
中国农业大学学报　２０１０，１５（６）：４６５１

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

补血草种间杂种的形态学观察与犛犚犃犘分析

高灵均　俞红强　义鸣放

（中国农业大学 农学与生物技术学院，北京１００１９３）

摘　要　为了更好地开发利用补血草属植物，获得新的种间杂种，并为杂种的进一步筛选以及优异性状新种质的

获得打下基础，以二色补血草为母本，黄花补血草为父本进行杂交实验，通过形态学观察及ＳＲＡＰ分子标记对杂交

后代进行鉴定和分析。本实验共获得１１株杂交后代，经形态学观察表明，杂交种的生长习性与母本一致，花萼色

与父本一致，而其叶幅、叶数、茎木质化程度和开花次数等多数性状介于父母本之间；ＳＲＡＰ分子标记对杂交后代

及父母本扩增共得到９１个ＤＮＡ片段，其中１１个是亲本和杂种后代共有的，８０条为多态性带，占８８％；并且所有

杂种后代均具有亲本的扩增片段，为真杂种。杂种Ｆ１６、７和１１号性状优良，可通过组培繁殖形成无性系，作为补

血草新类型推广。
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　　补血草属（犔犻犿狅狀犻狌犿 Ｍｉｌｌ．）植物花色鲜艳，花

枝繁茂，除了具有作鲜切花、干花等观赏价值外，还

可药用及作为蜜源植物［１２］，还有防风固沙、改造盐

碱地等作用［３４］，是一种应用价值极高的植物。

因此，杂交育种对更好地开发利用补血草属植

物具有十分重要的意义。目前，我国对补血草属植

物的研究主要集中在引种繁殖［５６］及一些生理研究

上［７８］。国外对补血草属植物的研究较多，如引种繁
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殖、生物学特性、遗传特性、采后保鲜、杂交育种［９１２］

等方面。由于补血草属植物在北京地区主要应用于

鲜切花配花使用，且主要为勿忘我、情人草２个种，

其他补血草属植物的应用还没有得到重视推广，所

以北京地区引种栽培的补血草属植物种类较少，本

研究旨在利用已经在北京引种驯化成功的二色补血

草和黄花补血草进行远缘杂交，以期培育出新的种

间杂种，为杂种的进一步筛选以及优异性状新种质

的获得打下基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试材料二色补血草（犔犻犿狅狀犻狌犿犫犻犮狅犾狅狉），二

年生草本，其花萼在初期呈现紫红色或粉红色，随着

成熟花色逐渐变浅，花萼宽膜质，花后宿存，引自北

京山区；黄花补血草（犔犻犿狅狀犻狌犿犪狌狉犲狌犿）一年生草

本，其花萼金黄色，漏斗状，膜质宿存，引自甘肃武威

地区。以引种多年的二色补血草和黄花补血草各５

株实生植株为试验材料。

１．２　试验方法

１．２．１　杂交

本试验于２００８年５月下旬在北京市昌卉景观

园林有限责任公司昌平实验基地进行，采用传统杂

交方法以１２００朵二色补血草为母本，黄花补血草

为父本进行杂交。在二色补血草开花前用羊皮纸袋

套袋，大头针封口。待其开花以后，在早上０８：００后

采下足够数量的黄花补血草将要开放的花，放入培

养皿中置于室内，２～３ｈ后，待花粉散出，对二色补

血草授粉，授粉后再将羊皮纸袋套上，封口。在袋中

花朵全部受精完成后，拆袋换挂牌。在７月底８月

初种子成熟后采收，低温贮藏。

１．２．２　杂种Ｆ１ 代植株形态学观察

２００８年８月底，将杂种种子播至穴盘，１０月中

上旬将幼苗移栽至选种圃中。２００９年６月，将杂交

种与随机选择的亲本各１０株进行形态学观察鉴定。

观测的形态学性状包括叶长、叶数、茎木质化程度、

花枝状态、花萼色、开花时间、开花次数和生长习性

等［１３］。

１．２．３　杂种Ｆ１ 代植株分子鉴定

ＤＮＡ提取采用ＣＴＡＢ法，并稍加改良。将０．２

ｇ植物叶片在液氮中充分研磨，转移到２ｍＬ离心管

中，加入８００μＬ预热的提取缓冲液，６５℃水浴６０

ｍｉｎ；４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液加入

犞（Ｔｒｉｓ饱和酚）∶犞（氯仿）∶犞（异戊醇）＝２５∶２４∶１

的混合液６００μＬ，混匀；４℃

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液加入２／３

体积预冷的异丙醇，混匀，静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；体积分数为７０％的乙醇洗涤，干

燥后加入２００μＬＴＥ缓冲液溶解备用。

ＳＲＡＰ反应体系总体系为２０μＬ，其中模板

ＤＮＡ５０ｎｇ／μＬ，Ｍｇ
２＋ ２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ０．３

ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶１．５Ｕ，引物浓度０．３μｍｏｌ／Ｌ。

ＳＲＡＰＰＣＲ程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性

１ｍｉｎ，３５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共５个循

环；然后９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延

伸１ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。所选

引物序列参考文献［１４１５］中的引物，从中选出正向

引物和反向引物，正向引物有 Ｍｅ１、Ｍｅ２、Ｍｅ３、

Ｍｅ４、Ｍｅ５、Ｍｅ６、Ｍｅ７和 Ｍｅ８，反向引物有 Ｅｍ３、

Ｅｍ５、Ｅｍ６和Ｅｍ８。引物的合成由上海生工生物工

程技术服务有限公司完成。

扩增反应结束后，用质量分数为２％琼脂糖凝

胶检测扩增产物，ＥＢ染色，室温下１１０Ｖ电压电泳

４０ｍｉｎ，凝胶成像系统照相，记录试验结果。

２　结果与分析

２．１　种间杂种犉１ 的形态特征

二色补血草与黄花补血草种间杂种Ｆ１ 代与其

双亲形态特征比较见表１。杂种后代全部为二年生

植株，生长习性与母本二色补血草一致；开花次数有

一次或连续、花枝状态有聚合或分散，部分与母本一

致，部分与父本一致，与母本一致较多；叶幅、叶数、

茎木质化程度等则介于双亲之间；叶边缘形状多数

与父本一致；而所有的杂交后代的花萼色均为黄色，

与父本一致。图１为双亲与杂交后代叶、茎、花萼、

花的典型性状表现对比，图２为双亲与杂交后代成

株后的对比。

２．２　犇犖犃分子标记水平鉴定

表２结果表明，以１２对引物对杂种后代株系及

其父母本试验材料扩增，共得到９１个ＤＮＡ片段，

其中１１个扩增片段是亲本和杂种后代共有的，８０

条为多态性带，占全部扩增条带的８８％。在扩增片

段中共发现２９条二色补血草有而黄花补血草没有

的片段，黄花补血草有而二色补血草没有的片段有

２６条。

７４
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表１　杂交种与父母本形态特征及生长习性的比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｇｒｏｗｔｈｈａｂｉｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｃｒｏｓｓｂｒｅｅｄａｎｄｔｈｅｉｒｐａｒｅｎｔｓ

材料 叶长／ｃｍ 叶数 叶边缘
茎木质

化程度

花枝

状态
花萼色

开花

时间

开花

次数

生长

习性

二色补血草犔．犫犻犮狅犾狅狉 ４３ ４７ 波状 高 聚合 粉色 ５月中下旬 １ 二年生

黄花补血草犔．犪狌狉犲狌犿 ２２ ２０ 平整 低 分散 黄色 ４月下旬 连续 一年生

Ｆ１１ １９ ２３ 平整 中 聚合 黄色 ５月上旬 １ 二年生

Ｆ１２ １７ ３０ 平整 中 分散 浅黄色 ５月上旬 连续 二年生

Ｆ１３ ３１ ４５ 平整 低 分散 黄色 ５月上旬 连续 二年生

Ｆ１４ ２０ ４８ 平整 中 聚合 浅黄色 ５月中旬 １ 二年生

Ｆ１５ ３８ ５１ 平整 中 聚合 浅黄色 ５月中旬 １ 二年生

Ｆ１６ ２４ ４３ 平整 高 聚合 浅黄色 ５月中旬 １ 二年生

Ｆ１７ ２５ ３０ 平整 高 聚合 浅黄色 ５月中旬 １ 二年生

Ｆ１８ ４０ ４５ 平整 高 分散 浅黄色 ５月下旬 １ 二年生

Ｆ１９ ２２ ２８ 平整 中 分散 黄色 ５月上旬 连续 二年生

Ｆ１１０ ３５ ４０ 波状 高 聚合 浅黄色 ５月下旬 １ 二年生

Ｆ１１１ ２１ ２５ 平整 中 聚合 浅黄色 ５月中旬 １ 二年生

　　注：基部远离地面直向上生长为高；茎基部远离地面，顶部较柔软状态为中；茎柔软，贴服于地面为低。

１～４依次为叶、茎、花萼、花；Ａ为二色补血草；Ｂ为杂交种；Ｃ为黄花补血草。

图１　父母本与杂交种的形态特征

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｐａｒｅｎｔｓａｎｄｃｒｏｓｓｂｒｅｅｄ

图２　父母本与杂交种

Ｆｉｇ．２　Ｐａｒｅｎｔｓａｎｄｃｒｏｓｓｂｒｅｅｄ
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表２　１２对引物扩增的二色补血草×黄花补血草亲本及后代与亲本之间的特异性扩增片段

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｐｅｃｉａｌｂａｎｄｓｆｒｏｍｐａｒｅｎｔｓａｎｄ１１ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓｆｒｏｍ犔．犫犻犮狅犾狅狉×犔．犪狌狉犲狌犿ｕｓｉｎｇ１２ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓ

引 物 扩增片段 二色补血草 黄花补血草
杂种后代Ｆ１

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１

Ｍｅ８Ｅｍ１ ２ － － － － － － － － － －

３ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

５ ○ ○ ○

６ － － － － － － － － － － － －

Ｍｅ１Ｅｍ２ １ － － － － － － － －

２ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

５ ○ ○ ○ ○

Ｍｅ２Ｅｍ２ １ － － － － － － －

２ － － － － － － － － － － － －

４ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

５ － － － － － － － － － －

６ － － － － － － － － －

Ｍｅ４Ｅｍ２ １ － － － － － － － － －

２ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

３ － － －

４ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

７ － － － －

Ｍｅ５Ｅｍ２ ４ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

６ － － － － － － － － － －

７ ○ ○ ○ ○ ○

Ｍｅ８Ｅｍ２ １ － － － － － － － － － － － －

３ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

Ｍｅ１Ｅｍ３ １ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

４ － － － － － － － －

５ － － － － － － － － － － －

６ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

９ － － － － － － － － －

Ｍｅ２Ｅｍ３ １ － － － － － － － － －

２ ○ ○

３ ○ ○ ○ ○

５ － － － － － － － － －

７ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

１０ － － － － －

Ｍｅ１Ｅｍ４ ２ － － － －

４ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

Ｍｅ４Ｅｍ４ ３ － － － － － － － －

Ｍｅ６Ｅｍ４ ３ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

４ ○ ○

５ － － － － － － － － － － － －

６ － － － － － －

７ － － － － － － －

Ｍｅ８Ｅｍ４ １ － － － － － － － － － － －

３ － － － － － － －

４ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

５ － － － － － － － － － － －

　　注：－、○分别为二色补血草和黄花补血草的特异性扩增片段。

９４
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　　二色补血草和黄花补血草的特异性扩增片段均

在其杂种后代株系的扩增片段中被发现。父本黄花

补血草在９００ｂｐ处有１条特异性扩增条带（图３，箭

头所示），杂种后代株系均含有此条带，同时也检测

出了来自二色补血草的条带以及三者共有的条带，

此结果从ＤＮＡ分子水平上证实了１１株杂种为真

正的种间杂交后代［１６１７］。

箭头为父本黄花补血草的一条特异性扩增带

　　Ｍ为分子量标准；１为二色补血草；２为黄花补血草；

３～１３为杂种后代。

图３　引物组合 犕犲４犈犿２在二色补血草、黄花补血草

及杂种后代的犛犚犃犘扩增结果

Ｆｉｇ．３　ＳＲＡＰｂａｎｄｓｏｆｔｈｅｐａｒｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｏｇｅｎｉｅｓ

ｆｒｏｍ犔．犫犻犮狅犾狅狉ａｎｄ犔．犪狌狉犲狌犿

ｂｙｐｒｉｍｅｒｐａｉｒＭｅ４Ｅｍ２

３　结论与讨论

１）本试验通过二色补血草与黄花补血草杂交获

得了种间杂种。观察比较杂种Ｆ１ 代与亲本形态性

状的结果显示，杂交种的生长习性与母本一致，花萼

色与父本一致，而其叶幅、叶数、茎木质化程度、开花

时间和开花次数等多数性状介于父母本之间。从杂

交种中筛选出具有目标性状的植株，即适合作切花

的黄色花萼的植株Ｆ１ 的６、７和１１号，可通过组培

繁殖形成无性系，作为补血草新类型推广。

２）ＳＲＡＰ标记通过独特的引物设计内含子、启

动子与间隔区长度不等而产生多态性。这种分子标

记是在较为严格的条件下ＰＣＲ扩增获得多态性位

点，具有简便、稳定、产率中等及在基因组中分布均

匀等优点。

３）利用ＤＮＡ分子标记鉴定亲子代关系，需要

在杂交后代中检测到如下证据：①与双亲共同具有

的位点；②分别与亲本之一共同具有的位点，如果满

足这２个条件则能说明２个亲本之间发生了遗传重

组［１８２０］。本试验的ＳＲＡＰ指纹图谱显示，１１株杂交

种中既有分别来自父母本的特征带，又具有三者共

有的条带。综合研究表明，杂交后代分子鉴定结果

与形态、生长习性调查结果完全一致，是二色补血草

和黄花补血草远缘杂交后代。

４）在本试验中，１１个杂种后代间也存在着一定

的差异，部分与母本或父本表现相近，部分表现为双

亲中间状态。在此基础上进一步利用ＳＲＡＰ技术

研究种间杂交后代间的遗传多样性，结果表明在

ＤＮＡ分子水平，各杂交种间也存在不同程度的异质

性，但是，不同亲本的ＤＮＡ特异片段是否与某一优

良性状存在连锁关系，需要深入研究，从而更准确地

评价和鉴定远缘杂种后代。
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欢迎订阅２０１１年《中国农业科学》中、英文版

《中国农业科学》中、英文版由农业部主管、中国农业科学院主办。主要刊登农牧业基础科学和应用基础

科学研究论文、综述、简报等。设有作物遗传育种；耕作栽培·生理生化；植物保护；土壤肥料·节水灌溉·

农业生态环境；园艺；园林；贮藏·保鲜·加工；畜牧·兽医等栏目。读者对象是国内外农业科研院（所）、农

业大专院校的科研、教学人员。

《中国农业科学》中文版影响因子、总被引频次连续多年居全国农业科技期刊最前列或前列位次。１９９９

年起连续１０年获“国家自然科学基金重点学术期刊专项基金”资助；２００１年入选中国期刊方阵双高期刊；

１９９９年获“首届国家期刊奖”，２００３、２００５年获“第二、三届国家期刊奖提名奖”；２００４—２００６年连续荣获第

四、五届全国农业优秀期刊特等奖；２００１年起６次被中信所授予“百种中国杰出学术期刊”称号；２００８年获中

国科技信息研究所“精品科技期刊”称号，及武汉大学中国科学评价中心“权威期刊”称号。在北京大学《中文

核心期刊要目总览（２００８年版）》中位居“农业综合类核心期刊表”首位。２０１０年１月起中文版改为半月刊，

将有更多最新农业科研成果通过《中国农业科学》及时报道。

《中国农业科学》英文版（ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓｉｎＣｈｉｎａ）２００２年创刊，２００６年１月起正式与国际著名出

版集团Ｅｌｓｅｖｉｅｒ合作，海外发行由Ｅｌｓｅｖｉｅｒ全面代理，全文数据在ＳｃｉｅｎｃｅＤｉｒｅｃｔ平台面向世界发行。２０１０

年１月起英文版页码增至１６０页。２０１０年ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓｉｎＣｈｉｎａ被ＳＣＩＥ收录。

《中国农业科学》中文版大１６开，每月１、１６日出版，国内外公开发行。每期２２４页，定价４９．５０元，全年

定价１１８８．００元，国内统一刊号：ＣＮ１１１３２８／Ｓ，国际标准刊号：ＩＳＳＮ０５７８１７５２，邮发代号：２１３８，国外代号：

ＢＭ４３。

《中国农业科学》英文版大１６开，每月２０日出版，国内外公开发行。每期１６０页，国内订价３６．００元，全

年４３２．００元，国内统一刊号：ＣＮ１１４７２０／Ｓ，国际标准刊号：ＩＳＳＮ１６７１２９２７，邮发代号：２８５１，国外代号：

１５９１Ｍ。
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