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子标记及其应用和方法

(57)摘要

本发明公开了一种与西兰花下胚轴颜色性

状连锁的SNP分子标记及其应用和方法，该SNP分

子标记的引物组的核苷酸序列如SEQIDNO .1、

SEQIDNO.2和SEQIDNO.3所示，该SNP分子标记的

位点为chr9.60229243，该位点具有G/A多态性。

本发明的与西兰花下胚轴颜色连锁的SNP分子标

记，能够应用于西兰花下胚轴颜色性状鉴定，检

测方便，通量高。
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1.一种与西兰花下胚轴颜色性状连锁的SNP分子标记的引物组，其特征在于，该SNP分

子标记的引物组的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1、SEQ  ID  NO.2和SEQ  ID  NO.3所示，该SNP分

子标记的位点为chr9.  60229243，该位点具有G/A多态性。

2.如权利要求1所述的SNP分子标记的引物组的应用，其特征在于，该应用选自以下任

意一种应用：

（1）在西兰花分子标记辅助下胚轴颜色育种方面的应用；

（2）在西兰花改良下胚轴颜色育种中的应用；

（3）在西兰花下胚轴或花蕾颜色性状鉴定中的应用；

（4）在研究西兰花下胚轴颜色性状方面的应用。

3.用于鉴定西兰花下胚轴颜色性状的KASP试剂盒，其特征在于，该试剂盒中的引物为

如权利要求1所述的SNP分子标记的引物组。

4.一种鉴定西兰花下胚轴颜色性状的方法，其特征在于，该方法采用如权利要求1所述

的SNP分子标记的引物组通过KASP反应检测，根据产物的基因型判断西兰花下胚轴颜色性

状：

若SNP分子标记位点chr9.  60229243的基因型为G：G或G：A，表明待检测个体下胚轴为

紫色；

若SNP分子标记位点chr9.  60229243的基因型为A：A，表明待检测个体下胚轴为绿色。

5.根据权利要求4所述的方法，其特征在于，对所述KASP反应的产物进行荧光数据读

取，根据荧光颜色确定基因型：

若荧光为蓝色，表示SNP分子标记位点chr9.  60229243的基因型为G：G；

若荧光为红色，表示SNP分子标记位点chr9.  60229243的基因型为A：A；

若荧光为紫色，表示SNP分子标记位点chr9.  60229243的基因型为G：A。

6.根据权利要求4所述的方法，其特征在于，所述KASP反应，反应总体系1.6 μL，其中核

苷酸序列如SEQ  ID  NO.3所示的引物的终浓度为1.74 μM，核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1、SEQ 

ID  NO.2所示的引物的终浓度均为0.69μM，KASP反应液中还含有1×KASP  Master  Mix。

7.根据权利要求4所述的方法，其特征在于，所述KASP反应，Touchdown  PCR反应条件

为：94℃预变性15  min，1个循环；94℃变性20  s，61~55℃退火并延伸60  s，10个循环，每个

循环退火及延伸的温度降低0  .6℃；第二步扩增反应，94℃变性20s，55℃退火并延伸60s，

26个循环。

8.一种针对下胚轴为紫色的西兰花进行分子标记辅助改良的方法，其特征在于，该方

法包含：

（1）以下胚轴为紫色的西兰花为父本，以下胚轴为绿色的西兰花为母本，在开花期进行

杂交，待种荚成熟后收集种子，为F1代；

（2）以F1代植株为母本，以下胚轴为紫色的西兰花为父本，在开花期进行杂交，待种荚成

熟后收集种子，为BC1F1代；

（3）提取BC1F1代植株的基因组DNA，采用如权利要求1中所述的SNP分子标记的引物组通

过KASP反应检测，根据产物的基因型判断西兰花下胚轴颜色性状：若SNP分子标记位点

chr9.  60229243的基因型为G：G或G：A，表明待检测个体下胚轴为紫色；若SNP分子标记位点

chr9.  60229243的基因型为A：A，表明待检测个体下胚轴为绿色；在BC1F1世代中，基因型为
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A：A和G：A的单株保留，在入选的单株中选择农艺、经济性状接近下胚轴为紫色的轮回亲本

的植株；

（4）将选择的农艺、经济性状接近下胚轴为紫色的轮回亲本的植株与该轮回亲本回交，

获得BC2F1世代；

（5）对获得的BC2F1世代按照步骤（3）进行选择，并按照步骤（4）与轮回亲本回交，获得

BC3F1世代，并以同样方法进行选择和回交直至BC6F1世代，再对其进行自交，获得遗传稳定

的BC6F2世代，从BC6F2世代中筛选下胚轴绿色位点纯合的个体，为下胚轴颜色得到改良的西

兰花。

9.根据权利要求8所述的方法，其特征在于，所述父本选自西兰花‘DH  16‑2’；所述母本

选自西兰花‘DH  28‑4’。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 114836560 B

3



一种与西兰花下胚轴颜色性状连锁的SNP分子标记及其应用

和方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种SNP分子标记，具体涉及一种与西兰花下胚轴颜色性状连锁的SNP

分子标记及其应用和方法。

背景技术

[0002] 西兰花(Brassica  oleracea  var.italica  L.)是十字花科芸薹属甘蓝种中以由

花蕾、肉质花梗和部分茎组成的花球为食用产品的一个变种，因其富含萝卜硫素而深受人

们的青睐，近年来栽培面积也随之逐年增加。

[0003] 生产中西兰花品种的花蕾有紫色、纯绿色和绿色但遇低温变紫的三种类型，然而

消费者对第三种产品不太接受。因此，选育低温花蕾保持绿色的西兰花品种是西兰花新品

种的选育目标之一。

[0004] 有研究表明西兰花花蕾低温颜色与下胚轴颜色紧密连锁：低温花蕾持绿的品种，

其下胚轴是绿色的；低温花蕾会变紫色的品种，其下胚轴是紫色的(Rahim  et  al .,

2019 .Molecular  analysis  of  anthocyanin  biosynthesis‑related  genes  reveal 

Bo T T 8  a s s o c ia t ed  w i t h  p u r pl e  h y po c o ty l  of  br o c c o l i (B ra s s i ca 

oleraceavar.italica  L.) ,Genome,DOI:10.1139/gen‑2018‑0173)。因此，通过正向遗传学

手段获得与西兰花下胚轴颜色性状紧密连锁的位点，并根据位点相关的序列开发相应的分

子标记及实用性强的检测方法，对于选育出低温花蕾持绿的西兰花品种具有重要的意义。

发明内容

[0005] 本发明的目的是提供一种与西兰花下胚轴颜色性状连锁的SNP分子标记及其应用

和方法，解决了西兰花下胚轴或花蕾颜色性状鉴定的问题，能够用于下胚轴或花蕾颜色性

状的辅助选择，在苗期即可对育种材料进行检测，可在早期淘汰大量非目标基因型的材料，

大幅减少后期工作。

[0006] 为了达到上述目的，本发明提供了一种与西兰花下胚轴颜色性状连锁的SNP分子

标记的引物组，该SNP分子标记的引物组的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1、SEQ  ID  NO.2和SEQ 

ID  NO.3所示，该SNP分子标记的位点为chr9.60229243，该位点具有G/A多态性。

[0007] 本发明的另一目的是提供所述的SNP分子标记的引物组的应用，该应用选自以下

任意一种应用：

[0008] (1)在西兰花分子标记辅助育种方面的应用；

[0009] (2)在西兰花改良育种中的应用；

[0010] (3)在西兰花下胚轴或花蕾颜色性状鉴定中的应用；

[0011] (4)在研究西兰花下胚轴颜色性状方面的应用。

[0012] 本发明的另一目的是提供用于鉴定西兰花下胚轴颜色性状的KASP试剂盒，该试剂

盒中的引物为所述的SNP分子标记的引物组。
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[0013] 本发明的另一目的是提供一种鉴定西兰花下胚轴颜色性状的方法，该方法采用所

述的SNP分子标记的引物组通过KASP反应检测，根据产物的基因型判断西兰花下胚轴颜色

性状：若SNP分子标记位点chr9.60229243的基因型为G：G或G：A，表明待检测个体下胚轴为

紫色；若SNP分子标记位点chr9.60229243的基因型为A：A，表明待检测个体下胚轴为绿色。

[0014] 优选地，对所述KASP反应的产物进行荧光数据读取，根据荧光颜色确定基因型：若

荧光为蓝色，表示SNP分子标记位点chr9.60229243的基因型为G：G；若荧光为红色，表示SNP

分子标记位点chr9 .60229243的基因型为A：A；若荧光为紫色，表示SNP分子标记位点

chr9.60229243的基因型为G：A。

[0015] 优选地，所述KASP反应，反应总体系1.6μL，其中核苷酸序列如SEQ  ID  NO.3所示的

引物的终浓度为1.74μM，核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1、SEQ  ID  NO.2所示的引物的终浓度均

为0.69μM，KASP反应液中还含有1×KASP  MasterMix。

[0016] 优选地，所述KASP反应，TouchdownPCR反应条件为：94℃预变性15min，1个循环；94

℃变性20s，61～55℃退火并延伸60s，10个循环，每个循环退火及延伸的温度降低0.6℃；第

二步扩增反应，94℃变性20s，55℃退火并延伸60s，26个循环。

[0017] 本发明的另一目的是提供一种针对下胚轴为紫色的西兰花进行分子标记辅助改

良的方法，该方法包含：

[0018] (1)以下胚轴为紫色的西兰花为父本，以下胚轴为绿色的西兰花为母本，在开花期

进行杂交，待种荚成熟后收集种子，为F1代；

[0019] (2)以F1代植株为母本，以下胚轴为紫色的西兰花为父本，在开花期进行杂交，待

种荚成熟后收集种子，为BC1F1代；

[0020] (3)提取BC1F1代植株的基因组DNA，采用所述的SNP分子标记的引物组通过KASP反

应检测，根据产物的基因型判断西兰花下胚轴颜色性状：若SN P分子标记位点

chr9.60229243的基因型为G：G或G：A，表明待检测个体下胚轴为紫色；若SNP分子标记位点

chr9.60229243的基因型为A：A，表明待检测个体下胚轴为绿色；在BC1F1世代中，基因型为A：

A和G：A的单株保留，在入选的单株中选择农艺、经济性状接近下胚轴为紫色的轮回亲本的

植株；

[0021] (4)将选择的农艺、经济性状接近下胚轴为紫色的轮回亲本的植株与该轮回亲本

回交，获得BC2F1世代；

[0022] (5)对获得的BC2F1世代按照步骤(3)进行选择，并按照步骤(4)与轮回亲本回交，获

得BC3F1世代，并以同样方法进行选择和回交直至BC6F1世代，再对其进行自交，获得遗传稳

定的BC6F2世代，从BC6F2世代中筛选下胚轴绿色位点纯合的个体，为下胚轴颜色得到改良的

西兰花。

[0023] 优选地，所述父本选自西兰花‘DH  16‑2’；所述母本选自西兰花‘DH  28‑4’。

[0024] 本发明的与西兰花下胚轴颜色性状连锁的SNP分子标记及其应用和方法，解决了

西兰花下胚轴或花蕾颜色性状鉴定的问题，具有以下优点：

[0025] (1)本发明的与西兰花下胚轴颜色连锁的SNP分子标记，SNP分子标记的位点为

chr9.60229243，该位点具有G/A多态性，而且西兰花花蕾低温颜色与下胚轴颜色紧密连锁，

因此根据该位点设计的引物组能够用于下胚轴或花蕾颜色性状的辅助选择；

[0026] (2)本发明的与西兰花下胚轴颜色连锁的SNP分子标记，通过基因型鉴定下胚轴颜
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色。传统育种方法完全依赖于对下胚轴颜色性状的表型调查进行选择，而紫色下胚轴对绿

色下胚轴为显性，表型为紫色的个体并不代表不携带有绿色下胚轴基因位点，因此利用表

型绿色下胚轴时往往需要额外自交一代，需耗费大量时间；若直接淘汰下胚轴为紫色的个

体，则会无意识中丢失一些其他性状优良的个体，利用本发明可针对相应位点的基因型进

行鉴定，直接确定样品中是否含有绿色下胚轴的基因；

[0027] (3)本发明的与西兰花下胚轴颜色连锁的SNP分子标记，能够应用于西兰花下胚轴

颜色性状鉴定，检测方便，通量高，在苗期即可对育种材料进行检测，可在早期淘汰大量非

目标基因型的材料，大幅减少后期工作；

[0028] (4)本发明的与西兰花下胚轴颜色连锁的SNP分子标记，能够应用于分子标记辅助

改良，利用本发明的特异引物在回交过程中进行分子标记辅助选择，从而获得遗传稳定的

且下胚轴绿色位点纯合的个体。

附图说明

[0029] 图1为本发明西兰花下胚轴绿色与紫色的群体KASP鉴定图。

[0030] 注：黑色的点为阴性对照。

具体实施方式

[0031] 下面将对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实施

例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通

技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范

围。

[0032] 实施例1西兰花种质资源绿色下胚轴位点的基因型鉴定

[0033] (1)基因组DNA提取

[0034] 将西兰花种质资源播种、育苗、分单株编号，于1～2片真叶时取单株叶片，按照常

规CTAB方法分别提取基因组DNA，‑20℃保存，备用。

[0035] (2)KASP反应测试

[0036] 利用特异引物组合引物Fam(PrimerFam，5’端接上FAM)、引物Hex(Primer  Hex，5’

端接上HEX)和通用引物(Primer  Common)对上述DNA分别进行KASP分析。

[0037] PrimerFam的核苷酸序列(SEQ  ID  NO.1)为：

[0038] 5’‑GAAGGTGACCAAGTTCATGCTACCACCTCCTCTGATGCGTAA‑3’；

[0039] Primer  Hex的核苷酸序列(SEQ  ID  NO.2)为：

[0040] 5’‑GAAGGTCGGAGTCAACGGATTACCACCTCCTCTGATGCGTAG‑3’；

[0041] Primer  Common的核苷酸序列(SEQ  ID  NO.3)为：

[0042] 5’‑GGTCCACCAGACCTAAATGGAG‑3’。

[0043] KASP反应在IntelliQube高通量基因分型平台(LGC，Biosearch  Technologies)上

进行。在微孔反应板上加入约5～10ng  DNA样品，加入KASP反应液，PCR扩增在水浴热循环仪

中完成。反应完成后利用IntelliQube对KASP反应产物进行荧光数据读取，荧光扫描的结果

将自动转化成图形。

[0044] 上述KASP反应液：反应总体系1.6μL，其中Primer  Common的终浓度为1.74μM，
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Primer  Fam和Primer  Hex的终浓度均为0.69μM，1×KASP  Master  Mix。

[0045] 上述PCR扩增的Touchdown  PCR反应条件为：94℃预变性15min，1个循环；94℃变性

20sec，61℃～55℃退火并延伸60sec，10个循环，每个循环退火及延伸的温度降低0.6℃；第

二步扩增反应，94℃变性20s，55℃退火并延伸60s，26个循环。

[0046] (3)标记分型数据

[0047] 根据上述检测方法，对25个重要西兰花纯和材料进行验证，25个核心材料的KASP

验证结果与表型的吻合度为92％，即有2个材料下胚轴颜色是绿色的，但KASP验证显示是紫

色的，KASP验证结果与表型不吻合，原因可能是这两个绿色下胚轴的材料中其它花青素合

成途径的结构基因或调控基因的突变引起了花青素合成障碍。可见，本发明设计的KASP特

异引物可高效、高精度检测西兰花下胚轴颜色性状。

[0048] 实施例2西兰花DH材料‘DH  16‑2’采用分子标记辅助性状改良

[0049] 西兰花DH材料‘DH  16‑2’(来源于日本野崎公司)花球单球较重，一般配合力较好，

花球低温变紫，下胚轴紫色。因此，拟利用绿色下胚轴(低温花蕾持绿)的‘DH  28‑4’(来源于

荷兰比久公司)对‘DH  16‑2’进行定向改良，并利用本发明中的特异引物在回交过程中进行

分子标记辅助选择。

[0050] (1)‘DH  28‑4’和‘DH  16‑2’的杂交和回交

[0051] 将‘DH  28‑4’和‘DH  16‑2’种子分别播种、育苗、定植于塑料大棚。以‘DH16‑2’为父

本，‘DH  28‑4’为母本开花期进行人工拨蕾杂交，待种荚成熟后收集种子，即为F1。次年将F1
种子和轮回亲本‘DH  16‑2’种子分别播种、育苗、定植于塑料大棚。以F1为母本，‘DH  16‑2’

为父本在开花期进行人工拨蕾杂交，待种子成熟后收集种子(200粒以上)，即为BC1F1。

[0052] (2)在BC1F1世代苗期分子标记辅助选择

[0053] 将收集的BC1F1世代种子随机播种200粒，育苗，并分单株编号，于1～2片真叶期取

各单株叶片按照常规CTAB方法分别提取基因组DNA，‑20℃保存，备用。

[0054] 利用实施例1中的特异引物组合Primer  Fam、Primer  Hex和Primer  Common对上述

DNA分别进行KASP分析：KASP反应在IntelliQube高通量基因分型平台(LGC，Biosearch 

Technologies)上进行。在微孔反应板上加入约5～10ng  DNA样品，加入KASP反应液，PCR扩

增在水浴热循环仪中完成，反应完成后利用IntelliQube对KASP反应产物进行荧光数据读

取，荧光扫描的结果将自动转化成图形。

[0055] 上述KASP反应液：反应总体系1.6μL，其中Primer  C的终浓度为1.74μM，PrimerF和

Primer  H的终浓度均为0.69μM，1×KASP  MasterMix。

[0056] 上述PCR扩增的Touchdown  PCR反应条件为：94℃预变性15min，1个循环；94℃变性

20sec，61℃～55℃退火并延伸60sec，10个循环，每个循环退火及延伸的温度降低0.6℃；第

二步扩增反应，94℃变性20s，55℃退火并延伸60s，26个循环。

[0057] 在该BC1F1世代中，显示为A的单株为含下胚轴绿色位点(即低温持绿位点)基因型

的材料予以保留，显示为G&A的性状优良的单株为紫色下胚轴但含有下胚轴绿色位点(即低

温会变紫但含有低温持绿位点)的基因型也予以保留，而显示为G的单株则为含有紫色下胚

轴(即花球低温变紫位点)基因型的材料予以淘汰。在入选的单株中选择其它农艺、经济性

状最接近轮回亲本‘DH  16‑2’的植株。

[0058] (3)与轮回亲本回交

说　明　书 4/5 页

7

CN 114836560 B

7



[0059] 将选择的农艺、经济性状最接近轮回亲本‘DH  16‑2’的植株与轮回亲本‘DH  16‑2’

回交，获得BC2F1世代。

[0060] (4)后续回交世代的选择

[0061] 对获得的BC2F1世代按照上述步骤(2)进行选择，进而按照步骤(3)回交获得BC3F1
世代；并以同样方法进行选择和回交直至BC6F1世代，再对其进行自交，获得遗传稳定的

BC6F2世代，从中筛选下胚轴绿色位点纯合的个体，即为下胚轴颜色得到明显改良的‘DH  16‑

2’。

[0062] 如图1所示，为本发明西兰花下胚轴绿色与紫色的群体KASP鉴定图，蓝色的点表示

SNP分子标记位点chr9.60229243的基因型为G：G，表明该个体下胚轴为紫色；红色的点表示

SNP分子标记位点chr9.60229243的基因型为A：A，该个体下胚轴为绿色；紫色的点表示SNP

分子标记位点chr9.60229243的基因型为G：A，该个体下胚轴为紫色，但含有绿色下胚轴基

因；黑色的点为阴性对照。

[0063] 尽管本发明的内容已经通过上述优选实施例作了详细介绍，但应当认识到上述的

描述不应被认为是对本发明的限制。在本领域技术人员阅读了上述内容后，对于本发明的

多种修改和替代都将是显而易见的。因此，本发明的保护范围应由所附的权利要求来限定。
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