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大白菜细胞核显性雄性不育基因连锁标记的筛选 

张淑江，李  菲，韩和平，章时蕃，钮心恪，孙日飞 

（中国农业科学院蔬菜花卉研究所，北京 100081） 

 
摘要：【目的】筛选出大白菜细胞核显性雄性不育基因的连锁标记，利用该标记对显性不育基因跟踪、鉴定，

提高选择效率，缩短转育周期，加快育种进程。【方法】以大白菜细胞核显性雄性不育基因的分离群体 B00160（[938A 

×太 NB]-2X3-1X2）的 115 个单株为试材，采用 BSA 方法和 RAPD 技术，对 400 个随机引物进行筛选。【结果】获

得了一个与核基因显性雄性不育基因连锁距离为 1.74 cM 的 RAPD 标记 M264300。将该多态性片段克隆、测序和序列

分析，设计了一对长 20 bp 的特异性引物,成功地将 RAPD 标记转化成为 SCAR 标记 SM264300。该标记与雄性不育基

因的遗传连锁距离为 2.61 cM。利用该 SCAR 标记对另外 2 份育性分离群体的不育基因进行检测，准确率达到 100%。

【结论】该标记可用于大白菜核显性不育基因转育过程中的辅助选择。 

关键词：大白菜；雄性不育基因；RAPD 标记；SCAR 标记 

 

Molecular Marker Linked to a Dominant Male Sterile Gene in Chinese 
Cabbage [Brassica rapa L.ssp pekinensis(Lour.)Olsson] 

ZHANG Shu-jiang, LI Fei, HAN He-ping, ZHANG Shi-fan, NIU Xin-ke, SUN Ri-fei 

(Institute of Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081) 

 

Abstract: 【Objective】 Dominant genic male sterility has been playing an increasingly inportant role for efficient production 
of hybrids in Chinese Cabbage [Brassica rapa L.ssp pekinensis (Lour.) Olsson]. Using marker assisted selection of the dominant 
male sterile gene can accelerate breeding programs. 【Method】 Bulked segregant analysis was used to identify RAPD markers 
linked to a dominant male sterile gene in the population of ‘B00160’, a sterile and fertile segregating populatuon in Chinese cabbage.
【Result】One RAPD marker, M264300 was identified in the segregating population tightly linked the gene. The polymorphic 
fragments were cloned and sequenced. A sequence characterized amplified region (SCAR) marker was devveloped besed on the 
nucleotide sequence information. The SCAR marker showed the same size and pattern of segregation as the original RAPD marker 
with a map distance of 2.61 cM and the RAPD maker was converted into SCAR maker. 【Conclusion】 The marker developed here 
will facilitate the breeding for new elite homozygous sterile lines of Chinese cabbage. 
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0  引言 

【研究意义】大白菜[Brassica rapa L.ssp pekinensis
（Lour.）Olsson]杂种优势明显[1]。雄性不育是生产大

白菜一代杂种的理想系统，20 世纪 70 年代初在中国

就开始了大白菜雄性不育系选育的研究，先后育成了

隐性核基因雄性不育“两用系”、Ogura 萝卜胞质雄

性不育系和 Polima 油菜胞质雄性不育系，这些不育系

由于种种缺陷未能在生产上大面积推广应 用[2]。【前

人研究进展】张书芳等利用显性不育系中的可育株给

隐性不育系的不育株授粉获得了不育株率为 100%的

大白菜雄性不育系，并在生产上应用。针对该细胞核

雄性不育系统，张书芳等提出了“双基因互作遗传假

说”[3]，冯辉等提出了“复等位基因遗传假说”[4]。利

用分子标记技术寻找与雄性不育性状有关基因连锁的

标记，为定位和克隆这些基因提供了极其有用的工具，
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并为分子标记辅助育种打下良好的基础[5~10]。国内外

研究者对与雄性不育性状有关基因连锁的分子标记筛

选上取得了较大的进展。Ying 等[11]以大白菜隐性核雄

性不育系‘Aijjiaohuang’与相应保持系‘Huangbai 
qing’回交后代为试材，利用 BSA 方法和 AFLP 技术

对隐性核雄性不育基因进行遗传连锁图谱分析，找到

了 4 个与可育基因紧密连锁的特异性片段，并转换成

STS 标记。沈向群等[12]以稳定遗传的大白菜核基因显

性不育甲型“两用系”AB712 的不育株（基因型为

MSMS）和可育株（基因型为 MSfMS）为试材，筛选

出一个与大白菜核基因显性雄性不育性育性恢复基因

连锁的 RAPD 标记。邓晓辉等[13]利用 RAPD 技术对不

结球白菜pol系及其保持系基因组DNA的扩增图谱进

行了比较，获得了不育系的特异扩增片段，并将其转

化为稳定的 SCAR 标记。Ke 等[14]、Hong 等[15]、刘平

武等[16]、陆光远等[17]、王道杰等[18]、王俊霞等[19]以甘

蓝型油菜为材料，筛选出与雄性不育性状有关基因连

锁的分子标记。缪颖等[20]筛选出了一个与白菜型油菜

育性基因连锁的标记。王晓武等[21~23]采用 BSA 分析法

获得了一个与甘蓝显性雄性不育基因（Ms）连锁的

RAPD 标记，并将其转化为稳定特异性强的 SCAR 标

记，此外，通过把这个 RAPD 标记引物的 3′末端添加

碱基，成功地把 RAPD 标记转化成为稳定的 ERPAR
标记。Sharma 等[24]筛选出 2 个与芥菜细胞质雄性可育

恢复基因连锁的 AFLP 标记，并把其中一个转化成为

SCAR 标记。汪志伟等[25]找到了一个与萝卜细胞质雄

性不育恢复基因的 RAPD 标记。王春国等[26]筛选出一

个与花椰菜细胞质雄性不育系保持系特有的RAPD 标

记并把该标记转化成特异 PCR 标记。【本研究切入点】

依据冯辉提出的“复等位基因遗传假说”[4]，在大白

菜细胞核显性雄性不育系转育过程中，需配套使用甲

型、乙型“两用系”，分别转育，不育株需等到植株

通过春化、抽薹开花后才能鉴定。同时根据以往遗传

研究及实际观察，转育后代除了雄性不育基因外还存

在显性上位可育基因，不育性在当代可能不显现，常

规不育株的选择不得不通过自交后确认。因此，转育

过程复杂，育种周期长。DNA 分子标记辅助选择是加

快雄性不育选育的重要手段，有关大白菜细胞核雄性

不育显性基因分子标记研究，国内外报道较少。【拟

解决的关键问题】本研究利用 RAPD、SCAR 分子标

记技术，对大白菜细胞核雄性不育显性基因进行标记，

以期利用分子标记对显性不育基因跟踪、鉴定，提高

选择效率，缩短转育周期，加快育种进程。 

1  材料与方法 

1.1  试验群体的构建 

试验材料为大白菜雄性不育分离群体 B00160
（[938A×太 NB]-2X3-1X2）。‘938A’是 100%不育

株率的大白菜雄性不育材料，由沈阳市农业科学院提

供。用本组自交不亲和系‘太 NB’与之杂交，后代

育性分离，连续 2 代用系内可育株给不育株授粉，后

代育性仍然分离，分离比率接近 1﹕1。分别提取该群

体 115 个单株的 DNA，其中不育单株 63 个，可育单

株 52 个。试验材料构建如图 1。 
 

 

 

图 1  大白菜雄性不育分离群体 B00160 的构建 

Fig. 1  Process of constructing the sterile and fertile segregating 

population of B00160 

 
1.2  基因组 DNA 的提取与建池 

选取苗期植株的嫩叶片用 CTAB 方法提取单株

总 DNA。DNA 浓度用琼脂糖电泳方法测定，并将模

板 DNA 浓度调整到 30 ng·µl-1作为工作液，随机各吸

取 13 个可育单株和不育单株等量工作液混合成两个

育性不同的 DNA 混合液（DNA bulks）。 
1.3  RAPD 引物与扩增 

PCR扩增选用Operon公司的 10 bp的寡聚核苷酸

的随机引物 OPA、OPB、OPL、OPM、OPN、OPO、

OPQ、OPR、OPS、OPT、OPU、OPV、OPY、OPZ
共 290 个和上海生工合成的 110 个引物，S41-S50、
S61-S70、S81-S90、S101-S110、S121-S130、S141-S150、
S161-S170、S341-S350、S301-S310、S361-S370。共

计 400 个。Taq DNA 聚合酶和 PCR 缓冲液为 Promega
公司生产；dNTPs 购自上海生物工程技术服务有限公

司。RAPD 反应体系参照王晓武等[21]的方法，扩增反

应总体积为 10 μl，其中 Tris-HCl pH 8.0 终浓度为 10 
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mmol·L-1，KCl 的终浓度为 50 mmol·L-1，MgCl2为 2.5 
mmol·L-1 ， dNTPs 为 0.25 mmol·L-1 ，引物为 0.2 
mmol·L-1；模板 DNA 含量为 30 ng，Taq 酶为 1.0 U。

用 20 μl 矿物油覆盖反应混合物进行 PCR 扩增。反应

程序：94℃预变性 5 min，94℃变性 30 s，38℃退火

30 s，72℃延伸 60 s，循环 40 次，最后一次延伸温度

72℃保持 7 min。扩增反应在 PTC-100 PCR 仪上进行。

采用 1.5%琼脂糖凝胶（含 5 ng·ml-1溴化乙锭）电泳检

测，紫外光下观察并照相。通过 JoinMap 3.0 软件进行

连锁分析。 
1.4  PCR 产物的回收纯化、转化、克隆、测序与引物

合成 

采用赛百盛 PCR 产物纯化试剂盒分离、回收、纯

化目标 DNA 片段，上海生物工程技术服务有限公司

的 pUCm-T 载体 PCR 产物试剂盒连接回收目标 DNA
片段，天为时代公司生产的 Top10 感受态细胞转化、

克隆产物。操作方法和步骤详见各试剂盒说明。由北

京九发金贝生物技术有限公司测序，上海生物工程技

术服务有限公司合成特异引物。 
1.5  SCAR 扩增 

进行 SCAR 扩增时各引物浓度为 0.１μmol·L-1，

退火温度为 60℃，循环 30 次，其它扩增条件和产物

检测方法同上述 RAPD 扩增。 
1.6  遗传连锁分析 

通过 JoinMap 3.0 软件进行连锁分析。 

2  结果与分析 

2.1  大白菜显性雄性不育基因 RAPD 标记的筛选 

400 个引物中 371 个引物获得了扩增产物，有效

引物比例为 92.75%；谱带总数为 1 638 条，平均每个

引物扩增出 4.1 条。引物 M264（5′-CAGAAGCGGA-3′）
在 DNA 不育池中扩增出一条长约 300 bp 的谱带，而

在 DNA 可育池中不存在（图 2）。进而对该引物利用

建池单株重复扩增，得到一致的结果（图 3），说明

引物M264扩增的300 bp谱带在两个育性不同的DNA
池之间表现稳定的差异，命名为 M264300。 

为了明确 M264300 与显性不育基因之间的遗传距

离，对 B00160 所有 115 个单株进行 PCR 扩增，结果

表明，63 个不育单株中，61 个单株有强带，2 个单株

有弱带；52 个可育单株中 50 个单株未出带，2 个单株

出现目标带。结果带标记的雄性不育、不带标记的雄

性不育、带标记的雄性可育、不带标记的雄性可育表

型比例为 63﹕0﹕2﹕50。根据分离比例，该显性不育

基因和标记 M264300的重组率为 1.7%。通过 JoinMap 
3.0 计算，该标记与显性不育基因的遗传连锁距离为

1.74 cM。 
2.2  测序与 SCAR 引物设计 

2.2.1  质粒的酶切检测  为了鉴定目的片段是否插

入了 T-载体，根据 T-载体两端多克隆位点的设计，采

用限制性内切酶 PstⅠ对回收的质粒进行酶切处理。选 
 

 
 

M：DNA 标准分子量；169～269：引物编号；图中箭头所指的为引物 M264 在不育池中扩增出的特异谱带 M264300；F：可育；S：不育 
M: DNA ladder; 169-269: RAPD primer; Arrow indicates M264300; F: Fertile; S: Sterile 

 

图 2  可育池与不育池 RAPD 结果 

Fig. 2  RAPD banding pattern of male fertile and male sterile DNA bulks with the primer M264 
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M：DNA 标准分子量；75～103：可育单株；1～27：不育单株 
M: DNA ladder; 75-103: Male fertile plants; 1-27: Male sterile plants 

 

图 3  RAPD 群体检测结果 

Fig. 3  RAPD banding pattern of individuals from F3 population 

 

择在 ITPG/X-gal 平板上生长的白色菌落，用牙签挑至

含有氨苄青霉素的 LB 液体培养基，37℃培养过夜。

用上述白色菌落的菌液提取质粒，用 Pst I 酶切和 PCR
扩增。由电泳结果可知，10 份样品质粒中已插入目标

片段。选择在 PCR 扩增产物检测中片段与对照片段长

度最接近的 3 份样品 4（1）、2-300-1、2-300-2 克隆

进行测序。 
2.2.2  测序  依据测序结果看，3 份样品目标片段大

小完全相同，包含引物序列共 338 个碱基。4（1）和

2-300-2 样品 DNA 片段相同；2-300-1 DNA 片段大小

与 4（1）和 2-300-2 相同，但碱基排列顺序不同，说

明不是同一条谱带。根据 4（1）和 2-300-2 样品 DNA
目标片段两端序列设计了一对引物（不含 RAPD 引物

序列）：上游引物序列 1：5′-TAGAGCAGATCTCGG 
ATCGA-3′。下游引物序列 2：5′-TGGCTCAATCAAAC 
AGTTGA-3′（图 4）。 
 
5′ NACNGCCGTAATACGACTCACTATAGGGCGACATATGATCGATGATATCCCATGGGCGGC
CGCCTGCAGACCAGGTCTCAGAAGCGGATCTAGAGCAGATCTCGGATCGAATTTGGATCT 

CAGATAATAAGTTACAGGCCTAGTTTTGCTTACAAAGTCTAGCTTGCTTGGCTAAAGAAT 

CAACATTTTCTAGGAAAGTGCTATTAGCATAGTGGAAACTATAGTTACACGATCTTGATA 

GAAAGTGAATGTCTCGCAGCATAGAGGAAACCTCCGTGTGATAAGCACTTGTGATGGTTT 

TTCAGTAGACAACTGATATAACCCATTAATAAGCTTTTTGCAGTCAGTGATGAAATCCAC 

ATTATGATATTGCAATGATTTCAACTGTTTGATTGAGCCACCGCCTCCGCTTCTGAAGAC 

TGGAGATCTGGATCCCTCGAGTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATC 

ATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACG 

AGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAAT 

TGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTTCANTCGGGAAACCTGTCNNGCCANCTGNATTAATG 

AATNNGCCAANCCCNCCGGGNNNAGGCGGNTTTCNTNTTNGGNNNCCTNTTTNCNCTTNN3′
 
下划线部分为 RAPD 引物序列   
Underline is the sequence of RAPD primer 
 
图 4  差异片段 4（1）的测序结果 
Fig. 4  Sequence from RAPD fragment 4 (1) 

2.3  SCAR 标记扩增结果 

设计的引物在退火温度 60℃，30 个循环的条件下

获得了良好的 SCAR 扩增结果，扩增产物表现为单一

谱带，扩增片段长度与 M264300 完全相同，将这对引

物扩增的 SCAR 标记命名 SM264300（图 5）。随后对

所有单株进行 SCAR 标记 PCR 扩增，63 个不育单株

中 60 个单株有带，2 个无目标带，1 个为弱带；52 个

可育单株中 51 个单株无带，1 个单株有带。结果带标

记的雄性不育、不带标记的雄性不育、带标记的雄性

可育、不带标记的雄性可育表型比例为 61﹕2﹕1﹕
51，因此不育基因和标记 SM264300的重组率为 2.6%，

该标记与雄性不育基因的遗传连锁距离为 2.61 cM。 
根据 RAPD 标记 M264300计算出的遗传连锁距离

为 1.74 cM；该标记转化成 SCAR 标记 SM264300计算

出的遗传连锁距离为 2.61 cM，由于 SCAR 标记比

RAPD 标记在应用上稳定和可靠，该标记与雄性不育

基因的遗传连锁距离应认为是 2.61 cM。 
2.4  SCAR 标记的检验 

为了验证SCAR标记SM264300在显性雄性不育基

因转育过程中辅助显性雄性不育选择的效果，选取与

RAPD 标记筛选所用试材不同的的 2 份育性分离群

体：（938A×太 NB）×石-1 和（938A×太 NB）×ZY3，
其中（938A×太 NB）×石-1 群体的 17 个单株和

（938A×太 NB）×ZY3 群体的 23 个单株同时进行

SM264300标记分析和雄性不育性调查。结果表明，这

2 份育性分离群体利用该标记进行选择时预测的准确

性达到 100%，即该 SCAR 标记辅助选择的准确性达

到 100%。这一结果表明该 SCAR 标记在大白菜显性

不育基因的转育中可用于显性雄性不育基因的辅助选 
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M：DNA 标准分子量；93～103：可育单株；36～46：不育单株 
M: DNA ladder; 93-103: Male fertile plants; 36-46: Male sterile plants 

 

图 5  SCAR 标记群体检验结果 

Fig. 5  Banding pattern of individuals with the SCAR primer 

 
择。 

3  讨论 

冯辉等[4]提出了大白菜核基因雄性不育“复等位

基因遗传假说”，认为大白菜核基因雄性不育受细胞

核同一位点 3 个复等位基因控制，Ms 为显性不育基

因；ms 为 Ms 的等位隐性可育基因；Msf 为 Ms 的等

位显性恢复基因。三者的显隐性关系为 Msf＞Ms＞
ms。遗传模式如图 6。 
 

 
 

图 6  大白菜复等位遗传假说 

Fig. 6  Multiple allele hypothesis in Chinese cabbage 

 

根据冯辉等提出的“复等位基因遗传假说”，将

基因型为[MsfMsf] 的高代自交系细胞核转育为甲型

不育两用系[MsfMs]时，需要 100%不育株群体的不育

株[Msms]作母本与自交系[MsfMsf]杂交，后代有两种

基因型[MsfMs]和[Msfms]，全部可育。继续用自交系

[MsfMsf]对基因型[MsMsf]回交，后代同样有两种基因

型[MsfMsf]和[MsfMs]，全部可育。为了选择[MsfMs]
继续回交，必须对两种基因型进行测交，然后再回交。

如果利用与显性核基因 Ms 紧密连锁的分子标记鉴定

带有 Ms 的单株，就不需要测交，在当代就可以回交。

既加快了回交速度，又可以节省人力物力。 
RAPD 技术具有技术简单，对 DNA 需要量极少，

对 DNA 质量要求不高，不需要接触放射性物质，成

本低等特点，不足之处是一般表现为显性遗传，不能

区分显性纯合和杂合基因型，因此提供的信息量不完

全，另外，由于引物较短，RAPD 标记的 PCR 易受试

验条件影响[27]。本试验的结果证明，RAPD 标记是快

速获得更稳定 SCAR 标记的一项有效手段。 

4  结论 

本研究利用 RAPD、SCAR 分子标记技术，筛选

出一个与大白菜细胞核基因雄性不育显性基因紧密连

锁的 RAPD 标记 M264300，并成功地转化成稳定的

SCAR 标记 SM264300。利用该 SCAR 标记对另外 2 份

育性分离群体的不育基因进行检测，准确性达到

100%，该标记可用于大白菜核基因显性不育基因转育

过程中的辅助选择。 
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