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水稻开颖突变体的遗传分析和基因克隆

毛兴学，郑晓钰，潘大建，孙炳蕊，江立群，张 静，吕树伟，于 航，李 晨，陈文丰
（广东省农业科学院水稻研究所 / 农业农村部华南优质稻遗传育种重点实验室（部省共建） / 广东省水稻育种新技术重点实验室 / 广东省

水稻工程实验室，广州 510640）

摘要： 花器是种子生成的基础，水稻花器发育直接影响稻谷产量与品质。源美丝苗与P704杂交后代中发现一株开颖突变

体（oh，open-hull），其穗部发育有缺陷，主要表现为：开颖，结实率显著下降，种子变小。遗传分析发现开颖表型由一对隐性细

胞核基因控制。通过BSA分析，开颖基因被定位于水稻第3染色体上，检索发现候选区间与OsMADS1（LOC_Os03g11614）基

因重合，与蜀恢498参考基因序列进行比对，oh中OsMADS1的第一外显子第118位发生碱基颠换，导致编码的天冬氨酸变成

酪氨酸，将该等位基因命名为OsMADS1oh。从oh中克隆OsMADS1oh并构建过表达载体，通过农杆菌介导转入易转化材料（中

花 11）中，转基因后代出现开颖表型，证实 OsMADS1oh导致开颖。另外，RNA 定量分析结果表明，MADS8 和 YABB5 的表达受

OsMADS1调控。本研究从育种材料中筛选到开颖突变体，并从中鉴定了新的OsMADS1等位基因，为阐明花器形成的分子机

理研究提供了特异种质和基因资源。
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Abstract：Floral organ is the basis of seed growth， and the development of rice floral organ directly affects 

the yield and quality. An open-hull mutant （oh） was found in the progenies of rive cultivar Yuanmeisimiao 

crossed with P704. The oh mutant displayed abnormal floral organ with unclosed lemma and palea， decreased 

seed setting rate and smaller seeds. Genetic analysis showed that the open-hull phenotype was controlled by a pair 

of recessive nuclear genes. Using bulked-segregant analysis （BSA） method， the open-hull gene was allocated in 

the interval 22806614~23000408 on rice chromosome 3， where the OsMADS1 gene （LOC_Os03g11614） is 

present. Through alignment with the homologous gene in the Shuhui498 reference genome， the nucleotide 

transversion （aspartic acid to tyrosine） at the 118th nucleotide of the first exon of OsMADS1 in oh was identified 
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（designated OsMADS1oh）. OsMADS1oh was cloned from oh and used to construct overexpression vector. The 

overexpression vector was introduced into the transformable material （ZH11） by Agrobacterium-mediated 

transformation. The lines over-expressing OsMADS1oh showed the open-hull phenotype. In addition， the RNA 

expression results of real-time quantitative PCR showed that the expression of MADS8 and YABB5 were regulated 

by OsMADS1. Collectively， this study approved the OsMADS1oh， as a new allelic variant of OsMADS1， and 

provided specific resources for elucidating the molecular mechanism of floral organ formation.

Key words： rice （Oryza sativa L.）； open-hull mutant； gene cloning

水稻（Oryza sativa L.）是全球主要的粮食作物

之一，花器的发育与品质、产量密切相关，研究其遗

传机理和调控机制具有重要意义［1］。颖壳是水稻花

器的重要组成，扬花期间，颖壳开放，利于雄蕊散

粉、雌蕊接受花粉，开颖是有利性状；选育杂交稻亲

本时，颖壳开放程度是重要性状之一。扬花后，颖

壳关闭，对种子起到保护作用，特别是高温高湿条

件下，开颖容易滋生病原菌，引起种子变质或穗萌。

颖壳与种子成长密切相关［2］，了解颖壳发育具有重

要意义。

水稻中有多个开颖相关基因被报道，sl1 编码

C2H2 型锌指转录因子，突变后颖壳开裂，出现钩

状颖，雄蕊发育成雌蕊，不育［3-5］。OsMADS1 编码

MADS（Mini chromosome maintenance 1， AGAMOUS， 

DEFICIENS， Serum response factor）类转录因子，控

制颖壳发育，由于变异位点不同，出现多种表型差

异：颖壳发育异常，浆片变异，有叶状颖壳出现［6-11］。

在bsg1-1突变体中，1个DUF640基因变异导致颖壳

弯曲，不能完全闭合，千粒重约降低一半［12］；

OsWOX3A 编码转录激活子，变异后内外颖不能闭

合，种子发育受抑制［13］。过表达 miR172 家族基因

导致开颖，外稃、内稃增长，花器官发育异常［14］。假

性胎生突变体（pho）、内颖萎缩突变体（dep）和花发

育异常突变体（afo）也呈现出开颖表型［15］。另外，也

有颖壳发育异常但是不开裂的报道，如osoat-1［16］。

OsMADS1 属于植物特有的 MADS 蛋白，在水

稻花器官的分生和发育过程中发挥关键作用［11］。

OsMADS1 的 RNA 干扰后代呈开颖表型，过表达

microRNA172 产生类似表型，OsMADS1 负调控

microRNA172的表达，microRNA172的靶标基因是

5个AP2基因，过表达AP2-3可恢复干扰OsMADS1所

呈现的开颖表型，OsMADS1-microRNA172-AP2 通

路可能控制颖壳发育［14］。生化研究表明OsMADS1

与多个花器发育的MADS蛋白互作，OsMADS1可

能通过 OsMADS3、OsMADS17 和 OsMADS58 蛋白

来调控花器发育［17］。颖壳的大小与种子大小密切

相关，OsMADS1基因的可变剪切直接影响粒型［18］；

杂种优势基因 GW3p6 实际上是 OsMADS1 等位基

因，其剪切方式的改变造成 C 端失去 32 个氨基残

基，最终使粒长、粒重与产量都增加［19］。已克隆的

3 个非典型 G 蛋白 γ亚基 GS3、DEP1 和 GGC2 均被

证实参与调控水稻种子大小，分子证据表明他们均

可通过OsMADS1蛋白调控粒型［20- 21］。粒宽控制基

因WG7可结合OsMADS1启动子区域，激活其转录

进而增加粒宽［22］。这些结果表明基因OsMADS1与

产量性状密切相关，相关调控机制值得深入研究。

野生稻保留着栽培稻不具有的或已经消失了

的遗传基因［23］，通过花粉管导入或杂交技术可向栽

培稻引入野生稻基因片段，进而从后代中筛选出性

状优异的材料。目前已通过这种方法育成一批优

异品种［24］，也发现了一些特异的种质资源，可用于

基础研究［25］。在野生稻导入系的利用过程中，发现

了 1个能稳定遗传的开颖突变体，本研究对该突变

体进行了表型分析、遗传分析和基因克隆。

1　材料与方法

1.1　供试材料

本研究供试材料水稻开颖突变体（oh，open-hull）

来自籼稻源美丝苗和P704的杂交后代F6世代。源

美丝苗是 2020 年广东省审定的常规籼稻品种。

P704是将小粒野生稻DNA通过花粉管通道法导入

青桂占（常规籼稻中间材料，无开颖表型），从其后

代中选育的稳定中间材料。源美丝苗和P704均没

有开颖表型，oh的开颖表型应是自然变异引起的。

取oh单株，连续两季套袋自交，后代开颖表型稳定。

取表型正常单株，套袋自交，筛选无开颖后代的株

系作为野生型对照。转基因实验采用易于转化的

粳稻中花11作为受体。

1.2　遗传群体的构建

源美丝苗和P704的杂交后代F6世代，种植于广

东省农业科学院白云试验基地，2021年早季分单株

收集表型正常的种子，2021年晚季种植4个F7家系，
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其中3个F7家系中出现开颖和闭颖（正常颖壳）两种

表型，将这类家系记为分离群体，调查其小花表型，

统计分离比例，利用Excel软件进行卡方χ2检验。

1.3　开颖基因的定位

采用BSA法定位开颖基因。从分离群体中随

机选取开颖和闭颖的植株各20株，提取每个单株基

因组DNA，相同表型植株的DNA等量混合形成一

个基因池，构建开颖和闭颖两个基因池。以蜀恢

498基因组为参照，检测野生型、oh 和混池DNA的

SNP，利用混池间的SNP频率差异做关联分析，由北

京诺禾致源生物公司完成。根据候选基因序列信

息，利用在线软件（http：//www. ncbi. nlm. nih. gov/

tools/primer-blast/）设计扩增引物（Psnp118），由上海

生工生物有限公司合成（引物序列见表1）。采用高

保真 DNA 聚合酶 KOD-FX （东洋纺（上海）生物科

技有限公司，上海，中国）扩增，按照 KOD-FX 说明

书配置反应体系，反应条件：94 ℃ 30 s，60 ℃ 30s，

68 ℃ 30 s，30 个循环。分别扩增野生型和 oh 的候

选基因序列，由上海生工生物有限公司利用反向引

物进行测序。

1.4　过表达材料创制

取oh幼穗，用Trizol提取总RNA，用EvoM-MLV

反转录试剂盒（艾科瑞生物工程有限公司，湖南，中

国）反转录成 cDNA（具体操作见试剂盒说明书），以

此为模板，加入引物（PMADS），聚合酶KOD-FX，按

照KOD-FX说明书配置反应体系进行扩增，扩增条

件：94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，68 ℃ 50 s，30个循环，回

收扩增产物，双酶切（SpeI/BamHI）插入过表达载体

pOX（刘耀光院士馈赠），OsMADS1oh的表达受 Pubi

启动子控制；再通过农杆菌介导的遗传转化法导入

中花 11。在 T1代苗期提取 DNA，利用潮霉素引物

（HPT）扩增，筛选转基因单株。

1.5　颖壳切片观察

抽穗当天，采集野生型和 oh 的小穗，参照 Li

等［7］方法，包埋后横切，获得切片后用甲苯胺蓝染

色，显微镜下进行观察拍照。

1.6　表达分析

幼穗长至5 cm左右取样，取5个小穗，混合后，

用 Trizol 提取总 RNA；测定浓度，取 1μg 的总 RNA

反转录获得 cDNA，以EF1α基因为内源参照基因，

根据荧光定量试剂盒（艾科瑞生物工程有限公司，

湖南，中国）配置荧光定量PCR反应试剂（具体操作

见试剂盒说明书）。利用实时荧光定量PCR仪（Bio-

Rad）进行定量分析，扩增程序为：95 ℃ 3 min；95 ℃

5 s，60 ℃ 30 s，循环40次，引物见表1。基因相对表

达量的计算用2−ΔΔCt法。设3个生物学重复，通过 t测

验进行显著性分析。

2　结果与分析

2.1　oh的基本性状调查

开颖突变体 oh和野生型在营养生长期差异不

明显。抽穗后，野生型小花的内外颖相互闭合，oh的

表1　引物列表

Table 1　List of primers used in this study

引物名称

Primer name

Psnp118

PMADS

HPT

EF1α

MADS1re

GW2Re

MADS14re

MADS15re

MADS5re

MADS55re

MADS8re

YABBY5re

AP2-3re

AP2-5re

序列 （5'-3'） Sequence（5'-3'）

上游引物 Upstream primer

TTTGTCTCCCCACTCCCTCG

GAGAACTAGTATGGGGAGGGGGAAGGT

ATTTGTGTACGCCCGACAGT

TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT

TGGCAAGATGGTGGTGGG

CCTTTTCAGTGCCGTCATACC

AGAAAGTCCAGAAGCAACAAGTGC

CTTATGCTTGAGTCCATTTCCG

GGTCGCCCTCATCATCTTCTC

GGGGAAAACAGATAAGCAGCC

AGGTCGCCCTCATCATCTTCT

TAGGGTCCTGCATGTCTC

ACAGGGGCGTCACCTTCTACA

ATTACGAGGATGACCTGAAGCA

下游引物 Downstream primer

GAGACCCCAAACTCCAAGCATA

CATAGGATCCAAGCCTGAAGCCTGAACTGAA

GTGCTTGACATTGGGGAGTT

GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA

GCTTCATTGCTCAGATGGTCC

GCCAAATCGCTTCCATAACC

TGGCAGCCCAATGCGAAC

TGGTCCCACTGCCCTACTTG

GCGGTATCGCTCCAGTGTCT

TGAATGCCCTTTCGTTGGAG

AGGTACTCATTGCGGCTGCTT

ATACGATCGATGCATGCC

GCACAAACTCCTCCTTGGTCC

CGAACAGCCCCAAGTAGACG

目的

Purpose

SNP118位点检测

载体构建

转基因后代鉴定

基因表达分析
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内外颖扭曲变形，颖壳开裂不闭合，全部小花呈开

颖状态（图1A、B）。野生型小花含6个雄蕊（图1C），

oh的雄蕊退化，小花中的雄蕊个数2~6个不等（图1E、

F）；与野生型相比，oh的颖壳极显著增长（图1B、I）；

抽穗当天，采集小花，从中部横切，观察颖壳形态，

野生型的外颖向内卷曲，内颖向外卷曲，两者在边

缘处挂扣闭合（图1G），oh的内外颖均发生内卷，不

能正常闭合（图 1H）。正常收获期，统计结实率，oh

结实率下降（图1J），种子瘦小（图1D）。

2.2　开颖性状的遗传分析

oh开颖表型在多个世代稳定表达，表明该表型

是可遗传的，是基因变异的结果。考察 F7家系，选

取 3个分离群体，调查分析颖花表型，3个F7分离群

体中，闭颖单株数与开颖单株数之比都符合为 3∶1

（表2），表明开颖性状是由一对隐性核基因控制。

A：野生型与oh穗子；B：野生型和oh的小花；C、E、F：剥开颖壳后小花；D：籽粒表型；G、H：小花颖壳的横切面；I、J：野生型和oh的颖壳长度和

结实率比较； WT：野生型；标尺：1 mm；**表示差异极显著；下同

A： The panicles of WT and oh； B： The spikelets of WT and oh； C， E， F： Spikelet after opening the hulls； D： Seeds phenotype； G， H： Transverse 

section of spikelets hulls； I， J： Comparison of hull length and setting rate between WT and oh； WT： Wild type； Bar： 1 mm； ** indicates 

extremely significant difference； The same as below

图1　开颖突变体（oh）的形态特征

Fig.1　Morphological characteristics of open-hull mutant
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2.3　开颖控制基因的定位

为了鉴定开颖控制基因，利用分离群体构建极

端池进行BSA分析。测序结果共获得了59.9 Gb的

有效数据，野生型、闭颖池、oh 和开颖池分别获得

13.0 Gb、17.2 Gb、13.1 Gb和16.6 Gb的有效数据。各

池的Q30均大于92.68%，GC含量分布正常（43.65%~

44.19%）；以蜀恢 498 为参考基因组（https：//www.

mbkbase.org/R498/），共鉴定出 1138024个 SNP。野

生型和 oh均来源于F6世代，因此二者DNA水平差

异性低；2号染色体差异位点较多，其余几条染色体

很少有差异位点。以1Mb为窗口，1kb为步长，计算

每个窗口中极端池之间的SNP频率差［26］，选取95%

置信水平作为阈值线，在 3号染色体短臂上鉴定出

1个候选区域（5191001~6191000bp）（图2）。

结合前面的遗传分析结果，候选变异在闭颖池中

应该是杂合的，在开颖池中是纯合的。以此为标准，

从候选区间915个SNP中筛选到2个SNP（表3）。

根据SNP注释结果，3号染色体5219419位SNP

位于 OsR498G0305399400.01 上游 446 碱基，参照

MBKbase（https：//www.mbkbase.org/）统计结果，该

变异在栽培稻中出现频率为24.44%，推测其与开颖表

型无关。3号染色体6190903位SNP位于OsMADS1

第一外显子的第 118 位碱基（SNP118），由此产生

1个新等位基因，命名为OsMADS1oh。OsMADS1oh编

码蛋白的第 40 位氨基酸由天冬氨酸变成酪氨酸。

OsMADS1属于MADS-Box转录因子家族，调控花分

生组织分化与花器官发育［7， 18， 27］。推测OsMADS1oh

可能是oh开颖表型的候选基因。在SNP118上下游

分别设计引物；以野生型、oh和二者混合DNA为模

板进行扩增，利用反向引物测序，结果表明：oh 的

SNP118位点发生了碱基颠换变异，两种类型DNA

的扩增效率相近，不会发生竞争性抑制（图 3）。再

随机挑选另外 50个开颖单株，进行验证，这些单株

的SNP118位碱基与oh相同。

2.4　转基因验证

构建 OsMADS1oh 的过表达载体（Ubi 启动子

控制转录），以中花 11 为受体，通过转基因创制

OsMADS1oh 的过表达材料，共得到 8 个独立株系

（OE1~8）。抽穗后5个株系的颖壳明显开裂，取3个

株系进行拍照（图 4 A）；提取穗部 RNA，利用引物

对（MADS1reF/MADS1reR）进行表达量分析，与中

花 11 相比，OsMADS1oh过表达材料中的 OsMADS1

和OsMADS1oh总表达量显著升高（图4B），推测上调

部分是 OsMADS1oh 的表达量，开颖表型是过表达

OsMADS1oh引起的。

表2　F7分离群体的开颖表型统计

Table 2　Statistical analysis of open-hull trait in F7 segregated 

population

F7家系

F7 family line

1

2

3

闭颖株数

Number of wild-type 

plants

149

163

201

开颖株数

Number of open-hull 

plants

35

42

55

χ2

3.196

2.353

1.505

χ2
（0.05，1）=3.84（3∶1）

红色虚线为△（SNP-index）；蓝色的线为95%阈值线；红色箭头指示候选区段

The red dotted line is △（SNP-index）； The blue lines represent thresholds of 95%； The red arrow indicates the candidate interval

图2　混池间SNP变异频率差分布

Fig.2　Distribution of △（SNP-index） between two pools

表3　候选区间的2个SNP

Table 3　Two SNPs in candidate region

位置

Position

Chr3：5219419

Chr3：6190903

参考

Reference

G

C

变异

Alteration

T

A

注释

Annotation

基因间变异
OsR498G0305455800.

01（OsMADS1），非同

义突变
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2.5　花器发育相关基因表达分析

OsMADS1是花器、种子发育的关键调控基因，

可能受其调控的下游基因有很多［7， 14， 27］；在幼穗约

5cm时取样，分析部分花器发育相关基因在野生型

和oh中的表达情况。MADS8在oh中的表达水平明

显下调，而YABB5在oh中的表达水平明显上调（图5），

说明这两个基因的表达受OsMADS1oh影响。

3　讨论

本研究对来源于野生稻的开颖突变体（oh）进行

了遗传分析和基因克隆研究，找到OsMADS1的1个

新等位基因，命名为OsMADS1oh。与野生型OsMADS1

基因相比，OsMADS1oh的碱基变异（SNP118）导致编

码蛋白的第40位氨基酸发生改变，变异位于MADS

结构域。野生型过表达OsMADS1，穗子扭曲、颖壳

伸长、穗分枝和小穗数目减少，内外颖闭合［28］；过表

达 OsMADS1Olr和 lhs1 均引起开颖表型［7，11］；过表达

OsMADS1oh 后代的内外颖不能正常闭合，说明

OsMADS1oh可导致开颖表型。

OsMADS1是花器发育的关键基因，既影响抽穗

期又控制多种花器的发育，已有多个变异等位基因

被发现，变异后代的表型不尽相同［7， 11］。与野生型

OsMADS1 蛋白相比，类燕麦稻（Oat-Like Rice）的

OsMADS1oal变异位点（第27位氨基酸由甘氨酸变为

天冬氨酸）位于MADS结构域，变异引起开颖表型，

类燕麦稻的F2群体出现严重偏分离［7］，oh分离群体

中未发现偏分离，尚不清楚这种差异是否与变异位

点相关。类燕麦稻的颖壳长度是对照（粳稻日本晴）

的 2倍以上［7］，oh的颖壳长度约为野生型的 1.3倍，

两种等位基因对颖壳大小的影响程度不同；前者的

亲本是短粒粳稻，oh的亲本是长粒籼稻，暗示籼粳

稻之间的粒长差异基因受 OsMADS1 调控［7，20］。在

外颖与内颖结合处，oh的外颖过度卷曲，与dep、afo

的表现相似［14］；比 bsg1-1［12］和 nal2/3［13］的卷曲程度

高，可能这些变异对内外颖发育协调性的影响程度

不同。OsMADS1影响很多基因的表达，本研究对部

分基因的表达情况进行了检测，oh 中的 MADS8 基

因显著下调，与ohms1中的变化趋势一致［8］；oh中的

YABBY5基因显著上调，与osmads1ko中的变化趋势

图5　相关基因的表达分析

Fig.5　The expression analysis of the related genes

* 指示了SNP118位点；Mix：野生型与oh的混合DNA

* indicates SNP118 site； Mix： The mixed DNA of WT and oh

图3　SNP118的测序结果

Fig.3　Sequence results of SNP118

A：过表达OsMADS1oh转基因后代的开颖表型；B：转基因后代

OsMADS1和OsMADS1oh的总表达量检测结果；ZH11：中花11；

OE1、OE2、OE3： 3个OsMADS1oh过表达转基因株系

A： Open-hull phenotype of OsMADS1oh-overexpression lines； 

B： Total expression level of OsMADS1 and OsMADS1oh in panicles 

of OsMADS1oh-overexpression lines； ZH11： Zhonghua 11； OE1，

OE2， OE3： Three OsMADS1oh-overexpression lines

图4　过表达OsMADS1oh导致开颖表型

Fig.4　Overexpression of OsMADS1oh in ZH11 resulted in 

open-hull phenotype
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相反［27］。前人报道的AP2-2和GW2可能是OsMADS1

的下游调控基因［7， 14］，在oh幼穗中未检测到这些基

因的表达发生变化。导致这些差异的具体原因还

有待进一步研究。本研究在转基因验证时首先扩

增OsMADS1上游1.8Kb的启动子区，再拼接野生型

CDS 区，然后转基因导入 oh，得到了转基因苗，但

是转基因后代仍旧表现开颖表型（相关结果未展

示）；前人也曾发现 OsMADS1 表达大幅下调，其上

游 2Kb 序列与日本晴参考序列无差异［29］；这说明

OsMADS1 上游 1.8 kb 不能正常启动其表达，关于

OsMADS1的启动子的详细信息还需另行研究。

OsMADS1基因对花器发育的调控功能已得到确

认，但其详细调控机制还不明确。通过miR172-AP2s

通路的调控假说获得了较为可靠的结果，还需要更

多的研究来进行多方面验证。OsMADS1既调控花

器发育，又影响产量性状，深入解析其作用机制就

显得十分必要。oh突变体的发现为OsMADS1基因

研究提供了新种质，有望促进花器发育研究。将小

粒野生稻DNA通过花粉管通道法导入青桂占获得

P704，oh突变体是在P704后代中发现的，该突变有

可能与野生稻基因导入有关，本研究结果为后续相

关研究提供了重要参考。
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