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摘要　从大豆花叶病毒的形态抗性遗传标记 、分子生物学特点 、生化遗传 、分子标记四个方面阐述

了大豆研究所在大豆花叶病毒病方面所做的研究工作 ,以病毒病侵染大豆品种后的蛋白亚基变化 、

防卫系统细胞保护酶-过氧化物酶 、苹果酸脱氢酶同工酶的酶蛋白分子表达特征 ,大豆叶肉细胞膜

保护酶(超氧化物歧化酶 ,过氧化氢酶等)体系的变化特证;大豆细胞膜质过氧化有毒代谢产物的积

累和变化 ,以及 SMV蛋白酶的分析结果 ,阐明了大豆病毒病的分子生物学特点;通过杂交和回交

后代表型遗传特征鉴定和分析 ,证实大豆花叶病毒 SMV 的成株抗性的遗传基因表达特点 ,并利用

过氧化物酶和酯酶同工酶标记不同抗性品种和杂种后代的抗性遗传 ,发现大豆病毒的生化遗传标

记特征与成株抗性的表型特征相一致 ,可利用同工酶表达的遗传特征 ,筛选抗病毒杂交后代的一种

技术 。同时利用 PCR技术 , 对杂种后代的 F 1 、F 2 代群体的抗性和遗传进行分析 ,证明大豆对

SMV1号株系的抗性是由一对显性基因控制的 ,通过 RAPD技术研究证实 ,其显性 RAPD 标记是

OPN 1400/ 1300与黑农 39的抗病基因的遗传距离为 8.2cm ,它为抗大豆花叶病遗传育种提供依据 。
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　　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 90 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<STS >技术)。随着遗传标记学的发展 ,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 。现将我们关于病毒

病的研究动向做如下介绍 。

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年利姆从 F 1 、F 2 、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 .Kwon)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

r sv+ ,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。

黑龙江省农科院利用 4个抗病毒种质配制抗×

感 4个组合 ,其 F1 、F 2 群体对 SMVI 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 F 1代 ,其成株抗性和种粒斑驳均表现为显性;成
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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 60年代起就进行了大量的研究。但自

80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

性基因和病源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)侵染大豆品种后蛋白亚基

的变化

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 l ～ 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 45.4KD 、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 ,

SMV1号侵染后 ,叶肉细胞内蛋自亚基增加了 。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

SMVl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　防卫系统细胞保护酶分子表达的特征

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 ,在病毒侵染条件下 ,酶活性增强 ,产

生了一些大的酶分子蛋白 ,这表明 SMVl号侵入确

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 。感灰斑病品种叶绿素含

量均低于 CK ,叶绿素 a/b 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

灰斑病品种如黑农 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　细胞膜保护酶体系的变化

参试品种在 SMV1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

细胞膜受到损害。

2.4　SMV对大豆脂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SMVl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 cDNA ,然后制作成含

有 cDNA 的质粒 ,并用 P32-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 -N La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 F 1代接种后的同工酶谱带存在着明显

的差异 。感病亲本及 F1 代酶的活性增强 ,酶带数较
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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 F 1 代酶谱

表型与双亲有关 。抗病×抗病 F1 代酶谱与双系完

全相同 ,抗病×抗病的 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。

从不同抗性亲本有 F1 代过氧化物酶同工酶的

表达特性证实:SMV1号浸染后 ,抗性亲本 Marshal l

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 D82-98×Marshall的 F 1 代 ,成株表现为抗

病 ,它的酶带与双要完全相同 ,显示出了三条酶带 。

抗病×感病的合丰 25 ×黑农 16 的 F 1 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 SMV1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 F 1

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 ,尽管人们从形态 、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 ,80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

序列的改变与扦入 、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辟了一条全新的

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(pa186 , 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 90年代后 ,又出

现了新的分子标记技术 ,这就是我们目前所谈的

RA PD技术(即:随机扩增多态性 DNA random am-

plif ied polymorphic DNA)。由于 RAPD方法 ,以近

等基因为试材 , 即可先进特定基因的定位研究。

RA PD分析过程简单 、快速 ,仅通过 PCR反应就可

完成 ,不使用 Southe rn杂交 。因此 ,这个方法近年

来得到了广泛的应用。

我们以黑农 39 为母本 ,以合丰 25为父本建立

遗传群体 ,通过对 F 1 、F 2 代接种 SMV1进行田间抗

性鉴定和抗病性遗传分析 ,证明对 SMV 号株系的

抗性是由一对亚性基因决定的 ,并利用 RAPD技术

在抗感池间寻找多态性标记 ,通过筛选引物 ,获得重

复性最好的随机引物 OPN 1 1 。并采用 BSA 法在黑

农 39和抗病池扩增出OPN 1400片段 ,在合丰 25和感

病池扩增出 OPN 1300 片段 , 在 F 1 同时扩增出

OPN 1400和 OPN 1300 ,用该引物分析黑农 39 和合丰

25的 F 2 扩增个体 ,其显性 RAPD 标记 ,OPN 1400/1300

与黑农 39抗病基因的遗传距离为 8.2cm ,大豆花叶

病毒病基因的定位工作还没有开始 ,它将是今后一

个时期的工作。
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THREE TYPES OF GENETICMARKERS ASSOCIATEDWITH RESISTANCE TO SOYBEAN SMV

Liu Lijun

(Soybean Research I nst itute o f Hei longj iang Academy o f Agricultural S cience , Harbin , 150086)

Abstract　The paper summarized that Soybean Research Insti tute Heilongjiang Academy o f Agricul tural

S ciences had done some research on SMV from the aspects o f morpho logy genetic marker , mo lecular biolo-

gy characters , bio chemical genetic and molecular g enetic marker of SMV .It illust rated the mo lecular bio l-

ogy characters of SMV through analyzing the change of soybean pro tein e thyl o f soybean cultiva rs inocula-

ted wi th SMV1 , the molecule expression characters of pro tective enzyme o f defense sy stem cell -peroxi-

dase , malic dehydrogenase isoenzyme , the changeable characters of soybean pro tective enzymes sy stem to

mesophy ll cells membrane , the deposi tion and change o f soybean memebe ranous pe roxidatic to xiferous me-

tabolite , and the results analyzing to SMV pro tein enzyme.Through appraising and analy zing inheri tance

pheno type o f hybridiza tion and pheno type of backcro ss ma ting , i t testif ied that the genet ic expressional

characters of SMV adult plant re sistance.I t used pe ro xidase and malic dehydrogenase isoenzyme in labeling

resistance inheritance character of different re sistant cult ivars and their hybridization progenies and found

that SMV biochemical genetic markers w ere in concordance w ith pheno type characte rs of adult plant resist-

ance , and used isoenzyme expressional characters to f ilt rate the progenies resisting to vi rus.Using PCR to

analyze the F1 , F2 g roup resistance and resistance inheritance , i t testif ied that the resistance to SMV was

decided by a couple of hypomo rph .Through apply ing RAPD , i t test ified that the dominant RAPD labeling

is OPN14 00/ 1300 and Heinong 39 resistant gene is 8.2cm , it w ill provide reference fo r this research in the fu-

ture.
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