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高通量转录组测序技术在植物雄性不育研究中的应用 

刘永明，张玲，邱涛，赵卓凡，曹墨菊 
四川农业大学玉米研究所，成都 611130 

摘要: 植物雄性不育是指植物雄蕊发育受阻不能产生正常有功能花粉的现象。植物雄性不育不仅是生殖生理研

究的宝贵材料，也是植物杂种优势利用的重要工具。由于高通量转录组测序技术几乎可以检测细胞内所有

mRNA 及非编码 RNA 的信息，已被广泛应用于生命科学研究的各项领域。在植物雄性不育相关研究中，高通

量转录组测序技术在不同物种、不同败育类型中的应用已有报道，这为研究者在转录组水平综合了解植物雄性

不育的分子机制及代谢网络提供了帮助。本文从测序文库构建策略、差异表达基因、非编码 RNA 的功能特征

等方面综述了高通量转录组测序在植物雄性不育机理方面的研究进展，并探讨了转录组测序技术在花粉败育机

制解析及育性相关基因定位中的应用价值，以期为植物雄性不育的相关研究提供参考。 
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Research progress on mechanisms of male sterility in plants based 
on high-throughput RNA sequencing 
Yongming Liu, Ling Zhang, Tao Qiu, Zhuofan Zhao, Moju Cao 
Maize Research Institute, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, China 

Abstract: Male sterility is defined as failing to produce functional pollen during stamen development in plants, and it 

plays a crucial role in plant reproductive research and hybrid seed production in utilization of crop heterosis. High through-
put RNA sequencing (RNA-seq) has been used widely in the study of different fields of life science, as it readily detects all 
the mRNA and non-coding RNA in cells. Recently, RNA-seq has been reported to be applied in different species and kinds 
of pollen abortion types in plants, which has contributed to the understanding of the molecular mechanism and metabolic 
networks of male sterility at the transcription level. In this review, we summarize research progress on the mechanisms of 
male sterility in plants, focusing on RNA-seq analysis encompassing strategies of RNA library construction, differentially 
expressed genes and functional characteristics of noncoding RNAs involved in stamen abortion. Furthermore, we also dis-
cuss application of transcriptome sequencing technology to elucidate pollen abortion mechanisms and map fertility-related 
genes. We hope to provide references to the study of male sterility in plants.  
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转录组是指特定细胞在某一功能状态下转录

出来的所有 RNA 的总和，包括 mRNA 和非编码
RNA(Non-coding RNA)。与差异显示技术、基因芯
片、数字基因表达谱等常规方法相比，转录组测序

(RNA-sequencing, RNA-seq)具有灵敏度高、信号数
字化、检测范围广等优点，已被广泛应用于生物体

的多种功能研究[1,2]。通过转录组分析，不仅可以获

得研究材料在某一状态下全部已知基因的表达丰度、

剪接方式等信息，还可以在无参考基因组物种中进

行基因及新转录本的挖掘[3,4]。植物雄性不育是指植

株不能产生有功能花粉的现象，它不仅可作为杂种

优势利用的重要工具[5]，同时也是研究植物生殖发

育功能网络的理想材料[6,7]。研究表明，植物雄性不

育是一个极其复杂的过程，具有败育形式多样、败

育程度各异的特征。植物雄蕊败育主要由细胞核或

细胞质中参与花粉发育的相关基因功能异常引起，

而毒性蛋白、不足的能量供应、异常的细胞程序性

死亡(Programmed cell death, PCD)等多方面因素都
可能导致植株育性不正常[8]。鉴于植物雄性不育的

复杂性，采用常规手段从个别基因角度去解析其发

生机理具有很大的局限性。随着高通量转录组测序

技术的发展与成熟，目前在水稻(Oryza sativa)、小
麦(Triticum aestivum)、玉米 (Zea mays)、棉花(Gossypium 
hirsutum)等 20 多个物种中，包括细胞核雄性不育
(Genic male sterility, GMS)[9,10]、细胞质雄性不育

(Cytoplasmic male sterility, CMS)[11,12]、化学诱导雄

性不育 (Induced male sterility)[13]、光敏雄性不育

(Photoperiod sensitive male sterility, PGMS)[14]和温

敏雄性不育(Thermosensitive male sterility, TGMS)[15]

等多种败育类型，已有采用高通量测序技术从转录

水平分析雄蕊败育发生特征的研究报道(表 1)，这对
于植物生殖发育及雄蕊败育机理的深入研究具有重

要意义，同时也为相关研究提供了丰富的数据信息。

但目前尚没有关于不同物种、不同败育方式在转录

组水平上研究结果的综合报道。本文从测序文库构

建策略出发主要分析了差异表达基因(Differentially 
expressed genes, DEGs)及非编码 RNA功能特征，并
探讨了转录组测序在不育机制解析及相关基因定位

中的应用前景，以期为转录组测序技术在植物雄性

不育研究中的进一步利用以及植物生殖生理机理的

深入解析提供参考。 

1  转录组测序文库的构建 

1.1  测序组织与时期选择 

选取遗传背景相似或相近，但在目标性状上存

在较大差异的材料，如近等基因系、突变体与野生

型、不育系与保持系等，进行比较分析是现行转录

组研究的主要策略。植物雄性不育通常发生在小孢

子发育过程的特定时期，而不同组织或不同发育时

期的基因表达具有较强的时空特异性，因此选择恰

当的组织器官进行转录组测序对于保障研究结果的

准确性和可靠性就显得至关重要。材料的选择应主

要考虑测序所用组织器官与其发育时期两个方面。

在测序组织器官的选取上，首选花粉或花药，如棉

花、小麦、玉米等相关研究(表 1)，因为这些组织器

官是败育发生的主要体现者，获得的测序数据也便

于进一步分析。同时，在对番茄(Solanum lycopersicum)、

辣椒(Capsicum annuum)、油菜(Brassica napus)等植

物的研究中也有选用减数分裂时期的花芽进行测序

分析，主要是由于这些材料的雄性生殖器官较小，

不便于分离和收集花药或花粉进行测序分析。在时

期的选择上，多数研究倾向于选择研究材料发生败

育的关键时期。如 Yang等[16]对同时选取了 JA型棉

花细胞质败育发生的两个关键时期即造孢细胞期和

小孢子母细胞期进行分析；而 Jeong等[9]研究番茄细

胞核雄性不育转录组时，不但选取了败育发生的四

分体时期外，还比较了败育发生后的绒毡层细胞液

泡化时期及雄花成熟阶段的转录组。除此之外，部

分研究者同时选取多个时期进行测序，以便于分析

在小孢子一定发育时期内相关基因的动态变化。例

如，Zheng 等[17]对细胞质雄性不育杂交后代的可育

与不育甜橙(Citrus sinensis)进行转录组测序分析时，

同时选取了其小孢子发生的 5 个时期进行混样测序。

由于难以准确判断小孢子发育时期，Li等[12]研究大

豆(Glycine max)细胞核雄性不育时选取了处于败育

发生时期的大小各异的花芽进行测序。 

通常植物雄蕊发育的形态特征与小孢子发育阶

段具有一定的相关性，因此将花序直径或花药长度

等作为标准选取发育时期合适的组织或器官进行测 



 

    

表 1  植物中雄性不育转录组测序 
Table 1  RNA-seq in plants related to male sterility 
物种 不育类型 测序组织/时期 转录组 参考文献 
番茄(Solanum lycopersicum) 细胞核雄性不育 花芽/四分体时期，液泡化时期，花粉成熟期 mRNA [9] 

光敏雄性不育 花芽/减数分裂前，四分体时期，减数分裂后 miRNA [14] 
辣椒(Capsicum annuum) 细胞核雄性不育 花芽/花芽发育时期 mRNA [10] 

细胞质雄性不育 花芽/不详 mRNA [25] 
油菜(Brassica napus) 细胞质雄性不育 花芽/生殖生长时期(花芽长度 0~1 mm) mRNA [11] 

细胞质雄性不育 花芽/生殖生长时期(花芽直径小于 2 mm) mRNA [26] 
细胞核雄性不育 花芽/花芽直径小于等于 4 mm mRNA [27] 

大豆(Glycine max) 细胞质雄性不育 花芽/主要为双核早期 mRNA [12] 
细胞质雄性不育 花芽/主要为双核早期 miRNA [28] 

小麦(Triticum aestivum) 化学诱导雄性不育 花药/单核期 mRNA [13] 
温敏雄性不育 小穗/药隔形成早期(雄蕊长度约 1.2 mm)，药隔形成期(雄蕊长度 1.5 mm)，小孢

子母细胞时期(雄蕊长度 2.2 mm)，减数分裂时期(雄蕊长度 3.0 mm) 
miRNA/TasiRNA [15] 

棉花(Gossypium hirsutum) 细胞质雄性不育 花芽/造孢细胞时期(花芽直径 1.5~2.2 mm)，小孢子时期(花芽直径 2.2~2.6 mm) mRNA [16] 
细胞核雄性不育 花药/四分体时期(花芽长度 6~7 mm)，单核期(花芽长度 7~8 mm)，成熟花粉(花

芽长度大于 24 mm) 
mRNA [18] 

细胞核雄性不育 花药/减数分裂时期(花芽长度 3.5~5.0 mm) mRNA [19] 
细胞核雄性不育 花药/减数分裂时期，四分体时期，单核期 miRNA [23] 

甜橙(Citrus sinensis) 细胞质雄性不育 花芽/花萼原基时期，花瓣原基时期，雄蕊原基时期，成熟花时期 mRNA [17] 
玉米(Zea mays) 细胞核雄性不育 花药/生殖生长时期 phasiRNA [21] 

细胞质雄性不育 花粉/小孢子时期 miRNA [29] 
水稻(Oryza sativa) 细胞质雄性不育 花药/单核期 miRNA [24] 
椪柑(Citrus reticulata) 雄性不育 花芽/现蕾期(花芽长度 2.5~3.5 mm)，中蕾期(花芽长度 4.5~5.5 mm)，花药/盛花

期前(花芽长度 6.5~7.5 mm)，盛花期(散粉前) 
miRNA [30] 

萝卜(Raphanus sativus) 细胞质雄性不育 花芽/四分体时期(花芽长度约 1.5 mm) mRNA [31] 
拟南芥(Arabidopsis thaliana) 细胞核雄性不育 花药/花粉败育时期 mRNA [32] 
芥菜(Brassica juncea) 细胞质雄性不育 花芽/不详 mRNA [33] 

细胞质雄性不育 花芽/生殖生长时期 miRNA [34] 
空心莲子草(Alternanthera philoxeroides) 细胞核雄性不育 雄花/生殖生长时期 mRNA [35] 
红麻(Hibiscus cannabinus) 细胞质雄性不育 花药/双核期 mRNA [36] 
西瓜(Citrullu slanatus) 细胞核雄性不育 花芽/生殖生长时期(花芽长度 3~4 mm、7~8 mm)，成熟花时期 mRNA [37] 
不结球白菜(Brassica campestris) 细胞核雄性不育 花芽/开花期 miRNA [38] 
油菜胞质大白菜(Brassica rapa) 细胞质雄性不育 花芽/花药产生至花粉败育时期(花芽长度小于 6 mm) mRNA/miRNA [39] 
大蒜(Allium sativum) 细胞质雄性不育 花芽/四分体时期(绿色被片长度 2.5~3 mm)，小孢子释放时期(绿色被片长度 3~  

4 mm)，小孢子成熟时期(紫色被片长度 3~4 mm) 
mRNA [40] 
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序分析，将更为科学合理(表 1)。Wu等[18]利用显微

观察发现棉花花芽长度与小孢子发育时期存在关联，

当花芽长度为 6~7 mm、7~8 mm和大于 24 mm时，
小孢子分别处于四分体、单核期和成熟花粉时期，因

此他们选取这 3个长度范围的花芽进行测序分析；而
Yang 等[16]研究棉花 JA 型细胞质不育则是根据花芽
直径大小判定小孢子发育的时期；对棉花核不育材

料 21A 研究发现花芽长度处于 3.5~5 mm 时小孢子
处于减数分裂时期，Zhang 等[19]依据此发育特征选

取了小孢子减数分裂中的花药进行转录组测序。同

时，在研究小 RNA与雄性不育发生的关系时，Zhang
等[20]发现玉米小孢子发育时期与花药长度之间存在

显著相关，Zhai 等[21]进一步发现了 phasiRNA 的表
达具有时空特异性。侯磊等[22]在棉花中也发现小孢

子发育与花芽长度之间的关系，Wei 等[23]基于这一

研究结果直接选取小孢子不同发育时期的花芽进行

miRNA功能分析。此外，Yan等[24]在研究调控水稻

细胞质雄性不育相关 miRNA时，则根据小孢子发育
单核期在小穗长度及旗叶与倒数第二叶叶耳距离等

特征判定小孢子的发育时期。 

1.2  RNA 测序文库构建   

对于测序文库构建，不同研究者采用的混样方

式有所区别。Chen等[10]及 Liu等[25]先提取各材料组

织的 RNA，再选取不同时期或不同单株等量 RNA

进行混合，而 Zhu 等[35]及 An 等[11]则是先将不同单

株的组织进行等量混合并提取 RNA，这两种混样方
式得到的数据信息是否存在差别以及各有哪些优缺

点，目前尚没有相关的比较分析。笔者认为，如果

先提取 RNA再进行等量混合，优点在于各个平行进
行测序的 RNA“量 ”是基本一致的，但各个材料
RNA“质”或多或少存在不可避免的差异。如果采取
先将等量材料进行混合，共同提取 RNA，优点在于
能够应用于细微组织且反映了重量相同的材料中各

基因转录水平，各个平行提取的 RNA“质”是一致的，
但由于不同组织或发育时期 RNA 可能会存在丰度
差异，进而会造成最终进行测序的 RNA并不是各个
材料均一混合品，在“量”上存在差异。总之，两种
方法各有所长也各有缺陷，如何平衡“质”与“量”的
关系，需要研究者结合实际情况进行选择。 

2  雄性不育转录组差异表达基因 

2.1  差异表达基因 

通过转录组测序分析往往能够在遗传背景相似

但在育性上存在差别的材料间检测到大量的差异表

达基因(表 2)，分析这些基因表达量的变化特征为挖

掘基因功能及解析植物雄性不育提供了重要途径。

如 Mei等[31]在研究萝卜(Raphanus sativus)细胞质雄

性不育转录组时，他们选取相同胞质两个不同核背 
 
表 2  植物雄性不育差异表达基因 GO 分析 
Table 2  GO analysis of differentially expressed genes in plant male sterility 
物种 差异表达基因数 不育与可育材料间差异表达基因富集的分子功能与生物学过程 参考文献 

番茄 246 转录因子，细胞修饰，细胞凋亡，转运，花粉壁或花粉外壳蛋白，脂质代谢，减数分裂 [9] 

辣椒 668 氧化还原酶活性，金属离子结合，转移酶活性，代谢，蛋白修饰，转运 [10] 

油菜 1148 氧化还原酶活性，水解酶活性，胞内芳香族化合物代谢，次生代谢 [11] 

大豆 365 酶活性调节，脂质结合，糖类结合，胚发育，细胞组分合成，糖类代谢 [12] 

小麦 1088 结合，催化活性，转运活性，代谢，胞内代谢，应激反应 [13] 

棉花 1353 光合作用，类黄酮生物合成，氧化还原反应，亚麻酸代谢 [16] 

棉花: 1742 裂解酶活性，氧化还原酶活性，核小体形成，脂质定位，脂肪酸合成，有机物运输 [19] 

辣椒 11387 离子转运活性，裂解酶活性，转运活性 [25] 

油菜 3199 结合，催化活性，转录调节，转运活性，代谢过程，胞内代谢，应激反应，生物调控 [27] 

萝卜 539 结合，催化活性，转运活性，代谢，胞内代谢，应激反应 [31] 

拟南芥 1114 转录调节，转运，发育 [32] 

红麻 4584 胞内大分子代谢，基因表达，花粉粒外壁形成，胞内蛋白代谢，花粉壁组装，胞内组装 [36] 

大蒜 16271 代谢调控，花器官发育，细胞组分形成，多糖分解代谢，蛋白聚合作用，花青素代谢 [40] 
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景材料 HYBP-A与 YH-A进行比较研究，最终筛选
得到在两个核背景下不育系与保持系共有的差异表

达基因，同时发现这些基因与育性紧密联系，表达

水平(上调或下调)在两组材料中是一致的。Shemesh
等[40]对细胞质雄性不育大蒜(Allium sativum)的转录
组与蛋白质组同时进行分析，发现大部分基因的转

录水平的表达与蛋白水平的表达是相对应的。以上

研究表明，基因的表达丰度与其功能息息相关，研

究者可以通过分析基因表达水平的变化预测基因功

能的变化。 
在实际应用中，为了获取最为关键的基因，往

往需要将得到的差异表达基因根据错误出现率

(False discovery rate, FDR)及差异表达倍数进行筛选，

以排除其他因素对基因表达造成的影响[41]。通过转

录组分析发现，基因的表达水平受到核背景、败育

方式等多方面的影响。例如，Mei 等[31]在萝卜中发

现同一细胞质不同核背景材料 HYBP-A与 YH-A与

其对应的保持系差异表达基因数分别为 3843 和

2041个，说明不同核背景也会对不育系与相应保持

系之间的差异表达基因数量造成影响。同一物种不

同类型的不育材料，其差异表达基因数量、差异表

达的方式等均可能存在较大的差别。如 An 等[11]发

现 Pol 型细胞质雄性不育油菜的不育株上调表达基

因明显多于可育株，而 Qu 等[27]在细胞核雄性不育

油菜中发现基因上调表达主要出现在可育材料中。 

2.2  差异表达基因功能富集通路 

转录组分析发现，雄性不育的发生可能同时伴

随着大量基因的表达上调或下调，对这些基因逐一

进行分析不仅工作量巨大，且不利于了解这些基因

总体的功能特征。因此，利用功能注释数据库对差

异表达基因进行富集分析，就不同物种或同一物种

不同败育方式在富集通路上的差异和共同点进行比

较分析，对了解不同物种雄蕊败育的普遍特征和深

入解析雄性不育的代谢途径具有重要意义。 

基因功能聚类分析主要参考的数据库包括

GO(Gene Ontology Consortium)、KEGG(Kyoto En-
cyclopedia of Genes and Genomes)、COG(Cluster of 
Orthologous Groups of proteins)等，其中 GO数据库
应用最为广泛。利用 GO 分析雄性不育相关转录组 

数据，发现相关差异表达基因富集在植物生理生化

代谢中有多个功能通路(表 2)，这也暗示了植物雄性

不育形成机理的复杂性。其中，花粉壁形成、类黄

酮合成等过程与花粉发育密切相关[42]，而光合作用、

细胞凋亡、亚麻酸代谢等通路参与了细胞程序性死

亡，细胞程序性死亡与植物雄性不育息息相关[8]。

同时，分析发现差异表达基因富集通路在不同败育

类型材料中同时表现出“共性”和“个性”的特征。一

方面，差异表达基因功能主要集中在氧化还原、转

录调控、物质转运、花粉壁形成、脂类代谢等方面，

这是由于这些过程与植物生殖生长密切相关，保证

了花器官正常发育的能量和物质供应，而育性的变

化必然伴随相关基因表达的改变。另一方面，由于

败育方式各异，个别材料又表现出特有的差异基因

富集的功能通路，如大豆细胞质雄性不育中，参与

胚发育的基因在所有差异表达基因占有数量最多[12]；

大蒜细胞质雄性不育中，花青素代谢相关基因在差

异表达基因中占有一定比例[40]。 

3  雄性不育相关非编码 RNA 

非编码RNA是细胞内所有不编码蛋白质的RNA，

主要包括核糖体 RNA(rRNA)、转运 RNA(tRNA)、小

RNA(small RNA)以及长链非编码 RNA(lncRNA)等。

非编码 RNA 作用机制解析是转录组研究的重要内

容，越来越多的研究表明非编码 RNA在植株体内发

挥重要的调控功能，参与了多种生理和代谢途径，

如组织分化及发育[43,44]、生物和非生物胁迫等[45,46]。

除了参与植物生殖生理[47~50]，最新研究表明植物雄

性不育的发生也可能直接与非编码 RNA 的作用有

关[51~54]。因此，分析非编码 RNA的功能对于进一步

解析植物雄性不育机理尤为重要。 

miRNA是植物体内重要的转录后调控因子，通

过降解目标基因转录本或干扰其翻译在植物雄花正

常发育中发挥关键作用[55]，其表达水平可能与植株

育性紧密相关[56]。相比于动物，植物 miRNA 与其

靶基因序列几乎完全配对，这就为利用高通量测序

鉴定及分析 miRNA的靶基因提供了捷径。目前通过

高通量测序分析发现了大量参与植物生殖发育的

miRNAs，这些 miRNAs的作用机制复杂，伴有时空
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特异性。Yan 等[24]比较分析了水稻细胞质不育系及

保持系中 miRNA 表达谱，鉴定得到 518 个已知

miRNAs 和 144 个新 miRNAs，其中存在 24 个差异

表达的 miRNAs，部分 miRNAs 的靶基因与花粉发

育相关，同时还发现部分 miRNAs存在 RNA编辑现

象，表明 miRNA在花药发育及雄性不育发生中存在

复杂的作用机制。Omidvar 等[14]在研究光敏雄性不

育番茄(Solanum lycopersicum)时，发现不育株中有 3个

上调及 9 个下调表达的 miRNAs，通过对这些

miRNAs 及其靶基因进行联合分析，证明了 miRNA

的表达具有时空特异性。Wei 等[23]在研究棉花核不

育发现野生型 miRNA 及 siRNA 数量显著多于不育

株，并且 miRNA在小孢子形成的减数分裂、四分体

及单核期等各个时期表现出特异性。由于 miRNA调

控功能主要是依赖其对靶基因转录本的降解，因此

利用降解组测序分析其下游靶基因是研究 miRNA

功能的关键环节。Tang等[15]通过对小麦温敏雄性不

育材料小 RNA 测序得到了 78 个已知的 miRNAs 和

部分 tasiRNAs，进一步利用降解组测序鉴定了 16

个 miRNA家族的 26个靶基因以及 tasiRNAs的 3个

靶基因。Wei等[39]利用大白菜(Brassica rapa)细胞质

雄性不育系及其保持系共得到 426个新的 miRNAs，

甚至多于已知的 289 个 miRNAs，表明高通量转录

组测序对于挖掘新的 miRNA 具有重要应用价值。

Jiang等[38]利用不结球白菜(Brassica campestris)同时

从 miRNA和降解组两个方面分析了 miRNA参与生

殖发育。小 RNA 测序发现，miRNA 靶基因中相当

一部分是转录因子 [30,57]。例如，Yang 等 [34]利用

miRNA 及降解组测序发现芥菜 (Brassica jun-

cea)miRNA 靶基因包含 NAC、MYB、TCP 等转录

因子家族成员，在番茄中也发现部分转录因子可以

作为 miRNA的靶基因参与雄性生殖器官的发育[14]。

此外，Yu 等[29]在玉米 S 型细胞质不育材料中发现

miRNA的靶基因主要参与基因调控。综合已有的研

究结果不难发现，miRNA通过调节转录因子实现对

基因表达的调控可能是其发挥作用的重要特征。转

录因子的调控作用在雄蕊正常发育中至关重要[58]，

如 Dukowic等[59]及 Jiang等[60]在拟南芥(Arabidopsis 

thaliana)和玉米中鉴定出 MYB、bHLH、WRKY 等

众多转录因子家族参与减数分裂调控，部分转录因

子功能异常可能会导致植株雄蕊败育[61]。由此可见，

miRNA 可通过调节转录因子的表达引发一系列生

理、生化反应并形成高效有序的信号调控网络，从

而保障植株正常的生长发育。 

除了 miRNA，其他非编码小 RNA 的功能机制
在植物雄性不育转录组分析中也有报道。Zhai 等[21]

利用 5 个玉米细胞核雄性不育材料，其花药的发生
异常的部位不同，并在花药中发现了具有时空特异

性表达的次级小干扰 RNA(Phased small-interfering 
RNAs, phasi RNAs)，其中 21nt长度的 phasiRNA主
要产生于减数分裂前并需要正常的表皮层，而 24nt 
phasiRNA 主要形成于减数分裂时期且需要正常的
绒毡层,推测 phasiRNA与植物雄性不育的发生有关。 
长链非编码 RNA 与植物生殖发育密切相关。

Zhang 等 [62]利用链特异性 RNA 测序技术 (Whole 
transcriptome strand-specific RNA sequencing, ssRN-
A-seq)，比较分析了水稻花药、雌蕊、种子、根等组
织器官中的长链非编码 RNA，发现其在表达水平上
具有时空特异性，同时部分长链非编码 RNA参与植
物的生殖发育。进一步分析发现，部分长链非编码

RNA 通过内源性竞争 RNA 作用(Competing endo-
genous RNAs, ceRNAs)或调控功能参与植物生殖过
程。综合以上结果可以看出，利用高通量测序不仅

有助于人们对植物雄蕊败育机制的认识，同时各种

败育类型的转录组数据对于解析基因在转录水平的

功能特征及非编码 RNA 表达的时空特异性具有重
要意义。 

4  植物雄性不育机制及基因定位研究 

利用 cDNA 差异显示[63,64]及基因芯片[65,66]等技

术方法对雄蕊败育机理进行探索的研究已有报道。

近年来随着高通量测序技术的迅猛发展，通过转录

组测序技术从 RNA 水平对植物雄性不育机制进行
解析的研究报道逐渐增多。例如，Zhou等[67]通过微

阵列及转录组测序鉴定得到水稻温敏不育基因 tms5
下游靶基因 UbL40，UbL40 具有泛素化功能并受高温

诱导表达。由于 tms5核酸内切酶功能丧失使得 UbL40

转录水平在高温下持续升高并破坏胞内泛素的动态

平衡，进而引起不可溶的泛素化蛋白增加，诱发花
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粉母细胞液泡化，最终导致花粉败育。此外，Zhou
等[54]通过小 RNA测序发现水稻温敏不育基因 tms12
可形成一个 21nt 的小 RNA smR5864，而出现在小
RNA 中的一个单碱基突变(C/G)与植株育性转变具
有直接的联系。Jeong等[9]通过转录组测序鉴定了番

茄不育基因 Ms1035参与调控的 246个基因，这部分
基因功能主要涉及减数分裂、绒毡层发育、花粉壁

形成等过程，这暗示 Ms1035可能在小孢子形成的减

数分裂和绒毡层细胞程序性死亡过程中发挥关键的

调控功能。Zhu 等[32]对拟南芥 bhlh10/bhlh89/bhlh91
三突变体及野生型进行转录组比较分析，发现不育

株中下调表达的基因功能主要涉及转录调控、转运

及发育等，这从侧面说明了这 3 个 bHLH 基因在这
些功能途径中发挥着正向调控功能。与此同时，研

究者结合转录组测序数据发现已报道的小孢子发育

相关基因 MYB103、MS1、MYB99 在三突变株中表
达量显著降低，而 DYT1 表达量升高，他们推测这
种现象是基因间作用位次决定的，即 DYT1 位于作
用网络的上游，而另外 3 个基因位于作用网络的下
游。这表明可以通过高通量转录组测序解析雄蕊发

育相关基因间表达丰度及特征，并探究它们之间的

调控关系。 
将转录组测序技术应用于基因定位的研究目前

已有报道[68]，但关于转录组测序技术应用于不育基

因定位的研究报道较少。植物花粉形成需要经过减

数分裂、绒毡层发育、花粉壁形成、花药开裂等多

个环节[69]，而能量缺陷、活性氧爆发、细胞程序性

死亡异常等都会造成植物雄性不育[8,70]。笔者分析，

正是由于植物败育方式的多样性及败育机理的复杂

性，使得对控制不育性状表现的基因进行定位及研

究变得异常困难。育性恢复基因的克隆对植物细胞

质雄性不育在生产上的利用十分关键，基于图位克

隆结合转录组测序可以鉴定染色体上一定区间内的

差异表达基因及 SNP，同时，这将有助于恢复基因
的定位及候选基因的筛选。目前将转录组测序技术

应用于育性恢复基因定位的研究报道较多，例如，

在萝卜[71]、洋葱(Allium cepa)[72]、芥菜[73]等作物中

已有相关报道。利用转录组测序直接进行基因定位

当前仍然存在困难及局限，因为基因的突变位点可

能并不存在于转录组中，无法通过转录组测序检测

到其变异；同时，突变基因在突变体与野生型中表

达水平可能并不存在明显差异。虽然利用转录组测

序进行基因定位面临许多挑战，但越来越多的研究

选择通过转录组鉴定目标基因的下游基因，以探究

植物雄性不育的形成机制，这为转录组测序在植物

雄性不育研究中的应用开辟了新的方向。 

5  结语与展望 

植物雄性不育作为杂种优势利用的重要工具，

长期以来受到遗传育种工作者的广泛关注，并取得

了长足的进展。当今，随着技术的进步和研究手段

的不断更新，对植物雄性不育机理的认识也变得更

加全面和深刻，渐渐发现其复杂程度远远超出了预

期，这提示人们单纯从个别基因或通路进行分析或

许难以揭示其复杂的机制。应用高通量转录组测序

技术可以获得大量在不育与可育材料间差异表达的

转录信息，这些差异表达的基因或非编码 RNA往往
在植物生殖发育中具有重要功能作用，并有助于人

们对植物生殖生理的深入认识。同时，目前转录组

研究对象主要集中于 mRNA 及 miRNA，研究发现植
物在转录水平还有 hc-siRNA、phasiRNA、NAT- 
siRNA 和 circRNA 等其他多种产物，利用转录组对
这些非编码小 RNA 进行分析将有助于进一步揭示
植物雄性不育的机制。在植物雄性不育研究中，当

前进行转录组分析选取的小花、花芽、花药、花粉

等组织或器官并不仅仅包含生殖细胞，因而会对最

终的分析结果造成一定影响。单细胞测序技术已被

成功应用在植物研究中[74]，如果能够借助此技术对

植物雄性生殖细胞进行直接分析将为转录组测序在

植物雄性不育研究中的应用开启一个新的篇章。 
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