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摘要:以甜椒隐性细胞核雄性不育两用系 AB91 为材料，采用混合集群分析法(BSA)构建了不育池与可育池。利
用 SRAP分子标记技术，筛选了 225 对 SRAP引物组合及 1 393 对 EcoRⅠ和 MseⅠ引物组合，获得了与隐性核不育基
因连锁的 2 个 SRAP标记:E37M39、E44M93，片段长度约为 200 bp和 500 bp，与育性基因的遗传距离为 6 cm和 12 cm。
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SRAP Markers Linked to Recessive Genic Male Sterile Gene in
Sweet Pepper (Capsicum annuum L． )

YAN Hui-ling1，FAN Yan-qin1，YAN Li-bin1，ZHAO Fu-jiang1，ZHOU Long-hai2

(1． Institute of Economic Crops，Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences，Shijiazhuang 050051，
China; 2． Handan Forestry Office，Handan 056001，China)

Abstract: SRAP biotechnology combining with bulked segregation analysis (BSA) was used to identify the
molecular markers linked to recessive genic male sterile gene in a dual purpose line AB91 of Capsicum annuum L．
A total number of 256 SRAP primer combinations and 1 393 EcoRⅠ-MseⅠ primer combinations were used ，and
two SRAP markers E37M39 and E44M93 were identified to be linked to the recessive genic male sterile gene． The
length was about 200 bp and 500 bp，and the genic distance was 6 cm and 12 cm respectively．
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杂种优势的利用为甜椒种子生产创造了巨大的

经济效益，而甜椒一般是采用自交系通过人工去雄

生产杂交种子。由于甜椒花蕾较小，人工蕾期去雄、
授粉等操作难度大，工序复杂，造成杂交种生产成本

高，且杂交种子的纯度无法保证，研究和利用甜椒雄

性不育系生产杂交种子可以有效的解决这一难题。
细胞核雄性不育两用系 AB91 由河北省农林科

学院经济作物研究所选育，其群体分别有 50%的不
育株和 50%的可育株，且不育性状由一对隐性核不
育基因控制并可以稳定遗传。该两用系用于杂交制
种时可以根据花器标记性状在花期拔除可育株，但

在苗期无法识别不育株，这样在杂种生产中得多种

植一倍的秧苗。寻找与雄性不育基因紧密连锁的分
子标记，利用分子标记辅助选择技术可以在苗期对

不育株进行早期鉴别，减少定植株数，也可为不育基

因的转育和不育基因克隆创造条件。相关序列扩增
多态性 ( Sequence-related amplified polymorphism，
SRAP)是一种新型的基于 PCR 的标记技术［1］。该
标记具有简便、稳定、中等产率、便于克隆测序目标
片段的特点，且引物易于获得，成本低廉，优于

RFLP、RAPD、SSR 和 AFLP 等传统分子标记方法。
目前，该标记技术已用于多种植物的遗传图谱构建、
比较基因组学和遗传多样性分析等

［2-11］。
本研究以雄性不育两用系 AB91 为试材，筛选

与隐性核不育基因紧密连锁的 SRAP分子标记，旨
在为加快甜椒隐性核不育材料的转育及利用创造

条件。
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1 材料和方法
1． 1 试验材料
供试材料为甜椒细胞核雄性不育两用系

AB91，其不育株基因型为 msms，可育株基因型为
MSms、MSMS;利用两用系 AB91 群体中的不育株
与父本自交系杂交后自交 F2 群体，于初花期逐株

调查群体中各单株的育性并挂牌标记。
1． 2 甜椒总 DNA的提取
取植株上部的嫩叶，采用 CTAB 小量提取

法
［12］
提取两用系 AB91 及自交 F2 群体各单株的

总 DNA。用 1． 5 mL Eppendorf 管盖扣取相同大小
的新鲜叶片，加入 650 μL CTAB 提取缓冲液，研磨
3 min至叶片粉碎;65℃水浴 1 h;冷至室温，加入
650 μL的氯仿∶异戊醇(24∶1)，上下轻轻颠倒混匀
10 min;13 000 r /min离心 10 min;吸取上清液 400
μL，放入预先加好 700 μL 冷无水乙醇的 1． 5 mL
离心管中，轻轻上下颠倒混匀，13 000 r /min 离心
10 min;弃上清液，加入 1 mL 75%乙醇清洗 DNA
沉淀，室温放置 5 ～ 10 min，13 000 r /min 离心 10
min，弃上清液;加入 100 μL 0． 1 × TE(内含 1． 5
μL 10 mg /mL RNaseA)，混匀，37℃ 水浴 1 h;用
1. 0%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA质量和浓度。
1． 3 SRAP 标记

SRAP引物采用 Wang 等［13］发表的引物，225
对 SRAP标准引物在上海生物工程技术服务有限
公司合成。PCR 反应体系参照任羽等［14］的报道，
并根据试验条件进行适当优化。PCR 体系为:
DNA 模 板 30 ng、引 物 各 30 ng、0． 2 mmol /L
dNTPs、1 × PCR Buffer、2 mmol /L MgCl2、1U Taq
酶，总体积为 20 μL，不足部分用 ddH2O 补充。
PCR扩增在 Biometra T-Grandient PCR 仪上进行，
程序为:94℃预变性 3 min;94℃变性 1 min，35℃
退火 1 min，72℃延伸 1． 5 min，5 个循环;94℃变性
1 min，50℃退火 1 min，72℃延伸 1． 5 min，35 个循
环;72℃延伸 10 min;8℃保存。电泳系统采用北
京君意的测序电泳槽，扩增产物用 6%的变性聚丙
烯酰胺胶电泳检测，70 W恒功率电泳 90 min，电泳
后银染观察。在本研究中，除了筛选 225 对 SRAP
标准引物外;还采用 EcoR I 和 Mse I 引物随机组
合，使用 SRAP的扩增程序进行标记筛选。
1． 4 混合集群分析( BSA) 集团的构建及群体分析
根据初花期育性调查结果，选取 20 个可育单株

和 20 个不育单株，各取 10 株将它们的总 DNA等量
混合，构建两个不育池和两个可育池:F1、F2、S1、

S2。利用引物组合对 4 个 DNA 池进行 PCR 扩增，
存在多态性的引物经多次检验后，再对建池单株进

行 PCR扩增和电泳检测，计算遗传距离。用自交 F2

群体对筛选获得的 SRAP标记进行准确率验证。
1． 5 遗传距离分析
用获得的 SRAP 标记，对建池单株的育性表型

和分子标记的有无进行分析，统计数据，利用 Map
Maker 3． 0 计算遗传连锁距离。

2 结果与分析
2． 1 甜椒AB91两用系及自交 F2 群体育性调查统计

田间种植甜椒 AB91 两用系和自交 F2 分离群

体分别 84，140 株，开花后观察植株育性。经调查
AB91 两用系群体中，可育株 40 株，不育株 44 株，可
育株与不育株分离比例符合 1 ∶ 1 的理论值(χ2 =
0. 428 ＜ χ2

0． 05，1 = 3． 84)。经调查自交 F2 群体中，可

育株 97 株，不育株 43 株，可育株与不育株分离比例
符合 3∶1 的理论值(χ2 = 1. 208 ＜ χ2

0． 05，1 = 3． 84)。
2． 2 引物筛选结果
利用构建的 4 个可育与不育 DNA 池进行了

PCR扩增，共筛选了 225 对 SRAP 标准引物、1 393
对 EcoR I和 Mse I引物组合。获得 2 个与甜椒隐性
核不育基因连锁的 SRAP 标记:E37M39(200 bp 左
右)、E44M93(约 500 bp)。E37M39 标记在不育池
中有特异带，而在可育池中无特异带;E44M93 标记
在可育池中有特异带，而在不育池中无特异带。
2． 3 多态性标记的验证及连锁距离的确定
通过对建池群体 84 个单株的验证，E37M39 标

记在绝大多数不育单株中出现特异条带，在大部分

可育单株中没有出现该标记(图 1)。不育有此标
记:不育无此标记:可育有此标记:可育无此标记的

比值为 41∶3∶2∶38。E44M93 标记在绝大多数可育单
株中有特异带，而在大部分不育单株中无特异带

(图 2)。可育有此标记:可育无此标记:不育有此标
记:不育无此标记 = 36∶4∶6∶38。
利用 JoinMap3． 0 软件分析，E37M39 标记、

E44M93 标记与隐性核不育基因 ms 的连锁距离分
别为 6，12 cM，连锁较为紧密。
2． 4 SRAP标记在自交 F2 群体中的验证
通过田间鉴定，在包含 140个单株的 F2 群体中有

97个可育株，43个不育株，提取各个单株的 DNA用于
检测 SRAP 标记 E37M39、E44M93 标记的有效性。
E37M39标记在 37个不育株中有带，94 个可育株中无
带，准确率达 93． 57%;E44M93 标记在 35 个不育株中
无带，89个可育株中有带，准确率为 88． 57%。
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S． 不育池;F． 可育池;1 ～ 10． 不育单株;11 ～ 19． 可育单株;M． pUC18 DNA /Msp I分子量标准;箭头表示不育单株出现的特异带。

S． Sterile pool;F． Fertile pool;1 －10． Sterile plants;11 －19． Fertile pool;M． pUC18DNA/Msp I Marker． The arrow shows the specific band from the sterile plant．

图 1 E37M39 标记在部分 AB91 单株中的验证
Fig． 1 Validation of E37M39 in some AB91 plants

F．可育池;S．不育池;1 ～ 10．可育单株;11 ～ 19．不育单株;M．分子量标准;箭头表示可育单株出现的特异带。

F． Fertile pool;S． Sterile pool;1 － 10． Fertile plants;11 － 19． Sterile pool;M． Marker． The arrow shows the specific band from the fertile plant．

图 2 E44M93 标记在部分 AB91 单株中的验证
Fig． 2 Validation of E44M93 in some AB91 plants

3 讨论
细胞核雄性不育两用系 AB91 由河北省农林科

学院经济作物研究所选育，其育性由一对隐性核不

育基因控制，对该不育源已从雄性不育遗传机

制
［15］、细胞学［16］、生理生化［17］等方面进行了研究，
而分子生物学方面的研究尚未涉及。本研究获得了
2 个与不育基因连锁的 SRAP 标记，E37M39 标记与

不育基因相引向存在，E44M93 标记与不育基因相
斥向存在。这两个标记在群体验证中的符合率达
88%，因此可利用这两个标记在苗期找到含有目标
基因的个体，对不育株进行早期鉴别，在杂交种子生

产中减少定植株数，降低成本，还可加快育种进程，

缩短育种年限，提高育种效率。
SRAP标记是由 Li和 Quiros发展的一种新的分

子标记技术。他们针对基因外显子中 GC 含量丰富
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而启动子、内含子里 AT 含量丰富的特点来设计引
物进行 PCR 扩增，因不同个体的内含子、启动子与
间隔区长度不等而产生多态性。
本研究为了拓宽 SRAP 引物的来源，除了使用

已公开发表的 225 对 SRAP 标准引物外，还采用
EcoR I和 Mse I引物随机组合，用 SRAP反应体系及
扩增程序进行扩增。结果发现，这些 PCR 产物在
6%的变性聚丙烯酰胺胶上也可清楚地统计 100 ～
400 bp的电泳条带。这与张新梅等［18］在甘蓝研究
上的结果一致。
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