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摘 要

      红麻(Hibiscus cannabinus)是麻纺和造纸的重要纤维植物，分子标记辅助育种及

遗传连锁图谱构建研究滞后与其他主要作物。目前，红麻的遗传连锁图谱构建尚未见报道，

分子标记遗传图谱的构建可以为红麻基因结构提供详细的描述，既是红麻遗传学研究的重要

领域，又是红麻基因定位和克隆等应用研究的理论基础.为促进红麻基础科学研究的发展，

本研究利用SRAP和ISSR分子标记技术构建红麻的遗传连锁图谱，取得以下的研究成果。

    (1) 以半野生种Ga42(源自加纳)和栽培种阿联红麻《源自埃及)杂交，Fi自交产生

            的203株F,代分离群体作为作图群体。

    (2) 从19X19对SRAP上游与下游引物组合和30个ISSR引物中，以Ga42和阿联红麻为

            模板筛选出多态性较好的27对SRAP引物组合和5个ISSR引物。

    (3) 利用SRAP和ISSR两个分子标记筛选出了32个引物组合及引物，对Fz作图群体

            进行PCR扩增，共产生108个多态条带，平均每个引物组合产生3.4个多态条带，

            最多的可以产生8条。

    (4) 使用“apmaker/3.0，我们构建了包括6个SRAP标记位点和10个ISSR标记位点

            的红麻的连锁图谱，这些标记被分为16个连锁群(LOD$3 0)，总长1423. 9 eM.

            平均两个标记位点间距为18.25cM。每对标记组合可以产生10-50个大小在

            100-2000bp的清晰可辨的条带，其中70%的条带较亮.

    (5) 这108个标记位点当中，有58个(54%)偏离3: 1的分离比，偏分离十分严重。

          在我们的实验中，仅检测到2个共显性位点，和Li等报道的高共显性不太一致.

            红麻有18对染色体，而我们仅构建出16个连锁群，可能与我们目前所用的多

            态性引物还不够多有关，因此得到的多态性标记位点密度还不够高，导致有

            些连锁群位点不够均匀。

关键词:红麻，SRAP, ISSR.遗传连锁图谱
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Abstract

    Kenaf(Hibiscus cannabinus) is the important fiber crop for textile industry and

paper manufacture. Molecular markers-assistant breed and genetic trap construction

is drop behind the major crop.By now ,the genetic map of kenaf has not been reported

Genetic map construction can offer the detail description of kenaf gene stucture, it's

not only the important field in kenaf genetic research ,but it's also the theoretical basis

for kenaf gene location and gene clone.using SRAP and ISSR markers we constructed

the kenaf genetic linkage map in kenaf.  The major results are as follow:

      (1)     with an 203 F, individuals from the cross of two kenaf lines Ga42

              (from gana) and a lian kenaf (from Egypt).sequence-related

              amplified polymorphism (SRAP) and Inter-simple Sequence Repeat

            Polymorphism (ISSR) were used to construct a genetic linkage map

                  in kenaf.

    (2)     From the kenafgenome，27 SRAP primer pairs and 5 ISSR

              primers, which could reveal poly一一morphisms between Ga42 and a

            lian kenaf, were screened out of 19X19 primer combinations of SRAP

              and 30 ISSR primers·

    (3) These markers generated 108 polymorphic bands in the F, population

            analysis. The average of polymorphic bands produced by one primer

              pair was 3.4,and the maximum was 8.

(4)

(5)

using Mapmaker/3.0, a linkage map was constructed, which

consisted of 68 SRAP markers and 10 ISSR markers distributed in

sixteen linkage groups(IAD _>3 0)and spanned 1423.9 cM with an

average interval of 18.25 cM between markers.  each SRAP primer

pair could generate 10- 50 clear bands with a length range

between 100 and 1000帅·and about 70 % of bands showed

strong signal.

Among the 108 markers, 58 markers(54%) segregated aberrantly

against the expected 3: 1 ratio二As toUet al. some SRAP markers
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revealed co-dominant alleles in Brassic, but in this study only two

co-dominant loci were detected. As kenaf has 18 pairs of

chromosomes, In the present stu勿，the kenaf SRAP map includes

16 linkage groups, which may be attributed to small number of

markers.

Keywords: kenaf, SRAP, ISSR，genetic linkage map
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1前言

1.1红麻生产概况及其综合利用的研究进展

1.1.1红麻生产概况

    红麻(Hibiscus cannabinus)属锦葵科木懂属，俗称洋麻、钟麻，是一年生

草本韧皮纤维植物，生长期约4-6个月，在世界上分布范围广，热带、亚热带、

温带和寒带均有种植。在非洲各地普遍有野生红麻散布，亚洲也发现有野生或半

野生状态的红麻，根据前人的研究，推断其原产于非洲或东南亚11-3]。红麻具有

生长速度快、抗逆性强、适应性广等特点;红麻纤维具有强力大、吸湿性好、散

失水分快和耐腐蚀等特点，有很重要的利用价值[4]。红麻纤维传统用途主要是用

于麻线、麻绳、麻袋、麻布等产品.我国红麻栽培从1908年自印度引入马达拉

斯红麻品种试种开始，迄今有近一百年的历史，我国是世界第三大红麻生产国，

总产量仅次于印度和孟加拉.历史最高年1985年全国种植面积达100万hm2.

总产206万吨。据1998-2002年全国红麻生产调查，红麻生产面积很不稳定，

1998年全国生产总面积5万hm2. 2001年最低仅2.7万hm2，之后生产面积逐渐

稳定上升，至2005年恢复达8万hm2，近10年全国红麻生产呈“V”型发展[q,

由于红麻具有生长速度快、适应性广、耐早、耐盐碱、纤维产量高、纤维品质优

良等特性，二十世纪80年代以来几乎取代黄麻，成为我国栽培面积最大，单产

和总产最高的麻类作物11.21

    红麻的适应性很强，在我国南部、长江流域、黄淮地区和我国西部地区种植

均有很好的产量表现。以红麻作为替代作物不仅可以增加农民收入，而且在综合

利用和深加工方面可发挥极大的经济和社会效益。由于其巨大的发展潜力，及其

优良的生长特性和抗逆性，被视为二十一世纪潜在的优势作物，它在我国农业结

构调整中，将发挥重要的作用[6]

1.1.2红麻的研究价值

    长期以来森林资源的大量砍伐，导致生态环境破坏的加剧，成为可持续发展

的制约因素.红麻是一年生作物，生育期只有几个月;其巨大的生物产量(为松

木的3-5倍)，极强的二氧化碳吸收能力(为树木的4倍)以及抄制纸浆可与针

叶林相媲美的优良品质。在日本、美国等发达国家，红麻被看作是二十一世纪优

势作物，并多用途开发利用方面进行系统研究和应用，涉及到麻纺、造纸、装饰
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材料、板材、动物饲料、可降解地膜、食用、药用等许多领域门.

1.1.3红麻的生态环保作用

    由于红麻抗风、耐盐碱、抗干早、耐洪涝能力强，生长速度比一般植物快的

多，红麻在种植过程中本身就有环保作用，单位面积上红麻比一般的林木吸收

C02多2-3倍，呼出氧气是一般林木的5一倍，有显著的制氧功能和净化空气作

用，对改善气候环境极为有利.红麻活植株还有净化污水、除去有害成分的功能.

红麻根入土较深，可达到增深并保护耕作层的目的U.因此，调整农业结构，发

展红麻生产，满足人类对自然纤维的需求，对维护生态平衡具有广阔前景和重要

的社会经济意义。

1.1.4红麻的饲用价值

    红麻嫩梢、嫩叶富含营养，其叶片蛋白质含量达30%-40%191.又据刘娇

  (2002)报道，红麻叶粉中含粗蛋白15.7%，粗脂肪8.1%，粗纤维15.1%，无氮

浸出物38.5%，灰分9.1%，柠檬酸9%-11%，是家畜的好饲料1101.红麻油饼含

粗蛋白24%，粗脂肪9.3%，粗纤维20%，可与其它饲料混喂，效果良好。麻杆

芯主要成分为纤维素和木质素，经粉碎加工后是多种圈养动物精饲料中粗纤维和

粗蛋白的很好替代物，能帮助动物对饲料其他成分的消化和吸收。麻芯色泽好、

体积轻、浮力大，也是水产养殖饲料的较好添加剂。麻杆芯色白质软，碎片吸湿

性高，透气性好，用于辅垫动物窝圈，对家养宠物或是对垫草过敏的马匹尤为适

用。麻杆芯做为动物窝的铺垫材料在国外销售前景看好。而且可二次利用于花卉

和蔬菜栽培，也是很好的堆肥原料hll

1.1.5红麻种子中不饱和脂肪酸等物质的医疗保健功能

    红麻种子含油分20%-25 ，可食用;其中亚油酸含量为25%-52%，油酸

含量在259/o左右1321。油酸、亚油酸、亚麻酸是人体必需的脂肪酸.红麻种子富

含亚油酸，其共辘亚油酸具有抗癌、抗粥状动脉硬化、抑制脂肪积累、防治糖尿

病等特殊功能。由于人体不能自然合成亚油酸和亚麻酸，因此必须经外界进食补

充;而红麻种子中这两种物质的含量较高，加工后可满足人体健康的需要。因此

红麻种子亚油酸在医疗保健品研发上引起药理学家、营养学家和油脂化学家的广

泛兴趣.日本琉球大学从红麻种子中提取水溶性多搪，然后混入食物中喂食老鼠，

结果发现混入1%红麻种子水溶性多糖的处理与对照相比可大幅度降低老鼠的无
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益胆固醇含量，而有益的胆固醇含量保持稳定，认为红麻种子的水溶性多糖可有

效预防动脉硬化。

1.1.‘ 红麻全杆抄制纸浆的研发

    早在20世纪50-70年代以美国为首，就对500多种非木材植物进行了研究

筛选和制浆造纸试验，筛选出几种有希望的植物，作为造纸原料以补充木材之不

足，红麻就是其中最有前途的最适于替代木浆的优质非木材造纸原料作物之一。

由于红麻浆可替代木浆，从而节约木材，同时红麻韧皮纤维细胞长，而木材木质

部纤维细胞短，因此红麻浆与木浆混合能提高纸制品的拉力及产品质量。利用红

麻全秆抄制红麻纸浆，可用于生产复印纸、铜板纸、过滤纸、卷烟纸等较高档的

纸制品，也可与其他纸浆混合，生产牛皮纸和纸箱板纸、新闻纸等中档纸制品。

1980年以来，美国率先开展红麻全杆造纸和全杆综合利用研究，现在红麻制浆

已越来越为人们广泛重视，大型红麻全杆制浆工厂遍布世界各地。红麻也以其产

量高、容易种植、手感柔软厚实、印刷性好等优点成为世界上公认的最有潜力的

新型造纸原料。我国森林储量逐年下降，原料短缺这个制约中国纸业发展的关键

问题依然没有得到解决，并且随着造纸总产量的迅速增长这个问题变得更加突

出。目前造纸企业木浆原料的来源，仍然是以国外进口为主，在价格上也自然受

制于国际木浆价格波动。根据一些行业人士的预测，中国到2010年，木浆缺口

将达到3000万吨。要解决中国造纸工业所需的木浆原料问题，完全依靠从国外

大量进口木浆不可能，完全依靠国内自己发展林木资源再建浆厂也不现实，因此

要解决木纤维短缺这一制约中国纸业发展的瓶颈问题，还必须有新思路:利用红

麻等作物替代木材作为纸浆原料。红麻由于是一种速生可再生资源，生物学产量

高，其生长量之大是乔灌木所不及的，比生长量较大的杨树高3-5倍，红麻对土

地的要求不高，管理简单且适应性广。美国、泰国和日本等国家较早利用红麻作

为原料抄造各种纸张。二十世纪八十年代以来，我国的科研单位和高等院校也对

红麻造纸特性等进行了一系列研究，九十年代以后红麻全杆抄制纸浆的工艺日臻

完善。预计未来20年内，我国红麻造纸会取得突飞猛进的发展[13,14]

1.1.7红麻纤维高档纺织品的开发

    红麻纤维的纤维素含量一般为70%-75%，木质素为13%-20%，果胶为

7%-8%，灰分为2%。红麻是很好的棉纺材料，在我国国民经济建设中发挥重
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要作用。但是由于受到化纤的冲击，红麻传统生产市场严重萎缩。近年来由于人

类返朴归真意识的增强，对自然纤维的需求也日益增多;因而红麻综合利用和多

用途开发也受到重视并已全面展开。随着我国加入wr0，特别是2005年1月1

日全球全面取消纺织品配额制度后，我国的纺织品在国际市场上占有的份额大大

增加。但是由于贸易歧视及我国产品品质较差等原因，我国的纺织品在国际市场

上受到西欧和美国的贸易壁垒和反倾销等贸易摩擦增加，使我国相关行业遭受巨

大损失。要从根本上改变这种被动局面，必须提高产品的品质。红麻纤维与棉花

等其它纤维可以混纺成高档纺织品。红麻纤维同亚麻、芝麻类纤维一样有着优良

的吸湿和透气性，充分利用与竺麻、亚麻纤维性能相近的红麻纤维作纺织原料，

不仅可大大降低生产成本，而且也是发展绿色纺织品的重要内容。研究表明，棉

麻混纺织物具有清爽、透气、抗菌、舒适、防静电等优点[15l

1.1.9红麻纤维的土业与建材利用

    由于红麻种子的碘价低，可作为制造肥皂的良好原料;用硫化方法产生完全

乳化液，可作为皮革工业上的脂肪乳剂。

    红麻全秆经加工可生产生态型隔热绝缘垫和轻型建筑板材夹心，其价格也比

同类产品低廉，在建材开发利用上前景看好。日本京都大学和南京林业大学联合

开发出一项新技术，将红麻韧皮纤维经多层层压加工成板材。目前日本松下电工

株式会社已开始生产这种以红麻为原料的新型人造板材1161

    综上所述，红麻在纺织、造纸、建筑、环境保护等各个领域都有重要的作用，

是重要的特色经济作物。

1.2 红麻种质资源研究进展

    我国红麻种植历史悠久，1908年，由台湾省从印度孟买引进Madras Red.

Madras Blue. Cabac等试种，1927年吉林省公主岭农事试验场从前苏联引进“塔

什干”红麻品种种植，1934年引入浙江杭州湾一带栽培，获得成功。但引进品种

易感红麻炭疽病一号生理小种，早熟，纤维单产低。为提高品种抗病力和单产水

平，20世纪50年代末至60年代加强了新品种选育与国外高产品种的引进，先后

育成并投入红麻2号、4号、7号、植保506.辽红1号、辽34早、714等以及引进青

皮三号品种.控制了炭疽病对红麻毁灭性危害。60年代末70年代中，国内大面
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积推广国外引进品种青皮三号、非洲红麻的过程中，同时带来红麻炭疽病二号生

理小种，导致国内原有品种严重染病.为尽快克服红麻品种抗病，科研部门经过

筛选抗病新材料、配置新组合，成功选育722. 7139、南选、宁选、7435等，这

些品种产量、抗性比引进上一轮育成品种有很大提高，对解决品种抗性与提高我

国当时纺织原料紧缺发挥了重要作用。80年代选育出高产、优质、多抗品种7804.

粤743、浙433. 832、闽红一号等品种;随着创新种质资源大量积累，综合抗逆

性好、超高产杂交组合“中红系列”、“中杂系列”、“福红系列”、粤743特色品种

投入生产，每年以1-1. 4万Ivnz速度递增，一般增产20%-35%，新品种覆盖率

65 。由于良种高产与抗病融为一体，给我国红麻产业发展和种子集约化生产

注入了新的活力[51

    作物优良种质资源的收集、保存和评价利用是我国农业持续发展不可忽视的

基础性研究工作。丰产、优质、多抗等优异基因的发掘和利用，是作物育种取得

突破性进展的关键，也是我国农业生产飞跃发展的前提。我国十分重视种质资源

的收集保存工作，建国以来数次派专家到东非如肯尼亚和坦桑尼亚等国收集红麻

种质资M117,18.19] .
1.2.1红麻种质资源的收集与保存

    我国十分重视麻类种质资源工作，从“六。五”到“十·五”都把麻类种质

资源研究列入国家科技攻关项目，保证了麻类资源的连续性和系统性。我国原来

保存的红麻种质资源很少，1984年统计仅有68份，且品种间亲缘关系较近，因

此当时的研究工作仅限于搜集、保存和进行简单的性状鉴定。根据“资源共享”

原则，我国得到了红麻9个近缘种遗传资源155份。从非洲搜集到的野生红麻资

源在沼泽地或接近沙模等不同环境下均能生长，表现出较强的抗逆性。1985年

中国农业科学院麻类研究所从美国引进来源于31个国家和地区的红麻品种325

份，并首次搜集到野生资源，大大丰富了我国红麻基因库12'-2-'s. 1986年国际黄

麻组织(UO)为丰富黄、红麻的基因库，先后派了包括我国农业科学院麻类研

究所等单位的5个考察队，到非洲肯尼亚和坦桑尼亚东北部搜集黄、红麻资源[261

我国许多科研单位搜集和保留了红麻种质资源，如中国农科院麻类研究所、广西

农科院、福建农林大学、辽宁省棉麻所、广东省农科院经作所等.1987年我国

己保存有红麻种质资源600多份，2006年我国已搜集保存国内外红麻种质资源
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材料160(〕多份，成为拥有红麻资源数量最多的国家，因此有条件进行系统深入

的研究。

1.2.2红麻种质资源的形态与细胞学分类研究

    在红麻种质资源研究的初始阶段，世界各国主要以植物学形态分类和性状鉴

定为研究重点。根据不同品种的茎色，红麻可分为绿茎和红茎两大类型.在红茎

类型中，红麻可分为微红、淡红、红和紫红等。红麻叶型变化较大，按叶片有无

开裂可分为全叶型和裂叶型两种。在裂叶型品种中，根据裂片数目又分为五裂叶

和七裂叶等。根据不同品种在原产地或接近地区的生育期长短，红麻品种可划分

为特早熟、早熟、中熟、晚熟和极晚熟五种类型。Howard等提出以叶型、茎色、

叶柄色、熟型和花瓣色等性状将红麻进行分类(Dempsey, J.M.1979)。虽然评价

指标和性状有一定变动，但这一评价、鉴定及分类方法一直被广泛采用

  (Edmonds,J.M,1987)。中国农业科学院麻类所根据叶型、茎色、生育期等将68

份红麻种质资源分为23种形态类型(1982)。邓丽卿等((1991)对来源于不同国

家和地区的450份红麻栽培及野生资源进行了分类研究，认为红麻的植物学形态

特征十分丰富，其叶、茎、花、果、种子等都展现出多种多样的形态。如红麻的

叶型有裂叶和全叶两大类;叶柄色分绿、微红、浅红、红、紫等;花冠大小分为

普通型、特大型、小花型等三类;花的颜色有黄、红、紫、蓝等多类;株型分高

大型、矮生短结间型、分枝型等三类;种子分大籽粒与小籽粒等.依据形态观察

结果，把我国保存的红麻种质资源分为29个类型。同时他们以从国外引进的木

模属Furcaria组植物14个种为材料，研究了其形态分类、细胞遗传学和生物学

特性等。研究表明红麻群落内种的差异主要区别于苞片及曹片，其次为叶、茎和

种子等。对细胞遗传学观察的结果表明，红麻的染色体构型一般为18个二价体，

全部配对。但也发现极少数为17个二价体加2个一价体或16个二价体加4个一

价体，没有观察到三价以上的染色体(邓丽卿等，1994)。种间杂交结果表明，

具有相同染色体数目的亲本杂交较易成功;若两亲本染色体数目不同，则以染色

体数目较少的亲本为母本，杂交较易成功;花柱长度基本相同的两个种杂交也较

易成功.粟建光等((1995)对9份红麻材料的核型分析认为，染色体的随体按大

小可分为普通型、较大型和特大型3类。李爱青((1991)研究了7份不同来源红

麻品种的异染色质，发现红麻染色体有两种类型异染色质，且品种间异染色质含
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量变幅较大。唐晓敏(2003)对14个红麻品种的染色体核型进行了研究，结果

表明14个品种的核型基本为对称型，但染色体的随体大小、数目等方面存在一

些差异。可见不同类型随体的存在对红麻基因定位、生物技术应用、种质纯度鉴

定有一定意义。以上研究为红麻细胞遗传学、品种选育和生物学基础研究提供了

科学依据127-301

123 红麻特异种质的鉴定、发掘、及雄性不育材料的创新与利用研究

    经过几十年的努力，我国己初步建成了红麻遗传资源的研究体系，资源性状

鉴定、优异基因的发掘、生物学、纤维品质和分类等研究也取得了很大成就，并

发掘出一大批优、特资源提供育种、科研和生产利用。如福建农林大学育成的高

产、中偏迟熟无刺红麻新品种金山无刺 (祁建民等，1999).茎秆光滑无刺，减

轻了麻农在田间作业和种子收获时的肌肤之苦，受到广大麻农的欢迎。中国农业

科学院麻类研究所在19%年配置的一个杂交组合后代中发现了红麻雄性不育

株。其开花时自交结实率为0，表现为全不育。雄性不育株来自于从澳大利亚引

进的红麻品种ATA的组合后代。雄性不育株的发现对大规模利用红麻杂种优势

具有重要的理论和实际意义(陈安国，2003) 131-'210 2006年中国麻类研究所已

成功利用其所发现的雄性不育系配置出优势较强的杂交红麻新组合。此外，2001

年湖北农学院在红麻杂交、自交和卫星搭载红麻种子后代中发现了一类表现数量

遗传特征的雄性不育株，其原始群体中有半不育、可育和后期发生育性转换等现

象。他们还在野生红麻中发现了一株雄性不育突变体，表现为花药瘦瘪不裂开，

当即以栽培品种为父本于两类不育材料杂交，还以野生红麻为母本与栽培品种杂

交，于2004年育成K03A红麻雄性不育系。此后，还育成了保持系，并测交筛

选出优势为中等的杂交红麻组合。

1.2.4 红麻种质资源的分子标记及亲缘关系研究

    红麻是常异花授粉作物，自然杂交率可达20%以上。在鉴定红麻品种来源

时，仅凭种子外观、叶型、茎色、熟期等农艺性状无法准确鉴定遗产多样性与亲

缘关系。而且红麻花大色艳，蜜腺特别丰富，容易通过蜜蜂、昆虫等传播花粉，

使得自然杂交率提高，部分农艺性状变异较快。因此，其遗传变异、亲缘关系难

以从表型上加以区别，有必要研究一种简便、科学、有效的方法来鉴定红麻种质

材料的亲缘关系，以及明确种质间的遗传差异性，为红麻新品种的选育、杂交亲
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本的选配和红麻生产利用提供可靠的科学依据。试验表明，分子标记技术能很好

地区分、鉴定品种及明确品种资源间的遗传关系。郭安平等(2002)利用RAPD

标记对Furcari组中红麻及其6个近源种25份材料，用筛选的16个引物扩增出

192个RAPD条带，其其中多态性条带149条，多态性比率为77.6%，并将25

份材料划分为7个组。可将近源种与栽培品种按亲缘关系远近清楚分为不同的类

群。程舟等(2003)用AFLP分子标记技术对红麻种质资源遗传多样性进行了研

究，实验结果支持了红麻起源于非洲的假设，并证实了栽培红麻首先被引到亚洲，

并进一步被传播到中北美洲.同时对从日本和美国引进的33份红麻种质资源进

行了RAPD标记分析，以其图谱为基础构建了树状图，进一步明确了这些材料

的来源。安徽农业大学的唐晓敏等也用RAPD分子标记对15份红麻材料进行了

聚类分析，将其按亲缘关系远近进行了分类。结果表明所用材料之间差异不大，

亲缘关系很近(33-341.祁建民等(2003)用ISSR和RAPD技术研究了黄麻种质资

源的遗传多样性及其亲缘关系，能较好地揭示种间和种内基因型的遗传差异和亲

缘关系。中国麻类所李德芳利用杂交亲本的血缘关系研究和分析了我国新育成品

种的亲缘与血缘关系。陶爱芬用ISSR技术分析了红麻优异种质资源遗传多样性

与亲缘关系(17][ 35].王晓飞、祁建民等((2005)对94份红麻材料用SRAP分子标

记进行了聚类分析，揭示了野生种与半野生种和栽培品种之间的基因型遗传差异

较大。而在栽培品种的不同类群中，也存在一定的遗传差异1361

1.2.5红麻特异种质创新与抗虫、抗除草剂转基因研究

    随着基因工程技术的发展，人们越来越重视利用基因工程技术来改良作物品

种。红麻基因工程的研究起步较晚但进展迅速，曹德菊等(2000)对利用花粉管

法将外源抗除草剂基因导入红麻的有效方法及参数进行了研究，并通过PCR分

析及Southern杂交技术对所获抗除草剂转基因红麻进行了分子水平的验证，证明

外源抗除草剂基因已整合入红麻基因组网。如福建农林大学采用花粉管通道法将

竺麻的DNA直接导入并和辐射诱变技术结合，通过回交与轮回选择等技术，在

我国首次创新2份茎秆光滑无刺的稀有红麻重要种质901和902，并育成了茎秆

光滑无刺的品种金山无刺。最近又相继育成无刺超高种子产量(高油)的特用红

麻新类型红光1号、红光2号，并在亚油酸的多用途研发上有重大进展(} 祁建

民、徐建堂等通过花粉管法将外源抗曳 抗除草剂基因导入红麻基因组，目前已
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选育出表现高抗的品系，其大田和实验室分子水平鉴定已经得到验证。

1.2.6红麻种质遗传改良优异材料的创新

    我国红麻种质资源的研究起步晚，但经过几十年由简单到深入的发展已取得

了很大成就，鉴定、评价的方法也有了较大进展。先后鉴定出一批由系统选育、

杂交育种和杂种优势利用所育成新品种的重要遗传资源，如红麻7号、非洲裂叶、

EV 41等:评价、鉴定出一批高产、优质、抗病的优异资源，如纤维品质优异

种质资源泰红763,闽红397、印度红、福红5号、福红7号等，高产优质遗传

资源福红2号、福红3号、福红951、福红991, KB11, KB2等，优异高抗资源

85-224, 85-133等。我国红麻种质资源的搜集、鉴定、评价和创新等研究工

作对红麻品种改良起到了重要作用[39401.至20世纪80年代我国红麻育种取得了

较大突破，育成了一批高产优质抗病新品种，并在生产上大面积推广应用，使我

国红麻单产居国际领先水平。“十·五”期间我国育种单位选育的福红951,福

红952, KB11, KB2,闽红88/31、浙3等品种，比对照粤743增产12.39%-17.75%,

其它性状大部分优于对照。中国农业科学院麻类研究所选育的H305, SCS11-04

分别比对照红引135增产22.10%和17.04%，其纤维品质、主要农艺性状、抗逆

性均优于对照(汤清明等，2001)14'421.福建农林大学根据红麻为喜温短日常异交

作物的特性，改革了红麻传统的育种程序，采用混合一系谱法与穿梭育种法相结

合的综合育种新技术，育成了一批丰产性高、纤维品质优良、稳定性好、适应性

广的红麻新品种，如福红1号、福红2号、福红3号、福红991、福红992等福

红系列品种。2003-2004年通过的福建省区试鉴定品种福红992两年8点次平

均每公顷原麻产量7778t，比对照粤743增产25.7%，居福建省区试供试品种首

位(陈双龙等，2005) [4'31.
1.2.7 国外红麻种质资源研究进展

    国外红麻种质资源的研究始于20世纪中叶.1943年美国衣业部曾与联合纤

维共同体(CFC)合作，在古巴开展了一个红麻研究项目，成功地选育了几个优良

红麻品种Cubal08, Cuba2032等[44471.美国于上个世纪六十年代通过种间杂交，

引进木懂属近缘种的抗根结线虫基因，玫瑰麻(H.Sabdariffa var altissima )被确

认为最理想的提供外源抗原的红麻近缘种.美国科学家。lyer, Cook,

Mullin等己发表了一系列有关病原病害或根结线虫影响红麻产量的报道。

Riggs,

  因此，
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对红麻种质抗这些逆生境的鉴定与评价工作尤其必要。过去几十年中，美国等国

家红麻品种改良研究在增强品种的增产潜力，提高抗炭疽病和根结线虫能力方面

取得了很大成功[4a-511。今后的重点将继续放在提高红麻种质的纤维品质、增强抗

根结线虫、真菌病害和盐碱能力等方面，以保持红麻种植业的健康、快速发展。

    21世纪农作物育种技术的总体发展方向是:种质扩增、改良和创新提高农

产品的质量;应用生物技术研究，提高育种效率和创新能力。红麻育种核心目标

是加速提高杂交种的生产潜力和利用价值。通过遗传改良的途径，达到抗病、抗

虫、优质、耐早、耐贫痔、耐低磷等种质的创新，以及在红麻杂种优势利用上的

跨越发展(陈安国等，2001) [521.由此可见红麻优异种质资源的评价、鉴定和

创新在红麻新品种选育和生产发展中有着举足轻重的作用。

13 遗传标记及其应用

    遗传学上通常将生物体中可识别的染色体或染色体的一段、等位基因、或在

家系中传递的任何一种遗传特性等称为遗传标记(genetic markers).遗传标记的

内涵是随着遗传学，特别是基因概念的发展而发展的。经典翘传学中是以形态标

记和细胞学标记为基础的。20世纪末，由于遗传学在基因定位、遗传作图、基

因组研究及群体遗传学与进化遗传学等领域的扩展与应用，经典的、基于表型的

形态学、细胞学水平上的遗传标记已经远远不能满足要求，一批新型的遗传标记，

如蛋白质标记、同工酶标记、DNA标记等分子标记被开发利用1191 [53-55]。当前遗

传标记主要有4种类型:

    (1)形态标记(morphological markers):即植物的外部特征特性，如株高、

根粗、穗长、粒色、生物学产量等。在众多的遗传标记中，形态学标记的应用历

史最为悠久。孟德尔正是利用豌豆7对单基因控制的形态性状进行研究，并建立

了著名的分离规律和自由组合规律。形态标记简单直观，但其标记数有限、多态

性很差、易受环境条件影响。因而其在应用上极其有限。

    (2)细胞标记(cytological markers):染色体畸变如倒位、移位等使得染

色体数目及结构的变化常常引起表型的变化，因此染色体的变化可以作为一种细

胞学的遗传标记。细胞学标记主要是染色体核型(染色体数目、大小、着丝点位

置等)和带型。显然这些标记的数目也很有限。



应用SRAP和ISSR分子标记构建红麻的遗传连锁图谱

(3)生化标记(biochemical markers):主要包括同工酶和贮藏蛋白，其标记

  数亦有限，不能满足种质资源鉴定和育种工作的需要。

            表1常用的DNA分子标记特性比较

Table 1 The comparison of main DNA molecular Markers

RFLP        RAPD       AFLP        SSR SRAP

高

高

高

  特性

  分布

可靠性

重复性

多态性

DNA需

  求

放射性

技术难

  度

样品生

产率

时间因

  紊

探针类

  型

普追

  高

  高

中等

2一Ong

  普遍

  中等

  中等

  高

1-l00ng

普遍

  高

  高

非常高

loong

  普遍

  高

  高

  高

SO-l00ng

普遍

高

高

2-30ng

非常高

2-30ng

一般有

中等

有或无

中等

中低

快

  低拷贝

  DNA或

cDNA克隆

  低拷贝编

  码区域

随机序

列

    特异

DNA重复

  序列

  整个基

  因组

特异 特异

DNA序列 DNA序列

探测部

分

整个基

因组

整个基

因组

整个基

因组

整个基

因组

    (4)分子标记(molecular markers)是一种新的理想的遗传标记形式。分

子标记辅助选择(Molecular marker-assisted selection，简称MAS)是现代分子生物

学与传统遗传育种的结合点，借助分子标记可以对育种材料从DNA水平上进行

选择，从而达到作物产量、品质和抗性等综合性状的高效改良。20世纪80年代

初，限制性内切核酸酶技术和基因扩增技术以及随之而来的DNA直接测序，引
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发了对DNA多态性的研究。DNA分子标记是在DNA分子水平上，通过一定方

式或特殊手段来反映生物个体或种群之间具有差异性状的DNA片段。它有以下

优点:(1)在植物体的各个组织、各发育阶段均可检测到，不受外界环境限制，

不存在表达与否的问题;(2)多态性高;(3)数量极多，遍布整个基因组.目前，

分子标记己广泛应用于种质资源研究、遗传图谱构建、目的基因定位、起源进化

研究和标记辅助选择育种等方面。分子标记育种需要以下技术的支撑:(D多态

性高的分子标记绘制的遗传图谱;(2)高效自动化技术:(3)与目标农艺性状基

因紧密连锁的经济有效的分子标记.生物在长期进化过程中产生了许多由DNA

碱基序列变异所致的遗传变异。以物种内这种极为丰富的DNA碱基序列变异为

基础发展起来的分子标记技术已相继出现几十种，它们各具特色，为不同的研究

提供了丰富的技术手段。但是分子标记育种技术目前尚不完善和成熟，其不能作

为一种育种方法单独使用，应将分子标记育种技术与常规育种技术相结合Iss-sal

目前，常用的DNA分子标记有RAPD, RFLP, AFLP, SSR, 1SSR, SNP和SRAP

等。常用分子标记的特性如表1.

1.3.1 SRAP

    相关序列扩增多态性(Sequence-related amplified polymorphism)是一

种新型的基于PCR的标记系统，是由美国加洲大学蔬菜系Li与Quiros博士于2001

年在芸蔓属植物开发出来，又叫基于序列扩增多态性(sequence-based

amplified polymorphism, SBAP)。引物设计是SRAP分析的核心。SRAP分为上下

两套引物。在一组正向引物长17bP, 5'端的前10 by是一段填充序列，紧接着是

CCGG与前面的填充序列组成一套引物核心序列，加上3'端3个选择碱基SRAP引物

中使用“CCGG”序列，其目的是使之特异结合可译框。RFs(open reading frames)

区域中的外显子。研究表明外显子一般处于富含GC区域，如拟南芥2和4号染色体

的拿序列中，外显子CG比例分别为46.5W44.08%，而内含子中则为32.1仰

33.08%;而且除着丝粒区域有较低基因密度外，基因几乎平均分布在这两个染

色体上。在另一组反向引物长18bp, 5'端的前llbp是一段填充序列，紧接着是

AATT，它们组成核心序列及3‘端3个选择碱基，对内含子区域、启动子区域进行

特异扩增.产生多态性是因个体不同以及物种的内含子、启动子与间隔区长度不

同。由于外显子序列在不同个体中通常是保守的，这种低水平多态性限制了将它
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们做为标记的来源。由于内含子、启动子和间隔序列在不同物种甚至不同个体间

变异很大，富含AT的区域序列通常见于启动子和内含子中，SRAP中使用的反向引

物的31端含有核心AATT，以特异结合富含AT区，这就使得有可能扩增出基于内

含子与外显子的SRAP多态性标记。该标记具有简便、高效、产率高、高共显性、

重复性好、易测序，以及便于克隆目标片段的特点，目前己被成功的应用于遗传

多样性分析、遗传图谱的构建、重要性状的标记以及相关基因的克隆等方面。

Budak等利用SRAP标记分析了野牛草(Buffalograss)的43个基因型遗传多样性，

结果也表明SRAP是一个评价遗传多样性、品种鉴定和系统发生的有效工具。目前

已在其他作物如马铃薯、芸墓、水稻、玉米、莲藕、红花、芝麻、西瓜、花生、

生菜、油菜、大蒜、苹果、樱桃、柑橘、甘薯、辣椒、烤烟、芹菜以及草业中成

功扩增。并用SRAP分子标记成功构建了芸墓、烤烟、棉花、黄瓜、甘薯等的遗传

连锁图谱，定位了黄瓜的始花基因.159-74]

    由于SRAP是近年刚刚发展起来的分子标记，对它详细反应体系的建立的报道

较少，而且引物应用于不同的物种反应条件也不同，因此对引物的筛选和反应条

件的优化是非常必要的。本研究以阿联红麻和Ga42为亲本杂交产生F2代构建红麻

的遗传连锁图谱，旨在探讨红麻DNA的提取和SRAP分子标记构建红麻遗传连锁图

谱的可行性。为进一步开展红麻的基因定位、标记辅助育种、数量性状位点

(Quantitative Trait Loci. QTL)定位等提供科学的依据。

1.3.2 SRAP与其它分子标记的比较

    每一种分子标记都具有其优点和缺点(如表1).由于PCR技术的优点，基于

PCR的标记体系类型多样，应用广泛，但各自的复杂性、可靠性与遗传信息不同。

如RAPD方法简单、成本低，但重复性较差、检测位点不多;SSR多为共显性、

重复性好，但位点较少、引物开发成本高;AFLP谱带多，但分析程序复杂、成

本高，有时要用到同位素;多数情况下，RAPD与AFLP标记测序需要克隆，增加

3工作量。Ferriol等(2003)对甜瓜 (Cucurbita pepo)的2个变种69份不

同类型代表性材料遗传多样性进行了SRAP, AFLP标记与形态学分析，结果表明，

与形态学变异及类型的进化历史一致性方面，SRAP标记提供的信息比AFLP标记

更优良;11个SRAP引物组合获得88条可重复的条带，平均8条，其中64条(72.7%)

为多态，大小在154-653bp之间;利用SRAP标记对笋瓜(C. maxima) 19份种质
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及8份南瓜属材料遗传多样性进行分析，24个引物组合产生的114个标记中多

态性占33%，虽然低于RAPD比例，但聚类分析与主坐标分析表明，SRAP标记分

析可将材料按照使用类型(食用、饲用、观赏用)来分组。因此，在对育种目标

性状的评价方面，明显优于RAPD标记Ps-}

    与其它分子标记相比，SRAP的特点主要表现在:方便快速，只需要极少量DNA

材料，不需要Southern杂交，不需要预先知道DNA的顺序信息，试验结果稳定

可靠，可以快速获得大量的信息。而且再现性高，重复性好，因而非常适合于品

种指纹图谱的绘制，遗传连锁图的构建及遗传多样性等方面的研究。在一些多态

性很少，而且待测样品较少的情况下，用SRAP分析能达到满意的结果。研究结

果均表明SRAP所产生的多态性远远超过了RFLP和RAPD等，目前被认为是DNA

分子标记技术中多态性最为丰富的一项技术。由于SRAP特殊的引物设计，可检

测基因的可译框区域，因而体现的是物种基因之间的多态性，因而检测的结果更

能反映物种的遗传多样性和亲缘关系四。

1.4 分子遗传连锁图谱的构建及研究进展

      构建遗传连锁图谱的基本步骤包括:选择适合作图的DNA标记;根据遗传材

料之间的DNA多态性，选择用于建立作图群体的亲本组合;建立具有大量DNA标记

处于分离状态的分离群体或衍生系;测定作图群体中不同个体或株系的标记基因

型;对标记基因型数据进行连锁分析，构建标记连锁图。

1.4.1 理论基础

    连锁图谱构建的理论基础是染色体的交换与重组。在细胞减数分裂时，非同

源染色体上的基因相互独立、自由组合，同源染色体上的基因产生交换与重组，

交换的频率随基因间距离的增加而增大。位于同一染色体上的基因在遗传过程中

一般倾向于维系在一起，而表现为基因连锁.它们之间的重组是通过一对同源染

色体的两个非姊妹染色单体之间的交换来实现的。假设某一对同源染色体上存在

A-a, B一两对连锁基因，现有两个亲本PI和P2，它们的基因型分别为AABB和aabb,

两亲本杂交产生AaBb双杂合体。Fi在减数分裂过程中应产生4种类型的配子，其

中两种为亲型配子AB和ab，两种为重组型配子Ab和aB。由于A-a和B一位于同一染

色体上，要产生重组型配子必须在这两个基因的连锁区段上发生交换。重组型配
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子所占的比例取决于减数分裂细胞中发生交换的频率。交换频率越高，则重组型

  配子的比例越大。重组型配子最大可能的比例是50%，这时在所有减数分裂的细

胞中，在两对基因的连锁区段上都发生交换，相当于这两对基因间无连锁，表现

为独立遗传。重组型配子占总配子的比例称为重组率，用r表示。重组率的高低

取决于交换的频率，而两对基因之间的交换频率取决于它们之间的直线距离。重

组率的值变化于完全连锁时的0%到完全独立时的50%之间。因此重组率可用来表

示基因间的遗传图距，图距单位用厘摩 (cent!-Morgan, cM)表示，1cm的大小

大致符合1%的重组率四.

1.4.2 作图群体的建立

    要构建DNA标记连锁图谱，必须建立作图群体。建立作图群体需要考虑的重

要因素包括亲本的选配、分离群体类型的选择及群体大小的确定等。

1.4. 2.1、亲本的选配

    亲本的选择直接影响到构建连锁图谱的难易程度及所建图谱的适用范围。一

般应从四个方面对亲本进行选择，首先要考虑亲本间的DNA多态性。亲本之间的

DNA多态性与其亲缘关系有着密切关系，这种亲缘关系可用地理的、形态的或同

工酶多态性作为选择标准。一般而言，异交作物的多态性高，自交作物的多态性

低。第二，选择亲本时应尽量选用纯度高的材料，并进一步通过自交进行纯化。

第三，要考虑杂交后代的可育性。亲本间的差异过大，杂种染色体之间的配对和

重组会受到抑制，导致连锁座位间的重组率偏低，并导致严重的偏分离现象，降

低所建图谱的可信度和适用范围;严重的还会降低杂种后代的结实率，甚至导致

不育，影响分离群体的构建。由于各种原因，仅用一对亲本的分离群体建立的遗

传图谱往往不能完全满足基因组研究和各种育种目标的要求，应选用几个不同的

亲本组合，分别进行连锁作图，以达到相互弥补的目的。第四，选配亲本时还应

对亲本及其Ft杂种进行细胞学鉴定。若双亲间存在相互易位，或多倍体材料(如

小麦)存在单体或部分染色体缺失等问题，那么其后代就不宜用来构建连锁图谱

洲。

1.4.2.2 分离群体类型的选择

    根据其遗传稳定性可将分离群体分成两大类:一类称为暂时性分离群体，如

凡、Fa,凡、BC、三交群体等，这类群体中分离单位是个体，一经自交或近交其
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遗传组成就会发生变化，无法永久使用。另一类称为永久性分离群体，如RI, DH

群体等，这类群体中分离单位是株系，不同株系之间存在基因型的差异，而株系

内个体间的基因型是相同且纯合的，是自交不分离的。这类群体可通过自交或近

交繁殖后代，而不会改变群体的遗传组成，可以永久使用。构建植物遗传连锁图

谱的群体有:F2代群体、回交群体(Bc)、回交自交系群体((BIL),重组自交系群

体(R工IS)、单粒传系群体(SSD)、加倍单倍体群体(WHO、近等基因系群体((NII)，

不同群体的特点见表2。目前构建遗传连锁图谱主要应用F2代群体、RIIs和DH群

体。F2代群体能提供大量的信息，但实验不能重复，而构建永久性分离群体是作

图成功和高效的关键，RILs和DH群体为永久性群体，稳定性较好[71
                                  衰二 主共作.屏件类盛及特点

                    Table 2  Types and characteristics of main mapping population
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1.4.2.3 群体大小的确定

    遗传图谱的分辨率和精度，很大程度上取决于群体大小。群体越大，则作图

精度越高。但群体太大，不仅增大实验工作量，而且增加费用。因此确定合适的

群体大小是十分必要的。合适群体大小的确定与作图的内容有关。大量的作图实

践表明，构建DNA标记连锁图谱所需的群体远比构建形态性状特别是数量性状的

遗传图谱要小，大部分己发表的分子标记连锁图谱所用的分离群体一般都不足

10。个单株或家系.而如果用这样大小的群体去定位那些控制农艺性状尤其是数

量性状的基因，就会产生很大的试验误差.从作图效率考虑，作图群体所需样本

容量的大小取决于以下两个方面:一是从随机分离结果可以辨别的最大图距，二

是两个标记间可以检测到重组的最小图距。因此，作图群体的大小可根据研究的

目标来确定。作图群体越大，则可以分辨的最小图距就越小，而可以确定的最大
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图距也越大。如果建图的目的是用于基因组的序列分析或基因分离等工作，则需

用较大的群体，以保证所建连锁图谱的精确性.在实际工作中，构建分子标记骨

架连锁图可基于大群体中的一个随机小群体(如150个单株或家系)，当需要精细

地研究某个连锁区域时，再有针对性地在骨架连锁图的基础上扩大群体.这种大

小群体相结合的方法，既可达到研究的目的，又可减轻工作量。作图群体大小还

取决于所用群体的类型。如常用的F2和BC,两种群体，前者所需的群体就必须大些。

这是因为，F2群体中存在更多种类的基因型，而为了保证每种基因型都有可能出

现，就必须有较大的群体.一般而言，F2群体的大小必须比BC,群体大约大一倍，

才能达到与BC,相当的作图精度.所以说，BC,的作图效率比F2高得多。在分子标

记连锁图的构建中，DH群体的作图效率在统计上与BC，相当，而RI群体则稍差些。

总的说来，在分子标记连锁图的构建方面，为了达到彼此相当的作图精度，所需

的群体大小的顺序为F2>RI>BC,和DHI7<1 o

1.4. 2.4 分离数据的收集与数字化

    从分离群体中收集分子标记的分离数据，获得不同个体的DNA多态性信息，

是进行遗传连锁分析的第一步。通常各种DNA标记基因型的表现形式是电泳带型，

将电泳带型数字化是DNA标记分离数据进行数学处理的关键。下面以RFLP为例来

说明将DNA标记带型数字化的方法.假设某个RFLP座位在两个亲本 ((Pi, P2)中各

显示一条带，由于RFLP是共显性的，则F,个体中将表现出两条带，而F2群体中不

同个体的带型有三种，即P,型、P2型和F,(杂合体)型。可以根据习惯或研究人

员的喜好，任意选择一组数字或符号，来记录F2个体的带型。例如，将P,带型记

为1, P2带型记为3, F,带型记为2。如果带型模糊不清或由于其它原因使数据缺失，

则可记为0。进行DNA标记带型数字化的基本原则是，必须区分所有可能的类型和

情况，并赋与相应的数字或符号。比如在上例中，总共有4种类型，即P:型、Fi

型、P2型和缺失数据，.故可用4个数字1, 2, 3和0分别表示之。如果存在显性标

记，则F2中还会出现两种情况。一种是Pi对P2显性，于是P,型和F,型无法区分，这

时应将Pi型和Fl型作为一种类型，记为4。另一种情况正好相反，Pz对PI显性，无

法区分Pz型和Fi型，故应将它们合为一种类型，记为5.对于BCi, DH和RI群体，

每个分离的基因座都只有两种基因型，不论是共显性标记还是显性标记，两种基

因型都可以识别，加上缺失数据的情况，总共只有3种类型。因而用3个数字就可
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  以将标记全部带型数字化。在分析质量性状基因与遗传标记之间的连锁关系时，

也必须将有关的表型数字化，其方法与标记带型的数字化相似。例如，假设在DH

群体中，有一个主基因控制株高，那么就可以将株系按植株的高度分为高秆和矮

秆两大类，然后根据亲本的表现分别给高秆和矮秆株系赋值，如1和2。将质量性

状经过这样的数字化处理，就可以与DNA标记数据放在一起进行连锁分析。DNA

标记数据的收集和处理应注意以下问题:(1)应避免利用没有把握的数据。由于

分子多态性分析涉及许多实验步骤，很难避免出现错误，经常会遇到所得试验结

果(如X一光片)不清楚等问题。如果硬性地利用这样没有把握的数据，不仅会严

重影响该标记自身的定位，而且还会影响到其它标记的定位。因此，应删除没有

把握的数据，宁可将其作为缺失数据处理或重做试验。(2)应注意亲本基因型，

对亲本基因型的赋值(如Pi型为1. P2型为2)，在所有的标记座位上必须统一，千

万别混淆。如果已知某两个座位是连锁的，而所得结果表明二者是独立分配的，

这就有可能是把亲本类型弄错引起的。(3)当两亲本出现多条带的差异时，应通

过共分离分析鉴别这些带是属于同一座位还是分别属于不同座位。如属于不同座

位，应逐带记录分离数据四。

1A3 遗传连锁图谱的研究进展

      我国的植物基因组及相关研究始于20世纪90年代初，比国外晚3̂-6年。

1992年，我国农作物的基因研究项目— “中国水稻基因组”计划正式开始启

动。不久，国家“863", "973", "948"、国家自然科学基金、国家基础研究项目、

国家攻关计划以及各部门与地方上的许多研究计划都先后设立了许多与植物遗

传连锁图谱构建有关的研究项目，如国家“863”计划设立了“大豆基因图谱的

构建与抗病基因标记”等项目。自我国植物遗传作图开展以来，发展非常迅速，

在短短的十几年时间内，已有上千名科学工作者和几十家高校及科研单位投人该

领域研究，促进该研究领球的快速发展.目前，我国己构建了主要农作物的遗传

连锁图，并完成了部分林木遗传连锁图谱的绘制。目前用于植物遗传作图的主要

分子标记有RFLP, RAPD, AFI P, SCAR, SSR, TAS, ISSR等1791，而新开发的SRAP

分子标记仅在芸苔、棉花、黄瓜、甘薯中成功构建了遗传图谱[62-&] 1711，我们用

SRAP构建的红麻的首张遗传图谱，填补了国内外的遗传图谱领域的一个空白遗

传连锁图谱的构建是进行基因组系统研究的基础，而红麻遗传连锁图谱的构建目
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前国内外尚未见到报道。图谱构建后可为进一步的构建高密度的分子标记连锁

图、红麻基因克隆、基因定位、分子标记辅助育种等研究的开展打下坚实的基础，

从而促进现代生物技术与常规育种技术相结合，缩短育种进程，提高育种效率，

大大促进红麻遗传育种的理论与实践，为红麻改良应用提供有价值的科学依据.

1.4.4构建DNA分子遗传图谱的应用研究

1. 4. 4. 1 QTL定位

    遗传图谱构建的一个重要方面就是将数量性状分解成多个QTL，将这些QTL

定位到染色体的精确位点，并计算每一QTL对表型的贡献率以及各个相对QTL间的

相互作用方式(如加性效应、显性效应和隐性效应等)及不同QTL之间的互助关系。

这不仅可以阐明复杂的多基因控制的数量性状的遗传基础，而且可以根据QTL相

邻的分子标记及QTL对表型的贡献大小，实现对数量性状的分子标记辅助选择1801

随着分子遗传图谱的建立和发展，QTL定位经历了单标记定位法、区间作图法和

复合区间作图法等几个阶段1811

    近年来主要对农作物的育性、抗性、生长发育、产量及其构成因素和品质等

进行了研究，在有关的染色体连锁群上找到了相应的QTL位点181. 821。这些研究结

果对进一步辅助选择育种及基因克隆都有重要意义。例如王风平等831利用全基因

组QTL扫描方法对水稻一个釉型光敏不育组合(320015/明恢63)的240个Fz群体

的育性相关位点进行了检测，结果发现在第2, 3, 7, 9和11染色体上分别找到了

育性相关的QTL-ft点.李维明等1841的研究发现，控制小麦千粒重的QTL有2个，被

定位在7D染色体上。

1.4.4.2比较基因组研究

    比较基因组研究主要是利用相同的DNA分子标记在相关物种之间进行遗传或

物理作图，比较这些标记在不同物种基因组中的分布特点，揭示染色体或染色体

片段上的基因及其排列顺序的相同(共线性)或相似性(同线性)，并由此对相关物

种的基因组结构和起源进化进行分析18A。例如Moore等1861在水稻19个连锁区段的

基础上，对水稻、小麦、玉米、谷子、甘蔗、高粱6种作物进行了比较遗传作图。

将6种作物的染色体分成区段并重排，发现其具有高度相似性。6种作物的保守同

源区段排列在一起形成了一个环状的禾本科原始基因组框架，表明它们来源于一
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个共同的祖先，这对起源进化的研究具有重大意义。比较基因组研究除了对进化

研究领域有重大影响外，还可显著增加各种植物可供利用的遗传标记的数量，这

对遗传研究较为滞后的植物来说尤为重要(971。目前，一些生物的基因组全序列侧

序已经完成，比较基因组研究也随之步入了一个新的时代，即可直接在DNA序列

水平上对不同生物基因组进行分析，从而对生物的遗传本质达到更深刻的了解

阅。

1.4.4.3基于遗传图谱的基因克隆

    克隆基因是分子遗传图谱构建最重要的应用之一。基于遗传图谱的基因克隆

也叫定位克隆(Posi-tional cloning)，又称图位克隆(Map- basedcloning)

1881随着高密度遗传图谱和物理图谱的构建，定位和克隆已成为可能.其过程为

首先利用分子遗传图谱，在目标基因的侧翼得到连锁非常紧密的标记;然后由这

些标记去筛选大片段DNA文库，鉴定出与标记有关的克隆，继之以亚克隆和染色

体步移((Chromosome walking)获得含有目的基因的克隆片段，最终再辅之以转化

和互补测验加以验证1851。近年来，运用基于图谱的克隆技术已分离到了大量的植

物基因，尤其是与抗病有关的基因189.网。例如利用图位克隆法已得到了水稻的

白叶枯抗性基因Xa2l1911和Xal基因陶.

1.4.4.4标记辅助选择(Marker--assisted selection, MAS)

    MAS就是通过对与目标性状(基因)紧密连锁的分子标记的检测达到对目标性

状的控制。而传统的选择主要是依靠肉眼观测表型性状，这对于受环境条件影响

较大的性状则选择效率很低，对于抗病性等质量性状的选择则需采用特殊的接种

方法才能鉴定筛选，而生理生化等性状的选择程序则更为复杂。MAS则直接从DNA

水平检测目的基因的有无，不受植株生长、性状表达与否(如隐性基因)的影响，

真实可靠(90(. MAS的优越性主要体现在以下几个方面1931:可克服性状基因型鉴

定的困难;可克服性状表现型鉴定的困难;可以在早期进行选择;可以进行更广

泛和强度更大的选择;可进行非破坏性性状评价和选择;可提高回交育种效率。

例如利用传统回交方法将一个野生种的优良基因转移到栽培品种中，回交20代以

上还有可能带有100个以上的其它非期望基因。如果是QTL的转移，由于上位效应

问题和连锁累赘更为复杂，将更加困难。利用MAS可以允许选择出那些含有重组

染色体(打破了连锁累赘)的个体，从而帮助减小不需要的染色体片断，使得育种
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效率至少提高10倍以上1941

2材料与方法

2.1材料

2.1.1植物材料

    以GA42和阿联红麻为亲本，杂交产生Fi代，对F1套袋自交得F2代.将F2单株种

植，获得270株单株，随机选取203株单株作为作图群体.其中GA42是来源于加

纳的半野生种品种，为裂叶绿杆型，种子千粒重28克;阿联红麻是来源于埃及的

栽培品种，为圆叶红杆型，种子千粒重特大为40克以上，花、果、茎等可标记性

状丰富。2005年Fi代到海南三亚福建南繁基地种植，2006年亲本及F2代在福建农

林大学遗传所田间实验基地种植。

2.1.2实验所用引物

    SRAP引物采用Li和Qulros、林忠旭等人1741发表的引物，引物购自上

表3 SRAP上引物编号及序列

Table 2.2 List of SRAP forward primers and their sequence in this stu勿

上引 引物序列

物代号

TGA OTC CAAACCGGATA

弓!物序列

TGA GTC Me12

IGA GTCCAAACCGGAAC

TGAGTCCAAACCGGAGA

TGA GTC CAA ACCGGA Ar Mel3

︸
~
GGwr
GGw
OGwr
OGix

TGA GPC CAAACCGGACC

朴朴朴︸︸﹃

AAG
AcA
AcG

TGA GPC CAAACCGG

TGA GTC

TGA GTC

TGAGTC CAAACC GGACT

  IGA GTCCAAACCGGAGG

Me14

Mel5

Mel6

Mel7

Mel$

Mel9

Mel
撇
耐
柑
而
枷
撇
姗
Meg
Me10 TGA GTCCAAACCGGAAA



福建农林大学硕士学位论文

表4 SRAP下引物编号及序列

Table 2.3 List of SRAP forward reverse primers and their sequence in this study

  下引

物代号

弓1物序列 下引物

代号

弓!物序列

GAC TGC GTA CGAATT AAT

GAC TGC GTA CGAATT TGC

GAC TGCGTA CGA ATT GAC

GAC 7GC GTA CGA ATT TGA

GACTGCGTACGAATTAAC

GACfUCGTACGAATTCTT

GACTGCGTACGAATT GAT

GACIGCGTA CGAATTGCA

GACTGCGTA CGA ATTCAA

GACTGCGTA CGA ATT CA

GACTGCGTACGAATT CGA

GACIGCGTACGAATT CCA

GACIGC GTA CGAATTAG GACPUCGTACGAATT CCT

Mell
Me12
Mel3
Mel4
Mcl5
Me16
Me17
峥
Melg

嫩
械
初
Me4
Me5
Me6
Me7
Me8
Meg
Me10

海生工，上引物19个，编号为Mel一Mel9。下引物19个，编号也是Eml- Em19.

SRAP引物编号及序列见表3和4.

1SSR引物:30个ISSR引物购自上海生工，编号为UBC801-UBC870.

2.2方法

2.2.1遗传作图亲本及F2群体的建立

    本实验选用的作图杂交亲本是在已有的表型性状及ISSR和SRAP等分子标

记聚类分析的基础上选择遗传距离远的品种作为杂交亲本，为保证实验顺利进行

和进行比较分析，我们选取了六个杂交组合，分别为GA42/P1联红麻、福红992/

阿联红麻、金光无刺洞联红麻、金光无刺NG93, UG93厕联红麻、H118/阿联

红麻等正反交组合，为了使各组合花期吻合，对极晚熟品种H118进行每天10小

时的短日照处理，于现蕾开花前每天下午去除次日将要开花的母本的雄蕊并套

袋，第二天早上7, 8点时用杂交父本的花粉给母本花蕾授粉并重新套袋，所获Fi

代种子于当年冬到海南加代，Fi套袋自交获得F2代种子，根据显隐性关系及表型
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去除假杂种，例如裂叶对圆叶为显性，红杆对绿杆为显性。再选择农艺性状差异

和基因组DNA遗传距离较大的杂交组合在福建农林大学遗传所田间实验基地种

植F2代幼苗，观察并记录Fl代和F2代的表型性状。最终，我们选取了组合GA421

阿联红麻的F2代幼苗提取F2群体各单株基因组DNA在一20保存作为作图群体

DNA.

  2.2.2.技术路线

2.2.3红麻基因组DNA的提取

    采用经改进后的CI'AB法:称取5g红麻各单株苗期幼嫩叶片，加入0.3g左

右的PVP，用液氮研磨成粉末，迅速装入SOml离心管，先加入150 -300111 13-

疏基乙醉，再.加入 ism1提取缓冲液 [Tris-HCL(PH=8.0) ,

100mmol/L;NaCL,1.4mo1JL; EDTA(PH=8.0), 20mmoltL),混匀，放入4℃冰箱中，

直到研磨完所有的样品，加入2.5 ml在65℃下预热的15%CTAB，轻轻混匀，在

65℃水浴30min，冷却至室温，加入等体积的氛仿屏戊醇(24: 1).温和上下颠

倒离心管30-50次，4800cpm离心20min，取上清，转入新的离心管，并加等体积

的氯仿屏戊醉(24: 1),重抽提1次，取上清，加两倍体积的冰冷无水乙醉，室

温放置，直至絮状沉淀集结，在冰上静置30min(或在一201;冰箱中20min)，钩

出DNA沉淀(或稍离心)，转入1.5ml离心管中，用70%乙醇漂洗2次，吹干后
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加500-600 1, 1 TsoE,e, 50℃水浴溶解30nrin，加201,120 11 g1ml的RnascA, 37

℃水浴30min,然后加等体积的氯仿屏戊醇(24: 1)，温和上下颠倒离心管30-50

次，40C, 12000rpm, 10min，取上清，加2倍体积的冰冷无水乙醉，静置Smin,

沉淀DNA; 41C, 8000rpm, 5min，弃上清，用70%乙醇漂洗DNA沉淀2-3次，

超净工作台风千，溶于400urrE中，于一20℃冰箱中保存作为母液，用时稀释到

50ng/ul。本实验还对红麻基因组DNA纯化前后做了对比分析。

2.2.4反应程序

    SRAP反应程序为:在94℃预变性5 min，反应前5个循环在94Clmin, 32.8

℃lmin, 72Clmin条件下运行;随后的34个循环复性温度提高到52C，最后

72℃延伸10min，并在4℃下保存.

    ISSR反应程序为:反应程序为:94℃预变性5min; 94C45s, 52Clmin10s,

72Clmin30s, 41个循环:72C7min; 4C20hrs.

2.2.5反应体系

    在冰上建立20pi PCR反应体系见表5.由于ISSR是单引物，所以引物量加倍，

为86 ng/2郊I，其他和SRAP一样。由于SRAP是一种较新的标记，所以，我们

对其作了优化。

                              表5 SRAP PCR反应体系

Table 2.4 PCR reaction system

反应体系 所加的量 终浓度

Primer pair(33ng/pl)

      10xbuffer

  M广(23-M)

  dNTP成10MM)

  13q酶(5U/11)

  DNA(50ng(Irl)

    Sterilew川曰

1.3闪XZ

  2.3川

  2.3川

0. 42u1

  0.3川 .

  20

13.1u1

43n以加川

1.2xbuffer

0. 2mM

1. 5U/20川

2.2.6电泳检测

PCR产物采用北京六一仪器厂生产的DYY5型稳压稳流电泳仪，用6%聚丙
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图ll 红麻的SRAP和ISSR分子标记遗传连锁图谱
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4讨论

    SRAp作为一种新的标记技术已经应用于多种植物种质资源遗传多样性与亲

缘关系等的分析，并应用于芸签、棉花、黄瓜、烟草的遗传连锁图谱构建]66-67]

特别是在棉花上，已成功构建出密度较高的首张遗传连锁图谱，棉花和红麻同属

锦葵科植物，其结果给红麻提供了借鉴。到目前为止，国内外还没有关于红麻遗

传连锁图谱构建的报道，红麻是重要的纤维作物，2005年王晓飞等[36]对红麻的

SRAP体系及程序的优化和建立，为我们构建遗传图谱提供了依据。本研究中

SRAP分析参照Ij[71]等的程序，并作适当改良，获得较好的扩增效果。平均每对

引物从红麻基因组中扩增出10-50条清晰条带。用6%的聚丙烯酞胺凝胶电泳

比琼脂搪电泳效果好。本实验研究表明，模板的质量和浓度对扩增效果的影响很

大，开始时我们曾用没有纯化过得模板DNA，结果其中有些F2代个体扩增条带

不太清晰.虽然在20-200n叻1模板浓度之间都能扩增出条带，但扩增质量有很

大差别，经过我们做梯度实验选择50ng/ul-100 ng/ul的浓度为最佳.另外，通过

对SRAP和ISSR标记的比较分析表明，SRAP标记扩增出的条带在100-1000

之间分布更加均匀，亮带更多。ISSR虽然条带比SRAP的要多，但有些不太清

晰，亮带较集中，给分辨带来困难。

    108个标记位点当中，有58个(54%)偏离3: 1的分离比例，偏分离十分严重·

F2代中的偏分离现象可能和我们选用的亲本为一个半野生种一个栽培种，遗传距

离较远以及配子体选择和合子选择较严重有关，而且，我们在统计过程中对模糊

的条带一律记为空白，可能这些条带带型绝大多数是显性的，即为“1“，所以

统计叭比时会偏大，但是，考虑到实验的严谨性，我们只能这样做。希望在以

后的实验中随着标记数的增加，我们可以尽量多的使用符合分离比的多态性位

点，这样，图谱应该会更加准确。在我们的实验中，仅检测到2个共显性位点，

和Li等报道的高共显性不太一致。。在划分连锁群时，我们尽量避免使用偏分离

标记，划分好群后，再把偏分离标记用。rder, compare和try命令插进去。对没有

进入连锁群的标记，我们用build和try命令把它加入.从19X19对SRAP31物组合

和30个ISSR引物中，以Ga42和阿联红麻为模板筛选出多态性较好的27对SRAP引

物组合和5个ISSR引物，这32个引物组合在F2代群体中共产生108个多态条带，平

均每个引物组合产勺.4个多态条带，最多的可以产生8条.使用Mapmaker/3.0.
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我们构建了包括68个SRAP标记位点和10个ISSR标记位点的红麻的连锁图谱，这

些标记被分为16个连锁群(LOD >-3.0),覆盖总长度为1423.9 cM，平均两个标记位

点间距位1&25cM。上述结果与肖炳光等构建的烟草遗传连锁图趋势相近。每对

SRAP标记组合可以产生10-50个大小在100-1000bp的清晰可辨的条带，其中70

%的条带较亮。在使用mapmaker 3.。过程当中，我们发现使用group命令时，LOD

值和r值的设定对结果影响很大，所以要谨慎使用，要保证LOD>}3.0，把没有进

入连锁群的标记用build命令加入时，LOD可以放宽到2.0.

    分子标记遗传连锁图谱构建的理论基础是交换和重组，分子连锁群的数目应

该同相应物种的染色体数目一致。红麻有18对染色体，而我们仅构建出16个连锁

群，可能是由于我们目前所用的标记引物数量还不够多，得到的多态性标记位点

较少，不足以覆盖到整个基因组，在后面工作中我们将继续扩大筛选ISSR和SRAP

标记的多态性引物数量，进一步对F2群体进行PCR扩增，以增加连锁群数及群内

标记密度。由于分子标记在染色体上分布的随机性及染色体不同区段交换值的异

质性，连锁群上常常会产生较大的间隙，严重者则出现小片段的连锁群[96]。本研

究中有9个连锁群只包括2-3个标记，表明本研究还存在相当大的间隙，有待于

后续研究进一步深化，以构建出一张分不均匀，位点密度较高的红麻的遗传连锁

图谱。红麻种子繁殖系数较高，若对Fl进行打顶促分枝，可获得足够量的F2建图

群体单株的种子数量，种子干燥低温储存，则可供长期利用.本研究利用红麻F2

群体及SRAP和ISSR标记构建了国内外第一张红麻分子遗传连锁图，为红麻性状

的基因定位及分子标记辅助育种等奠定了良好的基础。

    由于完成硕士学位论文研究的时间限制，本研究仍然存在构图不尽完善的客

观问题。本人认为，可在现有的工作基础之上，进一步选择适当的标记或继续扩

大筛选SRAP和ISSR标记，将有可能构建出红麻的18个连锁群，并使连锁群的位

点分布更均匀，密度更高，一张完善的遗传连锁图谱的构建，对提升我国红麻基

础科学核心竞争力和在遗传育种上的应用，将有一定的理论和实际应用价值。
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                          附 录

1.实验所用溶液配方

1.1 DNA提取(CrAB法)

1.5XCTAB

  1.5%CTAB       15g CTAB粉末

  75mM Tris-HCI  75m1 1M Tris-HCI pH8.0

  1.5mM EDTA· 30ml 0.5M EDTA pH8.0

  1.05M NaCl     61.48 NaCl

    加蒸馏水至l000ml

    p一疏基乙醇用前加入(2%)

CTAB

CrAB粉末 100g

NaCl          40.95g

加蒸馏水至1000m1

盛

卜

0

I

月
支

T
i

lOmM    Tris-HCI

1mM     EDTA

  pH8.0

PH8.0

10 X PCR Buffer(Mg2+)

    100mM Tris-HCI(PH=8.0)  10m1

    500mM KCl             3.7275g

    23mM MgC12            0.4676g

    0.8% NonidetP40         0.8m1

    加双蒸水至100 ml.高压灭菌

1M Tris-HCI(PH=8.0)

KCl

  M9C12

NonidetP40

1.2电泳

Tris-硼酸((10 X TBE)
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    Tris-碱 1088

    硼酸 55g

    0.5mm   EDTA(pH8.0) 40ml

加蒸馏水至1000m1，用时稀释10倍(即1XTBE)

6 X Loading Buffer

  0.25% 澳酚蓝

  40%(W/V)蔗搪

  水溶液于4℃保存

2聚丙烯酞胺凝胶电泳的步骤为:

A.凝胶配置 (一块板):

30% 聚丙烯酸胺8ml (290克丙烯酞胺+10克双丙烯酞胺，定容到l000rnl )

        1XTBE      32m1

10% 过硫酸按 270 ul

          TEMED      24ul

总体积40ml

可采用玻璃棒引流，插入梳子，用夹子夹紧。

B.电泳:

大约预电泳半小时后可以上样，采用40%蔗糖的上样缓冲液;

电泳缓冲液为IXTBE，电泳电压320V，时间视引物2-35小时不等;

电泳结束后，取下胶筐，去掉琼脂糖，从低部缝隙处敲开玻璃板，用刀片沿打磨

玻璃条划一次，反转后，在底角处将凝胶剥离，利用自身重力从玻板上分离。同

时注意保留记号，以便区分。

c银染: (一次可多块胶)

固定:在小盆中，加10%的酒精l00ml，再加500ul的冰醋酸。摇匀，加入凝胶，

摇动，3-5min;

染色:加入lml的20%硝酸银，摇动5-8min;

洗涤:倒去废液，蒸馏水清洗2-3次，约lmin(时间过长，带淡而不清晰;过
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短，可能背景深);

显影:加入100m13%的氢氧化钠和500u1甲醛，震荡，平行摇动至条带清晰;

洗涤 :自来水冲洗，

注意事项:

      丙烯酞胺为粉剂，具有神经性毒性，称量时要防止口鼻吸入，同时也要防

止通过皮肤吸收。硝酸银和皮肤接触后会形成黑点，使用时要注意防止污染天平、

工作台、衣服和皮肤等。过硫酸钱最好为新鲜的，不宜超过两星期，否则条带分

散，不清晰。染色时间要准确控制，否则底板过黑或者条带颜色太淡。
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