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一个籼稻脆性突变体的生物学特性及基因定位研究
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摘要:水稻脆性突变体是研究细胞壁组分结构形成机制的重要材料。通过离子束诱变籼稻 9311 获得 1 个茎秆、叶片均脆

的突变体，命名为 bc9311-1。bc9311-1 突变体与野生型 9311 相比，分蘖数减少，结实率显著降低，其他农艺性状无明显差异。
叶片和茎秆的细胞壁成分分析表明，与野生型相比，bc9311-1 突变体茎秆中的纤维素和木质素含量明显降低，半纤维素和

SiO2含量显著增加; 叶片中的纤维素含量降低，半纤维素和木质素含量增加，SiO2 含量无明显差异。遗传分析表明，该脆性突

变体脆性性状受单隐性基因控制。以 bc9311-1 突变体与 02428 杂交的 F2群体为基因定位群体，利用 SSR 标记将 bc9311-1 突

变位点定位在水稻第 1 染色体上，位于 SSR 分子标记的 RM1095 和 RM3632 之间，遗传距离分别为 0． 6cM 和 3． 4cM，与其中的

标记 RM1183 表现共分离。这些结果为进一步克隆突变基因，揭示脆性性状的分子机制奠定坚实基础。
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Abstract: Brittle culm mutants are suitable materials to study the mechanism of secondary cell wall formation．
A britlle culm and leaf mutant( bc9311-1) was obtained from M2 population of indica rice 9311 by ion beam irradia-
tion． The fertility and tiller number of bc9311-1 mutant reduced observably，while other agronomic characters
changed slightly． Cell wall components analysis showed that cellulose content of mutant leaf and culm decreased
sharply，while hemi-cellulose increased evidently，no significant difference has been found in contents of SiO2 in
leaf． Genetic analysis showed that the mutated phenotype of bc9311-1 was controlled by a recessive gene． The
bc9311-1 gene was mapped on rice chromosome 1 by using a F2 population developed from a cross between the mu-
tant and 02428，and the genetic distances from the gene to the linked SSR markers RM1095 and RM3632 were
0． 6cM and 3． 4cM，respectively． The above results laid the basis for the research of the fragile and dwarf mutant and
its gene cloning．
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水稻茎秆机械强度是重要的农艺性状，直接关

系着水稻的产量和质量。脆性突变一方面导致水稻

茎秆机械强度降低，影响水稻的抗倒伏性; 另一方

面，具有纤维素含量降低、营养成分改变和脆性增加
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等特 点，使 其 有 望 发 展 成 为 一 种 新 型 的 饲 料 资

源
［1-3］。因此，对 水 稻 脆 性 突 变 基 因 资 源 的 发 掘

和研究有助 于 了 解 水 稻 茎 秆 机 械 强 度 的 控 制 机

制，从而为提高水稻抗倒伏性育种工作，或选育

降解率高的 谷 草 兼 用 型 特 种 水 稻 品 种 提 供 理 论

依据和种质资源
［4］。

关于水稻脆性植株的研究早在 20 世纪 60 年代

就已开始，至今报道的以 bc( brittle culm) 命名的水

稻脆性突变体有 12 个( bc1 ～ bc12 ) ，仅有 7 个脆性

基因被克隆 ( bc1、bc3、BC6、bc7、bc11、bc10、bc12 ) ，

其中 bc7 与 bc11 是等位基因
［5］。从目前的研究来

看，水稻脆性突变体大都是由于细胞壁主要成分纤

维素、半纤维素和木质素的含量发生改变导致的。
BC1 基因编码了主要在水稻的厚壁组织细胞和维管

束中表达的类-cobra 蛋白，不仅可以降低细胞壁厚

度和纤 维 素 含 量，还 可 以 增 加 木 质 素 的 含 量
［6］。

BC3 编码一个经典的发动蛋白家族成员，该家族蛋

白在膜动力学上发挥着广泛的功能。bc3 突变体的

茎、叶和根中纤维素含量降低了 28% ～ 36%［7-8］。
OsCesA4 编码纤维素合酶催化亚基，可能形成一个

纤维素合成复合体参与次生细胞壁合成。脆茎基因

bc7 和 bc11 都是 OsCesA4 的突变形式
［9-10］。Bc6 编

码一个纤维素合成酶的催化亚基 OsCesA9，其在蛋

白高度保守的区间发生了错义突变。Bc6 突变体茎

秆中纤维素的含量降低了 38%，而半纤维素含量增

加了 34%［11］。BC10 编码产物是一个定位在高尔基

体的Ⅱ型内整合膜蛋白，体外酶活实验表明其具有

糖基转移酶的功能。通过调节细胞壁纤维素合成和

阿拉伯半乳聚糖蛋白含量，控制水稻植株的机械强

度，同时影响植物的生长和发育
［12］。BC12 是一个

有功能的马达蛋白，在细胞核和细胞质中均有分布，

参与细胞分裂过程中微管的排列。由 于 细 胞 数 目

的显著减少导致了 bc12 突变体的植株矮化，此外

纤维素微纤 维 的 方 向 和 细 胞 壁 组 分 的 改 变 致 使

bc12 表现出脆秆的表型
［13］。这些研究表明控制

细胞壁组分以及机械强度的机制很复杂，任何一

种成分含量的变化都能影响细胞壁成分的变化，

一些调节因 子 的 变 化 也 能 很 明 显 地 影 响 细 胞 壁

的合成，说明控制整个植株脆性的机理会更加复

杂。因此，创建和发掘更多脆性突变体对于揭示

水稻茎秆机械强度和细胞壁形成机制，培育环境

友好水稻新品种具有重要意义。
本研究 利 用 离 子 束 诱 变 技 术，在 籼 稻 9311

中分离 1 个 茎、叶 均 表 现 脆 性 的 突 变 体，称 之 为

bc9311-1，通过 农 艺 性 状 比 较、细 胞 壁 组 分 分 析

来揭示 bc9311-1 突变体的生物学特性，利用图位

克隆 ( Map-based clone ) 技 术 对 bc9311-1 基 因 进

行分子定位，为进一步克隆该基因奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

离子束作为一种新型高效诱变源，已经创建了

许多重要的水稻突变体资源
［14-15］。2008 年，在合肥

物质科学研究院技术生物与农业工程研究所利用氮

离子束辐照籼稻 9311，在 M2 获得 1 株茎、叶均表现

脆性突变体，该突变体命名为 bc9311-1。
1. 2 方法

1. 2. 1 农艺性状分析 每个材料随机取 5 株考察

主要农艺性状，包括生育期、株高、穗长、节间长度、
分蘖数、穗粒数、结实率、千粒重等。
1. 2. 2 细胞壁组分含量的分析 取抽穗期的叶片

与茎秆，在 105℃杀青 1h，然后再 65℃ 烘 24h，粉碎

后过 40 目 筛，装 入 样 品 袋 备 用。根 据 Van Soest
等

［16］
方法测定细胞壁组分含量。

1. 2. 3 茎秆的组织解剖观察 参照 Li 等
［5］

的方

法并略加修改。用手术刀片将水稻茎秆组织进行徒

手切片，立即将标本放入固定液( 70% 乙醇 + 5% 乙

酸 + 3. 7%甲醛) 中固定 18h，样品通过 CO2 临界点

干燥仪进行处理，用 E-100 离子溅射镀膜仪喷金粉，

然后在日本日立扫描电镜 S570 上观察拍照。
1. 2. 4 遗传分析及基因定位群体构建 2009 年

冬在 海 南 三 亚 水 稻 试 验 田 配 制 bc9311-1 /02428、
9311 /bc9311-1 和 bc9311-1 /日本晴的杂交组合，收

取各亲本和杂交种子 F1，2010 年夏在合肥物质科学

研究院技术生物与农业工程研究所水稻试验田种植

各亲本和 F1种子，收取其亲本和杂种后代 F2。由于

bc9311-1 植株在苗期性状即可分辨，所以收取的 F2

种子在实验室温室培养间种植，培养 1 个月，以手折

的方式判断正常植株与脆性植株并统计数目。
1. 2. 5 SSR 分析 根据已发表的分布于水稻 12
条染色体上的 SSR( Simple Sequence Repeat) 序列进

行引物合成，对 02428 和 bc9311-1 基因组 DNA 进行

PCR 扩增，反应总体积为 20μl，其中模板 DNA 1μl，
10μmol /L 的 SSR 引物 2μl，10 × PCR 缓冲液 2μl，
25mmol /L MgCl2 2μl，2. 5mmol /L dNTPs 1μl，1U /μl
Taq 酶 0. 8μl，用 ddH2 O 补足体积。选择两者 PCR
产物具有多态性的 SSR 序列分别对选取的 92 株定

位群体的基因组 DNA 进行扩增，扩增程序: 94℃ 预
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变性 5min，94℃ 变性 45s，55℃ 退火 30s，72℃ 延伸

45s，39 个循环，再 72℃延伸 10min。
1. 2. 6 连锁分析 用 MapDraw 分析作图

［17］。

2 结果与分析

2. 1 bc9311-1 突变体的表型特征

bc9311-1 脆性性状全生育期表达，苗期就能显

著的区别，分蘖数明显减少，叶片软而披且易折

断，茎秆 变 细，生 长 势 变 弱，成 熟 期 时 株 型 松 散

( 图 1 ) 。

图 1 bc9311-1 突变体与野生型 9311 的表型

Fig． 1 bc9311-1 mutant and wild type 9311

2. 2 农艺性状分析

通过对 bc9311-1 突变体和野生型 9311 的农艺

性状分析表明，bc9311-1 突变体株高比 9311 略有降

低，每穗粒数显著减少，而结实率下降极显著，仅为

野生型的 1 /3，其他农艺性状无明显差异 ( 表 1 ) 。
通过对 bc9311-1 突变体和野生型 9311 的各节间长

度进行测量发现，bc9311-1 突变体除了第 5 节间长

度比 9311 增加以外，其他节间均略为缩短，但差异

均不显著( 表 2) 。

表 1 突变体与野生型农艺性状分析

Table 1 Morphological measurement of mutant and wild type

性状 Characteristic
野生型( 9311)

Wild type( 9311)

突变体( bc9311-1)

Mutant( bc9311-1)

生育期( d) Growth period 116 115

株高( cm) Plant height 122. 92 ± 1. 40 115. 55 ± 1. 50

穗长( cm) Panicle length 21. 30 ± 0. 10 19. 81 ± 1. 25

每株分蘖数

Tiller number per plant

4. 34 ± 0. 58 4. 71 ± 1. 15

每穗粒数( 粒)

Number of spikelets

per panicle

212. 32 ± 2. 25 167. 81 ± 3. 89*

结实率( % ) Seed fertility 85. 04 ± 2. 31 28. 23 ± 1. 42＊＊

千粒重( g)

1000 － grain weight

32. 14 ± 0. 87 30. 22 ± 1. 02

* 和＊＊分别表示显著差异 ( P ＜ 0. 05 ) 和极显著差异 ( P ＜ 0. 01 ) 。

下同
* and＊＊ mean significant difference ( P ＜ 0. 05 ) and extreme-significant

difference( P ＜ 0. 01) ，respectively． The same as below

表 2 bc9311 －1 突变体与野生型的株高及节间长度

Table 2 Plant height and internodes length of mutant and wild type

特征 Characteristic

野生型( 9311) Wild type( 9311) 突变体( bc9311-1) Mutant( bc9311-1)

长度( cm)

Length
比例( % )

Ratio
长度( cm)

Length
比例( % )

Ratio

株高 Plant height 122. 92 ± 1. 40 - 115. 55 ± 1. 50 -

总秆长 Total culm length 101. 60 ± 1. 30 100 95. 70 ± 2. 25 100

第 1 节间 1st internode length 36. 61 ± 2. 95 36. 03 33. 42 ± 3. 81 34. 92

第 2 节间 2nd internode length 19. 75 ± 1. 38 19. 44 16. 85 ± 2. 19 17. 61

第 3 节间 3rd internode length 21. 00 ± 1. 46 20. 67 19. 80 ± 1. 67 20. 69

第 4 节间 4th internode length 15. 51 ± 1. 79 15. 27 14. 49 ± 2. 07 15. 14

第 5 节间 5th internode length 6. 23 ± 1. 48 6. 13 6. 75 ± 1. 99 7. 05

第 6 节间 6th internode length 1. 64 ± 0. 67 1. 61 1. 19 ± 0. 79* 1. 24*

2. 3 细胞壁组分含量的分析

纤维素( cellulose，C)、半纤维素( hemi-cellulose，

HC)、木质素( lignin，L) 和无机盐( 主要为二氧化硅，

SiO2) 是水稻细胞壁的主要组成成分。突变体 bc9311-1
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茎秆中的纤维素、半纤维素、木质素和二氧化硅的含量

分别为 24. 7%、27. 8%、3. 7%和 13. 8%，而野生型的茎

秆各种成分的含量分别为 34. 1%、18. 6%、4. 5% 和

9. 1%。其中纤维素、半纤维素和二氧化硅差异显著，

木质素的含量无明显差异( 图 2) ; bc9311-1 突变体叶片

中的纤维素、半纤维素、木质素和二氧化硅的含量分别

为 17. 6%、27. 3%、6. 4%和 11. 5%，而野生型叶片的含

量分别为 23. 8%、20. 6%、4. 9%和 11. 7%，其中纤维素

和半纤维素的含量差异显著，木质素和二氧化硅的含

量无明显差异( 图 3)。可能由于纤维素和半纤维素的

差异，野生型与突变体的细胞壁结构有所变化，从而突

变体表现出茎秆和叶片的脆性性状。

图 2 野生型与突变体茎秆细胞壁组成成分的含量分析

Fig． 2 Difference between wild type and mutant
in culm cell wall components

图 3 野生型与突变体叶片细胞壁组成成分的含量分析

Fig． 3 Difference between wild type and mutant
in leaf cell wall components

2. 4 茎秆组织解剖的扫描电镜观察

通过对茎秆组织纵切面的扫描电镜观察显示，

bc9311-1 突变体与野生型 9311 的大维管束数目、分
布以及基本结构没有明显差异，而小维管束数目和分

布密度要多于野生型，小维管束间皮层纤维层数明显

少于野生型。bc9311-1 突变体厚壁组织是一种中空

的网状结构，细胞壁的加厚程度明显低于野生型，细

胞排列疏松，细胞腔大; 而野生型 9311 的厚壁组织结

构致密，细胞壁厚，细胞腔小( 图 4) 。由此可以推断，

由于纤维素含量降低导致突变体厚壁组织细胞壁变

薄，结构变松，承受机械力能力减弱，从而造成易于折

断形成脆性性状。

图 4 突变体与野生型茎秆维管束与厚壁细胞扫描电镜图

Fig． 4 Scanning electron micrographs showing the differences between sclerenchyma cells and vascular
bundles in culm of wild-type and bc9311-1 mutant

A: 茎秆纵切面( × 100) ; B: 野生型( WT) 茎秆纵切面( × 500) ; C: 突变体( bc9311-1) 茎秆纵切面( × 500) ; S: 厚壁细胞; V: 维管束

A: Cross-section of culm( × 100) ; B: Cross-section of a wild-type culm( × 500) ;

C: Cross-section of a bc9311-1 mutant culm( × 500) ; S: sclerenchyma cells; V: vascular bundles

2. 5 突变体 bc9311-1 的遗传分析

脆 性 突 变 体 bc9311 -1 和 3 个 正 常 水 稻 品

种 ( 野 生 型 9311、粳 稻 品 种 02428 和 日 本 晴 )

进 行 杂 交 ，所 有 的 F1 均 不 表 现 脆 性。在 F2 分
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离 群 体 中 ，正 常 植 株 与 脆 性 植 株 的 比 例 经 卡 方

检 验 符 合 典 型 的 3 ∶ 1 分 离 比 例 ( 表 3 ) ，表 明 突

变 体 bc9311 -1 的 脆 性 性 状 受 单 隐 性 基 因

控 制。

表 3 脆性性状在杂交后代 F2群体中的分离比例

Table 3 Segregation of fragile and normal plants in F2 population

杂交组合

F2 population
正常植株

Normal plants
脆性植株

Brittle culm plants
总数

Total plants

卡平方( 3∶ 1)

χ2 ( 3∶ 1)

P 值

Pvalue

bc9311-1 /02428 948 297 1245 0. 81 ＞ 0. 95

9311 /bc9311-1 207 74 281 0. 20 ＞ 0. 95

bc9311-1 /日本晴 390 139 529 0. 39 ＞ 0. 95

2. 6 bc9311-1 位点的初步定位

用 bc9311-1 /02428 杂交组合的 948 株 F2 群体

作为定位群体( 其中表现脆性植株 297 株) 。用 408
对均匀分布于水稻 12 条染色体上的 SSR 标记对突

变体 bc9311-1 和 02428 两亲本进行多态性筛选，发

现具有多态性的 SSR 引物有 124 对。将具有多态

性的 124 对引物检测亲本、F1基因组 DNA 以及突变

池 DNA( 选取 21 个脆性单株等量 DNA 混合) 进行

连锁 分 析，其 中 第 1 条 染 色 体 上 的 SSR 引 物

RM6738 和 RM3285 与突变体具有较好的连锁性，同

时对单株进行了验证。进一步在这个区间选择更多

的 SSR 标记进行了分析，将 bc9311-1 基因定位于

RM1095 和 RM3632 之间，遗传距离分别为 0. 6cM
和 3. 4cM，与 其 中 的 标 记 RM1183 表 现 共 分

离( 图 5) 。

图 5 bc9311-1 位点在水稻第 1 条染色体上的遗传图

Fig． 5 Genetic map of the bc9311-1 locus on chromosome 1

3 讨论

水稻脆性性状涉及复杂的生理生化过程，目前

对其机理的研究已经有了较好的进展，但是具体的

调控网络依然不清楚。本研究通过离子束诱变籼稻

9311 获 得 了 1 个 茎 叶 均 脆 的 突 变 体 bc9311-1，

bc9311-1 突变体与野生型相比较，植株生长受到影

响，分蘖数减少，结实率要比野生型显著降低，这可

能与厚壁细胞细胞壁变薄、数目减少有关，影响了相

关养分的运输和分配。到目前为止，水稻的脆性突

变体已报道有 12 个，其中大部分与纤维素的合成有

关，本研究的水稻 bc9311-1 突变体的叶片与茎秆的

纤维素含量比野生型都要低，半纤维素含量有所增

高，且差异显著; 与纤维素和半纤维素相比，木质素

和无机盐均没有显著性差异，因此 bc9311-1 突变体

的脆性性状可能与纤维素和半纤维素的含量变化

有关。
克隆突变基因是揭示脆性分子机制的关键，已

经克隆的 7 个脆性基因均是采用图位克隆技术。图

位克隆技术是基于遗传作图和物理作图的一种分离

基因的方法
［18-19］。这一方法首先要对基因进行初

步定位，然后再寻找与基因紧密连锁的分子标记，将

基因界定在一个较小的范围内，最后是构建物理图

谱和候选基因克隆。通过对 bc9311-1 突变体的遗

传分析，发现 bc9311-1 脆性受单隐性基因控制。经

过构建基因定位群体，采用图位克隆方法，bc9311-1
突变位点被定位在水稻第 1 条染色体的 SSR 分子

标记 RM1095 和 RM3632 之 间，遗 传 距 离 分 别 为

0. 6cM 和 3. 4cM，与其中的标记 RM1183 表现共分

离。这些结果为进一步克隆 bc9311-1 基因，阐明脆

性性状形成机理奠定了坚实基础。
突变体是研究植物基因功能和培育优质高产作

物新品种的重要材料
［20-23］。创建和发掘新的脆性

突变体对于阐明水稻细胞壁的生物合成机制、明确

水稻植株机械强度的形成机理有重要意义。此外，

水稻脆性材料可以直接作为家畜饲料，具有重要的

商用价值。汪海峰等
［24］

将脆茎水稻全株应用到生
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长肥育猪口粮的试验中，结果显示脆茎水稻饲料降

低了猪体内的脂肪沉积，从而能提高胴体瘦肉率，胴

体长度增加。为了充分利用有限的资源，在保护环

境的前提下，稻谷秸秆应用到饲料中是一项很好的

举措，推广秸秆饲用化的脆性特种水稻有着比较广

阔的市场空间。
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