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摘　 要：利用数目可变串联重复序列（Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｔａｎｄｅｍ Ｒｅｐｅａｔｓ，ＶＮＴＲｓ） 微卫星标记方法，对重庆厚皮菜甜菜材料

ＳＷＴＹ⁃１ 群体中 １００ 个单株的细胞质线粒体 ＤＮＡ 片段中 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段多态性进行分析。 结果显示 ９７ 个单株线粒体

ＴＲ２ 位点微卫星串联重复序列均为 ３ 拷贝，与普通糖甜菜一致；３ 个单株线粒体 ＴＲ２ 位点微卫星串联重复序列为 ６ 拷贝，发现

甜菜属厚皮菜细胞质 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 存在多态性，在该群体中发现了不同于甜菜栽培种新的细胞质单株。 对该群体材料

１００ 个单株的抽薹及结籽进行观测，结果显示微卫星串联重复序列为 ６ 拷贝的变异植株中 ２ 个单株花期未抽苔开花，１ 株抽苔

晚未形成正常种子；细胞质 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段拷贝数为 ３ 的植株中 ２ 个单株未能正常抽薹，其他植株均正常抽薹结籽。
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　 　 甜菜（Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓ）是重要的糖料作物之一，属
于典型的异交作物［１］。 由于甜菜开花器官的特殊

结构，大规模人工去雄很难操作，因此不育系亲本材

料选育是甜菜杂种生产的主要支柱。 在甜菜杂交育

种中选育不育系是一项费时费力而又花费较大的工

作 ［２－３］。 目前所有杂交栽培甜菜种子的生产都依赖

于 Ｏｗｅｎ 发现的雄不育甜菜材料（ＣＭＳ）细胞质，种
质单一，各国研究者一直试图寻找利用新的不育系

血缘［４］ ．近几年，国外研究者主要发现了起源于巴基

斯坦野生甜菜的 Ｓ２ 型细胞质不育系 １－１２ＣＭＳ（３）



和起源于法国野生沿海甜菜的 Ｓ３ 型细胞质不育系

ＣＭＳ ２ 种新材料，研究者正在对新发现材料的线粒

体 ＤＮＡ 序列多态性及育性机理进行研究，试图补充

Ｏｗｅｎ 学说，并作为新的候选 ＣＭＳ 种质材料应用到

甜菜生产中，研究者正在积极发掘新的甜菜属细胞

质类型补充甜菜种质资源的研究［５］。
数目可变串联重复序列 （ Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

Ｔａｎｄｅｍ Ｒｅｐｅａｔｓ， ＶＮＴＲｓ ） 又 称 小 卫 星 ＤＮＡ
（Ｍｉｎｉｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ），为 １０ 到几百核苷酸，拷贝数

１０～１ ０００ 不等， 在动物细胞线粒体中广泛存在，被
子植物物种中目前只在甜菜中检测到 ＶＮＴＲｓ 的存

在［６］。 ２０００ 年日本研究人员 Ｎｉｓｈｉｚａｗａ Ｓ 等首次报

道在甜菜细胞质线粒体 ＤＮＡ 中不相关连的 ４ 个 ＴＲ
位点存在数目可变的串联重复序列，分别为 ＴＲ１、
ＴＲ２、ＴＲ３、ＴＲ４ 位点；糖用栽培甜菜和沿海甜菜群体

中线粒体 ＴＲ１ 位点 ３２ ｂｐ 的串联重复序列分别为

３～１３拷贝不等，其中糖甜菜 Ｏｗｅｎ 型不育系、保持

系、普通受粉系 ＴＲ１ 位点的 ＶＮＴＲｓ 分别为 ４ 拷贝、
１３ 拷贝和 ６ 拷贝；沿海甜菜（Ｂ．ｍａｒｉｔｉｍａ ）中出现 ２
拷贝，５ 拷贝，７ 拷贝，８ 拷贝；在 ＴＲ３ 和 ＴＲ４ 位点串

联重复序列也出现不同拷贝数的多态性，但这些材

料在 ＴＲ２ 位点均为 ３ 拷贝，未发现多态性［７］。 本研

究利用 ＶＮＴＲｓ 标记，针对中国甜菜属厚皮菜（Ｂｅｔａ
ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌｉｎｎ． ｖａｒ． ｃｉｃｌａ Ｌ）材料 ＳＷＴＹ⁃１ 群体中 １００
个单株的线粒体 ＤＮＡ 中 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段进行

分析，试图寻找新的细胞质类型并在田间对其抽薹

结籽现象进行观察。 叶用甜菜厚皮菜又名牛皮菜，
甜菜属（Ｂｅｔａ），藜科（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉａｃｅａｅ）的一种，二年

生草本植物，原产欧洲地中海沿岸，以幼苗或叶片作

蔬菜用，尤其在西方烹调中被广泛应用［８］。 期望通

过对该材料的研究，为甜菜属新型细胞质种质资源

的利用提供理论基础，为甜菜属不育植株不育机制

的解释提供新的研究材料与数据，同时丰富甜菜属

细胞质资源的分子数据。

１　 材料和方法

１．１　 试验材料

甜菜属厚皮菜材料群体 ＳＷＴＹ⁃１ 为叶用甜菜种

子材料，由哈尔滨工业大学食品科学与工程学院甜

菜育种研究室提供。
１．２　 试验方法

１．２．１　 单株叶片总 ＤＮＡ 的提取

每个试验单株取 ０．０５ ｇ 叶片，参照文献［９－１０］方
法，应用提取缓冲液（ ０．５ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ ，５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ， １００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ－ＨＣＩ ，１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 巯基乙

醇）和氯仿．异戊醇（２４ ∶ １）进行 ＤＮＡ 提取实验，分别

获得群体中每个单株材料的总 ＤＮＡ。 ０．８％ 琼脂糖

凝胶电泳检测提取的 ＤＮＡ 质量，模板 ＤＮＡ 终浓度

调至 ２０～２５ ｎｇ·μＬ－１。
１．２．２　 单株 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段多态性 ＰＣＲ 检测

参照 Ｎｉｓｈｉｚａｗａ Ｓ 等的文献报道，根据甜菜细胞

质中线粒体 ＴＲ２ 位点微卫星串联重复序列两端的

保守序列设计合成上游引物和下游引物序列［５］ ． 进

行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）反应。 每个单株的 ＰＣＲ
反应体系为 ２０ μＬ。 反应组成为：模板 ＤＮＡ ２０ ～
３０ ｎｇ；上游和下游引物分别为 ０． ３０ μｍｏｌ ·Ｌ－１；
ｄＮＴＰｓ ０．２ ｍｍｏＩ·Ｌ－１，ＭｇＣｌ２２．５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１， Ｔａｑ 酶

０．８ Ｕ。 引物序列片段由上海生物工程公司合成。
ｄＮＴＰ 、Ｔａｑ 酶、 ＤＬ２０００ 购自 ＴａＫａＲａ 公司。 ＰＣＲ 扩

增程序为：９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，５０ ℃
退火 ４０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ５０ ｓ，２５ 个循环， ７２ ℃ 延伸

７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物用 １． ２％琼脂糖凝胶电泳检

测，电压 ９０ Ｖ，电泳适当距离后取出，在紫外灯下拍

照记录。
１．２．３　 ＶＮＴＲｓ 片段的回收与测序

特殊 的 ＶＮＴＲｓ ＰＣＲ 片 段 使 用 ＢｉｏＳｐｉｎ Ｇｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 回收试剂盒进行回收，具体操作步骤

参照试剂盒说明书进行，回收片段的测序工作由上

海英骏生物技术有限公司完成。 根据测序结果确定

不同于对照特殊单株 ＴＲ２ 位点的拷贝数。
１．２．４　 试验材料的抽薹结实特性田间观察

经冬季低温春化处理后的植株于次年春季栽于

田间，待抽苔开花时，根据是否正常抽苔结籽观测单

株的育性特点。

２　 结果与分析

２．１　 甜菜属厚皮菜 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段多态性

检测结果及细胞质类型分析

　 　 从甜菜属厚皮菜群体中随机取样 １００ 个单株进

行细胞质 ＤＮＡ ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段多态性标记检

测。 琼脂糖凝胶电泳时，在 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 旁边的泳

道分别点入测序鉴定后的 ３ 拷贝对照 ＰＣＲ 产物及

测试样品 ＰＣＲ 产物。 图 １ 为对照及待测单株 ＴＲ２
位点 ＶＮＴＲｓ 片段多态性检测 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶

电泳图片。 参照文献［７］，ＴＲ２ 位点 ３ 拷贝 ＰＣＲ 产

物序列为 ３６２ ｂｐ， ６ 拷贝为 ４６１ ｐｂ。 ３ 个单株 ＰＣＲ
产物琼脂糖凝胶电泳明显不同于 ３ 拷贝单株 ＰＣＲ
产物，回收测序结果显示微卫星序列串联重复 ６ 次，
为 ６ 拷贝，ＰＣＲ 产物序列为 ４６１ ｂｐ。 １００ 个单株的

线粒体 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲ 片段 ＰＣＲ 产物测序结果统
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计后得出的微卫星串联重复序列拷贝数结果见

表 １。

2000bp
1000bp
750bp
500bp
250bp
100bp

图 １　 线粒体 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 多态性 ＰＣＲ 产物电泳图谱

Ｆｉｇ．１　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｆｏｒ
ＶＮＴＲｓ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ ＴＲ２ ｌｏｃｕｓ

注：Ｍ：ＤＬ２０００ 分子量标准；１：３ 拷贝对照； ２－８：３ 拷贝 ＶＮＴＲｓ 单株；
９－１０：６ 拷贝 ＶＮＴＲｓ 单株。
Ｎｏｔｅｓ： Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ． Ｎｏ．１： ３ ｃｏｐｉｅｓ ＣＫ． Ｎｏ．２ ～ ８： ３ ｃｏｐｉｅｓ
ＶＮＴＲｓ ｓｉｎｇ ｐｌａｎｔ． Ｎｏ．９ ～１０： ６ ｃｏｐｉｅｓ ＶＮＴＲｓ ｓｉｎｇ ｐｌａｎｔ．

表 １　 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段拷贝数及育性特点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＶＮＴＲｓ ｏｎ ＴＲ２ ｌｏｃｕｓ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｔｒａｉｔ

单株序号 ＶＮＴＲｓ 拷贝数 育性特点 单株个数

１～１５ ３ 正常抽薹结籽 １５

１６ ３ 未抽苔 １

１７～３６ ３ 正常抽薹结籽 ２０

３７ ３ 未抽苔 １

３８～６７ ３ 正常抽薹结籽 ３０

６８ ６ 未抽苔 １

６９～７２ ３ 正常抽薹结籽 ４

７３ ６ 抽薹晚 １

７４～８７ ３ 正常抽薹结籽 １４

８８ ３ 未抽薹 １

８９～１００ ３ 正常抽薹结籽 １２

　 　 表 １ 中看出，甜菜属厚皮菜群体所检测的 １００
个单株 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段分别为 ３ 拷贝和 ６ 拷

贝，出现多态性，其中 ９７ 个植株中线粒体 ＴＲ２ 位点

ＶＮＴＲ 片段为 ３ 拷贝，与 Ｎｉｓｈｉｚａｗａ Ｓ 等报道的糖用

栽培甜菜 ＴＲ２ 位点的细胞质类型一致，３ 个植株中

线粒体 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲ 片段为 ６ 拷贝， 线粒体 ＴＲ２
位点出现 ６ 拷贝现象的单株数在该试验群体中占

３％。 根据 Ｓａｔｓｕｋｉ Ｎｉｓｈｉｚａｗａ 等的报导［６］，在研究的

甜菜属不同糖甜菜栽培种和沿海甜菜群体中线粒体

ＤＮＡ ＴＲ２ 位点中未发现多态性，均为 ３ 拷贝。 本实

验在叶用甜菜厚皮菜群体的单株中检测到线粒体

ＤＮＡ ＴＲ２ 位点串联重复序列（ＶＮＴＲｓ）出现 ６ 拷贝

单株，存在多态性，发现了甜菜属新的细胞质单株。
实验结果表明叶用甜菜－厚皮菜群体中细胞质多样

性比糖用栽培甜菜更为广泛，ＴＲ２ 位点出现多态性。
２．２　 １００ 个单株的田间育性观测结果分析与讨论

从幼苗至繁茂期，对群体植株的农艺性状进行

观察，该群体中 １００ 个植株的田间生长形态及株型

并无明显差异。 １００ 个单株的抽薹结籽特性并不完

全相同。 田间花期抽薹及植株育性调查结果见

表 １。 该群体 １００ 个单株中 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段

分子标记检测结果拷贝数为 ３ 的群体中 ９５ 个植株

能够正常抽薹结籽属于正常可育材料，２ 个单株未

能抽薹结籽；ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段拷贝数为 ６ 的植

株中 ２ 个单株不能正常抽苔开花，１ 个植株抽薹晚，
获得的种子粒小，种仁干瘪，不能萌发形成幼苗。 新

发现的 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 片段拷贝数为 ６ 的 ３ 个植

株个体均不能正常结籽，此现象出现的原因有待进

一步解释与研究，该试验鉴定结果并不能完全证明

线粒体 ＤＮＡ 中 ＴＲ２ 位点微卫星串联数目的改变直

接与甜菜属植株的育性变化相关，因为植株数量少

有待更多群体的验证，而且细胞质 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ
片段拷贝数为 ３ 的 ２ 个单株也不能正常抽薹，对于

引起单株抽薹异常不能正常形成可育种子的原因和

机理有待深入探讨，将成为本课题组下一步研究的

目标之一。

３　 结　 论

１００ 个 甜菜属厚皮菜单株的线粒体基因组 ＴＲ２
位点的微卫星串联序列重复次数（ＶＮＴＲｓ）的分子

检测结果表明，甜菜属厚皮菜群体中 ９７％个体的细

胞质 ＴＲ２ 位点的微卫星串联序列重复次数与

Ｎｉｓｈｉｚａｗａ Ｓ 等报导的糖甜菜栽培种和其他沿海甜菜

细胞质一样，ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 拷贝数均为 ３ 拷贝；
厚皮菜群体中 ３％个体的细胞质中线粒体 ＤＮＡ 上

ＴＲ２ 位点的 ＤＮＡ 序列发生改变，微卫星串联序列重

复次数由 ３ 拷贝变异为 ６ 拷贝，出现多态性，首次发

现了 ＴＲ２ 位点 ＶＮＴＲｓ 为 ６ 拷贝的新的细胞质单株。
微卫星串联重复序列为 ６ 拷贝的植株中 ２ 个单株花

期未抽苔开花，１ 株抽苔晚未形成正常种子，线粒体

ＤＮＡ 中一些位点微卫星串联数目的改变与甜菜属

植株的育性变化是否具有相关性有待更深入的研究

及大量单株材料线粒体 ＤＮＡ 序列的分子鉴定与田

间育性调查的相结合。 本实验在叶用甜菜厚皮菜

ＳＷＴＹ⁃１ 群体的单株中首次检测到了线粒体 ＤＮＡ
ＴＲ２ 位点串联重复序列（ＶＮＴＲｓ）出现 ６ 拷贝多态

性。 说明叶用甜菜群体中细胞质多样性较糖用甜菜
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更为广泛。 该特殊的多态性细胞质材料的发现为甜

菜属植物育性机理的进一步深入探索提供了新的植

物种质资源研究材料。
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