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摘要  叶片是水稻主要的光合器官, 适度卷曲有利于保持植株叶片直立而不披垂, 增加中、下层

叶片透光率, 从而改善群体光照条件, 是理想株型的重要组成, 对水稻高产育种具有重要意义. 

利用甲基黄酸乙酯(EMS)诱变籼稻恢复系缙恢10号获得了一个遗传稳定的水稻生育后期卷叶突

变体lrl1. lrl1的叶片在前期生长正常, 从13叶龄开始, 上三叶沿中脉向内卷曲, 且随着生育期推

进, 卷曲度增加, 在成熟期剑叶、倒二叶和倒三叶的卷曲度分别为73.66%, 66.91%和45.81%. 与

野生型缙恢10号相比, 除lrl1的千粒重(21.43 g)显著降低外, 其他重要农艺性状均没有显著差异. 

lrl1的叶片小维管束间的泡状细胞数量减少、形状怪异、排列极不规则, 导致小维管束之间的夹

角变小, 从而引起了其叶片的卷曲. lrl1的上三叶光合色素含量均显著高于野生型. 但其功能叶

净光合速率等均与野生型没有显著差异. 经遗传分析和分子定位, 该叶片卷曲受一对隐性核基

因控制, 位于第9染色体分子标记SWU-1和Ind6之间812 kb的区域. 通过基因预测, 在该区域共

有129个候选基因, 对其中3个可能与卷叶相关的基因测序, 均未发现它们在lrl1与野生型间存在

差异. 以泡状细胞变化相关的6个卷叶基因在突变体lrl1中的real-time PCR分析表明, 卷叶基因

ROC5和RL14的表达明显上调, 而ACL1, SRL1以及NAL7被下调, 暗示了这些基因可能在同一通

路上调控叶片的发育. 该基因是一个新发现的基因, 而且遗传行为简单, 其相应突变体含有许

多育种有利的性状, 因而研究结果为该基因的克隆和功能研究及高产育种奠定了良好基础. 
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稻米是世界1/2以上人口的主食. 水稻(Oryza sa-

tiva L.)株型是影响稻米产量形成的重要因素. 20世纪

90年代前后 , 育种家提出叶片内卷直立是超级稻理

想株型的特征之一 [1,2]. 三系法杂交稻组合 “协优

9308”以及两系法杂交稻组合 “两优培九 ”和 “两优

E32”就是在此理论的指导下培育出的优良品种 , 其

上三叶叶片均表现为“长、直、窄凹”的特点[3]. 研究

表明, 适度卷曲有利于植株叶片保持直立不披垂, 增

加中、下层叶片透光率, 从而改善群体光照条件, 为

提高产量奠定了良好株型基础 [4,5]. 但全生育期过度

卷曲的卷叶资源, 往往伴随着植株矮小、结实率下降

等不利性状的变异, 应用起来难度较大. 叶片后期中

度卷曲是较理想的资源类型 , 在水稻株型改良中具

有重大的利用价值.  

近年来 , 通过理化诱变及T-DNA插入突变等手

段, 已获得了丰富的卷叶资源. 借助这些材料, 水稻

卷叶的分子遗传取得了较大进展. 目前, 定位在分子

图谱上的基因有25个. 分别为位于第1染色体的单侧
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卷叶基因(unilateral rolled leaf 1(t), URL1(t))[6], 第2

染色体的卷叶基因(rolled leaf(t), RL(t))[7], 近轴化卷

叶基因(adaxialized leaf 1, ADL1)[8], 剑叶卷曲基因

(curly flag leaf 1, CFL1)[9], 水稻最外层细胞特异化基

因(rice outermost cell-specific gene 5, ROC5)[10], 第3

染色体的窄卷叶基因 (narrow and rolled leaf 2(t), 
NRL2(t))[11], 窄叶基因(narrow leaf 7, NAL7)/枯萎基

因(constitutively wilted 1, COW1)[12,13], 引起水稻叶片

向 上 卷 曲 的 Argonaute 家 族 基 因 (argonaute 7, 

OsAGO7)[14], 第 4 染 色 体 的 近 轴 叶 片 卷 曲 基 因

(abaxially curled leaf 1, ACL1)[15], 第5染色体的卷叶

基因(rolled leaf 7, RL7)[16], 卷叶基因(rolled leaf 8, 

RL8)[17], 第 6 染色体的半矮秆基因 (semi-drawf-sl, 

SD-SL)[18], 卷叶基因(rolled leaf 13, RL13)[19], 第7染

色体的卷叶好条纹叶基因 (rolled fine striped leaf, 

RFS)[20], 卷叶基因(rolled leaf 11(t), RL11(t))[21], 半卷

叶基因(semi-rolled leaf 1, SRL1)[22], 类葱状卷叶基因

(shallot-like leaf 2,SLL2)[23], 第9染色体的卷叶基因

(rolled leaf 9(t), RL9(t))/类葱状卷叶基因(shallot-like 
leaf 1, SLL1)[24,25], 动态卷叶基因 (rolled leaf 10(t), 

RL10(t))[26], 第10染色体的卷叶基因(rolled leaf 12(t), 

RL12(t))[27], 中度卷叶基因(rolled Leaf 14, RL14)[28], 

卷叶基因(rolled leaf 15, RL15)[29], 第11染色体上的窄

卷叶基因(narrow and rolled leaf(t), NRL(t))[30]和第12

染色体上的窄叶基因(narrow leaf 3(t), NAL3(t))[31], 

窄卷叶基因(narrow and rolled leaf 1, NRL1)/水稻类

纤维素合成酶D4基因(rice cellulose synthase-like D4, 

OsCSLD4)[32,33]. 在这些基因中 , 已经克隆了11个 . 

通过对这些基因的克隆 , 初步揭示了水稻卷叶性状

的一些形成机制, 主要包括三大类: (ⅰ) 近轴/远轴

面的极性发育异常引起卷叶 . 涉及该机制的卷叶基

因如Rl9(t)/SLL1[24,25], OsAGO7[14]和ADL1[8]; (ⅱ) 叶

片角质层的发育异常引起卷叶 , 如CFL1[9]; (ⅲ) 泡

状细胞的发育异常引起叶片卷曲 , 涉及该机制的基

因如SRL1[22], ROC5[10], RL14[28], SLL2[23], ACL1[15], 

NRL1/OsCSLD4[32,33] 和 NAL7/COW1[12,13]. 鉴定更多

新的卷叶基因, 便于构建卷叶基因间的互作网络, 有

利于使生物学家和遗传学家更深刻地认识生物表型

多态性的遗传本质.  

利用甲基磺酸乙酯 (ethyl methane sulphonate, 

EMS)诱变籼稻恢复系缙恢10号获得了一个遗传稳定

的水稻生育后期卷叶突变体lrl1, 本研究从形态学、

细胞学和生理学等全面鉴定lrl1突变体, 并进行遗传

分析和基因定位、候选基因预测和测序及real-time 

PCR分析 . 研究结果不仅有利于揭示水稻卷叶形成

的分子机制, 而且为高产育种提供重要资源.  

1  材料与方法 

(ⅰ) 试验材料与种植.  以EMS化学诱变缙恢10

号获得1个水稻生育后期卷叶突变体 lrl1, 经过连续

多代培育, 已经稳定遗传. 遗传分析和基因定位所用

的另一亲本为全生育期叶片平展的不育系西农1A. 

缙恢10号和西农1A均为西南大学水稻研究所选育的

优良恢复系和不育系.  

2012年在重庆配制西农1A×lrl1的杂交组合 , 同

年秋季在海南种植F1, 收获F2种子. 2013年在西南大

学试验地种植全部F2群体及lrl1和野生型缙恢10号各

30株, 并在抽穗期调查F2群体中各单株的叶片表型, 

计算分离比, 分析卷叶基因的遗传行为, 并选取卷叶

单株作为基因定位群体.  

(ⅱ) 叶片卷曲度和光合参数测定.  在孕穗期和

成熟期, 分别测定10株野生型的上三叶叶宽, 以及10

株lrl1的倒一叶(剑叶), 倒二叶和倒三叶的叶片最宽

处卷曲后的叶缘间距(Ln), 展开后叶缘间距(Lw), 利

用公式(LwLn)/Lw×100%计算卷曲度.  

在抽穗期利用Li-6400便携式光合仪(LI-COR, 美

国)测定10株lrl1和野生型的剑叶、倒二叶和倒三叶的

净光合速率(Pn)、气孔导度(Gs)、CO2胞间浓度(Ci)和

蒸腾速率(Tr).  

(ⅲ) 光合色素含量测定.  在抽穗期分别选lrl1

和野生型缙恢10号各10株, 测定剑叶、倒二叶和倒三

叶的光合色素含量, 用乙醇-丙酮法[34]提取.  

(ⅵ) 石蜡切片制作和叶片细胞学分析.  在抽穗

期取lrl1和缙恢10号的叶片相同部位, 参照李云峰[35]

描述的方法固定于福尔马林:乙酸:70%乙醇为2:1:7的

溶液中, 乙醇脱水, 石蜡包埋, 切成10~15 µm厚度的

薄片, 番红固绿对染, 然后用Nikon E600光学显微镜

(日本)观察并照相, 分析叶片细胞结构.  

(ⅴ) 农艺性状考查.  成熟期收取lrl1和野生型

各10株考查株高、有效穗数、穗长、每穗总粒数、实

粒数、结实率、千粒重等农艺性状, 然后用Excel进行

统计分析.  

(ⅵ ) 基因定位 .  采用集群分离分析 (bulked- 

segregation analysis, BSA)法, 根据F2表型, 分别选取
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10株正常株和10株卷叶突变株 , 剪取等量叶片分别

构建正常基因池和突变基因池, 用西农1A和缙恢10

号间有多态性的分子标记分析可能的连锁标记 . 然

后用F2中10株正常株和10株突变株验证, 最后用F2隐

性单株进行基因定位.  

基因池叶片和亲本叶片DNA参照十六烷基三甲

基 溴 化 铵 (hexadecyltrimethy ammonium bromide, 

CTAB)法 [36]提取. 基因定位群体的DNA采用简易碱

煮法[37]提取.  

简单序列重复标记(single sequence repeat, SSR)

引物序列和插入缺失标记(insertion-deletion, InDel)

引物序列, 全部都由上海生工生物技术有限公司(上

海)合成. PCR反应总体系为25 µL, 包括DNA模板2 

µL, 引物2 µL, 10×PCR buffer 2.5 µL, 10 mmol L1 

dNTPs 0.5 µL, 5 U μL1 Taq DNA聚合酶0.25 µL, 

ddH2O 17.75 µL. PCR程序为94℃预变性5 min, 94℃

变性30 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸45 s, 35个循环, 

72℃延伸10 min. PCR产物在19:1的非变性聚丙烯酰

胺凝胶上电泳 , 快速银染法染色 [38]. 将具有西农1A

带型的单株记作A, 具有lrl1带型的单株记作B, 具有

双亲带型的单株记为H, 用Mapmaker/EXP3.0软件进

行连锁分析, 并用Kosambi函数将重组率转化为遗传

距离(cM).  

(ⅶ) 候选基因预测和测序.  在水稻自动释义数

据 库 (rice automatic interpretation database, RAD) 

(http://ricegaas.dna.affrc.go.jp/rgadb/)和水稻释义计划

数据库(rice annotation project database, RAP-DB)中

(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/)查询精细定位区间内所

有基因信息 . 与 Gramene (http://www.gramene.org/ 

rice_mutant/)中查询的基因信息进行比对, 结合基因

预测功能, 筛选候选基因.  

根据候选基因的DNA序列设计引物 , 测序区域

包括基因的外显子和内含子 . 以缙恢10号和 lrl1的

DNA作为模板, 用引物分段扩增目的基因, PCR产物

经琼脂糖凝胶电泳分离后 , 切胶回收并连接到

pMD®19-T载体 , 连接产物转化大肠杆菌感受态

DH5, 筛选鉴定的阳性克隆子送上海英潍捷基贸易

有限公司(上海)测序, 然后分析测序结果.  

(ⅷ) 实时定量PCR(real-time PCR)分析 .  分析

了 6个引起泡状细胞变化的相关卷叶基因 ACL1, 

ROC5, RL14, SRL1, NRL1, NAL7在突变体lrl1和野生

型叶片中的表达差异. 引物设计见表1. 在孕穗期取

lrl1和野生型缙恢10号的叶片, 参照试剂盒说明书用

TRIzol 提取总 RNA, 按 Superscript Preamplification 

System (Gibco/BRL, 美国)试剂盒说明书要求的标准

条件合成cDNA第一链. 以Actin为内参, 50 µL PCR

体系, 设置3次重复, 采用TaKaRa SYBR Green荧光

染料 (大连 ), 反应在Bio-Rad CYF96型定量PCR仪

(TaKaRa, 日本)上进行, 用Mx3000P软件采集数据和

分析[28].  

2  结果与分析 

2.1  lrl1的形态和重要农艺性状分析 

野生型缙恢10号叶片全生育期完全平展. lrl1的

叶片在前期生长正常, 从13叶龄开始, 上三叶沿中脉

向内卷曲; 随着生育进程的推进, 其卷曲度增加, 抽

穗期后卷曲度基本稳定(图1(a)~(h)). 孕穗期最上叶、

倒二叶和倒三叶卷曲度分别为60.83%, 58.63%和

20.70%(图1(i)), 成熟期剑叶、倒二叶和倒三叶的卷曲

度分别为73.66%, 66.91%和45.81%(图1(j)). lrl1在孕

穗期最上叶和成熟期剑叶均比野生型显著变窄 , 分

别减少0.20和0.17 cm. 而倒二叶和倒三叶的叶宽没

有显著差异(表2).  

在成熟期, lrl1与野生型缙恢10号的株高、穗长、

有效穗数、每穗总粒数、每穗实粒数、结实率均没有

显著差异, 仅千粒重显著减少3.10 g(表3). 可见, lrl1

的千粒重虽然较野生型缙恢10号显著下降 , 但仍达 

表 1  Real-time PCR 相关引物 
Table 1  Sequences of the primers used in real-time PCR 

名称 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′) 
ACL1 CTCCCCTTTCATCGTCTCC CGTTGTTGTTGCCGTTGTC 
ROC5 CGCAAGAGGAAGAAGCGATAC GCTCCAGTTGCGTCTTCATC 
RL14 CTCTTTCAGGCATTCCATTGATG CAACACCTTGTCAGCTTTCAAGC 
NRL1 TCAGTAGTGTAGTGGTGTCG GCACTCCTTCATGTGAGCTTCA 
SRL1 TGCATCTTTTGACCCAGCTAC ACAACAAGGGTGCCCAGATAA 
NAL7 TCAAGAACATCACCGGCCAA CGATTTGATCAAGGACCATGCT 
OsACT AGGAAGGCTGGAAGAGGACC CGGGAAATTGTGAGGGACAT 
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图 1  (网络版彩色)野生型(WT)和卷叶突变体(lrl1)的表型特征. (a) 孕穗期野生型(WT)植株; (b) 孕穗期 lrl1 植株; (c) 孕穗期野生型(WT)的最

上叶; (d) 孕穗期 lrl1 的最上叶; (e) 成熟期野生型(WT)植株; (f) 成熟期 lrl1 的植株; (g) 成熟期野生型(WT)的剑叶; (h) 成熟期 lrl1 剑叶; (i) 孕

穗期 lrl1 上三叶卷曲度; (j) 成熟期 lrl1 上三叶卷曲度 
Figure 1  (Color online) The phenotype of wild type (WT) and the lrl1 mutant. (a) The plant of wild type (WT) at botting stage; (b) the plant of lrl1 at 
botting stage; (c) the uppermost leaf of the wild type (WT) at botting stage; (d) the uppermost leaf of lrl1 at botting stage; (e) the plant of the wild type (WT) at 
maturation stage; (f) the plant of lrl1 at maturation stage; (g) the flag leaf of the wild type (WT) at maturation stage; (h) the flag leaf of lrl1 at maturation stage; (i) 
the rolling index of the upper three leaves of wild type (WT) at botting stage; (j) the rolling index of the upper three leaves of lrl1 at maturation stage 

表 2  孕穗期和成熟期野生型(WT)和 lrl1 的叶宽 a) 

Table 2  Leaf width of wild type (WT) and the lrl1 mutant at botting and maturation stagesa) 
 
材料 

孕穗期 成熟期 

最上叶 (cm) 倒二叶 (cm) 倒三叶 (cm) 剑叶 (cm) 倒二叶 (cm) 倒三叶 (cm) 

lrl1 1.52±0.83* 1.42±0.83 1.38±0.08 1.78±0.16* 1.67±0.90 1.53±0.08 
WT 1.72±0.10 1.50±0.07 1.46±0.09 1.97±0.12 1.76±0.11 1.67±0.11 

a) *: lrl1 和野生型的某性状在 0.05 水平下差异显著 

表 3  野生型(WT)与 lrl1 的农艺性状 a) 

Table 3  Agronomic traits of wild type (WT) and lrl1 mutant at maturation stagea) 

材料 株高 (cm) 有效穗数 穗长 (cm) 每穗总粒数 每穗实粒数 结实率 (%) 千粒重 (g) 

lrl1 108.26±4.56 10.80±2.97 28.38±1.10 180.92±10.97 134.59±5.83 74.47±1.68 21.43±0.72** 
WT 112.0±4.28 11.80±3.26 28.55±0.42 197.57±21.81 156.58±18.25 79.27±3.89 24.53±0.73 

a) **: 在 0.01 水平下差异显著; 无“*”表示材料间某性状无差异 

21.43 g, 而且其他性状基本没有不利的变异, 因而在

育种中具有重要的应用价值.  

2.2  lrl1的叶片细胞学分析 

为了从细胞学揭示lrl1叶片发生卷曲的原因, 在

抽穗期取野生型和lrl1叶片的相同部位, 将其制作成

石蜡切片. 在显微镜下观察野生型和lrl1的叶片细胞. 

结果发现 , 野生型叶片小维管束间的泡状细胞数量

多、形状规则、排列整齐有序(图2(a)和(b)). 而lrl1的

叶片泡状细胞数量减少 , 形状怪异 , 排列极不规则 , 

使得小维管束之间的夹角变小(图2(c)和(d)), 这些泡

状细胞的变化可能引起了lrl1叶片的卷曲.  
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图 2  (网络版彩色)野生型(WT)和突变体(lrl1)抽穗期叶片细胞学分

析. (a) 野生型叶片中脉横切面; (b) 图(a)中黑框部分放大图; (c) lrl1

叶片横切面; (d) 图(c)中黑框部分放大图. 箭头所示泡状细胞 
Figure 2  (Color online) Cytology analysis of wild type (WT) and the 
lrl1 mutant at heading stage. (a) Cross-sections of leaf middle vein in wide 
type; (b) enlarged part of black box in (a); (c) cross-sections of leaf in lrl1; (d) 
enlarged part of black box in (c). Arrowhead point to bulliform cell 

2.3  lrl1的叶片的光合特性 

在抽穗期分别对野生型缙恢10号和lrl1的剑叶、

倒二叶和倒三叶进行光合色素含量分析. 结果表明, 

lrl1功能叶的叶绿素a、叶绿素b、总叶绿素含量以及

类胡萝素含量均极显著高于野生型(图3(a)~(d)), 暗

示了lrl1具有接受更多光能的高光效基础.  

同时, 对野生型和lrl1的光合参数进行测定, 发

现 lrl1的叶片净光合速率 (Pn)虽低于野生型约0.59 

µmol CO2 m
2 s1, 但没有显著差异. lrl1的气孔导度、

胞间CO2浓度、蒸腾速率均分别高于野生型0.03 mol 

H2O m2 s1, 6.50 µmol CO2 mol1和1.09 mol H2O m2 

s1, 但也都未达0.05显著水平. 可能lrl1叶片光合色

素的显著增加 , 一定程度上弥补了因叶片卷曲导致

个体光合面积减少而造成的损失 , 最终其叶片净光

合速率和其他生理没有显著影响(图3(e)~(h)). 同时,  

 

 

图3  (网络版彩色)抽穗期 lrl1和野生型(WT)光合色素含量及光合参数分析. (a) 野生型(WT)和 lrl1上三叶叶绿素 a含量; (b) 野生型(WT)和 lrl1

上三叶叶绿素 b 含量; (c) 野生型(WT)和 lrl1 上三叶叶绿素含量; (d) 野生型(WT)和 lrl1 上三叶类胡萝卜素含量; (e) 野生型(WT)和 lrl1 叶片净

光合速率; (f) 野生型(WT)和 lrl1 叶片气孔导度; (g) 野生型(WT)和 lrl1 叶片胞间 CO2 浓度; (h) 野生型(WT)和 lrl1 叶片蒸腾速率. **: 在 0.01

水平差异显著 
Figure 3  (Color online) Photosynthetic pigment contents and photosynthetic characters of wild type (WT) and the lrl1 mutant at heading stage. (a) 
Chlorophyll a contents of lrl1 and wild type in the upper three leaves; (b) chlorophyll b contents of lrl1 and wild type in the upper three leaves; (c) total chloro-
phyll contents of lrl1 and wild type in the upper three leaves; (d) carotenoids contents of lrl1 and wild type in the upper three leaves; (e) net photosynthetic rate of 
lrl1 and wild type leaves; (f) stomatal conductance of lrl1 and wild type leaves; (g) intercellular CO2 concentration of lrl1 and wild type leaves; (h) transpiration 
rate of lrl1 and wild type leaves. **: 0.01 significant level
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这也可能是lrl1的株高、有效穗数、粒数和结实率等

多数重要农艺性状没有显著减小的生理原因.  

2.4  lrl1的遗传分析 

利用平展叶的西农1A为母本与卷叶突变体 lrl1

杂交, F1代植株叶片均表现正常. 暗示了该卷叶突变

性状可能受隐性基因控制. F2群体叶片呈现分离, 表

现出双亲的性状, 其中卷叶单株960株, 平展叶单株

3005株, 经2测验, 平展叶:卷叶完全符合3:1的分离

比 (2=1.30<3.84(2(0.05,1))), 进一步表明该卷叶突

变受一对隐性单基因控制.  

2.5  基因的分子定位 

利用98对西农1A和缙恢10号间表现多态性的分

子标记对卷叶和正常基因池进行基因连锁分析 , 发

现第9染色体上的标记RM201在两基因池间存在差

异 . 另取F2中10株卷叶单株和10株正常单株进行连

锁验证 , 表明RM201与lrl1连锁 . 然后利用F2群体的

960个突变单株将lrl1初步定位于Ind1和RM201之间, 

遗传距离分别为2.4和4.0 cM(图4).  

为了进一步精细定位 , 在Ind1和RM201之间进一步

设计了100个标记 , 其中仅有6个有多态性(表4). 然

后利用有多态性的6个标记对F2隐性突变单株进行连

锁分析, 最终将LRL1基因定位在SWU-1和Ind6之间, 

遗传距离分别为1.2和2.0 cM, 根据籼稻品种9311参

考序列, 其物理距离为812 kb(图4).  

2.6  候选基因预测和测序 

在水稻自动释义数据库 (RAD)(http://ricegaas. 

dna.affrc.go.jp/rgadb/)和水稻释义计划数据库 (RAP- 

DB)(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/)中查询该区间内所有

基因信息 . 与 Gramene(http://www.gramene.org/rice_ 

mutant/)中查询的基因信息进行比对, 结合基因预测

功能, 发现在该区间内共有129个预测基因(表5).  

筛选了3个可能与卷叶调控有关的基因, 分别为

纤维素合成类似酶E1、纤维素合成类似酶E6和MYB

家族转录因子. 根据这些基因的DNA序列设计引物, 

分段扩增 , 连接转化后送上海英潍捷基贸易有限公

司(上海)测序 . 经比对 , 这些基因在lrl1和野生型间

均无差异 , 表明这3个基因均不是LRL1的候选基因 .  

表 4  LRL1 基因连锁的分子标记引物序列 
Table 4  Primer sequences linked with LRL1 

标记 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′) 
Ind1 CGGCAGGTCTTGTTAGTTTG AGTAATTTGGTCTACAAGGAGTGG 
Ind2 GATATGAGTTGCATGTGAGAGC CTAGTGGGTCCCATGCAAA 
Ind3 CCATCTTTCGTCGAGGAC CAATGAATTAAGTGAACATTGATAT 
SWU-1 GGTTTGCATGACCTTGTAGATT AATACACATACCTTAGCTT 
Ind6 TCCGAGTCGTACTCGTACCTC TTTGGAGATGGGTGCGAT 
Ind5 GAATGGGACGCATCCATA TTCATTTACAAATACGCCGTT 
Ind4 CCATTTGTAAGGTTCCAGAATT GCTAGGAACCCTACTCACAGC 
RM201 CTCGTTTATTACCTACAGTACC CTACCTCCTTTCTAGACCGATA 

 

 

图 4  (网络版彩色)LRL1 基因的分子定位 
Figure 4  (Color online) Molecular mapping of LRL1  
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表 5  区间内的预测基因 
Table 5  The predicted genes in the location 

预测基因 数量(个) 

表达蛋白 24 

假定蛋白 19 

转移酶  7 

热激蛋白  6 

锌指蛋白  5 

EF 手(EF-hand)家族蛋白  5 

核酸结合蛋白  6 

激酶  4 

转座子蛋白  4 

蛋白酶  3 

转录因子  3  

反转录转座子蛋白  2  

纤维素合成类似酶  2 

抗病蛋白  2 

BURP 结构域家族蛋白  2 

葡萄糖苷酶  2 

光合作用相关蛋白  2 

其他蛋白 16 

 
 

暗示了LRL1可能是一个新基因.  

2.7  卷叶相关基因的real-time PCR分析 

为了为候选基因的进一步筛选提供线索, 对6个

已 克 隆 的 泡 状 细 胞 变 化 相 关 的 卷 叶 基 因 进 行

real-time PCR分析. 结果发现, 基因ROC5和RL14在

lrl1叶片中的表达量明显上调, 而ACL1, SRL1和NAL7

的表达被下调 , 暗示了这些基因可能在同一通路上

调控水稻叶片的发育. 而基因NRL1在野生型和突变

体叶片中 , 表达量均极低 , 暗示了这个基因可能与

LRL1无关(图5).  

3  讨论与结论 

3.1  讨论 

卷叶是水稻叶片的形态特征之一 , 其最直接的

效应是对叶片的直化作用 , 可有效解决叶长和叶挺

之间的矛盾, 是水稻理想株型的重要组成, 对水稻产

量形成具有重要的影响. 在水稻卷叶资源中, 据卷曲

形态可分为正向卷曲和反向卷曲 , 以及两侧都卷和

仅一侧卷曲; 据卷曲程度有高度筒卷、中度卷曲和微

卷; 据卷曲部位有部分叶片卷曲, 也有全部叶片卷曲

的; 根据卷曲发生的时期可分为全生育期卷曲、生育 

 

图 5  (网络版彩色)报道的泡状细胞变化的卷叶基因在 lrl1 和野生型

(WT)叶片中的 real-time PCR 分析 
Figure 5  (Color online) Real-time PCR analysis of the reported genes 
for rolled leaf related to bulliform cells changes in leaves of lrl1 and wild 
type (WT) 

前期卷曲而后期展开和前期不卷而后期卷曲 . 目前

分子定位和克隆的20多个卷叶突变体中 , 多数表现

为全生育期卷曲, 仅有2个卷叶突变体表现非全生育

期卷曲, 卷叶突变体cfl1表现为分蘖后期卷曲[9], sll2

在6叶龄的时候开始卷曲[23]. 在全生育期高度卷曲突

变体中, 由于生育前期叶片卷曲影响光合作用, 导致

植株发育不良, 常伴随植株矮小、结实率下降、粒数

减少、粒重减少等不利性状的变异 , 如nal3(t)[31], 

nrl2(t)[11], rl(t)[7], sd-sl[18]等. 生育后期中度卷曲突变

体, 相对影响植株发育较小, 伴随的不利性状变异也

较少, 在回交转育中相对容易, 因而是最具有利用价

值的卷叶资源 . 本研究发现的水稻生育后期卷叶突

变体 lrl1, 从13叶龄开始 , 叶片呈现半卷曲 , 卷曲程

度随生育进程的推进而增加 , 到抽穗期以后基本稳

定 , 成熟期上三叶卷曲度分别为73.66%, 66.91%, 

45.81%. lrl1突变体除千粒重显著减少(仍达21.43 g)

外, 其他性状与野生型均没有显著差异. 因而, lrl1在

表型上与所报道的卷叶突变体不同, 生育后期卷曲, 

卷曲度适宜, 具有许多育种有利的性状, 是一种稀缺

而有重要应用价值的卷叶资源 , 在基因聚合育种中

有重要利用价值.  

适度卷曲可使植株叶片保持直立不披垂 , 从而

增加群体中、下层叶片透光率, 有利于提高光能利用

率[4,17,26]. 在lrl1中, 其功能叶的叶绿素a、叶绿素b、

总叶绿素、类胡萝卜素含量均极显著高于野生型, 但

lrl1个体的光合效率与野生型没有显著差异. 可能对

个体而言, 叶片卷曲一定程度上影响光合效率, 通过

适当提高密度, 可使其优势得到体现. 研究证明, 有

些卷叶基因在高密度下有利于提高产量 [39]. 郎有忠

等人[40,41]用珍汕97B和卷叶珍汕97B分别与明恢63配

组的杂交组合为材料发现 , 卷叶的单叶正面光合效

率低于平展叶, 背面光合效率稍高于平展叶. 在低密
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度下, 卷叶组合的群体光合效率、干物质生产及产量

均低于平展叶组合, 而中、高密度下高于平展叶组合. 

目前, 已有卷叶品种创下最高产量和年最大种植面积

的记录[42]. 水稻卷叶性状仍将是今后研究热点之一. 

目前已经分子定位的水稻卷叶基因有25个 , 除

了第8染色体外, 其余11条染色体上均有分布, 其中

第1染色体1个, 第2染色体4个, 第3染色体3个, 第4

染色体1个, 第5染色体2个, 第6染色体2个, 第7染色

体4个, 第9染色体2个, 第10染色体3个, 第11染色体

1个, 第12染色体2个 [6~33]. 本研究发现, 水稻生育后

期卷叶基因LRL1位于第9染色体的分子标记SWU-1

和Ind6之间812 kb的区域, 与第9染色体上定位的卷

叶基因RL9(t)/SLL1和RL10(t)位置不同 , RL9(t)/SLL1

位 于 第 9 染 色 体 上 的 C23 和 C28 之 间 [24,25], 以 及

RL10(t)位于RM105和RM3912之间 [26]. 因而, 从基因

位置上, 本研究发现的LRL1是一个尚未报道的新卷叶

基因. 然而, 由于在该区间多态性标记较少, 设计了

100个标记仅发现6个存在多态性, LRL1定位的区间仍

较大, 定位区间内还有较多的候选基因(129个). 因而

还需通过设计其他分子标记进一步缩小定位区间, 以

减少候选基因的数量, 便于快速找到目的基因.  

在以上所定位的卷叶基因中, 已经克隆了11个. 

通过这些基因的克隆 , 水稻叶片卷曲的分子机制已

有雏形. 概括起来主要包括三大类. (1) 近轴/远轴面

发育的不平衡引起卷叶. Rl9(t)/SLL1基因编码一个属

于KANADI家族的MYB转录因子 , 其突变使得叶片

远轴面厚壁组织缺失以及远轴端叶肉细胞程序性死

亡 , 从而导致叶片卷曲 [24,25]. ADL1编码一种植物所

特有的类Calpain半胱氨酸蛋白酶 , 其突变导致远轴

面上表皮细胞和叶肉组织的近轴化 , 最终改变了叶

片的极性 , 从而造成叶片向远轴面卷曲 [8]. OsAGO7

基因编码一个含有PAZ和PIWI结构域的蛋白 , 属

Argonaute(AGO)家族蛋白 , 其功能也与叶片极性发

育与关[14]. (2) 叶片角质层的发育异常引起卷叶. 显

性基因CFL1编码一个具有WW结构域的蛋白 , 它的

过量表达使叶片角质层受损, 导致叶片卷曲. 分析认

为CFL1可能影响叶片特化表皮细胞的角质层发育 , 

进而调控叶片卷曲[9]. (3) 泡状细胞的发育异常引起

叶片卷曲. 水稻叶片外卷oul1突变体是由于ROC5基

因敲除造成的. 在oul1突变体和ROC5共抑制植株中

叶片的泡状细胞数量和大小都有增加 , 而在过表达

ROC5植株中两者均减少 . 表明ROC5对泡状细胞的

命运和发育起到负调作用[10]. 反卷叶基因ACL1编码

一个带有未知保守功能域的蛋白 , 它的突变使泡状

细胞的数目和大小增加 , 导致叶片近轴面和远轴面

发育不协调, 最终使叶片卷曲[15]. SRL1基因编码一个

预测的糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白 , 通过负向调节编

码液泡H+-ATPase亚基和H+-焦磷酸酶基因的表达 , 

抑制泡状细胞形成, 进而调控叶片卷曲[22]. RL14编码

一个未知功能的2OG-Fe(Ⅱ)氧化酶 , 通过影响次生

细胞壁的组分而影响叶片中的水分运输 , 而这种水

分运输变化导致叶片失水 , 造成泡状细胞形状发生

异常 , 从而引起叶片卷曲 [28]. NAL7/COW1编码一个

由421氨基酸组成的蛋白产物, 产物包含FAD结合结

构域和还原型辅酶Ⅱ(-Nicotinamide adenine dinu-
cleotide 2′-phosphate reduced tetrasodium salt, 
NADPH)结合结构域, 在吲哚-3-乙酸(indole-3 acetic 

acid, IAA)生物合成中催化色胺的N-氧化反应 , Os-

COW1介导的IAA生物合成对于维持根与地上部分的

比例发挥重要作用 , 进而影响水分的平衡 [12,13]. 

NRL1/OsCSLD4基因编码一个纤维素合成类似酶蛋

白D4, 在细胞壁的形成和植株生长过程中发挥着重

要的作用 , 其突变导致nrl1-1突变体纵向叶脉变少 , 

近轴泡状细胞变小[32,33]. SLL2基因编码一个未知功能

的蛋白, 该基因的突变也引起泡状细胞发育异常 [23]. 

本研究发现的lrl1突变体也是属于泡状细胞数量和形

状的改变而引起的叶片卷曲, 在预测的129个候选基

因中, 发现与上述卷叶机制中有3个功能相似的基因, 

分别为2个纤维素合成类似酶的基因(E1和E6), 以及

1个MYB转录因子 . 但通过测序 , 其编码框在 lrl1和

野生型间均没有差异, 表明这3个基因不是LRL1的候

选基因. 进一步通过6个与泡状细胞变化相关的卷叶

基因在lrl1叶片的real-time PCR分析发现, 该基因可

能与ROC5, RL14, ACL1, SRL1和NAL7是调控叶片发

育的同一通路的基因 . 因而 , 推测RLR1是一个新基

因, 需进一步测序确定目的基因. 随着更多卷叶基因

的分离 , 水稻卷叶的分子机制和调控网络将更加清

晰 . 这些研究将促进以分子育种手段通过调节叶片

卷曲度及其发育, 从而增强水稻光合作用能力, 实现

高光效育种的目的.  

3.2  结论 

通过EMS诱变获得一个新卷叶突变体, lrl1从13

叶龄开始叶片沿中脉向内半卷 . 其叶绿素含量极显
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著增加 , 单株功能叶净光合速率等与野生型没有显

著差异. lrl1突变体除千粒重显著降低外, 其他重要

农艺性状与野生型均无显著差异. 对突变体lrl1叶片

横切面的细胞结构进行分析, 发现lrl1叶片的泡状细

胞数量减少、形状怪异和排列不规则, 导致维管束间

夹角变小引起叶片卷曲 . 经遗传分析和分子定位 , 

LRL1受一对单隐性核基因控制, 位于水稻第9染色体

长臂分子标记SWU-1和Ind6之间812 kb的区域. 对3

个可能调控卷叶的基因(纤维素合成类似酶E1、纤维

素合成类似酶E6、MYB家族转录因子)测序, 但未发

现它们在lrl与野生型间存在差异. Real-time PCR分析

表明, LRL1可能与ACL1, SRL1, NAL7, ROC5, RL14在

同一通路调控叶片发育. 该基因目前尚未被报道, 且

遗传行为简单 , 相应突变体具有多数育种有利的性

状 . 因而在卷叶分子机理研究和高产分子育种中具

有重要的应用价值.   
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Identification, gene mapping and candidate gene prediction of a 
late-stage rolled leaf mutant lrl1 in rice (Oryza sativa L.) 
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LING YingHua & HE GuangHua 
Rice Research Institute, Southwest University; Chongqing Key Laboratory of Application and Safety Control of Genetically Modified Crops, 
Chongqing 400716, China 

Leaf is the main photosynthetic organ of rice. Moderate rolling leaf could keep plants upright, increasing transmittance in the lower 
leaf, then improving the light condition of population, which is important for high-yield breeding. Here, we obtained a late-stage 
moderate-rolled leaf mutant lrl1 in rice deriving from the restorer line Jinhui10 (Oryza sativa L. ssp. indica) treated by ethylmethane 
sulfonate (EMS). The leaves of lrl1 were normal in early development stages. Then, the upper 3 leaves began rolling inward along the 
vein after thirteen leaf age, and the rolling index increased with the plant development until the heading stage. The rolling index of flag 
leaf, 2nd and 3rd leaf from the top in lrl1 was 73.66%, 66.91% and 45.81% at maturity stage, respectively. Compared with the wild-type, 
most of the important agronomic traits in lrl1 existed no significant difference, only 1000-grains weight (21.43 g) were significantly 
less than that of the wild type. In mutant lrl1, the decreased number, strange shape, and irregular arrangement of bulliform cells made 
the angles among small vascular bundles become smaller, which might cause the leaf rolling. Chlorophyll a and b, total chlorophyll 
and carotenoid content were all significantly higher than that of wild type. However, the net photosynthetic rate, stomatal conductance, 
transpiration rate in the lrl1 existed no difference with those in wild type. By genetic analysis and gene mapping, the rolled leaf mutant 
was found to be controlled by a single recessive nuclear gene. And the LRL1 was mapped between SWU-1 and Ind6 on the 
chromosome 9, physical distance is 812 kb. By candidate gene prediction in the area, there are 129 genes altogether. Through 
sequencing, three genes possibly related to rolled leaf were found existing no difference between lrl1 and J10. Real-time PCR analysis 
of 6 cloned rolled leaf gene related to bulliform cells changes showed that the expression quantity of ACL1, SRL1 and NAL7 were 
down-regulated significantly, that of ROC5 and RL14 were up-regulated significantly, indicating that the LRL1 might be the same 
passage for regulating leaf development with these genes. The LRL1 is a new found gene. So these results will be important for further 
cloning and functional analysis of the gene, especially have important utilization value in rice high-yield breeding because of most 
advantageous traits to breeding in lrl1 and its simple genetic behavior.  

rice (Oryza sativa L.), rolled leaf, gene mapping, real-time PCR 
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