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绿豆雄性不育突变体 ms2 的表型鉴定与基因精细定位1

叶卫军，吴泽江，田东丰，周 斌2

(安徽省农业科学院作物研究所，合肥 230001)3

摘要：单产水平较低是我国绿豆产业发展的主要制约因素。杂种优势利用是提高产量的有效途径，雄性不育材料的鉴定对杂4

种优势的充分利用至关重要。本研究从中绿 5号 EMS诱变突变体库中筛选到一个雄性不育突变体 ms2 (male sterile 2)。该突5

变体营养生长期与野生型中绿 5号无明显表型差异。ms2花器官形态发育正常，但雄蕊败育，导致 ms2表现滞绿。遗传分析6

表明，ms2的不育性状由单个隐性核基因调控。基于 ms2和皖科绿 3 号构建的 F2群体，将 ms2定位在第 6号染色体的标记7

M5 和 M8 之间。该区间大小为 66.7 kb，包含 6 个注释基因。序列分析发现，突变体 ms2 中编码谷氨酰胺合成酶基因8

（Vradi06g05640）在第 2和第 3内含子有两个碱基发生转换。进一步分析发现该基因在 ms2中的表达量显著低于中绿 5号，9

推测该基因为 ms2的优选候选基因。本研究为探究绿豆雄性不育机理和杂种优势利用提供参考。10
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Abstract: Low yield per unit is a disadvantage character of mung bean industry in China. The identification of male sterility lines17

is crucial for harnessing heterosis, which can substantially increase yield. In this study, we identified a male sterile mutant, ms2 (male18

sterile 2) from the EMS mutant library of Zhonglü5 (ZL5). During the vegetative growth stage, ms2 exhibited no significant19

phenotypic differences compared to the wild-type ZL5. Although the floral organs of ms2 developed normally, the stamen abortion20

resulted in a stay-green phenotype of ms2. Genetic analysis revealed that the sterility of ms2 is controlled by a single recessive nuclear21

gene. The F2 population derived from the cross between ms2 and Wankelü3 (WK3) was used as the mapping population. MS2 was22

mapped within a 66.7 kb interval flanked by markers M5 and M8 on chromosome 6, containing six annotated genes. Sequence23

analysis of these genes revealed two base transitions in the second and third introns of the glutamine synthetase gene (Vradi06g05640)24

in ms2. Expression analysis indicated that the expression level of this gene in ms2 was significantly lower than in ZL5, suggesting that25

Vradi06g05640 is likely the candidate gene for ms2. In summary, our study provides valuable insights into the mechanism of male26
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sterility and the utilization of heterosis in mung bean.27

Key words: mung bean; male sterile; ms2; genetic analysis; gene mapping28

绿豆[Vigna radiata (L.) Wilczek]属于豆科(Leguminosae)、蝶形花亚科(Papilionoideae)、豇豆属(Vigna)，29

闭花授粉双子叶作物，是我国重要的食用豆类之一。绿豆籽粒富含优质膳食蛋白质、维生素、矿物质和多30

酚、黄酮等多种生理活性物质，具有营养保健功能，是传统的药食同源作物[1-3]。近年来，受种植效益波动、31

主产区种植结构调整及国家相关政策等因素的影响，我国绿豆种植面积先增后减，导致进口量持续增加[4]。32

因此，通过提高单产来增加绿豆产量已迫在眉睫。33

杂种优势是指杂交 F1代在一种或多种性状上优于双亲的现象，主要表现在生活力、生长势、抗逆性、34

产量和品质等方面。利用杂种优势可大幅度提高单产，保障粮食安全[5-6]。玉米是典型的异花授粉作物，其35

杂种优势明显，是首个实现杂交种大规模种植的作物[7]。此后，在水稻[8]、小麦[9]、油菜[10]、棉花[11]和谷子[12]36

等作物中也建立了杂交育种体系。在自花授粉作物如水稻、大豆中，利用雄性不育材料可省去繁琐的人工37

去雄工作，是实现杂交种规模化制种的基础。豆科作物中，大豆的雄性不育调控机理研究取得了较大进展，38

已鉴定出约 30个细胞核雄性不育材料[13]。绿豆的杂种优势表现在单数荚数[14]和单株产量[15]等性状，且优势39

的有无和强弱与亲本的选择有关。40

目前绿豆育性调控机理研究尚处于起步阶段，仅有几个育性相关材料被鉴定，如雄性不育突变体 ms[16]、41

msm2015-1[17]、vrnp1[18]和 vrnp[19]，柱头外露突变体 se1[20]和 se2[21]，翼瓣和龙骨瓣缺失突变体 cm[22-23]。然42

而绿豆雄性不育资源依然匮乏，这严重限制了绿豆杂交种的研发和产业化进程。因此，挖掘更多的雄性不43

育材料，扩大遗传基础，探究其分子机制，构建稳定的绿豆雄性不育系至关重要。本研究从绿豆品种中绿 544

号（ZL5）化学诱变突变体库中鉴定到一个雄性不育突变体 ms2，对 ms2进行表型分析、基因精细定位和候45

选基因分析，旨在为深入解析绿豆雄性不育的分子调控机理及杂种优势利用提供理论基础。46

1 材料与方法47

1.1 试验材料48

绿豆雄性不育突变体 ms2为中绿 5号经甲基磺酸乙酯（EMS）诱变后，从M2代分离群体中筛选获得。49

由于突变体高度不育，利用杂合体进行传代留种。2020年夏季以 ms2为母本，正常育性的皖科绿 3号（WK3）50

为父本，构建杂交组合。2021年夏季和 2022年夏季分别将 F1代和 F2代群体种植在安徽省合肥市，常规田51

间管理。52

1.2 花粉育性检测53

花粉活力测定采用 I2-KI染色法：在绿豆盛花期，收集开花前一天的中绿 5号和 ms2突变体花蕾，取出54

花药置于载玻片上，滴加 1~2滴 1% I2-KI染色液，用镊子捣碎花药释放花粉粒，盖玻片封片后在光学显微55



镜下观察。中绿 5号和 ms2各取 3 个样本，每样本观察 3个视野，统计不少于 200粒花粉，花粉育性用染56

色率表示。57

1.3 遗传分析58

在诱变M2世代，单株收获与不育株同一株系的可育株，按单株种植成M3代株行，组成M2:3株系，并59

调查各单株的育性。植株育性的判定方法：开花 15 d左右调查植株结荚情况，若植株上有发育正常的豆荚，60

则该植株为可育型，否则为不育型。表型纯合的 M2:3株系不用于遗传分析，将其余表型分离的株系组成遗61

传分析群体。统计该分离群体中可育株和不育株数目，采用卡方检验计算两种表型植株数分离比，确定育62

性遗传模式。此外，ms2和WK3 杂交构建的 F1和 F2分离群体也用于遗传分析。所有数据的统计分析均使63

用 Excel和 SPSS 软件完成。64

1.4 混池测序及数据分析65

以 ms2和WK3杂交构建的 F2分离群体作为遗传定位群体，包含 2250个单株。基因初步定位采用基于66

二代测序（Next generation sequencing）的混合分组测序分析法（BSA-Seq, bulked segregate analysis67

sequencing）。从 F2群体中选取不育和可育单株各 30株，用于构建不育型（ms2-pool）和可育型（wild-pool）68

两个子代 DNA混池。利用 DNA提取试剂盒（天根生化科技（北京）有限公司）完成基因组 DNA提取，69

DNA质检合格后，各单株 DNA等量混合创建两个子代混池。测序文库的插入片段大小为 400 bp，基于70

Illumina Nova Seq平台对 ms2、WK3 和子代混池进行双末端（Paired-end）测序。原始测序数据去除 3′接头、71

质量较低和长度过短的序列，将过滤后的高质量测序数据与绿豆参考基因组进行比对[24]。统计分析各文库72

的测序数据量、测序深度、GC含量等信息，评估测序数据质量。将 ms2-pool、wild-pool和双亲的测序结果73

一起检测变异位点，在全基因组水平上发掘 SNP和 InDel位点。SNP 位点的筛选标准：保留两个亲本都纯74

合且不同的 SNP位点，同时去除两个子代混池纯合无差异和测序深度低于 5的 SNP 位点。以WK3 的序列75

为背景，计算混池间的基因型频率差异（ΔSNP-index），用于关联分析[25-26]，ΔSNP-index=SNP index (ms2-pool)76

- SNP index (wild-pool)。理论上，ΔSNP-index值越接近于 1，SNP 位点与性状关联度越强，在全基因组上水77

平上筛选 ms基因的候选区间并进行作图展现，窗口大小设置为 500 kb，步长为 100 kb。以绿豆参考基因组78

的物理位置为横坐标，展示每个 SNP 位点的 SNP-index和ΔSNP-index，选取 95%和 99%置信水平作为筛选79

阈值。80

1.5 ms2精细定位与候选基因分析81

根据 BSA-seq的定位结果，在不育性状关联的候选区间查找 ms2和WK3的 DNA序列差异，根据差异82

位点的两端序列开发分子标记。利用获得的多态性分子标记验证 BSA-seq 的初定位结果，并用图位克隆的83

方法完成基因精细定位，定位所用引物如表 1所示。PCR反应体系共计 10 μL：DNA模版（浓度为 50 ng/μL）84

1 μL，2×T5 Super PCR Mix DNA聚合酶预混液（TSINGKE）5 μL，正向和反向引物（浓度均为 10 μmol/L）85



各 0.5 μL，灭菌 ddH2O 3 μL，PCR 反应体系用石蜡油封盖。PCR 反应程序：94℃预变性 4 min；94℃变性86

30 s，57℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，循环 35 次；72℃充分延伸 5 min；扩增反应完成后 4℃保存。InDel87

标记扩增产物中加入 2 μL 6×Loading Buffer，于 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳，电泳完成后硝酸银88

染色鉴定子代单株的基因型。SNP 标记扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳分离，回收、纯化目的片段后，使用89

一代测序的方法检测基因型。基因精细定位完成后，根据定位区间的物理位置在绿豆基因组信息参考网站90

（https://legacy.legumeinfo.org/genomes/jbrowse/?data=Vr1.0）查询，获得候选基因注释。91

表 1 精细定位 MS2所用分子标记92
Table 1 Molecular markers used for the fine mapping ofMS293
标记名称

Marker name

正向引物

Forward primer (5′-3′)

反向引物

Reverse primer (5′-3′)

M1 CCTTAGGTAGAATGGTTTCAGGACT ACTCCTAACTGCTTTCTCGTACTAT

M2 AAGATGCACCTCCATGAAACCAA CAAGTTTGAGGTACAGCGTGGTC

M3 ACGGGACTTCATTGATAGTTTTCCT ACACGTTTCATGATAACATTTGGG

M4 GTTGAGAACCATGATTTAGTAGGCA GTTCCAATGTTCACTCCAATAAATG

M5 ACCTCTGCCACCTTCTTCAACGA ACAGATCAACACGAGGCTTTCCA

M6 ATTAAGCAATGCGTTTGGCTATCAC GTGTAACAGAGATGGGGTTTGATGG

M7 CAATGTTGCTTCCAATGTGCCTTTC AGCCTTTGATAACGGAGGGAGAA

M8 GGAATCGCGGCCTAAAGTCTCAG TTGAGGGAGAAACCAAGGAATGA

M9 TTTTACCATTGGGATAGATGCTTCG TTGGTGAGTTCAGTTCCAGAATGTC

M10 ACCAGCCACGGGATAACAAG CGATTGGGCCTCAGACCTTT

M11 GCCAAAGCCGGGAATATCCT TCCCTTCGGATTCTGTCCCT

M12 TTCCCACAAACAGGTGCTACCGACA GGGACAAAGAAGATATCAGAAAAGT

表中标记M1、M2、M10、M11和M12 为 InDel 标记，其余标记为 SNP标记94
M1, M2, M10, M11 and M12 are InDel markers, and the others are SNP markers in this table95

1.6 实时荧光定量 PCR96

取中绿 5号和 ms2开花前 1 d的花蕾用于 qRT-PCR (Quantitative real time -PCR）实验，分析基因的表达97

量。每个材料取 3次生物学重复，每个重复包含 10朵花蕾，液氮低温速冻后，放置于-80℃冰箱中保存备用。98

RNA提取使用试剂盒 OmniPlant RNA Kit（康为世纪生物科技股份有限公司 ），反转录使用试剂盒 EasyScript99

One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix（北京全式金生物技术股份有限公司），具体操作方100

法参考试剂盒说明书。荧光定量 PCR试剂盒为 TransStart Green qPCR SuperMix（北京全式金生物技术股份101

有限公司），检测仪器为 LightCycler96。反应体系（20 μL）包括：模板 cDNA 2 μL，2×Top Green EX-Taq Mix102

10 μL，正向和反向引物（10 μmol/L）各 0.5 μL，灭菌 ddH2O 7 μL。qRT-PCR反应程序：94℃预变性 30 s；103

94℃变性 5 s，61℃退火 35 s，40次循环。PCR反应完成后分析溶解曲线，利用 2-△△Ct法计算基因相对表达104

量[27]。qRT-PCR 引物信息见表 2，Vrtubulin（LOC106761971）为内参基因。105

表 2 qRT-PCR引物信息106
Table 2 Primer information used for qRT-PCR in this study107
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2 结果与分析113

2.1 ms2表型分析114

营养生长期 ms2的株型、叶型等性状与中绿 5号无显著差异。盛花期 ms2花器官外观形态发育正常（图115

1A-C）。解剖刚盛开的花朵发现，中绿 5号柱头上附着有大量鲜黄色花粉，而突变体 ms2的柱头上几乎没116

有花粉附着（图 1D），表明突变体的花药不能正常散粉。花荚期，中绿 5号植株上的豆荚发育正常，籽粒117

逐渐膨大饱满。而 ms2植株上仅有少量的嫩荚（图 1E），且在后期自然脱落，仅有极少数在生育末期长出118

的嫩荚可发育至成熟。在成熟期，野生型中绿 5 号叶片正常衰老脱落，植株上可见大量成熟黑荚。而 ms2119

依然生长旺盛、叶片滞绿不凋敝，表现出典型的不育系特征。由于 ms2花朵不能正常受精发育成荚，突变120

体持续开花，花梗数目增多，花梗长度较野生型长（图 1F）。I2-KI染色发现，中绿 5号花粉形状规则，可121

被正常染色，96.6%花粉显示可育。ms2花粉染色异常，为浅黄色，花粉败育率高达 96.4%。将 ms2植株上122

收获的少量成熟荚播种后发现多数植株表现可育，且幼茎色、株高、开花期等性状与 ms2不一致，表明 ms2123

植株上收获的成熟荚为田间自然杂交的结果。124

基因名称

Gene name

正向引物

Forward primer (5′-3′)

反向引物

Reverse primer (5′-3′)

Vradi06g05610 GGTGCAGATTGAGGATGGAA TCTCTCAGCAACATGCCAAAC

Vradi06g05620 CCATACCAGTCGAACCTGGA CCCACCACCGTGAAGTTGTT

Vradi06g05630 CAATTGGAGTTCTGGCCTGA GACCAAGTTTCCGAGCCATT

Vradi06g05640 CTGTTGGATGGCCTCTTGGT CCCGAAAGCCTTGTTAGCAC

Vradi06g05650 ATGGGGGAAGCAGACATTGA GCGCATTGTCCTGAGATTTC

Vradi06g05660 TCGGACGGGACATTGTGAAC ACCGGGCATCACTTCTCCAT

Vrtubulin AGTTCACTGCTATGTACAGGCGCA CTGCAGTTGCATCTTGGTACTGCT
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A：花蕾；B：花蕾解剖图，从左至右依次为旗瓣、翼瓣、龙骨瓣、雄蕊和雌蕊；C：盛开的花朵；D：盛开花朵中的雄蕊和雌蕊，白色箭头指示柱头126

部位；E：嫩荚；F：花梗和成熟的豆荚；G：中绿 5号成熟花粉 I2-KI 染色；H：ms2成熟花粉 I2-KI染色。A-F图中标尺为 0.5 cm；G和 H图中的标127

尺为 100 μm128

A: flower buds; B: anatomy of the flower buds, from left to right in order: standard petal, wing pental, keel petal, stamen and pistil; C: opening flowers; D:129

stamen and pistil in opening flowers, white arrows indicate stigma; E: immature pods; F: flower stalks and mature pods; G: I2-KI stanining of ZL5 mature pollen;130

H: I2-KI stanining of ms2 mature pollen. In figure A-F, bars=0.5 cm; in figure G and H, bars=100 μm131

图 1 绿豆雄性不育突变体 ms2表型分析132

Fig. 1 Phenotypic analysis of the mung bean male sterile mutant ms2133

2.2 ms2的遗传分析134

在诱变M2世代，ms2所在的的育性分离株行共有 5株表现不育，17株可育。将可育株按单株种植成株135

行，衍生的 17个M2:3株系中有 11个株系表现育性分离，其中 180个单株可正常结荚，51个单株表现不育。136

卡方检验结果表明可育株数与不育株数符合 3:1的分离比（表 3），表明突变体 ms2的不育性状由一对隐性137

核基因控制。ms2和WK3 杂交获得的 F1育性表现正常，在 F2群体中调查了 152个植株的表型，其中可育138

株 118株，不育株 34株。经卡方分析，可育株与不育株比例也符合 3:1的理论分离比（χ2=0.56<χ23:1=3.84）139



（表 3），验证了用M2:3株系检测的结果。140

表 3 绿豆不育突变体 ms2的遗传分析141
Table 3 Genetic analysis ofmung bean male sterile mutant ms2142
群体 总株数 可育植株数 不育植株数 期望比 χ 2

3:1值 P值

Population Total number Number of fertile

plants

Number of sterile plants Expected ratio χ 2
3:1 value P value

M2:3 241 180 51 3:1 1.05 0.31

ms2/WK3 152 118 34 3:1 0.56 0.45

2.3 测序质量评估143

Wild-pool、ms2-pool与亲本均进行基因组重测序，测序数据统计结果如表 4 所示。原始测序数据处理144

后最终得到 78.34 Gb 高质量的 clean base。ZL5 和 WK3 的 clean reads 分别为 161048864 和 106731472；145

wild-pool和 ms2-pool的 clean reads分别为 158572486和 104017872。各样品比对至参考基因组上的 reads比146

例均超过 99%，GC 含量为 34.93~35.77。各样品 Q20≥96.93%，Q30≥91.57%。表明测序数据质量较高，适147

合进一步的分析。148

表 4 测序数据统计分析149

Table 4 Statistical analysis of the sequence data150

样品

Sample

高质量序列数

Clean reads

高质量序列碱基数（Gb）

Clean base

比对序列数

Mapped-sequence

number

平均测序深度

Ave-depth

GC 含量（%）

GC content

Q20(%) Q30(%)

ms2-pool 161,048,864 23.79 160,007,426 41.2 34.94 97.25 92.24

WK3 106,731,472 15.78 105,789,275 28.02 35.77 97.41 92.67

Wild-pool 158,572,486 23.40 157,301,357 41.2 34.93 96.93 91.57

ms2 104,017,872 15.37 103,441,258 29.05 35.22 97.7 92.10

Wild-pool: 野生型子代混池；ms2-pool: 雄性不育表型子代混池151

Wild-pool: mixing pool consisted of the wild-type offspring; ms2-pool: mixing pool consisted of male sterile offspring152

2.4 基因精细定位153

将 Wild-pool、ms2-pool 及其双亲的测序数据用于变异位点检测，共鉴定出 212513 个 InDel 和 939972154

个 SNP位点。经筛选后，获得 546136个 SNP 位点用于 BSA-seq分析。ΔSNP-index分析结果显示，第 6染155

色体 5.0 Mb 至 17.5 Mb 的区间与雄性不育表型相关性最强（图 2）。根据 BSA-seq的定位结果，利用WK3156

和 ms2在定位区间内的 DNA 序列差异开发了 15 对多态性分子标记。利用定位区间两侧的 InDel 标记 M1157

和M12对 F2群体中 21个不育表型的单株进行连锁分析。结果显示，M1（图 3）和M12与 ms2均表现为连158

锁关系，并根据标记在染色体上的位置和交换单株的发生情况，将 ms2定位在M1 和M12之间。然后用开159

发的 InDel和 SNP 标记（表 1）对 489个不育表型的 F2单株进行基因型分析。根据定位标记的位置和交换160

单株数量变化情况，最终将 ms2定位在标记M5和M8 之间 66.7kb的区间内（图 4）。通过查询绿豆基因组161



数据库网站（https://legacy.legumeinfo.org/genomes/jbrowse/?data=Vr1.0），发现定位区间内共有 6 个编码基162

因（图 4）。163

164

SNP-index（A）和 SNP-index（B）分别表示 SNP位点在 ms2-pool和Wild-pool中的 SNP-index值；横坐标为染色体物理位置，纵坐标为 SNP-index或165
ΔSNP-index值；蓝线和橙线代表 95%和 99%置信水平阈值线166

SNP-index (A) and SNP-index (B) represent SNP-index value of SNP site in ms2-pool and Wild-pool, respectively; abscissa is the chromosome physical position,167
and ordinate is the SNP-index or ΔSNP-index value; blue and orange lines represent thresholds of 95% and 99% confidence levels, respectively168

图 2 SNP-index和ΔSNP-index分析结果169

Fig. 2 Analysis result of SNP-index and ΔSNP-index170

171
1：皖科绿 3号；2：ms2；3：F1；4~24：F2群体中不育表型的单株；15为单交换单株172

1: WK3; 2: ms2; 3: F1; 4-24: F2 individuals with male sterile phenotype; 15 was the single exchange plant173
图 3 标记M1对 BSA-seq的定位结果验证174

Fig. 3 Verification for the BSA-seq mapping result with marker M1175

176

图 4 ms2的精细定位177

Fig. 4 Fine mapping for ms2178



2.5 候选基因分析179

定位区间内基因功能注释如表 5 所示。基因测序结果表明，只有编码谷氨酰胺合成酶的基因180

Vradi06g05640在 ms2和中绿 5号间存在两个碱基的变异，分别位于第 2和第 3内含子上，均是 G→A突变181

（图 5）。谷氨酰胺合成酶对花粉的正常发育至关重要 [28-29]。qRT-PCR 分析发现，Vradi06g05640 和182

Vradi06g05650的表达量在 ms2中下调，且与中绿 5号的差异达极显著水平，其余基因的表达量在 ms2和中183

绿 5号间差异不显著（图 6）。根据基因功能预测、序列变异和表达量分析结果，将 Vradi06g05640作为 ms2184

的优选候选基因。185

表 5 定位区间内基因功能注释186
Table 5 Function description of genes in the mapping interval187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199
黑色方框代表外显子，黑色线条代表内含子，灰色方框代表 5′ UTR 和 3′ UTR200

Black boxes represent exons, black lines represent introns, grey boxes represent 5′ UTR and 3′ UTR201
图 5 候选基因 Vradi06g05640的结构图和变异位点202

Fig. 5 Gene structure and muntation site of the candidate gene Vradi06g05640203

204

编号

No.

基因符号

Gene symbol

基因功能描述

Gene function description

1 Vradi06g05610
15.7 kDa热休克蛋白，过氧化物酶体

15.7 kDa heat shock protein, peroxisomal

2 Vradi06g05620
类富含半胱氨酸重复分泌蛋白 60

Cysteine-rich repeat secretory protein 60-like

3 Vradi06g05630
线粒体样 Nudix 水解酶 18

Nudix hydrolase 18, mitochondrial-like

4 Vradi06g05640
谷氨酰胺合成酶

Glutamine synthetase

5 Vradi06g05650
ADP -核糖基化因子 GTP 酶激活蛋白 AGD12

ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein AGD12

6 Vradi06g05660
谷氨酰胺合成酶胞质同工酶 2

Glutamine synthetase cytosolic isozyme 2



205
**表示 ms2和 ZL5间有极显著差异（P＜0.01）206

** means significant difference (P＜0.01) between ms2 and ZL5207

图 6 候选区间内基因相对表达量分析208

Fig. 6 Relative expression level analysis for genes in the candidate region209

3 讨论210

植物花药和花粉的发育涉及多个发育过程，受到多个基因和代谢通路的严格调控。育性突变体材料是211

珍贵的遗传资源，常用于遗传育种和功能基因挖掘[30]。绿豆 ms突变体的花粉高度不育，花粉粒呈现不规则212

圆形，表面凹陷，未见明显的萌发孔[16]。利用多组学数据证明 ms不育表型由核不育相关基因 VrCyCA1控213

制[16]。雄性不育材料 msm2015-1花药开裂异常，花粉几乎无活力，开花时柱头上无花粉附着，成熟的花粉214

粒中未检测到明显的细胞核。四分体时期，msm2015-1花粉母细胞减数分裂过程出现异常，导致花粉败育，215

并且花药无法正常开裂散粉[17]。vrnp1和 vrnp都属于无花粉型雄性不育，且 vrnp被定位在 LG06连锁群上，216

推测定位区间内基因 Vrmyb80序列和表达水平的变化影响了蛋白功能，从而产生无花粉不育表型[18-19]。目217

前，绿豆雄性不育研究虽有进展，但相对于大宗作物如水稻、玉米、小麦和大豆等依然滞后严重，急需更218

多的研究材料。本团队利用 EMS（1.0%，10 h）诱变中绿 5号，与前期用 EMS诱变皖科绿 3号[31]的结果类219

似，获得多个株型、生育期、育性和花器官变异的突变体材料，为绿豆遗传学和基因组学研究提供科研材220

料。221

开花期，ms2的花药不能正常散粉，I2-KI染色表明花粉高度败育，这些表型与 msm2015-1类似，表明222

ms2可能与 msm2015-1为同一类型的突变体。后续研究可利用扫描电镜观察花粉粒的形态结构，并对花粉223

发育早期细胞如花粉母细胞、四分体时期细胞和小孢子等进行染色观察，明确 ms2花粉败育的原因。ms2224



的座荚率极低，植株上前期生长的嫩荚基本在一周之内自然脱落，仅有少数在生育末期长出的嫩荚可发育225

至成熟。将 ms2植株上收获的种子种植后，苗期可见部分植株幼茎色改变（ms2幼茎色为绿色）。仅有个226

别植株在花荚期表现为不育表型，多数植株可正常开花结荚。部分植株长势旺盛，植株高大，分枝增多，227

单株荚数也较多，表现出明显的杂种优势的现象。因此，推测 ms2在后期结的成熟荚多数不是自花授粉的228

结果，而是田间自然杂交导致的结荚。229

豆科作物杂种优势明显，由于受到花器官结构和授粉方式等因素的影响，制种难度较大，限制了杂交230

种的推广种植。木豆是目前世界上唯一实现商业化杂交制种的豆科作物，木豆杂交种 ICPH2671 增产高达231

47%[32]。我国在大豆雄性不育种质利用方面处于国际领先水平，选育出的世界首个大豆杂交种“杂交豆 1232

号”，较对照品种可增产 20%以上[33]。至 2023年底，利用“三系法”已育成大豆杂交种 45个[34]。绿豆的233

天然异交率较低，约为 1.68%[35]，是杂交种制种的一个限制因素。Sorajjapinun等[22]利用γ射线诱变绿豆，鉴234

定一个缺失翼瓣和龙骨瓣的花开张突变体 cha，cha的柱头和花药外露，可将异交率提高到 9.6%。Chen等[23]235

将龙骨瓣缺失突变体 cm（与 cha为同一突变）的突变基因定位在第 6号染色体上，发现一个编码 YUCCA236

家族蛋白的候选基因与花器官发育异常有关。ms2突变体高度不育，且育性稳定，可与本团队鉴定的柱头外237

露材料或 cm、se1、se2等柱头外露突变体杂交构建双突，从而提高异交率，为绿豆杂交制种提供了优选方238

案。239

基于二代测序的 BSA-seq技术已被广泛应用于重要农艺性状调控基因的定位和克隆。ΔSNP-index关联240

分析法以高密度的 SNP 位点为基础，可高效、快速的发掘定位区间，避免了耗时、费力的 PCR反应和凝胶241

电泳工作。BSA-seq 分析将突变位点定位在第 6 染色体上，利用图位克隆的方法最终将 ms2定位在M5 和242

M8 之间 66.7kb的区间内。基因测序结果表明，编码谷氨酰胺合成酶的基因 Vradi06g05640在 ms2中存在两243

个碱基的变异，均位于内含子上。内含子是断裂基因上的非编码序列，可被转录到前体 RNA中，在 mRNA244

加工过程中被剪切掉。内含子变异可能会引起剪接方式的变化，或影响基因的表达量。水稻中，OSMADS1245

第 7内含子上的碱基变异改变剪接位点，产生截短的蛋白，增加粒厚[36]。苹果中，激酶 MMK2(GS07G0097300)246

第 4内含子可转录为 non-coding RNA，正调控 MMK2基因的表达，从而加深果皮颜色。该内含子上 209 bp247

（LTR/ Gypsy TE）的插入，降低了对基因表达的促进作用，影响果皮着色 [37]。qRT-PCR 分析发现，248

Vradi06g05640的表达量在 ms2中显著下降，推测是由于内含子碱基变异导致的。谷氨酰胺合成酶是高等植249

物氨基酸代谢途径中的关键酶，催化谷氨酸合成谷氨酰胺。在烟草中，谷氨酰胺合成酶失活可造成雄性不250

育，通过喷施谷氨酰胺可恢复育性，表明谷氨酰胺对植物花粉正常发育至关重要 [28-29]。因此，推测251

Vradi06g05640表达量的降低影响了 ms2中氨基酸的代谢，导致谷氨酰胺含量降低，花粉发育受阻，进而影252

响育性。在后续的研究中，需对 ms2中谷氨酰胺含量进行测定。若谷氨酰胺含量较低，可通过喷施谷氨酰253

胺的方法观察育性恢复情况，为 ms2留种和进一步的利用提供思路。254



转录组学可从整体水平上研究细胞中基因转录情况，从而揭示基因转录调控规律以及代谢过程分子机255

理，常用于不同研究材料或不同处理条件下差异基因挖掘和代谢通路分析[38-39]。转录组分析发现 vrnp1突变256

体和野生型的差异基因显著富集在氨基酸代谢、脂质代谢、糖代谢、类黄酮生物合成等代谢途径[18]。Liu等257

[16]也发现在 ms突变体中，氨基酸合成、脂质代谢和类黄酮生物合成途径发生改变。因此，下一步将对 ms2258

进行转录组分析，深入解析育性遗传调控网络，更全面揭示育性调控机制。上述结果为绿豆雄性不育相关259

基因的功能研究和杂种优势利用奠定了基础。260
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