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　 　 摘要：以油菜细胞质雄性不育系 １１９３Ａ 和恢复系 １１９３Ｒ２ 为亲本构建 Ｆ２分离群体，并运用 ＢＳＡ 法构建了可育和不育基因

池。 利用 １５２１ 对 ＳＳＲ 引物进行了多态性分析，结果表明有 ３６ 对引物在亲本和基因池间都表现多态性，用 Ｆ２单株验证表明有

１１ 对引物与恢复基因连锁，离恢复基因较近的 ２ 个标记 ＣＢ１０３１６ 和 ＢｎＧＭＳ１７１ 分布在恢复基因 Ｒｆ 的两侧，遗传距离分别为

３． ９ ｃＭ 和 ５． ７ ｃＭ，可作为恢复系标记辅助育种的候选标记。
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利用杂种优势有利于提高油菜产量，目前油菜

主要的授粉控制系统是细胞质雄性不育系统。 不育

系的应用价值体现在选育出强优势的杂交种，而选

育强优势恢复系对于配制强优势杂交组合是至关重

要的［１］。 恢复基因的分子标记与克隆研究不仅有

利于加速恢复系的选育，提高选育效率，而且有利于

完整表述恢复基因与细胞质雄性不育相关基因间的

作用机理。 因此，育种家们都十分重视恢复系的选

育以及恢复基因的遗传和标记筛选等研究工作，并
取得了很好的成效。

刘平武等［２］ 构建 Ｆ２ 分离群体，利用 ＢＳＡ 法获

得了与 ｐｏｌ ＣＭＳ 的 Ｒｆｐ 恢复基因连锁的 ２ 个分子标

记，其中，ＡＦＬＰ 标记 Ｅ７Ｐ１６２３０ 与 Ｒｆｐ 遗传图距为

４． ３ ｃＭ，另一个 ＲＡＰＤ 标记 Ｓ１⁃５００ 的遗传图距为

１０． ８ ｃＭ。 赵振卿［３］ 筛选了 ３０７２ 对 ＡＦＬＰ 引物，找
到了与 Ｒｆｐ 连锁的 ＡＦＬＰ 标记 ２４ 个，用其中 ９ 个连

锁较紧密的标记绘制了区域遗传连锁图，最近的标

记距目标位点为 ０． ４ ｃＭ，并成功转化了 ２ 个 ＳＣＡＲ
标记 ＳＣＡＰ０６１２ＳＴ 和 ＳＣＡＰ０６１２ＥＭ２ ， 其中标记

ＳＣＡＰＯ６１２ＳＴ 与目标位点连锁最紧密，且适用性更
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为广泛，可用于分子标记辅助育种。 Ｚ． Ｌｉｕ 等［４］ 在

赵振卿［３］的研究基础上，利用公共数据库开发了 ８６
个 ＳＳＲ 标记和 １１５ 个 ＳＣＡＲ 标记作进一步的分析，
结果有 １３ 个标记与恢复基因 Ｒｆｐ 紧密连锁，将 Ｒｆｐ
定位在 Ｎ９ 连锁群上，并通过生物信息学预测 Ｒｆｐ
基因可能是 ＰＰＲ（ ｐｅｎｔａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔ） 蛋白基

因。 Ｒ． Ｄｅｌｏｕｒｍｅ 等［５⁃６］从 １３８ 个 ＲＡＰＤ 引物中筛选

出 ４ 个与 ｏｇｕ ＣＭＳ 恢复基因 Ｒｆｏ 完全连锁的标记，
并成功转化成了 ＳＣＡＲ 标记，并将转移到甘蓝型油

菜中带有恢复基因的萝卜染色体片段定位在第 １５
号连锁群上。 Ｓ． Ｍａｒｕｙａｍａ 等［７］ 用 ＢＳＡ 法发现了 ７
个 ＲＡＰＤ 标记与恢复基因 Ｒｆｏ 连锁，标记分布于

Ｒｆｏ 基因的两侧，其中 ＯＰＨｌｌ４１０与 Ｒｆｏ 最近，遗传图

距是 １． ２ ｃＭ。 之后，同样用 ＢＡＳ 法，从 Ｆ２群体中分

析了 ３２ 个 ＡＦＬＰ 标记，筛选出 １ 个 ＡＦＬＰ 标记

ＡＦＬＰ１９０ 与恢复基因连锁，并进一步转化成为 ＳＴＳ
标记 ＳＴＳ１９０，该标记与恢复基因紧密连锁，遗传距

离仅为 １． ２ ｃＭ［８］。 汪志伟等［９］利用 Ｆ２群体筛选出

标记 ＯＰＣ６１９００ 与 ｏｇｕ ＣＭＳ 的恢复基因连锁，遗传

距离为 １１． ６ ｃＭ，这个标记可应用于对育性恢复基

因的标记辅助选择。 程计华［１０］ 鉴定出一个与 ＮＳａ
ＣＭＳ 恢复基因连锁的 ＡＦＬＰ 标记 ＥＭ１０７，其与恢复

基因的交换率在 ６． ７％ 左右，但是通过多种方法进

行 ＳＣＡＲ 标记转化均没有成功。 孙盼盼［１１］ 从 １８０
对 ＡＦＬＰ 引物中找到差异性引物 １７ 对，９４ 条 ＲＡＰＤ
引物中找到差异性引物 １０ 个，９６ 对 ＳＳＲ 引物中找

到差异性引物 ２ 对，１７０ 对 ＳＲＡＰ 引物中找到差异

性引物 ３０ 对。 Ｆ２群体验证后发现 ４ 个 ＳＲＡＰ 标记

与恢复基因连锁，即 ｍｌｅ８、ｍ６ｅｌ０、ｍ９ｅｌ０ 和 ｍ３ｅ９，与
恢复基因的遗传距离分别是 ２８ ｃＭ、２３ ｃＭ、３． １ ｃＭ、
１３． ５ ｃＭ，并将 ｍ９ｅｌ０ 标记成功转化为 ＳＣＡＲ 标记

ＳＣＡＲ２８１。
新疆野生油菜（Ｓｉｎａｐｉｓ ｃｗｖｅｎｓｉｓ Ｌ． 简称野油）是

笔者［１２⁃１３］于 １９８７ 年在新疆发现的一种 ｎ ＝ ９ 的野

生油菜，通称野芥，抗逆性强，具有不育细胞质，是一

个新的育种资源。 郑卓等［１４⁃１５］ 以野油为母本、甘蓝

型油菜湘油 １５ 号为父本，属间杂交获得的野油胞

质不育株。 通过将该不育株系回交选育和测交筛

选，目前已经选育出不育性稳定的野油胞质不育系

１１９３Ａ 及其恢复系，实现了三系配套。 目前关于该

类胞质不育系恢复基因的分子标记研究还比较少

见。 ＳＳＲ 标记具有多态性丰富、分布较广、检测快

速、稳定可靠等优点，已在作物分子生物学研究上得

到了广泛应用。 因此，本研究利用 ＳＳＲ 标记技术分

析不育系 １１９３Ａ 的恢复基因，可以为建立恢复系的

分子标记辅助选择技术以及恢复基因的精细定位与

克隆打下基础，为加快不育系 １１９３Ａ 优良恢复系和

强优势杂交种的选育提供技术支撑。

１　 材料与方法

１． １　 材料

不育系 １１９３Ａ 和恢复系 １１９３Ｒ２ 由湖南农

业大学国家油料改良中心湖南分中心提供，秋季

播种于湖南农业大学油菜试验基地，夏繁时播种

于云南省昆明市云南农业大学小麦油菜国家夏

繁基地。 ２０１２ 夏繁时用不育系 １１９３Ａ 作母本与

恢复系 １１９３Ｒ２ 杂交得 Ｆ１，２０１３ 年春选取 Ｆ１ 单

株套袋自交， ２０１３ 年夏繁时调查 Ｆ１ 自交获得的

Ｆ２群体育性分离情况。 对调查结果进行 χ２ 检验

分析，χ２检验 Ｐ 值由 ＥＸＣＥＬ 的 ＣＨＩＴＥＳＴ 函数计

算而来。
１． ２　 总 ＤＮＡ 提取和检测

采用 ＣＴＡＢ 法提取 Ｆ２ 群体和亲本叶片总

ＤＮＡ［１６］，用 ０． ８％ 的琼脂糖凝胶电泳在紫外光成像

系统下检测 ＤＮＡ 质量， － ２０ ℃ 冰箱中保存备用。
１． ３　 基因池的构建

参照 Ｒ􀆰 Ｗ􀆰 Ｍｉｃｈｅｌｍｏｒｅ 等［１７］ 提出的 ＢＳＡ（ｂｕｌｋｅｄ
ｓｅｇｒｅｇａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ）方法，构建可育池和不育池：在 Ｆ２

群体中随机选取 １０ 株可育植株的 ＤＮＡ 等量混合，
１０ 株不育植株的 ＤＮＡ 等量混合，分别形成 ＤＮＡ 可

育池（ＦＢ），ＤＮＡ 不育池（ＳＢ），用于筛选与恢复基因

相连锁的分子标记。
１． ４　 ＳＳＲ 标记来源

试验中用到的所有 ＳＳＲ 标记均来自湖南农业

大学国家油料改良中心湖南分中心保存的 ＳＳＲ
标记［１６，１８⁃１９］。
１． ５　 ＰＣＲ 扩增和聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

ＰＣＲ 扩增程序和反应体系以及聚丙烯酰胺凝

胶（ＰＡＧＥ）电泳参照谭勇俊［１６］的流程进行。
１． ６　 遗传连锁分析

根据 ＭＡＰＭＡＫＥＲ 软件的要求［２０］，共显性标

记：母本带型记为“Ｂ”，父本带型记为“Ａ”，杂合带

型记为“Ｈ”；显性标记，在本研究中父本等位基因为

显性，则母本带型记为“Ｂ”，杂种带型记为“Ｃ”；带
型不清或数据缺失均用“–”表示。 将对应的带型

按顺序录入 ＥＸＣＥＬ 表格，读完带后，统计特异条带

在 Ｆ２群体中的分离情况，运用 χ２检验分离比。 运用

５６３
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Ｋｏｓａｍｂｉ 作图函数将重组率转化为遗传图距（ｃＭ），
使用 ＭＡＰＭＡＲＫＥＲ ／ ＥＸＰ Ｖｅｒｓｉｏｎ ３． ０ 软件进行

（ＬＯＤ ＝３． ０，ｒ ＝ ３７． ２） 进行遗传连锁分析，并采用

ＭａｐＤｒａｗ＿Ｖ２⁃２ 绘制遗传连锁图［２１］。

２　 结果与分析

２． １　 不育系 １１９３Ａ 恢复基因的遗传分析

不育系 １１９３Ａ 作母本与恢复系 １１９３Ｒ２ 杂交获

得的 Ｆ１育性表现为可育，自交获得的含 １８２ 个单株

的 Ｆ２作图群体中可育株 １３６ 株，不育株 ４６ 株，经
χ２测验 Ｐ ＝ ０． ９３１８ ＞ ０． ０５，符合 ３∶ １ 的分离比例，说
明不育系 １１９３Ａ 的育性由一对显性核基因控制。
２􀆰 ２　 ＳＳＲ 标记多态性分析

ＤＮＡ 模板的纯度和浓度对 ＰＣＲ 有不良影响。
为了检测所提取 ＤＮＡ 的质量，先采用 ０． ８％ 的琼脂

糖凝胶电泳在紫外光成像系统下检测 ＤＮＡ 质量。
结果表明所提的 ＤＮＡ 电泳显示大多是一条亮带，
很少有拖尾现象和蛋白质污染，可作为 ＰＣＲ 模板用

于标记多态性分析。
先以亲本 １１９３Ａ 和 １１９３Ｒ２ 为模板进行 ＰＣＲ

扩增，共筛选了 １５２１ 对 ＳＳＲ 引物，其中 １４２ 对引物

没有扩增出条带，引物有效性为 ９０． ６６％ ，亲本间具

有多态性的引物 ５４６ 对，占 ３５． ９０％ 。

　 　 再将在亲本中表现出多态性的 ５４６ 对引物，对
基因池进行分析，结果有 ３６ 对引物在 ２ 个亲本和 ２
个抗感池间均能扩增出相同的特异性片段，这 ３６
对引物即是可能与恢复基因连锁的标记。
２􀆰 ３　 Ｆ２群体验证

基因池筛选的关键在于单株验证，用 １８２ 株的

Ｆ２群体对这 ３６ 对引物进行了验证（图 １）。 结果表

明，３６ 对引物中有 ２５ 对引物具有较重的偏分离，占
６９． ４４％ 。 对其他的 １１ 对引物进行了读带数据化和

分离比的 χ２ 检验，发现其中 ３ 对引物 ＳＮ２０１６、
ＢＲＭＳ０５０ 和 ＢｒｇＭＳ１２，不符合孟德尔分离规律，剩
下的 ８ 个 ＳＳＲ 标记经 χ２检验，其可育株与不育株分

离比都符合 ３∶ １ 的孟德尔分离规律（表 １）。

Ｐ１：１１９３Ａ ＣＭＳ；Ｐ２：恢复系 １１９３Ｒ２
Ｐ１： １１９３Ａ ＣＭＳ，Ｐ２： Ｒｅｓｔｏｒｉｎｇ ｌｉｎｅ １１９３Ｒ２

图 １　 ＳＳＲ 标记 ＣＢ１０３１６ 在 Ｆ２群体和亲本中的表现

Ｆｉｇ． １　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ ＣＢ１０３１６ ｉｎ ｔｈｅ
Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔｓ

表 １　 连锁标记的重组率和遗传距离

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒｓ

标记名称

Ｍａｒｋｅｒｓ ｎａｍｅ

未跑出 １１９３Ｒ２
带型数

Ｗｉｔｈｏｕｔ １１９３Ｒ２
ｂａｎｄｓ

未跑出 １１９３Ａ
带型数

Ｗｉｔｈｏｕｔ
１１９３Ａ ｂａｎｄｓ

未跑出

带株数

Ｗｉｔｈｏｕｔ
ｂａｎｄｓ

交换株数

Ｅｘｃｈａｎｇｅ
ｎｕｍｂｅｒｓ

重组率（％ ）
Ｅｘｃｈａｎｇｅ

ｒａｔｅ

期望

值（Ｅ）
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｖａｌｕｅ

χ２
检验

χ２
ｔｅｓｔ

遗传

距离

Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｄｉｓｔａｎｃｅ

ＣＢ１０３１６ ０ ７ ０ ７ ３． ８５ ３∶ １ ０． ４１ ３． ９０

ＢＲＭＳ３０９ １６ ８ １ ２４ １３． ２６ ３∶ １ ０． ８２ １３． ６０

ＢＲＡＳ０７２ ２３ ９ １８ ３２ １９． ５１ ３∶ １ ０． ８４ ２０． ６０

ＮＩＡ⁃Ｍ０５１Ａ ４８ １２ ５ ６０ ３３． ９０ ３∶ １ ０． ９９ ４１． ３０

ＢｒｇＭＳ７４１ ０ １２ ０ １２ ６． ５９ ３∶ １ ０． １３ ６． ６０

Ａｔ４ｇ０２５８０ １０ １４ ０ ２４ １３． １９ ３∶ １ ０． １７ １３． ５０

ＢｎＧＭＳ１７１ １ ９ ５ １０ ５． ６５ ３∶ １ ０． ４０ ５． ６７

ＢｏＧＭＳ１０２５ １３ ８ １８ ２１ １２． ８０ ３∶ １ ０． ８１ １３． １０

２􀆰 ４　 恢复基因连锁标记及连锁图谱的构建

按最大似然法及 Ｋｏｓａｍｂｉ 公式计算出标记与恢

复基因间的遗传距离（表 １），运用 ＭＡＰＭＡＫＥＲ ／ ＥＸＰ
Ｖｅｒｓｉｏｎ ３． ０ 软件进行连锁分析结果表明 ８ 个标记位

于同一个连锁群上，再利用 ＭａｐＤｒａｗ＿Ｖ２⁃２ 绘制遗传

连锁图（图 ２）。 其中离恢复基因 Ｒｆ 较近的 ２ 个标记

是 ＣＢ１０３１６ 和 ＢｎＧＭＳ１７１，分布在恢复基因 Ｒｆ 的两

侧，遗传距离分别为 ３． ９ ｃＭ 和 ５． ７ ｃＭ。

６６３
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图 ２　 不育系 １１９３Ａ 恢复基因的分子标记连锁图谱

Ｆｉｇ． ２　 Ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ
ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｒｅｓｔｏｒｅｒ ｇｅｎｅ ｉｎ １１９３Ａ ＣＭＳ

３　 讨论

选育优良的恢复系，配制强优势的杂交种，是提高

油菜产量的重要途径。 有些不育系统存在恢复源较少

的问题，为了扩宽恢复系的遗传来源，提高恢复系的配

合力，传统的方法是依靠大量的测交筛选来实现，这种

方式需要的周期长，效率低。 近几年，分子标记由于能

对基因型进行直接的选择，具有快速、准确的优点在植

物遗传育种中发挥了重要作用。 将分子标记技术与常

规育种相结合，即分子标记辅助选择，能缩短育种周

期，提高选择效率，越来越受到育种家的青睐［２２］。 对恢

复系进行分子标记研究，找到与恢复基因紧密连锁的

标记，既能为恢复系的选育和杂种纯度的鉴定提供技

术支撑，提高选择效率和准确性，避免大量的测交，节
约了人力和物力，又可对恢复基因进行定位，明确恢复

基因在基因组及染色体上的位置， 有利于恢复基因的

克隆。 关于通过属间杂交获得野油胞质雄性不育系的

恢复基因研究尚未见报道。 本研究以野油胞质不育系

１１９３Ａ 和恢复系为试验材料，通过分析 １５２１ 对 ＳＳＲ 引

物，从中筛选到 ８ 对引物与恢复基因连锁，经 χ２检验其

基因型分离比符合孟德尔分离规律。 其中离恢复基因

较近的２ 个标记是 ＣＢ１０３１６ 和 ＢｎＧＭＳ１７１，分布在恢复

基因 Ｒｆ 的两侧，遗传距离分别为 ３． ９ ｃＭ 和 ５． ７ ｃＭ，２
个标记相距 ９． ７ ｃＭ。 由于在 １５ ～２０ ｃＭ 的距离内较难

发生双交换，一般认为如果目标基因在 ２ 个距离在

１５ ～２０ ｃＭ 以下的分子标记之间，这 ２ 个标记即可用于

标记辅助育种。 因而，标记 ＣＢ１０３１６ 和 ＢｎＧＭＳ１７１ 可

以作为恢复系标记辅助育种的候选标记，以做进一步

的反复验证。 一方面可将连锁的标记转化为更为稳

定、检测手段更简便的 ＳＣＡＲ 标记进行更大群体的验

证；另一方面可以在 ＣＢ１０３１６ 和 ＢｎＧＭＳ１７１ 标记区间

筛选与恢复基因更紧密连锁甚至共分离的分子标记，
为提高优良恢复系选育效率以及恢复基因的精细定位

和克隆提供参考，也为进一步研究该类不育胞质的育

性控制机理奠定基础。
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ＱＴＬ 定位［Ｄ］． 长沙： 湖南农业大学，２０１２

［２０］ 　 何祯祥，林国忠，施季森． 遗传作图软件应用及辅助软件的研
制［Ｊ］ ． 南京林业大学学报，１９９９，２３（３）： １⁃５

［２１］ 　 刘仁虎，孟金陵． ＭａｐＤｒａｗ 在 Ｅｘｃｅｌ 中绘制遗传连锁图的宏
［Ｊ］ ． 遗传，２００３，２５ （３） ：３１７⁃３２１

［２２］ 　 徐小万，雷建军，罗少波，等． 作物基因聚合分子育种［ Ｊ］ ． 植
物遗传资源学报，２０１０，１１（ ３）： ３６４⁃３６８
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