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水稻线粒体基因orf290 功能的初步研究
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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,武汉４３００７４

摘要　从红莲型不育系粤泰 A(YTA)线粒体基因组中克隆并鉴定了一个６．７kb 的 CMS相关片段 HLＧ
sp１,序列预测发现了２个orf,其中一个编码２９０个氨基酸,暂命名为orf２９０.构建带有线粒体信号肽的超表

达载体３５S∶∶Rf１b５’∶∶orf２９０,通过农杆菌介导转化受体保持系粤泰 B(YTB),以水稻的单拷贝基因蔗糖磷

酸合成酶基因(SPS)作为内参基因,以潮霉素抗性基因(hpt)作为目的检测基因,基于实时荧光定量PCR鉴定

转基因 T０代植株中外源基因的拷贝数,并对阳性植株进行花粉镜检和结实率统计.结果显示获得了２株单拷

贝转３５S∶∶Rf１b５′∶∶orf２９０植株,并且都有orf２９０的表达.单拷贝超表达orf２９０植株的平均花粉可育度

３０．８％,平均套袋结实率４１．６％.这些结果初步证实,线粒体基因orf２９０可能与水稻细胞质雄性不育相关.

关键词　水稻;细胞质雄性不育;线粒体;orf２９０;超表达

中图分类号　S５１１．０５３　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１８)０６Ｇ０００１Ｇ０６

　　植物雄性不育是指不能产生花粉或产生的花粉

缺乏功能,而雌性系统发育正常的现象.按照遗传

方式 可 分 为 核 雄 性 不 育 (genic malesterility,

GMS)和细胞质雄性不育(cytoplasmicmalesteriliＧ
ty,CMS)[１],前者符合孟德尔遗传规律,后者属于

母性遗传.已在超过１５０多种开花植物中观察到

CMS现象[２].植物 CMS与线粒体有着密切的关

系,线粒体基因组与细胞核基因组相互之间不协调

会引起 CMS现象的发生[３Ｇ４].植物细胞质雄性不

育基因大多来源于线粒体基因的重排或与未知

DNA序列构成嵌合体[５],嵌合基因编码毒性蛋白导

致花粉母细胞发育异常最终死亡.如水稻中的orＧ
fH７９、WA３５２,玉 米 中 的 orf３５５,小 麦 的

orf２５６[６Ｇ８]等.水稻包台型(Baotai,BT 型)不育系

是由线粒体功能基因atp６和orf７９的部分序列与

未知功能的基因序列形成嵌合基因编码毒性蛋白而

最终导致其出现CMS现象[９].
笔者 所 在 实 验 室 以 红 莲 型 不 育 系 粤 泰 A

(YTA)为材料,克隆并鉴定了红莲型细胞质雄性不

育(Honglian,HLＧCMS)相关线粒体序列 HLＧsp１
共６．７kb[１０Ｇ１２],根据序列预测含２个orf,其中一个

orf 编码２９０个氨基酸,暂命名为orf２９０.本研究

构建带有线粒体信号肽的线粒体基因orf２９０的超

表达载体,通过农杆菌介导转化红莲型保持系粤泰

B(YTB),对转基因 T０代植株进行育性观察,以期

探明线粒体基因orf２９０在水稻CMS中的功能.

1　材料与方法

1.1　材　料

水稻粤泰 A(YTA)、粤泰 B(YTB)、明恢６３
(MH６３)种子,大肠杆菌菌株 DH５α、农杆菌菌株

EHA１０５,载体 pCAMBIA１３０５．１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.ExTaq、pMD１８ＧT TA 克隆试剂

盒、DNA分子质量 Marker购自 TaKaRa公司;TrＧ
izol试剂购自Invitrogen公司;限制性内切酶及 T４
连接酶购自NEB公司;其余试剂均为国产分析纯产

品;DNA测序及引物合成由武汉擎科生物技术有限

公司完成.本研究所用的引物序列及用途如表１.
1.2　线粒体基因 orf290 超表达载体的构建

１)利用引物(２９０FＧBglⅡ、２９０RＧBstEⅡ)以水

稻YTAgDNA为模板进行PCR扩增.１０μLPCR
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表１　本研究所用的引物序列及用途

Table１　Thesequencesoftheprimersinthisstudy

名称 Name 用途 Usage 序列(５′to３′)Sequence
２９０FＧBglⅡ orf２９０BglⅡ扩增

orf２９０BglⅡamplification
GAAGATCTATGCTGCGCTTCGAACGTA

２９０RＧBstEⅡ GGCGGTAACCTCAGGAGGCTGAGTTTTGATCC
XHFNcoⅠ Rf１b５′扩增

Rf１b５′amplification
CCATGGCACGCCGCGTCGCTG

XHRBglⅡ GTTAGATCTGTCTAAGCGGCCCGCACTGCA
XHF１ Rf１b全长扩增

FulllengthamplificationofRf１b
ATTCCTTCGCGCGCTGGTTAGT

XHR１ TTAGCATGCAGGAGTCGACACAG
CamF 转基因植株阳性鉴定

Identificationofpositivetransgenicplants
GCGTTACCCAACTTAATCGC

２９０RＧBstEⅡ GGCGGTAACCTCAGGAGGCTGAGTTTTGATCC
SPSＧqHGＧF 拷贝数鉴定

Identificationofcopynumber
CCTCTTCTAGCATCGAGGTCAC

SPSＧqHGＧR CTCCCCGACGATCAGATACATG
hptＧqHGＧF 拷贝数鉴定

Identificationofcopynumber
GATGCAAAGGCAGGCTCTCG

hptＧqHGＧR GATGTAGGAGGGCGTGGATATG
Q２９０F

定量PCRQuantitativeRTＧPCR
GGAAGACTTGGCTAGGTTGC

Q２９０R CGTAAGCGGACTCTTTCGAC
ActinF 内参基因

Referencegene
TGCTATGTACGTCGCCATCCA

ActinR AATGAGTAACCACGCTCCGTC
　注:下划线标注的为酶切位点 .Note:Underlinedsequencesiscleavagesites．

反应体系含１０×ExTaqbuffer１μL、２．５mmol/μL
dNTPs０．８μL、ExTaq０．１μL、１０mmol/L的正反

向引物各０．２μL、５０ng/μLDNA 模板１μL.PCR
扩增程序为:９４℃预变性 ４min;９４℃变性４０s,

５８℃退火３０s,７２℃延伸１min,３４个循环;７２℃延

伸５min.对PCR产物切胶回收后进行 TA 克隆,
并进行质粒PCR检测.对 PCR鉴定正确(产物预

期大小为８７３bp)的菌株测序并保存.

２)利用引物(XHF１、XHR１)以 MH６３gDNA
为模板进行PCR扩增.PCR反应体系及程序同本

文“１．２１)”,除体系内含 DMSO、退火温度６２℃、延
伸时间３０s以外.以得到的PCR产物稀释后作为

模板,引物为XHFNcoⅠ、XHRBglⅡ进行PCR扩

增,反应程序及体系同本文“１．２１)”.得到线粒体

信号肽序列Rf１b５′片段后,用 NcoⅠ、BglⅡ对目

的片段和载体pCAMBIA１３０５．１进行双酶切,回收

后将载体与Rf１b５′片段进行连接、转化,对 PCR
鉴定正确的菌株进行测序并保存.

３)将保存的阳性菌pMD１８ＧTＧorf２９０BglⅡ
及pCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′活化、扩大培养后提取

质粒DNA,使用限制性内切酶BstEⅡ、BglⅡ进行

双酶切.酶切反应体系同本文“１．２１)”,酶切产物

电泳后切胶回收.将连接产物进行转化,对PCR鉴

定正确的菌株测序并保存.
1.3　水稻遗传转化

取适量 YTB种子,去壳后用１．２％ 次氯酸钠溶

液表面消毒１５min;用灭菌后的蒸馏水漂洗６~８

次.接入 MS诱导培养基中,将长势良好的愈伤组

织接入继代培养基继代后,预培养３d.将愈伤与含

有重组质粒的农杆菌的共培养培养基混合,侵染约

５min后洗净,接入共培养培养基暗室培养３６~
４８h.用无菌水洗净愈伤,接入 MS筛选培养基中,
暗室培养２０d左右.待抗性愈伤长出后转入分化

培养基中,直至绿点长出.在分化培养基上挑选出

长势良好的幼苗,接到 MS生根培养基上,２５℃光

照培养.炼苗后移栽到土壤中.
1.4　转基因植株的阳性鉴定及拷贝数分析

CTAB法提取水稻叶片DNA,并利用设计好的

特异性引物(CamF、２９０RBstEⅡ)进行 PCR 检测,
反应体系同本文“１．２１)”.反应程序为:９４℃预变

性４min;９４℃变性４０s,６０℃退火３０s,７２℃延伸

２min,３４个循环;７２℃延伸５min.
利用实时荧光定量PCR法测定水稻外源基因

的拷贝数.SPSＧqHGＧF 和 SPSＧqHGＧR 为内参引

物,潮霉素引物 hptＧqHGＧF和 hptＧqHGＧR 为目的

基因引物(表１),以待检测植株基因组 DNA 为模

板.２０μL 实时荧光定量 PCR 反应体系组成为:

SYBRPremixExTaqTM(２×)１０μL,PCR上下游

引 物 (１０ μmol/L) 各 ０．３ μL,gDNA 模 板

(２０ng/μL)２μL.反应程序为９５℃预变性３０s;

９５℃变性３s,６０℃退火延伸３０s,同时在退火过程

中检测荧光信号变化,４０个循环.重复３次.
1.5　转基因植株表达量检测

Trizol法提取水稻嫩叶总 RNA,并反转录成

２
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cDNA,将cDNA稀释３倍后作为模板,以Actin 作

为内参,用５μL 水、７．５μL 的 SYBRPremixEx
TaqTM(２×)、１μL引物 Mix和１．５μL的cDNA 样

品构成１５μL 反应体系,反应程序:９５℃预变性

３０s,９５℃变性３s,６０℃退火３０s,４０个循环;用相

对定量的方式检测orf２９０的表达量,每个样品设

置３个重复.
1.6　转基因植株花粉育性及结实率统计

在植株开花期取其顶端待开花穗进行花粉育性

镜检,将花药放在滴有１％的I２ＧKI溶液的载玻片

上,捣碎,在显微镜下观察,黑体实心花粉为可育花

粉,其余均为不育花粉.在开花之前对基因型正确

的部分植株小穗套袋自交,统计套袋结实率.

2　结果与分析

2.1　线粒体基因 orf290 超表达载体的构建

以 YTAgDNA为模板,利用特异引物PCR扩

增线粒体基因orf２９０的全长 ORF后进行 TA 克

隆,并进行转化,挑取单菌落后扩大培养,３７℃１２h
后提取质粒用引物２９０FＧBglⅡ、２９０RＧBstEⅡ进行

质粒 PCR 检测,与预期大小 (８７３bp)基本符合

(图１A).

由于orf２９０为线粒体基因,而农杆菌介导的

遗传转化只能将外源基因插入到受体的核 DNA
中,为了让orf２９０表达的蛋白在线粒体中发挥作

用,在orf２９０Ｇ５′端加上线粒体信号肽序列,本研究

利用恢复基因Rf１b 的信号序列,以 MH６３gDNA
为模板PCR扩增Rf１bORF全长,再通过PCR扩

增出线粒体信号肽序列 Rf１b５′.利用 NcoⅠ和

BglⅡ酶切位点将Rf１b５′端与植物双元表达载体

pCAMBIA１３０５．１连接,转化至大肠杆菌 DH５α,提
取质粒后用引物XHFNcoⅠ、XHRBglⅡ进行PCR
鉴定,在３２０bp左右出现目的片段(图１B),经过测

序和序列比对,水稻线粒体信号肽序列载体pCAMＧ
BIA１３０５．１ＧRf１b５′构建成功.

用 BstE Ⅱ 和 Bgl Ⅱ 双 酶 切 pMD１８ＧTＧ
orf２９０BglⅡ和pCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′,回收目

的片段后用 T４DNA连接酶进行连接,转化至大肠

杆菌DH５α,提取质粒后用引物CamF、２９０RBstEⅡ
进行 PCR 鉴 定,在１８００bp 左 右 出 现 目 的 条 带

(图１C).经过测序及序列比对,带有信号肽的水稻

线 粒 体 基 因 orf２９０ 的 超 表 达 载 体 pCAMBIA
１３０５．１ＧRf１b５′Ｇorf２９０构建成功.

　A:pMD１８ＧTＧorf２９０;B:pCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′;C:pCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′Ｇorf２９０;M:DL２０００;１~６:不同的单克隆.

１Ｇ６:Differentclones．

图１　线粒体基因orf２９０的超表达载体PCR鉴定

Fig．１　IdentificationofoverＧexpressionvectorsofmitochondrialgeneorf２９０byPCR
2.2　超表达载体 pCAMBIA1305.1Ｇ Rf1b5′Ｇ orf290
的遗传转化

　　 将含有重组 质 粒 pCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′Ｇ

orf２９０的农杆菌侵染受体 YTB的愈伤组织,经过

共培养后,将愈伤组织转入筛选培养基中,挑取新的

抗性愈伤经过分化、生根得到转基因苗(图２).

图２　农杆菌介导的水稻遗传转化过程流程图

Fig．２　TheflowchartofgenetictransformationbyAgrobacteriumＧmediated

３
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2.3　转基因 T0代植株的阳性鉴定及拷贝数分析

超表达载体pCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′Ｇorf２９０
通过农杆菌介导转入受体品种 YTB中,得到转基

因 T０代植株,利用目的基因特异性引物(CamF、

２９０RBstEⅡ)对转基因植株进行阳性鉴定.以受体

品种 YTB为阴性对照,同时以不育系 YTA作为对

照,YTB、YTA 扩 增 引 物 为 ２９０FＧBglⅡ、２９０RＧ
BstEⅡ,共 得 到 １２ 株 pCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′Ｇ
orf２９０转基因植株(图３).

　M:DL２０００;１~１２ 为 不 同 转 基 因 植 株,１:１;２:３;３:４;

４:５;５:６;６:８;７:９;８:１２;９:１６;１０:２０;１１:２１;１２:２２;

１３:YTA;１４:YTB.１Ｇ１２:Differenttransgenicplants,１:１;２:３;

３:４;４:５;５:６;６:８;７:９;８:１２;９:１６;１０:２０;１１:２１;１２:２２;

１３:YTA;１４:YTB．

图３　pCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′Ｇ
orf２９０转基因植株阳性鉴定

Fig．３　Theidentificationofpositivetransgenicplants
withpCAMBIA１３０５．１ＧRf１b５′Ｇorf２９０

　　以基因组 DNA 为模板,利用实时荧光定量

PCR法初步鉴定水稻外源基因的拷贝数.选择水

稻中的单拷贝基因蔗糖磷酸合成酶基因(SPS)作

为内参基因,以潮霉素抗性基因(hpt)为目的基因

进行拷贝数估算.将基因组 DNA 统一稀释到２０
ng/μL作为实时荧光定量PCR的模板,以已经确认

的一个单拷贝转基因纯合体水稻基因组 DNA 作为

对照,相对表达量为１,且对照样品为纯合二倍体,
试验组 的 相 对 表 达 量 ≈０．５ 的 为 单 拷 贝.结 果

(图４)显示 :８号与２２号植株可能为单拷贝,２０、４、

９为双拷贝,５和１２可能是单拷贝也可能是双拷

贝,其余的样品可能为多拷贝.

图４　转基因植株拷贝数鉴定

Fig．４　Theidentificationofthecopynumberintransgenicplants

2.4　转基因植株相对表达量检测结果

提取转基因植株的总 RNA,经测定其 D２６０/

D２８０为１．９０~２．００,D２６０/D２３０为１．９０~２．３５,电泳检

测条带清晰(图５),Actin 的 PCR 扩增结果说明,

cDNA质量良好,无基因组DNA污染(图６).对转

基因植株进行orf２９０表达量的检测,结果显示:除

１６和９的表达量较低外,其余转基因植株中orf２９０
都有明 显 表 达 (图 ７)(受 体 品 种 YTB 中 没 有

orf２９０).

　 １:１;２:３;３:８;４:１６;５:２０．

图５　总RNA质量检测

Fig．５　TestingoftotalRNAquality

　M:DL２０００１:１;２:３;３:４;４:５;５:６;６:８;７:９;８:１２;

９:１６;１０:２０;１１:２１;１２:２２．

图６　cDNA质量的ActinPCR检测

Fig．６　ThedetectionofcDNAqualitybyActinPCR

图７　转基因植株orf２９０相对表达量分析

Fig．７　Theanalysisofrelativeexpression
oforf２９０intransgenicplants

2.5　转基因植株花粉育性及结实率统计分析

在植株抽穗后对每株花粉进行I２ＧKI染色检

查,以 YTA为阴性对照,YTB为阳性对照,超表达

４
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orf２９０植株的花粉可育度为１８．３％,套袋结实率为

３７．３％(表２).单拷贝植株８号 和２２号花粉可育

度分别为３２．４％和２９．２％,平均３０．８％;套袋结实率

分别为５１．２％和３２．０５％,平均４１．６％.对orf２９０
相对表达量在３以内的１、４、５、６、８(CK)、１２和２０
号转基因植株进行表达量与套袋结实率及花粉可育

度的相关分析,结果(图８)显示orf２９０相对表达量

与套袋结实率相关性较高,相关系数为－０．７５５６,
而 与 花 粉 可 育 度 相 关 性 较 低,相 关 系 数 为

－０．３２５４,这些结果表明水稻线粒体基因orf２９０
的表达可能与雄性不育有关.
表２　转基因植株pCAMBIA１３０５ＧRf１b５′Ｇorf２９０育性统计

Table２　Statisticsoffertilityintransgenicplantswith

pCAMBIA１３０５ＧRf１b５′Ｇorf２９０

转基因植株编号

TransgenicplantsNo．
套袋结实率/％
Seedsetrate

花粉可育度/％
Pollenfertility

１ ８５．０ ２５．５

３ ３７．５ ２５．０

４ ４２．０ ６．８

５ ４２．２ ３３．０

６ １０．０ ０．０

８ ５１．２ ３２．４

９ ２６．０ １４．０

１２ １０．０ ２６．０

１６ ２５．５ ９．８

２０ ２７．１ ７．８

２１ ５９．３ １０．０

２２ ３２．０ ２９．２

平均 Mean ３７．３ １８．３

图８　育性与orf２９０相对表达量相关性分析

Fig．８　Thecorrelationanalysisbetweenthefertility

andtherelativeexpressionoforf２９０intransgenicplants

3　讨　论

orf２９０是从红莲型不育系 YTA 线粒体基因

组中克隆的一个育性相关基因,生物信息学分析表

明其编码的蛋白与线粒体有关,并具有二次跨膜结

构,是一种未见报道的 ATP酶嵌合蛋白,并且笔者

所在实验室已经证实了orf２９０对大肠杆菌和酵母

具有毒性,会抑制它们的生长(结果未发表).由于

该基因为线粒体编码基因,因此,本研究构建带有线

粒体信号肽的超表达载体３５S∶∶Rf１b５′:orf２９０
并转入受体品种保持系 YTB中,利用线粒体信号

肽使目的基因orf２９０表达形成的蛋白可以在线粒

体中发挥其功能,转基因植株的结实率和花粉育性

分析结果表明,orf２９０的表达与CMS相关.
拷贝数的鉴定是转基因植株进行表达分析的重

要前提.本研究采用的基于实时荧光定量 PCR法

计算水稻外源基因的拷贝数只能进行粗略的估算,
并不能精准确定基因拷贝数,今后将利用SouthernＧ
blot的方法对转基因植株进行拷贝数的鉴定.由于

受体品种 YTB中不存在orf２９０(图３),因此,转基

因植株中如果能检测到orf２９０的表达,也可以证

明是阳性植株;而检测不到表达的阳性植株可能是

基因沉默引起的.

参 考 文 献

[１]　KAUL M L H．Malesterilityinhigherplants[J]．Monoger

theoreticalandappliedgenetics,１９８８,１０:７７５Ｇ７９５．
[２]　BENTOLILAS,ALFONSO A A,HANSON M R．ApentＧ

atricopeptiderepeatＧcontaininggenerestoresfertilitytocytoＧ

plasmicmaleＧsterileplants[J]．ProceedingsofthenationalaＧ

cademyofsciencesoftheUnitedStatesofAmerica,２００２,９９
(１６):１０８８７Ｇ１０８９２．

[３]　BUDAR F,TOUZETP,DEPAEPE R．ThenucleoＧmitoＧ

chondrialconflictincytoplasmicmalesterilitiesrevisited[J]．

Genetica,２００３,１１７(１):３Ｇ１６．
[４]　KAZAMA T,ITABASHIE,FUJIIS,etal．Mitochondrial

ORF７９levelsdeterminepollenabortionincytoplasmicmale

sterilerice[J]．Theplantjournal,２０１６,８５(６):７０７Ｇ７１６．
[５]　TUTEJAR,SAXENARK,DAVILAJ,etal．Cytoplasmic

malesterilityＧassociatedchimericopenreadingframesidentiＧ

fiedbymitochondrialgenomesequencingoffourCajanusgenＧ

otypes[J]．DNAresearch:aninternationaljournalforrapid

publicationofreportsongenesandgenomes,２０１３,２０:４８５Ｇ

４９５．
[６]　GUALBERTOJM,NEWTON KJ．PlantmitochondrialgeＧ

nomes:dynamicsandmechanismsofmutation[J]．AnnualreＧ

viewofplantbiology,２０１７,６８:２２５Ｇ２５２．
[７]　雷彬彬,李双双,刘国政,等．高等植物线粒体基因组进化分析

[J]．分子植物育种,２０１２,１０(４):４９０Ｇ５００．
[８]　李威涛,田泽,王春台,等．分子标记辅助构建同质同核近等基

因恢复系LＧRf５[J]．华中农业大学学报,２０１７,３６(６):１Ｇ７．

５



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

[９]　WANGZ,ZOUY,LIX,etal．Cytoplasmicmalesterilityof

ricewithboroIIcytoplasmiscausedbyacytotoxicpeptideand

isrestoredbytworelatedPPRmotifgenesviadistinctmodes

ofmRNAsilencing[J]．Plantcell,２００６,１８(３):６７６Ｇ６８７．
[１０]刘学群．水稻红莲型细胞质雄性不育候选基因的筛选与恢复基

因的精细定位[D]．武汉:武汉大学,２００４．

[１１]李丕顺．HLＧCMS不育候选基因orf２１６的克隆及稻瘟病抗性

基因Pi３６的功能研究[D]．武汉:中南民族大学,２００８．
[１２]TANYP,XUX,WANGCT,etal．MolecularcharacterizaＧ

tionandapplicationofanovelcytoplasmicmalesterilityＧassoＧ

ciated mitochondrialsequenceinrice[J]．BMC Genetics,

２０１５,１６(１):１Ｇ１０．

Functionofmitochondrialgeneorf２９０inrice

YANG Mengxing　JIANGHui　TIANZe　LIUXuequn　TANYanping　WANGChuntai

KeyLaboratoryofStateEthnicAffairsCommissionforBiologicalTechnology/

HubeiProvincialKeyLaboratoryforProtectionandApplicationofSpecialPlantsin
WulingAreaofChina/CollegeofLifeSciences,SouthＧCentralUniversityforNationalities,

Wuhan４３００７４,China

Abstract　HLＧsp１,a６．７kbHLＧCMSＧrelatedfragment,wasclonedfromthemitochondrialgenome
ofHLＧCMSsterilelineYTA．OneofthetwoORFspredictedencodes２９０aminoacidsandistentatively
namedorf２９０．Oneoverexpressionvector３５S∶∶Rf１b５′∶∶orf２９０withamitochondrialsignalpeptide
wasconstructedandtransformedbyAgrobacteriumintoYTB,aHLＧCMSmaintainline．ThecopynumＧ
bersoftheexogenousgeneinthe３５S∶∶Rf１b５′∶∶orf２９０transgenicT０plantswereestimatedaccordＧ
ingtheratioofhygromycinBphosphotransferase(hpt)geneandthesinglecopysucrosephosphatesynＧ
thase(SPS)geneinricewithqPCRbasedonDNA．ThepollenfertilityandtheseedsetrateoftheT０

positivetransgenicplantswereinvestigated．Theresultsshowedthattwotransgenicplantswithsingle
copyof３５S∶∶Rf１b５′′∶∶orf２９０wereobtainedandtheexpressionleveloforf２９０intheT０positive
transgenicplantsweredetectedwithqPCR．Theaveragepollenfertilitywas３０．８％andtheaverageseed
setratewas４１．６％inthesinglecopytransgeniclines．Itisindicatedthatmitochondrialgeneorf２９０may
berelatedtocytoplasmicmalesterilityinrice．

Keywords　rice(OryzasativaL．);CMS;mitochondria;orf２９０;overＧexpression
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