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摘要：【目的】基因定位是遗传研究的重点内容,也是育种工作的重要基础。本研究以大白菜雄性不育两用系

‘大阳 AB 系’和大白菜系列初级三体为材料，对决定大白菜雄性不育性的核基因（ms）进行染色体定位和分子标

记筛选，旨在为其分子克隆和遗传利用奠定基础。【方法】基因的染色体定位采用初级三体遗传分析和χ
2
测验法，

分子标记采用 AFLP 分析方法。【结果】大白菜‘大阳 AB 系’的雄性不育系（msms）×大白菜系列初级三体（Tri-1、

Tri-2、Tri-3、Tri-4、Tri-5、Tri-6、Tri-7、Tri-8、Tri-9）的 9 个杂交组合中，F1均为可育株；从 F1选出三

体植株进行自交和测交，其自交子代（F2）和测交子代（Tc）中可育株与不育株的分离比例，只有 Tri-4 表现为

15.5﹕1（F2）和 3.24﹕1（Tc）、不符合孟德尔的单基因遗传分离比例（3﹕1 和 1﹕1），其它三体在 2.60﹕1～3.76

﹕1（F2）和 0.81﹕1～1.48﹕1（Tc）、均符合孟德尔的单基因遗传分离比例（3﹕1 和 1﹕1），这表明该雄性不育

性的遗传与 Tri-4 的遗传表现一致，即确定该雄性不育性的基因位于大白菜 4 号染色体上。基于染色体和染色单

体分离的三体遗传分析表明，该雄性不育基因位于 4号染色体的近着丝点区域，通过对 124 个 AFLP 引物组合的筛

选，初步获得了一个与雄性核不育基因位点连锁的 AFLP 标记 E34M49(398 bp)，遗传距离约为 1.2 cM。【结论】利

用初级三体遗传分析首次将大白菜雄性核不育基因定位在第 4号染色体上。 

关键词：大白菜；初级三体；雄性不育；基因定位；AFLP 标记 
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Abstract: 【Objective】 Chromosome localization of genes is an important work for genetic study and breeding practice. In this 
paper Dayang AB line and trisomics of Chinese cabbage were used for assigning the male sterile gene to a particular chromosome 
and screening the molecular markers linked to the locus. 【Method】 Locating the male sterile gene to a particular chromosome was 
conducted by primary trisomic analysis and χ2 test, and screening the molecular markers linked to the gene locus by AFLP techniques.
【Result】 All F1 progenies in the nine combinations derived from sterile line × Tri-1 to sterile line × Tri-9 were male ferterile. This 
indicated that the male fertility was dominant to the sterility in Chinese cabbage Dayang AB line. Selecting the trisomic(2n+1)  
plants from each F1 progenies and being selfed or test-crossed to the sterile line, and the results showed that only Tri-4 combination 
displayed 15.5﹕1 segregation proportion of male fertile plants to male sterile plants in F2  and 3.24﹕1 in Tc (test-cross), which 
disobeyed Mendelian segregation ratios for a monogenetic factor, while other combinations varied from 2.60:1 to 3.76﹕1 in F2 and 

0.81﹕1 to 1.48﹕1 in Tc, which fitted Mendelian segregation proportions (3﹕1 and 1﹕1) for a monogenetic factor. These results 
indicated that the gene controlling the male sterility of Chinese cabbage Dayang AB line was associated with trisomic 4, i.e. the gene 
was located on the chromosome 4. Further trisomic analysis based on the chromosomal segregation (assuming the gene closely 
linked to the centromere ) and on the chromatid segregation(assuming the gene apart from the centromere ) showed that the gene was 
closer to the centromere . Furthermore, an AFLP marker (E34M49) linked to the sterile gene was preliminarily screened out from 124 



2062                中  国  农  业  科  学    42 卷 

 

random primers. 【Conclusion】 Using primary trisomic analysis and molecular screening techniques, the sterile gene of Chinese 
cabbage was assigned to chromosome 4 and an AFLP marker (398 bp) linked to the locus was obtained preliminarily. 

Key words: Chinese cabbage(Brassica rapa L. syn. B. camperstris L.); primary trisomics; male sterility; gene location; AFLP 
marker 

 

0  引言 

【研究意义】大白菜（Brassica rapa L. syn. B. 
camperstris L.）原产中国，是重要的蔬菜作物，也是

杂种优势利用非常广泛的蔬菜作物种类之一。利用雄

性不育系进行大白菜杂交制种具有成本低、纯度高等

突出优点，因此对大白菜雄性不育的研究和利用一直

受到国内外研究者的重视。本研究对大白菜雄性核不

育基因进行染色体定位和分子标记筛选，旨在为其雄

性不育性的基因克隆及其在遗传改良中的应用奠定基

础。【前人研究进展】关于大白菜雄性不育性的选育

和利用已有许多研究报道[1-7]。随着分子生物学的发

展，分子标记和克隆技术已用于大白菜雄性不育性的

研究，如沈向群等[8]对显性核不育大白菜‘AB712’
进行了 RAPD 分析，筛选出了与核不育基因紧密连锁

的 RAPD 标记；张战凤等[9]利用 PCR 技术从大白菜新

型胞质雄性不育材料 CMS7311 的线粒体基因组中扩

增出与细胞质雄性不育相关的片段，并进行了克隆测

序；赵利民等[10]根据 orf138 的保守序列设计引物，以

大白菜萝卜胞质雄性不育系 RC7 的 mtDNA 为模板进

行 PCR 扩增，扩增出大小为 588 bp 的特异条带，可

编码 75 个氨基酸，定名为 orf75；张少丽等[11]对大白

菜温敏雄性不育系的育性转化相关基因进行了

cDNA-AFLP 分析。但迄今对大白菜雄性核不育基因

的染色体定位研究国内外尚未见报道。【本研究切入

点】基因定位是遗传学研究的重点内容，也是基因克

隆和作物育种的重要基础。为促进大白菜基因定位研

究，申书兴等创建了大白菜系列初级三体[12]，为大白

菜雄性核不育基因的染色体定位提供了关键遗传材

料。【拟解决的关键问题】利用大白菜系列初级三体，

通过三体遗传分析和 χ2测验将大白菜雄性核不育基因

定位到相应的染色体上，并筛选与之连锁的分子标记，

建立基因位点及其分子标记与染色体的连锁关系，为

基因克隆奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

供试材料为大白菜雄性不育两用系‘大阳 AB 系’， 

由河北农业大学园艺学院遗传育种室提供。该材料的

雄性不育性受隐性单基因控制，不育株的基因型为

（msms），可育株的基因型为（Msms）。经过 10 几

年的回交（msms×Msms）选育，不育系（A）与可育

系（B）除育性差异外，其它性状整齐一致，遗传背

景基本相同。不育系（msms）×可育系（Msms）的

子代育性分离比例为 1﹕1，可育系（Msms）自交呈   
3﹕1 分离，遵循孟德尔的遗传分离规律。大白菜系列

初级三体材料（Tri-1、Tri-2、Tri-3、Tri-4、Tri-5、Tri-6、
Tri-7、Tri-8、Tri-9、Tri-10）由河北农业大学园艺学

院遗传育种室选育获得，在试管内继代繁殖保存。 
试验所用的 AFLP 接头、引物、EcoR I 和 Mse I

内切酶购自上海生工生物工程公司，T4连接酶、dNTP、
Taq 酶购自宝生生物工程（大连）有限公司，其它药

剂均为国产分析纯。 
1.2  试验方法 

1.2.1  雄性不育基因的染色体定位  2006 年 1 月中

旬，大白菜雄性核不育材料‘大阳 AB 系’播种于阳

畦，15 d 后大白菜系列初级三体的生根试管苗移栽至

阳畦，自然通过春化阶段。3 月初分别定植到田间，

开花前罩纱网防虫、防风。初花期拔除‘大阳 AB 系’

中的雄性可育株（B），保留雄性不育株（A），然后

分别与各初级三体杂交，共 10 个杂交组合（A×Tri-1、
A×Tri-2、A×Tri-3、A×Tri-4、A×Tri-5、A×Tri-6、
A×Tri-7、A×Tri-8、A×Tri-9、A×Tri-10）。翌年，

将各 F1子代分区播种和定植，待现蕾后按组合、分单

株选取大小适宜的花蕾于 Carnoy 液（95%乙醇﹕冰醋

酸=3﹕1）中固定，常规压片法制片，PIHCH（丙酸-
铁-水合三氯乙醛-苏木精）染色液染色，Olympus BH-2
光学显微镜观察，选取染色体分散的终变期、中期Ⅰ

和后期Ⅰ进行染色体计数，从各三体杂交组合的 F1

群体中选出三体植株，分别进行自交和测交（不育系

×F1三体植株）；将 F1的自交种子（F2）和测交种子

（Tc）按小区种植，待开花后统计各组合 F2和 Tc 群

体中的可育株数和不育株数，然后计算分离比例，进

行遗传分析和 χ2测验，并依据分析和测验结果确定被

测基因所位于的染色体及其和着丝点的大致距离。 
1.2.2  AFLP 分子标记  基因组 DNA 提取：于开花初 
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期，对‘大阳 AB 系’1﹕1 分离群体进行挂牌标记，

分为不育株和可育株两组，每组 48 株。按单株剪取嫩

叶，用改良 CTAB 法提取核基因组 DNA。各取 5 个

不育单株或可育单株的 DNA 等量混合，构建不育池

和可育池，其它单株的 DNA 用于单株检测、估算遗

传距离。用 0.8%琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检

测 DNA 质量和浓度。 
AFLP 分析：AFLP 反应参照 Thomas 等的方法[13]。

酶切采用 EcoRⅠ/MseⅠ双酶切，预扩增选用无选择性

碱基引物，选择性扩增选用含有 3 个选择碱基的引物。

PCR 产物用 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，80 W
恒功率电泳 2 h，银染后观察。 

差异条带的回收测序：将差异条带回收，PCR 扩

增后送交上海生工测序。 
遗传距离分析：参照陆光远等的方法[14]，用测交

（msms×Msms）群体检测分子标记与目标性状的连锁

遗传关系，数据处理用 MAPMAKER/EXP Version 3.0
软件进行。 

2  结果与分析 

2.1  雄性核不育基因的染色体定位 

2.1.1  F1代的育性表现及 2n+1 植株频率  杂交结果

表明，除不育系（A）×Tri-10 因不结籽未获得 F1 子

代外，其它 9个三体杂交组合的 F1子代全部为可育株，

表明大白菜‘大阳 AB 系’的雄性不育受隐性基因控

制，与预期结果一致。为准确地从 F1子代中选出三体

（2n+1）植株，进行自交、测交和了解三体植株的出

现频率，分别对 9 个杂交组合的 F1子代植株进行了染

色体数目鉴定。大白菜三体植株（2n+1=21）的额外

染色体在减数分裂中期Ⅰ和后期Ⅰ多呈游离和落后状

态，很容易进行鉴别。由表 1 可见，在 9 个杂交组合

的 F1 子代中均以二倍体（2n=20）植株为主，三体

（2n+1）植株仅占少数，即 n+1 配子较 n 配子的传递

率低得多。但 n+1 配子的传递率因不同的三体而异，

在测定的 9 个三体中，n+1 配子的传递率变动在

1.52%～12.73%，其中 Tri-6 的传递率最高，Tri-2 的传

递率最低，平均为 7.19%。对 n+1 雄配子的传递率与

染色体的相对长度进行了相关分析。结果显示，两者

没有显著相关性（r=0.57695，t=1.867＜t0.05=2.365）。

这说明大白菜初级三体额外染色体的传递率与其长度

没有必然的内在联系。 
2.1.2  F2代育性分析及 χ2测验  依据三体遗传原理， 

 
表 1  大白菜 F1植株的育性 及 2n+1 植株的频率 

Table 1  Fertility and rate of 2n+1 plants in F1 generation of Chinese cabbage 
杂交组合 
Combinations 

可育株数 
Fertile plants 

不育株数 
Sterile plants 

2n+1 株数 
2n+1 plants 

n+1 雄配子传递率 
Transmission rates of n+1 male gamete (%) 

染色体相对长度  
Chromosome relative length (%)

A×Tri-1 62 0 2 3.23 13.91 

A×Tri-2 66 0 1 1.52 12.09 

A×Tri-3 52 0 3 5.77 10.14 

A×Tri-4 54 0 5 9.26 9.84 

A×Tri-5 58 0 4 6.70 9.67 

A×Tri-6 55 0 7 12.73 9.42 

A×Tri-7 54 0 6 11.11 8.57 

A×Tri-8 51 0 5 9.80 7.91 

A×Tri-9 65 0 3 4.62 7.43 

A×Tri-10 - - - -  

F1 可育植株为经过染色体数目鉴定的株数 
F1 fertile plants listed in Table 1 were chromosome number identified 

 
若被测基因不在三体染色体上则基因表现双体分离，

分离比例符合孟德尔的分离规律。若被测基因位于三

体染色体上，则基因表现三体分离，分离比例不符合

孟德尔的分离规律。由表 2 可见，在 9 个三体杂交组

合的 F2 群体中，只有 A×Tri-4 的可育株﹕不育株= 

20.25﹕1，χ2测验不符合孟德尔的单因子分离比例（3
﹕1）；其它组合的可育株:不育株的分离比例在 2.60
﹕1～3.76﹕1，均符合孟德尔的单因子遗传分离比例

（3﹕1）。这表明，决定大白菜雄性不育的基因仅与

Tri-4 有关，即该基因位于大白菜 4 号染色体上。 
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表 2  大白菜雄性不育性的自交遗传分析（F2） 

Table 2  Genetic analysis of male sterility in F2 populations of Chinese cabbage 

F1 F2 组合 
Combinations 

可育株 Fertile plants 不育株 Sterile plants 可育株 Fertile plants 不育株 Sterile plants 

比例 
Ratios 

χ2 值(3﹕1) 
χ2 value 

A×Tri-1 76 0 67 20 3.35﹕1 0.47 

A×Tri-2 78 0 65 24 2.71﹕1 0.18 

A×Tri-3 78 0 62 18 3.44﹕1 0.27 

A×Tri-4 80 0 62 4 15.50﹕1 12.63 

A×Tri-5 80 0 63 17 3.71﹕1 0.60 

A×Tri-6 79 0 69 19 3.63﹕1 0.54 

A×Tri-7 77 0 65 25 2.60﹕1 0.37 

A×Tri-8 76 0 70 19 3.68﹕1 0.63 

A×Tri-9 75 0 64 17 3.76﹕1 0.69 

F1 可育植株为开花后的总株数。χ2
 0.05 =3.84；χ2

0.01 =6.64 

F1 fertile plants listed in Table 2 were Total plants after flowering. χ2
0.05 =3.84；χ2

0.01 =6.64 

 
2.1.3  测交子代的育性分离及χ2 测验  由表 3 可

见，测交结果与自交的完全一致，即只有 Tri-4 的测

交子代不符合 1﹕1 的分离比例，其它均符合 1﹕1 的

分离比例，进一步证实决定大白菜雄性不育的基因位

于 4 号染色体上。 
 
表 3  大白菜雄性不育性的测交遗传分析（Tc） 
Table 3  Genetic analysis of male sterility in test-cross 

populations of Chinese cabbage  

测交子代 Test-cross generations 组合 
Combinations 

可育株 
Fertile plants 

不育株 
Sterile plants 

比例 
Ratios 

χ2 值(1﹕1)
χ2 value 

A×Tri-1 42 33 1.27﹕1 1.08 

A×Tri-2 43 31 1.39﹕1 1.95 

A×Tri-3 45 40 1.13﹕1 0.29 

A×Tri-4 55 17 3.24﹕1 20.06 

A×Tri-5 30 37 0.81﹕1 0.13 

A×Tri-6 40 32 1.25﹕1 0.89 

A×Tri-7 43 33 1.48﹕1 1.39 

A×Tri-8 36 42 0.86﹕1 0.46 

A×Tri-9 37 31 1.19﹕1 0.53 

χ2
0.05 =3.84；χ2

0.01 =6.64 

 
2.1.4  Tri-4 的遗传分析  基于染色体和染色单体

两种分离方式对 Tri-4 杂合体（MsMsms）进行三体遗

传分析，以了解该基因位点和着丝点之间的遗传距离。

基于染色体分离（假定基因位点和着丝点较近，其间

不发生交换），杂合体（MsMsms）产生的 n 和 n+1

配子种类及比例应为 2Ms﹕1ms﹕1MsMs﹕2Msms；
基于染色单体分离（假定基因位点和着丝点较远，其

间随机发生交换），杂合体（MsMsms）产生的 n 和

n+1 配子种类及比例应为 10Ms﹕5ms﹕6MsMs﹕
8Msms﹕1msms；三体杂合体自交或测交的遗传分离

比例与 n+1 配子的传递率有关，经测定 Tri-4 产生的

n+1 雌、雄配子的传递率分别为 9.37%和 9.26%。据此，

按染色体分离计算 F2 分离比例为 14.6﹕1，按染色单

体分离计算 F2 分离比例为 11.9﹕1。实际观测的分离

比例为 15.5﹕1。χ2测验表明，两种理论分离比例与实

际分离比例均符合，但前者的符合度（χ2=0.013）较

后者（χ2=0.26）高得多。由此可以推断，该基因位点

和着丝点之间的遗传距离相对较小。 
2.2  AFLP 标记筛选 

通过对 124 个引物组合的筛选，扩增出总带数   
1 608 条，其中有 13 对引物扩增出差异带。在 13 对有

效引物中，只有 1 对引物（E34/M49）在回交群体中

的不育和可育近等基因池中表现出稳定的多态性  
（图 1），显示大白菜‘大阳 AB 系’的育性基因与 
E34M49 连锁。用不育植株和可育植株进行单株检验，

结果表明，在 43 个可育植株中均有 E34M49 带出现，

在 43 个不育植株中有 1 株中扩增出了 E34M49 带  
（图 2）。用 MAPMAKER/EXP Version 3.0 软件对数

据进行分析，初步估算 E34M49 标记与育性基因的遗

传距离约为 1.2 cM。对差异片段进行了回收和测序，

结果显示特异扩增带 E34M49 长度为 398 bp，碱基序

列如下： 
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5′-TCCATTCAATGGAGTAACCGTCAGGGCCG
AGGCTCTTGTTGAATGGCATGGAGAAAATTGTA
CCCCTTATCTCCGGCTCAAGAACAGATCGAGAT
AGATAAGCTTGTTGAATCTCCGAGCAACGAAAC
GGGAGGAGGTCCTGAAGTTCGTCCATAGGAGCC
ATTGAAATAGGGAGATCAGTAACACCCAAGATA
TTCTGAAAATATTGAGCAGAGTGTGACTTGAGG
TCGTCGGTAGAGGAGATAACCAGATCATTCTCA
TCCTTCAAATAGTGAATATGATTCCTAGTTACGT
GCTGAGTGACCATACTGTGGTAGAAAACAGTAT
TGCGATCCCCTACGTCCGCCCACTGAACACGCG
AACGTTGTCTATAGAACTTTTCTTCTGCTGTTAC
CGGG-3′。 

 
 

箭头指差异带 Arrow showing a special band 

 

图 1  E34/M49 对可育池（F）和不育池（S）的 AFLP 扩增 

Fig. 1  Amplification pattern between male sterile bulk (S) 

and male fertile bulk with AFLP maker E34/M49 (F)

 

 
F：可育株；S：不育株  F: Male fertile plants; S: Male sterile plants 

 

图 2  E34/M49 对 msms×Msms 回交后代的扩增结果 

Fig. 2  AFLP amplification pattern with marker E34/M49 to individual plants of msms×Msms 

 

3  讨论 

初级三体是用于基因定位的重要工具材料，但在

利用三体进行基因定位时一般需要成套的三体系统，

否则很难准确地将被测基因定位到具体的染色体上。

此外，在进行雄性不育基因定位时由于雄性不育材料

只能作母本，因此用作父本的三体植株必须具备能产

生有生活力花粉及其 n+1 花粉能参与授粉受精的能

力。然而三体植株的花粉生活力一般都很低，额外染

色体主要通过雌配子传递给子代，如谷子三体的花粉

生活力几乎为零[15]。本研究利用的大白菜系列初级三

体（Tri-1～Tri-10），除 Tri-10 因花粉败育未能与雄

性不育材料杂交外，其它 9 个初级三体均能产生一定

量的有生活力的花粉，而且 n+1花粉都有一定受精能力，

从而保障了大白菜雄性不育基因的染色体定位研究。 
利用三体进行基因定位的依据是三体杂合体（如

AAa）的自交或测交分离比例与双体杂合体（如 Aa）
的显著不同。三体的这种特有的分离比例是不固定的，

它随着 n 和 n+1 两种配子在减数分裂中的产生频率、

在授粉受精中的传递率以及被测基因和着丝点之间的

距离而变化。申书兴等曾对这套初级三体的减数分裂

行为进行过系统观察，看到各初级三体在减数分裂后

期Ⅰ均以 10/11（n/ n+1）的分离方式为主，10/11 分

离的细胞频率最低的为 72.22%（Tri-5），最高的为

95.10%（Tri-3），平均为 87.68%[16]，这表明大白菜

各初级三体能产生比率大致相同的 n 和 n+1 配子，即

两种配子的形成频率对三体自交或测交分离比例的影

响不大。但笔者对各初级三体 n+1 配子的传递率测定

表明，各初级三体 n+1 配子的传递率均较低，如雌配

子的传递率平均约为 10.35%，雄配子的约为 7.19%，

因此它对三体自交或测交的分离比例会产生较大影

响。本研究中若假定 Tri-4 的 n+1 配子都能传递，即 n
和 n+1 配子的传递率相同，则杂合体（MsMsms）基

于染色体分离的 F2分离比例应为 35﹕1。若假定 Tri-4
的 n+1 配子都不能传递，即 n+1 配子的传递率为零，

则杂合体（MsMsms）基于染色体分离的 F2分离比例
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应为 8﹕1。按实测传递率计算的理论分离比例为 14.6
﹕1。显然，按 n+1 配子实测传递率计算的理论分离

比例与实际观察到的分离比例（15.5﹕1）更为吻合。

由此可见，利用植物系列初级三体进行基因定位时对

其 n+1 配子的传递率进行测定是必要的。但应该指出

的是，无论 n+1 配子的传递率如何，三体的遗传分离

比例都会与双体的明显不同，也就是说无论 n+1 配子

能否传递，也不论三体杂合体的基因组成是单式

（Aaa）还是复式（AAa），可以依据三体和双体（Aa）
显然不同的分离比例，通过遗传分析将被测基因定位

到相应的染色体上。 
三体遗传分析不仅可以确定被测基因与染色体的

对应关系，还可以了解被测基因和着丝点之间的大致

遗传距离。本研究通过三体遗传分析，初步确定大白

菜‘大阳 AB 系’的育性基因（Ms/ms）和着丝点之

间的遗传距离是相对较小的，但该基因位于着丝点的

哪一侧及其和着丝点之间的准确图距还有待进一步测

定分析。 
进行三体遗传分析需要较大的分离群体，群体越

大，结果的可靠性越高。但由于大白菜三体材料的结

实性较差、出苗率低等原因，用于分析的 F2群体偏小，

所以为弥补因 F2群体偏小可能造成的试验误差，试验

中又进行了测交试验。尽管如此，因群体偏小所引起

的试验误差也是难以避免的。 
筛选与雄性不育基因连锁的分子标记有助于雄性

不育性的辅助选择，在甘蓝中已筛选出了与显性雄性

不育基因连锁的 RAPD 标记 [17]、SCAR 标记[18]、

ERPAD 标记[19]、RFLP 标记[20]和 AFLP 标记[21]，并应

用于甘蓝雄性不育性的辅助选择。本研究在对大白菜

‘大阳 AB 系’雄性核不育基因进行染色体定位的基

础上，筛选出了一个与不育基因连锁的 AFLP 标记

（E34M49），该标记的分子克隆及其应用尚有待深入

研究。 

4  结论 

本研究采用初级三体遗传分析等方法，将大白菜

‘大阳 AB 系’的雄性核不育基因（ms）定位于第 4
号染色体上，并初步筛选了一个与该基因位点连锁的

AFLP 标记 E34M49（398 bp），为其分子克隆及其在

遗传改良上的应用奠定了基础。 
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