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摘要: 自交不亲和性是利用油菜(Brassica sp.)杂种优势的途径之一。自交不亲和系杂种有诸如没有不育

胞质存在的负效应、恢复源广泛、可获得高质量F1代种子等优点, 因此研究调控自交不亲和性的基因对

利用油菜杂种优势具有重要意义。以甘白(甘蓝型油菜×白菜型油菜, B. napus × B. rapa)杂交选育的甘蓝

型油菜自交不亲和系No. 234为研究对象, 通过遗传规律分析发现No. 234不同遗传背景的恢复系的自交

不亲和性分别受1、2对隐性基因(BnSI1、BnSI2)控制; 利用AFLP (扩增片段长度多态性)标记和BSA-seq (极
端性状混池重测序)将自交不亲和基因BnSI1初步定位在A07染色体2 Mb区间内。该研究为进一步定位、

克隆BnSI1基因及后续的功能研究提供研究基础。
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Abstract: As one of the ways to exploit the heterosis in rape (Brassica sp.), the self-incompatibility line has 
no negative effect on the existence of sterile cytoplasm, has a wide range of recovery sources, can obtain 
high-quality F1 generation seeds, etc. Therefore, it is important to study relative genes regulating self-in-
compatibility to exploit the heterosis in rape. In this study, the self-incompatibility line No. 234, a B. napus 
selected from a cross between B. napus and B. rapa, was used to study the genetic pattern. It shows that 
the self-incompatibility of No. 234 was controlled by one and two pairs of recessive genes (BnSI1 and 
BnSI2), respectively, for recovery lines of different genetic backgrounds. AFLP (amplified fragment length 
polymorphism) markers and BSA-seq (bulked-segregant analysis sequencing) were used to initially locate 
the self-incompatibility gene BnSI1 in the 2 Mb interval of chromosome A07. This study may lay the foun-
dation for further localization and cloning of BnSI1 gene, and subsequent functional studies.
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油菜(Brassica sp.)是我国第一大油料作物(王
汉中和殷艳2014)。高产是油菜重要的育种目标, 
利用杂种优势是提高产量的有效方法, 而自交不

亲和性(self-incompatibility, SI)作为十字花科作物

的重要性状, 是利用杂种优势的途径之一(贾永鹏

等2016)。自交不亲和性是指雌雄蕊发育正常的有

花植物, 在识别本身的花粉或特定基因型的花粉

后不能正常授粉或结实的一种现象, 这种现象在

植物长期进化过程中形成, 是一种避免自交与近

亲繁殖的保护机制, 自交不亲和性有助于维持生

物遗传多样性和适应环境的能力(Nishio和Hinata 
1977)。由于自交不亲和性具有重要的生产应用价

值, 早在20世纪50年代国外已经有利用自交不亲

和性对甘蓝(B. oleracea var. capitata)进行杂交种配

制的研究报道, 我国也在1983年左右初步利用自

交不亲和性对甘蓝进行杂交制种(方智远等1983)。
马朝芝等(1998)在傅廷栋培育的自交不亲和甘蓝

型油菜的基础上, 培育了“双低”自交不亲和品种

‘S-1300’, 实现了在生产上三系配套, 其选育方式具

有周期短、恢复系广、无不良细胞质效应、制种

产量高等优点(沈金雄等2001), 所以自交不亲和性

在杂种优势利用的生产实践方面有较大的意义。

前人研究认为甘蓝型油菜(B. napus)自交不亲

和性由S位点复等位基因控制, SP11/SCR和SRK等

位基因的多样性共同进化, 形成了一系列S单倍型, 
这些单倍型编码相应的配体-受体对。这些组合以

整体的方式传递给子代, 几乎没有发生重组。这些

不同的组合被分为不同的S单倍型(Doucet等2016)。
除此之外, 还有一些影响自交不亲和发生的基因

(MLPK、ARC1等)也参与在自交不亲和信号通路

中(Samuel等2008; Kakita等2007)。由于S单倍型之

间的显隐性关系和通路中基因的存在, 自交不亲

和性性状遗传模式较为复杂, 定位并克隆自交不

亲和性相关基因具有比较重要的意义。极端性状

混池重测序(bulked-segregant analysis sequencing, 
BSA-seq)是通过构建极端表型DNA混池与高通量

测序技术相结合, 快速定位与性状相关基因的方

法。传统的定位耗时较长, 利用传统分子标记与

BSA重测序结合对基因定位的研究越来越多, 在小

麦 (Triticum aestivum)、大豆 (Glycine max)、油菜

等作物中都有成功定位抗病基因、茎秆颜色、叶色、

花色、株高等相关基因的成功案例(赵传纪2021; 
Shen等2003; 范立川2002)。在过去的30年里, 对甘

蓝型油菜自交不亲和反应的研究主要集中在SI识
别基因的鉴定、SI信号转导、S单倍型的显隐性互

作及自交不亲和分子机理的解析中, 前人对自交

不亲和性相关基因的研究大多采用同源克隆的方

法, 目前未见正向遗传学研究方法对甘蓝型油菜

自交不亲和性基因的报道。本研究以甘蓝型油菜

和白菜型油菜(B. rapa)杂交选育的甘蓝型油菜自

交不亲和系No. 234为研究对象, 通过遗传分析、

基因定位, 初步定位控制自交不亲和系No. 234自
交不亲和性状的基因BnSI1, 为鉴定该目标基因并

且进一步研究其功能提供参考。

1  材料与方法

1.1  材料

用5个甘蓝型油菜(Brassica napus L.)自交亲和

系No. 3071、No. 2036、No. 2053、No. 2063、No. 
2073与自交不亲和系No. 234 [经甘蓝型油菜×白菜

型油菜(B. rapa L.)杂交, 简称“甘白杂交”选育]正反

交, 播种于青海大学农林科学院试验地, 田间加强

水肥管理与除杂工作。

1.2  自交不亲和性基因BnSI1的初定位

1.2.1  基因BnSI1定位群体构建

为了加快自交不亲和性状的定位速度, 我们

将组合No. 3071×No. 234中含有的单位点基因认

定为BnSI1基因, 以自交亲和系No. 3071为受体亲

本、自交不亲和系No. 234为供体亲本进行回交, 
构建含有BnSI1基因的分离群体。在BC1及BC2、

BC3群体中, 亲和与不亲和子代表型分离比均符合

孟德尔1:1的分离比例, 其中BC1和BC3分离群体用

于BnSI1基因的定位。

1.2.2  F2、BC1田间亲和性调查

参考王金勋(1994)对十字花科自交不亲和性

的研究方法对亲和性进行调查。在油菜植株顶端

开有3~5朵花时, 将已开放的花摘除掉并去除顶端

花蕾, 对群体中单株的主枝或较为强壮的一次分

枝进行套袋, 用曲别针别紧。自交袋连续拍打10 d 
(中午温度升高时最佳), 起到辅助授粉的作用。每
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隔1 d把纸袋向上抽提, 抽提纸袋时若有侧芽上的

花或花蕾露出纸袋外要及时把它打掉, 以免外来

花粉污染。选20个中下部角果统计亲和指数(self- 
compatibility index, SCI), SCI=籽粒数/花朵数。如

果一个植株的SCI≥1就判定其为自交亲和; 如果

一个植株的SCI<1, 就判定其为自交不亲和(图1)。
1.2.3  DNA提取

在BC1F1群体苗期取约2 cm2的叶片于离心管

中, 放入−20°C冰箱保存备用。提前制备质量分数

为2%的十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimethylam-
monium bromide, CTAB)抽提缓冲液提取该群体的

DNA。

1.2.4  利用BSA法构建基因池

参考Michelmore等(1991)的方法 , 从BC1F1群

体DNA中选择12株自交亲和单株和12株自交不亲

和单株的DNA, 分别构建2个自交亲和基因池, 以
及2个自交不亲和基因池。

1.2.5  扩增片段长度多态性标记筛选

在BC1F1群体筛选扩增片段长度多态性(ampli-
fied fragment length polymorphism, AFLP)标记 , 用2
种酶切组合(EcoRⅠ/MseⅠ、PstⅠ/MseⅠ)。在37°C对

DNA模板进行酶切, 时间为5~6 h, 酶切结束后在

65°C下进行酶失活1 h。然后进行连接, 在4°C连接

过夜。连接体系中EAD (endonuclease adapter)接头

由EF和ER等量混合, 经过“65°C、10 min→37°C、
10 min→室温”处理后得到; PAD (pre-amplification 
primer adapter)和MAD (matched amplification prim-
er, 或selective amplification primer)接头制备方法

同EAD接头。以酶切/连接产物为DNA模板, EA/
MC、EA/MG以及P0/MC、P0/MG为预扩增引物, 
使用这些引物组合进行预扩增。对预扩增后的产

物稀释30倍, 作为选择性扩增的模板; EA/MC预扩

引物组合的选扩引物EA01~EA16/MC01~MC16自
由组合共有256对进行扩增, 4种预扩引物对应的

共有1 024对选扩引物组合进行AFLP分析。以上

预扩增、选择性扩增引物的序列、反应体系及反

应程序参考赵会彦(2014)所述方法。选扩产物使

用质量分数为6%的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测, 银
染和显影所用的试剂与方法参照陆光远(2003)所
述(Xiao等2012)。
1.2.6  遗传连锁图谱构建

筛选出的标记用于BC1F1群体(192株)单株扫

描, 记录重组单株, 使用JoinMap 4.0 (美国Kyazma)
软件进行遗传连锁分析, 用Kosambi函数计算遗传

图距, 构建跨越BnSI1基因染色体区域的部分连

锁图。

1.2.7  AFLP特异片段回收、转化、克隆和测序

参考Yi等(2006)的方法, 对BC1F1群体中筛选出

的与BnSI1连锁的标记片段挖胶测序, 收集和纯化

特异片段。将纯化的片段与pMD 19-T Vector Clo- 
ning Kit (大连Takara)载体连接, 使用大肠杆菌[Esch-
erichia coli (Mig.) Cast. & Chalm.] DH5α Compe-
tent Cells (大连Takara)进行热激转化, 再用M13引
物检测转化的克隆。之后, 每个片段随机选择3个
阳性克隆由陕西杨凌天润奥科生物科技有限公司

进行测序, 在BnPIR (http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/
bnapus/search)和BRAD (http://brassicadb.org/brad/
index.php)数据库用ZS11参考基因组对测序结果进

行blast比对。

1.3  BSA重测序

自交亲和(No. 3071)与不亲和(No. 234)亲本

DNA各一份。从BC3F1分离群体中选自交亲和的20
株单株DNA等量混合, 自交不亲和的20株单株DNA
等量混合, 组成了自交亲和池(BnDQ)和自交不亲

和池(BnDB)。DNA的纯度和完整性检测合格后, 送
往北京诺禾公司进行建库测序与生信分析。测序后

比对使用的参考基因组为ZS11.v0 (https://yanglab.
hzau.edu.cn/BnIR/germplasm_info?id=ZS11.v0)。

图1  自交不亲和(A)与自交亲和(B)亲本套袋角果生长情况

Fig. 1  Silique growth of self-incompatibility (A) and 
self-compatibility (B) parents
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1.4  简单重复序列标记开发

根据AFLP特异片段序列与ZS11基因组比对

结果和重测序结果, 在A07染色体26 000~28 000 kb 
(2 Mb)区段使用SSRHunter 1.3 (南京农大金陵研究

院)软件获得该区域内的简单重复序列标记(simple 
sequence repeats, SSR)位点(李强和万建民2005), 
均匀挑选SSR位点并使用Primer 3软件设计SSR引

物(Untergasser等2012)。在BC3F1群体中随机挑选

12个自交亲和单株的DNA构成2个亲和混池, 12个
自交不亲和单株的DNA构成2个不亲和混池, 用
“亲和亲本+亲和混池1+亲和混池2+不亲和亲本+
不亲和混池1+不亲和混池2”筛选具有多态性的引

物, 参考Lowe等(2002)的方法进行SSR扩增。随后

在6%变性聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳检测。

2  实验结果

2.1  遗传规律分析

用5个甘蓝型油菜自交亲和系与自交不亲和

系No. 234 (经甘白杂交选育)正反交, F1与RF1代套

袋自交能正常结籽, 这表明该自交不亲和性状在

这5个组合中是由隐性基因控制, 并且这5个自交

亲和系都是自交不亲和系No. 234的恢复系。在F2

分离群体中, 经过卡方检验, 4个组合的F2群体都符

合孟德尔3:1的分离比, 它们对应的BC1群体分离比

也符合1:1。根据以上结果, 可以初步推断自交不

亲和性状在这4个组合中由一对隐性基因控制(表
1)。但是No. 2073×No. 234组合的F2群体是15:1的
分离比例, 它所对应的BC1F1分离比为3:1, 因此我

们推断自交不亲和性状在该组合中由两对隐性基

因控制(表1)。综合上述结果, No. 3071、No. 2036、
No. 2053、No. 2063对于No. 234而言是单基因控

制的亲和关系, No. 2073对于No. 234而言是两对基

因控制的亲和关系, 我们将这No. 3071恢复的不亲

和基因命名为BnSI1。
2.2  自交不亲和性基因BnSI1的初定位

2.2.1  AFLP标记筛选结果

我们将组合No. 3071×No. 234中含有的单位

点基因认定为BnSI1基因, 构建含有基因BnSI1的回

交群体, 在BC1群体对1 024对AFLP标记进行筛选, 共
获得5个与目标基因BnSI1连锁的分子标记, 这些标

记都是从PstⅠ/MseⅠ酶切组合中筛选到的, 而EcoRⅠ/ 
MseⅠ酶切组合中没有筛选到具有多态性的标记。

这些标记可以将自交亲和与自交不亲和的单株区分

开, 表现是亲和有带, 不亲和无带(图2), 它们的引

物组合分别是P01/MC12、P16/MC07、P12/MG06、
P13/MG10、P03/MC01。

表1  五个组合F2与BC1表型调查

Table 1  Phenotype of F2 and BC1 in 5 combinations

   
        组合	 F1/RF1群体	 群体

	                数量		
分离比	 卡方值(χ2)

 		                          SCI≥1	 SCI=0~1		

No. 3071×No. 234	 F1/RF1 (SC)	 F2	 165	 53	 3:1	 0.055
		  BC1	 107	 94	 1:1	 0.841
No. 2036×No. 234	 F1/RF1 (SC)	 F2	 169	 44	 3:1	 2.142
		  BC1	 83	 87	 1:1	 0.094
No. 2053×No. 234	 F1/RF1 (SC)	 F2	 126	 56	 3:1	 3.230
		  BC1	 103	 85	 1:1	 1.723
No. 2063×No. 234	 F1/RF1 (SC)	 F2	 163	 57	 3:1	 0.097
		  BC1	 68	 58	 1:1	 0.794
No. 2073×No. 234	 F1/RF1 (SC)	 F2	 242	 19	 15:1	 0.472
		  BC1	 173	 48	 3:1	 1.268

P<0.05, χ2
0.05,1=3.84; χ2越小, 偏差越小, 理论值与观测值越趋于符合。SCI: self-compatibility index, 亲和指数。F1/RF1群

体:  reciprocal crosses, 正、反交得到的后代, 可以检验细胞质遗传等现象。SC:  self-compatibility, 自交亲和;  在表中表示F1

群体中单株的表型全部是自交亲和的。
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图2  AFLP标记扩增

Fig. 2  Amplification results of AFLP markers

AFLP引物筛选2对2混池图片, 前2孔为亲和, 后2孔为

不亲和, 箭头所指为特异性条带。左图为P01/MC12的扩增

条带, 右图为P13/MG10的扩增条带。

2.2.2  遗传连锁图谱绘制

用5对AFLP标记对No. 3071与No. 234杂交后

回交得到的BC1F1群体192株单株进行基因型分析, 
根据扩增结果, 使用JoinMap 4软件绘制遗传连锁

图。结果表明P12/MG06与P01/MC12位于BnSI1基
因的一侧, 遗传距离分别为5.7、6.5 cM; P13/MG10、
P03/MC01与P16/MC07位于BnSI1基因的另一侧, 
遗传距离分别为24.6、14.2、6.1 cM; 其中标记P16/ 
MC07和P12/MG06离BnSI1基因最近(图3)。
2.2.3  AFLP特异片段同源性分析

我们将与BnSI1基因连锁的5个AFLP标记的

特异片段进行胶回收并纯化, 再进行TA克隆, 将含

有目标片段的菌液送到陕西杨凌天润奥科生物科

技有限公司进行测序, 然后将测序结果在BRAD数

据库比对。比对的结果显示3个标记P01/MC12、
P16/MC07、P12/MG06与甘蓝型油菜ZS11染色体

A07上的序列同源, P13/MG10、P03/MC01分别在

A06和A09上, 在A07上的3个标记的物理位置分别

在21 517、25 197、30 169 kb。根据这些标记比对

信息, 我们初步推测BnSI1基因可能位于甘蓝型油

菜染色体A07上(表2)。
2.2.4  BSA重测序

对双亲No. 3071 (BnPQ)、No. 234 (BnPB)和
BC3F1群体的子代极端混池BnDQ、BnDB的测序

结果进行分析。所有样品数据、测序质量、GC分
布等均符合建库测序的要求。之后与参考基因组

图3  BnSI1基因初步定位的遗传连锁图

Fig. 3  Genetic linkage map for initial location of 
BnSI1 gene

P13/MG10、P03/MC01、P16/MC07、P12/MG06和P01/ 
MC12为连锁标记名称, BnSI1为自交不亲和性基因。

进行比对, 参考基因组(排除N区)的平均覆盖深度

在15.68×~30.28×之间, 测序结果可靠。基于单核

苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)
变异, 筛选亲本中纯合的SNP位点后得到过滤后的

1 586 922个多态性标记位点。在进行性状定位时, 
通过计算在该位点含有突变型亲本基因型的读段

占总读段的比例(即单核苷酸多态性指数, SNP-in-
dex), 选取自交亲和亲本BnPQ作为参考亲本, 然后

分别计算2个子代的SNP-index。为了更清晰地展

现2个子代池之间的差异区域, 我们计算2个子代

SNP-index的差值: Δ(SNP-index)=SNP-indexS2−SNP- 
indexS1, 并对基因组区域作图(图4)。在95%置信水

平候选区间中, 共有23个候选区间, 其中18个候选

区间在A07染色体上, 3个候选区间在A06染色体

上, 2个候选区间分别在C03和C04染色体上。根据

上述结果我们可以推测基因可能位于A06、A07、
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表2  与BnSI1连锁的特异性AFLP标记

Table 2  Specific AFLP markers linked to BnSI1

AFLP标记	 染色体	          物理位置/bp	 片段长度/bp	     得分

P01/MC12	 A07	 21 517 353~21 517 537	 209	 1.00×10−92

P12/MG06	 A07	 25 197 868~25 198 127	 285	 4.00×10−79

P16/MC07	 A07	 30 169 105~30 169 334	 284	 1.00×10−117

P03/MC01	 A09	   7 655 808~7 655 988	 180	 6.20×10−95

P13/MG10	 A06	 38 008 917~38 009 054	 137	 4.22×10−58

得分: 根据随机情况考虑其他序列与目标序列的相似度大于这个显示的序列的可能性, 因此较低的分值表示较好的

结果。

图4  两个子代Δ(SNP-index)在染色体上的分布

Fig. 4  Distribution of Δ(SNP-index) on chromosome of two progenies

表示SNP-index均值的线是黑色的, 标记为SNP-index均值线。蓝色的线是95%的阈值线, 用于表示SNP-index的阈值。紫

色的线是99%的阈值线, 用于表示更严格的SNP-index阈值。scaffold: 基因组组装时的概念, 比染色体小一点的组装单位。

C03和C04上(表3)。
2.2.5  遗传连锁图与重测序组合分析候选区间

在前期我们使用AFLP标记将BnSI1基因定位

到A07染色体5 Mb (25 197~30 169 kb)区间内。重

测序结果给出的18个候选区间位于A07染色体上, 
其中14个候选区间与分子标记定位的区间有重合

(表3)。基于以上结果, 我们结合AFLP标记与BSA
重测序结果, 确定该基因位于A07染色体上, 之后

将AFLP标记确定的候选区间(25 197~30 169 kb)与
重测序得到的候选区间比对, 将初定位区间缩小

到约2 Mb (26 000~28 000 kb)范围内。

2.3  SSR标记

我们参照ZS11参考基因组 , 在A07染色体 
26 000~28 000 kb (2 Mb)区段均匀设计40对SSR标
记, 并使用亲本+混池筛选引物, 最终得到4对具有

多态性的SSR标记, 分别为BnaA07-1、BnaA07-2、

BnaA07-3和BnaA07-4。将筛选出来的共显性标记

BnaA07-1和BnaA07-4对No. 3071与No. 234组合构

建的群体中BC3F1群体的47株自交亲和单株与47
株自交不亲和单株进行验证, 发现这两对标记能

较好地区分亲和与不亲和单株以及杂合单株(图5)。
之后对这4个标记的特异性片段进行挖胶测序, 将
测序结果在BnPIR (http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/
bnapus/search)网站进行blast分析, 结果表明这4个
标记在ZS11的A07染色体上(表4)

3  讨论

甘蓝型油菜是由白菜与甘蓝天然杂交形成的

异源四倍体, 与白菜和甘蓝只有1种S单倍型不同, 
甘蓝型油菜在A基因组和C基因组上有2种不同的S
单倍型(高长斌等2013), 探明其遗传规律、定位自

交不亲和性基因对自交不亲和性在甘蓝型油菜中
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图5  引物BnaA07-1和BnaA07-4对BC3F1单株验证

Fig. 5  Validation of BC3F1 single plant by primers BnaA07-1 and BnaA07-4

A为自交亲和亲本, B为自交不亲和亲本, 箭头是指交换单株, 1~94孔是BC3F1群体中的94个单株DNA。

表3  95%置信水平候选区间

Table 3  Candidate intervals for the 95%  
confidence level

     染色体	   位置1/bp	   位置2/bp

Scaffold A06 12 829 001 13 331 000
Scaffold A06	 14 355 001	 15 004 000
Scaffold A06	 33 645 001	 33 646 000
Scaffold A07	 22 255 001	 23 111 000
Scaffold A07	 23 113 001	 23 175 000
Scaffold A07	 23 231 001	 23 716 000
Scaffold A07	 26 178 001	 26 436 000
Scaffold A07	 26 437 001	 26 442 000
Scaffold A07	 26 447 001	 26 464 000
Scaffold A07	 26 479 001	 26 531 000
Scaffold A07	 26 541 001	 26 554 000
Scaffold A07	 26 556 001	 26 582 000
Scaffold A07	 26 596 001	 26 599 000
Scaffold A07	 26 601 001	 26 612 000
Scaffold A07	 26 688 001	 26 692 000
Scaffold A07	 27 467 001	 27 471 000
Scaffold A07	 27 472 001	 27 481 000
Scaffold A07	 27 517 001	 27 519 000
Scaffold A07	 27 846 001	 27 850 000
Scaffold A07	 28 379 001	 28 431 000
Scaffold A07	 31 103 001	 31 260 000
Scaffold C03	 29 918 001	 30 226 000
Scaffold C04	 68 841 001	 68 909 000

位置1是指候选区间中位于上游的位置, 位置2是指候

选区间中位于下游的位置。

的运用具有重要的实际意义。对芸薹属自交不亲

和性遗传机制的研究中, Murased等(2004)对自交

亲和的印度白菜型油菜‘Yellow Sarson’的遗传分析

表明它的亲和性受到两个独立的位点控制, 并通

过AFLP标记进行图位克隆定位到MLPK (M locus 
protein kinase)基因, 它不与S位点连锁, 其翻译的

蛋白能与S位点受体激酶SRK (S-locus receptor ki-
nase)直接互作(Kitashiba和Nasrallah 2014)。葛婷

婷(2013)对不结球白菜自交不亲和性的研究认为, 
一对隐性等位基因控制其自交不亲和性, 并将基

因初定位在白菜A03基因组上。比起白菜与甘蓝, 
甘蓝型油菜自交不亲和性的遗传机制更加复杂。

‘S-1300’是马朝芝等(1998)培育的双低甘蓝型油菜

自交不亲和品种, 在对自交不亲和系‘S-1300’与其

恢复系的研究中, 张幸果(2008)初步认为‘S-1300’的
自交不亲和性受隐性单位点控制 , 之后高长斌

(2013)的研究再次证明‘S-1300’自交不亲和性符合

隐性单位点控制的孟德尔遗传规律, 并且认为A基

因组上的S单倍型决定‘S-1300’的自交不亲和性, 
但他的研究仍不能排除C基因组上的S位点也可能

对其自交不亲和性起作用。‘S-1300’的自交不亲

和性来自于自交不亲和系271, 前人对甘蓝型油菜

自交不亲和系271的研究中提出两对基因控制其

自交不亲和性的假说; Yang等(2001)认为除了S位
点等位基因, 还有自交不亲和性的抑制基因(Sp基
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表4  特异性SSR标记信息

Table 4  Specific SSR markers information

SSR标记名称	 片段大小/bp	 染色体	 物理位置/kb	                  引物序列(5′→3′)

BnaA07-1	 201	 A07	 26 205	 左: GAAGGACATGCAAGAGAGTG
				    右: TTGGGAAATGAAGAAATGTG
BnaA07-2	 151	 A07	 26 262	 左: AGACGATTGATTGCGACTTA
				    右: GCAGAAACACGTTGAATCAT
BnaA07-3	 208	 A07	 26 870	 左: CTGAAACGAGAATCAAATGAG
				    右: AAGCTGAGTTCTCCGAGTGT
BnaA07-4	 216	 A07	 26 986	 左: CTCACAAGCAAAAATCCAAG
				    右: CAGTATCACACCCAGGAAGA

因), S位点和Sp位点上的等位基因存在显隐性关系。

因此自交不亲和性的遗传模式复杂, 不同的材料

杂交组合的后代分离情况并不完全一致。在本试

验遗传规律分析中, 自交不亲和系No. 234与其恢

复系No. 2073组合后代的分离情况表明, 试验材料

No. 234自交不亲和性由两对隐性基因控制。这与

前人单位点控制甘蓝型油菜自交不亲和性的结论

不同, 可能由以下方面原因造成: (1)不同材料突变

类型不同, 导致决定其自交不亲和性的基因不同。

(2)遗传规律分析所选自交亲和亲本材料之间遗传

背景相似, 导致重要的遗传位点丢失; 目前已报道

的甘蓝型油菜自交不亲和系中, 隐性自交不亲和系

只有‘S-1300’和‘S-70’ (Chen等2019; 马朝芝等1998)。
而材料No. 234也是隐性自交不亲和系, 因此其在

育种工作中是具有应用潜力的。随着分子生物学

的快速发展, 分子标记技术与全基因组重测序技

术为作物重要基因的图位克隆提供了极其重要的

支持。洪美艳(2017)通过AFLP、SSR标记的开发

与全基因组重测序分析相结合, 将甘蓝型油菜种

皮颜色的基因定位在A09染色体105 kb范围。赵传

纪(2019)在甘蓝型油菜突变体库中挑选3个株型差

异显著的材料, 对叶色、花色、株高进行研究, 利
用BSA重测序技术和竞争性等位基因特异性PCR 
(kompetitive allele specific PCR, KASP)、SNP标记

对3个基因分别进行了精细定位并预测候选基因。

因此通过重测序技术与分子标记结合的方式能够

帮助我们快速确定目标基因的候选区间, 为后续

目标基因的克隆与功能验证提供基础。本研究中

我们使用甘蓝型油菜自交不亲和系No. 234和甘蓝

型油菜自交亲和系No. 3071杂交并构建回交群体, 
利用AFLP标记在BC1F1群体进行初定位, 在BC3F1

群体通过BSA重测序与分子标记结果结合分析, 最
终将目标基因BnSI1初定位在甘蓝型油菜A07染色

体大约2 Mb的区间。在此基础上我们可以进一步

扩大回交群体, 设计新的分子标记, 从而进行该基

因的精细定位。目标基因是否与A07染色体上已

报道的S位点基因有关, 亦或是一个新的基因, 需
要在后续工作中进一步研究。
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