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（青海大学农林科学院春油菜研究所／青海省春油菜遗传改良重点实验室／青海省高原作物种质资源创新与利用重点实验室，青海西宁８１００１６）

　　摘要：青海大黄油菜是青藏高原特有的一个白菜型油菜地方品种，具有黄籽的优良性状。前人研究结果表明大黄
油菜黄籽性状受一对隐性基因Ｂｒｓｃ１控制。该基因被定位于白菜型油菜的Ａ９染色体上。为了筛选更多与Ｂｒｓｃ１紧密
连锁的标记，本研究根据Ｂｒｓｃ１所在染色体区间，依据ＢＲＡＤ数据库中已公布的白菜型油菜的序列信息（ｈｔｔｐ：／／ｂｒａｓｓｉ
ｃａｄｂ．ｏｒｇ／ｂｒａｄ／），设计新的ＳＳＲ引物，同时利用同源区间内已有的ＳＳＲ引物对目标基因进一步精细定位。以大黄油菜
和褐籽油菜０９Ａ－１２６为亲本，构建ＢＣ１分离群体和Ｆ２群体，结合ＢＳＡ法，对ＳＳＲ引物进行检测，共筛选到５个与Ｂｒ

ｓｃ１基因紧密连锁的ＳＳＲ标记：Ａ－１１－６５、Ａ－１１－１４５、Ｂ－６－３２、ＢｒＩＤ１０６０７和ＫＳ１０７６０，其中Ａ－１１－６５为共显性标
记。构建了Ｂｒｓｃ１的ＳＳＲ标记遗传图谱和物理图谱，图谱标记密度较前人进一步增加。这些标记的获得为油菜黄籽
品种分子标记辅助选择育种体系的建立和黄籽基因的克隆奠定了基础。
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　　油菜是世界范围内广泛种植的油料作物之一，也是我国
食用植物油的重要来源。油菜种皮颜色有黄色、褐色、黑色

等，研究结果表明，在相同遗传背景下，黄籽油菜与黑、褐籽等

油菜相比，具有种皮薄，皮壳率低，蛋白质和含油量高，色素含

量少等优点［１－２］。白菜型黄籽油菜为自然界存在的天然黄籽

资源之一，对白菜型油菜黄籽基因进行定位，开发与黄籽基因

紧密连锁的分子标记，构建黄籽基因的遗传连锁图谱和物理

图谱，对黄籽油菜分子标记辅助选择育种体系的建立、黄籽基

因的图位克隆以及转基因油菜品种的培育等都具有重要的意

义［３－７］。Ｃｈｅｎ等利用印度黄籽沙逊构建白菜 －芥蓝（Ｂ．
ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ－Ｂ．ａｌｂｏｇｌａｂｒａ）Ｃ染色体组异附加系，并利用该异
附加系筛选出一个与黄籽基因紧密连锁的 ＲＡＰＤ标记
Ｂ０６－６００［８］。Ｒａｈｍａｎ等在白菜型黄籽沙逊油菜中发现１个
与黄籽性状主效基因（Ｂｒ１／ｂｒ１）紧密连锁的 ＳＲＡＰ标记
ＳＡ７ＢＧ２９－２４５，并将这个标记转化为共显性 ＳＮＰ（单核苷酸
多态性）标记和ＳＣＡＲ（序列特异性扩增区域）标记［９］。Ｚｈａｎｇ
等利用大白菜双单倍体群体进行黄籽基因的精细定位和图位

克隆，用１３个ＳＲＡＰ标记、６个ＳＣＡＲ标记和４个ＳＮＰ标记构
建了黄籽基因的遗传连锁图谱，克隆了控制种皮颜色的基因，

该基因位于白菜型油菜 Ａ６连锁群［１０］。Ｋｅｂｅｄｅ等对白菜型
黄籽沙逊油菜种皮颜色基因进行了ＱＴＬ定位，共检测到４个
ＱＴＬ位点，其中一个主效ＱＴＬ位点ＳＣＡ９－２和一个微效ＱＴＬ
位点 ＳＣＡ９－１位于 Ａ９连锁群，其他两个微效 ＱＴＬ位点
（ＳＣＡ３－１和ＳＣＡ５－１）分别位于Ａ３和Ａ５连锁群，共解释了
６７％的表型变异［１１］。Ｘｉａｏ等对青海大黄油菜黄籽性状进行
了遗传分析和基因定位研究，结果表明青海大黄油菜黄籽性
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状受一对隐性基因（Ｂｒｓｃ１）控制，筛选到与 Ｂｒｓｃ１紧密连锁的
１０个ＡＦＬＰ标记（Ｙ１至 Ｙ１０）和 ３个 ＳＳＲ标记（ＣＢ１０２５５、
ＣＢ１００２２、ＣＢ１０４２８），将其定位于白菜型油菜 Ａ９染色体上，
同时构建了Ｂｒｓｃ１基因所在区域的遗传连锁图谱［１２］。

综上所述可见，前人对不同的白菜型黄籽油菜品种的黄

籽基因进行了定位、克隆等研究，但是对于不同油菜品种的研

究结果有所不同。本研究所用青海大黄油菜是起源于青藏高

原的白菜型油菜地方品种，有能够稳定遗传的黄籽性状，是一

种研究白菜型油菜黄籽性状的优异种质资源［１３－１４］。前人将

大黄油菜黄籽基因Ｂｒｓｃ１定位于Ａ９染色体上特定区段，但标
记数目有限，图谱饱和度不够。本研究在前人研究的基础之

上，进一步扩大作图群体，结合分离体分组混合分析法

（ｂｕｌｋｅｄｓｅｇｒｅｇａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＢＳＡ法），在Ｂｒｓｃ１所在染色体区段
筛选新的与Ｂｒｓｃ１连锁更为紧密的ＳＳＲ标记，增加与Ｂｒｓｃ１基
因紧密连锁标记的数目，提高 Ｂｒｓｃ１遗传连锁图谱的标记密
度，为大黄油菜黄籽基因的克隆创造条件。同时，检测所获

ＳＳＲ标记是否为共显性标记，用于大黄油菜分子标记辅助选
择育种体系的建立。

１　材料与方法

１．１　试验材料和群体构建
本研究所用亲本材料为青海大黄油菜和一个白菜型油菜

褐籽品系（编号０９Ａ－１２６），由青海省农林科学院春油菜研
究所提供。两亲本均已连续自交或兄妹交８代以上，其种皮
颜色性状均可稳定遗传。以大黄油菜为母本，０９Ａ－１２６为父
本，Ｆ１代与大黄油菜回交，构建 ＢＣ１群体，作为定位群体；Ｆ１
同时自交，获得Ｆ２群体，Ｆ２中每一单株套袋自交获得 Ｆ２：３家
系，用于与目标基因连锁的共显性标记的筛选。

１．２　ＤＮＡ提取和性状调查分组
油菜苗期，采用ＣＴＡＢ法提取叶片总ＤＮＡ［１５］。测定每份

ＤＮＡ溶液的浓度，稀释至５０ｎｇ／μＬ，－２０℃下保存备用。
油菜角果完全成熟后，分单株收获，晾干后考种。通过肉

眼观察，考查每一单株的种皮颜色。根据考查结果，将 ＢＣ１
群体单株分为黄籽和褐籽两组。随机选取１２个黄籽单株和
１２个褐籽单株，将单株ＤＮＡ等量混合，分别构建两个黄籽基
因池和两个褐籽基因池。根据 Ｆ２群体中各单株的种皮颜色
性状，将Ｆ２群体首先分为黄籽和褐籽两组，再根据 Ｆ２∶３家系
性状，将Ｆ２群体中的褐籽单株分为纯合褐籽（性状不分离）

和杂合褐籽（性状分离）两组，最终将 Ｆ２群体分为黄籽、杂合
褐籽和纯合褐籽３组。
１．３　ＳＳＲ标记开发与检测

根据前人的研究结果，Ｂｒｓｃ１被定位在白菜型油菜 Ａ９染
色体上的一段２．８Ｍｂ的区间内。从 ＢＲＡＤ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｂｒａｓｓｉｃａｄｂ．ｏｒｇ／ｂｒａｄ／）下载 Ｂｒｓｃ１所在区间的序列信息，利用
ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ１．３软件，进行微卫星筛选。然后利用Ｐｒｉｍｅｒ３软
件设计 ＳＳＲ引物（ｈｔｔｐ：／／ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／）。同时利用
ＢＲＡＤ数据库中Ｂｒｓｃ１所在区间内已有的 ＳＳＲ标记在我们的
定位群体中进行多态性分析［１６－１９］。ＳＳＲ引物由上海生工生
物工程有限公司合成。ＳＳＲ扩增反应参照梅德圣等的方
法［２０］。扩增产物在６％聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳分离检
测。ＳＳＲ引物首先在２对基因池中进行检测，表现为多态性
的引物继续在ＢＣ１分离群体的单株中进一步进行分析，若仍
然表现多态性，则确定为与 Ｂｒｓｃ１基因紧密连锁的标记。获
得的特异ＳＳＲ引物同时用Ｆ２群体中的单株进行检测，以确定
其是否为共显性标记。

１．４　ＳＳＲ标记遗传图谱和物理图谱的构建
特异性ＳＳＲ标记在 ＢＣ１分离群体中进行重组单株的筛

选，计算重组率，利用 Ｋｏｓａｍａｂｉ函数转换为遗传距离［２１］。利

用ＭＡＰＭＡＫＥＲ／ＥＸＰ３．０软件，构建Ｂｒｓｃ１的 ＳＳＲ标记遗传图
谱，并利用ＭａｐＤｒａｗＶ２．１作图软件进行遗传图谱和物理图
谱的绘制［２２］。

２　结果与分析

２．１　ＳＳＲ标记开发与筛选结果
前人将Ｂｒｓｃ１定位于Ａ９染色体上 Ｙ０６（１９．３Ｍｂ）和 Ｙ１０

（２２．１Ｍｂ）之间２．８Ｍｂ的区间内。从 ＢＲＡＤ数据库下载该
区间部分序列，用于 ＳＳＲ引物的设计，并下载该区间已公布
的ＳＳＲ标记。用黄籽／褐籽基因池和ＢＣ１分离群体单株进行
检测，共获得 ５个与 Ｂｒｓｃ１紧密连锁的特异性 ＳＳＲ标记：
Ａ－１１－６５、Ａ－１１－１４５、Ｂ－６－３２、ＢｒＩＤ１０６０７和ＫＳ１０７６０，引
物序列信息见表１。各特异性引物扩增产物在６％聚丙烯酰
胺凝胶上进行电泳分离，条带多态性明显，带型清晰稳定，图

１和图２所示分别为引物 ＢｒＩＤ１０６０７和 ＫＳ１０７６０扩增结果。
同时，５个特异性ＳＳＲ标记对 Ｆ２群体中的单株进行扫描，结
果显示，Ａ－１１－６５为共显性标记，能够区分黄籽、杂合褐籽
和纯合褐籽单株（图３）。

表１　与青海大黄油菜黄籽基因Ｂｒｓｃ１紧密连锁的ＳＳＲ标记

ＳＳＲ标记 引物名称　　　 引物序列（５′→３′）　　　
遗传距离

（ｃＭ）
物理位置

（Ｍｂ）

Ａ－１１－６５ Ａ－１１－６５Ｆ ＣＣＴＣＴＧＡＡＣＡＡＧＡＴＧＴＣＧ ０．００８０ ２１．９
Ａ－１１－６５Ｒ ＣＣＡＧＡＴＣＡＧＡＡＧＣＡＡＣＧ

Ａ－１１－１４５ Ａ－１１－１４５Ｆ ＴＣＧＡＧＣＡＡＧＡＡＧＣＣＡＡＧＣ ０．００７５ ２１．８
Ａ－１１－１４５Ｒ ＧＣＧＴＡＡＴＣＣＡＧＴＣＣＴＡＣＡＴＴＣＣ

Ｂ－６－３２ Ｂ－６－３２Ｆ ＡＧＡＧＣＴＴＧＴＡＧＧＴＧＣＡＧＡＴＧ ０．００６３ ２１．２
Ｂ－６－３２Ｒ ＧＣＣＧＴＧＡＧＡＣＡＧＡＧＡＧＴＡＴＣ

ＢｒＩＤ１０６０７ ＢｒＩＤ１０６０７Ｆ ＧＴＧＴＧＡＴＡＡＡＡＣＴＧＡＡＡＣＧＧ ０．００６３ ２１．３
ＢｒＩＤ１０６０７Ｒ ＴＧＡＧＣＡＧＡＧＣＡＣＡＣＧＴＣＴＡ

ＫＳ１０７６０ ＫＳ１０７６０ＦＡ－１１－１４５ ＴＡＧＣＡＧＴＧＧＣＣＴＡＣＴＣＣＴＴＧ ０．００５７ ２１．０
ＫＳ１０７６０ＲＢ－６－３２ ＣＡＧＣＡＴＴＧＴＧＡＴＧＴＧＴＣＡＧＧ
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２．２　ＳＳＲ标记遗传连锁图谱和物理图谱的构建
本研究所构建ＢＣ１作图分离群体包含１７４０个单株，６个

与Ｂｒｓｃ１表现连锁的ＳＳＲ标记在ＢＣ１群体中进行重组单株的
筛选，计算重组率，确定各连锁标记与 Ｂｒｓｃ１之间的遗传距离
（表１）。将６个ＳＳＲ标记与前人对Ｂｒｓｃ１的定位结果进行比
较和整合，构建 Ｂｒｓｃ１的遗传连锁图谱（图４）。各连锁 ＳＳＲ
标记的物理位置见表１，使用作图软件绘制其物理图谱（图
４）。新开发的６个ＳＳＲ连锁标记位于Ｂｒｓｃ１同侧，与Ｂｒｓｃ１间
的平均遗传距离为０．０１２２，连锁紧密。新开发的 ＳＳＲ标记
覆盖染色体上０．９Ｍｂ的长度，图谱标记密度进一步增加。

３　讨论

与前人所获得的分子标记相比，本研究筛选得到的５个
与目标基因Ｂｒｓｃ１紧密连锁的 ＳＳＲ标记与 Ｂｒｓｃ１之间的遗传
距离进一步缩短，最近的标记为 ＫＳ１０７６０（０．００５７ｃＭ）。将
新获得的ＳＳＲ标记与前人研究所得 Ｂｒｓｃ１的遗传连锁图谱进
行整合，图谱标记密度进一步增加。高密度的遗传图谱是实

现Ｂｒｓｃ１图位克隆的关键。新开发的 ＳＳＲ标记位于 Ｂｒｓｃ１同

侧，要实现 Ｂｒｓｃ１的克隆，在 Ｂｒｓｃ１另一侧还须开发更多与
Ｂｒｓｃ１距离更近的分子标记，将 Ｂｒｓｃ１锁定于更小的范围内。
本研究所用作图分离群体较前人有所扩大，作图群体的扩大

使连锁标记与目标基因之间的遗传距离测算更为准确，图谱

精度进一步提高，且为连锁更紧密的分子标记的开发创造了

条件。

Ｘｉａｏ等所得与Ｂｒｓｃ１紧密连锁的 ＳＳＲ标记，距离最近的
为ＣＢ１００２２（０．８ｃＭ），本研究新开发的 ＳＳＲ标记不但与
Ｂｒｓｃ１之间遗传距离大大缩短，而且得到一个共显性标记
Ａ－１１－６５（０．００８０ｃＭ）。由于 ＳＳＲ标记具有操作简单，重
复性好，成本较低等优点，因此被广泛应用于分子标记辅助选

择育种。本研究所得到的ＳＳＲ标记，不但与Ｂｒｓｃ１连锁紧密，
而且扩增条带清晰稳定，尤其是共显性标记的获得，能较准确

地区分不同基因型的单株，因此很适用于建立白菜型黄籽油

菜分子标记辅助选择育种体系。不足之处在于没有筛选到与

Ｂｒｓｃ１共分离的ＳＳＲ标记，ＳＳＲ连锁标记的数目也不够多，为
提高分子标记辅助选择的准确率，还需要开发更多与 Ｂｒｓｃ１
紧密连锁的分子标记。
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　　本研究利用新开发的ＳＳＲ标记进行遗传图谱构建，这些
标记是根据目标基因所在特定区段的序列信息进行开发的。

随着基因测序技术的发展，植物基因组序列信息数据库的不

断完善，通过搜索数据库序列信息开发 ＳＳＲ引物越来越普
遍。利用该方法进行目标基因的定位，目的性强，可快速筛选

出与目标基因连锁的分子标记。但该方法需要以一定的定位

结果为基础，并且需将目标基因锁定于较小的区段内，否则会

增加ＳＳＲ标记开发和筛选的难度。该方法还可用于开发
ＳＣＡＲ、ＩＰ标记等，适用于目标基因的精细定位。
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