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摘　要:从粳稻品种日本晴经６０Co诱变的 M１代材料中发现了一个白化致死突变体,该突变体从萌芽后一直表现白化,３叶

期后逐渐衰亡.遗传分析表明,该突变表型受一对隐性核基因控制,将该白化突变体暂定名为al１４.与野生型相比,al１４
突变体的叶绿素含量与类胡萝卜素含量显著降低.电子显微镜观察表明al１４ 突变体不能形成完整的叶绿体,只有原片层

体结构.对叶绿体编码基因的表达分析发现,突变体中光系统Ⅰ和光系统Ⅱ基因表达明显下调,核糖体结构基因和质体编

码的 RNA聚合酶亚基基因表达明显上调,但是PsbN(photosystem Ⅱ proteinN)却上调表达水平最高,达到１１８．２３倍.利

用al１４ 突变体与黄华占杂交获得的F２代分离群体进行基因定位,将该基因定位于水稻第６染色体上约４０kb的范围.目

前,该范围内没有叶色相关基因的报道,可能为一新的调控叶绿体发育的基因.
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　　水稻是世界上三大粮食作物之一,也是研究植

物功能基因的模式作物.水稻的物质产量大部分来

源于叶片的光合作用,因此叶片的颜色、大小和形状

直接影响水稻的产量和品质.水稻的叶色突变较为

常见,大多数的叶色突变都会导致叶绿体中叶绿素

a,叶绿素b及类胡萝卜素等色素含量改变,引起植

株光合作用效率下降,进而导致植株生长缓慢,株型

弱小,结实率下降,甚至植株死亡.叶绿体是半自主

型细胞器,其生物发生及发育是受核基因组和叶绿

体基因组共同调控,所以核基因或叶绿体基因的突

收稿日期:２０１５Ｇ０９Ｇ０９;修改稿收到日期:２０１５Ｇ１２Ｇ０５.

基金项目:亚热带农业生物资源保护与利用国家重点实验室开放课题资助项目(SKLＧCUSAbＧ２０１３Ｇ０４);江西省教育厅科技计划资助

项目(GJJ１４７０７);广东省自然科学基金Ｇ博士启动项目(２０１５A０３０３１０４８５).

６３１

中国水稻科学(ChinJRiceSci),２０１６,３０(２):１３６－１４２
http://www．ricesci．cn

DOI:１０．１６８１９/j．１００１Ｇ７２１６．２０１６．５１３３



变都有可能会影响到叶绿体的正常发育,因此,研究

叶色调控不仅可以深入研究叶绿体的形成发育过

程,也可以从分子水平对水稻株型改良,尤其是叶色

的改良及水稻的高产提供选择.
迄今为止,已报道的水稻叶色突变体超过１８０

个,大多数定位到染色体的特定区间(超过１４０个),
已成功克隆的叶色相关基因有３７个.从叶色突变

基因的分布来看,突变基因在１２条染色体上均有发

现,第３染色体上最多.在已报道的水稻叶色突变

体中,大多数为单基因控制的隐性突变体;黄化突变

基因,返绿型突变基因和白化突变基因较多,其中白

化突变基因目前已报道的超过２８个.引起叶色变

异的机理较多,其中参与叶绿素、类胡萝卜素等色素

合成过程中的酶发生突变,导致叶绿素合成缺陷,是
目前发现的最多的一类.OsCAO１(水稻叶绿素a
加氧酶)是催化叶绿素a合成叶绿素b的关键酶,该
酶失活会导致水稻叶片黄化、植株矮化[１].YGL１[２]

编码叶绿素合酶,催化叶绿素酸酯a形成叶绿素a,
突变体表型为黄绿.OsDVR(Oryzasativadivinyl
reductase,水稻二乙烯还原酶),催化二乙烯叶绿素

(酸酯)a转化为单乙烯叶绿素(酸酯)a,突变后水稻

叶色黄绿,植株矮小[３].OsPDS(水稻八氢番茄红素

脱氢 酶)、OsZDS (水 稻 ζＧ胡 萝 卜 素 脱 氢 酶)、

OsCRTISO (水稻类胡萝卜素异构酶)、βＧOsLCY
(水稻番茄红素βＧ羟化酶)这４个酶都参与类胡萝卜

素前体ＧABA的合成,任何一个发生突变均可导致

突变体中 ABA 含量下降,引起穗萌和白化[４].叶

绿体自身结构发育异常也常常导致叶色的突变,

Kusumi等[５]在转绿型白叶突变体v１ 中发现,核基

因组编码的叶绿体 RNA 聚合酶蛋白 OsRpoTp表

达量急剧减少,导致叶绿体发育不良,是造成早期叶

色白化的主要原因.Sumimoto等[６]发现叶绿体不

良的 转 绿 型 白 叶 突 变 体 v２ 也 属 于 此 类 型.

Gothandam等[７] 发 现 叶 绿 体 发 育 相 关 的 基 因

OsPPR１表达水平降低会导致水稻叶片白化.Zhao
等[８]发现OsCHR４ 参与了水稻近轴叶肉细胞叶绿

体早期分化,其功能的丧失阻碍近轴叶肉细胞叶绿

体的发育,所以OsCHR４ 突变体表现叶片近轴部白

化.叶绿素分解代谢障碍也可以导致叶色突变,大
多突变表型为叶色常绿.Jiang 等[９Ｇ１１]发 现 基 因

Sgr可能参与调控PaO脱镁叶绿酸a加氧酶活性,

Sgr可与LHCPⅡ(捕光叶绿素a/b结合蛋白Ⅱ)结
合,在类囊体膜上形成 SgrＧLHCPⅡ复合物,诱导

LHCPⅡ降解,促使叶绿素的降解,其突变体表现出

叶片滞绿.NYC１ (NonＧyellowcoloring)[１２]编码

叶绿素b还原酶,该酶是叶绿素降解过程中的第１
个酶,突变可引起叶绿体基粒和捕光系统Ⅱ退化减

慢,叶片常绿.
本实验室利用６０Co诱变日本晴,M１代获得一个

水稻白化致死突变体,将该白化突变体暂命名为

al１４.遗传分析表明,该性状是由单个隐性基因控

制的.本研究对该突变体进行生理生化分析和显微

观察,并对该突变基因进行了精细定位,以期为该基

因的克隆及对叶绿体发育过程的功能研究提供参

考.

１　材料与方法

１．１　突变体材料

白化致死突变体来源于水稻日本晴(粳稻品种)
的６０Co辐射诱变 M１代.由于突变体苗期白化致

死,因此 M１代表型正常植株单株挂牌,单株收种保

存.播种 M２代种子,可以分离出白化苗的株系,单
株收种,田间材料按常规管理.

１．２　叶绿素含量测定

分别取３叶期前期突变体和野生型材料的叶

片,测定其叶绿素a、叶绿素b及类胡萝卜素含量,
重复３次,取平均值.测定方法参照文献[１３],并略

加修改.

１．３　叶绿体显微结构观察

取播种１２d的野生型及突变体叶片,用４％戊

二醛(用pH７．２的磷酸缓冲溶液配置)４℃固定过

夜,磷酸缓冲溶液冲洗３次,１％锇酸固定１h,磷酸

缓冲 溶 液 冲 洗 ３ 次,用 ３０％、５０％、７０％、８０％、

９５％、１００％的乙醇和丙酮逐级脱水５min,最后用

树脂包埋样品,切片后用醋酸铀染色,再用透射电镜

进行观察.

１．４　定位群体的构建

选取苗期能够分离出白化突变体的 M２株系

(上一代为杂合单株),随机选取６株生长正常的单

株,分别与籼稻品种黄华占杂交,获得 F１种子.播

种F１后,自交繁殖获得F２种子,单株收种.分株系

种植F２代,以能分离出白化苗的 F２群体为定位群

体.

１．５　基因定位

基因初步定位:采用SDS法[１４]提取２０株白化

苗叶片总DNA用于基因定位.基因精细定位:根
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A－秧苗;B－叶片.

A－Seedling;B－Leaf．
图１　突变体al１４ 及其野生型(WT)的表型

Fig．１．Phenotypesofal１４anditswildtype(WT)．

据初步定位结果,采用快速打叶法[１５]对定位群体植

株进行两侧标记检测,并利用内部InDel引物进一

步缩小定位区间.
本研究用于基因定位的分子标记为InDel标

记:一部分为本实验室已有的,另一部分为根据已公

布的水稻品种９３Ｇ１１和日本晴全基因组序列自行开

发.这些标记均匀分布于水稻１２条染色体,共１４７
对.

１．６　叶绿体基因表达分析

取２叶期的叶片提取 RNA,反转录成cDNA,
利用βＧActin(Os０３g０７１８１００)(F:CACATTCCAGC
AGATGTGGA;R:ACCACAGGTAGCAATAGG
TA)作为内参基因,６４对引物检测突变体中叶绿体

基因组基因的表达量.根据 BioRad公司的«荧光

定量PCR应用指南»所述,进行数据处理,通过计算

２Ｇ△△Ct值来确定每个基因在野生型和突变体中的相

对表达量.

２　结果与分析

２．１　突变体表型鉴定

正常的自然条件下,al１４ 种子萌发后,子叶为

１－叶绿体;２－类囊体;３－原片层体.

１,Chloroplast;２,Thylakoid;３,Prolamellarbody．
图２　野生型(A,C)和al１４ 突变体(B,D)的超微结构

Fig．２．Transmissionelectronmicroscopyobservationofwildtype(A,

C)andal１４ mutant(B,D)．

白色,从真叶长出至３叶期,叶片完全为白色,３叶

期后,逐渐死亡(图１).

２．２　突变体的叶绿素含量变化

通过测定突变体al１４ 及其野生型叶片的叶绿

素、类胡萝卜素的含量,发现al１４ 的叶绿素a、叶绿

素b和类胡萝卜含量明显下降,与野生型相比均差

异显著,表明al１４ 的叶绿素合成受到明显抑制(表

１).

２．３　叶绿体的显微结构

利用透射电镜观察al１４ 及其野生型的叶绿体

结构,野生型细胞中叶绿体含量丰富,基粒结构清

晰,而al１４ 中没有明显的叶绿体结构,没有类囊体

结构,仅有原片层体结构(图２).

表１　突变体al１４ 及其野生型中色素含量

Table１．Photosyntheticpigmentscontentsinal１４anditswildtype．

材料

Material

叶绿素a含量

Chlorophylla

content/(mg􀅰g－１)

叶绿素b含量

Chlorophyllb

content/(mg􀅰g－１)

类胡萝卜素含量

Carotenoids

content/(mg􀅰g－１)

叶绿素a/叶绿素b

Chlorophylla/

chlorophyllb
野生型 Wildtype ３．８３±０．２７ １．３０±０．１２ ０．７８±０．０３ ２．９７±０．０７
al１４ ０．３４±０．０３∗∗ ０．４６±０．０８∗∗ ０．０９±０．０１∗∗ ０．７６±０．０６∗∗

　　∗∗P＜０．０１．
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图３　部分叶绿体编码基因在野生型和al１４ 突变体的表达比较

Fig．３．ExpressionanalysisofsomechloroplastＧencodedgenesinwildtypeandal１４ mutant．

２．４　叶绿体编码基因的定量表达分析

通过定量结果可以看出,该叶色突变对叶绿体

编码基因的表达影响是全面的,共有２９个基因表达

明显上调(上调倍数＞２),上调基因主要为核糖体结

构 基 因 (chl６３,chl４４,chl４６,chl４７,chl６２,

chl４５,chl４２)和 RNA 聚 合 酶 亚 基 基 因 (chl０９,

chl０８),但是上调表达幅度最大的基因为chl３４,上
调了１１８．２３倍,明显高出其他上调基因;表达量明

显降 低 的 基 因 多 为 光 系 统 Ⅰ 和 光 系 统 Ⅱ 基 因

(chl２８,chl０１,chl０６,chl３３,chl１６,chl３５,chl０５)
及Rubisco大亚基基因(图３).

２．５　突变体的遗传分析及定位结果

突变材料 M１代中,野生型植株与白化突变植

株分别为４９株和１３株,符合３∶１的分离关系(χ２
c

＝０．３４４,χ２
０．０５＝３．８４;P＞０．０５).单株收获 M１代叶

色正常的植株种子,种植 M２代,约有１/３的植株后

代全部叶色正常,不再分离,其余２/３的植株后代又

表现出大致３∶１的分离比.在可分离出白化突变

植株的 M２群体中,随机选取６株叶色正常单株与籼

稻亲本黄华占杂交.随机选择５个发生分离的 F２

代群体,分别统计正常植株与白化苗数目,正常植株

与白化突变植株分别为２６０株和９１株,分离比例符

合３∶１(χ２
c＝０．１１５,χ２

０．０５＝３．８４;P＞０．０５),因此确

定该突变为单基因隐性遗传.
选取均匀分布于水稻１２条染色体上在两亲本

间有多态性的InDel标记１４７个.用２０株白化苗

进行 初 定 位,将 白 化 基 因 初 步 定 位 在 第 ６ 染

色 体短臂上的InDel标记６０６９４９与６０８３１２之间,

９３１初志战等:一个水稻白化致死突变基因的精细定位和遗传研究



图４　al１４ 在水稻第６染色体的定位

Fig．４．Locationofal１４onricechromosome６．

物理距离约为１４００kb的范围.
为了进一步缩小定位区间,选取了 F２群体中

２０１２株白化植株和５８６５株正常表型植株作为精细

定位群体.根据公布的粳稻日本晴与籼稻９３１１序

列,在InDel标记６０６９４９与６０７５５１之间,找到了８
对在两个亲本有差异的新标记(表２),并最终将白

化基因al１４ 定位在InDel标记６０７５１１与６０７５５１
之间,物理距离约４０kb的范围(图４).

２．６　候选基因分析

通过作物和模式植物基因组数据库 Gramene
(http://www．gramene．org/)预测该区域的基因组

序列,得到５个 ORF,其中有２个假定的表达蛋白

(expressedprotein),一个为假定的热重复家族蛋

白,一个 PEＧPGRS家族蛋白和１个假定的转座子

蛋白(表３).根据突变体表型分析,突变基因很可

能带有叶绿体定位信号.通过 PSORT (http://

psort．hgc．jp/form．html)预测亚细胞定位结果发

现,这５个候选基因中只有基因４具有叶绿体定位

信号,但通过测序排除了基因４的可能,因而需要对

其余几个候选基因进行测序分析,以确定该白化基

因.

３　讨论

水稻叶色白化致死突变是一种比较极端,也比

较常见的叶色突变,本研究的突变体中看不到清晰

的叶绿体结构,更看不到类囊体垛叠成基粒的结构;
叶绿素、类胡萝卜素含量明显下降,这与大部分的白

化突变体研究结果相似[１６Ｇ１７].水稻(Oryzasativa)
叶绿体基因组测序工作在１９８９年已经完成[１８],叶
绿体编码蛋白预测超过１００个[１９].通过对６４个叶

表２　用于精细定位的新InDel标记

Table２．NewInDelmarkersformapping．
标记

Marker

正向引物

Forwardprimer(５′Ｇ３′)

反向引物

Reverseprimer(５′Ｇ３′)
６０７０７５ TGAGGATGGTTTTGGATGGG CAATAGGGCAAACCTCAAC
６０７２１２ GAGTGAGCACTTACATTCGGT ATCCTCCCTACACAAGGAGT
６０７４２０ GTCATTGCCAGGTAGATC CTTCGGGACCAAATACAC
６０７４８９ AAATGTCCATGTGTTTGCTTC CATGTGTGGAATGTGGTTG
６０７５１１ GTACCATCATTCTCCTACTCAC TTCTACCTGAACCTGGAGTTC
６０７５５１ AAACGAGATCAGCCACGGAC CTAGTGGAAGAGGTGGCTAC
６０８０１５ GCGCTGTTGGATATCATG AATTCCTAGGCCACACAC
６０８２７５ GTAGCATAGGTATCGGATCTG AATGGACGAACTGACGTCATG
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表３　定位区间基因功能注释

Table３．Geneannotatedinmappingregion．

编号

No．

基因

Gene

注释

Description
１ LOC_Os０６g１３５９０ 假定的PEＧPGRS家族蛋白 PEＧPGRSfamilyprotein,putative,expressed
２ LOC_Os０６g１３６００ 假定的热重复家族蛋白 HEATrepeatfamilyprotein,putative,expressed
３ LOC_Os０６g１３６１０ 表达蛋白 Expressedprotein
４ LOC_Os０６g１３６２０ 表达蛋白 Expressedprotein
５ LOC_Os０６g１３６３０ 假定的转座子蛋白 Transposonprotein,putative,mutatorsubＧclass,expressed

绿体基因组基因表达的定量分析发现,光系统Ⅰ和

光系统Ⅱ基因表达下调明显,这可能与光系统Ⅰ和

光系统Ⅱ位于类囊体膜有关.叶绿体基因组转录需

要至少两种 RNA 聚合酶.核基因组编码的 RNA
聚合酶(NEP),主要转录叶绿体内的转录/翻译相

关基因,如rpoA 和rpoB,而质体基因组编码的

RNA聚合酶(PEP),主要转录叶绿体内光合作用相

关基因[２０Ｇ２１].PEP由rpoA、rpoB、rpoC１ 和rpoC２
编码的４个亚基组成,一旦这些亚基发生突变就会

引起PEP的功能受损,从而产生白化表型[２２Ｇ２４].在

al１４ 突变 体 中,核 糖 体 结 构 基 因 和 质 体 编 码 的

RNA聚合酶亚基基因表达上调明显,目前没发现有

这方面的报道,猜测可能是植物的应激反应.在上

调基因中,基因chl３４(PsbN,photosystem Ⅱ proＧ
teinN)上调了１１８．２３倍,上调幅度最高,该基因位

于psbB 操纵子的互补链上,psbT 和psbH 之间.
实际上目前关于PsbN 的编码框也一直存在争议,

Kashino[２５]和 Gomez等[２６]通过基因组学研究没有

发现PsbN蛋白,所以 Kashino认为PsbN应为PsＧ
bTc[２５];Zghidi等[２７]证实了拟南芥的 PsbN 反义

RNA不仅仅局限于psbN 和psbH 之间的区间,甚
至包含了psbT 的整个编码区.我们通过定量分析

发现PsbN 在野生型材料中表达量很低,这可能是

为什么 Kashino等和 Gomez等难以用基因组学检

测到PsbN 蛋白的原因.对于PsbN 蛋白的功能研

究,Mayes[２８]发现在胞藻的psbN 和psbH 双突变

和psbH 的单突变表型没有明显差别,因此认为psＧ
bN 对光合自养生物的生长不是必需的,但是 ToraＧ
biS等[２９]发现,烟草的psbN 突变体对光很敏感,光
抑制后不能修复,只能在低光强下生活.Zghidi等

在sig３ 突变体中发现psbN 的转录水平急剧下降

(几乎检测不到),也表明psbN 的表达受到sig３ 的

调控,SIG３(sigma３)作 为 一 个 辅 助 因 子 与 PEP
(plastidencodedRNA polymerase)共同起作用.

al１４ 突变体材料中,PsbN 表达量急剧上升,RNA
聚合酶多个亚基的表达量也显著增加,PsbN 基因

表达量的上升与RNA聚合酶亚基表达量的提高是

否有关? 是否受到sig３ 的调控? 这些都需要进一

步的分析.
通过图位克隆将目标基因al１４ 定位在第６染

色体４０kb的范围.目前,在水稻第６染色体上已

报道了１６个与叶色发育相关的基因,其中白化表型

的有 ３ 个,分 别 为 AL１,V３ 和 GWS/ST１.在

al１４ 目标区域４０kb范围内没有相关叶色基因报

道,可能为一个新基因.
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