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Abstract: 【Objective】 Rice glume development directly affects both grain yield and quality. Identifying genes that control 

glume development and characterizing their functions can provide valuable genetic resources for breeding.【Method】 The 

split glume 5 (sg5) mutant was isolated from a mutant library generated by ethyl methanesulfonate (EMS) mutagenesis of 

the rice variety Xudao 3 (XU3). Phenotypic investigation and analysis were performed on both the wild type and the sg5 

mutant. SG5 was identified using a combination of map-based cloning and bulked segregant analysis sequencing (BSA-

seq). The temporal and spatial expression patterns of SG5 were examined by qRT PCR and GUS staining. Subcellular 

localization of SG5 was observed in rice protoplasts. An evolutionary tree was constructed to analyze the natural selection 

of SG5.【Result】 The mutant exhibited normal glume development before flowering, but the glumes remained split until 

maturity. Compared with the wild type, the mutant showed earlier heading, longer panicles, reduced grain length and width, 

and a significantly lower seed-setting rate, while plant height and effective panicle number remained unchanged. 

Microscopic observation indicated that the split glume phenotype was caused by persistent swelling of the lodicules. SG5 

was mapped to a 3.72 Mb physical interval between InDel5-11 and InDel5-13 on chromosome 5. In the sg5 mutant, a 

G-to-A mutation at the junction of intron 3 and exon 4 of LOC_Os05g50890 led to alternative splicing and premature 

protein termination. Knockout experiments confirmed that SG5 is the target gene. SG5 is constitutively expressed, with 

higher transcript levels in roots, stems, and leaves. The SG5 protein localizes to both the cytoplasm and nucleus. 

Evolutionary analysis revealed that SG5 has undergone differentiation between indica and japonica subspecies during 

evolution.【Conclusion】 This study identifies a novel allele of OsJar1 and reveals that SG5 has diverged between indica 

and japonica under natural selection. These findings provide new clues for further dissection of the molecular regulatory 

network controlling glume development and offer valuable genetic resources for precision breeding in rice. 
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摘  要：【目的】水稻颖壳发育直接影响稻米产量与品质，挖掘颖壳发育基因并探究其分子功能，可为水稻优质

高产遗传改良提供更多的基因资源。【方法】利用 EMS 诱变徐稻 3 号获得一个颖壳开裂后不闭合的突变体 sg5 

(split glume 5)；对其农艺性状和不同开花时间进行浆片表型和细胞学观察；通过图位克隆与 BSA-seq 相结合的方

法鉴定 SG5 基因；结合野生型各组织表达量检测及 GUS 转基因株系各组织染色情况，分析 SG5 组织表达特异

性；利用激光共聚焦显微镜观察 SG5 蛋白在原生质体中的亚细胞定位；通过进化树分析，探讨了 SG5 在进化过

程中的选择情况。【结果】突变体 sg5 在开花前颖壳发育正常，开花后颖壳保持开裂状态直至成熟。与野生型相

比，突变体株高和有效穗数无显著变化，抽穗期显著提前，穗长增加，粒长、粒宽降低，结实率极显著降低。体

视显微镜观察结果显示，突变体颖壳开裂是浆片保持膨大状态导致的。SG5 基因定位在第 5 染色体 InDel5- 

收稿日期：2025-03-12；修改稿收到日期：2025-06-05。 

基金项目：徐州市基础研究计划-青年科技人才项目（KC23042）；生物育种钟山实验室项目（ZSBBL-KY2023-01-04）；徐州市农业科学院科研基金项

目(高层次人才类)(GC2023004)。 



薛炮等：水稻颖壳不闭合基因 SG5 的鉴定与克隆                                                                            211 

11−InDel5-13 区间内，物理间距为 3.72 Mb，图位克隆表明 sg5 突变体中 LOC_Os05g50890 的第 3 内含子和第 4

外显子连接处发生 G-A 突变导致发生可变剪接，蛋白翻译提前终止。敲除实验证实 SG5 基因即为目的基因。SG5

基因为组成型表达，在根、茎、叶中表达水平较高。SG5 蛋白定位在细胞质和细胞核中。SG5 在进化过程中发生

籼稻、粳稻分化。【结论】本研究鉴定了 OsJar1 基因一个新的等位突变，发现 SG5 在自然选择过程中发生了籼、

粳分化。本研究为后续深入研究颖壳调控分子机制提供了新的线索，并为水稻设计育种提供新的基因资源。 

关键词：水稻；颖壳开裂；浆片；sg5 突变体 

籽粒是水稻产量和外观品质最直观的检测指

标，而水稻颖壳发育对籽粒形态的建成起到了关键

作用[1, 2]，但颖壳发育的分子机制仍有待于进一步深

入研究。水稻颖花结构从外至内分别为 1 片外稃、1

片内稃、2 枚浆片、6 枚雄蕊以及 1 个雌蕊，基部还

有 2 片退化的颖片以及 1 片护颖。水稻是单子叶植

物，但其花器官发育特征也部分适用双子叶植物花

器官发育的 ABCDE 模型[3-5]。A 类基因主要调控水

稻内、外稃的发育，并和 B 类基因协同调控浆片的

形态建成；B 类基因和 C 类基因共同调控雄蕊发育，

雌蕊发育则主要由 C 类基因调控；D 类基因决定胚

珠的形成；E 类基因对四轮花器官发育均有参与[6, 7]。 

水稻的雄蕊、雌蕊都能在双子叶植物中找到相

匹配的器官及相似的基因调控方式，但内、外稃与

花萼形态功能上仍存在较大差异[8]。DP1 编码一个

AT-hook DNA 结合蛋白，突变后表现为内稃退化、

扭曲变形或发育成外稃状，而外稃、雌雄蕊发育正

常[9-10]；DP2 突变后内稃发育不良，而外稃和雌雄蕊

发育正常，颖壳呈弯曲状[11]。内稃和外稃并不同步

发生变化，这一现象表明，颖壳内、外稃可能并非

同源器官。因此，对水稻颖壳发育相关的基因鉴定

有助于探索水稻内、外稃的调控机制。 

MADS-box 家族基因广泛参与水稻花器官发育

过程。OsMADS1 是其中最先被鉴定的基因，在维持

花序分生组织特异性分化及花器官发育中是不可

或缺的。过表达 OsMADS1 会促进花序分生组织转

变及内、外稃的形成[12]；OsMADS1 敲除后会干扰

内稃和外稃中特定细胞的分化，产生类似颖片的特

征[13, 14]。OsMADS1 同样可以通过与 OsMADS16 互

作参与 OsMADS16-OsMADS3/OsMADS58 调控通

路参与花分生组织特异性及浆片、雄蕊的形成[15]。

OsMADS14 参与第 1 轮花器官发育，在内外稃中表

达，但在所有器官原基发育成熟后在雌蕊、雄蕊中

表达[16]。osmads15/dep 内稃退化，外稃和颖片略微

伸长[17]，同样为水稻颖壳内、外稃非同源器官提供

了证据。MADS14;15;18i pap2-1 转基因植株在生殖

生长过程中严重受阻，无法形成正常的颖花，说明

OsMADS14/OsMADS15/OsMADS18 能够与 OsMAD 

S34/PAP2 共同决定花序分生组织的转变 [18]。

OsMADS2可以控制浆片的形成而不影响雄蕊发育，

在浆片特有导管发育并维持浆片器官大小中发挥

重要作用[19]；OsMADS4 在浆片和雄蕊形成中同样

重要，降低 OsMADS4 的表达水平，浆片转变为内

外稃，雄蕊转变为心皮，OsMADS4 与 OsMADS2 在

MADS-box 结构域中相似度极高，在功能上部分冗

余[20]。OsMADS6/MFO1/AFG1 属于类 AGL6 亚家族

基因，osmads6-1 内稃变宽导致颖壳无法正常闭合，

且增加了类似外稃维管模式的 5~6 个维管束，外稃

发育正常[21-23]；osmads6-5 是一个无效等位突变，导

致除外稃之外的其他花器官均同源异型地转变为

类外稃器官，并产生不确定的花分生组织，从而形

成由重复的外稃和类外稃器官轮生组成的突变小

花[24]。OsMADS32/CFO1 属于 MIKCc 类 MADS-box

家族，突变后内稃增宽，浆片异化成颖壳或雌蕊或

颖壳-浆片或颖壳-浆片-雌蕊嵌合体，雄蕊数目减

少，雌蕊数目增多等表现[25]。 

除了 MADS-box 家族基因外，其他基因也能

影响水稻颖壳的发育。PAL1 突变后内稃缺失异化

成叶状，外稃发育正常[26]。SL1 编码一个 C2H2 型

锌指蛋白，突变后颖壳开裂不闭合，内轮花器官

中形成大量的心皮或类心皮状器官，并在心皮和

扭曲的内、外稃之间形成长短不一的内、外稃状

器官[27]。DFO1/CCP1 编码一个植物特异的类 EMF1

蛋白，DFO1/CCP1 通过维持 H3K27 三甲基化介导

OsMADS58 基因的表观沉默调控水稻内稃的发育。

DFO1 突变后内稃萎缩，颖壳开裂籽粒小且畸形[28, 29]。

DBOP/REP1 基因编码一个 TCP 家族转录因子，通

过抑制内稃边缘伸展调控内稃发育。REP1 在花发育

早期仅在内稃原基表达，花发育后在雄蕊和内外稃

维管束中表达，但突变后内稃发育显著缓慢，总体变

小，内稃中有 5 个维管束，与外稃结构类似[30, 31]。

OsSNB 编码一个 AP2 转录因子，是穗分生组织向

花分生组织转变以及花器官模式的形成所必需的。

但其突变体会额外形成内外稃或者类似于内外稃

的结构，在内稃一侧偶尔会形成异位的浆片，且浆

片的长度比野生型长，雄蕊数目减少，偶尔形成额

外的心皮[32]。MFS1 同样编码一个 AP2 转录因子，

mfs1 则表现为从穗分生组织向花分生组织转变延
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迟，出现一个额外的类颖壳器官和一个伸长的小穗

轴，内稃退化[33]。AFD1/BSG1 编码一个 DUF640 蛋

白，在调控水稻内外颖发育中发挥重要作用，BSG1

突变后花器官的组成和形态均正常，但内外颖扭曲

细长无法闭合，籽粒粉质化严重[34, 35]。 

水稻颖壳发育异常会影响产量和稻米品质，因

此鉴定更多颖壳发育相关的突变体，将有助于我们

深入研究水稻花器官发育的遗传机理，为精细调控

颖壳发育保障水稻产量、提高稻米品质奠定基础。

本研究在徐稻 3 号(XU3)的EMS诱变库中鉴定一个

颖壳开裂不闭合，但其他花器官发育正常的突变

体，命名为 sg5 (split glume 5)，对其开展农艺性状

考察、形态学分析、基因定位及克隆、qRT-PCR 及

进化树分析，以期为解析水稻颖壳发育调控的分子

机制提供新的基因资源。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及农艺性状考察 

本研究实验材料 sg5 突变体是粳稻品种徐稻 3

号 经 化 学 诱 变 剂 甲 基 磺 酸 乙 酯 (Ethyl 

Methanesulfonate，EMS)诱变获得的，经多代自交其

性状稳定遗传。材料种植于徐州现代农业试验示范

基地，每行种 8 株，株行距为 13.2 cm×25 cm，肥

水管理同大田生产。在开花前，对野生型和突变体

上长势一致的颖壳进行标记，之后从第一日 18:00

到第二日 18：00 的不同时间，在野生型和突变体上

分别摘取 10 粒标记的颖壳，使用体视显微镜(Nikon 

SMZ1500)观察颖壳及浆片发育形态。成熟期随机选

取野生型和突变体(≥10 株)分别对其株高、穗长、

每穗粒数、粒长、粒宽等农艺性状进行考察。 

1.2  遗传群体构建及候选基因确定 

以纯合 sg5 突变体为母本，籼稻 9311 为父本构

建性状分离的 F2 群体，选取具有突变体表型的 316

株用于基因定位。随机选取 F2群体中 7 个具有突变

体极端表型及 7 个具有野生型表型的单株，分别提

取 DNA 并等量混合，形成两个 DNA 池，利用筛选

得到的在徐稻 3 号和 9311 中具有多态性的 188 对

InDel 标记进行连锁分析，然后扩大群体加密标记

进行定位。相关定位引物见表 1。 

同时，在以 sg5 突变体为母本，徐稻 3 号为父

本杂交并自交获得的 F2 群体中，分别选取 40 株具

有野生型表型、突变体表型的单株叶片，10 株 sg5

突变体、徐稻 3 号的叶片构建 4 个子代池进行

BSA(Bulked Segregant Analysis)测序分析得到差异

基因，与连锁分析结果相互验证获得候选基因。基

表 1  本研究所用的引物序列 

Table 1. Primer sequences used in this study 

引物名称 

Primer name 

引物序列（5'→3'） 

Primer sequence (5'→3') 

功能 

Function 

InDel 5-11F GGAGTTCTGGTGGCTTTCC 基因定位  

Gene mapping InDel 5-11R CAGTTCCCCATTTCCCTCTA 

InDel 5-13F TGAGTTTCCGGTGTTCCATA 

InDel 5-13R AAGGCAAAGTCGTTCAGCTT 

SG5-Cas9-F ggcaATATTGAGCCCTATATCCAG 基因编辑  

Gene editing SG5- Cas9-R aaacCTGGATATAGGGCTCAATAT 

SG5-1305-GUS-F catgattacgaattcATCACCTCTGCCCAAAACCA GUS 载体构建  

Construction of GUS vector SG5-1305-GUS-R tcagatctaccatggTGTAATGGTAGAATCCTGGCTTTACCA 

SG5-1305-GFP-F aagtccggagctagctctagaATGACGATCTGCAGCTGTGAGG 亚细胞定位  

Subcellular localization SG5-1305-GFP-R ggtcctcgagacgtctctagaAAATCCATAGGCAGTACTGAAATAACTTTGGG 

Hyg-F ACGGTGTCGTCCATCACAGTTTGCC 潮霉素基因检测  

Detection of hygromycin resistance gene Hyg-R TTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGA 

Cas9-F CGTGGAAGATCGGTTCAACGC 阳性株检测   

Sequencing of positive plants Cas9-R CTGCCGGCCAGATTGGCA 

CR-SG5-F TGATGCCAACTCCTACTGCAC 突变位点检测  

Mutation site detection CR-SG5-R ACTTGGGCTTTCCGTGTGTT 

UBQ10-qPCR-F TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG  qRT-PCR 

UBQ10-qPCR-R GCACCACAAATACTTGACGAACAG 

SG5-qPCR-F GATACCTCACCAGTGGTCACTG 

SG5-qPCR-R TCCTAAACGCGTAAGATGTACGG 

引物序列小写字母表示载体接头。 

Lowercase letters indicate vector adapter sequences. 
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于 Rice Genome Annotation Project (http://rice. 

plantbiology.msu.edu/index.shtml) 网站预测的候选

基因，设计引物分别扩增 sg5 突变体和野生型的基

因组序列，利用 Geneious 软件进行序列比对，找到

突变位点初步判断目的基因。 

1.3  载体构建及转化 

使用线上网站CRISPR-P2.0 (http://cbi.hzau.edu. 

cn/cgi-bin/CRISPR2/CRISPR)设计 SG5 靶序列。采

用重叠 PCR 法将 sgRNA 与 pC1300-Ubi-Cas9-SK-

5G (ffw) 表达载体通过 AarI 酶切位点连接，并将连

接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态进行培养，挑选

阳性单克隆进行测序；为了检测 SG5 的时空表达模

式，通过 EcoR I、Nco I 酶切位点将 5’UTR 前 2038 

bp作为SG5的启动子区，连接到pCMBIA1305-GUS

载体上构建 35S::pSG5-GUS 表达载体，将正确连接

的载体转化至农杆菌 EHA105 感受态并在徐稻 3 号

背景下进行水稻遗传转化。引物序列见表 1。 

1.4  转基因阳性株系鉴定 

针对敲除株系，在获得 T0代转基因植株后，利

用CTAB法提取各单株叶片的DNA，分别使用Hyg-

F/R 和 Cas9-F/R 引物扩增潮霉素抗性基因及 Cas9

编码基因用于鉴定阳性植株，并以无菌水为模板作

为阴性对照。同时根据靶序列设计引物，扩增阳性

株检测基因编辑位点突变方式。引物序列见表 1。 

针对 35S::pSG5-GUS 转基因植株，在 T0 代幼

苗时期利用配制的 GUS(β-葡萄糖苷酸酶)染液初步

判断阳性株。随着植株的生长发育，在与时空表达

相对应的时期剪取一定长度和数量的根、茎、叶片、

叶鞘、幼穗浸没在 GUS 染液中染色，抽真空 30 min

使得 GUS 染液没过各组织，用锡箔纸黑暗处理，置

于 37℃培养箱中，1~2 d 即可看到各组织着色。之

后可用 90%无水乙醇水浴脱色，至脱色完全后扫描

拍照。 

1.5  亚细胞定位 

为检测 SG5 蛋白表达的亚细胞位置，扩增去终

止密码子的 SG5 编码序列，并与通过 Xba I 线性化

的 pCAMBIA1305-GFP 载体上的 GFP 蛋白融合，并

在水稻原生质体中瞬时表达，利用激光共聚焦显微

镜检测绿色荧光蛋白信号。所用引物序列见表 1。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

利用天根 RNAprep Pure 试剂盒提取野生型的

根、茎秆、叶片、叶鞘及幼穗总 RNA 后，使用东洋

纺公司的定量反转录试剂盒(ReverTra Ace qPCR RT 

Master Mix with gDNA Remover)将 RNA 反转为

cDNA。荧光定量 PCR 采用 SYBR Green Mix 荧光

染料，20 μL 反应体系并设 3 次重复。qRT-PCR 程

序：95℃下预变性 10 min；PCR：95℃下变性 15 s，

58℃下退火 30 s，72℃下延伸 30 s，共 40 个循环；

溶解曲线分析：95℃下变性 15 s，58℃下退火 1 min，

接着以 0.11℃/s 的速率升温至 95℃；最后降温至

50℃完成反应。选用 UBQ10 作为内参基因，采用

2−ΔΔCT 方法计算基因相对表达量[36]。表达量检测引

物见表 1。 

1.7  SG5进化分析 

利用 InterproScan 对 40 份水稻核心种质资源

(附表 1)的蛋白序列进行 GH3 结构域的检索，对获

得的包含 GH3 结构域的蛋白序列进行去重。通过

MAFFT 进行蛋白序列的比对后使用 Trimal 对比对

后的序列进行修剪，采用 IQtree 软件中的 ML 法

(Maximum Likelihood，最大似然法)构建进化树，并

使用 Treeviewer 美化进化树。 

2  结果与分析 

2.1  水稻颖壳开裂不闭合突变体 sg5的表型特征 

对突变体及野生型农艺性状考察发现，在抽

穗期，突变体株高与野生型无显著差异，但抽穗

期提前(图 1-A, D)。在灌浆期，野生型受精后颖壳

内外稃紧密钩合在一起，籽粒发育正常；sg5 颖壳

开裂内外稃正常发育但不钩合，受精后仍保持开

裂状态，直至成熟(图 1-B)。在成熟期，与野生型

相比，sg5 粒长、粒宽均降低且粉质化，霉化严重

(图 1-C)；穗长增加但结实率降低，有效穗数无明

显差异(图 1-D)。 

2.2  水稻颖壳不闭合是由浆片持续膨胀引起的 

在野生型及突变体刚抽穗 5 cm 时对其颖壳发

育状态进行观察，发现在开花前两者颖壳内外稃均

发育正常(图 2-A、B)，但在开花受精之后，野生型

颖壳闭合而突变体保持颖壳开裂状态(图 2-A-C、

D)。为探究 sg5 突变体颖壳开裂后不闭合的细胞学

原因，我们对野生型及突变体未开花的颖壳进行标

花处理，并从前一天 18：00 开始，在不同时间内摘

取颖花解剖观察其浆片结构。结果显示，随着时间

的推移，野生型及突变体的浆片不断膨大。野生型

浆片在次日 11：00 达到最大，此时内外稃完全张

开，在 12：00 浆片逐渐萎缩，颖壳缓慢闭合；而突

变体则是在次日 12：00 达到最大，表明突变体的开

花时间较突变体迟。野生型浆片不断萎缩，在 13：

00 后内外稃闭合；而突变体浆片则略有萎缩但仍处

于膨大状态，致使内外稃无法钩合而一直开裂(图 2-
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E)。以上结果表明，突变体颖壳不闭合是由浆片持

续处于膨大状态引起的。 

2.3  SG5基因定位及候选基因分析 

利用均匀分布在水稻 12 条染色体，并在徐稻 3

号和 9311 具有多态性的 InDel 标记对突变体性状

进行连锁分析，并结合突变体表型单株去除假阳性

区间，最终检测到 5 号染色体 InDel5-11 和 InDel5-

13 标记与颖壳是否开裂存在连锁现象，物理间距为

3.72 Mb(图 3-A)。 

同时，利用 sg5/徐稻 3 号获得的 F2 群体，经

BSA 测序分析共得到 1265 个 SNP 差异位点(表 2)，

在 5 号染色体目标区间内共有 21 个差异位点基因，

有 9 个基因变异位点发生在外显子和剪接受体处，

根据基因功能注释共筛选 3 个候选基因，分别为

LOC_Os05g50080 、 LOC_Os05g50890 、 LOC_ 

Os05g51230(图 3-A)。其中，LOC_Os05g50890 为已

报 道 的 水 稻 颖 壳 开 放 和 花 药 开 裂 基 因

OsJAR1/OsGH3-5，编码茉莉酸氨基酸合成酶。进一

步以 sg5/9311 构建的 F2 群体中突变体表型单株提

取的 DNA 为样品，将 3 个候选基因分别扩增并测

序，结果显示，仅在 LOC_Os05g50890 中检测到突

变位点，突变体在第 3 内含子及第 4 外显子连接处

发生 G-A 突变，造成可变剪接，蛋白翻译提前终止

(图 3-B)。sg5 与 OsJar1 Tos17 插入引起的突变表型

相似，初步表明 sg5 表型是由 OsJAR1/OsGH3-5 基

因突变导致。 

2.4  SG5功能分析 

利用 CRISPR/Cas9 技术在靠近 SG5 起始密码

子处设计靶序列进行基因编辑。后代 T0 代转基因苗

经潮霉素及 Cas9 序列扩增检测后，对阳性株测序

检测其具体的突变方式，最终发现两种不同突变方

式的纯合突变株系(图 3-C)。株叶形态考察发现，

SG5#CR-1、2 与野生型相比，抽穗期提前，但株高

较矮(图 3-D)。对其颖壳形态检测发现，SG5#CR-1、
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A: 抽穗时野生型及突变体单株表型，比例尺=20 cm；B: 野生型及突变体颖壳及穗部形态，比例尺=5 cm；C: 野生型及突变体籽粒性状，比例尺=1 

cm；D: 抽穗期、株高、有效穗数、穗长、结实率、粒长、粒宽表型差异。数据表示为平均值±标准差（n≥20），学生氏 t-检验计算差异显著性。*突

变体与野生型间的表型差异在 P < 0.05 水平上显著；**突变体与野生型间的表型差异在 P < 0.01 水平上极显著。 

A, Characterization of plant type in wild type and sg5. Scale bar=20 cm. B, Glume morphology and panicle morphology in wild type and sg5. Scale bar=5 cm. 

C, Comparison of grain size in wild type and sg5. Scale bar=10 mm. D, Comparison of heading date, plant height, panicle number, panicle length, seed setting 

rate, grain length and grain width in wild type and sg5. Data are given as Mean ± SD (n≥20). Student’s t-test was used to generate P value. *, P < 0.05; **, P < 

0.01. 

图 1  野生型徐稻 3号与 sg5表型特征 

Fig. 1. P enotypic c aracterization of wildtype    dao 3,   3  and sg5 
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2 在抽穗期颖壳开裂不闭合且一直持续到成熟期

(图 3-E、F)，与突变体表型一致。对其他农艺性状

考察发现，SG5#CR-1、2 株系抽穗期提前、株高降

低，穗长增加、结实率降低，有效穗数无差异(图 3-

G)，同 sg5 表型基本一致(图 1)，表明 SG5 确为目

的基因。 SG5 编码茉莉酸氨基酸合成酶，是

OsJAR1/OsGH3-5 的一个新的等位基因。在成熟期

对籽粒进行检测发现，与野生型相比，sg5 突变体

及 SG5#CR-1 株系中大量籽粒颖壳发霉且胚乳霉

变，每穗实粒数极低，严重影响水稻产量(图 3-H)。

以上结果表明，SG5 在正常行使功能时，可确保颖

壳受精后内外稃钩合，而突变后会导致颖壳开裂不

闭合，严重影响籽粒结实率及种子活力。 

2.5  SG5基因的组织表达模式分析 

在水稻幼穗分化期，通过 qRT-PCR 检测野生

型的根、茎、叶、叶鞘、幼穗等不同组织中 SG5

基因的表达水平。结果显示，SG5 是组成型表达，

且在根、茎、叶中的表达水平较高，在幼穗中表

达较低，但随着幼穗分化其表达水平逐步提高(图

4-A)。对 35S::pSG5-GUS 阳性转基因株各组织进

  3 sg5

  3 sg5   3 sg5

1            

1    11   12   

13   15   1    

  3 sg5   3 sg5   3 sg5

A B C

D

E

野生型及突变体未开花前穗部状态(A)、颖壳形态(B)、开花后穗部状态(C)和开花后颖壳形态(D)，比例尺=5 cm；E: 野生型及突变体前期长势一致的

颖花，在开花前后不同时间的颖壳及浆片形态变化，比例尺=20μm。白框中是相对应的颖花。 

A, Characterization of panicle before flowering(A), glume before flowering(B), panicle after flowering(C), glume after flowering(D) in the wild type and 

sg5(Scale bar=5 cm). E, Florets of consistent early growth from wild type and sg5, showing morphological changes of glumes and lodicules at various time points 

around flowering. Scale bar = 20 μm. The white boxes indicate the corresponding florets. 

图 2  野生型（  3）和 sg5在开花前后不同时间颖壳及浆片的发育形态变化 

Fig. 2.  evelop ental  orp ological c anges of gl  es and lodic les in wild type    3  and sg5 at vario s ti e points aro nd 

flowering 
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行 GUS 染液染色，结果表明 SG5 启动子启动的

GUS 蛋白在各个组织中均能检测到，且在根、茎、

叶中着色较深，表明该基因在根、茎、叶的表达

量较高；在幼穗中着色较弱，表明该基因在幼穗

中表达量较低，这一结果与 qRT-PCR 检测结果一

致(图 4-B)。 

2.6  SG5亚细胞定位 

将 构 建 的 pCAMBIA1305::SG5-GFP 和

pYBA1138-mCherry 载体共转入水稻原生质体中进

行瞬时表达分析。通过激光共聚焦观察 SG5 蛋白在

水稻原生质体中的亚细胞位置，结果显示 35S::SG5-

GFP 融合蛋白和 pYBA1138-mCherry 标记蛋白在细

胞质、细胞核中重叠，表明 SG5 在细胞质和细胞核

中表达(图 4-C)。 

2.7  SG5进化树分析及蛋白多序列比对 

SG5蛋白结构域分析显示其包含一个GH3-5结

构域(图 3-D)。通过 InterProScan 对 40 份水稻种质

资源中具有 GH3 结构域的蛋白序列进行进化树分

析，在 34 个种质资源中均检测到 SG5 蛋白。进化

树分析表明，在籼稻中 SG5 与尼瓦拉野生稻 
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G

A：SG5 图位克隆；B: 野生型、突变体 DNA 序列及蛋白序列分析；下划线表示野生型 SG5 第 4 外显子前端序列，其他序列代表第 3 内含子后半部

分；虚线红框表示剪接突变位点及新的剪接位点。黑色竖线表示茉莉酮酸酯位点；绿色竖线表示 L-α-氨基酸位点。C：SG5 基因编辑及纯合突变株序

列；D: 野生型、突变体、SG5#CR-1、SG5#CR-2 抽穗时单株表型，比例尺=20 cm, E: 野生型、突变体、SG5#CR-1、SG5#CR-2 受精后颖壳形态；F: 

野生型、突变体、SG5#CR-1、SG5#CR-2 成熟期穗部形态，比例尺=5 cm；G：野生型、突变体、SG5#CR-1 每穗实粒数；红点：正常籽粒；黑点：发

霉籽粒。H：抽穗期、株高、有效穗数、穗长、结实率、粒长、粒宽表型差异。红点：单株数目。数据表示为平均值±标准差（n≥10），学生氏 t 检

验计算差异显著性。*表示表型在 P < 0.05 水平显著；**表示表型在 P < 0.01 水平极显著。 

A, Map-based cloning of SG5. B, Characterization of DNA and protein sequences in Xudao 3(XU3) and sg5. Underlined nucleotides are the sequence of the first 

half of exons 4 in XU3, others are at the terminal of the intron 3. Red boxes are the splicing site mutation and new splicing sites. Black vertical line, the site of 

jasmonate. Green vertical line, the site of L-alpha-amino acid. C, Gene editing and homozygous mutant sequences. D, Characterization of plant type in XU3, sg5 

mutant, SG5#CR-1, and SG5#CR-2. Scale bar=20 cm. E, Glume morphology of XU3, sg5 mutant, SG5#CR-1, and SG5#CR-2; F, Panicle morphology of wild 

type, sg5 mutant, SG5#CR-1, and SG5#CR-2. Scale bar=5 cm. G, Number of grains per panicle in XU3, sg5 mutant, and SG5#CR-1; Red dot, Normal seeds. 

Black dot, Moldy seeds. H, Comparison of heading date, plant height, panicle length, panicle number, and seed setting rate in XU3, SG5#CR-1, and SG5#CR-2. 

Red dot, Number of plants investigated. Data are given as Mean ± SD (n≥10). Student’s t-test was used to generate P value. * P < 0.05; ** P < 0.01.  

图 3  SG5图位克隆及功能验证 

Fig. 3.  ap based cloning and f nctional verification of SG5 
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A：SG5 基因的组织表达模式分析，数据表示为平均值±标准差（n=3）；B：SG5 启动子启动 GUS 蛋白在各个组织部位中的染色情况(比例尺=10 mm)。

C：SG5 在原生质体中的亚细胞定位，35S::GFP 空载 (比例尺=50 μm)；35S::SG5-GFP 载体(比例尺=5 μm)。 

A, qRT-PCR analysis of SG5 gene expression in various tissues. Data are given as Mean ± SD (n=3). B, Histochemical analysis of GUS activity in various 

tissues.( Scale bar=10 mm). C, Subcellular localization of SG5 in rice protoplast. 35S::GFP(scale bar=50 μm). 35S::SG5-GFP(scale bar=5 μm). 

图 4  SG5时空表达模式及亚细胞定位 

Fig. 4. Expression pattern analysis of SG5 and s bcell lar localization 

 表 2   SA分析检测的差异位点汇总 

 able 2. S   ary of differentially expressed genes detected  sing  SA analysis 

差异种类 

Category 

差异基因数目 

Number of differential genes 

基因上游 Upstream 638 

功能获得型 Stop gain 6 

功能缺失型 Stop loss 2 

5' UTR  10 

3' UTR  14 

保守结构缺失/插入 Conservative inframe deletion / insertion 4 

散乱结构缺失/插入 Disruptive inframe deletion / insertion 3 

移码突变 Frameshift variant 23 

错义突变 Missense variant 119 

同义突变 Synonymous variant 98 

剪接受体变异 Splice acceptor variant & intron variant 4 

内含子变异 Intronic 60 

基因间变异 Intergenic region 72 

基因下游 Downstream 212 

合计 Total 1265 
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(O. nivara)亲缘关系更近，而在粳稻中 SG5 与普通

野生稻(O. rufipogon)具有更近的亲缘关系(图 5-A)。

SG5 蛋白多序列比对结果显示，尼瓦拉野生稻蛋白

序列与 21 个籼稻品系完全一致；普通野生稻在

GH3-5 结构域上与 10 个粳稻品种蛋白序列完全一

致。在 6 个常用的水稻品种(3 个粳稻品种：徐稻 3

号、02428、中花 11；3 个籼稻品种：9311、N22、

R498)中，粳稻和籼稻中仅在第 129 位氨基酸存在

E-K(谷氨酸-赖氨酸)的差异，以上结果表明 SG5 在

水稻中高度保守，且在进化过程中发生了粳稻、籼

稻分化(图 5-B, 附图 1)。 

3  讨论 

内稃和外稃是禾本科植物特有的器官，其形态

结构决定颖花是否正常闭合。浆片和小穗轴的结构

决定着颖花开放的程度和时间，在花的局部瞬时打

开，使雄蕊能够伸出而进行异花授粉这一过程具有

独特的功能，其功能缺失会导致糙米部分外露，外

观品质较正常籽粒会附着更多的霉斑、裂纹、虫蛀

等不利性状，严重影响种子活力(图1-C；图3-C)。因

此，水稻颖壳的发育是决定水稻产量和稻米品质的
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A：SG5 蛋白进化树分析。红框：具有 GH3-5 结构域的种质资源；红色箭头指向：SG5 目的蛋白。B：SG5 蛋白多序列对分析。灰色框：GH3-5 结构

域；绿色框：茉莉酮酸酯；红色框：变异位点氨基酸；蓝色框：L-α-氨基酸位点。 

A, Phylogenetic tree analysis of SG5 in rice. Red frame, Rice resources with the GH3-5 domain. Red arrow, SG5 protein. B, Multiple sequence alignment of SG5 

in rice. Gray frame, The domain of GH3-5. Green frame, The site of jasmonate. Blue frame, The site of L-alpha-amino acid.  

图 5  SG5进化树分析及蛋白多序列比对 

Fig. 5. P ylogenetic tree and   ltiple seq ence align ent analysis of SG5 in rice 
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因素之一，深入了解水稻颖花结构及其发生机制对

水稻品种改良、提高杂交制种产量提供新的思路和

基因资源。 

王忠等[37]研究表明，水稻颖壳开裂是淀粉在淀

粉酶的作用下溶解为可溶性糖并随着水势压力差

进入浆片，使得浆片体积膨大，脱开内外颖接槽后

推开外颖。之后，小穗轴抽调浆片中的水分及内含

物使得浆片萎缩，在弹力的作用下外颖向内颖靠拢

而闭颖。OsMADS2具有控制沿小穗轴近轴到远轴细

胞分裂和分化的功能，是薄壁组织和浆片特有维管

束的发育以及维持浆片大小所必需的，OsMADS2功

能缺失会导致浆片近端区域的细胞向内稃边缘区

域转化 [19] ； OsMADS4与OsMADS2高度同源，

OsMADS4-RNAi转基因植株表现为浆片伸长向内

稃转变，雄蕊转变为心皮[20]。SG5突变后内外稃发

育正常，仅浆片失水萎缩缓慢，并持续保持膨大状

态，导致内外稃无法正常闭合 (图2)，表明与

osmads2、osmads4调控浆片发育的机制并不一致。

UG1(unclosed glumes 1)初定位于3号染色体，其突变

体的颖壳开裂率超过90%，籽粒质量差，但内外稃

形态特征正常[38]，与sg5表型相似，表明SG5可通过

其他途径调控花器官发育。 

Aux/IAA(生长素)、SAUR(Small Auxin Up RNA，

生长素上调小RNA)和GH3基因家族是植物生长素

的3类原初反应基因。图位克隆及基因编辑结果证

明，SG5是OsJAR1/OsGH3-5新的等位基因，不同之

处在于sg5是第3内含子和第4外显子交接处发生单

碱基替换，使得内含子不能正常剪接导致SG5蛋白

发生移码突变，翻译提前终止(图3-A)，而osjar1-1、

osjar1-2是T-DNA分别插入第4和第3外显子导致的

突变，均表现出颖壳不闭合，结实率下降的表型，

影响水稻花器官的形成和籽粒发育[39-41]。水稻中共

有12个GH3基因，OsGH3-3和OsGH3-5编码茉莉酸异

亮氨酸合酶，其他基因均编码吲哚乙酸氨基化合成

酶，在植物生长发育、胁迫响应及抗病防御等方面发

挥重要作用。其中OsGH3-1、2、4、8对生长素响应

更为敏感，当外源2, 4-D处理时基因表达水平显著提

升，其他基因表达水平变化较小[42]。OsGH3-1/LC1通

过催化游离的IAA与氨基酸结合降低水稻中IAA的

含量，维持IAA的体内平衡，增强防御反应和对真

菌的抗性 [43]。OsGH3-2参与调控水稻体内IAA和

ABA(脱落酸)的含量，对植株的耐冷性和抗旱性分

别起正向和负向调控作用，同时通过促进氨基酸-

IAA的形成，提高水稻的广谱抗性[44, 45]。在盐胁迫

下，OsGH3-4在水稻幼苗地上部和根部表达水平显

著提高[46]。OsGH3-6是OsNAC2的一个下游靶基因，

OsNAC2可整合IAA和CTK(细胞分裂素)信号途径，

负调控水稻初生根和冠状根的数量[47]。OsGH3-8表

达上调可激活对白叶枯的抗性，且不依赖于SA(水

杨酸)和JA(茉莉酸)依赖的信号传导通路，但会引起

植株发育缓慢[48]。OsGH3-8表达水平受OsMADS1和

OsMADS6的调控，当其表达水平降低时，心皮发育

和花粉活性均受到影响，导致育性降低[49]。 

在种子萌发过程中，OsGH3-5/OsJAR1可通过

JA信号协调种子休眠解除[50]。在水稻的光形态建成

中，OsGH3-5/OsJAR1可作为连接phyA、phyB蛋白

及水稻JA-ZIM结构域蛋白的桥梁参与调控光和JA

介导的信号调控。在光照下，phyB与OsJar1启动子

相结合，诱导其转录，并激活JA下游基因促进花药

绒毡层细胞分化、花粉粒形成及花药开裂，确保花

药正常发育和授粉[40, 51]。在裸露的种子受到昆虫取

食、病菌侵染时，植株体内会积累JA-Ile，表明

OsGH3-5/OsJAR1可能通过调控颖花发育时间间接

增强抗逆性[50, 52]。OsGH3-5/OsJAR1同样参与生长

素介导的调控通路，生长素响应因子OsARF19可通

过调控OsGH3-5/OsJAR1的表达水平调控水稻叶夹

角[53]。这些结果表明OsGH3-5/OsJAR1/SG5在水稻

花器官发育、颖壳在适宜光照下开放且花药正常裂

解过程中发挥着重要作用。 

在本研究中，SG5突变后颖壳不闭合表型是因

浆片在膨大后不能及时萎缩导致的，最新研究表

明，浆片的膨大和萎缩同样是由JA调控的，JA生物

合成基因OsAOS1在浆片中促进内源JA合成及水稻

日开花时间中发挥重要作用[54]。因此，我们推测浆

片发育的缺陷可能是由两种原因导致的。第一个原

因是SG5功能突变导致其参与的茉莉酸调控途径受

阻，致使浆片功能缺陷；第二个原因是生理结构缺

陷，SG5功能缺失使得浆片中小维管束数目减少，

连接小穗轴和浆片的大维管束减少，导致sg5浆片膨

大后需要更长的时间才能解除膨大状态，同时小穗

轴和外稃连接处细胞定型，小穗轴及护颖的反弹能

力减弱，即使浆片萎缩后内外稃也无法闭合[55]，其

中具体原因仍需进一步的探索。进化树分析及蛋白

多序列比对表明，SG5在自然及人工选择过程中发

生籼粳分化。发掘更多水稻颖壳发育相关基因的研

究，能够解析水稻花器官发育甚至是不育系颖壳不

闭合的分子机理，为提高制种产量提供新的思路。

深入探索SG5的功能，能够为精准调控水稻开花、

提高授粉效率、增强水稻抗逆性、培育高产抗病品

种提供基因资源。 
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在线辅助性信息：附表1和附图1请见《中国水

稻科学》网站(http://www.ricesci.cn) 
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