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大豆雄蕊优势表达基因GmARFA1a

通过调控花粉萌发影响结实率

姚士恩，王一帆，王 宁，周铭辉，陈一飞，张曼婷，李嘉欣，宫雯珺，方小龙，李美娜
（广州大学生命科学学院/广东省植物适应性与分子设计重点实验室/分子遗传与进化创新研究中心，广州 510006）

摘要： 大豆（Glycine max （L.） Merr.）是自花授粉作物，通过人工去雄的办法生产杂交种，不仅繁琐且成本高。雄性不育基

因功能的研究是大豆杂种优势利用的前提之一，大豆雄性不育位点报道较少，定位及功能研究进展缓慢。随着大豆转基因体

系的成熟及生物技术的发展，利用反向遗传学研究大豆雄性不育基因的功能变得相对容易。本研究通过转录组数据分析发现

大豆中编码小 G 蛋白的 GmARFA1a 受到大豆雄性育性控制基因 MS1（Male Sterile 1）和 MS2 的调控，公共数据库数据表明

GmARFA1a在大豆未开放的花中表达量最高，而qRT-PCR数据进一步明确GmARFA1a在大豆授粉前雄蕊中优势表达。花粉萌

发实验及结实率统计发现Gmarfa1a突变体花粉活力下降导致结实率受到明显抑制。本研究对GmARFA1a基因功能进行了初

步解析，明确其对大豆雄性育性存在一定影响。研究结果不仅丰富了对GmARFA1a乃至ARF基因家族成员功能的认识，也为

后续深入研究大豆GmARFA1a功能及大豆杂种优势利用奠定了基础。
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The Soybean Stamen-preferentially Expressed Gene 
GmARFA1a Regulates Seed Setting Rate 

by Controlling Pollen Germination
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Abstract：Soybean （Glycine max （L.） Merr.） is a self-pollinating crop， and producing hybrids through 

artificial emasculation is time-consuming and expensive. Unlocking the function of the male sterility gene is a 

prerequisite for harnessing heterosis in soybean. Up to now， only a few loci of male sterility had been reported in 

soybean， and progress in molecular cloning and functional characterization of related genes lagged behind. 

Advances in biotechnology and soybean genetic transformation system enabled the possibility to employ reverse 

genetics methodology for studying the male sterility genes. The transcriptomic data indicated that the small G 

protein encoding gene GmARFA1a was regulated simultaneously by the male sterility gene MS1 （Male Sterile 1） 

and MS2. Data from the public library indicated that GmARFA1a expression was the highest in unopened soybean 

flowers， qRT-PCR data demonstrated that GmARFA1a was preferentially expressed in stamen before flowering. 
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The pollen germination experiment and seed setting statistics found that the decrease of pollen viability of 

Gmarfa1a mutant resulted in the significant inhibition of seed setting Collectively， this study identified the 

GmARFA1a gene and uncovered its function on male fertility. It will not only enhance our understanding of the 

GmARFA1a and ARF gene families but also lay the foundation for further study the function of GmARFA1a genes 

and the utilization of heterosis in soybean.
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大豆含有丰富的蛋白质和油脂，是重要的粮油

兼用作物。大豆不仅是人体获取优质蛋白的重要

来源，还是动物饲用蛋白的主要成分［1-2］。随着经济

的发展、居民饮食结构的改变，我国大豆消费需求

显著增加。此外，我国耕作面积有限，加之近年来

大豆单产增加缓慢，致使我国大豆生产总量增加幅

度较低。生产量与消费需求间的差值逐年扩大，进

一步加剧了大豆的供需矛盾。我国大豆以常规育

种为主，制种技术及单产水平与美国、巴西和阿根

廷等国家相比明显落后［1］。目前，我国大豆产量仅

占世界总产量的 5%［3］，占国内消费需求总量比重

不足 20%，其余部分严重依赖进口。因此，提高我

国大豆单产水平、增加大豆自给率就显得尤为

重要。

杂种优势是指两个亲缘关系相近的物种杂交

后，所产生的子代在生长势、抗逆性、适应能力和产

量等方面优于亲代的现象［4-7］。近年来，在全球农作

物生产中，对杂种优势的利用取得了巨大经济效

益，特别是玉米（Zea mays L.）、水稻（Oryza sativa 

L.）等作物，它们 50%以上的产量都由杂交品种贡

献［6］。大豆同样存在杂种优势，其增产幅度可达

20%［6］。我国大豆杂交育种工作处于世界先进水

平，国内育种家已利用“三系法”育成42个大豆杂交

种。然而“三系法”育种存在雄性不育性稳定性差

和恢复系资源短缺的问题，此外大豆种子繁殖系数

低，这进一步限制了大豆杂交种在生产上的大规模

推广。新发展的第三代智能杂交育种技术能够克

服上述缺点，给推广大豆杂交种带来了希望。智能

杂交育种技术的基本原理是将花粉育性恢复基因、

花粉失活（败育）基因和荧光标记基因作为紧密连

锁的元件导入核雄性不育突变体中，构建含有智能

筛选元件 SPT（Seed production technology）的保持

系，该技术实现了利用转基因手段生产非转基因种

子的目的，可以用于大规模的杂交种生产［7］。

智能杂交育种以稳定核雄性不育基因为基础。

目前，在大豆中共鉴定到 12个雄性不育位点（ms1、

ms2、ms3、ms4、ms5、ms6、ms7、ms8、ms9、msMOS、

msp 和 msNJ），它们分布在 7 条不同的染色体上［8］。

除 ms3、ms8 和 ms9 属于光周期/温度敏感型雄性不

育位点外，其余 9个都是稳定的雄性不育位点。目

前ms1、ms2、ms3、ms4和ms6已被成功克隆［9-15］。其

中，Thu 等［13］成功克隆到 ms4，该基因编码 1 个具

Plant Homeodomain （PHD）-finger 结构域的转录因

子 ；ms4 与 拟 南 芥 中 同 源 基 因 MMD1（MALE 

MEIOCYTE DEATH 1）突变后产生的表型一致，表

现为四分体退化，花粉败育。2021 年，Fang 等［9］通

过图位克隆成功克隆大豆MS1基因，发现MS1编码

一种含马达结构域的驱动蛋白，在减数分裂之后的

胞质分裂阶段发挥作用，影响细胞板形成，导致突

变体小孢子无法正常分裂。同年，Yu等［14］克隆到在

大豆花药中高表达的MS6基因，MS6编码1个MYB

转录因子，转基因实验结果显示大豆MS6可以恢复

拟南芥 attdf1突变体不育表型，表明MS6与拟南芥

TDF1之间在调控雄性方面功能保守。Hou等［12］在

2022 年成功克隆 MS3，该基因同样编码 1 个包含

PHD-finger结构域的核定位蛋白，可以影响碳水化

合物代谢相关基因的表达；突变体ms3在短日照条

件下表现为不育，但是在长日照条件下其育性可以

得到恢复。2023年，Fang等［15］又成功对大豆MS2进

行了克隆，该基因编码在花药中特异表达的 bHLH

转录因子，MS2 在绒毡层和小孢子中发挥作用，直

接调控参与次生代谢产物的生物合成和脂质代谢，

最终影响小孢子细胞壁形成。通过对同一遗传背

景下的ms1和ms6突变体进行田间实验比较，发现

ms2突变体的异交率最高［15］。

ARF（ADP-ribosylation factor）属于小G蛋白超

家族的亚家族成员［16］，是二磷酸腺苷核糖基化因

子，具有激活霍乱毒素 A 亚基（CTA， cholera toxin 

subunit A）ADP核糖基转移酶活性的能力［17-18］，在调

控植物的雄性育性方面发挥重要作用。2021 年，

Zhu 等［19］在拟南芥基因组中鉴定了 6 个 ARFA1s 基

因，这些基因均在发育的花药中表达，其中，ARFA1b

在小孢子和绒毡层发育过程中表现出优势表达，通

过负显性突变（DN，dominant negative）手段干扰
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AtARFA1s 功能导致绒毡层功能障碍及花粉败育。

Liang等［20］的研究表明，在拟南芥中存在 3个SAR1

蛋白，通过CRISPR/Cas9手段创制 SAR1b功能缺失

突变体，绒毡层细胞程序性死亡延迟，最终导致植

株雄性不育。然而，SAR1c的引入能够回补该突变

体表型，说明在雄配子体发育过程中 SAR1b 和

SAR1c 功能存在冗余。Kobayashi-Uehara 等［21］发

现，小麦中的ARF1主要在花和根中表达。另外，侯

磊等［22］在棉花中分离得到的GhARF1主要在根、花

冠和纤维中表达，而在胚珠、子叶和真叶中表达较

弱，推测其可能参与花粉发育过程。

大豆是自花授粉作物，通过人工去雄的方法生

产杂交种，不仅繁琐且成本高。以雄性不育系为母

本，通过虫媒传粉，进行大规模制种可有效解决大

豆杂交种生产的难题。因此，大豆雄性不育系是重

要的作物育种材料，而ARF家族在控制植物雄性育

性中具有重要作用。为鉴定大豆调控雄性育性的

ARF基因，本研究首先利用实验室前期的转录组数

据，筛选到受MS1和MS2共同影响的GmARFA1a基

因；进一步结合基因表达数据和敲除突变体的表

型，明确了 GmARFA1a 调控大豆雄性育性的功能，

这为丰富大豆雄性不育分子机制和开发稳定的雄

性不育系统提供了理论基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料与试剂

大豆材料Williams 82（W82）由广州大学分子遗

传与进化创新研究中心提供，大豆CRISPR和Cas9

敲除得到的突变体Gmarfa1a、自然突变产生的大豆

雄性不育突变体 ms1 和 ms2 及野生型 MS1 和 MS2

均由本实验室提供，以上材料均种植于广州市

（2023年 7月至 9月）。本研究所用的DH5α大肠杆

菌感受态细胞、EHA105农杆菌感受态细胞均由本

实验室制备并保存。用于基因敲除的pYLCRISPR/

Cas9、AtU3d、AtU3b、AtU6-1、AtU6-29 gRNA 均由

华南农业大学刘耀光教授惠赠。本研究所用DNA

提取试剂盒 Nuclean Plant Genomic DNA Kit、RNA

提取试剂盒MLtrapure RNA Kit购买于康为世纪生

物科技有限公司；胶回收试剂盒 Easy Pure® Quick 

Gel Extraction Kit、质粒提取试剂盒以及 PCR 鉴定

使用的2×Taq mix购买于北京全式金生物技术有限

公司；反转录试剂盒 Easy Pure® Plasmid Mini Prep 

Kit购买于TaKaRa公司；用于扩增高质量DNA片段

的 2×Phanta Max Master Mix（Dye Plus）购买于诺唯

赞；用于酶切的BsaI-HFv2及T4 DNA ligase购买于

NEB 公司；用于荧光定量 PCR 的 SYBR Green I 

Master购买于Roche公司。本研究所有引物（除带

接头的靶点引物）均通过NCBI网站设计，由广州天

一辉远公司合成。

1.2　材料种植

在广州市从化区田间种植突变体Gmarfa1a及

野生型W82各30株，每行种植10棵材料，共6行，突

变体与野生型相邻而种，行距及株距均为 10 cm左

右。每两周人工除草一次，每两周打一次除虫农药。

1.3　大豆、拟南芥ARFA1氨基酸序列比对

在 Phytozome（https：//phytozome-next. jgi. doe.

gov/）网站下载王一帆等［16］报道的15条大豆ARFA1

蛋白序列及 6 条拟南芥 ARFA1 蛋白序列，利用

DNAMAN软件进行氨基酸序列比对分析。

1.4　GmARFA1a在大豆中的表达模式

1.4.1　表达模式分析　利用Phytozome（https：//phytozome- 

next.jgi.doe.gov/）公共数据库中Keyword search功能，

选择大豆基因组，输入 GmARFA1a 基因号查找，下

载其在大豆各组织中的FPKM值，并进行去重求均

值等数据处理，结合实验室的雄性不育突变体ms1

及其野生型 MS1 转录组数据，使用 TBtools 的

Heatmap 功能进行热图绘制，使用 WPS 软件中的

Excel绘制柱状图。

1.4.2　荧光定量PCR（qRT-PCR）　本实验室按照

花苞发育情况将大豆花苞分为 3个时期，其长度及

花瓣露白（开放）程度为主要的分类标准，花苞长度

小于3 mm未露白（未出现花瓣）的为早期花苞，3至

5 mm露白（已出现花瓣但未开放）的为将授粉花苞，

大于 5 mm已开放的为已授粉花苞，取大豆 3 个时

期（早期、将授粉阶段及授粉后阶段）花器官（花

萼、花瓣、雄蕊及雌蕊）和成熟叶片，用液氮研磨至

粉末状，参照 RNA 提取试剂盒 MLtrapure RNA Kit

说明书提取 RNA。取质检合格的 RNA，参照反转

录试剂盒 RrimeScriptTMRT reagent Kit with gDNA 

Eraser（Perfect Real Time）说明书进行反转录。 

qRT-PCR 的具体步骤参照 SYBR Green I Master 

Mix 说明书，反应体系：SYBR Green I Master Mix 

5 μL，cDNA 1 μL，q-ARFA1-F/R（10 μmol/L）各0.3 μL，

ddH20（RNA free）补足10 μL，内参基因为F-box-F/R

（10 μmol/L）（表 1）；反应程序：95℃ 5min； 95℃ 

10 s，60℃ 10 s，72℃ 10s，35 个循环。qRT-PCR 结

果采用 2-ΔΔCt 值进行计算，每个样品进行 3 次生物

学重复。
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1.5　Gmarfa1a转基因植株创制

1.5.1　筛选靶点和设计引物　利用靶点预测网

站 MMEJ-KO（http：//skl. scau. edu. cn/mmejko/）对

GmARFA1a基因进行预测，选取4个编辑效率高的特

异性靶点，并分别命名为 ARFA1-T1/T2/T3/T4。同

时利用该网站的引物设计功能设计 4对引物，分别

带有启动子接头AtU3d（gtca）、AtU3b（gtca）、AtU6-

1（attg）和AtU6-29（attg）（表2）。

1.5.2　CRISPR/Cas9载体的构建　载体构建过程

参考Ma等［23］和曾栋昌等［24］的方法，得到连接产物

Cas9-ARFA1。

1.5.3　转化、筛选阳性菌　将 1.5.2 中连接产物

Cas9-ARFA1转化至DH5α大肠杆菌感受态细胞，具

体转化步骤参考DH5α大肠杆菌感受态细胞使用说

明书。使用2×Taq mix及引物Cas9F/R（表1）进行菌

落PCR及琼脂糖凝胶电泳鉴定，PCR程序的设定参

照 2×Taq mix 使用说明书。选取阳性菌落进行测

序。选取测序验证构建成功的菌落，在液态培养基

进行扩繁并提取质粒，提取质粒的具体步骤参照质

粒提取试剂盒说明书。然后将质粒转化至EHA105

农杆菌感受态细胞，具体转化步骤参照EHA105农

杆菌使用说明书。2 d后进行菌落 PCR鉴定，将阳

性单克隆菌落保存于-80℃冰箱内。

1.5.4　转基因植株培养及鉴定　参考杨静等［25］

所用的大豆子叶节农杆菌转化方法进行大豆转

化，将获得的转化植株置于室内 25℃的冷光灯下

单株培养至收种。每株转化植株取 3 个不同部

位叶片各 100 mg，用组织研磨仪充分研磨至粉末

状。使用 DNA 提取试剂盒提取 DNA，具体步骤

参 照 DNA 提 取 试 剂 盒 Nuclean Plant Genomic 

DNA Kit 说明书。利用 2×Taq mix 及 SP1/SP3 骨架

鉴定引物（表 2）进行骨架 PCR 鉴定，若出现目的

条带说明转化成功，获得了阳性苗。在此基础

上，利用 2×Phanta Max Master Mix （Dye Plus）及

靶点检测引物 BDJC-ARF-T-F/R（表 1）对不同靶

点进行扩增及测序分析，鉴定 GmARFA1a 基因靶

点突变情况。最后筛选纯合突变体植株并进行

种子的收获。

1.6　Gmarfa1a转基因植株花粉活力鉴定

1.6.1　Gmarfa1a转基因植株花粉 I2-KI染色　参照

郭凤兰等［26］和贾顺耕等［27］方法，分别从 10株W82、

Gmarfa1a-1及Gmarfa1a-2转基因植株中，选择盛花

期的成熟花苞，用75%酒精浸泡2 h后，在体式显微

镜下使用镊子将花药剥离，然后将其放置于载玻片

上。在花粉粒上滴加 7% I2-KI染液 100 μL，在染液

中将花药夹破，确保花粉充分释放。随后，盖上盖

玻片，放置于荧光显微镜（白光条件）下，使用 10倍

光学显微镜观察并拍照记录。

1.6.2　Gmarfa1a转基因植株花粉萌发实验　在上

午 10点左右，从W82、Gmarfa1a-1及Gmarfa1a-2的

转基因植株各3株中取5朵当天开放的花。去除外

围花瓣后，将花粉粒轻轻涂布在萌发培养基（配方：

CaCl2：0.55 g/L，KCl：0.373 g/L，H3BO3：10 mg/L，

表1　本研究所用扩增引物

Table 1　Primers used in this study

引物名称

Primer name

Cas9-F

Cas9-R

SP1

SP3

BDJC-ARF-T12-F

BDJC-ARF-T12-R

BDJC-ARF-T34-F

BDJC-ARF-T34-R

q-ARFA1-F

q-ARFA1-R

F-box-F

F-box-R

引物序列（5′-3′）

Primer sequence （5′-3′）

CAACACCGACCGCCACTC

TGCCGCTCTGCTTATCCC

CCCGACATAGATGCAATAACTTC

GTCGTGCTCCACATGTTGACCGG

ACTTAAGAGAGGATTGTTTGATGC

GGCCGTGTACTGGACTTGAT

CTCCCACCTTAGCTGGTGTT

CATCATGATCTTGCAAGAAG

AGGATGCTGAATGAGGACGAA

GCTGGCGCAGAGAGTTTAGG

ATGGTCGCCGTTTAGAACAC

GGGATAACCAGTGCAGAAGC

表2　GmARFA1a基因编辑靶点及引物序列

Table 2　Primers and sequences of gene editing targets of GmARFA1a

名称

Name

ARFA1-T1

ARFA1-T2

ARFA1-T3

ARFA1-T4

靶点序列（5′-3′）

Target sequence （5′-3′）

GGTACAGCCCAAATAGGTGG

CTCACACTTATTTCCGATTT

GCACAAGAAACCAACCCTCC

CAGATAATGGGGTTGTCCTT

正向引物（5′-3′）

Forward primer （5′-3′）

gtcaCCACCTATTTGGGATGTACC

gtcACTCACACTTATTTCCGATTT

attgGGAGGGTTGGTTTCTTGTGC

attgCAGATAATGGGGTTGTCCTT

反向引物（5′-3′）

Reverse primer （5′-3′）

AAACGGTACAGCCCAAATAGGTGG

AAACAAATCGGAAATAAGTGTGAG

AAACGCACAAGAAACCAACCCTCC

AAACAAGGACAACCCCATTATCTG
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Sucrose：100 g/L，Agarose：15 g/L）。室温放置 1 h

后，使用荧光显微镜（白光条件）观察并拍照记录。

1.7　Gmarfa1a转基因植株结荚及鼓粒情况分析

对于W82、Gmarfa1a-1及Gmarfa1a-2转基因突

变体植株，分别选择20个单株进行荚数及结实粒数

的统计，计算结实率（结实率=实际单株种子粒数/理

论单株种子粒数）。最后通过GraphPad Prism软件

绘制柱状图，并对数据进行单因素方差统计性分析。

2　结果与分析

2.1　大豆ARFA1基因家族氨基酸序列特征分析

为分析大豆 ARFA1 的结构特征，本研究对 15

条大豆ARFA1蛋白序列及 6条拟南芥ARFA1蛋白

序列进行比对分析。结果显示，15 个大豆 ARFA1

的结构与其在拟南芥中同源基因结构域基本一致，

均具有 1 个位于 N 端的肉豆蔻酰化位点（The 

myristoylation site），该位点可使其在N端形成亲和

螺旋结构（图 1）。此外，还有 4 个从 N 端到 C 端依

次命名为Ⅰ~Ⅳ的鸟苷酸（GTP/GDP）结合结构域（GTP-

binding domains）、2 个与 GEF（Guanine nucleotide 

exchange factors）互作的转换区（Switch Ⅰ and Switch Ⅱ）

以及 1个与GAP（GTPase-activating proteins）互作的

结构域（GAP interaction domain） （图 1）。

为初步鉴定可能调控大豆雄性育性的 ARFA1

基因，本研究利用实验室的转录组数据，对 15个大

豆 GmARFA1s 基因的表达数据进行分析。在这 15

个基因中，只有Glyma.09G030900基因的表达量在

大豆雄性不育突变体ms1和ms2花药中显著下调（图

2），推测其可能在MS1或MS2基因的下游发挥作用，

控制花药发育进而影响育性。为此，本研究将该基

因作为调控大豆雄性育性的候选基因，因其与拟南

芥ARFA1基因同源，于是将其命名为GmARFA1a。

为解析GmARFA1a基因功能，本研究首先利用

Phytozome 公 共 数 据 库 中 的 大 豆 表 达 图 谱 对

GmARFA1a 基因表达模式进行分析。结果显示，

GmARFA1a 基因在大豆未开放的花中表达量最高

（图3A）。为进一步明确GmARFA1a基因发挥功能

的时期，本研究将大豆W82品种早期、授粉前和授

粉后的花苞从外到里分为花萼、花瓣、雄蕊、雌蕊 4

个部分，同时取叶片作为营养生长器官的对照，进

行基因表达模式分析。结果显示，GmARFA1a在授

粉前的雄蕊中表达量最高（图 3B）。以上结果表

明GmARFA1a基因在授粉前的雄蕊中优势表达。

图1　大豆及拟南芥ARFA1基因家族氨基酸序列比对

Fig.1　Amino acid sequence alignment of the ARFA1 gene family in soybean and Arabidopsis

994



6 期 姚士恩等： 大豆雄蕊优势表达基因GmARFA1a通过调控花粉萌发影响结实率

A 和B分别为GmARFA1a及同源基因在大豆MS1和ms1、MS2和ms2花药（Anther， An）中的表达热图；C和D分别为GmARFA1a在大豆MS1和

ms1、MS2和ms2花药中的表达差异分析； An1、An2和An3表示花药的3个生物学重复；柱形图中纵坐标为3次重复的平均值±标准差，

**代表两组数据具有极显著性差异（P<0.01）

A and B： Expression heat map of GmARFA1a and homologs in anthers of soybean MS1 and ms1， MS2 and ms2； C and D： Expression analysis of 

GmARFA1a in anther of soybean MS1 and ms1，MS2 and ms2； An1， An2 and An3 represent three biological replicates of anthers； The ordinate in 

the histogram is the average of three replicates±standard deviation； ** represents a very significant difference between the two sets of data （P<0.01）

图2　GmARFA1a及同源基因在MS1和ms1、MS2和ms2花药中的表达分析

Fig.2　Expression patterns of GmARFA1a and its homologs in anthers of MS1 and ms1， MS2 and ms2
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A： GmARFA1a在大豆W82花、叶片等组织中的表达模式；B： qRT-PCR 分析GmARFA1a在大豆W82花萼、花瓣等花器官中的时空表达模式

A： Expression pattern of GmARFA1a in tissues of soybean W82， like flowers and leaves et al； B： qRT-PCR analysis of spatiotemporal expression 

patterns of GmARFA1a in floral organs of soybean W82， like sepal and petal et al

图3　GmARFA1a在大豆中的表达模式

Fig. 3　Expression patterns of GmARFA1a in Soybean
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2.3　CRISPR/Cas9 基因编辑技术创制 Gmarfa1a

突变体
为探究GmARFA1a是否调控大豆雄性育性，根

据其基因序列设计 4 个独立靶点，并构建CRISPR/

Cas9基因敲除载体Cas9-ARFA1（图 4）。将该载体
转入大豆栽培品种W82中，并成功获得8株T0代转
基因阳性苗。靶点检测结果显示，T3靶点编辑效率
相对较高，而其他3个靶点没有发生编辑。进一步对
编号为#3和#7的2株T0代材料的T3靶点进行筛选，
在T2代获得了分别缺失1 bp和4 bp的纯合突变体，
这两种突变形式导致目标基因GmARFA1a在翻译时
分别终止于第40和第39位氨基酸残基处。随后，本
研究在T3代对这两种编辑形式进行确认，并将这两

种突变体分别命名为Gmarfa1a-1和Gmarfa1a-2。
2.4　Gmarfa1a突变体表型观察

突变体 Gmarfa1a-1 和 Gmarfa1a-2 与野生型
相比，在营养生长阶段没有发现明显差异。在生
殖生长阶段，通过 I2-KI 染色法［26-27］对花粉活力进
行初步观察，发现突变体与野生型在花粉数量及
淀粉填充方面无明显差异（图 5A 上）。然而，对
花粉萌发的进一步分析显示，Gmarfa1a 两种突变
体花粉萌发率明显低于野生型 W82（图 5A 下），
两个突变体的花粉萌发率均不足 50%，而野生型
花粉萌发率超过 80%（图 5B）。初步推断可能是
突变体花粉壁物质存在缺失，导致花粉萌发
较差。

T1、T2、T3和T4表示靶点位置，TGG代表嵌合序列邻近基序（PAM），确保CRISPR识别系统的特异性和准确性

T1， T2， T3 and T4 indicate the target locations， TGG represents the protospacer adjacent motif， ensuring the specificity and accuracy of the 

CRISPR recognition system

图4　大豆GmARFA1a基因结构及CRISPR/Cas9基因编辑突变体示意图

Fig. 4　Diagram of soybean GmARFA1a genomic sequence and the target base editing 

in the CRISPR/Cas9 mutants of soybean

A： 大豆W82与Gmarfa1a花粉 I2-KI染色及花粉萌发分析（标尺为200 μm）；B： W82与Gmarfa1a花粉萌发率统计，a， b字母代表两组数据具有

显著性差异（P<0.05），下同

A： The pollen I2-KI staining and the pollen germination analysis of W82 and Gmarfa1a （bar=200 μm）； B： The statistical analysis of W82 and 

Gmarfa1a pollen germination rate； The letters a and b represent a significant difference between the two sets of data （P <0.05），the same as below

图5　Gmarfa1a突变体花粉萌发率下降

Fig.5　The gemination rate of pollen grains was decreased in Gmarfa1a mutants
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对成熟豆荚数量进行统计分析，按照豆荚内

种子的理论数量将其分为一粒荚、二粒荚、三粒

荚和四粒荚四种不同类型，发现突变体中未能正

常发育或灌浆的种子数目比例增加（图 6A），导

致 Gmarfa1a 结实率显著降低（图 6B），但单株总

荚数与野生型相比无显著性差异（图 6C），结合

花粉萌发实验结果判断可能是由于花粉活力下

降导致。

3　讨论

对于大豆这类自花授粉作物，无法通过人工去

除母本花粉进行大规模杂交制种，因此，利用雄性

不育系作为母本制备杂交种的技术体系成为雌雄

同花作物杂种优势利用的有效途径。目前，在大豆

中利用“三系法”虽已育成42个审定杂交品种［6］，但

是受“三系法”固有缺点以及大豆种子繁殖系数低

的限制，导致至今在大豆杂交种的规模化推广种植

方面仍未取得显著突破。随着第三代智能杂交育

种系统的发展成熟，有望突破这一难题。智能杂交

育种方法基于核雄性不育基因的功能研究，然而，

目前通过正向遗传学的方法来鉴定雄性不育基因

速度较慢。

近年来，随着基因编辑技术的发展，使得越来

越多的基因功能得以证实。其中，CRISPR/Cas9技

术由于其操作简便性、基因编辑效率高以及周期短

等优点，而被广泛用于作物育种。在水稻中，利用

CRISPR/Cas9技术已获得了直链淀粉含量低或籽粒

大的新种质，并成功解决了穗发芽的难题［28-30］。在

大豆中，相关技术已被用于不育基因的功能鉴定和

不育突变体的创制。例如，Fang等［9］、Nadeem等［10］

和 Jiang等［11］均使用CRISPR/Cas9技术成功创制大

豆MS1敲除材料，验证了MS1基因在调控雄性育性

方面的功能。此外，张万年等［31］和Hou等［12］同样使

用该技术分别获得了MS6和MS3基因的功能缺失

突变体，并进一步验证了相关基因在调控雄配子形

成过程中的作用。而本研究同样从反向遗传学角

度出发，使用CRISPR/Cas9技术创制了Gmarfa1a的

敲除突变体，以此来研究该基因功能是否与雄性育

性相关。

进化分析是研究基因家族和同源序列的重要

方法，如鉴定菜豆 ANK 和小麦 ARF 基因家族成

员［32-33］。为了鉴定调控大豆雄性育性的 ARFA1 基

因，前期相关研究分析了大豆ARF基因家族，共鉴

定到44个成员，其中ARFA1亚家族成员有15个［16］。

本研究氨基酸序列比对分析结果表明，这些成员都

具有 ARFA1 亚家族保守的结构域（图 1）。植物中

小 G 蛋白依赖分泌途径介导的绒毡层与小孢子之

间的蛋白质分选位于MS1和MS2基因功能作用的

下游［9， 15， 34-35］。转录组数据分析表明，GmARFA1a

（Glyma.09G030900）位于大豆雄性育性调控基因

MS1和MS2的下游（图 2），这表明其可能在MS1或

MS2基因的下游发挥作用，控制花药发育进而影响

育性。表达模式分析显示，该基因在授粉前的雄蕊

中优势表达（图3）。这些结果表明GmARFA1a可能

在授粉前通过调控雄蕊（花粉）发育过程调控大豆

的雄性育性。I2-KI染色结果表明Gmarfa1a突变体

花粉与对照并无明显差异，同样能正常填充淀粉

粒。相反，体外萌发实验结果显示，突变体的花粉

A： 大豆Gmarfa1a突变体中未正常发育或灌浆种荚展示，白色箭头指示发育缺陷种子位置，比例尺为50 mm

A： The picture shows the abnormally developed or grain-filled pods of soybean Gmarfa1a mutants， and the white arrows indicates the location of 

the abnormally developed seeds，bar=50 mm

图6　大豆Gmarfa1a突变体结实率下降

Fig.6　Seed setting rate decreased in soybean Gmarfa1a mutants
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萌发受到了显著抑制（图 5）。这些结果表明

GmARFA1a影响淀粉填充后花粉的发育过程，在雄

配子发育早期阶段，绒毡层分泌营养物质和酶，对

雄配子（即小孢子）的发育至关重要。在发育后期，

绒毡层启动程序性细胞死亡（PCD，programmed 

cell death），为发育中的小孢子提供营养物质和信

号［36］。绒毡层与小孢子之间的蛋白质分选是依赖

分泌途径完成的复杂运输过程，小G蛋白在此过程

中发挥重要作用［34-35］。因此，推测作为小G蛋白家

族成员的 GmARFA1a 基因可能在 PCD 阶段调控小

孢子细胞壁关键物质的填充，从而影响花粉萌发。

此外，由于突变体较低的花粉萌发率，影响了双受

精过程，导致突变体结实率降低（图 6）。2005 年，

Gebbie等［37］在拟南芥中鉴定到 6个ARFA1基因，它

们在花药发育过程中表达，且共同参与花的结构发

育，并调控育性。大豆中的GmARFA1a经过本研究

验证同样调控育性，这说明ARFA1基因功能可能较

为保守。

大豆是由古四倍体演变而来的二倍体自交作

物，其中有75%的基因以同源基因的形式存在。拟

南芥中有 6个ARFA1基因，而大豆中有 15个ARFA1

基因。在拟南芥的研究中，突变单个ARFA1基因并

不会对植物的营养生长或生殖生长造成影响，但通

过ARFA1b负显性抑制 6个基因表达将导致植物不

育［19］。本研究发现，单独突变GmARFA1a基因显著

抑制了大豆的结实率。这些结果表明，大豆和拟南

芥 ARFA1 基因在调控植物雄性育性方面可能发生

了功能分化。然而，关于大豆中的ARFA1同源基因

是发生了分化或者冗余，仍需待进一步研究。因

此，在后续工作中，可以在大豆中敲除更多的ARFA1

基因，以研究这些基因在功能上是否出现了分化或

者冗余。GmARFA1a基因突变后没有出现完全雄性

不育，导致其并不能直接应用于杂交制种。如果

ARFA1同源基因间存在功能冗余，还可进一步获得

多个 GmARFA1 基因功能缺失的完全不育突变体，

并结合异交结实率指标评价其在杂种优势利用中

的价值。此外，还可以构建GmARFA1a基因的大豆

过表达株系，以研究其花粉活力是否提高，结实率

是否变化，从而进一步验证 GmARFA1a 基因的

功能。

本研究首先对大豆 ARFA1 氨基酸保守结构域

进行了初步分析，同时结合qRT-PCR实验和转录组

数据，揭示大豆 GmARFA1a 基因的表达模式。最

后，通过对花粉活力的鉴定以及对大豆结实率等农

艺性状的统计学分析，明确了GmARFA1a基因通过

调控花粉萌发而影响大豆结实。这为深入研究大

豆ARF家族成员基因功能提供了有力参考。本研

究从反向遗传学角度，鉴定了候选基因功能，为在

大豆中快速鉴定筛选高异交结实率雄性不育突变

体，进一步用于大豆智能杂交育种系统提供了前期

基础，助力大豆杂种优势加速利用。
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