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摘　要:在EMS诱变的９３Ｇ１１突变体库中筛选到一个稳定遗传的迟抽穗突变体dth９ (daystoheading９).该突变体的抽
穗期比野生型延长了５０d左右,其他农艺性状基本无异.遗传分析表明迟抽穗性状受一个隐性核基因控制.以突变体dth９
与日本晴和武运粳７号杂交构建的F２分离群体作为定位群体,利用SSR标记和新开发的８个InDel标记,将DTH９ 定位在
第９染色体着丝粒附近 D９Ｇ９和 D９Ｇ１７之间２４０kb的区间内,该区域尚未发现与抽穗期有关的基因.此外,实时荧光定量

PCR结果表明,在突变体dth９ 中与抽穗期相关基因的表达量显著降低.
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　　水稻(OryzasativaL．)作为世界上最主要的

粮食作物之一,其产量和品质受到多种因素的影响.
抽穗期是水稻重要农艺性状之一,抽穗期的长短直

接决定了水稻品种适宜种植区域和种植时间.此

外,适当的抽穗期可以使水稻在特定的生态条件下

高效地利用当地的光热资源,决定了水稻品种的增

产潜力和米质.所以,抽穗期的长短不仅决定了水

稻品种的种植区域,也关系到水稻的产量和品质,是
水稻育种的重要目标之一[１].

抽穗期属于数量性状,其遗传基础较为复杂,受
主效基因和微效多基因的共同控制[２].但也有研究

发现水稻抽穗期既有表现为连续变异的数量性状遗

传,也表现为质量性状遗传[３],且不同品种可能会表

现出不同的遗传特性,而同一品种的抽穗期在不同
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光温条件下也表现各异,这些都使得抽穗期遗传机

制更为复杂.近年来,随着新的分子标记技术的开

发和应用,国内外科研工作者对水稻抽穗期的研究

取得了重大进展.目前,已有６１８个与水稻抽穗期

相关的位点被定位到各个染色体上,其中,第３染色

体上 最 多,最 少 的 是 第 １０ 染 色 体[４](http://arＧ
chive．gramene．org/db/qtl),并表现为区域分布.
这些基因已有部分先后被克隆,如 Hd１、Hd３a、

Ehd１、Hd６、Ehd３、Ehd４、Ghd７、Ghd８[５Ｇ１２]等(htＧ
tp://www．ricedata．cn/gene/index．htm).这些基

因的发现和功能分析为充分认识水稻抽穗期的遗传

机理奠定了坚实的基础.
尽管目前已经在水稻抽穗期的研究工作中获得

了巨大的进步,但水稻抽穗期受到内部复杂的基因

调控网络和外界环境条件的共同作用,其调控机制

相当复杂,目前我们所了解的还很少,尤其是内部的

调控网络以及基因间的互作关系,这些都需要进一

步的深入研究.而更多相关基因的克隆将会完善水

稻抽穗期的遗传调控网络,加深对水稻抽穗期的认

识,并对品种改良和扩大品种适宜种植区域有着重

要的参考价值.本研究从籼稻９３Ｇ１１的突变体库中

筛选 获 得 一 个 稳 定 遗 传 的 迟 抽 穗 突 变 体 dth９
(daystoheading９),我们对该突变体的表型及主

要农艺性状进行考查,并对dth９ 进行遗传分析和基

因定位,将该基因定位在第９染色体的着丝粒附近,
以期为该基因的克隆、功能分析及应用提供参考.

１　材料与方法

１．１　实验材料

以甲 基 磺 酸 乙 酯 (ethylmethanesulphonate,

EMS)诱变９３Ｇ１１种子,在 M２代获得一个迟抽穗表

型突变体dth９,经多代自交后稳定遗传,迟抽穗性

状在杭州和海南都能稳定表现,表明该性状可稳定

遗传.材料种植于中国水稻研究所试验基地,常规

水肥管理.

１．２　突变体表型分析

突变体dth９ 和野生型９３Ｇ１１于２０１３年种植于

中国水稻研究所试验基地和海南南繁基地.抽穗期

的调查方法:当株系中５０％植株抽穗即认定为其抽

穗,从播种到抽穗的天数记为抽穗期.在成熟期对

突变体和野生型的株高、单株有效穗数、穗长、一次

枝梗数、二次枝梗数等重要的农艺性状进行调查,每
个性状至少３次重复,并利用 MicrosoftExcel软件

进行统计分析.

１．３　遗传分析

２０１３年夏季在杭州将突变体dth９ 与野生型品

种９３Ｇ１１进行正反交杂交配组,同年冬季将F１种植

于海南陵水,并观察两个组合的F１表型.自交获得

F２种子,２０１４年夏季将这两个F２群体种植于杭州富

阳,并分别调查野生型表型和突变体表型植株数目,
考查性状分离比.

１．４　迟抽穗基因定位

２０１３年夏季在杭州将突变体dth９ 与粳稻品种

日本晴和武运粳７号杂交,同年冬季将F１种植于海

南陵水,并观察两个组合的F１表型.自交获得F２种

子,２０１４年夏季将这两个F２群体种植于杭州富阳,
收取F２群体中全部迟熟表型单株的叶片,用于基因

定位.具体实验过程如下:从突变体dth９ 与日本晴

衍生 F２群体中首先挑选出２１株表型为迟抽穗的单

株用于dth９ 的连锁分析.利用本实验室均匀分布

于１２条染色体上的１６３对公共引物进行多态性筛

选,共获得１４０对在亲本间多态性表现较好的引物.
利用这些引物及２１株单株初步确定目的基因所在

的染色体位置.在与目标基因连锁的标记附近设计

引物并获得了８对多态性较好的InDel标记(表１).
用F２群体中５４２株表现出突变体表型的单株对

DTH９ 进行进一步的定位.为了缩小定位区间,从
突变体和武运粳７号杂交获得的 F２分离群体中获

得了８３２株表型为突变体表型的单株,用于基因的

精细定位.亲本、F１及 F２遗传群体植株的总 DNA
提取采用 CTAB法[１３].１０μL的 PCR 体系包括:

DNA模板１μL,１０×PCR 缓冲液１μL,正反向引

物(１０μmol/L)各０．５μL,dNTPs１μL,rTaq 酶

０􀆰０５μL,加ddH２O补足１０μL.PCR扩增程序如

下:９４℃下预变性４min;９４℃下变性３０s,５５℃~
６０℃下退火３０s(温度因引物不同而异),７２℃下延

伸３０s,４０个循环;最后７２℃下延伸５min.PCR
产物用４％琼脂糖凝胶电泳,电泳结束后在凝胶成

像仪拍照并读胶.

１．５　抽穗期相关基因的表达分析

用总RNA 提取试剂盒(Axygen)提取突变体

和野 生 型 幼 穗 分 化 前 的 叶 片 总 RNA.以 经 过

DNaseⅠ处理过的总 RNA 为模板,采用实时 PCR
用cDNA合成试剂盒 (TOYOBO)反转录合成cDＧ
NA 第１链.然后利用实时定量 PCR(qRTＧPCR)
方法分析各基因在野生型和突变体中的表达量.以

３３２叶卫军等:水稻迟抽穗突变体dth９ 的遗传分析与基因定位



表１　本研究中精细定位所用引物

Table１．Primersusedforfinemappinginthestudy．

分子标记

Marker

正向引物 (５′Ｇ３′)

Forwardprimer(５′Ｇ３′)

反向引物 (５′Ｇ３′)

Reverseprimer(５′Ｇ３′)

大小

Size/bp

物理位置

Physicalposition/Mb
D９Ｇ４ AGCCTCATACCTCCCACA CGCCTGGAAGACAATCAA １５１ ３．０４７
D９Ｇ７ AAAGATTCTCAAGGCCAGTC TATCTAGATCGTGGCCCA １７２ ３．５８３
D９Ｇ８ TTGCATGGTCACGTTCCT TGATTGCGGAGTGATGAG ２６０ ３．６０８
D９Ｇ９ CCAATGTAGCAGCCGTAA CGTTGAGGATTCAGTGGT １２９ ３．９８３
D９Ｇ１７ AATCGGTGAATGTCCTTG GAAACATCCATGCCTTGC １２４ ４．２２３
D９Ｇ１９ TCCATCGCATTTGAGTGT AAGTTAGTAGGCGGAAGG ２２３ ４．３３２
D９Ｇ１２ GGGGTGATGCTGGTTTAT AAGGGTCTCATCTGGAAAA ２５５ ４．３５４
D９Ｇ２ GGCTTCTCAACCAAGGTAA ACGCATCAAATCAGGCAC ２０５ ４．５５４
RM４４４ GCTCCACCTGCTTAAGCATC TGAAGACCATGTTCTGCAGG １６２ ５．９２５

　　PCR产物大小和物理位置参考日本晴的序列.

ThesizesofPCRproductsandthemarkers’physicalpositionsarebasedonthesequenceofNipponbare．

表２　抽穗期相关基因表达量分析引物

Table２．PrimersusedforqRTＧPCRanalysisofgenesassociatedwithheadingdate．

分子标记　　

Marker　　

正向引物 (５′Ｇ３′)

Forwardprimer(５′Ｇ３′)

反向引物 (５′Ｇ３′)

Reverseprimer(５′Ｇ３′)
Ghd７ AGGTGCTACGAGAAGCAAATCC GGGCCTCATCTCGGCATAG
Ghd８ CGTGCAATGGTTTAGACTAAAG AACAGCATCAGCATCAACAA
Hd６ ACGTGAAGCTATGGCACATC TGTGGTCGTGCTCTGCTATT
Hd３a GCTAACGATGATCCCGAT CCTGCAATGTATAGCATGC
Hd１ CGTTTCGCCAAGAGATCAG AGATAGAGCTGCAGTGGAGAAC
RFT１ CGTCCATGGTGACCCAACA CCGGGTCTACCATCACGAGT
Ehd１ AATCGATTCCAACAACAAGCAA TGTCGAGAGCGGTGGATGA
OsMADS５１ GTCGGCAAGCTCTACGAGTACTC GCGAATTGCTGATAGCGATCA
OsActin１ GCTATGTACGTCGCCATCCA GGACAGTGTGGCTGACACCAT

基因Actin１(Os０３g０７１８１００)作为内参基因.２０μL
实时荧光定量PCR体系包括cDNA模板１μL,２×
SYBRqPCR Mix (TOYOBO)１０ μL,正反引物

(１０μmol/L)各１μL,ddH２O补足至２０μL.PCR
扩增程序如下:９５℃下预变性１．５min;９５℃下１０s,

６０℃下３０s,７２℃下２０s,４０个循环.以 ２－ΔΔCT 法

计算各基因的相对表达量[１４].用于检测与抽穗期

相关基因表达量的引物见表２.

２　结果与分析

２．１　突变体的表型分析

与野生型９３Ｇ１１相比,突变体dth９ 的抽穗期延

长了５０d左右.在苗期和分蘖期,野生型和突变体

的表型基本无差异.但当９３Ｇ１１抽穗时,DTH９ 仍

处于分蘖期;当９３Ｇ１１处于成熟期时,DTH９ 处于

孕穗期(图１ＧA).突变体dth９ 在浙江杭州(长日

照)的抽穗期要长于海南陵水(短日照),表明该基因

在长日照下对抽穗期的影响可能更大.其他主要农

艺性状与野生型相比无显著差异(表３).

２．２　突变体的遗传分析

为了研究dth９ 的遗传特性,将dth９ 与野生型

品种９３Ｇ１１进行正反杂交配组后,２个组合 F１表现

为正常抽穗期,说明该性状受隐性基因控制.而２
个组合获得的 F２群体表现出明显的分离现象.在

dth９ 和９３Ｇ１１的组合中,调查了８７０个植株的表

型,其中表现为正常抽穗期的植株６６２株,晚抽穗表

型的植株２０８株,经卡方检验正常抽穗与晚抽穗单

株的分离比符合３∶１分离比(χ２＝０．２８１＜χ２
０．０５＝

３􀆰８４)(表４).在９３Ｇ１１和dth９ 的组合中,调查了

５０８个单株的表型,其中表型正常的植株３８９株,晚
抽穗表型的植株有１１９株,经卡方检验正常表型单

株与突变表型单株的分离比也符合３∶１分离比(χ２

＝０􀆰３４３＜χ２
０．０５＝３􀆰８４)(表４),进一步表明dth９ 迟

抽穗表型受一对隐性核基因控制.

２．３　迟抽穗基因定位

　 　从dth９与日本晴杂交获得的F２群体中,随

４３２ 中国水稻科学(ChinJRiceSci)　第３０卷第３期(２０１６年５月)



A－９３Ｇ１１和突变体的植株表型,标尺＝２０cm.B－DTH９ 成熟期表型,标尺＝２０cm.

A,PhenotypesofthewildＧtypeandtheheadingＧdelayedmutantDTH９,bar＝２０cm．B,PhenotypeofDTH９atmaturestage,bar＝２０cm．
图１　野生型和迟抽穗突变体dth９ 的表型

Fig．１．PhenotypesofthewildＧtypeandtheheadingＧdelayedmutantdth９．

表３　野生型和突变体的主要农艺性状比较(浙江杭州,２０１３年)

Table３．ComparisonofmajoragronomictraitsbetweenthewildＧtypeandthemutant(Hangzhou,Zhejiang,２０１３)．

农艺性状

Agronomictrait

野生型

WildＧtype

突变体

Mutant
株高Plantheight/cm １１８．６７±１．５２ １１５．３０±０．５８∗

穗长Paniclelength/cm ２３．０５±０．９１ ２１．３３±１．１５
有效穗数 No．ofeffectivepanicles ８．３±０．５ ８．０±０．８
抽穗期 Headingdate/d ９８．０±０．８ １４７．３±２．５∗∗

每穗实粒数 No．offilledgrainsperpanicle １７１．５±４．０ １７３．０±２．７
结实率 SeedＧsettingrate/％ ９３．７２±０．０１ ９２．２０±０．０１
千粒重１０００Ｇgrainweight/g ３１．５０±０．５７ ３１．５７±０．４０
一次枝梗数 Primaryrachisbranchnumber １２．０±０．７ １２．６±０．６
二次枝梗数 Secondaryrachisbranchnumber ３６．８±１．３ ３７．３±０．６

　　数据用平均数±标准差表示(n＝３).∗ ,∗∗ 分别表示在０．０５和０．０１水平上差异显著(t检验).

Figuresareshownasmean±SD (n＝３)．∗ ,∗∗ Significantat０．０５and０．０１levelsbytＧtest,respectively．

表４　迟抽穗突变体dth９ 的遗传分析

Table４．Geneticanalysisofthedth９ mutant．

组合

Cross

F１表型

PhenotypeofF１

F２

正常植株数

No．of

normalplants

迟抽穗植株数

No．ofheadingＧ

delayedplants

总数

Total

χ２

DTH９/９３Ｇ１１ 正常抽穗期 Normal ６６２ ２０８ ８７０ ０．２８１
９３Ｇ１１/DTH９ 正常抽穗期 Normal ３８９ １１９ ５０８ ０．３４３
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１－日本晴;２－９３Ｇ１１;３－F１;４~２４－F２群体中突变体表型的单株;７－单交换单株.

１,Nipponbare;２,９３Ｇ１１;３,F１;４－２４,IndividualswithmutantphenotypeintheF２population;７,SinglecrossingＧoverplant．
图２　利用标记RM４４４对F２群体中２１个突变体单株进行基因型分析

Fig．２．Genotypeanalysisofthe２１F２plantswithmutantphenotypeusingthemarkerRM４４４．

图３　DTH９ 基因的精细定位

Fig．３．FinemappingofDTH９．

机挑选２１株迟抽穗表型的单株,并筛选了１４０对在

亲本间多态表现较好的引物用于DTH９ 的连锁分

析.发现第９染色体着丝粒附近SSR标记 RM４４４
与DTH９ 表现出连锁现象(图２).在连锁标记附

近设计引物获得了１对多态性良好的InDel连锁标

记D９Ｇ４.用这两对引物对F２群体中９３株迟抽穗表

型的单株进行基因型分析,结果发现在两个标记处

都有交换发生,但没有单株在两个标记处同时发生

交换.因此,我们将DTH９ 初步定位在标记 D９Ｇ４
和RM４４４中间.为了进一步精细定位 DTH９ 基

因,我们在D９Ｇ４和 RM４４４标记之间开发了７对有

多态性的InDel标记.从dth９ 和日本晴以及dth９
和武运粳７号杂交衍生的F２群体中共获得了１３７４
个迟抽穗表型的单株,利用这些单株最终将该基因

精细定位在D９Ｇ９和D９Ｇ１７之间大约２４０kb的区间

内,横跨 AP００５５９０ 和 AP００５７３８ 这两个 BAC(图
３).

２．４　抽穗期相关基因的表达分析

为了研究该基因突变后对其它抽穗期相关基因

表达 的 影 响.我 们 通 过 荧 光 定 量 PCR 技 术 对

Hd１、Hd３a、Ghd７ 等与抽穗期相关基因的表达进

行分析.结果显示,与野生型相比,所有检测基因的

表达量在突变体中都明显下调(图４).其中,Hd６
在野生型和突变体中的表达差异达到了显著水平,

Ghd７、Ghd８、Hd３a、Hd１、RFT１、Ehd１ 和 OsＧ
MADS５１ 的表达差异达到了极显著水平,且 Hd１、

RFT１、OsMADS５１ 在突变体中几乎不表达.说明

DTH９ 的突变影响其他抽穗期相关基因的表达.

３　讨论

水稻是重要的粮食作物,且作为单子叶的模式

植物,其功能基因组学研究受到越来越来越多科研

工作者的关注[１５].抽穗期是水稻重要的农艺性状

之一,适宜的抽穗期对扩大水稻品种的种植区域和

提高产量有着重要意义.更多水稻抽穗期相关基因

的克隆对充分认识抽穗期的遗传机制和品种改良都

有重大意义.迄今已克隆了２０多个水稻抽穗期基

因,还精细定位了９个抽穗期 QTL[１６],如dth．１a、
Hd９、Hd８、Hd１６、Hd３b、Hd４、Hd２[１７Ｇ２３].Hd１
是水稻中第一个通过图位克隆方法克隆的水稻抽穗

期基因,编码与拟南芥CO 同源的基因,表现为短日

照下促进开花,长日照下抑制开花[５].Hd３a编码
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数据用平均数±标准差表示(n＝３).∗ ,∗∗ 分别表示在０．０５和０．０１水平上差异显著(t检验).

Figureswereshownasmean± SD(n＝３)．∗ ,∗∗ Significantat０．０５and０．０１levelsbytＧtest,respectively．
图４　抽穗期相关基因在dth９ 和野生型中的表达差异

Fig．４．Expressionlevelsofgenesassociatedwithheadingdateinthedth９ mutantandthewildＧtype．

一个与拟南芥中促进开花的 FLOWERINGLOＧ
CUST (FT)基因高度相似的基因.在短日照条件

下,Hd３a 的转录水平直接影响水稻的抽穗期,且

Hd３a的表达受到Hd１ 的调控[６].Ehd１ 编码一种

B型反应调节子,与水稻中未知的组蛋白激酶形成

双组分信号级联传递通路,调控水稻的开花,且

Ehd１ 能独立于Hd１ 调控水稻抽穗期[７].水稻抽

穗期基因除了直接调控抽穗期外,部分基因还表现

出一因多效的现象.Ghd７ 是一个同时控制株高、
每穗粒数和抽穗期的基因,编码一个CCT结构域蛋

白.研究表明,在长日照条件下增强Ghd７ 的表达,
能延长抽穗期,增加株高,使稻穗变大[１１].Ghd８ 编

码转录因子CCAAT盒结合蛋白的 HAP３亚基,同
时调控水稻产量、株高和抽穗期,并在长日照下下调

Ehd１ 和Hd３a 的转录水平[１２,２４].此外,Ghd８ 上调

水稻分蘖和侧枝发生基因MOC１ 的表达,从而调控

水稻的分蘖数、一次枝梗数和二次枝梗数,进而影响

产量[２４].另外,也有科研工作者将水稻抽穗期基因

应用于育种实践[２５].中国科学院遗传和发育生物

学研究所林少杨研究组将 Hd１ 导入到越光品种

中,新品种 KoshihikariH３号的种植区域由原品种

的北纬３５．０°~３７．５°延伸至北纬１０°,且产量增加了

３０％.
本研究从９３Ｇ１１为背景的突变体库中筛选到一

个迟抽穗突变体dth９,并进行了遗传分析和精细定

位.遗传分析表明该性状受一对隐性核基因控制,
并将DTH９ 定位在第９染色体着丝粒附近,位于标

记D９Ｇ９和D９Ｇ１７之间约２４０kb的区间内.该区段

内未见抽穗期相关基因的报道.因此,DTH９ 是一

个新的抽穗期基因.由于该区段靠近着丝粒,因此

需要更大的定位群体进行进一步的精细定位.通过

对突变体和野生型中抽穗期相关基因表达的分析,
发现所有检测基因的表达量在突变体中均下调,表
明该基因的突变影响了其他相关基因的表达.本研

究为该基因的进一步克隆和功能分析提供参考.该

突变体也可作为种质资源来改良水稻品种抽穗期,
比如解决杂交配组时抽穗期差异太大而无法配组的

问题.
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