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水稻 PcG 类基因 OsEMF2b T-DNA
插入杂合突变体的细胞学研究

程馨妍 裴 荣 姚家玲

华中农业大学生命科学技术学院,武汉430070

摘要 采用石蜡切片法对水稻OsEMF2b的T-DNA插入杂合突变体的花器官形态、雌雄蕊发育和种子形

成等过程进行了细胞学研究。结果表明,OsEMF2b杂合突变体花器官形态和各部分的数量有变异,但花药和胚

珠发育以及花粉和胚囊的育性正常。OsEMF2b杂合突变体出现一定比例的受精卵不分裂、胚胎发育延迟、胚胎

畸形,胚乳游离核不能细胞化和胚乳细胞退化解体等异常现象,从而导致其结实率明显低于野生型。OsEMF2b
基因可能在水稻的花器官形成和种子发育过程中具有重要的调控作用。
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  多梳蛋白(polycomb-groupprotein,PcG)是存

在于植物和动物中的一类高度保守的染色质修饰因

子[1],它们常形成复合物,通过组蛋白甲基化修饰抑

制靶基因的表达,在哺乳动物和植物的生长发育过

程中起着十分重要的作用[2]。目前在双子叶模式植

物拟南芥中发现有VRN、FIS和EMF3个PcG复

合物。其中EMF复合物由EMF2、FIE、CLF/SWN
和 MSI1组成[3],抑制 MADS-box 类基因的表达,
维持植株的营养生长[4-8]。拟南芥EMF2的功能缺

失突变体中,植株在种子萌发后跳过营养生长直接

在茎上开花,不形成莲座叶,并且产生不正常的花器

官和不育的花[2,4]。随后还发现EMF2突变体具有

花器官形态异常、结实率降低等多种表型[9-11]。进

一步的研究表明,EMF2参与PcG复合物介导的花

器官同源异型基因AG、PI和AP3的沉默,控制营

养生长向生殖生长的转变[12-13]。
单子叶模式植物水稻中有2个与拟南芥EMF2

同源的基因OsEMF2a和OsEMF2b。将OsEMF2a
超表达后的转基因植株并没有出现晚花表型[14]。

Luo等[15]报道来自法国水稻T-DNA插入突变体库

的OsEMF2b纯合突变体植株,具有开花时间改变

和花器官形态异常的表型。笔者所在课题组鉴定

了来自韩国水稻突变体库的OsEMF2bT-DNA插

入突变体,其纯合植株营养生长受到显著抑制,不
能抽穗结实,杂合植株出现花器官形态异常和结

实 率 降 低 的 表 型[16-17]。本 试 验 对 OsEMF2b
T-DNA插入杂合突变植株的生殖发育过程进行细

胞学研究,为OsEMF2b基因的功能分析提供细胞

学依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

OsEMF2b突变体材料来自韩国水稻 T-DNA
插入突变体库,其受体为粳稻品种Dongjin。经过

基因 型 鉴 定 后,将 野 生 型 (WT)和 OsEMF2b
T-DNA插入杂合突变体同时种植在华中农业大学

水稻试验田。
从水稻幼穗分化的第3个时期(P3)开始,分别

取 WT和OsEMF2b杂合突变体各7个单株的稻

穗,每2d取1次,直到抽穗开花。早期小花整体制

片,后期小花剥取花药和子房,用于花器官结构和配

子体发育过程的制片。在水稻盛花期,分别对 WT
和OsEMF2b杂合突变体开花的小花进行点颖标

记,分别取点颖当天及花后1、2、3、4、5、7、10、14、
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21d的小花或种子,用于胚胎和胚乳发育过程的

制片。
1.2 方 法

采用石蜡制片方法进行材料的包埋和切片。样

品在 FAA 固 定 液 (V福尔马林 ∶V乙酸 ∶V70% 乙醇 =
1∶1∶18)中固定24h后,用爱氏苏木精整染3~
4d,漂洗、返蓝,再经过一系列梯度乙醇脱水,梯度

氯仿透明后,浸蜡3d,然后用石蜡进行包埋。修块

后,使用全自动半薄轮转切片机(LEICARM2265)
将样品切成8μm厚的薄片,粘片和展片后置37℃
恒温干燥箱中烘片3d,二甲苯脱蜡,中性树胶封片

后用光学显微镜(OlympusBH-2)和CCD摄影系统

进行观察和拍照,图片经 photoshop软件处理和

排版。

2 结果与分析

2.1 OsEMF2b 突变体水稻颖花的发育

野生型水稻的小花由内外稃片、2个浆片、6个

花药 和 1 个 雌 蕊 组 成,子 房 内 着 生 1 个 胚 珠

(图1-A)。OsEMF2b杂合突变体的小花与部分小穗

表现出器官缺失或数量变异。在体视显微镜下观察

和拍摄的OsEMF2b杂合突变体花器官异常形态如

图1所示。与野生型水稻小花的形态结构相比,突
变体的小穗或花器官异常表型主要表现在:颖壳畸

形(图1-B,C)、内稃退化(图1-D)、多颖壳(图1-E)、
颖壳内有不明结构(图1-F)、顶端小花退化(图1-
G)、多 雄 蕊 (图 1-I)、多 柱 头 (图 1-K)、多

个 雌蕊(图1-L)以及多心皮融合(图1-M)等。对这

 A:野生型(WT)小花;B-G:OsEMF2b杂合突变体的小花异常;B,C:突变体小花颖壳畸形;D:内稃退化;E:多颖壳;F:颖壳内有不

明结构;G:顶端小花退化;H:将内外稃片去掉后的野生型小花;I:将内外稃片去掉后的OsEMF2b杂合突变体的多雄蕊;J:野生型小

花雌蕊 ;K-M:OsEMF2b杂合突变体的异常雌蕊;K:多柱头;L:多雌蕊;M:多心皮融合。A:Wild-typefloret;B-G:Abnormalfloretof

OsEMF2bheterozygousmutant;B,C:Deformedglume;D:Degeneratedpalea;E:Multi-glume;F:Unknownstructureinpalea;G:De-
generationofapexfloret;H:Stamenandpistilofwild-typeofonefloret;I:Multi-stamenofOsEMF2bheterozygousmutant(paleaand

lemmaisexcluded);J:Pistilofwild-typefloret;K-M:AbnormalpistilofOsEMF2bheterozygousmutant;K:Multi-stigma;L:Multi-
pistil;M:Multi-carpelfusion.

图1 野生型和OsEMF2b杂合突变体水稻的花器官形态

Fig.1 Thefloralorganmorphologyofthewild-typeandOsEMF2bheterozygousmutantofrice
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 A:WT横切小花,有内外稃片,2个浆片,6个花药和1个雌蕊;B,C:OsEMF2b杂合突变体花药异常;B有7个花药,C有5个花药;

D,E:OsEMF2b杂合突变体雌蕊异常;D有2个心皮融合,E有2个雌蕊,箭头所指为另一个雌蕊;le:外稃,pa:内稃片,st:花药,ov:胚

珠。A:Transectionofwild-typefloret,containingpaleaandlemma,twolodicules,sixstamensandonepistil;B,C:Abnormalstamenof

OsEMF2bheterozygousmutant.WithsevenstamensinB,andfiveinC.D,E:AbnormalpistilofOsEMF2bheterozygousmutant.Dhas

twocarpelfusionandEhastwopistils,theredarrowheadshowinganotherpistil.le:Lemma;pa:Palea;st:Stamen;ov:Ovule.

图2 水稻OsEMF2b杂合突变体小花的雌雄蕊数目

Fig.2 ChangeofnumberofstamenandpistilinonefloralofOsEMF2bheterozygousmutant

些异常颖花进一步切片(图2)观察,结果显示:

OsEMF2b杂合突变体花药为5~7个(图2-B,C),
有些小花形成多个雌蕊(图2-E),有些小花在一个

雌蕊的子房中形成2个着生方向相反的胚珠(图2-
D)。这些结果表明,OsEMF2b基因控制水稻颖花

的发育,其突变后导致颖花各部分数量和形态发生

不同程度的改变。
2.2 OsEMF2b 杂合突变体花药和胚囊的发育

由于OsEMF2b杂合突变株的雄蕊和雌蕊的数

量发生了改变,因此,以野生型水稻为对照,对突变

体植株花药和胚囊的发育过程进行较系统的细胞学

观察,以鉴定突变体的花粉和胚囊育性。
野生型水稻的幼期花药,其花粉囊壁由表皮、药

室内壁、中层和绒毡层组成(图3-A)。花粉囊内的

花粉母细胞(图3-B)经过减数分裂后形成小孢子四

分体(图3-C)。随着花药的发育,单核花粉粒从四

分体中释放出来(图1-D),经过1次有丝分裂,形成营

养细胞和生殖细胞,发育至二-细胞花粉时期(图3-I)。
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 A-D,I,J:WT花药和花粉发育过程;E-H,K,L:OsEMF2b杂合突变体花药和花粉发育过程;A,E:造孢细胞时期;B,F:小孢子母

细胞时期;C,G:小孢子四分体时期;D,H:单核花粉时期;I,K:2-细胞花粉时期;J,L:成熟花粉时期。sc:造孢细胞;ms:小孢子母细

胞;c:药隔;tds:四分体;msp:小孢子或花粉粒;mp:成熟花粉粒。A-D,I,J:Thestamenandpollendevelopmentofwild-type;E-H,

K,L:ThestamenandpollendevelopmentofOsEMF2bheterozygousmutant.A,E:Sporogenouscellstage;B,F:microsporemothercell

stage;C,G:Tetradstage;D,H:Microsporestage;I,K:2-cellpollengrainstage;J,L:Maturepollengrainstage;Sc:Sporogenouscell;

ms:Microsporemothercell;c:Connectiveofanther;tds:Tetrad;msp:Microsporeorpollen;mp:Maturepollen.

图3 野生型和OsEMF2b杂合突变体水稻的花药和花粉发育

Fig.3 Stamenandpollendevelopmentofwild-typeandOsEMF2bheterozygousmutantofrice

随后生殖细胞进行1次有丝分裂,形成2个精细胞,
至此,三-细胞成熟花粉粒形成(图3-K)。

与野生型水稻花药和花粉发育相比,OsEMF2b
杂 合 突 变 体 的 花 药 和 花 粉 发 育 未 见 明 显 异 常

(图3-E-H,J,L),开花期花粉碘染实验也显示其花

粉育性正常[16],表明水稻OsEMF2b杂合突变株的

雄蕊数量虽然有变异,但其花药和花粉的发育是正

常的。
野生型水稻胚珠和胚囊的发育过程:孢原细胞

分化于近珠孔端珠心表皮下,内外珠被形成后不断

分裂扩大(图4-A)。孢原细胞长大后成为胚囊母细

胞(图4-B)。胚囊母细胞减数分裂后,形成大孢子

四分体(图4-C)。之后,靠近珠孔端的3个大孢子

退化 消 失,近 合 点 端 的 大 孢 子 成 为 功 能 大 孢 子

(图4-D)。功能大孢子的细胞体积逐渐扩大,发育成

为单核胚囊(图4-E)。单核胚囊经过3次有丝分

裂,依 次 形 成 二 核 胚 囊 (图 4-F)、四 核 胚 囊 后

(图4-G)和八核胚囊。细胞化后形成具有七细胞八

核的成熟胚囊(图4-H)。
与野生型水稻胚珠和胚囊发育相比,在 Os-

EMF2b杂合突变体的胚囊发育过程中没有观察到

明显的异常(图4-I-P),表明OsEMF2b杂合突变体

的胚珠和胚囊发育正常。
2.3 OsEMF2b 杂合突变体胚和胚乳的发育

虽然OsEMF2b杂合突变体没有影响花粉和胚

囊的发育,但其结实率较野生型有明显下降[16]。为

寻找其结实率降低的原因,对野生型和突变体种子

发育过程进行细胞学比较研究。
野生型水稻胚胎和胚乳发育过程:在受精后2d

(2DAP)的胚囊中,珠孔端有正在发育的原胚,初生

胚乳核分裂形成的数个胚乳游离核分布在胚囊腔中

(图5-A)。受精后3d的原胚呈梨形(图5-B),此时

的胚乳从靠近种皮的地方向中间开始细胞化。从

4DAP开始胚分化出凹内的胚芽鞘,接着胚根开始

4



 第1期 程馨妍 等:水稻PcG类基因OsEMF2bT-DNA插入杂合突变体的细胞学研究  

出现,胚囊内多数胚乳细胞在5DAP完成细胞化过

程(图5-C)。当种子发育到7DAP时,胚芽鞘中有

1~2片幼叶,胚根清晰可见,胚乳细胞开始积累淀粉

(图5-D)。在10DAP、14DAP时,成熟胚各部分的

结构清晰可见,胚芽周围形成2~3片幼叶(图5-E-
F),胚乳中的储藏物质进一步充实积累。

 A-H:WT胚囊发育过程;I-P:OsEMF2b杂合突变体胚囊发育过程;A,I:孢原细胞时期;B,J:大孢子母细胞时期;C,K:大孢子四分

体时期;D,L:功能大孢子时期;E,M:单核胚囊时期;F,N:二核胚囊时期;G,O:四核胚囊时期;H,P:成熟胚囊时期;as:孢原细胞;

in:珠被;mmc:大孢子母细胞;mt:大孢子四分体;msp:功能大孢子;d:靠近珠孔端的3个大孢子细胞的退化痕迹。A-H:Theembry-
osacdevelopmentofwild-type;I-P:TheembryosacdevelopmentofOsEMF2bheterozygousmutant;A,I:Archesporialcellstage;B,

J:Megasporemothercellstage;C,K:Megasporetetradstage;D,L:Functionalmegasporestage;E,M:Single-nucleateembryosac

stage;F,N:Bi-nucleateembryosacstage;G,O:Four-nucleateembryosacstage;H,P:Matureembryosacstage;as:Archesporialcell;

in:Integument;mmc:Megasporemothercell;mt:Megasporetetrad;msp:Megaspore;d:Thedegenerationtraceofthreemegaspores

closetomicropyle.

图4 野生型和OsEMF2b杂合突变体水稻的胚珠和胚囊发育

Fig.4 Ovuleandembryosacdevelopmentofwild-typeandOsEMF2bheterozygousmutantofrice
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 A-F:WT受精后2,3,4,5,10,14d的种子纵切;G-L:OsEMF2b杂合突变体受精后与 WT相同发育时期的种子纵切;G示受精后

2d的种子中没有胚的发育;H-K:OsEMF2b杂合突变体受精后3,5,7,10d的种子中胚发育延迟(箭头所示:胚);L,M 分别示Os-
EMF2b杂合突变体受精后14、10d的畸形胚;N-Q:OsEMF2b杂合突变体种子中胚乳发育异常;N,O:细胞化的胚乳游离核团,O是

N中方框的放大;P,Q:退化解体的胚乳细胞;R示突变体受精后10d的种子中无胚和胚乳的发育,箭头所指为另一个雌蕊上的柱头;

em:胚;en:胚乳。A-F:Longitudinalofwild-typeseedof2,3,4,5,10,14DAP;G-L:ThesamestageofOsEMF2bheterozygousmutant

withwild-type;G:Thedevelopmentof2DAPseedwithoutembryoandendospermdevelopment;H-K:Developmentaldelayedembryo

ofOsEMF2bheterozygousmutantseedof3,5,7,10DAP(Arrowsshowingembryo);L,M:AbnormalmorphologyofembryoofOs-

EMF2bheterozygousmutantduringseeddevelopmentof14,10DAP;N-Q:AbnormalendospermdevelopmentofOsEMF2bheterozy-
gousmutant,N,O:Syncytialaftercellularization,OistheamplificationoftheredboxinN.P,Q:Degeneratedendospermcell.

R:10DAPseedofmutantwithoutembryoandendospermdevelopment,thearrowisthestyleofanotherpistil.Em:Embryo;en:Endo-
sperm.

图5 野生型和OsEMF2b杂合突变体水稻的种子发育

Fig.5 Seeddevelopmentofwild-typeandOsEMF2bheterozygousmutantofrice

表1 水稻OsEMF2b杂合突变体胚和胚乳发育的异常表型与比率

Table1 ThestatisticsofabnormalembryoandendospermdevelopmentinOsEMF2bheterozygousmutant

杂合突变体1)

Heterozygousmutant
样品数

Samples
突变样品数

Samplesofmutant
主要突变表型

Majorcharacterofmutant
突变比率/%
Rateofmutant

OsEMF2b1DAP 73 8
无胚和胚乳

Withoutembryoandendosperm
10.9

OsEMF2b2DAP 109 33
无胚和胚乳

Withoutembryoandendosperm
30.3

OsEMF2b3DAP 75 27
无胚、胚延迟

Withoutembryo,
developmentallydelayedembryo

36.0

OsEMF2b4DAP 58 12
胚延迟、胚乳不细胞化

Developmentallydelayedembryo,
syncytialwithnocellularizationofendosperm

20.7

OsEMF2b5DAP 86 28
胚延迟、胚乳不细胞化

Developmentallydelayedembryo,
syncytialwithnocellularizationofendosperm

32.6

OsEMF2b10DAP 47 15
胚延迟、胚胎畸形

Developmentallydelayedembryo,abnormalembryo
31.9

Total 448 123 27.5
 1)DAP:受精后天数 Daysafterpollination.
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  与野生型水稻胚胎发育相比,部分OsEMF2b
杂合突变体种子发育过程中出现一些异常现象,其
异常比率的切片统计结果见表1。在受精后2d
(2DAP)的胚囊内,未见发育的胚胎和胚乳游离核,
珠孔端有一些细胞退化后的膜状结构(图5-G)。在

种子发育中后期(受精后14~21d),观察到一些空

胚囊(图5-R),推测在这些胚囊内没有启动胚和胚

乳的发育。在受精后3~10d的胚囊中,常可以观

察到一些发育延迟的胚胎(图5-H-K)。另外还观察

到有些胚囊内发育的胚胎表现出异常的形态,受精

后14d的胚胎(图4-L)极性发生改变,形态也异常;
受精后10d的异常胚胎(图4-M),未见明显的胚芽

和胚根等结构。

OsEMF2b杂合突变体在种子形成过程中除了

胚胎发育异常之外,还表现出一些胚乳发育异常现

象。在受精后5~7d的胚囊中,观察到没有细胞化

的胚乳游离核,大团的游离核聚集在一起,到发育后

期,这些没有细胞化的胚乳游离核逐渐解体,形成一

些泡状结构(图5-N-P)。观察受精后14d的胚乳

(图5-Q),可见胚乳细胞出现退化解体,细胞内没有

淀粉的积累,形成一些网状结构。

3 讨 论

3.1 OsEMF2b 基因在水稻花器官发育中的作用

  本研究从外部形态到切片观察,都证实水稻

OsEMF2b杂合突变体的花器官出现形态异常和数

量变异的表型。通过检测OsEMF2b杂合突变体中

该基因的表达,发现其表达量较野生型低[16],表明

杂合突变体花器官形态异常是OsEMF2b表达下调

所致。在拟南芥EMF2功能缺失型突变体和Luo
等对水稻OsEMF2b纯合突变体的观察中,都报道

该基因功能缺失后产生异常的花器官[2,4,15]。这些

研究结果表明EMF2基因功能保守,在单子叶植物

和双子叶植物中控制花器官的发育。已有的研究表

明水稻花器官发育基本符合经典的“ABCDE”模型,
不同器官的发育由不同的同源异型基因 MADS-
box 类转录因子调控[18]。因此,推测OsEMF2b基

因可能通过调控一些MADS 类基因的表达,控制水

稻花器官的发育。
3.2 OsEMF2b 基因对水稻种子发育的影响

拟南芥PcG的FIS复合物在胚乳和种子发育

中具 有 重 要 功 能[19]。本 研 究 结 果 显 示,水 稻 的

OsEMF2b基因对种子的发育有多种影响,其中受精

卵不分裂和胚发育延迟的比例较高,暗示OsEMF2b
基因可能参与细胞分裂和分化的调控。突变体中出

现胚乳发育异常的表型,表明OsEMF2b也参与水稻

胚乳发育的调控,因此,笔者推测OsEMF2b可能也

是水稻种子发育的调控因子。该推测得到田间结实

率统计结果的证据支持,2010年种植于武汉的供试

水稻 材 料 经 调 查,转 基 因 阴 性 水 稻 的 结 实 率 为

89%,OsEMF2b杂合植株结实率为72%。我们分

析,杂合子结实率降低主要是胚和胚乳发育异常所

致。OsEMF2b控制种子发育的分子机制需要通过

遗传学和分子生物学手段进一步揭示。
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CytologicalstudiesofPcGgeneOsEMF2bT-DNAinsertedmutantsofrice

CHENGXin-yan PEIRong YAOJia-ling

CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract ThericemutantsofOsEMF2binsertedbyT-DNAwerestudiedcytologically.Theresults
showedthatthemorphologyandquantitiesoffloralorganinheterozygousricemutantswerealteredbut
thedevelopmentofantherandovulewasnotchanged.Thefertilityofpollenandembryosacofmutants
wasnormal.Abnormitiesincludingnon-dividingzygote,delayedembryo,abnormalembryoandsyncytial
withnocellularization,aswellasthedissolutionanddegenerationofendospermcelloccurredduringthe
developmentofseed.Theseabnormitiesresultedinthedecreaseofseedsettingrate.Thestudyindicated
thatOsEMF2bplayedanimportantroleinthedevelopmentofricefloralandseed.

Keywords Oryzasativa;polycombgroupproteins(PcG);OsEMF2b;T-DNAinsertedmutant;

cytology
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