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小麦T型细胞质雄性不育系与相应保持系
线粒体DNA的RAPD分析①
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摘 要 利用RAPD技术对小麦T型细胞质雄性不育系75-3369A和相应保持系75-3369B的线粒体

DNA(mtDNA）进行了81个单引物和14组双引物的多态性研究。结果有73个单引物和全部的双引物有

扩增结果，表现出多态性的有10个单引物和一组双引物。
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Abstract Using 81 single-primers and 14 double-primers, T-type CMS (cytoplasmic male sterile) line

75-3369 A and its maintainer 75-3369B were studied by means of RAPD. 73 single-primers and all

double-primers gave amplified products in the experiment, among them 10 single-primers and one doub-

le-primer presented polymorphism.
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小麦T型细胞质雄性不育系被发现以来，人们对其不育机理进行了大量的研究，如对小饱子发育过程中各阶

段细胞形态学的研究；同工酶、可溶性蛋白的研究；细胞化学的研究（’一”，这些研究都发现不育系和保持系之间

存在着差异二司智海等通过对线粒体多肤研究证明，小麦的雄性不育与线粒体有关〔4) ; Quetier, Umbeck等通过

对小麦不育系和保持系mtDNA酶切分析，证明小麦雄性不育与mtDNA有关〔7.8)。RAPD(Randomly Ampli-
fied Polymorphic DNA）是1990年由Williams和Welsh同时建立的一种新的分子生物学技术，它和RFLP一样

能检测DNA的多态性，但远比RFLP简单、快速，而被人们重视。目前已广泛应用于生物学的研究及生物分类

等很多领域“6)。本研究利用RAPD技术对小麦T型细胞质雄性不育系和保持系mtDNA进行分析，其目的是

①河北省基金委资助项目‘本工作在中国科学院遗传研究所进行。
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探讨T型细胞质雄性不育系和保持系mtDNA的扩增差异，为解开T型细胞质雄性不育机理之谜积累资料，并为

开展雄性不育基因工程、分离育性基因打下基础。

1材 料 和 方 法

1.1材料

不育系75-3369A是河北师范大学生物系遗传教研室自1975年开始转育的一种稳定的T型细胞质雄性不育

系，75-3369B为相应的保持系。种子浸种后在26℃的条件下催芽并暗培养一周，取黄化苗用以提取mtDNA.

1.2方法

1.2.1 mtDNA的提取 取100g黄化苗，剪碎加2-3倍鲜重体积的提取液A(0.3mol / L蔗糖，50mmol / L

Tris-HCI pH7.5, 5mmol/ L EDTA, 0,2%琉基乙醇），用组织匀浆器破碎，4层纱布过滤，弃渣后3 OOOg离心10分

钟．上清再以12 OOOg离心20分钟，弃上清，加人30m1 G液（0.3mol/ L蔗糖，50mmol / L Tris-HCI, pH7.5, 0.2%

琉基乙醇),I%100体积的 1 mol / L MgCIZ, 100til 3mg / ml的DNasel, 4℃保温 1-2小时后，加40mlS液

(0.6mol / L蔗糖，10mmol / L Tris-HCI, pH7.2, 20mmol / L EDTA, 0.2%琉基乙醇），离心（12 OOOg)20分钟。向

沉淀加L液（50mmol/ L Tris-HCI, pH8.0, 20mmol/ L EDTA, 50mmol/ L NaCl, 1.2%SDS)IOml，加蛋白酶

K(20mg / ml) 100,u1, 37℃保温2小时，转移至冰浴10分钟，加冷饱和酚，轻轻摇动30分钟，离心分层取上清，以等

体积的Tris / EDTA溶液抽提下层酚一次，合并上清，酚氯仿抽提两次，氯仿抽提一次，加1/10体积3mol/ L

NaAl, pH5.2, 2.5倍乙醇，-20℃保存2小时以上。离心收集mtDNA,溶于TE后加RNaseA, 37℃保温30分钟，

酚一氯仿、氯仿各抽提】次，乙醇沉淀，溶于适量体积的TE中备用。

1.2.2 RAPD 反应总体积 25u1，其中包括：超纯水 16u1, MgC12(25mmol/ L)8川，10 x PCR缓冲液 2.5川，

dNTP(2.5mmol/ L)1.5ul, Taq酶(1U／川)1u1，引物（16一20ng／p01 川，模板（15ng / MI mtDNA)1川，石蜡油40川‘

把以上各成份加人0.5m1 Eppendorf管中在PE公司热循环仪（DNA Thermalcycler 480 PERKIN ELMER

CETUS）上扩增40个循环，其中每个循环包括：94℃变性I分钟，37℃退火1分钟，72℃延伸2分钟。40个循环后

在72℃保温5分钟。反应结束后用1.4％的琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。

2结 果 与 讨 论

2.1所用引物及扩增结果

本研究共用单引物（10个核昔酸组成的寡聚核昔酸，Operon公司）)81个，其中包括：OPB1-20, OPFI-20,

OPY10-11, OPWI-20, OPZI-10, 12-20 除此 之外还 用 了 14组 双 引物，包括 OPF-02十O PF-03 .

OPF-04+ OPF-05. OPF-06+ OPF-07, OPW-O1+ OPW-08. OPY-02+ OPY-03, OPY-04+ OPY-05,

OPY-06+ OPY-07, OPY-08+ OPY-09, OPY一10+ OPY一11、 OPY一12+ OPY-13. OPY-14+ OPY一】5,

OPY一16+0 PY-17. O PY一18+OPY-19和OPY-20+OPF-01。

在上述引物中有8个单引物未扩增出产物，出现扩增差异的有：单引物OPB-01, OPB-04, OPB-06,

OPB-14, OPB-17, OPB-19, OPF-03, OPF-05, OPW-08, OPY-11，双引物 OPW-08+OPW-01．各引物

的序列如表 1。其它引物（包括单引物和双引物）都有扩增产物，但无多态性（差异）＜

现选2个单引物和 ！组双引物的扩增结果为例加以分析‘图1为引物OPW-08, OPW-08+OPW-O1和

OPW-O1的扩增结果，图2为引物OPB-04和OPB-05的扩增结果 图中各带按由负极到正极的方向依次编

号 从图 】、2可以看出，引物 OPW-01和 O PB-05在 A和 B之间虽有扩增产物但无差异 而 OPW-08

OPW-08+OPW-Ol和OPB-04表现出明显的扩增差异。
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表1 表现多态性引物的序列

引 物 名 称 引 物 序 列 弓I物 名 称 弓I物 序 列 弓I物 名 称 弓I物 序 列

O PB-01

O PB-04

OPB-06

OPB-14

GTTTCGCTCC

G GACTGGAGT

TGCTCTGCCC

TCCGCTCTGG

OPB-17

OPB-19

OPF-03

OPF-05

AGGGAACGAG

ACCCCCGAAG

CCTGATCACC

CCGAATTCCC

OPW -01

OPW -08

OPY-11

CTCAGTGTCC

GACTGCCTCT

AGACGATGGG

OPW8 OPW8+1 OPW1 OPB4 OPB5

图 1 用引物OPW-08. OPW8+1, OPW-01进行的扩增
A. 75-3369A; B. 75-3369B,

图2 用引物OPB-04, OPB-05进行的扩增
A. 75-3369A; B. 75-3369B.

2.2质的差异和最的差异

图1的OPW-08和OPW-08+OPW-01，图2的O PB-04在A和B之间都有明显的扩增差异，但这些差异

之间也存在一些差异，大致可分为两类，一类称为质的差异，一类称为量的差异。所谓质的差异是指有或无的差异，

这种差异又有两种情况，一是保持系有某种扩增片段，而不育系没有相应的扩增片段，如图2的第4号带，另一种

情况是不育系有某种扩增片段，而保持系则没有相应的扩增片段，如图1中OPW8+1的第7号带。量的差异是指

保持系和不育系在相应的位置都有扩增产物，但量有很大的差异。量的差异同样也有以上两种情况，如图1中

OPW8的第1号带保持系的扩增量高于不育系，而第6号带不育系的扩增量高于保持系。无论质的差异还是量的

差异都反映了不育系和保持系在mtDNA水平上的差异．

2.3 75-3369A和，5-3369B mtDNA的同源性

75-3369A和75-3369B的细胞核相同，都来自于普通小麦，但细胞质不同。75-3369A的细胞质来自于提莫

菲维，75-3369B的细胞质来自于普通小麦。提莫菲维和普通小麦属于同一属中不同的种。从扩增结果来看，在81

个单引物中有63个引物，14组双引物中有13组在二者（75-3369A和75-3369B)之间具有完全相同的扩增产物，

这说明二者的mtDNA有很高的保守性。也说明这些引物的结合部位与小麦的生长发育可能有着密切的关系。

2.4 75-3369A和75-3369B mtDNA的多态性与育性的关系

在81个单引物中有10个引物的扩增产物在A和B之间存在着差异，其中包括质的差异和量的差异。质的差

异很可能是由于DNA的缺失而失去了引物的结合部位而造成的，这种缺失可能和小麦的生长发育所必须的区段

无关或是发生在”无功能区”．保持系有而不育系没有的质的差异很可能与小麦的育性有关（雄性） 量的差异可能

是由于碱基的改变使引物的结合能力发生变化而造成的。这种碱基改变可能有 3种情况一 是发生在‘’功能区”的

错义突变或无义突变；二是发生在．．功能区”的同义突变：三是发生在．．无功能‘，区。第一种情况可能与小麦的育性
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（雄性）有关．第二、三种情况可能与育性无关‘当然究竟哪种质的差异或量的差异与育性有关还要借助其它手段

进行研究、

2.5单引物和双引物的关系

本研究除使用了单引物外还用了14组双引物，在双引物扩增时只有OPW-08+OPW-01有扩增差异，其它均

无差异 由此可见．在双引物中一方或双方在单引物时如有扩增差异，那么该组双引物也有扩增差异，如双引物的

双方在单引物时都无扩增差异，那么这两个单引物组成的双引物也无扩增差异。
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关于日本水稻品种的英汉名称

编辑先生：

最近在本所召开了东亚地区水稻生物技术年会，有些日本品种的英汉名称用这些品种汉名的汉语拼音来表示，这

是不对的‘如一个日本品种的汉名为秋光．它的英译名为二秋光”的日语发音，即为‘Akihikari，而不是汉语拼音

' Qiuguang'。顺便举两个例子，’旧本晴”为‘Nipponbare'或‘Nihonbare',”金南风’为‘Kinmaze'。关于日本水稻品种

的日英汉名称检索，在《国外农学一一水稻》1986年第1-3期．1987年第2和3期上有连载，读者可以参考。

国际交流不断增加，1998年要在我国召开第18届国际遗传学大会。学术用语还是要规范。

对于韩国品种的汉英名称，同样应注意．

祝

编安

中国水稻研究所 郑康乐
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