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Abstract 
Pepper (Capsicum annuum L.) tender leaves were used as the research object in this present study. 
Three pairs of dominant SCAR markers and a pair of co-dominant CAPS markers were applied to 
detect sixteenth known sterility pepper materials for verifying the feasibility of these primers. 
Then, the four pairs of primers were used to identify restorer genes in one hundred and twelve 
unknown pepper materials. The result showed that SCAR and CAPS displayed completely consis-
tent in the sixteenth pepper materials, which were known contain or uncertain restorer gene 
peppers. In the one hundred and twelve unknown restorer genes pepper resources, one hundred 
and four materials were identical in the four pairs of primers detection results, including fifty-one 
had dominant restorer genes, accounted for 49.04%, and twenty-two materials had homozygous 
restoring genes. SCAR and CAPS molecular markers were combined and established a restorer 
gene PCR detection method in this present study, which can be used in marker-assisted selection 
restoring genes and alleles homozygous state. 
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摘  要 

以辣椒(Capsicum annuum L.)幼嫩叶片为研究材料，利用3对显性SCAR标记和1对共显性CAPS标记对16
份已知育性的辣椒材料进行引物可行性验证，再利用这4对引物对112份未知恢复基因资源的辣椒材料进

行恢复基因鉴定。结果表明：SCAR和CAPS在16份辣椒材料中的结果完全一致，112份未知恢复基因辣

椒资源鉴定中有104份材料在4对引物检测结果完全一致，其中51份具有恢复基因连锁的特异带型，占

比49.04%，且22份具有纯合的恢复基因。本研究将SCAR和CAPS分子标记结合起来建立了与恢复基因

Rf有关的PCR检测方法，可对辣椒恢复基因及其等位基因纯合状态进行分子标记辅助筛选。 
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1. 引言 

辣椒(Capsicum annuum L.)属于茄科辣椒属一年生或有限多年生草本作物，原产地墨西哥，明代末年

传入我国。辣椒中维生素含量丰富，其果皮一般含有辣椒素而有辛辣，能增进食欲，深受消费者喜爱。

1952 年 Martin 等首次报道了辣椒细胞质雄性不育(CMS)现象，其后 Peterson 等在 1958 年发现 CMS 辣椒

育性恢复主要 1 个主效恢复基因 Rf 的控制[1] [2]。辣椒具有明显的杂种优势，利用细胞质雄性不育系、

保持系和恢复系三系配套制备杂交种可较好解决生产上花药去雄不彻底的问题，确保了杂交种子纯度，

降低了制种风险[3]。自上个世纪 90 年代以来，辣椒 CMS 三系配套已被广泛应用于辣椒杂种一代的生产，

并取得了较好的经济效益[4]。传统的辣椒育种技术主要根据杂交组合的育性来判断是否具有恢复基因，

配组数较多，且耗时耗力，存在一定盲目性。 
DNA 分子标记辅助筛选通过对恢复基因紧密连锁的分子标记进行检测，可有效加快恢复系的筛选进

程。徐小万等[5]利用已公布的 SCAR标记引物 CRF-SCAR对 359份未知育性的辣椒进行恢复基因的鉴定，

CRF-SCAR 与 Rf 基因的遗传距离为 5.3 cM，结果显示有 35 份材料有恢复基因特异条带，占比 9.75%。

杨娟等[6]利用 175 对均匀分布在辣椒染色体上的 SSR 引物对辣椒不育系 113A、恢复系 139 及其 F2 代群

体进行筛选，发现 AF208834 引物和 Rf 基因连锁，遗传距离为 20.8 cM，并且利用 CRF-SCAR 标记对 36 
份恢复系材料进行分子标记辅助选择验证，结果表明，30 份恢复系有特异条带，正确率为 83.33%，并从

108 份未知育性材料中，检测到 41 份有恢复基因的材料。先前报道的细胞质不育基因主要有两个[7] [8]，
即线粒体嵌合基因 orf507 和假基因 Ψatp6-2。最新报道，Jo 等[9]利用 DNA 分子标记图位克隆和生物信

息学方法将 Rf 基因确定在 821 Kb 区间，初步确定一个 PPR 基因 CaPPR6 为其主要候选基因，并且认为

CaPPR6 与嵌合基因 orf507 和假基因 Ψatp6-2 均存在较强的核质互作关系。 
本研究利用CaPPR6候选基因定位的研究结果，选取与Rf基因遗传距离和物理距离接近的 3对 SCAR

引物，对 112 份未知恢复基因资源的辣椒材料进行恢复基因鉴定，并利用 1 对 CAPS 标记引物来检测恢

复基因等位位点的纯合度，可明显提高恢复系筛选效率，为育种中辣椒恢复系筛选提供了良好的理论指

导。 
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2. 材料与方法 

2.1. 供试材料 

供试的 128 份辣椒材料由武汉市农科院蔬菜科学研究所茄果室团队提供，其中已知育性材料 16 份，

包含 6 份 CMS 不育系材料、8 份保持系材料和 2 份恢复系材料；其余 112 份辣椒为未知恢复基因材料。

试验材料田间编号及其园艺学类型见表 1。 
 
Table 1. Selected pepper materials and horticulture type 
表 1. 供试辣椒材料及其园艺学类型 

实验编号 材料编号 材料类型 实验编号 材料编号 材料类型 实验编号 材料编号 材料类型 

1 C100 羊角椒 39 C158 牛角椒 76 C206 羊角椒 
2 C103 甜椒 40 C160 甜椒 77 C207 羊角椒 
3 C111 羊角椒 41 C161 羊角椒 78 C210 螺丝椒 
4 C112 线椒 42 C162 羊角椒 79 C210-1 螺丝椒 
5 C115 线椒 43 C163 羊角椒 80 C214 甜椒 
6 C116 线椒 44 C164 羊角椒 81 C216 朝天椒 

7 C117 线椒 45 C165 炮椒 82 C217 朝天椒 
8 C118 线椒 46 C166 炮椒 83 C218 线椒 
9 C119 线椒 47 C167 线椒 84 C219 炮椒 

10 C120 线椒 48 C168 牛角椒 85 C220 羊角椒 
11 C121 羊角椒 49 C170 螺丝椒 86 C221 羊角椒 
12 C122 羊角椒 50 C171 炮椒 87 C212 牛角椒 
13 C123 羊角椒 51 C172 牛角椒 88 C213 甜椒 
14 C124 羊角椒 52 C174 牛角椒 89 C222 羊角椒 

15 C125 羊角椒 53 C175 炮椒 90 C223 羊角椒 
16 C217 朝天椒 54 C176 炮椒 91 C16 炮椒 
17 C130 羊角椒 55 C177 炮椒 92 C69 炮椒 
18 C131 羊角椒 56 C178 炮椒 93 C71 羊角椒 
19 C132 羊角椒 57 C179 炮椒 94 C73 羊角椒 
20 C133 羊角椒 58 C180 牛角椒 95 C84 牛角椒 
21 C134 羊角椒 59 C182 炮椒 96 C93 羊角椒 
22 C135 羊角椒 60 C183 炮椒 97 C94 羊角椒 
23 C138 炮椒 61 C185 牛角椒 98 C95 羊角椒 
24 C139 炮椒 62 C186 牛角椒 99 C96 羊角椒 
25 C140 羊角椒 63 C187 牛角椒 100 C97 羊角椒 
26 C141 羊角椒 64 C188 牛角椒 101 C212-2 牛角椒 
27 C142 羊角椒 65 C189 线椒 102 C244 牛角椒 
28 C143 羊角椒 66 C192 牛角椒 103 C414 牛角椒 
29 C144 羊角椒 67 C193 牛角椒 104 C 大有 牛角椒 
30 C145 羊角椒 68 C195 线椒 105 C114 羊角椒 
31 C146 羊角椒 69 C196 羊角椒 106 C173 炮椒 
32 C147 羊角椒 70 C197 羊角椒 107 C190 牛角椒 
33 C148 羊角椒 71 C198 羊角椒 108 C191 牛角椒 

34 C151 炮椒 72 C202 羊角椒 109 C194 线椒 
35 C153 羊角椒 73 C203 羊角椒 110 C208 炮椒 
36 C155 羊角椒 74 C204 牛角椒 111 C209 炮椒 
37 C156 炮椒 75 C205 羊角椒 112 C211 螺丝椒 

38 C157 牛角椒       
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4 对检测引物委托南京金斯瑞公司合成，PCR mix 试剂购于武汉擎科生物科技有限公司，DNA 核酸

染液购于北京天根公司，Bgl II 限制性内切酶购于北京 NEB 公司。主要仪器有 PCR 仪(Bio-RAD 公司)和
凝胶成像系统(天根公司)。 

2.2. 试验方法 

选取辣椒幼嫩叶片，采用 CTAB 法提取 DNA，4 对检测引物信息见表 2。先利用 4 对引物对 16 份已

知恢复基因的辣椒材料进行 PCR 检测，验证检测是否具有一致性，然后再将这 4 对引物对 112 份未知恢

复基因的材料进行 PCR 鉴定。 
SCAR 和 CAPS 引物的 PCR 扩增体系统一采用 12 μL 反应体系，包括 6 μL 2 × PCR mix (含 Taq 酶、

dNTP和溴酚蓝染液)、2.5 μM正向引物和反向引物各1.5 μL，1 μL DNA溶液(浓度50 ng/μL)和2 μL ddH2O。

PCR 扩增程序：94℃预变性 5 min (分)；94℃，30 sec (秒)，60℃，60 sec，72℃延伸 50 sec，30 个循环； 
72℃延伸 5 min；12℃，hold (终止反应)。 

CAPS 引物 PCR 扩增后，向 12 μL PCR 反应体系中加入 2 × Cutsmart buffer (NEB, USA) 2 μL，Bgl II
限制性内切酶 0.2 μL(5 U)，ddH2O 补充至 20 μL 酶切反应体系。酶切反应条件：37℃孵育 6 h 或者过夜(无
星火效应)。分别从 PCR 反应体系和酶切反应体系中取 6 μL 扩增产物用于 1.5%琼脂糖电泳，最后进行紫

外凝胶成像和拍照记录。 

3. 结果与分析 

3.1. SCAR 和 CAPS 引物适用性验证 

已有的研究报道[5] [9] [10]认为 CRF-SCAR、3336-last2-SCAR、120K-end-SCAR 为显性标记，在恢

复系材料中分别能扩增出 890 bp、1639 bp 和 1026 bp 特异带；Co1Mod1-CAPS 为共显性标记[10]，在辣

椒中扩增特异片段长度为 1177 bp，恢复系特异扩增片段经 Bgl II 限制性内切酶酶切后可产生 601 bp 和

576 bp 两条片段。根据 2016 年 Jo 等[10]的遗传连锁图谱和物理图谱结果，Rf 基因定位于一个 821 kb 的

区间，其中 3336-last2-SCAR、120K-end-SCAR和Co1Mod1-CAPS与Rf候选基因的物理距离分别为 246 kb、
32 kb 和 2 kb。 

将 SCAR 和 CAPS 引物对已知育性的 16 份辣椒材料进行引物适用性验证(图 1)，结果发现在不育系

(CMS line)和保持系(Maintainer line)中 CRF-SCAR、3336-last2-SCAR、120K-end-SCAR 均无恢复系特异

性条带，而在恢复系(Restores line)中均含有恢复系特异性条带；Co1Mod1-CAPS 引物经 PCR 扩增和 Bgl II
限制性内切酶酶切后在恢复系中可产生恢复系特异性带型。说明这 4 对引物在鉴定是否含有恢复基因的

辣椒材料中具有较强的一致性。 
 
Table 2. Information of SCAR and CAPS primers 
表 2. SCAR 引物和 CAPS 引物信息 

引物名称 引物序列(5’-3’) 参考文献 

3336-last2-SCAR F: CATCGAACTGATACGGAAGGAC 
R: TAACACTACTTGGGGAAAGCG [9] 

120K-end-SCAR F: TAAAAAAATAGCGGGGGGTAAG 
R: CCACTTGTCTTGAAGCACTC [9] 

Co1Mod1-CAPS F: CCACCCCAAACGTAAGGGATC 
R: CAACTTAGCCAATACAATCCCAC [9] 

CRF-SCAR F: GTACACACCACTCGTCGCTCCT 
R: TTCTTGGGTCCCTTTCTTCCAA [10] 
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3.2. SCAR 和 CAPS 标记辅助筛选辣椒恢复系材料 

上述结果显示，这 4 对引物在已知育性的辣椒材料中表现了较强的一致性。因此，利用这些引物对

112 份未知恢复基因辣椒材料开展恢复系筛选。CRF-SCAR 检测结果显示，55 份辣椒材料含有恢复基因，

见图 2；3336-last2-SCAR 检测结果显示，56 份辣椒材料含有恢复基因，见图 3；120K-end-SCAR 检测结

果显示，58 份辣椒材料含有恢复基因，见图 4；Co1Mod1-CAPS 引物经 PCR 扩增和 Bgl II 限制性内切酶

酶切后显示，57 份辣椒材料含有恢复基因，其中有 22 份为纯合恢复基因位点的材料，见图 5。 
将以上 PCR 检测结果进行整合与分析(见表 3)，4 对引物检测结果中，有 104 份辣椒材料在这 4 对标

记中的检测结果一致，占比 92.86%，仅有 8 份材料的结果不一致，占比 7.14%。8 份检查结果不一致的

材料编号分别为 C132、C174、C179、C180、C210、C210-1、C220 和 C414，其中 C132 和 C174 仅在

120K-end-SCAR 标记中出现不一致；C179、C180、C210、C210-1 和 C414 在 CRF-SCAR 标记中出现不

一致；C85 在 Co1Mod1-CAPS 标记中出现不一致。不同标记之间检查结果的差异可能是由于不同的标记

与 Rf 基因遗传连锁关系强弱导致。检查的结果表明，联用三对显性 SCAR 标记和一对共显性 CAPS 标记

检测结果仍具有较高的一致性，其检测方便、重复性好、实验成本低，并且能区别恢复基因的杂合度，

因此具有广泛的实用性。 
 

 
注：CMS line 代表辣椒不育系材料，Maintainer line 代表辣椒保持系材料，Restores line 代表辣椒恢复系材料；M 为 DL2000 maker。 

Figure 1. The result of SCAR and CAPS molecular marker detection 
图 1. SCAR 和 CAPS 分子标记检测结果 
 

 
注：1-112 为实验编号，M 为 DL2000 marker。 

Figure 2. CRF-SCAR primer detection result 
图 2. CRF-SCAR 引物检测结果 
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注：1-112 为实验编号，M 为 DL2000 marker。 

Figure 3. 3336-last2-SCAR primer detection result 
图 3. 3336-last2-SCAR 引物检测结果 

 

 
注：1-112 为实验编号，M 为 DL2000 marker。 

Figure 4. 120K-end-SCAR primer detection result 
图 4. 120K-end-SCAR 引物检测结果 

 

 
注：1-112 为实验编号，M 为 DL2000 marker。 

Figure 5. Co1Mod1-CAPS primer detection result 
图 5. Co1Mod1-CAPS 引物检测结果 
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Table 3. The test results of four molecular marker 
表 3. 4 对分子标记引物检测结果 

实验编号 A B C D 实验编号 A B C D 实验编号 A B C D 

1 r r r rr 39 r r r rr 76 R R R Rr 

2 r r r rr 40 r r r rr 77 R R R RR 

3 r r r rr 41 r r r rr 78 R r r rr 

4 r r r rr 42 r r r rr 79 R r r rr 

5 r r r rr 43 r r r rr 80 r r r rr 

6 r r r rr 44 R R R Rr 81 R R R RR 

7 R R R RR 45 r r r rr 82 R R R Rr 

8 R R R Rr 46 R R R Rr 83 R R R Rr 

9 R R R Rr 47 r r r rr 84 R R R Rr 

10 R R R RR 48 r r r rr 85 r r r Rr 

11 R R R RR 49 r r r rr 86 R R R RR 

12 R R R RR 50 r r r rr 87 r r r rr 

13 R R R RR 51 R R R Rr 88 r r r rr 

14 R R R RR 52 R R r Rr 89 R R R Rr 

15 R R R RR 53 R R R Rr 90 R R R RR 

16 R R R RR 54 r r r rr 91 r r r rr 

17 r r r rr 55 R R R Rr 92 R R R RR 

18 r r r rr 56 R R R Rr 93 r r r rr 

19 R R r Rr 57 r R R Rr 94 r r r rr 

20 R R R Rr 58 r R R Rr 95 r r r rr 

21 r r r rr 59 R R R Rr 96 r r r rr 

22 r r r rr 60 R R R Rr 97 r r r rr 

23 R R R RR 61 R R R Rr 98 r r r rr 

24 R R R Rr 62 R R R Rr 99 r r r rr 

25 R R R RR 63 r r r rr 100 r r r rr 

26 R R R RR 64 r r r rr 101 r r r rr 

27 R R R RR 65 r r r rr 102 R R R Rr 

28 r r r rr 66 r r r rr 103 r R R Rr 

29 R R R RR 67 R R R Rr 104 r r r rr 

30 R R R RR 68 R R R Rr 105 R R R Rr 

31 R R R Rr 69 r r r rr 106 R R R Rr 

32 r r r rr 70 r r r rr 107 r r r rr 

33 r r r rr 71 r r r rr 108 r r r rr 

34 R R R RR 72 r r r rr 109 R R R Rr 

35 r r r rr 73 R R R RR 110 R R R Rr 

36 r r r rr 74 r r r rr 111 R R R Rr 

37 r r r rr 75 R R R RR 112 R R R Rr 

38 r r r rr           

注：R为显性Rf基因缩写；r为隐形 rf基因缩写。A、B、C和D对应编号分别为CRF-SCAR、3336-last2-SCAR、120K-end-SCAR和Co1Mod1-CAPS
引物。 
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Table 4. Four molecular markers detection result in the 104 pepper materials 
表 4. 4 对分子标记在 104 份材料中的鉴定结果 

园艺学类型 检测总数 含恢复基因数及比例 Co1Mod1-CAPS 检测结果 

   RfRf Rfrf 

羊角椒 46 21 (20.19%) 16 5 

炮椒 19 14 (13.46%) 3 11 

线椒 12 7 (6.73%) 2 5 

牛角椒 18 5 (4.81%) 0 5 

朝天椒 3 3 (2.88%) 2 1 

螺丝椒 2 1 (0.96%) 0 1 

甜椒 4 0 (0%) 0 0 

总数 104 51 (49.04%) 22 29 

3.3. 恢复基因与辣椒园艺学性状关联分析 

综合表 2 和表 3 辣椒园艺学性状和恢复基因筛选结果，4 对引物检测结果一致的 104 份辣椒材料中

有 51 份含有恢复基因，占比 49.04%。Co1Mod1-CAPS 检测结果表明，22 份为纯合恢复基因辣椒材料。

羊角椒、炮椒、线椒、牛角椒、朝天椒、螺丝椒和甜椒有恢复基因的材料所占数量和比例分别为 21 (20.19%)、
14 (13.46%)、7 (6.73%)、5 (4.81%)、3 (2.88%)、1 (0.96%)和 0 (0%) (表 4)。说明恢复基因在短果形的羊角

椒和小果形炮椒中均有较高分布。先前的研究表明[5] [11]，小果型辣椒较为原始，不育恢复基因在相对

原始的类型中分别较多，本研究结果与前人的结果基本一致。但随着辣椒的近缘种杂交及人工选育，不

育恢复基因出现了向多种类型分布扩大的趋势。 

4. 讨论 

CMS 雄性不育恢复系筛选是辣椒“三系”配套的关键环节，使用恢复系可将恢复不育系子代育性，

由于不用进行人工去雄，简化了制种程序、降低了人力成本，而且可以提高种子纯度，具有明显的优越

性。有研究表明[5] [11]，在辣椒三系选育中不育系资源非常丰富，而恢复系资源相对较少，且核质互作

的恢复系源多数是小果形辣椒。因此，筛选出恢复力强的恢复系对辣椒 CMS“三系”配套及其应用推广

具有重要意义。 
本研究通过 DNA 分子标记技术及 Rf 恢复基因的精细定位结果，利用三对 SCAR 标记和一对 CAPS

标记对已知育性的 12 份辣椒材料进行引物适用性检测，并对 112 份辣椒材料进行恢复基因筛选。3 对

SCAR显性标记筛选出含有Rf基因的辣椒材料，再用共显性的特性CAPS标记来判断等位基因是否纯合。

结果显示这 4 对引物在已知育性的辣椒材料中检测一致，采用这 4 对标记引物筛选出了 104 份检测一致

的辣椒材料，其中恢复基因资源的辣椒材料 51 份，22 份含有纯合位点的恢复基因。恢复基因主要分布

于长果形的羊角椒和小果形炮椒中，随着辣椒的近缘种杂交及人工选育，不育恢复基因出现了向多种类

型分布扩大的趋势。 
结合这 4 对辣椒恢复基因紧密连锁的分子标记，可快速地对苗期含恢复基因辣椒的材料进行检测，

提高了恢复系筛选的正确率，可防止恢复基因流失，减少育种上盲目的测交工作，对育种实践具有较强

的理论参考价值。 
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