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摘  要：为进一步探明 pol CMS 育性恢复基因作用的分子机理，利用数字基因表达谱技术，选用不

育系与恢复系杂交的 F2 代分离群体，对大白菜 pol CMS 育性恢复相关基因的差异表达进行了分析，并选

取部分基因进行了实时荧光定量 PCR 验证。共有 2 826 个基因差异表达，其中 441 个上调表达，2 385 个

下调表达。GO 功能注释表明，差异表达基因显著富集的细胞位置为细胞质、细胞器及大分子复合物等位

置，细胞器包括线粒体、叶绿体及质体等，分子功能主要为核酸外切酶的活性，参与的生物过程是花粉

壁的形成和组装。与 pol CMS 显著相关的通路主要是核糖体、糖和氨基酸代谢、核苷酸切除和修复、RNA

降解等通路。表达谱和 RT-PCR 结果表明恢复基因主要通过下调表达调控育性恢复，有 4 个差异表达基因

与育性恢复密切相关。  
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Abstract：To further reveal the molecular mechanism of pol CMS fertility-restorer genes，digital gene 

expression profiling technology was used to choose the F2 segregating population hybrid of sterile lines 

and restorer lines. By using the F2 lines，differential expressions of Chinese cabbage pol CMS fertility- 

restorer genes were analyzed and real-time fluorescence quantitative PCR was used to validate some genes. 

There were 2 826 differentially expressed genes，441 of which were up-regulated，and 2 835，down-regulated. 

GO functional annotations showed that many differentially expressed genes were significantly clustered in 

cytoplasm，organelle，and macromolecular complex etc. Organelles were mainly mitochondria，chloroplasts 

and plastid etc. These genes showed exonuclease activities and were. involved in the biological processes 

of pollen wall formation and assembly. Metabolic pathways significantly related to pol CMS were mainly 
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the pathways of ribosomes，glucose and amino acid metabolism，peroxidase，nucleotide excision and 

repair，and RNA degradation. The gene expression profile and RT-PCR results indicate that restorer genes 

regulate fertility restoration by down-regulation. Further，four differentially expressed genes were shown 

to be closely related to fertility restoration were closely related to fertility restoration.  

Key words：Chinese cabbage；pol CMS；fertility restorer gene；differentially expression；real-time 

qPCR 

 

细胞质雄性不育（CMS）是母性遗传，由于在杂种纯度、生产成本和杂种优势等方面都具有明

显的优点，现已被广泛地应用到水稻、玉米、油菜等重要作物生产实践中（郝岗平 等，2003）。研

究表明，植物 CMS 大多是由线粒体基因组中嵌合的开放阅读框 ORFs 及其共转录基因（例如 atp6，

atp9，cox1 等）的异常表达引起的，而恢复系中含有这种嵌合基因表达的抑制或逆转基因即恢复基

因 Rf（restorer-of-fertility），与不育系杂交可使 F1 花粉的育性恢复（Liu et al.，2012）。这些育性恢

复基因对线粒体不育基因表达的调控作用可发生在转录水平（徐明良和杨金水，1995；Leving，1996）、

RNA 的转录后加工、修饰水平（Menasza et al.，1999；沈金雄 等，2008）及翻译和翻译后水平上

（Bellaou et al.，1998，1999；Yuan et al.，2003）。对油菜各种不育类型的机理研究表明，油菜 pol CMS、

nap CMS、Ogura CMS 的育性恢复基因 Rfp、Rfn、Rfo 一般不阻止不育基因的转录，而表现为转录

后或翻译水平上的调控，使得 CMS 基因的表达受到抑制，从而恢复 CMS 的育性（沈金雄 等，2008）。

因此 CMS 的不育及育性恢复是一个复杂的核质互作过程，从不育基因的表达到不育的发生，从恢

复基因对不育基因的抑制到育性的恢复，目前的研究仍不能揭示其发生的确切机理。 

pol CMS 是芸薹属杂交育种中应用最广泛的不育类型，但与其它作物如水稻相比，对其不育及

育性恢复的分子机理研究较少，尤其是育性的恢复机理。目前虽然已经识别出线粒体的 ORF224 很

可能与 pol CMS 雄性不育有关（L’Homme et al.，1997），但由于对线粒体进行基因转化比较困难，

目前并没有直接的证据证明在线粒体中表达 ORF224，就可以导致 pol CMS 雄性不育。Yuan 等（2003）

利用 10 个线粒体基因探针对 pol CMS 三系花蕾的 mtRNA 进行 Northern 检测，认为恢复基因可能在

转录后水平对 pol CMS 基因的表达进行调控。目前 Liu 等（2012）已将油菜 pol CMS 的 Rfp 基因精

确定位于甘蓝型油菜第 9 连锁群的一个 29.2 kb 的 DNA 片段上，并识别出 5 个候选基因，其中编码

PPR 蛋白的基因最有可能就是其恢复基因。 

数字基因表达谱技术是近几年发展起来的新技术，利用该技术可以检测到很多未注释的基因和

基因组部位，为新基因的发现提供了良好线索（Hoth et al.，2002；Moran et al.，2002；Brechenmacher 

et al.，2004；杨娜，2011）。 

为了全面揭示大白菜 pol CMS 雄性不育及育性恢复过程中差异基因的表达，构建了大白菜 pol 

CMS 雄性不育系与其恢复系 F2 代的 cDNA Tag 文库，进行了高通量测序，在全基因组范围内分析这

些显著差异表达基因的功能及在不育和育性恢复中的作用，并通过实时荧光定量 PCR，对花发育过

程中多个转录因子及一些关键基因的表达进行检验，进一步确定它们与花粉育性的相关性。这对于

pol CMS 核质互作型雄性不育的发生、育性恢复的分子机理研究将提供更多有益的线索。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

不育系 92A，通过 pol CMS 型油菜与亚洲蔬菜研究中心育成的‘夏阳’大白菜品种杂交，经过
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多代回交转育育成，其相应的保持系为高代自交系 92B。 

恢复系 09-399，为从橘红心品种‘红抗 1 号’中选育而来的高代自交系。 

将 92A 与 09-399 进行杂交，它们的 F2 代作为育性分离群体，分别构建可育群体（F2-F）和不

育群体（F2-S）。 

所有材料的种子在 28 ℃恒温下催芽 16 h，4 ℃春化 20 d，然后播种于 22 ℃，光周期 16 h/8 h

的条件下培养至现蕾、开花。按 7 级分类标准（杨光圣和傅廷栋，1991）对 F2 代的育性进行鉴定。

参考前人研究结果花药发育受阻发生于孢原细胞分化期到小孢子单核期（余凤群和傅廷栋，1990；

胡永敏 等，2012；张德双 等，2012），并结合 Liu 等（2012）构建基因池的方法，对孢原细胞分化

期到小孢子单核期的花蕾进行取样，分别选取其中 12 个可育与不育株的花蕾等量混合，构建不育池

（male sterile，M-S）和育性恢复池（male fertile，M-F）。 

1.2  数字基因表达谱测序 

采用 Trizol 法（购自 Invitrogen）提取不育池和育性恢复池的总 RNA，利用 Oligo(dT)磁珠富集

总 RNA 中的 mRNA，反转录后合成双链 cDNA，然后进行 NlaⅢ酶切，5′末端连接 illumina 接头 1，

再用 MmeⅠ酶切 3′端 CATG 下游 17 bp 的碱基，并在 3′端连接 illumina 接头 2，获得两端连有不同

接头序列的 21 bp 标签文库。经 PCR 扩增，用 6% TBE PAGE 胶回收 105 bp 的碱基条带，利用 Illumina 

Cluster Station 和 Illumina HiSeq™ 2000 系统进行数字基因表达谱测序。测序由深圳华大基因科技服

务有限公司完成。测序获得的原始序列经过去除 3′接头序列、空载 reads、含有未知碱基 N 的 Tag

和拷贝数为 1 的 Tag 等杂质后，获得的数据为 clean Tag。 

基因表达注释参考大白菜基因组数据库（http：//brassicadb.org/brad/）进行。 

FDR ≤ 0.001 且倍数差异在 2 倍及以上的基因（log2ratio ≥ 1，ratio 为差异表达倍数）为差异表

达基因。测序结果中基因表达水平均用 log2ratio 表示。进行数据分析时以 M-S 为对照。 

把所有差异表达基因向 Gene Ontology 数据库（http：//www.geneontology.org/）的各条目（term）

映射，计算每个条目的基因数，然后应用超几何检验，找出与整个基因组背景相比在差异表达基因

中显著富集的基因本体（Gene Ontology，简称 GO）条目。差异检验中的 P 值表示某基因在两个样

本中表达量相同的概率，P 值越小，表明基因表达相同的概率越小，即越有把握说明该基因在两个

样本中的表达存在差异。校正后的 P 值（corrected-p value）≤ 0.05 定义为显著富集的 GO 条目（Audic 

& Claverie，1997）。GO 总共有 3 个本体，分别描述基因所处的细胞位置（cellular component）、分

子功能（molecular function）、参与的生物过程（biological process）。 

利用代谢途径公共数据库 KEGG，应用超几何检验，找出与整个基因组背景相比在差异表达基

因中显著性富集的通路（pathway）。Q 值 ≤ 0.05 定义为显著富集的通路（Benjamini & Yekutieli，2001）。 

1.3  差异表达基因的实时荧光定量 PCR 验证 

所选择的部分转录因子及与雄性器官发育密切相关的差异表达基因设计的引物见表 1。Trizol

法提取样品 RNA，用 TaKaRa 的重组 DNase I 去除 DNA，Invitrogen 的 HiFi-MMLV cDNA 第一链合

成试剂盒进行反转录，组成型表达基因 actin 为内参对照基因，Bio-Rad CFX96 荧光定量 PCR 仪进

行 PCR 反应。用 Ultra SYBR 预混体系进行扩增。扩增体系：Ultra SYBR 预混体系（2×）10 μL；上

游引物（10 μmol · L-1）0.4 μL；下游引物（10 μmol · L-1）0.4 μL；模板 2 μL；加入灭菌蒸馏水至总

体积 20 μL。以 F2 分离群体中的不育株为对照，采用 2-ΔΔCT 法进行数据的相对定量分析。扩增程序

为：95 ℃ 10 min，（95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s）× 40 个循环。用 DPS 软件分析样本间的差异显著性。 

与育性密切相关的基因应满足以下条件：（1）F2 群体中的不育株与可育株之间差异表达显著；
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（2）不育系与 F2 群体中的不育株之间基因表达差异不显著；（3）F1 和 F2 群体中可育株的基因表达

水平介于不育系和恢复系之间。 

表 1  差异表达基因的荧光定量 PCR 分析引物列表 

Table 1  List of primers for real time quantitative PCR analysis 

引物序列 Primer sequence（5′–3′）  基因 
Gene      正向引物  Forward primer 反向引物  Reverse primer  

产物长度/bp   
Product length   

Bra002004    AGAATGAGGCAAAGGAGCTTC GTGAAACCCAGTGACAACTGTC        116         

Bra002401    AAAAGGTGCTGGAGTATTGCTT TCCGTTCGTGGCTGTAGTC          119        

Bra008648    CTACGTGAAGGAGGAACAGG CTTCTAGCCGTTCGATCAAT 103 

Bra009254    TTCGCCATCCCTATCTCTGT TTAACTTTGCCTATCGTATCCTTAATTT   150        

Bra012815    CAGGAGCCACTCGTTTAGTTTATC CTTCCGCCTGGATTTTGTT        126        

Bra015480    CAACTGGGACAACGGTTACC TGCGAAAGGTGGAAGTGAG            109         

Bra016531    GCTGAATACGGCAACATCAA AGGGATTAGGTCCAAGAGATCC         88         

Bra020880    TGCCTTCGATTGTGGACTC TCAGATTCGCTTGGTTTTACG           81         

Bra021710    TCAGTGACGACCTAAAGCTCC TACAGAAGCAGCCCAGTTTG          146        

Bra027246    TGGTATCGGCGTAGGAGG GAACCGTTATGGGAGGGATT             83         

Bra028691    CAATGGCTGTCTCCCTCATC GCTCGGCTTCTGGTTTTG             141        

Bra032610    ACTGTCACAAGACGGATAAGGTTT AAACCGATGCTGGAGATTTG       108        

Bra032631 GTTTAGGCTGTTGGGTGTTATT  CGCTTCTCTACGTCCTTCATT 82 

Bra035604    ACAGGTGGTCGTTGATTGC CGAGAAAGGCTTGTGAGTCAC           131        

Bra036646    ATACCAGATACGGAACGAGTACG GACGAGTCCAGCCATCGA          103        

Bra038691    TCTTCAGCGATAAATCCTCTTGT TCATCAAAGGCACCCTAATAGG      115        

Bra actin    GAATCCACGAAACAACTTACAACTC CTCTTTGCTCATACGGTCAGC     131        

2  结果与分析  

2.1  恢复系的筛选及恢复基因的遗传规律 

用 pol CMS 不育材料 92A 分别与 57 份自交系进行了测配，从 57 份材料中，筛选到了两份有育

性恢复基因的材料 09-399（由橘红心大白菜品种‘红抗 1 号’选育而来）和 09-505-2（由韩国春大

白菜品种‘春福’筛选而来）。09-399 与 92A 杂交的 F1 代植株花粉完全可育，无花蕾黄化、柱头弯

曲突出等不育特征，花药发育正常（图 1）。其 F2 代育性分离符合一对基因的 3︰1 分离（可育株 197

株，不育株 52 株。χ2 = 2.25，χ0.05
2 = 3.84）。 

 

 
 

图 1  不育系、保持系、恢复系、F1、F2 不育株（F2-S）及 F2 可育株（F2-F）成熟花药的比较 

Fig. 1  Mature anther comparison among sterile，maintainer，restorer lines，F1，F2-sterile（F2-S）and F2-fertile（F2-F） 
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 2.2  测序结果和 reads 的定位分析 

育性恢复池 M-F 和不育池 M-S 测序后获得的原始 reads 去除杂质数据后，分别得到 4 610 440

和 4 454 404 个 clean Tags，占原始数据的 96%以上（表 2）。经定位分析育性恢复池和不育池分别有

833 654 和 1 203 114 个 Tags 比对到大白菜的基因上，3 115 698 和 2 686 465 个 Tags 分别比对到大白

菜的基因组中。大白菜基因组序列数据库共有 41 173 个 unigenes，两库比对到的基因分别是 20 970

和 22 115 个，占大白菜参考基因总数的 50.93%和 53.71%。  
 

表 2  测序结果总结表 

Table 2  Summary of reads number 

Reads 分类 Reads category 恢复池 Male fertile 不育池 Male sterile 

原始 reads   Raw reads 4772210 4630192 

clean Tag 4610440 4454404 

所有定位到基因上的 Tag  All Tag mapping to gene 833654 1203114 

定位到功能明确基因上的 Tag  Unambiguous Tag mapping to gene 657408 938837 

Tag 定位的基因数  All Tag-mapped genes 20970 22115 

Tag 定位的功能明确的基因数  Unambiguous Tag-mapped genes 17581 18647 

定位到基因组的 Tag  Mapping to genome 3115698 2686465 

未知 Tag  Unknown Tag 661088 564825 

2.3  差异表达基因的分布 

以不育池为对照，在育性恢复池和不育池之间共筛选到 2 826 个差异表达基因，其中有 2 309

个基因有功能注释，517 个基因没有任何功能注释，上调表达基因 441 个，下调表达基因 2 385 个。

即与不育系相比，84.39%的差异表达基因在恢复系中下调表达。 

在 log2（M-F/M-S）≥ 10（差异倍数是 210）的 37 个高丰度差异表达的基因中有 29 个为上调表

达基因，8 个为下调表达基因。由差异表达基因的分布图（图 2）也可以看出，虽然下调基因总的数

量明显多于上调基因，但上调基因距离 X 轴、Y 轴比值为 1︰1 的对称轴远的散点明显多于下调表达

基因，即高丰度上调表达的基因多于高丰度下调表达的基因。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  M-F/M-S 差异表达基因分布图 
Fig. 2  Distribution of M-F/M-S differentially expressed genes 
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2.4  差异表达基因的 GO 功能和代谢通路显著性富集分析 

2.4.1  差异表达基因的GO功能显著性富集分析 

GO 功能显著性富集分析（图 3）表明，差异表达基因显著富集的细胞位置为细胞质、细胞器、

细胞膜及大分子复合物等位置，其中细胞器位置包括线粒体、叶绿体、质体等细胞器，差异表达基

因主要通过下调表达调控育性的恢复。细胞质是差异表达基因富集最多的细胞位置，共有 693 个基

因差异表达，质体是 P 值最小的细胞位置，即两库之间筛选到的基因是差异表达的概率最大。差异

表达基因参与的主要分子功能是核糖核酸外切酶的活性，所有的差异表达基因均通过下调表达调控

育性恢复。参与的生物过程主要是花粉壁的装配、花粉发育及在细胞水平上细胞组分的组装，主要

通过上调表达调控育性恢复。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  差异表达基因的功能分类 

Fig. 3  Functional categorization of the significantly differentially expressed genes 

 

2.4.2  育性恢复中差异表达基因的通路（pathway）显著性富集分析 

通路分析有助于更进一步了解差异表达基因在育性恢复过程中的生物学功能及不同基因之间

的相互协同作用。在不育和育性恢复两个 cDNA 文库之间共有 12 条通路显著富集（表 3）。核糖体

通路是差异表达基因最多的一条通路，主要分子功能是结构分子的活性。泛素介导的蛋白质水解通

路有 45 个差异基因，主要功能是连接酶、激酶及金属离子结合的活性。与糖代谢有关的糖酵解/糖

异生及果糖和甘露糖通路共有 42 个差异表达基因，主要功能是激酶、裂解酶、氧化还原酶、异构酶

及脱氢酶的活性。与核酸代谢有关的核苷酸切除修复通路及 RNA 降解通路共有 111 个差异表达基

因，主要分子功能是核酸外切酶和转录因子的活性。2 条昼夜节律通路中有 2 个为参与减数分裂过

程的 skp1，4 个查尔酮合成酶蛋白基因及一个参与紫外照射修复损伤的基因 UVR3（UV REPAIR 

DEFECTIVE 3：紫外线损失修复 3）。 
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表 3  差异表达基因通路显著性富集分析列表 

Table 3  List of pathway enrichment analysis 

通路名 
Pathway 

总的差异表达基因数

Total number of 
differentially expressed 
genes 

上调表达基因数 
The number of 
up-regulated 
differentially 
expressed genes 

下调表达基因数 
The number of 
down-regulated 
differentially  
expressed genes 

核糖体 Ribosome 74  3 71 

RNA 降解 RNA degradation 35  7 28 

泛素介导的蛋白质水解 Ubiquitin mediated proteolysis 45 8 37 

昼夜节律 Circadian rhythm-plant 34  9 25 

糖酵解/糖异生作用 Glycolysis/Gluconeogenesis 26  4 22 

核苷酸切除修复 Nucleotide excision repair 23  3 20 

果糖和甘露糖代谢 Fructose and mannose metabolism 16  7 9 

过氧物酶体 Peroxisome 25  3 22 

昼夜节律 Circadian rhythm-mammal 8 5 3 

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢 Glycine，serine and threonine metabolism 14  0 14 

光合生物的碳固定 Carbon fixation in photosynthetic organisms 21 1 20 

光合–天线蛋白 Photosynthesis-antenna proteins 7  0 7 

2.5  差异表达基因中的转录因子 

通过参考大白菜基因组数据库，在所有的差异表达基因中共鉴定出 152 个转录因子，占总差异

表达基因的 5.38%，其中仅 17 个上调表达（表 4），其余均下调表达（表 5 中仅列出其中的 32 个，

均为与发育密切相关的转录因子）。但上调表达的转录因子中多数已经明确与雄性器官的发育、调控

密切相关，例如 AMS、MS1、MYB103、MYB（Bra036412）、bHLH 家族蛋白、Dof 型锌指蛋白、

HAT22、SCHLAFMUTZE（SMZ）等，其中 AMS、MS1、MYB26、MYB103 与绒毡层的发育有关，

这些基因如果发生突变，就可能导致雄性发育异常（Zhao et al.，2002；Sorensen et al.，2003）。 
 

表 4  上调转录因子列表 

Table 4  List of up-regulated transcription factor 

基因 
Gene 

差异表达水平 
Differential expression level 

FDR 值 
FDR value 

E 值 
E value 

基因注释 
Gene annotation 

Bra002004 11.814 1.70E-47 0 败育小孢子基因 Aborted microspore（AMS） 

Bra027101 2.802 7.68E-07 1.79e-160 拟南芥 NAC 结构域蛋白 025 Anac025 

Bra035604 5.924 1.30E-32 2.22e-134 MYB103 转录因子 MYB103 

Bra021515 1.734 1.59E-20 8.57e-138 MYB26 转录因子 MYB26  

Bra021711 4.127 2.18E-54 9.09e-151 bHLH 家族蛋白 bHLH family protein 

Bra015480 6.071 1.92E-75 0 bHLH 家族蛋白 bHLH family protein 

Bra021710 6.142 2.89E-77 5.96e-150 bHLH 家族蛋白 bHLH family protein 

Bra013041 1.511 0.0001 0 bHLH 家族蛋白 bHLH family protein 

Bra011087 1.172 0.0003 7.08e-180 未命名蛋白产物 Unnamed protein product 

Bra010612 3.027 4.78E-10 1.76e-99 HAT22 转录因子 HAT22 

Bra021117 2.305 4.36E-06 3.18e-98 可诱导的吲哚–3–乙酸 IAA19  

Bra002401 10.393 1.78E-17 0 雄性不育基因 1  Male sterility 1（MS1） 

Bra016531 4.423 4.96E-40 4.23e-73 Myb 家族转录因子 Myb family transcription factor 

Bra018270 4.239 1.22E-42 2.34e-141 假定转录因子 bHLH10  Putative transcription factor bHLH10  

Bra007123 3.195 0.0009 8.77e-124 DNA 结合转录因子 DNA binding transcription factor  

Bra020880 9.993 3.15E-13 3.52e-25 Dof 型锌指结构域蛋白 Dof-type zinc finger domain-containing protein  

Bra004288 2.989 4.77E-07 4.55e-121 锌指结构家族蛋白 Zinc finger family protein  

注：差异表达水平用log2Ratio表示，Ratio =（F2-F）/（F2-S）。下表同。 

Note：The differential expression level is log2Ratio，Ratio =（F2-F）/（F2-S）. The same below. 
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在 135 个下调表达的转录因子中，也有许多与花发育调控有关的重要基因，例如 agamous-like 

MADS-box、AP2 同源框亮氨酸拉链蛋白等是参与花形态建成的 ABC 成员，EMF2、DDF1、ATFYPP3

和 AFO 也是花发育特异性的转录因子基因。 
 

表 5  部分下调转录因子列表 

Table 5  List of a part of down-regulated transcription factor 

基因 
Gene 

差异表达水平 
Differential 
expression level 

FDR 值 
FDR value 

E 值 
E value 

基因注释 
Gene annotation 

Bra000378 –1.538 5.97E-09 6.39e-99 异常花器官  Abnormal floral organs（AFO） 
Bra017980 –2.640 5.91E-05 1.88e-178 拟南芥 NAC 结构域蛋白 062  ANAC062 
Bra028291 –8.190 9.57E-05 9.86e-69 AP2 结构域蛋白  AP2 domain-containing protein  
Bra025720 –1.926 5.31E-05 0 生长素响应因子 19  ARF19  
Bra028110 –3.488 6.89E-11 0 生长素响应因子 8  ARF8 
Bra000680 –3.312 0.0005 2.25e-96 MYB6 转录因子  MYB6 transcription factor 
Bra015646 –3.109 7.24E-05 2.40e-158 碱性亮氨酸拉链家族转录因子 bZIP family transcription factor  
Bra026963 –2.758 1.29E-13 5.87e-90 矮小及延迟开花基因 1 DDF1  DWARF AND DELAYED FLOWERING 1 
Bra016763 –2.633 7.87E-13 3.46e-63 矮小及延迟开花基因 1 DDF1  DWARF AND DELAYED FLOWERING 1 
Bra014191 –8.738 1.11E-05 1.13e-46 DNA 结合转录因子 DNA binding transcription factor 
Bra003969 –2.181 3.25E-26 4.67e-82 DNA 结合家族蛋白 DNA-binding family protein  
Bra032610 –9.132 2.05E-07 4.07e-67 HFR1 转录因子 LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED  
Bra017489 –1.125 4.16E-05 2.30e-107 同源框亮氨酸拉链蛋白 Homeobox-leucine zipper protein  
Bra033844 –1.517 1.54E-06 8.88e-139 DNA 结合转录因子 DNA binding transcription factor  
Bra012815 –10.29 1.35E-16 0 Myb 家族转录因子 Myb family transcription factor 
Bra004593 –8.658 2.13E-05 2.98e-95 Myb 家族转录因子 Myb family transcription factor 
Bra036412 –8.488 8.02E-05 6.77e-179 Myb 家族转录因子 Myb family transcription factor  
Bra011749 –8.739 1.11E-05 7.86e-143 MYB73 转录因子 MYB73 transcription factor 
Bra000308 –2.166 1.30E-06 0 RWP-RK 结构域蛋白 RWP-RK domain-containing protein  
Bra008309 –3.167 4.10E-05 1.06e-154 NAC 结构域蛋白 14 NAC-domain protein 14 
Bra006015 –2.781 4.28E-18 9.17e-155 NAC 结构域蛋白 5-7  NAC-domain protein 5-7  
Bra028645 –2.066 2.69E-10 1.03e-158 NAC 结构域蛋白 5-8  NAC-domain protein 5-8  
Bra006165 –3.778 4.59E-14 7.43e-81 假定蛋白  Predicted protein  
Bra040974 –2.841 6.09E-16 0 假定 C2H2 型锌指蛋白  Putative C2H2 zinc finger protein  
Bra024875 –2.110 5.58E-09 0 RGA-l 类蛋白 1  RGA-like protein 1 
Bra026999 –3.675 1.61E-20 0 scarecrow 转录因子家族蛋白  Scarecrow transcription factor family protein  
Bra003311 –3.453 0.0002 1.28e-175 scarecrow 转录因子家族蛋白  Scarecrow transcription factor family protein 
Bra014802 –2.471 1.39E-08 0 F-box 家族蛋白  F-box family protein  
Bra003239 –3.842 7.15E-15 2.85e-111 WRKY 转录因子 70  WRKY transcription factor 70 
Bra020709 –3.167 4.10E-05 1.26e-149 锌指结构家族蛋白  Zinc finger family protein  
Bra003194 –3.120 3.61E-15 1.22e-113 锌指结构家族蛋白  Zinc finger family protein 
Bra020261 –3.331 5.52E-15 3.27e-104 锌指结构类蛋白  Zinc finger protein-like  

2.6  部分与育性相关的差异表达基因的实时荧光定量 PCR（real-time qPCR）验证 

为了进一步验证获得的差异表达基因与育性相关，选取 16 个差异表达基因，包括 10 个转录因

子，6 个与花发育相关的重要基因，根据这些基因序列设计引物（表 1），分别对不育系、保持系、

恢复系、F1 以及 F2 分离群体的花蕾提取 RNA，以 F2 中的不育群体为对照，进行了 real-time qPCR

验证。除 Bra012815、Bra032610 这 2 个转录因子在育性恢复群体中下调表达，其余皆上调表达。 

结果（表 6）表明，在 F2 代分离群体中，所有的上调表达基因表达量在 F2 代育性恢复株中均高

于 F2 中的不育株，下调表达基因在育性恢复株中低于不育株，并且大部分基因的表达差异显著，这

与表达谱测序结果一致。与之对应的是：上调表达基因在恢复系和 F1 这 2 个可育群体中的表达量与

F2 中育性恢复株变化趋势相同，均高于不育系和 F2 中不育株这两个不育群体中的基因表达量，表现

为上调表达。2 个下调基因（Bra012815、Bra032610）在恢复系和 F1 2 个可育群体中的表达量与 F2

中育性恢复株变化趋势也相同，均低于不育系和 F2 中不育株这两个不育群体中的基因表达量，表现

为下调表达，且表达差异极显著。保持系的表达与其它所有材料不同，不管是上调还是下调表达基

因，与不育群体相比，所有基因在保持系中均表现上调表达。 
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按照各个样本的基因型及各被验证基因的表达水平，设定了与育性密切相关基因的筛选方法，

在 16 个差异表达基因中，Bra008648（DNA 修复蛋白 RAD23：DNA repair protein RAD23）、Bra002004

（AMS）、Bra009254（花粉壁蛋白 B4：Pollen coat protein B4）、Bra027246（ATA20）这 4 个基因满

足所有条件，为与育性恢复最密切相关的基因。 
 

表 6  部分差异表达基因实时荧光定量 PCR 验证 

Table 6  Real-time qPCR validation of the different expression genes 

差异表达基因的相对表达量 Relative expression levels of differentially expressed genes 
基因 
Genes 不育系  

Male sterile lines 
保持系 
Maintainer lines 

恢复系 
Restorer lines 

F1 
F2 中可育株 
F2-F 

F2 中不育株 
F2-S 

Bra002004 1.68 c 5.22 a 5.43 a 3.49 b 2.02 c 1.00 cd 
Bra002401 1.50 d 3.70 a 2.64 b 2.67 b 2.02 c 1.00 e 
Bra008648 1.18 de 1.29 d 9.78 a 2.96 b 2.61 c 1.00 e 
Bra009254 1.66 d 16.41 b 44.04 a 11.70 c 14.47 bc 1.00 d 
Bra012815 1.17 b 1.44 a 0.34 e 0.51 d 0.491 d 1.00 c 
Bra015480 1.29 c 4.58 a 2.95 b 2.67 b 1.71 c 1.00 c 
Bra016531 0.86 d 2.87 a 1.54 c 1.58 c 1.44 b 1.00 e 
Bra020880 1.61 d 4.48 a 3.61 b 2.89 c 2.21 d 1.00 e 
Bra021710 1.33 cd 3.95 a 2.67 b 2.48 b 1.41 c 1.00 d 
Bra027246 1.82 d 20.55 a 15.85 b 8.03 c 8.84 c 1.00 d 

Bra028691 1.65 d 7.80 b 22.82 a 6.42 c 5.91 c 1.00 d 

Bra032610 1.25 b 2.71 a 0.69 d 0.78 d 0.42 e 1.00 c 
Bra032631 1.01 d 3.54 a 1.26 bc 1.39 b 1.14 cd 1.00 d 
Bra035604 1.28 e 3.84 a 2.63 b 1.56 d 1.75 c 1.00 f 
Bra036646 0.89 d 3.71 a 1.84 b 1.65 bc 1.26 bcd 1.00 cd 
Bra038691 1.55 d 4.84 a 2.61 c 4.12 b 3.57 c 1.00 d 

注：基因的表达水平为 3 次重复的平均值，a、b、c 等小写字母代表 P < 0.05 的差异性显著水平。 

Note：The values indicate means of three biological replicates ± SD，a，b，c，d represent significant differences determined at P < 0.05. 

3  讨论 

研究表明，CMS 系统几乎都是线粒体基因组中存在的特定的、“多余”的有害基因表达的结果

（吴豪 等，2007）。对于恢复基因的作用机理，有两类推测：一是恢复基因抑制线粒体基因组特定

CMS 基因的表达；另一类是恢复基因补偿或纠正 CMS 线粒体某个必需基因的功能缺陷。目前研究

结果几乎都支持第一类机制。本研究中通过高通量测序分析，在不育池和育性恢复池之间检测到的

差异表达基因 84.39%都是下调表达基因，该结果支持了前人的第一类推测。研究表明植物雄性不育

基因在表达过程中，包括一系列的物质和能量代谢，涉及各种复杂的生化反应（孙日飞 等，2000）。

本研究所取样品为孢原细胞分化期到小孢子单核期，受不育基因和核基因的共同影响，该时期为育

性变换的关键时期，生化反应更加剧烈，而生化反应对应的基因的表达必然也会大量上调表达。即

与正常育性株相比，不育系中与花粉败育产生相关的基因大量上调表达。当不育系中引入核恢复基

因后，核育性恢复基因调控细胞质中的不育因子，不育因子被抑制，由不育因子诱导的一系列上调

表达的基因恢复正常表达，因此与不育系相比恢复系下调表达基因的数量远远多于上调表达基因。 

在本研究获得的差异表达基因中，虽然下调表达基因总数远远多于上调表达基因，但经过统计

发现，在高丰度差异表达的基因中，上调表达基因数量要远远大于下调表达的基因。通过基因注释，

发现这些基因多为花粉发育过程中的关键基因，这些基因一旦发生突变，就会导致雄性不育。如 AMS

（Xu et al.，2010； Ma et al.，2012）、MS1（Takuya et al.，2007；Yang et al.，2007）、AtMYB103

（Zhang et al.，2007；Zhu et al.，2010）、MS2（Zhang et al.，2005）、CYP703A2（Marc et al.，2007）

及 ACOS5（Clarice et al.，2009）等。其中转录因子 AMS、ATA20、MS1、MYB、bHLH、MS2、
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LTP、AAT、CAT、ABC 转运蛋白等均是花药发育调控网络中的成员（Takuya et al.，2007；Yang et al.，

2007；Zhang et al.，2007，2010；Zhu et al.，2010；Ma et al.，2012），AMS 和 MS1 可能是核心并起

着关键作用（Xu et al.，2010；Wan et al.，2012）。因此本研究认为这些高丰度上调表达的基因在不

育株中受到 orf224 的抑制，表达水平远远低于可育株，恢复基因抑制 orf224 的表达后，这些花粉发

育的关键基因则恢复到正常表达水平，表现为上调表达。因此这些差异表达基因的数量在整个差异

表达基因中所占的比例虽然不大，但可能对育性的产生和恢复起到了重要的作用。因此本研究在进

行 real-time qPCR 验证时，选择以该类差异表达基因为主。 

Real-time qPCR 验证中保持系的表达与其它所有材料不同。研究表明，线粒体可以通过反向调

控核基因的表达介导育性的改变（杨景华和张明方，2007）。因此推测本研究中该现象是保持系 N

型细胞质中线粒体基因差异表达的表现。保持系的核基因虽然与不育系相同，恢复基因均为纯合的

rfprfp，但两者的细胞质不同，不育系比保持系多了一个开放的阅读框 ORFs。保持系中所有基因的

上调表达，可能正是由于正常细胞质与不育细胞核的调控模式，不同于带有不育因子的细胞质与带

有恢复基因的细胞核之间的调控模式造成的。 

Pol CMS 是核质互作的结果，由线粒体、叶绿体、核质 3 个遗传系统共同影响（张海艳 等，2004）。

以往的研究，大多是利用 cDNA–AFLP 技术分析保持系与不育系之间的差异表达（马小定，2007；

马勇 等，2009；吴智明 等，2009）。然而，由于大多数细胞质不育材料是通过远缘杂交或体细胞杂

交而来的异源胞质，采用不育系及其保持系进行比较研究，获得的差异表达往往会分离到细胞质雄

性不育“假基因”（杨景华和张明方，2007），如果利用恢复系则完全可以克服这个缺点。本研究第

一次利用数字基因表达谱，选用恢复系与不育系的 F2 代分离群体，在大白菜全基因组范围内分析了

不育系育性恢复后的差异基因的表达。结果表明 pol CMS 的线粒体不育基因 orf224 的表达被核恢复

基因 Rfp 抑制后，不育系中受 orf224 表达产物毒害而应激上调表达的基因可以被恢复基因下调表达，

而一些受 orf224 表达产物抑制低表达的关键基因则恢复原来的表达水平，表现为上调表达。在育性

恢复过程中，涉及大量与物质、能量代谢、核酸修复与降解相关的基因参与，以满足花粉发育对物

质和能量的需求。通过 real-time qPCR 验证鉴定了 4 个与育性恢复密切相关的差异表达基因，如果

进一步克隆出这些基因，并对这些基因分别从 DNA、RNA 水平以及时空表达进行研究，可以明确

这些基因在 pol CMS 花粉发育过程中的具体作用，对进一步了解花药发育过程，揭示雄性不育机理

具有重要的理论指导意义。 
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