈ１ｂ 位点均为隐

性纯合ꎬ在杂交后代群体中不需要再检测ꎮ ６ＶＳ 染

色体顶端和近着丝粒区分别利用共显性标记 ６ＶＳ￣
ＧＸ４ 和 ６ＶＳ￣ＧＸ１７ 进行检测[８]ꎬ抗白粉病基因 ＰｍＶ
利用基因功能标记 ＭＢＨ１ 检测[５]ꎬ标记序列见表 １ꎮ

表 １　 中间插入易位筛选标记引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ｏｆ ｉｎｔｅｒｃａｌａｒｙ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ

标记名称 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 基因 / 位点

６ＶＳ￣ＧＸ４ Ｆ:ＧＡＧＧＡＧＣＡＣＧＡＧＧＡＣＴＡＣＡＡ ６ＶＳ 染色体顶端

Ｒ:ＣＣＡＡＧＡＡＧＡＧＣＣＡＴＧＣＣＡＡＧ

６ＶＳ￣ＧＸ１７ Ｆ:ＣＣＡＴＧＧＴＣＧＴＣＧＡＴＣＡＧＡＡＧ ６ＶＳ 染色体末端

Ｒ:ＣＣＧＧＧＡＴＣＴＴＣＡＣＣＡＣＧＡＡ

ＭＢＨ１ Ｆ:ＡＧＧＣＴＣＣＴＣＴＣＧＴＴＣＴＣＣＡＡＴＧＣＴ ＰｍＶ

Ｒ:ＧＣＣＡＴＴＡＴＡＧＴＣＡＡＧＡＴＧＧＣＡＣＴＡＧＣＴＧＴ

　 　 小麦叶片 ＤＮＡ 提取采用 ＣＴＡＢ 法ꎮ ＰＣＲ 反应

体系为 １０ μＬꎬ包括 ５０ ｎｇ ＤＮＡ 模板ꎬ上、下游引物

各 ０􀆰 ２ μＬ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂

(诺唯赞公司产品) ５􀆰 ０ μＬꎬ剩余体积用 ｄｄＨ２Ｏ 补

足ꎮ ＰＣＲ 程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ
根据引物要求５５~５８ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ
３３ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物采用 ８％聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离ꎬ最终利用 ＡｇＮＯ３溶液显色

检测 ＰＣＲ 产物ꎮ
１.３　 ６ＶＳ 特异分子标记开发与鉴定

簇毛麦基因组序列的公布[１０]ꎬ为本研究 ６ＶＳ 特

异分子标记开发提供了重要的参考序列ꎮ 为明确中

间插入小片段易位断点ꎬ本研究基于内含子大小差

异开发了 ＩＴ(Ｉｎｔｒｏｎ￣Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ)标记和 ＳＳＲ 标记ꎮ
ＩＴ 标记开发:根据易位断点侧翼标记在中国春

参考基因组上的物理位置ꎬ提取区间内注释基因的

编码序列ꎬ将编码序列与中国春参考基因组以及簇

毛麦参考基因组进行序列比对ꎬ计算区间内所有注

释基因中内含子的大小ꎬ筛选适合开发标记的内含

子作为靶点设计引物ꎮ 具体靶点筛选以及引物设计

参考 Ｗａｎｇ 等[１１]方法ꎮ
ＳＳＲ 标记开发:根据易位断点侧翼标记在簇毛

麦参考基因组上的物理位置ꎬ提取区间内基因组序

列进行重复序列分析ꎮ 根据 ２ 个碱基重复次数≥６、
３ 个碱基重复次数≥５、４ 个碱基重复次数≥４、５ 个

碱基重复次数≥３ 为标准ꎬ设计 ＳＳＲ 标记引物ꎮ 重

复序 列 的 鉴 定 及 引 物 的 设 计 利 用 在 线 软 件

ＢａｔｃｈＰｒｉｍｅｒ３ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｈｅａｔ. ｐｗ. ｕｓｄａ. ｇｏｖ / ｄｅｍｏｓ /
ＢａｔｃｈＰｒｉｍｅｒ３ / )完成ꎮ

标记特异性验证以扬麦 ２３、扬麦 １８ 和扬麦 ２２
为对照ꎬ其第 ６ 群短臂染色体构成分别为 ６ＡＳ / ６ＢＳ /
６ＤＳ、６Ｖ＃２Ｓ / ６ＢＳ / ６ＤＳ 和 ６ＡＳ / ６ＢＳ / ６Ｖ＃４Ｓꎮ 筛选在

扬麦 １８ 和扬麦 ２２ 中有特异性扩增条带同时在扬麦

２３ 中无相同扩增的标记ꎬ用于中间插入小片段易位

断点的鉴定ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 含 ＰｍＶ 中间插入补偿性易位系的创制

通过 Ｄｖ６Ｔ２５ 和 Ｄｖ６Ｔ３６ 杂交ꎬ获得 Ｆ１ 代杂交

种ꎮ 利用背景标记 ６ＶＳ￣ＧＸ４、６ＶＳ￣ＧＸ１７ 和 ＭＢＨ１ 对

５ 个 Ｆ１ 代植株进行鉴定ꎮ 结果表明ꎬＦ１ 代植株中

６ＶＳ 染色体顶端和近着丝粒区均为杂合ꎬＰｍＶ 基因

为纯合(图 １)ꎮ Ｄｖ６Ｔ２５ 和 Ｄｖ６Ｔ３６ 杂交 Ｆ１代杂交种

在抗病区段上存在重叠区ꎬ为增进同源重组率提供

了有利条件ꎮ

５１０２万文涛等:含抗白粉病基因 ＰｍＶ 小麦￣簇毛麦补偿性插入易位系 Ｄｖ６￣ＩＴ２ 的创制与鉴定



　 　 利用 ６ＶＳ￣ＧＸ４、ＭＢＨ１ 和 ６ＶＳ￣ＧＸ１７ ３ 个标记继

续对 Ｆ２代群体进行基因型鉴定ꎬ筛选 ３ 个标记连锁

不平衡单株ꎬ即“６ＶＳ￣ＧＸ４ 杂合￣ＭＢＨ１ 纯合￣无 ６ＶＳ￣
ＧＸ１７ ” 和 “ ６ＶＳ￣ＧＸ１７ 杂 合￣ＭＢＨ１ 纯 合￣无 ６ＶＳ￣
ＧＸ４”ꎬ视为含有中间插入易位片段ꎮ 结果在 ２００ 个

单株中鉴定出 ２ 个单株含有中间插入易位片段(图
２)ꎮ 单株 １３ 基因型为“６ＶＳ￣ＧＸ４ 杂合￣ＭＢＨ１ 纯合￣
无 ６ＶＳ￣ＧＸ１７”ꎬ理论上为含有 １ 个中间小片段易位

和 １ 个顶端易位染色体的杂合株ꎮ 单株 １９ 基因型

为“６ＶＳ￣ＧＸ１７ 杂合￣ＭＢＨ１ 纯合￣无 ６ＶＳ￣ＧＸ４”ꎬ理论

上为含有 １ 个中间小片段易位和 １ 个近着丝粒区易

位染色体的杂合株ꎮ
　 　 利用标记 ６ＶＳ￣ＧＸ４、ＭＢＨ１ 和 ６ＶＳ￣ＧＸ１７ 对单株

１３ 和单株 １９ 自交产生的 Ｆ３代群体进行基因型鉴

定ꎬ筛选出基因型为 “ＭＢＨ１ 纯合￣无 ６ＶＳ￣ＧＸ４￣无
６ＶＳ￣ＧＸ１７”的目标单株ꎬ显示其保留了纯合的 ＰｍＶ
基因区段ꎬ外源顶端区段和外源着丝粒侧区段均发

生了缺失ꎬ被小麦 ６ＡＳ 相应染色体替代ꎬ为纯合的

中间插入易位系ꎬ命名为“Ｄｖ６￣ＩＴ２”ꎮ 标记结果显

示ꎬ其后代不再分离(图 ３)ꎮ

Ａ:标记 ６ＶＳ￣ＧＸ４ 扩增结果ꎻＢ:标记 ＭＢＨ１ 扩增结果ꎻＣ:标记 ６ＶＳ￣ＧＸ１７ 扩增结果ꎻＭ:ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:扬麦 ２３ꎻ２:扬麦 １８ꎻ３:扬麦 ２２ꎻ４:
Ｄｖ６Ｔ２５ꎻ５:Ｄｖ６Ｔ３６ꎻ６~１０:Ｄｖ６Ｔ２５ 和 Ｄｖ６Ｔ３６ 杂交 Ｆ１代植株ꎮ

图 １　 Ｄｖ６Ｔ２５ 和 Ｄｖ６Ｔ３６ 杂交 Ｆ１代分子标记检测

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｆ１ ｐｒｏｇｅｎｙ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ ｏｆ Ｄｖ６Ｔ２５ ａｎｄ Ｄｖ６Ｔ３６

Ａ:标记 ６ＶＳ￣ＧＸ４ 扩增结果ꎻＢ:标记 ＭＢＨ１ 扩增结果ꎻＣ:标记 ６ＶＳ￣ＧＸ１７ 扩增结果ꎻＭ:ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:扬麦 ２３ꎻ２:扬麦 １８ꎻ３:扬麦 ２２ꎻ４:
Ｄｖ６Ｔ２５ꎻ５:Ｄｖ６Ｔ３６ꎻ６~２０:部分 Ｆ２代植株ꎮ

图 ２　 部分 Ｆ２代植株的分子标记检测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ Ｆ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ
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Ａ:标记 ６ＶＳ￣ＧＸ４ 扩增结果ꎻＢ:标记 ＭＢＨ１ 扩增结果ꎻＣ:标记 ６ＶＳ￣ＧＸ１７ 扩增结果ꎻＭ:ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:扬麦 ２３ꎻ２:扬麦 １８ꎻ３:扬麦 ２２ꎻ４~８:中间

插入易位系 Ｄｖ６￣ＩＴ２ꎮ
图 ３　 中间插入易位系 Ｄｖ６￣ＩＴ２ 分子标记检测

Ｆｉｇ.３　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｃａｌａｒｙ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ Ｄｖ６￣ＩＴ２

２.２　 Ｄｖ６￣ＩＴ２ 外源插入片段边界位置鉴定

前期研究结果表明ꎬＤｖ６Ｔ２５ 外源顶端易位片段

的断裂重接点位于标记 ＭＢＨ１ 和 ＣＩＮＡＵ２５９３ 之间ꎬ
对应于簇毛麦 ６ＶＳ 染色体的８０.０ Ｍｂ 至 ８９􀆰 ９ Ｍｂ 区

间ꎬＤｖ６Ｔ３６ 外源易位片段的断裂重接点位于标记

ＣＩＮＡＵ２７１０ 和 ＣＩＮＡＵ２７１３ 之间ꎬ对应于簇毛麦 ６ＶＳ
染色体的３５.１ Ｍｂ 至 ５６􀆰 １ Ｍｂ 区间ꎮ

根据簇毛麦参考基因组序列信息ꎬ分别提取两

个断点侧翼标记间的序列开发分子标记ꎮ 共设计了

８ 对 ＩＴ 引物和 ７８ 对 ＳＳＲ 引物ꎬ经多态性验证ꎬ共有

４ 个 ＩＴ 标记和 １３ 个 ＳＳＲ 标记能够特异扩增 ６ＶＳ 条

带(表 ２)ꎮ 利用新开发的 ６ＶＳ 特异标记对中间插入

易位系进行标记加密ꎬ结果表明ꎬ中间插入易位片段

的上边界位于 ６ＶＳ 染色体的３５.１ Ｍｂ 至 ３６􀆰 ３ Ｍｂ 区

间ꎬ下边界位于８５.１ Ｍｂ 至 ８５􀆰 ３ Ｍｂ 区间ꎬ从而得出

中间插入易位片段的大小约为 ５０􀆰 ０ Ｍｂ(图 ４)ꎮ

表 ２　 ６ＶＳ 染色体特异分子标记开发

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ６ＶＳ

标记名称　 　 　 　 引物序列(５′→３′) ６ＶＳ 染色体位置(ｂｐ)

６ＶＳ￣ＩＴ１ Ｆ:ＧＣＴＧＣＴＴＴＧＧＡＧＧＡＴＡＴＧＧＣ Ｒ:ＡＧＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣＡＣＣＴＣＡＴＣ ３６ ２１０ ４１２
６ＶＳ￣ＩＴ２ Ｆ:ＴＧＣＡＴＣＴＡＣＣＣＴＣＴＣＣＴＴＧＧ Ｒ:ＧＧＧＴＴＧＣＴＣＴＣＣＡＣＡＴＴＣＣＴ ３６ ４９１ ２８６
６ＶＳ￣ＧＸ１９ Ｆ:ＣＧＣＡＣＣＣＧＴＡＧＴＡＧＴＴＣＴＴＧ Ｒ:ＣＴＣＧＧＣＴＣＴＡＧＧＴＴＣＣＣＡＡＧ ４５ ５２２ ９５４
６ＶＳ￣ＧＸ２０ Ｆ:ＧＴＣＧＧＡＡＡＧＧＡＴＴＧＧＡＧＧＧＴ Ｒ:ＡＧＡＧＧＣＡＴＴＧＡＧＴＧＡＡＡＧＣＴ ５４ ９６２ ４３４
６ＶＳ￣ＳＳＲ７９ Ｆ:ＴＧＣＣＣＡＡＡＧＴＧＡＡＣＣＡＴＧＧＴ Ｒ:ＴＣＡＴＧＴＧＣＣＴＣＡＡＧＡＧＣＣＴＧ ８４ ４３１ ８８４
６ＶＳ￣ＳＳＲ８ Ｆ:ＴＴＡＣＴＡＣＡＡＣＡＣＣＡＧＡＴＧＣＡＧ Ｒ:ＴＣＡＡＡＣＧＡＡＡＡＧＡＡＡＣＡＡＧＡＣ ８４ ４７０ ２８４
６ＶＳ￣ＳＳＲ９ Ｆ:ＡＣＴＧＡＡＧＡＡＡＡＡＧＧＡＡＡＧＧＡＡ Ｒ:ＡＣＴＴＣＡＡＧＴＡＡＣＴＣＧＧＡＧＡＧＧ ８４ ４７６ ７０４
６ＶＳ￣ＳＳＲ６２ Ｆ:ＡＡＣＡＣＡＣＧＴＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＧ Ｒ:ＧＧＣＴＧＧＡＣＡＣＡＣＧＴＴＴＡＣＣＴ ８５ １４４ ６１４
６ＶＳ￣ＳＳＲ６３ Ｆ:ＴＴＴＧＧＧＴＣＣＴＴＣＧＣＡＴＣＧＡＡ Ｒ:ＡＣＧＣＣＴＡＡＡＡＡＴＣＣＣＣＡＧＧＧ ８５ ２６５ ３６６
６ＶＳ￣ＳＳＲ６４ Ｆ:ＴＴＴＴＣＧＴＣＡＡＣＴＴＴＣＧＧＣＣＧ Ｒ:ＧＡＡＣＧＣＧＡＡＡＡＡＣＧＧＡＣＴＣＣ ８５ ２９７ ９５６
６ＶＳ￣ＳＳＲ６７ Ｆ:ＣＣＣＴＴＣＣＴＴＧＴＴＧＡＧＴＴＴＧＣＡ Ｒ:ＧＧＡＡＴＣＣＣＧＡＴＴＡＣＣＧＣＡＣＴ ８５ ４２６ ７０８
６ＶＳ￣ＳＳＲ８５ Ｆ:ＣＴＧＡＴＣＣＧＧＡＴＣＧＴＧＧＡＧＡＣ Ｒ:ＡＧＡＡＡＣＴＣＣＣＣＴＣＣＧＧＴＧＡＴ ８５ ４４１ ８８４
６ＶＳ￣ＳＳＲ７０ Ｆ:ＡＴＴＣＴＡＡＣＣＣＡＣＧＧＣＡＣＣＡＧ Ｒ:ＡＧＧＣＣＡＴＣＧＴＡＡＴＴＧＴＣＧＣＴ ８５ ５２１ ４２５
６ＶＳ￣ＳＳＲ８６ Ｆ:ＴＧＣＴＧＴＴＡＣＣＴＴＴＡＧＧＧＣＣＧ Ｒ:ＣＣＴＣＴＧＣＴＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧＡＴ ８５ ６１６ ７８２
６ＶＳ￣ＳＳＲ７１ Ｆ:ＴＧＧＴＣＡＴＴＴＣＣＴＡＴＧＣＣＣＣＧ Ｒ:ＡＣＣＣＡＴＴＡＧＡＡＡＣＧＣＧＴＧＧＴ ８５ ６２３ ５７６
６ＶＳ￣ＳＳＲ７４ Ｆ:ＧＧＴＧＧＡＧＡＧＴＣＧＴＡＣＡＡＧＧＣ Ｒ:ＣＧＴＧＡＡＧＣＣＣＣＧＡＧＴＧＴＡＡＴ ８５ ７０３ ６８１
６ＶＳ￣ＳＳＲ５２ Ｆ:ＣＣＣＧＣＣＴＡＡＴＴＡＡＡＡＴＧＡＴ Ｒ:ＣＣＡＧＴＡＧＴＣＡＧＴＧＣＡＴＧＴＴＴＡＧ ８５ ８９５ ５０１

７１０２万文涛等:含抗白粉病基因 ＰｍＶ 小麦￣簇毛麦补偿性插入易位系 Ｄｖ６￣ＩＴ２ 的创制与鉴定



Ａ:含 ＰｍＶ 中间插入小片段易位系创制过程(灰色区间表示簇毛麦 ６ＶＳ 染色体易位片段ꎬ白色区间表示小麦 ６ＡＳ 染色体片段ꎬ黑色区间表示

着丝粒区域)ꎻＢ:中间插入易位片段边界位置鉴定(１~６ 分别为扬麦 ２３、扬麦 １８、扬麦 ２２、Ｄｖ６Ｔ２５、Ｄｖ６Ｔ３６ 和 Ｄｖ６￣ＩＴ２ꎬ＋表示有 ６ＶＳ 特异扩

增ꎬ－表示无 ６ＶＳ 特异扩增)ꎮ
图 ４　 中间插入易位片段标记分析

Ｆｉｇ.４　 Ｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

２.３　 ＰｍＶ 传递率分析

为分析 ＰｍＶ 基因遗传传递率ꎬ本研究利用中间

插入易位系与扬麦 ２３ 杂交ꎬ构建遗传分离群体ꎮ 对

１４８ 个 Ｆ２代单株进行基因型检测ꎬ结果发现 １１９ 个

单株携带 ＰｍＶ 基因ꎬ２９ 个单株不携带 ＰｍＶ 基因ꎬ符
合３ ∶ １ 分离比(χ ２ ＝ ０.６２ꎬＰ１>０􀆰 ０５)ꎬ说明携带 ＰｍＶ
基因的中间插入片段能够在后代正常传递ꎮ

３　 讨 论

通过对近 ５ 年长江中下游麦区国家区试的参试

材料系谱和基因型进行分析ꎬ结果发现超过 ９５％的

抗白粉病小麦品系中携带 Ｐｍ２１ 基因ꎮ 在育成的含

有 Ｐｍ２１ 基因的品种中ꎬ仅扬麦 ３８ 的抗病基因供体

为 ９２Ｒ１３７ꎬ其他品种的抗病基因供体多为扬麦 １８
和镇麦 ９ 号 ２ 个骨干亲本[１２]ꎮ 由于二者均具有多

抗高产特征ꎬ育种家对其利用率较高ꎬ因此也带来了

抗病基因单一化和遗传基础同质化的双重问题ꎮ 不

仅如此ꎬ根据对主栽小麦品种面积比例的估算ꎬ携
Ｐｍ２１ 基因的抗白粉病品种年推广面积已超过６.６７×
１０５ ｈｍ２ꎮ 单一抗源小麦品种的大面积推广给白粉

菌菌群带来过高的选择压ꎬ加速了毒性菌株的出现ꎮ

基因克隆研究结果表明ꎬＰｍ２１ 基因编码的蛋白质

是典型的 ＣＣ￣ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类抗病蛋白质ꎬ这类抗病基

因具有小种专化抗性特点ꎬ容易被新的毒性菌株克

服造成抗性丧失ꎮ 尽管目前尚没有 Ｐｍ２１ 基因毒性

株的报道ꎬ但后备抗源的改良与育种应用已刻不容

缓ꎮ 同时ꎬ在省和国家各类区域试验材料中ꎬ每年均

出现数量较多的含 Ｐｍ２１ 基因的品种ꎬ一方面会因

系统选择造成指纹图谱相似度高ꎬ另一方面现有骨

干亲本的过度利用造成育成品种遗传基础狭窄ꎬ突
破性品种难出现ꎮ 因此ꎬ加快对抗白粉病新基因资

源的转育利用ꎬ创制具有农艺性状优良和较高产量

水平且抗病基因多样化的新型育种亲本及抗病骨干

亲本对于解决当前白粉病抗源单一化及品种同质化

问题具有重要意义ꎮ
小麦近缘属种蕴藏大量优质、抗病、抗逆等基

因ꎬ是小麦遗传改良的重要基因库ꎮ 通过远缘杂交ꎬ
诱导小麦￣外源染色体易位系是外源优异基因利用

的最重要途径ꎮ 常用的易位系诱导方法中ꎬ杀配子

染色体和电离辐射诱导易位大多是非补偿性易位ꎬ
易导致背景混乱ꎬ难以直接进行育种应用ꎮ 利用部

分同源配对控制体系诱导易位ꎬ同源补偿性好ꎬ遗传
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稳定性高ꎬ在育种中利用价值更大ꎮ 但利用此方法

创制的易位系在育种应用上还存在两个局限:一是

常用诱导材料 ＣＳｐｈ１ｂ 农艺性状差ꎬ创制的易位系需

要进行连续多轮回交来改良其基本农艺性状ꎬ费时

费力ꎻ二是创制的易位系中外源染色体片段太大ꎬ往
往携带一些育种连锁累赘ꎬ并且这种不良性状难以

通过常规育种方法剔除ꎮ
针对 ＣＳｐｈ１ｂ 农艺性状差的问题ꎬ目前已有报道

称ꎬ可以通过回交转育或利用辐射方法创制 ｐｈ１ｂ 突

变系ꎬ如蜀麦 １２６ ｐｈ１ｂ[１３]、 Ｐａｖｏｎ ｐｈ１ｂ[１４]、 Ｍｖ９ｋｒ１
ｐｈ１ｂ[１５]ꎬ以及本研究所用的扬麦 ２３￣ｐｈ１ｂ[８]ꎬ等等ꎮ
这些材料的应用ꎬ将有效促进外源易位系的创制及遗

传效应评价ꎬ加快外源优异基因的育种利用ꎮ
针对外源染色体片段太大存在连锁累赘的问

题ꎬＳｅａｒｓ[１６]创造性地提出外源小片段插入易位的创

制策略ꎬ即利用具有目标基因重叠区的远侧端和近

侧端易位系的同源重组来获得中间小片段易位ꎮ
Ｌｕｋａｓｚｅｗｓｋｉ[１７]展示了这一策略的经典工作: 以

ＣＳｐｈ１ｂ 和 Ｔ１ＲＳ.１ＢＬ 构建大规模 ＢＣ１Ｆ２群体ꎬ在获

得一级易位基础上诱导二级和三级易位ꎬ将小麦

１ＢＳ 上的优质醇溶蛋白、谷蛋白位点 Ｇｌｉ￣１ / Ｇｌｕ￣３ 与

黑小麦 １ＲＳ 上抗病基因簇 Ｌｒ２６ / Ｓｒ３１ / Ｙｒ９ 和抗白粉

病基因 Ｐｍ８ 聚合ꎬ同时剔除了对小麦面粉品质不利

的黑小麦碱基因 Ｓｅｃ￣１ꎬ为黑小麦 １ＲＳ 上多抗基因的

高效利用提供了优异种质ꎮ 张蓝月等[１８] 利用两个

６ＶＳ 初级易位系创制了含 Ｐｍ２１ 基因的中间插入小

片段易位系ꎬ将 ６ＶＳ 易位片段缩小至３６.９ Ｍｂ 至

３９􀆰 １ Ｍｂ 之间ꎮ
ＰｍＶ 是 Ｐｍ２１ 同源基因ꎬ二者具有 ９６％核苷酸

相似性和 ９２％氨基酸相似性ꎬ因其在子代的传递率

低(Ｆ２代分离比仅为１.６１ ∶ １􀆰 ００)ꎬ目前在育种中应

用较少ꎮ 因此ꎬ解决 ＰｍＶ 传递率问题ꎬ对促进 ＰｍＶ
育种利用及缓解目前抗源单一化问题具有重要意

义ꎮ 本团队前期在扬麦 １８ 和扬麦 ２２ 的 ＲＩＬ 群体中

鉴定 出 １ 个 携 带 ＰｍＶ 基 因 的 重 组 型 易 位 系

ＲＩＬ１２４０１(Ｔ６Ｖ＃４Ｓ￣６Ｖ＃２Ｓ.６ＡＬ)ꎬ其在 Ｆ２ 代中的分

离比为２.２６ ∶ １􀆰 ００ꎬ较原始 ＰｍＶ 基因传递率有所提

高ꎬ但却继承了 Ｔ６Ｖ＃２Ｓ.６ＡＬ 易位的不良农艺性状ꎬ
亟须对其进行改造ꎮ

本团队前期利用分子标记辅助回交转育方法ꎬ
创制了以扬麦 ２３ 为遗传背景的 ｐｈ１ｂ 突变系扬麦

２３￣ｐｈ１ｂꎬ综合农艺性状较 ＣＳｐｈ１ｂ 有巨大提升ꎬ为外

源易位 /渐渗系的创制提供了优异新材料[８]ꎮ 在此

基础上ꎬ利用扬麦 ２３￣ｐｈ１ｂ 与 ＲＩＬ１２４０１ 构建诱导群

体ꎬ创制了系列外源片段大小不同的携带 ＰｍＶ 基因

的初级易位系ꎮ 以此为基础ꎬ本研究利用 ２ 个含

ＰｍＶ 重 叠 区 的 互 补 型 初 级 易 位 系 Ｄｖ６Ｔ２５ 和

Ｄｖ６Ｔ３６ꎬ创制了外源染色体片段大幅度减少的补偿

性中间插入易位系ꎬ将抗病外源片段大小从约 ２３０
Ｍｂ 缩小至约 ５０ Ｍｂꎬ解决了 ＰｍＶ 基因传递率低的

问题ꎬ为促进 ＰｍＶ 基因在抗白粉病育种中的利用提

供重要的材料ꎮ
为破除亲本同质化问题ꎬ本研究团队正在将该

小片段易位导入到长江中下游麦区具有代表性的优

异品种和亲本中ꎬ培育可直接育种利用的新型抗白

粉病骨干亲本ꎮ 一方面可以拓宽栽培小麦遗传基

础ꎬ增加遗传多样性以及育种选择性ꎬ缓解品种同质

化问题ꎻ另一方面新抗源的利用可以缓解 Ｐｍ２１ 基

因单一化利用问题ꎬ保障小麦生产持久安全ꎮ

４　 结 论

创制小麦￣外源染色体补偿性小片段易位系对

于打破连锁累赘、促进目的基因育种利用具有重要

意义ꎮ 本研究在创制两个携抗白粉病基因 ＰｍＶ 的

小麦￣簇毛麦互补型初级易位基础上ꎬ利用外源片段

重叠区同源重组原理ꎬ创制了携 ＰｍＶ 基因的补偿性

中间插入型小片段易位系 Ｄｖ６￣ＩＴ２ꎬ解决了 ＰｍＶ 基

因传递率低的育种瓶颈ꎬ为促进 ＰｍＶ 基因在抗白粉

病小麦育种中的利用提供了重要材料ꎬ同时为缓解

长江中下游麦区抗白粉病小麦基因 Ｐｍ２１ 单一化利

用问题提供了优异的后备基因资源ꎮ
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