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[摘 要〕 从花药或花粉特异表达启动子的克隆
、

M a ir an i 方法
、

变通 M a ir an i 方法及反转墓 因技术

等方面综述 了我 国转基因植物雄性不 育的研 究进展
。

[关键词 ] 工程雄性不育
,

人工雄性不育
,

遗传转化
,

作物

引 言

自 19 30 年以来
,

开发和利用作物 杂种优势对

世界粮食生产的增加作出了重大的贡献
。

作物杂交

种在产量
,

最终产品品质
,

抗病虫性及对环境的适

应性等方面具有杂种优势
。

例如
,

杂交水稻
。

杂交

水稻在中国的种植面积 占水稻种植面 积的 50 %一

55 %
,

同常规水稻品种相 比增产 20 % 一 30 %
。

著名

的杂交水稻品种釉优 63 在 19 9 5 年 曾创 13
.

g t/ ha 的

高产记录 L’ 〕。

目前
,

应用杂交种 的作物包括水稻
,

玉

米
,

油菜
,

棉 花
,

甜 菜
,

向 日葵及 大多 数蔬 菜作 物
。

iP gn ial 认为
,

在 21 世纪的前 20 年
,

作物杂交种仍然

是作物增产的主要因素匡
。

无论对于 自花授粉作物或异花授粉作物杂交种

子的生产
,

雄性不育都是非常必要 的
。

从雄性不育

的分类上来讲
,

有细胞质雄性不育
,

核基因雄性不

育 (包括温敏和光敏雄性不育 )
,

生理雄性不育 (指

应用物理或化学方法诱导的雄 性不育 )
。

随着生物

技术的发展及其在植物遗传育种中的应用
,

M如 an i

等人在 19 90 年开创了一个创造植物雄性不育的新

途径
一

遗传工程雄性不育 ! ’ 〕 ,

随后他们实现 了遗传工

程雄性不育保持和恢复川
。

从此 以后
,

世界各 国和

中国都相继开展了遗传工程雄性不育的研究
。

中国

最早发表关于遗传 工程雄 性不育的论文是在 M iar
-

a n i l 作的 5 年之后的 19 9 5 年 [ ,
,

6二
。

花药或花粉特异表达启动子的克隆

转基 因雄性不育及其恢复的一个关键是花药或

花粉特异表达启动子
,

花药或花粉特异表达启动子

可以直接驱动人工雄性不育基因在花粉或花药 内的

特异表达而对雌蕊和其他器官没有影响
。

根据文献

和未发表资料
,

中国科技工作者 已先后分离
、

克隆

和 测 序 了 T A 29 〔5
,

7一 9 〕 ,

z M 13 「̀0 ” 1
,

5 1 [ ’ 2
,

’ 3 :
,

A g 〔’ 4 1
,

w o s

的 b 等花药或花粉特异表达的启动子 (表 1 )
。

李胜国等人囚用 P c R 方法 直接从烟草基 因组

D N A 中分离出 TA 2 9
,

得到 1
.

s kb 的片断
,

测序结

果表明
,

所克隆 的 AT 29 基 因片断两端 2 80 b p 区 段

的碱基序列与已报道的序列完全相同
。

后经转化离

体组织测定证明该启动子具有花药特异启动活性
。

彭仁旺等川 同样使用 P c R 方法
,

从 烟草基因组 D NA

中扩增出 AT 29 上游 区域的调节 区域
,

扩增得到 的

片断为 13 0 3 b p
,

含有全部花药特异表达的调节信息
。

张宏等人 9j[ 利用特异引物的 P c R 方法
,

从烟草幼苗

分离 出 T A 29 启动子 片断
,

该片断仅有 0
.

3 kb
,

但含

有花药特异表达的
一 2 07 一

一 85 的序 列
,

转化试验

证明片断为花药特异启动子
。

刘大文 f ’ 4 马用 P c R 方法从拟南芥基因组 D N A 中

分离出 A g 启动子
,

序列分析说 明克隆的片断含有

3 6 4 对 碱 基
,

同 已 报 道 的 A g 启 动 子 同源 性 为

99
.

2%
,

转化试验证 明 A g 仅在花药中特异启动
。

WOs 娇B 可 能是 第一 个 报道 的从 小 麦 基 因组

D N A 中扩增得到的花药特异启动子
,

罗玉英根据水

稻花药特异启动子 os 的 B 的序列设计特异引物从小

麦基因组中扩增分离出 w os 的 (B 私人通信 )
,

构建人
一

工嵌合基因 w os 药B : : C U S 并转化烟草
,

证明 润
s的 B
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是花药特异表达的启动子
。

以上各种花药特异表达启动子的克隆及表达时

空的分析
,

为创造转基因雄性不育奠定了基础
。

表 1 花药或花粉特异表达启动子的分离和克隆

启动子 CP R 引物 片断大小 ( K b) 参考文献

1
,J刁esesJ飞.J

51了O
r
j
L
f
esJ厂.ì

l0[]llj[
Z M 13

0
.

3

0
.

44

Z M 13

5
’ 一

引物 5
’ 一

A CA C AA TA G CC GG C TA TA T
一

3
’

3
’ 一

引物 5
’ 一

G CrT C GA A TA G CTA AT r l
,

C
~

, 1丁 AAGT A AA A A C
一

3
’

5
’ 一

引物 5
’ 一

A C AG C竹 C G T〔 ;了叮 G A CG G TGT A
一

3
’

3 ’ 一

引物 5 ’ 一

C GC CA T G C T AG C
AT

A T r TC叨叮沟 A G
一

3
’

5
’ 一

引物 5
’ 一

A G CT T C C AAT AGGT G G G TG G C TG
一

3 ’

3 气引物 5
’ 一

GT CC AGT G A T G竹 GT A C T G I
,

l决 C A C
一

3
’

5 ’ 一

引物 5 ’ 一

A CTA GT CT A A AT AT G A G A AG C
一

3

3 ’ 一

引物 5 ’ 一

A A GC 门’A TT ( ;C CG CC CGGT G A
一

3
’

5
’ 一

引物 5
’ 一

CG G AA G C竹C GG C AA G A CA G CA G C
一

3
’

3
’ 一

引物 5 ’ 一

T C GG A G G A AA A G GG C G GT ACC 门丁
一

3 ’

5 气引物 5
’ ~

T A T C I了 AA C CA CT A ACT A A CC
一

3 ’

3 ’ 一

引物 5 ’ 一

A G A GCT A CC A竹C T A AT T AG A
一

3
’

5
’ 一

引物 5
’ 一

G CG C A AG C叨尸叮 ACA C AG rT C AA AGT G
一

3
’

3 ’ 一

引物 5 ’ 一

C CA G CA T C C TA GC T A AA TGT G G A竹A G
一

3
’

〔14 ]

w o s的b

2 M
a d a in 方法的转基 因雄性不育

利用遗传工程创造作物雄性不育有多种途径
,

包括绒毡层和花粉特异表达细胞毒素
,

获得雄性不

育 ; 提早 降解 四分体间 的阱服质壁
,

破坏花药的发

育 ;通过反义 R N A 技术创造雄性不育 ; 基 因的共抑

制
,

导致雄性不育 ; 干扰核基因和线粒体基 因之间的

通讯
,

造成雄性不育 ; 导入细菌的组成性基因
,

引起

植物器官发育异常以及条件雄性不育等
。

这里把绒

毡层和花粉特异表达细胞毒素
,

获得雄性不育称为

M a ir an i 方法
,

因为 M iar an i 首次应用该方法创造了基

因工程雄性不育
。

将中国得到的转基 因雄性不育植

物列于表 2
,

由表 2 可见
,

多数是按照 M iar an i 方法获

得的
。

表 2 中国已有的转基因雄性不 育植物

作物种类 雄性不育基 因 参考文献

玉米

油菜

马铃薯

水稻

芝麻

高粱

烟草

「24 ]

番茄

小麦

T A2 9
: :

B a l, l a s e

A g
: :

B a mase
T A 29

: : B a
rn ase

LA T 52
: ; A n t i

一

rP o te i n k i n ase g e n e

sP l : :
B ar’n ase

T A 29 / B a r ll
as

e

A n t i
一

RN A o f H S 7P 0

T A 29
: : B a r n

as e

P s l : : B S I泊 a 别三

T A29
: : A nt i

一

脱 it n

T A 29
: :

B
a r ll a s e

T A 29
: : a n ti

一

ac ti n

T A29
: : B a r l las

e

T A29 : : a n t i
一

ac t i n 【14 ,

27 1

李胜 国等人〔5〕通过 融合 TA 29 和 aB an 玲
。
以 及

TA 29 和 B as at r

构建 了人 工雄性不育基 因和恢复基

因
,

转化烟草
,

他们发现 n 个转化株有 7 株在温度

为 2 0℃时表现为雄性不育
,

9 个转基因植株在 26 ℃

时表现雄性可育
。

获得了转基因雄性不育烟草
。

罗

玉英等人〔’ ” 了研究 了转基 因雄性不育烟草绒毡层和

花粉的发育过程
,

证 明外源基因在花药的特异表达

导致绒毡层细胞的提前降解而导致雄性不育
。

陈 占宽等人 【̀“ ]用基因枪方法将人工雄性不育

基因 AT 29
: : B a m as

e

和选择标志基 因 aB
r

转化到芝

麻品种豫芝 4 号的离体子叶中
,

经 S ou tha m 杂交鉴定

在 3 株发育 良好的再生植株 中有 2 株为转基因株
,

表 明目的基 因已整合到该芝麻株系的核基因组中
。

他们表明将对 这 2 株 的雄性 不育性进行进一 步观

察
,

但未见到其后续报道
。

周雪 荣 等人 〔̀ 7 〕将构 建 的雄 性 不育 嵌合 基 因

TA 2 9 : : B a nr a s e 转化双低油菜品种
“

中双 82 1 ” ,

他们

观察到转化株的花丝较短
,

花药畸形瘦瘪
,

最后不能

够产生朔果和种子
,

但是转 化株 的株高
,

生长速率
,

其他花器的形态以及花色和未转化株相 同
。

他们的

结果表明转化株是完全雄性不育的
,

对花药进行组

织切片分析证 明转化 的 aB m as
e

基因破坏 了毡绒层

细胞
,

最终导致花粉发育不 良和雄性不育
。

傅荣 昭等人 〔’ 8〕报道 了他们转基 因小麦 雄性不

育的初步研究结果
。

他们构建了 T A29 : : Ban a sr e 并

用基因枪方法将其转化到豫麦 18 的幼胚 中
,

在含有

aB st a (5 一 10 mg / )L 的培养基上筛选愈伤组织
。

转化
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107 个幼胚
,

获得 6 个再生植株
,

分子杂交证明其 中 3

株带有 目标基因
,

然而
,

转 化株 的育性 如何
,

特别是

雄性的育性如何未见后续报道
。

张宏〔9〕同样构建人工雄性不育基因 TA 29
: : Bar

-

an s e ,

用浓杆菌介导法转化番茄子叶
,

获得 了具有雄

性不育特征得转化株
,

转化株在株高
、

叶片
、

叶型及

大小等方面均与未转化株相同
,

但在花的形状上有

明显区别
,

一部分转化株在花瓣未展开时雄蕊 即凋

萎
,

花器里仅剩下花曹和 柱头
。

作者提出将对育性

稳定性等进行后续研究
。

刘大文 〔’ 4赓用基 因枪 将人工嵌合雄性不 育基 因

rrA 29 : :
aB m as e

转化到两个玉米杂交种的胚性愈伤组

织中
,

通过含有除草剂的培养基的筛选
,

获得 20 个

抗除草剂的愈伤
。

对随机选择的 6 株诱导分化成苗

的植株进行 P C R 检测
,

结果表明 3 株带有 目标基 因
,

但植株的育性如何没有报道
。

以上转基 因植物雄性不育都是按照 M iar an i 的

方法进 行 的
,

虽然 自己 克隆 了启 动 子和 目标 基 因

B aln as e ,

但最终都不具 有知 识产权
。

克隆新 的 目标

基因
,

特别是具有独立知识产权 的基因的研究显得

非常重要
。

研究
。

3 变通 M ar i a n i 方法的转基因植物雄性不育

变通 M iar an i 方法主要指采用 与 T A 29 不同的花

药或毡绒层特异启动子来构建人工雄 性不育基 因
。

采用变通的方法
,

中国已获得玉米和水稻 的转基 因

雄性不育
。

oz
u
等人 〔̀ , 〕构建了由来 自水稻的花粉特异表达

启动子和 B anr as e 组成的人工嵌合雄性不育基 因
,

后

转化烟草获得雄性不育株 [ ” 〕
。

凌定厚等人 〔’ 7 〕以 sP
-

1 : :

aB m as e 为目的基 因
,

转化水 稻品种 台北 3 09 及

秋光
,

得到了转基因雄性不育株
。

研 究表 明转基因

株的其他主要农艺形状与供体 亲本无差异
,

但表现

不育
。

不育株 的不育程度分为 3 种类型
:

完全雄性

不育 的 占 40
.

6 %
,

高 不 育 占 巧
.

6 %
,

低 不 育 占

43
.

7%
。

完全不育株 的花粉外观皱缩
,

形状不规则
,

不能被 I
一

lK 染色
,

但做母本与其他品种杂交结实正

常
,

说明转化株雌性育性正常
,

不受转化的影响
。

刘大文等人〔” 1分离 克隆了花药特异启动子 A g

并构建了嵌合雄性不育基因 A g : :

aB m as e 。

用基 因枪

法转化两个玉米杂交种的胚性愈伤组织
,

通过抗除

草剂的培养基筛选
,

从 n 个抗 除草剂 的愈伤获 得

20 余株再生植株
,

PC R 检测其中 6 株表明 2 株带有

目标基因 B am as e 。

正在对转化株的育性进行进一步

4 利用反义基因技术获得转基因雄性不育

雄配子的正常发育涉及到大约 20 00 0 多个基因

和大量的酶
。

但在花粉发育过程 中
,

抱子体和 配子

体的基因表 达具 有重迭性
。

从 毡绒层形成
,

减数分

裂
,

花粉形成到花粉萌发和花粉管的伸长
,

每一步都

需要正确的和正常顺序的基因表达和酶的调节
。

换

句话说
,

这些基 因任何一个 的不正确表达或不按顺

序表达都可能影响雄配子的正常发育
。

阻断其过程

中任何一个基因或者使其失活均能导致配子体发育

失常
,

最终造成雄性不育【2 0一州
。

反义基 因技术是阻

断花粉或花药中基因的正常表达而诱导雄性不育的

策略
。

这项技术由
、 a n de r K or l 等人 f 2 3 飞于 29 5 8 年和

v a , , de 。 M e e r

等 人 12 4 19 9 2 年 首先 提 出
。

继
、 a n d e r

M e。 等人 1992 年的工作之后
,

我 国科技工作者利用

反义基 因技术 成功地创造 了马铃 薯
,

高粱
,

番茄
,

烟草
,

小麦等转基因雄性不育
。

Li u 等 人厂“ , ;从 马铃薯
。 D N A 文库 中分离 出一个

、 D刊 A 克隆
,

这个克隆称为 S B P K ( S
o l a n u m b e rt h a u lt i i

p or 俪
n ik an se )

,

将这个基 因的反 义基 因和花粉特异

表达的启动子 LA 5rr 2 结合构建了嵌合基因并转化马

铃薯
。

获得两种类型的转化体
,

一种表现典型 的反

义表型
,

另外一种表现为共抑制
。

两种类型都降低

花粉的育性
。

结果表明当花药 中蛋白激酶基因的表

达受到反义蛋白激酶基 因的抑制能导致转基因株的

雄性不育
。

陈建南等人 [洲将 反义的 Hs 7P 0 在 高粱 花粉母

细胞时期注射到高粱的幼穗 中
,

对育性的观察表明

育性降低 了 27
.

6 %
,

即 27
.

6 % 的雄性不育
。

试验表

明反义的 RN A 也 可以抑制花粉 的正常形成而导致

雄性不育
。

李艳红等人 ; ’ 7
,

2 “ 构建了反义肌动蛋 白基因和花

药特异启动子 T A29 组成的嵌合雄性不育基因
,

通过

浓杆菌介导途径
,

基 因枪方法和花粉管途径将该基

因转化番茄
,

烟草和小麦
。

在小麦 中
,

转化株的花粉

育性通过 I
一

KI 和 F D A 染色及蛋白标定
,

结果表明转

化株表现不同程度的雄性不育
,

其 中 60 % 转化株表

现完全雄性不育
。

转化株和对照株在花器形态上有

明显区别
,

转化株表现为花 丝较 短
,

花 药瘦瘪
。

转

化株 自交不结实但用作母本进行杂交结实正常
。

在

番茄和烟草 中得到类似的结果
。

结果说 明肌动蛋 白

在花药和花粉发育中的重要性
。

这也是第一例中国

具有独立知识产权的转基因雄性不育
。
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中国近年来在基因工程植物雄性不育和杂种优

势开发研究 中取得 了引人瞩 目的成果
,

在单子叶植

物和双子叶植物均获得转基 因雄性不育
,

并且研究

从模式植物转 向具有重要经济价值 的作物
,

特别是

杂种优势利用相对较落后的主要粮食作物如小麦
。

与国外相比
,

中国更应注意创新
,

注重有知识产权的

新基因的研究开发
。

预计在今后 的 5 年 内
,

特别 是

在中国国家转基因植物专项的支持下
,

将有更多的

花粉花药特异启动子被分离和克隆
,

转基 因雄性不

育的作物如油菜
,

棉花
,

大豆
,

小麦 等将有可能应

用于作物杂交种子的生产
。
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国家自然科学基金委员会召开四届一次全委会

国家 自然科学基金委员会四届一次全体委员会

议于 2 O0() 年 3 月 20 一21 日在北京举行
。

24 位委员

出席了会议
。

有关部门负责同志朱丽兰
、

张玉台
、

韦

任
、

李学 勇
、

陈宜瑜
、

王淀佐等出席 了全委会开幕式
,

国家 自然科学基 金委员会名誉主任
、

顾问和监督委

员会委员 以及各科学部
、

局 (室 )负责同志列席 了会

议
。

会议期间
,

中共 中央政治局常委
、

国务院副总理

李岚清邀请全委会委员和与会院士进行座谈并发表

重要讲话
。

他说
,

党和国家对基础研究 十分重视
,

江

泽民同志近年来关于基础研究发表了一系列重要讲

话和批示
,

国家加大 了对基础研究的投人
,

基础研究

的战略地位不断得到 提高
。

发展基础研究
,

获得世

界一流的基础研究成果
,

要着力抓好源头创新
。

国

家 自然科学基金委员会要着力营造有利于创新的研

究环境
。

要重视学科建设
,

完善 和发展具有我国特

色
、

符合当代科学发展趋势的基础研究学科体系
。

朱丽兰同志代表科学技术部在开幕式上发表了

重要讲话
。

她充分肯定 了科学基金制的成功实践和

取得 的显著成绩
,

阐述了国家 自然科学基金在 国家

创新体系建设中的定位
,

强调应发挥基金制的优势
,

为我 国科技源头创新营造良好的环境
。

陈佳洱同志作 了题 为《完善发展科学基金制

迎接新世纪的挑战》的报告
,

王乃彦同志作 了 《国家

自然科学基金委员会 19 99 年度财务工作报告》
,

朱

道本同志作了《关 于国家 自然科学基金
“

十五
”

计划

和 2 01 0 年远景规划 制定
_

[ 作 的报告 》
,

朱作言 同志

作 了《关于国家 自然科学基金 “

十五
”

优先资助领域

战略研究进展的报告 》
,

梁栋 材同志作 了《国家 自然

科学基金委员会监督委员会 19 9 9 年度工作报 告》
。

会议围绕陈佳洱等同志的报告进行 了认真 讨论和审

议
,

大家
一

致认为
,

要认真贯彻江泽民主席关于 基础

研究的一系列重要论述和国家科教领 导小组对科学

基金 工作的重要指标
,

按照
“

有所为
,

有所不为
”

的方

针
,

在有创新潜 力的项 目力
一

面多下功夫
,

力争在生命

科学
、

信息科学技术等重要领域有所突破
,

同时要在

促进国家经济发展方面发挥 更大 的作用 ; 要进 一步

完善
“

公平竞争
.

科学 民 主
,

鼓励创新
”

的机制
,

力争
J

在源头创新方面有所作 为
,

培养和造就 更多的高层

次科技人才
,

提高我国基础研究 的创新能力和整体

水平
,

推进知识创新与技术创新的结合
,

在国家创新

体系建设 中发挥应有的作用
。

会议同意陈佳洱同志代表委务会议提出的工作

总体思路和拟采取的新举措
。

委员们还提出了其他一些具体意 见和建议
,

拟

分别整理研究
,

有的在基金工作中注意改进和落实
,

有的将 以适 当形式
_ _

仁报或向有关部门反映
、

会议强调
,

科学基金工作要按照全委会的要求
,

进一步提高科学基金管理水平
,

全 面落实全委会提

出的各项工作任务
,

为促进基础研究发展和推动 国

家创新体系建设作 出更大贡献
。

(办 公 室 供稿 )


