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摘 要：以快中子辐射诱变玉米自交系PH6WC筛选得到的碳水化合物分配缺陷突变体ygl3为材料，通过叶片

内叶绿素含量和碳水化合物含量的测定、叶绿体结构显微观察、光合特性和遗传特性等进行分析。结果表明，与野

生型相比，突变体叶绿体数目变少，形态松散，维管束鞘叶绿体积累了大量的淀粉，淀粉颗粒排列不规则且体积增

大，导致了叶绿体的膨胀和膜结构的破坏；叶片中淀粉、葡萄糖、果糖的含量都显著高于野生型，表现出玉米碳水化

合物分配缺陷的典型表型特征；突变体的叶绿素 a、叶绿素b及总叶绿素含量都显著低于野生型；净光合速率(Pho⁃
to)、气孔导度(Cond)、蒸腾速率(Trmmol)均极显著低于野生型，胞间二氧化碳浓度(Ci)高于野生型。遗传分析表明，

(ygl3×Mo17)F2分离群体突变型(黄化)与野生型(绿色)植株性状分离符合1∶3分离比例，表明该突变体受单个核隐性

基因控制。
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Abstract: A carbohydrate distribution deficient mutant ygl3 derived from fast neutron radiation with an elite

maize line PH6WC was used to determine leaf chlorophyll and carbohydrate content, microscopic observation of
chloroplast structure, photosynthetic and genetic characteristics. The results showed that the ygl3 mutant chloro⁃
plast had fewer number and looser morphology, a large amount of starch accumulated in the chloroplasts of vascular
bundle sheath, and the irregular arrangement and increased volume of starch particles lead to the expansion of chlo⁃
roplasts and the destruction of membrane structure in comparison with the wild type. The contents of starch, glucose
and fructose in the leaves were significantly higher, while the contents of chlorophyll a, chlorophyll b and total chlo⁃
rophyll, and photosynthetic parameters, net photosynthetic rate(Photo), stomatal conductance(Cond) and transpira⁃
tion rate(Trmmol), were significantly lower than those of the wild type, exhibiting typical phenotypic characteristics
of carbohydrate allocation defects in maize. Genetic analysis showed that the separation ratio of mutant type(yellow)
and wild type(green) in F2 population of ygl3×Mo17 was 1∶3, explaining that the yellow mutant was controlled by a
single nuclear recessive gene.
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叶色突变是植物界中广泛存在的一种变异现

象 [1]。叶色突变体是研究光合系统、叶绿素代谢及

叶绿体发育等通路的理想材料[2]。利用不同方法已

在多种植物中创制并鉴定出叶色突变体，尤以黄化

突变最多，多数黄化突变体表现为光合色素含量降

低、光合速率下降，光合作用受影响而不能正常生长

和完成生活史[3]。高等植物中已发现 700多个叶色

突变的基因位点 [4]。玉米数据库中 (http://www.
maizegdb.org)已经报道或分离克隆了 200多个与玉

米叶色相关基因或QTL位点，白叶突变基因 18个、

斑叶26个、条纹叶58个、黄绿叶65个[5]，其中绝大多

数突变体中的突变位点都是定位在某条染色体或染

色体上的某个局部区域[6]。拟南芥[7]、水稻[8]、玉米[9]、

烟草 [10，11]、甜瓜 [12]、辣椒 [13]等作物中已克隆了多个与

叶色突变相关的基因，这些基因编码叶绿素合成途

径中的多种酶，阻碍或促进叶绿素的合成，使叶绿体

中各种色素比例发生变化，引起叶色变异。玉米碳

水化合物分配缺陷突变也属于叶色突变范畴，常表

现为叶片褪绿、黄化、株高降低、产量下降、碳水化合

物积累增加等表型 [14，15]。目前为止，在玉米中已经

报道 6种碳水化合物分配中起作用的突变体，分别

为 sucrose export defective1(sxd1)、tie- dyed1(tdy1)、
tie-dyed2(tdy2)、psychedelic(psc)、sucrose transporter1
(sut1)、carbohydrate partitioning defective1(cpd1) [15～17]，

各突变体控制玉米碳水化合物分配相关基因有

SXD1、TDY1、TDY2、PSC、ZmSUT1、CPD1等。因此，

发掘鉴定植物叶绿素缺乏和玉米碳水化合物分配缺

陷突变基因，开展其基因定位、克隆以及作用机理等

方面研究具有重要的理论意义和应用价值。

本研究以快中子辐射诱变自交系PH6WC筛选

到的株高降低、叶片褪绿、产量下降、碳水化合物积

累增加突变体 ygl3为材料，通过表型鉴定及生理生

化指标分析，褪绿部位叶绿素含量和光合效率显著

降低，维管束鞘叶绿体中积累了过量的淀粉，导致其

形态异常且碳水化合物分配存在缺陷。因此，通过

对其叶色性状、叶绿体结构、叶绿素含量、光合特性、

叶片中玉米碳水化合物含量测定分析，从生理和分

子水平上阐明碳水化合物分配缺陷及黄化产生的原

因，为植物叶色遗传、植物光合系统的研究以及玉米

碳水化合分配缺陷机制提供有益的理论补充和优异

的种质材料。

1 材料与方法

1.1 试验材料

美国引进玉米自交系PH6WC，快中子辐射诱变

PH6WC筛选得到的碳水化合物分配缺陷突变体

ygl3以及 ygl3与Mo17杂交并自交获得的F1、F2分离

群体。突变体 ygl3从5叶期开始表现为叶片或叶缘

黄化，并一直持续到生命进程结束直至最后成熟。

与野生型相比，ygl3突变体不会死亡，能够正常自交

结实，且有较好的配合力。

1.2 试验方法

1.2.1 玉米碳水化合物分配缺陷突变体 ygl3的表型

观察

在甘肃省农业科学院张掖玉米育种试验站播种

自交系PH6WC、Mo17、ygl3以及ygl3与Mo17杂交的

F1、F2群体。待植株生长至 5叶 1心至 7～8叶时，统

计野生型和突变体植株数量，并进行遗传学分析。

野生型和突变体的判别标准为叶片或叶缘黄化的为

突变型；反之，绿色叶片为野生型。同时，分别抽提

野生型和黄化突变体植株各 30株的DNA用于后续

基因定位分析。

1.2.2 玉米碳水化合物分配缺陷突变体 ygl3的光合

色素及丙二醛(MDA)的含量测定

1.2.2.1 光合色素含量测定

分别取 5叶期野生型 PH6WC和突变体 ygl3植

株的第 4片叶各 200 mg，剪成宽度小于 2 mm的小

块，放入盛有 15 mL无水乙醇提取液的离心管中混

匀，然后再加入 30 mL提取液定容。利用分光光度

计测定PH6WC和 ygl3的提取液吸光值并计算其叶

绿素a、叶绿素b、总叶绿素和类胡萝卜素的浓度[29]。

1.2.2.2 野生型和突变体MDA含量测定

5叶期分别取野生型和突变体植株的第 4片叶

各 0.5 g，加入 2 mL预冷的 0.05 mol/L的磷酸缓冲液

(pH值7.8)，在研钵内研磨成匀浆并用缓冲液洗净转

移到 5 mL离心管，最后用缓冲液定容至 5 mL。在

4 500 r/min离心 10 min，收集上清液，低温保存备

用。吸取2 mL的上清液，利用硫代巴比妥酸法以及

分光光度计测定MDA在532、600 nm波长条件下的

吸光度，利用532 nm与600 nm条件下的吸光度差值

进行计算MDA的含量。

1.2.3 玉米碳水化合物分配缺陷突变体 ygl3的光合

特性与叶绿体结构电镜分析

1.2.3.1 野生型和突变体光合相关参数的测定

在夏季(7月)无风高温的晴天，开花授粉期随机

选取生长发育状况相对一致的野生型和突变体植

株，将植株的穗位叶成熟区放置于LI-6400XT光合

仪叶室处进行测定。在自然条件下，从早 9:30～
11:00时测定野生型和突变体植株穗位叶的瞬时净

光合速率(Photo)、气孔导度(Cond)、胞间二氧化碳浓
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度(Ci)和蒸腾速率(Trmmol)。每个材料每个时间点

各测量12株，3个重复，然后取3个重复平均值作为

测量结果，进行数据汇总分析。

1.2.3.2 叶绿体透射电镜制片和观察

选用光照培养室培育的 3叶期野生型 PH6WC
和突变体 ygl3植株，取第 1片叶的成熟区，剪成 1～
2 mm2形状后浸入 2.5%戊二醛戈丁溶液 4℃保存。

取戊二醛戈丁保存的细胞或组织，经漂洗、渗透、包

埋等处理后，在超薄切片机 Leica切片(德国，型号

EM UC7)；用2% 醋酸铀饱和水溶液和枸橼酸铅双染

色 15 min，切片室温干燥过夜，用 FEI公司(美国)生
产电镜型号 Tecnal G220 TWIN透射电镜观察野生

型和突变体叶绿体形态。

1.2.4 玉米碳水化合物分配缺陷突变体 ygl3可溶性

糖和淀粉含量测定

采集 0.1 g成熟的叶片用液氮磨成粉末。添加

甲醇 1 400 μL，将样品转移到玻璃管中并超声处理

30 min。以 4 000 r/min离心 5 min后使上清液和沉

淀分离。取上清液并在氮气条件下进行干燥，利用

气相色谱-质谱法进行可溶性糖含量的测定(8890-
5977B，Agilent Inc.，USA)。对于淀粉提取，将330 μL
二甲基亚砜加入叶片粉末中，并在沸水浴5 min使淀

粉糊化。糊化淀粉(50 μL)用 100 mmol/L乙酸钠(pH
值 5.0) 950 μL稀释，然后加入 100 μL α-淀粉酶工

作溶液，置于沸水浴中 15 min，然后在 50℃水浴

3 min。加入淀粉葡糖酶溶液(20 μL)，并在50℃下孵

育 1 h。以最大速度离心 5 min后转移上清液，在室

温下转移到新的1.5 mL离心管中。使用葡萄糖(HK)
测定试剂盒(Sigma，USA)测量上清液中的葡萄糖含

量作为淀粉含量的替代物[43]。

1.2.5 突变体ygl3遗传分析与基因精细定位

(ygl3×Mo17)F2分离群体中分别取 30株突变型

(叶片黄化)、30株野生型(叶片绿色)植株叶片组织等

量混匀抽提RNA，构建突变型和野生型两个RNA混

池用于转录组测序。在初定位的基础上，通过

(ygl3× Mo17)F2群体分离的1 300个突变体单株进行

ygl3突变基因精细定位。转录组测序数据分析参照

李玉荣[18]的方法进行。用经典贝叶斯算法分析SNP
位点，确定与突变表型紧密相关的基因组区段[19]。

2 结果与分析

2.1 ygl3及其诱变背景亲本的表型分析

课题组前期工作中，以 PH6WC为受体材料进

行快中子诱变，筛选到1个叶片褪绿的突变体，命名

为 ygl3。该突变体5叶期以前叶片呈绿色，5叶期后

叶片自上而下褪绿黄化，较老的叶片从顶部向基部

失绿黄化，新叶起始时外观正常，但随着时间的推移

也逐渐开始褪绿(图1)，同一植株不同叶片的褪绿程

度也不相同，所有叶片中以穗位叶和穗上 1叶表型

最为明显，剑叶表型最轻。

注：A为苗期表型；B、C为拔节期表型；D为穗位叶；E为穗上1叶；F为剑叶与雄穗。

Note: A, Phenotype at the seedling stage; B-C, Phenotype at the jointing stage; D, Ear leaf; E, The above ear position; F, The uppermost leaf and tassel.
图1 ygl3突变体叶片表型

Fig.1 Leaf phenotypes of ygl3 mutant



2.2 ygl3的光合色素及MDA含量测定

为了进一步分析 ygl3的光合色素含量变化状

况，通过比较野生型植株和突变体 ygl3的褪绿部分

之间的叶绿素水平，在 5叶期分别对野生型和突变

体植株的第 4片叶进行叶绿素含量测定，测定结果

表明，突变体叶片的叶绿素 a、叶绿素 b及总叶绿素

含量都显著低于野生型(图3)。
为明确突变体ygl3叶色变化是否由植株提前衰

老所导致，分别测定了野生型和突变体叶片中MDA
含量，结果表明两者无显著差异，由此初步推测叶色

变化不是由植株提前衰老所引起，有待进一步验证。

2018年在甘肃省农业科学院张掖玉米育种试

验站对成株期的ygl3和PH6WC进行农艺性状调查，

结果表明，相较于野生型PH6WC，突变体 ygl3的株

高和穗位高显著降低(图2，P<0.001)、雄穗分枝数显

著增加(P<0.001)，果穗长度显著减小(P<0.001)，穗行

数无显著变化，粒重显著降低P<0.001)。

注：A为成株期植株；B为果穗；C为粒宽；D为粒长；E为株高；F为穗位高；G为雄穗分枝数；H为穗长；I为穗行数；J为百粒重。

Note, A, Mature plant; B, Ear; C, Grain width; D, Grain length; E, Plant height; F, Ear height; G, The tassel branch number; H, Ear length; I, Kenel row
number; J, Hundred-grain weight.

图2 ygl3突变体的农艺性状

Fig.2 Agronomic traits of ygl3 mutant

注：WT代表野生型PH6WC；mu代表突变体ygl3。

Note: WT represents the wild-type PH6WC, and mu represents the mutant ygl3.
图3 野生型和突变体叶绿素和MDA含量测定

Fig.3 Determination of chlorophyll and MDA content in wild-type and mutant plants

2.3 ygl3的光合特性与叶绿体结构电镜分析

在玉米开花授粉期，利用 LI-6800光合仪对突

变体及野生型植株进行光合参数测定分析，与野生

型相比，突变体净光合速率、气孔导度、蒸腾速率均

极显著低于野生型，净光合速率降低 87.29%，气孔

导度降低 80.95%，蒸腾速率降低 69.06%(图 4)。胞

间CO2浓度升高83.81%，极显著高于野生型，说明突

变体 ygl3叶绿素降解导致了光合速率的降低，光合

色素含量降低造成其净光合速率的下降，而光合参

数的改变导致胞间CO2的利用率降低。
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为了确定 ygl3突变体叶片褪绿的原因，利用透

射电镜对野生型和 ygl3的叶绿体结构进行观察，结

果表明，在 ygl3叶片中，叶肉叶绿体形态正常，与野

生型没有显著差异；而维管束鞘叶绿体中存在大量

淀粉，对叶绿体膜造成了破坏。作为C4植物，玉米

具有两种形态和物理上截然不同的叶绿体来进行

CO2的固定和同化。用于CO2同化的叶肉叶绿体具

有发达的基粒结构，而用于CO2固定的维管束鞘叶

绿体几乎没有基粒，但含有许多淀粉颗粒。ygl3的

叶肉叶绿体表现出发育良好的层状结构，具有堆叠

的基粒和类囊体膜，与野生型的没有显著差异；但它

的维管束鞘叶绿体积累了大量的淀粉，使其形态发

生了巨大的改变。野生型维管束鞘叶绿体中的淀粉

颗粒排列整齐，大小适中；而ygl3维管束鞘叶绿体中

的淀粉颗粒排列不规则且体积增大，导致了叶绿体

的膨胀和膜结构的破坏(图5)。

图4 野生型和突变体光合参数比较

Fig.4 Comparison of photosynthetic parameters in wild-type and mutant plants

图5 ygl3突变体的叶绿体结构

Fig.5 Chloroplast structure of ygl3 mutant



2.5 ygl3遗传分析和基因精细定位

将 ygl3和已知参考基因组的自交系Mo17进行

杂交，获得 F1，观察发现，F1的叶片颜色和野生型

Mo17一致，没有表现出 ygl3的黄化表型，表明该突

变为一个隐性突变；将 F1自交，获得 F2分离群体

(表 1)，通过卡方检验发现，F2分离群体中绿叶和黄

化表型符合3∶1分离比(χ2=1.32<χ20.05，1=3.84，P<0.05)，
表明该突变体是受单个核隐性基因控制的。

2.4 ygl3的碳水化合物含量分析

考虑到 ygl3的表型具有株高降低、叶片褪绿等

表型，类似于之前报道碳水化合物分配缺陷突变体，

本研究对其叶片内碳水化合物的含量进行了测定。

图 6结果表明，ygl3叶片中淀粉、葡萄糖、果糖的含

量都显著高于野生型(P<0.01，P<0.05，P<0.05)，而蔗

糖含量与野生型之间没有显著差异，暗示 ygl3是一

个碳水化合物分配缺陷突变体。

图6 ygl3突变体叶片中碳水化合物的含量

Fig.6 Carbohydrate content of ygl3 mutant in the leaves

表1 F2分离群体中的目标性状分离和卡方测验

Table 1 Segregation analysis and Chi-square test of F2 segregating plants

群 体

Population

(ygl3×Mo17)F2

观察值 Observed value
野生型

Wild type
341

突变体

Mutant
97

期望值 Expected value
野生型

Wild type
328.5

突变体

Mutant
109.5

卡方检验

χ2

1.32

突变基因定位所用的群体为(ygl3/Mo17) F2分离

群体。5叶期表型出现后，从F2群体中分别选择 97
株野生型单株和97株突变型单株，分别构建突变和

野生型两个混合样品池并抽提RNA，进行转录组测

序；测序的数据通过贝叶斯统计分析的方法，将突变

基因初步定位在玉米第 3染色体上 177～183 Mb之
间约6 Mb的区间内。

在初定位的基础上通过 1个含有 130个单株的

小群体对BSR-Seq的结果进行验证。在第3染色体

177～183 Mb区间内共开发了 12对KASP标记，经

筛选其中 8对在两亲本之间具有多态性，分别为

1633、1672、1741、1769、1804、1820、1884 和 1940。
用这些标记鉴定小群体的基因型，结合植株表型，进

一步将突变位点定位在第 3 染色体标记 1769 与

1820间约 5.1 Mb区间内，该区间位于初定位区间

内，证实了BSR-Seq初定位结果的可靠性。为进一

步缩小目的基因所在区间，在1769和1820之间开发

的 7对标记中筛选得到 1对多态性标记 1812。用

1769、1820加上新开发的 1812，分析来自 F2群体的

1 300株突变体的基因型，共筛选到 117个交换单

株，通过交换单株基因型分析，将目的基因定位在标

记1812和1820间约830 kb的物理区间内，该区间内

共含有25个基因(图7)。
3 讨 论

光合作用机制和叶绿体发育相关研究是生命科

学领域的热点问题，而叶色突变体是研究叶绿体形

成和发育相关基因功能的重要材料。开展玉米叶色

突变体的相关研究，对光合作用、光形态建成、基因

功能、蛋白质功能、代谢途径及抗性机制的阐述具有
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重要的理论意义。已有研究表明，叶色变异的类型

有很多，遗传规律也不尽相同。有细胞质遗传[21，22]、

核质基因互作 [23]，有显性核基因控制 [24]和不完全显

性核基因控制的遗传[25]，也有双隐性重叠基因互作

控制[26]和单隐性核基因控制相关报道。但大部分叶

色突变是受一对隐性核基因控制，如水稻 yl6(t)基因

是受1对核隐性基因控制的遗传，位于第6号染色体

短臂约 56 Kb 的区段内，控制叶色遗传目的基因

LOC-Os06g06880的第 1外显子上的碱基由G变成

了A，导致相应的氨基酸由甘氨酸变成了精氨酸[27]。

玉米黄绿叶突变体 ygl-1也是受 1对核隐性基因控

制 ，叶 色 黄 化 的 原 因 是 编 码 cpSRP43 蛋 白 的

GRMZM2G007441基因在 ygl-1的编码区发生单碱

基的缺失，导致叶绿体前体合成异常[28]。本实验中

ygl3突变体在5叶期以后叶片或叶缘才开始出现黄

化表型，叶色黄化性状受1对隐性核基因控制，与水

稻 [27]、玉米 [29]、棉花 [30]、拟南芥 [31]、番茄 [32]、甘蓝 [33]、黄

瓜[34]、茄子[35]、辣椒[36]等作物的叶色黄化突变的遗传

规律相一致。

玉米碳水化合物分配的相关研究较少且都与蔗

糖长距离运输相关。CARBOHYDRATE PARTITION⁃

ING DEFECTIVE1(CPD1)编码1个含有Pleckstrin ho⁃
mology(PH)结构域的蛋白。cpd1突变体的韧皮部存

在大量胼胝质的沉积，阻碍了蔗糖的运输，导致其出

现株高减低、叶片褪绿、产量降低等碳水化合物分配

缺陷的典型表型[37]。cpd33突变体具有叶片褪绿、淀

粉和可溶性糖(葡萄糖、蔗糖、果糖)大量积累的表

型。cpd33突变体中伴胞-筛分子界面上胞间连丝

数量显著减少，表明该基因可能通过影响伴胞-筛
分子界面上胞间连丝的形成来调节蔗糖转运速率。

CPD33编码1个MCTP蛋白，是拟南芥中QUIRKY的

同源基因 [38]。在BK2L3的两个等位突变体 cpd28和

cpd47中，纤维素合成受阻导致了筛分子细胞壁结构

改变，进而阻碍了碳水化合物的分配[39]。Bezrutczyk
利用CRISPR/Cas9创制的 zmsweet13a/b/c三突变体具

有典型的碳水化合物分配缺陷，即叶片褪绿、碳水化

合物积累增加[40]。Zmsut1突变体具有植株矮化、叶

片中碳水化合物和花青素过量积累和雌雄穗发育异

常的表型[41]；Zmsut2突变体发育较野生型植株更为

迟缓，雌雄穗减小，同时叶片中碳水化合物含量也有

所增加[42]。chl3突变体维管束鞘叶绿体中积累了过

量的淀粉，淀粉原位染色实验表明，淀粉的过量积累

是 chl3叶片褪绿的原因。图位克隆结果表明，chl3

表型是由玉米中淀粉磷酸化酶 2(ZmPHOH)的突变

导致的。RNA-seq结果表明，chl3叶片中与光合作

用和碳水化合物代谢相关的基因转录下调 [43]。

TDY1和TDY2两个基因的突变体中，碳水化合物在

叶片的某些部位过度积累导致叶片部分褪绿，形成

了类似“扎染”的图案。透射电镜观察结果表明，

tdy1和 tdy2突变体的伴胞中存在类似于油滴的结

构，暗示其中具有过量的碳储备。结合两个蛋白的

亚细胞定位及生物学功能，Baker等推测这两个基因

可能行相互作用以促进伴胞-筛分子之间的共质体

运输[44～49]。本研究所用突变体材料 ygl3与上述研究

材料类似，同样表现出叶片褪绿、株高降低、碳水化

合物积累增加的表型。有关基因克隆、基因功能和

碳水化合物分配机制等方面的研究有待深入和

补充。

光合色素含量减少会导致净光合速率降低，进

而降低光合作用。本实验中黄化突变体ygl3的叶绿

图7 突变位点定位结果

Fig.7 Mutation site localization results



素 a、叶绿素 b含量和净光合速率显著低于野生型，

与其他作物如大麦 [50]、小麦 [51]、油菜 [52-53]、菊花 [54]、番

茄[55]的研究结果一致。在玉米开花授粉期，突变体

ygl3的气孔导度、净光合速率和蒸腾速率极显著低

于野生型，胞间CO2浓度显著高于野生型。推测该

突变体光合速率降低的主要原因是叶绿素含量的大

幅度减少导致的。

叶色突变体由于生长势弱，在生长发育的某个

阶段就会死亡，大多数没有利用价值。茄子突变体

chl861-2叶色黄化明显，生长势弱，果实相对较小，

但黄化突变体 chl861-2与正常叶色品系 06-8、914
配置的杂交组合(chl861-2×06-8、chl861-2×914)，其
F1之间的生长势无明显差异。本实验中黄化突变体

ygl3与昌 7-2、MO17、B73、LY0986杂交，其F1之间的

生长势差异较大，其中组合 (LY0986×ygl3)优势明

显，产量与对照品种相当，表现出了较高的一般配合

力，具有一定的育种应用价值。

植物叶片在衰老过程中发生一系列生理生化变

化，如核酸和蛋白质含量下降、叶绿素降解、光合作

用降低及内源激素平衡失调等。在植物衰老生理和

抗性生理研究中，丙二醛(MDA)含量增加是植物衰

老的标志之一。为明确突变体ygl3叶色变化是否由

植株提前衰老所导致，分别测定了野生型和突变体

叶片中MDA含量，结果表明两者无显著差异，由此

初步推测叶色变化不是由植株提前衰老所引起，有

可能是其他生理变化所致。
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