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摘要：　栽培金鱼草（Antirrhinum majus L．）中有许多分子生物学上研究得较为透彻的 DNA转座子�但是它们的 S 位
点已经失去了功能（Sc）位点�故而为自交亲和。为了利用这些转座子进行 S 位点选择性的转座子标定实验�将一
个来自栽培金鱼草花型基因 Cyc 的活跃转座子 Tam5通过遗传重组的方法引入到与自交不亲和金鱼草种间杂种
（A．majus× hispanicum）S 位点紧密连锁的位置。限制性酶切片段长度多态性（RFLP）的分析证明该转座子距 S 位
点约3cM （centiMorgan）�并且保持了较高的转位活性�其配子切除频率高达20％。同时�还讨论了花型和自交不亲
和性基因连锁的可能的生物学意义。所建立的 S 位点选择性的转座子标定体系为详细研究金鱼草 S 核酸酶基因
及其不同结构域在自交不亲和反应中的作用提供了新的技术平台。
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Establishment of the Self-incompatibility （S） Locus-directed
Transposon Tagging System in Antirrhinum
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Abstract：　In order to perform mutational studies on genes from the self-incompatibility （ S） locus�an S
locus-directed transposon tagging system was established in Antirrhinum．Cultivated lines of Antirrhinum majus
contain many molecularly wel-l characterized transposons�but are self compatible due to the presence of a non-
functional S locus （Sc）．In this study�an active transposon （Tam5） from the Cycloidea （Cyc） locus control-
ling flower asymmetry in A．majus was introduced to a position tightly linked to the functional S locus from
self incompatible interspecific hybrids （A．majus× hispanicum） through genetic recombination．RFLP （re-
striction fragment length polymorphism） analysis showed that the transposon is3cM （centiMorgan） away from
the S locus and retains high transpositional activity with a germinal excision frequency of20％．Possible impli-
cations of the linkage between the S locus and genes controlling floral phenotypes were discussed．An active
transposon tightly linked to the S locus constructed here will facilitate the generation of insertional mutants of
the S locus encoded genes and may lead to dissecting their precise roles during self-incompatible reactions．
Key words：　transposon tagging；S locus；Antirrhinum

　　 在许多雌雄同花的被子植物中�自体花粉的受
精常常受到一种称为自交不亲和性（self-incompati-
bility�SI）的种内生殖障碍的抑制［1］。在大多数自交
不亲和的植物中�SI 的遗传学比较简单�受控于由
复等位基因构成的单一位点�称为 S 位点（S locus）。
目前已经从多种植物的 S 位点中分离获得了控制
SI表达的基因［2－4］。在以茄科、玄参科和蔷薇科为
代表的配子体自交不亲和植物中�迄今为止分离到
的惟一 S 位点基因编码一类核酸酶�称为 S 核酸酶

（S RNases）［5］。已有的证据表明它们参与了花柱 SI
的表达�但是与花粉 SI的控制无关［3�6�7］。

虽然对 S 位点编码的基因有了一定的了解�但
是直接突变 S 基因的研究却很少。早期通过放射
性诱变的方法获得了一些影响 S 位点功能的突变
体�它们分别影响花柱或花粉 SI 表达�提示 S 位点
可能至少由两部分组成�一部分控制花柱SI�另一部
分与花粉 SI的表达有关［1］。近来�由于 S 基因的获
得�为研究少数天然发生的 S 位点突变体提供了可
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能。例如�通过分析一种秘鲁番茄的自交亲和（Sc）
突变体发现 S 核酸酶活性部位的组氨酸发生了突
变�丧失了核酸酶活性�表明其酶活性是自交不亲和
反应所必需的［8］。对日本梨花柱 Sc 突变体的研究
发现 S 核酸酶基因发生了缺失�提示它确实参与了
花柱 SI�而与花粉 SI 无关［9］。最近�通过放射性诱
变得到了数个花烟草（Nicotiana alata）花粉自交亲和
突变体�利用 S 核酸酶基因为探针发现其中大多数
突变体携带有一个多余的 S 等位基因［10］。因此�控
制花粉 SI的基因即花粉 S 基因不同于 S 核酸酶基
因�与早期的 S 位点的遗传突变结果一致［1］。

为了全面深入了解 S 位点的结构和功能�有必
要建立一个能够定向突变其编码基因的实验体系。
玄参科栽培金鱼草是研究植物发育的一种模式系

统�主要是因为它含有分子生物学上研究得较为透
彻的 DNA转座子�为突变体及其基因分离提供了方
便［11－16］。自交不亲和金鱼草属配子体型�与茄科
植物的类似。在前期工作中�我们分离到了3个 S
核酸酶基因［17］。虽然发现它们与 S 位点连锁�而且
其表达模式和序列多态性也与它们参与花柱 SI 表
达的推测是一致的�但是�对它们如何在自交不亲和
反应中发挥作用却不了解。无疑�金鱼草 S 核酸酶
基因突变体的获得是这一方面研究的重要基础。
DNA转座子常常转位到连锁的位置［18�19］�因此�利
用与目的基因连锁的转座子获得突变体的可能性也

会加大。这种突变方法称为位点选择性的转座子突
变�已在突变体的产生及其基因分离和功能研究中
得到了应用［20－22］。

早期的遗传分析表明金鱼草花型基因 Cycloidea
（Cyc）与 S 位点连锁［23］。最近�利用转座子标定技
术分离获得了 Cyc 基因［24］。已鉴定的引起该位点
突变的转座子有数种�而且有些比较活跃［24］。但
是�这些转座子的宿主栽培金鱼草为自交亲和�其 S
位点已经失去了功能�因此不能用于研究 S 位点的
功能。基于两个位点的连锁关系�可以通过遗传重
组的途径将活跃的转座子引入 S 位点的连锁位置�
从而建立一个金鱼草 S 位点选择性的转座子突变
体系。为了达到这一目的�在本实验中�建立了一个
金鱼草 S 位点选择性的转座子标定体系�为突变金
鱼草的 S 位点编码基因提供了可能。
1　材料和方法
1．1　植物材料

金鱼草（Antirrhinum majus L．）的种植采用标准

的温室条件［12］。栽培金鱼草品系（H2111、G112A39和
N98）和自交不亲和的金鱼草种间杂种（A．majus×
hispanicum）分离群体及其亲本分别来自 Luo等［24］和
Xue等［17］。通常用3μg的基因组 DNA进行酶切和
杂交分析。
1．2　分子技术

金鱼草基因组 DNA 的提取和杂交以及常规
PCR按以前描述的方法［17］进行。Cyc位点和 S 核酸
酶基因的探针分别来自 Luo等［24］和Xue等［17］。

反向 PCR（IPCR）按下述方法完成。用所需限制
性内切酶（10U�BRL）在20μL反应体积中完全切割
2μg金鱼草DNA （37℃�2h）。10μL的基因组DNA
酶切产物在400μL 含 T4DNA 连接酶（2．5U�BRL）
的反应体积中在4℃进行过夜连接反应。另外10
μL基因组 DNA 酶切产物进行同样的反应�但是不
加连接酶。连接和不连接产物分别经酚／氯仿抽提
和酒精沉淀后都溶于200μL 的无菌水中。用其中
的10μL 进行PCR�扩增条件与常规PCR［17］一样�但
退火温度为55℃。PCR产物经Wizard kit （Promega）
纯化后克隆到 pGEM-T 载体（Promega）。利用PCR的
方法从所获阳性质粒中扩增其插入片段�经 Promega
纯化后用于 DNA 测序分析（ABI370�PE）。用 GCG
软件包进行相关的 DNA序列数据的处理和分析。

Tam5转位后印迹序列的克隆采用基因组 PCR
的方法�所用引物为 Y4和 Y77。利用50ng基因组
DNA进行 PCR�其扩增条件和 PCR 片段的克隆、测
序及分析与上述相同。
1．3　引物序列

用于 IPCR和转座子 Tam5印迹克隆实验的引
物序列为 Y4 （5′-TCGATCTAAAAACTTGTGTCCCC-
3′）、Y5 （5′-GGCATATTATTGAACCCGAGG-3′）、Y73
（5′-CTGCCAACCCGGAATAAACTAGAAGC-3′）、 Y77
（5′-CAAACACAATGCGGGGGCC-3′）和Y80（5′-AAGT-
TGTTTTCTTTTGTGCTC-3′。
2　实验结果
2．1　Cyc位点和 S位点的遗传距离约为3cM

早期的遗传实验证明控制花不对称性的 Cyc基
因与 S 位点有连锁关系［23］�但是没有两个位点精确
遗传距离的估计。最近�通过转座子标定技术分离
获得了 Cyc基因［24］�发现它属于一类新的基因家族
（TCP）［25］。我们对金鱼草自交不亲和性的前期研究
中建立了4个 S 等位基因（S1、S2、S4和 S5）分离的
群体�并分离获得了3个 S 位点编码的核酸酶基因
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（S2、S4和 S5）［17］。这些进展为进一步确定两个位点
的遗传距离提供了可能。利用4．8kb的含全部 Cyc
基因编码区域的 EcoRⅠ片段为探针（Cycp1）（参见
图2）�对多种酶切的金鱼草 S 等位基因分离群体
的亲本进行了 DNA印迹杂交分析�结果表明该探针
可以在 EcoRⅠ酶切的亲本 DNA之间检测出能够区
别4个等位基因的限制性酶切片段多态性（RFLP）
（图1）。在亲本 S2S4中�与 Cycp1杂交的两个片段
分别代表 S2和 S4基因型�其大小为5．5和5．6kb。
虽然这两个片段非常接近�但是在长时间电泳分离
后可以观察到两者的差异（数据未出示）。另外�
Cycp1与亲本 S1S5的 DNA杂交的两个片段分别代
表 S1和 S5�其大小为6．1和6．8kb�容易将这两个
基因型分开。通过对该分离群体中30株个体的
DNA杂交分析�发现1株材料－－－D28511�Cyc 基因
代表的 S 基因型（S1S2）与 S 核酸酶基因代表的基
因型（S5S2�参见 Xue 等［17］）不符（图1）�表明该植
株为亲本（S1S5）中两个等位基因在 S 和 Cyc位点之
间发生了重组后产生的配子与 S2杂交后的结果�其
余29株中 Cyc 位点表现出的 S 等位基因的多态性
与 S 核酸酶基因表现的相一致（图1）。这里显示的
是代表4个不同分离组合的8个单株的杂交结果�
其余22个单株的杂交结果未出示。据此推算�S 位
点与 Cyc基因之间的遗传距离大约为3cM�与早期
的遗传实验结果吻合。这一结果为构建正常 S 位
点和 cyc突变体所携带的活跃转座子之间的重组子
提供了分子遗传学的依据。
2．2　 cyc650含的转座子为 Tam5

从转座子突变实验获得了5个 cyc 突变体�其
中 cyc650所携带的转座子较为活跃�表现出高配子
切除频率［24］�但是对引起该突变的转座子类型却没

图1．　Cyc 与 S 位点的连锁分析。
Fig．1．　Linkage analysis of the Cyc and S loci．
Genomic DNA from the population segregating for4 S alleles and
the parental lines （P） were digested with EcoRⅠ and probed with
Cycp1（see Fig．2）．Eight individuals representing4types of S
gene combinations and their parents were shown and their S geno-
types are indicated on the top ［17］．The S genotypes inferred from
Cycp1are indicated on the right and the lengths of the hybridizing
fragments in the parenthesis． Lane marked by ∗ represents
D28511�a recombinant between the S and Cyc loci．
有研究。为了更好地利用该转座子进行位点选择性
的转座子突变�我们采用 IPCR技术对该转座子进行
了分子生物学鉴定。

Cyc 位点的 DNA 序列和 cyc650携带转座子的
大致位置已经知道［24］。为了分离转座子的右端序
列�设计了位于近 Cyc基因5′端 EcoRⅠ切点上游的
两个引物（Y5和 Y73）用于 IPCR 实验（图2）。早期
的DNA印迹杂交实验证明 cyc650转座子中含有一
个 EcoRⅠ切点［24］�而且位于 Cyc基因上游的1．1kb
的 EcoRⅠ片段内（图2）。金鱼草 G112A39和 H2111
系分别含杂合和纯合的 cyc650等位基因�N98为野
生型 Cyc的品系（分别为图3的泳道1和4、2和5
以及3和6）�其 DNA经过 EcoRⅠ酶切和连接后�用
Y5和Y73引物进行 PCR�获得一条1．55kb的片段�
根据转座子插入1．1kb EcoRⅠ片段的位置和相应
的 Cyc 序列�推算该片段含有500bp 的转座子序
列。在野生型和杂合 Cyc品系中都扩增出一条对应
于正常的 Cyc基因序列的1．1kb片段［24］（图3A）。

图2．　 cyc650位点示意图。
Fig．2．　A schematic map of cyc650．
Transcription directions�primer locations�transposon and exons are indicated by arrows�one-sided arrows�triangle and boxes�respectively．
Two black lines show the probes used for DNA blot hybridization．E�EcoRⅠ；Ev�EcoRⅤ．The map is not drawn to scales．
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图3．　 cyc650携带的转座子末端序列的克隆。
Fig．3．　Cloning of the transposon ends from cyc650．
A．1．0％ agarose gel analysis of the IPCR products representing the
right end of the transposon using primers Y5and Y73．Lanes1and
4�2and5 and3 and6 correspond to the lines G112A39（ Cyc／
cyc650）�H2111（ cyc650／cyc650） and N98（ Cyc／Cyc）�respec-
tively．The lengths of DNA markers are indicated on the left in base
pairs．Lanes1－3are the IPCR products with the inclusion of T4DNA ligase and4－6without it．B．1．0％ agarose gel analysis of
the IPCR products representing the left end of the transposon using
primers Y4and Y80．The illustrations are the same as in A．

为了分离转座子左端的序列�上述相关材料的
DNA经 EcoRⅤ酶切和连接后�用 Y80和 Y4引物进
行 PCR�在纯合和杂合的突变体中获得了一条1．11
kb的扩增产物（图3B）�推算含有0．5kb 的转座子
序列。但并没有获得代表野生型 Cyc基因的扩增片
段�这可能与野生型 EcoRⅤ片段大于5kb 有关［24］
（图2）�常规的 PCR一般不能有效地扩增这样大小
的片段。另外�两类 IPCR反应在没有加连接酶的情
况下�都没有扩增出产物（图3）�说明 IPCR 扩增产
物的特异性。

分别对含有转座子左右两端序列的 IPCR产物
进行克隆和测序后发现（数据未出示）�它与已分离
的 Tam5的序列相同［15］�表明 cyc650所含的转座子

为 Tam5。该转座子的长度为5．3kb ［16］。同时�这
些实验也确定了 Tam5的转录方向与 Cyc 的相反
（图2；Dolye ［16］）。
2．3　Tam5和功能正常的 S 等位基因之间重组子
的构建

携带纯合 cyc650等位基因的栽培金鱼草系是
自交亲和的�因为它的 S 位点的功能已经丧失
（Sc）。为了将 cyc650携带的 Tam5与功能正常的 S
等位基因结合�我们进行了一系列的遗传杂交和分
子遗传学实验。利用已获得的自交不亲和种间杂种
材料－－－T24917（ S4S5）和 D28529（ S2S5）为父本［16］�
纯系 cyc650（N1192和 N11910）为母本进行杂交�分
别获得了两个 F1家系－－－R2501－12和 R2511－10（图
4）。它们为杂合 cyc650�花的表型为正常的两侧对
称。为了选择合适基因型的 F1植株进行杂交�分别
对这两个家系的 S 和 cyc650的基因型进行了鉴定。
以 Cycp1（图2）为探针进行 DNA印迹杂交确定了两
个家系的 S 基因型（图5A�参见图1）�发现4种不同
组合的基因型都存在。与用 S 核酸酶基因杂交的
结果［17］相同（数据未出示�但是可参见图6）。为了
确定 F1植株中 cyc650的基因型�以 Cyc 上游的 Cy-
cp2（图2）探针进行了杂交（图5B）�1．55和1．1kb
的杂交片段分别代表 cyc650和野生型 Cyc 或 Tam5
切除等位基因。这一结果表明近一半的植株具有预
期的杂合基因型�但是其余植株中代表 cyc650的
1．55kb 的 EcoRⅠ片段消失了�产生了其他的杂交
片段�可能是 Tam5发生转位的结果。这一结果也
表明 Tam5在F1代中保持了较高的转位活性。分

图4．　 cyc650和 S 位点重组子获得谱系图。
Fig．4．　Scheme for generating recombinants between the S and Cyc loci．
N1192and N11910are self-compatible and homozygous cyc650lines of Antirrhinum majus and were used as male parents for crosses．The fe-
male parents�T24917（S2S4） and D28529（S2S5）�are self-incompatible interspecific Antirrhinum lines carrying homozygous Cyc alleles．Two
F1plants�R2509and R2517�were reciprocally crossed to produce the F2plants including5recombinants．cyc∗ indicates the recessive allelecaused by Tam5excisions．
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图5．　F1代植株 S 和 cyc650基因型的鉴定。
Fig．5．　Identifications of S and cyc650genotypes of the two F1families．
A．S genotype determination．Genomic DNA from the two F1families�R2501－12and R2511－10�were restricted with EcoRⅠ and probed by
Cycp1（Fig．2）．The lengths of the hybridizing fragments are shown on the left and the S genotypes represented by them on the right．B．
cyc650genotype determination．Genomic DNA of3μg from the two F1families were cut with EcoRⅤ and probed by Cycp2（Fig．2）．Wshows Cyc or cyc∗ allele．The illustrations are the same as in A．

图6．　 cyc650和 S 位点重组子的 S 基因型的确认。
Fig．6．　Confirmation of S genotypes of the recombinants between
the S and cyc650loci．
Genomic DNA from the lines were restricted with EcoRⅠ or Hind
Ⅲ and probed by a mixture of S2and S4genes ［17］．Lanes1－8are
R2509�R2517�A2932�A29372�A293B2�A293C1�A293C55 and
A293C53�respectively．A2932 and A293C1 are homozygous cyc650
lines without S RNase genes．For the genotypes of the rest lines re-
fer to Fig．2．A293C5was not included in this analysis．The S
genotypes represented by the hybridizing fragments are shown on
both sides．
别从两个 F1家系中选择了1个杂合 cyc650植株
－－－R2509（S4Sc）和 R2517（ S2Sc）进行杂交（图5）�
总共获得了600个 F2代植株。由于纯系 cyc650的
花型为辐射对称花�很容易与携带野生 Cyc 等位基
因植株的两侧对称花区分开来�为筛选 F2代中纯和

的 cyc650位点提供了一个表型标记。通过花型的
筛选从600株中得到了大约150个花型为辐射对称
的植株�表明它们可能含纯合 cyc650基因型。利用
S2和 S4核酸酶基因对这些植株进行了DNA印迹杂
交�从中发现了5个含相应的 S 核酸酶基因（图6）�
其余植株的杂交结果未出示�表明这5株为 cyc650
和 S 位点的重组子�其中1个含 S2（A293C53）�4个
含 S4（A27372、A293B2、A293C5和 A293C55）。为了进
一步确定这些重组子中 cyc650的基因型�利用 Cy-
cp2对这些重组子的 DNA 做了印迹杂交�结果表明
A27372和 A293B2含有纯合 cyc650基因型�而其余3
个重组子为杂合 cyc650�因为它们的花型仍为突变
型�说明所携带的1．1kb 的杂交带（ cyc∗）与正常的
不同�可能为转座子转位后没有使得 cyc 基因的功
能得以恢复（图7）。同时�这一结果也进一步印证
了 Cyc与 S 位点遗传距离约为3cM的推算。
2．4　重组子中的 Tam5具有高的转座活性

为了证明 Tam5在重组子中仍具有转座的活
性�我们对重组子的自交后代进行了分析。由于重
组子含有 Sc等位基因�它们是自交亲和的。分别由
重组子 A293B2和 A293C53自交后产生了两个家系
YX11－15和YX41－15。在30个自交后代中�发现6个
花型为两侧对称的恢复植株（YX13－6�8和 YX41）�显
示重组子中Tam5的配子切除频率高达20％�表明
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图7．　重组子 cyc650基因型的鉴定。
Fig．7．　 Identification of cyc650genotypes of the recombinants．
Genomic DNA from the parental lines and recombinants were re-
stricted with EcoRⅤ and probed by Cycp2．The lengths of and the
genotypes represented by the hybridizing fragments are indicated on
the left and right�respectively．W shows Cyc or cyc∗ allele．
Tam5在重组子中可以继续转位�而且保持了较高
的转位活性。为了证明这些恢复植株确实是 Tam5
转位的结果�利用转座子两翼的一对引物（Y4和
Y77）（图2）对6个恢复植株中 Tam5转位后所留下
的印迹（footprints）进行了克隆和 DNA 序列分析�发
现每个印迹都与转座子转座后所留下的典型印迹相

吻合［15］（图8）�说明 S 位点连锁的 Tam5完全保持
了其正常的转位功能。

图8．　重组子后代 Tam5转位后的印迹分析。
Fig．8．　Footprints analysis of the recombinant progeny after Tam5
transposition．
YX13－6�8and YX41 lines were from the recombinants A293B2 and
A293C53�respectively．3bp target site duplications from Tam5in-
sertion are indicated by arrows and the footprints produced after its
excisions are boxed．The dotted line shows the sequence of unknown
origin．

3　讨论
为了利用转座子研究 S 位点编码基因的功能�

本实验成功地将一个活跃的转座子 Tam5引入与金

鱼草正常 S 位点紧密连锁的位置。首先�通过RFLP
分析的方法在分子遗传的水平上验证了花型控制基

因 Cyc和 S 位点的连锁关系�并通过重组频率的计
算确定了两个位点的遗传距离约3cM。第二�通过
一系列杂交、自交和相关的分子遗传学分析�获得了
5个 Tam5和 S2或 S4等位基因连锁的重组子。第
三�对重组子中 Tam5行为的研究表明该转座子具
有较高的转位活性�其配子切除的频率可达20％。
3．1　S和 Cyc位点的连锁

对金鱼草自交不亲和性和花型控制基因的早期

研究发现两者有连锁关系［23］�子代分析表明两个位
点之间可能有20％的重组率�但是对它们之间的确
切遗传距离没有实验证据。最近�控制花型的 Cyc
和 S 位点编码的 S 核酸酶基因的分离［17�24］�为精确
计算两者的距离提供了可能。S 核酸酶基因本身具
有很高的序列多态性［17］�可以方便地用于基因型的
鉴定。但是�Cyc 基因之间的多态性应该是比较少
的。以栽培金鱼草的 Cyc 基因为探针�检测到了来
自 A．hispanicum的4个不同 S 等位基因相关的Cyc
位点的多态性�可以清楚地将它们分辨开来（图1）。
A．hispanicum中 Cyc多态性的产生可能与自交不亲
和位点的存在有关�由于 S 等位基因之间的重组受
抑制�可能也会影响到与其紧密连锁的位点�使后者
的重组也相应地减少�造成 DNA 序列多态性的增
多。另外�茄科的 S 位点位于着丝粒附近［26］�这些
区域多为异染色质�相应的同源重组会受到抑制。
有可能金鱼草的 S 位点也处于类似的位置�因此位
于异染色质区的 Cyc基因发生重组的机会也相应减
少�造成 DNA序列多态性的积累。当然这两种抑制
同源重组的机制并不互相矛盾�可能同时发挥作用。

S 和 Cyc位点的紧密连锁是否有一定的生物学
意义？自交不亲和性作为一种种内生殖障碍在花的
早期进化中起了重要的作用［1］。金鱼草为异花受粉
植物�两侧对称的花适应于虫媒传粉。Cyc 位点的
突变使在进化上较为高级的两侧对称花变为辐射对

称花�直接影响虫媒传粉。表明花的形态和自交不
亲和性有密切关系的第二例子为异型自交不亲和

性。在报春花属植物中�S 位点与控制雌雄蕊高度
的基因位于同一位点�组成了一个所谓的“超基因”
（supergene）［1］。因此看来�花形态发育有关的基因
与 S 位点在遗传上的紧密连锁可能与保证和维持
一些显花植物实现异花授粉有一定的关系。
3．2　S位点连锁转座子的特性和行为

金鱼草转座子已成功地用于多种基因的分
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离［11－16�22�24］�但是�这些基因的分离都是在没有功
能型 S 位点（Sc）的自交亲和栽培金鱼草中完成的。
从自交不亲和的金鱼草品种中还没有分离到活跃的

转座子。因此�用栽培金鱼草无法通过转座子研究
S位点的结构和功能。我们曾通过种间杂交的实验
将来自 A．hispanicum 的正常 S 等位基因引入栽培
金鱼草品系中［17］�并尝试了转座子诱变实验�获得
了数个自交亲和的突变体�但是目前它们与转座子
的关系还不明了（Y．Xue等�待发表结果）。

本文通过杂交和自交等方法把 Tam5引入到 S
位点连锁的位置（图4）�为了确保所用杂交植株正
确的基因型�我们利用 Cyc 位点的探针进行了 DNA
印迹杂交分析证明所选用的两株 F1植株 R2509
（S4Sc）和 R2517（ S2Sc）具有期望的基因型（图5）。
通过筛选它们杂交的600个 F2后代�共得到150株
突变花型的 F2植株�从中获得了5株 Tam5和 S 基
因的重组子（图6）。为了保证重组子仍含有纯合的
Tam5�对它们做了进一步的分析�发现其中2株
（A29372和 A293B2）含有纯合的 Tam5�另外3株
（A293C5、A293C53和 A293C55）在该位点表现出杂合
性（图7）。按理说�如果这3株在 Cyc 位点表现出
杂合性�其表型应为野生型�但是它们却表现突变
型。这可能与 Tam5转位后常常造成的影响�如缺
失、重组等有关�因此在这3株中 DNA 杂交显示的
Cyc基因型为一种突变的基因（ cyc∗）。但是�我们
并不知道发生 Tam5转位的是正常 S 还是 Sc 染色
体。由于转座子连锁转位的特性�可能发生转位的
Tam5仍在同一条染色体上。这需要进一步的遗传
和分子遗传分析证明。另外�对其中一个 Tam5杂
合重组子（A293C53）子代的分析表明剩余的 Tam5转
座子可以发生正常的转位（图8）。

维持目的基因连锁转座子活性是进行位点选择

性突变实验的基础。因此�我们对两个重组子后代
中 Tam5的行为做了研究�发现它保持了较高的配
子体切除频率（20％）�而且 Tam5转位后的印迹也
比较典型［16］（图8）。虽然�高配子体切除频率可能
有利于突变体的获得�但是对突变体的保持也提出
了问题�因为所获得的突变体由于高配子体切除频
率�很容易产生恢复突变。幸运的是�Tam5转位后
经常留下4个碱基的印迹（图8）�如果插入在基因
的编码区�即使它转位后也可能产生移码突变�造成
基因功能的减弱或丧失。
3．3　建立 S位点选择性转座子标定的意义

目前已从多种植物中分离获得了多种 S 位点

编码的基因�表明 S 位点可能是一个相当复杂的位
点［2－4］。但是�对其中许多基因在自交不亲和反应
中的确切功能了解不多。现在�一般采用反义或正
义（共抑制）转基因的手段研究 S 位点编码基因的
功能�取得了一些重要的结果［27－32］。但是�大多数
S位点编码的基因都属于多基因家族。由于同源性
的存在�以转基因为基础研究 S 基因功能的方法往
往不是很有效�因为转基因可能会影响到与目的基
因同源基因的表达�造成实验结果解释的困难。所
以�建立 S 位点转座子突变系统将大大帮助和改善
这方面的研究。最近�通过转基因的方法将玉米的
Ac引入到了与矮牵牛 S 位点连锁的位置［26］�但是
这些转座子的活性在异源宿主中比较低�可能会影
响到它们的进一步利用。

虽然已从金鱼草的 S 位点中分离到了编码的 S
核酸酶基因［17］�但是对于它在自交不亲和反应中发
挥的详细作用�特别是该基因不同结构域在其中的
功能了解不多。本实验建立的 S 位点选择性转座
子标记体系可用于突变 S 核酸酶基因及其不同结构
域�探明在它们体内作用的机制。另外�现有的遗传
和分子遗传证据表明控制花粉自交不亲和特异性的

基因（花粉 S 基因）不同于 S 核酸酶基因�但是还没
有分离获得花粉 S 基因［2－4�7］。由于 S 核酸酶基因
和花粉 S 基因位于同一位点［1］�转座子插入 S 核酸
酶基因的材料将可以进一步用于突变花粉 S 基因的
研究�提供分离该基因的一条途径。以金鱼草 S 位
点选择性的转座子标定系统为基础�我们可以结合
PCR技术利用基因和转座子特异的引物从比较大的
突变群体中筛选 Tam5插入 S 核酸酶基因的事
件［21�33］�这样可大大提高突变筛选的灵敏度�达到
研究 S 核酸酶在自交不亲和反应中的详细作用机
制和逐步分离花粉 S 基因的目的。
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