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番茄抗马铃薯孢囊线虫 ＨｅｒｏＡ 基因的分子检测
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(１.南京农业大学植物保护学院 /农林生物安全全国重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１１８００ꎻ
２.成都市农林科学院ꎬ四川 成都 ６１１１３０)

摘要:[目的]ＨｅｒｏＡ 是一个对马铃薯孢囊线虫多个致病型具有广谱抗性的抗病基因ꎬ为了快速准确地鉴定不同番茄品种中

是否携带该基因ꎬ从而为番茄抗性品种的合理布局及遗传育种提供指导ꎬ本文建立了一种基于 ＳＣＡＲ￣ＰＣＲ 的特异性分子检

测技术ꎮ [方法]以马铃薯孢囊线虫抗性品系‘ＬＡ１７９２’和感病品种‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’的 ＤＮＡ 样本为模板ꎬ扩增 ＨｅｒｏＡ 及其同

源基因序列ꎬ设计并筛选特异性靶向 ＨｅｒｏＡ 的引物组合ꎬ优化 ＰＣＲ 反应条件并测定其检测灵敏度ꎮ 在此基础上进一步以 ３０
个不同番茄品种为检测对象ꎬ利用新建立的 ＳＣＡＲ￣ＰＣＲ 技术对 ＨｅｒｏＡ 进行检测ꎬ同时与已报道的方法进行比较ꎮ [结果]筛
选获得的 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合ꎬ在 ６２ ℃退火温度下ꎬ能够在马铃薯孢囊线虫抗性品系‘ＬＡ１７９２’样本中特异性扩

增出约 ７００ ｂｐ 的条带ꎬ而在感病品种‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’中无扩增条带ꎬ且检测灵敏度达到 ０.１ ｎｇ􀅰μＬ－１ ＤＮＡ 模板ꎻ对 ３０ 个不同

番茄品种的测试表明ꎬＳＣＡＲ￣ＰＣＲ 检测结果与已报道的方法检测结果完全一致ꎬ其中‘红果’‘大红’‘黑金刚’等 １１ 个品种

含有马铃薯孢囊线虫抗性基因 ＨｅｒｏＡꎬ而其他 １９ 个品种均不含有该基因ꎮ [结论]本研究为马铃薯孢囊线虫抗性基因 ＨｅｒｏＡ
的分子检测提供更加准确的方法ꎮ
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ｔｏｍａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｔｈａｔ ｃａｒｒｙ ｔｈｅ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅꎬａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｎａｌ ｄｅｐｌｏｙｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂｒｅｅｄｉｎｇ
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ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ( ＳＣＡＲ￣ＰＣＲ) . [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｏｔａｔｏ ｃｙｓｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｌｉｎｅ ‘ ＬＡ１７９２’ ａｎｄ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｖａｒｉｅｔｙ ‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ａｎｄ ａｌｉｇｎ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｓ.
Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｏ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｓｃｒｅｅｎｅｄ. Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ
ａｌｓｏ ｅｖａｌｕａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ＳＣＡＲ￣ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ３０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｏｍａｔｏ
ｖａｒｉｅｔｉｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｉｓ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ａ ７００￣ｂｐ ｂａｎｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ
ＬＡ１７９２ ａｔ ａｎ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ６２ ℃ ꎬｗｈｅｒｅａｓ ｎｏ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｖａｒｉｅｔｙ Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ. Ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｒｅａｃｈｅｄ ｕｐ ｔｏ ０.１ ｎｇ􀅰μＬ－１ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ. Ｔｅｓｔｉｎｇ ａｃｒｏｓｓ ３０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｏｍａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ
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马铃薯孢囊线虫包括马铃薯金线虫(Ｇｌｏｂｏｄｅｒａ ｒｏｓｔｏｃｈｉｅｎｓｉｓ)和马铃薯白线虫(Ｇ􀆰 ｐａｌｌｉｄａ)ꎬ马铃薯

(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)是其最适寄主ꎬ同时也会侵染番茄(Ｓ􀆰 ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)和茄子(Ｓ􀆰 ｍｅｌｏｎｇｅｎａ)以及其他多

种茄科植物[１]ꎮ 马铃薯孢囊线虫病一般会造成马铃薯减产 ２０％ꎬ危害严重时可导致产量损失高达 ８０％ ~
９０％ꎬ甚至绝收[２－３]ꎮ 由于马铃薯孢囊线虫对马铃薯产业威胁巨大ꎬ已被全球 １００ 多个国家列为检疫性有

害生物ꎬ我国也于 ２０２０ 年将其列入农业农村部«全国农业植物检疫性有害生物名录» [４]ꎮ 马铃薯金线虫

在南美洲、北美洲、欧洲、非洲、亚洲和大洋洲的 ７２ 个国家均有发生和分布ꎬ而马铃薯白线虫则在全球 ５０
多个国家有为害报道[５]ꎮ 我国于 ２０１８ 年首次在贵州省赫章县和威宁县发现马铃薯金线虫[６]ꎬ此后ꎬ在云

南省昭通市鲁甸县和曲靖市会泽县等地也有该线虫为害的报道[７－１０]ꎬ对我国的马铃薯产业造成了极大的

威胁ꎮ
通常采用化学杀线剂与非寄主植物轮作或施用生防菌剂对马铃薯孢囊线虫病进行防治[１１]ꎮ 此外ꎬ种

植抗病品种被认为是最经济有效的防治措施之一ꎮ 位于马铃薯 ５ 号染色体上的显性抗性基因 Ｈ１ꎬ对马铃

薯金线虫 Ｒｏ１ 和 Ｒｏ４ 致病型具有持久的抗性ꎬ在全球的马铃薯品种中被广泛应用[１２]ꎮ 除此之外ꎬ目前共

有 ３ 个马铃薯孢囊线虫抗性基因被成功克隆ꎬ分别是 Ｇｐａ２、Ｇｒｏ１￣４ 和 ＨｅｒｏＡ[１３]ꎬ其中 ＨｅｒｏＡ 基因来自野生

醋栗番茄(Ｓ􀆰 ｐｉｍｐｉｎｅｌｌｉｆｏｌｉｕｍ)‘ＬＡ１２１’ꎬ并首先被引入到番茄栽培品系‘ＬＡ１７９２’中[１４]ꎬ该基因几乎对所

有马铃薯金线虫以及部分马铃薯白线虫致病型具有抗性ꎬ因此已被成功地应用到多个商业化生产的番茄

品种中[１５－１６]ꎮ
测试番茄品种是否具有 ＨｅｒｏＡ 介导的抗性ꎬ可以通过人工接种马铃薯孢囊线虫进行测定ꎬ然而该方法

操作相对繁琐且周期较长ꎬ同时对于马铃薯孢囊线虫这类检疫性有害生物来说ꎬ人工接种存在较大的扩散

风险ꎮ 利用分子生物学技术检测番茄基因组中是否含有 ＨｅｒｏＡ 基因ꎬ能够极大地提高抗性品种的筛选效率ꎬ
尤其是对于遗传育种过程中抗性材料的靶向性筛选极其重要ꎮ Ｃａｂｒｅｒａ 等[１７] 开发了引物组合 ＨＥＲＯ￣Ｆ２ /
ＨＥＲＯ￣Ｒ３ꎬ用该引物扩增马铃薯孢囊线虫抗性品系‘ＬＡ１７９２’ꎬ并检测到 ２ 个大小相近的 ＤＮＡ 片段ꎬ而在

感病品种‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’中仅扩增出 １ 个片段ꎮ 由于在抗性品种中扩增的 ２ 条带较为接近ꎬ极易与感病品

种的带型混淆ꎬＵｅｈａｒａ 等[１８]开发了基于限制性片段长度多态性( ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ
ＲＦＬＰ)的检测技术ꎬ能够清晰地将抗感品种区分开ꎬ但是操作相对繁琐ꎬ不利于推广应用ꎮ 因此ꎬ开发一种

高效特异的 ＨｅｒｏＡ 基因分子检测技术ꎬ对于马铃薯孢囊线虫抗性品种的合理布局以及植物遗传育种均具

有重要的意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

马铃薯孢囊线虫抗性品系‘ＬＡ１７９２’和感病品种‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’样本来自詹姆斯􀅰赫顿研究所( Ｊａｍｅｓ
Ｈｕｔｔｏｎ ＩｎｓｔｉｔｕｔｅꎬＪＨＩ)ꎬＳＰＡＲＴＡ 来自比利时根特大学(Ｇｈｅｎｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ)ꎬ‘合作 ９０３’来自江苏省农业科学

院ꎬ其他品种为市场购得ꎮ
１.２　 番茄 ＤＮＡ 提取

番茄 ＤＮＡ 的提取采用 ＮａＯＨ 法[１９]ꎬ取新鲜健康番茄的叶片约 ０.０５ ｇꎬ或者根、茎、叶柄等其他组织

０.１５ ｇꎬ放入液氮中速冻后用研钵快速研磨 １~２ ｍｉｎꎬ使其呈粉末状ꎮ 将粉末转移至 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ加入

５００ μＬ 浓度为 ０.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＮａＯＨ 溶液后颠倒混匀ꎬ静置 １０ ｍｉｎꎬ室温下 １２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎮ 取

１０ μＬ 上清液转移至新的离心管中ꎬ加入 ９０ μＬ ＴＥ ｂｕｆｆｅｒ(１００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＥＤＴＡ)混匀ꎬ
利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＵＳＡ)测定浓度后置于－２０ ℃冰箱备用ꎮ
１.３　 番茄样本中 ＨｅｒｏＡ 基因的分子检测

用不同引物组合(表 １)分别扩增番茄 ＤＮＡ 样品ꎮ ＰＣＲ 反应体系:２×Ｅｘ Ｔａｑ Ｍｉｘ ２５ μＬꎬ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１引

物各 １ μＬꎬ模板 ＤＮＡ １ μＬꎬ加水补足至 ５０ μＬꎮ 反应程序:９４ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５６~６２ ℃退火 ３０ ｓꎬ
７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ同时扩增番茄 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 基因作为内参ꎬ扩增产物于 ４ ℃保存ꎮ 其中ꎬ
ＨＥＲＯ￣Ｆ４ / ＨＥＲＯ￣Ｒ６ 的扩增产物经 Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ(ＯｍｅｇａꎬＵＳＡ)切胶回收ꎬ用 ＴａｑⅠ限制性内切酶进行

酶切ꎮ 酶切反应体系:纯化后产物 １０ μＬꎬＴａｑⅠ酶(２ ０００ Ｕ)１ μＬꎬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬ１０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＢＳＡ ２ μＬꎮ 将

以上所有扩增产物或酶切产物于 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳 ３０ ｍｉｎ(电压 １００ Ｖ)ꎬ用 ＥＢ 染色后在凝胶成像

系统拍照保存ꎮ ＨＥＲＯ￣Ｆ２ / ＨＥＲＯ￣Ｒ３ 的扩增产物经切胶回收ꎬ采用 Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ(ＴａＫａＲａꎬ日本)连接至

２５５
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ｐＭＤ１９￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ(ＴａＫａＲａꎬ日本)载体ꎬ测序由生工生物工程(上海)股份有限公司完成ꎮ
表 １　 本研究所有的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＨＥＲＯ￣Ｆ２
ＨＥＲＯ￣Ｒ３

ＴＴＣＣＡＣＣＡＴＴＧＴＴＴＴＡＣＴＧＣＣＡＡＧ
ＧＡＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＧＡＴＣＴＣＣＧＴＡＡＧ ５８ [１７]

ＨＥＲＯ￣Ｆ４
ＨＥＲＯ￣Ｒ６

ＴＴＧＴＧＧＡＴＧＧＣＴＧＡＡＧＧＧ
ＣＡＧＣＴＴＴＧＡＣＡＧＴＴＴＧＡＡＴＡＡＴＣ ６２ [１８]

ＨＥＲＯ￣Ｆ７
ＨＥＲＯ￣Ｒ１０
ＨＥＲＯ￣Ｆ９
ＨＥＲＯ￣Ｒ１１

ＴＧＧＡＡＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧ
ＡＧＧＴＧＴＧＡＴＧＧＧＡＡＡＡＧＡＡＴＧ

ＧＡＣＡＣＧＧＡＣＡＡＴＡＴＣＣＡＡＡＧＣＡＧ
ＴＣＴＴＡＴＴＣＡＴＡＣＡＡＡＣＣＴＧＡＴＡＧ

５６~６２ 本研究
Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

Ｔｕｂ￣Ｆ１
Ｔｕｂ￣Ｒ１

ＡＡＣＣＴＣＣＡＴＴＣＡＧＧＡＧＡＴＧＴＴＴ
ＴＣＴＧＣＴＧＴＡＧＣＡＴＣＣＴＧＧＴＡＴＴ ５８ [２０]

１.４　 序列的分析比对

登录 ＮＣＢＩ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行序列的 ＢＬＡＳＴｎ 比对[２１]ꎬ利用集成软件 ＢｉｏＸＭ 进行多序列的排列

比对[２２]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 马铃薯孢囊线虫抗、感品种 ＨｅｒｏＡ 基因及其同源序列比对分析

分别以马铃薯孢囊线虫抗性品系‘ＬＡ１７９２’和感病品种‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’的 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用引物

ＨＥＲＯ￣Ｆ２ / ＨＥＲＯ￣Ｒ３ 进行 ＰＣＲ 检测ꎬ扩增结果如图 １ 所示ꎮ 抗性品系‘ＬＡ１７９２’样本在约 ７００ ｂｐ 的位置

产生 ２ 条大小相近的条带ꎬ而感病品种‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’中在相同位置仅能扩增出 １ 条特异性条带ꎮ 分别将

抗、感品种样品中的扩增产物进行回收、克隆测序ꎬ序列比对结果(图 ２)显示:‘ＬＡ１７９２’样本中相对分子质

量较大的条带序列与已报道的 ＨｅｒｏＡ 基因(ＡＪ４５７０５１)序列相似度为 １００％ꎬ而‘ＬＡ１７９２’的低相对分子质

量条带以及‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’的特异性条带序列均与 ＨｅｒｏＡ 的同源基因 Ｈｅｌｐｅｒ３(ＡＪ４５７０５０)序列完全一致ꎮ

图 １　 马铃薯孢囊线虫抗、感番茄样本用 ＨＥＲＯ￣Ｆ２ / ＨＥＲＯ￣Ｒ３ 引物组合检测结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ ｃｙｓｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｔｏｍａｔｏ ｓａｍｐｌｅｓ ｕｓｉｎｇ ＨＥＲＯ￣Ｆ２ / ＨＥＲＯ￣Ｒ３ ｐｒｉｍｅｒｓ

　 　 Ｍ. ＤＬ２０００ ｍａｋｅｒꎻ１ ~ ３. 抗性品系 ‘ ＬＡ１９７２’ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｌｉｎｅ ‘ ＬＡ１９７２’ꎻ４ ~ ６. 感病品种 ‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’
Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｖａｒｉｅｔｙ ‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’ .

２.２　 ＨｅｒｏＡ 特异性 ＳＣＡＲ￣ＰＣＲ 检测体系的建立

以 ＨｅｒｏＡ 与 Ｈｅｌｐｅｒ３ 差异序列为模板ꎬ分别设计正向引物 ＨＥＲＯ￣Ｆ７ 和 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ꎬ反向引物 ＨＥＲＯ￣Ｒ１０
和 ＨＥＲＯＲ－１１(图 ２ꎬ表 １)ꎬ用上述不同引物组合分别对‘ＬＡ１７９２’和‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’样本进行 ＰＣＲ 检测ꎮ
结果如图 ３ 所示:ＨＥＲＯ￣Ｆ７ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１０、ＨＥＲＯ￣Ｆ７ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合在‘ＬＡ１７９２’和‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’中均

会产生 １ 条约 ３００ ｂｐ 的条带ꎬ无法有效区分抗、感品种ꎻＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１０ 引物组合在 ＬＡ１７９２’和

‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’中同时扩增出 ２ 条相对分子质量接近条带ꎻ而 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合仅在抗性品

系‘ＬＡ１７９２’中扩增出约 ７００ ｂｐ 的明亮条带ꎬ而在感病品种‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’中出现多条不同分子质量的非

特异性条带(图 ３)ꎮ
为了消除 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合在‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’样本中的非特异扩增ꎬ优化 ＰＣＲ 反应体系

的退火温度ꎮ 结果如图 ４ 所示:在退火温度为 ５６ ℃时ꎬ抗性品系‘ＬＡ１７９２’样本中可见 １ 条约 ７００ ｂｐ 的特

异性条带ꎬ而在感病品种‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’中可见多个模糊条带ꎻ随着退火温度的不断升高ꎬ‘ＬＡ１７９２’样本

中的扩增条带无明显变化ꎬ但‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’样本中的非特异性条带逐渐变弱ꎬ当退火温度达到 ６２ ℃时ꎬ

３５５
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在‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’中的扩增条带完全消失ꎬ表明 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合在 ６２ ℃的退火温度条件

下ꎬ能够在抗性品种中扩增出特异性条带ꎬ从而有效区分抗、感品种ꎮ

图 ２　 不同引物组合在抗、感病番茄样本中扩增 ＨｅｒｏＡ 基因产物的序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｔｏｍａｔｏ
ｓａｍｐｌｅｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ

　 　 ＬＡ￣ｈｉｇｈ:‘ＬＡ１７９２’样本中的高分子质量条带序列ꎻＬＡ￣ｌｏｗ:‘ＬＡ１７９２’样本中的低分子质量条带序列ꎻＭＭ:‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’
样本中的扩增条带序列ꎻＨｅｌｐｅｒ３:Ｈｅｌｐｅｒ３ 序列(ＡＪ４５７０５０)ꎻＨｅｒｏＡ:ＨｅｒｏＡ 序列(ＡＪ４５７０５１)ꎮ

ＬＡ￣ｈｉｇｈ:Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｂａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ‘ＬＡ１７９２’ ｓａｍｐｌｅꎻＬＡ￣ｌｏｗ:Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｂａｎｄ
ｉｎ ｔｈｅ ‘ＬＡ１７９２’ ｓａｍｐｌｅꎻＭＭ:Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’ ｓａｍｐｌｅꎻＨｅｌｐｅｒ３:Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｈｅｌｐｅｒ３
(ＡＪ４５７０５０)ꎻＨｅｒｏＡ:Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨｅｒｏＡ(ＡＪ４５７０５１) .

图 ４　 不同退火温度对 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物

组合扩增结果的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
ｏｎ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ
ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１

图 ３　 扩增 ＨｅｒｏＡ 基因的引物组合筛选

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ
ｔｈｅ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅ

　 　 Ｍ.ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１. ‘ＬＡ１７９２’样本 Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ‘ＬＡ１７９２’ꎻ
２. ‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’ 样本 Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’ . 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｂｅｌｌｏｗ.
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图 ５　 ＨｅｒｏＡ 基因特异性引物 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ /
ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 检测灵敏度

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ＨＥＲＯ￣Ｆ９ /
ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ ｆｏｒ ＨｅｒｏＡ

２.３　 ＨｅｒｏＡ 特异性引物灵敏度检测

将抗性品系‘ＬＡ１７９２’的 ＤＮＡ 样本进行梯度稀

释ꎬ用 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合分别进行扩增ꎬ
以检测 ＳＣＡＲ￣ＰＣＲ 的检测灵敏度ꎮ 结果(图 ５)显示:
在样本 ＤＮＡ 浓度为 １０ ｎｇ􀅰μＬ－１时ꎬＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣
Ｒ１１ 引物组合能够扩增出约 ７００ ｂｐ 的明亮条带ꎻ当模

板浓度分别稀释至 １ 和 ０.１ ｎｇ􀅰μＬ－１时ꎬ仍能够检测到

特异性扩增条带ꎻ而当浓度降至 ０. ０１ ｎｇ􀅰μＬ－１ 时ꎬ
ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合无扩增条带出现ꎬ表
明 Ｆ９ / Ｒ１１ 引物组合检测灵敏度为 ０.１ ｎｇ 模板 ＤＮＡꎮ

图 ６　 不同方法对 ３０ 个番茄品种 ＨｅｒｏＡ 基因的分子检测

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ３０ ｔｏｍａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ
　 　 Ａ.ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合ꎻＢ. ＨＥＲＯ￣Ｆ２ / ＨＥＲＯ￣Ｒ３ 引物组合ꎻＣ. ＲＦＬＰ 检测ꎮ １. 红果ꎻ２. 大红ꎻ３. 黑金刚ꎻ４. 黄牛奶ꎻ５. 黄圣女ꎻ
６. 甜心番茄ꎻ７. 红珍珠ꎻ８. 紫圣女ꎻ９. 荷兰紫ꎻ１０. 台湾千禧ꎻ１１. 草莓柿子ꎻ１２. 中蔬四号ꎻ１３. 粉圆圆ꎻ１４. 马提尔ꎻ１５. 黑多ꎻ１６. 贵妃樱桃ꎻ１７. 黄
贝贝ꎻ１８. 小仙桃ꎻ１９. 粉秀ꎻ２０. 奶油红圣女ꎻ２１. 美国大黄ꎻ２２. 好味道ꎻ２３. 白果强丰ꎻ２４. 黑珍珠ꎻ２５. 贼不偷ꎻ２６. 黄洋梨ꎻ２７. 红贝提ꎻ２８. 黑玫

瑰ꎻ２９. ＳＰＡꎻ３０. 合作 ９０３ꎮ
Ａ. ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓꎻ Ｂ. ＨＥＲＯ￣Ｆ２ / ＨＥＲＯ￣Ｒ３ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓꎻ Ｃ. ＲＦＬＰ ｍｅｔｈｏｄ. １. Ｈｏｎｇｇｕｏꎻ ２. Ｄａｈｏｎｇꎻ ３. Ｈｅｉｊｉｎｇｇａｎｇꎻ

４. Ｈａｕｎｇｎｉｕｎａｉꎻ５. Ｈｕａｎｇｓｈｅｎｇｎｖꎻ６. Ｔｉａｎｘｉｎｆａｎｑｉｅꎻ７. Ｈｏｎｇｚｈｅｎｚｈｕꎻ８. Ｚｉｓｈｅｎｇｎｖꎻ９. Ｈｅｌａｎｚｉꎻ１０. Ｔａｉｗａｑｉａｎｘｉꎻ１１. Ｃａｏｍｅｉｓｈｉｚｉꎻ１２. Ｚｈｏｎｇｓｈｕｓｉｈａｏꎻ
１３. Ｆｅｎｙｕａｎｙｕａｎꎻ１４. Ｍａｔｉｅｒꎻ１５. Ｈｅｉｄｕｏꎻ１６. Ｇｕｉｆｅｉｙｉｎｇｔａｏꎻ１７. Ｈｕａｎｇｂｅｉｂｅｉꎻ１８. Ｘｉａｏｘｉａｎｔａｏꎻ１９. Ｆｅｎｘｉｕꎻ２０. Ｎａｉｙｏｕｈｏｎｇｓｈｅｎｇｎｖꎻ２１. Ｍｅｉｇｕｏｄａｈｕａｎｇꎻ
２２. Ｈａｏｗｅｉｄａｏꎻ２３. Ｂａｉｇｕｏｑｉａｎｇｆｅｎｇꎻ２４. Ｈｅｉｚｈｅｎｚｈｕꎻ２５. Ｚｅｉｂｕｔｏｕꎻ２６. Ｈｕａｎｇｙａｎｇｌｉꎻ２７. Ｈｏｎｇｂｅｉｔｉꎻ２８. Ｈｅｉｍｅｉｇｕｉꎻ２９. ＳＰＡＲＴＡꎻ３０. Ｈｅｚｕｏ９０３.

２.４　 不同番茄品种 ＨｅｒｏＡ 检测

利用 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合对 ３０ 个不同番茄品种的 ＤＮＡ 样本进行扩增ꎬ同时与 ＨＥＲＯ￣Ｆ２ /
ＨＥＲＯ￣Ｒ３ 引物组合以及 ＲＦＬＰ 方法进行比较ꎮ 结果如图 ６ 所示:‘红果’‘大红’‘黑金刚’等 １１ 个品种均

能够扩增出约 ７００ ｂｐ 的特异性条带ꎬ表明上述品种含有马铃薯孢囊线虫抗性基因 ＨｅｒｏＡꎻ‘黄牛奶’‘黄圣
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女’和‘红珍珠’等 １９ 个品种均无扩增条带出现ꎬ表明其均不含有 ＨｅｒｏＡ 基因ꎬ而扩增番茄 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 内参

基因证实所有样本 ＤＮＡ 均正常(图 ６－Ａ)ꎻ用已报道的 ＨＥＲＯ￣Ｆ２ / ＨＥＲＯ￣Ｒ３ 引物组合扩增结果显示ꎬ‘红
果’‘大红’‘黑金刚’等 １１ 个品种均在 ７００ ｂｐ 左右出现 ２ 条大小相近的条带ꎬ‘黄牛奶’‘黄圣女’和‘红珍

珠’等 １９ 个品种均只检测到 １ 条特异性条带(图 ６－Ｂ)ꎻ采用 ＲＦＬＰ 方法对上述品种的检测结果显示ꎬ‘红
果’‘大红’‘黑金刚’等 １１ 个品种用 ＨＥＲＯ￣Ｆ４ / ＨＥＲＯ￣Ｒ６ 引物组合扩增并经 ＴａｑⅠ酶切后均产生约 ２７０、
３６０、６００ ｂｐ 的 ３ 个片段ꎬ而‘黄牛奶’ ‘黄圣女’和‘红珍珠’等 １９ 个品种的扩增产物无法被 ＴａｑⅠ酶切

(图 ６－Ｃ)ꎮ 检测结果(表 ２)表明ꎬ利用 ＨＥＲＯ￣Ｆ９ / ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ 引物组合对 ３０ 个不同番茄品种 ＨｅｒｏＡ 的检测

结果与已报道的 ２ 种方法完全一致ꎬ‘红果’‘大红’‘黑金刚’等 １１ 个品种含有马铃薯孢囊线虫抗性基因

ＨｅｒｏＡꎬ另外 １９ 个供试番茄品种不含有 ＨｅｒｏＡ 基因ꎮ
表 ２　 不同番茄品种 ＨｅｒｏＡ 基因的不同方法检测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｏｍａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

类型
Ｔｙｐｅ

ＨＥＲＯ￣Ｆ９ /
ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ ＲＦＬＰ ＨＥＲＯ￣Ｆ２ /

Ｒ３
品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ
类型
Ｔｙｐｅ

ＨＥＲＯ￣Ｆ９ /
ＨＥＲＯ￣Ｒ１１ ＲＦＬＰ ＨＥＲＯ￣Ｆ２ /

Ｒ３

红果 红色小果 ＋ ＋ ＋ 贵妃樱桃 红色小果 ＋ ＋ ＋

大红 红色大果 ＋ ＋ ＋ 黄贝贝 黄色小果 — — —
黑金刚 黑色小果 ＋ ＋ ＋ 小仙桃 红色小果 — — —
黄牛奶 黄色小果 — — — 粉秀 粉色小果 ＋ ＋ ＋

黄圣女 黄色小果 — — — 奶油红圣女 红色小果 ＋ ＋ ＋

甜心番茄 红色小果 ＋ ＋ ＋ 美国大黄 黄色大果 — — —
红珍珠 红色小果 — — — 好味道 红色小果 — — —
紫圣女 紫色小果 ＋ ＋ ＋ 白果强丰 红色大果 — — —
荷兰紫 紫色小果 — — — 黑珍珠 黑色小果 — — —

台湾千禧 红色小果 — — — 贼不偷 绿色大果 — — —
草莓柿子 粉色大果 — — — 黄洋梨 黄色小果 — — —
中蔬四号 红色大果 — — — 红贝提 红色小果 ＋ ＋ ＋

粉圆圆 粉色小果 — — — 黑玫瑰 黑色小果 — — —
马提尔 红色大果 ＋ ＋ ＋ ＳＰＡＲＴＡ 红色大果 ＋ ＋ ＋

黑多 灰色大果 — — — 合作 ９０３ 红色大果 — — —
　 　 注:“＋”表示含有 ＨｅｒｏＡ 基因的番茄品种ꎻ“—” 表示不含有 ＨｅｒｏＡ 基因的番茄品种.

Ｎｏｔｅ:“＋” ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｏｍａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｔｈｅ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅꎻ“—” ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｏｍａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｌａｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ＨｅｒｏＡ ｇｅｎｅ.

３　 结论与讨论

马铃薯孢囊线虫病是茄科作物上的一类重要病害ꎬ在全世界多个国家引起巨大危害ꎬ推广种植抗性品

种是有效防治该病害的一种手段ꎮ 目前ꎬ已经从马铃薯中成功鉴定到 Ｈ１、Ｇｐａ２、Ｇｒｏ１￣４ 等抗孢囊线虫基

因ꎬ其中 Ｈ１ 基因抗马铃薯金线虫 Ｒｏ１ 和 Ｒｏ４ 致病型[１２]ꎬＧｐａ２ 仅对马铃薯白线虫特定种群具有抗性[２３]ꎬ
而 Ｇｒｏ１￣４ 则主要抗马铃薯金线虫 Ｒｏ１ 致病型[２４]ꎮ ＨｅｒｏＡ 基因是唯一克隆自野生番茄的马铃薯孢囊线虫

抗性基因ꎬ该基因对马铃薯金线虫所有致病型均具有抗性[１４]ꎬ具有广泛的应用前景ꎮ 马铃薯孢囊线虫除

了为害马铃薯之外ꎬ也为害番茄ꎬ在欧洲及亚洲均有马铃薯孢囊线虫影响番茄种植的报道[１７ꎬ２５]ꎮ 作为一

种近年来新发现的外来有害生物ꎬ目前该病害仅出现在我国西南山区的马铃薯田块中[６－１０]ꎬ目前尚无为害

番茄的报道ꎮ
为了明确哪些商业化种植番茄品种携带 ＨｅｒｏＡ 基因ꎬＵｅｈａｒａ 等[１８]开发了一种 ＲＦＬＰ 分子检测技术ꎬ即

首先利用引物组合 ＨＥＲＯ￣Ｆ４ / ＨＥＲＯ￣Ｒ６ 在抗、感品种中扩增出 １ 条 ６００ ｂｐ 的条带ꎬ之后再利用 ＡｆａⅠ、ＡｌｕⅠ
或 ＴａｑⅠ等限制性内切酶分别对扩增产物进行酶切ꎬ通过酶切图谱的差异区分抗、感品种ꎬ并且利用该技

术对日本种植的 １８ 个番茄品种进行了检测ꎬ发现半数以上品种携带 ＨｅｒｏＡ 基因ꎮ 为了探究我国哪些商业

化种植番茄品种含有 ＨｅｒｏＡ 基因ꎬ用此前报道的 ２ 种分子检测方法进行了测试ꎬ结果显示ꎬＨＥＲＯ￣Ｆ２ /
ＨＥＲＯ￣Ｒ３ 引物组合尽管在抗、感品种中的扩增条带有一定差异ꎬ但当扩增条带在电泳过程中产生拖尾时ꎬ
抗、感病品种的检测结果容易发生混淆ꎻＲＦＬＰ 检测方法虽然具有较高的辨识度ꎬ但操作过程相对繁琐ꎮ
为了开发一种更高效的 ＨｅｒｏＡ 基因检测技术ꎬ通过低电压、高浓度琼脂糖凝胶电泳ꎬ将 ＨＥＲＯ￣Ｆ２ / ＨＥＲＯ￣
Ｒ３ 在抗性品种中扩增的 ２ 条带分别进行回收、克隆和测序ꎬ序列比对结果显示该引物组合在抗性品种中能
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够同时扩增出 ＨｅｒｏＡ 基因及其同源基因 Ｈｅｌｐｅｒ３ 两条带ꎬ而在感病品种中只有 Ｈｅｌｐｅｒ３ 的扩增条带ꎮ 与

Ｈｅｌｐｅｒ３ 相比ꎬＨｅｒｏＡ 基因中有 ７０ 多个核苷酸的插入ꎬ这也是导致抗病品种扩增条带差异的原因ꎮ ＨｅｒｏＡ 是

一种典型的含有核苷酸结合结构域和富含亮氨酸重复序列(ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔꎬＮＢ￣
ＬＲＲ)的抗病蛋白[２６－２７]ꎮ 序列分析显示ꎬ上述插入序列与此前报道 ＨｅｒｏＡ 蛋白独特的卷曲螺旋相似ꎬ该结

构使 ＨｅｒｏＡ 成为唯一在 ＬＲＲ 结构域中含有上述序列的 ＮＢＳ￣ＬＲＲ 类蛋白[２８]ꎮ 因此ꎬ本研究以该区域序列

为模板ꎬ最终成功获得了能够特异性扩增 ＨｅｒｏＡ 基因的引物组合ꎮ 但该引物组合在 ５６ ℃退火温度下ꎬ在
感病番茄品种中有非特异性扩增条带ꎬ当退火温度提升到 ６２ ℃时ꎬ非特异性扩增条带能够完全消失ꎮ

马铃薯金线虫目前仅在我国局部地区被发现ꎬ其潜在的传播扩散风险不容忽视ꎮ 抗性品种选育及其

合理布局对于限制马铃薯孢囊线虫病传播具有重要的意义ꎮ 明会等[２９] 利用 ６ 个不同分子标记对 ８７５ 份

马铃薯种质资源进行了鉴定ꎬ其中 ２１１ 份材料检测到了 Ｈ１ꎬ２３７ 份材料检测到 Ｇｐａ２ 分子标记ꎬ７ 份材料中

检测到 Ｇｒｏ１￣４ꎮ 黄立强等[３０]利用分子标记 ５７Ｒ 和 ＴＧ６８９ 对 １５ 个马铃薯主栽品种进行了测试ꎬ结果表明

‘云薯 ５０５’‘宣薯 ５ 号’‘会薯 １５ 号’‘云薯 ３０４’ 和‘宣薯 ６ 号’５ 个品种有马铃薯金线虫抗性基因 Ｈ１ꎮ
本研究首次利用 ３ 种不同的分子检测标记对 ３０ 个番茄品种进行了测试ꎬ结果显示‘红果’ ‘大红’ ‘黑金

刚’等 １１ 个品种中含有 ＨｅｒｏＡ 基因ꎮ 由于该基因目前尚不是品种选育的主要靶标ꎬ我们推测 ＨｅｒｏＡ 基因

可能与其他番茄重要基因或优异性状存在连锁ꎬ因此在品种选育过程中得到保留ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立了一种新的 ＳＣＡＲ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ能够在含有马铃薯孢囊线虫抗性基因 ＨｅｒｏＡ

的样本中产生特异性扩增条带ꎮ 此外ꎬ本研究利用不同方法证实我国多个主栽番茄品种含有 ＨｅｒｏＡ 基因ꎬ
这些品种可以在马铃薯孢囊线虫病发生区域推广种植ꎬ有望成为抗病育种过程中新品种选育的抗原材料ꎮ
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