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摘要：利用分子标记(随机引物、简单重复序列、微卫星 DNA重复序列、rDNA—ITS)比较研究 了白菜型油菜与 

诸葛菜的亲缘关系。RAPD分析表明，诸葛菜与白菜型油菜 PCR产物相似性只有 10％左右；简单重复序列(SSRs) 

标记中引物 B．n．12A的 PCR产物表明诸葛菜与白菜型油菜有明显差异，诸葛菜没有扩增产物 ，白菜型油菜具有明 

显的扩增产物；引物 ITS 一IT 的 PCR产物也有 明显的差异。这些结果说明白菜型油菜与诸葛菜的亲缘关系不是 

很近。结合其他学者的工作，讨论了甘蓝型油菜 、芥菜型油菜与诸葛菜的亲缘关系。 
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诸葛菜(Orychophragmus violaceus)是十字花科 

诸葛菜属的一种野生植物，具有许多优 良的遗传性 

状、经济性状和喀斯特适生性 。油菜与诸葛菜 

的远缘杂种已获得了近 10个 -s]。白菜型油菜、芥 

菜型油菜、甘蓝型油菜、埃塞俄比亚芥、芥蓝等都能 

与诸葛菜形成杂种，很多杂种 F 表现可育 ’ 。 

尽管诸葛菜与油菜 的杂交亲和性较高 ，但并非亲缘 

关系较近。从大量的细胞遗传学研究来看，油菜与 

诸葛菜远缘杂种 F 的PMC中同源配对的染色体很 

少，这使得诸葛菜与不同类型油菜的亲缘关系扑朔 

迷离。为了进一步验证油菜与诸葛菜的亲缘关系， 

本试验研究了不同的分子标记在油菜与诸葛菜的总 

DNA之间的表现，为判明油菜与诸葛菜的亲缘关系 

以及十字花科植物的起源进化提供一些信息和数 

据。 

1 材料和方法 

供试材料 为诸葛菜 (Orychophragmus violaceus) 

和白菜型油菜(Brassica campestris)川油 8号种子， 

萌发后 lOd取 幼苗提取 的 DNA。以 CTAB法 提取 

DNA并纯化。RAPD分析参考 Taylor等 的方法。 

9个随机引物(表 1)来 自于 Life Technologies Co。 

表 1 用于分子标记的 引物序 列 

Table 1 Primer sequences using molecular markers 
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SSR(简单序列重复)的扩增 和多态型分析参考 Sze— 

we—McFadden等 to]的方法 ，所用引物 B．n．12A和 

B．n．9A来 自 Life Technologies Co。微卫星 DNA多 

态分析参考 Uzunova和 Eeke 的方 法 ，所用 引物 

MR33、MR167、MR176和 MR18l来 自 Life Technolo— 

gles Co。核糖体 DNA—ITS区域扩增多态性分析参 

考 Sherriff等 纠的方法，所用引物 ITS 一ITS 来 自 

Life Technologies Co。 

2 结果与分析 

从 9个引物的 RAPD图谱可以看出，白菜型油 

菜与诸葛菜相同的谱带不 多，只有 10％左右。诸葛 

菜的不同植株之问呈现出较广泛 的多态性 ，但任何 

一 株与 白菜型油菜的谱带相似性都较少 。图 1和图 

2是其中2个引物反应产生的结果。 

2个 SSRs引物的 PCR结果如图 3，以 B．n．12A 

为引物，白菜型油菜有 1个片段被扩增，诸葛菜没有 

片段被扩增。以 B．n．9A为引物，诸葛菜和白菜型 

油菜都没有片段被 扩增。3种微 卫星 DNA多态性 

位点在白菜型油菜和诸葛菜上都未发现。核糖体 

DNA多态性 分析表 明，引物 为 ITS 一ITS 的扩增 ， 

诸葛菜未显示多态性而白菜型油菜显示出多态性 

(图4)。白菜型油菜有 4个位点被扩增，而诸葛菜 

只有 1个位点被扩增 。 

M：Marker(1 kb)；u1一l0：诸葛菜 l—l0 0植株；BC1～4：白菜型油菜 l～4号植株；下图相同 

Ol
—

l0 representing No．of samp]es of O．violaceus；BCl
一

4 representing No．of samples of B．chtnensls；the 8al~c as be]ow 

图 1 随机引物 BB7的 PCR多态性谱带 

Fig．1 Polym orphism patterns of PCR using RAPD primer BB7 

图 2 随机 引物 BB6的 PCR多态性谱带 

Fig·2 Polymorphism patterns of PCR using RAPD primer BB6 

本试验几种分子标记的 PCR反应结果显示 ，白 

菜型油菜与诸葛菜的遗传结构差异显著，由此可以 

看出诸葛菜与白菜型油菜 的亲缘关系并非很近。 

3 讨论 

本实验选择 的引物对芸薹属植物是有效 的，引 

物 B．n．12A和 B．n，9A对 B．napu,s、B．oleracea和 

B．rapa都有作用  ̈” ，这些引物是专为芸薹属植物 

设计的具有种属特异性 的 SSR引物 ，引物 B．n．12A 

对 白菜型油菜也有效，说明引物 B．n．12A更具种属 

特异性，可以作为判断是否与芸薹属植物具有亲缘 

关系的重要标志之一。引物 MR33、MR167、MR176 

和 MR181对甘蓝型油 菜很有效 ，其 中 MR181对芥 

菜型油菜 (Brassica Juncen)有效  ̈。本研究 中我们 
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左起 l一4泳道 为引物 B．n 12A 的 PCR产 物 ；5—8泳道 为0【物 B．n． 

9A的 PCR产物 。0 一2：诸葛菜 l～2号植株 ；BC1—2：白菜型油菜 l一2 

号植株 
left to right：lane 1—4，products of PCR using primer B．n．12A；lane 5 — 

8．products of PCR using primer B．n．9A． O1
—

2 representing No．of sa22"1一 

pies of O．violaceus；BCl
一

2 representing No．of samples of B．campestris 

图 3 SSRs的 DNA扩增 图谱 

Fig．3 PCR patterns using primers SSRs 

发现诸葛菜和白菜型油菜都没有扩增产物 ，说 明诸 

葛菜与甘蓝型、芥菜型油菜亲缘关系都不是很近。 

既然诸葛菜与油菜之间的亲缘关系并不很近， 

那么为什么还能获得很多种类的远缘杂种?而且杂 

种后代可育可再生成杂种呢?很多学者 开展 了 

油菜与诸葛菜的远缘杂种细胞遗传学研究。吴沿友 

Chr 

ol
～ 3 ：请葛菜 l～3号植株 ；BC1—2：白菜型油菜 l一2号植株 

O】
～

3 representing No of samples of 0．violaceus；BC1
—

2 representing 

N0．of samples of B．campestri~ 

图 4 ITS的 DNA扩增 图谱 

Fig．4 PCR patterns using primer ITS 

等 ·̈ 根据有关实验 以及其他学者的研究成果 

提出了“细胞融合一染色体组分割”假说 ，尽管假说 

的证据还不够充分 ，但对解释油菜 与诸葛菜亲缘关 

系不很近但杂交亲和性较高有一定的帮助，现提出 

供大家讨论。以甘蓝型油菜与诸葛菜杂种为例(图 

5)。 

B．napus(2n=38) × (2n：24) violaceus 

Female从cc l O0 ale 

FlACO 

Ĉ 

体 (性)细胞融合 加倍 

Cell mixi a I 。u e 
从 CC 一 

染 色 体 纽 分 割 
Chromosomes set fractionation 

体 (性)细胞融合 加倍 

Cell mixis and I．doubled 

染色体组分割 l减数分裂 
Chromosomes set fractionation I Meiosis 

； 

体 (性)细胞融合 加倍 
Ce1 1 mixis and I doubled 

’ 

从 CC 

体 (性)细胞融合 加倍 

Cell d I d。ub ed 
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l 

O 
： 
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体 (性)细胞融合 加倍 
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O0 

To be continued 

图 5 油菜与诸葛 菜远缘 杂种的“细胞融合一 染色体 组分割”假 说 

Fig．5 Hypothesis of“cell mlxls—chrom osomes set fractlonation”about the hybrids between rapeseed and 0．violaceus 

从图 5可以看出 ，油菜与诸葛菜杂交亲和性高 、 

杂种可育及杂种可再生成杂种 ，不是 油菜 与诸 葛菜 

亲缘关系近的作用 ，而是油菜 与诸葛菜 的两套染色 

体互不相容性造成 。只有染色体组间 的不相容性 ， 

才能造成两套染色体的精确分割，只有细胞融合和 

加倍，才能带来体内有可分割的细胞，实现杂种可育 

和杂种可再生成杂种 的持续循环。所 以 ，能发生细 

胞融合一染色体组分割现象的前提就是两套染色体 

裂 
分 ．一 
数 ．。 
减 № 
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组的不相容性。染色体组的不相容性，一方面与细 

胞周期有关系 ，另一方面就是亲缘关系不是很 

近 。 
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Comparison study on several molecular markers between rapeseed and Orychophragmus violaceus 

WU Yan—you ．WANG Bao—li ．Paul W ，J。Taylor 

(1．The State Key Laboratory of Environmental Geochemistry，Institute of Geochemistry， 

The Chinese Academy of Sciences，Guiyang 550002，China； 

2．Department of Crop Production，Joint Centrefor Crop Improvement， 

The University ofMelbourne，Parkville，Victoria 3010，Australia) 

Abstract：Relative relationships between rapeseed and O．violaceus were studied by using molecular markers 

(random primers，simple sequence repeat，microsatellites DNA sequence repeat，ribosome DNA —ITS region)。 

Through RAPD analysis，about 1 0％ of similarity for PC R products between B．campestris and 0．violaceus were 

found．Primer pair of B．n。12A in simple sequence repeats produced some different outcome，0．violaceus without 

amplified products and B。campestris with one band．The difference from PC R products of primer pair ITS
4 一 IT5 be— 

tween B．campestris and O．violaceus were found，O。violaceus with l band and B。campestris with 4 bands
． Thuse re- 

suits showed that relative relationships between B．campestris and O。violaceus couldn’t near。Combined with other 

scholar works，relative relationships among B．napus，B。 nce口 and O．violaceus were discussed
． 

Key words： Brassica campestris； Orychophragmus violaceus ； Molecular markers； Cell mixis—chromosomes 

set fracti0nati0n 
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