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摘　要：为了从分子水平鉴别三例同核异质小麦雄性不育材料，利用ＲＡＰＤ技术，对细胞核来自同一普

通小麦（犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿），细胞质分别来自粘果山羊草（犃犲犵犻犾狅狆狊犽狅狋狊犮犺狔犻）、二角山羊草（犃犲．犫犻犮狅狉狀犻狊）和斯

卑尔脱小麦变种（犜．狊狆犲犾狋犪）的三例同核异质小麦雄性不育系的线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）进行差异片段的比较分

析。结果表明：（１）三种不育系在ｍｔＤＮＡ上呈现明显差异；（２）对三种不育系的 ｍｔＤＮＡ差异片段进行回收、

克隆、测序和比对，结果片段ＯＰＹ０１１５１７和ＯＰＰ０２７５０均与普通小麦ｍｔＤＮＡ具有较高的同源性，同源性分

别为９９％和９８％。这为进一步从分子水平鉴别含有斯卑尔脱小麦和二角山羊草细胞质的小麦材料奠定了基

础，也为区别不同细胞质雄性不育系提供了一定依据。
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　　近年来，在小麦细胞质雄性不育的机理研究

中，人们倾向于认为线粒体基因组对小麦雄性不

育的影响较大。刘忠松［１］对线粒体和叶绿体离体

翻译产物研究的结果表明，小麦细胞质雄性不育

与线粒体有直接关系，而与叶绿体的关系不大。
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雄性不育系线粒体ＤＮＡ变异性进行了ＲＡＰＤ分

析，找到了与雄性不育有关的特异片段；姚 鸿

等［３］报道 Ｄ２ 不育系线粒体 ＤＮＡ 与 Ｋ 型、Ｖｅｎ

型、Ｔ型之间存在明显差异。在水稻上也有这类

报道。舒友菊等［４］利用２６４对 ＡＦＬＰ引物研究

了Ｋ型水稻和冈型水稻不育系线粒体ＤＮＡ的分

子差异，筛选出９条可能与Ｋ型水稻雄性不育相

关的差异条带及３条可能与冈型水稻雄性不育相

关的差异条带，由此证明了冈型和Ｋ型水稻不育

系ｍｔＤＮＡ具有各自的特异条带。但是这些研究

都只是找到不同不育细胞质线粒体的相关特异片

段，均停留在分子标记阶段，尚未进一步深入进行

研究。

本研究以三例同核异质雄性不育小麦系为试

材，首先提取三者的 ｍｔＤＮＡ进行 ＲＡＰＤ分析，

然后对筛选出的特异片段进行测序分析，旨在为

从分子水平区分不同细胞质来源的雄性不育系提

供理论和技术支撑。

１　材料与方法

１．１　材 料

供试亲本为三例经过多年采用同一亲本９０

１１０回交转育而成的小麦雄性不育系，其回交世

代均在２０代以上，所以其细胞核基因型相当一

致。它们分别是：ｍｓ（犃犲．犽狅狋狊犮犺狔犻）９０１１０、ｍｓ

（犃犲．犫犻犮狅狉狀犻狊）９０１１０和 ｍｓ（犜．狊狆犲犾狋犪）９０１１０。

以上材料均由西北农林科技大学陕西省作物杂种

优势研究与利用重点实验室提供。

１．２　细胞核犇犖犃与线粒体犇犖犃的提取

以黄化苗为材料，研磨匀浆，经差速离心和蔗

糖密度梯度离心，分离纯化无叶绿体的线粒体。

线粒体及线粒体ＤＮＡ提取的具体操作参照已有

方法［５７］。细胞核ＤＮＡ提取采用ＣＴＡＢ法。

１．３　犚犃犘犇扩增

５０条由１０个碱基组成的随机引物购于上海

生工生物技术有限公司，其中引物 ＯＰＹ０１序列

为：５′ＧＧＴＧＧＣＡＴＣＴ３′，ＯＰＰ０２ 序 列 为：５′

ＴＣＧＧＣＡＣＧＣＡ３′，ＯＰＡ０５ 序 列 为：５′ＡＧＧＧ

ＧＴＣＴＴＧ３′。采用 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司的２×Ｔａｑ

ＰＣＲＭａｓｅｅｒＭｉｘ进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 反应在

ＭｙＣｙｃｌｅｒＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ（ＢｉｏＲａｄ）扩增仪上进

行。

反应程序如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

１ｍｉｎ，３７℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．４　差异片段的克隆测序

紫外灯下切取３个材料中的 ＯＰＹ０１１５１７、

ＯＰＡ０５２５００和ＯＰＰ０２７５０差异片段，用ＴＩＡＮ

ｇｅｌＭｉｄｉＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ普通琼脂糖凝胶ＤＮＡ

回收试剂盒回收ＤＮＡ片段。将所获得的差异片

段 ＯＰＹ０１１５１７、ＯＰＡ０５２５００和 ＯＰＰ０２７５０与

ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒ连接，具体克隆方法参照已有

Ａ：ｍｓ（犃犲．犽狅狋狊犮犺狔犻）９０１１０，Ｂ：ｍｓ（犃犲．狊狆犲犾狋犪）９０１１０，Ｃ：ｍｓ（犃犲．犫犻犮狅狉狀犻狊）９０１１０

图１　三个不育系材料犿狋犇犖犃的犘犃犘犇扩增图谱

犉犻犵．１　犿狋犇犖犃犮犾狅狀犲犱犻狀３犆犕犛狑犻狋犺３狆狉犻犿犲狉
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产品说明进行。采用ＮＣＢＩ网站中的Ｂｌａｓｔｎ程序

对序列进行同源性分析。

２　结果与分析

２．１　三种材料细胞核犇犖犃犚犃犘犇扩增结果

５０条随机引物未从核基因组中扩增出差异

条带，表明核基因组在５０条随机引物扩增的条件

下没有任何差异，其核基因型基本一致。

２．２　线粒体基因组的犚犃犘犇分析

５０条随机引物对三种不育类型的线粒体基

因组进行扩增，其中３条随机引物扩增结果表现

差异，引物 ＯＰＡ０５对材料 ｍｓ（犃犲．犽狅狋狊犮犺狔犻）９０

１１０扩增出一条２５００ｂｐ的特异性条带（图１左

图中的ａ）；引物 ＯＰＰ０２对材料 ｍｓ（犃犲．狊狆犲犾狋犪）

９０１１０扩增出７５０ｂｐ的特异带（图１中间图的

ｂ）；引物ＯＰＹ０１对材料ｍｓ（犃犲．犫犻犮狅狉狀犻狊）９０１１０

扩增出１５１７ｂｐ的特异带（图１右间图的ｃ）。结

果表明，三个小麦雄性不育系 ｍｔＤＮＡ上存在很

大差异。

图２　差异片段犮的碱基组成

犉犻犵．２　犅犪狊犲犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犳狉犪犵犿犲狀狋犮

图３　差异片段犫的碱基组成

犉犻犵．３　犅犪狊犲犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犻狀犳狉犪犵犿犲狀狋犫

２．３　差异片段序列分析

差异片段ｃ和ｂ克隆后的测序结果见图２和

图３。利用ＢＬＡＳＴ序列分析程序，对差异片段ｃ

和ｂ的序列进行同源性比对。结果表明，差异片
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段ｃ和ｂ与小麦线粒体基因组上的序列具有同源

性，同源性分别为９９％和９８％，小麦线粒体基因

组登录号：ＥＵ５３４４０９．１。ｃ含有一段犪狋狆１ 基因

序列，序列位于３′端，长度为１０６ｂｐ，剩余序列为

非编码区序列。ｂ是小麦线粒体基因组狀犪犱１
［８］和狀犪犱５

［９］非编码区序列。

３　讨 论

对三个小麦不育系 ｍｔＤＮＡ的ＲＡＰＤ扩增，

所获得的差异带型较好，且十分稳定，说明这三种

不育系在ｍｔＤＮＡ上存在很大差异。对三个雄性

不育小麦 ｍｔＤＮＡ差异片段进行序列分析，除所

获得的ａ序列与小麦线粒体基因组不具有同源

性，ｃ和ｂ与小麦线粒体基因组具有较高的同源

性，同源性分别为９９％和９８％。其中ｃ除了含有

一段犪狋狆１ 基因序列（序列位于３′端，长度为１０６

ｂｐ）以外，其他序列为非编码区序列。目前对于

犪狋狆１ 的研究比较少，其具体功能尚在研究之中。

ｂ位于小麦线粒体基因组狀犪犱１ 和狀犪犱５ 非编码

区。最新的研究表明，植物线粒体基因组中

狀犪犱１ 和狀犪犱５ 是相对比较稳定的
［１０１１］。大多数

研究认为这些狀犪犱１ 基因上的非编码区在系统进

化中起着非常重要的作用，主要用于鉴定植物的

种类。如郭亚龙等［１２］研究线粒体狀犪犱１ 基因内

含子在稻族系统学中的应用价值；谭功燮等［１３］根

据线粒体狀犪犱１ 基因第２内含子的序列多态性对

糯玉米进行系统分类。因此，本试验所获得两个

特异性片段为鉴别含有斯卑尔脱小麦和二角山羊

草细胞质的小麦雄性不育材料奠定了基础，也为

区别不同细胞质雄性不育系提供了一定的依据。
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