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玉米 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体的鉴定与基因定位
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　 　 摘要:柱头是玉米的主要性器官ꎬ其正常发育与形态建成对种子的繁殖和产量具有决定作用ꎮ 本实验室发现一个雌穗发

育异常的自然突变体 ｓｋ￣Ａ７１１０ꎬ该突变体雌穗的柱头完全缺失ꎬ无法授粉结实ꎮ 遗传分析表明ꎬｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体的柱头缺失性

状属于隐性性状ꎬ受 １ 对隐性核基因控制ꎮ 利用集团分离分析法将控制对应野生型性状的 ＳＫＡ７１１０ 基因定位在 ２ 号染色体短

臂上ꎬ位于物理距离约 ２５５ｋｂ 的 ＳＡＧ２１ 与 ＩＤＰ１４５３ 标记之间ꎬ研究工作为 ＳＫＡ７１１０ 基因的克隆与功能分析奠定了基础ꎮ
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玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)的柱头是指由雌穗小花心皮原

基分化形成的丝状器官ꎬ俗称花丝ꎮ 花丝是玉米雌

穗的重要器官ꎬ具有接受和运输花粉的作用ꎬ其正常

发育对种子的繁殖和产量具有决定作用ꎬ花丝缺失

时玉米无法完成受精和结实ꎮ 研究玉米花丝发育形

成的遗传与分子机制ꎬ可为深入开展玉米花器官性

别分化的基因控制途径、激素的功能及作用机理等

基础研究提供参考ꎮ Ｄ. Ｆ. Ｊｏｎｅｓ[１] 对花丝缺失突变

体 ｓｉｌｋｌｅｓｓ( ｓｋ１)进行研究分析ꎬ发现其雄穗发育正

常ꎬ雌穗小花的雌蕊发生败育ꎬ且突变性状受隐性单

基因控制ꎬ推断野生型花丝发育的控制基因 ＳＫ１ 是

雌小穗上位花雌蕊原基正常发育的必需基因[２]ꎮ
２０ 世纪初ꎬ前人即开始了对玉米雌穗及花丝突

变体的收集和研究[３]ꎮ Ｒ. Ａ. Ｅｍｅｒｓｏｎ[４] 报道了雄穗

雌性化且雌小穗双花丝的隐性突变体 ｔｓ１ 和 ｔｓ２ꎬ对
应野生型基因 ＴＳ１ 与 ＴＳ２ 分别位于 ２ 号与 １ 号染色

体上[５￣６]ꎮ Ｊ. Ｈ. Ｋｅｍｐｔｏｎ[７] 研究了雌穗发生分枝且

小花及花丝缺失的 ｂｒａｎｃｈｅｄ ｓｉｌｋｌｅｓｓ１(ｂｄ１)突变体ꎬ
证明突变性状受 １ 对隐性核基因控制ꎬ对应野生型

基因 ＢＤ１ 被定位在 ７ 号染色体长臂末端ꎬ调控小穗

分生组织向小花的分化[８]ꎮ Ａ. Ｃ. Ｆｒａｓｅｒ[９]研究发现

单隐性突变体 ｓｉｌｋｙ￣Ｉ( ｓｉ１)的雌小穗有 ４ 条花丝ꎬ且
果穗熟后花丝不脱落ꎬＢ. Ａ. Ａｍｂｒｏｓｅ 等[１０]将野生型

基因 ＳＩ１ 定位在 ６ 号染色体上ꎬ且观察证实雌小穗

多余的花丝来自上位花内未正常败育的雄蕊ꎮ
Ｂ. Ｅ. Ｔｈｏｍｐｓｏｎ 等[１１]发现一个小花及花器官异常多
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生的 ｂｅａｒｄｅｄ￣ｅａｒ( ｂｄｅ)突变体ꎬ其小穗内有多个小

花ꎬ胚珠生出多条育性较低的花丝ꎬ遗传研究证实该

突变性状受隐性基因 ｂｄｅ 控制ꎬ野生型雌小穗发育

的控制基因 ＢＤＥ 位于 ５ 号染色体上ꎮ Ｄ. Ｆ. Ｊｏｎｅｓ[１２]

后来发现一些雌穗顶端长有花药的花丝缺失突变

体ꎬ将之与 ｓｋ１ 一起称为 ｓｋ 突变体ꎮ 分析前人对上

述 ５ 个突变体的研究可知ꎬ只有 ｓｋ１ 表现花丝缺失

单一性状ꎬ其他突变体表现花丝发育异常的同时均

伴随有雄穗变异性状ꎬ可以推断ꎬＴＳ１、ＴＳ２、ＢＤ１、ＳＩ１
与 ＢＤＥ 基因在表达上均与 ＳＫ１ 存在直接或间接关

系ꎮ 至今未见 ＳＫ１ 基因被克隆的报道ꎬ关于它与其

他基因的关系以及在花丝发育中的作用仍处于推测

阶段[２]ꎮ
本实验室在自交系 Ａ７１１０ 中发现花丝缺失的

突变株系ꎬ花丝缺失性状可以通过花粉传递ꎬ依据表

型特征和来源将该突变株系命名为 ｓｉｌｋｌｅｓｓ￣Ａ７１１０
( ｓｋ￣Ａ７１１０)ꎬ野生型花丝发育的控制基因命名为

ＳＫＡ７１１０ꎮ ｓｋ 突变体的表型特殊且易于观察鉴定ꎬ
被认为是有望揭示玉米性器官分化调控机制的关键

材料ꎬ但前人仅对其进行了初步的表型观察与遗传

分析ꎬ没有对花丝发育控制基因进行深入研究ꎮ 因

此ꎬ本研究以 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体为材料ꎬ对其表型进

行了初步鉴定和遗传分析ꎬ并对引起该突变性状的

基因进行了精细定位ꎬ以期为 ＳＫＡ７１１０ 基因的克隆

及作用机理的研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

遗传分析选用 Ｂ７３、８００４４(来源于 Ｒｅｉｄ 群体的

选系)、Ｐ２ 自交系作母本分别与 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体杂

交ꎬ再以 ｓｋ￣Ａ７１１０ 为回交父本与 ３ 个杂交组合的后

代 Ｆ１回交得到 ＢＣ１ꎬ并对 ＢＣ１进行单穗播种ꎮ 基因

定位用花丝缺失性状遗传稳定的 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体

作父本给玉米自交系 Ｂ７３、Ｐ２、８００４４ 授粉ꎬ获得对应

杂交组合 Ｆ１ꎬ并分别以各组合的 Ｆ１ 为回交母本ꎬ
ｓｋ￣Ａ７１１０ 为回交父本进行回交ꎬ获得各组合 ＢＣ１ꎬ以
ＢＣ１分离群体为作图群体ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 表型鉴定　 吐丝期在 Ａ７１１０ 变异株系的后

代中选择正常吐丝和不吐丝植株各 ３０ 株进行标记ꎬ
分别在吐丝期、乳熟中期、成熟期对正常吐丝与不吐

丝植株各选 １０ 株进行扒苞叶检查ꎬ记录果穗花丝的

发育状况ꎮ 吐丝期至成熟期不能正常吐丝且经扒苞

叶验证果穗花丝数为零的植株记为突变体株ꎬ正常

吐丝并能完成授粉结实的植株记为野生型ꎮ 在鉴定

突变体与野生型花丝发育性状的同时ꎬ观察记录果

穗穗轴及子粒的发育情况ꎮ
１ ２ ２　 ＰＣＲ 扩增及产物检测　 试验材料的基因组

ＤＮＡ 统一采用改良的 ＳＤＳ 法提取ꎮ 初步定位使用

的 ＳＳＲ 引物序列信息来源于 Ｍａｉｚｅ ＧＤＢ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｍａｉｚｅｇｄｂ. ｏｒｇ)ꎬ精细定位使用的 ＳＳＲ 及基因特

异性标记的引物序列是参考 Ｇｒａｍｅｎｅ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｇｒａｍｅｎｅ. ｏｒｇ)网站上下载的 Ｂ７３ 基因组序列ꎬ利用

Ｐｒｉｍｅｒ５ ０ 软件设计完成ꎬ并由 Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司

合成ꎮ 扩增体系包括有 １ ０ μＬ １０ μｍｏｌ / Ｌ 引物ꎬ
１ ０ μＬ 模板 ＤＮＡꎬ３ ０ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ５ ０ μＬ ２ × Ｐｏｗｅｒ
Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(ＢｉｏＴｅｋｅ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 提供)ꎮ 扩

增程序为 ９５℃预变性 ５ｍｉｎꎻ９５℃变性 ４５ ｓꎬ５５℃退

火 ３０ ｓꎬ７２℃ 延伸 ５０ ｓꎬ３４ 个循环ꎬ最后 ７２℃ 延伸

１０ ｍｉｎꎮ 扩增产物经 １２０ Ｖ 恒压非变性 ＰＡＧＥ 凝胶

电泳ꎬ凝胶浓度 ６％ ~ ８％ ꎬ电泳缓冲液为 １ × ＴＢＥꎬ
电泳产物经快速银染法染色后观察分析ꎮ
１ ２ ３　 基因定位　 用 ｓｋ￣Ａ７１１０ 与 Ｐ２检验均匀分布

于玉米 １０ 条染色体上的 ２０８ 对 ＳＳＲ 标记的多态性ꎬ
找出两亲本间的多态性标记ꎬ从 ＢＣ１植株中选取突

变体与野生型的 ＤＮＡ 样品各 １０ 个分别构建近等基

因池ꎬ检验在亲本间具有多态性的标记ꎬ利用池间多

态性标记检验 １３４ 株突变株的基因型ꎬ筛选与目的

基因紧密连锁的标记ꎬ根据连锁标记在染色体上的

分布信息确定目的基因所在区域ꎮ 在目标区域内合

成新的 ＳＳＲ 与 ＳＳＰ 引物ꎬ利用各杂交组合的 ＢＣ１进

行基因定位ꎬ通过染色体步移不断缩小目标遗传

区域ꎮ
多态性标记带型统计分析时ꎬ与 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突

变体带型一致的单株记为 Ｂꎬ野生型亲本带型的单

株记为 Ａꎻ各组合 Ｆ１带型的植株记为 Ｈꎮ 利用 Ｄ.
Ｄ. Ｋｏｓａｍｂｉ 函数[１３] 将重组率转化为遗传距离ꎬ并
用 Ｍａｐｃｈａｒｔ ２ ０ 软件辅助进行连锁分析ꎬ根据连锁

分析结果构建 ＳＫＡ７１１０ 基因所在区域的遗传

图谱ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 突变体的表型特征

经表型鉴定ꎬｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体的营养生长正常ꎬ
株高、穗位与野生型均无明显差异ꎮ 与野生型相比

(图 １￣Ａ)ꎬ突变体的主要特征是雌穗的花丝完全缺

失ꎬ吐丝至成熟期均没有花丝发育迹象ꎮ 鉴定发现ꎬ
突变体因花丝缺失无法进行授粉ꎬ其穗轴呈典型圆

５４３
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锥状ꎬ较野生型穗轴小ꎬ子房仅由表皮构成且乳熟期

表现一定程度膨大后又变瘦瘪ꎬ检查成熟期果穗ꎬ无
种子产生(图 １￣Ｂ)ꎮ 田间调查结果显示ꎬ突变体雄

穗一次分枝与二次分枝的数量较野生型明显减少

(表 １)ꎮ
２ ２　 花丝缺失性状的遗传分析

对 Ｐ２、Ｂ７３、８００４４ 与 ｓｋ￣Ａ７１１０ 杂交的组合 Ｆ１和

ＢＣ１群体进行表型性状统计ꎮ 结果显示ꎬ各杂交组

合 Ｆ１的所有个体均长出花丝ꎬ３ 个杂交组合的 ＢＣ１

群体出现性状分离ꎬ经卡方适合度检测 ( χ２０ ０５ꎬ１ ＝
３ ８４)ꎬ３ 个杂交组合 ＢＣ１的分离均符合花丝缺失突

变体∶ 野生型 ＝ １ ∶ １ 的分离比例(表 ２)ꎮ 说明 ｓｋ￣
Ａ７１１０ 的花丝缺失性状受隐性单基因控制ꎮ

Ａ:去除苞叶的野生型玉米雌穗ꎻＢ:去除苞叶的 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体雌穗

Ａ:Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｅａｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｈｕｓｋ ｌｅａｖｅｓꎬＢ:ｓｋ￣Ａ７１１０ ｅａｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｈｕｓｋ ｌｅａｖｅｓ

图 １　 野生型与 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体吐丝期的雌穗

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｅａｒ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ(ＷＴ)ａｎｄ
ｓｋ￣Ａ７１１０ ｍｕｔａｎｔ ａｔ ｓｉｌｋｉｎｇ ｓｔａｇｅ

表 １　 两个分离群体中野生型与突变体型雄穗分枝数比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔａｓｓｅｌ ｂｒａｎｃｈ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｉｎ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

杂交组合(群体)
Ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ

分枝类型

Ｂｒａｎｃｈ ｔｙｐｅ
野生型数量

Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｎｕｍｂｅｒ
突变体型数量

Ｍｕｔａｎｔ ｎｕｍｂｅｒ
８００４４ / ｓｋ￣Ａ７１１０
(ＢＣ１)

一级分枝 Ｐｒｉｍａｒｙ ｂｒａｎｃｈ ８ ８９ ６ ２４∗∗

二级分枝 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｒａｎｃｈ ２ １１ ０ ８３∗∗

Ｂ７３ / ｓｋ￣Ａ７１１０
(ＢＣ１)

一级分枝 Ｐｒｉｍａｒｙ ｂｒａｎｃｈ １１ ６５ ９ ５８∗∗

二级分枝 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｒａｎｃｈ ３ ７２ １ ６５∗∗

∗∗表示在 Ｐ < ０ ０１ 水平上差异显著　 ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ａｔ Ｐ < ０ ０１ ｌｅｖｅｌ

表 ２　 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体的遗传分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｋ￣Ａ７１１０ ｍｕｔａｎｔ

杂交组合(群体)
Ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ

ＢＣ１群体总株数

Ｔｏｔａｌ ＢＣ１ｎｕｍｂｅｒ
野生型株数

Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｎｕｍｂｅｒ
突变体株数

Ｍｕｔａｎｔ ｎｕｍｂｅｒ
理论比值

Ｔｈｅｏｒｙ ｖａｌｕｅ
(Ｘ２

０ ０５≤３ ８４)

Ｂ７３ / ｓｋ￣Ａ７１１０ ２３１ １１７ １１４ １∶ １ ０ ０４
８００４４ / ｓｋ￣Ａ７１１０ ９３８ ４６５ ４７３ １∶ １ ０ ６８
Ｐ２ / ｓｋ￣Ａ７１１０ ２７８５ １４２２ １３６３ １∶ １ １ ２５

２ ３　 ＳＫＡ７１１０ 基因的初步定位

２０８ 对 ＳＳＲ 引物的多态性检验结果显示ꎬ有 ３７
个标记在 Ｐ２ 与 ｓｋ￣Ａ７１１０ 之间存在多态性ꎬ利用这 ３７
个多态性标记对 ｓｋ￣Ａ７１１０ / Ｐ２ 组合 ＢＣ１分离群体的近

等基因池进行扩增ꎬ发现位于 ２ 号染色体上的 ５ 对标

记表现多态性ꎬ利用 １３４ 个突变株进行连锁性检验ꎬ
结果表明 ２ 号染色体短臂上的标记 ｕｍｃ１５５５ 和

ｕｍｃ１４４８ 与 ＳＫＡ７１１０ 基因紧密连锁ꎬ与 ＳＫＡ７１１０ 基

因的遗传距离分别为 ２ ２４ ｃＭ 和 ６ ７２ ｃＭ(图 ２￣Ａ)ꎮ
在 ｕｍｃ１５５５ 与 ｕｍｃ１４４８ 之间合成 ２５５ 对引物ꎬ通过

对 Ｐ２ 与 ｓｋ￣Ａ７１１０ 的多态性检验获得 ７ 对多态性标

记ꎬ利用 ２７８５ 株 ＢＣ１单株将 ＳＫＡ７１１０ 基因定位在标

记 ＴＩＤＰ２９００ 左侧ꎬ遗传距离为 １ ６５ ｃＭ(图 ２￣Ａ)ꎮ
２ ４　 ＳＫＡ７１１０ 基因的精细定位

标记 ＴｐＡ７１３３ 和 ＩＤＰ１４５３ 在 ８００４４ 与 ｓｋ￣Ａ７１１０

间表现多态性ꎬ且均位于标记 ｕｍｃ１５５５ 与 ＴＩＤＰ２９００
之间ꎮ 用 ９３８ 株 ８００４４ / ｓｋ￣Ａ７１１０ 组合 ＢＣ１ 单株将

ＳＫＡ７１１０ 基因定位在标记 ＴｐＡ７１３３ 与 ＩＤＰ１４５３ 之

间ꎬ与两标记的遗传距离分别为 ０ ６４ ｃＭ 与 ０ ４３
ｃＭ(图 ２￣Ｂ)ꎮ 根据 ＴｐＡ７１３３ 与 ＩＤＰ１４５３ 之间的注

释基因序列设计 ８６ 对特异性引物ꎬ经多态性检验ꎬ
发现标记 ＳＡＧ１６、 ＳＡＧ２１ 、 ＳＡＧ３５ 在 ｓｋ￣Ａ７１１０ 与

８００４４ 之 间 表 现 多 态 性ꎬ ＳＡＧ２１ 位 于 ＳＡＧ１６ 和

ＳＡＧ３５ 的右侧ꎬ与 ＩＤＰ１４５３ 的物理距离最小ꎮ 最终

利用 组 合 ＢＣ１ 中 ＴｐＡ７１３３ 标 记 的 交 换 单 株 将

ＳＫＡ７１１０ 基因定位在标记 ＳＡＧ２１ 的右侧ꎬＳＡＧ２１ 距

ＳＫＡ７１１０ 基因的遗传距离为 ０ ５３ ｃＭꎮ 标记 ＳＡＧ２１
位于注释基因 ＧＲＭＺＭ２Ｇ０２４１９ 上ꎬ与标记 ＩＤＰ１４５３
的遗传距离为 ０ ９６ ｃＭꎬ物理距离约 ２５５ ｋｂꎬ之间包

含 ５ 个基因组注释基因(图 ２￣Ｃ)ꎮ

６４３



　 ２ 期 李清林等:玉米 ｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体的鉴定与基因定位

图 ２　 ＳＫＡ７１１０ 在 ２ 号染色体上的基因定位

Ｆｉｇ ２　 Ｇｅｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ＳＫＡ７１１０ ｏｎ ｍａｉｚｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ２

３　 讨论

ｓｋ￣Ａ７１１０ 属于自然突变体ꎬ具有 ｓｋ 家族突变体

的表型特征ꎬ花丝缺失性状与 ｓｋ１ 一致ꎬ由于 Ｄ. Ｆ.
Ｊｏｎｅｓ[１]之后没有关于 ｓｋ１ 性状突变基因的进一步研

究报道ꎬ目前无法确定引起 ｓｋ￣Ａ７１１０ 与 ｓｋ１ 花丝缺

失性状的突变基因的关系ꎮ ｓｋ￣Ａ７１１０ 与 Ｐ２、Ｂ７３、
８００４４ 三个杂交组合的 Ｆ１均全部正常吐丝且 ＢＣ１均

出现花丝缺失突变体与野生型的 １∶ １ 性状分离ꎬ说
明 ｓｋ￣Ａ７１１０ 的花丝缺失性状受 １ 对隐性核基因控

制ꎮ 通过基因定位ꎬ本研究将 ＳＫＡ７１１０ 基因定位在

位于 ２ 号染色体短臂上的标记 ＳＡＧ２１ 与 ＩＤＰ１４５３
之间ꎬ查询结果显示ꎬ定位区域内的 ５ 个注释基因全

部编码表达蛋白ꎬ且均没有关联位点的注释信息ꎬ因
此ꎬ推测 ＳＫＡ７１１０ 可能是该区域内一个控制玉米雌

穗小花发育的新基因ꎮ
近年ꎬ针对玉米花器官突变体的分子生物学研

究结果表明ꎬ性别决定基因通过调节激素合成控制

小花分生组织分化来对玉米性器官的分化发育进行

调控[１４￣１８]ꎬ其中ꎬ内源赤霉素(ＧＡꎬｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ)是雌

蕊发育的关键激素ꎬ可以促进雌小穗上位花雌蕊的

分化起始并保障其正常形成[１９￣２０]ꎬｓｋ￣Ａ７１１０ 突变体

表型的产生有可能与 ＧＡ 的合成异常有关ꎮ 本研究

对 ＳＫＡ７１１０ 基因的定位结果为其进一步的精细定

位与克隆提供了参考依据ꎮ
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