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摘要: 水稻茎秆的机械强度对其生长发育具有重要作用, 与倒伏性直接相关, 脆茎突变体是研究茎秆强度

遗传调控机理的良好材料。从籼稻‘广陆矮4号’ (GLA4)的T-DNA插入株系中筛选到一个脆茎突变体, 命
名为ebc (extreme brittle culm)。通过TAIL-PCR、MutMap+方法定位相应脆茎基因, 并通过转录组测序和

qRT-PCR技术对该基因进行鉴定和表达模式分析。结果表明: 与野生型相比, ebc植株各器官均呈现脆性, 
茎秆次生壁结构与成分异常, 但主要农艺性状与野生型无显著差异; 遗传分析显示, 该脆茎表型由一对隐

性单基因控制, TAIL-PCR显示T-DNA插入位于基因间, 与突变表型无关。基于MutMap+, 将候选基因定位

到BC1 (BRITTLE CULM 1), 其第三个外显子427位密码子单核苷酸(G)缺失(CGG→CG), 导致包含GPI修
饰位点在内的C端结构域被破坏。qRT-PCR显示, BC1在ebc茎和叶中表达量显著降低; 将含自身启动子的

BC1基因组片段转入突变体后, 表型恢复正常, 证实ebc是BC1的一个新等位突变; 转录组结果显示, 差异

表达基因主要参与跨膜运输、碳水化合物代谢等生物过程, 并显著关联于质膜等细胞结构, 富集于次生

代谢物生物合成及苯丙烷生物合成等通路; qRT-PCR结果显示, 在苯丙烷代谢通路中, 多个参与木质素合

成的关键酶基因表达量在ebc中显著变化, 且与转录组趋势一致。综上所述, 本研究中鉴定的脆茎突变体

ebc为BC1的新等位突变, BC1可能通过反馈调控苯丙烷代谢通路, 参与细胞壁成分协同组装, 这为深入解

析其分子机制提供了新依据。
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Abstract: The mechanical strength of rice culms plays a critical role in plant growth and development and 
is directly associated with lodging resistance. Brittle culm mutants serve as valuable genetic resources for 
dissecting the molecular mechanisms underlying culm strength regulation. In this study, a brittle culm mu-
tant, named ebc (extreme brittle culm), was isolated from a T-DNA insertion population of the indica variety 
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水稻(Oryza sativa)是全球一半以上人口的主

粮作物, 其茎秆机械强度与植株抗倒伏性呈显著

正相关(罗茂春等2007), 直接影响籽粒产量和品质

(Kashiwagi等2016)。茎秆形态建成与刚性支撑依

赖于细胞壁各组分的协调沉积和有序组装。脆茎

突变体是研究细胞壁合成组装、力学特性及茎秆

机械强度调控机理的重要遗传资源。迄今为止, 通
过自然变异和人工诱变方法已经获得大量茎秆机

械强度下降的脆茎突变体材料。从中克隆得到的

脆茎基因涉及纤维素及基质多糖的合成、胞内转

运和糖蛋白修饰等多种生理过程。

纤维素的合成缺陷或取向异常会造成水稻脆

茎表型。OsCesA4/7/9编码三个功能不冗余的纤维

素合酶催化亚基, 参与次生细胞壁中纤维素微纤丝

的合成, 突变后植株茎秆机械强度显著下降(Tana-
ka等2003)。CEF1/OsMYB103L编码的MYB家族转

录因子, 可作为主开关调控这三个纤维素合酶催

化亚基表达, 从而影响纤维素合成以及机械强度

(Ye等2015)。BC1编码类COBRA蛋白, 被认为通过

与纤维素相互作用以调节纤维素组装(Li等2003; 
Liu等2013)。次生壁纤维素的正常生物合成还依

赖膜运输过程。BC3/OsDRP2B编码发动蛋白, 可
调控质膜上OsCESA4的丰度, 进而影响纤维素含

量和机械性能(Li等2010)。BC12/GDD1编码驱动

蛋白-4, 突变导致纤维素微纤丝异常沉积并降低了

水稻茎秆机械强度(Zhang等2010)。此外, BC10编
码高尔基体定位的II型膜蛋白, 可作为糖基转移酶

发挥作用, 功能缺失导致细胞壁纤维素和阿拉伯

半乳聚糖蛋白水平降低, 从而引起机械性能下降

(Zhou等2009)。这些脆茎基因的克隆鉴定及功能

解析, 系统地揭示了细胞壁合成调控机理。对新的

脆茎突变体的挖掘鉴定, 将为进一步阐明水稻细

胞壁合成代谢和茎秆机械强度调控机制提供新的

思路和应用前景。

‘Guangluai 4’ (GLA4). The causal gene was mapped using TAIL-PCR and MutMap+ approaches, and its 
identity and expression pattern were further characterized by RNA-seq and qRT-PCR. The results showed 
that, compared with the wild type, ebc was characterized by brittleness in all examined organs, accompa-
nied by abnormal secondary cell wall structure and composition; meanwhile, no significant differences 
were observed in key agronomic traits including plant height, per-plant grain yield, seed setting rate, and 
grain shape between ebc and wild-type GLA4. Genetic analysis indicated that the brittle phenotype is con-
trolled by a single recessive nuclear gene. TAIL-PCR analysis confirmed that the T-DNA insertion was locat-
ed in an intergenic region, with no causal relationship to the brittle phenotype. MutMap+ mapping identified 
a candidate causal mutation in BRITTLE CULM 1 (BC1): a single guanine (G) deletion at codon 427 of its 
third exon (CGG→CG). This mutation triggers a frameshift mutation and disrupts the C-terminal functional 
domain including the conserved GPI modification site. qRT-PCR showed that the expression level of BC1 in 
the culms and leaves of ebc was significantly decreased. Complementation of the mutant with the BC1 
whole genomic region restored the wild-type phenotype, confirming that ebc is a novel allelic mutant of 
BC1. Transcriptome analysis revealed that differentially expressed genes (DEGs) were primarily involved in 
biological processes such as transmembrane transport and carbohydrate metabolism, were significantly 
associated with cellular components including the plasma membrane, and were enriched in pathways re-
lated to secondary metabolite biosynthesis and phenylpropanoid biosynthesis. qRT-PCR validation showed 
that the expression levels of multiple key enzyme-encoding genes involved in lignin biosynthesis within the 
phenylpropanoid pathway were significantly altered in ebc, consistent with the trends observed in the tran-
scriptome data. In conclusion, the brittle culm gene ebc is a novel allele of BC1. BC1 may participate in the 
coordinated assembly of cell wall components through feedback regulation of the phenylpropanoid path-
way, providing a new basis for further elucidating its molecular mechanism.
Key words: rice; brittle culm mutant; cell wall; BC1
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本研究从‘广陆矮4号’ (GLA4)的T-DNA插入

突变体的后代中筛选到一个脆茎突变体, 命名为

ebc (extreme brittle culm)。通过表型鉴定和显微观

察, 比较了ebc和野生型在农艺性状及细胞壁形态

结构上的差异, 且检测了茎秆和叶片的细胞壁主

要多糖含量变化, 分析了该突变体机械强度下降

的理化基础。通过TAIL-PCR检测, 发现T-DNA插

入位于基因间而非编码区, 与突变表型无关。基于

MutMap+分析定位到控制突变表型的候选位点, 测
序和遗传互补实验结果表明该位点为脆茎基因

BC1的一个新等位基因。转录组分析结果表明 , 
BC1变异干扰了化合物代谢及苯丙烷生物合成等

通路, 影响到多个苯丙烷代谢通路中木质素合成

相关酶基因表达。这些结果将有助于进一步解析

BC1参与细胞壁合成调控的分子机制。

1  材料与方法

1.1  实验材料及种植条件

所用材料包括籼稻(Oryza sativa L. ssp. indica)
品种 ‘广陆矮4号 ’ (GLA4)和携带T-DNA插入的

GLA4背景脆茎突变体ebc。所有水稻材料均采用

一年两季两地种植和收获, 6月至11月种植于上海

松江育种基地, 12月至次年5月种植于海南陵水南

繁基地, 进行常规水肥管理。

1.2  力学性能测定

在田间随机选取20株处于抽穗期的GLA4和
ebc, 将水稻的茎秆和叶片水平放置并固定两端, 对
茎秆倒2节间中部和剑叶中部使用依思达拉力计

(DS2-20N型和DS2-200N型)缓慢施加垂直压力直

至茎秆或叶片断裂, 记录茎秆和叶片在断裂瞬间

测力计的读数。

1.3  茎秆节间染色观察

取抽穗期野生型GLA4和突变体ebc新鲜的茎

秆倒2节间切成完整薄片; 放于载玻片上滴加用溶

剂为95%的乙醇水溶液配置质量浓度为10 g·L–1的

间苯三酚溶液, 孵育2 min, 用50%盐酸封片后在

ZEISS显微下观察, 并用成像系统拍照。

1.4  茎秆节间横切面扫描电镜观察

用双面刀片将抽穗期的水稻茎秆倒2节间同

一区段切成适宜长度(不超过5 mm), 置于FAA固定

液中固定, 用真空泵抽真空5~6次保证气泡已排出

且固定液充分浸透组织, 置于4℃下固定24 h以
上。随后进行乙醇梯度脱水, 乙醇浓度梯度依次

为50%-70%-85%-95%-100%-100%, 每个浓度下浸

润10 min, 适当摇动保证脱水充分; 利用二氧化碳

临界点法干燥后置于干燥封闭容器中; 制样观察

时将材料观察面朝上, 用双面胶黏贴在铜台上, 抽
真空喷金镀膜后用日本电子(JEOL) JSM-6360LV
扫描电镜进行显微观察。

1.5  细胞壁纤维素、木质素和半纤维素含量检测

选取适量(最终干重不低于3 g)的突变体ebc和
亲本GLA4的新鲜叶片及茎秆, 置于烘箱中105℃
杀青30 min后, 60~80℃中烘干到恒重, 后续测定委

托南京卡文思检测技术有限公司完成, 每个样品

设置3个生物学重复。

1.6  TAIL-PCR
提取高纯度且完整的基因组DNA, 在突变体

中测试载体两臂完整性后, 后续步骤参照模板锁

定染色体步移试剂盒(北京庄盟国际生物基因科技

有限公司)。
1.7  MutMap+分析

参照Fekih等 (2013)的双混池策略 , 从ebc与
GLA4杂交获得的另一批次F2代群体中, 提取50株
突变型个体和50株野生型个体的基因组DNA, 并
分别等量混合以构建分离群体样本池。二代测序

后得到的野生型池和突变型池平均测序深度分别

为36×和59×。首先用fastp (v0.23.4) (Chen等2018)
去接头与质控(质量阈值Phred≥20、最短保留长

度≥50 bp); 使用BWA-MEM (v0.7.17)将读段比对

至GLA4基因组; 比对结果经SAMtools (v1.19) (Li
等2009)与Picard (v2.27.5)比对过滤与去重, 仅保留

MAPQ≥30的比对; 采用bcftools (v1.17) (Li 2011)
进行变异检测并进行阈值过滤(排除QUAL<30, 
MQ<40); 排除各池测序深度小于8×或大于3倍全

基因组平均深度的位点, 同时屏蔽插入位点±50 kb
区域以排除插入位点局部噪声; 过滤homopolymer 
indel (位于连续≥5个相同碱基区域的indel)后, 按
照Δ(SNP-index)=突变型池SNP-index−野生型池

SNP-index (其中SNP-index=变异读段数/总读段数)
计算保留位点上Δ(SNP-index), 采用单位点Δ(SNP- 
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index)全基因组排名以筛选候选位点。

1.8  互补载体构建

以亲本GLA4基因组DNA为模版 , 用高保真

phanta酶扩增含BC1完整编码区的基因片段, 互补

片段全长6 089 bp包括上游启动子序列2 138 bp, 下
游2 347 bp和完整编码区1 604 bp。以pCAMBIA- 
2300为载体进行同源重组, 后续遗传转化由武汉

伯远生物技术有限公司进行。

1.9  实时荧光定量PCR
选取野生型GLA4和突变体ebc相同部位的抽

穗期茎秆和叶片, 用液氮速冻后研磨成粉末, 提取

总RNA后使用ReverTra Ace® RT Master Mix with 
gDNA Remover (东洋纺上海生物科技有限公司)进
行cDNA反转和基因组DNA的去除。实时荧光定

量PCR在Applied Biosystems QuantStudio系统上进

行, 反应条件: 95℃初始变性1 min; 95℃变性15 s, 
60℃退火延伸1 min, 循环40次 ; 95℃高温15 s, 
60℃ 1 min, 95℃保持1 s, 最后12℃恒温。以水稻

肌动蛋白基因为内参, 数据进行归一化处理, 每个

样本设置3个重复。

1.10  转录组分析

选取抽穗期野生型GLA4和突变体ebc茎秆倒

二节间提取RNA并制备测序文库, 测序工作在上

海药明康德新药开发有限公司进行。使用基迪奥

云平台数据库(www.omicshare.com/tools)进行进一

步GO和KEGG分析, 以P值<0.05为阈值, 筛选有显

著差异的GO和KEGG通路条目。

2  实验结果

2.1  突变体的形态特征及农艺性状鉴定

在相同大田种植条件下, 突变体ebc的株高、

单株产量、结实率、粒型等农艺性状与野生型无

显著差异(图1-A~D和表1), 但突变体从发育早期

开始即表现出显著的脆性表型, 这种表型在抽穗

期次生细胞壁发育良好的成熟茎秆和叶片中尤为

明显(图1-E~F)。与野生型亲本相比, 突变体ebc中
茎秆和叶片的机械强度分别显著下降了88%和

86% (图2)。
2.2  突变体茎秆横切面结构观察

茎秆横切后用间苯三酚染色木质素的观察结

果显示, 突变体细胞壁染色较野生型浅(图3-A~D), 
表明木质素沉积更少, 且茎表皮下方厚壁细胞的

细胞壁厚度显著变薄(图3-G)。扫描电镜观察结果

进一步显示, 野生型GLA4的厚壁细胞排列紧密, 
形成空腔较小(图3-E); 而突变体ebc厚壁细胞整体

则呈现疏松排列、空腔明显增大的特征(图3-F)。
这些结构差异揭示了突变体ebc茎秆机械强度下

降的细胞学基础源于表皮下厚壁组织次生壁结构

异常。

2.3  突变体细胞壁主要组分含量分析

茎秆及叶片中3种主要细胞壁组分(半纤维素、

纤维素和木质素)的相对含量检测结果显示, 半纤

维素的含量在突变体ebc的茎秆和叶片中显著增

加, 较野生型分别上升5.8%和6.1% (图4)。而纤维

素和木质素在2个组织中呈现趋势不一致的显著

变化, 在茎秆中, 纤维素含量上升1.4%, 木质素含

量下降5.3% (图4-A), 这与染色观察结果一致; 在
叶片中, 纤维素含量减少5.7%, 木质素含量上升

3.9% (图4-B)。
2.4  突变体脆茎性状的遗传分析及插入位点定位

突变体ebc与亲本GLA4回交后得到的F1代植

株均表型正常无脆性, F1种子自交获得的F2代个体

中, 正常表型和脆性表型的分离比为65:15, 通过卡

方分析符合3:1分离比(χ²≈1.666 7<3.841; P>0.05), 
表明突变表型由隐性单基因控制。

基于热不对称交错PCR (TAIL-PCR)检测T-DNA
插入位点侧翼基因组序列, 结果显示T-DNA插入

位于2号染色体上的基因间区域(Chr2: 4 314 856~ 
4 314 872)。最近的开放阅读框(ORF)为下游519 
bp处(图5-A), 该基因OsBBX3 (Os02g0178100)作为

水稻BBX基因家族成员, 编码一类含锌指结构的转

录因子, 被认为在光形态建成和逆境响应中起关

键作用(Gangappa和Botto 2014)。实时荧光定量PCR
结果显示, T-DNA插入影响了OsBBX3的正常表达, 
使该基因在突变体ebc的叶片和茎秆中表达量显著

上调, 在幼穗中表达量下调(图5-B)。为进一步验

证该段启动子区域作用, 在插入位点上游设计2个
敲除靶点, 构建敲除载体(图5-D), 在野生型GLA4
中进行转化。在敲除株系中均未观察到脆茎表型, 
且OsBBX3基因表达量变化类似突变体ebc (图5-C)。
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图1 野生型和突变体ebc的表型比对

Fig. 1  Comparison of the phenotypes between wild type and ebc mutant

A: 抽穗期株型, 标尺为10 cm; B: 成熟期穗型, 标尺为5 cm; C~D: 籽粒表型, 标尺为1 cm; E~F: 抽穗期茎秆和叶片脆性

表型, 标尺为1 cm; WT: 野生型。

表1  野生型和突变体植株ebc的农艺性状

Table 1  Agronomic traits of wild-type and ebc mutant

材料 	   株高/cm	   单株产量/g	   结实率/%	 粒长/mm	 粒宽/mm

WT	 64.92±4.56	   30.87±11.20	 86.75±10.19	 7.27±0.33	 3.24±0.25
ebc	 62.58±3.06	   27.94±8.47 	 92.45±3.98	 7.52±0.51	 3.27±0.25

数据为平均值±标准差(n=12), 采用独立样本t检验进行差异显著性分析, 突变体ebc和野生型(WT)之间无显著差异。

PacBio HiFi长读全基因组测序结果显示, 仅存在唯

一已知的插入位点, 因此可推断T-DNA插入与脆

茎表型不连锁。

2.5  候选基因定位和验证

参照MutMap+的双混池策略, 分别以12条染色

体的物理距离为横坐标, Δ(SNP-index)为纵坐标, 
绘制ΔSNP-index散点图以筛选候选突变位点(图
6-A)。结果共得到9 442个SNP和InDel, 在3号染色

体上显示存在唯一显著的正向Δ(SNP-index)信号

簇, 其余染色体无类似信号。进一步在该候选区间

内(16.7 Mb~17.3 Mb)筛选出5个高Δ(SNP-index)位
点[Δ(SNP-index)≥0.73, 突变型池SNP-index≥0.98]
(图6-B), 其中有4个SNP位于基因间区, 唯一落在

编码区的变异是位于已知脆茎基因BC1第3外显子

上的1 bp缺失(CGG→CG) (表2和图6-C)。测序验

证结果同样显示突变表型个体均携带该位点缺失, 
而正常表型个体在该位点无缺失(图7-A)。将包含

BC1完整编码区1 604 bp、起始密码子上游2 138 



植物生理学报  www.plant-physiology.com736

图2  野生型和突变体ebc的茎秆和叶片机械强度

Fig. 2  Mechanical strength of culms and leaves of wild-type and ebc mutant

数据为平均值±标准差(n=20), **表示突变体ebc和野生型(WT)之间差异极显著(P<0.01)。

图3  野生型和突变体ebc的茎秆横截面结构

Fig. 3  Cross-sectional structure of culms in wild-type and ebc mutant

A~D: 间苯三酚染色木质素的茎秆节间显微观察, 箭头指示厚壁细胞的细胞壁, A和C中标尺为50 μm, B和D中标尺为

10 μm; E~F: 茎秆节间扫描电镜观察, 方框显示ebc的茎秆表皮下厚壁组织较野生型具有更疏松的排列, 标尺为50 μm; G: 厚
壁细胞的细胞壁厚度, 数据为平均值±标准差(n=50), **表示突变体ebc和野生型之间差异极显著(P<0.01); Sa: 厚壁细胞, Pa: 
薄壁组织, Vb: 维管束, WT: 野生型。

bp及终止密码子下游2 347 bp的序列对脆茎突变体

ebc进行转化后, 可使突变体恢复至正常表型(图
7-B)。基于此, 推断ebc为BC1的一个新等位基因。

2.6  氨基酸序列比对及BC1表达量检测

BC1作为糖基磷脂酰肌醇(Glycosylphosphati-
dylinositol, GPI)锚定蛋白(Li等2003), 可通过GPI修
饰共价连接至质膜外小叶, 并通过去除该锚点释

放到细胞壁中, 参与细胞壁组装或重塑(Liu等2013; 
Xu等2022)。氨基酸序列结果显示, ebc中的单碱基

缺失造成了编码区延长和C端GPI修饰位点被破

坏(图8), 这可能会影响到蛋白正常的膜定位, 导致

其无法被释放到细胞壁。由qRT-PCR结果可知 , 
BC1表达量在突变体ebc的茎秆和叶片中显著下降

(图9)。
2.7  野生型GLA4与突变体ebc的转录组分析

在多代种植的分离群体中 , 筛选出不携带

T-DNA插入的脆茎个体, 对其与野生型GLA4进行

转录组测序及差异表达基因(differentially expressed 
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图4  野生型和突变体ebc的茎秆及叶片细胞壁主要组分相对含量

Fig. 4  Relative contents of major cell wall components in culms and leaves of the wild-type and ebc mutant

A: 茎秆; B: 叶片; 数据为平均值±标准差(n=3), *表示差异显著(P<0.05), **表示差异极显著(P<0.01), WT: 野生型。

图5  ebc中T-DNA插入位点定位

Fig. 5  Localization of the T-DNA insertion site in the ebc 

A: 突变体中T-DNA插入位点; B: 突变体中OsBBX3相对表达量; 数据为平均值±标准差(n=3), **表示差异极显著

(P<0.01), WT: 野生型,下同; C: 敲除系Upstream-CR1中的OsBBX3相对表达量; D: 对OsBBX3启动子区域的CRISPR敲除靶点

示意图, T-DNA插入造成的缺失用下划线标注, 敲除靶点用红色字母标注, 缺失用蓝色字母标注。
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图6  突变体ebc的基因定位

Fig. 6  Genetic mapping of the ebc mutant

A: 全基因组Δ(SNP-index)散点图, 点大小与|Δ|成正比; B: Chr3上Δ(SNP-index)分布; C: BC1变异位点示意图, 黑色方框

表示外显子, 线条表示内含子, 箭头指示突变位点(CGG→CG)。

表2  第3号染色体候选区间内变异位点信息

Table 2  Information on variant sites within the candidate region on chromosome 3 

     变异位点	  变异类型         突变池测序深度	 野生型池测序深度	 Δ(SNP-index)	      基因归属

chr03:16772468	 G→T	 52×	 24×	 0.83	 基因间区	
chr03:17205469	 G→A	 35×	 11×	 0.82	 基因间区	
chr03:17061703	 C→A	 83×	 57×	 0.78	 基因间区	
chr03:17261979	 CGG→CG	 129×	 51×	 0.78	 BC1第三外显子	
chr03:17064093	 G→T	 66×	 27×	 0.73	 基因间区	
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图7  测序及基因转化验证

Fig. 7  Sequencing and genetic complementation validation

A: Sanger测序结果, WT: 野生型; B: 空载体对照及BC1转化后的突变体茎秆和叶片表型比对, 标尺为1 cm。

图8  BC1与ebc编码氨基酸序列对比

Fig. 8  Alignment of the amino acid sequences encoded by BC1 and ebc 

BC1编码区包含保守的N端信号肽、CCVS基序、C端含GPI修饰潜在ω-切割位点的疏水尾, 灰色背景为一致序列。
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图9  BC1在突变体ebc中的表达量变化

Fig. 9  Expression level of BC1 in the ebc mutant

数据为平均值±标准差(n=3), **表示差异极显著(P<0.01), WT: 野生型。

genes, DEGs)分析。共筛选得到8 334个DEGs (P< 
0.05且|log2(Fold change)|≥1)。其中, 有3 793个基

因表达上调 , 有4 541个基因表达下调。对这些

DEGs进行GO分析和KEGG分析。

GO结果显示, 生物过程方面主要富集条目有: 
跨膜运输、化学物质响应和碳水化合物代谢过程

(图10-A); 细胞组分方面富集前三项为: 细胞周边、

膜内在成分和质膜(图10-B); 分子功能方面主要

有: 氧化还原酶活性、跨膜转运蛋白活性和转运

蛋白活性(图10-C)。细胞壁构建依赖结构性多糖

的合成和跨膜转运, 这些结果说明BC1可能影响参

与物质代谢或胞内转运的膜定位基因差异表达, 
从而扰动细胞壁组分的正常合成和沉积, 造成突

变体ebc中细胞壁结构和组分含量改变。

KEGG结果显示DEGs高度富集在次生代谢物

生物合成(biosynthesis of secondary metabolites)、
苯丙烷生物合成(phenylpropanoid biosynthesis)以
及糖酵解/糖异生(glycolysis/gluconeogenesis)等代

谢相关通路(图11)。苯丙烷代谢通路以L-苯丙氨

酸为起始物, 是包括木质素单体在内的所有酚类

化合物的共同生物合成前体途径。这解释了ebc突
变体中木质素合成异常的现象。进一步分析发现, 
苯丙烷代谢通路中参与下游木质素单体合成的关

键酶基因OsCCR14、OsCCR19、OsC3’H1、OsCAl- 

d5H1、OsCAD1、OsCAD2表达量在ebc突变体中均

上调, 而编码苯丙氨酸解氨酶的OsPAL1和OsPAL4
的表达量出现下调(表3)。qRT-PCR验证也表现出

了较为一致的趋势(图12), 推测ebc突变可能通过

影响上游限速酶基因OsPAL1和OsPAL4的表达, 使
初级代谢向苯丙烷途径的碳流受阻, 造成起始底

物的供应减少。尽管下游合成酶被反馈性激活, 但
由于前体不足, 最终导致茎秆中木质素沉积减少具

体调控机制有待进一步验证。

3  讨论

茎秆机械强度是水稻抗倒伏性和高产的基础, 
受到细胞壁组分和解剖结构等因素的综合影响

(Kashiwagi等2006; Li等2015)。尽管在过去数十年

间, 一系列参与细胞壁生物合成、修饰及沉积的核

心基因已被成功克隆与解析, 然而, 细胞壁作为一

个高度动态且空间特异化的复杂结构, 其建成过

程仍有诸多关键调控机制尚不明确。

在众多调控细胞壁合成的因子中, BC1基因编

码一种类COBRA家族的糖基磷脂酰肌醇(GPI)蛋
白(Li等2003), 该蛋白可通过特异结合结晶纤维素

来参与纤维素组装, 影响细胞壁力学性能(Liu等
2013; Sato等2010a)。目前已报道的BC1等位基因

有4个: 突变体bc1-1中, 第三个外显子425密码子处
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图10  差异表达基因的GO分析

Fig. 10  GO analysis of differentially expressed genes

GO功能富集分析包括三个类别, A: 生物过程; B: 细胞组分; C: 分子功能; 每个点代表一个GO条目, 气泡大小表示该条

目包含的差异基因数量, 颜色从蓝到红代表P值从大到小。

发生单核苷酸(T)插入(TTC→TTTC) (Li等2003), 
从而造成移码突变; bc1-2的第二个外显子236和
237密码子中有4个碱基缺失(AGGTGC→AC), 导
致翻译提前终止(Li等2003); 在cwa1中, 第二外显

子211密码子发生单核苷酸替换(CAG→TAG), 产
生一个新的终止密码子, 同样造成翻译提前终止

(Sato等2010b); bc1-wu3的第二外显子第659位碱基

发生替换(G→T, TGC→TTC), 破坏了保守的CCVS

序列(徐作鹏等2017)。除茎秆机械强度的下降外, 
某些突变体还表现出其他表型变化, 如bc1-wu3穗
长和粒型改变, 而cwa1次生细胞壁中出现木质素

等酚类成分异常沉积。

本研究定位到的ebc为BC1的一个新等位变异, 
在第三个外显子427位密码子上存在单核苷酸(G)
缺失(CGG→CG), 该突变位点十分接近bc1-1, 同样

造成含GPI修饰位点的疏水C末端被破坏以及编码
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图11  差异表达基因的KEGG富集分析

Fig. 11  KEGG enrichment analysis of differentially expressed genes

差异表达基因最显著富集的前25个KEGG通路, 横轴表示各通路中差异表达基因所占比例, 纵轴为KEGG各通路名称。

矩形颜色代表富集显著性, 蓝色越深P值越小, 显著性越高。

表3  ebc中苯丙烷代谢通路中代表性差异表达基因

Table 3  Representative differentially expressed genes in the phenylpropanoid metabolic pathway in ebc

 基因名称       基因ID	 log2(Fold change)	              功能 表达量 

OsCCR14	 Os08g0441500	   1.12	 肉桂酰辅酶A还原酶 升高

OsCCR19	 Os09g0419200	   1.65	 肉桂酰辅酶A还原酶 升高

OsC3'H1	 Os05g0494000	   1.68	 对香豆酰酯3-羟化酶 升高

OsCAld5H1	 Os10g0512400	   2.78	 阿魏酸5-羟化酶 升高

OsCAD1	 Os10g0194200	   1.09	 肉桂醇脱氢酶 升高

OsCAD2	 Os02g0187800	   1.04	 肉桂醇脱氢酶 升高

OsPAL1	 Os02g0626100	 −1.17	 苯丙氨酸解氨酶 降低

OsPAL4	 Os02g0627100	 −1.93	 苯丙氨酸解氨酶 降低
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图12  qRT-PCR验证RNA-seq差异表达基因

Fig. 12  qRT-PCR validation of differentially expressed 
genes identified by RNA-seq

数据为平均值±标准差(n=3), **表示差异极显著(P< 
0.01), WT: 野生型。 

区延长。而由Xu等(2022)的研究可知, GPI脂质重

塑缺陷会干扰BC1靶向定位于质膜脂质纳米微区

(PM lipid nanodomain) (Xu等2022)。另外, 根据转

录组数据显示, ebc中的突变影响参与基础代谢、

苯丙烷生物合成及跨膜运输等通路的基因差异表

达, 这些基因与质膜和细胞周边等相关结构关联。

其中, 木质素单体合成过程中的编码代谢关键酶

(如肉桂酰辅酶A还原酶、对香豆酰酯3-羟化酶等)
的基因在突变体中表现出表达上调, 通路第一步

限速酶苯丙氨酸解氨酶下调。推测BC1作为定位

在细胞膜-细胞壁界面的GPI锚定蛋白, 除了调节纤

维素组装外, 还可能通过膜定位介导的蛋白互作

网络或信号整合功能, 反馈调控苯丙烷代谢流、碳

源分配甚至膜运输, 从而协调细胞壁多糖与木质

素的协同组装。这可能解释了cwa1突变体细胞壁

中出现酚类物质异常沉积的事实。但BC1基因具

体如何参与到次生代谢中, 以及这些代谢物含量

改变对细胞壁建成的影响还需要更深入的研究。

目前, 关于BC1对细胞壁构建和植物发育的影响仍

在很大程度上未知。脆茎突变体ebc的表型鉴定和

后续功能研究, 将为进一步揭示BC1调控水稻细胞

壁形态建成和机械强度的分子机制提供更多遗传

证据。

禾本科植物不仅是全球最主要的粮食作物来

源, 还被广泛用作生物质能源生产以及畜禽饲料。

秸秆韧性是制约水稻饲料化、燃料化及快速还田

的主要障碍, 脆茎品系的育种应用为充分开发水

稻经济效益及缓解环境污染提供了新的思路。例

如, 中国科学院吴跃进团队利用理想脆秆基因IBC
培育出名为‘科脆粳1号’的脆茎品种, 克服了脆茎

水稻矮化和低产的缺陷, 有效平衡了脆性与抗倒伏

性, 实现了谷饲两用(黄艳玲等2023)。细胞壁合成

相关基因突变通常伴随矮化、低产、育性低等不

利性状, 而突变体ebc虽然全株组织都表现出极强

脆性, 但株高、单株产量、结实率和粒型等主要农

艺性状却未受影响。在本试验的种植环境与管理条

件下, ebc所展现的“脆而不矮化, 脆而不减产”的表

型, 为培育兼顾籽粒收获与秸秆高效粉碎利用的

谷草两用型水稻提供了极具潜力的新种质资源。
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