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摘!要!基于同源序列的候选基因法!05,5/524+@-93A8-:A.A-1323:3,3105A"$通过检索B>CD核酸及蛋白数据库$

获得细胞质雄性不育!8415E/-9,.8,-/3913F./.14>GH"相关的基因或开放读码框&生物学软件分析$根据保守区设

计’对特异引物$=>?扩增$其中引物=)’=(&在花椰菜细胞质雄性不育系I:JA$(!中特异扩增出#(#@E的片段&

单株检测$?K+=>?分析$斑点杂交鉴定$确定此片段为花椰菜细胞质雄性不育系I:JA$(!所特有&序列分析表明

该片段与L26F-型胞质不育萝卜$不育相关开放读码框/01(#M的同源性高达)MN&初步结果显示实验所用不育花

椰菜胞质亦可能为L26F-型$为进一步从分子水平研究花椰菜细胞质雄性不育打下了坚实的基础&

关键词!花椰菜!)0233+42/5*024*2O-F7C51F41.9"(细胞质雄性不育(>GH(候选基因
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2=1%/)(%#K0305,5/524+@-93A8-:A.A-1323:3,3105A;-9693A15.A3:1.U41039E38.U.8=>?,-FI3F9/.:I3A158415+

E/-9,.8,-/3913F./.14!>GH".:8-6/.U/5;3F!)0233+42/5*024*2O-F7C51F41.97"7C493-F80.:2103VBP-:AEF513.:

A-1-+@-935UB>CD$85FF3/-1.O323:395F5E3:F3-A.:2UF-,39;3F3.A3:1.U.3A7K0F5620-:-/49.95U@.595U1$@-93A5:
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UF-2,3:17DA3:1.U.3A@4.:A.O.A6-/E/-:11391.:2$-:-/49.95U?K+=>?-:AA51@/51$10.9UF-2,3:1;-95:/4U56:A.:>GH

8-6/.U/5;3FI:JA$(!7P:-/49.95U10393<63:83.:A.8-13A.1;-90.2005,5/52569 !)MN";.10/01(#M5UL26F->GH

F-A.907=F3/.,.:-F4F396/1996223913A10-11038415E/-9,.814E35U>GH8-6/.U/5;3FI:JA$(!,.201@3/5:215L26F-

14E37K0.9F393-F805UU3F3A-255AU56:A-1.5:15U6F103F.:O391.2-13103>GH,380-:.9,5U8-6/.U/5;3F-1,5/386/-F

/3O3/7

>#53*/"1#8-6/.U/5;3F!)0233+42/5*024*2O-F7)/=0>=+3"(8415E/-9,.8,-/3913F./.14!>GH"(8-:A.A-1323:3

!!细胞质雄性不育!8415E/-9,.8,-/37913F./.14$简
称>GH"是广泛存在于高等植物中的一种自然现
象$迄今已在(’&多种植物中发现了>GH)(*$其在
农作物的杂种优势利用上具有重要的价值&利用

>GH培育不育系进行杂交制种$可免去人工去雄$
节省人力物力$并可提高杂交种子的纯度$增加农作

物的产量&同时它又是遗传学研究中一个颇有争议
的理论问题&由于在实际应用及理论研究上的双重
意义$长期以来该研究备受国内外学者的关注&
对细胞质雄性不育高粱+玉米+油菜+水稻+矮牵

牛+菜豆+萝卜等)!!$*的研究取得了重大进展$从中
找到了一些与不育相关的基因或嵌合体&这对进一



步阐明细胞质雄性不育发生的分子机制!指导新不
育系的培育奠定了坚实的基础"而有关花椰菜细胞
质雄性不育分子机制的研究却少有报道"花椰菜属
十字花科!芸薹属!是重要的蔬菜作物之一!具有明
显的杂种优势#"$!杂种一代已广泛用于生产"但目
前可利用的不育系还比较少!且胞质单一!基于此本
研究采用同源序列的候选基因法%05,5/524+@-93A
8-:A.A-1323:3,3105A&!充分利用S3:@-:I数据库
中丰富的信息资源及相关的生物学软件!设计特异
引物!获得与花椰菜细胞质雄性不育相关的区段!为
下一步深入研究其发生机制打下基础"

(!材料和方法

?<?!材料
花椰菜%)0233+42/5*024*2O-F7C51F41.9&细胞

质雄性不育系I:JA$(!!保持系I:J,’!$!由天津蔬
菜研究所孙德岭研究员提供"一份置于暗室待其长
成!!’8,黄化苗备用’另一份种于该所温室中"

?<@!混合AB2及单株AB2的提取
各取&7!2黄化苗及单株%(&株&开花时期的嫩

叶!>KPC法#M$提取总VBP"风干后溶于’&#WK*
%EXYM7&&中!?B-93#"Z处理!%0!Q!&Z储存"

?<C!总-B2的提取及(AB2的合成
观察温室中不育株及可育株的生长情况!各选

(&株同一时期开花的植株!取其花!KF.[5/试剂%D:+
O.1F523:&提取总?BP!风干后溶于V*=>处理的’&

#WAAX!L中"取’#W测?$ 值!其他Q"&Z储存"

8VBP的合成采用8VBP合成试剂盒%?5803&"

?<D!,.9相关基因特异引物的设计
对B>CD核酸及蛋白数据库进行全面检索!共

获得(&M’个与>GH发生相关的核酸序列!对这些
序列分类!共确定’个>GH相关候选基因(2=@P!

2=@$!2=@)!4/A$!/01("LGDSP!=F.,3FEF3,.3F
’7&等生物学软件对序列进行同源性分析!根据序
列的保守区进行引物设计!合成引物如下(

=()=!(’\ SPPKKKS>>PS>SSKSKSP#\)’\
KSSK>SS>SKPKPP>PPKPPKSP#\%2=@’&’

=#)=%(’\PKSPKKK>SKS>KSPP>>KSS#\)’\
PKPKPS>KP>P>>KPPKK>>PSP>>#\%2=@$&’

=’)=$(’\>PKSK>PPKS>KPKSK>SPK>#\)’\
K>PSKPPKS>PK>SSPKSPSK#\%2=@)&’

=")=M(’\S>KKP>KPSKPKSK>KSKPK>S#\)’\

PKS>PP>PKS>PPKS>KSPPKSSK#\%4/A$&’

=))=(&(’\>>PKPKKKSS>KPPS>KSSKKKK>+
K#\)’\KPK>PK>K>SSK>>PKKSK>>P>#\%/01(&"

?<E!,.9相关候选基因的+,-扩增
分别以不育系及保持系的总VBP为模板!利用

设计的引物进行=>?扩增"=>?体系为!’6W!其
中含有(#W模板VBP%’&:2)#W&!&7’#WABK=%&7!
,,5W)W&%上海生工生物工程有限公司&!(#W引物
%&7’#,5W)W&!!7’#W(&]=>?缓冲液!(#W&2B
VBP聚合酶%! &̂%联星生物&()#WAAX!L"反应条
件()%Z预变性!,.:!后进入)%Z #&9!’’Z (
,.:!"!Z(,.:#&9循环!共#’次!最后"!Z延伸

(&,.:"反应完后各取’#W=>?反应液进行!N琼
脂糖凝胶电泳!紫外观察!照相"

?<F!特异引物的单株检测
将获得的特异引物分别以不育系和保持系单株

VBP为模板进行特异性检测!=>?反应体系及条件
同上"

?<G!-HI+,-
以反转录所得8VBP为模板!检测候选基因在

开花时期的表达!=>?反应体系及条件同上"

?<J!斑点杂交鉴定
探针标记(=>?法直接标记探针"=>?体系!’

#W!其中&7’#WABK=%&7!,,5W)W&!&7(#WVDS+
((+ÂK=%’&#,5W)W&%?5803&!(M7)#WAAX!L!其
他条件同上’膜制备(将不育系及保持系总VBP及
总?BP分别取(#W%’&:2&点到尼龙膜上!紫外交联
%!’%:,&#,.:’杂交!显色#)$"

?<K!序列分析

=>?产物直接测序%上海生工生物工程有限公
司&!对测序结果进行@/-91分析"

!!结果

@<?!相关引物的+,-筛选
实验中为了便于一次=>?能对多对引物进行

筛选!设计引物时使&C 值尽可能相近"分别以不
育系及保持系总 VBP为模板!’对引物同时进行

=>?扩增"结果%图(&引物=’)=$!=")=M!在两系
中没有扩增产物’引物=()=!!=#)=%有扩增产物!
但没有表现出差异’只有引物=))=(&在不育系及
保持系中分别获得一条差异条带"不育系中特异条
带约#&&@E!保持系中特异条带约为$&&@E"
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图?!候选引物在不育系及保持系中的+,-分析

=(!=!"=#!=%"=’!=$"="!=M"=)!=(&分别扩增2=@P"2=@$"

2=@)"4/A$"/01(的片段#("#"’""")$>GH系#

!"%"$"M"(&$保持系#G$(&&@E,-FI3F%

L&M<?!+,-)$)751&1*’()$"&")%#6/&8#/1&$,.9

7&$#)$"8)&$%)&$#/7&$#
=(!=!"=#!=%"=’!=$"="!=M"=)!=(&;3F3693A15-,E/.U4

103UF-2,3:15U2=@P"2=@$"2=@)"4/A$"/01(

F39E381.O3/4#("#"’""")$>GH/.:3#!"%"$"M"(&#,-.:1-.:3F/.:3#

G$(&&@E,-FI3F7

@<@!特异引物的单株+,-检测
为了检测引物=)!=(&的特异性"分别各取(&

株不育系"保持系单株VBP为模板进行=>?扩增"
结果&图!’进一步确认了引物=)!=(&的特异性%

图@!引物+K!+?N单株+,-检测

($>GH系混合VBP#!$保持系混合VBP##!$$>GH系

单株VBP#"!(&$保持系单株VBP#G$(&&@E,-FI3F%

L&M<@!+,-%#1%*’&$"&;&"O)767)$%O1&$M

6/&8#/+K!+?N
($VBPE55/5U>GH/.:3#!$VBPE55/5U,-.:1-.:3F/.:3#

#!$$.:A.O.A6-/VBP5U>GH/.:3#"!(&$.:A.O.A6-/VBP5U

,-.:1-.:3F/.:3#G$(&&@E,-FI3F7

@<C!-HI+,-分析花椰菜中,.9相关候选基因的
表达及斑点杂交分析

实验中对候选基因/01("2=@P"2=@$在开花时
期的表达进行?K+=>?分析&图#’"结果显示候选
基因/01(在两系花中存在表达差异"实验所选扩增
区域在保持系中无表达%基因2=@P及2=@$没有
表现出差异#以=)!=(&为引物=>?直接标记不育

系中所得的特异片段为探针斑点杂交"基因组VBP
点杂交显示该片段在两系中均有杂交信号#而 总

?BP点杂交表明杂交信号只出现在不育系中&图

%’"该结果与上述?K+=>?的结果一致%

图C!引物+?!+@"+C!+D"+K!+?N的-HI+,-分析

=(!=!"=#!=%"=)!=(&分别扩增2=@P"2=@$"/01(的片段

("’")$>GH系基因组VBP#!"$"(&$保持系基因组VBP#

#"""(($>GH系8VBP#%"M"(!$保持系8VBP#

G$(&&@E,-FI3F%

L&M<C!2$)751&1*’-HP+,-=56/&8#/1*’+?!+@"

+C!+D"+K!+?N
=(!=!"=#!=%"=)!=(&;3F3693A15-,E/.U4103UF-2,3:1

5U2=@P"2=@$"/01(F39E381.O3/4#("’")$23:5,.8VBP

5U>GH/.:3#!"$"(&$23:5,.8VBP5U,-.:1-.:3F/.:3#

#"""(($8VBP5U>GH/.:3%"M"(!$8VBP5U,-.:1-.:3F/.:3#

G$(&&@E,-FI3F7

图D!9*O%4#/$及B*/%4#/$点杂交分析

("#$保持系总?BP#!"%$>GH系总?BP#

’""$保持系总VBP#$"M$>GH系总VBP#

>$对照&/01(在>GH系中的部分扩增产物’%

L&M<D!2$)751&1*’9*O%4#/$)$"B*/%4#/$"*%=7*%
("#$151-/?BP5U,-.:1-.:3F/.:3#!"%$151-/?BP

5U>GH/.:3#’""$151-/VBP5U,-.:1-.:3F/.:3#

$"M$151-/VBP5U>GH/.:3#

>$85:1F5/&=>?EF5A6815UE-F1.-//01(.:>GH/.:3’7

@<D!测序结果及:7)1%分析

=>?产物直接测序"片段长度为#(#@E&-8839+
9.5::6,@3F$P_’(’%)$’内部含有由#)个碱基为一
个单位构成的串联重复&图’’#C/-91分析表明该片
段与L26F-型胞质不育萝卜线粒体开放读码框

/01(#M高度同源%

$"# 遗!传!"#"$%&’( &)*+,+-.’!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图E!测序结果及=7)1%分析!阴影及箭头所示为#个串联重复序列"

L&M<E!H4#/#1O7%*’1#QO#$(&$M)$")$)751&1*’=7)1%!10390-A5;-:A6:A3F/.:39;.10-FF5;9

.:A.8-13A10310F33(#85A5:F3E3-19"

#!讨!论

对植物细胞质雄性不育分子机制的研究国内

学者也做了许多有益的尝试#采用?‘W=$?P=V$

P‘W=等方法从一些重要作物中获得了一些与细
胞质雄性不育相关的特异分子标记%(&!($&#在一定
程度上实现了分子标记辅助育种’但距获得确切
的不育基因还有一段距离’这主要是获得的标记
虽与之连锁但往往不重合#使采用图位克隆法获得
不育基因变得更加困难’而这也正是我国相关研
究的瓶颈所在’因此寻求新的途径提高标记选择
的靶向性就更为重要’近年来随着人类基因组计
划及其他模式生物基因组计划的实施使得相关的

生物数据资料在以前所未有的速度积累’其中绝
大部分数据是免费共享的#充分挖掘数据库中的信
息资源#加以利用可以减少实验中的盲目性#缩短
实验周期’本研究就基于这样一种思想#只采用’
对引物就在花椰菜细胞质雄性不育系中找到了特

异的标记’序列分析表明该标记与L26F-型胞质
不育萝卜线粒体开放读码框/01(#M的同源性高达

)MN#且在序列一致区内能编码一个由)(个氨基
酸构成的多肽!图’"’因此初步结果表明实验所
用的胞质不育花椰菜的胞质类型亦可能为L26F-

型’大量对L26F-型胞质不育萝卜的研究已证明
开放读码框 /01(#M 确可引起 L26F-型胞质不
育%("#(M&’其中编码区内一个由#)个碱基构成的
串联重复#被认为是线粒体基因组重组的结果#该
重复的多少与胞质不育密切相关%()&’在我们的研
究中也观察到了这一重复!图’"’/01(#M在L26F-
型胞质不育萝卜内能编码一个约($IV的线粒体
膜蛋白#在引入恢复基因后#恢复基因可在转录及
翻译水平对其进行调控’使育性得以恢复%!&&’因
为L26F-胞质最早在萝卜中发现#因此有关萝卜

L26F-型胞质不育及育性恢复研究的比较多’而
这方面的研究在同属一个科的花椰菜中开展的比

较少’是否实验所用的胞质不育花椰菜与L26F-
型胞质不育萝卜具有共同的不育及育性恢复机制#
还有待于进一步的研究#该研究将进一步加深对细
胞内核质互作的认识’
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