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一个玉米 ZmMs7 复等位基因突变体的遗传分析与分子鉴定 
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摘  要: 我们在自然群体中发现了一个玉米雄性不育突变体(male sterile mutant), 命名为 ms20s1。该突变体雄花育性

彻底丧失, 花药干瘪皱缩, 没有花粉形成。细胞学分析发现, 与野生型相比, ms20s1突变体花药在 S11期表现出明显

的药室收缩, 绒毡层细胞肿胀, 小孢子破裂的表型, 表明 ms20s1 突变体绒毡层细胞程序性死亡出现异常, 且花粉败

育。遗传分析表明该不育性状受单个隐性核基因控制。为克隆目标基因, 以 ms20s1为母本分别与不同自交系杂交构

建 F2定位群体, 利用靶向测序技术(GBTS)分析群体基因型, 将基因定位于 7号染色体 124.95~128.47 Mb之间, 进一

步精细定位将该区间缩小到 0.68 Mb。生物信息学分析发现, 该区间存在一个已知基因 ZmMs7。ZmMs7 基因编码

PHD-finger 转录因子, 在绒毡层发育和花粉外壁的形成过程中发挥重要作用。等位测验分析发现 ms20s1 为 ZmMs7

基因的等位突变体。基因测序结果表明 ms20s1 突变体在外显子区存在多处序列变异, 与所报道的 ZmMs7 基因已知

突变体 ms7-6007和 ms7gl的突变方式不同, 证明 ms20s1是一个新的 ZmMs7基因等位突变体。突变体 ms20s1的发现

与鉴定为探讨玉米核雄性不育的分子机制以及育种应用提供了新的材料。 
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Abstract: We identified a maize male sterile mutant in the natural population, designated as ms20s1. The mutant had complete 
male sterility and lacked pollen grains in the withered anthers. Cytological analysis showed that, compared with the wild type, the 
ms20s1 mutant exhibited shrinkage locule, swollen tapetum cells, and aborted microspore at S11 stage, indicating that the ms20s1 
mutant had abnormal tapetal programmed cell death and complete pollen abortion. Genetic analysis revealed that the male sterility 
trait was controlled by a single recessive nuclear gene. To clone the target gene, we constructed the F2 populations by crossing 
ms20s1 with different inbred lines and analyzed the population genotype using genotyping by target sequencing (GBTS) techno-
logy. The gene was initially mapped to the 124.95–128.47 Mb region on chromosome 7, and the interval was narrowed down to 
0.68 Mb after fine mapping. Bioinformatics analysis indicated that there was one known gene ZmMs7 in this region. The ZmMs7 
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gene encoded a PHD-finger transcription factor that played an important role in tapetum development and pollen wall formation. 
Allelism test demonstrated that ms20s1 was an allelic mutant of ZmMs7 gene. Gene sequencing results showed that the ms20s1 
mutant had multiple sequence variants in the exon region, which were different from the reported mutants ms7-6007 and ms7gl, 
confirming ms20s1 was a new allelic mutant of ZmMs7. The discovery and identification of the ms20s1 mutant provide a new 
material for exploring the molecular mechanism and breeding application of maize genic male sterility. 
Keywords: maize; male sterility; ms20s1; gene mapping; allelic mutant 

玉米是全球第一大粮食作物, 也是杂种优势利

用最成功的作物。杂交种在生长势、生活力、抗逆

性、产量和品质上显著优于 2 个亲本, 因此广泛应

用于玉米生产[1]。目前, 玉米杂交制种主要利用人工

或机械去除母本雄穗不但费时费力成本高, 且不利

于植物生长, 从而降低杂交种的产量[2]。利用玉米雄

性不育系生产玉米杂交种可以有效解决以上问题。

雄性不育可分为细胞质雄性不育(CMS)和细胞核雄

性不育(GMS)[3], CMS又称为核质互作雄性不育, 以

CMS 为基础的三系制种已成功应用于多种作物的

杂交制种, 但是 CMS 材料存在表型不稳定、易受

病原小种专化感染、恢复系少等缺点 [3-4], 限制了

CMS 材料的应用。GMS 育性由核基因控制, 可以

克服 CMS 的缺陷, 具有巨大的育种应用潜力。虽

然 GMS 不育系存在保持和繁种困难的问题, 但是

随着现代生物技术的快速发展, 转基因和基因编辑

技术的广泛应用, 有望将隐性核不育基因有效利用

起来[5]。 

在拟南芥和水稻中, 已有大量研究解析了调控

花药和花粉发育的过程[6-7], 同时也揭示了 14 个花

药的发育阶段。与水稻花药发育过程相比, 玉米花

药发育的变化与其高度一致, 同样也可划分为 14个

时期。花药的发育从雄蕊原基开始, 经过一系列分

裂分化, 花药从最外层到最内层形成表皮层、内皮

层、中间层和绒毡层 4 个典型层。绒毡层是 4 层壁

细胞中代谢最为活跃的一层, 在植物体小孢子发育

过程中有非常关键的作用[8]。在小孢子发育的前期, 

绒毡层细胞会给花粉母细胞提供大分子物质及营养

供给以促进其发育 [9-10]; 在小孢子发育中期会分泌

花粉外壁前体, 如孢粉素是构成花粉壁和花药表皮

角质层的重要物质[11]; 在小孢子发育后期绒毡层会

分泌花粉外壳或含油层[12-14]。而绒毡层细胞程序性

死亡(PCD)也会为小孢子的发育提供蛋白质、脂类等

营养物质, 对于花粉的形成、成熟以及育性都有影

响 [15-17]。在已报道的众多植物雄性不育突变体中 , 

绒毡层发育缺陷型雄性不育是最多的一类[18]。且在

不同植物中, 也有多个与绒毡层发育相关的基因被

克隆, 如在拟南芥中发现 EMS1 基因编码一个富含

亮氨酸重复序列的受体蛋白激酶(LRR-RPK), 其表

达与小孢子母细胞和绒毡层细胞的分化有关, 突变

后导致败育[19]; 在水稻中发现 bHLH 家族转录因子

TIP2启动其同源基因 TDR和 EAT1的表达。TIP2与

TDR相互作用来调控绒毡层分化, 促进绒毡层 PCD, 

然后 TDR 与 EAT1 相互作用调节绒毡层细胞死亡, 

TIP2 突变导致水稻雄性不育 [20]; 在玉米中发现

MS32基因编码一个 bHLH蛋白, ms32由于绒毡层前

体细胞不能分化, 导致花粉母细胞发育失败, 最终

影响其育性[21]等。 

本研究对一个新玉米雄性不育突变体 ms20s1

进行了表型鉴定、细胞学观察、遗传分析和基因定

位, 最终发现 ms20s1 是已知基因 ZmMs7 的新等位

突变体。研究结果为深入解析玉米雄性不育的分子

机制奠定了基础, 为细胞核雄性不育的育种应用提

供了新材料。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

玉米雄性不育突变体 ms20s1 是自交系也铁 21

背景的自然突变体。由于雄性不育突变体不能够自

交繁殖, 因此我们通过对杂合体植株进行连续自交

和表型鉴定来分离和保存 ms20s1突变体。本研究中

用于表型鉴定和细胞学分析的材料为杂合植株连续

自交 5代后分离出的野生型(WT)和突变体。基因定

位群体为突变体 ms20s1 与自交系 B73、Mo17、昌

7-2 (C7-2)杂交并自交获得的 F2分离群体。用于等位

测验的突变体ms7-6007为北京科技大学化学与生物

工程学院万向元教授馈赠。 

1.2  突变体的表型鉴定与细胞学观察 

在玉米抽雄散粉期开展表型鉴定 , 对 WT 和

ms20s1 的雄穗、花药和花粉进行比较, 同时调查株

高、穗位高、雄穗分枝数、叶长和叶宽等重要农艺

性状。细胞学观察以 WT 及 ms20s1 在 S8a、S8b、

S9、S10 及 S11 五个时期[2]的花药为试验材料, 用

FAA 固定液保存, 固定后的组织材料进行脱水、透

明、浸蜡与包埋, 将包埋好的蜡块切片黏附于载玻

片上并干燥, 然后染色并用树脂封片, 自然晾干。再
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用 OLYMPLUS BX53 正置显微镜(奥林巴斯, 日本)

观察并照相。 

1.3  突变体的遗传分析和基因定位 

对于突变体表型的遗传分析, 在玉米散粉期统

计不同遗传背景的 F2群体中可育单株与不育单株的

分离比, 并利用卡方测验确定遗传模式。在 ms20s1

与 B73 构建的 F2定位群体中随机选取 69 株不育单

株, 利用 CTAB法提取群体及双亲的基因组 DNA。

利用 10K GBTS靶向测序技术分析样品基因型[22]。

基因初定位采用 SNP-index 算法, 通过计算每个多

态性 SNP 标记的 SNP-index, 即突变体基因型占所

有 F2样本基因型的频率, SNP-index越接近 1, 表明

标记与目标基因连锁越紧密[23]。为精细定位目标基

因, 我们扩大 F2定位群体数量, 并开发 5对插入缺

失标记(insertion-deletion, InDel), InD124、InD125、

InD127、InD128、InD130 (表 1), 进一步缩小定位

区间。 

1.4  基因组 DNA提取、PCR扩增和序列分析 

用 CTAB法提取亲本及突变体ms20s1的基因组

DNA。利用 Primer 5 软件设计引物(表 1), 扩增

ZmMs7基因组序列。以 WT与 ms20s1基因组 DNA

为模板, 分别扩增 ZmMs7基因片段, 将 PCR产物送

生工生物工程 (上海 )股份有限公司测序。使用

DNAMAN 软件比对分析测序结果, 确定基因突变

情况。试验采用南京诺唯赞生物科技有限公司的

PCR反应试剂, 扩增体系为 2× PCR Mix 10 mL, 正

向和反向引物(10 μmol L–1) 0.5 μL, 模板 DNA 1 μL, 

补超纯水至 20 μL。PCR 扩增条件为 94℃预变性 3 

min; 94℃变性 15 s, 58℃退火 15 s, 72℃延伸 2 min, 

34个循环; 72℃延伸 5 min。用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测目的条带。 

1.5  RNA提取及基因组织表达分析 

基因的组织表达分析以自交系 C7-2 苗期的叶

和根, 拔节期的叶、根和第 3节茎间, 抽雄期的叶、

根、雄穗、叶耳、雌穗、第 3 节茎间、花丝及花药

为研究材料。用植物总 RNA 提取试剂盒(天根生化

科技(北京)有限公司, Cat# DP432)提取不同组织的

RNA。利用反转录试剂盒(天根生化科技(北京)有限

公司, Cat# KR118-02)反转录为 cDNA, 以 cDNA为

模 板 , 设 计 特 异 引 物 20q-F/R, 并 以 Tubulin 

(Zm00001d013367)为内参基因 (表 1), 在 Bio-Rad 

CFX96 实时定量 PCR 仪上进行荧光定量分析。按

2–ΔCT方法[24]计算 ZmMs7 基因在各个组织中的表达

水平, 分析其组织表达模式。 

 
表 1  本研究采用的 PCR 引物 
Table 1  PCR primers used in this study 

引物名称 

Primer name 

正向引物 

Forward primer (5–3) 
反向引物 

Reverse primer (5–3) 
用途 

Usage 

InD124 GCACTGAAGGCTTATTTCGTCG TTTTTGGTCGTTGCTGCTGAT 

InD125 AGCAGGAACGAAAAGGCACT GCAAAACAGGACACGCATCA 

InD127 CCCTGCTATGACGACTTTTTTTCT ACTCTTGGTTGTCCACCGTGC 

InD128 CCCGCTCATTGCTCTGTTG CCAAGCGAGCAGGCACAT 

InD130 GCTCTTGATTTGCGAGGTGGT GCTGTGAGTGTGATGCGTGTG 

基因定位 

Gene mapping 

20q CTTGGACACCAAGCACTTCGTC CAGGGTGACCGTCTCGTACG 

Tubulin GTGTCCTGTCCACCCACTCTCT GGAACTCGTTCACATCAACGTTC 

基因表达分析 

Gene expression 

Ms7-P1 CAGAACAGAGCAGAGGAACCAT GGATAACCAAACGAAACACGAGCC 

Ms7-P2 GGAGAAACCGTCCAAAGGC AAACCTTCGTGGTAATCTTTGAC 

基因克隆 

Gene cloning 

Ms7-P3 GTCTTGGACACCAAGCACTTCGT TGCCATGGCGGCTATAGGAGTT 基因克隆/CAPS鉴定 

Gene cloning/CAPS 

 

2  结果与分析 

2.1  突变体 ms20s1的表型鉴定和细胞学观察 

在玉米抽雄散粉期, 野生型和突变体植株都能

够正常抽雄。野生型雄花花药饱满且颜色较黄, 能

够正常开裂及散粉, 自交可正常结实; 而 ms20s1 不

育株花药干瘪较小且颜色较淡, 颖壳不开裂, 花药 

不外露(图 1-C, D)。ms20s1 作母本与其他野生型植

株杂交后可正常结实。对野生型和突变体的花药进

行 I2-KI 染色 , 发现野生型花粉粒呈黑褐色 , 而

ms20s1 花药中没有花粉粒, 表明突变体为无花粉型

雄性不育(图 1-E, F)。进一步对比野生型与突变体植

株, 发现 ms20s1在株高、雄穗主轴长度和雄穗分枝

数上有显著差异外(表 2), 其他农艺性状和野生型植
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株无明显差异(图 1-A, B)。 

为了确定ms20s1花药发育异常产生的时期, 我们

对玉米不同发育时期的花药进行了石蜡切片和细胞学

观察。花药横切面观察表明, 在 S8a~S8b时期, WT和

ms20s1 花药中小孢子母细胞开始减数分裂, 依次产生

二分体和四分体, 绒毡层细胞质浓缩, 着色加深, 表

型没有明显差异; S9时产生的小孢子被释放出来, WT

和 ms20s1花药发育开始出现差异; S10时小孢子开始

液泡化, WT相较于ms20s1来说更为饱满, ms20s1液泡

收缩更早。S11时WT花药小孢子囊泡开始逐步消失, 

绒毡层细胞开始退化, 而 ms20s1 药室开始收缩, 绒毡

层细胞降解异常, 小孢子破裂退化(图 2)。 

 

图 1  野生型和突变体 ms20s1 的表型比较 
Fig. 1  Comparison of phenotypes between wild type and ms20s1 mutant 
A: 散粉期野生型(WT)与突变体 ms20s1植株的形态比较, 标尺为 20 cm; B: 散粉期野生型(WT)与突变体 ms20s1的雄穗比较, 标尺为
20 cm; C、D: 野生型(C)与突变体 ms20s1植株(D)的花药比较, 标尺为 1 mm; E、F: 野生型(E)与突变体 ms20s1 (F)被 I2-KI染色后的花
粉粒, 标尺为 200 μm。 
A: the comparison of plant morphology between wild type and ms20s1 mutant at anthesis stage, bar: 20 cm; B: the comparison on tassel traits 
between the WT and ms20s1 mutant at anthesis stage, bar: 20 cm; C, D: the comparison of the anther morphology between the WT (C) and 
ms20s1 mutant (D), bar: 1 mm; E, F: pollen grains of WT (E) and ms20s1 mutant (F) stained with I2-KI, bar: 200 μm. 

 
表 2  野生型和突变体重要农艺性状比较 
Table 2  Comparison of important agronomic traits between WT and ms20s1 

农艺性状 

Agronomic trait 

野生型 

WT 

突变体 

ms20s1 

株高 Plant height (cm) 188.13±3.88 178.83±3.53* 

穗位高 Ear height (cm) 77.20±6.04 76.50±4.89 

雄穗主轴长 Total tassel length (cm) 41.01±2.29 38.48±2.21* 

雄穗分枝数 Tassel branch number 16.00±1.73 19.00±2.00* 

穗上 1叶长 Leaf length-1 (cm) 88.33±3.94 90.65±3.27 

穗上 2叶长 Leaf length-2 (cm) 82.26±3.03 84.32±4.25 

穗上 3叶长 Leaf length-3 (cm) 75.17±3.20 74.75±3.80 

穗上 1叶宽 Leaf width-1 (cm) 8.03±0.41 7.70±0.43 

穗上 2叶宽 Leaf width-2 (cm) 7.61±0.43 7.43±0.35 

穗上 3叶宽 Leaf width-3 (cm) 7.22±0.41 6.93±0.47 

穗上 1叶夹角 Leaf angle-1 (°) 30.74±1.54 30.18±1.37 

穗上 2叶夹角 Leaf angle-2 (°) 31.19±1.47 31.27±1.52 

穗上 3叶夹角 Leaf angle-3 (°) 32.13±2.63 32.98±3.43 
*表示在 P < 0.05水平差异显著。* means significant difference at P < 0.05. 
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图 2  WT 和 ms20s1 突变体玉米花药(S8a~S11 期)的横切面分析 
Fig. 2  Transverse section analyses of anther (from stage 8a to stage 11) in WT and ms20s1 mutant 
E: 表皮层; En: 内皮层; ML: 中间层; Ta: 绒毡层; Msp: 小孢子; CMsp: 收缩的小孢子; Dy: 二分体; Tds: 四分体。标尺为 50 μm。 
E: epidermis; En: endothecium; ML: middle layer; Ta: tapetum; Msp: microspore; CMsp: collapsed microspore; Dy: dyad; Tds: tetrads. Bar: 50 μm. 

 

2.2  ms20s1的遗传分析与基因定位 

将该突变体分别与 B73、Mo17、C7-2进行杂交, 

F1均表现为野生型。统计 F1自交得到的 3个 F2群体

中野生型和突变体的数目, 经卡方检验其分离比都

符合 3∶1 (表 3), 表明 ms20s1雄性不育性状是受单

个隐性核基因控制。为克隆该基因, 以 B73 为遗传

背景的 F2 分离群体为材料, 利用 CTAB 法提取 69

株不育植株的叶片及其亲本 DNA, 利用 10K GBTS

靶向测序技术分析样本基因型。去除杂合及双亲之

间的无多态性位点, 数据分析表明亲本间存在多态

性的 SNP 标记数量为 4745 个 ,  占总位点数的

47.45%, 平均每条染色体上的数目为 474 个, 其中

1号染色体最多为 850个, 6号染色体最少为 361个

(图 3)。分析所有多态性 SNP位点对应的 SNP-index 

 
表 3  F2 群体表型分离的卡方检测 
Table 3  Chi-square test for phenotypic segregation in F2 population 

群体 

Population 

总株数 

Total number of plants 

可育植株 

Number of fertile plants 

不育植株 

Number of male sterile plants 

期望比 

Expected rate 
2 

F2 (ms20s1×B73) 379 285 94 3:1 0.0009

F2 (ms20s1×Mo17) 181 139 42 3:1 0.2228

F2 (ms20s1×C7-2) 990 769 221 3:1 3.6418

2
(0.05) (1) = 3.84. 

 

图 3  SNP-index 全基因组频率分布图 
Fig. 3  Distribution of SNP-index on whole genome 
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在全基因组水平上的变化 , 发现在 7 号染色体上

124.95~128.47 Mb 区间可能与目标性状连锁(图 3), 

增加 F2群体个数到 192, 同时开发 5 个 InDel 标记

(InD124、InD125、InD127、InD128、InD130), 最

终将基因定位在 7号染色体的 InD127和 InD128标

记之间, 左侧标记处交换单株数为 4, 右侧标记处

交换单株数为 3, 物理距离为 0.68 Mb (图 4-A)。利

用 MaizeGDB (https://www.maizegdb.org/)网站检索

候选区段的基因及其功能注释, 发现该区间内共有

13 个蛋白编码基因, 其中包含一个已经报道的玉米

雄性不育基因 ZmMs7 (Zm00001d020680)。 

2.3  ms20s1与 ms7-6007的等位测验 

为了验证 ms20s1 是否为 ZmMs7 基因的等位

突变 , 我们利用 ZmMs7 基因的已知突变体

ms7-6007杂合基因型单株做父本与 ms20s1不育单

株杂交 , 同时再以 ms20s1 杂合基因型单株作父本

与 ms7-6007 不育单株作杂交 , 在这 2 个杂交后代

群体中均出现了雄性不育植株(图 5-A), 观察其花

药及被 I2-KI 染色后的花粉 , 证实其不育表型(图

5-B, C)。分别统计 2 种杂交方式后代不育单株和

可育单株数量。以 ms20s1 为母本的等位测验中 , 

共调查了 196 株 , 表现为野生型表型的有 96 株 , 

表现为突变体表型的有 100 株。以 ms7-6007 为母

本的等位测验中 , 共调查了 296 株 , 表现为野生

型表型的有 151 株 , 突变体表型的有 145 株。经卡

方检验分析表明野生型与突变体植株的分离比均

符合 1∶1, 证明 ms20s1 是 ms7-6007 新的等位突

变体(表 4)。  

 

图 4  ms20s1 的精细定位和 ZmMs7 基因的结构示意图 
Fig. 4  Fine mapping of ms20s1 mutant and structure schematic diagram of ZmMs7 gene 
A: ms20s1的精细定位。Marker: 标记名称; N: 群体大小; Recombinant: 重组单株数; B: ZmMs7基因的结构示意图。灰色框代表 5非
翻译区; 黑色框代表外显子区, 横线代表内含子区。 
A: fine mapping of ms20s1 mutant. Marker: marker names; N: F2 recessive population used in mapping; recombinant: the number of recom-
binants; B: the structure schematic diagram of ZmMs7 gene. The grey box represents the 5 un-translated region. The black boxes represent 
the exons and the horizontal lines represent introns. 

 

(图 5) 
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图 5  ms7-6007 的杂合体与 ms20s1 突变体等位测验 
Fig. 5  Allelism test of ms7-6007 heterozygotes and ms20s1 mutants 
A: 从左到右分别为 ms20s1突变体、杂交后代中的可育植株、杂交后代中的不育植株、ms7-6007突变体的雄穗, 标尺为 10 cm; B: 从
左到右分别为 ms20s1突变体、杂交后代中的可育植株、杂交后代中的不育植株、ms7-6007突变体的花药, 标尺为 1 mm; C: 从左到
右分别为 ms20s1突变体、杂交后代中的可育植株、杂交后代中的不育植株、ms7-6007突变体被 I

2
-KI染色后的花粉粒, 标尺为 100 μm。 

A: plants from left to right are the tassels of the ms20s1 mutant, the fertile hybrid plant, the sterile hybrid plant, and the ms7-6007 mutant, 
respectively, bar: 10 cm; B: plants from left to right are the anthers of the ms20s1 mutant, the fertile hybrid plant, the sterile hybrid plant, and 
the ms7-6007 mutant, respectively, bar: 1 mm; C: plants from left to right are the I

2
-KI staining of pollen grains of the ms20s1 mutant, the 

fertile hybrid plant, the sterile hybrid plant, and the ms7-6007 mutant, respectively, bar: 100 μm. 
 
表 4  ms20s1 与 ms7-6007 突变体等位测验 
Table 4  Allelism test of ms20s1 with ms7-6007 

表型统计 Phenotypic statistics 父母本基因型 

Parental genotype 可育植株 Fertile plants 不育植株 Sterile plants

总株数 

Number of the total plants 
2(1:1) 

ms20s1×+/ms7-6007 96 100 196 0.0459 

ms7-6007×+/ms20s1 151 145 296 0.0844 

2 
(0.05) (1) = 3.84.  

 

2.4  ms20s1突变位点的鉴定 

为进一步验证确认 ms20s1的突变位点, 以 B73

中的 ZmMs7基因组序列为参考, 共设计 3对 PCR引

物 (表 1), 分别扩增野生型和 ms20s1 突变体中

ZmMs7 基因序列, 扩增产物覆盖了 ZmMs7 基因全

长。对扩增产物测序发现, ms20s1突变体中 ZmMs7

基因在第 1个外显子 ATG下游 22 bp处缺失了 3个

碱基; 第 3 个外显子上的第 999 个碱基由 T 突变为

C, 缬氨酸变为丙氨酸; 第 1176 个碱基由 A 突变为

G, 组氨酸变为精氨酸; 第 1193 个碱基由 G 突变为

C, 丙氨酸变为脯氨酸(图 4-B)。与已报道的突变体

ms7-6007第 2外显子有 7个碱基插入及突变体ms7gl

第 3 个外显子有转座子插入的突变方式不同, 以上

研究结果充分证实 ms20s1 是 ZmMs7 基因的新等位

突变体。 

我们根据 A 到 G 的 SNP 变异, 开发了一个

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)酶

切标记。使用引物 Ms7-P3 (表 1)扩增需要鉴定植株

的基因组序列(图 6-A), ms20s1突变体在突变位点附

近包含一个 SnaB I限制性内切酶的酶切位点, 野生

型由于未发生由 A到 G的变异, 不能被 SnaB I酶切

(图 6-B)。该标记可以作为 ms20s1 基因型鉴定的功

能性共分离分子标记使用, 为后续不育性状向优异

母本种质的回交转育和制种应用奠定基础。 

 

图 6  基因型鉴定 
Fig. 6  Genotype identification 
A: CAPS标记 PCR产物; B: SnaB I酶切产物, AA、Aa、aa分别
代表纯合野生型、杂合野生型、纯合突变体。 
A: PCR products of the CAPS markers; B: SnaB I digestion product. 
AA, Aa, and aa represent homozygous wild type, heterozygous wild 
type, and homozygous mutant, respectively. 

 
2.5  ZmMs7基因的组织特异性分析 

突变体 ms20s1 主要表现在花药形态及其功能

上的改变 ,  所以我们预测该基因在花药中特异表

达。分别提取野生型在苗期, 拔节期和抽雄期不同

组织的 RNA 并反转录, 利用实时荧光定量 PCR 检

测 ZmMs7 基因的表达量(表 1)。结果显示, ZmMs7

基因在根、茎、叶等营养器官中的表达量非常微弱, 

在花药中特异表达(图 7-A)。进一步分析该基因在不

同发育阶段花药中的表达水平发现, ZmMs7 基因在 
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图 7  ZmMs7 基因在不同组织中的表达量变化 
Fig. 7  Relative expression level of ZmMs7 genes in different tissues 
 

2.7~3.0 mm 长度(S8b~S10)花药中表达 , 且在 3.0 

mm 单核小孢子阶段表达量最高(图 7-B)[25], 表明

ZmMs7基因在四分体期和单核小孢子期的玉米花药

发育中具有重要作用[26]。 

3  讨论 

本研究中的 ms20s1 属于无花粉型玉米雄性不

育突变体。石蜡切片观察分析结果表明, ms20s1 突

变体发育异常起始于花药发育的 S9阶段, 在 S11阶

段最为显著, 主要表现为绒毡层细胞降解异常, 小

孢子细胞败育, 导致无花粉粒形成。基因定位和等

位测验结果表明 ms20s1 为已知基因 ZmMs7 的新等

位突变。 

玉米 ZmMs7基因编码一个 PHD-finger的转录因

子, 是玉米减数分裂后花药发育的关键调控因子[27]。

植物中, PHD 是锌指结构域家族的一类转录因子, 

参与了胚胎到营养生长, 营养生长到生殖生长中的

各项生命过程[28]。在拟南芥、水稻、大麦中已鉴定

出该基因的同源基因 AtMS1、OsMs1/OsPTC1、

HvMs1, 这些基因在雄性育性调控、细胞学表现以及

时空表达上也基本相似[29-31]。其中 AtMS1在减数分

裂后的绒毡层中特异表达, 参与花粉外壁和花粉胞

质组分的形成以及绒毡层的发育, ms1 突变体不能

进行 PCD, 绒毡层细胞异常降解导致线粒体膨胀和

大的自噬泡; OsPTC1控制着绒毡层细胞的程序性死

亡和功能花粉的发育, 突变体表现为绒毡层细胞增

殖失控、细胞膨胀、DNA断裂延迟、乌氏体和花药

壁发育异常。这些都表明在植物雄性器官发育过程

中 PHD-finger蛋白是至关重要的。 

已有研究表明, ms7 突变体表现出完全隐性雄

性不育 , 细胞学特征是小孢子壁和芽孔发育不良 , 

绒毡层细胞发育异常, ms7-6007 突变体与其表现相

似[27,32]。ms20s1 突变体在减数分裂期小孢子发育正

常, 在 S11时绒毡层细胞开始肿胀, 小孢子败育, 且

在皱缩的花药室中产生很多碎片, 表明绒毡层细胞

的程序性死亡降解的异常。在小孢子发育后期 , 

ms20s1 突变体与 ms7-6007 突变体表现相同。并且

ms7-6007突变体的细胞学特征与水稻 ptc1突变体和

拟南芥 ms1 突变体相似, 表现出绒毡层退化延迟和

花粉外壁发育缺陷[33-34]。ZmMs7作为转录激活因子

发挥作用, 仅在花药中表达。且在花药发育的四分

体期和单核小孢子期特异表达[25]。这与突变体小孢

子在四分体期染色体异常浓缩变粗, 绒毡层细胞直

至四分体期发育都正常, 但之后绒毡层细胞开始液

泡化并迅速降解, 花药小孢子壁和芽孔及绒毡层细

胞发育异常这一现象对应[26]。 

ms20s1突变体中 ZmMs7基因在第 1个外显子上

缺失 3 个碱基, 并没有在重要结构域上。第 3 个外

显子不同位置上有 3 个单碱基的突变, 引起了 3 个

氨基酸的变化, 且靠近 PHD 结构域, 可能影响蛋白

功能; 而 ms7-6007突变体是在第 2外显子有 7个碱

基插入, 导致蛋白翻译发生移码, 造成亮氨酸拉链

区域和 PHD结构域的缺失; 此外, ms7gl突变体是在

第 3外显子上插入了 1136个碱基的转座元件, 导致

翻译提前终止, 同样造成亮氨酸拉链区和 PHD结构

域的缺失[27]。由此对比来看, ms20s1 突变体的突变

方式与 ms7-6007 突变体、ms7gl 突变体不同, 证明

ms20s1是 ZmMs7基因的一个新等位突变体。我们基

于 A 到 G 的 SNP 变异开发了一个 CAPS 功能标记, 

为 ms20s1 突变体不育位点向优良杂交种母本回交
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转育, 以及配套的 SPT 保持系创制和制种应用奠定

了基础。CAPS标记比较直观, 但需要进行酶切和电

泳, 检测效率偏低。KASP (Kompetitive Allele Specific 

PCR)标记检测更为方便, 通量大, 效率高, 后续将在

突变位点处开发 KASP标记以提高检测效率。 

4  结论 

本研究发现了一个玉米雄性不育突变体 ms20s1, 

该突变体表现为绒毡层细胞程序性死亡异常。基因

定位结果表明 ms20s1 是 ZmMs7 基因的一个新等位

突变体。ZmMs7基因在绒毡层细胞和小孢子的发育

过程中特异表达。在 ms20s1突变体中, ZmMs7基因

的第 3 外显子 3 个碱基的突变造成了编码氨基酸的

非同义突变, 可能引起了蛋白功能的改变, 进而造

成植株的雄性不育。本研究为隐性核不育系的创制

提供了新的突变位点, 同时也为该位点的育种应用

提供了有效的功能标记。 
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