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甘蓝型油菜叶色黄化突变体Bn.el1研究①
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摘要:对一个单倍体×二倍体来源的甘蓝型油菜叶色黄化突变体Bn.el1的光合色素质量浓度、农艺性状、叶色遗

传和无机营养元素对叶色的影响进行了鉴定.结果表明:该叶色黄化突变体从苗期到蕾苔期表现新叶黄化,为总叶

绿素缺乏型黄化突变体,其经济性状较野生型对照变差,叶色黄化性状受1对隐性核基因控制,叶色黄化性状的产

生很可能与铁元素的吸收、转运或利用效率降低有关.
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叶色黄化突变是植物常见的叶色变异现象,通常影响突变体的叶绿素质量浓度和光合效率,造成作物

减产,严重时甚至导致植株死亡.叶色突变体是研究光合作用机理、叶绿素生物合成、叶绿体结构功能和发

育机制及基因结构与功能的优良材料,叶色变异可作为标记性状用于作物良种繁育和杂种生产[1].因此,
发掘和利用叶色突变体,开展突变机理的研究具有重要的理论意义和应用价值.目前,已有对水稻[2-4]、玉

米[5]、小麦[6]等重要农作物叶色突变体的研究报道,在油菜中也有一些叶色突变体的相关研究报道.甘蓝

型油菜叶色黄化突变体Cr3529是通过快中子照射和硫酸二乙酯(DES)复合诱变而得,其幼苗期叶色淡

黄,到苗后期叶色基本恢复正常,为叶绿素缺乏型突变体,黄化性状受1对隐性核基因控制;与对照相比,
其农艺性状变差,但当基因杂合时,对杂种植株的产量和抗性无明显的负面影响,因此可作为标记性状用

于油菜杂种优势利用[7-9].目前有学者已从叶绿体超微结构、叶绿素合成前体及中间产物、光合系统蛋白组

分和相关基因的序列分析和表达分析等方面对Cr3529的叶色黄化机制进行了研究[9-13].董遵等[14]通过氮

离子处理得到1甘蓝型油菜失绿黄化而后复绿的突变体,只在苗期出现黄化,持续时间为7~10d.潘跃平

等[15]发现1自发突变产生的甘蓝型油菜芽黄突变体,其新叶为嫩黄色,老叶片逐步转绿;芽黄性状受1对

隐性核基因控制.肖华贵等[16]对甘蓝型油菜自发叶色黄化突变体NY的光合特性及叶绿素荧光参数进行了

分析.突变体NY出苗后子叶及每片真叶均表现出黄化现象;苗期叶片以前期最黄,中后期呈黄绿色,后期

复绿至浅绿色;突变体的苔茎叶、茎秆、花蕾、角果均出现不同程度的黄化现象.芥菜型油菜自发黄化突变

体L638-y为叶绿素缺乏型,其子叶、幼嫩叶片、茎秆、花蕾等器官容易发生黄化,黄化性状受2对隐性核

基因控制[17].吕明等[18]对L638-y叶绿素合成中间产物和关键酶进行了分析,发现L638-y叶片叶绿素缺乏

的主要原因是叶绿素合成代谢受阻,受阻位点在由CoprogenIII到ProtoIX的反应步骤.
尽管前人已有一些油菜叶色突变体的研究报道,但所涉及的突变体数量不多,也未见有基于营养元素分

① 收稿日期:2014 06 18
基金项目:国家现代农业产业技术体系资助项目(CARS 13);重庆市良种创新工程资助项目(CSTC2012ggB80008);贵州省国际科技合

作计划资助项目(黔科合外G字[2012]7027号).
作者简介:殷家明(1970 ),男,重庆长寿人,副教授,主要从事作物遗传育种研究.
通信作者:李 超,副研究员.



析油菜叶色突变体叶色黄化原因的报道.本试验通过小孢子培养,获得了1个单倍体×二倍体来源的甘蓝型油

菜叶色黄花突变体.本文报道该突变体的光合色素质量浓度、农艺性状表现、叶色遗传和无机营养元素对叶色

影响的鉴定结果,为该突变体的进一步研究和应用提供理论依据,为油菜叶色突变体研究提供参考.

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验材料包括湘油15DH-1、中双11DH-1和1个甘蓝型油菜叶色黄化突变体Bn.el1.
湘油15DH-1为常规甘蓝型油菜品种湘油15号的1个DH选系,中双11DH-1为常规甘蓝型油菜品种

中双11号的1个DH选系.叶色黄化突变体Bn.el1为单倍体×二倍体来源的DH系,即让小孢子培养得

到的湘油15DH-1的单倍体与湘油15DH-1杂交,取杂种花粉经小孢子培养得到突变体.该突变体的染色

体数目为38,与天然甘蓝型油菜一致,其减数分裂正常,性状表现稳定.
1.2 光合色素质量浓度测定和农艺性状考查

在油菜播种季节将湘油15DH-1和突变体Bn.el1播种育苗后移栽到试验地,设3次重复,每重复2
行,每行10株,田间管理按照油菜常规管理.在2012年,取移栽成活的苗期植株最上部新展开叶片用丙酮

浸提法[19]采用国产UV-751型分光光度计测定叶片叶绿素a、叶绿素b和类胡萝卜素的质量浓度,每重复

选取3株植株用于光合色素质量浓度测定.2012年和2013年,成熟期每重复取5株植株按油菜常规方法考

查株高、分枝高、一次有效分枝数、角果长度、全株角果数、千粒质量和单株粒质量等农艺性状.
1.3 遗传分析

将叶色黄化突变体Bn.el1与中双11DH-1正反杂交得到杂种F1,F1 套袋自交得到F2 种子.F2 种子

用75%酒精消毒后铺在垫有滤纸的培养皿中,在约20℃的培养室中萌发,将子叶完全展开的幼苗定植到

沙土中,待苗三叶期时观察叶色,统计绿苗数和黄化苗数,对分离比进行χ2 测验.
1.4 无机营养元素对叶色的影响

基本营养液为改良潘宁斯菲德营养液,其微量元素配方与MS培养液相同,大量元素和铁盐配方见表1.
表1 改良潘宁斯菲德营养液大量元素和铁盐配方 mg·L-1 

成     分 质量浓度

大量元素 MgSO4.7H2O 114
Ca(NO3)2·4H2O 523

KNO3 215
KH2PO4 120
NH4NO3 135

铁盐 FeSO4·7H2O 27.8
Na2EDTA 37.3

  除基本营养液外,试验还设计了7种营养液处理,即6×大量元素营养液、6×KH2PO4 营养液、6×
NH4NO3 营养液、6×MgSO4·7H2O营养液、6×Ca(NO3)2·4H2O营养液、6×KNO3 营养液和6×Fe
盐营养液.每种营养液除变动外,其余成分均与基本营养液相同.

将配制好的不同营养液分别倒入容积为2L的不透光塑料桶中,把黑色育苗盘和塑料袋裁剪成适当大

小放置于塑料桶上,再将三叶期湘油15DH-1和突变体Bn.el1幼苗放入孔中,使根系全部浸入营养液中,
每隔15d更换营养液.2个月后,取最上部展开新叶用丙酮浸提法[19]测定叶片叶绿素质量浓度.试验在冬

季玻璃温室内自然条件下进行,设3次重复.

2 结果与分析

2.1 突变体Bn.el1的叶色表现

与野生型对照(图1A右、B右)相比,突变体叶色表现明显不同.叶色黄化突变体Bn.el1播种出苗后,
子叶为浅绿色,新长出来的真叶为黄化状态(图1A,左).随着幼苗长大,新叶黄化,而新叶长大变成老叶

后,渐渐转为浅绿色(图1B,左).突变体这种新叶黄化的表现可一直持续到蕾苔期.
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图1 甘蓝型油菜叶色黄化突变体(A左、B左)与野生型(A右、B右)的叶色表现

2.2 光合色素质量浓度

从表2可以看出,对于叶绿素a、叶绿素b、总叶绿素和类胡萝卜素质量浓度,叶色黄化突变体Bn.el1
均显著低于野生型对照湘油15DH-1,分别为对照的55.48%,44.6%,53.42%和66.51%.其叶绿素a/叶绿

素b比值显著高于对照,说明叶色黄化突变体叶绿素b合成受阻更严重.其叶绿素/类胡萝卜素比值显著低

于对照,说明叶绿素较类胡萝卜素减少程度更大.叶片中光合色素质量浓度的比较结果表明,叶色黄化突

变体Bn.el1为总叶绿素缺乏型.
表2 叶色黄化突变体Bn.el1和湘油15DH-1的光合色素质量浓度 mg·g-1 

材料 叶绿素a 叶绿素b 总叶绿素 类胡萝卜素
叶绿素a/
叶绿素b

叶绿素/
类胡萝卜素

湘油15DH-1 8.11±0.21a 2.13±0.09a 10.22±0.32a 2.15±0.06a 3.83±0.08b 4.77±0.14a
Bn.el1 4.50±0.28b 0.95±0.07b 5.46±0.33b 1.43±0.06b 4.76±0.04a 3.81±0.13b

  注:同一列数据中字母不同者表示差异具有统计学意义(p<0.05).

2.3 农艺性状表现

从主要农艺性状考查结果(表3)可看出,角果长度在2年的表现相同,突变体和野生型对照之间差异

不具有统计学意义.一次分枝数在2年的表现不同,2012年突变体与野生型之间差异具有统计学意义,而

2013年突变体和野生型之间差异不具有统计学意义.株高、分枝高、全株角果数、千粒质量和单株粒质量5
个性状在2年的表现均相同,突变体都显著低于野生型对照.总之,与野生型对照湘油15DH-1相比,叶色

黄化突变体Bn.el1植株变矮,经济性状变差.
表3 2012年和2013年叶色黄化突变体Bn.el1和湘油15DH-1的农艺性状表现 mg·g-1 

性状

2012年

湘油15DH-1 Bn.el1
2013年

湘油15DH-1 Bn.el1

株高/cm 217.93±1.59a 136.08±10.24b 212.28±4.05a 173.17±3.81b
分枝高/cm 89.35±5.84a 72.48±7.07b 87.89±5.54a 65.08±3.41b
一次分枝数 11.20±0.57a 6.00±1.37b 9.67±0.55a 10.83±0.75a
角果长度/cm 5.93±0.09a 5.57±0.32a 6.14±0.10a 6.59±0.39a
全株角果数 737.20±89.69a 160.50±85.14b 549.78±73.79a 257.00±30.03b
千粒质量/g 2.79±0.14a 2.05±0.14b 3.42±0.02a 2.47±0.02b

单株粒质量/g 31.59±3.55a 4.92±0.33b 32.11±4.42a 9.26±0.95b

  注:同一年同一行数据中字母不同者表示差异具有统计学意义.

2.4 突变体Bn.el1叶色黄化性状的遗传分析

将叶色黄化突变体Bn.el1与中双11DH-1交互杂交,杂种F1 植株叶色均与中双11DH-1相同,为

绿叶,说明叶色黄化性状为隐性性状.对F2 群体中绿苗和黄化苗的分离比按3∶1和13∶3的预期分离

比进行χ2 测验,结果表明(表4),正交和反交的实际分离比与3∶1预期比例差异均不具有统计学意义.
按照13∶3的预期分离比,只有以突变体Bn.el1为母本的杂交组合的实际分离比与该预期分离比差异
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不具有统计学意义,说明在突变体的细胞质背景条件下,叶色很可能受2对具有抑制作用的核基因控

制,黄化性状为显性,而这与前述黄化性状为隐性性状的结论相矛盾.因此,推测突变体Bn.el1的叶色

黄化性状受1对隐性核基因控制.
表4 中双11DH-1与Bn.el1杂种F2 绿苗与黄化苗分离比的χ2 测验

杂交组合 绿苗数 黄化苗数 预期分离比 χ2 p 值

Bn.el1×中双11DH-1 303 79 3∶1 3.57 0.05~0.10
13∶3 0.81 0.30~0.50

中双11DH-1×Bn.el1 301 112 3∶1 0.88 0.30~0.50
13∶3 18.44 <0.01

  注:χ2 数据为矫正值.

2.5 无机营养元素对叶色的影响

营养液处理2个月后肉眼观察,突变体Bn.el1生长慢于野生型对照,其叶色在不同营养液处理间表

现出一定差异,6×Fe盐、6×大量元素和6×NH4NO3 营养液处理的叶色较深,其中以6×Fe盐营养液处

理的叶色最深(图2,A~H).而野生型对照湘油15DH-1在不同营养液处理下肉眼观察叶色表现差异不明

显(图2,I~P).

A~H以及I~P分别为6×Fe盐、基本营养液、6×大量元素、6×MgSO4·7H2O、6×Ca(NO3)2·4H2O、6×KNO3、6×KH2PO4 和

6×NH4NO3 营养液处理.

图2 不同营养液处理下突变体Bn.el1(A~H)和湘油15DH-1(I~P)的叶色表现

在基本营养液处理下,叶色黄化突变体Bn.el1叶色仍表现出黄化状态(图2B),野生型对照湘油

15DH-1叶色为绿色(图2J),而且基本营养液中各组分的质量浓度最低,因此将其他营养液处理的叶

绿素质量浓度与基本营养液处理的叶绿素质量浓度进行比较分析.
对于湘油15DH-1,与基本营养液处理相比,6×MgSO4·7H2O和6×KNO3 营养液处理的叶绿素质

量浓度显著降低,这可能是 MgSO4 和KNO3 浓度过高引起了不利效应;6×Fe盐、6×KH2PO4 和6×Ca
(NO3)2·4H2O营养液处理的叶绿素质量浓度差异不具有统计学意义;6×大量元素和6×NH4NO3 营养

液处理的叶绿素质量浓度显著增加(表5).
表5 不同营养液处理下叶色黄化突变体Bn.el1和湘油15DH-1的叶绿素质量浓度 mg·g-1 

营养液 突变体Bn.el1 湘油15DH-1 营养液 突变体Bn.el1 湘油15DH-1

6×Fe盐 1.30±0.03a 1.55±0.17bcd 6×Ca(NO3)2·4H2O 0.33±0.14c 1.92±0.24ab
6×大量元素 1.10±0.27ab 2.29±0.12a 6×MgSO4·7H2O 0.47±0.31c 1.26±0.12d
6×NH4NO3 1.00±0.21ab 2.37±0.49a 6×KNO3 0.53±0.37c 1.29±0.17cd
6×KH2PO4 0.72±0.14bc 1.75±0.24bc 基本营养液 0.51±0.19c 1.81±0.29b

  注:同一列数据中有相同字母者表示差异不具有统计学意义.
对于突变体Bn.el1,与基本营养液处理相比,6×MgSO4·7H2O,6×Ca(NO3)2·4H2O,6×KNO3

和6×KH2PO4 营养液处理的叶绿素质量浓度差异不具有统计学意义(表5),这与肉眼观察到的叶色表现

一致,叶色黄化程度仍较高(图2D、E、F和G).6×Fe盐、6×大量元素和6×NH4NO3 营养液处理与基本
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营养液处理相比,叶绿素质量浓度增加,并且差异具有统计学意义(表5),这与肉眼观察到这3种处理下叶

色变深的表现一致(图2A、C和H).其中,6×Fe盐营养液处理的叶绿素质量浓度最高,叶色表现最深(图
2A).在所有8种处理中,突变体的叶绿素平均质量浓度均低于相应处理的湘油15DH-1的叶绿素平均质量

浓度(表5),除6×Fe盐营养液处理外,差异具有统计学意义;而6×Fe盐营养液处理的突变体其叶绿素

平均质量浓度虽低于6×Fe盐营养液处理的湘油15DH-1的叶绿素平均质量浓度,但差异不具有统计学意

义.因此,突变体Bn.el1表现叶色黄化很可能与铁元素的吸收、转运或利用效率降低有关.而6×大量元素

和6×NH4NO3 营养液处理的突变体其叶绿素质量浓度增加、叶色也有所变深,这可能与营养液中NH4+

浓度的增加促进了铁元素的吸收有关[20].

3 讨 论

甘蓝型油菜叶色黄化突变体Bn.el1是对甘蓝型油菜单倍体(n=AC=19)×二倍体(2n=AACC=38)杂种

进行小孢子培养获得的DH系.该突变体叶色黄化性状的产生可能源于培养过程中的自发基因突变,也可能源

于单倍体形成配子过程中A和C染色体组间同源异源交换重组引起的基因结构变异[21].本研究表明,该突变

体叶色黄化性状符合1对隐性核基因控制的遗传方式,这与已报道的甘蓝型油菜叶色突变体叶色黄化性状的

遗传行为相同[7-8,15].本文报道的甘蓝型油菜叶色黄化突变体Bn.el1从幼苗即表现真叶黄化、从苗期到蕾苔

期新叶黄化而成熟叶变为浅绿色,这种性状表现特点与潘跃平等[15]报道的芽黄突变体类似.
甘蓝型油菜叶色突变体的黄化性状表现早,在幼苗期即可表现并易于识别.因此,叶色黄化可作为标

记性状用于细胞核雄性不育两用系和细胞质雄性不育系/保持系的培育和生产杂交种,便于保证不育系的

纯度、简单快速鉴定杂种率和杂交品种推广中及时去除非杂种[8].本文报道的油菜叶色黄化突变体Bn.el1
叶色黄化性状表现早,持续时间较长,遗传方式简单,受1对隐性核基因控制,因此是油菜杂种优势利用

中理想的标记性状供体材料.然而,该突变体本身经济性状差,单株籽粒产量较低,在利用上必须进行改

良,提升其经济性状.目前正在开展这方面的工作并取得一定进展.
前人多从光合色素质量浓度测定、叶绿体超微结构观察、光合特性及叶绿素荧光参数分析、叶绿素合

成前体和中间产物分析、光合系统蛋白组分分析、光合系统相关基因的序列和表达分析等方面对油菜叶色

突变体叶色黄化机理进行研究[9-14,16-18].目前,还未见有基于营养元素分析油菜叶色突变体叶色黄化原因

的报道.有研究表明,铁与叶绿素之间存在着密切关系,为叶绿素合成必需品.比如,在粪卟啉原合成酶的

催化反应中需要铁,在 Mg 原卟啉IX单甲酯转变成原叶绿酸酯的过程中需要铁的参与[22].本试验采用无

土营养液培养的方法,探索甘蓝型油菜叶色黄化突变体Bn.el1叶色黄化与营养元素的关系,结果表明突

变体叶色黄化很可能与铁元素的吸收、转运或利用效率降低有关.关于铁在叶色黄化性状产生的具体作用

和机理需要进一步深入研究.
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PreliminaryResearchontheEtiolationLeaf-color
MutantBn.el1inBrassicaNapus
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Abstract:Characterizationtestofanetiolationleaf-colormutantBn.el1derivedfromthewayofhaploid×
diploidinBrassicanapusweredoneincontentofthephotosyntheticpigments,agronomicperformance,
leaf-colorheredityandaffectionoftheinorganicnutritionelementonleafcolor.Theetiolationleaf-color
mutantshowedetiolationcharacteristicinnewlydevelopedleavesfromseedlingstagetoboltingstage.It
belongedtoatotal-chlorophylldeficiencymutant.Comparedwiththewildtype,theeconomictraitsofthe
mutantbecameinferior.Theetiolationcharacterofthemutantwascontrolledbyapairofrecessivenuclear
genes.Theformationoftheetiolationleaf-colorwasmostprobablyattributedtothedepressedefficiencyof
theabsorption,transportationorutilizationoftheironelement.
Keywords:oilseedrape(Brassicanapus);etiolationleaf-colormutant;chlorophyll;iron

责任编辑 夏 娟    

6 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第38卷



7第5期         殷家明,等:甘蓝型油菜叶色黄化突变体Bn.el1研究


