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ＯｓＩＭＡ１ 增强水稻对镉逆境的适应性
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摘　 要: 铁(Ｆｅ)是植物生长发育所必需的营养元素而镉(Ｃｄ)是对植物有害的元素且对植物 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的吸

收存在拮抗作用ꎮ ＯｓＩＭＡ 是一类正调控水稻 Ｆｅ 吸收的一类小肽ꎬ其过表达可以促进 Ｆｅ 的积累ꎮ 为探究

ＯｓＩＭＡ 是否参与水稻对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎬ该研究以水稻为研究材料ꎬ利用荧光定量 ＰＣＲ 分析了 ＯｓＩＭＡ 基

因的表达水平ꎬ通过遗传转化和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术构建了 ＯｓＩＭＡ１ 过表达植物和 ｉｍａ１ 突变体植

物ꎬ评估了 ＯｓＩＭＡ１ 过表达和突变体植物在 Ｃｄ 逆境条件下的株高ꎬ并利用电联耦合等离子体质谱法测量了

根和地上部的 Ｆｅ 和 Ｃｄ 含量ꎮ 结果表明:(１)Ｃｄ 处理后ꎬＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的转录水平上调ꎮ (２)ＯｓＩＭＡ１
过表达植物比野生型植物对 Ｃｄ 胁迫更耐受ꎮ (３) ｉｍａ１ 功能缺失突变体比野生型植物对 Ｃｄ 胁迫更敏感ꎮ
(４)ＯｓＩＭＡ１ 过表达植株根系的 Ｃｄ 含量较高ꎬ而 ｉｍａ１ 突变体植株地上部的 Ｃｄ 含量较高ꎮ 综上所述ꎬＯｓＩＭＡ１
通过限制 Ｃｄ 从根向地上部的转运以增强水稻对 Ｃｄ 逆境的适应能力ꎬ该研究结果为定向培育耐 Ｃｄ 作物提

供了理论参考ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｒｏｎ (Ｆｅ) ｉｓ ｃｒｕｃｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｃａｄｍｉｕｍ (Ｃｄ) ｉｓ ｔｏｘｉｃ ｔｏ ｐｌａｎｔｓ. Ｔｈｅｒｅ ｉｓ
ａｎ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｆｅ ａｎｄ Ｃｄ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ. ＯｓＩＭＡｓ ａｒｅ ａ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｆｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ. Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＯｓＩＭＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｗｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ＯｓＩＭＡ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
ｅｄｉｔｅｄ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ ｂｙ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｉｍａ１
ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｈｅ Ｆｅ ａｎｄ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｓｈｏｏｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ:
(１) Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｂｏｔｈ ＯｓＩＭＡ１ ａｎｄ ＯｓＩＭＡ２ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. (２) Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１
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ｇｅｎｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ. (３) Ｔｈｅ ｌｏｓｓ￣ｏｆ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１ ｌｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｐｌａｎｔｓ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ. ( ４) ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ ｍｏｒｅ Ｃｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ ｍｏｒｅ Ｃｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｏｏｔ. Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐꎬ ＯｓＩＭＡ１ ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｃｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｎｇ Ｃｄ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｒｏｏｔ ｔｏ
ｓｈｏｏｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｔｈｅ Ｃｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｒｉｃｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｒｉｃｅꎬ ＯｓＩＭＡꎬ ｃａｄｍｉｕｍꎬ ｉｒｏｎꎬ ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ

　 　 Ｃｄ 是对所有生物都有害的重金属元素ꎬ极易

在根系从土壤吸收的过程中与其他二价金属离子

(如 Ｆｅ 和 Ｚｎ)竞争ꎮ Ｃｄ 还可以通过食物链在人体

内富集ꎬ长期积累可导致骨质疏松症、癌症和肾功

能障碍等多种疾病ꎮ 随着工业化的快速发展以及

化肥和农药的过度使用ꎬ土壤中不断增加的 Ｃｄ 污

染已经严重威胁到粮食安全ꎬ增加了对人类健康

的潜在风险ꎬ并造成了巨大的经济损失(Ｋｉｒｋｈａｍꎬ
２００６ꎻ Ｗｅｉ ＆ Ｙａｎｇꎬ ２０１０)ꎮ 因此ꎬ研究植物吸收

Ｃｄ 的分子机理并筛选和培育耐 Ｃｄ 胁迫或低 Ｃｄ
累积的农作物ꎬ对人类健康和生态保护具有重要

意义ꎮ
由于 Ｃｄ 和 Ｆｅ 具有相似的水合离子半径ꎬＣｄ

极易通过与 Ｆｅ 竞争并借助 Ｆｅ 离子通道或转运蛋

白进入植物体内 ( Ｎｉｇｈｔｉｎｇａｌｅꎬ １９５９ꎻ Ｅｉｄｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９６ꎻ Ｓｃｈｕｔｚｅｎｄｕｂｅｌ ＆ Ｐｏｌｌｅꎬ ２００２ꎻ Ｃｌｅｍｅｎｓꎬ
２００６)ꎮ Ｃｄ 在植物体内的积累导致幼叶明显褪

绿、坏死、生长受阻甚至死亡ꎬ这与典型的缺 Ｆｅ 症

状相 似 ( Ｄａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７ꎻ Ｃｏｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８ꎻ
Ｙｏｓｈｉｈａｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 相关研究表明ꎬＣｄ 胁迫

改变了细胞壁成分ꎬ增强了细胞壁对 Ｆｅ 的结合能

力ꎬ导致 Ｆｅ 滞留在根的质外体中ꎬ并抑制 Ｆｅ 从根

部到地上部的转运(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ这些症状可

以通过给植物补给 Ｆｅ 元素得到改善( Ｂａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０ꎻ Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ Ｆｅ 转

运体( ｉｒｏｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １ꎬＩＲＴ１)参与 Ｃｄ 的

吸收过程( Ｃｏｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８ꎻ Ｋｏｒｓｈｕｎｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９９ꎻ Ｖｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻ Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｍａｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｇｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
在拟南芥里ꎬ ＩＲＴ１ 的表达直接受转录因子 ＦＩＴ
(ＦＥＲ￣ｌｉｋｅ Ｉｒｏｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ)
和 ｂＨＬＨ Ｉｂ 亚 族 成 员 ( ｂＨＬＨ３８、 ｂＨＬＨ３９、
ｂＨＬＨ１００ 和 ｂＨＬＨ１０１ ) 的 调 控 ( Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎮ ＦＩＴ 和 ｂＨＬＨ３８ 或 ｂＨＬＨ３９ 的共表达通过

增加根部对 Ｃｄ 的螯合而减少地上部的 Ｃｄ 积累来

提高植物对 Ｃｄ 胁迫的耐受性(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ

转录因子 ｂＨＬＨ１０４ 正调控拟南芥 Ｆｅ 稳态ꎬ过表达

ｂＨＬＨ１０４ 则可提高植物对 Ｃｄ 的耐受性(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｙａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ )ꎮ ＢＴＳ
(ＢＲＵＴＵＳ)负调控 Ｆｅ 稳态ꎬ敲除 ＢＴＳ 显著增强了拟

南芥对 Ｃｄ 胁迫的耐受性ꎬ同时增加了 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的积

累(Ｋｏｂａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｈｉｎｄｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 在水稻中ꎬ２ 个 Ｆｅ 转运蛋白 ＯｓＮＲＡＭＰ１
(Ｎａｔｕｒａｌ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ￣Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ １)
和 ＯｓＩＲＴ１ 可以介导根系从土壤中吸收 Ｃｄꎬ并且过表

达 ＯｓＮＲＡＭＰ１ 和 ＯｓＩＲＴ１ 可以增加水稻的 Ｃｄ 含量

(Ｌｅｅ ＆ Ａｎꎬ ２００９ꎻ Ｔａｋａｈａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 由于 Ｆｅ
和 Ｃｄ 之间存在拮抗作用ꎬ因此水稻缺 Ｆｅ 会显著增加

根系对 Ｃｄ 的吸收ꎬ外源施加 Ｆｅ 则会降低水稻的 Ｃｄ
含量并减缓 Ｃｄ 毒害(Ｓｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 综上表明ꎬ
改善 Ｆｅ 的积累和分配可以显著减轻 Ｃｄ 对植物的毒

害ꎮ 因此ꎬ全面了解 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的拮抗作用有利于指导

农业生产和降低 Ｃｄ 对植物的毒性ꎮ
小肽泛指小于 １００ 个氨基酸的蛋白质ꎬ具有

短的氨基酸共有基序ꎬ参与植物生长发育和非生

物等 逆 境 的 胁 迫 响 应 ( Ｃｚｙｚｅｗｉｃｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｍａｔｓｕｂａｙａｓｈｉꎬ ２０１４)ꎮ ＩＭＡ(ＩＲＯＮ ＭＡＮ)多肽家族

成员的碳末端包含一个 １７ 氨基酸的共有基序ꎬ在
被子植物中高度保守ꎬ并且这 １７ 个氨基酸就足以

代替其全长蛋白发挥作用(Ｇｒｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｌｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 近年来ꎬ小肽作为激素类信号分子

受到广泛的关注ꎬ参与器官内通讯、植物发育和胁

迫应答( Ｔａｖｏｒｍｉｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｔａｋａｈａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ ＩＭＡ 可能介导了 Ｆｅ 从地上部到根部的长

距离信号ꎬ参与 Ｆｅ 的吸收、转运和细胞内稳态

(Ｇｒｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ Ｍｅｎｇ 等

(２０２２)研究表明ꎬ过表达 ＩＭＡ 可以提高在拟南芥

中对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎮ 但是ꎬ目前关于 ＩＭＡ 是否

可以提高农作物对 Ｃｄ 胁迫的适应性尚不清楚ꎮ
本研究探究了水稻 ＯｓＩＭＡ１ 调控 Ｃｄ 胁迫方面的作

用ꎬ以期为未来利用分子育种提高水稻对 Ｃｄ 胁迫

的耐受性提供理论依据ꎮ

８９０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



１　 材料与方法

１.１ 试验材料

试验材料为粳稻品种“日本晴”ꎬ种植地点为云

南省西双版纳傣族自治州勐腊县勐仑镇中国科学

院西双版纳热带植物园的作物保护与育种基地

(１０１°１９′ Ｅ、 ２１° ５２′ Ｎ)ꎮ 将水稻种子用双蒸水

(ｄｄＨ２Ｏ)浸泡 ２４ ｈ 后均匀地散布在吸水滤纸中ꎬ在
２８ ℃人工温室黑暗放置 ３ ｄ 后ꎬ转移到 １ / ２ＭＳ 培养

液中萌发生长 ７ ｄꎬ转移至不含 Ｃｄ 或含 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

氯化镉(ＣｄＣｌ２)的 １ / ２ＭＳ 水培液中培养 ７ ｄꎮ 每 ２ ｄ
换 １ 次水培液ꎮ 生长光周期为光 １６ ｈ、暗 ８ ｈ 的循环ꎮ
１.２ 转基因植株的构建

利用 ＣＲＩＳＰＲ￣ＧＥ( ｈｔｔｐ: / / ｓｋｌ. ｓｃａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / )在

线设 计 ＯｓＩＭＡ１ 的 编 辑 靶 点ꎮ 通 过 Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ
ＰＣＲ 构建包含该靶点的 ｓｇＲＮＡꎬ并融合至 ＯｓＵ６ａ
启动子的下游ꎬ然后将 ＯｓＵ６ａ￣ｓｇＲＮＡ 克隆至携带

Ｃａｓ９ 的 ｐＭＨ￣ＳＡ 载体( Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 将表

达载体转化至农杆菌 ＥＨＡ１０５ 菌株中用于水稻转

化ꎬ并对转基因阳性苗进行 ＰＣＲ 测序ꎮ 对纯合植

株进行扩繁ꎬ并进一步对 Ｔ３ 代植物在进行 ＰＣＲ 测

序ꎬ获得纯合突变植株ꎮ
用玉米 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启动子驱动 ＯｓＩＭＡ１ 全 长

ＣＤＳꎬ获得 ＯｓＩＭＡ１ 过表达载体ꎮ 将构建的质粒转

化至农杆菌 ＥＨＡ１０５ 菌株中用于水稻转化ꎮ 选用

含潮霉素抗性的转基因植株进行基因表达水平检

测ꎬＴ３ 转基因植株用来试验分析ꎮ
１.３ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

利用水饱和酚法提取水稻根( ｒｏｏｔ)或地上部

(ｓｈｏｏｔ)的总 ＲＮＡꎮ 采用 ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ (ｏｌｉｇｏ ｄＴ)
和 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ (宝生物ꎬ
日本)试剂盒将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ随后使用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂( Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ) Ｋｉｔ (宝

生物ꎬ日本) 在 Ｌｉｇｈｔ￣Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ 实时 ＰＣＲ 仪 (罗

氏ꎬ瑞士)上进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ 每个基因的定

量至 少 含 ３ 次 生 物 学 重 复ꎮ 以 ＯｓＡＣＴＩＮ１ 和

ＯｓＯＢＰ 作为内参对照ꎬ对样品进行归一化处理ꎮ
１.４ Ｆｅ 和 Ｃｄ 含量测定

不同基因型的水稻材料于 １ / ２ＭＳ 营养液体萌

发生长 ７ ｄ 后转移至不含 Ｃｄ 或含 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

ＣｄＣｌ２的 １ / ２ＭＳ 水培液培养 ７ ｄꎮ 分别收取根和

叶ꎬ并置于 ６５ ℃ 烘箱干燥 ７ ｄꎮ 用高通量组织研

磨仪打磨样品成粉末ꎮ 每个样品称取 ５００ ｍｇꎬ加
入 ５ ｍＬ 硝酸于 １８５ ℃中消解 ３ ｈꎬ加入 ２ ｍＬ 高氯

酸 于 ２２０ ℃ 氧 化 ３０ ｍｉｎꎮ 利 用 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ 公司的电联耦合等离子体质谱仪

( ＩＣＰ￣ＭＳ ｉＣＡＰ６３００)测定样品元素含量ꎮ
１.５ 统计分析

所有试验数据均使用平均值±标准差( ｘ±ｓ)表
示ꎮ 每个试验至少有 ３ 次生物学重复ꎮ 利用 ＳＰＳＳ
１７.０ 软件进行单因素方差分析( ｏｎｅ￣ｗａｙ ｖａｒｉａｎｃｅꎬ
ＡＮＯＶＡ) (Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ Ｃｄ 胁迫引起水稻 ＯｓＩＭＡ 基因表达上调

水稻基因组包含两个 ＯｓＩＭＡ 基因(ＯｓＩＭＡ１ 和

ＯｓＩＭＡ２)ꎮ 近来的研究表明 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 受到

缺 Ｆｅ 诱导(Ｋｏｂａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ Ｃｄ 胁迫会严

重限制植物的生长发育ꎬ从而导致植物表现出缺 Ｆｅ
症状ꎮ 为研究 Ｃｄ 胁迫是否能 影 响 ＯｓＩＭＡ１ 和

ＯｓＩＭＡ２ 的表达ꎬ对野生型(ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬＷＴ)水稻进行

Ｃｄ 处理后ꎬ检测了 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的表达情况ꎮ
将在正常培养液上生长 ７ ｄ 的幼苗转移至不含 Ｃｄ
(Ｃｄ０)或含 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＣｄＣｌ２(Ｃｄ２５)的培养液中

生长 ７ ｄꎮ 提取根和地上部的 ＲＮＡ 并利用荧光定量

ＰＣＲ 检测 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的表达水平ꎮ 结果表

明ꎬ在 Ｃｄ 胁迫条件下ꎬ 无论在根还是地上部ꎬ
ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的表达均显著上调(图 １)ꎮ
２.２ ＯｓＩＭＡ１ 过表达植株对 Ｃｄ 耐受性更高

ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 属于同源蛋白且二者在 Ｆｅ
稳态方面的功能相近ꎮ 考虑到二者的转录水平均

受到 Ｃｄ 处理诱导ꎬ本研究接下来以 ＯｓＩＭＡ１ 作为

代表进行研究ꎮ 本研究利用玉米的 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启动

子驱动 ＯｓＩＭＡ１ 基因ꎬ并且转化了野生型水稻品种

“日本晴” (图 ２:Ａ)ꎮ 通过定量 ＰＣＲ 筛选获得了

ＯｓＩＭＡ１ 的过表达转基因水稻植株ꎬ评估 ＯｓＩＭＡ１
过表达植株对 Ｃｄ 胁迫的适应能力ꎮ 在正常水培

溶液生长一周的幼苗分别转移到不含 Ｃｄ (Ｃｄ０)
或含 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＣｄＣｌ２ ( Ｃｄ２５)的溶液再生长一

周ꎬ观察和分析其表型ꎮ 结果表明ꎬ在 Ｃｄ０ 生长条

件下ꎬＯｓＩＭＡ１ 的过表达植株与野生型植株无明显

区别ꎬ而在 Ｃｄ２５ 处理条件下ꎬ过表达植株的株高

显著高于野生型植株 (图 ２:ＢꎬＣ)ꎮ 综上表明ꎬ
ＯｓＩＭＡ１ 过表达增强了植物对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎮ

９９０１６ 期 彭凤等: ＯｓＩＭＡ１ 增强水稻对镉逆境的适应性



２.３ ＯｓＩＭＡ１ 的功能缺失突变体对 Ｃｄ 胁迫更敏感

为了进一步研究 ＯｓＩＭＡ１ 在适应 Ｃｄ 胁迫方面

的作用ꎬ本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 基因编辑技术

对 ＯｓＩＭＡ１ 基因进行了编辑ꎬ并获得了两个 ｉｍａ１
突变体ꎮ 本研究在 ＯｓＩＭＡ１ 基因的编码区设计了

一个特异性的靶点ꎬ用 ＯｓＵｂａ 启动子驱动整合了

该靶点的 ｓｇＲＮＡꎬ并构建了相应的表达载体ꎮ 通

过转化野生型水稻愈伤组织ꎬ获得了转基因植株ꎮ
通过 ＰＣＲ 鉴定及后代分离纯化ꎬ得到 ２ 个纯合的

突变体株系 ｉｍａ１￣１ 和 ｉｍａ１￣２ꎮ ２ 个株系均因基因

编码区插入一个碱基导致移码突变(图 ３:Ａ)ꎮ 此

外ꎬ本研究对野生型和 ２ 个功能缺失突变体的植

株进行了 Ｃｄ 处理试验ꎮ 在正常水培液生长条件

下ꎬ２ 个突变体株系与野生型植株无明显差别(图
３:ＢꎬＣ)ꎮ 在 Ｃｄ 处理条件下ꎬ突变体植株表现出

幼叶缺绿甚至萎蔫等症状(图 ３:Ｂ)ꎮ 综上表明ꎬ
ＯｓＩＭＡ１ 功能缺失增加了植物对 Ｃｄ 的敏感性ꎮ
２.４ ＯｓＩＭＡ１ 负调控 Ｃｄ 从根向叶的转运

本研究结果表明 ＯｓＩＭＡ１ 过表达植株比野生

型更耐 Ｃｄ 胁迫ꎬ而 ｉｍａ１ 突变体则相反ꎮ 为了进

一步分析 ＯｓＩＭＡ１ 正调控 Ｃｄ 耐受的分子机制ꎬ本
研究测定了野生型、ＯｓＩＭＡ１ 过表达株系和 ｉｍａ１ 突

变体的根和叶片中的 Ｃｄ 和 Ｆｅ 含量ꎮ 先将在正常

培养液中生长 ７ ｄ 的幼苗分别转移到不含 Ｃｄ 或含

有 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＣｄＣｌ２的培养液中培养 ７ ｄꎬ然后分

别取根和叶用来检测 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的含量ꎮ 与野生型

相比ꎬＯｓＩＭＡ１ 过表达植株的根和地上部都积累了

更多的 Ｆｅꎬ而 ｉｍａ１ 突变体则积累了较少的 Ｆｅꎻ
ＯｓＩＭＡ１ 过表达植物在根中积累了较多的 Ｃｄꎬ而
ｉｍａ１ 突变体在地上部积累了较多的 Ｃｄ(图 ４)ꎮ
综上表明ꎬＯｓＩＭＡ１ 负调控 Ｃｄ 从根向地上部的

运输ꎮ

３　 讨论与结论

Ｃｄ 对动植物的生长发育有害ꎬ近年来水稻受

到 Ｃｄ 污染的事件频频发生ꎮ 因此ꎬ减少植物的 Ｃｄ
吸收或提高植物对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎬ有利于保障

粮食安全ꎮ Ｆｅ 是植物生长发育所必需的营养元

素ꎬ而缺 Ｆｅ 是导致人类贫血症的一个主要原因ꎮ
水稻作为主粮作物ꎬ是人类 Ｆｅ 元素的一个主要来

源ꎮ 因此ꎬ培育富 Ｆｅ 稻米有益于改善人类健康ꎮ
由于 Ｆｅ 和 Ｃｄ 之间的拮抗作用ꎬ额外施加 Ｆｅ 可以

减少植物对 Ｃｄ 的吸收(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｓｅｂａｓｔｉａｎ ＆
Ｐｒａｓａｄꎬ ２０１６)ꎮ 因此ꎬ利用 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的拮抗机制

可以提高植物对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎮ 水稻中存在

两个 ＯｓＩＭＡ 基因:ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ꎬ它们的过表

达能激活缺 Ｆｅ 诱导基因的表达ꎬ从而增加 Ｆｅ 的累

积(Ｋｏｂａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 本研究发现ꎬＣｄ 胁迫

时 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的表达显著上调ꎮ Ｃｄ 处理

试验发现 ＯｓＩＭＡ１ 的功能缺失突变体提高了水稻

对 Ｃｄ 的敏感性ꎬ主要表现在植株叶片白化萎蔫ꎮ
ＯｓＩＭＡ１ 过表达一方面增加了 Ｆｅ 的积累ꎬ另一方面

却抑制了 Ｃｄ 从根向地上部的转运ꎬ这可能是

ＯｓＩＭＡ１ 过表达植株对 Ｃｄ 耐受性提高的原因ꎮ 因

此ꎬ增加 ＯｓＩＭＡ１ 的表达水平是缓解植物 Ｃｄ 毒害

的一个有效策略ꎮ
Ｍｅｎｇ 等( ２０２２) 研究表明ꎬ ＩＭＡ 过表达可以

提高拟南芥对 Ｃｄ 胁迫的适应能力ꎮ 本研究发现

ＯｓＩＭＡ１ 过表达提高了水稻对 Ｃｄ 胁迫的耐受性ꎮ
水稻根摄入的 Ｆｅ 和 Ｃｄ 经地上部转运至稻米中ꎮ
ＯｓＩＭＡ１ 过表达既促进了 Ｆｅ 在根部的累积ꎬ又促

进了 Ｃｄ 在根部的积累ꎮ 但是ꎬＯｓＩＭＡ１ 过表达促

进了 Ｆｅ 在地上部积累的同时ꎬ也抑制了 Ｃｄ 从根

向地上部的转运ꎮ 这表明 ＯｓＩＭＡ１ 可以通过特异

性地抑制 Ｃｄ 从根向地上部的转运ꎬ提高植物对

镉胁迫的适应性ꎮ Ｆｅ 和 Ｃｄ 同属于二价离子ꎬ在
体内可能被类似的转运蛋白识别ꎮ ＯｓＩＭＡ１ 过表

达植株根部累积的 Ｆｅ 可能竞争抑制了 Ｃｄ 与这

些转运蛋白的结合ꎮ ＯｓＩＭＡ１ 这种限制植物从根

向地上部转运 Ｃｄ 的能力可能有助于减少稻米中

的 Ｃｄ 累积ꎮ 未来可以测试 ＯｓＩＭＡ 过表达是否可

减少稻米中的 Ｃｄ 含量ꎮ 无论在拟南芥还是在水

稻中ꎬＩＭＡ 均具有增加 Ｆｅ 吸收、增强 Ｃｄ 耐受的

生物学功能ꎬ揭示了 ＩＭＡ 在不同物种中的功能保

守ꎮ ＩＭＡ 的高度保守性可能有助于打破基因功

能物种特异性的限制( Ｇｒｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８) ꎮ 因

此ꎬ未来研究可以测试 ＩＭＡ 是否可以提高其他作

物的耐 Ｃｄ 能力ꎮ
ＩＭＡ 小肽碳末端的 １７ 个氨基酸就足以发挥其

分子功能( Ｇｒｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
目前ꎬ人工合成小分子多肽的技术已经非常流行ꎮ
因此ꎬ未来有望将 ＩＭＡ 开发为一种商用多肽ꎬ通过

施肥的方式提高植物对 Ｃｄ 耐胁迫的适应性ꎮ 综

上所述ꎬＩＭＡ 可作为减轻植物 Ｃｄ 毒害的一个潜在

可利用的小分子ꎮ 进一步研究 ＩＭＡ 调控 Ｃｄ 胁迫
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Ａ. 根ꎻ Ｂ. 地上部ꎮ 不同小写字母表示 ＯｓＩＭＡ 在不同 Ｃｄ 浓度处理下的显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. Ｒｏｏｔꎻ Ｂ. Ｓｈｏｏｔ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ＯｓＩＭＡ (Ｐ<０.０５).

图 １　 水稻 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 对 Ｃｄ 胁迫的响应
Ｆｉｇ. １　 ＯｓＩＭＡ１ａｎｄ ＯｓＩＭＡ２ ｏｆ ｒｉｃｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ

Ａ. ＯｓＩＭＡ１ 过表达载体示意图ꎻ Ｂ. 野生型和 ＩＭＡ１ 过表达株系的表型ꎻ Ｃ. 野生型和 ＩＭＡ１ 过表达株系突变体的地上部高度ꎮ 不
同小写字母表示不同植株同一镉浓度处理之间的显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒꎻ Ｂ. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ (ＷＴ) ａｎｄ ＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｌａｎｔｓꎻ Ｃ. Ｓｈｏｏｔ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｗｉｌｄ￣
ｔｙｐｅ (ＷＴ) ａｎｄ ＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｌａｎｔｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 ＯｓＩＭＡ１ 过表达水稻植株对 Ｃｄ 胁迫处理耐受性
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ
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Ａ. ｉｍａ１ 突变体的基因型ꎮ ＯｓＵ６ａ 启动子用来驱动 ｓｇＲＮＡ 的表达ꎮ 下划线的 ３ 个碱基代表 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统识别的 ＰＡＭ 位点ꎮ
ｉｍａ１￣１ 包含一个碱基“ｃ”插入ꎻ ｉｍａ１￣２ 包含一个碱基“ ｔ”插入ꎮ Ｂ. 野生型和 ｉｍａ１ 突变体的表型ꎮ Ｃ. 野生型和 ｉｍａ１ 突变体的地
上部高度ꎮ
Ａ. Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ. Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＯｓＵ６ａ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｒｉｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｇＲＮＡ. Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｔｈｒｅｅ ｂａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ＰＡＭ ｒｅｇｉｏｎ
ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ. ｉｍａ１￣１ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａｎ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ‘ｃ’ ａｎｄ ｉｍａ１￣２ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａｎ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ‘ｔ’. Ｂ. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ
(ＷＴ) ａｎｄ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ. Ｃ. Ｓｈｏｏｔ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ.

图 ３　 ｉｍａ１ 功能缺失突变体的表型
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ＯＳＩＭＡ１ ｌｏｓｓ￣ｏｆ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ

图 ４　 水稻植株的 Ｆｅ 和 Ｃｄ 浓度
Ｆｉｇ. ４　 Ｆｅ ａｎｄ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｓ
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的机制ꎬ将为基因工程技术改造植物或培育耐 Ｃｄ
胁迫的农作物提供理论依据ꎮ
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