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　　摘要：将甘蓝型油菜品种中油８２１（２ｎ＝３８，ＡＡＣＣ）与芸薹属野生资源 Ｂｒａｓｓｉｃａｍａｕｒｏｒｕｍ（２ｎ＝１６，ＭＭ）的三
倍体杂种进行染色体加倍，得到异源六倍体（２ｎ＝５４，ＡＡＣＣＭＭ）。该多倍体雄性高度不育，雌性育性极低。在其
花粉母细胞的减数分裂终变期，染色体平均配对构型为１．１７Ⅰ ＋２０．７１Ⅱ ＋０．５６Ⅲ ＋２．２５Ⅳ ＋０．０８Ⅴ ＋０．０６Ⅵ。
用甘蓝型油菜与该多倍体连续回交２次，均需借助幼胚培养才得到后代植株，ＢＣ１、ＢＣ２植株均雄性不育，雌性育性
很低。ＢＣ２植株的形态特征接近甘蓝型油菜，但各植株形态有明显差异。基因组原位杂交分析表明，ＢＣ２植株含有
２～５条Ｍ基因组的染色体，甘蓝型油菜染色体多配对形成二价体，附加的染色体多以单价体形式存在，或与甘蓝
型油菜染色体发生联会配对。
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　　甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ，２ｎ＝３８，ＡＡＣＣ）是
一种重要的油料作物，在我国广泛种植。生产对油

菜新品种的要求越来越高，而现有的甘蓝型油菜品

种内可利用的病虫害抗性基因资源有限，难以实现

多种育种目标。栽培油菜在芸薹属内有许多近缘

种，遗传资源很丰富［１］。Ｂ．ｍａｕｒｏｒｕｍ是芸薹属的一

个野生资源，具有抗甘蓝蚜虫、甘蓝根部的飞蝇、白

锈和黑斑病的特点［２］。Ｂ．ｍａｕｒｏｒｕｍ与芸薹属栽培
种的杂交及相应的染色体组间的亲缘关系已有报

道［３～５］。它与芸薹属的杂种 Ｆ１均表现为雄性和雌
性高度不育，不能通过Ｆ１实现基因转移。利用不育
的Ｆ１合成异源多倍体，育性可得以不同程度的恢



复，经多代繁殖和选择，可形成新物种或新种

系［６，７］。以合成的近缘属种间多倍体为桥梁，与栽

培种杂交，可有效地实现基因转移［８～１０］。本研究利

用Ｂ．ｍａｕｒｏｒｕｍ与甘蓝型油菜的杂种合成异源六倍
体，并用甘蓝型油菜连续两次与六倍体回交，应用基

因组原位杂交（ＧＩＳＨ）分析回交二代的基因组组成
及减数分裂，研究异源六倍体的稳定性及 Ｂ．ｍａｕｒｏ
ｒｕｍ基因组染色体在甘蓝型油菜遗传背景下遗传行
为，为Ｂ．ｍａｕｒｏｒｕｍ的遗传物质向甘蓝型油菜转移
提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　杂交与回交

甘蓝型油菜品种中油８２１（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．ｃｖ
Ｚｈｏｎｇｙｏｕ８２１）与芸薹属野生种 Ｂ．ｍａｕｒｏｒｕｍ的种间
正反交杂种［５］在含秋水仙碱培养基下染色体加倍

得到异源六倍体ＡＡＣＣＭＭ和ＭＭＡＡＣＣ。以甘蓝型
油菜中油８２１为轮回亲本，与 ＡＡＣＣＭＭ连续回交２
次，得到回交二代（ＢＣ２）材料。
１．２　染色体加倍

取种间杂种组培苗的芽尖在培养基 ＭＳ＋１．５
ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１％秋水仙碱培
养７～１２ｄ，然后转移至新鲜培养基ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６
－ＢＡ＋０．２５ｍｇ／ＬＮＡＡ培养，直至萌发新芽成苗。
为确保获得加倍植株，要求至少获得１０个在不同芽
尖上萌发的新苗；每个新萌发幼苗初步认定为成功

加倍，并将每个幼苗再快繁出３～５株苗，用于大田
种植。

１．３　细胞学观察
材料现蕾的时候，取幼嫩子房，０．００２ｍｏｌ／Ｌ浓

度的８－羟基喹啉处理３ｈ，然后用卡诺固定液（无水
乙醇３∶冰乙酸１）固定，４℃保存。镜检前，在１ｍｏｌ／
Ｌ浓度的 ＨＣｌ６０℃解离６～８ｍｉｎ，然后在载玻片上
捣碎，卡宝品红染色，显微镜检查染色体数目。

开花初期，取花蕾用卡诺固定液固定，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，取中等大小花蕾，剥取其中一个花药，在

１ｍｏｌ／Ｌ浓度的ＨＣｌ６０℃解离２～３ｍｉｎ，在载玻片上
捣碎，然后卡宝品红染色，显微镜检查减数分裂时

期。对确定为终变期和中期 Ｉ的花蕾保存，用于原
位杂交分析。

取正开花的雄蕊，放在载玻片上，滴一滴Ｉ２－ＫＩ
溶液，用镊子挤压花药，然后去掉残渣，盖上盖玻片，

在显微镜下检查花粉。

１．４　原位杂交分析
参照葛贤宏的方法［１１］对 ＢＣ２材料进行原位杂

交分析。

２　结果与分析
２．１　异源六倍体的植株形态特征及减数分裂行为

甘蓝型油菜品种中油８２１与 Ｂ．ｍａｕｒｏｒｕｍ的杂
种经秋水仙碱处理后，染色体数目确认为 ２ｎ＝５４
（图１ａ）的才可进入试验分析和下一步试验。形态
上与三倍体杂种相比较，异源六倍体表现出叶片增

厚，茎秆粗壮，花蕾和花瓣变大。雄蕊花药萎缩，无

花粉释放，雄性彻底不育。开放授粉下，异源六倍体

基本不结角果。大量的人工授予中油８２１花粉，异
源六倍体的结角率也仅０．６％，并且每角果也仅１～
３粒种子。种子发育３０ｄ后，均死亡。种子发育约
２０多天时，须进行幼胚体外培养。对发育的种子解
剖发现，发育２０多天时，幼胚被胚乳包围；发育近
３０ｄ时，胚乳消失，种子空瘪，心形胚逐渐枯黄而坏
死。由正反交杂种合成的异源六倍体 ＡＡＣＣＭＭ和
ＭＭＡＡＣＣ均表现出相似的不育性，因此在此研究中
细胞质对育性并无影响。

异源六倍体的花粉母细胞减数分裂研究发现，

在终变期可形成单价体至六价体，二价体占绝大部

分（图１ｂ）。染色体平均配对构型为１．１７Ｉ＋２０．７１
ＩＩ＋０．５６Ⅲ ＋２．２５Ⅳ ＋０．０８Ⅴ ＋０．０６Ⅵ。在后期
Ⅰ，有三种染色体分离方式，分别为２７∶２７，２６∶２８，
２５∶２９，其中２７∶２７分离方式的细胞占５４．５％。在
后期Ｉ和后期Ⅱ，染色体落后和外围散布现象频繁
发生。落后和分布在外围的染色体在末期Ⅱ通常形
成微核，最后发育成小花粉粒。

从萎缩的花药挤压出的花粉在显微镜下发现，

花粉粒表面皱缩，有凹陷的沟痕，而甘蓝型油菜正常

的花粉粒则是浑圆、饱满的（图１ｃ）。
２．２　回交后代植株形态特征

异源六倍体与甘蓝型油菜的回交一代（ＢＣ１）五
倍体（ＡＡＣＣＭ）同样表现出多倍体的形态特征，如叶
片肥厚、植株粗壮，但同样表现出高度的雄性不育和

较低的雌性可育性。ＢＣ１植株用中油８２１花粉授粉
后，种子也不能正常发育成熟，生长约３０ｄ后坏死；在
授粉后２０ｄ左右，借助幼胚培养技术才可得到后代。

ＢＣ２植株的形态特征接近甘蓝型油菜，不再具
有异源六倍体和五倍体的特征，但各植株形态差异

明显，表现在叶片颜色、厚度、形状，叶脉清晰，茎秆

表面蜡粉的多少等。雄蕊无花粉释放，高度不育；开

放授粉，不结角果；回交授以中油８２１花粉，可结少
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图１　芸薹属异源六倍体细胞学观察结果
Ｆｉｇ．１　ＣｙｔｏｌｏｇｙｏｆＢｒａｓｓｉｃａａｌｌｏｈｅｘａｐｌｏｉｄｓ

注：ＢＣ２的ＧＩＳＨ分析，Ｍ染色体被红色信号标记，以小箭头标明。ａ：２ｎ＝４１，其中２条Ｍ染色体。ｂ：２ｎ＝４１，４条Ｍ染色体。
ｃ：２ｎ＝６１，４条Ｍ染色体。ｄ：终变期，５条Ｍ染色体，其中４条呈单价体，１条与Ａ／Ｃ染色体配对（大箭头），其它Ａ／Ｃ呈二价体。

ｅ：终变期，５条Ｍ染色体呈单价体，Ａ／Ｃ染色体呈二价体。ｆ：４条Ｍ染色体分布在Ａ／Ｃ染色团外围。ｇ：后期Ｉ，
２０∶２２分离，Ｍ染色体两极分别１、２条。ｈ：后期ＩＩ，两组含２条Ｍ染色体，两组不含；染色体落后。
ｉ：ＢＣ２的二分体和四分体；四分体内有染色体丢弃在核外围（箭头）。标尺：ｉ图，１０μｍ；其余为５μｍ

Ｎｏｔｅ：ＧＩＳＨａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＣ２ｐｒｏｇｅｎｉｅｓ，Ｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｗｅｒｅｌａｂｅｌｅｄ（ｒｅｄｓｉｇｎａｌｓ）ａｎｄｍａｒｋｅｄｗｉｔｈａｒｒｏｗｓ．ａ：ｏｎｅｍｉｔｏｔｉｃｃｅｌｌｗｉｔｈ
２Ｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ（２ｎ＝４１）．ｂ：ｏｎｅｍｉｔｏｔｉｃｃｅｌｌｗｉｔｈ４Ｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ（２ｎ＝４１）．ｃ：ｏｎｅｍｉｔｏｔｉｃｃｅｌｌｗｉｔｈ４Ｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ（２ｎ＝６１）．

ｄ：ｏｎｅｄｉａｋｉｎｅｓｉｓＰＭＣｗｉｔｈ５Ｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ，４ａｓｕｎｉｖａｌｅｎｔｓａｎｄｏｎｅｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｖａｌｅｎｔｗｉｔｈＡ／Ｃｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ（ｂｉｇａｒｒｏｗ）．
ｅ：ｄｉａｋｉｎｅｓｉｓＰＭＣｗｉｔｈ５Ｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ，ａｌｌａｓｕｎｉｖａｌｅｎｔｓ．ｆ：ｄｉａｋｉｎｅｓｉｓＰＭＣｗｉｔｈ４Ｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓａｔｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒｙ．ｇ：ａｎａｐｈａｓｅＩｗｉｔｈ２０∶２２
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ，ｏｎｅａｎｄｔｗｏＭｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｉｎｅａｃｈｐｏｌａｒ．ｈ：ａｎａｐｈａｓｅＩＩｗｉｔｈｆｏｕｒｄａｕｇｈｔｅｒｇｒｏｕｐｓｐｌｕｓｌａｇｇａｒｄｓ，ｉｎｔｗｏｄａｕｇｈｔｅｒｇｒｏｕｐｓ
ｗｉｔｈｔｗｏＭｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｅａｃｈ．ｉ：ｏｎｅｄｙａｄａｎｄｏｎｅｔｅｔｒａｄｗｉｔｈｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｅｘｃｌｕｄｅｄｆｒｏｍｔｈｅｎｕｃｌｅｉ（ａｒｒｏｗｓ）．Ｂａｒ：ｉ，ｂａｒ＝１０μｍ；ｏｔｈｅｒｓ，５μｍ

图２　异源六倍体与中油８２１的ＢＣ２后代染色体形态
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量角果，结角率约１％。种子不能正常发育成熟，必
须借助幼胚离体培养才可得到后代。授粉后种子发

育的解剖结果与六倍体结果相同。在 ＢＣ２群体中，
一植株比较特殊，花蕾大、叶片肥厚、茎枝粗壮，表现

出多倍体特征，经细胞学观察证实，染色体数目为

６１条。
２．３　ＢＣ２的细胞学观察结果

利用基因组原位杂交方法，选择６株 ＢＣ２分析
其染色体组成和减数分裂。不同植株间的染色体数

目不尽相同，附加的 Ｍ基因组染色体数目也不同
（表１），在２～５条之间（图２ａ、ｂ、ｃ）。形态上表现
出多倍体特征的植株（２ｎ＝６１）的染色体组成为 ４
条Ｍ基因组染色体与５７条油菜染色体（图２ｃ）。

花粉母细胞减数分裂联会的 ＧＩＳＨ结果表明，

甘蓝型油菜基因组Ａ／Ｃ染色体优先进行同源配对，
形成同源二价体，附加的Ｍ基因组染色体多以单价
体形式存在（图２ｄ，ｅ）。个别Ｍ染色体可与Ａ／Ｃ染
色体发生部分同源配对形成二价体或多价体。在染

色体的空间分布上，少量细胞表现出Ｍ染色体被排
斥在Ａ／Ｃ染色体的外围，如图２ｆ。在后期Ｉ，染色体
多以不均等方式分离，Ｍ染色体也不均等地分配到
配子当中（图２ｇ），其中可产生不含整条 Ｍ染色体
的配子（图２ｈ）。在后期Ｉ／末期Ｉ阶段，观察到的染
色体落后频率较高。在四分体阶段，除了正常的四

分孢子外，还观察到二分孢子、三分孢子、五分孢子

及更多的小孢子（图２ｉ）。花粉的显微观察结果发
现，花粉粒表面皱缩、不饱满。

表１　ＢＣ２植株的染色体组成
Ｔａｂｌｅ１　ＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＢＣ２ｐｌａｎｔｓ

株号 Ｐｌａｎｔｃｏｄｅ ２ｎ Ａ／Ｃ染色体数 Ａ／Ｃｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｎｕｍｂｅｒ Ｍ染色体数 Ｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｎｕｍｂｅｒ
１ ３８ ３６ ２
２ ４１ ３７ ４
３ ４１ ３９ ２
４ ４２ ３９ ３
５ ４３ ３８ ５
６ ６１ ５７ ４

３　讨论
利用秋水仙碱处理杂种 Ｆ１实现染色体加倍从

而合成异源多倍体的方法在芸薹属作物研究上应用

广泛［１１～１３］。本文将杂种苗在加秋水仙碱的培养基

上处理较长时间，获得的异源六倍体无嵌合体。不

育的Ｆ１合成异源多倍体后，育性通常有一定程度的
恢复［１２～１４］，但本研究中合成的异源六倍体育性并没

有恢复，与 Ｃｈｒｕｎｇｕ等的结果相似［２］。过去不少研

究表明，减数分裂的异常是影响多倍体育性的主要

细胞遗传学因素［１５，１６］。本研究花粉母细胞的观察

结果也表明，在减数分裂各时期均存在严重异常，如

联会配对混乱、染色体落后、后期染色体分离不均

等；而异常的减数分裂行为导致了畸形、无活性的花

粉粒。种子发育的解剖结果还发现，心形胚不能进

入成熟胚时期，把它们转移到培养基上则可发育成

苗。说明胚发育后期胚乳不能为胚的成熟提供营

养，因而胚乳败育是育性不能恢复的关键原因。相

似结果和结论在过去也曾有报道［１７］。

高度不育限制了异源多倍体的直接利用。以栽

培种亲本作轮回亲本，与异源多倍体进行多次回交，

可实现近缘种的优良基因向栽培种导入。Ｂ．ｍａｕｒｏ
ｒｕｍ的基因组Ｍ与芸薹属栽培种基因组 Ａ、Ｃ具有

较近的亲缘关系，分别最多可形成３、２个异源配对
二价体［４］。但在Ｂ．ｍａｕｒｏｒｕｍ与甘蓝型油菜的杂种
中，Ｍ与Ａ／Ｃ基因组间发生联会的频率较低，因为
Ａ、Ｃ两个基因组具有高度的同源性，优先进行基因
组内及基因组间的配对［５］。在异源多倍体与甘蓝

型油菜的回交二代中，甘蓝型油菜的染色体各自优

先与自己的同源染色体进行同源配对；但由于 Ｍ基
因组与Ａ／Ｃ基因组具有一定的同源性，因而观察到
Ｍ与Ａ／Ｃ染色体组的配对。这些结果表明，Ｍ基因
组有可能与 Ａ／Ｃ基因组发生遗传物质交换，推测
ＢＣ１可能产生雌配子（ｎ＝４２，ＡＡＣＣ＋４Ｍ）与甘蓝型
油菜雄配子（ｎ＝１９，ＡＣ）结合形成（ＡＡＡＣＣＣ＋
４Ｍ）。

通过双二倍体（异源多倍体）回交法可创建异

附加系，在芸薹属作物已有相关报道［９，１８，１９］。本研

究中ＢＣ２花粉母细胞减数分裂的 ＧＩＳＨ结果表明，
在后期Ⅱ产生含一条Ｍ基因组染色体的配子，因而
在ＢＣ３中，将出现附加１条Ｍ基因组染色体的甘蓝
型油菜附加系。另外，ＧＩＳＨ结果还发现，在后期Ⅱ
还产生不含Ｍ染色体的配子，这些配子的基因组可
能与Ｍ基因组发生过遗传物质交换，与甘蓝型油菜
的配子结合将产生新型甘蓝型油菜。Ｐｌｉｅｓｋｅ等用
甘蓝型油菜多次与三基因组ＡＢＣ杂种回交，得到的

９１姚行成等：甘蓝型油菜与Ｂｒａｓｓｉｃａｍａｕｒｏｒｕｍ的异源六倍体后代及ＢＣ２细胞学分析



新型甘蓝型油菜就渗入了Ｂ基因组的抗性基因［２０］。

因而以人工合成的种间多倍体为材料与栽培种杂

交，可实现有效的基因转移［８～１０］。

本研究中ＢＣ２各植株附加的Ｍ染色体不同，数
目也有差异，因而形态学上表现出较明显的差异。

随着进一步的回交，不同染色体控制的遗传性状也

将分离。虽然异源六倍体、ＢＣ１及 ＢＣ２材料均高度
不育，但ＢＣ３植株在田间开放授粉的情况下一部分
植株育性恢复，结实率良好，为附加系的培育与鉴

定提供了便利。
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