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芥菜胞质雄性不育系结荚性状的筛选和细胞学鉴定

刘志新,徐玉颖,姚培杰,许可净,韩一鸣,傅强,万正杰

华中农业大学园艺林学学院/园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉４３００７０

摘要　对５９份不同变种芥菜材料(３０份细胞质雄性不育系和２９份保持系)的结荚性状进行田间调查,统计

结荚畸形情况;同时,利用分子标记对３０份芥菜雄性不育系材料进行了鉴定.结果显示:有２３份是芥菜hau 细

胞质雄性不育系,７份是芥菜ogu细胞质雄性不育系.２９份芥菜保持系材料、７份芥菜ogu 细胞质雄性不育系

和５份芥菜hau细胞质雄性不育系的荚表现均为饱满、直立,其他芥菜hau 细胞质雄性不育系荚则表现出不同

程度的畸形.以结荚正常的保持系材料为对照(CK),对芥菜ogu 细胞质雄性不育系和芥菜hau 细胞质雄性不

育系的花药败育和花器官发育进行细胞学观察,发现芥菜ogu细胞质雄性不育系和芥菜hau细胞质雄性不育系

(荚正常)花药败育特征为绒毡层提前降解,芥菜hau细胞质雄性不育系(荚畸形)的败育特征为形成雄蕊—雌蕊

嵌合体,初步揭示了芥菜雄性不育系结荚畸形性状的细胞学形成机制.
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　　芥菜(Brassicajuncea)是一种原产于我国的十

字花科芸薹属蔬菜[１].研究表明,西北地区为我国

芥菜的初生起源地,四川盆地为我国芥菜的次生起

源地[２].目前,芥菜在全国各地均有栽培,其中,长
江中下游地区和西南地区是主产区[３Ｇ５].由于芥菜

具有营养物质丰富、栽培容易、多样化的加工与食用

方式等特点,深受消费者欢迎[６].芥菜作为一种常

异花授粉植物,新品种主要来自于系统育种和优势

杂交育种[７],芥菜杂交种的营养体在生长势、抗逆

性、丰产性等方面较常规种具有明显优势[８],杂交种

生产过程中,人工授粉存在种子生产成本过高、生产

效率低下的问题,因此,细胞质雄性不育系在芥菜杂

交种选育和制种中得到了大规模的应用[９].
长期以来,雄性不育作为植物杂种优势利用和

生殖发育研究的热点内容之一,已取得大量研究成

果[１０].余凤群等[１１]在对甘蓝型油菜花药败育的研

究中发现,花药败育主要分为小孢子发育异常、花粉

母细胞发育异常、花粉囊发育异常３类.在微观水

平上,胡永敏等[１２]进行了５种甘蓝型油菜细胞质雄

性不育系的细胞学观察实验,发现PolCMS材料的

败育大多发生在孢原细胞时期;许代香等[１３]通过对

甘蓝型油菜显性核不育系 D３A 的花药败育研究发

现,不育系的花药败育主要是花粉囊的异常发育所

导致.而ogu 细胞质不育系材料则存在多种败育

方式,黄邦全等[１４]通过种间杂交方式,将ogu 萝卜

雄性不育胞质转入紫菜薹中,经过多代回交,获得了

发育正常的紫菜薹ogu 胞质不育系,其花药败育发

生在孢原细胞分化期;田福发[１５]通过种间杂交获得

了Pol红菜薹不育系、ogu 红菜薹不育系材料,并且

进行细胞学切片观察,发现ogu 红菜薹不育系花药

在四分体时期,绒毡层细胞发育异常,挤压四分体,
最终导致绒毡层和四分体同时解体,引起花药败育.
我们在实践过程中发现,芥菜杂交育种过程中,以雄

性不育系材料为母本创制杂交种,部分不育系材料

会表现出不同程度的结荚畸形现象.为了揭示芥菜

雄性不育系结荚畸形性状的形成机制,笔者对５９份

芥菜材料进行了结荚情况的鉴定以及细胞学研究,以
期为芥菜胞质雄性不育系的品种改良提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验材料为华中农业大学十字花科蔬菜遗传育
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种课题组所收集来自全国各地的５９份芥菜材料,经
多年提纯复壮,如表１所示,包括２９份芥菜保持系、

３０份芥菜细胞质雄性不育系、hau CMS原始材料

(FanYＧ９A)及其保持系(FanYＧ９B).
表１　供试材料

Table１　Thelistofexperimentalmaterials

材料编号

Materialcode
类型

Type
自交系

Lines
拉丁学名

Latinliteraturename
１７W０１ 结球芥 Headingmustard 不育系 CMS Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W０２ 结球芥 Headingmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W０３ 结球芥 Headingmustard 不育系 CMS Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W０４ 结球芥 Headingmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W０５ 结球芥 Headingmustard 不育系 CMS Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W０６ 结球芥 Headingmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W０７ 结球芥 Headingmustard 不育系 CMS Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W０８ 结球芥 Headingmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W０９ 结球芥 Headingmustard 不育系 CMS Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W１０ 结球芥 Headingmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．capitata Hort
１７W６９ 茎瘤芥 Tubermustard 不育系CMS Brassicajunceavar．tumidaTesnetLee
１７W１０１ 大头菜 Rootmustard 不育系CMS BrassicajunceaCoss．var．megarrhizaTesnetLee
１７W１０２ 大头菜 Rootmustard 保持系 MaintainerLine BrassicajunceaCoss．var．megarrhizaTesnetlee
１７W１０３ 大头菜 Rootmustard 不育系 CMS BrassicajunceaCoss．var．megarrhizaTesnetLee
１７W１０４ 大头菜 Rootmustard 保持系 Maintainerline BrassicajunceaCoss．var．megarrhizaTesnetLee
１７W１０５ 大头菜 Rootmustard 不育系 CMS BrassicajunceaCoss．var．megarrhizaTesnetLee
１７W１０６ 大头菜 Rootmustard 保持系 Maintainerline BrassicajunceaCoss．var．megarrhizaTesnetLee
１７W１５１ 大叶芥 Rootmustard 不育系 CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１５２ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１５３ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１５４ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１５５ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１５６ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１５７ 宽柄芥 Petiolemustard 不育系CMS Brassicajunceavar．latipaLi
１７W１５８ 宽柄芥 Petiolemustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．latipaLi
１７W１５９ 宽柄芥 Petiolemustard 不育系CMS Brassicajunceavar．latipaLi
１７W１６０ 宽柄芥 Petiolemustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．latipaLi
１７W１６１ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１６２ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１６３ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１６４ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１６５ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１６６ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１６７ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１６８ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１６９ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７０ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７１ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７２ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７３ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７４ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７５ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７６ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７７ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７８ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１７９ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１８０ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１８１ 大叶芥 Leafmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．rugosaBailey
１７W１８２ 大叶芥 Leafmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．rugosaBailey

４３１
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续表１ContinuedTable１

材料编号

Materialcode
类型

Type
自交系

Lines
拉丁学名

Latinliteraturename

１７W５０１ 笋子芥 Tubermustard 不育系CMS Brassicajunceavar．crassicaulisChenetYang

１７W５０２ 笋子芥 Tubermustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．crassicaulisChenetYang

１７W５０３ 笋子芥 Tubermustard 不育系CMS Brassicajunceavar．crassicaulisChenetYang

１７W５０４ 笋子芥 Tubermustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．crassicaulisChenetYang

１７W５０５ 笋子芥 Tubermustard 不育系CMS Brassicajunceavar．crassicaulisChenetYang

１７W５０６ 笋子芥 Tubermustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．crassicaulisChenetYang

１７W５０７ 分蘖芥 Branchmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．multicepsTesnetLee

１７W５０８ 分蘖芥 Branchmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．multicepsTesnetLee

１７W５０９ 分蘖芥 Branchmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．multicepsTesnetLee

１７W５１０ 分蘖芥 Branchmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．multicepsTesnetLee

FanYＧ９A 分蘖芥 Branchmustard 不育系CMS Brassicajunceavar．multicepsTesnetLee

FanYＧ９B 分蘖芥 Branchmustard 保持系 Maintainerline Brassicajunceavar．multicepsTesnetLee

1.2　芥菜胞质雄性不育系材料不育类型鉴定

利用CTAB法提取３０份芥菜细胞质雄性不育

基因组总DNA,获得基因orf２８８和orf１３８的保守

序列[１６],利用 NCBI在线网页设计引物,orf１３８正

向引物:GAAACGGGAAGTGACAATAC,反向引

物:GCATTATTTTCTCGGTCCAT;orf２８８正向

引物 CAATGGCTATTACCCCTGCT;反向引物:

ATGCCGGGCATTTACCTGATGG.
1.3　芥菜材料的结荚情况调查

将５９份材料于２０１７年９月同期播种育苗,之
后统一水肥管理,杂交授粉完成后,待种荚成熟时,
取典型角果,拍照记录.

1.4　花蕾的半薄切片技术

材料盛 花 期,选 取 生 长 良 好 的 花 序 参 照 文

献[１７]制样,于显微镜下观察.

2　结果与分析

2.1　芥菜不育系材料不育胞质类型鉴定

利用CTAB法提取３０份芥菜细胞质雄性不育

系材料,利用设计的２对引物进行PCR扩增、琼脂

糖凝 胶 电 泳 检 测,结 果 (图 １)显 示:以 １７W０５、

１７W１５５、１７W１７９为代表的２３份材料属于hau 不

育胞质类型,以１７W５０１和１７W１７３为代表的７份

材料属于ogu 不育胞质类型.

图１　芥菜雄性不育系材料不育类型鉴定

Fig．１　IdentificationofCMStypesofBrassicajuncea

2.2　芥菜细胞质雄性不育系的结荚形态

对５９份芥菜材料结荚形态的调查结果(图２)
显示,７份芥菜ogu 雄性不育系没有畸形情况发生,
荚果饱满直立,形态具有一致性(图２A);芥菜hau
雄 性 不 育 系 材 料 在 畸 形 方 面 表 现 较 大 的 差 异

(图２B),其中,１７W１６５、１７W１７１、１７W５０５、１７W５０９
和１７W６９表现出良好的结荚特性,果荚直立饱

满,其他材料则表现出不同程度的畸形;所有的

芥菜保 持 系 材 料 荚 果 均 呈 现 饱 满、直 立 的 状 态

(图２C).

2.3　芥菜细胞质不育系花药败育及花器官发育的

细胞学研究

　　１)芥菜oguCMS材料花药败育及花器官发育

观察.对芥菜ogu 细胞质雄性不育系１７W１７３及

其对应保持系材料１７W１７４进行半薄切片的细胞学

观察(图３),可以发现,从花器官的整体发育来看,
不育系绒毡层出现降解,小孢子集结成团不能分散,
保持系则较为正常.进一步观察其花药的败育情况

５３１
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(图４),可以发现,四分体时期,绒毡层细胞发育异

常,细胞出现空泡化现象;单核靠边期,绒毡层发生

降解,药室中央的小孢子聚集成团;双核期,绒毡层

已经基本降解;三核期时,小孢子出现空泡化迹象,
花药败育.

　A．ogu 细胞质雄性不育系;B．hau 细胞质雄性不育系;C．保持系.

A．oguCMS;B．hauCMS;C．Maintainerlines．

图２　部分芥菜材料的结荚形态

Fig．２　PodmorphologyofsomeBrassicajunceamaterials

　A．ogu细胞质雄性不育系;B．保持系.A．oguCMS;B．Maintainer

line．

图３　芥菜ogu细胞质雄性不育系

及其保持系花器官发育对比(１００×)

Fig．３　oguCMSandmaintainerline’sflower
developmentofBrassicajuncea(１００×)

　A．四分体时期;B．单核期;C．单核靠边期;D．双核期;E．三核期;F．释放花粉.A．Tetrad;B．Mononuclear;C．Mononuclearmarginal;

D．Dikaryotic;E．Trinuclear;F．Pollenrelease．
图４　芥菜ogu细胞质雄性不育系的花药败育观察(４００×)

Fig．４　oguCMS’abortionofBrassicajuncea(４００×)

　　２)芥菜hau 细胞质雄性不育系材料花器官发

育及花药败育观察.将果荚正常和果荚畸形的芥菜

hau 细胞质雄性不育系和保持系的花器官进行对比

(图５),可以发现,２类材料的雄蕊败育基本都由绒

６３１
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毡层的异常发育所引起;而结荚畸形材料,则直接形

成了雌蕊Ｇ雄蕊嵌合体,嵌合体内生长着多于正常数

量的胚珠.对结荚正常材料雄蕊进行败育观察(图

６),可以看到,孢原细胞时期,产生心皮组织;花粉母

细胞时期,绒毡层细胞异常膨大;在四分体时期,绒
毡层发育异常,小孢子因养分不足随之降解,花药败

育.对 结 荚 畸 形 材 料 的 败 育 过 程 进 一 步 观 察

(图７),可以看到,雌蕊Ｇ雄蕊嵌合体在花药发育初

期就开始形成,此时产生心皮组织而非正常的雄蕊

原基,之后,心皮组织不断生长发育,形态各异,整个

过程几乎观察不到正常的花器官.

　A．正常荚果不育系;B．畸形荚果不育系;C．保持系.A．NormalpodswithhauCMS;B．AbnormalpodswithhauCMS;C．Maintainerline．

图５　芥菜hau细胞质雄性不育系及其保持系花器官发育对比(１００×)

Fig．５　hauCMSandmaintainerline’sflowerdevelopmentofBrassicajuncea(１００×)

　A．孢原细胞时期;B．花粉母细胞时期;C．四分体时期;DＧF．配子体发育时期.A．Sporogenouscellstage;B．Pollenmothercellstage;

C．Tetradstage;DＧF．Gametophytedevelopmentstage．

图６　芥菜hauCMS花药的形态发育(果荚正常)(４００×)

Fig．６　hauCMSanthermorphologydevelopmentofBrassicajuncea(normalpods)(４００×)

A．发育前期;B．发育中期;C．发育后期.A．Predevelopment;B．Middevelopment;C．Latedevelopment．

图７　芥菜hauCMS雌蕊Ｇ雄蕊嵌合体的发育(果荚畸形)(４００×)

Fig．７　hauCMSpistilＧstamenchimeradevelopmentofBrassicajuncea(abnormalpods)(４００×)
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3　讨　论

在植物新品种的选育过程中,为避免长期使用

单一不育胞质所带来的潜在危害,需要引进不同类

型的胞质并且对其快速鉴定,而分子标记则具有准

确、省时、高效的特点[１８];本研究利用２对特异性引

物(orf１３８和orf２８８)对芥菜 CMS材料的不育胞

质类型进行快速鉴定,发现orf１３８标记可鉴定芥

菜oguCMS,而orf２８８标记则可将芥菜hauCMS
鉴定出来,相较于观察花器官的方式简单且快速.
从５９份材料结荚性状的田间统计结果中可以发现,
所有的保持系和ogu CMS结荚表现均非常优异,
无畸形情况发生,这与邹瑞昌[１９]的研究结果相似.
芥菜hauCMS是华中农业大学１９９９年所发现的天

然芥菜型油菜雄性不育系,具有不育度和不育株率

１００％的特点,长期以来,在十字花科植物杂种优势

利用中得到了大量的应用[３].施展等[２０]对芥菜

hauCMS 进 行 了 综 合 遗 传 分 类 后,将 芥 菜 hau
CMS的不育细胞质转育到大白菜中,创制了大白菜

hauCMS种质资源６wＧ９６０５A.张艳等[２１]以甘蓝

型油菜hauCMS为母本,菜心为父本,进行种间杂

交和连续回交,创制了新型菜心hau CMS不育材

料.随着对芥菜hauCMS不育资源利用和研究的

不断深入,笔者课题组也发现其不足之处,将芥菜

hauCMS不育源转入芥菜后,部分材料存在果荚畸

形的情况,实际种子生产中,果荚畸形会严重影响种

子品质甚至制种产量,部分芥菜hau CMS材料结

荚畸形可能会影响其后续在十字花科作物中的推广

利用,因此,对芥菜hauCMS不育胞质进行遗传改

良显得尤为重要.
本研究进一步对芥菜hau CMS和ogu CMS

材料进行花药败育的细胞学观察,可以发现,芥菜

oguCMS和果荚正常的hau CMS材料,雄蕊的败

育均由绒毡层的异常发育所引起,其雌蕊进行正常

的授粉受精后,果荚仍能正常发育,这与单奇伟

等[２２]的研究结果类似;果荚畸形的芥菜hau CMS
材料在其花器官发育过程中,除绒毡层发育异常外,
还伴随着雌蕊Ｇ雄蕊嵌合体的发生,最终导致果荚畸

形,可见,雌蕊Ｇ雄蕊嵌合体的形成是造成果荚畸形

的原因,这与文献[２３]的研究结果不一致,极有可能

是核质互作效应引起的[２４].本研究通过细胞学水

平的研究证实结荚畸形由雌蕊Ｇ雄蕊嵌合体的生成

引起,但更深层次的机制尚待探究,根据花发育模型

假说,B基因组是调控雄蕊发育、引起雄蕊心皮化形

成嵌合体的关键[２５],因此,后续可以从 B基因组着

手,对芥菜hauCMS进行深入研究,探究其败育的

分子机制.
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ScreeningandcytologicalidentificationofpodＧsettingtraitsin
cytoplasmicmalesterilelinesofmustard(Brassicajuncea)

LIUZhixin,XUYuying,YAOPeijie,XUKejing,HANYiming,FUQiang,WANZhengjie

CollegeofHorticultureandForestry/MinistryofEducationKeyLaboratoryPlantBiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThepodＧsettingtraitsof５９mustard(Brassicajuncea)varietiesincluding３０cytoplasmic
malesterilelinesand２９maintenancelineswerestudiedwithfieldinvestigation,molecularmarkersand
cytologicalobservation．Theresultsofmolecularmarkersanalysisshowedthat２３lineswerehaucytoＧ

plasmicmalesterilelinesand７lineswereogucytoplasmicmalesterilelines．Theresultsofcytological
observationshowedthatsiliquesofthe２９maintainers,７ogucytoplasmicmalesterilelinesand５haucyＧ
toplasmicmalesterilelineswereplumpandvertical,whilesiliquesofthe１８haucytoplasmicmalesterile
lineswereabnormaltodifferentdegree．Usingthemaintainermaterialwithnormalpodsettingasthe
control(CK),theantherabortionandfloralorgandevelopmentofthemustardogucytoplasmicmale
sterilelinesandthemustardhaucytoplasmicmalesterilelineswerecytologicallyobserved．Theresults
showedthattheflowerabortionofogucytoplasmicmalesterilelinesandhaucytoplasmicmalesterile
lines(normalpods)wasthetapetumdegradedinadvance,whilethatofhaucytoplasmicmalesterile
lines(abnormalpods)wastheformationofstamenＧpistilchimera．ItisindicatedthatthecytologicalforＧ
mationmechanismofthepodＧsettingtraitsincytoplasmicmalesterilelinesofmustardispreliminarily
explored．

Keywords　 mustard (Brassicajuncea);cytoplasmic malesterileline;cytologicalobservation;

abortion;podＧsettingtraits
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