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　 　 摘要:　 为明确课题组从地方收集的黄瓜黄绿叶色突变体中黄绿叶色突变基因ꎬ本研究利用绿叶(野生型)与
黄绿叶色(突变体)黄瓜材料为亲本ꎬ配制正反杂交一代及二代分离群体ꎬ在分析黄绿叶色突变基因遗传规律的基

础上ꎬ利用 ＢＳＡ￣ｓｅｑ 技术对双亲及 Ｆ２代叶色极端混池进行测序ꎬ筛选黄瓜黄绿叶色突变性状的关联标记及候选基

因ꎮ 结果表明ꎬ绿叶色对黄绿叶色为完全显性ꎬ黄绿叶色突变基因为隐性基因ꎮ 突变性状关联分析(ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 检

测)得到 １ 个与黄绿叶色突变相关的候选区域ꎬ位于黄瓜 １ 号染色体上ꎬ总长度１８ ４８４ ｂｐꎮ 该候选区域共有 １１８ 个

与黄绿叶色突变相关的 ＳＮＰ 位点ꎻ候选区域共注释到 ３ 个基因ꎬ其中 ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 基因为黄瓜黄绿叶色突变最

可能相关基因ꎮ 本研究结果可为黄瓜黄绿叶色突变基因克隆和分子标记辅助育种提供基础ꎮ
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　 　 植物表型性状受基因型和生长环境共同制
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约[１]ꎮ 植物生长过程中ꎬ外部环境因素和人工诱变

措施均可导致植物基因的突变ꎮ 其中ꎬ叶色突变体

是研究植物叶绿素合成与代谢等过程的优良材

料[２]ꎬ 同时由于叶色容易识别ꎬ因此可以将其作为

标记性状用于鉴定转育杂交种的纯度ꎬ提高良种繁

育效率[３]ꎮ 黄瓜是一种世界范围内广泛种植的蔬

菜ꎮ 近年来ꎬ中国的黄瓜种植面积约为 １.０× １０５

ｈｍ２ꎬ年产量约在６.０×１０６ ｔꎮ 随着生活质量的提高ꎬ
消费者对优质农产品提出了更高的需求ꎮ 因此ꎬ加
强黄瓜叶色突变体的研究有助于提高黄瓜良种繁育

水平ꎬ更好地满足人民不断提高的优质生活需求ꎮ
在拟南芥[４￣５]、水稻[６]、番茄[７]、烟草[８]、甘蓝型油

菜[９]等作物叶色突变体的突变基因定位、克隆和利用

等方面已有较多研究ꎮ 在黄瓜叶色突变体的研究方面

亦有初步开展ꎬ目前已有 １８ 个黄瓜叶色突变基因得到

报道ꎬ包括 ２ 个黄叶类型基因(ｙｐ、ｙｌ)、４ 个致死型基

因(ａｌ、ｃｄ、ｇｃ、ｐ)及 １２ 个转绿型基因(ｇ、ｙｃ￣１、ｙｃ￣２、ｙｇｌ、
ｌｇ￣１、ｌｇ￣２、ｖ、ｖ￣１、ｖ￣２、ｖｖｉ、ｖｙｌꎬ ｙｙｌ￣１)[１０￣１２]ꎮ 基于图位克

隆技术ꎬ目前有 ７ 个叶色突变体的突变基因得到了克

隆ꎮ Ｍｉａｏ 等[１３]利用黄瓜叶色突变体 ９１１０ｇｔ 鉴定出黄

转绿表型突变体 ｖ￣１的突变基因定位于 ６ 号染色体ꎬ并
预测 ＣｓａＣＮＧＣｓ 为候选基因ꎬ其编码 １ 种环核苷酸通道

蛋白ꎻＧａｏ 等[１０]研究发现导致黄绿叶色突变体 Ｃ５２８ 叶

绿素 ａ 含量降低的基因是染色体 ６ 上的镁离子螯合酶

基因 ＣｓＣｈｌＩꎬ其第 ３ 个外显子发生单核苷酸突变ꎬ碱基

由 Ｇ 突变为 Ａꎬ进而导致相应编码位置的甘氨酸变为

精氨酸ꎮ Ｓｏｎｇ 等[１４]鉴定了 １ 个叶片黄转绿表型 ｖｙｌ 突
变体ꎬ突变基因定位于染色体 ４ꎬ最可能的候选基因为

Ｃｓａ４Ｇ６３７１１０ꎻＤｉｎｇ 等[１５]报道转绿型 ｙｇｌ 突变体是串联

１３ 脂氧合酶(１３￣ＬＯＸ)基因在一个簇中的突变导致的ꎻ
Ｈｕ 等[１６] 研究结果表示 ｙｙｌ￣１ 突变体的形成是由于

ＣｓＨＤ 基因中编码组氨酸和天冬氨酸结构域的碱基突

变导致的ꎻＺｈａｎｇ 等[１１] 鉴定了 １ 个叶片黄转绿表型突

变体 ｖ￣２ꎬ突变基因定位于染色体 ３ 上３６.０~３９􀆰 ７ Ｍｂ 区

间内ꎬ候选基因为 Ｃｓａ３Ｇ８９００２０ꎬ编码的蛋白质为生长

素 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白ꎻＺｈａ 等[１２]通过 ＥＭＳ 诱变鉴定到 １ 个黄

色叶片突变体(ｙｌ)ꎬ通过 ＢＳＡ￣ｓｅｑ 及图位克隆技术ꎬ明
确突变基因定位于 ３ 号染色体７ ４７４~７ ５７３ ｋｂ 的区间

内ꎬ连锁分析及等位基因检测与验证了突变体

ＣｓａＶ３＿３Ｇ００９１５０中的候选 ＳＮＰ(ｃｐＦｔｓＹ)与编码拟南芥

叶绿体信号识别粒子基因(ｃｐＳＲＰ)受体同源ꎬ为黄叶表

型突变体 ｙｌ 的候选基因ꎮ

课题组从地方收集的材料中得到 １ 株黄绿叶色

突变体ꎬ经过多代自交纯化后ꎬ发现突变体叶色可稳

定遗传ꎮ 本研究利用该突变体与其野生型作为亲本

进行杂交ꎬ构建 Ｆ１及 Ｆ２代群体ꎬ在 Ｆ２群体中ꎬ选择叶

色极端绿色及黄绿色单株构建两个不同叶色的基因

池ꎬ通过对双亲及两个基因池的 ＢＳＡ￣ｓｅｑ 全基因组

重测序分析ꎬ初步筛选调控黄瓜叶片黄绿突变基因

的候选区域ꎬ并对候选区域内的基因进行预测ꎬ明确

调控黄瓜黄绿叶色突变的候选基因ꎮ 本研究结果将

对挖掘黄瓜叶色突变基因功能ꎬ探索叶色突变调控

机制ꎬ加快分子标记辅助育种有重要意义和价值ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料及表型观测

黄瓜材料为江苏省农业科学院蔬菜研究所收集的

地方品种ꎬ经多代自交纯化后得到的高代自交系 ＧＲ￣
８９ 及其叶色突变体 ＧＲ￣８９￣１ꎮ 为确保叶色突变体性状

的稳定性ꎬ对突变体材料又进行了 ４ 代的自交纯化ꎬ发
现其叶色可稳定遗传ꎬ因此于 ２０２２ 年春季配置突变体

与野生型株系的正反杂交一代(Ｆ１)ꎬ２０２２ 年秋季ꎬ杂交

一代自交得杂交二代(Ｆ２)ꎬ２０２３ 年春季ꎬ双亲、正反 Ｆ１

以及 Ｆ２群体ꎬ种植于江苏省农业科学院六合试验基地ꎮ
其中ꎬＦ２群体共种植 １５４ 株ꎮ 采用目视观察的方法记载

各世代群体单株的叶色表型情况ꎬ通过卡方(χ２)检验

法验证叶色突变体是否符合隐性基因的遗传规律ꎮ
１.２　 试验方法

在 Ｆ２群体中选取幼苗期叶片黄化突变株和绿色

正常株各 ２０ 株ꎬ采集突变株和正常株顶端幼嫩叶片ꎬ
使用 ＤＮＡ 提取试剂盒(康为世纪生物科技股份有限

公司产品)进行 ＤＮＡ 提取ꎬ并使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ｃ 分

光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品)测定

ＤＮＡ 浓度ꎮ 将黄化株 ２０ 份 ＤＮＡ 和绿色株 ２０ 份

ＤＮＡ 分别等量混合ꎬ构建黄化叶和绿色叶后代极端

混池ꎬ亲本样品提取 ＤＮＡ 后ꎬ送北京组学生物科技有

限公司进行质量检验ꎬ检验合格后ꎬ用超声波将 ＤＮＡ
片段化ꎬ然后对片段化的 ＤＮＡ 进行纯化、末端修复、
３′端加 Ａ、连接测序接头ꎬ接着用浓度 ３％~４％的琼脂

糖凝胶电泳对 ＤＮＡ 片段进行大小选择ꎬ最后进行

ＰＣＲ 扩增形成测序文库并进行质量检验ꎬ质量检验合

格的文库用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 平台进行测序ꎮ
１.３　 测序数据分析

测序数据分析的主要流程如下:(１)将下机得到
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的原始数据(Ｒａｗ ｄａｔａ)通过质量控制过滤得到高质

量数据(Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ)ꎻ(２) 再利用 ＢＷＡ 软件[１７] 将

Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 比对到黄瓜(Ｃｈｉｎｅｓｅ ｌｏｎｇ)参考基因组 Ｇｅ￣
ｎｏｍｅ Ｖ３(ｈｔｔｐ: / / ｃｕｃｕｒｂｉｔ ｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｏｒｇ / ｏｒｇａｎｉｓｍ / ２０)
上ꎻ (３) 根据比对结果ꎬ使用 ＧＡＴＫ[１８] 和 ＡＮＮＯ￣
ＶＡＲ[１９]等软件进行单核苷酸多态性(ＳＮＰ)、短插入

缺失标记(Ｓｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ)的检测及注释ꎬ 利用绿叶混

池与黄绿叶混池的基因型频率差异(ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ)进行

关联分析[２０￣２１]ꎬ以 ９９％的置信区间确定基因突变位点

的候选区域ꎻ(４)利用 Ｂｌａｓｔ 软件[２２]筛选候选基因ꎬ利
用 ＮＲ(ＮＣＢＩ ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ)、Ｓｗｉｓｓ￣
Ｐｒｏｔ ( ａ ｍａｎｕａｌｌｙ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ａｎｄ ｒｅｖｉｅｗｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ)、ＣＯＧ(Ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ
ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)、ＧＯ(Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)、ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙ￣
ｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)等数据库[２３￣２６] 对候选

区域进行候选区域的编码基因深度注释ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 黄瓜叶色黄绿突变体基因的遗传分析

田间表型调查结果显示ꎬ黄瓜黄绿突变体与野

生型的叶色存在显著差异ꎮ 从苗期到成株期ꎬ突变

体呈现出新叶黄色ꎬ下部叶片逐渐恢复为黄绿色的

变化特征(图 １Ａ)ꎬ 而野生型的叶片颜色始终为正

常绿色(图 １Ｂ)ꎬ正交 Ｆ１植株(突变体×野生型) 与

反交 Ｆ１植株(野生型×突变体) 的新叶始终表现为

绿色(图 １Ｃ、图 １Ｄ)ꎮ 而 １５４ 株 Ｆ２群体中ꎬ有 １１９ 株

绿叶单株(图 １Ｅ)和 ３５ 株新叶黄色、下部叶片绿色

的突变植株(图 １Ｆ ~图 １Ｊ)ꎮ 突变植株中ꎬ有 １０ 株

幼苗期出现叶色黄化、植株矮小、瘦弱并最终死亡ꎮ
成活 １４４ 株 Ｆ２ 植株定植于大棚后ꎬ有少量突变体的

新叶呈现出比黄绿叶色突变亲本更黄的颜色ꎮ 定植

后的植株在生长过程中ꎬ有部分 Ｆ２绿叶植株和黄绿

叶色突变植株呈现出生长较慢ꎬ植株高度矮于其他

植株的现象ꎮ 通过双亲和正反 Ｆ１的叶色表型可以

判定ꎬ叶色黄绿突变基因为隐性基因ꎮ 对 Ｆ２群体绿

叶植株 １１９ 株ꎬ黄绿叶植株 ３５ 株进行卡方检验ꎬχ２

为 ０.４２ꎬ低于 χ２
０.０５(３.８４１)ꎬ说明本研究得到的叶色

黄绿突变性状受隐性基因控制ꎬＦ２群体叶色性状分

离比满足３ ∶ １ 的规律ꎮ

Ａ:黄绿叶色突变体亲本(Ｐ１)ꎻＢ:绿叶野生型亲本(Ｐ２)ꎻＣ:正交 Ｆ１(Ｐ１×Ｐ２)ꎻＤ:反交 Ｆ１(Ｐ２×Ｐ１)ꎻＥ:Ｆ２群体中的绿叶单株ꎻＦ~ Ｊ:Ｆ２群体中的

黄绿叶单株ꎮ
图 １　 亲本、正反杂交一代(Ｆ１)及杂交二代(Ｆ２)群体中的典型植株表型

Ｆｉｇ.１　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｐｌａｎｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐａｒｅｎｔｓꎬ ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ ｈｙｂｒｉｄ ｆｉｒｓｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ (Ｆ１) ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄ ｓｅｃｏｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ (Ｆ２) ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
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２.２　 测序数据质量评估

双亲及极端混池样本测序结果过滤后共获得碱

基对 ２３􀆰 ２４ Ｇｂｐꎬ Ｇ ＋ Ｃ 碱 基 含 量 在 ３５.４７％~
３７􀆰 ０３％ꎬＱ２０ 均在 ９６％以上ꎬＱ３０ 均在 ９０％以上(表
１)ꎬ说明测序数据质量较高ꎮ 测序数据比对到黄瓜

参考基因组 Ｖ３ 上的比对效率为９６.４９％~ ９７􀆰 ６１％ꎻ
基因组覆盖深度为８~ １５ Ｘꎬ平均覆盖深度为１１ Ｘꎬ
１ Ｘ覆盖率均超过 ９８％ꎮ 插入片段大小符合正态分

布(表 １、图 ２)ꎮ 上述结果说明样品测序正常ꎬ随机

性较好ꎬ构建的文库可进行下一步的数据分析ꎮ

表 １　 测序数据统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

样本 过滤后读长总数
过滤后碱基对

(ｂｐ)
Ｑ２０
(％)

Ｑ３０
(％)

Ｇ＋Ｃ 含量
(％)

对比效率
(％)

样品平均
覆盖深度

(Ｘ)

１ Ｘ 覆盖度
(％)

Ｐ１ ￣Ｈ ３１ ０８２ ４０８ ４ ６６２ ３６１ ２００ ９６.４０ ９０.８３ ３６.３８ ９７.１７ ８ ９８.２６

Ｐ２ ￣Ｌ ３０ ３７４ ６７８ ４ ５５６ ２０１ ７００ ９６.９３ ９１.４６ ３６.１７ ９７.６１ ９ ９８.４９

Ｂ￣Ｌ ４１ ５９３ ４２０ ６ ２３９ ０１３ ０００ ９６.７６ ９１.１７ ３７.０３ ９６.４９ １２ ９８.６６

Ｂ￣Ｈ ５１ ８８３ ７５２ ７ ７８２ ５６２ ８００ ９６.４７ ９０.９４ ３５.４７ ９７.５７ １５ ９８.７８
Ｐ１ ￣Ｈ:突变体亲本 ＤＮＡ 池ꎻＰ２ ￣Ｌ:野生型亲本 ＤＮＡ 池ꎻＢ￣Ｌ: 绿叶 ＤＮＡ 混池ꎻ Ｂ￣Ｈ:黄绿叶 ＤＮＡ 混池ꎮ

Ａ~Ｄ 分别为突变体亲本 ＤＮＡ 池(Ｐ１ ￣Ｈ)、野生型亲本 ＤＮＡ 池(Ｐ２ ￣Ｌ)、绿叶 ＤＮＡ 混池(Ｂ￣Ｌ)和黄绿叶 ＤＮＡ 混池(Ｂ￣Ｈ)ꎮ

图 ２　 测序数据插入片段大小分布

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｔａ ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ

２.３　 ＳＮＰ 和 Ｓｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ 检测和注释

双亲及极端混池的 ＳＮＰ 和 Ｓｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ 注释结果

如表 ２ 所示ꎮ 从表中可以看出ꎬ双亲共获得４０５ ９３４个
ＳＮＰ 位点和１１８ ４７３个 Ｓｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ 位点ꎻ混池共获得

４５３ ２４８个 ＳＮＰ 位点和１３１ ６６５个 Ｓｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ 位点ꎻ非
同义突变的 ＳＮＰ 位点共１７ ９０８个(表 ２)ꎮ ＳＮＰ 位点

分布在基因上游、基因下游、基因间区、内含子等 １２
个已知区域ꎻＳｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ 位点分布在 １４ 个区域ꎬ其中

基因间区、内含子、基因上游和基因下游分布较多ꎮ

２.４　 黄瓜黄绿叶色突变性状关联分析及候选基因

注释

　 　 本试验得到 １ 个连锁区域ꎬ位于黄瓜 １ 号染色

体１９ ８７８ ４７０~ １９ ８９６ ９５３ ｂｐ 区间ꎬ全长１８ ４８４ ｂｐ
(图 ３)ꎮ 在该区域共鉴定到 １１８ 个 ＳＮＰ 突变位点ꎬ
主要发生在基因间区、内含子、基因上游和基因下

游ꎮ 此外ꎬ外显子区和 ３′非编码区(ＵＴＲ３)各有 １ 个

ＳＮＰ 突变位点ꎬ其中ꎬ外显子区的突变类型为同义突

变(表 ３)ꎮ
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表 ２　 不同样品 ＳＮＰ 和 Ｓｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ 注释结果统计

Ｔａｂｅｌ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＳＮＰ ａｎｄ Ｓｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

类型 　 　 　 　 　
ＳＮＰ 数量

Ｐ１ ￣Ｈ Ｐ２ ￣Ｌ Ｂ￣Ｈ Ｂ￣Ｌ

Ｓｍａｌｌ ＩｎＤｅｌ 数量

Ｐ１ ￣Ｈ Ｐ２ ￣Ｌ Ｂ￣Ｈ Ｂ￣Ｌ

基因上游 １８ ７６２ ２２ ４４０ ２２ ７８４ ２２ ８１０ ６ ６９６ ７ ８９２ ８ １０４ ８ ０８６

终止密码子获得 ６３ ７１ ７７ ７７ １９ ２１ ２３ ２２

终止密码子丢失 １２ １６ １６ １５ １ ２ ２ ２

剪接 ３７ ５１ ５０ ５０ ２８ ３２ ３４ ３５

同义突变 ４ ７０７ ５ ６２３ ５ ７９５ ５ ８２０ － － － －

非同义突变 ３ ８１８ ４ ６２３ ４ ７２８ ４ ７３９ － － － －

内含子 ３５ ９５４ ４３ ５１６ ４４ ３３６ ４４ ４８８ １０ １８６ １２ ０７３ １２ ３６８ １２ ３３０

基因下游 １４ ６０５ １７ ５２９ １７ ９７４ １８ ０５５ ５ ３０１ ６ ２７０ ６ ４２５ ６ ４４７

基因上游 / 基因下游 ３ ３７３ ３ ９８１ ４ ０７０ ４ ０４７ １ ２８２ １ ５３３ １ ５６１ １ ５５８

基因间区 ９５ ９１４ １１３ ６９８ １１６ ５９３ １１７ ３４２ ２７ ３４１ ３１ ８４７ ３２ ７９３ ３２ ９７１

５′非编码区 ２ ８７０ ３ ４０９ ３ ５２４ ３ ５２９ １ ３４６ １ ５６４ １ ６１９ １ ６３０

３′非编码区 ４ ９３８ ５ ９２３ ６ １６１ ６ １６６ １ ８０９ ２ １２５ ２ ２１２ ２ ２２８

未知 ０ １ １ １ － － － －

非移码突变￣插入 － － － － １１３ １３７ １４０ １４２

非移码突变￣删除 － － － － １１１ １２６ １３０ １３０

移码突变￣插入 － － － － １２８ １４３ １４５ １４３

移码突变￣删除 － － － － １６１ １８６ １９４ １９１

合计 １８５ ０５３ ２２０ ８８１ ２２６ １０９ ２２７ １３９ ５４ ５２２ ６３ ９５１ ６５ ７５０ ６５ ９１５
Ｐ１ ￣Ｈ、Ｐ２ ￣Ｌ、Ｂ￣Ｌ、Ｂ￣Ｈ 见表 １ 注ꎮ

　 　 基于多个数据库对候选区间内的编码基因进行

深度功能注释后ꎬ经过比对得到 ３ 个与变异相关的

候选基因ꎬ ＣｓａＶ３ ＿ １Ｇ０３２８１０、 ＣｓａＶ３ ＿ １Ｇ０３２８２０ 及

ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８３０ꎮ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８１０ 属于未知蛋白ꎬ
ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 为含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质ꎬ
ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８３０ 注释为真核细胞翻译起始因子

４Ｅꎮ 其中ꎬＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 基因在整个区域均被注

释到ꎬ为黄瓜黄绿叶色突变最可能相关基因(表 ３)ꎮ

３　 讨 论

叶色突变是植物中普遍存在且易于被鉴别的突

变ꎬ叶色突变体已成为研究叶绿素合成和代谢等生

理过程的优良材料[２７]ꎮ 叶色突变体在植物种子纯

化方面有着广泛的用途ꎬ利用隐性叶色突变性状进

行筛选ꎬ不但高效ꎬ而且可有效避免其他基因的干

扰ꎮ 例如在辣椒育种中ꎬ利用叶色突变体作为特定

标记ꎬ插入到杂交亲本中ꎬ在制种过程中可利用该标

记ꎬ排除亲本的自交后代ꎬ从而简化制种程序ꎬ降低

制种成本[２８]ꎮ 本试验利用 ＢＳＡ￣ｓｅｑ 方法挖掘黄瓜

黄绿叶色突变相关候选基因ꎬ通过对野生型和突变

体及 Ｆ２群体中极端单株进行混池测序ꎬ最终将候选

基因定位到黄瓜 １ 号染色体１９ ８７８ ４７０~１９ ８９６ ９５３
ｂｐ 处ꎬ总长度为１８ ４８４ ｂｐꎮ 候选区域内共检测到

１１８ 个 ＳＮＰ 突变位点ꎬ经过 ＮＲ、 Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、 ＣＯＧ、
ＧＯ、ＫＥＧＧ 等数据库注释后ꎬ共得到 ３ 个基因ꎬ其中

ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 基因为黄瓜黄绿叶色突变体最可

能相关基因ꎬ其注释信息为含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白

质ꎮ
　 　 目前发现的叶色突变体遗传机制大多为单基因

隐性细胞核遗传ꎬ但也存在少数叶色突变体受到显

性基因的控制ꎬ突变性状相对于正常性状表现为完

全显性或不完全显性ꎮ 张泽民等[２９] 筛选出 １ 个 Ｔ￣
ＤＮＡ 插入的由 １ 对显性基因控制的水稻白化苗突

变体ꎻ房贤涛等[３０]发现 １ 个显性基因调控的水稻叶

色突变体ꎬ属于白化转绿的突变类型ꎻＳｍｉｔｈ[３１] 筛选

出一个由显性基因控制的小麦叶绿素缺乏突变体ꎮ

５１７１娄丽娜等:基于 ＢＳＡ￣ｓｅｑ 技术定位黄瓜黄绿叶色突变基因



黑色箭头位置为连锁区域ꎮ
图 ３　 黄绿叶 ＤＮＡ 混池(Ｂ￣Ｈ)和绿叶 ＤＮＡ 混池(Ｂ￣Ｌ)单核苷酸多态性指数(ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ)及其差值在染色体上的分布

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖｉｒｅｓｃｅｎｔ ｙｅｌｌｏｗ ｌｅａｆ ＤＮＡ ｐｏｏｌ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｌｅａｆ ＮＤＡ ｐｏｏｌ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

表 ３　 ＳＮＰ 关联信息区域统计及候选区域内 ＳＮＰ 中基因功能注释结果统计

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＳＮＰ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｒｅａｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ＳＮＰ ｉｎ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｇｉｏｎｓ

染色体位置(ｂｐ) 　 　 　 　 变异位点的位置　 　 变异位点数量 变异相关候选基因 候选基因的注释信息　

１９ ８７８ ４７０~１９ ８７８ ７１４ 基因间区 ８ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８１０ 未知蛋白

ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质

１９ ８７８ ７９５~ １９ ８７９ ６４０ 基因上游 １５ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质

１９ ８８０ ３６２~ １９ ８８６ ３１９ 内含子 ３０ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质

１９ ８８７ ０２５ 外显子 １ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质

１９ ８８７ ２６０~１９ ８８９ ７９０ 内含子 １７ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质

１９ ８９０ ４８６ ３′非编码区 １ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质

１９ ８９０ ７４２~ １９ ８９１ ５４０ 基因下游 ５ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质

１９ ８９１ ８３４~ １９ ８９６ ９５３ 基因间区 ４１ ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８２０ 含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质

ＣｓａＶ３＿１Ｇ０３２８３０ 真核细胞翻译起始因子 ４Ｅ
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曹莉[３２]发现的小麦高代自发黄化突变体属于不完

全显性基因细胞核遗传ꎬ安旭尧[３３] 研究发现ꎬ小麦

黄绿叶色突变体 Ｆ２代分离比约为１ ∶ ２ ∶ １ꎬ也属于

不完全显性遗传ꎮ 目前对黄瓜叶色突变体的研究发

现控制黄瓜叶色突变的基因大多为隐性单基

因[１０￣１６]ꎮ 通过双亲和 Ｆ１代的表型性状ꎬ能确定本研

究发现的黄瓜黄绿叶色突变基因为隐性基因ꎮ 通过

Ｆ２代表型分离比ꎬ按照单性状分离比(３ ∶ １)进行卡

方检验ꎬ起初发现其不符合一对隐性基因控制的孟

德尔遗传规律ꎬ原因是在幼苗期有 １０ 株黄绿色突变

株出现了植株矮小、瘦弱且死亡的现象ꎬ当排除这

１０ 株进行卡方检验时ꎬ其不符合卡方检验ꎬ但当将

这些死亡的黄绿突变株考虑进去ꎬ则符合卡方检验ꎬ
符合一对隐性基因控制的孟德尔遗传规律ꎮ

前人已经克隆的黄瓜叶色突变基因定位于染色

体 ３ 号[１１￣１２]、染色体 ４ 号[１４] 和染色体 ６ 号[１０ꎬ１３]ꎬ而
本研究得到的黄瓜黄绿叶色突变基因定位于染色体

１ 号ꎬ这与前人的报道结果不同ꎮ 以往研究中发现

不同的基因突变均能引起叶片颜色变化ꎬ说明引起

黄瓜叶片颜色变化的机制可能是多方面的ꎮ 本研究

筛选的与黄瓜黄绿叶色突变相关的候选基因编码的

蛋白质为含有 ＳＨ３ 结构域的蛋白质ꎮ 拟南芥 ＳＨ３
蛋白家族包含 ＳＨ３Ｐ１、ＳＨ３Ｐ２、ＳＨ３Ｐ３ 等 ３ 个同源蛋

白ꎬ３ 者均含有 １ 个 ＳＨ３ 结构域ꎬ其中 ＳＨ３Ｐ１ 和

ＳＨ３Ｐ３ 可以在细胞内吞过程中发挥作用ꎬ而 ＳＨ３Ｐ２
在细胞自噬过程中发挥着重要的调控作用[３４￣３６]ꎮ
本研究发现的黄瓜黄绿叶色突变候选基因ꎬ如何调

控叶色变化还有待进一步分析和验证ꎮ 后续将继续

开展候选基因克隆及功能分析ꎬ并开发相应的分子

标记ꎬ深入揭示黄瓜黄绿叶色突变的分子机制ꎬ促进

分子标记辅助育种ꎮ
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