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中国原产果梅自交亲和变异品种花粉决定基因

SFB 的插入突变 
王培培，侍  婷，高志红*，章  镇*，庄维兵 
（南京农业大学园艺学院，南京 210095） 

摘  要：果梅是配子体自交不亲和树种，但在长期进化过程中也出现了自交亲和品种。以果梅典型

的自交不亲和品种‘南高’和自交亲和品种‘甲州小梅’为对照，采用田间自交授粉试验对原产于中国

的‘四川白梅’和‘长农 17’两个果梅品种进行了自交亲和性鉴定，结果表明：其自花授粉坐果率分别

为 30.73%和 16.27%，属于自交亲和品种。进一步通过 AS-PCR 分析发现花粉 SFB 基因存在一段插入序列，

造成了分子水平的基因突变。推测该基因的突变使‘四川白梅’和‘长农 17’SFB 功能发生改变，从而

自交亲和。 
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Insertion Mutation of Pollen SFB Gene in Self-compatibility of Japanese 
Apricot Cultivars Native to China 

WANG Pei-pei，SHI Ting，GAO Zhi-hong*，ZHANG Zhen*，and ZHUANG Wei-bing 

（College of Horticulture，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China） 

Abstract：Japanese apricot（Prunus mume Sieb. et Zucc）is a fruit crop with gametophytic 

self-incompatibility. Some self-compatible varieties appeared during long-term evolution. In this study，a 

typical self-incompatibility cultivar‘Nanko’and self-compatible cultivar‘Koshinoume’of Japanese apricot 

were taken as controls. We identified the self-compatibility of two cultivars‘Sichuan Baimei’and 

‘Changnong 17’native to China through field self-pollination test，the results demonstrated that the rate 

of fruiting set were 30.73% and 16.27%，respectively. Further analysis of AS-PCR showed that there were 

insertion mutation in pollen SFB genes of the two cultivars，which possibly resulted in self-compatibility 

of these two cultivars. 
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自交不亲和性（Self-incompatibility，SI）是被子植物在长期进化过程中防止近交，保持遗传变

异的重要机制（孟金陵，1995；Kao & McCubbin，1996）。蔷薇科植物的配子体自交不亲和基因

（Gametophytic self-incompatibility，GSI）包括花柱决定基因 S-RNase（Tao et al.，1997，1999；Ushijima  
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et al.，1998）和花粉决定基因 SFB/SLF（Entani et al.，2003；Ushijima et al.，2003；Yamane et al.，

2003；Romero et al.，2004），二者紧密连锁形成一个整体来控制配子体自交不亲和（Ikeda et al.，

2005）。 

果梅（Prunus mume Sieb. et Zucc）原产于中国，为蔷薇科配子体自交不亲和树种（Miyake et al.，

1995），多数品种自交不亲和，但在长期进化过程中也出现了自交亲和（Self-incompatibility,SC）的

品种，如日本的果梅品种‘龙峡小梅’等（Tao et al.，2000）。在梨（吴华清 等，2007a，2007b，

2008）和樱桃（陈晓流 等，2004）中也发现了自交亲和品种。据报道，中国仅大邑白梅 31 号

（禇孟嫄，1996）为自交亲和品种，因此，对中国果梅主栽品种进行自交亲和性的鉴定显得尤

为重要。 

对于自交亲和性的机制目前有几种解释。 

其一：可能是花柱 S 基因突变，如日本梨自交亲和品种‘奥噶 20 世纪’基因型为 S2S4
SM（Stylar-part 

mutant，SM），是‘二十世纪’S2S4 的突变体，其中的一个花柱基因 S4 发生变异，导致了自交亲和

（吴华清 等，2007）。‘凯特’杏的自交亲和变异也是 S 基因在花柱中表达的活性降低或不表达引

起的（张绍铃 等，2001）。 

其二：花粉 S 基因的突变，在桃的 3 个自交亲和品种中，有 1 个是由于花柱 S 基因的突变，另

2 个是花粉 S 基因的突变（Tao et al.，2007）。现在已经证明果梅自交亲和品种有 1 个共同 SFBf 基因，

这个基因含有一个长 6.8 kb 的插入序列，导致了自交亲和变异（Tao et al.，2000）。在研究果梅 SFBf 

型的自交亲和性的同时，Tao 等（2002）发现了 1 个选育株 1K0-26 自交亲和，但是不含有 SFBf 基

因，Yamane等（2009）通过控制授粉调查 1K0-26株系中自交不亲和反应中雌雄蕊的功能，发现 1K0-26

株系中有一个自交亲和型的花粉突变体 SFB3'，SFB3'同 SFBf 类似，含有一段长 7.1 kb 的插入序列，

导致了自交亲和变异。另外染色体倍性的改变，即正常二倍体自交不亲和植物染色体加倍后变成

同源四倍体，而导致花粉自交不亲和性功能丧失，但不影响花柱自交不亲和功能（de Nettancourt，

2001）。 

其三：S-RNase 含量的多少也影响自交亲和性，在茄子中发现 S-RNase 在表达上有一个阈值，

S-RNase 在茄子不同的花柱中积累的水平不同，且低于 68 ng 时自交亲和，高于 160 ng 是自交不亲

和（Qin et al.，2006）。 

其四，与 S-locus 不连锁的其它修饰因子也与自交亲和性有关，Tsukamoto 等（2003）在研究矮

牵牛自交亲和性时发现与 S-locus 不连锁的修饰因子抑制了 S-RNase 基因的表达，从而发生了自交亲

和突变。Wünsch 和 Hormaza（2004）发现甜樱桃‘Cristobalina’的自交亲和性也受与 S-locus 不连

锁的修饰因子的影响。Vilanova 等（2006）和 Martí 等（2009）报道了这种修饰因子在杏自交亲和

品种中的作用。但这种修饰因子导致自交亲和的机制还不明确。 

在生产过程中观察到果梅‘四川白梅’和‘长农 17’具有坐果率高的特点，即使没有授粉树，

其坐果率也很高。 

为了更好地利用这两个种质资源，对其自交亲和特性和机制进行了系统的研究。本试验中首先

通过田间授粉试验，初步确定了两个果梅品种自交亲和，然后用引物 S3' insR1 和 Pm-SFB-C2F 进行

AS-PCR 分析，从分子水平上探讨其自交亲和机制。 
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1  材料与方法 

1.1  植物材料 

果梅试材取自南京农业大学国家果梅种质资源圃。供试果梅品种为‘四川白梅’和‘长农 17’，

以典型的自交不亲和品种‘南高’（S1S7）和自交亲和‘甲州小梅’（S3' Sf）（Tao et al.，2000；Yamane 

et al.，2009）分别为阴性对照和阳性对照。 

1.2  田间授粉试验 

在果梅盛花初期进行授粉试验。采集‘四川白梅’和‘长农 17’大蕾期花蕾，剥下花药，于

25 ℃组培室内自然散粉后，采用培养基培养的方法测定花粉的活力（Xu et al.，2010）。将散出的花

粉装入花粉瓶中，置于 4 ℃冰箱内备用。 

选择相同品种生长健壮短枝的大花蕾，进行自交授粉，授粉后套袋。每个品种大约授粉 200 朵

花。授粉 4 周后统计自花授粉坐果率。试验重复 3 年，取平均值。 

1.3  AS-PCR 分析 

2011 年春季采集健康植株上的幼叶，洗净，称取 2 g 左右置于冻存管中，于–70 ℃冰箱保存备

用。采用改良的 CTAB 法（王富荣 等，2006）提取‘四川白梅’、‘长农 17’、‘南高’和‘甲州小

梅’4 个品种叶片基因组 DNA。其纯度用 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测，浓度采用核酸蛋白分析仪

（微量）测定。最后样品稀释到 60 ng · μL-1 保存备用，短期保存置于 4 ℃，长期保存置于–70 ℃

冰箱。 

采用徐军霞等（2008）优化的 25 μL 的 AS-PCR 反应体系进行 DNA 扩增。引物序列用 Yamane

等（2009）设计的 PM-SFB-C2F（5′-CCTATACACATATGGAACCCA-3′）和 S3' insR1（5′-GTTCCCA 

ACCCAGAAGTTAC-3′），由上海捷瑞生物工程有限公司合成。PCR 扩增反应采用美国 MJ 公司生

产的 PTC-100 基因扩增仪。PCR 反应程序：94 ℃预变性 3 min；然后 94 ℃ 30 s，56 ℃ 40 s，72 ℃ 

90 s，35 个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。 

反应产物采用 1.5%琼脂糖凝胶 EB 染色进行电泳检测，150 V 电泳 20 min。电泳结束后在上海

复日科技公司生产的 FR-200 紫外透射仪上观察、拍照。 

回收 PCR 产物连接到 PMD19-T（Takara）载体（16 ℃，15 h），然后转化大肠杆菌 DH5α感

受态细胞，蓝白斑筛选，挑单一菌落白斑于 LB 液体培养基中摇菌，PCR 检测，测序。所有的样品

测序均在上海英骏公司测序，重复测定 3 个克隆。 

测序结果先在 NCBI 数据库中利用 BLAST（Altschul et al.，1997）与已知序列进行比较，接着

用 DNAMAN（Version 5.2；Lynnon Biosoft）软件分析。 

2  结果与分析 

2.1  自花授粉结果 

两个果梅品种‘四川白梅’和‘长农 17’的花粉萌发率分别为 31.04%和 35.40%，可以满足自

花授粉试验要求（表 1），因此排除了由于花粉败育而自花不结实的可能性。 
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根据 Yaegaki 等（2001）和 Xu 等（2010）的报道，对于果梅品种，自交坐果率≥5%为自交亲

和（SC），否则为自交不亲和（SI）。 

由表 1 可知，‘四川白梅’、‘长农 17’自花授粉坐果率分别为 30.73%和 16.27%，属于自交亲和

品种。 
 

表 1  果梅品种花粉萌发率和自花授粉坐果率 

Table 1  Pollen germination rate and fruit set of self-pollination of two Japanese apricot cultivars 

品种 

Cultivar 

萌发率/ % 

Germination rate  

授粉花朵数 

Pollinated flowers 

坐果数 

Fruited flowers 

坐果率/% 

Fruit-set percentage 

四川白梅 Sichuan Baimei 31.04 205 63 30.73 

长农 17  Changnong 17 35.40 209 34 16.27 

注：自交坐果率≥5%为自交亲和，否则为自交不亲和。 
Note：Self fruit set≥5% is compatible species，self fruit set < 5% is self-incompatibility. 

 

2.2  AS-PCR 扩增结果 

利用引物 S3′ insR1 和 Pm-SFB-C2F 对‘四川白梅’、‘长农 17’、‘南高’和‘甲州小梅’进行

自交亲和基因的特异性 AS-PCR 扩增，结果显示‘四川白梅’和‘长农 17’都能扩增出一个 1 000 bp

左右的 DNA 片段（图 1），自交亲和品种（阳性对照）‘甲州小梅’能够扩增出一个 1 000 bp 左右

DNA 片段和一条 580 bp 左右的片段，自交不亲和品种（阴性对照）‘南高’没有扩增条带。 

对扩增产物进行测序，发现阳性对照‘甲州小梅’的 1 000 bp 左右和 580 bp 左右的 DNA 扩增

片段序列分别与 SFB3' 和 SFBf 基因部分序列一致，说明扩增条件和引物序列可以用于待测样品的分

析。 

将‘四川白梅’和‘长农 17’两个品种的扩增片段序列和 SFB3'插入序列进行比对，结果表明：

序列的前一部分和 SFB3' 的保守序列一致，从+553 位点开始有插入序列（图 2），插入序列和 Yamane

等（2009）报道的 SFB3' 的部分插入序列一致，Ushijima 等（2004）也报道了这部分插入序列。可

知‘四川白梅’和‘长农 17’都含有 SFB3' 基因。 

 

 

图 1  果梅品种 AS-PCR 分析 

M：2000 bp DNA ladder；1：四川白梅；2：长农 17；3：阳性对照；4：阴性对照。 

Fig. 1  AS-PCR analysis of four Japanese apricot cultivars  

M：2000 bp DNA ladder；1：Sichuan Baimei；2：Changnong 17；3：Positive control； 

4：Negative control. 
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图 2  扩增序列和 SFB3'序列的比对以及扩增序列（+ 553 bp 开始）和 SFB3'插入序列的比对 

上面和下面的黑色底纹分别是上游和下游引物；‘*’表示保守的核苷酸序列；‘–’表示空缺。 

Fig. 2  Comparison of the DNA sequences between the amplification sequence and SFB3'；and comparison of the DNA 

sequences between the amplification sequence（a start with + 553 bp）and the inserted sequence of SFB3' 

The above and below regions are upstream and downstream primers in black boxes. 

‘*’and‘–’indicate conserved nucleotide sequence and gaps，respectively. 
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3  讨论 

果梅在中国的栽培和利用已有 7 000 多年的历史，《中国果树志 · 梅卷》中记载有果梅品种 197

个（不包括优株和引进品种）。但由于果梅是配子体自交不亲和树种，不仅存在自花授粉不结实，

还存在品种间异花授粉也不亲和的现象，导致产量不稳、品质不高等问题。并且果梅一般在早春开

花，授粉会受到很多条件的限制，如人工授粉不及时、低温或昆虫传粉等，这些都会造成减产。而

随着物种的进化，果梅可能出现自交亲和品种。本研究结果表明果梅在长期的进化中确实产生了自

交亲和性变异，‘四川白梅’和‘长农 17’两个品种的自交亲和性的发现为果梅栽培和育种提供了

理论依据。 

果梅自交亲和性机理的研究近几年取得了一定的进展，随着 SFB3' 和 SFBf 两个自交亲和基因的

相继发现，Yamane 等（2009）根据 SFB3' 和 SFBf 序列的保守性，以及相应插入序列的同源性设计

了引物 Pm-SFB-C2F 和 S3′ insR1，用于扩增两个自交亲和基因 SFB3' 和 SFBf，并通过试验验证了引

物设计的正确性。本试验中正是利用这对引物初步鉴定了‘四川白梅’和‘长农 17’两个品种的自

交亲和性变异的机理。 

关于花粉 SFB 基因突变导致自交亲和性的机理，首先果梅花粉 SFB3' 和 SFBf 基因导致自交亲和

的机制相同，即在 SFB 编码区中间都存在一段插入序列。基因 SFB3' 存在一段长 7.1 kb 的插入序列，

使 SFB3' 基因编码中断，从而使 SFB3' 编码的假定 SFB3' 蛋白在 C 端缺少 105 个氨基酸残基，并含

有额外的由插入序列编码的半胱氨酸残基，产生了自交亲和变异（Yamane et al.,2009）。Ushijima 等

（2004）在研究甜樱桃自交亲和性时，发现与基因 SFB4 比较，突变基因 SFB4' 高变区 HVa 的上游

有一个 4 bp 的突变，导致移码，同样使转录的 SFB4' 缺少高变区。杏的自交亲和基因 SFBc，是由于

SFBc 基因高变区 HVa 上游有插入序列，引起转录蛋白缺少 HVa 和 HVb，导致自交亲和突变（Vilanova 

et al.，2006）。 

甜樱桃花粉基因 S5' 是 S5 的突变体，在 S5' 高变区 HVa 的上游发生碱基突变，导致编码停止，

使编码的 S5' 缺失了两个高变区，引起自交亲和（Marchese et al.，2007）。可以看出花粉基因 SFB3'、

SFBf、SFBc、SFB4' 和 S5' 都是因为碱基序列的插入或突变造成编码停止，导致高变区 HVa 和 HVb

的缺失，引起自交亲和性。 

研究表明高变区 HVa 和 HVb 多数为 S 蛋白的亲水区域，蔷薇科的两个高变区均暴露在蛋白质

表面（Ida et a1.，2001；Matsuura et a1.，2001），可能与 S 核酸酶的识别有关。所以花粉基因高变

区 HVa 和 HVb 的缺失，可能阻碍了花粉与 S 核酸酶的识别，致使自交不亲和功能障碍，导致了自

交亲和突变。 

本试验的研究结果表明，‘四川白梅’和‘长农 17’都含有基因 SFB3' 的部分插入序列，推测

为花粉 SFB 基因的插入突变造成基因失活而由自交不亲和的野生型产生了自交亲和变异。SFB 基因

的插入突变在果梅自交不亲和突变中是一种重要的机制，是否为逆转座子插入突变，还需进一步分

析。 

本试验中的供试材料‘四川白梅’保存在南京农业大学国家果梅种质资源圃，最初引自四川大

邑县，可能就是《中国果树志 · 梅卷》中记载的大邑白梅 31 号，在四川自花授粉坐果率高达 69.4%，

是目前少有的自交亲和的果梅品种（禇孟嫄，1996），本研究充分证实了这一点。在下一步的中国果

梅自交亲和品种的鉴定工作中，应该集中于自交亲和品种的发掘及其作用机制的研究。目前，除了 
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花粉突变、花柱 S 基因突变、修饰基因的作用等，可能还存在其它的控制自交亲和性的基因和作用

机制，这些机制是独立作用还是共同作用导致自交亲和性还需深入研究。 
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