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摘要: 【目的】从不同诱变世代比较空间诱变和重离子诱变对水稻生物学效应及后代变异频率的差异，为水稻诱变育

种提供一定的方法和理论指导。【方法】对水稻纯系品种‘华航 31号’干种子进行空间诱变和不同剂量重离子诱变

处理，以未诱变处理的种子为对照，对诱变一代进行表型及细胞学诱变效应的分析；对诱变二代直链淀粉含量及粒型

性状进行表型和基因型定向筛选，比较 2种诱变处理的性状变异频率。【结果】空间诱变一代的种子活力指数比对照

下降了 14.62%；重离子诱变一代的种子活力指数随辐射剂量增加呈现马鞍型效应曲线，其中 10 Gy重离子辐射剂量

下种子活力指数比对照下降了 14.92%，与空间诱变的诱变效应相近。空间诱变二代粒型和直链淀粉含量的突变频率

分别为 4.14%和 1.61%，80 Gy重离子辐射诱变二代粒型和直链淀粉含量的突变频率分别为 4.88%和 1.55%。利用

HRM技术扫描了水稻直链淀粉含量 Wx 基因的 4个位点共 673 bp序列，在空间诱变的 4 736份样本中发现 3个

SNP变异，突变密度为 1/1 063.83 kb；在重离子诱变 4 848份样本中发现 4个 SNP变异，突变密度为 1/815.68 kb。

【结论】2种诱变处理均可诱发水稻产生性状变异。空间诱变的生理损伤类似于低剂量重离子辐射，而诱发变异的频

率与高剂量重离子辐射相近。
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Abstract: 【Objective】To compare the biological effects and variation frequency of two mutagenesis methods,

including space mutation and heavy ion radiation, in different generations of rice (Oryza sativa L.), and provide

some methods and theoretical guidances for rice mutation breeding.【Method】The dry seeds of pure line rice
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variety ‘Huahang 31’ were  treated using space  mutation and different  dose  of  heavy ion radiation,  and the

seeds without mutation treatment were used as the control. The phenotypic and cytological mutagenic effects of

the  1st  generation  of  mutation  (M1)  were  analyzed.  The  amylose  content  and  grain  shape  trait  of  the  2nd

generation  of  mutation  (M2)  were  screened  by  phenotypic  and  genotypic  targeted  screening.  The  variation

frequencies in M2 of two mutation treatments were compared.【Result】The seed vigor index of space mutation

M1 was 14.62% lower than that of the control. The seed vigor index of heavy ion radiation M1 showed a saddle

effect curve with the increase of radiation dose, and the seed vigor index of 10 Gy heavy ion radiation M1 was

14.92% lower than that of the control which was like the mutation effect of space mutation. The grain type and

amylose content mutation frequencies of space-induced M2 were 4.14% and 1.61% respectively, while the grain

type  and  amylose  content  mutation  frequencies  of  80  Gy  heavy  ion  radiation  were  4.88%  and  1.55%

respectively. When HRM technology was used to scan the 673 bp sequences of four intervals of Wx gene, three

SNP mutations were found in  4 736 samples  of  space-induced with a  mutation density  of  1/1 063.83 kb.  Four

SNP  mutations  were  found  in  4  848  samples  of  heavy  ion  radiation  with  a  mutation  density  of  1/815.68  kb.

【Conclusion】Two  kinds  of  mutagenic  treatments  can  induce  the  character  variations  of  rice.  The

physiological  effects  of  space-induced  mutagenesis  M1  is  similar  to  low-dose  heavy  ion  radiation,  and  the

mutation frequency of M2 is similar to high-dose heavy ion radiation.

Key words:  rice; space mutation; heavy ion radiation; biological effect; mutant screening
  

优异种质资源是提升水稻 Oryza sativa L.新品

种选育效率的物质基础[1-2]。各种物理或化学诱变因

素均可诱导生物产生遗传物质的改变，从而产生新

的种质资源。空间诱变技术和重离子诱变技术在诱

发产生新的基因资源、创造优异新种质和培育作物

新品种上已发挥重要作用[3-5]。空间诱变技术利用空

间特殊环境诱发遗传物质变异。空间特殊环境具有

强辐射、微重力、高真空、弱磁场等特点[6]，其中，辐

射与生物体的变异关系最为密切，当生物被宇宙高

能粒子击中，会产生各种 DNA 和染色体结构的变

化，并影响基因的表达[7-8]。重离子诱变技术通过注

入的高能带电粒子与生物体内的分子或原子发生

弹性、非弹性的碰撞，导致生物体内的电离损伤，进

而使 DNA 损伤，染色体畸变。重离子束具有传能

线密度高和能量峰特点，所产生的生物学效应比传

统的 X 射线及 γ 射线要大[9]。现有研究表明，空间

环境与重离子辐射诱发的变异在细胞、基因及蛋白

水平具有一定的相似性。史金铭[8] 发现无论是空间

飞行还是低剂量 (2 Gy) 重离子辐射都能够引起水

稻种子 DNA 甲基化的变化。Shi 等[10] 利用 AFLP
和 MSAP 方法检测空间诱变及重离子诱变水稻基

因组和表观遗传变异的结果表明，2 种方法都能够

显著地改变水稻基因组和表观基因组，并且重离子

诱变与空间诱变具有 20%的相同变异位点。Wei等[11]

比较空间诱变和 C离子、Ne离子及 Fe离子辐照的

结果表明，空间环境和重离子诱变均可以影响根尖

的有丝分裂，诱发各种染色体畸变，包括微核、染色

体桥、染色体落后片段。王巍[12] 比较重离子辐射与

空间搭载后水稻的蛋白表达谱特征发现，2 mGy、
62.2 keV/μm的12C离子辐射蛋白表达特征与空间环

境的最为类似。上述结果对于理解空间诱变与重离

子诱变效应提供了有益参考，但有关 2 种诱变技术

对于水稻的生物学效应及后代变异频率的比较研

究鲜见报道。

本研究对水稻纯系品种‘华航 31 号’干种子

进行空间诱变和重离子诱变处理，并对诱变一代进

行了表型及细胞学诱变效应的分析；对诱变二代直

链淀粉含量及粒型性状进行了表型和基因型的定

向筛选，获得系列候选突变体；比较了 2 种诱变处

理的性状变异频率。为水稻诱变育种以及诱变后代

的高效筛选提供理论参考和实践指导。

1   材料与方法

1.1    材料

‘华航 31 号’是华南农业大学国家植物航天

育种工程技术研究中心育成的感温型水稻纯系品

种，已通过广东省农作物品种审定，农艺性状稳定。

1.2    方法

1.2.1    诱变处理　水稻干种子分成 3 份：一份经

“实践十号”返回式科学实验卫星搭载 (2016 年
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4月 6日发射)，在轨时间 12 d，轨道高度 200~500 km；
另一份送往中国科学院兰州近代物理研究所，利用

重离子研究装置 HIRFL 提供的12C6+束流进行干种

子辐照处理，重离子能量 80.55 MeV/u，辐照剂量率

为 20 Gy/min，辐照剂量分别为 5、10、20、40、80 和

160 Gy；剩下的作为对照，不进行诱变处理。诱变后

的种子为诱变一代 (M1)，种植于华南农业大学教学

科研基地水稻育种试验田，播种前种植田块需翻地

浸泡 2 个月，以避免前茬落粒谷的影响；M1 单株主

穗收获得诱变二代 (M2)种子，种植于华南农业大学

增城教学科研基地。2017 年 3 月 8 日播种 M1，尼

龙薄膜育秧，秧龄 22 d 左右；2017 年 7 月 20 日播

种 M2，秧龄 13 d 左右。长势良好的秧苗移栽至大

田，大田为完整田块，肥力均匀；秧苗单株插植，行

株距 20 cm×20 cm；上半年每 667 m2 施尿素 20 kg，
下半年每 667 m2 施尿素 21 kg；分蘖期、抽穗期、齐

穗期每 667 m2 用 16%(φ)纹病清 40 g+20%(φ)三环

唑 100 g+18%(φ)杀虫双 300 g+20%(φ)稻虱净 20 g
兑水 100 kg，喷雾防治稻纵卷叶螟、三化螟、纹枯

病、稻瘟病、白叶枯病等病虫害。

1.2.2    种子活力测定　取种子发芽盒 (12 cm×12 cm×
6 cm)，垫入 2 张吸水纸，加入 ddH2O 充分浸湿。各

处理取 100 粒种子均匀放入发芽盒，30 ℃ 恒温培

养，每个处理 3 次重复。每天调查发芽种子数量，

第 3 天调查发芽势，第 7 天调查发芽终期的发芽

率，第 8天测定芽长。计算各处理种子的发芽率、发

芽势、发芽指数、活力指数，估算空间诱变及重离子

诱变对‘华航 31号’的生理损伤效应[13]。

1.2.3    根尖染色体观察　参考刘向东等[14] 的压片

法制作水稻根尖临时标本，进行染色体观察。取发

芽后的水稻根尖 (约 0.5 cm)经固定、解离、染色、压

片后，400 倍显微镜观察有丝分裂情况，再用

1 000 倍显微镜观察有丝分裂染色体异常情况。将

诱变种子分为 2 次重复进行发芽并切取根尖，每个

剂量随机观察 20~30 个水稻根尖，每个根尖观察

300~400个细胞。

(x̄) x̄

1.2.4    农艺性状及直链淀粉含量测定　调查M1 代

处理及对照各 30 株，调查性状包括株高、剑叶长、

剑叶宽、穗质量、穗长、有效穗数、结实率、谷粒长、

谷粒宽、长宽比、千粒质量。空间诱变和重离子诱

变 M2 各种植约 20 000 株，成熟期调查所有植株的

粒长、粒宽，筛选粒型突变体。计算对照的平均值

及标准差 (s)，求出 ±3s 的数值范围，将性状数值

在此范围之外的M2 个体作为突变株。

x̄

将空间诱变及重离子诱变M2 群体和对照分别

进行单株收获后脱粒，利用砻谷机 (大竹 FC2K) 碾
磨成糙米。采用基于波通 DA7200型近红外分析仪

的糙米直链淀粉含量 (AC 值) 检测模型进行检测。

用于直链淀粉含量检测的模型有 3 个 (M5、M6 和

M32)，将 3个模型检测出来的 AC值的平均值作为

该样品的最终 AC 值。计算对照的平均值及标准

差，求出 ±3s 的数值范围，将性状数值在此范围之

外的M2 个体作为突变株。

1.2.5    Wx 基因型突变检测　采用磁珠法提取水稻

基因组 DNA [15 ]。将 Wxa 和 Wxb 扩增产物分别按

1∶1、3∶1、5∶1、7∶1、9∶1、11∶1 的比例混合构成 6 个

不同倍率的 DNA 混合池用于 HRM 检测 (引物见

表 1 )，确定最适的 DNA 混合池倍率。‘华航

31 号’诱变 M 2 代单株 DNA 按 4 株混合提取

DNA，采用微孔板分光光度计 (EPOCH2T) 测定

DNA质量浓度并调至 50 ng/μL。
 

表 1   用于 HRM 检测的特异引物信息

Table 1    Specific primer information for HRM detection
 

引物名称

Primer
name

检测位点

Detection
site

前引物(5′→3′)
Former
primer

后引物(5′→3′)
Latter
primer

片段大小/bp
Fragment

size

Wxab-O Wxa与Wxb

差异位点

GAGGGAGAGGGGGAGAGAGAGATC TCCAGCCCAACACCTTACAGAAAT 348

Wxab-I CTTCACTTCTCTGCTTGTGTTGTT CATGTGATCGATCTGAATAAGAGG 110

EX4-O
exon 4

CAGATCATCACAAGATCGATTAGC AACCTGAAATCACCAGTGGAAG 286

EX4-I CCAAGTTTTTGTGGTGCAATTC TAAGCTCAGTCCAACTGCTAAATG 204

EX9-O
exon 9

CGACGGGTATGAGTAAGATTCTAAG CATTCGTTCTTACCGTGGTTG 384

EX9-I AGATCCTTTTGAGCTGACAACC GTACTTGGCGGTGATGTACTTG 294

EX10-O
exon 10

AGAACGAATGCATTCTTCACAAGA GCCTCACCCCTTCTAATTATTTGA 421

EX10-I ACAAGGCAAGAATGAGTGACAA GCATATCGTGCAAGTGTGTCTT 247
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根据 GRAMENE(http://www.gramene.org/) 公
布的 Wx 基因序列，在其第 4、9、10 外显子区域以

及 Wxa 和 Wxb 差异位点设计巢式 PCR 引物，引物

采用 Primer Premier 5.0软件设计，由上海生工生物

工程有限公司合成，采用梯度 PCR确定适合的退火

温度。巢式 PCR 第 1 轮扩增与常规 PCR 扩增相

同，扩增结束后加入 200 μL ddH2O 稀释；第 2 轮扩

增反应体系含 2×Taq  Plus Master Mix 4.0 μL 、
10.0 μmol/L 引物 0.3 μL、模板 DNA1.0 μL 和

Evagreen饱和荧光染料 0.3 μL，加 ddH2O至 10 μL，
添加 15 μL矿物油防止产物挥发。PCR反应：95 ℃
预变性 3 min；95 ℃变性 30 s，25 ℃退火 30 s，72 ℃
延伸 30 s，15 个循环；72 ℃ 延伸 5 min。扩增结束

后，95 ℃ 变性 30 s、25 ℃ 退火 1 min，形成异源双

链分子。第 2 轮 PCR 扩增产物离心转移至 HRM
检测板中。使用 LightScanner96 进行 HRM 检测，

溶解程序根据目的片段 GC 含量确定，低 (高)GC
含量的目的片段溶解程序起始温度 66 (75) ℃、结束

温度 96 ℃、保持温度 62 ℃，曝光值为 180。检测结

束后用自带软件的 Scanning选项进行差异分析。

将筛选得到的疑似突变混合池对应单株进行

DNA提取并统一稀释至 50 ng/μL，将单株 DNA与

对照 DNA 按 1∶1 混合后进行巢式 PCR 扩增，扩增

产物进行 HRM 检测，检测方法同上。将筛选得到

的疑似突变单株进行特异性引物扩增，其引物为用

于 HRM 检测的巢式 PCR 引物的外引物。PCR 反

应体系含 2×T a q   P l u s  Mas t e r  M ix   25 . 0   μL、

10.0 μmol/L 引物 2.0 μL、模板 DNA 2.0 μL，加
ddH2O至 50 μL。PCR反应：95 ℃预变性 5 min；95 ℃
变性 30 s，25 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 30 s，35个循

环；72 ℃ 延伸 5 min。PCR产物经 20 g/L琼脂糖凝

胶电泳检测条带明显且单一后，送至赛默飞世尔科

技 (中国)有限公司进行测序，序列比对软件为 CLC
Sequence Viewer 7.7。

2   结果与分析

2.1    空间诱变和重离子诱变处理水稻种子 M1 代

生物学效应

2.1.1    M1 代种子活力和农艺性状　M1 代种子发芽

试验结果 (表 2) 表明，空间诱变和重离子诱变均对

种子的活力产生了不同程度的影响。与对照相比，

重离子辐照后发芽势、发芽率、芽长、发芽指数、活

力指数均呈下降趋势，其中，活力指数相对效应为

−25.22% ~ −9.01%，表明重离子辐照对种子活力表

现为较明显的抑制作用。空间诱变提升了种子的发

芽势、发芽率和发芽指数，但芽长比对照降低了

16.53%，导致活力指数比对照降低 14.62%。此外，

不同剂量重离子辐照后，发芽势、芽长、发芽指数和

活力指数均表现出马鞍型剂量效应曲线 (图 1)，即
在中低剂量 (小于 20 Gy) 下，损伤效应随着剂量的

增加而增加，但辐照剂量增加到一定程度后损伤效

应反而减少，表明水稻种子对于重离子的辐照具有

阈值效应。空间诱变效应与低剂量 (小于 10 Gy)重
离子诱变效应相似，但也存在一定差异，主要表现

为空间诱变显著降低了种子芽长。

 

表 2   空间诱变及重离子诱变对种子活力的影响1)

Table 2    Effects of space mutation and heavy ion mutation on seed vigor
 

处理

Treatment
发芽势/%

Germination potential
发芽率/%

Germination rate
芽长/cm
Bud length

发芽指数

Germination index
活力指数

Vigor index
  CK 94.02±2.45 (0.00) 100.00±0.00 (0.00) 6.11±0.09 (0.00) 37.19 (0.00)   227.32 (0.00)    

  SP 100.00±0.00 (6.36) 100.00±0.00 (0.00) 5.10±0.08** (−16.53) 38.06 (2.34)   194.08 (−14.62)

    5 87.29±1.29 (−7.17) 97.07±0.07 (−2.93) 5.69±0.16* (−6.98) 36.38 (−2.18) 206.85 (−9.01)  

  10 86.14±1.82* (−8.39) 95.15±3.00 (−4.85) 5.59±0.14* (−8.48) 34.58 (−7.04) 193.40 (−14.92)

  20 81.32±2.01** (−13.51) 96.20±1.95 (−3.80) 5.52±0.11** (−9.72) 33.80 (−9.12) 186.52 (−17.95)

  40 87.43±3.27 (−7.02) 95.37±2.30 (−4.63) 5.83±0.13 (−4.67) 35.70 (−4.01) 208.00 (−8.50)  

  80 82.69±0.97** (−12.06) 96.29±2.75 (−3.71) 5.35±0.16** (−12.42) 34.39 (−7.55) 184.09 (−19.02)

160 80.47±1.83** (−14.42) 95.56±2.36 (−4.44) 5.17±0.16** (−15.39)   32.87 (−11.62) 169.99 (−25.22)

　1) CK: 对照；SP: 空间诱变；5、10、20、40、80和160分别代表重离子辐射不同剂量(Gy)；括号内数据为相对效应，相对效应=(处理−
对照)/对照×100%；“*”“**”分别表示与CK在0.05、0.01水平差异显著

　1) CK: Control; SP: Space-induced mutation; 5，10，20，40，80 and 160 represented different doses of heavy ion radiation(Gy)
respectively; The data in brackets were relative effects，relative effect=(treatment – CK)/CK ×100%；“*”and“**”represented
significant differences with the control at the levels of 0.05 and 0.01 respectively
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观察空间诱变与重离子诱变水稻种子 M1 代

植株的田间表现，并没有发现明显的分离现象。考

察各诱变处理当代植株的主要农艺性状，结果见

表 3。由表 3 可见，空间诱变处理的水稻种子 M1

代穗长和每穗粒数与对照有极显著差异 (P<0.01)，

其他农艺性状与对照差异不显著；重离子诱变处理

的水稻种子 M1 代穗长和每穗粒数显著低于对照，

其中，每穗粒数与对照差异极显著，表明重离子诱

变导致的生物学损伤从种子的发芽期延续到成

熟期。

2.1.2    M1 代水稻植株根尖细胞染色体有丝分裂　

有丝分裂指数反映了细胞的活跃程度，微核及畸变

染色体均体现了染色体的严重损伤，表 4 为有丝分

裂指数、微核千分率及染色体畸变率的统计结果。

由表 4 可见，空间诱变和重离子辐射均诱发了水稻

根尖细胞有丝分裂的异常，随着重离子辐射剂量的

增加，水稻有丝分裂指数逐渐降低，而微核千分率

及染色体畸变率逐渐增加，160 Gy处理的染色体畸

变率是 5 Gy 处理的 2.5 倍。空间诱变导致有丝分

裂指数降低、微核千分率及染色体畸变率增加，变

异效应与中低剂量 (5 Gy)重离子辐射相似。空间诱

变或重离子诱变处理后，观察到单桥、双桥、断片、

落后染色体或不均等分裂等不同畸变染色体类型，

其中，断片是最常见的类型 (图 2)。

 

表 3   空间诱变和重离子诱变的水稻种子 M1 代植株主要农艺性状 1)

Table 3    The main agronomic characters of contemporary plants of rice seeds treated by space mutation and heavy ion
mutation

 

处理

Treatment

株高/cm
Plant
height

穗长/cm
Panicle
length

有效穗数

No. of
productive
panicle

每穗粒数

No. of spikelet
per panicle

结实率/%
Setting

percentage

谷粒长宽比

Grain length-
width ratio

千粒质量/g
1000-grain
weight

  CK 119.17±1.48 30.22±0.81     8.33±1.45 232.51±11.95   80.03±1.18   3.99±0.02 21.47±0.13

  SP 120.30±1.90 26.50±0.54**   8.40±0.51 184.92±7.62**   84.94±1.61   3.98±0.06 21.18±0.42

    5 121.20±1.46 27.33±0.61** 10.00±0.45 161.29±14.02** 84.56±0.54   4.00±0.02 21.88±0.16

  10 121.60±1.21 28.50±0.54     7.60±0.68 193.85±14.00** 84.55±2.61   3.96±0.01 22.00±0.17

  20 121.40±0.98 28.47±0.33     8.00±0.71 193.24±6.63**   84.02±1.75   3.92±0.02 22.24±0.07

  40 118.40±0.81 28.34±0.61     8.40±0.81 183.72±9.25**   82.63±1.61   3.92±0.05 22.00±0.25

  80 121.25±0.63 28.76±0.32     8.25±0.48 201.59±14.05** 63.13±5.36** 3.94±0.03 21.83±0.17

160 121.30±1.02 26.79±0.87**   7.20±0.66 189.71±14.31** 48.69±5.13** 3.93±0.02 21.36±0.34

　1)  CK:  对照；SP:  空间诱变；5、10、20、40、80和160分别代表重离子辐射不同剂量(Gy)；表中数据为平均值±标准误，

“**”表示与CK在0.01水平差异显著

　1)CK: Control; SP: Space-induced mutation; 5，10，20，40，80 and 160 represented different doses of heavy ion radiation (Gy)
respectively；The data in the table were mean value ± standard error，and“**”represented significant difference with the control at
the level of 0.01
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图 1    不同剂量重离子辐射的种子发芽势和芽长

Fig. 1    The germination potential and bud length of rice seeds treated by different doses of heavy ion radiation
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2.2    空间诱变及重离子诱变处理 M 2 代突变体

筛选

2.2.1    M2 代粒型突变体　为筛选不同类型的粒型

突变体，对‘华航 31号’空间诱变及重离子 (80 Gy
剂量处理)诱变M2 代单株籽粒的粒长、粒宽进行了

测量，共测量 14 754 份材料，其中，空间诱变处理

5 991份、重离子诱变处理 8 733份、对照 30份。对

各粒型性状的统计分析结果如表 5 所示。从表 5

x̄±3s

可以看出，空间诱变及重离子M2 代的粒长、粒宽以

及粒长宽比的平均值与对照差异不显著，但粒长的

变异系数高于对照；M2 代各粒型性状的变异幅度

均明显大于对照，表明 2 种诱变处理的 M2 代均存

在粒型差异明显的单株类型。参照 范围，确定

了粒长<9.376 4 或>9.993 6，粒宽<2.250 0 或>
2.450 0，粒长宽比<3.901 7 或>4.342 4 为突变体筛

选标准。

 

表 4   空间诱变和重离子诱变对水稻 M1 代植株根尖细胞的影响1)

Table 4    Effects of space mutation and heavy ion mutation on root tip cells of contemporary rice plants
 

处理

Treatment

有丝分裂指数/%
Mitotic
index

微核千分率/‰
Permillage of
micronucleus

染色体畸变率/%
Aberration rate
of chromosome

染色体畸变类型2) Aberrant types of chromosome

双桥或多桥

Double bridge
or poly bridge

断片

Fragment

落后染色体

Laggard
chromosome

不均等分裂

Unequal cell
division

CK 5.32±0.27  0.38±0.18     1.25±0.50   1(0.25)   4(1.00) 0(0)      0(0)     

SP 5.26±0.31  1.12±0.32     3.28±0.92*  1(0.25)   9(2.00) 4(0.75) 1(0.25)

5 5.10±0.34  1.23±0.47     5.25±0.92*  1(0.25) 11(2.75) 3(0.75) 1(0.25)

10 5.15±0.34  1.82±0.44     6.25±1.08** 5(1.25)   8(2.00) 8(2.00) 2(0.50)

20 4.90±0.32  2.56±0.46*    7.00±1.17** 4(1.00) 16(4.00) 5(1.25) 0(0)     

40 4.63±0.24  3.61±0.72**   7.75±1.43** 4(1.00) 19(4.75) 4(1.00) 2(0.50)

80 4.29±0.56  4.43±0.59** 10.00±0.58** 6(1.50) 20(5.00) 5(1.25) 6(1.50)

160 3.89±0.26* 5.81±0.84** 13.25±1.82** 6(1.50) 16(4.00) 10(2.50)   16(4.00)  

　1)  CK:  对照；SP:  空间诱变；5、10、20、40、80和160分别代表重离子辐射不同剂量(Gy)；表中数据为平均值±标准误，

“*”“**”分别表示与CK在0.05、0.01水平差异显著；2) 表中括号里的数值表示各畸变类型的细胞数(括号外数值)占所观察

分裂期细胞总数的百分比(%)
　1) CK: Control; SP: Space-induced mutation; 5, 10, 20, 40, 80 and 160 represented different doses of heavy ion radiation (Gy)
respectively; The data in the table was mean value ± standard error, “*” and “**” represented significant differences with the
control at the levels of 0.05 and 0.01 respectively; 2) The values in brackets represented the ratios of the number of abnormal cells
(values outside brackets) to total cells in cell division(%)

 

e f g h

a b c d

 
a：断片；b：单桥；c：多桥；d，e：后期单桥；f：染色体落后；g：不均等分裂；h：微核

a: Fragment; b: Single bridge; c: Polybridge; d，e: Single bridge at anaphase; f: Chromosome lag; g: Unequal cell division; h: Micronucleus

图 2    诱变处理后水稻 M1 代植株根尖细胞有丝分裂染色体异常

Fig. 2    Chromosomal abnormality of apical mitosis of root tip cells of contemporary rice plants after mutagenic treatment
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依据突变体筛选标准，空间诱变处理 5 991 份

材料共筛选到 248 份突变材料，其中，粒长变长的

80 份、变短的 140 份，粒宽变宽的 20 份、变窄的

8份，粒长宽比变大的 4份、变小的 36份；80 Gy重
离子诱变处理 8 733份材料共筛选到 426份突变材

料，其中，粒长变长的 192份、变短的 99份，粒宽变

宽的 51 份、变窄的 81 份，粒长宽比变大的 117 份、

变小的 72 份。空间诱变及重离子诱变的粒型变异

频率分别为 4.14% 和 4.88%；空间诱变处理的突变

材料中具有 2个及以上性状变异的占 17.74%，而重

离子诱变处理的占 16.25%。可见，空间诱变粒型突

变材料多为粒长变短、粒宽变宽、粒长宽比变小，而

重离子诱变的粒型突变材料的粒长多为变长、粒宽

变窄、粒长宽比变大；空间诱变与 80 Gy 重离子辐

射对于粒型的诱变频率相近，但 2 种方法诱发变异

的趋势不一致。

x̄±3s

2.2.2    M2 代直链淀粉含量突变体　对空间诱变

及 80 Gy重离子诱变M2 代共 7 549份材料的糙米

采用近红外光谱技术测定直链淀粉含量，其中，空

间诱变处理 3 674 份、重离子诱变处理 3 875 份。

表 6 的结果表明，空间诱变及重离子诱变 M2 代的

直链淀粉含量的平均值与对照差异不显著，但变异

系数及变异幅度均明显大于对照，表明 2种诱变处

理后代存在较大变异。按照 的突变体筛选标

准，在空间诱变及重离子诱变M2 代中分别筛选到

59 和 60 份突变材料，变异频率分别为 1.61% 和

1.55%。空间诱变后代高直链淀粉含量突变体有

39 份，为低直链淀粉含量突变体 (20 份) 的 1.95
倍；重离子诱变后代高直链淀粉含量突变体有 29
份，与低直链淀粉含量突变体 (30份)数量相近；表

明‘华航 31 号’更容易产生高直链淀粉含量的

突变。

2.2.3    M2 代 Wx 基因突变体定向筛选结果　将 Wxa

和 Wxb 扩增产物按 1∶1、3∶1、5∶1、7∶1、9∶1、11∶1 的

比例混合构建不同倍率 DNA 混合池用于 HRM 检

测分析，结果如图 3 所示。在差异曲线中，将|ΔF|>

 

表 5   空间诱变及重离子诱变水稻 M2 代粒型变异

Table 5    Grain type variation in the second generation of rice seeds treated by space mutation and heavy ion mutation
 

处理1)

Treatment
粒型

Grain type

x̄平均值( )
Average
value

标准差(s)
Standard
deviation

变异幅度

Range of
variation

变异系数/%
Coefficient of
variation

F

筛选范围2)

Range of screening
x̄−3s< x̄+3s>

SP 粒长 Grain length/mm 9.69 0.134 9 8.70~11.00 1.39 0.67

粒宽 Grain width/mm 2.35 0.023 0 2.20~2.65   0.98 2.95

粒长宽比 Grain length to width 4.13 0.064 7 3.70~4.68   1.57 0.08

M 粒长 Grain length/mm 9.72 0.144 1 9.05~12.00 1.48 0.52

粒宽 Grain width/mm 2.35 0.035 2 2.00~3.00   1.50 0.51

粒长宽比 Grain length to width 4.13 0.087 7 3.08~5.11   2.12 0.05

CK 粒长 Grain length/mm 9.69 0.102 9 9.50~9.85   1.06 <9.376 4 >9.993 6

粒宽 Grain width/mm 2.35 0.033 3 2.30~2.40   1.42 <2.250 0 >2.450 0

粒长宽比 Grain length to width 4.12 0.073 4 4.02~4.28   1.78 <3.901 7 >4.342 4
x̄

x̄

　1)SP: 空间诱变，M：80 Gy重离子诱变，CK: 对照；2) ：对照的平均值

　1) SP:Space-induced mutation, M: 80 Gy heavy ion mutation, CK: Control; 2) : Mean value of the control

 

表 6   空间诱变和重离子诱变水稻 M2 代直链淀粉含量变异

Table 6    Variation of amylose content in the second generation of rice seeds treated by space mutation and heavy ion
mutation

 

处理1)

Treatment
w(直链淀粉)/%
Amylose content

标准差(s)
Standard deviation

变异幅度

Range of variation
变异系数/%

Coefficient of variation
F

筛选范围2)

Range of screening
x̄−3s< x̄+3s>

SP 20.78 2.895 7 11.91~30.81 13.94 2.97

M 20.80 2.845 8 11.64~30.74 13.68 2.51

CK 20.92 2.228 1 16.87~25.92 10.65 <14.239 7 >27.608 2

x̄

x̄

1) SP: 空间诱变，M：80 Gy重离子诱变，CK: 对照；2)  ：对照的平均值

1) SP:Space-induced mutation, M: 80 Gy heavy ion mutation, CK: Control; 2)  : Mean value of the control
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0.05 看作是差异显著，表明存在疑似突变[16]。综合

各比例 DNA 混合池的检测结果，混合池比例在

9∶1(10 倍池) 时差异曲线的|ΔF|都在 0.05 以上。考

虑到实际检测中可能存在杂合体的情况，为保证突

变检测的灵敏度，最终选用 4 倍池作为群体检测的

倍率。另外，检测单株时需保证样品的杂合型，因此

需将单株DNA与对照 1∶1混合构建 2倍池进行检测。

4 736份水稻空间诱变M2 代单株构建 1 184个
4 倍 DNA 混合池，4 848 份水稻重离子诱变 M2 代

单株构建 1 212 个 4 倍 DNA 混合池。每个 PCR96
孔板放置 93 个 DNA 混合池和 3 个对照 DNA，并
统一稀释质量浓度至 50 ng/μL 后进行高分辨率溶

解曲线 (High resolution melting curve，HRM) 检测

分析。图 4 所示的是其中一个 96 孔板 DNA 混合

池的 4 对巢式 PCR 引物扩增产物的 HRM 检测结

果。图 4可以看出，在Wxab-O和Wxab-I引物扩增

产物、EX9-O 和 EX9-I 引物扩增产物以及 EX10-
O 和 EX10-I 引物扩增产物的检测中分别有 2、4 和

1 个|ΔF|>0.05 的红色差异曲线，视为疑似突变池

(图 4a、4c、4d)。EX4-O和 EX4-I引物扩增产物并无

检测到差异曲线 (图 4b)。空间诱变共筛选到 9 个

疑似突变池，其中 Wxa 与 Wxb 差异位点检测区域

3 个、exon 4 检测区域 3 个、exon 9 检测区域 2 个、

exon 10 检测区域 1 个；重离子诱变共筛选到 14 个

疑似突变池，其中 Wxa 与 Wxb 差异位点检测区域

5 个、exon 4 检测区域 3 个、exon 9 检测区域 2 个、

exon 10检测区域 4个。

→

将 23 个突变池对应的 92 个单株以及对照分

别提取 DNA，利用巢式 PCR的外引物进行扩增，回

收 PCR 片段进行测序。空间诱变后代共鉴定到

3 个 Wx 基因突变体，全部位于 Wxa 与 Wxb 差异位

点，均为 Wx a 型；重离子诱变后代共鉴定到 4 个

Wx 基因突变体，其中，Wxa 与 Wxb 差异位点检测区

域 2 个、exon 10 检测区域 2 个。图 5 是重离子诱

变 exon 10 突变体的测序结果。测序显示该突变单

株在第 10 外显子的第 115 位点产生了 C T 的转

换 (图 5a)，密码子由 CCU 变成 UCU，为错义突变。

该突变导致编码脯氨酸变成编码丝氨酸 (图 5b)，推
测其会对 Wx 基因的功能产生一定的影响。分析该

突变单株的 Sanger测序峰图，发现该突变体为杂合

突变 (图 5c、5d)。
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图 3    不同比例 DNA 混合池 Wx 基因的 HRM 检测结果

Fig. 3    HRM detection result of DNA mixed pool with
different proportion
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a：Wxab-O和Wxab-I引物扩增产物检测；b：EX4-O和 EX4-I引物扩增产物检测；c：EX9-O和 EX9-I引物扩增产物检测；d：EX10-O和 EX10-I引物扩

增产物检测

a: Detecting amplifications of primers Wxab-O and Wxab-I; b: Detecting amplifications of primers EX4-O and EX4-I; c: Detecting amplifications of primers
EX9-O and EX9-I; d: Detecting amplifications of primers EX10-O and EX10-I

图 4    DNA 混合池的 4 对巢式 PCR 引物扩增产物的 HRM 检测结果

Fig. 4    HRM detections of four pairs of nested PCR primer amplification products in DNA mixing cell
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3   讨论与结论

3.1    空间诱变及重离子诱变对水稻的诱变效应

诱变育种的诱变 M1 代往往以生理损伤为主，

在诱变 M2 代时才开始发生大量的性状分离，出现

各种变异性状。空间诱变 M1 代生理损伤低，在生

物学效应、突变频率和突变方向等方面呈现出与地

面其他传统诱变方式不同的性状变异特点[5]。马良

勇等[17] 比较了不同的航天搭载对 10份籼稻材料的

诱变效果，研究表明各航天器搭载材料的诱变

M1 代发芽率与成苗率相较对照都有所降低，其中

“神州 4 号”搭载材料最低。诱变 M2 代出现株

高、生育期及其他类型的变异，其中“实践 8 号”

搭载材料的变异频率介于 0.24%~7.23%，5 个材料

的平均变异频率为 3.38%；返回式卫星搭载材料的

变异频率介于 1.06%~1.37%，平均为 1.24%；而“神

州 4号”搭载材料的变异频率为 2.79%。可见不同

的空间搭载以及不同的材料，其诱变效应具有明显

差异，刘永柱等[18] 和俞法明等[19] 的研究也证实了这

一点。此外，空间诱变 M2 代大部分性状变异还表

现出一定的倾向性。严文潮等[13] 和黄永相等[20] 发

现空间处理后水稻株高、抽穗期、粒型、直链淀粉含

量等突变的方向、频率与基因型有关，突变具有一

定的倾向性。

重离子辐射具有生物学效应高的特点，在诱变

育种中具有重要价值。Xu 等[21] 利用 2 种不同剂量

的重离子辐照 3 个品种水稻种子，发现在低剂量下

种子发芽率、存活率 (除‘日本晴’)、秧苗高度都

没有显著变化，中剂量下种子发芽率和存活率影响

显著，低剂量突变率 4.71%、中剂量突变率 5.22%。

卢明[22] 研究表明14C 离子和7Li 离子辐照的水稻种

子发芽势和发芽率均低于对照，且随着剂量的增加

先增加后降低，发芽势、发芽率与剂量之间呈明显

的“马鞍型”剂量效应曲线。Wei等[11] 比较空间诱

变和 C 离子、Ne 离子及 Fe 离子辐照，发现空间诱

变导致的有丝分裂指数和染色体畸变率最高。梅曼

彤等[23] 研究表明，高 LET 的重离子能更有效地抑

制水稻种子萌发、幼苗生长，诱导根尖细胞和花粉

母细胞的染色体畸变，降低当代植株的结实率并诱

发后代出现形态性状及农艺性状的变异；程维民

等[24] 和杨瑰丽等[25] 的研究也证实了这一点。本研

究发现，重离子辐射水稻种子后M1 代的发芽势、芽

长、发芽指数及活力指数均随着剂量的增加呈先下

降后上升而后再下降的“马鞍”型曲线，与前人的

研究 [ 2 3 - 2 5 ] 一致；当辐照剂量为 80 和 160 Gy 时，

M1 代植株结实率显著低于对照，而 5~40 Gy 辐照

剂量下结实率与对照没有显著差异，表明重离子诱

变对结实率的影响存在剂量阈值。在细胞学方面，

本研究发现重离子诱变对水稻根尖分生组织细胞

有丝分裂产生影响，随着剂量的增加，水稻根尖有

丝分裂指数降低，染色体的畸变率增加；细胞染色

体畸变有染色体断片、染色体桥、染色体落后、染色

体不均等分裂等异常，且伴有微核的产生，这与前

人的结果[26] 是一致的。

本研究对空间诱变及重离子诱变M1 代的种子

活力、主要农艺性状以及诱变 M2 代的主要农艺性

状进行了调查。结果表明，空间诱变对诱变 M1 代

的影响，以轻微的生理损伤为主；重离子诱变的生

理损伤要明显高于空间诱变，重离子诱变 M1 代的
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a：检测区域的序列分析，外显子区域由绿色标注，差异位点由红色标注；b：exon 10 翻译的蛋白序列分析；c：对照 Sanger 测序峰图；d：突变体
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a: Sequence analysis, green for exon and red for mutation site; b: Protein sequence of exon 10; c: Sanger sequencing results of CK; d: Sanger sequencing
results of the mutant

图 5    重离子诱变 exon 10 突变体序列分析结果

Fig. 5    The results of sequence analysis of exon 10 mutant induced by heavy ion
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生理损伤为 37.74%，而空间诱变M1 代的生理损伤

为 6.55%。2 种诱变处理产生的性状变异及变异频

率存在差异。对 9 665株空间诱变M2 代的粒型、直

链淀粉含量进行表型和基因型突变筛选，共发现各

种类型突变体 310份，突变频率为 3.21%；对 12 608株
重离子 (80 Gy) 诱变 M2 代单株进行了同样性状

筛选，共发现各种类型突变体 490 份，突变频率

3.89%。在变异的方向上，空间诱变粒型突变材料多

以粒长变短、粒宽变宽、粒长宽比变小、直链淀粉含

量升高为主；重离子诱变多以粒长变长、粒宽变窄、

粒长宽比变大为主，直链淀粉含量变异无规律。综

合而言，空间诱变的生理损伤类似于低剂量重离子

辐射，变异频率与高剂量重离子辐射相近。易继财

等[27] 对返回式卫星诱导水稻突变的研究表明，空间

诱变的辐射剂量约为 3 mGy，相比较地面重离子辐

射而言是比较低的辐射剂量。虽然空间诱变与重离

子辐射诱变的方式不一样，但本研究发现空间诱变

诱发表型变异频率与 80 Gy 重离子辐射相近，这表

明低剂量辐射也可以诱发变异，骆艺等[28] 报道低剂

量空间重离子辐射可以诱发水稻产生遗传变异，与

本研究结果一致。此外，低剂量空间辐射诱变的变

异机制也可能与高真空、微重力的空间复杂环境协

作效应有关。

3.2    诱变后代的定向选择方法比较

对于诱变育种，如何高效、精确地筛选符合要

求的突变体是育种工作者关注的重点。目前，育种

工作者多是从诱变后代中筛选表型明显变异的、符

合育种目标的突变单株，但局限于肉眼或简单测量

可以获得的表型，对于一些需要大量分析的性状

(如化学物质含量)则难以鉴定。与传统诱变育种的

表型筛选相比，分子标记能够有针对性地对目的基

因进行突变筛选，排除了环境的干扰，目的性更强。

将表型选择与基因型选择有机结合，是提高诱变后

代筛选效率的有效途径。

本研究利用高通量扫描系统获取粒型信息、利

用近红外无损分析获得直链淀粉含量变异信息，提

升了表型检测效率；将 HRM引入到基因型鉴定，为

诱变后代基因型的定向筛选提供了有益参考。HRM
技术是通过检测与饱和荧光染料结合的 DNA双链

在解链过程中的荧光强度变化趋势进而绘制成溶

解曲线，并通过分析曲线的差异实现对 DNA 双链

差异的检测和分类 [28]，目前已普遍应用于基因分

型、突变筛选和 DNA甲基化研究等方面[29]。该技术

具有高通量、高分辨率、灵敏度和特异性高的特点；

操作简单，成本低，无须酶切系统，只需要在 PCR

过程中加入荧光染料即可检测；闭管操作，产物无

污染，可用于后续试验等诸多优点。本研究针对

HRM检测方法的要求，对直链淀粉含量 Wx 基因设

计了多个目的位点，利用 DNA 混合样品、巢式

PCR 及突变测序提高鉴定的效率和准确性。Bush
等 [ 1 5 ] 提出的 ITILLING 是对传统的 TILLING
的方法进行改进和简化，利用来自 Bio-Rad 实验室

的 CFX96 PCR 检测系统，分辨率比 Light Scanner
系统低，检测的目的片段大小为 95~125 bp。本研究

利用的 Light Scanner系统与之相比更灵敏，检测的

目的片段更大，提高了检测效率。

本研究利用 HRM技术在空间诱变及重离子诱

变后代中共鉴定出 7 个 Wx 基因突变体。其中，筛

选到的一个突变单株在 Wx 基因的第 10 外显子的

第 115位点产生了 C/T的错义突变，密码子由 CCU
变成 UCU，由编码脯氨酸变成了编码丝氨酸，说明

HRM技术可以应用于突变筛选。

3.3    空间诱变与重离子诱变的分子突变频率分析

突变密度的大小决定着突变获得的难易程度，

突变密度与诱变材料、诱变手段以及检测手段密切

相关[30]。表型变异的鉴别容易受到筛选规模和环境

的影响，基因组层面的筛选可以更准确地反映突变

率。全基因组测序是分析辐射诱发变异的理想手

段，但受限于测序样本的数量和成本，难以大规模

进行突变调查。利用 TILLING技术对目的 DNA片

段进行诱变群体的大量调查，进而分析分子突变频

率是一个可行的解决办法。Landau 等[31]利用 X 射

线和 NaN3 组合诱变二倍体大麦，利用 TILLING筛

选 33 个质体基因，至少发现 61 个独立突变，突变

密度约 1/211.6 kb(即每 211.6 kb 有 1 个突变)。
Botticella 等[32] 利用 EMS 诱变六倍体小麦，利用

TILLING技术结合 HRM检测手段筛选出 3个编码

淀粉分支酶的同源等位基因，突变密度为 1/40 kb。
Kim 等[33] 分别用 NaN3、EMS 和 MNU 组合诱变水

稻，经过测序检测控制植酸 6 个基因家族的基因，

获得 293 个突变，突变密度为 1/277 kb。王彩芬

等[34] 利用 TILLING 技术筛选水稻耐盐基因 SKC1
突变体，共获得 4 个突变，突变密度为 1/526.3 kb。
Hwang等[35] 分别用 200和 300 Gy的 γ射线诱变水

稻，利用 TILLING 筛选 9 个跨膜转运基因，共鉴定

出 41 个突变，突变密度为 1/744.6 kb。上述结果表

明，通过扫描特定 DNA片段并分析序列变异，可以

计算分子突变频率。

本研究利用 HRM 技术扫描了水稻直链淀粉

Wx 基因的 4个位点共 673 bp序列，空间诱变 4 736份
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样本中发现 3个 SNP变异，突变密度为 1/1 063.83 kb；
重离子诱变 4 848 份样本中发现 4 个 SNP 变异，突

变密度为 1/815.68 kb。本研究中，空间诱变和重离

子诱变的分子突变频率与 Hwang 等 [35] 的结果类

似，但显著低于已报道的化学诱变或化学物理组合

诱变的分子突变频率。这可能与本研究中 HRM 检

测特性有关，HRM可有效检测 SNP变异，但对小片

段 DNA 插入或缺失突变的检测效率不高。重离子

辐射可以诱发 SNP和插入缺失突变[35-36]，本研究中

可能对于插入缺失突变的检测效率较低，导致检测

到的分子突变频率偏低；与重离子辐射不同的是，

化学诱变剂诱发以 SNP为主的序列变异，在 TILLING
检测中更容易被鉴定，导致分子突变频率较高。本

研究下一步拟利用混合样品靶向测序技术开展基

因组突变检测，以便准确地比较不同诱变方式的分

子突变频率。

3.4    结论

本研究发现空间诱变与重离子辐射对于水稻

诱变 M1 代具有一定的抑制效应，并且空间诱变与

低剂量重离子辐射的生物学效应相近。空间诱变

M2 代的突变频率为 3.21%，80 Gy重离子辐射诱变

M2 代的突变频率为 3.89%。在变异的方向上，空间

诱变突变多以粒长变短、粒宽变宽、粒长宽比变小、

直链淀粉含量升高为主；重离子诱变以粒长变长、

粒宽变窄、粒长宽比变大为主，而直链淀粉含量变

异无明显规律。可见，空间诱变的生理损伤类似于

低剂量重离子辐射，而诱发变异的频率与高剂量重

离子辐射相近。
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