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水稻雄性不育突变体 Ｄ６３ 的育性
基因遗传分析与精细定位

焦仁军ꎬ朱柏羊ꎬ钟　 萍ꎬ王　 迁ꎬ廖婷婷ꎬ王平荣ꎬ邓晓建
(四川农业大学水稻所ꎬ成都 ６１１１３０)

　 　 摘要:利用化学诱变剂甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)处理籼稻品种冈 ４６Ｂ 获得雄性不育突变体 Ｄ６３ꎬ并对该突变体进行表型鉴定、
遗传分析和基因定位ꎮ 结果显示 Ｄ６３ 突变体花药瘦小呈乳白色ꎬ花药内完全无花粉粒ꎬ属于无花粉型雄性不育ꎮ 与野生型亲

本冈 ４６Ｂ 相比ꎬＤ６３ 突变体成熟期株高降低了 １３ ７％ ꎬ穗伸出度减少了 ２６６ ７％ ꎬ自交结实率为 ０ꎬ其他农艺性状无显著差异ꎮ
遗传分析表明该不育性状受 １ 对隐性核基因控制ꎬ该突变基因定位于第 ２ 号染色体长臂靠近着丝粒区域 ＩｎＤｅｌ 标记 Ｊ２ 和 Ｊ４
之间ꎬ与 Ｊ２ 和 Ｊ４ 的遗传距离分别为 ０ ２ ｃＭ 和 ０ １ ｃＭꎬ该定位区间的物理距离为 １０５ ８ ｋｂꎮ 候选基因分析结果表明ꎬＤ６３
突变体在编码分泌性成束糖蛋白基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９７０ 编码区第 １５８０ 位碱基 Ａ 突变为 Ｃꎬ使编码蛋白的氨基酸序列第 ５２７
位组氨酸(Ｈｉｓ)突变为脯氨酸(Ｐｒｏ)ꎮ Ｄ６３ 突变体与已报道的 ｍｔｒ１ 突变体表型上不同之处主要是后者花药含有败育花粉

粒ꎬ二者表型上的差异可能是由于 ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９７０ 基因序列突变位点不同ꎬ以及它们分别属于籼、粳亚种 ２ 个不同遗传背
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雄性不育(ＭＳꎬｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ)是广泛存在于开

花植物中的一种较常见的现象ꎬ是雄性性器官发育

不良ꎬ不能形成正常的花药花粉或仅能形成无生活

力败育的花粉ꎬ但雌性器官正常且可育的特性[１]ꎮ
在高等植物中ꎬ约有 ４３ 个科 １６２ 个属 ６２０ 个物种具

有雄性不育现象[２]ꎮ 雄性不育为作物的杂种优势

利用创造了有利条件ꎬ因而雄性不育突变体的相关

研究对丰富不育基因种质资源、提高农作物产量、品
质、抗逆性以及抗病虫性有着重要的现实意义ꎮ 特

别是在水稻中ꎬ通过“三系法”和“两系法”杂种优势

的利用ꎬ大幅提高了我国水稻单位面积产量ꎬ为解决

我国粮食安全问题提供了有力的保障ꎮ
在花粉粒形成过程中ꎬ花粉母细胞通过减数分

裂形成小孢子ꎬ由绒毡层释放胼胝质酶ꎬ分解四分体

小孢子周围的胼胝质壁ꎬ小孢子从四分体中游离出

来ꎬ释放到花粉囊中ꎬ小孢子再通过有丝分裂ꎬ最终

发育成含 ２ 个精核和 １ 个营养核的三核花粉粒即成

熟花粉粒ꎮ 在花粉发育的整个过程中ꎬ任何参与雄

蕊发育[３]、孢原细胞分化[４]、小孢子减数分裂[５￣９]、
花粉囊和花粉外壁发育[１０￣１５]、调控绒毡层发育[１６￣１９]

和胼胝质沉积[２０￣２２] 相关基因发生突变都可能导致

雄性不育发生ꎮ 据国家水稻数据中心(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｒｉｃｅｄａｔａ. ｃｎ / ｇｅｎｅ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍ)统计ꎬ目前已定位的水

稻不育基因遍布 １２ 条染色体上ꎮ 这些基因绝大部

分为隐性核不育基因且均与雄蕊发育、孢原细胞分

化、小孢子减数分裂、花粉囊与花粉外壁发育、绒毡

层发育及降解等相关ꎮ 本研究利用化学诱变剂甲基

磺酸乙酯(ＥＭＳ)处理籼型杂交水稻骨干亲本保持

系冈 ４６Ｂ 获得一份雄性不育突变体 Ｄ６３ꎬ对该突变

体进行表型鉴定和花粉形态观察、遗传分析、基因定

位以及候选基因分析ꎬ有助于探明水稻雄性不育分

子机理和丰富不育基因资源ꎬ为该突变基因的育种

奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 供试材料

用 ＥＭＳ 处理籼稻保持系材料冈 ４６Ｂꎬ在Ｍ２发现

编号为 Ｄ６３ 的一个株系分离出较多的雄性不育株ꎮ
从该株系选择正常结实的可育株ꎬ分单株收种并分

别种成 Ｍ３株系ꎬ发现部分 Ｍ３株系中继续分离出较

多的雄性不育株ꎬ于是ꎬ从分离株系中继续选择正常

结实的可育株ꎬ通过杂合保存的方式来保存该雄性

不育突变体ꎬ并将该突变体暂命名为 Ｄ６３ꎮ 将 Ｄ６３
不育植株分别与野生型亲本冈 ４６Ｂ(Ｇ４６Ｂ)和粳稻

品种中花 １１(ＺＨ１１)杂交ꎬ构建 Ｆ２分离群体ꎬ用于该

雄性不育突变体的遗传分析和基因定位ꎮ Ｄ６３、冈
４６Ｂ 和中花 １１ 等材料均由四川农业大学水稻研究

所提供ꎮ
１ ２　 突变体外观形态观察、花粉育性鉴定和主要农

艺性状调查

２０１１￣２０１４ 年ꎬ将 Ｄ６３ 突变体与 Ｇ４６Ｂ、ＺＨ１１ 杂

交ꎬ在海南陵水和四川成都种植亲本和 Ｆ１ꎬ同时种

植 Ｆ２群体ꎮ 田间种植每行 １０ 株ꎬ行株距 １６ ６ ｃｍ ×
２３ ３ ｃｍꎬ田间管理措施按常规大田管理进行ꎮ 抽穗

期开始进行育性调查ꎬ田间观察鉴定并标记不育植

株ꎬ对其成熟颖花进行取样并在解剖镜下进行观察ꎻ
将 Ｄ６３ 不育突变植株和 Ｇ４６Ｂ 的花药制作成玻片标

本对比观察ꎬ用 ＫＩ￣Ｉ２染色法在显微镜下观察花粉有

无以及染色情况ꎬ以评价突变体败育类型ꎮ 成熟期

调查 Ｄ６３ 突变体及野生型亲本 Ｇ４６Ｂ 的主要农艺性

状ꎬ包括株高、剑叶长、剑叶宽、每株穗数、穗伸出度、
每穗粒数、结实率和千粒重(Ｄ６３ 突变体千粒重为突

变体与 Ｇ４６Ｂ 异交结实测得)等ꎮ 此外ꎬ对 Ｆ２群体中

不育植株和可育植株分离情况进行统计ꎬ以进行遗

传分析ꎮ
１ ３　 定位群体构建和 ＤＮＡ 提取

根据育性调查与分析结果ꎬ 在海南陵水从

(Ｄ６３ / ＺＨ１１)Ｆ２群体中ꎬ选取 ４４ 株可育株和 ８８ 株

不育株组成初步定为群体ꎬ分单株提取叶片 ＤＮＡꎬ
并选取育性正常植株 １０ 株ꎬ突变型不育株 １０ 株ꎬ
各取等量叶片用于构建正常基因池和突变基因

池ꎮ 为缩小定位区间ꎬ在四川成都扩大种植(Ｄ６３ /
ＺＨ１１)Ｆ２群体ꎬ通过田间鉴定共选取 １０６９ 株不育

单株ꎬ分单株提取叶片 ＤＮＡ 作为精细定位群体ꎮ
参考 Ｓ. Ｒ. ＭｃＣｏｕｃｈ 等[２３] 的方法提取水稻叶片中

的 ＤＮＡꎮ 　
１ ４　 分子标记分析和遗传连锁图谱构建

ＳＳＲ 标记引物参照 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｒａｍｅｎｅ. ｏｒｇ /

０３５
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ｍｉｒｃｒｏｓａｔꎬＩｎＤｅｌ 标记引物为利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ 软件自

行设计ꎬ由北京六合华大基因科技股份有限公司合

成ꎮ ＰＣＲ 扩增体系参照 Ｏ. Ｐａｎａｕｄ[２４]ꎬ扩增产物用

３％ ~５％琼脂糖凝胶在 ０ ５ × ＴＢＥ 缓冲液中 １２０ ~
１４０ Ｖ 电泳 ２ ｈ 左右ꎬ用凝胶扫描成像系统记录电泳

分离结果ꎮ 将具有野生型亲本带型标记为“１”ꎬ突
变体亲本带型标记为“２”ꎬ双亲杂合带型记为“３”ꎮ
利用 ｍａｑｍａｋｅｒ ３ ０ 软件对分离群体的标记进行连

锁分析ꎬ用 Ｋｏｓａｍｂｉ 函数将重组率转化为遗传距离

(ｃｅｎｔｉｍｏｒｇａｎꎬｃＭ)ꎬ构建目标基因所在区域的分子

标记连锁图谱ꎮ
１ ５　 候选基因的遴选与测序

根据 Ｄ６３ 突变体的突变性状ꎬ以及分子标记与

目的基因的遗传距离ꎬ利用水稻基因组数据库数据

(ｈｔｔｐ: / / ｒｉｃｅ. ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ. ｍｓｕ. ｅｄｕ / )ꎬ对突变基因

精细定位的染色体区段内的候选基因进行遴选ꎮ 通

过设计候选基因序列的引物ꎬ分别对 Ｄ６３ 突变体和

野生型亲本 Ｇ４６Ｂ 中预测基因序列进行扩增、测序

和序列比对ꎬ最终确定突变位点和候选基因ꎮ 样品

送北京六合华大科技股份有限公司进行测序ꎬ每个

片段重复 ３ 次ꎬ每个样品每次重复 ２ 次ꎬ以保证测序

结果准确可靠ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 突变体花粉育性、形态特征及主要农艺性状

表现

通过田间调查发现ꎬＤ６３ 突变体在海南陵水春

季和四川成都夏、秋季抽穗均表现雄性不育ꎬ表明该

突变体雄性不育性状不受光照和温度影响ꎬ属于普

通核不育类型ꎮ Ｄ６３ 突变体在抽穗开花期ꎬ雌性器

官正常可育ꎬ雄性器官花药数量为正常的 ６ 枚ꎬ但花

丝细长ꎬ花药干瘪并呈乳白色ꎬ而野生型亲本在抽穗

开花期花丝粗壮ꎬ花药饱满呈黄色(图 １)ꎻ碘染法试

验镜检结果显示ꎬ捣碎 Ｄ６３ 突变体花药ꎬ未见花粉

粒ꎬ而野生型亲本含有大量染色正常的花粉粒(图
２Ｂ)ꎬ表明 Ｄ６３ 突变体是典型的无花粉型雄性不育ꎮ
成熟期ꎬＤ６３ 突变体套袋自交结实率为 ０(表 １)ꎬ进
一步验证了 Ｄ６３ 突变体的雄性不育特性ꎮ 成熟期

主要农艺性状调查结果显示ꎬ与野生型亲本 Ｇ４６ 相

比ꎬＤ６３ 突变体群体穗子均不能完全从叶鞘中抽出

即表现为包茎ꎬ穗伸出度相应的减少了 ２６６ ７％ ꎬ株
高降低了 １３ ７％ ꎬ其他农艺性状如每株穗数、每穗

总粒数、千粒重 (突变体千粒重为异交结实千粒

重)、剑叶长和剑叶宽无显著差异(表 １ꎬ图 １Ａ、Ｂ)ꎮ

图 １　 Ｄ６３ 突变体(右)与野生型亲本 Ｇ４６Ｂ(左)的植株(Ａ)、穗子(Ｂ)和雌雄蕊(Ｃ)形态特征比较

Ｆｉｇ １　 Ｐｌａｎｔ(Ａ)ꎬｐａｎｉｃｌｅ(Ｂ)ꎬｐｉｓｔｉｌ ａｎｄ ｓｔａｍｅ(Ｃ)ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｄ６３ ｍｕｔａｎｔ(ｒｉｇｈｔ)ａｎｄ ｉｔｓ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｇ４６Ｂ( ｌｅｆｔ)

２ ２　 突变性状的遗传分析

将雄性不育突变体 Ｄ６３ 分别与正常品种

Ｇ４６Ｂ 和 ＺＨ１１ 杂交ꎬ根据 Ｆ１、Ｆ２植株表型对该突变

性状进行遗传分析ꎮ 调查结果表明ꎬＦ１ 植株均表

现为可育ꎬＦ２ 群体中可育植株和不育植株分离明

显ꎬ经 ｘ２检验ꎬ２ 种类型植株数分离比符合 ３∶ １(表

２)ꎬ表明 Ｄ６３ 不育性状受 １ 对隐性核基因控制ꎮ
Ｇ４６Ｂ 与 Ｄ６３ 突变体实质上构成了一个由雄性不

育基因所组成的近等基因系ꎬ因此ꎬ通过与野生型

亲本 Ｇ４６Ｂ 比较可以得出ꎬ雄性不育突变群体植株

穗包茎和株高变矮是由这对隐性核基因突变所造

成的ꎮ

１３５
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图 ２　 Ｄ６３ 突变体(Ｂ)与野生型亲本

Ｇ４６Ｂ(Ａ)的花药 ＫＩ￣Ｉ２染色

Ｆｉｇ ２　 Ａｎｔｈｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｄ６３ ｍｕｔａｎｔ(Ｂ)ａｎｄ ｉｔｓ
ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｇ４６Ｂ(Ａ)ｂｙ ＫＩ￣Ｉ２ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２ ３　 突变基因的分子标记定位

以雄性不育突变体 Ｄ６３ 和正常品种 ＺＨ１１ 杂交

的 Ｆ２群体为定位群体ꎬ用均匀分布在水稻 １２ 条染

色体上的 ＳＳＲ 引物对亲本 Ｄ６３ 和 ＺＨ１１ 以及构建的

近等基因突变池和正常池进行多态性筛选ꎬ用具有

多态性的 ＳＳＲ 引物对亲本 Ｄ６３ 和 ＺＨ１１ 以及 Ｆ２单

株的 ＤＮＡ 进行扩增ꎮ 结果发现ꎬ位于水稻第 ２ 染色

体长臂靠近着丝粒附近的 ２ 个 ＳＳＲ 标记 ＲＭ３００ 和

ＲＭ３４１ 与目标基因存在连锁关系ꎬ遗传距离分别为

３ ６ ｃＭ 和 １０ ２ ｃＭ(图 ３Ａ)ꎮ 为实现目标基因的精

细定位ꎬ根据 ＮＣＢＩ 数据库中粳稻品种日本晴和籼

稻品种 ９３１１ 之间的序列差异性设计了 ５ 对多态性

ＩｎＤｅｌ 标记(表 ３)ꎬ最终将不育目标基因定位在 Ｉｎ￣
Ｄｅｌ 标记 Ｊ２ 和 Ｊ４ 之间ꎬ遗传距离分别为 ０ ２ ｃＭ 和

０ １ ｃＭꎬ此染色体区间的物理距离约为 １０５ ８ ｋｂꎬ并
且 Ｊ３ 标记与不育基因表现为共分离(图 ３Ｂ)ꎮ

表 １　 Ｄ６３ 突变体与野生型亲本 Ｇ４６Ｂ 主要农艺性状比较

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍａｊｏｒ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ Ｄ６３ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｐａｒｅｎｔ Ｇ４６Ｂ

性状 Ｔｒａｉｔ Ｇ４６Ｂ(ＣＫ) Ｄ６３
比对照增减(％ )
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＫ

株高(ｃｍ)Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ ９２ ９ ± ２ ６ ８０ ２ ± ２ ５ － １３ ７∗

每株穗数Ｎｏ. ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ｐａｎｉｃｌｅ ｐｅｒ ｐｌａｎｔ

６ ５ ± １ １ ７ ０ ± １ ３ ７ ６

穗长(ｃｍ)
Ｐａｎｉｃｌｅ ｌｅｎｇｔｈ

２２ ６ ± １ ７ ２０ ８ ± １ ９ － ７ ９

穗伸出度(ｃｍ)
Ｐａｎｉｃｌｅ ｅｘｓｅｒｔｉｏｎ

４ ５ ± １ ３ － ７ ５ ± １ ７ － ２６６ ７∗

剑叶长(ｃｍ)
Ｆｌａｇ ｌｅａｆ ｌｅｎｇｔｈ

２６ ７ ± ２ ６ ２６ ８ ± ２ ２ ０ ４

剑叶宽(ｃｍ)
Ｆｌａｇ ｌｅａｆ ｗｉｄｔｈ

２ ４ ± ０ ２ ２ ３ ± ０ ３ － ４ ２

每穗总粒数 Ｎｏ.
ｏｆ ｓｐｉｋｅｌｅｔｓ ｐｅｒ ｐａｎｉｃｌｅ

１９８ ６ ± ９ ８ １８６ ６ ±１２ ０ － ６ ０

结实率(％ )
Ｓｅｅｄ ｓｅｔｔｉｎｇ ｒａｔｅ

７９ ８ ± １ ０ ０ － ７９ ８∗

千粒重(ｇ)
１０００ － ｇｒａｉｎ ｗｅｉｇｈｔ

２６ ６ ± ０ ４ ２６ ３ ± ０ ４ － １ １

∗表示在 ０ ０５ 水平上差异显著
∗Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｔ ０ ０５ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｌｅｖｅｌ

表 ２　 Ｄ６３ 突变体与正常亲本杂交 Ｆ２群体的育性分离

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｉｎ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｄ６３ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｐａｒｅｎｔｓ

杂交组合

Ｃｒｏｓｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
总株数

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ
可育株数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ ｐｌａｎｔｓ
不育株数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｐｌａｎｔｓ
期望比

Ｅｘｃｅｐｔｅｄ ｒａｔｉｏ
ｘ２ Ｐ

Ｄ６３ / Ｇ４６Ｂ ８８０ ６４８ ２３２ ３:１ ０ ８０ ０ ２５ ~ ０ ５０

Ｄ６３ / ＺＨ１１ ４２００ ３１３１ １０６９ ３:１ ０ ４３ ０ ５０ ~ ０ ７５

图 ３　 突变基因在水稻第 ２ 染色体长臂上的分子连锁图

Ｆｉｇ ３　 Ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｌｏｎｇ ａｒｍ ｏｆ ｒｉｃｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ２

表 ３　 本研究设计的多态性 ＩｎＤｅｌ 标记

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙ　

标记

Ｍａｒｋｅｒ
正向引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)
反向引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(３′￣５′)

Ｊ１ ＣＴＣＴＴＣＣＣＴＣＣＴＴＴＣＴＴＴ ＡＧＴＴＧＡＴＴＣＡＴＴＣＣＣＴＴＧ

Ｊ２ ＣＡＧＧＧＣＡＧＡＧＣＡＧＡＡＧＡＧ ＣＧＣＴＧＡＴＧＡＴＧＴＧＧＴＴＡＡＡＣ

Ｊ３ ＧＣＴＧＧＣＴＴＡＴＡＧＴＣＴＧＣＴ ＧＴＣＡＡＴＧＴＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣ

Ｊ４ ＴＴＧＣＧＧＴＣＡＣＣＡＡＡＧＡＴＡ ＣＣＡＣＡＡＴＡＡＴＣＧＣＡＣＧＡＣ

Ｊ５ ＧＴＴＧＴＧＣＧＧＴＣＡＴＧＴＡＡＣ ＣＡＡＡＴＣＡＡＧＡＡＡＴＧＣＣＴＣ
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２ ４　 突变基因的候选基因分析和测序验证

有些编码成束糖蛋白(Ｆａｓｃｉｃｌｉｎ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ)或
具有成束糖蛋白结构域的基因在雄性生殖细胞中特

异表达ꎬ产生的成束糖蛋白作为粘附分子调节生殖

细胞和周围体细胞之间的信息传递ꎬ编码该蛋白的

基因突变可引起小孢子和绒毡层发育缺陷ꎬ最终造

成育性显著降低甚至完全雄性不育[２５￣２６]ꎮ 而在上

述 ＩｎＤｅｌ 标记 Ｊ２ 和 Ｊ４ 之间 １０５ ８ ｋｂ 的定位区间内

共有 １６ 个预测基因(图 ３Ｃꎬ表 ４)ꎬ其中包含编码一

个分泌性成束糖蛋白 ( Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｆａｓｃｉｃｌｉｎ ｇｌｙｃｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ)的 ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９７０ 基因ꎮ 该基因全长３３０６ ｂｐꎬ
其中包含了 １７５２ ｂｐ 连续的外显子和上、下游分别

为 ５５ ｂｐ 和 １４９９ ｂｐ 的 ＵＴＲꎬ该基因编码的蛋白具有

成束糖蛋白的 ２ 个成束结构域 Ｈ１ 和 Ｈ２ꎮ 再根据

ＩｎＤｅｌ 标记 Ｊ２ 和 Ｊ４ 与 Ｄ６３ 不育突变基因的交换植

株数ꎬ首先选择 ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９７０ 基因作为可能的

候选基因ꎮ 分别从 Ｄ６３ 突变体和野生型亲本 Ｇ４６Ｂ
中扩增出该基因序列进行测序ꎬ结果表明ꎬＤ６３ 突变

体在 ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９７０ 基因编码区第 １５８０ 个碱基 Ａ
突变成 Ｃꎬ造成编码分泌性成束蛋白的第 ５２７ 位组

氨酸(Ｈｉｓ)突变为脯氨酸(Ｐｒｏ) (图 ３Ｄ)ꎬ故认为很

可能是该基因在化学诱变处理过程中发生点突变造

成 Ｄ６３ 的不育突变表型ꎮ

表 ４　 水稻第 ２ 号染色体定位区间内预测基因及其功能

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｉｎｔｅｒｖａｌ

基因名 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ 预测功能 Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８８８０ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８８９０ Ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬＴｙ３￣ｇｙｐｓｙ ｓｕｂｃｌａｓｓ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９００ Ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ２ꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９１０ Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９２０ Ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９３０ Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９４０ Ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬＴｙ３￣ｇｙｐｓｙ ｓｕｂｃｌａｓｓ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９５０ Ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬＴｙ３￣ｇｙｐｓｙ ｓｕｂｃｌａｓｓꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９６０ Ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬＴｙ３￣ｇｙｐｓｙ ｓｕｂｃｌａｓｓꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９７０ Ｆａｓｃｉｃｌｉｎ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９８０ Ｐｅｐｔｉｄｙｌ￣ｐｒｏｌｙｌ ｉｓｏｍｅｒａｓｅꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９９０ Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２９０００ Ｃｕｐｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２９０１０ Ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２９０２０ Ｃｕｐｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２９０３０ Ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅꎬｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

３　 讨论

经查询国家水稻数据中心(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｉｃｅｄａ￣
ｔａ. ｃｎ / ｇｅｎｅ)ꎬ目前水稻第 ２ 号染色体上已报道的雄

性核不育基因有 ｔｍｓ４、 ｔｍｓ５、 ｔｍｓ９、ｐｔｇｍｓ２￣１、ＭＴＲ１、
ＴＤＲ、ＡＰＩ５、ＲＣＫ 和 ＭＥＲ３ 等 ９ 个ꎬ其中 ｔｍｓ４、 ｔｍｓ５、
ｔｍｓ９ 和 ｐｔｇｍｓ２￣１ 为光温敏雄性不育基因ꎬＴＤＲ 和

ＡＰＩ５ 为调控绒毡层发育相关基因ꎬＲＣＫ 和 ＭＥＲ３ 为

减数分裂相关基因ꎬ它们的突变都能导致水稻花粉

育性显著降低甚至完全不育ꎮ ＭＴＲ１ 为编码分泌性

成束糖蛋白的基因ꎬ在雄性生殖细胞中表达ꎬ发生突

变后导致绒毡层和小孢子发育缺陷从而导致突变体

表现为完全的雄性不育[２６]ꎮ
应该指出ꎬｍｔｒ１ 突变体与本研究中雄性不育突

变体 Ｄ６３ 为同一个基因的不同位点突变ꎮ 在

Ｈ. Ｔａｎ 等[２６] 的研究中ꎬ ｍｔｒ１ 突变体由粳稻品种

９５２２ 经６０Ｃｏ￣γ 射线诱变而来ꎬ它能够进行正常的营

养生长ꎬ在生殖生长阶段能够形成较小且呈浅黄色

的花药ꎬ但不能产生有活力的正常花粉粒ꎬ其碘染法

实验镜检结果显示ꎬ视野中可以看见碘败型花粉粒ꎮ
通过序列分析结果表明ꎬｍｔｒ１ 突变体是在 ＬＯＣ ＿
Ｏｓ０２ｇ２８９７０ 基因编码区插入 Ａ 碱基移码造成该雄

３３５
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性不育表型ꎮ 而在本研究中ꎬ通过 ＥＭＳ 处理籼稻品

种 Ｇ４６Ｂ 产生的雄性不育突变体 Ｄ６３ꎬ花药细小而

呈乳白色ꎬ碘染法实验镜检结果表明 Ｄ６３ 突变体属

于典型的无花粉型不育ꎬ这与 ｍｔｒ１ 突变体的表型明

显不同ꎮ 通过序列分析的结果表明ꎬＤ６３ 的突变位

点位于基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９７０ 编码区第 １５８０ 个碱

基 Ａ 突变为 Ｃ 碱基ꎬ导致编码蛋白的氨基酸序列第

５２７ 位的组氨酸(Ｈｉｓ)突变为脯氨酸(Ｐｒｏ)ꎬ而该位

点恰好为表达成束蛋白保守结构域 Ｈ２ 上ꎬ造成该

雄性不育表型ꎮ 由上可知ꎬｍｔｒ１ 和 Ｄ６３ 突变体表型

的差异ꎬ可能是由于 ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ２８９７０ 基因序列突

变位点不同ꎬ以及它们分别属于粳稻和籼稻 ２ 个不

同遗传背景所致ꎮ
目前ꎬ“三系法”杂种优势利用因为“恢保”关系

严格ꎬ极大地限制了更强优势杂交稻的培育ꎮ 相对

而言ꎬ“两系法”杂种优势利用不受“恢保”关系限

制ꎬ配组更自由[２７]ꎬ培育品质好、抗性强的强优势杂

交组合的潜力更大ꎮ 因此ꎬ在生产上“两系法”呈现

加快发展的趋势ꎮ 但由于“两系法”所用的光温敏

核不育系在实际生产中ꎬ一方面受到温度等环境因

素复杂多变的制约ꎬ另一方面核不育系本身在遗传

上存在不育起点温度漂移现象ꎬ两系法杂交制种存

在一定的风险[２８]ꎬ这在一定程度上制约着 “两系

法”的更快发展ꎮ 水稻普通的隐性核不育基因可应

用于轮回育种ꎬ但还未直接应用于杂交稻生产实践ꎬ
主要原因是由于缺乏有效的不育系繁殖体系ꎮ 近年

来美国杜邦先锋公司发明了一项杂交种子生产技

术———ＳＰＴ 技术( ｓｅｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎬ这项

技术是将花粉育性恢复基因、花粉致死基因和筛选

标记基因构建在同一个双元载体以实现紧密连锁ꎬ
然后转入到相应的核不育系中ꎬ获得该不育系的保

持系ꎻ该转基因株系自交可以获得不育系和保持系

２ 种类型的种子ꎬ通过荧光筛选技术可以将保持系

种子筛选出来ꎬ用于繁殖后代ꎬ分离的不育系种子不

含转基因成分ꎬ可用于杂交育种和制种ꎬ从而有效解

决了隐性核不育系的保持和繁殖难题ꎬ实现一系两

用[２９￣３０]ꎮ 据我国科学技术部 ２０１０ 年发表公告ꎬ在
“８６３”计划支持下于 ２００９ 年启动的“水稻智能不育

分子设计技术研究及新型不育系的创制”重点项

目ꎬ利用 ＳＰＴ 技术已初步建立了水稻智能不育分子

设计育种体系 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｍｏｓｔ. ｇｏｖ. ｃｎ / ｋｊｂｇｚ /
２０１００９ / ｔ２０１００９２０＿８２１５３. ｈｔｍ)ꎮ 待体系建立完备ꎬ
一方面对水稻隐性雄性不育基因的利用率将大大提

高ꎬ缩短育种周期ꎻ另一方面ꎬ也避免了转基因作物

所存在的生物安全问题ꎬ届时隐性核不育基因将有

广阔的应用前景ꎮ Ｄ６３ 突变体的育性不受光温影

响ꎬ属于无花粉型败育类型ꎬ且该突变的发生对分蘖

数、穗粒数、异交结实率、千粒重、剑叶长和叶宽等主

要农艺性状影响不显著ꎬ因此可能具有重要的潜在

应用价值ꎮ
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