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·实验研究·
甘蓝型油菜芥酸含量的 SSR 标记分析 *

王国槐 陈光尧 张振乾 官春云 陈社员
（湖南农业大学油料所 湖南 长沙 410128）

摘要 目的：探讨高芥酸材料与低芥酸材料杂交效果，为促进高芥酸油菜育种的研究。方法：采用高芥酸材料与低芥酸材料杂交的

F2 群体作为材料，研究其遗传性状，并对亲本间的芥酸含量进行了 SSR 标记分析。结果：发现 F2 群体中的单株芥酸含量受两对

基因控制，其遗传规律符合由一对基因控制的分离比例，得到 CB10364、Ra2-E12 两个共显性标记。结论：CB10364 标记与芥酸含

量紧密连锁，单株带型为 CB10364-a 的芥酸含量 <6%，单株带型为 CB10364-h 的芥酸含量 6%～36%，带型为 CB10364-b 的芥酸

含量 >36%，能较好的区分群体的芥酸含量，该结果可促进高芥酸油菜的育种研究。
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前言

芥酸是重要的工业原料[1]，主要从高芥酸菜籽油中提取。我

国是芥酸主要生产国，年产量约占全世界的 1/3。然而，从 20 世

纪 80 年代油菜生产开始双低化，使高芥酸菜籽油的供应变得

越来越短缺，芥酸生产企业正面临着严重的原料危机[2]。因此，

有必要高度重视高芥酸油菜新品种的选育和生产[3]，加强相关

研究。
SSR(Simple Sequence Repeats)标记近年来已发展成为一种

技术成熟、程序标准的分子标记方法，广泛用于小麦[4]、水稻[5]、
玉米[6]、棉花[7]、大豆[8]、花生[9]等作物的遗传作图、种质鉴定及分

子标记辅助选择等领域研究。近年来，在油菜中虽然也有不少

应用 SSR 标记的研究[10,11]，但高芥酸油菜方面的应用却较少。
在本研究中，采用高芥酸材料与低芥酸材料杂交的后代作为材

料，研究其遗传性状，为高芥酸油菜育种研究提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验材料 本研究所用的两个亲本材料为甘蓝型油菜品

系 M13（芥酸含量 48.6%）和 742（芥酸含量 1.6%）。其中，M13
由四川绵阳农科所提供的材料；742 是由湖南农业大学油料作

物研究所提供。
1.1.2 试剂 Taq 酶、MgCl2、dNTP 和 10×Reaction buffer 等试

剂均购自北京鼎国生物公司。
1.1.3 仪器 核酸蛋白质分析仪：Beckman Coulter DU-800，近

红外测定仪：FOSS NIR system 5000，电泳仪：DYCZ30 型垂直

电泳槽，北京六一仪器厂。
1.2 方法

1.2.1 材料获得 2004 年秋季将 M13 和 742 种植在湖南农业大

学油菜试验基地，2005 年春季，将两个亲本进行杂交获得 F1，

并于 2005 年 9 月将 F1 种植于湖南农业大学试验农场，2006
年 5 月获得 F1 自交种子；2006 年 9 月将亲本、F1，F2 种植于湖

南农业大学油菜试验基地，2007 年春季把 F2 代分离群体单株
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147 株进行编号，每株取 4～5 片幼嫩叶片储藏于 -80℃冰箱用

于 DNA 的提取，同时选取 M13、742 幼嫩叶片保存；5 月份收

获 M13、742、F1、F2 单株套袋的自交种子，并作以编号。
1.2.2 芥酸含量的测定 用近红外测定仪测定 M13、742、F1、F2
种子芥酸含量。
1.2.3 基因组 DNA 的提取 油菜基因组 DNA 提取参考周芳菊

等[12]的 CTAB 法。
1.2.4 DNA 质量的检测 以 ddH2O 为对照溶液，采用核酸蛋白

质 分 析 仪 分 别 测 260 nm 和 280 nm 处 OD 值 ，对

OD260/OD280 为 1.8 左右的 DNA 样品用 1％琼脂糖凝胶电泳

检测其质量。

1.2.5 高芥酸和低芥酸集团 DNA 池的构建 根据 Michelmore
提出的 BSA 方法[13]，根据 F2 群体单株的芥酸含量，取 10 个高

芥酸单株的 DNA 等量混合构成高芥酸基因池，取 10 个低芥酸

单株的 DNA 等量混合构成低芥酸基因池，终浓度为 50 ng/μL。
1.2.6 SSR 扩增、检测与带型的统计

(1) SSR 引物：根据 J. Piquemal 等[14]构建的甘蓝型 SSR 标

记连锁图谱，找出 4 个连锁群上的标记见表 1，根据各个连锁

群上的标记名称在 http://ukcrop.net/perl/ace/search/brassicaDB
中找到引物序列后由上海英骏生物技术有限公司合成以上引

物。
(2) PCR 扩增反应体系为：反应体系（总体积为 20 μL）

表 1 SSR 引物名称及所在连锁群

Table 1 SSR prime name and linkage group

连锁群

Linkage group
引物名称

Prime name
连锁群 Linkage

group
引物名称

Prime name
连锁群 Linkage

group
引物名称

Prime name
连锁群 Linkage

group
引物名称 Prime

name

N3 Na12-E03B N8 S77096A N11 CB10281 N13 CB10513

N3 Ol09-A03 N8 CB10578 N11 RCS001A N13 CB10538

N3 CB10036B N8 CB10364 N11 CB10258 N13 Ol10-D03C

N3 BRAS029 N8 RCS203 N11 Na12-C06B N13 CB10036A

N3 RCS065A N8 RCS113A N11 CB10206B N13 Ol10-B08A

N3 Na12-E02 N8 RCS211 N11 Na10-H06 N13 CB10569A

N3 Ol11-BO5 N8 Ra2-E12 N11 CB10536 N13 Ol11-B05B

N3 RCS217 N11 CB10587 N11 Ol10-A11 N13 Na12-E02B

N3 BRAS051A N11 CB10208 N11 Na10-H03 N13 CB10427A

N3 CB10114 N11 CB10369 N11 CB10572B N13 BRAS120

N3 CB10403 N11 CB10443 N11 Ni4-B10 N13 CB10427C

N3 Ra3-D04 N11 MR025 N11 BRAS067B N13 Ol10-B04

N3 Na10-A09 N11 Ol12-F11A N11 BRAS074B N13 CB10132

N3 RCS202 N11 CB10277 N13 Na10-G10A N13 CB10057

N13 BRAS038 N13 BRAS051B N13 BRAS087 N13 BRAS005

N13 Na10-D03A N13 BRAS069 N13 BRAS065 N13 CB10415B

N13 Na12-F12 N13 Ol13A-A10 N13 MR061B N13 MR061A

N13 MR049B N13 BRAS068 N13 Ol13-H09 N13 Na10-C01A

N13 MR049A N13 Ol12-F08A N13 RCS101A N13 CB10003

(3) PCR 扩增程序

10×PCR Buffer(含 Mg2+ 离子) 2.0 μL

dNTPs(2.5mmol/L) 0.4 μL

Forward Primer (10 ng/μL) 1.0 μL

Reverse Primer (10 ng/μL) 1.0 μL

Taq DNA Polymerase(5 U/μL) 0.25 μL

模板 DNA(50 ng/μL) 2.0 μL

ddH2O 13.35 μL

Total Volume 20 μL
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扩增反应在 Eppendorf mastercycler gradient PCR 扩增仪上 进行。

1.2.6 10％聚丙烯酰胺凝胶制备及电泳 电泳在 DYCZ30 型垂

直电泳槽中进行，扩增产物通过 10%的聚丙烯酰胺凝胶进行分

离，按操作程序进行。
1.2.7 银染检测 SSR 银染检测参照陆光远等[15]的方注。
1.2.8 标记的筛选 用 76 对 SSR 引物首先对两亲本进行初步

筛选，用两亲本间有差异的引物对两个不同集团进行 PCR 扩

增，在两个集团间表现有差异的引物再对集团间的各个单株的

DNA 样品逐个进行 PCR 扩增和电泳检测。确定为该性状的连

锁标记后，然后对 F2 群体的各个单株的 DNA 样品进行 PCR

扩增和电泳检测。
1.3 数据统计分析

根据 SSR 标记的分析结果，将各株系位点的带型和亲本

相应位点的带型进行比较，与亲本 742 带型有相同位点的基因

型记为 A，与亲本 M13 带型有相同位点的基因型记为 B，双亲

杂合带型记为 H，带型不清楚或数据缺失的位点的基因型记为

"－"。

2 结果

2.1 芥酸含量的遗传分析

两个亲本 M13 和 742 的芥酸含量分别为 48%和 1.6%，F1

的平均芥酸含量为 24.9%，F2 群体中 147 个单株芥酸含量的分

布见图 1。F2 群体中的单株芥酸含量分布为多峰，呈偏态分布，

没有出现芥酸含量超过 48%的植株。为了鉴别 F2 群体不同芥

酸含量的单株数是否符合由两对基因控制的 1：4：6：4：1 分离

比例，将不同芥酸含量单株按 <3%、3.1%～18%、18.1%～30%、
30.1%～42%、>42%分成 5 个等级，不同等级单株数之比为 10：

33：59：32：13，进行卡方检验，x2=3.36，查 x2 表，自由度为 4 时，

P=0.50～0.30>0.05，表明理论数与实际数差异不显著，F2 芥酸

分离比例符合 1：4：6：4：1，由此可见 M13 油菜芥酸含量也是两

对基因控制。
从图 1 可以看出，F2 群体单株芥酸含量出现了间断性分

布，大致可分为 3 个集团：即芥酸含量 <6%、芥酸含量 6%～
36%、芥酸含量 >36%，3 个集团单株数之比为 33：80：34，其分

离比例为 1：2：1，卡平方测验符合 1：2：1 (x2=1.16，P=0.50～
0.30)的分离比例，芥酸含量遗传规律符合由一对基因控制的分

离比例，也有不少研究得到这样的结论[1,16]。出现这样结果可能

控制芥酸含量的两个座位中一个座位为复等位基因，即二者的

基因型分别为 EEEE 和 E'E'EE，这两者杂交，若 E' 与 E 的效应

的差异能明显地表现，则其 F2 会出现 1：2：l 的分离。

2.2 基因组 DNA 提取结果

由图 2 所示 （10 个样品的电泳结果，其余相似，没有列

出），本实验所提取油菜总 DNA 的质量较好，带形整齐，无因降

解呈现的弥散现象，点样孔干净，无杂质残留，RNA 已被完全

的降解，不会对后续实验中 PCR 扩增进行干扰。另外，我们还

用紫外分光光度计对 DNA 质量也进行了检测，所提取的 DNA

OD260/OD280 值大部分在 1.6～2.0 左右，表明纯度较好，

OD260/OD230 在 1.8 左右，表明无多糖、酚类物质等杂质干扰。

2.3 芥酸含量的 SSR 标记分析

2.3.1 亲本间的多态性 在 76 对 SSR 引物中，两个亲本之间产

生有多态性的引物有 14 对，扩增的多态性位点在 0~5 个之间。
2.3.2 芥酸含量的 SSR 标记 在亲本间有多态性的 SSR 引物对

低芥酸含量集团和高芥酸含量集团 DNA 样品进行多态性筛

Step1 94℃ 预变性 5 min

Step2 94℃ 变性 50 s

Step3 57℃ 退火 50 s

Step4 72℃ 延伸 1 min

Step5 Goto Step2 32 个循环

Step6 72℃ 延伸 10 min

Step7 4℃ 保存

图 1 F2 群体中的芥酸含量分布

Fig. 1 Distributions of erucic acid content in the F2 populations

图 2 油菜基因组 DNA

Fig. 2 Electrophoresis map of rapeseed genomic DNA
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选。除了 2 个 SSR 引物 CB10364、Ra2-E12 能在两个集团间重

复扩增出多态性外，其余引物的扩增带型完全相同。引物扩增

出两个多态性片段，扩增片段均小于 300 bp。为了对这 2 个标

记进一步验证，对两个集团单株的 DNA 样品逐个进行 PCR 扩

增，结果再次表明：CB10364、Ra2-E12 引物在高芥酸集团单株

和低芥酸集团单株的扩增产物均存在片断大小的差异。在 F1
中 的 扩 增 结 果 表 明 CB10364、Ra2-E12 是 共 显 性 标 记。
CB10364 的 正 反 引 物 （F：GAGACGATGCAA AGATCG，R：

TGCAGACACATTCGAACA）；Ra2-E12 的 正 反 引 物 （F：

TGTCAGTG TGTCCACT TCGC，R：AAGAGAAACC-
CAATAAAGTAGAACC）。
2.3.3 群体单株中共显性的 SSR 标记分析 用 CB10364 标记引

物是一个共显性标记，在 F1 中扩增片断命名为 CB10364-h，在

低芥酸 742 中扩增片断命名为 CB10364-a，在高芥酸 M13 中

扩增片断命名为 CB10364-b。对 F2 群体的 147 个单株的 DNA
样品进行 PCR 扩增。CB10364 引物扩增产物中按照各自的特

异带型进行统计其比例为 33（CB10364-a）：80（CB10364-h）：34
（CB10364-b），卡平方测验符合 1：2：1(x2=1.161, P=0.50～0.30)
的分离比例。群体检测的结果证明了 CB10364 标记是一个共

显性标记，它与芥酸含量紧密连锁，单株的带型为 CB10364-a
的芥酸含量 <6%，单株的带型为 CB10364-h 的芥酸含量 6%～
36%，带型为 CB10364-b 的芥酸含量 >36%，能较好的区分群体

的芥酸含量，CB10364 在 F2 群体中的扩增情况见图 3。

图 3 引物 CB10364 在双亲、F1 及 F2 群体中 SSR 扩增产生的带型，A、B 分别表示 742 和 M13，H 表示 A×B 的 F1，M 表示100bp Ladder marker 片

断的大小。
Fig. 3 SSR profiles generated by primer CB10364 in two parental lines, F1 and F2 population. A, B and H represented the 742, M13 and F1, respectively. M

represented the standard DNA the fragments size of 100-bp ladder.

Ra2-E12 在 F1 中扩增片断命名为 Ra2-E12-h，在低芥酸

742 中扩增片断命名为 Ra2-E12-a，在高芥酸 M13 中扩增片断

命名为 Ra2-E12-b。对 F2 群体的 147 个单株的 DNA 样品进行

PCR 扩增，引物扩增产物中按照各自的特异带型进行统计其比

例为 32（Ra2-E12-a）：88（Ra2-E12-h）：24（Ra2-E12-b），有 3 个

单株没有扩增出特异带，经卡方测验，x2=8.96，查 x2 表，自由度

为 2 时，P<0.05 不符合 1：2：1 的分离比例。说明在此群体中发

生了交换。CB10364、Ra2-E12 均位于用 SSR 标记所构建的甘

蓝型油菜连锁图谱的第 8 连锁群上，它们相距 40.5 cM[17]。邱

丹 [18]利用 277 个标记的遗传连锁图，定位了控制芥酸含量的

QTL，其中两个主效 QTL 位于 N8 和 N13，分别解释群体表型

变异的 45%和 30%。M13 和 742 的 F2 群体单株芥酸含量的分

布与 CB10364 引物在 F2 群体中扩增的带型相吻合，说明

CB10364 有可能区分芥酸含量 <6%、6%～36%，>36%的植株，
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QTL 将在实际育种中得到应用。

3 讨论

3.1 甘蓝型油菜芥酸含量的遗传

前人推论甘蓝型油菜中控制芥酸含量是芥酸含量是由 2
对加 - 显 - 上位性主基因 + 加 - 显多基因控制的，加性效应显

著大于显性效应；芥酸含量的主基因遗传率较高[19，20], 此外，还

受到其它修饰基因和环境的影响[21]，E1 和 E2 两个基因位点分

别决定芥酸含量水平总变异的 56.4%和 28.6%，两个位点控制

表达和解释的芥酸含量是不相等的[1]。在本研究中，以高芥酸

M13 与低芥酸 742 甘蓝型油菜品系为亲本建立的分离群体中

F2 分离群体中芥酸含量表现出两对基因控制，其中一对起主导

作用，与前人研究一致。油菜高芥酸基因工程中，要想得到较高

的芥酸含量，必须在促进芥酸合成的同时使芥酰基能够结合到

甘油骨架的 sn-2 位上，则可望在一定程度上克服这些局限性，

将油菜籽中的芥酸含量提高到一个更高水平[22]。
3.2 QTL 定位与分子标记辅助育种

芸薹属的 QTL 作图始于 1990 年代初期，开花时间，种子

硫苷及芥酸含量，种子含油量及油酸含量等农艺性状[23]。然而，

很少检测到的 QTL 被成功地运用到油菜育种当中。本研究中

的 1 个共显性的 SSR 标记 CB10364 能区分 <6%、6%～36%、
>36%芥酸含量。这些标记在育种上有很高的利用的价值，可作

为高芥酸油菜育种的理想选择标记，有助于促进高芥酸油菜育

种研究。
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