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油菜雄性不育系 $E#<育性转换中保护酶活性变化!

沈亮余，李荣冲，王瑞雪，邹! 燕，张! 涛，龚慧明
（重庆师范大学 生命科学学院，重庆 H###HI）

摘要：以温度敏感型甘蓝型油菜雄性不育系 $E#<为试验材料，并以可育油菜 J$/为对照，对 $E#<育性转换过程中叶
片和花药保护性酶的活性等进行了研究，研究中测定了 $E#<在育性转换温度敏感时期超氧化物歧化酶（<@?）、过氧
化物酶（K@?）、过氧化氢酶（/LM）、抗坏血酸过氧化物酶（LKN）等抗氧化酶活性以及丙二醛（O?L）含量。结果显
示，$E#<在育性转换期保护性酶活性降低，O?L过量积累；而作为对照的可育油菜 J$/保护性酶活性较高，O?L 含
量相对较低；以上差异和变化主要出现在花药中，表明不育系 $E#<发生育性转换的一个重要因素是其花药中抗氧化
酶活性系统产生了变化，使得活性氧自由基清除能力严重下降，从而进入活性氧自由基和 O?L 相互促进过量积累
的不良循环。研究提示过量积累的活性氧自由基和 O?L可能破坏了花药中细胞的膜结构，导致花药中花粉正常发
育过程受阻而不能形成有活力的花粉母细胞，最终导致不育现象的发生。
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! ! 雄性不育是高等植物中一种普遍的遗传现象，
是作物杂交种杂种优势利用的基础，也是研究花粉

发育、植物器官发生、细胞质遗传、核质互作和基因

表达调控等科学问题的重要手段之一［$DH］。目前油

菜杂种优势中利用的雄性不育系统主要有细胞质雄

性不育、细胞核雄性不育等，它们对杂交油菜的发展

起了巨大的推动作用。然而该类不育系存在着不育

性不是十分稳定、杂交种亲本选育受恢保关系和胞

质负效应等的制约。有研究表明，温度敏感型雄性

不育是一种特殊类型的不育材料：在不育温度条件

下，该材料花粉发育受到抑制，不能形成具有生活力

的花粉粒；在可育温度条件下，该材料花粉发育正

常，可形成正常有生活力的花粉粒［CDI］。

近年来，有关研究者在探讨植物雄性不育机理

时，发现不育系中氧代谢发生了紊乱，活性氧过量积

累，丙二醛（O?L）含量增高，造成植物膜结构损伤
和生殖器官的特异性伤害，从而导致小孢子发育异

常，形成不育［GD$#］。而油菜温度敏感型雄性不育育

性转换过程中是否存在上述生理生化方面的变化，

有关报道较少见到。因此，本研究对温度敏感型雄

性不育油菜 $E#< 在育性转换温度敏感时期抗氧化
酶活性以及O?L含量等变化进行了初步探讨，希望

为揭示生境因素对雄性育性基因表达的调控作用和

油菜杂种优势利用提供参考。

$ 材料与方法
$( $ 材料
试验材料为温度敏感型甘蓝型油菜细胞核雄性

不育系 $E#<和甘蓝型油菜 J$/，均由重庆师范大学
生命科学学院多年选育而成。不育系 $E#< 的理论
不育转换温度为 "" Q "C R左右，当温度低于转换温
度时育性正常，而当温度超过育性转换温度后其不

育程度会随着温度的升高而加剧，直至完全不育。

J$/是一个正常可育品系，它的育性非常稳定，不随
外界环境的变化而改变，采用 J$/ 作对照可以清楚
地研究正常可育油菜发育过程中某些生理生化指标

的变化趋势，从而正确辨别温度对不育系生理生化

指标变化的影响。

$( " 实验方案
$( "( $ 温度对花药和叶片抗氧化酶活性及 O?L 含
量的影响! 本研究以 $E#< 理论不育转换温度此作
为育性转换的临界点，分别选取了 $G、"J、"E、J"、
$J R等 C 个检测点，测量 $E#< 和 J$/ 在 C 个温度
点上的保护酶活性及 O?L 含量。以上 C 个取样点
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间至少间隔 ! " 以上，以保证检测材料有充足的生
理效应时间。其中花期最后阶段由于气候突变，一

直持续低温，故只能选择较为平均的 #! $。对应以
上 % 个检测点，检测直径大于 % && 花蕾的花药和
它对应植株幼嫩叶片的保护性酶活性和 ’()含量。
#* +* + 花药发育过程中抗氧化酶活性及 ’() 含量
的变化, 分别在育性转换前后即温度低于 #- $和
高于 !+ $时，随机取 ! . % 株油菜顶端整个主花序，
用游标卡尺准确测量花序中所有花蕾大小，并根据

花蕾大小将其分成 / 个等级：!级花蕾大小 # .
+ &&；"级花蕾大小 + . ! &&；#级花蕾大小 ! .
/ &&；$级花蕾大小在 % && 以上。然后分别剥取
其中的花药，测定 / 个等级花药的保护性酶活性和
’()含量。
#* +* ! 抗氧化酶活性及 ’() 含量测定方法 , 超氧
化物歧化酶（01(）活性参照 (234"56等［##］的方法测
定；过氧化物酶（71(）和过氧化氢酶（8)9）活性测
定参照 86:&6:等人［#+］的方法；抗坏血酸过氧化物
酶（)7;）活性测定采用 <6:64= 等人［#!］的方法；
’()含量测定采用 >?6@2等人［#/］的方法。
#* ! 数据处理与统计分析
所有实验数据用“平均值 A 标准差”（’?64 A

0(）加以表示。相关性分析用 0700 0@6@35@3B5 #C* D* #
处理，相关性分析的基本方法为：假设存在 !个不同
观测点，某材料的某项指标数据在这 ! 个点上分别
为 "#，"+，⋯，"!，而另一项指标数据在这 ! 个点上
分别为 ##，#+，⋯，#!，并分析这两组数据之间的相关

性，以相关系数表示。

+ 结果与分析
+* # 温度对花药和叶片抗氧化酶活性及 ’() 含量
的影响

图 # 显示，育性转换前 #ED0和 !#8花药的各对
应的抗氧化酶活性均比较接近。随着温度的升高，

!#8和不育系 #ED0 的抗氧化酶活性变化幅度和酶
活性大小和 !#8 存在明显差异，其中 #ED0 的 )7;
和 71(活性随温度升高而升高的幅度大于 !#8，并
且相同温度下 #ED0的 )7;和 71(酶的活性比 !#8
高。而 #ED0 的 01( 和 8)9 的活性升高幅度小于
!#8，相同温度下酶活性也小于 !#8。同时 !#8 的
’()含量随着温度的升高而上升的幅度小，而不育
系 #ED0的 ’()含量却随着温度的升高而急剧大幅
度增加，并且在温度降低时仍然维持在一个很高的

水平。

图 #, #ED0和 !#8花药抗氧化酶活性及 ’()含量

对比 #ED0 和 !#8 叶片抗氧化酶活性可看出
（图 +），!#8 叶片和花药的抗氧化酶活性变化趋势
相同，它们随温度升高而升高的幅度相近；而 #ED0
叶片和花药抗氧化酶活性随温度的变化出现较大的

差异，其花药抗氧化酶活性随温度升高而上升幅度

要明显小于叶片；#ED0 花药的 ’() 含量随着温度
的升高显著地上升，并且在温度降低时不能相应地

回落。而正常可育系 !#8 的 ’() 含量升高幅度要
小于 #ED0，并且温度降低时能正常调控而回落。
相关性分析结果表明（表 #），随着温度的变化，

不育系 #ED0花药与叶片抗氧化酶活性及 ’()含量
的相关系数明显小于 !#8，说明 #ED0 在育性转换过
程中与 !#8的主要差异是出现在花药中。

表 #, #ED0、!#8花药和叶片抗氧化酶活性
及 ’()含量相关性

8)9 01( 71( )7; ’()

!#8 花药与叶 D* CFC D* FCE D* CEF D* EEF D* C%#

#ED0花药与叶 D* E/% D* %#% D* %#! G D* #D! D* #/%

!#8叶与 #ED0叶 D* C-E D* C/F D* CCE D* C-% D* CC/
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图 !" #$%&和 ’#(叶片抗氧化酶活性及 )*+含量

!, ! 不同等级花药抗氧化酶活性及)*+含量的变化
由图 ’ -图 . 可知，在气温较低即 #$%& 的育性

转换温度点前，随着花药的生长和不断成熟，#$%&
和 ’#(的抗氧化酶活性呈小幅升高或降低趋势，活
性相近；)*+含量随着花药的发育变化不明显。而
在育性转换点后采集的两种材料样品，此时的气温

为 ’! /，远高于育性转换的温度要求，#$%& 已完全
完成了可育向不育的转换。在此温度下，’#( 0 个
等级花药的酶活性差异不明显；而 #$%&的 0 个等级
花药的酶活性差异较大。此外，#$%& 花药的 )*+
含量随着花药的发育呈现上升趋势，而 ’#( 在各阶
段 )*+含量差异不明显（图 .）。以上结果表明，
#$%&和 ’#(的抗氧化酶活性及 )*+含量的差异主
要出现在育性转换后，并且花药发育过程中一直存

在。

’ 讨论

植物在生长发育代谢和逆境环境胁迫下，都会

产生大量的活性氧自由基并积累有害代谢产物，

12*、(+3、&2*、+14 是 0 类重要的抗氧化还原酶，
可以有效清除植物体内积累的活性氧自由基和有害

代谢产物，维持体内活性氧代谢的平衡，从而保证植

物体的正常生长发育。此外，12*活性的强弱对植

图 ’" #$%&和 ’#(育性转换前花药的抗氧化酶活性

图 0" #$%&和 ’#(在育性转换后花药的抗氧化酶活性
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图 !" #$%&和 ’#(育性转换前后花药的 )*+含量

物内源激素含量的平衡至关重要，而内源激素含量

的高低直接关系到花药从其他组织或者器官调入营

养物质，维持花药的正常代谢，如果内源激素含量异

常将会造成花药营养物质的缺乏导致败育［#!,#$］。

)*+ 在植物体内的含量是判断膜脂过氧化程度的
一个重要指标，它是活性氧自由基破坏细胞膜脂结

构所产生，当植物体内抗氧化酶系统被破坏后，

)*+ 含量会过量上升并且抑制细胞抗氧化保护酶
的活性，进而加剧膜脂过氧化作用，导致生物体的严

重损伤甚至死亡［#-,#.］。/0*、(+1、&0*、+/2 这 3
种抗氧化酶相互协调作用共同防止氧自由基和

)*+对植物造成的损伤，在花药发育成熟这一阶
段，其中任何一种酶出现异常都会导致花粉粒的生

长受阻碍，严重时直接致使花粉发育不良丧失育性，

因此，膜脂过氧化增强是小孢子败育和花药不育的

一个普遍特征［4%］。本研究发现，油菜不育系 #$%&
的抗氧化酶及 )*+ 含量与 ’#( 在温度超过育性转
换温度 4! 5后出现较大差异，而这种差异在花药中
尤为明显，在叶片中差异较小，而且随着花药的不断

发育出现了与 ’#(相反的变化趋势，这具体体现在
温度升高过程中，#$%&的 (+1、&0*活性偏低，活性
氧清除能力严重下降。综合 +/2、/0* 活性偏高可
能导致的内源激素含量异常所带来的伤害效

应［#!,#$］，本研究认为上述结果可能是造成 #$%&抗氧
化酶系统异常而最终导致花粉不能正常发育的一个

重要原因。

在对抗氧化酶具体如何引起植物育性变化这一

问题上存在很多争论，本研究初步推测：当温度较低

时，油菜 #$%&花药产生的氧自由基较少，植物体内
活性氧代谢平衡未被打破，保护酶系统能够有效地

清除自由基使其对细胞的膜结构不至于造成严重伤

害，此时表现为正常可育；当温度逐渐升高时，产生

的氧自由基急剧增加并在花药中不断积累，最终超

过了抗氧化酶的最大氧自由基处理能力，过量的氧

自由基破坏了花药内细胞的膜结构并使细胞凋亡，

最终导致不育现象的出现。从图 3 6图 ! 可以看出
正常可育油菜 ’#( 的抗氧化酶系统的自由基处理
能力远高于不育系 #$%& 体内的氧自由基能得到及
时迅速的处理，故而不会大量积累。本研究中两种

油菜的 )*+含量比较也可间接证明上述观点：#$%&
和 ’#( 两种油菜在低温条件下 )*+ 含量都维持在
一个较低的水平，但 #$%& 花药的 )*+ 含量在高温
阶段不断上升积累，而 ’#( 花药的 )*+ 含量和变
化幅度都显著小于不育系。并且，不育系的育性转

换不是在某个温度点上的突然变化，而是一个动态

连续的过程，当不利因素积累到一定量时，植株才表

现出不育的特性。同时，油菜不育系 #$%&的育性转
换过程中，遗传物质和环境因素的调控作用是一个

有机的整体，植物内部存在一套完备应答机制，以应

对外界条件变化和植物体内的遗传调控，在它生长

过程中只有内外条件同时满足后才能表现为雄性不

育，其中任何一种因子无论多高都不能代替对方的

作用，这与前人的研究相符合［4#］。
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