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　 　 摘要:　 水稻中已克隆到 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)ꎬ该基因编码丝氨酸羟甲基转移酶(ＳＨＭＴ)ꎬ可调控硫酸盐 /硒酸

盐吸收和同化ꎬ其高度同源基因 ＯｓＳＨＭＴ５ 的功能尚不清楚ꎮ 本研究基于反向遗传学研究方法ꎬ对水稻 ＯｓＳＨＭＴ５ 基

因进行分子克隆ꎬ发现 ＯｓＳＨＭＴ５ 与 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)的同源性高达 ８４％ꎮ 亚细胞定位结果表明ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 蛋白

定位于细胞核ꎮ 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术构建 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因敲除突变体ꎬ发现 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因敲除突变体的地上部

或地下部中总硫 /总硒及各形态硒含量与野生型相比无显著差异ꎮ 基于转录组水平分析发现ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 对水稻硫

酸盐 /硒酸盐吸收和同化相关基因的表达无显著调控作用ꎮ 在水稻地下部ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 可能具有四吡咯结合、血红素

结合、氧化还原酶活性、电子转移活性和铁离子结合等分子功能ꎻ在地上部ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 可能具有转录调节因子活性、
分子功能调节因子、内肽酶调节活性、肽酶抑制剂活性、铜离子结合等分子功能ꎮ 本研究结果为水稻中 ＯｓＳＨＭＴ 家

族功能的研究奠定了基础ꎮ
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　 　 丝氨酸羟甲基转移酶( ＳＨＭＴ)催化丝氨酸与

四氢叶酸的反应ꎬ生成甘氨酸和 ５ꎬ１０￣亚甲基四氢

叶酸ꎬ为生物体内的甲基合成、核苷酸合成和氨基

酸代谢等提供一碳单位[１￣４] ꎮ 在拟南芥中ꎬ定位于

线粒体的 ＡｔＳＨＭＴ１ 和 ＡｔＳＨＭＴ２ 均参与光呼吸过

程[５] ꎬ但 ＡｔＳＨＭＴ１ 和 ＡｔＳＨＭＴ２ 的功能可能存在冗

余[６] ꎮ 定位于质体的 ＡｔＳＨＭＴ３ 也具有酶活性[６] ꎮ
在水稻中ꎬ定位于线粒体的 ＯｓＳＨＭＴ１ 参与光呼吸

过程ꎬ其功能缺陷导致幼苗新叶失绿变黄且苗期

致死[７￣８] ꎮ 水稻中ꎬ泛素化修饰的 ＯｓＳＨＭＴ１ 可以激

活植物免疫信号ꎬ增强水稻对多种病害(水稻条纹

叶枯病、稻瘟病及水稻白叶枯病[９] )的抗性ꎮ 水稻

ＯｓＳＨＭＴ３ 定位于叶绿体[１０] ꎬ在大肠杆菌或拟南芥

中异源表达 ＯｓＳＨＭＴ３ 可提高其盐耐性[１１] ꎮ 在拟

南芥中ꎬ定位于细胞核的拟南芥 ＡｔＳＨＭＴ７(ＭＳＡ１)
虽然未被鉴定出 ＳＨＭＴ 酶活性ꎬ但其突变可在表观

遗传层面调控体内硫素稳态ꎬ增加叶片中总硫( Ｓ)
和总硒 ( Ｓｅ) 的积累量[１２] ꎮ 在水稻中ꎬＯｓＳＨＭＴ４
(ＯｓＣＡＤＴ１)也定位于细胞核ꎬ作为负调控因子影

响硫 酸 盐 /硒 酸 盐 吸 收 和 同 化 途 径[１３] ꎮ 虽 然

ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)突变影响籽粒中富含半胱氨

酸的 贮 藏 蛋 白 的 合 成、 影 响 胚 乳 发 育 和 垩 白

度[１４￣１５] ꎬ但可显著提高水稻对镉的耐性ꎬ同时促进

籽粒硒的生物富集[１３] ꎮ
硒是一种类金属元素ꎬ在自然界中主要以无机

硒和有机硒的形式存在[１６￣１７]ꎮ 硒为人体必需而植

物非必需的微量元素之一ꎬ对保障人体健康具有重

要作用ꎬ人体主要通过植源性食物摄入硒[１８￣１９]ꎮ 根

据联合国粮食及农业组织报道ꎬ成年人每日硒摄入

量为２６~ ３４ μｇꎬ每日硒摄入最高安全剂量为 ４００
μｇ[２０]ꎮ 全球范围内约有 １５％的人硒摄入不足[２１]ꎬ
而中国是世界上缺硒最严重的国家之一ꎬ７２％的国

土面积中为缺硒区域ꎬ并且超１􀆰 ０５×１０８ 人处于硒摄

入不足状态[２２]ꎮ 稻米作为中国 ６０％以上人的主食ꎬ
是硒膳食摄入的主要来源ꎬ其硒含量与人体健康密

切相关[２３]ꎮ 然而ꎬ相比于美国和印度等国家ꎬ中国

市售普通大米的硒含量普遍较低 (０.０１~ ０􀆰 １０
ｍｇ / ｋｇ)ꎬ难以满足日常硒摄入需求ꎬ因此亟需通过

农艺措施或生物强化技术提高水稻籽粒中的硒含

量[２３￣２５]ꎮ
拟南芥 ＡｔＳＨＭＴ７(ＭＳＡ１)和水稻 ＯｓＳＨＭＴ４(Ｏｓ￣

ＣＡＤＴ１)同属于丝氨酸羟甲基转移酶中定位于细胞

核的家族亚类ꎬ其功能缺陷均可提高植物地上部硫

元素和硒元素的积累量[１２￣１３]ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 为 ＯｓＳＨＭＴ４
(ＯｓＣＡＤＴ１)的同源基因ꎮ 本研究拟利用 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 技术构建 ｏｓｓｈｍｔ５ 纯合突变体ꎬ对比 ＯｓＳＨＭＴ５
敲除突变体和野生型中各种营养元素含量的差异ꎬ
再结合转录组学分析 ＯｓＳＨＭＴ５ 的调控机制ꎬ为水稻

中 ＯｓＳＨＭＴ 家族功能的研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

粳稻品种中花 １１(ＺＨ１１)ꎮ
１.２　 系统进化树的构建

在 ＮＣＢＩ 网站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)检索 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)氨基酸序列ꎮ 利

用 Ｍｅｇａ１１ 软件对 ＯｓＳＨＭＴ１(Ｏｓ０３ｇ０７３８４００)、ＯｓＳＨ￣
ＭＴ２(Ｏｓ１１ｇ０４５５８００)、ＯｓＳＨＭＴ３(Ｏｓ１２ｇ０４０９０００)、Ｏｓ￣
ＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１ꎬＯｓ０１ｇ０８７４９００)、ＯｓＳＨＭＴ５(Ｏｓ０５ｇ￣
０４２９０００)、ＡｔＳＨＭＴ１(Ａｔ４ｇ３７９３０)、ＡｔＳＨＭＴ２(Ａｔ５ｇ２６７￣
８０)、ＡｔＳＨＭＴ３(Ａｔ４ｇ３２５２０)、ＡｔＳＨＭＴ４ (Ａｔ４ｇ１３９３０)、
ＡｔＳＨＭＴ５(Ａｔ４ｇ１３８９０)、ＡｔＳＨＭＴ６(Ａｔ１ｇ２２０２０)和 Ａｔ￣
ＳＨＭＴ７(ＭＳＡ１ꎬＡｔ１ｇ３６３７０)的氨基酸序列进行比对ꎬ
并构建系统进化树ꎮ
１.３　 亚细胞定位

以中花 １１ 的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ正向引物 Ｆ:５′￣ＴＣＧ￣
ＡＧＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＴＣＧＡＴＣＧＣＧＣＧＡＣ￣
Ｇ￣３′ꎬ反向引物 Ｒ:５′￣ＧＧＡＴＣＣＣＧＧＧＣＣＣＧＣＧＧＴＡＣ￣
ＣＴＡＣＡＴＣＡＡＡＴＣＣＣＧＧＣＡＴＧＧ￣３′ꎬ扩增出 ＯｓＳＨＭＴ５
基因的编码区片段ꎬ通过同源重组将该片段插入至
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载体 ｐＳＡＴ６Ａ￣ｅＧＦＰ￣Ｎ１ 的 Ｅｃｏ ＲⅠ和 ＫｐｎⅠ酶切位

点之间ꎮ 利用 ＰＩ￣ＰｓｐⅠ内切酶酶切得到 ２ｘＣａＭＶ
３５Ｓ::ＯｓＳＨＭＴ５:ｅＧＦＰ 片段ꎬ再将该片段利用 Ｔ４ 连

接酶连接至线性化载体 ｐＲＣＳ２￣ｏｃｓ￣ｎｐｔⅡ的 ＰＩ￣ＰｓｐⅠ
酶切位点处ꎮ 通过农杆菌介导的烟草叶片瞬时表达

技术ꎬ在叶片中表达增强型绿色荧光蛋白(ｅＧＦＰ)与
ＯｓＳＨＭＴ５ 的融合蛋白[２６]ꎬ荧光信号由激光共聚焦

显微镜检测(型号 ＴＣＳ￣ＳＰ８ꎬＬｅｉｃａ 公司产品)ꎮ
１.４　 突变体的构建

针对 ＯｓＳＨＭＴ５ 的编码区设计 ２ 个敲除靶点

(Ｕ６Ａ:５′￣ＣＴＣＣＴＣＣＴＧＣＣＴＣＴＣＧＣＣＣＧ￣３′和 Ｕ６Ｂ:５′￣
ＧＴＣＧＣＧＣＴＧＧＧＧＣＧＴＣＡＡＣＧ￣３′)ꎮ 首先构建靶标

ｓｇＲＮＡ 表达盒ꎬ再利用 ＢｓａⅠ酶切和 Ｔ４ 连接酶将其

组装至 ｐＹＬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体中[２７]ꎮ 构建好的载

体送至伯远生物科技有限公司进行遗传转化和阳性

苗筛选ꎮ 以 Ｔ０ 代单株的 ＤＮＡ 为模板ꎬ使用引物 Ｆ:
５′￣ＡＴＧＣＴＣＧＡＴＣＧＣＧＣＧＡＣＧ￣３′和引物 Ｒ: ５′￣ＡＴＧ￣
ＴＡＣＣＣＧＧＴＧＴＧＣＧＧＧＴＴ￣３′扩增目的片段ꎬ并通过

Ｓａｎｇｅｒ 测序鉴定 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因突变类型ꎮ 最终得

到 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因敲除突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１、ｏｓｓｈｍｔ５￣２
和 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ꎮ
１.５　 营养元素含量的测定

木村 Ｂ 营养液(Ｋｉｍｕｒａ Ｂ)的浓度稀释到标准浓

度的一半ꎬ将水稻野生型(ＺＨ１１)和 ＯｓＳＨＭＴ５ 敲除突

变体 ( ｏｓｓｈｍｔ５￣１、 ｏｓｓｈｍｔ５￣２ 和 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ ) 在 １ / ２
Ｋｉｍｕｒａ Ｂ 营养液中水培 ２１ ｄꎬ然后外源添加终浓度 ２
μｍｏｌ / Ｌ硒酸钠ꎬ处理 ２ ｄꎮ 处理结束后ꎬ分别采集地

下部和地上部ꎬ清洗干净后 ６５ ℃烘干至恒重ꎬ采用

ＨＮＯ３法在石墨炉(型号 ＥＤ４５ꎬＬａｂ Ｔｅｃｈ 公司产品)对
水稻样品进行消解[２８]ꎬ并使用电感耦合等离子体质

谱仪(型号 ＮｅｘＩＯＮ ３００ＸꎬＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司产品)测
定水稻样品中 Ｓ、Ｓｅ 及其他营养元素的含量ꎮ
１.６　 各形态硒含量测定

分别取水稻地上部和地上部ꎬ保存于－８０ ℃ꎮ
液氮研磨后ꎬ取约 ０􀆰 １ ｇ 样品加 １ ｍＬ 超纯水(电阻

率>１８ ＭΩ) 混匀ꎮ 室温下以 ４０ Ｈｚ 超声振荡 ３０
ｍｉｎꎬ随后１５ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ取上清液过 ０.４５ μｍ
尼龙滤膜ꎮ 采用高效液相色谱￣电感耦合等离子体

质谱联用仪(型号 ＮｅｘＩＯＮ ３００ＸꎬＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司

产品)测定各形态硒含量ꎬ其中阴离子交换柱为

Ｈａｍｉｌｔｏｎ ＰＲＰ １００、流动相为 ４􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ柠檬酸(ｐＨ
值 ４􀆰 ５)ꎮ

１.７　 转录组测序与数据分析

将水稻野生型 ( ＺＨ１１)、 ｏｓｓｈｍｔ５￣１ 突变体和

ｏｓｓｈｍｔ５￣３突变体水培 ２１ ｄ 后ꎬ分别采集地下部和地

上部ꎬ水稻总 ＲＮＡ 提取、文库构建和基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台的高通量测序分析由上海凌恩生

物科技有限公司完成ꎮ 差异表达基因的筛选标准为

｜差异倍数(ＦＣ) ｜≥２ 且错误发现率(ＦＤＲ)≤０􀆰 ０５ꎮ
差异表达基因 ＧＯ 富集分析筛选标准为 Ｐ 值≤
０􀆰 ０５ꎮ
１.８　 数据处理与分析

采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｖ.２５.０ 软件进行单因素方

差分析ꎬ比较差异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＳＨＭＴ 家族进化树分析

基于氨基酸序列比对发现ꎬ水稻中有 ５ 个

ＯｓＳＨＭＴꎬ拟南芥中有 ７ 个 ＡｔＳＨＭＴꎮ 利用 ＭＥＧＡ１０ 软

件构建系统发育树ꎬ如图 １ 所示ꎬ其可分成 ３ 个亚家

族ꎬ水稻中 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)与 ＯｓＳＨＭＴ５ 的同源

性最 高ꎬ 约 ８４％ꎬ 拟 南 芥 中 ＡｔＳＨＭＴ７ (ＭＳＡ１) 与

ＡｔＳＨＭＴ６的同源性最高ꎬ约 ７８％ꎬ这 ４ 个酶属于同一

ＳＨＭＴ 亚家族分支ꎬ表明他们在功能和定位上存在一

定的相似性ꎮ 水稻 ＯｓＳＨＭＴ１ 与拟南芥 ＡｔＳＨＭＴ１￣３ 属

于同一 ＳＨＭＴ 亚家族ꎬ且这些酶均定位于质体[５￣７]ꎮ
水稻ＯｓＳＨＭＴ２￣３和拟南芥 ＡｔＳＨＭＴ４￣５属于同一 ＳＨＭＴ
亚家族ꎬ但其生物学功能尚不明确ꎮ

图 １　 水稻和拟南芥中丝氨酸羟甲基转移酶家族进化树

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ￣
ｆｅｒａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
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２.２　 ＯｓＳＨＭＴ５ 蛋白亚细胞定位

为进一步探究 ＯｓＳＨＭＴ４ (ＯｓＣＡＤＴ１) 与 ＯｓＳＨ￣
ＭＴ５ 的同源性ꎬ需要明确 ＯｓＳＨＭＴ５ 蛋白的亚细胞

定位ꎮ 通过 ３５Ｓ 强启动子驱动 Ｃ 端融合增强型绿

色荧光蛋白基因(ｅＧＦＰ)的 ＯｓＳＨＭＴ５ 在烟草叶片中

瞬时表达ꎬ如图 ２ 所示ꎬ叶肉细胞的细胞核中呈现明

显绿色荧光信号ꎻ空载对照 ３５Ｓ::ｅＧＦＰ 在烟草叶片

中瞬时表达ꎬ绿色荧光信号分散于整个细胞中ꎮ 结

果表明ꎬ水稻 ＯｓＳＨＭＴ５ 蛋白定位于细胞核中ꎮ
２.３　 敲除 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因对水稻硫元素和硒元素

积累的影响

　 　 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术靶向敲除 ＯｓＳＨＭＴ５ 基

因第 １ 个外显子区域ꎬ通过测序鉴定到 ３ 个 ＯｓＳＨ￣
ＭＴ５ 缺失纯合突变体(ｏｓｓｈｍｔ５￣１、ｏｓｓｈｍｔ５￣２ 和 ｏｓｓｈ￣
ｍｔ５￣３)ꎮ 如图 ３ 所示ꎬｏｓｓｈｍｔ５￣１ 突变体 ＯｓＳＨＭＴ５ 基

因第 １ 个外显子被插入 ２ 个单碱基 Ａꎬｏｓｓｈｍｔ５￣２ 突

变体ＯｓＳＨＭＴ５基因第１个外显子被插入碱基Ａ和

Ｔꎬ均导致移码突变ꎮ 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ ＯｓＳＨＭＴ５ 基

因编码区上游缺失 ３９ 个碱基ꎬ下游缺失 ２ 个碱基ꎮ

图 ２　 ＯｓＳＨＭＴ５ 蛋白在烟草叶片中的亚细胞定位

Ｆｉｇ.２　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＳＨＭＴ５ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ

图 ３　 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１、ｏｓｓｈｍｔ５￣２和 ｏｓｓｈｍｔ５￣３的突变类型

Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｏｓｓｈｍｔ５￣１ꎬ ｏｓｓｈｍｔ５￣２ ａｎｄ ｏｓｓｈｍｔ５￣３

　 　 如图 ４ 所示ꎬ水培条件下 ２１ ｄ 苗龄的水稻野生

型(ＺＨ１１)和突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１、ｏｓｓｈｍｔ５￣２、ｏｓｓｈｍｔ５￣３
的表型没有明显差异ꎮ 野生型、突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１、
ｏｓｓｈｍｔ５￣２ 和 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ 的地上部和地下部硫含量以

及硒含量均无显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 该试验结果表

明ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 突变对水稻硫含量和硒含量无显著影

响ꎮ 如表 １ 所示ꎬ野生型、突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１、 ｏｓｓｈ￣
ｍｔ５￣２ 和 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ 的地上部和地下部锰、锌、镁、磷、
钾、钙、铁、铜和钴含量均无显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２.４　 敲除 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因对水稻中各形态硒含量

的影响

　 　 硒酸盐为植物中无机硒的主要存在形态ꎬ亚硒

酸盐为硒酸盐被还原的产物ꎬ硒代胱氨酸(ＳｅＣｙｓ２)
和硒代甲硫氨酸(ＳｅＭｅｔ)是植物中有机硒的主要形

态ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ野生型、 ｏｓｓｈｍｔ５￣１、 ｏｓｓｈｍｔ５￣２ 和

ｏｓｓｈｍｔ５￣３ 的地下部和地上部的硒酸盐、亚硒酸盐、
硒代胱氨酸、硒代甲硫氨酸含量均无显著差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎬ表明 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因突变对水稻中不同形态

硒的含量均无影响ꎮ
２.５　 敲除 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因对水稻硫酸盐 /硒酸盐吸

收与同化途径的影响

　 　 为探究敲除 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因突变在转录水平对

水稻硫酸盐 /硒酸盐吸收和同化的影响ꎬ利用 ＲＮＡ￣
Ｓｅｑ 技术分析差异基因及其富集通路ꎮ 选取突变类
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Ａ:水稻野生型(中花 １１)与 ３ 种不同敲除类型的 ｏｓｓｈｍｔ５ 突变体水培 ２１ ｄ 的表型ꎮ Ｂ 和 Ｃ 分别为水培实验中野生型和突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 硫和

硒含量(以干物质计)ꎮ 同一部位图柱上不同小写字母表示不同基因型间的差异达显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ以干物质计ꎮ
图 ４　 水稻野生型和 ｏｓｓｈｍｔ５ 突变体表型及硫、硒含量

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｕｌｆｕｒ ａｎｄ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｏｓｓｈｍｔ５ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ｒｉｃｅ

表 １　 水稻野生型和 ｏｓｓｈｍｔ５ 突变体地下部和地上部的元素含量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｏｏｔ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｏｓｓｈｍｔ５ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ｒｉｃｅ

矿质元素　 　 　 部位　 　 野生型(中花 １１) 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１ 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣２ 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣３

镁含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ３ ０３１.０±１５７.０ａ ２ ７９１.０±１５７.０ａ ２ ５５０.０±１９１.０ａ ２ ６８８.０±１９９.０ａ

地上部 ４ １１２.０±２８４.０ａ ３ ８３７.０±２８９.０ａ ４ ０６１.０±２８９.０ａ ３ ４０１.０±２２８.０ａ

磷含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ３ ９９４.０±３６２.０ａ ４ ０２３.０±１１１.０ａ ３ ７１０.０±１５８.０ａ ３ ５６４.０±３２０.０ａ

地上部 ８ １３９.０±２３８.０ａ ７ ６４９.０±９７.０ａ ７ ７４８.０±２９１.０ａ ７ ４７２.０±３２８.０ａ

钾含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ５ ６８７.０±５０７.０ａ ６ ０５５.０±７２４.０ａ ５ ９７７.０±１９９.０ａ ５ ４４１.０±１ ０３９.０ａ

地上部 ２３ ９４９.０±１ ７８４.０ａ ２０ ６７２.０±６１８.０ａ １９ ２４３.０±１ ９６８.０ａ １９ ０３４.０±１ ５０８.０ａ

钙含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ７０３.０±５２.０ａ ６７５.０±１８.０ａ ５３６.０±９.０ａ ５３４.０±１２６.０ａ

地上部 ２ ０７６.０±２６８.０ａ １ ９４７.０±２８２.０ａ ２ ０７２.０±２２５.０ａ １ ６０３.０±２００.０ａ

锰含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ８.６±０.４ａ ６.９±０.１ａ ６.５±０.２ａ ７.３±０.８ａ

地上部 ６４.４±５.５ａ ６１.９±６.０ａ ５６.２±４.１ａ ５３.０±３.１ａ

铁含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ３３５.０±５７.０ａ ３１５.０±２３.０ａ ２９１.０±１１.０ａ ３２８.０±４０.０ａ

地上部 ８６.０±１.０ａ ８６.０±１０.０ａ ８８.０±９.０ａ ８２.０±２３.０ａ

钴含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ７８.０±１８.０ａ ７５.０±２.０ａ ５８.０±２.０ａ ７３.０±４.０ａ

地上部 ８.６±２.３ａ １０.６±０.６ａ １０.６±３.５ａ ６.５±２.７ａ

铜含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ６９.０±１４.０ａ ５７.０±４.０ａ ４８.０±３.０ａ ５５.０±３.０ａ

地上部 １４.６±０.８ａ １３.１±０.６ａ １２.９±０.６ａ １１.０±０.５ａ

锌含量(ｍｇ / ｋｇ) 地下部 ３３.０±３.０ａ ２７.０±１.０ａ ２７.０±２.０ａ ２５.０±３.０ａ

地上部 ５０.０±５.０ａ ５６.０±５.０ａ ４５.０±１５.０ａ ５１.０±７.０ａ
同一行数据后相同小写字母表示差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 以干物质计ꎮ

型差异大的突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１ 和 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ 作为研

究对象ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ与水稻野生型相比ꎬ突变体

ｏｓｓｈｍｔ５￣１ 地下部有１ ２２７个基因相对表达量上升ꎬ
有 ２０８ 个基因相对表达量下降ꎬ其地上部有 ３２２ 个

基因相对表达量上升ꎬ有１ １８３个基因相对表达量

下降ꎻ突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ 地下部有 １４７ 个基因相对

表达量上升ꎬ有 ９０ 个基因相对表达量下降ꎬ其地

上部有 １９０ 个基因相对表达量上升ꎬ有 ４９８ 个基因

相对表达量下降ꎮ 对于地下部ꎬ２ 个突变体和野生

型比较组中共同存在 １５０ 个差异表达基因ꎻ对于

地上部ꎬ２ 个突变体和野生型比较组中共同存在

２２８ 个差异表达基因ꎮ
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同一部位相同小写字母表示不同基因型间差异无显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ以鲜重计ꎮ
图 ５　 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 和野生型地下部和地上部各形态硒的含量

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆｏｒｍｓ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｓｈｏｏｔ ｏｆ ｏｓｓｈｍｔ５ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ

Ａ:主成分分析ꎮ Ｂ:突变体与野生型比较组差异表达基因数ꎮ Ｃ:差异表达基因的 Ｖｅｎｎ 分析ꎮ
图 ６　 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 和野生型差异表达基因数量

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｏｓｓｈｍｔ５ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ

　 　 如图 ７ 所示ꎬ水稻突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 的地下部和 地上部硫酸盐转运蛋白 ＯｓＳＵＬＴＲ１、ＯｓＳＵＬＴＲ２、Ｏｓ￣
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ＳＵＬＴＲ３ 和 ＯｓＳＵＬＴＲ４ 亚家族基因的相对表达量和

野生型相比均无显著差异ꎬ参与硫酸盐 /硒酸盐同化

的 ＯｓＡＴＰ、ＡＰＫ、ＯｓＡＰＲＬ、ＳｉＲ、ＯｓＳＥＲＡＴ 和 ＯＡＳ￣ＴＬ 基

因相对表达量和野生型相比也无显著差异ꎮ 基于

ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 数据发现ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 主要在水稻地下部表

达ꎬ而其同源基因 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)主要在地上

部表达ꎬＯｓＳＨＭＴ１ 主要在地上部表达ꎬＯｓＳＨＭＴ２ 和

ＯｓＳＨＭＴ３ 主要在地下部表达ꎮ 但是ꎬ水稻突变体

ｏｓｓｈｍｔ５ 的地下部和地上部 ５ 个 ＯｓＳＨＭＴ 基因的相

对表达量与野生型相比均无显著差异ꎮ

ＳＵＬＴＲ:硫酸盐转运蛋白ꎻＡＴＰＳ:三磷酸腺苷硫酸化酶ꎻＡＰＫ:腺苷 ５′￣磷酰硫酸激酶ꎻＡＰＲ:５′磷酸硫酸还原酶ꎻＳｉＲ:亚硫酸还原酶ꎻＳＥＲＡＴ:丝
氨酸乙酰转移酶ꎻＯＡＳ￣ＴＬ:Ｏ￣乙酰丝氨酸(巯基)裂合酶ꎻＳＨＭＴ:丝氨酸羟甲基转移酶ꎮ
图 ７　 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 地下部和地上部与丝氨酸羟甲基转移酶以及硫酸盐 /硒酸盐吸收和同化相关基因的表达模式

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｎｄ ｓｕｌｆａｔｅ / ｓｅｌｅｎａｔｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ
ａｎｄ ｓｈｏｏｔ ｏｆ ｏｓｓｈｍｔ５ ｍｕｔａｎｔｓ
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２.６　 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因敲除突变体和野生型差异表达

基因 ＫＥＧＧ / ＧＯ 富集分析

　 　 分别对水稻野生型与突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１、ｏｓｓｈ￣
ｍｔ５￣３ 地上部和地下部的差异表达基因进行 ＫＥＧＧ
富集分析ꎮ 结果如图 ８ 所示ꎬ对于地上部ꎬ突变体

ｏｓｓｈｍｔ５￣１ 和野生型比较组中ꎬ差异表达基因显著富

集于谷胱甘肽代谢途径、甘油磷脂代谢途径和植物

激素信号转导途径ꎻ对于地下部ꎬ突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１

和野生型比较组中ꎬ差异表达基因显著富集于光合

生物中的碳固定途径、乙醛酸和二羧酸代谢途径、碳
代谢途径和不同环境中的微生物代谢途径ꎮ 对于地

上部ꎬ突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ 和野生型比较组中不存在差

异表达基因显著富集的途径ꎻ对于地下部ꎬ突变体

ｏｓｓｈｍｔ５￣３ 和野生型比较组中ꎬ差异表达基因显著富

集于脂肪酸延长途径、二萜类生物合成途径、角质、
木栓质和蜡生物合成途径ꎮ

图 ８　 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 和野生型差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ.８　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｓｓｈｍｔ５ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ

　 　 如图 ９、表 ２ 所示ꎬ在 ＧＯ 富集分析和功能注释中ꎬ
对于地下部ꎬ突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１ 和野生型比较组、突变

体 ｏｓｓｈｍｔ５￣３和野生型比较组ꎬ差异表达基因主要具有

四吡咯结合(ＧＯ:００４６９０６)、血红素结合(ＧＯ:００２００３７)、
氧化还原酶活性(ＧＯ:００１６７０５ 和 ＧＯ:００１６４９１)、电子转

移活性(ＧＯ:０００９０５５)和铁离子结合(ＧＯ:０００５５０６)等分

子功能ꎻ对于地上部ꎬ突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣１ 和野生型比较

组、突变体 ｏｓｓｈｍｔ５￣３ 和野生型比较组ꎬ差异表达基因

主要具有转录调节因子活性(ＧＯ:０１４０１１０)、分子功能

调节因子 (ＧＯ:００９８７７２)、内肽酶调节活性 (ＧＯ:
００６１１３５)、肽酶调节活性(ＧＯ:００６１１３４)、序列特异性

ＤＮＡ 结合 (ＧＯ: ００４３５６５)、肽酶抑制剂活性 (ＧＯ:
００３０４１４)、水解酶活性(ＧＯ:００１６７９８)、转移酶活性(ＧＯ:
００１６７４７)、脂质结合(ＧＯ:０００８２８９)、铜离子结合(ＧＯ:
０００５５０７)、丝氨酸型内肽酶抑制剂活性(ＧＯ:０００４８６７)、
内肽酶抑制剂活性(ＧＯ:０００４８６６)、酶抑制剂活性(ＧＯ:
０００４８５７)、水解酶活性(ＧＯ:０００４５５３)和 ＤＮＡ 结合转录

因子活性(ＧＯ:０００３７００)等分子功能ꎮ
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图 ９　 突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 和野生型差异表达基因 ＧＯ 富集分析

Ｆｉｇ.９　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｓｓｈｍｔ５ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ

表 ２　 ＧＯ 功能注释

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ

ＧＯ 编号 功能　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＧＯ 编号 功能　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＧＯ:０１４０１１０ 转录调节因子活性 ＧＯ:００１６７４６ 转移酶活性(转移酰基)

ＧＯ:００９８７７２ 分子功能调节因子 ＧＯ:００１６７４１ 转移酶活性(转移一碳基团)

ＧＯ:００７０００８ 丝氨酸型外肽酶活性 ＧＯ:００１６７０５ 氧化还原酶活性(作用于成对供体ꎬ伴随分子氧的
掺入或还原)

ＧＯ:００６１１３５ 内肽酶调节活性 ＧＯ:００１６７０１ 氧化还原酶活性(作用于单个供体并掺入分子氧)

ＧＯ:００６１１３４ 肽酶调节活性 ＧＯ:００１６６１４ 氧化还原酶活性(作用于供体的 ＣＨ￣ＯＨ 基团)

ＧＯ:００５１５４０ 金属簇结合 ＧＯ:００１６４９１ 氧化还原酶活性

ＧＯ:００５１５３７ 二铁二硫簇结合 ＧＯ:０００９０５５ 电子转移活性
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续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

ＧＯ 编号 功能　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＧＯ 编号 功能　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＧＯ:００５１５３６ 铁￣硫簇结合 ＧＯ:０００８２８９ 脂质结合

ＧＯ:００５０６６１ ＮＡＤＰ 结合 ＧＯ:０００８２３８ 外肽酶活性

ＧＯ:００４６９８３ 蛋白质二聚化活性 ＧＯ:０００８２３６ 丝氨酸型肽酶活性

ＧＯ:００４６９１４ 过渡金属离子结合 ＧＯ:０００８１７１ Ｏ￣甲基转移酶活性

ＧＯ:００４６９０６ 四吡咯结合 ＧＯ:０００８１６８ 甲基转移酶活性

ＧＯ:００４６８７２ 金属离子结合 ＧＯ:０００８０８１ 磷酸二酯水解酶活性

ＧＯ:００４３５６５ 序列特异性 ＤＮＡ 结合 ＧＯ:０００５５０９ 钙离子结合

ＧＯ:００４３１６９ 阳离子结合 ＧＯ:０００５５０７ 铜离子结合

ＧＯ:００４２９１０ 异生物质跨膜转运蛋白活性 ＧＯ:０００５５０６ 铁离子结合

ＧＯ:００３０４１４ 肽酶抑制剂活性 ＧＯ:０００４８６７ 丝氨酸型内肽酶抑制剂活性

ＧＯ:００３０２３４ 酶调节活性 ＧＯ:０００４８６６ 内肽酶抑制剂活性

ＧＯ:００３０１４５ 锰离子结合 ＧＯ:０００４８５７ 酶抑制剂活性

ＧＯ:００２００３７ 血红素结合 ＧＯ:０００４５５３ 水解酶活性(水解 Ｏ￣糖基化合物)

ＧＯ:００１７１７１ 丝氨酸水解酶活性 ＧＯ:０００４１８５ 丝氨酸型羧肽酶活性

ＧＯ:００１６８３０ 碳￣碳裂解酶活性 ＧＯ:０００４１８０ 羧肽酶活性

ＧＯ:００１６８２５ 水解酶活性(作用于酸性磷￣氮键) ＧＯ:０００３８２４ 催化活性

ＧＯ:００１６７９８ 水解酶活性(作用于糖基键) ＧＯ:０００３７００ ＤＮＡ 结合转录因子活性

ＧＯ:００１６７８７ 水解酶活性 ＧＯ:０００３６７７ ＤＮＡ 结合

ＧＯ:００１６７６２ 木葡聚糖:木葡糖基转移酶活性 ＧＯ:０００３６７６ 核酸结合

ＧＯ:００１６７４７ 转移酶活性(转移非氨酰基的酰基) ＧＯ:００００２８７ 镁离子结合

３　 讨 论

丝氨酸羟甲基转移酶可参与植物体内丝氨酸和

甘氨酸的互相转化ꎬ为甲基合成、核苷酸合成和氨基

酸代谢等提供一碳单位[６]ꎮ 在本研究中ꎬ基于氨基

酸序列比对挖掘到已报道的 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)
的高度同源蛋白酶 ＯｓＳＨＭＴ５ꎮ 亚细胞定位结果表

明ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 蛋白定位于细胞核ꎬ该结果与其亚家

族中水稻 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)和拟南芥 ＡｔＳＨＭＴ７
(ＭＳＡ１)的定位结果一致[１２￣１３]ꎮ 水稻 ＯｓＳＨＭＴ１ 以及

拟南芥 ＡｔＳＨＭＴ１ 和 ＡｔＳＨＭＴ２ 定位于线粒体ꎬ其基因

体外表达产物已被验证具有丝氨酸羟甲基转移酶

(ＳＨＭＴ)催化活性[５￣６ꎬ２９]ꎮ 将水稻的 ＯｓＳＨＭＴ４(Ｏｓ￣
ＣＡＤＴ１)、ＯｓＳＨＭＴ５ 和拟南芥的 ＡｔＳＨＭＴ７(ＭＳＡ１)基
因在酵母甘氨酸缺陷型菌株中进行异源表达ꎬ无法

使这些酵母菌株恢复正常的生长表型[１３]ꎮ 水稻 Ｏｓ￣
ＳＨＭＴ２ 和 ＯｓＳＨＭＴ３ 分别定位于细胞质和叶绿

体[１０]ꎮ 在体外表达试验中ꎬ未检测到 ＯｓＳＨＭＴ３、Ｏｓ￣

ＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)和 ＯｓＳＨＭＴ５ 具有 ＳＨＭＴ 活性ꎬ但
酵母双杂交试验结果表明ꎬＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)可

与 ＯｓＳＨＭＴ３ 或 ＯｓＳＨＭＴ５ 互作[１４]ꎮ 水稻中的 ５ 个

ＯｓＳＨＭＴ 都可形成同源二聚体ꎬ且 ＯｓＳＨＭＴ３ 也可与

ＯｓＳＨＭＴ２、ＯｓＳＨＭＴ４ 和 ＯｓＳＨＭＴ５ 结合成异源二聚

体[１０]ꎮ ＯｓＳＨＭＴ３ 敲除突变体中ꎬ ＳＨＭＴ 活性下降

３５％ꎬ而 ＯｓＳＨＭＴ４ (ＯｓＣＡＤＴ１) 敲除突变体 ｆｌｏ２０￣１
中ꎬ ＳＨＭＴ 活 性 下 降 ６４％ꎬ 这 表 明 ＯｓＳＨＭＴ４
(ＯｓＣＡＤＴ１) 在调控 ＳＨＭＴ 活性方面可能比 ＯｓＳＨ￣
ＭＴ３ 发挥更重要的作用[１４]ꎮ
　 　 基于前期研究发现 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)突变

可增强水稻籽粒中硫和硒的含量ꎬ本研究将 ＯｓＳＨ￣
ＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)的同源基因 ＯｓＳＨＭＴ５ 作为目的基

因ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术敲除中花 １１ 的 ＯｓＳＨ￣
ＭＴ５ 基因ꎬ得到 ３ 种不同突变类型的纯合突变体 ｏｓ￣
ｓｈｍｔ５￣１、ｏｓｓｈｍｔ５￣２、ｏｓｓｈｍｔ５￣３ꎮ 水培条件下ꎬ这 ３ 种

突变体与野生型的生长表型无显著差异ꎮ 外源添加

低浓度硒酸钠ꎬ突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 地下部和地上部中
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硫含量和硒含量与野生型相比无显著差异 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ且硒酸盐、亚硒酸盐、硒代胱氨酸和硒代甲

硫氨酸与野生型相比也无显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 在

转录水平ꎬ突变体 ｏｓｓｈｍｔ５ 水稻硫酸盐 /硒酸盐的吸

收和同化相关基因的相对表达量和野生型相比无显

著差异ꎮ 试验结果说明ꎬ同源基因 ＯｓＳＨＭＴ５ 与

ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)在调控水稻硫和硒积累方面存

在差异ꎬ这可能是由于 ＯｓＳＨＭＴ５ 不参与调控水稻硫

和硒的积累ꎬ或者是由于 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)功能

远强于 ＯｓＳＨＭＴ５ꎬ导致在 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)功能

正常的情况下ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 突变不影响水稻硫和硒的

积累ꎮ 本研究还尝试分别在水稻突变体 ｃａｄｔ１(中嘉

早 １７ 背景)中单敲除 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因及中花 １１ 背景

下同时敲除 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)和 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因ꎬ
但均未能获得纯合双基因突变植株ꎬ表明这两个基

因在植物生长发育中起到重要作用ꎮ 已有研究结果

表明ꎬＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)或 ＡｔＳＨＭＴ７(ＭＡＳ１)的功

能缺陷会影响 Ｓ￣腺苷甲硫氨酸含量ꎬＳ￣腺苷甲硫氨

酸是甲基化反应的关键供体ꎬ其通过影响 ＤＮＡ 或 /
和组蛋白的甲基化过程ꎬ从表观遗传学角度调控相

关基因的表达[１２￣１４]ꎮ ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)功能缺陷

会导致水稻 ＯｓＳＵＬＴＲ１ꎻ１ 的表达量上升ꎻＡｔＳＨＭＴ７
(ＭＳＡ１)功能缺陷会导致拟南芥 ＡｔＳＵＬＴＲ１ꎻ２ 的表

达量上升ꎬ从而促进根部对硫酸盐 /硒酸盐的吸收ꎮ
此外ꎬＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)还可以与 Ｓ￣腺苷甲硫氨

酸合成酶(ＯｓＳＡＭＳ２)互作ꎬ进一步调控 Ｓ￣腺苷甲硫

氨酸的合成和代谢[１４]ꎮ
转录组数据分析结果显示ꎬＯｓＳＨＭＴ２、ＯｓＳＨＭＴ３

和 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因主要在地下部表达ꎬＯｓＳＨＭＴ１ 基

因主要在地上部表达ꎬ而 ＯｓＳＨＭＴ４ 基因在地下部和

地上部的相对表达量相近ꎮ 转录因子 Ｂ３、 ＢＢＲ￣
ＢＰＣ、ＭＹＢ、ＭＹＢ￣ｒｅｌａｔｅｄ 和 ＴＣＰ 可能与 ＯｓＳＨＭＴ５ 启

动子区域互作ꎬ从而调控 ＯｓＳＨＭＴ５ 基因的表达ꎮ 同

时细胞分裂素抑制 ＯｓＳＨＭＴ５ 的表达ꎬ而生长素和茉

莉酸促进 ＯｓＳＨＭＴ５ 的表达ꎬ表明 ＯｓＳＨＭＴ５ 可能参

与水稻生长发育的调控[１０]ꎮ 对于地下部ꎬ突变体和

野生型比较组中的差异表达基因主要具有氧化还原

酶活性、电子转移活性、铁离子结合和四吡咯结合等

分子功能ꎬ对于地上部ꎬ突变体和野生型比较组中的

差异表达基因主要具有转录调节因子活性、分子功

能调节因子、内肽酶调节活性、肽酶抑制剂活性、铜
离子结合等分子功能ꎮ

４　 结 论

本研究对水稻丝氨酸羟甲基转移酶基因 ＯｓＳＨ￣
ＭＴ５ 进行了分子克隆和功能解析ꎬ结果表明ꎬ(１)
ＯｓＳＨＭＴ５ 与 ＯｓＳＨＭＴ４(ＯｓＣＡＤＴ１)同源性较高ꎬ且它

们分别编辑的 ２ 种蛋白质均定位于细胞核中ꎬ但
ＯｓＳＨＭＴ５突变对水稻硫酸盐 /硒酸盐吸收和同化途

径无显著调控作用ꎬ其功能突变不影响水稻中硫和

硒的积累ꎮ (２)基于转录水平分析发现ꎬ在水稻地

下部ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 可能具有四吡咯结合、血红素结合、
氧化还原酶活性、电子转移活性和铁离子结合等分

子功能ꎻ在地上部ꎬＯｓＳＨＭＴ５ 可能具有转录调节因

子活性、分子功能调节因子、内肽酶调节活性、肽酶

抑制剂活性、铜离子结合等分子功能ꎮ
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