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生物技术在油菜遗传改良中的应用

王道杰　王　灏　李殿荣
(陕西省杂交油菜研究中心 ,陕西大荔 715105)

　　摘　要　概要介绍了基因工程、分子标记等生物技术在油菜遗传改良方面的应用研究情

况。 包括利用基因工程改良油菜品质、增强抗性、进行杂种优势的利用 ;利用分子标记进行油

菜品种鉴别、基因定位、遗传图谱的构建及杂种优势预测等。
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油菜作为人类主要的食用油及工业用油作物在世界范围内的种植面积逐年扩大 ,特

别是油菜细胞质雄性不育材料的发现与利用 ,将油菜杂种优势利用及生产提高到了一个

新的水平 ,对增加菜籽产量、改进菜油质量发挥了重要作用。 生物技术的发展又为油菜遗

传改良向更高、更深层次发展提供了新的技术体系 ,开拓了新的研究领域。近年来 ,生物技

术已在油菜遗传改良领域中得到了广泛的研究与应用。

1　基因工程在油菜遗传改良中的应用

转基因植物研究始于 70年代末 80年代初 ,当时仅在少数植物种如烟草、马铃薯上由

野生型 Ri和 Ti质粒转化的细胞再生出植物 [ 1]。现已建立了一些基因转移的成功方法。其

中用于转基因油菜研究的有以下 3种方法
[2 ]

:①微注射法将目的外源基因经过剪切后制

备成一定浓度的脱氧核糖核酸 ( DN A)溶液 ,装入一个带注射器的玻璃微针内 ,注入油菜

胚状体和下胚轴等的细胞内 ,随着细胞发育 ,部分外源 DN A可以随机地整合到油菜基因

组中 ,经过适当方法筛选便获得转基因油菜。②聚乙二醇法和电击穿法。利用油菜原生质

体具有整合和表达外源 DN A的能力 ,把油菜组织细胞脱壁 ,通过聚乙二醇处理或者电场

处理使细胞膜的透性增加 ,从而使外源 DN A进入细胞 ,除了大部分 DN A被细胞内酶降

解以外 ,少部分 DN A整合到油菜细胞基因组中 ,并且能够较稳定地遗传下去。③农杆菌

Ti或 Ri质粒介导的基因转移法。这是迄今植物基因工程中应用最多、最理想的方法。

在转基因油菜研究中主要使用的载体有中间载体与双元载体。1985年 Ho rsch
[3 ]
最早

在油菜上获得转基因植株后 ,转基因油菜的应用研究 ,在油菜品质改良、提高产油量、杂种

优势、抗病虫和抗除草剂上都相继取得了突破性进展 [4 ]。

1. 1　用基因工程方法增强油菜抗性

将除草剂抗性引入农作物是增加对除草剂选择性及安全性的一条新途径。 草甘磷

( Gly phosate)是一种非选择性的广谱除草剂 ,它是通过抑制 EPSP合成酶 ( 5-Enolpyruv y
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-shikima te-3-phosphate synthase)的活性而阻断芳香族氨基酸的合成 ,最终导致受试植

物死亡。将 EPSP合成酶的基因导入作物中 ,当使用草甘磷时 ,作物不受损害。目前加拿大

已有两个抗草甘磷的转基因油菜品系 ( HCN 92由 Hoechst提供 , 17138-164由 M onsanto

提供 )参加 1992～ 1994年加拿大油菜品种联合试验
[5 ]
。此外 ,比利时植物遗传工程公司

( PGS)和德国赫司特公司 ( Hoechst )的科学家们从吸水链霉菌中分离出了可钝化除草剂

Basta的酶基因 ,而 Basta能影响杂草中谷氨酰胺合成酶通道 ,阻碍杂草生长。而具有这种

基因的作物在发生伤害之前就已钝化了 Basta.对耐 Basta植株进行的田间试验证明了这

种保护作用是有效的
[5 ]

.

培养抗虫植物是基因工程的另一个重要应用领域 ,现在利用的抗虫基因主要是苏云

金杆菌 (B . thuringensis )毒素蛋白基因 ,也称 B . t -毒蛋白基因。苏云金杆菌毒素蛋白是苏

云金杆菌在形成芽孢时产生的一种蛋白 ,这种毒蛋白对鳞翅目昆虫有特异的毒性作用 ,而

对其他生物无任何危害。 1991年 ,柯农在《高技术报导》上报道苏联科学院植物生理研究

所把 B . t毒蛋白基因转入油菜 ,并用卡那霉素 ( Kan)筛选出抗 Kan的油菜苗
[1 ] ,但是尚未

经过 So uthern blot ting分子杂交验证。1995年法国将水稻中克隆的 Cysteing蛋白抑制酶

基因转到油菜中 ,以期培育抗虫品种
[1 ]
。

病毒病害一直是农业生产的一个大问题 ,植物基因工程的产生与发展 ,给病毒病的防

治带来新的希望。 1986年 , Pow ell-Abel等首次通过基因工程手段将烟草花叶病毒

( TM V)外壳蛋白基因转入烟草培养成株之后
[6 ]

,抗病毒植物基因工程越来越受到人们重

视。Paszkawaki等 ( 1986)将工程烟草花叶病毒的基因转入白菜型油菜
[ 7 ]
。Herv e C将花椰

菜花叶病毒外壳蛋白基因导入甘蓝型油菜后 ,使转基因植株获得抗病性 [4 ]。法国从番茄中

分离和克隆了几丁质降解酶 ( Chi tinase)基因 ,转入甘蓝型油菜后 ,获得了抗菌核病等四种

真菌病害的高世代材料
[1 ]
。 卢爱兰等

[8 ]
将芜菁花叶病毒外壳蛋白基因转化到甘蓝型油菜

中 ,获得了不同程度抗 TuMV的转基因油菜。

1. 2　用基因工程方法提高油菜品质

过去 10年间 ,通过转基因技术修饰油料种子油 ,特别是油菜油的应用已取得了很大

进展。表 1所列是近年来发展的品质性状得到改良的转基因油菜新品种 [8 ]。这里所列举的

是修饰油和蛋白质的巨大范围 ,多数迫切要求得到田间释放。 除此之外 ,据 Do w ney R K

报道 ,利用基因操作技术 ,导入了油脂合成的关键酶—— 丙酮酸澈酶基因的重组油菜 ,油

脂量至少增加 2%
[1 ]
。 据 Krebbeo rs、 Stay to n、 Altenbach等报道

[7 ]
,通过根癌农杆菌导入

拟南芥和豌豆 2S白蛋白基因和巴西坚果 ( Bertho lletia ex celsa )富含甲硫氨酸种子蛋白基

因 ,使转基因油菜蛋白质总量成倍增加 ,甲硫氨酸和赖氨酸含量显著提高。这些初步的努

力都是在研究一系列相互关联的代谢活动的基础上取得的。 在今后 10年 ,为了使一些性

状的遗传操作目标可行 ,使控制种子油质量的酶特征化是很重要的 ,最终 ,有可能使任意

脂肪酸的含量达到 90% ,并能精确地说明这种脂肪酸在种子油中的非饱和状态、环氧化

作用或羟 (基 )化作用程度。
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表 1　最近世界范围内研制的转基因油菜新品种 [9 ]

种子产品 工业产品 首次田间试验 研制情况

40%硬脂酸 ( 18∶ 0) 人造奶油 ,可可油 1994 * * *

40%月桂酸 ( 12∶ 0) 去污剂 1994 * * *

60%月桂酸 ( 12∶ 0) 去污剂 1996 * * *

80%油酸 ( 18∶ 1△ 9) 食物 ,润滑材料 ,墨水 1995 * * *

伞形花油酸 ( 18∶ 1△ 6) 聚合物 ,去污剂 1998(? ) * *

希蒙德木蜡 ( C20, C22) 化妆品 ,润滑材料 1996(? ) * *

40%肉豆蔻酸酯 ( 14∶ 0) 去污剂 ,肥皂 ,劳保用品 1996 * *

90%芥酸 ( 22∶ 1) 聚合物 ,化妆品 ,墨水 ,药物 1998(? ) * *

蓖麻油酸 ( 18∶ 1-O H) 润滑材料 ,塑料 ,化妆品 ,药物 1997(? ) * *

聚羟基丁酸 ( PHB) 生物可降解塑料 1997(? ) * *

植酶酸 动物饲料 1994 * * *

工业酶 发酵 ,造纸 ,食物加工 1998(? ) *

新肽类 药物 1995 * * *

　　注: * 示关键基因已经克隆 ;* * 示已获得转基因植株 ; * * * 示正在进行大田试验 ;? 表示预测时间。

1. 3　基因工程在油菜杂种优势上的利用

T A29是烟草花药绒毡层特异表达的启动子 ,将其转入油菜可以进行特异性表达 ,根

据这一特性 , M aria ni C等将两个不同的核糖酸酶基因即 RNase T1基因和 Barnase基因

分别与 TA29的启动子相连 ,并导入烟草、油菜中 ,得到了工程雄性不育株
[3 ]
。 Dennis M

等、李胜国等也得到了类似的结果
[1 ]
。 Ma riani C等认为 ,由于 T A29-RNase基因的特异

表达 ,选择性地破坏了花药绒毡层的 RN A,造成花粉发育受阻 ,最终导致雄性不育 [10 ]。

通过反义 RN A技术可阻断与花粉、花药发育相关的基因表达 ,以获得雄性不育株。

用葡聚糖酶基因的反义 RN A基因 ,可导致油菜和拟南芥雄性不育。

不少植物含有细胞质雄性不育基因 ,直接将它们分离出来 ,重新构建成新的嵌合基

因 ,再导入可育植株中 ,可导致胞质雄性不育 ,油菜萝卜质不育的 DN A(Ⅰ )与雄性不育有

关 [10 ]。把这种 DN A(Ⅰ )导入到油菜的线粒体或核基因组中 ,将导致胞质雄性不育。这种

人工创造的质不育克服了萝卜质不育低温缺绿 ,雌性育性低及异常花形态等缺点 ,同时也

保持了萝卜质不育的不育性稳定等优点
[ 10]
。其次 ,用 DN A探针可检测到 DN A(Ⅰ )克隆 ,

而不必通过长期的育种工作来检测 ,这种工程质不育可直接用于杂种生产。

一般来讲 ,如果转化基因在基因工程植物雄性不育系材料中不是单基因显性表现时 ,

那么作为保持系的正常植物作父本与工程雄性不育植物杂交的后代 ,将出现分离现象 ,一

些植株雄性不育 ,一些植株则雄性可育。如何解决被保持的雄性不育材料的雄性不育一致

性是应用于生产的关键环节。通过将雄性不育基因和抗除草剂基因串连在一起 ,并一同转

入植物中这一途径 ,解决了这个难题。因为在转基因植物中 ,不育基因与抗除草剂基因是

紧密连锁的 ,二者同时存在同时消失 ,可以通过施用除草剂有选择性地将雄性可育株杀

死 ,将雄性不育株保留下来而得到保持。

对于以生产种子为目的的植物油菜 ,要得到用于生产的杂交种子 ,还必须有恢复系。

Mariani C等
[ 3]
将 Ba rnase抑制剂 Ba rstar基因与烟草花药绒毡层特异启动子 TA29串联

构成嵌合基因 T A29-Barstar导入油菜 ,得到 T A29-Barstar转基因油菜 ,这些油菜便是

T A29-Barna se转基因工程不育油菜的恢复系。 TA29-Barsta r转基因油菜雄性可育、花药
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绒毡层发育良好 ,无任何不良表现。以 T A29-Barnase转基因油菜作母本与 TA29-Ba rsta r

转基因油菜杂交后代同时含有 TA29-Barnase和 TA29-Barsta r两种基因 ,可恢复雄性可

育。彭仁旺等 [11 ]用类似方法也得到了转 barnase基因雄性不育油菜的恢复系转 Barsta r基

因及 ba r基因的转基因油菜。这为应用基因手段创造植物不育系的相应恢复系开辟了道

路。另外 ,利用反义 RN A技术抑制雄性不育基因的表达 ,使转化株雄性可育 ,也能成为工

程不育系的恢复系。

2　分子标记在油菜遗传改良中的应用

分子标记是以 DN A分子等位区段存在核苷酸序列差异为基础 ,以与目的基因紧密

连锁为前提的易于通过电泳检测、鉴别的一类遗传标记。 就油菜而言 ,目前被广泛应用的

分子标记体系有 RFLP, RAPD, SSR和 AFLP等。他们具有数量大 ,不受环境因素、组织

发育阶段的影响 ,遗传稳定 ,具有显性或共显性等优点。近年来 ,这些分子标记技术已先后

用于油菜亲缘关系和遗传距离分析、品种鉴别、遗传图谱构建和基因定位等方面 ,并获得

重要进展 [12～ 14 ]。

2. 1　油菜亲缘关系和遗传距离分析

油菜是十字花科芸苔属油用植物的总称。 以往关于油菜的亲缘关系从细胞学、形态

学、同工酶和化学组成等方面进行了大量研究 ,都证实了禹氏三角的正确。通过叶绿体

DN A的分析弄清了 B. juncea和 B. carina ta的细胞质供体种 ,但不清楚 B. napus的细胞

质供体种。 So ng和 Osbo rn
[15 ]
通过对大量材料的系统分析后认为 B. na pus细胞质有多种

来源 , Thorma nn等
[12 ]通过对核 DN A的 RFLP和 RAPD分析进一步证实了叶绿体 DN A

RFLP分析结果等确定的油菜亲缘关系。李汝刚等 [16 ]利用 15个随机引物对 36份芥菜型

油菜的基因组 DN A进行了 RAPD分析 ,建立了 36份芥菜型油菜的亲缘关系图。

遗传距离分析结果可以指导杂交育种和优势组合选配 ,因此近年来运用分子标记对

各地的甘蓝型油菜种质进行了许多分析。 德国 Fo rster J利用 RFLP和 RAPD标记研究

了 21个冬油菜之间的遗传距离 , Dier[13 ]用 RFLP标记研究了来自欧洲的 83个甘蓝型油

菜品种的遗传多样性 ,结果把甘蓝型油菜品种资源区分为三大类群 ,即冬油菜群、春油菜

群和中国—日本群。孟金陵等 [17 ]对 59个欧洲甘蓝型油菜品种 (系 )的 RFLP标记进行了

分析 ,表明甘蓝型油菜的多态性水平很高 ,品种间存在丰富的遗传变异。

2. 2　图谱定位控制油菜重要性状的基因

在油菜上目前利用分子标记进行基因定位的性状 ,有植物学性状、品质性状和抗病性

状等。 利用 RAPD标记对油菜不育恢复、亚麻酸含量、矮杆、根肿病抗性等多个性状基因

进行了标记和定位 [18～ 20 ]。 利用 RFLP标记技术已对油菜的黄籽性状、含油量、芥酸含量、

硫甙含量、黑胫病抗性、白锈病抗性等农艺和品质性状基因进行了标记和定位
[21～ 25 ]

。这些

基础研究结果为在油菜育种中有目的地操纵这些性状奠定了基础。

2. 3　 DN A指纹库的应用

在同一物种的各个品种间存在大量的多态性 DN A分子标记 ,某一品种所具有的独

特标记即一些特异性 DN A片段的组合称为该品种的“指纹” ,各品种的独特的指纹片段

构成该物种的 DN A指纹库。
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DN A指纹库在植物育种中的应用范围非常广泛。 根据种质资源 DN A指纹的多态

性 ,可以对各种材料的变异丰富度作出综合评价。各品种的 DN A指纹差异可直接提供与

目标性状有关的 DN A水平的信息 ,不受环境因素的影响 ,从而能大大提高杂交育种中对

亲本及后代理想单株的选择效率。通过检测品种是否具有该品种特有的标记指纹片段 ,可

以有效地鉴定品种纯度 ,以对种子质量进行检测。 M ailer
[26 ]
用 RAPD方法鉴定了澳大利

亚甘蓝型油菜所有栽培品种。 Charters等
[27 ]运用 5′—锚定 SSR引物 ( ancho red SSR

primer)分析了 20个甘蓝型油菜品种 ,两个引物共产生了 56条多态性带纹 ,将 20个品种

一一区分开来。利用分子标记可以鉴定油菜品种的 DUS( Distinctness, Unifo rmity和 Sta-

bi li ty ) ,从而为品种审定、保存、保护提供依据。

2. 4　油菜的杂种优势预测

Diers等
[28 ]
用 RFLP分析了 7个甘蓝型油菜品种间及其衍生的自交系间的遗传距

离 ,并以亲本间的遗传距离与用这些亲本配制的 F1 杂种产量作了相关分析。 发现用

RFLP分子标记所揭示的亲本间遗传距离愈远 , F1杂种的产量则愈高。

杂种优势来源于 DN A的杂合性 ,分子标记第一次提供了准确判断杂交组合优势的

DN A的手段 ,从而也第一次有可能从 DN A水平上预测杂种优势。利用分子标记 ,还可以

人工培育出 DN A序列重要片段用以培育高度杂合的亲本 ,从而配制出超优势的 F1组

合。

生物技术的内容远不止上述这些方面 ,还包括组织培养、体细胞杂交等内容 ,这些技

术起步较早 ,在各种作物上已广泛应用 ,并走向实用性阶段。
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Utilizatio n of Biotech nolog y in Genetic

Im prov em ent of Rapeseed

Wang Daojie　Wang Hao
( Hybrid Rapeseed Research Center of Shaanxi Province, X uzhuan g , Dali 715105)

Abstract　 This paper briefly int roduces the uti li zatio n and research of biotechnolo-

g y such as g ene engineering, molecular markers and so on in g enetic im prov ement of

ra peseed. Gene engineering has been widely used in the improv ement o f rape quality, in-

crease of rape resistance a nd heterosis of rapeseed. The technolog y o f molecular ma rkers

can be used fo r the distinction of rape v arieties, locatio n o f g enes, co nst ructio n of g enetic

a tlas and prediction o f heterosis.

Key word　 rapeseed, gene engineering, m olecular marker, g enetic im prov ement
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