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玉米黄叶基因 ZmNPPR5 的克隆 

 

刘胜坤，孙世磊，董鲁鹏，李平华，刘保申，张永中 

（山东农业大学农学院/作物生物学国家重点实验室，泰安 271018） 

 
摘要：叶色突变体往往伴随着叶绿素含量变化及叶绿体结构异常, 是研究叶绿体发育与光合作用相关基因功能的重要材

料。本研究鉴定了一个玉米叶片黄化的自然突变体 74101，该突变体整个生育期均表现为叶片黄化，总叶绿素含量比野生型

下降 53.38%，净光合速率下降 25.63%。透射电子显微镜结果显示，74101 中叶绿体类囊体结构紊乱，基质片层排列稀疏，无

基粒结构。遗传分析与精细定位结果表明 74101 突变表型受 1 对隐性核基因控制，位于玉米第 5 号染色体长臂的标记 K-138

和 K-27 之间约 76.05Kb 物理区间内。对该区间 4 个候选基因测序分析发现，编码 PPR 蛋白的 ZmNPPR5（Zm00001eb252430）

基因第 1126 位核苷酸碱基发生突变（C-T）。与 EMS 突变体等位性分析进一步验证 ZmNPPR5 基因控制叶片黄化表型，亚细

胞定位显示其在细胞核中表达。本项研究揭示 ZmNPPR5 具有影响叶绿素合成的重要功能, 为深入研究核定位的 PPR 蛋白调

控叶绿体发育和叶绿素合成奠定重要基础。 

关键词：玉米；叶绿素合成；遗传分析；图位克隆；PPR 

 

Cloning of A New Yellow Leaf Gene ZmNPPR5 in Maize 
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( College of Agronomy, Shandong Agricultural University / State Key Laboratory of Crop Biology, Tai’an 271018) 

 
Abstract: Leaf color mutants are often accompanied by changes in chlorophyll content and abnormal chloroplast structure. They 

are important materials to decipher the functions of genes in chloroplast development and photosynthesis. In this study, a naturally 

occurring mutant 74101 showing etiolated leaves was identified in maize. The mutant showed etiolation throughout the growth period. 

Compared with the wild type, the total chlorophyll content decreased by 53.38%, and the net photosynthetic rate decreased by 25.63%. 

Transmission electron microscopy revealed the disordered chloroplast thylakoid structure, with loose matrix lamella and no grana 

structure. Genetic analysis and fine mapping results showed that the 74101 mutant phenotype was controlled by a pair of recessive 

nuclear gene, which was delimited in the 76.05kb physical interval between the markers k-138 and k-27 on the long arm of maize 

chromosome 5. By sequencing and analyzing four candidate genes in this interval, a C to T mutation at 1126 site of the gene 

ZmNPPR5 (Zm00001eb252430) encoding PPR protein was identified. Tests for allelism with EMS mutants approved the ZmNPPR5 

gene as the causal agent of leaf etiolation phenotype. The subcellular localization suggested that it was expressed in the nucleus. 

Collectively, this study revealed that ZmNPPR5 has an important function affecting chlorophyll synthesis, which laid a foundation for 

deciphering the nuclear-localized PPR protein on the regulation of chloroplast development and chlorophyll synthesis. 
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叶绿体是植物光合作用和能量传递的细胞器，对植物生长发育至关重要，然而调控叶绿体发育的分子

机制仍不明确。叶绿体是半自主的细胞器，可编码 60～200 种蛋白质，其发育过程受到核基因和质体基因
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的共同调控[1]。其中，核基因编码聚合酶（NEP）和质体基因编码聚合酶（PEPvc）是负责质体基因转录的

必要酶，对叶绿体生物发生具有重要影响[2-4]。此外，叶绿体基因表达受一系列转录后过程的调控，包括 C-to-U 

RNA 编辑、内含子剪接和 5′或 3′末端成熟[5]等，这些调控基因的突变体通常会导致叶片颜色变化[6-8]。 

五肽重复序列（PPR）蛋白是由若干个高度退化的 35 个氨基酸组成的基序串联而成，该蛋白广泛存在

于植物中，并在细胞器代谢中发挥着多种功能[9]。根据其串联基序，PPR 蛋白分为 P 型和 PLS 型两个亚家

族，而 PLS 型蛋白根据其不同 C 末端进一步分为 E、E+和 DYW 亚群[10]。植物 PPR 蛋白大部分成员被定位

于线粒体和叶绿体[11-13]，主要参与细胞器基因的转录后调控，包括 RNA 剪接、RNA 稳定、RNA 切割、RNA

翻译和 RNA 编辑[9]。 

线粒体中的 PPR 蛋白功能突变通常导致植物生长延迟、胚胎发育异常、叶片形状异常、叶片早衰和种

子产量降低等[14-19]。叶绿体中的 PPR 蛋白影响叶绿体的发育，进而调控植物的叶色变化。例如：ZmPPR4

参与 rps12 的内含子剪接，缺少 ZmPPR4 可能导致白化苗致死表型[20]；atpA-1148 的编辑需要 ZmPPR26，其

功能丧失导致玉米苗期白化死亡[21]；PPR蛋白THA8的等位基因在玉米中幼苗致死，在拟南芥中胚胎致死[22]；

OsWLS4 影响叶绿体 RNA 第二组内含子的剪接，在叶片早期发育过程中至关重要[23]。目前关于定位在细胞

核中的 PPR 蛋白报道较少，仅知水稻中 OsNPPR1
[11]、拟南芥中的 GRP23

[12]和 PNM1
[24]在细胞核中表达，

这些 PPR 蛋白通常会影响线粒体或叶绿体的功能。 

本研究利用图位克隆技术对发现的玉米叶片黄化突变体 74101 进行基因定位，将目的基因定位在 5 号

染色体上，该基因编码新的细胞核中的 PPR 蛋白，依据定位染色体、基因注释和蛋白表达位置将该基因命

名为 ZmNPPR5。ZmNPPR5 基因第 1126 位核苷酸碱基发生突变（C-T）使蛋白表达提前终止，进而影响叶

绿体发育，导致叶绿素含量下降、叶片黄化。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验材料是育种材料中发现的一株叶片黄化突变体，经自交黄化表型均能稳定遗传，以育种编号

74101 命名该突变体。将突变体 74101 与 B73 自交系杂交，构建 F2、BC1群体，用于遗传分析与基因定位。 

1.2  实验方法 

1.2.1  叶绿素含量测定  在玉米三叶期选取野生型和突变体 74101 玉米植株，分别测定其叶绿素含量。取

玉米植株新鲜的第三片叶中上部，去中脉，剪成 3×1 mm 的细丝，称取 0.1 g 装入 10 mL 离心管，加入抽

提缓冲液（无水乙醇：丙酮=1:1）10 mL，避光抽提 12～24h，期间定期摇晃震荡，使叶片与抽提缓冲液充

分接触，10000 rpm 离心 5 min，保留上清。以抽提缓冲液为空白对照，用紫外分光光度计 UV-2802 分别测

定 470 nm、645 nm 和 663 nm 三个波长下的吸光度值。每个样品进行三次生物学重复。参考 Arnon
[25]的方

法计算光合色素中各成分含量。 

1.2.2  光合速率相关指数测定  在小喇叭口期，随机选取长势一致的野生型和突变体 74101 植株各 6 株，

用便携式光合/荧光测定仪 CIRAS-3 测定植株第六片叶中上部位的净光合速率（A）、胞间二氧化碳浓度（Ci）、

气孔导度（Gs）、蒸腾速率（E）。分析野生型和突变体 74101 的光合速率相关指数的差异显著性。 

1.2.3  叶绿体超微结构观察  随机选取三叶期野生型和突变体 74101 的第三片叶，切成 2mm×2mm的叶片，



经 4%戊二醛和 1%锇酸双重固定，用梯度浓度乙醇逐级脱水，再利用树脂包埋, 经切片、醋酸双氧铀和柠檬

酸铅液染色后，透射电镜观察叶片细胞中叶绿体超微结构。电镜观察在山东农业大学作物生物学国家重点

实验室平台进行。 

1.2.4  遗传分析与基因定位  以黄叶突变体 74101 与 B73 自交系为亲本，做正交和反交得 F1 代，自交得 F2

代，以 F1 代为母本与黄叶突变体 74101 杂交得到 BC1，观察 F2 和 BC1中的表型并统计分离比，对其进行遗

传分析，并利用 R 软件完成卡方检验。本实验采取十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）抽提法[26]从样本中提取

基因组 DNA，用图位克隆技术定位目的基因[27]。  

1.2.5  ZmNPPR5 亚 细 胞 定 位   利 用 在 线 软 件  SignalP

（https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0）预测 ZmNPPR5 蛋白质的潜在信号肽。 

将 ZmNPPR5 基因 CDS 克隆到瞬时表达载体 PC1300 中，构建由 CaMv 35S 启动子驱动的融合基因

ZmNPPR5-GFP，再将 ZmNPPR5-GFP 融合基因导入玉米原生质体。荧光信号使用徕卡 TCS SP5 II（德国徕

卡）激光扫描共焦显微镜检测。 

2  结果与分析 

2.1  74101 突变体表型分析 

74101 突变体从出芽开始就表现出黄化性状（图 1A），植株植株生长过程中始终处于黄化状态（图 1B~C），

且生长较慢、发育迟缓、植株矮小。 

 

A：幼芽期植株(bar=0.5cm); B：三叶期植株(bar=2cm); C：九叶期植株(bar=12cm) 

A: Phenotypic of maize plant at budding stage (bar=0.5cm); B: Phenotypic of maize plant at Three leaf (bar=2cm); C:Phenotypic of maize plant at Nine leaf 

(bar=12cm). 

图 1  野生型与突变体 74101 的表型 

Fig.1  Phenotypic of the wild type WT and the 74101 mutant 

 

2.2  74101 突变体叶绿素素含量与光合速率变化分析       

为探究突变体 74101 黄化表型是否与叶片的叶绿素含量有关，我们比较了野生型和突变体 74101 在三

叶期的叶绿素含量。突变体 74101 的总叶绿素（Chls）、叶绿素 a（Chla）和叶绿素 b（Chlb）的含量分别

比野生型下降 53.38%、50.37%和 63.68%，而类胡萝卜素（Car）含量无显著性差异（图 2A）。结果表明 74101

黄化表型与叶绿素含量极显著降低有关。 

为进一步探究叶片光合色素含量变化对光合速率的影响，测定了 6 叶期野生型和突变体 74101 的光合

作用相关指数。结果显示，突变体 74101 的净光合速率（A）、气孔导度（Gs）分别下降 25.63%、18.89%，

胞间二氧化碳浓度（Ci）升高 47.45%，蒸腾速率(E)无显著性差异（图 2B,C,D,E）。这说明突变体 74101 中
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叶绿素含量的降低抑制叶片光合作用，导致净光合速率显著下降、胞间二氧化碳浓度显著升高。 

 

A:三叶期叶片光合色素含量; B:叶片净光合作用速率; C:叶片胞间二氧化碳浓度; D: 气孔导度; E:蒸腾速率. *和**分别表示在 0.05 和 0.01 水平差异显

著. 

A: Photosynthetic pigment content of the leaves at three leaf stage; B: Net photosynthetic rate of leaves; C: Leaf intercellular carbon dioxide concentration; D: 

Stomatal conductance; E: Transpiration rate. * and ** indicate significant differences at 0.05 and 0.01 levels, respectively. 

图 2  野生型与突变体 74101 叶片光合色素含量和光合作用相关指数 

Fig.2  Photosynthetic pigment content and photosynthetic correlation index in leaves of Wild-Type and Mutant 74101 

 

2.3  叶绿体超微结构观察 

为进一步探究突变体 74101 黄化表型是否与叶绿体结构变异有关，用透射电镜观察野生型和 74101 三

叶期的玉米叶片叶绿体结构。结果表明，野生型叶绿体花环结构清晰，叶绿体内部类囊体基粒片层结构明

显，排列整齐紧凑(图 3A, B, C)；而突变体 74101 花环结构比野生型大，类囊体结构紊乱，基质片层排列稀

疏，无基粒结构(图 3D, E, F)。这说明 74101 的突变表型与叶绿体的异常发育有关。 

 

A: WT 花环结构; B C: WT 叶肉细胞叶绿体; D: 74101 花环结构; E F: 74101 叶肉细胞叶绿体; G: 类囊体基粒; H: 淀粉粒 

A: WT wreath structure; B C: WT mesophyll cell chloroplast; D: 74101 wreath structure; E F: 74101 mesophyll cell chloroplast; G: Thylakoid grana; H: Starch 

granule 

图 3  野生型 WT 和突变体 74101 花环结构和叶肉细胞透射电镜观察 

Fig.3  Observation of wreath structure and mesophyll cells of wild-type WT and mutant 74101 by transmission electron microscope 
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2.4  遗传分析与基因定位 

叶色突变体 74101 经过多代自交后，用自交系 B73 与其组配遗传分离群体。F1 代表型正常，F2 代和 BC1

群体发生性状分离，F2 代植株野生型和突变体株数的比例符合 3:1（χ
2

c<χ
2

0.05,1），BC1代植株野生型和突变

体株数的比例符合 1:1（χ
2

c<χ
2
0.05,1），表明该叶色突变体由一对单隐性核基因控制（表 2）。 

 
表 1  突变体 F2和 BC1群体的遗传分析 

Table 1  Genetic analysis of F2 and BC1 populations 

组合 F2和 BC1群体株数 

population number of F2 and BC1 

χ
2

0.05 

野生型株数 突变体株数 总株数 

74101 x B73 892 284 1176 0.45351 

(74101 x B73)x 74101 198 189 387 0.25476 

 

利用 208 对均匀分布在 10 条染色体上的 SSR 标记筛选出 61 个多态性标记，将 4 个黄叶表型的基因混

池进行连锁分析，32 个 F2 群体中黄叶表型个体进行验证，初步将突变位点定位于第 5 号染色体 phi087 和

phi048 之间。通过对 198 个突变 BC1 个体进行基因定位，加密 3 个 SSR 多态性标记，将目的基因定位在 K-79

和 SS19 之间约 865Kb 的物理距离内。另外使用 2587 个 F2 突变个体和 3 个新设计的 SSR 多态性标记，最终

将目的基因定位在 K-138 和 K-27 之间约 76.05Kb 的物理区间内。玉米基因组数据库网站

(maizeGDB,https://www.maizegdb.org/）预测该区域有四个开放阅读框（ORF），包括 Zm00001eb252420、

Zm00001eb252430、Zm00001eb252440 和 Zm00001eb252450。测序比对发现 Zm00001eb252430 基因发生点突

变，该基因编码区第 1126 位核苷酸碱基 C 突变为 T（图 4），致使密码子 CGA 突变成 TGA，造成蛋白翻

译提前终止。Zm00001eb252430 基因编码 PPR 蛋白，前人研究表明，PPR 蛋白突变常会导致植物叶色或者

籽粒性状的改变，因此我们推测 Zm00001eb252430 基因可能为目的基因。 



 

A: 74101 初定位于玉米 5 号染色体长臂 phi087 和 phi048 之间；B: BC1突变个体将其缩小至 K-79 和 SS19 之间；C: F2 突变个体将其限定在 K-138 和 K-27

之间约 76Kb 物理距离内；D: 在 76Kb 定位区域内共有 4 个开放阅读框（ORF），灰色部分表示突变基因所在的 ORF；E: ZmNPPR5 基因在编码区外

显子发生突变（浅灰色方框代表 5 ÚTR，深灰色方框代表外显子，白色区域代表 3 ÚTR）；F: 74101 在野生型和突变体间的测序结果峰图。 

A: 74101 was initially located between phi087 and phi048 on the long arm of chromosome 5; B: Then it was narrowed to a region between K-79 and SS19 using  

BC1 mutants; C: Then it was narrowed to a physical distance of about 76kb between k-138 and k-27 using F2 mutants; D: There are four open reading frames 

(ORFs) in the 76kb region, and the gray part represents the ORF of the mutant gene; E: Gene ZmNPPR5 is mutated in exon of coding region (light gray box 

represents 5 ÚTR, dark gray box represents exon, and white area represents 3 ÚTR); F: Peak diagram of sequencing results of 74101 between wild type and 

mutant. 

图 4  玉米 ZmNPPR5 的精细定位 

Fig.4  Fine positioning of maize ZmNPPR5 

 

2.5  EMS 突变体等位性分析 

从齐鲁师范学院购买 Zm00001eb252430 基因编码提前终止的 EMS 突变体，2021 年海南鉴定拥有纯合

位点的 EMS 突变体植株叶片黄化（图 5A），74101（杂合位点）与 EMS（杂合位点）突变体等位性分析，

后代中野生型 26 株、突变体 8 株（图 5B），比例符合 3:1（χ
2

c<χ
2

0.05,1），这为候选基因对突变表型的控制

提供了证据。 



 

A: EMS 突变体表型(bar=10cm)；B: 74101 突变体和 EMS 突变体等位性验证后代表型(bar=0.5cm) 

A: EMS mutant phenotype(bar=10cm); B: 74101 mutant and EMS mutant were represented after allelic verification(bar=0.5cm). 

图 5  EMS 突变体验证 

Fig.5  EMS mutation experience certificate 

 

2.6  ZmNPPR5 亚细胞定位 

在线软件 SignalP（https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0）预测 ZmNPPR5 蛋白没有信

号肽、导肽和转运肽，因此 ZmNPPR5 蛋白可能在细胞核中表达。将含有 CaMv 35S 启动子的 ZmNPPR5-GFP

载体转化到玉米原生质体中，ZmNPPR5-GFP 与细胞核共定位（图 6），表明 ZmNPPR5 是细胞核定位蛋白。 

 

图 6  ZmNPPR5 蛋白的亚细胞定位。(bar=8μm) 

Fig. 6  Subcellular localization of ZmNPPR5 protein. (bar = 8μm) 

 

3  结论与讨论 

玉米中有数百种 PPR 蛋白，但只有少数被鉴定出来。PPR 蛋白突变体表现出不同的表型，例如叶片发

育不全、生长受限、光合色素缺乏以及胚胎或种子发育缺陷[17,28-31]。本研究利用田间发现的自然黄化突变体

74101，通过图位克隆的方法将目的基因定位到 5 号染色体长臂的 76.05Kb 物理区间内，对该区间内 4 个候

选基因测序分析发现 ZmNPPR5 基因外显子第 1126 位核苷酸碱基 C 突变为 T，造成编码蛋白提前终止，EMS

B 

WT EMS 

A 

GFP Chloorophyll BF Merged 

35S-GFP 

ZmNPPR5-GFP 



突变体等位性分析证明 ZmNPPR5 为目的基因，该基因编码 PPR 蛋白，亚细胞定位显示该基因在细胞核中

表达。 

研究表明，PPR 蛋白多数定位在线粒体或叶绿体中，有少部分在核质中共定位，极少数定位在细胞核

中。水稻中 OsNPPR1 编码一种核定位 PPR 蛋白，该蛋白与细胞核基因 RNA 的 CUCAC 基序结合参与调节

线粒体发育和胚乳发育[11]。GRP23 在拟南芥中编码一种具有 Leu 拉链结构域、N 端九个 PPR 和具有不寻常

WQQ 重复的富含 Gln 的 C 端结构域的多肽，定位于细胞核中，在细胞核中该蛋白通过与 RNA 聚合酶 II 亚

单位 III 发生物理相互作用进而影响拟南芥早期胚胎发育[12]。共定位于拟南芥细胞核和线粒体中的 PPR 蛋白

PNM1，该蛋白与核小体组装蛋白 NAP1 和转录因子 TCP8 相互作用，进而可能参与调节其自身在细胞核中

的基因表达，因此可能在线粒体和细胞核之间的基因表达调节中发挥作用[24]。我们推测 ZmNPPR5 可能影响

细胞核中参与叶绿体发育和叶绿素合成的基因，进而影响叶绿体发育导致叶色变黄。 

目前在玉米中还没有发现定位于细胞核中的 PPR 蛋白，本研究利用玉米黄化突变体 74101 定位得到细

胞核中表达的 ZmNPPR5 基因，为研究核定位的 PPR 蛋白在光合作用中的重要功能提供了新的遗传材料，

后续将进一步探索该基因影响叶绿体发育和光合作用的机制，为核定位 PPR 蛋白功能解析提供理论基础。 
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