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摘     要：【目的】  提高甜菜单胚细胞质雄性不育系与保持系的育性纯度。【方法】  对课题组现有的 40对（共计

620颗个体植株）甜菜单胚细胞质雄性不育系与保持系进行分子标记育性鉴定，记录鉴定结果中显示不育系中混有

的保持系植株和保持系中混有的不育系植株的对应编号；在田间进行形态学验证，同时剔除混杂株。【结果】  利

用分子标记育性鉴定共检测到 92颗混杂植株的 DNA，其中 73颗为保持系中混有不育植株，19颗为不育系中混有可

育植株；在田间进行形态学育性鉴定时，观察花粉鉴定植株育性的同时观察植株的粒性，共有 122株个体植株发生

混杂（包含分子标记育性鉴定为混杂的 92颗植株），即 73株为保持系混杂，49株为不育系混杂。在田间验证时发

现还有多胚植株混杂，可能是在种子清选过程中，有一定的概率混进了多胚种子。【结论】  通过田间对混杂植株

的剔除，即保证了不育系与保持系的育性及粒性纯度，又为这 40对甜菜单胚细胞质雄性不育系与保持系的遗传多

样性分析提供了前提条件，奠定了配制二元不育系的基础。
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Abstract: 【Objective】  To  improve  the  fertility  purity  of  beet  monogerm  cytoplasmic  male  sterile  lines  and  maintainers.

【Method】  Forty  pairs  of  molecular  markers  from  a  collection  of  620  monogerm  cytoplasmic  male  sterile  and  maintainer

sugar beet germplasms were identified.All genetically mixed markers in the sterile and maintainer plants were given specific

codes  and  recorded.Subsequently,  a  morphological  observation  was  carried  out  in  the  field  to  exclude  genetically  impure

plants.【Result】  The verification of heredity purity by molecular markers revealed 92 DNA including 73 in the maintainers

mixed  with  that  of  the  sterile  plant  and  19  in  the  sterile  lines  contaminated  with  that  belonged  to  the  maintainer.The  field

examination on pollens and grains identified 122 plants (as compared to 92 isolated by the molecular marker verification) with

73 maintainers and 49 sterile lines to be promiscuous.In addition, polygerm plants were unexpectedly found in the lot that could

have grown from the accidentally included seeds.【Conclusion】   By excluding adulterated plants in the field,  the purity on

heredity  of  sterile  and maintainer  lines  could  be  assured.The procedure  would  provide  the  prerequisite  essential  for  accurate

收稿日期：2022−02−24 初稿；2022−08−04 修改稿

作者简介：赵雅儒（1998−），女，硕士研究生，研究方向：甜菜遗传及分子育种的研究（E-mail：931178094@qq.com）

* 通信作者：吴则东（1972−），男，博士，研究员，研究方向：甜菜遗传及分子育种的研究（E-mail：1997009@hlju.edu.cn）

基金项目：国家现代农业产业技术体系项目（CARS-170111） 

福建农业学报 2023，38（4）：417−422 http://www.fjnyxb.cn

Fujian Journal of Agricultural Sciences doi: 10.19303/j.issn.1008-0384.2023.04.004

 

  



genetic diversity determination and successful preparation of binary sterile sugar beet lines.

Key words: Sugar beet；molecular marker；heredity certification；morphology；screening

 

 0    引言

【研究意义】糖用甜菜是我国重要的糖料作

物，能够产生一定的经济效益。甜菜的糖分主要来

自于块根，其含糖量通常在 13%～20%[1]。甜菜种植

时施加甜菜滤泥，在一定程度上能够提高甜菜产

量，在增加收益的同时还能够减少环境污染[2]。甜菜

的产量与环境、气候条件紧密相关，为了在外界环

境变化较大时依旧能保证甜菜能够高产，则保证产

量的稳定性是育种家们面临的主要问题[3]。并且，种

植密度的大小也会对甜菜的产量产生影响[1]。【前人

研究进展】Owen的甜菜核质互作假说已经得到普遍

认可，当细胞质为 S型，细胞核基因型为 xxzz时，

则为不育系；细胞质为 N型且细胞核基因型也为

xxzz时，则为保持系[4]。细胞质雄性不育（CMS）是

许多作物杂交育种的重要特性，甜菜的杂交育种也

不例外。植物雄性不育的表现特征为雌蕊发育正常

而雄蕊败育，但雌蕊能够接受外来花粉的授粉从而

达到受精目的[5]。在研究植物育性时，可以选择表型

鉴定或分子标记法鉴定植株育性。前人试验研究表

明，采用分子标记法对甜瓜幼苗育性进行鉴定，并

在田间检验比对，证实了分子标记法鉴定甜瓜幼苗

育性的方法可行[6]。柴军琳等[7] 对一种普通小麦的自

然突变雄性不育材料进行表型观察并确定了它的不

育类型。刘一珺 [8] 对二年生甜菜利用分子标记育性

鉴定和形态学观察相结合的方法证实了分子标记法

鉴定甜菜细胞质育性的方法可行。甜菜线粒体基因

组中的 4个 TR序列（TR1、TR2、TR3、TR4）之间

无同源性，除 TR1位点为多拷贝序列，其余三个

TR位点均为单拷贝序列 [9]。本试验所用的材料均为

Owen型不育系和保持系，通过对 TR1位点的多态性

进行分析，在 TR1位点上利用分子标记法能够有效

鉴定出甜菜细胞质育性 [10]。目前，分子标记育性鉴

定在水稻 [11]、大豆 [12]、小麦 [13] 中均有研究，关于甜

菜分子标记育性鉴定的研究也日益增多，并且有学

者已经表明能够利用分子标记技术对甜菜的细胞

质、细胞核的育性进行鉴定。【本研究切入点】目

前，我国甜菜生产中所用到的单胚品种均为三交

种，需要利用单胚细胞质雄性不育系和异型保持系

来配制二元不育系以获得更多甜菜品种。成对的单

胚细胞质雄性不育系与保持系的数量能够决定配制

二元不育系的数量。因此，保证不育系与保持系的

育性纯度是二元不育系配制的基本条件。本研究用

到的 40对甜菜单胚细胞质雄性不育系与保持系大多

是通过多胚保持系改良而成的，经多年田间选育，

成对的不育系和保持系的核基因接近于纯合。由于

成对的不育系与保持系之间在之前的选育过程中种

植距离较近，在收获时，偶尔会出现不育系与保持

系相互掺杂的现象，影响甜菜品系的纯度。需要将

全部的混杂植株在扣罩授粉前剔除。【拟解决的关

键问题】利用分子标记法能够直接对甜菜幼苗期的

植株进行细胞质育性的鉴定。同时，利用田间形态

学观察进行验证，以保证在甜菜扣罩授粉前将混杂

植株全部淘汰。通过本次试验，首先能够保证在本

次甜菜生长繁殖过程中不育系与保持系之间无混杂

植株，其次为这 40对甜菜单胚细胞质雄性不育系与

保持系进行遗传多样性分析提供良好的条件，为二

元不育系的配制奠定稳定的基础。

 1    试验材料与方法

 1.1    试验材料

试验材料为黑龙江大学甜菜改良团队的 40对甜

菜单胚细胞质雄性不育系与保持系（均属于 Owen型

细胞质）。试验母根于 2021年 4月种植于黑龙江省

哈尔滨市呼兰区甜菜研究所试验基地；成对的不育

系与保持系种植在同一垄上，每对相同的不育系和

保持系在每垄上有 1～4组，每组中不育系与保持系

各种植 3颗，按照不育系在东侧，保持系在西侧的

原则进行栽植。在种植区域内，保证其余条件相

同。材料序号及名称如表 1所示，材料 HD-CMS1与

HD-O1为成对的单胚细胞质雄性不育系与保持系。

按田间种植的顺序（其中有部分不育系与保持系的

母根不足 9颗或多于 9颗，材料共计 620颗），依次

取样并编号（如表 2中的 1-1～1-9）。其余材料以此

类推。田间种植示意图如图 1所示。

 1.2    试验方法

 1.2.1   DNA的提取及检测　 取甜菜叶丛形成期的嫩

叶，用 CTAB法提取甜菜基因组 DNA，用 NanoDrop
2000 紫外分光光度计对提取的甜菜基因组 DNA进行

浓度及纯度的测定。以 OD260/OD280 的值在 1.8～2.0
来判定 DNA纯度；检测 DNA浓度后，将浓度标记

在管壁上并抽取部分溶液稀释至 100 ng·μL−1 备用，

其余 DNA原液则放入−20 ℃ 冰箱中进行储存。
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 1.2.2   PCR反应　  PCR反应体系（10 μL）：超光速

Mix  5  μL， 正 反 向 TR1引 物 （10  μmol·L−1）各 0.2

μL，模板 DNA （100 ng·μL−1）2 μL ，最后加 ddH2O
至 10 μL。

PCR反应程序：95 ℃ 预变性 3 min；95 ℃ 变性

25 s，60 ℃ 退火 25 s，72 ℃ 延伸 60 s，28个循环；

72 ℃ 终延伸 5 min，于 4 ℃ 储存。

 1.2.3   电泳　 用含有红色荧光核酸染料的 1%琼脂糖

凝胶电泳，以 500 bp或 2 000 bp marker为 DNA分子

量标准比对。上样量均为 5 μL，在 130 V恒压条件

下电泳 30 min。电泳结束后，用紫外凝胶成像仪观

察条带并拍照保存。

 1.2.4   田间混杂鉴定　  记录分子标记育性鉴定结果

为混杂的 DNA模板所对应的植株编号；甜菜现蕾

后，在田间进行混杂鉴定与验证，观察不育系与保

持系的花粉，同时观察植株的粒性。对育性混杂和

粒性混杂的植株进行田间剔除。由于甜菜是无限花

序，剔除混杂株后，为避免非同对不育系与保持系

之间授粉，保证不育系与保持系的结实纯合度，需

要将已开花的花序剪掉，并以一组为单位进行扣罩

处理。

 

 
表 1    40 对供试材料序号及名称

Table 1    Codes and names of 40 pair test materials

序号

Serial number
名称

Name
序号

Serial number
名称

Name
序号

Serial number
名称

Name
序号

Serial number
名称

Name

1 HD-CMS1 21 HD-CMS11 41 HD-CMS21 61 HD-CMS31

2 HD-O1 22 HD-O11 42 HD-O21 62 HD-O31

3 HD-CMS2 23 HD-CMS12 43 HD-CMS22 63 HD-CMS32

4 HD-O2 24 HD-O12 44 HD-O22 64 HD-O32

5 HD-CMS3 25 HD-CMS13 45 HD-CMS23 65 HD-CMS33

6 HD-O3 26 HD-O13 46 HD-O23 66 HD-O33

7 HD-CMS4 27 HD-CMS14 47 HD-CMS24 67 HD-CMS34

8 HD-O4 28 HD-O14 48 HD-O24 68 HD-O34

9 HD-CMS5 29 HD-CMS15 49 HD-CMS25 69 HD-CMS35

10 HD-O5 30 HD-O15 50 HD-O25 70 HD-O35

11 HD-CMS6 31 HD-CMS16 51 HD-CMS26 71 HD-CMS36

12 HD-O6 32 HD-O16 52 HD-O26 72 HD-O36

13 HD-CMS7 33 HD-CMS17 53 HD-CMS27 73 HD-CMS37

14 HD-O7 34 HD-O17 54 HD-O27 74 HD-O37

15 HD-CMS8 35 HD-CMS18 55 HD-CMS28 75 HD-CMS38

16 HD-O8 36 HD-O18 56 HD-O28 76 HD-O38

17 HD-CMS9 37 HD-CMS19 57 HD-CMS29 77 HD-CMS39

18 HD-O9 38 HD-O19 58 HD-O29 78 HD-O39

19 HD-CMS10 39 HD-CMS20 59 HD-CMS30 79 HD-CMS40

20 HD-O10 40 HD-O20 60 HD-O30 80 HD-O40

 
表 2    40 对供试材料取样编号

Table 2    Specimen codes of 40 pair test materials

序号

Serial number
名称

Name
编号

Number

1 HD-CMS1 1-1 1-2 1-3 1-4 1-5 1-6 1-7 1-8 1-9

2 HD-O1 2-1 2-2 2-3 2-4 2-5 2-6 2-7 2-8 2-9
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 2    结果与分析

 2.1    分子标记育性鉴定

利用 TR1引物对供试材料的细胞质育性进行鉴

定，对 620颗田间采样的甜菜基因组 DNA进行分子

标记育性鉴定，共检测出 92颗供试材料的 DNA发

生混杂，其中不育系中混有 N型细胞质的共计

19颗，保持系中混有 S型细胞质的共计 73颗。当电

泳条带大小接近 500 bp时，则该甜菜的细胞质为不

可育，即 S型细胞质；当电泳条带大小接近 750 bp

时，则该甜菜的细胞质为可育，即 N型细胞质。如

图 2和图 3，材料 15、75为甜菜单胚细胞质雄性不

育系，扩增得到的条带大小应当在 500 bp左右；材

料 16、76为甜菜单胚细胞质雄性不育系的保持系，

扩增得到的条带大小应当在 750 bp左右。材料 16中

的 4号模板扩增得到的条带大小接近 500 bp、材料

75中 9号模板扩增得到的条带大小接近 750 bp，则

其为混杂植株的模板，应当记录编号并在田间将其

剔除。

  

750 bp

500 bp

Marker

1 2 3 4 5

15 16

6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 91

 
图 2    甜菜单胚细胞质雄性不育系 15 与保持系 16 的分子标记育性鉴定条带

Fig. 2    Molecular identifications for Male Sterile Line No.15 and Maintainer No.16
 

  

500 bp
750 bp

1 2 3

75 76

4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Marker

 
图 3    甜菜单胚细胞质雄性不育系 75 与保持系 76 的分子标记育性鉴定条带

Fig. 3    Molecular identifications for Male Sterile Line No.75 and Maintainer No.76
 

 2.2    田间形态学育性鉴定

在甜菜现蕾期，通过田间观察植株花粉进行形

态学育性鉴定，花蕊柱头上为黄色且有花粉则为可

育植株，白色或绿色且无花粉则为不育植株。在田

间进行粒性观察时发现还混有个别的多胚植株，可

能是种子在清选过程中混有的个别多胚种子。多胚

植株在甜菜开花期对其他单胚植株授粉后会使单胚

植株的后代成为多胚。因此不仅需要将不育系中的

保持系、保持系中的不育系剔除，还需要将多胚植

株剔除。形态学育性鉴定结果表明，在 620颗供试

材料中共有 122株混杂植株。通过观察花粉发现混

杂株 118株，包括不育系中混杂可育株共计 49株，

保持系中混杂不育株共计 69株；经查验，有 4株本

应为单胚保持系的植株的分子标记育性鉴定结果显

示其细胞质育性为不育型，田间鉴定结果表示植株

可育，则该植株同样为混杂植株。需要将这些混杂

植株 (共 122株)全部在田间剔除。

 2.3    分子标记育性鉴定与田间育性鉴定比较

在 620颗供试材料中，分子标记育性鉴定结果显

示共有 92颗植株发生混杂；田间形态学育性鉴定中

 

保持系
Maintainer

不育系
Male sterile line

西
West

垄沟
Furrow

垄沟
Furrow

垄
Ridge

东
East

 
图 1    田间种植示意图

Fig. 1    Schematic diagram of sugar beet planting in the field
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发现共 122颗植株发生混杂（包含分子标记育性鉴

定混杂的 92颗植株）。在田间形态学鉴定中发现有

30颗不育系植株和 4颗保持系植株的育性与分子标

记育性鉴定结果不同，其余植株的育性鉴定结果均

相同（如表 3）。在鉴定结果不同的 30颗不育系植

株中，共有 12株为多胚植株，即种植时其母根为混

杂的多胚母根；其余的 18株均为单胚植株，利用分

子标记法鉴定其细胞质为不育型（即 S型细胞

质），但在田间形态学鉴定时，发现植株的花蕊上

有黄色花粉，表现为可育，则说明这些单胚植株细

胞核的育性基因中有显性可育基因。4株保持系植株

均为单胚植株，分子标记法鉴定其细胞质为不育型

（S型）；田间形态学观察发现植株可育，则细胞核

育性呈显性基因（同上 18株单胚不育系植株），这

些植株的细胞质与细胞核的育性均发生混杂。需要

将所有混杂植株剔除，以保证不育系与保持系的育

性纯度。

 
  

表 3    分子标记育性鉴定与形态学育性鉴定混杂株数目比较

Table 3    Number of plants with mixed genes determined by molecular and morphological verifications （单位：颗）

混杂类型

Mixed type

分子标记育性鉴定

Identification of fertility by
molecular markers

田间形态学育性鉴定

Morphological fertility identification in the field

与分子标记鉴定结果相同

With the same results

与分子标记鉴定结果不同

With the different rseults

多胚植株

Polyembryony plant
细胞核育性混杂

The nuclei are promiscuous

不育系混杂 Mixed sterile lines 19 19 12 18

保持系混杂 Mixed Maintainer line 73 69 0 4
 
 

 3    讨论与结论

甜菜的种植过程中，每一步都尤为重要，种植

土壤中的盐分、生长环境中的干旱、甚至是甜菜的

贮藏都会影响甜菜的产量 [14−16]。因此，培育出优良

的甜菜品种是甜菜高产、稳产的重要任务。甜菜的

育性对甜菜二元不育系的配制起到决定性作用。由

于甜菜属于无限花序，进行人工去雄的难度较大，

所以甜菜育种工作者对不育系和保持系的培育非常

重视 [17]。细胞质雄性不育是甜菜杂交制种的基础，

并且对保持系的鉴定也需要用 CMS进行杂交来确

定。Moritani等  [18] 发现了能够在幼苗期检测保持系

的分子标记方法，但依然存在着不能够有效识别出

保持性良好的植株的局限性。已有学者对甜菜种质

资源的育性进行鉴定，发现不同育性类型的甜菜种

质资源，并且研究出快速鉴定甜菜育性的方法 [19,20]。

孟祥雯等 [21] 在核质互作型甜菜的花蕾中发现了 4个

能够相互作用于甜菜育性的阳性差异片段。

本试验通过记录分子标记育性鉴定结果显示混

杂植株的 DNA的对应编号，之后在甜菜现蕾期对应

混杂的编号进行形态学验证，将分子标记育性鉴定

与田间育性鉴定结果有异的植株全部剔除。其中共

有 34株植株二者鉴定的结果不同：12株多胚植株；

22株单胚植株，根据表型推测这 22株材料可能是由

于受到多胚发育影响或污染后，核不育基因（隐

性）被显性恢复基因功能覆盖所导致，说明研究中

的分子标记检测法虽然有效，但是并不完善。由于

分子标记育性鉴定是在甜菜幼苗时期取其嫩叶提取

基因组 DNA，以此来鉴定甜菜细胞质的育性。此部

分仅能检验出植株的细胞质育性，不能鉴定植株的

粒性；也不能够避免在田间种植过程中其他多胚植

株对单胚植株授粉，使其子代成为多胚从而发生混

杂。因此进一步进行田间形态学鉴定极其重要。利

用 TR1位点的分子标记检测仅能检验细胞质的育

性，细胞核的育性则还需要其他引物来测定，若今

后想要利用分子标记法同时检验细胞质与细胞核育

性，还需要改进与完善当前的鉴定方法。

在今后的种植中，为了避免已经剔除混杂株的

不育系和保持系再次发生混杂，种植时可与玉米采

用“1+1+1”的模式，即“一行保持系+一行玉米+一行

不育系”的模式将不育系与保持系间隔开来；在收获

母根时，不同品系分开收获，单独装袋并记录编

号；收获甜菜种子时，按编号将不同品系的种子分

别收割并装袋。清选种子时，采用人工打种，严格

按照不同品系分开打种。

本试验利用分子标记法对田间种植的甜菜不育

系和保持系进行育性鉴定，并在田间进行形态学验

证，能够保证甜菜在本次种植过程中无混杂，并对

每对不育系和保持系在授粉前进行扣罩处理，有效
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地为得到纯合的不育系与保持系提供保障。综上所

述，共有 122株个体植株发生混杂。从全部供试材

料来看，有超过 1/6的植株发生混杂，数量较多。将

所有混杂植株剔除，能够保证进行遗传多样性研究

的可行性，为这 40对甜菜单胚细胞质雄性不育系与

保持系的遗传多样性分析和二元不育系的配制奠定

基础。
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