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摘要 采用石蜡切片方法,对叶用芥菜细胞质雄性不育系0912A及其保持系0912B的花药发育过程进行

细胞学观察,以确定其花药败育的时期、方式和特点。结果表明:0912A不育系的败育形式多样,主要有花药发

育受阻于孢原细胞分化期,无花粉囊的形成;部分花药在花粉母细胞期至单核小孢子期出现发育异常:有的花粉

母细胞液泡化后浓缩解体,还有的花粉母细胞因绒毡层细胞径向肥大或液泡化而受挤压解体;有的花粉母细胞

虽能进行减数分裂,但发育到四分体时期或单核时期细胞解体,花粉败育。同时对0912A的花器官形态进行观

察,发现其雄蕊退化为细丝状,败育彻底。
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  自交不亲和性及雄性不育性是蔬菜杂种优势利

用的重要途径,其中细胞质雄性不育(CMS)是最为

经济、理想的授粉途径之一,已在大白菜[1]、萝卜[2]、
甘蓝[3]等多种蔬菜中得到广泛研究和应用,细胞质

雄性不育已成为十字花科蔬菜杂种优势利用的主要

途径。芥菜(BrassicajunceaCoss,n=18)属十字

花科芸薹属蔬菜,其中叶用芥菜营养丰富,既可鲜食

又可腌制加工,是深受广大人民喜爱的蔬菜之一。
目前生产上仍以常规品种为主,为提高产量、抗性及

改善品质,急需选育优良的叶用芥菜雄性不育系进

行杂交新品种的培育。而目前叶用芥菜雄性不育系

的选育和利用的报道较少。金海霞[4]利用从美国引

进的萝卜不育胞质(oguCMS)的新型白菜细胞质雄

性不育材料为不育源,转育成萝卜胞质的叶用芥菜

雄性不育系。陈竹君等[5]通过远缘杂交选育了茎用

芥菜细胞质雄性不育系,之后转育成叶用芥菜雄性

不育系并克隆到不育相关基因orf220。

hauCMS是傅廷栋1999年发现的天然芥菜型

油菜细胞质雄性不育类型,万正杰等[6]对hauCMS
进行了花药败育时期细胞学鉴定、恢保关系测定和

RFLP分析研究,结果表明hauCMS不同于国内外

现有的polCMS、Shan2A、oguCMS、tourCMS、

napCMS等油菜胞质不育类型,是一种全新的油菜

细胞质雄性不育类型。但由于目前仍未找到理想的

恢复系,在油菜育种中暂未得到利用。由于蔬菜是

以收获营养器官为主,不需要恢复系,因此适于十字

花科芸薹属蔬菜杂种优势育种[7]。0912A是以芥菜

型油菜细胞质雄性不育系hauCMS为不育胞质供

体与叶用芥菜(雪里蕻)经1次杂交、8代回交后选

育而成的新型叶用芥菜细胞质雄性不育系,其不育

性稳定,不育株率及不育度均达100%,结实正常,
具有较高利用价值。

观察雄性不育系花药的败育时期和细胞学特

点,是研究雄性不育基因时空特异表达的基础,对揭

示雄性不育分子机制有重要意义。康俊根[8]、卢成

苗[2]、田福发等[9]进行了十字花科蔬菜雄性不育系

花药发育的细胞学研究,本研究以叶用芥菜胞质雄

性不育系为材料,探讨其花药败育时期、形式和特

点,以期为叶用芥菜细胞质雄性不育的杂种优势利

用和雄性不育的分子机制研究及发育生物学机制提

供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材 料

供试 材 料 为 叶 用 芥 菜 细 胞 质 雄 性 不 育 系

0912A、保持系0912B(叶用芥菜雪里蕻),芥菜型油

菜细胞质雄性不育型hauCMS(不育源),种植于华

中农业大学国家蔬菜改良中心华中分中心基地大

棚内。
1.2 方 法

于盛花期,在晴日上午10:00左右,随机选取不

育系及保持系各15朵花,游标卡尺测量花冠开展

度、花瓣长、花瓣宽、花柱直径、花柱长、雄蕊长等,并
对不育花和可育花进行拍照。

选取主茎顶端花序,按花蕾的着生顺序及大小

分级后,FAA固定液固定,70%乙醇保存。按常规

石蜡切片程序[10]制作切片:抽真空→爱氏苏木精整

体染色→逐级乙醇脱水→逐级氯仿透明→浸蜡→包

埋→切 片→展 片→封 片。花 蕾 横 切,切 片 厚 度

8μm,OlympusCX4 显 微 镜 观 察,MshotMD30
摄影。

2 结果与分析

2.1 不育系和保持系花器官形态

显微观察显示:不育源芥菜型油菜hauCMS的

雄蕊花瓣化,雄蕊发育不全、花丝变宽、花药不存在,
整个雄蕊成花瓣状(图1-A)。而转育成的叶用芥菜

细胞质雄性不育系0912A的花药为细丝状,整个雄蕊

退化成白色的细丝状结构,但雌蕊发育正常(图1-B)。

A:hauCMS;B:0912A;C:0912B.

图1 芥菜型油菜胞质不育hauCMS和不育系0912A及其保持系0912B的花器官形态

Fig.1 FlowermorphologyofhauCMS,

malesterileline0912Aanditsmaintainerline0912B

  对花器官的观察发现,叶用芥菜细胞质雄性不

育系0912A的花冠开展度、花瓣长、花瓣宽、花柱

长、雄蕊长都显著小于其保持系的花器官,而hau
CMS的花器官则介于两者之间(表1)。

表1 芥菜型油菜胞质不育hauCMS和叶用芥菜雄性不育系0912A及其保持系0912B的花器形态比较1)

Table1 ComparisonofthefloweringofhauCMS,0912Aand0912B

材料

Material
花冠开展度/mm2

Corollaexpansion
花瓣长/mm
Lengthofpetal

花瓣宽/mm
Widthofpetal

花柱直径/mm
Diameterofstyle

花柱长/mm
Lengthofstyle

雄蕊长/mm
Lengthofstamen

hauCMS 85.69±0.61b 7.01±0.16b 2.51±0.05b 0.86±0.02a 6.78±0.14b 5.65±0.13b

0912A 74.75±2.37c 6.33±0.11c 2.36±0.02b 0.91±0.03a 6.26±0.15c 4.74±0.22c

0912B 121.89±1.56a 8.45±0.17a 3.66±0.07a 0.88±0.02a 7.43±0.08a 8.09±0.03a

 1)利用新复极差法多重比较,标有不同字母的数值间没有显著差异(P<0.05)。Valuesfollowedbydifferentlettersarenotsignifi-
cantlydifferent(P<0.05)basedonDuncan’smultiplerangetest.

2.2 叶用芥菜细胞质雄性不育保持系 0912B 花药

的发育

  显微观察显示:在幼小花药的表皮内侧分化出

孢原 细 胞,之 后 孢 原 细 胞 分 裂 分 化 成 造 孢 细 胞

(图2-A),并进一步发育为花粉母细胞(图2-B)。花

粉母细胞进入减数分裂期(图2-C),形成四分体

(图2-D)。四分体分开,形成游离小孢子,此时的小

孢子细胞质浓厚,染色较深,核位于细胞中央,为单
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核小孢子早期(图2-E)。
单核小孢子不断吸收营养和水分,体积变大,液

泡化明显,核逐渐移向花粉粒的一侧,即单核靠边期

(图2-F)。随后小孢子外壁的孢粉素和脂类物质沉

积,花粉粒呈三角花型(图2-G)。单核花粉粒经过1

次不均等的分裂,形成1个大的营养核和1个小的

生殖核,即二核花粉粒(图2-H)。接着,生殖细胞再

进行1次有丝分裂,形成2个精细胞,成熟花粉粒即

为三核花粉粒(图2-I)。成熟的花药呈典型的蝶形

(图2-J)。

 A:造孢细胞(×40)Sporogenouscell(×40);B:花粉母细胞(×40)Pollenmothercell(×40);C:花粉母细胞减数分裂期(×40)The

meiosisstageofpollenmothercell(×40);D:小孢子四分体(×40)Thetetradstageofmicrospore(×40);E:单核小孢子早期(×100)

Theearlystageofmononuclearmicrospore(×100);F:单核靠边期(×100)Thelateuninucleatestage(×100);G:示花粉壁加厚

(×100)Showingthethicknessoftheextine(×100);H:二核花粉粒(×100)Two-nucleatepollenstage(×100);I:三核花粉粒

(×100)Three-nucleatepollenstage(×100);J:成熟花药(×10)Thematureanther(×10).

图2 叶用芥菜保持系0912B的花药形成及发育过程

Fig.2 Theformationanddevelopmentof0912Bmaintainerline’santher

2.3 叶用芥菜细胞质雄性不育系 0912A 花药的

发育

  不育系0912A花药败育形式多样,主要分为两

大类:

1)无花粉囊型。其花药发育受阻于孢原细胞分

化期(对70个蕾进行统计,该败育形式占87.9%)。
早期少部分花药角隅处也出现孢原细胞,但孢原细

胞并不分裂形成造孢细胞和壁细胞(图3-A),后期

花药只是向边缘生长(图3-B-D)并最终发育成由表

皮、基 本 组 织 和 维 管 束 组 成 的 无 花 粉 囊 型 花 药

(图3-E),成熟花药形态与花瓣类似(图3-F)。此类

型花药存在多个维管束的异常现象。

2)无花粉型或花粉败育型。12.1%花药有花粉

囊的分化,即孢原细胞可正常分裂发育出造孢细胞

和壁细胞,并发育至花粉母细胞。但花药发育在花

粉母细胞期至单核小孢子期均可出现异常,并导致

花药发育终止,花药败育。
观察到的败育形式有:有的花粉母细胞液泡化

后浓缩解体(图3-G),还有的花粉母细胞因绒毡层

细胞径向增大或高度液泡化而受挤压并解体(花粉

64



 第1期 邹瑞昌 等:新型叶用芥菜细胞质雄性不育系0912A的花药发育特征  

母细胞不能进行减数分裂)(图3-H、I);而有的花粉

母细胞能进行减数分裂至四分体,但之后四分体解

体破碎,光镜下可见离解的细胞碎片(图3-J);部分

四分体分离,释放出小孢子,之后小孢子高度液泡

化、变形解体(图3-K)。该类型可在成熟花药中观

察到萎缩的花粉囊,花粉囊中无花粉粒或有少量空

瘪的花粉粒(图3-L)。
在第2类花药败育过程中观察到绒毡层细胞的

异常现象。绒毡层细胞或径向增大而异常生长,或
高度液泡化并巨型化,且都极其不规则。

 A:早期花药形态(×10)Themorphologyofearlyanther(×10);B-D:花药不断向边缘生长(×10)Theantherconstantlygrowingto

theedge(×10);E:成熟花药形态(×10)Themorphologyofmatureanther(×10);F:败育花器官形态(×4)Flowerorganmorpholo-

gyofabortion(×4).G-I:花粉母细胞期败育(×40)Theabortionatpollenmothercellstage(×40);J:四分体解体破碎(×40)The

tetradsdisintegrated(×40);K:单核小孢子解体(×40)Thedisaggregationofmononuclearmicrospore(×40);L:萎缩的花粉囊

(×10)Atrophiedanthersac(×10).

图3 叶用芥菜细胞质雄性不育系0912A花药败育形式

Fig.3 Theabortionpatternsof0912Acytoplasmicmalesterilityline

3 讨 论

叶用芥菜胞质雄性不育系0912A表现出败育

时期和细胞学特点的复杂性,其花药发育不是受阻

于某特定时期,大部分花药发育受阻于孢原细胞分

化期,部分在花粉母细胞期至单核小孢子期出现异

常而终止发育,这与前人报道的polCMS和ogu
CMS的败育方式都不同[11-12]。早期败育的花药无

花粉囊,也无绒毡层的形成,说明大部分花药的败育

不是由绒毡层的异常引起的,但晚期败育的花粉囊
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观察到绒毡层的径向肥大和高度液泡化的异常现

象,说明这部分花药的败育可能与绒毡层的过度生

长有关。
关于绒毡层和雄性不育的关系前人曾做过总

结[13],并将绒毡层的异常现象分为两类:一类是绒

毡层细胞维持分生细胞性质,过度生长膨大并侵占

药室而挤压小孢子;另一类异常是绒毡层细胞提早

解体,不能及时分泌胼胝质酶,使小孢子无法从四分

体中释放出来,或是绒毡层细胞壁解体后细胞内含

物融合形成周原质团,侵入药室引起小孢子败育。
不育系0912A绒毡层的异常类似第一类,但膨大时

期提早至花粉母细胞期,这与萝卜胞质不育系(ogu
CMS)的败育方式不同[14]。

大部分研究发现,来源相同的不育胞质在种间

或种内转育后其小孢子败育的时期和方式等方面都

具有一定的相似性,这在polCMS及oguCMS的

转育 利 用 中 都 有 报 道。值 得 注 意 的 是,不 育 系

0912A的败育方式与不育源hauCMS不同,hau
CMS花药败育发生在雄蕊原基分化期,典型特征是

雄蕊原基偏离正常的分化轨道,形成花瓣原基,无孢

原细胞及花粉囊的形成,6枚雄蕊发育成小花瓣[15]。
但0912A有花药形态的分化,小部分花药还有花粉

囊的形 成,只 是 后 期 花 粉 囊 萎 缩。hauCMS和

0912A的花药败育细胞学结果与其花器官形态吻

合,不 育 源 hauCMS为 花 瓣 化 雄 蕊,而 不 育 系

0912A的雄蕊为细丝状,初步说明hauCMS不育胞

质在不同的核背景下,其花药败育方式会发生改变,
这与王涛涛等[7]的研究结果一致。根据花器官发育

的同源异型基因作用模型[16](ABC模型),花器官

的发育受核基因(ABC)的调控,任何 ABC基因的

失活都会造成花器官不正常发生,对细胞质雄性不

育材料的研究也发现,B类和C类基因表达的降低

会导致花瓣状、丝状、心皮状等退化雄蕊[17];而杨景

华等[18]在对榨菜胞质雄性不育系研究时提出,线粒

体基因组可能反向调控核同源异型基因并导致花器

官的形态变化。
本研究中0912A花药败育方式及雄蕊形态的

变化,可能正是线粒体基因组在与不同核基因互作

时,线粒体基因组这种反向调控花发育基因表达的

途径发生了改变,当然进一步的机制及原因还有待

深入的研究。hauCMS不育胞质这种在不同核背

景下败育方式及花器形态变化的现象,不仅为核质

互作线粒体反向调控核基因提出了一种途径的假

设,同时也为今后研究雄性不育的分子机制和发育

生物学机制提供理论依据。
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Antherdevelopmentof0912Aasanovel
cytoplasmicmalesterilelineofleafmustard

ZOURui-chang1 WANZheng-jie1 XUYue-jin1 YANGWen-jie1 FUTing-dong2

1.CollegeofHorticultureandForestry/KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,

MinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Toinvestigatethespatial-temporalpatternsandothercharacteristicsofantherabortionin
0912Aasaleafmustardcytoplasmicmalesterilelineanditsmaintainerline0912B,cytologicalobserva-
tionsofantherdevelopmentweremadebymeansofparaffinsections.Theresultsshowedthattheabor-
tionofmalesterilelinewasdiverse.Theabortionmainlyoccurredatthedifferentiationstageofarches-
porialcell,whichlackedtheformationofpollensacs.Partofantherabortionoccurredattheperiodfrom
pollenmothercelltothemono-nuclearmicrospore:somepollenmothercellsgatheredanddisintegrated
graduallyaftervacuolization;somepollenmothercellsdisintegratedduetothehypertrophyoftapetal
layercellsintheradialdirection;somepollenmothercellscoulddeveloptotetrad,thendisintegrated;

partofthepollenmothercellscoulddeveloptothemono-nucleusmicrospores,howeverthemono-nucle-
usmicrosporesbrokewhentheywerehighlyvacuolated.Thestamensof0912Awerealsofoundtode-
generateasabortivefilaments.

Keywords leafmustard;malesterile;paraffinsection;cytology;floralorgan
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