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分子标记辅助选择改良玉米自交系
昌7-2的丝黑穗病抗性

邸 宏，宫程旭，孙培元，刘显君，王振华
(东北农业大学农学院/教育部寒地粮食作物种质创新与生理生态重点实验室，哈尔滨 150030)

摘 要：选取 5个与 bin2.09主效抗病位点紧密连锁的分子标记，利用含主效抗病位点的黄早四近等基因系

1JD006为供体亲本，开展连续回交分子标记辅助选择育种，定向改良玉米自交系昌7-2的丝黑穗病抗性。结果表

明，标记3M1-25选择效率最高，其次为标记MZA6393。结合分子标记辅助选择和田间接种鉴定，在BC2F2群体中筛

选出背景回复率大于理论值87.50%的6个单株，BC3F2世代中筛选出背景回复率大于理论值93.75%的12个单株，其

中6株回复率≥96.92%，田间接种发病率均低于40%。筛选出的6个BC3F3家系中除4JZ574-01外在主要农艺性状上

与轮回亲本无显著差异。
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Improving Head Smut Resistance in Maize Inbred Line
Chang7-2 by Marker Assisted Selection

DI Hong, GONG Cheng-xu, SUN Pei-yuan, LIU Xian-jun, WANG Zhen-hua
(Agricultural College, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China)

Abstract: Five molecular markers closely linked to major resistance loci of head smut in bin2.09 area, were
used in this study including 3 STS markers and 2 dCAPS markers. The resistant near-isogenic line 1JD006, which
was developed from the susceptible line Huangzao4 and the resistant line Mo17 carrying the major resistance QTL,
was used as the resistant donor to improve the susceptible line Chang7-2 combing the marker assistant selection
and backcross breeding method. The results showed that 3M1-25 was the optimal molecular marker with the highest
selection efficiency, and next was marker MZA6393. Six plants with high background recovery rates(>87.5% ) in
BC2F2 population were selected. Twelve plants were selected from BC3F2 population with the recovery rates above
96.92%. The field incidence of them were below 40%. Except line 4JZ574-01, the main agronomic traits of the oth⁃
er lines in BC3F3population were similar to Chang7-2.
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由 丝 轴 黑 粉 菌 [Sphacelotheca reiliana(Kühn)
Clint.]引起的玉米丝黑穗病是我国北方春玉米区的

主要病害之一，属于绝产性病害[1]。该病自 1919年

在我国东北首次报道以来，扩展蔓延很快，一旦发

病，单株颗粒无收，选育抗病的玉米新品种已成为东
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北区域玉米育种工作者的主要目标[2]。常规方法主

要通过回交对种质进行改良，至少需要回交 6代以

上，且选择上具有一定的不确定性 [3]。对丝黑穗病

的抗性鉴定必须在田间人工接种条件下才能进行，

至玉米乳熟期方可获得相对准确的鉴定结果，存在

耗时长、效率低等问题，限制了抗病种质的有效选

择。利用分子标记辅助选择可缩短选育时间，提高

选择效率，回交2～3代即可选出高背景回复率的新

种质。

玉米自交系昌7-2是黄改系中表现较为突出的

自交系，具有配合力高、适应性广、综合农艺性状好

等特点，是我国北方春玉米区育种和生产应用的骨



干自交系。育成的杂交种达几十个，包括种植面积

较大的杂交种郑单958(郑58×昌7-2)，为我国玉米新

品种选育做出了巨大贡献[4]。该自交系高感丝黑穗

病，极大限制了其应用价值。

玉米对丝黑穗病的抗性属于多基因控制的数量

性状，研究者利用高抗自交系Mo17及其衍生系，与

高感自交系黄早四创制不同的群体，将主效抗病位

点定位在第 2染色体上的 bin2.09区域，可以解释

35%左右的表型变异，进而克隆了编码细胞壁受体

激酶的 ZmWAK抗病基因 [5～7]。针对该主效抗病位

点，研究者开发了与之紧密连锁的STS、SSR、dCAPS
等不同类型的分子标记，如 MZA6393、3M1- 25、
umc1525、dCAPS1、LSdCAP2等[8]。

本研究以昌7-2为轮回亲本，以含Mo17供体抗

病主效位点的黄早四近等基因系为供体亲本，采用

回交手段，借助分子标记辅助选择和田间接种鉴定

相结合的选择方法，进行丝黑穗病抗性改良，明确不

同标记的选择效率，同时筛选出抗丝黑穗病昌 7-2
改良系，为玉米抗丝黑穗病分子辅助育种提供理论

和材料支持。

1 材料与方法

1.1 供试材料

玉米自交系昌7-2，高感丝黑穗病，田间平均发

病率 95%；1JD006是以Mo17为抗病供体创制的黄

早四近等基因系，含有 bin2.09主效抗病位点，背景

回复率为 98.0%，中抗丝黑穗病，田间平均发病率

7.69%，由本课题组创制[9]。自交系黄早四和Mo17，
是高感和高抗丝黑穗病的代表性自交系，田间平均

发病率分别为 87.5%和 1.0%。试验材料及其在

2012～2014年田间接种丝黑穗病发病率信息均由

东北农业大学农学院玉米课题组提供。

1.2 昌7-2回交群体的创建

轮回亲本昌 7-2与供体亲本 1JD006杂交，所得

的F1代与轮回亲本回交，获得BC1F1世代种子。2014
年春季，田间菌土法人工接种条件下种植BC1F1世代

群体280株，利用分子标记检测带型为杂合、抗病且

田间农艺性状表现优良的植株作为入选单株，与轮

回亲本回交获得BC2F1世代种子。2015年春季人工

接种条件下种植BC2F1世代群体，作为分子标记选择

效率的分析群体。利用分子标记进行前景选择，对

含有主效抗病位点纯合的单株同时进行回交和自

交，至乳熟期，调查分离群体单株发病情况，选择基

因型与表型均表现抗病的单株回交和自交进行收

获，得到BC3F1和BC2F2群体；海南继续自交加代得到

BC3F2和BC2F3群体。2016年春季在哈尔滨于田间人

工接种的条件下分别种植BC2F2和BC3F2群体，优良

单株自交得到BC3F 3群体。2017年同样地点同样条

件下种植 BC3F3家系。各世代家系每小区种植 42
株，3次重复，其中，BC2F1、BC3F1和BC3F2群体用于分

子标记选择效率分析，BC2F2、BC3F2、BC2F3和BC3F3群

体用于抗病种质的鉴定和筛选。

1.3 分子标记辅助选择

根据已有文献报道及试验室前期筛选结果，本

研究选取 5个与主效抗丝黑穗病位点(bin2.09)紧密

连锁且在抗、感亲本间均存在多态性的分子标记，包

括 3个 STS标记 (MZA6393、1M2-9、3M1-25)和 2个

dCAPs标记(LSdCAP2、LSdCAP3)，用于试验的前景

选择及分子标记选择效率的分析 (表 1)。利用

MaizeGDB网站(http://www.maizegdb.org/ssr.php)在玉

米基因组上随机、均匀地选择了370个SSR标记，从

中筛选出在昌 7-2和 1JD006之间具有多态性的标

记用于背景回复率分析。

表1 5个与玉米bin2.09主效抗丝黑穗病位点连锁的分子标记

Table 1 Five molecular markers linked to the major resistance loci in bin2.09 for head smut in maize
标记名称

Marker
MZA6393

1M2-9

3M1-25

LSdCAP2

LSdCAP3

标记类型

Type of marker
STS

STS

STS

dCAPS

dCAPS

标记来源

Origin of marker
Xu等(2010)

Xu等(2010)

Xu等(2010)

Di等(2015)

Di等(2015)

引物碱基序列(5’-3’)
Sequence of primer (5’-3’)

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

GTATTTCTACCAGCGTGGCCT
GACAAGCTGCAGATCGAAGA
TCGTGACGGACCTGTAGTGC
TCGCGGTTCAGAAGAACAAC
GCTAGATAGCTGCTTCTTCC
GTACCTACGATTCGGCAGAA
TACATTGATATTTGCCACACGAAT
CAAATCAACGAGTGATTTACTGCA
GGCTGCGCCGTGAGATACT
GCTCTCGATCTGTCCTTGTCACCA
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玉米长至 3叶 1心期时CTAB小量法提取叶片

总 DNA，PCR 反应体系为 20 μL，含 10×Taq Buffer
2 μL，dNTP(2.5 mmol/mL)2 μL，上下游引物(20 μmol/L)
各 0.5 μL，模板 DNA(20 ng/μL)3 μL，Taq(5 U/μL)
0.5 μL，用超纯水补足体系。PCR反应程序为，94℃
预变性 5 min；94℃变性 45 S，低温退火，72℃延伸

1 min，共进行 35 个循环；最后 72℃延伸 10 min。
STS、SSR 和 dCAPS 标记的低温退火分别为 57℃
2 min、56℃ 45 S和55℃ 40 S。dCAPS标记PCR产物

的酶切反应体系为 10 μL，包含超纯水 5.6 μL，Buf⁃
fer 0.7 μL，限制性内切酶 0.7 μL(LSCAP2和LSCAP3
标记内切酶分别为PstI和BsrI)，PCR产物3 μL，反应

时间为1 h。STS标记的PCR产物用浓度为3%的琼

脂糖凝胶电泳检测，SSR标记的PCR产物和 dCAPS
标记的酶切产物均用 8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测，银染显色。

1.4 丝黑穗病菌的田间接种及鉴定

田间种植采取随机区组设计，2行区，行长5 m，

每行 21株，行距 65 cm，株距 25 cm，3次重复。采集

前一年的病瘿置于通风干燥处越冬，播种前一周将

菌粉抖落，用 40 目铜筛过滤获得冬孢子，按照

1:1 000与细土混合。播种时在种子上先覆盖菌土

100 g左右，再覆盖田土。至乳熟后期调查并记录单

株丝黑穗病的发病情况，计算小区发病率(病株数/
总株数×100%)，统计 3次重复的平均值。收获期每

个小区中随机选取5株进行相关农艺性状调查。

1.5 数据的处理及分析

试验中所得到的全部数据采用Excel 2003进行

初步整理，使用统计分析软件 SAS 9.2进行方差分

析，多重比较采用邓肯氏新复极差检验法。

2 结果与分析

2.1 分子标记在不同群体中的选择效率分析

包含 728个单株的BC2F1世代群体、271个单株

的BC3F1和 271个家系的BC3F2群体，用于分子标记

选择效率的分析。考虑到主效抗丝黑穗病位点

(bin2.09)所能解释的表型变异约为 35%，本试验采

取抗(发病率≤40%)与感(发病率>40%)两种表型对

田间接种条件下试验材料的丝黑穗病抗性进行区

分，分子标记检测中与抗病供体1JD006一致的带型

记为抗病基因型。利用分子标记在不同回交群体中

所有单株的抗病基因型株数以及这些单株在田间接

种条件下的抗性表型株数(或株系数)之间的比值，

反映各标记的选择效率。

表2 分子标记在BC2F1世代分离群体中的选择效率

Table 2 Selection efficiency of markers in BC2F1 population
序 号

No.
1
2
3
4
5

注：选择效率=抗病表型株数/抗病基因型株数×100%。

Note: Selection efficiency= No. of plants with resistance phenotype/No. of plants with resistance genotype×100%.

分子标记

Marker
MZA6393
3M1-25
1M2-9
LSdCAP2
LSdCAP3

抗病基因型株数(株)
No. of plants with resistance genotype

291
298
297
277
280

抗病表型株数(株)
No. of plants with resistance phenotype

237
243
230
209
189

选择效率(%)
Selection efficiency

81.44
81.54
77.44
75.45
67.50

表3 分子标记在BC3F1世代分离群体中的选择效率

Table 3 Selection efficiency of markers in BC3F1 population
序 号

No.
1
2
3
4
5

注：选择效率=抗病表型BC3F2家系数/BC3F1中抗病基因型株数×100%。

Note: Selection efficiency= No. of lines with resistance phenotype in BC3F2/No. of plants with resistance genotype in BC3F1×100%.

分子标记

Marker
MZA6393
3M1-25
1M2-9
LSdCAP2
LSdCAP3

BC3F1中抗病基因型株数(株)
No. of plants with resistance genotype in BC3F1

147
144
144
160
178

抗病表型BC3F2家系数

No. of lines with resistance phenotype in BC3F2

141
140
136
147
147

选择效率(%)
Selection efficiency

95.92
97.22
94.44
91.88
82.58



由表2可见，分子标记MZA6393、3M1-25、1M2-9、
LSdCAP2和 LSdCAP3的符合率，在 BC2F1世代群体

中 分 别 为 81.44% 、81.54% 、77.44% 、75.45% 和

67.50% ；在 BC3F1 世 代 群 体 中 分 别 为 95.92% 、

97.22%、94.44%、91.88%和 82.58%(表 3)。其中，标

记 3M1-25的选择效率最高，其次为MZA6393，LSd⁃
CAP3的选择效率最低。

2.2 昌7-2回交群体中的纯合抗病单株的筛选

2.2.1 分子标记辅助筛选纯合抗病单株

利用选择效率最高的分子标记3M1-25对包含

54个家系的BC2F2和271个家系的BC3F2群体进行检

测，与抗病供体1JD006一致的带型记为纯合抗病基

因型，与感病亲本昌 7-2一致的带型记为纯合感病

基因型，兼具二者的带型为杂合抗病基因型(图 1)，
在 BC2F2世代中 12 株纯合抗病基因型的单株，在

BC3F2世代中筛选到13株纯合抗病基因型的单株。

注：M为Trans2KR DNA Marker；1～22为BC2F2 and BC3F2群体中的单株；R为抗病亲本1JD006；S为感病亲本昌7-2。
Note: M, Trans2KR DNA Marker; 1-22, single plants in BC2F2 and BC3F2; R, resistant line 1JD006; S, susceptive line Chang7-2.

图1 标记3M1-25对BC2F2和BC3F2群体部分单株的基因型检测

Fig.1 Genotype results of marker 3M1-25 in BC2F2 and BC3F2 population
2.2.2 纯合抗病单株背景回复率分析和田间接种

鉴定

在轮回亲本昌7-2与抗病亲本1JD006之间筛选

到65个SSR标记存在多态性，用于对含纯合主效抗

病位点的BC2F2和BC3F2世代单株进行背景回复率分

析 。 在 BC2F2 群 体 中 背 景 回 复 率 大 于 理 论 值

(87.50%)的单株有 6株，BC3F2世代中背景回复率大

于理论值(93.75%)的单株有12株，其中，6株回复率

大于96.92%。上述单株分别自交加代至BC2F2世代

和BC3F3世代后进行田间接种鉴定，平均发病率均低

于40%，表现为抗病，与轮回亲本昌7-2相比发病率

平均降低89%左右(表4)。
表4 含有纯合主效抗病位点的BC2F2和BC3F2单株背景回复率和田间发病率分析

Table 4 Background recovery rate and incidence rate analysis of the single plants in
BC2F2 and BC3F2 population with homozygous resistance loci

群 体

Population
BC2F2

BC3F2

注：回复标记数指基因型与昌7-2一致的分子标记数，回复率=回复标记数/标记总数×100%。

Note: Number of recovery markers means the markers showing the same genotype with Chang 7-2, and recovery rate means the ratio of number of
recovery makers and total number of markers.

序 号

No.
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

单株编号

Single plant No.
13HS1307
13HS1323
13HS1326
13HS1302
13HS1291
13HS1306
4JZ574-01
4JZ574-02
4JZ574-09
4JZ535-02
4JZ555-07
4JZ560-12
4JZ569-01
4JZ535-13
4JZ555-01
4JZ584-01
4JZ584-06
4JZ652-15

标记总数

Total number of markers
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65

回复标记数

No. of recovery makers
57
57
57
55
51
51
62
62
62
61
61
61
60
60
60
60
57
57

回复率(%)
Recovery rate

93.84
93.84
93.84
92.31
89.23
89.23
97.69
97.69
97.69
96.92
96.92
96.92
96.15
96.15
96.15
96.15
93.84
93.84

田间发病率(%)
Incidence rate

6.40
9.80
4.40
2.40
4.30

10.00
6.00
5.40
3.90
6.20
2.00
4.20
8.50

10.80
7.20
2.20
3.60
6.40
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2.3 含纯合主效抗病位点BC3F2家系的农艺性状

评价

利用 t检验对含有纯合主效抗病位点且背景回

复率≥96.92%的6个BC3F3家系与其轮回亲本昌7-2

进行农艺性状的差异分析(表5)。除家系4JZ574-01
在株高、穗位高和穗粗上显著或极显著降低，其余家

系在调查的农艺性状上与轮回亲本无显著差异。

表5 含纯合主效抗病位点的BC3F3家系与轮回亲本昌7-2农艺性状的差异比较

Table 5 Comparison of agronomic traits between BC3F3 lines with the homozygous
major resistance loci and recurrent parent Chang 7-2

家 系

Line

4JZ574-01
4JZ574-02
4JZ574-09
4JZ535-02
4JZ555-07
4JZ560-12
昌7-2
注：*、**分别代表在0.05和0.01水平上显著。

Note: * and ** indicated significances with a probably level of 0.05 and 0.01, respectively.

株 高

(cm)
Plant height
173.00±3.00*
181.67±3.51
187.00±6.00
193.67±7.37
192.00±6.00
197.67±6.51
185.33±5.03

穗位高

(cm)
Ear height

65.00±2.00**
78.67±4.73
75.00±5.57
86.33±6.03
82.67±4.04
85.33±4.62
79.33±3.06

雄穗分枝数(个)
No. of tassel
branch

17～19
17～19
18～22
18～20
17～21
17～19
17～21

穗 长

(cm)
Ear length
10.20±0.46
9.43±0.71

10.03±0.40
9.73±0.64

11.10±0.95
10.73±1.07
10.33±0.83

穗 粗

(cm)
Ear diameter
4.23±0.13*
4.38±0.17
4.36±0.10
4.45±0.06
4.29±0.03
4.31±0.07
4.35±0.09

轴 粗

(cm)
Aix diameter
2.72±0.05
2.89±0.07
2.86±0.07
2.86±0.06
2.78±0.03
2.82±0.06
2.88±0.08

穗行数

(行)
Ear rows

16
16～18

16
16～18

16
16

16～18

百粒重(g)
100-seeds
weight
24.75±0.64
25.81±0.42
25.08±0.52
26.44±0.62
25.46±0.71
26.59±0.41
25.62±0.65

3 结论与讨论

利用与目标基因连锁或根据目标基因序列开发

的分子标记，对种质资源直接进行基因型选择，通过

回交将供体材料中的重要基因转移到目标材料中改

良其个别性状，已经广泛应用到了基因聚合和基因

渗入等育种实践中[10]。其中，广泛使用的连锁分子

标记，是来自于不同亲本构建的分离群体QTL 定位

的结果，选择的可能不是最优等位基因，且与目标基

因的连锁程度也不一样，将其应用于不同的遗传背

景中，追踪目标基因的有效性必然会有所不同。陈

芳等评价了 8个与抗小麦白粉病基因PMch1357连

锁的STS和CAPS标记在育种中的有效性与实用性，

筛选出4个标记基因型与表型的符合率均达到93%
以上，可用于育种实践 [11]。本研究中选用的 5个与

bin2.09主效抗丝黑穗病位点紧密连锁的分子标记，

在昌7-2背景中标记3M1-25选择效率最高。因此，

在不同遗传背景中使用分子标记辅助选择，有必要

对其选择效率进行检验。

塘四平头类群玉米自交系进行抗病抗性改良具

有重要意义 [10]。本研究以塘四平头血缘的自交系

昌 7-2为目标，利用筛选出的高选择效率分子标记

3M1-25进行辅助选择，在BC2F2和BC3F2世代分离群

体中筛选出了一批含有纯合抗病位点、背景回复率

高、田间抗性评价为中抗以上且农艺性状表现优良

的单株。利用对单一抗性位点的分子标记辅助育种

技术筛选出的改良单株，丝黑穗病的田间发病率较

原始材料昌7-2降低了89%左右。自交系自身的遗

传背景对改良效果有显著影响。将对优良单株进一

步自交，并配制杂交组合，多年多点在田间和室内接

种条件下分析其遗传特性，评价其育种价值。

本研究结果表明，与bin2.09主效抗丝黑穗病位

点紧密连锁的分子标记 3M1-25选择效率最高。利

用标记辅助选择结合田间接种鉴定，在BC2F2群体中

筛选出背景回复率大于理论值 87.50%的 6个单株，

BC3F2群体中筛选出背景回复率≥96.92%的 6个单

株，田间平均发病率均低于 40%；除家系 4JZ574-01
外的 5个BC3F3家系在农艺性状上与轮回亲本基本

一致。
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