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Abstract: 【Objective】 Wax is an important protective substance on plant surface. Screening and identification of 

waxy-related mutants help elucidate the genetic mechanism of waxy synthesis in rice. 【Method】A waxy sparse mutant, 

waxy1, was isolated from an ethylmethylsulfone (EMS) mutagenic population of Xiangzaoxian 6. The morphological 

characteristics and agronomic traits of waxy1 mutant were analyzed. The F2 segregating population was constructed from 

a cross between waxy1 and japonica variety 02428, and the recessive individuals were selected for fine mapping of 

WAXY1 gene. In addition, the expressions of related genes were analyzed by quantitative PCR. 【Results】Compared with 

the wild type, wax1 mutant showed many morphological abnormalities, including small wrinkled leaves, shorter panicle 

and reduced waxy crystals on leaf surface. The wax1 mutant was also featured by increased effective panicle number, and 

obviously decreased plant height, 1000-grain weight and number of grains per panicle. Genetic analysis implied that the 

mutant phenotype was controlled by a pair of recessive nuclear gene. The WAXY1 gene was fine-mapped to a 49.8 kb 

interval between markers RM5806 and P1 on the chromosome 10. A total of 4 ORFs (open reading frames) were found in 

this region. Sequencing analysis indicated that a single base transition was present in the coding region of 

3-ketoacyl-CoA synthase, which resulted in an amino acid substitution. In addition, mutation of WAXY1 increased the 

expression of KNOX gene OSH6, and caused differential expressions of some IAA genes. 【Conclusion】The WAX1 gene 

mutation resulted in the decrease of waxy crystals on leaf surface and abnormalities in plant growth and development 

through affecting shoot apex meristem and auxin signal transduction. 
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摘  要：【目的】蜡质是植物表面的一种重要保护物质，筛选和鉴定水稻蜡质相关突变体有助于解析水稻蜡质形

成的遗传机制。【方法】利用 EMS 诱变籼稻品种湘早籼 6 号，从突变体库中筛选出一个蜡质稀少的突变体 wax1，

考查突变体的形态特征和农艺性状，利用突变体与 02428 杂交的 F2 群体定位目标基因，并通过荧光定量 PCR 分

析相关基因的表达情况。【结果】与野生型相比，wax1 突变体具有叶片短小皱褶、叶表面蜡质晶体减少、穗长变

短等形态特征；在农艺性状方面，突变体的株高、每穗总粒数和千粒重显著降低，但有效穗数显著高于野生型；

遗传分析表明，wax1 的突变表型受一对隐性核基因控制，将 WAX1 基因定位在第 10 染色体上 SSR 标记 RM5806

与 InDel 标记 P1 之间，物理距离约为 49.8 kb；定位区间内的测序结果表明，突变体中 β-酮脂酰-CoA 合酶的编码

基因发生单碱基突变，导致催化活性中心的一个氨基酸发生改变。WAX1 基因的突变显著提高了同源异型盒基因

OSH6 的表达，同时引起部分 IAA 基因的差异表达。【结论】WAX1 基因突变引起叶表面蜡质晶体的减少，同时

通过影响茎尖分生组织和生长素的信号转导引起植株生长发育等多方面的异常。 
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植物表面覆盖有角质层，由表皮细胞分泌而来，

是植物与空气接触的一层疏水性屏障。它在降低植

物非气孔水分散失，保护植物抵御干旱、紫外辐射

以及病虫害等不良环境中起到重要作用[1,2]。角质层

由角质和蜡质组成，而蜡质又可分为内外两层，内

表皮蜡质通常填充在角质层致密的网状结构内，而

外表皮蜡质堆积在最外层并且自我组装成各种形

态的蜡质晶体[3]。蜡质是由一些碳链长度在 18 以上

的超长链脂肪酸 (very long chain fatty acids, 

VLCFAs)及其衍生物组成的有机混合物[4]。 

蜡质合成主要包括三个步骤：第一步在表皮细

胞的细胞质内从头合成 C16/C18 饱和脂肪酸，第二步

在内质网中由脂肪酸延长酶（fatty acid elongase，

FAE）复合体催化 C16/C18脂肪酸延长合成不同链长

的超长链脂肪酸，最后超长链脂肪酸通过脱碳基途

径和酰基还原途径转换成初级醇、烷烃、初级醛、

酮类以及次级醛等蜡质组分[3,5]。脂肪酸延伸复合体

（FAE）是由 β-酮脂酰-CoA 合酶（3-ketoacyl-CoA 

synthase, KCS ） 、 β- 酮 脂 酰 -CoA 还 原 酶

（3-ketoacyl-CoA reductase, KCR）、β-羟脂酰-CoA

脱水酶（3-hydroxacyl-CoA dehydratase, HCD）和反

式烯脂酰 -CoA 还原酶（ trans-2, 3-enoyl-CoA 

reductase, ECR）组成的多酶体系[6]。其中催化第一

步缩合反应的 KCS 被认为是延伸反应的限速酶，并

且具有严格的碳链长度特异性[7]。水稻基因组中共

有 34 个 KCS 同源基因，通过蜡质相关突变体的研

究，目前已克隆了 ONI1
[8,9]、ONI2

[10]、WSL1
[11]、

WSL4
[12,13]等多个 KCS 基因，这些基因突变都引起

超长链脂肪酸含量下降，进而导致叶表面的蜡质晶

体数量减少。此外，超长链脂肪酸含量的下降还影

响茎尖分生组织的功能及生长素等信号途径
[8,14,15]，因此这些突变体还表现出器官融合、形态

结构异常等其他表型[16]，其中 ONI1 和 ONI2 突变

体在种子萌发后不久就停止生长。与 KCS 基因的突

变表型相类似，水稻 KCR 基因突变体 wsl3 的叶色

变浅，表皮蜡质减少且分布不均匀[17]。水稻 ONI3

基因编码拟南芥 HOTHEAD 的同源蛋白，参与长链

脂肪酸（long chain fatty acids, LCFAs）的合成，基

因突变后也引起超长链脂肪酸含量下降，植株极端

矮小，不能发育到生殖阶段[18,19]。水稻 GL 基因参

与超长链脂肪酸转换成蜡质组分的过程，GL 基因

的突变体或干扰植株同样表现出蜡质含量减少，且

对干旱的敏感性增强[5,20]。另外，酰基转移酶编码

基因 OsWS1 受 osa-miR1848 调控，也参与超长链脂

肪酸和蜡质的生物合成[21]。综上，虽然多个蜡质合

成相关基因被克隆，但水稻中的蜡质合成途径仍不

完全清楚。 

本实验室利用化学诱变水稻品种湘早籼 6 号，

获得了一个蜡质减少的突变体 wax1。本研究对

wax1 突变体开展了形态学观察、遗传分析、基因定

位和相关基因的表达分析，为进一步阐明水稻蜡质

合成的分子机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

籼稻湘早籼 6 号的种子经 0.5%的甲基磺酸乙

酯（Ethylmethylsulfone，EMS）处理，2014 年种植

于长沙试验田。种子成熟后每个M1单株收一单穗；

2014–2015 年种植 M2株系于海南三亚基地，每个株

系种植 20 株，观察各株系的形态性状并收种。其

中一个株系表现出矮秆、叶片皱褶等明显形态异常，

该株系经 2015–2018 年连续自交已稳定遗传，命名

为 wax1。利用突变体 wax1 与野生型湘早籼 6 号正

反交，观察 F1 的表型，并统计 F2 群体的分离比例，

通过卡方检验进行遗传分析；利用突变体 wax1 与

广亲和粳稻品种 02428 杂交构建 F2 群体，用于基因

定位。 

1.2  农艺性状调查 

于成熟期考查野生型和 wax1 突变体的产量等

农艺性状，3 次重复，每次重复取 5 株考种。考查

性状包括株高、有效穗数、每穗总粒数、结实率和

千粒重。利用 DPS 14.10 分析野生型和突变体之间

的差异显著性。 

1.3  叶片表面的超微结构观察 

取分蘖期水稻的倒 1 叶，使用直径为 0.8 cm 的

打孔器在叶片中央取圆片，迅速放入 2.5%（v/v）

的戊二醛溶液中固定，24 h 后使用去离子水润洗样

品 3 次，每次 10 min；将样品放入 1%（w/v）的锇

酸溶液中继续固定，2 h 后使用 0.1 mol/L 磷酸缓冲

液清洗 3 次，每次 20 min；依次用梯度浓度的乙醇

溶液对样品脱水，每次 15 min；丙酮置换两次，每

次 15 min；在临界点干燥仪（Quorum K850）中干

燥后真空喷镀；将样品(叶片正面)放在扫描电镜

（HITACHI Regulus 8100）下观察、拍照。 

1.4  基因定位和候选基因预测 

基因定位主要根据株高和叶片扭曲情况判断

野生型和突变型。以突变体 wax1 与 02428 杂交的

F2 群体为定位群体，采用混合群体分离分析法

（Bulked Segregant Analysis，BSA）进行基因的初
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步定位。采用SDS法提取亲本及群体各单株的DNA。

从 F2群体中各取 10株野生型单株和 10株突变型单

株，各单株取等量 DNA 混合构建两个混池；利用

亲本间的多态性引物扩增两个基因池，筛选与目标

基因连锁的 SSR 标记，并利用少量突变型单株在连

锁标记附近进行初定位；根据初定位结果，以日本

晴和 93-11 的基因组为参考，比对目标区间内的籼

粳基因组序列，找出序列差异后利用 DNAMAN 6.0

设计 InDel 标记引物，在目标区间继续筛选和加密

分子标记。利用新的分子标记，对所有突变型单株

进行基因型分析，根据各标记的重组个体数量进行

精细定位。PCR 总体积 10 μL，含 2×Taq PCR 预混

试剂 5 μL、正反向引物各 1 μL（5 μmol/L），DNA

模板 1 μL，去离子水 2 μL。PCR 程序如下：94℃

下预变性 5 min；94℃下变性 30 s、55℃下退火 30 s、

72℃下延伸 30 s，35 个循环；72℃下延伸 5 min。

根据基因的功能注释信息，在精细定位区间进行候

选基因预测，并比较野生型和突变体的序列差异。 

1.5  基因表达检测 

采用 Yoshida 营养液培养水稻至 3 叶 1 心，使

用 RNA 提取试剂盒（Omega，USA）抽提叶片的

总 RNA，通过琼脂糖凝胶电泳和微量分光光度计

（NanoDrop 2000，Thermo）检测 RNA 的浓度和完

整性。RNA 经检测合格后，使用反转录试剂盒

（HiScript
®
 II Q RT SuperMix，南京诺唯赞）获得

cDNA；基因表达检测：cDNA 模板稀释 5 倍后用

于荧光定量 PCR 分析。使用 SYBR qPCR Master 

Mix(Vazyme)作为荧光染料，反应体系为 20 μL，在

荧光定量 PCR 仪上进行(IQ5，Bio-Rad，USA)。PCR

条件如下：95℃下预变性 1 min；95℃下变性 10 s，

60℃下退火和延伸 30 s，40 个循环。引物设计所用

软件为 DNAMAN 6.0，引物序列见表 1。以肌动蛋

白基因 OsActin 作为内参基因，基因表达的相对量

采用 2
–△△CT 法计算。样本间的差异显著性分析采用

Student-t 检验。 

2  结果与分析 

2.1  wax1 突变体的表型分析 

形态学观察发现 wax1 突变体除了植株变矮以

外，还具有多个异常表型。与野生型相比，wax1

突变体的叶片变短变窄、叶表面皱褶、穗长变短且

局部扭曲（图 1）。另外，叶片的亲水特性在野生

型和突变体之间也存在明显差异，野生型叶片在沾

水后形成水珠，而突变体叶片上的水珠则逐渐分散

到叶片表面。农艺性状调查结果表明（表 2），突

变体的结实率与野生型没有显著差异，但株高、每

穗总粒数和千粒重都极显著降低；相反，突变体的

有效穗数极显著高于野生型。扫描电镜（SEM）观

察显示，野生型叶片表明覆盖有一层致密的蜡质晶

体，突变体的乳突数量与野生型相比没有明显差异

（图 2-A, B），但蜡质晶体的数目明显减少，特别

是乳突上的晶体更加稀疏（图 2-C, D），这可能是

叶片发育异常的主要原因。  

表 1  基因定位及表达分析引物信息 

Table 1. Primers for gene mapping and expression analysis. 

引物名称 

Primer usage 

正向引物(5'→3') 

Forward primer (5'→3') 

反向引物(5'→3') 

Reverse primer (5'→3') 

RM5806 GAATGCTAATTGCGGTTGAAGC GGATCTTTCCTCCCAATCTTTGC 

ID09139 GAAACGGAGGGAGTATATCT CTGTTTCCGATTCTAAGAGC 

RM25414 GCTACCCAACCGCCTCCATAGC GATCGATCGGAGAGCTTGAGTTGG 

ID09071 AAGGTATTTCCCTCTCCTGA AAGAAGAAGAAAAACCCAGG 

P1 TCAACGAACACCAACAAGC CAGATTATCGGCGGTCACT 

OsActin CATTGGTGCTGAGCGTTTCC AGAAACAAGCAGGAGGACGG 

OSH6 GGTATTTGGTGGTGATTGTGTC AACCCTTGAGTTGAGCCATT 

OsIAA1 ACCAAGAGCCGCTCAATGAG ATCACACGTGGGCGAACATC 

OsIAA4 GCTCTTGCTGGATGGGTATGA AGGTGATGGGCGTCTTGAAC 

OsIAA6 GGCTATCGTCAGCTGTCAAACA GCAATTTGCGCATTAGTTTGG 

OsIAA9 CGAGAAGAAAATGGCCAATGA ATCCCCATCACCATCCTCGTA 

OsIAA15 CGTCCCCTGGAAAATGTTTG TGCTAAATTGACTGCTTCAGAGCTT 

OsIAA18 AAGAATGTGGGAAGGAGCTAACG ATGGTGGTGAGGGACAGCAT 
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2.2  突变体的遗传分析及基因定位 

根据株高和叶片扭曲情况作为突变表型的判

断依据，wax1 突变体与野生型正反交的杂种 F1 均

表现正常，wax1/湘早籼 6 号的 F2 群体中正常株 755

株，突变型单株 235 株，分离比例经卡方检验符合

3∶1（χ
2
=0.84 < χ

2 

0.05=3.84）；在湘早籼 6 号/wax1

的 F2 群体中，正常株 732 株，突变型单株 218 株，

卡方检验正常株与突变型株的分离比例同样符合

3∶1（χ
2
=2.13 < χ

2 

0.05=3.84），表明该突变表型受一

对隐性核基因控制。 

将wax1突变体与广亲和粳稻品种02428杂交，

利用 F2 群体进行基因定位。在 F2 群体中分别选取

10 株正常株和 10 株突变型单株构建 DNA 混池，使

用亲本间的 168 对多态性引物扩增两个DNA 混池，

发现第 10染色体上的 SSR引物RM271在两个混池

之间有明显多态。随后在 RM271 附近加密分子标

记，利用 106 个突变型 F2 单株，将目标基因定位在

SSR 标记 RM5806 和 InDel 标记 ID09139 之间。进

一步扩大突变型单株数量至 809 个，根据日本晴和

93-11 的基因组序列差异开发新的 InDel 标记，最终

将目标基因定位在 RM5806 与 InDel 标记 P1 之间，

物理距离约为 49.8 kb（图 3）。参考日本晴的基因

组序列，发现该区间内共有 4 个开放阅读框(open 

reading frame, ORF)。其中, ORF1、ORF2 和 ORF3

表 2  野生型与突变体 wax1 的主要农艺性状比较 
Table 2. Agronomic traits of the wild type (WT) and wax1 mutant. 

材料 

Material 

株高 

Plant height / cm 

有效穗数 

No. of effective 

panicles 

每穗总粒数 

No. of spikelets 

per panicle 

结实率 

Seed-setting 

rate /% 

千粒重 

1000-grain 

weight /g 

WT 81.4±3.4 5.5±0.5 134.3±6.7 81.8±6.3 23.9±0.4 

wax1 61.2±2.3** 7.4±0.2** 94.6±4.0** 77.7±2.5 21.9±0.3** 

**表示突变体与野生型之间的差异达 0.01 显著水平。 
**Difference between the mutant and WT was significant at 0.01 level. 

 

图 2  野生型和突变体叶片的扫描电镜图 

Fig. 2. Leaf scanning electron microscopic map of wild 

type and mutant. 

A，B—野生型和突变体的植株形态；C—野生型和突变体的穗型；

D—野生型和突变体的叶片形态；E—野生型和突变体叶片沾水后

的浸润特性。 

A and B, Plant morphology of the wild type and waxy1 mutant; C, 

Panicle morphology of the wild type and waxy1 mutant; D, Leaf 

morphology of the wild type and waxy1 mutant; E, Infiltration 

characteristics of leaf blade contaminated with water. 

图 1  野生型和突变体的形态表现 

Fig. 1. Morphological traits of the wild type(WT) and its 

mutant waxy1. 
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（Os10g0416100，Os10g0416500 和 Os10g0416800）

均编码几丁质酶，ORF4（Os10g0416200）编码 β-

酮脂酰-CoA 合酶，是 VLCFAs 合成途径中的关键

限速酶。测序结果表明，ORF1-ORF3 在野生型和

突变体之间没有序列差异，但 wax1 突变体在 ORF4

编码区的第 863 位碱基由 T 突变成 A，导致编码蛋

白的第 288 位氨基酸由缬氨酸（Val）突变为天冬

氨酸（Asp）。蛋白结构域分析发现，ORF4 共有两

个外显子，编码一个由 523 个氨基酸组成的蛋白质，

该蛋白第 96–514 位氨基酸为 β-酮脂酰-CoA 合酶的

催化活性中心，该区域非常保守。因此，预测 ORF4

为候选基因。 

2.3  水稻生长发育相关基因的表达分析 

前人研究已经证明，KCS 基因突变会影响茎尖

分生组织（SAM）的功能及生长素信号途径[8,14]。

同源异型盒（KNOTTED1-like homeobox, KNOX）

基因在 SAM 中特异表达，受生长素的负调控[22]，

其表达水平在维持 SAM 功能和植物正常发育过程

中起到关键作用。 

鉴于 wax1 突变体表现出多方面的形态异常，

我们进一步分析KNOX基因和生长素相关基因在突

变体中的表达情况。如图 4 所示，KNOX 基因 OSH6

的表达水平在突变体中极显著上升，约为野生型的

2.5倍。生长素信号转导基因的表达趋势并不一致，

其中 OsIAA4 在突变体中显著下调表达，而 OsIAA9

在突变体中的表达水平则高于野生型，其他 IAA 基

因包括 OsIAA1，OsIAA6，OsIAA15 和 OsIAA18 的

图 3  水稻 WAX1 基因的精细定位及突变位点 

Fig. 3. Fine mapping and the mutantion site of the rice WAX1 gene. 

**表示突变体与野生型之间的差异达 0.01 显著水平。 
**Difference between the mutant and WT was significant at 0.01 level. 

图 4  水稻 OSH6 及 IAA 基因的相对表达量 

Fig. 4. Relative expression level of OSH6 and IAA genes. 
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表达在野生型和突变体之间差异不显著。 

3  讨论 

本研究鉴定了一个水稻蜡质减少的突变体

wax1，叶片沾水后表现出浸润特性，扫描电镜观察

发现突变体表皮的蜡质晶体明显减少。我们通过图

位克隆方法定位并预测了候选基因，该基因编码 β-

酮脂酰-CoA 合酶，与 ONION2 基因[10]等位，但 wax1

突变体的表型特点与 onion2 差别较大。onion2 突变

体的叶片之间相互融合，表面观察不到正常的乳突

形态，且种子萌发后不久就停止生长；wax1 突变体

叶表面的蜡质晶体虽然减少，但乳突形态清晰可

见，植株能发育到生殖生长阶段并正常结实。这些

表型差异可能与基因的突变位置有关，Ghanevati

等[23]发现，拟南芥 FAE1/KCS18 的第 222 位半胱氨

酸，第 389 位组氨酸和第 422 位的天冬酰胺非常保

守，这些特定氨基酸的突变会显著降低 KCS 的催

化活性；Wang 等[12]发现 WSL4 蛋白第 228 位的丝

氨酸在与 OsCER2 的互作过程中起重要作用，WSL4

基因的不同等位突变体wsl4-1和wsl4-2具有不同的

蜡质组分，说明不同突变位点的功能有差异。onion2

突变体在第 2 外显子内有一个 16 bp 的缺失，而本

研究中 wax1 突变体仅有一个核苷酸的突变，推测

该突变可能并未使蛋白失活，而只是降低了酶的活

性或影响了与其他蛋白的互作。与 wax1 突变体的

表型特点类似，wsl1 叶片表面的蜡质晶体减少，植

株能开花结实，T-DNA 插入位点位于 WSL1 基因的

5′-UTR 区域，可能影响蛋白的翻译水平[11]。但是

wsl1 的结实率显著降低，而 wax1 突变体的结实率

与野生型没有显著差异，推测这可能与不同 KCS

蛋白的底物特异性和组织特异性有关。 

VLCFAs 主要在表皮细胞中合成，然后分泌到

胞外形成角质层。植物的表皮细胞除承担保护功能

外，还参与调控 SAM 的功能和组织器官发育[24,25]。

本研究中的 wax1 突变体除蜡质减少以外，还表现

出株高变矮、叶片窄小皱褶、穗长变短等多种形态

异常，可能是因为突变引起的 SAM 功能受损引起

的。前人研究表明，组织器官的发生与 SAM 中

KNOX 基因的下调和生长素的积累有密切关系[26]。

KNOX 基因是一类维持分生组织功能的重要基因，

主要在未分化的细胞中表达，在分化出的其他组织

器官中表达水平较低[27]。KNOX 基因突变会导致分

生组织缺失的表型[28,29]，但过量表达 KNOX 也会引

起叶片形态异常等表型。本研究发现，KNOX 基因

OSH6 在突变体中显著上调表达，一部分生长素诱

导表达基因 IAA 在野生型和突变体间差异表达，表

达趋势与 onion1
[8,9]、onion2

[10]突变体中相关基因的

基本一致。我们根据这些研究结果推测，WAX1 基

因突变可能引起 VLCFAs 的合成受阻，一方面减少

表面蜡质晶体的形成，另一方面通过影响 SAM 和

生长素的信号转导引起植株形态异常。 
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