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说 明 书   

 

一种水稻雄性育性调控基因 OsSTRL2 及其应用 

 

技术领域 5 

本发明属于植物基因工程和植物育种领域，具体地说，涉及一种水稻雄

性育性调控基因 OsSTRL2 及其应用。 

 

背景技术 

水稻（Rice）作为禾本科植物的一种，是关于人类营养和热量摄入10 

的最重要的作物，提供超过人类全世界消耗的卡路里的五分之一。水稻

也是世界上大部分人口中最广泛消费的主食，特别是在亚洲。根据 2012

年粮农组织统计数据，水稻是世界上第三大产量的农产品，仅次于甘蔗

和玉米。作物育种是指改良作物的遗传特性，以培育高产优质品种的技

术，又称作物品种改良。它以遗传学为理论基础，并综合应用植物生态、15 

植物生理、生物化学、植物病理和生物统计等多种学科知识，是一项投

资少而效益高的生物技术，对发展种植业生产具有十分重要的意义。 

杂交育种是培育水稻新品种的主要手段，也是提高水稻产量与品质

的主要途径。因为水稻具有明显的杂种优势现象，主要表现在生长旺盛，

根系发达，穗大粒多，抗逆性强等方面，因此，利用水稻的杂种优势以20 

大幅度提高水稻产量一直是育种家梦寐以求的愿望。但是，水稻属自花

授粉植物，雌雄蕊着生在同一朵颖花里，由于颖花很小，而且每朵花只

结一粒种子，因此很难用人工去雄杂交的方法来生产大量的第一代杂交

种子，所以长期以来水稻的杂种优势未能得到应用。 

植物雄性不育被定义为花粉粒缺失或不起作用，还包括植物不能产25 

生或释放功能性花粉粒。在杂交水稻种子生产中，雄性不育材料的使用

具有非常重要的意义，因为它消除了机械去雄的过程。也就是说，借助

这种雄性不育水稻母本作为遗传工具，通过人工辅助授粉的办法，就能

大量生产杂交种子。但是长久以来，杂交水稻的发展，受到杂交品种资
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源的局限性的影响，正逐步到达瓶颈。因此，科学家一直在通过分离克

隆新的不育基因，创制新的不育材料，来扩展杂交水稻育种的细胞及分

子背景。 

 

发明内容 5 

有鉴于此，本发明针对上述的问题，提供了一种水稻基因 OsSTRL2 的

DNA 序列、其编码蛋白的序列、启动子的序列及其应用。OsSTRL2 基因具

有调控水稻育性的功能，对该基因进行突变或抑制其表达导致其功能缺失或

表达量下调，这会产生新的水稻雄性不育株系，在未来杂交水稻育种实践中

的具有非常重要的应用价值。 10 

本发明的提供的基因 DNA 序列或相关 DNA 序列编码的蛋白的用途，

用于： 

本发明提供的基因 OsSTRL2，是一个水稻雄性不育相关基因，OsSTRL2

的碱基序列如 SEQ ID NO：1 所示，氨基酸序列如 SEQ ID NO：2 所示，在

水稻中该基因位于第 3 号染色体上。 15 

本发明还包括下列 a）- c）中任一所述的 DNA 序列：a）与上述 OsSTRL2

基因序列具有至少 90％（优选为至少 95％）序列相似性，且具有相同功能

的 DNA 序列；b）在严格条件下能够与（a）所述序列的 DNA 杂交的 DNA

序列；c）与上述任一所述序列互补的 DNA 序列。 

本领域技术人员应该知晓，本发明所述的育性恢复基因包括与OsSTRL220 

基因高度同源，并且具有同样的育性调控功能的高度同源的功能等价体序

列。所述高度同源的功能等价体序列包括在严谨条件下能够与本发明所公开

的 OsSTRL2 基因的核苷酸序列杂交的 DNA 序列。本发明中所使用的“严谨

条件”是公知的，包括诸如在含 400mM NaCl、40mM PIPES(pH6.4)和 1mM 

EDTA 的杂交液中于 60℃杂交 12-16 小时，然后在 65℃下用含 0.1SDS、和25 

0.1％SSC 的洗涤液洗涤 15-60 分钟。 

功能等价体序列还包括与本发明所公开的 OsSTRL2 基因所示的序列有

至少 90％、95％、96％、97％、98％、或 99％序列相似性，且具有育性调

控功能的 DNA 序列，可以从任何植物中分离获得。其中，序列相似性的百
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分比可以通过公知的生物信息学算法来获得，包括 Myers 和 Miller 算法

(Bioinformatics ， 4(1) ： 11-17 ， 1988) 、 Needleman-Wunsch 全局比对法

(J.Mol.Biol.，48(3)：443-53，1970)、Smith-Waterman 局部比对法(J.Mol.Biol.，

147：195-197，1981)、Pearson 和 Lipman 相似性搜索法(PNAS，85(8)：

2444-2448，1988)、Karlin 和 Altschul 的算法(Altschul 等，J.Mol.Biol.，215(3)：5 

403-410，1990；PNAS，90：5873-5877，1993)。这对于本领域技术人员来

说是熟悉的。 

本发明所述的基因序列可以从任何植物中分离获得，包括但不限于芸苔

属、玉米、小麦、高粱、两节荠属、白芥、蓖麻子、芝麻、棉籽、亚麻子、

大豆、拟南芥属、菜豆属、花生、苜蓿、燕麦、油菜籽、大麦、燕麦、黑麦10 

(Rye)、粟、蜀黍、小黑麦、单粒小麦、斯佩尔特小麦(Spelt)、双粒小麦、亚

麻、格兰马草(Gramma grass)、摩擦禾、假蜀黍、羊茅、多年生麦草、甘蔗、

红莓苔子、番木瓜、香蕉、红花、油棕、香瓜、苹果、黄瓜、石斛、剑兰、

菊花、百合科、棉花、桉、向日葵、芸苔、甜菜、咖啡、观赏植物和松类等。

优选地，植物包括玉米、大豆、红花、芥菜、小麦、大麦、黑麦、稻、棉花15 

和高粱。 

本发明所述的应用是：本发明提供了通过影响 OsSTRL2 的核苷酸序列

或者通过调控 OsSTRL2 基因的转录表达从而影响植株育性的方法，从而获

得新的水稻雄性不育系可以用来生产杂交种子。所述影响植株育性是指通过

调控 OsSTRL2 基因的表达，从而使所述植株的育性发生改变，如导致植株20 

雄性不育。具体地，取决于具体应用需求，可以通过多种方法来影响

OsSTRL2 基因在植物体内的表达，从而达到调控植株雄性育性的效果。更

具体地，调控 OsSTRL2 基因的表达可以使用许多本领域普通技术人员可获

得的工具进行，例如，通过突变、诱变、反义基因的转入、共抑制或发夹结

构的引入等，都可以用于破坏 OsSTRL2 基因的正常表达，从而获得雄性不25 

育的植株。另一方面，本发明还涉及一种恢复水稻雄性不育株系的雄性不育

性状的方法，包括如下步骤：采用常规遗传手段将所述 OsSTRL2 基因，转

入如前述所述应用获得的水稻雄性不育株系，进而使得突变体恢复野生型表

型。 
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本发明还提供了一种 OsSTRL2 基因的不育突变体序列及其雄性不育突

变体材料。更具体地，所述雄性不育突变体材料是通过突变水稻内源的

OsSTRL2 基因，或突变与其高度同源的基因的核苷酸序列，使该植物体丧

失雄性育性的过程。所述“突变”包括但不限于以下方法，如用物理或化学

的方法导致的基因突变，化学方法包括用 EMS 等诱变剂处理所导致的诱变，5 

所述突变还可以是点突变，也可以是 DNA 缺失或插入突变，还可以是通过

RNAi、定点突变等基因沉默手段产生。 

具体地，本发明还提供了一种水稻雄性不育突变体，其含有突变后的雄

性不育基因，所述突变后的雄性不育基因的核苷酸序列如 SEQ ID NO： 15

所示，氨基酸序列如 SEQ ID NO： 16 所示。与野生型相比，在不育突变体10 

中，该基因第一个外显子的序列由如 SEQ ID NO： 17 所示突变为如 SEQ ID 

NO：18 所示，导致该基因的提前终止。 

本发明还提供了一种 OsSTRL2 基因的启动子，所述启动子具有在花粉

中特异表达的功能，相应启动子的序列为 OsSTRL2 基因从 ATG 到上游

2000bp 左右的核苷酸序列。更具体地，在水稻中，所述 OsSTRL2 基因启动15 

子的核苷酸序列如 SEQ ID NO： 6 所示。将 SEQ ID NO： 6 与报告基因 GUS

相连，转化植物，检测分析转基因植株中的 GUS 表达活性和表达模式，通

过在转基因植株的根、茎、叶和花中都进行 GUS 染色分析，结果发现

OsSTRL2 启动子驱动 GUS 基因主要在水稻花药中表达，更具体地在花药发

育的 P9 期特异性的高表达。说明本发明所提供的 SEQ ID NO： 6 启动子是20 

一个花药特异性表达的启动子。 

本发明所提供的植物花粉特异表达启动子，含有序列表中 SEQ ID NO： 

6 所示的核苷酸序列，或包含与 SEQ ID NO： 6 中所列核苷酸序列具有 90％

以上相似性的核苷酸序列，或包含来源于 SEQ ID NO：6 序列上的 100 个及

100 以上连续的核苷酸片段，并且可以驱动与该启动子操作性连接的核苷酸25 

序列在植物花粉中的表达。含有上述序列的表达载体、转基因细胞系以及宿

主菌等均属于本发明的保护范围。扩增本发明所公开的 SEQ ID NO： 6 启

动子的任一核苷酸片段的引物对也在本发明的保护范围之内。 

本发明所提供的启动子核苷酸序列还可用于从水稻以外的其它植物中
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分离相应序列，尤其是从其他单子叶植物中进行同源克隆。根据这些相应序

列与本文所列启动子序列间的序列同源性，或与本启动子基因的同源性，使

用如 PCR、杂交等技术来鉴别分离这些相应序列。因此，根据它们与本发明

所列的 SEQ ID NO： 6 启动子序列(或其片段)间的序列相似性而分离的相应

片段，也包括在实施方案中。 5 

本发明所述的“启动子”是指一种 DNA 调控区域，其通常包含能指导

RNA 聚合酶 II 在特定编码序列的合适转录起始位点起始 RNA 合成的 TATA

盒。启动子还可包含其它识别序列，这些识别序列通常位于 TATA 盒的上游

或 5’端，通常被称为上游启动子元件，起调控转录效率的作用。本领域技术

人员应该知晓，虽然已经鉴定了针对本发明公开的启动子区域的核苷酸序10 

列，但是分离和鉴定处于本发明鉴定的特定启动子区域的 TATA 盒上游区域

的其它调控元件也在本发明的范围内。因此，本文公开的启动子区域通常被

进一步界定为包含上游调控元件，例如用于调控编码序列的组织表达性和时

间表达功能的那些元件、增强子等。以相同的方式，可以鉴定、分离出使得

能在目标组织(例如雄性组织)中进行表达的启动子元件，将其与其它核心启15 

动子一起使用，以验证雄性组织优先的表达。核心启动子指起始转录所需的

最小限度的序列，例如被称为 TATA 盒的序列，这是编码蛋白质的基因的启

动子通常都具有的。因此，可选地，OsSTRL2 基因的上游启动子可与其自

身的或来自其它来源的核心启动子关联使用。 

核心启动子可以是任何一种已知的核心启动子，例如花椰菜花叶病毒20 

35S 或 19S 启动子 (美国专利 No.5,352,605)、泛素启动子 (美国专利

No.5,510,474)、IN2 核心启动子(美国专利 No.5,364,780)或玄参花叶病毒启动

子。 

所述基因启动子的功能可以通过以下方法进行分析：将启动子序列与报

告基因可操作性连接，形成可转化的构建体，再将该构建体转入植株中，在25 

获得转基因后代中，通过观察报告基因在植物各个组织器官中的表达情况来

确认其表达特性；或者将上述构建体亚克隆进用于瞬时表达实验的表达载

体，通过瞬时表达实验来检测启动子或其调控区的功能用来测试启动子或调

控区域功能的适当表达载体的选择将取决于宿主和将该表达载体引入宿主
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的方法，这类方法是本领域普通技术人员所熟知的。对于真核生物，在载体

中的区域包括控制转录起始和控制加工的区域。这些区域被可操作地连接到

报告基因，所述报告基因包括 YFP、UidA、GUS 基因或荧光素酶。包含位

于基因组片段中的推定调控区的表达载体可以被引入完整的组织，例如阶段

性花粉，或引入愈伤组织，以进行功能验证。 5 

此外，本发明的启动子可与并非 OsSTRL2 基因的核苷酸序列相连，以

表达其它异源核苷酸序列。本发明的启动子核苷酸序列及其片段和变体可与

异源核苷酸序列一起组装在一个表达盒中，用于在目的植株中表达，更具体

地，在该植株的雄性器官中表达。所述表达盒有合适的限制性酶切位点，用

于插入所述启动子和异源核苷酸序列。这些表达盒可用于对任何植株进行遗10 

传操作，以获得想要的相应表型。 

本发明所公开的 OsSTRL2 启动子，更具体地为水稻中的 OsSTRL2 启动

子，可用于驱动下列异源核苷酸序列的表达，以使转化的植株获得雄性不育

的表型。所述异源核苷酸序列可编码促使碳水化合物降解的酶或修饰酶、淀

粉酶、脱支酶和果胶酶，更具体的如α淀粉酶基因、生长素(auxin)，rot B、15 

细胞毒素基因、白喉毒素、DAM 甲基化酶、亲和素，或者可选自原核调控

系统，还可以是显性的雄性不育基因。 

在某些实施方式中，本发明中所提到的可操作地连接在本发明启动子下

游的核酸，其中所述的“核酸”可以是操作性连接于本文所公开的启动子之

上的结构基因、调节基因、结构基因的反义基因、调节基因的反义基因或者20 

能够干扰内源基因表达的小 RNA。 

更具体地，可以将本发明所提供的育性调控基因 SEQ ID NO： 1 构建

到启动子 SEQ ID NO： 6 的下游，从而驱动该育性调控基因在花粉中的特

异表达，或是通过 RNAi 的技术原理，构建由 SEQ ID NO： 6 启动的可以

沉默 SEQ ID NO： 1 基因的 RNAi 载体，从而获得 SEQ ID NO： 1 基因的25 

雄性不育突变体。 

本发明所提供的启动子序列可分离自任何植物，包括但不限于芸苔属、

玉米、小麦、高粱、两节荠属、白芥、蓖麻子、芝麻、棉籽、亚麻子、大豆、

拟南芥属、菜豆属、花生、苜蓿、燕麦、油菜籽、大麦、燕麦、黑麦(Rye)、
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粟、蜀黍、小黑麦、单粒小麦、斯佩尔特小麦(Spelt)、双粒小麦、亚麻、格

兰马草(Gramma grass)、摩擦禾、假蜀黍、羊茅、多年生麦草、甘蔗、红莓

苔子、番木瓜、香蕉、红花、油棕、香瓜、苹果、黄瓜、石斛、剑兰、菊花、

百合科、棉花、桉、向日葵、芸苔、甜菜、咖啡、观赏植物和松类等。优选

地，植物包括玉米、大豆、红花、芥菜、小麦、大麦、黑麦、稻、棉花和高5 

粱。 

组织特异表达启动子可用于靶向特定的植物组织中增强转录和/或表

达。启动子可在目标组织中表达也在其它植物组织中表达，可在目标组织中

强烈表达以及比其它组织程度低得多的表达，或者可高度优选在目标组织中

表达。在一种实施方式中，启动子是偏好在植物的雄性或雌性组织中特异表10 

达的类型。本发明不必须在方法中使用任何特定的雄性组织优先型启动子，

本领域技术人员已知的很多此类启动子中的任何都可以使用。本文描述的天

然的 OsSTRL2 启动子是可使用的启动子的一个例子。另一种此类启动子是

5126 启动子、MS45 启动子、MS26 启动子、BS92-7 启动子、SGB6 调控元

件和TA29启动子等，其偏好于指导其连接的基因在植物雄性组织中的表达。15 

某些构建体中还可以包括配子组织优先表达启动子。雄性配子优先表达启动

子包括 PG47 启动子以及 ZM13 启动子。 

上述构建体中还可包括其它组分，这主要取决于载体构建的目的和用

途，例如可进一步包括选择标记基因、靶向或调控序列、稳定序列或引导序

列、内含子等。表达盒还将在目标异源核苷酸序列的 3’端包括在植物中具20 

有功能的转录和翻译终止子。终止子可以是本发明所提供基因的终止子，也

可以是来自外源的终止子。更具体地，上述终止子可以是胭脂氨酸合酶或章

鱼碱合酶终止区域。 

在希望将异源核苷酸序列的表达产物引向特定细胞器，例如质体、造粉

体，或者引向内质网，或在细胞表面或细胞外分泌的情况下，表达盒还可包25 

含用于编码转运肽的核苷酸序列。此类转运肽是本领域所公知的，其包括但

不限于 Rubisco 的小亚基、植物 EPSP 合酶、玉米 Brittle-1 叶绿体转运肽等。 

在制备表达盒的过程中，可对多种 DNA 片段加以操作，以提供处于合

适方向，或是处于正确读码框中的 DNA 序列。为达到此目的，可使用衔接
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子或接头，将 DNA 片段连起来，或者进一步包括其它操作，以提供方便的

限制性酶切位点等。 

进一步地，本发明所提供的构建体中还可包括选择标记基因，用于选择

经转化的细胞或组织。所述选择标记基因包括赋予抗生素抗性或对除草剂抗

性的基因。合适的选择标记基因包括但不限于:氯霉素抗性基因，潮霉素抗5 

性基因，链霉素抗性基因，奇霉素抗性基因，磺胺类抗性基因，草甘磷抗性

基因，草丁嶙抗性基因。所述选择标记基因还可以是红色荧光基因、青色荧

光蛋白基因、黄色荧光蛋白基因、荧光素酶基因、绿色荧光蛋白基因、花青

甙 p1 等基因。 

本发明所提供的表达盒或载体可被插入质粒、粘粒、酵母人工染色体、10 

细菌人工染色体或其他适合转化进宿主细胞中的任何载体中。优选的宿主细

胞是细菌细胞，尤其是用于克隆或储存多核苷酸、或用于转化植物细胞的细

菌细胞，例如大肠杆菌、根瘤土壤杆菌和毛根土壤杆菌。当宿主细胞是植物

细胞时，表达盒或载体可被插入被转化的植物细胞的基因组中。插入可以是

定位的或随机的插入。优选地，插入通过诸如同源重组来实现。另外，表达15 

盒或载体可保持在染色体外。本发明的表达盒或载体可存在于植物细胞的

核、叶绿体、线粒体和/或质体中。优选地，本发明的表达盒或载体被插入

植物细胞核的染色体 DNA 中。 

本发明还涉及一种水稻不育株系在水稻制种中的用途，以如前述所述应

用获得的水稻雄性不育株系作为母本，进行杂交育种。具体地，在某些应用20 

的实施方式中，可以应用本发明所提供的 OsSTRL2 基因或其启动子来实现

OsSTRL2 或其他类似育性相关基因突变所获得的雄性不育系的繁殖和保

持。 

更具体地，上述雄性不育系的繁殖和保持，是指以纯合隐性核雄性不育

突变体为转化受体材料，将紧密连锁的 3 个目标基因转化至该不育突变体受25 

体植株中。所述 3 个目标基因分别是育性恢复基因、花粉失活基因和颜色标

记筛选基因。其中，育性恢复基因可使不育的转化受体育性恢复，花粉失活

基因可使含有转化的外源基因的花粉失活，即失去授精能力，筛选基因可以

用于转基因种子和非转基因种子的分拣，分拣出的非转基因种子用作不育系
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生产杂交种，转基因种子用作保持系来源源不断地、稳定地生产不育系。 

本发明的所提供的花粉特异表达启动子可用于外源基因在花粉中的特

异性表达，从而避免该外源基因在植物其他组织中持续表达所带来的不利影

响，还可以用于植物花粉生长发育相关基因的功能分析和鉴定；可用于雄性

不育系和恢复系的创建；并可应用于花粉败育实验中，从而避免由植物转基5 

因漂移或花粉逃逸所带来的生物安全问题，对植物雄性不育系和恢复系的创

造具有重要意义。 

本发明的转基因植物使用植物生物技术领域技术人员已知的转化方法

制备。任何方法可被用于将重组表达载体转化进植物细胞中，以产生本发明

的转基因植物。转化方法可包括直接和间接的转化方法。合适的直接方法包10 

括聚乙二醇诱导的 DNA 摄入、脂质体介导的转化、使用基因枪导入、电穿

孔、以及显微注射，等。在本发明的具体实施方式中，本发明使用了基于土

壤杆菌的转化技术(可参见 Horsch RB 等(1985)Science 225：1229；White FF，

Vectors for Gene Transfer in Higher Plants，Transgenic Plants，第 1 卷，

Engineering and Utilization，Academic Press，1993，pp.15-38； Jenes B15 

等.Techniques for Gene Transfer，Transgenic Plants，第 1 卷，Engineering and 

Utilization，Academic Press，1993，pp.128-143，等)。土壤杆菌菌株(例如根

瘤土壤杆菌或毛根土壤杆菌)包含质粒(Ti 或 Ri 质粒)和 T-DNA 元件，所述质

粒和元件在用土壤杆菌转染后被转移至植物，而 T-DNA 被整合进植物细胞

的基因组中。T-DNA 可位于 Ri-质粒或 Ti-质粒上，或独立地包含在所谓的20 

双元载体中。土壤杆菌介导的转化方法描述于例如中。土壤杆菌介导的转化

最适合双子叶植物，但是也适合单子叶植物。土壤杆菌对植物的转化描述于

例如中。转化可导致瞬时或稳定的转化和表达。尽管本发明的核苷酸序列可

被插入落入这些广泛种类中的任何植物和植物细胞中，但是其尤其适用于作

物植物细胞。 25 

与现有技术相比，本发明可以获得包括以下技术效果： 

1）本发明通过控制水稻雄性育性 OsSTRL2 基因及其编码蛋白获得水稻

雄性生殖发育的变异株，实现控制水稻生殖过程。 

2）本发明获得的水稻突变体在营养期与来源亲本无明显差异，进入生
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殖生长阶段后雄性生殖发育异常，花粉败育，得到完全雄性不育的不育系，

该不育系的育性稳定、不受环境条件影响、能够被野生型转基因恢复。 

3）该基因以及该基因突变产生的不育系为构建第三代杂交育种体系提

供了必要的元件，该基因突变产生的雄性不育系，用来生产杂交种子，对于

突破并改良现有的“三系”和“两系”杂交技术有重要意义，并在杂交水稻构建5 

和农业生产上具有十分重要的应用价值。 

当然，实施本发明的任一产品并不一定需要同时达到以上所述的所有技

术效果。 

 

附图说明 10 

此处所说明的附图用来提供对本发明的进一步理解，构成本发明的一部

分，本发明的示意性实施例及其说明用于解释本发明，并不构成对本发明的

不当限定。在附图中： 

图 1 是本发明 OsSTRL2-YFP 在烟草叶表皮细胞中的亚细胞定位，显示

了感染 72 小时后烟草叶表皮细胞的共焦图像。其中 A ：2x35S :: YFP 的 YFP15 

信号作为对照； B：2x35S :: OsSTRL2-YFP 的 YFP 信号； C：B 和明场的

合并图像； D 和 E：共表达的 2x35S :: OsSTRL2-YFP 和 ER-标记的 YFP 和

RFP 信号； F： D 和 E 和明场的合并信号。 标尺=10μm，A，D，E 和 F; 

25μm，B 和 C； 

图 2 是本发明转 OsSTRL2pro :: GUS 阳性植株各组织 GUS 染色分析；20 

其中 A、B、C、D、E、F 和 H 分别为根，茎，叶，小花，小花（去除了外

敷），小穗（去除了外敷和内敷））和 GUS 染色花药部分的横切面；标尺= 

3mm，A-F; 30μm，H； 

图3是本发明CRISPR / Cas9介导的雄性不育突变体osstrl2的表型观察。

其中， A：野生型（左）和 osstrl2（右）在成熟期的表型比较； B：野生25 

型（左）和 osstrl2（右）在抽穗阶段的小花的比较； C：在抽穗阶段野生型

（左）和 osstrl2（右）（去除内敷和外敷）小花的比较； D 和 E：分别为

野生型和 osstrl2 的 I2 /KI 花粉染色；标尺= 0.20mm，B 和 C；30μm，D 和

E； 
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图 4 是本发明育性得到恢复的 osstrl2（互补 osstrl2 突变体）表型示意图；

其中， A 为野生型小花内部结构图；B 为野生型成熟花粉 I2/KI 染色结果； 

C 为互补 osstrl2 突变体后代的小花内部结构图； D 为互补 osstrl2 突变体后

代的成熟花粉 I2/KI 染色结果。 

 5 

具体实施方式 

以下将配合实施例来详细说明本发明的实施方式，藉此对本发明如何应

用技术手段来解决技术问题并达成技术功效的实现过程能充分理解并据以

实施。 

实施例 1、水稻育性控制蛋白编码基因 OsSTRL2 的克隆和功能分析 10 

1、OsSTRL2 基因全长 cDNA 克隆、表达载体构建及亚细胞定位 

发明人利用本领域技术人员所熟知的生物信息学技术，从水稻基因组中

确定一个含完整水稻雄性生殖发育控制蛋白 OsSTRL2。经软件分析和 cDNA

克隆，其 CDS 为 1293bp，如 SEQ ID NO：1 所示，编码全长 430 个氨基酸

的水稻雄性生殖发育控制蛋白，其序列如 SEQ ID NO：2 所示。经全核苷酸15 

序列分析结果表明: OsSTRL2 基因全长 2091bp(SEQ ID NO：3，包含调控区

和内含子)。 

以正常野生型水稻中花 9 号品种的 RNA 为模板，合成第一链 cDNA，

将 OsSTRL2 的全长 cDNA 经引物对 OsSTRL2-YFP-F（SEQ ID NO：4）和

OsSTRL2-YFP-R（SEQ ID NO：5）扩增后克隆到 pA7-YFP 载体中以产生20 

2x35S :: OsSTRL2-YFP 表达盒，即将 OsSTRL2 的 C 末端与 YFP 融合并在花

叶病毒双 35S 启动子的控制下；然后将整个 2x35S :: OsSTRL2-YFP 表达盒

导入 pCAMBIA1300。同样，将内质网滞留信号 KDEL 融合与 RFP 的 C 端，

并置于花叶病毒双 35S 启动子的控制下作为内质网（ER）定位标记。这些

质粒通过农杆菌介导的浸润而在烟草叶表皮细胞中单独表达或共表达。YFP25 

和 RFP 信号在渗透 72 小时后用共聚焦扫描显微镜（Nikon A1，Kanagawa，

Japan）显像。亚细胞定位结果（见图 1）显示 OsSRTL2 蛋白在细胞中主要

定位于内质网上。 

2、OsSTRL2 基因的启动子克隆及其表达模式分析 
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以正常野生型水稻中花 9 号品种的 DNA 为模板，以所述 OsSTRL2 基因

起始密码子前面约 1.7K 片段（SEQ ID NO：6）经引物对 OsSTRL2-promoter-F

（SEQ ID NO：7）和 OsSTRL2-promoter-R（SEQ ID NO：8）扩增克隆到载

体 pCMBIYA1300 上产生 OsSTRL2pro :: GUS 表达盒，其中 GUS 基因由天

然的 OsSTRL2 启动子驱动。将含有 OsSTRL2pro :: GUS 的构建体导入根癌5 

农杆菌菌株EHA105中并通过转基因转移到野生型水稻中花 9号中。具体地，

将载体通过冻融法导入农杆菌 EHA105（四川农业大学水稻所生物技术实验

室保存）。农杆菌 EHA105 平板（4℃保存）挑取单菌落于 YEP 液体培养基

（Km 和 Rif 各 50 mg/L）中，28℃振荡培养 12～18h，然后取 1～5mL 菌液

接到 100mL YEP 液体培养基(含乙酰丁香酮 100 μmol/L)中，振荡培养 4h 后10 

测 OD 值稀至相应浓度（OD＝0.5）。将新鲜菌液于 8000rpm、4℃、5min

收集菌体，并重悬于三分之一提及的 AAM 培养基中。加入放有生长旺盛的

胚性愈伤组织的灭菌三角瓶中浸泡 25min，再吹干表面菌液，将愈伤组织转

接于共培养基上，28℃暗培养 2～3d。共培养愈伤组织经无菌水和含 Cef 

500mg/L 的无菌水漂洗后，在工作台上吹 4h 左右，转接于预培养基中 28℃15 

暗培养 5～7d。将预培养的愈伤组织转接于含 Hyg 和 Cef 的筛选培养基上继

续培养 3～4 周，再将抗性愈伤组织转接于仅含 Hyg 的筛选培养基上，筛选

1～2 次。取抗性愈伤组织转接于分化培养基上，28℃光照分化。分化小苗

转接于生根培养基，28℃光照培养 3～4 周，开放培养炼苗 7d 左右，最后移

栽到大田。获得的再生植株移栽成活后用潮霉素筛选转化植株。对阳性转基20 

因植株根、茎、叶和花进行 GUS 染色（B-半乳糖苷酶的活性分析）的结果

（图 2）显示 OsSTRL2 启动子驱动 GUS 主要在水稻小花花药的绒毡层和小

孢子中表达，这表明 OsSTRL2 启动子是一个花药特异型的启动子。 

实施例 2、水稻雄性不育系的创制 

通过基因工程或其他手段创制 osstrl2 水稻雄性不育株系 25 

本实施例中 OsSTRL2 基因的编码区序列如 SEQ ID NO：2 所示。本实

施例的 osstrl2 突变材料是由常规粳稻品种中花 9 号，经过对 OsSTRL2 基因

的序列变异获得。 

具体地，利用 CRISPR/ Cas9 技术首先设计 OsSTRL2 基因的靶位点（SEQ 
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ID NO：9），然后构建 VK005-01-OsSTRL2 敲除载体，对重组载体进行鉴

定，其中靶位点的表达由 OsU3 启动子驱动。通过实施例 1 中的水稻转基因

方法将敲除载体导入野生型水稻中花 9 号基因组中。获得的再生植株移栽成

活后用潮霉素筛选转化植株；阳性植株提取叶片总 DNA，对中花 9 号基因

组中对应的OsSTRL2基因的靶位点经引物对OsSTRL2-gRNA-seq-F（SEQ ID 5 

NO：10）和 OsSTRL2-gRNA-seq-R（SEQ ID NO：11）扩增后进行测序验证，

同时对转基因植株调查育性表型，从而验证 OsSTRL2 基因功能。结果如图

3 和表 1，OsSTRL2 基因被成功敲除的植株表现为花药白色短小，花粉急剧

减少并无活力，进而得到水稻雄性不育株系 osstrl2。从上述分析可以看出，

OsSTRL2 是水稻维持正常雄性育性所必须的基因，缺失该基因会导致植株10 

雄性不育，下调该基因表达则降低植株的雄性育性。 

表 1 OsSTRL2 转基因敲除 T0 代植株的表型和基因型连锁分析结果： 

 纯合野生型 杂合 双等位突变 纯合突变 共计 

正常育性表型 12 5 0 0 17 

雄性不育表型 0 0 4 7 11 

表中数字表示不同基因型植株所展现的不同的育性表型 

实施例 3、水稻雄性不育株系 osstrl2 育性的恢复即转基因功能互补 

以正常野生型水稻中花 9 号品种的 DNA 为模板，经引物对15 

OsSTRL2-COM-F（SEQ ID NO：12）和 OsSTRL2-COM-R（SEQ ID NO：13）

扩增后得到片段 SEQ ID NO：14，将该片段克隆到载体 pCMBIYA1300 上，

成功构建 P1300-OsSTRL2-COM。同样地，通过实施例 1 中的水稻转基因方

法将载体 P1300-OsSTRL2-COM 导入由水稻雄性不育株系 osstrl2 的 BC1F2

后代中不具有潮霉素抗性但为雄性不育表型的幼穗培养的愈伤组织中。获得20 

的再生植株移栽成活后用潮霉素筛选转化植株。对阳性植株的转基因 T0 代

植株观察水稻育性，调查结果（图 4）显示转 OsSTRL2 互补表达基因的植

株的育性得到了恢复，变成正常可育，表明 OsSTRL2 基因的表达是水稻维

持正常雄性育性所必须的。 

综上所述，本发明通过控制水稻雄性生殖发育相关基因 OsSTRL2 及其25 

编码蛋白获得水稻雄性生殖发育异常的变异株，实现控制水稻雄性生殖发育



                                                                                          14 

和育性；本发明获得的水稻突变体在营养生长时期与来源亲本无明显差异，

进入生殖生长阶段后，雄性生殖器官发育异常、花粉败育引起植株不育，在

农业生产上具有十分重要的应用。 

上述说明示出并描述了发明的若干优选实施例，但如前所述，应当理解

发明并非局限于本文所披露的形式，不应看作是对其他实施例的排除，而可5 

用于各种其他组合、修改和环境，并能够在本文所述发明构想范围内，通过

上述教导或相关领域的技术或知识进行改动。而本领域人员所进行的改动和

变化不脱离发明的精神和范围，则都应在发明所附权利要求的保护范围内。 


