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分子标记技术在黄萎病抗病基因筛选中的应用

王 妍
( 北京林业大学省部共建森林培育与保护教育部重点实验室，北京 100083)

摘要:黄萎病是由大丽轮枝菌引起的一类寄主多、分布广的重大生物病害。对该病害目前仍旧缺乏有效防治措施，

选育抗病品种被认为是预防该病害爆发成灾最为经济的措施。近年来，分子标记技术的飞速发展为植物抗病品种

的选育提供了新的思路。藉此论述分子标记技术的种类及其优缺点，以及分子标记技术在黄萎病抗病基因筛选中

的应用情况。
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Application of Molecular Marker Technology in Resistant Gene Screening
of Verticillium wilt
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Abstract: Verticillium wilt，caused by Verticillium dahliae is widespread biological disaster，and there is
still lack of fundamental measures to control the disease． Breeding of disease resistant varieties is consid-
ered as the most cost-effective way of the disease control． Over the last few years，molecular marker tech-
nology has developed considerably，which provides a new idea to guide the disaster resistant breeding．
The advantages and disadvantages of the variety of molecular markers，as well as application status of mo-
lecular marker technology in the use of Verticillium wilt resistant gene screening have been elaborated．
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黄萎病是一种危害性大、顽固性强的世界性维

管束病害，引起植物木质部变色、萎蔫、落叶等，最终

导致植物枯死。
其病原菌为大丽轮枝菌 ( Verticilium dahliae) ，

隶属半知菌亚门 ( Deuteromycotina) 丝孢目 ( Hypho-
mycetales) 轮枝孢属 ( Verticillium) ［19，29］，分布广，寄

主多( 目前已达 660 多种) ，且寄主范围仍在不断扩

大，在 世 界 各 地 引 起 许 多 重 要 经 济 作 物，如 棉 花

( Gossypium spp. ) 、 甘 蓝 ( Brassica oleracea
var. capitata) 、油莱( Brassica campestris) 、白菜( Bras-

sica rapa pekinensis) 、番茄( Lycopersicon esculintum) 、
辣 椒 ( Capsicum frutescens ) 、茄 子 ( Solanum melon-
gena) 等的萎蔫病或黄萎病，造成巨大的经济损失，

严重影响了这些经济作物的产量与品质
［7，14，16，20，31］。

针对该病害，目前仍缺乏行之有效的防治措施，

选育抗病品种是减轻病害最为经济有效的对策。但

大多数抗病品种由于抗性基因单一，致使推广数年

后其抗性会逐步丧失。传统的抗病育种依赖于抗性

鉴定和植株表型选择，这不仅要求具有丰富的育种

经验和较长的育种时间，并且还要受病害发病条件
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的限制等因素影响，很难选育出具有多个抗病基因

并具持久抗性的品种; 提高选择育种效率，减小育种

进程中的盲目性，聚合多个抗性基因是未来抗病育

种的关键。随着 DNA 分子标记技术的出现与迅猛

发展，黄萎病抗性基因的定位和克隆在番茄上取得

了突破性进展，这为缩短育种进程、实现多个抗病基

因的聚合并获得持久抗性品种奠定了基础。

1 分子标记的种类及其特点

理想的 DNA 分子标记应具备以下特点:①具有

丰富的遗传多态性;②共显性遗传;③稳定性和重现

性好;④信息量大，分析效率高; ⑤检测手段简单快

捷，并 易 于 实 现 自 动 化，开 发 成 本 和 使 用 成 本

低
［18，24］。目前常用的分子标记主要可分为 4 类: ①

基于杂交的分子标记; ②基于 PCR 的分子标记; ③
基于限制性酶切和 PCR 结合的分子标记;④其他分

子标记。在这些标记技术中，目前以 RFLP 、RAPD、
AFLP 和 SSR 应用最为广泛

［15，21，34］。
1. 1 基于 DNA 分子杂交的分子标记技术

限制 性 片 段 长 度 多 态 性 ( restriction fragment
length polymorphism，RFLP) 标记是发展最早的也是

最简单的 DNA 标记技术，Bostein 等
［1］

提出将其作

为一种遗传标记。RFLP 的原理是利用限制性内切

酶对 DNA 作用位点特定回文顺序识别的专一性，将

大片段的 DNA 分子降解为较小的片段。等位基因

的差异在酶切位点间 DNA 的片段的长度、碱基序列

等差异通过电泳分离酶解产物表现出来。对于大分

子片段还需要通过 Southern Blot、放射性标记探针

杂交、放射性自显影等步骤才能观察到。该技术的

优点是检测到的等位基因具有共显性，能区分纯合

子和杂合子，不受环境的影响，能稳定遗传; 缺点是

对 DNA 的要求较高、操作复杂，耗时费资; 同时，

RFLP 的多态性过多地依赖内切酶的使用，这都影

响了该标记的应用。
1. 2 基于 PCR 的分子标记

基于 PCR 的分子标记以 RAPD、SSR 等分子标

记为代表。
随机扩增多态性 DNA ( random amplified poly-

morphic DNA，RAPD ) 是一种可对整个未知序列的

基因组进行多态性分析的分子标记技术，该技术最

早由 Williams 等
［10］

提出，以基因组 DNA 为模板，以

单个人工合成的随机多态核苷酸序列为引物，在热

稳定的 DNA 聚合酶作用下，进行 PCR 扩增。扩增

产物经琼脂糖或聚丙烯酰胺电泳分离、溴化乙锭染

色后，在紫外透视仪上检测多态性。扩增产物的多

态性反映了基因组的多态性。RAPD 技术现已广泛

地应用于生物的品种鉴定、系谱分析及进化关系的

研究上。RAPD 技术所需要的 DNA 模板量少，在操

作上能实现自动化，具有方便快捷的优点; 同时，

RAPD 没有种属的界限，因而一套引物能多个物种

共用; RAPD 在实验操作过程中不需要事先知道模

板的序列信息，不存在放射性污染，实验得到的带谱

信息明确
［32］。RAPD 的不足之处在于: 不能区分纯

合体和杂合体的差异，结果的重复性较差
［33］，反应

受各种条件影响较大，溴化乙锭有一定的致癌作用。
简单序列重复( Simple Sequence Repeat SSR) 根

据微卫星序列两侧的保守序列涉及引物，对串联重

复的微卫星序列进行 PCR 扩增，结果可以显示出微

卫星序列拷贝数的差异
［30］。它具有 RFLP 遗传学

优点，比 RAPD 重复性和可信度高
［15，18］，共显性、高

度可重复性，能体现高度丰富的多态性
［22］。但测定

并找到两端单核苷酸设计引的过程需要投入大量的

人力、物力，前期探索引物需要较长时间。
1. 3 基于限制性酶切和 PCR 结合的分子标记

扩增片段长度多态性( amplified fragment length
polymorphism，AFLP) 是一种通过对限制性酶切片

段选择性扩增来显示限制性片段的多态性的分子标

记技术，该项技术既利用了限制性内切酶的方法又

利用了 PCR 技术
［11］。该技术集 RFLP 和 RAPD 的

优点于一身。先将基因组 DNA 用限制性内切酶消

化，然后将双链接头连接到 DNA 片段的末端，接头

序列和相邻的限制性位点序列作为引物结合位点，

通过 PCR 扩增，产物用电泳检测多态性。AFLP 技

术具有 RFLP 的稳定可靠性和重复性好的特点，又

具有 RAPD 的快速高效的特点，而且条带丰富，能提

供的信息更多。但由于该项试验技术受到专利保

护，故使用成本比较高。

2 分子标记在黄萎病抗病基因筛选上的应用

目前在林木上关于黄萎病抗病基因的研究相对

落后，但在番茄寄主中，Ve 基因的成功克隆及功能

验证，使黄萎病抗病工程取得了突破性进展。
研究证实，番茄对黄萎病生理小种的抗病性强

弱取决于一个单位点调控基因 Ve［21］，该基因是从野

生番茄 peruvian 定位得到。1959 年，Rick 教授对该

基因进行定位研究，认为其位于第 4 条染色体上，连

锁位点为 e 位点
［8］; 1977 年，Kerr 和 Busch 再次定

位该基因，认为 Ve 基因位于第 12 条染色体上，距离
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一个叶绿素缺失位点 alb 39 个遗传单位。1994 年，

Kawchuk 等 人 应 用 随 机 扩 增 多 态 性 DNA 标 记

( RAPD) 技术，筛选了 400 个随机引物，得到了一个

与 Ve 基因的遗传距离仅在 3. 5 ± 2. 7 cm 以内的紧

密连锁的分子标记。1999 年，Diwan 等利用限制性

内切酶片段长度多态性( RFLP) 方法，对 Ve 进行制

图分析，认为该基因由单一位点控制，与 GP39 位点

紧密相连，位于番茄的第 9 条染色体的短臂上
［3］。

至此，研究认为可以排除黄萎病抗性由多个位点系

统控制的可能性，但抗病基因修饰因子在番茄染色

体组的具体位置仍有待进一步研究
［3］。2001 年，

Kawchuk 等利用图位克隆技术，成功地从番茄基因

组文库中分离到 2 个抗性基因 Ve1 和 Ve2。经验证，

由 Ve 编码的抗性蛋白能够抵抗多种黄萎病菌，Ve1
除了对大丽轮枝菌有抗性，对黑白轮枝菌也有抗

性
［5，6］，这说明 Ve 基因的抗性功能已超越了其小种

特异性限制
［28］。

在结构特点上，Ve 基因富含亮氨酸重复序列，N
末端具有疏水的信号肽，是一类编码 LRR 型抗病基

因胞壁受体蛋白
［27］。

由于 Ve 基因具有多效性，并不严格受小种特异

性的限制，这为黄萎病抗病基因工程的开展带来了

诱人的前景
［5，6］。近年来，SCAR 基因标记和 RFLP

基因标记等其他技术也被应用到对 Ve 基因的克

隆中。
2004 年，Fei 等利用 RACE 技术从水茄 ( Sola-

num torvum Swartz) 中克隆了全长3 640 bp 的 StVe 基

因; 生物信息学分析显示，StVe 与 Ve1 和 Ve2 在核酸

水平具有较高同源性，编码一个富含亮氨酸 LRRs
型跨膜细胞表面受体类蛋白，暗示了 StVe 可能具有

抗黄萎病功能
［3，5，6］。经农杆菌介导转化证实，表达

了 StVe 基因的番茄对大丽轮枝菌 ( 1 号小种) 生长

具有显著抑制作用，初步推断 StVe 具有抗番茄黄萎

病的功能
［13］。

2009 年，Kelly Vining 和 Thomas Davis 等人首次

在非茄属植物 Mentha longifolia ( 唇形科薄荷种) 中

研究了 Ve 基因的同源基因
［2］。研究者利用番茄

Ve1 基因 简 并 引 物 从 M. Longifolia 中 分 离 出 一 个

445bp 大小的 Ve 相似序列，并用反向 PCR 扩增序

列，得到一段1 413 bp 大小的序列，经比对分析发

现，其中 56% ～ 57% 的对应氨基酸序列与番茄 Ve1
和 Ve2 基因的相应区域一致

［4］。
2011 年，运用染色体步移技术，在海岛棉中也

克隆到了 Ve 基 因 的 同 源 片 段 GbVe，该 基 因 全 长

3 819 bp，经分析，具有3 387 bp 的开放阅读框，能够

编码1 128个氨基酸，同样是富含亮氨酸重复片段的

跨膜信号肽。经转化至拟南芥中证实，该基因与寄

主对大丽轮枝菌的抗病性密切相关
［12］。

3 展望

黄萎病作为一种重要的植物病害，严重影响了

我国农林经济发展与生态景观建设。虽然分子标记

在农作物的抗病基因研究中得到了广泛应用，为抗

病基因的克隆及分子辅助育种提供了基础，但林木

上的相关研究几乎为空白，仍旧尚未林木上对黄萎

病抗病基因的报道。
当今生物技术的发展日新月异，随着分子生物

学的进一步发展和不断成熟，DNA 分子标记技术也

会更加完善，并会有越来越多的更有效、更简便、更
廉价的分子标记在黄萎病的研究和生产实践中得到

广泛使用而成为黄萎病研究中的重要方法。从而促

使对黄萎病的深入了解，促进目标基因在品种间的

转移，必将使黄萎病在分子水平上的研究推向一个

更新的层次和高度，在黄萎病病害研究中发挥更大

的作用。
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