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Abstract:【Objective】 Isolation and characterization of leaf-color mutation related genes lays a firm theoretical 

foundation for dissecting the molecular mechanism underlying chloroplast development, chlorophyll biosynthesis, and 

photosynthesis in rice. 【Method】A spontaneous leaf-color mutant, termed as white stripe leaf after transplanting at 

low-temperature (wltt), was obtained from the progeny of japonica cultivar Zhennuo 19. The main agronomic traits of the 

wild type and wltt were determined at maturity. The pigment contents and ultrastructure of chloroplast of newly emerged 

leaves were analyzed at the seedling stage, fifteen days after transplanting, at the tillering stage under direct seeding. 

Genetic analysis was carried out by reciprocal cross of the wild type and wltt. An F2 population derived from the cross 

wltt×9311 was used for gene mapping. Quantitative RT-PCR was carried out to analyze the relative expression of genes 

associated with chloroplast development and chlorophyll biogenesis in the wild type and the wltt mutant. 【Result】The 

white-striped leaves in the wltt mutant only emerged at 15 days after transplanting at low temperature such as 20℃. No 

white-striped leaf was observed under direct seeding treatment. However, leaves of the mutant developed normally at the 

late tillering stage. Simulation experiments showed that the mutant phenotype was caused by root injury at low 

temperature. Compared with the wild type, the pigment contents in white-stripe leaves of the wltt mutant were 

significantly decreased, accompanying by reduced photosynthetic rate. Simultaneously, most of the mesophyll cells had 

no chloroplasts. The expression levels of genes associated with chloroplast development, chlorophyll biosynthesis, and 

photosynthetic system were all down-regulated in the mutant. At maturity, the mutant was featured with reduced plant 

height, panicle length, flag leaf length and number of spikelets per panicle relative to its wild type. Genetic analysis 

revealed that the mutant phenotype was controlled by a single recessive nuclear gene. Moreover, the WLTT gene was 

mapped within an 853 kb region near the centromere on chromosome 2, between InDel markers L22 and L26, in which 

no gene related to leaf color was reported. 【Conclusion】WLTT is a key gene regulating leaf color after transplanting at 

low temperature, which plays an important role in chloroplast development. 
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摘  要：【目的】叶色突变相关基因的鉴定与克隆为研究叶绿体发育、叶绿素合成和光合作用等分子机制提供理

论基础。【方法】从常规粳稻镇糯 19 杂交后代中分离出一个低温移栽后叶色转成白条纹的自然变异突变体, 命名

为 wltt (white stripe leaf after transplanting at low temperature)。成熟期测定野生型和 wltt 的主要农艺性状，分别在

苗期、移栽后 15 d 和同时期直播条件下测定新生叶片的色素含量并观察叶绿体的超微结构；将 wltt 和野生型正反
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交进行遗传分析；用wltt与籼稻 9311杂交产生的 F2作为定位群体进行基因定位；采用RT-qPCR 分析叶绿体发育、

叶绿素合成和光合作用相关基因在野生型和 wltt 中的表达水平。【结果】wltt 突变体在苗期表现正常绿色，移栽

15 d 后心叶出现白条纹叶表型，至分蘖末期心叶叶色恢复；而不经移栽，突变体不会出现白条纹叶。人工模拟实

验表明该表型是由低温条件下根损伤引起的。与野生型相比，wltt 突变体移栽后的新生叶色素含量显著降低，光

合速率下降；同时株高变矮，穗长、剑叶长和每穗粒数均显著降低。叶绿体的超微结构显示，突变体的叶肉细胞

中，仅少数细胞含有正常的叶绿体，其余大部分叶肉细胞不含叶绿体。进一步研究发现，突变体中部分光合系统

相关基因和叶绿体发育相关基因表达下调，叶绿素生物合成相关的 14 个基因表达也下调。遗传分析表明，该突

变性状受一对隐性核基因控制。利用 wltt 突变体/9311 的 F2 群体，将该基因定位于水稻第 2 染色体着丝粒附近 853 

kb 区间内。目前，该区间内没有叶色相关基因的报道。【结论】WLTT 是低温条件下移栽调控叶片转色的关键基

因，在叶绿体发育过程中发挥重要作用。 
关键词：水稻；移栽叶片转色；叶绿体发育；基因定位 
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叶绿体是植物进行光合作用的场所，也是植物

体内很多有机大分子如淀粉、脂类和氨基酸的合成

场所[1]，因此叶绿体的正常发育对植物至关重要。

叶绿体存在缺陷的突变体往往表现出肉眼可见的

异常叶色表型，如叶色淡绿、黄化、白条纹、斑马

叶等，并通常伴随有一系列生长发育缺陷，严重的

会导致植株死亡[2-4]。叶色突变与植物光合作用[5]、

激素生理[6]和光形态建成[7]等密切相关，对它们的

研究有助于阐明光合作用机制、叶绿素生物合成及

代谢途径以及叶绿体发育的调控机理，为开展水稻

高光效育种提供理论基础。此外，水稻的叶色变异

可用作标记性状剔除假杂种，提高种子纯度，降低

制种风险[8]。因此，水稻叶色变异相关基因的克隆

及功能分析具有重要的理论意义和生产应用价值。 

迄今为止，关于叶色突变的研究很多。突变基

因在水稻12条染色体上均有分布，大多数突变性状

受单隐性核基因控制[9]，而由细胞质基因和显性基

因控制的叶色突变很少[10-11]。引起叶色变异的机理

主要有叶绿素代谢途径受阻[12-13]和叶绿体发育进

程受阻[14-15]两类。高等植物中，叶绿素的生物合成

途径已基本明确[16-17]，水稻中，已克隆的参与叶绿

素合成途径的基因分别为编码镁离子螯合酶D、I、

H三个亚基的OsChlD、OsChlI和OsChlH基因[18-19]，

编码镁离子原卟啉Ⅸ单酯环化酶的基因YGL8
[2]，编

码脱酯基叶绿素酸酯 a乙烯基还原酶的基因

OsDVR
[20]，编码NADPH-原叶绿素酸酯氧化还原酶

A和B的基因OsPORA
[21]和OsPORB

[22]，编码叶绿素

合成酶的基因YGL1
[23]，编码叶绿素酸酯a加氧酶的

基因OsCAO1
[12]和OsCAO2

[13]，参与这个途径的任

何一个基因发生改变都会导致叶色变异。 

叶绿体发育受阻不仅直接影响叶绿体的发育，

同时会间接影响叶绿素的合成。控制叶绿体发育的

基因主要有以下几类：一是质体转录复合物，如

PTAC3
[24]、PAP10

[25]、WSL3
[3]、WP1

[26]；二是PPR

蛋白，如YSA
[8]、TCD10

[27]、OsPPR6
[28]；三是叶绿

体蛋白酶，如SPP
[29]、VYL

[30]；四是信号转导相关

基因，如OsGUN4
[31]。由于叶色形成过程十分复杂，

涉及到多方面的生理生化反应，因此叶色变异的分

子机制仍然不是十分清楚，挖掘、鉴定新的叶色突

变相关基因对进一步阐明水稻叶色调控的分子机

制具有十分重要的意义。 

本研究从常规粳稻镇糯19后代中发现一个移

栽后叶色转成白条纹的自然变异突变体wltt。对该

突变体移栽前后的叶色表型、叶色转变条件、光合

特性等进行分析，并构建群体对突变性状进行了遗

传分析和基因定位，同时从植物生理、细胞和分子

水平阐述wltt的突变机理，以期为该基因克隆和功

能分析奠定基础，揭示WLTT调控叶色的分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

wltt来源于镇糯19后代自然突变，经10代连续

自交获得，移栽后出现的白条纹性状在江苏句容、

海南陵水都能稳定遗传。 

1.2  wltt表型特征及主要农艺性状调查 

在江苏丘陵地区镇江农业科学研究所行香基

地种植wltt和野生型亲本。5月15日播种，5叶1心期

移栽，单本栽插，常规田间管理，观察在不同时期

的叶色变化。成熟期分别取wltt和野生型亲本各5

株，考查株高、单株有效穗、剑叶长、穗长、每穗

总粒数、千粒重和结实率等主要农艺性状。 

1.3  剪根、光照和温度处理 

水稻幼苗在水培条件下生长，营养液配制采用

国际水稻所营养液配方 [32]，放置在光照培养箱

(HP400GS-C)中，温度设置为20℃和30℃，光照

强度设置为25 000 lx和6 250 lx，光照和黑暗各12 h，

温度和光照强度两两组合，利用4台光照培养箱设
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置不同温度和光照强度。幼苗生长3叶1心时，剪根，

留1 cm左右，继续生长2个叶龄，进行拍照和色素

含量测定。 

1.4  色素含量测定 

取突变体wltt与其野生型新完全展开叶，去掉

中间叶脉，测定方法参照Wu等[23]。后续实验均在

分蘖期移栽后表型出现时期进行。 

1.5  光合速率测定 

利用光合速率测定仪LI-6400XTOPEN 6.1测定

自然条件下野生型和突变体正常移栽后分蘖期新

生叶片的净光合速率，选取红蓝光源，叶室内的光

照强度是1500 μmol/(m
2
·s)，CO2浓度为400~420 

μmol/mol, 叶片温度为25℃~28℃；叶室内空气湿度

为40%~60%，将叶片夹入叶室后，数据稳定进行测

量，在上午9:00−11:00进行测定，测定方法详见说

明书。野生型和突变体各测5株，每株测3次。 

1.6  叶绿体透射电镜分析 

利用透射电镜(Transmission Electron Microcope, 

TEM)进行叶绿体超微结构观察。移栽后15 d，分别

取突变体wltt和野生型新完全展开叶的中上部，去

掉中间叶脉，固定于含有2.5%的戊二醛溶液中，抽

真空，4℃下固定12 h，冲洗后用1%锇酸溶液(pH 7.2)

后固定4 h，经30%、50%、70%、80%、90%、100%

酒精梯度脱水后，环氧树脂SPURR包埋、聚合。之

后用LKB-V型切片机将样品切成1 μm厚的切片，醋

酸铀染色后，经透射电镜(JEM-1230)观察、照相。 

1.7  遗传分析及作图群体构建 

用突变体wltt和野生型亲本正反交得到F1，自交

获得F2种子，并在江苏丘陵地区镇江农业科学研究

所行香基地种植，移栽后统计F2群体中突变表型和

正常表型的植株数，计算分离比，并进行χ
2测验。用

wltt与籼稻9311杂交产生的F2作为定位群体，从F2

群体中选取移栽后表现白条纹的单株(共3364份)，

进行基因定位。 

1.8  基因定位  

采用SDS法[33]提取水稻基因组DNA。利用均匀

分布于水稻12条染色体上的InDel标记(引物由南京

金斯瑞生物科技有限公司合成)进行亲本多态性分

析。用有多态的引物对wltt/9311的F2群体中选取的

移栽后表现白条纹的单株进行连锁分析及精细定

位，所用定位引物见表1。PCR扩增产物用8%聚丙

烯酰胺凝胶电泳进行检测。 

1.9  叶绿素合成和叶绿体发育相关基因的表达分析 

使用天根公司的植物RNA小量提取试剂盒，对

野生型和突变体移栽后15 d的新完全展开叶提取

RNA，提取步骤详见说明书。反转录步骤参照

TaKaRa公司(日本)的说明书。实时PCR 20 μL反应体

系如下：反转录产物2 μL，10 µmol/L的正、反向引物

0.4 μL，SYBRGreen混合物(TaKaRa公司) 10 μL，最

后补去离子水至20 μL。反应在ABI 7500 实时 PCR

仪上进行，反应程序参照Applied Biosystems操作手

册，水稻的ACTIN基因作为内参。每个样品设置3

个重复。按2
–ΔΔCt方法分析基因的相对表达量[34]。 

2  结果与分析 

2.1  突变体wltt的表型鉴定 

通过对wltt突变体的叶色观察，发现在苗期，

突变体与野生型无显著差异，叶片表现出正常绿色

(图1-A)。6月10日移栽，15 d(大田日均温均值24.5℃)

后，突变体新生叶片表现出白条纹症状，而老叶维

持叶色不变(图1-B)；至成熟期，wltt突变体叶色恢

复正常(图1-D)；7月10日移栽，15 d后(大田日均温

31.7℃)突变体表型与野生型无差异；在齐穗期进行

表1  基因定位引物  

Table 1. Primers used for gene mapping. 

引物名称 

Primer name 

前引物 

Forward sequence (5′-3′) 

后引物 

Reverse sequence (5′-3′) 

BAC 克隆 

BAC clone 

L1 ATTCAGTAAGACTACACGCAT AATGACAGATTACTTGTTCCA OJ1756_H07 

L6 CTAACATAATGGGTAAAGAGG TTAGTTGGTTGCCGTGT OJ1124_E11 

L8 ATAGTTTAGGGAGTTATGTGCT CGTGTGCCTATTGACTTCTC OSJNBa0030M21 

L11 ACAGAACGGAACGGGATA CTCACAATCTTTTATCACCCA OSJNBa0078K05 

L14 AACCAAGAATCGGAAAGAA ATCCCATTTCCATTTCTCT OSJNBa0008C07 

L16 TTTCCTGAGCGAATCCA AAAAGGCACTTATGAGACACT OSJNBb0080M22 

L18 TAGGTGGTTGAATGGTGC TATGCTTCTTTTGGGTTG P0543C11 

L20 TGAGATACGCAGAATGGG GAGGAGGATGCAGGGAC P0705A04 

L22 GTTCTTTTGTCTTCCCTCA ATTATCCTTGGTCTTGGTAT OJ1134_B09 

L26 TTGGAGAATGAAGTTGCTAA TTACCAAGCAGGACTAAAGAT OSJNBb0037J12 

I2-7 GAACCAGTCCGCTCTCTGAC TACGCGTCGTGTATCGTAGC OSJNBa0035A24 

 

 



4                                                                    中国水稻科学(Chin J Rice Sci) 第 33 卷第 1 期(2019 年 1 月) 

移栽，15 d后(大田日均温24.3℃)再生分蘖同样表现

出白化(图1-C)；而采用直播(不移栽)的方式种植的

野生型和突变体植株全生育期叶色无明显差异(图

1-E)。上述结果表明，wltt表型的产生与移栽有关，

且移栽后的相对低温对于wltt白条纹表型的形成起

着重要的作用。与野生型相比，正常移栽的突变体

wltt(6月10日移栽)新生叶片净光合速率比野生型显

著降低(图1-F)。成熟期的农艺性状测定表明，wltt

株高明显下降(图1-D, 表2)，同时穗长、剑叶长和

每穗粒数亦明显降低，表明突变体的叶色变异显著

影响了植株的生长发育。 

2.2  突变体与野生型的色素含量测定 

通过测定突变体wltt及其野生型叶片的叶绿素

和类胡萝卜素含量发现，苗期wltt的各色素含量与

野生型无显著差异；分蘖期移栽15 d后，wltt的叶绿

素a、叶绿素b、类胡萝卜素含量及总的色素含量明

显下降，与野生型相比，差异极显著；而直播条件

下，分蘖期的wltt突变体的各色素含量与野生型相

比，差异不显著(图2)。 

2.3  突变体中叶绿体的超微结构变化  

利用透射电镜(TEM)观察了移栽转色后野生型

和突变体的叶绿体超微结构，结果显示，wltt突变

体的叶肉细胞与野生型相比(图3-A, C)，大部分叶肉

细胞不正常，观察不到叶绿体(图3-D)，但也有少数

叶肉细胞能观察到叶绿体(图3-E)，且叶绿体中含有

丰富的类囊体，其片层结构与野生型无显著差异(图

A−苗期；B−分蘖期，移栽后15 d，右上角为野生型(左)和突变体(右)的新完全展开叶；C−抽穗期移栽后15 d，右上角为野生型(左)和突变体

(右)的再生分蘖的叶片；D−6月10日正常移栽的成熟期植株；E−直播条件下分蘖期的植株；F−正常移栽分蘖期植株新生叶片的净光合速率。
WT−野生型。**表示经t测验后，P<0.01下差异显著。 

A, Seedling stage; B, Fifteen days after transplanting, at the tillering stage; The insert represents the new fully-expanded leaf blades of the wild type 

(left) and the mutant (right); C, Fifteen days after transplanting at the heading stage. The inserts represents the leaves of regenerated tillers of the wild 

type (left) and the mutant (right); D, Plants at the mature stage (transplanting at the tillering stage). E, Wild-type and mutant plants at the tillering 

stage under direct seeding. F, Net photosynthetic rate of new fully expanded leaf blades of the wild type and wltt mutant at the tillering stage. WT, 

Wild type. ** P＜0.01(Student’s t test). 

图1  野生型与wltt突变体不同时期的表型 

Fig. 1. Phenotypic characterization of the wltt mutant and its wild type(WT). 



林添资等：一个水稻低温移栽白条纹突变体 wltt 的鉴定和基因定位                                                             5 

3-F)。这一结果与白条纹突变性状(白绿相间)一致。 

2.4  光合系统和叶绿体发育相关基因的表达分析 

叶绿体是植物进行光合作用的场所，为研究该

突变是否影响叶绿体发育，我们分析了移栽前后叶

绿体发育和部分光合系统相关基因的表达(图4)。结

果表明，在突变体中，叶绿体发育相关基因，如编

码转运RNA聚合酶的rpo家族的基因(rpoA、rpoB、

rpoC1和rpoC2)，低温移栽后只有rpoA表达极显著

上调表达(图4-A)；而移栽前，rpoA、rpoB、rpoC1

和rpoC2全部上调表达，均达到极显著水平(图4-B)。

叶绿体能量代谢相关酶编码基因，如编码1,5-二磷

酸核酮糖羧化酶/加氧酶的大小亚基rbcL和rbcS；编

码NADH脱氢酶的ndhB和ndhD及编码ATP合酶的

atpA和atpB在突变体中低温移栽后全部下调 (图

4-A)，而移栽前只有ndhB和ndhD在突变体中上调表

达，其他基因无显著差异(图4-B)。在突变体wltt中，

光合系统相关基因，如编码光系统Ⅱ和Ⅰ蛋白复合

物的psb、psa基因家族的psaB、psaA和psbA基因在

低温移栽后全部下调表达，而移栽前这些基因的表

达无显著差异。这些结果表明，叶绿体发育相关基

因的表达模式在移栽前后差异显著，移栽后大量的

基因表达量下调，这很可能导致叶绿体发育缺陷。 

2.5  叶绿素合成相关基因的表达分析 

高等植物中叶绿素的合成过程十分复杂，突变

体wltt的色素含量比野生型显著降低，叶绿素的合

Chla-叶绿素a；Chlb-叶绿素b；Car-类胡萝卜素；Total-总色素含量。误差线表示3次独立实验的标准差。**表示野生型与突变体间差异达

0.01显著水平（t测验）。 

Chla, Chlorophyll a; Chlb, Chlorophyll b; Car, Carotenoids; Total, Total pigment contents. Values are presented as mean±SD. **The difference 

between the wild type and wltt is significant at 0.01 level according to Student’s t test. 

图2  wltt突变体和野生型叶片色素含量分析 

Fig. 2. Pigment contents in leaves of wltt mutant and its wild type(WT). 

表2  野生型与突变体wltt的主要农艺性状比较 

Table 2. Comparison of major agronomic traits between the wltt mutant and its wild type(WT). 

材料 

Material 

株高 

Plant height  

/cm 

有效穗数 

No. of effective 

panicles 

剑叶长 

Flag leaf length  

/cm 

穗长 

Panicle length 

/cm 

每穗总粒数 

No. of spikelets 

per panicle 

结实率 

Seed-setting 

rate /% 

千粒重 

1000-grain 

weight /g 

WT 86.7±0.2 9.2±0.4 22.28±0.53 20.44±0.46 173.6±5.7 95.8±0.4 29.18±0.26 

wltt 75.8±0.5
**

 8.2±0.4 18.10±0.37
**

 18.40±0.41
**

 136.2±6.9
**

 95.6±1.7 28.46±0.32 

**表示经t测验后，在P<0.01下差异显著。 
**The difference between the wild type and wltt is significant at 0.01 level according to Student’s t test. 

 

A~C为野生型的叶绿体超微结构；D~F为突变体wltt中同时含有异

常结构的叶绿体(D)和正常结构的叶绿体(E~F)。Cp-叶绿体; Thy−

类囊体; OB-嗜锇体。 

A-C, Transmission electron microscopic (TEM) images of chloroplast 

ultrastructure in wild type; D-F, Two types of chloroplasts with (E, F) 

or without (D) a normal ultrastructure in the wltt mutant; Cp, 

Chloroplast; Thy, Thylakoid lamellae; OB, Osmiophilic body. 

图3  野生型和突变体wltt的叶绿体超微结构 

Fig. 3. Transmission electron microscopic (TEM) images of 

chloroplast ultrastructure in the wild type and the wltt 

mutant. 
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成受到抑制，我们进一步分析了移栽前后突变体中

叶绿素合成相关基因的表达水平(图5)。结果表明，

突变体wltt中，叶绿素生物合成的三个限速酶基因，

如HEMA(编码谷氨酸-tRNA还原酶)、CHLD(编码镁

离子螯合酶D亚基)、CHLI(编码镁离子螯合酶Ⅰ亚

基)、CAO(编码叶绿素合成酶)在低温移栽后均下

调表达 (图5-A)；而移栽前CHLD和CHLI表达下调，

HEMA和CAO表达无差异(图5-B)。其他的叶绿素生

物合成基因，如HEML(编码谷氨酸-1-半缩醛氨基转

移酶)、HEMB(编码δ-氨基酮戊酸脱水酶)、HEMC(编

码原脱氨酶)、HEME(编码尿卟啉原Ⅲ脱羧酶)、

HEMF(编码粪卟啉Ⅲ氧化酶)、CHLM(编码镁离子

原卟啉Ⅸ甲基转移酶)、CRD(编码镁离子原卟啉Ⅸ

单甲基脂环氧化酶)、DVR(编码脱酯基叶绿素酸酯a

乙烯基还原酶)、POR(编码NADPH-原叶绿素酸酯氧

化还原酶)、CHLG(编码叶绿素合成酶)，低温移栽

后均下调表达(图5-A)；移栽前基因HEML、HEMB、 

HEMC、CHLH、CHLM和CHLG的表达水平在突变

体中下调(图5-B)。这些结果表明，突变体的部分叶

绿素合成相关基因的表达在移栽前后均有所下调，

但似乎对移栽后的基因表达影响更大。 

2.6  突变体叶片转色的影响因素 

连续两年观察发现，wltt在梅雨季节结束之前

(相对低温，弱光照)移栽心叶出现白条纹表型，而

在梅雨季节后(高温，强光照)移栽无此表型。为

研究wltt叶片转色与机械损伤、光照、温度的关系，

对幼苗进行剪根处理。结果表明，不进行剪根处理，

在不同光照(25 000 lx和6 250 lx)和温度(20℃和

30℃)条件下(两两组合)，wltt表型与野生型无差异

(图6-A)；在20℃下，光照强度在25 000 lx(图6-B)

和6520 lx(图6-C)条件下，wltt新生叶片均出现白

条纹症状，同时，wltt的叶绿素a、叶绿素b、类胡

萝卜素含量及总色素含量明显下降，与野生型相

比，差异极显著(图7)；在30℃下，光照强度在25 000 

误差线表示3次独立实验的标准差。*和**分别表示野生型与突变体间差异达0.05和0.01显著水平（t测验）。 

Means ± SD (n=3). * and **The difference between the wild type and wltt is significant at 0.05 and 0.01 level, respectively according to Student’s t test.  
图5  叶绿素合成相关基因在野生型和突变体wltt中的表达分析 

Fig. 5. Expression analysis of genes associated with chlorophyll biogenesis in the wild type(WT) and wltt mutant. 

误差线表示3次独立实验的标准差。**表示野生型与突变体间差异达0.05和0.01显著水平（t测验）。 

Mean±SD (n=3). **The difference between the wild type and wltt is significant at 0.01 level according to Student’s t test. 

图4  叶绿体发育及光合系统相关基因在野生型和wltt突变体中的表达分析 

Fig. 4. Expression analysis of genes associated with chloroplast development and photosynthetic system in the wild type(WT) 

and wltt mutant. 
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lx和6250 lx条件下，突变体wltt新生叶片均未转色，

相应的wltt的各色素含量与野生型相比无显著差异

(图7)。这些结果表明，突变体wltt新生叶片出现白

条纹表型是由根系损伤和低温(20℃)引起的，与光

照强度无关。 

2.7  突变体的遗传模式及基因定位 

为确定突变体的遗传特性，我们进行了正反交

实验并统计了后代的分离比例。结果表明，无论突

变体用作母本还是父本，相应的F1植株移栽后新生

叶片均表现出正常绿色，其自交后代F2群体移栽后

新生叶片颜色表现出明显分离，且正常绿色与白条

纹植株数比值符合3∶1(表3)，这说明该性状是由一

对隐性核基因控制的。 

将突变体wltt与籼稻9311杂交，从其F2代挑取移

栽后表现为白条纹的单株共3364株作为定位群体，

利用均匀分布在水稻12条染色体上的InDel标记将

基因初定位在第2染色体着丝粒附近区域，两端标

记为I2-5和I2-8，遗传距离分别是50.0 cM和58.4 

cM(图8)。为精细定位WLTT，利用Primer 5.0软件，

开发出两亲本之间有多态的引物11对(表1)，最终将

基因定位于标记L22和L26之间，物理距离为853 

kb(图8)，标记I2-6为共分离标记。 

3  讨论 

本研究中的叶色突变体wltt的叶色表型为绿-白

-绿，与之前Shi等[35]获得的移栽敏感叶绿体发育缺

陷突变体tsc1的表型有相似之处，即在移栽15 d后，

新生的3~4片叶表现出白化表型，随后的叶片恢复

绿色，表型均在移栽后出现。不同的是，TSC1基因

位于第11染色体，编码ABC转运蛋白，在黑暗条件

下(移栽后的叶原基处于土壤中)的质体发育中发挥

重要的作用；突变体tsc1即使经剪根处理在水培(光

照补偿)条件下，移栽后也不出现白条纹叶的表型，

A－不进行剪根处理；B, C-剪根处理10 d后，20℃条件下，光照强
度为25 000 lx(B)和6250 lx(C)；D, E-剪根处理10 d后，30℃条件下，
光照强度为25 000 lx(D)和6250 lx(E)。 

A, The seedlings of the wild type and wltt with non-injured roots; B, 

C, The seedlings of wild type and wltt 10 days after root cutting 

treatment at 20℃ at the light intensity of 25 000 lx(B) and 6250 

lx(C), respectively. D, E, The seedlings of wild type and wltt 10 days 

after root cutting treatment at 30℃ at the light intensity of 25 000 

lx(D) and 6250 lx(E), respectively. 
图6  环境条件对叶色变异的影响 

Fig. 6. Effects of environmental conditions on leaf color 

variation. 

误差线表示3次独立实验的标准差。**表示野生型与突变体间差异达0.01显著水平（t测验）。 

Means±SD (n=3). **The difference between the wild type and wltt is significant at 0.01 level according to Student’s t test. 

图7  环境条件对剪根处理后色素含量的影响 

Fig. 7. Effects of environmental conditions on pigment contents after root cutting treatment.  
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与光照有关，与温度无关。本研究中，突变体wltt

经剪根处理在水培条件下移栽，低温(20℃)生长15 d，

叶片出现白条纹症状；而在较高温度(30℃)无突变

表型，并与光照强度无关；在大田条件下(叶原基处

于黑暗条件)，也表现出移栽低温敏感特性。因此，

突变体wltt的叶色变异是由低温(20℃)条件下根系

损伤造成的，与光照无关。然而，突变体wltt的低

温敏特性，又有别于其他的叶色低温敏突变体；已

成功克隆的5个叶色低温敏突变基因，即V1
[36]、

V2
[37]、OsV4

[38]、TCD9
[39]和WLP1

[40]，这些基因突

变后，对应的突变体均是在低温条件下出现白条纹

表型，在高温条件下叶色恢复正常；突变体wltt只

有根系损伤后才表现出低温敏特性。基于本材料的

特殊性，该突变体为研究水稻叶片生长发育、叶绿

体发育及移栽后根系重建等机理提供了理想材料。 

叶绿体是植物特有的细胞器，也是植物进行光

合作用的主要场所。通过对叶绿体透射电镜观察，

发现突变体wltt中既含有正常的叶绿体结构，也含

有只存在嗜锇体、无类囊体片层结构的叶绿体，说

明突变体的叶绿体发育受到影响。光反应相关蛋白

编码基因表达量的改变会影响叶绿体光系统的形

成，psaB、psaA编码PSⅠ合成相关亚基[41]，其中PsaA

和PsaB蛋白结合形成光合电子传递链的最初电子

供体P700
[42]，psbA基因用于编码光系统Ⅱ核心复合

物；在突变体wltt中，低温移栽后这些基因表达均

下调，说明叶绿体的光系统受到影响。叶绿体中

mRNA的转录对其发育至关重要，mRNA转录需要

RNA聚合酶的参与，植物叶绿体内有4个基因编码

RNA聚合酶：rpoA、rpoB、rpoC1 和rpoC2；RNA

聚合酶基因缺失后，植株色素含量降低，叶绿体内

膜系统发育不完整[43]；移栽前，突变体中上述4个

基因全部上调，推测WLTT基因突变后反馈增强了

RNA聚合酶的转录，以弥补wltt的缺陷对叶绿体发

育的影响；而低温移栽后只有rpoA表达略有上调，

其他3个基因的表达量与野生型无差异，因而与移

栽前相比，对叶绿体发育缺陷的补偿效应减弱甚至

消失，从而造成了叶绿体发育的缺陷。核糖体大、

小亚基参与叶绿体基因蛋白翻译过程，敲除叶绿体

核糖体小亚基编码基因rps18后，叶片表现出白化，

植株不能存活[44]；核糖体大亚基编码基因rpl36缺失

后，叶片发育受到影响，植株光合速率下降[45]；在

突变体wltt中，低温移栽后核糖体大、小亚基均表

表 3  野生型与 wltt 突变体的 F2 代分离比 

Table 3. Segregation of F2 population from wltt mutant and its wild type(WT). 

杂交组合 

Cross 

正常株数 

No. of normal plants 

白条纹株数 

No. of white stripe plants 

实际分离比 

Segregation ratio 
χ

2
(3:1)  

WT×wltt 375 127 2.95∶1 0.02 

wltt×WT 368 130 2.83∶1 0.06 

 
 

A－基因位点初定位在第2染色体着丝粒附近InDel标记I2-5和I2-8之间；B-基因位点精细定位到标记L22和L26之间，物理距离853 kb。n为定

位所用的白条纹叶植株数。 

A, The gene is mapped to the centromeric region of chromosome 2 between the InDel markers I2-5 and I2-8; B, Mapping of the gene locus between 

markers L22 and L26 within an 853 kb region. CEN, Centromere; n, Number of individuals with white stripe leaf after transplanting. 

图 8  WLTT 在第 2 染色体上的定位    

Fig. 8. Location of WLTT on rice chromosome 2. 
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达下调，这与其表现出白条纹症状及光合速率下降

相吻合。ATP合酶与NADH脱氢酶参与叶绿体内的

能量代谢，小麦叶绿素缺失突变体中，白化株的atp

家族基因全部表达下调[46]；在wltt突变体中，低温

移栽后基因atpA、atpB、ndhB和ndhD均表达下调，

则推测光合电子传递中的耗能过程不能正常进行，

而移栽前ndhB和ndhD表达上调，推测WLTT基因突

变后首先激活了NADH脱氢酶的转录，随着表型的

出现，该基因转录水平下降。因此，控制突变体wltt

叶片转色的基因可能是叶绿体发育的关键基因。叶

绿体发育受阻间接影响叶绿素合成，在突变体wltt

中，低温移栽后参与叶绿素生物合成的14种酶的编

码基因表达大部分下调，叶绿素的生物合成受到

抑制，这与wltt突变体色素含量下降一致。而移栽

前，部分叶绿素合成相关基因转录水平下调，这表

明WLTT基因突变抑制了部分叶绿素合成相关基因

的表达，与表型出现与否无直接关联。 

本研究通过wltt/9311的F2群体，将WLTT基因定

位于第2染色体着丝粒附近，物理距离相距853 kb。

由于临近着丝粒区交换冷点，尽管使用了较大的

定位群体，进一步缩小区间仍存在一定困难。目前，

在水稻第2染色体上已经报道了12个与叶色相关的

基因，其中表现白化或白条纹性状的有3个，分别

是gra(t)
[47]、zebra524

[48]和ASL2
[49]。gra(t)突变体

的表型是在3叶期白化，4叶期恢复为正常绿色，

zebra524突变体表现为苗期叶片白色和淡绿色横向

相间的斑马叶，asl2突变体幼苗白化死亡，这3个基

因均不在wltt突变体基因定位的区间内；而且，该

区间没有叶色相关基因的报道，表明WLTT为一个

新的叶色基因。进一步克隆和鉴定WLTT的功能，将

有助于提高我们对环境因子(如温度、植伤诱导等)

影响叶绿体发育的机制的深入理解。 
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