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　　摘要：为创制稳定遗传的甘蓝型油菜—菘蓝二体附加系，以花粉育性很低、在甘蓝型油菜品种华双３号（２ｎ＝
３８，ＡＡＣＣ）上附加一条菘蓝（２ｎ＝１４，ＩＩ）特定染色体（ｇ）的单体附加系（２ｎ＝３９，ＡＡＣＣ＋１Ｉｇ）为父本，与正常的华双
３号杂交，产生正常油菜胞质的单体附加系、经自交获得二体附加系（２ｎ＝４０，ＡＡＣＣ＋１ＩＩｇ）。该二体附加系的细胞
学及基因组原位杂交观察表明，花粉母细胞减数分裂中染色体配对与分离基本正常，在终变期形成２０个二价体，
后期Ｉ进行２０∶２０的均等分离；第二次分裂中形成正常的四分体及四个子细胞，花粉的育性较高，自交结实好，产
生的后代均携带菘蓝染色体。但也在少部分的花粉母细胞内出现菘蓝或油菜的落后染色体。该细胞学行为较稳

定、育性较高的甘蓝型油菜—菘蓝二体附加系为菘蓝遗传研究及油菜育种研究提供了新材料。
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　　远缘杂交是作物遗传改良的重要途径，广泛地
用于将近缘种的有利性状和基因引入作物，或创建

供遗传分析的材料（如异源染色体附加系、代换系

和易位系）［１～４］。特别是通过培育异源染色体的单

体和二体附加系，可将一个物种染色体组中的每一

条染色体分割开来，用于研究其染色体组的结构和

进化、鉴别基因连锁群、定位特定性状到特定染色体

上、在近缘物种间比较基因同线性等［５］。附加系在

芸薹属染色体组的结构和性状转移方面取得较大进

展［６］，但培育出属间全套附加系的报道不多［７］。

菘蓝（ＩｓａｔｉｓｉｎｄｉｇｏｔｉｃａＦｏｒｔ．，２ｎ＝１４，ＩＩ）为十字
花科（现称芸薹科，Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ）菘蓝族（Ｉｓａｔｉｄｅａｅ）
菘蓝属植物，其根称板蓝根，其叶称大青叶，具有清

热解毒、凉血消肿的功效，且菘蓝含有杀虫、抗病的

功效，是油菜遗传改良的重要资源［８，９］。虽然板蓝

根是我国常用的大宗药材，但对其遗传研究的报道



较少。现未见有关菘蓝基因组大小的报道。同属的

欧洲菘蓝（ＩｓａｔｉｓｔｉｎｃｔｏｒｉａＬ．，２ｎ＝２８）为四倍体，其
１ＣＤＮＡ为０．５８ｐｇ［１０］，与栽培芸薹属二倍体种（约
６００Ｍｂ）的相当；故我国菘蓝的基因组较小（估计约
３００Ｍｂ），其染色体的体积比芸薹属的还小，这一特
征在油菜与菘蓝的体细胞杂种及附加系中得到明显

的体现［１１，１２］。本实验室通过原生质体融合获得甘

蓝型油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．，２ｎ＝３８）与菘蓝的体细
胞杂种（２ｎ＝５２，ＡＡＣＣＩＩ）［１１］，与甘蓝型油菜连续回
交，结合形态、细胞学和 ＳＳＲ标记鉴定出全套的、附
加７条不同菘蓝染色体的单体附加系（ｍｏｎｏｓｏｍｉｃ
ａｌｉｅｎａｄｄｉｔｉｏｎｌｉｎｅｓ，ＭＡＡＬ，编号为 Ｍａ，Ｍｂ，Ｍｃ，
……，Ｍｇ）［１２］。所用的１００多个 ＳＳＲ标记为中国中
医科学院黄璐琦实验室根据菘蓝基因组 ＤＮＡ序列
开发。其中附加系 Ｍｅ表现菘蓝的褐色花药特性，
Ｍｆ和 Ｍｇ附加的染色体分别携带 ５ＳｒＤＮＡ和 ４５Ｓ
ｒＤＮＡ位点，其余 ４个 ＭＡＡＬ利用 ＳＳＲ标记区分。
特别的是，附加菘蓝 ｄ染色体的二体附加系叶提取
物具有一定的抗流感病毒活性，表明这条菘蓝染色

体上携带有控制合成特定抗病毒活性成分的主要基

因；此材料已申请北京市非审定农作物品种鉴定，命

名为蓝菜１号（京品鉴菜２０１４０３２）。但由于双亲的
线粒体重组而使附加系的花药发育异常，除附加系

Ｍｅ的花药发育正常外，其余六个均因雄蕊心皮化发
育与异常而表现雄性不育，给它们的繁育及研究带

来困难。

为了消除不育胞质对附加系繁殖与保存的限制

与影响、创制遗传相对稳定的甘蓝型油菜—菘蓝二

体附加系，本研究以在低温条件下可产生少量花粉、

在甘蓝型油菜品种华双３号上附加一条菘蓝特定染
色体（ｇ）的单体附加系（２ｎ＝３９，ＡＡＣＣ＋１Ｉｇ）为父
本与正常的华双３号杂交，产生正常油菜胞质的单
体附加系后自交获得二体附加系（２ｎ＝４０，ＡＡＣＣ＋
１ＩＩｇ）。对该二体附加系进行了普通细胞学及基因
组原位杂交研究，显示其花粉母细胞减数分裂中染

色体配对与分离基本正常，花粉育性较高、自交结实

好，为菘蓝的基因组结构研究及油菜育种提供新

材料。

１　材料与方法
１．１　材料

以甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ，２ｎ＝３８，ＡＡＣＣ）
品种华双 ３号与菘蓝（ＩｓａｔｉｓｉｎｄｉｇｏｔｉｃａＦｏｒｔ．，２ｎ＝
１４，ＩＩ）的ｇ单体附加系［１３］为父本，华双３号为母本，
在杂交产生的后代中鉴定出附加菘蓝染色体ｇ的单

体附加系，将其自交后在后代中鉴定出 ｇ二体附加
系，并观察形态及结实率。

１．２　分子标记
用ＣＴＡＢ法提取材料基因组ＤＮＡ。
用菘蓝着丝粒引物 ＣＥＮ１Ｒ（５′－３′：ＡＧＡＧ

ＣＡＣＴＴＴＡＡＴＧＴＧＴＡＣＣＴ）、ＣＥＮ１Ｆ（５′－３′：ＣＡＴＧＣＴ
ＴＣＧＣＧＴＴＣＴＡＴＣＴＴＴ）进行扩增，扩增程序为：９４℃
５ｍｉｎ，３５个循环（９４℃ ３０ｓ，５４℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ），
７２℃延伸１０ｍｉｎ。

用菘蓝ｇ染色体特异引物进行 ＳＳＲ检测，扩增
程序为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，１０
个循环（每个循环退火温度降 ０．７℃）；９４℃ ３０ｓ，
５５℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，３０个循环；最后 ７２℃延伸
１０ｍｉｎ。
１．３　细胞学及花粉育性观察

开花初期，取花蕾用卡诺固定液（乙醇∶冰醋酸
＝３∶１）固定，并更换新鲜固定液几次，直至花蕾颜
色泛白，然后４℃保存。镜检时取合适大小的花蕾，
剥取其中一个花药，在１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ中６０℃解离
２ｍｉｎ，用蒸溜水洗去盐酸后制片，再用改良的卡宝品
红染色压片，显微镜检查花粉母细胞减数分裂时期；

对确定为终变期和后期 Ｉ的花蕾保存，用于原位杂
交分析。

在晴天取当天开放的花，将花药置于玻片上，于

ｌ％醋酸洋红液中挤出花粉使其染色，去掉花药后盖
片，普通光学显微镜下观察计数（统计３００～５００个
花粉粒），大而圆的为可育花粉，小而瘪的为不育花

粉，并计算花粉的可染率（％），即可育花粉数占观
察总花粉个数的百分比。

１．４　原位杂交
基因组原位杂交程序按已有的方法进行［１４，１５］。

用切口平移法标记菘蓝的基因组ＤＮＡ探针，反
应体系为：１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄＮＴＰ５μＬ、ＤＮａｓｅⅠ
（０．００５Ｕ）２μＬ、ＤＮＡｐｏｌｙＩ１．２μＬ、Ｂｉｏ－１１－ｄＵＴＰ
１．２μＬ、ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ３０．６μＬ。

制备好的染色体制片在烘箱中过夜，５ｎｇ·
μＬ－１的胃蛋白酶处理（３７℃，２０ｍｉｎ），１００ｎｇ·μＬ－１

的ＲＮａｓｅ酶解（３７℃，１ｈ），４％多聚甲醛处理１０ｍｉｎ，
各个制片在 ２×ＳＳＣ中摇洗３次，每次５ｍｉｎ，然后进
行梯度脱水（７５％乙醇３ｍｉｎ、１００％乙醇３ｍｉｎ），干燥
１ｈ以上。配好的杂交液（每片５０μＬ：５０％去离子甲
酰胺２５μＬ、２０×ＳＳＣ５μＬ、鲑鱼精 ＤＮＡ０．５μＬ、１０×
ＳＤＳ２．５μＬ、５０％硫酸葡聚糖 １０μＬ、菘蓝基因组
ＤＮＡ探针３μＬ、油菜封阻 ＤＮＡ４μＬ），８５℃变性１０
ｍｉｎ，冰上冷却５ｍｉｎ。盖膜，原位 ＰＣＲ仪７４℃共变
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性７ｍｉｎ，３７℃湿盒温育过夜。２０％甲酰胺（４２℃，
１０ｍｉｎ），２×ＳＳＣ（４２℃，２×５ｍｉｎ），２×ＳＳＣ（室温，
５ｍｉｎ），每片加 ５％ＢＳＡ１００μＬ／片，盖膜室温放置
５ｍｉｎ。避光：５％ ＢＳＡ稀释 Ｃｙ３１００倍，５０μＬ／片，盖
膜，３７℃温育１ｈ，１×ＰＢＳ中摇５ｍｉｎ，每片滴加４μｇ
·ｍＬ－１ＤＡＰＩ１００μＬ，盖膜，室温３０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ中揭
膜，每片加抗荧光猝灭剂一滴，用干净的盖片盖好，

４℃避光保存，荧光显微镜下观察。

２　结果与分析
２．１　甘蓝型油菜－菘蓝二体附加系的培育

以前的研究表明，甘蓝型油菜—菘蓝单体附加

系（除Ｍｅ外）的花药发育异常，四强雄蕊发生心皮
化，两个短雄蕊只有花丝没有花药，其原因为在体细

胞融合中发生了双亲的线粒体重组；但部分附加系

在开花早期有微粉，可产生少量可育花粉［６］。故可

用附加系的花粉给正常甘蓝型油菜授粉，将附加的

菘蓝染色体转移到具有正常细胞质的甘蓝型油菜

上，创制育性提高的二体附加系。用 ｇ附加系的花
粉给华双３号授粉后，在后代中经 ＧＩＳＨ分析证实
鉴定出２ｎ＝３８、３９的后代，其中，２ｎ＝３９的植株为
单体附加系，包含有一条菘蓝染色体（图１）。它们
在植株形态上与华双３号非常相似，因 ｇ单体附加
系也与华双３号没有明显的形态差异，这两类后代
植株的花发育正常、花粉育性高，２ｎ＝３８的为
９４．４６％，２ｎ＝３９的为６５．２５％。这也证明单体附加
系的异常花药由细胞质基因引起。将２ｎ＝３９的植
株进行自交，在后代中鉴定出２ｎ＝４０的二体附加
系，其结实率表现较好。

注：ＤＡＰＩ染色。绿色为杂交探针信号。Ａ：终变期染色体；Ｂ：终变期杂交信号图。箭头所指为菘蓝染色体。标尺１０μｍ
Ｎｏｔｅ：ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇｉｍａｇｅｓａｔｄｉａｋｉｎｅｓｉｓｓｔａｇｅ．Ａ：Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ；Ｂ：Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

（ｇｒｅｅｎｃｏｌｏｒｓｈｏｗｓｐｒｏｂｅｓｉｇｎａｌ）．ＡｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅＩ．ｉｎｄｉｇｏｔｉｇａｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ．Ｂａｒ：１０μｍ
图１　甘蓝型油菜－菘蓝单体附加系花粉母细胞减数分裂的ＧＩＳＨ分析

Ｆｉｇ．１　ＧＩＳＨｏｆｍｅｉｏｔｉｃｐａｉｒｉｎｇａｎｄｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎＰＭＣｓｏｆｍｏｎｏｓｏｍｉｃａｄｄｉｔｉｏｎ

２．２　甘蓝型油菜－菘蓝二体附加系的细胞学观察
为鉴定出二体附加系，以菘蓝的基因组ＤＮＡ为

探针，经生物素标记后并以甘蓝型油菜华双３号的
基因组ＤＮＡ为封阻，对从上面自交后代植株中挑选
出的终变期、中期Ⅰ和后期Ⅰ花粉母细胞（ＰＭＣｓ）进
行基因组荧光原位杂交（ＧＩＳＨ）分析。在目标植株
三个时期的ＰＭＣ细胞中均有两个明显的杂交信号，
标记的两条菘蓝染色体在终变期及中期Ⅰ形成一个
二价体（图２Ａ，Ｂ），在后期Ⅰ被分配至细胞两极，染
色体表现均等的２０∶２０分离（图２Ｃ，Ｄ）；与油菜的
染色体相比，菘蓝的染色体具有较小的体积。表明

附加的两条菘蓝染色体与其他油菜染色体一样进行

正常的配对与分离，为其较稳定的传递提供了细胞

学基础。

对二体附加系植株的花粉母细胞减数分裂过程

进行了观察（图３）。在终变期，染色体主要配对成
２０个二价体（图３Ａ），也出现少量的三价体或四价
体。在中期Ⅰ时，多数细胞（７６％）中二价体整齐排
列于赤道板上（图３Ｂ），少数细胞（２４％）有１～２条
染色体游离在赤道板外，也有可能是附加的二价体

提前分离（图３Ｃ）。后期Ⅰ以２０∶２０的均等分离为
主（图３Ｄ），少量１９∶２１的分离。后期Ⅰ及末期Ｉ时
少数细胞（４％）中出现一条落后染色体（图３Ｅ，Ｆ）。
第二次减数分裂时（图３Ｇ），多数细胞正常分裂，产
生４个子细胞及四分体。少数中期 ＩＩ细胞（５％）有
１条染色体游离在赤道板外（图３Ｈ），未发现有２条
游离的情况，后期ＩＩ及末期ＩＩ没有落后染色体出现
（图３Ｉ）。故二体附加系的减数分裂过程基本正常。

１１杨　汉等：甘蓝型油菜—菘蓝二体附加系的创制和细胞学分析



注：ＤＡＰＩ染色。红色为杂交探针信号。Ａ：终变期染色体；Ｂ：终变期杂交信号图；
Ｃ：后期Ⅰ染色体。Ｄ：后期Ⅰ杂交信号图。箭头所指为菘蓝染色体。标尺１０μｍ

Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｂｌｕｅｃｏｌｏｒｉｓｆｒｏｍＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｒｅｄｉｓｆｒｏｍｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ．Ａ：Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓａｔｄｉａｋｉｎｅｓｉｓｓｔａｇｅ；
Ｂ：Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（ｒｅｄｃｏｌｏｒｓｈｏｗｓｐｒｏｂｅｓｉｇｎａｌ）ｓｉｇｎａｌａｔｄｉａｋｉｎｅｓｉｓｓｔａｇｅ；Ｃ：ＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓａｔａｎａｐｈａｓｅＩｓｔａｇｅ；

Ｄ：Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（ｒｅｄｃｏｌｏｒｓｈｏｗｓｐｒｏｂｅｓｉｇｎａｌ）ｓｉｇｎａｌａｔａｎａｐｈａｓｅＩｓｔａｇｅ．ＡｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅＩ．ｉｎｄｉｇｏｔｉｇａｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ．Ｂａｒ：１０μｍ
图２　甘蓝型油菜－菘蓝二体附加系花粉母细胞减数分裂的ＧＩＳＨ分析

Ｆｉｇ．２　ＧＩＳＨｏｆｍｅｉｏｔｉｃｐａｉｒｉｎｇａｎｄｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎＰＭＣｓｏｆｄｉｓｏｍｉｃａｄｄｉｔｉｏｎ

２．３　甘蓝型油菜 －菘蓝二体附加系中菘蓝染色体
的传递率

提取３４株二体自交后代的叶片 ＤＮＡ，进行菘
蓝着丝粒特异引物的扩增，检测结果表明所有植株

均有菘蓝着丝粒片段。为了进一步验证该菘蓝染色

体的存在，进行ｇ染色体特异ＳＳＲ引物１６４的扩增，
也显示均有菘蓝特异片段（图４）。可见所有该二体
附加系的自交后代均有菘蓝染色体。

３　讨论
由于甘蓝型油菜与菘蓝在分类上属于芸薹科的

两个族（ｔｒｉｂｅ），有性杂交未能获得预期杂种［１６］，后

来通过体细胞融合产生了预期的异源六倍体（ＡＡＣ
ＣＩＩ）［１１］，经过多年的回交与选择才建立了全套的附
加系［１２，１３］，是研究菘蓝的基因组结构及解析药用成

分、向油菜转移目标性状及基因的重要材料。在回

交过程中以正常的甘蓝型油菜为父本，故所有回交

后代（附加系及甘蓝型油菜类型后代）均保留了体

细胞融合产生的异源六倍体的细胞质。叶绿体

ＤＮＡ分析显示，异源六倍体及附加系的叶绿体组成
与甘蓝型油菜的相同［１１，１２］；而双亲的线粒体 ＤＮＡ
发生了多次重组，且以菘蓝的成分为主（康雷等，未

发表）。也许正是由于线粒体重组，导致六个（除附

加系Ｍｅ外）及甘蓝型油菜类型后代的雄蕊心皮化
发育，造成附加系繁殖与保存的困难。本研究结果

表明，将附加系的细胞质转换成正常甘蓝型油菜后，

花器官发育正常，花粉育性得到很大提高，自交结实

率也较高，为其遗传研究及育种应用提供了很大的

便利。
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注：Ａ：终变期；Ｂ，Ｃ：中期Ｉ；Ｄ：后期Ｉ；Ｅ，Ｆ：末期Ｉ；Ｇ，Ｈ：中期ＩＩ；Ｉ：后期ＩＩ。标尺：１０μｍ
Ｎｏｔｅ：Ａ：ｄｉａｋｉｎｅｓｉｓ；Ｂ，Ｃ：ＭｅｉｏｓｉｓｍｅｔａｐｈａｓｅＩ；Ｄ：ＡｎａｐｈａｓｅＩ；Ｅ，Ｆ：ＴｅｌｏｐｈａｓｅＩ；Ｇ，Ｈ：ＭｅｉｏｓｉｓｍｅｔａｐｈａｓｅⅡ；Ｉ：ＡｎａｐｈａｓｅⅡ；Ｂａｒ：１０μｍ

图３　甘蓝型油菜－菘蓝二体附加系的减数分裂观察
Ｆｉｇ．３　ＭｅｉｏｔｉｃｄｉｖｉｓｉｏｎｓｏｆＰＭＣｓｏｆｄｉｓｏｍｉｃａｄｄｉｔｉｏｎ

注：Ｈ３：甘蓝型油菜华双３号；ＩＩ：菘蓝；１～３４：二体自交后代
Ｎｏｔｅ：Ｈ３：ＩＩ：Ｉ．ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ；１－３４：Ｓｅｌｆｉｎｇｐｒｏｇｅｎｙｏｆｄｉｓｏｍｉｃａｌｉｅｎａｄｄｉｔｉｏｎｌｉｎｅ

图４　二体附加系后代的菘蓝染色体特异ＳＳＲ分析
Ｆｉｇ．４　ＳＳＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒｏｎｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｏｆＩ．ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ

　　单体附加系ｇ中附加的这条菘蓝染色体多以单
价体的形式存在，但也可与甘蓝型油菜染色体发生

部分同源配对，并且甘蓝型油菜染色体的配对受到

影响，多价体频率增加［１３］；在后期 Ｉ菘蓝染色体进
入一个子细胞，而油菜染色体多以均等的１９∶１９分
离、少数以非均等的１８∶２０分离；故这条外源染色
体在一定程度上干扰了油菜染色体的正常减数分

裂。而本研究中获得的具有甘蓝型油菜正常细胞质

的二体附加系中，附加的两条菘蓝染色体与油菜染

色体一起，在花粉母细胞减数分裂过程中主要表现

正常的配对与分离（图２，３），为其较高的花粉育性
及结实率提供了细胞学基础；但同时也发生较低频

率的落后染色体，特别是油菜与菘蓝的染色体均有

异常；今后可增加自交代数以进一步稳定附加系的

细胞学行为及提高育性。开发的菘蓝着丝粒特异引

物，可用于快速的检测附加系后代中菘蓝染色体的

存在，但菘蓝染色体的拷贝数有赖于直观的 ＦＩＳＨ
技术。
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