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大豆病毒病的遗传标记
 

刘丽君

(黑龙江省农科院大豆所 )

植物的遗传标记主要分为四大类:即形态学遗传标记、细胞学遗传标记、生化遗传标记及

分子遗传标记。形态学遗传标记:主要是指可以观察到的一些性状 ,如抗病性、株高、产量性状

等。细胞学遗传标记:主要包括染色体核型分析、染色体分带技术及染色体原位杂交技术 ;生化

遗传标记:主要包括用同工酶和种子贮藏蛋白标记遗传性状 ;分子遗传标记:指在 DNA分子

水平上的标记。它是目前发展最为迅速的一类遗传标记 ,主要包括限制性内切酶酶切片段长度

多态性 ( RFLP)及九十年代发展起来的建立在 DNA聚合酶链式反应基础上的随机扩增的多

态 DNA即 RAPD技术 ;扩增片段长度多态性 (也称 AFLP)、微卫星 (或称简单序列重复的多

态性序列靶位 ( ST S)技术 )。由于遗传标记学的发展 ,开拓了遗传学的新领域 ,我国学术界在追

踪世界同行的科学研究上开展了大量的工作。 现将我们的工作和国内外关于病毒病的研究动

向做一简要介绍:

1　大豆花叶病毒的形态抗性遗传标记

大豆花叶病毒的抗性遗传研究始于 70年代 ,研究表明:大豆花叶病的抗性由核基因控制 ,

由显性单基因控制。但也有人指出 ,抗性为复等位基因或隐性单基因控制。 1982年利姆 ( S. M.

Lim )研究了苏文 97对古德曼 ( R. M. Coodman)等人的 G2和 G7株系的抗性遗传 ,从 F1、 F2和

F3的表型分离结果发现该抗性由一对显性基因控制 ,抗病基因命名为 Rsv。多数研究结果支持

这一结论 ,但也有不同结果。 1980年夸思 ( S. H. Kw on)证明大豆对大豆花叶病坏死株系的抗

性由一对隐性基因支配。奥登发现对 Rsv为隐性的等位基因定名为 rsv
+

,两个等位基因对感病

等位基因是显性。 鲁思 ( C. W. Koane. 1983)研究提出抗大豆花叶病基因和抗花生花叶病基因

间存在连锁 ,其重组率为 3. 7± 8% 。

胡蕴珠 ( 1985年 )等应用杂交的三代遗传型和回交一代的遗传表型特征证实: 对大豆花叶

病毒 SMV的两个本地株系 SA、 SC的抗性呈现一对显性基因控制的遗传。

利用 4个抗病毒种质配制抗×感 4个组合 ,其 F1、 F2群体对 SMV1号株系的抗性进行了

鉴定和分析。实验结果证实: 4个抗病种质的 F1代 ,其成株抗性和种粒斑驳均表现为显性 ;成

株抗性受两对互补显性基因控制 ,抗、感分离比例为 9∶ 7;对种粒斑驳的抗性均受一对显性基

因控制 ,其抗、感分离比例为 3∶ 1(陈怡、 1994)。

2　大豆病毒病的分子生物学特点

关于大豆抗病和感病、病原物毒性和无毒性的生化机制从六十年代起就进行了大量的研

究。但自八十年代起 ,由于分子生物学理论和方法与大豆病理学交叉、渗透后取得了明显进展 ,

从而形成了分子病理学的新分支 ,这一学科的发展对大豆抗 (或感 )病性基因和病原物的无毒

或毒性基因的特征、表达、调控和相互作用的研究起到了重要的推动作用。从我们的研究结果
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可以看到 ,大豆抗病毒物的分子表型特征为:

2. 1　病毒病 ( SMV1号 )　侵染大豆品种后 ,高抗病毒病大豆的叶肉细胞内蛋白亚基的表达与

CK相比增加 1～ 2条蛋白亚基 ,用于增强对病毒病的抗性 ,同时又保持原有基因表达的不改

变 ,使植株在 SMV病毒侵染下能够正常生长。如哈 88- 7704,增加了一条分子量为 76KD的

蛋白亚基 ;哈 88- 2501增加了二条分子量为 54. 4KD、 44. 5KD的谱带蛋白亚基 ,正常工作的

蛋白亚基没有缺失。而感病品种 , SMV 1号侵染后 ,叶肉细胞内蛋白亚基增加了 ,但也伴随着一

些正常表达和工作的蛋白亚基消失 ,虽然产生许多新蛋白用于克服病源菌的侵染 ,但由于

SMV病毒的作用 ,使其正常工作的蛋白亚基的转录、表达等过程受到影响 ,使其合成减少或者

不能完全表达 ,因而表现出病症。如合丰 25,幼苗接种 SMV 1号后 ,叶肉细胞内蛋白亚基增加

了三个分子量为 93KD、 58KD、 47KD,但正常表达和工作的蛋白亚基—分子量为 72KD,在接

种条件下 ,没有表达。

2. 2　就防卫系统细胞保护酶分子表达的特征来看 ,研究结果也证实抗病与感病品种过氧化物

酶、苹果酸脱氢酶同工酶的酶蛋白表达存在着明显的差异　感病品种 ,病毒侵染条件下 ,酶活

性增强 ,产生了一些大的酶分子蛋白 ,这表明 SMV 1号的侵入确实能引起酶分子表达的变化 ,

导致寄主本身某些代谢过程及组织结构的异常。感病品种叶绿素含量均低于 CK,叶绿素 a /b

值略低于 CK,蛋白质含量和过氧化物酶活性均高于 CK。而抗 SMV 1号的大豆品种 ,叶肉细胞

内的过氧化物酶同工酶的表达没有改变 ,只是酶活性有所增强。苹果酸脱氢酶是植物抗病性鉴

定中的一种重要酶 ,不同抗病类型的大豆品种 ,在病毒的侵染条件下 ,苹果酸脱氢酶同工酶的

表达类型差别不大 ,但酶活性变化较大 ,感病品种如黑农 34、合丰 25的苹果酶脱氢酶活性明

显增强。而抗病品种如合丰 33、黑农 39的酶活性变化不大。

2. 3　就细胞膜保护酶体系的变化来看 ,参试品种在 SMV 1号株系诱导后 ,感病品种超氧化物

歧化酶活性变化较大　这说明病毒侵染下 ,首先使细胞膜受到破坏 ,防御体系受到严重的影

响 ,因而使感病品种细胞膜免受过氧化的两个保护酶受到影响 ,酶活性增强 ,用于增加对病毒

的防御。 这种由“活性过高”而产生对自身有害的变态反应 ,在免疫缺陷的个体上是非常突出

的。病源侵染胁迫细胞积累了一种抑制过氧化氢酶的低分子物质 ,当过氧化物体膜受到损伤 ,

过氧化氢酶外漏之后就受到这种物质的抑制。 过氧化氢酶活性的增强 ,标志着病毒的胁迫强

度。抗病品种体内产生抑制过氧化氢酶的物质很少 ,而感病品种则相反 ,病毒易使感病品种的

细胞膜受到伤害。

2. 4　 SMV对大豆膜质过氧化水平的调节　叶肉细胞丙二醛含量的变化标志着细胞膜质过氧

化的有毒代谢产物的积累程度。从我们的研究结果看到: 大豆品种经 SMV1号株系诱导后 ,感

病品种黑农 34、合丰 25的丙二醛含量增加较多 ,达 11. 0%左右 ,而抗病品种 ,体内丙二醛含量

积累较少 ,有的高抗材料 ,如黑农 39、合丰 33,病毒病作用下 ,体内产生的丙二醛含量比无病条

件下还要低 ,说明高抗材料对膜脂的过氧化调节能力是很强的。

2. 5　 SMV蛋白酶的分析　 1990年 Ghabrial等用 Amersham系统合成 DNA的方法来合成

SMV的 cDN A,然后制作成含有 cDN A的质粒 ,并用 P
32
— SMV cDNA的探针进行杂交分析 ,

表明 SMV-N La蛋白酶的开放阅读框的核苷酸序列是一个 17. 54bP的 SMV- DNA片断 ,发

现 SMV- NLa蛋白酶的长度为 433个氨基酸 ,并明确 3N La蛋白酶的作用位点。

3　大豆病毒病的生化遗传

我们应用过氧化物酶和酯酶同工酶标记不同抗性品种及杂种后代的抗性遗传特点表明:

抗病与感病亲本及其 F1代接种后的同工酶谱带存在着明显的差异。 感病亲本及 F1代酶的活
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性增强 ,酶带数较多 ,而且部分酶带变宽 ,颜色变深 ,抗病亲本则不发生变化。 不同抗性品种杂

交组合后代的 F1代酶谱表型与双亲有关。抗病×抗病的 F1代酶谱与双亲完全相同 ,抗病×感

病的 F1代酶谱偏向抗性亲本 ,感病×感病的 F1代产生了一个双亲所不具备的小分子新杂种

酶带。 未接种的感病亲本酶谱与抗病亲本相同、植株内部同工酶的变化与成株抗性相一致。

从不同抗性亲本及 F1代过氧化物酶同工酶的表达特性证实: SMV1号侵染后 ,抗性亲本

Marshall和 D82-198过氧化物酶同工酶呈现了三条酶带。感病亲本黑农 16和合丰 25均表现 10

条酶带。感病亲本接种后比不接种的 ck多 7条谱带。感病品种接种的也较抗病品种多 7条谱

带 ,其迁移率与上述 7条相同 ,而且感病品种的 0. 32、 0. 46和 0. 66这三条酶带较宽、颜色较

深 ,酶的活性明显增强。抗病×抗病 D82-198× Marshall的 F1代 ,成株表现为抗病 ,它的酶带与

双亲完全相同 ,显示出了三条酶带。 抗病×感病的合丰 25×黑农 16的 F1代产生双亲所不具

备的新杂种酶带 ,其迁移率为 0. 72。抗病×感病的 6个 F1代酶谱倾向抗性亲本。在成株抗性

上均表现为抗病 ,但由于不同抗感亲本间基因互作 ,在内部生化症状上略有差异 , F1代酶谱的

表现类型与亲本的抗性遗传多样性表达有关。

同工酶是生物体中分子表达的天然标记。 对不同抗性的大豆品种接种 SMV 1号株系后 ,

过氧化物酶、酯酶同工酶表现出明显的变化 ,同工酶谱型具有高度的特异性。我们的研究认为:

抗病×抗病的 F1代酶谱完全同于双亲 ,感病×感病的 F1代则产生新的杂种酶带 ;抗病×感病

的 F1代酶谱基本倾向抗性亲本 ;正反交 F1代酶谱表现一致 ,表明无母体效应。因此 ,可利用同

工酶表达的遗传特性 ,作为筛选抗病毒杂交后代的一种技术。

4　大豆病毒病分子标记

几年来 ,尽菅人们从形态、生理生化细胞遗传等方面对其进行了大量的研究 ,但其遗传研

究进展十分缓慢 ,八十年代初 ;产生了 RFLP技术 (限制性内切酶酶切片段长度多态性 ,简称:

RFLP) ,它给各种生物 ,特别是大豆这样难以用传统方法深入进行遗传研究的作物带来了极

大的方便。并使大豆的遗传研究有了一个质的飞跃。

RFLP反映了 DNA水平上的变异 ,任何 DNA序列的改变如扦入、重排、缺失等都会改变

原有酶切位点所在位置 ,从而使两酶切点间的 DNA片段长度发生变化 ,这种变化经酶切、杂

交及放射性自显影后 ,就会使 RFLP带的特征有所改变 ,由此即可对生物的变异进行分析。

大豆 RFLP图谱的构建为一些重要的农艺性状 ,特别是数量性状的遗传研究开劈了一条

全新的途径。目前已经定位的性状遍及形态、发育、生殖以及品质等方面。如茎粗、叶宽已分别

定位于 R组与 E组上 ,含油量被定位于第 3连锁群上 ( 1992) ,对质量性状的基因定位研究亦

有多篇报导。 Yu等 ( 1994)对大豆抗花叶病基因的研究表明:抗 SMV基因 Rsv与两个 RFLP位

点 ( p A186, pK644a)相连锁。 由于限制性核酸内切酶种类有限 ,一些生物的 DNA序列抗限制

性酶的内切作用以及 RFLP方法在操作技术和分析上的复杂性 ,限制了 RFLP在植物上大规

模改良研究上的应用。 故九十年代后 ,又出现了新的分子标记技术 ,这就是我们目前所谈到的

RAPD技术 (即:随机扩增多态性 DNA random amplified po lymo rphic DN A)。由于 PRPD方

法在检测生物种内遗传分化中的独特优越性而受到植物育种学家的青睐。应用 RAPD方法 ,

以近等基因为试材 ,即可进行特定基因的定位研究。 RAPD分析过程简单、快速 ,仅通过 PCR

反应就可完成 ,不使用 Southern杂交。因此 ,这个方法近年来得到了广泛的应用。而在大豆抗

花叶病毒病基因的定位及遗传距离的确定研究还没有开展 ,它将是今后一个时期的主要任务。
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