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水稻矮秆突变体 dtl1 的分离鉴定及其突变基因的精细
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摘要：文章通过对所构建的水稻突变体库进行大规模筛选, 获得一个稳定遗传的矮秆突变体, 与野生型日本晴

相比, 该突变体表现为植株矮化、叶片卷曲、分蘖减少和不育等性状, 命名为dtl1(dwarf and twist leaf 1)。dtl1

属于nl型矮秆, 激素检测表明, 矮秆性状与赤霉素和油菜素内酯无关。遗传分析显示, 突变性状受单一隐性核基

因控制。利用dtl1 与籼稻品种Taichung Native 1 杂交构建F2群体, 将该突变基因DTL1 定位于水稻第 10 染色体长臂

2 个SSR标记RM25923 和RM6673 之间约 70.4 kb区域内, 并与InDel标记Z10-29 共分离, 在该区域预测有 13 个候

选基因, 但未见调控水稻株高相关基因的报道, 因此, 认为DTL1 基因是一个新的控制水稻株高的基因。 
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Abstract： Plant height is one of the most important agronomic traits, which determines grain yield. By a largescale 

screening of our mutant population, we identified a dwarf with twisty leaf mutant (dwarf and twist leaf 1, dtl1). Besides 
dwarf with twisty leaf, dtl1 also showed reduced tiller number and sterile phenotypes. Based on the internode length of dtl1, 
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this mutant belongs to the nl type of dwarfing phenotype. Physiological assay with two phytohormones, gibberellin (GA), 
and brassinosteroid (BR), suggested that dtl1 was neither deficient nor insensitive to GA and BR. Genetic analysis showed 
that the phenotype of dtl1 was controlled by a single recessive gene. Using F2 population derived from a cross between dtl1 
and an indica cultivar Taichung Native 1, the DTL1 gene was narrowed down to a 70.4 kb between two SSR markers, 
RM25923 and RM6673, on the long arm of chromosome 10, and co-segregated with InDel marker Z10-29, where thirteen 
open reading frames were predicted without known gene involved in controlling plant height. Thus, the DTL1 gene might 
be a novel gene which is related to plant height in rice. 

Keywords：rice (Oryza sativa L.); dwarf; GA; BR; fine mapping 

水稻是单子叶模式植物, 也是世界上最重要的
粮食作物之一。株高是水稻重要的株型组成因子 , 
与抗倒伏性、光合效率及产量密切相关, 因此, 水稻
株高的分子机理一直是研究的热点。至今, 已报道
的水稻矮秆(包括半矮秆)突变体超过 80 个, 根据突
变体各节间长度对总节间长度的相对比值, Takeda[1]

将水稻矮秆突变体分为dn、dm、sh、d6和nl等 5种
类型, 其中, dn型的各节间均匀缩短, 伸长模式与野
生型相类似; dm型是倒 2节特异性缩短; sh型节间缩
短发生在倒 1节间; d6型是倒 1节以下的节间缩短; 
nl型是上部节间缩短较多, 下部节间缩短较少或不
缩短。除了dn型外, 其余 4 种类型都是由于某一个
或几个节间相对缩短造成的。 

上世纪 60年代, 与矮秆资源的挖掘和合理利用
密切相关的“绿色革命”带来了水稻产量的一次大飞
跃[2]。然而, 目前所应用的矮源主要来自半矮秆突变
体, 系谱分析表明, 推广品种的矮生性多由sd1 基因
控制[3]。显然, 同一矮秆基因的过度利用潜伏着由遗
传单一而带来的风险, 综合性状也很难得到超越。
因此, 发掘和鉴定新的控制水稻株高的基因, 具有
重要的理论意义和应用价值。随着株高突变体的相

继发现, 调控植株高度的分子机理也基本探明。 
目前发现造成植株高度变化的原因大多与赤霉

素(Gibberellin, GA)的合成或信号传导途径受到影响
有关。最著名的是引起了“绿色革命”的sd1, sd1突
变导致GA-20 氧化酶(Gibberellin 20-oxidase)的功能
缺陷, GA合成受阻, 突变体的基部节间变短, 从而
造成植株矮化[4~6]。d18编码一个GA-3β单加氧酶, 该
基因的突变影响了GA的合成, 并最终导致矮秆表型
[7]; d35 是半矮材料Tan-Ginbozu所携带的矮秆基因, 
其在 2 0 世纪 5 0 年代对日本水稻产量的提高 

贡献很大, 研究也表明, d35 突变体中GA合成前体
减少, GA合成量降低, 造成了植株的矮化[8]。GA信
号传导途径的相关基因也能影响株高, d1 编码一个
异源三聚体GTP结合蛋白, 该基因的突变表现为植
株矮化等一系列GA缺失表型, 但突变体内GA含量
比野生型显著升高, 外源施加GA不敏感, 说明d1通
过GA的信号传导途径影响了植株的株高[9], 该途径
已报道的矮秆基因还包括slr1[10]、gid1[11]和gid2[12]等, 
这些基因的突变均导致植物体对GA信号感知或传
递过程的不畅, 造成矮秆的表型。另一激素油菜素
内酯(Brassinosteroid, BR)也被证明是决定株高的一
个重要因素, 根据BR造成植株矮化的方式, 也可分
为BR合成突变体和BR信号传导突变体。目前鉴定出
的水稻BR合成突变体有brd1[13]、d2[14]、d11[15]和

Osdwarf4[16]等 , 信号传导途径突变体包括dlt[17]、

d61[18]和OsBZR1[19]等。 
植物生长发育是一个复杂的过程, 通过分离鉴

定不同的矮秆突变体并分离基因, 对了解植物生长
发育的调控过程、揭示植物矮化分子机制都有着非

常重要的作用。有鉴于此, 本研究通过对所构建的
水稻突变体库[20]进行大规模筛选, 获得一稳定遗传
的矮秆卷叶突变体dtl1(dwarf and twist leaf 1), 利用
与籼稻品种Taichung Native 1 构建的遗传群体, 已
将突变基因精细定位到水稻第 10 染色体长臂 70.4 
kb区域, 为进一步克隆该基因, 研究基因功能奠定
了基础。 

1  材料和方法 

1.1  水稻材料 

通过对本实验室所构建的水稻突变体库[20]进行

大规模筛选 , 获得一稳定遗传的矮秆卷叶突变体
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dtl1(dwarf and twist leaf 1)。野生型是粳稻品种日本
晴。纯合dtl1表现为不育, 因此, 只能通过杂合体后
代分离获得有表型的纯合dtl1突变体。将dtl1与籼稻
品种Taichung Native 1 配制杂交组合, 在北京分别
播种亲本、F1和F2代, 成熟期调查主要农艺性状, 株
高是从地面到最高一穗穗尖的高度, 叶片宽度从叶
片最宽处测量。 

1.2  方法 

1.2.1  赤霉素敏感性分析 

参照王慧等 [21]的方法。取饱满的杂合体种子 , 
在温度为 35℃左右的烘箱中催芽 2 d, 选取萌发一
致的种子播于 96 孔PCR板(下端剪掉)中, 每孔 1 粒
种子, PCR板置于离心管盒, 分别加入 5、10、20、
30 和 40 mg/L的外源赤霉素(GA3)溶液 500 mL, 以
等量蒸馏水为对照, 10 d后测量苗高并记录, 同时一
一编号后提取DNA, 检测出其中的纯合隐性单株和
纯合显性单株, 纯合隐性单株是dtl1 突变体, 纯合
显性单株作为对照, 将统计数据重新归类、比较, 进
行GA敏感性分析。每个处理 20苗以上, 3次重复。 

1.2.2 内源赤霉素含量测定 

取新鲜叶片在液氮中研磨成粉末状, 称取 200 
mg, 加入 4 mL预冷的 80%甲醇, 4℃提取 4 h, 7 000 
r/min离心 15 min, 取上清, 过 C-18固相萃取柱纯化
后用氮气吹干备用。测定时用含 Tween-20和明胶的
磷酸盐样品稀释液定容(一般 1 g样品用 8 mL的样品
稀释液定容)。 

采用酶联免疫吸附法(ELISA)测定赤霉素(GA)
含量, 所用试剂盒购自中国农业大学作物化学控制
实验室。在已包被好抗原的酶标孔中分别加入标样、

待测样和抗体, 将酶标板放入湿盒内, 37℃竞争反
应 30 min。洗板后加酶标羊抗兔抗体, 37℃反应 30 
min。洗板 4次后加底物显色, 显色适当后用 2 mol/L
硫酸终止反应。在酶标免疫分光光度计上依次测定

标样和待测样在 490 nm处的 OD值。各处理重复 3
次。结果计算公式如下： 

Logit (B/B0) = In [B/(B0 − B)] 
其中, B0 是 0 ng/mL孔的显色值, B是其他浓度的显
色值, 待测样品可根据其显色值的logit值从标准曲
线中查出其所含激素浓度(ng/mL)的自然对数, 再经
过反对数计算出激素的浓度, 最后计算出样品中的

激素含量(ng/g FW)。 

1.2.3  α-淀粉酶活性测定 

采用碘熏蒸法测定α-淀粉酶活性[22]。制配 0.2%
马铃薯淀粉和 2%琼脂溶液, 含 10 mmol/L的NaAc和
2 mmol/L的CaCl2, pH 5.3, 一半加入 1 μmol/L的GA3, 
另一半不加GA3作对照, 制备琼脂平板。将杂合体种
子去壳 , 每粒种子分成含胚的和不含胚的两部分 , 
进行对应编号 , 先将含胚的部分发芽后提取DNA, 
检测出其中的纯合隐性单株和纯合显性单株, 纯合
隐性单株是dtl1 突变体 , 纯合显性单株作为对照 , 
然后将与其对应编号的无胚的部分用 30%的次氯酸
钠表面灭菌 30 min, 灭菌水清洗 6次, 垂直放在凝固
的平板上, 30℃黑暗条件下培养 4 d后取出, 用I2蒸

汽熏蒸使培养皿中的琼脂平板染色, 有淀粉酶分泌
的半粒种子周围由于淀粉的降解而出现白色的斑圈, 
没有淀粉酶分泌的则为蓝紫色。 

1.2.4  油菜素内酯敏感性分析 

油菜素内酯(BR)处理采用测定叶夹角的方法[14]。

取饱满的杂合体种子, 35℃萌发 2 d, 选取萌发一致
的种子 30℃正常光照培养 3 d左右, 用乙醇溶剂配
制 1 000 ng/µL表油菜素内脂(Brassinolide, BL)溶液, 
用移液枪取 1 µL滴加于第一叶尖, 以 1 µL乙醇作为
对照, 植物再经过 3 d的正常培养后, 用量角器测量
第一叶与其叶鞘之间的夹角并记录, 同时一一编号
后提取DNA, 检测出其中的纯合隐性单株和纯合显
性单株, 纯合隐性单株是突变体dtl1, 纯合显性单株
作为对照, 将统计数据重新归类、比较, 进行BR敏
感性分析。每个处理 20苗以上, 3次重复。 

1.2.5  定位群体的构建和总 DNA 的提取 

根据株高调查的结果, 从dtl1/Taichung Native 1
的F2代中选取 30株正常植株和 497株矮秆植株构成
定位群体, 分单株取叶片提取总DNA。在F2群体内

选取正常植株和矮秆植株各 20株, 每单株取等量叶
片 , 将正常植株和矮秆植株的单株叶片分别混合 , 
提取总DNA作为正常基因池和突变基因池。以CTAB
法提取总DNA[23]。 

1.2.6  分子标记分析和遗传图谱的构建 

依据 Gramene数据库 (http://www.gramene.org/ 
microsat)中的信息获得简单序列重复(SSR)标记, 运
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用Primer5.0软件设计插入/缺失(InDel)标记。由上海
英骏生物技术有限公司合成SSR和InDel引物。参照
Panaud等 [24]的PCR反应总体系及PCR程序 , 扩增产
物经 3.0%～3.5%琼脂糖凝胶电泳及溴化乙锭染色
后在紫外灯下观察拍照。根据标记检测定位群体的

分离数据, 用MAPMAKER(EXP3.0b)作图软件进行
连锁分析 , 用Kosambi函数将重组率转化为遗传距
离(cM), 进而构建目标基因所在区域的分子标记连
锁图。 

2  结果与分析  

2.1  突变体 dtl1的表型分析 

由图 1 和表 1 可见, 突变体植株 dtl1 表现出明
显的矮化表型, 其株高为 41.1 cm, 只有野生型对照
株高的 39.8%(图 1A)。通过对节间进一步调查发现, 
dtl1的穗下第 1、2、3节长度较野生型缩短明显, 分
别为野生型的 17.6%、26.2%和 48.1%, 而第 4 节的
长度与野生型相差不大, 第 5 节的长度比野生型还
有所增加(图 1C)。从节间比例的划分来看, dtl1的上
部节间缩短较多, 下部节间缩短较少或不缩短, 应
为 nl 型矮秆类型(图 1D)。除了植株矮化外, dtl1 还
表现出叶片卷曲(图 1B), 穗长、有效分蘖数、剑叶
长和剑叶宽与野生型相比都有极显著差异 , 其中 , 
穗长为对照的 32.9%, 有效分蘖数为对照的 48.6%, 
剑叶长是对照的 37.0%, 宽度为 35.2%(表 1)。 

2.2  突变体 dtl1对 GA和 BR的反应 

用不同浓度的GA3处理dtl1 突变体和野生型 , 
其苗高与未施加GA3处理的对照相比, 差异均达显

著水平, 说明dtl1 和野生型都对外源GA敏感, 但是
苗高的增加并不与GA3的浓度成正比, 施加GA3后, 
dtl1并没有完全恢复到野生型的苗高(图 2A)。同时, 
我们对dtl1突变体和野生型进行了内源GA含量的测
定, 从图 2B可知, dtl1 和野生型在GA含量上没有明
显差异, 表明dtl1 不属于GA合成缺陷型突变体。为
进一步检测dtl1的突变表型是否是由于GA信号传导
出现异常造成的, 继续分析了GA对水稻种子α-淀粉
酶的诱导反应。结果表明, dtl1突变体和野生型的培
养基在没有施加GA3的条件下均染成蓝色, 而添加
GA3的另一组处理在种子周围均形成一个白色斑圈

(图 3), 说明dtl1 突变体和野生型一样, 在GA3诱导

下能合成α-淀粉酶, 由此推断dtl1 的矮化并非由于
GA的信号传导出现异常所致。 

由于植株的矮化也可能与 BR 有关, 我们通过
测量叶夹角分析了 dtl1突变体对 BR的反应。当用 1 
000 ng/µL的 BL处理时, dtl1突变体和野生型的叶夹
角变化几乎没有差异(图 4A), 另外, 典型的 BR突变
体具有黑暗条件下的去黄化表型, 而 dtl1 突变体在
黑暗条件下表现黄化(图 4B), 因此, 认为 dtl1 突变
体的矮秆表型与 BR无关。 

2.3  突变体 dtl1的遗传分析 

突变体dtl1 与正常表型的籼稻品种Taichung 
Native 1杂交, 其F1代植株的株高与Taichung Native 
1 相近, 表现为正常, F2代植株可明显的区分为正常

株高植株与矮秆植株两组, 在 1 936株的植株里, 有
正常株高植株 1 439株, 矮秆植株 497株, 经卡方(χ2)
测验, 其分离比符合 3:1(表 2), 表明dtl1的突变性状
由单隐性核基因控制, 将该基因命名为DTL1。 

 

 
 

图 1  野生型和 dtl1 突变体的表型 
A：野生型和 dtl1突变体; B：dtl1的叶片表型; C：各节间长; D：各节间比; Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ分别表示穗下第 1、2、3、4、5节间。 
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表 1  野生型和 dtl1 突变体的主要农艺性状比较 

性状 WT dtl1 

株高(cm) 103.32±2.61 41.13±2.59**

穗长(cm) 21.39±1.29 7.05±0.81**

有效分蘖数 17.90±1.73 8.70±1.33**

剑叶长(cm) 34.94±4.77 12.94±1.51**

剑叶宽(cm) 1.45±0.07 0.51±0.06**

注：**表示显著水平 P<0.01。 

2.4  DTL1基因的精细定位 

以dtl1/Taichung Native 1 的F2群体作为定位群

体, 用 240对较均匀分布于水稻 12条染色体上的微
卫星引物扩增dtl1和Taichung Native 1的DNA, 然后
用在两亲本间表现出多态的引物扩增正常株高植株

与矮秆植株的近等基因池, 再用在池中检测到多态
的引物扩增F2群体, 结果发现位于水稻第 10 染色体
上的微卫星标记RM4477 和RM4771 与DTL1 有连锁
关系。为了进一步定位目标基因, 继续寻找到了具
有亲本多态性的微卫星标记RM591、RM25923 和
RM6673, 并新开发了 1 个插入 /缺失 (InDel)标记
Z10-29(表 3), 用这 4个标记对F2定位群体进行扩增, 
结果表明它们也与DTL1连锁。 

根据F2定位群体的表型和分子标记的分离数据

构建分子连锁图 , 可知DTL1 位于第 10 染色体
RM4477、RM591、RM25923、RM6673 和RM4771
之间, 与它们的遗传距离分别为 4.53、0.80、0.31、
0.10和 0.15 cM, 并与Z10-29标记共分离(图 5)。最
终, DTL1被定位到RM25923和RM6673标记之间、

物理距离约 70.4 kb的区域内。 
根据禾本科植物基因组自动注释系统 (http:// 

www.gramene.org/)对该区域的基因组序列进行预测, 
得到 13个候选基因, 其中 1个编码糖基水解酶家族
成员蛋白(LOC_Os10g42670), 1个编码包含 jmjC结
构域的蛋白(LOC_Os10g42690), 1个编码包含 CS结
构域的蛋白(LOC_Os10g42700), 1个编码RCD1蛋白
(LOC_Os10g42710), 1个编码酰基转移酶蛋白(LOC_ 
Os10g42720), 1个编码包含 VHS 和 GAT结构域的
蛋白(LOC_Os10g42724), 1 个编码纤维素合酶相似
家族 D 蛋白(LOC_Os10g42750), 1 个编码包含 PPR
重复结构域的蛋白(LOC_Os10g42760), 1个编码 A_ 
IG002N01.7 蛋白(LOC_Os10g42770), 1 个编码 IrgB
相似家族蛋白(LOC_Os10g42780), 1 个编码包含胞苷
酸转移酶结构域的蛋白(LOC_Os10g42790), 另有 2 个
编码未知蛋白(LOC_Os10g42730; LOC_Os10g42754)。
在这些候选基因中 , 未见已报道的株高相关基因 , 
这意味着DTL1可能是一个新的调控水稻株高的基因。 

3  讨 论 

迄今发现的矮秆突变体大多与内源植物激素

GA和BR的合成或信号传导途径相关, 但在前人的
研究中也报道了一些非GA和BR原因导致的矮秆突
变体：glu1 是一个由T-DNA插入得到的水稻矮秆突
变体 , 突变基因编码一个内切-1,4-β-D-葡聚糖酶 , 
显微观察发现突变体的初生细胞壁合成受阻, 使细
胞的伸长受到限制, 从而导致了矮化现象的发生[25]; 

 

 
 

图 2  野生型和dtl1 突变体施加GA3后的苗高(A)与内源GA含量的测定(B) 
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图 3  α-淀粉酶诱导反应 
+GA3表示添加GA3; −GA3表示没有添加GA3。 

在水稻Tos17插入系中, Sato等[26]分离出水稻同源异

型基因OSH15, 该基因的突变引起节间分生组织在
细胞分裂和分化上的障碍, 从而造成了植株矮化的
外在表型; 通过图位克隆的方法, Ishikawa等[27]鉴定

并克隆出水稻D3 基因, 该基因编码一个F-box和富
亮氨酸重复结构域蛋白, D3突变导致水 糵稻多 矮化; 
DGL1 编码一个负责切割微管的类剑蛋白, 该基因
突变导致植株矮化、叶片变短、叶尖略呈圆状和育

性降低等表型, 研究表明它对水稻细胞的伸长非常
重要[28]; TID1 编码一个α-微管蛋白, 该基因与细胞
的伸长和细胞分裂有关, 突变体表现为植株矮化、
茎和叶呈右手螺旋扭曲生长的特征[29]。 

本实验通过对所构建的水稻突变体库进行大规

模筛选 , 获得一个稳定遗传矮秆突变体dtl1, 外源
GA3处理、内源GA含量测定、α-淀粉酶活性检测以 

 

 
 

图 4  野生型和 dtl1 突变体对 BR 的反应 
A：BL对野生型和 dtl1突变体叶夹角的影响, −BL表示没有施加 BL, +BL表示施加 BL; B：黑暗和光照条件下野生型和 dtl1突变体的
幼苗。 
 
表 2  突变体dtl1 与Taichung Native 1 杂交F2代的表型分离 

组合 总株数 正常株高植株数 矮秆植株数 理论比 χ2 P 

dtl1/Taichung Native 1 1 936 1 439 497 3:1 0.061 0.75～0.90 

注：P0.05, 1 =3.84。 
 

表 3  本实验所用的多态性引物 

标记 引物序列(5′→3′) 所属 BAC 

RM4477 F: AGTAAACATGTCTTCGGGAT     R: CAGTGCATATTCCACTGGTA AC051633 
RM591 F: CTAGCTAGCTGGCACCAGTG     R: TGGAGTCCGTGTTGTAGTCG AC018929 
RM25923 F: GCAAGTCGTTCGTCTCCTGTGC   R: TCGTTGCTTGTACCAAAGCTTGC AC027037 
Z10-29 F: GGGGCAACTGTTGAAATG        R: ATGCGACTCCAAGATAAGGT AC027037 
RM6673 F: CATCGCATCGTATCGTATCG      R: GCTTCAAACACGCCTTCTTC AC018727 
RM4771 F: ACGTTGATTTCATTCAGGTC      R: ACGCTAACTGAGAAACATGG AC018727 
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图 5  DTL1基因在水稻第 10 染色体长臂上的分子连锁图 
 
及 BR敏感性检测等实验表明, dtl1与 GA和 BR无
关, 所以认为突变体 dtl1 的表型可能受不同的分子
机制调控。通过精细定位将突变基因 DTL1 定位到
水稻第 10染色体 SSR标记 RM25923和 RM6673之
间约 70.4 kb的染色体区域, 并与 InDel标记 Z10-29
共分离, 该区域有 13 个候选基因, 但未见已报道的
株高相关的基因, 故认为 DTL1 基因是一个新的控
制水稻株高的基因。 

已发现的矮秆基因一般具有“一因多效”的遗传
性状表现, 使得植株矮化的同时也会伴随其他性状
的改变, 如叶色深、分蘖数增加或减少、脆秆、卷
叶、小粒和不育等, 依据这些伴随性状, 矮秆突变体
又可分为小粒矮秆(d1, d7, d11, d13, d28, d30, d58)、
畸形矮秆(d2, d6, d20, d21, d23, d26, d29, d31, d32, 
d42, d51, d52, d53, d54, d56, d57)和多蘖矮秆(htd1, 
tdr1, tdr2)等(http://shigen.lab.nig.ac.jp/rice/oryzabase/ 
genes)。同样, dtl1 突变体除了株高降低外, 还伴随
有叶片卷曲、有效分蘖数减少、不育等表型。其中, 
有效分蘖数也是决定水稻产量的重要农艺性状, 研
究控制水稻分蘖的分子机理, 其结果对于水稻的生
产具有重要的指导意义。植物的生长发育是个非常

复杂的过程, 牵涉到很多方面的因素, 任何方面的
不正常都会造成生长发育障碍并形成突变表型, 突
变体 dtl1 所表现出的多种表型, 可能是由于基因的
多效性造成的, 引起这些突变表型的原因还有待进
一步研究, 对 DTL1基因的克隆及功能鉴定, 对进一
步理解水稻生长发育的分子机制具有重要意义。 
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