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甘蓝型油菜白花基因的RAPD 标记
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　　[摘　要 ]　以甘蓝型白花油菜及其分离群体为材料, 对甘蓝型油菜白花性状的遗传规律进行了研究。结果表

明, 白花对黄花是一对由不完全显性基因 (WW )控制的不完全显性遗传性状; 利用集群分离法 (BSA )对该白花基因

进行RA PD 分析, 在 1 200 个随机引物中, 获得了引物S1092 (52CCC A GG CTA C23) , 在白花基因库和黄花基因库间

扩 增出多态性产物S210921250; 对该分离群体及其姊妹系和其他白花油菜进行的单株验证表明, S210921250与甘蓝型

油菜白花基因相连锁, 遗传距离为 0. 84 cM。
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　　油菜花瓣的颜色一般为黄色, 但也有金黄、浅

黄、桔红、乳白和纯白等不同颜色, 这些花色性状有

些为自然突变产生, 有些则为人工种间杂交而

来[1～ 5 ]。白花作为油菜的一个重要性状, 目测极易鉴

别, 在测定品种的异交率及其纯度、检测性状转移等

方面有着广阔的应用前景。白花作为标志性状在油

菜杂种优势利用体系中也能发挥重要作用, 但由于

花期检测偏晚以及对白花性状研究的局限, 使得该

性状的利用未受到足够重视。随着分子标记技术的

不断发展和日益成熟, 使其用于作物重要性状的早

期检测和选择成为可能。对油菜白花性状基因进行

分析研究, 筛选到与花色性状紧密连锁的分子标记,

不仅有利于提高油菜育种效率、丰富油菜分子标记

位点, 而且可为进一步揭示花色性状的分子遗传机

理和分析定位相关基因奠定基础, 还可通过分析筛

选到与白花这一标志性状连锁的其他品质性状基

因。例如, 刘雪平等[6 ]通过RA PD 分子标记, 找到了

白花性状基因与高芥酸性状基因紧密连锁的关系,

为油菜品质育种提供了一种新的选择手段。本研究

运用RA PD 分子标记技术, 对油菜白花性状基因进

行了分析, 找到了与油菜白花性状基因连锁的分子

标记, 为进一步运用形态标记和分子标记相结合的

辅助选择育种奠定了基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试材料　D 11, A 55, C431 和E420 4 个遗

传稳定的甘蓝型白花油菜品系, 及以D 11 为母本所

配11 个杂交组合的F 2 代分离群体。11 个杂交组合

的代号分别为 O 119, O 124, O 139, Q 335, Q 354,

Q 356, Q 454, Q 498,W 82,W 157, Q 357 (编号分别为1

～ 11) , 其父本均为正常的黄花油菜。以上试验材料

均由陕西省杂交油菜研究中心提供。

1. 1. 2　试　剂　1 200 个10 碱基序列的随机引物,

购自上海生工 (Sangon) 公司; dN T P, T aq 酶和 200

bp DNA 分子量标准, 均购自华美生物工程公司。其

中dN T P 浓度为10 mmo löL , T aq 酶浓度为5 U öΛL ,

引物溶解后的浓度为25 Λmo löL。
1. 2　方　法

1. 2. 1　群体的获得及花色性状的调查　2004209

将试验材料播种于陕西省杂交油菜研究中心育种试

验田, 苗期单株编号。2004210 分单株取油菜幼嫩叶

片, 提取基因组DNA。2005204 油菜花期对4 个白花

材料及 11 个杂交组合的F 2 代植株进行花色分离调

查, 统计花色分离比例。

1. 2. 2　油菜基因组DNA 的提取　参照 Edw ards

等[7 ]的方法并略作修改。具体操作如下: 称取 0. 2 g
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鲜嫩油菜叶片装入1. 5 mL 离心管中, 电钻迅速研磨

成糊状, 加入0. 8 mL DNA 提取缓冲液, 轻轻旋转混

匀, 于65 ℃水浴中保温 30 m in, 期间每 10 m in 轻轻

旋转混匀 1 次。加入 1ö4 体积 5 mo löL KA c

(- 20 ℃) , 混匀, 4 ℃条件下放置 30 m in, 然后在此

温度下13 000 g 离心10 m in。吸取上清液500 ΛL , 加

入等体积平衡酚 (pH 8. 0) , 再加入等体积氯仿ö异
戊醇 (体积比为 24∶1) 混合液, 轻轻混匀数分钟, 4

℃下13 000 g 离心10 m in。取上清液400 ΛL , 加入1ö
4 体积 10 mo löL N H 4A c, 再加入 2 倍体积无水乙醇

(- 20 ℃)轻轻混匀, 于- 20 ℃静置30 m in 以上。4

℃下10 000 g 离心5 m in。弃去上清液, 用1 mL 体积

分数70% 乙醇冲洗沉淀 1 次, 在- 90 ℃的真空条件

下对DNA 沉淀进行冷冻干燥。干燥后的DNA 溶于

500 ΛL 1×T E 中, 加入RN ase, 使其终浓度为 100

ΛgömL , 于37 ℃水浴中保温30 m in。加入等体积平

衡酚 (pH 8. 0) , 再加入等体积氯仿ö异戊醇 (体积比

为24∶1)混合液, 混匀数分钟, 4 ℃下13 000 g 离心

10 m in。吸取上清液, 加入 1ö4 体积 10 mo löL
N H 4A c, 再加 2 倍体积无水乙醇 (- 20 ℃) 轻轻混

匀, 于- 20 ℃条件下静置30 m in 以上。4 ℃下10 000

g 离心5 m in。弃去上清液, 用1 mL 体积分数70% 乙

醇冲洗DNA 沉淀2 遍, 然后在- 90 ℃的真空条件下

冷冻干燥。 - 20 ℃保存备用。

1. 2. 3　近等基因库的构建　采用集群分离法

(BSA ) , 根据调查结果, 在第 11 号组合 (Q 357) 的 F 2

代3∶1 (白∶黄)花色分离群体中, 选取30 个白花单

株的基因组总DNA 等量混合, 构建白花基因库 (W )

的DNA 样品; 再选取 30 个黄花单株的基因组总

DNA 等量混合, 构建黄花基因库 (Y)DNA 样品。

1. 2. 4　RA PD 分析　在 20 ΛL 反应体系中含 1×

PCR Buffer (10×, 2 ΛL ) , 2. 0 mmo löL M gC l2 (25

mmo löL , 1. 6 ΛL ) , 0. 2 mmo löL 的 dN T P s ( 10

mmo löL , 0. 4 ΛL ) , 1. 0 U (5 U öΛL , 0. 2 ΛL ) T aq 酶,

0. 25 Λmo löL 10 碱基引物 (25 Λmo löL , 0. 2 ΛL ) 及

约30 ng 的模板DNA (20 ngöΛL , 1. 5 ΛL )。PCR 反应

程序为: 95 ℃ 3 m in, 1 个循环; 94 ℃ 50 s, 38 ℃ 50

s, 72 ℃ 90 s, 35 个循环; 最后在 72 ℃延伸 10 m in。

PCR 扩增产物在0. 5 倍TBE 缓冲液中用1. 4 göL 琼

脂糖凝胶 (含 1 ΛgömL 溴化乙锭) 电泳分离, B IO 2
RAD 凝胶自动成像系统照相分析。

2　结果与分析

2. 1　甘蓝型白花油菜的花色表现与遗传

　　遗传试验表明[1 ] , 甘蓝型油菜的白花对黄花是

由一对等位基因 (W w ) 控制的不完全显性遗传性

状, 基因型WW 表现为白花, 基因型W w 表现为乳

白花, 基因型ww 表现为黄花。本试验所用的4 个甘

蓝型油菜品系 (D 11, A 55, C431, E420) 均为遗传稳

定的白花材料, 其自交后代花瓣均为白色, 即基因型

为WW。以D 11 为母本所配的11 个杂交组合的F 1 代

植株, 花瓣颜色均表现为中间类型乳白色 (W w ) ; 在

F 2 代, 其花瓣颜色均发生了分离, 其中群体较大的 6

个组合 (O 119, O 124, O 139, Q 454, Q 498, Q 357)分离

情况见表 1。对表 1 中 6 个组合的 F2 代植株白花

(WW )、乳白花 (W w ) 和黄花 (ww ) 的分离比进行卡

方测验, 均符合1∶2∶1 的理论比例, 由此可以确定

甘蓝型油菜白花性状是单基因 (W )控制的不完全显

性遗传。中间类型乳白花 (W w ) 的花瓣颜色介于白

花和黄花之间, 但能明显区分, 因其含有显性基因

(W ) , 在试验过程中将其归于白花群体, 这样F 2 代

分离群体中白花与黄花的比例为3∶1。
表 1　6 个杂交组合的F 2 代花色分离结果统计

T able 1　R esu lts of peta l co lo r segregation of F 2 in six cro sses 株

杂交组合
Com bina2

t ion

白花
W h ite2

petal

乳白花
C ream y2
w h ite2
petal

黄花
Yellow 2

petal

总数
To tal

杂交组合
Com bina2

t ion

白花
W h ite2

petal

乳白花
C ream y2
w h ite2
petal

黄花
Yellow 2

petal

总数
To tal

O 119 15 28 19 62 Q 454 11 37 14 62

O 124 12 35 21 68 Q 498 11 32 20 63

O 139 16 37 14 67 Q 357 47 133 58 238

　　虽然白花性状符合质量性状的遗传规律, 但也

具有数量性状的特点。在以同一白花材料D 11 为母

本配制的 11 个杂交组合中, 其中间类型乳白花

(W w ) 的花色表现在组合之间差异较大, 有的略偏

向黄色, 有的则偏向于白色; 同组合内同为乳白花的

植株, 其花瓣颜色的深浅也略有差异, 因此白花性状

还具有数量性状连续性的特征。

2. 2　花色分离集团间多态性引物的筛选

用 1 200 个随机引物对白花基因库 (W ) 和黄花

基因库 (Y) 的DNA 进行RA PD 标记筛选, 结果表

明, 不同随机引物扩增的条带数从 0～ 9 不等, 多数

引物可扩增出 2～ 5 条带, 其核酸分子为 0. 2～ 2. 0
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kb, 部分引物扩增结果见图 1。在所选用的引物中,

只有S1092 (52CCC A GG CTA C23) 1 个引物在 2 个基

因库间检测到多态性, 即在白花基因库中扩增出了

特异DNA 片段 (图 1 箭头所示, 从图 2 单株验证可

知, 该特异DNA 片段约为 1. 25 kb) , 而在黄花基因

库中未扩增出相应的DNA 片段。其余引物在2 个基

因库间的扩增带型基本一致。多次重复试验表明, 用

引物S1092扩增得到的特异1. 25 kb DNA 片段具有很

好的重复性, 由此认为以S1092为引物扩增出的特异

DNA 片段S210921250可能与甘蓝型油菜白花基因相

连锁。

图 1　不同随机引物在白花基因库 (W )和黄花基因库 (Y)间的扩增结果

箭头指示为白花基因片段S210921250, 下图同。

F ig. 1　RA PD amp lificat ion patterns betw een bu lk W and bulk Y using differen t random p rim ers

A rrow indicates po lymo rph ic band S210921250 in w h ite2petal gene. Sam e as in fo llow ing figures.

2. 3　花色分离群体各单株的RA PD 分析

2. 3. 1　构成混合基因库的分离群体Q 357 F 2 代各

单株的RA PD 分析　用引物S1092对组合Q 357 的F 2

代分离群体中包含构成近等基因库在内的共238 个

单株 (白花 180 株, 黄花 58 株) 的DNA 样品进行

RA PD 分析, 部分扩增结果见图2。由图2 可知, 白花

群体中绝大部分单株均扩增出了特异片段 S2
10921250, 仅有 1 株发生了交换, 未扩增出该特异片

段, 交换率为 0. 556% ; 黄花群体中绝大部分单株未

扩增出特异片段S210921250, 仅有1 株发生了变异, 扩

增出了该特异片段, 交换率为1. 724%。

图 2　以S1092为引物的分离群体Q 357 F 2 代各单株的RA PD 分析图谱

L. 200 bp DNA 梯度标准;W. 白花单株; Y. 黄花单株;W 1. 交换类型

F ig. 2　RA PD analysis w ith p rim er S1092 among individual p lan ts of F 2 in segregation populat ion Q 357

L. 200 bp DNA ladder;W. W h ite2petal individual p lan ts; Y. Yellow 2petal individual p lan ts;W 1. T ype of exchanging

2. 3. 2　其余10 个组合单株的RA PD 分析　从编号

为1～ 10 的每一个组合F 2 代分离群体中, 随机抽取1

个白花单株和 1 个黄花单株的DNA 样品, 用引物

S1092进行RA PD 分析, 结果见图3。由图3 可知, 所有

的白花单株均扩增出了特异片段S210921250, 而所有

的黄花单株均未扩增出此带。

从以上分离群体的单株RA PD 分析结果可以

看出, 特异性片段S210921250与甘蓝型白花油菜D 11

的白花基因是紧密连锁的。

2. 4　不同甘蓝型白花油菜的RA PD 分析

从D 11, A 55, C431 和E420 4 个稳定遗传的白花

材料中, 分别随机抽取 1 个单株 DNA 样品进行

RA PD 分析, 结果见图4。由图4 可见, 4 个稳定遗传

的白花材料均扩增出了特异片段S210921250。
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　　根据以上分析结果完全可以确定, 用引物S1092

扩增出来的特异片段 S210921250与甘蓝型油菜白花

基因 (W )是紧密连锁的。

图 3　以S1092为引物的不同组合F 2 代单株的RA PD 分析结果

L. 200 bp DNA 梯度标准; 1W～ 10W. 白花单株; 1Y～ 10Y. 黄花单株

F ig. 3　RA PD analysis w ith p rim er S1092 among individual p lan ts of F 2 p rogeny in differen t com binations

L. 200 bp DNA ladder; 1W～ 10W. W h ite2petal individual p lan ts; 1Y～ 10Y. Yellow 2petal individual p lan ts

图 4　以S1092为引物不同甘蓝型白花油菜的RA PD 分析

L. 200 bp DNA 梯度标准

F ig. 2　RA PD analysis w ith p rim er S1092

among differen t w h ite2petal B rassica nap us L.

L. 200 bp DNA ladder

2. 5　RA PD 标记S210921250与甘蓝型油菜白花基因

(W )位点的遗传距离

根据 2. 3. 1 对分离群体Q 357 中 238 个单株的

RA PD 分析结果, 可以计算出RA PD 标记S210921250

与白花基因 (W )位点的遗传距离为0. 84 cM。

3　讨　论

3. 1　关于所选的RA PD 标记S210921250

　　本试验利用RA PD—集群分离分析法 (BSA ) 检

测甘蓝型油菜白花显性基因的多态性。由于集群分

离分析要求将相同表型或基因型的个体混合, 这样

才能将该表型或基因型有关的差别检测到, 从而大

大提高检出与目标基因相连锁的分子标记的可能

性。试验用S1092从分离群体混合样品中检测出白花

多态性标记 S210921250, 并进行重复后, 再对分离群

体中的个体进行验证, 其结果有力证明了这种多态

性的存在。根据这些结果可以推断, S210921250与甘

蓝型油菜白花基因是紧密连锁的, 遗传距离为 0. 84

cM。

1 200 个随机引物中, 除 S1092外, 其余引物在两

集团间的扩增带型基本一致, 说明构建的近等基因

库很好地消除了除目标性状外的其他差异。这种差

异与构成近等基因库的植株数目有关, 一般情况下,

若植株数目过少, 由于取样的随机误差导致两库

DNA 出现差异的机会增加, 检测到的多态性并不一

定是真实的; 若植株数目过多, 则属于同一库的植株

因在目的基因位点附近的连锁区段发生交换而使两

库DNA 出现差异的机会减小, 检测出多态性的可能

性就降低[8 ]。因此, 近等基因库中植株数目应适当。

本试验用30 个植株构建近等基因库, 既能很好地消

除集团间的背景差异, 又准确地检出了目标基因的

多态性。

3. 2　RA PD 标记转换的必要性与方法

RA PD 标记是以PCR 技术为基础, 在全基因组

水平上检测DNA 变异的一种简单、快速、有效的分

析方法, 其灵敏度高但稳定性差。RA PD 分析所用

引物一般为10 碱基的随机引物, 其与靶序列结合的

专一性差, 出现非特异性扩增的机率较高。有时某一

扩增子的序列在不同遗传背景的材料间有所不同,

从而使该引物在不同的材料间不能通用[9 ]。另外,

RA PD 标记多为显性标记, 不能区分显性纯合体和

杂合体基因型, 因此有必要将RA PD 标记进行转

换。转换的方法有: ①将PCR 扩增出的特异片段作

为探针进行分子杂交, 转化为R FL P 标记; ②将PCR

目标片段克隆、测序, 根据两端的序列设计20～ 24碱

基的特异引物, 从而转化为具有共显性效应的ST S

标记 (sequence2tagged site)或SCA R 标记 (sequence

characterized amp lif ied region)。SCA R 标记是单一
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位点扩增标记, 对反应条件不敏感, 产物扩增是单一

的特异性扩增, 可以通过DNA 是否被扩增来判断鉴

定基因型。将本试验获得的RA PD 标记转换成特异

性更强的SCA R 标记, 可为甘蓝型白花油菜的进一

步研究提供可靠的分子标记。
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RA PD m arkers linked to w h ite2peta l gene in B rassica nap us L.

DONG Y u-hong1, 2, TIAN J ian -hua2,L ID ian -rong2,

GUO A i-guang1, KONG J ian 2, ZHAO X iao-p ing2

(1 Colleg e of L if e S ciences,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 H y brid R ap eseed R esearch Cen ter of S haanx i P rov ince,D ali, S haanx i 715105, Ch ina)

Abstract: W h ite2peta l (W ) rapeseed (B rassica nap us L. ) and its segregat ion popu la t ion w ere u sed as

experim en t m ateria ls to study the inheritance of its w h ite2peta l t ra its. T he resu lt show ed that the peta l co l2
o r character of W vs Y (yellow 2peta l) w as con tro lled by one pair incomp lete dom inan t gene WW. Bu lked

segregat ion analysis (BSA ) w as emp loyed to iden t ify random amp lif ied po lymo rph ic DNA (RA PD ) m ark2
ers linked to the w h ite2peta l gene. A to ta l of 1 200 arb it rary 102m er o ligonucleo t ide p rim ers w ere screened

on the DNA of W and Y bu lk s. P rim er S1092 (52CCC A GG CTA C23) gave po lymo rph ism betw een the tw o

bu lk s. DNA from Individual p lan ts of the tw o bu lk s, their sister lines and the o ther w h ite2peta l rapeseed

(B rassica nap us L. ) w ere then u sed as temp la te fo r screen ing w ith the p rim er S1092 and the 1. 25 kb DNA

po lymo rph ism genera ted by the p rim er S1092w ere verif ied link ing w ith the w h ite2peta l gene. T he genet ic d is2
tance w as 0. 84 cM betw een RA PD m arker and w h ite2peta l gene.

Key words: B rassica nap us L. ; w h ite2peta l; mo lecu lar m arker; RA PD; BSA
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