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　 　 摘要:　 为了对水稻低镉积累基因进行精准检测和世代跟踪ꎬ提高低镉积累水稻品种的分子标记辅助育种

(ＭＡＳ)选育效率ꎬ基于籼稻品种 ９３１１ 及其低镉积累突变体 ｌｃｄ１ 材料 ７ 号染色体上 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因第 ７ 外显子单

核苷酸的突变ꎬ参照四引物扩增受阻突变 ＰＣＲ(Ｔｅｔｒａ￣ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ￣ＰＣＲꎬＴｅｔｒａ￣ｐｒｉｍｅｒ
ＡＲＭＳ￣ＰＣＲ)原理设计了共显性功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎꎬ且采用 ＰＣＲ 方法分别对 １８ 份籼稻、１８ 份粳稻及金 ２３Ｂ / ｌｃｄ１ 杂交

Ｆ１代材料进行分子标记特异性验证ꎮ 电泳结果表明ꎬ含 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因 ＳＮＰ 突变材料 ｌｃｄ１ 可扩增出大小为 ７２３
ｂｐ、２１０ ｂｐ 的条带ꎬ含野生型 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因的材料 ９３１１ 可扩增出大小为 ７２３ ｂｐ、５５７ ｂｐ 的条带ꎬ金 ２３Ｂ / ｌｃｄ１ Ｆ１ 代

杂合型材料可扩增出大小为 ７２３ ｂｐ、５５７ ｂｐ、２１０ ｂｐ 的条带ꎬ共显性标记 ｎｒａ５ｆｕｎ 得到的电泳条带与引物设计时预测

的目标片段完全吻合ꎻＳａｎｇｅｒ 测序结果表明ꎬ电泳扩增条带片段的序列与目的基因的 ＤＮＡ 序列和 ＳＮＰ 突变位点的

序列一致ꎻ１８ 份籼稻和 １８ 份粳稻种质资源均能扩出大小为 ７２３ ｂｐ、５５７ ｂｐ ２ 个目的条带ꎬ说明这些材料均不含有

ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因的单个 ＳＮＰ 突变ꎬ表明该标记特异性较高ꎮ 因此ꎬ开发的功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎ 能够准确、高效地识别
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ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ. Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
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ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｏｎｔａｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ＳＮＰ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＮＲＡＭＰ５ ｇｅｎｅ. Ｓｏꎬ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｈａｄ ｈｉｇｈ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｒｋｅｒ ｎｒａ５ｆｕｎ ｃａｎ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｎｔꎬ ｈｏｍｏ￣
ｚｙｇｏｕｓ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｔｙｐｅ ｏｆ ｌｏｗ ｃａｄｍｉｕｍ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅꎬ ａｎｄ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄ￣
ｉｎｇ ｏｆ ｌｏｗ ｃａｄｍｉｕｍ ｒｉｃｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒｉｃｅꎻ ｌｏｗ￣ｃａｄｍｉｕｍꎻ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎻ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇꎻ ＯｓＮＲＡＭＰ５ ｇｅｎｅ

　 　 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)是全球近半数人口的主要粮

食作物ꎬ是中国仅次于玉米的主要粮食作物ꎬ广泛分布

于中国六大稻区ꎮ 随着工农业的高速发展和城市化进

程的推进ꎬ土壤重金属污染已经成为世界范围内的一

个重要环境问题ꎬ中国面临的形势更加严峻[１]ꎮ 同时ꎬ
由于工业“三废”的不合理排放、污水的大量灌溉、污泥

的大量利用、农药及化肥的过量使用等原因ꎬ使得土壤

中的重金属镉(Ｃｄ)含量持续增加ꎬＣｄ 污染日益严

重[２]ꎮ 研究发现ꎬ水稻比其他谷类作物更容易积累

Ｃｄꎬ且 Ｃｄ 可以通过根系在植株中运输和积累ꎬ尤其是

在可食用的稻米部分ꎬ而 Ｃｄ 在稻米中的积累威胁到了

粮食安全[３￣４]ꎮ 特别是近年来ꎬ中国南方出现的“镉大

米”引起了人们对大米等农产品 Ｃｄ 污染的极大关

注[５]ꎮ 此外ꎬ相关研究发现ꎬ高浓度的土壤 Ｃｄ 污染会

导致水稻减产[６]ꎮ ２００５ 年的调查数据显示ꎬ中国受 Ｃｄ
污染的耕地面积近１.３３×１０４ ｈｍ２ꎬ由此每年造成粮食减

产在１×１０７ ｔ 以上ꎬ受 Ｃｄ 污染的稻谷近２×１０６ ｔꎬ直接经

济损失超过２×１０１０元[７]ꎮ 为了避免水稻中 Ｃｄ 积累过

量ꎬ近年来科学家们提出并研究了一些降低水稻籽粒

中 Ｃｄ 积累量的技术措施ꎬ主要包括使用物理、化学和

生物方法阻碍稻田 Ｃｄ 经根系进入植株体内、适当配施

有机肥和化肥、采用间作或作物轮作、适当采用田间淹

水管理等农艺调控措施ꎬ 以及利用分子生物学和遗传

学方法培育低 Ｃｄ 积累水稻品种的育种调控措施等[８]ꎮ
其中ꎬ培育低 Ｃｄ 积累水稻品种被认为是减少稻米 Ｃｄ
含量效果最好和最经济的方法[９]ꎮ 可以看出ꎬ低 Ｃｄ 积

累水稻品种的选育ꎬ对人体健康、食品安全、粮食稳产

和环境保护等具有重大意义ꎮ
近年来ꎬ研究人员在探索植物吸收 Ｃｄ 的生理、生

化及分子生物学的过程中ꎬ相继挖掘、研究了许多调控

或参与调控水稻 Ｃｄ 吸收、运输和积累的相关蛋白质ꎮ
目前ꎬ研究者至少已经克隆了 ３４ 个相关基因ꎬ其中一

些关键基因的发现对水稻低 Ｃｄ 积累育种具有重要的

应用价值[５ꎬ １０]ꎮ ＯｓＨＭＡ３ 是一个位于 ７ 号染色体上的

控制水稻 Ｃｄ 积累的基因ꎬ是 Ｐ１Ｂ 类型的重金属 ＡＴＰ
酶(ＨＭＡ)基因家族成员ꎬ该基因的表达主要在根部ꎬ相
关研究发现ꎬ水稻中有 ９ 个 ＨＭＡ 基因ꎬ过表达 ＯｓＨＭＡ３
会抑制Ｃｄ 从水稻根系向植株的运输ꎬ因此过表达ＯｓＨ￣
ＭＡ３基因能显著降低稻米 Ｃｄ 含量ꎬ而不影响其他微量

元素含量[１１￣１３]ꎮ ＯｓＣｄ１是位于水稻 ３ 号染色体上的一

个与谷粒 Ｃｄ 积累相关的基因ꎬ它属于膜转运蛋白质的

主要协同转运蛋白超家族(Ｍａｊｏｒ ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎬ
ＭＦＳ)基因ꎬ主要在根细胞的质膜中表达ꎮ 粳稻的主要

基因为 ＯｓＣｄ１Ｖ４４９ꎬ籼稻的主要基因为 ＯｓＣｄ１Ｄ４４ꎬ在籼稻

中导入粳稻 ＯｓＣｄ１Ｖ４４９基因可显著降低谷粒 Ｃｄ 含量ꎬ且
对植株生殖生长和产量等性状无显著影响[１４]ꎮ 水稻自

然抗性相关巨噬细胞蛋白(Ｎａｔｕｒａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＮＲＡＭＰ)基因是一种高度保守的二

价金属离子转运蛋白质家族基因成员ꎬ目前在水稻基

因组中发现的 ＮＲＡＭＰ 基因有 ７ 个ꎬ其中 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 位

于其根、外皮层的远端ꎬ因此在根内具有较高表达量ꎬ
其编码的蛋白质位于细胞质膜上ꎬ主要参与根系对锰

(Ｍｎ)和 Ｃｄ 的吸收[１５]ꎮ 研究发现ꎬＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因敲

除或表达量的减少会显著降低水稻对 Ｃｄ、Ｍｎ 的吸收

量ꎬ从而导致其对Ｃｄ 的积累量减少ꎬ但在低Ｍｎ 环境下

会影响植株的生长ꎬ同时也会影响植株产量[１６￣２０]ꎮ 而

Ｃｈａｎｇ 等[２１]研究发现ꎬ虽然过量表达 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因

促进了根系对 Ｃｄ 和 Ｍｎ 的吸收ꎬ但是由于 Ｃｄ 在木质

部径向运输的中断ꎬ使得 Ｃｄ 从根到茎的运输量减少ꎬ
导致稻米中的 Ｃｄ 含量降低了４９％~９４％ꎮ 有研究发

现ꎬ通过水稻 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因的突变亦可显著降低稻

谷中 Ｃｄ 含量[２２￣２３]ꎮ Ｉｓｈｉｋａｗａ 等[２２]利用碳离子束辐射

日本水稻品种越光获得了 ３ 个低 Ｃｄ 突变体ꎬ研究发

现ꎬ由于 ＯｓＮＲＡＭＰ５基因突变ꎬ导致 Ｃｄ 的积累量显著

减少ꎮ Ｃａｏ 等[２３]利用甲磺酸乙酯(Ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎ￣
ａｔｅꎬ ＥＭＳ)对籼稻品种 ９３１１ 进行诱变ꎬ获得低 Ｃｄ 积累

突变体 ｌｃｄ１ꎬ进一步鉴定发现ꎬ在不同 Ｃｄ 污染试验田ꎬ
突变体 ｌｃｄ１ 稻谷 Ｃｄ 含量仅为０.０２~０􀆰 １３ ｍｇ / ｋｇꎬ而野
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生型 ９３１１ 稻谷 Ｃｄ 含量达１.０２~４􀆰 ４４ ｍｇ / ｋｇꎬ可能由于

ＯｓＮＲＡＭＰ５基因的 １ 个碱基的突变ꎬ导致稻谷 Ｃｄ 积累

量的大幅度降低ꎮ 本研究基于突变材料 ｌｃｄ１ 中 Ｏｓ￣
ＮＲＡＭＰ５基因１ 个碱基的单核苷酸突变ꎬ参照四引物扩

增受阻突变 ＰＣＲ(Ｔｅｔｒａ￣ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ￣ＰＣＲꎬＴｅｔｒａ￣ｐｒｉｍｅｒ ＡＲＭＳ￣ＰＣＲ)原理ꎬ设
计出含 ４ 条引物、与 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因突变位点共分离

的共显性功能标记ꎬ进一步利用该标记对不同水稻种

质资源和金 ２３Ｂ / ｌｃｄ１ 的杂种 Ｆ１代植株通过 ＰＣＲ 扩增

进行验证ꎬ以期开发出功能标记为低 Ｃｄ 积累水稻材料

的分子育种研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 参试材料

供试水稻材料:含有 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因 ＳＮＰ 突变

的材料 ｌｃｄ１[２３]ꎬ由湖南省水稻研究所提供ꎻ１８ 份来

自不同地区的籼稻品种(Ｒ１０４４、Ｒ４３￣０２、Ｒ１２６９、华
占、荃 ９３１１Ｂ、野香 Ｂ、金 ２３Ｂ、农香 ４２、Ｒ１０６、Ｒ２９９、
Ｒ９００、广恢 ３９０、农香 ３９、岳恢 ９１１３、珞红 ５Ｂ、望恢

００６、黄华占、湘早籼 ４５)ꎬ包括常规籼稻、野生型保

持系、红莲型保持系ꎻ１８ 份来自不同地区常规粳稻

品种(长粒香、吉粳 １、吉粳 ８８、辽粳 ２８７、龙粳 ５ 号、
宁粳 ４ 号、千重浪 ２ 号、中花 １１、东稻 ２ 号、东稻 ３
号、东稻 ４ 号、绥粳 ４ 号、越光、长白 １０ 号、长选 １０、
东农 ４１６、龙粳 ２１、长白 ９ 号)ꎻ金 ２３Ｂ / ｌｃｄ１(杂交 Ｆ１

代材料)、对照籼稻品种 ９３１１ꎮ 上述籼稻、粳稻、杂
交 Ｆ１代材料由笔者所在课题组保存或改造ꎮ
１.２　 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因 ＳＮＰ 突变功能标记的设计与

合成

　 　 突变材料 ｌｃｄ１ ７ 号染色体上 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因

的第 ７ 外显子的 ８ ８８７ ７８７ 位单核苷酸的隐性突变ꎬ
会导致 ｌｃｄ１ 籽粒 Ｃｄ 含量急剧降低ꎮ 研究发现ꎬ突
变体 ｌｃｄ１ 中该位点的碱基为 Ｔꎬ而野生型籼稻 ９３１１
中该位点的核苷酸为 Ｃ[２３]ꎮ 因此ꎬ笔者针对 Ｏｓ￣
ＮＲＡＭＰ５ ( 基 因 位 点: ＢＧＩＯＳＧＡ０２４５１０、
Ｏｓ０７ｇ０２５７２００)基因编码区 ８ ８８７ ７８７ 位点存在的单

个 ＳＮＰꎬ参照 ＡＲＭＳ￣ＰＣＲ 的分子标记原理ꎬ设计了

由 ４ 引物(表 １)组成的功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎꎬ在引物

ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｆ、ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ、ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｆ 中各设计了 １ 个错

配碱基ꎬ在引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 中分别设计了 ２ 个错配

碱基(表 １ 中的小写字母)ꎮ 使用在线工具 Ｐｒｉｍ￣
ｅｒ３ｗｅｂ(ｈｔｔｐ: / / ｐｒｉｍｅｒ３. ｕｔ. ｅｅ / )、Ｐｒｉｍｅｒ ＢＬＡＳＴ 进行

引物设计、引物 Ｔｍ 值(指在模板 ＤＮＡ 过量的情况

下ꎬ有 ５０％的引物与模板精确配对ꎬ５０％的引物处于

解离状态时的温度)筛选及引物特异性评估等ꎮ 由

北京擎科新业生物技术有限公司完成 ｎｒａ５ｆｕｎ 功能

标记引物的合成和目的 ＤＮＡ 片段的测序ꎮ

表 １　 ｎｒａ５ｆｕｎ 标记引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｎｒａ５ｆｕｎ

引物名称 引物序列 (５′→３′) 　 　 　 碱基数
(ｂｐ)

ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｆ ＡＣＡＧＧＴＧＡＧｔＡＡＧＣＴＧＧＡＧＴＴ ２１

ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ ＧＧＡＧＡｔＧＡＣＧＧＣＧＡＴＧＴＴＴＡＴＣ ２２

ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｆ ＣＴＣＧＧＡｔＣＴＣＴＴＧＴＣＡＴＧＣＣ ２０

ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ ＧＴＡＴＧｇＡＴＧｇＡＴＧＴＡＡＡＡＧＣＧＴＡＣＡ ２５
引物序列中小写字母代表引入的错配碱基ꎬ有下划线的核苷酸表示
功能 ＳＮＰꎮ

１.３　 ＤＮＡ 提取与分子标记检测

水稻移栽 １４ ｄ 后取供试材料的叶片ꎬ用十六烷

基三甲基溴化铵 ( ＣＴＡＢ) 法提取 ＤＮＡꎮ 用 １０ μｌ
ＰＣＲ 扩增体系对供试材料的目的片段进行扩增ꎬ体
系组分:５ μｌ ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(由南京诺唯赞

生物科技有限公司合成)ꎬ１ μｌ １０ μｍｏｌ / Ｌ表 １ 中的

４ 种引物等量混合物(经验证调整后ꎬ４ 种引物按

１ ∶ １ ∶ １ ∶ ２ 的比例进行混合 ＰＣＲ 效果较好)ꎬ１ μｌ
ＤＮＡ 模板ꎬ３ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ 在５５.０~ ６２􀆰 ０ ℃进行最适

退火温度探索ꎬ最后确定最佳退火温度为 ６１ ℃ꎮ 用

质量分数为 ３􀆰 ０％的琼脂糖凝胶电泳检测本试验的

ＰＣＲ 扩增产物ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｎｒａ５ｆｕｎ 功能标记的开发

根据 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因单个 ＳＮＰ 的突变(Ｃ→Ｔ)ꎬ
本研究开发了 ４ 条引物的突变功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎ(图
１)ꎮ 首先设计 １ 对外引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｆ 和 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ 作
为对照ꎬ并各引入 １ 个错配碱基ꎬ 野生型和突变型水

稻材料均可以扩增出大小为 ７２３ ｂｐ 的条带ꎬ且扩增

产物都包含功能性 ＳＮＰ 位点ꎬ然后根据 ＳＮＰ 突变位

点设计 ２ 条反向内引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 和 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｆꎬ其
中引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 与突变型基因匹配ꎬ其 ３′端对应突

变碱基 Ｔꎬ引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｆ 与野生型基因匹配ꎬ其 ３′端
对应碱基 Ｃꎮ 同时为了进一步增强 ＰＣＲ 目的条带的

特异性扩增ꎬ在引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ ５′端第 ６、１０ 位分别设

计错配碱基 Ｇꎬ在引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ ５′端第 ６ 位设计错

配碱基 Ｔꎮ 参照 ４ 条引物设计策略进行预测:引物

１９２于江辉等:水稻 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因低镉积累突变位点功能标记的开发与验证



ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ / ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｆ 可扩增出大小为 ２１０ ｂｐ 的条

带ꎬ为突变型材料 ｌｃｄ１ 特有条带ꎻ引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｆ /
ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ 可扩增出大小为 ５５７ ｂｐ 的条带ꎬ为野生型

籼稻 ９３１１ 特有条带ꎮ 由此可见ꎬ突变型纯合体可扩

增出 ２ 个条带ꎬ大小分别为 ７２３ ｂｐ 和 ２１０ ｂｐꎻ而野生

型纯合体亦可扩增出 ２ 个条带ꎬ大小分别为 ７２３ ｂｐ 和

５５７ ｂｐꎻ杂合型材料可扩增出 ３ 个条带ꎬ大小分别为

７２３ ｂｐ、５５７ ｂｐ、２１０ ｂｐꎮ

图 １　 功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎ 引物设计策略

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｒｋｅｒ ｎｒａ５ｆｕｎ

２.２　 ｎｒａ５ｆｕｎ 功能标记的验证和退火温度对标记检

测效果的影响

　 　 相关研究结果表明ꎬ退火温度对 ＰＣＲ 反应的影

响较大ꎬ提高目的条带的特异性需要较高的退火温

度ꎬ但会降低其扩增量ꎬ而退火温度较低会因 ＰＣＲ
反应目的片段的特异性不够高而导致假阳性[２４]ꎮ
为了验证 ｎｒａ５ｆｕｎ 分子标记的准确性及确定最佳退

火温度ꎬ本研究将 ４ 条引物按相同组成比例进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ且在不同退火温度下扩增特异性条带ꎮ
由图 ２ 可以看出ꎬ当退火温度为５５~ ６２ ℃ 时ꎬ引物

ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｆ / ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ 均能扩增出大小为 ７２３ ｂｐ 的

条带ꎬ引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｆ / ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ 均可扩增出大小为

５５７ ｂｐ 的条带ꎬ可见外引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｆ、ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ 和
内引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｆ 对退火温度不敏感ꎮ 由于内引物

ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 中设计了 ２ 个错配碱基ꎬ因此 ＰＣＲ 反应

目的条带的特异性扩增需要较高的退火温度ꎮ 结果

表明ꎬ当退火温度为５５~ ６０ ℃ 时ꎬ突变型、野生型、
杂合型水稻均可扩增出大小为 ２１０ ｂｐ 左右的条带ꎬ
当退火温度达到 ６１ ℃或 ６２ ℃时ꎬ突变型( ｌｃｄ１)和
杂合型(金 ２３Ｂ / ｌｃｄ１)水稻均扩增出了大小为 ２１０
ｂｐ 左右的条带ꎬ而野生型水稻(９３１１)未扩增出条

带ꎬ表明 ｎｒａ５ｆｕｎ 功能标记最适的退火温度约为 ６１
℃ꎮ 综上所述ꎬ 当退火温度为 ６１ ℃ 时ꎬ 含 Ｏｓ￣
ＮＲＡＭＰ５ 基因 ＳＮＰ 突变材料 ｌｃｄ１ 扩增出了大小为

７２３ ｂｐ、２１０ ｂｐ 的条带ꎬ含野生型 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因的

９３１１ 水稻材料扩增出了大小为 ７２３ ｂｐ、５５７ ｂｐ 的条

带ꎬ杂合型金 ２３Ｂ / ｌｃｄ１ 水稻材料扩增出了大小为

７２３ ｂｐ、５５７ ｂｐ、２１０ ｂｐ 的条带ꎮ 由此可见ꎬ共显性

标记大小与预测的目标片段大小一致ꎮ
　 　 为了进一步确认 ｎｒａ５ｆｕｎ 功能标记物在 ６１ ℃或 ６２
℃退火条件下 ＰＣＲ 产物的准确性ꎬ对退火温度为 ６１ ℃
时突变型、野生型材料 ＰＣＲ 产物中的最大片段(７２３
ｂｐ)分别进行切胶回收ꎬ并进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序ꎬ由图 ３ 可

以看出ꎬｌｃｄ１ 突变型、９３１１ 野生型水稻材料 ７ 号染色体

上的８ ８８７ ７８７位核苷酸分别对应 Ａ 和 Ｇ(互补链为 Ｔ、
Ｃ)ꎬＤＮＡ 序列其他碱基无差异ꎬ与图 １ 的结果一致ꎮ
２.３　 ｎｒａ５ｆｕｎ 功能标记对不同水稻种质资源的验证

由于本研究在设计内部引物时ꎬ与突变型基因匹

配的 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 引物内部引入了 ２ 个错配碱基ꎬ导致

目标条带扩增效率降低ꎬ条带较浅(２１０ ｂｐ 大小ꎬ图
２)ꎮ 因此为了提高内引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 的扩增效率ꎬ在
进行 ＰＣＲ 扩增时ꎬ将 ４ 条引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｆ、ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｒ、
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ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｆ、ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 的用量配比调节为１ ∶ １ ∶ １ ∶
２ꎮ 电泳结果显示ꎬ引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ / ｎｒａ５ｆｕｎ￣ａｆ 扩增

２１０ ｂｐ 条带的效率明显提高ꎬ且另 ２ 种条带的扩增效

率未受影响(图 ４)ꎮ 为进一步验证 ｎｒａ５ｆｕｎ 功能标记

在不同水稻品种(品系)基因分型中的准确性ꎬ利用该

标记对不同来源的 １８ 份籼稻、１８ 份粳稻种质资源进

行 ＰＣＲ 扩增和电泳检测ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ１８ 份籼稻或

粳稻种质资源中均能扩增出大小为 ７２３ ｂｐ、５５７ ｂｐ 的

目标条带ꎬ且扩增不出大小为 ２１０ ｂｐ 的条带类型ꎬ说
明这些材料均不含有 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因单个 ＳＮＰ(Ｃ→
Ｔ)的突变ꎮ 综上所述ꎬ利用功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎ 可以准

确、快速地判断对应水稻材料中是否含有低 Ｃｄ 积累

基因 ＯｓＮＲＡＭＰＳ 单个 ＳＮＰ 突变位点ꎬ可为低 Ｃｄ 积累

水稻品种的选育提供新的分子标记辅助选择ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ２０００)ꎻ＋:ｌｃｄ１ꎻ－:９３１１ꎻ＋ / －:金 ２３Ｂ / ｌｃｄ１ꎮ
图 ２　 不同退火温度下 ＰＣＲ 检测 ｎｒａ５ｆｕｎ 分子标记

Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｒａ５ｆｕｎ ｂｙ ＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

图 ３　 ＰＣＲ 产物测序结果

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ２０００)ꎻ＋:９３１１ꎻ＋ / －:金 ２３Ｂ / ｌｃｄ１ꎮ Ａ:籼稻资源的 ＰＣＲ 验证结果ꎬ其中 １ ~ １８ 泳道对应籼稻ꎬ 分别为 Ｒ１０４４、Ｒ４３￣０２、
Ｒ１２６９、华占、荃 ９３１１Ｂ、野香 Ｂ、金 ２３Ｂ、农香 ４２、Ｒ１０６、Ｒ２９９、Ｒ９００、广恢 ３９０、农香 ３９、岳恢 ９１１３、珞红 ５Ｂ、望恢 ００６、黄华占、湘早籼 ４５ꎮ Ｂ:粳
稻资源的 ＰＣＲ 验证结果ꎬ其中 １９~３６ 泳道对应粳稻ꎬ 分别为长粒香、吉粳 １、吉粳 ８８、辽粳 ２８７、龙粳 ５ 号、宁粳 ４ 号、千重浪 ２ 号、中花 １１、东
稻 ２ 号、东稻 ３ 号、东稻 ４ 号、绥粳 ４ 号、越光、长白 １０ 号、长选 １０、东农 ４１６、龙粳 ２１、长白 ９ 号ꎮ

图 ４　 功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎ 对部分水稻种质资源的分子检测结果

Ｆｉｇ.４　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｒｉｃｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｒｋｅｒ ｎｒａ５ｆｕｎ

３９２于江辉等:水稻 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因低镉积累突变位点功能标记的开发与验证



３　 讨 论

分子标记辅助育种(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅ￣
ｌｅｃｔｉｏｎꎬＭＡＳ)利用与目的基因共分离的连锁标记或目

的基因自身的功能标记来鉴定杂交改良后代的基因

型ꎬ因其操作快速且准确ꎬ可提高育种效率和缩短品种

稳定的年限ꎬ目前已成为水稻等农作物重要性状改良

的有效方法ꎮ 但是ꎬ连锁标记与目的基因之间可能发

生重组交换ꎬ因假阳性导致目的基因丢失ꎬ而目的基因

自身的功能标记与其完全耦合ꎬ避免了连锁标记存在

的遗传冗余和重组问题ꎬ提高了 ＭＡＳ 选择的效率和准

确性[２５]ꎮ 目前ꎬ针对基因内碱基突变差异设计分子标

记的方法主要有 ２ 种ꎬ分别为限制性内切酶酶切

(ＣＡＰＳ 或者 ｄＣＡＰＳ)和扩增受阻突变 ＰＣＲ(Ａｍｐｌｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ＰＣＲꎬＡＲＭＳ￣ＰＣＲ)ꎬ其中

ＡＲＭＳ￣ＰＣＲ 是最经济且应用最广泛的方法[２６]ꎬ且在此

基础上开发的四引物扩增受阻突变 ＰＣＲ(Ｔｅｔｒａ￣ｐｒｉｍｅｒ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｓｙｓｔｅｍ￣ＰＣＲꎬＴｅｔｒａ￣
ｐｒｉｍｅｒ ＡＲＭＳ￣ＰＣＲ)ꎬ通过单次 ＰＣＲ 扩增就可将野生纯

合型、突变纯合型、杂合型进行有效区分[２７￣２８]ꎮ 本研究

利用来自籼稻 ９３１１ 的突变体材料 ｌｃｄ１ 的 ７ 号染色体

上 ＯｓＮＲＡＭＰ５基因第 ７ 外显子的８ ８８７ ７８７位单个 ＳＮＰ
突变[２３]ꎬ参照 Ｔｅｔｒａ￣ｐｒｉｍｅｒ ＡＲＭＳ￣ＰＣＲ 原理ꎬ利用四引

物扩增受阻法设计了功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎꎬ可以将突变型、
野生型、杂合型水稻材料有效区分ꎬ并且对来自不同地

区的籼稻、粳稻各 １８ 份种质资源进行 ＰＣＲ 验证ꎮ 电泳

结果表明ꎬ扩增出与野生型 ９３１１ 同样的条带类型ꎬ证明

该标记的准确性和特异性ꎬ且该标记方法操作简单、扩
增快速准确ꎬ在实际应用中优势明显ꎬ可以实现对 Ｏｓ￣
ＮＲＡＭＰ５基因材料的准确检测ꎬ从而可以广泛应用于

水稻低 Ｃｄ 积累资源的鉴定和 ＭＡＳ 育种中ꎮ 此外ꎬ参
照前人的引物设计策略[２６ꎬ ２９]ꎬ本研究在设计外引物时ꎬ
分别引入单个错配碱基ꎬ结果没有影响引物与模板

ＤＮＡ 的特异性结合和目的片段的 ＰＣＲ 扩增效果ꎮ 据

报道ꎬ由于 Ｔｅｔｒａ￣ｐｒｉｍｅｒ ＡＲＭＳ￣ＰＣＲ 引物在同一个扩增

体系中ꎬ导致目的片段扩增效率和特异性受引物用量

比、酶浓度和退火温度的影响[２７]ꎮ 由于本研究在设计

与突变基因匹配的内引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 时引入了 ２ 个错

配碱基ꎬ导致目的条带扩增效率降低ꎬ条带较浅ꎮ 基于

前人的研究结果[２５￣２７]ꎬ本试验将引物 ｎｒａ５ｆｕｎ￣ｂｒ 摩尔质

量比提高了 １ 倍后再次进行 ＰＣＲꎬ结果表明ꎬ目的条带

扩增效率明显提高ꎬ达到了基因检测的预期效果ꎮ 同

时ꎬｎｒａ５ｆｕｎ 功能标记对退火温度的特异性较高ꎬ在退火

温度达到 ６１ ℃或 ６２ ℃时才可避免假阳性ꎬ为此ꎬ对 ６１
℃退火温度的扩增产物进行测序的结果证实了所扩增

目的片段的准确性ꎮ 前人对 ＳＮＰ 突变基因分子标记的

开发也有相同的试验结果[２７]ꎮ
近年来ꎬ研究者关于水稻根系对 Ｍｎ、Ｃｄ 吸收的

ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因进行了大量研究ꎬ旨在剖析该基因的

作用机制和培育低 Ｃｄ 积累水稻品种[１５￣２３]ꎮ Ｔａｎｇ
等[３０] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 对隆两优华占亲本 Ｏｓ￣
ＮＲＡＭＰ５ 基因进行编辑ꎬ敲除该基因后培育出的两优

低镉 １ 号稻米的 Ｃｄ 积累量比野生型隆两优华占降低

了 ９８％以上ꎬ而且产量间无显著差异ꎮ 此外ꎬ研究者

通过靶向编辑不同遗传背景水稻材料的 ＯｓＮＲＡＭＰ５
基因ꎬ亦获得了一些低 Ｃｄ 积累的水稻品系[１７￣１８]ꎮ 但

是上述通过基因编辑手段改变 ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因表达

量培育的“去镉”水稻属转基因材料ꎬ目前无法商业化

应用ꎬ 因此需要在诱变等育种技术的应用上进行创

新ꎬ加快培育非转基因“去镉”水稻种质或品种[５]ꎮ
Ｉｓｈｉｋａｗａ 等[２２]采用碳离子束辐射日本优质品种越光

得到 ３ 个低 Ｃｄ 积累突变体ꎬ其中突变体 ｌｃｄ￣ｋｍｔ１ 与

ｌｃｄ￣ｋｍｔ２ 不仅稻米 Ｃｄ 含量显著下降ꎬ而且农艺性状

和品质与越光相比无明显差异ꎬ同时 ｌｃｄ￣ｋｍｔ２ 获得新

品种登记并命名为 Ｋａｎ１[３１]ꎮ Ｃａｏ 等[２３] 用化学试剂

甲磺酸乙酯(Ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅꎬ ＥＭＳ)诱变籼稻

材料 ９３１１ 得到低 Ｃｄ 积累突变体 ｌｃｄ１ꎬ种植于不同稻

田 ｌｃｄ１ 材料谷粒中 Ｃｄ 含量仅为 ０.０２~０.１３ ｍｇ / ｋｇꎬ且
产量等重要农艺性状与 ９３１１ 无差异ꎮ 由此可见ꎬ突
变体 ｌｃｄ１ 具有极大的育种价值ꎮ 本研究就突变材料

ｌｃｄ１ ＯｓＮＲＡＭＰ５ 基因的单个 ＳＮＰ 突变碱基设计了功

能标记 ｎｒａ５ｆｕｎꎬ在低 Ｃｄ 积累品种 ＭＡＳ 的选育中具

有重大应用前景ꎮ 笔者认为ꎬ可以将目前各稻区的主

推品种、当家品种或具有较大应用潜力的育种品系作

为受体材料ꎬ将突变体 ｌｃｄ１ 作为供体材料ꎬ通过杂交

渗入低 Ｃｄ 积累基因ꎬ通过回交利用功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎ
进行世代检测直至材料稳定ꎬ即可创制出农艺性状与

受体材料无差异的低 Ｃｄ 积累新品系ꎮ 而且本研究利

用四引物法设计的共显性功能标记 ｎｒａ５ｆｕｎ 可以区别

杂交改造后代材料的纯合型或杂合型ꎬ在回交选育中

材料更容易稳定ꎬ可以有效缩短育种年限ꎬ提高低镉

积累水稻品种的选育效率ꎮ
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ｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｄｉｃａ ｒｉｃｅ ｈｙｂｒｉｄｓ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ ２０１９ꎬ ３９
(６): １￣１１.

[１０] 胡婉茵ꎬ王　 寅ꎬ吴殿星ꎬ等. 低镉水稻研究进展[ Ｊ] . 核农学

报ꎬ ２０２１ꎬ ３５(１): ９３￣１０２.
[１１] ＵＥＮＯ Ｄꎬ ＹＡＭＡＪＩ Ｎꎬ ＫＯＮＯ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｃａｄｍｉｕｍ ａｃ￣

ｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１０ꎬ １０７ ( ３８ ):
１６５００￣１６５０５.

[１２] ＳＡＳＡＫＩ Ａꎬ ＹＡＭＡＪＩ Ｎꎬ ＭＡ Ｊ Ｆ. Ｏｖｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯｓＨＭＡ３ ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｓ Ｃｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｚｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１４ꎬ ６５(２０): ６０１３￣６０２１.

[１３] ＭＩＹＡＤＡＴＥ Ｈꎬ ＡＤＡＣＨＩ Ｓꎬ ＨＩＲＡＩＺＵＭＩ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＯｓＨＭＡ３ꎬ ａ
Ｐ１Ｂ ￣ｔｙｐｅ ｏｆ ＡＴＰａｓｅ ａｆｆｅｃｔｓ ｒｏｏｔ￣ｔｏ￣ｓｈｏｏｔ ｃａｄｍｉｕｍ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｉｎ
ｒｉｃｅ ｂｙ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｅｆｆｌｕｘ ｉｎｔｏ ｖａｃｕｏｌｅｓ[Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０１１ꎬ
１８９(１): １９０￣１９９.

[１４] ＹＡＮ Ｈ Ｌꎬ ＸＵ Ｗ Ｘꎬ ＸＩＥ Ｊ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍａｊｏｒ ｆａｃｉｌｉｔａ￣
ｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｃａｄｍｉｕｍ ａｃｃｕｍｕｌａ￣
ｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｉｃｅ ｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０１９ꎬ
１０(１): １￣１２.

[１５] ＳＡＳＡＫＩ Ａꎬ ＹＡＭＡＪＩ Ｎꎬ ＹＯＫＯＳＨＯ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｒａｍｐ５ ｉｓ ａ ｍａｊｏｒ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ａｎｄ ｃａｄｍｉｕｍ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ｒｉｃｅ
[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２０１２ꎬ ２４(５): ２１５５￣２１６７.

[１６] ＩＳＨＩＭＡＲＵ Ｙꎬ ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ Ｒꎬ ＢＡＳＨＩＲ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ
ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｒｉｃｅ ＮＲＡＭＰ５ ｉｎ ｍａｎｇａｎｅｓｅꎬ ｉｒｏｎ ａｎｄ ｃａｄｍｉｕｍ ｔｒａｎｓ￣
ｐｏｒｔ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１２ꎬ ２: ２８６.

[１７] ＹＡＮＧ Ｃ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙꎬ ＨＵＡＮＧ Ｃ Ｆ. Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｄｍｉｕｍ ａｃ￣
ｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｊａｐｏｎｉｃａ ｒｉｃｅ ｇｒａｉｎｓ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｄｉ￣

ｔｉｎｇ ｏｆ ＯｓＮＲＡＭＰ５[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ ２０１９ꎬ
１８(３): ６８８￣６９７.

[１８] ＷＡＮＧ Ｔ Ｋꎬ ＬＩ Ｙ Ｘꎬ ＦＵ Ｙ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｔｅｓ ｏｆ
ｍｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ＯｓＮＲＡＭＰ５ ａｆｆｅｃｔｓ Ｃｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅ￣
ｌａｔｅｄ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ ｒｉｃｅ (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.) [ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ
Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１９ꎬ １０: １０８１.

[１９] ＬＩＵ Ｃ Ｌꎬ ＣＨＥＮ Ｇꎬ ＬＩ Ｙ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍａｊｏｒ
ＱＴＬ ｆｏｒ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ ｇｒａｉｎ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅ￣
ｐｏｒｔｓꎬ ２０１７ꎬ ７(１): １￣１２.

[２０] ＬＹＵ Ｑ Ｍꎬ ＬＩ Ｗ Ｇꎬ Ｓｕｎ Ｚ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ １ １４３ ｉｎｄｉｃａ
ｒｉｃｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｈｅｔｅｒｏｓｉｓ ｐａｔｔｅｒｎｓ [ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０２０ꎬ １１ ( １):
４７７８.

[２１] ＣＨＡＮＧ Ｊ Ｄꎬ ＨＵＡＮＧ Ｓꎬ ＫＯＮＩＳＨＩ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｍａｎｇａｎｅｓｅ / ｃａｄｍｉｕｍ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＯｓＮＲＡＭＰ５ ｒｅｄｕｃｅｓ ｃａｄｍｉｕｍ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ ｇｒａｉｎ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ
２０２０ꎬ ７１(１８): ５７０５￣５７１５.

[２２] ＩＳＨＩＫＡＷＡ Ｓꎬ ＩＳＨＩＭＡＲＵ Ｙꎬ ＩＧＵＲＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｏｎ￣ｂｅａｍ ｉｒｒａｄｉａ￣
ｔｉｏｎꎬ ｇｅｎｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｍａｒｋｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅ￣
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｌｏｗ￣ｃａｄｍｉｕｍ ｒｉｃｅ[Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａ￣
ｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１２ꎬ １０９
(４７): １９１６６￣１９１７１.

[２３] ＣＡＯ Ｚ Ｚꎬ ＬＩＮ Ｘ Ｙꎬ ＹＡＮＧ Ｙ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｏｗ ｃａｄｍｉｕｍ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｒｉｃｅ ｍｕｔａｎｔ
( ｌｃｄ１) ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃａｄｍｉｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｕｓｉｎｇ ＭｕｔＭａｐ ａｎｄ ＲＮＡ￣ｓｅｑ
[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ １９(１): １￣１３.

[２４] 常　 远ꎬ吴苏亭ꎬ杨毅荣 等. ４ 引物分子标记鉴定水稻高光效

基因 ｈｄ３ａＫａｓａ[Ｊ] . 杂交水稻ꎬ ２０２０ꎬ ３５(４): ７５￣８０.
[２５] 孙平勇ꎬ张武汉ꎬ张　 莉ꎬ等.水稻氮高效、耐冷基因 ＯｓＧＲＦ４ 功

能标记的开发及其利用[ Ｊ] .作物学报ꎬ ２０２１ꎬ ４７( ４): ６８４￣
６９０.

[２６] 田孟祥ꎬ张时龙ꎬ何友勋ꎬ等.水稻耐低温基因 ｂＺＩＰ７３ 分子标记

的开发与验证[Ｊ] .江苏农业学报ꎬ ２０１９ꎬ ３５(６): １２６５￣１２７０.
[２７] ＹＥ Ｓꎬ ＤＨＩＬＬＯＮ Ｓꎬ ＫＥ Ｘ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ

ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００１ꎬ ２９(１７):ｅ８８.

[２８] 陈　 涛ꎬ骆名瑞ꎬ张亚东ꎬ等. 利用四引物扩增受阻突变体系

ＰＣＲ 技术检测水稻低直链淀粉含量基因 Ｗｘ￣ｍｑ[Ｊ] . 中国水稻

科学ꎬ ２０１３ꎬ ２７(５): ５２９￣５３４.
[２９] 王　 军ꎬ赵婕宇ꎬ许　 扬ꎬ等.水稻稻瘟病抗性基因 Ｂｓｒ￣ｄ１ 功能

标记的开发和利用[Ｊ] . 作物学报ꎬ ２０１８ꎬ ４４(１１): １６１２￣１６２０.
[３０] ＴＡＮＧ Ｌꎬ ＭＡＯ Ｂ Ｇꎬ ＬＩ Ｙ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＯｓＮＲＡＭＰ５ ｕ￣

ｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｄｕｃｅｓ ｌｏｗ Ｃｄ￣ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｉｎｄｉ￣
ｃａ ｒｉｃｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｏｍｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｙｉｅｌｄ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１７ꎬ
７(１): １￣１２.

[３１] ＩＳＨＩＫＡＷＡ Ｓꎬ ＡＢＥ Ｔꎬ ＫＵＲＡＭＡＴＥ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ｌｏｗ￣ｃａｄｍｉｕｍ￣ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｒｉｃｅ [ Ｍ]. Ｃａｄｍｉｕｍ Ｔｏｘｉｃｉｔｙꎬ Ｓｉｎｇａ￣
ｐｏｒｅ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒꎬ ２０１９: １３９￣１５０.

(责任编辑:徐　 艳)
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