
摘 要

    本文共使用252条10一mer的随机引物对遗传背景相似的兄妹交分离出的17对

可育株和不育株亚麻进行RAPD分子标记及特异片段序列分析的研究，对Hotst别rt

TagDNA聚合酶浓度、退火温度、dNTP浓度以及模板DNA的浓度进行了优化，从

而得出了各因素最适的RAPD反应体系。通过对产生多态性带的引物至少5次的筛

选，结果发现在252条随机引物中有三条引物，即562、5135和G06均可在遗传背

景相似的兄妹交分离出的可育株和不育株亚麻中，获得稳定的多态性差异带。据统

计5135、562和G06各引物出现的稳定的多态性差异带的频率分别为71.4%、75.0%

和83.3%。其中引物562和引物5135都能在不育株上获得一条稳定多态性差异带，

而在相应的可育株上却没有，根据引物名以及片断大小将该差异带暂时命名为

562-500和5135一350。引物GO6却相反，而是在可育株上获得一条稳定的多态性差

异带，相应的不育株上却没有，并且也将该差异带暂时命名为G06一650。

    将RAPD标记得到的三条差异片段回收、克隆及测序，然后用BLAST进行序列

分析。结果表明序列562一500、5135一350和GO6一650都与水稻的不同染色体DNA具

有一定的同源性。通过分析，我们认为序列562一500与亚麻核不育有着密切的关系。

序列5135一350与亚麻核不育基因及其不育性的恢复基因有关。而序列GO6一650可能

与控制亚麻的显性早熟基因有关。

关键词: 亚麻;显性雄性核不育;RAPD标记;差异片段的序列分析
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缩 略 语 表

LB(Luria-Beritaimedium)

腼p(胡picillin)

EDTA(ethylenedi叨inetetraaceticacid)

Min(。inute)

OD (opti￡aldensity)

PCR(polynerasechain reaction)

rp，(rotationperminute)

SDS(sodiu二dodecylsulfate)

bp(basepair)

Tris(trih丫droxymethylaminomethane)

RAPD(Rand伽lyAmplifiedPolymorphicDNA)

SCAR(SequenceCharaeterizedAmplifiedRegion)

IPTG (isoprop丫lthio一日一D一galactoside)

X一gal(5一bro帕一4一hloro一3一indol丫1一p一D一叩lactoside

TBE(TrisBoricacid

                LB培养基

              氨节青霉素

            乙二胺四乙酸

                    分钟

                  光密度

          聚合酶链式反应

                    转/分

          十二烷基黄酸钠
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        三轻甲基氨基甲烷

      随机扩增多态性DNA

        特异扩增区的序列

异丙基硫代一p一D--半乳糖昔

  5一澳一4氯一3叫噪， 一D--

                半乳糖昔

          Tris一硼酸 EDTA
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第一章 引言

    亚麻是我国北方地区重要的经济作物和油料作物。亚麻纤维是我国五大麻纺纤维

原料之一，纤维强度是棉花的1.5倍，是绢丝的1.6倍，可纺支数高，制作的高级衣

料在国际市场十分走俏。亚麻不仅是北方群众喜爱的食用油，而且是很重要的工业用

油.随着 a--亚麻酸作为保健、药用功能的不断开发，亚麻油作为营养保健品己开始

进入千家万户，市场前景广阔。但由于亚麻是自花授粉作物，限制了遗传变异的扩大

和杂种优势的利用，致使亚麻育种在丰产、抗病、优质等方面难以有重大突破。内蒙

古农科院胡麻课题组发现的显性核不育亚麻是一个显性雄性核不育的突变体，它具有

花瓣完全开放、花粉败育彻底、不育株标记性状明显、不育性稳定等特点。经“CAB

情报资料检索中心”检索，该材料在国内外属首次发现川。由于它的标记性状明显，

区别于已发现的核不育材料(水稻、小麦、谷子、油菜)回，因此具有很高的利用价

值。目前课题组己对显性核不育亚麻的不育机理进行了细胞学、生理生化的研究;对

其遗传规律及利用途径进行了深入系统的研究，但关于显性雄性核不育亚麻分子机理

的研究还属空白。

    亚麻显性雄性核不育作为一种优良生物性状，很有必要开展雄性不育分子机理的

研究，而要阐明这一现象，重要的是从有关基因组中克隆雄性不育相关基因。那么利

用RAPD分子标记对该显性雄性核不育基因进行标记对克隆雄性不育相关基因具有

非常重要的作用。

1 国内外亚麻生物技术的研究概况

    世界上共有22个国家和地区种植亚麻，进行亚麻生物技术研究的主要有加拿大、

捷克、法国、葡萄牙、澳大利亚、俄罗斯、印度和中国等。经过二十多年的探索和研

究取得了令人瞩目的进展。亚麻生物技术的研究主要有花药培养单倍体育种、组织培

养、原生质体培养、转基因技术的研究。

1.1花药培养与单倍体育种

    国内亚麻花药培养研究始于70年代，1978年，孙洪涛等率先在国际上培育出第

一批亚麻单倍体苗。研究探讨了外源激素对亚麻花药、花瓣、未授粉子房去分化培养

的作用〔“，找到了适合亚麻花药培养的激素水平搭配，采用B尹、Ms闭、N6侧等基本培

养基中的大量元素、微量元素1.1对亚麻花药培养效果进行试验，得出了较为适合亚麻

花药培养的培养基[l.]，并找到了检测再生植株是否为单倍体的合适方法洲。宋淑敏等
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在花药培养方法上进行了改进，采用低温处理、双层培养法提高了亚麻花粉植株的产

量tl"。吴昌斌等进行了亚麻子房离体受精研究获得种皮不完整的种子及直接萌发的幼

苗11.1。刘燕等研究探讨了多胚性亚麻种子进行单倍体育种技术获得初步成功11.]。

    对禾本科作物来说，亚麻花药培养体系是比较成熟的，而且积累了丰富的理论知

识，但是目前还没有关于单纯使用该技术育成正式推广的新品种的报导。

    在国外，1979年有关于亚麻花药培养的研究初报。从所查文献资料来看，近几

年来，从事亚麻花药培养与单倍体育种研究的主要有:加拿大的陈余荣，他所进行的

研究是油用亚麻的花药培养(加拿大以油用亚麻为主)。Nichterlein，K.等1991、1993

年报导了从亚麻小泡子获得再生植株以及基因型和外界条件对植株再生的影响「‘’·，。

俄罗斯全俄亚麻研究所生物技术育种专家AneKce益IlnoJI妙 B利用花药培养、多胚性

种子利用等方法进行单倍体育种，培育出了纤维产量比对照增加40%的新品系训。波

兰天然纤维作物研究所的lwonaRutkowska.K拍us。在单倍体育种研究方面取得了显

著成就。她认为低温处理对愈伤的形成没有作用，而花药接种后进行2一4周的暗培养

对愈伤的形成及植株的再生具有明显的促进作用‘1.1。捷克农技育种及服务有限公司的

主要育种者Eva Tejklova1992年报导了亚麻花药培养的初步结果【1.1，四年后，又报

导了不同因子对亚麻花药培养的影响侧，通过花药培养单倍体育种技术选育出了高纤

维品种决苗ca，全麻率达到了38%，2002年已经注册推广。

1.2 组织再生体系的研究

    1981年我国孙洪涛等完成了亚麻组织培养植株再生的初步研究，成功的利用亚

麻的茎尖、子叶、下胚轴为外植体诱导出亚麻的再生植株，进行三个世代的连续观察，

获得雄性不育体、感病、矮杆等广泛的性状变异[’l1。同时应用组培技术对野生亚麻进

行离体培养研究获得初步成功圈，这将对亚麻新的种质资源的创造和野生资源的保存

具有极其重要的意义。

    1977年国外在亚麻品种的改良中，己开始采用组织培养技术来产生再生植株闻.

此外葡萄牙的Q功上aA等人在1987年报导了不同自由当醇含量和成分与亚麻体胚发

生、无根苗形成和愈伤组织生长的关系‘，找到了适合愈伤组织生长的激素水平搭配。

1999年对培养基参数就亚麻下胚轴外植体体胚发生的影响阁进行了总结。

1.3原生质体培养

    自1970年初首次获得原生质体再生植株成功以来，我国有20多种是通过原生质

体获得的再生植株。1998 年，黑龙江省亚麻原料工业研究所科研人员在上海植物生
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理研究所重点实验室的协作下，进行亚麻原生质体培养获得了再生植株，这为亚麻体

细胞杂交研究奠定了基础。

    1983 年，国外有关于亚麻原生质体培养获得再生植株的报导，1998 年法国的

RogerD对原生质体培养过程中基本几丁质与亚麻体细胞形态发生的联系进行了研

究‘.，。

1.4转基因技术的研究

    王玉富等采用微注射法成功地将外源DNA通过花粉管导入亚麻，并得到了过氧

化物同工酶谱带明显变异的后代阁，经田间鉴定发现在株高、工艺长度、抗倒伏性、

花色、种皮等性状有变异圆。他们还利用根瘤农杆菌介导法进行亚麻转基因的研究，，

并成功获得再生植株，初步建立起了根瘤农杆菌介导法亚麻转基因系统侧。目前已经

获得抗除草剂Basta的转基因植株及抗虫基因Bt的再生植株。同年，王毓美等也报

导了亚麻几丁醋酶基因导入的研究叫。

    如上所述，我国分别采用农杆菌介导法和种质系统介导法成功的进行了目标基因

的导入，获得了转基因植株或品系(种)，初步建立了亚麻基因转化的受体系统，说

明了我国亚麻转基因技术的研究已进入了世界先进行列，将为亚麻育种提供一个新的

发展方向。

    国外自从1983年H叩huln等用根瘤农杆菌感染亚麻上胚轴得到亚麻肿瘤株系和

1987年NaZirBasiran 等报导了利用农杆菌介导法获得了亚麻转基因植株开始，亚麻

育种进入转基因阶段1翻。1989年加拿大的AlanMcHugen等人采用农杆菌介导法获

得抗除草剂“绿黄隆”转基因亚麻新品系。捷克也进行了农杆菌法、基因枪法、真

空负压法亚麻转基因技术的研究，将355启动子基因导入亚麻并获得了变异株系以间，

目前俄罗斯也育成了抗“绿黄隆”的亚麻品系图.澳大利亚也有关于转基因技术在亚

麻上的应用’祠。

2.1

RAPD分子标记的应用

  RAPD分子标记的原理

1990

技术

引物

RApD(RandomlyAmplifiedpolymo印hic洲A)即随机扩增多态性DNA，是

年由两组美国科学家Wiiliams等和Welsh等同时发展起来的一种新的分子标记

~，。它是以DNA聚合酶链式反应技术为基础，用9一10个核昔酸随机序列作为

，以从组织中分离得到的DNA为模板，通过PCR扩增，合成多态性DNA片段。

再进行电泳分离和澳化乙锭染色，多态性的产生可以由与引物互补的DNA核昔酸序
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列中一个碱基的差别形成。

    其基本原理是:模板 DNA在高温 (94一%℃)下变性，解成单链，然后又在低

温(35一40℃)下与引物结合(退火)，最后几qDNA聚合酶在一定的温度(72℃)

下促使引物与模板结合进行延伸，就这样在变性、退火、延伸不断地循环过程中不断

地合成新的DNA链。

2.ZR八卫D分子标记在目标基因标记中的应用

    RAPD分子标记技术因其具有简便、快速、灵敏、安全等特点，得到了广泛的应

用。目前该方法已广泛应用于种质资源鉴定，品种鉴定，作物起源与分类，目标性状

基因的标记与定位等研究。在目标基因标记方面的应用有:许莉等(1998)用RAPD

技术对光敏核不育水稻农垦585进行标记网。李子银等利用RAPD和双引物RAPD

标记定位光敏核不育基因〔.l]。干淞等(1999)从使用的254个随机引物中，发现有两

个随机引物 (2一70一11和 60一37) 可分别检测到一个与可育基因连锁的RAPD分

子标记，即:2一70一11:00和60一37.，50的甘蓝型油菜 “79.7”细胞核雄性不育基

因〔明。此外在其它作物中，如玉米、大豆等沁‘都有RAPD标记的成功的报导。Deloulm e

etal.(1994)和Haleetal.(1994)分别在油菜和菜豆中找到RAPD标记阳.，。

3 本研究的目的和意义

    植物雄性不育及杂种优势的利用研究是我国农业科学倍受重视的研究领域，而作

物雄性不育是杂种优势利用中十分重要的遗传工具。显性雄性核不育亚麻是内蒙古独

有的亚麻遗传育种资源，它的发现填补了国内外研究的空白，对亚麻育种具有极其重

要的价值.本研究是在过去研究工作的基础上，以亚麻雄性核不育单基因控制的不育

材料分离出的不育株和可育株为供试材料，利用RAPD分子标记技术寻找DNA多态

性差异，并回收该差异片断进行克隆以及序列分析。

    RAPD技术在植物遗传育种中有着举足轻重的地位，并且RAPD技术在各种作物

中成功应用的实例为我们将要进行的亚麻显性核不育基因RAPD分子标记的初步研

究提供了一个重要基础。就目前来说，有关亚麻在分子标记方面的研究比较少，迄今

为止有加拿大的丫bng一BIFu等对加拿大的植物基因资源中的亚麻分子特征进行过

RAPD标记和我国的薄天岳等人对亚麻抗锈病基因【明、抗枯萎病基因进行了分子标

记阉。因此，我们采用RApD技术对亚麻显性核不育基因进行分子标记的初步研究，

将对亚麻雄性核不育基因的分离和克隆并深入研究其表达特征，对于阐明雄性不育机

理和拓宽作物杂种优势的利用范围，都有极其重要的意义，同时也为亚麻育种提供了
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一个新的发展方向。

第二章 RAPD标记

1 材料和方法

1.1 实验材料

    用遗传背景相似的兄妹交分离出的可育株和不育株亚麻为材料。具体将核不育亚

麻材料中以单基因控制的不育材料作为实验材料，播种后在开花期不育材料将按1:1

分离出不育株和可育株，然后依据标记性状(不育株花为淡紫色，可育株花为深紫色)

区分不育株和可育株。

1.2 实验方法

1.2.1仪器设备

      小型台式离心机

        水浴摇床

        移液器

      PCR仪

        电泳仪

      多通道分子成像仪

德国，

德国，

美国，

德国，

美国，

美国，

型号 18R

型号 WB22

型号 RA刀闷IN

型号 Eppendo迁

型号 POWER.PAC300

型号 FLOUR一SMAX

实验试剂

引物:10一mer引物购自上海生工生物工程技术服务有限公司(Sangon)和南

京依贝仪器设备有限公司。Hotstart TaqDNA聚合酶、植物基因组DNA提取

试剂盒 (离心柱型)以及其它试剂药品均购自北京天为时代科技有限公司。

主要试剂的配制

植物细胞裂解液(10OmD

IMTris.HCI印HS.0) 10Inl

0.sM EoTA(pHS.0) lml

SM NaCl loml
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70林盯由lp疏基乙醇 7ml
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亚麻显性核不育墓因R̂PD标记及特异片断序列分析

与亚麻核不育基因及其不育性的恢复基因有关。而序列G06一650可能与控制亚麻的显

性早熟基因有关。

32本研究通过RAPD标记对亚麻显性雄性核不育基因进行标记，将标记到的差异

带回收、克隆、测序并进行了序列分析。虽然，R人PD反应的可重复性差并且假阳

性又很高。但是，本文通过对RAPD反应条件的优化，获得了稳定的多态性带，并

且 5135、562 和 G06各引物出现的稳定性的多态性差异带的频率分别为 71.4%、

75.0%和833%。说明该RAPD标记中获得的差异带是可行的，那么为了能够获得更

稳定的多态性差异片断，今后我们可以将RAPD标记转化为更稳定、可靠的SCAR

标记。特别是通过对该差异带回收、克隆和测序后，经BLAST分析，发现与水稻的

第3、5、8、9和10染色体有同源性。我们得出了序列562一500很可能与亚麻核不育

有着密切的关系;序列5135一350与亚麻核不育基因及其不育性的恢复基因有关。这

将为今后从 mRNA水平研究亚麻显性雄性核不育基因奠定了一定的基础。而序列

G06一650可能与控制亚麻的显性早熟基因有关，将对亚麻遗传改良具有重要的应用价

值。

第四章 结论

1 本实验中我们通过只改变一个RAPD反应条件，而其余条件不变，对RAPD反应

条件进行优化，得到了各因素最适的RAPD反应体系。并且在252条随机引物中筛选

出三条引物562(GTGAGocoTC)、5135(cCAGTAcTcc)和Go6(oTGCcT人Acc)，

通过多次(每个引物至少5次)重复实验它们都能获得稳定的多态性差异带，5135、

562和G06各引物出现的稳定的多态性差异带的频率分别为71.4%、75.0%和83.3%。

5135、562和G06三条引物各标记到的一条差异片段，其大小为分别为335bP、499bP

和649坤，命名为5135一350、562一500和G06一650。其中5135一350和562一500只在不

育株上能标记到，而在相应的可育株上却标记不到。相反GO6一650只是在可育株上能

标记到而相应的不育株上却没有该标记。

2经过对RAPD标记片段的回收、克隆、测序和BLAST分析，我们得出了序列

562一500很可能与亚麻核不育有着密切的关系:序列5135一350与亚麻核不育基因及其
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不育性的恢复基因有关.这将为今后从n1RNA水平研究亚麻显性雄性核不育基因奠

定一定的基础。而序列助6一650可能与控制亚麻的显性早熟基因有关。将对亚麻遗传

改良具有重要的应用价值。
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