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水稻矮秆小粒突变体 dsg7 的图位克隆

王　迪 1，2，王　健 1，2，李　刚 1，2，程保山 1，2，徐卫军 1，袁彩勇 1

（1 江苏徐淮地区淮阴农业科学研究所，淮安 223001；2 江苏省环洪泽湖生态农业生物技术重点实验室（淮阴师范学院），淮安 223300）

摘要：水稻是世界上最重要的作物之一，株高是决定水稻产量的重要因素，不断发掘新的水稻株高调控基因，阐明水稻

株高调控机理具有重要的意义。本研究在 Kitaake 的 EMS（甲基磺酸乙酯）诱变后代中筛选到一个矮秆小粒突变体 dsg7，与
Kitaake 相比，dsg7 株高变矮，千粒重下降。通过叶鞘切片观察证实，由于细胞数目减少导致小粒表型的出现。利用图位克隆，

将 DSG7 定位到第 7 染色体长臂 237kb 的区间内，经过生物信息学分析和测序证实 Os07g0616000 为突变基因，编码一个植

物中广泛存在的蛋白。本研究证实 DSG7 参与水稻株高发育调控，为阐明水稻株高调控提供新的理论基础，有助于水稻株高

发育分子机制的进一步阐释。
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Abstract：Plant height is an important agronomic trait that determines the grain yield of rice，which 
is one of the most important food crops worldwide. However，the molecular mechanism underlying 
rice height remained further investigated. In this study，we characterized a rice dwarf and small grain 
mutant designated dsg7（dwarf and small grain 7）from Kitaake with seed treated by ethyl methane 
sulfonate（EMS）. Compared with Kitaake，dsg7 showed 22% and 21% reduction on the plant height 
and 1000-grain weight. Histological observations showed that the dwarf phenotype was mainly due to a 
defect in cell proliferation. By deploying the map-based cloning strategy，the gene was finally mapped 
between markers DM6 and DM8 on chromosome 7，with a physical distance of 237 kb. One base pair 
deletion of Os07g0616000 was found，and this gene served as the best candidate. Thus，this result 
suggested that DSG7 might be essential for plant height development in rice and its biological function 
remained to be investigated in the future.
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水稻是世界上最重要的作物之一，全球超过一半

的人口以水稻为主食。株高是决定水稻产量的重要

因素［1-2］。20 世纪 60 年代的“绿色革命”，通过半矮化

水稻资源的利用增强了水稻的抗倒伏能力，从而使水

稻的单产大幅提升。水稻绿色革命基因 semi-dwarf1
（sd1）编码一个 GA20 氧化酶（GA 20-oxidase）参与
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水稻中的赤霉素（GA，gibberellin）生物合成，已在

世界范围的水稻育种中获得了广泛的应用［3-4］。

水稻株高主要由地上部分 4~5 个茎节长度决

定，生殖生长开始后水稻茎节会迅速伸长［5］。水稻

茎节的伸长由居间分生组织的细胞分裂能力和随后

的伸长区细胞伸长能力共同决定［6］。研究证实水稻

株高受多种途径的调控。GA 和油菜素内酯（BR，

brassinosteroid）是调控水稻株高的最重要的两种因素［1］。

GA 是一类四环双帖类植物激素，参与调控

水稻中种子萌发、茎伸长、展叶、花粉成熟、开花等

重要的生理过程［7-9］。SLENDER RICE1（SLR1）
是 DELLA 蛋白家族成员，是水稻 GA 信号途径

的核心蛋白，没有生物活性 GA 信号时抑制 GA
下游基因的表达［10］。当有生物活性的 GA 被

GIBBERELLININSENSITIVE DWARF1（GID1）绑

定后，促进 GID1 和 SLR1 的互作，导致 SLR1 的降

解和下游发育相关基因的表达［11-13］。GA 的合成和

信号途径发生缺陷均会造成水稻发育异常，水稻的

GA 类突变体大多表现为叶片深绿和矮秆［14］。

BR 是一种植物类固醇激素，在细胞分裂扩张、

微管组织分化、茎伸长、暗形态发生和灌浆等生物过

程中发挥广泛的作用［15-18］。BR 类的突变体通常会

出现矮秆、叶片直立卷曲深绿、育性下降甚至不育等

表型［16］。通过多年的分子遗传研究拟南芥中的 BR
信号途径已经阐明，尽管水稻中已经克隆了多个 BR
合成和信号途径基因，但水稻的 BR 调控网络仍有多

个环节没有阐明清楚［19-20］。后续的研究表明水稻中

BR 通过调节 GA 的合成调控细胞的伸长。在水稻的

不同组织中，BR 通过诱导或者抑制 GA 的合成调控

细胞伸长的速度进而促进或者抑制植株的生长［21］。

除 GA 和 BR 外，水稻株高还受到生长素、细胞分

裂素、微管组织等许多其他因素的调控［22-23］。例如水

稻 FISH BONE 基因编码一个色氨酸氨基转移酶，突变

后植株出现明显的矮秆表型同时植株内源吲哚乙酸

（indole-3-acetic acid）的含量减少［24］。DDF1 编码一个

核内 F-box 蛋白，在整个植株生长期都有表达，突变后

导致植株矮小同时小穗发育异常等表型［25］。

目前已经定位了多个水稻株高调控基因，但大

多数矮秆突变体都伴随着小粒、叶片发育异常、育

性下降甚至不育等不良性状，难以在育种中利用，

在水稻育种中广泛利用的矮秆基因仍然只有 sd-1。
sd-1 的长期使用会导致遗传基础狭窄等问题的出

现，因此需要不断发掘新的矮秆突变体，进一步阐明

水稻株高调控机理。本研究在 Kitaake 的 EMS 诱变

后代中筛选到一个矮秆小粒突变体命名为 dwarf and 
small grain7（dsg7），对 dsg7 进行表型和农艺性状

考察，通过图位克隆和基因测序的方法确定突变基

因，为进一步阐明水稻株高调控网络提供新的理论 
基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

dsg7 突变体由 Kitaake 经 EMS 诱变获得，经连

续多年自交已稳定遗传。dsg7 与 Kitaake 正反交构

建遗传分析群体，dsg7 与 9311 杂交后构建 F2 分离

群体进行基因定位。所有试验材料种植于江苏徐淮

地区淮阴农业科学研究所水稻育种基地。

1.2　主要农艺性状调查

成熟期 Kitaake 和 dsg7 各选取 20 株测定株高、

穗长、分蘖数、一次枝梗、二次枝梗等农艺性状。收

种后测定千粒重。

1.3　石蜡切片

Kitaake 和 dsg7 叶鞘和小穗置于 FAA 固定液

中，抽真空后在 4 ℃下固定至少 24 h，之后用梯度酒

精脱水，不同浓度梯度二甲苯透明后包埋在石蜡中，

具体过程参照相关文献［26］。包埋完成后用 LEICA 
RM2235 切片机切片，切片厚度 10 μm。染色后用

光学显微镜观察并拍照。

1.4　基因定位

在 dsg7 与 9311 构建的 F2 分离群体中，筛选 10
个突变体表型的植株，利用覆盖水稻 12 条染色体

的 SSR 标记进行连锁分析。利用日本晴和 9311 的

基因组序列差异设计新的标记，继续筛选突变表型

植株进行精细定位。缩小定位区间后利用 Gramane
网站预测定位区间内 ORF。精细定位及测序引物

序列见表 1。
1.5　进化树构建

利用 DSG7 氨基酸序列在 NCBI 中 blast 同源

基 因（http：//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi），使 用

MEGA 7.0 构建进化树，具体方法参照软件说明书。

2　结果与分析

2.1　dsg7 表型分析

成熟期时，dsg7 与 Kitaake 相比出现明显的矮秆表

型（图1A、D，表2），Kitaake 的株高为63.11±2.67 cm，

dsg7 为 49.78±2.47 cm，dsg7 的株高约为 Kitaake
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表 1　本研究使用的引物
Table 1　The primers used for this study

标记 Marker 正向引物序列 Forward primer sequence 反向引物序列 Reverse primer sequence

DM1 TAGGCTCCCAACAATACCAA GAGTTATTATGTGCTTTCGGTTT

DM2 CACGCCACTTCTTGTTGTA TTCTTTGTGCTCCATCCA

DM4 TTGGGTTGGTGTCTAAGGAG GGAGGGATGGGTATGGAA

DM6 TACCTCTTCCGTTCACTG TACGTTTACTTTGTTCATCT

DM8 CAACCGAATCCAAAGTCA AACGGAACTCAACTCACCA

DM9 CATGAACCTTTTGCATTT TTGGCTATACTATTGAACCTG

DSG7 GCACCAACAAACCAAGCAGC CCTAATTTCGGGAGATATTTTAT

A：成熟期时 Kitaake 与 dsg7 的植株表现，比例尺为 10 cm；B、C：Kitaake 与 dsg7 的穗子表现，比例尺为 2 cm； 
D：Kitaake 与 dsg7 的株高比较；E：Kitaake 与 dsg7 的籽粒；F：Kitaake 与 dsg7 的千粒重比较。 

**Kitaake 与 dsg7 在 P=0.01 水平上差异显著

A：Plants of the Kitaake and dsg7 at mature stage，Bar=10 cm，B，C：The panicle of Kitaake and dsg7，Bar=2 cm， 
D：The comparisons of plant height between Kitaake and dsg7，E：The grain of Kitaake and dsg7， 

F：The comparisons of 1000-grain weight between Kitaake and dsg7，** Significantly difference at P=0.01

图 1　Kitaake 与 dsg7 的表型
Fig. 1　Phenotypes of the Kitaake and dsg7
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表 2　Kitaake 与 dsg7 农艺性状分析
Table 2　The agronomic traits between Kitaake and dsg7

性状 Trait Kitaake dsg7

株高（cm）Plant height 63.11±2.67 49.78±4.47**

分蘖数 No. of tillers per plant   29.7±3.2   41.3±2.1**

千粒重（g）1000-grain weight 26.35±0.40 20.76±0.54**

穗长（cm）Panicle length 14.28±0.96   8.47±0.71**

每穗粒数 No. of grains per panicle   31.0±2.7   38.8±3.0**

结实率（%）Seed setting rate 97.87±0.02 89.71±0.04**

一次枝梗数 No. of primary branches     6.0±0.7     5.6±0.7

二次枝梗数 No. of secondary branches     4.1±0.6        4±0.7

** 在 0.01 水平上差异显著
**Significantly different at P<0.01

的 78%，但 dsg7 的分蘖数极显著增加（表 2）。dsg7
的穗长明显缩短（图 1C），Kitaake 为 14.28±0.96 cm，

而 dsg7 为 8.47±0.71 cm，dsg7 每穗粒数出现极显著

增加，结实率极显著下降（表 2），但二者之间一、二

次枝梗数目没有出现明显差异（图 1B，表 2）。dsg7
出现明显的小粒表型（图 1E、F），与 Kitaake 相比，

千粒重由 26.35±0.40 g 下降为 20.76±0.54 g，为

Kitaake 的 79%（表 2）。
2.2　细胞学分析

为了确定 dsg7 的矮秆小粒表型是由细胞长度

缩短还是细胞数目减少造成，对 Kitaake 和 dsg7 的

茎秆、叶鞘和小穗进行切片观察（图 2）。统计 1 月

大小幼苗的第 2 叶叶鞘内壁细胞长度，Kitaake 和

dsg7 之间没有出现显著差异（图 2C、D、G），同时

Kitaake 和 dsg7 之间外颖内壁细胞的长度也没有

显著差异（图 2E、F、H）。dsg7 第 5 叶叶鞘长度为

Kitaake 的 72%（8.03±1.78 cm vs 5.79±0.98 cm），

而 dsg7 与 Kitaake 的叶鞘内壁细胞长度没有显著差

异，因此 dsg7 的矮秆表型是由于细胞数目减少造成。

A、B：Kitaake 与 dsg7 的茎秆横切观察，比例尺为 200 μm；C、D：Kitaake 与 dsg7 的叶鞘内壁细胞切片观察，比例尺为 50 μm； 
E、F：Kitaake 与 dsg7 的外颖内壁细胞切片观察，比例尺为 100 μm；G：Kitaake 与 dsg7 的叶鞘内壁细胞长度统计； 

H：Kitaake 与 dsg7 的外颖内壁细胞长度统计

A，B：Cross-sections of internodes of the Kitaake（A）and dsg7（B），Bar=200 μm. C，D：Adaxial surfaces of leaf sheaths in Kitaake（C）and dsg7
（D），Bar=50 μm. E，F：Outer parenchyma layer of lemmas in Kitaake（E）and dsg7（F）. G：Cell lengths of the leaf sheaths in Kitaake and dsg7，

n=60. H：Outer parenchyma layers cell lengths of lemmas in Kitaake and dsg7，n=60

图 2　组织学观察
Fig.2　Histological analysis of Kitaake and dsg7



5 期 王　迪等：水稻矮秆小粒突变体 dsg7 的图位克隆 1251

2.3　遗传分析

将 Kitaake 与 dsg7 进行正反交试验。F1 表型

与 Kitaake 一致。F2 分离群体中出现野生型表型和

突变体表型分离，分别统计正反交 F2 群体中的野生

型表型和突变体表型的植株数量，发现两种表型在

F2 群体中的分离比符合 3∶1（表 3），说明 dsg7 的表

型受隐性单核基因控制。

2.4　基因定位

将 dsg7 与籼稻 9311 杂交，在 F2 分离群体中选

取 10 个突变表型单株，利用覆盖水稻 12 条染色体

的 SSR 标记进行连锁分析，将 DSG7 基因初定为于

第 7 条染色体标记 RM6403 和 RM1364 之间。利

用 gramene（http：//www.gramene.org/）网站比对水

稻籼粳基因组，根据二者之间的序列差异在初定位

区间内继续设计精细定位引物，最终利用 437 个突

变表型单株将突变基因定位在标记 DM6 和 DM8
之间 237 kb 的区间内（图 3A）。利用 gramene 网

站进行生物信息学分析后发现，在该区间内存在

一个与水稻株高、穗型、粒形发育相关的基因，

Os07g0616000，测序后发现 dsg7 在该基因第 7 个外

显子上出现一个单碱基缺失（图 3B），导致氨基酸

序列由 1365aa 缩短为 281aa。

表 3　遗传分析
Table 3　Genetic analysis of dsg7

杂交组合

Cross combination
总数

Total number of plants
正常表型植株

Kitaake phenotype
突变表型植株

dsg7 phenotype
χ2（3∶1）

dsg7/ Kitaake 236 189 47 0.684

Kitaake/ dsg7 302 233 69 0.636

χ2
（0.05，1）=3.84

A：DSG7 基因定位于第 7 染色体长臂 DM6 与 DM8 之间 237kb 的区间内。B：DSG7 的基因结构，第 7 个外显子出现单碱基缺失

A：The DSG7 locus was mapped to a region between markers DM6 and DM8 on the long arm of rice chromosome 7， 
B：Structure of the DSG7 gene. dsg7 has a C deletion in the seventh exon

图 3　DSG7 基因的图位克隆
Fig.3　Map-based cloning of the DSG7 gene

2.5　DSG7 蛋白进化分析

利用 DSG7 氨基酸序列在 NCBI 网站 blast 同
源序列后构建进化树，结果显示在玉米、大豆、小麦

等多个植物物种中均含有此蛋白的同源基因，因此

DSG7 类蛋白是一种在植物中广泛存在的蛋白。水

稻的 DSG7 与野生稻、玉米、大豆和二穗短柄草中的

亲缘关系最近（图 4）。

3　讨论

在先前的研究中证实水稻的株高受到赤霉素、

油菜素内酯、生长素、细胞分裂素、微管组织等多种

因素的影响和调控，通过对水稻节间数量和长度的

调控最终导致水稻株高的变化［1］。20 世纪 60 年代

对矮秆基因 sd1 的利用促使水稻绿色革命的发生，
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图 4　DSG7 的进化分析
Fig.4　Phylogenetic analysis of DSG7 and the homologous proteins

促进水稻单产的提高。目前在水稻中已经定位了多

个株高调控基因，例如 slr1［10］、smg1［27］、tud1［26］等，

但大部分都伴随着不良农艺性状，例如 slr1 突变体

出现过度伸长表型［10］，tud1 中出现籽粒变小、植株

过矮、叶片扭曲等表型［26］。上述基因的功能研究促

进了我们对水稻株高调控网络的构建和阐释，但由

于存在不良的农艺性状阻碍了上述材料的育种应

用。由于目前发掘的水稻矮秆资源中大部分都伴随

着小粒、小穗、畸形、结实率下降等不良农艺性状，严

重阻碍了相关矮秆种质资源的育种应用，导致目前

广泛利用的矮源依然是绿色革命基因 sd1，长期使

用单一矮源会导致水稻遗传背景狭窄，严重妨碍水

稻单产的再次提升，因此需要不断发掘新的株高调

控基因，继续阐明水稻株高调控机理。

本研究在 Kitaake 的 EMS 诱变后代中发现了

一个矮秆小粒突变体 dsg7，与 Kitaake 相比，dsg7 出

现明显的株高降低、籽粒减小的表型，此外还伴随着

穗长缩短等表型，因此 dsg7 是一个典型的矮秆小粒

突变体。矮秆小粒大都是因为细胞数目减少或者

细胞长度缩短导致［5］。在 dsg7 中，第 2 叶叶鞘内部

细胞与 Kitaake 相比没有出现显著差异，但 dsg7 第

5 叶叶鞘长度为 Kitaake 的 72%（8.03±1.78 cm vs 
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5.79±0.98 cm），因此 dsg7 的矮秆表型是由于细胞

数目减少导致，DSG7 通过调控细胞分裂进而影响

株高发育。

利用图位克隆将 DSG7 定位在第 7 染色体长臂

237kb 的区间内，通过测序发现 Os07g0616000 基

因第 7 个外显子上存在单碱基缺失突变，导致氨基

酸序列由 1365aa 缩短为 281aa。DSG7 与已报道的

DEP2、EP2 为等位基因，但突变位点不同，藻类及高

等植物中均存在其同源基因［28-29］。

DSG7 的同源基因在植物中广泛存在，但动物

和真菌中并不存在，因此 DSG7 很可能是一种植物

特有的蛋白。拟南芥中，COP1 是一种 E3 泛素连

接酶，通过将光受体及其下游转录因子泛素化诱导

降解从而抑制光信号［30］。DSG7 与拟南芥中的类

COP1 结合蛋白 AT1G72410 存在较高的同源性，但

与 COP1 结合蛋白 CIP7 的同源性不高。先前的研

究已经证实 DPE2 与 COP1 不能在酵母系统中互

作［28］，同时 COP1 及其目标基因的表达在野生型和

ep2-1 突变体中的表达量没有差异［29］，此外 DSG7
与 COP1 及 CIP7 的亚细胞定位不同［29，31-32］，因此

DSG7 的生物功能可能和 CIP7 不同，DSG7/DEP2/
EP2 与 COP1 之间关系还需要进一步的研究和 
探索。
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