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摘  要：以含 Me3 基因的抗根结线虫辣椒自交系‘HDA149’为父本，感根结线虫辣椒自交系‘8214’

为母本，构建了一个 2 133 株的 F2 作图群体。采用群体分离分析法（Bulked Segregant Analysis，BSA），

构建抗、感病两个 DNA 池，对由两亲本筛选出来的 285 对引物进行扩增分析，发现引物 SSCP_B322 和

EPMS658 在抗、感池间具有稳定的多态性。继续用这两对引物对 F2 单株进行扩增，以 JoinMap 3.0 软件

分析发现 SSCP_B322 和 EPMS658 标记位于 Me3 基因两侧，遗传图距分别为 0.56 cM 和 1.33 cM。运用回

交群体 BC1 和 F3 群体验证实了这两个标记，可有效用于辣椒抗线虫分子标记辅助育种，也为图位克隆

Me3 基因奠定了基础。 
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Fine Mapping of the Root-knot Nematode Resistance Gene Me3 in Pepper 
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Abstract：The pepper（Capsicum annuum）resistant inbred line‘HDA149’with Me3 was used as 

male parent，and the susceptible inbred line‘8214’was used as female parent in the study. Mapping 

population included 2 133 F2 individuals. Bulked-segregant analysis with DNA pools，from susceptible or 

resistant F2 progenies，was performed to identify markers linked to Me3. There were 285 pairs of primers 

with polymorphism between two parents，but just SSCP_B322 and EPMS658 were polymorphic between 

the two bulks. Then F2 individuals were amplified with the two pairs of primers，recording data. Linkage 

analysis used JoinMap 3.0 software. The genetic distance of SSCP_B322 and EPMS658 was 0.56 cM and 

1.33 cM respectively，and two markers were two sides of Me3 gene. They had been verified in BC1 group 

and F3 families，which has been practically useful to marker-assisted selection in pepper breeding and Me3 

gene cloning. 
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根结线虫（Meloidogyne spp.）是当前中国乃至世界最重要的农作物病原线虫之一，最常见的有

南方根结线虫（M. incognita）、花生根结线虫（M. arenaria）、爪哇根结线虫（M. javanica）及北方 
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根结线虫（M. hapla），其中以南方根结线虫对辣椒的为害最重，尤以长期重茬的保护地为重，而且

根结线虫的侵染甚至是某些病害发生的先决条件（蒲金基 等，2002）。由于缺乏高抗线虫的蔬菜品

种，生产上主要采用甲基溴熏蒸土壤或化学杀线剂防治线虫，对蔬菜品质和环境均造成严重影响，

导致温室土壤严重退化。因此，培育辣椒抗线虫品种是最为经济有效的方法。 

  辣椒野生资源中广泛存在抗线虫基因，Hare（1957）首次在 C. frutescens L.‘Santanka XS’上

发现了单显性抗根结线虫基因 N。目前在辣椒上已经发现并且命名的抗线虫基因至少有 10 个：N、

Me1、Me2、Me3、Me4、Me5、Me7、Mech1、Mech2、Cami，这些基因的来源、抗谱范围、抗病机

制、对温度的稳定性以及连锁情况等均不同。其中 Me3 为热稳定型，且抗谱较广，其研究利用价值

较大（Bleve-Zacheo et al.，1998；Fery et al.，1998；Djian-Caporalino et al.，2001，2007；Souza-Sobrinho 

et al.，2002；Chen et al.，2007）。Djian-Caporalino 等（2001，2007）运用双单倍体和 RAPD、AFLP 

技术构建了对高温抗性稳定的辣椒抗线虫基因 Me3 和 Me4 的高密度遗传图谱，随后运用 3 个杂

交组合‘DH330 × DLL’、‘DLL × PM702’和‘PM687 × YW’的 F2 ~ 3群体以 4 个共有的标记作为

参照，将 6 个 Me 基因整合在一张图谱上，并将其定位在 P9 染色体上。尽管 Djian-Caporalino 找到

了多个与 Me3 连锁的标记，但是与 Me3 连锁较近的标记大多为 AFLP 标记和 SSCP（Single-stand 

conformation polymorphism）标记，且遗传图距相对较远。因此，本研究旨在找到与 Me3 更紧密连

锁的 SSR 标记，应用于分子标记辅助选择和 Me3 基因的图位分离，以加快辣椒抗线虫品种的选育

及 Me3 基因的研究利用进程。 

1  材料与方法 

1.1  材料及抗性鉴定 

以含 Me3 基因的抗病品种‘HDA149’为父本（来自中国农业科学院蔬菜花卉研究所），高感南

方根结线虫的感病品种‘8214’为母本（来自湖南省农业科学院蔬菜研究所），二者杂交配制 F2 群

体，分别以两亲本为轮回亲本配制的回交群体及 F3 群体为验证群体，以 F1 群体为对照群体。以茄

门甜椒（来自中国农业科学院蔬菜花卉研究所）为培养南方根结线虫的材料。本试验在中国农业科

学院蔬菜花卉研究所病害组实验室进行。2009 年 2 月至 5 月进行群体抗性鉴定，7 月至 11 月进行重

复鉴定。 

从本课题组温室继代保存南方根结线虫的辣椒根结上挑出线虫卵块，于 24 ℃的恒温箱中孵化线

虫后，接种于温室栽培的茄门甜椒上进行扩繁。 

参照 Djian-Caporalino 等（1999，2007）的辣椒南方根结线虫鉴定方法对辣椒群体进行抗感病鉴

定。辣椒种子催芽后播于育苗盘中，四叶期时移栽于 9 cm 的营养钵中。五叶期时在紧邻根系周围打

两个 2 cm 深的小孔，每植株接种 600 条二龄南方根结线虫，整个生长期注意控水和控温（18 ~ 28 

℃）。接种 60 d 后对植株进行抗性鉴定。先将辣椒根洗净，放入 0.1 g · L-1 的伊红黄中染色 30 min，

卵块被染成红色，然后调查每根系的卵块数（egg masses，EM），EM ≤ 5 时则为抗病单株；EM > 5

时则为感病单株；当 EM < 5，但根结数 ≥ 8 时，则为性状不确定植株，记录数据。从 F2 抗病单株

中挑取 20 株既没卵块也没根结的健壮植株，移栽到 15 cm 的营养钵中，繁育 F3 代。 

1.2  基因组 DNA 提取及抗感池的构建  

采用 CTAB 方法提取辣椒单株叶片总 DNA（李荣华 等，2009）。紫外分光光度计测定 DNA 浓

度和纯度，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测其质量，将模板 DNA 浓度调整到工作液浓度 25 ~ 50 ng · μL-1。 
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根据 F2 单株的抗性鉴定结果，随机选取表现极抗和极感单株各 10 株，将 DNA 等量混合组成抗

病池和感病池。 

1.3  PCR 扩增 

共筛选了 525 对引物（Huang et al.，2001；Lee et al.，2004；Ogundiwin et al.，2005；Yi et al.，

2006；Minamiyama et al.，2006；Nagy et al.，2007）。采用 20 μL 反应体系：10 × PCR buffer（含

Mg2+）2 μL，dNTPs（5 mmol · L-1）0.8 μL，primer 1（10 μmol · L-1）0.8 μL，primer 2（10 μmol · L-1） 

0.8 μL，模板 DNA（25 ~ 50 ng · μL-1）1.5 μL，Taq 酶（5 U · μL-1）0.2 μL，加 ddH2O 至 20 μL。扩

增程序：94 ℃ 4 min，（94 ℃ 45 s，55 ℃ 40 s，72 ℃ 90 s，34 个循环），72 ℃ 8 min，4 ℃保存至电

泳（胡勇胜 等，2007）。 

将胶模夹在电泳槽上，用 1%的琼脂糖凝胶封底，室温放置 30 min，制作 8%的非变性聚丙烯酰

胺凝胶，室温放置 1 h 使胶充分凝固，然后上样电泳，160 V 电泳 2 h，所用电泳缓冲液为 0.5 × TBE。

电泳结束后，小心取下凝胶，硝酸银染色，观察结果并拍照（胡勇胜，2007；朱玉丽，2007）。 

1.4  数据统计分析及标记验证 

  对 F2 分离群体的抗感单株进行扩增电泳，分析电泳条带数据，a 表示条带与父本相同，b 表示

条带与母本相同，h 表示条带是杂合型，u 表示条带不确定。利用 JoinMap 3.0 软件对条带数据进行

连锁分析，计算标记与基因间的遗传图距，并按 Kosambi 系数将其转化为 Centi-Morgan（cM），构

建抗线虫基因 Me3 基因的分子标记连锁图谱。运用筛选到的标记对 F3群体、回交群体 BC1S‘8214 × 

HDA149’×‘8214’和 BC1H‘8214 × HDA149’×‘HDA149’进行扩增分析，验证标记的有效性。 

2  结果与分析 

2.1  辣椒接种结果的统计与抗线虫的遗传分析 

作为对照的‘8214’、‘HDA149’和 F1 群体分别接种 30 株，接种 60 d 后，观察统计结果。‘8214’

全部表现感病，‘HDA149’和 F1 群体全部表现抗病。F2 群体接种 2 133 株，其中 1 499 株表现抗病，

453 株表现感病，不能确定抗感性状的植株 181 株不进行统计分析。结果表明，在该群体中，抗感

植株的分离比例为 3︰1（χ2，3.35 < 3.84。），表明辣椒抗根结线虫基因 Me3 为单显性抗性基因，进

一步证实了原有研究结果的正确性（Djian-Caporalino et al.，2001）。用于验证的回交群体 BC1S 接种

59 株，其中 34 株表现抗病，21 株表现感病，4 株不能确定抗感性状，抗感单株比例为 1︰1（χ2，

3.07 < 3.84）；回交群体 BC1H 接种 47 株，全部表现抗病；F3 群体接种 95 株，其中 82 株表现抗病，

13 株表现感病（表 1）。 

表 1  辣椒接种南方根结线虫 60 d 后的鉴定结果及分析 

Table 1  The conclusion and analysis of Capsicum annuum progenies inoculated with M. incognita after sixty days 

杂交组合 
Cross 

群体 
Progeny 

抗病植株数 
Number of resistant 
plants 

感病植株数 
Number of 
susceptible plants 

不确定的植株数 
Number of uncertain 
plants 

χ2 P 

8214 × HDA149 F1 30 0 0 – –

8214 × HDA149 F2 1 499 453 181 3.35 > 0.05 
8214 × HDA149 F3 82 13 0 – – 
F1 × 8214 BC1S 34 21 4 3.07 > 0.05 
F1 × HDA149 BC1H 47   0 0 – – 
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2.2  亲本间多态性引物的筛选 

  共筛选了 520 对 SSR（Simple sequence repeat）引物，两对 SCAR（Sequence-characterized amplified 

regions）引物，两对 SSCP 引物和 1 对 CAPS（Cleave amplified polymorphic sequence）引物，其中

284 对 SSR 引物和 1 对 SSCP 引物在‘HDA149’和‘8214’两亲本间具有多态性，多态性比例为

54.29%。 

2.3  Me3 基因分子标记连锁图谱的构建 

将由亲本初次筛选到的引物对抗、感池进行扩增分析，重复 5 次，选取 3 次以上扩增均表现相

同多态性的引物。结果显示，在抗病、感病池间仍表现有差异的引物有两对，SSCP_B322 和 EPMS658。

进一步用这两对引物对 F2 部分极抗、极感的单株进行扩增分析，结果显示与鉴定结果相一致，然后

用这两对引物对全部 F2 分离群体进行扩增分析（图 1，图 2）。分析电泳条带，用 JoinMap 3.0 软件

对数据进行连锁分析，SSCP_B322 和 EPMS658 标记位于 Me3 基因两侧，遗传图距分别为 0.56 cM

和 1.33 cM（图 3）。 

 

图 1  引物 SSCP_B322 在部分 F2 群体中的扩增图 

M：MarkerⅡ；H：HDA149；R：抗病池；S：感病池；T：8214；1 ~ 26：F2 群体上的部分单株扩增。 

Fig. 1  The PCR amplification pattern with primer SSCP_B322 in F2 population 

M：MarkerⅡ；H：HDA149；R：Resistant pool；S：Sensitive pool； 

T：8214；1–26：The PCR amplification pattern in F2 population. 

 

 

图 2  SSR 引物 EPMS658 在部分 F2 群体中的扩增图 

M：MarkerⅡ；H：HDA149；R：抗病池；S：感病池；T：8214；1 ~ 26：F2 群体上的部分单株扩增。 

Fig. 2  The PCR amplification pattern with SSR primer EPMS658 in F2 population 

M：MarkerⅡ；H：HDA149；R：Resistant pool；S：Sensitive pool； 

T：8214；1–26：The PCR amplification pattern in F2 population. 
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图 3  Me3 基因精细定位 

Fig. 3  Fine mapping of Me3 gene 

2.4  分子标记的验证 

  利用SSCP_B322和EPMS658标记对F3群体、回交群体BC1S和BC1H进行扩增分析。SSCP_B322

对 F3 群体的扩增结果显示，除了 1 株与鉴定结果不相符外，其它都与鉴定鉴定结果相一致；EPMS658

对 F3 群体的扩增结果与鉴定结果完全符合。两对引物对回交群体 BC1S 的扩增结果显示，除 1 株不

能确定抗病性状的单株外，SSCP_B322 对它的扩增结果表现为抗病，而 EPMS658 对它的扩增结果

表现为感病外，其它单株都与鉴定结果相一致；两对引物对回交群体 BC1H 的扩增结果与鉴定结果

相一致，全部表现为抗病。验证结果表明：SSCP_B322 和 EPMS658 标记的鉴定效率较高，可以进

行快速鉴定，有效用于辣椒抗线虫分子标记辅助选择育种。 

3  讨论 

  根结线虫是极难防治的土传性病害，同时线虫的侵染又可加重枯萎病、根腐病等土传性真菌病

害和部分细菌病害的发生。生产上常用的杀线虫药剂不仅费用昂贵而且严重污染环境，严重制约中

国无公害蔬菜生产的可持续发展。 

  在作物野生资源中广泛存在抗线虫基因，如番茄、马铃薯、辣椒、大豆、棉花、禾谷类作物等

多种植物的抗线虫基因已相继被发现或定位克隆。第 1 个被克隆的抗线虫基因是 Hs1pro-1，来源于甜

菜，抗甜菜胞囊线虫（Cai et al.，1997），随后番茄抗南方根结线虫 Mi 基因被克隆（Milligan et al.，

1998）。目前，Mi 基因家族共有 9 个，原来的 Mi 抗性位点表示为 Mi-1，新发现的抗性基因分别为

Mi-2、Mi-3、Mi-4、Mi-5、Mi-6、Mi-7、Mi-8、Mi-9（Ammiraju et al.，2003）。另一个来源于番茄的

抗线虫基因 Hero 对马铃薯胞囊线虫具有广谱的抗性（Ernst et al.，2002）。在大豆上已经命名的抗胞

囊线虫基因有 5 个，分别为 rhgl、rhg2、rhg3、Rhg4 和 rhg5。辣椒野生资源中也发现至少有 10 个

抗线虫基因，其中在 PM217 和 PM687 的双单倍体群体中发现 5 个抗线虫基因（Me1 ~ Me5）

（Djian-Caporalino et al.，2001）。经过长期的栽培驯化，这些野生植物抗线虫基因已通过自然杂交

渐渗到各类栽培品种中，形成了丰富的抗线虫种质资源，使利用抗线虫基因来控制线虫危害成为了

可能。 

  在辣椒抗线虫基因家族中，Me1、Me3 为广谱抗性基因，能抗南方根结线虫、花生根结线虫、

爪哇根结线虫等 3 种主要根结线虫，而 Me2、Me4、Me5 分别抗一种主要的根结线虫，或仅仅抗一

种线虫的某些株系（Castagnone-sereno et al.，1996；Bleve-Zacheo et al.，1998）。其中，Me3 为温度

不敏感型，其抗性的表达发生在侵染的早期，幼虫与根接触时即刻产生过敏性坏死反应，超微结构

观察证实 Me3 基因植株对线虫的侵染表现为侵染点附近的过敏性坏死，并在 42 ℃的高温下也能保

持完全活性；而 Me1 类似于番茄中的 Mi-1 基因，其抗性反应开始于幼虫在取食位点定居之后，反

应较慢，主要发生在线虫侵染后巨细胞形成的过程中，高温条件下其抗性部分丧失，即为温敏型基

因（Djian-Caporalino et al.，1999；Pegard et al.，2005）。因此，Me3 基因具有更广阔的应用前景。 
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  从辣椒抗线虫相关基因的分子遗传图谱中可以看出，Me3 与 Me1，Me4，Me7，Mech1 和 Mech2

同位于辣椒 P9 染色体上一个 28 cM 的“抗线虫基因族区域”，在此区域已定位 10 个标记，其中离

Me3 基因最近的 AFLP 标记为 0.9 cM（Kruijt et al.，2004；Djian-Caporalino et al.，2007）。本研究中

采用 BSA 方法，在前人研究的基础上对 Me3 基因图谱进行加密，找到 2 个与 Me3 基因紧密连锁的

分子标记 EPMS658 和 SSCP_B322，遗传图距分别为 0.56 cM、1.33 cM。SSCP_B322 在抗性单株上

只扩增出一种带型，而 EPMS658 扩增出两种，可区分杂合子和显性纯合子。另外，还运用回交群

体 BC1S、BC1H 和 F3 群体对 SSCP_B322 和 EPMS658 标记进行验证。验证结果显示：扩增结果与

抗性鉴定结果相符，证实两标记可有效、快速的应用于辣椒抗线虫分子标记辅助选择。同时，也为

下一步图位克隆 Me3 基因奠定了基础。 
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