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大豆细胞质雄性不育遗传基础与育种应用

张春宝，孙妍妍，赵丽梅
（吉林省农业科学院大豆研究所/农业农村部杂交大豆育种重点实验室，长春 130033）

摘要： 杂种优势利用是显著提高作物产量的主要途径，有助于解决日益增长的人口数量与有限耕地之间的矛盾。大豆作

为世界上重要的粮油饲兼用作物，其开展杂种优势利用已有30余年。其中，基于细胞质雄性不育的三系法杂交育种系统是大

豆杂种优势利用的主要途径。目前，已有40余个杂交大豆品种通过审定并在生产上推广应用，杂交大豆正处于由中试向产业

化推进阶段。本文对大豆细胞质雄性不育遗传基础与育种应用进行了综述，系统阐述了各类型细胞质雄性不育系的发现及利

用、不育性状的遗传和分子机制、育性恢复基因和恢复抑制基因的定位和克隆等方面的研究进展。基于大豆杂种优势利用研

究现状论述和分析，提出了三系法杂交大豆育种中存在的问题、挑战及解决路径，并对三系法杂交大豆育种技术的创新进行了

展望，旨在为大豆杂种优势分子基础和应用研究提供新方法、新思路。
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Abstract：Heterosis utilization is the main way to significantly improve crop yield， which helps to solve the 

contradiction between the increasing population and limited arable land. Soybean， which identified as an 

important grain， oil and feed crop in the world， the utilization of heterosis in it has been used for more than 30 

years. Among them， the three-line hybrid breeding system based on cytoplasmic male sterility is the main way to 

utilize the heterosis in soybean. At present， more than 40 hybrid soybean varieties have been approved and 

popularized in production. Furthermore， hybrid soybean is in the stage of advancing from pilot to 

industrialization. Therefore， this paper reviewed the genetic basis and breeding application of cytoplasmic male 

sterility in soybean. The discovery and utilization of various cytoplasmic male sterility lines， the genetic and 

molecular mechanism of sterility traits， the map-based clone of restorer-of-fertility gene and inhibitor of fertility 

restorer genes were systematically described. Based on the description and analysis of current situation， the 

challenges and solutions of three-line hybrid soybean breeding were put forward， and the innovation of three-line 

hybrid soybean technology was prospected， aiming to provide new methods and new ideas for the molecular 

basic and application research of soybean heterosis.
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大豆是重要的粮油饲兼用作物，原产于中国，古

称菽，在中国各地均有栽培，同时广泛种植于世界各

地。中国作为全球主要的大豆进口国，2015-2022年

连续8年进口量超过8000万吨，其中2020年的进口

量突破1亿吨［1］。2023年中央一号文件明确提出“加

力扩种大豆油料”，这使得我国2023年大豆种植面积

达到1.57亿亩（1046.67万公顷），创下了自1958年以

来新高，但进口量仍维持在9000万吨以上［1］。尽管

大豆总消费量一直在快速增长，但与水稻、小麦和玉

米等其他作物相比，单位面积产量较低且提升缓慢。

2013-2023年大豆公顷产量仅提升230.61 kg［1］。

杂种优势利用可以大幅提高作物单位面积产

量，已在水稻、玉米和油菜等作物中成功应用。目

前作物杂种优势利用的途径主要为基于细胞质雄

性不育（CMS， cytoplasmic male sterility）系统的三

系法和细胞核雄性不育（GMS， genic male sterility）

系统的两系法。大豆同样具有较强的杂种优势［2］，

高亲优势率在 20.0%~101.6%之间［3］。我国在大豆

杂种优势利用方面处于国际领先水平，不仅育成了

世界第一个可利用的大豆细胞质雄性不育系［4］，还

审定了世界首个大豆杂交种［5］。至2023年底，已利

用三系法育成并审定大豆杂交种 45个。随着规模

化制种技术体系的不断优化，杂交大豆正在由中试

走向产业化初级阶段。为此，本文全面对大豆细胞

质雄性不育系的发现和利用，以及细胞质雄性不育

和育性恢复的遗传和分子机制进行综述，并对杂交

大豆三系法育种进行展望，以期通过基础与应用研

究有机结合，高效推进杂交大豆产业化进程。

1　大豆细胞质雄性不育系的发现及
利用

自Rhoades［6］发现玉米的细胞质雄性不育现象

以后，多个作物的细胞质雄性不育现象也被相继发

现。1954 年，Sampath 等［7］报道了第一例引起水稻

雄性不育的细胞质雄性不育资源。Ogura［8］在 1 个

日本萝卜群体中发现了一种天然的雄性不育材料，

后被称为Ogu CMS。大豆细胞质雄性不育的研究

起步较晚，20世纪70-80年代，美国先后授权了5项

相关专利［9-13］，其中，Davis［11］在 1985 年的专利中首

次报道了大豆细胞质雄性不育现象，此后国外未再

现相关研究。从 20世纪 80年代起，国内也开启了

大豆细胞质雄性不育胞质的挖掘工作，并相继育成

了CMS-RN、CMS-ZD和CMS-N等细胞质雄性不育

系材料。

1.1　CMS-RN型不育系的发现及利用

1983年，Sun等［4］横跨我国19个纬度，建立6个

杂交圃，进行大豆远缘杂交工作；1985年发现以栽

培大豆汝南天鹅蛋为母本，野生大豆 5090035为父

本，获得的 F1杂交种表现为高度不育，正反交试验

表明汝南天鹅蛋中含有不育细胞质。此后，经五代

核置换回交，于1993年育成了世界首个实际可用的

大豆细胞质雄性不育系OA，称之为RN型细胞质雄

性不育系（CMS-RN）。随后，通过回交早代OABC3

与众多栽培大豆品种的测交，在伊川绿大豆中发现

了保持基因。经过五代回交，在1995年育成了栽培

大豆不育系YA和保持系YB，同时找到了恢复系，

实现了三系配套；并于2002年育成世界上第1个大

豆杂交种杂交豆1号，2001-2002年吉林省中晚熟组

区域试验较对照增产 21.9%［5］。截止到 2024年，已

育成适宜不同生态区的 300 多个 CMS-RN 型不育

系，并利用该类型不育系审定 37 个杂交大豆品种

（表 1）。37个品种中有 33个为吉林省农业科学院

独立或联合选育，主要在北方春播区应用；此外，山

西农业大学（山西省农业科学院）利用该类型不育

系审定杂交大豆品种 4个（晋豆 48、优势豆-A-5、晋

豆 52和晋豆 53），部分可在黄淮夏播区种植。利用

CMS-RN 型不育系选育的杂交大豆品种在蛋白质

含量、脂肪含量和产量等方面均表现出明显优势，

37个品种中，6个品种的蛋白含量超过42%；18个品

种的脂肪含量超过21.5%；4个品种蛋脂含量合计超

过63%；24个品种在区域试验中较对照平均增产超

过 12%，其中杂交豆 1 号和杂交豆 2 号较对照平均

增产均超过20%；吉育645表现最为出众，同时兼有

高油、高蛋白和高产特性。

1.2　CMS-ZD型不育系的发现及利用

1994年，Peng等［14］以大豆品种中油89B分别为

母本与父本进行正反交，发现正交高度不育，反交

正常可育，认为中油89B携带不育细胞质，与显性核

不育基因结合，产生质核互作雄性不育。1995年，

李磊等［15］发现8908和8912两个组合的F1或更高世

代花粉高度不育，反交育性正常，认为这种不育是

由遗传原因造成的，属于质核互作不育。赵丽梅

等［16］以保持系YB为父本，与ZD8319进行测交，育

成稳定的以ZD8319细胞质为遗传背景的栽培大豆

细胞质雄性不育系ZA，再次证明ZD8319具有不育

细胞质。张磊等［17］用中油89B作母本，分别与W203、

W206、W207 3个品种杂交，在F1发现不育株；通过连续

4~5 代核置换回交，获得育性较稳定的 3 个不育系
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表1　利用CMS-RN型不育系育成的杂交大豆品种

Table 1　Hybrid soybean varieties developed used CMS-RN type sterile lines

序号

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

品种名

Name

杂交豆1号

杂交豆2号

杂交豆3号

杂交豆4号

杂交豆5号

吉育606

吉育607

吉育608

晋豆48

吉育609

吉育610

吉育611

吉育612

吉育626

吉育627

吉育635

吉育639

佳吉1号

优势豆-A-5

吉育637

吉育641

吉育643

吉育647

吉农H1

吉育633

吉育653

吉育654

吉育660

吉育645

吉农H2

晋豆52

吉育649

吉育667

吉育668

晋豆53

吉育613

吉育671

审定年份

Year of 

variety 

approval

2002

2006

2009

2010

2011

2013

2013

2014

2014

2015

2016

2016

2017

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2022

2022

2022

2022

2023

2023

母本

Female parent

JLCMS9A

JLCMS47A

JLCMS8A

JLCMS47A

JLCMS84A

JLCMS47A

JLCMS14A

JLCMS84A

PZMS-1-1

JLCMS103A

JLCMS128A

JLCMS147A

JLCMS57A

JLCMS230A

JLCMS179A

JLCMS34A

JLCMS191A

JLCMS178A

JLSXCMS1

JLCMS210A

JLCMS191A

JLCMS212A

JLCMS5A

JLCMS254A

JLCMS204A

JLCMS242A

JLCMS234A

JLCMS204A

JLCMS234A

JLCMS212A

H3A

JLCMS209A

JLCMS164A

JLCMS247A

SXCMS13A

JLCMS179A

JLCMS18A

父本

Male parent

JLR1

JLR2

JLR9

JLR83

JLR1

JLR100

JLR83

JLR113

ZH-21-B-5

JLR102

JLR98

JLR113

JLR9

JLR9

JLR9

JLR300

JLR403

JLR124

中119-99

JLR209

JLR158

JLR346

JLR2

JLR192

JLR230

JLR300

JLR13

JLR419

JLR9

JLR414

老品种4号

JLR158

JLR227

JLR227

TH46

JLR306

JLR306

脂肪含量

（%）

Oil content

21.09

20.54

20.84

19.57

22.25

21.51

22.22

23.04

19.89

22.54

21.15

21.47

20.92

20.19

20.74

22.71

23.78

22.15

20.96

20.19

22.43

21.69

19.12

21.93

20.44

22.89

22.75

21.42

20.12

22.91

19.92

22.04

21.08

22.94

19.37

21.99

23.05

蛋白质

含量

（%）

Protein 

content

39.19

40.75

40.54

40.48

38.79

40.11

39.30

37.22

36.99

37.52

37.32

38.67

42.07

40.68

40.97

36.27

37.04

40.46

42.10

41.70

38.58

38.14

42.52

38.17

42.78

37.68

36.64

41.39

44.77

38.86

43.64

37.53

39.76

35.39

41.12

39.14

38.26

蛋脂含

量（%）

Oil and 

protein 

content

60.28

61.29

61.38

60.05

61.04

61.62

61.52

60.26

56.88

60.06

58.47

60.14

62.99

60.87

61.71

58.98

60.82

62.61

63.06

61.89

61.01

59.83

61.64

60.10

63.22

60.57

59.39

62.81

64.89

61.77

63.56

59.57

60.84

58.33

60.49

61.13

61.31

区域试验较

对照增产（%）

Yield increase 

compared with CK 

in regional test

21.9

22.7

6.4

12.3

12.2

9.6

12.2

11.1

14.0

17.0

18.7

10.7

16.7

13.9

13.4

11.5

13.1

15.3

13.5

11.8

17.4

15.3

14.5

17.8

12.9

11.3

14.7

8.4

15.4

17.8

9.2

8.1

11.4

11.8

9.8

14.2

13.5

生产试验较

对照增产（%）

Yield increase 

compared with CK 

in production test

20.8

14.3

2.8

6.1

19.7

13.5

5.1

3.8

15.2

2.2

9.4

15.0

4.4

11.4

7.8

14.8

13.1

16.0

12.1

8.3

3.3

11.2

18.3

18.2

14.0

9.6

9.2

8.0

11.6

9.6

11.9

12.5

6.4

12.7

14.8

8.6

7.4

859



植 物 遗 传 资 源 学 报 25 卷

W931A、W936A、W933A，这些不育系是栽培大豆与栽培大

豆杂交后获得的，因此命名为M型。由于中油 89B

的细胞质源于ZD8319，即中豆19，因此将上述来源

的不育系统称为 CMS-ZD 型。目前 CMS-ZD 型不

育胞质已育成了数 10个适宜黄淮夏播区种植的不

育系，其中安徽省农业科学院育成杂优豆1号、杂优

豆 2号、杂优豆 3号和皖杂豆 5号等 4个杂交种；阜

阳市农业科学院育成了阜杂交豆 1 号、阜杂交豆 2

号、阜豆 123等 3个杂交种［18］。在黄淮夏大豆地区

育成的杂交种在蛋白质含量上存在显著优势，7个

品种的蛋白质含量均超过 42%，阜杂交豆 2号的蛋

白质含量高达 46.86%，蛋脂含量合计高达 65.85%。

此外，杂优豆 1号和阜杂交豆 1号在区域试验中较

对照增产均超过 15%［18］。但受制于亲本来源和数

量的限制，杂种优势还未能充分发挥，近年来品种

审定试验中的增产幅度均不足10%。

1.3　CMS-N型不育系的发现及利用

1995 年，Gai 等［19］发现杂交组合 N8855×N2899

的 F1 高度不育，经反复验证和正反交试验，确认

N8855携带不育细胞质。随后，Ding等［20］通过杂交

组合 N8855×N2899 的 F1与回交亲本 N2899 的多代

回交获得了细胞质雄性不育系NJCMS1A和配套保

持系 NJCMS1B。由于 N8855 贡献了细胞质基因，

因此该不育系被称为 CMS-N8855。2006 年，Zhao

等［21］通 过 N21566 和 N21249 杂 交 获 得 不 育 系

NJCMS3A和配套保持系NJCMS3B，该不育系的细

胞学特征与 CMS-N8855 型不同，因此将其命名为

CMS-N21566。2017 年，Nie 等［22］从 N23661×N23658

的杂交组合中获得不育系 NJCMS4A，线粒体标记

和基因组序列分析表明，N23661雄性不育细胞质与

CMS-RN、CMS-ZD、CMS-N8855和CMS-N21566均

不相同，因此被命名为CMS-N23661。2021年，首个

利用 CMS-N 型不育系 NJCMS3A 为母本的大豆杂

交种晋豆 51 号由山西农业大学（山西省农业科学

院）育成［23］，该品种在区域试验和生产试验中均较

对照增产12%以上，适宜在山西省大豆春播中晚熟

区和南部夏播区种植。

2　大豆细胞质雄性不育的遗传与分
子机制

细胞质雄性不育可分为孢子体不育和配子体

不育两种类型。孢子体不育的育性受孢子体即植

株本身的基因型控制，与花粉基因型无关。败育多

发生在四分体时期至单核花粉时期，败育时期较

早。若以孢子体不育胞质为母本，含 1对恢复基因

的恢复系为父本，其F1植株全部表现为可育，F2中可

育株和不育株的分离比为 3∶1，符合孟德尔遗传分

离规律［24］。孢子体不育类型的不育性状稳定，不育

系的育性不易受外界环境条件影响。常见作物中，

玉米 CMS-T 型和 CMS-C 型［25-26］、水稻 CMS-WA

型［27］、小麦 CMS-T 型和 CMS-V 型［28-29］、油菜 CMS-

Pol 型［30］和 CMS-Ogura 型［31-32］等均为孢子体不育。

配子体不育类型的育性受雄配子即花粉的基因型

控制，败育时期晚于孢子体不育类型，多发生在雄

配子体发育时期。若以配子体不育胞质为母本，含

1对恢复基因的恢复系为父本，其F1植株全部表现

为半不育但可正常结实，F2中可育株和半不育株的

分离比为 1∶1，不产生完全不育株［24］。配子体不育

类型的不育性状稳定性较差，对外界环境条件反应

敏感。玉米CMS-S型［25-26］、水稻CMS-HL型［33］和水

稻 CMS-BT 型［34］、小麦 CMS-K 型［29］等均为此类型

不育。在大豆中同样发现了上述两种不育类型。

2.1　大豆细胞质雄性不育的遗传分析

赵丽梅［35］组配了167×YB、YA×167、YA×Y12R、

ZD8319×ZB 和 ZA×ZD8319 五个杂交组合，发现所

有组合的F1花粉均表现为半不育，这是单基因配子

体不育的典型特征之一。进一步通过对以上组合F2

群体的育性分离结果进行调查，并对 5个三交组合

YA×（167×YB）、YA×（YB×167）、（YA×167）×YB、

ZA×（ZD8319×ZB）和 ZA×（ZB×ZD8319）的 F1 进行

育性统计，证明 rf（restorer-of-fertility）基因位点不能

通过雄配子传递，这是配子体不育的另一个典型遗

传特征，根据上述结果，确定 CMS-RN 型和 CMS-

ZD 型大豆细胞质雄性不育系为单基因配子体不

育。Bai 等［36］对 CMS-N8855 型不育系进行遗传分

析，发现不育系NJCMS1A及其恢复系杂交获得的

F1 表现为可育；杂交组合 NJCMS1A×N23601 和

NJCMS1A×N23683的 F2群体中可育株数和不育株

数的分离比为 15∶1，两个杂交组合的 F2：3中非分离

系、3∶1分离系和 15∶1分离系的数目符合 7∶4∶4的

基因型分离比，且NJCMS1A和NJCMS1B的BC1F1

群体呈现出 3∶1 的分离比，由此推断，不育系

NJCMS1A为孢子体不育，其育性恢复由2对重复显

性基因控制。Zhao 等［21］对 CMS-N21566 型不育系

NJCMS3A 及其恢复系 NJCMS3B 后代的花粉萌发

率进行统计，发现其F1的花粉萌发率约为恢复系的

一半（75.6%~95.7%）；F2和F2：3植株除个别杂交年份有

个别例外外，基本表现为可育；3个F1（NJCMS3A×恢
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复系）×NJCMS3B杂交获得的F1群体育性分离比符

合 1∶1，其对应的雄性可育 F1：2衍生系均表现为可

育。由此推断，NJCMS3A 的细胞质为配子体不育

类型。

2.2　大豆细胞质雄性不育的分子机制

细胞质雄性不育是质核基因相互作用的结果，

特定的细胞核基因处于对应的细胞质环境下即可

产生不育。目前在水稻［37］、油菜［38］和玉米［39-40］等许

多作物中均有细胞质雄性不育基因被克隆鉴定。

大豆细胞质雄性不育分子机制研究起步较晚，但得

益于组学技术的快速发展，已在基因组、转录组、蛋

白组、代谢组、非编码RNA及DNA甲基化等方面开

展了多维度的研究。

2.2.1　CMS-RN型不育机制研究　早期研究人员

主要开展 CMS-RN 型不育系和保持系的分子标记

多态性分析，以期找到二者差异片段，挖掘不育候

选基因。于铁［41］运用扩增片段长度多态性（AFLP，

amplified fragment length polymorphism）分子标记

对CMS-RN型不育系及保持系进行分析，获得 7条

可能与细胞质雄性不育相关的条带。唐月异［42］应

用 21 对随机扩增片段长度多态性 DNA（RAPD，

randomly amplifiled polymorphic DNA）分子标记对

CMS-RN型不育系及其对应保持系的线粒体DNA

（mtDNA）进行多态性分析，构建了不育系及保持系

线粒体DNA指纹图谱，找到了不育系与保持系线粒

体基因组间的差异，并且采用24个RAPD引物成功

将不育系与保持系完全区分。黄福龙［43］以 62 对

CMS-RN 型不育系及相应保持系为材料，采用

RAPD分子标记对mtDNA进行多态性分析，推测大

豆线粒体基因组中CoxⅠ基因编码区上游一段 71 bp

特异序列的插入可能是导致大豆细胞质雄性不育

的原因之一。刘海军等［44］以不育系 JLCMS9A及其

对应的保持系 JLCMS9B 为材料，比较了大豆线粒

体基因 atp1、atp6、atp9、coxⅡ、coxⅢ和 cob的编辑位

点与细胞质雄性不育的关系，结果表明仅 atp6 在

JLCMS9A 中比 JLCMS9B 多 3 个编辑位点，其中 2

个位点导致了氨基酸变化，导致预测的蛋白结构发

生变化；推测这种改变很可能影响 JLCMS9A 中

atp6 基因的正常功能，引起细胞质雄性不育。Lin

等［45］同 样 利 用 不 育 系 JLCMS9A 及 其 保 持 系

JLCMS9B进行了叶绿体基因组测序和比较分析，并

开发 4个分子标记，可以区分CMS-RN型可育和不

育细胞质。在此基础上，林春晶等［46］还发现了不育

系 JLCMS9A叶绿体基因组中特有的位于基因区和

非编码区的SNP，推测不育系叶绿体matK基因中的

SNP可能会对大豆育性产生影响。

不仅在分子遗传层面，表观遗传层面的差异同

样可能对细胞质雄性不育产生影响［47-48］。Lin等［49］

对3个不同细胞质来源且具有相同核背景的不育系

JLCMS9A、JLCMSZ9A 和 JLCMSPI9A 及其同型保

持系 JLCMS9B 的细胞核甲基化水平进行分析，发

现保持系的胞嘧啶甲基化水平低于不育系，且不育

系和保持系差异甲基化区的相关基因和启动子区

域的数量明显不同，认为不同细胞质类型对DNA甲

基化的影响有显著差异。Zhang等［50］鉴定了CMS-

RN型不育系 JLCMS9A及其保持系 JLCMS9B中的

miRNAs 及其靶点，并利用 RNA-seq 数据鉴定了生

殖发育过程中的差异表达基因，发现不育系与保持

系之间存在差异表达的靶基因具有转录调控、分生

组织维持、分生组织发生、细胞分化、生长素信号激

活、胚珠发育和花药发育等功能，其中miR169可能

通过调节相关基因的表达参与大豆细胞质雄性不

育调控网络。Bai等［51］对不育系SXCMS5A和其保

持系SXCMS5B进行了转录组分析，发现线粒体基

因组基因 ORF178 和 ORF103c 在不育系中上调表

达，并具有跨膜结构域，可能是SXCMS5A的细胞质

雄性不育候选基因。

2.2.2　CMS-ZD 型不育机制研究　CMS-ZD 型不

育机制的研究较少，陈培等［52-53］对不育系W931A及

其保持系W931B的差异蛋白质进行比较分析，认为

雄性不育基因表达具有时空和器官特异性，与育性

有关的蛋白主要在花药中表达；推测不育可能与淀

粉合成受抑制、能量代谢紊乱和细胞凋亡有关。

Wang 等［54］对不育系 W931A 及其保持系 W931B 的

单核小孢子和双核花粉时期的花药进行了细胞学、

转录组学和蛋白质组学的比较分析，发现不育系

W931A花粉粒萎缩或降解，内皮层不规则增厚，淀

粉积累减少；获得了差异表达基因和差异表达蛋

白，认为这些基因和蛋白的下调表达可能导致了

W931A的败育。

2.2.3　CMS-N型不育机制研究　CMS-N型的不育

机制研究比较全面，在基因组、转录组、蛋白组和代

谢组等多个层面上均有相关报道。早期研究人员

从 线 粒 体 基 因 入 手 ，韩 利 涛 等［55］对 不 育 系

NJCMS1A及其保持系NJCMS1B atp6基因的RNA

编辑进行研究，结果发现 atp6-1、atp6-2和 atp6-3的

表达在不育系与保持系间均存在明显差异，这可能

引起整个ATP亚基 6结构和功能的变化，ATP合成
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酶的功能受到影响，从而导致不育系中的能量供应

比保持系中少而引起雄性不育。Jiang等［56］从不育

系 NJCMS2A 及其保持系 NJCMS2B 中克隆出 1 个

与能量供应密切相关的线粒体功能基因Atp9，发现

不育系的 Atp9 基因未检测到 RNA 编辑，而在保持

系中检测到Atp9基因保守区 2个核苷酸位点（C到

U）的RNA编辑，这导致亲水性丝氨酸转化为疏水

性亮氨酸，认为 NJCMS2A 中没有 RNA 编辑导致

Atp9功能不全，引起ATP合酶功能障碍，从而导致

雄性不育。He 等［57］利用 2 个不育系（NJCMS1A 和

NJCMS4A）和 3个保持系（NJCMS1B、NJCMS4B和

NJCMS5B）进行线粒体测序，比较分析表明不育系

与保持系线粒体基因组序列长度和重复拷贝数存

在差异。不育系的线粒体基因组较保持系小，基因

高度保守，保守序列和独特序列在基因组中共存；

其中，orf178和 orf261具有其他作物中报道的不育

基因的序列特征，可以在细胞质雄性不育系中转

录，但不能在保持系中转录，推测它们可能是细胞

质雄性不育的候选基因。

在转录水平上，Li等［58］对大豆细胞质雄性不育

系NJCMS1A及其近等基因保持系NJCMS1B进行

转录组分析，认为其不育可能与参与碳水化合物和

能量代谢、转录因子、花粉发育调控、活性氧（ROS，

eactive oxygen species）消除、细胞信号转导和程序

性细胞死亡（PCD，programmed cell death）等关键基

因的功能和代谢途径受到干扰有关。在蛋白及代

谢水平上，曾维英等［59-60］对不育系 NJCMS1A、

NJCMS2A 及它们的保持系 NJCMS1B、NJCMS2B

的二胞花粉期花药进行差异蛋白质组学研究，推测

不育系 NJCMS1A 雄性不育性可能与能量代谢紊

乱、细胞程序化死亡、乙烯过度合成、淀粉合成受抑

制和花器官发育调节基因作用失控等有关。杨龙

树等［61］对不育系 NJCMS1A 及其保持系 NJCMS1B

的生理生化特性进行比较分析，推测与能量代谢或

胁 迫 响 应 等 相 关 的 物 质 或 酶 活 性 在 不 育 系

NJCMS1A 中的亏损现象可能是 NJCMS1A 花粉败

育的主要原因。Ding 等［62］比较了大豆 N8855 来源

的不育系及其保持系的花蕾代谢物含量和抗氧化

酶活性，认为该类型不育系中缺乏酶促和非酶促活

性氧清除系统，不能有效清除花药中的活性氧，活

性氧的过度积累引发细胞程序性死亡，最终导致花

粉败育。

在表观遗传水平上，CMS-N型同样开展了大量

不育机制的研究。在 DNA 甲基化方面，Li 等［63］获

得了大豆不育系 NJCMS5A 及其保持系 NJCMS5B

的全基因组DNA甲基化谱，并进一步鉴定了8个参

与花粉和花发育的特异性差异甲基化基因（DMGs，

differentially methylated genes），认为它们可能与大

豆细胞质雄性不育有关。Han 等［64］比较了不育系

NJCMS1A及其保持系NJCMS1B的全基因组DNA

甲基化，认为NJCMS1A的不育可能与DNA甲基化

改变和一些关键DMGs代谢途径紊乱有关，涉及碳

水化合物和能量代谢、转录调控、雄配子体发育、线

粒体编码蛋白等。在非编码RNA方面，Chen等［65］

发现不育系NJCMS1A及其保持系NJCMS1B花蕾

中的差异环状RNA（circRNAs）主要参与代谢、生物

调控和生殖等生物学过程，与花粉发育和雄性育性

密 切 相 关 。 Ding 等［66-68］首 次 鉴 定 了 不 育 系

NJCMS1A及其保持系NJCMS1B花蕾中的小RNA

（miRNAs）及其靶点，认为miRNAs与其靶点之间存

在一定的相互作用，可能会影响花蕾或花粉的发育。

随后，通过小RNA测序、转录组和 qRT-PCR比较分

析，构建了gma-miR156b/GmSPL9和gma-miR4413b/

GmPPR对大豆细胞质雄性不育花苞发育的调控网

络，推测miR156/SPL模块可能作为LBD22、LBD36、

AGL30和AGL104的上游调控基因调控大豆花器官

发育。 Ding 等［69］对 gma-miR2119b 及其靶基因

GmADH1.3b 进行了鉴定，发现其在大豆不育系及

其保持系花蕾中高表达；过表达 gma-miR2119b 的

转基因拟南芥植株表现出花粉育性和发芽率下降，

推测 gma-miR2119b 通过调控 ADH1、高温诱导和

ROS 消除基因的表达，对雄性育性起到负调控

作用。

3　大豆细胞质雄性不育育性恢复基
因的研究

在植物进化过程中，恢复基因和不育基因是相

辅相成的。根据两者的关系，不育基因能够被多个

恢复（Rf，restorer-of-fertility）基因恢复，而Rf基因只

能作用于不育基因，这有利于植物的进化和生存。

因此，明确大豆细胞质雄性不育育性恢复基因的类

型及数量是选育强恢复力恢复系的前提。

3.1　CMS-RN型恢复基因的定位和克隆

CMS-RN 是世界上第一个被发现的大豆细胞

质雄性不育胞质类型，属于典型的配子体不育，可

育为显性性状，仅 1对显性Rf基因即可调控细胞质

雄性不育性恢复。赵丽梅等［70］以 CMS-RN 型不育

系 JLCMS82A和恢复系 JLR1杂交构建的F2分离群
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体为材料，首次获得了与Rf基因紧密连锁的SSR标

记Satt547，遗传距离为7.56 cM，将恢复基因定位于

16号染色体。随后，Wang等［71］利用该群体的103个

单株将Rf基因进一步限定在标记Sctt011和Satt547

之间，遗传距离分别为 3.6 cM 和 5.4 cM。郭凤兰

等［72］将Rf基因精细定位在16号染色体上的dCAPS-1

和 BARCSOYSSR_16_1076 标记之间，遗传距离分

别为 0.1 cM 和 0.3 cM，命名为 Rf1。杨绪磊等［73］对

上述区间内的候选基因进行鉴定，明确了 1个编码

576 个氨基酸的 PPR 蛋白家族成员，即为 CMS-RN

型育性恢复基因Rf1。另外，贾顺耕等［74］对以CMS-

RN 型不育系 JLCMS82A 为母本和恢复系 JLR1 为

父本构建的 F2 分离群体进行集群分离分析法

（BSA，bulked segregant analysis）测序和分子标记定

位，发现了 1 个 CMS-RN 胞质的新恢复基因位点

Rf3，将 其 定 位 于 第 9 号 染 色 体 的 分 子 标 记

BARCSOYSSR_09_1151和BARCSOYSSR_09_1183

之间。Sun等［75］进一步将Rf3基因精细定位至标记

dCAPs09-2 和 SSR1170 之间的 86.44 Kb 范围内，其

中Glyma.09G171200基因编码PPR蛋白并定位于线

粒体，与已克隆的其他作物多数Rf基因特征相符，

推测其为Rf3基因。

3.2　CMS-ZD型恢复基因的定位和克隆

CMS-ZD 型也属于配子体不育类型。汤复跃

等［76-77］以不育系W931A和恢复系WR016构建的F2

分离群体为材料，利用集群分离分析法结合SSR标记

技术将CMS-ZD型Rf基因定位在第5号染色体上的

Satt276和Satt545标记之间，遗传距离分别为10.7 cM 

和 14.1 cM。Dong等［78］利用不育系FuCMS5A和恢

复系FuHui9杂交获得的F2群体建立了高密度遗传

连锁图谱，将 Rf 基因定位在 16 号染色体连锁标记

BARCSOYSSR_16_1064 和 BARCSOYSSR_16_1082

之间，遗传距离分别为 0.59 cM 和 0.83 cM。随后，

Wang等［79］对汤复跃等［76-77］的定位结果进行了修正，

利用W931A×WR016构建的F2分离群体，将Rf基因

定位在16号染色体，命名为Rf-m，并获得了Rf-m两侧

最近的标记 GmSSR1602 和 GmSSR1610，遗传距离

分别为0.11 cM和0.25 cM，物理距离为162.4 kb，区间

内包含19个开放阅读框（ORF，open reading frame），

其中 7个属于PPR家族基因。Wang等［80］还对上述

基因进行了 qRT-PCR 分析，推测 Glyma.16G161900

可能为Rf-m的候选基因。

3.3　CMS-N型恢复基因的定位和克隆

Yang等［81］以母本NJCMS1A和父本中豆5号杂

交获得的F2群体为定位材料，从 664对SSR引物中

筛选到 2个与目标基因连锁的多态性标记，分别为

位于第5号染色体上的Satt300和位于第7号染色体

上的Satt626，与目标基因的遗传距离分别为11.18 cM

和 9.75 cM。董建生等［82］发现中豆 5 号中含有 2 对

存在叠加效应的Rf基因，并以母本NJCMS2A和父

本中豆5号杂交获得的F2群体为材料，从903对SSR

引物中筛选获得 1个SSR连锁标记Satt135，与目标

基因的遗传距离为11.47 cM，该标记位于17号染色

体。李曙光等［83］以 N21566×N21249 杂交获得的 F2

群体为定位材料，在10号染色体上获得1个Rf基因

位点，并将其定位在标记Satt311和Satt477之间，遗

传距离分别为 10.4 cM 和 19.2 cM。陶银［84］以不育

系NJCMS1A为母本、恢复系南农19-15为父本构建

F2分离群体，将Rf基因定位在第 3号染色体上标记

Sat_084 和 Sat_208 之间，两标记间的遗传距离为

2.9 cM，物 理 距 离 为 11.5 Mb。 Wang 等［85］以

NJCMS1A 与恢复系 NJCMS1C 杂交获得的 F2分离

群体为材料，将Rf基因定位于16号染色体上SSR标

记 BARCSOYSSR_16_1067 和 BARCSOYSSR_16_

1078之间，遗传距离分别为 1.1 cM和 1.4 cM，并通

过基因敲除及其他生化分析，认为GmPPR576即为

Rf基因，该基因与CMS-RN型恢复基因Rf1为同一

个基因。

3.4　大豆细胞质雄性不育恢复抑制基因的发现

研究人员在利用大豆CMS/Rf系统配制杂交组

合时发现，部分拥有优良性状的不育系与恢复系杂

交后，其杂种F1的育性不能被Rf基因恢复，出现F1

高度不育的现象。因此，认为在大豆细胞质雄性不

育系中可能存在影响育性恢复的抑制基因［86］。李

永宽等［87］以可能存在抑制基因的大豆 CMS-RN 型

不育系 JLCMS89A与恢复系 JLR92为亲本，利用其

F1和BC1群体对恢复抑制基因位点进行遗传分析，

发现恢复抑制性状受存在于不育系核基因组中的

显性单基因控制，将该基因位点命名为Rf-I。同时

以BC1群体为定位材料，利用BSA-Seq和SSR分子

标记分析，将 Rf-I 位点初步定位于第 9 号染色体

38.387 Mb~39.890 Mb 区间内。Rf-I 基因的发现对

利用大豆CMS/Rf系统进行杂交组合的有效配制具

有指导作用。

4　展望

目前关于大豆细胞质雄性不育的遗传基础和

育种应用都取得了显著的进展，但与玉米、水稻、小
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麦、油菜等作物相比，仍存在一定差距。丰富的亲

本资源是基于细胞质雄性不育开展三系杂交育种

的基础，这其中母本不育系和杂种F1的育性稳定性

至关重要。目前已发现的大豆细胞质雄性不育胞

质中仅 N8855 型为孢子体不育［36］，RN 型、ZD 型和

N21566型均为配子体不育［21，35］，而配子体不育的育

性易受环境影响，在极端情况下有减产风险。因

此，挖掘更多的孢子体不育类型材料，对于杂交大

豆三系法育种具有重要的现实意义。此外，不育系

异交结实率在杂交制种中起着重要作用，高异交率

大豆细胞质雄性不育系将有效降低其繁种和杂交

制种的生产成本。目前研究认为，大豆的异交率与

多方面因素相关，Zhang等［88］发现花蜜分泌量与异

交率呈极显著正相关；Yan等［89］认为农艺性状与异

交率相关，发现株枝数较少、开花时间较早、枝与主

茎夹角较大、植株形态分化较大的植株异交率最

高；Lin等［90］认为类黄酮生物合成途径可能间接影

响大豆细胞质雄性不育系的异交率；李蓉等［91］在参

与类黄酮生物合成途径的差异表达基因中筛选到

影响花色的基因FLS1，推测除了类黄酮生物合成代

谢相关基因外，花色也会影响昆虫对花粉的传播，

从而影响异交率。因此在今后大豆细胞质雄性不

育系选育过程中应同时兼顾提高异交率。

父本恢复系恢复能力的强弱直接影响杂种 F1

的育性稳定性。保证杂种 F1可育的前提是恢复系

中的恢复基因类型及数量。目前，在大豆中仅有恢

复基因 Rf1（PPR576）被图位克隆和鉴定［73，85］，然而

该基因恢复能力中等，含有Rf1基因的恢复系，无法

单独恢复所有不育系。因此，挖掘新型恢复基因并

创制多个恢复基因聚合的强恢复力恢复系是实现

杂交大豆规模化稳定应用的另一重要基础。另外，

三系亲本的规模和遗传进度同样制约着大豆杂种

优势潜力的充分挖掘。目前，育种家除了利用国内

外优异资源及品种进行广泛测交筛选恢复系和保

持系外，还利用恢×恢、保×保、恢×优异材料及保×优

异材料等多种方式，进行三系改良与创新，以提高

亲本的遗传进度和遗传多样性。同时开展了大豆

杂种优势群的研究，将已有的核心亲本划分为 2大

类群和 4个亚群［92］，这不仅为优异三系亲本的创制

指明了方向，还为强优势杂交组合的选配及产量优

势预测提供了理论指导。

近年来，随着生物技术领域的不断突破，有望

加速三系法育种技术的创新，尤其是基因编辑和单

倍体诱导技术在其中表现出众。2019 年，Kazama

等［93］利用靶向线粒体的TALEN技术（mitoTALEN）

分别敲除了水稻和油菜细胞质雄性不育材料中的

特定线粒体基因，恢复了它们的育性；通过自交以

及和其他品种的正、反杂交，证明了修饰过的线粒

体基因组可通过母系遗传的方式传递到下一代。

2023年，Forner等［94］同样利用TALEN技术敲除了烟

草线粒体呼吸链复合物 I的 nad9基因，发现敲除突

变株表现出不育表型，证明了使用核基因组编辑方

法研究线粒体基因功能的可行性，也为工程化创制

细胞质雄性不育系提供了重要的基础。另外，Law

等［95］还通过整合碳纳米管技术、Cytcox线粒体靶向

序列和 KH9 阳离子肽，建立了植物线粒体的 DNA

递送系统，实现了线粒体基因组的直接稳定转化，

这同样为新型细胞质雄性不育系的创制提供了路

径。2020 年，Lv 等［96］创新性地设计了一对 gRNA，

只在着丝粒组蛋白CENH3 N端引入回码突变，实现

了 7%的小麦父本单倍体诱导率；基于父本单倍体

技术开发了一步胞质不育系转育技术，可以将细胞

质雄性不育系创制从原来需要的 3年时间（7代）缩

短到 1年时间（2代）内。近日，Wang等［97］在大豆中

同样发现1个单拷贝的功能性CENH3蛋白，并发现

其缺失对基因组稳定性的影响与保守甘氨酸位点

以及亲本遗传背景有关，证明了大豆中CENH3的敲

除具有诱导染色体消除的潜力，这为基于大豆

CENH3基因的单倍体诱导系快速创制细胞质雄性

不育系提供了可能。以上述新兴生物育种技术为

基础，基于细胞质雄性不育的遗传基础与育种应用

将被推向一个崭新的阶段和更高的水平，从而加速

杂交大豆产业化应用进程。
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