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摘   要：水稻(Oryza sativa L.)是重要的粮食作物，其植株光合作用与肥料利用的效率是决定水稻

产量的重要因素。本研究在水稻‘科辐粳 7 号’的辐射诱变群体中筛选到一个叶片黄化且分蘖减少的

突变体，并将其命名为 yllt10 (yellow leaf and less tillering 10)。与野生型对照相比，该突变体叶片

的叶绿素含量降低、叶绿体的结构发育异常、光合作用速率显著下降。遗传分析表明 yllt10 突变

体的表型受单隐性核基因控制，利用图位克隆技术将 YLLT10 基因定位于水稻第 10 号染色体 J4 与

J5 两个分子标记之间，通过对该区间内的注释基因进行 PCR 测序，发现在 yllt10 突变体中

CAO1/PGL 基因的第 1 个外显子发生单碱基缺失，从而导致该基因的移码突变，是 CAO1/PGL 基

因的一个新等位变异。此外，在不同氮素浓度种植条件下，yllt10 突变体均表现出对氮素不敏感的

表型。本研究表明 YLLT10 基因调控水稻的叶色和分蘖数，影响水稻的光合作用和产量，对该基因

的功能机制研究能够为水稻高产育种提供一定的理论依据。 
关键词：水稻突变体；叶片黄化；少分蘖；氮素响应 
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Heredity and fine mapping of a yellow leaf and less tillering 
mutant yllt10 in rice 
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Abstract: Rice (Oryza sativa L.) is a major food crop and increasing rice yield is the primary 
objective of rice research. Photosynthesis and nitrogen utilization efficiency directly affect the tiller 
number of rice, which affects the yield of rice. In this study, a stable yellow leaf and less tillering 
rice mutant yllt10 (yellow leaf and less tillering 10) was obtained by heavy-ion beam mutagenesis 
of rice variety ‘Ke-fu-geng 7’. Compared with the wild type, yllt10 showed reduced chlorophyll 
content, decreased photosynthesis rate, and abnormal chloroplast structure. The genetic analysis 
indicated that the phenotype of yllt10 was controlled by a single recessive nuclear gene. Map-based 
cloning localized YLLT10 between two molecular markers J4 and J5 on chromosome 10. The 
sequencing of candidate genes within this interval revealed that YLLT10 was an allelic mutation of 
CAO1/PGL with a single base deletion in the first exon resulting in the frame shift mutation of 
CAO1/PGL, and YLLT10 was a new allelic variation of CAO1/PGL. The mutant yllt10 was 
insensitive to changes in nitrogen concentration when being incubated with different nitrogen 
concentrations. YLLT10 controls leaf color and tiller number and affects photosynthesis and yield of 
rice. The study of this gene provides a theoretical basis for molecular breeding of rice. 
Keywords: rice mutant; leaf yellowing; less tillering; nitrogen response 

 
 

水稻(Oryza sativa L.)是我国最重要的粮食

作物，其产量受到叶片光合作用效率的影响[1]。

水稻叶肉细胞中存在大量的叶绿体，叶绿体中

含有叶绿素、类胡萝卜素等光合色素，其含量

的变化是决定水稻叶色的主要原因[2]。目前，

水稻中已报道了浅绿、白化、黄化、条纹、绿

黄和白翠等多种类型的叶色突变体[3]。按照光

合色素含量的变化，可分为色素缺乏型和色素

增加型，色素缺乏型又可细分为总叶绿素缺乏

型、叶绿素 a 缺乏型和叶绿素 b 缺乏型[4]。调

控叶色相关的基因大多是通过参与光合色素的

合成或代谢，进而影响叶色的变化[5-6]。例如，

镁螯合酶由 Chl H、Chl I 和 Chl D 三个亚基组

成，其能够催化镁离子结合卟啉从而生成镁原

卟啉，在光合色素合成中必不可少。拟南芥

GUN5 基因编码 Chl H 亚基，该基因突变后会

导致拟南芥植株白化[7]。水稻 OsChlI 基因编码

镁螯合酶Ⅰ亚基，其突变体叶片在整个生育期均

呈现浅黄绿色，而编码 Chl D 亚基的 OsChlD 基

因突变后突变体在苗期叶片表现为黄绿色[8]。

参与光合色素合成的联乙烯还原酶、原叶绿素酸

酯氧化酶以及水稻叶绿素 a 氧化酶均能在一定

程度上影响植物的叶色[2]。此外，光合色素的降

解也能影响植物叶色，例如叶绿素 b 还原酶基因

NOL 在叶片衰老过程中影响光捕获复合体和叶

绿体基粒的降解。水稻 nol 突变体在衰老后期叶
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片仍保持绿色[9]。光合色素的合成除了受到基因

调控外，还可受到氮素营养的影响，氮素是水稻

生长和发育所必需的大量元素，同时氮素还是叶

绿素的组成元素之一，缺乏氮素会导致叶绿素合

成受阻，并削弱植株的光合效率[9-11]。 
分蘖是指单子叶植物在生长发育过程中能

够产生特殊分枝的一种特性。水稻作为单子叶

模式植物，其分蘖数决定了穗数，是影响水稻

株型和产量的重要农艺性状[12-13]。研究表明，

氮、磷、钾等营养元素通过影响生长素和细胞

分裂素的含量来调节水稻的分蘖，其中氮素的

作用最为显著[14-18]。例如，OsNRT1.1B 基因编

码一个硝酸盐转运蛋白，其表达受到硝酸盐的

诱导，NRT1.1B 蛋白可通过影响水稻根际微生

物，改变根际微环境，进而影响水稻对氮肥的

利用效率最终改变水稻分蘖数和产量[19]。NLP4
是 NLP(nitrate responsive transcript factor)家族

转录因子，其能够与亚硝酸还原酶基因 OsNiR
的启动子相结合，并激活 OsNiR 基因的表达，

增强水稻对氮素的利用效率，进而增加水稻的

分蘖数和产量[20]。NGR5 蛋白是水稻在生长发

育过程中响应氮素的正调控因子，在水稻中

NGR5 蛋白和 PRC2 蛋白可抑制 D14 基因和

OsSPL14 的表达进而调控水稻分蘖等农艺性状

对氮素的响应[21]。水稻 TCP (teosinte branched1/ 
cycloidea/proliferating cell factor) 转 录 因 子

OsTCP19 可以通过抑制分蘖促进基因 DLT 的表

达，负调控水稻的分蘖，而受氮素诱导的 LBD 
(lateral organ boundaries domain)蛋白 OsLBD37
和 OsLBD39 可以与 OsTCP19 基因的启动子相

结合，抑制其表达，并且 OsLBD37 和 OsLBD39
对启动子区域缺失 29 bp 的 OsTCP19-H 基因的

表达抑制作用更强[22]。不同浓度的氮素会影响

水稻分蘖芽的生长，而高氮肥可促进水稻产生

更多的分蘖，有效提升水稻的产量。但是，大

量施用氮肥不仅会导致水稻的氮肥吸收率下

降，还会造成土壤酸化、水体富营养化等诸多

环境污染问题[23]。因此，发掘氮高效利用的优

异基因，培育氮高效利用的水稻品种，是推进

农业可持续发展的有效途径之一[21]。 
通过对水稻‘科辐粳 7 号’进行辐射诱变，在

其后代群体中筛选到一个叶色黄化、分蘖减少

的突变体，将其命名为 yllt10 (yellow leaf and 
less tillering 10)，并对其进行了表型鉴定和目的

基因的遗传分析与图位克隆，最终通过对目的

基因的测序分析发现 yllt10 的突变表型是由于

CAO1/PGL 基因的功能缺失所导致；并进一步发

现 yllt10 突变体在不同浓度氮素培养后，表现出

对氮素浓度变化的不敏感，表明 CAO1/PGL 基

因还参与了对氮素的响应。对该基因的功能机

制研究有望为提高水稻光合效率以及氮素利用

效率提供重要的理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

中国科学院合肥物质科学研究院技术生物

与农业工程研究所利用重离子束诱变‘科辐粳  
7 号’ (O. sativa L. subsp. japonica cv. ‘Ke-fu-geng 
7’)得到 yllt10 突变体。突变体经过连续多代种

植后仍然具有叶片黄化且分蘖减少的表型，突

变性状获得了稳定的遗传。利用 yllt10 突变体与

籼稻(O. sativa L. subsp. indica) ‘93-11’进行杂

交，获得 F2代分离群体，选取 F2 代植株用于遗

传分析。 

1.2  农艺性状考察 
将 yllt10 突变体及其野生型对照(wild-type, 

WT) ‘科辐粳 7 号’种植在稻田，每个小区种植

5 行，小区间行距 30 cm，每行种植 8 株，株距

12 cm。在种植区内随机选取 10 株成熟期的野

生型和突变体，对其株高、有效分蘖数、穗长、
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一次枝梗数、二次枝梗数、每穗粒数、千粒重

和结实率进行考察。采用 GraphPad Prism 软件

对以上指标进行统计分析。 

1.3  叶片色素含量测定 
取分蘖期 yllt10 突变体与 WT 的叶片，剔除

叶片叶脉，将余下部分剪碎。使用分析天平称

取 0.1 g 剪碎叶片于 10 mL 离心管中，向离心

管中加入 9 mL 80%丙酮，避光处理 12 h，每

组设 3 个重复。色素提取完成后，充分摇晃提

取液，取提取液用于测定。使用紫外分光光度

计分别测定 662、644、440 nm 处的吸光值(叶
片色素含量计算公式见表 1)[24]。 

根据计算结果，按下列公式计算叶片组织

中色素的含量：色素的含量(mg/g)=(色素浓度×
提取液体积×稀释倍数)/叶片鲜重。 
1.4  叶绿体的透射电镜观察 

分蘖期取 yllt10 突变体与 WT 的叶片，裁剪

成合适大小，使用戊二醛固定液进行固定。将样

品叶片裁剪为 2 mm×2 mm 的正方形，经戊二醛

固定后，使用 0.1 mol/L 的磷酸缓冲液(pH 7.0)冲
洗，随后使用锇酸固定 5 h。样品再次使用磷

酸缓冲液冲洗，冲洗完成后使用乙醇进行脱

水。完成脱水后使用树脂包埋样品，用切片机

切片后，使用醋酸铀和柠檬酸铅染色，在透射

电镜下观察叶绿体结构。 
1.5  光响应曲线测定 

在天气晴朗的条件下，上午 8:00 选取抽穗

期的 yllt10 突变体和 WT 植株的剑叶，使用 
 

表 1  叶片色素含量计算公式 
Table 1  Formula for calculating leaf pigment 
content 
Photosynthetic  
pigment (mg/L) 

Calculation formula 

Chlorophyll a Chla=9.78×A662–0.99×A644 
Chlorophyll b Chlb=21.43×A644–4.65×A662 
Total chlorophyll Total=5.13×A662–20.44×A644 
Carotenoid Car=4.70×A440–(1.38×A662+5.48×A644) 

LI-6800 便携式光合仪测定光响应曲线。每组

选取 3 个重复。 

1.6  遗传分析 
yllt10 突变体与野生型‘93-11’进行杂交获

得 F1，F1植株自交后得到 F2代遗传群体。随后

统计 F2 群体中突变植株与正常植株的分离比进

行遗传分析和卡方检验。 

1.7  连锁分析与基因定位 
选取 F2代突变植株作为基因定位群体。采用

cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)裂解法

提取样品 DNA，利用具有多态性的 simple 
sequence repeat (SSR)标记对 F2代单株进行 PCR
检测。PCR 使用 20 μL 的反应体系，其中 DNA 模

板(100 ng/μL) 2 μL，正、反向引物(10 μmol/L)
各 1 μL，2×Taq PCR StarMix with Loading Dye 
10 μL，ddH2O 补足至 20 μL。PCR 反应程序为：

95 ℃ 5 min；95 ℃ 20 s，55–65 ℃ 20 s，72 ℃ 
20 s，35 个循环；72 ℃ 5 min。取 4 μL 扩增

产物，使用 4.5%琼脂糖凝胶进行电泳实验。对

凝胶电泳结果进行分析，对突变基因进行染色体

连锁分析，及其初步定位。设计 InDel (insertion 
and deletion)分子标记及其 PCR 引物(表 2)，对

目的基因进一步精细定位，缩小区间范围，

对候选基因进行 PCR 扩增及测序，引物序列

见表 3。 

1.8  水稻 YLLT10 基因的扩增及回补载体

的构建 
以 WT 水稻基因组 DNA 作为模板，用引物

C-EcoRI-pYLLT10-F 和 C-KpnI-pYLLT10-R (表 4)
扩增 YLLT10 基因的 2.5 kb 启动子片段，将其连

接至 pEASY-Blunt 载体(TransGen Biotech)上，转

化大肠杆菌提质粒测序后，用 EcoR Ⅰ和 Kpn Ⅰ
双酶切回收启动子片段。使用 EcoR Ⅰ和 Kpn Ⅰ
双酶切 pCAMBIA2300-35S 载体，用 YLLT10 基

因的启动子片段替换 35S 启动子片段，获得
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pCAMBIA2300-pYLLT10 载体。以 WT 叶片的

cDNA 作为模板，用引物 C-KpnI- YLLT10-F 和

C-BamHI-YLLT10-R (表 4)扩增得到 YLLT10 基

因的编码序列(coding sequences, CDS)，再用

Kpn Ⅰ和 BamH Ⅰ酶切 pCAMBIA2300-pYLLT10 载

体，将 CDS 片段连入，经测序鉴定获得回补载体

pYLLT10::YLLT10。使用农杆菌介导的遗传转化

将目的基因转入到由 yllt10 突变体种子诱导的

愈伤组织中。 

1.9  氮响应实验 
在人工气候室中(14 h 光照，28 ℃；10 h

黑暗，20 ℃)设置 4个不同氮浓度(40、20、8、
4 mg/L) ， 依 次 记 为 1N 、 1/2N 、 1/5N 、

1/10N[25]。水稻培养液 pH 控制在 5.80±0.50。
分别取 yllt10 突变体和 WT 的 2 叶 1 心期幼苗

用上述条件培养 30 d。 

 
表 2  水稻 YLLT10 基因精细定位分子标记的引物序列 
Table 2  Primers sequences of molecular markers used in fine mapping of rice YLLT10 gene 
Molecular Maker Forward sequence (5ʹ→3ʹ) Reverse sequence (5ʹ→3ʹ) 

JSR20 GACATGCGAACAACGACATC CATGCGATCCTGTGCTAAAA 
JSR28 CATCGCATCGTATCGTATCG GCTTCAAACACGCCTTCTTC 
J1 TTGCTCCTGATTCTCGTGTG ACTGCAATTCGCTTTCGTTT 
J2 GTGGGTGGATAACTCGCATC GGATTAGTCAAGCCGAGCAG 
J3 CGCTTCAGTTGTGTGTGGTT GAGCGAAGCAGCTAAAAAGG 
J4 GGCAATAAACCAGCTTGCAT ATTGCCAAACTCCTGTGCTC 
J5 GCTGGTATCCCGAGGAGATT TTCATCAAATTGTCCAGCCA 
J6 TAGGATTGCCGTTAGCGTGT CGATATTCAGCAGGCACTGA 
J7 CATCGCATCGTATCGTATCG GCTTCAAACACGCCTTCTTC 
J8 CATTGTCAAAATTCGGATCG TGCTCTCTCTCCCTGCTTTC 

 
表 3  水稻 YLLT10 基因 PCR 扩增的引物序列 
Table 3  Primers sequences for PCR amplification of rice YLLT10 gene 
Primer name Forward sequence (5ʹ→3ʹ) Reverse sequence (5ʹ→3ʹ) 

YLLT10-1 GTTGGAGGACCGATCTGAAA TTGGCAACTAGGCTGTCCTT 

YLLT10-2 TTGCTCATCAAGCCTTCCTT CCGACAGATGAACCTGGATT 

YLLT10-3 CAGGACCTCCTCACCATCAT TTGTGGATGGCATTTTCTCA 

YLLT10-4 GCATGCTTCCGCATTTATTT CCACAACCGATACCGGATAC 

YLLT10-5 GCTGCTCTACCGGATGTCTC GGACCTGAATTGTGGCTCAT 

YLLT10-6 ACACTAGCGACAGCATCACG GGCTTATGAAGCCAGGAACA 

 
表 4  用于构建回补载体的引物序列 
Table 4  Primers sequences for constructing the complementary vector 
Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) 

C-EcoRI-pYLLT10-F CGGAATTCCGATTGGGCCTACTGGATGTTG 

C-KpnI-pYLLT10-R GGGGTACCCCGACGCCCTGAACCCTTATCT 

C-KpnI-YLLT10-F GGGGTACCCCATGACCACTGTGGCATCGCT 

C-BamHI-YLLT10-R CGGGATCCCCGCTATGATCCACTCTCACTTT 
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1.10  测定水稻根长及生物量 
将 yllt10 突变体和 WT 使用不同氮浓度的

水稻培养液培养 30 d 后，取样测定水稻根系长

度。将水稻地上部分和地下部分在烘箱中

80 ℃烘干后，使用分析天平称量地上部分和地

下部分的重量。每个处理设 3 个生物学重复。 

2  结果与分析 
2.1  yllt10 突变体叶色黄化、分蘖减少 

WT 经过重离子束诱变后，获得了叶色黄化、

分蘖减少的 yllt10 突变体。yllt10 突变体从苗期开

始叶色呈现黄绿色，一直到成熟期(图 1A–1C)。
为了进一步探究yllt10突变体与WT之间的表型差

异，对yllt10突变体和WT的农艺性状进行了考察，

发现 yllt10 突变体的有效分蘖数明显减少(表 5)，
WT 平均有效分蘖数为 16 个，而 yllt10 突变体的

平均有效分蘖数仅有 4 个。统计 yllt10 突变体和

WT 的结实率发现 yllt10 突变体的平均结实率为

46.70%，而 WT 的平均结实率为 84.30%。并且

yllt10 突变体的一次枝梗数、二次枝梗数和单株产

量相对于 WT 均有不同程度的下降(表 5)。 
 

 
 

图 1  野生型与 yllt10 突变体不同时期的表型比较   
A：抽穗期植株表型(bar=10 cm). B：抽穗期叶片

表型 (bar=1 cm). C：苗期植株在田间的表型

(bar=2 cm) 
Figure 1  Phenotypic comparison of wild-type and 
yllt10 at different stages. A: Plant phenotype at 
heading stage (bar=10 cm). B: Phenotype of leaves 
at heading stage (bar=1 cm). C: Phenotypes of 
seedlings in the field (bar=2 cm). 

表 5  野生型与 yllt10 突变体的主要农艺性状统计 
Table 5  Statistical analysis of main agronomic 
traits of wild-type and yllt10 
Traits WT yllt10 
Plant height (cm) 102.66±1.05 102.74±1.49 
Effective tiller number 16.00±0.97 4.00±0.71** 
Panicle length (cm) 14.30±0.42 14.01±0.50 
Number of primary  
branches 

14.00±0.69 13.00±0.67* 

Number of secondary  
branches 

23.00±0.87 21.00±1.34** 

Grain number per panicle 174.00±10.00 168.00±8.00** 
1 000-grain weight (g) 24.86±0.81 24.32±0.46 
Seed-setting rate (%) 84.30±3.05 46.70±5.53** 
Grain yield per plant (g) 24.03±1.40 8.41±0.85** 

n=10; * represents P<0.05, ** represents P<0.01 level, t-test. 
 

2.2  yllt10 突变体光合色素含量下降、叶绿

体结构异常 
叶绿体是植物进行光合作用的主要场所，

叶片细胞中的色素含量会直接影响叶片的颜

色。由于 yllt10 突变体叶片的颜色比 WT 明显 
黄化，取分蘖期的叶片测定色素含量，发现

yllt10 突变体的叶绿素 a、叶绿素 b、类胡萝卜

素和总色素含量均明显低于 WT，其中叶绿素 b
的含量降低最为显著(图 2A)。叶绿素含量的降

低常伴随着叶绿体结构的异常，透射电镜观察

发现野生型叶片的叶绿体中具有多层规则的基

粒类囊体薄膜，而在 yllt10 突变体叶片的叶绿

体中类囊体薄膜数量显著减少，且嗜锇颗粒相

对于野生型明显变大(图 2B−2E)。 

2.3  yllt10 突变体叶片净光合速率下降 
叶绿体结构和光合色素的变化将直接影响

光合作用。在抽穗期使用 LI-6800 便携式光合

仪对 yllt10 突变体及 WT 剑叶的净光合速率进

行测定，结果表明 yllt10 突变体的净光合速率

明显低于 WT (图 2F)。这表明 yllt10 突变体叶

绿体结构发育异常以及光合色素含量的下降直

接影响其光合作用的能力。 
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图 2  野生型与 yllt10突变体的光合指标   A：光合色素含量. B：野生型的叶绿体超微结构(bar=0.5 μm). 
C：野生型的叶绿体超微结构的局部放大(bar=0.05 μm). D：yllt10 突变体的叶绿体超微结构(bar=0.5 μm). 
E：yllt10 突变体的叶绿体超微结构的局部放大(bar=0.05 μm). F：净光合速率曲线. O 代表嗜锇颗粒，

TM 代表类囊体薄膜. **表示在 P<0.01 水平上极显著，t 检验 
Figure 2  Photosynthetic indexes of wild-type and yllt10. A: Photosynthetic pigment content. B: Chloroplast 
ultrastructure of wild-type (bar=0.5 μm). C: Local magnification of wild-type chloroplast ultrastructure 
(bar=0.05 μm). D: Chloroplast ultrastructure of yllt10 (bar=0.5 μm). E: Local magnification of chloroplast 
ultrastructure of yllt10 (bar=0.05 μm). F: Net photosynthesis rate curves. O represents osmiophilic globule, 
TM represents thylakoid membrane. ** represents P<0.01, t-test. 

 
2.4  yllt10 突变体对氮素浓度的变化不敏感 

氮素对植物的生长和发育起着关键的调控

作用，其对水稻分蘖的影响尤为明显。在光合

作用减弱的情况下，植物利用氮素的效率也会

受到一定程度的影响[26]。在正常的氮素浓度条

件下，yllt10 突变体的有效分蘖数相对于 WT
明显减少，因此推测 yllt10 突变体可能对氮素

浓度的变化不敏感。利用不同氮素浓度的水稻

培养液培养 yllt10 突变体和 WT，发现随着培

养液中氮素浓度的降低，WT 分蘖数逐渐减少，

而 yllt10 突变体的分蘖数则没有明显变化   
(图 3A−3C)；且 WT 根长变化趋势十分明显，而

yllt10 突变体的根长变化趋势较为平缓(图 3A、

3B、3D)。对 yllt10 突变体和 WT 地上和地下部

分的干重测定发现，随着培养液中氮素浓度的

降低，WT 地上部分和地下部分干重明显减少，

而 yllt10 突变体的地上部分和地下部分干重变

化不明显(图 3E、3F)。测定不同氮素浓度的水

稻培养液培养后的 WT 与 yllt10 突变体的光合

色素含量后，发现随着氮素浓度不断降低，WT
与 yllt10 突变体的叶绿素 a 含量、总色素含量

和类胡萝卜素含量均有不同程度的下降，但

yllt10 突变体的叶绿素 a 和总色素含量下降幅

度与 WT 相比较小(图 4A、4C、4D)，且 yllt10
突变体的叶绿素 b 含量并未发生显著变化   
(图 4B)。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

3478 

 
 

图 3  不同氮素浓度处理后野生型与 yllt10 突变体的根长及地上、地下部分干重比较   A：野生型植

株(bar=20 cm). B：yllt10 突变体植株(bar=20 cm). C：分蘖数统计结果. D：根长统计结果. E：地上部分

干重. F：地下部分干重 
Figure 3  Root length and dry weight of above-ground and underground part comparison of wild-type and 
yllt10 after treatment with different N concentrations. A: Wild-type plants (bar=20 cm). B: yllt10 plants 
(bar=20 cm). C: Tiller number. D: Root length. E: Dry weight of above-ground part. F: Dry weight of 
underground part. 

 
2.5  yllt10 突变表型的遗传分析 

将 yllt10 突变体与 WT ‘科辐粳 7 号’进行杂

交，F1 代植株表现为野生型。F1 代自交获得的

F2 代群体中出现了明显的表型分离，除了野生

型植株外，还分离出叶色黄化、分蘖减少的突变

型植株。F2 代中野生型植株为 216 株，突变型

植株有 63 株，野生型单株与突变型单株的数

量比例接近 3:1 (χ2=0.86；χ2˂3.84 时，P˃0.05)，
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表明该突变体的表型由单隐性基因控制。 

2.6  yllt10 突变基因的精细定位 
为了确定 yllt10 突变基因在染色体上的位

置，以 yllt10 突变体与‘93-11’杂交的 F2 代突变

植株作为定位群体，通过图位克隆技术对

YLLT10 基因进行定位。随机选取 F2 代中 21 个

突变型单株的叶片，使用 CTAB 法提取基因组

DNA，再利用水稻 12 条染色体上在两个亲本

间具有多态性的 SSR 标记进行 PCR 分析，发

现 10 号染色体上的两个标记 JSR20 和 JSR28
与突变表型存在连锁。为了扩大定位群体，将

F2 代的野生型单株进行自交，从其 F3 代群体

中获得 258 个突变型单株，加上 F2 代突变型单

株共计 321 株，继续对目的基因进行精细定

位，最终将该基因锁定在 J4和 J5两个分子标记之

间，物理距离为 32 kb (图 5A)。对定位区间内的

注释基因进行分析，发现该区间内一个基因

LOC_Os10g41780 是已报道的控制叶色的 pale 
green leaf (PGL)基因[27-28]。将 yllt10 突变体和

WT 的 PGL 基因进行 PCR 扩增后测序，发现

yllt10 突变体中 PGL 基因的第 1 个外显子上

有 1 个碱基 G 发生缺失(图 5B)，造成移码突

变，导致其编码蛋白在第 105 位氨基酸处翻译

提前终止(图 5C)。 

2.7  YLLT10 基因编码叶绿素 a 加氧酶 
光合色素主要包括叶绿素 a、叶绿素 b 和类

胡萝卜素。通过叶绿素循环，叶绿素 a 和叶绿素 b
之间可以相互转化，YLLT10 基因编码一个叶绿素 a
加氧酶 CAO1 (chlorophyllide a oxygenase 1)，其

催化叶绿素 a 转化为叶绿素 b[29]。由于 yllt10 
 

 
 

图 4  不同氮素浓度处理后野生型与 yllt10 突变体的光合色素含量   A：叶绿素 a 含量. B：叶绿素 b
含量. C：总色素含量. D：类胡萝卜素含量 
Figure 4  Photosynthetic pigment content of wild-type and yllt10 after treatment with different nitrogen 
concentrations. A: Chlorophyll a content. B: Chlorophyll b content. C: Total pigment content. D: Carotenoid 
content. 
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图 5  YLLT10基因的精细定位遗传图谱与候选基因序列分析   A：YLLT10基因的图位克隆. B：YLLT10
基因突变位点的测序结果. C：YLLT10 蛋白的序列比对 
Figure 5  Fine mapping genetic linkage map and candidate gene sequence analysis of YLLT10 gene. A: 
Map-based cloning of the YLLT10 gene (n is the number of F2 mutant singletons used for localization 
analysis, and the number under the marker indicates the number of exchange events detected by the marker). 
B: Sequencing results of the mutation site of the YLLT10 gene. C: Amino acid sequence comparison of the 
YLLT10 protein. 

 
突变体的 YLLT10 基因发生了功能缺失型突变，

导致 yllt10 突变体叶绿素 b 的合成受到影响。

将水稻 PGL 基因的 CDS 序列回补至 yllt10 突变

体后，与 yllt10 突变体相比，回补材料的分蘖

数增加(图 6A、6B)，光合色素含量显著上升，

其各表型恢复至野生型水平(图 6D)。 
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图 6  野生型、yllt10 突变体与 YLLT10 基因回补材料的表型与光合色素含量对比   A：抽穗期植株表

型(bar=20 cm). B：有效分蘖数. C：叶片表型(bar=1 cm). D：光合色素含量. **表示在 P<0.01 水平上极显

著，t 检验 
Figure 6  Comparison of phenotype and photosynthetic pigment content between wild-type, yllt10 and the 
YLLT10 gene complementary plant. A: Plant phenotype at heading stage (bar=20 cm). B: Effective tiller 
number. C: Phenotype of leaves (bar=1 cm). D: Photosynthetic pigment content. ** represents P<0.01, t-test. 
 

3  讨论 
光合作用效率是影响水稻产量的重要因

素。叶色是水稻植株光合色素种类和含量的外

在表现，调控水稻叶色的基因通常与光合色素

的合成、降解和叶绿体的发育等生理过程紧密

相关[30]。本研究中的 yllt10 突变体的叶绿素含

量显著降低，尤其是叶绿素 b 的含量下降最为

明显，进而导致叶片黄化的表型，因此该突变

体可能属于叶绿素 b 缺陷型突变体，对于研究

叶绿素 b的合成有着重要意义。yllt10突变体的

目标基因 CAO1 编码叶绿素 a 加氧酶，主要在

叶绿素循环中发挥作用。通过叶绿素循环，叶

绿素 a 和叶绿素 b 之间可以相互转化，CAO 是

目前已知的唯一催化叶绿素 a 转化为叶绿素 b
的酶 [31-32] 。叶绿素的生物合成起始于谷氨   
酰-tRNA (glutamyl-tRNA)被还原为谷氨酰-1-半
醛(glutamate-1-semialdehyde)，随后通过 11个酶

促反应生成叶绿素 a 的前体物质植物叶绿素酸

酯 a (chlorophyllide a)，在叶绿素合酶(chlorophyll 
synthase)的作用下将植物醇侧链连接到叶绿素酸

酯a (chlorophyllide a)上完成叶绿素a (chlorophyll a)
的生物合成[31]。叶绿素酸酯 a是叶绿素 b生物合成

的中间体，有研究表明，叶绿素 a 加氧酶 CAO 通

过两步氧合反应将叶绿素酸酯 a的7-甲基(7-methyl 
group)转化为甲酰(formyl group)，从而生成植物

叶绿素酸酯 b (chlorophyllide b)，在叶绿素合酶

的作用下叶绿素酸酯 b 能在叶绿体内被快速转

化为叶绿素 b[29]。光合色素的合成与降解是一

个动态的过程，单一色素合成受阻就会影响整

个光合作用。叶绿体起源于前质体，由叶绿体

外膜、类囊体和基质组成。观察 yllt10 突变体

的叶绿体结构发现其类囊体片层明显减少，由

此推断 YLLT10基因除了调控叶绿素 b的合成外

还会影响叶绿体结构的发育。 
水稻的有效分蘖能直接影响水稻的产量。

水稻的有效分蘖主要受到基因、激素以及环境

因素的共同调控。近年来，诸多调控水稻分蘖的

基因被相继报道，例如 MOC1 (MONOCULM1)
基因和 MOC3 (MONOCULM3)基因，MOC1 基

因编码能够与赤霉素信号通路中的 DELLA 蛋

白 SLR1 (SLENDER1)结合的 GRAS 蛋白，该
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基因不仅可以控制茎的长度，还能控制分蘖的

数量[33-34]。水稻理想株型 IPA1 (IDEAL PLANT 
ARCHITECTURE1)基因编码的 SPL14 蛋白可以通

过促进下游靶基因 TB1 (TEOSINTE BRANCHED 
1)和 D53 (DWARF 53)的表达来调控水稻的分

蘖 [35-36]。生长素、细胞分裂素、赤霉素和独脚

金内酯均能影响水稻的分蘖数。植物激素位于

由多种调节信号构成的中心位置，在促进植物

分枝发育的过程中发挥重要作用。此外，环境

因素如氮素、温度和干旱等都会影响水稻分

蘖。氮素是构成蛋白质、核酸等生物必需化合

物的重要元素，在植物的生长发育过程中以调

控因子的形式参与调节。研究表明氮素与生长

素通过控制 isopentenyltransferase (IPT)基因的

表达从而影响细胞分裂素的合成来调控水稻的

分蘖[37]。除此之外，当氮素浓度升高时，与细

胞分裂素相关的基因表达量上升，其含量与分

蘖芽的伸长呈正相关[38]。 
本研究中的 yllt10 突变体表型是由于

CAO1/PGL 基因的功能缺失突变所导致的，据

以往研究，CAO1 基因编码叶绿素 a 加氧酶，该

基因突变后影响叶绿素 b 的合成进而导致水稻

叶片黄化[29]。在此基础上，本研究还发现水稻

yllt10 突变体对氮素浓度的变化不敏感，这可

能是导致 yllt10 突变体分蘖显著减少的原因，

推测 YLLT10 基因可能在水稻利用氮素的过程

中发挥作用。 

4  结论 
水稻 yllt10 突变体的叶色发黄、分蘖数显

著减少，其叶绿体结构异常，光合色素含量与

光合效率均低于 WT 对照，且 yllt10 突变体的

叶绿素 b 含量极低。YLLT10 基因位于水稻的

10 号染色体上，其编码的叶绿素 a 加氧酶 1 在

叶绿素循环中可将叶绿素 a 转化为叶绿素 b。

yllt10 突变体中该基因的第 1 个外显子上有 1 个

碱基的缺失，从而导致 YLLT10 蛋白的翻译提

前终止。yllt10 突变体对氮素浓度的变化不敏

感，推测其少分蘖可能是氮素利用率低所致。 
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