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摘要  综述了现阶段棉花“洞A”型核雄性不育系花粉败育的研究概况 , 从形态学、细胞形态学、生理生化及分子生物学等方面总结了研
究棉花“洞A”型核雄性不育败育机理的进展, 并且对该领域研究和应用中存在的问题、发展前景提出了一些看法。
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Status of Research onthe Shape and Mechanismof Nuclear Male Sterile Line “Dong A”of Cotton
TANG Wen et al  ( Sichuan Agricultural University , Yaan, Sichuan 625014)
Abstract  The currently general situation of researchonthe pollen sterility of nuclear male sterile line “Dong A”of cotton was summed up . The progress
of research on the sterility mechanismof nuclear male sterile line “Dong A”of cotton was summarized fromaspects such as morphology , cytomorphology ,
physiology , biochemistry and molecular biology . And some thoughts about the problems in the research and application in this field and its development
prospect were put forward .
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  植物育性的表达是一个极其复杂的过程。它涉及花粉

发育相关基因在一定时空顺序上的严格表达以及体内外因

子对这种表达调控的影响等因素。在涉及花粉发育的上万

种基因中, 只要有一种关键基因发生了突变或其表达调控出

现异常, 就有可能导致花粉的败育。细胞核雄性不育性是高

等植物中广泛存在的一种现象, 是细胞核不育基因作用的结

果, 在杂种优势利用和群体改良中有重要的应用价值。细胞

核雄性不育系因花药绒毡层过早退化以及花粉母细胞不能

通过减数分裂而死亡。它是一种典型的无花粉型不育系。

棉花“洞 A”不育系是四川省仪陇县棉花原种场职工于

1972 年从陆地棉品种“洞庭一号”中发现的一个天然不育突

变株, 经多代连续回交选育而得到。“洞 A”是一个农艺性状

好、不育性稳定、恢复系广泛、能够遗传的类型。1982 年四川

省农业科学院棉花研究所( 现经济作物研究所) 黄观武等鉴

定发现, 棉花“洞A”雄性不育性状主要受一对隐性核基因控

制, 并将其命名为 msc1 。1992 年张天真等将不育基因与国外

鉴定定名的 ms 1 、ms 2 、ms 3 等进行等位性鉴定, 发现均为非等

位的, 因此认为这是一个新的棉花核雄性不育基因, 并建议

把这个新的不育基因按国际统一基因符号定名为 ms 14
[ 1] 。

“洞 A”后来又转育为“473A”、“751A”、“抗 A1”、“抗 A2”、

“21A”、“177A”、“GA”、“抗 A3”等。目前,“洞A”及其衍生不育

系应用一系两用法配制杂种, 经大面积种植, 一般增产10 %

以上, 是棉花杂优利用的一条有效途径, 在我国棉花生产中

发挥了重要作用。

1  形态学研究

植物的雄性不育可在植物的外部形态特征中反应出来 ,

尤其是在花器官中表现得比较明显, 因此研究棉花的雄性不

育株与可育株的外部形态的差异对不育株与可育株的识别、

繁殖和制种具有重要意义。“洞 A”型核雄性不育基因对棉

花的形态特征有何影响, 特别是与生殖有关的重要器官———

花器官有何影响, 这种花器官上的变化对于繁殖和制种有无

影响等 , 都值得进行研究。 �
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  汤泽生等就“洞A”兄妹系第6 代、第8 代的不育株和可

育株的苞叶、萼片、花瓣、雄蕊、雌蕊和花药至柱头的距离等

进行了比较, 发现二者有明显的差异[ 2] 。主要表现在:“洞

A”不育花与可育花的萼片、花瓣差异不明显; 花药小 , 数量

少, 不饱满, 不开裂; 花丝短; 花药内花粉少, 大小不均匀 , 相

差悬殊, 达10 倍之多; 花粉粒形状不一, 花粉内容物不充实 ,

棘突不明显或无棘突; 雌蕊长, 子房大, 柱头外露明显; 胚珠

稍多。研究表明,“洞 A”不育花的子房、胚珠比可育花发育

好, 并达到0 .05 显著水平。这些差异是由不育株和可育株

的遗传基础不同造成物质和生理活性的差异, 从而使一些物

质在花器官各部分的分配、积累和消耗不同, 形成2 种花器

官的一些必然差异。正是这些差异给棉花雄性不育系的利

用和杂种种子的发育提供了一个良好的物质基础。

根据四川农业科学院经济作物研究所多年的观察, 在

“洞 A”的衍生不育系( 抗 A 系列、GA 系列等) 中, 不育花外观

的退化程度与不育株的长势有一定关系。同一不育系种植

在不同地块的表现有一定的差异。凡水肥充足、植株长势旺

的田块, 不育花花药退化程度较小, 肉眼观察较饱满 , 不育株

中有30 % ～40 % 植株花朵的基部花药有少量花粉 , 杂交制种

时只要在正常时间用足够的恢复系授粉后不会产生自交结

实; 相反 , 凡在水肥缺乏、长势较差的田块, 不育花花药退化

程度好, 肉眼观察约有60 % ～70 % 的不育株花药完全干瘪 ,

呈黄褐色。不同的衍生不育系间也有差异。一般 , 生长势偏

弱, 营养器官发育偏小, 植株紧凑的不育系退化程度较高, 如

洞A 、473A 和转基因不育系抗A3 等; 反之, 生长势旺, 营养器

官发育偏大, 植株高大松散的不育系退化程度稍低 , 如抗

A1、抗 A2 等。

2  细胞学研究

植物的雄性不育不但在植物的外部形态上能够反映出

来, 而且在植物发育的早期已经在植物细胞中出现各种异常

变化。因此, 对不育花粉进行细胞学研究, 不但可以探讨其

小孢子发育的细胞学变化, 而且可以为不育系的遗传分析和

杂种优势的研究利用提供参考资料。

对于棉花“洞 A”型雄性不育材料小孢子败育的细胞学

研究, 许多学者都做了不少的工作。汤泽生等对“洞 A”姊妹

系的小孢子母细胞发育进行了比较观察, 发现可育株从造胞
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细胞开始到小孢子成熟的各个阶段, 其发育都是正常的; 而

不育株从小孢子母细胞到小孢子成熟的各个时期都产生不

同程度的败育, 但主要的败育时期为小孢子单核时期[ 3 - 5] 。

小孢子母细胞形态正常 , 多数能通过减数分裂 , 有少部分小

孢子母细胞在减数分裂时期退化, 核分裂有畸形, 产生大小

不等的小孢子或畸形的小孢子。小孢子在单核早期产生严

重障碍 , 表现为细胞质退化, 核一般不分裂。对花药进行组

织学观察, 发现不育株花粉细胞质不饱满或稀少, 花药壁的

细胞发育缓慢, 花药内壁的绒毡层细胞解体慢而且解体不彻

底, 致使小孢子的营养供应受阻。这也是小孢子败育的原因

之一。不育株花粉中存在联体花粉粒。它是在四分孢子时

期细胞质不分割形成的。对不育花粉进行萌发试验, 发现多

数花粉不萌发, 有少数能萌发, 但生长慢、花粉管短, 不能进

入子房。

刘金兰等以“洞 A”型不育系和“洞A”不育株×MB( 保持

系) 获得的完全核不育系 MA 为材料 , 研究了花粉发育不同

时期的细胞形态, 发现“洞 A”两系核雄性不育株花粉在发育

的全过程中都会发生败育, 最早始于现蕾后第5 天的花粉母

细胞, 大量败育在现蕾后的第7 ～8 天, 即花粉母细胞减数分

裂前期Ⅰ, 败育的主要表现是细胞质高度液泡化、出现“胞质

穿壁”现象[ 6] 。在第10 天的四分孢子中散出大量大小不齐、

形态畸形的花粉粒。在第15～20 天中, 不育花中存在的单核

和极少数双核花粉陆续败育。同时, 采用石蜡切片扫描电镜

技术[ 7] , 对2 个材料各时期败育花粉的超微形态结构进行了

观察。结果表明, 败育花粉母细胞外的胼胝质沉积过多, 溶

解较慢; 单核期败育的花粉细胞质完全解体, 但仍保留有不

同程度解体的核, 核内被一些大液泡占据, 核膜仍清晰可见 ;

败育花粉壁发育不完全, 壁上的刺状突起小而稀, 无萌发孔。

不育株花药壁绒毡层生长过程中出现各种异常变化, 是花粉

壁不能正常形成的重要原因, 可以认为花粉败育与绒毡层变

化不正常是互为因果的, 但根本原因还是受不育基因的控

制。MA 不育系花粉败育的时期和表现与“洞 A”不育系基本

相似, 仅在时间上早1 d 左右。

3  生理生化研究

植物花药花粉的发育是一个复杂的过程。正常的生理

生化代谢是植物花药花粉发育所需物质和能量的基础 , 因此

研究育性表达过程中的生理生化代谢对雄性不育的生化机

理探讨具有重要的意义。“洞 A”型核雄性不育系花粉败育

不但涉及植株外部形态和花粉细胞形态学上的异常, 而且反

映在其生化代谢上的改变。

胡瑞娟等对“洞 A”型核雄性不育系不同时期花药内氨

基酸含量的比较分析表明, 不育花药的游离氨基酸总含量不

断减少, 水解蛋白质和结合氨基酸含量不断降低[ 8] 。这说明

不育花药中的蛋白质正处在进行破坏性的分解过程中 , 特别

是与育性有关的脯氨酸的降低, 是造成败育的生理原因。宋

宪亮等研究了“洞 A”衍生不育系抗 A1 不育与可育花药和

MA 不同发育时期可溶性碳水化合物、游离氨基酸和激素

(IAA 、GA3 、ABA) 含量的动态变化及其与雄性不育的关系[ 9] 。

结果表明, 不育花药中可溶性糖含量偏高, 缺乏淀粉积累; 有

4 种游离氨基酸含量在可育与不育花药间存在0 .05 水平显

著差异, 其中不育花药天门冬氨酸含量偏高, 可能是其败育

的原因之一 , 而脯氨酸、精氨酸、苯丙氨酸含量异常, 则是不

育花药败育的结果; 在花药主要败育时期之前 , 不育花药中

ABA 含量在0 .01 水平显著偏高 ,I AA、GA3 含量在0 .01 水平

显著偏低, 不育花药中IAA 、GA3 、ABA 含量变化与“洞A”型核

雄性不育系花药败育密切相关。

4  分子生物学研究

目前, 植物花粉发育的分子生物学已经成为植物分子生

物学研究中的热点领域。花粉发育是一个十分复杂的过程。

在这个过程中, 涉及近万种花药特异基因的协同表达。在植

物发育的主要阶段至少有60 000 个结构基因表达 , 大多数为

所有器官共有的看家基因( Housekeeping Gene) 。Kamalay 等比

较了花和营养器官的 mRNA 后发现, 约10 000 个 mRNA 与花

药特异性有关, 它们的表达在营养器官中检测不到[ 10 - 11] 。

这些花药特异性基因决定了花药组织的细胞分化状态。尽

管在花粉发育过程中涉及近万种特异基因的表达, 但是自

Stinson 等从重组cDNA 文库中第一次分离出植物的花药、花

粉特异性基因[ 12 - 13] 以来, 迄今所发现并得到鉴定的花粉发

育特异基因也不过几十种[ 14] 。这些花粉特异基因在植物发

育过程中的表达受时间和空间调节。除了某些持续表达的

基因,Mascarenhas 将花粉形成过程中的基因分成早晚2 个时

期。早期基因的转录在减数分裂后即可检测到, 而在成熟花

粉中减少或完全消失 ; 晚期基因的转录最早发生于小孢子有

丝分裂时期 , 并且随着花粉的成熟继续积累[ 15] 。一般认为 ,

早期基因可能编码细胞骨架蛋白和参与细胞壁形成、淀粉积

累的蛋白质。晚期基因表达的蛋白质则在花粉成熟和花粉

萌发时起作用。因此, 研究花药、花粉在发育过程中基因表

达的时空特异性, 分离相关的特异基因和特异启动子, 对于

认识植物花粉发育的分子机理有重要意义。雄性不育具体

体现在花粉的败育, 在花粉的发育过程中涉及上万种基因的

表达。在这些表达的基因中, 只要有一种关键的基因发生了

突变 或其表达 调控出 现异常, 就有 可能 导致 花粉的 败

育[ 16 - 17] 。棉花“洞A”的不育株与可育株除在育性上存在差

异外, 它们在遗传背景上是高度同源的 , 因此是研究棉花花

药花粉发育相关基因的理想材料。

侯磊等应用 cDNA- AFLP( Amplified Fragment Length Poly-

morphism) 技术, 分析了棉花“洞A”型雄性不育系和可育材料

在花药发育过程中花粉发育相关基因表达的差异[ 18] 。结果

表明, 在花药发育的相同时期, 不育和可育花粉 c DNA- AFLP

的谱带在单核期的差异大于减数分裂期。花粉发育早期即

花粉母细胞的减数分裂期, 虽然从染色体行为上未观察到明

显的变化 , 但在可育株与不育株花药 mRNA 表达上已经有差

异产生, 即不育株中基因的表达有减少的趋势 , 而且有些带

虽未消失 , 但在表达量上也有所下降。这与王学德等在水稻

雄性不育上的研究结果[ 19] 是一致的。这可能是由于在棉花

花药发育过程中, 某个关键的基因发生了突变 , 导致下游一

系列基因的表达发生异常。随着花药花粉的发育 , 不育株与

可育株间在花药表型上的差异越来越明显, 以致在花粉成熟

时期产生花药中无花粉的现象。而 c DNA- AFLP 的结果也表

明, 在单核期不育与可育花药间的差异片段数、不育花药减
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少的带纹数越来越多。这与发育的表现型是相关的。

5  存在的主要问题及对策

早期的花粉发育研究主要集中在对花粉发育一般的描

述上。近年来, 随着现代生物学技术和分子生物学技术在花

粉生物学研究领域中的广泛应用 , 花粉发育过程中一些关键

问题、有关分子机理的研究均获得了重要进展。然而, 对棉

花的雄性不育、花粉发育的研究工作开展得较晚, 研究相对

落后。目前对“洞 A”型核雄性不育系的花粉发育进行了一

些研究, 虽然已取得不少重要的进展, 但仍存在一些尚待探

究的问题。

(1) 在研究棉花花粉发育过程中减数分裂、生殖细胞和

营养细胞的分化等关键问题时, 分子技术和新的细胞生物学

方法的应用不多。棉花基因组很大, 从分子水平上研究也存

在很多困难 , 并且生理生化基础研究较少, 致使生理生化和

分子生物学基础研究滞后, 所以应多借鉴其他植物的研究方

法, 应用新的技术和方法加强对棉花花粉发育的研究。

( 2) 对棉花细胞质的重组和细胞器。细胞壁形成之间的

关系虽已有部分报道[ 20] , 但系统研究还不够, 所以应在棉花

的花粉发育中开展进一步的研究工作。细胞质改组作为解

释世代转变的一种细胞学机理, 其实质是消除一些孢子体信

息物质 , 使减数分裂后的孢子在更新的细胞质中发育成配子

体。胼胝质、淀粉粒和细胞器三者的动态分布有一定的相似

性, 但它们之间是否存在内在联系, 目前这方面的报道尚不

多见, 值得进一步研究。

(3) 在棉花不育系研究中, 目前对与花粉发育有关的基

因表达的研究工作进行得太少, 未彻底弄清其遗传规律。目

前已知在花粉发育中表达的基因可分为早晚2 个时期。早

期基因的转录在减数分裂后可检测到, 而在成熟花粉中减少

或完全消失; 晚期基因的转录最早发生于小孢子有丝分裂时

期, 并且随着花粉的成熟继续累加。到目前为止, 在棉花花

粉败育研究中, 对与发育有关基因的克隆和分析较少, 所以

应加强这方面的研究, 有助于更好地了解花粉发育过程中的

分子机理。

( 4) 小孢子不对称分裂特异基因的分子机理仍有待进一

步研究。小孢子第一次分裂在花粉发育过程中起着关键性

的作用。在正常发育的花粉中, 这次分裂是不对称的, 其结

果产生2 个大小不等且具有不同结构和命运的细胞, 即营养

细胞和生殖细胞。而在不育花粉发育过程中, 这次分裂却可

能是对称的, 形成2 个同等大小的细胞。在营养细胞内特异

表达的基因在这2 个细胞中表达, 说明这2 个细胞均具有营

养细胞特性。因此, 不对称分裂正是分化形成生殖细胞的必

要条件 , 而对营养细胞的命运影响不大。大量资料表明 , 小

孢子的不对称分裂和细胞的不同发育命运是花粉发育过程

中特异基因表达的结果。目前, 在对“洞 A”型核雄性不育系

的花粉发育研究中还未见对小孢子不对称分裂特异基因的

报道, 有关的分子机理也还需进一步研究。

( 5) 洞 A 不育系花粉败育程度差异的机理也有待进一步

研究。
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