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摘　要: 以甘蓝型油菜 5种同质异核不育系及相应保持系、 5种恢复系、 15种杂交 F1为试材 ,进行酯酶

( EST )、过氧化物酶 ( POD )同工酶分析。结果表明: 各不育系与其近等基因系—— 保持系的 ES T、 POD同工酶

酶谱较为相似 ,而 5种不育系间及 5对不育系与保持系间的差异无规律可循。 聚类结果表明聚在一起的类群

均有亲缘关系。 同工酶表现为明显的共显性 , ES T尤为明显 ,不同材料具有各自特殊条带 ,杂种 F1综合了双

亲条带 ,因而也有与每一亲本不同之处。 说明共显性的 EST等同工酶可用于分析亲缘关系、建立品种指纹及

鉴定杂交种纯度等。
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Abstract: The zymog ram of esterase and peroxidase are examined using PAGE in 5 cytoplasm male

sterili ty lines wi th same cy toplasm , thei r maintainer, and thei r hybrid , those a re al l B .napus L. The

resul ts show ed tha t ev ery sterile line had simila r iso zyme pat tern to it s maintainer, and tha t thei r dif-

ferences had no rule. These ma terials and their progenies that had simi la r pat tern w ere clustered in

near g roups. These iso zymes w ere codominant, especialy in EST. Every accession has specific bands.

Nearly every hybrid had all i ts parent′s bands, so i t wa s dif ferent f rom i ts pa rent. Such codominant

isozymes as EST and POD can be used to determine the pa rentage o f dif ferent accessions, to constuct

thei r fing erprint, and to examine the puri ty o f the hybrid.
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　　油菜是较早成功利用细胞质雄性不育

( CM S)三系配套来获得产量杂种优势的作物之

一 ,其不育系的遗传规律、分子生物学机理、生理

生化特征等方面研究一直是其重要研究内容 .生

理生化方面研究基于一种理论 ,即形形色色的不

育材料的发生过程必然要通过各自特定的生理生

化过程来实现。油菜中这一方面研究并不多 ,王保

仁
[1 ]
、刘忠松

[2 ]
对 Polima CM S类型的湘矮 A的

过氧化物酶 ( POD)同工酶等进行分析 ,发现两系

间 POD条带存在差异 ,但结论不同。 李殿荣 [ 3]对
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陕 2A、陕 2B及杂交种同工酶的酯酶 ( EST)进行

研究 ,也找到其区别特征条带。但 CMS的发生机

理较为复杂 ,若仅用个别不育系与保持系比较 ,很

容易得出各种互不相同的结论。 本文以甘蓝型油

菜 5种同质异核不育系及相应保持系为试材 ,进

行同工酶分析 ,研究是否可找到在不同核背景下

细胞质不育与可育同工酶差异的普遍规律、同工

酶在杂交种中的表现及是否可用同工酶分析不育

系×恢复系配制杂交种之间的亲缘关系、寻找杂

交种“指纹 ”并用于品种纯度鉴定等。

1　材料与方法

采用 5种甘蓝型油菜不育系 (均系用陕 2A

转育的稳定不育系 )及其保持系、 5种恢复系 ,其

材料来源见表 1。
表 1　材料及其来源

Table 1　Materials and their sources

不育系及保持系

Steri le line and

maintainer

来源

Source

恢复系

Res torer

来　源

Sou rce

A1 B1 L451 C1 L161

A2 B2 L89 C2
秦油 3号

Qinyou No. 3

A3 B3 L656 C3 L227

A4 B4 D89 C4
秦油 1号

Qinyou No. 1

A5 B5
中双 2号

Zhongsh uang No. 2
C5

豫油 5号

Yuyou No. 5

　　各材料种子在 25℃、光照下水培 7日 ,称取

其全株幼苗各 1 g ,加入 1 m L缓冲液 ( 0. 1 mol /L

Tris· Cl, pH 7. 0,含 2-巯基乙醇 0. 5% ) ,匀浆 ,

10 000 r /min离心 10 min,取上清液加甘油 2滴 ,

- 20℃存放。花期取各材料 2～ 3 mm花蕾 0. 3 g,

加 200μl缓冲液 ,处理过程同上。 用 3%浓缩胶

和 8% ( ES T)、 7% ( POD)分离胶的 PAGE不连

续缓冲电泳系统 ,上样量 30μL,先稳压 80 V lh,

再升压至 250V 3～ 4 h。 染色: ES T( E. C. 3. 1. 1.

2)用 Fast Blue RR和α-乙酸萘酯 β-乙酸萘酯 ;

POD( E. C. 1. 11. 1. 7)用 vC、 H2O2和联苯胺。 显

色后用 Tannon- GIS凝胶成像系统扫描存储。酶

谱根据条带相对前沿迁移率编号为 Axx。用 A2、

A4、 A5与 5种恢复系配制 15种杂交组合 ,也分

析其同工酶。以 1、 0表示某一条带的有无 ,输入电

脑。用 RAPDistance
[5 ]、 PHYLIP的 Neighbor

[6 ]

等软件分别进行 Dice系数求解、 U PGMA聚类和

绘图。

2　结果与分析

2. 1　不育系和保持系的过氧化物酶同工酶的比

较

　　由图 1可见 ,子叶期 POD同工酶有 4～ 8条

带 ,迁移率均较小 ,分布于 3个区域。 最前端的

A59带只在 A3、 A4中出现 ,但由于受 PAGE分辨

率所限 ,不太清晰。 A1有 5条带 ,比 B1缺少 A23、

A59; A2与 B2的 6条带相同 ; A3有 6条带 ,比 B3

多了一条 A23带 ; A4只有 4条带 ,比 B4缺少 A04 ;

A5有 5条带 ,比 B5多 1条 A18带。可见各个不育

系 POD相互不同 ,而与相应保持系差别也各异。

与 EST相比 , POD条带少 ,分布集中 ,谱型差异

不易观察 ,因此更难找出 5对两系间的普遍规律。

图 1　子叶期不育系与保持系的 POD

Fig. 1　 The POD of male sterile lines and maintainers

( from lef t: A1. B1. A2. B2. A3. B3. A4. B4. A5. B5)

2. 2　不育系和保持系的酯酶同工酶的比较

　　 5对不育系、保持系表现出 10多条 EST同工

酶带 ,大致分布于 5个不同的区域。不同材料之间

部分条带有多态性。 子叶期: 5种不育系酶谱不

同 ,保持系与相应的不育系酶谱较为相似。 A3、

B3、 A4、 B4、 A5、 B5中均有 A72带 ,而 A1、 A2、 B1、

B2中没有 , A4、 B4近阳极端的一组条带与其它材

料不同 ,其 A25、 A29带与其它材料中的虽位置稍有

不同 ,但似有对应关系 ,下文所述其杂交种中此 2

条带消失 ,而出现 A23、 A26 ,即可说明这一点。 花

期: 2 mm蕾中 EST分布趋势与子叶期的有相同

之处 ,也有几个区域 ,但其整体迁移率增大 ,前端

A77带活性很强 ,以至染色过度 ,染料结片 ,容易

脱落。谱型与子叶期有差别。 A1、 B1中条带少 ,活

性也减弱 ; A2比 B2缺少 A80带 ; A3比 B3多 A80

带 ; A4、 B4中均有 A65带 ; A5、 B5中都有 A80带。总

的看来 ,各不育系与其近等基因系—— 保持系的

EST同工酶酶谱较为相似 ,而 5种不育系间及 5

对不育系与保持系间的差异无规律可循。
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2. 3　子叶期不育系 、恢复系及其 F1的 EST和

POD分布规律

　　比较 A2、 A4、 A5三种不育系与 5个恢复系

所配 15种杂交组合 F1与其双亲的酶谱 (图 2)。

结果表明 EST和 PO D同工酶在 F1中总体呈现

共显性 ,双亲的大多数酶带在 F1中均可见到 ,尤

以 ES T为甚 , POD条带少 ,规律不很明显。 对于

EST,只在 A5* C5中发现一条双亲均无的 A77

带 ,此即一般所谓“杂种带” ,说明油菜 ES T单体

形式较多 ,一般也不形成异源二聚体 ;仅在 A4*

C4 F1中发现双亲均有 A25、 A29 ,而 F1没有 ,却出

现与其它材料中相同的 A23、 A26 ,说明 A25、 A29分

别与 A23、 A26带是同一基因座的产物 ,这一现象笔

者在其它试验中也曾发现 ,产生原因可能是某种

分子修饰机制。

　　从图 2可见 ,各杂交种的 EST酶谱为双亲条

带的互补型 ,由于亲本各自有特殊带 ,其 F1带型

更复杂 ,兼有双亲之特征 ,且各 F1也互不相同。如

A4* C1有 C1的 A76和 A4的 A72 ,而 A4* C4则

有 C4的 A77和 A4的 A72等。

图 2　 A4与恢复系、 F1的 EST

Fig. 2　 The EST of A4, restorers and their F1

( from lef t: C1,C2, C3,C4,C5,A4,A4* C1, A4* C2,

A4* C3,A4* C4,A4* C5)

2. 4　聚类分析

按上述所得 EST、 POD数据进行聚类 (图

3)。 C1与 A4酶谱较为相似 ,故聚为一类。 A5、

C5、 A2也相似 ,与 A2* C5聚在一处。 C4由于具

有特殊条带 ,并传递给其 3种 F1 ,所以这 4者聚

为一类。其它同在一起的类群均有较近的亲缘关

系。可见共显性的 ES T、 POD等同工酶可用于亲

缘关系分析。

图 3　 23种材料 UPGMA聚类图

Fig. 3　 The dendrogram of these 23 materials clustered by UPGMA

3　讨 论

细胞质不育系与保持系的核基因无甚差异 ,

其遗传差异主要在于二者具有不同类型的细胞

质 ,某些线粒体基因异常。但线粒体编码同工酶基

因不多 ,主要是一些 ATP酶、 NADH脱氢酶、细

胞色素氧化酶 ,至今并没有发现 CMS与同工酶有

连锁关系。不育系与保持系的同工酶既受同核控

制 ,又受异质的影响 ,质核互作不可忽视。 用 1对

不育系和保持系去研究 CMS与同工酶的关系 ,了

解的只能是这 1对材料的一些代谢差异。 并不能

说明与 CM S有关 ,只有用同一细胞质而异核的多

种不育系和其对应保持系做比较 ,才有可能发现

这种细胞质与核之间的互作。所以各种不同 CMS

类型的花蕾 POD、 SOD、细胞色素氧化酶等差别

有共同规律 ,而在非花器官中则不会有。刘忠松
[5 ]

的结果也显示 ,多种植物 CMS两系非花器官的多

种同工酶 , 19项研究无差异 , 18项研究有差异。本

文研究表明不同核背景对同一 CMS类型的不育

系非花器官同工酶表达影响不同 ,有些使其酶带

数目增加 ,有些却使其减少 ,并无规律可循。

用酯酶同工酶既能区分不同品种 ,也能区分

杂交种与其亲本 ,又能追溯后代的系谱来源。笔者

在研究中发现 ,油菜子叶期全株 EST条带数目

多、多态性好、活性较强、酶谱清晰、表达比较稳

(下转第 20页 )
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(X 3 , P3= - 3. 8129) 。其中单株叶片数 (X 7 )、株高

(X 1 )、茎粗 (X 2 )、单株分枝数 ( X 8 )对产量贡献作

用大 ,节间数 ( X 3 )、节间长 ( X 4 )成为限制产量的主

要因子。 决策系数大小排序依次为: R2
( 2)> R2

( 8)>

R2
( 6)> R2( 5 )> R2

( 1)> R2
( 7)> R2( 4) > R2

( 3) ,且 R2
( 3) < 0,表

明茎粗、单株分枝数对产草量的提高综合作用大 ,

而节间数限制作用明显。因此 ,在育种材料选择和

获取高产方面尽量提高茎粗、单株分枝数 ,限制节

间数 ,基本保持株高。

3. 4　利用简单相关、偏相关和通径分析等不同研

究方法分析了影响苜蓿单株产草量相关性状间的

关系。 简单相关系数只反映各性状直接与间接效

应的代数和 ,而对于结果性状影响较小的一些性

状效应容易被其他性状的间接效应所掩盖。 因此

当多个性状同时影响某一性状 ,而且这些性状彼

此间又存在相关关系时 ,应尽可能多研究几个性

状 ,并采用通径分析等统计方法 ,才有助于使问题

更加清楚明了。

3. 5　本研究结果与前人研究结果基本一致 ,但均

有不同之处。 Geo rge研究结果表明 ,株高、单株分

枝数对产草量的提高起了巨大的作用 ,节间数、叶

片数作用较小
[8 ]
。 Frakes研究认为株高、单株分枝

数主要通过间接作用影响产量
[9 ]
。本文结果表明 ,

茎粗对产草量作用最大 ,其次是株高、单株分枝

数。 节间数作用较小取得了一致的共识。
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定、品种内单株间重现性较好、分析方法简单易操

作、成本也低 ,是一种比较理想的遗传标记方法 ,

也可以与其它方法联合应用。因此对于作物品种

指纹图谱构建、品种保护、纯度检验等工作具有较

强的实用价值。
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