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摘　要：在水稻转基因后代中，筛选到１个与雌配子育性相关的突变体，该突变体自交后代群体外源标记基因
（潮霉素磷酸转移酶ｈｐｔ）保持１∶１的分离规律，连续６代自交没有得到纯合株系；正、反杂交以及测交分析显

示，潮霉素抗性基因只能通过雄配子进行传递；结实率统计分析表明具有外源标记基因ｈｐｔ的单株有近乎一半

的雌配子发生败育，胚囊的育性与外源基因ｈｐｔ共分离；Ｓｏｕｔｈｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析表明该突变体Ｔ－ＤＮＡ是以单拷贝方

式整合到水稻染色体上。这些分析表明该突变体是１个 Ｔ－ＤＮＡ插入导致的雌配子体不育突变体 （暂定名为

ｆｅｍａｌｅ　ｇａｍｅｔｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｓｔｅｒｉｌｅ　１，ｆｇｓ１）。细胞学观察显示，突变体ｆｇｓ１花粉育性与野生型明恢８６近似，但是其

雌配子发育受阻，突变基因型雌配子体在８核胚囊时期，卵细胞、助细胞、反足细胞团以及中央极核依次解体

退化，无法完成授粉受精。
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　　水稻是最重要的粮食作物之一。雌配子是水稻
植物体中重要的结构，它产生卵细胞，受精以后发
育成胚；介导一些繁殖过程，包括花粉管的引导、

受精、种子发育的诱导等。相对于雌配子数目来
说，花粉总是远远过剩。在水稻生产上，水稻花粉
部分不育可能并不影响植株的结实率和产量，但雌
配子体即使是部分不育就会直接影响到水稻的结实

率和产量。对水稻雌配子突变体发育的深入研究，

不仅有助于进一步了解雌配子发育机制，还会加深
对植物发育生物学的认识，有利于理解水稻结实率
的变化规律。因此有关对雌配子发育的研究已成为
热点的研究领域，受到越来越多的重视［１－４］。

雌性不育这一现象在高等植物中普遍存在，但
由于败育原因的复杂性和获得研究材料的困难，极
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大限制了学者对植物雌配子体发育的研究。近些年
来，通过化学诱变以及转座子和Ｔ－ＤＮＡ插入诱变
等方法，在拟南芥、水稻、玉米等植物中鉴别出许
多雌配子突变体［５－９］，利用发育中的胚囊能够产生
自发荧光的特点，借助激光扫描共聚焦显微镜
（ＬＳＣＭ）观察植物胚囊的发生和发育过程［１０－１２］。
本研究依托水稻转基因突变体后代，通过遗传

学和结实率分析，筛选到１个由单拷贝Ｔ－ＤＮＡ插
入引起的水稻雌配子体发育突变体 （暂定名为

ｆｅｍａｌｅ　ｇａｍｅｔｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｓｔｅｒｉｌｅ　１，ｆｇｓ１）。此外，运
用光学显微镜和激光扫描共聚焦显微镜技术，对该
突变体的胚囊发育阶段进行形态学的观察，初步阐
释突变体ｆｇｓ１败育发生的机理。

１　材料与方法

１．１　试验材料
明恢８６、ＩＩ－３２Ａ、５２７、９３－１１、早熟３３０１及

转基因植株，试验在福州吴凤试验基地进行。

１．２　载体和菌株
转化所用农杆菌菌株为ＬＢＡ４４０４；所用载体

骨架为ｐＣＡＭＢＩＡ１３００。

１．３　水稻突变体的ＰＣＲ分子检测
采用ＣＴＡＢ法［１３］提取水稻突变体基因组ＤＮＡ

作为ＰＣＲ模板，扩增ｈｐｔ基因。
引物序列为：

ｈｐｔ１：５′－ＴＡＣＡＣＡＧＣＣＡＴＣＧＧＴＣＣＡＧＡ－３′，

ｈｐｔ２：５′－ＴＡＧＧＡＧＧＧＣＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣ－３′；
扩增产物片段为８３２ｂｐ。

ＰＣＲ反应体系：１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，ｄＮＴＰ
（２．５μｍｏｌ·Ｌ

－１）２μＬ，ｈｐｔ１ （５μｍｏｌ·Ｌ
－１）１

μＬ，ｈｐｔ２ （５μｍｏｌ·Ｌ
－１）１μＬ，Ｔａｑ酶０．４μＬ，

模板ＤＮＡ （３０ｎｇ·μＬ
－１）２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ加至２５

μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃５ｍｉｎ； ｛９４℃１ｍｉｎ，

５８℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ｝３０个循环；７２℃５ｍｉｎ。
取５μＬ　ＰＣＲ产物用１％的琼脂糖凝胶电泳检测并
拍照。

１．４　水稻突变体的结实率考查
待上述突变体自交后代成熟时，随机取６株潮

霉素阳性株和６株潮霉素阴性株单穗收种，按常规
方法进行结实率的考种。考种数据用ＳＰＳＳ统计软
件分析。

１．５　水稻突变体的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ分子检测
用ＣＴＡＢ法提取水稻突变体植株的基因组

ＤＮＡ，选用５种酶酶切水稻基因组 ＤＮＡ，经印
迹、预杂交、杂交，洗膜、ＣＤＰ－Ｓｔａｒ显色剂检测

杂交结果，具体按Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ａｍｅｒｓｈａｍ公司试剂
盒方法进行。

１．６　水稻突变体的花粉育性观察
突变体自交后代群体和野生型明恢８６的后代

群体，从每个群体中随机选择３株，每株取３朵颖花
进行花粉观察。取扬花盛期穗中上部颖花中花药分
别置于洁净载玻片预先滴加的Ｉ２－ＫＩ溶液中，用镊
子夹破花药，使花粉粒释放到溶液中；显微镜下观察
并随机取３个视野拍照后进行花粉粒的育性比较。

１．７　水稻突变体的子房形态学观察

１．７．１　子房树脂半薄切片显微镜观察　在开花当
天，取突变体ｆｇｓ１及野生型明恢８６扬花盛期穗中
上部小花各５０枚，在解剖镜下解剖分离出子房，
于ｐＨ６．８、浓度０．０２５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液配置
的４％戊二醛溶液中固定１２ｈ以上；饿酸固定４ｈ
后磷酸缓冲液冲洗 ３～４ 次；依次使用 １０％、

３０％、５０％、７０％、９０％ 的乙醇脱水，每次 １５
ｍｉｎ，１００％乙醇脱水２次，每次１５ｍｉｎ；用环氧
丙烷转换２次，每次１０ｍｉｎ；转移至１／２树脂
（Ｔｅｃｈｎｏｖｉｔ　７１００ｒｅｓｉｎ和环氧丙烷的体积比为１∶
１）中震荡１ｈ；再转至３／４树脂 （Ｔｅｃｈｎｏｖｉｔ　７１００
ｒｅｓｉｎ和环氧丙烷的体积比为３∶１）中震荡３ｈ后
包埋；经过３０℃２４ｈ、４５℃２４ｈ、６０℃２４ｈ的聚
合后修样并使用玻璃刀切片；参照刘冬娟等［１４］的
方法，稍作修改，烤片机上６０℃烤片至切片完全
黏合载玻片；硼砂甲苯胺蓝染色２５ｍｉｎ；０．１％冰
醋酸分化２ｍｉｎ后自来水冲洗并烘干；番红染色

１．５～２．０ｈ后晾干；加拿大树脂封片后光学显微
镜观察并拍照。

１．７．２　子房激光共聚焦显微镜观察　在开花当天，
取突变体ｆｇｓ１及野生型明恢８６扬花盛期穗中上部
小花各５０枚，在解剖镜下解剖分离出子房，用卡
诺氏固定液固定２４ｈ；５０％乙醇冲洗后保存于

７０％的乙醇中，放置于４℃冰箱中低温保存备用；
然后依次用７０％、５０％、３０％、１０％的乙醇复水，
每次处理１５ｍｉｎ；２％钾矾溶液处理１５ｍｉｎ；转入

４％的蔗糖曙红Ｂ溶液中染色１０～１２ｈ；使用１％
钾矾溶液分色１５ｍｉｎ左右；蒸馏水冲洗２～３次，
每次１５ｍｉｎ；再依次用梯度浓度为１０％、３０％、

５０％、７０％、９０％的酒精逐级脱水，每次１５ｍｉｎ；

１００％乙醇脱水３次，每次１５ｍｉｎ；在１／２水杨酸
甲酯 （水杨酸甲酯和１００％乙醇体积比为１∶１）中
过渡１～２ｈ；水杨酸甲酯中透明１ｈ以上；最后将
处理好的子房置于洁净凹面玻片上，滴加少许的水
杨酸甲酯，并使用加拿大树脂封片，通风厨中风
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干；在ｏｌｙｍｐｕｓ　ＦＶ１０００生物激光扫描共聚焦显微
镜下，使用５４３ｎｍ波长的激光分９０～２６０层来整
体逐层扫描观察胚囊，并储存图像。

２　结果与分析

２．１　水稻雌配子发育突变体ｆｇｓ１的遗传分析

２．１．１　水稻突变体的Ｆ１代杂交和测交的遗传分
析　提取水稻突变体 （原始克隆编号为Ａ１１Ｂ２６５）
自交后代６２２个单株的基因组ＤＮＡ，进行潮酶素
抗性基因分离比的检测 （图１和表１），结果３１５
株ＰＣＲ扩增ｈｐｔ基因目标条带，表现为 Ｈｐｔ＋；

３０７株未扩出目标带表现为 Ｈｐｔ－；潮霉素抗性基
因阳阴性分离比为１．０２６∶１ （Ｒ／Ｓ），卡方检验符
合１∶１分离 （χ

２＝０．１０２８９＜３．８４），连续６代自
交，均没有获得纯合的转基因植株。该突变体的标
记基因分离比不符合传统的孟德尔３∶１的遗传分

离，说明它的配子体可能出现败育，从而引起雌配
子或雄配子致死时，其后代就可有表现出１∶１的
偏分离现象［１５］。
为了分析突变体ｆｇｓ１中潮霉素抗性基因ｈｐｔ

异常分离的原因，把突变体作为母本与５２７、９３－
１１以及早熟３３０１杂交获得的杂交后代全部表现为
潮霉素基因阴性株 （表１），这说明Ｔ－ＤＮＡ插入等
位基因不能通过雌配子往下一代传递。把突变体与
不育系ＩＩ－３２Ａ测交以及突变体作父本与９３－１１反
交，所得后代潮霉素基因阴阳性分离比均符合１∶
１ （表１），说明该突变体Ｔ－ＤＮＡ插入可通过雄配
子传递给下一代。
以上的遗传学分析，可以看出这个水稻突变体

是Ｔ－ＤＮＡ插入引起的雌配子败育的突变体，暂命
名ｆｇｓ１ （ｆｅｍａｌｅ　ｇａｍｅｔｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｓｔｅｒｉｌｅ　１）。

图１　水稻突变体的ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｒｉｃｅ　ｍｕｔａｎｔｓ
注：１～１５为转基因植株；ＣＫ１为阳性对照；ＣＫ２为阴性对照；Ｍ为λ－１４Ｍａｒｋｅｒ。

表１　突变体的遗传分析

Ｔａｂｌｅ　１　Ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｕｔａｎｔ

亲本 世代 Ｈｐｔ－ Ｈｐｔ＋ Ｈｐｔ－∶Ｈｐｔ＋ χ２（１∶１）

ｆｇｓ１ 自交 ３０　 ７３　 １５　 １∶１．０２６

ｆｇｓ１／９３－１１ 杂交 ７８　 ０

ｆｇｓ１／５２７ 杂交 ５３　 ０

ｆｇｓ１／早熟３３０１ 杂交 ８６　 ０

Ⅱ－３２Ａ／ｆｇｓ１ 测交 １２７　 １１５　 １．１０４∶１　 ０．５９５

９３－１１／ｆｇｓ１ 反交 １０３　 １１７　 １∶１．１３６　 ０．０７２７

　　注：ｄｆ＝１时ｐ０．０５＝３．８４。Ｈｐｔ－代表潮霉素阴性植株；Ｈｐｔ＋

代表潮霉素阳性植株。

２．１．２　水稻雌配子发育突变体的结实率　通
过对突变体ｆｇｓ１自交后代群体的结实率调查分析
发现，取自阳性株的６３穗的结实率比较稳定，阳
性株的结实率为 （４４．１４±０．７８）％，而取自阴性株
的５７穗的结实率也比较稳定，阴性株的结实率为
（７３．０５±１．１７）％，阳性株与阴性株结实率之间存
在着极显著的差异 （图２），且突变体相对结实率
为６０．４２％ （表２）。这表明具有外源标记基因ｈｐｔ

的单株有近乎一半的雌配子发生败育，胚囊的育性
与外源基因ｈｐｔ共分离。

图２　突变体ｆｇｓ１自交后代群体结实率

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｉｐｅｎｉｎｇ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｐｒｏｇｅｎｙ　ｏｆ　ｆｇｓ１

ｍｕｔａｎｔ

２．１．３　水稻突变体ｆｇｓ１的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析　
以ｈｙｇ基因片段为探针，用５种内切酶ＢａｍＨⅠ、

ＢｇｌⅡ、ＥｃｏＲⅠ、ＳａｃⅠ、ＫｐｎⅠ，对水稻突变体

ｆｇｓ１的后代单株进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ杂交分析，结
果显示各样品均只有１条的杂交带，表明该突变体
为单拷贝Ｔ－ＤＮＡ插入 （图３）。
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表２　突变体ｆｇｓ１自交后代群体结实率

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｉｐｅｎｉｎｇ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｐｒｏｇｅｎｙ　ｏｆ　ｆｇｓ１
ｍｕｔａｎｔ

基因型 穗数
小穗结实率
（％）

相对结实率
（％）

Ｈｐｔ（＋） ６３　 ４４．１４　 ６０．４２

Ｈｐｔ（－） ５７　 ７３．０５

Ｐ　 ０．００

图３　水稻突变体ｆｇｓ１的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ杂交图

Ｆｉｇ．３　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ｐｉｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｒｉｃｅ　ｍｕｔａｎｔ　ｆｇｓ１
注：１－ＢａｍＨＩ；２－ＢｇｌＩＩ；３－ＥｃｏＲＩ；４－ＳａｃＩ；５－ＫｐｎＩ

２．１．４　水稻突变体ｆｇｓ１花粉育性分析　从图４可
以看出，水稻突变体花粉与对照野生型明恢８６花
粉的黑染率基本一样，无明显差异，表明该突变体
的花粉育性是正常的，从而也说明该突变体是雌配
子发生败育的突变体。

２．２　水稻雌配子发育突变体子房的形态学观察
通过对８７份水稻子房的树脂半薄切片的光学

显微镜观察，发现这些突变体ｆｇｓ１所有的胚囊和
野生型明恢８６的正常胚囊都属于蓼型胚囊结构。
这些突变体胚囊中有接近３０份样品的胚囊结构与
正常的胚囊结构有所不同 （图５），表现出胚囊极
度的缩小，只遗留含有大液泡的中央极核被挤向珠
孔端，并有卵器退化遗留的痕迹。

图４　野生型明恢８６ （ＷＴ）与突变体ｆｇｓ１花粉形态比较

Ｆｉｇ．４　Ｐｏｌｌｅｎ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍｉｎｇｈｕｉ　８６（ＷＴ）

ａｎｄ　ｆｇｓ１　ｍｕｔａｎｔ

此外，通过对１０６份水稻子房的激光共聚焦显
微镜观察进一步发现，胚囊发育到８核胚囊的中后
期开始出现异常，首先表现出卵器包括卵细胞和助
细胞的退化消失，遗留有雾状痕迹 （图６－ｃ），而中
央极核和反足细胞团表现正常；经过一段时间的发
育，反足细胞团也消失，只见中央极核位于胚囊腔
的中部 （图６－ｄ）；此时珠心组织从不同的部位向
胚囊腔内开始快速分裂，将中央极核进一步挤向珠
孔端 （图６－ｅ，６－ｆ）；随着珠心组织不停地快速分
裂，珠心组织细胞不断的增多，将整个胚囊腔逐步
的填充，最后整个胚囊腔都被珠心组织的薄壁细胞
所充塞 （图６－ｇ）；由于珠心组织的挤压，中央极
核也解体消失，致使整个胚囊腔完全被珠心组织占
据 （图６－ｊ），导致不能进行正常授粉受精，表现出
败育。图６－ｈ显示了珠心组织填充部分胚囊腔后继
续向胚囊腔内部突起，形成新的填充点。这些结果
与树脂半薄切片的光学显微镜观察的结果是一

致的。

图５　光学显微镜观察比较野生型明恢８６ （ＷＴ）与突变体ｆｇｓ１子房内部形态结构

Ｆｉｇ．５　Ｏｖａｒｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍｉｎｇｈｕｉ　８６（ＷＴ）ａｎｄ　ｆｇｓ１ｍｕｔａｎｔ　ｂｙ　ＣＬＳＭ
注：Ｅ－卵细胞；Ｓ－助细胞；Ａ－反足细胞团；Ｐ－中央极核。
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图６　激光共聚焦显微镜观察比较野生型明恢８６与突变体ｆｇｓ１子房内部形态结构

Ｆｉｇ．６　Ｏｖａｒｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍｉｎｇｈｕｉ　８６（ＷＴ）ａｎｄ　ｆｇｓ１　ｍｕｔａｎｔ　ｂｙ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
注：Ｅ－卵细胞；Ｓ－助细胞；Ａ－反足细胞团；Ｐ－中央极核；ｂ表示正常结构成熟胚囊胚囊；ｃ表示中央极核和反足细胞团，卵器 （包

括卵细胞和助细胞）消失；ｄ、ｅ、ｆ表示中央结核，卵器和反足细胞团都消失；ｇ表示中央极核，其他结构都已经消失，珠心组织

填充胚囊腔；ｊ表示珠心组织完全占据胚囊腔，中央极核消失；ｉ表示胚囊开始解体；ｈ表示珠心组织向胚囊腔 ＿突起 （Ｍ）。

３　讨　论

就水稻而言，绝大多数研究的是籼粳杂交后代
及离体培养产生的雌性不育突变，本研究选取的是
水稻转基因突变体后代中 Ｔ－ＤＮＡ插入的突变体。

本试验发现１个突变体其花粉细胞学观察正常，碘
染黑染率高于９０％；测交及以这个突变体为父本
与野生型水稻正交，其后代潮霉素抗感比符合１∶
１；而以这个突变体为母本与野生型水稻反交，其
后代均不抗潮霉素。此外，对其进行考种发现该突
变体的结实率是对照结实率的６０．４２％。鉴于与雌
配子体突变紧密连锁的标记偏离典型的孟德尔３∶
１分离比例和植物表现为半不育性这两个雌配子突
变的特性［１６］，推断该突变体是单拷贝Ｔ－ＤＮＡ插入
的水稻雌配子发育突变体。在大多数雌性不育材料
中都具有雄性育性正常、自交结实率低、便于机械
化收种的特点，今后可以把这个雌配子突变体作为
雄性不育系的恢复系用于田间制种。

在观察水稻胚囊发育过程中，本试验采用了两

种观察方法，即光学显微镜和激光共聚焦扫描显微
镜，两者虽有快速简便的优点，但也有其不足之
处。在ＬＣＳＭ 下，由于发育中的植物胚囊具有自
发荧光的特点，在激光的激发下，胚囊各细胞的核
仁显示明亮的荧光，胚囊各细胞及细胞核的结构轮
廓能够清晰地观察和分辨，但最主要的局限在于其
激发波长有限和时间分辨率不高。传统的光学显微
镜虽也能清晰显现胚囊的形态，但是无法达到在三
维重建方面的效果，且在前期制片过程相对繁琐复
杂。相比之下，激光共聚焦显微镜技术仍不失为一
种研究植物胚囊的形成与发育过程的理想工具。

赵世绪等［１７］利用子房整体透明法和微分干涉

显微镜观察了水稻雌配子发育的整个过程，发现雌
配子发育过程大致可以划分为孢原细胞形成期、大
孢子母细胞形成期、大孢子母细胞减数分裂期、功
能大孢子形成期、单核胚囊形成期、胚囊有丝分裂
期、八核胚囊发育期以及胚囊成熟期等８个时期。

本试验在观察水稻胚囊发育过程中，发现突变体雌
配子的发育前期与前人报道的一致，但是在８核胚
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囊期，观察到了胚囊内部的一些结构 （包括卵器）
逐步发生退化，子房壁向内增生填充胚囊腔，导致
整个胚囊衰亡，从而表现出败育。张小方等［１８］研
究表明雌配子的突变大多发生于减数分裂或有丝分

裂过程中，但是发现的这一个突变体明显与前人的
发现有所不同。前人究表明，助细胞在花粉管穿透
后发生凋亡［１９－２１］，因此猜测该突变体可能与细胞
的凋亡有一定的关系。目前已从细胞学方面初步定
位了突变的发生位点，但是对于其雌性不育的基因
表达与调控机制还不清楚，下一步将深入研究探讨
克隆的水稻雌配子相关基因的调控机理。
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