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摘  要：以大葱（Allium fistulosum L.）雄性不育系和保持系为试材，开发了一个能够鉴别细胞质雄

性不育类型的 SCAR 标记。此标记在大葱雄性不育系（S 型细胞质）中扩增出１条 607 bp 片段，而在保

持系（N 型细胞质）中没有扩增出此片段，将此片段命名为 S607。对 5 组不同遗传背景的不育系和相应

保持系，以及 4 份杂交组合进行验证，SCAR 标记 S607 鉴定结果与实际细胞质类型完全相符。 
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Development of SCAR Marker Identifying the Cytoplasmic Male Sterility 
Gene in Bunching Onion（Allium fistulosum L.）  

GAO Li-min，DONG Fei，HUO Yu-meng，LIU Bing-jiang，MIAO Jun，and CHEN Yun-qi*  

（Vegetable Research Institute of Shandong Academy of Agricultural Sciences，Key Laboratory for Biology of Greenhouse，
Vegetable of Shandong Province，National Improvement Center for Vegetable，Shandong Branch，Jinan 250100，China） 

Abstract：Cytoplasmic genetic male-sterility（CMS）is used to produce hybrid bunching onion 

（Allium fistulosum L.）seeds worldwide. In this paper，we developed one SCAR marker using male sterile 

line（980238A）and maintainer line （980238B）as sterile and fertile gene pool for the target band screening. 

This marker was 607 bp in size and designated as S607 which was specifically amplified in the male sterile 

line，and it could distinguish two cytoplasm types CMS-S（Sterile type）and CMS-N（Normal type）. The 

SCAR marker was verified in five male sterile lines，five maintainer lines，and four cross combinations，

all of these valuations were in accord with their cytoplasmic type（S or N）. The result of this study 

indicates that the SCAR markers of S607 will greatly contribute to establish a molecular marker assisted 

breeding program in bunching onion. 
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大葱（Allium fistulosum L.）花器官小，单花结籽率低，人工去雄配制杂交种并不现实。细胞质

雄性不育（CMS）是一种母性遗传性状，可以获得 100%的不育系，在作物杂交育种中具有重要作

用。CMS 已经成功应用于多种蔬菜作物的杂交种的配制中，如白菜（赵利民和柯桂兰，2010）、辣

椒（唐冬英 等，2002）、洋葱（Jones & Clarke，1943；吴海涛 等，2009）等。研究表明，大葱自

然雄性不育株率较高，其不育性可以遗传（Moue & Uehara，1985；张启沛 等，1987）。因此，利用 
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雄性不育系进行大葱杂交育种，是一种行之有效的途径。然而在利用雄性不育系选育杂交种的过程

中，保持系的选育成为亟需解决的关键问题之一。利用传统方法选育大葱雄性不育保持系的周期长，

效率低，这是目前限制大葱杂交种选育的重要原因。利用分子标记辅助选择体系进行保持系选育，

不受环境条件的限制，可实现苗期选择，减少工作量，加速育种进程。但是，国内外对于大葱雄性

不育分子标记辅助育种的研究却鲜见报道。 

国内外关于大葱雄性不育的研究进展缓慢。对大葱雄性不育的细胞学观察研究认为大葱雄性不

育的发生时期主要在单核小孢子时期（席湘媛，1991；栾兆水 等，1992；王晓静 等，2007）。盖树

鹏等对大葱雄性不育系与保持系的线粒体 DNA 进行了 RAPD 标记研究，并成功获得了两个能够鉴

定部分大葱品种细胞质类型的 RAPD 标记（盖树鹏 等，2004；盖树鹏和孟祥栋，2004）。Yamashita

等利用 SCAR、RAPD 标记以及同工酶分析进行了大葱育性恢复基因的研究（Yamashita et al.，1999，

2002），并利用基因组荧光原位杂交（GISH）方法将育性恢复基因定位在 5F 染色体上（Yamashita et 

al.，2005）。这些结果为大葱雄性不育的基础理论研究，以及利用雄性不育配制优良杂交种的应用研

究提供了参考。 

本研究的目的在于利用 SCAR 标记技术，对大葱细胞质雄性不育相关基因进行标记，来鉴定大

葱单株的细胞质类型。该标记的开发不仅可以有效避免保持系筛选的盲目性，提高选择效率，加快

不育系与保持系的选育，进而加速杂交种的选育进程，而且可为建立新型的大葱分子标记辅助育种

体系奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

参试的大葱雄性不育系与保持系共 5 组：本课题组选育的 3 组（980238A/B、980128A/B、

200501A/B），辽宁省农业科学院蔬菜研究所提供 1 组（244A/B），河南省新乡市农业科学院提供 1

组（08-9A/B）。大葱杂交组合 4 份：以日本不育材料‘RS’为母本分别与‘章丘大葱’（ZQ）、‘隆

尧鸡腿’（LY）、‘德州大葱’（DZ）、‘日本大葱’（RB）的杂交组合（RS × ZQ、RS × LY、RS × DZ

与 RS × RB）。 

2011 年 7 月 8 日将材料播种于山东省农业科学院蔬菜研究所实验基地，9 月 10 日定植，2012

年 6 月检测花粉育性，并根据试验设计进行授粉，种子采收后播种于育苗盘内（200 穴），长至 2 叶

期，用于总 DNA 提取。 

1.2  DNA 提取与检测 

大葱材料总 DNA 提取方法采用北京天根生化科技有限公司生产的快捷型植物基因组提取试剂

盒，提取方法参照说明书。琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的浓度和质量。随机选取 10 株不育系 980238A

和 10 株保持系 980238B，将其 DNA 分别等量混合，构建雄性不育系 S 型细胞质基因池和保持系 N

型细胞质基因池。 

1.3  目的片段的克隆、测序及 SCAR 标记引物的设计与合成 

利用 NCBI 上已登录的大葱线粒体 DNA 部分序列（AF515669 和 AF515668）设计引物（Afms1：

5′-CCCCGCTACCTAGGCAACCTTT-3′，Afms2：5′-CGATGAGGAAGGAGAACTCCGA-3′），对大葱

细胞质雄性不育系 980238A 及其相应保持系 980238B 的总 DNA 进行扩增。对所得片段按照北京康

为世纪生物科技有限公司生产的 Gel Extraction Kit 使用说明进行回收纯化。纯化片段克隆利用北京
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天根生化科技有限公司生产的 PGM-T 载体，转化大肠杆菌 TOP10，菌落 PCR 法筛选鉴定阳性克隆

后委托北京博尚生物技术有限公司进行序列测定，获得目的片段序列（包含两端已登录序列和中间

未知序列）的相关信息。 

根据测序结果，应用 Primer Premier 5.0 设计了 1 对便于检测的 PCR 引物（Afms3：

5′-CATAAGACTTGCCCTGAG-3′，Afms4：5′-TTCGCTATGTTCTATGTGAG-3′）。引物均由北京博尚

生物技术有限公司合成，PAGE 纯化。 

1.4  PCR 反应与检测 

PCR 反应均在 Bio-Rad 公司生产的 TC-XP-D 型基因扩增仪上进行，其中目的片段的获得采用

2 × Pfu MasterMix（北京康为世纪生物科技有限公司）。20 μL的反应体系中，2 × Pfu MasterMix 10 μL，

两条引物（10 μmol · L-1）各 1.0 μL，样品 DNA 50 ng；反应程序为，94 ℃预变性 2 min，94 ℃变

性 30 s，50 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 3 min，35 个循环；72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。 

所得标记 S607 检测采用同一公司的 2 × Taq MasterMix，反应体系和程序同目的片段的获得，

其中 35 循环内的 72 ℃延伸时间由 3 min 变为 45 s，退火温度改为 55 ℃。利用 1.2%琼脂糖凝胶电

泳检测 PCR 产物多态性，溴化乙锭染色，凝胶成像系统自动成像。 

1.5  单株验证 

将引物组合（Afms3 和 Afms4）首先在 980238A/B 材料中进行单株验证。随机选取 10 株不育

系和 10 株保持系，分别提取基因组总 DNA，进行 PCR 扩增与检测。 

1.6  在大葱雄性不育系和保持系以及杂交组合中的验证 

将引物组合（Afms3 和 Afms4）应用于 980128A/B、200501A/B、08-9A/B、244A/B、RS × ZQ、

RS × LY、RS × DZ 和 RS × RB 中。每份材料随机选取 10 ~ 12 株，分别提取基因组总 DNA，进行

PCR 扩增与检测。 

1.7  DNA 序列分析 

将序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST 分析。 

2  结果与分析 

2.1  雄性不育系（S 型细胞质）/保持系（N 型细胞质）SCAR 标记的开发及序列分析 

引物组合（Afms1 和 Afms2）对大葱细胞质雄性不育系 980238A 及其相应保持系 980238B 的总

DNA 基因池进行扩增，结果仅在不育系 980238A 中存在扩增，而在保持系 980238B 上无扩增，测

序结果显示该扩增片段长度为 2 556 bp，因此，将其命名为 S2556（GenBank Accession No. 

KC811071）。 

由于其扩增片段较长，在 PCR 扩增及其样本检测上存在许多不便（如扩增时间和电泳时间均较

长等），所以在 S2556 的基础上，开发了一个便于检测的 SCAR 标记，其扩增引物为 Afms3 和 Afms4，

该组引物仅在不育系 980238A 存在扩增，在保持系 980238B 上无扩增，与预期结果相同（图 1）。

随后，扩增片段测序后，长度为 607 bp，将该 SCAR 标记命名为 S607（GenBank Accession No. 

KC811072）。 
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图 1  引物 S607 在 S/N 型细胞质基因池中的扩增结果 

M：分子量标准；N：N 型细胞质基因池；S：S 型细胞质基因池。 

Fig. 1  Amplified product of S/N cytoplasmic gene pools by primers S607 

M：DL2000 marker；N：N cytoplasmic gene pool；S：S cytoplasmic gene pool. 

 

利用 NCBI 数据库对 S2556 进行 BLAST 搜索比对分析，发现 S2556 前 699 个碱基与 AF515669

相似，其相似度为 98%；后 666 个碱基与 AF515668 相似，相似度也为 98%，中间 1 191 bp 是本研

究新获得的序列（图 2）。SCAR 标记 S607 其上游引物 Afms3 在 AF515669 和 S2556 内部，而下游

引物 Afms4 位于新获得的序列之中（图 2）。 

 

 

图 2  SCAR 标记 S607 的开发 

S2556：本研究获得的序列（KC811071）；AF515669 和 AF515668：GenBank 登录号； 

Afms1 和 Afms2：扩增 S2556 的引物；Marker S607：SCAR 标记 S607（KC811072）。 

Fig. 2  Development of SCAR marker S607 

S2556：Obtained sequences in this study（KC811071）；AF515669 and AF515668：GenBank accession numbers； 

Afms1 and Afms2：The primers of S2556；Marker S607：SCAR marker of S607（KC811072）. 

 

2.2  单株验证 

利用 S607 标记对建池材料 980238A/B 单株进行验证，不育系 980238A 材料（S 型细胞质）中

均扩增出大小为 607 bp 的片段，而保持系 980238B 材料（N 型细胞质）中没有扩增出片段（图 3）。 

 

 

 

图 3  SCAR 标记在 980238A/B 单株上的验证结果 

M：分子量标准；1 ~ 10：不育系 980238A；11 ~ 20：保持系 980238B。 

Fig. 3  Identification of SCAR marker in individual plants of 980238A/B 

M：DL2000 marker；1–10：Male sterile line 980238A；11–20：Maintainer line 980238B. 
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2.3  SCAR 标记 S607 在不育系、保持系和杂交组合中的验证 

为了检验SCAR标记S607在分子标记辅助选择应用上的可行性，利用已知细胞质基因型不同遗

传背景的其他12份材料进行验证（表1）。 

结果表明所有的不育系材料以及杂交组合中均扩增出大小为607 bp的片段，而保持系中没有扩

增出此片段，其PCR扩增结果与遗传分析结果一致。此结果表明，S607标记可应用于上述材料的大

葱细胞质类型筛选。 

 
表1  SCAR标记在不育系、保持系和杂交组合中的单株验证结果 

Table 1  Identification of SCAR marker in individual plants of male sterile lines， 

maintainer lines and cross combinations 

材料编号 

Material code 

来源 

Origin  

类型 

Type 

细胞质类型 

Cytoplasm type 

鉴定株数 

Plants number 
607 bp 

吻合率/% 

Coincidence rate

980238A 山东 Shandong  棒状 Rod-like 不育 Sterile（S） 10 + 100 

980238B 山东 Shandong 棒状 Rod-like 可育 Normal（N） 10 - 100 

980128A 山东 Shandong 棒状 Rod-like 不育 Sterile（S） 10 + 100 

980128B 山东 Shandong 棒状 Rod-like 可育 Normal（N） 10 - 100 

200501A 山东 Shandong 棒状 Rod-like 不育 Sterile（S） 10 + 100 

200501B 山东 Shandong 棒状 Rod-like 可育 Normal（N） 10 - 100 

08-9A 河南 Henan 鸡腿 Jitui 不育 Sterile（S） 10 + 100 

08-9B 河南 Henan 鸡腿 Jitui 可育 Normal（N） 10 - 100 

244A 辽宁 Liaoning 棒状 Rod-like 不育 Sterile（S） 10 + 100 

244B 辽宁 Liaoning 棒状 Rod-like 可育 Normal（N） 10 - 100 

（RS × ZQ）F1 日本 Japan 棒状 Rod-like 不育 Sterile（S） 12 + 100 

（RS × LY）F1 日本 Japan 棒状 Rod-like 不育 Sterile（S） 12 + 100 

（RS × DZ）F1 日本 Japan 棒状 Rod-like 不育 Sterile（S） 12 + 100 

（RS × RB）F1 日本 Japan 棒状 Rod-like 不育 Sterile（S） 12 + 100 

注：A：不育系；B：保持系；F：雄性不育材料 RS 与普通材料的杂交组合；+：有扩增谱带，–：无扩增谱带。 

Note：A：Male sterile line；B：Maintainer line；F1：Cross combination；+：Amplification；–：No amplification. 

3  讨论 

本研究中选用大葱雄性不育系与保持系为材料（二者为近等基因系），其遗传背景几乎完全相

同，极大地消除了假阳性（时秋香 等，2009）。在不育系 980238A 及保持系 980238B 的 PCR 扩增

中，S607 标记仅在不育系 980238A 有扩增片段，在其保持系 980238B 中无扩增片段，该结果表明，

S607 标记可能是不育细胞质的特异标记；随后进行了其他 4 组不育系与保持系的验证，结果为所有

不育系都存在 S607 标记，而保持系均无此标记的扩增，此扩增结果进一步证实了上述观点；S607

标记在 4 份杂交组合中的验证结果与细胞质的类型完全相符，并没有因为核基因的重组而发生分离，

这进一步表明该标记在细胞质中，而与核基因无关。以上结果表明，S607 很可能普遍存在于大葱不

育细胞质（S）中，为 S 型细胞质所特有的标记，这为大葱杂交育种中保持系的筛选奠定了坚实的

基础。 

盖树鹏等以章丘大葱不育系与保持系为材料，对细胞质线粒体 DNA 进行了 RAPD 标记，获得

了两个能够鉴定部分大葱品种细胞质类型的 RAPD 标记（盖树鹏 等，2004；盖树鹏和孟祥栋，2004）。

然而该标记是以线粒体 DNA 为材料，由于线粒体 DNA 的提取比较复杂，因此在实际应用上受到一

定的限制。本研究是在 AF515669 和 AF515668 基础上，设计引物 Afms1 和 Afms2，对大葱不育系

980238A 及保持系 980238B 的总 DNA 进行扩增，结果仅在不育系 980238A 存在扩增，片段测序大
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小 2 556 bp（S2556），此片段不仅包含 AF515669 和 AF515668 的信息，而且还包含 AF515669 和

AF515668 之间的一个 1 191 bp 的序列，1 191 bp 的序列为本研究首次报道。由于 S2556 片段较大，

检测不便，因此在此基础上开发了 SCAR 标记 S607。S607 标记只需对简单提取的大葱总 DNA 进行

PCR 操作，即可使育种者在几小时内鉴定大葱细胞质的类型。 

在实际选育保持系应用中，首先利用 S607 标记对大葱 OP（Open-pollinated Populations）群体

的待测单株进行 PCR 检测，选择没有 607 bp 条带的单株与不育株测交，同时自交留种，检测后代

的表型。若测交后代表型存在可育株，则淘汰父本；若测交后代表型全为不育株，则保留其父本用

于构建保持系。因此，利用此标记进行保持系选育，只需要简单提取大葱总 DNA，进行 PCR 操作，

即可得知大葱单株的细胞质类型，缩小选育保持系的群体范围。只从 N 型细胞质的单株中进行筛选，

这样可以大大减少测交组合数，从而减少选育保持系的工作量以及筛选过程中的成本花费，进一步

提高选育效率。该标记的开发为大葱雄性不育分子标记辅助选择育种体系的建立奠定了基础。 
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第一届国际园艺学会蔬菜嫁接研讨会论文征集通知 

第一届国际园艺学会蔬菜嫁接研讨会定于 2014 年 3 月 17—21 日在湖北武汉举行。本次大会由国际园艺学会主

办，中国园艺学会和华中农业大学承办，武汉维尔福生物科技股份有限公司和武汉如意种苗高科技开发有限公司等

单位协办。为交流国内外蔬菜嫁接研究的前沿进展，展示蔬菜嫁接相关的新技术，此次研讨会特向海内外专家学者、

高校和研究机构的科研和教学人员、企业和政府的研究人员，以及相关专业的博士后、博士生和硕士生等征集研究

论文，欢迎各位踊跃提交。热忱欢迎国内外同行专家学者参加本次会议，会议将特邀与蔬菜嫁接相关的国际知名专

家做主题报告。欢迎与蔬菜砧木育种和嫁接苗生产相关的企业在会议期间展示新成果。 

一、论文主题 

本次大会围绕通过嫁接实现蔬菜的环境友好型生产的主题，将在嫁接种苗生产、砧木育种及生物技术、嫁接和

生物胁迫、嫁接和非生物胁迫、砧穗和土壤/生物互作关系、砧木对产量和品质的影响等专题进行深入研讨。 

二、论文要求 

1. 未曾公开发表；2. 用 MS Word 97 及以上的版本输入；3. 用英文撰写，摘要 200 ~ 300 单词；4. 标明您的摘

要属于哪一个专题（S1 ~ S6）。请登录会议网站下载摘要格式 http://www.grafting2014.com/message.aspx?parentid 

三、论文评审过程及结果 

将由研讨会科学委员会评审决定入选的口头报告和墙报，相关论文经审稿遴选后在Acta Horticulaturae上发表

（ISTP收录）。 

四、重要时间节点 

2013 年 09 月 30 日：论文摘要提交截止日；2013 年 10 月 30 日：论文摘要接受通知；2014 年 03 月 17 日：论

文全文提交。 

五、论文提交 

1. 请通过电子邮件提交论文摘要，并在邮件主题栏注明“第一届国际园艺学会蔬菜嫁接研讨会投稿”字样。2. 请

在邮件中注明作者姓名、单位和联系方式（电话、Email、通信地址及邮编）。3. 论文摘要请发至大会邮箱：grafting2014 

@gmail.com。4. 联系人：黄远博士  汪清飘。5. 咨询电话：027-87280068。 

更多会议详情请登录会议网址：http://www.grafting2014.com. 

 

                                 第一届国际园艺学会蔬菜嫁接研讨会组织委员会    2013 年 5 月 28 日 

征 订 


