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　 　 摘要:　 为明确 ２２Ｎ３１７Ａ、２２Ｎ１９５Ｒ２Ａ 和 ２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ ３ 个细胞质雄性不育(ＣＭＳ)系甘蓝型冬油菜花

粉败育机理及不育胞质类型ꎬ本研究以 ３ 组甘蓝型冬油菜细胞质雄性不育系及保持系为材料ꎬ通过观察花器形态

和细胞特征ꎬ并根据油菜育性相关基因 ｏｒｆ１３８、ｏｒｆ２２２、ｏｒｆ２２４ 设计引物对 ３ 份甘蓝型冬油菜不育胞质类型进行多重

ＰＣＲ 分子鉴定ꎮ 结果表明:３ 个不育材料花瓣平展、花药不可正常散粉、花丝短小、柱头较长ꎮ 不育系花粉的发育受

阻于四分体至单核小孢子期间ꎻ不育系常规压片细胞学观察结果显示四分体之后未观察到小孢子或者花粉粒ꎻ不
育系石蜡切片显微镜观察显示花粉四分体时期绒毡层异常膨大ꎬ挤压药室里的四分体ꎬ使药室变形ꎬ最终导致雄性

不育ꎮ ３ 个不育系的不育胞质类型均是 Ｏｇｕ ＮＷＳＵＡＦ ＣＭＳꎮ
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　 　 杂种优势是生物界普遍存在的现象ꎬ利用杂种

优势进行新品种选育已经成为作物产量和品质提高

的主要途径ꎮ 雄性不育系在作物杂种优势利用中发

挥着重要作用ꎮ 雄性不育按基因型可分为细胞核雄

性不育、细胞质雄性不育和核质互作雄性不育ꎮ 其

中ꎬ细胞质雄性 不 育 ( Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙꎬ
ＣＭＳ)表现为花粉囊和小孢子发育异常ꎬ导致不能产

生花粉或花粉败育ꎬ但卵细胞发育正常ꎬ可接受外来

花粉而正常结实ꎬ是母性遗传ꎬ即细胞质遗传[１]ꎮ
细胞质雄性不育是植物界普遍存在的现象ꎬ揭示作

物细胞质雄性不育的败育机理、鉴定其不育类型对

不育系的利用具有重要意义ꎮ
传统的作物细胞质雄性不育类型的培育与鉴定

方法是杂交试验ꎬ这种方法工作量大、鉴定周期长ꎮ
蔡明等[２]从甘蓝型油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)和埃塞俄

比亚芥(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｒｉｎａｔａ Ｂｒ)的远缘杂交后代中选育

出 ＮＣａ 细胞质雄性不育型(ＮＣａ ＣＭＳ)材料ꎮ Ｗａｎ
等[３]通过对野生芥菜雄性不育系的不断连续回交ꎬ然
后将该不育的细胞质导入到甘蓝型油菜中ꎬ进而成功

地选育出 Ｈａｕ ＣＭＳ 材料ꎮ 李殿荣[４] 在甘蓝型油菜

Ｓ７４￣３×(丰收 ４ 号＋７２０７)的复交后代中发现了不育植

株ꎬ并成功培育出不育系陕 ２Ａ、保持系陕 ２Ｂ 及其恢

复系垦 Ｃ１、垦 Ｃ２ 等ꎮ 随着分子生物学的发展ꎬ根据

特异性基因序列进行 ＰＣＲ 标记成为作物细胞质雄性

不育类型鉴定新的手段和工具ꎮ 多重 ＰＣＲ 能够通过

使用多对引物同时扩增许多靶基因[５]ꎬ该技术已用于

鉴定小麦同源糯性位点的突变类型[６]、洋葱细胞质类

型[７]ꎮ Ｚｈａｏ 等[８] 利用多重 ＰＣＲ 方法在油菜 Ｏｇｕ
ＮＷＳＵＡＦ ＣＭＳ 不育胞质材料中同时扩增出 ｏｒｆ１３８ 和

ｏｒｆ２２２ 基因的条带ꎮ 舒畅[９] 利用多重 ＰＣＲ 方法实现

了 ＮＲＯ４２７０Ａ ＣＭＳ、Ｐｏｌ ＣＭＳ、Ｏｇｕ ＣＭＳ、Ｋｏｓ ＣＭＳ 和

ＷＮＪ０１Ａ ＣＭＳ ５ 种细胞质不育材料的分子区分ꎮ
２２Ｎ３１７Ａ、２２Ｎ１９５Ｒ２ Ａ 和 ２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１ Ａ

是甘肃农业大学培育的 ３ 个甘蓝型油菜细胞质雄性

不育材料ꎮ 为促进上述材料的生产应用ꎬ本研究以

上述 ３ 个材料的不育系和保持系为材料ꎬ通过花器

形态观察、花粉细胞常规压片和石蜡切片观察及多

重 ＰＣＲ 方法ꎬ鉴定 ３ 个材料细胞质雄性不育类型ꎬ
明确其败育时期和败育原因ꎬ为 ３ 个不育材料的合

理利用提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与方法

本试验所用的雄性不育系材料 ２２Ｎ３１７Ａ、
２２Ｎ１９５Ｒ２Ａ、２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ 及其保持系材料

２２Ｎ３１７Ｂ、２２Ｎ１９５Ｒ２Ｂ、２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１Ｂ 均由省

部共建干旱生境作物学国家重点实验室油菜课题组

提供ꎮ 试验材料种植于甘肃省平凉市南湖镇农业技

术推广中心油菜育种研究基地ꎬ每个材料种植 ２
ｍ２ꎬ６０ 株ꎬ行距为 ３０ ｃｍꎬ株距为 １５ ｃｍꎬ按当地常规

措施进行田间管理ꎮ 于油菜现蕾期和开花期取不育

系与保持系材料的油菜花朵各 ３ 朵ꎬ进行花器形态

观察ꎻ根据花蕾长度与花粉发育阶段的关系(表 １)ꎬ
于油菜现蕾期取花蕾长度０~１ ０ ｍｍ、１.１~２ ０ ｍｍ、
２.１~３ ０ ｍｍ、３.１~ ４ ０ ｍｍ、４.１~ ５ ０ ｍｍ 不育系与

保持系材料各 １０ 个花蕾新鲜样品进行不育系花粉

细胞学观察ꎻ于油菜 ３ 叶期ꎬ随机选取不育系与保持

系材料各 １０ 株取叶片进行总 ＤＮＡ(ｇＤＮＡ)和线粒

体 ＤＮＡ(ｍｔＤＮＡ)提取ꎬ并通过多重 ＰＣＲ 鉴定不育

系的不育类型ꎮ

表 １　 甘蓝型油菜细胞质雄性不育系与保持系花蕾长度与花粉发育时期的对应关系

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｕｄ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｐｏｌｌｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ ａｎｄ ｍａｉｎｔａｉｎｅｒ ｌｉｎｅ
ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.

花蕾长度(ｍｍ) ０~１.０ １.１~２.０ ２.１~３.０ ３.１~４.０ ４.１~５.０

花粉发育阶段 花粉母细胞时期 四分体时期 单核小孢子时期 双核小孢子时期 成熟花粉粒时期

１.２　 细胞学观察

１.２.１　 常规压片 　 将现蕾期获得的不育系与保持

系不同长度的花蕾ꎬ用镊子将花蕾剥开ꎬ取出１~２ 个

花药ꎬ置于载玻片上ꎬ并反复地轻轻挤压花药ꎬ使花

粉母细胞溢出ꎮ 使用吸管吸取 １％的醋酸洋红对花

粉母细胞进行染色２~ ３ ｍｉｎꎬ并去除花药壁上的残
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留杂质ꎮ 然后用盖玻片盖好染色花粉母细胞ꎬ使得

染色液正好充满载玻片和盖玻片之间的间隙ꎬ形成

一薄层ꎬ利用滤纸吸除盖玻片四周的染料ꎮ 在 ＲＶＬ￣
１００￣Ｇ 正倒置一体荧光显微镜(美国 ＥＣＨＯ 公司产

品)下进行观察ꎮ
１.２.２　 石蜡切片　 参照文献[１０]的方法对现蕾期不

育系与保持系不同长度的花蕾进行石蜡切片观察ꎮ
切片时ꎬ打开展片机并将其预热至恒定的 ３７ ℃ꎬ然后

将包埋组织的蜡块精确地切成 ４ μｍ 厚的均匀蜡片ꎮ
展片时ꎬ将处理好的载玻片放入 ３７ ℃的烘箱中过夜

晾干ꎬ保存ꎮ 封片时ꎬ用中性树胶滴在封片后将其放

入 ３７ ℃的烘箱中过夜晾干ꎮ 使用 ＲＶＬ￣１００￣Ｇ 正倒置

一体的荧光显微镜进行花蕾石蜡切片观察ꎮ
１.３　 不育系不育胞质类型鉴定

采用 ＣＴＡＢ 法提取 ３ 个不育系 ３ 叶期叶片总

ＤＮＡ(ｇＤＮＡ)ꎬ采用线粒体 ＤＮＡ(ｍｔＤＮＡ)提取试剂

盒(上海尚宝生物科技有限公司产品)提取线粒体

ＤＮＡ(ｍｔＤＮＡ)ꎮ 以 ３ 个不育系的 ｍｔＤＮＡ 为模板及

ｏｒｆ１３８、ｏｒｆ２２２、ｏｒｆ２２４、ｏｒｆ１３９ 等基因的引物[１１](表 ２)
对不育系不育胞质类型进行鉴定ꎮ 其中ꎬ引物１~ ３
分别用于鉴定 Ｏｇｕ ＣＭＳ、Ｐｏｌ ＣＭＳ 和 Ｎａｐ ＣＭＳ ３ 种

不育胞质类型ꎬ引物 ４ 用于检查总 ｇＤＮＡ 样本中是

否混有 ｍｔＤＮＡꎮ 根据 ＮＣＢＩ 报道的油菜核不育基因

ＭＳ２Ｂｎａｐ 和 ＢｎＭＳ１分别设计引物 ５ 和引物 ６ꎬ检测

ｍｔＤＮＡ 样品中是否混有 ｇＤＮＡꎮ 单一引物 ＰＣＲ 反

应体系总体积为 １１ ０ μＬꎬ包括不育材料 ｍｔＤＮＡ
１ ０ μＬꎬ２×Ｐｒｏ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ ０ μＬꎬ上下游引物

各 ０ ９ μＬꎬ３ ２ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ 多重 ＰＣＲ 反应体系总体

积亦为 １１ ０ μＬꎬ包括 ｍｔＤＮＡ １ ０ μＬꎬ２× Ｐｒｏ Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ ０ μＬꎬＯｇｕ ＣＭＳ、Ｐｏｌ ＣＭＳ 和 Ｎａｐ ＣＭＳ
不育类型扩增基因 ｏｒｆ１３８、ｏｒｆ２２２ 和 ｏｒｆ２２４ 的上下游

引物各 ０ ３ μＬꎬ３ ２ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ 单一引物 ＰＣＲ 和多

重 ＰＣＲ 反应程序均为:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变

性 ３０ ｓ、５４ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 反应结束后ꎬ取 １０ μＬ ＰＣＲ 产物

在１×ＴＡＥ ｂｕｆｆｅｒ 中使用 １.５％琼脂糖凝胶进行平板

电泳分离ꎮ 应用溴化乙锭对条带进行染色ꎬ并在紫

外线下观察、拍照ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 花器形态特征

从图 １ 可以看出ꎬ３ 组甘蓝型冬油菜不育系与

保持系之间花器官形态差异显著ꎮ 保持系和不育系

花蕾数量相差不大ꎬ花瓣均较为平展ꎮ 但保持系花

丝较长ꎬ花药饱满其中有很多成熟花粉粒ꎬ大部分花

粉可以正常开裂并散出ꎻ不育系花丝短小ꎬ柱头高于

花药ꎬ花药干瘪弱小ꎬ发育异常ꎬ不能正常散粉ꎬ导致

不育ꎮ

表 ２　 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

编号 序列(５′→３′) 　 　 　 　 靶基因　 　

１ Ｆ:ＧＡＡＡＣＧＧＧＡＡＧＴＧＡＣＡＡＴ ｏｒｆ１３８

Ｒ:ＧＣＡＴＴＡＴＴＴＴＣＴＣＧＧＴＣＣＡＴ

２ Ｆ:ＡＧＣＴＧＴＣＴＧＧＡＧＧＧＡＡＴＣ ｏｒｆ２２２

Ｒ:ＧＣＧＧＴＣＴＣＡＣＧＣＡＣＴＡＡＴＣ

３ Ｆ:ＡＧＣＴＧＴＣＴＧＧＡＧＧＧＡＡＴＣ ｏｒｆ２２４

Ｒ:ＡＣＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＧＡＡＣ

４ Ｆ:ＡＴＧＧＧＡＣＴＣＡＣＣＣＴＴＴＡＣＴＴＧＡ ｏｒｆ１３９

Ｒ:ＣＣＧＴＴＧＣＡＧＡＡＡＡＧＡＧＡＴＣＣ

５ Ｆ:ＣＡＧＡＴＴＣＡＧＣＡＧＡＧＧＡＧＡＴＴＧＣ ＭＳ２Ｂｎａｐ

Ｒ:ＧＡＡＧＣＴＣＡＧＣＴＡＡＧＴＣＣＴＣＧ

６ Ｆ:ＡＴＧＡＴＡＧＴＴＴＣＡＴＴＧＡＴＴＣＡＡＡＴＴＴＣＡＴＡ ＢｎＭＳ１

Ｒ:ＴＣＡＡＧＧＣＡＡＡＡＡＡＧＡＧＡＧＡＧＧＡＡ

２.２　 花粉细胞的形态结构特征

２.２.１　 常规压片观察的花粉细胞　 保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ
和不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 花粉细胞常规压片如图 ２ 所示ꎮ
保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 花粉母细胞经过 ２ 个减数分裂周期

形成四分体(图 ２Ａ)ꎬ四分体周围充满了胼胝质ꎬ胼胝

质逐渐消解后ꎬ四分体进入单核早期ꎬ四分体释放出

单个圆形的小孢子ꎬ但细胞核不清晰(图 ２Ｂ)ꎬ接着进

入单核靠边期ꎬ细胞核在细胞一侧ꎬ细胞核此时清晰

可见ꎬ整个细胞呈现三瓣状构造(图 ２Ｃ)ꎬ最后细胞核

经过有丝分裂ꎬ形成大小不等的 ２ 个核ꎬ进入双核期ꎬ
较大的细胞核位于细胞的中心ꎬ较小的细胞核位于细

胞一侧(图 ２Ｄ)ꎬ小孢子继续生长进入花粉成熟期ꎬ花
粉粒颜色较深ꎬ细胞核不清晰ꎬ形态趋于圆润充实(图
２Ｅ)ꎮ 不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 经 ２ 轮减数分裂形成规整的

四分体结构(图 ２Ｆ)ꎬ但在四分体之后并没有观察到

小孢子或者花粉粒(图 ２Ｇ)ꎬ可能是四分体时期之后

发生了降解ꎬ表明花药很有可能在四分体至单核小孢

子期间败育ꎮ 另外 ２ 组材料的花粉细胞发育的细胞

形态学特征与其相似ꎮ

３２翟利佳等:甘蓝型油菜细胞质雄性不育的细胞学观察及不育胞质类型鉴定



Ａ:保持系 ２２Ｎ３１７Ｂꎬ不育系 ２２Ｎ３１７ＡꎻＢ:保持系 ２２Ｎ１９５Ｒ２Ｂꎬ不育系 ２２Ｎ１９５Ｒ２ＡꎻＣ:保持系 ２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１Ｂꎬ不育系 ２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１Ａꎮ

图 １　 ３ 组保持系和不育系的花器形态

Ｆｉｇ.１　 Ｆｌｏｒａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍａｉｎｔａｉｎｅｒ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅｓ

Ａ:保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 四分体ꎻＢ:保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 早期小孢子ꎻＣ:保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 单核小孢子ꎻＤ:保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 双核小孢子ꎻＥ:保持系

２２Ｎ３１７Ｂ 花粉粒ꎻＦ:不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 四分体ꎻＧ:不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 花粉粒ꎮ 箭头所指为细胞核ꎮ
图 ２　 保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 和不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 花粉细胞常规压片细胞形态学观察结果

Ｆｉｇ.２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｔａｂｌｅｔｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍａｉｎｔａｉｎｅｒ ｌｉｎｅ ２２Ｎ３１７Ｂ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ ２２Ｎ３１７Ａ

２.２. ２ 　 石 蜡 切 片 观 察 的 花 粉 细 胞 　 保 持 系

２２Ｎ３１７Ｂ 和不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 花粉细胞发育过程中

的石蜡切片如图 ３ 所示ꎮ 可育系 ２２Ｎ３１７Ｂ 花粉母

细胞经过减数分裂形成四分体ꎬ绒毡层逐渐降解

(图 ３Ａ)ꎬ接着进入单核小孢子晚期ꎬ细胞核偏移

(图 ３Ｂ)ꎬ随着绒毡层的降解花粉进入成熟期ꎬ绒毡

层消失ꎬ花粉粒变为椭圆形ꎬ颜色变深ꎬ可以观察到

４ 个花粉囊ꎬ花粉囊开裂ꎬ释放花粉(图 ３Ｃ)ꎮ 不育

株 ２２Ｎ３１７Ａ 在四分体时期ꎬ绒毡层增大ꎬ绒毡层细

胞内含有大液泡ꎬ液泡将细胞核和细胞质挤到细胞

一边ꎬ使得细胞质浓缩(图 ３Ｄ)ꎬ随着进一步的发

育ꎬ未形成小孢子ꎬ且绒毡层进一步增大ꎬ向内挤压

四分体ꎬ药室体积变小(图 ３Ｅ)ꎬ最后绒毡层和四分

体全部消失ꎬ整个花粉囊萎缩(图 ３Ｆ)ꎮ 根据石蜡切

片结果可知ꎬ不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 花粉细胞四分体后小

孢子不能被释放出来ꎬ同时绒毡层异常膨大ꎬ向内挤

压四分体ꎬ致使药室变形ꎬ最终导致败育ꎮ 另外 ２ 组

材料的花粉细胞发育的结果与其类似ꎮ
２.３　 ｍｔＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 的分离纯化

以任一不育系 ｇＤＮＡ 和 ３ 个不育系 ｍｔＤＮＡ 为

模板ꎬ利用引物 ４ 对 ｏｒｆ１３９ 基因进行 ＰＣＲ 扩增得到

的电泳图谱如图 ４Ａ 所示ꎬ从图中可以看出ꎬ泳道１~
４ 均出现 ５００ ｂｐ 左右的条带ꎬ说明 ｏｒｆ１３９ 的目标片

段在所有的 ｍｔＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 样本中都被扩增到ꎬ因
此说明分离的 ｇＤＮＡ 中含有 ｍｔＤＮＡꎬ基因的特异性

可以通过 ｍｔＤＮＡ 模板表达出来ꎮ 利用引物 ５ 和引

物 ６ 分别对核基因 ＭＳ２Ｂｎａｐ 和核基因 ＢｎＭＳ１进行

ＰＣＲ 扩增得到的电泳图谱如图 ４Ｂ 和图 ４Ｃ 所示ꎬ从
图中可以看出ꎬ图 ４Ｂ 和 ４Ｃ 结果是相同的ꎬ均是泳

道 １ 出现１ ０００ ｂｐ 左右的条带ꎬ泳道２~ ４ 均没有出

现条带ꎬ说明以 ｍｔＤＮＡ 作为模板没有得到 ＰＣＲ 产

物ꎬ分离的 ｍｔＤＮＡ 为 ｇＤＮＡ 的一部分ꎮ
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Ａ:保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 四分体期ꎻＢ:保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 单核小孢子期ꎻＣ:保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 花粉粒成熟期ꎻＤ:不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 四分体期ꎻＥ:不育

系 ２２Ｎ３１７Ａ 四分体期的花粉囊ꎻＦ:不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 败育花粉囊ꎮ 箭头所指为绒毡层ꎮ
图 ３　 保持系 ２２Ｎ３１７Ｂ 和不育系 ２２Ｎ３１７Ａ 花粉细胞石蜡切片细胞形态学观察结果

Ｆｉｇ.３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒａｆｆｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍａｉｎｔａｉｎｅｒ ｌｉｎｅ ２２Ｎ３１７Ｂ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ ２２Ｎ３１７Ａ

Ａ:ｏｒｆ１３９ 特异性引物(引物 ４)ꎻＢ:ＭＳ２Ｂｎａｐ 特异性引物(引物 ５)ꎻＣ:ＢｎＭＳ１特异性引物(引物 ６)ꎮ Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:以 ３ 个不育系中任意一个

ｇＤＮＡ 为模板ꎻ２~４ 依次为不育系 ２２Ｎ３１７Ａ、２２Ｎ１９５Ｒ２Ａ、２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ 的 ｍｔＤＮＡ 分别为模板ꎻ５:阴性对照(ｄｄＨ２Ｏ 为模板)ꎮ

图 ４　 不同引物扩增的 ＰＣＲ 产物电泳图谱

Ｆｉｇ.４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ

２.４　 不育胞质类型

以不 育 系 ２２Ｎ３１７Ａ、 ２２Ｎ１９５Ｒ２ Ａ、 ２２ＬＪ５６Ａ￣
２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ 的 ｍｔＤＮＡ 为模板ꎬ利用引物 １、引物 ２ 和

引物 ３ 分别进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物的电泳图谱如

图 ５ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ利用引物 １ 进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ３ 个不育系材料扩增产物的电泳图谱均出现

４６５ ｂｐ 的条带(图 ５Ａ)ꎻ利用引物 ２ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ３
个不育系材料扩增产物的电泳图谱中均出现１ １０２ ｂｐ
的条带(图 ５Ｂ)ꎻ而 ３ 个不育系材料引物 ３ 扩增产物

的电泳图谱中均没有出现条带 (图 ５Ｃ)ꎮ 由于

４６５ ｂｐ、１ １０２ ｂｐ 和 ７４７ ｂｐ 条带分别是Ｏｇｕ ＣＭＳ、
Ｎａｐ ＣＭＳ和 Ｐｏｌ ＣＭＳ 不育胞质类型的分子标记[８]ꎬ因
此单个引物 ＰＣＲ 扩增产物的电泳图谱无法判断 ３ 个

不育系材料的不育胞质类型ꎮ

以不 育 系 ２２Ｎ３１７Ａ、 ２２Ｎ１９５Ｒ２ Ａ、 ２２ＬＪ５６Ａ￣
２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ 的 ｍｔＤＮＡ 作为模板ꎬ以引物 １、引物 ２
与引物 ３ 进行多重 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物的电泳图

谱如图 ６ 所示ꎮ 由图可知ꎬ３ 个不育系材料都出现

了 ４６５ ｂｐ 和１ １０２ ｂｐ 特定组合的条带ꎮ 由于油菜

不育胞质类型与各自 ＰＣＲ 产物的特定组合有关ꎬ
４６５ ｂｐ 和 ５００ ｂｐ 条带组合是 Ｏｇｕ ＣＭＳ 材料的特

异性条带组合ꎬ７４７ ｂｐ 和 ５００ ｂｐ 条带组合是 Ｐｏｌ
ＣＭＳ 材料的特异性条带组合ꎬ１ １０２ ｂｐ 和 ８００ ｂｐ
条带组合是 Ｎａｐ ＣＭＳ 材料的特异性条带组合ꎬ４６５
ｂｐ 和１ １０２ ｂｐ 条带组合是 Ｏｇｕ ＮＷＳＵＡＦ ＣＭＳ 材料

的特异性条带组合[８] ꎮ 因此ꎬ本研究使用的 ３ 个

不育系材料的不育胞质类型均为 Ｏｇｕ ＮＷＳＵＡＦ
ＣＭＳꎮ

５２翟利佳等:甘蓝型油菜细胞质雄性不育的细胞学观察及不育胞质类型鉴定



Ａ:引物 １ꎻＢ:引物 ２ꎻＣ:引物 ３ꎮ 泳道Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ:分别以不育系 ２２Ｎ３１７Ａ、２２Ｎ１９５Ｒ２Ａ、２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ 的 ｍｔＤＮＡ 为模板ꎻ泳道Ⅳ:以

ｄｄＨ２Ｏ 为模板的阴性对照ꎮ

图 ５　 以 ｍｔＤＮＡ 为模板的不同引物 ＰＣＲ 扩增产物的电泳图谱

Ｆｉｇ.５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｉｎｇ ｍｔＤＮＡ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ

泳道Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ:依次以不育系 ２２Ｎ３１７Ａ、２２Ｎ１９５Ｒ２ Ａ、２２ＬＪ５６Ａ￣

２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ 的 ｍｔＤＮＡ 为模板ꎻ泳道Ⅳ:以 ｄｄＨ２Ｏ 为模板的阴性

对照ꎮ
图 ６　 多重引物 ＰＣＲ 扩增产物的电泳图谱

Ｆｉｇ.６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｍｕｌ￣
ｔｉｐｌｅｘ ｐｒｉｍｅｒｓ

３　 讨论与结论

３.１　 ３ 组甘蓝型油菜不育系和保持系的花器官形态

特征

　 　 花器作为作物的生殖器官ꎬ在不育系和可育系

之间存在明显的差异ꎮ 王开芳等[１２] 研究结果表明ꎬ
恢复系 １８３１Ｒ 植株开花时ꎬ花药较大ꎬ正常散粉ꎬ柱
头高度与花药高度几乎一致ꎻ而不育系 １０５Ａ 的花

药小且干瘪ꎬ无花粉ꎬ但雌蕊发育正常ꎬ雄蕊长度不

到花柱的一半ꎮ 本研究的 ３ 个不育系材料花器官的

形态与王开芳等[１２]的研究结果一致ꎮ
３.２　 不育系花粉败育发生的时期和败育原因

花粉发育过程中ꎬ任何时期出现异常均会导致

雄性不育花粉ꎬ花粉败育发生的时期和原因存在较

大差异[１３]ꎮ 王开芳等[１２] 采用石蜡制片法ꎬ对甘蓝

型油菜杂交种青杂 ５ 号的雄性不育系 １０５Ａ 及其恢

复系 １８３１Ｒ 的小孢子发生和花药发育过程进行观

察ꎬ研究结果表明ꎬ在不育系 １０５Ａ 花粉败育过程

中ꎬ一部分发生于造孢细胞时期ꎻ另一部分发生于单

核晚期ꎬ其特点为单核晚期绒毡层细胞膨大向小孢

子靠近ꎬ并逐步降解ꎬ其破裂胞质退化残余物侵入药

室ꎬ与小孢子混合粘连在一起ꎬ甚至有些绒毡层细胞

整块脱落ꎬ成为染色很深的团块状物质ꎬ占据药室一

部分空间ꎬ最终小孢子降解ꎬ花粉败育ꎮ 刘燕等[１４]

通过石蜡切片显微镜观察ꎬ发现甘蓝型油菜雄性不

育系 ２１２Ａ 在孢原细胞阶段遭受发育阻碍ꎬ没有出

现造孢细胞和花粉囊的分化ꎮ 唐鑫等[１５] 采用醋酸

洋红染色法和石蜡切片法对温敏细胞核雄性不育系

１６０Ｓ 花药进行细胞学观察ꎬ结果表明 １６０Ｓ 属花粉

母细胞败育型不育系ꎬ败育时期发生在减数分裂期ꎬ
绒毡层异常降解ꎬ绒毡层未向腺质型转化ꎬ不能提供

花粉母细胞发育所需要的营养物质ꎬ致使花粉母细

胞发育受阻ꎬ无法形成四分体结构ꎬ从而导致小孢子

无法形成ꎬ花药形成空的花粉囊ꎬ产生雄性不育ꎮ 本

研究通过常规压片及石蜡切片观察结果显示ꎬ３ 个

不育系材料的败育时期为四分体至单核花粉粒期

间ꎬ败育的原因主要在于四分体时绒毡层细胞大液

泡化且径向增大ꎬ向内挤压四分体ꎬ最终导致药室变

形和花粉败育ꎮ 这与胡丽娇[１６] 研究的 Ｏｇｕｒａ 型细

胞质雄性不育系大白菜的败育机制一致ꎮ
３.３　 ３ 个不育系的不育类型鉴定

植物细胞质雄性不育的机理与线粒体上特异基

因的表达密切相关ꎬ不同的细胞质雄性不育系都有

其特有的不育基因[１７￣１８]ꎮ 线粒体基因组中 ｏｒｆ１３８
基因编码 ｏｒｆ１３８ 蛋白ꎬ引起 Ｏｇｕ ＣＭＳ[１９]ꎻ而 ｏｒｆ２２２

６２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２５ 年 第 ４１ 卷 第 １ 期



和 ｏｒｆ２２４ 基因的表达分别引起 Ｎａｐ ＣＭＳ 和 Ｐｏｌ
ＣＭＳ[２０]ꎮ 利用不育基因进行引物设计并进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ可以得到该不育胞质类型特异性分子标

记[２１]ꎬ但单引物 ＰＣＲ 往往不能准确地确定油菜不

育胞质类型ꎬ而通过多重 ＰＣＲ 则可以快速区分不育

胞质类型[８]ꎮ 张德双[２２] 用 ａｔｐ６ 基因和 ｏｒｆ２２２ 基因

引物组ꎬ通过多重 ＰＣＲ 扩增ꎬ实现了 ３ 种大白菜不

育系的区分ꎮ 李建斌等[２３] 在 ６ 个结球甘蓝 ＣＭＳ 植

株中发现大多数单株中可以同时检测到 ｏｒｆ１３８ 基因

和 ｏｒｆ２２２ 基因ꎬ这结果表明该类不育系可能是

Ｏｇｕｒａ ＣＭＳ和 Ｎａｐ ＣＭＳ 两种类型的杂合体ꎮ
本研究利用 ｏｒｆ１３８、ｏｒｆ２２２、ｏｒｆ２２４ 基因的 ３ 对特

异性引物ꎬ对 ２２Ｎ３１７Ａ、 ２２Ｎ１９５Ｒ２ Ａ 和 ２２ＬＪ５６Ａ￣
２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ３ 个甘蓝型冬油菜不育系 ｍｔＤＮＡ 进行多

重 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物中都出现 ４６５ｂｐ 和１ １０２ ｂｐ
组 合 的 条 带ꎮ 因 此ꎬ ２２Ｎ３１７Ａ、 ２２Ｎ１９５Ｒ２ Ａ 和

２２ＬＪ５６Ａ￣２２Ｎ２８６Ｒ１Ａ ３ 个不育系均为 Ｏｇｕ ＮＷＳＵＡＦ
ＣＭＳꎮ
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