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Abstract: 【Objective】The objective of the research is to identify and clone a rice split-husk gene, providing support for 

elucidating the genetic mechanism of rice floret closing. 【Method】A split husk mutant, sh1, was isolated from an 

ethylmethylsulfone (EMS) mutagenic population of indica cultivar Xiangzaoxian 6. The morphological characteristics of 

florets and lodicules were observed. The SH1 gene was identified by map-based cloning using an F2 population of a cross 

between sh1 and 02428. In addition, expression levels of related genes were analyzed by quantitative PCR. 【Results】

The sh1 mutant showed normal floral morphological characteristics, but failed to close the lemma and palea after floret 

opening, which was caused by delay of lodicule dehydration. The sh1 mutant was also featured by increased number of 

effective panicles, obviously decreased seed-setting rate and 1000-grain weight. Genetic analysis indicated that the 

mutant phenotype was controlled by a pair of recessive nuclear gene. The SH1 gene was fine-mapped to a 110 kb interval 

between markers ID19827 and ID19884 on the chromosome 3. After sequencing of this region, we found that there is a 

single base transition in the coding region of allene oxide synthase 1 (OsAOS1), which resulted in an amino acid 

substitution. Correspondingly, the mutant showed reduced content of jasmonic acid (JA) and differential expression of 

genes related to JA synthesis and signal transduction. 【Conclusion】The SH1 gene regulates rice floret closing through JA 

synthesis and signal transduction, and OsAOS1 is the candidate gene for SH1. 
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摘  要：【目的】本研究旨在定位和克隆水稻裂颖基因，为解析水稻裂颖性的遗传机制提供依据。【方法】从籼稻

品种湘早籼 6 号突变体库中筛选出一个裂颖突变体(split husk 1, sh1)，观察突变体的花器官和浆片形态，利用突变

体与 02428 的 F2群体定位目标基因，进一步通过定量 PCR 分析相关基因的表达情况。【结果】sh1 突变体的颖花

形态与野生型基本一致，能正常开花，但不能正常闭颖，裂颖的主要原因是浆片不能在开颖后正常萎蔫。sh1 突

变体的有效穗数增加，但结实率和千粒重显著下降；遗传分析表明，sh1 的裂颖表型受一对隐性核基因控制。将

SH1 基因定位在 ID19827 与 ID19884 两个 InDel 标记之间，物理距离约为 110 kb。定位区间测序发现，突变体中

丙二烯氧化合酶编码基因 OsAOS1 发生单碱基突变，导致氨基酸发生改变；SH1 基因的突变显著降低了花器官中

的茉莉酸含量，进而影响了茉莉酸合成及信号转导相关基因的表达。【结论】SH1 基因通过影响茉莉酸的合成和

信号转导调控水稻闭颖，OsAOS1 可能是 SH1 基因的候选基因。 
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水稻种子裂颖（不闭合或不完全闭合）是水稻

生产中一种常见的现象，特别是在不育系中广泛存

在。裂颖会引起水稻种子霉变、穗上发芽、耐储性

下降等[1-2]，已经成为杂交水稻种子生产及储藏的重

要限制因素。因此，鉴定和克隆水稻裂颖基因，对

于水稻遗传研究和种子生产都具有重大的意义。 

水稻的颖花从外到内依次由 1 个外稃、1 个内

稃、2 个浆片、6 枚雄蕊和 1 枚雌蕊构成。颖花开
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放时，浆片快速吸水膨大，使外稃和内稃的钩合点

松开，同时花丝快速伸长，使花药伸出颖壳并裂开，

花粉散落，完成授粉过程[3]；授粉完成后，浆片失

水萎缩使内外颖重新闭合并相互钩合。部分颖花的

内外颖不能完全闭合，或内外颖虽能勉强闭合但不

能严密勾合而形成裂颖种子[4]。水稻的裂颖性在不

同的品种资源中差异较大[5]。但由于水稻的裂颖性

易受到环境因素的影响[6]，目前利用品种间自然变

异开展裂颖性基因定位的研究还未见报道。发掘裂

颖相关突变体，是研究裂颖性遗传机制的重要途

径。孙廉平等[7]筛选到一个颖花发育异常的突变体

(ohms1)，其内外稃开裂不抱合，且在雄蕊和柱头之

间形成类似于内外稃的结构，该突变表型与陈立凯

等 [8]发掘的 ohss 突变体的表型一致，都是由于

OsMADS1 基因的突变引起的。曾生元等[9]发现一个

裂颖突变体 sg1，该突变体不仅颖壳不闭合，且伴

随着生育期提前、植株变矮、颖花退化等，目标基

因定位在第 1 染色体上一个约 47 kb 的区间内。沈

亚林等[10]利用持续开颖突变体 sfo1，将目标基因定

位到第 5 染色体上一个约 113 kb 的区间内。另外，

Li 等[11]筛选到裂颖突变体 ucgl，突变体的颖壳形态

正常，但不能正常闭合且结实率降低，候选基因

OsOPR7 编码 12-氧代植物二烯酸还原酶，在植物体

内参与茉莉酸(Jasmonic acid，JA)的生物合成。利用

另一个开颖突变体og1，Li等[12]进一步证明OsOPR7

通过影响浆片中的代谢过程，调控浆片萎蔫和颖壳

闭合。  

茉莉酸是一类重要的植物激素，参与植物的生

长发育、次生代谢等多种生物学过程，并介导植物

对生物逆境和非生物逆境的应答反应[13-15]。植物体

内的茉莉酸由游离的亚麻酸经过脂肪氧合酶途径

合成[14, 16-17]。叶绿体膜脂在脂酶的催化下生成 α-

亚麻酸 (linolenic acid，LA)，然后在脂氧合酶

(lipoxygenase，LOX)的催化下转化成 13-氢过氧化

亚麻酸(13-hydroperoxylinolenic acid，13-HPOT)，

后者在 AOS 以及丙二烯氧化环化酶(allene oxide 

cyclase，AOC)的催化下生成 12-氧代植物二烯酸

(12-oxophytodienoic acid，OPDA)；OPDA 随后运输

至过氧化物酶体中，经过 12-氧代植物二烯酸还原

酶(OPDA reductase，OPR)的还原作用，再经过 3 步

β-氧化过程最终形成茉莉酸。拟南芥的一个磷脂酶

基因 PLA1 突变后，花器官中的茉莉酸含量下降，

引起花药开裂受阻，花粉活力和育性明显下降[18]。

拟南芥 AOS 的突变同样引起相似的表型，外源施

用茉莉酸或者茉莉酸甲酯(Methyl jasmonate，MeJA)

均可回复突变体的表型[19]。在水稻中，外源 JA 能

够诱导颖花开放[20]，且细胞质雄性不育系比普通水

稻对茉莉酸更加敏感[21]。Liu 等[22]的研究表明，细

胞质雄性不育系的花时比较分散，主要是因为浆片

中的茉莉酸含量下降，引起花丝伸长和浆片膨胀受

阻。另外，水稻花器官中的茉莉酸含量在开花时明

显上升[23]，大量与茉莉酸合成及信号转导相关的基

因在开花前后差异表达[24]。这些研究都表明，茉莉

酸在颖花开放和闭合过程中扮演重要作用。 

本实验室利用化学诱变水稻品种湘早籼 6 号，

获得了一个裂颖突变体 sh1。我们对 sh1 突变体开

展了形态学观察、遗传分析、基因定位和相关基因

的表达分析，以期为进一步克隆该基因和阐明水稻

裂颖的分子机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

利用 0.5%的甲基磺酸乙酯处理籼稻湘早籼 6

号，在 M2 代中发现一株裂颖突变体，经连续与野

生型回交后获稳定遗传植株，命名为 sh1(split husk 

1)。利用突变体 sh1 与野生型湘早籼 6 号正反交，

观察 F1 的表型，并统计 F2 群体中正常株和突变株

的分离比例，通过卡方检验进行遗传分析；利用突

变体 sh1 与广亲和粳稻品种 02428 杂交构建 F2 群

体，用于基因定位。 

1.2  形态学特性观察 

于抽穗开花期观察颖花形态和闭颖情况，成熟

期观察水稻种子形态；于盛花期早上在田间取水稻

主茎，带回室内置于盛有清水的三角瓶中，剪去剑

叶。分别选取开颖前 30 min、开颖后 10 min、开颖

后 60 min 的颖花，采用徕卡 S9 体式显微镜观察浆

片形态。开花期结束后，调查裂颖和闭合颖花的数

量，统计野生型与突变体的裂颖比例。 

1.3  农艺性状调查 

于成熟期考查野生型和 sh1 突变体的株高和产

量性状，同时调查 sh1 突变体种子的裂颖情况，3

次重复，每次重复取 5 株考种。产量性状包括有效

穗数、每穗总粒数、结实率和千粒重。其中 sh1 突

变体的千粒重通过挑选 1000 粒正常闭颖且饱满的

稻谷称重获得。利用 DPS 14.10 分析野生型与突变

体之间的差异显著性。 

1.4  基因定位和候选基因预测 

以突变体 sh1 与 02428 杂交的 F2 群体为定位

群体，采用混合群体分离分析法开展基因的初定
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位。采用 CTAB 法提取亲本及群体植株的 DNA。

从 F2 群体中分别选取 10 株正常株和 10 株裂颖株，

各单株取等量 DNA 混合，构建正常基因池和突变

基因池；首先在亲本间进行 SSR 引物的多态性筛

选，再利用多态性引物扩增两个基因池，筛选与目

标基因连锁的 SSR 标记，并利用少量隐性单株进行

初定位；在初定位区间设计 InDel 标记，扩大定位

群体进行精细定位。PCR 总体积 10 μL。含 2×Taq 

PCR 预混试剂 5 μL，正反向引物各 1 μL(5 μmol/L)，

DNA 模板 1 μL，去离子水 2 μL。PCR 程序如下：

94℃下预变性 5 min；94℃下变性 30 s、55℃下退

火 30 s，72℃下延伸 30 s，33 个循环；72℃下延伸

5 min。在精细定位区间内，根据基因的功能注释预

测候选基因，并比较野生型与突变体的序列差异。 

1.5  茉莉酸含量测定 

于盛花期，取开颖后约 30 min 的野生型和 sh1

颖花各 0.5 g，液氮速冻后置于−80℃下保存，用于

内源茉莉酸含量的测定。样品经液氮研磨后转移到

离心管中，加入 3 mL 预冷的提取液（V 甲醇∶V 水∶

V 乙酸= 90∶9∶1），4℃避光浸提 24 h；4℃、12 000 

r/min 下离心 15 min，转移上清液；再加入 2 mL 提

取液重复提取和离心 1 次；合并两次提取液，在室

温下用氮气吹干；加入 400 μL 甲醇溶解，经 0.22 μm

滤膜过滤；参考 Fu 等[25]的方法，利用高效液相色

谱-质谱联用仪进行检测。3 次生物学重复。 

1.6  基因表达检测 

取样时间及方法同 1.5。使用 RNA 提取试剂盒

(美国 Omega 公司)抽提颖花中的总 RNA，使用 1%

的琼脂糖凝胶电泳，检测 RNA 样品的完整性，同

时使用微量分光光度计(NanoDrop 2000，Thermo)

测定 RNA 样品在 260、280、230 nm 下的吸光度；

RNA 检测合格后，使用反转录试剂盒(日本 ToYoBo

公司)获得 cDNA；cDNA 模板稀释一定倍数后用于

荧光定量 PCR 分析。使用 SYBR qPCR Master Mix 

(Vazyme)作为荧光染料，反应体系为 20 μL，在荧

光定量 PCR 仪上进行(IQ5，Bio-Rad，美国)。PCR

条件如下：94℃下预变性 1 min；94℃下变性 15 s，

56℃下退火 15 s，72℃下延伸 30 s，40 个循环。以

OsActin 作为内参，基因表达的相对量采用 2
−△△Ct

法计算。大部分引物参考黄俊宝等[23]，其余引物见

表 1。样本间的差异显著性分析采用 t 检验。 

2  结果与分析 

2.1  sh1 突变体的表型分析 
如图 1-A 所示，sh1 突变体的颖花形态、穗型

与野生型基本一致，颖花具有正常的内外稃、雄蕊、

花丝和柱头。野生型在开颖后 1 h 基本能完成闭颖，

sh1 突变体能正常开花，但不能正常闭颖(图 1-B)。

sh1 突变体的裂颖比例达到 37.1%。一部分颖壳始

终保持裂开状态直到灌浆结实期，种子裸露在外，

表 1  基因定位及表达分析引物信息 

Table 1. Primers for gene mapping and expression analysis. 

引物名称 Primer name  正向引物 Forward primer (5'→3') 反向引物 Reverse primer (5'→3') 

RM15967 AAGAGCCCTAGCGATAGCAAAGC GTTCTACCTACCTGCGGCTTCC 

RM1352 CACCTTCGATTTCCTTCTCATCG CGAGTTGTACTCTGGTTGCTTCC 

RM1004 GTCGACATGCTCGTGGTTCTGG CCCAAGTTCGTCGACCTCACC 

ID19827 ACCGTTCACTACAAGCAGAT GTGTTCCACTTCCTCAACTG 

ID19884 AAGTGGATCTCTCCGAAACT TTCTGAGGGAGCTTATCGTA 

OsActin CATTGGTGCTGAGCGTTTCC AGAAACAAGCAGGAGGACGG 

OsJAmyb GAGGACCAGAGTGCAAAAGC CATGGCATCCTTGAACCTCT 

 

图 1  野生型和突变体颖花的形态学观察 

Fig. 1. Morphological observation of florets of wild type 

and sh1 mutant. 
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由于没有颖壳的保护，遇阴雨天气常导致霉变（图

1-C），种子活力在储存阶段下降迅速。 

浆片的膨胀和萎蔫是颖壳开闭的主要动力。如

图 1-D 所示，开花前 30 min，野生型和 sh1 突变体

的浆片较瘪，随后快速吸水膨胀，开花后表现出充

盈饱满的状态。在开花前和开花后 10 min，野生型

与突变体的浆片之间都没有明显的差异。开颖后 60 

min，野生型的浆片已失水萎蔫，但突变体的浆片

仍然处于膨大状态，野生型此时已完成闭颖，而突

变体的颖花则继续保持张开。这些结果表明，sh1

突变体的浆片不能在开颖后正常萎蔫，导致突变体

不能正常闭颖。 

成熟期的农艺性状调查结果表明（表 2），突变

体的株高和每穗总粒数与野生型没有显著差异，但

结实率和千粒重显著下降，其中结实率的降幅最明

显，sh1 突变体的结实率仅为 25.1%；相反，突变

体的有效穗数显著多于野生型。 

2.2  突变体的遗传分析及基因定位 

将 sh1 突变体与野生型湘早籼 6 号正反交，杂

种 F1 均表现正常，sh1/湘早籼 6 号的 F2 群体中正常

株 1145 株，裂颖株 365 株，分离比例经卡方检验

符合 3∶1（χ
2
=0.55 < χ2 

0.05=3.84）；在湘早籼 6 号/sh1

的 F2 群体中，正常株 1024 株，裂颖株 315，卡方

检验正常株与裂颖株的分离比例同样符合 3∶1

（χ
2
=1.55 < χ2 

0.05=3.84），表明 sh1 突变体的裂颖表型

受一对隐性核基因控制。 

利用 sh1 突变体与 02428 的籼粳交 F2群体进行

基因定位。在亲本湘早籼 6 号和 02428 之间，共筛

选到 168 对多态性 SSR 引物，均匀分布在 12 条染

色体上。在 F2 群体中分别选取 10 株正常株和 10 株

裂颖株构建 DNA 混池，使用亲本间的多态性引物

扩增两个 DNA 混池，发现第 3 染色体上的 SSR 引

物 RM293 在两个混池之间呈多态。随后在 RM293

周围增加 SSR 标记，利用 34 份裂颖 F2 材料，将目

标基因定位在 RM15967 和 RM1352 两个 SSR 标记

之间，物理距离约为 701 kb。进一步扩大隐性单株

数量到 285 个，并在初定位区间内加密标记，最终

将基因定位在 ID19827 与 ID19884 两个 InDel 标记

之间，物理距离约为 110 kb（图 2）。参考日本晴的

基因组序列，此区间内共有 14 个开放阅读框(Open 

表 2  野生型与突变体 sh1 的主要农艺性状比较 

Table 2. Agronomic traits of the wild type (WT) and sh1 mutant. 

材料 

Material 

 株高 

 Plant height / cm 

有效穗数 

No. of effective 

panicles 

每穗总粒数 

No. of spikelets 

per panicle 

结实率 

Seed-setting 

rate / % 

千粒重 

1000-grain 

weight / g 

WT 81.43.4 5.50.5 134.36.7 81.86.3 23.90.4 

sh1 87.82.1 7.50.7* 121.312.9 25.13.8** 22.10.3* 

*, **分别表示野生型与突变体间差异达 0.05 和 0.01 显著水平。 
*, **Significant difference between the mutant and its wild type at 0.05 and 0.01 levels, respectively. 

图 2  水稻 SH1 基因的精细定位 

Fig. 2. Fine mapping of the rice SH1 gene. 
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Reading Frame, ORF)。根据基因的功能注释，发现

ORF5（LOC_Os03g55800）编码丙二烯氧化合酶

（OsAOS1），属于细胞色素 P450 家族成员，是茉

莉酸合成途径中的关键酶。基因测序分析发现，sh1

突变体在该基因编码区的第 1241 个碱基由 A 突变

成 G，导致编码蛋白的第 414 个氨基酸由谷氨酰胺

突变为精氨酸。蛋白结构域分析发现，该蛋白第

32−512 位氨基酸为丙二烯氧化合酶结构域，非常保

守。因此，预测该基因为裂颖突变的目标基因。 

2.3  茉莉酸含量及相关基因的表达分析 

茉莉酸是水稻开花过程中的重要调节物质，茉

莉酸含量的变化直接影响颖壳的开闭。我们进一步

分析了突变体在颖花开放时的茉莉酸含量及相关

基因的表达变化。如图 3 所示，sh1 突变体中的茉

莉酸含量明显降低，约为野生型的 1/15，表明

OsAOS1 突变严重影响了花器官中的茉莉酸含量。

基因表达分析结果表明，茉莉酸合成基因 OsDAD1

和 OsLOX2 的表达水平在突变体中极显著下降，但

其他合成基因包括 OsAOS1、OsAOS2、OsAOC 以

及 OsOPR7 的表达在野生型和突变体之间差异不显

著（图 4-A）；另外，参与催化茉莉酸与异亮氨酸形

成活性共轭物(JA-Ile)的基因 OsJAR1 和 OsJAR2，

**表示突变体与野生型之间的差异达 0.01 显著水平。 

** Significant difference between the mutant and WT at 0.01 level. 

图 3  野生型和突变体花器官中的茉莉酸含量 

Fig. 3. JA content in florets of wild type and sh1 mutant. 

*表示突变体与野生型之间的差异达 0.05 显著水平；**表示突变体与野生型之间的差异达 0.01 显著水平。 

*Significant difference between the mutant and WT at 0.05 level; **Significant difference between the mutant and WT at 0.01 level. 

图 4  茉莉酸合成及信号转导相关基因的相对表达量 

Fig. 4. Relative expression level of genes related to JA synthesis and signal transduction. 
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其表达水平在突变体中也没有明显变化（图 4-B）。

有意思的是，茉莉酸信号转导基因 OsJamyb 及受体

蛋白基因 OsCOI1a、OsCOI1b 在突变体中显著诱导

表达，但另一个茉莉酸受体蛋白基因 OsCOI2 的表

达无差异。JAZ（Jasmonate ZIM-domain）蛋白是植

物中调控茉莉酸激素应答的关键因子。除 OsJAZ1

和 OsJAZ3 以外，其他 JAZ 基因的表达水平在野生

型和突变体中差异显著，其中大部分 JAZ 基因在突

变体中下调表达，但 OsJAZ5 和 OsJAZ15 的表达水

平在突变体中显著升高（图 4-C）。综上，SH1 基因

的突变显著降低了花器官中的茉莉酸含量，进而影

响了茉莉酸合成及信号转导相关基因的表达。 

3  讨论 

本研究鉴定了一个水稻裂颖突变体 sh1，突变

体花器官中的 JA 含量显著下降，候选基因 SH1 编

码丙二烯氧化合酶（allene oxide synthase，AOS）。

sh1 突变体是 OsAOS1 基因的等位突变体，该基因

已被报道是 JA 生物合成途径中的关键酶基因，且

已完成该基因相关的表达分析[26]。水稻中共有 4 个

AOS 同源基因[27]，其中 OsAOS1 已被证明参与水稻

的光形态建成[28]以及由营养生长向生殖生长的转

换过程[29]。 

在水稻 JA 合成相关突变体中，OsAOC 基因突

变引起 JA 含量下降，突变体的护颖和稃片比野生

型更长，而且在护颖和稃片之间长出额外的苞叶状

组织，花药和柱头的数量也有所增加[30]。与 OsAOC

突变体类似，本研究中 sh1 突变体的 JA 含量也显

著下降，但花器官形态没有明显的变化，推测可能

是因为水稻 OsAOC 基因只有一个拷贝，而 OsAOS

基因有 4 个拷贝，存在互补效应，因此 OsAOC 基

因的突变对花器官的影响更严重。大部分水稻 JA

合成突变体都表现育性下降[28,30]，OsOPR7 突变引

起千粒重显著下降，但花粉育性并未受到影响[11-12]。

在本研究中，sh1 突变体的结实率和千粒重显著下

降，但有效穗数增加，表明不同 JA 合成基因扮演

的作用并不完全一致。JA 本身是没有活性的，需要

与异亮氨酸形成共轭物 JA-Ile
[13]。JAR 基因编码 JA-

氨基酸合成酶，水稻 OsJAR1 基因突变引起 JA-Ile

等共轭物含量明显下降，浆片不能正常萎蔫，导致

颖花开放后不闭合[31-32]。水稻闭颖是花器官各组织

部位协同作用的结果，其中浆片的程序性死亡

（programmed cell death，PCD）在水稻闭颖过程中

起重要作用，Osopr7 突变体中的 PCD 延迟导致闭

颖失败[12]。本研究同样发现，sh1 突变体的浆片在

开颖后维持膨大状态，这可能是 sh1 突变体裂颖的

主要原因。JA 对其合成途径具有正反馈效应，JA

合成相关基因的表达都受到 JA 的诱导；拟南芥

AOC 基因的表达水平在 JA 过量合成突变体中上调，

相反在 JA 缺失突变体中则下调[17]。与这些研究结

果一致，本研究中 OsDAD1 等 JA 合成基因在 sh1

突变体中表达显著下调。JA 含量的下降影响了下游

的信号转导途径，大量参与 JA 信号转导的基因在

野生型与 sh1 突变体间差异表达。这些信号转导基

因可能影响下游功能基因的表达和生理代谢，从而

调控颖花的开闭过程。例如，钾离子运输基因

OsCHX14 在 Osjar1 突变体表达上调，引起浆片中

钾离子浓度明显升高[33]。OsSWEET 等糖运输相关

基因在 Osopr7 突变体中表达下调，影响浆片中的

糖类物质含量，进而影响浆片的正常萎蔫和颖壳闭

合[12]。SH1 基因是否通过类似的机制调控水稻颖花

闭合，浆片中的组织细胞结构和 JA 含量在突变体

中是否发生变化，这些具体的生物学机制还有待于

进一步的基因功能研究。 
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