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分子标记辅助构建同质同核近等基因恢复系 LＧRf5
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摘要　红莲型水稻恢复系９３１１中有２个红莲型恢复基因Rf５和Rf６,不育系 YTA中有２个不育基因orＧ

fH７９和orf２１６;为了研究２个恢复基因与２个不育基因之间的互作关系,将红莲型水稻不育系 YTA与恢复系

９３１１杂交,杂种后代再以 YTA为轮回亲本回交８代;根据Rf５基因序列设计特异分子标记,并对 LＧRf５进行

检测,结合花粉镜检结果,筛选出只含Rf５的纯合株系,多代自交后其表型一致,说明纯合株系 LＧRf５构建成

功;对近等基因恢复系的不育基因orfH７９和orf２１６的表达量进行分析,结果显示:LＧRf５中orfH７９的表达

量较YTA明显下降;纯合的LＧRf５比杂合的LＧRf５不育基因orfH７９的表达量稍低;LＧRf５中orf２１６的表达

量较 YTA下降并不明显.同时克隆了 YTA、９３１１、近等基因恢复系中Rf１B 序列,发现它们之间没有差异.
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　　在很多开花植物中发现,不能产生活性功能花

粉的细胞质雄性不育属于母系遗传[１].线粒体基因

的重组会造成部分功能性基因的缺失和紊乱,导致

花粉发育不正常[２].在植物中,已经被鉴定超过５０
个线粒体基因与细胞质雄性不育相关[３Ｇ６].

水稻是重要的粮食作物,为世界上一半以上的

人口提供食物来源.根据细胞学和遗传学特征将水

稻CMS主要分为野败型(WA)、包台型(BT)和红

莲型(HL)三大类.HL型水稻中atp６ＧorfH７９的

共表达干扰F０F１ＧATPase的组装[７Ｇ８].近年来的研

究主要集中在嵌合基因orfH７９上.HL型水稻中

的orfH７９编码一个毒性蛋白,影响雄性配子及根

的发育[９Ｇ１０].HL型水稻中的２个恢复基因Rf５和

Rf６能够恢复不育表型[１１].Rf５已经被克隆,它编

码的PPR蛋白与 GPR１６２形成复合物,剪切atp６Ｇ
orfH７９ 转 录 本 使 育 性 得 到 恢 复[１２].RF５ 和

GRP１６２ 组 装 成 的 育 性 恢 复 复 合 物 (RFC)约 为

４００~５００ku[１２],最近的研究表明,育性恢复复合物

的组装还需要 DUF１６２０和 WD４０类似蛋白的参

与[１３].另一个恢复基因Rf６编码的 PPR 蛋白与

OsHXK６形成复合物,剪切atp６ＧorfH７９转录本促

使花粉正常发育和育性恢复[１４].刘学群等[１５]克隆

了一个与 HLＧCMS相关的基因片段 HLＧsp１.李

丕顺[１６]利用 TAILＧPCR 获得包含 HLＧsp１在内的

线粒体DNA序列６．７kb,并克隆了编码２１６个氨基

酸的开放阅读框orf２１６.陈为等[１７]将orf２１６遗

传转化到保持系 YTB中,orf２１６的表达能导致花

粉部分败育.
恢复基因Rf１A 和Rf１B 都可以使包台型细

胞质雄性不育的花粉育性得以恢复,但具有不同的

育性恢复机制.Rf１A 是剪切orf７９的转录本,而

Rf１B 是降解orf７９的 mRNA,在二者同时存在

时,Rf１A 对Rf１B 具有上位性[１８].BT中的Rf１A
和红莲型水稻中的Rf５的序列相同,Rf５对BT和

HL不 育 系 都 有 恢 复 作 用[１２,１８].然 而,BT 中 的

Rf１B 是否对 HL不育基因orfH７９有作用是一个值

得探讨的问题.
笔者所在课题组将红莲型水稻不育系 YTA 与

恢复系９３１１杂交,杂种后代再以 YTA 为轮回亲本

回交８代,构建了与 HLＧCMS不育系 YTA 同质同

核的近等基因(NIL)恢复系 LＧRf５,同时对红莲型

细胞质雄性不育水稻不育系 YTA、保持系 YTB、恢
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复系 ９３１１、近 等 基 因 恢 复 系 LＧRf５、LＧRf６ 中

Rf１B 进行克隆、测序,旨在为研究Rf５和orf２１６
及orfH７９的互作机制提供材料,并为深入研究

Rf１B 的功能奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

红莲型细胞质雄性不育水稻不育系 YTA、保持

系 YTB、恢 复 系 ９３１１、近 等 基 因 恢 复 系 LＧRf５,

LＧRf６,籼型恢复系 MingHui６３(MH６３)均由中南

民族大学武陵山区特色资源植物种质保护与利用湖

北省重点实验室提供.引物合成及测序均由昆泰锐

(武汉)生物技术有限责任公司完成.
1.2　基因组 DNA 的提取及 PCR 检测

取供试水稻植株约５cm 长的叶片并剪碎,装入

１．５mLEP管中,灌满液氮,用研磨棒研磨成粉末,
用 CTAB法提取基因组DNA.根据易平等[１９]发表

的orfH７９序列设计引物 H７９F/H７９R;根据中南

民族大学生物技术国家民委重点实验室克隆的

orf２１６ 序 列 设 计 引 物 orf２１６F/orf２１６R;Rf５F/

Rf５R、Rf６F/Rf６R、rf５F/rf５R、Rf１BF/Rf１BR 为中

南民族大学生物技术国家民委重点实验室自行开发

设计,所有引物均送昆泰锐(武汉)生物技术有限责

任公司合成.提取的各基因组 DNA 用４０μLTE
溶解,取１μL稀释３０倍作为PCR模板,用设计的

相关引物对基因组DNA进行 PCR扩增,PCR产物

用１％的琼脂糖凝胶进行电泳检测.
1.3　水稻材料的构建

用红莲型水稻不育系 YTA 与恢复系９３１１杂

交,F１与 YTA回交得到BC１F１.以Rf５和Rf６基

因序列设计特异引物,PCR扩增筛选 BC１F１ 群体中

仅含Rf５的分离单株作为父本,以 YTA 为轮回母

本连续回交８代,筛选基因型为Rf５rf５的植株套

袋自交,通过育性分析,最终构建了纯合的与不育系

YTA同质同核的近等基因恢复系 LＧRf５(图１).
以 纯合LＧRf５为母本(人工去雄),YTB为父本杂

图１　LＧRf５的构建

Fig．１　ConstructionofLＧRf５
交得到杂合LＧRf５.
1.4　花粉育性及结实率的统计

在YTA和LＧRf５植株开花时期取其顶端待开

花穗做花粉育性镜检,取其花药放在１％的I２ＧKI溶

液的载玻片上,用镊子捣碎,在显微镜下观察,圆黑

色实心花粉为可育花粉,其余均为不育花粉,对花粉

育性进行观察统计.在开花之前对基因型正确的部

分植株小穗套袋自交,２０d后统计套袋结实率.
1.5　不育基因表达量分析

取 YTA 和 LＧRf５植株二核期小穗和剑叶,提
取总RNA 然后反转录成cDNA,以线粒体基因cob
作内参,用RealＧtimePCR检测orfH７９和orf２１６

２
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的表达量.

2　结果与分析

2.1　同质同核近等基因系 LＧRf5 的构建

用红莲型水稻不育系YTA 与恢复系９３１１杂交,

F１ 与YTA 回交得到BC１F１.以Rf５和Rf６基因序

列设计特异引物,PCR扩增筛选 BC１F１ 中仅含 Rf５
的分离单株作为父本,以 YTA 为轮回母本连续回交

８代得到BC７F１,然后套袋自交,根据花粉育性结合分

子标记辅助选择筛选Rf５纯合植株(图１).

2.2　近等基因恢复系 LＧRf5 的分子鉴定

对已 构 建 的 近 等 基 因 恢 复 系 LＧRf５,利 用

Rf５、Rf６、orf２１６及orfH７９ 特异的分子标记检

测单株基因组DNA.在LＧRf５株系中随机地选取

单株,提取叶片基因组 DNA,用特异性引物对其进

行 PCR扩增,电泳结果显示:该株系基因组 DNA
中可以检测到orfH７９和orf２１６不育基因的目的

条带(图２);LＧRf５中恢复基因仅检测到 Rf５和

rf６ 条 带,没 有 检 测 到 rf５ 和 Rf６ 目 的 条 带

(图３).

　１~１５:LＧRf５单株;１６:YTA;１７:YTB;A．PCR扩增orfH７９;B．PCR扩增orf２１６;白色箭头所示为目的条带;M:DL２０００markＧ

er.１Ｇ１５:LＧRf５plant;１６:YTA;１７:YTB;A．PCRamplificationfororfH７９;B．PCRamplificationfororf２１６;ThewhitearrowindiＧ

catesthetargetband;M:DL２０００marker．

图２　LＧRf５中不育基因orfH７９和orf２１６的PCR检测

Fig．２　PCRamplificationfororfH７９andorf２１６inLＧRf５

　１~１６:LＧRf５单株;１７:YTA;１８:９３１１;１９:水;A．PCR扩增Rf５;B．PCR扩增rf５;C．PCR扩增Rf６,Rf６７５０bp,rf６４４０bp;白

色箭头所示的为目的条带;M:DL２０００marker.１Ｇ１６:LＧRf５plant;１７:YTA;１８:９３１１;１９:Water;A．PCRamplificationforRf５;B．PCR

amplificationforrf５;C．PCRamplificationforRf６,Rf６７５０bp,rf６４４０bp．Thewhitearrowindicatestargetband;M:DL２０００marker．

图３　LＧRf５中恢复基因 Rf５和 Rf６的PCR扩增

Fig．３　PCRamplificationforRf５andRf６inLＧRf５

３
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2.3　近等基因恢复系及 YTA、9311 中 Rf1B 的克隆

提取 YTA、９３１１、LＧRf５、LＧRf６、MH６３苗期

叶片 DNA,用 Rf１BF/Rf１BR 引物扩增(图４),将

YTA、９３１１、LＧRf５、LＧRf６的 PCR 产物送公司测

序.测序结果与公布的 MH６３、ZS９７序列进行比

对,发现 MH６３、ZS９７、YTA、９３１１、LＧRf５、LＧRf６
中Rf１B 的序列相同.
2.4　近等基因恢复系 LＧRf5 植株育性鉴定

在YTA和LＧRf５植株开花时期取其顶端待开

花穗做花粉育性镜检,观察结果显示 YTA 植株花

粉为不育花粉(图５A),而 LＧRf５中植株花粉均为

部分可育花粉,Rf５纯合的LＧRf５的花粉明显比杂

合LＧRf５的花粉育性高(图５B、C).统计结果显

示,杂合的LＧRf５的花粉育性为４０．５％±２．１％,套袋

结实率为４８．５％±２．９％;纯合LＧRf５的花粉育性为

８６．５％±３．８％,套袋结实率为６１．２％±２．８％.
2.5　不育基因 orfH79 和 orf216 在同质同核近等

基因恢复系 LＧRf5 中表达量的初步分析

　　有研究表明,红莲型水稻细胞质雄性不育属于

配子体不育类型,小孢子败育时期较迟,多发生在二

核期[２０].在同一时间段取LＧRf５、YTA和 YTB植

株二核期的穗和剑叶,Trizol法提取总 RNA 然后

反转录成cDNA,以线粒体基因cob 做内参,用 ReＧ
alＧtimePCR检测植株中orfH７９和orf２１６的表

达量.结果显示:与 YTA 中不育基因orfH７９的

表达量相比,LＧRf５植株中表达量明显下降.纯合

的LＧRf５比杂合的 LＧRf５中稍低,但差异不明显

(图 ６A、B).不 论 纯 合 还 是 杂 合 的 LＧRf５ 中

orf２１６ 的 表 达 量 较 YTA 都 下 降 不 明 显

(图６C、D).

　１~４:LＧRf５单株;５~８:LＧRf６单株;９:９３１１;１０:YTA;１１:MH６３;１２:水;M:DL１５０００marker.１Ｇ４:LＧRf５plant;５Ｇ８:LＧRf６

plant;９:９３１１;１０:YTA;１１:MH６３;１２:Water;M:DL１５０００marker．

图４　PCR扩增Rf１B
Fig．４　PCRamplificationforRf１B

　A．YTA花粉镜检;B．杂合LＧRf５花粉镜检;C．纯合LＧRf５花粉镜检.A．ThepollenmicroscopicexaminationofYTA;B．Thepollen

microscopicexaminationofheterozygousLＧRf５;C．ThepollenmicroscopicexaminationofhomozygousLＧRf５．

图５　YTA和杂合及纯合LＧRf５植株花粉镜检

Fig．５　ThepollenmicroscopicexaminationforYTA,heterozygousLＧRf５,homozygousLＧRf５

４
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　A．稻穗中orfH７９的相对表达量;B．同时期剑叶中orfH７９的相对表达量;C．稻穗中orf２１６的相对表达量;D．同时期剑叶中

orf２１６的相对表达量.A．TherelativeexpressionleveloforfH７９inpanicle;B．TherelativeexpressionleveloforfH７９inflagleafat

thesametime;C．Therelativeexpressionleveloforf２１６inpanicle;D．Therelativeexpressionleveloforf２１６inflagleafatthesame

time．

图６　YTA、YTB、LＧRf５中orfH７９和orf２１６表达量分析

Fig．６　TheexpressionanalysisoforfH７９andorf２１６inYTA,YTB,LＧRf５byqRTＧPCR

3　讨　论

红莲型(HL)水稻中已经发现２个恢复基因

Rf５、Rf６ 和 ２ 个不育 基 因orfH７９ 和orf２１６.

RF５和RF６均为典型的PPR蛋白,rf６与Rf６在

DNA序列上差异明显,rf６ 缺 少 了 一 段 ３１０bp
DNA序列,因此,可以在缺失片段两端设计１对特

异引物鉴定Rf６的纯合或杂合.在已有的研究结

果中,rf５只是在第９１２个核苷酸位置发生了 T到

A的突变,造成密码子 TAT 变成 TAA,引起了原

开放阅读框的提前终止[１２].为了开发rf５的分子

标记,本研究克隆了 YTA中包括rf５及上下游４．２
kb的片段,Rf５与rf５的序列比对显示,二者在启

始密码上游－８６６bp的转录调控区有６个碱基的

缺失.在 ORF内部存在很多SNP位点,以此为基

础,设计了可用于鉴定的rf５和Rf５基因的分子标

记.从分子水平上鉴定Rf５纯合或杂合需要用到

２对引物,本研究通过分子标记辅助选择并结合遗

传学原理筛选得到纯合的LＧRf５株系.

HLＧCMS属于配子体不育类型,雄配子(花粉)
发育是否正常是由自身基因型决定的,含恢复基因

的花粉正常发育,不含恢复基因的则败育,这与孢子

体CMS不同.HLＧCMS 在二核期败育,花粉表型

很容易鉴定,败育花粉碘染不着色,可育花粉碘染为

黑色.根据遗传学原理,基因型为Rf５Rf５的 LＧ
Rf５植株,其花粉可育度在理论上应为１００％,而基

因型为Rf５rf５的 LＧRf５的花粉可育度在理论上

为５０％,可以依此判断纯合及杂合的 LＧRf５植株,
从镜检结果来看,纯合 LＧRf５和杂合 LＧRf５可育

花粉差别很大,很容易做出判断.结合Rf５和rf５
的分子标记,筛选出纯合和杂合的LＧRf５用于后续

试验.LＧRf５中orfH７９的表达量检测发现Rf５

５



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

确实作用于orfH７９的转录本,使orfH７９的表达

量下降.纯合 LＧRf５比杂合 LＧRf５中的orfH７９
的表达量稍低.然而LＧRf５中orf２１６的表达量较

YTA并没有明显的下降,推测Rf５恢复基因的存

在对orf２１６的表达作用不大.
近等基因系的构建是一项长期的工作.近等性

的好坏与很多因素有关,比如双亲的遗传差异、回交

的代数、构建近等基因系采用的方法及鉴定的方法

等.本研究构建的 LＧRf５ 以及前期已经构建的

LＧRf６近等基因系[２１]在株高、分蘖数、结实率等农

艺性状方面都基本一致.纯合的植株套袋自交几代

后,后代遗传稳定,没有出现遗传分离现象,可以作

为后续研究材料.

BT型水稻有Rf１A 和Rf１B 两个恢复基因,
且都在１０号染色体上,两者之间的物理距离约为

１０９kb,这２个恢复基因都可以作用于orf７９的转

录本,使育性得到恢复[１７].BT的Rf１A 和 HL中

的Rf５其实是同一个基因,这个基因可以恢复BT
和 HL不育系的育性[１２,１８].而Rf１B 是否可以恢

复 HL不育系 YTA的育性未见报道.对比红莲型

不育 系 YTA、恢 复 系 ９３１１、近 等 基 因 恢 复 系 中

LＧRf５、LＧRf６中Rf１B 基因序列,发现它们中的

Rf１B 序列一致,但是不育系 YTA 中的花粉育性

并没有恢复,YTA中仅检测到Rf１B 的存在,其他

育性恢复复合物成分并未检测,推测育性未恢复可

能是 YTA 中缺少和 RF１B蛋白一同发挥核心作用

的蛋白.
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ConstructionofnearＧisogenicrestorelineLＧRf５with
isonucleusandisocytoplasmicthroughmarkerＧassisted

LIWeitao　TIANZe　WANGChuntai　LIUXuequn　TANYanping

KeyLaboratoryofStateEthnicAffairsCommissionforBiologicalTechnology/

HubeiProvincialKeyLaboratoryforProtectionandApplication
ofSpecialPlantsinWulingAreaofChina,SouthＧCentral

UniversityforNationalities,Wuhan４３００７４,China

Abstract　Therearetwofertilityrestorergenes,Rf５andRf６in９３１１andtwosterilitygenesorＧ
fH７９andorf２１６inYTA．TostudytheinteractionbetweentworestorergenesandtwoCMSgenesin
Honglian(HL)rice,HLＧCMSlineYTA wascrossedwiththerestoreline９３１１．Then,F１wasbackＧ
crossedrepeatedlyasthemaleparentwiththeYTAasrecurrentmaleparentformorethaneightgeneraＧ
tions．BasedonthesequencesofRf５ ,wedesignedthespecificprimersandtestedtherestorergenein
LＧRf５．Combingwiththepollenfertility,wedidnotfindgeneticdivergenceinselfＧcrossedprogenies．It
suggestedthatthehomozygousLＧRf５wasconstructedsuccessfully．Byanalyzingtheexpressionlevelof
HLＧCMSgeneorfH７９andorf２１６inLＧRf５,wefoundthattheexpressionleveloforfH７９inLＧRf５
decreaseddistinctlythanthatinYTA．ThereisnoobviousdifferencebetweenthehomozygousLＧRf５
andtheheterozygousLＧRf５．However,Theexpressionoforf２１６inLＧRf５wasnotsignificantlydeＧ
creasedcomparedwithYTA．Meanwhile,theRf１B sequencesofYTA,９３１１,nearisogeniclineswere
cloned,andwefoundnodifferenceinthesematerials．ThisstudylaidthefoundationformolecularanalyＧ
sisoftherestorationoffertilitygeneRf１B．

Keywords　rice;cytoplasmicmalesterile(CMS);nearＧisogenicline(NIL);restoreroffertilitygene
(rf);sterilitygene
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