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7�胞质不育系）及其对应的保持系８０３Ｂ为研究对象，利用ＡＦＬＰ分子标记技术构建了ＪＷ型不育胞质的指纹图谱，分离了ＪＷ

7�型胞质与野败型胞质及保持系的差异片段。
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7�　　核质互作型细胞质雄性不育（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｍａｌｅ

ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ，ＣＭＳ）是植物杂种优势利用最重要的工具

之一。三系杂交水稻的成功培育是人类２０世纪技

术进步的重要标志。几十年来我国培育的不同细胞

质源的水稻雄性不育类型达６０种以上，在生产上应

用的主要有野败型（ＷＡ）、Ｄ型、冈型（Ｇ）、红莲型

（ＨＬ）、滇型（ＤＴ）、Ｋ型、包台型（ＢＴ）、印尼水田谷

型（ＩＤ）、矮败型（ＤＡ）以及马协型（ＭＡ）等。其中，

杂交籼稻以野败型为主，杂交粳稻以包台型为

主 7�［１-５］ 7�。目前我国杂交水稻生产仍然面临细胞质比

较单一、杂种组合类型少的危机，长此下去势必引起

杂交水稻优势衰退，抗病虫能力和适应性减弱，并给

我国粮食安全带来潜在威胁。因此，进一步发掘和

利用新的细胞质雄性不育种质资源对克服我国杂交

水稻胞质单一、丰富水稻胞质遗传多样性具有重要

意义。

7�经过１０余年的研究，我们成功创建了来源于爪

哇稻 Ｗａｎｉｌａｖａ（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａｓｕｂｓｐ．ｊａｖａｎｉｃａ）细

胞质雄性不育系，并育成了系列杂交水稻新组合在

生产上大面积推广应用。该不育胞质定名为爪哇型

（ＪＷ型），经初步试验，其恢保关系与野败型（ＷＡ）

完全相同。本文报道ＪＷ 型雄性不育胞质的选育、

配组及杂交组合的优势表现并利用ＡＦＬＰ技术建
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7�立了ＪＷ型不育胞质的指纹图谱。

7�１　材料与方法

7�１．１　材料

7�经多代连续回交或自交培育了２ 套水稻

（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）同核异质不育系，一套为２７３ＪＷ

（ＪＷ型胞质）、２７３Ｄ（Ｄ型胞质）及其对应保持系

２７３Ｂ，另一套为８０３ＪＷ（ＪＷ 型胞质）、８０３ＷＡ（野败

型胞质）及其对应保持系８０３Ｂ。

7�１．２　基因组ＤＮＡ的提取

7�每份材料分别取１０ｇ种子在人工气候箱中发

芽，温度为２８℃，光照条件为１４ｈ／ｄ。２叶期时剪取

7�幼苗，用双蒸水洗净，采用ＣＴＡＢ法 7�［６］ 7�提取ＤＮＡ，

０．７％琼脂糖凝胶检测质量。

7�１．３　ＡＦＬＰ分析

7�ＡＦＬＰ方法见前文 7�［７］ 7�报道，稍作改进。采用

ＥｃｏＲⅠ／ＭｓｅⅠ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂ）于３７℃下对

7�上述６份材料的ＤＮＡ进行双酶切，对应预扩增引

物为ＥＡ（５′-ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ-３′）和 ＭＣ

（５′-ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣ-３′）。预扩增后进

行选择性扩增的引物筛选，筛选过程选用７条含３

个选择性碱基的 ＭｓｅⅠ引物分别与８条含３个选择

7�性碱基的ＥｃｏＲⅠ引物配对组成５６个引物组合。选

7�择性扩增后的产物用６％的变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳进行检测。银染依据Ｓａｎｇｕｉｎｅｔｔｉ等 7�［８］ 7�的方法，略

7�有改动。

7�１．４　ＡＦＬＰ特征片段的回收

7�依据侯磊等 7�［９］ 7�的方法，用刀片将特征片段所在

凝胶切下放入１．５ｍＬ离心管中，加入１．０ｍＬＴＥ

溶液漂洗凝胶１５ｍｉｎ，倾出 ＴＥ，再加入含１００

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的ＴＥ溶液１００μＬ，放入沸水浴中１０

7�ｍｉｎ，自然冷却后备用。

7�１．５　 回收片段的克隆及序列分析

7�依据李传友等 7�［１０］ 7�方法，首先利用与选择性扩增

7�时相同的引物扩增４０个循环（９４℃下３０ｓ；５６℃下

３０ｓ；７２℃下６０ｓ），然后用２％琼脂糖凝胶电泳分

离，采用凝胶回收纯化试剂盒（ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌ-

7�Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ）将目标片段回收并克隆到ｐＭＤ１８-Ｔ

（ＴａＫａＲａ）载体上转化大肠杆菌ＤＨ５α，经抗生素

筛选阳性克隆，菌落ＰＣＲ鉴定后送上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司测序。测序结果通过 ＮＣＢＩ网站在线进行

ＢＬＡＳＴｎ及 ＢＬＡＳＴｘ分析 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）。

7�２　结果与分析

7�２．１　ＪＷ型细胞质雄性不育系的培育

7�２．１．１　ＪＷ型不育胞质的发现

7�１９９１年冬在海南陵水用爪哇稻 7�Ｗａｎｉｌａｖａ与培

矮６４进行单交，１９９２年在四川绵阳种植Ｆ 7�１ 7�，同时用

7�该Ｆ 7�１ 7�与Ｇ４６Ｂ杂交，同年冬在海南陵水种植 Ｗａ-

ｎｉｌａｖａ／培矮６４／／Ｇ４６Ｂ复交Ｆ 7�１ 7�，复交Ｆ 7�１ 7�分离部分

不育株，选取其中全典败的不育株作为母本选育细

胞质雄性不育系，其胞质来源于爪哇稻 Ｗａｎｉｌａｖａ，

定名为ＪＷ型。

7�２．１．２　ＪＷ型不育系的选育

7�１９９１年用早籼优质保持系Ｌ３０１Ｂ与早籼抗病

保持系地谷Ｂ进行有性杂交，同年冬在海南陵水种

植Ｆ 7�１ 7�，１９９２年在四川绵阳种植Ｆ 7�２ 7�，同年冬在海南陵

水种植Ｆ 7�３ 7�，选择其中两个株系中的优良单株同时与

野败胞质的Ｌ３０１Ａ和具有ＪＷ 型胞质的全典败不

育株成对测交，经连续回交（在以后的世代中均选用

同一株系与同一测交后代的不育系回交）选择，至

１９９６年Ｂ 7�５ 7�Ｆ 7�１ 7�时经千株以上大群体鉴定，野败型和

ＪＷ型不育系的不育度和不育株率均达１００％，农艺

性状稳定，分别定名为８０３ＷＡ和８０３ＪＷ。至２０００

年野败型和ＪＷ 型不育系８０３ＷＡ和８０３ＪＷ 均为

Ｂ 7�１２ 7�Ｆ 7�１ 7�，保持系８０３Ｂ为Ｆ 7�１６ 7�。

7�２．１．３　ＪＷ型不育系的特征特性

7�ＪＷ型和野败型不育系８０３ＪＷ 和８０３ＷＡ的特

征特性表现一致，观察结果如下。

7�生育特性：四川绵阳春播（４月１１～１９日播种，

６月２６日～７月２日始穗），播始历期７１～８２ｄ，较

珍汕９７Ａ短５～７ｄ，主茎叶片数１３．５叶，较珍汕

９７Ａ少１叶。四川绵阳夏播（５月１９～２８日播种，７

月１９～２７日始穗），播始历期６０～６７ｄ，较珍汕９７Ａ

7�短４～７ｄ。播种 至抽穗 有效积 温 １０１７．８～

１０６２．５℃，较珍汕９７Ａ少６６．８～１９７．８℃。海南陵

水冬繁，播始历期７１～８０ｄ，较珍汕９７Ａ短４～６ｄ。

7�８０３ＪＷ和８０３ＷＡ的温光反应特性与珍汕９７Ａ相

似，属早籼型不育系。株高８０ｃｍ左右，较珍汕９７Ａ

7�高约５ｃｍ。株型适中，剑叶较长，叶鞘、叶耳、叶缘、

颖尖紫色，长粒、无芒，每穗平均着粒１６０粒左右，千

粒重２２ｇ左右。

7�育性表现和开花习性：８０３ＪＷ 和８０３ＷＡ花药

白色、瘦小，花粉以典败为主，有极少量圆败花粉。

１９９６－１９９９年经连续４年超千株群体观察和海南

异地鉴定，套袋自交不结实，镜检花粉典败 7�９９．１３％，

7�９２ 7�陈永军等：爪哇稻 Ｗａｎｉｌａｖａ细胞质雄性不育系的创建及ＡＦＬＰ指纹图谱分析
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7�图１　两组同核异质系的ＡＦＬＰ多态性
7�Ｆｉｇ．１．ＡＦＬＰｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｍｏｎｇｔｈｅｔｗｏｓｅｔｓｏｆＣＭＳｌｉｎｅｓ．
7�泳道１、３、５、７、９和１１为２７３ＪＷ胞质；泳道２、４、６、８、１０和１２为２７３Ｄ胞质；泳道１３、１５为８０３ＷＡ胞质；泳道１４、１６为８０３ＪＷ胞质；Ｍ
7�－ＤＬ２０００标准分子量。白色箭头指示多态性条带。
7�Ｌａｎｅｓ１，３，５，７，９ａｎｄ１１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ２７３ＪＷ；Ｌａｎｅｓ２，４，６，８，１０ａｎｄ１２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ２７３Ｄ；Ｌａｎｅｓ１３ａｎｄ１５ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ８０３ＷＡ；Ｌａｎｅｓ１４
7�ａｎｄ１６ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ８０３ＪＷ．ＭｓｔａｎｄｓｆｏｒＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ．Ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ．

7�圆败０．８７％，不育株率和不育度均为１００％。不论

春繁、夏制还是海南异地种植，８０３ＪＷ和８０３ＷＡ均

表现不育性稳定，自然状态下包颈长３．９～５．５ｃｍ，

包颈度较珍汕９７Ａ轻，对“九二○”反应敏感，自然

状态下柱头外露率６５％以上，花期较集中，开花习

性好。

7�２．１．４　ＪＷ型不育系的杂种优势表现

7�利用ＪＷ型不育胞质已配制的５个杂交水稻新

组合（Ｂ优８２７、Ｂ优８１１、Ｂ优８３８、Ｂ优８４０、Ｂ优

８１７）已通过省级或国家级品种审定，据不完全统计，

２００１－２００６年累计推广面积１０６万ｈｍ 7�２ 7�，较对照品

种平均增产７．１５％。

7�２．２　ＡＦＬＰ分析

7�２．２．１　ＡＦＬＰ指纹图谱分析

7�从５６对引物组合中，分别选取对２套同核异质

材料谱带清晰、齐全、扩增位点数较多的１０对和５

对引物组合进行数据分析。结果在２７３ＪＷ 和２７３Ｄ

中共扩增出２９０条带，其中１３条带具多态性，占

４．４８％；２７７条共同带，占９５．５２％（图１，图２）。在

８０３ＪＷ、８０３ＷＡ和８０３Ｂ中共扩增出１７９条带，其

中４条带具多态性，占２．２３％；１７５条共同带，占

９８．３２％（图２）。两组同核异质系是经多代连续回

交选育而成的，因此，ＡＦＬＰ多态性条带上的差异主

要来自于细胞质的差异。

7�２．２．２　差异条带的分离和序列分析

7�　　将 Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＧ引物组合扩增出来的在

８０３ＷＡ、８０３Ｂ胞质中均存在而在８０３ＪＷ胞质中缺

失的１０６ｂｐ的差异条带回收测序（图２）。序列和

ＢＬＡＳＴｎ分析表明，该序列在水稻线粒体上有２个

拷贝（图３），在水稻第１染色体上有１个拷贝。此

外，ＧｅｎＢａｎｋ中有１条ｃＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录

号ＡＫ２４２６２０．１）与该多态性条带序列完全一致，但

在ＢＬＡＳＴｘ分析中没有任何已知蛋白序列命中。

7�３　讨论

7�３．１　ＪＷ胞质与Ｄ胞质、野败胞质ＤＮＡ的遗传分

化

7�　　本文报道了爪哇稻细胞质雄性不育系（ＪＷ型）

7�０３ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２２卷第１期（２００８年１月）
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7�图２　 ０３ＷＡ、８０３ＪＷ和８０３Ｂ胞质的 ＡＦＬＰ多态性及回收多态

片段

7�Ｆｉｇ．２ ＡＦＬＰｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｍｏｎｇ８０３ＷＡ，８０３ＪＷａｎｄ８０３Ｂ，

7�ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＡＦＬＰｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｆｒａｇｍｅｎｔｓ．

7�１－８０３ＷＡ；２－８０３ＪＷ；３－８０３Ｂ。黑色箭头示回收片段。

7�Ｌａｎｅ１，８０３ＷＡ；Ｌａｎｅ２，８０３ＪＷ；Ｌａｎｅ３，８０３Ｂ．Ｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓ

7�ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ．

7�的选育经过及其ＡＦＬＰ指纹图谱。用该不育系配

制的５个ＪＷ型杂交水稻新组合已在生产上大面积

推广应用，丰富了现有杂交水稻的胞质类型。

ＡＦＬＰ分子标记技术明确显示ＪＷ胞质与野败胞质

和Ｄ胞质均有不同程度的分化。虽然本实验采用

的是总ＤＮＡ，即同时包含了核基因组及胞质基因

组，但经过多次回交选育，不育系与保持系已具有

了相同的核基因组，它们在遗传背景上的差异应主

要来源于不同的细胞质基因组的差异 7�［１１］ 7�。李金泉

等 7�［１２］ 7�利用ＳＳＲ标记检测了４套同核异质材料不育

系与保持系核基因组的遗传多样性，发现在回交５

至６代的不同胞质来源的不育系之间平均多样性为

１３．４９％，不同胞质来源的不育系与保持系之间平均

多样性为２２．２２％，遗传多样性中可能有相当一部

分是因为回交代次少及回交亲本不单一引起的。本

实验采用的同核异质系均为回交１２代以上，通过

ＡＦＬＰ技术对两套同核 异质材料分析得到的

４．６９％ 和１．６８％的ＤＮＡ多态性基本可以代表ＪＷ

7�图３　 Ｗ型与 ＷＡ型胞质的回收多态片段在水稻线粒体基因

组上的两个不同位置

7�Ｆｉｇ．３ ＴｗｏｌｏｃａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｅｄＡＦＬＰｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆＪＷ-

ａｎｄＷＡ-ｔｙｐｅｉｎｒｉｃｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅ．

7�回收片段第１个位置在ｏｒｆ１５３及ＮＡＤＨ脱氢酶第１亚基的第

１外显子之间；第２个位置在水稻线粒体核糖蛋白第２大亚基的第

１和第２外显子之间，在水稻ＮＡＤＨ脱氢酶第４大亚基上游。

7�数字代表在线粒体基因序列上的物理距离（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＤＱ１６７３９９．１）。

7�ＴｈｅｆｉｒｓｔｌｏｃｕｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｅｄＡＦＬＰｆｒａｇｍｅｎｔｉｓｌｏｃａｔｅｄｂｅ-

ｔｗｅｅｎｏｒｆ１５３ａｎｄｅｘｏｎ１ｏｆＮＡＤ（ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）ｓｕｂｕｎｉｔ

１．Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｌｏｃｕｓｉｓｌｏｃａｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｓｅｃｏｎｄｅｘｏｎｏｆ

ｒｐ（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ）ｓｕｂｕｎｉｔＬ２ａｎｄｉｎｔｈｅｕｐｓｔｒｅａｍｏｆＮＡＤｓｕｂ-

ｕｎｉｔ４Ｌ．

7�Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｐｈｙｓｉｃａｌｌｏｃａｔｉｏｎｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅ-

ｎｏｍｅ（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＤＱ１６７３９９．１）．

7�胞质与Ｄ胞质、ＪＷ胞质与野败胞质的遗传分化。

7�３．２　ＪＷ胞质线粒体ＤＮＡ与ＣＭＳ的关系

7�对以８０３Ｂ为轮回亲本的同核异质系的ＡＦＬＰ

分析中，回收片段只存在于８０３ＷＡ及８０３Ｂ两个材

料中，而８０３ＪＷ材料无此扩增条带，表明不同品系

间在该片段两侧位置上存在序列差异。虽然该片段

在线粒体上存在于两个不同的位置，并且同时在核

基因组第１染色体上有１个拷贝，但实际上只有３

个位点同时存在序列上的差异才会导致这一条带的

多态性。显然，在８０３ＪＷ的３个位点中只要有１个

位点的序列与其他２个材料一致，８０３ＪＷ即可以在

该１０６ｂｐ片段位置扩增出相应的条带。已有的研

究表明，水稻线粒体ＤＮＡ与核基因组ＤＮＡ存在频

繁的序列交换 7�［１３］ 7�，本研究利用ＡＦＬＰ揭示的差异

片段同时存在于线粒体及核基因组，可能也是胞质、

胞核遗传物质交换的结果。

7�许多研究表明核质互作型水稻雄性不育性与线

粒体基因组紧密相关 7�［１４-１９］ 7�，而线粒体上的镶嵌基因

是导致胞质不育的主要原因 7�［２０］ 7�。Ｍｕｓｇｒａｖｅ等 7�［２１］

7�研究证明缺少抗氰呼吸途径（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｒｅｓｐｉｒａ-

ｔｉｏｎ）是植物胞质雄性不育的一个显著特点。通过

7�１３ 7�陈永军等：爪哇稻 Ｗａｎｉｌａｖａ细胞质雄性不育系的创建及ＡＦＬＰ指纹图谱分析
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ｃＤＮＡ-ＡＦＬＰ分析，康俊根等 7�［２２］ 7�获得了１条与甘蓝

花粉败育相关的ｃＤＮＡ序列，该序列与拟南芥线粒

体基因ＮＡＤＨ脱氢酶第４亚基（ｎａｄ４）高度同源。

最近的研究表明水稻孢子体不育类型的不育系（Ｋ

型、冈型、Ｄ型、印水型等）都含有与野败型相同的

不育基因 7�［１５，１９］ 7�。本研究获得的ＪＷ型与野败型胞

质的差异片段在线粒体上第１个位置是在ＮＡＤＨ

脱氢酶第１亚基（ｎａｄ１）基因序列上游的２３６３ｂｐ

处，第２个位置是ＮＡＤＨ 脱氢酶第４大亚基（ｎａｄ

４Ｌ）上游２０４７ｂｐ处，很有可能来源于核基因组第１

染色体的ＤＮＡ片段插入该位置并参与调控ＮＡＤＨ

7�脱氢酶的转录表达。后续研究将进一步证明这一序

列上的差异与ＪＷ型水稻胞质不育之间的联系。
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ｍｏｄｅｓｏｆｍＲＮＡｓｉｌｅｎｃｉｎｇ． 7�ＰｌａｎｔＣｅｌｌ， 7�２００６，１８（３）：６７６-６８７．

7�［１６］凌杏元，周培疆，关和新，等．运用ＡＦＬＰ技术筛选分离野败

型水稻ｍｔＤＮＡ中与雄性不育性状相关的片段．遗传，１９９９，

２１（３）：３３-３６．

7�［１７］凌杏元，周培疆，黄青阳，等．红莲型水稻与细胞质雄性不育

相关ｍｔＤＮＡ片段的分离及序列测定．实验生物学报，２０００，

３３（２）：１５１-１５５．

7�［１８］侯思名，谭学林．水稻滇一型不育系和保持系线粒体ＤＮＡ差

异的ＡＦＬＰ检测．云南农业大学学报，２００３，１８（４）：３６７-３６９．

7�［１９］舒友菊，蒲志刚，蔡平钟，等．与水稻Ｋ型细胞质雄性不育性

7�特异的ｍｔＤＮＡ片段的鉴定．分子植物育种，２００７，５（１）：６９-

７３．

7�［２０］ＨａｎｓｏｎＭＲ．Ｐｌａｎｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｕｔａｔｉｏｎｓａｎｄｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｉ-

ｔｙ． 7�ＡｎｎｕＲｅｖＧｅｎｅｔ， 7�１９９１，２５：４６１-４８６．

7�［２１］ ＭｕｓｇｒａｖｅＳ，ＡｎｔｏｎｏｖｉｃｓＪ，ＳｉｅｄｏｗＪＮ．Ｉｓｍａｌｅ-ｓｔｅｒｉｌｉｔｙｉｎ

ｐｌａｎｔｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｌａｃｋｏｆｃｙａｎｉｄｅ-ｒｅｓｉｓｔａｎｔｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎｉｎｔｉｓｓｕｅｓ？

7�ＰｌａｎｔＳｃｉ， 7�１９８６，４４：７-１１．

7�［２２］康俊根，张国裕，张延国，等．四种甘蓝雄性不育类型差异基

因表达分析．农业生物技术学报，２００６，１４（４）：５５１-５５４．
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