
      芒麻雄性不育的细胞学和生理学初步研究

                        摘 要

    Lk麻 (Boehmeria nivea (L.) Gaud.)属于荐麻科 (Urticacese)竺麻屁

(Boehmeria)宿根性作物。芝麻起源于中国，西方人誉称为“中国草”。竺麻是一

种优良的纺织工业原料和主要出口产品，在国民经济中占重要地位。麻雄性不育杂

种优势己经应用于生产，但对其基础生物学问题研究甚少。本研究采用竺麻雄性不

育系SS370. GS141及其对应保持系GS13-X,. GS13-X2为材料，观察小袍子发育

的细胞学特征，比较分析生理指标差异，为竺麻雄性不育的基础理论研究积累资料。

主要研究结果如下:

    1.通过常规石蜡切片观察，发现两个保持系GS13-X:和GS 13-X2的雄蕊和小

抱子发育特征相同，但其对应不育系SS370和GS 141的雄性败育特征却略有差

异:SS370的雄性败育发生更早，败育更彻底，在雄花花序分化期便出现败育。

GS 14-1的雄性败育发生稍晚，多在雄花被形成后雌雄蕊原基分化期发生败育:

雌雄蕊原基分化出现异常，有的出现雄蕊原基退化，有的出现雄蕊原基崎形。

    2.在花蕾生长发育期间，不育系叶片中丙二醛含量比保持系更高。SS370

叶片的脯氨酸含量在各个时期中都低于对应的保持系:GS14-1在营养生长期和

现费初期的脯氨酸含t比对应保持系路高，但之后不育系脯氨酸含童均低于保持

系。

    3. SOD活性和CAT活性在2组材料中表现为一致性的规律:2个竺麻雄性

不育系叶片中的SOD活性都比对应保持系的高，2个不育系CA]，活性都比对应

保持系的低。但POD活性表现不太一致:SS370比其保持系GS 13-X:更低，而

OS 141比其保持系GS 13-X2更高。

    4.2个雄性不育系的蛋白质含量在各时期都比其对应保持系更低，而且随潜

花蕾的发育，这种差距还有扩大的趋势。

    上述研究结果表明，2个竺麻不育系雄性败育的细胞学特征各有差异，丙二

醛和脯氨酸含a、抗氧化酶如SOD. POD和CAT的活性，以及蛋白质代谢的变

化，可能影响芝麻不育系雄性器官的发育，最终导致雄性不育。

  关键词:竺麻;雄性不育:细胞学;生理学;脯氨酸;SOD: POD: CAT



Preliminary study on Cytology and Physiology of Male Sterility in
                                    Ramie

                                    Abstract

    Ramie (Boehmeria ntvea伍.)Gaud.), a perennial fiber crop in genus Boehmeria,

family Urticaceae, originated in China, and is called as "China grass". Ramie is one of

the excellent fabric raw materials and leading export products, playing an important

role Chinese economy. Ramie heterosis has been utilized in production, but the

knowledge on biology of ramie heterosis is poorly documented. In this paper,

cytoplasmic male sterile (CMS) line SS370 and GS14-1 and their corresponding
maintainer lines GS13-XI and GS13-X2 were used for observing the developmental

characteristics of microspores and the differences in physiological index. This work

might offer some useful information for understanding of the basic rules in ramie

CMS. The main results were as follows.

    I. The developmental characteristics of stamens and microspores in the two maintainer lines

(GS13-XI and GS13-X2) were observed妙means of normal paraffin method. The sterile

characteristics of their corresponding CMS lines (SS370 and GS14-1) were slightly different.

The abortion stage of SS370 was complete and earlier than that of GS14-1. Male

abortion could occur at the stage of anthotaxy differentiation in SS370, but in GS 14-1

that occurred at奴 stage of differentiation of stamen and pistil primordia, after perianth

formation. The differentiation of stamen and pistil primordia showed abnormality, e.g.

degeneration orland malformation of stamen州mordium.

    2. The malondiadehyde (MDA) contents in leaves of CMS lines at the stage of

bud development were higher than that in their corresponding maintainer lines.

Praline contents of SS370 at all the sampling stages were lower than the

corresponding maintainer line. Proline contents of GS1今1 were slightly higher than

the corresponding maintainer line at the late vegetative growth stage and the early

budd吨stage, but lower than the corresponding maintainer line thereafter.

  3. The activity of superoxide dismutase (SOD) and catalm (CAT) were

consistent运the two groups of materials. SOD activities of the two CMS lines were

higher than their corresponding maintainer lines. CAT activities of the two CMS lines

were lower than their corresponding maintainer lines. But the activity of peroxidase

(POD) in CMS line SS370 was lower than maintainer line GS13-Xr, and that of

GS 14-1 was higher than maintainer line GS 13-X2_



    4. The protein content at all sampl吨 stages for the two CMS lines were lower

than their corresponding maintainer lines, and the difference increased along with the

development stages.

    These results showed that the cytological characteristics in two CMS lines~

different. The variation of MDA and proline content and the activities of SOD, POD

and CAT as well as the protein metabolism might affect the development of the male

organs in CMS lines, resulting in CMS.

K叮words: nivea (L.) Gams.); cytoplasmic male sterility; cytology;

physiology; proline; superoxide dismutase; peroxidase; catalase
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              第一章 植物雄性不育研究概况

1植物雄性不育性概述

1.1植物雄性不育的概念

    被子植物雄蕊原基分化形成以后，到有功能的成熟花粉粒形成之前这一段时期，要

经历一系列形态特征、生理生化等方面的变化，如果这些变化中的任一过程受阻，雄性

就不能正常发育，导致不能形成有生活力的花粉，但雌性是可育的，这种现象叫做雄性

不育。

1.2植物雄性不育的表现

    植物雄性不育性有多种表现，根据雄性败育发生的早晚，可分为下列几种 (刘

忠松等，2001).

    (1)雄蕊退化或变形 如果败育发生在雄性器官分化的早期，可使整个雄蕊的

发育失败，造成雄蕊严重退化，使其只留痕迹，或雄蕊变成花瓣，或花丝缩短花药

弯曲晴形等。

    (2)花药异常 雄蕊除花药外形态正常或基本正常，但花药较痰小干缩，或有

非正常色泽而变白或变褐，或花药不正常开裂或不开裂，花药内一般无花粉，少数

有败育花粉或少数正常花粉。

    (3)抱子囊退化 花药外形接近正常，但由于花药内没有造抱细胞，或抱母细

胞减数分裂不正常，或在四分体时期败育，从而使花药内没有花粉或只有极少量花

粉。

    (4)小抱子退化 一般花药近于正常，花药内有败育花粉。根据花粉败育程度

不同，常常又分为三种:①典败，即典型败育型，小抱子在单核期败育，花粉瘦小

而皱瘪，形态很不规则。②圆败，小抱子在单核中后期至双核早期发生败育，花粉

稍小或大小正常，呈圆形，无淀粉积累，对碘液无蓝色反应。③染败。花粉在双核

后期发生败育，花粉内己有淀粉积累，能和碘液发生染色反应。

      (5)花粉功能缺陷 花粉形态正常，也能染色，但在正常条件下不能萌发，只

在某些特定条件下才可能萌发，形成花粉管.

1.3植物雄性不育的分类

由于导致雄性不育性的因素很多，雄性不育性的表现也是多种多样的，因而对雄性

不育性的分类也有不同的方式。

1，3.1根据遗传方式分类

    早期对植物雄性不育的研究不够深入，仅根据雄性不育的一些遗传方式进行解

释和分类 (秦泰辰，1978)。主要有:

    (1)三型学说 Sears, E.R.于1947年在总结前人工作的基础上，将雄性不育性



竺麻雄性不育的细胞学及生理学初步研究

概括为三种类型。

    ①细胞质雄性不育类型(简称质不育型，又称母体遗传型) 细胞核内不带雄性

不育基因，其雄性不育的遗传完全受细胞质遗传物质控制。这种类型的不育株与细胞质

可育的父本交配，其子代总是不育的，在理论上是找不到恢复系的。

    ②细胞核不育类型(简称核不育类型，又称孟德尔遗传型) 这种类型的不育性，

完全受细胞核内雄性不育基因的控制。一般认为是由一对隐性基因控制的，其不育性很

难保持而极易恢复，即没有保持系。其后代的育性分离符合孟德尔分离规律。

    ③ 质核互作类型(细胞质一核相互作用类型) 这种类型的雄性不育性是受细胞

质和细胞核遗传物质共同控制的。其保持系和恢复系都能找到，有利于三系配套配制杂

交种。

    (2)二型学说 1956年，Edwardson, J.R.在玉米雄性不育性的研究中，结合前人

的工作，对Sears的三型学说提出了疑义，首创二型学说。指出，细胞质作用类型在自

然界中是不存在的，应归入质核互作类型。为了统一名称，把原来叫做细胞质作用类型

与质核互作类型并为一类，称之为细胞质作用类型;另一类型就是细胞核作用类型。

    (3)核质协调学说 (一型学说) 核质协调学说认为，二型学说中的细胞核作用

类型是不存在的。所谓核基因控制的雄性不育系，都属于质核互作类型，即一型学说。

    (4)雄性不育性数量性状的特征 认为雄性不育性不是质盘性状而是数量性状，

因为有些杂交试验的杂种后代其育性的分离呈连续性变异。

    (5)雄性不育性受病毒的控制 认为植物病毒是控制雄性不育的一种因素。

1.3.2根据雄性不育表型分类
    Kaul(1988)依据基因型和表现型的差异，将植物雄性不育性划分为以下三个类型:

      (1)结构性雄性不育 雄性器官结构显著异常，从而导致小袍子组织不能发育或

者小抱子发生不能正常进行和完成。造成雄蕊群发育和分化异常、没有花药或花药崎形，

而雌性器官则很少受到影响。

    (2)抱子发生性雄性不育 雄蕊正常发育，但小抱子发生或雄配子发生出现缺陷，

从而致使花粉不能产生或者虽然能产生但花粉异常、畸形，在花粉完全成熟前败育。

      (3)功能性雄性不育 能形成正常花粉，但由于某种障碍使花粉不能到达自己或

外源花朵的柱头，从而不能受精。这些障碍主要是:花药不开裂，花粉外壁发育不完全

或不具有外壁，花粉不能转移至柱头以及花粉到达柱头后不能正常受精等。

1.3.3根据雄性不育机理分类
    随着科技的发展，对植物雄性不育的研究越来越深入和广泛。根据引起雄性不育的

主要原因，可将植物的雄性不育分为以下三种类型(刘忠松等，2001).

    (1)遗传性雄性不育 是以遗传因素为主控制的不育类型。根据其是否可以遗

传分为两类:
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    ① 不遗传的类型 如染色体组不平衡，非整倍体等引起的不育，这类不育不只

限于雄性，雌性也有。

    ② 可遗传的类型 它既可能纯粹由核基因突变所致，也可能由雄性育性荃因处

在不利的胞质条件下不能正常表达所引起。因此，往往把遗传的雄性不育类型又分

为:核不育 (NMS)类型和细胞质一核互作不育 (CMS)类型。

    (2)生理性雄性不育 具有正常可育基因型的植株在雄性发育过程中遇到不利

条件 (如极端温度、光照不足、干早、化学药剂处理等)而引起雄性不育，这类雄

性不育可随不利条件的消失而恢复育性。这类不育性是不遗传的。

    (3)生态性雄性不育 具有不育基因型的植株在一定条件下雄性不育，而在适

当条件下雄性可育的不育类型。其不育性是由特定基因型决定的，是可以遗传的，

也叫生境敏感型雄性不育。

    此外，Heslop-Harrison (1971)还曾将植物雄性不育性分为抱子体传递型不育和

配子体传递型不育。

    总之，对植物雄性不育性的分类可以有多种方法，白书农 ((2003)在Kau]综述

的基础上，对目前所了解的植物雄性不育类型做了一个简单的概括 (图1)。即植物

雄性不育首先可以分为环境胁迫所致的不育和遗传所致的不育，在遗传所致的雄性

不育中，又可以分为核基因控制的和核质互作控制两类。

Z.植物雄性不育研究进展

2.1植物雄性不育的细胞学研究

2.1.1雄性败育的主要时期和特征

    植物雄性不育的发生，主要是通过花粉形成和发育过程中发生的败育现象来表

现的，而花粉的败育又表现在其败育的时期和特征不同而有差异。Laser与Le川.

  (1972)指出，双子叶植物不育花粉的败育高峰多在造抱细胞至四分体时期较多，

而单子叶植物则在花粉的单核期至双核期败育较多。因此随着植物种类的不同，花

粉的败育和形式多种多样，即使同一种植物如水稻的花粉败育也有不同类型，败育

的时期和特征也有差异。但一般来说，不育系花粉的败育大多经过四个主要时期:

造抱细胞至花粉母细胞增殖时期，减数分裂时期，单抱花粉时期(单核晚期)，还有双

核和三核花粉时期败育的。其中前两个时期败育较少，通常都在花粉发育时期败育，

尤其是在单核花粉时期败育最为普谊。
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田1 一种对雄性不育现象分类的方法 (引白白is农。2003)

Fig. l A classification of plant male sterility (Bai Shu-nong, 2003)

    丁德荣等 (2001)利用光镜和透射电镜对几个大豆不育系小抱子发育的细胞学

比较观察。结果表明，同一胞质在不同的回交世代败育途径和表现相似，主要发生

在单核后期到二胞花粉早期，有的在小抱子单核靠边期的细胞质中产生不正常的空

泡，接近成熟花粉时期细胞质部分解体、收缩:另一些花粉败育发生在二胞花粉期，

初期原生质内小液泡比保持系增多，原生质内未形成淀粉粒，在生殖细胞远离营养

细胞后，胞质呈现紊乱，生殖核与营养核消失，外壁内层及内壁停止发育，液泡增

大，原生质部分解体。
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2.1.2药壁组织与雄性不育的关系

    绒毡层:袁亦楠((2000)利用光镜和透射电镜对番茄雄性不育突变体95305的小

抱子发育进行了细胞学观察。结果表明，小抱子的败育发生在小抱子母细胞时期、四

分体时期以及单核小抱子时期。在这些时期中，由于绒毡层细胞多层径向分化，异

常肥厚，挤压单核期的小抱子，致使小抱子母细胞被破坏提早解体。韩爱华等(2004)

利用石蜡切片法，观察比较了“新梨7号”及其父母本花药发育和花粉发育过程中细胞

学上的变化特征。研究结果表明:“新梨7号”梨花器小，花药干瘪，几乎无花粉粒，

表现出雄性不育的空囊花药。花粉败育的主要原因可能是:绒毡层细胞在花粉母细

胞时期出现畸形、提早解体，致使绝大多数小抱子母细胞不能正常发育，即使有的

小抱子母细胞可以进行减数分裂，但形成的小抱子四分体也不能正常发育成为成熟

的花粉粒，导致最终败育。

    维管束:维管束连接着花丝与花，起着吸收水分和运输养料的作用。关于植物

雄性不育系雄蕊中的花丝与花药维管束出现的异常现象早已有报导。徐树华(1980)

在水稻红莲型华矮15不育系中也观察到相邻的花丝合并的现象。花丝的合并有二联

和三联型，在药隔部分有薄壁细胞排列紊乱、大小不均匀和维管束分化不全、发育

不良等异常现象。而WA型华矮巧不育系，除了药隔薄壁细胞排列紊乱程度更为严重

外，药隔维管束发育不全现象亦更为严重，可看到维管束的极度退化，甚至发生缺

失或中断，在药隔维管束发育异常的区域，还可以观察到败育或正在败育的花粉。

王台等(1992)观察到水稻农垦S58的可育花药的药隔组织与普通水稻品种相似，但

农垦S58不育花药在小抱子母细胞时期和花粉母细胞减数分裂时期，药隔维管束的薄

壁细胞的壁薄发育差，在维管束中无导管和筛管。在单核晚期，虽有完整的木质部

和韧皮部，但只有分化较差的导管和筛管，并且其薄壁细胞也发育不良或退化，梢

细胞皱缩，由绒毡层的细胞质构成的原生质团不解体。

2.2植物雄性不育的生理学研究

2.2.!物质代谢系统与雄性不育的关系

    核酸的变化:核酸是蛋白质合成的模板和运载原料的工具，而蛋白质是组成花

粉的物质基础，醉蛋白是参与植物体一切生理生化代谢活动的催化剂。在雄性不育

的花药中，幼称发育初期，几乎与雄性可育花药的核酸含量相等。但是在小抱子阶

段，由于绒毡层结构紊乱，雄性不育花药中形成核酸的物质得不到补充，在核昔酸

形成时，DNA从退化的绒毡层和核中泄露出来。这些DNA被花粉母细胞吸收用于合

成过程，或部分转化为RNA。因此，花药部位，低水平的DNA和RNA可能成为小抱

子发育的限制性因素。江勇等 ((199” 用组织化学方法发现珍汕97A花粉细胞RNA
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含量在双核期显著下降，这是不育系花粉败育的一个重要生理特征。杨金水等(1995)

用野败不育系黄化苗为材料，采用RFLP技术进行分子杂交表明:野败不育系与保持

系线粒体DNA在组成上存在明显的差异。

    氨基酸的变化:氮基酸是氮同化的最初产物，是建造蛋白质的砖石。肖翔华等

(198”研究了光敏核不育水稻败育在不同人工条件下，花粉不同发育时期的游离

氨基酸的变化。发现在所检测的17种游离氨基酸中，与花药败育密切相关的氨基酸

为脯氮酸，其次是丙氨酸。脯氨酸是花粉中氨基酸的一种储藏形式，可以转变成谷

氮酸等其他氨基酸。因而脯氨酸含量的降低，必然会影响到蛋白质的生物合成。谷

氨酸在生物体内又可以转变为酮戊二酸，参与糖代谢。脯氨酸在花粉中通常与含盆

丰富的碳水化合物相配合，具有提供营养、促进花粉发育、发芽和花粉管伸长的作

用。对芝麻(刘飞虎等，2000c)不育系的研究也表明.脯氨酸及其他游离氮基酸含

t在不育花药与可育花药之间表现出差异。

    蛋白质的变化:蛋白质是基因表达的最终产物，控制植物体的性状.由于雄性

不育植物中DNA和RNA的变化，必然会导致蛋白质变化。蛋白质对小抱子的发育极

为重要，不仅可为植物的生命活动提供能量和为其它物质的合成提供中间产物，又

是细胞的重要组成部分，可溶性蛋白质中包含了各种酶原、酶分子和代谢调节物，

在花药和小抱子的发育过程中具有决定意义。一般认为植物生殖生长过程书要有旺

盛的蛋白质代谢，否则生殖器官的发育将走向异常，而雄性器官对此反应更为敏感

  (刘飞虎等，2000c)。朱英国等 (1979)对水稻红莲不育系及其保持系材料的研究

证实:花药中的游离组蛋白，总的趋势是不育系少于保持系。植株体内蛋白质合成

能力的降低，可能是导致植物雄性不育的原因之一。在芝麻 (刘飞虎等，2000c ),

玉米(夏涛等，1993)等作物中发现雄性不育花药的蛋白质含童低于对应可育系。

    碳水化合物的变化:碳水化合物是植物生活代谢的产物，也是其生存的物质基

础，GN比例的变化调控可以调整植物体由营养生长进入生殖生长。农恳58S-SD除

了在第一次枝梗原基分化期至雌雄蕊原基形成期，叶片中除蔗糖含量下降外，淀粉、

还原搪和总搪的含I均有上升的趋势(王台等，1991).邓明华等(2002) 在辣椒

细胞质雄性不育系9704A和8214A的研究中发现，在辣椒花曹的发育过程中，不育系

大花曹的可溶性糖含量呈明显下降趋势:而保持系可涪性搪含t一直升高，并在所

有阶段均高于不育系。

    有害物质的变化:过氧化氢和丙二醛(MDA)是对细胞极为有害的物质。过氧

化氢能通过抗坏血酸一谷脱甘肤循环消除，也能转变成氧化活性更强的经基自由基，

对蛋白质、核酸和脂类生物大分子产生破坏作用。M DA可作为交联剂使膜蛋白、醉

分子和DNA等大分子发生交联反应。因此，MDA含量的高低，可以反映细胞受损的
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程度。对小麦(赵会杰等，1996)和水稻 (陈贤丰等，1991)不育系的生化分析表

明，不育系花药中大I积累过氧化氢和MDA，导致代谢失调、脂膜过氧化。脂膜过

氧化增强是不育花药的一个普遍特征。

2.2.2能且代谢系统与雄性不育的关系

    呼吸作用:呼吸作用是重要的生命现象。呼吸速率既是生物体呼吸作用强弱的

指示，也是生物体能量代谢程度的宏观表征。雄性不育系花药呼吸强度低于可育系

花药，说明雄性不育花药中呼吸作用出现了缺陷(刘忠松，1987).

    呼吸途径:高等植物呼吸代谢有多条途径，在植物体内同时存在和运转，内外

因素可以造成各条呼吸链代谢途径间在程度和方向上的差异。高等植物的氧化还原

有两条电子传递途径:对氛化物敏感的细胞色素氧化酶途径和对氛化物不敏感的交

替氧化酶途径((AOX).交替氧化酶途径又称抗佩呼吸途径.细胞色素氧化酶途径最

终产生ATP，而抗橄呼吸途径不合成ATP，起平衡碳代谢和电子传递作用。AOX与三

梭酸循环协同工作，满足植物增加碳骨架的需要。Musgrave等(1986)研究了玉米

CMS及其保持系花药的总呼吸和抗佩呼吸，发现不育花药缺乏抗氛呼吸途径，而保

持系抗佩呼吸途径正常。玉米(夏涛等，1988)、水稻(陈贤丰等，1992) CMS系花

药的抗氛呼吸研究都证实了这一点。

    ATP的变化:ATP是能量的携带者和贮藏者，它参与植物体内各种代谢途径的调

节。ATP本身是核酸合成的前体物质之一，而其他几种核昔酸前体也只能从ATP转化

而来。对几个光敏、温敏核不育水稻品种的研究发现:不育花药ATP含盆下降，核酸

和蛋白质合成活性低，导致酶的数量和种类减少，致使DNA不能正常合成，染色体

不能加倍，细胞分裂停止，最后分解大于合成，花粉发育停滞而败育。

2.2.3醉活性与雄性不育的关系

    酶是生物体内的一种特殊催化荆，它由活的生物体合成。醉的活性取决于其蛋

白质结构的完整性，任何破坏酶蛋白的因素都能导致酶活性的丧失。醉有调控代谢

反应的功能。多个代谢反应综合的集中表现，便是性状和生理功能的体现。正是由

于这种醉、代谢和生理功能的相互关系，使酶活性的变化与育性的变化有着密切的

关系。植物体内酶的种类和存在量的多少及酶催反应的方向，都会直接影响到植株

生长发育的强弱，可育与不育等的特性。

    过氧化物醉 (POD)、过氧化氢酶 (CAT)和超氧化物歧化醉 (SOD):植物在

光呼吸等代谢过程中，会有许多过氧化氢产生，这些过氧化氢可以通过Haber-Weiss

反应(H202+02-+OH-+OH‘十OI)产生毒性更强的经自由基。轻自由基可引发脂质，

尤其是膜不饱和脂的过氧化，使生物膜结构遭到损害，改变蛋白质 (包括醉)结构，
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影响其功能:损伤DNA等生物大分子的结构与功能等。然而在生物进化过程中，也

形成了抵抗活性氧伤害的防御系统。超氧化物歧化醉(SOD)清除活性氧形成过氧

化氢，过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶 (CAT)则将过氧化氢进一步分解。同时，

生物体内存在的谷肤昔肤、抗坏血酸、维生素E等许多小分子活性氧清除剂，使体

内活性氧保持在较低水平。

    赵会杰等(1999)对三种类型(T, K. V型)小麦胞质雄性不育系的研究表明，

在花粉发育到二核期和三核期，不育系花药的SOD, CAT活性显著低于保持系，POD

活性则高于保持系。不育系的活性氧产生速率明显加快，脂质过氧化导致丙二醛

(MDA)大最积累。段俊等(1996)的研究也表明，玉米不育系叶片和雄移中的活

性氧产生效率、丙二醛含量较高;而SOD, POD, CAT活性均较低。不育系的败育

特征不仅表现在生殖器官的雄穗中，在营养器官的叶片中也有所表现。

    细胞色素氧化酶(COD):在生物氧化还原系统中，细胞色素氧化酶是一种重要

的氢载体。含铁、铜细胞色素氧化酶是线粒体膜的标志酶，在能且代谢中起重要作

用。

2.3

目前对于细胞色素氧化酶的活性是否能引起雄性不育尚存争议。

植物雄性不育与环境因素关系的研究

2.3.1环境因素影响雄性发育性

    生物体的新陈代谢和生长发育主要受遗传因素和环境条件的调控。遗传信息规

定了个体发育的潜在模式，但它的实现很大程度上受环境条件的影响。外源和内源

信号作用于特定细胞，引起基因不同水平的表达，导致生理反应的变化。植物雄性

育性的表达同样受到环境条件的调控。在不同生境条件下，雄性育性会发生转换，

育性转换有量变式的，也有质变式的。这种特性为人工生理调控雄性育性创造了条

件。环境条件可分为两类:一类是自然坏境，如光照、温度;另一类是人工环境，

如用物理、化学方法进行处理。在一个可育基因型品种中，由于受到干早、高温、

营养缺乏、人为处理等影响，就可能引起生理上的雄性不育。而雄性不育基因型也

不总是雄性不育的，在适当条件下可以恢复或部分恢复育性。

2.3.2生态因素调节雄性育性的生理生化过程

    外界信号通过细胞膜进入细胞，逐步引起细胞内各种物质，主要是蛋白质的变

化，各种蛋白质综合作用引起细胞发生生化反应，这个过程称为信号传导。细胞的

生长、分化及形成组织器官，都依靠信号传递。信号传递需要四个基本条件:信号:

接受信号的受体;介导并能放大信号的信使:对信号发生反应的效应器，

    植物种子萌发井经过一定的营养生长后就能感受环境信号的刺激，进入生殖生

长。这种能感受外界信号刺激的状态叫感受态。植物对环境的感受，有的由单基因
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控制，有的由多基因控制;有的由隐性墓因控制，有的由显性基因控制。小抱子形

成和花粉发育是许多基因按一定时间和空间顺序表达的结果。有的特异性基因在减

数分裂结束后到小饱子分裂前表达，另一部分在小抱子分裂后到花粉成熟时表达。

这与花粉败育的敏感时期是大致吻合的。

    光作为主要的环境因子，不仅提供光合作用所孺要的能t，而且也触发植物形

态变化、质体分化、新陈代谢等重要反应。光敏色素普遍存在于植物细胞中，是一

种担负着吸收和传递外界光信息的微量色素蛋白。植物利用光敏色素感受光作用，

进而推动一系列生理生化过程。

3.竺麻雄性不育的研究进展

    刘飞虎等 (2000a)对3份天然竺麻雄性不育系和13份经药剂诱导获得的雄性

不育系，通过田间观察结合花粉压片观察的方法，鉴定供试芝麻不育系的育性特征

和分析育性遗传方式，发现供试竺麻雄性不育系分为4种类型:I型为无雄曹型;

11型雄曹不膨大，无花粉粒，最后变黄枯落;m型雄蕾可膨大至1.6-1.8mm，淡黄色，

无可育花粉粒，最后变褐枯落;W型有个别或少t雄蓄可开放，但无可育花粉粒，

其它方面同m型。

    在生理学方面，刘飞虎等((2000c)比较分析了几个芒麻雄性不育系及其近等墓

因可育系叶片中的蛋白质、氨基酸、可溶性总糖及全钾含量等的差异后发现，同可

育系比较，芒麻雄性不育系的叶片中粗蛋白质、氮基酸含量减少，但游离脯氨酸含

t增加;在不育系叶片水解氨基酸中，以天门冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸、胧氨酸、

缘氨酸、苯丙氨酸和精氨酸减少尤明显。这些物质代谢的变化，可能是导致芝麻雄

性不育的原因。但叶片可溶性搪及全钾含t与芝麻雄性不育似无明确关系。

    此外，汪怀建等(2000)应用现蕾促进率 (%)和感温指数来反映6份竺麻雄

性不育系的光温反应特性，结果表明:供试材料的感光性可分为强感光和弱感光2

类:其感温性可分为强感温、中感温和弱感温3类。刘飞虎等((2000b)以GS13-942.

GSA-2, SS387, SS370等7个不育系为供试材料，在不同温度条件下采用不同日长

(9.5-12.5h/d)光照处理，分析供试芒麻雄性不育系的发育对温度和日照长度的反应.结

果发现，不同供试材料在特定条件下的营养生长进度较为一致，而生殖生长进度差

异较大:高温主要促进营养生长阶段的发育，而短日照主要促进生殖生长阶段的发

育;短日高温条件明显加速竺麻不育系的发育速度，但高温的促进作用随日照长度

增加而减弱，以至消失。
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4.本研究的目的意义
    植物的雄性不育性是一个与农业生产有密切关系的植物学性状，是基因型与环

境相互作用在发育过程中表达的结果。雄性不育因免去了去雄的麻烦可作为遗传工

具用于开发利用作物杂种优势和进行轮回选择、回交等育种研究，因此受到遗传育

种家的高度重视。利用植物的雄性不育性培育雄性不育系，再借助遗传工具来大t

生产杂交种子，杂种优势就得以在生产上应用。作物雄性不育杂种优势的利用能使

作物生产力显著提高，目前几乎所有主要农作物上都已经或正在开始利用雄性不育

杂种优势，雄性不育杂种优势已经是并且还会是作物育种的主要手段和发展方向，

    芝麻是一种优良的纺织工业原料和主要出口产品，在国民经济中占重要地位。

随着我国对外贸易规模逐步扩大，芝麻这一中国特色产业必将有更大发展。竺麻雄

性不育杂种优势利用正受到普遍重视，而且已有优势组合用于生产。竺麻雄性不育

作为一种优良生物性状，其细胞学观察的报导却相对较少，仅限于雄花曹外形观察

和花粉压片观察，并未对雄花曹进行解剖观察，可育系雄花曹发育和不育系雄花曹

败育的细胞学特征尚不清楚。另外，虽然开展过竺麻雄性不育系生理生态特性和遗

传初步分析，但还很有必要进一步深入探讨。因此，对Al麻雄性不育系进行细胞学

观察并进一步探讨其生化机理就显得尤为重要。本研究采用芝麻雄性不育系SS370.

GS 14-1及其对应保持系GS 13-X, . GS 13-X2为材料，观察对比小抱子发育的细胞学

特征，比较分析生理指标差异，为芝麻雄性不育的基础理论研究积累资料并为今后

竺麻杂种优势利用提供理论依据。
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第二章 兰麻雄性不育系的细胞学研究

    芒麻通常可由麻籽萌发成幼苗，或由种根萌发成幼苗。麻株前期的生长表现为

根、茎、叶的生长，称营养生长。当麻株营养器官发育到一定程度和根部营养物质

积累到一定程度后，在短日照条件的作用下，麻株体内会发生一系列的生理变化。

麻株由营养器官的生长过渡到生殖器官的生长，称生殖生长。它们在形态上表现为

叶腋的副芽由原基的潜伏状态转化为形成花芽的活动状态，并朝着形成花的方向发

育。目前，对雄性不育竺麻的雄花器官分化发育的报道相对较少。本章将对竺麻的

两个雄性不育系SS370, GS14-1及其对应保持系GS13-XI, GS13-X2雄花器官的分

化发育进行观察，期望揭示雄性败育的时期与特征。

I材料与方法

!.1材料

    供试材料为两个雄性不育系竺麻 SS370, GS14-1及其对应保持系GS13-X,,

GS 13-X2，所有供试材料均按大田生产要求进行育苗、移栽及田间管理。

1.2方法

    从现蓄起于田间观察所有供试材料麻株的雄蕾发育情况并按不同发育时期取雄

曹带回室内，放入FAA固定液中，抽真空后保存.FAA固定液配方为:每100m1 FAA

含70%乙醉86m1，甲醛8ml.冰醋酸6m1.

    取出部分材料，尽I去掉花轴，依次放入50%, 709、80%、90%、100%的酒

精中各20分钟，再转入100%的酒精中40分钟，进行梯度酒精脱水;之后放入I:

1的乙酸二甲苯中90分钟，转入纯二甲苯中90分钟，换二甲苯再浸泡过夜，进行

透明;次日将材料转入 1:1的石蜘二甲苯，58'C烘烤6小时，放入石蜡中浸泡6

小时，换石蜡再浸泡4小时，然后制成适合大小的蜡块，进行切片，切片厚度为71m.

    用水浴法将蜡带粘于涂有明胶的载玻片上，烘干后放入二甲苯中脱蜡，第一次

105分钟，第二次75分钟，然后依次放入100%,100%,90%,80%,70%,            50

%、30%的酒精中各5分钟，转入燕馏水5分钟，之后放入0.5%番红的50%酒精溶

液中染色过夜 (<8小时);次日取出用蒸馏水洗掉浮色，再依次放入309., 50%, 70

%、80%, 90%的酒精中脱水各5分钟，然后放入0.5%固绿的95%酒精溶液中染色

6秒，转入100%, 100%酒精中各5分钟，放入二甲苯中5分钟，2次，风干，中性

树胶封片，烘干制成永久切片;徕卡显微镜下观察并照相。

2结果与分析
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          第三章 竺麻雄性不育系的生理学研究

    植物遗传型雄性不育性的发生是由不育基因控制mRNA转录、蛋白质翻译、生

化反应、形态构建的最终结果。在雄性不育基因的表达过程中，包括一系列的物质

和能里代谢，涉及各种复杂的生化反应，对植物雄性不育系的生化成分进行比较研

究，有助于了解雄性不育产生的生化过程和发生机制，对深入了解和掌握雄性不育

的调控机制具有重要意义。

1丙二醛

    植物细胞质外由一层膜包裹着，这种膜具有独特的生物学功能，对细胞具有保护

作用。当细胞质膜受到损伤或破坏时，细胞的生物学功能将受到影响或丧失。Laser

等 (1972)曾报道作物雄性不育花粉在发育过程中内膜及细胞器膜解体退化 但对

造成这一现象的原因不十分清楚。赵会杰等 (1996a)的研究表明，小麦胞质雄性不

育系花药的丙二醛(malondiadehyde. N4DA)含量在单核、二核和三核期均高于保

持系，三核期尤为明显。本节将对芝麻雄性不育系及其对应保持系叶片中丙二醛含

t进行探究。

1.1材料与方法

1.1.1材料

    供试材料为两个雄性不育系竺麻SS370, GS14-1及其对应保持系GS13-X,.

GS 13-X2，所有供试材料均按大田生产要求进行育苗、移栽及田间管理。

    叶片取样:每个材料选取生长基本一致的植株8至10株，分别于芒麻营养生长

期 (出苗40天)、现曹初期、壮蕾期、初花期和盛花期(接近凋谢)摘取植株最上

部全展的功能叶片，装于冰箱带回室内，立即放入超低沮 (-701C)冰箱保存，用于

生理指标测定。

    花曹取样:由于两个不育系花蕾在现蓄不久后便枯萎脱落，无法与其保持系进行

对比，因此不采用花曹取样。

1.1.2方法

1.1.2.1提取液的配制和粗醉液的提取

    贮备液的配制:贮备液A: 0.2mol/L三轻甲基氨基甲烷(24.2g三轻甲基氨基甲

烷溶于蒸馏水中，定容到1000m1).贮备液B: 0.2mol/L盐酸 (浓盐酸17.1ml用水

稀释，容量瓶定容到1000m1).

    提取液的配制:配制50mmol/L Tris-HCI (pH7.0 )缓冲液，内含1%聚乙烯毗咯

烷酮(PVP).250m1贮备液A和225ml贮备液B混合，调节pH至7.0，加入logpvp,
定容到looomi.

    粗酶液的提取:称取1g叶片(避开主叶脉)，加液氮研磨成粉状，加入适it石
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英砂和PVP以及20011卜一疏基乙醉，再加入IOml提取液进行研磨，匀浆后在4C

下10,6218离心25min，上清液即为粗酶液，将其转到刻度离心管中放入超低温

(-70C)冰箱保存。

1.1.2.2 硫代巴比妥酸法侧定丙二醛含f

    反应液的配制:配制含0.5%硫代巴比妥酸 (TB人)含200/9三氛乙酸(TCA)溶

液，称取200gTCA溶解于水中，搅拌溶解，再准确称取5g TBA于TCA溶液中，加
热搅拌，待完全溶解后转移到1000m1容A瓶中定容到刻度，置于棕色瓶中4℃冰箱

保存。

    丙二醛含量的测定:I取反应液2m]于10m1离心管中，加入2ml上述所提取的

粗a液，盖上塞子x匀，煮沸20min,迅速置于冰水中冷却，在4℃下10,6218离心

20min，用反应液调O,测定其在450. 532和600mn下的光吸收值。用双组分光光

度法计算样品提取液中MDA浓度.计算公式:MDA(pmol/L)=6.45 X (ODs32-ODeao)
-0.56 OD4so，根据MDA的浓度和所取样品的重童计算其含f(刘祖棋和张石城，

1994).

1.2结果与分析

1.2.!丙二醛 (MDA)含t的变化

    衰1兰麻雄性不育系与保持系叶片丙二醛含A侧定结果:(单位:pmol /g)

Table 1 Malondimdebyde content加】门，曰of ramie male-sterile lines mud山eir corresponding

                                          Main妞恤盯 服，件

时期 SS370 (A1)                            GS13-XI (BI)   GS14-1 (A2)   GS13-X2(B2)

营养生长期

现蕾初期

  壮蕾期

  初花期

  盛花期

0.0187

0.0162

0.0249

0.0256

0.0281

0.0145

0.0157

0.0179

0.0213

0.0224

0.0205

0.0183

0.0252

0.0218

0.0252

认0154

0.011

0.0093

0.0127

0.0132

Al, BI为一组不育系与保持系，A2, B2为另一组不育系与保持系。

    从不同时期叶片中丙二醛含f (表 1)可以看出，竺麻雄性不育系SS370丙二

醛含量在营养生长期到现蓄初期略有下降，壮曹期后一直上升，保持系08 13一 总

体呈平缓上升趋势;整体来看不育系叶片中丙二醛含t明显高于保持系。竺麻雄性

不育系GS 14-1丙二醛含量呈波动状，壮曹期和盛花期最高，保持系GS13-X2叶片中

丙二醛含量在营养生长期到壮蓄期明显下降，初花期后又明显回升，各时期特别是



竺麻雄性不育的细胞学及生理学初步研究

壮蕾期后不育系叶片中丙二醛含里远高于保持系。总体看来，2组材料的丙二醛含量

均是不育系高于保持系。

1.3讨 论

    大量研究表明，植物在逆境胁迫或衰老过程中，细胞内自由基代谢的平衡被破坏

而有利于自由基的产生。过剩自由基的毒害之一是引发或加剧膜脂的过氧化作用，

产生较多的膜脂过氧化产物，引起膜的完整性遭到破坏，造成细胞膜系统的损伤，

严重时会导致植物细胞死亡;其次，自由基积累过多，也会使膜脂产生脱脂化作用，

使磷脂游离，膜结构破坏，从而产生一系列生理生化紊乱，最终导致植物死亡(王

宝山，1988;汪耀富等，1996).

    膜脂过氧化是在膜脂不饱和脂肪酸中发生的一系列自由基反应，其结果是降低膜

中不饱和脂肪酸的含量.膜脂过氧化的中间产物自由基和最终产物丙二醛 (MDA )

都会严重地损伤生物膜的结构。膜脂过氧化对生物膜的损伤主要是膜中蛋白质的聚

合和交联以及膜中类脂的变化引起的，质膜受到损伤后，其选择透性功能必将丧失，

电解质和某些小分子有机物将大量渗漏。当 MDA含量低于一定阂值时，细胞内电

解质泄漏量的变化极小，而当植物体内MD人的含最增加到超过该阂值时，会引起

细胞内电解质泄漏量的剧增，表现为相对电导率增加，此时植物叶片会呈现不可逆

的伤害症状 (刘祖棋和张石城，1994).

    本实验结果表明，在花曹生长发育期间，两个竺麻雄性不育系叶片中的丙二醛

  < MDA)含鱼虽然在营养生长期到现蓄初期有所下降，但都比其保持系的高，因此

使得细胞膜受损伤较大，引起细胞内电解质泄漏量的增加.这些变化可能会影响不

育系雄性器官的发育，并最终导致雄性不育。

2脯氨酸
    氨基酸是氮同化的最初产物，是建造蛋白质的砖石.肖翔华等 (198” 研究了

光敏核不育水稻败育在不同人工条件下，花粉不同发育时期的游离氨基酸的变化。

发现在所检测的17种游离氨基酸中，与花药败育密切相关的氮基酸为脯氨酸.脯氨

酸是花粉中氨基酸的一种储藏形式，可以转变成谷氮酸等其他氨基酸。因而脯氨酸

含最的降低，必然会影响到蛋白质的生物合成。脯氨酸在花粉中通常与含量丰富的

碳水化合物相配合，具有提供营养、促进花粉发育、发芽和花粉管伸长的作用。本

节将对A麻雄性不育系及其对应保持系叶片中脯氨酸含里进行探讨。

2.1材料与方法

2.1.1材料
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    同第三章1.1.1

2.1.2方法

2.1.2.1肺氮酸含量的侧定(张志良，1990)

    脯氨酸侧定试剂的配制:称取2.5g布三酮，加入冰醋酸54ml和6mol/L磷酸36mL

劝℃搅拌至完全溶解，迅速冷却，41C保存备用。

    标准曲线的制作:准确称取O.Olg LD-脯氨酸，先用少量酒精(25mD溶解，然

后用蒸馏水定容至Min]，得到浓度为100wg/ml的标准脯氨酸溶液。取11支101111

的试管，编号后依次加入:0. 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 1.8, 2.1. 2.4, 2.7, 3.0m]

的标准溶液和 10, 9.7. 9.4, 9.1, 8.8, 8.5, 8.2, 7.9, 7.6, 7.3. 7.0m1的蒸馏水，

混匀，即得到浓度分别为0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30pg/ml的标准

脯氨酸溶液。取各浓度的标准溶液、冰醋酸和测定试剂各2ml,沸水浴煮15min，冷

却后在515mn下测其吸光度值。以光吸收值作横坐标、脯氨酸浓度作纵坐标制作标

准曲线.标准曲线回归方程为:y --26.628x +1.8502(脯氨酸浓度单位:WMI，符合
系数:0.9974).

    脯氨酸含量测定:①取0.5g叶片，加入5ml无水乙醉研磨至匀浆，转入20m1

刻度试管，加水至刻度处，于 80℃水浴中加热20min,稍冷后分别加入约少量人造

沸石和活性炭，摇匀，静置10min后过滤至三角瓶中。②取滤液、冰醋酸和测定试

剂各2m1于10m1试管中，沸水浴中煮15min。待冷却后在515nm下测定其光吸收值。

  (另取一试管加入蒸馏水、冰醋酸和测定试剂各2ml，同时于沸水浴中煮15min,测

定时作调零用).

2.2结果与分析

2.2.1脯氮酸含量的变化

        表2竺麻雄性不育系与保持系叶片脯氮欲含f侧定结果:(单位:Wml)

  Table 2 proline content加leaves of ramie male-sterile tines and corresponding maintainer lines

时期 SS370(Al)               GS13-X,(Bl)   GS14-1(A2)     GS I 3-X2 (B2)

营养生长期

现曹初期

  壮蕾期

  初花期

  盛花期

0.2615

0.2805

0.3858

0.5624

0.5213

0.2734

0.3473

0.4101

0.5953

0.6120

0.3172

0.3342

0.3559

0.3908

0.4332

0.2890

0.3292

0.3719

0.4157

0.4506

A1, BI为一组不育系与保持系，A2, B2为另一组不育系与保持系
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    从不同时期叶片中脯氨酸的含里(表2)可以看出，竺麻雄性不育系SS370与

其对应的保持系GS13-Xl叶片中脯氨酸含童在整个生长过程中总体呈上升趋势，不

育系到盛花期时有所下降，不育系叶片中脯氨酸含量明显低于保持系;竺麻雄性不

育系GS 14-1与其对应的保持系GS 13-X2叶片中脯氨酸含量在整个生长过程中呈上升

趋势，前两个时期不育系叶片脯氮酸含量比保持系高，之后均低于保持系。

2.3讨论

    有关脯氨酸含量与植物雄性不育性的关系已作了大量研究，均发现在雄性不育

系花药中脯氨酸含量降低或缺乏，在小麦、水稻、玉米、番茄、萝卜、辣椒等作物

上都得到了相似的结果(Kaul, 1988)。花药中积累的游离脯氨酸部分来自营养体，

部分由花药内谷氨酸转化而来。不育系中游离脯氨酸含盈的降低，必然会使花粉的

正常发育受阻。

    本研究结果表明，竺麻雄性不育系SS370中的脯氨酸含量一直低于对应保持系，

竺麻雄性不育系G814-1在营养生长期和现蕾初期比保持系的略高，但之后保持系中

的脯氨酸含量上升，而不育系脯氨酸含最均低于其保持系，这与前人(刘忠松，1987:

彭业芳和王永锐，1991;夏涛和刘纪麟，1993:孙日飞等，2000:张丽等，2002)

的结果完全一致。朱广廉等 (1985)认为，不育系花器官中游离脯氨酸含量减少的

可能原因，一是由营养体以主动方式向花器官的脯氨酸运输发生障碍:二是不育系

脯氨酸合成能力减弱。因此认为，不育系中的脯氮酸含量低于保持系，可能是不育

系本身合成脯氨动能力较差造成的，并非由于营养体向花器官运输发生障碍所致。

3细胞膜脂过氧化防御酶

    植物体内多余的活性氧主要通过有关的酶类或活性氧清除剂(非酶类)来清除，

生物体内广泛存在能清除活性氧代谢的保护酶类，它们把活性氧转变为低活性物质，

从而保护膜系统，使细胞膜脂过氧化减轻。这些酶类有超氧化物歧化酶(supemxide

dismutase, SOD)、过氧化物酶(peroxidase, POD)、过氧化氢酶(catalase, CAT)

等。植物活性氧清除剂主要有类胡萝卜素、抗坏血酸(AsA)、还原型谷脱普肚(GSH ).

维生素E、甘露醇和生物碱等。正常情况下，细胞内自由基的产生与清除处于一种

动态平衡。但是，植物体在逆境胁迫下，或是由于植物体自身内部的原因(如基因

突变或核质遗传物质不协调等引起的雄性不育)，常会产生过多的活性氧，从而对细

胞膜系统造成伤害。

    超氧化物歧化酶(SOD)的主要功能是清除生物体内超氧离子基团，使生物体

内过多的活性氧转变为过氧化氢，过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)能清

除植物体内产生的有毒过氧化氢。作为生物体内主要的活性氧防御醉，SOD. POD
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和CAT协同维持体内的活性氧代谢平衡，保护生物膜结构。但当植物体内的活性氧

含t在某一时期或某一组织大t产生时，SOD, POD和CAT活性就会产生对应的变

化。

    竺麻雄性不育系在花蓄生长发育期间，细胞膜脂过氧化增强，积累较多的丙二

醛，细胞膜受损伤较大，细胞内电解质外渗盈增多。竺麻体内活性氧防御酶的状况

到底怎样，本节将作一些初步的探讨。

3.1材料与方法

3.1.1材料

    同第三章1.1.1

3.1.2方法

3.1.2.1提取液的配制和粗酶液的提取

    同第三章1.1.2.1

3.1.2.2 TBT光还原法测定SOD活性

    贮备液的配制:贮备液A: 0.2moYL三径甲基氨荃甲烷(24.28三经甲基氨基甲

烷溶于燕馏水中.定容到l000m1).贮备液B: 0.2mol/L盐酸 (浓盐酸17.1ml用水

稀释，容量瓶定容到1000m1).

    反应液的配制:先配制50mmol/L Tris-HCI (pH7.8 )缓冲液:250m1贮备液A与

162.5m1贮备液B混合，调节pH至7.8, 1000m1容童瓶中加燕馏水定容到刻度。再

在其中溶解0.0818g抓化硝基四氮哇蓝(100pmol/L N'BT). 0.0372g乙二胺四乙酸二

钠((0.1 mmol/L EDTA-Na2)和1.9949g DL- EP硫氨酸(13.37mmol/L蛋氨酸).

    核黄素的配制:先配制50mmol/LTris-HCI (pH7.8)缓冲液。250ml贮备液A与

162.5 ml贮备液B混合，调节pH至7.8, 1000ml容量瓶中加蒸馏水定容至刻度。然

后称取0.0372gEDTA-Na2 (0.1mmol/L)和0.0376g核黄紊(0.1mmol/L)溶于所配

制的缓冲液中。

    SOD活性测定:黑暗中(微光环境，暗室中》取3.8ml反应液和150川核黄素溶

液到q)lcmxlOcm的小试管中，加入适量粗酶液(20川左右)棍匀;同时用不加粗酶
液的试管作为最大光还原管。将试管竖置于试管架中，其中试管架两边和正中间都

放置最大光还原管。在60001x光强下照光15min,迅速遮光并在560mm下暗中测定

各管光吸收值 (OD值)(用反应液调零)，调节酶量使其抑制NBT光化还原为最大

光还原值的50%左右，以抑制NBT光化还原50%所需要的酶量为一个SOD酶活力

单位(u)。计算公式:(OD..-OD) / (OD.x50o/o)。最后用蛋白质含量表示 SOD

酶活性的大小(单位:ulmg protein) (Giatmopolitis and Ries, 1977).
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3.1.2.3愈创木酚法测定POD活性

    反应液的配制:临时配制50mmol/L Tris-HCI (pH7.0)缓冲液200ml, $取愈创木

附11211，在70℃下搅拌直至完全溶解，待溶液冷却后加入30%过氧化氢76川，混
合均匀，保存在冰箱中随即测定。

    POD活性侧定:取3ml反应液于比色杯中，用移液枪加入粗酶液100川，迅速

用移液枪混合均匀，侧定其在470nm波长下光吸收值的变化情况，在30s内每隔5s

测定一次光吸收(OD)值大小，用反应液调零，以每分钟OD值增加0.01为一个醉

活力单位((u)，计算公式为:(OD3os-ODos) X 2/0.01。最后用蛋白质含量表示POD

酶活性大小(单位:u/mg protein)(刘祖棋和张石城，1994).

3.1.2.4紫外分光光度法铡定过载化氢醉(CAT)活性

    反应液的配制:临时配制50mmol/L Tris-HCI (pH7.8)9冲液，其中含10 mmol/L

H202-

    CAT活性测定:3ml反应液中加入1011酶液，在240nm下测定每分钟吸收值的

减少，一个酶活性单位((u)为每分钟吸收减少0.010D值(赵会杰等，1996b)，计

算公式为:(ODbos-ODos) /0.01。最后用蛋白质含量表示CAT酶活性大小(单位:

侧而g protein).

3.2结果与分析

3.2.1超氧化物歧化醉(SOD)活性的变化

      表3竺麻雄性不育系与保持系叶片SOD活性测定结果:(单位:u/mg protein)

    Table 3 Superoxide dismutase (SOD) activity in leaves of ramie male-sterile lines and

                              corresponding maintainer lines

时期 SS370 (A1)   GS13-X, (B1)   GS14-1 (A2)   GS 13-X2(B2)

营养生长期

现蕾初期

  壮蕾期

  初花期

  盛花期

29.59

36.49

30.75

31.45

35.72

30.18

32.68

27.52

28.65

31.48

36.86

30.34

28.25

30.27

29.32

28.77

30.37

26.85

29.35

30.11

Al, Bl为一组不育系与保持系，A2, B2为另一组不育系与保持系

    从不同时期叶片中SOD活性(表3)可以看出，竺麻雄性不育系88370与其对

应的保持系GS13一叶片中SOD活性在整个生长过程中呈上升一下降一上升的趋势，

现曹初期最高;不育系叶片中SOD活性稍稍高于保持系。竺麻雄性不育系GS 14-1
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的SOD活性在营养生长期稍高，保持系GS 13-X2叶片中SOD活性也呈上升一下降-

上升的趋势，不育系叶片SOD活性只在盛花期稍低于保持系，其他时期比保持系稍

高。总体上看，2组材料均是不育系的SOD活性高于保持系。

3.2.2过氧化物醉(POD)活性的变化

      农4竺麻雄性不育系与保持系叶片pod活性侧定结果:(单位:u/mg protein)

    Table 4 Perozdase (POD) aetif in leaves, of ramie male-sterile lines and corresponding

                                            口a加臼坛er 1加份

时期 SS370(Al)             GS13-XI (B1)   GS14-1 (A2)   GS 13-X2 (B2)

营养生长期

现曹初期

  壮蕾期

  初花期

  盛花期

7.12

4.34

5.85

10.75

17.3

10.76

7.31

12.95

15.37

19.15

6.14

4.83

  8.3

11.57

15.86

4.34

3.66

6.25

5.2

8.38

Al, 81为一组不育系与保持系，A2, B2为另一组不育系与保持系

    从不同时期叶片中POD活性 (表4)可以看出，竺麻雄性不育系SS370与保持

系叶GS13-X1片中POD活性在营养生长期到现蓄初期呈下降趋势，之后呈上升趋势，

至盛花期最高;不育系叶片中POD活性均低于保持系。竺麻雄性不育系GS 14-1的

POD活性类似于前一组，保持系叶片中POD活性上下波动，规律性较差，不育系叶

片POD活性高于保持系。

东2.3过氧化氢醉(CAT)活性的变化

      衰5竺麻雄性不育系与保持系叶片CAT活性侧定结果:(单位:u/mg protein)

    Table 5 Catalan (CAT) activity恤leaves of ramie male-sterile tines and corresponding

                                              maintainer li-es

时期 SS370 (AI)           GS13-XI (BI)   GS14-1 (A2)   GS13-XZ(B2)

营养生长期

现蓄初期

  壮蕾期

  初花期

  盛花期

68.70

65.22

76.00

88.26

103.5

67.24

肠.52

78.26

蛇.17

106.47

49.57

51.62

55.34

70.43

78.26

57.39

61.31

70.87

89.13

96‘月)9

Al, 81为一组不育系与保持系，A2, B2为另一组不育系与保持系
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    从不同时期叶片中CAT活性(表4)可以看出，费麻雄性不育系SS370和保持

系GS 13-X,叶片中CAT活性在营养生长期和现曹初期变化都趋于缓慢下降，之后呈

上升趋势:不育系叶片中CAT活性低于保持系。竺麻雄性不育系GS 14-1和保持系

GS 13-X2的CAT活性变化呈缓慢上升趋势，各时期CAT活性都是不育系低于保持系。

3.3讨论

    前人对植物雄性不育材料SOD. POD和CAT活性作了大量的研究。绝大部分

对SOD的研究结论是:在雄性不育系中SOD的活性比其保持系的低 (陈贤丰和梁

承邺，1991;段俊等，1996;赵会杰等，1996b;)，但有些研究结果表明，雄性不育

系中的SOD活性比其保持系的高(张学昆等，2000;张建奎等，2001:余玲等.2003 ).

对POD的研究结论也不一致，有些认为雄性不育系中的POD活性比其保持系的高

  (黄厚哲，1984:耿三省等，1997;赵前程等，2002)，有些认为雄性不育系中的POD

活性比其保持系的低(陈贤丰和梁承邺，1991;张明永等，1997;赵会杰等，1996b).

对CAI，的研究结果较为一致，即雄性不育系中的CA]，活性都比其保持系的低(赵会

杰等，1996b;耿三省等，1997);这方面的研究仅有少数例外 (张学昆等，2000;

侯建华等，2003).

3.3. 1  SOD活性与芒麻雄性不育性

    本研究对芝麻雄性不育系SOD活性的测定结果表明，2个芒麻雄性不育系叶片

中的SOD活性大多数情况下比其对应的保持系高，这与多数同类研究结果不一样，

类似的结果仅见张建奎等 (2001)和余玲等 ((2003)的报道。一般认为，雄性不育

系在败育过程中，SOD活性比保持系的低，不能有效地清除体内过多的活性氧，导

致细胞膜受到伤害，引起雄性不育。但是，也有研究表明，SOD是一种诱导酶，它

既可被O_2诱导而提高活性，又能催化体内O飞的歧化反应而形成氧分子和过氧化

氮 (李向东等，2001).

    本研究中的2个芒麻雄性不育系叶片中的丙二醛含量都比保持系的高，说明膜

脂过氧化比较严重，进而说明过氧化氢含量较高，这可能是诱导不育系花曹SOD活

性较高的直接原因。因此，可以确定竺麻叶片中的SOD活性与雄性不育性有关联。

3.3.2 POD活性与竺麻雄性不育性

    过氧化物酶 (POD)作为植物细胞内重要的组成成分，具有许多非常重要的生

理功能，如参与活性氧代谢过程;参与木质素和木栓质的合成;参与生长素的降解:

参与其它物质的氧化过程，除了与植物正常代谢和生长发育相关的结构型POD外，

很大部分POD的合成属于诱导表达型，这已为大量的胁迫处理试验和分子水平上的

基因调控研究证据所证实 (田国忠等，2001)。李伶俐等 (2001)在对棉花幼铃脱落

机制的研究时推测棉花即将脱落幼铃在开花后产生了较多的。飞，作为应橄反应，幼
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铃中SOD活性也对应提高，歧化0-:产生较多的过氧化氢又诱导POD活性提高。

    本研究对芒麻雄性不育系POD活性的测定结果表明，竺麻雄性不育系GS141

叶片中的POD活性都比其对应的保持系高，这可能是由于竺麻雄性不育系叶片中产

生了较多的过氧化氢，诱导POD活性的提高。但是，竺麻雄性不育系SS370叶片中

的POD活性又比其对应的保持系低，这可能是由于兰麻雄性不育系SS370败育发生

较早，致使其呼吸作用强度低于对应的保持系，因此过氧化氢产生量比对应的保持

系少所致。看来芒麻叶片中POD活性与其雄性不育的关系还有待进一步研究。

3.3.3 CAT活性与竺麻雄性不育性

    过氧化氢酶主要存在于植物过氧化物酶体与乙醛酸循环体中，它与抗坏血酸过

氧化物酶(AsA-POD)一样都是清除过氧化氢的主要酶类，不同之处在于:前者不

需要还原力且具有较高的酶活速率，但对过氧化氢的亲和力较弱，后者需要还原性

底物，并对过氧化氢具有较高的亲和力.已有的研究表明，过氧化氢酶是C3植物中

过氧化氢清除的关键酶，而且是C3植物耐受胁迫所必需的(W illekens等，1994)。

可见，过氧化氢酶(CAT)与植物体内的过氧化氢代谢有关，并能减轻过氧化氢对

植物的损伤.本研究中2个芝麻雄性不育系叶片中的CAT活性都比其对应的保持系

低，这可能会影响到不育系中的过氧化氢不能及时分解，造成对细胞膜的伤害，从

而导致不育。

4蛋白质

    蛋白质是基因表达的最终产物，控制植物体的性状.由于雄性不育植物中DNA

和RNA的变化，必然会导致蛋白质变化。蛋白质对小抱子的发育极为重要，不仅可

为植物的生命活动提供能量和为其它物质的合成提供中间产物，又是细胞的重要组

成部分，可溶性蛋白质中包含了各种酶原、酶分子和代谢调节物，在花药和小抱子

的发育过程中具有决定意义。本节将对竺麻雄性不育系及其保持系的蛋白质含里进

行比较，并探讨它们与芝麻雄性不育性的关系。

4.1材料与方法

4.1.1材料

    同第三章1.1.1

4.1.2方法

4.1.2.1提取液的配制和粗酶液的提取

    同第三章1.1.2.1

4.1.2.2考马斯亮蓝(G-250)法侧定蛋白质含量

    蛋白质测定试剂的配制:配制0.01%考马斯亮蓝G-250, 4.7%的乙醉和8.5%的
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磷酸(-/v).称取考马斯亮蓝0.1g,盘取95%乙醉47m1和磷酸85m1,混合后溶于适
里水中，搅拌至完全溶解，转移至1000m1容量瓶中定容到刻度。静置一夜，次日过

滤后盛装于棕色瓶中，4℃下冰箱中保存备用。

    标准曲线的制作:称取0.100g牛血清蛋白，溶解于80m1左右水中，50℃加热并
搅拌直至完全溶解。把溶解后的牛血清蛋白溶液转入100m1容量瓶中，加水至刻度，

混匀即得l mg/ml(即1000Wml)标准牛血清蛋白。取”根试管，分别在其中加入

1mg/ml牛血清蛋白溶液0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 20081和

蒸馏水200, 180, 160, 140, 120, 100, 80, 60, 40, 20, 0川，再加入考马斯亮蓝
溶液10mi，在595nm下测定各自的光吸收值。以光吸收值作横坐标、蛋白质浓度作

纵坐标制作标准曲线.标准曲线回归方程为:y = 37.128x -0.1628(蛋白质浓度单位:

1ig/ml，符合系数:0.9962).

    蛋白质含量的测定:在小试管中加入前面所提取的粗酶液200川，然后加入蛋白

质测定试剂l Oml,迅速混匀，在2̂-60min内测定其在595ntn下的光吸收值.根据

标蛋白质准曲线计算蛋白质的含量。

4.2结果与分析

4.2.1蛋白质含量的变化

        表‘竺麻雄性不育系与保持系叶片蛋白质含A侧定结果:(单位:pg/ml )

  Table 6 Protein content in leaves of ramie male-sterile lines and corresponding maintainer lines

时期 SS370 (A1)   GS13-X,仍1)   GS 14-1 (A2)              GS 13-XZ (B2)

营养生长期

现蕾初期

  壮蕾期

  初花期

  盛花期

11.43

11.59

11.75

12.90

15.30

11.95

12.16

12.67

14.13

16.37

10.10

8.19

8.90

12.28

13.02

11.18

9.59

10.01

13.21

15.14

Al, B1为一组不育系与保持系，A2, B2为另一组不育系与保持系

    从不同时期叶片中蛋白质的含量 (表6)可以看出，竺麻雄性不育系SS370与

其对应的保持系GS13-X,叶片中的可溶性蛋白质含量整体呈上升趋势，不育系叶片

中蛋白质含量低于保持系;竺麻雄性不育系GS 14-1与其对应的保持系GS13-XI叶片

中的可溶性蛋白质含量在营养生长期到现蕾初期下降，之后又明显回升，各时期不

育系叶片中蛋白质含量低于保持系。
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4.3讨论

4.3.1蛋白质含量与竺麻雄性不育

    蛋白质是基因表达的最终产物，引起雄性不育的基因转录成mRNA后要翻译成

蛋白质才能发挥作用。一般说来，雄性不育系的蛋白质含量低于可育系。王亚馥等

(1984)对大白菜胞质雄性不育株和可育株花苞蛋白质的电泳分析表明，可育株的

蛋白质种类明显多于不育株。大白菜6个雄性不育“两用系”、一个雄性不育系均

表现为不育株较可育株的蛋白质含量低 (王淑华等，1998):灯笼红萝卜雄性不育

株中可溶性蛋白及游离脯氨酸含量都低于可育株 (魏毓棠，2001)。

    本研究结果也表明，各时期雄性不育竺麻中的蛋白质含量都比其对应保持系低，

而且随着花蓄的发育，这种差距还有扩大的趋势，表明叶片中蛋白质含量与雄性不

育性有直接关系。
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小 结

    通过切片观察发现，虽然两个保持系GS13-X,和GS 13-X2雄蕊和小抱子发育特

征相同，但其对应不育系SS370和GS 141的雄性败育特征却各不相同。SS370的雄

性败育发生更早，败育更彻底，在雄花花序分化期便出现败育;GS 141的雄性败育

发生稍晚，多在雄花被形成后雌雄蕊原基分化期发生败育，因而通过解剖能看到雄

蕊原基的各种异常情况。同其它双子叶比较，芝麻雄性不育系的不育特征表现得更

早，其遗传学和生理学机理值得进一步研究。

    在花蕾生长发育期间，不育系叶片中丙二醛含量比保持系更商，暗示着细胞膜

受损伤较大，引起细胞内电解质泄漏量的增加，这可能会影响不育系雄性器官的发

育，并最终导致雄性不育。

    竺麻雄性不育系SS370叶片的脯氨酸含量在各个时期中都低于对应的保持系:

GS 14-1在营养生长期和现蕾初期的脯氨酸含量比对应保持系略高，但之后不育系脯

氨酸含量均低于保持系。我们认为，不育系中的脯氨酸含量低于保持系，可能是不

育系本身合成脯氨酸能力较差造成的，并非由于营养体向花器官运输发生障碍所致.

    SOD活性和CAT活性在2组材料中表现为一致性的规律:2个芒麻雄性不育系

叶片中的SOD活性都比对应保持系的高，2个不育系CAT活性都比对应保持系的低。

由于2个芝麻雄性不育系叶片中的丙二醛含量都比保持系的高，膜脂过氧化比较严

重，过氧化氢含量较高，这可能是诱导不育系花蕾SOD活性较高的直接原因。2个

芝麻雄性不育系叶片中的CA]，活性都比其对应的保持系低，这可能会影响到不育系

中的过氧化氢不能及时分解，从而造成对细胞膜的伤害，导致不育。

    POD活性表现不太一致:SS370比其保持系GS 13-X，更低，可能是由于SS370

败育发生较早，呼吸作用强度低于对应的保持系，因此过氧化氢产生量比对应的保

持系少所致;而GS 141比其保持系GS 13-X2更高，这可能是由于芝麻雄性不育系叶

片中产生了较多的过氧化氢，诱导POD活性的提高。

    2个雄性不育系的蛋白质含量在各时期都比其对应保持系更低，而且随着花曹的

发育，这种差距还有扩大的趋势，说明叶片中蛋白质含t与雄性不育性可能有直接

关系。

    上述研究结果表明，2个竺麻不育系雄性败育的细胞学特征各有差异，丙二醛和

脯氨酸含量、抗氧化酶如SOD, POD和CAT的活性，以及蛋白质代谢的变化，可

能影响竺麻不育系雄性器官的发育，最终导致雄性不育。
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