
竺麻雄性不育相关基因的克隆和表达分析

                              摘 要

    雄性不育在植物界广泛存在，在生产上有重要的利用价值。有关雄性不育以及雄性

不育杂种优势产生的分子机理仍然远未得到阐明，这在很大程度上妨碍了杂种优势利用

的深入发展。竺麻雄性不育杂种优势已经在生产上得到利用，但相关理论研究还远远不

够。竺麻雄性不育相关基因的克隆和表达、利用分子标记方法对竺麻雄性不育的研究等，

国内外尚无报道，

    植物线粒体基因组和叶绿体基因组被认为与细胞质雄性不育性有直接关系。更多的

证据表明植物胞质雄性不育性是由线粒体DNA分子突变和重组产生新的功能区(嵌合

基因)造成的。ATP合成醉在能t产物的形成过程中起着重要作用，可能对花粉细胞能

童代谢等方面起着重要作用。atp6, atp9, atpA等几个ATP合成酶亚基基因的研究受到

普遍重视。本实验以项目组在前期工作中培育的芒麻“三系”为材料，开展了“三系分

材料总DNA和线粒体DNA的提取方法的优化和ISSR标记分析、雄性不育相关基因atp6

和帅，的克隆、序列分析和KT PCR表达研究，为弄清兰麻雄性不育性的分子机理积累

资料。同时，所克隆的不育相关基因将为今后利用基因工程方法培育新的不育系和研究

不育形成机制奠定基础。获得如下主要结果:

    1.由于竺麻组织中，酚类、粘状物及黄酮类等次生代谢物质的含量较多，纤维含里

也较高，DNA的提取与纯化相当困难。本实验对竺麻总DNA和线粒体DNA的提取方

法进行了适当的改进。利用ISSR方法分析了芝麻“三系”总DNA和线粒体DNA，枪

测到了在总DNA水平和线粒体DNA水平上的1SSR多态性。竺麻“三系”之间存在明

显的多态性，竺麻中保持系与不育系的差异比与恢复系的差异要小，其中不育系和保持

系之间的多态性差异可能与育性相关。

    2.竺麻分子生物学方面的研究国内外还没有见到报道，没有现成可用的引物。本研

究根据线粒体DNA序列具有保守性的特点，通过在Genbank上比对一些双子叶植物的

atp6. atp9基因而合成简并引物，钓取了竺麻“三系”线粒体atp6, atp9基因的部分片

段。在简并引物扩增序列基础上设计竺麻atp6, atp9基因特异引物，利用DNAwalking

策略扩增芝麻“三系”线粒体DNA的。杯、atp9基因3'和5'端，获得了竺麻“主系”
atp6, atp9基因的全长序列，并进行了相关的序列分析。通过与Genbank中的同源性核

昔酸和蛋白质一、二级结构等方面的比较分析，发现芝麻口移‘基因与某些植物同类基因



的相似性很高，而竺麻atp9基因则与其他植物同类基因的相似性略低.

    3.用Trizol试剂提取芒麻 “三系”生殖生长不同阶段的叶片总RNA，采用KT PCR

策略分析apt6, apt9基因的表达模式，结果显示atp6,口巾9基因在芒麻“三系”中都是

组成型表达，但2个基因在不同取样时期出现表达量的差异。

    通过对芝麻“三系”的总DNA和线粒体DNA的分子标记分析，都得到竺麻中保持

系与不育系的差异比与恢复系的差异要小的结果，印证了影响雄性不育性的因素不仅表

现在细胞质上，而且受核基因的影响也比较大，暗示了对雄性不育性的研究不能只局限

在不育系和保持系材料之间，应该拓宽研究材料，同时考虑细胞核的影响。根据线粒体

荃因组较为保守性的特点，设计简并引物扩增的思路证明是可行的。本实验首次克隆到

了竺麻“三系”的叩‘、apt9基因，同源性比较分析发现，竺麻atp6基因与某些植物

同类基因的相似性很高，而芒麻帅夕基因则与其他植物同类基因的相似性略低。推测所

克隆的竺麻atp‘基因可能与雄性不育性相关，.印夕基因可能与育性的关系不大.利用

RT PCR策略分析apt6. apt9基因的表达模式，表明在不同时期的叶片中竺麻“三系”

都是组成型表达。

关健词:竺麻;ISSR标记;雄性不育;atj‘基因;atp，基因;基因克隆:表达分析



Cloning andexpressionof genes related to male sterility

加Ramie (Boeh刃忿心月a n浮粉心口伍)Gaud.)

AM奴妞d

    Ctyoplasmic male sterility (CMS)幼山如great value伽utilization extensively exists in

plants. The theories concerning CMS and heterosis have not been demonstrated clearly勿fail

which greatly limits the further utilization of the heterosis. The research of the cloning and

expression on ramie (Boehmeria nivea) has not been retrieved yet at home.回abroad, neither

has any research of CMS on ramie wi山the methods of molecular biology.

    Plant mitochon山如genome.回 chloroplast genome are considered revised to加

associated with CMS. More evidences proved that plant CMS resulted from mitochondria)

DNA molecule mutation and rearrangement which produced new functional region仲画面。

genes). ATPase plays a vital role in the energy-forming process, and might have signified

functions她energy metabo血m恤pollen cc山.Recent years more researches an focus吨 on

atp6,。印9 and atpA, genes encoding subunits of ATPase.玩this experiment, the analysis of

total DNA and mitochondria) DNA wi山ISSR molecular marker, gene cloning and RT PCR

expression of gene atp6 and atp9 in the CMS line, maintainer line and restorer line of

Boehmerta nwea wen revealed. These studies would provide a山eoretical basis for using

cytoplasmic male sterility to create new sterile line and studying their developmental system

of CMS in ramie. The main results are as follows:

    1. Extraction and purification of total DNA and mtDNA of Boehmeria~ was difficult

due to如richness in such~ 。山ry metabolites as polyphencls, sticky substances and

flavone. The optimized protoool was used to extract the total DNA and mtDNA of Boehmerw

~ 。几。variation of total DNA and mtDNA was detected and analyzed in the CMS line,

maintainer line and restorer line in Boehmerw nivea with ISSR molecular. It was showed that

the polymorphism obviously existed认the above three lines not only in total DNA but also in

mtDNA and the variation between the maintainer line and restorer line was greater than比以

between the maintainer line and CMS line. The variation especially existing between the

CMS line and the maintainer line might be related to sterility.

山



    2. The research of molecular biology and gene cloning on Boehmeria~ has not been

retrieved at home and abroad. The degenerate primers were designed to amplify the mtDNA

of Boehmeria nivea based on the characteristics of conservation of mtDNA by comparing血

alignment sequences of some dicotyledons. The fragments of gene atp6 and atp9 of the above

.加鹅】加.侧..d山如目妙..略自山脚姆.妞l.暇.     accord吨协血methods过cloning

and sequencing. The gene specific primers were then designed on the basis of sequences

amplified by the degenerate primers. The 3' and 5' terminus sequences~ amplified in the

templates of mtDNA of the山ree lines in Boehmeria rrivea with the strategy of DNA walking

Thus the whole lea沙 sequences of gene atp6 and atp9 of the above three lines in Boehmeria

~ were obtained and analyzed. According to the comparative analysis of nucleotides, the

deduced primary and secondary structuie of proteins among the three lines were also analyzed

with the software DNAMAN and compared加Genbank, it was shown that。杯 gene was

highly similar to certain。今P6岁.。found related to CMS in some plants, while atp9 gene

was sli沙[fly low恤their similarity.

    3. The total RNAs were extracted with Trizol agent from leaves in various stages of

Boeluneria nivea,血 expression of atp6 and atp9 was analyzed according to the RT PCR

strategy. The results showed that bo山of them are constructive expression genes, but the

variation of concentration existed for gene atp6 and atp9 in leaves of various stages.

    That the results showed the variation between山e maintainer line and restorer line，..

greater山. that between山.maintainer lice and CMS line加total DNA and mtDNA

revealed the effecting factors to CMS cot only involved cytoplasm but cell nucleus, which

indicated that the research materials should not be only focus on CMS line and maintainer

line. It was feasible to design degenerate primers to amplify the fragments of gene atp6 and

atp9 of the three lines of Boehmeria nivea. Gene specific primers were designed to amplify

the whole length genes with the strategy of DNA walking. The sequences of atp6 gene first

reported in Boehmeria nivea. were highly similar to certain atp6 genes found related to CMS

恤some plants by alignment analysis in Genbank, while the similarity of atp9 gene was not so

high. It is deduced宜加宜atp6 gene might be related to CMS, and atp9 gene mi沙宜has no

relation with CMS in Boehmeria nivea. The expression of a咖 and atp9 was constructive in

份
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第一章 文献综述

第一章 文献综述

    雄性不育在植物界广泛存在，已经成为农作物杂种优势利用的物质基础。植物雄性

不育已作为防止自交的有效手段被广泛地用于作物的杂交育种中，因此受到了极大的重

视。雄性不育是研究植物的线粒体遗传、叶绿体遗传和核质互作遗传的极好材料，可以

把性状遗传、细胞遗传和分子遗传相结合进行研究。同时雄性不育与育性基因的表达有

密切关系，可以作为突变体进行植物发育生物学研究，研究育性基因的表达调控。雄性

不育机理研究是近年来植物遗传学研究的热点，是一个十分活跃的领域 (朱英国等

2000).

1植物雄性不育性概述

1.1植物雄性不育的概念

    植物雄性不育是指植株的雄性生殖系统不能正常发育产生有功能的花粉，而

其雌性生殖系统正常发育和营养生长完全正常的一种生物学现象.

1.2植物雄性不育的表现

    植物雄性不育有多种表现，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崎形等。

    (2)花药异常

    雄蕊除花药外形态正常或基本正常，但花药较皮小干缩，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，成

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，花粉瘦小而皱瘩，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.⑧染败。花粉在双核后期发生败育，花粉内已有淀粉积累，

能和碘液发生染色反应。

    (5) 花粉功能缺陷
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    花粉形态正常，也能染色，但在正常条件卜不能萌发.只在某些特定条件下才可能

萌发.形成花粉管.

U 植物雄性不育的类型

    导致雄性不育的因素是多种多样的，因此.在分类上也因标准不同出现不同的分类

系统。

1.3.1很据遗传方式分类

    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:

1.3.1.1三型学说

    谢尔斯(Sears, E.R.)于1947年在总结前人工作的基础上，将雄性不育性概括为三

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)

    该类型的雄性不育性是由细胞核不育基因控制，不受细胞质影响，没有正、反交遗

传效应。根据不育基因与对应的可育基因之间的显隐性关系，又可分为隐性核不育和显

性核不育，大多数的雄性核不育却属于隐性核不育。一般认为是由一对胎性基因控制的，

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。

    近年来，随着在水稻、玉米、小麦等作物中相继发现光(温)敏感雄性核不育系及

其研究的深入，核不育类型又因对光 (温)反应的不同而划分为不同类型。

      (3)质核互作类型(细胞质一核相互作用类型)

    雄性不育性由核不育基因和细胞质不育基因相互作用而产生的，为了与核雄性不育

对应·称为细胞质雄性不育(Cytoplasmic male sterility, CMS)。其保持系和恢复系都能
找到，有利于“三系”配套配制杂交种。

1.3.1.2二型学说

    1956年爱德华生(Edwardson, J.R.)在玉米雄性不育性的研究中，结合前人的工作，

对谢尔斯的三型学说提出了质疑，首创二型学说。认为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 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，特指由细胞质和细胞核两类遗传物质共同控制;

另一类型就是细胞核作用类型。

    现在的研究对植物雄性不育的划分采用的就是二型学说。其中 CMS在杂种优势
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(Heterosis)利用方面具有极其重要的意义。

1.3.1.3一型学说(协调学说)

    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。

    此外，也有人认为雄性不育性不是质量性状而是数量性状或质量·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(邓启云等2001:谢建坤等2002).

13.2根据雄性不育的机理分类

    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。

1.3.2.1遗传性雄性不育

    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又可分为

两类:

      (1)不能遗传类型 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)可以遗传类型 它既可能纯粹由核基因突变所致，也可能由雄性育性基因处

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)和细胞质一核互作不育 (CMS)两种类型。

1.3.2.2生理性雄性不育

    具有正常可育荃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。

1.3.2.3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，根据核质基因互作的方式和引起花粉败育的途径，植物雄性不育可分为抱子

体不育和配子体不育。

IA雄性不育性在杂种优势中的利用

    杂种优势是指两个遗传性不同的亲本杂交，杂种一代性状表现有较强的生活力、

生长势、抗性、适应性和丰产性的超亲现象。杂种优势是生物界的一种普遍现象，在许

多农作物上广泛利用并取得了显著的效果.而杂种优势利用的基础在于雄性不育的利

用。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形状，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



第一章 文献综述

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量生产杂交种子，从

而能使许多作物特别是自花传粉作物的杂种优势得以在生产上应用，这是农业科学最主

要的成就之一。这也是为什么研究杂种优势要研究雄性不育的原因。

    利用雄性不育性进行杂种优势的利用在一些作物上取得了成功。水稻自从1970年

发现野败型不育株后，于1973年实现“三系”配套，1974年选配出强优势轴型杂交水

箱组合井试种成功，I M 年攻克制种技术关，1976年开始大面积推广。至此水稻杂种

优势的利用在全国越来越普及.利用杂种优势技术也选育出了高粱的杂交种，该杂交种

的不育系7050A为自选系，具有Al. A2两种细胞质，配合力高，抗丝黑穆病，抗倒伏、

抗叶病:恢复系9198也为自选系，具有恢复A1. A2细胞质不育性能，一般配合力高、

高抗丝黑穆病、抗蚜虫。该杂交种是利用杂种优势技术选育的集高产、多抗、优质于一

身的新的优良杂交种，有很强的杂种优势。大豆杂种优势的利用研究在我国也取得了突

破，已发现4个不育细胞质供体，并育成了大批“三系”。小麦也具有明显的杂种优势.

利用化学杀雄方式选育出不育系，配制出了xzl小麦强优势组合，定名为“西杂一号”。

它具有高产、优质、早熟、抗倒、落黄好、综合抗性强等特点。

    作物雄性不育杂种优势的利用使作物生产力显著提高，目前几乎所有主耍农作物上

都己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。尽管多年来人们对植物雄性不育现象进行了遗传学、细胞学

和生理生化研究，为阐明植物雄性不育的形成机理作了有益的探讨，尽管现代分子生物

学研究成果也证明，因线粒体DNA序列的重复和重排而形成的异常嵌合基因参与控制

雄性不育性，但雄性不育以及雄性不育杂种优势产生的分子机理仍然远未得到阐明，这

在很大程度上妨碍了杂种优势利用的深入发展。因此，在分子水平上揭示雄性不育现象

的遗传机理己成为植物分子生物学的重要课题之一。

2植物雄性不育机理研究概况

    随着分子生物学的发展，20世纪70年代以来在玉米、矮牵牛、高粱、水稻、油菜、

小麦、甜菜、向日葵、箩卜等作物上开展了细胞质雄性不育的分子机理的研究。在细胞

质中，能进行自我复制的有线粒体 DNA (mitochondria DNA, mtDNA)和叶绿体

DNA(chloroplast DNA, cpDNA)，而细胞质雄性不育性状是通过细胞质遗传的，所以人
们认为叶绿体基因组和线粒体基因组及其表达产物与细胞质雄性不育有直接联系。

2.1叶绿体基因组与植物雄性不育

    植物的叶绿体DNA基因组较小，一般为120̂-217 kb，相对比较稳定，不易发生重

组.叶绿体是绿色植物细胞所特有的细胞器。叶绿体最主要的生物学功能是进行光合作

用。叶绿体基质中有自身的基因组，它和线粒体一样具有自主性，能自主遗传和复制，

是高等植物核外的另一类遗传系统，但受核基因的影响，所以也是一个“半自主性的细
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胞器气

    研究发现，mtDNA相对容易产生变异，而cpDNA的变异较小，进化较缓慢，叶绿
体基因组具有很高的保守性.因而研究者们将更多的精力放在了mtDNA对CMS影响

的研究上，而有关cpDNA对CMS的影响的研究并不完全，结论也存在较多的分歧.
    对于叶绿体和雄性不育的关系，也有不少人在做这方面的工作。人们在鉴定细胞质

雄性不育相关基因(位点)时多从CMS系与可育系间叶绿体基因组和线粒体基因组的

比较入手，寻找两者之间的差异。Vedel等 (1983)在对油菜雄性不育系和正常可育系

的叶绿体墓因组物理图谱进行比较后发现，二者的物理图谱几乎相同。Clark等(1995)

对矮牵牛体细胞杂种的叶绿体基因组研究后发现，可育杂种的细胞质中可以具有不育亲

本的叶绿体基因组，不育杂种的细胞质中也可具有可育亲本的叶绿体基因组，这排除了

矮牵牛的叶绿体基因组与CmS的关系.后来，对其它植物体细胞杂种的细胞质研究发

现，在没有外加选择压力下，杂种的叶绿体基因组往往是亲本之一型，即杂种在选择亲

本的叶绿体基因组类型上没有倾向性，是随机的。而线粒体的基因组相反.体细胞杂种

的线粒体基因组往往是两个亲本的重组型，即不同于任一亲本(Waites等 1993;

Mulhopadbyay等1994; Aviv and Galun1980: Primard等1988)。刘炎生等(1988)比较
了水稻珍汕97A与珍汕97B叶绿体基因组的酶切图谱，发现不育系和保持系之间没有

多态性.Wang等(1989)通过线粒体亚微结构、小分子量核酸及RRY分析，推侧水
稻CMS与线粒体有关，与叶绿体的关系不大。赵世民等 (1994)比较了野败型(WA

型)、D型不育系和保持系叶绿体基因组的体外翻译产物，结果没有找到差异多肚.

ravings (1990)对玉米，Kadowaki等(1990)对水稻的cpDNA酶切后电泳未发现不育
系与保持系之间存在多态性。

    但李继耕 (1983; 1992)在菠菜、玉米、小麦、高粱、水稻等多种作物中，利用

DNA双相电泳技术对叶绿体与雄性不育性的关系进行研究的结果表明，不育系的叶绿

体基因组与其相应的保持系之间存在明显的差异。李继耕也对叶绿体蛋白质、叶绿体超

微结构进行了研究，都发现不育系和保持系之间存在差异。因此他认为高等植物的胞质

雄性不育性同cpDNA、叶绿体蛋白质以及叶绿体超微结构之间存在某些联系是肯定的:

cpDNA的突变引起它所编码的一系列特性的变化，使雄性不育性受到影响也是可能的。

Ishii等(1993)和Dally and Second (1990)对水稻的叶绿体DNA进行RFf分析，发
现稻属内各个种之间存在较大差异，栽培稻之间也有一定差异。周长久((1994)对箩卜

胞质雄性不育系与可育系的cpDNA的研究也发现两者有差异。Chen等(1993)在高粱

研究中发现，5个可育系的叶绿体基因组中均存在3.8 kb的HindIII醉切片段，而3个不

育系中只有3.7 kb的HindIll酶切片段。他后来应用原位杂交技术证实，高粱雄性不育

系和保持系的cpDNA的HindHI酶切片段确实不同，并且克隆到rpoc2这一基因片段，
通过渊序再和其他作物如水稻、玉米、烟草、梨等同源序列比较，证实了rpoc2是编码
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RNA

结论。

聚合酶亚单位的基因.但他对这一墓因片段究竟是否同CMS有关没有作出肯定的

    迄今为止，还没有在任何细胞质雄性不育植物的叶绿体基因组中找到一个可能与其

育性密切相关的、且表达产物受恢复基因影响的DNA片段.相对于线粒体基因组而言，

高等植物的叶绿体基因组在大小和结构上要稳定得多，同种或种间的不同植物其叶绿体

DNA限制性圈谱相同或荃本相同，远源植物之间有一些差异.但即使是无关植物，其

同源性也可达30%以上 (陈章良等1999)。这种遗传结构稳定的特征是高等植物的线粒

体基因组所无法比拟的。另外，它的重复序列较少，由此介导的重组率也较低。正因为

叶绿体基因组和线粒体基因组在结构上的各自特点，在考虑它们与细胞质雄性不育关系

时，人们更容易想到线粒体。因此，从现有的研究资料来看，虽然没有足够的证据完全

排除cpDNA与CMS有关的可能性(李继耕1992)，但是确切认为cpDNA一定同CMS
有关的结论并不多。

U 线粒体基因组与植物雄性不育

2.2.1植物线粒体基因组结构

    高等植物线粒体基因组较之于动物和真菌复杂得多。线粒体基因组的大小，因植物

种类不同而异，大小范围为200-2500 kb，基本为单一顺序碱基序列。线粒体基因组的

复杂性表现在 (凌杏元等2000): (1)不同种植物的线粒体基因组大小区别较大，但编

码的基因量差别较小:(2)高等植物线粒体基因组可编码一些在其它生物中仅由细胞核

编码的蛋白;(3)环状DNA的多型性，植物mtDNA经长链DNA参与的重组机制，可

形成大小不同的环状DNA分子。

2.2.2线较体基因组与植物雄性不育

    植物的线粒体DNA具有复杂性和不均一性，线粒体基因组变化很大，存在基因组

不均一性、分子间和分子内重排的现象。在CMS细胞质的线粒体基因组中发现受核恢

复基因调控的ORF (open reading frame). URF(unassigned reading frame)阅读框及嵌合

基因，使人们认识到CMS与线粒体存在密切关系，并集中在mtDNA, mtRNA和蛋白

质三个水平进行研究。众多的实验证据表明(Kadowaki等1990: Dewey等1986: Yong

等1993;杨金水等1993)，雄性不育的胞质因子主要在线粒体上，植物雄性不育与线粒

体基因组关系十分密切，而且胞质育性相关基因也存在于mtDNA上.因而普遍认为线

粒体基因组是CMS相关基因的载体(Levings等1976: 1.evings等1989).随后的一些
研究也倾向于这种观点(许仁林1995;李小明等2000;梅启明等1990).因此，通过线

较体基因组结构分析，可以提供寻找CMS相关基因的线索。

    高等植物线粒体基因组非常庞大，但所编码的功能基因有限。针对高等植物线粒体
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基因组的编码序列保守性很强，但编码区以外的序列保守性很低这个特点，可利用已知

基因研究其它各种植物线粒体基因的多态性变化。例如小麦和玉米的Coin基因，编码

区核昔酸同源率达到99%(其中内含子99.3%，外显子98.9%)，但是编码区以外的部分

保守性很低，非编码区即COX11基因在ATG前面几乎没有什么同源性(陈章良等1999).

在植物mtDNA中还含有一些开放的阅读框架ORF，它们能转录，但其功能和编码蛋白

还不清楚。这些阅读框有的是通过线粒体基因重排而形成的嵌合基因:在不同植物中己

发现的近20个不同嵌合基因中有的与植物雄性不育性有关 (Hanson1991).

    基于植物线粒体基因组的复杂性和不均一性、线粒体分子间和分子内出现的重排现

象以及在CMS胞质的线粒体基因组中发现的表达受核恢复基因调控的OFR, URF及嵌

合基因等使人们认识到植物细胞质雄性不育与线粒体有密切关系。确定与细胞质雄性不

育相关基因或基因片段，可采用以下几种材料，1)不育系和保持系:2)不育系和育性

自发回复突变体:3)组培或原生质体融合分化产生的不育和可育植株。通常采用如下

方法:1)用已知线粒体基因作探针针对上述材料线粒体DNA进行II J 分析或Northem

分析，寻找二者存在差异的原因;2)用限制性内切酶消化不育和正常胞质mtDNA，直

接从分离胶上回收并克隆不育或正常mtDNA特异片段:3)用RA FD或ANY等方法

比较正常和不育胞质mtDNA差异，克隆不育系特异的扩增片段;4)用差异展示的方法，

寻找不育与正常胞质线粒体差异RNA。以上4种方法获得的差异片段可直接作为探针

从mtDNA文库中筛选阳性克隆，进而确定与细胞质雄性不育有关的阅读框。

    研究者通过对多种材料的CMS的研究发现，导致CMS形成的原因在mtDNA水平、

转录和翻译调控水平和线粒体离体翻译产物— 蛋白质水平上都有可能发生.

2.2.2.1线粒体基因(mtDNA)与雄性不育

    目前mtDNA水平上的研究多从下列几个方面开展:通过RFLP, RAPD, AFLF等

分子标记技术分析比较不育系和保持系mtDNA酶切图谱上的差异(Boeshore等1984;

杨金水等1995;黄占景等1997;凌杏元等1999;凌杏元等2000);比较不育系和F;杂

种mtDNA间酶切图谱上的差异:根据功能基因的保守序列设计引物，随后利用PCR方

法钓取基因后再进行测序，比较不育株与可育株功能基因的编码序列 (Sofermart等

1993);构建不育系和保持系mtDNA文库，克隆基因进行分析等 (Fauron等1990).

    对植物线粒体基因组的研究表明，线粒体基因组中含有同向或反向的重复顺序，而

重复顺序间发生重组在植物线粒体中是非常普遍的。功能基因如果位于重复顺序的边

缘，就有可能在重组时受到影响而引起基因结构的变化，从而影响其功能。迄今为止的

各种CMS材料研究都表明胞质不育和mtDNA的突变有关(Kadowaki等1990)。这些

突变体常产生能表达的 ORF。异常的线粒体以及与雄性不育有关的序列大多是由于

DNA的重排、插入、缺失所造成的，而这极可能是CMS的主要原因(Levin，等1989).
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    最早关于mtDNA与CMS关系的研究是1976年，LzAngs等(1976)在“Science"

上发表了关于 mtDNA与cms关系的研究成果。他们分别提取了玉米 T型 :m s系

  (CMS-T)和正常品系的mtDNA，用一系列限制性核酸内切醉消化，通过琼脂糖凝胶电

泳比较酶切图谱，发现两系mtDNA的酶切电泳图谱存在明显的差异，这说明不育系和

保持系线粒体基因组不同。

    率德厦等 (1臾她)对水稻野欣 (，晚》、红莲 (ML)、包台(甘r)型3种不同细胞质

源的不育系和保持系的酶切图谱进行比较后发现，在不同细胞质中确实存在不同的

mtDNA，且在不同保持系中亦存在一定差异，这种差异表明mtDNA发生了变异或重组，

从而支持了水稻CMS的线粒体遗传的假设.刘炎生等(1989)亦通过类似方法指出，

可利用mtDNA醉切带型对水稻CMS的细胞质源进行分类。

    近几年来，已应用限制性片段长度多态性(RFLP)技术，从基因水平上比较了CMS

系和正常品系mtDNA的差异，也对 cms细胞质进行了分类。目前，已对水稻 (刘忠

松等2001;李小明等2000)、小麦 (李传友等1995;姚方印等2000:仇艳光等2001),

油菜(田志宏等1998)等多种作物的CMS系和正常品系的mtDNA开展了RFLP分析，

发现CMS系和正常品系的mtDNA存在显著差异。

    Kadowaki等(1988)用合成的线粒体基因序列〔ox f , Cox H, atpA, atp9, Cob,

atp6作探针，用RFLP和分子杂交法比较了不育水稻BT型不育系和保持系mtDNA的

差异。结果表明，6种探针中，atp6和〔bb的分子杂交带谱在两种细胞质中有差异，而

其余4种则相同.atp‘和〔lob基因在不育系中存在两个拷贝，而在保持系中只有一个拷

贝.深入的研究发现，不育系中除了一个正常的atp6基因外，还存在一个额外的嵌合

atp6基因。他们将嵌合alp6基因命名为未定阅读框(unidentified reading frame of rice
mitochondria associated with CMS, urf-rnic)e这个urf-rmc基因与正常的atp6基因有997bp

完全同源序列.Southern杂交证明，urf-mic来源于mtDNA分子内重组。将”rf-rmc下

游的核昔酸片段作探针和mtRNA作Northern杂交，当引入育性恢复基因Rf后，能改变

urf-rmc的转录本长度，使其由一个2.7kb的线粒体RNA变为一个2.8 kb的线粒体RNA

(mtRNA )，但并不改变正常的arp6基因转录本长度为1.5 kb. Kadowaki等认为，不育

系中urf-rmc的表达产物可能作为一种拮抗物，抑制arp6基因的正常表达，导致小抱子
发育过程中ATP合成受影响，致使花粉败育:而在恢复基因Rf的作用下，urf-rm‘转录

本延长了，从而解除了对正常。14‘基因的抑制，保证了ATP的合成.这暗示嵌合基因

与细胞质雄性不育有关.1994年，Akagi等将BT型CMS胞质与粳稻品种进行不对称

细胞融合，发现CMS杂种的mtDNA均在atp6基因终止密码子下游的49位核昔酸处发
生歧化，并在第206位核普酸处开始出现1个新的。r'79, orf79的5'端和cad序列高

度同源:orf79和alp6基因之间的间隔区则与cox 11基因上游的非编码区高度同源。
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Northern分析发现，在CMS系中口印‘基因的下游均产生啤‘基因的反义转录本，但在
恢复基因复育杂种中，这种反义转录本的量大大降低。1995年，Akagi等(1995)又用

12个粳稻品种与BT型cms系MTG5A进行不对称细胞融合，结果发现所有CMS体

细胞杂种的mtDNA均含。dn，因此。rt79可能与BT型CMS有关。但要鉴定出与CMS

有关的mtDNA片段，还要做大量的工作。

    田志宏等 (1998)对 ，份甘蓝型油菜细胞质雄性不育系及相应的，份保持系的

mtDNA的RFLP分析，在18份材料中共检测到71条放射自显影带，其中21条具有多

态性，占29.6%。其中标号IN223的CMS材料带型与其它8份CMS材料的带型有很大

的差别，在a柯.呻，、峋>A-5'及响DA-3.探针的8种探针脾组合上表现出多态性.
不育系与保持系之间主要表现在a柯 与atp9这两个探针的酶切位点上的差异，推侧可
能与其雄性不育有关。

    刘军等 ((1998)利用RFIf:分子标记技术和分子杂交技术研究了水稻马协型和WA

型不育系珍汕97A线粒体基因组的组成，用EwR[.BamHI和Hindlll三种内切酶和〔bXI,

car万，alpA, a种，rrn26S 5种基因探针构成不同的组合。在EcoRtICox刀组合中，马
协A有4.8 kb和4.0 kb的两条杂交带，珍汕97A只有一条4.0 kb的杂交带，无4.8 kb

的带。在同样的EcoNlCox 11组合中，马协A有4.8 kb和4.0 kb的两条杂交带，马协B

只有一条4.0 kb的带。但在HindMIlCmI组合中，马协A的杂交带为5.8 kb的一条，马

协B为7.8 kb的一条。以上结果表明，不育系与保持系线粒体基因组存在差异。姚方印

等(2000)利用RRT技术对细胞质不同来源的三种普通小麦雄性不育系-K型、v型、

T型及相应的保持系、杂种F,代的mtDNA进行的比较分析发现:在mt)NA组织结构

上三种不育系之间、不育系与保持系之间均呈现差异:在不同的探针与酶组合中，检侧

到K型、T型不育系与其相应的F:代之间的多态性。李小明等(2000)应用RFLP技术.

研究了水稻HL型不育系、保持系、杂种Fl代及WA型、马协型不育系的线拉体基因组。

结果表明，HL型不育系与保持系线粒体基因组之问存在显著差异;HL型不育系、马协

型不育系、WA型不育系线粒体基因组之间也存在差异，在分子水平揭示了不育胞质的

多样性。

    此外，AFLP. RAPD. AP-PCR等技术的应用，在细胞质雄性不育研究方面，也取

得了一些进展。

    凌杏元等 (1999)利用AFLP技术对水稻WA型不育系 (珍汕97A)、保持系(珍

MI 97B)和F,杂种(汕优63) mtDNA进行了比较，从M/PA引物对选择扩增产物中找

到了不育系和保持系差异条带ZA� ZAZ和ZA3。之后，凌杏元等(2000)又对水稻HL

型雄性不育系和保持系mtDNA进行了ARP 分析，在不育系中找到一特异条带，命名

为TAI，在保持系中发现3条差异条带，分别命名为TB1. TB2. TB3。以上结果表明
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HL型不育系和保持系mtDNA在这些片段位点附近存在差异。

    孙兰珍等(2001)利用RAPD技术对细胞质不同来源的三种普通小麦雄性不育系一

K型、v型、T型及相应的保持系、恢复系以及杂种F,代的mtDNA进行的比较分析发

现，在mtDNA组织结构上三种不育系之间以及保持系之间均呈现差异。对两个特异多

态性DNA片段进行了回收、克隆，并以此为探针，进行Southem杂交，结果表明，不

育系与保持系之间存在多态性，有两个片段可能与育性有一定的联系。杨剑波等(2002)

利用RAPD技术对水稻WA型、矮败型和BT型细胞质雄性不育系和保持系.tDNA分

别进行了扩增，分离到6条不育系特有的扩增片段，并对WA型、矮败型不育系共有的

片段进行了Southem分析、DNA侧序和SCAR验证，证明该片段全长1979饰，包含6

个orf和8对重复序列，BLAST分析表明，该片段部分区城与小麦线粒体Tma-Asp基
因上游一段序列同源.王永飞等 (2003)利用 RAPD技术从大白菜细胞质雄性不育系

CMS3411-7的mtDNA中得到了1个特异扩增片段CMSOPL0167a，进一步以该片段为探

针进行〔b.和Southem杂交证实了该片段为不育系所特有。

    许仁林等 (1995)应用AP-PCR从水稻WA型雄性不育系的mtDNA中得到一个特

异的扩增片段R2}&vWA，序列侧定表明该片段全长629 bp.碱基组成为A+T=54.16%.
同源性比较结果显示，该片段与1236个己报道的植物基因(包括16个水稻线粒体基因)

序列的同源性均小于5iYG，序列内含有一个长度为10 by的反向重复序列.表明RymWA
片段与水稻WA型雄性不育密切相关，并推侧该片段内的反向重复序列在CMS性状形

成中，可能起着重要的作用。

2.2.2.2线粒体基因转录和翻译调控与雄性不育

    在线粒体基因转录产物(mtRNA)水平上探讨细胞质雄性不育分子机理的研究可从

两方面进行 (Pruitt等1991 c Iwahashi等1993):一是通过把从mtDNA水平上获得的

差异片段与m宜RNA进行Northern杂交，或直接把线粒体的功能基因作为探针与RNA

杂交，研究DNA水平上的差异片段或功能基因在不育系和可育系之间的表达特性，以

及这些差异表达是否与育性存在一定的关系等。二是直接研究mtRNA在编辑、剪切和

加工等方式上是否在不育系和可育系之间存在差异，这些差异和核恢复基因的关系等。

    凌杏元等 (1999)对水稻WA型不育系 (珍汕97A).保持系(珍汕97B)和F1杂

种(汕优63) mtDNA进行了ARP 比较，从M/P̂引物对选择扩增产物中找到了不育系

和保持系差异条带ZA1. ZA2和ZA3. Northem分析表明，片段ZAr黄化苗期无转录产

物，可能是非编码序列;而ZA2, ZA3两片段在不育系、保持系和F1杂种中的转录有差

异，其中片段ZA2在黄化苗期保持系转录，不育系和Fl杂种无转录产物:片段ZA』在

黄化苗期保持系和F1杂种转录，表明ZA3转录受核恢复基因Rf影响.之后，凌杏元等

  (2000)又对水稻HL型雄性不育系和保持系mtDNA进行了AFLP分析，在不育系中
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找到一特异条带TAI。以该条带DNA为探针与不育系、保持系、F:杂种线粒体总RNA

杂交.结果显示该片段黄化苗期三者均转录一个RNA分子，但转录产物分子量各不相

同，说明三者该片段框架不同.经侧序，该片段长202 bp}序列内含密码子ATG. ATT.

AGA. AGG以及正向重复序列和倒转重复序列。上述特点表明该片段可能是某一蛋白

编码序列，并可能与扭J型水稻雄性不育性状形成有关。

    Iwahashi (1993)在研究水稻BT型不育系与保持系atp6基因表达结果后认为RNA
加工和编辑在控制BT型水稻细胞质雄性不育的表达和育性的恢复上具有重要的意义。

王学德等 (1998)用mRNA差别显示技术，对水稻抱子体型细胞质雄性不育系马协A.

保持系马协B. F,杂种马协63和配子体不育系丛广41A、保持系丛广41B, F,杂种的

花药mRNA和叶片的mRNA进行了比较和分析，以研究雄性不育花药在花粉败育时期

的基因表达方式。结果表明，花药中育性基因的表达比叶片中活跃和充分;不同类型花

药的基因转录方式既与花药育性程度有关也与花药败育早晚有关。并以回收的cDNA差

异片段为探针进行Northern杂交，发现其中2个片段与雄性不育有关。

2.2.23线较体基因翻译产物与雄性不育

    蛋白质是基因表达的最终产物，引起细胞质雄性不育的基因转录成RNA后要翻译

成蛋白质才能发挥作用。在这一水平上进行研究的方法有:采用SDS-PAGE方法分析不

育系和可育系线粒体的离体翻译产物，利用双向电泳或单向电泳分析线粒体编码的总蛋

白(Ford等1987);利用特定抗体采用Western blotting方法研究线粒体基因编码蛋白的

表达特点(Wise等1987);根据原位杂交的方法和组织化学的方法研究线粒体编码的蛋

白质在植物不同组织中的表达情况 ((Sam“等1994).

    刘柞昌等((1989)采用线粒体体外蛋白的合成技术，发现水稻WA型不育系线粒体

基因外翻译产物比保持系和恢复系均多出一个20KD的多胶。随后，刘作昌等 (1994)

又发现水稻BT型不育系线粒体基因组体外翻译产物比保持系少一个22KD的多肤，但

其恢复系和F1中具有核编码的22KD的多肤，它补偿了不育系细胞质中22KD多肤的

缺失而使育性恢复，因此，他们将编码的22KD线粒体基因称为育性基因。不久，赵世

民(1994)在D型不育系也发现一个特异的70.8KD的多肤，认为其与不育有关，是不

育基因的产物。据此，赵世民等提出了水稻细胞质雄性不育及育性恢复的两种假说，一

种是BT型的缺陷型不育及补偿性恢复:另一种是包括野败型，D型在内的附加型不育

和抑制型恢复，并推测水稻CMS的机制可能是由于核质互作使某些调控基因启动或关

闭，因而合成了抑制酶活性的物质，或不合成或仅合成少量花粉发育中某些酶或酶亚基，

使可育转为不育，而恢复系核基因组的恢复基因则起了抑制作用。对此假说，尚需更多

的实脸来验证。

    王学德 (2000)以哈克尼西棉细胞质不育系和保持系的花药及黄化苗为材料，对线
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粒体蛋白质进行了SDS-PAGE分析。蛋白质SDS-PAGE分析表明，黄化苗线粒体蛋白

质的电泳带型和带数在不育系、保持系、恢复系间无明显差异。但是，在处于败育期的

不育系花药线粒体内缺少 一种约31KD的多肤，这条带的缺失可能是不育系线粒体基因

发生变异所致，但也不排除不育系核基因的表达产物抑制了线粒体基因的正常表达的可

能性.与保持系或恢复系比较。不育系蛋白质的表达不在黄化苗中而在花药中显示出差

异，可能是育性基因只在花药中表达所致。恢复系的细胞质与不育系一样也是哈克尼西

棉细胞质，只因恢复系核内具有恢复基因才显示出的电泳带型与保持系相同，均有31KD

的带。由此推断，恢复系线粒体内出现的31KD的蛋白质可能是核内恢复基因与核外线

粒体基因互作的表达产物。

    Forde等(1980; 1987)用线粒体体外翻译方法发现T-CMS玉米不育系能合成特异

的13KD的蛋白，但当引入核恢复基因后，这个13KD多肚的合成受到抑制。当Dewey

等(1986)发现“子13基因以后.Dewey用人工合成的该基因寡聚多肤以及wise等(1987)

用.子13导入大肠杆菌合成的蛋白制备抗体，均证明该基因合成13KD的多肚。将“拼13

转化烟草，也在转化植株中检测到13K 蛋白的存在。

    Hom等(1991; 1996)发现在向日葵中与CMS有关的orf522基因编码16KD的多

肚，该基因的表达也有组织特异性，产物主要集中在雄性小花中，恢复基因可显著降低

其表达量。

    Song和Hedgcoth等(1994)认为T-CMS小麦与CMS相关基因。rf256表达可产生

7KD的线粒体内膜蛋白，而在普通小麦和可育杂种均未检测到该多肚的存在。He等

(1996)在研究大豆与CMS有关基因时发现orf239可编码27KD的蛋白，且只存在于
与生殖有关的组织中。另外，在对高粱、胡萝卜以及虾英草线粒体体外翻译研究时均发

现有特异多肤的合成，其多肤分别为42KD. 17KD和18KD，不过这些多肤与基因的关

系不明确。

    以上结果显示，大多数材料不育系线粒休能合成一特异的多肤，这些多肤有的己经

证明是与CMS有关的基因编码的，并主要集中在小抱子发生组织中，而恢复基因的存

在则可降低其表达。但是也有的不育系缺少一特异多肤的合成，这表明不同材料其雄性

不育机理可能不同。

    裔等植物细胞内三大遗传系统之间并不是孤立的，存在着遗传物质的交换。已在线

粒体基因组中发现了叶绿体基因片段和核墓因片段;在核基因组中也发现了叶绿体和线

粒体基因片段·越来越多的研究发现，cpDNA和mtDNA之间，cpDNA, ndDNA与核
基因之间存在明显的遗传渗透，从而构成了叶绿体基因组、线粒体基因组与核基因组彼

此之间存在DNA序列的同源性。因此，不应忽略它们之间的相互关系。wDNA与CMS
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之间、cpDNA和mtDNA之间是否存在一定的相互作用及这种相互作用是否对cms有
影响等问题都有待于进一步的深入研究。

    竺麻作为最优良的纤维作物之一，在国民经济中占有重要地位，尤其是在我国加入

W7i()后，竺麻这一中国特色产业可望有更大发展，竺麻雄性不育杂种优势的利用正受

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，虽对

其开展过生理生态特性和遗传分析(刘飞虎等2000x, b, c)，但其生化机理尚待进一步探
讨。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。目前所掌握

的竺麻雄性不育系绝大多数来于地方品种的自然变异，它们还存在生长势弱、纤维产量

低、配合力不高等问题 (刘飞虎等2002)鱼待培育更理想的不育系，才能使竺麻雄性

不育杂种优势利用进入新的商度，而通过基因工程培育全新的不育系是今后的发展方向

之一，

    到目前为止，有关竺麻分子生物学方面的研究很少，分子生物学技术在竺麻上的应

用刚有起步(揭雨成等1999)，而芝麻雄性不育的分子墓础研究国内外还未见报道。基于

此，本研究采用竺麻[Boehmeria rdvea (L) Gaud)雄性不育系(A).保持系(B)和恢复
系 (R)为材料。以线粒体DNA为中心，克隆雄性不育相关基因(片段)并分析其表

达特点，为弄清竺麻雄性不育性的分子机理积累资料。同时，所克隆的不育系相关基因

将为今后利用基因工程方法培育新的不育系和研究不育性发育机制奠定基础。
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第二章 竺麻 “三系”总DNA提取方法优化及ISSR分析

    DNA的提取，是分子实验中的关键步骤之一。只有高质量的DNA，才可能为后续

实验操作的成功提供保证。目前已报道的DNA提取与纯化方法很多(郭传友等2004:邱

英雄等2002: 姚庆荣等2004:乔玉山等2004;曾强成等2004)，但由于各自的研究目
的和选取的研究材料不同，很难有一种通用的提取与纯化方法。芝麻组织中，由于含有

较高含量的酚类、粘状物(其成分还不太清楚，可能是丹宁、果胶和多糖等)及黄酮类

等次生代谢物质，DNA的提取与纯化相对较为困难。本实验以CTAB法为基础，根据

竺麻自身材料的特殊性，参照SDS法中利用高盐去除蛋白质和多糖的做法，对竺麻DNA

提取的CTAB法进行了优化。改进重点在提取过程中的抗氧化和对多糖的去除。采用该

优化方案所提取的DNA的纯度和浓度己能满足PCR的要求，为后续研究莫定了必要基

础。

    ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)分子标记是在SSR标记墓础上发展起来的一

种新技术。其基本原理是在SSR引物的5'或3，端加锚1-4个嗦吟或啥咤碱基，然后

以此为引物，对两侧具有反向排列SSR的一段基因组DNA序列进行扩增。重复序列和

锚定碱基是随机选择的，在基因组上只有那些与锚定的核着酸匹配的位点才能被靶定，

因而避免了SSR在基因组上的滑动，大大提高了iPCR扩增的专一性。其优点是:ISSR

技术所用的PCR引物长度在20个核昔酸左右，可以采用常规的PCR反应条件，稳定性

和多态性比RAPD好，呈孟得尔式遗传，具显性或共显性的特点，DNA用量少、技术

要求低、成本低廉、重复性好，利用M R技术检渊植物线粒体DNA顺序在不育系和保

持系之间的多态性，并进一步讨论这一多态性的分子基础，有助于揭示CMS的形成机

制，

    ISSR标记在保留了SSR标记优点的同时，有效地克服了SSR标记中引物设计困难

的缺点.因此，ISSR标记是 一种快速、可靠、可以提供有关基因组丰富信息的DN人指

纹技术。ISSR标记呈孟德尔式遗传，在多数物种中是显性的，目前己广泛用于植物品

种鉴定、遗传作图、基因定位、遗传多样性、进化及分子生态学研究中.

    本研究以竺麻“三系”为材料，探讨芝麻总DNA提取的可行方法。获得高质最的

总DNA，分析总DNA的ISSR标记差异，为揭示芒麻雄性不育性的分子机理积累资料。

1.材料与方法
1.1实验材料

    实验材料为项目组在前期工作中培育的竺麻[(Boehmeria nivea (L) Gaud)]“三系”
材料:不育系GS14-1 (A).保持系13-X2 (B)和恢复系湘5 (R),取植株幼嫩叶片。
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1.2实验试剂及主要仪器

  (1)主要试剂

    M9Cl2, lOxBuffer, T,q酶购自上海生物工程公司，为Prome，产品;dNTPs,
Tris-HG, EDTA-N&2, PVP, S-琉基乙醉购自杰辉生物技术有限公司，为Bebco分装产

品:ISSR引物由上海博亚公司合成;其它试剂为国产分析纯。

  (2)主要仪器

    Eppendorf高速冷冻离心机，北京六一仪器厂电泳槽，Bio-Rad电泳仪，Eppendorf
PCR仪，WD-9403F型紫外分析仪，UV 1601)型紫外分光光度计等.

1.3引物序列

    本研究共用ISSR单引物38个，按1-40的顺序编号。所选用的引物是本实验室在

过去的工作中经过筛选后认为是特异性较好的一些引物，由上海生工工程公司合成。引

物序列如下。

      表1使用的ISSR引物

Tab. I ISSR primers used in this sas勿

引物

  Primer

ISSR-1

ISSR-2

ISSR-3

ISSR-4

ISSR-5

ISSR-6

ISSR-7

ISSR-8

ISSR-10

ISSR-11

ISSR-12

ISSR-13

ISSR-14

ISSR-15

ISSR-16

互SSR-18

ISSR-19

ISSR-加

ISSR-21

序列

sequence

5'-(GC以A(;T)(G 以CA)s-3,
5'-(AGC)(ACi')(AGC)(GT}r3'

5'-(AG欢GCI)(AGT)(GA卜3'
5'-G(CA),C-3'

5'一(CT)s(AG)G-3'
5'一(CTMAG)C-3'

5'-CCC(GT)b-3'
5'-G(GC)G(GT),-3'

5'-GC(AT)(GA).G-3'
5'-CCA(GAG),-3'
5'-GCG(AC),A 3'
5'-(TAT)s-3'

5'-(GGC)s-3'

5'-(AGC)s-3'
5'试ACrG为刁’

5'-(TGCA卜3'

5'咬GGGGT)s-3'
5'-(ATNT 3'

5'-(CA狱AGyr-3'

  引物

  Primer

ISSR-22

I SS -23

ISSR-24

ISSR-25

ISSR-26

ISSR-27

ISSR-28

ISSR-29

ISSR-30

ISSR-31

ISSR-3 2

ISSR-33

ISSR-34

ISSR-35

ISSR-36

ISSR-37

ISSR-38

ISSR-39

1SSR-40

序列

sequence .⋯⋯ — 二_.

5'-(C压子3'

5'-(MUAG)G-3'
5'-(C械AG)C-3'
5'-(AG)sCG-3'

5'-(GA)s(CP)G-3'

5'-(A)--3'

5'{G以Cr)C-3'
5'-000C (GA)6-3'
51-90斌AG)G-3'
5'-(CAG)s一，
5'-CCA(GAG),-3'

5'-GGA (GTG),-3'

5'-CCA(GTG卜3'
5'-(GAA)s-3'
5'-GCGCATATG(GACA为GC-3'
5'-(GGAns-3'

5'-(GATA),-3'
5'-(GGGG几一，
5'-(GGAGA),-3'
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3.讨论

    竺麻组织中，酚类、粘状物(其成分还不太清楚，可能是丹宁、果胶和多糖等的复

合物)及黄酮类等次生代谢物质的含量较多，纤维含量也较高，DNA的提取与纯化相

当困难。由于组织中大量纤维的存在，即使在液氮冷冻条件下研磨时仍然比一般植物要

困难。研磨不充分时，短碎纤维类物质会悬浮于液体中，离心取沉淀时往往会带走部分

沉淀，影响DNA的得率。研磨很充分时，细胞内裂解出的粘状物就很多。此时最好用

至少4层纱布过滤，以除去粘性物质，否则沉淀中会混有许多粘性物质，导致沉淀无法

分开。提取步骤中第((2)步在添加提取缓冲液于65℃保温之后进行下一步过滤时，除

了沉淀和需吸取的液体外，最上面往往有一小层粘性如焦油类的物质，筋要小心去除，

否则会混入下一次沉淀。

    研磨时尽量置于较低温度条件下，同时添加少量具有稳定作用和抗氧化性的PVP.

可避免竺麻组织变揭.通常提取的DNA颜色为褐色是由于DNA结合了酚类物质所致。

提取缓冲液中加入了较高浓度的PVP和冬疏基乙醉，它们都是抗氧化荆。PVP是酚类

的络合物，能与多酚形成一种不溶的络合物，从而减少酚的污染;11-琉基乙醉的作用是

与多酚物质竟争氧，能有效地防止竺麻组织中的酚类物质被氧化成酿类 (李宗菊等

2004)0减少了酚类物质的污染，能够得到洁净的DNA。多糖类的污染也是影响DNA

纯度的主要因素.多糖常与DNA共沉淀，形成胶状物。这些酸性多糖或改变PCR缓冲

液的PH值或抑制Taq酶的活性，从而影响PCR的扩增，因此必须彻底去除。本实验中

加入高盐溶液沉淀蛋白质并消除多搪污染，获得了良好的效果。

    ISSR方法因其简便、灵活等优点，受到较普遍的应用.但由于它受实验条件影响

较大，稳定性较差，因此在实验中要严格控制反应条件并进行多次重复，以得到稳定的

结果。

    在进行ISSR分析时，分析主带得到的结果与分析总带得到的结果近似.这说明主带

所反映出的信息已足够用于分析。主带通常重复性较好，而弱带有时重复性较差且难以

分辨，因此，当所分析的材料差异足够大并且扩增产物数目足够多时，可以只分析主带.

从而减少工作量。以上的统计分析印证了这点。

    从这些结果中可以看出，竺麻“三系”总DNA之间确实存在ISSR多态性差异，这

些差异表现为质和量的差异。这种差异程度与所选用的引物有关，且必须以恰当的引物

才能反应出来。质的差异很可能是由于DNA的缺失而失去了引物结合的部位而造成的，

这种缺失可能与生长发育所必须的区段无关或者是可能发生在“无功能区，。但保持系

有而不育系没有的质的差异很可能与竺麻的育性有关，如引物 ISSR-33. ISSR-40所示

的差异带。量的差异可能是由于喊基的改变使引物的结合能力发生变化而造成的。这种

碱基的改变可能发生在“功能区”也可能发生在“无功能区”(黄占景等1997)。“功

能区”的改变有可能是错义突变或无义突变;也有可能是同义突变。只有在 “功能区”
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发生的错义突变或无义突变可能与竺麻的育性有关。对于上述质的或最的差异，究竟哪

种可能与育性相关，还需做进一步研究。这方面的工作也在进行当中。
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第三章 竺麻“三系”线粒体DNA的提取及ISSR分析

    雄性不育在植物界广泛存在，植物雄性不育已作为防止自交的有效手段被广泛地用

于作物的杂交育种中，在研究上也受到了极大的重视。高等植物细胞质雄性不育(CMS)

基因对作物杂种优势利用有重要价值，也是研究细胞质基因多态性和核质互作分子生物

学基础的良好材料。CMS与细胞质基因组有关，因此人们将研究重点放在线粒体和叶

绿体两种细胞器上.目前，已在玉米、矮牵牛、萝卜、油菜、向日葵和水稻等不育胞质

的线粒体基因组上找到了可能与CMS有关的基因座位 (Hanson 1991)。分子生物学的

最新研究成果表明，叶绿体基因组(cpDNA)和线粒体基因组(mtDNA)及其表达产物与细

胞质雄性不育有直接关系，其中更多的证据表明雄性不育的胞质因子主要在线粒体基因

组上(李小明等22}.il.;仇艳光等2001;  Lonsdale等1987; Levings等1989; Kadowaki

等1990;Yong等1993;许仁林1995;梅启明等1990)。

    作为最优良纤维作物之一的芒麻，其雄性不育杂种优势利用正受到普遍重视，而竺

麻雄性不育的分子基础研究还未见报道。

    对植物胞质雄性不育材料进行分子生物学研究，首先要获得细胞质系统遗传物质

DNA (cpDNA和mtDNA)，而提取cpDNA和mtDNA的传统方法都比较复杂，要经过
破碎细胞、差速离心、梯度离心和盐沉淀等过程(顾红雅等1995; Clark等1995).成

本高，耗时长，对设备的要求也高。因此有必要探讨一种方便、快速、成本低和对设备

要求不高的提取方法，有关mtDNA提取与纯化的报道很多(刘杰等2004:王学德2000:

盖树鹏等2000;陈学军等2003)，但由于各自的研究目的和选取的研究材料不同，很难

有一种通用的提取与纯化方法。芒麻组织中，由于含有较高含量的酚类、粘状物及黄酮

类等次生代谢物质，mtDNA的提取与纯化相对较为困难。本文用蔗搪衬垫法

(sucrose-mediated sedimentation. SMS)提取竺麻中mtDNA，由于竺麻材料容易氧化

变褐，所以提取过程中添加了抗氧化性物质，以求能得到较高纯度的 DNA。所提取的

mtDNA经ISSR-PCR电泳扩增检测结果显示，竺麻“三系”的mtDNA之间存在差异。

    本研究探讨芝麻mtDNA简便、有效的提取方法，比较芒麻“三系”mtDNA的ISSR

多态性，为揭示竺麻雄性不育性与mtDNA之间的关系积累资料。

1材料与方法

1.1实验材料

    选用材料为竺麻[(Boehmeria二 (L) Gaud)]的雄性不育系GS141(A)，对应的保
持系13-XZ (B)和恢复系湘5 (R)，取芒麻黄化苗叶片，用于提取线粒体DNA.采用

扦插繁殖方法培育幼苗，成苗后分栽，种植于云南大学植物改良与应用实验室育种基地

(昆明)。于营养生长期对植株打顶，去除顶部的3-5片叶。套上20cm x 30c.的黑色
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布袋，20天左右可采黄化苗。黄化苗用无菌水冲洗一净.用无菌纸吸干水分，-70℃下

保存备用。

1.2实脸试剂及主要仪器

    DNasel购自杰辉生物技术有限公司，为Bebco分装产品:其余试剂同第二章1.2.

13试剂配制

    缓冲液A:10 mmoVLTris'Cl (pH7.5), 300 mmol/L蔗糖, 4 mmol/L EDTA, 0.2% BSA,
0.05%半肤氨酸.6%的PVP. 4%的6-疏基乙醉。

    缓冲液B: 10 mmol/L Tris.Cl (pH7.5), 600 mmol/L蔗糖;635的聚乙烯毗咯烷酮
  (PVP ).

    裂解液 L:50 mmol/L Tris-CI印H8.0)，10 mmol/L EDTA，0.2%SDS，
0.012% 蛋白醉K.

    其它试剂如平衡酚的配制等参考 《分子克隆实验指南》(第三版).

1A引物序列

    同第二章 1.3.

1.5方法

1.5.1 mtDNA的提取与纯化

    竺麻mtDNA用蔗糖衬垫法提取，参考Nunzia Scotti等(2001)和陈学军等(2003)

的方法，略有改动。

    (1)取一定鲜重 (FW)的黄化苗剪成2-3cm小段，放入预冷研钵中，然后加入5

ml/g FW的缓冲液A,冰水浴(除特别说明外，操作温度均为0-41C)中手T研磨

10-15min，研磨过程中加入少许10%的PVP.研磨液以8层纱布过池，滤液以1000g
离心10min.

    (2)取上清液，以17000g离心lomin，弃上清液，加入0.1 mllg FW的缓冲液人，

用毛笔轻轻悬浮后以1000g离心10min.

    (3)取上清液，加入DNaseI和吨 Cl 2，使两者的终浓度分别为1甲吮FW和10

mmol/L，在4℃下反应1h。再加入EDTA至100 mmov卜以终止DNasel反应。

    (4)利用蔗糖衬垫法纯化线粒体，即在((3)中的离心管底缓缓加入2 ml/台FW的

提取缓冲液B，再以17000g离心lomin.

    (5)弃上清，加入0.1 mUg FW缓冲液A,离心管底部再缓缓加入0.2 m瑰 FW的

缓冲液B. 17000g离心15min。所得沉淀即为纯化的线粒体。
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表1然麻“三系”的遗传距离

Tab. I  Genetic distance of CMS line, maintainer line and restorer line in肠oehmerla nivem

pop ID      R         B          A

  .⋯ 让6452

0.4383 .⋯

0.6129

0.6667

R

日

注:A，B.R分别代表不育系、保持系和恢复系。卜同。

- -+--.- +---.--卜-- 一叶-.- .-.
          0.20         0.15         0.10         0.05         0.加

日 14竺肺“三系开的聚类圈

肠‘14      Dendrogram of CMS line, maintainer line and restorer line in Baehmeria nivea

3讨论

    竺麻组织中酚类、粘状物及黄酮类等次生代谢物质的含量较多:纤维含蚤也较高，

即使在液氮冷冻条件下研磨仍然较一般植物困难，耗时较长。这些因素使得提取过程中

材料易于褐化，所得DNA往往呈现褐色，在用作PCR模板时难以获得满意的结果.为

了防止褐化，常用的办法是在提取缓冲液中添加抗氧化剂.黄小英等 (2001)在提取芝

麻总DNA的过程中添加了6%的PVP和2%的13-疏基乙醉，得到了较好的DNA。李明

芳(2003)在提取荔枝DNA的过程中，在CTAB提取液中加入1%的PVP和2%B-疏基

乙醉，所得基因组DNA为无色透明状，并认为，虽然PVP和B-疏基乙醇单独作用效果

不好，但如将两者结合起来使用，则能得到较好的结果。本实验在试剂配制时同时添加

了适量的抗氧化性物质PVP和B-疏基乙醉，而且在液氮研磨时添加少量具有稳定作用

和抗氧化性的PVP，可防止提取过程中材料氧化变褐。

    很多人认为植物CMS是由线粒体DNA分子突变和重组产生新的功能区(嵌合基因)

造成的(Levings等1988: Hanson和Folkerts1992". Iwahashi等1993)，那么，通过ISSR

技术所揭示的不育系与保持系间的差异.就有可能与新的功能区(如育性相关基因)有

关。“三系”MIDNA之间的差异主要有两类。第一种差异表现为组织结构和拷贝数的差

异，如‘:adowaki等(1990)发现BT型水稻不育系、保持系线粒体atp6和cob基因

Southern杂交带型有差异:李大东等((1990)发现atpA基因不育系和保持系拷贝数不
同等。这些量的差异可能是由于碱基的改变使引物的结合能力或机会发生变化而造成
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的，如碱墓的错义突变、无义突变或同义突变等。第二种差异是有与无的关系，即某一

片段不育系或保持系或恢复系仅有.如Yamagachi等(1983)发现BT型水稻不育系特

有、而保持系缺乏共价闭合分子Bl(1.Skb)与B2 (1.2 kb).质的差异很可能是由于DNA
的缺失而失去了引物的结合部位而造成的，这种缺失可能与植物的生长发育所必须的区

段无关或是发生在“无功能区飞也有可能与植物的雄性不育性有关。无论是质的差异还

是量的差异，都反映了不育系和保持系在mtDNA水平上的差异。我们的实验结果属于

第二种情况的较多。

    本实验中出现了同一引物不同材料扩增条带相同的现象，说明了不同材料间

mtDNA具有同源性。实验结果中还出现了同一位置都有的带有强弱的差异，可能反映

了线粒体DNA序列与所用引物互补区段的多少及结合能力的强弱。凡是互补区段多.

结合能力强的引物扩增产物的数量就多;反之，扩增产物的数量就少(赵存宝等1998).

同时，用ISSR方法也找到了些不育系和保持系mtDNA组织结构上的差异，这表明在

竺麻雄性不育系与保持系同核异质关系中，不同的细胞质来源的线粒体基因组也会形成

一定程度的差异。

    本实验中，用ISSR分析找到了竺麻“三系”间线粒体DNA的差异，理论上讲，这些

差异都可能与CMS的发生有关。但面对这么多的差异，鉴定不育因子或其相关因子的

工作仍是相当的困难，因为我们不可能对所有的差异片段逐条鉴定，这也是同类研究中

遇到的共同难题 (李传友等1998)，由于线粒体存在于真核生物的所有细胞中，提供细

胞内生命活动所需的大部分能量，同时又是TCA循环、氧化磷酸化及脂肪氧化的唯一

部位。线粒体在遗传上有自主性，含有一套能自我复制、转录和翻译的基因组。但线粒

体中的大部分蛋白质是由核基因编码的，只有约10%的蛋白质是由线粒体基因编码。质

孩关系的协调或亲和性对线粒体执行正常功能是必需的。因此，有关CMS的机理的研

究，不应该只停留在不育系和保持系的同核异质关系的研究上，必须对研究材料加以改

进。研究雄性不育关系时，应该以不育系、保持系和恢复系及杂种Fl代 (即相当于引

进了恢复基因后的不育系)为研究对象，并应该特别注重不育系和杂种 Fl代 mtDNA

的差异 (李传友等1998)。这正是我们下一步工作要考虑的内容.

    通过分析芝麻“三系”mtDNA的扩增带型的差异和遗传距离，发现不育系与保持

系扩增产物的差异小于保持系与恢复系的差异。比较不育系、保持系和恢复系的差异，

是在 CMS性状与不育基因间建立联系的初步工作，但是，这种差异是否也会表现在

mtDNA的转录和翻译水平上，是否与核基因关联，有待进一步研究。
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个终止密码子，截断了阅读框架，这种崎变的编辑产物可能妨碍了正常功能的进行，从

而导致了CMS，而当引入核恢复基因后，正常的编辑得到恢复，而使育性恢复正常。

    竺麻的雄性不育杂种优势利用正受到普遍重视。分子生物学技术在兰麻上的应用刚

有起步(揭雨成等1臾珍)。而竺麻雄性不育的分子基础研究还未见报道。竺麻雄性不育作

为一种优良生物性状，目前的研究还在其生理生态特性和遗传分析方面，而目前所掌握

的竺麻雄性不育系绝大多数来于地方品种的自然变异，它们还存在生长势弱、纤维产量

低、配合力不高等问题(刘飞虎等2002)，勇待培育更理想的不育系，才能使竺麻雄性不

育杂种优势利用进入新的高度，而通过基因工程培育全新的不育系是今后的研究方向之

    我们的研究工作企望揭示竺麻线粒体基因a杯、a砂在“三系，中是否有差异并成
为导致CMS的关键因子，或者探讨它们与竺麻雄性不育性之间的某些关系。本章通过

在C沁汕朋k上比对一些双子叶植物的。印‘祖印夕基因而合成简并引物，首先钓取竺麻“三

系”线粒体。柯、‘砂基因的部分片段。下一章通过DNAwalking扩增、克隆及侧序等

步骤，获得竺麻“三系”。脚、创扣，基因的完整序列井做深入分析.

第一部分竺麻创扣‘基因片段的克隆

1材料与方法
Ll实脸材料

    实验材料为项目组在前期工作中培育的竺麻“三系”材料:不育系Gsl本1(A)，

保持系13.XZ(B)和恢复系湘5(R)，选取培育的黄化苗的幼嫩叶片提取线粒体DNA.

IJ实验试剂及主要仪器

1么1主要试荆

    线粒体DNA提取试剂同第三章L2.

    分子克隆试剂:胶回收试剂盒，购自捷瑞生物工程公司。克隆载体试剂盒购自

h。功ega公司。其他试剂为国产分析纯。

IJJ主要仪器

    印pendo迁高速冷冻离心机，印件ndorfFcR仪，北京六 一仪器厂电泳槽，加一ad
电泳仪，WD.9403F型紫外分析仪，HZQ一空气浴振荡器，以H-25仆G光照培养箱等。
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第二部分 竺麻1909基因片段的克隆

1材料与方法

1.1实脸材料

    同本章第一部分中的1.1.

1.2实验试剂及主要仪器

    同本章第一部分中的1.2.

IJ方法

1.3.1“三系”mtDNA的提取

    同本章第一部分中的1.3.1

1.3.2‘三系”atp，基因的克隆
1.3.2.1质粒及菌种

    同本童第一部分中的1.3.2.1.
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    从图10中可以看出，利用设计的简井引物克隆到的竺麻“三系”atp9基因的部分

片段中，核昔酸序列的同源性较高。我们所得到的竺麻“三系”有关atp9基因部分片段
中，不育系与保持系仅在175位有差异:它们与恢复系的差异稍徽大些。结合引物设计

的原则，我们选择同源性完全一致的区段第61--87和第140-174的位置设计基因特异性

引物，用于下一步的DNA walking 3'和5，扩增·

小结

    竺麻雄性不育作为一种优良的生物性状。虽对其开展过生理生态特性和遗传方面的

分析(刘飞虎等2000x.b，c).但竺麻雄性不育相关墓因的克隆和表达研究国内外还没

有见到报道:利用分子生物学方法对竺麻雄性不育的研究也无报道。在有些植物如玉米、

水稻、高粱、油菜、菜豆和矮牵牛等雄性不育材料mtDN人中克隆到了不育相关荃因，

为植物雄性不育的分子机理研究积景了有价值的资料.随着相关研究的不断深入，入们

发现控制植物雄性不育性的某些线粒体基因在F同生物之间具有惊人的相似性。如菜

豆、向日葵和水稻的。tpA,高粱、玉米和矮牵牛的atp9以及油菜和水稻的atp6等等·

基于不同物种间相同基因的类似性原理，根据己知不育相关基因设计 (简并)引物，有

望发现并克隆竺麻雄性不育相关基因。

    陈军方等 (2005)首先根据拟南芥中克隆出的雄性核不育基因MS2和水稻中假定

雄性不育蛋白的保守区域，设计一对简并引物，对太谷不育小麦可育株花药进行扩增，

先得到了一条134师的片段，以该片段为基础，通过电子延伸方法得到一个长为1604冲

的序列，经过对这个序列的验证，最终证明这种研究技术路线是可行的。我们通过

Genbank中序列比对结果设计简并引物用于扩增相关基因片段，也是基于这种考虑。由

于植物线粒体基因具有高度的同源性，本章通过基于其它植物同类基因序列设计的简并

引物扩增，获得了a巾6, a钾9基因的部分序列，并进行了“三系”同类序列的初步比较。

    在下面两章，拟利川DNAwatking扩增出全长。tp6, atp9荃因，进行有关的深入分
析.
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第五章雄性不育相关基因帅‘的全序列克隆与序列分析

    胞质雄性不育性(cms)在高等植物界普遍存在，系细胞质基因与细胞核基因相互

作用的结果，由于线拉体功能紊乱导致花粉发育遭到破坏，从而引起雄性不育(凌杏元

等2000; He等1996;季静等1998).线粒体的主要功能是为细胞产生能量，其内膜上

的ATP合成酶在能量产物的形成过程中起重要作用。有研究认为，可能是由于某个基因

或多个基因产物干扰了线粒体F(0), F(1)-ATP- 的功能或合成，从而削弱和影响高耗

能的花粉发育过程(Dietwich等2003).线粒体atp6基因编码着F(0), F(1)-ATP 合成酶

的第6亚基，而它本身又是由线粒体DNA编码的，在线粒体基因组中与呼吸作用有关，

影响着能量代谢的荃因，被认为是与CMS相关的基因(Kaeku等1992: KoWer等1991;

Iandgren等1996: Malrsroff等1989).

    本章选用竺麻雄性不育系、保持系和恢复系为材料，以mtDNA为中心，利用简并

引物扩增所得的特异片段克隆侧序后的结果设计特异引物，用DNAwalidng方法扩增、

克隆竺麻不育相关atp6基因全序列并分析其表达特点，为弄清竺麻雄性不育性的分子机
理积景资料。同时，所克隆的不育系相关基因将为今后利用基因工程方法培育新的不育

系和研究不育性发育机制莫定基础。

1材料与方法

1.1材料

    同第三章1.1.

1.2方法

1.2.1 mtDNA的提取与纯化

    同第三章1.5.1.

1.2.2特异引物设计

    根据简井引物Pi, P2扩增DNA片段的测序结果设计atp6基因3，和5'方向的基

因特异性引物Tsp1, Tsp2和Tsp3.委托上海生工公司合成，引物序列如下。
    3'方向特异引物:

    Tspl: 5̀-GCCGGTCATAGT'ITAGTAAAGA-3'

    Tsp2: 5'-GGGTTCGCTTGGACTATGTTATGT 3'

    7冲3: 5'-TAGTTM GCAITAACCGGTCfr-3'

    5'方向特异引物:

    Tspl: 5'-CATACATAACATAGTCCAAGCGAAG3'
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2.3.5.三系”的遗传关系

    根据竺麻“三系”a柯 基因的侧序结果，

atp6墓因不育系与保持系的遗传关系更近，

ISSR分子标记的结果一致。

  绘制 “三系”同源树，可以看出，竺麻

而与恢复系的遗传关系更远，这个结果与
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3讨论

    CMS属功能性不育，线粒体的作用举足轻重.竺麻中有关线粒体基因的克隆国内

外尚未见报道，本实脸首次成功地从竺麻“三系”中克隆到线粒体a柯 基因，通过与
Genbank中的同源性核昔酸、氮基酸序列进行比较，发现它们与一些双子叶植物的同类

基因有较高的同源性，这也说明线粒体基因组在结构上的高度保守性。正因为植物线粒

体基因具有高度的同源性，本研究通过设计的简并引物先扩增出atp6基因的部分片段，

然后根据DNA walking扩增出全长a栖 基因，结果证明是可行的。陈军方等(2005)

对太谷不育小麦进行研究时开始也是设计一对简并引物进行扩增，然后通过电子延伸的

方法获得了一个长为16 坤的片段，他们通过实验验证了这个片段的存在，也证明了
通过设计简并引物开始进行后续实验的可行性.

    植物的雄性不育性与其线粒体遗传系统关系密切，普遍认为与呼吸链和ATP 合成基

因的嵌合基因以及RNA的编辑等有关((Gray等1992).aip6基因是ATP合成酶第6亚基，
由线粒体DNA编码，在线粒体基因组中与呼吸作用有关，是影响能最代谢的墓因。由

线粒体编码的若干个ATP 合成酶的亚基的研究受到普遍重视。在不同物种中进行的研究

表明，atp6基因与CMS有着密切的关系(Kadowaki等1989; Iwahashi等1993; Akagi

等1994).芝麻“三系”a郁P6基因在核昔酸水平上、氮基酸水平上的差异，暗示了它们

与竺麻的雄性不育性的发生可能相关。通过与Gcnbank上公布的一些双子叶植物如油

菜、向日葵、萝卜等的atp6基因的比较表明，我们所克隆的竺麻atp6-A无论在核昔酸
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水平上还是在氨基酸水平上都与这些基因有很高的同源性，而在这些植物上，atp6基因

被证明是与雄性不育性相关的荃因.基于以上事实推测，我们所克隆的atp6-A基因与

雄性不育性可能有较大相关·但要全面地了解芝麻“三系”atp6基因以及它们与雄性不
育性的真实关联性等问题，简单的序列比较还是不够的。

    下一步的工作方向应该是把克隆到的基因连接到合适的转化载体上，通过转基因到

可育植株比如烟草上，对转化植株进行鉴定、检侧转基因植株的育性及相关生理生化指

标以确认所转化的基因是否一定就是雄性不育基因。
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第六章雄性不育相关基因atp，的全序列克隆与序列分析

    植物的雄性不育与其线粒体遗传系统有密切的关系，而其中由线较体编码的若干

A冲 合成酶亚基的研究受到普退重视。植物的ATP合成醉在能量产物的形成过程中起

着重要作用。现已知道，A31:合成酶由包括atpA在内的9个亚基组成，它们一起共同
配合，完成ATP的生物合成。杨金水和Walbot (1995)采用酶切后分子杂交方法，在

水稻野败型不育系中发现只有1个atp，拷贝，而保持系中却有2个a砂拷贝，认为呻9
基因很可能与水稻野败型雄性不育有关。

    本章选用竺麻雄性不育系、保持系和恢复系为材料，以mtDNA为中心，利用简并

引物扩增所得的特异片段克隆测序后的结果设计特异引物，用DNA-walking策略扩增、

克隆竺麻不育相关基因atp9全序列，并进行深入分析，为弄清芝麻雄性不育性的分子机
理积景资料。

1材料与方法
1.1材料

同第三章1.1.

1.2方法

1.2.1 mtDNA的提取与纯化

    同第三章1.4.1.

1.2.2特异引物设计

    根据简并引物PI, P2扩增DNA片段的测序结果设计atp9基因3'和5'方向的基因

特异性引物Tspl. Tsp2, Tsp3,委托上海生工公司合成，引物序列如下.
    3'方向特异引物:

    Tspl: 5'-GCTGCfUTGGGAATAGGA 3'

    肠解:5'-CAGTAGCTCGAAATCCGTCAT-3'

    介户:5'-CGCCATCITAGGATCfUCTCT-3'

    5'方向特异引物:

    Tspl: 5'-AAATCCCAAGATGGCGTAAC-3'

    几衅:5'-ATGACGGATTTCGAGCI'ACTG-3'

    肠户:5'-AAACATTTCCfAT rCCCACAGC-3'
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1.2.10小量质粒的快速抽提

    同第四章1.3.2.7.

1.2.11重组质粒的筛选与鉴定

    同第四章1.3.2.8.

2结果与分析
2.1竺麻“三系，呻，墓因侧序结果

2.1.1不育系侧序结果

2.1.1.1不育系3'端DNA walking的测序结果(下划线标示引物位置，下同)
9 CCATCITAGGATTTG(,'1"1"I'AACGGA000I'I

            Tsp3

人TITCfAATCITGTTTGTIT1TfAATCTAATAGATTCI"PGATATCA"1'lti 1'CITATITGT

CGGACACAGCTCGTITITCCATGACCCCCCCCQ艾里以返1匹坦9                      TACITCI'GTGA

                                                            Uni-primer

2.1.1.2不育系5'端DNA walking的测序结果
卫2哎也边业山工虹旦以边选旦以达GGGGGGGOGGTCI

        Uni-primer

TAAAGGCAATAGGATCAGTATTAGGGCITAAAGAGAATGTT CtGTCAGAGAAGAA

CTAATAGATG凡戌联1孤洲)旧CAA             GTCI'CITAGCCACAGAC('}CfCffGCI'GGAA7;

CGGCAATGGTCAACTATCCAITGTCAAAGCAAAGTCTCCGCCCT7

TCGTATATAAAATATAATAGATCACGCCTCTAACTATAACITCAAATTTAATAAGAGA

AGAATT GGCAAGTCAAGTAGTACGCCI'GGTT CACCAGG'r'I'CCACCACTGCA000C

TCAATCATGGTAGTTAGGCTATATGCTTAACACATGCAAGTCGGAAACCI'CGGGAA

CAAAGAAAAATAATAAAAAAATGTTAGAAGGAGCGAAATTAATAGGTGCCGGAGC

AGCAACrATTGCATTAGCTGGAGCTGCTr4TGGGAATAGGAAATGTIT

                                                Tsp3

2.1.1.3不育系atp，基因的拼接结果

    采用DNAIv1AN 5.2.2的Sequence Assembly程序进行拼接，方框示起始密码子和终
止密码子。

TCACAGAAGTATGCCAAGCGAGGGGGGGGGCTCTTGGTGGTAGGGCAGTAGGAGT

AAAGGCAATAGGATCAGTATTAGGGCITAAAGAGAATGTT GTGTCAGAGAAGAAC

TAATAGATGAATCGGCl'GCAAGTCTI'ITAGCCACAGACGCI'CITGCTGGAATAACC

GGCAATGGTCAACtATCCATTGTCAAAGCAAAGTCfCCGCCCITI'fGGTGCTATCAT

CGTATATAAAATATAATAGATCACGCCTCfAACTA'fAACTI'fAAATTTAATAAGAGAA
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疏水性值(Mesa hydrophobicHity)不育系和保持系相同((0.603)，但恢复系略有降低((0.592).

23.5“三系，的遗传关系

    根据兰麻“三系，呻，基因的侧序结果，我们绘制了.三系，同源树，可以看出，

竺麻。中夕基因保持系与不育系的遗传关系很近，与恢复系的遗传关系稍远，这个结果与

ISSR分子标记分析的结果一致。

.‘出of3 se甲“甘..
        0

        OB04 0

        0.180 0.176 0

】仪196   9596 侧既 芍肠 班冷
  L一一一」一一一一L, 」一一~rJ

啊
卿
啊

Ham d叱万.曲江时3aequmeer
100%

9夕石%

32习肠

!加%

87.471 100转

田24竺麻.三系，的同翻性和距离矩阵

两乡幼肠阅的.吃y matrix a回distaam mat血

ofCMS]加暇..加因.留肚ar sad阳目。rex

line of Boduxeria muss

目乃 些康‘三系.的聚类圈

F乡25 Dmdrogram吐CMS Her, Miata.a he

创日ratorrf line of Brelaeeria advu

3讨论

    植物的雄性不育性与其线粒体遗传系统关系密切，普谊认为与呼吸链和AIP合成基

因的嵌合基因以及RNA的编辑等有关('ray等1992).线粒体的atp9基因编码A7，合
成醉第9亚基，与呼吸作用有关，是影响能量代谢的基因。由线粒体编码的若干个ATP

合成醉的亚基的研究受到普追重视.在不同物种中对口扣，基因的研究表明，它与CMS

有着密切的关系(Kadowal‘等1989: lwahashi等1993: Akagi等1994).
    Dioterich等 (2003)分析了25个线粒体基因的转录本在雄性不育和雄性可育植株

之间的差异。结果发现，雄性不育和雄性可育植株之间在atp9基因周围有差异。在雄性

不育植株的a州基因上游，由于重组产生了一个编码193个氮基酸的开放阅读框，它与
‘护夕共转录，形成一个!.sskb的对cms有专一影响的双顺反子.ANA.杨金水和Walb)t

(1995)采用酶切后分子杂交方法，对野败型水稻不育系和保持系的研究，发现不育系

和保持系的拷贝数不同，不育系中只发现1个atp9拷贝，而保持系中却有2个呻，拷
贝，这表明。砂 基因很可能与水稻野败型不育性有关。但张赛群等(2003)对玉米S

型cms线粒体DNA的研究表明，碑‘，atp9. coxll基因与玉米S-CMS的形成没有关
系。
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    有关竺麻线粒体atp9基因的研究，目前国内外还未见报道。本实验首次成功地从竺

麻“三系”中克隆到线粒体a勿9基因，通过与Genbank中的同源性核昔酸、氮基酸序
列进行比较，发现它与一些双子叶植物的同类基因在核昔酸水平上的同源性非常高，这

说明线粒体基因组在结构上是高度保守的.但我们所得到的竺麻atp，基因不育系和保持

系在核普酸水平上、氨基酸水平上的相似性，推侧竺麻中。种基因与雄性不育性的发生

可能无关.通过与。enbaak上公布的一些双子叶植物如大豆、烟草、高粱等的呻，基

因的比较表明，我们所克隆到的竺麻atp9-A无论在核昔酸水平上还是在氨基酸水平上

都有些类似.但芒麻atp9基因的不育系和保持系在氨基酸水平上没有发现差异;不育系
与恢复系之间存在明显差异性，它们的差异除了肚链长度上的差异外，在氮基酸组成上

也有明显差异。这可能与恢复基因的影响有关，这方面的工作有待进一步的深入研究。
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第七章 竺麻雄性不育相关基因的表达分析

    基因的表达与否通常可以通过Southern杂交或RT PCR来验证。本实验采用RTPCR

的方式来验证从芝麻“三系”线粒体中所克隆到的。柯, arp9基因在不同时期的表达情
况。

    逆转录一聚合醉链式反应 (Reverse Transcription-Polymerese Chain Reaction,

RT PCR)的原理是:提取组织或细胞中的总RNA，以其中的mRNA为模板，采用Oligo(dT)
或随机引物利用逆转录酶反转录产生cDNA;再以cDNA为模板进行lid 扩增，从而

获得目的基因或检侧基因表达。把逆转录和PCR结合起来的Kr -p(】能使RNA检侧的

灵敏度提高了几个数量级，使一些极为微量RNA样品分析成为可能。该技术主要用于:

分析基因的转录产物、获取目的基因、合成cDNA探针、构建RNA高效转录系统等。

    本章提取竺津三系”生殖生长不同阶段的叶片RNA，采用iRT- CR策略分析apr6,

apr9基因的表达模式。

1.材料与方法

L1实脸材料

    由于所用竺麻不育系植株上的雄曹在能够分辨时就已经枯黄，随即变褐脱落，以至

不育系的雄曹采集十分困难或没有雄蕾 (如现蓄前)，因此本实脸只能以叶片为样品提

取RNA，进行R - y:7试验。实验材料为竺麻不育系GS141(人)，保持系13-X2 (B)

和恢复系湘 5 <R)生殖生长期不同阶段的叶片，即在现曹前期、现曹期、盛花期、开

花末期取样。

1.2实脸试剂及主要仪器

    (1)主要试剂

    提取RNA的Trizol试剂购自上海生物工程公司，为Pronre，产品:Oligo(dT)15引

物、逆转录酶ReverTm Ace (MMLV Reverse Transcriptase RNase H). RNase Inhibitor购
自大连宝生生物公司，为Takara产品。

    (2)主要仪器

    Eppendorf高速冷冻离心机，北京六一仪器厂电泳箱，Bio-Rad电泳仪，Eppendorf
PCR仪，WD-9403F型紫外分析仪.UV 1600型紫外分光光度计等。

1.3逆转录引物

    逆转录反应的特异引物依据本论文第五章即苗、apt9基因测序结果设计而来。

    arp6基因逆转录引物序列如下:
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P1: 5'-GATACCTCATAGCITCACAG-3'

P2: 5'-TAATGGAGATTT ATAGCATC-3'

arp，基因逆转录引物序列如下:
PI: 5'-GCTTAACACATGCAAGTCG-3'

P2: 5'-AGAAATGCCATCATTAAGGCG-3'

IA实脸方法

1A.1竺麻叶片总RNA的提取

    采用Trizol法提取芝麻总RNA。具体方法如下:

    (1)取约0.1 g竺麻叶片.加入液氮在研钵中充分研磨成粉末，同时用液氮冷却is
ml的小离心管;

    (2)把研碎的粉末转入1.5 ml离心管中，加入1 ml的Trizo，试剂.室温静盖一段

时间:

    (3) 4 0C 14,000g离心lOmin;

    (4)转移上清到一新的1.5 ml的小离心管中:

    (5)加200 u1氮仿，剧烈振荡15s,室温静置5min:

    (6) 4 0C 10,0008离心15min，上清加入1/3体积的8 M ucl,混匀后置于40C放置

16h或冰上放置8--12h沉淀RNA:

    (7)小心抽出上层的液相到一新的1.5 ml的小离心管中，加1/2 V的异丙醉和1口V

的3M的乙酸钠，轻轻混匀，室温静置lomin;

    (8) 4 0C 10,0008离心lOmin，取沉淀。

    (9)用75%的乙醇漂洗2次，凉干，加适量DEPC处理的水溶解RNA.总RNA经

电泳检测后立即进行逆转录反应合成 cDN人第一链后置-200C冰箱备用，或将总 RNA

直接于~200C或-700C保存备用，但保存时间很短。

1A.2两步法KT PCR

1.4.2.1逆转录反应合成cDNA

    以总RNA为模板，通过逆转录得到CDNA，再进行后续的PCR扩增。逆转录反应

体系为20川:在6川总RNA中加入1川Oligo-dT.混匀，70℃水浴5min,立即置冰

上，肺后加入以一「试剂:

        5 X RT buffer                     4.0川

        dNTPs (10 mM) 1.001

      Rever ra Ace(1001)加1)                   1.0141

      RNase Inhibitor (401)加1)                  0.5 X41



第七章 竺麻雄性不育相关基因的表达分析

一‘侧EC卫‘匕一一-一一一 .一 一6.5 g1

~」 体积__ _ _ 20.0川

    42'C温浴60min后，立即放入95℃条件下加热lonin以终止第一链的合成，

(注:如果用水浴锅或是i is1;7仪温育，先加入一滴矿物油在反应液表面，防止沮浴过

程中液休燕发而减少。)

    逆转录产物用1.0%的琼脂糖检侧。

TA.2.2 PCR反应扩增合成cDNA第二链

    P 反应体积为25川，在0.2 ml离心管中进行.根据扩增片段长度的不同而使用
不同的PCR反应循环参数。

  _25A日14 PCR r*i*'A4t1-Fs

    lox PCR反应缓冲液 2.5川

    M9Ciz (25 mM) 2.0#l

    dNTPs (lOmM)                 0.5川

    ，q.DNA聚合醉 0.5 #1

    班 (10#M)                     0.5川

    P2 (10#M)                 0.5川

    cDNA                         3.0#1

  _x角水一一一一一一- ‘----15.5川二_
  一  AIM — _ ._ ___ ‘Z5Au1_,..

atp6荃因PCR扩增程序:

以'C‘ .二.

例℃切 .‘_

衍℃.:. I句gyeles

?2℃的secJ

下21D加 目.

冲9基因PCR扩增程序:
例七 4 min

洲℃ 如 Soc

妇℃ 动 “。

72L 80 sec

721.'功 ..

〕。‘·
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2.4 RT PCR检侧条带的比较

    用Glyko Bandscan软件(version 5.0)对竺麻“三系”4个不同时期检测到的条带

进行量化分析，大致可以看出不同时期各带的表达水平。根据Marker所标示的浓度，

我们把f7L2Cr:C中的5006p的条带的亮度作为基准浓度(Song)，其它指示带的亮度就
有相应的变化。

(1) atp‘基因.T-PCR检侧条带的比较
    表1中的Lane13-11, Lane10-8, Lane7-5, Lane4-2分别表示现曹前期、现蕾期、

盛花期、开花末期4个不同时期，M为D1201阅.结合图3和表1可以看出，a咖基因

在竺麻“三系即4个不同时期的叶片中都有表达，只是存在表达量的差异，提示。tp6墓
因在竺麻中是组成型表达的。

衰1不同时期alp6墓因I. diy 7的表达f比较

口l:盯回 ，~ ， I~ ，...己 L.曰J .J曰浦 L.比， 1 11 】J.四 raesl0 七- 11 .~ U 七日曰13

山曰1 翻.U

巨曰2 们 M

山，， 为 月口

几川母

卜曰5 如加

月月浦 2月.肠 刀认侧 2月月， 113.}1 131.知 】口J4 J翎j冲 月，民肠 月56J1 刃因旧 】习J口 Ila刀l

翻月下 55二2

肠目.

...， 翻二'3

(2)呻，荃因KT PCR检侧条带的比较

    表2中的LAne12-10, Lane9-7, Lane6-4, Lxne3-1分别表示现曹前期、现曹期、

盛花期、开花末期4个不同时期，M为DL2000.结合图4和表2可以看出，a种基因

在竺麻“三系”4个不同时期的叶片中都有表达，表明。脚基因在兰麻中也是组成型
表达的。



第七章 芝麻雄性不育相关基因的表达分析

表2不同时期口州基因RT PCR的表达A比较
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翻口.口

.口口， 刀J日
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    人们对植物不育相关基因的表达有过一些研究，但结论不太一致。一般认为，有些

基因，尤其像atp6.呻D9这样与A7，合成醉相关的基因，在花器官中表达而且是差异
表达，即同一材料不同时期的表达不一样或不同材料同一时期的表达不一样，而在营养

器官中的表达结论不太一致。

    曹家树等(2001)对白菜雄性不育两用系花曹的mRNA差别显示及其cDNA差异

片段进行分析，在用B030 2-4作探针与花曹总RNA杂交时，不育株显示的杂交信号明

显弱于可育株，说明不育株中该基因的表达明显受到了抑制;以B0302-4为探针，与叶

片总RNA.茎总RNA杂交时，无杂交信号。说明该荃因只在花曹中特异表达，在叶片

中不表达。裴雁曦等(2004)用蛋白SDS-PAGE电泳研究了榨菜胞质不育系与保持系苗

期、抽共期、盛花期线粒体的差异，发现在3个不同发育时期中，不育系比保持系多1

条特异性表达的多肚，其分子t约为37 KD;同时还检侧到1条仅出现于不育系的线较

体特异性多肚，分子量约为35 KD，该蛋白在保持系的3个时期均无表达，在不育系的

苗期和抽蓝期也未表达。他们认为，可能不同物种间不育机理存在差异，同一属的油菜

和榨菜具有相似的不育机制(Wang等1995).陈军方等(2005)在研究中国春小麦时，
事先利用电子延伸技术得到一个长达1604饰的序列，通过Kr-PyR脸证时，发现该序
列确实在小麦可育花药中表达.在小麦败育花药、叶片和根中不表达。

    但胡志勇等(2006)x4沮州蜜柑不同发育时期及不同组织、器官的IrF-PC 分析表明，
a脚.伪七、‘口尾打基因在叶片、花瓣以及不同时期的花曹中都有表达，但在幼果中表达

量很少或没有表达.其中，在叶片中的表达一般高于花瓣，而在不同时期的花曹中表达

存在差异.张义平等(2003延用DDRT PCR技术，对红莲优6号杂交水稻“三系”不同
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发育时期幼苗叶片基因的表达进行了差异分析，结果发现，同一材料，一叶期、三叶期

的叶片‘DNA扩增带型相似，没有发现基因表达质的差异，只发现有个别DNA条带量

上强弱的差异，说明一叶期与三叶期幼苗叶片基因表达差异很小。关和新等((1998)通

过对水稻红莲型粤泰不育系和保持系黄化苗及不同发育时期花药的mRNA分析发现，

黄化苗与花药、花药不同发育时期扩增带相似;不育系与保持系黄化苗及相同发育时期

花药ffii,̀7,差异也很少，绝大多数都有对应的扩增带，在mRNA水平不育系与保持系

的差异不如实验前想象的那么大，更不是有(保持系)和无(不育系)的关系，说明绝

大多数基因都是组成型表达的。高风华等 (2006)对水稻淇一型不育系及保持系花药

mRNA进行了差异分析，结果显示不育系和保持系花药mRNA间差异很少，不育系和

保持系间不同发育时期花药的cDNA带型相似，同时期不育系和保持系间花药的cDNA

带型也很相似，同样证明了多数基因都是组成型表达。

    植物的雄性不育是一个复杂的发育过程，涉及多个组织的分化和大量基因的协同表

达，且多数花药的特异表达基因具有严格的时空顺序，花药发育所需的基因一旦发生突

变，就会使花粉不能正常发育而导致雄性不育，所以研究育性基因的表达多以花药作为

材料。本实验由于很难采集到花药，所以只有选择不同时期的叶片进行基因表达分析。

从叶片样品分析结果看，兰麻的。印‘、atp9基因在“三系”的4个不同时期的叶片中

都有表达，表明atp6, atp9基因在芒麻中是组成型表达.但呻‘墓因在4个不同时期
的叶片中出现表达量的差异，应该与线粒体F (0), F (1) -ATP合成酶有某些相关性.

可能atp6基因在4个不同时期与某些基因相互作用，共同参与了育性的调控和表达，影

响了户。，的合成，从而影响了花粉的形成，最终产生不育和可育性状(Bergman等2000).

aff‘基因在“三系”4个时期中的表达t以现曹期最高，开花末期次之，曹前期和盛花

期表达量最低;除开花末期之外，其余3个时期都是不育系和恢复系的表达量弱于保持

系，这与袁美等(2003)对油菜的研究结果相吻合。atp9基因在不同时期的表达量表现

为，在现管期.不育系与保持相当，而恢复系最高，现曹前期和盛花期则恢复系表达量

最高，保持系次之，不育系最小。这暗示了atp9基因的转录可能受到恢复基因Rf的调
控，Rf共同参与了竺麻的育性调控。这方面的工作也有待进一步的深入研究。
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    本研究利用本项目组在前期工作中培育的不育系和保持系，以及通过侧交选择的恢

复系为研究对象。其中的不育系与保持系芝麻来源于同一品种的孤雌生殖诱导后代。由

于竺麻组织中，酚类、粘状物及黄酮类等次生代谢物质的含量较多，纤维含量也较高，

DNA的提取与纯化相当困难。对芒麻总DNA和线粒体DNA的提取方法进行了适当的

改进。利用ISSR方法分析了竺麻“三系，总DNA和线粒体DNA.检测到了在总DNA

水平和线粒体DNA水平上“三系”之间存在明显的的ISSR多态性。无论是以竺麻总

DNA还是线粒体DNA为对象，发现竺麻中保持系与不育系的差异程度都比不育系与恢

复系的差异程度要小，其中不育系和保持系之间的多态性差异可能与育性相关。

    先是设计简并引物扩增兰麻“三系”apt6, apt9基因的部分片段，然后根据DNA

walking策略进行两端延伸，都是根据线粒体基因组具有保守性的特点，通过与Genbank

中公布的其它植物与雄性不育相关的序列进行比对井进行相关分析，表明我们己经克隆

到了完整的apt6, apt9基因.

    通过同源性比较分析发现，芝麻咖基因与某些植物同类基因的相似性很高，而竺

麻atp，基因则与其他植物同类基因的相似性略低。推测所克隆的竺麻atp6基因可能与

雄性不育性相关，atp9荃因可能与育性没多大关系。RT PCR策略分析apt6, apt9基因

的表达模式，在不同时期的叶片中竺麻“三系”都是组成型表达。

    本实验首次克隆到了竺麻“三系”的apt6, apt9基因，这方面的研究国内外还没有
见到报道;利用分子生物学方法对芒麻雄性不育的研究也无报道，所以本研究结果具有

一定的创新性。
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