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摘要 采用单粒传的方法从大白菜耐热品种 和热敏感品种 杂交后代获得遗传性稳定的重组近交系群体

以此为材料用同工酶以及 °⁄和 ƒ °分子标记技术鉴定了与大白菜耐热性数量性状相关的遗传标记 单因子方差

分析和多元线性回归分析的结果表明 有 个与耐热性 ±× 紧密连锁的分子标记 包括 个 ƒ °标记 个 °⁄标

记和 个 ° 同工酶标记 这些标记对耐热性遗传的贡献率为 ∀ 个标记中有 个分布在同一连锁群上 其他

个标记与任何一个标记无连锁关系 表明上述 个标记分布在大白菜的 个连锁群上 ∀
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  研究和不断改进大白菜耐热性的鉴定评价方法

已成为重要的应用基础研究课题 ∀目前 台湾亚蔬

中心和北京蔬菜研究中心的研究人员已相继提出了

以结球性能和苗期热害指数为指标分析耐热性的鉴

定方法≈ ∀

现有的研究结果表明 大白菜耐热性是遗传力

很高 的数量性状 可能由少数基因控

制≈ ∀在前期研究中 我们已发现磷酸变位酶

° 2 同工酶中有与耐热性相关的位点≈ ∀

°⁄和 ƒ°同是通过聚合酶链式反应 °≤ 对模

板 ⁄ 进行随机或选择扩增 根据扩增的某一 ⁄

片段的有无 比较和鉴别不同基因组 ⁄ 的差异 ∀

°⁄可以鉴别的 ⁄ 片段在 以上 而 ƒ °

可以鉴别 ∗ 的 ⁄ 片段 具有更强的鉴别

植物多态性和分子标记的能力 ∀结合一系列 °⁄

引物和 ƒ °引物组合的使用 可以使检测区域覆

盖大部分基因组 ∀目前 这些技术已用于鉴别大白

菜品种多态性 并已在很多种作物的基因连锁标记
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的鉴别中使用≈ ∗ ∀

本项研究以重组近交系 群体为材料 进行

了供试 的苗期耐热性鉴定 并分别对 ≥ 各株系

进行了同工酶 ! °⁄和 ƒ °检测 对获得的多态

性资料 用多元线性回归方式计算并确定与大白菜

耐热性状连锁的分子标记 以及这些标记之间的相

互关系和在染色体上的分布 ∀

1  材料与方法

1 1  供试材料

选用耐热的品种 ° 和热敏感品种

° 为亲本进行杂交 从 ƒ 群体中随机选取植株自

交 其后按/ 单粒传0法获得 个重组近交系

≥ 构成 群体作为本项研究的试验材料 ∀将上

述群体和双亲在温室内播种育苗 ∀育苗钵直径为

培养土经高压灭菌 ∀温室内温度为 ε ε

日 夜 ∀育苗期间按常规管理 ∀幼苗长至 片真

叶左右时 取样进行耐热性鉴定及其后同工酶 !

°⁄! ƒ °检测 ∀

1 2  耐热性鉴定

试验采用随机区组设计 从各系和双亲中选取

株生长相对一致的幼苗 等量分成 组分别置于

个生长箱 ≤° 2 2≤× 系统生长箱 内进行高温

处理 ∀各生长箱内 区组 随机排列 ∀处理温度严格

控制在 ? ε 范围内 光强为 Λ #

光周期为 光 暗 相对湿度为 ∗

∀

高温处理 ∗ 后 参照吴国胜等的方法≈

对各系和亲本逐株进行耐热性鉴定并按下列公式计

算各株系和双亲的热害指数 ∀

热害指数
Ε 各株级数

最高级数 ≅ 总株数
≅

1 3  同工酶 ! °⁄! ƒ °检测

完成耐热性鉴定后 对各株系和双亲进行同工

酶 ! °⁄和 ƒ °测定 寻找与耐热性连锁的分子

标记 ∀

1 3 1  同工酶分析方法  大白菜幼苗提取同工酶

依据 • ≈ 等的方法 ∀ ° 同工酶分析用聚丙

烯酰胺凝胶垂直板电泳 电泳仪为 2 ⁄

分离胶浓度为 浓缩胶浓度为 × 2甘

氨酸电泳缓冲液 ∀每个样品加入 Λ 提取

液 ∀电泳在恒压 ∂ 下进行 然后转入 ∂

进行 ∀电泳后 胶片放入 ° 染色液 2磷酸葡

萄糖 ≤ ⁄°

×× ° ≥ 2磷酸葡萄糖脱氢酶

∏溶于 的 × 2 ≤ 液中 中 在

ε 黑暗条件下染色 ∀

1 3 2  °⁄和 ƒ °分析方法  °⁄和 ƒ°的

⁄ 提取 从大白菜幼苗提取 ⁄ 用 ≤× 方法

依据 ∏ ≈ 的方法 稍做修改 ∀

°⁄分析 扩增反应总体积为 Λ 其中 2

≤ 的终浓度为 ×° 为 引

物为 Λ 模板 ⁄ 为 ∀ 扩增反应在

°≤×2 °≤ 美国 扩增仪上进行 扩

增程序为 ε 变性 ε 退火 ε 延伸

个循环 ε 变性 ε 退火 ε 延伸

个循环 再在 ε 下保持 ∀扩增产物用

的琼脂糖凝胶电泳分析 以 Κ⁄ 2∞

2 分子量标准片段作对照 计算各扩增片段的

大小 ∀凝胶用溴化乙锭染色 用 ⁄ 凝胶

成像仪 美国 分析电泳结果 并照像 ∀

ƒ °分析 ƒ ° 的操作程序参照 的

方法 ⁄ 酶切步骤和选择扩增浓度有少许修改 ∀

试剂使用的是 ƒ °× 分析系统试剂盒 Λ
的反应体系中包括 ∞

Λ ≅ 2° 2 ∏ °∏ ° 2
⁄ 和 ∀基因组 ⁄ 由 ∞

和 在 ε 酶切过夜 然后在 ε 停止反应

并维持 ∀ ⁄ 片段由试剂盒中的 ∞

接头连接 ∀连接产物稀释 倍的 ⁄ 片段

进行预扩增 ε ε ε

ε ε ε 个循环 ∀预

扩增产物稀释 倍后进行选择扩增 加入选择的

∞ 和 引物 °≤ 扩增程序为 ε

ε ε ε 个循

环 然后 退火温度为每一个循环降低 ε 共 个

循环 ∀反应物继续在 ε ε ε

扩增 个循环 ∀样品加入点样缓冲液 ε

变性 在 聚丙烯酰胺凝胶上电泳 • 恒

功率电泳 ∀凝胶用 ⁄ 银染体系染色 ∀

1 4  数据分析

应用 ≥≠≥× × 统计软件中的 程序 以各标

记为因子进行与耐热性相关性的单因子方差分析

以求得耐热性连锁的标记座位 显著水准 ° ∀

用多元线性回归求各相关标记对耐热性状的贡献率

以及所有连锁标记的总体贡献率 ∀

用 软件分析各标记座位间的连锁关
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系及在连锁群上可能的分布情况 ∀

2  结果与分析

2 1  耐热性表型及其变异

耐热亲本 和热敏感亲本 分别表现出稳

定的耐热性和热敏感性 ∀ 群体表现出显著分

离 且 个近交系植株热害指数直方形图接近振

幅常态分布理论所配合的常态曲线 表明群体耐热

性表型分布基本没有偏离常态分布 适于作遗传分

析 图 ∀

图 1  群体热害指数 ×≥ ± 分布与所配合的常态曲线

图

ƒ  ⁄ ∏ ∏√ ¬

×≥±

2 2  重组近交系群体的同工酶 ° ! °⁄和

ƒ °检测

白菜幼苗的 ° 同工酶中 ° 2 2 位点在耐

热和热敏感亲本之间存在显著差异 ς 测定结果表

明 ƒ 群体中的分离比例符合 ¬ ¬ ≈ ∀ ≥

群体各株系 ° 2 2 位点出现明显的分离 图 ∀

在用双亲和耐热 !热敏两池进行 °⁄! ƒ °引

物筛选后 从 个 °⁄引物中筛选出 个其扩

增条带在两池之间有差异的引物 ≥2 ≥2 ≥2

和 ≥2 ∀从 个 ƒ °引物组合中筛选出 个

在两池和两个亲本之间有差异的引物组 即 ≤≤

≤× ≤≤ ≤ × ≤ 和 ≤ ≤×≤ ∀用上述 个

°⁄引物和 个 ƒ °引物组对 群体检测的

结果表明 各供试株系间相关条带存在明显的分离

图 ∀

2 3  与耐热性 ± × 紧密连锁的分子标记的检测

为了在重组近交系 ≥ 分离群体中 建立以每种

检测方式得到的遗传标记与耐热数量性状之间相互

关联关系 以标记为基础 根据标记基因型的种类将

分离群体分成两个亚群体 组 和组 采用多元回

归分析法比较不同标记基因型群体间数量性状的差

异 以寻找耐热性状与 个或多个标记之间的相关 ∀

从表 可以看出 ° 2 2 标记与耐热性显著相关

贡献率为 ∀ °⁄的 个标记中有 个标记

≥ 2 ≥ 2 和 ≥ 2 与耐热性显著相关

贡献率分别是 和 ∀ ƒ ° 的

个标记 ≤≤ ≤× 2 ≤≤ ≤ ×2 ≤≤ ≤ ×2

≤ 2 ≤ ≤×≤2 都与耐热性显著相关

贡献率分别是 和

∀用多元回归方法分析 个与耐热性显著相关

的标记的综合贡献率为 ∀

2 4  与耐热性连锁的分子标记在大白菜基因组的

分布

根据标记的基因型 用 作图软件分析

标记的分布和相互间的关系的结果表明 以似然比

对数 ⁄ 以上 两标记间最大相互距离

为标准 个标记中有 个在同一连锁群上 它们分

别为 °⁄ 标记 ≥ 2 !≥ 2 !≥ 2 和

ƒ °标记 ≤≤ ≤ × 和 ≤≤ ≤ × 标记之间

最佳排列方式为 ≥ 2 ≤≤ ≤ ×2 ≤≤

≤ × ≥ 2 ≥ 2 它们之间的相互距离如

下图 图 连锁群全长为 ∀另外 个标记

° 2 ! ≤≤ ≤× ! ≤ 2 和 ≤ ≤×≤

不与任何标记连锁 表明上述 个标记分布在大白

菜的 个连锁群上 ∀

2 5  耐热性 ± × 互作关系分析

用双因子方差分析方式分别分析了在 个独立

座位上的标记 ° 2 ! ≤≤ ≤× ! ≤ 2

和 ≤ ≤×≤ 与在连锁群上的 个标记之间的互

作关系 结果证明 在所测试的上述标记之间不存在

明显的互作 ∀

3  讨论

经典的遗传学研究表明 耐热性是遗传力很高

由少数基因控制的性状≈ ∀本研究找到分布在 个

独立座位上的 个分子标记 其中分布在同一连锁

群上的 个与耐热性连锁的标记和另一个单独连锁

群上的 ≤≤ ≤× 标记 对大白菜耐热性都有相

对较高的贡献率 个标记对耐热性的总贡献率已

达到 进一步从分子数量遗传学的角度获得

证据 支持这一研究结论 ∀
≈ 发展了一种分离体混合
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耐热亲本 °× 耐热池 热敏亲本 °≥ 热敏池 × ≥ 耐热单株 ≥ ≥ 热敏单株

°× × ≥

°≥ ≥ √ ≥

图 2  同工酶 ° ! °⁄和 ƒ ° 与大白菜耐热性相关的标记

ƒ  ° °⁄ ƒ ° √ ≤

表 1  多元回归分析检测与耐热性状连锁的标记

×  ⁄ ∏ ∏

标记 平方和
≥∏ ∏

自由度 均值平方
∏

ƒ 值
ƒ2

显著性误差
°

贡献率
≤ ∏

° 2 2

°⁄  ≥ 2

   ≥ 2

   ≥ 2

ƒ °  ≤≤ ≤× 2

   ≤≤ ≤ ×2

   ≤≤ ≤ ×2

   ≤ 2

   ≤ ≤×≤2
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图 3  连锁群上 5 个耐热标记的分布图

ƒ  ⁄ ∏ ∏

分析或群体分析法 ∏ 用于

快速鉴别与特定基因或染色体区域连锁的标记 ∀我

们采用了这一方法从 群体中选取最为耐热的株

系和热敏感株系 产生两个混合的 ⁄ 样品池 ∀两

池在所选择的区域在遗传上是相异的 而在其他区

域则可能是杂和的 ∀通过 °⁄和 ƒ °分析在两

池寻找到了有差异的分子标记 ∀最后通过分离群体

的分析进行验证 确定了与耐热性 ±× 紧密连锁的

分子标记 ∀实践证明 这一方法的应用大大缩小了

用 群体检测的引物范围 有效地减少了工作量 ∀

亲本的选择直接影响到构建连锁图谱的难易程

度及所建图谱的适用范围 ∀一般选择亲缘关系远而

稳定性强的品种或材料作为分离群体的亲本 ∀然而

亲本间的差异过大 杂种染色体之间的配对和重组

受到抑制 导致连锁座位间的重组率偏低 降低了所

建图谱的可信度和利用范围 严重的会降低杂种后

代的结实率 甚至导致不育 影响分离群体的构建 ∀

因此 在选择亲本时 既要注意亲本间的差异性 也

要考虑差异过大可能导致的上述不利影响 ∀亲本间

的亲缘关系究竟以多远为宜 因物种而异 ∀一般而

言异交作物多态性高 自交作物的多态性低 ∀大白

菜是异交作物 以往 °⁄! ƒ °分析的结果表明

其遗传多样性十分丰富 ∀本项研究所选用的两个亲

本材料分属两个生态型 且两者在重要植物学性状

上存在众多差异 由此所得的 群体是一个很好

的作图群体 ∀

群体的获得虽然费时费工 但与 ƒ 分离群

体相比有多方面的优点 该群体可以重复进行检验

特别适合于抗性分析和数量性状的分析 ∀ 在达

到纯合前已经历了多轮的减数分裂 因而连锁基因

间具有更大的重组机会 ∀对于紧密连锁的标记

群体中所观察的重组体的数量是一次减数分裂所产

生群体的两倍 ∀在作图的初级阶段 这种扩张性重

组使得难以检测到基因之间的连锁 ∀但一旦建立了

基本的连锁关系之后 这种扩张重组使得更容易检

测到基因座位之间的不等位 而且可以更精确地估

计图距 ∀本项研究已经建立了标记与耐热相关基因

的连锁关系 下一步我们将利用已得到的作图群体

深入进行大白菜耐热性 ±× 和其他重要性状的定

位研究 ∀
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