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内含子序列在甘蓝 MAGIC 亲本间
亲缘关系分析中的应用

安光辉　严承欢　张维奕　彭丽莹　陈炯炯

华中农业大学园艺林学学院/园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为探究甘蓝多亲本高级世代互交系(multiparentadvancedgenerationinterＧcross,MAGIC)亲本间的

亲缘关系和遗传多样性,以便对 MAGIC杂交亲本的选择提供依据,采用生物信息学的方法对单拷贝基因进行

全基因组鉴定,并采用其内含子序列分析对７个甘蓝亚种共１２个 MAGIC亲本构建系统发育树.全基因组鉴

定共获得７９３０个单拷贝基因,每条染色体上随机挑选１条单拷贝基因,采用PCR方法进行内含子扩增并测序,

最终获得３４２７bp内含子长序列.运用邻接法构建系统发育树,可将甘蓝类蔬菜分为３大类型:花椰菜与西兰

花类(CladeⅠ)、羽衣甘蓝类(CladeⅡ)以及结球甘蓝、抱子甘蓝、苤蓝与芥蓝类(CladeⅢ),表明内含子序列适

于甘蓝亚种亲缘关系聚类;同时也表明,芥蓝属于甘蓝亚种,西兰花与花椰菜具有较近的亲缘关系;利用单拷

贝基因内含子序列分析的方法可以较好地显示甘蓝 MAGIC亲本间的亲缘关系,为 MAGIC群体的构建提供

参考.
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　　甘蓝(Brassicaoleracea)为十字花科芸薹属 C
基因组物种,包括了食用叶的结球甘蓝 (B．oleracea
var．capitataL．)、抱子甘蓝 (B．oleraceavar．gemＧ
miferaZnk．)和羽衣甘蓝 (B．oleraceavar．acephala
DC．);食用茎薹的苤蓝 (B．oleraceavar．caulorapa
DC．)和芥蓝 (B．oleraceavar．alboglabraBailey);食
用花球的花椰菜 (B．oleraceavar．botrytisDC．)和西

兰花 (B．oleraceavar．itatica P．)等 ７ 大 类 型 亚

种[１].甘蓝亚种性状丰富,如叶、茎、花的颜色,叶形,

花球的发育等,是植物发育遗传研究的理想材料.
在物种性状的研究中,人工构建非自然群体(如

F２、BC１、RIL等)是遗传作图以及性状分析的重要

方法.随着群体构建方法的发展,Mackay等[２]于

２００７年首次提出了多亲本高级世代互交系(multiＧ

parentadvancedgenerationinterＧcross,MAGIC)
的概念,MAGIC群体的构建可以提高作图的精度,
为研究数量性状基因的克隆提供极大的便利.CaＧ
vanagh等[３]认为在数量性状基因的定位、分析、作

图等方面,MAGIC 群体较重组自交系、近等基因

系、染色体代换系更有特色优势.由于 MAGIC群

体构建前期涉及到多个亲本,所以在考虑亲本性状

差异的同时,参考亲本间的亲缘关系,使遗传标记和

性状差异之间获得平衡,对 MAGIC亲本配组的选

择有重要意义.
长期以来,研究者利用形态学标记和分子标记

研究物种亲缘关系,田源等[４]用 RAPD 标记对３０
份甘蓝材料进行亲缘关系和遗传多样性分析;王冬

梅[５]对１８３份甘蓝材料的植物学性状进行调查分

析,并使用 ESTＧSSR 标记研究了材料之间亲缘关

系;李飞飞等[６]利用SSR及ISSR分子标记研究苜

蓿属及其近缘植物的亲缘关系.虽然这些方法普遍

用于分析物种亲缘关系,但存在形态标尺鉴定困难

和分子标记信息量少的不足.随着分子生物学的兴

起和发展,生物的亲缘和进化研究已经从宏观领域

深入到分子水平,同源基因的核苷酸序列或同源蛋

白质的氨基酸序列比对是研究生物进化的有效方
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法[７Ｇ８].近年来,在研究物种亲缘关系的案例中,常
运用叶绿体、线粒体和基因组核酸序列进行亲缘关

系分析,因其能提供比SSR等分子标记更多的多态

信息,更适于近缘物种的研究.例如,陈春梅等[９]利

用茶树cpDNA 序列对山茶属植物亲缘关系进行分

析.对于同一物种不同亚种的亲缘关系分析,由
于其叶绿体、线粒体以及基因的外显子差异较小,
不能提供足够的多态性,因此,需采用几乎不受选

择压力的内含子序列进行种内亚种的亲缘关系

鉴定[１０].
本研究在甘蓝全基因组范围鉴定单拷贝基因,

并从每条染色体中随机选出１条单拷贝基因,对１２
份具有代表性的 MAGIC亲本材料中该基因的内含

子进行PCR扩增并测序.根据序列分析,用邻接法

构建NJ进化树并分析其亲缘关系;根据 MAGIC亲

本材料的亲缘关系结合其表型多样性,选择合适的

MAGIC杂交配组,以期为构建表型更加丰富的甘

蓝 MAGIC群体提供指导.

1　材料与方法

1.1　材　料

本试验采用１２份甘蓝 MAGIC亲本,羽衣甘蓝

３份:绿色羽衣甘蓝(ace１０１)、白鸥羽衣甘蓝(ace

１０２)和红鸥羽衣甘蓝(ace１０３);芥蓝２份:矮脚香

芥蓝(alb１０１)和红色芥蓝(alb１０３);花椰菜２份:
金色花椰菜(bot１０１)和青梗松花菜(bot１０３);结球

甘蓝２份:紫色结球甘蓝(cap１０１)和绿色结球甘蓝

(cap１０２);抱子甘蓝１份:抱子甘蓝(gem１０１);西
兰花１份:西兰花(ita１０１);苤蓝１份:绿色苤蓝

(cau１０２).所有材料均于２０１４年１０月２７日播种

于中国蔬菜改良中心华中分中心,２０１５年３月７日

采样进行分子生物学实验.
1.2　单拷贝基因的调取与内含子扩增

运用笔者所在实验室开发的程序进行 AllＧaＧ
gainstＧAllBLASTP分析甘蓝蛋白质序列(http://

www．ocriＧgenomics．org/bolbase/),即以测序甘蓝

基因组蛋白质数据为query序列,采用BLASTP调

取该测序甘蓝预测蛋白质数据,E 值设为１e－１０.
当某一基因只匹配到其本身则认为是单拷贝基因,
反之则否.结合甘蓝 GFF３文件,调取甘蓝全基因

组的单拷贝基因.在甘蓝每条染色体上随机挑选

１个符合上述标准的单拷贝基因,跨过该基因的内

含子在外显子上设计 PCR引物(表１),对１２份甘

蓝 MAGIC亲本进行 PCR扩增,并对 PCR产物进

行测序.相关性分析采用统计软件SPSS(Version
２２)进行分析.

表１　单拷贝基因内含子引物

Table１　Specificprimersforintronofsinglecopygenes

引物名称

Primername
正向引物

Primersequence(forward)
反向引物

Primersequence(reverse)
PCR产物长度/bp
PCRproductlength

C１Ｇ１１．３ TCCATGATGCTGTCTCTGCT TCAGACCCAAATGAAGGAGCT ６１３

C２Ｇ１９．９ ACAGTTGAGTCGGAAATTCGT TCTTGTGGGAGTTGCTTTTAGA ７０４

C３Ｇ１．８ TGCAGCGAGATGGAAGAAGA AGTCCCCTCGATGTCACTTG ６８６

C４Ｇ４０．２ CCCTGACGGAGATGCAAATC CATGCGGGGTATGAGAGGAT ５７５

C５Ｇ１３．３ ACCGTCCAATTTCACTGACA AAAGCATCCCTCCCACCATT ６４６

C６Ｇ６．１ GGAACGCTTCGCTGTTACG AGCTGTGGTATCTTGACGCA ６０２

C７Ｇ１６．１ CTGAGCAGAGCCATCGAAAA CAACTGCTTTTGGGAACGGA ６３８

C８Ｇ２７．８ CTGAGGAATCGAACCGGAGA ATACGCAGAGATCATCCCCG ６６８

C９Ｇ３４．９ TCCACTTCGTTACTTGTGTGC CCTCCCCATGAAACATCCGA ５５１

1.3　序列分析及系统进化树构建

通过软件 Geneious４．８５[１１]对单拷贝基因内含

子序列进行比对,利用软件 MEGA５．１[１２]构建材料

之间的 NJ系统树[１３],采用置信度(Bootstrap)１０００
检验.

2　结果与分析

2.1　甘蓝基因组单拷贝基因

采用 AllＧagainstＧAllBLASTP 分析甘蓝蛋白

质序列,E 值设为１e－１０,当有且只有最佳匹配为

７１
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自己本身时认为该序列是单拷贝基因.在甘蓝全基

因组数据中,总计调取７９３０条单拷贝基因,每条染

色体上的单拷贝基因数变异幅度为６１４~１１５２,单

拷贝基因密度为１３．９４~２３．３９条/Mb.相关性分

析可得,单拷贝基因数目与染色体长度正相关,相关

系数r为０．６７８(图１),即单拷贝基因在染色体组上

图１　单拷贝基因数目与染色体长度正相关

Fig．１　StrongcorrelationofthenumberofsingleＧcopygenesandlengthofchromosomes

趋于均匀分布.
2.2　内含子序列多态性

在甘蓝基因组中选取９个单拷贝基因,在基因

内含子两侧设计引物扩增内含子序列并测序(序列

两端测序效果较差的区域不采用),每个基因的内含

子获得１７３~５２７bp的序列,共计３４２７bp(表２,

序列信息未显示).在３４２７个碱基中共有１５５个

多态性位点,平均每２２个碱基有１个差异位点.选

择单拷贝基因的内含子序列进行分析,由于内含子

区域不存在选择压力,可以认为是中性选择,导致了

不同单拷贝基因内含子SNP位点的变异幅度的差

异[１４].虽然,每个内含子所含SNP位点数目的变

表２　各内含子序列的扩增

Table２　Summaryofamplifiedintronssequences

染色体号

ChromosomeNo．
基因号

GeneNo．
内含子号

IntronNo．
可靠序列长度/bp

Cleansequencelength
多态性位点数

Thenumberofpolymorphicsites

１ Bol０３９５０１ Intron１ １７３ １０

２ Bol０１９０１２ Intron１ ２２２ ３

３ Bol００８７６７ Intron１ ４７２ ８

４ Bol０２１７０３ Intron１ ３７０ ７

５ Bol０２０９１２ Intron１ ４９３ ３

６ Bol０３２８７１ Intron１ ３５２ ３０

７ Bol０４１７６４ Intron１ ４５１ ５４

８ Bol０２５０５８ Intron１ ５２７ １１

９ Bol０４３３４９ Intron１ ３６７ ２９

总计 Total ３４２７ １５５

８１
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异幅度并不与内含子长度呈现相关性(表２),但从

分子进化的角度这种中性选择更有利于反映真实的

甘蓝亚种间的亲缘关系.
2.3　系统发育树构建

基于３４２７bp内含子序列通过软件 MEGA５．１
构建１２个甘蓝 MAGIC亲本的 NJ系统发育树,以
白菜(B．rapa)的同源序列为外类群(outgroup),如
图２.可将甘蓝类蔬菜清晰分为３大类型:花椰菜

与西兰花类(CladeⅠ)、羽衣甘蓝类(CladeⅡ)以及

结球甘蓝、抱子甘蓝、苤蓝与芥蓝类(Clade Ⅲ).

CladeⅠ由金色花椰菜(bot１０１)、青梗松花菜(bot
１０３)和西兰花(ita１０１)构成(Bootstrap值９７),被称

为花椰菜与西兰花类,在该类型中金色花椰菜与西

兰花亲缘关系较青梗松花菜更近,表明花椰菜与西

兰花有较近的亲缘关系,且两者间关系复杂,可能出

现亚种间亲缘关系较亚种内更近的现象.CladeⅡ
由羽衣甘蓝类构成(Bootstrap值９１),包括绿色羽

衣(ace１０１)、红鸥羽衣(ace１０２)以及白鸥羽衣(ace

１０３).绿色羽衣甘蓝较鸥系列羽衣甘蓝支长较长,
可 见 其 亲 缘 关 系 较 红 鸥 羽 衣 和 白 鸥 羽 衣 更 远.

CladeⅢ由剩余其他材料构成 (Bootstrap值７１),
包含了紫色结球甘蓝(cap１０１)和绿色结球甘蓝

(cap１０２)、抱 子 甘 蓝 (gem １０１)、绿 色 苤 蓝 (cau
１０２)、矮脚香芥蓝(alb１０１)和红色芥蓝(alb１０３),
说明这４个亚种类型材料亲缘关系较近,且遗传背

景与亲缘关系复杂,在育种过程可能经历过亚种间

的基因转移.在 CladeⅢ中的拓扑结构表明:芥蓝

属于CladeⅢ,相对于 CladeⅠ与 CladeⅡ,其与结

球甘蓝、抱子甘蓝以及苤蓝亲缘关系更近,因此芥蓝

属于甘蓝的一个亚种.如果单独对各染色体上的内

含子进行序列分析,结球甘蓝和抱子甘蓝、苤蓝在基

因Bol０３９５０１的Intron１序列完全相同,而结球甘蓝

在Bol００８７６７的Intron１上的序列和芥蓝一致,但
与抱子甘蓝、苤蓝存在４个SNP.可见,不同甘蓝

亚种间遗传关系复杂多变,可能是由于在育种过程

中一个亚种导入了其他亚种的基因组序列所致,这

图２　基于内含子序列的(NJ)系统发育树

Fig．２　TheneighborＧjoiningphylogenetictreebasedonintronsequence

也能部分地解释这４个甘蓝亚种亲缘关系较近的

原因.

3　讨　论

本试验通过生物信息学的方法在全基因组鉴定

了甘蓝的单拷贝基因,在每条染色体上随机挑选１
条单拷贝基因,采用 PCR 扩增并测序获得１２个

MAGIC材料的内含子序列,将９个不同染色体上

的内含子序列合并为１条长为３４２７bp的序列进

行 NJ系统发育树的构建,对甘蓝类物种的７个亚

种的亲缘关系进行了分析,并证明了芥蓝与甘蓝亚

种、花椰菜与西兰花在进化中具有较近的亲缘关系.
前人对甘蓝变种间亲缘关系的研究大多局限于

植物学性状和SSR等传统标记,而且往往因为标记

的不同使亲缘分析结果存在一定的差异.这些差异

源于分析方法的本质区别,传统的方法基于表型以

及传统分子标记的聚类分析是通过表型或标记的相

似性来构建亲缘关系聚类图.植物形态学标记只反

映材料之间的生长状态和表型性状的差异,这些差

异并不稳定,易受到环境因素的影响,如温度、肥力、
光照等,而造成性状鉴定误差.随着对植物发育、基
因调控等方向研究的深入,人们认识到一个基因的

９１
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突变可能造成植物形态的巨大改变,同时影响植物

多个表型性状.因此,表型性状(尤其是经过人工选

择的性状)不能真实反映不同物种的亲缘关系.同

样地,传统分子标记,以SSR分子标记为例,只显示

简单重复序列长度的差异,但无法检测碱基差异.
如果标记数量有限,SSR则不一定能真实地反映

材料之间的亲缘关系,尤其对于多态性低的物种

内材料.可见,在对于物种内材料亲缘关系的研

究中,植物形态学以及传统分子标记均存在一些

不足.
基因内含子序列能够同时表现同源序列长度和

碱基差异,且内含子作为非编码区,承受选择压小,
能提供５倍于外显子的变异[１５],从而反映出更多的

多态性,更好地揭示多态性不丰富的亚种间亲缘和

进化,得出较为准确的亲缘关系.本研究采用生物

信息学进行单拷贝基因的鉴定,通过相关性分析发

现单拷贝基因在基因组上密度为 １３．９４~２３．３９
条/Mb,在染色体的尺度上可以看作随机分布,且单

拷贝基因与染色体长度呈正相关.对单拷贝基因数

目和分布的分析有助于了解内含子序列的分布和代

表性,可以更有目的性地选择和扩增内含子序列.
因此,内含子序列分析在鉴定甘蓝亚种间的亲缘关

系中具有优势,有目的地选取较少的序列便可代表

亚种类型的整体,将不同亚种区分开.在本研究系

统发育树的构建中,CladeⅠ中包含花椰菜与西兰花

２种类型甘蓝,表明花椰菜与西兰花有很近的亲缘

关系,这与孙德岭等[１６]使用 AFLP标记得出的结果

一致.而 CladeⅢ包含紫色结球甘蓝(cap１０１)和
绿色结球甘蓝(cap１０２)、抱子甘蓝(gem１０１)、绿色

苤蓝(cau１０２)、矮脚香芥蓝(alb１０１)和红色芥蓝

(alb１０３),这４个类型材料遗传关系复杂,但可以

判断芥蓝属于甘蓝的一个亚种,且与结球甘蓝、抱子

甘蓝、苤蓝的亲缘关系很近,这一结论与王冬梅[５]和

周禹等[１７]采用分子标记得到的结果一致.结球甘

蓝、抱子甘蓝、苤蓝和芥蓝因亲缘关系较近被分为一

组,出现这种情况的原因可能是甘蓝各亚种之间没

有生殖隔离,在育种过程中,不同亚种材料间有基因

交流(geneflow),最终导致不同亚种材料之间含有

相同的基因序列.
甘蓝为古六倍体,经过三倍体化事件形成现代

二倍体物种,其基因组复杂多变,遗传研究困难.随

着甘蓝育种的快速发展,出现了越来越多的新品种,

像“西兰苔”(芥蓝与西兰花的杂交种)、“紫衣骑士”
(紫色抱子甘蓝)这样的新型甘蓝蔬菜品种层出不

穷,甘蓝类蔬菜的遗传研究工作面临新的挑战.要

解读同甘蓝一样拥有复杂基因组的亚种间亲缘关

系,最理想的方法是进行全基因组重测序,构建“泛
基因组”数据库,分析各亚种染色体不同区域的相关

性,进而详细解析亚种间基因组的关系.
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Applicationofintronsequenceinphylogeneticrelationship
ofMAGICparentsofBrassicaoleracea

ANGuanghui　YANChenghuan　ZHANG Weiyi　PENGLiying　CHENJiongjiong

CollegeofHorticultureandForestrySciences/KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,MinistryofEducation,Wuhan４３００７０,China

Abstract　InordertostudygeneticdiversityandrelationshipsofMAGICparentsofBrassicaoleraＧ
cea,andprovidethebasisofthehybridizationexperimentsofdifferentsubＧspecies．ThesingleＧcopygenes
wereidentifiedwithbioinformaticsandsomeintronsequencesofthemwereusedtoconstructthephyloＧ
genetictreeof１２parentsfrom７subspecies．Weidentified７９３０singleＧcopygenesform wholeBrassica
oleraceagenomeandrandomlychosenfromthemofdifferentchromosomestoamplifyandsequence
theirintronsequences,resultinginatotalof３４２７bpintronsequences．Phylogeneticanalysisrevealed
thatintronsequencemethodwassuitableforrelationshipanalysisinthedifferentsubＧspeciesofBrassica
oleraceaL．,whichwereobviouslydividedintothreeClades:theCladeⅠ ofcauliflowersandbroccoli,

theCladeⅡofkalesandtheCladeⅢ ofheadcabbage,brusselssprouts,kohlrabiandcabbagemustard．
What’smore,cauliflowerandbroccoliarecloselyrelatedandChinesekale(B．oleraceavar．alboglabra
Bailey)belongstoB．oleracea．TheintronsequencesofsingleＧcopygeneswillproviderobustresultson
relationshipsofMAGICparentsandtheoreticalreferenceforhybridizationofMAGICparentsinfuture．

Keywords　Brassicaoleracea;singleＧcopygenes;intron;phylogeny
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