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填写说明

1. 本申请书所列各项内容均须实事求是，认真填写，表达明确严

谨，简明扼要。

2. 申请人可以是个人，也可为创新团队，首页只填负责人。“项目

编号”一栏不填。

3. 本申请书为大 16 开本（A4），左侧装订成册。可网上下载、自行

复印或加页，但格式、内容、大小均须与原件一致。

4. 负责人所在学院认真审核, 经初评和答辩，签署意见后，将申请

书（一式两份）报送项目管理办公室。
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一、 基本情况

项目

名称
玉米雄性核不育遗传鉴定及生理生化分析

所属

学科
学科一级门： 农学 学科二级类：植物生产类

项目

来源

□ A、学生自主选题，来源于自己对课题的长期积累与兴趣
 B、学生来源于教师科研项目选题

□ C、学生承担社会、企业委托项目选题

□ D、拔尖专项

□ E、竞赛专项

□ F、研修专项

申请

金额
10000 元 项目期限 2年 拟申报项目级别 省级

负责

人
孔子豪 性别 男 民族 汉族

出

生

年

月

2002 年 9 月

学号 20204011009 联系电话 宅： 手机： 15562360919

指导

教师
孙丽芳 联系电话 宅： 手机： 15765959395

项目简介

本项目以 7024雄性核不育突变体为试验材料，对其进行不

育表型分析，构建不同遗传背景 F1、F2及 BC1F1群体，鉴定后代

可育与不育的分离比例，从而确定该突变体的遗传特点；利用临

时装片及石蜡切片鉴定该突变体细胞败育时期；测定核不育突变

体与可育株各发育时期叶片及雄穗生理生化指标，为后续该不育

系的研究与利用奠定基础。

负责人曾经参与科研

的情况
无。
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指导教师承担科研课

题情况

A. 黑龙江省科技部青年基金项目，QC2015029，玉米苗期盐胁迫

下 DNA 甲基化修饰变化的研究，2015/08-2018/07，5 万元，结

题，主持。

B. 黑龙江省博士后启动基金项目，LBH-Q18101，CRISPR/ Cas9

系统介导玉米 ROS1 基因编辑及表观遗传调控分析，2019/01-

2020/12，10 万元，结题，主持。

C. 黑龙江八一农垦大学青年创新人才项目，2041010053，DNA 甲

基化及组蛋白修饰调控玉米耐盐应答基因的研究，2018/01-

2019/12，6 万元，在研，主持。

D. 一个玉米细胞质雄性不育系鉴定及遗传分析，校博士启动项

目，2013-2015，5 万元，结题，主持。

指导教师对本项目的

支持情况
同意。

项目

组主

要成

员

姓名 学号 学院
专业班

级
联系电话 项目分工

宣航 20204011228农学院
20 级农

学
13846592686 田间育性调查

李琳辉 20204011236 农学院
20 级农

学
19845976065 石蜡切片

燕洪利 20204011523 农学院
20 级种

工
13846974306 测定生理生化指标

孙心玉 20204011245 农学院
20 级农

学
18335609580 田间取样及指标测定

指导

教师

姓名 工号
学院/单

位
职称 联系电话 电子邮件

孙丽芳 002857 农学院 副教授 15765959395Sunlifang2013@126.com
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二、 立项依据（可加页）

（1）研究目的

玉米是世界三大粮食作物之一，具有高产稳产、抗逆性强、适应性广等特点，是杂种

优势利用中具有代表性的作物。随着我国经济发展，劳动力大量向城市转移，导致玉米制

种基地劳动力紧张，去雄延误等问题出现。然而，玉米雄性不育在玉米杂交制种过程中具

有重要的意义，它不仅可节省大量人工去雄、降低种子成本，而且可减少因去雄不净所造

成种子混杂，而提高种子纯度。因此，本项目以田间发现的 7024 雄性核不育突变体为研

究对象，通过不育表型观察、遗传学、细胞学、生理生化指标等方面的鉴定，初探 7024

雄性核不育突变体的败育机理，为后续该不育系的研究与利用奠定基础。

（2）研究内容

① 7024 雄性不育突变体遗传分析

a. 雄性败育表型鉴定

从植株散粉初期至结束每天进行单株育性调查，记录植株散粉情况；在植株散粉期从

雄穗中部随机剥取花药，观察花药颜色，用游标卡尺测量 10个花药的长度和宽度，比较

可育株和不育系株间差异；将花药放置在载玻片上，用解剖针将花药沿横轴切断，挤出花

粉粒，1%的 I2-KI染色，显微镜下观察花粉粒的可染性，分析花粉活力情况。

b. 构建不同遗传背景育性分离群体

2022年组配 7024(不育)×Mo17Ht、7024(不育)×B73、7024(不育)×17-703不同遗传

背景杂交组合；2022年冬季海南育种基地播种各杂交组合 F1世代，自交获得 F2代分离群

体，并以 7024不育系为母本回交获得 BC1F1世代分离群体；2023年安达育种基地观察 F2

及 BC1F1分离群体可育与不育植株数，利用卡方检验计算分离比例，从而确定 7024雄性

败育突变体的败育类型及基因调控对数。

②细胞学败育时期鉴定

a. 临时装片观察方法

在抽穗季节，用手摸花序部分，如感到松软，即用刀在喇叭口纵切一刀，取出数条花

序分支，如果主穗先端小穗颖长达到 3-4mm时取样，单株挂牌，每隔 1d取主穗中部小
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穗。所取小穗置 FAA固定液中固定 24h后，于 FAA中(4℃)长期保存备用。选取固定后

2-3mm长的花药压片，用解剖刀横断花药，挤出花药药室内细胞，经过醋酸洋红染色，

数码显微镜(BA 2100 igital)下观察游离细胞的形态，并照相。

b. 石蜡切片观察

从大喇叭口期至雄穗发育完成，对供试材料每日取样，选出各个时期的可育株雄花和

不育株雄花，从茎中部横切幼嫩的雄穗，剥取新鲜花药，经 FAA固定液固定，经固定后

的花药分别用 30%、50%、70%、85%、95%乙醇逐级脱水，1/5、2/5、3/5、4/5二甲苯和

纯二甲苯透明，逐级浸蜡透蜡之后用纯蜡包埋，用切片机切片，横切片厚度为 8μm，用

明胶粘片，干燥后进行脱蜡、透明，晾干后加一滴树胶进行封藏，用 Olympus.BH显微镜

观察照相。

③生理生化指标测定

以 7024群体中可育与不育植株为分析对象，于不同时期取样测定胜利生化指标，具

体内容如下：

营养生长期：苗期叶片（三叶一心期幼苗）、拔节期叶片、抽雄期雄穗功能叶片和散

粉期雄穗功能叶片。各时期取样至少混合 5株叶片，低温保存备用。

雄穗发育期：花药刚开始发育、穗长不超过 10cm为时期 1，花药发育完全、雄穗刚

要抽出为时期 2、雄穗完全抽出但没散粉为时期 3，散粉期为时期 4。剥取 4个时期雄穗

花药，至少混合 10株取样，低温保存备用。

以上每个取样点均设置 3次生物学重复。

采用 NBT光还原法测定超氧化物歧化酶（SOD）活性；愈创木酚法测定过氧化物酶

（POD）活性；高锰酸钾滴定法测定过氧化氢酶（CAT）活性；AsA法测定抗坏血酸过

氧化物酶（APX）活性；硫代巴比妥酸法测定二醛（MDA）含量；蒽酮法测可溶性糖含

量；考马斯亮蓝法测可溶性蛋白含量；酸性茚三酮法定脯氨酸含量。

（3）国、内外研究现状和发展动态

玉米(Zea mays)为雌雄同株，是杂种优势利用典型的代表性作物[1]。然而杂种优势利

用制种过程，母本的花粉会严重影响种子的纯度，那么去雄就显得尤为重要。但去雄不仅

耗时、耗力且降低杂交种子的质量和产量。因此，利用雄性不育系是扩大玉米杂交育种规
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模的理想选择。植物雄性不育是指雄性器官不能正常发育，但雌性器官发育正常，可以与

其他有功能的雄配子受精结实，且雄性不育能够稳定遗传的现象[2]。导致雄性不育现象产

生的因素有很多，如基因漂移、基因突变、光照周期及温度的改变等[3]。雄性不育按照遗

传方式的不同，可以分为 2类：细胞核雄性不育(genic male sterility, GMS)和核质互作雄性

不育（cytoplasmic male sterility, CMS），其中细胞核雄性不育还分为显性核不育、隐性核

不育以及光温敏核不育。玉米的 CMS应用非常广泛，据 Darrah等报道，1979年美国利用

各类 CMS系配制的杂交种占种子生产量的 17.5%，其中 T型 1.3%、C型 14.1%、S型

2.1%；1984年种子生产量为 11.6%，其中 C型 8.3%、S型 3.3%[4]。中国农业大学采用掺

和法对豫玉 22号的不育胞质杂交种进行推广利用，并且形成了一定的推广面积[5]，其中

2003年，制种面积达 866.67 hm2，可供 16.67万 hm2生产使用，累计推广面积约 573万

hm2[6,7]。尽管迄今已发现约 100 多种玉米 CMS 材料，但是受小斑病菌专化侵染和雄花育

性不稳定的影响，且“三系”配套增加制种成本，导致能在生产上应用的并不多。然而，

细胞核雄性不育系的选育不受恢复基因的限制，且没有细胞质不育基因的不利性状，应用

潜力较大。目前，已经发现并命名的玉米核不育基因有 200多个[8]，但仅有少数的几个基

因得到克隆，如：ms8[9]、ms9[10]、ms22/msca1[11,12]、ms23[13]、ms26[14]、ms32[15]、

Ms44[16]、ms45[17]、apv1[18]、ipe1[19]、macl[20]、ocl4 [21]。

前人对玉米雄性不育系遗传分析做了大量研究。如，张欢欢[22]等将晋玉 1A×昌 7-2、

晋玉 1A×G155和晋玉 1A×昌 7-2无叶舌获得 F1代植株再分别自交，并通过调查 F2代群体

散粉期单株雄穗的开花、散粉情况的方式来进行遗传群体的育性分析；朱永卉[23]通过构

建不同的( ms39×Mo17)回交群体、(ms39×B73) F2分离及回交群体对 ms39定位结果进行验

证；康丹[24]通过构建 ms2×B73 F2分离群体、ms2×PH4CV F2分离群体以及 ms2×B73 F3分

离群体来对 ms2突变体进行遗传分析；柳双双[25]通过调查 ms30 ×昌 7-2和 ms30 ×郑 58的

F2分离群体育性比例来进行玉米核不育突变体 ms30的遗传分析。通过以上研究发现，选

用不同的遗传背景来鉴定玉米雄性不育系的遗传基础是非常必要的。

此外，不同雄性不育突变体的败育类型和特征不尽相同，掌握花药败育发生的确切时

期、部位和特征是深入研究雄性不育机制的基础，将有助于更好地用于农业生产。研究发

现，Wang等[26]利用苏木精醋酸洋红对玉米雄性不育突变体 ms8花粉母细胞减数分裂过程



8/ 15

染色观察发现，该突变体花粉母细胞形态呈不规则状，在二分体时期就已败育解体；樊建

青等[27]以小麦光温敏核雄性不育系 BS366为材料，采用卡宝品红染色观察花粉母细胞减

数分裂过程发现，不育环境下的 BS366花粉母细胞减数分裂过程中表现出染色体散乱排

列、分离不同步以及细胞质不完全分裂、细胞板不平整、子细胞大小不一等特征，认为这

些异常可能是造成花粉败育的主要原因。何金华等[28]用间接免疫荧光标记(Indirect-

immunofluorescence)细胞微管，PI染色观察发现同源四倍体水稻微管组织的异常可能与染

色体的行为异常存在一定的关联，两者共同影响花粉发育，导致其育性偏低。对于成熟花

粉育性和活力的检测方法主要包括花粉萌发测定法、TTC法、I2-KI染色法和 Alexander染

色法[29]等，这些方法对多数植物花粉育性都能有效鉴别，但基于操作简单方便，通常会

选用后面两种方法。Alexander试剂染色后，可育花粉呈红色，而败育的花粉染色反应呈

现绿色。玉米花粉富含淀粉，不育花粉不积累或积累较少淀粉，用 I2-KI染色不着色或是

染色浅，可育花粉染色成棕黑色。

为了探究玉米雄性不育系的生理生化特征，前人也做了大量的工作基础。汪燕等[30]

研究发现，与可育株 K305F相比，不育株 K305ms雄花发育过程中花药与颖壳的可溶性

蛋白含量和游离脯氨酸含量均不同程度降低，而 POD活性显著或极显著升高。张勤[31]等

发现不育株叶片中的抗氧化酶活性总是低于同期可育株，并且不育株叶片中的MDA和

H2O2含量、O2-产生速率高于同期可育株，说明叶片中抗氧化酶活性低、活性氧积累多可

能是引起雄性不育的原因之一。不育株叶片中的叶绿素、脯氨酸和可溶性糖的含量均低于

同时期的可育株，特别是在雄穗发育初期可溶性糖含量显著低于可育株，说明光合效率低

及营养物质缺乏可能会导致雄穗发育异常。周国昌等[32]研究发现，造成 K932MS败育的

原因可能是由于不育花药中营养物质的严重不足，同时不育花药的 CAT和 SOD活性降

低、POD活性升高，不利于花药的正常生长发育。以上研究说明，玉米细胞雄性不育可

能与花药发育过程中物质代谢营养缺乏、抗氧化系统异常、光合效率低等有关。那么，弄

清玉米雄性不育生理生化特征对于研究玉米雄性不育系的败育机理来说是必不可少的。

因此，本项目拟利用玉米自交系 7024雄性核不育系为研究对象，利用不同遗传背景

材料组配杂交组合，分析后代可育与不育的分离比例，从而确定该材料的不育性及基因调

控对数；利用临时装片及石蜡切片鉴定不育系的败育时期；测定 7024不育株和可育株各
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生育时期叶片及雄穗生理生化指标，为后续该不育系的研究与利用奠定基础。
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（4）创新点与项目特色

①利用遗传学、细胞学方法确定 7024 雄性核不育败育类型及基因调控对数；

②分析雄性不育突变体及可育植株间生理生化差异，为后续理解该突变体的败育机理

提供理论依据。
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（5）技术路线、拟解决的问题及预期成果

1.技术路线

2.拟解决的问题

（1）鉴定 7024雄性核不育系败育生物学和细胞学特征；

（2）为 7024雄性核不育系的机理研究奠定理论基础。

3.预期成果

（1）研究报告一份

（2）发表核心期刊论文 1-2篇。

（6）项目研究进度安排

2022年 5-6月：完成田间种植及出苗情况调查；

2022年 7-8月：完成各生育期叶片和花药的取样及杂交授粉工作；

2022年 9-10月：完成生理指标测定；

2022年 11-12月：完成花粉败育时期的鉴定；

2023年 1-4月：完成论文的撰写；
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2023年 5-6月：完成分离群体的播种；

2023年 7-8月：完成田间分离群体的可育与不育的鉴定工作。

2023年 9-10月：完成研究报告的撰写。

（7）已有基础

1.与本项目有关的研究积累和已取得的成绩

本课题组 2015年田间鉴定发现自交系 7024种植群体中有不育植株，可育与不育比例

基本符合 1：1的比例，然后每年均用可育株给不育株授粉，目前已稳定保持该不育材料

5-6个世代，基本判定该不育系为隐性核不育。可育植株花药饱满、呈黄绿色，不育植株

花药颜色暗黄、干瘪、不开裂（图 1），游标卡尺检测后发现不育花药长度仅为可育花药

的 76%（图 2）。通过 I2-KI染色后，可观察到可育株花粉粒 94%以上可染，而不育株的

花药经 I2-KI染色后找不到花粉粒，说明不育系花药内没有花粉粒，败育彻底（图 3）。

图 1可育株和不育株的雄穗比较

可育株 不育株

A
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图 2可育株和不育株的花药形态的比较

注：A：可育株；B：不育株

图 3 可育株花粉粒的 I2-KI染色鉴定

2.已具备的条件，尚缺少的条件及解决方法

本项目提出的所有研究内容都是建立在以往的研究工作基础之上，实验需要的所有

条件都已具备。项目组成员已掌握扎实的专业理论知识，积累了丰富的研究经验，熟练

掌握与本项目相关的研究技术和方法，如石蜡切片、生理生化指标测定等。这是本项目

得以顺利开展的基本保障。但由于工作量较大，还需通过合理的时间安排来完善试验。

三、 经费预算

开支科目 预算经费（元） 主要用途
阶段下达经费计划（元）

前半阶段 后半阶段

预算经费总额 10000 5000 5000

1. 业务费 3000 3000

（1）计算、分析、测试费

（2）能源动力费

B
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开支科目 预算经费（元） 主要用途
阶段下达经费计划（元）

前半阶段 后半阶段

（3）会议、差旅费

（4）文献检索费

（5）论文出版费 3000 3000

2. 仪器设备购置费

3. 实验装置试制费

4. 材料费 7000 5000 2000

学校拨款 5000.00

财政拨款 5000.00

四、 项目组成员签名

五、 指导教师意见

导师（签章）：

2022 年 6 月 19 日
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六、 院系推荐意见

盖 章：

年 月 日

七、 学校推荐意见

盖 章：

年 月 日
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