
植物遗传资源学报 2019，20（2）：387-395
Journal of Plant Genetic Resources DOI：10.13430/j.cnki.jpgr.20180802001

荞麦属植物多年生种间杂种的鉴定

杨丽娟，饶庆琳，李洪有，王　艳，冉　盼，崔娅松，陈庆富
（贵州师范大学荞麦产业技术研究中心，贵阳 550001）

摘要：探讨 SSR 分子标记用于荞麦种间 F1 杂种的真假性鉴定的可行性，为今后荞麦杂交育种研究及高产优质新品种选

育提供一定的指导。利用 235 对 SSR 引物对小米荞、大苦 1 号、红心金荞、大野荞、巨荞 5 个亲本进行 PCR 扩增，以获得多态

性较高的引物，在此基础上对大苦 1 号 × 红心金荞、巨荞 × 红心金荞、小米荞 × 红心金荞、巨荞 × 小米荞、巨荞 × 小米荞

B、巨荞 × 大野荞 6 个杂交组合杂种进行 SSR 分子标记分析，同时对真杂种形态表现进行观察记录并计算其杂种优势。结果

获得 2 对多态性较高引物（SSR2159/58 和 SSR6790/89），鉴定出 3 个真杂种：大苦 1 号 × 红心金荞、小米荞 × 红心金荞、巨

荞 × 红心金荞。本研究结果说明 SSR 分子标记可以用于荞麦种间杂种鉴定，真杂种大苦 1 号 × 红心金荞表现出超亲优势

且正常可育，可用于新品种选育。
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Identification of Perennial Interspecific Hybrids on Genus Fagopyrum
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Abstract：This study attempted to search SSR markers for validating the authenticity of F1 hybrids between 
buckwheat species，in order to provide some clues for the future research of crossing breeding and the development 
of new varieties with high yield and good quality.By employment of 235 pairs of SSR primers，we performed PCR 
amplification using 5 parental accessions，including Fagopyrum tataricum（L.）Gaertn.（Xiaomiqiao），F.tataricum

（L.）Gaertn.（Daku No.1），F.cymosum（Trevir.）Meisn.，F.megaspartanium Q. F. Chen，F.giganteum Krotov to 
find the polymorphic markers.On this basis，primers with higher polymorphism were obtained，and SSR molecular 
marker analysis of 6 hybrids，including F.tataricum（Daku No.1）×F.cymosum，F.giganteum×F.cymosum，
F.tataricum（Xiaomiqiao）×F.cymosum，F.giganteum×F.tataricum，F.giganteum×F.tataricum，F.giganteum×F.
megaspartanium.At the same time，the morphological characteristics of hybrids were observed and recorded，
and their heterosis was calculated.The results showed that there are 2 pairs of polymorphic primers（SSR2159/58 
and SSR6790/89）identified，and 3 true hybrids were identified，including F.tataricum（Daku No.1）× 
F.cymosum，F.tataricum（Xiaomiqiao）×F.cymosum，F.giganteum×F.cymosum（Trevir.）Meisn..Thus，
SSR markers can be used for identifying interspecific hybrids of buckwheat，hybrid  F.tataricum（Daku No.1）× 
F.cymosum showed superparental superiority and normal fertility，and could be used for developing varieties.
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荞 麦 起 源 于 我 国 西 南 地 区，属 于 蓼 科

（Polygonaceae）荞麦属（Fagopyrum Mill.）双子叶

植物。荞麦不仅含有丰富的营养物质，如淀粉、蛋白

质、氨基酸、维生素、各类矿质元素等，还富含黄酮类

化合物，具有极高的营养保健价值［1-3］，引起人们越

来越多的关注和喜爱，加速了人们对荞麦的育种研

究。然而，由于长期的人工定向选择，使得荞麦的遗

传基础狭窄，遗传多样性较差，导致荞麦品种的抗逆

性下降，这是荞麦育种中面临的一个主要问题。可

喜的是，中国作为荞麦的起源地之一，拥有丰富的多

年生野生荞麦资源。野生荞麦具有极强的抗逆境能

力，含有众多优良性状基因，是荞麦育种改良中的重

要的基因库。因此，对荞麦属植物进行种间杂交是

丰富遗传基础、导入野生种的优异基因、培育荞麦

新品种的重要途径之一。在种间杂交中，对 F1 杂种

进行鉴定和选择，剔除 F1 假杂种，不仅可以减轻育

种后期工作量，提高育种效率，还能加快资源的有

效利用。然而，传统 F1 杂种鉴定主要是通过形态学

观察判定真伪，这种基于表型的 F1 杂种鉴定较为粗

放，准确性较低。因此，近年来人们开展了利用分子

标记鉴定 F1 杂种的研究。在众多分子标记中，SSR

（Simple Sequence Repeats）分子标记具有分布广泛、

均匀，变异丰富、多态性高，共显性等优点。近年来

已被广泛应用于多种物种的真杂种鉴定［4-14］、杂种

纯度鉴定［15-23］、杂种亲本分子身份证的建立［24-25］

及种质鉴定［26-31］等方面。目前，在荞麦研究方面，

SSR 标记已经运用于荞麦种质资源遗传多样性分

析［32-33］和连锁图谱的构建［34］上，但其在种间杂种

鉴定中的运用尚未见报道。本研究首次通过 SSR
分子标记结合形态学观察，对 6 份荞麦种间杂种的

真伪进行鉴定，探讨 SSR 标记是否可以用于荞麦种

间杂种鉴定，为提高荞麦杂交育种的选择效率，加速

荞麦育种进程奠定基础。

1　材料与方法

1.1　材料

本研究所用材料（表 1）由贵州师范大学荞麦

产业技术研究中心提供，其中所有杂种均是通过有

性杂交产生［35-37］，大多数种间杂种为多年生。所有

材料种植于贵州师范大学荞麦产业技术研究中心

实验大棚中，待幼苗长至 3 叶期时取幼嫩叶片，置

于 -80 ℃保存备用。

表 1　亲本及杂交组合
Table 1　Parental lines and candidate hybrids used in this study

序号

Number
亲本及杂交组合

Parents and hybrid combinations
学名

Academic name
倍性

Ploidy

1 大苦 1 号（♀）× 红心金荞（ ） F.tataricum×F.cymosum 四倍体

2 巨荞（♀）× 红心金荞（ ） F.giganteum×F.cymosum 四倍体

3 小米荞（♀）× 红心金荞（ ） F.tataricum G.×F.cymosum 二倍体

4 巨荞（♀）× 小米荞（ ） F.giganteum×F.tataricum —

5 巨荞（♀）× 小米荞 B（ ） F.giganteum×F.tataricum —

6 巨荞（♀）× 大野荞（ ） F.giganteum×F.megaspartanium 三倍体

7 小米荞 F.tataricum（L.）Gaertn. 二倍体

8 大苦 1 号 F.tataricum（L.）Gaertn. 同源四倍体

9 红心金荞 F.cymosum（Trevir.）Meisn. 四倍体

10 大野荞 F.megaspartanium Q. F. Chen 二倍体

11 巨荞 F.giganteum Krotov 四倍体

— ：倍性未知

— ：stands for unknown o ploidy

1.2　方法

1.2.1　DNA 提取及质量检测　采用 CTAB 法提取

亲本及 F1 植株叶片的 DNA。将研钵用锡箔纸包裹

放于烘箱于 180 ℃烘烤 24 h；称取 0.1 g 荞麦幼叶置

于已冷却研钵中，加入 200 μL 2% 的 CTAB 缓冲液

研磨至匀浆，再加入 800 μL CTAB 提取缓冲液，充

分研磨后转入 2 mL 离心管；55~60 ℃水浴 1 h，每隔

10 min 震荡 1 次；加入 1 mL 氯仿∶异戊醇（24∶1，

V/V），用 力 震 荡 混 匀；室 温 下 12000 r/min 离 心 
10 min，小心吸取上清转入到新的离心管中；加等

体积 4 ℃预冷的冰乙醇，在 4 ℃下放置 20 min；用

枪头挑出析出的 DNA 白色絮状物，转入 1.5 mL 离

心管中，加入 200 μL 75% 乙醇洗涤去除杂质，倒掉

乙醇，DNA 于离心管中吹干； 视析出的 DNA 量酌

情加入 100~300 μL 三羟甲基氨基甲烷 - 乙二胺四

乙酸溶液，溶解 DNA。取 2 μL DNA 溶液用紫外分
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光光度计（NANODROP 2000）检测 DNA 浓度，用 
0.8% 的琼脂糖凝胶电泳检测其质量，质量合格的 
DNA 贮存于 -80 ℃备用。

1.2.2　多态性 SSR 引物筛选　以 5 份 亲 本 材 料

DNA 为 模 板，利 用 235 对 SSR 引 物 进 行 PCR 扩

增。试验采用 10 μL 反应体系：2.0 μL DNA 模板、

1.0 μL 引物、5 μL PCR Mix、2.0 μL ddH2O。扩增

条件为：94 ℃预变性 4 min； 94 ℃变性 1 min，62 ℃
退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，共 34 个循环； 72 ℃延

伸 1 min；4 ℃保存。将 PCR 扩增产物放于沸水中

变性 5 min，然后放于冰水中冷却 2 min，加入等体

积的上样缓冲液静置待用。取 3.3 μL 在 6% 的聚

丙烯酰胺胶上电泳分离。

1.2.3　杂种鉴定　以亲本和 F1 杂种的 DNA 为模

板，利用筛选出的多态性 SSR 标记进行 PCR 扩增，

PCR 产物进行 PAGE 胶电泳分离，读取 PCR 产物

带型，其中同时具有父母本扩增带型的样品为真 
杂种。

1.2.4　形态学观察及杂种优势分析　对杂种 F1 及

双亲的植株形态性状如株型、主花序、育性及种子性

状等进行观察，并对主要农艺性状如株高、主茎分枝

数、主茎节数、主茎粗、主花序、育性及种子性状进行

测定，并计算杂种优势，如中亲值、中亲优势、超亲优

势等。

2　结果与分析

2.1　SSR 标记筛选 
利 用 235 对 SSR 引 物 对 5 份 荞 麦 亲 本 材 料

DNA 进行 PCR 扩增，结果发现 7 对 SSR 引物在亲

本间具有多态性，多态率为 2.98%。选择其中两对

在亲本间多态性最高的引物（表 2）用于后续种间

杂种的分子标记鉴定。

表 2　两对在亲本间多态性高的 SSR 引物
Table 2　The information of two polymorphic SSR markers

引物编号

Primer number

引物合成序号

Primer synthesis 
sequence number

退火温度

（℃）

Tm

引物序列

Primer sequence
序列长度（bp）

Sequence length
扩增产物大小（bp）

Amplification product size

SSR2159/58 8401932159 59 CCG TCT AGT GGG TCG AAA GG 20 142

8401932158 TCC CAT TTT CAA GTG CGC AAA 21

SSR6790/89 8401766790 60 CCG TAA CCC CAG TTC GTA GT 20 186

8401766789 GGT TGT GGT TTC CTG ACG TTG 21

2.2　杂种 F1 鉴定分析

利用筛选到的在 5 份亲本间具有最高多态性

的 SSR2159/58 和 SSR6790/89 两对 SSR 引物，分

别对 6 个杂交组合及亲本进行 PCR 带谱特征分析，

结果如图 1 所示。引物 SSR2159/58 在杂种 1 和 2
扩增出的条带与亲本扩增出的条带呈现共显性，表

明杂种 1 和 2 为真杂种（图 1）。引物 SSR6790/89 在

杂种 1、2、3 扩增出的条带分别与亲本表现出了共显

性，可确定为真杂种（图 2）。引物 SSR2159/58 及引物

SSR6790/89 在杂种 5 和 6 扩增出的条带均仅与母本

的条带相同，因此可判定为假杂种。引物 SSR2159/58
在杂种 3 和 4 及引物 SSR6790/89 在杂种 4 扩增出亲

本所没有的新条带，不能判定真假杂种。

2.3　杂种 F1 形态性状分析

2.3.1　杂种 F1 形态学观察　为了进一步确定利用

SSR 标记鉴定到的荞麦种间杂种的真实性，对 3 份

经 SSR 标记鉴定为真杂种的植株进行形态学调查，

包括株型、主花序、育性及种子性状。结果显示，3

个杂种在某些方面均表现出父母本的综合性状，均

为真杂种。

箭头所指为双亲共显性条带；1：大苦 1 号 × 红心金荞；2：巨荞 × 
红心金荞；3：小米荞 × 红心金荞；4：巨荞 × 小米荞；5：巨荞 × 

小米荞 B；6：巨荞 × 大野荞；7：小米荞；8：大苦 1 号； 
9：红心金荞；10：大野荞；11：巨荞。下同

The arrow indicates a parental codominant band，1：F.tataricum（Daku 
No.1）×F.cymosum，2：F.giganteum×F.cymosum，3：F.tataricum

（Xiaomiqiao）×F.cymosum，4：F.giganteum×F.tataricum
（Xiaomiqiao），5：F.giganteum×F.tataricum（Xiaomiqiao）， 

6：F.giganteum×F.megaspartanium，7：F.tataricum（L.）Gaertn.
（Xiaomiqiao），8：F.tataricum（L.）Gaertn.（Daku No.1）， 

9：F.cymosum（Trevir.）Meisn.，10：F.megaspartanium Q. F. Chen， 
11：F.giganteum Krotov.The same as below

图 1　引物 SSR2159/58 在 6 个种间杂种中的扩增结果
Fig.1　PCR fragments amplified by primer SSR2159/58 in 

6 F1 interspecific hybrids and their parents
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图 2　引物 SSR6790/89 在 6 个种间杂种及 
其亲本中的扩增结果

Fig.2　The PCR amplification results by primer 
SSR6790/89 in 6 F1 interspecific hybrids and their parents

杂交组合大苦 1 号 × 红心金荞的亲本及杂

种 F1 的植株和花序如图 3 所示。杂种 F1 结实正

常，植株形态特征介于双亲之间。杂交组合小米 
荞 × 红心金荞 F1 表现为较高的结实率，但种子均

为空瘪的，植株形态特征介于双亲之间（图 4）。杂

交组合巨荞 × 红心金荞的亲本及杂种 F1 的植株和

花序如图 5 所示，其 F1 完全不育，植株形态特征介

于双亲之间。

A、a：大苦 1 号植株与花序；B、b：大苦 1 号 × 红心金荞杂种 F1 植株与花序；C、c：红心金荞植株与花序

A，a：Plants and inflorescences of F.tataricum（Daku No.1），B，b：Plants and inflorescences of F.tataricum（Daku No.1）×F.cymosum F1， 
C，c：Plants and inflorescences of F.cymosum

图 3　大苦 1 号×红心金荞杂种 F1 及其亲本的植株和花序［36］

Fig.3　Plants and inflorescences of F.tataricum（Daku No.1）×F.cymosum F1 hybrid and parents［36］

2.3.2　杂种 F1 性状优势表现　对各组合相关性状

杂种优势进行分析，结果如表 3。

杂交组合大苦 1 号 × 红心金荞 F1 株高为 95 cm， 
中亲优势为 11.80%，超亲优势为 5.56%；主茎节数

为 16 节，中亲优势为 18.50%，超亲优势为 6.67%；

主 茎 分 枝 数 为 11 个，中 亲 优 势 为 69.00%，超 亲

优势为 57.00%；主茎粗为 21.30 mm，中亲优势为

160.00%，超亲优势为 99.60%。在此组合中，主茎

粗、株高、主茎节数、主茎分枝数均表现为超亲型，其

中，主茎分枝数、主茎粗杂种优势较明显。

杂交组合小米荞 × 红心金荞 F1 株高为 125 cm，

中亲优势为 62.30%，超亲优势为 38.90%；主茎节数

为 15 节，中亲优势为 57.90%，超亲优势为 25.00%；

主茎分枝数为 10 个，中亲优势为 82%，超亲优势为

67.00%；主茎粗为 14.70 mm，中亲优势为 117.00%，

超亲优势为 37.50%。在此组合中，株高、主茎节数、

主茎分枝数、主茎粗均表现为超亲型，且杂种优势均

较明显。

杂交组合巨荞 × 红心金荞的 F1 株高为 78 cm，

中亲优势为 -21.60%，超亲优势为 -28.44%；主茎节数

为 7 节，中亲优势为 -39.00%，超亲优势为 -41.67%；

主 茎 分 枝 数 为 5 个，中 亲 优 势 为 -17.00%，超 亲

优 势 为 -16.67%；主 茎 粗 为 6.13 mm，中 亲 优 势

为 -17.70%，超 亲 优 势 为 -42.71%。 在 此 组 合 中，

株高、主茎节数、主茎分枝数、主茎粗均不具有杂种 
优势。
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A1、a1：小米荞植株与花序；B1、b1：小米荞 × 红心金荞 F1 植株与花序；C1、c1：红心金荞植株与花序

A1，a1：Plants and inflorescences of F.tataricum（Xiaomiqiao），B1，b1：Plants and inflorescences of F.tataricum（Xiaomiqiao）×F.cymosum F1， 
C1，c1：Plants and inflorescences of F.cymosum

图 4　小米荞×红心金荞杂种 F1 及其亲本的植株和花序
Fig.4　Plants and inflorescences of F.tataricum（Xiaomiqiao）×F.cymosum F1 hybrid and parents

A2、a2：巨荞植株与花序；B2、b2：巨荞 × 红心金荞 F1 植株与花序；C2、c2：红心金荞植株与花序

A2，a2：Plants and inflorescences of F.giganteum，B2，b2：Plants and inflorescences of F.giganteum×F.cymosum F1， 
C2，c2：Plants and inflorescences of F.cymosum

图 5　巨荞×红心金荞杂种 F1 及其亲本的植株和花序
Fig.5　Plant and inflorescence of F.giganteum×F.cymosum F1 hybrid and parents 
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表 3　杂交 F1 在几个重要农艺性状上的杂种优势表现
Table 3　Heterosis of F1 hybrids in several important agronomic traits

项目

Item
株高（cm）

Plant height

主茎节数

Number of main 
stem nodes

主茎分枝数

Number of main 
branches stem

主茎粗（mm）

Main stem 
diameter

大苦 1 号 F.tataricum（Daku No.1） 80.00±2.16 15.00±1.14 7.00±1.63 5.69±0.02

大苦 1 号 × 红心金荞 F1 均值

Average of F.tataricum（Daku No.1）×F.cymosum F1

95.00±1.41 16.00±2.16 11.00±1.25 21.30±0.60

红心金荞 F.cymosum 90.00±2.16 12.00±2.45 6.00±0.82 10.70±0.42

中亲值 Average of parents 85.00 13.50 6.50 8.18

中亲优势（%）Mid-parent heterosis 11.80 18.50 69.00 160.00

超亲优势（%）Het-erobeltiasis 5.56 6.67 57.00 99.60

小米荞 F.tataricum（Xiaomiqiao） 64.00±2.16 7.00±0.00 5.00±0.82 2.84±0.05

小米荞 × 红心金荞 F1 均值

Averager of F.tataricum（Xiaomiqiao）×F.cymosum  F1

125.00±5.89 15.00±0.82 10.00±1.41 14.70±1.03

红心金荞 F.cymosum 90.00±2.16 12.00±2.45 6.00±0.82 10.70±0.42

中亲值 Average of parents 77.00 9.50 5.50 6.76

中亲优势（%）Mid-parent heteraosis 62.30 57.90 82.00 117.00

超亲优势（%）Het-erobeltiosis 38.90 25.00 67.00 37.50

巨荞 F.cymosum 109.00±1.63 11.00±1.41 6.00±0.82 5.10±0.10

巨荞 × 红心金荞 F1 均值

Average of F.cymosum×F.cymosum  F1

78.00±2.16 7.00±1.41 5.00±1.63 6.13±0.03

红心金荞 F.cymosum 90.00±2.16 12.00±2.45 6.00±0.82 10.70±0.42

中亲值 Average of parents 99.50 11.50 6.00 7.90

中亲优势（%）Mid-parent beterosis -21.60 -39.00 -17.00 -17.70

超亲优势（%）Het-erobeltiosis -28.44 -41.67 -16.67 -42.71

3　讨论

近年来，随着分子标记技术的发展，人们已利用

分子标记跟踪优良等位基因，以缩小群体的筛选范

围，提高育种效率和预见性，进而挖掘杂种优势潜 
力［38］。SSR 分子标记已用于关联分析挖掘一些优

异的植物数量性状基因，相关研究在小麦、玉米中较

为成熟。张国华等［39］用小麦的 47 个功能标记、64
个 SSR 和 27 个 EST-SSR 检测 128 份黄淮麦区的

小麦品种（系），共检测到 422 个等位变异位点，关

联分析表明其中的 49 个与产量性状有关联，并发现

了一批优异等位变异。已有研究发现与玉米产量相

关的 SSR 标记引物 120 对［40-42］。席先梅等［42］还认

为利用优异位点及其载体亲本材料进行标记辅助育

种，可以实现对杂种优势的预测，也可以通过跟踪目

标性状的分子标记，聚合优异位点，进而实现对亲本

材料的高效选育和配组。

SSR 分 子 标 记 由 于 具 有 分 布 广、变 异 丰 富、

多态性高、共显性等优点，已广泛应用于多种作

物的杂种鉴定。张建成等［43］利用 SSR 分子标记

对 11 个杂交组合的梅花 F1 杂种进行鉴定，获得

了 41 株 真 杂 种。 刘 俊 睿 等［44］运 用 SSR 分 子 标

记 对 小 豆 43 个 杂 交 组 合 123 个 F1 进 行 鉴 定，获

得 66 个 真 杂 种；魏 秀 清 等［45］利 用 SSR 标 记 鉴

定特晚熟龙眼品种立冬本和晚熟良种苗翘的正、

反交 F1 13 个优良株系的杂种真实性，获得 12 个

真 杂 种。 李 涛 等［46］利 用 形 态 学 和 SSR 分 子 标

记 鉴 定 谷 子 糯 与 非 糯 亲 本 杂 交 组 合 F1∶2 植 株 的

真实性，获得 11 株真杂种。综上所述，SSR 标记

在杂种鉴定中具有一定的可靠性，可用于杂种鉴

定。但在荞麦中还从未见报道。本研究利用从

235 对 SSR 引物中筛选到的两对在 5 个荞麦亲本

间多态性较高的引物对 6 个种间杂种 F1 进行了

鉴定。结果显示，其中的 3 份杂种 F1 材料（大苦

1 号 × 红 心 金 荞、小 米 荞 × 红 心 金 荞 和 巨 荞 × 
红心金荞）可扩增出双亲的叠加带型，据此初步判

定为真杂种。进一步对这 3 份材料进行形态性状观

察，结果这 3 个杂种 F1 的表型均介于双亲之间。同

时，杂种优势分析结果也显示，这 3 份 F1 杂种中大

苦 1 号 × 红心金荞、小米荞 × 红心金荞 2 个杂种

在株高、主茎节数、主茎分枝数和主茎粗 4 个性状上

均表现出明显的杂种优势，巨荞 × 红心金荞表现
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为负向杂种优势（表 3）。由此可见，形态学观察和

杂种优势分析结果印证了分子标记的鉴定结果，进

一步证明这 3 份 F1 材料的确为真杂种，同时也说明

SSR 分子标记可以用于荞麦种间杂种的鉴定，鉴定

结果是可靠的。

本 研 究 对 235 对 SSR 引 物 在 5 份 荞 麦 亲 本

材料间的多态性进行了筛选。结果表明多态性引

物很少，只有 7 对引物在亲本间具有多态性，仅占

2.98%。推测其原因可能为：（1）所涉及的 SSR 标

记多来自荞麦转录组测序数据库，而所涉及的基因

组序列在这些亲本间缺乏多态性，因此不能产生扩

增产物差异；（2）也可能是由于亲本都是不同物种，

基因组序列差异较大，引物序列只能在其中一个亲

本中扩增出产物，而另一亲本中不能扩增出对应产

物。另外，在本研究中，利用两对 SSR 多态性标记

对亲本及其杂交种进行真假鉴定，杂种 F1 的 SSR
带型除了双亲互补型的（真杂种）和母本型的（假

杂种）以外，还出现了父、母本均不具有的新带型

（图 1）。以往研究［28，47-48］认为出现新带型可能是由

于配子形成过程中，染色体减数分裂时或在染色体

复制过程中不等价交换所引起，而对于本研究中出

现新带型的原因有待进一步研究确定。

另外，3 个杂种中只有大苦 1 号 × 红心金荞麦

F1 具有正常育性。暗示其减数分裂过程中染色体

配对较正常，所形成的配子不存在染色体不平衡问

题，因而育性正常，可进一步开展品种选育工作。另

外 2 个组合的杂种 F1 表现完全不育。推测其减数

分裂过程中染色体配对不正常，形成的配子染色体

不平衡，从而导致不育。但是关于这些杂种的染色

体组成，尚待进一步观察。
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