
籼稻９３Ｇ１１辐射诱变突变体库的创建及其筛选

龙湍１,２　安保光１,２　李新鹏１,２　张维１,２　李京琳１,２　杨瑶华１,２　曾翔１,２　吴永忠１,２

黄培劲１,２,∗

(１海南波莲水稻基因科技有限公司,海口 ５７０１２５;２海南神农大丰种业科技股份有限公司,海口 ５７０１２５;∗ 通讯联系人,EＧmail:boＧ

lianrgt２０１５＠aliyun．com)

ConstructionandScreeningofanIrradiationＧinducedMutantLibraryofindica
Rice９３Ｇ１１

LONGTuan１,２,ANBaoＧguang１,２,LIXinＧpeng１,２,ZHANG Wei１,２,LIJingＧlin１,２,YANGYaoＧhua１,２,

ZENGXiang１,２,WUYongＧzhong１,２,HUANGPeiＧjin１,２,∗

(１HainanBolianRiceGeneTechnologyCo．,Ltd．,Haikou５７０１２５,China;２GrandAgriseedsTechnology,Inc．,Haikou５７０１２５,

China;∗Correspondingauthor,EＧmail:bolianrgt２０１５＠aliyun．com)

LONGTuan,ANBaoguang,LIXinpeng,etal．ConstructionandscreeningofanirradiationＧinducedmutantlibraryof
indicarice９３Ｇ１１．ChinJRiceSci,２０１６,３０(１):４４Ｇ５２．
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１１(O．sativassp．indicacv．９３Ｇ１１),anelitevarietywithcompletegenomesequencesavailable,weestablishedan
irradiationＧinducedmutantlibrarycontaining３６１７lines．Threehundredandeightmutantlineswereobtainedfrom M２

andM３generationsandclassfiedinto１５typesofmutation,includingplantheight,tillernumber,plantarchitecture,
inflorescencearchitecture,spikeletarchitecture,fertility,leafcolor,leafshape,headingdate,andbentazonresistance．
Themutationfrequenciesrangedfrom０．０３％to２．７４％．Usingreversegeneticsapproach,wefoundthatCYP７０４B２is
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CYP７０４B２,respectively．ForthetwobentazonＧlethalmutants,a７Ｇbpanda２３Ｇbpdeletionweredetectedinthefirst
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摘　要:人工诱变突变体库是植物种质资源创新和基因组功能分析的有力工具.本研究以具有优异农艺性状且已完成基因
组测序的籼稻常规品种９３Ｇ１１(O．sativassp．indicacv．９３Ｇ１１)为材料,创建了一个包含３６１７个家系的辐射诱变突变体库.
通过在 M２和 M３代各生育期的筛选,从该突变体库中获得３０８个表型稳定的突变体.这些突变体的表型可以分成１５类,包
括株高、分蘖数、株型、穗型、小穗结构、育性、叶色、叶型、抽穗期、苯达松抗性等,突变频率为０．０３％~２．７４％.使用反向遗传
学策略,鉴定出了２个雄性不育突变体和２个苯达松敏感突变体中的基因突变位点.其中,２个雄性不育突变体的突变表型
是由于CYP７０４B２ 分别在第３和第４外显子发生碱基替换和片段缺失造成的,而２个苯达松敏感突变体的突变表型是由于

CYP８１A６ 中第１和第２外显子分别缺失了一个７bp和一个２３bp的片段造成的.４个突变体家系中野生型和突变体植株
的分离比均符合３∶１,属单基因隐性突变.这一籼稻突变体库将有助于籼稻基因组的功能分析,并且为水稻遗传改良提供
了有价值的材料.
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　　水稻(Oryzasativa)是世界上最重要的粮食作

物之一,也是我国粮食生产和消费中占主导地位的

口粮作物.同时,水稻还以其较小的基因组、高效的

遗传转化体系、丰富的遗传资源以及与其他禾本科

作物较高的基因组共线性被选为禾本科作物基因组

研究的模式植物,并成为第一个完成基因组测序的
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农作物[１Ｇ３].以粳稻品种日本晴(O．sativassp．jaＧ
ponicacv．Nipponbare)为参考,水稻基因组大小约

为３８９Mb,编码超过５０,０００个基因,其中蛋白编码

基因超过３９,０００个[４Ｇ５].译解水稻基因组编码的全

部基因的功能不仅能阐明调控水稻生长发育的分子

机制,也将为水稻的遗传改良提供理论基础.
突变体是承载和表达遗传变异的载体,通过创

建突变体库可以对水稻基因组进行系统的功能分

析.创建水稻突变体库的方法主要有插入突变以及

物理和化学诱变两类.插入突变是利用 TＧDNA、

Ac/Ds、En/Spm、Tos１７、nDART/aDART 等水稻

内外源插入元件插入到基因组中,通过敲除或激活

基因功能来创制突变体[６].插入突变最大的优势在

于插入元件的序列已知,可以便捷地通过分离和分

析插入元件的侧翼序列来确定插入位点和突变基

因.目前,国内外研究者已使用不同插入元件创建

了多个水稻插入突变体库[７Ｇ１３].这些突变体库包含

了约６７５,０００个突变株系,从这些株系中７６．９％的

水稻蛋白编码基因可以通过检索侧翼序列找到相应

突变体[１４].然而,由于插入突变体的产生一般要经

过组织培养和转基因过程,现有主要插入突变体库

都选择了粳稻品种建库.因为组织培养造成了大量

体细胞变异,真正由插入元件造成的突变只占到

５％~１０％,这 降 低 了 后 续 基 因 鉴 定 工 作 的 效

率[６,１４].此外,大部分插入突变体因包含外源转基

因元件而涉及转基因品种商业化问题,无法直接用

作育种材料.
物理诱变主要是用快中子、γ射线、离子束照射

植物干种子诱导突变;化学诱变则是用甲基磺酸乙

酯(EMS)、NＧ甲基ＧNＧ亚硝基脲(MNU)、双环氧丁

烷(DEB)、叠氮化钠(SA)等化学试剂浸泡植物种子

诱导突变.物理和化学诱变都能在植物基因组中产

生单碱基突变、DNA 片段插入缺失、染色体重排等

变异.用物理和化学诱变创建水稻突变体库有两大

优点:一是不需要转基因步骤,操作简便,不受籼粳

基因型限制;二是能在基因组中造成随机分布的多

个突变,只需较小的群体就能完成基因组饱和突变.
过去,利用物理和化学诱变突变体鉴定基因需要用

费时费力的图位克隆方法,极大限制了物理和化学

诱变突变体的使用效率.但随着定向诱导基因组局

部突变(TILLING)、MutMap、MutMap＋ 等高通量

基因型 鉴 定 技 术 的 出 现,这 一 限 制 已 被 有 效 解

除[１５Ｇ１８].目前已有多家研究单位建立起了物理和化

学诱变 突 变 体 库,并 且 突 变 体 数 量 还 在 继 续 增

长[６,１４Ｇ１６,１９].但总体而言理化诱变突变体数量依然

远少于插入突变体,并且其中籼稻基因型的比例依

然较低[１４].
在本研究中,我们使用了一个在我国具有广泛

适应性且已完成基因组测序的优良籼稻品种９３Ｇ１１
(O．sativassp．indicacv．９３Ｇ１１)来产生辐射诱变

突变体库[３].通过对３６１７个突变家系的筛选共获

得了３０８个表型稳定的突变体.我们进一步对其中

的隐性核雄性不育突变体和苯达松敏感突变体进行

了分子鉴定.该突变体库为水稻基因组的功能分析

和遗传改良提供了有价值的籼稻突变体资源.

１　材料与方法

１．１　突变群体的产生和种植

２０１３年６月在湖南省农业科学院用钴６０对１０
kg９３Ｇ１１(O．sativassp．indicacv．９３Ｇ１１)干种子进

行辐射,辐射剂量２５０GY.辐射后的种子于２０１３
年７月播种获得 M１植株.M１分单株收种获得 M２.
每个 M２家系种植５０株,随机挑选６株分单株收种

获得 M３.所有诱变材料均按正常大田条件种植于

海南神农大丰种业科技股份有限公司海南临高育制

种基地,单本插,株行距１６．３cm×１９．８cm.９３Ｇ１１
干种子由湖南省水稻研究所提供.

１．２　突变体筛选

在 M２代全生育期目测筛选具有明显表型变异

的突变体.对其中可能的雄性不育突变体取成熟小

穗用碘Ｇ碘化钾溶液(０．６％ KI,０．３％I２)进行花粉染

色并镜检以确定花粉育性.随机挑选１３２６个 M２编

号,取每个编号收获的 M３种子等量混合播种,种植

１００株,在苗期按１００mL/m２喷施１g/L的苯达松

溶液(常州精度生物科技有限公司)至叶片表面筛选

苯达松敏感突变体.种植苯达松敏感突变体后代,
在分蘖期按４５０mL/m２喷施１g/L的苯达松溶液

至叶片表面对苯达松敏感表型进行验证.

１．３　DNA抽提和保存

DNA 抽提参照 CTAB 法[２０],有所改动:取３
cm 长的水稻叶片,在８００μL抽提缓冲液[１５g/L
CTAB,１．０５ mol/L NaCl,７５ mmol/L TrisＧHCl
(pH８．０),１５mmol/LEDTA(pH８．０)]中磨碎,收
集到一个１．５mL离心管中.６５℃水浴３０min,其
间颠倒混匀.加入８００μL氯仿与异戊醇的混合液

(V氯仿 ∶V异戊醇 为２４∶１),颠倒混匀１５min.１２０００
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r/min、室温下离心１０min.吸上清４５０μL,转移到

一个新的１．５mL离心管中,加入２倍体积９５％乙

醇,混匀后－２０℃下沉淀３０min.１２０００r/min下

离心１５min.倒掉９５％乙醇,用７５％乙醇洗沉淀.
倒掉７５％乙醇,干燥后加１００μL灭菌ddH２O溶解

DNA.DNA溶解后编号装入９６孔板于－２０℃下

保存备用.

１．４　CYP７０４B２和CYP８１A６的测序与分析

根据CYP７０４B２(GenBank:NM_００１０５５６２７．２)
和CYP８１A６(GenBank:DQ３４１４１２．１)的基因组序

列设计PCR引物(表１),并分别用来扩增无花粉型

不育突变体、苯达松敏感突变体和野生型对照中的

相应基因.PCR反应体系为２× Taq 酶反应母液

(Sinobio)２５μL,１０μmol/L 引 物 各 ２μL,模 板

DNA４０ng,补ddH２O 至５０μL.PCR程序如下:

９４℃下预变性１０min;９４℃下变性３０s,５７℃下退

火３０s,７２℃下延伸９０s,４２个循环;７２℃下延伸

１０min,１６℃下１０min.PCR产物直接送深圳华大

基因科技有限公司测序.序列返回后用 DNAman
６．０进行分析.

１．５　CYP７０４B２和CYP８１A６突变位点基因型检测

在CYP７０４B２ 和CYP８１A６突变位点两侧根

据基因组序列设计引物(表１)用来鉴定相应基因在

野生型和突变体中的基因型.PCR反应体系为１０
× 反应缓冲液１μL,１０mmol/LdNTP０．２５μL,１０

μmol/L引物各０．２５μL,５U/μLTaq 酶(中科瑞

泰)０．１μL,模板 DNA４０ng,补ddH２O 至１０μL.

PCR程序为９４℃下预变性３min;９４℃下变性２０s,

５５℃下退火２０s,７２℃下延伸３０s,３５个循环;７２℃
下延 伸 ７ min,１６℃ 下 １０ min.CYP７０４B２ 和

CYP８１A６ 扩增产物分别在１２％和６％的聚丙烯酰

胺凝胶上进行电泳检测.

２　结果与分析

２．１　突变体库的创建和筛选

　　１０kg９３Ｇ１１种子经钴６０辐射后大田种植,共
获得 M１植株８９４７株.M１植株成熟后分单株收种,
从中选取有１００粒以上种子的材料３６１７份种成 M２

株系,共种植约１８万株.从每个 M２株系中随机选

取６个单株,分单株取叶片抽提DNA并收种,分别

表１　本研究使用的引物

Table１．Primersusedinthisstudy．

引物

Primer

序列(５′Ｇ３′)

Sequence(５′Ｇ３′)

目的基因

Targetlocus
７０４B２Ｇ１F CAAAGATTGTCTCAAGGTTGGTAG CYP７０４B２
７０４B２Ｇ１R GGTATTAGGCAAGGAATTCAGTTG
７０４B２Ｇ２F TCGAAGGACAGGACGGTGAC CYP７０４B２
７０４B２Ｇ２R TTTGAGCAAGAGAGGAAGGATC
７０４B２Ｇ３F GCAAGAACTAACCAAAATTCAGG CYP７０４B２
７０４B２Ｇ３R GGTCAGACGGAGGTGGAGA
８１A６ＧF１ CAAACTTCCAACTTTCCCGT CYP８１A６
８１A６ＧR１ CTGACGCCTGAAACGCAG
８１A６ＧF２ GCAACGGAGTGAGTAGAAGTAATC CYP８１A６
８１A６ＧR２ CAGAAAGGTAAAACAGCAGAAGA
８１A６ＧF３ GGGCGAGAAGAAGAGCATG CYP８１A６
８１A６ＧR３ GGCACGACCTTGGGGAT
８１A６ＧF４ GGTGCGACGGCAATCTC CYP８１A６
８１A６ＧR４ GAGCAGAAAGCCCTTCCTC
１９０７_F AGGTCGGGTTTGGGGTT １９０７株系中CYP７０４B２ 的突变位点

１９０７_R GATGTTGGCAGCGTCGAA CYP７０４B２intheline１９０７
２２４５_F AGCTTCGGGGACGACAAGA ２２４５株系中CYP７０４B２ 的突变位点

２２４５_R TGCGTCATCGCCATGTACGT CYP７０４B２intheline２２４５
３５２２ＧF ATGAAATCTTAGTTCCACCCTCTTGCCG ３５２２株系中CYP８１A６ 的突变位点

３５２２ＧR CTCCCTGACGATGCACTGGAGGT CYP８１A６intheline３５２２
３６２２ＧF TGTTCGAGGTCTCCCTCAGCGTG ３６２２株系中CYP８１A６ 的突变位点

３６２２ＧR CCTGCTTAAACTCCTGGGCTTCCA CYP８１A６intheline３６２２
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A－单分蘖;B－矮化;C－迟抽穗;D－小穗变形;E－假病斑.左边为突变体,右边为野生型.

A,Monoculm;B,Dwarfism;C,Lateheading;D,Malformedspikelet;E,Lesionmimic．Mutantplantsorsamplesareontheleft,andwild

typeplantsorsamplesareontheright．
图１　M２家系中不同类型的突变体

Fig．１．DifferentmutantphenotypesinM２families．

作为辐射诱变突变体库的 DNA 池和种质资源长期

保存.
在 M２代对突变体材料的株高、株型、分蘖数、

穗型、小穗结构、育性、叶色、叶型、抽穗期等性状进

行全生育期观察筛选,在 M３代对突变体材料的苯

达松抗性进行筛选.结果共选中包括分蘖减少(图
１ＧA)、矮化(图１ＧB)、迟抽穗(图１ＧC)、小穗变形(图
１ＧD)、假病斑(图１ＧE)等在内的１５种类型共３０８个

突变家系,占被观察家系总数的８．５２％(表２).如

表２所示,育性相关突变出现的频率最高,为２．７４％

(９９个),株型紧凑和早衰突变出现的频率最低,均
为０．０３％(各１个).其他类型突变出现的频率除矮

化和分蘖少高于１．００％以外,其余均低于１．００％
(表２).

２．２　不育突变体的分子鉴定

为了进一步了解本突变体库的质量及其在水稻

基因功能分析中的效用,我们以不育突变体和苯达

松敏感突变体作材料开展了基因鉴定工作.水稻

CYP７０４B２ 编码一个细胞色素 P４５０家族的蛋白,
该基因缺失后导致水稻不能产生成熟花粉[２１].我
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表２　M２和 M３家系中突变表型统计

Table２．SummeryofmutantphenotypesinM２andM３families．

表型

Phenotype

家系数

Number

oflines

频率a

Frequencya

/％
株高增加Increasedplantheight ３ ０．０８
矮化 Dwarfism ６５ １．８０
株型紧凑 Reducedtillerangle １ ０．０３
分蘖少 Reducedtillernumber ５２ １．４４
分蘖多Increasedtillernumber ２ ０．０６
穗型变异 Malformedpanicle ６ ０．１７
小穗变异 Malformedspikelet １９ ０．５３
育性 Fertility ９９ ２．７４
叶色 Leafcolor ２ ０．０６
叶片变宽 Broadleaf ２ ０．０６
假病斑 Lesionmimic １２ ０．３３
早衰 Prematuresenescence １ ０．０３
早抽穗 Earlyheading １２ ０．３３
迟抽穗 Lateheading ３０ ０．８３
苯达松敏感 BentazonＧlethal ２ ０．１５b

总数 Total ３０８ ８．５２

　　a突变家系在被筛选的３６１７个家系中出现的频率;b苯达松敏感

家系在被筛选的１３２６个家系中出现的频率.
aMutationfrequencyin３６１７lines;b Mutationfrequencyin１３２６

lines．

们从９９个育性突变体中挑选出１１个无花粉型雄性

不育突变体,用基因特异引物分别扩增这些无花粉

型雄性不育突变体中的CYP７０４B２,将PCR产物测

序后与野生型CYP７０４B２ 的基因组序列做比对.
结果表明在１９０７(图２ＧA,B)和２２４５(图２ＧC,D)两
个家系的无花粉型雄性不育突变体(图２ＧB,D)中,

CYP７０４B２ 的基因组序列均发生了改变(图２ＧE).
其中１９０７的突变体(１９０７m)在CYP７０４B２ 编码区

第７９４个碱基后的 GGG 被替换为 T,造成了移码

突变和翻译提前终止,导致野生型 CYP７０４B２蛋白

C端３３９个氨基酸被 TyrＧAlaＧValＧThr所取代.而

２２４５的突变体 (２２４５m)在 CYP７０４B２ 编码区第

１２６７个碱基后的 GG发生缺失,也造成了移码突变

和翻译提前终止,导致 CYP７０４B２蛋白 C端的２２０
个氨基酸被丙氨酸(Ala)取代.

为了进一步证实CYP７０４B２ 突变和表型的关

系,我们分别根据１９０７m 和２２４５m 中的突变位点

设计引物鉴定其 M２家系植株的基因型.结果表明

１９０７(图２ＧF)和２２４５(图２ＧG)家系的植株都可以分

为３种基因型,其中野生基因型和突变基因型分别

只能扩增出一条带,并且前者大于后者,杂合基因型

可以扩增出两条带,并且大小分别与野生基因型和

突变基因型一致.育性调查表明所有野生和杂合基

因型的植株都能正常结实,而所有突变基因型的植

株均不育,即不育表型和突变基因型共分离.这表

明两个家系中的不育表型均由CYP７０４B２ 的突变

造成.
对１９０７家系中CYP７０４B２ 突变位点杂合植株

后代的遗传分析表明,可育与不育株分别为９４株和

２９株,符合３∶１分离(χ２ ＝ ０．０７,P ＞ ０．０５).

２２４５家系中CYP７０４B２ 突变位点杂合植株后代中

可育与不育株分别为１１０株和３４株,也符合３∶１
分离(χ２＝０．０８,P ＞ ０．０５).这说明两个家系中

的不育性状仅由CYP７０４B２ 位点控制.

２．３　苯达松敏感突变体的分子鉴定

CYP８１A６ 编码一个细胞色素 P４５０家族的蛋

白,该基因突变后导致水稻对苯达松敏感[２２].我们

用特异引物分别扩增３５２２(图３ＧA)和３６２２(图３ＧB)
两个家系中苯达松敏感突变体(３５２２m 和３６２２m)
的 CYP８１A６,PCR 产 物 经 测 序 后 与 野 生 型

CYP８１A６ 的基因组序列进行比对.结果表明在

３５２２m 和 ３６２２m 中,CYP８１A６ 编码区分别在第

１７４７bp和第５８６bp后发生了２３bp和７bp的碱基

缺失(图３ＧC),两种缺失都造成了移码突变,导致翻

译提前终止.
为了验证苯达松敏感表型是否由CYP８１A６ 的

突变造成,我们分别根据３５２２m 和３６２２m 中的突

变位点设计引物鉴定两家系 M３植株的基因型.如

图３ＧD和３ＧE所示,３５２２和３６２２家系的植株都能

分成野生、突变和杂合３种基因型,其中野生和突变

基因型各有一条带且前者大于后者,杂合基因型有

两条带并分别与野生和突变基因型的带一致.在

３５２２和３６２２家系中所有野生和杂合基因型的植株

都对苯达松不敏感,而所有突变基因型的植株均敏

感,说明苯达松敏感表型与突变基因型共分离,表明

苯达松敏感表型确是由CYP８１A６ 的突变造成的.
挑选３５２２家系中CYP８１A６ 突变位点杂合单

株的后代进行遗传分析,苯达松不敏感与敏感株分

别为２２２株和７９株,符合３∶１分离(χ２＝０．１９,P
＞０．０５).３６２２家系中CYP８１A６ 突变位点杂合植

株后代中苯达松不敏感与敏感株分别为２３３株和

８４株,也符合３∶１分离(χ２＝ ０．３０,P ＞ ０．０５).
这说 明 两 个 家 系 中 的 苯 达 松 敏 感 表 型 仅 由

CYP８１A６ 单基因控制.
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A和B－１９０７家系中野生型(A)和无花粉型不育突变体(B)的花粉碘染,比例尺＝１００μm;C和 D－２２４５家系中野生型(C)和无花粉型不育突

变体(D)的花粉碘染,比例尺＝１００μm;E－CYP７０４B２ 的基因结构.黑框代表编码区;线条代表内含子;三角指向突变位点,其中１９０７家系突

变体(１９０７m)中CYP７０４B２ 第７９４个碱基之后的“GGG”被替换为“T”,而２２４５家系突变体(２２４５m)中CYP７０４B２ 第１２６７个碱基之后的

“GG”缺失;F和G－１９０７(F)和２２４５(G)家系 M２单株中CYP７０４B２ 突变位点的基因型检测.图片左边显示PCR产物大小.W－野生型;H－
杂合型;M－突变型.

AandB,I２ＧKIstainingofpollengrainsofawildtypeplant(A)andamutant(B)intheline１９０７,bar＝１００μm;CandD,I２ＧKIstainingof

pollengrainsofawildtypeplant(C)andamutant(D)intheline２２４５,bar＝１００μm;E,ThestructureofCYP７０４B２．Blackboxesrepresent

thecodingregion;Linesrepresentintrons;Trianglespointtothemutationloci．“GGG”followingthe７９４thnucleotideofCYP７０４B２issubstiＧ

tutedby“T”inmutantsoftheline１９０７(１９０７m),and“GG”followingthe１２６７thnucleotideofCYP７０４B２isdeletedinmutantsoftheline

２２４５(２２４５m);FandG,GenotypingoftheCYP７０４B２lociinthelines１９０７(F)and２２４５(G)．Thesizes(bp)ofthePCRproductsareshown

ontheleft．W,Wildtype;H,Heterozygote;M,Mutant．
图２　无花粉型雄性不育突变体及其分子鉴定

Fig．２．PhenotypicandmolecularcharacterizationoftwomaleＧsterilemutantswithoutpollengrains．
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A和B－３５２２(A)和３６２２(B)家系中苯达松敏感突变体(左边)和野生型(右边)植株分蘖期喷施苯达松后的表型;C－CYP８１A６ 的基因结构.

黑框代表编码区;线条代表内含子;三角指向突变位点,其中３５２２家系突变体(３５２２m)中CYP８１A６ 编码区第１７４７bp后发生了２３bp缺失,而

３６２２家系突变体(３６２２m)中CYP８１A６ 编码区第５８６bp后发生了７bp缺失;D和E－３５２２(D)和３６２２(E)家系 M３单株中CYP８１A６ 突变位点

的基因型检测.图片左边显示PCR产物大小.W－野生型;H－杂合型;M－突变型.

AandB,PhenotypesofthebentazonＧlethalmutants(left)andwildtype(right)plantsinthelines３５２２(A)and３６２２(B)afterbentazonspraＧ

yingattilleringstage;C,ThestructureofCYP８１A６．Blackboxesrepresentthecodingregion;Linesrepresentintrons;Trianglespointtothe

mutationloci．A２３Ｇbpdeletionisfoundfollowingthe１７４７thbpofthecodingregionofCYP８１A６inmutantsoftheline３５２２(３５２２m),anda

７Ｇbpdeletionisfoundfollowingthe５８６thbpofthecodingregionofCYP８１A６inmutantsoftheline３６２２(３６２２m);DandE,Genotypingof

theCYP８１A６lociinthelines３５２２(D)and３６２２(E)．Thesizes(bp)ofthePCRproductsareshownontheleft．W,Wildtype;H,HeterozyＧ

gote;M,Mutant．
图３　苯达松敏感突变体及其分子鉴定

Fig．３．PhenotypicandmolecularcharacterizationoftwobentazonＧlethalmutants．

３　讨论

目前国内外创建的水稻突变体库大多数是粳稻

遗传背景,并多用转基因方法产生[６,１４].本研究利

用辐射诱变创建了一个包含３６１７个家系的籼稻品

种９３Ｇ１１的突变体库.从该库中共筛选到３０８个突

变家系,总突变频率为８．５２％.这些突变体可以分

为包括育性和苯达松敏感在内的１５种类型,不同类

型出现的频率为０．０３％~２．７４％.我们从１３２６个

家系中筛选到２个CYP８１A６ 突变体,从３６１７个家

系中筛选到２个CYP７０４B２ 突变体,提示在本突变

体库中筛选到单个目标基因突变体的概率应该不低

于 ０．０５５％ ~ ０．１５％. 造 成 CYP７０４B２ 和

CYP８１A６ 突变的原因是小片段缺失和核苷酸替

换,这也是辐射诱变典型的突变类型[１９].我们的

９３Ｇ１１突变体库突变频率高,突变类型丰富,增加了
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籼稻突变体资源并将促进籼稻基因组功能的解析.
此外,９３Ｇ１１基因组序列已经公布[３],且其在我国水

稻生产中表现出优质、高产、广适等特性,这有利于

本突变体资源在水稻育种和生产中的直接利用.
雄性不育是水稻杂种优势利用的基础,受到复

杂分子网络的调控[２３Ｇ２４].隐性核雄性不育是雄性不

育的一种,可用于第三代杂交水稻技术和轮回育种

群体改良技术[２５Ｇ２７].CYP７０４B２ 突变后会产生无

花粉型隐性核雄性不育突变体[２１],在上述两个技术

中均 具 有 重 大 应 用 潜 力. 目 前 已 报 道 过 的

CYP７０４B２ 突变体是用粳稻品种９５２２经钴６０辐射

获得.在该突变体中,一段包括CYP７０４B２ 大部及

其上游基因一部在内的３１０２bp长的片段发生了缺

失[２１].由于CYP７０４B２ 上游基因序列的删除可能

造成潜在的非目标性状变异,这为其利用带来不利

影响.本研究鉴定了两个新的CYP７０４B２ 突变体

１９０７m 和２２４５m.在这两个突变体中CYP７０４B２
的第３和第４外显子分别比其野生型短２bp,这不

但避免了上下游其他基因变异可能造成的附加效

应,还能很容易地设计共显性分子标记进行检测,极
大地方便了突变体的利用.

苯达松是一种苯并噻二唑类内吸性稻田除草

剂,能够通过干扰光合作用中的希尔反应杀死多种

阔叶类和莎草科杂草.水稻可以通过CYP８１A６ 编

码的细胞色素P４５０蛋白将苯达松羟基化而不受毒

害[２２].水稻CYP８１A６ 突变体对苯达松敏感,在杂

交水稻的除杂保纯和混植法制种中均具有极大的应

用潜力.农林８号 m 和８０７７S是目前为止报道过

的两个CYP８１A６ 突变体,其中籼稻来源的８０７７S
对苯达松的敏感性不高,粳稻来源的农林８号 m 的

敏感程度明显高于８０７７S.农林８号 m 和８０７７S分

别在CYP８１A６ 的 ATG 起第５０７碱基缺失一个 C
和在第２０５８碱基缺失一个 G[２２].由于上述两个突

变体中的CYP８１A６ 都只有１bp的缺失,因此难以

用普通PCR和电泳方法进行检测.本研究新鉴定

了３６２２m 和３５２２m 两个对苯达松高度敏感的突变

体.在这两个突变体中CYP８１A６ 的第１和第２个

外显子分别缺失了一个７bp和一个２３bp的片段,
用普通的聚丙烯酰胺凝胶甚至琼脂糖凝胶电泳就能

检测CYP８１A６ 突变基因.此外,３６２２m 和３５２２m
与农林８号 m 及８０７７S遗传背景不同,为杂交水稻

育种和生产提供了新的种质资源.
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