
麦类作物学报 2025,45(12):1613-1619
JournalofTriticeaeCrops doi:10.7606/j.issn.1009-1041.2025.12.04

网络出版时间:2025-11-04
网络出版地址:https://link.cnki.net/urlid/61.1359.S.20251104.0958.006

小麦新种质11003矮秆基因的精细定位

收稿日期:2025-06-19   修回日期:2025-09-24
基金项目:粮食作物种质创新与遗传改良湖北省重点实验室开放课题(2023lzjj09);安徽省农业科学院科研团队项目(2025YL003)
第一作者E-mail:sh_9288@163.com(孙 皓)
通讯作者E-mail:cxd_429@163.com(陈晓东)

孙 皓1,2,3,赵 斌1,3,彭严春2,4,王 瑞1,3,季昌好1,3,朱 斌1,3,陈晓东1,3

(1.安徽省农业科学院作物研究所,安徽合肥230031;2.粮食作物种质创新与遗传改良湖北省重点实验室,湖北武汉430064;

3.农作物品质改良安徽省重点实验室,安徽合肥230031;4.湖北省农业科学院粮食作物研究所,湖北武汉430064)

摘 要:多个小麦矮秆(reducedheight,Rht)基因已被鉴定,但仅有少数应用于育种,挖掘可利用的新矮

源基因仍是培育高产、稳产小麦品种的前提和基础。以优异矮秆小麦新种质11003为研究对象,与长江中下

游主推品种扬麦20组配构建F2 分离群体,对株高性状进行遗传分析。结果表明,11003的矮秆表型由1对

隐性主效基因控制,混池分离测序分析(BSA-seq)将其矮秆基因定位于4D染色体16.64~25.97Mb的物理

区间内,命名为QPh.aaas-4D。通过KASP标记不断加密,将QPh.aaas-4D精细定位至18.95~21.62Mb的

2.67Mb候选区间内。经矮秆基因Rht2功能标记KP-Rht2检验,推测QPh.aaas-4D目的基因可能为该经典

矮秆基因。基于上述结果,小麦新种质11003株高下降可能与4D染色体上携带Rht2基因有关,以其作亲本

组配,可改良小麦株高性状。
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Abstrat:Multiplereducedheight(Rht)genesinwheathadbeenidentifiedbutonlyafewwereapplied
inbreedingprograms.Therefore,identifyingandutilizingnewRhtgenesremainsaprerequisitefor
breedinghigh-yieldandstablewheatvarieties.Inthisstudy,weconstructedanF2mappingpopula-
tionbycrossinganelitedwarfwheatgermplasm11003withYangmai20,aleadingvarietyinthemid-
dleandlowerreachesoftheYangtzeRiver.Geneticanalysisindicatedthatthelowerplantheightof
11003wascontrolledbyapairofrecessivemajoralleles.TheRhtgene,designatedasQPh.aaas-4D ,
wasmappedtoaphysicalintervalof16.64-25.97Mbonchromosome4Dbyusingbulked-segregant
analysissequencing(BSA-Seq).Subsequently,high-density KASP makers weredevelopedand
mappedtheQPh.aaas-4Dtoa2.67Mbcandidateinterval(18.95-21.62Mb).Thenweusedthe
functionalmarkerKP-Rht2totestindividualsoftheF2populationandassumedthecandidategeneun-
derlyingQPh.aaas-4DwastheclassicalRhtgene,Rht2.Basedonthisstudy,reducedheightofthe
novelwheatgermplasm11003islikelyrelatedtotheRht2genelocatedonchromosome4D,whichcan
beusedinwheatbreeding.
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  小麦作为世界三大粮食作物之一,在全球粮

食安全生产中发挥着不可替代作用[1]。株高是小

麦高产、稳产的重要农艺性状,适度降低株高以增

强植株抗倒伏能力,仍是当今小麦育种中改良株

型的首要目标[2-3]。
株高属复杂数量性状,由主效基因和微效基

因共同控制,现已定位到的控制株高的 QTL遍

及小麦的21条染色体[4-5]。自“绿色革命”以来,
由矮秆(reducedheight,Rht)基因驱动的小麦半

矮秆育种极大地促进了小麦产量的提升[6-7]。迄

今,已被鉴定和命名的Rht基因有27个[8-10],但仅

有少数成功应用于育种[11],如位于小麦4B和4D
染色体短臂上的Rht1和Rht2基因,通过编码负

调控赤霉素信号通路抑制植物细胞生长的DEL-
LA蛋白而使株高下降[12-13]。由于多数矮秆基因

可能存 在 一 些 负 效 应,它 们 在 育 种 上 应 用 有

限[14]。因此,发掘可利用的新矮源基因,仍是今

后小麦品种遗传改良的重要工作之一。
随着 新 一 代 测 序(next-generationsequen-

cing,NGS)技术的快速发展,将传统混池分离分

析法(bulked-segregantanalysis,BSA)与 NGS
相结合形成的混池分离测序分析法(bulked-seg-
regantanalysissequencing,BSA-seq),已广泛应

用于作物产量、抗病、抗逆等重要性状的QTL/基

因快速定位[15-19]。本研究以创制的优异矮秆小麦

新种质11003为对象,与长江中下游麦区主推品

种扬麦20组配构建F2 作图群体,采用BSA-seq
方法对小麦新种质11003的矮秆基因进行定位,
以期为小麦株高遗传改良提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料与田间设计

试验材料11003为安徽省农业科学院作物研

究所麦类遗传改良团队对杂交后代群体中发现的

自然突变单株,经多年筛选鉴定获得稳定遗传的

矮秆小麦新材料,其株高65cm 左右,具有多分

蘖、大穗大粒等优点;扬麦20为江苏里下河农科

所选育的国审小麦品种,株高95cm左右,是长江

中下游麦区主推品种。以11003(矮秆、母本)和
扬麦20(高秆、父本)杂交F1 代再自交产生F2 代

分离群体,用于基因定位。于2023—2024年度将

亲本、F1 和F2 种植于安徽省农业科学院试验基

地,行长2m,行距0.25m,每行等距点播20粒

种子,除F2 分离群体外,亲本及F1 各种植5行,

常规田间管理。

1.2 性状测定与分析

于成熟期调查株高、穗长、节间长、节间数量等

性状。亲本及F1 代,取10株进行测定;F2 代分离

群体,对每单株进行测定。采用Excel软件对性状

数据进行统计分析,采用Graph-PadPrism8软件

绘制差异比较结果柱状图。
基于亲本、F1 及F2 群体株高测定结果,统计

F2 分离群体中矮秆和高秆表型植株数量,绘制株

高次数分布图,采用卡方测验判定高秆和矮秆分

离比,结合亲本及F1 对株高表型进行遗传分析。

1.3 混池分离测序分析(BSA-seq)
取亲本、F2 群体植株幼嫩叶片,采用CTAB

法提取DNA[20],在F2 分离群体中分别选取极端

高秆和矮秆植株DNA,将其等质量混合,分别构

建高秆混池(tallpool,TP)和矮秆混池(dwarf
pool,DP),同时分别构建11003和扬麦20两个

亲本池[21]。基因池质检合格后进行高通量测序,
对两个混合池(TP和DP)进行30×重测序,两个

亲本池(11003和扬麦20)进行15×重测序。首

先对DNA池进行Pair-Ended(PE)文库构建,然
后在华大DNBSEQ-T7测序仪上进行PE150测

序,最后将原始数据(Rawdata)通过质控得到高

质量数据(Cleandata),利用BWA软件比对到中

国春 v2.1 版 本 参 考 基 因 组 (https://www.
wheatgenome.org/)上,再利用GATK软件进行

变异检测[22-23]。根据设定的过滤标准对数据进行

过滤,去除不符合标准的碱基序列(reads),并对

混池进行SNP频率(SNP-index)差异分析,根据

设定的阈值条件对分析结果进行筛选,最后以滑

动窗口计算Δ(SNP-index),得到候选区间,并进

行绘图[15]。

1.4 KASP标记开发与精细定位

根据重测序结果,筛选亲本间纯合差异的SNP
位点,以中国春v2.1基因组为参考,在 WheatOmics
1.0网站上(http://wheatomics.sdau.edu.cn/)
查找SNP位点上下游100bp碱基序列,将SNP位

点物理位置和碱基序列上传至PolyMarker网站上

(https://www.polymarker.info/),设计 KASP特

异性引物[24]。KASP反应体系及反应程序参考爱

博泰 克 公 司2× FASA GenotypingMasterMix
(StandardROX)试剂(货号:RK30136)说明书,标
记引物由北京擎科生物科技股份有限公司进行合

成。利用矮秆性状关联的候选区间两侧 KASP
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标记对F2 群体进行基因型检测,结合表型数据,
验证BSA-seq初定位结果,并在候选区间内加密

分子标记开展精细定位。定位所用 KASP标记

引物序列如表1所示。

2 结果与分析

2.1 亲本及F1 株高的差异分析

成熟期矮秆小麦新种质11003株高为(66.13
±3.31)cm,扬麦20株高为(96.95±5.55)cm,二
者之间株高差异达极显著水平(P<0.001)(图1

A、图1B)。植株节间数及节间长度比较,11003
和扬麦20植株具有相同的5个节间,但11003植

株各节间长度均显著小于扬麦20,导致其株高显

著下降(图1C、图1D)。就穗长而言,11003则

显著长于扬麦20(图1E)。11003与扬麦20杂

交F1 代株高为(81.20±3.10)cm,介于两亲本

之间,且分别与两亲本达极显著差异(P<0.001)
(图1B)。结合亲本及F1 株高表型(图1B),推
测小麦新种质11003的矮秆表型由隐性主效基

因控制。

表1 精细定位所用KASP标记

Table1 KASPmarkersusedforfinemapping

标记名称
Markername

引物序列Primersequence(5'-3')

正向Forward 反向 Reverse

KP21 GAGATGCGACCTTCAAGCC[C/A] ACCTCGTCGTGTCGTAGAGA

KP204 GCTCGTGGGTCTCCTGGA[C/T] CCTAACGTGCACCCTGTGAA

KP102 TGATTATGGGGTGGTTAGAGC[C/T] TCGTCGCCATCGTCTAACC

KP248 CTAGTCTCTGTGCGAGCGG[G/A] GCCTCGCAAAAGGAACGAAA

KP-Rht2 CATGGCCATCTCGAGCTGCT[C/A] CGGGTACAAGGTGCGCGCC

KP130 TGTTGAATCGGTAAAAGGGC[G/A] GGGTTTAGCTACAAGGCATGG

KP275 TTCAACAAACATACCAAGCTTCT[C/T] CAAGCTTGGACGCGAACTTC

KP72 CTCCCAATATGCATAAATGTCTTC[G/A] GCCTGCACCTTCTTTGTTCG

KP320 AAAGGCGCTCCTCACCG[C/T] GAGACGAATCCTCCTGCTCG

KP167 CAAAGATCAGTCGCAGAACC[C/T] TGCAGCAATCGACAAGCTTG

KP364 GCTGCACTCCAACGACTTC[C/A] TAAGCTTCGAGAAGTCCGGC

  表中中括号中的碱基表示亲本差异SNP位点的2种碱基。
DifferentbasesinsquarebracketsrepresenttheSNPsoftheparents.

  A:成熟期植株表型;B:株高;C:节间表型(第一节间含穗);D:节间长度差异(第一节间含穗);E:穗长。***:P<0.001。
A:Matureplantphenotype;B:Plantheight;C:Internodephenotype,withthefirstinternodeincludingthespike;D:Differences

ininternodelength,withthefirstinternodeincludingthespike;E:Spikelength.***:P<0.001.
图1 亲本11003和扬麦20及杂种F1 的性状差异

Fig.1 Differencesinplanttraitsof11003,Yangmai20andthehybridF1
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2.2 株高的遗传分析

以11003为母本、扬麦20为父本杂交产生

320个F2 分离单株,对该F2 群体的株高表型分

布进行统计分析(图2)。结果表明,F2 分离群体

中株高最小值为51.0cm,最大值为111.3cm,多
数个体的株高主要分布于67.0~87.0cm区间。
基于株高次数分布图,以71.0cm为标准将F2 群

体大体分为两类:≤71.0cm 为矮秆类型,有91
株;>71.0cm为高秆类型,有229株。经卡方测

验,矮秆与高秆植株数比例符合1∶3分离比(表

2),结合亲本及F1 株高表型(图1B),可推测小麦

新种质11003的矮秆表型是由1对隐性主效基因

控制。

2.3 矮秆基因初定位

从F2 分离群体分别选取23株极端高秆和

23株极端矮秆植株构建高秆混池(TP)和矮秆混

池(DP)并进行混池分离测序分析(BSA-seq),亲

本与混池重测序数据统计如表3所示。11003、扬麦

20、TP和DP分别得到1425908254、1744605248、

3805991034和3381364766的高质量数据

(Cleanreads),比对到中国春v2.1参考基因组上

的碱基序列(reads)比例均超过99%,所有样本测

序数据质量高,Q20≥98.14%、Q30≥95.51%,
可作进一步分析。

图2 F2 群体株高次数分布

Fig.2 Frequencydistributionofplant
heightintheF2population

表2 F2 群体株高表型卡方测验

Table2 Chi-squareanalysisofplantheightintheF2population

株高
Plantheight

观察值
Observedvalue

期望值
Expectedvalue

期望比
Expectedratio χ2

P 值
Pvalue

矮秆类型 Dwarftype 91 80

高秆类型 Talltype 229 240
1∶3 2.02 0.16

合计 Total 320 320

表3 测序数据统计

Table3 Statisticalanalysisofthesequencedata

样本
Sample

高质量序列数
Cleanreads

GC含量
GC/% Q20/% Q30/% 测序覆盖度

Coverage/%

平均测序深度
Average

sequencingdepth

比对到参考
基因组的序列
Mappedreads/%

11003 1425908254 44.39 98.20 95.72 96.48 14.07 99.88

扬麦20
Yangmai20 1744605248 44.27 98.92 96.78 96.60 16.84 99.92

TP 3805991034 43.96 98.23 95.74 96.97 37.04 99.88

DP 3381364766 44.01 98.14 95.51 96.49 32.42 99.89

  通过比较 TP和DP两个混池的SNP频率

(SNP-index)差异,计算Δ(SNP-index)值(窗口

大小100kb,步长大小10kb),以99.9%置信水

平为筛选阈值,与中国春v2.1参考基因组进行比

对,初步将矮秆基因定位于4D染色体16.64~
25.97Mb的物理区间内,候选区间大小为9.33
Mb,将该QTL位点命名为QPh.aaas-4D(图3)。
2.4 矮秆基因精细定位

基于矮秆基因的 BSA-seq初定位结果,在

QPh.aaas-4D区间两侧设计KASP标记KP21和

KP364,对F2 群体的320个单株进行基因分型。
如两标记KP21和KP364对某一单株检测,同为

亲本11003或扬麦20或杂种F1 代基因型,则该

单株对应的基因型分别为QPh.aaas-4D 11003或

QPh.aaas-4D Yangmai20或QPh.aaas-4D11003/Yangmai20;
如检测不同为某亲本或F1 代基因型,则为重组型

单株。结果显示,QPh.aaas-4D 11003、QPh.aaas-
4D11003/Yangmai20和QPh.aaas-4D Yangmai20基因型单株

分别有53、155和68个,相应株高均值分别为

(62.79±4.94)、(75.79±6.38)和(93.87±7.03)
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cm,不同基因型间株高呈极显著差异(P<0.001)
(图4A和4B),进一步验证了BSA-seq定位结果

的可靠性。F2 群体中检测到44个重组单株,在

KP21和KP364区间内不断加密KASP标记,结

合重组单株基因型与株高表型,最终将QPh.
aaas-4D缩短至 KP248和 KP72之间,候选区间

大小为2.67Mb,对应物理区间为18.95~21.62
Mb(图4C)。

  绿线、红线和蓝线分别代表95%、99%和99.9%置信水平阈值线。

Thegreen,red,andbluelinesrepresentthethresholdlinesof95%,99%,and99.9%confidencelevels,respectively.

图3 混池分离测序分析(BSA-seq)初定位结果

Fig.3 QTLmappingbybulked-segregantanalysissequencing(BSA-seq)

  A:QPh.aaas-4D位于小麦4D染色体短臂;B:QPh.aaas-4D11003、QPh.aaas-4D11003/Yangmai20和QPh.aaas-4DYangmai20基因型间株高差

异;C:部分重组单株(RL-1~RL-10)基因型及株高表型。***:P<0.001。

A:QPh.aaas-4Dontheshortarmofwheatchromosome4D;B:DifferencesinplantheightamonggenotypesQPh.aaas-4D 11003,

QPh.aaas-4D 11003/Yangmai20,andQPh.aaas-4D Yangmai20;C:Plantheightgenotypeandphenotypeofpartialrecombinantindividuals(RL-

1—RL-10).***:P<0.001.

图4 QPh.aaas-4D的精细定位

Fig.4 FinemappingofQPh.aaas-4D

3 讨论

矮秆基因的引入及配套栽培技术的应用大幅

提升了小麦产量,目前已定位多个矮秆基因/QTL,
但仅有Rht1、Rht2、Rht8和Rht24等少数矮秆基因

应用于商业化育种[25]。本研究采用BSA-seq方

法,结合KASP标记不断加密将小麦新种质11003

的矮秆基因精细定位在4D染色体18.95~21.62
Mb的候选区间内(QPh.aaas-4D),与多数小麦

株高 QTL的定位结果基本一致[26-27],也验证了

Xu等[28]报道的小麦4D染色体15.2~37.1Mb
区间可能含有控制株高的QTL富集簇这一观点。
由于小麦4D染色体上的经典矮秆基因Rht2(Rht-
D1b)物理位置为19189459~19191979bp(参考
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中国春v2.1基因组),位于本研究鉴定的QPh.
aaas-4D候选区间内,以Rht2的 KASP标记 KP-
Rht2[29]检测F2 分离群体,发现KP-Rht2与株高

表型紧密连锁,因此推测QPh.aaas-4D 目的基因

可能为Rht2。据报道,在Rht-D1基因座上除野生

型等位基因Rht-D1a和自然变异等位基因Rht2
(Rht-D1b)外,还鉴定到其他8个等位基因(Rht-
D1c~Rht-D1j)[25]。因此,后续可通过对小麦新

种质11003的QPh.aaas-4D目的基因进行克隆和

碱基序列分析,验证目的基因是否为Rht2,以及是

否为新的等位变异类型,进一步丰富Rht2基因及

功能研究。
矮秆小麦新种质11003具有长穗、大粒、多分

蘖特点,以其为骨干亲本组配选育出的小麦新品

系在株高和穗部性状上得以改良。但11003感赤

霉病、纹枯病等病害,导致结实率和粒重下降,可
能与株高降低使得群体植株通风透光性减弱有利

于病原菌的繁殖和扩展有关,在玉米[30]上也有类

似报道。此外,矮秆基因本身也会产生一些负面

效应[14,25],如Rht2(Rht-D1b)相较于野生型Rht-
D1a增加了植株对赤霉病的易感性[29,31-32],同时

降低了胚芽鞘和根茎的长度,从而引起种子活性

下降[33]。因此,利用小麦新种质11003来改良株

高时,可通过与抗病亲本进行杂交、回交,结合分

子标记辅助选择和表型抗性筛选等手段,尽可能

打破矮秆与不利性状间的连锁,在获得理想株高

的同时,兼顾产量与抗性的协同提升。
当前应用于小麦育种实践的矮秆基因来源较

为单一,有必要发掘有育种潜力的新矮源基因,如
不影响赤霉病抗性的Rht24 [34-35]和无产量负效应

的Rht26[9]为小麦株高遗传改良提供了新的基因

资源。此外,对矮秆基因的定位克隆、遗传调控机

制的解析和功能标记的开发,是未来推动矮秆小

麦育种的重要基础性工作。
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