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摘 要 雄性不育是水稻杂种优势利用的重要资源，对雄性不育现象的研究具有重要理论意义和实践价值。本研究以自然

突变的水稻雄性不育突变体 012S-3 为试验材料，对其表型特征和花粉育性等进行调查，并构建遗传群体，利用分子标记对

目的基因进行初步定位，然后应用基因组重测序技术对其进行精细定位。结果表明，012S-3 是一个典型的无花粉普通型雄

性不育材料，其不育性状受 1 对隐性核基因控制。初步定位分析目的基因与 SSR 标记 RM6081 存在连锁关系，其遗传距离

约为 34.4 cm；进一步的精细定位分析，找到 3 个候选基因：LOC_Os07g35880、LOC_Os07g35920 和 LOC_Os07g35940，其

中 LOC_Os07g35880 和 LOC_Os07g35940 编码 β-淀粉酶，属于水稻中新发现的花粉致死基因。该不育基因的成功定位可为

其进一步的分离克隆及其在水稻分子设计育种中的应用奠定了基础。 

关键词 水稻, 隐性核雄性不育, 基因组重测序, 种子生产技术(SPT), 花粉致死基因 
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Abstract Male sterility is an important resource for utilization of Heterosis in rice. Research on male sterility has important 
theoretical significance and practical value. In this study, we investigated the phenotypic characteristics and pollen fertility of the rice 
natural male-sterile mutant 012S-3. The genetic populations were constructed for preliminary positioning of the target gene, and genome 
sequencing technology were used for fine positioning of the, target gene. The results showed that 012S-3 was a typical non-pollen type 
mutant of male sterility and its sterility was controlled by a pairs of recessive nuclear genes. Preliminary mapping analysis indicated the 
objective gene and SSR marker RM6081 linkage, and their genetic distance was about 34.4 cm. By further fine mapping analysis, three 
candidate genes were found: LOC_Os07g35880, LOC_Os07g35920 and LOC_Os07g35940. In which, LOC_Os07g35880 and 
LOC_Os07g35940 encoding two putative β-amylases, belong to the new pollen lethal genes in rice. The successful positioning of the 
sterile gene laid a foundation for its further isolation, cloning and its application in rice molecular design breeding. 
Keywords Rice, Recessive genic male sterility, Genome resequencing, Seed production technology (SPT), Pollen lethal gene 

研究背景 
雄性不育是农作物杂种优势利用的基础。雄性

不育系培育是杂种水稻育种的关键步骤，目前全世

界推广的杂交水稻来源于利用核质互作雄性不育

的“三系法”和温光敏核不育的“两系法”。“三系法”由
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于受恢保关系限制，育种程序复杂、周期长，不能

随意配制杂交组合、遗传资源利用率较低，并且杂

交种子生产较繁琐；“两系法”虽然杂交组合配制不

受恢保关系限制，但不育系的育性易受环境温度和

光照变化的影响，杂交种子生产风险较大。利用育

性不受光温影响、杂交组合配制不受恢保关系制约

的单隐性核不育基因培育的不育系能够克服“三

系法”和“两系法”的缺陷，兼具“三系法”的育性稳

定性和“两系法”配组灵活性的优点。近年来，美

国杜邦先锋公司率先在玉米中实现了基于隐性

核不育的杂种优势利用，并将其种子生产技术命

名为Seed production technology (SPT)技术(Hondr

ed et al., 2009, http://www.ipaustralia.com.au/ appl

icant/e-i-du-pont-de-nemours-and-company/patents/A

U2009214457/)，其原理是利用现代生物技术，将花

粉育性恢复基因、花粉致死基因和标记筛选基因紧

密连锁，构建植物遗传转化表达载体，通过转基因

技术，导入到隐性核雄性不育突变体中，从而恢复

不育系的育性使之保持和繁殖，实现一系两用的目

的，有效地解决了隐性核雄性不育系的繁殖难题。 

尽管SPT技术最早应用于玉米，但是其技术

思想同样也可以应用于水稻。2010年9月，在中

国科技部“国家高技术研究发展计划”(批准号:20

09AA101201; 2011AA10A107)的支持下，SPT技

术思想在水稻中率先得到了证实和应用，并被称

之为“智能不育杂交育种技术”或“第三代杂交水

稻技术”。中国科技部网站对该重要技术突破进行

了报道(http://www.most.gov.cn/kjbgz/201009/t20100

920_82153.htm)。智能不育技术将现代生物技术与

传统育种方法成功结合，使得水稻雄性隐性核不育

基因的利用成为了可能。 

根据GRAMENE (http://www.gramene.org/)网站

的数据库记载，目前在该数据库登录的水稻雄性不

育基因或突变体有137个，其中有35个基因实现了

染色体定位，而实现定位的基因中仅有14个被克

隆，包括第1染色体上的ABI5 (Zou et al., 2008)、

MSP1 (Nonomura et al., 2003)、RTS (Luo et al., 

2006)、SaF和SaM (Long et al., 2008)，第3染色体上

的 MEL1 (Nonomura et al., 2007) 和 PAIR1 

(Nonomura et al., 2004)，第6染色体上的AID1 (Zhu 

et al., 2004)和nop (Jiang et al., 2005)，第7染色体上

的UDT1 (Jung et al., 2005)，第8染色体上的XA13 

(Chu et al., 2006)，第9染色体上的RAD (Moritoh et al., 

2005)，第10染色体上的WDA1 (Jung et al., 2006)，第

12染色体上的Dmc1 (Deng and Wang, 2007)。由此可

见，水稻中还有大量的雄性不育基因没有被定位和

克隆，这些基因的进一步的定位与克隆将有助于全

面地了解雄配子体发育的分子机制，并为水稻SPT

技术的建立提供丰富的基因和种质资源。 

本研究对一个衍生自武育粳3号与粳糯合川糯

杂交后代的雄性不育突变材料(012S-3)进行了表型

鉴定、遗传分析、分子标记和基因组重测序定位，

旨在为该不育基因的分离克隆及其在水稻分子设

计育种中的应用奠定基础。 

1结果与分析 
1.1 012S-3突变体的表型特征 

与F3群体姊妹可育株相比，012S-3突变体的株

高、株型和叶型都没有明显的变化(图1A)；颖壳大

小和形态也没有明显差异(图1B)；012S-3突变体植

株开花时，花药瘦小、干瘪，外观呈乳白色，用碘

染色法镜检花粉育性，未发现花粉颗粒(图1C)，说

明012S-3属于无花粉型不育突变体。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图1 012S-3突变体的形态特征及花粉I2-KI染色 
注: A: 012S-3突变体(右)与姊妹可育株(左)的植株形态; B: 
开花时012S-3突变体(右)与姊妹可育株(左)颖壳和花药; C: 
012S-3突变体(右)与姊妹可育株(左)的花粉I2-KI染色 
Figure 1 Morphological characteristic of 012S-3 mutants and 
I2-KI staining of pollen grains 
Note: A: The plant morphology of 012S-3 mutant (right) and 
wild-type fertile plant (left); B: The glumes and anthers of 
012S-3 mutant (right) and wild-type fertile plant (left) during 
flowering; C: The pollens of 012S-3 mutant (right) and 
wild-type fertile plant (left) by I2-KI staining 

1.2 012S-3雄性不育基因的遗传分析 

分别在重庆巴南区忠兴镇(海拔290 m)、南川区

河图乡(海拔780 m)和海南英州观察012S-3不同播

种期的小花育性，突变体在不同光周期和温度条件
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下均表现相同的不育性，说明该不育特性不受光、

温等环境因子调控，属于普通雄性不育类型。 
012S-3与4917 (粳稻临早1号与宁粳4号杂交后

代)、4923 (龙粳26与武连粳1号杂交后代)和5011B 

(籼粳交保持系) 3份育性正常的水稻材料杂交，所得

F1群体的花粉育性正常，结实率达到71.2%~80.8%。

同时，在F2群体中，各植株的花粉育性和小穗育性

差异十分显著，可明显分为可育和不育两类，可育

株花药饱满，外观金黄色，开花时花药开裂、散粉

正常，套袋自交结实率在70%以上；而不育株花药

瘦小、干瘪，外观乳白色，开花时无花粉散出，套

袋自交不结实，没有中间过渡类型。统计F2群体中

这两种类型植株数，可育与不育植株数符合3:1分离

比例(表1)，表明该突变体的雄性不育特性是由1对

隐性核基因控制。 

1.3 012S-3雄性不育基因的染色体定位 

以(012S-3/4923) F2群体中的235个不育单株为

定位群体，用360对较均匀分布于水稻12条染色体

上的SSR引物扩增亲本012S-3和4923的DNA，然后

用在两亲本间表现出多态性的引物扩增可育和不

育近等基因池，再用在池中检测到多态的引物扩增

F2不育单株。结果发现，位于水稻第7染色体长臂的

SSR标记RM6081与目标基因存在连锁关系，遗传距

离是34.4 cm (图2)。 
为了进一步定位目的基因，对(012S-3/4923) 

F2群体中约40个可育单株的DNA混合池、约120
个不育单株的DNA混合池及亲本012S-3单株做高

通量测序，然后对测序结果进行比对，不育单株

混合池先与亲本012S-3单株寻找相同纯合突变，

然后再与可育单株混合池寻找非相同突变(即亲

本有, 可育单株混合池无的纯合突变)。结果在第7
条染色体上找到1 170个SNP突变位点，其中突变

在基因上的有390个，结合突变基因引起的表型

变化(不育)及初步定位在染色体的大概位置，找

到3个候选基因：LOC_Os07g35880、LOC_Os07
g35920和LOC_Os07g35940，其中LOC_Os07g35
880和LOC_Os07g35940都是正义链上编码β-淀
粉酶的基因，而LOC_Os07g35920是反义链上的

一个编码基因。 

表 1 012S-3 与育性正常品系杂交 F2 群体的育性分离 

Table 1 Segregation of F2 population from the crosses between 

012S-3 and normal varieties 

组合 

Combinat

ion 

可育株

数 

No. of 

fertile 

individ

uals 

不育株

数 

No. of 

sterile 

individ

uals 

期 望

比 

Expec

ted 

ratio 

χ2 P 

012S-3/49

17 

395 143 3:1 0.7

16 

0.3~

0.5 

012S-3/49

23 

797 243 3:1 1.4

82 

0.2~

0.3 

012S-3/50

11B 

702 241 3:1 0.1

56 

0.5~

0.7 
注: P0.051=3.84 
Note: P0.051=3.84 

 

 

 

 

 

 

 

 
图2 SSR标记RM6081在(012S-3/4923)F2群体中的分离 
注: M: 100 bp DNA ladder marker (Takara); 1~3: F2可育株混合池; 4~6: F2不育株混合池; 7~15: F2不育单株; 16~30: F2可育单株 
Figure 2 Segregation of SSR marker RM6081 in the F2 population of 012S-3/4923 
Note: M: 100 bp DNA ladder marker (Takara); 1~3: Pools of fertile plants in F2; 4~6: Pools of sterile plants in F2; 7~15: Sterile plants 
in F2; 16~30: Fertile plants in F2 

2讨论 
2.1基因的多效性 

孙小秋等(2011)发现的水稻雄性不育突变体

801A，表现为颖壳变细、扭曲，剑叶变短、变窄、内

卷，穗颈包颈等特征，这说明它可能存在着“一因多

效”的问题，这类种质资源负向性状十分明显，对育

种利用极其不利。而012S-3突变体除了育性发生变化

外，其余表型如株型、株高、叶型和颖壳等与野生型
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和F3群体姊妹可育株相比都无明显变化，不存在“一

因多效”的问题，有利于进一步的育种利用。 

2.2分子标记定位和重测序定位相结合 

目前，GRAMENE数据库中记载的雄性不育

基因被定位在第7染色体上的仅有4个，它们分别

是MS8、PMS1、TMS2和UDT1。MS8对环境不敏

感，也属于普通的雄性不育基因，被初步定位于

第7染色体39.4~82.2 cm (JRGP RFLP 2000)之

间；PMS1属于光敏雄性不育基因，TMS2属于温敏

雄性不育基因，这两个基因的表型与目的基因的表型

不相符；UDT1也属于无花粉型普通雄性不育基因，

该基因已经被克隆，定位于第7染色体75.9~78.9 cm 

(JRGP RFLP 2000)和21 813 241~21 815 056 bp 

(Rice japonica MSU6)之间，而我们的初步定位将

目的基因定位于距分子标记RM6081 (41.7~41.7 cm,

 IRMI 2003)的遗传距离为34.4 cm的位置，也就是

大约在染色体41.7+34.4=76.1 cm的位置，结合UDT1

的表型及在染色体的位置。我们曾怀疑突变体012S-3

也是由UDT1基因突变引起的，但是通过进一步的基

因组重测序，发现突变体012S-3的UDT1基因并没

有发生突变，而离UDT1基因不远的β-淀粉酶基因L

OC_Os07g35880、LOC_Os07g35920和LOC_Os07g

35940 (21 471 055~21 506 356 bp, Rice japonica

 MSU7)的编码区域发生了多个SNP位点突变。 

2.3水稻花粉致死基因 

SPT技术主要包括三大基因结构元件：花粉育

性恢复基因、花粉致死基因和标记筛选基因。其中，

花粉致死基因起着至关重要的意义，它在花粉发育

后期杀死转基因花粉，从而达到防止转基因花粉漂

移的目的(Hondred et al., 2009, http://www.ipaustra

lia.com.au/applicant/e-i-du-pont-de-nemours-and-com

pany/patents/ AU2009214457/)。目前水稻中已经克

隆了超过30个的隐性核不育基因(王超等, 2013)，因

此其对应的花粉育性恢复基因也不难获得。而水稻

中的花粉致死基因仅仅有一个被报道：Osg1，该基

因编码一个β-1，3-葡聚糖酶，Osg1基因RNAi抑制

植株(Osg1-RI植株)表现为雄性不育，原因是从四分

体时期到小孢子早期这一过程中，Osg1-RI植株花

粉中包裹四分体的胼胝质壁的降解被延迟了，导致

小孢子无法及时释放到花粉囊腔中，使其进一步的

发育受到阻碍，最终导致花粉细胞的败育(Wan et 

al., 2011)。最早用于玉米SPT保持系表达盒的花粉

致死基因zm-aa1编码一个α-淀粉酶，而本研究中定

位到的是一个β-淀粉酶基因，可能同样起到花粉致

死的效果，该基因的定位为其进一步的克隆和功能

验证奠定了良好的基础，从而为水稻“智能不育杂

交育种技术”的建立提供有用的基因和种质资源。 

3材料与方法 

3.1材料 

水稻雄性不育突变体材料012S-3来源于一个普

通粳稻(武育粳3号)与粳糯(合川糯)杂交后代的自然

突变体。其他野生型水稻材料4917、4923和5011B，

均由重庆市农业科学院水稻研究所提供。 

3.2突变体外观形态观察及花粉育性鉴定 

突变体外观形态直接在田间观察并拍照；水稻

孕穗期将可育植株和不育植株移栽到塑料盆中，然

后进行正常的肥水管理，等到开花初期，取当天将

要开花的小穗，在载玻片上挑取其花药并捣碎，用

浓度为1%的I2-KI染色，置于重庆奥特光学仪器有

限责任公司生产的生物显微镜BK5000下观察花粉

育性状况。 

3.3不育性状的遗传分析 

2012年秋季在海南陵水英州用突变体012S-3为

母本，分别与4917、4923和5011B等杂交，春季种

植F1并套袋自交，2013年在重庆南川河图、大观种

植F2。成熟时以群体为单位分单株统计不育性状的

分离情况，进行遗传分析。 

3.4基因定位 

根据育性调查与分析结果，从F2 (012S-3/4923)

中选取40株正常可育株和235株不育株组成初步定

位群体，分单株叶片提取DNA，同时，随机选取18

株正常可育株构建3个DNA池(每池6株)，用18株不

育株构建另外3个DNA池，6个池同时检测多态性。

水稻叶片总DNA提取采用CTAB法 (Murray and 

Thompson, 1980)。SSR分析中所用到的引物序列引

自Gramene网站(http://www.gramene.org)，引物由上

海生工公司合成。PCR试剂从北京鼎国昌盛生物技

术有限责任公司购买，使用德国Senso Labcycler 

Basic Plus PCR仪进行扩增。PCR反应体系为超纯水

6.1 μL、10× Buffer 1 μL、2.5 mmol/L dNTPs 0.8 μL、

rTaq酶(2 μ/μL) 0.1 μL、上下游引物各1 μL、DNA模

板1 μL。PCR扩增程序为95℃，4 min；94℃，30 s，

55℃，30 s，72℃，40 s；72℃，7 min；25℃，1 min；
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32个循环。利用10%的非变性PAGE胶对PCR产物进

行检测，银染显色，用佳能数码相机IXUS80IS拍照

记录基因型数据。 

为了进一步对目的基因进行精细定位，40株正

常可育株的DNA混合池、约120株不育株的DNA混

合池和1株012S-3突变株的DNA被送往苏州泓迅生

物科技有限公司，委托其对上述3个样本进行基因

组重测序。测序是使用illumina HiSeq2500高通量测

序仪进行测序。产生的约30G 数据与水稻基因组比

对，将产生的read还原到基因组序列上，然后根据

比对结果先寻找每个样本的点突变，这些突变可能

是与育性有关的点突变。点突变进一步通过是否在

编码基因上进行筛选，筛去不是在编码区的点突

变。最后结合初步定位的结果以及与突变体表型相

关的功能基因的信息对点突变做出进一步的筛选。 
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