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摘 要:太谷核不育小麦作为中国特有的重要种质资源,在小麦育种中做出了重要贡献。为进一步挖掘

其潜能,利用分子生物学技术,以编码红色荧光蛋白的DsRed 和色素合成相关的RUBY 基因为报告系统,对

太谷核不育性状(Ms2)在种子时期进行鉴别,同时引入单拷贝Rht-D1b半矮秆基因,获得半矮化的种子可视

化鉴定的雄性不育小麦。结果表明,通过对获得的转基因小麦植株及其后代的鉴定,红色荧光蛋白在小麦胚

中高效表达且稳定遗传,虽然未能观察到RUBY 报告基因的表达,但仍可通过红色荧光蛋白实现对雄性不育

性状的有效鉴别,具有红色荧光的不育种子与无荧光的可育种子符合1∶1分离比,红色荧光籽粒所获得的T1
植株均为矮秆不育株,无荧光籽粒的都为非矮秆可育植株,说明 DsRed、Ms2和Rht-D1b紧密连锁。由此可

见,本实验所构建的报告系统不仅可以在种子阶段通过对籽粒荧光进行育性分选,同时引入半矮秆基因克服

了目前常用的矮败小麦植株过低的问题,可为杂种小麦生产和轮回选择育种提供新工具。
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Abstract:AsauniqueandimportantgermplasmresourceinChina,theTaigumale-sterilewheathas
madesignificantcontributionstowheatbreeding.Tofurtherexploreitspotentialapplication,this
studyaimedtoestablishaneffectiveseed-stageidentificationsystemfortheTaigugenicmalesterility
trait(Ms2)usingmolecularbiologytechniques,employingDsRed(encodingredfluorescentprotein)

andRUBY(apigmentbiosynthesis-relatedgene)asreportersystems.Additionally,thesingle-copy
semi-dwarfgeneRht-D1b wasintroducedtodevelopsemi-dwarf,visuallyidentifiablemalesterile
wheat.Throughcharacterizationoftransgenicwheatplantsandtheirprogeny,theredfluorescent
proteinwasefficientlyexpressedandstablyinheritedinwheatembryos.AlthoughRUBYexpression
wasundetected,effectiveidentificationofmalesterilitycouldstillbeachievedthroughredfluores-
cence.Sterileseedswithredfluorescenceandfertileseedswithoutfluorescenceexhibiteda1∶1segre-
gationratio.T1plantsderivedfromredfluorescentseedswereallsemi-dwarfandsterile,whilethose
fromnon-fluorescentseedswerenon-dwarfandfertile,indicatingtightlinkageamongDsRed,Ms2,
andRht-D1b.Theconstructedreportersystemnotonlyenablesfertilitysortingattheseedstagevia



fluorescencebutalsoaddressestheexcessivedwarfingissueincurrentdwarf-sterilewheatlinesbyin-
corporatingthesemi-dwarfinggene.Thisapproachoffersanoveltoolforhybridwheatproductionand
recurrentselectionbreeding.
Keywords:Dwarf-sterilewheat;Seedvisualselection;Ms2;Rht-D1b ;RUBY;DsRed

  植物雄性不育(malesterility,MS)是指由遗

传或环境引起的不能产生正常花药、花粉或雄配

子的现象,但其雌性育性不受影响[1-2]。通过对雄

性不育的遗传研究及雄性不育系的培育,不仅可

省去自花授粉作物杂交育种中人工去雄的环节,
也促进了作物杂种优势的利用[3-4]。目前,雄性不

育系已广泛运用于水稻、玉米、小麦等作物研究和

生产中。太谷雄性核不育小麦(Taigu)是1972年

在山西太谷县普通小麦中发现的一个自然突变

体[5],其雄性不育性状由显性基因Ms控制,表现

稳定,不受环境因素影响;此外,Ms2无其他不良

表型,其植株异交结实率高,适合于开发杂交种和

轮回选择育种[6-7]。
为克服传统不育系田间鉴别难题,刘秉华等

创制了显性矮秆基因Rht-D1c和Ms2紧密连锁的

矮败小麦,可以通过植株高度区分不同小麦植株

的育性[8]。Rht-D1c(Rht10)是Rht-D1位点上的

1个等位基因,通过两个拷贝的Rht-D1b串联节段

重复产生,其降秆效应是单个拷贝的Rht-D1b的3
倍[9]。但是由于Rht-D1c强烈的降秆效应[10],田间

株高较高的可育植株会对矮败小麦产生遮阴,降
低局部光照强度,增加相对湿度,导致矮败小麦开

颖和柱头外露时间滞后,使其倾向于接受抽穗扬

花较晚可育植株的花粉,致使自然授粉的不育株

后代偏于晚熟。此外,在矮败小麦基础上,通过染

色体工程手段引入蓝粒性状,培育出了蓝矮败小

麦[11]。蓝矮败小麦是一种集蓝粒、矮秆和雄性不

育3个主要性状于一体的小麦种质资源,可通过

籽粒颜色,对矮败小麦和正常可育小麦进行有效

区分[12],为小麦遗传改良和杂交种生产提供了新

的途径。但其蓝粒基因、Rht-D1c和Ms2都位于

附加染色体上,而附加系染色体传递效率低,蓝矮

败小麦杂交后代败育所占比例只有20%左右,并
且还有一定比例蓝粒性状与不育性状发生分

离[13]。近年来随着分子生物学研究的突破,Ni
等已成功对太谷核不育基因Ms2进行克隆,发现

其不育性状由非自主型TRIM 转座子插入一个

孤儿基因的启动子区域,激活其在花药中特异表

达所致[14-15]。这一研究结果为培育新型太谷核不

育育种工具材料,进一步挖掘太谷核不育小麦潜

力提供了重要的基础。
虽然育种家已通过常规育种技术,巧妙地将

矮秆和蓝粒性状用于标记太谷核不育小麦,并在

育种实践中得到广泛应用,但都仍存在着改良空

间。其中,蓝矮败小麦虽相较于矮败小麦,已将育

性鉴定提前至种子阶段,但仍存在不育性状传递

率低(20%左右)、性状分离等问题。随着Ms2基

因的克隆及其不育机制的解析,利用分子育种技

术改良太谷核不育小麦成为可能,然而目前相关

的研究报道仍匮乏。本研究利用分子育种手段,
期望构建将太谷核不育基因Ms2、半矮秆基因

Rht-D1b与由胚特异性双向启动子ZmBD1 [16-17]

驱动的红色荧光蛋白基因 DsRed[18-20]和色素合

成相关基因RUBY[21]相整合的表达载体,通过农

杆菌介导的遗传转化获得半矮秆的太谷核不育转

基因小麦,希望在种子阶段可以通过籽粒颜色进

行育性的分选,为小麦育种效率的提高提供新的

工具和技术。

1 材料与方法

1.1 实验材料

玉米B73自交系种子播种于填充了营养土

的花盆中,在植物光照培养箱(温度23℃、光周期

16h光照/8h黑暗)中培养至三叶期,采集叶片提

取基因组DNA,用于ZmBD1双向启动子序列的扩

增。用于农杆菌遗传转化的双元载体pWMB-110
由中国农业科学院作物科学研究所王珂博士提

供。野生型小麦Fielder和津强6号于光照培养

间(温度23℃、光周期16h光照/8h黑暗)培养,
在扬花期取成熟花药对不育转基因植株进行人工

授粉。

1.2 表达载体pTM-DBR构建

根据目的基因DsRed、ZmBD1、RUBY、Rht-
D1b和Ms2的序列,设计特异性引物对(表1)。
植物表达载体pTM-DBR构建按以下步骤进行:

(1)以本实验室前期构建的pWMB-LRF载

体为模板,使用引物BDNosR/BDRfpF从中扩增

融合了Nos终止子的红色荧光蛋白基因DsRed
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序列;以玉米B73自交系基因组DNA为模板,使
用引物 ZmBD1F1/ZmBD1R1扩增双向启动子

ZmBD1;以本实验室前期构建的pWMB-LRB载

体为模板,使用引物BDRUBYF/RUBYR2扩增

融合了Nos终止子的红色报告基因RUBY 序列。
以上序列扩增均利用 ApexHF HSDNAPoly-
meraseCL高保真酶(艾科瑞生物,长沙)进行。
随后,使用无缝克隆试剂盒In-FusionSnapAs-
semblyMasterMix试剂盒(TaKaRa,北京)将上

述扩增的DsRed、ZmBD1和RUBY 基因连接至

线性化的pUC-19载体,测序验证后,获得pUC-
DBR载体。

(2)将pUC-DBR载体进行EcoRⅠ和 Hind
Ⅲ双酶切,切胶回收DsRed-ZmBD1-RUBY 片段

后,使用T4连接酶连接至用同样上述双酶切制

备的pWMB-110载体,后转化至DH5ɑ大肠杆菌

感受态细胞,挑取阳性克隆,提取质粒酶切鉴定,
获得pWMB-DBR载体。

(3)以本实验室构建的含有Rht-D1b基因组序

列的pUC-Rht2 载体为模板,使用引物 Rht2U/

Rht2MR,以及KODPlusneo高保真酶(Toyobo,日
本)扩增半矮秆基因Rht-D1b,使用无缝克隆试剂

盒连接至Sma Ⅰ酶切的pWMB-DBR载体,进行

测序验证,获得pM-DBR载体。
(4)由于基因Ms2片段较大,且内部结构复杂,

使用高保真酶无法成功扩增全长目标基因,故将

Ms2基因组序列分为Ms2-1688、Ms2-5577和Ms2-
3327三部分,分别设计引物pMs2SF1/pMs2SR3、

pMs2SF31/pMs2SR5和pMs2SF2/pMs2SR1,以
本实验室前期构建的含有Ms2 基因组序列的

pTM-LRF载体为模板,其中Ms2-1688和Ms2-
3327的基因序列利用 KODPlusNeo高保真酶

(Toyobo,日本)进行扩增,Ms2-5577的基因序列

利用KODFXNeo高效酶(Toyobo,日本)进行

扩增,将扩增产物利用无缝克隆试剂盒分步连接

至pM-DBR载体。首先,将Ms2-1688片段连接

至Sma Ⅰ处理线性化的pM-DBR载体获得pM-
DBR-Ms2-1688;然 后 将Ms2-3327 片 段 连 接 至

Sma Ⅰ处理线性化的pMDBR-Ms2-1688载体获

得pMDBR-Ms2-1688-3327载 体;最 后,将Ms2-
5577连接至Sma Ⅰ处理线性化的pMDBR-Ms2-
1688-3327载体,最终获得表达载体pTM-DBR。
每一步连接后均对连接到载体上的目的片段进行

测序确认。

表1 本研究所用引物

Table1 Primersusedinthisstudy

引物
Primer

引物序列
Primersequence(5'-3')

用途
Application

产物长
Amplicon
length/bp

BDNosR GAGCTCGGTACCCGGGGATCCCCGATCTAGTAACATAGATGACAC

BDRfpF CGGCCGGAATATGGCCTCCTCCGAGAACG

克隆红色荧光蛋白基因DsRed
Cloningoftheredfluorescent
proteingeneDsRed

986

ZmBD1F1 AGGAGGCCATATTCCGGCCGGCTCTGCTG

ZmBD1R1 CATGATCCATCGCCGGCCGGCGTGGATC

克隆启动子ZmBD1
CloningofthepromoterZmBD1 655

BDRUBYFCCGGCCGGCGATGGATCATGCGACCCTCG

RUBYR2 CGACTCTAGAGGATCAAGCTTCCCGATCTAGTAACATAGATGACA

克隆红色报告基因RUBY
Cloningoftheredreportergene
RUBY

4248

Rht2U GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGTTTTATAGAGTTCCTTCTTAGTGGGACAAC

Rht2MR TTACTAGATCGGGGATCCCCATGTTCATCAGAGCAGTGAGCACCA

克隆矮秆基因Rht-D1b
Cloning ofthedwarfing gene
Rht-D1b

4787

pMs2SF1 TCGAGCTCGGTACCCGCGGCCGCGGGTGAGGCTTTGCCAAGG

pMs2SR3 AACTCTATAAAACCCGGGCCTGGTGGGCTAGCAGTGGA

克隆败育基因Ms2-1688
Cloning ofthe abortion gene
Ms2-1688

1718

pMs2SF2 TAGCCCACCAGGCCCGGGAGGAACTCAAGCAAACCT

pMs2SR1 AACTCTATAAAACCCCGATCTCCGTGTCCATGTGCTACTA

克隆败育基因Ms2-3327
Cloning ofthe abortion gene
Ms2-3327

3357

pMs2SF31 TAGCCCACCAGGCCCGGGTGGAACACAGCCACGGGCTCCTCCT

pMs2SR5 GCTTGAGTTCCTCCCGGGAACCATCCCTGAAAGAGGAGAGTAACC

克隆败育基因Ms2-5577
Cloning ofthe abortion gene
Ms2-5577

5607

M7F GGCGTCCTCGTCTCCCAATA

M7R CGATGATGAACTCACCTGCTGTA

鉴定败育基因Ms2
Identificationoftheabortiongene
Ms2

1848

DsRedF CTACAGGAACAGGTGGTGGC

DsRedR CCTCCTCCGAGAACGTCAT

鉴定红色荧光蛋白基因DsRed
Identificationoffluorescentpro-
teingeneDsRed

674
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1.3 农杆菌介导的小麦遗传转化和分子鉴定

本研究依照Ishida等的转化技术[22],利用农

杆菌介导的遗传转化将pTM-DBR表达载体转入

Fielder小麦幼胚,并获得再生植株。本部分遗传

转化委托中国农业科学院作物科学研究所完成。
从再生植株叶片中提取DNA作为模板,使

用 特 异 性 引 物 DsRedF/DsRedR、ZmBD1F1/

ZmBD1R1、BDRUBYF/RUBYR2和 M7F/M7R,
以及PremixTaq酶(TaKaRa,北京),使用两步

法程序对DsRed、ZmBD1、RUBY 和Ms2分别进

行检测。

1.4 转基因植株的表型鉴定

对经分子鉴定确认的转基因阳性植株,在开

花期分离小花,去除颖片后,使用体视显微镜对雌

蕊和雄蕊进行观察并拍照记录。对表现为雄性不

育的T0 植株,在开花期以野生型Fielder和津强

6号小麦为父本进行授粉。授粉一个月后收获籽

粒,分别在可见光和绿光下,观察籽粒颜色和荧

光,分单株统计有色或荧光与无色或无荧光种子

的比例。

1.5 雄性不育种子可视化鉴别系统的鉴别效率

和遗传稳定性鉴定

将从T0 代植株收获荧光分选效果良好的种

子,置于4℃冰箱中冷藏2d以解除休眠。随后

将种子置于培养皿(含湿润滤纸)中发芽后移栽至

土壤中,于光照培养间(温度23℃、光周期16h
光照/8h黑暗)中培养。待抽穗后观察雄蕊育

性,在开花期,以野生型Fielder和津强6号小麦

为父本对雄性不育植株进行人工授粉,授粉一个

月后收获籽粒,在绿光下观察荧光,统计有荧光种

子和无荧光种子比例。

1.6 T1 代转基因植株的株高测定

对由T0 代植株种子长成的雄性不育株和可

育株,在灌浆期测量其主茎高度。

1.7 数据统计与分析

使用Excel中的统计函数CHISQ.TEST对

有荧光籽粒和无荧光籽粒的分离比进行卡方检

验;使用软件GraphPadPrism10对T1 代植株中

可育株和不育株的株高进行t检验。

2 结果与分析

2.1 表达载体pTM-DBR的构建和转基因植株

的检测

通过PCR扩增从玉米B73的基因组 DNA

中获得了主要在胚中驱动基因表达的ZmBD1双

向启动子序列,将其5'和3'端分别与 DsRed 和

RUBY 基因序列融合,在此基础上,将上述融合

基因和半矮秆基因Rht-D1b、太谷核不育基因

Ms2基因组序列整合到双元表达载体的T-DNA
区,构建了多基因表达载体pTM-DBR(图1A)。

通过农杆菌介导法将表达载体pTM-DBR转

化小麦Fielder,获得了30株再生苗,利用Ms2、
DsRed、ZmBD1和RUBY 序列的特异性引物对

再生苗进行PCR鉴定,最终获得25株转基因阳

性苗(图1B)。

  DBR1~DBR11:转基因苗。
DBR1-DBR11:Transgenicseedlings.
图1 表达载体pTM-DBR的结构示意图(A)和

部分转基因苗PCR鉴定(B)
Fig.1 Schematicdiagramoftheexpressionvector
pTM-DBR(A)andPCRidentificationofsome

transgenicseedlings(B)

2.2 T0 代转基因植株的育性鉴定

在抽穗期至开花期对T0 代阳性转基因植株

的雌蕊和雄蕊进行观察,与野生型Fielder小麦相

比,在获得的25株T0 阳性转基因植株中,有22
株表现为完全雄性不育,具体表现在花药发育停

滞,但雌蕊发育正常(图2)。

2.3 T0 代转基因植株的籽粒荧光鉴定

在育性观察基础上,以野生型Fielder和津强

6号小麦为父本,对22株雄性不育的T0 转基因

植株进行授粉,一个月后收获种子。以野生型

Fielder植株籽粒作为对照,在明场下,T0 代转基

因植株的籽粒胚部均未见红色,表明红色报告基

因RUBY 未表达。在绿光下,T0 代转基因植株

中,DBR4、DBR8和DBR11三个植株种子胚部有

明显的荧光(图3A),根据其荧光进行分选,无荧

光籽粒与红色荧光籽粒的分离比符合1∶1(表2)。
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其余19个植株的籽粒荧光信号弱而无法分选,或
红色荧光籽粒比例异常偏高(>50%)。进一步将

DBR8植株种子对半纵切,在绿光下观察发现具

有红色荧光籽粒的胚内显示很强的红色荧光,且
在糊粉层也有一定程度的红色荧光信号,而明场

下观察籽粒胚内未见红色(图3B)。

图2 T0 代转基因植株(DBR4、DBR8和DBR11)的雄性不育表型

Fig.2 MalesterilityofT0transgenicplants(DBR4,DBR8andDBR11)

表2 T0 代转基因植株种子荧光统计

Table2 StatisticsoffluorescenceseedsinT0transgenicplants

株系Line
观测值 Observed

无荧光种子
Non-fluorescentseeds

红色荧光种子
Redfluorescentseeds

期望值Expected
无荧光种子

Non-fluorescentseeds
红色荧光种子

Redfluorescentseeds
χ2

P 值
Pvalue

DBR4/JQ6 42 38 40.0 40.0 0.2000 0.6547
DBR8/Fielder 134 129 131.5 131.5 0.0951 0.7578
DBR11/JQ6 89 90 89.5 89.5 0.0056 0.9404

  JQ6:津强6号;/:T0 代转基因植株的授粉。

JQ6:Jinqiang6;/:PollinationofT0transgenicplants.

  A:T0 转基因植株种子红色荧光;B:T0 转基因植株种子不

同部位的红色荧光;DBR8/Fielder表示以Fielder授粉的 T0 代

DBR8株系种子;DBR8/Fielder(-)和DBR8/Fielder(+)分别表

示T0 代DBR8株系无荧光和有荧光种子。

A:RedfluorescenceinseedsofT0transgenicplants;B:Red
fluorescenceindissectedseedsfromT0transgenicplants;DBR8/
Fielderindicatesseedsfrom T0transgeniclineDBR8pollinated
withFielder;DBR8/Fielder(-)andDBR8/Fielder(+)indicate
seedswithoutandwithredfluorescencefromT0transgenicline
DBR8,respectively.

图3 T0 代转基因植株种子荧光

Fig.3 SeedfluorescenceofT0transgenicplants

  A:T1 转基因植株种子红色荧光;B:T1 转基因植株种子不
同部位的红色荧光;DBR8/Fielder//JQ6表示T0 代转基因的授
粉材料为 Fielder,T1 代转基因授粉材料为津强6号;DBR8/
Fielder//JQ6(-)和 DBR8/Fielder//JQ6(+)分 别 表 示 T1 代
DBR8株系无荧光和有荧光种子。

A:RedfluorescenceinseedsofT1transgenicplants;B:Red
fluorescenceindissectedseedsfromT1transgenicplants;DBR8/
Fielder//JQ6indicatesthatthepollination materialoftheT0
transgeneisFielderandthepollinationmaterialoftheT1trans-
geneisJinqiang6;DBR8/Fielder//JQ6(-)andDBR8/Fielder//
JQ6(+)indicateseedswithoutandwithredfluorescencefrom
T1transgeniclineDBR8,respectively.

图4 T1 代转基因植株种子荧光
Fig.4 SeedfluorescenceofT1transgenicplants
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表3 T1 代植株的育性

Table3 PerformanceoffertilityinT1transgenicplants

株系Line
播种的种子Sownseeds

种子荧光Seedfluorescence 数量 Number

T1 代植株育性 T1generationfertility

可育Fertile 不育Sterile
DBR8/Fielder 无 None 10 10 0

红色 Red 10 0 10
DBR11/JQ6 无 None 14 14 0

红色 Red 14 0 14

  JQ6:津强6号。JQ6:Jinqiang6.

表4 T1 代不育植株种子荧光统计

Table4 StatisticsoffluorescenceseedsinT1sterileplants

株系
Line

杂交组合
Hybridization
combination

观测值 Observed
无荧光种子

Non-fluorescent
seeds

红色荧光种子
Redfluorescent

seeds

期望值Expected
无荧光种子

Non-fluorescent
seeds

红色荧光种子
Redfluorescent

seeds

χ2
P 值

Pvalue

DBR8-1 DBR8/Fielder//JQ6 41 46 43.5 43.5 0.2874 0.5919
DBR8-2 DBR8/Fielder//JQ6 34 21 27.5 27.5 3.0727 0.0796
DBR8-3 DBR8/Fielder//JQ6 67 85 76.0 76.0 2.1316 0.1443
DBR8-4 DBR8/Fielder//JQ6 35 26 30.5 30.5 1.3279 0.2492
DBR8-5 DBR8/Fielder//Fielder 74 61 67.5 67.5 1.2519 0.2632
DBR11-1 DBR11/JQ6//JQ6 35 43 39.0 39.0 0.8205 0.3650
DBR11-2 DBR11/JQ6//JQ6 21 20 20.5 20.5 0.0244 0.8758
DBR11-3 DBR11/JQ6//JQ6 31 35 33.0 33.0 0.2424 0.6225
DBR11-4 DBR11/JQ6//JQ6 37 26 31.5 31.5 1.9206 0.1658
DBR11-5 DBR11/JQ6//JQ6 36 28 32.0 32.0 1.0000 0.3173

  杂交组合中“/”和“//”分别表示T0 转基因植株的授粉和T1 不育植株的授粉。
Inthehybridcombination,“/”and“//”indicatethepollinationofT0transgenicplantsandthepollinationofT1steriletransgenic

plants,respectively.

  DBR8/Fielder表示T0 代DBR8植株经Fielder授粉获得的T1 代植株;DBR11/JQ6表示T0 代DBR11植株以津强6号授粉获得的

T1 代植株。
DBR8/FielderindicatesT1plantsfromDBR8pollinatedwithFielder;DBR11/JQ6indicatesT1plantsfromDBR11pollinatedwithJQ6.

图5 T1 代转基因植株表型(A)及株高检测(B)
Fig.5 Phenotype(A)andplantheightdetection(B)ofT1transgenicplants

2.4 雄性不育种子可视化系统的鉴别效率和遗

传稳定性鉴定

选取以Fielder为父本授粉的DBR8和以津

强6号为父本授粉的DBR11两个T0 代植株,分
别种植其无荧光和有红色荧光的种子,获得 T1
代植株。在抽穗期至开花期,对其雌蕊和雄蕊的

育性进行了鉴定,结果表明,两个株系中从无荧光

种子长成的T1 植株均表现为雄性可育,而有红

色荧光种子长成的 T1 植株全部为雄性不育(表
3),符合种子颜色分选育性的预期。在开花期,利
用野生型Fielder和津强6号小麦为父本对T1 代

雄性不育植株分别进行授粉,一个月后所得种子
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中红色荧光籽粒和无荧光籽粒仍然符合1∶1的分

离比(表4)。进一步对从T1 代不育株获得的红

色荧光籽粒解剖观察发现,红色荧光主要分布在

胚中,同时在糊粉层有一定程度表达(图4),与
T0 代植株种子观察结果相一致。
2.5 转基因植株的株高鉴定

在小麦灌浆期,对 T1 代转基因植株的株高

进行观察,与可育株相比,不育株的株高明显降低

(图5A)。主茎高度测量结果显示,由Fielder授

粉获得的DBR8株系中,T1 代不育株平均株高为

(67.80±4.89)cm,可育株的株高为(75.30±
4.26)cm;由津强6号授粉获得的 DBR11株系

中,T1 代不育株的株高为(59.04±5.71)cm,可
育株为(66.75±4.43)cm(图5B)。总之,两个转

基因株系中不育株和可育株的株高存在显著差异(P
<0.01)。

3 讨论

太谷核不育小麦是中国小麦育种中的重要遗

传资源,其显性核基因(Ms2基因)控制的雄性不

育特性在育种工作中展现了显著的应用价值,但
只能在抽穗期到开花期对育性进行鉴定,使其应

用受到限制[7],因此需要开发一种标记性状,以便

于更早或直观地对植株的育性进行分选。目前已

成功使用矮秆和蓝粒性状对Ms2进行标记,如刘

秉华等创制了Ms2与Rht-D1c紧密连锁的矮败小

麦[7-8],可从拔节期开始通过株高对植株育性进行

分选;蒲宗君等创制了蓝矮败小麦[11],在种子阶

段,通过蓝粒性状对种子育性进行分选。而Ms2
基因的克隆[14-15]则为进一步利用和实现麦类作物

的高效改良提供了基础,并且Ni等提出了利用太

谷核不育彩色小麦进行杂交制种的构思,即将Ms2
不育基因和籽粒糊粉层颜色基因串联导入目标小

麦,收获的有颜色种子为败育,而白粒或正常颜色

种子为可育[15],但目前未见相关实证报道。
本研究构建了一个多基因表达载体,包括太

谷核不育基因Ms2、半矮秆基因Rht-D1b以及由

胚特异性双向启动子ZmBD1调控的 DsRed 和

RUBY 的报告系统,并将其整合在双元表达载体

的 T-DNA 区。通 过 农 杆 菌 介 导 法 转 化 小 麦

Fielder[22],再生苗中目的基因的特异性扩增和植

株育性鉴定结果均表明,已将目的基因整合到小

麦Fielder的基因组中。
经T0 和T1 两代转基因植株育性及种子荧

光的鉴定,可通过种子胚部荧光信号对种子育性

进行分选,其红色荧光种子表现为败育,无荧光种

子表现为可育,并且红色荧光种子与无荧光种子

符合1∶1的分离比,DsRed 与Ms2紧密连锁。蓝

矮败小麦虽也能在种子阶段将蓝色的不育种子和

白色的可育种子区分开,但由于附加染色体的传

递效率低,蓝色不育种子仅占20%[13]。而本研究

通过分子手段将DsRed 与Ms2紧密连锁,使后代

中红色荧光不育种子占50%,显著提高了不育种

子的占比,降低不育种子培育所需的成本,有助于

小麦杂交种的培育。另外,在22株雄性不育的

T0 阳性转基因植株的种子中,发现种子荧光具有

三种表型,部分植株胚部荧光信号微弱,可能由

DsRed 表达水平低导致;部分植株荧光种子比例

异常偏高(>50%),可能由基因多拷贝插入导致;
DBR4、DBR8和DBR11三个植株的种子胚处荧

光信号强且符合红色荧光与无荧光种子1∶1比

例,结合其他两种情况,推测其目标基因应为单拷

贝插入。
矮败小麦是将太谷核不育基因Ms2与矮秆基

因Rht-D1c紧密连锁而培育得来的,不仅实现了

矮秆对不育性状的标记,同时增加了接受较高的

可育植株花粉的机会,极大推进了小麦的轮回育

种[7-8]。但是其矮秆基因Rht-D1c是Rht-D1b的

串联片段重复,具有强降秆作用,导致不育植株过

度矮化,使其易被株高较高的可育植株遮蔽,引起

田间自然授粉的不育植株偏晚熟,为小麦品种选

育带来一定困难。而本研究则将单拷贝的Rht-
D1b引入雄性不育种子的可视化鉴别系统,不育

株系的平均株高较可育株系显著降低约7.5cm,
不仅有助于自然授粉,而且克服了株高过度矮化

所带来的不利影响。
本研究通过DsRed 和RUBY 双色报告系统

的尝试,实现了对雄性不育种子的荧光分选标记,
但是肉眼可见 的 标 记 还 未 实 现。根 据 现 有 对

RUBY 的报道,该基因可以在玉米、水稻、番茄和

拟南芥中将酪氨酸转化为甜菜红素[21,23]。但在

本研究的种子胚中未产生肉眼可见的红色,RU-
BY 基因未表达。推测可能有两方面的原因:第
一方面,由于胚胎特异性双向启动子ZmBD1的不

对称性[16],RUBY 所在方向的启动子活性不足以

驱动其表达;另一方面,RUBY 依赖2A肽实现多

基因共表达,但2A肽的自剪切效率可能受小麦

核糖体翻译机制的影响,若剪切不完全,融合蛋白

功能会出现异常,甜菜红素合成无法完成[21]。因

此,需进一步优化启动子选择和2A肽设计。
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花青素是一种良好的标记性状,其在小麦中

的应用已有较多的报道[24],如利用ZmC1和ZmR
创制小麦紫胚表型的诱导系,实现了小麦单倍体的

高效鉴别[25-26]。后续工作将创建花青素/DsRed、
Rht-D1b和Ms2紧密连锁的多基因表达载体,希
望以小麦糊粉层蓝色性状作为可见光标记,以及

红色荧光作为荧光标记,以实现籽粒“肉眼+荧

光”双模式的育性分选。

4 总结

本研究创制了一种通过种子胚部荧光分选育

性的半矮秆雄性不育小麦,可在种子阶段通过荧

光信号实现育性分选,其红色荧光的败育籽粒与

无荧光的可育籽粒具有1∶1分离比,DsRed 与

Ms2、Rht-D1b紧密连锁。经过连续两代(T0 和

T1)的表型鉴定证实,该雄性不育鉴别系统能可

靠、稳定且准确地在种子阶段,通过籽粒荧光对种

子育性进行分选,为杂种小麦生产和轮回选择育

种提供新工具。
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