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摘 要 为筛选与黄瓜抗黑斑病相关基因连锁的分子标记，探讨黄瓜抗病材料鉴定和选择的分子方法。以黄瓜感黑斑病母本

L63 和抗黑斑病父本 L9 及其 F2代分离群体为试材，人工接种抗病性鉴定结果表明，一对隐性基因控制黄瓜黑斑病的抗病性，

感病性为不完全显性。通过 BSA法和 AFLP 分子标记建立了黄瓜对黑斑病的抗病组和感病组，应用 1 024 对引物组合 EcoR

Ⅰ-NN/MseⅠ-NNN 对抗、感组进行筛选，筛选到了 1 个与黄瓜抗、感黑斑病相关基因连锁的共显性标记 E-AT/M-TCT。测

序结果表明，片段长度分别为 246 bp 和 251 bp，为发生插入/缺失突变的同源序列；经组外其它 F2单株分析，在抗病个体中

扩增出了 246 bp 的特异片段，而感病个体中扩增出了 251 bp的特异片段，中间类型单株则同时扩增出该两个特异片段，该

特异标记与黄瓜黑斑病抗性相关基因紧密连锁，遗传距离为 4.96 cM；根据测序结果，将其成功转化为 1 对 SCAR 标记。 
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Abstract The study screened the molecular marker linked to the cucumber alternaria leaf spot resistant gene, and discussed the 

molecular method for identification and selection of resistant materials. With a F2 population derived from F1 of L63 (susceptible 

female) and L9 (resistant male) was used as materials, their resistance to alternaria leaf spot of cucumber were identified through 

seedling inoculation. The results indicated that the resistance to alternaria leaf spot was controlled by a pair of recessive gene, and the 

susceptible was in the mode of incomplete dominant inheritance. The polymorphism between resistant and susceptible bulk of 

cucumber alternaria leaf spot were studied using BSA method and AFLP technology. 1 024 AFLP markers were screened, and a 

co-dominant marker E-AT/M-TCT was obtained. Sequencing of the polymorphic fragment indicated that their lengths were 246 bp 

and 251 bp, respectively, and they were orthologous sequences with an insertion/deletion of five nucleotides. The resistant and 

susceptible F2 plants possessed the 246 bp and the 251 bp fragments, the mid-plants possessed both two fragments. The marker was 

closely linked to the cucumber alternaria leaf spot resistance-related gene, and the genetic distance between the marker and the gene 

was 4.96 cM. According to its sequencing result, the AFLP marker was further converted into SCAR marker. 

Keywords Cucumber; Alternaria leaf spot; Molecular marker; AFLP; SCAR 

研究背景 

黄瓜黑斑病[Alternaria cucumerina (Ell et Ev.) 

Elliott.]是由瓜链格孢菌引起的真菌性病害(吕佩珂

等, 1992)。该病近几年又卷土重来，在各地普遍发

生，成为黄瓜生产上的重要病害。该病主要危害叶

片，一般先从黄瓜的中、下部叶片开始发生，而后

逐渐向上蔓延，大约在4月中旬至5月上、中旬发生，

发病率高达60%以上，减产10%~20% (梁金兰 , 

1992)。而生产上所采用的很多材料、品种多不抗黑

斑病，因此抗黑斑病又成为培育黄瓜新品种的一个

重要指标。常规的抗病材料筛选及抗病品种选育方

法存在费时、费力、效率低、病菌扩散等问题，分
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子标记的应用为抗病材料的筛选提供了一种全新

的方法，对加快抗病品种选育速度，大大提高育种

效率具有重要应用价值。 

AFLP标记技术现已普遍地用于图谱的构建(易

克, 2004; 张海英, 2006)、性状连锁标记的筛选(廖

毅, 2009; 顾兴芳等, 2006; 张桂华等, 2004; 王惠哲

等, 2007, 2009; Wang et al., 2010)、亲缘关系的分析

(孟淑春等, 2008; 张天明等, 2006)等工作。前人经

研究已先后获得与黄瓜白粉病(张桂华等, 2004)、霜

霉病(张素勤等, 2010)、炭疽病(王惠哲等, 2007)、黑

星病(王惠哲等, 2009)和褐斑病(Wang et al., 2010)等

抗病性连锁的分子标记，这些成果对品种的性状改

良已起到重要的促进作用。与黄瓜抗黑斑病的相关

分子标记研究尚未见报道，作者利用AFLP技术结

合BSA法，筛选与黄瓜抗黑斑病相关的分子标记，

同时将其转化为简单实用的SCAR标记，可加快黄

瓜的抗病育种进程。 

1结果与分析 

1.1抗病性鉴定结果 

采用喷雾法对242个F2单株进行苗期人工接种

鉴定，6~15 d后调查发病情况。在242个F2单株中，

抗病单株58个，感病单株60个，中间类型单株124

个，适合性测验表明分离比例符合1:2:1 (表1)；在

88个BC1a回交群体中，抗病个体43株，中间类型个

体45株，在85个BC1b回交群体中，中间类型个体42

株，感病个体43株，均符合1:1的分离比例，说明在

本材料的遗传背景下，表明黄瓜对黑斑病菌株086

的抗性由一对隐性基因控制，感病相对于抗病为不

完全显性。 

1.2 AFLP引物的筛选及验证 

以感黑斑病母本L63和抗黑斑病父本L9为试

材，进行了初步的引物筛选，1 024对AFLP引物中

300对在双亲间表现多态性，多态性引物比率为

29.3% (图1)。用亲本筛选到的300对引物组合对抗

病组和感病组的F2单株进行PCR扩增，初步获得了

一个与黄瓜黑斑病抗性相关基因连锁的共显性

AFLP标记E-AT/M-TCT。该标记在抗病组中扩增出

了246 bp的特异条带，在感病组单株扩增出了251 bp

的特异条带。经对组外其余F2单株检测，结果显示，

58个抗病单株中有4株扩增出了251 bp的感病带，60

个感病单株中有8株扩增出了246 bp的抗病带，中间

类型单株则同时扩增出该两个特异片段。由此计算

扩增带型与黑斑病抗性的实际表现型的符合度，表

明该标记与黄瓜黑斑病抗性相关基因紧密连锁，遗

传距离为4.96 cM。 

1.3 AFLP标记的SCAR转化 

采用煮沸法将两个特异片段从银染胶上回收， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图1 抗病、感病的AFLP分析 

注: 1, 3: 抗病亲本及F2单株; 2, 4: 感病亲本及F2单株 

Figure 1 AFLP analysis between the resistant and susceptible 

plant 

Note: 1, 3: Resistant parent and F2 plant; 2, 4: Susceptible 

parent and F2 plant 

表 1 黄瓜黑斑病抗性接种鉴定结果 

Table 1 Resistance identification results of cucumber alternaria leaf spot 

材料 株数 抗病株数 中间类型 感病株数 期望值 

Materials No. of plants No. of high resistence Medium type No. of high susceptible Expected value 

P1(L63) 30 0 0 30  

P2(L9) 30 30 0 0  

F2 242 58 124 60 1:2:1 

BC1a P62-1-1×F1 88 43 45  1:1 

BC1b W43-1-2×F1 85  42 43 1:1 
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并测序。测序结果显示，抗病带大小为246 bp，感

病带为251 bp，二者的差异在于5个碱基“ATGGG”

的插入和缺失(图2)。并将该标记成功转化为1对更

为稳定的SCAR标记，上游引物：5'-GCCGGCGACT 

AATAATCA-3'；下游引物：5'-CCTGAGTAATCTAT 

AAAGCGTCG-3' (已申报国家发明专利, 申请号为: 

201010197951.4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图2 与黄瓜抗黑斑病相关基因连锁的AFLP标记片段的碱基序列 

注: 阴影部分为差异片段 

Figure 2 Sequence of the AFLP marker fragments associated to the resistance locus of cucumber alternaria leaf spot 

Note: The different fragment are in the shadow 

 

利用所设计的SCAR引物对部分抗、感病单株

进行扩增，扩增产物经5%变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测，可以看出原来的多态性仍然存在(图3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图3 SCAR标记861的扩增产物 

注: 1~3, 7~9: 抗病单株; 4~6, 10~12: 感病单株 

Figure 3 SCAR amplification by primer 861 

Note 1~3, 7~9: resistant plants; 4~6, 10~12: susceptible plants 

在抗病单株、感病单株中分别扩增出200 bp、205 bp

长的片段，表明该标记仍然为共显性标记，可以用

于黄瓜黑斑病的分子鉴定。该共显性的SCAR标记

是黄瓜黑斑病分子标记研究中的第一个，因此将该

标记命名为SA861。表明已成功地将该AFLP标记

转化为SCAR标记。图4为引物861在部分F2单株中

的验证。 

2讨论 

本研究利用AFLP技术和BSA法明确了黄瓜

对黑斑病的抗性由一个隐性基因控制，可为亲本

选配和杂交组合配制提供可靠依据；并获得了与

黄瓜黑斑病抗性相关基因紧密连锁的分子标记

E-AT/M-TCT，遗传距离为4.96 cM，表明该标记可

用于黄瓜抗黑斑病辅助育种；根据序列特点将该标 

 

 

 

 

 

 

 

图4 SCAR标记861在部分F2单株中的扩增 

注: 下带: 抗病单株; 上带: 感病单株; 上下带均有: 中间类型单株 

Figure 4 Amplification of SCAR marker 861 in some of F2 plants 

Note: Lower band: resistant plants; upper band: susceptible plants; Lower and upper band coexist: medium plants 
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记成功转化为1对SCAR标记，SCAR引物扩增产物

原来的多态性仍然存在，但ATGGG五个碱基的差别

仍需借助PAGE (变性聚丙烯酰胺凝胶电泳)进行分

离，虽然不如琼脂糖凝胶电泳简单，但PAGE可同

时将抗病株、感病株和杂合株检测出来，利于大量

材料的抗性鉴定，大大降低了AFLP技术相关操作

的繁琐性。 

本研究获得的分子标记，为黄瓜抗黑斑病育种

材料的筛选和抗病品种选育提供了一种新的方法，

可在早代对表现优良的基因型进行鉴定，而且稳定

可靠，不受环境因素及季节的限制，提高鉴定的准

确性；可以实现黄瓜材料黑斑病抗性的快速、准确

鉴定，加快抗病品种选育速度，大大提高育种效率。

结合白粉病、霜霉病、炭疽病、褐斑病和黑星病的

相关标记可以快速实现黄瓜苗期多抗材料的筛选

以及多抗基因的聚合，快速培育出市场前景良好的

优质、多抗的黄瓜新品种。兼抗多种病害黄瓜良种

的应用，可以降低农药用量，减轻环境污染，因此，

本项研究具有较大的实践与理论意义，并会带来可

观的社会、经济效益。 

3材料与方法 

3.1材料 

供试材料为黄瓜高代自交系L63 (高感黑斑病)

和L9 (高抗黑斑病)及其自交群体(F2) 242个单株。黄

瓜黑斑病菌086为田间自然发病叶分离、鉴定并保

存。在上海生工生物工程公司合成AFLP引物，Taq 

DNA酶、dNTP等试剂购自大连宝生物公司。 

于2008~2011年在天津科润黄瓜研究所内完成

试验。 

3.2方法 

3.2.1抗病性鉴定 

将抗、感病亲本、及F1、F2、BC1a、BC1b六世

代群体播种于装有灭菌蛭石的育苗钵中，放置于光

照培养箱中，正常管理。采用第一真叶喷雾接种法

(孢子浓度1~2×l0
7孢子/mL)进行黑斑病菌接种鉴

定。采用如下分级标准(0级: 无病症; 1级: 接种叶出

现少数病斑; 2级: 叶柄有轻微症状, 病斑占叶面积

的1/3以下; 3级: 叶柄变色, 病斑占叶面积的1/3-1/2; 

4级: 叶柄干枯, 病斑占叶面积的1/2-2/3; 5级: 叶柄

干枯并下垂, 病斑占叶面积的2/3以上) 

3.2.2抗病、感病组构建及AFLP分析 

采用改良的CTAB法分别提取各单株基因组

DNA，经紫外分光光度计检测合格后稀释至50 ng/μL。

根据BSA法的原理，在抗病、感病群体中选取症状

明显的高度抗病、感病单株各5株组成抗病组和感

病组。 

AFLP分析参照Vos (Vos et al., 1995)的方法。

PCR产物经5% PAGE (变性聚丙烯酰胺凝胶电泳)分

离，然后银染检测。 

3.2.3 AFLP标记筛选、验证 

先在抗病、感病亲本间进行引物筛选，利用在

双亲间表现多态性的引物对抗病组和感病组单株

进行扩增，在抗病组和感病组间表现多态性的引物

组合可初步入选。筛选到的标记与抗性基因的连锁

关系经组外其余F2单株验证可进一步得到确认。用

筛选出的标记对生产上已知黑斑病抗性的品系分

别进行分析，计算扩增带型与黑斑病抗性的实际表

现型的符合度。 

3.2.4特异片段的回收、测序及SCAR转化 

采用煮沸法回收特异片段，扩增产物送至北京

三博远志生物公司测序。 

根据DNA序列特点，遵循引物设计的一般原则

进行特异性SCAR引物的设计(上海生工公司合成)，

SCAR扩增体系、程序及检测参照王惠哲等(王惠哲

等, 2008)的方法。 
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