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水稻半矮化多分蘖突变体 ｆ２￣１３２ 的表型
分析和基因定位
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　 　 摘要:半矮化多分蘖突变体 ｆ２￣１３２ 由６０Ｃｏ￣γ 辐射诱变粳稻品种 Ｆ２￣２８５Ａ 获得ꎮ 遗传分析表明该性状受 １ 对隐性基因控

制ꎬ已将突变基因定位在第 ４ 染色体长臂上 ２ 个 Ｉｎｄｅｌ 标记 Ｃ４￣Ｚ３ 和 Ｃ４￣Ｚ４ 之间ꎬ物理距离为 ４６ ｋｂꎮ 该区间内包含一个已报

道的多分蘖基因 Ｄ１７ / ＨＴＤ１ꎬ对 ｆ２￣１３２ 中的 Ｄ１７ 基因测序发现编码区第 ３９５ 位的碱基由 Ｔ 突变为 Ｃꎬ导致第 １３２ 位的氨基酸由

苯丙氨酸变成丝氨酸ꎮ Ｄ１７ / ＨＴＤ１ 编码类胡萝卜素裂解双加氧酶 ７(ＣＣＤ７ꎬｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｌｅａｖａｇｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ７)ꎬ是植物激素独脚

金内酯(ＳＬｓꎬｓｔｒｉｇｏｌａｃｔｏｎｅｓ)合成途径中的重要酶之一ꎮ 利用 ＳＬｓ 的人工合成类似物 ＧＲ２４ 处理 ｆ２￣１３２ꎬ其多分蘖表型受到

抑制ꎮ
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水稻是世界上主要的粮食作物之一ꎬ单株穗数、
每穗粒数和粒重是其重要的产量构成因素ꎮ 分蘖力

决定水稻穗数ꎬ进而影响水稻产量ꎬ是培育超级水稻

的一个重要方面[１]ꎮ 水稻分蘖是在植株基部未伸



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １５ 卷

长节间的侧芽形成并且独立于主茎生长ꎮ 水稻分蘖

的发生分为 ２ 个阶段:腋芽形成和生长[２]ꎮ 分蘖分

为有效分蘖和无效分蘖ꎬ有效分蘖比例的高低受遗

传因素、环境因素和多种植物激素的影响[３￣５]ꎮ 过

去一直认为生长素和脱落酸抑制腋芽生长ꎬ而细胞

分裂素促使腋芽生长[６￣８]ꎮ 直到 ２００８ 年ꎬ一种新的

植物激素独脚金内酯(ＳＬｓꎬｓｔｒｉｇｏｌａｃｔｏｎｅｓ)被发现ꎬ该
激素具有抑制腋芽过度伸长的功能[９￣１１]ꎮ

随着拟南芥、水稻等模式植物多分枝突变体生

理生化及基因组学等方面研究的不断深入ꎬ一些控

制植物分枝发育的重要基因被克隆出来[１２￣１４]ꎮ 这

些基因被证明参与了 ＳＬｓ 的合成或信号传导途径ꎮ
目前已报道的关于 ＳＬｓ 生物合成途径的基因包括:
豌豆 ＲＭＳ５[１５]、拟南芥 ＭＡＸ３[１６]、矮牵牛 ＤＡＤ３[１７]和

水稻 Ｄ１７[１８]编码同源的类胡萝卜素裂解双加氧酶 ７
( ＣＣＤ７ꎬ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｌｅａｖｉｎｇ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ７ )ꎻ 豌 豆

ＲＭＳ１[１９]、拟南芥 ＭＡＸ４[２０]、矮牵牛 ＤＡＤ１[２１] 和水稻

Ｄ１０[２２] 编码同源的类胡萝卜素裂解双加氧酶 ８
(ＣＣＤ８)ꎻＤ２７ 编码一种 β￣胡萝卜素异构酶(β￣ｃａｒｏ￣
ｔｅｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ)ꎬ能将反式 β￣胡萝卜素( ａｌｌ￣ｔｒａｎｓ￣β￣
ｃａｒｏｔｅｎｅ)转变成为 ９￣顺式￣β￣胡萝卜素(９￣ｃｉｓ￣β￣ｃａｒｏ￣
ｔｅｎｅ) [２３]ꎮ 这些基因的突变体属于激素敏感型ꎬ通
过施加 ＳＬｓ 合成类似物 ＧＲ２４ 后突变体植株的分枝

减少ꎬ恢复野生型表型ꎮ 对 ＧＲ２４ 不敏感的基因位

于 ＳＬｓ 合成下游ꎬ即信号传导途径ꎮ 目前发现的基

因有豌豆 ＲＭＳ４[１５]、拟南芥 ＭＡＸ２[２４] 和水稻 Ｄ３[２５]

编码富含亮氨酸重复序列的 Ｆ￣ｂｏｘ / ＬＲＲ 蛋白ꎬ可能

充当着 ＳＣＦ 泛素 Ｅ３ 连接酶底物识别亚基[２５]ꎻ水稻

Ｄ１４ / Ｄ８８ / ＨＴＤ２、拟南芥 ＡｔＤ１４ 和矮牵牛 ＤＡＤ２ 编码

一种 α / β 水解酶家族成员ꎬ可以感受独脚金内酯并

能将其水解为 ＡＢＣ 环和 Ｄ 环产物[１０ꎬ２６￣２８]ꎮ
水稻是研究单子叶植物发育生物学的理想模式

植物[２９]ꎬ分蘖的研究已成为焦点ꎬ有关分蘖的研究

取得了长足的进展ꎮ 本研究对具有粳稻背景的半矮

化多分蘖突变体 ｆ２￣１３２ 进行了表型分析和基因定

位克隆ꎬ发现参与独脚金内酯合成的基因 Ｄ１７ /
ＨＴＤ１ 发生突变ꎮ 利用人工合成的独脚金内酯类似

物 ＧＲ２４ 处理 ｆ２￣１３２ꎬ其多分蘖表型受到抑制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 水稻材料与农艺性状
６０Ｃｏ￣γ 辐射诱变粳稻品种 Ｆ２￣２８５Ａ 得到半矮化

多分蘖突变体 ｆ２￣１３２ꎬ粳稻品种 Ｆ２￣２８５Ａ 和籼稻品

种 Ｄｕｌａｒ 由本实验室保存ꎮ ２０１２ 年在北京市昌平基

地分别播种 Ｆ２￣２８５Ａ 和 ｆ２￣１３２ꎬ 秧苗插植行距

２５ ｃｍꎬ株距 １５ ｃｍ[３０]ꎮ 苗期、分蘖期和成熟期统计

株高和分蘖数ꎬ选取长势比较一致的 １０ 株ꎬ并对每

株挂牌追踪调查ꎬ利用方差分析的方法分析数据ꎬ使
用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 进行数据处理和图表绘制ꎮ
１􀆰 ２　 遗传群体的构建及初步定位

突变体 ｆ２￣１３２ 与籼稻品种 Ｄｕｌａｒ 杂交并自交获

得 Ｆ２群体ꎬ于抽穗期调查 Ｆ２群体中正常株与矮化多

分蘖株分离比例并进行卡方测验ꎮ 用 Ｆ２ 群体分离

出的矮化多分蘖个体作为定位群体ꎬ采用 ＣＴＡＢ 法

分别提取每个单株的基因组 ＤＮＡ[３１]ꎮ 初步定位根

据混合群体分离分析法(ＢＳＡꎬｂｕｌｋｅｄ￣ｓｅｇｒｅｇａｎｔ ａｎａｌ￣
ｙｓｉｓ)的原理[３２]ꎬ随机选取突变个体 １０ 株 ＤＮＡ 等量

混合作为突变个体池ꎬ两亲本 ＤＮＡ 等量混合作为亲

本混池ꎬ利用本实验室保存的均匀分布在水稻 １２ 条

染色体上的 １７０ 个 ＩｎＤｅｌ( ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎ)标

记ꎬ筛选多态性并找出可能连锁的标记ꎬ再分析各个

突变单株验证该标记是否与目的基因连锁ꎮ ＰＣＲ
扩增采用天根生化科技(北京)有限公司的普通 Ｔａｑ
ＤＮＡ ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬＰＣＲ 体系和反应程序参照说明书

进行ꎮ ＰＣＲ 扩增产物经 ８􀆰 ０％非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳ꎬ０􀆰 １％ ＡｇＮＯ３染色并用甲醛和 ＮａＯＨ 显色ꎬ
判断 Ｆ２个体基因型ꎮ
１􀆰 ３　 目的基因的精细定位

利用已公布的水稻全基因组序列信息(ｈｔｔｐ: / /
ｒｇｐ. ｄｎａ. ａｆｆｒｃ. ｇｏ. ｊｐ / Ｅ / ｔｏｐｐａｇｅ. ｈｔｍｌ)ꎬ水稻基因组

注释项目 ( ｈｔｔｐ: / / ｒｉｃｅ. ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ. ｍｓｕ. ｅｄｕ / )ꎬ以
及 ＢＬＡＳＴ(ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )程序比

对粳稻品种日本晴和籼稻品种 ９３￣１１ 的基因组序

列ꎬ寻找 ＩｎＤｅｌ 位点ꎬ然后利用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件在 Ｉｎ￣
Ｄｅｌ 两侧设计特异引物ꎬ开发新的 ＩｎＤｅｌ 标记ꎬ对目

的基因进行精细定位ꎮ
１􀆰 ４　 候选基因的测序

从水稻基因组注释数据库(ｈｔｔｐ: / / ｒｉｃｅ. ｐｌａｎｔｂｉ￣
ｏｌｏｇｙ. ｍｓｕ. ｅｄｕ / ａｎａｌｙｓｅｓ ＿ ｓｅａｒｃｈ ＿ ｌｏｃｕｓ. ｓｈｔｍｌ ) 或

ｇｒａｍｅｎｅ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｒａｍｅｎｅ. ｏｒｇ / ) 下载

Ｄ１７ / ＨＴＤ１ 候选基因全长基因组 ＤＮＡ 序列ꎬ设计引

物ꎬ分别 ＰＣＲ 扩增野生型和突变体的基因组 ＤＮＡꎮ
由于水稻 ＧＣ 含量较高ꎬ采用宝生物工程(大连)有
限公司高保真酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ􀅹 ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｗｉｔｈ ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 产物送北京博

迈德科技发展有限公司测序ꎮ 利用 ＤＮＡ ＳＴＡＲ 软

件中的 ＳｅｑＭａｎ 程序比对突变体和野生型的测序结

果ꎬ确定突变位点ꎮ
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１􀆰 ５　 独脚金内酯处理

采用 Ｕｍｅｈａｒａ[３３￣３４]描述的方法并稍加改动ꎬ将
突变体 ｆ２￣１３２ 和野生型 Ｆ２￣２８５Ａ 种子先用 ７０％酒

精消毒 ３０ ｓꎬ再用 ２􀆰 ５％次氯酸钠灭菌 ５ ｍｉｎꎬ灭菌

水冲洗 ３ ~ ５ 次ꎬ２８ ℃暗培养 ２ ｄꎬ萌发的种子被分

别转移至 Ｋａｍａｃｈｉ 水稻营养液[５] 中并用纱布支

撑ꎮ 独脚金内酯人工合成类似物 ＧＲ２４ (荷兰

Ｃｈｉｒａｌｉｘ 公司ꎬ货号 ＣＸ２３８８０￣２０ＭＧ))用丙酮溶解

配置成 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的母液ꎬ稀释 １ 万倍即 １ μｍｏｌ / Ｌ
工作液ꎮ 试验分为对照组和试验组ꎬ每组 ４ 株幼

苗ꎬ设 ３ 次重复ꎬ分别加入 ０ 和 １ μｍｏｌ / Ｌ ＧＲ２４ꎬ
１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗ꎬ处理 ３ 周和 ４ 周后分别观察

分蘖表型ꎮ

表 １　 本研究所用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
标记

Ｍａｒｋｅｒ
正向引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ (５′￣３′)
反向引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ (５′￣３′)
Ｃ４￣Ｚ１ ａｃｇｔｇｇｃａａｔｔｃｔａｔｃｔｃｃｃａ ａｇｇｇｇａｇａｇａｔａｔｇａａｇａ

Ｃ４￣Ｚ２ ａｇｔｃｇｔａｃｃａｃｃａａｔｃｔｇｇａ ａｇｃｔｃｃｃａａｇａｇｃｔｇａｇａｇａ

Ｃ４￣Ｚ３ ｔｇｇｔａｔｃａｔｔｇｃｃａｇｃａａｇａ ｇｃａｔａｇｃｔｇａｔｔｔａｇｃｃｔｃｔ

Ｃ４￣Ｚ４ ｇｃａａａｔａｔｇｃｃｇｔｔｔｃｇｃｔ ｔａｔｇｇｇｔｔｃａｇｃｔｇａａｇｃａ

Ｃ４￣Ｚ５ ａｃｇａｇａｇｇａａｇｃｔｇｇｃａｇｔ ａｇｃｔｔｇａｔｇａｇｇｃａｃａｇａｇｃｔ

Ｄ１７(１)
Ｄ１７(２)
Ｄ１７(３)

ａｇａｇｔａｃｔａｇｇｔａａｃｔｃｃｃｔ
ｔｃａｃｃｇａｃａｃｃｃａｃｔａｃａｔｃｃｔ
ａｇａｇｇａａｃｃｇｇｔｔｃｇｔｃｔａｃｇｃ

ｔｃａａｔｇｃｃａｇｃａｇｃｇａｔｃｃｔ
ａｃａｃｇａｇｇｃａａａａｔｔｃｔｔｇｃｃｔ
ｃａｇｇａｔｇｇｔａｔｇｔｇｇｃｔｔｔｔａｇ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 半矮化多分蘖突变体 ｆ２￣１３２ 的表型分析

ｆ２￣１３２ 分蘖发生比较早ꎬ如 ４ 叶期时已有 １ ~ ２
个分蘖ꎬ而野生型还没有分蘖长出(图 １￣Ａ)ꎻ在分蘖

期和成熟期均显示出半矮化和多分蘖的表型(图 １￣
Ｂ、图 １￣Ｃ)ꎮ 例如ꎬ成熟期 ｆ２￣１３２ 的株高 (６８􀆰 ８ ±
２􀆰 ０ ｃｍ) 是野生型 Ｆ２￣２８５Ａ ( ８９􀆰 ５ ± ２􀆰 ５ ｃｍ) 的

７７％ ꎬ但其分蘖数目(５４􀆰 ８ ± ３􀆰 １ 个)却是 Ｆ２￣２８５Ａ
(１９􀆰 ９２ ± ２􀆰 ６ 个)的 ２􀆰 ８ 倍(图 ２￣Ａ、图 ２￣Ｂ)ꎮ 通过

观察不同时期的分蘖数目变化情况ꎬ发现 ｆ２￣１３２ 分

蘖能力持续时间长ꎬ一直到插秧后的第 ８ 周才达到

最高峰ꎬ而野生型插秧后第 ６ 周分蘖数目就不再增

加ꎮ 野生型和突变体的分蘖数目在生长后期都有所

降低(图 ２￣Ａ)ꎬ这是由于无效分蘖在生长后期死亡

造成的ꎮ ｆ２￣１３２ 和野生型的株高变化趋势基本相

同ꎬ插秧 ６ 周后均不再增加(图 ２￣Ｂ)ꎮ
２􀆰 ２　 遗传分析及基因定位

在 ｆ２￣１３２ / Ｄｕｌａｒ 的 ３４８ 个 Ｆ２中ꎬ有 ８７ 株具有矮

化多分蘖表型ꎬ正常植株与矮化多分蘖植株的分离

比为 ３􀆰 ７ ∶ １􀆰 ０ꎬ经卡方适合度检测 ( χ２ ＝ ２􀆰 ５９ <
χ２

０􀆰 ０５ ＝ ３􀆰 ８４)ꎬ符合 ３∶ １ 分离比例ꎬ证明 ｆ２￣１３２ 矮化

多分蘖性状是由单个隐性核基因控制的ꎮ 利用水稻

１２ 条染色体上均匀分布的 １７０ 对 ＩｎＤｅｌ 标记进行初

步定位ꎬ发现与第 ４ 号染色体上的标记 Ｃ４￣Ｚ１ 和

Ｃ４￣Ｚ５ 连锁ꎬ在 ６９８ 株 Ｆ２矮化多分蘖个体中分别有

１６ 和 ２ 株交换个体(图 ３￣Ａ)ꎮ 为了精细定位ꎬ在
Ｃ４￣Ｚ１ 和 Ｃ４￣Ｚ５ 之间发展了新的 ＩｎＤｅｌ 标记ꎬ最终将

目的基因定位在 Ｃ４￣Ｚ３ 和 Ｃ４￣Ｚ４ 之间(图 ３￣Ａ、表
１)ꎮ 这 ２ 个标记位于同一个 ＢＡＣ 克隆 ＡＬ６６３０００
上ꎬ物理距离为 ４６ ｋｂꎬ其克隆包含 １ 个功能已知基

因 Ｄ１７ / ＨＴＤ１ (ＬＯＣ＿Ｏｓ０４ｇ４６４７０)ꎬ该基因编码类胡

萝卜素裂解双加氧酶 ７(ＣＣＤ７)ꎬ其功能缺失突变体

表现为矮化多分蘖[３５]ꎮ 因此ꎬ将 Ｄ１７ 作为首选候选

基因ꎮ

Ａ:苗期株型ꎻＢ:分蘖期株型ꎻＣ:成熟期株型

Ａ:Ｇｒｏｓｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅꎬＢ:Ｇｒｏｓｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎬ
Ｃ:Ｇｒｏｓｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ

图 １　 野生型 Ｆ２￣２８５Ａ 和突变体 ｆ２￣１３２ 的表型

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｆ２￣２８５Ａ ａｎｄ ｆ２￣１３２ ｍｕｔａｎｔ
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图 ２　 野生型和突变体各个时期分蘖数目和株高的比较

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｉｌｌｅｒ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＷＴ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

Ａ:ｆ２￣１３２ 的图位克隆ꎻＢ:Ｄ１７ / ＨＴＤ１ 基因结构以及突变位点

(黑框代表外显子ꎬ黑线代表内含子ꎬ箭头指示 Ｄ１７ 基因各个

等位突变体的突变位点)ꎻＣ:ＯｓＣＣＤ７ 蛋白功能结构域 (黑框

为 ＲＰＥ６５ 蛋白结构域ꎻ灰框为叶绿体转运肽)
Ａ:Ｍａｐ￣ｂａｓｅｄ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｆ２￣１３２ꎬＢ:Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ Ｄ１７ / ＨＴＤ１ ｇｅｎｅ (Ｂｌａｃｋ ｂｏｘ ａｎｄ ｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｘｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ａｌｌｅｌｉｃ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｄ１７ ｇｅｎｅ )ꎬＣ:Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＯｓＣＣＤ７ (Ｂｌａｃｋ ｂｏｘ ｉｓ ｔｈｅ
ＲＰＥ６５ ｄｏｍａｉｎ. Ｇｒａｙ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔ ｐｅｐｔｉｄｅ)

图 ３　 图位克隆与候选基因的序列分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍａｐ￣ｂａｓｅｄ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ

２􀆰 ３　 候选基因的序列分析

为了明确 ｆ２￣１３２ 的矮化多分蘖表型是否由于

Ｄ１７ 基因发生突变造成的ꎬ对 Ｆ２￣２８５Ａ 和 ｆ２￣１３２ 中

的 Ｄ１７ 基因进行测序ꎬＦ２￣２８５Ａ 测序结果作为对照ꎮ
Ｄ１７ 基因组 ＤＮＡ 全长 ３１００ ｂｐꎬ其中有 ６ 个内含子

和 ７ 个外显子ꎬ编码区全长 １８３０ ｂｐ(图 ３￣Ｂ)ꎬ共设

计 ３ 对测序引物即 Ｄ１７(１)、Ｄ１７(２)和 Ｄ１７(３)(表
１)ꎮ 测序结果显示ꎬ ｆ２￣１３２ 中的 Ｄ１７ 编码区第

３９５ ｂｐ 由Ｔ 突变成 Ｃꎬ密码子由 ＴＴＣ 变为 ＴＣＣꎬ导致

第 １３２ 位氨基酸由苯丙氨酸(Ｆ)突变成丝氨酸(Ｓ)
(图 ３￣Ｂ)ꎮ Ｄ１７ 编码的 ＣＣＤ７ 蛋白全长 ６０９ 个氨基

酸ꎬ其中第 １ ~ ６５ 个氨基酸为叶绿体转运肽ꎬ第５７ ~
６０９ 个氨基酸为类胡萝卜素裂解双加氧酶家族特有

的 ＲＰＥ６５ 结构域(图 ３￣Ｃ)ꎬ突变位点位于 ＲＰＥ６５ 结

构域的 Ｎ 端ꎮ 将不同植物中的 ＣＣＤ７ 蛋白氨基酸序

列进行比对ꎬ发现 ｆ２￣１３２ 中发生突变的第 １３２ 位的

苯丙氨酸(Ｆ)为非保守氨基酸ꎬ在其他植物中为酪

氨酸(Ｙ)(图 ４)ꎮ
２􀆰 ４　 独脚金内酯处理

为了进一步确定 ｆ２￣１３２ 的多分蘖表型是由于

独脚金内酯合成途径中 ＯｓＣＣＤ７ 酶的缺陷导致的ꎬ
用 ＳＬｓ 人工合成类似物 ＧＲ２４(１ μｌ / ｍｏｌ)对水培的

ｆ２￣１３２ 进行处理ꎬ观察多分蘖是否受到抑制ꎮ 处理

３ 周和 ４ 周后ꎬ在未加 ＧＲ２４ 生长条件下ꎬｆ２￣１３２ 分

别有 ３􀆰 ７ 个和 ４􀆰 ７ 个分蘖ꎻ而加 ＧＲ２４ 的 ｆ２￣１３２ 多

分蘖现象受到抑制ꎬ一直是 ０􀆰 ３３ 个分蘖ꎬ并且分蘖

芽也比未处理的短小(图 ５)ꎮ 这说明 ｆ２￣１３２ 多分蘖

现象是由于 ＣＣＤ７ 酶的缺陷造成的ꎮ

３　 讨论

分蘖是决定水稻产量最重要的农艺性状之一ꎬ
也是构建理想株型主要考虑因素之一[３６]ꎮ 因此ꎬ控
制水稻分蘖的分子机理研究具有重要的理论意义和

实用价值ꎮ ｆ２￣１３２ 是半矮化多分蘖突变体材料ꎬ多
分蘖表型较轻(图 １)ꎮ 本研究利用图位克隆的方法

确定导致 ｆ２￣１３２ 半矮化多分蘖的突变基因为 Ｄ１７ /
ＨＴＤ１ꎬ该基因编码的蛋白参与新型植物激素独脚金

内酯的合成途径[３７]ꎮ
独脚金内酯是从植物根部释放出的一类萜类内

酯ꎬ作为根际信号分子ꎬ可诱导丛枝真菌菌丝分枝和

苔藓菌落的生长ꎻ作为激素ꎬ可抑制植物分枝生长ꎬ
调控植物根的发育ꎮ 独脚金内酯由类胡萝卜素合成

而来ꎬ由 ＡＢＣ 环和 Ｄ 环 ２ 个部分组成ꎬ类胡萝卜素

提供 ＡＢＣ 环部分ꎬＤ 环部分来自丁烯酸内酯ꎬ通过

烯醇醚键连接[１０]ꎮ ＣＣＤ７ 和 ＣＣＤ８ 是类胡萝卜素裂

解合成 ＳＬｓ 过程中的 ２ 个关键裂解酶ꎮ 首先ꎬ类胡

萝卜素经过未知的酶产生中间产物 β￣胡萝卜素(β￣
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水稻(ＯｓＣＣＤ７)ꎬ拟南芥(ＡｔＭＡＸ３)ꎬ短柄草(ＢｄＣＣＤ７)ꎬ蒺藜苜蓿(ＭｔＣＣＤ７)ꎬ列当(ＯｒＣＣＤ７)ꎬ矮牵牛(ＰｈＣＣＤ７)ꎬ豌豆(ＰｓＲＭＳ５)ꎬ
番茄(ＳｉＣＣＤ７)ꎬ玉米(ＺｍＣＣＤ７)ꎬ高粱(ＳｂＣＣＤ７)ꎬ黄花蒿(ＡａＭＡＸ３)ꎬ猕猴桃(ＡｃＣＣＤ７)ꎬ蓖麻(ＲｃＮＣＥＤ)ꎬ葡萄(ＶｖＣＣＤ７)ꎬ
黄瓜(ＣｓＣＣＤ７)ꎬ小粒豌藓(ＰｐＣＣＤ７)ꎬ∗代表突变氨基酸位置

ＯｓＣＣＤ７ (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎬＮＰ＿００１０５３４９１􀆰 １)ꎬＡｔＭＡＸ３ (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬＮＰ＿１８２０２６􀆰 ４)ꎬＢｄＣＣＤ７ (Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎꎬＸＰ＿
００３５８１５０１􀆰 １)ꎬＭｔＣＣＤ７ (Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａꎬＸＰ＿００３６２２５５５􀆰 １)ꎬＯｒＣＣＤ７ (Ｏｒｏｂａｎｃｈｅ ｒａｍｏｓａꎬＡＥＱ３００７５􀆰 １)ꎬＰｈＣＣＤ７ (Ｐｅｔｕｎｉａ ｈｙｂｒｉ￣
ｄａꎬＡＣＹ０１４０８􀆰 １)ꎬＰｓＲＭＳ５ (Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍꎬＡＢＤ６７４９６􀆰 ２)ꎬＳｉＣＣＤ７ ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍꎬＮＰ＿００１２３４４３３􀆰 １)ꎬＺｍＣＣＤ７ (Ｚｅａ ｍａｙｓꎬ
ＮＰ＿００１１８３９２８􀆰 １)ꎬ ＳｂＣＣＤ７ ( Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒꎬＸＰ ＿００２４４６９０２􀆰 １)ꎬ ＡａＭＡＸ３ ( Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａꎬ ＡＤＢ６４４５９􀆰 １ )ꎬ ＡｃＣＣＤ７ ( Ａｃｔｉｎｉｄｉａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎬＡＤＰ３７９８５􀆰 １)ꎬＲｃＮＣＥＤ (Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓꎬＸＰ＿００２５１１６２９􀆰 １)ꎬＶｖＣＣＤ７ (Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａꎬＸＰ＿００２２７４１９８􀆰 １)ꎬＣｓＣＣＤ７(Ｃｕｃｕｍｉｓ
ｓａｔｉｖｕｓꎬＡＤＭ１８９６８􀆰 １)ꎬＰｐＣＣＤ７ (Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓꎬＡＤＫ３６６８０􀆰 １)ꎬ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

图 ４　 ｆ２￣１３２ 突变位点在不同植物 ＣＣＤ７ 蛋白家族中的保守性分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆ２￣１３２ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＤ７ ｆａｍｉｌｙ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ａ:突变体 ｆ２￣１３２ 经 ＧＲ２４ 处理 ３ 周后的分蘖表

型ꎻＢ:突变体 ｆ２￣１３２ 经 ＧＲ２４ 处理 ４ 周后的分蘖

表型ꎻＣＫ:未加 ＧＲ２４ꎻＣ:ＧＲ２４ 处理 ３ 周和 ４ 周后

每组的总分蘖数

Ａ:Ｔｈｅ ｔｉｌｌｅｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｆｔｅｒ ３ ｗｅｅｋｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ

ＧＲ２４ꎬＢ:Ｔｈｅ ｔｉｌｌｅｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｉｔｈ ＧＲ２４ꎬ ＣＫ: Ｎｏ ＧＲ２４ꎬ Ｃ: Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｔｉｌｌｅｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ３ ａｎｄ ４ ｗｅｅｋｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｉｔｈ ＧＲ２４

图 ５　 突变体 ｆ２￣１３２ 对 ＧＲ２４ 处理的响应

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｆ２￣１３２ ｔｏ ＧＲ２４ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｃａｒｏｔｅｎｅ)ꎬ经过 Ｄ２７ 基因编码的 β￣胡萝卜素异构

酶ꎬ将所有的反式 β￣胡萝卜素转变成为 ９￣顺式￣β￣胡
萝卜素[２３]ꎻ再由 ＣＣＤ７ 裂解 ９￣顺式￣β￣胡萝卜素产生

９￣β￣配置醛(９￣β￣ｃｏｎｆｉｇｕｒｅｄ ａｌｄｅｈｙｄｅ)ꎬＣＣＤ８ 协同 ３
个氧原子转化 ９￣β￣配置醛为 ９￣顺式￣β￣ａｐｏ￣胡萝卜

醛 ( ９￣ｃｉｓ￣β￣ａｐｏ￣１０′￣ｃａｒｏｔｅｎａｌ ) 和 紫 罗 兰 酮 ( β￣ｉｏ￣
ｎｏｎｅ)ꎻ９￣顺式￣β￣ａｐｏ￣胡萝卜醛分子重排产生与 ＳＬｓ
具有类似生物活性的物质 ｃａｒｌａｃｔｏｎｅꎻ然后经过其他

反应合成独脚金内酯及其衍生物[３８]ꎮ
本研究中 ｆ２￣１３２ 突变体是水稻中编码 ＣＣＤ７ 酶

的 Ｄ１７ / ＨＴＤ１ 基因发生点突变ꎬ导致独脚金内酯无

法合成ꎬ从而表现出半矮化多分蘖的表型ꎮ 利用独

脚金内酯人工合成类似物 ＧＲ２４ 进行处理ꎬ分蘖表

型又恢复正常ꎬ这进一步证明了 ｆ２￣１３２ 的矮化多分

蘖表型是由于独脚金内酯合成受阻造成的ꎮ
ｆ２￣１３２ 是 Ｄ１７ 基因一个新的等位突变体ꎬ与籼

稻品种丛矮 ２ 号(ｃｌ２)、粳稻背景的 ｓ１￣４０[３７] 是等位

突变体ꎬ都表现为矮化多分蘖ꎬ但在严重程度上有差

异ꎮ ｆ２￣１３２ 中第 １３２ 位氨基酸由苯丙氨酸(Ｆ)突变

成丝氨酸(Ｓ)ꎬ该氨基酸在进化上并不保守ꎬ其突变

后可能还有一部分功能ꎬ因此 ｆ２￣１３２ 多分蘖表型较

弱ꎬ株高也只是半矮化ꎮ ｃｌ２ 中 Ｄ１７ 的第 ５９９ 位脯氨

酸(Ｐ)突变成亮氨酸(Ｌ)ꎬ矮化多分蘖程度比 ｆ２￣１３２
更强ꎬ可能是该氨基酸在进化上比较保守、功能更重

要的原因ꎮ ｓ１￣４０ 中 Ｄ１７ 基因第 ３ 内含子 ３′端拼接

９６１
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位点由 ＡＧ 突变成 ＡＡꎬ导致移码突变ꎬ突变的 ＣＣＤ７
蛋白几乎没有任何功能ꎬ这可能是 ｓ１￣４０ 矮化多分

蘖表型比 ｆ２￣１３２ 更严重的原因ꎮ ｆ２￣１３２ 是在粳稻品

种 Ｆ２￣２８５Ａ 背景下发现的 Ｄ１７ 基因的新等位突变

体ꎬ可用于筛选 Ｄ１７ / ＨＴＤ１ 突变体的表型恢复或增

强突变体以及相应基因的克隆ꎬ有助于进一步阐明

新型激素独脚金内酯的合成和信号传导途径ꎮ
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