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甘蓝胞质雄性不育系育性相关线粒体

ＤＮＡ片断的克隆及序列分析
许 忠 民，张 恩 慧，巩 振 辉，程 永 安，马 青 山

（西北农林科技大学 园艺学院，陕西 杨凌７１２１００）

　　摘　要：以甘蓝结球期叶球内叶为试材，利用ＰＣＲ方法在甘蓝新型胞质雄性不育材料
ＣＭＳ４５１的线粒体基因组中扩增出与细胞质雄性不育相关的片断，并克隆测序。结果表明：该片
断和ＮＣＢＩ发布的Ｏｇｕｒａ胞质不育系特异片段高度同源，说明ＣＭＳ４５１的不育机理与Ｏｇｕ－ＣＭＳ
相似，也反映了ＣＭＳ基因的相对保守性。
关键词：甘蓝；ＣＭＳ４５１；细胞质雄性不育（ＣＭＳ）；线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）
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　　植物细胞质雄性不育（ＣＭＳ）是杂种优势利用的一
个十分重要的途径，大量的试验证明，它是由细胞质基
因控制的一种母性遗传性状，这种不育是由于细胞质
中的线粒体基因（ｍｔＤＮＡ）突变引起的［１］。近年来，人
们在水稻［２］、向日葵［３］、玉米［４］、油菜［５］、白菜［６］和矮牵
牛［７］等作物ＣＭＳ不育系中发现，所有与ＣＭＳ相关的
嵌合基因都位于ｍｔＤＮＡ上。
西北农林科技大学园艺学院从甘蓝引种田发现１

株不育株，经多代回交转育，育成经济性状稳定、苗期
叶片不黄化、蜜腺发达、配合力高的甘蓝雄性不育系
ＣＭＳ４５１，经遗传分析为细胞质雄性不育遗传模式，并
应用于杂种一代甘蓝品种选育和杂种生产。但关于该
不育系雄性不育的分子机理尚不清楚，为了探索
ＣＭＳ４５１雄性不育机理，完善和丰富细胞质雄性不育
的分子机理，该研究利用ＰＣＲ扩增技术，对甘蓝细胞
质雄性不育系 ＣＭＳ４５１及其保持系线粒体基因组
ＤＮＡ进行扩增、克隆、测序和序列分析，为进一步探讨
细胞质雄性不育分子机理奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
甘蓝新型细胞质雄性不育系ＣＭＳ４５１与保持系

ＹＰ０３－６。试验材料种植于试验农场，按常规方法进行
田间管理，在甘蓝结球期间取叶球内叶进行 ｍｔＤＮＡ
提取。

１．２　试验方法
１．２．１　ｍｔＤＮＡ提取与纯化　参考Ｎｕｚｉａ等［８］和张战
凤等［９］的方法并加以修改。取甘蓝叶球中心幼嫩叶片
（甘蓝芯），用蒸馏水冲洗３次，除去叶脉，称取该新鲜
叶片１０ｇ，加入５０ｍＬ匀浆缓冲液Ａ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ，ｐＨ　７．５；５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ；０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖；１．０％
ＢＳＡ），在冰浴中研磨，用６层纱布过滤，滤液在４℃下
（以下操作未经说明，均在４℃进行），以１　５００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，收集上清液，继续以１　８００ｒ／ｍｉｎ离心２０
ｍｉｎ，倒掉上清，收集沉淀，此沉淀为粗提线粒体。往沉
淀中加入５ｍＬ酶解缓冲液Ｂ（１．０％ＢＳＡ；５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ　７．５；０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖），轻轻悬浮起沉淀，
再将悬浮液以１　５００ｒ／ｍｉｎ离心，１０ｍｉｎ后，取上清液，
再加入１ｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２５０μＬ和２５ｍｇ／ｍＬ　ＤＮａｓｅ　Ｉ
１０μＬ，放在４℃下进行反应，１．５ｈ后加入０．５ｍｏｌ／Ｌ
（ｐＨ　８．０）ＥＤＴＡ　５００μＬ，终止ＤＮａｓｅ　Ｉ反应。取１０ｍＬ
提取缓冲液 Ｃ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ；１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ，ｐＨ　７．５；０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖）于离心管中，将上述酶
解溶液小心缓慢地铺在缓冲液Ｃ上，以１８　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，倒掉上清液，加入５ｍＬ预冷匀浆缓冲液
Ａ，用毛笔小心悬浮沉淀，再在离心管底部缓慢加入１０
ｍＬ缓冲液Ｃ，以１８　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清，沉
淀即为纯化的线粒体。在上述沉淀中加入１ｍＬ裂解
缓冲液Ｄ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ；５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，
ｐＨ　８．０），将沉淀混匀，加入５．５μＬ　２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶
Ｋ和１１０μＬ　１０％ＳＤＳ，使其充分混匀，在３７℃下保温
２ｈ进行裂解，每隔１０ｍｉｎ振荡１次，裂解液用等体积
异戊醇－氯仿－酚（１∶２４∶２５）和氯仿各抽提１次，然后以
１３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清，加入１０％体积
３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ与２倍体积预冷无水乙醇，－２０℃放置
２ｈ进行沉淀，再以１３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清，
用７０％酒精洗涤 ＤＮＡ 沉淀，干燥后加入适量 ＴＥ
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（ｐＨ　８．０）溶解，于－２０℃冰箱中储存备用。
１．２．２　ＰＣＲ引物设计　根据 Ｇｒｅｌｏｎ等［１０］报道和
ＧｅｎＢａｎｋ中Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｏｇｕｒａ的ｏｒｆ１３８＋ｏｒｆ１５８序列设
计引物，引物由上海生物工程公司合成。
Ｐｒｉｍｅｒ１：５＇　ＡＣＧＧＧＡＡＧＴＧＡＣＡＡＴＡＣＣ　３＇，
Ｐｒｉｍｅｒ２：５＇　ＡＴＴＧＧＧＴＴＣＡＣＡＡＡＧＣＡＴ　３＇。

１．２．３　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系为：总反应体系：
２０μＬ，其中，１０×ｂｕｆｆｅｒ（不含Ｍｇ

２＋）２μＬ；１０×ｄＮＴＰｓ
０．４μＬ；模板 ＤＮＡ　１５ｎｇ；ＴａｑＤＮＡ 聚合酶１Ｕ；２５
ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２１．８μＬ；上下游引物各０．８μＬ，至终
浓度０．８μｍｏｌ／Ｌ；补加ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。反应条件为：
９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性５８ｓ，５１℃复性５５ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ，共进行３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃下
保存。利用１．０％的琼脂糖凝胶电泳对ＰＣＲ扩增产物
进行检测，参考彭婷方法。
１．２．４　扩增片段的回收与克隆测序　用ＤＮＡ回收试
剂盒（购于Ｓｉｇｍａ公司）回收特异片段，回收产物与
ｐＭＤ１８－Ｔ载体（购于宝生物工程有限公司）连接，然后
利用质粒转化到大肠杆菌中，其方法按载体操作说明
进行，经蓝白斑筛选，ＥｃｏＲＩ酶切电泳鉴定，挑选阳性
克隆进行测序，测序由上海捷瑞生物工程公司完成。
１．２．５　目的片段序列分析　将测序的核苷酸序列在
ＮＣＢＩ网上应用ＢＬＡＳＴ程序进行同源性检索（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ），用Ｖｅｃｔｏｒ等软件进行
分析。

２　结果与分析
２．１　甘蓝叶片ｍｔＤＮＡ检测
利用核酸蛋白检测仪对不育系和保持系ｍｔＤＮＡ

进行检测，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在１．７～１．９之间；并利用
０．８％琼脂糖凝胶电泳对纯化后的不育系ＣＭＳ４５１和
保持系 ＹＰ０３－６ｍｔＤＮＡ进行检测，不育系与保持系
ｍｔＤＮＡ大小约为４８ｋｐ，电泳条带清晰，没有降解拖尾
现象（图１），可以满足试验要求。

图１　ｍｔＤＮＡ电泳检图
注：１．ＣＭＳ４５１；２．ＹＰ０３－６。

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｎ　ａｇｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｏｆ　ｍｔＤＮＡ　ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ　ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ　ｍａｌｅ　ｓｔｅｒｉｌｅ　ｌｉｎｅ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｍａｉｎｔａｉｎｅｒ　ｌｉｎｅ

Ｎｏｔｅ：１．ＣＭＳ４５１；２．ＹＰ０３－６．

２．２　不育相关片段扩增
分别以甘蓝不育系ＣＭＳ４５１及其保持系ＹＰ０３－６

的ｍｔＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增，结果在甘蓝不育系
ＣＭＳ４５１上扩增出１条长度为６００ｂｐ左右的特异条
带，而在保持系ＹＰ０３－６没有出现扩增产物（图２）。

图２　ＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳分析
注：Ｍ：ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｙ０３；２．ＣＭＳ４５１。

Ｆｉｇ．２　Ａｇｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓ　ｉｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｎ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｓｐｅｃｄｉｆｉｃ　ｆｒａｇｍｅｎｔ

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｙ０３；２．ＣＭＳ４５１．

２．３　阳性克隆的酶切鉴定
对甘蓝不育系ＣＭＳ４５１扩增条带进行回收，与载

体连接，然后转化感受态细胞，重组质粒ＤＮＡ经ＥｃｏＲ
Ｉ和Ｈｉｎｄ　ＩＩＩ双酶切，获得了１条和目的片段大小一致
的片断（图３），证明目的片段已连接到载体上。

图３　重组质粒的酶切鉴定
注：Ｍ：ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲ产物。

Ｆｉｇ．３　Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ
ｂｙ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ＥｃｏｒＩ　ｎｄ　Ｐｓｔ　Ｉ

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ＰＣＲ．

２．４　序列测定和结构分析
测序结果表明，该特异序列片段大小为５９４ｂｐ，编

码１９８氨基酸，上传 ＧｅｎＢａｎｋ编号为Ｅｕ７６０６４３。与
ＮＣＢＩ核酸数据库进行同源性比较发现，该序列为
Ｚ１２６２６的一部分，而且序列完全吻合（图４、５）。
Ｚ１２６２６为 Ｏｇｕｒａ胞质不育系特异片段，其大小为
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２　４２７ｂｐ，包含有ｏｒｆ１３８和ｏｒｆ１５８开放阅读框。进一
步分析表明，ＣＭＳ４５１特异片段上游序列（１－２２８）与
ｏｒｆ１３８下游序列（１８９－４１７）完全相同；ＣＭＳ４５１特异片
段的下游序列（４５２－５９６）与ｏｒｆ１５８上游序列（１－１４４）完
全一致（图４、５），说明从甘蓝不育系ＣＭＳ４５１ｍｔＤＮＡ中
扩增的特异片段是ｏｒｆ１３８基因的下游序列到ｏｒｆ１５８
基因上游序列之间的序列，这与Ｇｒｅｌｏｎ等［１１］报道的
Ｏｇｕ－ＣＭＳ一致，表明甘蓝不育系ＣＭＳ４５１来源于Ｏｇｕ－
ＣＭＳ。

图４　ＣＭＳ４５１特异片段与ｏｒｆ１３８和
ｏｒｆ１５８同源性比较示意图

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｓｋｅｔｃｈ　ｍａｐ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｉｎ　ＣＭＳ４５１ｗｉｔｈ
ｏｒｆ１３８ａｎｄ　ｏｒｆ１５８

１　 ７０
Ｚ１２６２６ （１） ＡＴＧＡＴＴＡＣＣＴＴＴＴＴＣＧＡＡＡＡＡＴＴＧＴＣＣＡＣＴＴＴＴＴＧＴＣＡＴＡＡＴＣＴＣＡＣＴＣＣＴＡＣＴＧＡＡＴＧＴＡＡＡＧＴＴＡＧＴＧ
ｏｒｆ１３８ （１） ＡＴＧＡＴＴＡＣＣＴＴＴＴＴＣＧＡＡＡＡＡＴＴＧＴＣＣＡＣＴＴＴＴＴＧＴＣＡＴＡＡＴＣＴＣＡＣＴＣＣＴＡＣＴＧＡＡＴＧＴＡＡＡＧＴＴＡＧＴＧ
Ｅｕ７６０４３ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

７１　 １４０
Ｚ１２６２６ （７１） ＴＡＡＴＡＡＧＴＴＴＣＴＴＴＣＴＴＴＴＡＧＣＴＴＴＴＴＴＡＣＴＡＡＴＧＧＣＣＣＡＴＡＴＴＴＧＧＣＴＡＡＧＣＴＧＧＴＴＴＴＣＴＡＡＣＡＡＣＣＡ
ｏｒｆ１３８ （７１） ＴＡＡＴＡＡＧＴＴＴＣＴＴＴＣＴＴＴＴＡＧＣＴＴＴＴＴＴＡＣＴＡＡＴＧＧＣＣＣＡＴＡＴＴＴＧＧＣＴＡＡＧＣＴＧＧＴＴＴＴＣＴＡＡＣＡＡＣＣＡ
Ｅｕ７６０４３ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

１４１　 ２１０
Ｚ１２６２６ （１４１） ＡＣＡＴＴＧＴＴＴＡＣＧＡＡＣＣＡＴＧＡＧＡＣＡＴＣＴＡＧＡＧＡＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＡＡＴＴＴＣＡＧＴＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＡ
ｏｒｆ１３８ （１４１） ＡＣＡＴＴＧＴＴＴＡＣＧＡＡＣＣＡＴＧＡＧＡＣＡＴＣＴＡＧＡＧＡＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＡＡＴＴＴＣＡＧＴＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＡ
Ｅｕ７６０４３ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－ＧＡＡＴＴＴＣＡＧＴＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＡ　 　　
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

２１１　 ２８０
Ｚ１２６２６ （２１１） ＧＧＴＧＴＣＡＡＡＡＴＴＡＣＡＡＴＡＡＡＡＴＣＡＡＡＴＧＴＡＣＣＴＡＡＣＧＡＴＧＡＡＧＴＧＡＣＧＡＡＡＡＡＡＧＴＣＴＣＡＣＣＴＡＴＣＡＴＴＡ
ｏｒｆ１３８ （２１１） ＧＧＴＧＴＣＡＡＡＡＴＴＡＣＡＡＴＡＡＡＡＴＣＡＡＡＴＧＴＡＣＣＴＡＡＣＧＡＴＧＡＡＧＴＧＡＣＧＡＡＡＡＡＡＧＴＣＴＣＡＣＣＴＡＴＣＡＴＴＡ
Ｅｕ７６０４３ （２２） ＧＧＴＧＴＣＡＡＡＡＴＴＡＣＡＡＴＡＡＡＡＴＣＡＡＡＴＧＴＡＣＣＴＡＡＣＧＡＴＧＡＡＧＴＧＡＣＧＡＡＡＡＡＡＧＴＣＴＣＡＣＣＴＡＴＣＡＴＴＡ
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

２８１　 ３５０
Ｚ１２６２６ （２８１） ＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡ
ｏｒｆ１３８ （２８１） ＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡ
Ｅｕ７６０４３ （９２） ＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡ
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

３５１　 ４２０
Ｚ１２６２６ （３５１） ＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＡＡＡＴＧＧＡＣＣＧＡＧＡＡＡＡＴＡＡＴＧＣ
ｏｒｆ１３８ （３５１） ＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＡＡＡＴＧＧＡＣＣＧＡＧＡＡＡＡＴＡＡ － －－
Ｅｕ７６０４３ （１６２） ＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＧＡＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＡＡＡＴＧＧＡＣＣＧＡＧＡＡＡＡＴＡＡＴＧＣ
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

４２１　 ４９０
Ｚ１２６２６ （４２１） ＴＴＴＧＴＧＡＡＣＣＣＡＡＴＴＧＣＴＴＴＧＡＣＡＡＡＡＡＴＡＡＡＧＡＡＡＧＡＡＧＣＡＡＡＡＴＣＴＣＡＴＴＣＡＡＴＴＴＧＡＡＡＴＡＧＡＡＧＡＧ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （２３２） ＴＴＴＧＴＧＡＡＣＣＣＡＡＴＴＧＣＴＴＴＧＡＣＡＡＡＡＡＴＡＡＡＧＡＡＡＧＡＡＧＣＡＡＡＡＴＣＴＣＡＴＴＣＡＡＴＴＴＧＡＡＡＴＡＧＡＡＧＡＧ
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

４９１　 ５６０
Ｚ１２６２６ （４９１） ＡＴＣＴＣＴＡＴＧＣＣＣＣＣＴＧＴＴＣＴＴＧＧＴＴＴＴＣＴＣＣＣＡＴＧＣＴＴＴＴＧＴＴＧＧＴＣＡＡＣＡＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＣＴＴＴＣＴＡＴ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （３０２） ＡＴＣＴＣＴＡＴＧＣＣＣＣＣＴＧＴＴＣＴＴＧＧＴＴＴＴＣＴＣＣＣＡＴＧＣＴＴＴＴＧＴＴＧＧＴＣＡＡＣＡＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＣＴＴＴＣＴＡＴ
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

５６１　 ６３０
Ｚ１２６２６ （５６１） ＡＧＴＴＣＴＴＣＡＣＴＡＣＴＣＣＴＡＧＡＧＧＣＴＴＧＡＣＧＧＡＧＴＧＡＡＧＣＴＧＴＣＴＧＧＡＧＧＧＡＡＴＣＡＴＴＴＴＧＴＴＧＡＡＡＴＣＡＡＴ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （３７２） ＡＧＴＴＣＴＴＣＡＣＴＡＣＴＣＣＴＡＧＡＧＧＣＴＴＧＡＣＧＧＡＧＴＧＡＡＧＣＴＧＴＣＴＧＧＡＧＧＧＡＡＴＣＡＴＴＴＴＧＴＴＧＡＡＡＴＣＡＡＴ
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

６３１　 ７００
Ｚ１２６２６ （６３１） ＴＡＡＴＣＴＡＡＴＣＡＴＧＣＣＴＣＡＡＣＴＧＧＡＴＡＡＡＴＴＣＡＣＴＴＡＴＴＴＴＴＣＡＣＡＡＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＴＡＴＧＣＣＴＴＴＴＣＴＴＣ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （４４２） ＴＡＡＴＣＴＡＡＴＣＡＴＧＣＣＴＣＡＡＣＴＧＧＡＴＡＡＡＴＴＣＡＣＴＴＡＴＴＴＴＴＣＡＣＡＡＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＴＡＴＧＣＣＴＴＴＴＣＴＴＣ
ｏｒｆ１５８ （１） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－ＡＴＧＣＣＴＣＡＡＣＴＧＧＡＴＡＡＡＴＴＣＡＣＴＴＡＴＴＴＴＴＣＡＣＡＡＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＴＡＴＧＣＣＴＴＴＴＣＴＴＣ 　　　

７０１　 ７７０
Ｚ１２６２６ （７０１） ＴＴＴＡＣＴＴＴＣＴＡＴＡＴＴＴＴＣＡＴＡＴＧＣＡＡＴＧＡＴＧＧＡＧＡＴＧＧＡＧＴＡＣＴＴＧＧＧＡＴＣＡＧＣＡＧＡＡＴＴＣＴＡＡＡＡＣＴＡＣ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （５１２） ＴＴＴＡＣＴＴＴＣＴＡＴＡＴＴＴＴＣＡＴＡＴＧＣＡＡＴＧＡＴＧＧＡＧＡＴＧＧＡＧＴＡＣＴＴＧＧＧＡＴＣＡＧＣＡＧＡＡＴＴＣＴＡＡＡＡＣＴＡＣ
ｏｒｆ１５８ （６１） ＴＴＴＡＣＴＴＴＣＴＡＴＡＴＴＴＴＣＡＴＡＴＧＣＡＡＴＧＡＴＧＧＡＧＡＴＧＧＡＧＴＡＣＴＴＧＧＧＡＴＣＡＧＣＡＧＡＡＴＴＣＴＡＡＡＡＣＴＡＣ

７７１　 ８４０
Ｚ１２６２６ （７７１） ＧＧＡＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＴＣＡＣＡＣＣＧＧＧＧＧＡＡＧＡＣＣＡＴＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧＧＡＣＣＣＣＡＡＣＡＧＴＴＴＧＧＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （５８２） ＧＧＡＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴ－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
ｏｒｆ１５８ （１３１） ＧＧＡＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＴＣＡＣＡＣＣＧＧＧＧＧＡＡＧＡＣＣＡＴＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧＧＡＣＣＣＣＡＡＣＡＧＴＴＴＧＧＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴ

８０１



北方园艺２０１１（２１）：１０６～１１０ ·生物技术·

８４１　 ９１０
Ｚ１２６２６ （８４１） ＧＡＧＡＡＡＡＧＧＴＴＴＴＡＧＣＡＣＴＧＧＴＧＴＡＴＣＣＴＡＴＡＴＧＴＡＴＧＣＴＡＧＴＴＴＡＴＴＣＧＡＡＧＴＡＴＣＣＣＡＡＴＧＧＴＧＴＡＡＧ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （５９５） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
ｏｒｆ１５８ （２０１） ＧＡＧＡＡＡＡＧＧＴＴＴＴＡＧＣＡＣＴＧＧＴＧＴＡＴＣＣＴＡＴＡＴＧＴＡＴＧＣＴＡＧＴＴＴＡＴＴＣＧＡＡＧＴＡＴＣＣＣＡＡＴＧＧＴＧＴＡＡＧ

９１１　 ９８０
Ｚ１２６２６ （９１１） ＧＣＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＴＴＧＧＧＡＡＡＡＡＧＧＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＣＴＴＴＧＡＴＣＴＣＴＴＧＴＴＴＣＧＧＡＧＡＡＡＴＡＡＧＴＧＧＣＴＣＡＣ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （５９５） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
ｏｒｆ１５８ （２７１） ＧＣＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＴＴＧＧＧＡＡＡＡＡＧＧＡＧＧＡＡＡＡＴＣＡＣＴＴＴＧＡＴＣＴＣＴＴＧＴＴＴＣＧＧＡＧＡＡＡＴＡＡＧＴＧＧＣＴＣＡＣ

９８１　 １　０５０
Ｚ１２６２６ （９８１） ＧＡＧＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＡＡＡＣＡＴＡＴＴＡＴＡＴＡＡＴＡＴＡＴＣＧＡＡＧＴＣＣＴＣＴＣＣＴＴＣＡＡＡＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＴＣＡＣ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （５９５） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
ｏｒｆ１５８ （３４１） ＧＡＧＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＡＡＡＣＡＴＡＴＴＡＴＡＴＡＡＴＡＴＡＴＣＧＡＡＧＴＣＣＴＣＴＣＣＴＴＣＡＡＡＴＡＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＴＣＡＣ

１　０５１　 １　１１７
Ｚ１２６２６ （１　０５１） ＴＴＧＴＡＧＧＡＡＴＴＧＴＡＧＧＡＡＴＧＡＣＡＴＡＡＴＧＣＴＡＡＴＣＣＡＴＧＴＴＧＴＡＣＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧＡＡＧＣＡＴＡＡＡＡＴＧＡ
ｏｒｆ１３８ （４１８） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
Ｅｕ７６０４３ （５９５） －－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
ｏｒｆ１５８ （４１１） ＴＴＧＴＡＧＧＡＡＴＴＧＴＡＧＧＡＡＴＧＡＣＡＴＡＡＴＧＣＴＡＡＴＣＣＡＴＧＴＴＧＴＡＣＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧＡＡＧＣＡＴＡＡＡＡＴＧＡ

图５　ＣＭＳ４５１特异片段核苷酸序列与ｏｒｆ１３８和ｏｒｆ１５８序列同源性比较
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｓｏｎ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ａｃｉｄｓ　ｏｆ　５９４ｂｐ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｉｎ　ＣＭＳ４５１ｏｆ　Ｃａｂｂａｇｅ　ｗｉｔｈ　ｏｒｆ１３８ａｎｄ　ｏｒｆ１５８

３　讨论
Ｏｇｕｒａ细胞质雄性不育源是由日本学者小仓于

１９６８年在萝卜中发现的，该不育源不育性稳定，不育
度和不育率１００％。目前，这一不育源在国内外广泛传
播，其不育机理也得到比较深入的研究。Ｖｅｄｅｌ等［１２］

报道，在研究Ｏｇｕｒａ油菜细胞质雄性不育系与保持系
时，用限制性内切酶酶切二者的线粒体基因组，发现不
育系与保持系的线粒体ＤＮＡ片段存在差异。Ｇｒｅｌｏｎ
等［１１］报道在研究萝卜细胞质雄性不育系时发现，线粒
体ＤＮＡ片段中有１个２．５ｋｂ的片段与细胞质雄性不
育相关，这个片段包含有２个开放阅读框：ｏｒｆ１３８与
ｏｒｆ１５８，进一步研究发现，这２个片段在不育株中均有
特异性表达，但ｏｒｆ１５８同时在可育株中也有表达，因
而认为ｏｒｆ１３８与细胞质雄性不育有关。Ｏｇｕｒａ雄性不
育可能是由于ｏｒｆ１３８导致线粒体功能紊乱，致使小孢
子发育受阻，进而不能产生正常花粉粒［１３］。
研究结果发现，甘蓝ＣＭＳ４５１的 ｍｔＤＮＡ中特异

片段序列与Ｂｏｎｈｏｍｍｅ报道的Ｚ１２６２６序列的一段完
全一致，该序列为Ｏｇｕｒａ胞质不育系特异片段，包含有
ｏｒｆ１３８和ｏｒｆ１５８共２个开放阅读框。说明甘蓝
ＣＭＳ４５１不育系来源与Ｏｇｕ－ＣＭＳ不育源，其不育性均
与ｏｒｆ１３８有关。同时，甘蓝ＣＭＳ４５１与早期Ｏｇｕ－ＣＭＳ
不同，ＣＭＳ４５１不育系具有低温叶片不黄化、蜜腺发
达、不育株率与不育度均为１００％、雌蕊正常、配合力高
等优良特性，使之与早期Ｏｇｕ－ＣＭＳ不同，因此，甘蓝
ＣＭＳ４５１不育系具有较高实际利用价值，是一个有巨
大利用潜力的甘蓝细胞质雄性不育系。
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常见观赏竹类过氧化物酶同工酶及可溶性蛋白分析

孙 婴 宁，王 维 禹，方 　 姝
（齐齐哈尔大学 生命科学与农林学院，黑龙江 齐齐哈尔１６１００６）

　　摘　要：为了探讨常见观赏竹类的亲缘关系，采用聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）技术分析了
竹类植物过氧化物酶同工酶和可溶性蛋白。结果表明：供试材料的过氧化物酶同工酶和可溶性
蛋白的位点和数目均存在差异。相似性系数在０．４００～０．７６２，同一种属的金边富贵竹与青叶富
贵竹相似性系数最高（０．７６２）。聚类结果显示，６个供试样品聚成二大类，与形态分类结果基本一
致。试验结果可以初步作出常见观赏竹类品种间亲缘关系的判定。
关键词：观赏竹；同工酶；过氧化物酶（ＰＯＤ）；可溶性蛋白
中图分类号：Ｓ　３３６　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１１）２１－０１１０－０３

　　竹类植物是植物界中一个独特的类群，全世界共
有木本竹类７０余属，１　１００多种。在我国，具有较高观
赏价值的竹种有１５０多种。观赏竹类植物色泽自然、
竹香怡人，具有吸收紫外线的功能，能够净化空气，因
此观赏价值很高。并且竹类植物比同面积的森林多放
氧３５％，利用价值和生态价值极高，在室内绿化及园林
景观建设中应用越来越广泛，能产生巨大的经济效
益［１］。因此竹类植物研究愈来愈受到重视。
同工酶和可溶性蛋白都是基因表达的产物，对其

谱带进行分析能够很好地判断基因的存在及其表达规

律，能够从一定程度上揭示物种的遗传基础。同工酶

中以过氧化物酶（ＰＯＤ）同工酶研究最多。国内最早有
关竹类植物同工酶的研究始于１９８４年，四川省林业科
学研究所种质种源组研究提出竹叶的过氧化物酶同工

酶分析可以用来鉴定和区分竹子的种类［２］，之后国内
越来越多的同工酶研究用来分析竹类种间亲缘关

系［３－６］，但这些研究大多集中在南天竹等一些南方的竹
类植物上。该研究主要针对北方园艺市场中常见观赏
竹类的过氧化物酶同工酶和可溶性蛋白进行分析，利
用５个种属６个供试样品的可溶性蛋白和同工酶谱带
差异对北方常见观赏竹类进行亲缘关系的鉴定，以期
为北方园艺市场竹类植物的分类研究和品种选育提供

理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料

６个供试样品的竹类植物全部购买自黑龙江省齐
齐哈尔市龙沙区花鸟鱼市（表１
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