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摘要:为了解空间诱变产生的水稻核雄性不育突变体甜削s-3-1 基因表达的特点，对甜朋's-3子-1 和原种特和柑柏1J占 l曰3 减数分裂

二分体时期 (t(的F白f飞:; eDNA j进韭行了抑制缩减杂交(βSSH町)分析，分别从正向和反向缩减丈库中检测到 10ω9 和 10归4 个表达有

差异的克隆.对这些克隆进行了视测~序和同源性分析，并利用 Nor时them 杂交技术，从中鉴定出 5 个在原种与突变体间

减数分裂二分体时期表达有差异的基因，并分析了该雄性不育突变体基因表达的变化与表型的关系.
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Suppression Subtractive Hybridization Analysis of Rice Male 

Sterility Mutant ws-3-1 Induced by Space Flight 

YI Ji-cai , MEI Man-tong 

(College of Life Science , South China Agric. Univ. , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: Differentially expressed genes between rice male sterility mutant ωs- 3 - 1 , induced by space 

flight , and Texianzhan 13 , it's original indica rice variety , at the meiotic stage were analyzed by cDNA 

suppression subtractive hybridization (SSH). Forward- and reverse- subtractive libraries were constructed 

by using cDNAs from Texianzhan13 or ws- 3-1 as tester. By using library screening with Southem blot­

ting , 109 and 104 positive clones with different transcriptional abundance between Texianzhan13 and ws-

3-1 were selected from the forward- or reverse-subtractive libraries respectively. Northem blotting analysis 

was performed to compare the transcription level between ws-3-1 and Texianzhan13 , and difference in ex­

pression abundance was found in five cDNA clones. The differences in the expression of these genes and 

their relationship with male sterility were discussed. 
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我国研究人员多年来利用空间飞行器搭载植物

干种子，从其后代获得了不少在农业上有应用价值

的作物品种和品系，还产生了许多在自然状态下难

以发现的特殊变异类型[1-2] 这些材料既可作为新种

质资源，也可作为植物基因克隆的新材料，对其研究

还有助于了解空间诱变的规律及其分子机理.以我

国返地卫星搭载水稻特柏占 13 种子，从其后代中获
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得一个雄性不育突变体 ws卢 3-1 ，陈中正等[3] 对其进

行了细胞学观察，证明 ω-3-1 是一份水稻雄性不育

的新种质，减数分裂二分体时期中层细胞就已开始

出现异常降解，导致败育，与己报道的水稻雄性不育

细胞学机理研究结果不一样.为了解该突变体基因

表达的特点，本研究应用了具有敏感性高、假阳性率

低、重复性好、可同时分离多个差异表达的基因等优
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点的抑制缩减杂交 (Suppression Subtractive Hybrid­

ization , SSH) 技术[4] 以突变体 ws-3-1 和原种特和lJ占

13 减数分裂二分体时期的小穗为材料，利用 cDNA

抑制缩贼杂交技术，对 ws-3-1 花粉败育时期的 cDNA

与同时期原种的 cDNA 进行了抑制缩减杂交研究.

1 材料与方法

1. 1 供试材料

本研究所用材料一一广东省的重要栽培柏稻品

种特柏占 13 及其隐性核雄性不育突变体(ωs- 3 - 1 ) 

均为华南农业大学农学院陈志强教授惠赠.雄性不

育突变体ωs-3-1 来自特轴占 13 ，其干种子[ω(水)约

为 13% ]经卫星空间搭载 15 d，返地后在 M2 代选
出.该雄性不育突变体在所有开花期均未见花粉，属

个代表性的差异克隆进行测序.对测定序列进行表

达序列标签 (expression sequence tag , EST) 分析，结

果显示这些克隆所代表的基因大多数都在水稻的

穗部或花器官中有表达，表明缩减杂交得到的这些

差异基因大多数都与水稻穗或花的发育有关.经

Blast 同源性检测，除 3 个克隆的序列在水稻中可能

编码未知功能蛋白外，其余克隆的序列均与水稻'基

因同源.

从Blast 同源性分析的结果可知，这些育性相关

基因大致可分为 2 类:一类是基因表达调控相关基

因.如逆境响应辞指蛋白 (3D7 )、蛋白激酶家族蛋白

(3 e4 )、逆境诱导蛋白 STI 1 (7a6) 、 MADS 盒蛋白

MADS 1 ( 5gll )、 dnaK 类型分子伴侣 Bip (2H6) 和

DNA 结合蛋白 (6b6-2) ;另一类基因则是与花药或花

于无花粉型败育，其不育性彻底且非常稳定.用原种 粉发育可能直接相关的基因，如 β 微管蛋白 (2E2) 、

和 IR36 作为父本与 ws-3-1 杂交，均正常结实，说明 肤脯氨酷异构酶(7h9 )、 YYl 蛋白 (lG3 )、 ATPase 家

切s-3-1 雌性正常可育.通过镜检选择二分体时期的 族蛋白 (4F4-3 )、β-1 ，于葡聚糖合成酶(2FlO )和 40S

小穗，作为抑制缩减杂交研究的起始材料. 核糖体蛋白白a/CYC07 蛋白 (2g2) .另外， lF12 编码

1. 2 阳A 提取和 mRNA 分离 磷酸甘油酸变位酶， 5f5 编码 4-α-葡聚糖转移酶，二

RNA 提取参照 lnvitrogen 公司的 RNA 提取试剂 者与能量代谢有关，也可能直接影响花粉的发育.随

TRIZO凹的使用说明进行. mRNA 分离纯化参照 后，选取这些与育性可能直接或间接相关的克隆，对

Promega 公司的 PolyAtract@ mRNA isolation system 试 原种和突变体减数分裂二分体时期的总 RNA 进行

剂盒操作进行 Northem 杂交，以鉴定其所代表的基因在原种与突变

1. 3 Southern 杂交和 Northern 杂交 体间是否真正存在表达量的差异，部分杂交结果示

按 Sambrook 等[5] 的方法进行. 于图 1 ， Northem 杂交分析结果统计于表1.从表 1 可

1. 4 抑制缩减杂交 2 

参照 CLONTECH PCR-Select™ cDNA Subtraction 

Kit 使用于册，以原种特柏占 13 的 cDNA 作为待测子

1 (Testerl )或突变体 ω- 3- 1 的 cDNA 作为待测子 2

(Tester2 )分别构建正向和反向缩减文库.

2 结果与分析

ws-3-1 的花粉败育最早开始于减数分裂二分体

时期，选取此时期 ws-3-1 与原种特拙占 13 的小穗，

提取 mRNA ，反转录成 cDNA ，进行抑制缩减杂交，分

别建立了以特柏占 13 为待测子 (Tester) , ws- 3- 1 为

驱动子( Driver) 的可育特异的正向缩减文库(共有

1 152 个克隆) ，以及以 ws- 3-1 为待测子，特和lJ占 13

为驱动子的不育特异的反向缩减文库(共有 1 536 

个克隆) .随后，分别用特柏占 13 和 ω- 3-1 总 RNA

反转录标记探针，对缩减文库进行 Southern 杂交筛

选，从正向和反向缩减文库中分别获得 109 和 104

个表达有差异的候选克隆.将这些表达差异的克隆

进行酶切分类，根据酶切分类的结果，共选取了。

1F12 罐幢

5g11 噩噩

2E2 画画'
3D7幢蠕

7a6 

7h9 悔柿、

RNA[ 1:] 
cDNA 克隆 lF12 、 5g11 、 2E2 ， 3D7 、 3 e4、 7a6 和17h9 为杂交探针、 2

分别代表特和11 占 13 和四s-3-1 减数分裂二分体时期的总 RNA

cDNA clones lF12 , 5gll , 2口， 31刀， 3 e4, 7 a6 and 7 h9 used as probes; 

1 and 2 respecfively are the total RNA of Texianzhan13 and ws-3-1 at the 

dyad stage of the meiosis 

图 I 抑制缩减杂交获得的部分表达差异克隆的 Nort此th阳n 杂

交分析

Fig. 1 Northem analysis of differentially expressed clones ob­

tained from suppression subtractive hybridization 
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见，在正向和反向 2 个缩减文库中共有 5 个克隆，即 5f5 、5g11 、6b6-2 等)则未检测到表达有差异，另有部

2E2 ，3D7和 3 e4、7a6 、7h9 ，在原种和突变体间的表达 分克隆(如 lG3 、4日-3 和 2clO 等)可能由于表达量太

存有差异，而其余克隆(如 lF12 、 2FlO、 2H6 和 2g2 、 低等原因而在原种和突变体中均未检测出杂交信号

表 1 缩减文库阳性克隆的同源性分析及 Northern 分析结果

Tab. 1 Homologous analysis of positive clone from subtractive library and its Northern analysis 

阳性克隆名称 同源性分析结果
可能功能

EST 分析表达部位 Northem 分析I) 缩减文库类型

narne of results of EST analysis for Northem type of 

positive clones homologous analysis 
predicted functions 

expression location analysis subtractive library 

2E2 P 微管蛋白 花药或花粉发育等 黄化苗、穗等 + 正向

3D7 逆境响应钵指蛋白 基因表达调控

3e4 蛋白激酶家族蛋白 基因表达调控

7a6 逆境诱导蛋白 STI1 基因表达调控

7h9 肤脯氨酸异构酶 花粉发育等

lG3 YYl 蛋白前体 花维管发育

4F4-3 类似 AFGl 的 ATPase 家族蛋白 花药或花粉发育

2clO 未知蛋白 未知

l F12 
不依赖于 2 ， 3-二磷酸甘泊酸的

能量代谢
磷酸甘油酸变位酶

2F lO ß-l ， 3葡聚糖合成酶 花粉发育

2H6 dnaK 类型分子伴侣 Bip 蛋白折叠、降解

2g2 40S 核糖体蛋臼 S3a 细胞分裂

55 4-α-葡聚糖转移酶 淀粉(能量)代谢

5gll MADS 盒蛋白 MADSl 基因表达调控

6b6-2 DNA 结合蛋白 基因表达调控

1) +:有差异无差异;…:元结果

3 讨论

从上述结果可见，通过抑制缩减杂交研究，得到

了其表达在原种和突变体之间有差异的 2 类基因:

-类是调控基因表达的相关基因，如辞指蛋白，蛋白

激酶家族蛋白等，此类基因在突变体中有表达下调

的(如逆境响应特指蛋白， 3D7) ，也有表达上调的

(如蛋白激酶家族蛋白和逆境诱导蛋白 STI1 ， 3 e4和

穗、叶等 + 正向

叶、雄事等 + 反向

愈伤组织、穗、根、黄化苗等 + 反向

芽、穗等 + 反向

穗、花药等 正向

花、愈伤组织、芽等 正向

穗、愈伤组织等 反向

愈伤组织、叶、穗等 正向

穗、根、芽等 正向

穗、根、芽、叶及愈伤组织等 正向

穗、根、黄化苗等 反向

芽、叶、穗、花等 反向

愈伤组织、穗、花、芽等 反向

穗、黄化苗、愈伤组织等 反向

因在突变体中表达上调，似乎可能是由于突变激活

了该基因的表达.据报道， PPlase 参与蛋白质折叠[8]

或调节转录因子活性[9] 但对其具体生理功能仍然

未明. Kurek 等[山]报道，植物中 PPlase 的变化可能

和育性有关，如将小麦 FKB凹3 蛋白(属于 PPlase

家族)的 c-端 138 个氨基酸残基缺失，然后在水稻

中过量表达，结果导致转基因水稻不育. FKBP7 3 蛋

白共由 522 个氨基酸残基组成，其 N-端具有 3 个

7a6) ，这类基因可能调控其下游基因的表达，从而间 PPlase 功能域，与 PPlase 活性有关，而 c-端包含 1

接调控花粉发育;另一类基因则是与花药或花粉发 个 TPR ( tetratricopeptide) 模体( motif)和 1 个饵调蛋

育可能直接相关的基因，这些基因在突变体中表达 白结合域 (CaMbd) ，则与蛋白间相互作用有关.他

下调(如 2E2) 或表达上调(如 7h9) ，可能直接影响

到花药或花粉发育.其中，2E2 代表的基因编码 β 微

管蛋白，微管蛋白是构成微管的基本组分，而微管骨

架参与细胞中多种生命过程[6] 微管骨架的异常则

可能导致细胞生长、发育紊乱，譬如有可能导致小抱

子败育[7] 在陈中正等[3] 的研究中，也发现微管骨架

排列异常的现象，因此推测 β 微管蛋白基因在突变

体中表达下调可能导致了微管排列异常.另一个与

育性可能直接有关的基因是 7h9 所代表的肤脯氨酷

异构酶 (peptidylprolyl isomerase , PPlase) 基因，该基

们认为， FKBP 蛋白的 C-端所含结构域对于 PPlase

正确发挥作用非常关键，因为将完整的 FKBP73 基

因在水稻中过量表达，转基因水稻仍然表现为可

育，而当其 C-端缺失时，推测 PPlase 功能域可能与

花药中的特异蛋白发生了有害的结合，从而影响了

育性，但是该基因调控雄性不育的机制仍然有待深

人研究.

水稻雄性不育的细胞学机制，大多数认为可能

与绒毡层异常、中层异常、不裂药或微管异常等有关

(下特第 81 页)
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了 α 、b 、 c 值在联结性测定中的作用.因此，以/检

验为基础，结合 AC 和 PC 共同来测定种群间的联结
性会得到较准确的结论[2 ， 6-7]

但用 xz 检验得出联结性强的种对，其相关性

不一定都强.例如 3-5 (红维-蜜花树)、4-6 (木荷

-中华楠)有极显著的正联结，但它们的正相关性

较弱，相关系数 r 分别为 0.288 、 0.262 ，红锥和蜜

花树均喜温暖湿润的气候，耐荫，相同的生境需求

决定它们存在正联结性强，但它们所处的生态位

不同，就造成它们的正相关性较弱，这也与实际情

况相吻合，木荷和中华楠也是由于所处的生态位

不同，造成正相关性较弱.这是 2 种方法所用数

据的差异造成的，/分析用的是种存在与否的二

元数据，而 r 分析用的是数量数据，所含的信息量

较大，故后者的精度和准确性要高些.但x2 检验

与 r 检验所得的结果基本一致，只是强弱的差异，
可以相互检验和补充[8]
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联，主要是绒毡层异常导致花粉营养失调败育[ 11-12] 

陈中正等[3] 对本研究材料的研究表明，中层异常是

导致花粉败育的关键，因此 ws- 3-1 是进行分子生物

学基础研究的良好材料，本研究的结果将有助于水

稻核雄性不育机理的研究.
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