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　 　 摘要:矮秆已被广泛用于改良作物的抗倒伏性状ꎬ培育理想株型ꎬ从而提高作物产量ꎮ 玉米矮秆突变体 Ｋ１２３ｄ 由自交系

Ｋ１２３ 自然突变产生ꎮ 本研究比较该突变体与野生型主要农艺性状差异及其对赤霉素的敏感性ꎻ用 Ｋ１２３ｄ 与株高不同的 ３ 个

自交系分别构建 Ｆ１、ＢＣ 和 Ｆ２群体ꎬ分析矮秆性状的遗传模式ꎻ以 Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ￣Ｆ２为定位群体ꎬ采用集团分离分析法(ＢＳＡ)ꎬ运
用 ＳＳＲ 标记定位矮秆基因 ｄ１２３ꎻ参照 ｂｒ￣２ 序列信息分段设计特异引物ꎬ同源克隆 ｄ１２３ꎮ 结果表明ꎬ与野生型相比 Ｋ１２３ｄ 株高

降低 ３５. ５９％ ꎬ穗位高降低、节间缩短、叶片较直立ꎬ但结实率差ꎬ对赤霉素敏感ꎻ在 Ｆ２群体和 ＢＣ１群体中ꎬ正常植株与矮秆植株

分离比例分别符合 ３ ∶ １ 和 １ ∶ １ꎬ说明矮秆性状受 １ 对隐性基因控制ꎻ其矮秆基因 ｄ１２３ 定位于第一条染色体上 ＳＳＲ 标记

ｕｍｃ１２７８ 和 ｂｎｌｇ１５６４ 之间ꎬ遗传距离分别为 １２ ８ ｃＭ 和 ７ ３ ｃＭꎻ同源克隆显示 ｄ１２３ 与 ｂｒ￣２ 存在 １２ 个碱基替换ꎬ其中第 ４ 个外

显子编码的一个谷氨酸被替换为赖氨酸ꎮ 由此可见ꎬ矮秆突变体 Ｋ１２３ｄ 为 ｂｒ￣２ 的一个突变类型ꎬ对矮化育种具有进一步研究
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１９５３ 年ꎬ布劳格从华盛顿州立大学获得含 Ｒｈｔ１
和 Ｒｈｔ２ 矮秆基因的日本小麦品种农林 １０ 号的优良

后代系 Ｎｏｒｉｎ１０ Ｂｒｅｖｏｒꎬ成功地解决了矮秆带来的育

性差、子粒不饱满和严重感染锈病等问题ꎻ同时ꎬ地
处菲律宾的国际水稻研究所把 Ｐｅｔａ 与含 ｓｄ１ 矮秆隐

性基因的 Ｄｅｅ￣ｇｅｏ￣ｗｏｏ￣ｇｅｎ(低脚乌尖)进行杂交ꎬ产
生了株矮、秆硬、分蘖良好、出苗力强ꎬ对肥料反应良

好、种子休眠适度、抗逆性强的 ＩＲ８[１￣４]ꎮ 以“农林 １０
号”和矮脚南特、矮子占为基础培育的矮秆作物品

种ꎬ配合化肥使用及机械化的运用ꎬ致使世界粮食单

产水平和总产量均大幅度提高ꎬ改善了部分发展中

国家的粮食供应状况ꎬ因此被誉为“第一次绿色革

命” [５￣１０]ꎮ “第一次绿色革命”带来的作物增产ꎬ使
得作物的株高被认为是衡量优良品种的重要标志之

一ꎬ与作物的种植密度、抗倒伏能力、耐肥能力和高

产密切相关[１１￣１３]ꎮ
前人研究认为ꎬ矮化玉米植株株型紧凑、上疏下

密有利于通风透光ꎬ较适于密植ꎬ增产潜力较大ꎬ矮秆

玉米杂交种能实现高秆玉米难以达到的高产目标ꎬ是
玉米理想株型的重要组成因素之一[６]ꎮ 玉米的株高

是由节间数与节间长度共同决定的ꎬ节间数越多、节
间长度越长ꎬ株高越高ꎻ反之亦然ꎮ 控制玉米的株高

有单基因矮生体系和多基因矮生体系ꎬ从 ＭａｉｚｅＧＤＢ
数据库中可以查到ꎬ已发现 ２４６ 个控制玉米株高

ＱＴＬꎬ这些 ＱＴＬ 分布在玉米的 １０ 条染色体上ꎮ 目前

已报道的玉米矮秆单基因有 ｂｒ、ｂｒ￣２、ｂｖ 和 Ｄ８ 等 ６０
多个ꎬ其中 Ｄ８、Ｄ９、Ｄ( ｔ) [１４]、Ｄ￣１０[１５]、Ｄ１１[１６] 和Ｄ８￣
１０２３[１７]等为显性ꎬ其余为隐性矮秆基因ꎬ已经克隆的

有 ｂｒ￣２、ａｎ１[１８]、Ｄ８[１９]、Ｄ９[２０]和 Ｄ(ｔ)等基因ꎮ 根据对

外源赤霉素反应的差异ꎬ矮秆突变体可分为赤霉素敏

感型与赤霉素钝感型ꎮ 赤霉素敏感型矮秆突变是由

于赤霉素生物合成途径酶的缺陷所导致ꎬ在施用外源

赤霉素后ꎬ矮秆突变表型可恢复ꎬ赤霉素敏感型玉米

矮秆突变体有 ｄ１、ｄ２、ｄ３、ｄ５、Ｄ８￣１０２３ 和 Ｄｔ 等ꎮ 赤霉

素钝感型矮秆突变体对外源赤霉素的施用不敏感ꎬ赤
霉素钝感型玉米矮秆突变体有 Ｄ８ 和 Ｄ９ꎮ 此外ꎬ玉米

矮秆突变体 ｂｒ￣２ 的矮秆表型是与茎秆中生长素的极

性运输有关[１５ꎬ２１]ꎮ
生产上应用较广泛的矮秆基因是 ｂｒ￣２ꎬ美国利

用 ｂｒ￣２ 育成的矮生直立型杂交种在 ９ ０ 万 ~ １２ 万

株 / ｈｍ２密度下单产高达 １５０００ ｋｇ / ｈｍ２以上ꎬ墨西哥

的本雀比利亚 ＡＮ￣３６０ 的单产则达 １５７００ ｋｇ / ｈｍ２以

上ꎬ说明 ｂｒ￣２ 矮秆基因控制的矮秆紧凑型玉米在高

密度下优于高秆玉米ꎮ 河南新乡农科所从当地武陟

矮(属 ｂｒ￣２)中分离出了矮 １５４ 和矮 ５４４ꎬ利用了武

陟矮或其同源等位基因先后培育出了矮生玉米自

交系和杂交种ꎬ如成矮 １ 号、登攀 １ 号和登攀 ２ 号

等玉米品种ꎬ在 ２０ 世纪 ７０ 年代中期取得了较高的

产量[２２] ꎮ 单基因矮秆材料的应用虽然取得了稳定

的矮化育种效果ꎬ但由于控制矮生性状的主效基

因与其他不良基因紧密连锁ꎬ或一因多效的不良

性状使矮秆材料的应用受到了很大的局限ꎬ导致

虽具有群体增产的潜力而达不到实际的产量效

果ꎬ因此新矮源的发掘及鉴定研究具有十分重要

的意义[２３] ꎮ 本试验利用在田间发现的自然突变的

自交不分离矮生玉米突变体ꎬ通过对其进行遗传

研究和鉴定ꎬ为玉米矮化和理想株型的育种应用

提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 供试材料

２０１２ 年春ꎬ在四川农大正红生物技术有限责任

公司辽宁铁岭育种基地的 Ｋ１２３ 自交系群体中发现

１５ 株株高 １ ｍ 左右的矮秆材料ꎬ自交后不分离ꎬ将其

定名为 Ｋ１２３ｄꎮ 将 Ｋ１２３ 与 Ｋ１２３ｄ 分别自交且单株收

获ꎬ并参照自交系株高分级标准[２４]ꎬ用株高不同的自

交系 Ｋ１２３(中秆 １２０ ~１５０ ｃｍ)、６２６(矮秆<１２０ ｃｍ)和
Ｋ１６９(高秆>１５０ ｃｍ)分别作为母本与 Ｋ１２３ｄ 杂交获

得 ３ 个 Ｆ１组合ꎮ 同年秋季ꎬ在公司海南陵水育种基

地种植 Ｆ１和亲本ꎬ组配各组合的 ＢＣ１和 ＢＣ２ꎬＦ１自交

获 Ｆ２ꎮ
１ ２　 Ｋ１２３ｄ 与 Ｋ１２３ 的表型鉴定

２０１３ 年春ꎬ在四川双流育种基地分别种植自交

系 Ｋ１２３ 及突变体 Ｋ１２３ｄ 各 ２８ 株ꎬ采用育苗盘育苗

移栽ꎬ２ 行区ꎬ行长 ３ ５ ｍꎬ行距 ０ ８ ｍꎬ窝距 ０ ５ ｍꎬ
每行 ７ 窝ꎬ每窝 ２ 株苗ꎬ种植密度 ５ 万株 / ｈｍ２ꎬ常规

田间管理ꎬ成熟后测定所有植株的株高和其他农艺

性状ꎮ 用 ｔ￣检验比较 Ｋ１２３ 及 Ｋ１２３ｄ 农艺性状的差

异ꎬ相关数据运算通过 Ｅｘｃｅｌ 软件完成ꎮ
１ ３　 外源赤霉素对 Ｋ１２３ｄ 苗高的影响及内源赤霉

素含量测定

ＧＡ３处理参照 Ｇ. Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ 等[２５]和张素梅[２６]的
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方法并稍作修改ꎮ 将 Ｋ１２３ 及其矮秆突变体 Ｋ１２３ｄ
浸种催芽ꎬ待种子萌动后置入 ４ ℃冰箱处理 ２ ｄꎬ以
促使出苗整齐ꎬ待整个胚芽鞘长出后ꎬ将发芽种子单

粒播种于盛有细沙的瓷盘内ꎮ 采用随机区组设计ꎬ
３ 次重复ꎬ６ 对处理ꎬ每对处理各 ２５ 株苗ꎬ待胚芽鞘

出土后ꎬ分别用 ０ μｇ / ｍＬ、０ １ μｇ / ｍＬ、１０ μｇ / ｍＬ、
２５ μｇ / ｍＬ、５０ μｇ / ｍＬ、１００ μｇ / ｍＬ ＧＡ３溶液每 ２ ｄ 浇

灌 １ 次ꎬ在室温中培养ꎮ 浇灌 ２ 次后隔 ３ ｄ 测量幼

苗茎基到顶端高度ꎮ
待以上材料测定苗高之后ꎬ取叶片样用液氮低

温磨碎ꎬ以预冷的 ８０％ 甲醇抽提 ３ 次ꎬ滤液用石油

醚萃取 ３ 次ꎬ水相用旋转蒸发仪在 ４５ ℃ 条件下浓

缩ꎬ去净甲醇与残留的石油醚ꎬ用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 调浓

缩液 ｐＨ 值在 ２ ８ ~ ３ ０ 之间ꎬ用乙酸乙酯萃取 ３ 次ꎬ
于 ４２ ℃下旋转蒸干乙酸乙酯ꎬ用 ５ ｍＬ １００％甲醇溶

解残留物ꎬ０ ２２ μｍ 滤膜过滤ꎬ然后用高效液相色谱

测定内源赤霉素含量[２７￣２８]ꎮ 用 ｔ 检验和 ＬＳＤ 法对测

定的 Ｋ１２３ 及 Ｋ１２３ｄ 苗高及内源激素含量进行比

较ꎮ 所有数据分析均利用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 和 ＳＰＳＳ １３ ６
完成ꎮ
１ ４　 矮秆性状的遗传分析

２０１３ 年春ꎬ在四川双流基地种植杂交组合

Ｋ１２３ / Ｋ１２３ｄ、Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ 和 ６２６ / Ｋ１２３ｄ 的 Ｆ１、
ＢＣ１、ＢＣ２和 Ｆ２ 群体ꎬ密度 ５ 万株 / ｈｍ２ꎻ并在公司

辽宁铁岭育种基地种植 Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ 的 Ｆ１、ＢＣ１、
ＢＣ２和 Ｆ２ 群体ꎬ密度 ６ 万株 / ｈｍ２ꎬ常规播种和管

理ꎮ 开花散粉后ꎬ统计 Ｆ１、ＢＣ１、ＢＣ２ 和 Ｆ２ 群体中

正常植株(下部节间未明显缩短)及矮秆植株(下部

节间明显缩短)的数量ꎬ计算正常植株与矮秆植株

的分离比例并进行卡方测验ꎬ分析矮秆突变体株高

的遗传模式ꎬ相关数据通过 Ｅｘｃｅｌ 与 ＳＰＳＳ 软件运算

完成ꎮ
１ ５　 矮秆基因定位

以 Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ￣Ｆ２分离群体为定位群体ꎬ采用集

团分离分析法(ＢＳＡꎬｂｕｌｋｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ) [２９]ꎮ
首先ꎬ从 Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ￣Ｆ２ 群体中选取极高株和极矮

株各 １０ 株ꎬ每个单株取等量叶片ꎬ将高株和矮株的

叶片分别混合ꎬ提取总 ＤＮＡ 作为高秆基因池和矮秆

基因池ꎮ 选用 ５８３ 对均匀分布在玉米染色体组上的

ＳＳＲ 引物对双亲 ＤＮＡ 进行多态性筛选ꎬ用表现多态

性的标记进一步筛选高秆基因池和矮秆基因池ꎬ以
确定连锁的 ＳＳＲ 标记ꎻ用连锁的 ＳＳＲ 标记对 Ｆ２群体

中的隐性矮秆单株 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ初步定位

目的矮秆基因ꎮ ＤＮＡ 提取采用 ＣＴＡＢ 法ꎬＰＣＲ 反应

采用 １５ μＬ 体系ꎬ扩增程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ
９４ ℃变性３０ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ７２ ℃
充分延伸 ７ ｍｉｎꎬ２０ ℃结束程序ꎬ共进行 ３３ 个循环ꎮ
ＰＣＲ 扩增产物用聚丙烯酰胺凝胶电泳( ＰＡＧＥ)检

测ꎮ 对具有 Ｋ１６９ 和 Ｋ１２３ｄ 亲本带型的单株分别赋

值 ａ 和 ｂꎬ具有 Ｋ１６９ / Ｋ１２３ ｄ￣Ｆ１ 双亲杂合带型的单

株赋值 ｈꎮ 利用 ＭＡＰＭＡＫＥＲ ３ ０ 作图软件进行连

锁分析ꎬ用Ｋｏｓａｍｂｉ函数将重组率转化为遗传距离

(ｃＭ)ꎬ用 ＭａｐＤｒａｗ Ｖ２ １ 软件作图ꎮ
１ ６　 矮秆基因的同源克隆

参考 ｂｒ￣２ 基因(ＧＲＭＺＭ２Ｇ３１５３７５ꎬ７１８４ｂｐ)的

序列信息ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒｅｒ ５. ０ 参照 ＳＳＲ 引物设计原

则设计覆盖 ｂｒ￣２ 所有位置并相互重叠的 ＳＳＲ 特异

引物ꎮ 用所设计的引物分别扩增 Ｋ１２３ｄ 中 ３ 个植

株的 ＤＮＡꎬＰＣＲ 扩增程序参照基因定位ꎬ并根据目

标片段大小改变延伸时间ꎮ 扩增产物首先用 ０ ８％
的琼脂糖凝胶电泳检测扩增片段ꎬ将扩增良好且大

小与目标片段相同的 ＰＣＲ 产物纯化测序ꎮ 所有有

效扩增均做 ３ 次重复ꎬ委托上海生工及上海立菲基

因公司分别测序ꎬ将测序结果良好的序列拼接之后ꎬ
与 ｂｒ￣２ 序列进行比对ꎬ比对软件采用 ＤＮＡＭＡＮꎮ 克

隆方法参照刘振林[３０]的方法ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 Ｋ１２３ｄ 与 Ｋ１２３ 的表型差异

突变体 Ｋ１２３ｄ 的平均株高比野生型 Ｋ１２３ 极显

著降低了 ３５ ５９％ ꎬ穗位高降低了 １２ ９８％ ꎻ节间缩

短ꎬ叶夹角比野生型显著降低了 １５ ３０％ ꎬ说明该突

变体比野生型的株型更优良ꎬ有利于玉米的理想株

型建成ꎻ但雄穗长极显著变短ꎬ穗行数降低ꎬ行粒数

和单株产量极显著降低ꎬ说明矮秆突变体育性变差

(表 １)ꎮ 同时ꎬＫ１２３ / Ｋ１２３ｄ￣Ｆ２ 群体中分离的矮秆

植株 ( Ｋ１２３ / Ｋ１２３ｄ￣Ｆ２ｄ ) 的 性 状 与 突 变 体 相 似

(表 １ꎬ图 １)ꎮ
２ ２　 外源赤霉素对 Ｋ１２３ｄ 幼苗生长的影响

不同浓度的赤霉素处理后 Ｋ１２３ 及 Ｋ１２３ｄ 苗高及

内源赤霉素含量见表 ２ꎮ 从表 ２ 可知ꎬＫ１２３ｄ 与 Ｋ１２３
未经赤霉素处理时ꎬ苗高差异显著(Ｋ１２３ｄ 的苗高为

１２ ０４ ±０ ９７ ｃｍꎬＫ１２３ 的苗高为 １５ １４ ± １ ３１ ｃｍꎬ经 ｔ
检验发现 ｔ ＝２ ７４ > ｔ(０ ０５ꎬ６) ＝２ ４５ꎬＰ <０ ０５)ꎬ但内源赤

霉素浓度之间无显著差异(Ｋ１２３ｄ 的内源赤霉素浓度

为 ３１９ ２１ ±３９ １４ ｎｇ / ｇＦＷꎬＫ１２３ 的内源赤霉素浓度

为 ２９３ ２１ ±５５ ５２ ｎｇ / ｇＦＷꎬ经 ｔ 检验发现 ｔ ＝０ ６４ <
ｔ(０ ０５ꎬ６) ＝２ ４５ꎬＰ >０ ０５)ꎬ说明 Ｋ１２３ｄ 可以正常合成赤
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表 １　 突变体 Ｋ１２３ｄ 及其野生型 Ｋ１２３ 的农艺性状比较(平均值±标准差)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ Ｋ１２３ｄ ａｎｄ ｉｔｓ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｋ１２３(ｍｅａｎ ± ＳＤ)

项目

Ｅｎｔｒｙ
野生型 Ｋ１２３

Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｋ１２３
突变体 Ｋ１２３ｄ
Ｍｕｔａｎｔ Ｋ１２３ｄ

Ｋ１２３ｄ 的缩减率(％ )
Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｋ１２３ｄ

Ｋ１２３ / Ｋ１２３ｄ￣Ｆ２中矮秆植株

Ｄｗａｒｆ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｋ１２３ / Ｋ１２３ｄ￣Ｆ２

株高(ｃｍ)Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ １４０ ０５ ± ７ ６６ ９０ ５０ ± １６ ０４ － ３５ ５９∗∗ １０１ ７６ ± １０ ２０

穗位高(ｃｍ)Ｅａｒ ｈｅｉｇｈｔ ４０ ０５ ± ７ １９ ３４ ８５ ± ６ ０９ － １２ ９８ ４０ ７６ ± ６ １７

叶夹角 Ｌｅａｆ ａｎｇｌｅ ２７ ７８ ± ５ ６６ ２３ ５３ ± ７ ５９ － １５ ３０∗ ２３ ７３ ± ４ ０４

雄穗长(ｃｍ)Ｔａｓｓｅｌ ｌｅｎｇｔｈ ３０ １８ ± ５ ０７ １９ ５２ ± ３ ４７ － ３５ ３３∗∗ ２５ ４８ ± ４ ０１

穗行数 Ｅａｒ ｒｏｗｓ １１ ８２ ± １ ８９ １１ ２０ ± １ ６７ － ５ ２５ １１ ５８ ± １ ０７

行粒数 Ｒｏｗ ｇｒａｉｎｓ ２１ ００ ± ３ ９７ １１ ５０ ± ２ ９６ － ４５ ２４∗∗ １３ ９５ ± ７ ４３

单株产量(ｇ)Ｙｉｅｌｄ ５７ ６３ ± ９ ４０ ２９ ８４ ± ９ １６ － ４８ ２２∗∗ ３４ ７１ ± １９ ５７

∗:０ ０１ <Ｐ≤０ ０５ꎬ∗∗:Ｐ≤０ ０１

Ａ:植株ꎻＢ:节间长度ꎻＣ:Ｋ１２３ 果穗ꎻＤ:Ｋ１２３ｄ 果穗

Ａ:ＰｌａｎｔꎬＢ:Ｉｎｔｅｒｎｏｄｅ ｌｅｎｇｔｈꎬＣ:Ｅａｒｓ ｏｆ Ｋ１２３ꎬＤ:Ｅａｒｓ ｏｆ Ｋ１２３ｄ

图 １　 矮秆突变体 Ｋ１２３ｄ 和野生型 Ｋ１２３ 的性状比较

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｗａｒｆ ｍｕｔａｎｔｓ Ｋ１２３ｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｋ１２３

霉素ꎮ 由表 ２ 可看出ꎬ与０ μｇ / ｍＬ赤霉素处理相比ꎬ
用 １０ μｇ / ｍＬ、２５ μｇ / ｍＬ、５０ μｇ / ｍＬ 和 １００ μｇ / ｍＬ 赤

霉素处理 Ｋ１２３ｄ 和 Ｋ１２３ 之后苗高均显著增高ꎬ
Ｋ１２３ｄ 在１０ μｇ / ｍＬ、２５ μｇ / ｍＬ、５０ μｇ / ｍＬ、１００ μｇ / ｍＬ
赤霉素处理下ꎬ内源赤霉素浓度显著增大ꎻ而 Ｋ１２３
在 ２５ μｇ / ｍＬ、５０ μｇ / ｍＬ、１００ μｇ / ｍＬ 赤霉素处理下ꎬ
内源赤霉素浓度显著增大ꎬ由此可见外施赤霉素可

影响 Ｋ１２３ 和 Ｋ１２３ｄ 内源赤霉素浓度ꎮ 将外施不同

赤霉素浓度获得的 Ｋ１２３ｄ 苗高与未经处理的 Ｋ１２３
的苗高进行比较ꎬ发现两者苗高差异不显著或者

Ｋ１２３ｄ 苗高显著增高 (当外施赤霉素浓度达到

５０ μｇ / ｍＬ 时ꎬＫ１２３ｄ 的苗高显著高于未经处理的

Ｋ１２３ 的苗高) ꎬ表明外施赤霉素能使 Ｋ１２３ｄ 苗高

恢复至野生型ꎬ说明 Ｋ１２３ｄ 对赤霉素敏感ꎬ能转导

赤霉素ꎮ
２ ３　 矮秆突变体的遗传分析

用具有不同核遗传背景的 ３ 个自交系(６２６、
Ｋ１６９ 和野生型 Ｋ１２３)与突变体 Ｋ１２３ｄ 分别杂交得

到 Ｆ１ꎬＦ１自交获得 Ｆ２分离群体ꎬＦ１回交得到 ＢＣ１ 群

体ꎮ 各群体在不同地点种植ꎬ分别统计正常植株与

矮秆植株的株数ꎮ 试验结果表明ꎬ所有 Ｆ１群体均表

现为正常植株ꎬ回交 ＢＣ２群体中亦全部为正常植株ꎻ
ＢＣ１分离群体中的正常植株与矮秆植株比例经c

２检

验均符合 １ ∶ １ꎬ Ｆ２ 群体中分离比例均符合 ３ ∶ １
(表 ３)ꎬ说明该突变体的矮秆性状由 １ 对隐性核基

因控制ꎮ
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表 ２　 不同浓度赤霉素处理后苗高及内源赤霉素含量(平均值±标准差)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｅｅｄｉｎｇ ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡ３ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＡ３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ(ｍｅａｎ ± ＳＤ)

处理浓度(μｇ / ｍＬ)
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｋ１２３ｄ Ｋ１２３

内源赤霉素浓度(ｎｇ / ｇＦＷ)
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡ３

苗高(ｃｍ)
Ｓｅｅｄｉｎｇ ｈｅｉｇｈｔ

内源赤霉素浓度(ｎｇ / ｇＦＷ)
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡ３

苗高(ｃｍ)
Ｓｅｅｄｉｎｇ ｈｅｉｇｈｔ

０ ３１９ ２１ ± ３９ １４ｅＥ １２ ０４ ± ０ ９７ｅＤ ２９３ ２１ ± ５５ ５２ｄＣ １５ １４ ± １ ３１ｃＣ

０ １ ３３７ ６３ ± ３５ ５２ｅＥ １３ ９７ ± １ ６０ｄｅＣＤ ３２７ ２７ ± ４４ ２８ｄＣ １５ ４４ ± ０ ７０ｃＣ

１０ ４３８ １４ ± ２４ ３９ｄＤ １５ １０ ± １ ３８ｃｄＢＣ ４５５ ４０ ± ４５ ７９ｃｄＣ １８ ０５ ± １ ０１ｂＢ

２５ ６５４ ００ ± ６ ２５ｃＣ １７ ５４ ± １ ３０ｂＡＢ ５２６ ９１ ± ３０ ４０ｃＣ ２０ ５６ ± ０ ０６ａＡ

５０ ８４８ ６９ ± ３０ ４６ｂＢ １９ ６７ ± ０ ９９ａＡ∗ ８４８ ７７ ± ８ ５６ｂＢ　 ２１ ９１ ± １ １７ａＡ

１００ １１８０ ５１ ± ４６ ８６ａＡ １６ ２２ ± ０ １５ｂｃＢＣ １２９１ ２７ ± １４９ ５４ａＡ １８ ０３ ± ０ ７１ｂＢ

“ａꎬｂꎬｃ”表示在 ０ ０５ 水平显著差异ꎻ“ＡꎬＢꎬＣ”表示 ０ ０１ 水平极显著差异ꎻ“∗”表示在 ０ ０５ 水平差异显著

“ａꎬｂꎬｃ”ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０ ０５ ｌｅｖｅｌꎬ“ＡꎬＢꎬＣ”ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０ ０１ ｌｅｖｅｌꎬ“∗”ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０ ０５ ｌｅｖｅｌ

表 ３　 ３ 个组合后代群体正常和矮秆植株的分离比例

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｗａｒｆ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｐｒｏｇｅｎｙ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
组合

Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ
总株数

Ｔｏｔａｌ ｐｌａｎｔｓ
正常植株数

Ｎｏｒｍａｌ ｐｌａｎｔｓ
矮秆植株数

Ｄｗａｒｆ ｐｌａｎｔｓ
期望比例

Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｒａｔｉｏ

卡方

χ２

Ｆ１ ＷＴ / Ｋ１２３ｄ(Ｓ) ３７ ３７ ０ — —

６２６ / Ｋ１２３ｄ(Ｓ) ２４ ２４ ０ — —

Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ(Ｓ) ３９ ３９ ０ — —

Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ(Ｔ) ５１ ５１ ０ — —

ＢＣ１ ＷＴ / Ｋ１２３ｄ / / Ｋ１２３ｄ(Ｓ) ４０ ２３ １７ １∶ １ ０ ２９

６２６ / Ｋ１２３ｄ / / Ｋ１２３ｄ(Ｓ) ５７ ２９ ２８ １∶ １ ０　 　

Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ / / Ｋ１２３ｄ(Ｓ) ７６ ３７ ３９ １∶ １ ０ ０１

Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ / / Ｋ１２３ｄ(Ｔ) ８４ ４７ ３７ １∶ １ ０ ９６

ＢＣ２ ＷＴ / Ｋ１２３ｄ / / ＷＴ(Ｓ) ５２ ５２ ０ — —

６２６ / Ｋ１２３ｄ / / ６２６(Ｓ) ４８ ４８ ０ — —

Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ / / Ｋ１６９(Ｓ) ７４ ７４ ０ — —

Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ / / Ｋ１６９(Ｔ) ６７ ６７ ０ — —

Ｆ２ ＷＴ / Ｋ１２３ｄ Ä(Ｓ) ５６ ３９ １７ ３∶ １ ０ ６０

６２６ / Ｋ１２３ｄ Ä(Ｓ) ５６ ４１ １５ ３∶ １ ０ ０２

Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ Ä(Ｓ) ２３６ １８８ ４８ ３∶ １ ２ ４９

Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ Ä(Ｔ) ２６９ ２０６ ６３ ３∶ １ ０ ２８

χ２(０ ０５ꎬ１) ＝ ３ ８４ꎻＳ ＝ 四川双流ꎻＴ ＝ 辽宁铁岭

χ２(０ ０５ꎬ１) ＝ ３ ８４ꎬＳ ＝ ＳｈｕａｎｇｌｉｕꎬＳｉｃｈｕａｎꎬＴ ＝ ＴｉｅｌｉｎｇꎬＬｉａｏｎｉｎｇ

２ ４　 矮秆基因定位

选取 Ｋ１６９ / Ｋ１２３ｄ￣Ｆ２群体为定位群体ꎬ以平均

覆盖玉米 １０ 条染色体的 ５８３ 对 ＳＳＲ 标记对双亲

进行多态性分析ꎬ筛选出在 Ｋ１６９ 和 Ｋ１２３ｄ 间具有

多态性的 １３８ 对引物ꎮ 再将这 １３８ 对 ＳＳＲ 标记用

于 Ｆ２高、矮秆基因池间进行多态性分析ꎬ发现其中

６ 对引物表现多态性ꎮ 利用这 ６ 对标记对 Ｆ２群体

的 ４８ 个隐性单株 ＤＮＡ 分别进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增

产物用聚丙烯酰胺凝胶电泳( ＰＡＧＥ)检测ꎮ 利用

ＭＡＰＭＡＫＥＲ ３ ０ 作图软件进行连锁分析ꎬ发现目标

基 因 与 ｕｍｃ２２３６、 ｕｍｃ１３５６、 ｕｍｃ１２７８、 ｂｎｌｇ１５６４、
ｐｈｉ００２ 和 ｕｍｃ１０８５６ 的遗传距离分别为 ２７ ８ ｃＭ、
１９ ２ ｃＭ、 １２ ８ ｃＭ、 ７ ３ ｃＭ、 １１ ５ ｃＭ 和 １６ ８ ｃＭ
(图 ２)ꎮ 据此ꎬ将该矮秆基因初步定位于玉米第 １
条染色体上 ＳＳＲ 标记 ｕｍｃ１２７８ 和 ｂｎｌｇ１５６４ 之间ꎬ遗
传距离分别为 １２ ８ ｃＭ 和 ７ ３ ｃＭꎮ 根据 Ｍａｉｚｅ ＧＤＢ
查证发现ꎬ这两个引物间的物理距离约为 ４ ２ Ｍｂｐꎬ
将该矮秆基因暂命名为 ｄ１２３ꎮ
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图 ２　 矮秆基因 ｄ１２３ 在第 １ 条染色体上的初定位

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｄｗａｒｆ ｇｅｎｅ ｄ１２３ ｏｎ ｃｈｒｏ￣
ｍｏｓｏｍｅ １

２ ５　 矮秆基因 ｄ１２３ 的同源克隆

矮秆基因 ｄ１２３ 定位结果显示其与已知序列的

矮秆基因 ｂｒ￣２ 的位置较近ꎬ假设 ｄ１２３ 与 ｂｒ￣２ 存在

同源关系ꎬ参考 ｂｒ￣２ 外显子的序列信息设计 ＳＳＲ
特异引物ꎬ其中 ８ 对覆盖 ｂｒ￣２ 所有位置并相互重

叠的引物(表 ４)在 Ｋ１２３ｄ 中成功扩增(图 ３)ꎮ 而

这 ８ 对引物在 Ｋ１２３ 中不能正常扩增ꎬ以 ｂｒ￣２ 为模

板重新分段设计引物ꎬ并调节各种 ＰＣＲ 条件ꎬ均无

法得到目标条带ꎮ 将 Ｋ１２３ｄ 扩增良好的 ＰＣＲ 产物

纯化测序ꎬ两个公司的测序结果一致ꎮ 采用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ 软件ꎬ将测序结果拼接比对发现 ｄ１２３ 与 ｂｒ￣２
外显子存在 １２ 个碱基替换ꎬ但其中 １１ 个碱基为同

表 ４　 同源克隆 ｄ１２３ 的引物

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｙ￣ｂａｓｅｄ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｄ１２３

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ
下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
退火温度(℃)

Ｔｍ

ｄ１２３Ａ ＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣＣＴＣＴＧＣＴＴＴＧＣ ＧＧＧＣＧＡＡＣＧＡＴＴＴＧＡＡＣＡＴ ５６

ｄ１２３Ｂ ＣＴＣＴＧＣＴＴＴＧＣＴＣＴＧＣＣＡＣＴＣ ＧＡＴＧＧＣＴＧＧＴＴＣＴＧＧＴＴＧＧ ５６

ｄ１２３Ｃ ＴＡＣＧＧＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＴＧＧＴ ＧＡＴＧＧＣＴＧＧＴＴＣＴＧＧＴＴＧＧ ５６

ｄ１２３Ｄ ＣＡＣＧＣＡＧＡＧＣＡＧＡＡＧＡＧ ＡＡＧＡＴＡＣＣＴＡＣＣＣＴＡＣＣＡＣＴＡ ５６

ｄ１２３Ｅ ＧＧＣＡＧＧＣＡＧＴＣＴＧＧＴＴＡＧ ＧＣＣＧＡＧＴＴＣＴＧＧＡＣＧＡＴＧＡ ５６

ｄ１２３Ｆ ＴＣＣＡＣＣＴＣＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＴ ＧＣＧＧＡＣＡＣＣＡＴＣＡＧＣＡＣＣＡＴ ５６

ｄ１２３Ｇ ＡＣＧＣＧＧＡＧＣＧＣＡＡＧＡＴＣ ＧＴＡＣＧＣＧＡＴＧＴＴＣＴＣＧＴＧＧＡＴ ５６

ｄ１２３Ｈ ＡＧＣＧＧＴＴＣＴＡＣＧＡＧＣＣＣＡＣＧ ＧＧＧＴＧＣＣＴＴＧＧＧＡＧＧＴＡＧＡＴ ５６

图 ３　 ８ 对 ＳＳＲ 引物在 Ｋ１２３ｄ 中的扩增结果

Ｆｉｇ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｋ１２３ｄ ｗｉｔｈ ８ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
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义突变ꎬ仅在该基因第 ４ 个外显子处编码的第 ５３１
个氨基酸ꎬ即 ｂｒ￣２ 中的谷氨酸在 ｄ１２３ 的相同位置

被替换为赖氨酸(表 ５)ꎬ氨基酸比对结果见图 ４ꎮ

以上结果表明ꎬ该矮秆基因 ｄ１２３ 可能是源于ｂｒ￣２的
一个突变基因ꎮ

表 ５　 ｄ１２３ 与 ｂｒ￣２ 的碱基序列比对

Ｔａｂｌｅ ５ Ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｄ１２３ ｗｉｔｈ ｂｒ￣２

外显子

Ｅｘｃｏｎ
碱基变化

Ｂａｓｅｓ ｃｈａｎｇｅｓ
氨基酸比对

Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
外显子

Ｅｘｃｏｎ
碱基变化

Ｂａｓｅｓ ｃｈａｎｇｅｓ
氨基酸比对

Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

第 １ 个 Ｆｉｒｓｔ — — 第 ５ 个 Ｆｉｆｔｈ ＧＧＧ→ＧＧＣ Ｇｌｙ→Ｇｌｙ

第 ２ 个 Ｓｅｃｏｎｄ ＧＴＧ→ＧＴＣ Ｖａｌ→Ｖａｌ ＣＧＣ→ＣＧＡ Ａｒｇ→Ａｒｇ

第 ３ 个 Ｔｈｉｒｄ ＧＴＧ→ＧＴＴ Ｖａｌ→Ｖａｌ ＧＴＣ→ＧＴＧ Ｖａｌ→Ｖａｌ

ＡＧＡ→ＡＧＧ Ａｒｇ→Ａｒｇ ＧＣＡ→ＧＣＣ Ａｌａ→Ａｌａ

第 ４ 个 Ｆｏｕｒｔｈ ＣＴＧ→ＣＴＴ Ｌｅｕ→Ｌｅｕ ＧＣＣ→ＧＣＧ Ａｌａ→Ａｌａ

ＧＡＧ→ＡＡＧ Ｇｌｕ→Ｌｙｓ ＧＣＣ→ＧＣＧ Ａｌａ→Ａｌａ

ＧＣＧ→ＧＣＴ Ａｌａ→Ａｌａ

图 ４　 ｄ１２３ 与 ｂｒ￣２ 的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ ４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄ１２３ ａｎｄ ｂｒ￣２
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３　 讨论

３ １　 矮秆突变体 Ｋ１２３ｄ 的遗传特性

植株矮化是促进作物适应人类化肥工业及机械

工业发展的基础ꎬ矮秆基因的遗传鉴定对育种工作

具有重要的指导意义[６]ꎮ 发掘并克隆矮秆基因ꎬ通
过遗传改良方法降低株高是玉米矮秆育种最有效的

途径之一ꎮ 已知的矮秆基因大多存在不同程度的不

利连锁ꎬ导致可利用的矮源基础狭窄ꎮ 现有的矮秆

资源大多属于隐性单基因控制的ꎬ受外界环境的

影响比较小ꎬ是稳定的矮生类型[２２] ꎮ 目前已知的

玉米矮生单基因有 ６０ 多个ꎬ这类基因研究及应用

最多的是ｂｒ￣２ꎮ ｂｒ￣２ 的主要遗传效应是抑制节间

的伸长ꎬ这种抑制作用对果穗以下的节间表现更

为明显ꎬ愈是低位节间ꎬ缩短得愈显著ꎮ ｂｒ￣２ 矮秆

基因在玉米育种上的广泛应用使单基因矮生系的

应用得到了肯定ꎬ已有的研究表明 ｂｒ￣２ 的突变有

明显的重演性并且频率十分高ꎬ如“搬不倒”、“龙
门大 心 ”、 “ 武 陟 矮 ”、 Ｗ１５３ 等 均 为 ｂｒ￣２ 突 变

体[３１] ꎮ 在矮生类型发现的早期ꎬ利用遗传学方法

鉴定出他们的基因型ꎬ了解其基因体系并对其分

类ꎬ这对材料的取舍及应用有十分重要的意义ꎮ
前人研究表明ꎬ大多数玉米的隐性矮生基因存

在于 １、２、３ 条染色体上ꎮ 本研究鉴定了一个受单隐

性核基因控制的矮秆突变体 Ｋ１２３ｄꎬ株高降低了

３５ ５９％ ꎬ穗位高降低、节间缩短、叶片较直立ꎬ但结

实率差ꎮ 已将该矮秆基因定位于第 １ 条染色体

ｂｉｎ１ ０７ 处 ＳＳＲ 标记 ｕｍｃ１２７８ 和 ｂｎｌｇ１５６４ 之间ꎬ遗
传距离分别为 １２ ８ ｃＭ 和 ７ ３ ｃＭꎬ物理距离为

４ ２ Ｍｂｐꎮ 在该定位区间附近ꎬ存在 ２ 个已知序列

的矮秆基因 ｂｒ￣２ 和 ａｎ１ꎮ 已有报道显示 ａｎ１ 控制的

矮秆植株均表现出观性现象(即雄花序上结种子)ꎬ
本研究矮秆材料 Ｋ１２３ｄ 与其表型不符ꎮ 因此ꎬ选取

矮秆基因 ｂｒ￣２ 作为同源克隆的候选基因ꎮ 根据 ｂｒ￣
２ 的序列信息同源克隆了 ｄ１２３ꎬ并发现其与 ｂｒ￣２ 的

第 ４ 个外显子存在一个氨基酸差异ꎬ推测 ｄ１２３ 是

ｂｒ￣２ 的又一个突变类型ꎮ 鉴于 ｂｒ￣２ 及其各类突变

体在玉米育种中的广泛应用ꎬ如墨西哥的本雀比利

亚 ＡＮ￣３６０ꎬ我国四川的 “成矮号”、河北的 “登攀

号”、新疆的“风光 ７２”等ꎬ均带来了玉米的大幅度增

产[１６ꎬ２７]ꎬ推测 Ｋ１２３ｄ 在玉米株高改良上可能具有一

定的应用潜力ꎮ
３ ２　 矮秆突变体 Ｋ１２３ｄ 的矮化机制

矮秆突变体产生的原因有很多种ꎬ一般认为

矮秆基因的作用能直接导致玉米植株形态或细胞

学的变化ꎬ如节间细胞个数减少或细胞长度缩短

等原因导致节间变短ꎬ从而造成了植株的矮化ꎬ而
矮秆基因的表达受到各种激素的调控[３２￣３４] ꎮ 研究

表明ꎬ引起第一次“绿色革命”的基因均与赤霉素

密切相关ꎬ小麦矮秆基因 Ｒｈｔ 与 ＧＡ 信号转导途径

有关ꎬ而水稻半矮秆基因 ｓｄ１ 与 ＧＡ 生物合成途径

有关[１０ꎬ２１] ꎮ 目前所获得的玉米矮生基因大多是对

赤霉素敏感的基因ꎬ它们通过某种机制阻止赤霉

素的反应ꎬ而有些矮生基因的致矮机制还不太清

楚ꎬ其中赤霉素和油菜素类固醇是影响植株高度

最主要的两类激素[２６] ꎮ 但 ｂｒ￣２ 的矮化机制则较

为特殊ꎬ已有研究表明 ｂｒ￣２ 株高降低是由于缺少

一个 Ｐ￣糖蛋白ꎬ该蛋白可调节茎秆中生长素的极

性运输[３５] ꎮ 本研究表明 Ｋ１２３ｄ 的赤霉素合成及

转导途径正常ꎬ随着外源赤霉素施用浓度的增加

其内源赤霉素含量显著增加ꎬ并使 Ｋ１２３ｄ 苗高恢

复至野生型ꎬ说明 Ｋ１２３ｄ 对赤霉素敏感ꎬ推测

Ｋ１２３ｄ 矮化可能与特定生长时期赤霉素的合成量

不足有关ꎮ 另外ꎬ由于 ｄ１２３ 与 ｂｒ￣２ 存在密切关

系ꎬＫ１２３ｄ 的矮化机制也可能与茎秆中生长素的

极性运输有一定关系ꎬ有待进一步研究ꎮ

４　 结论

自然突变产生的矮秆突变体 Ｋ１２３ｄ 株高降低

３５ ５９％ꎬ穗位高降低、节间缩短、叶片较直立ꎬ但结实

率差ꎬ对赤霉素敏感ꎻ矮秆性状受 １ 对隐性基因控制ꎬ
其矮秆基因 ｄ１２３ 定位于第 １ 条染色体上 ＳＳＲ 标记

ｕｍｃ１２７８ 和 ｂｎｌｇ１５６４ 之间ꎬ遗传距离分别为 １２ ８ ｃＭ
和 ７ ３ ｃＭꎻｄ１２３ 与 ｂｒ￣２ 存在１２ 个碱基替换ꎬ其中第４
个外显子编码的一个谷氨酸被替换为赖氨酸ꎬ说明矮

秆突变体 Ｋ１２３ｄ 为 ｂｒ￣２ 的一个突变类型ꎮ
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