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  摘要: 细胞质雄性不育在油菜杂种优势利用中具有重要作用, 研究细胞质雄性不育的不育机理对有效利用杂种

优势,实现三系配套及创造强优势组合具有重要意义。介绍 Ogu CMS, Pol CMS, Nap CMS 等目前国际上主要的甘蓝型

油菜细胞质雄性不育类型,综述了线粒体基因组上与 CMS 性状相关基因的位点或片段的最新研究进展, 并讨论当今

学术界有关 CMS 产生机理的主要论点。
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Abstract:CMS in rapeseed is of tremendous importance in its commercial applicat ion in hybrid seed production. It

is a great significance on studying the mechanism of cytoplasmic male sterility( CMS) for the effective use of heterosis and

creat ing superior combination. This paper introduced the current major types of CMS in Brassica napus L. such as Ogu

CMS, Pol CMS, Nap CMS and so on. We also reviewed the progresses of infertility- related sites or fragments of CMS in

the mitochondrial genome, and the main points of the sterile mechanism were discussed.
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  油菜是一种适应性强、用途广、经济利用价值高
的油料作物, 在我国广泛种植。细胞质雄性不育

(Cytoplasmic male sterility, CMS)培育油菜杂交新品

种,是实现油菜优质高产、稳产的一种有效途径。目

前,国内外已报道研究的主要类型有:萝卜胞质雄性

不育系 ( Ogu CMS)、波里马胞质雄性不育系 ( Pol

CMS)、黑芥胞质雄性不育系( Nigra CMS)、B. tourne-

fortii Tour 胞质雄性不育系统( Tour CMS) [ 1]、Nap胞

质雄性不育系统( Nap CMS)、NCa 胞质雄性不育系

(NCa CMS)等。

对大量植物 CMS不育机理研究表明,植物叶绿

体基因组较小且相对稳定, 与 CMS 没有明显相关

性,而植物线粒体 DNA( mtDNA)具有复杂性和不均

一性,存在分子间和分子内重排等现象
[ 2]
。同时在

mtDNA内广泛存在大小为 7~ 689 bp的同向或反向

重复序列,是 mtDNA分子内重组形成嵌合基因的热

点区,功能基因位于重复序列的边缘, 就有可能在重

组时受到影响而引起基因结构的变化,影响基因功

能[ 3]。在 CMS 植株的线粒体基因组中发现受核恢

复基因调控的 ORF、URF 阅读框和嵌合基因,更显示

mtDNA与 CMS 存在密切关系[ 4]。目前已发现与

CMS相关的 mtDNA片段即开放阅读框( Open reading

frame, ORF)至少有 14 个, 由线粒体编码序列、线粒

体侧翼序列及一些未知序列组成, 直接与线粒体启

动子序列结合或与线粒体上游基因共转导、表达发

挥作用[ 5]。但总体来说对油菜 CMS的研究还处于
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初始阶段, 这些差异引起不育的真正机理尚未研究

清楚
[ 6]
。

1  油菜细胞质雄性不育类型及不育相
关基因

1. 1  Ogu胞质雄性不育系

起源于 Ogura在日本鹿儿岛萝卜群体中发现的

天然雄性不育系。1977年 Bannerot等[ 7]通过连续回

交把甘蓝型油菜的细胞核导入萝卜 CMS细胞质中,

育成甘蓝型油菜 Ogu CMS 植株。该材料不育性十

分稳定,但在低温下存在叶绿素缺乏, 叶片黄化,蜜

腺发育不良,影响昆虫传粉等问题[ 1] ,在油菜中找不

到恢复源。

1988年Makaroff等[ 8]酶切分析萝卜Ogu CMS及

其保持系的线粒体基因组, 比较不育系与可育系酶

切图谱, 发现至少 10个片段存在倒置现象; 而且正

常胞质萝卜与Ogu CMS胞质萝卜间存在 atp6 和coxI

的转录本差异。Banhomme 等和 Temple 等
[ 9, 10]

分别

在Ogu CMS 的 mtDNA中发现有特异的 215 kb NcoI

带和 710 kb NruI 带, 其中 Nco 215中存在 ORF138

和ORF158 两个基因及一个 tRNA 基因 ( trnfM ) ,

ORF38 和ORF158 (一个常见的线粒体基因)共转录

成 114 kb的嵌合 mRNA,序列分析表明其中 ORF138

为Ogu CMS 特有的新基因。ORF138 包括起始密码

和终止密码,经测序得到有效碱基 705 bp,其中编码

区序列长 417 bp,是完整的功能单位[ 11]。

Mohammed Bellaoui等研究线粒体 ORF138 的 3

种不同结型 Nco215/ 13S (不育) , Nco217/ 13F (回复
突变)和 Bam418/ 18S (不育) (具有相同的 5c端, 不

同的3c端结构) ,发现它们在体内的转录差异由3c端

引起。建立mRNA体外衰变和加工表达系统表明3c
端的顺式作用元件决定了 RNA 的加工和稳定性,

Nco215/ 13S 无此结构则形成的ORF138 mRNA 迅速

被降解。可见mRNA的3c端结构决定了其本身的稳

定性, mRNA 的稳定性决定了 ORF138 能否编码出

与胞质雄性不育相关的蛋白质
[ 12- 14]

。

在蛋白质水平上, Subbiah 和 Christopher[ 15]制备

谷胱甘肽型 ORF138 与 S 转移酶的融合蛋白抗体,

表明翻译或翻译后加工造成 Orf138 蛋白具有器官

特异性表达特点,而在花药、花瓣、萼片和子房组织

中表达没有明显的组织特异性表明基因型与组织特

异性蛋白质表达不相关。Yann Duroc 等[ 16]研究显

示, Orf138蛋白与雄性不育植株的线粒体内膜相连,

分子量为 22 kDa, 易形成寡聚体。将 ORF138 基因

转入大肠杆菌, ORF138 表达不影响大肠杆菌的呼

吸作用却抑制大肠杆菌生长, 说明 Orf138作用原理

与玉米雄性不育相关的 T-URF13 作用机制存在一

定差异, 而更准确解释Orf138的生化性质和生理作

用还需要对其在质膜上行为进行深入研究。

1. 2  Nap胞质雄性不育系

又称 Shiga- Thompson系统, Shiga 和 Baba 从日

本甘蓝型油菜品种 Chisayanatane @ Hokuriku 23的杂

交后代中发现细胞质雄性不育 S CMS。1976年 Sh-i

ga等发现与 S CMS 属于同一类型的另一个雄性不

育系T CMS,两者合称Nap CMS。Nap CMS的恢复系

较多,但找不到有效的保持系,而且不育性不稳定,

对温度十分敏感[ 7]。

1993年 L. Homme 等[ 17]
用 21个线粒体基因作

探针研究Nap CMS 的育性表达调控, 显示控制 Nap

CMS的不育基因区域位于线粒体 DNA 上的 NAD5 /

ORF139 / ORF222 位 点。用分 别 包 括 ORF222、

NAD5、ORF139序列的 DNA片段进一步分析Nap不

育系、Nap 可育 F1 的转录产物变化, 结果只有

ORF222 探针在 Nap不育系和 Nap可育 F1间存在明

显 的 转 录 产 物 差 异
[ 18]
。 Gregory 和 Mona

( 1998) [ 13, 18, 19]研究发现 ORF222 基因为 4. 5 kb, 与

Pol CMS的线粒体基因组中的 ORF224 不育相关基

因具有 80% 的同源性。也有研究显示 ORF222 与

ORF224 的核苷酸序列有 85%的相似性, 两者编码

的蛋白质有 79%相似[ 20]。

图 1 与 CMS相关的线粒体基因结构(Patrick

S. Schnable等[ 21] )

Fig. 1 Chimeric cytoplasm male sterility (CMS) -

associated regions in the mitochondrial genomes.

1. 3  Pol胞质雄性不育系

1972年傅廷栋在原产于波兰的甘蓝型油菜品

种波利马中发现的天然不育株。该不育系农艺性状

好, 开花中后期彻底不育,已实现三系配套并在生产

中大量推广应用。Pol CMS 被认为是当前最有希

望、最有实用价值且研究进展最快的甘蓝型油菜胞

质不育系
[ 7]
。一些学者已经把 Pol CMS的不育基因

转移到白菜型油菜和大白菜中, 育成的蔬菜杂交种

已在生产上得到广泛推广应用[ 22, 23]。
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近年来, 发现 ORF224 / ATP6 基因座位与 Pol

CMS的不育性状是高度连锁的, Pol CMS 和可育系

的差异表现在 ATP6 基因的调控水平上
[ 24]
。袁美

等
[ 25]
对Pol CMS 及可育系花蕾的 mtRNA进行 North-

ern blot, 发现 ATP6 在保持系中只转录产生一个丰

度很高的 111 kb 转录本, 在不育系和恢复系中,这
个转录本的丰度明显减少并出现了分子量较大的 2

个转录本 212, 119 kb。与不育系相比, 恢复系 212,
119 kb转录本丰度明显减少,并伴随着两个新的转
录本 114, 113 kb。ATP6 基因上游还发现分子重排

现象, 有一个编码 224 个氨基酸的 ORF224 基因。

ORF224 由ORFB 基因 5c端 58个氨基酸编码序列及

一个 501个核苷酸未知来源序列组成共 675个核苷

酸,起始密码子为 ATG, 终止密码子为 TGA[ 14, 26]。

ORF224 下游有截断的 trnfM 假基因和ATP6 基因,

而正常胞质的 ATP6 基因 5c上游只有完整的 trnfM

( tRNA fmet 基因) 假基因[ 10, 27]。Handa 等分析 Pol

CMS油菜和正常株的 ATP6 基因序列发现它们完全

相同,都编码 261 个氨基酸多肽, 只是不育株 ATP6

基因上游存在一个编码 105个氨基酸多肽的开放阅

读框 po-l urf[ 24, 28]。

ORF224 基因编码 224个氨基酸的蛋白质,分子

量为 26 kDa, 可能是一个膜整合蛋白
[ 29]
。赵荣敏

等
[ 30, 31]

将扩增出的 3个 ORF224 基因片段在大肠杆

菌中表达, 未检测到特异的 Orf224蛋白, 但发现诱

导后大肠杆菌生长受到抑制作用。Yann D等
[ 32, 33]

通过表达不育相关基因检测到不育株中特有的蛋

白质。

目前关于 ORF224 引起 CMS 的可能原因主要

有 2 种假说[ 34] : 一是认为 ORF224 与其下游基因

ATP6 共转录减少了ATP6 的转录而减少 Atp6蛋白

量,从而损伤线粒体的正常生理功能, 引起花粉败

育;另一种假说认为 ORF224 可能产生出一种毒性

蛋白, 引起胞质不育。也有研究认为是表达产物引

起核糖体结合位点发生改变, 而使得翻译不正

常[ 24]。ORF224 虽是 CMS 的相关因子, 但它必须和

核基因进行互作才能发挥作用[ 26]。因此 ORF224

如何引起 CMS的机制,还需要进一步进行基因工程

和蛋白质结构功能等方面的研究。

1. 4  B. tournefortii Tour胞质不育系统

印度学者 Rawat D. S.和 Anand I. J.在芥菜型油

菜中发现天然细胞质雄性不育材料, 1991年 Pradhan

A. K.等证实该不育材料的细胞质来源于油菜的一

个近缘种 Brassica tournefortii , 属异源细胞质雄性不

育,简称 Tour CMS
[ 35]
。Mathias R. 和 Stiewe G. 等分

别将 Tour CMS转移到甘蓝型油菜中,得到不育性十

分稳定的 Tournefoti-i Stiewe胞质雄性不育系,该材料

的线粒体 mtDNA 为 2个亲本基因重排得到。目前

该 CMS被引到其他地区,并实现三系配套。

Dieterich等[ 36, 37]分析了 25 个线粒体基因转录

本在不育株和可育株之间的差异, 发现在 ATP9 周

围有差异,在不育株的 ATP9 上游重组产生一个编

码 193个氨基酸的 ORF193。它与 ATP9 共转录, 形

成一个 1158 kb 对 CMS 有专一影响的双顺反子

mRNA( specific b-i cistronic mRNA) , 而在育性恢复植

株中, 该 1158 kb 转录本的水平降低[ 36, 37]。说明

ORF193 可能与 Tour CMS的不育性有关。

ORF193 编码一个 2217 kDa 的多肽, 与 ATP 合

酶复合体第 6亚基( Atp6 )的部分序列具有同源性。

因此 Orf193可能干涉线粒体 F0F1- ATP 合酶的功能

或组装,从而损伤依赖于 ATP 的花粉发育过程, 引

起雄性不育[ 36, 38]。

1. 5  NCa胞质雄性不育系

NCa CMS 是从甘蓝型油菜 Brassica napus L. 与

埃塞俄比亚芥 B. carinata 的远缘杂交后代中选育出

来的[ 39]。通过对该不育系恢保关系和农艺性状、同

工酶等方面的研究,推测NCa CMS可能属于一种不

同于 Pol CMS、Nap CMS 等不育系的新胞质不育类

型
[ 40]
。

2007年危文亮等
[ 41]
用 10 个线粒体基因为探

针,对 NCa 不育系、保持系和可育 F1 幼蕾的 mtRNA

进行 Northern 检测, 其中 ORF222、ORF139 和ATP9

等 3个探针检测到转录本差异。ORF222 和ORF139

分别在不育系和可育 F1 中产生相同大小和丰度的

转录本, ORF222 检测到的 3条转录本分别为 111,
019, 016 kb, ORF139 检测到 018, 016 kb 两条带, 但
是在保持系中没有检测到转录本。ATP9 探针在不

育系和保持系中都检测到 1条 016 kb的转录本, 而
在可育 F1 中检测到 016, 112 kb 的转录本。表明
NCa CMS 的形成可能与 ORF222 , ORF139 和 ATP9

基因的表达有关, 但确定座位还有待进一步研究和

探讨。

1. 6  其他胞质不育系

Kosena(Kos) CMS是利用原生质体融合技术将

日本萝卜中的 Kosena CMS不育胞质转移到甘蓝型

油菜中, 得到的甘蓝型油菜 Kos CMS。Kos CMS 的

mtDNA酶切图谱与 Ogu CMS 的相比只存在微小差

异, Kos CMS 存在 1个与 Ogu CMS的不育相关基因

ORF138 具有同源性的嵌合基因 ORF125
[ 9]
编码含

125 个氨基酸, 分子量为 17 kDa 的特异蛋白。
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ORF125 比ORF138 在 95和 99位核苷酸处被替换,

并在 ORF138 内部 3c端缺失一段 39 bp 的重复序

列
[ 14]
。

Diplotaxis muralis CMS 由日向、今野( 1976)采用

秋水仙碱处理 D. muralis @ 白菜 F1 使之染色体加

倍,再用白菜连续回交得到二倍体时发现。该 CMS

雄蕊在减数分裂前期已经变形,呈扁平状,含有微量

花粉[ 42]。近几年,国内外许多科学家也致力于甘蓝

型油菜新不育类型的创造和研究,通过大量选育和

种质创新工作, 得到许多优质不育系, 如董振生

等[ 43]选育的 CMS 212A, 王泽斌等[ 44] 选育的优质

492A CMS, 田保明等
[ 45]
育成的 CMS22A, 这些 CMS

系都具有较好的农艺性状, 但对他们的不育机理研

究还有待深入。

2  讨论

植物细胞质雄性不育是一种错综复杂的生物学

特征。大多数具有与 CMS相关 ORFs 的植物, 保留

完整的正常线粒体基因, 有研究认为 CMS植株可能

属于功能获得突变体[ 46]。

目前 CMS不育机理的研究主要集中在不育系

线粒体基因组上,但研究发现的基因表达产物是什

么,如何引起雄性不育还不清楚。而且是否 mtDNA

就是 CMS的不育基因所在还未有定论,除了线粒体

主基因组外,许多研究发现线粒体中还存在可自我

复制的线粒体 DNA质粒。这些质粒按形状可分为

环状线粒体 DNA质粒和线状线粒体 DNA 质粒[ 47]。

在玉米中已经发现有 S1、S2和 213 kb 3个线形类质
粒,其中 S1、S2的分布与 CMS 有关[ 48]。多数学者认

为线粒体 DNA质粒与 CMS 并不存在简单的联系,

线粒体 DNA质粒的存在增加了线粒体 DNA的多态

性[ 49]。大量研究显示高等植物细胞内 3大遗传体

系之间存在遗传物质的交换, mtDNA具有随机整合

其他基因组的 DNA序列并保持下来的能力,即能获

得漫游 DNA, 这也增加了线粒体基因组的复杂

性[ 2, 50]。

mtRNA的大量编辑现象近年来在大多数植物

中发现,作为植物线粒体的一种基因表达修正机制,

认为 RNA 编辑与 CMS 产生有关[ 51, 52]。可能 RNA

编辑不充分或偏离, 使非正确的编辑产物妨碍线粒

体功能的正常发挥, 导致不育现象[ 6]。

同样具有遗传物质的叶绿体是否与线粒体一样

对油菜的 CMS 产生作用, 或者与线粒体 DNA共同

作用形成细胞质雄性不育。刘一农等
[ 6, 53]

认为,保

持系的 cpDNA在进化过程中核苷酸序列发生变异,

破坏了叶绿体和线粒体及细胞核之间的平衡。而细

胞核对线粒体行使功能有一定的指导作用, 那么它

对线粒体 DNA重组产生油菜 CMS 相关基因是否也

有指导作用。CMS的机理研究对线粒体、叶绿体、

细胞核三者间的互作也应该重视, 而不是单纯停留

在单方面的研究。

另一方面,对 CMS的研究很大一部分集中在细

胞和 DNA水平上, RNA、蛋白质等表达水平上缺少

相对直观的研究。可以从不同水平研究基因在不同

时空上的表达特异性,更为准确立体地展现相关基

因和蛋白在植物不育形成中的功能。

油菜 CMS不育机理研究还处在相对初始阶段,

还有许多问题可以借鉴拟南芥、烟草等研究较为成

熟的植物的研究方法作进一步研究。相信随着生物

技术的发展, CMS机理将会逐渐明晰, 并产生巨大

的经济价值。
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