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Abstract: 【Objective】Rice pigments not only have important physiological effects on their own development, but also 

have been widely used in rice breeding, by-product improvement, and so on. Phenotypic analysis and gene mapping of 

pigment-related genes could lay the foundation for the further study of rice pigments metabolism and regulation mechanism. 

【Method】A golden hull and internode rice mutant, gh881, was isolated from an elite japonica cultivar Changlijing (CLJ) 

using ethyl methane sulphonate(EMS) mutagenesis strategy；the main agricultural traits of gh881 and its wild type(WT) 

were measured at mature stage; we crossed gh881 with WT and ZH8015, respectively, followed by observation of F1 and 

BC1F1 plants phenotype, and we made genetic analysis using Chi-square test in BC1F2 population and gene mapping using 

map-based cloning in F2 population; the related-genes expression of young panicles, internodes and flag leaf sheaths of 

gh881 and WT at various stages were studied by qPCR. 【Result】Compared with wild type, gh881 exhibited golden hull 

and internode at the mature stage. Except for no significant difference in the number of panicles per plant, there were 

significant reduction in plant height, the seed-setting rate, the number of spikelets per panicle, the number of grains per 

panicle and 1000-grain weight between WT and gh881. Genetic analysis and gene fine-mapping results suggested that 

gh881 was controlled by a single recessive gene and the mutant gene was mapped to a region of 33.2 kb in which four open 

reading flames (ORFs) existed on the short arm of chromosome 2 between markers FH-13 and RH-25. 【Conclusion】

Sequencing analysis revealed that a single base mutation (G to A) occurred at the site 3563 bp of OsCAD2 (Os02g0187800) 

encoding a Cinnamyl-Alcohol Dehydrogenase (CAD), which led to a G297D mutation (codon GGC to GAC). This implied 

that gh881 might carry a novel allele of OsCAD2. The quantitative real-time PCR analysis showed that the relative 

expression level of OsCAD2 decreased significantly in the internode, while it almost increased significantly in the flag leaf 

sheath and panicle, and the related-genes also almost changed significantly. These results demonstrated that OsCAD2 is an 

important gene involved in lignin metabolic pathway, and may regulate other related-genes expression feedback.  
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摘  要：【目的】水稻色素不仅对其自身生长发育有重要生理作用，而且在水稻育种、农副产品改良等方面运用

比较广泛。对水稻色素相关基因进行表型分析和基因定位，为进一步研究色素代谢途径及调控机理奠定基础。【方

法】利用 EMS 诱变粳稻长粒粳(CLJ)，在突变体库内筛选到一个金黄色颖壳与节间突变体 gh881；在成熟期，测

定野生型与 gh881 的主要农艺性状；将 gh881 与野生型及中恢 8015 杂交，观察 BC1F1及 F1植株表型，并对 BC1F2

及 F2表型分离进行卡方检验，对 gh881 进行遗传分析；利用 F2群体和图位克隆的方法对 gh881 突变基因进行定

位；采用 qPCR 检测颖壳颜色相关基因在 gh881 与野生型不同发育时期的幼穗、节间以及剑叶叶鞘的相对表达量。

【结果】与野生型相比，突变体的颖壳与节间均呈金黄色；除单株有效穗数外，gh881 突变体的株高、每穗总粒

数及实粒数、结实率和千粒重等性状均极显著降低。遗传分析和基因定位结果表明，gh881 的突变表型受 1 对隐

性核基因控制，位于第 2 染色体短臂，并最终将该基因精细定位于标记 FH-13 和 RH-25 之间，物理距离约 33.2 kb，

该区域中包含 4 个开放阅读框(ORFs)。【结论】序列分析结果表明，发现其中一个编码肉桂醇脱氢酶(CAD)的基
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因 OsCAD2(Os02g0187800)的 3 563 bp 处发生了 1 个单碱基突变(G 转换为 A)，导致该基因编码区的第 297 位氨

基酸由甘氨酸突变为天冬氨酸，由此认为该突变体为 OsCAD2 基因单碱基突变的新等位基因。qRT-PCR 结果表明，

突变体的节间中 OsCAD2 相对表达量极显著下调，而在剑叶叶鞘及穗部则基本都是极显著增加，其他相关基因也

发生显著变化，证实 OsCAD2 是木质素代谢中的重要基因，且可能与其他相关基因存在反馈调节。 
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水稻是世界上最重要的粮食作物之一，为人类

提供了超过 21%的能量[1]，而植物色素的组成及代

谢不仅对水稻生长发育具有重要意义，而且对水稻

农副产品再利用具有重要价值。植物色素是植物体

内次级代谢产物之一，其主要成分是类黄酮，而水

稻颜色的变化一般认为是类黄酮化合物成分与代

谢的影响[2,3]。水稻中，金黄色颖壳与节间颜色的变

化同时受类黄酮化合物和木质素的成分与代谢共

同影响[4-8]。这两类物质合成都是由苯丙氨酸在苯丙

氨酸裂解酶(phenylalanine ammonia-lyase, PAL)催

化形成肉桂酸开始的，肉桂酸经肉桂酸-4-羟基化酶

(cinnamate 4-hydroxylase, C4H)催化形成香豆酸。此

后，类黄酮化合物和木质素类物质分别以不同的代

谢途径合成并转化。一方面，香豆酸可进一步形成

香豆酰辅酶 A，并与丙二酰辅酶 A 经查耳酮合酶

(chalcone synthase, CHS)催化形成查耳酮，一部分查

耳酮直接作为黄铜的前体物质，另一部分可经查耳

酮异构酶(chalcone isomerase, CHI)催化形成黄烷酮

以作为异黄酮的前体物质[9]；另一方面，香豆酸可

在一系列关键酶的作用下形成木质素前体物质香

豆醇(p-coumaryl alcohol)、松柏醇(coniferyl alcohol)

和芥子醇(sinapyl alcohol)，进而形成木质素[10]
。 

与类黄酮化合物与木质素代谢途径相关且引

起水稻颖壳颜色变化的已克隆的基因主要有 3 个。

位于水稻第 3 染色体上、黄酮类化合物代谢途径中

的一个重要基因查耳酮异构酶(chalcone isomerase，

CHI)基因OsCHI，在Dasheng转座子插入突变体gh1

中，OsCHI 基因完全不表达，导致 gh1 颖壳和节间

中总类黄酮物质含量剧增，表现为颖壳与节间均为

金黄色[4]。褐色颖壳抑制因子 IBF1 编码一个包含

Kelch 重复序列结构域 F-box 蛋白，在类黄酮化合

物生物合成过程中，作为抑制剂，能够抑制褐色素

在水稻颖壳沟纹中沉积 [5] 。肉桂醇脱氢酶

(cinnamyl-alcohol dehydrogenase, CAD) 基 因

OsCAD2 具有强脱氢酶活性，是参与木质素前体物

质松柏醇(coniferyl alcohol)和芥子醇(sinapyl alcohol)

的合成所必需的，主要负责水稻茎秆木质素单体生

物合成，该基因定位在第 2 染色体上，在 gh2 中，

由于 OsCAD2 突变，使得木质素含量和组成变化，

从而出现水稻金黄色颖壳与节间表型[6-8]。此外，通

过水稻全基因组预测和图位克隆的方法，已陆续报

道了 gh3 [11]、gh5 [12] 和 gh6 [13]等金黄色颖壳与节间

突变体，但相关基因尚未克隆。 

此外，类黄酮化合物和木质素代谢途径中的相

关基因通过调控这两种物质的成分与代谢，还可影

响水稻正常的生长发育。水稻 4-香豆酸:辅酶 A 连

接酶基因 Os4CL3，作为单木质醇类和黄酮类生物

合成中苯丙素代谢途径中的一个关键酶，抑制

Os4CL3 表达导致植株变矮、木质素含量显著降低

并伴随水稻育性降低；可能是木质素合成受阻，导

致花粉囊发育异常引起[14]。另一个苯丙氨酸裂解酶

基因 OsPAL4，处于类黄酮化合物和木质素代谢途

径上游，直接影响水稻的广谱抗病性，其突变可增

加植株对白叶枯病、纹枯病和稻瘟病的敏感性[15]。

另外，OsMYB48 转录因子作为木质素调控途径中的

正调控子，当该基因表达量上升后，能够一定程度

上导致木质素结构基因上调[16]。 

水稻颖壳颜色作为谷粒的一个重要性状之一，

不仅可作为最为直观的形态学标记[17]，制种上用于

色选，而且对该类基因调控类黄酮化合物和木质素

合成与代谢过程的分子机理研究具有十分重要的

生物学意义。本研究对一个金黄色颖壳与节间突变

体 gh881 进行了表型鉴定及其目的基因的分离与定

位研究，同时利用 qPCR 对该基因及水稻木质素与

黄酮类物质代谢相关基因进行表达分析，以充分认

识该基因对颖壳、节间及剑叶叶鞘发育的影响，为

进一步明确该基因功能奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
常规品种粳稻长粒粳经 1%甲基磺酸乙脂(EMS)

诱变后，在其 M2 群体中鉴定出稳定遗传的兼有金

黄色颖壳与节间表型的突变体 gh881。 

1.2  遗传分析及定位群体的构建 

2015 年春季于海南陵水收获突变体种子，当年

夏季种植于浙江富阳，以 gh881 为母本，与野生型
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和籼稻中恢 8015 分别杂交；冬季于海南陵水种植

BC1F1、F1，观察 BC1F1、F1 植株和穗部表型并混合

收获；2016 年夏于浙江富阳种植 BC2F2、F2 群体，

于抽穗期观察植株表型并统计野生型与突变型的

分离比例。BC1F1、F1、BC2F2、F2 群体用于遗传分

析及基因定位。所有材料的种植管理均参照常规。 

1.3  表型及两亲本间重要农艺行性状的考查 

表型的考查在分离群体 BC2F2 中进行，在成熟

期目测考查颖壳与节间颜色。于孕穗期，在 gh881

与野生型植株中，观察颖壳、节间及剑叶叶鞘颜色

的动态变化；完熟期，随机各取 10 株，主要考查

包括千粒重、单株有效穗数、每穗总粒数、每穗实

粒数和株高等农艺性状。利用 SAS 软件一般线性模

型进行两者间农艺性状的差异显著性检验[18]。 

1.4  DNA 的提取 

于抽穗期，取长粒粳、gh881、中恢 8015 以及

F2 群体植株中 944 个隐性单株的叶片，并随机选取

10 株显性植株的适量叶片，采用改良的 CTAB 法提

取全基因组 DNA[19]。 

1.5  目的基因的精细定位及候选基因分析 

基因定位采用传统的图位克隆方法。首先，对

本实验室 519 对 SSR 公共引物及 166 对 InDel 标记

检测gh881与中恢8015之间基因组DNA的多态性。

随机选取 F2群体中 10个隐性单株及 10个显性单株

的 DNA 等量混合，形成隐性单株 DNA 混池和显性

单株 DNA 混池；并选取出均匀分布在水稻 12 条染

色体的分子标记对隐性单株 DNA 混池和显性单株

DNA 混池进行 PCR 扩增，在隐性单株 DNA 混池

中检测出发生连锁的分子标记，再利用 77 个隐性

单株验证这些连锁标记以确定这些分子标记与突

变位点的连锁关系，初步定位目的基因的候选区间。

在 此 基 础 上 ， 基 于 网 站 Gramene(http://www. 

gramene.org/) 公布的籼稻 93-11 和粳稻日本晴全基

因组序列，对初定位区间内的序列进行比对，寻找

两者之间的插入/缺失(InDel)位点，利用软件 Primer 

Premier 5.0 设计 InDel 引物并筛选双亲间具有多态

性的标记(表 1)，对目的基因进行精细定位。 

基 于 网 站 水 稻 基 因 组 注 释 工 程 数 据 库

(http://rapdb.dna.affrc.go.jp)预测精细定位区间内的

所有开放阅读框(open reading frame, ORF)，根据其

全长序列，设计测序引物，采用高保真 DNA 聚合

酶 KOD-Plus-Neo 分别扩增 gh881 突变体与野生型

开放阅读框的基因组序列，并结合序列比对

(MegAlign，DNASTAR-Lasergene 6)结果与测序峰

图(SeqMan，DNASTAR-Lasergene 6)对比，确定突

变位点，进一步确定目的基因。 

1.6  木质素与类黄酮化合物代谢相关基因表达

分析 

采用 qPCR 检测颖壳颜色相关基因在 gh881

与野生型不同发育时期的幼穗、节间以及剑叶叶鞘

的时空表达差异。利用 TIANGEN 植物组织总 RNA

提取试剂盒分别提取 WT 与突变体 gh881 不同时期

幼穗、节间和剑叶叶鞘的总 RNA，采用 QIAGEN

去基因组 DNA 试剂盒(RNase-Free DNase Set)去除

基因组 DNA 后，采用实时定量 PCR 逆转录试剂盒

(ReverTra Ace qPCR RT Master Mix，TOYOBO)进行

第 1 链 cDNA 的合成。最后，采用 TAKARA SYBR 

qPCR Mix 的反应体系在 Roche Light Cycle 480 上

进行 qPCR 。内参基因为 OsActin1(登录号为

LOC_Os03g08020)。针对黄酮类化合物与木质素生

物合成途径，我们选取其中的几个关键酶基因及一

个转录因子利用 qPCR 进行表达分析，检测目标基

表 1  本研究所用的引物 
Table 1. Primers used in this study. 

引物名称 

Primer name 

上游引物 

Forward primer(5′-3′) 

下游引物 

Reverse primer(5′-3′) 

用途 

Purpose 

FH-1 TTACCATATAGTATAGCTGGTTGG AACGATTTAGAAGTCAAATTAAAA 精细定位 Fine mapping 

FH-5 ATTTTGATAATGGATAGAGATATTG CACTTATAAATATAGAGAACGGATCT 精细定位 Fine mapping 

FH-13 ATTTGGTTACATCCGCCTTT CAGTTCAGCCGTCCAATAGA 精细定位 Fine mapping 

RH-1 AGGAGCCTTGGATTACTACGA GTTCACTGCCATGAACACATG 精细定位 Fine mapping 

RH-4 GAGAAGAGCACAAACAATCACA GTTTTTCGGTGTCTCTCAACTA 精细定位 Fine mapping 

RH-7 TGCCAAACATATCGTGTCAC ATTCCAAGCCCACTTCTTAA 精细定位 Fine mapping 

RH-10 TGAAACTGTTTTAAACTAGATTCG TGCTGAAAAGACTACAAAGATATG 精细定位 Fine mapping 

RH-21 TTGATTGATTTTTTTCGATACAC GGATTGTTAACTTTTAAAACTTCTG 精细定位 Fine mapping 

RH-25 TATGTGACTTGTATGTGTCCAGC TTCCTATCATTTGATTCATTGTT 精细定位 Fine mapping 

SE-5 GGTGTAGACGTCGTTGTAGG AGATGGATCATGGCTCATG 测序 Sequencing 

Os4CL3 CCAGCAGGTGGATGGAGAG AGCACGGAGTTGAGCGAGTA qRT-PCR 

OsMYB48 TGTATGGGTGGTGTGTGGCT CAGGAATGCTCTTGGCGA qRT-PCR 
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因包括：OsMYB48、Os4CL、OsCHI[4]、OsCAD2[6]

和 OsPAL4[15]。 

2  结果与分析 

2.1  突变体 gh881 表型特征 

成熟期，野生型长粒粳的谷粒颖壳为正常的淡

黄色，节间也表现为正常的浅绿色；但突变体 gh881

的谷粒颖壳与节间均呈现金黄色(图 1)。在主要农艺

性状方面，除单株有效穗数与野生型没有显著差异

外，突变体 gh881 株高、结实率、每穗总粒数、每

穗实粒数和千粒重等主要农艺性状均极显著降低

(表 2)，可能由于突变体内颖壳和节间颜色变化导致

其正常的光合作用受到影响，从而影响了正常的生

长发育和产量形成。 

2.2  突变体 gh881 表型发育进程分析 

参照程式华等[20]水稻稻穗分化发育各期形态

特征的鉴别方法，分别观察野生型和 gh881 突变体

抽穗前 15 d(S1)、抽穗前 7 d(S2)、抽穗前 3 d 左右

(S3)以及始穗期(S4)和开花当日(S5)五个时期的小

穗、节间以及剑叶叶鞘的颜色变化情况(图 2)。结果

发现，野生型穗部颜色变化正常，从 S1 到 S5 期， 

A，B，C，D 分别为野生型(WT)与 gh881 突变体成熟期的穗部和节间表型。 

A，B，C and D represent the phenotype of panicle/grain and internode of gh881 and its wild type(WT) at maturity stage, respectively. 

图 1  突变体 gh881 的表型分析 

Fig. 1. Phenotype analysis of mutant gh881. 

 
表 2  野生型与 gh881 的主要农艺性状比较(平均值±标准差, n=10) 
Table 2. Comparison of main agronomic traits between gh881 and its wild type(WT)(Mean±SD, n=10). 

性状 Trait WT gh881 P 

株高 Plant height/cm 74.75±0.96 72.80±1.62 **P<0.01 

单株有效穗数 No. of panicles per plant 11.20±1.69 12.40±1.43 P=0.07 

每穗总粒数 No. of spikelets per panicle 132.31±6.19 104.03±8.08 **P<0.01 

每穗实粒数 No. of grains per panicle 117.46±4.94 65.31±10.99 **P<0.01 

结实率 Seed-setting rate/% 88.82±2.15 62.87±9.71 **P<0.01 

千粒重 1000-grain weight/g 28.92±0.51 27.13±1.12 **P<0.01 
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A－gh881 与 WT 五个时期穗部颜色的变化；B－图 A 中红框所对应的放大图；C－gh881 与 WT 各个时期剑叶叶鞘颜色的变化; D－gh881 与 WT 各

个时期节间颜色的变化。S1－抽穗前 15 d；S2－抽穗前 7 d；S3－抽穗前 3 d；S4－始穗期；S5－开花当日。 

A, Panicle color in five stages of gh881 and wild type; B, The magnified picture corresponding to red box in picture A; C, Flag leaf sheath color in various

stages of gh881 and wild type; D, Internode color in various stages of gh881 and wild type. S1, Fifteen days before heading; S2, Seven days before heading; S3,

Three days before heading; S4, Initial heading stage; S5, Heading day. 

图 2  gh881 与野生型(WT)各个时期穗部、节间以及剑叶叶鞘颜色的变化与对比 
Fig. 2. Panicle, internode and flag leaf sheath color in various developmental periods of gh881 and its wild type(WT). 
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由白色逐渐转变为正常的青绿色(图 2-A)，而在

gh881 中，S1 时期的穗部颜色与野生型并无明显差

异，均为乳白色(图 2-A)；自 S2 时期开始，突变体

的穗部颜色开始转变为黄色，而这个差异首先在芒

上开始出现(图 2-A，图 2-B-Ⅰ、Ⅱ，颜色变化黑色

箭头所示)；至 S3 时期，在野生型颖壳颜色由白转

绿的过程中(图 2-A-S3，图 2-B-Ⅴ，Ⅵ)，突变体 gh881

的颖壳则表现为一种黄绿中间色(图 2-B-Ⅲ、Ⅳ)；此

过程一直延续至始穗期，gh881 穗部(包括颖壳、芒

以及枝梗)基本都变为金黄色(图 2-A)，仅穗底部的

部分小穗仍在进行由白转黄的转变(图 2-B-Ⅶ、Ⅷ)；

至开花当日，穗部基本全部抽出，突变体的穗部颜

色全部都转换为金黄色(图 2-A)，此后整个颖壳都

表现为更明显的金黄色。 

在此转变过程中，野生型剑叶叶鞘颜色变化一

直处于由基部的白色转为浅绿色、再向青绿色转变

(图 2-C)；但突变体 gh881 的剑叶叶鞘在 S1 到 S3

等 3 个时期则是由基部的白色转为淡黄色、并逐步

转变为金黄色(图 2-C)，而在始穗期和开花期又逐渐

变为淡黄色(图 2-C)。而整个过程中，野生型的节间

都呈现为浅绿色，gh881 节间则为金黄色(图 2-D)。 

2.3  金黄色颖壳与节间基因的遗传分析和图位克

隆 

针对以上表型，分别观察 BC1F1、F1、植株和

BC2F2和 F2分离群体内颖壳和节间的表型并统计其

分离比，发现 BC1F1、F1 植株的颖壳颜色和节间以

及剑叶叶鞘颜色均与野生型相同，而在 gh881 分别

与野生型和中恢 8015 杂交所得的 BC2F2和 F2群体

中各观察 1000 个单株，野生型和突变型的分离比

例经卡方检验(χ2
3:1 <χ2

0.05=3.84)结果显示(表 3)，该

突变表型符合 3∶1 分离比，表明该金黄色颖壳与

节间表型受 1 对隐性核基因控制。 

对实验室内 519 对 SSR 引物[21]与 166 对 InDel

引物[22]进行 gh881 与中恢 8015 之间的多态性筛选，

共获得 160 对均匀分布在水稻 12 条染色体且在双

亲间具有多态性的分子标记，利用这些标记对的突

变型 DNA 混池和野生型 DNA 混池进行连锁，发现

两池间在第 2 染色体短臂的分子标记 RM4355 和

RM12729 间发生了偏分离，紧接着利用 77 个单株

对这两个标记进行连锁验证并确定了该初定位区

间，遗传距离约 9.9 cM。进一步在此区间内开发了

9 对多态性 InDel 分子标记(表 1)，利用 944 个隐性

单株，最终将 GH881 位点锁定在 FH-13 和 RH-25

之间，物理距离约 33.2 kb(图 3-A)。 

2.4  候选基因分析 

基 于 水 稻 基 因 组 注 释 工 程 数 据 库

(http://rapdb.dna.affrc.go.jp) 所 公 布 的 日 本 晴

(Nipponbare)全基因组序列，对上述锁定的 33.2 kb

区间内所预测的的 4 个开放阅读框(ORFs)进行序列

分析(图 3-A)，对这四个 ORF 设计测序引物进行

PCR 扩增其基因全长序列，经测序比对发现，其中

第 3 个 ORF(Os02g0187800)编码一个肉桂醇脱氢酶

(cinnamyl-alcohol dehydrogenase)，是合成木质素前

体物质必不可少的，该基因突变可导致水稻金黄色

颖壳与节间表型[6]；该基因包含 4 个外显子和 3 个

内含子，编码 363 个氨基酸；gh881 突变体在其第

4 外显子的第 3 563 位碱基处发生了一个单碱基的

转换(G→A)(图 3-B、C)，从而导致其第 297 位氨基

酸由原来的甘氨酸(Gly)突变为天冬氨酸(Asp)(图

3-C)。因此，推测 gh881 的突变表型是由 OsCAD2

基因(Os02g0187800)单碱基突变所致。 

2.5  木质素和类黄酮化合物代谢相关基因的表达

分析 

通过qPCR 检测野生型和突变体中木质素和类

黄酮化合物代谢相关基因的表达。与野生型相比，

突变体中包括OsCAD2在内的5个基因在S1时期的

幼穗中的表达量均显著上调(图4-A)；S2和S3时期，

除OsMYB48表现为显著下调外，其他基因均显著上

调，尤其OsPAL4的表达量上调极为显著，分别高达

9.4倍和3.6倍(图4-B、C)；至S4时期，OsPAL4的表

达量仍呈现较高的上调模式，OsMYB48则表现为显

著下调，而其他基因没有显著差异(图4-D)。在突变

体的节间中则呈现不同的表达模式，OsCHI的表达

显著上调、OsMYB48 无显著差异外，其他基因均

表 3  gh881 位点的遗传分析 

Table 3.  Segregation of gh881 locus. 

杂交组合 

Cross combination 

F1 表型 

F1 phenotype 

F2 分离比 Segregation in F2 
总数 

Total 
χ2

3：1 野生型表型 

Wild-type 

突变体表型 

Mutant-type 

gh881×中恢 8015 gh881×Zhonghui 8015 正常 Normal 764 236 1000 1.05 

gh881×长粒粳 gh881×Changlijing 正常 Normal 756 244 1000 0.19 



王宏等：控制水稻金黄色颖壳与节间基因 OsCAD2 的克隆                                                                    471 

显著下调(图4-E)；在其剑叶叶鞘中5个基因均呈极

显著上调模式(图4-F)。可见，突变体中OsCAD2基

因的隐性突变会引起其植株体内木质素与类黄酮

化合物代谢相关基因在不同发育时期幼穗和组织

中表达模式的改变，而且此效应在剑叶叶鞘中最为

显著。 

3  讨论 

本研究针对一个由长粒粳化学突变而来的金

黄色颖壳与节间突变体 gh881，对其开展表型分析

和突变位点的基因定位研究。结果表明，该表型受

1 对隐性核基因控制，位于第 2 染色体短臂的一个

肉桂醇脱氢酶基因 OsCAD2 的第 4 外显子内发生了

一个单碱基的转换(G→A)，此结果符合 EMS 化学

诱变常出现(G→A 或 C→T)[23]的诱变结果；该单碱

基突变导致其第 297 个氨基酸由甘氨酸转变为天冬

氨酸 Asp。而甘氨酸是非极性脂肪族类氨基酸，疏

水性强，天冬氨酸则是极性R基带负电荷的氨基酸，

亲水性强，还易形成氢键，由于两种不同性质的氨

基酸之间的变化，可能导致 CAD 蛋白空间三维构

象变化及其底物结合位点的变化，从而使得其蛋白

功能显著下调。因此，我们认为 OsCAD2 单碱基的

转换突变是导致 gh881 金黄色颖壳与节间以及剑叶

叶鞘表型的原因。 

水稻金黄色颖壳和节间突变体 gh2 是由于

OsCAD2 基因编码的蛋白序列内第 185 位甘氨酸突

变为天冬氨酸，其所在突变位点仅包含 2 个结构域 

A－gh881 突变基因的精细定位。图中 Re 代表重组单株数，n 代表所用隐性单株数，红色箭头表示突变位点所在位置；B－野生型与突变体 gh881 突

变位点的测序峰图对照，所用峰图为反向引物测序所得的序列峰图；C－突变位点及氨基酸转变序列。 

A, Fine mapping of the mutant gene of gh881. Re and n represent the number of recombinants and recessive plants, respectively and red arrow marks the

mutation site. B, Sequencing results of WT and gh881. The peak maps were obtained by reverse sequencing. C, The mutation site analysis. 

图 3  gh881 突变基因的图位克隆 

Fig. 3. Map-based cloning of the gh881 mutant gene. 
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[聚酮化合物合酶和烯酰还原酶结构域和 NAD(P)-

结合域][24-27]，导致其 CAD 酶活性降低、且检测不

到 SAD 活性，使得对-羟基苯基木质素、愈创木基

木质素和紫丁香木基木质素几乎均显著减少，出现

金黄色颖壳和节间，但是并不影响突变体的正常生

长发育[6]。而本研究中的突变体 gh881 的隐性突变

导致其第 297 位氨基酸同样由甘氨酸突变为天冬氨

酸，但该位点存在于多个结构域中，不仅包括聚酮

化合物合酶和烯酰还原酶结构域，还包括 NAD(P)-

结合域和 C-末端醇脱氢酶结构域[24-27]。因此，其效

应比 gh2 中的突变更强，这也是本研究中的 gh881

突变体不仅表现为颖壳、节间和剑叶叶鞘的金黄色，

其结实率、千粒重等产量性状也受到了严重影响，

可见OsCAD2基因不同位点的突变不仅会引起水稻

植株组织器官转为金黄色，还会影响其正常的生长

发育(表 2)。 

结合qPCR分析，我们观察了gh881穗部发育4

个时期、节间及剑叶叶鞘颜色的变化。首先，所检

测的木质素及类黄酮化合物相关基因在穗部、节间

及剑叶叶鞘均有表达，且集中在幼穗发育早期，而

其表达量在突变体内的更早时期就出现了上调，说

明木质素的积累可能先于gh881穗部表型的变化，

这与前人研究结果一致[8]。其次，在幼穗发育的早

期(S1)这些基因的上调表达量差异最为显著、S2及

S3表达量差异逐渐缩小；至抽穗期(S4)，除OsPAL4

外，其他基因的表达量与野生型基本无差异，gh881

穗部的金黄色表型在S4时期基本稳定也与此趋势

基本一致。另外，由于gh881中基因OsCAD2突变，

该基因在节间与剑叶叶鞘表达量分别是显著下调

和极显著上调，且导致木质素和类黄酮化合物代谢

途径中相关基因表现为同样的趋势，其中，在剑叶

叶鞘中影响效应最为显著，可见该基因突变能够影

响节间与剑叶叶鞘木质素和类黄酮物质的代谢。突

A－抽穗前 15 d 的穗；B－抽穗前 7 d 的穗；C－抽穗前 3 d 的穗；D－始穗期的穗；E－节间；F－剑叶叶鞘。运用 t 检验，两个样本间成对比较(*P<0.05，

**P<0.01; n=3)。 

A, Panicles at 15 d before heading; B, Panicles at 7 d before heading; C, Panicles at 3 d before heading; D, Panicles at the initial heading stage; E, Internode; F,

Sheath of flag leaves. Student’s t-test (for paired samples) was performed to compare the relative expression levels of WT and gh881(*P<0.05，**P<0.01; n=3).

图 4  qPCR 检测野生与 gh881 中相关基因的表达  

Fig. 4. Expression analysis of genes associated with golden hull and lignin metabolic pathway by qPCR in WT and the gh881

mutant. 
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变体中OsCAD2基因突变会引起其植株体内木质素

合成基因与类黄酮化合物代谢相关基因表达模式

的改变 (OsPAL4始终极显著变化以及转录因子

OsMYB48表达量变化等)，进一步证明OsCAD2在水

稻植物色素相关物质尤其是木质素类物质合成与

代谢中具有重要作用，且可能反馈调节其他相关基

因表达。 

木质素是水稻次级代谢产物之一，其含量不仅

影响水稻对旱涝、细菌或病毒等生物与非生物胁迫

的抗性[28-30]，还影响其农副产品属性，如其秸秆可

以作为饲料、造纸和生物燃料的制备等[31, 32]。本研

究针对突变体gh881的表型分析和OsCAD2基因的

定位，为进一步研究其参与木质素代谢及调控机理

奠定了坚实基础；也为进一步结合分子标记辅助选

择技术选育适当木质素含量的水稻新品种以增强

水稻新品种的抗逆性、改善水稻农副产品属性，提

供了优异的种质资源。 
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