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甘蓝型油菜与甘蓝种间杂种的鉴定及特性研究
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摘要 采用新型甘蓝型油菜细胞质雄性不育源(EruCMS)为材料,通过杂交与胚抢救技术,获得甘蓝型油

菜与甘蓝的种间杂种,对杂种进行鉴定并对杂种性状进行研究。用流式细胞仪和染色体计数鉴定后发现,真杂

种的DNA含量为两亲本的中间值,并且染色体数目均为28条。通过对真杂种特性进行研究,结果表明:杂种植

株幼苗形态都介于亲本之间,生长后期则偏向甘蓝型油菜,具有超亲本的杂种优势;花叶杂种的叶片结构出现了

变异,而绿叶杂种的叶片结构介于亲本之间;杂种的气孔保卫细胞叶绿体数量、初花期和花器官形态也都介于亲

本之间;杂种具有自身特异的过氧化物同工酶酶带;杂种不育株率和不育度均为100%,花粉无活力,以甘蓝为

轮回亲本与杂种回交仍存在杂交障碍,需借助胚抢救技术获得回交1代。
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  雄性不育是甘蓝杂种优势利用的基础,前人对

此研究较多[1-4],但目前所获得的4种主要甘蓝雄性

不育类型存在不同程度的缺点[5]。甘蓝型油菜Eru
CMS是一种新的雄性不育材料,苗期遇低温不黄

化,蜜腺正常,不育度和不育株率均为100%,其花

药的败育主要发生在单核靠边期至双核期,但雌蕊

的发育正常,能够正常结实,是一种优良的不育源。
通过远缘杂交和核代换,可将甘蓝型油菜中的不育

基因转移到甘蓝中,获得雄性不育甘蓝杂种,拓宽甘

蓝雄性不育利用的途径。由于远缘杂交存在杂交障

碍,人工杂交较难成功,故需借助胚抢救技术获得杂

种,前人已成功获得一些种间杂种[6-7],也获得普通

甘蓝型油菜与羽衣甘蓝、花椰菜少量的种间杂种种

子[8-9],并且甘蓝型油菜(EruCMS)雄性不育基因也

成功转入红菜薹,其后代不育性稳定,性状表现较

好[10-11]。
本试验在利用胚抢救技术获得甘蓝型油菜Eru

CMS与甘蓝种间真杂种的基础上,对能正常生长的

杂种植株(绿叶、花叶杂种)与亲本的部分农艺性状、
杂种的育性及生化特性进行研究,旨在为进一步了

解杂种的特性并为创造更多育种的中间材料提供

依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

母本为 新 型 甘 蓝 型 油 菜 雄 性 不 育 材 料 Eru
CMS,由国家油菜武汉改良分中心提供;父本为结

球甘蓝(田间表现抗虫),由华中农业大学国家蔬菜

改良中心华中分中心提供。
1.2 胚抢救获得杂种及回交 1 代

采用胚抢救技术获得远缘杂种;以真杂种为母

本,甘蓝为轮回亲本,按前期杂种最优抢救方法[12]

稍加改良(子房培养基添加2g/L活性炭,其余不

变),获得回交1代。
1.3 杂种鉴定

1)流式细胞仪法鉴定。采用德国Partec公司

的AP流式细胞仪检测[12]。

2)子房染色体数目观察。剥取杂种幼嫩的子房

(3.0~3.5mm),用0.002mol/L8-羟基喹啉处理

3.5h,经卡诺氏固定液(V乙醇∶V冰醋酸=3∶1)固定

24h,4℃保存于70%乙醇中。观察时,于60℃下用

1mol/LHCl解离10min,移置载玻片,加10%改良

的苯酚品红溶液染色。选染色体形态好、分散开的细

胞于OlympusCX41显微镜(10×100)下拍照记录。
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3)叶 片 结 构 观 察。借 助 徒 手 切 片 方 法,于

OlympusCX41显微镜(10×10)下观察。

4)气孔保卫细胞叶绿体数量观察。取F1-1、F1-
2、F1-3杂种与亲本植株的第5片新鲜叶,参照文

献[13]方法,于显微镜(10×40)下观察计数各300
个气孔。

5)花粉活力测定。随机选取F1-1、F1-2、F1-3
杂种植株与甘蓝的3个单株,每株各取1个花序,每
花序取3个接近开放的花蕾,每个花蕾中各取3个

花药,于 载 玻 片 上,用 镊 子 捣 碎,醋 酸 洋 红 染 色

2min,除去载玻片上的杂质,镜检。无活力花粉被

染成浅褐色或不着色,有活力的被染成红色。各观

察视野50个,于显微镜(10×10)下拍照,花期连续

观察多次。

6)过氧化物同工酶分析。取F1-1、F1-2、F1-3
杂种植株与亲本的第8片嫩叶以及对应植株花蕾各

0.15g,于PBS(pH7.8)冰浴上提取,4℃、14000
r/min离心20min,取上清。采用不连续垂直板聚

丙烯酞胺凝胶电泳,POD 分离胶7.5%,浓缩胶

4%,电极缓冲液Tris-Gly(pH8.8)。染色方法为联

苯胺法。

2 结果与分析

2.1 种间杂种的获得

采用胚抢救技术手段共获得19株幼苗,经流式

细胞仪初步测定获得11株杂种苗[12]。子房培养获

得3株杂种苗,胚培养获得1株杂种苗,这4株苗长

势较弱,移栽至田间后死亡;而在子房结合胚培养条

件下,经鉴定后存活下来的有7株杂种苗,其中仅有

3株杂种苗生长势较好(2株为绿叶,1株为花叶),
移栽至田间后能正常开花,后续试验中主要研究这

3株杂种植株,将其编号为F1-1、F1-2、F1-3。
2.2 流式细胞仪初步鉴定

杂种与亲本的流式细胞仪检测结果显示:母本

油菜、父本甘蓝与F1-1单株的主峰值分别在88、48
和67处,母本油菜与甘蓝除了主峰以外,都出现了

1个小峰,位于176和96处,这是由于所选的材料

较幼嫩,除了 G1期的细胞外还有部分 G2期的细

胞[12]。试验中F1-1、F1-2、F1-3对应的荧光值分别

为67、66、64。
2.3 染色体数目鉴定

杂种的染色体数目均为28条(图1-A),而其母

本油菜(AACC)为38条,父本甘蓝(CC)为18条,可

以看出杂种的染色体数目是父本和母本的中间值。
2.4 杂种的性状

1)植株形态特征。母本油菜叶片(图1-B1)长
卵圆形,叶缘为钝齿状、绿色、浅裂,有2对以上叶

耳,叶片相对较薄,株型开散(图1-C);父本甘蓝叶

片(图1-B4)呈倒阔卵圆形,深绿色,叶缘稀疏锯齿

状,无叶耳,叶面光滑无毛,叶片肥厚,有蜡粉,株型

紧凑(图1-E);杂种多为中间类型,叶片上部成卵圆

形,下部为浅裂,叶缘为钝齿状,叶耳为1~2对,叶
片厚度居中,植株相对紧凑(图1-D),植株F1-3为

花叶(图1-B3),其他叶片颜色为深绿色(图1-B2)。

2)器官形态特征。杂种的叶片结构、气孔保卫

细胞叶绿体数以及花器官形态介于亲本之间。

①叶片结构。母本油菜表皮细胞只有1层,为
无色透明状;栅栏组织由1~2层浅绿色圆球形细胞

过渡到2~3层绿色的长柱条形的细胞;海绵组织为

4~6层深绿色的圆球形细胞(图1-F)。父本甘蓝叶

片较厚,表皮只有1层,为无色透明状;栅栏组织没

有过渡细胞,为4~5层、排列规则的柱形细胞,绿
色;海绵组织5~6层,绿色,细胞为圆形,排列规则

(图1-I)。F1-1、F1-2的叶片厚度居中,栅栏组织无

油菜的过渡细胞,海绵组织结构类似甘蓝(图1-G);

F1-3花叶植株与亲本相比差异较大,栅栏组织缺

失,内部为排列紧凑、部分不规则的圆形细胞,类似

于海绵组织,颜色为浅绿色(图1-H)。

②叶片气孔保卫细胞叶绿体数量。母本油菜

(图1-J)的气孔保卫细胞叶绿体相对较小,平均叶绿

体数约为18,变幅为15~20;父本甘蓝的气孔保卫

细胞叶绿体较大(图1-L),平均值约为10,变幅为

7~13。而杂种的气孔保卫细胞叶绿体大小为亲本中

间型,变幅为11~15,叶绿体数量居于亲本之间

(图1-K)。

③花器官形态。杂种的花蕾与花瓣大小介于两

亲本之间,柱头、花丝和花药大小与形态接近于母本

油菜,花瓣形状接近于父本甘蓝,杂种花色比两亲本

深,总体表现介于亲本之间(图1-M2、N2)。杂种植

株的首花期介于亲本之间,但花期持续天数比亲本

都长,长达89d:从2010年3月8日一直持续到5
月26日。

收获时对杂种的植株高度、根基部周长、次分枝

数目、分枝部位等多种农艺性状进行调查,结果

(表1)表明:杂种植株较高,植株粗壮,分枝数变多,
分枝部位居中,表现出较强的杂种优势。

192



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

 A.柱头染色体数目观察Chromosomecountingofstigmacell;B.杂种叶片形态与亲本比较Comparisonofleafmorphologybetween

hybridplantsandparents;C.母本甘蓝型油菜B.napus;D.杂种植株 Hybridplant;E.父本甘蓝B.oleracea;F.甘蓝型油菜叶片结构

LeafstructureofB.napus;G.绿叶杂种叶片结构Leafstructureofthenormalhybridplant;H.花叶杂种叶片结构 Leafstructureof

mosaichybridplant;I.甘蓝叶片结构 LeafstructureofB.oleracea;J.油菜叶片气孔保卫细胞叶绿体观察 Observationofstomata

guardcellchloroplastsofB.napus;K.杂种叶片气孔保卫细胞叶绿体观察 Observationofstomataguardcellchloroplastsofhybrid;L.
甘蓝叶片保卫细胞叶绿体观察 ObservationofstomataguardcellchloroplastsofB.oleracea;M、N.杂种与亲本的花器官比较(1.母本

油菜,2.杂种植株,3.父本甘蓝)Flowerorgancomparisonbetweenhybridandparents(1.B.napus,2.Hybridplant,3.B.oleracea);

O.杂种不育性表现稳定 Hybridplant,sterilitywasstable;P.杂种植株的花粉活力观察Pollenviabilityofhybridplants;Q.父本花粉

活力观察PollenviabilityofB.oleracea;R.不同时间子房内败育情况Embryoabortionintheovaryofdifferentdays;S.回交子房培养

Ovarycultureofbackcrossgeneration;T.回交1代种子与甘蓝种子SeedscomparisonbetweenbackcrossgenerationandB.oleracea;

U.回交1代植株Backcrossgenerationplantsobtained.

图1 杂种与亲本的性状比较

Fig.1 Differentcharacteristicscomparisonbetweenhybridandparents

表1 甘蓝型油菜EruCMS与甘蓝真杂种的农艺性状

Table1 AgronomictraitsofhybridsbetweenB.napus
(EruCMS)andB.oleracea

类别

Category

株高/cm
Plant
height

根基部
周长/cm
Perimeter
ofbasalpart

一次分
枝数

No.offirst
branches

分枝
部位/cm
Branching
part

主花
序长/cm
Lengthof
inflorescence

母本

Femaleparent
171 6.1 22 27.2 44.1

正常杂种

Normalhybrid
192 8.2 29 21.4 52.9

花叶杂种

Mosaichybrid
179 6.6 25 22.5 43.2

父本

Maleparent
139 5.4 19 19.9 39.5

2.5 杂种的过氧化物同工酶分析

杂种与亲本过氧化物同工酶谱带分析结果

(图2)表明:杂种酶谱带中有双亲的各自特征酶带,
位于迁移率0.040、0.160、0.288、0.360处,表达强弱

不同;绿叶杂种(F1-2)与亲本酶谱带大体一致,仅表

达量较弱;而绿叶杂种(F1-1)和花叶杂种(F1-3)不仅

具有亲本的谱带,也有自身的特征酶带,位于迁移率

0.176处,叶片和花蕾中均有表达(红色箭头指示处)。
2.6 杂种的育性及与甘蓝的亲和性

1)杂种的育性。花粉活力检测结果显示:杂种

植株均表现为雄性不育,与母本油菜不育性状表现

一 致,花开放时雄蕊干瘪,无可见花粉,雌蕊正常
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 1、2:母 本 油 菜 B.napus;3、4:F1-1;5、6:F1-2;7、8:F1-3;

9、10:甘蓝 B.oleracea.

图2 杂种与亲本的叶片和花蕾的过氧化物同工酶分析

Fig.2 PODcomparisonbetweenhybrid

plantsandparentsinleafandbuds
(图1-O)。杂种植株的花粉(图1-P)被染成浅褐色,
表明花粉无活力;花期连续测定花粉活力,杂种植株

田间的不育性都很稳定。而父本甘蓝的雄蕊布满花

粉(图1-M3、N3),花粉均被染成红色(图1-Q),表
明花粉具有活力。

2)杂种与甘蓝杂交亲和性。以杂种为母本,甘
蓝为轮回亲本进行授粉回交,授粉后观察,授粉1周

后子房生长较快,至12d时生长逐渐变缓;12d时

选取一定数量子房,按前期最优方法稍加改良后进

行胚抢救,田间留有子房继续生长、观察;取授粉后

田间生长15、25、35、45d的子房进行观察,子房虽

然留存在植株上,但生长很缓慢,从授粉后15d后

开始逐渐败育,生长35~45d的子房剖开后,依旧

没有获得种子(图1-R);经抢救获得一些种子,但与

正常甘蓝种子相比较为干瘪、瘦小(图1-S、T),后期

获得一些回交1代的植株(图1-U)。

3 讨 论

甘蓝型油菜与甘蓝种间存在较大的杂交障碍,
人工蕾期授粉经胚抢救后仅获得少量的种子,成苗

率也较低,经检测仅获得11株杂种植株,这与前人

利用普通甘蓝型油菜与羽衣甘蓝远缘杂交经抢救仅

获得3粒发芽的种子及花椰菜远缘杂交获得11粒

发芽的种子结果一致[8-9]。杂种与甘蓝回交时,回交

1代胚败育的时间比杂种提前,自然条件下仍不能

获得种子,主要是由于杂种(ACC)为三倍体,与轮

回亲本甘蓝(CC)二倍体回交时联会紊乱,染色体不

平衡,因此也很难获得回交1代。前人研究表明

AC基因组存在一定的同源性,同时以染色体数目

多的为母本进行远缘杂交容易获得成功[14-15],这可

能是经胚抢救能获得少量的杂种和回交1代的主要

原因。目前为了提高获得杂种1代及回交世代的工

作效率,同时为了增加其实用性,期望通过先将甘蓝

加倍后获得同源四倍体甘蓝(CCCC=36),再与甘

蓝型油菜(AACC=38)杂交及回交的方法克服上述

缺点,相关试验正在进行中。笔者所在课题组研究

中也发现甘蓝型油菜(EruCMS)与甘蓝(CC)杂交

回交都很困难,而其与红菜薹(AA)在自然条件下

却能够获得大量的杂种1代及回交世代,具体原因

有待进一步研究。
对能够正常生长的杂种采用多种方法鉴定,试

验中得到的3株杂种(原始组培苗)的染色体数目都

是28条,是两亲本的平均值,与前期流式细胞仪测

定杂种DNA含量介于两亲本之间的结果是一致

的;3株杂种植株的对应的荧光值为67、66、64,3个

植株不同的DNA含量,一方面反映杂种植株中双亲

遗传物质构成的多样性,另一方面也为种间杂种的获

得提供了佐证。杂种鉴定有细胞学、形态学、分子标

记等多种方法鉴定,试验中前期采用染色体计数结合

流式细胞仪鉴定,相对准确;后期杂种田间表现完全

不育,和母本油菜一致,也佐证鉴定方法的准确性。
对杂种的性状研究结果表明:绿叶杂种的大部

分性状介于两亲本之间,如幼苗形态、叶片结构、花
器官 等,与 前 人 研 究 远 缘 杂 种 的 结 果 有 类 似 之

处[16-18];花叶杂种虽然叶片结构出现了变异,和两亲

本差异较大,过氧化物酶同工酶也出现新的特异酶

带,但其流式细胞仪测定值接近两亲本中间值,染色

体数目也为28条,其他特性均介于亲本之间,可能

其遗传物质没有改变,是组培过程等环境因素使其

产生了一些变异;杂种的部分农艺性状表现出超亲

本的杂种优势,具有加性遗传效应:父本甘蓝田间具

有天然的抗虫性,母本油菜生长势较旺,因而杂种植

株生长势良好,田间基本没有病虫害;杂种田间不育

性彻底,不育度为100%,显示了细胞质母性遗传规

律,连续多次测定杂种花粉育性均无活力,表明甘蓝

型油菜的不育基因已成功转入到杂种中,同时杂种

苗期遇低温不黄化,花期遇连续低温,无活力花粉出

现,表明杂种的不育性稳定。
本试验通过对甘蓝型油菜EruCMS与甘蓝种

间杂种的鉴定和性状调查,获得3株生长势强、能正

常生长开花、不育性稳定的杂种材料,并且得到了回

交1代植株,以后将对回交1代的特性和不育性进

行进一步的观察和研究;以回交世代为中间材料,继
续与甘蓝进行回交,期望获得含甘蓝型油菜不育基

因的甘蓝雄性不育新种质资源。

392



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

参 考 文 献

[1] 方智远,刘玉梅,杨丽梅,等.我国甘蓝遗传育种研究概况[J].
园艺学报,2002,29(增刊):657-663.

[2] 康俊根,王晓武,张国裕,等.利用cDNA-AFLP检测甘蓝雄性

不育相关基因的时序性表达[J].园艺学报,2006,33(3):544-

548.
[3] 严慧玲,方智远,刘玉梅,等.甘蓝显性雄性不育材料DGMS79-

399-3不育性的遗传效应分析[J].园艺学报,2007,34(1):93-

98.
[4] 马超,张恩慧,吴康云.甘蓝转育异源胞质雄性不育基因(PolC-

MS)的同工酶分析[J].中国农学通报,2008,24(6):32-36.
[5] 康俊根,张国裕,张延国.四种甘蓝雄性不育类型差异基因表达

分析[J].农业生物技术学报,2006,14(4):551-554.
[6] ALIYAM,MASAHIROK,FUMIKAK.Productionofinter-

generichybridsbetween Brassica andSinapisspeciesby
meansofembryorescueechniques[J].Euphytica,1998,103:

123-130.
[7] ZHANGGQ,SONG WJ,ZHOU WJ,etal.Resynthesizing

BrassicanapusfrominterspecifichybridizationbetweenBras-

sicarapaandB.oleraceathroughovaryculture[J].Euphytica,

2004,140:181-187.
[8] 陈树忠,殷家明,唐章林,等.甘蓝型油菜与羽衣甘蓝远缘杂交

初步研究[J].西南农业大学学报,2000,22(3):208-210.
[9] 张小玲,刘庆,唐征,等.甘蓝型油菜与花椰菜种间杂种子房离

体培养研究初报[J].园艺园林科学,2006,22(5):316-318.

[10]何丹,徐跃进,万正杰,等.授粉时间及角果长度对红菜薹与甘

蓝型油菜杂交后代荚粒数的影响[J].华中农业大学学报,

2009,28(2):218-221.
[11]谭远宝,徐跃进,张艳,等.红菜薹和甘蓝型油菜远缘杂交后代

的植物学和细胞学分析[C]//中国园艺学会十字花科分会.中

国十字花科蔬菜研究进展论文集.北京:中国农业科学技术出

版社,2009:210-214.
[12]吴红美,徐跃进,万正杰.甘蓝型油菜和抗虫甘蓝远缘杂种的获

得和鉴定[C]//中国园艺学会十字花科分会.中国十字花科蔬

菜研究进展论文集.北京:中国农业科学技术出版社,2009:

203-209.
[13]袁素霞,刘玉梅,方智远,等.甘蓝类蔬菜小孢子再生植株染色

体倍性与气孔保卫细胞叶绿体数的相关性[J].中国农业科学,

2009,42(1):189-197.
[14]CHOUDHARYBR,JOSHIP,RAMARAOS.Interspecific

hybridizationbetweenBrassicacarinata andBrassicarapa
[J].PlantBreed,2000,119:417-420.

[15]NISHIYAMAI,SARASHIMAM,MATSUZAWAY.Critical

discussionofabortiveinterspecificcrossesinBrassica [J].

PlantBreed,1991,107:288-302.
[16]周清元,李加纳,崔翠,等.芥菜型油菜×羽衣甘蓝种间杂种的

获得及其性状表现[J].作物学报,2005,31(8):1058-1063.
[17]张丽,赵宏,陈斌,等.花椰菜与黑芥种间体细胞杂种的获得和

鉴定[J].植物学通报,2008,25(2):176-184.
[18]姚星伟,刘凡,元兴福,等.非对称体细胞融合获得花椰菜与

Brassicaspinescens的种间杂种[J].园艺学报,2005,32(6):

1039-1044.

Identificationandcharacterizationofinterspecifichybrids
fromBrassicanapus(EruCMS)×Brassicaoleracea

WUHong-mei XUYue-jin WANZheng-jie

CollegeofHorticultureandForestry/NationalCenterforVegetableImprovement
(CentralChina),HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract HybridsfromBrassicanapus×Brassicaoleraceawereobtainedbyembryorescuetech-
niques,whichisaneffectiveapproachforincreasingtheresourcesofmalesterilityofBrassicaoleracea.
BoththeDNAcontentandchromosomenumberofhybridswerethemid-parentvalues.Characteristics
ofthehybridwereinvestigated.Theresultsshowedthathybridsweremorphologicallysimilartoparents
duringthegrowingperiods,whileinclinedtothefemaleparentduringflowering.Buthybridshadstrong
heterosisofgrowth.Theleafstructure,chloroplastnumberinstomataguardcell,thefloralorgan,and
theearlyfloweringperiodsofhybridsweremid-parent,exceptthemutatedleafstructureofmosaichy-
brid.Hybridshadtheirownuniqueperoxidaseisozymesbands.Testofthepollenviabilityshowedthat
hybridsboreonlynon-viabilitypollenswith100%sterility.Backcrossgenerationcouldbeobtainedonly
throughembryorescuetechniquestoovercomebarriersofhybridization.

Keywords Brassicanapus;Brassicaoleracea;interspecifichybrid;identificationofhybrid;char-
acteristicofhybrid
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