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大麻性别的分子标记

摘 要

  1雌雄异株植物大麻的性别一方面受遗传物质控制，另一方面受环境因子的调控，因此
大麻是研究高等植物性别表达与环境相互关系的好材料。为了筛选大麻的全雌 (all-

gynoecious)和全雄(all-androecious)品系，建立深入研究性别表达与环境相互关系的实
验体系，需要获得与大麻性别连锁的标记物.}本研究利用随机扩增多态性DNA (Random
Amplified Polymorphic DNA. RAPD)技术对不同性别大麻的基因组DNA进行了分析，
以期获得与大麻性别连锁的分子标记。

等量混合分别组成雄性或雌性DNA池
户。株雄It大麻或1。株雌性大麻的单个DNA样品
(DNA pool或bulked DNA)，以提供具有相同遗传

背景的雌、雄性DNA样品。30个随机引物分别用至少三个不同的循环程序进行PCR扩

增，结果在三个不同的扩增条件 (循环程序)下，分别得到三个与性别连锁的分子标记。

其中，用引物S151扩增得到一条约400 by的雄性特异片段，用引物5101扩增得到一条

约700 by的雌性特异片段，用引物5401扩增 约2.5 kb的雄性特异片段。对约
kb的雄性特异片段进行了克隆和序列分析 序列分析结果表明该片段属非编码序列2.5M
该特异性片段作探针进行的Southern Blot分析结果表明雌、雄性的杂交信号有量的区别.

没有质的区别，这一结果与该片段含有重复序列有关。为了将 RAPD标记转化为重复性

和特异性更好的SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)标记，根据序列分析
结果，分别合成了20碱基和22碱基的特异性引物，用该特异性引物进行PCR扩增，结

果雄株有一条 SCAR标记，而雌株没有。大麻雄性的SCAR标记可用于筛选全雌品系，

也可用于研究大麻的种系发生.
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Sex-linked DNA markers in the dioecious species Cannabis sativa L.
                                                Abstract

    The dioecious plant hemp (Cannabis sativa L.) is an excellent material for investigating the

enviromental regulation of sex expression, as its sex expression was controlled by genetic

materials and regulated by enviromental factors. Sex-linked markers are needed for screening all-
gynoecious or all-androecious hemp lines, which can be used for developing experimental

systems to study the sex expression and regulation in hemp.  In this paper the Radom Amplified

Polymorphic DNA (RAPD) technique was employed with the objective of finding markers
linked to sex determination in hemp.  Ten male individual DNA samples or ten female

individual DNA samples were prepared and contributed to two bulks of DNA: one was male
DNA pool and another female DNA pool, with the intention of providing a common genetic

background for each pool and leaving the sex-linked materials as the primary difference between

the two pools.  A total of 30 10-mer primers was tested under at least three different PCR

cycling procedures. Three sex-linked RAPD markers were identified under three different PCR

cycling procedures: the first one is about 400 by male-associated fragment generated with 5151

primer; the second one about 700 by female-associated fragment generated with S 101 primer; the

third one about 2.5 kb male-associated fragment generated with 5401 primer.  The male-

associated fragment about 2.5 kb was cloned and sequenced.  Southern Blot analysis with the

cloned fragment as a probe against genomic DNA or restriction fragments from male and female

plants revealed that a high background signal in both sexes was produced, as was consistent with

the presence of repetitive DNA sequences.  In order to convert the RAPD marker into SCAR

(Sequence Characterized Amplified Regions) marker, one 20-mer and another 22-mer specific
primers were constructed and used for PCR amplifing.  The male-linked dominant SCAR

marker was obtained, which would favor the screening all-gynoecious hemp lines.
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  第一部分 文献综述

高等植物性别的研究现状

    研究植物性别具有重要的理论和实际意义。理论上，性别研究是植物成花生理学、繁

殖生理学和发育生理学的重要组成部分。此外，性别进化是研究植物系统进化的重要线索

和依据，研究植物性别必将为研究植物的系统进化提供必要的资料和依据。在实践上，许
多农作物和经济林木的产量均与植物的性别性状有着密切的关系，植物性别的研究成果可

用于植物性别控制，开发新的雄性不育技术，用于杂交制种。也可以用于植物性别的早期

鉴定，这对于以采收果实为主要目的或者雌雄性别的经济性状相差很远的植物来说，很有

意义。例如阿月浑子，琳猴桃，杜仲等的早期性别鉴定。此外，植物性别的早期鉴定在环

境绿化方面也有特殊的意义。例如，用作行道树的杨树和银杏等的早期性别鉴定。

    近年来，随着细胞生物学和分子生物学技术的迅速发展，对植物性别的研究已从形

态学和细胞学水平深入到分子水平，使这一领域的工作取得长足进步。现就植物性别的基

本类型、性别决定过程、植物性别的进化、植物性别的遗传决定、植物性别的环境调控及

植物性别研究的分子生物学进展等方面作一扼要综述。

1.植物性别的基本类型、性别决定过程及植物性别的进化

1.1植物性别的基本类型
    被子植物的生殖器官是花，典型的花包括花夸、花瓣、雄蕊和雌蕊四个组成部分，

由于不同种类植物花的着生情况和花的组成不同，因而植物界表现出形形色色的性别特

征。综合起来，可分为雌雄同花(两性花)和雌雄异花 (单性花)两大类。自然界中，

有72%(约120000种)的植物的花为两性花，既有雄蕊也有雌蕊，约10%左右植物的花

是单性花〔转引自Dellaporta and Calderon-Urrea, 1993)，仅具有雄蕊或仅具有雌蕊一种性
器官，这类植物分布在70个科中，是从两性花植物进化而来的(Grant et al., 1994)。目前
所知的植物性别类型主要包括下列九种:

    l两性花植物(hermaphrodite):在同一花中具有雄蕊和雌蕊。
    2.雌雄同株植物(monoecious):在同一植物体上具有雄花和雌花。
    3.雄花、两性花同株植物(andromonoecious):在同一植物体上具有雄花和两性花。

    4.雌花、两性花同株植物(gynomonoecious):在同一植物体上具有雌花和两性花。

    5.杂性植物或雄花、雌花、两性花同株植物(polygamous):在同一植物体上具有雄
花、雌花和两性花口

    6.雌雄异株植物 ((dioecious):雌花和雄花分别在不同的植物体上。
    7.雄花、两性花异株植物(androdioecious):雄花、两性花分别在不同的植物体上。

  8.雌花、两性花异株植物(gynodioecious):雌花、两性花分别在不同的植物体上。
    9，雄花、雌花、两性花异株植物 (trioecious ):雄花、雌花、两性花分别在不同的植

株上.

    有的植物性别类型比较复杂，如瓜类一般是雌雄异花同株，但也有全雌性、全雄性、

雌花和两性花、雄花和两性花以及雄花、雌花和两性花同株的类型(黄学林等，1995).
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1.2 植物性别决定过程
    单性花植物产生不完全花的过程有多种模式，有一些种类如芦笋 (Asparagus

ofcinalis)、女篓菜(Melandrium album=Silene latifolia)、黄瓜(Cucumis sativus)、玉米
(Zea mat's L)等植物的花，在分化和发育过程中都经历了无性期，双性期和单性期，花
发育早期阶段是雌雄同体花，发育到某一阶段时，其中一个性器官停止发育或选择性败育，

只有雄蕊或者雌蕊发育成熟而成为单性花，从而决定了花 (或植株)的性别。除了不同植

物种类性别决定时期不同外，同一种类植物不同性别花的性别决定时期也不同。如芦笋

(Asparagus ofcinalis)雌花中的雌雄蕊发育到减数分裂开始时，花药发育受阻随后解体
(Bracale et al., 1991)，而雄花中的心皮发育受阻发生在减数分裂之后(Galli et al., 1993),
并且心皮不解体(Lazarte and Palsen 1979; Caporali et al., 1994)。女篓菜(Melandrium
album)雌花发育早期虽产生花药原基，但雄蕊不能进一步发育，而雄花中的心皮原基在
突起后发育即受阻(Ye et al.. 1991),

营养分生组织
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图1 典型雌雄同株和雌雄异株植物单性花建立的发育时期

(引自Dellaporta and Calderon-Urrea, 1993。略有改动)

    大麻(Mohan Ram and Nath, 1964)、菠菜(Sherry, 1993)、一年生山靛(Durand and

Durand, 1991)和阿月浑子(Wannan and Quinn, 1991)等植物的花发育具有另外一种模式，
花发育过程中不经历双性期，花分生组织只产生一种性器官原基，故只有雄蕊或只有心皮

发育。此外，这类植物的花瓣退化或缺失(Grant et al., 1994)。用外源激素处理能逆转前

三种植物的性别(Hesiop-Harrison,1957; Chailakhyan,1979).说明这类植物的花分生组织
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中仍然具有双性潜势，它们的性别决定可能在花序分化之前或花序分化启动时发生。图 1

列举了一些典型雌雄同株和雌雄异株植物单性花建立的发育时期。

1.3 植物性别类型的进化
    植物性别类型的进化，也是植物性别研究的重要内容之一，一般认为植物是从两性

花祖先进化来的。Charlesworth ( 1991)提出单性花产生的过程可能至少需要两个独立的

事件:第一步是由于群体内雄性不育突变形成雌性两性异体群体，第二步是两性花植株中
单一突变导致雌性不育，或者雌性育性逐渐丧失，最后形成功能性雌雄异株 (见图2)0

    支持雌雄异株植物的祖先来自雌性两性花异株植物的证据是:在两性花不稳定的雌

性两性花异株的植物种群中，两性花逐渐转化为功能性的雄花是一个普遍现象 (转弓}自

Dellaporta and Calderon-Urrea, 1993)，且雌花的雄性不育受核因子控制(Lloyd, 1974);虽
然有稳定存在的雌性两性花异株植物群体，但其雌花的雄性不育性属细胞质遗传 (Ross,
1978)口

    至于雄性两性异体途径 (即先产生雌性不育)则很少见，因为在部分自花授粉种类

中，异花花粉传到子房的机会较少，所以可以推测，产生雌性不育的突变，更不易固定下

来。这意味着在遗传上雌性功能比雄性功能更有价值。

    但是，也有几个雌雄异株植物的祖先似乎来自雌雄同株植物(Cronquist, 1988).

雌性两性群体 雌雄异株群体

刃
0
士

雌性育性频率降低

雌性不育

一卜

功能性雌雄异株

                                    雄性两性群体

            图2 植物性别类型进化的主要途径 (引自Charlesworth, 1991)

    植物性别类型的进化也涉及到性染色体的出现和进化。许多雌雄异株植物具有性染色

体。由于雌雄异株性状独立于分类单位而在属于不同分类单位的许多种植物中形成，因此，

比起哺乳动物和昆虫的性染色体来，植物的性染色体在进化上出现较晚 (Mayer and
Charlesworth, 1992). $IJ如，麦瓶草Y染色体主要由常染色质组成 (Grant et al., 1994 )。性

染色体的进化理论认为，X. Y染色体起源于同源染色体祖先，一旦性别决定基因形成，

性染色体之间的交换便降低，以阻止不同性别决定因子间的重组，反过来导致Y染色体

的功能在进化中慢慢丧失，最后达到剂量补偿(dosage compensation) (Charlesworth,
1996)。尽管有证据表明，酸模属的一些植物Y染色体异染色质化(Rejon，1994)，另有
几种植物的YY型合子不能存活(Ye et al., 1990)，但一般而言，植物Y染色体的进化尚

未达到上述最后两个阶段.
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    同型和异型性染色体的形成是性染色体进化的两个不同阶段。同型性染色体代表着性

染色体进化过程中的中间形式，异型性染色体代表着性染色体进化过程中的较高级形式。
原性染色体来自一对同源染色体，其中原 X染色体带有隐性的雄性不育和雌性可育连锁

基因，原Y染色体带有显性的雄性可育和雌性抑制连锁因子(Charlesworth, 1991)。雌性
和雄性决定因子间的重组受到抑制以稳定群体的两性异株性状，从而导致同型性染色体的

形成。其中，雄性为异配型(XY)，雌性为同配型(XX)o芦笋的性染色体属于同型性染

色体，其YY型合子可以存活。如果与性别连锁的等位基因对于不同性别个体的适应性有
相反的影响，那么性染色体之间的重组在进化中会受到进一步的限制以克服不利于适应的

伴性遗传。性染色体间的重组降低会导致与性别决定因子连锁的有害基因在Y染色体上

积累，最终导致Y染色体的退化，从而形成异型性染色体。而X染色体上的有害突变将

由于X与X染色体间的重组而被淘汰。麦瓶草的性染色体属于异型性染色体，其YY型

合子不能存活(Dellaporta and Calderon-Urrea, 1993 ).

    Janousek et al. (1996)用去甲基化试剂5-氮胞昔处理麦瓶草种子，诱导雄性产生了可
遗传的雄性、两性花同株个体，但该性状的遗传表现出单亲遗传，即具有该性状的个体作

为父本与野生型的母本进行杂交时该性状可遗传给后代，而作为母本时则不可遗传。

Janousek et al. (1998 )的进一步研究指出上述遗传现象是由于母本不能将Y染色体传递给
后代，即Y型胚囊不能存活。因此，推测麦瓶草的胚囊形成需要X染色体，或者发育中

的胚乳需要X和Y染色体的平衡。这些研究表明，Y染色体上缺乏X染色体上的一些必

要的基因。Guttman and Charlesworth (1998 )首次鉴定到位于X染色体上的基因及该基因
在Y染色体上的类似物，在分子水平上为性染色体的进化提供了证据。

2.植物性别的遗传决定

    植物性别表现类型和单性花形成过程的多样性，反映了植物性别决定遗传基础的多

样性。植物种类不同，性别决定的遗传控制方式有很大差别。

2.1雌雄异株植物性别决定机制
    绝大多数动物是雌雄异体，而植物中只有4%左右的被子植物是雌雄异体(Hormaza et

a., 1994)。本世纪初，人们在直翅目昆虫中发现性染色体后，就确定了性染色体决定性
别的学说。二十年代人们也在许多雌雄异株植物中发现性染色体，现在已经发现有性染色

体的植物有25科70多种(冯昌全，1994)，根据对植物性别特征和性染色体的分析，性
染色体决定雌雄异株植物性别的方式主要有两类系统 (见表!)。

    一类是活性Y染色体作用系统，具有这类作用系统的植物如石竹科的麦瓶草〔Silence

album),葫芦科的红瓜(Coccinia indica)，百合科的芦笋(Asparagus officinalis)，五娅果

科的番木瓜(Carica papaya)及葡萄科的葡萄属( irtis spp)，通常雄性具有异配型性染色
体(XY),雌性具有同配型性染色体(XX) (Bracale et al., 1991; Grant et al., 1994)。由Y
染色体在性别决定中起主要作用。这种情形与哺乳动物一致。X染色体是雌雄性都需要的。

在麦瓶草中，Y染色体上有显性雄性因子和雌性抑制因子(Van Nigtevecht, 1966)，一个Y
染色体可以抑制3个X染色体的作甩，但是更多的X拷贝则可克服Y染色体的雄性效应。
目前已获得麦瓶草两性同体和无性别突变体，以它们的cDNA克隆分析麦瓶草XIY染色

体系统，已经证实在两性同体和无性别突变体的性染色体上缺失了带有性别决定基因的区
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域(Grant et al.. 1994). Janousek et al. (1996)用去甲基化试剂5-氮胞普处理麦瓶草种子，
诱导雄性产生了可遗传的雄性、两性花同株个体，但对雌性无影响，表明麦瓶草雄性对雌

性的抑制作用依赖于特殊DNA序列的甲基化。
    另一类性别决定系统是雌性染色体与常染色体平衡系统，具有这类性别决定系统的

植物与果蝇(Drosophila)和线虫 (Caenorhabditis elejans)一样，由X染色体与常染色体

比值决定性别(Hodgkin, 1990)，如多倍体酸模草(Rumex acetatus ), X/常染色体比为1.0或
更高时是雌性，Xl常染色体比为 。.5或更低时是雄性，w常染色体比为 。.5-1.0是雌雄间

体或雌雄同体 ((Parker and Clark, 1991)。这种植物的正常小抱子母细胞减数分裂时需要Y

染色体，但与麦瓶草不同，酸模的Y染色体并不抑制雌蕊的发育。其它植物如啤酒花

(Humulus Iupulus)、律草(Humulus .Iaponicus)和大麻(Cannabis saliva)也有与酸模相
似的性别决定系统(Parker and Clark, 1991) o
    除上述两种机制外，还发现类似鸟类性别遗传的异配雌性类型(Grant et al., 1994),

如草萄(Fragaria elateria)和白豆杉(Pseudotaxus chienii)雄性具有同形染色体 (ZZ),
雌性具异形染色体 (WZ)e

表 1 具有性染色体植物的性别决定机制(引自Grant et al., 1994，略有改动)
植物种类 雄性 雌性 性别决宁机制

大麻科 — 一

X

X

X

X

xy

xY

    啤酒花(Humulus lupulus)
    律草(Humulus japonicus )
    大麻 (Cannabis saliva)

石竹科

    麦瓶草(Silene latifolia)
葫芦科
    红瓜 (Cocainia indica)

要科

    酸模(Rumex acetosa )
          (Rumex hastatulus )

XY

XYlY2

XY

X一常染色体

X一常染色体
X一常染色体

活性Y

活性Y

XYlY2

XY

XYlY2

X一常染色体

X一常染色体
X一常染色体

蔷薇科

    草梅(Fragaria elateria)      ZZ           WZ 异配雌性
裸子植物
    白豆杉 (Pseudotaxusehienii)   ZZ           WZ 异配雌性

五梗果科 (亚纲)
    番木瓜(Caricapapaya)         XY           XX 活性Y

百合科

    芦笋(Asparagus officinalis)  YY XY        XX 活性Y
石竹科

    Silene otides                 XY        XX 活性Y
葡萄科

一一壑 X (Ytis$pp.兰 YY,XY     XX           ii&iit Y
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    值得注意的是，尽管在遗传表型上，植物与动物有相似的遗传规律，然而它们的性

别决定可能有较大差别，例如，果蝇和线虫都是由X染色体与常染色体比值决定个体的
性别，然而它们有各自不同的性别决定机制 (Hod沙in, 1990)0

    自然界中有一些雌雄异株植物未发现有异形染色体，对这类植物性别决定机理的研

究发现，有些种类是由多个位点控制(表2)，在野生型喷瓜 (Ecballium elaterium)中，

由a位点的3个等位基因决定性别，雄性等位基因对雌雄同株等位基因是显性，雌雄同株

等位基因对雌花是显性，菠菜也是类似的遗传方式 〔Grant et al., 1994)。而山靛植株的性
别则取决于三个基因位点，即A, B1, B2的等位基因，具有显性A和一个或者两个 B
位点的植株是雄性，而具有显性A和两个隐性b位点、或者具有隐性a和一个或两个显

性B位点植株为雌性 (Durand and Durand, 1991; Louis, 1989; Louis and Durand, 1978)。至

于银杏(Gin枷 biloba )是否有性染色体尚有争议，Lee (1954)发现银杏雌株有4条具
随体染色体，雄株只有三条，可能该物种的性别决定与具随体染色体数目不同有关。

表2 与性染色体无关的植物性别决定的遗传位点〔Grant et al., 1994)
雌雄异株植物

性别决定机制 植物种类 性别决定位点的等位基因
雄株 雌雄同株 雌株

单一位点

葫芦科:喷瓜 (Ecballium elaterium )

黎科:菠菜(Spinacla oleracea )

人十 ala

X'0                      XIX

A

Y

多基因位点

氏
帐
生

大戟科:山靛(Mercurialis annua   A, B1,
                                    A, 131,

                                    a, BI,

雌雄同株植物

It别决定机制 植物种类 影响性别决定的基因位点
雄性化 雌雄同株 雌性化

多基因位点

葫芦科:黄瓜
禾本科:玉米

(Cucumis sativis )

(Zea mays )
    a        m, m-2, Tr 刃gy, InF

d1, d2, d3, d5,           tsl, ts2, ts4,
D8, D9, sk, and           TsS,乃‘

2.2雌雄同株异花植物的性别决定机制
    在雌雄同株异花植物中，由于在一株植物上产生两种不同性别的花，因而必须有调

节在何处和在何时产生雄花或雌花的基因，以及确定产生单性花的基因。这类植物中，很

多种类的初期花芽都具有两性器官，在性别决定过程中，其中一个性器官的发育受到抑制

或退化，最后发育成单性花。对黄瓜性别表达的遗传学分析，证明黄瓜植株的性别受多个

位点控制，并己鉴定出影响黄瓜性别表达的七个不连锁基因位点 (表2,3)。其中m、m-

2和 Tr调节雄花和雌花着生的位置和时间，而显性F  (Female)是控制雌花产生的主

要基因位点，F位点还受到gy  (gynodioecious)和雌性增强子InF (Intens沙;)的修饰，a
(androdioecious)位点则在F为纯合隐性时控制雄花产生(Malepszy and Niemirowicz-
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Szczytt,1991)。

表3 控制黄瓜性别的基因

基因 别 名 特

Acr, acrF. D. st

a

r
r

Fy

In-F

M

g

F

a、g

m-2       h

雄性((androdioecious )。如果F为隐性时主要确定雄花产生。
雌性 〔Female)。雌性高度表达，与a基因和M基因互作 ，
强烈地被环境条件和基因背景所修饰。

全雌(gynodioecious).高度雌性表达的隐性基因。
雌性表达增强子 (Intensifier)。增强F基因植株的雌性表达。
雄花、两性花同株 (andromonoecious )。植株基因型为nt/m.

f/f表现雄花、两性花同株;M/M, f/f表现雌雄同株;FM,
F/F为全雌花:m/m, F/F为完全花。
雄花两性花同株基因一2 (andromonoecious-2 )。双性花具有正
常子房。

三性花同株 (Trimonoecious)。在植物发育中产生一系列雄花、
双性花和雌花，双性花有雄花改变来的半下位子房。

    玉米(Zea mays L.)是研究雌雄同株异花植物性别决定的另一个优良模式植物，有
关性别决定的遗传学和分子生物学研究都比较深入。玉米的顶部和腋部花序发端时都具有

两性花原基，在花发育过程中，顶端花序逐渐发育为带雄蕊的雄花序，腋花序则发育成带

柱头的雌花序即果穗，性别决定过程包含了己形成的性器官细胞死亡以及花序中第二性特

征的变化过程。在果穗中，每个小穗第一小花的雄蕊和整个第二小花原基退化，第一小花

的雌蕊继续发育到成熟;在雄穗中，每个小穗的两个小花均保持功能，在雄蕊发育到性成

熟的过程中，雌蕊原基退化(Cheng et al. 1983; Dellaporta and Calderon-Urea, 1993)。在玉
米中已发现由单基因决定的遗传变异不下1000个，有30多个突变位点与繁殖器官的形态

结构改变有关 〔宋同明，1989)，证明玉米花序的性别由多个不连锁的位点控制 (表2，表
4).

    在玉米雄穗结实突变体(tasselseed,  is)中，己鉴定出tsl, ts2, Ts3, ts4, Ts5和 Ts6

基因位点对雄穗产生雄花有功能(Dellaporta and Calderon-Urrea, 1993), is]和is2两个
位点调节雄穗中产生雄花或雌花，它们的突变并不影响营养体的发育，而专门影响正常的

性别决定过程，使雄穗小花中的心皮退化受阻，并使雄蕊退化，推测这些基因是控制雄性

或雌性器官退化的开关(Grant et al., 1994). isl和。2突变也影响小穗的第二性征，例

如，引起雄穗小穗基部无柄，颖片较短，薄而半透明，不象野生型植株的雄穗那样，颖片
和包叶发育成为能进行光合作用、表面有表皮毛的器官，突变体雄穗中的雌花象果穗中的

一样没有任何包被。虽然小穗雌性化 但仍保留了野生型雄穗的分枝及两个小花都发育的

特征。rs2突变对果穗也有一定的影响，野生型玉米果穗中，每个小穗第二小花败育，仅

留一个可孕小花受精，但:s2突变体果穗中第二小花常发育到成熟，导致受精后每个小穗

有双籽(Dell叩orta and Calderon-Urea, 1993)。其他很多影响果穗花发育的玉米突变体，
并不象tsl和ts2突变体那样特别地改变花原基性别的命运〔Irish and Nelson, 1989; Veit et
al., 1993). ts4和Ts‘突变导致不规则的花组织增生、花器官原基畸变以及在正常情况下

退化的性器官在雄穗和果穗中发育，这两个基因的作用可能是间接的(Dellaporta and
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Calderon-Urrea, 1993). Ts，是一影响性别决定过程的显性突变，其突变体的雄穗由基部

到顶部，表现出由雌花到雄花发育的梯度，这种突变特别地影响了雌蕊的选择性败退，可

能其在性别决定中的某一个重要步骤起决定作用(Irish and Nelson,1989: Dellaporta and
Calderon-Urrea.,  1993).

表4 影响玉米性别决定的突变体及控制基因

突变体
雌性化

基因 雄穗表现型 果穗表现型

tasselseed l,tasselseed2

Tasselseed3,tasselseed4

tsl, ts2

TO, ts4

Tasselseed5

Tasselseed6

    所有小花雌性化
小花不规则增生，雌性化，

      雄穗体积减少
几乎不正常，基部的一些
小花为完整花或雌性小花
小花不规则增生，雌性化，

      雄穗体积减少

不规则双行小花发育
小花不规则增生，偶
    亦产生分枝
        正常

小花不规则增生，偶
    亦产生分枝

︸j

︸b

Ts

Ts

雄性化

dwarfl, dwarf2, dwarf3
  dwarf5, Anther ear 1

果穗产生双性花和雄
        花

silkless 果穗不长花丝
Dwarf8, Dwarf9

dl, d2, d3， 雄穗分枝少，株矮，对GA
D5, An l 敏感

    sk 雄花发育不完全
  D8, D9 显性矮生，类似于dl，但

一一一一一一一一一一一一一一一一 _.

    从赤霉素(GA)亏缺的玉米矮生突变体(dwa叮)中，鉴定出影响果穗中雌花发育的
基因，包括dl, dl, d3, d5，这些突变体对外源GA敏感，基因的突变导致果穗中产生雄
花或雌雄同花，而雄穗是正常的，由此认为GA参与调节雄蕊败退、雌性发育的过程，而
且可能是玉米性别决定的原初信号(Irish and Nelson, 1989; 1994)，而显性突变体D8和D9
植株的GA含量正常，而且不对外源GA发生反应(Harberd, 1989; Winkler, 1995; Fujioka,
1988; Reid, 1994)，推侧该突变可能干扰了GA信号的接收。此外，影响玉米雌花发育的
基因sk  (silkless)也与激素代谢无关 (转引自Grant et al. 1994),

    对Ts和dwarf双突变体研究表明，这两种突变具有加和效应((Irish, 1994)，即在果
穗中产生雌雄同花和雄穗中产生雌花，说明在性别决定过程中，Ts控制的途径和GA控制
的途径是独立(Dellaporta and Calderon-Urrea, 1993)。目前己克隆出Ts2基因〔Delong et al.,
1993),它被认为是第一个被克隆到的性别决定基因(Grant et al., 1994)，原位杂交分析
表明，在玉米雄花序的小花中心皮退化前的短期内，Ts2 mRNA水平在心皮原基中最高，
在其它几轮花器官中的表达较低，序列分析证明Ts2序列与乙醉脱氢酶家族有同源性
  (belong et al., 1993),这些酶具有同样的修饰轻基环结构(如GA和幽醇类)的酶活性，
雌性化激素可改变它们的功能(Grant et al., 1994).

2.3雌雄同花植物的性别决定与同源异型基因
    典型的两性花的结构由外而内可分为四轮:第一轮是花曹，第二轮是花瓣，第三轮是

雄蕊，第四轮是雌蕊或心皮。两性花发育早期，花分生组织分成几个同心圆或花轮，分别
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发育相应的花器官。根据对模式植物拟南芥(Arahidopsis thaliana)和金鱼草(Antirrhinum
majus)同源异型突变体的研究，Coen and Meyerowiz  (1991)提出控制花器官特异性的
ABC模型(图3)，认为两性花每一轮花器官的特异性，是由不同组合的同源异型基因(另

见本综述的4.1部分)在花分生组织中特异表达的结果。ABC模型的要点:丈功 花分生组

织由外而内简化为4轮:1, 2, 3, 4轮;(2)同源基因分为A, B, C三组，A组基因在

l, 2轮特异表达，B组基因在2, 3轮特异表达，C组基因在3, 4轮特异表达:(3)花器

官原基的命运由各组同源异型基因在相应的各轮花分生组织中特异表达所决定，A组基因

单独表达形成粤片原基，A, B组基因共同表达形成花瓣原基，B, C组基因共同表达形

成雄蕊原基，C组基因单独表达形成雌蕊原基。

    A 十争 C }
  1      2        3         4

Sepals          Petals  Stamens    Capels
图3 控制花器官特异性的ABC模型

    拟南芥AG基因(AGAMOVS)属于C组基因，在花的内两轮中特异表达，该基因发

生突变将导致花不产生性器官(Yanofsky et al., 1990)，由于C组基因与A组基因相互拮
抗，即A组基因抑制C组基因在l, 2轮的表达，即C组基因抑制A组基因在3, 4轮的

表达，故ag突变体的表型是在雄蕊着生的位置长出花瓣，在心皮着生的位置长出一朵小
花，形成(P.S.P)n结果的无性花。拟南芥AP3 (APETALA3)和PI (PISTILLATA)基因属
于B组基因。在第二轮 (花瓣》和第三轮〔雄蕊)中特异表达，这两个基因的任意一个

突变，将导致雄蕊转变为心皮而形成全雌花，花瓣也转变为花夸，以致于花形成两轮花粤

包围着一轮或两轮心皮((Jack et al., 1992)。 此外，还在拟南芥中鉴定出在雄蕊和心皮界
线组织中表达的基因FLOI )  < Schultz et al., 1991)或称SUPERMAN (Bowman et al

1992)，它们抑制 AP3和PI在最内轮 (心皮)中表达，所以，它们的突变将导致产生
额外的雄蕊并使心皮缩小或缺失。可见，在拟南芥中，由AG, AP3, PI和 FLOIO
  (SUPERMAN)一起影响生殖器官的性别。

    金鱼草花同源异型基因PLE (PLENA) (Bradley et al., 1993)在基因结构和功能上与

拟南芥的AG基因相同。DEF(DEFICIENS)和GLO(GLOROSA)基因(Coen and Carpenter,
1993; Schwarz-Sommer et al., 1990; 1992)分别与拟南芥的AP3和PI基因具有同源性。在

其它几种亲缘关系较远的植物包括番茄(Pnueli et a1.,1991).矮牵牛(Angenent et al., 1992)
以及具一些单性花植物如玉米 (Schmidt et al., 1943),麦瓶草(Hardenack et al, 1994)和

芦笋(Miller et al. 1995)等都克隆到结构和功能与拟南芥花器官特异基因同源的基因，表
明这类基因可能通过同样的机制在所有被子植物中调节器官发育。

    Grant et al. (1994)认为，开花植物中最基本的性别决定基因就是控制心皮和雄蕊形

成的同源异型基因。Dellaporta and Calderon-Urrea (1993)却认为植物由双性分生组织形
成单性花，是性别决定墓因在同源异型基因下游起作用的结果，或者其作用独立于同源异

型基因。因此，应用现代分子生物学技术探讨性别决定基因作用机制以及性别决定基因与
同源异型基因的关系，已成为当前植物性别研究的重要内容之一。此外，激素信号与性别
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决定基因及花特异基因表达的关系，也是十分有趣而有意义的研究课题。随着研究的不断

深入，植物性别决定机制终将为人们所揭示。

3.植物性别表达的调控

3.1环境条件对性别表达的调控
    环境条件包括光强、日长、温度、水分状况、矿质营养和环境温度等可能会影响植

物性别决定。

    根据Chailakhyan ( 1979)等人的研究，光、温、水、肥及植物激素等影响大麻、黄
瓜、菠菜等植物的性别表达。例如，短日、弱光、低温以及土壤中充足的水分和充足的氮

素供应利于雌性的形成，反之则利于雄性的形成。

    Takeno et al. (1995)发现不定型日中性植物无刺猪毛菜(Salsola komorovii 11 in)在
LD下所有的花都是两性花，SD下全是雌花.日中性((ID)下两性花和雌花都有.如在LD

下培养再转到SD下，则产生两性花。而且，花的性别与营养生长程度没有相关it，这种
植物在不同光周期中形成两性花或雌花的变化是由雄蕊原基的发育与否来决定的，在 SD

条件下，雄花发育受到抑制(Oyamada, 1983),其它很多物种花的性别也是通过雄蕊原基
发育的调节决定的(Dellaporta and Calderon-Urrea, 1993 ).
    二行芥属(Diplotaxis harra)在低光强下是雄性不育的(Evenari and Gutterman, 1966),

黄瓜(Koistra, 1967)、油棕搁(Williams and Thomas, 1970)和兰科的〔:ycnoches母￥，及

Catascum御，.(Gregg,1975)在低光强下形成雌花，Heslop-Harrison (1957)认为光强对
性别表达的影响是通过光合速率控制的。植物性器官发育对温度要求也有明显的差异，太

行花(Taihangia rupestris )雄蕊发育的最适温度范围比雌蕊低〔陆文璨，1996).
    近年来研究及推广应用比较热门的两系法杂交小麦和杂交水稻，其光温敏型雄性不育

系也是性别表达受环境调控的典型例子(张爱民和黄铁城、1998;童哲，1998).

3.2植物激素与性别表达
    植物性别表达通常披认为是由植物激素调节的(Chailakhyan,1979; McArthur and

Freeman, 1982; Durand and Durand, 1984; Chaiilahyan and Khrriain, 1987; Metzger, 1988; Irish
and Nelson, 1989)。早在1925年 Bery就提出，与动物相同，植物体内存在雄性和雌性

特异的植物激素。Chailakhyan于 1937提出植物性激素特异地存在于从营养生长向开花
的转变中，雄株在此转变过程中存在雄性激素，雌株在此转变过程中存在雌性激素，雌雄

同株中两种激素都有。但到目前为止，人们尚未获得影响植物性别分化特有的雄性或雌性
激素。己有大量的资料报道各种植物激素对植物性别表达的影响，但往往缺乏系统和深入

的研究，并且受到使用激素种类、激素剂型、使用方法等因素的影响，使得性别表达中的

激素调节研究更加复杂化，植物雌、雄株或雌、雄蕊内源激素含量，己在黄瓜、玉米、芦
笋、山靛等多种性型植物上进行过研究，发现雌、雄性的性器官或叶片及茎尖有不同的内

源活性物质含量(表5).
    应用外源激素处理可影响菠菜、大麻、葡萄、玉米和芦笋等多种植物的性别表达，引

起一些植物的植株或花发生性逆转 (表 6)。植物性别在外源激素的作用下可以逆转，说
明小花原基具有双性潜势，激素可以调节性别决定基因的表达，改变性别决定的程序;也
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说明了在单性花植株花器官中，同时具有雄蕊和雌蕊发育所需的基因，单性花的出现是由
于相反性别花器官发育所需要的基因表达受到抑制。

表5 植物不同性别植株或性器官内源活性物质含量比较

生长物质种类

生长素

植物种类 检测器官 含盆比较 参考文献

黄瓜 (Cucumis sativus )

芦笋(Asparagus ofcinalis)
茎尖

幼花

雌株》雌雄同株
雄株>雌株

山靛 (Mercurialis annua ) 雌株>雄株

Rudich et al. (1972)

Marziani Longo et al

      (1990)

Harndi et al工1987);

Durand et a1.(1991)

细胞分裂素 山靛 (Mercurialis annua) 反式玉米素仅
存于雌株中，
反式玉米素单
核昔酸仅存于
雄株中

雄株》雌株

雌花序>雄花序
雌雄同株>雄株

Louis et al.(1990)

赤霉素

芦笋(Asparagus ojficinalis )

玉米 (Zea mays )
黄瓜 (Cucumis sativus)

脱落酸 大麻 (Cannabis saliva) 雌株》雄株

Marziani et al. (1990)

    Rood(1980)
  Wang and Zhou

      (1991)

  Galoch (1980)

雌雄同株>雌株
黄瓜 (Cucumis sativus )

花序

幼雄芽分

化期

叶片、花

序

茎端

茎端、叶

片 雌株》雌雄同株

Frielander et al. (1977)
Wang and Zhou (1991);
  Rudich et al. (1972)

乙烯 黄瓜 (Cucumis sativus )
玉米赤霉烯酮 烟草 (Nicotiana tabacum )

              小麦 (Triticum aestivum)
            日本牵牛(尸脚itis nil)
                蓖麻 (Ricinus communis )

多胺

花芽

花器官

花器官

花器官

花器官

雌花芽>雄花芽

雄蕊>雌蕊

雄蕊》雌蕊

雄蕊)雌蕊

雄裘'>雌蕊

    Rudich (1972)

  Fu et al工1995)
赵德刚等 (1996)

赵德刚等 (待发表)

赵德刚等 (待发表)

精胺

腐胺

花旗松(Pseudotsuga menziesii) 性芽

花旗松 (Pseudotsuga meraiesii ) 营养芽

雄性芽>雌性芽

仅含腐胺，不含
精胺

Daoudi et al.(1991)

Dacudi et ai.(l 991)

菌类激素

    攀酮

    雌激素

    雌二醇

    孕酮

    雌激素

    雄激素

百合(Lilium long咖rum)

百合 (Lilium longiorum)

白菜 (Brassica ekinensis )

海瞿粟

玉米 (Zea mays)

海瞿粟

玉米 (Zea mavs )

花器官

花器官

花器官

花器官

花器官

花器官

花签官

雄蕊>雌蕊

雌蕊》雄蕊

雌蕊》雄蕊
雌蕊)雄蕊

雌蕊》雄蕊

雄蕊>雌蕊
雄蕊>雌蕊

杨中汉(1994)

Zhang et al. (1991)

Zhang(1992)
Simons (1989)

Simons(1989)

Simons (1989)
Simons(19891
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    从激素在性别表达中的作用来看，对所有单性花植物没有共同的效应。例如GA在玉
米中起雌性化作用(Hansen et al., 1976)，在菠菜(Chailakhyan, 1979)和芦笋(Lazarte and
Garrison, 1980)中恰恰相反;细胞分裂素 (CTK)引起菠菜和大麻 (Chailakhyan, 1979)
雄性向雌性转变，但对其它种类如黄瓜和玉米则无明显的作用〔转引自Grant et al., 1994).
Chailakhyan (1979)以及 Durand and Durand (1984)认为花分生组织中激素间的比例对
性别的影响，比激素含量更重要。

表6 生长物质对雌雄同株异花植物和雌雄异株植物性别表达的影响
生长物质种类   生A

雌性化

植 物 种 类 参 考 文 献

生长素类

  ( IAA )

雄性化

细胞分裂素 雌性化
(BAP, KT)

J}x
(GA3)

雄性化

雌性化

大麻(Cannabis saliva)
黄瓜(Cucumis sativus )
菠菜(Spinacia oleracea)
山靛 (Mereurialis annua)

啤酒花 〔Humulus Lupulas )
大麻(Cannabis saliva)
山靛(Mercurialis annua )
大麻(Cannabis saliva)
菠菜(Spinacia oleracea)
丝瓜 ((Lufa cylindrica )
葡萄 (Yrtis vinifera)
大麻(Cannabis saliva)
玉米 (Zea mays L )

雄性化

菠菜(Spinacia oleracea)
蓖麻(Ricinus communis)
芫婆 (Coriandrium salivam )

菠菜(Spinacia oleracea)
黄瓜(Cucumis sativus )
大麻(Cannabis saliva)
芦笋 (Asparagus ojficinalis)

  乙烯

(乙烯利)

雌性化 大麻 (Cannabis saliva)
          南瓜 (Cucurbira moschata )

        桑树(Morns nigra)
          笋瓜 (Cucurbita maxima)

        西葫芦(Cucurbira pepo )
          黄瓜 (Cucumis sativus )

机瓜 (Lagenaria leucantha )

        Heslop-Harrison (1956)
          Frankel and Galun (1977)

      Chailakhyan and Khryanin (1978)
          Champault (1969,1973)

          Heslop-Harrison (1963)
            Galoch (1978)
            Durand (1969)

            Chailakhyan (1979)
    Chailakhyan and Khryanin (1978)

          Takahashi et al. (1980)
          Negi and Olmo (1966)

              Galoch (1978)

          Hansen et al. (1976)

    Krishnamoorthy and Talukder (1976)
          曹宗哭等 (1980)

            Shifriss (1961)
          Amruthavalli (1978)

        Chailakhyan (1979)
        Frankel and Galun (1977)

李曙轩等(1979); Wang and Zhou(1991)
    Chailakhyan and Khryanin (1978)
        Lazarto and Garrison (1980)

Mohan Ran et al. (1970,1979); Galoch (1978)
          Splittstoesser(1970)
          Jaiswal et al. (1980)

          Happing et al.(1979)

          Kopecwicz (1972)
  Murray and Miller(1968);李曙轩等
      (1979);Wang and Zhou (1991)

李曙轩等(1979,1981):应振土等(1987)

                雄性化 菠菜(Spinacia oleracea)    #}KW (1980)
    脱落酸 雌性化 菠菜(Spinaciaoleracea) ChailakhyanandKhryanin(1978)
    (ABA) 大麻(Cannabis sativa) ChailakhyanandKhryanin(1978)

                        黄瓜(Cucumis sativus)       Rudich et al. (1974)

-一一一一--一一一一一-一一一一一一一一一一一一一一一一 Friedlander et al. (1977)

      关于高等植物性别表达的激素调控目前有两种假说:一种是双激素平衡假说，另一

种是单激素假说 (Yinn and Quinn, 1992; 1995a; 1995b)。一般而言，细胞分裂素、生长素
和乙烯诱导产生雌花或雌性植株，赤霉素诱导产生雄花或雄性植株，因此，双激素平衡假
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说认为两类激素的相对水平决定高等植物的性别表达。例如较高的GA水平诱导产生雄花

或雄株，较高的CTK水平诱导产生雌花或雌株。Yinn and Quinn(1992; 1995a; 1995b)提
出的单激素假说则认为，植物性别受一种激素(性激素)调控，植物细胞同时具有雄性和

雌性受体，植物内源激素浓度范围和雌雄受体对性激素的不同的敏感程度相互作用共同调
节性别表达。Yinn and Quinn (1995a; 1995b)用野牛草和黄瓜作材料对单激素假说进行了

验证。

4.植物性别研究的分子生物学进展

    植物性别研究的分子生物学进展除了上述在植物性别决定基因等方面的进展外，在花

器官特异基因及在性别的分子标记研究方面取得了更多更快的进展。

4.1花器官特异蛋白及特异基因的研究
    基因表达具有组织特异性。在不同花器官中特异表达的基因和蛋白一直是人们感兴

趣的课题。早期对花器官特异蛋白研究较多，如在郁金香(Baber and Steward, 1968)、日

本牵牛(Kutlunow et al., 1990; Bassett et al., 1988)、烟草(Clarke et al., 1977; Evans et al.,

1988)、大麦(Pedersen et al，1987)、番茄(Sawhney et al., 1985)、百合(Wang et al., 1992),
羡爹草属植物(cenchrus ciliaris) (Gounarys et al., 1991)、芦笋(Caporali, 1994)等多种
植物中发现了各自的花器官特异蛋白质。随着分子生物学方法和技术的发展与应用，花器

官特异基因的研究取得了激动人心的进展。可将花器官特异基因的研究分为两类:花器官

同源异型基因的研究及其它花器官特异基因的研究。

    同源异型基因的克隆和分析始于果蝇(Drosphila melanogaster)的同源异型突变体的
研究，同源异型基因是指突变后将身体的一部分转变为另一部分 (例如，果蝇在生长触角

的部位长出了腿)的基因。植物花器官的同源异型基因可分为两类:分生组织特异性基因

及花器官特异性基因，由这些基因控制顶端分生组织由营养生长向生殖生长的转变以及花
器官的形态建成。但这种分类不是绝对的，其功能有重复之处。

    Sommer et al. (1990)和Yanofsky et al. (1990)分别最先克隆出第一个金鱼草花同源
异型基因DEF及第一个拟南芥花同源异型基因AG。比较这两个基因编码的氨基酸序列发

现，他们与脊椎动物的血清反应因子SRY (Norman et al., 1988)和酵母的由MCMI编码

的PRTE转录因子 (Herskowitz, 1989)有一段共同的高度保守的氨基酸序列，这段高度保

守的序列被称为MADS (MCMI, AGMADUS, DEFICENS, SRF) box，把具有MAIDS box

序列的基因称为MADS box基因。随后，以MADS box为探针，在拟南芥(Ma et al,., 1991),

金鱼草(Schwarz-Sommer et al., 1992; Huijer et al., 1992),矮牵牛(Angenent et al., 1992; 1995;
Kush et al., 1993 )、番茄(Pnueli et al., 1991; 1994)、水稻(Chung et al.; 1993 )、玉米(Fischer
et al., 1995; Schmidt et al., 1993; TheiBen et al., 1995)、麦瓶草(Hardenack et al., 1994)等
多种植物中克隆到MAIDS box基因。

    除了同源异型基因外，人们对雌蕊及雄蕊特异基因研究较多。雌蕊特异基因研究最

多的是编码与自交不亲和有关的糖蛋白基因((S一基因)，已经从抱子体及配子体自交不亲

和品系中分离出S一基因(黄绍兴和阎隆飞，1995)0袍子体自交不亲和基因主要在柱头

表达(Nasrallah et al., 1988)，配子体自交不亲和基因主要在柱头的传导组织和花粉管生长

的胎座组织中表达，在花粉粒或萌发花粉管中则检测不到这些基因的表达 〔Cormish et al.,
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1987)。后来证明烟草S一基因产物与己知的核糖核酸酶是同源的，具有核糖核酸酶活性
  (McClure et al., 1989), Gasser et al. (1989, 1991)以番茄为材料分离和鉴定了其它几个

雌蕊特异基因。他们分别分离番茄三个时期 〔减数分裂起始、刚完成减数分裂和开花期)

雌蕊的RNA，构建相应的cDNA文库，以幼苗的RNA作为探针分析三个阶段雌蕊中基因
表达情况，得到了三个雌蕊特异的克隆子。

    由于雄蕊特异基因在雄性不育研究中的重要意义及其在生产实践上潜在的利用价
值，因此，雄蕊特异基因的克隆和分析是发育分子生物学研究的热点之一。目前已从多种

植物中分离和鉴定了多个花药和花粉特异基因，雄蕊特异基因的启动子已用于创造雄性不
育的转基因植物，例如Mariani et al. (1990; 1992)利用烟草花药绒毡层特异表达基因TA29

的启动子与RNase T工或Bamase连接，通过农杆菌法转入烟草和油菜中，均获得了雄性
不育的转化株。随后将雄性不育基因紧密连锁到抗除草剂基因Bar上，通过喷洒除草剂杀

死敏感的可育株，达到保持和繁殖具有抗性的雄性不育株的目的，从而得到保持系。根据

Bamase的抑制因子Bastar能够与其形成一对一的复合体，使其失去核糖核酸酶活性的原

理，用Bastar代替Bamase构建嵌合基因，用于创造恢复系。目前，这一套基因工程雄性
不育、保持和恢复系统己成功应用到油菜、花椰菜、菊首、葛昔、番茄、棉花和玉米上，

被视为基因工程创造雄性不育的比较完善的系统 (张爱民和黄铁城，1998),

4.2性别分子标记的研究
    植物性别二形性指雌雄植株间形态上和生理生化上的差异。植物的第一性别特征(花

器官)出现较晚，因此多年来人们试图寻找雌雄异株植物的第二性别特征。本世纪初就有

人试图找出大麻和菠菜除花以外的性别特征，但仅在开花后才在生长习性上表现出差别，

如菠菜雌株相对体积大，产生较多叶片，寿命较长等:大麻雌株木质化程度较雄株深，有

发育良好的初生和次生纤维(Chailakyan et al. 1987)等。对木本植物如桐油树((Aleurites) .

柳树(Salix )、白杨(Papulus)和黑白杨树(Populus nigra)的雌雄株在形态和解剖学上
的差异也有人进行了研究 (Starava, 1969; Chailakyan et al., 1987)。人们在比较雌、雄性植
株生理生化上的差异时，发现大麻雄株叶片蛋白质含量低于雌株，且雄株蛋白含更多的精

氨酸和赖氨酸，雌株蛋白含更多的组氨酸和酪氨酸(Chailakyan, 1979)。大麻和菠菜花簇
和叶片均比雄株有更多的核酸(DNA和RNA).野牛草(Buchloe datyloides)作草坪用植
物时，其雌株优于雄株，雌株的雌花序深埋于叶簇中，且雌株有更强的抗锈病能力，但雄

株有更强的保水力。也有研究发现色素(特别是类胡萝卜素)、纤维素和碳水化合物含量、
含水量以及一些生理过程如光合、呼吸及蒸腾等在雌雄性植株间都有明显的差异

(Chailakyan et al. 1987)，但其结果受发育时期的影响，再现性和重复性较差。自从70年
代发现同工酶在植物中普遍存在以来(Shannon et al., 1968; Scandalios, 1974)，过氧化物酶、
醋酶等的同功酶常用来作为植物的遗传标记。应用同功酶技术研究植物的性别标记也有报

道。Penel et al. (1972)发现菠菜雄株叶片中的过氧化物酶的酶活高于雌株。推测菠菜的
性别表达与过氧化物酶同工酶的数目有关。曹宗龚等 〔1980)证实，菠菜雄株比雌株同工

酶条带少 (曹宗翼等，1980)。研究表明，大麻和菠菜雄株的过氧化物酶同工酶比雌株的

少一条带 (Tsao. 1988)。从山靛中检测到3条过氧化物酶同工酶带是雄花特异的，以其
制成的抗血清进行组织免疫学定位发现，它们很早就在花发育的亚原套中开始合成，直到

花粉母细胞分裂成小抱子组织时仍然存在，而在雌花的任何组织中都检测不到它们的存在
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(Durand and Durnad, 1984)。但银杏〔Ginkgo Biloba)的过氧化物酶同工酶是雌株比雄
株多两条带 (钟诲文等，1982)。中华拂猴桃 (Asetinidla Chinensis )雌、雄株组织培养的
茎段、愈伤组织和悬浮培养细胞的过氧化物酶活性是雌性高于雄性，并在雄株的培养物中

出现有几个特异的过氧化物酶同工酶谱带 (Hirsch, 1984)。芦笋的过氧化物酶同工酶谱中

也有5条是花特异的，其中3条为花药特异，在未发生性别分化的花芽中，两种性别的花

都有这几条带，在雌花中，当雄蕊发育受阻的同时，这几条带消失;而在雄花中则可维持
较长一段时间，此时雌蕊发育早己受阻。此外，人们还注意到激素调节植物性别表达时出

现的同工酶谱变化。在用乙烯利处理黄瓜可促进雌花增多，同时发现加强了过氧化物酶同

工酶某个带〔Retig, et al. 1972)，用GA和乙烯利处理菠菜，增加了雌雄植株间过氧化物
酶同工酶数目和样式的差异 (曹宗哭，1980)。用 CTK处理山靛雄株 〔雌性化)，其三条

雄花特异的过氧化物酶同工酶活性降低 〔Durand and Durand, 1984)。但环境条件及激素对

性别分化的影响是否通过引起某些酶的同工酶变化而起作用，仍然没有直接证据。
    上述研究结果作为性别的标记是远远不够的，因为，已开花的成年雌、雄植株在形态

上和生理生化上的差异并不能代表幼苗的情况。随着分子生物学新技术和新方法的出现，

从基因组 DNA及基因水平上对雌雄异株植物进行分子标记成为可能。近年来，性别的分

子标记技术己用于性别决定、性别进化和系统发生的研究中。目前，用作遗传标记的方法

和技术包括RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms) (O'Brien, 1990), RAPD

  (Radom Amplified Polymorphic DNA)(Williams et al., 1990; Welsh and McClelland,

1990), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) (Lin and Kuo, 1995), SSRs
  (Simple Sequence Repeats)(Powell et al., 1996)、SSCP(Single-strand-conformation

polymorphism) (Hongyo et al., 1993 ), RDA (Representational Display Analysis) (Lisitsyn et

al., 1993; Donnison et al., 1996)其中，RFLP, RAPD, SSCP和RDA在性别研究中的应用
已有报道。

    Longo (1994)从50个芦笋的基因组克隆中用EcoRI和Hind III酶切后进行RFLPs
分析，得到一个与性别连锁的克隆。Biffi and Rostivo(1995)获得三个与性别决定因子连

锁的限制性片段长度多态性 (RFLP)标记。

    RAPD技术上由William:等人于1990年提出。与此同时，Welsh and McClelland(1990 )

发表了一种类似的方法，即随机引物PCR (AP-PCR) o Caetano-Anolles and Bassam (1993)

则提出了另外一种与RAPD原理类似的技术，即DNA放大指纹 (DAF)，三种方法的不

同在于随机引物的长度以及检查扩增结果的电泳和染色方法不同。RAPD技术现已广泛应

用于基因制图、基因诊断、分子进化与分类、生态学、植物抗病性以及植物质量性状的标

记等研究领域。由于RAPD分子标记是用10碱基随机引物进行PCR扩增得到的，对反应

条件 (包括反应体系各组分的相对含量以及循环程序)的变化很敏感，因此，存在重复性

较差的问题。而SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)分子标记是根据RAPD
分子标记的序列分析结果用20-28碱基的特异引物进行PCR扩增得到的，因此特异性和

重复性均较好。SCAR分子标记的另一优点是SCAR分子标记可能是共显性的 (Paran and

Michelmore et al., 1993)，即除了目的性状具有相关的分子标记 (相当于RAPID分子标记)
外，非目的性状也有不同于目的性状的分子标记。共显性是SCAR分子标记的理想情况。

因为，根据共显性标记可以判断个体是纯合体还是杂合体。SCAR标记的一种复杂的情况

是，非目的性状与目的性状一样也出现相应的标记带，多态性消失。可采用提高退火温度、
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限制性内切酶消化相应的片段等方法恢复多态性(Paran and Michelmore, 1993).
    对于具有性染色体 (雄性异配)的雌雄异株植物而言，雄性除Y染色体以外的其它

任何染色体都有可能随机分配到雌性中，而雌性的任何染色体都有可能随机分配到雄性
中，所以性别的分子标记应该是位于Y染色体上的雄性特异带。

Male   Female }}Male   Female}}Male   Female

-
一--一一

一一一一一一一

净

                  A                B                     C                 D

                    图4 雄性的RAPID和SCAR分子标记图解

    A图表示RAPD分子标记;日、C, D图表示SCAR分子标记，其中B图为显性SCAR分子标记，C,

D表示共显性SCAR分子标记。对于具有性染色体 (异配雄性〕的雌雄异株植物而言，C图中雄性为XY

型，D图中雄性为YY型。

    RAPD技术在雌雄异株植物的性别标记方面的研究己有多篇文献报道。Mulcahy et al.
(1992)从60个随机引物中筛选出4个引物，得到4个麦瓶草丫染色体的RAPID分子标

记:Hormaza et al. (1994 )从700个引物中筛选出1个引物，得到1个945 by的阿月混子
雌性特异带:Sakamoto et al. (1995)从15个引物中筛选出1个引物，得到1个730 by的
雄性特异带，序列分析表明该雄性特异带是非编码序列;Mandolino et al. (1996)则得到

一条400 by的雄性特异带;Harvey et al. (1997)从500个引物中筛选出2个引物，得到2
条分别与称猴桃的X, Y染色体连锁的特异带，Gill et aL (1998 )将该特异带转化为SCAR

分子标记，并用于研究琳猴桃的种系发生;Zhang et al. (1998 )将得到的麦瓶草RAPID标
记转化为SCAR标记，用于麦瓶草系统发生的研究:Ruas et al. (1998 )从158个引物中

筛选出1个引物，得到1个2075 by的雄性特异带，序列分析表明该雄性特异带是非编码
序列。

    与RFLP和RAPD技术不同，Guttman and Charlesworth (1998)利用的SSCP (multiplex
cold SSCP)技术是根据麦瓶草己克隆的4个基因的序列合成特异引物，扩增200-400 by
的基因片段，扩增产物用于获得SSCP标记物。根据SSCP标记物在父母本及子代的分布

情况，结合对上述PCR扩增产物的克隆测序分析，最后将MROS3 (male reproductive organ
specific gene)基因定位于X染色体。随后，利用巢式PCR技术，扩增得到位于Y染色体
上的一条雄性特异带，测序分析结果表明，该条带与MR03部分同源，推测是退化的MR03

基因的类似物。Guttman and Charlesworth (1998)的研究在分子水平上为X, Y染色体在
进化上具有共同祖先的假说提供了证据。

    Donnison et al. (1996)利用基因组减法RDA得到了一些与麦瓶草Y染色体连锁的分
子标记，并将其中的4个RDA标记用于性别决定基因的遗传作图。
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第二部分 研究报告

大麻性别的分子标记

1 引言

    近年来，随着细胞生物学和分子生物学技术的迅速发展，对植物性别的研究已从形态
学和细胞学水平深入到分子水平，使得这一领域的研究工作取得了长足的进步。RAPID技

术是由Williams等人于1990年提出的，现广泛应用于基因制图、基因诊断、分子进化与

分类、生态学、植物抗病性以及植物质量性状的标记等研究领域。RAPD技术在雌雄异株

植物的性别标记方面的研究已有多篇文献报道(Mulcahy et al., 1992; Hormaza et al., 1994;
Sakamoto et al., 1995; Mandolino et al., 1996; Harvey et al., 1997; Ruas et al., 1998; Zhang et al

1998; Gill et al., 1998)。由于RAPID分子标记是用10碱基随机引物进行PCR扩增得到的，
对反应条件 〔包括反应体系各组分的相对含量以及循环程序)的变化很敏感，因此，存在

重复性较差的问题。而SCAR分子标记是根据RAPID分子标记的序列分析结果用20-28

碱基的特异引物进行PCR扩增得到的，因此特异性和重复性均较好。SCAR分子标记的

另一优点是SCAR分子标记可能是共显性的(Paran and Michelmore et al., 1993)。雌雄异
株植物性别的SCAR分子标记可用于鉴定在外界环境条件的作用下性别发生逆转的个体。

也可用于筛选全雄或全雌品系，并以此建立实验体系，深入研究环境条件对性别表达的影

响。

    植物的全雄或全雌品系在植物性别表达和调控的研究上以及在农业生产实践上都有应

用。有人用组织培养的方法，用雌雄异株的菠菜品系建立了全雄和全雌实验体系并以此研

究菠菜性别的逆转情况。在自然条件下筛选得到的黄瓜全雌品系，己用于杂交黄瓜的生产

  (Wehner and Miller, 1985)。目前研究和应用比较热门的两系法生产杂交小麦 (张爱民和
黄铁城，1998)和杂交水稻 (童哲，1998)，其雄性不育系实际上也可看作是与全雌黄瓜

具有某些共同特征的全雌品系。只是两者在雄性不育的机理、恢复雄性育性的外界条件及

恢复育性后的性别表现等方面有所不同。

    大麻是雌雄异株植物，在田间雌雄比例接近 1:1:大麻也是短日植物，在短日处理条

件下可提早开花，缩短生活周期:大麻还具有容易栽培和管理的优点。因此，大麻是研究

性别的好材料。大麻性别表达受多种环境因子的影响。光、温、水、肥及植物激素等均影

响大麻的性别表达 (Chailakhyan, 1979)。短日、弱光、低温以及土壤中充足的水分和氮素
利于雌性的形成，反之则利于雄性的形成。GA利于雄株产生:IAA、乙烯利利于雌株产

生。玉米赤霉烯酮则对大麻具有雄性化作用 (于静娟，1996)0迄今为止，已有两篇关于

大麻性别分子标记的研究报道。Sakamoto等(1995)用15个随机引物扩增得到一条700 by
和一条500bp的雄性特异带:Mandolino等(1996)则得到一条400 by的雄性特异带。但
两者均没有将RAPID分子标记转化为SCAR分子标记。

    如前所述，外界环境条件影响大麻的性别表达，因此，理论上有可能根据 SCAR分

子标记筛选出全雄或全雌品系。设想筛选流程如下 (以得到雄性的SCAR显性分子标记为

例):在外界环境条件有利于雌性向雄性逆转的条件下培养大麻，筛选表型上是雄性而遗
传上是雌性(不具有SCAR分子标记)的植株作父本，用表型上和遗传上都是雌性的植株
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作母本，得到杂交后代。杂交后代同亲本一样不具有SCAR分子标记，因此是全雌后代。
全雌后代继续在有利于雌性向雄性逆转的条件下培养并进行杂交，得到的仍然是全雌后
代。如能得到雌性的 SCAR显性标记，则可用于筛选全雄品系。假如能将雄性的 RAPD

标记转化为SCAR共显性标记，则可同时筛选全雄和全雌品系。如能按上述筛选流程得到

大麻的全雌或全雄品系，则可用更为精确的方式研究外界环境条件 (例如光周期、植物激

素、玉米赤霉烯酮等)对植物性别的影响。在实践上也可用作培育不同品系间杂交大麻的
材料。例如，可在诱导条件下，使全雌大麻的性别发生逆转，从而达到繁育和保持全雌大

麻的目的;可在非诱导条件下，将全雌大麻作为杂交制种的母本。

    本研究的目的是利用 RAPD技术获得与大麻性别连锁的分子标记，用于大麻性别表

达和调控的下一步研究中。

2 材料和方法

2.1 植物材料及处理
    本研究所用植物材料大麻(Cannabis saliva L.)为尊麻目〔Urticales)大麻(Cannabaceae)

科大麻属植物。所用品种云麻一号，为严格的雌雄异株植物，由云南省农科院杨明先生惠

赠。云麻一号种子播种于花盆中，在中国农业大学科学园温室内培养。每日16小时光期，

8小时暗期。待植株长至100-150cm高时，每日8小时光期， 16小时暗期，诱导开花。

开花后，分别取雌、雄株的幼嫩叶片提取DNA,

2.2 菌株和质粒

Ecoli JM101 supE thiL(lac, pro),
些
thi,

质

strA, endA. sbcB 15. HsdR.

SupF/F, traD36, proA+, proB', lacI9, lacZ, LM15

质粒载体
PGEM-T

        性 质

含Amp̀, LacZ'及多克隆位点

    菌种E. coli JM 101由中国农业大学农业生物技术国家重点实验室提供。pGEMR- T Easy
Vector Systems I购自Promega公司。
2.3 主要化学试剂
    Taq酶购自中国农业大学农业生物技术国家重点实验室。
    RNase A,  dNTPs、引物 〔包括10碱基随机引物及24碱基引物)、IPTG, X-Gal,

溶菌酶、琼脂搪等购自上海生工公司。

    各种限制性内切酶, a DNA/HindllI+EcoR I ,Tryptone,Yeast Extract,氨节青霉素(Amp)
等购自北京经科化学试剂经营公司。

    Nick Translation Kit试剂盒购自Promega公司.
2.4实验方法(主要参考Sambrook, 1989;卢圣栋，1993:姜泊等，1996)
2.4.1培养基的配制

    I.  SOC培养基:于98ml蒸馏水中溶解2.0 g Tryptone. 0.5 g Yeast Extract,  1 ml I M
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KCI,  1 ml 0.25 M NaCl(调pH至7.0),高压灭菌后各加1 ml经0.22 Am滤膜过滤除菌的
2MMg"(含IM MgCl2 及1 M MgSq)储备液和经0.22 Am滤膜过滤除菌的2M葡萄糖
溶液。

  2.  LB液体培养基:Tryptone 10 g, Yeast Extract 5 g, NaCl 10 g，加蒸馏水定溶至1000
ml (pH 7.0)，分装后高压灭菌。
  3.  LB固体培养基:每升液体培养基中加有15 g琼脂粉，高压灭菌后铺制平板。
    4.  LB固体选择培养基:LB固体培养基在铺制平板前，待温度降至50℃左右时，加

入抗生素，摇匀后铺板。

2.4.2 溶液的配制
2.4.2.1常用缓冲液及试剂的配制

    1.  TE缓冲液:10mmol/LTris-CI (pH8.0), Immol/LEDTA (pH8.0),高压灭菌。
    2.  5XT3E缓冲液(250 ml): 13.6 g Tris, 6.9 g硼酸，5 ml 0.5 mol/L EDTA (pH8.0).

    3.  EB储备液 (10 mg/ml ):  1 g EB溶于100 ml水中，4℃保存。
    4.上样缓冲液:0.25%澳酚蓝，40% (WN)蔗糖水溶液。

    5.  3 M NaAC (pH5.2 ): 24.604 g无水乙酸钠溶于80 ml水中，用冰乙酸调pH至5.2,
定溶至100 ml,高压灭菌。

    6.  1 M Tris-CI: 121.4 g Tris碱，溶于800 ml ddH20中，用盐酸调pH至8.0，定溶至
100 ml,高压灭菌。

  7.  0.5 M EDTA: EDTA 186.1 g溶于800 ml ddH20中，用NaOH调pH至8.0，定溶
至1000 ml，高压灭菌。

  8.  100 mM CaCl2溶液的配制:1.1 g无水CaCl2溶于ddH,O并定溶至100 ml，用。.22 pm
滤膜过滤除菌后置于无菌试剂瓶中，于4℃保存。

    9.  IPTG (100 mg/ml ):异丙基一5 -D-硫代半乳糖昔100 mg溶于1 ml无菌水中，-20
℃保存。

    10.  X-gal (20 mg/ml): 5-澳一氯-3-叫噪一0 -D一半乳糖昔25 mg溶于1.25 ml二甲基甲
酞胺中，铝箔包住避光，-20℃保存。

  11.氨节青霉素(Amp)贮液(100 mg/ml):每小瓶青霉素(500 mg)加5 ml无菌
水溶解，分装后于一加℃下保存。

    12.  RNaseA (10 mg/ml):溶于含10 mM Tris-CI (pH7.5)和15 mM NaCl的溶液中，100
℃煮沸10 min以灭活可能的DNase，分装后于一20℃保存。

    13.溶菌酶溶液(50 mg/ml): 10 mM Tris-CI(pH8.0)配制，可每200 p1分装成小份，
于一加℃冻存，每小份一经使用，剩余部分不能再用。

    14.饱和酚:重蒸酚于68℃水浴中加热熔化，热酚液中加入 8一轻基哇琳至终浓度

。1%，加入等体积。.5 M Tris-CI  (pH8.0)反复摇匀混合，两相分开后移去上相，用。.1M
Tris-Cl (pH8.0)反复平衡直至上相或酚相pH值大于7.8.最后加。.1体积的0.1 M Tris-CI
(pH8.0 )(含。.2%的13一疏基乙醇)，于棕色瓶中4℃保存。

2.4.2.2有关总DNA提取的溶液配制

    1.  SDS裂解缓冲液:50 mM Tris-CI (pH7.6), 100 mM NaCl, 50 mM EDTA, 0.5% SDS,
琉基乙醇10 mm (高压灭菌后加)。

    2. THE缓冲液:10 mmoUL Tris-CL, 100 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA pH8.0,高
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压灭菌。

2.4.2.3有关质粒DNA提取的溶液配制
    1.溶液1: 50 mm 葡萄糖，25 mM Tris-Cl pH8.0, 10 mM EDTA-Naz pH8.0,高压

灭菌。

    2.溶液11: 0.2 M NaOH, 1% SDS，现用现配。(储备液:0.4 M NaOH和 2% SDS

分开配制，高压灭菌)。

    3.溶液111: 60ml5M醋酸钾，11.3 ml冰醋酸，无菌水定溶至100 ml, pH4.8o
    4 纯化质粒DNA的PEG-8000或PEG-6000溶液: 13克PEG-8000或PEG-6000

(13%)和9.36gNaCl (1.6M)溶于ddH20并定溶至100 ml,高压灭菌。

    5.  Cracking buffer: 0.1 M NaOH. 0.001 M EDTA pH8.0, 1% SDS, 0.05%澳甲酚绿，
10%甘油。

    6.  TE溶液:0.1MNaCL 10mMTris-Cl (Ph8.0), 1mMEDTA (PH8.0)e

2.4.2.4有关Southern Blot分析的溶液配制

    ] 20X SSC: 3 M NaCl(175 g/L), 0.3 M柠檬酸三钠2H20 (88 g/L)，用1 M HCI
调pH至7.0.
2.中和液:1 M Tris-CI (pH 7.4), 1.5 M NaCI,保存于室温。
3.变性液:0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl.

    4.预杂交液:6XSSC, 50%甲酞胺，0.5%SDS, 5 X Denhardt, 100 pg/ml变性断裂

蛙精DNA,

    5，杂交液:同预杂交液。

    6.  Sephadex G-50凝胶:将log的中级Sephadex G-50(可得160 ml悬液)加入500 ml
的烧杯中，用无菌蒸馏水反复洗涤溶涨的凝胶，以除去可溶性的葡聚糖。TE buffer (pH7.6 )
平衡凝胶，高压灭菌后于室温保存。

    7.  X光片显影液:将800 ml H2O加热至50'C,逐个加入下列物质 (应待前一物质

完全溶解后方加入后一种物质):4.0 g对甲氨基酚磷酸盐(米吐尔);65.0 g无水亚硫酸钠;
10.0 g对苯二酚(海得尔);45.0 g无水碳酸钠:5.0 g澳化钾。用H2O补至1L,盛棕色瓶
中于4℃保存。

    8.  X光片定影液:将650 ml H2O加热至500C，逐个加入下列物质(应待前一物质

完全溶解后方加入后一种物质):240.0 g硫代硫酸钠(海波);15.0 g无水碳酸钠:15 ml 98
%乙酸:15.0 g硫酸铝钾〔明矾)。用H2O补至比，盛棕色瓶中于4℃保存。

2.4.3大麻幼叶总DNA的制备(SDS法)(参照Jung et al 1990)
    大量制备

    1.取幼嫩叶片2 g,洗净，吸干表面水分，在液氮中充分研磨成粉末，倒入50 ml
离心管中，加8 ml SDS裂解缓冲液，轻轻摇动混匀，室温放置10一15 min.

    2.加入4 ml Tris饱和酚，摇匀，室温放置5一10 min.

    3，加4 ml氯仿/异戊醇 (24:1)充分混匀，室温放置5 min左右。

    4.   40C, 5000gxlOmin离心。
    5.上清液再用酚M仿抽提一次。

    6.   4 *C，5000 g- 10 min离心。
    7，取上清液，加入等体积异丙醇，室温放置5 min沉淀DNA.
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      8.

      9.

      10

淀 DNA.

灭菌吸头将沉淀挑出，沉淀用70%乙醇洗一次， 空气干燥。

溶于700 }1 THE(含50 pLg/ml RNaseA)中，370C温育30 min.
酬氯仿抽提一次，氯仿抽提一次。上清液加等体积异丙醇，室温放置 5俐n

    11.灭菌吸头将沉淀挑出，沉淀用70%乙醇洗一次，空气干燥后溶于200闪TE缓冲
液(pH 8.0)中，置一20℃保存。电泳检查提取质量及并用紫外分光光度仪测定DNA浓度。

    小量制备

    1 取幼嫩叶片。.2 g,洗净，吸干表面水分，在液氮中充分研磨成粉末，倒入1.5 ml
离心管中，加0.7 ml SDS裂解缓冲液，轻轻摇动混匀，室温放置10-15 mine

    2.加入0.4 ml Tris饱和酚，摇匀，室温放置5一10 mine

    3.加0.4 ml氯仿/异戊醇(24:1)充分混匀，室温放置5 min左右

    4.  40C, 5000 gx 10 min离心。
    5.上清液再用酚/氯仿抽提一次。

    6.  40C, 5000 gx10 min离心。
    7.取上清液，加入等体积异丙醇，室温放置5 min沉淀DNA,

    8，灭菌吸头将沉淀挑出，沉淀用70%乙醇洗一次， 空气干燥。

    9.溶于500 u1T NE(含50 Wml RNaseA)中，3790温育30 min,
    10.酚/氯仿抽提一次，氯仿抽提一次。上清液加2倍体积乙醇，-20℃放置20 min

沉淀DNA.

    11.灭菌吸头将沉淀挑出，沉淀用70%乙醇洗一次，空气干燥后溶于100闪TE缓
冲液(pH 8.0)中，置-20℃保存。电泳检查提取质量及并用紫外分光光度仪测定DNA浓
度。

    雄株混合DNA (bulked DNA) (DNA池，DNA pool)及雌株混合DNA的制备:分
别取10株雄株或雌株的幼嫩叶片各0.2g混合后大量提取DNA得到混合DNA，或者小量
提取DNA后，分别取等量的10株雄株或雌株的DNA混合得到混合DNA,

2.4.4用10碱基随机引物进行PCR扩增
    在无菌的0.5 ml PCR薄壁管中依次加入下列组分;

              无菌水 巧PI
              lox扩增缓冲液 2.'S川
                dNTPs(1 MM)                2. 5 ltl

              随机引物((5 ltm)              2 }LI
              模板。NA (1.25-20 ng(gl)     2 p1
              Tag DNA聚合酶(IU单I) 1 p1

    将上述反应混合物混匀并稍加离心后，在Hybaid公司生产的PCR仪(PCR Sprint
Temperature Cycling System)上按下面的循环程序进行PCR扩增反应:

循环程序 1

Stage



陈其军:大麻性别的分子标记

预变性 94 0C 3 min

Stage 2

  30s

1 min

I min

    10

Stage3

  30s

1 min

1 min

    15

Stage4

  30s

1 min

1 min

    20

Stage5

最后延伸 720C 8 min

循环程序2

Stage 1

预变性 940C 3 min

Stage 2

  30s

  30s

1 min

    10

Stage3

变性

复性

延伸

循环数

20S

20s

m m

  15

Stage4

变性

复性

延伸

循环数

  15s

  15s

1 min

  20

Stage5

最后延伸 720C 8 min
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循环程序3

Stage 1

预变性 94 0C 3 min

Stage 2

30s

min

m m

  10

Stage3

30s

m ln

m m

  15

Stage4

94̀C

500C

72r

30s

m m

m m

  20

Stage5

最后延伸 72"C 8 min

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增结果。

2.4.5 PCR产物的克隆与序列分析
2.4.5.1  PCR产物的回收(姜泊等，1996)

    1.从琼脂糖凝胶中将含有拟回收DNA片段的胶块切下，置于Ep管内。
    2.用玻璃棒将胶块充分捣碎，加等体积平衡酚混匀后，置液氮中10 mine

    3.  10,000 gx 5 min离心。
    4 将水相转移到另一Ep中。

  5 在原Ep管中加200闪TE缓冲液(pH8.0 )，充分混匀，必要时用玻璃棒将胶块
再次捣碎，置液氮中10 min,

  6.   10,000 gx 5 min离心，将水相转移并合并至含有上次水相的Ep管中。
    7. 加等体积酚和氛仿:异戊醇各抽提一次。

    8. 在转移出的水相中加0.1倍体积的3 M NaAc (pH5.2)和2.5倍体积预冷无水乙
醇，-200C沉淀3 min,

  9.  12,000 gX 15 min离心，弃上清，用70%乙醇洗两遍真空抽干溶于20川 TE buffer
中(pH8.0 )，-20℃保存备用。

2.4.5.2 特异片段的克隆及鉴定

    感受态细胞的制备伶tmbrook等，1989.略加改进)。
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    I.取甘油中保存的J M 101在M-9琼脂培养基上划线，接种针挑取单一菌落于LB培

养基上划线，37℃培养过夜，4℃保存。

    2，从LB平板上挑取一个单菌落，转到含有3 ml LB的培养基的试管内，37'C振荡

培养过夜。

    3.取0.5 ml过夜菌加到含100 ml LB的三角瓶中，37'C剧烈振荡(150--200 rpm)
培养2-3 h，使。D60。达到。.3--0.4时立即冰浴10 min，无菌条件下转到预冷的50 ml灭菌
离心管中。

    4.  40C, 4,000gxlOmin离心，倒弃培养液，滤纸上倒置I min，使残留的培养液流
尽。

    5.加用冰预冷的0.1 M CaC12(无菌)悬浮菌体，冰浴30 mina

    6.  40C, 4,000 gx10 min离心，倒弃上清液，滤纸上倒置I min，使CaC12溶液流尽。
    7.再加4 ml用冰预冷的0.1 M CaC12悬浮菌体 (重悬浮菌时操作要轻)。
    8.置 4℃冰箱中12-24 h即可用于转化。

    连接反应

    参照pGEM-T Easy Victor Systems I说明书，将 pGEM-T Easy载体稍加离心，在。.5
ml无菌Ep管中建立如下连接反应体系:

            几DN̂ 连接酶缓冲液(2X)             5 1x1

          pGEMR-T  (50 ng/pl)                 I pd
            T4 DNA连接酶(3 U/pl)                 10
              PCR扩增产物 3 pl

              ddH20                               0 lal

            总反应体积 10 pd
    另取两个Ep管，一个以试剂盒提供的对照DNA 2闪代替上述反应体系的PCR扩增

产物，作为连接和转化的阳性对照。另一个则在反应体系中不加 DNA，作为连接和转化

的阴性对照。用加样器吸打混合反应液，14℃连接过夜。

    连接产物在12-72 h内均可用于转化。

    转化

    参照Sambrook等 (1989)的方法进行转化:

    1.取200川感受态细胞转到1.5 ml灭菌的离心管中，无菌条件下取4川连接产物，
加入到感受态细胞中，用加样器吸打轻轻混匀，冰浴30 mina

    2，热击90s,迅速转移到冰浴中置2 mine

    3.加入800 gl SOC培养基，370C(150 rpm)预培养45 min.
    4.取20 p1 20 mg/ml X-ga(及20 pd 100 mg/ml IPTG加到含100 pg/ml Amp的L$培

养基平板上。取100川预培养45 min的菌液加到平板上，用铺菌器轻轻将菌液铺匀，在
超净工作台上放置 15 min左右。待液体完全渗入培养基后，37℃倒置培养 12-16 h。如

有必要，可将剩余菌液于4℃下1000 gx 10 min离心，细菌沉淀用100 PI菌液重悬后铺板。

参照pGEM-T Easy Vector Systems I说明书进行转化:
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    1.取50川感受态细胞转到1.5 ml灭菌的离心管中，无菌条件下取2闪连接产物，
加入到感受态细胞中，轻弹离心管以混匀内容物，置冰上20 mina

    2.  42℃水浴中热击50s〔不要摇动)，迅速转移到冰浴中置2 min.

    3.加入950 p1 SOC培养基，370C(150 rpm)预培养1.5 h.

    4，取20 gl 20 mg/ml X-gal及20 gl 100 mg/ml IPTG加到含100 pg/ml Amp的LB培
养基平板上。取100闪预培养1.5 h的菌液加到平板上，用铺菌器轻轻将菌液铺匀，在超
净工作台上放置15 min左右。待液体完全渗入培养基后，37℃倒置培养12-16h。如有必

要，可将剩余菌液于4℃下1000 g% 10 min离心，细菌沉淀用100 PI菌液重悬后铺板。

  剩余连接产物可置于 4℃或一200C冰箱中存放。上述两种方法中，第二种方法转化率略

高。

2.4.6   阳性克隆的筛选鉴定
划板:待转化得到的单菌落长到直径1 mm左右时，将培养皿放到4℃冰箱中1 h,

使蓝、白斑更清楚，用接种针将白色菌落转移到新的含Amp的固体LB平板上划线培养，
划线长度1.5 cm. 370C倒置培养过夜。

    裂解鉴定:用牙签挑取少量菌落涂抹于1.5 ml Ep管底部，加10川ddH20，剧烈振荡
使菌悬浮，然后加入10 p12 X Cracking Buffer，剧烈振荡30s后，静止5 min。走。.8-1.0%
琼脂糖电泳。在紫外灯下观察，与对照菌落的质粒〔蓝色菌落的pGEM-T Easy质粒或插
入了对照DNA的pGEM-T Easy质粒)相比较，找出比对照菌落质粒条带拖后的菌落质粒，
培养相应的菌落提取质粒进一步进行酶切鉴定。

    碱解法小量提取质粒DNA(卢圣栋，1993):

    l.挑取少量初步鉴定为阳性克隆的单菌落，接种于含100 pg/ml Amp的2 ml LB液
体培养基中，37℃摇培过夜。

    2.将菌液转到1.5 ml小离心管中，4'C, 12,000gX30s离心收集菌体.

    3.  1 ml STE溶液重悬细菌沉淀，40C, 12,000 gX30 s离心收集菌体。如有必要，重
复用STE溶液洗涤细菌沉淀一次。

  4.尽量吸挣上清液，加100闪预冷的溶液I，剧烈振荡使细菌悬浮均匀，置冰上。
加200贝新配制的溶液11，快速颠倒离心管，混匀后冰浴3 min。在冰上加入’150闪预冷
的溶液m，温和振荡，置冰上3-5 min.

  5.  4̀C, 12,000 gx5 min离心，上清液转移到另一离心管，加等体积的酚/氯仿/异戊醇
(25:24:1)抽提两次，12,000 g X 2 min离心。
    6.小心吸取上清液转入新管，加1/10倍体积的3 M NaAc (pH5.2). 2倍体积无水乙

醇，混匀后，在一20'C沉淀30 min.

  7.  12,000 gx 10 min离心收集DNA，沉淀用70%乙醇洗涤一次，真空抽干沉淀，溶于2C
pd TE缓冲液(pH8.0)中，加入20 p1 RNaseA (10 pg/pl) 37℃水浴30 min后，置-20℃冰
箱保存，待作酶切鉴定。
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酶切鉴定:根据pGEM-T Easy载体的酶切图谱建立酶切体系:

酶切体系

划
IPI
划
冲

待酶切质粒

10XBuffer H

EcoR I (1 U/pl)

ddH,O

酶切体系2

川

川

U

月

件

产
‘

，
一

门
‘

待酶切质粒

10 X Buffer H

Nco I (I U/pL)

Pst I   (1 U/pl)

ddHz0

Zul
lnl
划
划
却

2111
甲
列
喇
3P]

ZPl
lul
划
卸

    酶切体系3

                    待酶切质粒

                        10 X Buffer H

                  EcoR I(1 U/pl)

                  Nco I (I Ulpl )

                    ddHZO

    酶切体系4

                    待酶切质粒

                        10 X Buffer H

                  EcoR I (1 U/pU

                  Pst I (1 U/pU

                    ddHZO

    酶切体系5

                    待酶切质粒

                      1 O X Buffer H

                  Nco I(1U小1)
                        ddH,O

    酶切体系6

                    待酶切质粒

                        10 X Buffer H

                    Pst I  (IU/pt )

                    ddH,O

    上述酶切体系混匀后 37 0C温育 1h。建立酶切体系3-6

制性酶切位点(Nco I、Pst I和EcoR I)。

  2 p1

  1 PI

  2 pd

    5 pd

的目的是了解插入片断的限

PCR鉴定:以待鉴定质粒DN人为模板，用相应的10碱基引物进行PCR扩增，鉴定
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质粒是否插入了目的片段。

    除了用质粒DNA代替大麻总DNA外。鉴定质粒DNA的反应体系及循环程序与扩

增特异片断的反应体系和循环程序可以完全一样。采用下面的循环程序效果更佳。

      循环程序:

Stage

预变性 940C

Stage2

940C

550C

720C

1 min

1 min

m m

  30

Stage3

最后延伸 720C 8 min

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增结果。

2.4.7 阳性克隆的序列分析
碱解法大量提取质粒DNA，制备双链模板DNA (Sambrook et al., 1989):
1.挑取阳性克隆的菌落，接种于500 ml含Amp的LB液体培养基中，37℃振荡培养

过夜。

      2.

      3.

将菌液转到50 ml离心管中，4̀C, 4,000gxlOmin离心收集菌体。
尽量吸净上清液，加入4 ml溶液I，涡旋振荡，使菌体重新悬浮，然后加入100 JAI

新配制的溶菌酶(50 mg/ml),摇匀。
    4.加8 ml新配制的溶液II,盖紧盖，缓缓地颠倒离心管数次以充分混匀，于室温下

放置5-10 min.

    5 加入6 ml预冷的溶液III，盖紧盖，将离心管平放，慢慢转动数次，使内容物不

再有分明的两个液相，冰上放置10 min, 4C, 8,000 gx IO min离心，上清转入新管。

    6.加入0.6倍体积的异丙醇，充分混匀，室温放置10 min,  1,000 g X 10 min离心。
弃上清，抽干沉淀，溶于600闪TE (pH8.0)中，转到1.5 ml Ep管。
    7‘加600 }I预冷的5 M LiCI溶液，充分混匀，4̀C, 1,000 gx l5 min离心。
    8 上清转入新管，加等体积异丙醇，充分混匀，室温12,000 gX 15 min离心，沉淀

用70%乙醇洗一次，真空抽干.

    9.用500 W含Rnase A  (20 mg/ml)的TE (pH8.0)溶解沉淀。37℃水浴30 mina
    10.加入500 gi含13% (WN)聚乙二醉(MW8000)的1.6 M NaCl充分混匀，室温

12,000 gX 5 min离心。
    11.弃上清，质粒DNA沉淀用 400闪TE溶解，用酚/氯仿/异戊醇(25:24:1)抽提2

次，氯仿抽提1次。

    12上清液转入新离心管，加1/1。倍体积3 M NaAc (pH5.2), 2倍体积无水乙醇，-
20℃沉淀30 min.

    13. 12,000 g X 15 min离心，沉淀用70%乙醇洗一次，真空抽干后，溶于100 Kl TE
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(pH8.0 )中，-20℃保存备用。

    DNA序列分析:样品送交北京鼎国公司，使用 ABI Prism 377测序仪进行序列分析。

2.4.8  Southern Blot分析
2.4.8.1大麻雌雄株基因组DNA的限制性酶切

        分别以三种内切酶 (EcoR I、Hind III和 BamH I)和两种基因组 DNA(雌株

和雄株)在。.5 ml Ep管中建立如下的酶切体系:
    酶切体系1和2

                雄株或雌株基因组DNA (0.5 pglpl) 20川
                  10 X Buffer H                         3 p1

                  EcoR I (IOU小I)                      2 pd

                  ddHZO                                 5 p1
  酶切体系3和4

                雄株或雌株基因组DNA (0.5 pgtpl) 20 p1
                  IOXBuffer E                           3 p1

                  Hind III (IOU小I)                      2 Id

                  ddHZO                                 5 Al
  酶切体系5和6

                雄株或雌株基因组DNA (0.5 4g/p1) 20闪
                  10 X Buffer E                         3 p1

                  BamH I(10 Uipl)                                   2 p1

                  ddH夕 5 p1

    将上述酶切体系短暂离心数秒，置37℃水浴中6小时以上。之后加8闪的6X载样缓
冲液终止反应.

2.4.8.2限制性酶切片段的转移和固定 (毛细管转移法)

    1.将上述酶切体系进行琼脂糖凝胶电泳。电泳完毕后，切去凝胶的边沿部分，并切

去一角作为标记。

    2 将胶置于。.2 M HC1中处理10̂20 min至澳酚蓝转成桔黄。
    3.弃去HCI溶液，用去离子水漂洗2次。随后浸泡于变性液中15̂-45 min，至嗅酚

蓝重新变蓝后换用中和液处理15̂-30 min.
    4.安装转移槽，并注入足量转移液。-

    5.裁剪适当大小的尼龙膜及滤纸片 (3-5张)，同时剪去膜的一角作为标记，并用

铅笔在膜下端编号或写上有关资料，如时间、样品及所用内切酶等。

    6 将膜平铺在去离子水的表面，直至虑膜从下到上湿透为止，然后将其转移至转移

液 (20 x SSC)中至少浸泡5 min。操作时要求戴一次性手套，用平头镊。

    7 将 1̂2张预先浸泡于转移液中的滤纸片铺到转移台上，倒上少许转移液后用玻
棒驱赶气泡。用大小合适的X光片将胶从中和液中托起倒置于转移台上，注意不要留下

气泡。将浸泡好的尼龙膜铺到胶上，应使正面与胶接触，并使胶和尼龙膜的标记方向一致。

检查和排除气泡后，铺上2̂-3层预先浸泡于转移液中的滤纸片，放上]10̂-15 cm高的吸

水纸堆，上面加一块玻璃板，然后压上。.5 kg的重物。
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    8.持续转移24 h以上。每当纸巾浸湿后更换新的纸巾。

    9.转移完毕，移去吸水纸，用平头镊将膜取出，在6XSSC中浸泡5 min，用吸水纸

吸干后，夹在两层干净的滤纸片中，于烘箱中80℃烤0.5̂-2 ha
2.4.8.3 放射性同位素探针的标记 (切刻平移法)及纯化

    根据Nick Translation System试剂盒的说明稍加修改，建立如下的反应体系:

            dGTP                                       31t1

            dCTP                                       3111

            dTTP                                       3p!

          .dATP (300 Ci / mmol and 10 mCi / ml)       3p

          Sample DNA (PCR产物，0. l1lg / 1d)    51t1
            5 X Buffer                              5111

            DNA polymerase I / Dnase I mix            51a1

            ddHZ0                                       23p1

    上述反应体系混匀后，于15℃反应60 min。之后加5闪终止液终止反应。

    探针纯化采用Sephadex G-50柱层析法，具体步骤如下:
    1 将1 ml灭菌移液器头用少许灭菌的玻璃棉填堵即做成一简单的层析柱。

    2.在层析柱中加1 ml Sephadex G-50凝胶，用数倍于柱床体积的TE buffe:洗柱。
    3.将探针标记反应体系(可用TE buffer稀释至100川)加于凝胶项部(加样体积应

在200闪以下)。用100川TE buffer洗涤样品管，洗液加于凝胶顶部。待样品进入凝胶后，
不时在凝胶顶部补加TE buffer。用灭菌的1.5 ml Ep管收集流出液，每管约200川。用盖
革计数器监测放射性物质的进程。

    4.合并第一放射活性峰的各组分，于一20'C存放。如体积过大，可用乙醇沉淀浓缩。

    5.杂交前需要对探针进行变性。方法是:沸水浴中煮10 min后立即置冰浴10 min
2.4.8.4预杂交和杂交

    1.用6XSSC润湿杂交膜。

    2.将杂交膜的背面紧贴于杂交管，按约1 ml/CMZ膜加入预杂交液，在68℃杂交箱中

滚动 3 h.

    3，将杂交管中的预杂交液倒掉，换上等体积的68℃预热的杂交液，加入变性探针，

68℃杂交箱中滚动杂交过夜。

    4.倒掉杂交液，加入2 X SSC/0.2% SDS的洗膜液，于620C杂交箱中滚动20 min.

    5.用等体积的2 X SSC0.2% SDS替换上述洗膜液，于62'C杂交箱中滚动15 mina

    6.倒掉洗膜液，室温下用2XSSC漂洗膜，吸干多余的液体，用保鲜膜包裹后放射
自显影。

2.4.8.5 放射自显影

    1.在暗室中按增感屏-X光片一杂交膜一增感屏的顺序放置杂交膜和X光片‘将X

光片剪去一角作为标记)。
    2.将暗盒置于一20℃自显影5-7 d,

    3.将X光片取出，室温下于暗室中冲洗。方法是:将X光片置于显影液中显影3-

5 min.清水冲洗后置于定影液中定影5̂ 15 min。流水冲洗。
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2.4.9 用特异性引物进行PCR扩增
    根据DNA序列分析结果，合成两个20-28碱基的引物，以不同性别的大麻总DNA

为模板进行PCR扩增。

    在无菌的0.5 ml PCR薄壁管中依次加入下列组分建立反应体系:

                  无菌水 141x1
                  lox扩增缓冲液 2.51d
                    dNTPs (10 mM)       1 PI

                  引物1(12.5 gM)         2 gl

                  引物2 (12.5RM)          2V1

                  模板DNA (25 ng/pl)             2 u I
                Tag DNA聚合酶(1U小U          1.5 id

    将上述反应混合物馄匀并稍加离心后，在Hybaid公司生产的PCR仪(PCR Sprint
Temperature Cycling System)上按下面的循环程序进行PCR扩增反应:

Stage

n

n

n

ITl

m

m

预变性 94̀C

Stage 2

94'C

600C

72℃ m m

  40

Stage

最后延伸 72 0C

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增结果。

3 结果与分析

3.1 大麻叶片总DNA提取
    从大麻幼嫩叶片中提取的总DNA，经电泳检查，可初步确定DNA的长度和分子量大

小以及DNA是杏降解等，本实验提取的总DNA走0.6%琼脂搪电泳，分子量在49 kb以
上，表明DNA提取质量较高 (图5).

3.2 随机扩增多态性DNA (RAPD)
      用 10碱基随机引物进行的PCR扩增对扩增条件比较敏感。除了反应体系各组分的

相对含量对扩增结果有较大影响外，不同的循环程序扩增结果也会有差异，有时差异甚至

很显著。经过一段时间的摸索，我们筛选出三个不同的循环程序分别用于同一引物的扩增，

这种做法是基于如下设想;既然不同的循环程序可能会有不同的扩增结果，并且在很难确

定哪个循环程序的扩增结果更可靠的情况下，设计几种不同的循环程序进行扩增，就可以

在随机引物种类相等的情况下增大获得 RAPD分子标记的几率。因此，我们在研究大麻
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3.3  PCR产物的克隆

    冻溶法回收用随机引物S401扩增得到的雄性特异带，然后克隆到pGEM-T Easy载
体上。克隆路线如图13.
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                              图13大麻雄性特异片段的克隆策略

    图A显示pGEM-T Easy载体的启动子和多克隆位点，上面一条链的序列相应于T7 RNA多聚酶合

成的RNA，下面一条链的序列相应于SP6 RNA多聚酶合成的RNA,图S显示克隆策略。
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