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　 　 摘要:　 Ｍ３４２ 是利用 ＥＭＳ 诱变定向选育获得的甘蓝型油菜抗磺酰脲类除草剂新种质ꎮ 通过 Ｍ３４２ 抗性基因

与敏感型油菜的 ＡＬＳ 基因序列分析结果表明ꎬＭ３４２ 的 ＢｎＡＬＳ３ 基因存在 １ 处 ＳＮＰ 突变ꎬ导致编码的蛋白质第 ５５６
位色氨酸突变为亮氨酸ꎬ该突变导致基因序列对 ＢｓｒＤ Ｉ 内切酶消化的差异ꎮ 为此设计了 ８ 条引物ꎬ从中筛选到引

物对 ＳＵ５４Ｆ / ＳＵ５８Ｒ 在不同油菜品种中可以特异性扩增出目的片段ꎬ该片段经 ＢｓｒＤ Ｉ 酶切分型正确ꎬ从而开发了检

测 Ｍ３４２ 中抗性基因 ＢｎＡＬＳ３Ｒ 的 ＣＡＰＳ 标记ꎮ 运用该标记对除草剂敏感型油菜、纯合抗性油菜及杂合抗性油菜

ＢｎＡＬＳ３ 的基因型进行验证ꎬ并应用该标记对 Ｆ２、ＢＣ１ 分离群体进行检测ꎮ 结果表明ꎬ该标记验证的基因型结果与

测序结果一致ꎮ Ｆ２ 分离群体有 Ａｌｓ３Ａｌｓ３、Ａｌｓ３ａｌｓ３、ａｌｓ３ａｌｓ３ ３ 种基因型ꎬＢＣ１ 分离群体有 Ａｌｓ３ａｌｓ３、ａｌｓ３ａｌｓ３ ２ 种基因

型ꎬ与表型鉴定结果一致ꎬ遵循单基因遗传分离规律ꎬ表明该标记可以应用于抗性基因的检测ꎮ ＣＡＰＳ 标记的获得

为抗除草剂油菜的分子标记辅助选择育种奠定了基础ꎮ
关键词:　 油菜ꎻ 磺酰脲类除草剂ꎻ 乙酰乳酸合酶ꎻ 酶切扩增多态性序列(ＣＡＰＳ)标记
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｍ３４２ꎬ ａ ｓｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.ꎬ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｄ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｅｔｈｙｌ￣
ｍｅｔｈａｎｅ ｓｕｌｆｏｎａｔｅ ｓｅｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｏｎｅｄ ＡＬＳ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ３４２ ａｎｄ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｒａｐｅｓｅｅｄꎬ ｏｎｅ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ＢｎＡＬＳ３ ｏｆ Ｍ３４２ ｌｅｄ ｔｏ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｔｏ ｌｅｕ￣
ｃｉｎｅ ａｔ ｓｉｔｅ ５５６ ｏｆ ＡＬＳꎬ ｇｉｖｉｎｇ ｒｉｓｅ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＢｓｒＤ Ｉ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＬＳ ｇｅｎｅｓ. Ｔｈｕｓꎬ ｅｉｇｈｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ

ｄｅｓｉｇｎｅｄꎬ ｆｒｏｍ ｗｈｉｃｈ ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ＳＵ５４Ｆ / ＳＵ５８Ｒ
ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｒａｐｅｓｅｅｄ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｔｈｅ ＰＣＲ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢｓｒＤ Ｉ ｗｅｒｅ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ
ｇｏｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＣＡＰＳ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ ｏｆ
ＢｎＡＬＳ３Ｒ ｉｎ Ｍ３４２ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ. Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ
ＢｎＡＬＳ３ ｗｅｒｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｉｎ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅꎬ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ
ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｒａｐｅｓｅｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｆ２ ａｎｄ ＢＣ１

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＡＰＳ ｍａｒｋｅｒ. Ａ ｐｅｒｆｅｃｔ ｃｏｒ￣
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ｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ＣＡＰＳ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｎｅｓ ｗａｓ
ｆｏｕｎｄ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ａｌｓ３Ａｌｓ３ꎬ Ａｌｓ３ａｌｓ３ ａｎｄ ａｌｓ３ａｌｓ３ ｉｎ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎꎬ ｔｗｏ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ａｌｓ３ａｌｓ３ ａｎｄ
ａｌｓ３ａｌｓ３ ｉｎ ＢＣ１ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｎ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ
ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｌａｗ ｆｏｒ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｇｅｎｅ ｍｏｄｅｌ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＣＡＰＳ ｍａｒｋｅｒ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ. Ｔｈｅ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＰＳ ｍａｒｋｅｒ ｌａｙｓ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣ｒｅ￣
ｓｉｓｔａｎｔ ｒａｐｅｓｅｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒａｐｅｓｅｅｄ ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)ꎻ ｓｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓꎻ ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ ｃｌｅａｖｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (ＣＡＰＳ) ｍａｒｋｅｒ

　 　 有效治理田间杂草是油菜实现机械化、轻简化

生产的一个重要环节ꎬ化学除草是目前控制农田杂

草最有效的手段ꎮ 磺酰脲(ＳｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａꎬＳＵ)类除草

剂因其具有高效低量ꎬ对动物无害ꎬ高选择性ꎬ土壤

残留期短等优点被应用于水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、小麦

(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)等单子叶作

物田间杂草的防除[１]ꎮ 油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)为

双子叶植物ꎬ对商业化的磺酰脲类除草剂敏感ꎬ选育

抗 ＳＵ 类除草剂的油菜新品种ꎬ拓宽现有 ＳＵ 类除草

剂的应用范围ꎬ是油菜田间杂草治理经济有效的途

径ꎮ
ＳＵ 类除草剂属于乙酰羟基酸合酶(ＡＨＡＳ)抑制

剂类除草剂ꎬ作用靶标是 ＡＨＡＳꎮ ＡＨＡＳ 也叫乙酰乳

酸合酶(ＡＬＳ)ꎬ是植物支链氨基酸(亮氨酸、异亮氨

酸和缬氨酸)生物合成过程中的关键酶[２]ꎮ 除 ＳＵ
类外ꎬＡＬＳ 类除草剂还包括咪唑啉酮类(Ｉｍｉｄａｚｏｌｉｎｏ￣
ｎｅｓꎬＩＭＩ)、 三唑嘧啶磺酰胺 ( Ｔｒｉａｚｏｌｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓꎬ
ＴＺ)、嘧啶水杨酸类(Ｐｙｒｉｍｉｄｙｌｏｘｙ￣ｂｅｎｚｏａｔｅｓꎬＰＢ)和

磺酰氨羧基三唑啉酮类 ( Ｓｕｌｆｏｎｌｙａｍｉｎｏｃａｒｂｏｎｙｌ￣ｔｒｉ￣
ａｚｏｌｉｎｏｎｅｓꎬＳＣＴ)等ꎮ 这类除草剂的杀草机理是除草

剂分子与 ＡＬＳ 形成复合物阻断底物进入酶活性位点

通路ꎬ抑制 ＡＬＳ 活性ꎬ导致支链氨基酸合成受阻ꎬ生
物体内蛋白质合成被破坏ꎬ使植物失绿、黄化ꎬ最后

逐渐死亡[３]ꎮ 植物产生抗性是由于其 ＡＬＳ 基因发

生了若干碱基位点的突变ꎬ造成编码蛋白质氨基酸

残基位点变异ꎬ从而改变除草剂与 ＡＬＳ 的结合方式

产生抗性[４￣８]ꎮ 在已发现的抗性突变体中ꎬ主要涉及

８ 个 ＡＬＳ 氨基酸位点突变ꎬ这 ８ 个位点分别是

Ａｌａ１２２、 Ｐｒｏ１９７、 Ａｌａ２０５、 Ａｓｐ３７６、 Ａｒｇ３７７、 Ｔｒｐ５７４、
Ｓｅｒ６５３、Ｇｌｙ６５４ [以拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) 的

ＡＬＳ 氨基酸位置计算] [９]ꎬ其中对 ＳＵ 类除草剂产生

抗性的氨基酸突变位点主要有 Ｐｒｏ１９７、Ａｌａ２０５ 和

Ｔｒｐ５７４[５￣６]ꎮ 在油菜中ꎬＳｗａｎｓｏｎ 等[１０￣１１] 通过诱变油

菜小孢子获得了对 ＩＭＩ 类除草剂具有抗性的油菜

Ｐ１ 和 Ｐ２ꎮ Ｐ１ 的 抗 性 突 变 位 点 是 ＢｎＡＬＳ１ 的

Ｓｅｒ６５３Ａｓｐꎬ Ｐ２ 的 抗 性 突 变 位 点 是 ＢｎＡＬＳ３ 的

Ｔｒｐ５７４Ｌｅｕꎮ Ｍａｇｈａ 等[１２] 在培养油菜原生质体后代

时发现突变体 ＲＣＳ￣５ 对 ＳＵ 类和 ＩＭＩ 类除草剂具有

抗性ꎬ但未揭示突变位点ꎮ 有研究者在大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ)和油菜轮作的试验田中发现 １ 株抗 ＩＭＩ 类除

草剂油菜 Ｍ９ꎬ并揭示了 Ｍ９ 的突变位点为 ＢｎＡＬＳ１
的 Ｓｅｒ６５３Ａｓｐ[７ꎬ１３￣１４]ꎮ 浦惠明等[１５]利用 ＥＭＳ 诱变和

定向选育技术ꎬ获得了抗 ＳＵ 类除草剂的甘蓝型油

菜突变体 Ｍ３４２ꎮ Ｍ３４２ 在苯磺隆推荐使用质量浓度

下无任何药害症状ꎬ仍能正常生长ꎮ 胡茂龙等[１６] 进

一步通过分子生物学技术克隆得到 Ｍ３４２ 抗性基

因ꎬ突变位点为 ＢｎＡＬＳ３ 的 Ｔｒｐ５７４Ｌｅｕꎮ 根据该突变

体 ＢｎＡＬＳ３ 的突变位点ꎬ开发检测油菜抗 ＳＵ 类除草

剂性状的分子标记ꎬ通过标记快速区分油菜中抗性

基因的基因型ꎬ指导油菜抗性育种ꎬ加快选育进程ꎮ
酶切扩增多态性序列(Ｃｌｅａｖｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙ￣

ｍｏｒｐｈｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＡＰＳ)是通过设计特异性引物扩

增出目的片段ꎬ然后通过限制性内切酶消化 ＰＣＲ 产

物ꎬ电泳检测不同大小的酶切片段来检测基因型的

技术[１７]ꎮ ＣＡＰＳ 标记是 ＰＣＲ 和 ＲＦＬＰ ( Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)的有机结合ꎬ该方法快

速直观ꎬ避免了 ＲＦＬＰ 分析中膜转印这一繁琐步骤ꎬ
又能保持 ＲＦＬＰ 分析的精确度ꎬ且是共显性标记ꎬ已
广泛应用于靶基因突变导致的抗性植株的检

测[１８￣１９]ꎮ 然而ꎬ在油菜中利用 ＣＡＰＳ 标记检测抗除

草剂的突变基因还鲜见报道ꎮ 本研究以 Ｍ３４２ 抗性

突变体为材料ꎬ开发能快速准确检测抗性基因

ＢｎＡＬＳ３Ｒ 基因型的 ＣＡＰＳ 标记ꎬ为油菜抗除草剂分

子辅助选择育种奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与试剂

Ｍ３４２、Ｍ２９４￣２ 等纯合抗性材料是由江苏省农

２４２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１９ 年 第 ３５ 卷 第 ２ 期



业科学院经济作物研究所油菜研究室在 ＥＭＳ 诱变

体库中通过非选择性除草剂大群体定向筛选或通过

与 Ｍ３４２ 杂交回交转育获得ꎬ宁油 ２０ 号ꎬＮ１３１、Ｄ１￣
２、Ｄ３￣１ 等敏感材料ꎬＭＩＣＭＳ 双低恢复系 Ｎ２２１、Ｎ３４０
和 Ｎ３４１ 由本研究室保存ꎮ

高保真性 ＤＮＡ 聚合酶 ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ 及 ＰＣＲ 试剂

购自东洋纺(上海)生物科技有限公司ꎬ克隆载体

ｐＥＡＳＹ￣１ 购自北京全式金生物技术有限公司ꎮ ＤＮＡ
分子量标准、普通 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ、
１０×Ｅｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ＰＣＲ、ＰＣＲ 产物平末端加 Ａ 试剂盒

均购自 ＴａＫａＲａ 生物工程有限公司(中国大连)ꎮ 大

肠杆菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α 由本实验室保存ꎮ 引物合成、
ＤＮＡ 测序均由南京金斯瑞生物科技有限公司完成ꎮ
ＢｓｒＤ Ｉ 限制性内切酶(ＮＥＢ)购于南京伟沃生物科技

有限公司ꎮ 苯磺隆除草剂为江苏省激素研究所股份

有限公司生产的 １０％苯磺隆可湿性粉剂ꎮ
１.２　 ＣＡＰＳ 标记开发

利用 ＥＭＳ 诱变和定向选育技术ꎬ我们获得了甘

蓝型油菜抗 ＳＵ 类除草剂突变体 Ｍ３４２[１５]ꎬ该突变体

是 ＢｎＡＬＳ３ 基因起始密码子第一个核苷酸下游

的＋１ ６６７位点单碱基 Ｇ 突变为 Ｔꎬ导致第 ５７４ 位色

氨酸突变为亮氨酸(以拟南芥的 ＡＬＳ 氨基酸位置计

算)ꎮ 随后ꎬ运用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ５ 分析了 Ｍ３４２ 和野

生型油菜 Ｎ１３１ 之间酶切位点的差异ꎬ发现野生型

油菜 Ｎ１３１ 的 ＢｎＡＬＳ３ 基因＋１ ６６７位点的碱基 Ｇ 与

其上游＋１ ６６２至＋１ ６６６的 ５ 个碱基构成的核苷酸序

列“ＧＣＡＡＴＧ”是限制性内切酶 ＢｓｒＤ Ｉ 的识别剪切位

点ꎮ 为明确该序列在多个敏感型油菜品种中的保守

性ꎬ设计了引物对 Ａ１(表 １)ꎬ采用 ＣＴＡＢ 法对敏感

型油菜宁油 ２０ 号、Ｎ２２１、Ｎ３４０ 和 Ｎ３４１ 提取 ＤＮＡꎬ
ＰＣＲ 克隆 ４ 个油菜品种的 ＢｎＡＬＳ３ 基因ꎮ ＰＣＲ 反应

体系包含 １􀆰 ０ μｌ ＤＮＡ 模板、２􀆰 ０ μｌ １０×酶反应缓冲

液、 １􀆰 ２ μｌ ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４、 ２􀆰 ０ μｌ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｄＮＴＰｓ、０􀆰 ８ μｌ １ Ｕ / Ｌ ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ Ｔａｑ 酶、 １３􀆰 ０ μｌ
Ｈ２Ｏꎮ 反应程序 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延

伸 ５ ｍｉｎꎮ 按照试剂盒使用说明书对 ＰＣＲ 产物进行

平末端加 Ａ 后ꎬ用 １％(质量体积比)的琼脂糖凝胶

电泳回收纯化ꎬ回收片段连接 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 载体ꎬ转化

大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ挑取阳性克隆测序ꎮ
甘蓝型油菜 Ａ、Ｃ 基因组有 ３ 个 ＡＬＳ 功能基因ꎬ

其中 Ｃ 基因组上的 ＢｎＡＬＳ１ 和 Ａ 基因组上的

ＢｎＡＬＳ３ 在核酸和蛋白水平同源性达 ９８％ꎬ为了避免

不同油菜品种 ＢｎＡＬＳ１ 对抗性基因检测的干扰ꎬ设
计引物对 Ａ２ꎬ同样对宁油 ２０ 号、 Ｎ２２１、 Ｎ３４０ 和

Ｎ３４１ 的 ＢｎＡＬＳ１ 基因进行克隆、测序ꎮ 利用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ Ｖ６ 软件分析 Ｍ３４２、Ｎ１３１、宁油 ２０ 号、Ｎ２２１、
Ｎ３４０ 和 Ｎ３４１ 的 ＢｎＡＬＳ１、ＢｎＡＬＳ３ 基因序列差异ꎬ在
ＢｎＡＬＳ３ 基因＋１ ６６２~ ＋１ ６６７序列的两端设计了 ８ 条

引物(表 １)ꎬ正反引物分别锚定在 ＢｎＡＬＳ１、ＢｎＡＬＳ３
核苷酸差异序列上ꎬ以期特异性扩增 ＢｎＡＬＳ３ 基因

片段ꎮ 接着以 Ｍ３４２ 的 ５ 个单株ꎬ上述 ５ 种除草剂

敏感型油菜 ( Ｎ１３１、 宁 油 ２０ 号、 Ｎ２２１、 Ｎ３４０ 和

Ｎ３４１)以及 Ｍ３４２ 的 ５ 个单株为父本与上述 ５ 种除

草剂敏感型油菜为母本杂交的 Ｆ１ 为材料ꎬ提取油菜

基因组 ＤＮＡꎬ使用上述 ８ 条引物组合成的 １６ 对引

物进 行 扩 增ꎮ 反 应 体 系 如 下: ２０ ｎｇ ＤＮＡꎬ ０􀆰 ５
μｍｏｌ / Ｌ 引物ꎬ１×酶反应缓冲液ꎬ１􀆰 ５ ｍｍｏＬ ＭｇＣｌ２ꎬ
０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰꎬ０􀆰 ５ Ｕ Ｔａｑ 酶ꎮ ＰＣＲ 扩增程序

为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０
ｓꎬ７２ ℃延伸 ４５ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ４
℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物一部分纯化测序ꎬ一部分用限制

性内切酶进行酶切ꎬ２５􀆰 ０ μｌ 酶切反应体系包括:
ＰＣＲ 产物 ５􀆰 ０ μｌꎬ１０×酶反应缓冲液 ２􀆰 ５ μｌꎬ内切酶

０􀆰 ５ μｌꎬ水 １７􀆰 ０ μｌꎮ ６５ ℃下反应３~ ５ ｈꎮ 用 １􀆰 ５％
(质量体积比)的琼脂糖凝胶检测酶切产物ꎮ

表 １　 油菜 ＢｎＡＬＳ３、ＢｎＡＬＳ１ 基因的克隆及其 ＣＡＰＳ 标记的检测引

物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＢｎＡＬＳ３ ａｎｄ ＢｎＡＬＳ１

ａｎｄ ＣＡＰＳ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ ｉｎ

ｒａｐｅｓｅｅｄ

引物编号 　 　 　 　 序列(５′→３′) 　 　 用途

Ａ１ Ｆ:ＴＣＴＣＡＴＴＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡＴＣ 克隆 ＢｎＡＬＳ３ 基因

Ｒ:ＡＧＴＣＴＧＧＧＡＡＣＡＡＡＣＣＡＡＡＡＧＣ

Ａ２ Ｆ:ＡＧＡＡＣＡＧＴＴＡＧＡＴＣＣＡＣ 克隆 ＢｎＡＬＳ１ 基因

Ｒ:ＣＡＧＣＴＴＣＡＴＣＴＣＴＣＡＧＴＡ
ＳＵ５２Ｆ ＧＴＣＣＴＡＧＡＣＧＡＧＣＴＡＡＣＣＣ 检测抗性基因的

ＣＡＰＳ 标记

ＳＵ５３Ｆ ＣＴＧＴＣＧＴＣＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＧ

ＳＵ５４Ｆ ＧＴＴＴＧＣＧＡＧＣＡＧＧＧＣＴＡＡＧＡ

ＳＵ５５Ｆ ＣＧＴＴＴＧＣＧＡＧＣＡＧＧＧＣＴＡＡＧＡ

ＳＵ５６Ｒ ＡＣＣＡＣＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＣＴＧＡＡＡＡＣ

ＳＵ５７Ｒ ＧＣＡＴＴＧＡＧＴＣＣＣＡＡＡＣＡＴＴＡＴＧＴ

ＳＵ５８Ｒ ＧＡＣＡＴＣＣＡＡＣＡＧＧＴＡＣＧＧＴＣＣＡ

ＳＵ５９Ｒ ＧＡＴＧＡＣＡＴＣＣＡＡＣＡＧＧＴＡＣＧＧＴＣＣＡ

３４２程　 丽等:Ｍ３４２ 抗除草剂基因 ＣＡＰＳ 标记的开发与应用



１.３　 ＣＡＰＳ 标记的验证

对抗性油菜 Ｍ２９４￣２、敏感型油菜 Ｄ１￣２ 和抗性

油菜 Ｍ３０５、Ｍ３０６ 与敏感型油菜 Ｄ４２、Ｄ１６２ 杂交的

Ｆ１ 及亲本种子进行萌发ꎮ ７ ｄ 后ꎬ取适量幼苗提取

ＤＮＡꎬ并用 １％(体积质量比)的琼脂糖凝胶电泳和

分光光度计检测 ＤＮＡ 浓度和纯度ꎮ 引物对 ＳＵ５４Ｆ /
ＳＵ５８Ｒ 扩增出目的片段ꎬ并用 ＢｓｒＤ Ｉ 进行酶切ꎬ验
证 ＣＡＰＳ 标记ꎮ ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 反应、酶切分型方

法同方法 １.２ꎮ
１. ４ 　 应用 ＣＡＰＳ 标记检测油菜分离群体中

ＢｎＡＬＳ３Ｒ 的基因型

　 　 用 ＭＩＣＭＳ 双低恢复系 Ｎ２２１ 与 Ｍ３４２ 配制 Ｆ１ꎬ播
种 Ｆ１ 套袋自交后得到 Ｆ２ 群体ꎬＦ１ 单株分别与 Ｎ２２１ 进

行回交获得 ＢＣ１ 群体ꎮ 当年秋季种植 Ｆ２、ＢＣ１ 分离群

体材料ꎬ待油菜生长至 ３ 到 ５ 叶期ꎬ喷施质量浓度为 ４５
ｇ / ｈｍ２(ａ.ｉ)的苯磺隆鉴定分离群体中各单株除草剂抗

性ꎬ喷药前取适量 Ｆ２、ＢＣ１ 分离群体单株和亲本的叶片

保存于－２０ ℃ꎬ用于 ＤＮＡ 提取ꎮ 利用引物对 ＳＵ５４Ｆ /
ＳＵ５８Ｒ 扩增出目的片段ꎬ并用 ＢｓｒＤ Ｉ 酶切分型ꎮ ＤＮＡ
提取、ＰＣＲ 反应、酶切分型方法同方法 １.２ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 　 油菜抗磺酰脲类除草剂基因 ＢｎＡＬＳ３Ｒ 的

ＣＡＰＳ 标记

　 　 利用 Ａ１ 引物 ＰＣＲ 克隆获得了敏感型油菜宁油

２０ 号、Ｎ２２１、Ｎ３４０ 和 Ｎ３４１ 的 ＢｎＡＬＳ３ 基因序列ꎮ 序

列比对发现ꎬ在＋１ ６６２~ ＋１ ６６７位点的 ６ 个核苷酸

序列均为“ＧＣＡＡＴＧ”ꎬ与野生型油菜 Ｎ１３１ 相同ꎬ表
明该序列在敏感型油菜中具有高度保守性ꎮ １６ 对

引物分别对多个油菜品种进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ多次 ＰＣＲ
扩增结果表明ꎬ有些引物对无 ＰＣＲ 产物ꎬ有些引物

对 ＰＣＲ 非特异扩增出多个条带ꎬ不利于进行酶切反

应ꎮ 其中引物对 ＳＵ５４Ｆ / ＳＵ５８Ｒ 能特异性扩增出目

的条带ꎬ该条带经测序发现属于 ＢｎＡＬＳ３ 基因片段ꎬ
在敏感型和抗性油菜中存在 Ｇ / Ｔ 突变位点ꎮ

ＰＣＲ 产物经 ＢｓｒＤ Ｉ 酶切后显示ꎬ抗磺酰脲类除

草剂油菜 Ｍ３４２ 的 ５ 个单株均为只有 １ 条 ７６６ ｂｐ 的

条带ꎬ敏感型油菜 Ｎ１３１、宁油 ２０ 号、Ｎ２２１、Ｎ３４０ 和

Ｎ３４１ 均为含有 ５７０ ｂｐ、１９６ ｂｐ ２ 条条带ꎬＦ１ 均为含

有 ７６６ ｂｐ、５７０ ｂｐ 和 １９６ ｂｐ ３ 条条带(图 １)ꎮ 田间

苗期油菜喷施苯磺隆后ꎬ未发现 Ｍ３４２ 及杂交 Ｆ１ 单

株死亡ꎬ但 ５ 种敏感型油菜喷药 ２０ ｄ 后全部死亡ꎮ
上述结果表明ꎬ 从 １６ 对引物筛选出的引物对

ＳＵ５４Ｆ / ＳＵ５８Ｒ 可以作为抗磺酰脲类除草剂基因

ＢｎＡＬＳ３Ｒ 的 ＣＡＰＳ 标记引物ꎬ该 ＣＡＰＳ 标记可以准

确检测出油菜种质资源中是否含有抗磺酰脲类除草

剂基因 ＢｎＡＬＳ３Ｒꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１~ ５:Ｍ３４２ 的 ５ 个单株ꎻ６ ~ １０:Ｎ１３１、宁油 ２０ 号、Ｎ２２１、Ｎ３４０ 和 Ｎ３４１ꎻ１１ ~ １５:Ｍ３４２ 分别与 Ｎ１３１、宁油 ２０ 号、Ｎ２２１、
Ｎ３４０ 和 Ｎ３４１ 杂交的 Ｆ１ 代单株ꎮ

图 １　 引物对 ＳＵ５４Ｆ / ＳＵ５８Ｒ 在不同油菜品种中的 ＰＣＲ 扩增产物的酶切结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｃｏｎｓ ｏｆ ＳＵ５４Ｆ / ＳＵ５８Ｒ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＢｓｒＤ Ｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

２.２ 　 ＣＡＰＳ 标记在油菜抗磺酰脲类除草剂基因

ＢｎＡＬＳ３Ｒ 中的验证

　 　 利 用 ＣＡＰＳ 标 记 对 不 同 油 菜 的 抗 性 基 因

ＢｎＡＬＳ３Ｒ 进行检测ꎬ结果表明 Ｍ２９４￣２、Ｍ２９５￣１、Ｍ２９６￣
１、Ｍ２９７￣１、Ｍ２９８￣１、Ｍ２９９￣１、Ｍ３００￣１、Ｍ３０１￣１、Ｍ３０３￣１、

Ｍ３０４￣１、Ｍ３０５￣１、Ｍ３０６￣２、Ｍ３０７￣１ 是纯合抗性油菜ꎬ酶
切产物只有 １ 条分子量为 ７６６ ｂｐ 的条带ꎻＤ１￣２、Ｄ３￣１、
Ｄ４￣１、Ｄ７￣１、Ｄ８￣２、Ｄ９￣１、Ｄ１０￣２ 是敏感型油菜ꎬ酶切产

物分别有 ５７０ ｂｐ、１９６ ｂｐ 的 ２ 条条带(图 ２)ꎬ该 ＣＡＰＳ
标记的检测结果与测序结果一致ꎮ
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Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１ ~ １３:Ｍ２９４￣２、Ｍ２９５￣１、Ｍ２９６￣１、Ｍ２９７￣１、Ｍ２９８￣１、Ｍ２９９￣１、Ｍ３００￣１、Ｍ３０１￣１、Ｍ３０３￣１、Ｍ３０４￣１、Ｍ３０５￣１、Ｍ３０６￣２、Ｍ３０７￣１ꎻ
１４~２０:Ｄ１￣２、Ｄ３￣１、Ｄ４￣１、Ｄ７￣１、Ｄ８￣２、Ｄ９￣１、Ｄ１０￣２ꎮ

图 ２　 纯合抗性油菜和敏感型油菜的 ＣＡＰＳ 标记分析

Ｆｉｇ.２　 ＣＡＰＳ ｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｒａｐｅｓｅｅｄ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｒａｐｅｓｅｅｄ

　 　 纯合抗性油菜 Ｍ３０５、Ｍ３０６ 的 ＣＡＰＳ 标记检测

结果表明只有 １ 条 ７６６ ｂｐ 的条带ꎬ敏感型油菜 Ｄ４２、
Ｄ１６２ 的酶切结果显示 ５７０ ｂｐ 和 １９６ ｂｐ ２ 条条带

(图 ３)ꎬ均与其基因型结果一致ꎮ 分别将 Ｍ３０５、
Ｍ３０６ 与 Ｄ４２、Ｄ１６２ 进行杂交ꎬ杂交后代 Ｆ１ 基因型

是杂合型ꎬ以 Ｆ１ 幼苗的 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增片段酶切

后分别有 ７６６ ｂｐ、５７０ ｂｐ 和 １９６ ｂｐ ３ 条条带ꎬ与预期

结果一致(图 ３)ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１ ~ ６:Ｍ３０５、Ｍ３０６、Ｄ４２、Ｄ１６２、Ｄ４２×Ｍ３０５、
Ｄ１６２×Ｍ３０６ꎮ
图 ３　 Ｍ３０５、Ｍ３０６、Ｄ４２、Ｄ１６２ 及其 Ｆ１ 杂交后代的 ＣＡＰＳ 分析

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ＣＡＰＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍ３０５ꎬ Ｍ３０６ꎬ Ｄ４２ꎬ Ｄ１６２ ａｎｄ Ｆ１

ｈｙｂｒｉｄ ｐｌａｎｔｓ

２.３　 应用 ＣＡＰＳ 标记检测油菜分离群体 ＢｎＡＬＳ３Ｒ
的基因型

　 　 利用 ＣＡＰＳ 标记技术对 Ｆ２、ＢＣ１ 群体进行检测ꎬ
结果表明 Ｆ２ 群体 ＣＡＰＳ 标记呈现 ３ 种基因型条带

(图 ４)ꎬ即酶切产物为 ７６６ ｂｐ １ 条条带ꎬ为抗磺酰脲

类除草剂 Ａｌｓ３Ａｌｓ３ 纯合抗性植株ꎬ如单株 ４ ~ ８ꎻ酶
切产物为 ７６６ ｂｐ、５７０ ｂｐ 和 １９６ ｂｐ ３ 条条带ꎬ为
Ａｌｓ３ａｌｓ３ 杂合抗性植株ꎬ如单株 ９ ~ １８ꎻ酶切产物为

５７０ ｂｐ 和 １９６ ｂｐ ２ 条条带ꎬ为 ａｌｓ３ａｌｓ３ 纯合敏感植

株ꎬ如单株 １９~２３ꎬＣＡＰＳ 标记分析结果与抗磺酰脲

类除草剂基因 ＢｎＡＬＳ３Ｒ 基因型测序结果一致ꎮ ＢＣ１

群体 ＣＡＰＳ 标记分析呈现 ２ 种基因型条带(图 ５)ꎬ
即酶切产物为 ７６６ ｂｐ、５７０ ｂｐ 和 １９６ ｂｐ ３ 条条带ꎬ为
杂合抗性 Ａｌｓ３ａｌｓ３ 植株ꎬ如单株 ４ ~ １３ꎻ酶切产物为

５７０ ｂｐ 和 １９６ ｂｐ ２ 条条带ꎬ为敏感 ａｌｓ３ａｌｓ３ 植株ꎬ如
单株 １４~２３ꎮ 以上 ２ 个群体 ＣＡＰＳ 标记结果与苗期

喷施苯磺隆表型鉴定结果一致ꎬ并且 Ｆ２ 和 ＢＣ１ 群体

的 ＣＡＰＳ 标记结果遵循孟德尔单基因遗传分离规

律ꎬ因此该 ＣＡＰＳ 标记可以有效地检测分离群体

ＢｎＡＬＳ３Ｒ 的基因型ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１:Ｍ３４２ꎻ２:Ｎ２２１ꎻ３:Ｆ１(Ｎ２２１×Ｍ３４２)ꎻ４~２３:部分 Ｆ２ 单株ꎮ

图 ４　 Ｆ２ 群体的 ＣＡＰＳ 标记分析

Ｆｉｇ.４　 ＣＡＰＳ ｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｍｏｎｇ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｐｅｓｅｅｄ

３　 讨 论

传统的育种方式主要是根据表型进行选择ꎬ而

环境条件、基因间互作、基因型等多种因素会影响对

植株的选择ꎬ育种周期较长ꎮ 分子标记辅助育种技

术可以提高育种的准确性和效率ꎬ在农业育种中发

５４２程　 丽等:Ｍ３４２ 抗除草剂基因 ＣＡＰＳ 标记的开发与应用



Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１:Ｍ３４２ꎻ２:Ｎ２２１ꎻ３:Ｆ１(Ｎ２２１×Ｍ３４２)ꎻ４~２３:部分 ＢＣ１ 单株ꎮ

图 ５　 ＢＣ１ 群体的 ＣＡＰＳ 标记分析

Ｆｉｇ.５　 ＣＡＰＳ ｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｍｏｎｇ ＢＣ１ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｐｅｓｅｅｄ

挥重要的作用[２０￣２２]ꎮ 理想的分子标记能在广泛的

遗传背景下有效追踪目标基因ꎬ重复性高[２３￣２４]ꎮ
ＣＡＰＳ 标记技术将 ＰＣＲ 扩增和酶切反应相结合ꎬ具
有操作简便、结果稳定可靠等优点ꎬ已广泛用于植物

抗除草剂基因的检测ꎮ 运用 ＣＡＰＳ 标记技术ꎬＭａｓｓａ
等[１９]检测了阿披拉草(Ａｐｅｒａ ｓｐｉｃａ￣ｖｅｎｔｉ) ＡＬＳ 基因

Ｐｒｏ１９７ 突变体ꎮ Ｙｕ 等[２５￣２６]对野麦草(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｌｅｐｏ￣
ｒｉｎｕｍ Ｌｉｎｋ.)ＡＬＳ 基因 Ｐｒｏ１９７ 突变体基因检测ꎬ随后

对硬直黑麦草 ( Ｌｏｌｉｕｍ ｒｉｇｉｄｕｍ Ｇａｕｄ.) ＡＬＳ 基因

Ｐｒｏ１９７、Ｔｒｐ５７４ 突变体进行基因分型ꎮ 邓维[２７] 运用

ＣＡＰＳ 标记快速检测播娘蒿(Ｄｅｓｃｕｒａｉｎｉａ ｓｏｐｈｉａ Ｌ.)
ＡＬＳ１ 或 ＡＬＳ２ 的 Ｐｒｏ１９７、Ａｓｐ３７６ 和 Ｔｒｐ５７４ 突变体ꎮ
然而ꎬ由于在播娘蒿中 ＡＬＳ１、ＡＬＳ２ 基因同源性达到

了 ９６􀆰 ４％ꎬ设计的引物可同时扩增出 ＡＬＳ１、ＡＬＳ２ꎬ但
酶切无法明确区分 Ｐｒｏ１９７ 突变体究竟是 ＡＬＳ１ 还是

ＡＬＳ２ 基因位点的突变ꎮ 甘蓝型油菜是由白菜型油

菜和甘蓝天然杂交形成的异源四倍体ꎬ包括 Ａ、Ｃ 基

因组ꎬ基因组内 ３ 个具有催化功能的 ＡＬＳ 基因核酸

序列高度同源ꎬ尤其是 ＡＬＳ１ 和 ＡＬＳ３ꎬ同源性达到

９８％ꎬ这为开发检测抗 ＳＵ 类除草剂油菜抗性基因

ＢｎＡＬＳ３Ｒ 的分子标记增加了难度ꎮ 本研究通过克隆

比对 ＢｎＡＬＳ１ 和 ＢｎＡＬＳ３ 序列差异设计出 ８ 条引物ꎬ
从组合的 １６ 对引物中筛选出 １ 对引物 ( ＳＵ５４Ｆ /
ＳＵ５８Ｒ)能特异扩增出不同油菜品种中与 ＢｎＡＬＳ１ 高

度同源的 ＢｎＡＬＳ３Ｒ 基因片段ꎬ且酶切分型正确ꎬ为
利用抗性基因进行油菜抗除草剂分子标记辅助选择

育种奠定了基础ꎮ
目前ꎬ国内外至今还未有培育出商业化的抗 ＳＵ

类除草剂油菜品种的公开报道ꎬ主要原因是缺少抗

性种质ꎮ 因此ꎬ筛选鉴定具有生产应用价值的抗 ＳＵ
类除草剂油菜新种质成为迫切需要ꎮ Ｍａｇｈａ 等[１２]

发现突变体 ＲＣＳ￣５ 对 ＳＵ 类和 ＩＭＩ 类除草剂具有抗

性ꎬ但未揭示抗性位点ꎮ Ｌｉ 等通过筛选 ＥＭＳ 突变后

代群体鉴定出几株抗苯磺隆突变体ꎬ其突变位点为

ＢｎＡＬＳ３ 第 １９７ 位 Ｐｒｏ 突变为 Ｓｅｒ / Ｌｅｕ[２８]ꎮ 曲高平

等[２９￣３０]报道在３×１０４ 株的 ＥＭＳ 诱变 Ｍ２群体中筛选

到 Ｋ１、Ｋ４、Ｋ５ 共 ３ 株苯磺隆抗性突变体ꎬ随后揭示

了突变体 Ｋ１、Ｋ４ 均为 ＢｎＡＬＳ３ 第 ５３５ 位碱基 Ｃ 突变

为碱基 Ｔ 导致 ＢｎＡＬＳ３ 第 １９７ 位 Ｐｒｏ 突变为 ＳｅｒꎬＫ５
为 ＢｎＡＬＳ１ 第 ５４４ 位碱基 Ｃ 突变为碱基 Ｔ 导致

ＢｎＡＬＳ１ 第 １９７ 位 Ｐｒｏ 突变为 Ｓｅｒꎬ并开发了 ＳＮＰ 标

记用于检测 ３ 株突变体基因ꎮ 通过定向选育方

法[１５]ꎬ我们筛选到抗 ＳＵ 类除草剂油菜 Ｍ３４２ꎬ该突

变体是 ＢｎＡＬＳ３ 第１ ６６７位碱基 Ｇ 突变为碱基 Ｔ 导致

第 ５７４ 位 Ｔｒｐ 突变为 Ｌｅｕꎬ这为抗除草剂油菜种质创

新和品种选育奠定了基础ꎮ 本研究根据 ＢｎＡＬＳ３ 基

因 Ｔｒｐ５７４ 突变位点的 ＳＮＰꎬ开发了油菜抗 ＳＵ 类除

草剂性状的 ＣＡＰＳ 标记ꎬ该标记在分离群体中可以

准确地鉴定纯合抗性油菜、纯合敏感油菜及杂合抗

性油菜 ＢｎＡＬＳ３Ｒ 的基因型ꎮ 同时ꎬ该标记是根据基

因的核苷酸突变特性设计的功能性基因标记ꎬ能直

接反映植株的抗性ꎬ不存在由于遗传交换而造成的

错误鉴定ꎬ极大地提高了抗性基因的选择效率ꎮ 利

用该标记可以在油菜任何时期鉴定抗性基因纯合型

单株以及优良性状的敏感单株ꎬ淘汰其他单株ꎬ这样

不仅可以节约田间育种成本ꎬ而且可以大大提高抗

除草剂油菜品种的选择进程ꎮ
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