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７７．５８％；白鹤芋植株再生转化最佳激素组合为 ０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＧＡ３，植株再生率达
８８５６％，６－ＢＡ为植株再生转化的主要因素。
３．２　讨论

携带方便、价格便宜的小盆栽花卉颇受消费者的喜爱，市

场的销售仍异常火爆［２］。小盆栽花卉生产在不断扩大，而白

鹤芋正是众多小盆栽花卉中最具发展前景的花卉之一。为提

高白鹤芋的繁殖速度，直接诱导体细胞胚胎，短期内高速繁殖

白鹤芋种苗，是种苗繁育的有效途径。外植体选择对体细胞

胚的诱导至关重要［３］，外植体的生长状态和细胞分裂程度决

定了体细胞胚诱导的难易程度［４］，白鹤芋以花丝［５］和花序为

外植体，其体胚的诱导较容易而且诱导率非常高，而以白鹤芋

其他部位为外植体来诱导体胚的研究还未见报道。目前白鹤

芋体细胞胚胎的研究中，花序细胞诱导发生部分还不是很清

楚［６］，这有待进一
!

地深入研究。
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萝卜抽薹相关 ＳＲＡＰ分子标记筛选与分析
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（江苏省农业科学院蔬菜研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：利用抽薹性状差异较大的晚抽薹萝卜品种Ｌ２和早抽薹萝卜品种Ｅ６配制杂交组合，构建Ｆ２群体。通过田
间调查，选用极晚和极早抽薹单株分别构建晚抽池（ＢＳＡ－１）和早抽池（ＢＳＡ－２），用２８８对 ＳＲＡＰ组合对两亲本进行
ＰＣＲ分析，共筛选出１６６对ＳＲＡＰ引物组合。通过２个基因池及基因池中各单株对筛选出的引物进行复筛，获得引物
组合ｍｅ３＋ｅｍ９，其在晚抽池中可扩增出多态性片段ＬＢ；对１５６株Ｆ２单株进行验证发现，ＬＢ与晚抽薹基因紧密连锁，
其遗传距离为５．７ｃＭ。
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　　抽薹开花是农业生产上的一个重要现象，不仅对植物生
殖器官的形成起关键作用，而且关乎到植物的生物产量和产

品品质。先期抽薹在十字花科作物栽培上是一个倍受关注的

问题，不仅会降低十字花科作物的生物产量，而且会影响到产

品的品质，晚抽薹是十字花科作物一个重要的育种目标［１］。

生物技术的发展给作物遗传育种研究带来巨大变化，分子标

记技术的应用是其中之一。分子标记具有位点丰富、多态性

高、稳定可靠等特点，且检测不受时间和性状表达限制，可鉴

别基因型的纯合或杂合。本研究利用与晚抽薹基因紧密连锁

的分子标记可以方便准确识别不同晚抽薹基因的特点，通过

群体分离分析法（ＢＳＡ）筛选出与晚抽薹萝卜基因紧密连锁的
分子标记，以实现分子标记辅助育种，减少萝卜选育过程中对

表型性状的依赖，从而大大提高萝卜的育种效率。

１　材料与方法

１．１　材料
萝卜晚抽薹品种 Ｌ２，为韩国白玉春萝卜第９代自交系；

早抽薹品种Ｅ６，为短叶１３萝卜第１０代自交系，均由江苏省
农业科学院蔬菜研究所提供。将晚抽薹与早抽薹亲本进行杂

交再自交，形成Ｆ２分离世代群体共计１５６株单株。引物由上
海英俊进行合成；ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶等分子生物学试剂，
均购于ＴａＫａＲａ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取与检测　试验于２０１４年在江苏省农业科
学院园艺研究所高效园艺作物遗传改良重点实验室进行，基

因组ＤＮＡ提取采用改良的 ＣＴＡＢ法。采用 ＤＹＹ－Ⅲ －５型
稳压稳流电泳仪，缓冲液为１．２％ＴＡＥ，琼脂糖凝胶电泳检测，
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电泳时电压 １００Ｖ（５Ｖ／ｃｍ），时间为 １ｈ。电泳结束，在
ＦＲ－２００紫外可见分析装置上检测、照相，记录结果。
１．２．２　ＳＲＡＰ反应　采用优化的ＳＲＡＰ反应体系，ＳＲＡＰ引物
序列参考 Ｌｉ等信息［２－３］。ＰＣＲ反应体系（１０μＬ）为：
３．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．３μｍｏｌ／Ｌ上、下游
引物，０．６ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，２０ｎｇ模板 ＤＮＡ。ＰＣＲ反应程
序为９４℃变性３ｍｉｎ；９４℃６０ｓ，３５℃ ６０ｓ，７２℃ ９０ｓ，５个
循环；９４℃６０ｓ，５０℃ ６０ｓ，７２℃９０ｓ，３３个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物采用８％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，８０Ｖ
预电泳３０ｍｉｎ，１６０Ｖ电泳２．５ｈ。凝胶中含有 Ａｒｃ∶Ｂｉｓ为
２９∶１６．６５ｍＬ，５×ＴＢＥ５ｍＬ，ＴＥＭＥＤ２０μＬ，１０％ＡＰ
０．３ｍＬ。１×ＴＢＥ电泳缓冲液配方（１Ｌ）为：０．０５４ｇＴｒｉｓ，
００２７５ｇ硼酸，０．２５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ０．０４ｍＬ，ｐＨ值为８．０。电
泳结束，采用０．５％冰醋酸、１０％乙醇固定１５～２０ｍｉｎ，０．２％
ＡｇＮＯ３溶液染色１２～１５ｍｉｎ；蒸馏水洗涤 ２次，于含 １．５％
ＮａＯＨ、０．４％甲醛、０．００２％ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３的显影液中显影，白炽灯
箱下观察拍照。

１．２．３　引物筛选　利用萝卜晚抽薹品种代号Ｌ２和早抽薹品
种Ｅ６的ＤＮＡ为模板，从现有２８８对 ＳＲＡＰ引物中筛选出双
亲间存在多态性、条带清楚、易于识别、可以稳定扩增的引物；

基于抽薹性状表现型，在Ｆ２群体中选取极早抽薹和极晚抽薹
单株各１０株，构建早抽池（ＢＳＡ－１）及晚抽池（ＢＳＡ－２），待
幼苗长至５叶１心时提取 ＤＮＡ，等量混合；分别提取各单株
基因组ＤＮＡ，以早抽池、晚抽池及２个基因池中各单株 ＤＮＡ
为模板，对筛选出的多态性引物进行再次筛选，寻找可能与目

标基因连锁的标记；用获得的ＤＮＡ标记对Ｆ２群体进行标记。
ＰＣＲ产物在８％非变性聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳。
１．３　数据统计及连锁分析

用筛选到的具有多态性引物组合对待检测 Ｆ２群体的
ＤＮＡ样品进行 ＰＣＲ扩增，统计有差异、易于识别的多态性条
带，有带记为１，无带记为０。田间调查时，分别以１、０记录晚
抽薹、早抽薹的植株；根据引物扩增结果，建立ＳＲＡＰ数据库；
使用Ｊｏｉｎｍａｐ４．０分析分子标记，设最小 ＬＯＤ值为３．０，并用
Ｋｏｓａｍｂｉ函数将重组值转换成图距单位（ｃＭ）。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ检测结果
由图１可见，本研究提取ＤＮＡ凝胶电泳检测带型整齐一

致，无降解现象，绝大多数ＤＮＡ浓度介于２０～１００μｇ／ｍＬ。这
表明所提取的ＤＮＡ满足ＳＲＡＰ反应的需要。

２．２　ＳＲＡＰ标记分析
结果表明，从２８８对引物中共获得１１６对在双亲间可以

稳定扩增出清晰条带、表现出多态性的引物组合，多态率为

４０．３％；１１６对引物的 ＰＣＲ产物用８％非变性聚丙烯凝胶酰
胺电泳构建图谱，共得到条带２８５条，其中多态性条带为６６
条，多态率为２３．２％，每对引物扩增出的条带数量范围为０～
４０，多态性条带数量范围为０～５，说明早、晚抽薹的萝卜基因

组具有较为明显的差异性。因此，利用 ＳＲＡＰ可以在分子水
平上对萝卜的早、晚抽薹基因组的差异进行相关鉴定研究。

图２为扩增效果较好的１６对引物组合的ＳＲＡＰ扩增图谱，这
１６对引物组合为 ｍｅ１＋ｅｍ３、ｍｅ１＋ｅｍ７、ｍｅ１＋ｅｍ１２、ｍｅ１＋
ｆｃ８、ｍｅ１＋ｏｄｄ３８、ｍｅ３＋ｅｍ９、ｍｅ３＋ｆｃ２、ｍｅ４＋ｅｍ３、ｍｅ４＋ｆｃ１、
ｍｅ４＋ｏｄｄ４１、ｍｅ７＋ｏｄｄ４０、ｍｅ７＋ｅｍ７、ｍｅ７＋ｆｃ８、ｍｅ１５＋ｅｍ９、
ｍｅ１５＋ｆｃ１、ｍｅ１５＋ｏｄｄ４０，每个引物的碱基序列见表１。

表１　试验所用ＳＲＡＰ引物的碱基序列

引物名称 碱基序列（５′→３′）
ｍｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ
ｍｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ
ｍｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＡ
ｍｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ
ｍｅ１５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＡ
ｆｃ１ ＴＣＡＡＧＧＧＣＡＧＧＴＡＡＧＡＡＣＡＡ
ｆｃ２ ＧＴＧＣＴＴＴＡＣＴＧＴＴＴＧＣＴＣＣ
ｆｃ８ ＡＡＴＣＴＴＣＣＴＣＡＧＧＴＴＣＡＧＡ
ｅｍ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ
ｅｍ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ
ｅｍ９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡ
ｅｍ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ
ｏｄｄ３８ ＣＡＧＣＡＡＣＡＣＣＡＡＣＡＡＴＣＴＣ
ｏｄｄ４０ ＣＡＧＣＡＡＣＡＣＣＡＡＣＡＡＴＣＴＣ
ｏｄｄ４１ ＡＡＴＧＴＣＴＴＴＧＴＴＴＣＡＧＣＣＡＣ
ｏｄｄ４４ ＣＣＡＴＣＧＴＧＣＡＡＴＣＴＴＴＣＴＴＣ

　　对晚抽池、早抽池及２个基因池中各单株 ＤＮＡ为模板，
对筛选出的多态性引物进行再次筛选，获得１对 ＳＲＡＰ引物
组合ｍｅ３＋ｅｍ９，在亲本和ＤＮＡ池之间有相同、可重复的多态
性片段。由图３可见，ｍｅ３＋ｅｍ９对亲本和ＤＮＡ池进行扩增，
其差异条带ＬＢ均出现在晚抽薹品种Ｌ２和晚抽薹池中，产生
的差异片段大小约为１９０ｂｐ。因此，将 ｍｅ３＋ｅｍ９确定为萝
卜晚抽薹基因ＳＲＡＰ标记的候选引物。
２．３　ＳＲＡＰ标记与早抽薹基因的连锁分析

利用Ｆ２分离群体中的单株ＤＮＡ对候选引物组合ｍｅ３＋
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ｅｍ９进一步验证，各标记在分离群体中并非表现为全有和全
无的差别，有少数晚抽薹萝卜单株未能扩增出差异条带，同样

也有少数早抽薹单株扩增产生差异条带。用 Ｊｏｉｎｍａｐ４．０软
件对分子标记进行分析得知，ｍｅ３＋ｅｍ９与萝卜晚抽薹基因
紧密连锁，其遗传距离为５．７ｃＭ（图４）。

３　结论与讨论

分子标记技术与其他分子生物学研究相比，具有简单快

捷的优点。相关序列扩增多态性（ＳＲＡＰ）是Ｌｉ等［２］发展的一

种分子标记方法，具有简便、产率高、可显示大量的共显性标

记、易从序列中得到分离条带等优点，已被广泛应用于图谱构

建、比较基因组学、基因克隆和遗传多样性等研究［４－９］。Ｌｉ等
在对羽衣甘蓝×花椰菜的ＲＩ系构建遗传图谱时，用ＳＲＡＰ成
功标记了芥子油脱饱和基因 ＢｏＧＬＳＡＬＫ，该基因在图谱 Ｌｌ连
锁群上距ＳＲＡＰｌ３３标记为１．４ｃＭ［７］。另外，研究人员在中国
白菜中发现了１个与雄性不育基因有关的 ＳＲＡＰ标记，在油
菜中筛选到１个与恢复基因连锁的 ＳＲＡＰ标记，在芹菜中获
得１个与病毒抗性基因紧密连锁的ＳＲＡＰ标记［１０］。

抽薹性状属于数量性状遗传，易受环境条件的限制影响。

目前，利用分子标记技术对抽薹性状的研究已有诸多报道。

Ｋｅｎ等通过甘蓝和青花菜的 Ｆ２群体 ＲＦＬＰ连锁图，鉴定出控
制从种植至现蕾天数的主效基因位于第２、第７连锁群上，从
种植到现蕾的天数、现蕾到开花的天数这２个性状的许多标
记位点密切相关。曹维荣等运用 ＲＡＰＤ技术，采用混合分离
群体法（ＢＳＡ）对甘蓝迟抽蔓基因相连锁的分子标记进行研
究，得到与甘蓝迟抽蔓基因相连锁的 ＲＡＰＤ标记 Ｎｌ－７５０，其
连锁距离为７．９ｃＭ［１１］。卓祖闯等运用 ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ、ＲＳＡＰ、
ＳＳＲ、ＳＣＡＲ技术，采用ＢＳＡ法对大白菜晚抽蔓基因紧密连锁
的分子标记进行研究，分别获得１个晚抽蔓基因紧密连锁的
ＲＡＰＤ标记和ＲＳＡＰ标记，同时获得１个与早抽蔓基因连锁的

ＳＲＡＰ标记［１２］。

本研究中，从２８８对引物中筛选获得１１６对可以在双亲
间稳定扩增出清晰条带、表现出多态性的引物组合，多态率为

４０．３％；将１１６对引物的 ＰＣＲ产物用８％非变性聚丙烯凝胶
酰胺电泳构建图谱，共得到条带２８５条，其中多态性条带为
６６条，多态率为２３．２％，每对引物扩增出的条带数量范围为
０～４０，多态性条带的数量范围为０～５，得到与萝卜晚抽薹基
因紧密连锁的标记１个，其遗传距离为５．７ｃＭ。这为以后的
萝卜晚抽薹育种提供了理论基础。
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