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摘　要: 采用随机引物扩增多态性 DNA( RAPD)技术 ,对芸薹类 ( 2n= 20)蔬菜作物的 33个品种进行了

遗传多样性检测 . 从 70个引物中筛选出 37个引物 ,共扩增出 353带 . 其中 ,多态带有 260条 ,扩增片段

长度大多数集中在 0. 9～ 1. 6 kb之间 . 不同引物的检测效率相差很大 . 运用 5个引物扩增的 10条

RAPD特征带 ,可以作为一组 DNA指纹 ,区分所有供试 7个大白菜品种 .
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Abstract: The genetic polymo rphisms in vegetable crops of Brassica campestris was investig ated using ran-

dom amplified polymorphic DN A markers( RAPDs) , the detected materia ls included thir ty-th ree cultiva rs.

Thir ty-seven primers selected from seventy primers amplified 353 RAPD fragm ents and 260 bands of them

show ed polymorphisms. The leng th o f most amplified fragments ranged from 0. 9 to 1. 6 kb. Different

primers exhibited different detectiv e efficiency. There w ere ten RAPD cha racteristic markers , w hich w ere

detected as a gr oup o f DN A fingerprints to identify all the seven cultiva rs of heading type Chinese cabbage.

Key words: Brassica campestris L. ( Syn. B . rapa L. ) ; g enetic polymorphism; random amplified polymor-

phic DNA

　　芸薹类蔬菜包括芸薹 ( Brassica campestris

L. v ar. olerfera DC)、芜菁 (B . campestris L.

ssp. rapi fera Matzg )、白菜 ( B. campestris L.

ssp. chinensis Makino)、大白菜 ( B. campestris

L. ssp. pekinensis Olsson )、 日 本 水 菜 ( B.

campestris L. ssp. japonica ( Sieb) Hort. )等 ,它

们分布地区广 ,品种类型丰富 ,在蔬菜生产上占

有极其重要的地位 . RAPD技术具有简便迅速、

成本低 , DN A多态性检测率高、无需同位素标

记等优点 ,目前广泛应用于物种鉴定
[1～ 3 ]

、遗传

多样性分析 [4～ 7 ]和外源 DNA的快速鉴定
[8 ]等 .

应用 RAPD技术研究芸薹类蔬菜的遗传多样

性有零星的报道
[9 ]
. 本研究试图在前人的研究

基础上 ,采用更多更全面的代表种类 (品种 ) ,估

测类群间的遗传差异 .
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1　材料与方法

1. 1　实验材料

选取 33份材料 (表 1) ,包括普通白菜、南

方白菜型油菜、大白菜、分蘖菜、芜菁、塌菜、紫

菜薹和薹菜等类群的代表品种 .其中 ,大白菜包

括南方类型三个品种 (编号 17～ 19)和北方类

型四个品种 (编号 20～ 23) . 每一份材料都经过

3～ 6代自交纯化和鉴定筛选 , 1996年 9月 18

日露地播种于原浙江农业大学园艺系蔬菜实验

基地 ,栽培管理条件同大田 .

表 1　实验材料 (品种 )

Table 1　 Cultivars in B rassica campestris L. used

in the experiments

品种

编号
品种名

所属

类群

品种

编号
品种名

所属

类群

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

矮脚黄

大花叶腌菜

早油冬

临安花叶

赣榆鸡冠菜

三月慢

如皋毛菜

绿叶镶边

东台百合头

亮白叶

上海四月慢

雪克青

常州短白梗

崇明菜籽

浠水白

泰县油菜

翻心白

A

A

A

A

A

A

D

A

A

A

A

A

A

B

B

B

C

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

　

杭州黄芽菜

早皇白

曲阳青麻叶

白帮河头

青核头

天津青麻叶

马耳头

耐病 (日本 )

气死孩

小八叶

黄心乌

常州乌塌菜

大股子

洪山菜薹

徐州薹菜

花叶薹菜

　

C

C

C

C

C

C

D

E

E

F

F

F

G

G

H

H

　

　　注: A—普通白菜 ; B—南方白菜型油菜 ; C—大白菜 ;

D—分蘖菜 ; E—芜菁 ; F—塌菜 ; G—紫菜苔 ; H—薹菜 .

1. 2　 DNA提取

1996年 10月 29日和 1997年 1月 31日各

取样一次 ,分别为幼苗期和莲座期时幼嫩心叶 .

各品种随机选取健壮无病植株约 20株 ,每株剪

取 1～ 2片幼嫩舒展的心叶 ,分品种混合后取

样 . 按曹家树等的方法提取各试样的总基因组

DNA,测定其浓度后备用
[ 9]
.

1. 3　 AP-PCR

实验共选用 70个十聚体寡核甘酸随机引

物 .依据扩增结果 ,按照清晰度、可重复性、多态

性三个原则 ,进行统计分析 . 扩增反应体积为

25μL,其中 10× buf fer 2. 5μL, MgCl2 2 mmol /

L, dN TP 200μmol /L, TaqDN A聚合酶 1. 2 U,

模板 DNA50 ng,引物 24 ng, PCR所需引物和

试剂均购自上海 Sangon公司 . PE-2400型 PCR

仪 ,反应参数为: 94℃预变性 4 min; 94℃变性

15 s, 42℃复性 30 s, 72℃延伸 75 s, 45个循

环 ;最后在 72℃下延伸 7 min,反应产物在 4℃

下保存 .

　　 PCR产物在 1. 5%琼脂糖凝胶上 , 90 V稳

压电泳 1. 5 h ,每个多态 DNA片段视为一个分

子标记 ,每两个样品间标记进行成对比较 .所有

材料在同一位点 RAPD谱带存在时赋值 1,不

存在时赋值 0. 按照 Nei-Li ( 1979)公式 Sc=

2Nab /Na+ Nb+ 2Nab计算出样品间的相似系数 ,

输 入 计 算 机 , 运 用 DPS ( Data Processing

System)软件生成聚类图 .

2　结果与分析

2. 1　不同引物对芸薹类蔬菜的扩增效率

70个引物的 PCR扩增 ,共产生 353条带 ,

平均每个引物扩增出 9. 5条带 . 其中 ,单态带

表 2　芸薹类蔬菜基因组 DNA 37个引物扩增效率

Table 2　 Th e amplifi ed eff iciency of 37 primers in th e vegetable

genomic DN A of Brassica cam pestris L.

引物 单态带 多态带 总计 引物 单态带 多态带 总计

S10

S15

S16

S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

S24

S25

S26

S27

S28

S31

S33

S34

S35

1

0

1

3

2

0

0

2

4

6

4

5

2

2

0

2

4

0

0

8

8

7

7

4

9

9

4

5

6

6

5

7

6

7

6

6

12

12

9

8

8

10

6

9

9

6

9

12

10

10

9

8

7

8

10

12

12

S36

S37

S38

S39

S40

S42

S43

S46

S47

S49

S50

S51

S52

S54

S55

S60

S62

S64

　

0

0

0

1

1

0

4

1

2

5

6

7

5

5

3

7

7

3

　

13

10

14

8

10

10

7

7

11

4

5

2

5

4

4

4

2

3

　

13

10

14

9

11

10

11

8

13

9

11

9

10

9

7

11

9

6
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93条 ,平均每个引物扩增出 2. 5条单态带 ,多

态带 260条 ,平均每个引物扩增出 7条多态带 .

70个引物与 37个引物单态带 /多态带比值大

致相同 . 但是 ,后者扩增产率更高 ,能够检测出

更多的 DNA位点 . 另外 ,此 37个引物间的检

测效率相差很大 ,有的可以区别所有的 33个品

种 (全为多态带 ) ,有的只能揭示出某些品种的

特征带 (表 2) .引物扩增产物多数集中在 0. 6～

2. 0 kb之间 ,尤以 0. 9～ 1. 6 kb的片段最多 .

2. 2　芸薹类蔬菜基因组 DNA的遗传多态性

在不同引物的扩增产物中 , 仅个别亚种或

品种在某一片段长度处有条带出现 , 可作为该

亚种或品种的特殊标记 .引物 S18揭示芜菁、大

白菜、塌菜、紫菜苔和薹菜等亚种 (或变种 )的遗

传差异 (图 1) . 日本芜菁品种耐病 (编号 25)具

有一条扩增带 S18-1510, 区别于中国芜菁品种

气死孩 (编号 26) .常州乌塌菜 (编号 29)具有扩

增带 S18-1350 , 区别于小八叶 (编号 27)和黄心

乌 (编号 28)两个塌菜品种 . 徐州薹菜 (编号

32)具有扩增带 S18-1350, 花叶薹菜 (编号 33)

具有扩增带 S18-1850, 两个薹菜品种可以依据

这两条带加以鉴别 . 曲阳青麻叶 (编号 20)、白

帮河头 (编号 21)、青核头 (编号 22)和天津青麻

叶 (编号 23)等四个北方大白菜品种都有扩增

带 S18-1350, 而翻心白 (编号 17)、杭州黄芽菜

(编号 18)和早皇白 (编号 19)等三个南方大白

菜品种都没有这条带 .因此 ,也可以根据这条带

将供试南方大白菜品种和北方大白菜品种区分

开 . 另外 , 早皇白 (编号 19)具有一条特征带

S18-1480, 区别于其它六个大白菜品种 .

分子量标准物为 ( DN A / Eco RⅠ + HindⅢ . 加样孔序号 1～ 6, 8～ 13为普通白菜 , 14～ 16为南方白菜型油菜 ,

17～ 19为南方大白菜 , 20～ 23为北方大白菜 , 7, 24为分蘖菜 , 25～ 26为芜菁 , 27～ 29为塌菜 , 30～ 31为紫菜

薹 , 32～ 33为薹菜品种 . 根据带 S18～ 1480可以将早皇白 ( 19)与其它 6个大白菜品种区分开 . 四个北方大白菜

品种 ( 20～ 23)都有扩增带 S18～ 1350, 三个南方大白菜品种 ( 17～ 19)缺少这条带 . 供试品种之间显示了丰富的

遗传多样性 .

图 1　引物 S18在芸薹类蔬菜基因组中扩增的 RAPD谱带图

Fig. 1　 The genomic DN A pat tern of Brassica cam pestris L amplif ied wi th primer S18

2. 3　大白菜品种的 RAPD分子标记特征带

利用本实验筛选到的 S18, S21, S22, S31

和 S51五个引物扩增出的 10条特征带 ,可将供

试的 7个大白菜品种区分为四种类型 (表 3) ,

即:翻心白 ( 17)和杭州黄芽菜 ( 18) ;曲阳青麻叶

( 20)和白帮河头 ( 21) ;青核头 ( 22)和天津青麻
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表 3　供试大白菜品种 RAPD分子标记特征带

Table 3　 The ch aracteristic bands of RAPD mark ers in the sam-

pled cultivars of h eading type Chinese cabbage

AP-PCR片段

供试 大白 菜品 种

翻

心

白

杭
州
黄
芽
菜

早

皇

白

曲
阳
青
麻
叶

白

帮

河

头

青

核

头

天
津
青
麻
叶

( 17) ( 18) ( 19) ( 20) ( 21) ( 22) ( 23)

S18-1350

S18-1480

S21-1340

S21-1400

S22-1350

S22-1620

S31-1410

S31-1490

S51-1880

S51-3550

0

0

0

0

0

0

0

1

1

0

0

0

1

0

1

1

0

1

1

0

0

1

1

0

0

1

1

1

1

0

1

0

0

1

0

0

1

1

0

1

1

0

0

0

0

0

1

1

0

1

1

0

1

0

0

0

0

0

0

1

1

0

1

1

0

0

1

1

0

1

　　注:表中 1代表该品种稳定存在的 RAPD标记 , 0代表该

品种总不存在的 RAPD标记 . 供试大白菜品种编号同表 1.

叶 ( 23) ;早皇白 ( 19)具有一条其它 6个大白菜

品种都没有的特异带 S18 -1480,并且其带型表

现为其它三类的中间类型 . 因此 ,将早皇白

( 19)单独作为一类 .各类之间特征带差别明显 ,

但是同类差异较小 . 根据每个品种的这 10条

RAPD分子标记带 ,可以进行品种鉴别和分类 .

S18-1350与 S51-3550在 7个大白菜品种的

RAPD标记中有同源性 , 翻心白 ( 17)、杭州黄

芽菜 ( 18)和早皇白 ( 19)都缺少带 S18 -1350和

S51-3550,而曲阳青麻叶 ( 20)、白帮河头 ( 21)、

青核头 ( 22)和天津青麻叶 ( 23)四个大白菜品种

则都具有这两条带 .

2. 4　基于 RAPD的亚种及品种间亲缘关系的

聚类分析

　　选用 37个引物采用 DPS( Data Processing

System)数据处理系统进行最短距离法聚类 ,得

到芸薹类蔬菜在不同聚类水平上并类的树状图

(图 2) . 参考前人有关研究结论 ,并结合实际田

间观察结果 ,我们认为取阈值为 0. 43比较合

理 . 将 33个品种分成 8个类群 (表 4) .

图中横坐标数字表示样品编号 (见表 1) ,纵坐标表示截距 ,最短距离法聚类 . 1～ 6, 8～ 13为普通

白菜 ; 14～ 16为南方白菜型油菜 ; 17～ 23为大白菜 ; 7, 24为分蘖菜 ; 25～ 26为芜菁品种 , 27～ 29

为塌菜品种 , 30～ 31为紫菜薹品种 , 32～ 33为薹菜品种 .

图 2　根据 37个引物 353个 RAPD标记构建的 33个芸薹类蔬菜品种的聚类图

Fig. 2　 The dend rogram of 33 v egetable cultivars in Brassica campestris L.

based on 353 RAPD mark ers ampli fied w ith 37 primers
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表 4　芸薹类蔬菜 33个品种的 37个引物 353个

RAPD片段的聚类结果

Table 4　 Th e clustering resul t of Brassica campestris L. based

on 353 RAPD markers amplifi ed w ith 37 primers

类群
材料

数目
材　料　名　称

Ⅰ

Ⅱ
　

Ⅲ

Ⅳ
Ⅴ

Ⅵ
Ⅶ

Ⅷ

　
　

　

1

5

　

2

2

2

2

3

16

　
　

　

马耳头

翻心白 ,杭州黄芽菜 ,曲阳青麻叶* ,白帮河

头* ,早皇白

青核头 ,天津青麻叶

花叶薹菜 ,徐州薹菜

小八叶 ,黄心乌

耐病 ,气死孩

大股子 ,洪山菜薹 ,常州乌塌菜*

(矮脚黄 ,大花叶腌菜 ,赣榆鸡冠菜 ,早油冬 ,临

安花叶 ) , (三月慢 ,如皋毛菜 ,绿叶镶边 ) , (崇明

菜籽 ,浠水白 ,泰县油菜 ) , (东台百合头 ,亮白

叶 ,上海四月慢 ) , (雪克青 ,常州短白梗 )

　　注: * 表示该品种归类结果与传统形态学分类不一致 .

由图 2可以看到 , 33个品种之间遗传距离变动

幅度不大 ,在 0. 25～ 0. 37之间 ,这表明芸薹类

蔬菜各个类群之间的亲缘关系十分密切 . 崇明

菜籽 ( 14)和浠水白 ( 15)之间的遗传距离最小

( 0. 25) ,三月慢 ( 6)和如皋毛菜 ( 7)之间的遗传

距离最大 ( 0. 37) .我们在田间性状观察中证实 ,

崇明菜籽 ( 14)和浠水白 ( 15)每轮叶数 5～ 6片 ,

叶形长卵圆 ,叶色深绿 ,叶面光滑有茸毛 ,叶梗

青色 ,这些表型性状相同 . 所不同的是 ,崇明菜

籽 ( 14)叶缘全缘 ,而浠水白 ( 15)叶缘锯状缺刻 .

另外 ,前者叶梗半圆形 ,后者叶梗扁平 . 三月慢

( 6)和如皋毛菜 ( 7)相比 ,除了叶柄都是青梗 ,其

余主要田间性状表型差异非常明显 .

3　讨　论

3. 1　芸薹类蔬菜的遗传多样性检测效率

对原产于中国的芸薹属蔬菜进行了 RAPD

分析
[ 10 ]

. 实验选取 5个含 20个碱基的随机引

物 ,获得 112条特异带 ,平均每个引物产生 20

条以上的 RAPD带 . 我们采用 37个引物产生

的 353个 RAPD带 ,可以检测出亚种、变种和

品种之间的差异 .每个引物平均产生 9. 5条带 ,

低于任建平等同类研究结果 . Thormann等
[ 10]

推测由总基因组 DNA得到的 RAPD片段中 ,

代表线粒体和叶绿体基因组差异的片段数很可

能不超过 5% . 根据这一推测 ,本实验中所得到

的 353条 RAPD带中 ,应至少有 335条 RAPD

带来自核 DNA的扩增 . 在 260条 RAPD多态

带中 ,大约有 247条多态带反映了类群间的遗

传差异 . 其中 ,引物 S18, S21, S22, S31和 S51

扩增出的 10条 RAPD带 (表 3)可以作为一组

DNA指纹 ,清楚地反映出七个大白菜品种最终

聚类格局 . 所以 , 37个引物检测出的信息量是

非常丰富的 .

3. 2　 RAPD用于芸薹类蔬菜分类的可行性

由表 4可以看到 , RAPD聚类结果与传统

形态学的分类结果基本一致 . 在第Ⅷ 组中 , 13

个普通白菜品种和 3个南方白菜型油菜品种聚

类到一起 ,其组内又可以分为五大类 .在这五类

中 ,崇明菜籽、浠水白、泰县油菜为南方型油菜 ,

分化较早 .其余四类大多是华东地区品种群 .普

通白菜和芜菁杂交后经过不同目的的人工选

择 ,形成了多种多样的栽培类型和品种 .其变种

内存在着叶翼下延的品种 (如绿叶镶边 ) ,也有

分蘖性强的品种 (东台百合头、如皋毛菜 ) . 7个

大白菜品种在比较高的聚类水平上 ( 0. 44)与中

国芜菁品种气死孩 ( 26)聚类到一起 ,与日本芜

菁品种耐病 ( 25)聚类水平更高 ( 0. 46) . 加茂

( 1930)认为日本芜菁可能来源于中国 . 由此看

来 ,中国芜菁在传播至日本的过程中 ,在日本的

生态环境下积累了一定的变异 ,因此 ,它的植物

学性状表现明显不同于中国芜菁 . 从更高的聚

类水平上看 ( 0. 48) ,四个北方大白菜品种都是

聚类在芜菁和塌菜之间 ,但在聚类水平 0. 43

上 ,四个北方大白菜品种聚为两类 ,一类是曲阳

青麻叶 ( 20)和白帮河头 ( 21)这两个北方品种与

翻心白 ( 17)、杭州黄芽菜 ( 18)以及早皇白 ( 19)

三个品种聚成一组 ,另外一类是青核头 ( 22)和

天津青麻叶 ( 23)聚成一组 .

　　大股子 ( 30)和洪山菜薹 ( 31)这两个紫菜薹

品种和常州乌塌菜 ( 29)都是从白菜型油菜 (薹

心菜 )演化而来 ,两者分化都较早 ,遗传关系较

为亲密 ,聚类水平比较低 ( 0. 38) .中国白菜各个

变种以芜菁为中心 ,分别聚类在其两端 .大白菜

可能受芜菁和塌菜的遗传影响比较大 ,因此 ,它

与芜菁和塌菜的聚类水平比较低 . 普通白菜受

芜菁的影响相对来说较小 ,因此 ,它与紫菜薹、

塌菜、分蘖菜和芜菁的聚类水平比较高 .
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　　常州乌塌菜 ( 29)叶面光滑 ,叶形扁圆 ,而小

八叶 ( 27)和黄心乌 ( 28)叶面皱缩 ,圆或近圆形

叶 ,另外 ,在叶色、叶柄形状、叶柄颜色上前者与

后两者均存在着不同程度的差异 .虽然 ,传统分

类学依据其株型将三者归为塌菜一类 ,但这种

植物学性状上的差异 ,如果是遗传差异的表现 ,

可以通过 RAPD-PCR技术高效率地检测出来 .

我们认为 ,塌菜具有地域性生态型特征 ,某些品

种如常州乌塌菜 ( 29)与紫菜薹、分蘖菜等可能

有着活跃的地域性基因交流 ,因此其遗传基础

丰富 ,与小八叶 ( 27)和黄心乌 ( 28)难以聚为一

类 .这在育种上可以广泛地利用来进行种内、甚

至种间的杂交 . 如皋毛菜 ( 7)掌状花叶 ,锯状缺

刻 ,叶柄半圆形 ,马耳头 ( 24)叶片长披针形 ,皱

缩内翻 ,叶柄圆形 ,两者也存在着显著差别 ,同

样地在聚类图上得到反映 ,马耳头 ( 24)单独归

为一类 ,而如皋毛菜 ( 7)则归入普通白菜一类 .

　　由表 4可知 ,芸薹类蔬菜基因组 DNA遗

传多样性与其植物学性状的多样性是紧密联系

的 , RAPD分析印证了传统形态学分类框架的

正确性 ,并对其作了更进一步的补充完善 .由于

蛋白质的表达受外界环境 (包括人工选择和栽

培措施 )的影响 ,其相对表达程度在不同品种、

不同地域环境下会有所不同 .因此 ,根据主要植

物学性状或主要农艺性状作出的分类 ,有时会

掩盖品种间的遗传差异 . 这种差异在 DNA水

平上可能较大 ,但表现在农艺性状上却并不明

显 ,因而部分品种的分类处理两种方法可能不

同 . 采用 RAPD分析可以避免人的主观性及外

界环境的矫饰作用 ,揭示更为客观细微的遗传

信息 ,对传统的形态学分类加以补充细化 .理论

上 ,采用的引物越多 ,其揭示的信息量越丰富 ,

分类结果越详尽可靠 .本实验采用 70个引物完

全能够揭示芸薹类蔬菜主要类群代表品种间的

遗传差异 ,至于找到的 RAPD分子标记特征带

与植物学性状的对应关系以及特征带间的相关

性、同源性等问题 ,则有待于今后更深入的

研究 .
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