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摘 要：本研究利用已知基因型的番茄材料，筛选出抗番茄黄化曲叶病Ty-3基因紧密连锁的分子标记SCAR1、抗枯萎病 I-2基
因紧密连锁的分子标记 SCAR2和抗根结线虫病Mi基因紧密连锁的分子标记 SCAR3，并应用这 3个分子标记建立能同时鉴定

Ty-3、I-2和Mi基因的多重PCR体系。经多次验证，扩增的特异性片段与单引物扩增片段一致，其结果准确可靠，可用于同时

对 3个抗病基因的鉴定。利用该体系对 300份番茄材料进行种质资源筛选，结果表明分子检测结果与接种鉴定结果几乎吻

合。本研究建立的多重PCR方法简易、高效、快速，为番茄抗病材料的筛选、分子标记辅助聚合育种工作奠定了基础。
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Simultaneous Identification of Ty-3, I-2, and Mi Genes by Multiple PCR and
Its Application on Tomato
LI Dongyan, XUE Dongqi, LI Jingfu*, XU Xiangyang, JIANG Jingbin
( College of Horticulture, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China)
Abstract：Tomato of known genotype was used in the study to identify tomato Ty-3 gene, I-2 gene and Mi gene,
which tightly linked to tomato yellow leaf curl virus disease- resistant gene Ty-3, tomato Fusarium wilt resistant
gene I- 2 and tomato root- knot nematode resistant gene Mi, respectively. We established a multi- PCR method
which can be utilized to identify these resistant genes in tomato simultaneously with the three SCAR makers. After
several times tests, the PCR products were completely correspond to the amplified bands produced by single SCAR
primer. The consistent results showed that three resistant genes could be identified simultaneously by using corre⁃
sponding primers under the adapted amplification conditions. We screened 300 different tomato germplasm using
the multi-PCR method. The results showed molecular detection was the same as vaccination identification. The tech⁃
nical procedure is very simple, efficient and fast. It could be useful for molecular marker assisted breeding and
screening of tomato resistant germplasm.
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番茄（Lycopersicon esculentum）是世界范围内

广泛种植的蔬菜之一，在世界农业经济和农业市

场中占有重要的地位。长期以来，番茄的生产受

到许多病害的影响。迄今为止已鉴定出 200多种

番茄病害，严重威胁我国番茄产业的发展 [1]。番茄

黄化曲叶病（tomato yellow leaf curl virus diseases,
TYLCD）于 1939～1940年在以色列首次发现 [2]，目

前在世界各地均有发生 [3-4]。该病害是造成番茄

减产和品质降低的最主要因素之一。目前没有
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防治 TYLCD的特效药物，最好的办法就是选育抗

病品种 [5]，其中 Ty-3基因是抗黄化曲叶病的主效

基因，因此被广泛应用于抗病品种的选育 [6]。番

茄枯萎病（Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici）也
是危害番茄生产的主要病害之一。1940年，Well⁃
man[7]发现番茄枯萎病菌存在生理小种分化现象，

并发现 3个生理小种 [8-10]，且在野生番茄中发现 I-
1、I-2、I-3 3个抗病基因 [11]。由于 I-2基因同时抗

生理小种 1和 2，因而在番茄抗病育种中受到重

视 [12]。根结线虫病 (root-knot nematode)严重危害作

物生产，寄主范围达 2 000多种 [13]。目前国际已经

报道的根结线虫有 80多种 [14]，我国报道的根结线

虫的有效种有 39种 [15]。番茄是对根结线虫最敏

感的作物之一，Mi基因具有广谱抗性，能够有效
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抵抗除北方根结线虫以外的其它 3种主要根结线

虫[16]，因此被主要应用于番茄抗根结线虫育种中。

多重 PCR这一概念由 Chamberian等 [17]率先于

1988年提出，广泛应用于基因诊断、病虫害检测、

植物分子育种、种质纯度鉴定及转基因检测等研

究。多重 PCR是指在一个反应体系中同时扩增

多个目的片段的 PCR技术。与单个 PCR相比具

有高灵敏度、高效率、低成本的特点，一经提出便

得到众多研究者的青睐 [18]，但多重 PCR对引物浓

度、Mg2+浓度、Taq DNA聚合酶浓度、dNTP浓度、

反应的循环参数（包括退火温度、退火及延伸时

间等）等实验条件要求及其严格。

目前，多重 PCR技术已被广泛应用于番茄抗

病育种研究，如利用多重 PCR技术同时鉴定 Cf-9
和 Tm-1基因 [19]、Ty-1和Mi基因 [20]、Ty-2和 Ty-3基
因 [21]、Ty-1、Ty-2、Mi和 Cf-5基因 [22]、Ty-2、Ty-3和
I-2基因 [23]等，这些都能有效提高育种效率，对促

进多抗品种选育起很大作用。但能同时鉴定抗番

茄黄化曲叶病、枯萎病和根结线虫病的多重 PCR
技术体系目前未见报道。为了更好地利用已开发

的番茄抗病基因，在前人研究的基础上，本研究

利用 Ty-3、I-2和 Mi基因紧密连锁的 SCAR分子

标记建立了能同时检测这 3种抗病基因的多重

PCR技术体系，以应用于番茄分子标记辅助选择

育种中对这 3种基因型材料的同时筛选，提高选

择效率，节省人力物力，降低实验成本。

1 材料与方法

1.1 材料

实验所用番茄材料序号及基因型如表 1所示。

其中 1号为不含任何抗病基因的Moneymaker，2～4
号为高代纯合自交系，5号为 4号（母本）和 2号（父

本）杂交所得 F1材料，6号为 4号（母本）和 3号（父

本）杂交所得 F1材料。其中 1号来自 TGRC（Tomato
Genetics Resource Center）；3号为课题组保存；2号、4
号从亚洲蔬菜研究发展中心（Asian Vegetable Re⁃
search and Development Center，AVRDC）引进。1～
300为本课题组保存的番茄自交系。

1.2 引物

表 1 试验所用材料及基因型

序号

1
2
3
4
5
6

材料

Moneymaker
13065
14550
14621

(14621×13065) F1
(14621×14550) F1

来源

TGRC
亚蔬中心 (AVRDC)
东农番茄研究所

亚蔬中心 (AVRDC)
东农番茄研究所

东农番茄研究所

基因型

mi∕mi
mi∕mi
mi∕mi
Mi∕Mi
Mi/mi
Mi/mi

ty-3∕ty-3
Ty-3∕Ty-3
ty-3∕ty-3
ty-3∕ty-3
Ty-3∕ty-3
ty-3∕ty-3

i-2∕i-2
I-2∕I-2
i-2∕i-2
i-2∕i-2
I-2∕i-2
i-2∕i-2

表 2 所用引物序列

标记

SCAR1

SCAR2

SCAR3

连锁基因

Ty-3

I-2

Mi

退火温度（℃）
58

53

57

引物序列

F: 5'—GGTAGTGGAAATGATGCTGCTC—3'
R: 5'—GCTCTGCCTATTGTCCCATATATAACC—3'
F: 5'—ATTTGAAAGCGTGGTATTGC—3'
R: 5'—CTTAAACTCACCATTAAATC—3'
F: 5'—TTCTCTAGCTAAACTTCAGCC—3'
R: 5'—TTTTCGTTTTTCCATGATTCTAC—3'

番茄抗黄化曲叶病 Ty-3基因的 SCAR标记引

物参照 Ji Y等 [24]的设计，番茄抗枯萎病基因 I-2的
SCAR标记引物设计参照 Simons等 [25]的设计，番茄

抗根结线虫基因 Mi的 SCAR标记引物参照 Wil⁃

liamson等 [26]设计。不同基因型材料的特异性引物

序列及其扩增片断见表 2和表 3，引物均由北京六

合华大基因科技有限公司合成。

1.3 DNA提取及单基因PCR扩增体系

采用快提 DNA的方法。取幼嫩、干净、无病

的番茄材料 2 g装入灭过菌的 1.5 mL离心管，在液

氮下研磨成粉末，加入 300 μL 0.4 mol/L NaOH，沸

水浴 1 min，10 000 r/min离心 2 min，用移液枪吸取

75 μL上清液于新离心管中，并加入 450 μL 0.1
mol/L Tris-cl(pH=8)，-20℃冰箱中保存备用。

用于 PCR反应的所有药品均购自康为世纪公
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司。用于单基因扩增的 PCR反应体系为 25 μL，
包括 DNA模板（浓度）2 μL，上下游引物各 1 μL
（10 mmol/L），Taq 酶 1 U，2.5 mmol/L 的 dNTP 2
μL，10×buffer 3 μL(含Mg2+)。扩增程序为：94℃预

变性 5 min，(94℃变性 30 s，Tm退火 1 min，72℃延

伸 1 min)38 个循环，72℃延伸 10 min，4℃保存。

PCR产物于 1.2％琼脂糖凝胶。

1.4 多重PCR体系的建立

多重 PCR总体系为 25 μL，包括 DNA模板 2
μL，SCAR1上下游引物各 1 μL，SCAR2上下游引

物各 0.8 μL，SCAR3 上下游引物各 0.86μL，2.5
mmol/L 的 dNTP 2 μL，Taq酶 1 U，10×buffer 4 μL
(含Mg2+)。扩增程序为：94℃预变性 5 min，（94℃变
性 30 s，57℃退火 1 min，72℃延伸 1 min）×15个循

环，（94℃变性 30 s，54℃退火 1 min，72℃延伸 1.5
min）×17个循环，72℃延伸 10 min，4℃保存。PCR
产物于 1.2％琼脂糖凝胶。

2 结果与分析

2.1 与 Ty-3基因紧密连锁特异标记片段的获得

经 SCAR1标记特异引物扩增后，含抗病纯合

基因 2号材料扩增出 450 bp特异片段，含抗病杂

合基因的 5号材料扩增出 450 bp和 320 bp特异片

段，其余感病材料扩增出 320 bp的特异片段（图

1），且此基因的带型亮度几乎一致，但出现了引

物二聚体和脱带现象，但是不影响对此基因型的

鉴定，因此该方法能够应用于分子标记辅助育种

中对 Ty-3基因的选择。

2.2 与 I-2基因紧密连锁特异标记片段的获得

经 SCAR2标记特异引物扩增后，含抗病纯合

基因 2号和抗病杂合基因的 5号材料扩增出 960
bp特异片段，其余感病材料无特异性片段扩增

（图 2），对此基因的鉴定效果比较理想，带型亮度

比较好，没有出现脱带现象且引物二聚体也不是

很明显。因此该方法能够应用于分子标记辅助育

种中对 I-2基因的选择。

2.3 与Mi基因紧密连锁特异标记片段的获得

经 SCAR3标记特异引物扩增后，含纯合抗病

基因的 4号材料和杂合抗病基因 5号和 6号材料

扩增出 720 bp特异片段，其余感病材料无特异性

片段（图 3），对此基因型的鉴定效果较前两个基

因鉴定效果都好，带型亮度各方面效果都比较理

表 3 不同基因型及其 SCAR标记扩增的特异性片段

标记

SCAR1

SCAR2

SCAR3

基因型

Ty-3/Ty-3

Ty-3/ty-3

ty-3/ty-3

I-2/I-2

I-2/i-2

I-2/i-2

Mi/Mi

Mi/mi

mi/mi

扩增产物（bp）
450

450/320
320
960
960
无

720
720
无

 

450bp 
320bp 

图 1 SCAR1标记特异引物扩增

注：M：DL2000 DNA marker; M: DL2000 DNA marker;
1～6：Moneymaker、13065、14550、14621、(14621×13065) F1、

(14621×14550) F1 

 

960bp 

图 2 SCAR2标记特异引物扩增

注：M：DL2000 DNA marker; M: DL2000 DNA marker;
1～6：Moneymaker、13065、14550、14621、(14621×13065) F1、

(14621×14550) F1

 

720bp 

图 3 SCAR3标记特异引物扩增

注：M：DL2000 DNA marker; M: DL2000 DNA marker;
1～6：Moneymaker、13065、14550、14621、(14621×13065) F1、

(14621×14550) F1
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想。因此，该方法能够应用于分子标记辅助育种

中对Mi基因的选择。

2.4 Ty-3、I-2和Mi基因多重PCR技术的建立

经 SCAR1、SCAR2、SCAR3正反引物扩增后，

含抗病基因的 5号材料扩增出 450 bp、320 bp、720
bp和 960 bp四条特异性片段；含纯合 I-2和 Ty-3
基因的 2号材料扩增出 960 bp和 450 bp两条特异

性片段；含纯合 Mi基因的 4号材料扩增出 720 bp
和 320 bp两条特异性片段，不含任何抗病基因的

材料扩增出 320 bp特异性片段（图 4）。结果表

明，利用该多重 PCR技术能够扩增出每个引物的

目标条带，因此应用该多重 PCR技术可以同时鉴

定 Ty-3、I-2和Mi基因。

2.5 利用多重 PCR技术对 300份番茄材料的基

因型进行鉴定

利用本研究建立的多重 PCR技术对东北农业

大学番茄研究所已经过接种鉴定的 300份番茄材

料（15001～15300）进行基因型鉴定。图 5（部分

材料基因型）所示，15020、15021、15022、15023、
15024、15026、15027、15031和 15032含杂合 Ty-3
基因，15025、15028、15029与 15030不含 Ty-3基
因 ，15020、15021、15022、15023、15024、15025、
15026、15027、15029、15030、15031和 15032含 I-2
基因，15020、15021、15022、15023、15024、15025、
15026、15027含Mi基因。此鉴定结果与田间接种

鉴定结果几乎一致（表 4）。其中 15020在分子标

记检测中是抗黄化曲叶病（含 Ty-3），而在田间接

种却表现感病（S），15026在分子检测中是抗枯萎

病菌（含 I-2），而在田间接种表现为感病（S）。因

此该多重 PCR体系能够应用于分子标记辅助育

种的选择，在苗期就能对植株的基因型进行鉴

定。综上所述，分子标记技术可在育种中用于对

材料进行抗性的辅助筛选，能够缩短育种年限，

降低工作量。

 

 

960bp 

720bp 
450bp 

320bp 

图 4 Ty-3、I-2和Mi基因多重 PCR扩增结果

注：M：DL2000 DNA marker; M: DL2000 DNA marker;
1～4：(14621×13065) F1、13065、14621、Moneymaker  

960bp 

720bp 

450bp 

320bp 

图 5 利用多重 PCR技术对种质资源进行鉴定结果

注：M：DL2000 DNA marker; 1～13:15020～15032；
M: DM2000 DNA marker; 1～13:15020～15032

表 4 田间接种鉴定结果

编号

15020
15021
15022
15023
15024
15025
15026

TY病毒

S
R
R
HR
R
S
R

枯萎病菌

R
HR
R
HR
R
R
S

根结线虫

HR
R
R
HR
R
R
R

编号

15027
15028
15029
15030
15031
15032

TY病毒

R
S
S
S
HR
R

枯萎病菌

R
S
R
R
HR
R

根结线虫

HR
S
S
S
S
S

3 讨 论

随着分子标记技术的发展与成熟，应用分子

标记辅助选择多抗番茄品种加速了番茄育种进

程，对提高番茄品质与产量具有重要意义，因此

具有广阔的应用前景。多重 PCR具有高灵敏度、

高效率、高覆盖率、低实验成本、低工作量、加速

实验进程等优点，是植物生物学研究的核心技术,

该技术具有多方面的应用。2011年，赵芹等 [27]根

据小西葫芦黄花叶病毒、番木瓜环斑病毒和黄瓜

花叶病毒的外壳蛋白基因保守区序列设计了特异

引物，建立了能同时检测以上 3种病毒的多重

PCR检测体系。2013年，邱良焱等 [28]以转 Bar、Bt
基因的双抗稻米为试验原料，针对其水稻内源基

因 SPS和外源基因设计多重 PCR检测体系，成功

地应用该体系快速地检测出原料中的全部 6条目



2期 李冬艳等：番茄Ty-3、I-2和Mi基因多重PCR体系的建立与应用 43

标基因。在种质纯度及相关资源材料的鉴定、植

物分子育种、植物基因表达研究等方面也有广泛

应用，且正与当代的先进技术结合逐渐成为分子

育种中重要的研究方法。

番茄黄化曲叶病、枯萎病和根结线虫病是近

年来番茄生产上逐年加重的重要病害，且各病害

的生理小种分化极快，而采用常规育种费时、费

力，还需要较大面积的试验田。近年来在作物育

种中常采用分子标记辅助育种与常规育种相结

合。在分子标记辅助育种中常采用的一项技术是

多重 PCR技术，此技术高效、快速、准确，能在植

物苗期对大量材料的基因型进行筛选，不受气候

环境因素的影响且不影响作物的生长，大大缩短

了育种年限，为育种工作节约了大量时间。

本实验采用快速提取 DNA方法，且利用 Ty-
3、I-2和Mi的 SCAR标记的显性或共显性标记构

建多重 PCR体系，无需酶切，只需一次 PCR和一

次电泳即可完成对 3种抗病基因的鉴定，省时、省

工、降低成本。本实验所构建的多重 PCR体系，

可为多基因鉴定及分子标记辅助选择育种提供极

大便利。但本研究所提取的 DNA浓度低，虽可以

用于 PCR的快速扩增，但能否应用于其他分子生

物学试验，还需进一步验证。
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