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甘蓝型油菜硫苷主要组份的QTL定位分析①
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摘要:以甘蓝型黄籽油菜高硫苷GH06和甘蓝型双低油菜油研2号为亲本杂交,后代通过“一粒传法”连续自交6

代构建重组自交系,利用 HPLC法对亲本及重组自交系群体株系种子中硫苷组份进行测定,发现2 羟基 3 丁烯

基硫苷和3 丁烯基硫苷是影响硫苷质量浓度的主导成分,利用本实验室已构建的遗传连锁图谱和复合区间作图法

(CIM),分析种子中5种硫苷主要成分的QTL.结果共检测到11个QTL,分别位于8个不同的连锁群,其中3个

2 羟基 3 丁烯基硫苷质量浓度的 QTL,分别位于第10,14和24连锁群,单个 QTL解释表型变异的5.54%~

22.02%;3个3 丁烯基硫 苷 质 量 浓 度 的 QTL,分 别 位 于 第3,10和24连 锁 群 上,单 个 QTL解 释 表 型 变 异 的

5.88%~10.33%;2个4 戊烯基硫苷质量浓度的QTL,分别位于第9和20连锁群上,单个QTL分别解释表型变

异的12.04%和5.70%;3个苯乙基硫苷质量浓度的QTL,分别位于第9,15和21连锁群,单个 QTL解释表型变

异的6.29%~7.44%.解释表型变异大于10%的4个QTL;包括2个2 羟基 3 丁烯基硫苷质量浓度QTL,3

丁烯基硫苷质量浓度QTL和4 戊烯基硫苷质量浓度 QTL各1个,它们分别解释16.32%,22.02%,10.33%和

12.04%的表型变异.研究结果表明种子硫苷组份质量浓度遗传具有母本效应,且为多基因控制的数量性状,基因

表达受环境影响较大,与这些QTL紧密相关的分子标记可以用于硫苷组份的分子标记辅助选择.
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在我国,菜籽油总量占自产植物油总量的50%以上,是人类营养价值丰富的食用油来源之一,榨油后

菜籽饼粕的蛋白质质量浓度丰富,其氨基酸组成模式合理,也是优质的饲料蛋白质来源.但传统油菜中硫

代葡萄糖苷(Glucosinolates,GS,简称硫苷)质量浓度较高,其降解产物的有毒成分会极大地限制菜籽蛋白

的合理利用.因此,近几十年来,低硫苷品种的选育成为国内外油菜品质改良的重要目标之一[1-2].目前,

一大批具有高产、双低的品种广泛应用于生产,极大地推动了油菜产业的发展.
硫苷是广泛存在于十字花科植物组织器官中的一类含硫次级代谢产物,也是决定植物风味和营养品质

的主要活性成分[3].另外,该类含硫次级代谢物质及其降解产物因具有抗癌、植物保护及生物杀菌作用而
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备受人们的关注[4-5].鉴于硫苷的正效应,营养体高硫苷、种子低硫苷成为油菜育种的新方向.目前,在十

字花科植物中已发现近120种[6-7],且已有不同种类、不同类型油菜硫苷的质量浓度及组份的相关报

道[8-9].随着分子生物学的发展,国内外研究人员通过构建油菜的分子遗传连锁图谱,对油菜硫苷的总量

进行了QTL定位分析[10-12],也发现一些紧密连锁的标记[13],但关于甘蓝型油菜不同硫苷总质量浓度水平

下各组份及质量浓度变化的相关报道较少.因此,本研究以甘蓝型油菜高硫苷材料GH06和低硫苷材料油

研2号为亲本构建重组自交系群体和遗传图谱,对亲本及群体各株系硫苷5种主要组份质量浓度进行了测

定和QTL分析,以期掌握不同硫苷总量水平下的主要组成成份及可改造成份,使低硫苷育种目标落实到

具体的组份上,同时期望检测到控制甘蓝型油菜硫苷各组份积累的QTL位点,为今后油菜硫苷不同组分

的分子标记辅助选择育种奠定基础.

1 材料与方法

1.1 试验材料

母本GH06来源于甘蓝型黄籽油菜自交后代,经分析硫苷总质量浓度为120.66~157.59μmol/g;黑

籽父本P174为油研2号定向选择后代,硫苷总质量浓度为40.66~57.59μmol/g.两亲本杂交F2 代通过

“一粒传法”连续自交6代,建成重组自交系群体,该群体由272个株系组成,其中183个株系用于遗传连

锁图谱的构建.该群体在重庆市北碚区歇马镇试验基地种植,按常规生产方式进行田间管理.亲本及F2∶6
各株系于幼苗期取3株幼嫩叶片混合样用于基因组DNA的提取,成熟后每株系收取3株正常植株的种子

用于硫苷的测定.

1.2 硫苷的提取及HPLC分析

硫苷质量浓度测定采用ISO9167-1∶1992(E)高效液相色谱国际标准方法,并经过适当的适用性改良.
具体操作步骤如下:准确称取0.2000g粉碎样品至离心管中,75℃水浴1min,迅速加入2.0mL沸甲醇

(70%)溶液和200μL5mmol/L内标物,55℃条件下超声提取5min,冷却至室温,10000r/min离心

3min,将上清液转移至10mL刻度试管中;沉淀物再用2mL沸甲醇(70%)溶液重复上述过程2次,合并

上清液混匀即获得样品液.
取1.0mL样品提取液上已准备好的DEAE阴离子交换柱,待液体排干后,分别用1.0mL0.02mol/L醋

酸钠溶液冲洗柱子,再加100μL硫酸酯酶(即配即用)并封口于35℃下反应16h;然后用1.0mL水冲洗微

柱2次,洗脱液经0.45μm的微孔滤膜过滤后用于HPLC分析[14],3次重复.

1.3 遗传连锁图谱的构建及QTL分析

选用西南大学重庆市油菜工程技术研究中心于2009年用183个株系构建的连锁遗传图谱[15].该图谱

包含25个连锁群,共有451个多态性标记(140个SSR标记,107个 AFLP标记,198个SRAP和6个

TRAP标记),图谱总长1589cM,相邻标记间平均距离为3.52cM.
采用QTL分析软件 WindowsQTLCartographer2.5及复合区间作图(compositeintervalmapping,

CIM)法进行甘蓝型油菜种子硫苷组份质量浓度的 QTL定位和效应检测[16-17].进行CIM 分析时,选用

1cM的步长(walkingspeed),按照假定检测10和Zmapqtl模型3,选取参数1000次回归,极显著水平

0.01.遵照McCouch等[18]的方法对检测到的QTL进行命名.用软件SPSS13.0对硫苷组份质量浓度数据

分别进行统计分析.

2 结果与分析

2.1 硫苷质量浓度组份分析

HPLC分析结果表明,在亲本及群体株系种子中主要检测到5种不同的硫苷组份(表1),统计分析表
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明各性状值呈现出典型的数量遗传模式———近似正态连续分布(图1),说明硫苷各组份是由多个基因控制

的数量性状,适合于QTL分析[19].
表1 亲本和重组自交系群体硫苷组份统计分析

硫苷组份
亲本

油研2号 GH06

群体RIL
平均值 最大值 最小值 标准差 变异系数 偏度 峰度

2 羟基 3 丁烯基硫苷PRO 18.41 102.56** 60.59 126.15 0.00 26.66 0.44 -0.23 -0.24

3 丁烯基硫苷NAP 8.07 54.79** 38.33 91.77 1.10 21.67 0.57 0.53 -0.42

4 羟基 3 吲哚基甲基硫苷4OH 2.72 2.03 3.21 8.17 0.00 1.29 0.40 0.86 1.19

4 戊烯基硫苷 GBN 0.85 12.81** 3.00 17.33 0.00 3.24 1.08 2.05 5.30

苯乙基硫苷NAS 4.68 2.38* 3.72 12.69 0.00 2.59 0.70 1.11 1.39

图1 重组自交系种子不同硫苷组份的频率分布

2.2 硫苷质量浓度组份的QTL分析

表2表明,本研究共检测到11个种子硫苷组份质量浓度的QTL,单个QTL解释性状表型变异的变幅在

5.54%~22.02%之间.这些QTL分属于8个不同的连锁群,共检测到单个QTL解释性状表型变异大于10%
的有4个,分别位于LG9,LG10和LG24共3个不同的连锁群上(图2).对于同一性状,等位基因的增效作用

既有来自母本的,亦有源自父本的(即高值或低值亲本都可以存在对性状增效的等位基因).

2.2.1 2 羟基 3 丁烯基硫苷质量浓度QTL分析

共检测到3个2 羟基 3 丁烯基硫苷质量浓度的QTL,分别位于第10,14和24连锁群上,共解释
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43.88%的表型变异.其中检测到2个主效QTL,单个QTL分别解释表型变异的16.32%和22.02%,从

加性效应值可以看出,为来自母本的等位基因起增效作用.

2.2.2 3 丁烯基硫苷质量浓度QTL分析

共检测到3个3 丁烯基硫苷质量浓度的QTL,分别位于第3,10和24连锁群上,共解释22.47%的表

型变异,等位基因的增效作用均来自母本.也检测出一个主效QTL,单个QTL解释表型变异的10.33%,

从加性效应值可以看出,为来自母本的等位基因起增效作用.

2.2.3 4 羟基 3 吲哚基甲基硫苷质量浓度QTL分析

4 羟基 3 吲哚基甲基硫苷质量浓度在双亲间差异不大,在重组自交系群体间变异也不大,本次试验

未能检出有效的QTL.

2.2.4 4 戊烯基硫苷质量浓度QTL分析

共检测出2个4 戊烯基硫苷质量浓度的QTL,分别位于第9和20连锁群上,共解释17.74%的表

型变异,等位基因的增效作用均来自母本,并且检测出一个主效 QTL,单个 QTL解释表型变异的

12.04%,而qGBN-20-2仅解释5.70%的表型变异,说明4 戊烯基硫苷可能主要受来自于母本主效基

因作用位点的控制.

2.2.5 苯乙基硫苷质量浓度QTL分析

共检测出3个苯乙基硫苷质量浓度的QTL,分别位于第9,15和21连锁群上,共解释20.74%的表型

变异,从加性效应值可以看出等位基因的增效作用主要来自于父本,仅qDGS-9-1来自母本.
表2 重组自交系中硫苷组份质量浓度的QTL

硫苷组份 QTL 连锁群 染色体 相邻标记 位置 LOD值 加性效应 贡献率R2/%

2 羟基 3 丁烯基硫苷PRO qPRO-10-1 LG10 A04 OI10-B06-Na12-D09 27.26 5.95 7.19 16.32

qPRO-14-2 LG14 A06 Na12-B08-nga12 99.47 2.64 6.43 5.54

qPRO-24-3 LG24 C01 sN11707-E10M11/b 10.01 9.16 9.44 22.02

3 丁烯基硫苷NAP qNAP-3-1 LG3 A02 E6M2/a-Na14-H11c 49.60 2.73 5.57 6.26

qNAP-10-2 LG10 A04 OI10-B06-EM11/ME20b 26.93 2.55 5.31 5.88

qNAP-24-3 LG24 C01 sN11707-E10M11/b 11.69 4.59 7.13 10.33

4 戊烯基硫苷GBN qGBN-9-1 LG9 A09 BRMS071-CB10513 29.26 4.18 1.25 12.04

qGBN-20-2 LG20 C03 EM5/ME3d-EM5/ME15b 24.36 2.56 0.83 5.70

苯乙基硫苷NAS qNAS-9-1 LG9 A09 CB10427-OI10-E05 56.08 3.16 0.83 7.01

qNAS-15-2 LG15 C03 MR049-OI12-F08Aa 37.44 2.86 -0.79 6.29

qNAS-21-3 LG21 C08 EM11/ME50a-BRMS324 26.42 2.94 -0.86 7.44

2.3 不同硫苷组份质量浓度QTL的比较

通过对硫苷不同组份质量浓度的QTL定位分析(图2,表2),在第10和24连锁群相同位置上同时检

测到与2 羟基 3 丁烯基硫苷和3 丁烯基硫苷质量浓度相关的QTL,且从加性效应值可以看出等位基因

增效作用主要来自母本.另外,在第9连锁群不同位置同时检测到1个4 戊烯基硫苷质量浓度和苯乙基硫

苷质量浓度的QTL,等位基因的增效作用均来自母本.其中在第15和20连锁群上同时检测到1个4 戊

烯基硫苷质量浓度和苯乙基硫苷质量浓度的QTL,都属于C03染色体.但是本研究中并未检测出4 羟 3
吲哚甲基硫苷质量浓度相关的QTL,其余QTL的效应值都相对较小,表现为多基因控制的数量性状,基

因表达受到环境的影响.
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图2 复合区间作图检测到的种子硫苷主要组分的QTL

3 讨 论

在相关酶的作用下油菜中的硫苷会产生异硫氰酸盐等有害物质,极大地限制了油菜饼粕的饲用价

值,故硫苷质量浓度的高低也作为衡量油菜品质性状的重要标准之一.目前,在油菜中发现大约有30
种硫苷,且不同类型油菜样品中硫苷主要组份也不尽相同[6].研究发现,3 丁烯基硫苷和4 戊烯基硫

苷在白菜基因型中占主导地位[20-21],而甘蓝型油菜中,脂肪族硫苷中的2 羟基 3 丁烯基硫苷和3 丁

烯基硫苷是其最主要组份[22].本研究发现2 羟基 3 丁烯基硫苷和3 丁烯基硫苷质量浓度分别介于

0.00~126.15μmol/g和1.10~91.77μmol/g之间,也是影响硫苷质量浓度的主导成分,在后代中表现

出一定的超亲优势(表1).
有研究结果表明甘蓝型油菜中硫苷质量浓度的遗传一般由3个基因控制,也有研究者认为甘蓝型油菜

硫苷质量浓度单独或同时受到胚、细胞质或母体等不同遗传体系效应的影响[23-24].在模式植物拟南芥中编

码2 酮戊二酸依赖性双加氧酶AOP位点和甲硫烷基化苹果酸合成酶GS-elong(MAM)在总脂肪族硫苷代

谢途径中起重要的调控作用[25-27].Lou等[28]在9个连锁群上共检测到16个控制白菜中硫苷积累的QTL,
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其中控制NAP的QTL位点主要在A03和A09染色体.王辉等[29]在白菜中检测到影响NAP的QTL也位

于A03和A09两条染色体上.但在甘蓝型油菜中硫苷不同组分的研究报道相对较少,本研究利用重组自交

系群体对硫苷5种主要组分质量浓度进行了QTL定位分析,结果在8个不同的连锁群上共检测到11个影

响硫苷组份质量浓度的QTL(表2),包括4个主效QTL,位于LG9,LG10和LG14共3个不同的连锁群

上,而研究结果表明影响硫苷总量的 QTL主要分布在 N9,N12,N17和 N19共4个连锁群上[16].Hasan
等[13]认为控制硫苷质量浓度的基因在甘蓝型油菜中存在多个拷贝,并且位于不同的连锁群上,如

CYP79A2在N1,N4,N6,N9,N11,N13和N14等几个连锁群上均存在拷贝,说明控制硫苷不同组份质量

浓度的QTL可能与硫苷总量QTL存在重叠区域,或者受到相同的基因调控,即某些基因通过提高硫苷分

量来实现硫苷总量的提高.
另外,本研究在第10和24连锁群相同位置上同时检测到与2 羟基 3 丁烯基硫苷和3 丁烯基硫苷

质量浓度相关的QTL,而在甘蓝型油菜中2 羟基 3 丁烯基硫苷和3 丁烯基硫苷质量浓度又是硫苷的主

导成分,且等位基因增效作用均来自母本(表2),说明在甘蓝型油菜中控制2 羟基 3 丁烯基硫苷和3 丁

烯基硫苷质量浓度的相关QTL在很大程度上受到相同的关键基因调控,或者一个基因存在多个拷贝.另

外,在第9和20连锁群不同位置同时检测到1个4 戊烯基硫苷质量浓度和苯乙基硫苷质量浓度的QTL,

等位基因的增效作用均来自母本.本研究中并未检测到4 羟 3 吲哚甲基相关的QTL,而有研究结果表

明4 羟 3 吲哚甲基仅由细胞质效应控制,对该性状的改良只能通过母本性状来进行选择[14].
在甘蓝型油菜中关于种子不同硫苷组份质量浓度相关QTL的报道甚少,另外本研究中所用遗传图谱

由于标记数目较少,导致部分连锁群过短并不利于图谱整合,因此我们将进一步扩大群体或在不同的环境

下重复检测这部分QTL,这将有助于我们进一步揭示甘蓝型油菜硫苷组份合成的分子机理,为芸薹作物硫

苷相关育种的分子辅助选择和主效QTL位点的克隆奠定基础.
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LocalizationofQTLsforGlucosinolateProfilesUsing
RecombinantInbredLinesinBrassicanapusL.

LIUShui-yan1,2, BUHai-dong1,2, QUCun-min1,2,

LIULie-zhao1,2, WANG Rui1,2, LU Kun1,2,

XUXin-fu1,2, CHEN Li1,2, LIJia-na1,2

1.SchoolofAgronomyandBiotechnology,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China;

2.EngineeringResearchCenterofSouthUpland,AgricultureofMinistryofEducation,Chongqing400716,China

Abstract:Apopulationofrecombinantinbredlines(RILs)wasderivedfromacrossbetweenthefemale

parentGH06withhigherglucosinolatecontentsandthemaleparentYouyan2withlowererucicandglucsi-

nolatecontent,andtheprogenywasselfedfor6successivegenerationsbysingleseedpropagation.The

glucosinolateprofilesweredetectedinthetwoparentsandintheindividualsofthepopulationwithHPLC.

Fivemainglucosinolateprofiles [Progoitrin (PRO),Gluconapin (NAP),4-hydroxyglucobrassicin
(4OH),Glucobrassicanapin(GBN)andGluconasturtin(NAS)]wereidentifiedineachoftheRILs.Vari-

ationofglucosinolatecomponentanalysisshowedPROandNAPwerethemainglucosinolateprofilesin

theseedofB.napus.UsingthegeneticlinkagemapofB.napusconstructedbyourlaboratoryandthe

compositeintervalmapping(CIM)method,atotalof11QTLsforthe5glucosinolateprofilesweredetec-

tedin8differentlinkagegroups,ofwhich3PRO-relatedlociweredetectedandmappedinLinkagegroups

N10,N14andN24,respectively,explaining5.54%-22.02%ofthephenotypicvariation;3NAP-associ-

atedQTLsweremappedinLinkagegroupsN3,N10andN24,accountingfor5.88%-10.33%ofthe

phenotypicvariation;24OH-controllingQTLswerelocatedinLinkagegroupsN9andN20,whichex-

plained12.04%and5.70%ofthephenotypicvariation,respectively;and3QTLsinvolvinginNASaccu-

mulationweredetectedinLinkagegroupsN9,N15andN21,respectively,explaining6.29%-7.44%of

thephenotypicvariation.FourmajorQTLsexplainingover10%ofthephenotypicvariationwerefound,

including2,1and1forPRO,NAPand4OH,i.e.qPRO-10-1,qPRO-24-3,qNAP-24-3andqGBN-9-1,

whichaccountedfor16.32%,22.02%,10.33%and12.04%ofthephenotypicvariation,respectively.

TheseresultsshowedthattheinheritanceofGSprofileswasaquantitativetraitunderpolygeniccontrol,

mainlyinfluencedbymaternaleffectsandenvironment.MolecularmakerscloselylinkedwiththeseQTLs

couldbeappliedinmarker-assistedselectionofglucosinolateprofilesinB.napus.

Keywords:BrassicanapusL.;recombinationinbredline(RIL);glucosinolateprofile;quantitativetrait

locus(QTL)
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