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摘要：近年来，全球低温极端气候频发，对水稻生产带来严重的影响。低温严重限制了水稻种植区域的扩大。因此，鉴

定克隆水稻低温发育相关基因，阐明其分子机理，为水稻低温分子育种奠定理论基础。本研究从水稻“日本晴”化学诱变突变

体库筛选鉴定到一个低温叶片白化的突变体 lta1(Low temperature albinism1)。相比野生型，在 20℃生长条件下，突变体 lta1

叶片白化，叶绿素含量显著降低，叶绿体结构发育异常；在 30℃生长条件下，突变体 lta1 与野生型生长无显著差异。通过图

位克隆将突变基因 lta1 定位第 3 号染色体短臂插入/缺失标记 LTA1-3 与 LTA1-7 之间，物理距离为 132 kb。基于水稻基因表达

数据库，在 132 kb 区间内有 17 个候选基因，其中有 6 个候选基因翻译的蛋白可能定位于叶绿体。实时荧光定量 PCR 结果表

明多数叶绿体编码基因的表达在突变体中受到显著抑制，而多数叶绿素合成相关基因的表达未发生显著变化。本研究结果为

进一步克隆 LTA1 基因，揭示水稻低温下叶绿体发育的机理奠定了基础。 
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Abstract: In recent years, the global low temperature extreme weather occurs frequently, destabilizing the rice production. Low 

temperature is a factor that restricts the expansion of rice planting areas. Therefore, the identification and cloning of genes related to 

low-temperature and the elucidation of their molecular mechanism might lay a theoretical foundation in low-temperature molecular 

breeding of rice. In this study, a mutant lta1 (low temperature albinism 1) showing low temperature leaf albinism was identified from 

the chemically-induced mutagenesis mutant library of rice "Nipponbare". Compared with the wild type, the lta1 mutant displayed 

albino leaves with significantly reduced chlorophyll content, and abnormal chloroplast structure development at 20 ℃, whereas there 

was no significant difference between lta1 and wild type at 30 ℃. Through map-based cloning, the mutant gene lta1 was allocated 

between the insertion/deletion markers LTA1-3 and LTA1-7 on the short arm of chromosome 3, with a physical distance of 132 kb. 

Based on the rice gene expression database, 17 candidate genes in the region were annotated, and the proteins of six candidate genes 

were proposed to be localized in chloroplasts. Real-time fluorescence quantitative PCR showed that most chloroplast encoding genes 

were observed with lower transcripts in the mutant, while most chlorophyll synthesis related genes did not change significantly. Our 

results laid a foundation for further cloning the LTA1 gene and revealing the mechanism of chloroplast development in rice under low 
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当前新冠病毒肆虐全球，局部战争时有发生，加剧了全球粮食短缺。水稻是我国最重要的粮食作物之

一，保持水稻稳产高产是保障我国粮食安全的重要举措[1]。然而，低温等非生物胁迫发生频率越来越高，严

重影响水稻生产[2]。在低温下水稻叶绿素合成和叶绿体发育受到抑制，导致植株不能进行光合作用，最终死

亡[3-4]。因此，鉴定克隆水稻低温叶绿素合成和叶绿体发育相关基因，阐明其分子调控机理，为水稻分子育

种奠定坚实的理论基础。叶色突变体是研究水稻叶绿素合成和叶绿体发育的理想材料，可以分为白化、黄

化、条纹、温敏型叶色突变体等[5-6]。温敏型叶色突变体表现为低温或高温敏感，在特定的温度下生长出现

异常的叶色表型，而在正常温度下生长无叶色表型。目前，在水稻中，研究者通过自然突变、化学诱变、

T-DNA插入等方法分离鉴定了一些低温叶色突变体，进而克隆了至少20个控制这些突变体表型的基因，如

TSV2、TSV、WSL5、TCD3
[7-10]。TSV编码一个叶绿体定位的单加氧酶，通过与质体硫氧还蛋白OsTrxZ，维

持低温下OsTrxZ的蛋白稳定性，调控低温下叶绿体的发育[11]。TSA编码一个叶绿体定位的GTP结合蛋白，参

与调控叶绿体蛋白合成[12]。突变体tsa在20℃下呈现白化转绿的表型，而在30℃下突变体与野生型表型无显

著差异[12]。PPR（pentatricopeptide repeat）蛋白TCD10突变导致水稻植株在20℃下白化致死，而在32℃下，

植株叶色正常[13]。另一个PPR蛋白CDE4突变导致水稻植株在低温下叶绿素含量显著降低，叶绿体发育异常

[14]。进一步研究发现CDE4可以直接绑定到叶绿体基因rpl2、ndhA、ndhB的转录本，影响这些基因的RNA剪

切。此外，鸟苷酸激酶V2与CDE4直接互作，维持CDE4蛋白稳定性[14]。 

本研究从粳稻“日本晴” N-甲基-N-亚硝基脲（MNU）诱变突变体库中获得的低温白化突变体lta1。通过

表型观察、叶绿体透射电镜观察、基因定位、基因表达分析等方面，初步完成突变体突变基因精细定位与

候选基因测序分析，为进一步克隆LTA1提供了基础。 

1  材料与方法 

1.1   实验材料 

突变体 lta1 筛选自粳稻“日本晴” N-甲基-N-亚硝基脲（MNU）诱变突变体库，经多代自交，低温白化

表型已能够稳定遗传。以突变体 lta1 为母本，与籼稻“南京 11”杂交获得 F1， F1 自交获得的 F2 群体用于基

因定位。粳稻“日本晴”与籼稻“南京 11”种子为本实验室自行保存。 

1.2   叶绿素含量测定 

分别取在室内连续 20℃与 30℃条件下生长 2 周的野生型和突变体叶片 0.2 mg，叶绿素含量测定方法参

考许子怡等[15]。叶片剪碎，置于 15 mL 离心管内，加入 5 mL 95%乙醇色素提取液，室温静置 48 h，期间摇

匀 3-4 次，设置 3 个生物学重复。利用双通道紫外分光光度计（TU1901，北京）测定在 663 与 645 nm 波长

下的吸光值。 

1.3   叶绿体透射电镜观察 

取在室内连续 20℃条件下生长 2 周的野生型和突变体叶片，切成 1-2 mm 小块，置于含有 2.5%戊二醛

固定液的 2.0 mL 圆底离心管内，真空泵抽气 1-2 h。固定好的样品委托青岛科创质量检测有限公司进行后续

样品处理与利用 JEM-1200Ex 型透射电子显微镜观察拍照。  



1.4   水稻 DNA 提取 

剪取少量水稻叶片，置于 200 μL 离心管中，加入 30 μL M5 Hiper 光速 mix 直接扩增最佳伴侣（#MF859，

北京聚合美生物科技有限公司），96℃加热 10 min，700 g 离心 2 min，取上清放于-20℃备用。 

1.5   分子标记连锁分析 

从 lta1/南京 11 杂交衍生的 F2 群体中挑选与 lta1 低温白化表型一致的单株，提取 DNA，利用有多态性

覆盖水稻全基因组的 SSR 标记与 InDel 标记进行连锁分析。然后，再进一步扩大极端个体数量与加密分子

标记进行精细定位。 

根据 Gramene（https://www.gramene.org/）和 RiceXPro（https://ricexpro.dna.affrc.go.jp/）数据库获得的

基因组序列信息，利用 Primer Premier 5 软件设计引物扩增野生型和突变体 lta1 候选基因，委托安徽通用生

物股份有限公司进行测序拼接。  

1.6   基因表达分析 

取室内连续 20℃生长 2 周的野生型与突变体 lta1 叶片，液氮磨碎。利用康为世纪植物 RNA 提取试剂

盒（#CW0559）提取 RNA，反转录成 cDNA，放入-20℃备用。采用 TaKaRa TB Green
®
 Premix Ex Taq™ （Tli 

RNaseH Plus 荧光染料，#RR420）进行 qPCR 定量分析，以水稻内参基因 UBQ（LOC_Os03g13170）作为对

照，设置 3 个生物学重复。基因表达分析涉及的基因扩增引物参照张天雨等[16]与 Liu 等[17]。  

1.7 亚细胞定位预测 

根据 Gramene 和 RiceXPro 数据库获得的候选基因产物的氨基酸序列信息，利用亚细胞定位分析软件

Plant-mPLoc（http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/）进行蛋白定位分析。 

 
表 1  本研究所用引物 

Table 1  Primers used in this study 

引物名称 
Primer name 

正向引物 

Forward primer sequence (5′-3′) 

反向引物 

Reverse primer sequence (5′-3′) 
RM7 TTCGCCATGAAGTCTCTCG CCTCCCATCATTTCGTTGTT 

RM5748 CAGTTGGCAATTGTCACGAG TCGAACATATCCAAGCCTCC 

RM14810 GGAAAGGGAAACCACCAGATAAGC AACAAGCACACACCCACCTCTCC 

RM14822 GTCCTTCTTCGTCTACGCCATGC CTTCCGCTCCTTGTTCTTCTTGC 

YSL9-F AATTGCACTATCTTTGTCTA ACAAGTATTACCTCCATCAT 

YSL12 TCACCTGCTAAATTCTCATC GAGTTAGAAGCTAGAAACCC 

YSL15 TCAGATGTTGAAGAAGAAAGGGGTAG AAGTCCAAGCTGGGGAGGGT 

LTA1-3F GCAGAACAGATGGCATAGAGC TACCCTATGCCAAGGCCAAA 

LTA1-7F AGTGATCCATGCCATGTCCT CCGTGTGACAGGATCTAACCT 

 

2  结果与分析   

2.1  突变体 lta1 的表型鉴定 

lta1（low temperature albinism 1）是从粳稻“日本晴”MNU 诱变突变体库中筛选鉴定到一个低温白化突

变体。在低温 20℃条件下苗期突变体 lta1 叶片白化，叶绿素 a 和叶绿素 b 含量约有野生型的 10%，叶绿素

含量显著降低，多数白化苗会枯萎死亡（图 1A，C），而在正常 30℃条件下苗期突变体与野生型生长一致，

叶绿素含量无显著差异（图 1B，D）。 



 

A：在 20 ℃生长条件下苗期突变体和野生型的表型。标尺为 1 cm。B：在 30 ℃生长条件下苗期突变体和野生型的表型。标尺为 2 cm。C：在 20 ℃

生长条件下突变体和野生型的叶绿素含量。**代表在 0.01 水平上达到显著差异。D：在 30 ℃生长条件下突变体和野生型的叶绿素含量。 

A: Phenotypes of the seedlings of the mutant and wild type at 20 ℃. Bars= 1 cm. B: Phenotypes of the seedlings of the mutant and wild type at 30 ℃. Bars= 2 

cm. C: Chlorophyll content of the mutant and wild-type at 20 ℃. **Represents a significant difference at 0.01 level. D: Chlorophyll contents of the mutant and 

wild-type at 30 ℃. 

图 1  苗期突变体 lta1 的表型鉴定 

Fig. 1  Phenotype identification of the lta1 mutant at seedling stage 

 

2.2  叶绿体透射电镜观察 

为了探究低温下野生型和突变体叶绿体结构的差异，通过透射电子显微镜观察了低温下野生型和突变体

叶片叶绿体形态。如图2A-B所示，野生型叶绿体发育正常，有完整的类囊体结构，基粒排列有序。然而，

突变体lta1叶肉细胞无完整的叶绿体结构，叶绿体发育异常，不能有效进行光合作用（图2C-D）。 



 
A-B：在低温下野生型的叶绿体透射电镜观察。C-D：在低温下突变体的叶绿体透射电镜观察。A 与 C 标尺为 5 µm；B 与 D 标尺为 1 µm。 

A-B: Transmission electron microscope observation of wild-type chloroplasts under low temperature condition. C-D: Chloroplast observation of the mutant under 

low temperature condition by transmission electron microscope. Bars=5 µm in A and C; Bars=1 µm in B and D.  

图 2  低温下野生型和突变体叶绿体形态观察 

Fig. 2  Observation of chloroplast morphology of wild type and the mutant under low temperature condition 

 

2.3  低温白化基因 LTA1 的基因定位 

为了克隆控制突变体 lta1 低温白化的基因，突变体 lta1 与籼稻“南京 11”杂交再自交形成的 F2 遗传定位

群体进行基因连锁分析。取 10 个极端个体进行全基因组分子标记分析，将目标基因初步定位在第三染色体

短臂 SSR 标记 RM7 与 RM5748 之间，物理距离为 2498 kb（图 3）。通过进一步扩大极端个体数量与加密

分子标记，最终将目标基因精细定位在 InDel 标记 LTA1-3 与 LTA1-7 之间，物理距离为 132 kb（图 3）。 

 

图 3  LTA1 的图位克隆 

Fig. 3  Map-based cloning of LTA1 

 

2.4  候选基因分析 

基于水稻基因表达数据库（https://ricexpro.dna.affrc.go.jp/），精细定位 132 kb 区间内有 17 个表达基因

（表 2）。LOC_Os03g19540、LOC_Os03g19550、LOC_Os03g19570、LOC_Os03g19580、LOC_Os03g19690、



LOC_Os03g19730、LOC_Os03g19600 编码产物为表达蛋白与反转录转座子蛋白；LOC_Os03g19700 编码一

个 DUF247 未知功能蛋白；LOC_Os03g19590 编码光敏色素 OsphyB；LOC_Os03g19530、LOC_Os03g19610、

LOC_Os03g19670、LOC_Os03g19680、LOC_Os03g19720 编码产物为酶与钙结合蛋白；LOC_Os03g19560、

LOC_Os03g19650 编码三角状五肽重复蛋白。Plant-mPLoc 亚细胞定位预测发现有 6 个基因编码产物可能定

位于叶绿体。因而，在野生型和突变体中对这 6 个基因进行测序。测序结果表明，6 个基因在野生型和突变

体中都无序列差异。 

 
表 2  候选基因列表 

Table 2  List of 17 candidate genes 
基因 

Gene 
功能 

Function 
亚细胞定位 

Subcellular localization 

LOC_Os03g19530 DEAD/DEAH DNA 解旋酶 细胞核 

LOC_Os03g19540 表达蛋白 叶绿体 

LOC_Os03g19550 表达蛋白 细胞膜 

LOC_Os03g19560 三角状四肽重复蛋白 叶绿体 

LOC_Os03g19570 表达蛋白 细胞核 

LOC_Os03g19580 表达蛋白 细胞 

LOC_Os03g19590 光敏色素 B 细胞核 

LOC_Os03g19600 反转录转座子蛋白 细胞核 

LOC_Os03g19610 果胶甲基酯酶 细胞壁 

LOC_Os03g19650 三角状五肽重复蛋白 叶绿体 

LOC_Os03g19670 类 GDSL 脂肪酶/酰基水解酶 细胞外 

LOC_Os03g19680 烯醇辅酶 A 水合酶/异构酶家族蛋白 叶绿体/过氧化物酶体 

LOC_Os03g19690 表达蛋白 叶绿体 

LOC_Os03g19700 DUF247 未知功能蛋白 细胞膜 

LOC_Os03g19720 超敏反应相关的钙结合蛋白 细胞膜 

LOC_Os03g19730 表达蛋白 细胞核 

LOC_Os03g19760 水解酶家族蛋白 叶绿体 

 

2.5  叶绿体基因与叶绿素合成基因表达分析 

为了探究低温下在野生型和突变体中叶绿体编码基因与叶绿素合成相关基因的表达水平差异，取低温

下生长 10 天的野生型和突变体叶片进行 RNA 提取与实时荧光定量 PCR。如图 4 所示，相比野生型，petB、

psbK、atpF、ndhA、petD、ndhD 等叶绿体编码基因的表达水平在突变体中显著下调，而 petA、rps14、 rps3、

rpl22 等基因表达水平显著上调。叶绿素合成相关基因 HEME 的表达水平在突变体中显著升高，而其它 7 个

基因表达水平在野生型和突变体中无显著差异（图 5）。 



 

*与**分别代表在 P=0.05 与 P=0.01 水平差异显著。 

* and ** Indicate a significant difference at the level of P=0.05 and P=0.01, respectively.   

图 4  叶绿体编码基因表达水平分析 

Fig. 4  Expression level analysis of chloroplast coding genes 

 

 

**代表在 P=0.01 水平差异显著。 

** Indicates a significant difference at the level of P=0.01.   

图 5  叶绿素合成相关基因表达水平分析 

Fig. 5  Expression level analysis of genes related to chlorophyll biosynthesis 

 

3  讨论 

水稻在遇到低温胁迫时，叶绿素合成、叶绿体发育等过程会受到显著抑制。目前，一些与水稻低温叶

绿素合成与叶绿体发育相关基因被鉴定克隆，初步阐明了低温下水稻叶绿素合成和叶绿体发育的分子调控

网络[18]。然而，水稻低温叶绿素合成与叶绿体发育过程十分复杂，亟待鉴定克隆新的基因。本研究从水稻

MNU突变体库筛选到一个低温白化的突变体lta1。相比野生型，突变体lta1在20℃下叶绿素含量降低，叶绿

体发育异常，而在30℃下叶绿素含量正常，叶绿体发育正常，说明突变体lta1是一个低温敏感型突变体。 

随着现代生物技术的飞速发展，在水稻、小麦、油菜等作物中都鉴定克隆了叶色相关基因，为研究植

物光合作用提供了材料[19-20]。迄今为止，在水稻中至少20个低温叶色基因被克隆，包括TCD12
[21]、DUA1

[22]、

TCM12
[23]。TCD12编码一个叶绿体定位的RNA聚合酶σ因子，影响低温（<23℃）下叶绿体基因的表达，其

突变体在低温下呈现白化的表型[21]，说明TCD12对低温下水稻叶绿体基因的正常表达至关重要。叶绿体定

位的PPR蛋白DUA1与叶绿体基因RNA编辑因子WSP1，调控叶绿体基因rps8-182编辑，控制低温下水稻叶绿



体发育[22] 。TCM12编码一个细胞核与膜双定位的2,3-二磷酸甘油酯非依赖性磷酸甘油酯变位酶iPGAM，催

化3-磷酸甘油酸3-PGA可逆转化为2-磷酸甘油酸2-PGA
[23]。突变体tcm12在20℃下白化转绿的表型，叶绿体发

育异常，但在高温下突变体呈现正常绿色表型[23]。 

在本研究中，通过突变体与籼稻“南京11”杂交构建基因定位群体，利用分子标记进行基因定位，最

终将目标基因定位在第3染色体短臂132 kb。通过查阅水稻表达数据库与相关文献，在该区间内含有17个表

达基因，均没有被报道参与水稻叶绿体发育的调控，说明LTA1可能是一个新的调控水稻叶绿体发育基因。

在17个候选基因中，有2个候选基因编码PPR蛋白，暗示其可能是LTA1，但是基因测序显示在野生型和突变

体之间无序列差异。LTA1基因突变影响叶绿体编码基因和叶绿素合成基因HEME的正常表达，导致水稻叶

绿体发育和叶绿素合成发生异常。本研究进一步丰富水稻低温下叶绿体发育的调控网络，为克隆LTA1基因

奠定了基础。 
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