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摘要  以白芥(Sinapis alba L)为母本, 甘蓝(Brassica oleracea var alboglabra)为父本进行属间杂交, 获得
了不育及半不育的两种 F1植株, 再以半不育的 F1植株作母本, 甘蓝作父本进行回交, 获得了 BC1植株. 
利用基因组原位杂交 (genomic in situ hybridization, GISH), 结合双色荧光原位杂交 (dual-colour 
fluorescence in situ hybridization, dcFISH)技术, 鉴定出不育 F1植株有 21条染色体, 其中 9条来自甘蓝, 
12条来自白芥, 属含 1套甘蓝染色体及 1套白芥染色体的预期杂种; 半不育 F1植株有 30条染色体, 其
中 18条来自甘蓝, 12条来自白芥, 属含 2套甘蓝染色体及 1套白芥染色体的非预期杂种, 其花粉母细胞
(PMC)减数分裂中期Ⅰ最多出现 3 个 C-S 三价体, 减数分裂后期Ⅰ白芥染色体出现不同的分离比例. 
GISH 分析结果表明, 从 BC1植株中鉴定出了 1 株甘蓝-白芥单体异附加系, 其有丝分裂中期相有 19 条
染色体, 18条来自甘蓝, 附加的 1条来自白芥; 减数分裂中期Ⅰ显示 9个甘蓝的二价体及 1个白芥的单
价体, 有时白芥的单个染色体与甘蓝的染色体形成了可能的三价体. 甘蓝-白芥单体异附加系的获得为
白芥基因渗入、基因定位与克隆奠定了基础.  

关键词  甘蓝  白芥  非预期杂种  单体异附加系  基因组原位杂交(GISH) 双色荧光原位杂交(dcFISH) 

白芥(Sinapis alba L)属十字花科白芥属植物, 高
抗十字花科植物多种病害及虫害 [1~6], 也能抗高温及
干旱胁迫 [7], 是十字花科植物育种的优良种质资源. 
通过属间有性杂交 , 已将白芥的叶斑病抗性转入白
菜(Brassica rapa L)基因组中 [8]. 白芥与甘蓝型油菜
(Brassica napus L)属间有性杂交已有成功报道 [4,7]. 
通过体细胞杂交(或融合)技术, 已获得白芥与甘蓝型
油菜 [9,10]、白芥与芥菜型油菜 [11]、白芥与甘蓝 [5]属

间杂种及其后代 . 这些杂交实验的目的均是为了将
白芥优异目的性状转入其他作物基因组中.  

甘蓝是我国最重要的蔬菜作物之一 , 经常受到
蚜虫、霜霉病、黑斑病及黑腐病等的侵害导致减产, 
因此, 如何将白芥这些病虫害抗性转入甘蓝基因组, 
扩大我国甘蓝品种的遗传变异性显得日益重要 . 为
了避免因体细胞杂交产生的嵌合体植株 , 我们成功
地进行了二者间的有性杂交, 获得了杂种后代, 并进
一步将可育杂种与甘蓝回交, 获得了回交一代植株, 
对这些植株进行染色体组成鉴定 , 将为我们构建甘
蓝-白芥单体异附加系提供指导.  

基因组原位杂交(genomic in situ hybridization, 
GISH)技术不仅能鉴定远缘杂种中的亲本染色体, 而
且能检测其基因组组成及染色体行为 [10,12]. 在鉴定
芸薹属植物远缘杂种的基因组组成时, GISH技术的

应用是成功的 [13]. 尽管这一技术在检测芸薹属植物
较小基因组片段方面存在一些局限性 [14], 但在细胞
减数分裂时期仍可检测到基因组间重排现象 [10,15]. 
通过白芥与甘蓝间有性杂交与回交 , 我们已获得了
大量的杂种一代(F1)及回交一代(BC1)植株 . 鉴定甘
蓝-白芥单体异附加系, 是我们今后进行基因转移、基
因定位与克隆的基础.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 实验材料.  以白芥(Sinapis alba L, 2n = 24, 

SS 基因组 , 青海地方品种 )作母本 , 甘蓝 (Brassica 
oleracea var alboglabra, 2n = 18, CC基因组, 香港中
花芥蓝)作父本进行属间杂交, 未成熟子房在 MS 基
本培养基(添加 500 mg/L 水解酪蛋白)中培养至成熟, 
剥离的种子继续在 MS基本培养基中培养出小苗, 无
性扩繁后的小苗移至大田生长, 为 F1植株. F1植株有

不育及半不育两种, 选择半不育 F1植株作母本, 甘蓝
作父本进行回交, 获得了可育无花瓣或缺花瓣的 BC1

植株(图 1). 以 F1植株及 BC1植株花蕾为材料, 进行
有丝分裂及减数分裂染色体制片.  

(ⅱ ) 染色体制备 .  染色体制片参考Wei等人
[16,17]的方法.  

(ⅲ) 基因组DNA抽提 .  基因组DNA抽提参照
文献 [18]的方法.  
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图 1  单体异附加系选育程序 
 

(ⅳ) 探针标记及荧光原位杂交与检测.  白芥基
因组DNA用生物素缺刻平移试剂盒标记(catalogue no. 
11745824910; Roche, 德国), 甘蓝基因组DNA  用地
高辛缺刻平移试剂盒标记(catalogue no. 11745816910; 
Roche, 德国). 单色荧光原位杂交只用相应的一种探
针, 双色荧光原位杂交将两种标记的探针等量混合. 
原位杂交参照Wei等人 [16,17,19]的方法, 略加修改. 将

染色体制片于 100 μg/mL RNase (2×SSC)中 37℃处理
1 h, 然后 70%甲酰胺 70℃变性 2~3 min, 立即浸入
−20℃的 70%, 95%及 100%乙醇连续脱水, 室温凉干. 
杂交混合液(标记探针各 5 ng/μL, 0.5 μg/μL鲑鱼精子
DNA, 10%硫酸葡聚糖, 50%去离子甲酰氨, 0.1%十二
烷基硫酸钠, 2 × SSC)沸水中变性  10 min后立即置
于冰上至少放置 10 min以上. 每张变性后的制片加
60 μL变性杂交混合液, 盖上盖玻片,  90℃放置 10 
min, 然后 37℃杂交过夜. 杂交结果的荧光检测参照
Wei等人 [17]的方法, 检测前退掉盖玻片, 于 20%甲酰
胺, 2 × SSC及 0.1× SSC 42℃分别处理 10 min. 单色

荧 光 原 位 杂 交 中 , 生 物 素 标 记 的 探 针 用
streptavidin-Cy3 (catalogue no. PA43001; Amersham, 
英国 )检测 , 地高辛标记的探针用Anti-Digoxigenin- 
Fluorescein (catalogue no. 1207741; Roche, 德国)检测. 
在双色荧光原位杂交中 , 将上面两个独立的检测步
骤连续完成. 每制片按 1 μL荧光试剂原液加 50 μL 
PBS/1% BSA的量配制检测液. 检测液加到制片上后, 
盖上盖玻片, 37℃温育 30~60 min, PBS浸洗 3×5 min, 
加 20 μL 2 μg/mL DAPI (4′,6′-diamidino-2-phenylin- 
dole), 盖上盖玻片, Leica DM IRB 荧光显微镜镜检, 
DFC300 CCD拍照, FW4000软件叠加图像.  

(ⅴ) 花粉活性观察.  上午 9~10 时取新鲜花粉
用 1%醋酸洋红进行染色, 观察死、活花粉数, 计算花
粉成活率. 花粉成活率(%) = 着色花粉粒数/花粉粒
总数 × 100. 每种花粉同一放大倍数下观察 3个视野, 
约 500~1000粒左右花粉.  

2  实验结果 

2.1  亲本及 F1植株细胞遗传学分析 

GISH-dcFISH 检测结果表明 , 杂交亲本白芥有
24 条染色体, 这 24 条染色体在减数分裂中期Ⅰ形成
了 12 个二价体(红色荧光); 杂交亲本甘蓝有 18 条染
色体(绿色或蓝绿色荧光)(图 2(a)~(c)). F1植株按照可

育性分为两类: 一类植株不育, GISH-dcFISH 鉴定为
21条染色体, 12条来自白芥(红色或红白色荧光), 9条
来自甘蓝(绿色或蓝绿色荧光)(表 1, 图 2(d)); 另一类
植株约有 20%~30%的花粉可育 (半不育 ), GISH- 
dcFISH鉴定为 30条染色体, 12条来自白芥, 18条来
自甘蓝(表 1, 图 2(e)和(f)). 半不育 F1植株花粉母细

胞(PMC)减数分裂中期Ⅰ, S 染色体与 C 染色体最多
形成了 3个三价体(表 2, 图 2(g)), 在减数分裂后期Ⅰ
观察到了 S染色体具有 1∶11, 2∶10, 3∶9, 4∶8, 5∶
7及 6∶6的分离比例(表 2, 图 2(h)和(i)).  

 
表 1  GISH-dcFISH 鉴定的亲本、F1及 BC1植株染色体组成及其部分表型 

染色体来源 
基因型 花粉与花瓣 染色体数目 基因组组成 

甘蓝 白芥 
甘蓝  18 CC 18  

白芥  24 SS  24 

不育, 花瓣正常 21 CS 9 12(10)a) F1(白芥♀ × 甘蓝♂) 

约 20%~30%花粉可育, 花瓣正常 30 CCS 18 12(2) 

C1 (可育 F1 ♀ ×甘蓝♂)   CCS(1~12)   

BC1-1(MAAL-1) 约 70%~80%花粉可育, 无花瓣或缺花瓣   18 1(1) 

a) 括号中数字表示检测出的株数 

甘蓝亲本♂ 

幼苗 

MS 培养基中萌发 

白芥♀ 甘蓝♂ 

授粉 7 d 后的子房 

剥离种子 

×

MS 培养基(添加 500 mg/L 
水解酪蛋白)中培养 35~40 d 

不育 F1 植株 

无性扩繁后移植大田生长 

半不育 F1 植株♀ ×

(SS, 2n = 24) (CC, 2n = 18)

BC1 植株 
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图 2  杂交亲本、F1及单体异附加系染色体组成或行为的 GISH-dcFISH鉴定 

白芥的染色质被 Cy3显示为红色或红白色, 甘蓝的染色质被 Fluorescein显示为绿色或蓝绿色. (a)~(c) 亲本植株. (a) 白芥有丝分裂中期显示 24 
条染色体; (b) 白芥减数分裂中期Ⅰ显示 12 个二价体; (c) 甘蓝有丝分裂中期显示 18 条染色体. (d)~(i) F1 植株. (d) 不育 F1 植株有丝分裂中期
显示 21 条染色体, 其中 9 条染色体来自甘蓝, 12条染色体来自白芥; (e)和(f) 半不育 F1 植株有丝分裂中期显示 30 条染色体, 其中 18 条染色
体来自甘蓝, 12条染色体来自白芥; (g) 花粉母细胞减数分裂中期Ⅰ显示甘蓝 18 条染色体排列在赤道板上并优先配对, 白芥 9条染色体形成单
价体, 其余 3条染色体与 C染色体分别形成可能的 3个三价体; (h) 减数分裂后期Ⅰ显示 S染色体 1∶11的分离; (i) 减数分裂末期Ⅰ显示 8个 S
染色体. (j)~(o) 单体异附加系 (MAAL). (j) 有丝分裂中期显示 19 条染色体, 其中 18 条来自甘蓝, 1条附加的染色体来自白芥; (k) 减数分裂粗
线期显示 S与 C染色体间的联会; (l) 减数分裂双线期显示 C染色体形成 9个二价体, 1个推测的 C-S三价体; (m) 减数分裂中期Ⅰ显示 C染色
体形成 9个二价体, S染色体形成 1个单价体; (n) 减数分裂中期Ⅰ显示 C染色体形成 9个二价体, 1个推测的 C-S三价体; (o) 减数分裂后期Ⅰ显

示 C染色体 9∶9的分离, S染色体 1∶0的分离. (a)~(o) 放大倍率相同, 标尺示 5 μm. 箭头所示为信号位点 
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表 2  F1植株花粉母细胞减数分裂染色体行为的 GISH-dcFISH分析 
减数分裂中期Ⅰ花粉母细胞三价体数目 减数分裂后期Ⅰ白芥染色体分离比例 

减数分裂 
1 2 3 1︰11 2︰10 3︰9 4︰8 5︰7 6︰6 

计数的花粉母细胞数目 27 35 9 2 7 10 11 17 15 

所占比例(%) 38.0 49.3 12.7 3.2 11.3 16.1 17.7 27.4 24.2 

 
2.2  BC1植株中单体异附加系的细胞遗传学分析 

对 BC1植株进行 GISH-dcFISH 分析, 发现了 1
株甘蓝-白芥单体异附加系(monosomic alien addition 
line, MAAL), 即在 18 条甘蓝 C染色体中附加了 1条
白芥的 S染色体. 有丝分裂中期可以清楚地观察到附
加的 1条 S染色体, 为红色荧光, 其余 18条甘蓝的染
色体显绿色或蓝绿色荧光(图 2(j)). 对单体附加系减
数分裂时期染色体行为进行研究 , 在减数分裂粗线
期(图 2(k))、双线期(图 2(l))、中期Ⅰ(图 2(m)和(n))、
后期Ⅰ(图 2(o))均检测到了附加的这一 S 染色体. 这
1条 S染色体与 C染色体有时形成三价体, 有时以单
价体形式独立存在.  

2.3  BC1植株中单体异附加系的形态学特征 

BC1 植株中的白芥染色体单体异附加系的很多

形态学特征与父本甘蓝类似 , 很难看到母本白芥的
一些典型特征(叶裂、叶毛等)(图 3(a), (c), (d)). 但单
体异附加系植株形态特征与甘蓝也存在一些差异 , 
主要表现在叶片细长、基部有小裂片、基生叶叶柄基

部有叶耳(图 3(a), (d)); 单体异附加系的分枝能力强, 
分枝多, 类似白芥(图 3(a), (c), (d)); 花蕾比甘蓝的小
些 , 萼片黄绿色(芥蓝为绿色), 无花瓣或缺花瓣(图
3(b)); 花粉育性比甘蓝低 , 单体异附加系花粉育性
77.4%, 甘蓝为 97.6%.  

3  讨论 
通过有性杂交 , 本研究获得了白芥与甘蓝的F1

杂种, 如果F1 杂种染色体没有加倍, 应有 21 条染色
体, 如果被化学药物诱导加倍, 就应有 42 条染色体. 
然而, 检测结果表明, F1植株除了存在预期的具有 21
条染色体的杂种(含有双亲的各 1 套染色体)外, 还存
在具有 30条染色体的特殊情况. GISH-dcFISH结果显
示, 其基因组中具有 2套甘蓝染色体及 1套白芥染色
体, 显然它们属于非预期杂种. 我们认为这种非预期
杂种是由于甘蓝PMC产生的未减数雄配子与白芥正
常雌配子结合后产生的 , 其他研究者也曾经观察到
甘蓝PMC产生未减数雄配子的现象 [20]. 未减数雌雄
配子的产生几率尽管很低 , 但它们确实在芸薹属植
物中偶然发生 [21,22]. 白芥与甘蓝间F1 代非预期杂种

植株的发现, 使我们在回交一代(BC1)就能够获得甘
蓝-白芥单体异附加系, 这加快了我们获得全套甘蓝-
白芥单体异附加系的进程 . 在前人构建单体异附加
系的实验中, 只有到回交二代(BC2)才可能获得单体
异附加系 [10,11,23]. 本研究获得的这一单体异附加系
其细胞质属于白芥, 核基因组基本属于甘蓝(18 条染
色体来自甘蓝, 1条染色体来自白芥), 约有 70%~80%
花粉可育, 并未出现核质互作不育现象, 随着今后更
多这种不同核质的单体异附加系的获得 , 是否会出
现核质互作不育现象还有待于进一步观察和研究 .  

在F1 及BC1 植株花粉母细胞减数分裂时期, S染
色体与C染色体之间均可能发生了联会形成三价体, 
这进一步显示二者基因组之间存在一定的同源性 , 
染色体间会出现重排现象 [10], 使白芥基因组成分可 

 

 
图 3  甘蓝-白芥单体异附加系形态特征 

(a) 单体异附加系花期植株; (b) 单体异附加系花序; (c) 母本白芥; (d) 父本甘蓝 
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以转移到甘蓝基因组中 , 从而将白芥的一些优异性
状转移到甘蓝中, 达到对甘蓝进行遗传改良的目的. 

在BC1 植株中发现的这一单体异附加系植株

(MAAL-1)表现为无花瓣或缺花瓣, 分枝能力强, 意
味着附加的这一白芥S染色体上携带有抑制花瓣形成
的基因及促进分枝的基因, 因此, 单体异附加系的获
得是定位控制某种性状重要功能基因的有效途径 . 
在单体异附加系PMC中期Ⅰ, 单个S染色体通常以单
价体方式独立存在, 比甘蓝的二价体明显要小, 极易
识别, 这为显微分离这一特定S染色体提供了便利. 显
微分离并收集多个拷贝的同一染色体 , 就容易通过
LA-PCR (linker-adaptor polymerase chain reaction)或
DOP-PCR (degenerate oligonucleotide primer poly-
merase chain reaction)扩增特定染色体DNA, 构建其
染色体文库, 筛选新的染色体特异的分子标记, 从而
增加遗传图谱中分子标记的密度 [24,25]. 我们正在对
单体异附加系的小孢子进行加倍 , 以期获得纯合稳
定的二体异附加系. 纯合稳定二体异附加系的获得, 
将为遗传图谱的构建及图位克隆花瓣发育及分枝等

相关功能基因奠定基础 , 也将在拓宽人工合成油菜
种质资源遗传多态性领域发挥重要作用 [26].   
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