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摘　要：通过对粳稻品种嘉花１号６０Ｃｏγ射线诱变，从 Ｍ２中筛选出一株低温敏感型白色条斑叶突变体（狋狑狊）。它在低温

（２０℃，２４℃）条件下培养时，苗期第３和第４叶表现出白色条斑，而第５叶开始转为正常。低温条件下该突变体白斑叶片叶

绿素含量明显下降。该突变体白色条斑叶性状具有温敏感性，且与叶龄相关。遗传分析表明，该突变性状受１对隐性核基因

控制，定名为狋狑狊（ｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅｗｈｉｔｅｓｔｒｉｐｅｌｅａｆ）基因。以狋狑狊突变体与籼稻９３１１杂交的Ｆ２分离群体作为定位群体，利用

ＳＳＲ标记将该基因定位在第４染色体 ＭＭ３９０７和 ＭＭ３９２８之间，其物理距离约为８６ｋｂ。
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中图分类号：Ｑ９４３．２；Ｓ５１１．０３　　　　　　文献标识码：Ａ　　　 文章编号：１００１７２１６（２０１０）０３０２２３０５

　　 水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪Ｌ．）是一种重要的粮食作

物，世界上近一半人口，包括几乎整个东亚和东南亚

的人口，都以稻米为主食。同时，由于具有较小的基

因组（约４３０Ｍｂ）并建立了比较完善的转化系统以

及与其他禾本科植物较好的共线性，水稻成为研究

植物功能基因的一种重要的单子叶模式植物［１］。

目前寻找新基因和认识新基因的功能已经成为功能

基因组学研究的重要任务之一。突变体是基因克隆

及基因功能研究的理想材料，同时它又能作为新的

种质用于水稻遗传育种研究。而温度敏感型叶色突

变体则是研究高等植物光合作用，叶绿体遗传、分化

及发育和内部生物化学过程的有力工具。在高等植

物中，已对许多温度敏感型叶色突变体进行了研究，

比如棉花［２］、拟南芥［３］、大麦［４］、水稻［５］和玉米［６］。

本研究对一个新的低温敏感型白色条斑叶突变体的

形态和生理特征进行了初步调查，并对它进行了遗

传分析和分子定位，以期为该基因的克隆和功能分
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析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

水稻温敏感白色条斑叶突变体狋狑狊（ｔｈｅｒｍｏ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｗｈｉｔｅｓｔｒｉｐｅｌｅａｆｍｕｔａｎｔ）来源于经 ６０Ｃｏγ

射线诱变处理的粳稻嘉花１号产生的 Ｍ２群体后

代，经多次自交繁殖和选择，该突变体的各种农艺性

状已稳定。

１．２　突变体苗期叶色温敏感特征鉴定

为明确狋狑狊突变体苗期叶色的温敏感特征，将

狋狑狊突变体及其野生型嘉花１号的种子于２５℃下浸

种催芽４ｄ后，播于装有水稻土的培养皿内，分别放

置在４种不同温度（２０℃、２４℃、２８℃和３２℃），光照

强度为１８０μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）的光照培养箱（ＧＸＺ智

能型，宁波江南仪器厂）中培养，每天光照１２ｈ。从

２叶期开始观察叶色的变化，并分别在第３、第４和

第５叶完全展开时使用快速非破坏性叶绿素计

（ＳＰＡＤ５０２，Ｍｉｎｏｌｔａ，日本）测定幼叶最宽处的叶绿

素ＳＰＡＤ值［７８］。每次测量取野生型和突变型亲本

各５株，每个温度３次重复。本试验采用ＳＰＡＤ值

作为水稻叶片总叶绿素的相对含量。

１．３　幼苗叶片叶绿体电镜观察

分别取一直在２０℃下生长具有２０ｄ苗龄的突

变体第３叶白色部分和野生型嘉花１号相同部位叶

片，用２．５％戊二醛和１％锇酸（用０．２ｍｏｌ／ＬｐＨ

７．２的磷酸缓冲液配制）于４℃下固定５ｈ后，分别

用５０％、７０％、８０％、９５％和１００％的乙醇和丙酮进

行脱水，最后用环氧化树脂包埋，样品经过切片、醋

酸铀染色后用 Ｈｉｔａｃｈｉ６００型透射电镜进行观察和

拍照。

１．４　遗传分析和定位群体的构建

２００７年夏在上海以狋狑狊突变体为母本分别与

籼稻９３１１和粳稻Ｐ２４杂交配组，同时还分别以它为

父本与培矮６４Ｓ、广占６３Ｓ进行杂交配组，获得的

Ｆ１种子同年冬季在海南省陵水县浙江省农业科学

院南繁基地加代种植，获得 Ｆ２种子。Ｆ２种子经

２５℃浸种催芽后，播种于盛有水稻土的塑料盒内，并

放置在光照培养箱（ＧＸＺ智能型，宁波江南仪器厂）

中，设置温度为２０℃，光照强度为１８０μｍｏｌ／（ｍ
２·

ｓ），每天光照１２ｈ。约１０ｄ后开始观察幼苗叶色分

离情况，进行统计分析。并进一步将从狋狑狊突变体／

９３１１的Ｆ２群体中挑选出的突变型幼苗移至３２℃光

照培养箱中继续生长，用于ＤＮＡ提取及基因定位。

１．５　水稻犇犖犃的提取

亲本及其定位Ｆ２遗传群体水稻植株的基因组

ＤＮＡ提取均采用ＣＴＡＢ法［９］，并略作调整。

１．６　突变体基因的定位

本研究首先选择 ２３１ 对 Ｇｒａｍｅｎｅ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｇｒａｍｅｎｅ．ｏｒｇ／）公 布 的 微 卫 星 分 子 标 记

（ＳＳＲ）引物检测狋狑狊突变体和９３１１的多态性，然后

采用有多态性的ＳＳＲ引物对７５株突变型Ｆ２遗传群

体进行连锁分析初定位。接着进一步扩大Ｆ２遗传

群体至３３０株，并根据浙江大学沃森基因组科学研

究院 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａｒｅｓｅａｒｃｈ．ｏｘｆｏｒｄｊｏｕｒｎａｌｓ．

ｏｒｇ）开发的和Ｇｒａｍｅｎｅ公布的ＳＳＲ引物对突变基

因进行进一步定位。２５μＬ的ＰＣＲ反应体系包括：

１００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ ９．０）、１００ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＫＣｌ、２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４、８０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４、

２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、１０μｍｏｌ／Ｌ引物、５Ｕ／ｍＬ犜犪狇

酶和２０ｎｇ模板ＤＮＡ。使用ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＰＣＲ仪进

行扩增，引物由上海生工生物工程技术服务公司合

成，反应体系条件为：９４℃下预变性４ｍｉｎ；９４℃下

变性６０ｓ，５５℃下复性４５ｓ，７２℃下延伸１ｍｉｎ，３２

个循环；７２℃下再延伸１０ｍｉｎ；反应产物用２．５％～

３．５％琼脂糖凝胶电泳，经溴化乙锭染色后在 ＵＶＰ

凝胶成像仪上成像。

１．７　连锁分析

根 据 已 有 分 子 标 记 的 分 析 结 果，利 用

ＭＡＰＭＡＫＥＲ／ＥＸＰ３．０［１０］作图软件，构建目标基

因区域的分子标记连锁图谱。

２　结果与分析

２．１　突变体的温敏感特征

对４种温度下幼苗的叶色调查表明（图１），

２０℃下３叶期突变体的白色条斑表型最为明显，只

有中脉附近表现为淡绿色，其他部分几乎为白色。

但随着处理温度的升高，失绿逐渐减轻，２８℃时基本

恢复正常，３２℃时与野生型相比无明显差异；同时还

发现在同一低温（２０℃或２４℃）下，第３叶白色条斑

表现最为显著，到第４叶表现渐减，第５叶基本不表

现，叶色接近正常。叶绿素含量测定结果显示（图

２），与野生型嘉花１号相比，低温下第３和第４叶片

的叶绿素含量均显著下降，且第３叶比第４叶下降

更明显，但第５叶的叶绿素含量均接近野生型正常

水平。在２８℃和３２℃下，所有幼叶叶绿素含量及其

变化趋势均与野生型亲本一致。由此初步推定，

狋狑狊突变体的白色条斑叶表型表达的临界温度为
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图１　不同温度下突变体狋狑狊（右）和野生型嘉花１号（左）幼苗的叶色变化

Ｆｉｇ．１．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｅａｆｃｏｌｏｒｏｆｔｈｅ狋狑狊ｍｕｔａｎｔ（ｒｉｇｈｔ）ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅ（ｌｅｆｔ）ｇｒｏｗｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ．

图２　不同温度下各幼叶叶绿素含量的变化

Ｆｉｇ．２．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｔｅｎｔｉｎｌｅａｖｅｓｆｒｏｍｓｅｅｄｌｉｎｇｓｇｒｏｗｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ．

２８℃左右，并且此温敏感性状的表达与叶龄相关，只

发生在苗期５叶期之前。

　　通过透射电镜照片对比发现（图３），野生型的

叶绿体内部具有明显的类囊体基粒片层结构，数量

丰富，排列紧凑；突变体型叶片白色部位的叶绿体发

育极不正常，只能看到一些空的囊泡状结构，观察不

到类囊体基粒片层结构存在。这表明可能是低温导

致了该突变体叶绿体发育的异常，从而阻碍叶绿素

的合成。

２．２　突变体性状的遗传分析

不论以狋狑狊突变体为母本还是父本，它与粳稻

Ｐ２４，籼稻广占６３Ｓ、培矮６４Ｓ和９３１１的杂交后代

中，所有Ｆ１的个体都表现为正常表型，说明狋狑狊突

变体为隐性核基因突变，与细胞质无关。本研究对

图３　２０℃条件下突变体型与野生型第３叶叶绿体（１２０００倍）

Ｆｉｇ．３．Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓ（×１２０００）ｏｆｔｈｅ３ｒｄｌｅａｆｉｎｗｉｌｄａｎｄｍｕ

ｔａｎｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓｇｒｏｗｎａｔ２０℃．

Ａ－野生型；Ｂ－突变型；Ｇ－基粒类囊体。

Ａ，Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；Ｂ，Ｍｕｔａｎｔ；Ｇ，Ｇｒａｎｕｍｔｈｙｌａｋｏｉｄ．
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图４　ＳＳＲ标记ＲＭ２８０在突变型Ｆ２ 植株群体的分离带型

Ｆｉｇ．４．ＳｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＳＳＲｍａｒｋｅｒＲＭ２８０ｉｎｍｕｔａｎｔｓｆｒｏｍＦ２ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ．

狋狑狊突变体与粳稻Ｐ２４杂交产生的９２６株Ｆ２群体进

行调查，发现野生型正常植株为７１３株，突变体型植

株为２１３株，其分离比例符合３∶１（χ
２＝１．９７＜

χ
２
０．０５＝３．８４）。表明该突变性状由１对隐性核基因

控制，暂将该突变基因命名为狋狑狊。

２．３　突变体的基因定位

利用Ｇｒａｍｅｎｅ公布的分布在水稻１２条染色体

上的２３１对ＳＳＲ引物，对狋狑狊突变体和９３１１进行

多态性检测，共发现有１０２对ＳＳＲ引物在两个亲本

间表现出多态性。对狋狑狊突变体与９３１１的杂交后

代中的７５株突变体型Ｆ２植株进行连锁分析，结果

发现该突变基因狋狑狊与第４染色体上的分子标记

ＲＭ５５０３和ＲＭ２８０连锁（图４），并把狋狑狊基因初步

定位于 ＭＭ３７５２与ＲＭ２８０之间（图５），其物理距

离分别为１．７ｃＭ 和１．９ｃＭ。然后，进一步利用新

发展的ＳＳＲ标记（表１），并把定位群体扩大至３３０

株突变型 Ｆ２植株，将狋狑狊基因定位于分子标记

ＭＭ３９０７与 ＭＭ３９２８之间（图５），其物理距离约为

８６ｋｂ。

表１　本研究中新发展的分子标记

犜犪犫犾犲１．犖犲狑犾狔犱犲狏犲犾狅狆犲犱犿狅犾犲犮狌犾犪狉犿犪狉犽犲狉狊犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔．

分子标记

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍａｒｋｅｒ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ（５′－３′）

引物ＢＡＣ位置

ＢＡＣｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｏｆｍａｒｋｅｒｓ

ＭＭ３７５２ ＡＣＡＧＣＡＴＧＣＧＣＡＣＣＡＣＡＴＡＡＡＧＧ ＡＬ６０６６５２

ＣＧＴＧＧＴＴＣＡＣＡＣＡＣＴＴＡＣＡＴＴＧＴＴＧＧ

ＭＭ３８６１ ＧＣＴＡＣＴＡＣＴＧＣＴＧＧＴＡＴＴＧＴＡＴＣＣ ＡＬ６０６４５６

ＡＧＣＡＣＡＧＧＴＧＡＧＴＴＡＴＴＧＴＡＧＣ

ＭＭ３９０７ ＣＣＧＧＡＡＡＣＴＣＴＡＡＡＡＡＧＣＧＡ ＡＬ６０６６４１

ＣＴＧＡＴＡＣＣＣＧＧＴＴＴＴＧＣＣＴＡ

ＭＭ３９２８ ＧＡＧＴＧＣＡＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＧＡＴＣＧ ＡＬ６０６６５１

ＣＣＡＧＣＴＡＧＣＧＴＴＧＣＴＴＧＴＴＴＣＣ

ＭＭ３９４４ ＴＣＴＴＣＧＴＧＧＧＧＧＣＴＣＴＡＡＴＡ ＡＬ６０６６５１

ＣＣＡＴＧＣＡＴＡＧＧＡＧＴＡＧＣＴＴＣＧ

ＭＭ３９７８ ＣＴＧＡＡＣＡＡＴＧＴＡＣＡＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧ ＡＬ６０６６８６

ＣＣＴＴＡＧＡＴＧＴＧＣＴＡＴＴＧＧＧＡＴＧＣ

ＭＭ４０１４ ＡＴＣＣＧＴＣＴＴＡＴＴＣＣＡＴＧＣＣＡ ＡＬ６０６６３７

ＡＡＣＡＡＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＡＣＡＡＧＡ

图５　狋狑狊基因在第４染色体上的位置

Ｆｉｇ．５．Ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆ狋狑狊ｇｅｎｅｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ４ｏｆｒｉｃｅ．

３　讨论

　　水稻基因组测序工作的完成以及高密度分子标

记图谱的构建，大大加快了水稻图位克隆和功能基

因组研究的进程。不断有水稻新基因克隆及功能研

究的报道。叶绿体作为光合作用的场所，其发育调

控机理一直是植物生理学和分子生物学研究的热

点。

到目前为止，已报道的与叶绿素缺失相关的叶

色突 变 体 有 ７０ 多 个［１１１２］，其 中 对 ｖｉｒｅｓｃｅｎｔ１

（狏１）［１３］、ｖｉｒｅｓｃｅｎｔ２（狏２）［１４１５］、ｖｉｒｅｓｃｅｎｔ３（狏３）和

ｓｔｒｉｐｅ１（狊狋１）［５］的研究较为详细，但在众多叶绿素

缺失 突 变体中只 有少 数表现出温 敏 感 性，如

７４３６Ｓ［１６１７］，Ｗ４、Ｗ１１、Ｗ１７、Ｗ２５［１８］，Ｆａｎ５［１９２０］，

Ｗ１［２１］，犪犾１２［２２］，犆犱犲１（ｔ）［２３］，并且对相关基因进行

定位的还不多。本研究中的狋狑狊突变体在低温条件

下（＜２８℃）５叶期之前表现为白色条斑叶色，电镜

观察表明白色区域的叶绿体发育缺陷严重，是低温

敏感型，其低温敏感性与叶龄相关。有趣的是，过去

报道的与温度相关的叶绿素突变体ｖｉｒｅｓｃｅｎｔ３（狏３）

和ｓｔｒｉｐｅ１（狊狋１）［５］在２０℃或３０℃恒定温度培养时，

表现出全白的叶片，但在３０℃／２０℃昼夜温度交替

的条件下培养时，表现出几乎正常的叶片。狏３ 和
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狊狋１基因在叶片早期发育叶绿体生物合成过程中分

别编码核苷酸还原酶的大小亚基；而突变基因定位

在第２染色体上的犆犱犲１（ｔ）突变体只有在高于２６℃

时才表现叶绿素缺失，是高温敏感型；另与狋狑狊突变

体表型相类似的７４３６Ｓ突变体的狋狊犮１基因定位在

第１１染色体上，其余温敏感突变体表型的表达均未

见与叶龄相关的报道。因此，狋狑狊突变体是一个新

的叶绿素缺失突变体。

本研究将狋狑狊基因定位在水稻第４染色体上的

微卫星标记 ＭＭ３９０７和 ＭＭ３９２８之间，物理距离

约为 ８６ｋｂ，跨越 ＡＬ６０６６４１ 和 ＡＬ６０６６５１ 两个

ＢＡＣ克隆群。利用ＲｉｃｅＧＡＡＳ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅ

ｇａａｓ．ｒｇｐ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ）进行基因预测的结果显

示，该区域内共有１７个预测基因，其中７个为预测

有功能的基因，其余为假定蛋白或未知蛋白，但发现

在所有预测的基因中没有与叶绿素合成或叶绿体发

育相关的基因，说明狋狑狊可能是一个新的受温度调

节控制的早期叶绿体发育相关基因。对狋狑狊基因的

克隆及功能研究将有助于加深我们对水稻叶片叶绿

体发育温敏感调控分子机理的理解。另外，通过基

因组位置比较发现狋狑狊基因的定位区域与一个已初

定位的水稻白色中脉突变体犗狊狑犿 基因［２４］的定位

区域存在部分重叠。更有趣的是，我们也观察到

狋狑狊突变体的生长后期的叶片中脉也出现白色，但

至于狋狑狊基因与犗狊狑犿 基因是否为等位基因，或者

狋狑狊基因有着一因多效的现象还有待进一步研究。
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