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Abstract: 【Objective】Leaf is the most important photosynthetic organ in rice. Screening and identification of rice leaf 

color mutants are beneficial for exploring the molecular regulatory mechanisms of chloroplast development and 

photosynthesis. 【Method】A green-revertible yellow leaf mutant 818-6-8 was obtained from the gene-editing lines of 

Jingeng 818. Phenotypic identification, genetic analysis, gene mapping, and transcriptome analysis for 818-6-8 were 

performed. 【Results】Compared with the wild type, the mutant showed an obvious yellow-leaf phenotype until the 

three-leaf stage, accompanied by a significant decrease in chlorophyll content. As it grew, the mutant turned green and 

gradually became indistinguishable from the wild type at the four-leaf stage. Fewer chloroplasts, abnormal thylakoid 

morphology and stromal lamellas structure were observed in the mutant. The yellow-leaf trait of 818-6-8 was controlled 

by a pair of recessive nuclear alleles. The target mutation site was located within a 2.29 Mb interval on chromosome 5, 

and 20 annotated candidate genes were listed. The expression levels of 2090 genes in the mutant were significantly 

changed compared to the wild type, of which 1343 genes were up-regulated and 747 genes were down-regulated. Further, 

the differentially expressed genes were enriched in biological processes such as chloroplast organization and cellular 

components such as chloroplasts. The expression of genes associated with chlorophyll biosynthesis and chloroplast 

development of 818-6-8 changed significantly. 【Conclusion】These results support the next studies for cloning target 

genes and analyzing chloroplast-development molecular mechanisms, and provide a germplasm resource for ornamental 

rice breeding. 
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摘  要：【目的】叶片是水稻最重要的光合作用器官。筛选和鉴定水稻叶色突变体，有利于探究叶绿体发育与光

合作用的分子调控机制。【方法】在金粳 818 背景的基因编辑后代中获得一个黄叶转绿突变体 818-6-8，并对其进

行表型鉴定、遗传分析、基因定位和转录组分析。【结果】与野生型相比，突变体三叶期前叶片明显黄化，并伴

随叶绿素含量显著降低；第 4 叶开始，突变体开始转绿并逐渐表现为与野生型无异。突变体中叶绿体数量较少、

类囊体形态和基粒片层结构异常。818-6-8 黄叶性状受 1 对隐性核基因控制。突变位点被定位于 5 号染色体 2.29 Mb

的区间内，分析并筛选得到 20 个候选基因。突变体中 2090 个基因表达量发生显著改变，其中 1343 个上调，747

个下调；差异表达基因显著富集在叶绿体组织等生物学过程、叶绿体等细胞组分。突变体中多个叶绿素合成和叶

绿体发育相关基因表达发生改变。【结论】本研究完成了突变体 818-6-8 的目标基因定位与转录组分析，为下一步

目标基因克隆和叶绿体发育分子调控机理解析提供支持，为景观稻育种提供优异种质资源。 
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叶片是水稻进行光合作用的主要场所。叶色的

改变与叶片光合作用同化能力紧密相关，影响植株

体内有机物的产生与积累，进而影响生长发育和群

体产量的形成[1-4]。水稻的叶色突变是一种发生频率

高、易于被发现的突变现象。在生产中，叶色突变

体可以应用于培育高效率光合作用品种以及作为

杂交育种的标记性状，对提高种子的纯度和质量起

重要作用。此外，色彩丰富、遗传稳定的叶色突变

体大面积种植，可以用来作为观赏稻，致力于打造

乡村休闲农业观光旅游点，助力农民增收、农业增

效[5]。 

随着分子生物学、功能基因组学等的发展，国

内外学者对叶色变异的分子遗传机制进行了深入研

究，已成功鉴定到超过 150 个水稻叶绿素含量相关

基因，分布于全部 12 条染色体[6]。从突变机制来看，

叶色变异主要是叶片叶绿素合成及叶绿体分化和发

育受阻导致的。其中，已克隆的叶绿素合成相关的

酶编码基因包括 OsCAO1/PGL[7]、OsPORB[8]、

OsDVR[9]、YGL1[10]、Chl1、Chl9[11]和 OsCAO2[12]等。

叶绿体分化和发育相关基因包括 PsaA、PsaB、

OsFLU1、OsPIL1、RbcL、VYL、NDH2、NDH4、YGL8

等，这些基因涉及光系统Ⅰ和光系统Ⅱ构成[13]，或

参与叶绿体基因表达[14-17]，或在类囊体膜上参与膜

结构基因表达、电子传递或光呼吸[18, 19]。上述基因

中，OsCAO1/PGL、OsPORB、OsDVR、YGL1、Chl1、

Chl9、OsPIL1 和 YGL8 为单隐性基因。 

黄化或白化转绿型是叶色突变中比较特殊的

一类，水稻苗期叶片中缺乏叶绿素，表现黄化或白

化，但植株生长发育到一定时期又能正常合成叶绿

素，植株逐渐恢复绿色，最终表现为正常绿色。近

期克隆的相关基因包括 HNH 核酸内切酶基因

WSL9[20]、30S 核糖体蛋白 S1 基因 ASL4[21]、类胡萝

卜素异构酶基因 OsCRTISO[22]、氨酰-tRNA 合成酶

基因 RA1[23]、丝氨酸-tRNA 合成酶基因 TSCD11[24]

等。 

目前虽然已报道了较多水稻叶色突变体并克

隆了相应基因，但是鉴于叶绿素代谢及叶绿体发育

具体机制的复杂性，需要筛选和鉴定更多叶色突变

种质资源并进行调控基因的克隆与分析，完善叶绿

素合成、叶绿体结构发育的分子调控网络。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 

突变体 818-6-8是以粳稻品种金粳 818为背景，

利用碱基编辑创制的低直链淀粉含量新材料且

T-DNA 已经剔除[25]的后代中获得的，其黄叶转绿

性状能稳定遗传。野生型金粳 818 和突变体 818-6-8

于 2022 年正季种植于江苏省农业科学院水稻实验

基地条池，用于农艺性状调查。 

1.2  叶绿素含量测定 

取 100~200 mg 叶片称量后剪碎，放置于 5 mL

的 95%酒精中，黑暗处理 48 h。离心后取上清液，

用分光光度计法测定叶绿素 a、b及类胡萝卜素含量。 

1.3  农艺性状测定 

成熟期考查野生型和突变体的株高、每株分蘖

数、每穗粒数、结实率和千粒重。 

1.4  透射电子显微镜观察 

在水稻 3 叶期，取第 2 叶，用 2.5%戊二醛 4°C

下固定 48 h以上，经锇酸后固定过夜，用 0.1 mol/L

磷酸缓冲液冲洗，经过 30%、50%、70%、80%、

90%、100%丙酮脱水，环氧树脂 SPURR 包埋，

利用超薄切片机切片后用醋酸双氧铀和柠檬酸铅

双重染色，用 JEM-1230 透射电子显微镜观察、

拍照。 

1.5  遗传分析 

利用 2022 年正季于江苏省农业科学院水稻试

验基地条池中种植的水稻材料进行杂交(金粳 818/ 

818-6-8，818-6-8/金粳 818，818-6-8/9311， 818-6-8/

蜀恢 881)共计 4 个杂交组合，2023 年正季种植 F1，

2024 年正季单株种植 F2群体。统计 4 个 F2群体中

幼苗正常叶色和黄化叶色单株并作遗传分析。 

1.6  混池测序及数据分析 

以金粳 818 和 818-6-8 杂交构建的 F2群体(n = 

883)为定位群体，采用 BSA (Bulked segregate 

analysis)法构建突变体和野生型2个子代DNA混池，

各包含 30 个单株。样品送南京集思慧远生物科技有

限公司(Genepioneer Biotechnologies)进行 DNA 提

取、等量混合、基因组重测序、InDel 和 SNP 位点

检测等。使用 SAMtools[26]和 GATK[27]软件进行 SNP

和 InDel 变体调用，保留高质量 SNP(读取深度≥5，

基础质量值深度≥30)以供进一步分析。BSA-seq 分

析采用基于 SNP-index 的基因定位方法[28, 29]，关联

算法简述如下： 

Windex=显性混池中隐性基因型频率/(显性混池

中隐性基因型频率+显性混池中显性基因型频率)。 

Mindex=隐性混池中隐性基因型频率/(隐性混池

中隐性基因型频率+隐性混池中显性基因型频率)。 

对在同一条染色体上的 SNP 标记 delta 

(SNP_index)，进行 Loess 的回归拟合，选择 99%分位
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数的阈值以上的区域作为与性状相关的关联区域。 

1.7  转录组分析 

在野生型和突变体 3 叶期，取第 2 叶(野生型

为绿叶，突变体为黄叶)，在 5 叶期，取第 4 叶(野

生型和突变体均为绿叶)，分别进行转录组分析。

每个样品 3 次重复。RNA 提取、建库、测序和数

据分析委托南京集思慧远生物科技有限公司完成。

使用HTSeq统计比对到每个基因，得到Read Count

值，作为基因的原始表达量，采用 FPKM(Fragments 

per kilo base per million fragments)方法对基因表达

量进行标准化[30]。利用 DESeq2[31]对野生型和突变

体中基因表达量进行差异分析，差异表达基因

(Differentially expressed genes, DEG)的筛选条件

为基因表达量变化大于 2 倍(|log2FoldChange|>1)，

显 著 性 P<0.05 。 利 用 Blast2 Go(http://www. 

geneontology.org/)对 DEG 进行 GO 功能注释，利用

topGO 进行 GO 富集分析。利用 KAAS(http://www. 

kegg.jp/kegg/genome)[32]对 DEG 进行 KEGG 注释，

利用 KOBAS 软件进行代谢通路富集分析。 

1.8  水稻叶片总 RNA 提取和荧光定量 PCR 分析 

利用天根生化科技 (北京 )有限公司植物总

RNA 提取纯化试剂盒，对野生型和突变体 3 叶期的

第 2 叶进行叶片总 RNA 提取，提取步骤见说明书。

使用 TaKaRa 生物公司的反转录试剂盒(PrimeScript 

1st Strand cDNA Synthesis Kit)进行 RNA 反转录。内

参基因为 Actin 基因，在罗氏(Roche)公司 Light 

Cycler 480 PCR 仪上扩增，按 2–ΔΔCT方法分析基因

的相对表达量，每个样本 3 次重复。数据分析用

GraphPad Prism 9 和 Excel 2010 软件。所用引物如

表 1 所示。 

2  结果与分析 

2.1  突变体 818-6-8 的表型分析 

自然生长条件下，突变体 818-6-8 幼苗 1 叶期

(图 1-A)开始至 3 叶期，叶片黄色，而野生型叶片

为正常绿色(图 1-B)。为了鉴定突变体黄叶是否由叶

绿素含量变化引起，测定 3 叶期叶片的叶绿素和类

胡萝卜素含量。如表 2 所示，818-6-8 叶绿素 a 含量

与野生型无明显差异；叶绿素 b 含量(0.147 mg/g)

较野生型(0.953 mg/g)减少 84.58%，总叶绿素含量

(2.332 mg/g)较野生型(3.162 mg/g)下降 26.25%，类

表 1  qRT-PCR 引物序列 

Table 1. Primer sequences for qRT-PCR 

目标基因 

Target gene 

前引物 

Forward primer (5′–3′) 

后引物 

Reverse primer (5′–3′) 

OsCAO1 GATCCATACCCGATCGACAT CGAGAGACATCCGGTAGAGC 

OsDVR AGCCCAGGTTCATCAAGGT TGATCACCCTCTCGAAGAACT 

OsYGL1 TGTTGGTGGGTCCTTGCTTT ACTGAAGCCCCAGAGCTCTA 

OsPORA ATGGCTCTCCAAGTTCAG TGGCTCACGCTAAGGAAC 

OsPORB CCGCAAGGAGGGAGCGGTG CCTCTTGGTGCTAAGGCCG 

OsCHLH AACTGGATGAGCCAGAAGAGA AAATGCAAAAGACTTGCGACT 

OsCHLD TCCTTTAGCTCACGGCCTTA GTCCAACATCACCGCTCTTT 

OsNYC1 TTTTGAGCGGTTCTTCTCAGA CCTTTCACAACTCGCATCCT 

OsNYC3 TCTATCTAGGTGCCAAAGGC ATTCTGGCACCTGCTGTTTC 

OsNYC4 CGTCTATGACCAACTCATGG TGCGTCAGCTCTGTATTGCT 

OsNOL TCACAAGCCTTACGACCCAC GCTCCCTCTCCATCATCTGC 

OsHEMA CGCTATTTCTGATGCTATGGGT TCTTGGGTGATGATTGTTTGG 

OsPAO AAGCCTCCGATGTTACCGAA CGAGGGTTTCCAGAATTTGA 

OsRCCR1 GGATCGACGATTGATTTCATG GTCGAGGCGTTCAGAAAGAT 

Actin TGGCATCTCTCAGCACATTCC TGCACAATGGATGGGTCAGA 

rpoA CCATTCCCACAAGCAAAAAT TCTTACCGCCTTCCGTAGAA 

rpoB TGGTACATATCCCTTATCTCAA CTCCAGGACCCAAACAACTC 

rbcL CTTGGCAGCATTCCGAGTAA ACAACGGGCTCGATGTGATA 

rbcS GCTTGGAGTTCAGCAAGGTC AACGAAGGCATCAGGGTATG 

PsaA TTAGAAATCCGCCAATCCA TGCTAGGCTCTACAACCATT 

PsaD CCGCTCCAAGTACAAGATCA AAGAGCAGCCTGACAGATGA 

PsbA ACCCTCATTAGCAGATTCGT GATTGTATTCCAGGCAGAGC 

PsbD AAGACAGATTCCGAGGGTGG TGATTCGCTAGGGATTAAAGAG 
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胡萝卜素含量(0.038 mg/g)较野生型(0.565 mg/g)降

低 93.27%，差异均达到极显著水平(P < 0.01)。这表

明突变体 818-6-8 幼苗期叶片黄化可能是其叶绿素

b 和类胡萝卜素含量下降导致的。 

从 4 叶期开始，818-6-8 叶片逐渐转绿，最终与

野生型无显著差异。至成熟期，818-6-8 的植株形态

(图 1-C、D)和基本农艺性状(包括株高、每株分蘖

数、抽穗期、每穗粒数、结实率、千粒重等)与野生

型相比，均无显著差异(表 3)。 

2.2  叶绿体超微结构分析 

为了分析突变体叶色变化的细胞学机制，利用

透射电子显微镜观察叶肉细胞中叶绿体的超微结

构。结果显示，野生型叶绿体内部类囊体基粒片层

结构清晰，排列整齐紧凑，片层结构间淀粉粒数量

丰富(图 2-A、B)；而突变体的叶绿体数量较野生型

偏少，类囊体形态异常，呈扁长形，基粒片层结构

模糊，淀粉粒数量显著减少(图 2-C、D)。上述结果

表明，818-6-8 中基因突变影响幼叶类囊体和基粒片

层的发育，导致叶绿体结构存在缺陷。 

2.3  遗传分析 

突变体 818-6-8 幼苗黄叶表型在不同年份种植

过程中稳定遗传。以野生型金粳 818 为母本，突变

体 818-6-8 为父本杂交，F1代幼苗表现为正常绿色，

F2 群体分离出正常绿色和异常黄叶植株，共计 883

个 F2单株中，绿叶植株 679 株，黄叶植株 204 株，

卡方测验表明符合 3∶1 的分离比(χ2 = 2.73 < χ2
0.05 

= 3.84)。此外，以突变体 818-6-8 为母本，分别与

金粳 818、9311、蜀恢 881 进行杂交，各自 F1均表

现为幼苗正常绿色，F2中绿叶植株与黄叶植株比分

别为 657∶201，836∶253，876∶331，均符合 3∶

1 的分离比(χ2 = 1.05 < χ2
0.05 = 3.84，χ2 = 1.72 < χ2

0.05 

= 3.84，χ2 = 3.65 < χ2
0.05 = 3.84)(表 4)。上述结果表 

A：野生型金粳 818（WT）和突变体 818-6-8 幼苗期表型；B：野生型金粳 818（WT）和突变体 818-6-8 的 3 叶期表型；C：野生型金粳 818（WT）

灌浆期植株，标尺=10 cm；D：突变体 818-6-8 灌浆期植株，标尺=10 cm。 

A, Phenotypes of wild type Jingeng 818 (WT) and mutant 818-6-8 at the seedling stage; B, Phenotypes of wild type Jingeng 818 (WT) and mutant 818-6-8 at 

the three-leaf stage; C, Wild type Jingeng 818 (WT) plant at the grain filling stage(bar=10 cm); D, Mutant 818-6-8 plant at the grain filling stage(bar=10 cm). 

图 1  野生型金粳 818 和突变体 818-6-8 表型 

Fig. 1. Phenotypes of the wild-type Jingeng 818 and the mutant 818-6-8 

 
表 2  野生型金粳 818 和 818-6-8 的叶绿素含量 

Table 2. Chlorophyll content in Jingeng 818 and 818-6-8                                                      mg/g  

材料 

Material 

叶绿素 a 含量 

Chlorophyll a content 

叶绿素 b 含量 

Chlorophyll b content 

总叶绿素含量 

Total chlorophyll content 

类胡萝卜素含量 

Carotenoid content 

WT 2.209±0.228 0.953±0.139 3.162±0.284 0.565±0.067 

818-6-8 2.185±0.206 ns 0.147±0.023** 2.332±0.218** 0.038±0.010** 

**表示差异极显著（P < 0.01）；ns 表示无显著性差异。 

** indicate significant difference（P < 0.01）; ns indicate no significant difference. 
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  表 3  野生型金粳 818 和 818-6-8 的部分农艺性状比较 

Table 3. Comparison of some agronomic traits between Jingeng 818 and 818-6-8 

农艺性状 

Agronomic trait 

金粳 818  

Jingeng 818 
818-6-8 

株高 Plant height(cm) 96.8 ± 2.3 96.7 ± 2.4 ns 

每株分蘖数 Tiller number per plant 12.1 ± 2.6 12.0 ± 2.1 ns 

抽穗期 Heading date(d) 90.0 ± 1.0 89.0 ± 2.0 ns 

每穗粒数 Number of grains per panicle 103.5 ± 5.8 106.0 ± 6.4 ns 

结实率 Seed-setting rate(%) 95.2 ± 0.5 94.7 ± 1.6 ns 

千粒重 1000-grain weight(g) 27.6 ± 1.4 27.9 ± 0.9 ns 

ns 表示无显著性差异。 

ns indicate no significant difference. 

 

A：野生型叶绿体超微结构；B：A 图中红框放大区域；C：突变体叶绿体超微结构；D：C 图中红框放大区域。Cp：叶绿体；Thy：类囊体；OB：

嗜锇体；Sg：淀粉粒。标尺= 2 μm。 

A, Chloroplast ultrastructure in the wild type; B, The magnified image of the selected area in A; C, Chloroplast ultrastructure in mutant; D, The magnified 

image of the selected area in C. Cp, Chloroplast; Thy, Thylakoid lamellae; OB, Osmiphilic body; Sg, Starch granule. Bars = 2 μm. 

图 2  野生型金粳 818 和突变体 818-6-8 叶绿体超微结构 

Fig. 2. TEM images of chloroplast structure in the wild-type Jingeng 818 and the mutant 818-6-8 

 

表 4  818-6-8 和正常绿色品种杂交 F2 的叶色分离 

Table 4. Segregation of leaf color in F2 populations from the crosses between 818-6-8 and green leaf varieties 

杂交组合 

Material 

总株数 

Total number of plants 

绿叶植株数 

No. of green leaf plants 

黄叶植株数 

No. of yellow leaf plants 
χ2 

金粳 818/818-6-8 

Jingeng 818/818-6-8 

883 679 204 2.73 

818-6-8/金粳 818 

818-6-8/Jingeng 818 

858 657 201 1.05 

818-6-8/9311 1089 836 253 1.72 

818-6-8/蜀恢 881 

818-6-8/Shuhui 881 

1207 876 331 3.65 

χ2
0.05 = 3.84。 
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明，突变体 818-6-8 幼苗黄叶表型受一对隐性核基

因控制。 

2.4  目的基因定位 

在野生型金粳 818 和突变体 818-6-8 杂交的 F2

群体中，3 叶期各取 30 个绿叶单株叶片和黄叶单株

叶片，分别构建野生型和突变型单株的 DNA 混池，

与亲本一起进行基因组重测序。将野生型混池、突

变体混池和双亲的测序数据一起检测 InDel 和 SNP

位点，共检测到 720 个 InDel 和 4144 个 SNP 位点。

SNP 指数分析结果显示，5 号染色体上 10037963− 

12329534 之间 2.29 Mb 的区间内，检测到的 SNP

位点的 Delta SNP 指数较基因组其他区域明显增

加，表明幼苗黄叶性状关联的位点可能位于该区间

内(图 3)。 

上述 2.29 Mb 区间内共有 332 个基因，其中有

329 个基因有功能注释(附表 1)。利用数据库功能注

释 进 行 分 析 (http://rice.plantbiology.msu.edu/ ，

https://www.ricedata.cn/)，发现其中已克隆基因有 11

个，包括精细胞特异表达基因 OsGCS1[33]、减数分

裂 过程 起关 键作 用的含 SUN 结 构域 基因

OsSUN1[34]、参与 ABA 介导的种子萌发和幼苗生长

抑制的蛋白磷酸酶调节亚基基因 OsINH3[35]、生殖

生长和逆境胁迫表达的水稻 DICER 相似蛋白基因

OsDCL1c[36]、控制水稻生长和花粉发育的三角状五

肽重复基因/内含子剪接因子 OsPPR939[37]、介导水

稻 根 系 生 长 的 细 胞 壁 松 弛 蛋 白 编 码 基 因

OsEXPA3[38]、控制木质素阿魏酸酯的形成阿魏酰辅

酶 A 木质素转移酶编码基因 OsFMT[39]、水稻免疫

反应负调控因子的 E3 泛素连接酶基因 EBR1[40]、小

GTP 结合蛋白 rgp2[41]、花粉管伸长相关的类受体激

酶基因 OsMTD2[42]和非生物胁迫下调控水稻根系

发育的锌指蛋白编码基因 OsZFP350[43]。此外，区

间内转座子和逆转座子数目较多，分别有 28 个和

208 个。进一步对叶绿素合成、叶绿体结构发育等

能引起叶色变异的功能注释基因进行筛选，得到目

标区间的候选基因如表 5 所示。 

2.5  转录组分析 

3 叶期取第 2 叶进行转录组测序与差异表达

基因分析，共筛选出 2090 个差异表达基因(附表

2)。与野生型金粳 818 相比，突变体 818-6-8 中表

达量上调的基因有 1343 个，表达量下调的有 747

个(图 4)。 

对差异表达基因进行 GO 富集分析，按照生物

学过程 (Biological Process, BP)、细胞组分 (Cell 

Component, CC)、分子功能(Molecular Function, MF)

分类并富集分析。每项显示富集最显著的前 10 个
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染色体 Chromosome

A：Delta 拟合图；B：显性性状样品的 SNP-index 拟合图；C：隐性性状样品的 SNP-index 拟合图。图中横坐标表示染色体的位置；散点表示计算得

到 delta SNP-index 和 SNP-index 值；黑色曲线表示相应的拟合值；红色虚线表示 Loess 拟合值为 99%的阈值线。 

A, The delta fitting plot; B, The SNP-index fitting plot for dominant trait samples; C, The SNP-index fitting plot for recessive trait samples. The X axis 

represents the position of chromosomes; The scattered points represent the values of delta SNP-index and SNP-index; The black curves represent the 

corresponding fitting value; The red dashed lines represent the threshold line with a Loess fitting value of 99%. 

图 3  Delta SNP-index 和 SNP-index 在染色体上的分布 

Fig. 3. Distribution of delta SNP-index and SNP-index on chromosomes 
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GO term(图 5)。在生物学过程类别中 DEG 显著富

集在叶绿体组织、异戊烯基二磷酸生物合成、叶绿

体靶向蛋白、质体转录等过程；细胞组分类别中

DEG 显著富集在叶绿体、叶绿体基质、叶绿体膜、

叶绿体类囊体膜等区域；在分子功能类别中 DEG

显著富集在铁离子结合、血红素结合、rRNA 结合

等功能组中。 

利用 KEGG 数据库对突变体和野生型中 DEG

表 5  候选基因 

Table 5. Candidate gene 

基因编号 

Gene ID 

基因注释 

Gene annotation 

显著差异表达 

Significantly 

differential expression 

LOC_Os05g18150 BKRF1 编码类 EBNA-1 蛋白 BKRF1  

Encodes an EBNA-1-like protein 

否 No 

LOC_Os05g18294 含 CRAL-TRIO 结构域的蛋白质 C589.09，线粒体亚型 X4 C589.09, SEC14 细胞质因

子家族蛋白，推测，表达 

protein containing CRAL-TRIO domain, mitochondrial isoform X4, SEC14 cytosolic 

factor family protein, putative, expressed 

否 No 

LOC_Os05g18470 随机 Slug 蛋白, 含 CRAL/TRIO 结构域蛋白，表达 5 

Random Slug protein 5, Protein containing CRAL/TRIO domain, expressed 

否 No 

LOC_Os05g18660 未鉴定蛋白 LOC4338253, OsFBDUF24-F-box 和含 DUF 结构域蛋白，表达 

Uncharacterized protein LOC4338253, OsFBDUF24-F-box and DUF domain-containing 

protein, expressed 

否 No 

LOC_Os05g18670 S 型阴离子通道 SLAH4-like, C4二羧酸转运蛋白/含有苹果酸转运蛋白结构域蛋白，

表达 

S-type anion channel SLAH4-like, C4-dicarboxylate transporter/malate transporter 

domain-containing protein, expressed 

否 No 

LOC_Os05g18750 50S 核糖体蛋白 L25, 核糖体蛋白 L25，推测，表达 

50S ribosomal protein L25, Ribosomal protein L25, putative, expressed 

否 No 

LOC_Os05g18790 Os05g0270800 

甲酰基转移酶 Formyltransferase 

否 No 

LOC_Os05g18850* 水稻 DICER 相似蛋白基因 OsDCL1c Rice DICER-like protein gene OsDCL1c 升高 Increased 

LOC_Os05g18950 含五肽重复序列的蛋白 At1g10330, 五萜肽，推测，表达 

Protein containing pentatricopeptide repeat At1g10330, Pentatricopeptide, putative, 

expressed 

否 No 

LOC_Os05g19150 Os05g0273800 

水解酶，含有 α/β 折叠家族结构域蛋白，表达  

Hydrolase, alpha/beta fold family domain-containing protein, expressed 

否 No 

LOC_Os05g19370 60S 核糖体蛋白 L15, 60S 核糖体蛋白 L15，推测表达 

60S ribosomal protein L15, 60S ribosomal protein L15, putative, expressed 

否 No 

LOC_Os05g19380 含五肽重复序列的蛋白质 At2g18940，叶绿体, 五萜肽，推测，表达 

Protein containing pentatricopeptide repeat At2g18940, chloroplast, Pentatricopeptide, 

putative, expressed 

否 No 

LOC_Os05g19390* 三角状五肽 重复蛋白 OsPPR939; OsPPR920 Pentatricopeptide repeat protein 

OsPPR939; OsPPR920 

否 No 

LOC_Os05g19480 过氧化物酶体生物发生蛋白 2, 过氧化物酶体组装蛋白，推测，表达  

Peroxisome biogenesis protein 2, Peroxisome assembly protein, putative, expressed 

否 No 

LOC_Os05g19954 tRNA 假尿苷合酶 A1, tRNA 假尿苷合酶家族蛋白，推测表达 

tRNA pseudouridine synthase A1, tRNA pseudouridine synthase family protein, putative, 

expressed 

否 No 

LOC_Os05g20100 可能的甘油-3-磷酸酰基转移酶 3, 甘油-3-磷酸酰基转移酶，推测，表达 

Probable glycerol-3-phosphate acyltransferase 3, Glycerol-3-phosphate acyltransferase, 

putative, expressed 

否 No 

LOC_Os05g17604 可能的 LRR 受体样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 At1g56130 亚型 X1, SHR5 受体样激酶，

推测表达 

Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g56130 isoform X1 

SHR5 receptor-like kinase, putative, expressed 

升高 Increased 

LOC_Os05g18274 未知蛋白, 表达蛋白 

Unknown protein, Expressed protein 

升高 Increased 

LOC_Os05g19010 Os05g0272300 

表达蛋白, 阿魏酰辅酶 A 木质素转移酶 

Expressed protein 

升高 Increased 

LOC_Os05g19910* OsFMT;  

OsAT5 Feruloyl-CoA: monolignol transferase OsFMT; OsAT5 

降低 Decreased 

*已克隆基因。 

* Cloned gene. 
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进行功能分类和通路注释，有 362 个 DEG 可以详

细注释到 104 个通路类型。富集最显著的前 20 条

通路中(图 6)，有 130 个 DEG 显著富集在新陈代谢

通路中，如二萜生物合成、淀粉和蔗糖代谢、苯丙

素生物合成和苯丙氨酸代谢等；有 73 个 DEG 显著

富集在遗传信息处理，如核糖体、氨基酰基 tRNA

生物合成、RNA 降解和碱基切除修复等；16 个 DEG

显著富集在环境信号处理，参与植物 MAPK 信号通

路。 

5 叶期取第 4 叶(突变体已转绿)进行转录组测

序，完成后进行差异表达基因分析，结果共筛选出

558 个差异表达基因(附表 3)。与野生型金粳 818 相

比，突变体 818-6-8 中表达量上调的基因有 340 个，

表达量下调的有 218 个(附图 1)。GO 富集分析结果

显示，DEG 显著富集在脂质代谢过程等生物学过

程，胞外区等细胞组分区域，水解酶活性等分子功

能类别(附图 2)。KEGG 通路富集分析显示，最显

著的前 20 条通路中，有 52 个 DEG 显著富集在新

陈代谢通路中，如角质层、木栓层和蜡的生物合成、

苯丙素的生物合成等；有 5 个 DEG 显著富集在生

物系统，参与植物-病原体相互作用；12 个 DEG 显

著富集在环境信号处理，参与植物激素信号转导、

植物 MAPK 信号通路(附图 3)。 

利用上一结果中得到的 2.29 Mb 区间内有功能

注释的 329 个基因及此结果中DEG 进行联合分析，

结果显示 329 个基因中有 5 个基因在黄叶中显著性

差异表达(表 5，附表 2)，同时，该 5 个基因在突变

体叶片转绿后与野生型相比表达量无差异(附表 3)。

此外，利用在线网站 (https://ricexpro.dna.affrc.go. 

jp/Zapping/)进行基因时空表达分析，部分结果如附

红点表示显著上调的基因，绿点表示显著下调的基因，灰点表示表达量无显著差异的基因。 

Red dots indicate significant up-regulated genes; the green dots indicate significant down-regulated genes; Gray dots indicate the genes with no significant 

difference in expression levels. 

图 4  突变体 818-6-8 与金粳 818 叶片中差异表达基因火山图 

Fig. 4. Volcano map of DEG, in leaves of Jingeng 818 and 818-6-8 
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图 4 所示。综上，共计筛选得到 20 个候选基因(表

5)，突变体 818-6-8 幼苗黄叶性状可能为其中一个

突变导致的。 

2.6  叶绿素合成、叶绿体发育及光合作用相关基因

表达 

对叶绿素合成、叶绿体发育和光合作用相关基

因的表达量进行检测(图 7)。结果显示，与野生型相

比，818-6-8 叶绿素合成相关基因中 OsYGL1、

OsCHLH、OsCHLD 等的表达水平显著升高，而

OsPORA 的表达水平显著降低；叶绿素降解相关基

因 OsNYC1 和 OsNYC3 的表达量显著升高。在叶绿

体发育和光合作用相关基因中，与野生型相比，突

变体中 rpoA、rpoB、rbcL、rbcS 和 PsaA 表达水平

显著升高，PsbA 的表达量略下降。上述结果表明，

突变体 818-6-8 中多个叶绿素合成、叶绿体发育及

光合作用相关基因的表达出现紊乱。 

3  讨论 

由于多数水稻叶色突变体的叶色突变同时伴

随产量降低，甚至植株的死亡，过去常被认为是无

意义的突变，其价值没有得到重视。随着近年来对

于转绿型叶色突变体研究的深入，其逐渐成为研究

光合作用、光形态建成、质-核基因互作、叶绿素合

成和叶绿体发育等基础研究的理想材料，同时也能

较好规避生产上无法应用的弊端。 

水稻叶色突变体已有较多相关研究，尽管导致

叶绿素缺乏的原因各异，但许多叶色突变体在细胞

                                                   

 

 

  

  

GO 条目
GO  classification

 
lg

(q
)

生物学过程
Biological Process

细胞组分
Cell Component

分子功能
Molecular Function

  

1：叶绿体组织；2：异戊烯基二磷酸生物合成，甲基赤藓糖醇 4-磷酸途径；3：叶绿体靶向蛋白；4：质体转录；5：tRNA 代谢；6：核糖体核糖核

酸；7：类囊体膜组织；8：氧化还原；9：DNA 模板转录正向调控；10：蛋白质再折叠；11：叶绿体；12：叶绿体基质；13：叶绿体膜；14：叶绿

体类囊体膜；15：细胞质；16：叶绿体类囊体腔；17：谷氨酰 tRNA（Gln）氨基转移酶复合物；18：质体大核糖体亚基；19：类囊体膜的组分；20：

叶绿体拟核；21：铁离子结合；22：血红素结合；23：rRNA 结合；24：假尿苷合酶活性；25：氧化还原酶活性；26：多糖结合；27：单加氧酶活

性；28：谷氨酰胺 tRNA 合酶（谷氨酰胺水解）活性；29：金属离子结合；30：氧化还原酶活性。 

1, Chloroplast organization; 2, Isopentenyl diphosphate biosynthetic process, methylerythritol 4-phosphate pathway; 3, Protein targeting to chloroplast; 4, 

Plastid transcription; 5, tRNA metabolic process; 6, rRNA processing; 7, Thylakoid membrane organization; 8, Oxidation-reduction process; 9, Positive 

regulation of transcription, DNA-templated; 10, Protein refolding; 11, Chloroplast; 12, Chloroplast stroma; 13, Chloroplast envelope; 14, Chloroplast thylakoid 

membrane; 15, Cytoplasm; 16, Chloroplast thylakoid lumen; 17, Glutamyl-tRNA(Gln) amidotransferase complex; 18, Plastid large ribosomal subunit; 19, 

Integral component of thylakoid membrane; 20, Chloroplast nucleoid; 21, Iron ion binding; 22, Heme binding; 23, rRNA binding; 24, Pseudouridine synthase 

activity; 25, Oxidoreductase activity, acting on paired donors; 26, Polysaccharide binding; 27, Monooxygenase activity; 28, Glutaminyl-tRNA synthase 

(glutamine-hydrolyzing) activity; 29, Metal ion binding; 30, Oxidoreductase activity, acting on paired donors. 

图 5  突变体 818-6-8 与金粳 818 叶片中差异表达基因 GO 功能分类 

Fig. 5. GO functional classification of differentially expressed genes in leaves of Jingeng 818 and 818-6-8 
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学水平上表现出一致性或相似性[4]。叶绿体形态/数

目、类囊体的形态/数量/排列、基粒片层结构/层数

等的变化是引起叶色变异的主要原因。如 YSA 编码

一个含有 16 个串联 PPR 基序的三角状五肽重复

(pentatricopeptide repeat, PPR)蛋白，ysa 突变体 3 叶

期以前叶白化，类囊体存在结构缺陷，基粒片层堆
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1：二萜生物合成；2：淀粉和蔗糖代谢；3：苯丙素生物合成；4：苯丙氨酸代谢；5：油菜素内酯生物合成；6：嘧啶代谢；7：甜菜素生物合成；8：

氨基糖和核苷酸糖代谢；9：谷胱甘肽代谢；10：色氨酸代谢；11：单萜类生物合成；12：氰基氨基酸代谢；13：牛磺酸和次牛磺酸代谢；14：核糖

体；15：氨基酰基 tRNA 生物合成；16：RNA 降解；17：碱基切除修复；18：真核生物核糖体生物合成；19：非同源末端连接；20：植物 MAPK

信号通路。 

1, Diterpenoid biosynthesis; 2, Starch and sucrose metabolism; 3, Phenylpropanoid biosynthesis; 4, Phenylalanine metabolism; 5, Brassinosteroid biosynthesis; 

6, Pyrimidine metabolism; 7, Betalain biosynthesis; 8, Amino sugar and nucleotide sugar metabolism; 9, Glutathione metabolism; 10, Tryptophan metabolism; 

11, Monoterpenoid biosynthesis; 12, Cyanoamino acid metabolism; 13, Taurine and hypotaurine metabolism; 14, Ribosome; 15, Aminoacyl-tRNA biosynthesis; 

16, RNA degradation; 17, Base excision repair; 18, Ribosome biogenesis in eukaryotes; 19, Non-homologous end-joining; 20, MAPK signaling pathway-plant. 

图 6  突变体 818-6-8 与金粳 818 叶片中差异表达基因 KEGG 通路富集分析 

Fig. 6. KEGG pathway enrichment analysis of differentially expressed genes in leaves of Jingeng 818 and 818-6-8 
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图 7  野生型金粳 818 和突变体 818-6-8 叶绿素合成、叶绿体发育及光合作用相关基因的表达量 

Fig. 7. Expression levels of chlorophyll synthesis, chloroplast development and photosynthesis related genes in the wild-type 

Jingeng 818 and its mutant 818-6-8 
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叠密度低 [4]。WP1 编码一个 Val-tRNA 合成酶

OsVALRS2。wp1 突变体幼苗出现淡绿色到白化表

型，叶和穗中质体变小，形状异常，无类囊体膜[44]。

类似地，本研究中突变体 818-6-8 幼叶的叶绿体与

野生型相比，表现出类囊体呈扁长形、无明显类囊

体膜结构、基粒片层无法清楚辨别等异常(图 2)。该

细胞学结果与其幼苗黄叶表型(图 1)、总叶绿素含量

降低(表 2)、第二叶转录组 DEG 的 GO 富集分析结

果(图 5)，以及叶绿素合成、叶绿体发育和光合作用

相关基因表达紊乱结果(图 7)一致。由此推测，突变

体中目标基因突变，影响了叶绿素合成和叶绿体发

育相关基因的正常表达，进而导致叶绿体发育异

常、叶绿素合成受阻，最终引起幼苗黄叶表型。 

本研究还对突变体转为绿色的叶片进行了转

录组分析(附图 1~3)。与利用第 2 叶进行的转录组

分析结果(图 4~6)相比，该结果中 DGE 数量明显减

少，富集的 GO term 和 KEGG 通路也明显不同。上

述结果推测，与叶片为绿色的野生型相比，突变体

黄叶中大多数 DEG 是由于目标基因突变引起的。

鉴于上一个研究中被编辑的靶基因 (Wx，LOC_ 

Os06g04200)主要在籽粒中表达，在叶片和幼苗中

表达量较低，推测突变体叶片转绿后的 DEG 并非

由该靶基因被编辑所致，而可能是组培突变或基因

编辑过程中未知因素引起的脱靶效应导致的。 

BSA-seq 分析结果表明，突变体幼苗黄叶性状

关联的位点位于 5 号染色体上 10037963−12329534

之间 2.29 Mb 的区间内(图 3)，进一步在该区间内筛

选得到 20 个候选基因 (表 5)。其中， LOC_ 

Os05g18294为拟南芥叶绿体 Sec14-like磷脂酰肌醇

转移蛋白编码基因 AtPITP7[45]的同源基因；同时，

该基因与候选基因中 LOC_Os05g18470编码的蛋白

都含有 CRAL/TRIO 结构域，含有该结构域的已报

道基因 OsTPT1，被证明在叶片和胚芽鞘等组织中

高表达，编码蛋白定位在叶绿体内膜 [46]。LOC_ 

Os05g18670 编码蛋白含有 C4-二羧酸转运蛋白/苹

果酸转运蛋白功能域，与该功能域关联的 SLAC7

被报道是一个光响应基因，对于维持水稻叶绿体的

稳定性十分重要，敲低 SLAC7 表达会导致叶绿素含

量、光合效率以及 Fv/Fm比例均显著降低[47]，同样

与该功能域关联的阴离子通道蛋白编码基因

OsSLAC1 在茎基部包括发育叶片中有较高表达[48]，

功能缺失突变体出现早衰表型，叶片的光合色素含

量和净光合速率显著下降[49]。LOC_Os05g18750 和

LOC_Os05g19370 被注释为核糖体蛋白，已克隆的核

糖体蛋白编码基因 ASL4 定位在叶绿体，对叶绿体核

糖体的生物发生和叶绿体早期发育至关重要[21]。

LOC_Os05g18850为已克隆的水稻DICER相似蛋白

基因 OsDCL1c[36]，其所在家族其他成员参与水稻叶

片原基发育、小 RNA 生物发生、株型控制等[50-53]。

LOC_Os05g18950 被预测为 PPR 编码基因，同时，

LOC_Os05g19390 为已克隆的 PPR 编码基因

OsPPR939，前人研究中已有多个 PPR 基因，包括

YSA[4]、WSL[54]等，被证明与水稻叶色直接相关。

LOC_Os05g19150 注释为一类水解酶基因，相关联

的乙酰胆碱酯酶编码基因 AChE 被证明主要在水稻

幼苗早期生长和发育阶段发挥功能 [55]。LOC_ 

Os05g19480 注释与过氧化物酶体相关联，前人研究

表明抗坏血酸过氧化物酶编码基因 OsAPx4 在叶片

中表达水平最高，RNAiOsAPX4 转基因植株表现早

衰表型，黄叶数量多，叶绿素含量积累低[56]。一般

而言，SNP/InDel 同样能影响附近基因的表达。本研

究利用 BSA-Seq 和转录组结果进行联合分析，筛选

得到突变体黄叶中显著差异表达而在转绿叶片中无

表达差异的基因 5 个，同样将其列为了候选基因。 

此外，基因时空表达情况同样是对候选基因进

行筛选的重要因素，本研究中利用在线网站对 20

个候选基因进行分析，发现 LOC_Os05g18150、

LOC_Os05g20100 等多个基因在幼苗、叶片等绿色

组织中并不表达(附图 4)，上述结果将在后续研究中

进行确认。 

综上，研究人员将进一步重点鉴定和分析本研

究得到的候选基因，以期克隆导致突变体 818-6-8

幼苗黄叶的目标基因。 

在线辅助性信息：附图 1~4和附表 1~3请见《中

国水稻科学》网站(http://www.ricesci.cn)。 
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