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  摘要:采用高效液相色谱法测定了烟草细胞质雄性不育系及其相应保持系花蕾发育过程中 IAA, GA3, ZT 及 ABA

4 种内源激素含量的动态变化。结果表明, 从小花蕾y中花蕾y大花蕾, 烟草雄性不育系花蕾中 IAA和 ZT 含量都比

相应保持系的高;而不育系花蕾中 GA3 和 ABA含量都比保持系的低。据此认为烟草花蕾内源激素含量的变化与雄性

不育的发生有密切关系。
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Abstract:The dynamic changes of the indole acetic acid ( IAA) , gibberellin ( GA3) , zeatin ( ZT) and abscisic acid

(ABA) contents in flower buds of tobacco cytoplasmic male sterility ( CMS) and homolog maintainer lines were deter-

mined by high_performance liquid chromatogram. The results showed that from small bud y middle bud y big bud, the

content of IAA and ZT in CMS buds were higher than in maintainer line buds. While the content of GA3 and ABA in

CMS buds were lower than in maintainer line buds. It was suggested that the changes of endogenous hormone contents

were closely related with the occurrence of cytoplasmic male sterility.
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  植物内源激素包括生长素类、赤霉素类、细胞分
裂素类、脱落酸和乙烯等多种,它们是植物代谢反应

的产物,普遍存在于植物组织内,并参与植物生长发

育中的几乎所有生理过程的调节。植物激素对雄性

不育性的发生也起着重要的调节作用, 国内外在不

同育性植物内源激素水平的变化、植物激素对雄蕊

和花粉发育的影响以及雄性不育的诱导与恢复等方

面开展了大量的研究,但研究结果并不一致, 有些结

果在不同植物、不同雄性不育类型中甚至相反。

本研究对烟草雄性不育系及其保持系不同大小

的花蕾内源激素吲哚乙酸 ( Indole acet ic acid, IAA)、

赤霉素 ( Gibberellin, GA3 )、脱落酸 ( Abscisic acid,

ABA)和玉米素( Zeatin, ZT)含量进行测定,并探讨它

们与烟草雄性不育性的可能关系。

1  材料和方法

1. 1  材料取样

供试材料为 3对烟草雄性不育系及其保持系,

即MS革新 3号和革新 3号、MS31和 31、MS 云烟 85

和云烟 85。
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于盛花期取上述材料不同大小的花蕾, 立即带

回室内,在弱光下按可育雄蕊花药发育时期对应的

花蕾分小蕾、中蕾和大蕾 3组, 每组重复取样 5个。

小花蕾长度在 3 mm 以下, 中花蕾长度在 3~ 5 mm,

大花蕾长度在 5~ 7 mm, 镜检小中大花蕾保持系花

药及小孢子发育阶段分别为四分体时期、单核时期

和二核期。投入液氮速冻后取出, 放入- 80 e 冰箱

保存。

1. 2  方法

1. 2. 1  植物激素的提取、纯化  将新鲜样品除去水

分, 用棉纱布包好立即放入液氮中处理 2~ 3 min,

然后将样品在遮光条件下进行真空冷冻干燥, 待样

品充分干燥后密封放入- 60 e 超低温冰箱中保存。

准确称取冻干样品 015 g 左右 (精确到 0. 1

mg) ,分 4次加入预冷的 80%甲醇 11 mL( 5+ 2+ 2+

2) ,在弱光下冰浴中研磨成匀浆,于 4 e 冰箱中浸提

过夜( 15 h)。以3 000 @ g 离心( 4 e ) 20 min, 倒出上

清液, 残渣加入 2 mL 预冷的 80%甲醇后旋涡振荡 5

min,再离心( 3 000 @ g; 20 min) , 倒出上清液。残渣

重复上述操作一次后丢弃, 合并的上清液进行真空

冷冻离心浓缩除去甲醇, 加入 8 mL 醋酸铵 ( 011
mol/ L, pH 910)复溶, 离心( 27 000 @ g; 20 min) , 上清

液经过聚乙烯聚吡咯烷酮( PVP)柱和二乙基氨基乙

基交联葡聚糖凝胶( DEAE sephadex A_25)柱,以 C18

Sep_pak小柱( Classical, Waters公司生产)分别收集细

胞分裂素类激素和酸性激素, 以50%甲醇(HPLC)洗

脱后真空冷冻离心浓缩除去洗脱液。

1. 2. 2  植物激素的检测

1121211 植物激素检测使用器材  Agilent1100高

效液相色谱仪、G1314A 紫外检测器、Agilent Hy-

persil ODS 5 Lm 分析柱 ( 4. 6 mm @ 250 mm)、甲醇

(HPLC)、冰醋酸、Fluka 公司生产的 GA3, IAA, ABA,

ZT 4种激素标样。

1121212 检测方法  生长素、赤霉素测定色谱条

件: 流动相为甲醇、水、1% 的醋酸溶液。起始为

30%的甲醇、5% 的醋酸溶液, 梯度洗脱, 洗脱 13

min后甲醇达到43%。流速1 mL/ min,检测波长208

nm。根据外标法定量; 脱落酸、玉米素测定色谱条

件:流动相为甲醇、水、0. 4%的乙酸溶液( pH 值为 3.

5)。起始为 50%的三乙胺溶液, 50%的水, 6 min后

甲醇由0变为 30%, 然后梯度洗脱 20 min 后甲醇达

到50%。流速 1 mL/ min,检测波长 254 nm。根据外

标法定量。

2  结果与分析

2. 1  生长素(吲哚乙酸, IAA)含量的变化

各不育系小、中、大花蕾 IAA 含量都比其相应

保持系的高(图 1) ,尤其是 MS 革新 3号和 MS云烟

85花蕾的 IAA含量明显比其保持系的大,分别是其

保持系的 134182% ~ 281163% ;而 MS31花蕾的 IAA

含量仅大花蕾比其保持系的大得多(约为其保持系

的 3倍) ,而在小、中花蕾则与保持系的相差很小(是

其保持系的 103112% ~ 108166% )。还可以看出, 革

新3号、MS革新 3号和 31花蕾中 IAA 含量都随花

蕾的发育而快速下降;而云烟 85和MS云烟 85花蕾

的 IAA含量则随花蕾发育而略有升高; MS31花蕾的

IAA含量则是先降后升。

图 1 烟草雄性不育系与保持系花蕾生长素( IAA)含量

Fig11 The IAA content of buds in tobacco

male- sterile lines and maintainer lines

图 2  烟草雄性不育系与保持系花蕾赤霉素( GA3)含量

Fig12 The GA3 content of buds in tobacco

male_sterile lines and maintainer lines

2. 2  赤霉素(GA3)含量的变化

图2 为烟草各材料不同大小花蕾的赤霉素

( GA3)含量,可以看出,所有不育系的小、中、大花蕾

GA3含量都比其相应的保持系的低(仅 MS 云烟 85

的大花蕾例外)。特别是 MS革新 3号的大花蕾和

小花蕾, 其 GA3 含量仅为保持系的 13109% 和
27151% ;而MS31的大花蕾和中花蕾,其GA3 含量也

只有相应保持系的 32. 68%和 49. 82%。随着花蕾

的发育, MS 革新 3号和革新 3号、MS云烟 85和云
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烟85花蕾中的 GA3 含量都是先急剧升高后又急剧

下降, 而MS31和 31花蕾中的 GA3含量则是由高到

低一直急剧下降。到大花蕾阶段, 除革新3号外,所

有材料的 GA3含量都很低。

2. 3  脱落酸( ABA)含量的变化

由图 3 可以看出, 所有不育系各时期花蕾的

ABA含量都比相应保持系的低。尤其是 MS 革新 3

号的大花蕾及 MS 云烟 85 的小花蕾和大花蕾, 其

ABA含量只有相应保持系的 8. 37% ~ 11. 04%; MS

革新 3号中花蕾及 MS31大花蕾的ABA含量也分别

只有其保持系的 28. 12%和 35. 89%。随着花蕾的

生长发育, 各材料花蕾中ABA含量的变化趋势各不

相同: MS革新 3号和革新 3号花蕾中 ABA含量快

速下降;云烟 85花蕾中 ABA 含量则呈非常缓慢下

降趋势; MS31和 MS 云烟 85花蕾中 ABA 含量表现

为先升后降; 31花蕾中ABA含量则一直上升。

图 3 烟草雄性不育系与保持系花蕾 ABA 含量

Fig13  The ABA content of buds in tobacco

male_sterile lines and maintainer lines

图 4  烟草雄性不育系与保持系花蕾玉米素( ZT)含量

Fig14  The ZT content of buds in tobacco

male_sterile lines and maintainer lines

2. 4  玉米素( ZT)含量的变化

各材料不同大小花蕾的玉米素( ZT)含量如图 4

所示, 3个不育系各时期花蕾的 ZT 含量都比相应保

持系的高。尤其是MS 革新 3号和MS 云烟 85的大

花蕾, 其 ZT 含量分别是相应保持系的 18154倍和
16177倍;MS31和MS云烟85中花蕾的ZT 含量也分

别是其相应保持系的 4112倍和 3182倍; 其余不育

系花蕾中的 ZT 含量也比相应保持系高 48171% ~

146142%。随着花蕾的生长发育,各材料花蕾中 ZT

含量的变化趋势各不相同:MS 革新 3号和MS云烟

85花蕾中的ZT 含量逐渐升高;MS31和云烟 85花蕾

中的 ZT 含量则逐渐下降; 革新 3号花蕾中的 ZT 含

量是先升后降,而 31花蕾中的 ZT 含量是先降后升。

3  讨论

3. 1  生长素( IAA)与雄性不育性

大量研究结果表明, 植物雄性不育的发生与生

长素的亏缺有关
[ 1~ 3]

。但是,也有不少结果与此相

反,如番茄雄性不育突变体 s12雄蕊中生长素的含

量高于相应可育系
[ 4]
; GMS和 CMS油菜的不育系雄

蕊中生长素的含量也比相应可育系的高[ 5]及油菜胞

质雄性不育系花蕾中的 IAA 含量比其保持系的

高[ 6]。这些结果显示了生长素的积累也与雄性不育

的发生相关联。转基因研究也表明, 农杆菌的 RolB

基因,可以引起 IAA 含量剧增, 将其与金鱼草的绒

毡层特异表达启动子组合成嵌合基因导入烟草, 可

以大大提高花药内 IAA 水平, 降低赤霉素水平, 并

引起花药发育阻滞以致花粉败育[ 7]。有研究认为,

高浓度的 IAA可诱导乙烯过量产生,进而促进雌性

表达或诱导雄性不育[ 8]。这可能是 IAA 含量高导

致雄性不育的一个重要原因, 另一个原因可能与这

些材料的败育方式都是无雄蕊或无花粉囊型有关。

本研究结果也发现, 烟草雄性不育系花蕾中

IAA含量都比相应保持系的高, 且本研究所用的雄

性不育材料也都是属于无雄蕊型或无花药型。可

见, 无雄蕊型败育的植物材料花蕾中 IAA含量较高

是一个共同现象。

3. 2  赤霉素(GAs)与雄性不育性

植物雄性不育系花器官中的 GAs 含量比其相

应保持系的低[ 9, 10]。当然也有些结果表明雄性不育

系花蕾的 GAs含量比保持系的高
[ 6]
。

本研究结果表明, 烟草雄性不育系花蕾中 GA3

含量比保持系的低,这有可能是导致烟草雄性不育

的原因之一。因为赤霉素(包括 GA3)与多胺(腐胺、

亚精胺、精胺和尸胺)有某种平行关系。赤霉素含量

的下降,可能会导致多胺水平的降低。多胺和乙烯

都是由蛋氨酸经腺苷 ) 蛋氨酸合成而来的, 抑制多

胺的合成能促进乙烯的释放, 而乙烯是公认的杀雄

剂, 由此可以推测 GAs含量的下降可能是导致雄性

不育的一个原因[ 11]。
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3. 3  脱落酸( ABA)与雄性不育性

脱落酸是植物体内最重要的生长抑制剂, 能抑

制核酸和蛋白质的生物合成。很多研究表明, 植物

雄性不育系花器官中的 ABA 含量比保持系的

高
[ 6, 12]
。但也有研究表明, 植物雄性不育花器官中

ABA含量比保持系的低,如榨菜胞质雄性不育系雄

蕊中ABA含量很低,而保持系雄蕊发育成熟期ABA

含量很高[ 13]。赵玉锦等认为内源 ABA含量的剧减

是农垦58 S雄性败育的原因之一
[ 14]
。

  本研究结果也表明, 烟草雄性不育系花蕾中

ABA含量比其保持系的低得多,这可能与烟草雄性

不育性的发生有关。因为, 当植物体受到环境胁迫

时,其体内的 ABA会急剧上升, ABA 的积累与抗逆

性的增强存在显著的正相关[ 15]。烟草雄性不育系

不同发育时期花蕾中的ABA含量均比保持系的低,

这说明不育系花蕾的抗逆性比保持系的弱。我们的

研究表明,烟草雄性不育系在花蕾生长发育期间, 活

性氧的产生速率比其保持系的强,花蕾中活性氧积

累偏多,导致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, 细胞内电解质外渗量增大,

相对电导率增大。这些都可以理解为不育花蕾处于

一种复杂的逆境中, 而不育系花蕾的抗逆性又较弱,

所有这些都有可能影响雄性器官的发育, 并最终导

致雄性不育。

3. 4  玉米素( ZT)与雄性不育性

不同作物种类雄性的育性与细胞分裂素含量的

关系不一样,如番茄
[ 4]
、油菜

[ 16]
及榨菜

[ 17]
等作物雄

性不育株中细胞分裂素含量都比可育株的低; 而

CMS玉米[ 3] , K、T 型 CMS小麦[ 18]以及辣椒[ 19]的不

育系花药组织或者花蕾与可育系相比, 却表现为内

源细胞分裂素类物质的积累。本研究结果也表明,

烟草雄性不育系花蕾中的 ZT 含量比其保持系的

高。

高浓度的细胞分裂素类物质能抑制组织和离体

线粒体的抗氰呼吸和总呼吸, 导致呼吸系统、能量代

谢的紊乱以及物质合成的不足;并且细胞分裂素类

物质在植物体内倾向于拮抗 IAA 对细胞伸长的作

用[ 20]。因此, 雄性不育植株花器官中 ZT 含量较高

可能是造成植物雄性不育的一个原因, 这从转 ipt

基因烟草使细胞分裂素水平上升而导致烟草雄性不

育
[ 21]
也可以得到印证。
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