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１个新的玉米半透明皱缩胚乳突变体的遗传
分析及基因定位

崔喜艳１，２，胡广宇１，孙小杰３，佟珊珊１，陈众峰１，刘相国２

（１吉林农业大学 生命科学学院，吉林 长春 １３０１１８；２吉林省农业科学院 农业生物技术研究所，
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摘要：【目的】解析半透明皱缩玉米胚乳形成机制．【方法】以纯合玉米突变体 ＭＥ４７９为供试材料，通过对 ＭＥ
４７９籽粒进行表型鉴定、遗传分析、主要成分测定及扫描电镜观察，构建定位群体，利用图位克隆技术对突变基因进
行遗传定位．【结果和结论】ＭＥ４７９突变体胚乳中脂肪含量增加，蛋白质和淀粉含量下降，淀粉粒的大小、形状、排
列空间发生改变；用Ｆ２群体将突变基因定位在１０号染色体ＳＳＲ标记ｂｎｌｇ１０７４与ｕｍｃ１５０６之间，两标记的遗传距
离约为３６ｃＭ，两标记的物理距离约为２２Ｍｂ．可见ＭＥ４７９是一个新的玉米半透明皱缩胚乳突变体，突变性状
是由隐性单基因控制．
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　　玉米是重要的粮食作物，也是饲料、工业、化工、
医药等的重要原料，在世界经济作物发展中也占据

举足轻重的地位［１］．玉米的价值主要体现在籽粒上，
籽粒中胚乳部分占籽粒干质量的７０％ ～９０％［２］．玉
米胚乳分为角质和粉质２种类型，角质胚乳中淀粉
粒小、结构致密，较硬，半透明，富含蛋白质；粉质胚

乳中淀粉粒大、结构松散，较软，不透明，蛋白质含量

比较少．玉米胚乳性状突变在突变体研究中较为常
见，目前发现的胚乳突变体表型主要包括：皱缩、不

透明、透明、凹陷、不育等多种［３６］．随着玉米基因组
学研究的不断深入，利用自然突变体或者人工突变

体材料研究基因生物学功能，已成为功能基因组学

研究的热点领域，越来越多的玉米胚乳突变体相继

报道［７１０］．
本课题组前期研究中，从自主构建的玉米自交

系Ｍｏ１７石蜡油 －花粉 －ＥＭＳ诱变库中筛选得到１
个胚乳突变体，编号为４７９．该突变体具有半透明、皱
缩等性状（待发表）．本研究以突变体４７９为试验材
料，开展玉米籽粒的形态特征、遗传特性、主要成分、

突变基因定位等方面研究工作，期望能够明确该突

变基因的基因定位和可能的生物学功能，为进一步

克隆突变基因及解析半透明皱缩玉米胚乳形成机制

提供理论依据．

１　材料与方法
１．１　供试材料

亲本１：玉米突变体（编号４７９），用甲基磺酸乙
酯（ＥＭＳ）的石蜡油溶液处理玉米自交系品种 Ｍｏ１７
的成熟花粉自交后，筛选获得．该材料经过３代的遗
传，鉴定为纯合突变体，命名为ＭＥ４７９（Ｍｏ１７ＥＭＳ
编号４７９）．亲本２：玉米自交系Ｍｏ１７（野生型）．亲本
３：玉米自交系 Ｂ７３（野生型）．以上玉米材料均由吉
林省农业科学院农业生物技术研究所提供．
１．２　构建定位群体和遗传分析

于２０１０年夏季吉林省公主岭市试验田，玉米自
交系Ｍｏ１７、Ｂ７３作为母本，ＭＥ４７９作为父本，组配
Ｆ１杂交种．同年冬季海南加代，Ｆ１代果穗套袋自交，
获得ＢＣ１和Ｆ２群体．ＢＣ１和Ｆ２群体用于遗传分析，
Ｆ２分离群体用于基因定位．

根据表型观察结果，将ＢＣ１和Ｆ２群体中籽粒分
为突变籽粒和正常籽粒 ２类．统计籽粒个数，利用
２测验进行遗传分析．
１．３　玉米籽粒主要成分测定

粗蛋白（干基）［１１］、粗脂肪（干基）［１２］、粗淀粉

（干基）［１３］、直链淀粉（占淀粉质量）和支链淀粉（占

淀粉质量）［１４］按国家标准或农业部标准方法测定．
以上玉米籽粒主要成分由农业部参茸产品质量

监督检验测试中心（吉林省）测定．
１．４　胚乳的扫描电镜观察

ＭＥ４７９和对照组自交系 Ｍｏ１７的成熟胚乳干
燥后纵切，双面胶将胚乳样品固定于检测铜台上，置

于离子溅射仪中镀金膜，制备观察样本．ＨＩＴＡＣＨＩ
Ｓ５７０型扫描电子显微镜进行胚乳内部结构观察．
１．５　玉米基因组ＤＮＡ提取

在温室中种植Ｆ２群体突变籽粒和正常籽粒、亲
本２、亲本３．三叶期剪取叶片，提取叶片基因组ＤＮＡ
用于基因定位分析．ＤＮＡ的提取采用 ＣＴＡＢ法［１５］，

略作修改：即在用氯仿／异戊醇抽提后直接加入冷的
异丙醇以沉淀ＤＮＡ．
１．６　突变基因的ＢＳＡ分析和定位

根据玉米数据库（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｍａｉｚｅｇｄｂ．ｏｒｇ．
ｓｓｒ／）公布信息，设计分子标记 ＳＳＲ引物用于基因定
位．引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成．

ＢＳＡ分析（Ｂｕｌｋｅｄｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ）法也称集
团分离分析法，该方法根据目标基因表型差异，构建

２个相对性状的“基因池”，若在２类“基因池”中分
子标记表现出多态性，说明该分子标记在遗传上与

目标性状基因相连锁．
ＰＣＲ总反应体系为 ２０μＬ，包括 １０×Ｂｕｆｆｅｒ

（Ｍｇ２＋Ｐｌｕｓ）１μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）０４μＬ，上
游引物和下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各０２５μＬ，Ｔａｑ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ·Ｌ－１）０２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５９μＬ，
ＤＮＡ模板（５０ｎｇ·μＬ－１）１２μＬ．在ＢｉｏＲａｄＰＣＲ仪上
进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃变性 ４５ｓ，５８℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共
进行 ３６个循环；７２℃再延伸 １０ｍｉｎ．反应产物在８０
ｇ·Ｌ－１的聚丙烯酰胺凝胶上电泳，经质量分数为
０２％硝酸银染色后观测并成像分析．

２　结果与分析

２．１　ＭＥ４７９表型分析

如图１所示，ＭＥ４７９籽粒表面种皮皱缩，顶端
质地透明（图 １ａ），自交系 Ｍｏ１７的籽粒饱满（图
１ｂ）；ＭＥ４７９的胚乳纵切（图１ｃ）与Ｍｏ１７（图１ｄ）相
比，表现为体积变小，种皮皱缩，角质化明显，质地透

明，顶端粉质部分严重缺失．
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ａ：ＭＥ４７９的籽粒；ｂ：自交系Ｍｏ１７的籽粒；ｃ：ＭＥ４７９的胚乳（纵切）；ｄ：自交系Ｍｏ１７的胚乳（纵切）．

图１　ＭＥ４７９和自交系Ｍｏ１７（野生型）籽粒表型比较
Ｆｉｇ．１　ＡｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｒａｉｎｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＭＥ４７９ａｎｄｉｎｂｒｅｄｌｉｎｅＭｏ１７（ｗｉｌｄｔｙｐｅ）

２．２　ＭＥ４７９遗传分析
利用自交系Ｍｏ１７、自交系Ｂ７３与ＭＥ４７９构建

ＢＣ１、Ｆ２分离群体，各获得３０个具有突变籽粒的果
穗，统计正常籽粒与突变籽粒的数目，计算分离比

（表１）．２测验结果表明：２＜２
００５＝３８４，即正

常籽粒与突变籽粒之比符合３∶１的孟德尔遗传规律
分离比例，证实 ＭＥ４７９的性状是由隐性单基因控
制的．

表１　ＢＣ１和Ｆ２群体性状分离结果
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＦ２ａｎｄＢＣ１ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体 总籽粒数／个 正常籽粒数／个 突变籽粒数／个 实际比例 理论比例 ２

ＭＥ４７９×Ｂ７３ １３１７８ ９９６１ ３２１７ ３．０９∶１ ３∶１ ２．３９９６

ＭＥ４７９×Ｍｏ１７ ９８２１ ７３２３ ２４９８ ２．９３∶１ ３∶１ ０．９６９４

２．３　ＭＥ４７９籽粒主要成分测定
从表２中可以看出，与对照组Ｍｏ１７相比，突变体

ＭＥ４７９的蛋白质和淀粉含量均呈现下降趋势，分别
减少５９６％和９８９％．其中，淀粉含量的减少主要体
现在支链淀粉含量的剧烈下降，减少１１６３％，而直链
淀粉含量增加１７４％．突变体的粗脂肪含量较对照组
呈现上升趋势，增加１８２％．结果表明，该突变基因与
玉米胚乳中脂肪、蛋白质及淀粉等储藏物质合成代谢

相关．

表２　自交系Ｍｏ１７和ＭＥ４７９胚乳主要成分占干质量比例
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｈｅｅｎｄｏｓｐｅｒｍｍａｉｎｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

ｏｆＭｏ１７ａｎｄＭＥ４７９（ｄｒｙｍａｓｓ） ％

品种 蛋白质 粗脂肪 淀粉 直链淀粉 支链淀粉

Ｍｏ１７ １７．１４ ４．２４ ７８．９６ １５．９９ ６２．９７

ＭＥ４７９ １１．１８ ６．０６ ６９．０７ １７．７３ ５１．３４

２．４　ＭＥ４７９胚乳扫描电镜观察

对ＭＥ４７９和自交系 Ｍｏ１７的成熟胚乳进行扫
描电镜观察，结果表明：自交系 Ｍｏ１７角质胚乳细胞
被大量淀粉粒充实，呈较规则的长多面体排列；ＭＥ
４７９角质胚乳细胞则呈圆形、椭圆形、多边形等不规
则排列（图２ｂ、２ｆ）．粉质部分３００倍和２０００倍的放
大图片显示：ＭＥ４７９中胚乳细胞排列无规则，且大
小不均一（图２ｃ），淀粉粒排列紧密，积压呈多面体
状，表面附着大量基质蛋白（图２ｄ）；Ｍｏ１７中胚乳细

胞规则，呈圆形，大小均一（图 ２ｇ），淀粉粒排列松
散，表面较光滑，附着少量基质蛋白（图２ｈ）；从ＭＥ
４７９和自交系Ｍｏ１７胚乳结构比较来看，突变基因能
够导致胚乳中淀粉粒的大小、形状、排列空间发生改

变．
２．５　ＭＥ４７９突变基因的ＢＳＡ分析及定位

从玉米数据库中选择均匀覆盖玉米基因组的

３５０对ＳＳＲ标记，对亲本进行多态性的筛选，筛选到
有多态性的引物１１２对．在 Ｆ２代中分别选取１０株
正常籽粒和１０株突变籽粒构建正常基因池和突变
基因池．利用这１１２对 ＳＳＲ引物对构建好的正常基
因池和突变基因池进行扩增．结果发现位于１０号染
色体上的ＳＳＲ分子标记ｕｍｃ１７８９在２个池中表现出
多态性（图３中的１７、１８泳道），表明 ＭＥ４７９的突
变基因位于１０号染色体长臂上，在ｕｍｃ１７８９附近．
　　为了进一步界定突变基因的位点，在 ＳＳＲ标记
ｕｍｃ１７８９的上游、下游设计新的引物，对５１３份Ｆ２代
突变个体进行分析．研究结果表明：ＭＥ４７９的突变
基因定位于 ＳＳＲ分子标记 ｂｎｌｇ１０７４与 ｕｍｃ１５０６之
间．在５１３份个体中，对于ｂｎｌｇ１０７４共筛选到６个交
换单株，对于 ｕｍｃ１５０６共筛选到１２个交换单株，根
据遗传距离的计算方法，ｂｎｌｇ１０７４与突变基因的遗
传距离是１２ｃＭ，ｕｍｃ１５０６与突变基因的遗传距离
是２３ｃＭ（图４），两个 ＳＳＲ标记之间的物理距离约
２２Ｍｂ．
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ａ～ｄ为ＭＥ４７９，ｅ～ｈ为Ｍｏ１７．其中，ａ、ｅ：为胚乳整体图（２５×）；ｂ、ｆ：为胚乳角质图（３００×）；ｃ、ｇ：为胚乳粉质图（３００×）；ｄ、ｈ：为胚乳粉质图

（２０００×）．

图２　ＭＥ４７９与自交系Ｍｏ１７胚乳的扫描电镜图片
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆＭＥ４７９ｅｎｄｏｓｐｅｒｍａｎｄＭｏ１７ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ

奇数泳道为正常个体的基因池，偶数泳道为突变个体的基因池．

图３　ＭＥ４７９的ＢＳＡ分析结果
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＢＳＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＥ４７９

图４　ＭＥ４７９突变基因的遗传图谱
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｇｅｎｅｔｉｃｍａｐｏｆＭＥ４７９ｍｕｔａｎｔｇｅｎｅｓ

３　讨论
在众多玉米突变体研究中，粉质型胚乳突变体

研究最为深入．粉质型胚乳突变体即ｏｐａｑｕｅ突变体，
主要表现不透明的且硬质淀粉部分缺失．１９３５年
Ｅｍｅｒｓｏｎ等［１６］首次发现玉米 ｏ２（ｏｐａｑｕｅ２）突变．１９６４
年美国普渡（Ｐｕｒｄｕｅ）大学 Ｍｅｒｔｚ等［１７］发现隐性突变

基因ｏ２能够抑制胚乳玉米醇溶蛋白合成，提高胚乳
中赖氨酸含量．１９７１年 ＭｃＷｈｉｒｔｅｒ［１８］发现一个玉米
高赖氨酸粉质胚乳突变体，命名为 ｏ７（ｏｐａｑｕｅ７）突变
体，该突变基因位于玉米第 １０号染色体．２００５年
Ｙａｎｇ等［１９］从Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ增变子 Ｍｕ（Ｍｕｔａｔｏｒ）突变群
体中，分离得到一个胚乳质地不透明、高赖氨酸突变

自交系，命名为 ｏ１６（ｏｐａｑｕｅ１６），定位于第８号染色
体长臂上 ｕｍｃ１１４１和 ｕｍｃ１１２１这 ２个分子标记之
间，遗传距离约为 ５ｃＭ．除了粉质型胚乳突变体之
外，透明／半透明玉米胚乳突变体的研究也备受关
注．该类型突变体主要表现为粉质淀粉部分缺失．目
前，关于该类突变体的研究主要有ｓｕ１（ｓｕｇａｒｙ１）突变
体和ａｅ１（ａｍｙｌｏｓｅｅｘｔｅｎｄｅｒ１）突变体２种．１９１１年Ｅａｓｔ
等［２０］首先描述ｓｕ１突变体，突变基因在乳熟期能阻
止糖分向淀粉转化，使还原糖、蔗糖含量显著高于普

通玉米，使玉米未成熟籽粒中大量累积水溶性多糖，

成熟时籽粒皱缩且透明．１９５２年 Ｖｉｎｅｙａｒｄ等［２１］首次

记述ａｅ１突变体，它是由编码淀粉分支酶 ＳＢＥＩＩｂ的
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基因突变形成的．该突变基因降低了支链淀粉的α－
１，６糖苷键分支点的数量而相应地增加了籽粒表观
直链淀粉含量．大量玉米突变体的发现及突变基因
的分离可为特异玉米品种的创制提供种质资源及候

选基因．
随着玉米自交系 Ｍｏ１７和 Ｂ７３全基因组序列测

序的完成［２２］，以及玉米高密度遗传图谱和物理图谱

相继构建成功［２３］，图位克隆技术在玉米功能基因研

究领域中开始广泛应用．２０１１年 Ｗａｎｇ等［２４］和孙大

元等［２５］利用图位克隆技术对突变基因 ｏ７进行了深
入分析，克隆该基因全序列，分析表明，其编码一个

草酰辅酶ａ合成酶，参与储藏蛋白质的合成代谢．
本研究利用图位克隆技术将 ＭＥ４７９的突变基

因定位于１０号染色体上Ｂｉｎ１００４处，根据玉米数据
库公布信息发现，在１０号染色体上有２个关于胚乳
突变的突变体：ｏ７（ｏｐａｑｕｅ７）和 ｄｕ１（ｄｕｌｌ１）［２２］，但 ｏ７
和 ｄｕ１突变基因位点分别在 １０号染色体上
Ｂｉｎ１００３和Ｂｉｎ１００７处，与ＭＥ４７９的突变基因位
点不同；ｏ７和ｄｕ１籽粒表现型为不透明且饱满，ＭＥ
４７９籽粒表现型为半透明且皱缩，从表型上来看，Ｍ
Ｅ４７９不是ｏ７或ｄｕ１的这类胚乳突变体．此外，ＭＥ
４７９的突变基因定位在 ＳＳＲ分子标记 ｂｎｌｇ１０７４与
ｕｍｃ１５０６之间，查阅文献可知两标记之间已经公布
了 ４个玉米基因 ｗｓｍ３、ＡＹ１１０１６７、ＩＤＰ２３９２和
ＴＩＤＰ２８２２，其中基因 ｗｓｍ３导致玉米叶片出现黄绿
斑，其余３个基因只是被克隆了全序列，鲜见基因功
能验证的报道［２４２８］．本研究中基因定位区段还未发
现与玉米胚乳发育和形成相关基因克隆的报道．综
上所述，本研究鉴定 ＭＥ４７９是一个新的玉米半透
明皱缩胚乳突变体．

扫描电镜观察结果发现，该基因突变导致胚乳

中淀粉粒的形态和空间排列发生显著改变，ＭＥ４７９
突变基因可能是通过影响胚乳中淀粉粒的形成来调

控玉米淀粉合成代谢．从玉米籽粒物质含量测定数
据可以看出，突变体胚乳中蛋白质和淀粉含量显著

下降，脂肪含量却明显增加．由此推测该突变基因不
仅参与淀粉合成代谢，还可能参与调控玉米胚乳中

脂肪、蛋白质及淀粉等储藏物质间的协同转换．
本研究将玉米胚乳突变基因定位在１０号染色

体上ＳＳＲ分子标记 ｂｎｌｇ１０７４与 ｕｍｃ１５０６之间，在两
标记之间尚无公布的对于定位群体具有多态性的

ＳＳＲ引物．虽然我们已经开发与该突变基因紧密连
锁的新的ＳＳＲ分子标记，但由于筛选到的交换单株
较少，目前还无法进行 ＭＥ４７９突变基因的精细定
位．未来的研究中，我们会加大定位群体数量，筛选

更多的交换单株，完成突变基因定位、克隆和功能解

析等研究工作．这些研究的顺利进行对于未来解析
半透明皱缩玉米胚乳形成机制具有重要意义．
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