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　　摘要：多室油菜具有多室多粒的特征，是提高油菜产量的一个有效途径。利用青海芥菜型多室油菜的 ＢＣ４分离

群体对油菜多室基因Ｂｊｌｎ２进行初步定位，对分离群体的性状分离比进行卡方检测，检测结果符合１∶１，表明多室性
状遗传稳定。利用扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）与分群分析法（ｂｕｌｋｓｅｇｒｅｇａｔｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＢＳＡ）相结合的方法共筛选获得３个与目标基因紧密连锁的标记。连锁遗传分析的结果表明，３个 ＡＦＬＰ标
记均位于基因Ｂｊｌｎ２的同侧，其中ＳＡ０３ＭＣ１６距Ｂｊｌｎ２基因最近，遗传距离约为１３．１ｃＭ；ＳＡ１４ＭＣ１３距Ｂｊｌｎ２基因最远，
遗传距离约为２３．５ｃＭ；图谱总长２３．５ｃＭ，标记间平均图距为７．８ｃＭ。研究结果为多室基因的精细定位及图位克隆
奠定了基础。
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　　油菜是世界４大油料作物之一，在世界油料作物中占有
重要地位。一般来说，油菜的成熟角果内有膜状隔膜（或称

假隔膜），将每个角果分为２室，外被２片壳状果瓣；多室油菜
的角果被假隔膜分为３～４室，外被３～４片壳状果瓣。油菜
的多室性状在目前种植的３大类型油菜中均有发现：在芥菜
型油菜中，有山西省的三筒油菜、贵州省的四轮油菜、青海省

的多室油菜、四川省的四棱油菜；白菜型油菜中有印度沙逊油

菜、西藏的桑日白油菜等；甘蓝型油菜中有三棱角油菜、人工

创造的甘蓝型多室油菜［１－３］。赵洪朝等发现，多室油菜的单

株产量显著高于相同遗传背景下２室油菜的单株产量，主要
原因是多室油菜角粒数多［４－６］。

吕泽文等对芥菜型多室和２室角果、子房石蜡切片观察
发现，多室角果由４心皮发育而来，４个果瓣包围种子，２个假
隔膜平行，将角果分隔成３个腔室，中间的腔室大于两侧的腔
室［５］。有学者对白菜型多室油菜的雌蕊子房横切切片观察

发现，多室油菜的子房有１２～１６个心皮维管束，子房在发育
过程中心皮连成１个圆环，之后房室开始分化，胚珠、假隔膜
同时发生。朱彦涛对甘蓝型多室研究发现，多室角果横切面

呈３室，隔膜横截面呈“Ｙ”形［７］。

Ｖａｒｓｈｎｅｙ对印度沙逊油菜进行研究发现，角果果室性状
受１对基因控制，且２室对多室表现完全显性［８］。何余堂等

研究表明，白菜型油菜的多室性状受１对隐性基因控制［９］。

Ｃｈｏｕｄｈａｒｙ对印度芥菜型多室油菜研究发现，２室为显性性
状，４室为隐性性状，多室性状受 ２对隐性基因控制［１０－１１］。

赵洪朝等对芥菜型多室性状的遗传规律进行研究发现，多室

性状的遗传受１对主效基因控制，且被微效基因所修饰，无胞

质效应［１２］。吕泽文利用甘肃芥菜型多室油菜为材料，证实多

室性状受２对独立遗传的隐性核基因控制，且多室性状无细
胞质效应，遗传稳定，将这 ２对多室基因分别命名为 ｍｃ１、
ｍｃ２［１３］。初步定位的结果表明，ｍｃ１基因位于 Ａ基因组上。
Ｘｉａｏ等对青海芥菜型多室油菜遗传分析表明，多室性状受２
个独立遗传的基因控制，且多室为隐性性状，无胞质效应，分

别定义为Ｂｊｌｎ１、Ｂｊｌｎ２［１４］。
获得与多室性状紧密连锁的分子标记为多室性状基因定

位及克隆奠定基础，同时也有利于利用分子标记对多室性状

进行快速而准确的跟踪，从而加速多室油菜的选育进

程［１５－１６］。Ｘｕ等利用扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）、简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）分子标记对 Ｍｃ１进行精细定位，筛选到目标基
因Ｍｃ１两侧最近的连锁标记ＥＣ１４ＭＣ１４、ＳＣ２０，分别距离Ｍｃ１
１．１、１．６ｃＭ，将 Ｍｃ１定位于 Ａ基因组第７染色体上，构建了
Ｍｃ１的连锁图谱［１７］。Ｘｉａｏ等通过 ＡＦＬＰ和 ＳＳＲ分子标记，筛
选到与Ｂｊｌｎ１紧密连锁的２个ＡＦＬＰ标记和７个ＳＳＲ标记，将
多室基因Ｂｊｌｎ１进行基因定位，将控制多室的 Ｂｊｌｎ１基因定位
到Ａ７连锁群的约２０８ｋｂ左右的区域内［１４］。

Ｆａｎ等利用多室突变体ｍ１４和二室野生型白菜型油菜为
材料，通过对ＣＬＶ３类似物的分离和功能特性的研究认为，单
核苷酸替代（Ｔ－Ｃ）后的新型ＢｒＣＬＶ３是控制顶端分生组织大
小、腔室和角果粒数多少的主要原因［１８］。表达分析表明，反

馈回路中涉及到 ＣＬＶ３、ＷＵＳ的假定的负调控途径在 ｍ１４突
变体中被中断。

番茄中也有多室性状的研究。Ｍｕｏｓ等对番茄多室性状
研究时发现，番茄的多室性状主要受２对 ＱＴＬ控制，分别为
ｆａｓ、ｌｃ２对基因相互影响［１９］。ｌｃＱＴＬ包括１６００ｂｐ碱基，距
ＷＵＳＣＨＥＬ３′末端１０８０ｂｐ碱基，通过编码蛋白质调控茎细
胞。ｌｃ的分子进化显示，２个单核苷酸多态性的异常导致遗
传多样性降低，２个单碱基的突变导致了果室数目的增加。
并认为果室数目的进化模型是ｆａｓ突变出现在 ｌｃ突变之后从
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而导致极端多室的形成，使番茄产量提高数倍。

本研究所用材料为青海芥菜型多室油菜，除具有多室性

状外，还具有黄籽、抗裂角等优良性状，是一种优异的种质资

源［４，２０］。遗传分析结果表明，青海芥菜型油菜多室性状受２
个独立遗传的基因位点控制，即Ｂｊｌｎ１、Ｂｊｌｎ２，多室对２室为隐
性，无胞质效应［１４］。本研究在前人研究的基础上，以青海芥

菜型油菜多室回交分离群体 ＢＣ４为材料，利用 ＡＦＬＰ标记
［２１］

结合分群分析法（ｂｕｌｋｓｅｇｒｅｇａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＢＳＡ）［２２］，初步寻找
与芥菜型油菜多室基因 Ｂｊｌｎ２紧密连锁的分子标记，建立芥
菜型油菜角果多室基因 Ｂｊｌｎ２位点所在区域的遗传连锁图
谱，为该基因的精细定位和克隆奠定基础。同时，紧密连锁的

分子标记可将果室性状的鉴定提早到苗期进行，从而加快育

种进程，提高育种效率［２３］。

１　材料与方法

１．１　材料与群体构建
本试验所用亲本为青海芥菜型多室油菜和新芥（２室），

青海芥菜型多室油菜是源于青藏高原的一种地方品种，有

３～４个心皮。材料均由青海省农林科学院春油菜研究所提
供，经过自交７代以上，多室性状可以稳定遗传。青海芥菜型
多室油菜与新芥杂交，获得Ｆ１代，Ｆ１代自交获得 Ｆ２代，Ｆ２代
与亲本多室油菜连续回交４代，得到包含１７５４株的 ＢＣ４分
离群体，并随机挑选１９８株单株作为试验用的作图分离群体。
１．２　ＤＮＡ的提取及样品池的构建

在油菜苗期，对田间单株进行编号。植株长至４～５张真
叶时，每个单株取２～３ｃｍ２的新鲜叶片，用 ＣＴＡＢ小样法提
取叶片总 ＤＮＡ，具体方法参考 Ｄｏｙｌｅ等的方法［２４］并略作改

动。ＤＮＡ浓度及质量用紫外分光光度计检测（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ），再用 ＴＥ缓冲液稀释至
５０ｎｇ／μＬ，于－２０℃保存备用。

在油菜角果成熟期，对田间单株进行性状调查。油菜２
室与多室性状鉴定采用肉眼鉴定的方法。单株多室角果率＞
９５％记为多室株，没有多室角果的单株记为２室株。根据田
间调查结果，在ＢＣ４群体中随机选择１２个多室单株和１２个
２室单株，每６个单株的 ＤＮＡ等量混合，分别构建２个多室
基因池和２个２室基因池，用于ＢＳＡ分析。
１．３　ＡＦＬＰ分析

ＡＦＬＰ分析参考陆光远提到的Ｖｏｓ等的方法［２５］并略作改

动。采用的酶切组合为 ＳａｃⅠ／ＭｓｅⅠ，预扩增采用的引物组
合为 ＳＡ／ＭＣ，预扩产物稀释３０倍后作为选择性扩增的模板。
将等体积的选择性扩增产物和 ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（９８％甲酰胺，
０．０２５％二甲苯蓝，０．０２５％溴酚蓝，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值
８．０）混合，然后用６％聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测，硝酸银
染色观察结果。

利用已构建好的多室基因池、２室基因池进行引物筛选。
有特异性的引物再在ＢＣ４群体中随机挑选６株２室株、６株
多室株进行验证。

１．４　连锁分析
利用得到的 ＡＦＬＰ标记对 ＢＣ４分离群体中随机挑选的

１９８株单株进行检测，结合田间性状调查结果，筛选交换单
株，计算重组率。利用ＪｏｉｎＭａｐ４．０软件构建遗传图谱，先用

Ｎｅｗｐｒｏｊｅｃｔ创建１个新的文件夹，用 Ｌｏａｄｄａｔａ导入标记数
据，再用Ｋｏｓａｍｂｉ函数［２６］将重组率转换为遗传距离，最后用

ＭａｐＤｒａｗ构建连锁图谱。

２　结果与分析

２．１　ＢＣ４分离群体果室性状表现
青海芥菜型多室油菜和新芥（２室）连续回交４代获得的

ＢＣ４分离群体有效单株共１７５４株，其中多室单株８８２株，２
室单株８７２株。经卡方检测，结果符合 １∶１（χ２ ＝０．０５７）
（表１）。　

表１　ＢＣ４分离群体单株性状检测

群体
单株总

数（株）

多室单

株（株）

２室单
株（株）

预期

比例
χ２

青海芥菜型多室油菜×新芥 １７５４ ８８２ ８７２ １∶１ ０．０５７

２．２　与Ｂｊｌｎ２基因连锁的ＡＦＬＰ标记
利用已构建的多室基因池、２室基因池进行ＡＦＬＰ标记的

筛选，将筛选得到的标记在 ＢＣ４分离群体的单株中进行验
证，最终确定 ３个 ＡＦＬＰ标记与 Ｂｊｌｎ２基因紧密连锁。３个
ＡＦＬＰ标记用于扫描ＢＣ４群体中的１９８个单株 （图１）。

２．３　遗传连锁图谱的构建
将ＢＣ４群体中１９８个单株的性状和３个与 Ｂｊｌｎ２基因紧

密连锁的ＡＦＬＰ性标记数据导入ＪｏｉｎＭａｐ４．０软件，分析３个
标记与Ｂｊｌｎ２基因的相对位置及距离。结果表明，这３个标记
均位于Ｂｊｌｎ２的同侧，其中ＳＡ０３ＭＣ１６距Ｂｊｌｎ２基因最近，遗传
距离约为１３．１ｃＭ；ＳＡ１４ＭＣ１３距Ｂｊｌｎ２基因最远，遗传距离约
为２３．５ｃＭ；图谱总长２３．５ｃＭ，标记间平均图距为７．８ｃＭ
（图２）。

３　结论与讨论

目前，多室性状在油菜３大栽培种（甘蓝型油菜、白菜型
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油菜、芥菜型油菜）中均有发现。多项研究表明，多室油菜的

单株产量显著高于其对应的二室油菜的单株产量，主要原因

是多室油菜角粒数较多，因此油菜多室性状对油菜产量的提

高具有重要意义［４－６］。前人对青海芥菜型多室油菜的遗传规

律和基因定位进行了探究，证实其多室性状是受２对独立遗
传的基因控制，无胞质效应，并分别命名２对基因为 Ｂｊｌｎ１、
Ｂｊｌｎ２。同时进一步对Ｂｊｌｎ１进行基因定位，将 Ｂｊｌｎ１基因定位
到Ａ７连锁群的约２０８ｋｂ左右的区域内［１４］。

本研究对因Ｂｊｌｎ２基因进行初步定位。对 ＢＣ４分离群体
性状分离卡方检测后符合１∶１，证明多室性状遗传规律的稳
定性，为多室基因 Ｂｊｌｎ２的定位奠定基础。利用２５６对 ＡＦＬＰ
引物进行引物筛选，共获得３个与目标基因连锁的 ＡＦＬＰ标
记，均位于Ｂｊｌｎ２基因的同侧，其中ＳＡ０３ＭＣ１６距Ｂｊｌｎ２基因最
近，遗传距离约为１３．１ｃＭ；ＳＡ１４ＭＣ１３距 Ｂｊｌｎ２基因最远，遗
传距离约为２３．５ｃＭ；图谱总长２３．５ｃＭ，标记间平均间距为
７．８ｃＭ。Ｘｕ等将 Ｍｃ１定位到 Ａ基因组７号染色体上，两侧
最近的标记距离分别为１．１、１．６ｃＭ，构建了 Ｍｃ１的连锁图
谱［１７］。黄籽沙逊既有２室又有３室材料，Ｙａｄａｖａ等利用 Ｆ２、
Ｆ６、Ｆ７群体进行ＱＴＬ定位，发现控制多室位点的基因位于Ａ４
连锁群，同时利用单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）将其定位到 Ｂｒａ０３４３４０，与拟南芥中的 ＣＬＡＶＡ
ＴＡ３同源，并将此作为候选基因［２７］。这与 Ｆａｎ等的研究结
果［１８］类似。由于本研究还未将 Ｂｊｌｎ２基因定位到染色体上，
因此Ｂｊｌｎ２基因是否与 Ｆａｎ等或 Ｘｕ等报道的是同一个位点
还不可知。

本研究所得的４个ＡＦＬＰ标记均位于Ｂｊｌｎ２一侧，且分布
较为分散，这可能与所选的酶切组合有关，且本研究所选酶切

组合较少，缺少有关ＥｃｏＲⅠ／ＭｓｅⅠ、ＰｓｔⅠ／ＭｓｅⅠ的酶切组合，
所以没能筛选到足够多的 ＡＦＬＰ标记，因此要尽量筛选出更
多的与Ｂｊｌｎ２紧密连锁的分子标记。随着与 Ｂｊｌｎ２连锁的分
子标记的增加，遗传图谱的精度会不断提高，有利于多室基因

的图位克隆。甘蓝型油菜是目前种植面积最大的栽培种，克

隆获得的多室基因可通过转基因技术导入甘蓝型油菜，从而

加快甘蓝型油菜的育种进程，提高油菜产量［２８－３７］。
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２．中国热带农业科学院环境与植物保护研究所／农业部热带作物有害生物综合治理重点实验室，海南海口 ５７１１０１；

３．海南大学应用科技学院，海南海口５７１１０１）

　　摘要：为了探明分离自芒果的胶孢炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）漆酶同工酶基因的序列特征，进一步研究
该菌的分子致病机理。以该菌为材料，采用同源克隆和ＲＴ－ＰＣＲ法获得胶孢炭疽菌漆酶基因 Ｌａｃ２（ＫＦ９２４６２５）。结
果表明，其编码区大小为１７８５ｂｐ，编码５９４个氨基酸，分子量为６５．５３ｋｕ，等电点是６．５６，含４个铜离子结合保守结构
域；聚类分析发现，其预测蛋白与西瓜炭疽病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ）的漆酶 ｌａｃｃａｓｅ－１（ＥＮＨ７７１９１．１）同源性最
高，达到７９％；半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析表明，在分生孢子不同萌发时段，Ｌａｃ２的表达量有明显的升降趋势，接种后６ｈ表
达量最低，９ｈ最高。可见Ｌａｃ２具备真菌漆酶基因家族的序列特征，初步推测它可能与Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ分生孢子萌发
侵染寄主有关，也可能参与调控芒果胶孢炭疽菌的漆酶活性和抗氧化反应等。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｘｍｐｌｌ＠１２６．ｃｏｍ。

　　漆酶是含铜的多酚氧化酶，能够催化多种酚类化合物及
其衍生物，使之生成相应的苯醌和水，且其催化底物具有广谱

性，在环保、食品、医药、纺织等各个领域具有潜在的应用价

值［１］。最早在漆树上发现漆酶，随后发现其也广泛存在于昆

虫、高等植物、细菌及真菌中［２］。真菌漆酶与致病力、营养生

长、增殖生长、孢子和黑色素的形成、氧化胁迫及渗透调节能

力相关［３－５］。真菌中存在多种漆酶同工酶，且在不同生长期

表达，功能也存在差异［６］，如 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ的 Ｌａｃ１
与Ｌａｃ２的功能截然不同，与野生型相比，Ｌａｃ２突变体失去了
致病力、黑色素含量下降及分生孢子颜色变浅，而 Ｌａｃ１突变
体的黑色素含量略微减少、漆酶酶活却有所上升［７－８］。序列

分析表明，不同漆酶基因氨基酸序列相似性不高，但在铜原子

结合区域的保守性相当高，因此可以根据这些保守区设计简

并引物同源克隆漆酶基因。

　　芒果（ＭａｎｇｉｆｅｒａｉｎｄｉｃａＬ．）隶属漆树科芒果属，是世界五
大著名热带水果之一。由胶孢炭疽菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）引
起的芒果炭疽病是芒果最严重的病害之一，在整个生育期均

可发病，且在贮运期危害最重，是限制芒果产业发展的主要因

素之一。炭疽病菌的致病过程主要是通过病原菌分生孢子附

着在寄主表面，萌发形成附着胞，附着胞内沉积一层黑色素，

前端产生侵染钉侵入寄主并在寄主体内扩展，黑色素在病原

菌穿透寄主组织中起着非常重要的作用，细胞壁降解酶起着

软化细胞的辅助作用［９－１０］，而漆酶又是形成 ＤＨＮ黑色素必
不可少的氧化酶［１１］，因此推测在芒果炭疽菌中漆酶可能通过

干扰附着胞黑色素的合成而影响着该菌的致病力。目前，关

于芒果胶胞炭疽菌的漆酶基因仅见笔者所在实验室报道的

Ｌａｃ１［１２］，为了系统研究各漆酶在芒果炭疽菌中的功能，本研
究采用同源克隆策略，从芒果胶胞炭疽菌中又克隆获得了漆

酶新基因Ｌａｃ２，这为进一步研究其功能打下了材料基础。
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