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摘　要：水稻扭曲叶突变体狉狋犾１是利用甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变粳稻品种日本晴获得的。在苗期，该突变体的叶片就表现

出皱缩和扭曲状。将该突变体分别与籼稻品种台中本地１号和浙辐８０２进行配组。遗传分析表明该突变体性状受１对隐性

单基因控制。通过混合分离法，找到了位于第４染色体上的紧密连锁ＳＳＲ标记ＲＭ１１５５，通过新发展的多态性ＳＴＳ标记，最

终将该基因定位在ＳＴＳ标记Ｔ１５９１和ＳＳＲ标记ＲＭ１３５９之间，其遗传距离分别为０．４８和０．９６ｃＭ。为进一步克隆该基因

打下了基础。
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　　 叶是植物进行呼吸和光合作用的主要营养器

官，其形态直接影响到光能的利用率［１３］。叶的发

育通常分为叶原基形成和叶极性建立两个阶段，即

叶原基从顶端分生组织（ＳＡＭ）分化出来，再通过近

远轴、中侧轴和基顶轴３个轴向的极性发育形成

一片完整的叶［４５］。近年来，通过对玉米、拟南芥和

金鱼草等高等植物叶型突变基因的研究，已初步探

明了一些与叶发育相关的调控机制，其主要是通过

一些基因或基因家族的网络调控，使植物的ＳＡＭ

随着生长而分化出相应的叶原基并正常发育。目

前，与叶发育相关的基因或基因家族主要有犠犝犛

犆犎犈犔（犠犝犛）、犆犔犃犞犃犜犃（犆犔犞）、犓犖犗犡、犔犅犇、

犕犢犅、犎犇犣犐犘Ⅲ、犢犃犅犅犢（犢犃犅）、犌犃犚犘等，其中

犠犝犛参与的正调控和犆犔犞 参与的负调控能够彼此

形成一个负反馈的调节环，通过干细胞的数量和分

化状态来调节ＳＡＭ的维持和分化［６８］。犓犖犗犡 的

Ⅰ类家族基因则主要参与了对ＳＡＭ 的维持，若这

些基因持续表达，ＳＡＭ 的特征可能就会一直保

持［９１２］。犔犅犇家族的犃犛２和犕犢犅 家族的犃犛１能

够抑制犓犖犗犡Ⅰ基因的表达，同时促进近轴面的发

育，反过来 犓犖犗犡Ⅰ家族中的犛犎犗犗犜犕犈犚犐犛

犜犈犕犔犈犛犛（犛犜犕）也能负调控 犃犛１ 和 犃犛２ 在

ＳＡＭ上的表达［１３１６］。而编码 ＨＤＺＩＰⅢ蛋白的相

关基因决定了叶片的近轴面的发育［１７１９］，犢犃犅

收稿日期：２０１００８２３；修改稿收到日期：２０１０１００８。

基金项目：国家转基因生物新品种培育科技重大专项资助项目

（２００９ＺＸ０８００１０２２Ｂ，２００９ＺＸ０８００９１２５Ｂ）；国家自然科学基金资助

项目（３０９７０１７１）。
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和犌犃犚犘家族则决定了远轴面的分化，同时犢犃犅

也能够抑制犓犖犗犡 基因在叶片中的表达［２０２５］。

当然整个叶发育过程还受到了生长素及小分子

ＲＮＡ等因子的调控［２６３０］。

我们在日本晴的诱变后代中发现一个叶片皱缩

和扭曲的突变体，通过与浙辐８０２及台中本地１号

的Ｆ２群体对该突变体进行了遗传分析和基因定位，

确定狉狋犾１为一个未报道的新位点。下一步，我们将

扩大群体并开展相关生理实验，以期对该基因进行

克隆和功能解读。

１　材料与方法

１．１　水稻材料

突变体狉狋犾１ 是由粳稻品种日本晴经甲基磺酸

乙酯（ｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，ＥＭＳ）诱变后获得

的。用该突变体与生态型不同的籼稻品种台中本地

１号（ＴＮ１）及浙辐８０２进行了杂交配组，获得Ｆ１和

Ｆ２。

１．２　遗传分析

在种植Ｆ１和Ｆ２时，同时种植突变体狉狋犾１ 作为

对照。对Ｆ１和Ｆ２群体进行表型调查，统计野生型

与突变体的数量，进行数据分析。

１．３　水稻犇犖犃的提取与混合池的构建

于苗期将Ｆ２群体中的突变体挑出，ＤＮＡ的提

取参照ＣＴＡＢ方法［３１］，并略作修改。利用混合分

离分析法（ｂｕｌｋｅｄｓｅｇｒｅｇａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＢＳＡ）进行

犚犜犔１的分子定位。从狉狋犾１／ＴＮ１的Ｆ２分离群体中

随机取２０个突变株的等量ＤＮＡ混合构建一个突

变池，以两个亲本、Ｆ１和突变池为模板，用覆盖基因

组的分子标记进行扩增。

１．４　犇犖犃扩增与检测

综合以往本实验室得到的分子标记多态性结

果，我们挑选了均匀分布于全基因组的１３７对ＳＳＲ

标记进行了ＤＮＡ扩增，ＰＣＲ产物用５％的琼脂糖

凝胶检测，经溴化乙锭染色后用凝胶成像仪进行观

察。

１．５　新标记发展

根据公布的粳稻品种日本晴和籼稻品种９３１１

的基因组序列，我们先获得日本晴的 ＢＡＣ序列

（ｈｔｔｐ：／／ｒｇｐ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＩＲＧＳＰ／），再通过

ＮＣＢＩ中的ＢＬＡＳＴ对籼稻进行序列比对（ｈｔｔｐ：／／

ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ），找到序列差异

后，运用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ５．０软件设计前后引物，并

将引物序列再次比对（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｒａｍｅｎｅ．ｏｒｇ／

Ｍｕｌｔｉ／ｂｌａｓｔｖｉｅｗ），以确保其在基因组中的唯一性。

１．６　连锁分析

根据分子标记对Ｆ２群体中１０２株扭曲叶突变

体ＤＮＡ扩增结果，利用 ＭａｐＭａｋｅｒ２．０软件进行

连锁分析。

２　结果与分析

２．１　突变体的表型分析

突变体最显著的特征是叶片的基部表现为皱缩

和扭曲状（图１），在新叶的伸长生长时，由于叶片扭

曲，使叶尖无法从叶鞘中完全伸出，从而形成一个

“Ｏ”型，但随着下一新叶的生长，该叶会随植株的生

长而最终伸出，但扭曲部位展开后表现为皱缩和扭

曲状，抽穗后，偶见穗部发生扭曲，其他主要表型性

状与野生型相比均没有明显变化。

２．２　突变体的遗传分析

将突变体与籼稻品种ＴＮ１进行正交配组，同时

和浙辐８０２进行正反交配组，Ｆ１所有植株的表型均

与野生型相同，表明该突变体受隐性基因控制。在

３个Ｆ２分离群体中的正常植株与突变植株的比例

均接近３∶１，经卡方测验，均小于χ
２
０．０５＝３．８４，符合

１对隐性单基因控制的遗传分离模式（表１）。表明

该突变体表型由隐性单基因控制。

２．３　犚犜犔１基因的定位

通过构建好的混合池，利用均匀分布于全基因

组多态性良好的１３７对ＳＳＲ标记进行混合分离分

析，发现位于第４染色体的标记ＲＭ１１５５在突变池

的扩增带型与突变体狉狋犾１的扩增带型一致，几乎看

不到ＴＮ１的带型。我们进一步利用分离群体的

１０２个突变单株进行扩增验证，发现ＲＭ１１５５与突

变体表型紧密连锁（图２），遗传距离为２．４５ｃＭ。

　　为了进一步定位犚犜犔１基因，根据已公布的籼

图１　水稻狉狋犾１和日本晴的表型

Ｆｉｇ．１．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆ狉狋犾１ａｎｄＮｉｐｐｏｎｂａｒｅ．

Ａ－野生型日本晴；Ｂ－突变体狉狋犾１。

Ａ，ＷｉｌｄｔｙｐｅＮｉｐｐｏｎｂａｒｅ；Ｂ，Ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ狉狋犾１．

２６２ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２５卷第３期（２０１１年５月）



表１　水稻突变体狉狋犾１的遗传分析

犜犪犫犾犲１．犌犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉狋犾１．

组合

Ｃｒｏｓｓ
Ｆ１

Ｆ２群体Ｆ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

野生型

Ｗｉｌｄｔｙｐｅ

突变株

Ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ

总数

Ｔｏｔａｌ

χ
２
３：１

狉狋犾１／ＴＮ１ 野生型 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ ３３９ １０２ ４４１ ０．７２６

狉狋犾１／浙辐８０２狉狋犾１／Ｚｈｅｆｕ８０２ 野生型 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ ３２８ ９５ ４２３ １．３２５

浙辐８０２／狉狋犾１Ｚｈｅｆｕ８０２／狉狋犾１ 野生型 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ ２３５ ６８ ３０３ ０．９２５

表２　用于定位犚犜犔１的分子标记

犜犪犫犾犲２．犔犻狀犽犪犵犲犿狅犾犲犮狌犾犪狉犿犪狉犽犲狉狊狌狊犲犱狋狅犿犪狆犚犜犔１．

标记

Ｍａｒｋｅｒ

引物序列Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅｉｎ

Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ／ｂｐ

Ｔ１５９１ ＣＧＡＴＴＡＧＴＧＴＡＣＧＡＧＡＣＣＧＡＣ ＧＧＴＴＴＴＡＴＣＴＡＴＧＣＣＡＴＣＴＧＣ １１６

Ｔ２９６７ ＡＴＧＴＴＧＴＴＴＡＣＣＣＴＴＡＧＴＣＴＣＣ ＡＡＧＣＴＣＡＴＡＧＣＡＣＧＣＴＡＧＡＴＧ １６５

Ｔ６７０６ ＡＴＧＣＴＧＧＴＧＣＡＡＴＡＴＴＴＣＣＴＡ ＴＡＴＣＣＴＧＴＣＴＴＧＣＴＴＡＣＴＴＣＡＴ ２０２

Ｔ３０１６ ＴＡＣＡＴＧＴＣＡＡＣＧＴＡＧＧＡＧＣＧ ＡＧＣＣＡＡＡＧＡＣＣＡＡＡＣＡＡＡＴＣ １９９

Ｔ７００２ ＣＣＣＡＣＴＡＴＴＡＣＣＡＣＡＣＴＣＡＣＡＴ ＣＧＴＴＧＴＣＡＣＧＴＣＧＡＴＴＴＣＴＴ ９４

Ｔ１６００ ＣＴＴＴＧＧＣＣＡＴＡＡＧＧＣＴＡＴＴＣＡＣ ＴＴＴＣＣＴＴＣＴＴＣＴＣＣＣＴＡＴＧＣＴＧ １５９

Ｔ６６２１ ＣＡＣＡＴＣＣＧＡＣＣＡＴＴＣＡＴＣＴＴＴ ＣＧＴＴＴＡＴＴＴＴＴＧＴＴＧＣＧＡＧＴＴＧ １０６

图２　分子标记Ｔ１６００（Ａ）和ＲＭ１１５５（Ｂ）与皱曲叶性状的连锁分析

Ｆｉｇ．２．ＳｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｐａｔｔｅｒｎｓｗｉｔｈＴ１６００（Ａ）ａｎｄＲＭ１１５５（Ｂ）ａｍｏｎｇｓｏｍｅＦ２ｐｌａｎｔｓｗｉｔｈ狉狋犾１ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ．

Ｐ１－台中本地１号；Ｐ２－狉狋犾１；１～３９－部分Ｆ２群体单株。

Ｐ１，ＷｉｌｄｔｙｐｅｐａｒｅｎｔＴＮ１；Ｐ２，Ｔｈｅｍｕｔａｎｔ狉狋犾１；Ｌａｎｅｓ１ｔｏ３９，ＳｏｍｅＦ２ｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｒｕｍｐｌｅｄａｎｄｔｗｉｓｔｅｄｌｅａｆ．

粳稻基因组序列，我们在ＲＭ１１５５附近共寻找和发

展了多对ＳＳＲ和ＳＴＳ标记（表２），经多态性检测，

发现２对已知的ＳＳＲ和７对新发展的ＳＴＳ标记有

多态性，利用这些标记最终将该基因定位在ＳＴＳ标

记Ｔ１５９１和ＳＳＲ标记ＲＭ１３５９之间，其遗传距离分

别为０．４９和０．９８ｃＭ（图３）。

３　讨论

植物顶端分生组织（ＳＡＭ）是胚后器官发育的

源泉，叶和花等侧生器官均来自于ＳＡＭ 的分化。

玉米的犓犖犗犜犜犈犇１（犓犖１）是植物中首先发现的

ｈｏｍｅｏｂｏｘ基因，该基因的显性突变可使植株叶片

零星出现一些类似分生组织的节状突起结构，同时

叶舌区域扭曲、鞘组织和叶舌边缘呈叶状［３２３３］。

犓犖犗犡（犓犖犗犜犜犈犇犜犔犐犓犈ｈｏｍｅｏｂｏｘ）基因又分

为Ⅰ和Ⅱ两个家族，其中，Ⅰ类基因家族与犓犖１同

源性最高。研究表明犓犖犗犡 的Ⅰ类基因在分生组

织中特异表达，而在侧生器官中表达受抑制，其主要

参与了对ＳＡＭ 的维持。将犓犖犗犡 Ⅰ基因在双子

叶植物中进行过量表达后，异位表达的转基因植株

叶片能够表现为皱缩叶和裂状叶，表型极端时植株

矮化、叶片变 小［３４３７］。水稻的犗狊犃犛２ 属于犔犅犇

基因家族，该基因在苗顶端分生组织和侧生器官中

均有表达，但在苗顶端分生组织上表达相对较弱，

犗狊犃犛２在水稻的过量表达使植株表现出矮化，叶片

严重扭曲，叶片的远轴面有较多的突起等性状，与本

研究中的突变体扭曲性状极其相似。同时，过量表

达犗狊犃犛２的 愈 伤 组 织 能 提 高 细 胞 分 裂 基 因
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图３　犚犜犔１基因在水稻第４染色体上的连锁标记

Ｆｉｇ．３．Ｌｉｎｋａｇｅｍａｒｋｅｒｓｏｆ犚犜犔１ｇｅｎｅｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ４．

犆犢犆犇３；１及犗犛犎１的表达量，使细胞保持分裂能

力，抑制细胞的分化［３８］。犢犃犅犅犢 基因家族编码具

有一个锌指环和一个螺旋环螺旋结构的蛋白，

犢犃犅３主要在叶原基和幼嫩的叶片中表达。犠犝犛

犆犎犈犔犔犐犓犈犎犗犕犈犗犅犗犡３（犠犗犡３）基因的表达

模式类似犢犃犅３，也主要在营养分枝和发育的穗中

表达。犢犃犅３ 的 ＲＮＡ干涉（ＲＮＡｉ）植株和犠犗犡３

的过表达植株都出现了扭曲叶和节状叶的表型，这

个表型与玉米的犓犖１ 有些类似。事实上，犓犖犗犡

Ⅰ家族在水稻上的过表达植株也能诱导出节状物并

造成叶鞘连接处器官的模糊。ＲＴＰＣＲ结果表明，

犓犖犗犡Ⅰ 家族的 犗犛犎１ 和 犗犛犎３ 在 犢犃犅３ 的

ＲＮＡｉ和犠犗犡３的过表达植株中都能易位表达，表

明犢犃犅３ 也能够抑制犓犖犗犡 基因的表达，但是

ＲＮＡｉ植株中犢犃犅３ 基因的下调并不影响犠犗犡３

和其他的犢犃犅犅犢 基因的表达，相反，犠犗犡３ 的过

表达植株却能够抑制犢犃犅３的表达，同时，其ＲＮＡｉ

植株中下调的犠犗犡３却能诱导犢犃犅３的表达，证明

犠犗犡３是犢犃犅３ 的抑制子［３９］。事实上，这些与叶

发育相关的基因导入单子叶和双子叶植物后往往有

不同的表型，除了可能是发育模式上的差异外，也可

能是这些基因在功能上并不保守。产生皱缩叶、扭

曲叶及节状叶表型的转基因植株直接或间接地促进

了犓犖犗犡基因的异位表达，而本研究中突变体的

表型是否也与犓犖犗犡 家族异常表达有关，我们将

在以后的研究中证实。

叶型是理想株型的重要组成部分，为了进行品

种改良和分子遗传学研究，人们已经通过理化诱变、

ＴＤＮＡ插入和转座子标签法等创制了大量的水稻

叶器官突变体。主要有以下几种类型：叶片的大小，

如宽叶和窄叶、长叶和短叶等［４０４３］；叶片的卷曲，如

微卷和葱卷、正卷和反卷等［４０，４４４５］；叶片的夹角，如

直立叶、大角叶、披叶等［４５５０］；叶片的表皮毛，如毛

叶和光叶［５１５２］；叶鞘连接处器官，如无叶舌、无叶

耳、无叶枕等［５３］；其他异常形态，如开叉叶、丝状叶、

波形叶等［５４５５］，当然这些表型往往并不单一，经常

是多性状同时存在的，其中已有多个基因被定位和

克隆。在本研究中，日本晴的ＥＭＳ突变体狉狋犾１ 表

现为皱缩和扭曲状的叶片，尽管对犢犃犅３ 的ＲＮＡｉ

和犗狊犃犛２、犠犗犡３的过表达植株也能出现类似的表

型，但直接的突变体还未见报道，并且该位点与这些

基因也不在同一区间，因此，狉狋犾１应为一个影响水稻

叶发育的新基因，通过ＳＳＲ和ＳＴＳ标记，我们将该

基因定位在Ｔ１５９１和ＲＭ１３５９之间共１．４４ｃＭ 的

区间内。这为进一步克隆该基因打下了基础。
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