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控制白菜叶片紫色的 pur基因初步定位
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摘要:为了定位控制白菜叶片紫色的 pur基因，选用大白菜自交系 09-680 和紫色小白菜 09N-742 进行杂交构建了
一个由 307 个单株组成的 F2群体，采用群体分离分析法( Bulked segregant analysis，BSA) 构建紫色和绿色池，对分布在
白菜基因组 10 个连锁群上的 125 个 InDel标记和 100 个 SSＲ标记进行多态筛选，其中位于 A3 连锁群末端的 2 个 In-
Del标记 BrID10999 和 BrID10399 与紫色性状表现连锁。连锁分析发现，2 个标记与 pur基因的遗传距离分别为 7． 3，
5． 7 cM，位于 pur基因的同侧。在此基础上，根据这些标记所在区域的 BAC 序列设计了 23 对 SSＲ 引物，其中来源于
KBrH005P10 的 SSＲ标记 BVＲCP10-6 位于 pur基因的另一侧，距离 pur基因仅 1． 9 cM。这些标记可有效用于白菜紫色
性状的分子标记辅助育种，也为进一步精细定位和克隆 pur基因奠定了基础。
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Primary Mapping of pur，a Gene Controlling Purple Leaf
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Abstract: In order to map the pur gene controlling purple leaf color in Brassica rapa，a F2 population including
307 individuals was constructed by crossed Chinese Cabbage inbred line 09-680( green leaf) with non-heading Chi-
nese Cabbage inbred line 09N-742 ( purple leaf) ． A bulk segregant analysis ( BSA) technology was conducted by
screening 125 PCＲ-based insertion /deletion( InDel) markers and 100 simple sequence repeate( SSＲ) markers dis-
tributed on 10 linkage groups to screen the polymorphism between the purple and green leaf pools． Of these，two In-
Del markers BrID10999 and BrID10399 were found to be linked to the pur gene． By linkage analysis，two markers
were located at the end of A3，at the same side of pur gene at distances of 7． 3，5． 7 cM，respectively． In order to ob-
tain tightly linked markers on both sides of pur gene，23 SSＲ primers derived from three bacterial artificial chromo-
some ( BAC ) clones were selected，of which one SSＲ marker BVＲCP10-6 from KBrH005P10 was indentified as
closely linked to pur gene at a genetic distance of 1． 9 cM，at the other side of the pur gene． These markers could be
very helpful for marker-assisted selection( MAS) in purple Chinese cabbage hybrid breeding programs as well as for
fine mapping and cloning this gene．
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白菜紫色品种的紫红色是由花青素类物质所

致［1］。花青素又称花色素，是一类广泛存在于植物
中的水溶性天然色素，属黄酮类化合物［2］。最早且
最丰富的花青素是从红葡萄渣中提取的葡萄皮红，

它于 1879 年在意大利上市［3］。花青素是迄今为止
所发现的最强效的自由基清除剂，具有抗氧化衰老、
抗突变、抗癌与抗动脉硬化功能; 此外，花青素还是
一种安全、无毒的天然食用色素，在食品、化妆、医药
等方面有着巨大的应用潜力。同时大白菜球色育种
( 黄色、桔红色和紫色等叶色品种的选育) 是品质育
种的重要研究内容之一，不仅丰富了大白菜品种的

多样性，而且满足了人们对大白菜品质的多种要

求［4］。大白菜球色可以作为指示性状，用以在早期
辅助选择所需要的材料，以减少工作量，并借助分子

标记技术研究，极大地提高育种效率。因此，培育色
彩多样、富含花青素的蔬菜新品种已成为品质育种
的主要内容。
在芸薹属作物中，紫甘蓝作为一种富含花青素

的特色蔬菜，早在 20 世纪 90 年代就进入我国蔬菜
市场，并受到消费者的青睐。Yuan 等［5］采用 HPLC
检测了 4 个普通甘蓝品种和 4 个紫甘蓝品种的总花
青素含量。研究发现，4 个普通甘蓝品种中几乎检
测不到花青素，而 4 个紫甘蓝品种花青素含量( 以
鲜质量计) 高达 1． 60 mg /g。2006 年，国外推出了应
用细胞质 Ogu CMS 不育系育成的紫色小白菜杂交
一代品种紫罗兰，不久便被引入中国市场，成为蔬菜

市场的新宠。近年来，培育紫色大白菜品种成为大
白菜品质育种的主要研究内容之一。2007 年国内
首次报道了将紫罗兰紫色基因导入大白菜中［6］，其

后通过杂交，获得了紫罗兰和大白菜的杂种，但由于

紫罗兰为细胞质不育材料，并且紫色性状表现出数

量性状的遗传特征［7 － 8］，这都给紫色性状的转育带

来困难; 此外，孙日飞等［1］、张明科等［9］和 Hayashi
等［10］分别尝试将紫芥菜、紫菜薹和紫红色芜菁等的
紫色性状导入到大白菜中。然而，由于植株形态和
食用器官等方面的差异，要获得紫色大白菜新种质，

后代选择难度较大。
研究白菜紫色叶片形成的分子机理，定位并克

隆控制紫色形成的基因对于紫色大白菜分子育种具

有重要意义。张明科等［9］研究表明，来源于紫菜薹
的紫色为数量性状，是受一对主基因控制的不完全

显性遗传，并呈现出剂量效应，可能还受到微效基因

和环境条件的共同影响。在此基础上，将控制紫色性
状的主基因定位于白菜 A9 连锁群上，并获得了其双
侧 ＲAPD 标记，遗传距离分别为 13． 73，18． 65 cM。

Hayashi等［10］将控制芜菁紫红色的基因命名为 Anp，
将其定位到 A7 连锁群上，与 SSＲ标记 BＲMS-036 和
CAPS标记 OPU10C表现连锁，遗传距离分别为 2，4
cM。尽管如此，这些标记与目标性状的遗传距离还
相对较远，要克隆控制紫色的基因，并阐明紫色形成

的分子机理还需要大量的研究工作。
张德双等［11］引进了一份可育的紫色小白菜，其

叶片中花青素含量( 以鲜质量计) 高达 2． 42 mg /g
( 未发表) ，遗传分析表明，紫色受一对显性主效基

因控制，该材料是创制紫色大白菜新种质的理想材

料。本研究将在此基础上，利用 F2 分离群体结合

BSA定位控制白菜叶片紫色的 pur 基因，并开发与
紫色性状连锁的共显性分子标记，为紫色大白菜分

子标记辅助育种奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 试验材料
母本为普通大白菜高代自交系 09-680，外叶绿

色; 父本为紫色小白菜自交系 09N-742，叶片深紫
色，均来源于北京市农林科学院蔬菜研究中心。双
亲杂交后得到 F1，进一步自交获得 F2 群体。用 307
个单株组成的 F2 群体进行紫色性状的遗传定位和

分子标记的开发。从中选取了 121 个单株用于验证
标记的可靠性，其中的 74 个紫色单株继续自交获得
F3 家系，推断其 F2 的基因型。
1． 2 表型调查
试验在北京市农林科学院蔬菜研究中心空调温

室进行。2010 年 8 月种植母本 ( 09-680 ) 、父本
( 09N-742) 、F1 ( 09-680 × 09N-742 ) 和 307 个单株组
成的 F2 分离群体于 50 孔育苗穴盘中，于 2 ～ 3 叶期
调查叶色。同年将 74 个紫色单株移栽到直径 20
cm的营养钵，在空调温室自交授粉获得 F3 种子。
2011 年 4 月将 F3 家系播种在 50 孔育苗穴盘中，每
家系播 40 粒种子，于 2 ～ 3 叶期调查叶色，用以鉴定
F2 各单株的基因型。
1． 3 基因组 DNA 提取及紫色、绿色池的构建
取母本、父本、F1 和 F2 分离群体的叶片用液氮

速冻，于 － 80 ℃冰箱冻存，以备 DNA 提取。采用
CTAB法提取总 DNA。紫外分光光度计测定 DNA浓
度和纯度，用0． 8%琼脂糖凝胶电泳检测其质量，将模
板 DNA 浓度调整到工作液浓度 30 ng /μL。根据 307
个 F2 单株的调查结果，随机选取表现紫色和绿色单

株各 11株，将 DNA 等量混合组成紫色池和绿色池。
1． 4 标记分析及 pur基因的定位
所用引物为 125 个 InDel标记［12］和 100 个 SSＲ
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标记［13 － 14］。此外，根据与紫色性状连锁标记
BrID10399 所在区域的 BAC 序列设计了 23 对 SSＲ
引物，引物设计用 Primer 3． 0 软件。PCＲ 反应体系
为 12． 5 μL，其中包含: 1 × PCＲ缓冲液，0． 25 mmol /L
dNTPs，1． 0 μmol /L 上下游引物，30 ng 模板 DNA，
1 U Taq。PCＲ 扩增采用 Touchdown 程序。热循环
程序为: 94 ℃变性 3 min，94 ℃变性 1 min，62 ℃复
性 1 min( 每个循环降低 0． 8 ℃ ) ，72 ℃延伸 1 min，
12 个循环; 94 ℃变性 1 min，50 ℃复性 1 min，72 ℃
延伸 1 min，23 个循环，72 ℃延伸 8 min。扩增产物
用 3%超高分辨率琼脂糖凝胶电泳或 6%聚丙烯酰氨
凝胶电泳检测。所有引物均由上海生工生物工程公
司合成。
1． 5 连锁分析
对双池间表现多态的标记检测其在 F2 群体

307 个单株的带型。与 09N-742 条带相同的记作 b，
与 09-680 条带相同的记作 a，同时含有 2 个条带的
记作 h。根据各单株标记的带型结果，结合单株叶
片颜色表型鉴定结果，利用 JoinMap 3． 0 软件进行
连锁分析［15］，按 Kosambi 函数计算遗传距离［16］，利

用 Mapchart绘制连锁图谱［17］。
1． 6 标记的可靠性验证
对 121 个 F2 单株自交获得的 F3 家系，通过 F3

家系的叶色分离情况推断其 F2 的基因型，纯合紫色

记为 PP，杂合紫色记为 Pp，绿色记为 pp。用获得的
3 个标记对这 121 个单株进行可靠性验证，与 09N-
742 条带相同的记作 P，与 09-680 条带相同的记作
G，同时含有 2 个条带的记作 H。通过带型和表型
的比对，计算标记选择的吻合率。

2 结果与分析
2． 1 亲本间和两池间多态性引物的筛选
在 125 对 InDel 标记和 100 对 SSＲ 标记中，86

个在双亲间表现出了多态性，多态性比例为

38. 2%。进一步在紫色池和绿色池之间筛选发现，
仅有 2 个 InDel 标记在两池间表现出了差异，分别
为 BrID10999 和 BrID10399 ( 表 1 ) 。打开双池进行
PCＲ扩增，2 个标记在紫色单株和绿色单株间表现
差异( 图 1) ，初步推断 2 个标记与叶片紫色 pur 基
因连锁。

表 1 A3 连锁群上与 pur基因连锁标记的引物序列
Tab． 1 Sequences of markers linked to pur gene on A3

标记
Markers

类型
Type

来源
Source

上游引物( 5'-3')
Forward primer sequences ( 5'-3')

下游引物( 5'-3')
Ｒeverse primer sequences( 5'-3') 产物大小

/bp

BrID10999 InDel Wang et al，2011 CGAACTTGGTTCGTATGTG TTTGGAGGTCTACCAAAATG 121
BrID10399 InDel Wang et al，2011 GTGCATCAGTGAGGGTATCT ACACAGACGTGGTTAGTGTG 86
BVＲCP10-6 SSＲ KBrH005P10 CATACCAACGTGCTTTGAAGA TCAATTGGTGGTCAGACGAA 226

M．50 bp DNA Marker; P1．大白菜09-680; P2．紫色小白菜09N-742; L1，L2．
绿色池; Z1，Z2．紫色池;1 ～11．绿色单株;12 ～22．紫色单株。
M． 50 bp DNA Marker; P1． Chinese cabbage inbred line 09-680 with
green leaves; P2． Non-heading Chinese cabbage inbred line 09N-742 with
purple leaf; L1，L2． Green pools; Z1，Z2． Purple pools; 1 － 11． Green indi-
viduals; 12 － 22． Purple individuals．

图 1 引物 BrID10399 扩增图

Fig．1 The PCＲ amplification pattern with primer BrID10399

2． 2 与 pur基因紧密连锁的 SSＲ标记开发
选取 A3 连锁群上 BrID10399 所在区域的 3 个

BAC 克隆 ( 登录号: KBrB065L05、KBrH006L17 和
KBrH005P10) ，用 Primer 3． 0 设计了 23 对 SSＲ特异
引物，其中来源于 KBrH005P10 的共显性标记
BVＲCP10-6 在双亲间扩增出了多态性( 表 1) ，经 F2

群体验证，重组率仅为 1． 9% ( 图 2) 。
2． 3 连锁分析
将以上 3 个标记在群体中分析，并利用 Joinmap

3． 0 软件进行定位，构建了一张包含 pur 基因、1 个

SSＲ和 2 个 InDel标记的部分连锁图，该图谱覆盖基
因组长度 9． 2 cM，标记间平均距离为 3． 1 cM ( 图
3) 。标记 BrID10999 和 BrID10399 位于 pur 基因的
一侧，与 pur基因的遗传距离分别为 7． 3，5． 7 cM，根
据 2 个标记在基因组中的位置［13］，推断 pur 基因位
于 A3 连锁群的末端。BVＲCP103 位于 pur 基因的
另一侧，遗传距离仅为 1． 9 cM。

M． 50 bp DNA Marker; P1． 大白菜 09-680; P2． 紫色小白菜 09N-742;
1 ～ 45． F2 单株。
M． 50 bp DNA Marker; P1． Chinese cabbage inbred line 09-680 with
green leaves; P2． Non-heading Chinese Cabbage inbred line 09N-742 with
purple leaf; 1 － 45． F2 individuals．

图 2 引物 BrID10399 在部分 F2群体中的扩增图

Fig． 2 The PCＲ amplification pattern with primer
BrID10399 in F2 population
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2． 4 标记的可靠性分析
本研究获得了 3 个与大白菜叶片紫色 pur 基因

紧密连锁的分子标记 BrID10999、BrID10399 和
BVＲCP10-6，3 个标记全部为共显性标记。经由 121
个单株组成的 F3 家系验证后，3 个标记的重组率分

别为 9． 9%，20． 7%，2． 5% ; 吻合率分别达到了
90. 1%，89． 3%，97． 5% ( 表 2 ) ，这为下一步进行分
子标记辅助育种及其克隆基因奠定了坚实的基础，

加快了紫色大白菜品种的选育及 pur 基因的研究利
用进程。

表 2 BrID10999、BrID10399 和 BVＲCP10-6 在 F3 家系中的分离

Tab． 2 Segregation of marker BrID10999，BrID10399 and BVＲCP10-6 in the F3 pedigree

标记名称
Marker name

F2 植株基因型

Genotypes of
F2 plants

植株数
No． plants

带型 Band pattern

P H G

重组率 /%
Ｒecombination
frequency

吻合率 /%
Accuracy

BrID10999 PP 22 19 － － 9． 9 90． 1
Pp 52 － 50 －
pp 47 － － 40

BrID10399 PP 22 19 － － 20． 7 89． 3
Pp 52 － 51 －
pp 47 － － 38

BVＲCP10-6 PP 22 22 － － 2． 5 97． 5
Pp 52 － 49 －
pp 47 － － 47

A．用 3 个标记构建的位于 A3 上的部分连锁图;
B．已发表的大白菜 A03 部分连锁图［12］。

A． Partial genetic linkage map using three markers on A3;
B． Partial linkage A03 of the published genetic map

of Chinese cabbage．

图 3 pur基因在遗传图谱上的定位及其与参考图谱的比较
Fig． 3 Mapping of the pur gene and comparison with the

reference map on Chinese cabbage A03 chromosome

3 讨论
目前，白菜紫色性状主要来源于芥菜、紫菜薹、

芜菁和紫色小白菜。来源于紫菜薹和芜菁的基因分
别定位到了 A9 和 A7 连锁群上，而来源于芥菜的紫
色基因及分子标记的研究还未见报道。在小白菜
中，郁有健等［7］以紫罗兰为研究对象，定位了 3 个

与紫色性状相关的 QTL，但是并未将其定位到特定
的连锁群上。本研究利用一份国外引进的紫色小白
菜，采用 F2 分离群体结合 BSA 定位了控制叶片紫
色的 pur基因，并开发了与其紧密连锁的分子标记。
通过标记与性状的连锁分析，构建了一张包含 pur
基因和 3 个分子标记的分子连锁图谱。利用 2 个锚
定标记 BrID10999 和 BrID10399 与 Wang［18］所构建
的参考图谱进行比对，发现 2 个标记在该图谱上的
位置与参考图谱 A3 连锁群上各个标记的位置具有
很好的共线性，从而证实了 pur基因位于 A3 连锁群
的末端。由此可见，本研究定位了一个控制白菜叶
片紫色的新基因。由于 pur 基因属主效基因位点，
回交转育较为容易，是紫色大白菜创制的理想基

因源。
因具有很高的营养价值，消费者对色彩丰富的

大白菜新品种越来越青睐，尤其是富含花青素的新

品种。前期已展开了紫色大白菜和紫色小白菜的选
育工作，但是常规育种很难分辨出纯合与杂合植株。
本研究基于 BSA法及基因组序列发展了与 pur基因
紧密连锁的 3 个共显性分子标记，这些标记与 pur
基因的遗传距离分别为 7． 3，5． 7，1． 9 cM，用 121 个
单株构成的 F3 家系进行了验证，研究表明，在群体

中选择的准确性分别达到 90． 1%，89． 3%，97. 5%。
如果用 pur基因双侧标记 BrID10399 和 BVＲCP10-6
同时进行标记辅助选择，其准确度可提高到 100%。
可见，这些标记可用于白菜紫色性状的标记辅助选

择，为紫色大白菜新种质的分子改良奠定了良好基

础。然而，标记与基因之间还存在较大的距离，标记
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辅助选择中仍将存在较多的重组事件，还远未达到

能在分子水平上进行分离 pur基因的程度。
2003 年，以韩国和英国为核心联合发起了多国
芸薹属基因组计划( MBGP) ，并启动了白菜基因组
“测序计划”，针对大白菜 Chifu401-42 实施了 BAC-
by-BAC的测序［19］，大量的序列信息发表在互联网
http: / /brassica-rapa． org /。在多国芸薹属基因组计
划的研究基础上，2008 年初，中国农科院蔬菜花卉
所领衔发起了白菜全基因组测序项目，采用新一代

测序技术和全基因组鸟枪法测序策略，在短短的 2
年多时间内就获得了白菜 Chifu401-42 的全基因组
的精细图，其研究成果于 2011 年 8 月 29 日在线发
表在国际权威学术期刊《自然—遗传学( Nature Ge-
netics) 》［13］。继此，中国农业科学院蔬菜花卉研究
所组建了白菜重测序联盟，发起了大规模白菜重测

序计划。这些计划的实施提供了大量基因组变异信
息，为大规模开发 SNP 和 InDel 标记奠定了良好基
础，并将极大提高基因精细定位的效率。基于此项
研究结果，可进一步利用基因组序列变异信息，开发

更加紧密连锁的分子标记，精细定位 pur 基因，为最
终克隆该基因和建立白菜高品质分子育种技术体系

奠定良好基础。
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