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　　摘　要：利用Ｆ２分离世代和ＢＳＡ法对与大白菜易嚼烂程度连锁的分子标记进行了研究，筛
选到了与大白菜易嚼烂程度连锁的ＲＡＰＤ标记ＯＰＡ０６１４００，其遗传距离为２４．８ｃＭ。
关键词：大白菜；质地品质；ＢＳＡ；ＲＡＰＤ
中图分类号：Ｓ　６３４．１　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１０）１８－０１４８－０３

　　大白菜的品质包括商品品质、营养品质及风味品
质。在风味品质中，风味和质地是关键指标，其它指标
是通过风味、质地对感官产生影响［１－２］。质地是一个综
合复杂的物理属性，不仅取决于视觉，还包括口感在内
的触觉以及取决于这些感觉的综合反应［３］。如大白菜
的甜味、鲜味、易煮烂／易嚼烂程度等。目前，对于大白
菜质地品质已进行了一些研究［４－５］，但对于大白菜的易
煮烂／易嚼烂程度，到目前为止尚未进行深入探讨，而易
煮烂／易嚼烂程度又是大白菜质地品质的一个重要指
标，也是消费者和育种学家非常关注的问题。
易煮烂／易嚼烂程度的评价要在大白菜采收适期进

行，田间选择费时费力。随着分子标记技术的不断发
展，用与目标基因紧密连锁的分子标记对杂交后代进行
鉴定能极大地缩短培育新品种的时间，提高选择效率。
目前在大白菜根瘤病［６］、ＴｕＭＶ 感病基因［７］、根肿病［８］、
桔红心［９］、雄性不育性［１０］、晚抽薹［１１］、春化时间［１２］等方
面进行了ＤＮＡ分子标记的研究，而对于与大白菜易煮
烂／易嚼烂程度连锁的ＲＡＰＤ研究，国内外未见报道。
现采用Ｆ２ 分离世代，结合ＢＳＡ法，利用ＲＡＰＤ技

术获得了与大白菜易嚼烂程度连锁的标记，为大白菜风
味品质评价体系及优质育种提供了科学依据。

１　材料与方法
１．１　供试材料
试验用于分子标记研究的群体为Ｆ２ 分离世代，母

本为‘花２７３’，父本为‘１１４福山’，由登海种业集团西由
种子公司提供。２００６年春季配制Ｆ１ 组合，２００７年春季
自交得到Ｆ２代种子，２００７年秋季将所选群体种植于田

间，定株编号。在幼苗期每株选取嫩叶，液氮速冻后置
于－８０℃超低温冰箱中保存，用于分子标记研究。

１．２　试验方法
对Ｆ２群体的易煮烂／易嚼烂程度评价采用生食易

嚼烂程度的品尝结果。聘请７～１０位身体健康、有经验
的评审员，在田间对Ｆ２ 群体逐株进行生食品尝，结果采
取打分制，最后取每１单株的平均值。从Ｆ２ 分离群体
中选取极端易嚼烂和极端不易嚼烂程度的植株各８株，
取其ＤＮＡ样品进行同等浓度混合，分别建立易嚼烂基
因池和不易嚼烂基因池。随机选取２７３条引物，在两池
间筛选多态性引物，利用筛选的引物在Ｆ２ 群体中验证
多态性标记与质地品质性状的连锁关系。

１．３　ＲＡＰＤ反应条件
扩增反应２５μＬ体系中，模板ＤＮＡ用量为６０ｎｇ；

Ｍｇ２＋浓度为１．５ｍｍｏｌ／Ｌ；ｄＮＴＰ浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ；引
物浓度为０．４μｍｏｌ／Ｌ；Ｔａｑ酶用量为１．０Ｕ。ＰＣＲ扩增
程序为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性２０ｓ，３６℃复性
１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，４５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

２　结果与分析
２．１　大白菜基因组ＤＮＡ的质量及产率
采用ＣＴＡＢ 法，提取大白菜基因组 ＤＮＡ，部分

ＤＮＡ电泳见图１。由图１可知，每一样品在电泳时均形
成明显的１条整齐带，且条带清晰，无明显降解，与分子
量标准对照，ＤＮＡ片断大小在２３ｋｂ以上。适合ＲＡＰＤ
分析。

２．２　ＲＡＰＤ引物的筛选
引物筛选应用琼脂糖凝胶电泳，在２７３条随机引物

中，共有２６４个引物获得了扩增产物，出现的谱带总数为
１　６２１条，平均每个引物扩增的谱带数为６．１４条（图２）。
其中，在２个基因池间具有多态性高、条带清晰的引物
１４个（表１）。

　　该试验筛选的１４条多态性引物，共扩增出８３条谱
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图１　大白菜基因组ＤＮＡ的电泳结果　　　图２　ＲＡＰＤ多态性引物的筛选　　图３　引物ＯＰＡ－０６在不同基因池间扩增结果

注：Ｍ：ＤＮＡ分子量标记λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢＭａｒｋｅｒ　　
注：Ｍ：ＤＮＡ分子量标准，Ｄ２０００ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ，奇数泳道为易嚼烂基因池，偶数泳道

　　为不易嚼烂基因池，同图３。

带，平均每个引物产生５．９条带，最多的有８条带，最少
的有４条带。扩增片断大小集中在２００～２　０００ｂｐ，产生
多态性条带２４条，平均每个引物有１．７条多态性带。

　　表１　　在ＲＡＰＤ分析中获得的多态性引物
生工编号 Ｏｐｅｒｏｎ编号 序列（５′－３′）

Ｓ２６ ＯＰＡ－０６ ＧＧＴＣＣＣＴＧＡＣ

Ｓ２８ ＯＰＡ－０８ ＧＴＧＡＣＧＴＡＧＧ

Ｓ８３ ＯＰＧ－０３ ＧＡＧＣＣＣＴＣＣＡ

Ｓ８６ ＯＰＧ－０６ ＧＴＧＣＣＴＡＡＣＣ

Ｓ９４ ＯＰＧ－１４ ＧＧＡＴＧＡＧＡＣＣ

Ｓ３５５ ＯＰＪ－１５ ＴＧＴＡＧＣＡＧＧＧ

Ｓ３６９ ＯＰＫ－０９ ＣＣＣＴＡＣＣＧＡＣ

Ｓ４０７ ＯＰＭ－０７ ＣＣＧＴＧＡＣＴＣＡ

Ｓ４４５ ＯＰＯ－０５ ＣＣＣＡＧＴＣＡＣＴ

Ｓ４５３ ＯＰＯ－１３ ＧＴＣＡＧＡＧＴＣＣ

Ｓ４６２ ＯＰＰ－０２ ＴＣＧＧＣＡＣＧＣＡ

Ｓ１０８７ ＯＰＡＬ－０７ ＣＣＧＴＣＣＡＴＣＣ

Ｓ１１１７ － ＧＣＴＡＡＣＧＴＣＣ

Ｓ１１２６ ＯＰＡＮ－０６ ＧＧＧＡＡＣＣＣＧＴ

　　将上述表现多态性的１４个引物，经过重复验证后。
结果表明，只有引物ＯＰＡ－０６在不同易嚼烂基因池中能
产生稳定的扩增差异带（图３），其中不易嚼烂基因池在
１　４００ｂｐ处，可以稳定的扩增出１条特异性带，条带较
弱，而易嚼烂基因池中没有此带。由此推断，ＲＡＰＤ标
记ＯＰＡ０６－１４００与大白菜易嚼烂基因存在一定的连锁
关系。

２．３　单株检测与遗传距离的确定
从Ｆ２群体中选取极端易嚼烂和不易嚼烂植株各

２４株，

品尝结果见表２。用筛选到的引物ＯＰＡ－０６，对选取的
Ｆ２分离世代的单株共４８株进行ＰＣＲ扩增，观察目标谱
带的出现情况。

　　表２　　参与验证植株易嚼烂程度的品尝结果
易嚼烂基因池 不易嚼烂基因池

Ｆ２单株 品尝结果 Ｆ２单株 品尝结果 Ｆ２单株 品尝结果 Ｆ２单株 品尝结果

１　 ６．５０　 １３　 ６．６７　 ２５　 ３．３３　 ３７　 ３．５０

２　 ７．５０　 １４　 ６．６７　 ２６　 ３．３３　 ３８　 ２．８３

３　 ７．１７　 １５　 ６．６７　 ２７　 ３．８３　 ３９　 ２．６７

４　 ６．５０　 １６　 ６．６７　 ２８　 ３．８３　 ４０　 ３．８３

５　 ６．８３　 １７　 ６．８３　 ２９　 ２．６７　 ４１　 ２．５０

６　 ６．６７　 １８　 ６．８３　 ３０　 ２．００　 ４２　 ２．６７

７　 ７．８３　 １９　 ６．６７　 ３１　 ３．８３　 ４３　 ３．６７

８　 ８．００　 ２０　 ６．６７　 ３２　 ３．５０　 ４４　 ３．５０

９　 ６．８３　 ２１　 ６．８３　 ３３　 ３．６７　 ４５　 ３．８３

１０　 ６．５０　 ２２　 ６．８３　 ３４　 ２．８３　 ４６　 ３．１７

１１　 ８．３３　 ２３　 ６．６７　 ３５　 ３．６７　 ４７　 ３．５０

１２　 ７．５０　 ２４　 ６．８３　 ３６　 ２．６７　 ４８　 ２．１７

　　注：表内数据为平均值。

由图４可知，ＯＰＡ０６－１４００特异谱带在易嚼烂的单
株中有１８株未出现，６株出现。在不易嚼烂的单株中，
有１９株出现，５株未出现，重组率为２２．９％。图距的估
算通常采用作图函数将重组率转换为图距，常用的作图
函数是Ｋｏｓａｍｂｉ作图函数，该函数假定Ｃ＝２ｒ，即存在正
干扰：Ｘ＝（１／４）ｌｎ［（１＋２ｒ）／（１－２ｒ）］。
由此可以推算出ＯＰＡ０６－１４００与易嚼烂基因的遗传

连锁距离为２４．８ｃＭ。

图４　引物ＯＰＡ－０６在Ｆ２单株中的扩增结果
注：Ｍ：ＤＮＡ分子量标准，Ｄ２０００ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ，１～２４为易嚼烂单株，２５～４８为不易嚼烂单株。
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３　讨论
选择是育种中最重要的环节之一，传统的选择依据

是表现型而非基因型。表现型选择对质量性状一般是
有效的，而许多重要的农艺性状属数量性状，且易受环
境的影响，选择效率低。分子标记辅助选择［１３］为实现对
基因型的直接选择提供了可能，通过检测与目标基因紧
密连锁的分子标记，就能获得目标基因的基因型。所
以，应用与大白菜易煮烂基因连锁的分子标记进行选
择，能够提高选择效率，加速育种进程，在苗期即可进行
鉴定。同时，可以消除病虫害或环境条件等的影响。该
试验应用ＢＳＡ方法，对与大白菜易煮烂基因连锁的标记
进行了分析。结果表明，ＯＰＡ０６－１４００与易煮烂基因的
遗传连锁距离为２４．８ｃＭ。遗传距离较大，可能原因：一
是与所选用的引物有关。试验一共选用了２７３条随机
引物，数量较多。但仅有１条引物与目标性状连锁，有
效引物较少。因此，可以通过选用更多引物继续进行筛
选，找到与易煮烂基因遗传距离更近的标记。二是与选
用的Ｆ２检测单株的数量有关。研究对大白菜质地品质
进行评价时，采用生食对大白菜易嚼烂程度进行评分的
方法。为了准确找到与目标性状连锁的标记，在１７９株
Ｆ２群体中，选用的是极端易煮烂和极端不易煮烂单株各
２４株，进行单株检测。因为所用单株数量较少，所以每
一单株的检测结果对遗传距离的影响相对较大。如果
在适当范围内，扩大检测单株数量，使每一单株检测结
果对遗传距离的影响变小，就有可能缩小遗传距离。
１９９０年以 ＷＥＬＳＨ等［１４］和 ＷＩＬＬＩＡＭＳ等［１５］为首
的２个研究小组同时建立了ＲＡＰＤ分子标记技术。由
于ＲＡＰＤ分子标记技术检测基因组ＤＮＡ多态性具有快
速、简便、高效等优点，已广泛应用于蔬菜的遗传图谱构
建［１６］、基因定位［１７］、品种鉴定［１８］、分子标记辅助选择［１９］、
亲缘关系与遗传多样性［２０］等各个领域。它的缺点是：对
外界环境过度敏感，实验操作的可重复性差，反应条件
的任何微小变化都会引起条带数目和强度的改变；显性遗
传，极少数为共显性遗传，不能鉴别杂合子和纯合子。
ＲＡＰＤ标记虽检测方便，但稳定性和重复性差，所以应通过
克隆测序转化为ＳＣＡＲ标记，以提高检测的稳定性和实
用性。
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