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利用改进的 MutMap 方法克隆水稻雄性不育基因 
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摘要：本实验室通过对籼稻黄华占 EMS(甲磺酸乙酯)诱变，筛选得到一隐性核不育的水稻雄性不育突变体

osms55，遗传分析表明该突变体为单基因控制的隐性核不育，采用高通量的 Illumina Infinium iSelect SNP（50 K）

芯片检测技术鉴定该突变体的遗传背景，确认该突变体的遗传背景与黄华占一致。文章利用改进的 MutMap 方

法成功克隆该雄性不育基因，突变位点与突变表型的共分离分析表明 LOC_Os02g40450（MER3）是控制 osms55

突变体雄性不育的基因，该基因的剪切识别位点发生变异后导致剪切异常，造成第 5 外显子缺失 15 个碱基，从

而产生雄性不育。改进的 MutMap 方法无需精确组装的野生型基因组序列作对照，而是通过将定位群体中有突

变表型植株的 DNA pool 和野生型植株 DNA的重测序结果分别与日本晴参考基因组进行比对，然后再比较突变

体和野生型的差异 SNP 来确定候选基因，该方法大大降低了野生型基因组测序和组装成本，进一步扩大了

MutMap 方法的应用范围。 
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Abstract: A pollen defective male sterile rice mutant, osms55, was isolated from an elite indica cultivar HHZ using 

EMS (Ethyl methanesulfonate) mutagenesis strategy. Genetic analysis showed that osms55 was controlled by a single 

recessive gene. Genome-wide SNP analysis using the high-throughput Illumina Infinium iSelect SNP (50 K) microarray 

technology indicated that the genetic makeup of osms55 is the same as wild type (WT) HHZ. Using a modified MutMap 

method, we successfully identified a mutation in the LOC_Os02g40450 (MER3) gene that is co-segregated with the 

male sterility phenotype. The mutation is located at the intron splice-recognition site, leading to a 15 nucleotide deletion 

in the fifth exon. Different from the published MutMap method that aligns the mutant pool DNA sequence with the 

assembled WT genome, the method used in this study was to align the re-sequencing data of the mutant pool DNA and 

WT HHZ with the Nipponbare reference genome. The resulting SNPs of mutant/Nipponbare and WT HHZ/Nipponbare 
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were further compared to determine the candidate mutant gene. This modified method does not need an assembled WT 

genome as reference and thus is more cost-effective and widely applicable. 
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雄性不育是影响水稻产量的关键因素之一，但在另一方面，为了提高产量和获取杂种优势，

在杂交育种过程中，雄性不育又具有非常重要的应用价值[1, 2]。在水稻杂交制种过程中，雄性不

育系的利用降低了生产成本，提高了制种产量，充分发挥了杂交的优势。同时，雄性不育又是

研究水稻花发育分子调控机理的重要研究材料[3~6]。因此，开展水稻育性基因克隆不仅具有生产

利用价值，而且具有重要的理论意义。 

突变体是功能基因组学研究的重要材料，近年来，利用水稻突变体进行水稻功能基因组学

研究取得重大进展[7~11]。分离克隆相关基因是研究利用突变体的前提和基础，目前水稻突变体基

因克隆最常用的技术有图位克隆(Positional cloning)、转座子标签(Transposon tagging)、T-DNA 插

入(T-DNA tagging) 和反向遗传学(Reverse genetics)等技术。 

但是，随着各水稻基因组测序的完成以及二代测序技术的日趋成熟，MutMap克隆基因方法

应运而生[12]，该方法综合运用全基因组学、生物信息学、分子遗传学和分子生物学等多学科交

叉研究方法，结合高通量的二代测序方法，充分利用水稻重测序的数据及分析优势，通过把突

变体群体重测序结果与完全组装的野生型基因组序列相比对，找出水稻突变体基因。该方法大

大降低了基因克隆成本，缩短了基因克隆时间。 

本研究以 EMS(甲磺酸乙酯)诱变水稻品种黄华占得到的一个雄性不育突变体为研究材料，

命名为 osms55，对其进行初步的表型鉴定、遗传分析及遗传背景鉴定，并利用改进的 MutMap

方法，结合 HRM及 cDNA 序列比对，成功克隆了该雄性不育基因。 

1 材料和方法 

1.1 材料 

水稻雄性不育突变体 osms55 是本实验室用 EMS 诱变籼稻黄华占（HHZ）种子（处理浓度

为 0.7%，处理时间 12 h），进一步筛选 M2突变体库而获得，该突变体植株与野生型黄华占植株

杂交，产生的 F1和 F2代植株用于表型分析和遗传分离分析。F2代的雄性不育植株用于 MutMap 

分析和基因克隆。所有植物材料种植于深圳作物分子设计育种研究院光明试验基地。 

1.2 方法 

1.2.1花粉育性观察及表型鉴定 

采用 I2-KI染色方法鉴定水稻花粉育性。取成熟的水稻颖花，用镊子将 6枚花药取出置于载

玻片上，用镊子小心将花药夹碎后浸于适量的 1% I2-KI染液中 1~2 min，去除花药壁等残留物后

置于光学显微镜下观察并拍照。 

1.2.2 突变体遗传背景鉴定 

采用基因组 DNA提取试剂盒（Qiagen），抽提突变体与野生型材料基因组 DNA，采用

Illumina Infinium iSelect SNP（50 K）芯片检测技术[13]，对比分析野生型黄华占与突变体的 SNP

位点差异，分析判断突变体是否为黄华占来源。 

1.2.3 不育基因克隆 



将突变体材料与野生型材料杂交获得 F1个体，F1自交获得 F2分离群体，种植 F2群体，并

从 F2群体中挑选 30株具有雄性不育表型的植株，取其叶片提取 DNA，等量混合形成 DNA pool，

采用改进的MutMap方法[12]克隆不育基因，并获得基因序列和突变位点信息。 

突变体 DNA pool用超声波方法随机打断，依照 Illumina Paired-End DNA Sample Prep kit 建

议的方法建库。然后选取长度为 200~300 bp之间的片段，采用 Hiseq 2000平台（PE101）进行

重测序。测序原始数据经过质量监控，去除低质量及接头污染的数据后，通过 SOAP2软件[14]，

将数据比对到日本晴参考基因组上，得到比对到唯一位置的 reads。然后利用这些数据，采用

SOAPsnp 软件[15]寻找突变体与日本晴参考基因组间的单核苷酸多态性（SNP）。 

采用同样的方法测序并分析野生型 HHZ个体重测序数据，得到野生型 HHZ与日本晴之间

的 SNP 位点。然后将 osms55/日本晴 SNP 与野生型 HHZ/日本晴 SNP 相比较，去掉突变体中与

野生型相同基因型的 SNP 位点后，并根据野生型 HHZ Allele index≥0.8（唯一比对到该位点且

支持野生型基因型的 reads数与所有覆盖到该位置的 reads数的比值）以及覆盖到该位点的 reads

≥5 进行筛选。计算筛选剩下的位点的 SNP index值，并将所有筛选剩下的位点在染色体上作图。

理论上，造成突变性状的突变位点 SNP index应该等于 1，即为纯合位点；由于遗传连锁，其附

近的 SNP 位点 index应该等于或接近 1。寻找在染色体上成簇分布的 SNP 位点，再根据 EMS 诱

变通常产生的突变，即 G→A或 C→T 突变，以及突变位点对所在基因的影响加以判断，确定用

于实验验证的突变位点。改进的 MutMap方法将突变体群体测序结果和野生型基因组序列结果

分别与日本晴参考基因组相比对，利用 SNP index=1和差异位点分布等指标找出候选突变基因。 

1.2.4基因型测定分型 SNP 

采用高分辨率溶解方法(High Resolution Melting，HRM)
 [16,17]鉴定 F2个体的基因型，将测序

后已知基因型的材料作为对照，根据突变基因序列设计 PCR 引物（表 1）。将 PCR产物转移至

Light Scanner中进行扫描分型，通过荧光信号变化和自动分型软件绘制溶解曲线，软件根据荧

光值及曲线准确将检测样品区分为野生纯合型、杂合型、突变纯合型。 

表 1 用于 HRM 分析的引物及序列 

序号 引物名称 引物序列（5’-3’） 

1 Os11g18290F ACAATGGAGCGGCTGTAC 

2 Os11g18290R TCGATGTCATCCGACCAC 

3 Os02g40450F2 CATTACCAGATTATGTTCTG 

4 Os02g40450R2 CTTGATGAAGTTGCTTCTC 

 

1.2.5 RNA提取与反转录 

样品组织在液氮中进行研磨后，采用 TRIzol(Invitrogen)法提取小穗中的总 RNA，采用

SuperScript® III First Strand Synthesis Kit试剂盒(Invitrogen)反转录得到 cDNA样品。反转录产物

作为模板，通过 PCR 方法扩增野生型和突变体 cDNA，用作序列分析。 

2 结果与分析 



2.1 osms55突变体表型鉴定 

雄性不育突变体 osms55在营养生长期与野生型黄华占相比，植株表型上没有明显的差异。

材料授粉灌浆 25 d后，野生型黄华占结实率在 85%以上，叶片逐渐衰老；而 osms55不结实，谷

粒空瘪，植株大部分叶片仍然青绿（图 1：a、b）。解剖观察黄华占和突变体 osms55成熟颖花，

发现两者花药形态无明显差异，突变体雌蕊外观正常（图 1：c、d）。碘染结果表明突变体 osms55

花粉不能正常染色，以碘败型花粉为主（图 1：e、f）。 

   
图 1 突变体的表型特征 

a：野生型 HHZ（左）与突变体 osms55（右）株叶形态；b：HHZ（左）与 osms55（右）小穗结实情况；c：HHZ

花药形态；d：osms55 花药形态；e：HHZ 花粉染色；f：osms55 花粉染色。 

 

2.2 osms55突变体的遗传分析 

突变体 osms55与野生型的黄华占杂交，其 F1代植株花粉育性表现为正常，小穗结实率

89.8%。F2代植株群体可明显的区分为正常植株与不育植株两组，在 1 351株的植株里，正常可

育植株 1 020株，不育植株 331株，经卡方(χ
2
)测验，其分离比符合 3:1(表 2)，表明 osms55 的突

变性状由单隐性核基因控制，将该基因命名为 OsMS55。 

表 2 突变体 osms55与 HHZ杂交 F2代的表型分离 

组合 总株数 可育株 不育株 理论比 χ2 P 

osms55/HHZ 1 351 1 020 331 3:1 0.18 0.75~0.90 

注：P0.05, 1 =3.84。 

2.3 突变体 osms55的遗传背景鉴定 

利用 Illumina Infinium iSelect SNP（50 K）芯片检测技术[13]比较野生型黄华占与突变体

osms55之间的 SNP 位点差异，鉴定突变体的遗传背景。该芯片共有 51,599个 SNP 位点，均匀

分布在水稻的 12条染色体上。除去未检测到的位点，该方法共检测到出 48,040个 SNP 位点；

其中突变体与野生型黄华占不同的位点有 692个，其中 686 个为杂合位点，仅有 6个纯合位点

与野生型黄华占不同，差异位点集中分布在特定的染色体区域（图 2）。初步判断该突变体的遗

传背景与黄华占一致，突变体材料来源于黄华占。检测到的这些差异位点可能基于以下两方面

的原因：（1）传统育种方法培育的水稻品种来源姊妹系混合的小群体，而非单株遗传；（2）自

交繁殖世代相对较低。 



 
图 2 osms55 的遗传背景鉴定 

红色表示野生型黄华占与突变体在该位点存在差异。 

 

2.4 突变体 osms55的基因克隆 

突变体 DNA pool通过重测序，共得到 76 658 101 PE reads，采用 SOAP2软件[14]将数据

比对到日本晴参考基因组上(http://rice.plantbiology.msu.edu/)，覆盖整个基因组 89.53%，覆盖深

度为 30×，比对到唯一位置的 reads有 90 071 940。利用这些比对到唯一位置的数据，采用 SO

APsnp 软件寻找与日本晴之间的单核苷酸多态性（SNP），共得到 1 146 971个 SNP。采用同样

的方法测序野生型 HHZ植株基因组，共获得 60 726 573 PE reads，reads长度为 44 bp，覆盖

整个基因组 93.35%，覆盖深度为 13×，与日本晴基因组比对得到 710 055 SNP 位点。 

将野生型 HHZ/日本晴 SNP 与突变体 osmm55/日本晴 SNP 位点进行比较，去掉突变体中与

野生型相同基因型的位点后，根据野生型黄华占 Allele index≥0.8以及覆盖到的 reads≥5进行

筛选，共得到 1 732 SNP 位点，分布在水稻 12条染色体的不同区域上 (图 3)。其中 29个位点

在突变体中的 SNP index≥0.8，仅有 11个位于基因上（表 3），其中某些位点可能是由于测序深

度低或测序过程中产生的错误而导致的假阳性位点。 

 

 

图 3  1 732个 SNP位点在 12条染色体上的分布情况 

红色线为 loess渐近线。 

 

http://rice.plantbiology.msu.edu/


表 3  29个 SNP index≥0.8的突变区域情况及功能注释 

染色体 位置(bp) 基因型 所在基因 氨基酸变化 功能注释 

Chr.1 11,902,597 C→T 位于基因间 - - 

Chr.1 12,362,928 T→C 位于基因间 - - 

Chr.1 14,702,029 T→C LOC_Os01g25910 缬氨酸→丙氨酸 retrotransposon protein, putative, 

unclassified, expressed 

Chr.1 18,922,108 T→G 位于基因间 - - 

Chr.1 27,848,006 G→A 位于基因间 - - 

Chr.2 20,247,433 C→T 位于基因间 - - 

Chr.2 20,328,686 T→C 位于基因间 - - 

Chr.2 20,366,077 C→A 位于基因间 - - 

Chr.2 24,519,940 G→A LOC_Os02g40450 位于内含子剪切

识别位点上 

DEAD/DEAH box helicase domain 

containing protein, expressed 

Chr.2 27,673,504 G→A 位于基因间 - - 

Chr.2 28,221,877 G→A 位于基因间 - - 

Chr.2 28,717,357 G→C 位于基因间 - - 

Chr.3 7,923,576 G→A 位于基因间 - - 

Chr.3 13,389,331 T→A LOC_Os03g23180 位于内含子 retrotransposon protein, putative, 

Ty3-gypsy subclass, expressed 

Chr.3 26,607,060 T→A 位于基因间 - - 

Chr.4 10,247,997 G→A LOC_Os04g18550 精氨酸→组氨酸 expressed protein 

Chr.4 18,647,373 G→A 位于基因间 - - 

Chr.4 18,733,650 C→A LOC_Os04g31310 位于内含子 hypothetical protein 

Chr.5 15,292,412 A→T 位于基因间 - - 

Chr.6 3,654,770 C→T 位于基因间 - - 

Chr.7 2,591,705 T→C 位于基因间 - - 

Chr.7 8,371,290 A→T 位于基因间 - - 

Chr.7 9,972,875 C→T LOC_Os07g16950 未改变 Mak16 protein domain containing 

protein, expressed 

Chr.7 10,958,309 G→A 位于基因间 - - 

Chr.8 637,007 G→A LOC_Os08g02000 谷氨酸→赖氨酸 retrotransposon protein, putative, 

unclassified, expressed 

Chr.8 13,088,068 A→T LOC_Os08g21860 位于内含子 - 

Chr.10 10,624,770 A→G LOC_Os10g20980 苏氨酸→丙氨酸 transposon protein, putative, 

CACTA, En/Spm sub-class, 

expressed 

Chr.11 10,553,513 C→T LOC_Os11g18290 脯氨酸→亮氨酸 expressed protein 

Chr.11 11,692,540 C→T LOC_Os11g20239 位于内含子 expressed protein 

注：基因及功能注释相关数据来源 http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml。 

 

LOC_Os03g23180、LOC_Os04g31310、LOC_Os08g21860、LOC_Os11g20239四个候选基因

的突变位点位于内含子区域，LOC_Os01g25910、LOC_Os03g23180、LOC_Os08g02000、

LOC_Os10g20980四个基因均为反转录转座子或转座子，LOC_Os07g16950位于第 3个 exon结

http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml


束前 2 bp，且为同义突变。 

根据重测序数据分析，挑选成簇分布且含有位于基因上造成氨基酸或基因变异的 SNP，仅

有 2 号染色体和 11号染色体上有符合的位点，分别位于 LOC_Os02g40450和 LOC_Os11g18290

基因上。LOC_Os11g18290基因功能不明，其突变位于距离起始密码子 260 bp处，碱基 C突变

为 T，导致该氨基酸由脯氨酸变为亮氨酸。而 LOC_Os02g40450 基因编码一个 DNA 解旋酶，参

与减数分裂过程中染色体的交叉互换过程[18]，其突变位于基因第4个内含子的剪切识别位点上，

碱基 G突变为 A（图 4）。 

 

 

图 4 OsMS55基因突变前后序列比对 

 

2.5 利用 HRM方法分析突变位点与性状的遗传连锁关系 

根据表 3所列的候选基因突变位点变化及候选基因相关生物信息学分析，将

LOC_Os02g40450、LOC_Os11g18290作为主要候选基因进行实验验证。随机挑取 11个可育植

株与 85个不育植株，利用表 1中所设计的引物对 LOC_Os02g40450、LOC_Os11g18290 进行 PCR

扩增，采用 LightScanner软件分析数据，获得 SNP 分型结果，统计结果如表 4所示。   

LOC_Os11g18290突变位点与不育表型不共分离，即突变体 osms55的不育表型不是由该基

因突变引起的；而 LOC_Os02g40450突变位点与不育表型共分离，不育植株中该基因位点均发

生突变，可育植株中该基因位点为纯合野生型或杂合型，由此推断，osms55突变体产生雄性不

育是由于 LOC_Os02g40450 基因在剪切识别位点处发生了突变，影响了 RNA的正常剪切加工。 

表 4 候选基因 SNP分型统计结果 

候选基因 突变体表型 

突变体基因型 

野生型 杂合型 突变型 

LOC_Os11g18290 

可育 5 4 2 

不育 27 38 20 

LOC_Os02g40450 

可育 1 10 0 

不育 0 0 85 

 



2.6  OsMS55基因 cDNA序列比对分析 

LOC_Os02g40450的突变位于第四内含子的剪切识别位点 GT-AG 上，其中 AG的 G突变

为 A（图 4），为检测突变体 cDNA序列是否发生变异，提取野生型黄华占和突变体的总 RNA，

反转录获得 cDNA，设计引物(5’-cttcagtgacat tgctctggtc-3’和 5’-cagtttgtgaaaggcactgtgc-3’)并 PCR

扩增后测序，结果表明，突变体 osms55的剪切识别位点发生变异后，OsMS55基因第 5 外显子

的前 15 bp变为内含子，导致突变体蛋白比野生型少5个氨基酸。Blast分析发现LOC_Os02g40450

基因与MER3基因同源，已有报道表明，MER3 基因在 5’UTR区及起始密码子处的大片段缺失

可导致雄性不育[18]。 

3 讨 论 

植物的雄性生殖发育是一个多步骤的复杂过程，包括雄蕊分生组织分化，造孢细胞的产生

和分化，减数分裂，小孢子母细胞成熟，开花及授粉等，这其中任何一个环节的基因发生突变，

均能引起雄器官发育异常，最终产生雄性不育[19,20]。转录组分析表明，约 2.9万个转录本在水稻

的花药发育和花粉形成的不同阶段特异表达[21]。到目前为止，涉及水稻花药发育和花粉形成的

一些关键基因已被鉴定和研究，这些基因主要参与调控小孢子母细胞发育，绒毡层发育，花粉

囊和花粉外壁发育等过程[22~26]。 

MutMap方法是 Abe等[12]
2012年提出的一种基因克隆新方法，相较于图位克隆方法，

MutMap方法克隆基因更快捷、效率更高、成本更低，该方法是以二代测序技术为基础，通过对

F2分离群体中隐性表型个体的 DNA pool的深度测序，然后把突变体群体测序结果与野生型基因

组序列相比对，找出造成突变体性状的基因。MutMap方法不仅可以快速克隆质量性状的隐性核

基因，还可以应用到数量性状的 QTL定位[27]。 

MutMap方法对于克隆水稻育性发育相关基因尤其具有优势，传统图位克隆方法为了开发

更多的分子标记，一般都采用籼粳杂交构建定位分离群体，由此容易产生杂种不育而影响表型

判断，而利用回交等方法则增加基因克隆时间与工作量；MutMap 只需将突变体与野生型材料杂

交一次，自交获得 F2分离群体即可，既简化了群体构建的工作，又能准确判断材料表型。 

本研究在 Abe等[12]发表的MutMap方法的基础上进行了改进，不再把突变体群体测序结果

与野生型基因组序列直接比对，而是把突变体群体测序结果和野生型基因组序列结果分别与日

本晴参考基因组相比对，找出各自比对的 SNP 位点后，再把两组 SNP 位点相比对，找出差异位

点；然后再利用 SNP index=1和差异位点分布等指标找出候选突变基因。与 Abe 等人的方法相

比，本研究所采用的方法不要求精确组装的野生型基因组序列作对照，只需要对突变体群体和

野生型个体做 20~30×深度的重测序，即可通过与同一参考基因组相比对，找出候选基因，大大

降低了野生型基因组测序和组装成本。 

利用改进的MutMap方法，本研究成功地克隆到雄性不育 osms55突变体的基因

LOC_Os02g40450，该基因编码的蛋白命名为MER3
[18]，该基因突变后减数分裂染色体交叉(CO)

数目显著下降，而存在的少数 CO 也为随机分布，从而导致水稻产生雄性不育。在Wang等[18]

的研究中，mer3 突变体中在 5’UTR 区及起始密码子处有 763 bp的缺失，导致MER3基因与其

上游基因融合，最终因MER3 蛋白不能正确表达而产生雄性不育。本研究中 osms55突变体的突

变位点与Wang等研究不同，是由于突变体基因内含子剪切识别位点发生变异，该变异导致内含

子剪切异常，从而产生雄性不育。 



目前，水稻隐性雄性核不育材料主要应用于作物育种的群体改良上，实现优质基因叠加，

优化育种材料的遗传背景，从而培育出优良新品种或育种亲本[28]。此外，于2009年立项启动实

施了“水稻智能不育分子设计技术研究及新型不育系的创制”重点项目，开创了水稻隐性核雄

性不育基因在杂交育种上利用的新局面（http://www.most.gov.cn/kjbgz/201009/t20100920_82153.

htm）。 

智能不育分子设计技术利用遗传稳定的隐性雄性核不育材料，通过转入野生型基因恢复不

育材料的花粉育性，同时使用杀花粉基因使含转基因成分的花粉失活，并利用荧光基因分离筛

选不育系与保持系种子[29]。该体系不仅有效解决了水稻隐性核雄性不育材料自我繁殖难题，建

立了一套高效的杂交水稻育种和制种体系，开创了新的杂交育种途径，拓宽了水稻杂种优势的

利用空间，而且能够解决常规杂交育种过程中资源利用率低、育种周期长等瓶颈问题，提高杂

交制种纯度，降低杂交制种成本，同时也有效规避转基因生物安全等问题。智能不育技术有效

的将现代生物技术与传统育种方法相结合，使得大量水稻隐性雄性核不育基因及突变体材料的

利用成为了可能。 

本研究中的水稻突变体材料 osms55所携带的隐性核不育基因不受光温条件的影响，花粉以

碘败为主，雌蕊正常，任何常规品种均可以作为其恢复系，该突变体以及控制该突变体性状的

基因为构建新型杂交育种体系提供了必要的元件，克隆该突变基因，为今后的水稻分子设计育

种提供更多可供选择的基因及种质资源。 
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