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基于胚抢救技术的枳雀×枳杂交群体创建及鉴定
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摘 要：【目的】新资源获得是开展育种的前提和基础，通过两种砧木杂交，创造出聚合两种砧木优良性状的新型砧木

资源材料。【方法】以枳雀为母本、枳为父本进行杂交实验，结合胚抢救技术获得子一代植株，利用形态学观察及SSR分

子标记技术对子一代进行鉴定。【结果】三年胚抢救实验共接种 3 146 粒种子，获得胚抢救幼苗 1250 株，成苗率为

39.73%。其中通过形态学鉴定出 41 株杂种苗，共筛选出 8 对 SSR 引物来对父本母本进行区分，其中的 CS014R-

CS014F、CS065R-CS065F引物组合可以准确地鉴定出杂种后代，通过SSR分子标记鉴定出 20株有性杂种植株。所获

得的 61株杂种资源为将来深入开展柑橘砧木育种研究工作奠定了材料基础。【结论】以多胚性柑橘为母本的杂交组合

获得的成熟种子，难以通过直接播种的方式获得杂种苗。将胚拯救与分子鉴定相结合，通过 SSR分析，找到可靠的

SSR引物对鉴定杂交后代，为柑橘砧木育种的进一步研究奠定了物质基础。
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Abstract:【Objective】The research and utilization of resistant rootstock resources of Citrus in China

started relatively late, and the breeding rootstock is still relatively delayed in comparison with that in

the developed countries. In order to obtain hybrid offspring population of Zhique( Citrus wilsonii Tana-

ka) Raf.) and Trifoliate orange[Poncirus trifoliata (L.) Raf], we conducted this study. Trifoliate orange

is used as a kind of citrus rootstock widely in China. It has good affinity and general resistance. But the

major defect is the insufficiency of iron absorption. Zhique is a kind of local citrus rootstock resource re-

ported in Chenggu county, Shanxi province recently. It has good ability in using iron. In order to fully

combine the beneficial properties, we carried out hybridization combined with embryo rescue technique

to obtain hybrid offspring.【Methods】The species Zhique was planted in Chenggu county, Shanxi prov-

ince. In this experiment, the Zhique’s plants, leaves, flowers, fruits and other materials used for morpho-
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logical description were all collected from a tree which was estimated more than 40 years old. Zhique

was used as female parent and Trifoliate orange was used as male parent. The pollen of Trifoliate or-

ange was collected in HZAU Germplasm Resources Nursery during morning. After the collection, the

pollen was dried in dryer with no light at 27-29 ℃ . We stored the pollen in 1.5 mL centrifuge tubes at

4 ℃ when they were fully dried. We used acetic acid magenta to test the activity before the pollination

and bagged the flowers after pollination. The hybrid fruits were picked 80-85 days after the pollination.

The fruits were stored in 4 ℃ refrigerator before the embryo rescue was done. The embryos were inocu-

lated on the shooting medium (MT+KT 0.5 mg · L-1+BA 0.5 mg · L-1+NAA 0.5 mg · L-1) under illumina-

tion culture until the bud grew up. The shoots were moved on rooting medium(l/2 MT+IBA 0.1 mg·L-1+

NAA 0.5 mg·L-1+Activated Carbon 0.5 mg·L-1) until the root grew up. After subculture the plants were

transfered into water for 1 month adaptation. Finally we put the well adapted seedlings into small pots

with nutritive soil, and moved the pots in greenhouse. There were 1 133 progeny seedlings survival in

the end, some of them were identified with morphology of the male parent, but the rest had to be identi-

fied by molecular markers. 8 of the primer pairs of the 10 possible SSR primer pairs were able to be

used for the identification of the true hybrid seedlings.【Results】61 hybrid offspring were obtained.

Among them 41 of the hybrid plants were identified with the trifoliate morphologic characteristics. An-

other 20 hybrid plants were identified by SSR molecular marker primer pair CS014R- CS014F and

CS065R-CS065F.he hybrid rate was 4.1%.【Conclusion】Hybrid offsprings derived from the cross be-

tween Zhique and Trifoliate orange were successfully identified by means of morphology and SSR

marker selection from the seedlings obtained with embryo rescue which created the materials for the fur-

ther study of citrus rootstock breeding.
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我国是柑橘起源中心之一，栽培、野生及半野生

种质资源类型丰富，目前在生产和砧木育种中占主

导类型的砧木——枳 [Poncirus trifoliate（L.）Raf.]

就起源于中国 [1]。枳砧因其嫁接亲和性好，综合抗

性优良，兼具柑橘衰退病、根腐病、流胶病抗性以及

非生物抗性[2-3]，如耐低温胁迫等性状，被中国、日本

等世界上多个柑橘生产大国广泛应用。然而在长期

的生产过程中发现，枳对盐、碱及缺素型土壤的适应

性能力比较弱，特别是在四川省部分地区 [4]以及陕

西城固等碱性土壤的柑橘生产区，枳作为砧木，缺铁

黄化现象尤为严重[5]。枳雀是陕西城固县一古老地

方柑橘资源，在当地因其适应性强，树势生长旺盛，

易于实生繁殖，特别是与枳砧相比，在碱性土壤条件

下，以枳雀为砧木，植株表现出极强的抗缺铁黄化性

状[3]。在当地作为优良的砧木类型得到了大范围的

推广和利用。

柑橘砧木资源的发掘与利用水平是衡量一个

国家柑橘产业发展状况的重要指标。但我国开展

柑橘砧木选育的工作相对比较晚，尤其是在抗性

砧木资源的研究与利用方面，与发达国家相比还

处于一个比较滞后的阶段。澳大利亚、南非和西

班牙等国，利用枳作为杂交亲本，创制的卡里佐枳

橙、特洛亚枳橙等新型砧木已经开始大面积应

用 [6]。

新资源获得是开展育种的前提和基础，在我国

的生产和研究中，柑橘栽培长期以枳为主导砧木。

但近年来的生产实践表明，枳砧的一些弱点制约着

柑橘产量和品质的提升，因此进行优良砧木的选择

也成为我国柑橘产业发展的重要组成部分。其中

一种常见的方式就是对现有的优良砧木进行杂

交[7]。以多胚性柑橘为母本的杂交组合获得的成熟

种子，难以通过直接播种的方式获得杂种苗。许多

品种存在多胚现象，对于多胚柑橘种质资源的利

用，胚抢救结合分子标记鉴定将是柑橘杂交中必不

可少的技术手段。枳雀作为柑橘砧木资源，相关的

应用与研究工作才刚刚起步，其独特的抗性潜能仍

未被充分发掘和利用[8]，本研究以枳雀为母本，枳壳

为父本，利用成熟的胚抢救技术结合分子标记分析

手段[9]，构建杂种群体，以期创造出聚合两种砧木优

良性状的新型砧木资源材料。
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分别于 2016 年 5月 1日、2017年 5月 9日、2018

年5月3日在陕西城固县，以枳雀为母本，枳为父本，

进行杂交授粉实验。枳花粉收集方法如下：当年4月

份，在华中农业大学资源圃，于上午采集含苞未放花

朵，将其置于 27~29 ℃烘箱中（整个过程需避光操

作），让花粉自然散开，完全干燥后，用1.5 mL离心管

分装并存于4 ℃冰箱中留存备用，在授粉前需要用醋

酸洋红染色测定花粉的活性，确保花粉质量可靠[10]。

1.3 杂交后代的胚培养

在授粉后 80~85 d，将授粉果实采摘收集，放置

于 4 ℃冰箱临时保存。将果实内的种子取出并进行

统计，然后在超净工作台上进行表面消毒，剥去种

皮，用手术刀将种子尾部（与胚相对的一端，一般较

圆）划一小口，然后将种子插于生芽培养基（MT+

KT 0.5 mg·L -1+BA 0.5 mg·L -1+NAA 0.5 mg·L -1），放

置于光培室培养 1~2个月，待成芽后，移至固体生根

培养基（l/2 MT+IBA 0.1 mg·L -1 +NAA 0.5 mg·L -1 +

活性炭0.5 mg·L -1）上继代，诱导生根。

1.4 植株移栽

待培养室中的试管苗诱导生根后，即可移栽到

小塑料杯中炼苗 1个月，而后转至大营养钵中，放置

于温室，定期浇水，具体过程可参照谭美莲[9]的方法。

1.5 杂种鉴定

形态鉴定，由于枳雀为单身复叶，枳为三出复

叶，枳的三叶性状具有显性遗传的特点，所以对由枳

作父本杂交所得的后代植株，可通过观察其叶片是

否表现为三叶而判断其是否为杂种后代。一般初步

认为后代叶形表现为三出复叶者为杂种子代。为进

一步确定杂种子代的真实性，对部分三叶植株及未

表现三叶的植株，使用SSR分子标记做检测，本试验

共使用多态性较好的引物 8 对 [11]，具体过程可参照

谭美莲[9]的方法。

2 结果与分析

2.1 枳雀性状描述

枳雀是一种小乔木，树直立，枝干上刺多且长，

A. 植株；B. 花与叶片；C. 枳雀果实 D. 杂交果实；E. 授粉。

A. Plants; B. Flower & leaves; C. Zhique’s fruit; D. Hybrid fruit; E. Artificial pollination.

图 1 枳雀资源形态学特征

Fig. 1 Morphological features of Zhique germplasm

A B C D

E

1 材料和方法

1.1 枳雀形态学观察

实验用枳雀材料定植于陕西省城固县，植株树

龄据估计超过 40 a（年），本实验中形态学描述所用

枳雀植株、叶片、花朵及果实等材料均采自该植株

（图1），具体方法可参照李航[10]的报道。

1.2 枳花粉收集及杂交授粉
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树冠多见圆头形或伞形。枳雀的叶为单身复叶，顶

生小叶为卵圆形，翼叶为倒卵形，顶生小叶比翼叶

大。叶基楔形，叶全缘，叶尖渐尖至急尖且无凹口。

花为完全花，雌雄蕊同期成熟，正常可育，盛花期在

4月下旬。果实近球形，果皮较厚且分光滑和粗糙

两种类型，中心柱充实。果基微凹，果顶圆且有印

圈。胚类型为多胚，多胚种子比例为 50%~80%（图

1）。

2.2 杂交后代的获得

以枳为父本，枳雀为母本，杂交授粉 640朵花，

获得杂交果实 180个，坐果率为 28.1%（表 1）。授粉

后 84 d将果采下，立即寄回实验室进行胚抢救处理

（图 2）。三年胚抢救实验共接种 3 146粒种子，获得

胚抢救幼苗1 250株，成苗率为39.73%。

表 1 杂交实验坐果率

Table 1 Fruit setting rate in hybridization experiment

授粉日期

Pollination
date

2016-05-01

2017-05-09

2018-05-03

授粉花朵数

Number of pollinated
flowers

240

230

170

坐果数

Number of fruit
setting

49

51

80

坐果率

Fruit setting
rate/%

20.4

22.1

47.1

A. 授粉果实中种子；B. 将种子播种于 MT 培养基中；C. 将种子置于光培室中培养；D. 培养 2 d 后生长情况；E. 未能萌发的种子；F. 培养

45 d 后生长情况；G. 生根培养基继代培养；H. 继代 45 d 后生长情况；I. 三出复叶杂种后代；J. 营养钵移栽小苗。

A. Seeds from pollination fruits；B. The seeds sowing in MT medium; C. Cultivation of seeds in a light culture chamber；D. Growth after cultured

two days；E. Seeds that fail to survive；F. Growth after cultured 45 days；G. Cultured in root medium; H. Growth after cultured in root medium for 45

days ；I. Hybrid progeny of trifoliolate leaves；J. Transplanting seedling in the soil.

图 2 胚抢救流程

Fig. 2 Process of embryo rescue

A B C D

E F G

H I J
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A. 三出复叶的杂种后代；B. 单身复叶的杂种后代。

A. Hybrid progeny of single compound leaves; B. Hybrid progeny of trifoliolate leaves.

图 3 两种类型的杂种后代

Fig. 3 Two types of hybrid progeny

A. 类似于枳（父本）叶片；B. 类似于枳雀（母本）叶片。

A. Leaf morphology of male parent-like; B. Leaf morphology of female parent-like.

图 4 胚抢救材料叶片形态

Fig. 4 Leaf morphology type of materials from embryo rescue

A B

A B

2.3 以枳作父本的杂交后代的形态及分子鉴定

根据枳的三叶显性遗传特征，笔者观察了以枳

雀为母本、枳为父本杂交所获得后代 1 250株，发现

其中具有父本枳的三出复叶特征植株41株（图 3、图

4）。

再对单出复叶植株进行SSR分子标记鉴定。首

先从 10对可能的引物中进行共显性筛选，应用父本

有特异性条带的引物，对杂交后代进行 SSR标记鉴

定。根据条带图像发现除CP6和CP17对父母本区

分不显著之外，其余的 8对引物均对父本、母本有较

为显著的区分，因此笔者使用了这 8种引物（表 2）对

杂交后代进行分析。

当后代中出现了父本特异性条带即可判断为真

子代。如图 5-A所示，采用 CS065引物组合对杂交

子代进行鉴定时，子代（带★号）出现了父本的特异

性条带；图 5-B采用 CS014引物组合对杂交子代进

行鉴定时，子代（带★号）出现了父本的特异性条

带。由此可以确定这 4株植株单出复叶植株虽不具

有父本的三出复叶特征，但仍为有性杂交后代。通

过引物组合CS065、CS014共鉴定出 20株单身复叶

的杂交后代（表3）。

3 讨 论

虽然柑橘类植物遗传背景高度杂合，且许多品

种还存在多胚现象，但有性杂交仍然是基因交流的

必经之路。早期的柑橘育种都尽量选择单胚品种作

为亲本，但随着多胚种质资源优良特性的显现，多胚

的柑橘种质资源将会在柑橘育种中发挥越来越重要
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表 2 8 对具有多态性的 SSR 引物序列

Table 2 The information of 8 pairs of polymorphism SSR primer

引物编号
Primer code

CS065-Forward
CS065-Reverse

CS068- Forward
CS068- Reverse

CS051- Forward
CS051- Reverse

CS014- Forward
CS014- Reverse
CS009- Forward

CS009- Reverse
CP4- Forward
CP4- Reverse
CP5- Forward
CP5- Reverse

CP15- Forward
CP15- Reverse

引物序列（5’—3’）
Primer sequence

CCTCTCTCCCCAGAACTCCT
TTGAGTTTTGATTGAAGCTTTG

ACCTTGTCCGGCACTGATAC
AGATTCCCACAACGTCTCCA

AAGCCAGAAGGCAAGCATTA
GGTTTGCGGCTGATATTGAT

GAAGAAGATGGCTGCTCACC
TTCATCATCCTGCCAAGACA
AAAAATGGGAGTGAGCAGGA

TAATGCAGCCGGAAGAAGT
GCTATCCGCCAAGGTAAAGT
TTGAGGTCACGGGTTCAAAT
TGATCCCACAAACAAAGGAA
TTTGAGTCTGGGGAAAAGGA

ATGGAGGTCATCGATTCAGC
AGTCCAGACACAGCACGGTA

碱基数
Number of base pairs/bp

20
22

20
20

20
20

20
20
20

20
20
20
20
20

20
20

A.SSR 引物 CS065 扩增结果，M1，M2 代表在母本枳雀中扩增两次重复结果；F1，F2 代表在父本枳中扩增两次重复结果；B. 引物组合

CS014 扩增结果；★表示子代中兼具父母本特征条带。

A. The amplification results of SSR primers CS065，M1，M2 representative two independent repeat amplification results in maternal; F1，F2 repre-

sentative two independent repeat amplification results in male parent; B. The amplification results of SSR primers CS014; ★ means true hybrid con-

taining both parents characteristic bands.

图 5 以枳作父本的杂交后代 SSR 鉴定

Fig. 5 Hybrid offspring identification by using SSR markers

母本 父本

Female Male 胚抢救植株 Embryo rescue plant

A

B

的作用。对于多胚柑橘种质资源的利用，胚抢救结

合分子标记鉴定将是柑橘杂交中必不可少的技术手

段。除了采用 SSR分子标记之外，杂交子代的分子

标记鉴定还有 SRAP、ISSR 等方式。SSR 标记又称

作微卫星DNA（Microsatellite DNA），是指以少数几

个核苷酸（通常 2~4 个）为单位多次串联重复的

DNA 序列，以 SSR 位点的多态性为基础的遗传标

记，具有多态性高、随机分布、可通过 PCR 迅速测

表 3 形态学和 SSR 分子标记鉴定结果

Table 3 The identification result by the phenotypic trait trifoliate leaves and SSR marker analysis

胚抢救时间

Embryo
rescue
time

2016-07

2017-08

2018-07

胚抢救种子数

Seed number
of embryo
rescue

593

1 293

1 260

成苗数

Number
of
seedlings

185

528

537

后代最终成活数

Ultimate Number
of identified alive

40

501

-

形态学鉴定杂种数

Number of hybrids
identified by
phenotypic trait
trifoliate leaves

20

0

21

SSR分子标记

鉴定后代数

Number of plant
by using SSR
marker analysis

20

501

-

SSR分子标记

鉴定杂种数

Number of hybrids
identified by using SSR
marker analysis

4

16

-

杂种苗

总数

Total
number
of hybrids

24

16

21
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定、技术难度低、重复性好、引物公开易使用、具有大

量等位差异等优点 [10]。本研究采用枳为父本、枳雀

为母本，使用胚抢救技术获得了杂交后代群体，通过

SSR分子标记鉴定，筛选出了能够用于鉴定枳壳与

枳雀有性杂交后代的引物组合 8对。但在电泳凝胶

扩增实验中发现仅有 CS014R- CS014F、CS065R-

CS065F这 2对引物对能有效鉴定子代，此外，实验

发现鉴定的真杂种子代在某一个引物中表现出父本

特异性条带，在另一个引物中却未表现出父本条带

的现象，原因可能是SSR标记为共显性标记[11]，而柑

橘类的亲本高度杂合，根据孟德尔基因自由分离定

律，在杂交时产生基因分离所致。

胚抢救作为多胚柑橘种质资源杂交育种的重要

步骤，其成功率至关重要。合子胚的早期离体培养

受多种因素影响，包括胚抢救的材料类型、培养基类

型、幼胚离体培养时期等。胚抢救效果与培养材料

有很大关系，以活体内胚为最佳 [12]；MS、MT、White

等培养基都可用来离体培养柑橘合子胚[13]。研究中

在 3 146粒种子中只获得胚抢救幼苗 1 250株，成苗

率很低，分析其原因为：一是授粉获得果实的种子发

芽率很低；在其他课题催芽实验中，同样发现枳雀种

子发芽率较低，仅有 35%~45%，可以佐证并不是胚

抢救实验技术出现问题；二是枳雀果实受到柑橘大

食蝇侵蚀，其幼虫致使部分种子内部腐烂，失去发芽

能力，在播种时未能发现；三是在播种及继代实验操

作过程中会有一部分种子或幼苗污染，不能正常发

芽。

以多胚性柑橘为母本的杂交组合获得的成熟种

子，难以通过直接播种的方式获得杂种苗。因此，想

要更高效地获得杂交后代，胚抢救是一种行之有效

的办法。为避免珠心胚的干扰，胚抢救的时期就显

得尤为重要：既要让合子胚长到一定大小，避免离体

培养过程中因胚太小而受到损伤以及所需环境、营

养条件太复杂导致培养失败，又要防止种子成熟导

致合子胚退化或者败育。杂交组合不同，柑橘合子

胚发育进程不一样，合子胚的最佳分离时期也不尽

相同。如王家福等[14]在以柚×枳、雪柑×枳、芦柑×柚

等 6个杂交组合为材料研究柑橘胚胎发育时发现，

授粉后 50 d合子发育到球形胚时期，胚囊尚未被珠

心胚入侵，此时最适于合子胚的离体培养；谭美莲[9]

配制温州蜜柑×枳和红橘×枳杂交组合，分别于授粉

后 80、85、90 d将种胚进行胚抢救，实验结果证明授

粉后 80 d是这两个组合最佳的胚抢救时期。错过胚

抢救的最佳时期，珠心胚侵入胚囊速度很快，杂种率

下降很快。在王家福等[15]的研究中，武夷橙×苏柑的

杂交组合授粉 50 d 后离体培养后代杂种率达到

100%，之后杂种率呈现降低趋势，到 60 d 时仅有

20.0%，说明 50 d 是该组合的最佳胚抢救时期。本

研究中果实采集时间为授粉后 84 d，杂种率为

4.8%，对比于前人实验，杂种率明显偏低，推测是果

实采集时间过晚导致珠心胚入侵合子胚，合子胚存

活较少，杂种率很低。除此之外，授粉成功率、坐果

率、种子发芽率等都是本研究中影响杂种后代获得

率的因素。

本实验通过形态学和分子标记共同鉴定出杂交

后代 61株。但是最终的株数较少，为进一步扩大枳

雀×枳杂交群体的数量，在后续研究中可以开展以

下工作：（1）从授粉后60 d开始，以5 d为间隔采集杂

交果实进行胚抢救并鉴定，同时结合石蜡切片观察

胚胎发育进程，确定枳雀×枳杂交组合的最佳胚抢

救时期，提高杂种率。（2）增加授粉数量，获得更多的

杂交果实。（3）增加 SSR 分子标记的引物数或结合

InDel标记等分子标记手段，提高鉴定的精度，减少

遗漏。
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