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摘要：【目的】用氯酸盐筛选水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪）突变体库，分析氯酸盐对水稻的毒性。【方法】使用化学诱变剂甲基磺酸乙

酯（Ｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，ＥＭＳ）处理水稻材料“９３１１”种子，构建完成了水稻“９３１１”突变体库。【结果】通过水培法并

利用氯酸盐的特性对诱变材料进行筛选，共筛选了２３６１份诱变 Ｍ２代材料，且与野生型相比获得了４０份对氯酸盐表现

差异敏感的材料。【结论】研究结果为进一步的材料创建与相关基因克隆提供了基础，也为水稻硝酸盐吸收与转化相关分

子机理的研究奠定了基础。
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水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪）是全球主要的粮食作物之一，全世界有一半以上的人口以稻米为主食
［１］。在中国，水稻

种植具有悠久的历史，水稻种植面积居世界第１位。当前，中国国内水稻的播种面积仅占粮食作物总播种面积

的１／４，而产量却占全部粮食总产量一半以上，且约有６０％的中国人口以稻米为食
［２］。水稻作为模式作物已被广

泛应用在基础研究中［３］。随着水稻全基因组序列测定的完成，水稻基因功能的研究己成为目前研究的热点和重

点，构建水稻突变体库是研究水稻基因功能最直接和有效的方法［４］。目前，构建突变体库的方法主要有物理诱

变、化学诱变、插入突变及其他方法［５］。物理诱变主要是通过电离辐射诱变研究材料，引起研究材料的ＤＮＡ序

列或结构发生变化［６］。最常采用的射线主要包括γ射线、Ｘ射线、快中子、β射线等，其中应用最多的是γ射线和

Ｘ射线
［７］。化学诱变主要通过甲基磺酸乙酯（Ｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，ＥＭＳ）、叠氮化钠、平阳霉素、秋水仙素

等试剂处理研究材料［８］。生物诱变主要通过ＴＤＮＡ插入诱变、转座子介导诱变等手段来对研究材料进行处

理［９］。物理诱变和化学诱变具有技术条件较为简便、突变效率比较高的优点，是常用的诱变方法［１０］。其中化学

诱变剂ＥＭＳ能够诱发基因点突变，而利用点突变可以精确地鉴定基因的功能
［１１］。

氮是植物生长发育所必需的重要元素，对植物的生长发育起着重要的作用［１２］。豆科（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）以外的

植物对氮的吸收主要依赖于硝酸盐的吸收与还原，其中的同化途径由３个必要步骤组成：１）将硝酸盐还原成亚

硝酸盐；２）将亚硝酸盐还原成铵态氮；３）铵态氮在植物体内被吸收利用
［１３］。虽然现代植物生物学技术发展迅

猛，但是对于高等植物硝酸盐吸收途径的第１步骤仍不是很清楚。而氯酸根与硝酸根的分子结构相似，是硝酸

还原酶（Ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＮＲ）的竞争抑制剂，可抑制硝酸的还原过程，阻断硝态氮的利用；同时氯酸根离子的大

量积累会对植物产生毒害，不利于植物的正常生长［１４］。大部分缺乏硝酸还原酶活性的水稻突变系具有抗氯酸盐

的特点［１５］，因此用氯酸盐筛选水稻突变体库，有助于从中找出与硝酸还原酶相关的关键基因，进而揭示硝酸盐吸

收与还原的分子机理。为此，本研究利用ＥＭＳ溶液处理水稻“９３１１”种子，构建了水稻“９３１１”的突变体库，并用

氯酸盐筛选突变体库，获得了一定数量可供进一步研究的实验材料。

１材料与方法

１．１材料

本研究所用的水稻“９３１１”又名扬稻６号，是中籼常规水稻品种，由江苏省里下河地区农科所培育。水稻
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“９３１１”品质优良，具有产量高、适应性强等性状，是水稻基因功能研究的模式品种
［１６］。水稻“９３１１”在２００１年通

过了国家品种审定委员会审定，它的全基因组序列测序工作于２００５年完成
［１７］。

１．２突变体库的建立

诱变处理工作在重庆师范大学根系发育与氮高效利用实验室中完成。首先选取质地饱满的水稻“９３１１”种

子约５００ｇ，用网袋装好，放入水中清洗，除去表面灰尘；然后用３７℃清水浸泡种子过夜；接着将 Ｎａ２ＨＰＯ４ 与

ＫＨ２ＰＯ４ 以３∶２的质量比配制０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１且ｐＨ 为５．８的磷酸盐缓冲液，并将磷酸缓冲液与ＥＭＳ母液混

合，配成ＥＭＳ体积分数为０．１５％的ＥＭＳ工作液；用吸水纸除去种子多余水分，将种子装入棕色瓶中，并向棕色

瓶中加入配制好的ＥＭＳ工作液，放入摇床进行诱变孵育，然后用清水清洗水稻种子，并将种子阴干，于阴干后的

第２天进行播种
［１８］。

１．３诱变材料的种植

将播种３０ｄ后的材料移栽到重庆师范大学生命科学学院水稻试验基地试验田，单株种植，共有８０００株左

右的 Ｍ１代。在稻穗成熟后分单株收获，每株收获１～２穗，共收到大约８０００份左右的 Ｍ２代材料，做好编号，

放入种子储存柜中。

１．４Ｍ２代水稻幼苗的培养

采用水培方法对 Ｍ２代幼苗进行培养，用改良后的 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液，ＫＮＯ３ 作为唯一氮源。水稻种子先用

溶质质量分数为２０％的ＮａＣｌＯ３ 溶液浸泡消毒１０ｍｉｎ，接着用清水冲洗，放置在３７℃恒温培养箱中过夜，培养

催芽［１９］；然后将种子转移至带有纱网的培养瓶中，将种子放在纱网上，每个培养瓶中放置８～１０粒种子，培养瓶

放置在植物光照培养箱中。主要培养环境参数如下：光照期间温度为２８℃，相对湿度为７０％，光照强度为

２６０μｍｏｌ·ｍ
－２·ｓ－１；黑暗期间温度为２３℃，相对湿度为５０％。光照周期为１４ｈ光照∶１０ｈ黑暗。另外，培养

瓶用锡箔纸包住避光以控制其中的藻类生长，每隔１天换１次培养液。

２结果与分析

２．１水稻“９３１１”幼苗氯酸盐敏感性初步分析

为了研究正常水稻“９３１１”幼苗对氯酸盐的敏感性，只将改良的霍格兰营养液中的ＫＮＯ３ 替换成ＫＣｌＯ３。为

防止其他无关因素的影响，处理时设置对照组和实验组。设置１，２和３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＫＣｌＯ３ 浓度梯度，每个梯

度重复３次。在氯酸盐处理１２ｈ后换成ＫＮＯ３ 培养液，恢复培养３～４ｄ，其间注意观察水稻幼苗的生长状况，

同时进行表型观察，具体结果如封三彩图１所示。

从封三彩图１可以看出，与对照组相比，用含有ＫＣｌＯ３ 培养液处理的水稻幼苗呈现出相似的变化：水稻幼苗

根长和植株长度变短，叶片卷曲且表面出现黑斑。但在不同浓度ＫＣｌＯ３ 处理下水稻幼苗的表型也不完全相同。

１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌＯ３ 处理过的水稻幼苗在经过恢复培养后，成活率达９９％，说明这一浓度的ＫＣｌＯ３ 对幼苗的影

响较小，不足以使幼苗致死。在经过３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌＯ３ 处理后，水稻幼苗叶片上的黑斑的面积较大约占整个

叶面积的１／３，叶片卷在一起，根长和植株长度明显短于其他实验组和对照组，幼苗枯萎更加严重；在经过恢复培

养后有仅５％左右的幼苗能够成活，且成活幼苗的生长状态也极差。这表明３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌＯ３ 对水稻“９３１１”

幼苗的处理效果过强。而用２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌＯ３ 处理时，虽然水稻幼苗的生长状况与对照组相比也表现极差，

但是在恢复培养后幼苗致死率在５０％～６０％，并且在恢复培养后幼苗的生理状况良好。这表明２ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ＫＣｌＯ３ 对水稻幼苗的毒性中等偏上，可在筛选诱变材料时起到有效的筛选作用。

２．２水稻“９３１１”Ｍ２代诱变材料的筛选

在确定氯酸盐的浓度为２ｍｍｏｌ·Ｌ－１时处理效果最佳后，从种子储藏柜中按照编号从每个种子袋中挑选

１０粒左右的水稻种子，用正常的水稻种子作为对照组，等到水稻幼苗长到如封三彩图２中所显示的状态时，进行

氯酸盐处理。从封三彩图２中可以看出，突变体的水稻幼苗长势要略差于正常水稻幼苗，即根长短于后者。用

含２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌＯ３的培养液处理１２ｈ后，再用含３ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＫＮＯ３ 的培养液进行正常恢复生长，２～３ｄ

后进行表型观察并拍照记录，其中部分 Ｍ２代诱变材料表型如封三彩图３所示。

封三彩图３显示，与野生型相比，进行氯酸盐筛选后的部分诱变材料株系中出现了比野生型更为严重的氯

酸盐毒害表型，整个植株变为黄褐色并枯死，即使进行恢复培养后也不能正常生长，如图中红色箭头所示。这可

能是与硝酸盐转运相关的基因发生了突变，因而诱变材料比野生型吸收转运更多的氯酸盐，以至于氯酸盐在植
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物体内大量积累产生毒害。由此推测这些候选材料在硝酸盐的吸收利用效率方面也应较高。而与之相反的是，

有一些诱变材料的生长状况要好于野生型，它们叶片的绿色面积更大，可能是对氯酸盐的吸收较少，产生的毒害

较轻。目前国内关于氯酸盐转运与利用的研究主要有：中国科学院遗传研究所储成才团队研究发现了硝酸转运

基因犖犚犜１１犅
［２０］，南京农业大学徐国华研究团队研究发现了硝酸转运基因犖犚犜２１等，这些研究成果均揭示

了硝酸转运与利用的机理［２１］。

本研究共筛选了２３６１份 Ｍ２代材料，综合统计筛选结果发现其中对氯酸盐敏感存在差异的共有４０份。同

时在筛选中还出现了少量的黄化苗和白化苗（叶绿素突变体），白化突变率是０．２５％。鉴于白化突变是衡量

ＥＭＳ诱导成功与否的重要指标，因此该结果可以说明本研究中的诱导突变是成功的，所构建的突变体库是可用

的。此外，这些筛选出来的白化苗绝大多数在３叶期前后因为缺乏叶绿体无法进行光合作用而死亡
［２２］。在筛选

时，同一株系的种子经过氯酸盐处理后还表现出了表型差异，即同一株系的种子在经过氯酸盐筛选并恢复培养

后，有些幼苗枯萎致死，有些幼苗生长状况略好于对照组。这可能是由于诱变处理后Ｍ２代的水稻花粉基因发生

了分离，不同的基因相互组合，产生了不同的基因型从而造成了表型差异［２３］。通过大规模的筛选，笔者所在研究

团队将确定存在差异的材料种植于大田，进一步跟踪观察它们的生长发育状况，从而为后续的群体构建和相关

基因初步定位做准备。

３讨论

水稻是一种重要的模式作物，与它的基因组功能相关的研究越来越受到重视［２４］。传统研究基因功能的遗传

学手段分为“正向遗传学”和“反向遗传学”两类。反向遗传学的方法主要有基因转导、反义技术、转基因和基因

剔除、染色体转导、ＲＮＡ干涉等
［２５］，而正向遗传学中研究基因功能最直接有效的方法就是构建突变体库，然后通

过对突变体表型的研究进而推断出相关基因的功能［２６］。物理诱变和化学诱变具有技术操作简单、突变频率高的

优点，能够在较短的时间内获得大量的突变体材料［２７］。笔者所在研究团队前期通过ＥＭＳ诱变剂处理水稻

“９３１１”种子构建了该品种的突变体库，在 Ｍ１代得到了８０００份左右的诱变材料。采用氯酸盐敏感差异筛选的

方法，最终在 Ｍ２代的２３６１份的材料中筛选出了４０个敏感差异株系。有研究报道：氯酸盐的还原反应不仅与

ＮＲ的能力相关，而且还与细胞内其他的一些还原反应也有关系。因此，氯酸盐抗性筛选是ＮＲ缺陷型突变体产

生的必要非充分条件［２８］，筛选出的敏感差异株系不一定就是ＮＲ缺陷型突变体，还需要在下一代继续进行重复

筛选验证。另外笔者所在研究团队下一步还将做杂交和测交实验，以此来验证基因的显隐性以及是单基因突变

还是多基因突变，为后续相关基因的克隆实验做铺垫。此外，鉴于ＮＲ发挥作用还需要在多种辅酶的参与下完

成，因而ＮＲ缺陷突变体的产生是由多种因素造成的，其中包括硝酸盐的吸收障碍、辅酶的缺失、结构基因突变

或正／负调控基因的突变等［２９］，因此还要对候选材料作进一步的筛选鉴定。

总之，本研究通过对前期构建的突变体材料进行氯酸盐的严格筛选，经重复验证确定了部分候选差异材料，

可以推测出候选材料在硝态氮的吸收利用方面存在一定差异，同时这些候选材料也为后续相关基因的定位克隆

和研究硝态氮的吸收、转运和利用机制以及为水稻的氮高效育种奠定了基础。
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