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烟草航天诱变突变体变异检测及分析
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（1 中国农业科学院烟草研究所 / 烟草遗传改良与生物技术重点开放实验室，青岛 266101； 
2 中国农业科学院研究生院，北京 100081；3 四川省烟草公司凉山州公司，西昌 615000；4 四川省烟草科学研究所，成都 610041）

摘要：为预测控制烟草重要性状的关键基因并研究航天诱变机理，对经航天诱变选育的烟草突变体材料 NC89-M 与野生

型 NC89 进行全基因组重测序，测序深度 30×，并对各种类型变异进行检测注释。NC89 中检测到单核苷酸多态性位点（SNP，

Single nucleotide polymorphism）1848013 个，小片段插入缺失（Indel，insertion-delection）398922 个，结构变异（SV，Structure 
variation）41969 个；NC89-M 中检测到 SNP 1876219 个，Indel 402011 个，SV 42699 个。NC89-M 和 NC89 对比共得到 271655
个 SNP，分布在 8378 个基因上，23450 个 Indel 造成 2156 个基因突变。分析结果表明，NC89-M 中 SNP 变异数目最多，其转

换类型和颠换类型的比值为 2.053，说明航天诱变对烟草基因组的变异以单碱基突变为主，突变类型以转换为主；在 Indel 中，

插入突变数目明显多于缺失突变，证明航天诱变造成的 Indel 中以插入突变为主；在 SV 中，航天诱变主要造成了插入、缺失、

倒位、染色体内部迁移和染色体间的迁移 5 种结构变异类型；变异基因 KEGG 注释表明，与代谢通路和次生代谢产物合成两

方面基因突变数目最多；变异基因功能注释表明，突变体中调控开花时间的 MADS-box 基因，调控侧生器官发育与叶缘形状

的 KNOX1 基因和萜类化合物合成相关基因等发生了变异。

关键词：烟草；航天诱变；重测序；变异分析

Sequence Modification Analysis of Tobacco Mutant Derived 
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Abstract：To explore candidate genes of tobacco important traits and provide insights of space 
mutagenesis，we conducted the whole genome re-sequencing（30x coverage）in tobacco mutant NC89-M that 
was generated by space mutagenesis，and wild-type NC89.In comparison to the reference genome，1848013 
single nucleotide polymorphisms（SNPs），398922 Indels and 41969 structure variations（SVs）were observed 
in NC89，while 1876219 SNPs，402011 Indels and 42699 SVs were detected in NC89-M.A total of 271655 
SNPs and 23450 Indels differed between NC89-M and NC89，which resulted in sequence modifications on 
8378 and 2156 genes，respectively.SNPs were often observed in mutant，suggesting that single nucleotide 
mutation is predominant using spare mutagenesis.The ratio of conversion type to transversion type is 2.053.
It is proved that the single-base mutations are the main mutation type in the tobacco genome induced by space 
and conversion type is the main mutation type among the single base mutation.The number of insertion was 

收稿日期：2018-06-05　　修回日期：2018-07-17　　网络出版日期：2018-11-13
URL：http://kns.cnki.net/kcms/detail/11.4996.S.20181112.1031.005.html
第一作者主要从事烟草遗传育种研究，E-mail：13854291622@163.com
通信作者：张玉，主要从事烟草遗传育种工作，E-mail：zhangyu02@caas.cn
　　　　  罗成刚，主要从事烟草遗传育种工作，E-mail：luochenggang@caas.cn
基金项目：四川省烟草专卖局科技重点项目（SCYC201701，SCYC201501）

Foundation project：Major Science and Technology Project of Sichuan Province Tobacco Monopoly Bureau（SCYC201701，SCYC201501）



378 植　物　遗　传　资　源　学　报 20 卷

我国烟草杂交育种始于 20 世纪 50 年代初 ［1］，

先后选育出了中烟 90、中烟 100、云烟 87 等优良烤

烟品种。但是，现有种质多年重复利用，我国又是烟

草非起源地，原始种质受到限制，致使我国烟草遗传

资源匮乏，育成品种的遗传基础狭窄。因此，丰富烟

草遗传多样性，创新种质是我国烟草遗传育种的当

务之急。

航天育种将农业与航天业相结合，已被广泛应

用于新品种的培育中。自 1987 年以来，我国已多次

利用返回式卫星和神舟飞船搭载植物种子等进行航

天诱变育种研究［2］，获得了一系列重要成果。1987
年，黑龙江农业科学院利用航天育种培育出优良的

辣椒品种太空甜椒 87-2 品种，与其原种龙椒 2 号

相比，87-2 的 VC 含量和抗性均有明显提高［3］。自

1992 年开始，中国农业科学院烟草研究所首次从搭

载的 5 个品种中选育出白花突变株，并开展了相关

的遗传研究，积累了丰富的研究经验；2006 年，利用

“实践八号”育种卫星装载中烟 100、NC89 等 10 个

烤烟品种，拉开了利用航天诱变开展烤烟种质创新

及主栽品种定向改良的序幕。

随着新一代测序技术的发展，高通量测序技术

在作物基因研究上应用广泛。Cheng 等［4］对水稻

9311 经 γ 射线诱变得到的 Red-1 进行全基因组重

测序，发现 Red-1 中 9.19% 的基因组发生了改变，

存 在 381403 个 SNP、50116 个 Indel、1279 个 拷 贝 
数变异，这些变异位于 14493 个基因中。Fu 等［5］

利用全基因组重测序对两个籼稻品种 RGD-7S 和

Taifeng B 进 行 分 析，检 测 到 2408845 个 SNP 和

349895 个 Indel，验 证 了 Indel 中 的 杂 种 弱 势 基 因

Hw3 和 Hw4，并 且 获 得 了 具 有 多 态 性 的 Indel 标

记用于克隆杂种弱势基因。Maldonado dos Santos
等［6］对 28 个巴西大豆品种进行了基因组重测序，

在 20 个 大 豆 染 色 体 中 发 现 了 5835182 个 SNP 和

1329844 个 Indel，共检测到 327 个基因发生变异，

变异基因的功能与 DNA 转录、光合作用、细胞呼

吸以及 ATP 合成 - 耦合电子转运等相关联。在烟

草的基因组研究中，已经完成了 3 个栽培种烟草

（TN90、K326 和 BasmaXanthi（BX））的 全 基 因 组

测序工作，为在基因水平上开展相关研究提供了支 
撑 ［7］。

NC89-M 是烤烟品种 NC89 种子经“实践 8 号”

育种卫星搭载诱变后，经过 10 年选育，获得的性状

稳定纯合的突变品系。与 NC89 相比，NC89-M 具

有株型舒展、上部叶开片好、叶面积增加、烤后烟叶

颜色桔黄等优良性状。遗传分析表明，NC89-M 具

有较好的配合力，目前已作为核心亲本在烤烟遗传

育种中利用，并选育出 3 个优良品系，参加了品系

鉴定和品种比较试验。本研究运用基因组重测序

技术，对 NC89 和 NC89-M 全基因组进行分析，并

对检测出的变异位点进行验证，为挖掘控制烟草

关键性状基因及深入研究航天诱变机理奠定了基 
础。

1　材料与方法

1.1　材料

NC89 是来源于美国的烤烟品种，由中国烟草

种质资源平台提供。2006 年，NC89 经“实践八号”

育种卫星搭载返回后，对其突变性状进行鉴定、选

择，单株套袋自交，经过 10 年连续选择，育成突变性

状纯合稳定的突变品系 NC89-M，NC89 和 NC89-M
均种植于中国农业科学院西南烟草试验基地，于中

心花开放期各取 10 株调查其农艺性状和植物学 
性状。

1.2　方法

1.2.1　DNA 的 提 取　NC89 和 NC89-M 烟 苗 生

长至 5~6 叶期取样，液氮速冻，采用 CTAB 法提取

DNA。

1.2.2　NC89 和 NC89-M DNA 多 态 性 检 验　 利

significantly more than that of the deletion.It is proved that the insertion is the main mutation type in Indel caused 
by space mutagenesis.Among the SV，space mutagenesis mainly results in five types of structural variation 
including insertion，deletion，inversion，intra-chromosomal translocation and inter-chromosomal translocation.
KEGG annotation of mutant genes indicated that the number of mutant genes in the metabolic pathway and 
biosynthesis of secondary metabolites are the highest.Gene function annotation indicated that several functional 
genes were modified in mutant，including MADS-box genes that control flowering time，KNOX1 gene that 
regulates development of lateral organ and leaf edge shape and also the genes that associate to the synthesis of  
terpenoids.

Key words：tobacco；space mutation；re-sequencing；variation analysis
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用已公布的 574 对均匀分布于烟草 24 条染色体

的 SSR 标 记［8］对 NC89 和 NC89-M 进 行 DNA 的

多态性分析。PCR 反应体系：反应体系 10 μL，

模 板 DNA 1 µL，引 物 2 μL，2×Taq DNA 聚 合

酶 5 μL，ddH2O 2 μL，冰 上 操 作；PCR 反 应 程

序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 15 s，60 ℃退火 
15 s，72 ℃延伸 30 s，35 个循环；72 ℃延伸 8 min， 
10 ℃ 保 存 备 用；8% 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 检 测

PCR 产物；电泳结束，将带有凝胶的玻璃板放入银

染液（硝酸银 1.6 g、蒸馏水 1200 mL）中，缓慢摇动 
8 min；将玻璃板放入蒸馏水中冲洗 1~2 次；将带

有 凝 胶 的 玻 璃 板 放 入 显 影 液（NaOH 15 g、甲 醛 
10 mL、蒸馏水 1200 mL），缓慢摇动直到出现明显条

带。将带有凝胶的玻璃板放入胶片观察灯上，记录 
带型。

1.2.3　NC89 和 NC89-M 全基因组重测序　对 质

量检测合格的 DNA 样本通过使用 Covaris 破碎机

随 机 打 断 成 长 度 为 350 bp 的 片 段。 采 用 TruSeq 
Library Construction Kit 进 行 建 库，对 DNA 片 段

进行末端修复、添加 ployA 尾、加测序接头、纯化、

PCR 扩增等步骤完成整个文库的制备。文库构建

完成后，先使用 Qubit2.0 进行初步定量，文库稀释

至 1 ng/μL，随后使用 Agilent 2100 对文库的 insert 
size 进行检测，insert size 符合预期后，使用 Q-PCR
方法对文库的有效浓度进行准确定量（文库有效

浓度 >2 nmol/L），保证文库质量。库检合格，进行

illumina HiSeq X Ten 测序。

1.2.4　烟草 NC89 和 NC89-M 基因组变异检测与

注释　以烟草品种 K326 基因组作为参考基因组，

将原始测序数据经数据过滤后产生的有效测序数

据使用 BWA［9］比对到参考基因组上，比对结果经

SAMTOOLS［10］去 除 重 复。 使 用 SAMTOOLS 和

ANNOVAR［11］对个体 SNP 和 Indel 进行检测和注

释，采用 BreakDancer［12］和 ANNOVAR 对 SV 进行

检测与注释。

1.2.5　NC89 和 NC89-M 变异基因分析　对 NC89
与 NC89-M 之 间 的 SNP、Indel 进 行 分 析，选 取 变

异 位 点 最 多 的 2000 个 基 因 与 KEGG［13］数 据 库

BLAST［14］，并对功能注释的基因进行分类。

1.2.6　SNP 突变位点的验证　根据重测序结果，

随机选取 16 个纯合突变的 SNP 进行验证，变异位

点 上 下 游 DNA 序 列 于 https：//www.solgenomics.
net 下 载，根 据 突 变 SNP 上 下 游 DNA 序 列 使 用

Primer5 软件设计引物。PCR 反应体系：模板 DNA 
2 µL，上、下游引物各 2 µL，高保真酶 25 µL，ddH2O 
19 µL。PCR 反 应 程 序：72 ℃ 预 变 性 5 min；98 ℃

变性 10 s，Tm 退火 20 s，72℃延伸 1 min，35 个循

环；72℃延伸 5 min。琼脂糖凝胶检测 PCR 产物，

挑选条带单一且符合扩增片段长度的 PCR 产物 
测序。

2　结果与分析

2.1　NC89 和 NC89-M 表型鉴定

为进一步鉴定 NC89 和 NC89-M 的表型差异

（图 1），分别对其农艺性状和植物学性状进行了测

量和调查。植物学性状调查表明（表 1），与 NC89
相比，NC89-M 叶形宽椭圆，叶色深绿，叶缘为锯齿

状，茎叶角度小，主脉略粗，侧枝少，花序集中。农艺

性状结果分析表明（表 2），与 NC89 相比，NC89-M
的株高、节距及大田生育期存在极显著差异，叶数、

茎围存在显著差异；腰叶长、宽略有增加，开花时间

平均延迟 5 d。

A：花序比对；B：叶部比对；a：NC89；b：NC89-M
A：Comparison of inflorescences，B：Comparison of leaves，a：NC89，b：NC89-M

图 1　NC89 和 NC89-M 比对图
Fig.1　Phenotypic variation between NC89 and NC89-M
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表 1　NC89 和 NC89-M 植物学性状
Table 1　Botanical Traits of NC89 and NC89-M

品种

Varieties
株型

Plant type
叶形

Leaf shape

叶色

Leaf 
color

叶缘

Leaf 
Margin

茎叶角度

Angle between 
stem and leaf

主脉粗细

Main vein 
thickness

侧枝

Lateral 
branch

花序

inflorescence

花色

Flower 
color

NC89 塔型 长椭圆 绿 浅波 大 细 多 分散 粉红

NC89-M 塔型 宽椭圆 深绿 锯齿 小 略粗 少 集中 红

表 2　NC89 和 NC89-M 主要农艺性状
Table 2　Major agronomic traits of NC89 and NC89-M

品种

Varieties

株高

（cm）

Plant 
height

叶数

Leaf 
number

茎围

（cm）

Stem 
circumfe 

rence

节距

（cm）

Plant 
pitch

腰叶

Waist leaf
上二棚叶

Upper second leaf
下二棚叶

Lower second leaf
大田生育期

（d）

Field growth 
period

长（cm）

Length
宽（cm）

Width
长（cm）

Length
宽（cm）

Width
长（cm）

Length
宽（cm）

Width

NC89 148.8 25 7.7 6.1 61.8 25.5 56.1 20.9 62.4 27.8 118

NC89-M 160.3** 22* 9.7* 7.3** 62.4 26.1 55.6 22.3 51.7 31.2 123**
** 差异极显著（P<0.01）；* 差异显著（P<0.05）
**extremely significant difference at 0.01 probability level，*significant difference at 0.05 level

2.2　NC89 和 NC89-M 的 DNA 多态性分析结果

对 NC89 和 NC89-M 进 行 SSR 标 记 筛 选，共

选出 12 对多态性标记，根据 Bindler 等［8］的研究，

这 12 对多态性标记依次位于烟草的 1、2、4、4、14、

15、15、17、19、20、20 和 22 号染色体上，说明 NC89
和 NC89-M 基因组存在差异。

2.3　NC89 和 NC89-M 全基因组重测序结果

对烟草 NC89 和 NC89-M 使用 illuminaHiSeq X Ten
测序，NC89 共得到 clean reads154792428300 个，其中

正确识别率大于 Q30 的碱基占比为 92.43%；NC89-M
共获得 clean reads 148510617000 个，正确识别率大于

Q30 的碱基占比为 90.19%。选择长度最长的前 20 
个 Scaffolds 上的各种变异类型分布如图 2 所示。

A：NC89 各类型变异在 scaffolds 的分布；B：NC89-M 各类型变异在 scaffolds 的分布

A：distribution of variations in scaffolds on NC89 chromsomes，B：distribution of variations in scaffolds on NC89-M chromsomes

图 2　NC89 和 NC89-M 变异分析
Fig.2　Variation analysis of NC89 and NC89-M
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2.4　NC89 和 NC89-M 基因组 SNP 检测与注释

采用 SAMTOOLS 进行基因组 SNP 的检测，与

参 考 基 因 组 K326 相 比，NC89 共 发 现 1848013 个

SNP，NC89-M 发现 1876219 个 SNP，对 SNP 检测结

果进行注释（表 3）。分析结果得到 6 种类型的 SNP
发生（图 3），NC89 与 NC89-M 对比，发现转换类型

T：A>C∶G 数目最多，颠换类型 C∶G>G∶C 数目最

少。为进一步比较 NC89 与 NC89-M 的差异，根据

测序结果对 NC89 与 NC89-M 之间的 SNP 再次进行

统计，结果发现位于基因上游 1 kb 区的 SNP 共 5072
个，基因下游 1 kb 区 4286 个，基因间区突变 SNP 位

点 238963 个，外 显 子 区 域 突 变 SNP 位 点 5528 个，

内含子区域突变 SNP 位点 17339 个。在所有突变

SNP 中，转 换 类 型（transitions）182676 个，颠 换 类

型（transversions）88979 个，转 换 与 颠 换 的 比 率 为

2.053。所有突变 SNP 位点共位于 8378 个基因上。

表 3　SNP 统计注释结果
Table 3　SNP annotations

变异类型 Type NC89 NC89-M
区域 

Region

基因上游 1 kb 区 Upstream 15684 16659

同义变异 Synonymous 6858 8008 CDS

非同义变异

Non-synonymous
8870 9961 CDS

终止密码子获得 Stop gain 196 209 CDS

终止密码子丢失 Stop loss 64 61 CDS

内含子区域突变 Intronic 55799 59633 CDS

剪切位点突变 Splicing 123 138

基因下游 1 kb 区

Downstream
14234 15095

基因间区突变 Intergenic 1744602 1764708

全基因组杂合比率 Het rate 0.295 0.292

SNP 位点总数

SNP total number
1848013 1876219

2.5　NC89 和 NC89-M 基因组 Indel 检测与注释

利用 SAMTOOLS 软件检测 Indel，NC89 与参考基

因组 K326 对比共检测到 398922 个 Indel；NC89-M 检

测 到 Indel 数 目 为 402011 个。 使 用 ANNOVAR 软 件

对检测出的 Indel 进行注释（表 4）。统计编码区与全

基 因组 Indel 的 分布（图 4），结果 表明，在 Indel 中，

NC89 和 NC89-M 均以单碱基插入缺失为主要类型。

对 NC89 和 NC89-M 之间发生的 Indel 进行统计，发现

NC89-M 共产生 23450 个 Indel，插入突变 18606 个，缺

失突变 4844 个，插入类型明显多于缺失类型。

图 3　不同类型 SNP 分布图
Fig.3　Distribution of different types of SNP

表 4　Indel 统计注释结果
Table 4　Indel annotations

变异类型

Type
NC89 NC89-M

区域

region

基因上游 1kb 区 Upstream 9043 9410

基因下游 1kb 区 Downstream 6903 7212

终止密码子获得 Stop gain 17 22 CDS

终止密码子丢失 Stop loss 6 5 CDS

蛋白编码框改变的移码突变

（非 3 的整数倍插入）

Frameshift insertion

362 382 CDS

蛋白编码框改变的移码突变

（非 3 的整数倍缺失）

Frameshift deletion

324 327 CDS

非蛋白编码框改变的突变（3
的整数倍插入）

Non-Frameshift inserion

151 164 CDS

非蛋白编码框改变的突变（3
的整数倍缺失）

Non-Frameshift deletion

153 161 CDS

内含子区域突变 Intronic 22337 23295 CDS

剪接位点突变 Splicing 59 57

基因间去突变 Intergenic 354820 356223

Indel 杂合率（‰）Hybrid Indel rate 0.020 0.019

Indel 总数 Indel total number 398922 402011
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A：全基因组 Indel 长度分布图；B：编码区 Indel 长度分布图

A：Length distribution of Indels in whole genome，B：Length distribution of Indels in CDS

图 4　全基因组和编码区 Indel 长度分布图
Fig.4　Length distribution of Indels in whole genome and CDS

2.6　NC89 和 NC89-M 基因组 SV 检测与注释

利 用 BreakDancer 对 SV 进 行 检 测（表 5），与

参考基因组 K326 对比，NC89 共检测到 41969 个

表 5　SV 统计注释结果
Table 5　SV annotations

变异类型

Type
NC89 NC89-M

基因上游 1 kb 区 Upstream 393 404

基因下游 1 kb 区 Downstream 291 305

外显子区域突变 Exonic 593 613

内含子区域突变 Intronic 1131 1151

剪接位点突变 Splicing 3 3

插入 Insertion 741 778

缺失 Deletion 15668 16685

倒位 Inversion 1085 1161

染色体内部迁移

Intra-chromosomal translocation
23228 23004

染色体间的迁移

Inter-chromosomal translocation
1187 1071

SV 总数 SV total number 41969 42699

SV，NC89-M 共检测到 42699 个 SV。结果表明，航

天诱变共造成了插入、缺失、倒位、染色体内部迁移

和染色体间的迁移共 5 种结构变异，其中缺失与染

色体内部迁移的数量高于其他类型变异。

2.7　NC89 和 NC89-M 变异基因分析

变异基因的 KEGG 分类图表明（图 5），NC89-M
与代谢通路相关基因发生突变数目最多，次生代谢

产物生物合成相关基因次之，该两种基因变异数目

明显多于其他类型变异基因。分析 NC89-M 变异

基 因，染 色 体 Nitab4.5_0001021 发 生 一 段 32331 bp
的 缺 失 突 变，致 使 基 因 Nitab4.5_0001021g0050.1 被

敲除，该基因属于 KNOX1［15］家族基因，对植物侧

生器官形态建成与叶缘形状具有调控作用。基因

Nitab4.5_0001113g0010.1 编码区的第 28 个核苷酸发

生单碱基突变（图 6），突变后恰好产生终止密码子，

翻译过程提前终止，该基因为 MADS-box 家族基因，

编码一类具有 4 个保守序列的蛋白转录因子，对植

物的生长发育和调控开花时间有重要作用［16］。基因

Nitab4.5_0007906g0030.1 发生突变，该基因编码的环焦

磷酸合酶参与植物萜类化合物合成的赤藓糖（MEP）
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途径［17］，对烟草萜类物质的合成具有调控作用。

2.8　重测序 SNP 变异位点验证分析

在变异检测结果中随机挑选 16 个 SNP 纯合变

异位点进行验证，结果表明 16 个位点中有 14 个位

点与检测结果一致，2 个位点未检测到变异发生，假

阳性率为 12.5%（表 6）。

图 5　变异基因的 KEGG 注释分类图
Fig.5　Classification of mutant genes blasted by KEGG database

A：基因序列比对；B：蛋白序列比对

A：DNA sequence alignment，B：peotein sequence alignment

图 6　基因 Nitab4.5_0001113g0010.1 序列比对
Fig.6　Sequence alignment of gene Nitab4.5_0001113g0010.1

3　讨论

烟草为异源四倍体，基因组大，遗传组成复杂，

加大了变异检测分析的难度。为得到高质量的检

测数据及结果，本研究采用的全基因组重测序采取

了 30× 的测序深度，测序深度高，克服了之前由于

测序深度低无法深入挖掘突变材料遗传信息的不

足。分析表明，野生型和突变体共检测到 271655 个

SNP，23450 个 Indel，结果表明 SNP 数量多于其他

类型变异数量，证明航天诱变对烟草基因组的改变

主要以单核苷酸变异为主，与张志勇等［18］关于水稻

航天诱变的研究结论相符。与 EMS 诱变等传统诱

变方式变异结果不同，航天诱变突变体检测到大量

结构变异，其中以染色体内部迁移和大片段缺失两

种类型居多，这可能与航天诱变的机理有关。在变

异 SNP 中，转换类型数量明显多于颠换类型，证明

航天诱变因子对烟草基因组造成的单核苷酸突变以

转换为主。Indel 突变中插入突变类型数目明显多

于缺失突变，证明航天诱变产生的插入缺失突变中

插入突变是主要因素。
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利用诱变方法创制突变体材料，是种质资源

创新的一种重要手段。张德建等［19］使用 Co-γ 射

线处理水稻品种“9311”种子，对 M2 筛选得到株

型、生育期等性状改变明显的突变体材料。本研究

利用航天诱变获得突变体材料 NC89-M，与 NC89
相比，NC89-M 的叶型、叶色及花序变异明显。检

测 到 的 突 变 基 因 MADS-box 基 因 对 植 物 花 器 官

调 控 具 有 重 要 作 用。Bowman 等［20］发 现 在 ap1
（MADS-boxA 类基因）单突变体中，叶片结构取代

了花萼，而几乎没有花瓣生成。Mao 等［21］研究发

现 JOINTLESS（MADS-box 基因）过表达引起番茄

花 序 无 限 生 长。Yoo 等［22］研 究 发 现 I 类 MADS-
box 基因 AGL28 过量表达会造成提前开花。突变

体中基因 Nitab4.5_0001113g0010.1 编码区第 28 个

碱基由胞嘧啶突变为胸腺嘧啶，产生终止密码子，

造成翻译过程提前终止。将该基因经 NCBI 数据

库 Blast，结果表明该基因为 AGL27，推测该基因的

变异可能是导致突变体开花时间延长的因素；突变

基 因 Nitab4.5_0001021g0050.1 属 于 homeodomain

家 族 KNOX1 亚 家 族 基 因，KNOX1 基 因 广 泛 分 布

于植物中，KNOX1 基因家族在拟南芥中有 4 个成

员：STM、BP、KNAT2 和 KNAT6，在 番 茄 中 有 kn2
和 Tkn1，有研究表明 KNOX1 基因能够促进细胞分

裂素的合成进而促进植物的横向生长［23-25］。刘青

等［26］利用麻竹中分离出的 DlKNOX1 基因转化拟

南芥，转基因植株出现叶片缺刻、扭曲，植株分枝增

多等表型；目前在烟草中对 KNOX1 基因的研究尚

无报道，推测该基因的缺失可能与突变体侧生器官

发育受到抑制及叶缘形状的改变有关。在 NC89-M
的突变基因中，发现与烟草萜类化合物合成相关基

因 Nitab4.5_0007906g0030.1 发生突变，而萜类化合

物是烟草香气品质的重要影响因素［27］。因此推测

NC89-M 可能在香气品质方面较 NC89 存在差异，

可补充试验进行验证。

烟草育种以抗病、优质、稳产作为主要育种目

标。产量指标包括单株叶数、单叶重和株型等要素
［28］。本研究的突变体材料 NC89-M 株型叶形变异

较大。对 NC89-M 田间性状调查结果表明，其植

表 6　纯合变异位点验证
Table 6　Verification of homozygous variant sites

项目

Item
染色体（或基因）ID

Chromosome（gene）ID
位置

Location
变异发生区域

Mutation area
变异类型

Mutation type
编码氨基酸改变

Amino acid changes

正确验证

Correct verification
Nitab4.5_0000651 353767 基因间区 A>G

Nitab4.5_0002829 108928 基因间区 C>A

Nitab4.5_0000058 621772 基因间区 T>C

Nitab4.5_0000058 622652 基因间区 C>T

Nitab4.5_0000002 5157934 基因间区 G>A

Nitab4.5_0000164 1306958 基因间区 C>A

Nitab4.5_0001653 464337 基因间区 G>A

Nitab4.5_0000263 1044444 基因间区 A>G

Nitab4.5_0001952g0170.1 339159 内含子 A>G

Nitab4.5_0001952g0090.1 155895 外显子 A>G 无

Nitab4.5_0001008g0010.1 13711 外显子 A>G 无

Nitab4.5_0004457g0020.1 133009 外显子 T>C 无

Nitab4.5_0006573g0010.1 79295 外显子 T>C 无

Nitab4.5_0001562g0030.1 183310 外显子 A>C Asn413His

未正确验证

Incorrect verification

Nitab4.5_0003660 57160 基因间区 A>C

Nitab4.5_0000314g0090.1 1053900 外显子 G>T
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株略高，叶数适中，节距均匀，腰叶面积略有增大，

株型合理舒展，烟株受光良好；烤后烟叶性状调查

结果表明，NC89-M 烤后烟叶颜色桔黄、亮度适中、

油分好，较 NC89 烤后烟叶外观品质有所改善。对

NC89-M 烤烟评吸鉴定后发现，NC89-M 香气量足，

香气质较 NC89 烤烟有明显改善，质量档次显著提

高。因此，NC89-M 可作为性状优良的突变体材料，

在改良烟草株型、叶形品质等方面具有重要的利用

价值。

本研究通过航天诱变创制了优良种质资源，并

在表型鉴定的基础上，利用基因组重测序进行了变

异检测分析，在基因组水平上分析了变异位点，挖掘

可能存在的变异基因，为基因功能验证及优良变异

资源在烟草育种中的利用奠定了基础。
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