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　 　 摘要：为研究雄性不育相关基因 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 在 ＢＮＳ 和 ＹＳ 小麦温敏雄性不育系 ７３２Ａ 花粉发育时期的表达特点，探讨这 ２
个育性相关基因与温敏雄性不育小麦育性转换的联系，本研究利用荧光实时定量 ＰＣＲ 方法，在 ＢＮＳ 和 ＹＳ 型不育系 ７３２Ａ 花

药发育四分体期、单核期、二核期和三核期定量检测基因 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 结果表明：（１）在 ７３２Ａ 和 ＢＮＳ 花粉

发育四分体时期至二核期，基因 ＴＡ１ 相对表达量上调，在三核期相对表达量下降；（２）基因 ＴＡ２ 相对表达量在 ＢＮＳ 花粉发育的

四分体时期至二核期逐渐下降，三核期上升；在 ７３２Ａ 花粉发育 ４ 个时期中的相对表达量变化刚好相反；（３）在 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ 花

粉发育二核期，基因 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 均表现极值，推测二核期可能为 ＢＮＳ 和 ＹＳ 型小麦温敏雄性不育系花粉发育最敏感时期；
（４）在不育系 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ 花粉发育过程中，基因 ＴＡ１ 的相对表达量变化幅度比 ＴＡ２ 的高。 推测 ＴＡ１ 对不育系 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ
花粉败育影响程度强于 ＴＡ２；（５）基因 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 相对表达量在 ＢＮＳ 的花粉发育时期表达趋势相反，推测其对 ＢＮＳ 花粉败育

影响表现为拮抗作用，且 ２ 个基因不连锁；在 ７３２Ａ 花粉发育时期表达趋势相同，推测其对不育系 ７３２Ａ 花粉败育影响表现为

协同作用。
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在小麦品种长期改良过程中，提高产量始终是小

麦育种进程中最重要的目标之一。 利用杂种优势是

提高小麦产量的关键途径之一［１⁃３］。 我国发现的小麦

光温 敏 不 育 系， 如 ＥＳ［４］、 ＢＳ［５］、 Ｃ４９Ｓ［６］、 ＹＳ［７］ 和

ＢＮＳ［８］等雄性不育系，已成为目前最有研究和利用价

值的重要试材，部分不育系用于组配杂交种并已在生

产中利用，如绵阳 ３２［９］、云杂系列品种［１０］等。 前人借

鉴水稻光温敏雄性不育的研究经验，通过细胞学、生
理生化、分子生物学等手段对 ＹＳ 型和 ＢＮＳ 型小麦温

敏雄性不育系不育的发生过程、生理生化机制、基因

定位等方面做了许多研究［１１⁃１３］。 研究表明，导致 ＹＳ
型温敏不育系 ７３２Ａ 败育的原因是花粉发育敏感期绒

粘层迅速退化［１４］，能量代谢、信号转导也是导致其败

育的主要原因［１５］。 该不育系在温度敏感期所处温度

低于 １６ ℃不育，高于 ２０ ℃育性恢复，正常秋播会保

持稳定雄性不育，其不育性受光照影响不明显［１６］。
ＢＮＳ 小麦温度敏感期分布在四分体时期中的小花原

基分化期至雌雄蕊分化期，且在育性转换敏感期间，
当温度小于 ８ ℃时彻底不育，８ ～ １２ ℃时育性逐渐恢

复，大于 １２ ℃时育性完全恢复［１７⁃１８］。 通过育性相关

基因的表达量变化研究温敏雄性不育小麦遗传特性，
可以从本质上对其育性变化进行解释，进而通过控制

育性相关基因表达量调控其育性表达。
在 Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ 库里仅发现有 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 与小麦

光温敏雄性不育相关的基因，ＴＡ１ 基因的登录号为

ＡＹ６６０９９０，该基因编码一个与小麦雄性不育相关的

蛋白，该蛋白与碳水化合物的运输和新陈代谢有关。
ＴＡ２ 基因的登录号为 ＡＹ９１４０５１，其编码的是亮氨酸

拉链蛋白，该蛋白在植物生长发育过程中发挥的作

用是较为广泛的，与光的形态建成、耐荫反应和生长

素信号应答等有关［１９］，从而控制胚胎的发育、叶的

极性发育、茎外部器官的发育和植物的分生组织发

育［２０⁃２１］，具有调节植物发育进程和应答外界环境胁

迫信号的作用［２２］。 其对应的转录因子基因表达的

影响因素主要有低温、激素、光照、逆境等［２３］。

本试验采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对 ＹＳ 型和 ＢＮＳ 型温

敏雄性不育小麦四分体期、单核期、二核期和三核期

育性相关基因的表达量进行比较研究，通过研究目

的基因的表达变化，探讨这 ２ 个育性相关基因的表

达特点与温敏雄性不育小麦育性转换的联系。

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

ＢＮＳ 型小麦温敏雄性不育系由河南科技大学

茹振刚教授惠赠；ＹＳ 型小麦温敏雄性不育系 ７３２Ａ
来自于西北农林科技大学。 本试验于西北农林科技

大学北校试验田进行。
１ ２　 试验方法

１ ２ １　 取样方法　 依据宋喜悦等［２４］的方法根据植

株外部形态选取花粉处于不同发育时期的麦穗。 每

个时期取样 ３ 次。 取穗标准：四分体时期为旗叶叶

环高于其下一叶叶环 ２ ～ ４ ｃｍ，正值孕穗后至抽穗

前，单核期为麦芒抽出 ０ ５ ～ １ ０ ｍ，二核期为麦穗

抽出 １ ／ ２，三核期为麦穗刚好完全抽出。 同时，将部

分材料在实验室用醋酸洋红压片法镜检，进一步确

定小穗内花粉的发育时期。 摘取各材料的四分体时

期、单核期、二核期、三核期麦穗，液氮冷冻后在

－ ８０ ℃冷藏保存，备用。
１ ２ ２ 　 总 ＲＮＡ 的提取与检测 　 利用 ＴａｋａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试 剂 盒

（ＴａＫａＲａ 公司）提取总 ＲＮＡ。 取 ５ μＬ 总 ＲＮＡ 在

１ ５％的琼脂糖凝胶上电泳检测其完整性，同时用紫

外分光光度仪进行吸光值测定，分析其纯度。
１ ２ ３　 ｃＤＮＡ 第一链的合成及荧光定量 ＰＣＲ　 采

用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ 公司）反转

录试剂盒，按操作说明利用随机引物反转录合成

ｃＤＮＡ 链， － ４０ ℃保存备用。
根据 ＴＡ１（ＡＹ６６０９９０）、ＴＡ２（ＡＹ９１４０５１）和 β⁃Ａｃ⁃

ｔｉｎ（ＡＢ０１０９２２）基因序列，采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｘ ５ ０ 设

计 ３ 对引物，交由上海生工生物工程公司合成，分别

９６３
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为 ＴＡ１Ｆ：５′⁃ＣＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＣＧＣＡＣＣＴＣＴ⁃３′和 ＴＡ１Ｒ：
５′⁃ＧＧＡＡＧＡ ＣＣＡＧＣＣＣＧＴＴＧＡＧＣ⁃３′，ＴＡ２Ｆ：５′⁃ＣＡＡＣ⁃
ＣＡＧＡＣＣＣＡＣＴＴＣＡＴＣＣ⁃３′和 ＴＡ２Ｒ：５′⁃ＧＴＣＧＴＧＣＧＧＴ⁃
ＴＧＴＣＴＣＡＴＡ⁃３′，β⁃ＡｃｔｉｎＦ：５′⁃ＣＴ ＣＣＣＴＣＡＣＡＡＣＡＡＣ⁃
ＣＧＣ⁃３′ 和 β⁃ＡｃｔｉｎＲ： ５′⁃ＴＡＣＣＡＧＧＡＡＣＴＴＣＣＡＴＡＣ⁃
ＣＡＡＣ⁃３′。 扩增体系包括正反向特异引物各 １ μＬ，
ｃＤＮＡ 模 板 ２ ５ μＬ， ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑⅡ（ Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）（２ × ）１２ ５ μＬ，最后用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至

２５ μＬ。 扩增程序分别为 ＴＡ１：９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ ５ ｓ，
５３ ５ ℃ ３０ ｓ 退火延伸，４０ 个循环；ＴＡ２：９５ ℃ ３０ ｓ，
９５ ℃ ５ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ 退火延伸，４０ 个循环；β⁃Ａｃｔｉｎ：
９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ ５ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ 退火延伸，４０ 个循环，
结束后分别进行溶解曲线分析。 每组试验完成 ３ 个

生物学重复，每个生物学重复至少做 ３ 个技术重复。
１ ２ ４　 数据处理方法 　 扩增产物得到的熔解曲线

用于对目的基因特异性及 ＰＣＲ 条件优化分析。 本试

验用比较 Ｃｔ 法（ΔΔＣｔ）计算基因的相对表达量和系

统误差［２５］。 在计算相对表达量时，分别以 ＢＮＳ 二核

期和三核期和 ７３２Ａ 三核期为参照，即将其值转换成

ｌ，其他样品再与其比较，获得相对表达值。 最终数据

采用 ＳＰＳＳ １６ ０ 进行分析，ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进行方差

分析，均值比较用 Ｄｕｎｃａｎ 法，显著水平为 ０ ０５。

２　 结果与分析

２ １　 ＰＣＲ 条件优化和特异产物扩增

提取的 ＲＮＡ 样品分光光度法检测值 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０

均处于 １ ８ ～２ ０ 之间，表明 ＲＮＡ 质量较高，可用于进

一步试验。 用 ３ 对引物对扩增的熔解曲线进行了分

析，结果如图１。 基因 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 与内标基因的熔点峰

分别出现在 ８７ ０ ℃、８５ ０ ℃和 ８６ ℃。 曲线平稳、峰型

单一、峰尖窄，而且每个峰的位置基本一致，说明条件

适合，引物设计合理，无二聚体，扩增产物特异。

图 １　 ＴＡ１、ＴＡ２ 和 β⁃Ａｃｔｉｎ 基因的熔解曲线

Ｆｉｇ １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ＴＡ１，ＴＡ２， ａｎｄ β⁃Ａｃｔｉｎ ｇｅｎｅ

２ ２　 荧光定量结果分析

２ ２ １　 ＴＡ１基因在温敏雄性不育系 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ 花

粉发育时期的特异性表达　 以 ＢＮＳ 花粉发育的二核期

为参照，基因ＴＡ１ 在ＢＮＳ 和７３２Ａ 不同花粉发育时期均

有表达（图 ２）。 在 ＢＮＳ 不育系花粉发育的 ４ 个时期，
ＴＡ１ 的相对表达量间的差异均具有统计学意义。 ＴＡ１
在 ＢＮＳ 的四分体时期相对表达量为 ０ ６４５ ±０ ０２０，四
分体至单核期 ＴＡ１ 的相对表达量下降了 ２８％，为 ４ 个

时期相对表达量的最低水平。 单核期至二核期 ＴＡ１ 相

对表达量迅速增大，二核期是单核期的 ２ ２ 倍，其 ＴＡ１
的相对表达量为 １ ０，是 ４ 个时期表达的最高水平。 二

核期至三核期 ＴＡ１ 的相对表达量减少了 １３ ９％。
在 ７３２Ａ 不育系花粉发育的 ４ 个时期中，ＴＡ１ 的

相对表达量间的差异也具有统计学意义。 其中 ＴＡ１
在 ７３２Ａ 四分体时期的相对表达量最少， 仅为

０ ０８０ ± ０ ０１４。 从四分体时期至二核期，ＴＡ１ 的相

对表达量逐渐增加，二核期表现最高，为 １ ５００ ±
０ ０６０，比单核期大 ７４ ８％ 。 三核期 ＴＡ１ 的相对表

达量显著降低，仅为二核期的 １ ／ ４。

１、２、３ 和 ４ 分别指四分体时期、单核期、二核期和三核期，下同

１，２，３ ａｎｄ ４ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｔｅｔｒａｄ ｐｅｒｉｏｄ，ｕｎｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｐｅｒｉｏｄ，ｂｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ
ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｔｒｉｎｕｃｌｅａｔｅ ｐｅｒｉｏｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 ２　 ４ 个发育时期 ＴＡ１ 基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量比较

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＡ１
ｓｕｂｍｉｔ ｍＲＮＡ ｉｎ ４ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

基因 ＴＡ１ 在 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ 不育系 ４ 个花粉发育

时期的相对表达量均表现为四分体时期至二核期显

著增加，二核期至三核期显著减少。 基因 ＴＡ１ 在

ＢＮＳ 不育系的四分体时期和三核期的相对表达量

均比 ７３２Ａ 相应时期的相对表达量高，其在 ＢＮＳ 不

０７３
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育系的单核期和二核期的相对表达量均比 ７３２Ａ 相

应时期的相对表达量低。
２ ２ ２　 ＴＡ２ 基因在温敏雄性不育系 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ
花粉发育时期的特异性表达 　 以 ＢＮＳ 不育系三核

期为参照，基因 ＴＡ２ 在不育系 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ 花粉发

育时期的相对表达水平结果见图 ３。 ＴＡ２ 在不育系

ＢＮＳ 的 ４ 个花粉发育时期相对表达量整体呈现先减

少再增加的趋势，其中四分体时期 ＴＡ２ 的相对表达

量表现最高，为 １ ３４０ ± ０ ０７１，二核期 ＴＡ２ 的相对

表达量表现最低，仅为 ０ ０９６ ± ０ ００４，几乎无相对

表达量。 在 ７３２Ａ 的 ４ 个花粉发育时期中，ＴＡ２ 的相

对表达量呈现先上升后下降的趋势，其中在三核期

最低，为 ０ ３３０ ± ０ ０２３，在四分体时期和三核期的

相对表达量差异无统计学意义。 四分体时期至二核

期 ＴＡ２ 的相对表达量显著增加，二核期最高为

０ ９９９ ± ０ ０２０。

图 ３　 ４个发育时期的 ＴＡ２基因ｍＲＮＡ相对表达量比较

Ｆｉｇ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＡ２
ｓｕｂｍｉｔ ｍＲＮＡ ｉｎ ４ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

ＴＡ２ 在不育系 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ 花粉发育时期的

ｍＲＮＡ 相对表达量变化趋势存在差异。 其中 ＴＡ２ 在

不育系 ＢＮＳ 的 ４ 个花粉发育时期的相对表达量整

体呈现先减少再增加的趋势，在 ７３２Ａ 的 ４ 个花粉

发育时期的相对表达量呈现先上升后下降的趋势，
共同点是均在二核期出现极值。 ＴＡ２ 基因在 ＢＮＳ
不育系的四分体时期和三核期的相对表达量均比

７３２Ａ 相应时期的相对表达量高，其在 ＢＮＳ 不育系

的单核期和二核期的相对表达量均比 ７３２Ａ 相应时

期的相对表达量低。
２ ２ ３　 ２ 个育性相关基因在 ＢＮＳ 花粉发育时期的

表达差异性比较　 由图 ４ 可知，以 ＢＮＳ 不育系三核

期 ＴＡ１ 基因 ｍＲＮＡ 相对表达水平作为参照，在不育

系 ＢＮＳ 花粉发育过程中，同一时期 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 基因

的相对表达量差异有统计学意义，其中二核期差异

最大，分别为 １ １６５ ± ０ ０８３ 和 ０ ０７５ ± ０ ００５。 在

ＢＮＳ 不育系花粉发育的 ４ 个时期中，除四分体时期

外 ＴＡ１ 基因相对表达量均比 ＴＡ２ 基因相应时期相

对表达量高。 在 ＢＮＳ 不育系二核期，ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 基

因相对表达量均表现极值，其中 ＴＡ１ 基因相对表达

量为 ４ 个时期最高，ＴＡ２ 基因相对表达量为 ４ 个时

期最低。

图 ４　 ＢＮＳ 不育系 ４ 个发育时期的 ＴＡ１ 和 ＴＡ２
基因 ｍＲＮＡ 相对表达量比较

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＡ１ ａｎｄ ＴＡ２
ｓｕｂｍｉｔ ｍＲＮＡ ｉｎ ４ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ ＢＮＳ

２ ２ ４　 ２ 个育性相关基因在 ７３２Ａ 花粉发育时期的

表达差异性比较 　 由图 ５ 可知，以 ７３２Ａ 不育系三

核期 ＴＡ１ 基因 ｍＲＮＡ 相对表达水平作为参照，在不

育系 ７３２Ａ 花粉发育过程中，同一时期 ＴＡ１ 和 ＴＡ２
基因的相对表达量差异有统计学意义，其中单核期

和二核期 ２ 个基因相对表达量差异更明显，尤其二

核期 ＴＡ１ 比 ＴＡ２ 的相对表达量高 ２ １９。 在 ７３２Ａ 不

育系花粉发育的 ４ 个时期中，除四分体时期外 ＴＡ１
基因相对表达量均比 ＴＡ２ 基因相应时期相对表达

量高。 此 ２ 个育性相关基因在不育系 ７３２Ａ 花粉发

育时期的相对表达量变化趋势相同，均为四分体时

期至二核期增大，之后减少。

图 ５　 ７３２Ａ不育系 ４个发育时期的 ＴＡ１和 ＴＡ２
基因ｍＲＮＡ相对表达量比较

Ｆｉｇ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＡ１ ａｎｄ ＴＡ２
ｓｕｂｍｉｔ ｍＲＮＡ ｉｎ ４ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ ７３２Ａ

１７３



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １６ 卷

３　 讨论

植物的雄性不育发生过程是一个不育基因表达

后引发的连续遗传和代谢异常过程，这个过程也常

被认为是细胞程序性死亡［２６］。 基因 ＴＡ１ 在小麦

ＢＮＳ 温敏雄性不育系和 ＹＳ 型温敏雄性不育系 ７３２Ａ
花粉发育的 ４ 个时期中表达量均发生明显变化，表
现为其相对表达量在四分体时期至二核期整体上

调，二核期至三核期整体下调。 推测基因 ＴＡ１ 从四

分体时期至二核期相对表达量的累积增加是诱导温

敏雄性不育系花粉败育的原因。 基因 ＴＡ２ 在不育

系 ＢＮＳ 花粉发育的 ４ 个时期中前 ３ 个时期明显下

降，三核期增加，推测该基因在四分体时期至二核期

相对表达量的累积减少是诱导温敏雄性不育系 ＢＮＳ
花粉败育的原因；而基因 ＴＡ２ 在 ＹＳ 型温敏不育系

７３２Ａ 花粉发育的 ４ 个时期相对表达量变化趋势与

不育系 ＢＮＳ 刚好相反，推测该基因在四分体时期至

二核期相对表达量的累积增加是诱导温敏雄性不育

系 ７３２Ａ 花粉败育的原因。
基因 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 相对表达量在 ＢＮＳ 和 ７３２Ａ 花

粉发育四分体时期至二核期持续表达变化，使其在

二核期均表现极值，最终发生明显的育性转换。 由

此推测二核期可能为 ＹＳ 和 ＢＮＳ 小麦温敏雄性不育

系花粉败育的最关键时期。 刘菲等［２７］ 研究表明，单
核期及其后的几个时期内育性相关基因差异表达的

积累与育性差异的产生相关，单核期或单核至二核

期可能是不育系 ７３２Ａ 花粉败育的关键时期，与本

文研究结果相似。 李罗江等［１７］ 认为 ＢＮＳ 小麦温度

敏感期是小麦花粉发育的单核早期、单核晚期至二

核期，与本研究结果相似。
在 ＹＳ 和 ＢＮＳ 小麦温敏雄性不育系花粉发育过

程中，除四分体时期外，其余 ３ 个时期中 ＴＡ１ 的相对

表达量均比 ＴＡ２ 相对表达量高。 ＴＡ１ 的相对表达量

变化幅度比 ＴＡ２ 的高，表明 ＴＡ１ 对 ＹＳ 和 ＢＮＳ 小麦

温敏不育系花粉败育影响程度强于 ＴＡ２。 ＴＡ１ 和

ＴＡ２ 的相对表达量在不育系 ＢＮＳ 的花粉发育时期

表达趋势相反，可能为拮抗作用，同时说明这 ２ 个育

性相关基因在 ＢＮＳ 的基因组中不连锁。 ＴＡ１ 和 ＴＡ２
的相对表达量在不育系 ７３２Ａ 的花粉发育时期表达

趋势相同，可能为协同作用，需要进一步研究证实。
相关研究表明，在 ＹＳ 型温敏雄性不育系 ７３２Ａ 花粉

发育时期，基因 ＴＡ１ 和 ＴＡ２ 的表达量随着温度的升

高，表达时间加长，且累积表达量升高［２７］，与本研究

结果相似。
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