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摘 要! 应用 /012$3240 技术分析了玉米同核异质不育材料在小孢子发育过程中花粉发育相关基因表达的

差异$ 结果表明"在小孢子发育的相同时期"引物 5**" 在 -6$( 背景下的不同胞质之间存在差异"不同时期差异表现

不一#引物 5**" 在黄早四背景下的不同胞质之间未检测到差异"并且小孢子发育的 * 个时期表现一致$ 对同核异质

不育系和同质异核不育系的比较发现"核背景对 7312 转录的影响大于细胞质"不育胞质 8%9%5 在 -6$( 背景和黄

早四背景下的差异表现不一$根据 5**" 在 -6$( 背景下的扩增结果"发现基于 7312 多态性的相似性比较结果与不

育细胞质的败育特点及败育时期具有较好的一致性"即配子体不育类型与保持系的相似性高于孢子体不育类型"孢

子体不育类型之间的相似性高于孢子体不育与配子体不育的相似性$
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植物细胞质雄性不育在杂交种子生产中具有重

要的利用价值$ 分离和克隆这些不育基因是人们研

究的最终目的$ 植物基因的分离及其表达调控可以

从蛋白质%312 和 012 不同水平上进行$ 在不育基

因表达的直接产物尚不清楚的情况下" 从蛋白质水

平上分离基因有相当困难$ 虽然大量的研究结果表
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明"细胞质雄性不育与线粒体 012 有关"但由于植

物线粒体 012 的自身结构特点%线粒体基因的非孟

德尔遗传特性以及实验技术的限制等原因" 使得从

012 水平上对细胞质雄性不育机理分子水平的解

析与细胞质雄性不育基因的寻找进展一直比较缓

慢$ 植物细胞质雄性不育的发生与育性恢复是核质

互作的结果"而核质互作对雄性不育特性的&保持’
和&恢复’的影响机制相当复杂$ 首先导致雄性不育

的 核 质 不 协 调 对 线 粒 体 的 影 响 表 现 在 细 胞 水 平 %
012 水平%312 水平和蛋白质水平多个层次上#其
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次导致雄性不育的核质不协调还可能表现为不育系

的细胞质对外来的细胞核有选择的进行!定向"修饰

功能!"## 随着分子生物学理论和技术的发展$人们不

仅发现不育与可育胞质之间线粒体基因转录% 转录

后的加工等方面存在差异$ 而且也发现翻译后的加

工可能与细胞质雄性不育有关#因此$研究不同核遗

传背景%不同组织器官%不同发育时期 $%& 的转录

和蛋白表达的调控以及转录和翻译后 $%& 和蛋白

质的加工规律与细胞质雄性不育的关系$ 对雄性不

育分子机理的探讨具有重要意义# 植物雄性不育的

主要特征是不能形成有功能的花粉$ 而其它器官发

育正常$ 所以对小孢子不同发育时期的花药进行研

究$可以更直接的获得与雄性不育有关的一些信息#
’$%& 差异显示技术自从 () 年代发展起来$经过十

几年的发展与完善$ 在揭示生物体整个生命过程中

的发育%分化%衰老与死亡等方面显示出广阔的应用

前景!* + (## 本研究从 $%& 水平上对玉米同核异质不

育系花药败育过程中基因的表达特征进行初步观察

与分析$ 为深入揭示雄性不育现象的发生和发展提

供参考#

" 材料与方法

!"! 供试材料

供试材料为两套同核异质玉米细胞质雄性不育

系$它们分别为不育系 ,-(.*&%/-(.*&%0-(.*& 及其保持系

%-(.*&不育系 , 黄早四 &%/ 黄早四 &%0 黄早四 & 及其保持系 % 黄早四$
以上材料均经回交转育 ( 代以上$/%,%0 分别为玉

米的三大不育胞质类型$% 表示具有正常细胞质的

保持系# -(.* 和黄早四是两个常用玉米自交系#
!"# 实验方法

!"#"! 花药总 $%& 的提取

取上述 ( 个材料的雄穗$在 -1的低温冷库中$
剥取小孢子发育至四分体%单核期和双核期的花药$
液氮中研磨$加 * + 2 倍体积的 /34567# 提取方法参

照试剂盒的说明#

!"#"# $%& 的 ’%& 酶处理

为防止总 $%& 中可能混杂的 8%& 分子对后

续操作产生的影响$ 利用无 $%9:; 的 8%& 酶进行

消 化 处 理 # 反 应 体 系 为 ’$%& *) !<$")=8%9:;>
?@AA;3 B !<$8%9:;> ")C$$%9:4D *)C$用 8EF, 处理

的无菌水定容至 B) !<# 步骤’2G1温水浴 2) ’4D$
加 B) !< 8EF, H*I$再加 ")) !< 氯仿$-1 ") ))) J
离心 *) ’4D$取上清液于另一无菌的离心管$加 ")
!< 2K %9&,LMHNBO*P$加 *B) !< 预冷的无水乙醇$.
*)1放置 2) + Q) ’4D$-1 "* ))) J 离心 ") ’4D$弃

上清$ 回收沉淀$ 预冷的 G)R的 乙 醇 洗 涤 B + ")
’4D$真空干燥 ( ’4D$加 "B !< 8EF, H*I 溶解#
!"#"( )’%& 第一链的合成

$%& B !<$QB1变 性 B ’4D& 冰 浴 冷 却 B + ")
’4D&迅速加入下列成分’B=K.K<S 缓冲溶液 B !<&
T%/F: ")’K U < * !<& 随机六聚体引物 ") !K U < "
!<&$%9:4D 4DV4W4X63 -)C&K .K<S 酶 -))C&8EF,
H*I Y !<&**1复性 ") ’4D$2G1温浴 Q) ’4D&.G)1
变性反转录酶 "B ’4D$.*)1保存备用#
!"#"* +,$ 扩增及扩增产物的检测

反 应 体 系’")=?@AA;3 *OB !<$T%/F: ") ’’67 U <
)OB !<$Z8%& B) DJ$KJ,>* "OB !<$/9[ 酶 *C$ 十聚

体随机引物 * !<$用无菌 H*I 定容至 *B !<# 反应

程 序 ’Y-1 * ’4D&Y-1 * ’4D$2(1 * ’4D$G*1 "OB
’4D$2Q Z\Z7;:&G*1 ") ’4D# 扩增产物用 *R的琼脂

糖凝胶电泳检测$E? 染色$凝胶成像系统观察#

* 结果与分析

运用 $&F8 方法对 ( 个供试材料小孢子发 育

至不同时期的花药 $%& 进行差异展示分析# 共用

$&F8 引物 Q- 个$ 其中引物 022) 能够揭示出差异

并具有很好的重复性$其扩增结果见图 "# 为便于分

析$ 将电泳结果根据分离片段的大小分为大片段区

域 LWP和 小 片 段 区 域 L:P$表 现 多 态 性 的 片 段 分 别 用

W"%W*%W2%W- 表示#

"%*%2%- 分别为 % 黄早四%/ 黄早四%, 黄早四%0 黄早四&B%Q%G%( 分别为 %-(.*%/-(.*%,-(.*%0-(.*&

9%W%Z 分别为小孢子发育的四分体时期%单核期%双核期&K 为 K93];3

图 ! 引物 $%%& 在同核异质系中的扩增结果
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!"# 同核异质系的比较

黄早四背景下的不同胞质之间! 在小孢子发育

的四分体" 单核期和双核期均未检测出主带区的稳

定差异# !"#$ 背景下的不同胞质之间!在小孢子发

育的三个时期均表现出一定的差异! 且各个发育时

期的差异表现不一$四分体时期%%!"&$ 与 ’!"&$ 之间未

检测出差异&(!"&$ 与 %!"&$ 相比多 ) 条扩增带 *+&,!"-.

与 %!"-$ 相比缺少扩增带 *) 和 *!! 但增加 ) 条扩增

带 *+$单核期%%!"-$"(!"-$",!"-$ 扩增结果相同!均具有

*$ 和 *! 扩增带!而 ’!"-$ 却只扩增出 *! 带$ 双核期%
’!"-$ 比 %!"-$ 多 ) 条 *$ 带&(!"-$ 比 %!"-$ 多 ) 条 *) 带!
少 ) 条 *+ 带&,!"-$ 比 %!"-$ 少 ) 条 *+ 带$
!"! 同质异核系的比较

具有正常细胞质的黄早四与 !"-$ 扩增结果明

显不同!黄早四的扩增带主要分布在 ’ 区!而 !"-$
的扩增带则分布在 * 和 ’ 两个区!并且 !"-$ 背景下

的不同细胞质之间的差异片段主要集中在 * 区$ 同

质异核系如 (!"-$ 与 ( 黄早四",!"-$ 与 , 黄早四"’!"-$ 与 ’ 黄早四

以及 %!"-$ 与 % 黄 早 四 之间的差异远远大于同核异质

系之间的差异/ 说明细胞核在控制 0%1 的转录调

控方面占主导地位$
!"$ 不同胞质的相似性比较

根据 ’++2 在 %!"-$"(!"-$",!"-$ 和 ’!"-$ 三 个 时 期

的扩增结果!算得不同细胞质之间的相似性系数见

表 )$

由表 ) 的结果可以看出!在 (","’ 三种类型的

不 育 细 胞 质 中 ! 与 %!" -$ 相 似 性 最 高 的 为 ’!" -$

3"+4+56!其次为 (!"-.789:;5<!最小的为 ,!"-.38=5<$ 对

三种不育胞质 (","’ 之间的相似性分析表明!(!"-.

和 ,!"-. 的相似性最高为 8.4.5!’!"-. 与 (!"-. 的相似

性次之为 9>:?5! 而 ’!"-. 与 ,!"-. 的相似性最低仅为

!=5$
通常配子体不育类型败育发生较晚! 而孢子体

不育类型败育发生较早! 因此属于配子体不育的

’!"-. 与保持系的相似性高于属于孢子体不育的 (!"-.

和 ,!"-.& 而在 (!"-.",!"-."’!"-. 三种不育胞质之间!因

(!"-.",!"-. 均为孢子体不育类型! 故二者的相似性高

于孢子体不育 (!"-.",!"-. 分别与配子体不育 ’!"-. 的

项 目 %!"-. (!"-. ,!"-. ’!"-.

四分体 *!/*> *!/*>/*+ *+ *!/*>
单核期 *!/*. *!/*. *!/*. *!
双核期 *!/*+ *!/*> *! *!/*+/*.
%!"-. >== 89:; 8=:= "+:+
(!"-. >== 8.:. 9>:?
,!"-. >==

表# %$$&在同核异质系中的扩增结果及其相似性比较 5

相似$ @0%1 转录水平的分析结果与细胞学上观察

到的小孢子败育时期具有较好的吻合性$ 本研究从

0%1 水平上进一步印证了孢子体不育和配子体不

育的败育特点$
以上结果说明! 不同细胞质之间在小孢子发育

的相同时期存在转录上的差异! 这种差异既表现为

转录本的数目上! 也表现在转录本的丰度上$ 引物

’++= 在两套同核异质系之间的扩增大于同一核背

景下不同细胞质之间的扩增差异$ 不同细胞质之间

在一种核背景下可能存在转录上的差异! 而在另一

种细胞核背景下可能表现一致$ 相同细胞质在小孢

子发育的不同时期也存在着转录差异!如 (!"-. 在四

分体时期扩增出 *)"*+"*! 三条带!在单核期扩增出

*."*! 两条带!双核期扩增出 *)"*! 两条带$

+ 讨 论

目前普遍认为植物细胞质雄性不育与线粒体的

功能异常有关!线粒体功能异常可能表现为 A%1 水

平的结构上! 也可能表现为 0%1 水平的转录表达

上$ 迄今大多数学者对细胞质雄性不育的研究主要

是从 A%1 水平寻找差异! 而从 0%1 水平进行研究

的报道很有限$ 线粒体 0%1 的 +B 端没有 CDEF716结
构!或具有 CDEF716结构但不够长或不稳定!正是因

为线粒体 0%1 的这一结构特点!使得运用传统的差

异展示方法研究线粒体 0%1 的多态性受到限制$本

研究用随机六聚体取代 DEGHD 7I(6 进行反转录获得

@0%1! 一方面可以将线粒体 @0%1 纳入可研究的

范 畴!并 且 对 具 有 CDEF716结 构 的 @0%1 和 其 它 无

CDEF716结构的 @0%1 也可以进行比较研究&另一方

面可以克服传统的差异展示方法仅 能 分 析 @0%1
的 +B 端或 ?B 端的遗传信息! 而位于转录物中部的

更多的编码信息却得不到揭示的缺点$
由于获取大量线粒体 0%1!特别是花粉线粒体

0%1 的难度较大!本研究选用经多年转育的两套同

核 异 质 不 育 系 为 材 料! 提 取 花 药 的 总 0%1 进 行

JA%1-01KA 分析! 由此所揭示的差异可以反映出

线粒体或核质互作的变化对 0%1 转录的影响$
已有的研究表明! 同一种不育细胞质在不同核

背景下败育方式存在差别L; M >>N$ 本研究通过 JA%1-
01KA 分析检测到 !"-. 和黄早四两种核背景下的

同核异质系之间存在 @0%1 多态性$ 由同核异质和

同质异核两类材料的扩增结果可以发现! 核背景对

线粒体基因转录的影响大于细胞质$ 根据 @0%1 的

多态性片段对 (","’ 和 % 进行相似性分析!所得结

果与孢子体不育和配子体不育的败育特!下转第 " 页#
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!上接第 " 页#点有较好的一致性!即 ! 型与 " 型的相

似性高于 #"$ 型!# 型和 $ 型相似性高于二者分别

与 ! 型相似性#综上所述!%&"’ 的多态性既存在于

同核异质系的不同细胞质之间! 也存在于同质异核

系的不同核背景之间! 不同胞质之间的差异表现既

受核背景的影响也受小孢子发育时期的影响$
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析的 BT"’6&’RT 方法,-P + 遗传!.//.!.M23X%33563M0 +
,1P 江树业!陈启锋!方宣钧 + 利用 BT"’6&’RT 技术分析籼稻光敏

核不育基因的差异表达,-P + 科学通报!055[!M32.3X%.Y.06.Y.M+
,[P 王学德!朱英国 + 水稻雄性不育与可育花药的 %&"’ 差别显示和

BT"’ 差别片段的分析,-P + 中国科学2$ 辑X!055[!.[23X%.Y16.N3+
,5P 罗红兵!黄 璜!朱卫平!戴林健 + 玉米 \T! 细胞质雄性不育系

的细胞学观察,-P + 湖南农业大学学报!.//3!.52.X%0/56000 +
,0/P 杨俊品!高之仁!荣廷昭 + 同核异质玉米细胞质雄性不育系的细

胞学比较研究,-P + 四川农业大学学报!055/![23X%.3[6.M. +
,00P 陈伟程!段韶芬 + 玉米 $ 型细胞质雄性不育系花药发育的细胞

学观察,-P + 作物学报!05[[!0M23X%011601[ +
,0.P 孙庆泉!荣廷昭 + 玉米雄性不育材料和研究和利用进展,-P + 玉米

科学!.//3!002.X%..6.1 +
,03P 马 冲!陈举林!李兴锋!等 + ! 型雄性不育自交系配合力分析

研究,-P + 玉米科学!.//3!002MX%..6.1 +

由表 N 可知!在多隐纯合体甜玉米群体中!除含

水量外!其余各性状均存在丰富的遗传变异$含油量

的广义遗传力较高!达 5/]以上$ 蛋白质&果皮厚

度&株高&单株粒重和百粒重次之!广义遗传力均在

1/^以上$ 含糖量&含水量&穗位高&茎粗&穗长&穗

粗&穗秃尖长&穗行数和行粒数的遗传力相对较小!
在 1/^以下!其中穗秃尖长受环境影响最大!遗传

最不稳定$ 在 Y^选择率下!除秃尖长外!遗传进度

由大至小依次为% 蛋白质含量!单株粒重!0// 粒

含油量!百粒重!含油量!穗位高!果皮厚度!行

粒数!株高!穗长!含糖量!穗行数!穗粗!茎粗

!含水量$

3 讨 论

在甜玉米品质育种中!除了注意糖分的选择外!
还应注意甜玉米的风味&果皮的柔嫩性和香味等$本

研究发现! 多隐纯合体甜玉米的果皮厚度与青穗产

量呈极显著的正相关!这与禹玉华 ,NP的研究结果有

些相似$ 这给育种带来困难!在育种过程中!在选择

高产的同时!也不能忽视对降低果皮厚度的选择$其

余各品质性状对青穗产量没有太大的影响$
前人对玉米子粒油分的遗传规律研究结果表

明! 玉米子粒油分与蛋白质含量呈显著正相关或正

相关不显著或影响不大,1 _ 0/*$ 本研究表明!玉米子粒

含油量与蛋白质含量相关不显著$ 说明本试验所使

用的甜玉米材料含油量的高低与蛋白质含量没有

关系$

:EB8<@?CW05[NX报道!含糖量受环境影响,00*$本研

究发现! 乳熟期多隐纯合体甜玉米含糖量除受加性

效应控制外!还受非加性效应的影响!广义遗传力相

对较低$ 说明本试验所使用的甜玉米材料含糖量受

环境影响较大!遗传不够稳定$其余 M 个主要品质性

状主要受加性效应控制!有较高的遗传力!在群体改

良中早代选择效果较好$
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