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玉米雄性不育突变体ms20s2的表型鉴定与基因定位
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摘要： 玉米突变体male-sterile 20s2（ms20s2）是在玉米自交系KWS49中发现的一个无花粉型雄性不育突变体。与野生型

相比，ms20s2突变体花药细小且颜色偏浅，花药内未观察到花粉。扫描电镜观察表明，与野生型相比，9叶期突变体ms20s2的

花药中未观察到正在减数分裂的花粉母细胞；抽雄后突变体花药壁外部角质层形成异常，内部未观察到乌式体结构。观察不

同发育阶段花药的石蜡切片发现，在S6-S7时期，与野生型相比，ms20s2突变体花药部分中间层和绒毡层细胞发生异常分裂，

导致花药壁萎缩，花粉母细胞无法正常进行减数分裂，最终造成花粉母细胞死亡，产生雄性不育表型。遗传分析表明，突变体

ms20s2的雄性不育表型受单个隐性核基因控制。利用玉米10K SNP芯片对F2定位群体进行基因型分析，初步将该突变位点

定位在玉米2号染色体长臂上6.21 Mb区段内。进一步精细定位将该区间缩小到了590 kb，区间包含一个已知的蛋白编码基

因MS32（Zm00001eb106620）。对MS32基因进行测序分析，在突变体MS32基因4号外显子上发现了一段3166 bp的大片段插

入，可能影响了MS32蛋白功能，造成ms20s2的花药发育异常和雄性不育的表型。等位测验结果表明，突变体ms20s2是雄性

不育基因MS32的新等位突变体。组织表达分析发现该基因在玉米花药中特异表达，且仅在花药发育的S6和S7时期表达量

较高，进一步验证了该基因在玉米花药绒毡层和中间层细胞发育过程中的重要作用。
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Abstract：The maize male-sterile 20s2 （ms20s2） is a pollen-free genic male sterility mutant that was 

identified in maize inbred line KWS49. Compared with wild type （WT）， the mutant anthers were small and 

whitish without pollen grains. The scanning electron microscopy （SEM） observations showed that no pollen 

mother cells undergoing meiosis were observed in the anthers of the ms20s2 at V9 stage. The anther cuticular was 

abnormal， and failed to generate ubisch bodies on the inner surface of the anther wall of ms20s2 at tasseling 

stage. By analyzing the paraffin sections of anthers from different developmental stages， some middle layer cells 

and tapetum cells of the ms20s2 anther underwent abnormal division from S6 to S7 stages compared to WT， 
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leading to the anther wall shrinking， abnormal meiosis and death of the pollen mother cells， and finally male 

sterility. The segregation analysis in an F2 population revealed that the male sterility of the ms20s2 mutant was 

controlled by a single recessive nuclear gene. By genotyping with the maize 10K SNP chip， the causal gene 

was preliminarily mapped to the 6.21 Mb region on the long arm of chromosome 2. The physical interval was 

further delimited to 590 kb， where a known protein-coding gene MS32 （Zm00001eb106620） is present. 

Sequencing analysis of the MS32 gene revealed a 3166 bp insertion in the exon 4 of ms20s2， and this insertion 

might result in abnormal anther development and male sterility. Allelism test showed that the ms20s2 was a new 

allelic variation of maize male sterile gene MS32. The MS32 gene was expressed in maize anthers at S6 and S7 

stages， which provided additional evidence in regulating the development of tapetum and middle layer of maize 

anthers.

Key words： maize；ms20s2 mutant；male sterility；gene mapping；phenotypic analysis

植物因雄性器官发育异常，无法产生有功能的

花粉，最终导致植物丧失雄性育性的现象被称作雄

性不育（MS， male sterility）［1］。玉米因其雌雄异位

异花的特性，是研究植物雄性不育的优质材料。根

据造成不育性状的遗传方式的差异，可以将玉米雄

性不育分为细胞质雄性不育、细胞核雄性不育和核

质互作雄性不育 3种类型［2］，其中细胞核雄性不育

的突变体及其调控基因是当前的研究热点。

玉米花药的发育和花粉的形成是一个受到精

确调控的复杂过程。玉米花药发育的过程划分为

14 个时期（S1~S14）［3-4］，对应 4个发育生物学阶段，

分别是孢原细胞的分化、花药壁的形成、花粉母细

胞减数分裂以及花粉粒的成熟和释放［5-6］。花药发

育 S1 期，雄蕊原基分化产生 3 个细胞层 L1、L2 和

L3。S2期，L1发育为花药外壁（EP， epidermis），L2细

胞层分化出初生周缘细胞（PPC， primary parietal cell）和

孢原细胞（AR， archesporial cell）［7］。花药发育的S3～S5

阶段，初生周缘细胞分化花药内皮（EN， endothecium）

和次生周缘细胞（SPC， secondary parietal cell），次生周

缘细胞依次分化出中间层（ML， middle layer）和绒

毡层（TA， tapetum）细胞。S6～S7 阶段，经过平周

分裂后，花药壁形成由外至内的花药外壁、花药内

皮、中间层和绒毡层四层细胞结构，并通过纵向分

裂伸长，而药室内的孢原细胞发育为花粉母细胞

（PMC， pollen mother cell）并开启减数分裂的进

程［8］。花粉母细胞在S8阶段开始减数分裂，S8a第

一次减数分裂形成二分体（Dy， dyad），S8b 第二次

减数分裂形成四分体（Tds， tetrads）。到 S9时期，减

数分裂完成后，单倍体小孢子（Msp， microspore）释

放。S10～S11时期，绒毡层降解，产生大量乌式体，

小孢子细胞液泡化体积膨大。S12时期小孢子第二

次有丝分裂产生三核花粉粒。S13时期，花粉粒的

外壁逐渐发育成型，形成成熟的花粉粒［9］。在花药

发育的最后阶段S14，花药壁开裂，花粉粒被释放出

去，花药也就完成了其作为玉米雄性器官的使命。

而在花粉母细胞发育到成熟花粉粒的整个过程中，

花药内皮、中间层和绒毡层参与维持花药壁和小孢

子生长发育所需的物质的合成和转运［8，10］。在花

粉壁形成前，绒毡层通过细胞程序性死亡自我解体

将营养物质全部释放到药室中［11］。花粉粒成熟

后，能够在花药壁内侧观察到斑点状的乌式体

结构［12］。

目前玉米中已发现众多参与花药发育调控的

核基因，这些基因在花药发育的不同时期发挥调控

作用。在花药发育早期，MSCA1编码一种植物特有

的CC型谷氧还蛋白，通过调整细胞的氧化还原状

态，引发孢原细胞的分化，玉米msca1突变体花药异

常发育成叶状结构，而水稻中的同源基因 MIL1 也

具有相似功能，突变体无法产生小孢子［13-14］；孢原细

胞形成后，MAC1编码一种分泌蛋白配体，对花药壁

的分化起到关键作用，MAC1在抑制孢原细胞分裂

的同时促进附近的初生周缘细胞分化成花药内皮

和次生周缘细胞［6，15-17］；OCL4会在花药内皮形成后

抑制其细胞分裂，ocl4突变体出现花药内皮发育异

常，产生多余的细胞层。MS23、MS32、BHLH51、

BHLH122是一系列BHLH家族转录因子，在绒毡层

和中间层形成过程中起到调控作用。MS23可以激

活 BHLH51 和 BHLH122 的表达，并与二者相互作

用，调控中间层和绒毡层的形成，ms23突变体在中

间层和绒毡层中间产生多余的一层细胞［18］；MS32

也能够促进 BHLH122 的表达并与其形成二聚体。

此外，MS9编码一种R2R3型MYB转录因子，该基因

在花药发育的S6和S9时期表达，ms9和ms32突变体

的花药中间层和绒毡层细胞发生异常分裂［19-20］。
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在花药发育的中后期，绒毡层内的脂质代谢对

花药外壁角质层以及花粉外壁的形成都有促进作

用，如花粉壁重要组成成分孢粉素，其合成非常依

赖绒毡层的参与［11］。减数分裂、小孢子发育以及花

药角质层的发育过程伴随着大量的脂质和糖类物

质消耗，此时花药的营养活动十分活跃，多个雄性

不育基因突变体被鉴定出花药代谢缺陷［21-23］。

ZmMS33 编 码 磷 酸 甘 油 酰 基 转 移 酶（GPAT， 

glycerol-3-phosphate acyltransferase），其促进甘油磷

酸脂的从头合成，在花药发育的S5、S6、S9阶段都有

表达，玉米ms33突变体的花药在S9后停止生长，无

法产生花粉，光合作用测定和脂质含量检测说明

MS33缺失严重影响了花药的糖类和脂质物质合成，

最终导致花药生长停滞，小孢子死亡［23-25］。ZmMS8

编码 β-1，3-半乳糖基转移酶，参与花药生长所需的

Ⅱ型阿拉伯半乳聚糖的合成［26］；ZmMS6021 编码

ACP 还原酶，能将脂肪酰-ACP 还原为脂肪醇［27］；

ZmMS26参与孢粉素生物合成途径中脂肪酸的羟基

化［28］；ZmMs30 编码一种 GDSL 脂肪酶［29］，ZmMS44

编码一种运输脂质前体的脂质转移蛋白（LTP， 

lipid transfer protein）［30］，它们都参与花药外壁角质

层的形成；ZmMs2/ZmABCG26编码一个ABCG转运

蛋白，参与孢粉素与色氨酸的转运［31-32］。ZmMS7主

要在花药发育的S8时期后表达，编码PHD-finger转

录因子，通过与NF-Y形成复合物激活下游转录因

子的表达，从而参与调控绒毡层的PCD过程，并促

进花粉粒的发育［33-35］。综上，花药及花粉发育是植

物生命周期中最重要也是最复杂的环节之一。

本研究在玉米自交系KWS49中鉴定出一个自

然突变产生的无花粉型雄性不育突变体ms20s2，遗

传分析表明其不育性状受单个隐性核基因调控。

通过表型和细胞学观察，明确 ms20s2 突变体与野

生型在花药发育过程中的表型差异。利用图位克

隆方法对不育性状调控基因进行克隆和初步的功

能分析。研究结果不仅为深入解析玉米花药发育

的分子调控机制奠定了理论基础，也为玉米细胞核

雄性不育系应用于杂交制种提供了新材料。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究所用玉米材料包括：玉米自交系昌 7-2

（C7-2）、郑 58（Z58）、KWS49（野生型对照，WT），玉

米 雄 性 不 育 突 变 体 ms20s2、ms32-ref。 突 变 体

ms20s2 为玉米自交系 KWS49 的自然突变，突变体

ms32-ref 来源于 MaizeGDB（www.maizegdb.org）网

站。本研究中使用的玉米材料种植于中国农业科

学院作物科学研究所昌平试验基地和海南三亚试

验基地并由试验基地进行常规育种管理。2020年

夏季，课题组在昌平试验基地以玉米自交系郑 58

（Z58）为父本，雄性不育突变体ms20s2为母本杂交

得到F1，同年冬季在海南试验基地将F1自交获得F2

定位群体，并于次年春季种于昌平试验基地。2021

年冬季，课题组在海南试验基地以ms32-ref的杂合

型（+ / ms32-ref）为父本，突变体 ms20s2（ms20s2 / 

ms20s2）为母本进行杂交得到等位测验群体的种

子，于2022年夏季种于昌平试验基地得到等位测验

的鉴定群体。

1.2　试验方法

1.2.1　农艺性状测量及花粉育性观察　分别测量

20株突变体和野生型的株高、穗位高、雄穗主轴长

和雄穗分支数，整理数据并计算其平均值、标准差，

通过T检验进行差异分析。

玉米散粉期取多枚野生型和突变体花药分别

置于载玻片上，用镊子捣碎后，移液器滴加 200 µL 

1.5%的淀粉碘化钾溶液，在体视显微镜（奥林巴斯，

SZX16）下观察花粉染色情况并拍照。

1.2.2　花药扫描电镜及石蜡切片观察　扫描电镜

样品选取与处理：在 9叶期和散粉期分别取雄性不

育突变体和野生型的花药，置于 FAA 固定液中保

存。花药组织依次置于50%、60%、70%、80%、90%、

100%的乙醇中进行脱水，然后进行CO2临界点干燥

和喷金处理。最后使用场发射扫描电镜（中科百

测，日立，S-4800）观察突变体和野生型花药和花粉

粒的形态并拍照。

石蜡切片材料选取：玉米播种45 d后，取长度为

1000～1200 μm、1500～1700 μm、1900～2200 μm、

2400～2700 μm、2900～3200 μm 和 3800～4200 μm

的野生型及突变体花药，取样后装入2 ml离心管中

用FAA固定液保存。

石蜡切片样品处理：将样品分别置于 50%、

75%、85%、95%的乙醇中，分别在4 ℃下脱水1.5 h，

用无水乙醇在 4 ℃下脱水 2 h。然后将样品分别置

于无水乙醇和透明剂histoclear比例为3/1、1/1和1/3

混合液中，室温下浸泡 1.5 h，再用纯的 histoclear浸

泡两次，每次2 h。浸泡结束后吸出一半的环保透明

液，在样品中加入熔化的固体石蜡于60 ℃的恒温箱

中放置 12 h，之后每 12 h 更换一次石蜡，共更

换5次。
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切片及观察：用石蜡将样品包埋，使用石蜡切

片机（徕卡，RM2265）对包埋样品进行切片，厚度

8 µm，展片后在 42 ℃的干燥台上干燥。彻底干燥

后再将样品脱蜡和复水，用ddH2O浸泡1 min后，用

0.5%甲苯胺蓝溶液染色 5 min，之后分别用 50%乙

醇和无水乙醇浸泡2 min，待乙醇晾干后使用正置荧

光显微镜（奥林巴斯，BX53）观察并拍照。

1.2.3　DNA提取及目的基因的定位　在F2分离群

体中选取 60株雄性不育突变体以及 2个亲本的叶

片利用CTAB法提取DNA，使用中玉金标记（北京）

生物技术股份有限公司开发的玉米 10K SNP 芯片

开展样品的基因型检测。通过分析不育性状与

SNP 标记间的连锁关系获得目的基因所在的染色

体区段。在初定位区间内设计新的 InDel 标记，扩

大定位群体，完成基因的精细定位。利用Gramene

（https：//www.gramene.org/）网站分析定位区间内的

蛋白编码基因并测序分析基因序列［36］，最终找到候

选基因及其突变位点。候选基因测序引物为

ms20s2-F、 R，突变位点扩增引物为 ms20s2-insert-

F、 R，其引物序列见表1。

表1　ms20s2克隆及荧光定量所用引物

Table 1　Primers for ms20s2 cloning and RT-qPCR

引物名称

Primers name

ms20s2-F

ms20s2-R

ms20s2-insert-F

ms20s2-insert-R

ID1079-F

ID1079-R

ID1086-F

ID1086-R

ID1146-F

ID1146-R

ID1147-F

ID1147-R

MS32-qPCR-F

MS32-qPCR-R

Tubulin-F

Tubulin-R

引物序列（5′- 3′）

Primers sequence（5′- 3′）

TGTCATCAGTCCACAGCCAG

GCACAAACACTCCACCGCT

AGCAGTCCACGAGACAGG

TGCTTGGGACCTCCACGA

ATCATACGTCTTGCACGGTGG

CGTTTTTTTTCTCCGATGCC

AATTGAGGCACGAAATGACATG

AATCCGATATTCCAGGCTTCA

TTGGTGATGTGTGTCCTGTCTG

CCTGCCACGCCCTCAAT

TAGGTAGTTGCGGCGGTCT

TAAGAATCCTCTGCGATCAAGAA

GAGTGAGTCAGTGAGGCTGGGAT

TTGAGCACCGAGTCGACGAAG

GTGTCCTGTCCACCCACTCTCT

GGAACTCGTTCACATCAACGTTC

用途

Purpose

克隆

qRT-PCR

1.2.4　RNA提取及RT-qPCR分析　以玉米自交系

昌7-2为材料，分别取苗期的根和叶，拔节期的根、

茎和叶，散粉期的茎、叶、雌穗、叶耳以及不同发育

时期的花药组织，液氮冷冻后于-80 ℃冰箱中保

存，用于基因的组织表达分析。不同时期的花药取

样方法为，选取玉米雄穗中部小花，剥离颖壳后在

上位花中依次取长度为 800～1200 μm、1200～1600 

μm、1600～2000 μm、2000～2500 μm、2500～3000 

μm和 3000～3500 μm的花药作为样品。每个发育

时期取 3份不同植株的花药组织混样，并设置 2组

生物学重复。使用植物总 RNA 提取试剂盒（诺唯

赞，DP432）提取样品 RNA，所有器具、耗材、试剂

在使用前已做RNase free处理，实验步骤均参照试

剂盒说明书。提取完成后通过琼脂糖凝胶电泳检

测其完整性，使用分光光度计测定 RNA 样品

浓度。

使用 cDNA逆转录试剂盒（诺唯赞，R312）进行

cDNA合成，反应体系及实验步骤参照说明书。实

时荧光定量使用qPCR试剂盒（诺唯赞，Q712），反应

体系参考说明书，选择玉米Tubulin作为内参。反应

程序如下： 95 ℃运行 45 min；95 ℃运行 10 sec；

60 ℃运行10 sec； 40个循环。荧光定量使用引物为

MS32-qPCR-F、 R 和 Tubulin-F、 R，其 引 物 序 列

见表1。

2　结果与分析

2.1　雄性不育突变体ms20s2表型分析

表型观察和性状测量结果发现，突变体在株

高和穗位高等农艺性状上与野生型没有显著差异

（图 1A，表 2）。在雄穗性状上，突变体的雄穗分支

数与野生型没有显著差异，而雄穗主轴长度变短，

且能观察到雄花干瘪，发育不良的表型。此外，突

变体雄花的花药细小、长度较短、颜色偏淡，而野生

型花药则更长、更饱满、颜色金黄（图1B~D）。将成

熟花药破开后，在野生型花药中观察到大量花粉

粒，而在突变体花药中则未观察到花粉粒（图 1E， 

F）。花粉活力检测发现野生型花粉可被淀粉碘化

钾溶液完全染成蓝黑色，表明花粉具备良好的活力

（图 1G， H）。以上结果说明 ms20s2 突变体属于无

花粉型雄性不育。
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A：散粉期植株；B：雄穗；C， D：小花；E， F：断裂花药；G， H：花粉 I2-KI染色；WT：野生型，下同

A： Plants at the anthesis stage； B： Tassels ； C， D： Spikelet； E， F： Broken anthers； G， H： I2-KI staining of pollen grains；

WT：Wild type，the same as below

图1　突变体ms20s2与野生型植株的表型分析

Fig. 1　Phenotypic analysis of ms20s2 mutant and wild type plants

2.2　花药的扫描电镜观察分析

分别取突变体ms20s2和野生型植株在9叶期及

抽雄期时期的花药，通过扫描电镜详细观察花药内

壁和外壁的结构特征（图2）。结果显示，在9叶期，突

变体和野生型花药大小及花药外部的微观结构并无

明显差异，且在野生型花药内部能够观察到正在进

行减数分裂的胞母细胞以及减数分裂完成后的小孢

子，而在突变体花药内部则未观察到生殖细胞。抽

穗期之后，突变体和野生型花药在长度和大小上有

较大差距，突变体花药的药室明显空瘪皱缩，而野生

型花药十分饱满。此外，突变体和野生型的花药的

内壁和外壁表型也存在较大差异，在野生型花药壁

外部能够明显观察到条纹状的角质层结构，而突变

体花药角质层结构则不明显；在野生型花药药室内

壁能观察到密集且规则的乌式体结构，而突变体花

药药室内壁仅能观察到少许斑纹，未观察到明显的

乌式体结构（图2）。以上结果表明，突变体花药内的

花粉母细胞在开始减数分裂之前便已经死亡，导致

花药发育成熟后突变体药室内没有产生花粉粒；成

熟后的突变体花药其花药外壁未形成正常的角质层

结构，花药壁内部也未形成明显的乌式体结构，这表

明突变体花药壁的发育也存在异常。

表2　突变体ms20s2与野生型植株的性状比较

Table 2　Comparison of plant traits between ms20s2 mutant and wild-type

性状类型

Trait type

野生型 WT

突变体 ms20s2 Mutant ms20s2

P 值 P value

株高（cm）

Plant height

156.93±8.42

149.20±11.69

0.078

穗位高（cm）

Ear height

39.67±10.03

40.40±6.81

0.848

雄穗主轴长（cm）

Total tassel length

25.04±2.66

22.32±3.31

0.04*

雄穗分支数

Tassel branch number

17.67±2.15

16.20±3.79

0.25

*表示在P<0.05水平上显著差异

* indicates significant difference at P<0.05 level
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2.3　花药石蜡切片分析

为进一步研究突变体ms20s2与野生型花药在

细胞表型上的差异，对不同发育阶段的突变体及野

生型花药进行石蜡切片观察（图 3）。结果显示，突

变体花药伸长至 3000 μm左右时，其伸长状态相较

于野生型开始出现显著差异。如图3所示，当突变

体和野生型花药伸长至约1200 μm时，花药处于绒毡

层初步形成的S6时期，此时已经能够观察到突变体

ms20s2和野生型花药形态间的差异。S6时期的野生

型的花药形成花药外壁、花药内皮、中间层、绒毡层

四层花药壁细胞结构，而在突变体花药中却观察到

个别中间层细胞发生多余的径向分裂。在花药伸长

至1600 μm时，花药发育处于S7时期，此时突变体和

野生型花药中的孢原细胞已完成发育形成花粉母细

胞，花药壁正在进行周向生长，而在突变体中能观察

到部分绒毡层细胞存在异常分裂。在花药伸长至

2000～2500 μm时，花药发育进入S8时期，此时野生

型花药绒毡层已经液泡化，花粉母细胞开启减数分

裂的过程，能够清晰地观察到处于二分体以及四分

体时期的细胞；而在突变体花药中观察到绒毡层正

在发生萎缩，药室中的花粉母细胞开始死亡，中间层

部分解体成游离的细胞，部分粘连在绒毡层和花药

内皮上。在花药发育至2500～3000 μm时，花药发育

进入S9时期，此时野生型小孢子细胞已经形成，而突

变体花药整个绒毡层已完全萎缩，花粉母细胞全部

死亡。此后，突变体花药伸长速度放缓，整个花药壁

都发生萎缩，而野生型花药则能够继续伸长，药室内

的小孢子细胞也能够正常发育。在野生型花药伸

长至 3500～4000 μm 时，花药发育到 S10～S11 时

期，此时小孢子细胞在完成液泡化后体积膨大，并

进一步伸长至纺锤状（图 3）。上述结果表明，从花

药发育的S6时期开始，ms20s2突变体花药的中间层

细胞部分发生异常分裂，从而导致在周向生长的过

程中花药壁结构异常，引起花药壁的萎缩。花药绒

毡层被认为在花药发育和花粉形成过程中参与相

关功能和营养物质的合成，而中间层细胞则参与绒

毡层细胞和其他组织之间的物质转运，绒毡层细胞

的代谢异常可能会导致花药外壁和花粉粒的发育

异常，在 ms20s2 突变体中由中间层和绒毡层细胞

异常分裂引起的花药壁的发育异常，导致了花粉母

细胞未进入减数分裂便已经死亡，该结果也与扫描

电镜的结果相一致。

V9：9叶期；VT：散粉期；Msp：小孢子； PMC：花粉母细胞； Tds：减数分裂四分体； Ub：乌式体；下同

V9：Vegetative stage 9；VT：Vegetative tasseling stage；Msp：Microspore； PMC：Pollen mother cell； 

Tds：Meiosis tetrads； Ub：Ubisch body；The same as below

图2　突变体ms20s2与野生型花药扫描电镜观察

Fig. 2　Observation of the ms20s2 mutant and wild-type anthers by scanning election microscope
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2.4　遗传分析

对突变体ms20s2与自交系郑 58杂交后得到的

F1与F2定位群体中玉米植株的育性进行调查发现，

F1群体的所有植株均能正常授粉结实，其花药表型

与野生型没有差异；而F2群体中发生可育植株与雄

性不育植株的分离。统计 F2群体中的可育植株与

雄性不育植株的分离情况发现，在2288株的F2定位

群体中，1687株表现为雄性可育，601株表现为雄性

不育，卡方检验得到卡方值为1.89，F2定位群体中可

育与不育植株的分离符合3∶1的遗传分离比（表3）。

表明ms20s2雄性不育突变体的不育性状受单个隐

性核基因控制。

2.5　目的基因的定位

在F2定位群体中选取 60株雄性不育单株及其

双亲叶片提取基因组DNA，利用10K SNP芯片对雄

性不育基因ms20s2进行初步定位。通过计算全基

EP：花药外壁；EN：花药内皮；ML：中间层；TA：绒毡层；Dy：减数分裂二分体。S6～S9时期的石蜡切片图中标尺长度为20 μm，S10、S11时期的

石蜡切片图中标尺长度为50 μm。红圈标识部分为突变体ms20s2花药中间层和绒毡层细胞异常分裂区域

EP： Epidermis； EN： Endothecium； ML： Middle layer； TA：Tapetum； Dy：Meiosis dyad.The bars are 20 μm in pictures from S6 to S9， and 50 μm 

from S10 to S11. The red circle indicates the region of abnormal cell division in the middle layer and tapetum in ms20s2 mutant

图3　突变体ms20s2与野生型不同发育时期花药横切片观察

Fig. 3　Transverse section analyses of anthers in ms20s2 mutant and wild type at different developmental stages

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

组合

Cross

ms20s2 × Z58

野生型株数

Number of wild 

type plants

1687

突变体株数

Number of 

mutant plants

601

χ2
（3∶1）

1.89

χ2
0.05=3.84
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因组 3634 个双亲间多态性 SNP 标记的 SNP-index

值，发现不育性状与 2号染色体上的SNP标记存在

连锁关系（图4A）。其中2号染色体长臂上193.01～

234.02 Mb区段内 99个SNP标记的SNP-index值都

大于 0.8，在对这 99 个 SNP 标记进行分析后，初步

将 ms20s2 定位在 2 号染色体上 208.92～214.99 Mb

区段内（图 4）。根据双亲在基因组序列上的差异，

在初定位区段内开发新的 Indel 标记，对 ms20s2 进

行精细定位。当 F2 群体不育单株的数量扩大至

470 后，进一步将 ms20s2 定位在 ID1086 和 ID1146

两个标记之间，约为590 kb的区段内。通过分析已

发表的花药转录组数据［36］，发现区段内存在 1个花

药特异性表达的基因 Zm00001eb106620。对该基

因进行测序分析发现，基因全长 2084 bp，编码区

CDS 663 bp，编码 1个由 220个氨基酸残基构成的

bHLH家族转录因子（测序材料为C7-2、KWS49）。对

Zm00001eb106620基因全长扩增测序后发现，突变

体ms20s2在该基因的第 4个外显子第 31个碱基处

插入了一段3166 bp的未知序列（图5）。此外，定位

区间还有另外两个基因，其中Zm00001eb106610编

码未知功能蛋白，Zm00001eb106630 编码 1 个质子

泵蛋白VPP10。

A：SNP-index全基因组频率分布图；B：ms20s2突变位点的精细定位；n：F2群体大小

A： Genome-wide distribution of SNP-index； B： The fine mapping of ms20s2 mutant；n： F2 recessive population used in mapping

图4　ms20s2的精细定位

Fig. 4　Fine mapping of ms20s2 mutant
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2.6　ms20s2突变体等位测验与鉴定标记开发

研究发现 Zm00001eb106620 是一个已知的雄

性不育基因MS32［19］，通过MaizeGDB获取了该基因

的雄性不育突变体ms32-ref的杂合野生型种子（+ / 

ms32-ref）。为验证ms20s2是否是MS32的新等位基

因，以ms32-ref的杂合型（+ / ms32-ref）为父本，突变

体ms20s2（ms20s2 / ms20s2）为母本进行杂交， 获得

ms20s2与ms32-ref的等位测验群体，并对群体的育

性进行了调查。结果显示，等位测验群体中发生了

雄性不育植株与可育株的分离，不育株的雄花花药

发育不良且未能够形成花粉，其不育表型与突变体

ms20s2一致（图6）。对群体中雄性不育株和可育株

进行统计发现，不育株共有 152株，可育株共有 146

株，可育植株与不育植株的分离符合 1∶1的遗传分

离比（χ2 = 0.73，χ2
0.05 = 3.84）。该结果证实ms20s2为

雄性不育基因MS32的一个新等位突变。

根据ms20s2突变体在MS32基因上的大片段插

入，设计了一个 InDel标记引物（ms20s2-insert-F， R，

引物序列见表 1）用以鉴定野生型和突变体的基因

型。该标记能够区分出F2群体中的野生型（+ / +）、

突变体（ms20s2 / ms20s2）和杂合体（+ / ms20s2）的

基因型，检测结果与其表型特征一致（图7）。

2.7　表达模式分析

突变体ms20s2与野生型主要在花药表型上存

在差异，而在株高和穗位等性状上无显著差异，因

此推测该基因可能在花药中特异表达。通过荧光

定量分析MS32基因在野生型苗期植株的根和叶，

拔节期（播种后第6周，9叶期）植株的根、茎和叶，散

左图为MS32基因结构及ms20s2突变位点；右图为野生型、突变体ms20s2、郑58三种材料中Zm00001eb106620基因全长扩增片段的

琼脂糖凝胶电泳图；1： KWS49； 2：突变体ms20s2； 3： 郑58； M： Trans 2K plusⅡ DNA Ladder

The left figure is the gene structure of MS32 and mutation site in ms20s2； The right figure shows the results of agarose gel electrophoresis analysis of 

the full-length gene of and Zm00001eb106620 in WT， ms20s2 mutant and Z58. 1： KWS49； 2： ms20s2； 

3： Z58； M： Trans 2K plusⅡ DNA Ladder

图5　MS32的基因结构示意图和ms20s2的突变位点

Fig. 5　Structure schematic diagram of MS32 gene and the mutation site of the ms20s2 mutant

A：雄穗；B， C：小花；D， E：花粉 I2-KI染色

A： Tassels； B， C： Spikelet； D， E： I2-KI staining of pollen grains

图 6　等位测验群体可育与不育植株雄花表型分析

Fig. 6　Phenotype analysis of the spikelet from sterile and 

fertile plants in the allelism test population
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粉期（播种后第12周）植株的茎、叶、雌穗，以及不同发

育时期的花药 （800 μm、200 μm、1600 μm、 2000 μm、

2500 μm、3000 μm、4000 μm） 中的表达情况。结

果显示，除了花药以外，MS32 在其他组织中几乎

不表达，且 MS32 基因仅在花药发育到长度约为

1200～1600 μm 的时期表达水平显著升高（图 8）。

该时期花药处于S6到S7的发育时期，此阶段花药

绒毡层已经分化完成，孢原细胞分化为花粉母细

胞并开始进行减数分裂前的准备。结合花药石蜡

切片观察结果可知，MS32 基因在花药发育的 S6、

S7 时期起重要调控作用，突变后可能引起中间层

和绒毡层细胞的异常分裂，进而导致花药壁结构

发育异常，使得花粉母细胞无法进行减数分裂并

死亡。

W：Week

图8　MS32组织特异性表达分析

Fig. 8　The relative expression level of MS32 gene in 

different tissues

3　讨论

本研究发现的ms20s2属于无花粉型雄性不育

突变体，突变体花药细小，颜色较浅。扫描电镜结

果显示，ms20s2突变体花药中没有观察到正在减数

分裂的花粉母细胞，且成熟花药的花药壁外部角质

层形成异常，花药壁内部未观察到乌式体结构。对

不同发育阶段花药的石蜡切片观察结果表明，

ms20s2突变体花药在发育到S6时期后部分中间层

和绒毡层细胞发生异常分裂，产生了多余的细胞

层，破坏了花药壁的正常结构，从而引起花药壁萎

缩，花粉母细胞无法进行减数分裂并死亡。基因定

位和等位测验结果表明ms20s2是细胞核雄性不育

基因MS32的等位突变体。

2012 年 Moon 等［19］利用玉米雄性不育突变体

ms32-ref 和 ms32-6066 首次克隆雄性不育基因

MS32。其中突变体ms32-6066的 1号内含子上有 1

个 ruq-转座子的插入，导致MS32编码序列中环结构

区域上的第 81个氨基酸密码子后额外插入了两个

密码子（缬氨酸和谷氨酰胺）；突变体 ms32-ref 在

MS32 上有 1 个大于 1.6 kb 的缺失，导致 3 和 4 号外

显子丢失。尽管 1、2号外显子能够正常表达，但突

变后的 ms32 丧失了基因功能。对突变体 ms32-ref

花药的半薄切片分析显示，在花药壁 4个细胞层分

化完成后，花粉母细胞减数分裂开始前，部分中间

层和绒毡层先后都异常分裂出额外的细胞层，少数

花药内皮细胞也发现了异常的径向分裂，这种异常

分裂随着花药壁细胞层的发育而增多，最终多层绒

毡层细胞伸长和液泡化，压碎了药室内的花粉母细

胞，这与突变体ms32-6066在 2000年被首次报道时

发现的情况类似。荧光定量实验表明MS32在减数

1-3： WT （+ / ms20s2）； 4-7： ms20s2； 8-10： WT （+ / +）；M：Trans 2K plusⅡ DNA Ladder

图7　新功能标记在F2定位群体中的鉴定

Fig. 7　Genotype identification of plants in the F2 mapping population using new-designed functional marker
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分裂前的花药中表达，原位杂交实验表明［19］，MS32

首先在L2中表达，随着花药的发育最后只在绒毡层

中表达。不同于这两种突变体，ms20s2虽然存在花

药中间层和绒毡层细胞的异常分裂，却并未发现绒

毡层细胞将花粉母细胞压碎，而是观察到花粉母细

胞死亡的同时花药绒毡层也在萎缩的现象。

ms20s2、ms32-600 和 ms32-ref 这 3 种突变体中均未

发现进入减数分裂阶段的花粉母细胞，说明 MS32

在调控中间层和绒毡层细胞的分裂外，还有可能参

与对花粉母细胞减数分裂过程的调控。此外，在花

药发育的过程中，花药外的营养物质以及花药内皮

层细胞在光合作用下合成的淀粉需要通过中间层

输送到绒毡层；绒毡层合成的物质又需要通过中间

层、花药内皮层运输到花药外壁上。此前，万向元

团队发现 ZmMS33 突变导致花药中间层次生壁加

厚，引起了花药代谢混乱，花药组织中糖类、脂质含

量显著下调，最终造成花药停止发育以及小孢子的

死亡［23-25］。因此，MS32基因突变引起的中间层和绒

毡层细胞的异常分裂也有可能破坏花药正常的代

谢网络，从而导致花药发育停滞。

MS32基因编码的BHLH家族转录因子是植物中

第二大类的转录因子家族。BHLH转录因子在玉米花

药发育和雄性育性形成中具有重要作用。Nan等［17-18］

对 4 个玉米雄性育性调控转录因子 MS23、MS32、

BHLH51和BHLH122的研究表明，MS32与MS23以

及 BHLH122 ，MS23 与 BHLH51 ，BHLH122 与

BHLH51，以及BHLH51自身之间都能够互相作用，

在花药发育的不同时期中级联表达调控绒毡层细

胞分化和花粉母细胞减数分裂。这4个转录因子表

达顺序先后为MS23、MS32、BHLH122和BHLH51。

本研究中MS32的新等位突变体ms20s2花药发

育异常，雄性育性彻底丧失，但并未对玉米其他农

艺性状造成显著影响，因此ms20s2具有应用于玉米

雄性不育杂交制种的潜在价值。利用突变体ms20s2

中大片段插入所设计的 InDel功能标记能够有效地

鉴定突变体和野生型的基因型，为该突变位点向优

异母本材料的回交导入提供了辅助选择标记。随着

分子生物学的发展，利用 SPT（Seed production 

technology）技术或基因编辑技术可以构建ms20s2核

不育保持系，从而实现不育系的保持和繁殖。

4　结论

本研究在玉米自交系KWS49中分离出一种无

花粉型雄性不育突变体材料 ms20s2。该突变体花

药在发育的S6时期部分中间层和绒毡层细胞发生

异常分裂，破坏了花药壁的正常结构，最终导致花

药壁萎缩，且花粉母细胞无法进行减数分裂并死

亡。基因定位结果表明ms20s2是MS32基因的一个

新等位突变体。MS32基因在小孢子母细胞形成和

减数分裂起始阶段特异表达。在ms20s2突变体中，

MS32基因的第 4外显子的大片段插入可能引起了

蛋白功能的改变，进而造成植株的雄性不育。综上

所述，本研究中的ms20s2突变位点为隐性核不育系

的创制提供了新的等位基因和材料资源，开发的

Indel功能标记为该位点在玉米杂交制种中的应用

奠定了良好的基础。
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