
 
 
 

中国科学  C 辑: 生命科学  
2007 年  第 37 卷  第 2 期: 209~216 
http://www.scichina.com   

 
收稿日期: 2006-07-19; 接受日期: 2006-08-11 
国家转基因植物研究与产业化开发专项(JY-03A-24-02)和黑龙江大学博士后基金资助 
* 联系人, E-mail: Lirongtian07@yahoo.com.cn 

《中国科学》杂志社
SCIENCE IN CHINA PRESS 

无融合生殖甜菜 M14 的 GISH 和 
BAC-FISH 研究 

戈  岩①  何光存
②  王志伟

①  郭德栋
①  覃  瑞③  李荣田

①*

(① 黑龙江大学生命科学学院, 哈尔滨 150080; ② 武汉大学生命科学学院植物发育生物学 

教育部重点实验室, 武汉 430072; ③ 中南民族大学生物技术国家民族事务委员会重点实验室, 武汉 430072) 

摘要    无融合生殖是指不经减数分裂和受精作用而产生胚的一种无性繁殖, 因此是胚的克隆, 
母系繁殖. 甜菜单体附加系 M14 是通过二倍体栽培甜菜(Beta vulgaris)和四倍体白花甜菜(B. 
corolliflora)种间杂交、进而回交, 选育出的具有无融合生殖特性的甜菜品系. 我们利用 GISH 技

术进一步分析了无融合生殖甜菜 M14 中的染色体情况, 在不封阻的情况下, 附加的外源染色体

清晰可见, 这说明栽培甜菜与白花甜菜基因组间种属特异序列的差异明显. 利用无融合生殖甜菜

M14 和有性生殖栽培甜菜的花期 mRNA 对白花甜菜第 9 号染色体的 BAC 芯片进行了差异杂交分

析, 发现 2 个 BAC 克隆 16-M11, 26-L15 含有 M14 花期特异表达的基因. 选用这 2 个 BAC 克隆作

为探针, 对具有无融合生殖甜菜 M14 进行荧光原位杂交, 供试探针均被定位于附加的白花甜菜第

9 号染色体长臂末端, 呈半合子状态. 本研究 BAC 芯片的杂交结果结合两种生殖途径中胚和胚乳

发育表达方式的保守性可推断, 甜菜中有性生殖和无融合生殖可能共享某些调节因子的相关路径, 
正是白花甜菜第 9 号染色体上的特异基因才使甜菜 M14 中无融合生殖特性得以表达. 

关键词    甜菜  无融合生殖  BAC 克隆  双色荧光原位杂交  半合子状态 

植物无融合生殖是指不经过减数分裂和精卵融

合而以种子进行繁殖的一种特殊的繁殖方式[1]. 无融

合生殖产生的二倍体子代, 其基因型与母本精确相

同, 形成了遗传上稳定 , 可由种子繁殖的无性系 [2]. 
根据胚胎发生的起源不同, 可将无融合生殖分为 2 类: 
孢子体无融合生殖和配子体无融合生殖[3]. 孢子体无

融合生殖是由珠心或珠被细胞直接发育成胚[4]. 配子

体无融合生殖可分为无孢子生殖和二倍体孢子生殖. 
无孢子生殖是由珠心体细胞发育成胚囊; 二倍体孢

子体生殖是大孢子母细胞减数分裂受阻形成胚囊 . 
在这两种配子体无融合生殖中, 胚囊形成后, 经孤雌

生殖发育成胚.  

无融合生殖在作物育种中具有很大的应用前景. 
植物无融合生殖是通过种子进行的无性生殖, 所以

可以固定有利基因型, 改变育种及杂交种子生产程

序, 具有重大的经济意义. 有研究表明, 一些谷物的

亲缘野生种具有近乎专性的无融合生殖特性. 科研人

员试图通过种间杂交将无融合生殖特性引进玉米[5, 6]、

珍珠粟[7]等谷物中. 但是, 迄今为止没有无融合生殖

的栽培谷物品种在生产中应用.  
甜菜属(Beta genus)分为 4 个组: 甜菜组(Beta 

section)、白花甜菜组(Corollinae section)、矮生甜菜

组(Nana section)和匍匐甜菜组(Procumbent section). 
甜菜育种中, 如栽培甜菜(B. vulgaris)和饲料甜菜, 经
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常被育种学家当成遗传材料使用, 而其他野生种甜

菜却很少被利用[8,9]. Letschert[8]曾报道甜菜属野生种

中存在无融合生殖能力, 并指出它们属于配子体无

融合生殖, 包括无孢子生殖和二倍体孢子生殖 2 种无

融合生殖类型; 栽培甜菜与野生种中具有无融合生

殖特性的多倍体杂交, 可以产生具有无融合生殖的

后代类型. 但是, 将野生种无融合特性导入栽培甜菜

以固定杂种优势尚未成功[9].  
白花甜菜(B. corollinae)是甜菜属中重要的野生

遗传资源, 具有抗寒、抗逆、无融合生殖等优异特性,
很多学者都想通过栽培甜菜与白花甜菜杂交, 转移

和利用野生种的优异特性. 我们以前曾报道过, 通过

二倍体栽培甜菜和四倍体白花甜菜种间杂交, 获得

异源三倍体, 进一步用栽培甜菜回交, 在其后代中筛

选出一套完整的带有白花甜菜染色体的单体附加系, 
共 9 种类型. 通过传递率分析, 筛选出高频传递的单

体附加系M14 品系. 经过标记基因分析、多年的传递

率统计、细胞学鉴定、胚胎学及分子生物学鉴定, 证
实为韭型(Allium odorum type)二倍体孢子体的配子

体无融合生殖材料[10~12].  
我们利用基因组原位杂交(genomic in-situ hy-

bridization, GISH)技术分析了M14甜菜中染色体的情

况, 同时以无融合生殖关键时期特异表达 mRNA 筛

选到 2 个 M14 的 BAC 克隆, 与 M14 中期染色体进行

原位杂交, 确定 2 个 BAC 克隆是 M14 甜菜所附加的

白花甜菜第 9 号染色体上特异的 BAC 克隆. 结果表

明, 白花甜菜第 9 号染色体单条染色体足以使无融合

生殖性状在单体附加系植株 M14 中表达.  

1  材料与方法 

1.1  供试植物材料 

栽培甜菜、白花甜菜和甜菜单体附加系 M14 均

采自黑龙江大学温室.  

1.2  mRNA 的制备   

根据 RNeasy plant mini kit 试剂盒提供的方法, 
从栽培甜菜和 M14 中提取总 RNA(Qiagen Valencia, 
CA), 然后按照说明书, 用 Dynabeads mRNA 纯化试

剂盒纯化(Dynal Biotech Hamburg, Germany).  

1.3  基因芯片分析 

基因芯片的构建过程是 : 碱裂解法提取BAC 

DNA, 片段化后经环氧修饰, 由micro Grid Ⅱ Ro-
botics 机器人(Genetic Robotics )将BAC克隆点到预

处理的玻片上, 用白花甜菜特异的重复序列[13]对其

进行质量检测. 
按照 Fluorescent Direct label kit 说明书, 将栽培

甜菜和 M14 的 mRNA 反转录成 cDNA 并分别标记上

Cy5, Cy3 (agilent technologies), 与 BAC 芯片 42℃过

夜杂交, 在含 0.1% SDS 的 0.1×SSC 中 42℃漂洗, 信
号经 Genepix 4000A 系统检测.   

1.4  染色体制备 

取植株中间新生叶的分生组织(大约距基部 5~   
10 μm), 用 8-羟基喹啉处理 1~2 h, 置于卡诺固定液

(乙醇:乙酸=3:1)固定 24 h. 有丝分裂染色体的制备

参考Desel等人[14]的方法. 主要步骤是, 将心叶置于

新配制的酶缓冲液(4 mmol柠檬酸/6 mmol柠檬酸钠, 
pH 4.8)洗 15 min后, 在含 2%纤维素酶和 20%果胶酶

的酶解液中酶解 3 h, 悬浮液用酶解缓冲液洗 3次, 再
用新鲜的卡诺固定液洗 2次, 离心(800 × g, 3 min). 最
后所得沉淀用 100 μL卡诺固定液悬浮, 取适量悬浮液

(10~15 μL), 以 5 cm的高度滴到干净的载玻片上.  

1.5  DNA 探针及探针标记 

CTAB 法制备白花甜菜基因组 DNA. 参照说明

书 , 用缺口平移法标记上 Digoxigenin-11-dUTP 
(Roche Diagnostics, Germany).  

用碱裂解法抽提 BAC 克隆质粒, 提纯的质粒

DNA 用缺口平移法标记上 Digoxigenin-11-dUTP 或

Biotin-11-dUTP. 标记 Biotin-11-dUTP 时, 50 μL 反应

液, 15℃下标记 1.5~2 h 后加 5 μL 0.2 mol/L EDTA(pH 
8.0)终止反应. Sephanase CL-6B(Sigma)纯化. 用加链

亲和辣根过氧化物酶(BRL, Life Technologies)的点印

记法检测标记.  

1.6  原位杂交及检测 

FISH参考Schmidt和Desel等人 [14,15]提供的程序

稍做修改. 染色体制片提前用RNA酶、蛋白酶及多聚

甲醛处理后, 在片子上加 30 μL预变性的杂交液, 杂
交液含 100~150 μg标记的探针DNA, 50% 去离子甲酰

胺, 8% 硫酸葡聚糖, 2×SSC, 250 ng/μL鲑鱼精DNA, 
1 μg cot1 DNA(100~500 bp), cot1 DNA 参见Yan等人

[ 1 6 ] 的程序制备 .  3 7℃杂交过夜 .  杂交信号的  
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荧光检测: 42℃ 2×SSC 漂洗 5 min, 依次加入 10 μg/ 
mL FITC-Aridin(Sigma), 5 μg/mL Anti-Avidin (Sigma), 
10 μg/mL FITC-Avidin 37℃各 30 min; 100 μg/μL DAPI
复染. OLympus BX51 型显微镜观察并拍照.  

2  实验结果 

2.1  甜菜无融合生殖材料 M14 的选育 

图 1 显示了无融合生殖特性由白花甜菜传递给

栽培甜菜的情况. 利用我们自己培育的非整倍体的

初级三体PT6(VV+1, 2n=19)为母本, 与四倍体白花甜

菜 (CCCC, 2n=36)为父本进行杂交 , 获得真实杂种

VC88-1(VVCC, 2n=36), 利用栽培甜菜进行回交, 产
生具无融合特性的异源三倍体, 再继续回交. 通过多

年的远缘杂交实验, 在其后代中筛选到一套完整的

带有白花甜菜染色体的单体附加系(monosomic addi-
tion lines VV+1C), 其中附加白花甜菜第 9 号染色体

的M14 植株具有高频传递特性, 经过 4 代传递分析, 
具有近  100% 的高频传递率, 经过标记基因分析、多

年的传递率统计、细胞学鉴定、胚胎学及分子生物学

鉴定, 证明M14 为韭型二倍体孢子体生殖材料[10~12].  

 
图 1  甜菜单体附加系获得过程示意图 

2.2  无融合生殖材料 M14 的 GISH 分析 

地高辛标记的野生白花甜菜基因组 DNA 做探针, 
在没有栽培甜菜基因组 DNA 做封阻的条件下, 与无

融合生殖甜菜 M14 的中期染色体进行原位杂交. 结
果如图 2 所示, 绿色的 FITC 荧光和蓝色的 DAPI 荧
光对比复合后, 凡是与地高辛标记探针杂交的染色

体显示绿色荧光, 而未与探针杂交的染色体经 DAPI
对比染色应显示蓝色. M14 中 19 条染色体, 有 18 条

出现蓝色信号, 只有 1 条染色体出现绿色荧光信号. 
可以推断, 呈蓝色荧光信号的染色体来源于栽培甜

菜, 呈绿色荧光信号的 1 条染色体则来源于白花甜菜. 
GISH 结果清楚显示, 通过远缘杂交野生白花甜菜的

1 条染色体已导入栽培甜菜中, 它的出现使得单体附

加系 M14 表现出无融合生殖的特性.  
通过 GISH 信号分析, M14 中 18 条栽培甜菜染 

色体和 1 条白花甜菜染色体可以直接进行比较. 与标

记的白花甜菜基因组DNA杂交后, 来源于白花甜菜 1
条染色体呈很强的绿色荧光信号, 且信号的强度较

均一(图 2), 说明这条染色体上散在分布着白花甜菜

基因组的特异序列, 主要是一些重复序列, 这与Gao 
等人[13]的结论相一致, 他们分离到的重复序列散在

分布整个白花甜菜基因组中.  
在没有栽培甜菜基因组 DNA 封阻的情况下, 并

无大量的信号交叉, 附加的白花甜菜染色体杂交后

清晰可见(图 2(b), 绿色荧光), 这暗示着白花甜菜与

栽培甜菜基因组中含有许多各自种属特异性的 DNA, 
这是基因组杂交阳性信号得以显现的基础. 我们的

结果也间接证明了白花甜菜与栽培甜菜种间差异性

较大.  
除 1 条染色体被“喷涂”上绿色, 其他染色体上也

出现微弱的杂交信号, 其中 1 对染色体的端部出现明

显绿色信号. 这种交叉杂交信号说明栽培甜菜与白

花甜菜种间存在同源序列, 端部分布较多.   

2.3  利用 BAC 芯片筛选携带花期差异表达基因
的 BAC 克隆 

花期是无融合生殖表达的关键时期 .  分别用

CY3 和 CY5 标记无融合生殖甜菜 M14 和栽培甜菜花

期的 mRNA, 与白花甜菜第 9 号染色体 BAC 克隆芯

片杂交. 激发光下, 与标记 CY3 的 M14 的 mRNA 杂

交的 BAC位点显绿色, 而与标记 CY5的栽培甜菜的 
mRNA 杂交的 BAC 位点显红色, 二者均能杂交的显

黄色. 如图 3所示, 大多数BAC位点呈现不同程度的

黄色信号, 含有此时期两物种共表达基因. 极个别位

点呈现红色, 可能含有栽培甜菜在该时期的差异表

达基因. 其中 BAC 26-L15 和 BAC 16-M11 在重复实

验中均呈现绿色(图 3, 箭头), 且该点用激发光扫描

无红色信号, 可能为 M14 特异表达区段, BAC 克隆

26-L15 和 16-M11 携带有无融合生殖花期差异表达 
基因.  
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图 2  单体附加系 M14 的 GISH 检测结果 

(a) 单体附加系M14 品系(2n=18+1=19)的染色体DAPI复染结果; (b) 白花甜菜基因组DNA与M14 附加的外源染色体杂交(箭头),  
栽培甜菜染色体上分布着微弱的交叉杂交信号 

 

 
图 3  栽培甜菜及无融合生殖甜菜 M14花期的 mRNA探针

与白花甜菜第 9 号染色体 BAC 芯片杂交结果 
箭头所指的 2 个绿色信号为 M14 花期特异表达基因所在的 BAC 克隆

26-L15 和 16-M11 
 

2.4  双色 FISH 确定供试 BAC 克隆在 M14 染色
体上的位置 

根椐单色 FISH 的研究结果, BAC 克隆 26-L15 和

16-M11 所位于的无融合植株 M14 的染色体在形态学

上极为相似(图 4(a), (b)). 初步认为, 这两个 BAC 克

隆可能位于 M14 的同一条染色体上. 为了证实这一

结论, 利用双色荧光原位杂交技术, 在M14有丝分裂

中期染色体上进行 BAC 克隆的定位. 用地高辛标记

BAC 克隆 26-L15(绿色), 用生物素标记 BAC 克隆

16-M11(红色), 以此为探针在 M14 有丝分裂中期染

色体上进行双色荧光原位杂交. 从图 4(c)中可以看出, 
红色信号、绿色信号位于一条染色体上, 两个信号在

染色体上的位置很近, 且部分融合呈黄色. 比较双色

荧光原位杂交信号在染色体上的位置, 与单色荧光

原位杂交的结果基本一致 . 绿色信号  BAC 克隆

26-L15 出现双信号点(图 4(e)), 红色信号 BAC 克隆

16-M11 也出现双信号点(图 4(d)).  
图 4(c)显示, M14 中 BAC 克隆 26-L15 和 16-M11

都被定位于一条染色体的远末端, 其他染色体上无

杂交信号, 而且在 BAC 克隆的 FISH 中检测到姊妹染

色单体同时出现信号的双点(图 4(c)~(e)). M14间期核

只出现 1 个融合的黄色信号点(图 4(g)). 即使没有直

接测定, 似乎也可以证明信号出现的染色体不应是

栽培甜菜染色体, 因为栽培甜菜属于同源二倍体, 如
果信号位于栽培甜菜染色体的话, 应同时有 1 对同源

染色体上出现信号.  
供试 BAC克隆的杂交信号仅仅集中在 M14一条

染色体上一个特定位点, 这意味着 BAC 克隆中包含

的单拷贝或低拷贝序列在白花甜菜、栽培甜菜分歧 
进化过程中仍连在一起, 是同线的. 分别标记 2 个

BAC 的 FITC 和 CY3 信号融合时, 会检测到 1 个黄色

信号(图 4(c), (g)), 在 M14 高度浓缩的中期染色体上, 
杂交信号在一条染色体上没有分离(图 4(c)), 说明 2
个 BAC 间可能存在部分同源序列.  
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图 4  单体附加系 M14 花期特异表达的 BAC 克隆在 M14 中的 FISH 定位 

(a)~(g)为 BAC 克隆 16-M11, 26-L15 在 M14 中的 BAC-FISH 结果, BAC 克隆 26-L15 标记地高辛, 由连有抗体的 FITC 检测(绿色信号), BAC 克隆

16-M11 标记生物素, 由连有抗体的 CY3 检测(红色信号). DAPI 复染(蓝色信号). (a) BAC 克隆 16-M11 在单体附加系 M14 中期染色体上检测到红

色信号(箭头所指); (b) BAC 克隆 26-L15 在单体附加系 M14 中期染色体上检测到绿色信号(箭头所指); (c) BAC 克隆 16-M11, 26-L15 与 M14 进行

双色 BAC-FISH, 信号融合成黄色; (d) BAC 克隆 16-M11 在 M14 中期染色体上检测到信号为双点; (e) BAC 克隆 26-L15 在 M14 中期染色体上检测

到信号为双点; (f) M14 染色体经 DAPI 复染成蓝色; (g) BAC 克隆 16-M11, 26-L15 在 M14 间期核上进行双色 BAC-FISH 检测到 1 个黄色的信号融 
合点; (h) M14 染色体的核型排列 
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每个 BAC克隆中插入的DNA片段较长, 从而决

定了利用它做探针不仅仅是对单个基因, 而且是对

多个基因或标记的物理作图. 因此, 其结果还可以用

于检测多个标记的同线性和它们分布区域的保守特

点. 在我们的研究中, BAC 克隆 26-L15 和 16-M11 只

在第 9 号染色体长臂端部检测到信号, 说明这 2 个供

试 BAC 克隆所含的基因或标记在 M14 第 9 号染色体

上的分布同线且同区(表 1).  

2.5  荧光原位杂交信号检出染色体的核型分析 

以往的研究显示, 白花甜菜染色体比栽培甜菜

染色体长些, 但是白花甜菜最短染色体比栽培甜菜

中最长染色体略短一些[10]. 用附加系栽培甜菜最长

染色体与附加的白花甜菜最短染色体相比较, 构成

参考比例. 核型分析结果证明M14 带有白花甜菜最

短染色体 , 与栽培甜菜中最长染色体的比值为

0.96[10].  
通过GISH结果, 18 条栽培甜菜染色体和 1 条白

花甜菜染色体在M14 植株中可以直接比较. 附加的 1
条白花甜菜染色体与 18 条栽培甜菜染色体中最长染

色体的比值为 0.96 (表 1), 附加的白花甜菜染色体明

显比一般栽培甜菜染色体要长一些, 但是略短于最

长的栽培甜菜染色体. 进一步对M14 的染色体做核

型分析, 排列(图 4(h)), 发现杂交信号位于该染色体

长臂, 臂比 1.42 ± 0.15. 没有观察到随体, 该染色体属

于中央着丝粒染色体. 参照刘丽萍等人[10]公布的核

型分析结果, 可以确定BAC克隆 26-L15 和 16-M11
位于附加的白花甜菜第 9 号染色体的长臂上.  

3  讨论 
前人试图将野生甜菜的无融合生殖特性导入栽

培甜菜, 但是都没成功. 我们通过多年的远缘杂交实

验, 在其后代筛到一套完整的带有白花染色体的单

体附加系(monosomic addition lines, VV+1C), 并选育

了高频传递的特异单体附加系 M14. 经胚胎学、细 

胞学、分子标记等多方面证明, M14 具有无融合生殖

特性 [9,10,12]. 进而 , 我们构建了M14 大片段插入的

BAC基因组文库(细菌人工染色体文库), 覆盖整个基

因组 . 从文库中筛选含有无融合生殖特异基因的

BAC克隆, 对于研究无融合生殖基因和重复序列, 以
及对着丝粒等染色体结构的分析是很有价值的. 

前人已经报道, 无融合生殖基因位于重组抑制

区内[17]. 由于缺少重组, 体现在两物种间不能建立高

密度、小距离的遗传图谱. 利用染色体原位杂交技术

跟踪远缘杂交后代的遗传特性及对无融合相关基因

的物理定位是十分必要的. GISH的杂交很大程度上

有赖于基因组特异的重复序列. 物种进化过程中, 种
间差异的变化往往体现在重复序列的改变, 而一般

功能基因相对保守. 重复序列的改变主要体现在序

列和量的变化[18]. 甜菜的染色体相对较小(2~3 μm), 
对于许多重复序列的分析显示, 一些重复序列家族

在甜菜属的单一区域内高度扩增, 而另一些则种间

保守[19]. 这些重复序列家族由占据显著染色体位点

的卫星DNA构成. 在我们的研究中, 白花甜菜和栽培

甜菜的染色体很容易通过GISH区分(图 2(b)). 这种对

白花甜菜染色体特异性的“喷涂”, 封阻DNA是不必

要的. GISH结果显示, 栽培甜菜和野生白花甜菜种间

差异性较大, 白花甜菜基因组含有许多种的特异性

重复序列, 这与前人结果相一致[14,20]. 
M14 的基因组原位杂交也在栽培甜菜染色体上

检测到微弱的杂交信号(图 2(b)), 这些信号可能来自

白花甜菜与栽培甜菜的保守序列, 尤其是Ty1-copia- 
like和Ty3-gypsy-like反转录子, 它们广泛存在于植物

基因组中 [20~22], 有报道说Ty3-gypsy-like反转录子成

簇聚集在栽培甜菜的着丝粒处[23]. 1 对栽培甜菜染色

体的末端显示了较明显的绿色杂交信号(图 2(b)), 属
于白花甜菜与栽培甜菜交叉杂交信号, 可能是两物种

间 18S-5.8S-25S rRNA染色体上保守位点. 有报道说, 
18S-5.8S-25S rRNA位于 1 对白花染色体的末端[19],  

 
表 1  甜菜单体附加系 M14 信号检出染色体 FISH 分析的核型结果 

探针 检出信号的 
染色体臂 

臂比 与栽培甜菜最 
长染色体比值 

染色体类型 

BAC 克隆 26-L15, 16-M11 La) 1.42±0.15 0.96±0.13 m 

野生白花甜菜基因组 DNA — 1.41±0.17 0.97±0.08 m 

a) 长臂 
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这与本实验的结果相吻合.  
本研究中, 利用野生白花甜菜基因组DNA为探

针与甜菜无融合单体附加系M14 品系植株进行FISH, 
结果检测到单一染色体具有杂交信号. 前人以无融

合生殖系绘制的分子图谱已经说明, 单一染色体对

无融合特性的表达是必要且充分的[24], 而且发现无

融合生殖特性在狼尾草中是由 1对等位基因中的 1个
单独作用的[17]. 栽培甜菜没有无融合生殖特性, 而白

花甜菜第 9 号染色体导入到栽培甜菜后, 形成的M14
植株(VV+1C)却获得了无融合生殖特性, 说明这条单

一染色体的出现足以提供无融合生殖特性表达的基

因. 那么, 控制甜菜无融合生殖特性的相关基因应该

位于这条染色体上. 由BAC芯片筛选的携带无融合

花期差异表达基因的BAC克隆所组成的FISH探针(插
入片段在 100~150 kb), 得到的也是半合子的观察结

果. 任何情况, BAC-FISH信号只出现在无融合生殖植

株M14 所附加的一条白花甜菜第 9 号染色体上(图
4(a)~(c)), 可能有性生殖的栽培甜菜染色体中没有同

源区, 故其遗传行为像单价显性位点. 附加的白花甜

菜第 9号染色体无论是形态学鉴定还是FISH鉴定, 其
总会与有性生殖植株相分离.  

野生白花甜菜和栽培甜菜的远缘杂交后代自F1

代分离成两种生殖方式: 无融合生殖和有性生殖. 暗
示着这种特性是由杂合子显性基因控制, 结合我们

的FISH结果, 进一步证明了前人的结论, 即在甜菜中, 
无融合生殖是由单价显性位点控制. 我们的研究已

证明附加的野生白花甜菜第 9 号染色体的出现与无

融合生殖有关, 似乎附加的野生白花甜菜第 9 号染色

体上存在着无融合生殖特异基因. 可以利用FISH技

术进一步研究野生白花甜菜中第 9 号染色体与其同

源染色体之间的关系, 并追踪M14 减数分裂时期染

色体遗传行为, 深入研究无融合生殖基因的遗传机

制.  
过去, 无融合生殖和有性生殖被看作是两种截然

不同的过程. Nogler和Savidan证明, 虽然遗传调节或

环境因素都会对无融合生殖的表达产生影响[1,25], 但
是无融合是基因控制的. 利用无融合植株M14 和有

性植株栽培甜菜的花期特异表达的mRNA对白花甜

菜第 9 号染色体BAC芯片进行分析. 实验结果表明, 
大多数BAC克隆均与无融合生殖植株的mRNA和有

性植株的mRNA有共杂交的信号 , 仅在 2 个BAC 

克隆上检测到无融合生殖表达的差异基因(图 3 箭头). 
这一结果暗示, 甜菜中无融合生殖和有性生殖有很

多相似之处, 两种途径中可能共享某些相同表达基

因和调节因子. 前人在研究山柳菊时也发现, 无融合

生殖与有性生殖是相联系的发育路径, 共享某些常

规调节程序[26]. 除了无融合生殖的特异基因, 正是由

于某些可调节的有性生殖程序的介入才使得植株无

融合生殖特性得以正常表达[26]. 但是, M14 植株的配

子体无融合生殖过程中存在与有性生殖完全不同的 3
个关键步骤, 即大孢子母细胞不经减数分裂直接形

成胚囊、卵细胞自行发育产生胚、极核自主发育成胚

乳. 这些发现说明, 可能正是野生白花甜菜第 9 号染

色体上特异的无融合生殖基因的作用, 才使大孢子

母细胞的命运改变, 有性生殖关键步骤短路, 无融合

生殖得以表达.  
值得注意的是, BAC芯片杂交结果中, 有 2 个

BAC克隆均有绿色杂交信号(图 3, 箭头), 应该是甜

菜无融合植株M14 特异表达基因所在的区段. 以它

们为探针对M14 中期染色体进行FISH, 2 个供试BAC
被特异定位在M14 附加的一条白花甜菜第 9 号染色

体长臂的末端, 在栽培甜菜的染色体上没有检测到

杂交信号, 也就是说 2 个供试BAC克隆在有性植株的

染色体中没有同源区, 在M14 中表现为半合子, 遗传

行为像单价位点. 供试BAC克隆的信号位于染色体

的末端. 前人的研究表明, 重组抑制位点多位于染色

体的着丝粒、副着丝粒、末端以及一些异染色质区域, 
这些含各种重复序列的染色体区域均表现出重组抑

制特征 [27] . 在一些研究较为深入的材料中已经发现, 
无 融 合 生 殖 基 因 可 能 位 于 重 组 抑 制 区 
内[17].  

由FISH所提供的物理定位的数据, 为无融合生

殖中的重组抑制提供了一些解释. 配子体无融合生

殖中至少需要 2 个因子来控制不减数胚囊和由卵细

胞进行孤雌生殖的能力. “无融合生殖相关基因是以

两个或是更多个紧密连锁的基因为代表的单倍型.”
这种说法越来越引起人们的关注, 最近一些证据表

明, 二倍体孢子体无融合生殖可能由多个位点的基

因控制, 在一些物种中二倍体孢子体生殖与孤雌生

殖很明显不配对[28,29]. 
一条白花甜菜第 9 号染色体在二倍体栽培甜菜的

背景下, 足以使无融合生殖特性得以表达. 我们的目 
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的是分离得到已定位在白花甜菜第 9 号染色体上的

无融合生殖基因, 虽然这一目标并不能立即实现, 但
是对白花甜菜第 9 号染色体上位点间序列重排的深

入研究, 无疑将使我们对甜菜无融合生殖的进化和

遗传机制有一个更深的认识.  
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