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　　摘要：以ＤＨ－７－９（角果数多）×ＤＨ－Ｇ－４２（角果数少）杂交后代连续自交的重组自交系（ＲＩＬ）的１９０个家系
为材料，在西宁和武汉２个环境下进行主花序有效角果数性状分析。结果表明，该ＲＩＬ群体的主花序有效角果数表现
出连续变异并且符合正态分布。利用已构建的遗传连锁图，结合２个年份２个环境下主花序有效角果数性状表型数
据，采用ＷｉｎＱＴＬＣａｒｔｏｇｒａｐｈｅｒ２．５软件的复合区间作图法（ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｉｎｔｅｒｖａｌｍａｐｐｉｎｇ，简称ＣＩＭ）进行ＱＴＬ定位和效应
估计。结果在２个环境下共检测到６个与主花序有效角果数、性状相关的 ＱＴＬ，单个 ＱＴＬ可解释的表型变异范围为
７．９％～２４．３９％。其中ｑＥＳＮ－Ｗ－Ｃ５的贡献率达到２４．３９％，ＬＯＤ值为１２．９７，位于Ｃ５染色体上，因此视其为该主花
序有效角果数性状的主效ＱＴＬｓ。将拟南芥中已发表的角果数相关的３个基因与主效 ＱＴＬ置信区间对应的油菜基因
组上１０４个基因进行同源比较分析，结果主效 ＱＴＬ区域内 １个候选基因 ＢｎａＣ０５ｇ３２８４０Ｄ与拟南芥角果数基因
ＡＴ３Ｇ１９８２０具有较高的同源性，推测其为油菜主花序有效角果数候选基因。
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　　油菜是世界上分布最广、种植历史悠久的重要油料作物
之一。甘蓝型油菜品质优、产量高，是我国油菜生产上的主要

栽培类型［１］。菜籽油现在是国产食用植物油的第一大来源，

在我国食用油市场中具有举足轻重的地位。目前，国内油料

作物仅提供植物油消费总量的４０％左右，约６０％需进口，可
见我国对国外的依存度越来越高，自给总量上严重不足［２］。

双低菜籽饼粕每年为畜牧业提供超过 ６００万 ｔ的饲料蛋
白［３］。加拿大、澳大利亚、韩国、德国、法国、瑞典、奥地利等

国确立为优势替代生物质能源（生物柴油）原料作物，其中欧

盟目前生产的生物柴油８０％来自油菜原料（生产的油菜籽
６０％用于生产生物柴油）［４］。因此，提高油菜的产量成为了
现在油菜育种的重要目标。

高产是作物育种的主要目标，产量性状是由微效多基因

控制的数量性状，表现为连续变异，受环境的影响较大［５－６］。

常规密度种植的油菜产量是由单株有效角果数、每角粒数以

及千粒质量所构成，而这３个因素间既相互协同又相互制约。
单株有效角果数是所有主要农作物产量构成的要素之一，其

性状相对稳定。近年来随着农业机械化的发展，已经打破了

常规密度人工种植油菜的传统观念，渐渐转向了机械化密植

油菜的生产过程。机械化种植的油菜往往是密度高、分枝少，

所以密植油菜主要是通过提高群体有效角果数来实现增

产［７］。已有研究表明，适当增加密度可使主序在产量中的比

例增 加，在 ７５万 株／ｈｍ２ 时主 序产量 占 单 株 产 量 的
７３０５％［８］。而且油菜主序的２个主要性状主花序长度和主
花序有效角果数一直以来都是影响单株产量的主要因素［９］。

综上所述，单株主花序有效角果数是影响油菜产量的重

要因素。然而，目前为止，关于单株角果数数量性状基因座

（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｕｓ，简称ＱＴＬ）等方面的研究却严重不足。
张书芬等在双低油菜细胞质雄性不育保持系１１４１Ｂ和双高恢
复系垦Ｃ１构建的 Ｆ２作图群体中检测出的３个单株角果数
ＱＴＬｓｎｓｐ４、ｎｓｐ１２和ｎｓｐ２分别位于第４、第１２和第２连锁群上，
分别解释变异方差的２８．２２％、１１．９７％ 和７．７３％［５］。易斌等

利用中油８２１和保６０４为亲本材料，在相应ＤＨ系群体中将１
个单株角果数ＱＴＬ定位在第４连锁群上，可解释１７．４２％的表
型变异［１０］。孙美玉等以ＺＹ０３６×５１０７０杂交构建的双单倍体
（ＤＨ）为材料，在武汉、阳逻、青海和襄阳３年４点５个试验点
共检测到１０个与主花序有效角果数相关的ＱＴＬｓ，表型变异是
９．３３％～３１．６０％，在染色体 Ａ１、Ａ５、Ｃ１和 Ｃ９上的４个 ＱＴＬｓ
都可以在２个不同的试验中重复检测到［１１］。目前有关油菜单

株角果数的研究基本停留在ＱＴＬ定位分析水平，由于甘蓝型
油菜基因组（ＡＡＣＣ，异源四倍体）的复杂性，单株角果数相关
基因的克隆与功能研究成果数量甚少。

本研究以甘蓝型油菜重组自交系（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｉｎｂｒｅｄ
ｌｉｎｅｓ，简称ＲＩＬ）为材料，对油菜主花序有效角果数性状进行
ＱＴＬ定位。根据 ＱＴＬ置信区间对应的甘蓝型油菜基因组序
列，找出该区间的全部基因，与拟南芥角果数相关基因进行同

源比对并筛选候选基因。随着白菜、甘蓝及甘蓝型油菜全基因

组序列陆续组装完成［１２］，后续精细定位和图位克隆相关基因

及有关产量调控的分子机制研究必将达到一个全新的水平。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
以甘蓝型油菜品种 ＤＨ－７－９（主花序有效角果数多年

多点至少８０个）和ＤＨ－Ｇ－４２（主花序有效角果数为多年多
点至多５８个）为材料进行杂交得到Ｆ１植株，构建了包含１９０
个株系的重组自交系群体。本试验利用该群体进行田间试

验、主花序有效角果数性状统计和ＱＴＬ分析。
１．２　田间试验与主花序有效角果数性状考察

将重组自交系群体于２０１３年９月种植于中国农业科学
院油料作物研究所武汉市武昌区试验田，２０１３年５月及２０１４
年５月种植于青海省西宁市青海大学油菜繁育中心试验田。
所有田间试验均按 ３个重复分区种植，每小区 ３行，行距
４０ｃｍ，株距２０ｃｍ。按常规生产方式进行田间管理。２０１４年
４月（武汉）、２０１３年１０月（西宁）和２０１４年１０月（西宁）收
获时期从每个小区内随机选取５～１０株，用于主花序有效角
果数性状的测定（每１株油菜植株主花序上能够结１粒及以
上饱满种子的角果数）。

１．３　主花序有效角果数的ＱＴＬ定位
在利用Ｆ２代群体已构建好的遗传连锁图谱

［６］的基础上，

进行主花序有效角果数 ＱＴＬ定位。该连锁图包含２２８个标
记，２０个连锁群，图谱总长为 １５４６．６ｃＭ。用 ＷｉｎＱＴＬ
Ｃａｒｔｏｇｒａｐｈｅｒ２．５软件，采用复合区间作图（ＣＩＭ）的方法［１３－１４］

定位该重组自交系群体的主花序有效角果数 ＱＴＬ。选取
１ｃＭ的步长，在 α＝０．０５的水平上，利用 Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ检验法
重复检验１０００次。将 ＬＯＤ阈值设定为２．５来确定 ＱＴＬ在
染色体上的位置及数目。ＱＴＬ命名参照 ＭｃＣｏｕｃｈ等文献报
道的相关规则［１５］，用 ＳＰＳＳ１６．０软件（ＳＰＳＳ，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，
ＵＳＡ）统计分析表型数据。

１．４　候选基因筛选
通过对ＴＡＩＲ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／）以及已

发表的文章［１６］中拟南芥相关基因功能信息进行分析共获得

了３个角果数相关基因。在ＮＣＢＩ上将此３个拟南芥角果数
相关基因序列进行下载，然后与检测到的主效ＱＴＬ置信区间
对应的甘蓝型油菜基因组序列［１２］进行ＢｌａｓｔＮ比对，并进行候
选基因的筛选。

２　结果与分析

２．１　双亲和ＲＩＬ群体主花序有效角果数的表型统计及与其
他农艺性状的相关性

对双亲和 ＲＩＬ群体主花序有效角果数表型进行统计，结
果表明，ＤＨ－Ｇ－４２－８和ＤＨ－７－９－６主花序有效角果数
差异很大，并且两亲本间具有极显著性差异（表１）。统计分
析表明，主花序有效角果数在重组自交系群体中呈现超双亲

分离和连续性分布并且符合正态分布（图１），说明主花序有
效角果数是由多个基因控制的数量性状，适合于ＱＴＬ分析。

表１　亲本ＤＨ－Ｇ－４２－８和ＤＨ－７－９－６主花序有效角果数
性状差异平均值

品种 主花序有效角果数（个／株）
ＤＨ－Ｇ－４２－８（Ｘ） ５３．４２±２．６８Ａ
ＤＨ－Ｇ－４２－８（Ｙ） ５６．８５±１．３４Ａ
ＤＨ－Ｇ－４２－８（Ｚ） ５４．７８±２．７４Ａ
ＤＨ－７－９－６（Ｘ） ８０．２９±６．３３Ｂ
ＤＨ－７－９－６（Ｙ） ８２．６６±５．７６Ｂ
ＤＨ－７－９－６（Ｚ） ８３．４５±３．９９Ｂ

　　注：（Ｘ）表示２０１３年１０月在西宁环境下统计的结果；（Ｙ）表示
２０１４年１０月在西宁环境下统计的结果；（Ｚ）表示２０１４年４月在武汉
环境下统计的结果。同列不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２　主花序有效角果数性状ＱＴＬ定位
通过ＱＴＬＣａｒｔｏｇｒａｐｈｅｒ２．５复合区间作图法进行 ＱＴＬ分

析，在武汉和西宁２个环境下共检测到６个ＱＴＬｓ与油菜主花
序有效角果数性状相关，分别位于Ａ４、Ａ５、Ａ９、Ｃ１、Ｃ５以及Ｃ８
染色体上（表２），分别命名为ｑＥＳＮ－Ｗ－Ａ４、ｑＥＳＮ－Ｗ－Ａ５、
ｑＥＳＮ－Ｗ－Ｃ１、ｑＥＳＮ－Ｗ－Ｃ５、ｑＥＳＮ－Ｘ－Ａ９和 ｑＥＳＮ－Ｘ－
Ｃ８。３个 ＱＴＬｓ（分别为 ｑＥＳＮ－Ｗ－Ａ５、ｑＥＳＮ－Ｗ－Ｃ５和
ｑＥＳＮ－Ｘ－Ｃ８）的贡献率都大于１０％，其中ｑＥＳＮ－Ｗ－Ｃ５的
贡献率达到２４．３９％，ＬＯＤ值为１２．９７，因此视其为该主花序
有效角果数性状的主效ＱＴＬ（图２）。
２．３　候选基因筛选

通过生物信息学分析，将该主效 ＱＴＬ置信区间（约

０．９４Ｍｂ）与甘蓝型油菜基因组序列比对，得到共１０４个注释
基因。将这些基因与已知的拟南芥 ３个角果数相关基因
（ＡＴ１Ｇ６８７２５、ＡＴ２Ｇ３３１５０和ＡＴ３Ｇ１９８２０）进行同源比对，结果
发现主效ＱＴＬ置信区间内有１个基因（ＢｎａＣ０５ｇ３２８４０Ｄ）与
拟南芥角果数基因具有很高的同源性（８８．８％）。拟南芥同
源角果数基因为ＡＴ３Ｇ１９８２０，编码ＤＷＦ１／ＤＩＭ，在油菜素类固
醇（ＢＲ）的生物合成中催化早期 ＢＲ前体２４－亚基的合成。
油菜素类固醇会影响细胞的伸长，其突变体具有矮化表型，而

ＤＷＦ１是１个Ｃａ２＋依赖性钙调素结合蛋白。

３　讨论与结论

本研究所选用的２个亲本材料主花序有效角果数表型存
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表２　西宁和武汉环境下主花序有效角果数性状ＱＴＬ分析

ＱＴＬ 连锁群
位置

（ｃＭ） 标记区间
距两侧标记距离

（ｃＭ）
置信区间

（ｃＭ） ＬＯＤ值 贡献率

（％）

ｑＥＳＮ－Ｗ－Ａ４ Ａ４ ５７．５１ ＢＲＡＳ０６１～Ｍｅ４ＥＭ３０－４ ２．０；０．５ ５５．５～５８．０ ６．０３ ９．６９
ｑＥＳＮ－Ｗ－Ａ５ Ａ５ ２．０１ Ｍｅ７ＥＭ２８－３～ＢＲＡＳ０６３ ２．０；６．７ ０～８．７ ３．５３ １１．９２
ｑＥＳＮ－Ｗ－Ｃ１ Ｃ１ ４３．０１ Ｍｅ４ＥＭ１９－２～ＢｎＧＭＳ２９９－１ ０．４；０．６ ４２．６～４３．６ １０．８９ ７．９０
ｑＥＳＮ－Ｗ－Ｃ５ Ｃ５ ２１．９１ Ｍｅ４ＥＭ３０－２～Ｒａ１２－Ｇ１２ ０．４；２．２ ２１．５～２４．１ １２．９７ ２４．３９
ｑＥＳＮ－Ｘ－Ａ９ Ａ９ ４５．９１ Ｏ１１２－Ｄ０５－３～Ｒａ１４－Ｃ１２ ０．５；２．２ ４５．４～４８．１ １０．１２ ９．１４
ｑＥＳＮ－Ｘ－Ｃ８ Ｃ８ ７９．７１ Ｏ１１２－．Ｄ０５－２～Ｍｅ４ＥＭ３３－２ ２．０；２．２ ７７．７～８１．９ １２．１９ １５．９９

在极显著差异，ＲＩＬ群体表型呈现连续分布，所选用的甘蓝型
油菜遗传图谱总长 １５４６．６ｃＭ，标记间的平均图距为
６．７８ｃＭ，图谱质量可靠。因此，这２个亲本材料及图谱适合
研究主花序有效角果数相关遗传分析。

在国内外的报道中，孙美玉等以 ＺＹ０３６×５１０７０杂交构
建的ＤＨ群体为材料，３年４点５个试验共检测到１０个与主
花序有效角果数相关的 ＱＴＬｓ，分别位于 Ａ１、Ａ３、Ａ５、Ｃ１、Ｃ４、
Ｃ６、Ｃ９，解释性状表型变异是９３３％ ～３１．６０％［１１］。高必军

利用中双４号×Ｈ２２８构建ＲＩＬ群体，共检测到主花序有效角
果数５个ＱＴＬｓ，分别位于Ａ６、Ｃ２、Ｃ３连锁群，解释性状变型变
异是１１．２％～２５％［１７］。吴建忠检测到３个与主花序有效角果
数相关的 ＱＴＬｓ，分别位于 Ａ８和 Ｃ４上，解释性状表型变异
５０７％～９．４５％［１８］。本研究一共检测到６个主花序有效角果
数ＱＴＬｓ，分别位于Ａ４、Ａ５、Ａ９、Ｃ１、Ｃ５和Ｃ８上，贡献率在７．９％～
２４．３９％之间，ＬＯＤ值为３．５３～１２．９７。跟前人的研究结果相
比，本研究在 Ａ４、Ａ９、Ｃ５和 Ｃ８新发现了主花序有效角果数
ＱＴＬｓ。一般认为，贡献率在１０％以上的ＱＴＬ为主效ＱＴＬ，ＬＯＤ
值越大，ＱＴＬ的准确率越高。其中ｑＥＳＮ－Ｗ－Ｃ５的贡献率达
到２４．３９％，ＬＯＤ值为１２．９７，为所定位的６个ＱＴＬｓ中的最大
值，因此视其为该主花序有效角果数性状的主效ＱＴＬ。

ＱＴＬ与环境之间存在密切的关系。本研究中共检测到的

６个ＱＴＬｓ是在２个年份２个环境中检测到的，并没有可以在
２年相同环境下同时检测到，产生这些结果的原因：一是油菜
主花序有效角果数性状在不同环境条件下的不稳定表达；二

是不能重复检测到有可能代表了该环境条件下的特异表达基

因；三是群体中的个体可能受到环境条件的影响程度不一造

成的误差。

通过对ＱＴＬ置信区间与基因组序列比对进行候选基因
预测，可以比较简便快速地验证 ＱＴＬ定位的准确性。在 Ｃ５
染色体上的候选区域与报道的拟南芥角果数相关基因进行比

对，发现了１个同源性较高的候选基因ＢｎａＣ０５ｇ３２８４０Ｄ，其编
码ＤＷＦ１／ＤＩＭ，在油菜素类固醇（ＢＲ）的生物合成中催化早期
ＢＲ前体２４－亚基的合成。油菜素类固醇会影响细胞的伸
长，其突变体具有矮化表型，从而调控植株的有效角果数数

量。后续将对该候选基因进行相关功能验证，并同时利用主

花序有效角果数主效 ＱＴＬ附近的分子标记逐步构建目的基
因的近等基因系，通过精细定位和图位克隆最终获得控制该

性状的主效基因。
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　　摘要：分析苦参转录组中的简单重复序列（ＳＳＲ）位点信息，为开发分子标记奠定基础。利用Ｆａｓｔｑｃ软件对苦参转
录组测序的原始读长（ｒｅａｄｓ）进行质量评估，再用Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ软件对ｒｅａｄｓ质量较差的碱基进行过滤，利用 Ｔｒｉｎｉｔｙ软
件对Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ处理后的ｒｅａｄｓ进行序列组装，之后使用基因组装完整性评估（ＢＵＳＣＯ）软件对转录组组装的序列进
行质量评估，并分析组装的ｃｏｎｔｉｎｇ序列的开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，简称ＯＲＦ）；利用ＭｉｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ（ＭＩＳＡ）软件
对无冗余独立基因（ｕｎｉｇｅｎｅ）进行ＳＳＲ搜索。利用 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件最终筛选得到２３０７４条 ＯＲＦ信息；使用 ＭＩＳＡ软件从
ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列中发现８７９８个ＳＳＲ位点，分布于７３３９条ｕｎｉｇｅｎｅ中，总体上ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列中ＳＳＲ占比为２．１６％，ＳＳＲ位
点平均间隔是５．２８ｂｐ，其中占比最高的是单核苷重复基序，为５０．５３％；其次是出现频率分别为２２．２８％、２４．７３％ 的
二、三核苷酸。苦参转录组中ＳＳＲ类型众多，出现频率高，在后续的苦参遗传性状分析，及次生代谢（苦参碱和黄酮等
次生代谢产物）途径等相关基因定位等方面具有很好的应用潜力。
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　　苦参（ＳｏｐｈｏｒａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓＡｉｔ．）是豆科槐属植物，以其干燥
根入药，味苦，性寒，具有清热除燥湿、杀虫和利尿等药效。其

主要药用成分是生物碱类和黄酮类化合物，已从苦参中分离

出生物碱类３９个，黄酮类１２２个成分［１］。苦参主产于山西、

陕西、河南、河北等地，在医学临床、农业、畜牧业和日用品等

中有广泛的应用［２］。气候的变化和人为过度的采挖造成野

生苦参资源数量急剧减少［３］。因此，保护和利用好野生苦参

资源是当务之急，势在必行。

分子标记开发可对制定合理有效的种质资源保护策略提

供科学依据，但目前还缺乏能够应用于苦参种质鉴定、遗传图

谱构建、功能基因定位等研究的简便、高效、稳定且具有种属

特异性的分子标记体系。简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ，简称ＳＳＲ）是由核苷酸构成的重复序列，在真核生物和
原核生物基因中都有存在。ＳＳＲ位点标记具有在生物中分布

广泛、重复类型多样、出现频度高等特点［４］，主要应用于分子

育种优良基因定位、生物多样性分析、遗传图谱绘制、突变体

单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＮＰ）位
点分析辅助等。传统寻找基因组中 ＳＳＲ标记的方法存在位
点开发成本高、步骤较多、操作繁琐等问题［５］。转录组 ＳＳＲ
位点开发具有方便快捷、效率高等特点，且成本低廉。ＳＳＲ开
发引物能够直接快速地定位基因信息。随着苦参研究的深

入，目前还未发现有关苦参转录组 ＳＳＲ开发的报道。本研究
通过分析苦参转录组中的ＳＳＲ位点信息，为苦参遗传性状分
析、次生代谢（苦参碱和黄酮等次生代谢产物）途径、分子标

记辅助育种及苦参遗传多样性研究提供依据和参考。

１　材料与方法

１．１　转录组数据来源
从ＮＣＢＩ（美国国家生物技术中心）数据共享平台获得苦

参转录组数据，从 ＳＲＡ（ＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅａｄＡｒｃｈｉｖｅ）数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｓｒａ／）获得苦参叶片 ＲＮＡ－
Ｓｅｑ原始测序数据，下载编号是ＳＡＭＤ０００２９８９６，使用Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑ１０００对苦参组织进行建库测序，原始数据 ｒｅａｄｓ为
９０ｂｐ，采取双端（ｐａｉｒｅｄ－ｅｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）测序，获得１．３ＧＢ
转录组数据，下载网址是 ｆｔｐ：／／ｆｔｐ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ中的
ＤＲＲ０３１２８１［６］。　
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