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甘蓝型温敏雄性不育油菜 W21 的育性转换

及花药发育的细胞学研究 

熊佳仁 1，刘艳欣 1，王艳红 2，张振乾 1，肖钢 1* 

(1. 湖南农业大学农学院，湖南 长沙 410128；2. 娄底市农业技术推广中心，湖南 娄底 417600) 

摘要：以甘蓝型温敏雄性不育油菜W21为研究材料，采用形态学观察、遗传分析和细胞学观察等方法，系统探究

其花粉败育的关键时期、败育特征及遗传规律。结果表明：W21的育性转变温度为22 ℃，在18 ℃条件下，植株

表现为完全可育，雄蕊发育正常，花药呈鲜黄色，花粉粒形态饱满；当温度高于22 ℃时，花药发生退化，植株表

现为不育；W21的不育性状至少受2对隐性基因控制，其花粉败育起始于花粉母细胞时期，至单核中晚期彻底败

育，其细胞学败育特征主要表现为花药表皮结构发育异常，绒毡层细胞提前解体并伴随异常液泡化，花粉母细胞

减数分裂紊乱，导致四分体形成异常，花粉外壁发育缺陷。上述异常发育过程最终引发小孢子黏连及胞质降解，

导致花粉完全败育。 
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Fertility transition and cytological characteristics of anther development  

in thermo-sensitive genic male sterile rapeseed line W21 

XIONG Jiaren1, LIU Yanxin1, WANG Yanhong2, ZHANG Zhenqian1, XIAO Gang1* 

(1. College of Agronomy, Hunan Agricultural University, Changsha, Hunan 410128, China;  

2. Loudi Agricultural Technology Extension Center, Loudi, Hunan 417600, China) 

Abstract: Using the thermo-sensitive genic male sterile(TGMS) Brassica napus line W21 as the experimental material, 

this study systematically investigated the critical period, characteristics, and inheritance pattern of pollen abortion by 

combining morphological observation, genetic analysis, and cytological examination. The results showed that the critical 

fertility transition temperature of W21 was 22 ℃. Under 18 ℃, the plants exhibited complete male fertility, with normal 

stamen development, bright yellow anthers, and plump pollen grains. In contrast, when the temperature exceeded 22 ℃, 

anther degeneration occurred, leading to sterility. The sterility trait of W21 was controlled by at least two pairs of 

recessive nuclear genes. The pollen abortion process of W21 initiated at the pollen mother cell stage and culminated in 

complete abortion during the middle-late uninucleate stage. The key cytological characteristics of abortion include: 

abnormal development of the anther epidermal structure; premature degeneration of the tapetum accompanied by 

abnormal vacuolization; formation of abnormal tetrads due to meiotic irregularities in pollen mother cells; and defects in 

pollen exine development. These abnormalities ultimately resulted in microspore adhesion and cytoplasmic degradation, 

leading to complete pollen abortion. 
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杂种优势利用已经成为选育高产油菜品种、提

高产量的主要策略[1]。当前应用于油菜杂种优势利用

的雄性不育系统包括细胞核雄性不育(GMS)、细胞质

雄性不育(CMS)、生态型雄性不育(EMS)、自交不亲

和(SI)和化学杂交剂(CHA)等[2]。其中，EMS中的光

温敏雄性不育系统(P/TGMS)是两系油菜育种的重要

技术基础，可在不同的生态条件下作为不育系用于

杂交制种，或作为保持系自交繁殖，真正实现“一系

两用”[3]。此外，P/TGMS还具有恢复谱广、无细胞质

负效应、配组自由、育种程序简单、易选配出强优

势组合等优势[4]。1994年，甘蓝型油菜EMS湘油91S

被首次报道，标志着我国油菜两系法育种工作正式

起步[5]。此后，育种家们相继选育了402、104S、TE5A、

SP2S、373S、Huiyou50S等EMS品系，并对其遗传特

性、不育机理进行了深入研究[6–11]。 

植物雄性不育大多由花药发育异常引起。植物

花药发育分成14个时期，主要包括雄蕊原基的出

现、孢原细胞的分化、造孢细胞、花粉母细胞、四

分体、小孢子发育和雄配子发育等阶段[12–13]。在花

药发育过程中，任何一个时期发生异常都会导致花

粉败育。败育原因一般有花粉囊发育异常、母细胞

减数分裂异常、绒毡层提前或延迟解体、四分体发

育异常、胼胝质降解异常、花粉壁形成和花药开裂

异常等[14–15]。例如，甘蓝型油菜hau CMS、EMS 533S

的不育是由孢原细胞时期花药发育停滞而无法形

成花粉囊所致[16–17]。此外，小麦BS366、油菜TE5A、

160S、373S、SP2S、9012A及MSL的败育均是因花

粉母细胞时期花药发育异常所致，具体原因包括减

数分裂受阻、绒毡层细胞提前或推迟解体、胼胝质

沉积紊乱及花粉外壁合成受阻等 [18–23]。大白菜

msm0795在四分体时期因小孢子分离异常导致花

药败育[24]。小麦温敏胞质不育系FA99在四分体时期

因绒毡层提前降解导致花药不开裂和花粉败育[25]。

而油菜Huiyou 50S则是因绒毡层提前降解，使其在

四分体至单核期发生花粉败育[26]。 

本研究旨在解析温敏雄性不育油菜W21花药

败育的时期、细胞学特征及遗传规律，以期为油菜

两系法杂交育种提供理论依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

供试材料为甘蓝型温敏雄性不育油菜W21，可

育株命名为W21F，不育株命名为W21S。分别将自

交系L2263、L23124、1566、1701与W21杂交，获

得F1、F2代材料，用于后续遗传分析。 

1.2 W21育性转换温度研究 

分别于2022年5月初在内蒙古通辽市、2023年5

月初在内蒙古呼和浩特市、2024年5月初在甘肃省

张掖市播种W21，并于同年7月开花期在田间观察

其育性表现。2023、2024年，将W21盆栽材料种植

于湖南农业大学人工气候箱中，培养条件设置为光

照13 h黑暗11 h，光照强度3 000 lx，温度18 ℃；待

W21现蕾后，将其分别置于18、20、22 ℃下，观察

植株生长情况并采集花朵，使用醋酸洋红染色液检

测花粉活性。 

1.3 花器官形态学观察 

在油菜盛花期，采集W21F和W21S主茎顶端花

朵进行形态学观察。 

1.4 W21育性基因遗传特性分析 

以W21为母本，分别与父本L2263、L23124进

行杂交，与1566、1701进行正反交，构建杂交群体。

对F1代植株进行育性调查后，选取单株进行人工套

袋自交，获得F2代分离群体，将F2代分别种植于呼

和浩特和长沙。种植在长沙的材料开花后对其进行

割蔸处理，即剪除上部分枝，使其长出新的分枝，

在当年4月中旬再次开花，现蕾期日最高温持续在

22 ℃以上。开花后统计F1与F2群体中可育株与不育

株的分离比例。使用SPSS软件进行卡方检验。 

1.5 花药石蜡切片观察 

在油菜初花期，取不育株和可育株不同大小的

花蕾(按直径分为＜1、1、2、3、4、5 mm)置于FAA

固定液中固定24 h。依次使用质量分数为50%、70%、

85%、95%的乙醇和无水乙醇进行脱水，脱水1 h后

置于70%乙醇中，4 ℃条件下保存。使用二甲苯进行

透明处理，使用石蜡(56~58 ℃)包埋，包埋后切取花

蕾横切面，切片厚度为6~8 µm，使用明胶粘贴剂粘

片，37 ℃烘干后用二甲苯脱蜡，再分别用无水乙醇

和95%、85%、70%、50%的乙醇溶液进行梯度复水，

每梯度复水3 min，再用甲苯胺蓝染色1~2 min，流水
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冲洗后使用中性树胶封片，在光学显微镜下观察染

色情况并采集图像。 

1.6 花药超薄切片观察 

取W21F和W21S花蕾投入电镜固定液体(2.5%

戊二醛溶液)中，固定3 h后用缓冲液漂洗30 min，再

依次使用70%、80%、90%的丙酮脱水15 min，随后

用100%丙酮处理2次，每次20 min。利用包埋剂环

氧树脂，将花蕾包埋在多孔橡胶包埋模板中，然后

置于烘箱中固化：45 ℃固化12 h，随后60 ℃固化  

36 h，形成包埋块。修整包埋块，并利用超薄切片

机对厚度为1~5 μm的切片进行定位，用超薄切片机

切取70~90 nm的超薄切片。使用醋酸铀和柠檬酸铅

各染色15 min，室温干燥过夜，在透射电子显微镜

下观察并记录图像。 

2 结果与分析 

2.1 温敏不育系W21育性转换及花器官形态学 

在内蒙古通辽市、呼和浩特市及甘肃张掖市大

田种植的W21(种植地日最高温度达22 ℃以上，7月

份花期)均表现为彻底不育，没有发现可育花粉。 

气候室盆栽18 ℃条件下，W21植株雄蕊发育正

常(图1(a)、图1(b))，自交后正常结实。22 ℃条件下

W21植株雄蕊退化，花药中无花粉(图1(d)、图1(e))，

自交不能结实。对上述花药进行醋酸洋红染色，发

现18 ℃条件下，可育株W21F花粉粒呈深红色，饱

满，呈椭圆形或圆形(图1(c))；22 ℃条件下，不育

株W21S的花粉粒极少，染色较浅，只剩下花粉外

壁，花粉壁皱缩(图1(f))。 

 
(a) W21F的花朵；(b) W21F的雄蕊；(c) W21F的花粉；(d) W21S的花朵；(e) W21S的雄蕊；(f) W21S的花粉 

图1 W21花器官的形态学与花粉活力观察结果 

Fig. 1 Observation of flower organ morphology and pollen viability of W21 
 

2.2 W21育性基因的遗传特性 

以W21与4个自交系(1566、1701、L2263、

L23124)为亲本构建的F1、F2群体的育性遗传分析结

果(表1)表明，W21与自交系1566和1701的正反交F1 

表1 甘蓝型温敏雄性不育油菜W21的育性遗传表现 

Table 1 Fertility inheritance characteristics of TGMS Brassica napus line W21 

组合 世代 总株数 可育株 不育株 预期比例 χ2 时间 地区 

W21×1566 F1 121 121  0 － － 2021–04 长沙 

1566×W21 F1 154 154  0 － － 2021–04 长沙 

W21×1701 F1 133 133  0 － － 2021–04 长沙 

1701×W21 F1 178 178  0 － － 2021–04 长沙 

W21×L2263-4 F2 291 280 11 15∶1 3.030 2023–04 长沙 

W21×L23124-2 F2 181 175  6 15∶1 2.661 2024–07 呼和浩特 

W21×L23124-3 F2 280 273  7 15∶1 6.720 2024–07 呼和浩特 

注：χ2
0.05(1)=3.840 

 

(a) 

(d) 

(b) 

(e) 

(c) 
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代植株全可育，说明温敏不育性状由隐性核不育基

因控制。在长沙和呼和浩特对W21×L2263-4、W21× 

L23124-2的F2群体进行调查，结果显示群体育性分

离比例符合15∶1的理论分离比，而W21×L23124-3

的F2群体的育性分离比偏离理论值，推测该偏差是

由天气及人为判断因素所致。这一结果初步表明

W21S的育性至少受2对隐性核基因控制。 

2.3 花药发育的石蜡切片观察结果 

石蜡切片结果显示，W21F的花粉发育过程正

常。在花粉母细胞时期，与W21F相比(图2(a)~图2(h))，

W21S中花粉母细胞、表皮、内表皮和绒毡层清晰

可见，但表皮结构与其他花药细胞分离(图2(i))。在

花粉母细胞减数分裂时期W21S出现母细胞液泡

化、细胞核不明显、减数分裂进程不同步且绒毡层

液泡化等异常现象(图2(j))。进入四分体时期，W21S

四分体形态异常，与解体的绒毡层黏连堆积在一起

(图2(k))；此外，绒毡层细胞中液泡逐渐变大，将四

分体挤压至花粉囊中央，且向药室中分泌大量物质

(图2(l))。在小孢子时期，W21F中胼胝质解体释放

小孢子，绒毡层开始解体(图2(e))；W21S单核花粉

粒从四分体中游离出来，此时绒毡层细胞液泡化明

显，向内增生挤压小孢子(图2(m))；随后，绒毡层持

续解体，小孢子堆积在花粉囊中，体内细胞质降解

(图2(n))。在花粉成熟时期，W21F药室内壁加厚，隔

膜开始解体，花药开裂释放花粉粒(图2(g)~图2(h))；

W21S中花粉囊中只剩下空花粉粒，花粉囊结构变

形，花药无法正常开裂(图2(o))，最后，药室内只剩

单核花粉的残留物，花药结构皱缩(图2(p))。上述结

果表明，W21S的雄性败育可能源于早期绒毡层发

育异常以及花粉母细胞减数分裂紊乱，同时花药表

皮的分离异常可能进一步破坏了花药发育。 

 
E表示表皮；En表示内表皮；ML表示中层；T表示绒毡层；MMC表示花粉母细胞；Tds表示四分体；Msp表示小孢子； 

PG表示成熟花粉粒；Sm表示隔膜；St表示裂腔；标尺为20 μm。 

图(a)~图(h)为W21F；图(i)~图(p)为W21S；图(a)~图(c)、图(i)、图(j)为花粉母细胞时期；图(d)、图(k)~图(l)为四分体时期； 

图(e)、图(f)、图(m)、图(n)为小孢子时期；图(g)、图(h)、图(o)、图(p)为花粉成熟时期 

图2 甘蓝型温敏雄性不育油菜W21花粉发育过程 

Fig. 2 Pollen development process of TGMS Brassica napus line W21 

(a) (b) (c) (d) 

(e) (f) (g) (h) 

(i) (j) (k) (l) 
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2.4 W21花药的超微结构 

分别对W21F和W21S花粉发育过程进行超微

结构观察，结果发现，与W21F相比(图3(a)~图3(e)，

图3(k)~图3(o))，在花粉母细胞时期，W21S的部分

母细胞呈不规则的多边形，细胞壁呈不规则波浪状，

母细胞胞质浓缩，细胞核不明显，体内细胞器逐渐解

体，表面出现电子致密颗粒物质沉积(图3(f)~图3(h))。

在四分体时期，W21F中的四分体表面形成初生外

壁，且开始形成花粉外壁结构(图3(d)、图3(e))；

W21S的四分体包裹在胼胝质内，四分体胞质在胼

胝质内浓缩解体，四分体呈不规则多边形，此时初

生外壁不明显，表面附着一层电子致密颗粒物质，

未形成脊顶柱(图3(i)、图3(j)、图3(p))。在小孢子时

期，W21S中小孢子结构呈不规则椭圆形，小孢子

细胞中内容物大量解体只剩下少量细胞器，花粉外

壁中脊顶柱、覆盖层及基足较W21F的瘦小，脊顶

柱之间没有孢粉素的堆积(图3(q)、图3(r))。在花粉

成熟时期，W21F花粉中形成大量脂质滴(图3(n)、

图3(o))，W21S无成熟花粉粒形成，尽管花粉外壁

周围有部分解体绒毡层，但花粉外壁发育异常，同

时，小孢子体内只剩下降解的细胞器残留物质，不

能吸收绒毡层中的营养物质(图3(s)、图3(t))。 

 
T表示绒毡层；W表示细胞壁；Ca表示胼胝质；Mt表示线粒体；N表示细胞核；P表示质体；ER表示内质网；Ex表示花粉外壁；PG表示花粉粒； 

Sp表示孢粉素；V表示液泡；LD表示脂质滴；PE表示初生外壁；Ba表示脊顶柱；Te表示覆盖层；FL表示基足；In表示花粉内壁； 

RM表示小孢子残留物；MMC表示花粉母细胞；Tds表示四分体；Msp表示小孢子；标尺为1 μm。 

图(a)~图(e)、图(k)~图(o)为W21F；图(f)~图(j)、图(p)~图(t)为W21S；图(a)~图(c)、图(f)~图(h)为花粉母细胞时期；图(d)、图(e)、图(k)、图(i)、图(j)、

图(p)为四分体时期；图(l)、图(m)、图(q)、图(r)为小孢子时期；图(n)、图(o)、图(s)、图(t)为花粉成熟时期 

图3 透射电子显微镜下W21花粉发育过程 

Fig. 3 Transmission electron micrographs of pollen development process in W21 
 

分别对W21F和W21S的花药绒毡层进行超微

结构观察，结果显示，在花粉母细胞时期，与

W21F(图4(a)~图4(e))相比，W21S中花药表皮、内表

皮、绒毡层细胞中的液泡较大，绒毡层中核仁不明

显(图4(f))。四分体时期，W21S中部分绒毡层细胞

异常增生，伴随液泡化并向药室腔内生长，细胞内

含有大量内质网和液泡，且有部分绒毡层解体    

(图4(g)、图4(h))。在小孢子时期，W21S花药表皮、

(a) (b) (c) (d) (e) 

(f) (g) (h) (i) (j) 
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内表皮、绒毡层大量降解，但中层延迟解体(图4(i))。

小孢子发育后期，W21S药室中还存在部分绒毡层，

但孢子体中仅有少量异常细胞器残留(图4(j))。 

超薄切片观察结果进一步表明，W21S花药败

育起始于花粉母细胞时期。在减数分裂阶段，花粉

母细胞出现胞质皱缩，胞内细胞器发生降解，进而

形成异常四分体；同时，绒毡层细胞提前液泡化并

解体，部分细胞出现增生现象；另外，小孢子花粉

外壁发育也存在缺陷，最终导致小孢子胞质降解。 

 
E表示表皮；En表示内表皮；ML表示中层；T表示绒毡层；N表示细胞核；V表示液泡；LD表示脂质滴；Ea表示造油体；ER表示内质网；标尺为2 μm。 

图(a)~图(e)为W21F；图(f)~图(j)为W21S；图(a)、图(f)为花粉母细胞时期；图(b)、图(c)、图(g)、图(h)为四分体时期； 

图(d)、图(i)为小孢子时期；图(e)、图(j)为花粉粒时期 

图4 透射电子显微镜下W21绒毡层的发育过程 

Fig. 4 Transmission electron micrographs of tapetum development process in W21 
 

3 结论与讨论 

温敏雄性不育系的育性转换依赖临界温度阈

值，温度阈值过高或过低，均难以适配实际生产需

求，导致应用价值受限。油菜温敏不育系湘油91S，

育性至少由2对细胞核基因控制，育性转变临界温

度为9.7~15.5 ℃[5]；Huiyou50S是受1对隐性核不育

基因控制的光温敏核不育系，临界温度为15~16 ℃[11]；

不育系373S的不育性状受1对隐性基因(Bnmst 1)控

制，育性转换临界温度范围为10~12 ℃[21]。上述材料

育性转换温度太低，很难满足生产应用。温敏不育

系SP2S的育性表达受1对或2对隐性基因控制，当温

度高于20 ℃时，SP2S表现为完全雄性不育，低于

15 ℃时完全可育，在15~20 ℃之间为半不育[9]，其

应用条件同样受限。W21不育性状至少受2对隐性核

基因控制，其育性转变温度为22 ℃，日最高气温连

续2 d高于22 ℃时，其完全不育，该材料在中国北

部和西北部春播，开花期日最高温度通常能够满足

其育性转变要求，可实现完全不育，具有较高的应

用价值。 

细胞学分析结果表明，W21S的花粉败育始于

花粉母细胞减数分裂阶段，主要表现为花药表皮发

育异常、花粉母细胞胞质皱缩、细胞器降解、绒毡

层发育异常，以及四分体形成受阻、花粉外壁发育

缺陷，上述异常最终引发小孢子互相黏连并伴随胞

质降解，导致花粉完全败育。这一败育特征与已报

道的部分温敏雄性不育油菜存在差异，但与TE5A、

160S、SP2S、373S等不育材料一致，其花粉败育均

始于花粉母细胞时期[9, 19–21]。YAN等[19]观察到TE5A

在减数分裂前期I因染色体配对失败，无法正常形成

二分体或四分体，且伴有胼胝质延迟降解和花粉外

壁结构缺失；160S则因花粉母细胞不能正常形成四

分体，并伴随绒毡层解体和细胞空泡化，从而导致

空花粉囊的产生[20]；SP2S表现为绒毡层细胞过度液

泡化、四分体壁降解延迟、单核小孢子的空泡化、

花粉外壁的后期沉积和内壁的缺失[9]；373S则表现

为母细胞细胞质皱缩、细胞器降解、绒毡层细胞内

质网异常累积、花粉外壁发育不规则、小孢子胞质

浓缩，最终导致雄性不育[21, 27]。上述结果表明，花

粉败育是多阶段、多结构细胞学异常共同作用的结

果，其中绒毡层功能异常与减数分裂调控紊乱可能

是导致W21S花粉败育的关键诱因。 
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