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Abstract:Brittleculm mutantsareoneoftheimportantmaterialstostudyplantmechanicalstrength．Abrittleculm
mutantnamedasbc１６ (brittleculm１６)wasisolatedfrom NipponbarethroughEMS (EthylMethaneSulphonate)
treatment．Comparedwithwildtype,bc１６featuredfragileandeasilybrokenstems,leaves,roots,lowerplantheight
andfilledgrainsperpanicle,shorterpaniclelengthandmainrootlength．Thecomponentsanalysisofstemcellwall
showedthatthecellulosecontentinbc１６ mutantwassharplydecreased,whilehemiＧcellulosecontentwasevidentlyinＧ
creasedandnosignificantdifferencehadbeenfoundinthelignincontentbetweenbc１６ mutantandwildtype．Thecell
shapeandarrangementofparenchymacellsinbc１６mutantbecameirregularanddisordered．Moreover,theparenchyma
cellwallsandthesecondarycellwallsofsclerenchymacellsinbc１６ mutantundertheepidermislayerwerethinnerthan
thoseinwildtype．Theresultsofgeneticanalysisrevealedthatthemutanttraitwascontrolledbyasinglerecessive
gene,whichwasmappedina６６．６ＧkbregionbetweenInDel(insertionＧdeletion)markers２ＧFand２ＧHonchromosome２
with７candidategenes．Amongthesegenes,Os０２g０７３８９００,whichisallelictoBC３gene,wasspeciallyfocusedon．
TherewasaTtoAsubstitutionattheveryendofthe１３thintronofOs０２g０７３８９００whichwasatthe５１１３thbaselocaＧ
tionfrominitiationcodonbysequencing,whichledansplicingforwardmutationintheprocessoftranscription,andsix
nucleotideswerecutintomRNAasaresult,whichfinallycausethestopoftranslation．Additionally,inthemutant,
thereweresignificantdecreaseintheexpressionofbc１６geneinroots,culmsandleavesbyrealＧtimePCRmethod．The
bc１６ mightaffectthesynthesisofsclerenchymasecondarycellwallandparenchymaprimarycellswall,whichcouldafＧ
fectthemechanicalstrengthofricestem．
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摘　要:脆秆突变体是一类研究植物机械强度的重要材料.利用EMS(甲基磺酸乙酯)诱变粳稻品种日本晴,筛选获得一个
脆秆突变体,命名为bc１６(brittleculm１６).与野生型植株相比,bc１６ 茎秆、叶片和根明显变脆,而株高、穗粒数降低,穗长和
主根长变短.茎秆细胞壁成分分析表明,bc１６ 纤维素含量显著低于野生型植株,半纤维素含量则显著增加,而木质素含量差
异不显著.突变体bc１６ 薄壁细胞形状无规则、排列紊乱,表皮层下厚壁细胞次生壁和薄壁细胞壁变薄.遗传分析表明bc１６
突变体由隐性单基因控制,位于水稻第２染色体长臂端InDel标记２ＧF和２ＧH 间６６．６kb的区间内.该区间共有７个候选基
因,其中Os０２g０７３８９００ 是bc３ 脆秆基因的等位基因.测序结果表明,bc１６ 突变体中的Os０２g０７３８９００ 基因从 ATG 开始第

５１１３位,在第１３内含子近末端发生了 T→A的置换,导致转录过程中该内含子末端６个核苷酸被剪切到 mRNA中,最终导
致翻译提前终止.实时荧光定量PCR结果表明Os０２g０７３８９００ 基因在bc１６ 脆秆突变体根、茎、叶中的表达量降低.bc１６ 基
因可能通过调控厚壁组织次生细胞壁和薄壁细胞初生壁的合成来影响水稻茎秆机械强度.
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　　植物机械强度是一种重要的农艺性状,直接影

响着作物的抗倒性.研究表明,引起水稻倒伏的主

要原因是茎秆机械强度不足[１].植物细胞壁是由多

糖、蛋白质等成分组成的复杂网状结构,支撑着植株

形态的建成[２,３].作为植株骨架的细胞壁,其主要成

分是纤维素、半纤维素和木质素,这些成分含量的高

低密切影响着植株的机械强度.植物机械组织主要

对植株起支撑和保护作用,可分为厚壁组织和厚角

组织两类,其中位于维管组织周围和表皮层以下的

几层厚壁细胞起着主要的支持作用,是影响水稻茎

秆强度的主要结构因子.脆秆突变体是一类茎秆机

械强度降低、脆性增加的材料.一般而言,水稻脆秆

突变体在细胞壁成分上通常会表现出纤维素含量降

低,在结构上表现为厚壁组织次生细胞壁变薄[４,５].
脆秆突变体是一类比较常见的突变体,拟南

芥[６]、大麦[７,８]、小麦[９,１０]和水稻[１１]等植物中均已发

现该类突变体.目前,发现并命名的水稻脆秆突变

体有２０多个,如bc９３１１Ｇ１、NBC(t)、dbc１ 等[１２Ｇ１４],
已精细定位或克隆了BC１~BC８、BC１０~BC１２、

BC１４ 和BC１５ 等基因,并对BC１、BC３、BC６、BC７、

BC１２、BC１４、BC１５ 等基因的功能进行了研究,研
究表明多数脆秆基因参与了纤维素的代谢[１５].Li
等[１６]克隆了可编码COBRA蛋白的基因BC１,该基

因突变后会引起水稻细胞壁的次生壁变薄,纤维素

含量降低,半纤维素和木质素含量增加等.Hirano
等[１７]和Zhang等[１８]发现水稻脆秆突变体bc３,该突

变体表现出根、茎、叶变脆易折断,根长变短,厚壁组

织细胞壁和薄壁细胞壁变薄等特点,进一步研究表

明水稻脆秆基因BC３ 编码１个经典的发动蛋白家

族 OsDPR２B蛋白,参与水稻次生壁的合成.KoＧ
take等[１９]对位于第９染色体上的不完全显性基因

BC６ 进行研究,结果表明该基因参与了编码纤维素

合酶催化亚基,其突变后能够显著降低纤维素含量.

Yan等[２０]从６０CoＧγ射线诱导粳稻品种中花１１中获

得脆秆突变体bc７(t),将编码纤维素合酶亚基突变

基因定位于水稻第１染色体长臂８．４kb的区域内.

Zhang等[２１]在粳稻品种 C４１８发现的脆秆突变体

bc１２,其纤维素含量变化不明显,而半纤维素含量增

加了５０％,纤维素微纤丝方向发生改变和木质素含

量显著增加引起植株茎秆变脆;进一步研究发现编

码水稻驱动蛋白 BC１２是一个双靶向驱动蛋白,在
细胞核和细胞质中均有分布,主要参与了细胞分裂

中微管的排列.Zhang等[２２]研究显示,BC１４ 编码

的水稻核苷酸糖转运蛋白 OsNST１位于高尔基体

上,该基因突变可导致细胞壁纤维素含量降低,从而

引起植物机械强度的下降而表现脆性.Wu等[２３]在

中花８号胚性愈伤组织中获得了一个稳定遗传的脆

秆突变体bc１５,其纤维素含量较野生型降低２３％,
而阿拉伯糖和木糖分别增加５８％和７７％;该基因已

定位于第９染色体标记 M２和 M３之间１１４kb内,
序列分析发现Os０９g０４９４２００ 基因编码区发生了一

个错义突变,导致２１３位丙氨酸突变成亮氨酸;蛋白

功能研究表明BC１５ 编码了一个膜相关的类几丁质

酶蛋白,其突变会导致纤维素含量的降低,进而导致

茎秆机械强度的下降.虽然已有的水稻脆秆突变体

和基因对于茎秆机械强度分子机理的揭示起到了重

要的作用,但是其分子机理有待进一步深入研究.
发掘新的脆秆突变体,定位和克隆新的脆秆基因,有
助于进一步揭示茎秆机械强度的分子机理.

本实验室通过 EMS诱变粳稻品种日本晴,获
得了一个脆秆突变体bc１６,从表型、生理、遗传等方

面对该突变体进行鉴定,明确了相应的遗传特性,并
对该突变基因进行了精细定位;同时采用实时荧光

定量PCR对bc１６ 基因在根、茎、叶中表达量进行了

分析.通过对该突变体的研究,有利于进一步了解

水稻茎秆机械强度的分子机理,为水稻抗倒育种提

供理论依据和材料基础.

１　材料与方法

１．１　材料

利用 EMS 诱 变 粳 稻 品 种 日 本 晴 (NipponＧ
bare),从中筛选到一个脆秆突变体,经多代连续自

交,突变性状能够稳定遗传,命名为bc１６(brittle
culm１６).遗传分析和定位群体分别为突变体与日

本晴和明恢６３杂交形成的F２.

１．２　突变体表型分析

２０１５年５月将脆秆突变体bc１６ 和野生型日本

晴种植于浙江大学实验农场,各个材料种植８行,每
行６株,株行距为１７cm×１７cm.成熟时随机选取

１０株野生型和突变体,分别统计株高、主穗长度、剑
叶长、节间长度、总粒数、结实率等性状.

１．３　纤维素、半纤维素、木质素含量测定

采用vanSoest等[２４]的方法测定成熟期茎秆纤

维素、半纤维素和木质素含量,稍有改进(消泡剂使

用nＧ辛醇代替十氢化萘).采用上海新嘉电子有限

公司CXCＧ０６粗纤维测定仪测定中性洗涤纤维和酸
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性洗涤纤维含量,用意大利公司生产的 VELPCSF
膳食纤维测定仪测定纤维素含量.３次重复,利用

EXCEL分析实验结果.

１．４　细胞学观察

１．４．１　石蜡切片观察

切取成熟期突变体bc１６ 和日本晴茎秆倒一节

间中间部位 １cm 组织,将样品用 FAA 固 定 液

(３８％甲醛５mL,冰醋酸５mL,７０％酒精９０mL)固
定２４h.样品经脱水、包埋、切片、脱蜡后用间苯三

酚染色,倒置荧光显微镜拍照(NIKON ECLIPSE
TIＧSR).

１．４．２　透射电镜观察

取成熟期突变体bc１６ 和日本晴倒一节中间部

位１cm 组织,用刀片纵切成５~６个小片.样品于

２．５％戊二醛溶液中４℃下固定过夜,经漂洗、包埋

等处理后利用Reichert超薄切片机切取７０~９０nm
薄片.切片在柠檬酸铅溶液、醋酸双氧铀５０％乙醇

饱和溶液中各染色１５min,之后采用透射电镜(HiＧ
tachiHＧ７６５０)观察、拍照.

１．５　bc１６突变体基因定位和测序

采用 Michelmore等[２５]提出的BSA(BulkSegＧ
regationAnalysis)法,在定位群体中分别取突变和

正常单株各１２株,利用 CTAB法提取单株 DNA,
将其浓度均调至２００ng/μL.突变株和正常单株的

DNA分别取５０μL构成突变池和正常池.利用本

实验室在日本晴和明恢６３中筛选到的３３４对多态

引物对两个池进行连锁标记筛选,对得到的连锁标

记用 F２ 群体突变单株进行验证.利用 Gramene
(http://www．gramene．org)数据库和 NCBI序列

匹配数据库(http://blast．ncbi．nlm．nih．gov/Blast．
cgi?PAGE＝ MegaBlast&PROGRAM ＝blastn&
BLAST_PROGRAMS＝megaBlast&PAGE_TYPE
＝ BlastSearch&BLAST _ SPEC ＝ blast２seq&
QUERY＝&SUBJECTS＝)以及 DNASTAR 等软

件设计新引物,进一步进行精细定位.根据水稻基

因组 注 释 计 划 数 据 库 (http://rice．plantbiology．
msu．edu/cgiＧbin/gbrowse/rice)和水稻注释计划数

据库(http://rapdb．dna．affrc．go．jp/index．html)对
候选基因进行功能注释,并对其测序,最终确定目的

基因及其突变位点.

１．６　RTＧPCR
采用 Trizol法提取bc１６ 脆秆突变体和野生型

３叶期根、茎、叶部位总 RNA,随后将总 RNA 反转

录合成cDNA 第一条链.利用实时荧光定量 PCR
分析目的基因在野生型和突变体根、茎、叶中的表达

量.每个样品中各基因的相对表达量以野生型为对

照用内参照基因OsActin１ 进行归一化处理,相对表

达量计算方法为２－△△CT[２６].荧光定量操作步骤参

照 Takara 去 除 基 因 组 逆 转 录 试 剂 盒 [Primer
Scripttm RTreagentKitwithgDNA Eraser(PerＧ
fectRealTime)]说明书.实验所用试剂为 Takara
公司的定量 PCR试剂盒(SYBRPremixExTaqTM

),所用仪器为 CFX９６TM 荧光定量 PCR 仪.实时

qPCR体系包括cDNA模板２μL、SYBRPremixEx
Taq１２．５μL、正反向引物各１μL、超纯水８．５μL.
每个样品重复４次.PCR扩增采用两步法,程序如

下:９５℃下３０s;９５℃下５s,６０℃下３０s,３９个循环.
溶解曲线分析:９５℃下１０s,６５℃下５s,９５℃下５
min.

２　 结果与分析

２．１　bc１６表型特征和农艺性状分析

突变体bc１６ 茎秆、叶片、根从苗期就开始表现

脆性,直至成熟期(图１ＧA、B).与野生型相比,突变

体bc１６ 的株高降低、穗长变短、每穗粒数明显减少

(图１ＧC、D、E),而结实率和千粒重的差异则不明显

(表１).同时,突变体bc１６ 还表现出主根长(图１Ｇ
F),剑叶、倒２叶、倒３叶叶片变短,抽穗、灌浆、成
熟时间推迟.此外,各节间长度统计表明,突变体

bc１６ 倒１节间、倒２节间、倒３节间、倒５节间长度

明显低于野生型植株,而倒４节间长度有明显增加,
差异都达到了极显著水平(表１).

２．２　bc１６细胞壁主要组分含量分析

成熟期野生型和突变体bc１６ 细胞壁纤维素、半
纤维素和木质素等主要组成成分含量的测定结果表

明,突变体bc１６ 的茎秆纤维素含量要比野生型植株

降低３６．９％,而半纤维素含量则提高了２３．６％,均
达到极显著水平,但木质素含量差异不明显(图２).

２．３　茎秆横切面细胞学观察

倒置荧光显微镜观察发现突变体bc１６ 的薄壁

细胞表现为近圆形、细胞规则且排列均匀,而野生型

薄壁细胞的形状无规则、排列紊乱(图３ＧA、B黑色

箭头所示);突变体bc１６ 和野生型表皮层下的厚壁

组织细胞壁厚度(图３ＧA、B方框所示)有明显差异.
透射电镜观察发现突变体bc１６ 的厚壁组织细胞壁

厚度明显变薄(图３ＧC、D)、次生细胞壁变窄,而初生
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A－苗期;B－成熟期;C－拔节期;D－成熟期;E－稻穗;F－苗期根长比较.标尺＝１２．０cm(C)、１５．０cm(D)、３．０cm(E)、２．５cm(F).

A,Seedlingstage;B,Maturestage;C,Wildtypeandbc１６mutantattheelongationstage;D,Wildtypeandbc１６mutantatthematurestage;

E,Panicles;F,Rootlengthatseedlingstage．Bar＝１２．０cm (C),１５．０cm (D),３０cm (E)and２．５cm (F)．
图１　野生型和突变体bc１６ 表型

Fig．１．Phenotypeofwildtypeandbc１６ mutant．

表１　野生型和突变体bc１６ 的农艺性状比较

Table１．Thecomparisonofagronomictraitsbetweenwildtypeandbc１６．

性状 Trait 野生型 Wildtype bc１６
株高Plantheight/cm １００．４３±３．９３ ７０．２１±１．６４∗∗

穗长Paniclelength/cm ２２．０５±０．９９ １７．８７±１．０６∗∗

每穗粒数Filledgrainnumberperpanicle １２５．７０±７．５４ ７４．６０±８．２０∗∗

结实率SeedＧsettingrate/％ ８９．７９±２．４３ ８８．８３±３．２８
千粒重１０００Ｇgrainweight/g ２４．７０±０．５６ ２２．４０±０．９９
剑叶长Flagleaflength/cm ３１．５１±６．１２ ２６．０１±３．２１∗

倒１节间１stinternodefromthetop/cm ３７．０１±１．９８ ２６．４９±３．２２∗∗

倒２节间２ndinternodefromthetop/cm １８．８３±０．８８ １１．９１±１．４７∗∗

倒３节间３rdinternodefromthetop/cm １２．５７±１．３３ ６．４６±０．７３∗∗

倒４节间４thinternodefromthetop/cm ４．８４±０．９１ ５．９１±０．６９∗∗

倒５节间５thinternodefromthetop/cm ２．９７±０．７２ １．５０±０．３５∗∗

　　数据为平均值±标准差(n＝１０,其中千粒重n＝３).∗ ,∗∗ 表示tＧ测验在０．０１水平上差异显著,∗ 表示tＧ测验在０．０５水平上差异显著.

Figuresaremean±SD(n＝１０,for１０００Ｇgrainweight,n＝３)．∗ ,∗∗indicatesignificantdifferenceatP＜０．０５andP＜０．０１betweenwild

typeandbc１６ mutant,respectively．Thesameasbelow．
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图２　野生型和突变体bc１６ 植株细胞壁的主要成分含量

Fig．２．ContentsofmainingredientsincellwallofWTandbc１６．

细胞壁厚度差异不明显;此外bc１６ 次生壁分层较为

明显,而野生型则完全未分层(３ＧE、F);突变体bc１６
薄壁细胞壁明显薄于野生型,细胞结合方式不规则

(图３ＧG、H).上述结果表明,脆性基因bc１６ 可导

致表皮层下厚壁细胞次生壁和薄壁细胞壁变薄,薄
壁细胞结合方式发生改变.

２．４　突变体bc１６的遗传分析

利用表型正常的日本晴与突变体bc１６ 配制杂

交组合,F１植株表型正常,１５８株F２群体中出现明显

的表型分离,正常单株有１２０株,突变单株有３８株.
卡方检验结果符合３∶１的分离比例(χ２＝ ０．０８＜
χ２

０．０５＝３．８４),表明bc１６ 受一对隐性核基因控制.

２．５　bc１６基因定位

利用在亲本间筛选到的３３４对多态性引物对突

变池和正常池进行多态性条带筛选,结果发现第２
染色体SSR标记RM６４、RM６６、RM５６０７、RM１４０９９
在两池间有多态性(表２).利用１２个F２单株验证

这些标记,只有 RM６６存在一个单交换,其他标记

没有单交换,这表明这些标记与目的基因连锁.采

用另外２１个 F２单株扩增 RM６４、RM５６０７、RM６６,
发现交换单株在这些标记间均相同,交换单株数目

分别为４、４、６,根据标记在染色体上的位置可以推

知目的基因位于标记的左侧(图４ＧA).通过扩大

F２群体和设计新的InDel标记,将目的基因进一步

定位于标记２ＧC和２ＧD之间(图４ＧB);随后利用８７１
个单株最终将bc１６ 基因精细定位于２ＧF和２ＧH 之

间６６．６kb的候选区间内(图４ＧC).在该区间里存

在７个候选基因(图４ＧD),其中Os０２g０７３８９００ 是

bc３ 脆秆基因的等位基因,编码一个经典的发动蛋

白 OsDRP２B,该蛋白是次生壁形成所必需的[１７,２７].
因此,推测Os０２g０７３８９００ 基因可能就是目的基因.

表２　bc１６ 基因定位部分引物

Table２．Partofprimersforbc１６genemapping．

标记

Marker

正向引物(５′→３′)

Forwardprimer

反向引物(５′→３′)

Reverseprimer

用途

Purpose
RM６４ GGTTCAAACCAAGCTGATCA GATGAAGGCCTTCCACGCAG 定位 Mapping
RM６６ GGTCCTGGGTCAATAATTGGGTTACC TTGCTGCATGATCCTAAACCGG 定位 Mapping
RM６８ CCATTCGTGAGAAGATCTGA CACCTCATCCTCGTAACGCC 定位 Mapping
RM５６０７ TTTCTTGCCCACACGACTACGG TACGTGGCCAACTGGCTATACATACG 定位 Mapping
RM１４０５ CGGCTTGTTTATGCTACCAGAGG CGAGGAGACTAACCAAATTGATCG 定位 Mapping
RM１４０９９ GGTAGCTGAGCAATTGGCATGG GATGATCAGGAACTCATCCATCTCC 定位 Mapping
２ＧB ATGGTTCTTGTTTCTCTGCTGATG TGGATACTGATGTTGCTGGCTAAG 定位 Mapping
２ＧC ATATGCATGCAAATCGACCAACTC CAGCATAAGCACCGCCATCA 定位 Mapping
２ＧD TCCTCGCCCTTCCGCCTCCTT ATCACCGCCATTCCCCTCACCAT 定位 Mapping
２ＧF CGACGATGGTTGGTGGGATAG CAGAGTGTGTTGGGTAATGCTAATG 定位 Mapping
２ＧJ ATAAAAGCCGGCTTGATACTGT　 CCCGATGAAAAGGATGAGC 定位 Mapping
２ＧL AGCATACGCGCACAGAAAAGGC GGCGCAGTTGGCATGAAAAGG 定位 Mapping
２ＧH TTTGCTGGGCTCGGGGTTTAC GCTGCCACGTTGCTTGATGATG 定位 Mapping
２Ｇ１C ACAAAGAAGAATGGAAAGGCAACG ACCACCAGGCCCAGCAACC 定位 Mapping
２ＧE TTGGCCTTCGCTTGTTTTGG AGTGCGAATATTTGGGGTCCTG 定位 Mapping
２ＧCF TGGAAAGGCAACGTCGTGAGGATG TTCACCACCAGGCCCAGCAACC 测序Sequencing
２ＧCC GCTCTAGAATGGAGGCCATGGACGAGCT GCTCTAGATTAATATTTTTGCCCTGGAG 测序Sequencing
２ＧCCＧ２ TTCAGGCTATCTTGTCTAAC GGAGTATTTAAACCCTTCAC 测序Sequencing
２Ｇ１D GGCAGGCTGAAGCGGAGACACT GCCCGGACAAAAGGTTAGGTAGC RTＧPCR
OsActin１ GTGGTCGCCCCTCCTGAAAG GGCTTAGCATTCTTGGGTCCG RTＧPCR
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A－野生型日本晴部分横切面;B－突变体bc１６ 部分横切面;C－野生型日本晴表皮层下厚壁组织细胞;D－突变体bc１６ 表皮层下厚壁组织

细胞;E－野生型日本晴厚壁组织细胞壁,PCW(初生壁)、SCW(次生壁);F－突变体bc１６ 厚壁组织细胞壁,PCW(初生壁)、SCW(次生壁);G

－野生型日本晴薄壁细胞壁;H－突变体bc１６ 薄壁细胞壁.标尺＝１μm(C和 D)、０．２μm(E和F)、０．５μm(G和 H).

A,Partofcrosssectionofthewildtype;B,Partofcrosssectionofbc１６;C,Thewildtypesclerenchymacellsbelowtheepidermislayer(bar

＝１μm);D,Thebc１６ mutantsclerenchymacellsbelowtheepidermislayer(bar＝１μm);E,Thewildtypesclerenchymacellwall,PCW(PriＧ

maryCellWall),SCW(SecondaryCellWall)(bar＝０．２μm);F,Thebc１６ mutantsclerenchymacellwall,PCW(PrimaryCellWall),SCW
(SecondaryCellWall)(bar＝０．２μm);G,Thewildtypeparenchymacellwall(bar＝０．５μm);H,Thebc１６mutantparenchymacellwall(bar

＝０．５μm)．
图３　日本晴野生型和突变体bc１６ 茎秆倒１节间中间部位横切面组织学和细胞学观察

Fig．３．StemcrossＧsectionshistologyandcytologyobservationofwildtypeandbc１６ mutantatthemiddleofthefirstinternodefromthetop．

　　将日本晴和bc１６ 突变体Os０２g０７３８９００ 基因进

行 PCR 扩 增 和 测 序.DNA 测 序 结 果 表 明

Os０２g０７３８９００ 基因第１３内含子从 ATG开始５１１３
位碱基位置发生了 T→A 的置换,造成剪切位点前

移,该内含子末端６个核苷酸(TATTAG)被剪切到

mRNA中,造成翻译提前终止(图４ＧD).为进一步

验证突变位点,对野生型和bc１６ 突变体目的基因全

长cDNA进行扩增,并在bc１６ 基因序列发生突变的

位点两端设计引物PCR扩增目的片段,电泳结果证

实了 测 序 结 果 (图 ４ＧE).以 上 结 果 表 明 基 因

Os０２g０７３８９００ 第１３内含子剪切位点前移,内含子

的 一部分被剪切到mRNA中,进而导致蛋白序列
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A－bc１６ 基因初定位于第２染色体SSR标记 RM６４、RM５６０７、RM６６左侧;B－bc１６ 基因初定位于InDel标记２ＧC、２ＧD两侧;C－bc１６ 基因精

细定位于InDel标记２ＧF、２ＧH 之间６６．６kb的区域;D－突变体bc１６ 和野生型DNA和cDNA测序目标基因序列结果比较.E－野生型和突变

体bc１６ 全长cDNA以及发生突变的部分cDNA电泳结果比较,M１为 DL１５０００,M２为 DL５００.

A,bc１６genewasprimarilymappedontheleftsideofSSRmarkersRM６４,RM５６０７,RM６６onchromosome２;B,bc１６genewasmappedbeＧ

tweenInDelmarkers２ＧCand２ＧD;C,bc１６genewasfinemappedbetweenInDelmarkers２ＧFand２ＧH;D,TargetDNAandcDNAsequencing

resultscomparisonbetweenbc１６andwildtype;E,TheelectrophoresisresultscomparisonoffulllengthcDNA,partialcDNAwithmutation

sitesbetweenwildtypeandbc１６,M１andM２aremarkersDL１５０００andDL５００,respectively．
图４　bc１６ 基因定位以及突变体bc１６ 和野生型日本晴序列匹配

Fig．４．Genemappingofbc１６andthesequencealignmentbetweenbc１６mutantandwildtype．

和结构发生了改变,功能发生了缺失.

２．６　bc１６ 基因RTＧPCR分析

RTＧPCR分析结果表明,bc１６ 基因在根、茎、叶
中均有表达,以茎中的表达量为最高,其次是叶和

根,且脆秆突变体的表达量均低于野生型(图５).
说明Os０２g０７３８９００ 基因突变导致其表达量降低,
引起植株根、茎、叶机械强度降低,导致脆性增加.

３　讨论

在已发现的水稻脆秆基因中,至少有两个脆秆

基因,即bc６、bc７ 会导致细胞壁纤维素含量降低、半

纤维素含量升高[１９,２０].BC６ 和BC７ 都是编码纤维

素合酶基因,其中BC６ 编码 OsCesA９,是一个不完

全显性基因,而BC７ 是OsCesA４ 的等位基因.本

研究发现的bc１６ 是一个编码动力蛋白的基因,可能

参与到细胞内吞作用和高尔基体转膜过程.这表明

茎秆机械强度的调控是一个很复杂的过程,许多不

同类型的基因共同作用参与调节茎秆机械强度.

Xiong等[２７]和 Hirano等[１７]采用不同材料发现BC３
基因,该基因编码一个经典的发动蛋白家族成员,启
动子 GUS分析表明该基因的表达和次生壁的形成

是直 接 相 关 的 .bc１６基 因 和bc３基 因 均 来 源 于
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图５　bc１６(Os０２g０７３８９００)基因在水稻不同组织的表达情况

Fig．５．Expressionanalysisofthebc１６ (Os０２g０７３８９００)geneindifＧ

ferenttissuesofrice．

Os０２g０７３８９００ 基因,两者在结构和功能上存在不少

异同点,如两个基因都能引起水稻茎秆、叶片、根变

脆、植株变矮、主根长缩短、厚壁组织次生细胞壁和

薄壁细胞初生壁变薄等.但两者之间的差异也非常

明显:一是两个基因发生突变的位置不同,bc３ 基因

第３内含子缺失了１５６个核苷酸,而bc１６ 基因是在

第１３内含子近末端发生了 T→A的置换(图４);二
是bc３ 基因只能使细胞壁纤维素含量降低,而bc１６
基因不仅可使纤维素含量降低,还能使半纤维素含

量明显升高.
发动蛋白与发动蛋白相关蛋白(DRPs)是一类

大的 GTP酶,与细胞壁的合成紧密相关.该类蛋

白不仅存在于细胞膜和囊泡中,而且还存在于反面

囊膜网中[１７].除了纤维素和胼底质外,细胞壁绝大

部分成分如半纤维素等是由高尔基体装配和运输到

细胞外.半纤维素由位于高尔基体膜上的糖基转移

酶合成[２８].糖基转移酶是专门负责催化糖基化反

应的酶类,主要包括 GTＧA和 GTＧB两类,它们将活

性糖基从糖基供体转移到糖基受体,形成糖苷键.
核苷酸糖是糖基供体最主要的化合物,包括 UDPＧ
葡萄糖、UDPＧ半乳糖、UDPＧ木糖和 UDPＧ葡萄糖醛

酸[２９].水稻 OsDRP２B蛋白由位于 N端的 GTPase
结构域、保守的中间结构域、PH 结构域、PR结构域

和C端 GED结构域五部分组成.王海峰[３０]认为具

有多个结构域的基因产生的不同剪切体形成的是有

功能的蛋白.体外生化实验研究表明 OsDRP２B蛋

白 N 端 GTPase结构域可以结合和水解 GTP[２７].
就bc１６ 突变体而言,由于其翻译的蛋白具有完整的

GTPase结构域,在体内纤维素含量合成量不足的

诱导下,其水解 GTP形成的 GDP可作为合成核苷

酸糖的底物,生成的核苷酸糖从而可以产生更多的

半纤维素.Kotake等[１９]认为水稻茎秆在纤维素含

量降低的情况下,植株体内可能存在的某种机制会

使半纤维素含量升高,从而补偿纤维素含量降低对

植株生活能力的不利影响.虽然不少水稻脆秆突变

体细胞壁纤维素含量显著降低,但并非所有突变体

半纤维素含量都升高.这表明这种补偿机制的发生

需要一定的条件.核苷酸糖可能是诱发这种机制的

一种重要的物质.bc１６ 突变体半纤维素含量升高

也可能是由于诱发了这种机制导致的.虽然bc３ 和

bc１６ 基因翻译的蛋白功能缺失,但bc１６ 基因翻译的

蛋白具有完整的GTPase.这可能是bc１６ 突变体半

纤维素含量升高而bc３ 突变体半纤维素保持不变的

原因.
目前,对于植物次生细胞壁在茎秆机械强度的

研究相对较多,而初生细胞壁在茎秆机械强度发挥

的作用,相关研究还比较缺乏.Didi等[３１]发现虽然

厚壁组织主要决定茎秆机械强度,初生细胞壁也可

以为植物提供机械支撑功能.目前水稻中发现的脆

性基因绝大部分都会使厚壁组织次生细胞壁变薄,
而本研究发现的突变体bc１６ 除了使厚壁组织次生

细胞壁变薄外,薄壁细胞壁同时出现了变薄的现象

(图３ＧG、３ＧH),这说明bc１６ 基因不仅可以调控厚壁

组织次生细胞壁的合成,还能影响薄壁细胞壁的合

成.虽然薄壁细胞在植物机械支撑方面的作用不如

厚壁组织那么明显,但由于薄壁组织细胞数目多且

分布广,其在影响机械强度的作用方面也不容忽视.
目前在水稻中发现的脆性突变体和野生型薄壁细胞

大多没有什么变化,因此突变体bc１６ 可能是一个深

入研究薄壁细胞壁机械强度的好材料.
脆秆水稻由于具有独特的机械特性和细胞壁组

成,可用 于 抗 倒 伏 品 种 和 稻 饲 两 用 特 种 稻 的 选

育[３２].一方面,脆秆水稻由于细胞壁主要成分如纤

维素、半纤维素、木质素含量改变,使脆秆水稻抗倒

伏能力变弱.通过研究水稻脆性基因的功能,可以

了解水稻茎秆强度增加的分子机理,为培育抗倒伏

新品种提供理论依据和基础材料.另一方面常规品

种水稻秸秆不易断裂,会影响口感,牲畜不喜食,应
用于饲料加工中有一定的困难,但是脆秆水稻的粗

纤维含量高,牲畜饲用口感相对较好,具有良好的饲

料利用前景.汪海峰等[３３]将脆秆全株水稻应用到
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生长肥育猪日粮的试验中,发现饲喂含１６％脆秆全

株水稻日粮补饲大豆油替代玉米,对猪的生长性能

没有显著影响,并且可显著提高胴体中不饱和脂肪

酸含量和促进猪肠道中乳酸菌的增生.吕宗友

等[３４]通过比较脆秆全株水稻和中花１１在瘤胃内的

降解特性,认为全株脆秆水稻可作为优质饲料稻的

选育中间材料.生物能源是利用生物质为原料生产

的能源,包括生物乙醇、生物柴油、生物氢气、生物沼

气等能源产品[３５].木质纤维素是潜在的低成本、可
再生的生物质原料,可以经水解发酵产生生物乙

醇[３６].木质纤维素是经过人工处理获得的有机絮

状纤维物质,主要由纤维素(约占１/３~１/２)、半纤

维素(１/４~１/３)和木质素(１/５~１/４)组成,其中纤

维素和半纤维素可经过糖化和发酵生成乙醇,而木

质素则不能[３７].我国木质纤维素资源非常丰富,其
原料来源广泛,如农作物秸秆、木本植物、芒草等,但
多数没有被很好的利用.我国每年农业生产可产生

大约７亿t秸秆,利用秸秆生产纤维乙醇不仅有利

于环境的保护,而且对于能源安全具有重要的战略

意义[３８].杨涛等[３９]利用二级串联式生物反应器,使
水稻纤维素发酵４０h,可获得乙醇浓度达到２５．５g/

L,纤维素转对乙醇的转化率达到４３％.脆性水稻

秸秆由于具有易粉碎、纤维素含量少、容易厌氧降解

等特点,在生物乙醇生产上具有一定的优势.黄峰

等[４０]利用脆秆水稻生产乙醇,经过葡萄糖、酸处理

后,每１g脆性秸秆总还原糖含量[(５４１．２±８．０)

mg]比普通水稻秸秆高４１．９mg,采用Escherichia
coliSZ４７０处理７２h,脆性秸秆乙醇产量为(１０．９±
０．４)g/L,是普通秸秆的１．１倍.刘晨娟[４１]利用白

腐菌６号预处理的材料进行同步糖化发酵,在接种

量为５％,发酵温度为４０℃,纤维素酶添加量为２０
FPU/g的条件下发酵４８h,结果使处理后的脆性秸

秆发酵乙醇产量比未处理的脆性秸秆提高了１．５１
倍,而传统水稻秸秆产量仅提高０．８１倍.洪解放

等[４２]认为,充分利用木质纤维素中半纤维素,有望

使纤维乙醇在原有基础上产量提高 ２５％.Wen
等[４３]研究发现复合菌系 WSDＧ５对半纤维素具有高

效的酶解能力,其酶解转化率与半纤维素含量呈显

著的正相关关系.这表明,利用脆性水稻秸秆生产

生物乙醇具有较大的研究价值和利用情景.本研究

发现的脆秆突变体bc１６ 是来源于粳稻日本晴的突

变体,纤维素含量降低,半纤维素含量显著升高,可
应用于水稻秸秆转化生物乙醇研究.
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