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12C6+离子束诱变水稻籽粒Cd低积累突变体的研究
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摘要: 筛选低Cd积累水稻品种是控制稻米Cd含量的最直接有效的办法之一。本研究对重离子辐照的中

籼 9311(Oryza sativa L)后代，利用石墨炉原子吸收光谱法检测，对曝露在不同Cd含量(含Cd量为 19.8

mg·kg−1镉池和含Cd量为 2.721 mg·kg−1的污染农田)中进行M2代Cd低吸收突变单株筛选，研究重离

子辐照水稻籽粒Cd吸收的突变率以及比较不同Cd含量曝露下的筛选效率。结果显示：重离子辐照可以

诱发水稻籽粒Cd积累量的变异，其突变频率为 3.398%± 0.009(P < 0.05)；初筛获得 78株籽粒较WT Cd

吸收差异显著的突变体，进一步对其种植，分析M3代籽粒Cd含量。结果表明，重离子辐照诱变水稻突

变体突变率高，遗传稳定，高Cd含量曝露下筛选效率更高，突变体水稻籽粒中Cd的积累存在着明显的

差异，产生Cd 积累差异的基因型丰富；相关性分析表明，M2代和M3代糙米中Cd含量存在显著相关

性 r = 0.8210(P < 0.01)，M3代获得 23株遗传性良好且Cd含量差异显著的突变体水稻，其中Cd含量低于

国家标准 0.2 mg·kg−1突变体 3株。表明筛选出的水稻突变体，在吸收转运Cd的过程中，存在差异且能稳定

遗传，可供进一步研究培育籽粒Cd低积累的水稻品种。
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1 引言

重离子束作为一种新兴的辐射诱变源, 具有传能线

密度 (Linear Energy Transfer，LET)高的特点。在植

物种质诱变育新种操作中, 其单位剂量的诱变效率较X

射线、γ射线、电子束等低LET的诱变效率要高出 10

倍[1]，与X射线、γ射线及电子束等相比, 重离子束在

穿过生物介质时, 将大量能量沉积在其径迹上, 所以具

有高LET , 进而能引起高密度的电离事件, 造成细胞核

中DNA分子损伤显著增加,表现出局部损伤程度比较严

重, 所以具有更高相对生物学效应 (Relative Biological

Effectiveness，RBE)。因此, 离子束用于诱变育种有可

能在损伤轻时获得较高的突变效率[2]。

Cd是土壤中最主要的重金属污染物之一，在土壤

中大量累积，并能够通过食物链进入人或动物体内，

Cd主要富集在肾脏中，导致肾功能下降[3]。在全球

有一半以上的人以水稻作为主要粮食，但随着耕地面

积Cd污染的持续增加，“镉大米”事件逐年增多，水稻

重金属Cd污染问题亟待解决。

现已明确植物对Cd吸收存在显著差异，农作物中

豆科植物Cd吸收能力最低，禾本科和十字花科的作

物则吸收Cd能力强[4]。水稻不同品种间对Cd的吸收

也有差异，王凯荣等[5]的研究表明杂交晚稻比常规稻

对Pb、 Cd的富集能力强；谭周磁[6]通过对 8个早稻品

种和 10个晚稻品种累积重金属的研究，筛选出了对重

金属较为钝感的湘早籼 19号和晚稻V46，以及对重金

属较为敏感的潭早籼 l号和师大 1911。

研究显示Cd 吸收与基因调控有关，Wu等[7]以

拟南芥为实验材料发现，当FIT 与AtbHLH38 或

者AtbHLH39基因共表达时，能够增加拟南芥对Cd

的耐受性[7−8]；在水稻中，相关分子表达的研究主要针

对于Nramps蛋白家族。Nramps蛋白家族是植物吸收

转运矿质离子的重要离子通道蛋白[9]，Satoru[10]获得

了3株低吸收Cd水稻突变体 (lcd-kmt1，lcd-kmt2，lcd-

kmt3)，并发现其相关的基因OsNARMP5，该基因编

码有缺陷的细胞耐受性相关蛋白，导致水稻吸收Cd

含量显著低于对照组，由此可见，Nramp5基因与调

控水稻吸收Cd有关[10−11]。此外研究也发现，水稻
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中OsHMA3基因的表达也与水稻根部吸收转运Cd相

关[12]。所以通过创建新的基因型材料，培育Cd低吸收

水稻新品种是减少Cd大米危害的有效途径。

在Cd污染治理的方法中生物治理一直受到重视，

利用不同品种对Cd吸收差异筛选低吸收的品种以及生

物改良，均可获得事半功倍的效果。日本科学家利用

物理诱变创建Cd低吸收水稻[13]在种质方面取得长足

进展，为低Cd吸收品种选育开辟新途径，但是如何实

现Cd低吸收水稻突变体的高效选择以及突变体的Cd

吸收机制等方面仍然缺乏。

本实验旨在利用重离子辐照技术创建水稻籽粒

低Cd积累突变体，建立低Cd积累突变体高效筛选方

法，以期筛选出低Cd 的水稻基因型品种，为水稻吸收

运转Cd机制研究和实际应用提供参考。

2 实验材料和方法

2.1 材料与试验设计

重离子辐照籼稻品种 (Oryza sativa L)中籼 9311

籽粒，辐照实验在兰州重离子研究装置 (HIRFL)生

物辐射终端进行。所用碳离子束12C6+初始能量为 80

MeV/u，辐照剂量 80 Gy，剂量率 10 Gy/min。

2012年在合肥种植辐照的中籼 9311种子，单株收

种，将收获的 3 000粒M1代种子于 2013年分别种植

在Cd含量高的镉池和Cd含量低的铜陵试验田中，每

种植一行突变体植株，间隔种植一行野生型中籼 9311

种子；在水稻成熟期收获M2代生长状况良好、结实

率高的水稻作为本实验初筛材料检测水稻籽粒Cd含

量；2014年筛选出材料在合肥试验田繁殖M3代，水稻

成熟后对突变体地上部分和籽粒中Cd含量进行检测；

WT籽粒均取五行籽粒混样检测。

2.2 取样与重金属含量分析

水稻种植前采集土壤样品，水稻成熟期, 采集土壤、

籽粒和水稻地上部分样品。

土样采用对角线采样法，用不锈钢土钻采取 10 ∼
15个点 0∼ 20 cm 的耕层土壤，充分混合后采用四分法

留取 1 000 g 土壤样品。土样经自然风干，挑出石块、

稻根等杂物，105 ℃烘干后研磨过 100目筛，土壤Cd

全量采用HNO3-HClO4-HF消解。

籽粒自然干燥后加工成糙米，将糙米于 70 ℃烘
干，再研磨成细粉，过 100目筛，称重然后置入混合

酸 (HNO3：HClO4=4:1)中加热消解。

水稻地上部分检测过程：首先将地上部分用去离子

水冲洗干净，浸泡于 0.05 mmol/L NaEDTA中 20 min，

再用一级水冲洗 3次，之后于烘箱内 105 ℃，烘干至恒
重，研磨，过 100目筛，称重然后置入混合酸 (HNO3：

HClO4=4:1)中加热消解[14]，

土壤、籽粒及地上部分的消解液Cd含量检测参照

石墨炉原子吸收光谱法国标法[15]，均进行石墨炉原子

吸收光谱法检测，重复 3次。本实验石墨炉原子吸收光

谱仪型号 (WFX-210/200)。

土壤理化性质按照参考文献[16]的方法测定，其理

化性质见表 1。

表 1 供试土壤的基本理化性质

栽培地点
有机质

/(g·kg−1)
pH 种植前含Cd量

/(mg·kg−1)
种植后含Cd量
/(mg·kg−1)

全氮
/(g·kg−1)

全磷
/(g·kg−1)

速效钾
/(mg·kg−1)

Cd池 20.0 6.8 19.8 10.212 0.95 1.32 101.46

铜陵试验田 17.5 6.3 2.721 1.311 3.01 2.23 110.54

合肥试验田 38.7 6.7 2.135 1.026 1.30 2.45 98.11

2.3 数据统计与分析

本次试验数据利用 SPSS软件进行统计分析，应

用Origin 8.0软件作图。

2.3.1 数据处理

变 异 系 数C·V=(标 准 偏 差 SD/平 均 值Mean)

×100%；

富集系数=植株Cd含量/土壤全Cd含量；

Cd含量均值=平均值±标准偏差；

相关系数rAB =
∑

[(Ai−A)(Bi−B)]√∑
(Ai−A)2×

√∑
(Bi−B)2

。

3 结果与分析

3.1 籽粒Cd低积累突变体筛选

为了比较重离子产生水稻突变体对Cd吸收累积的

差异以及不同Cd曝露条件对突变体筛选的效率，在Cd

池和铜陵试验田进行了高、低Cd含量曝露突变体筛选

试验，通过对土壤和单株水稻籽粒中Cd的含量的分析

获得以下结果。

3.1.1 高Cd曝露筛选突变体

经检测，223株Cd池水稻突变体籽粒中Cd的含

量频次分布如图 1所示，不同水稻突变体籽粒中Cd
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含量不同籽粒中Cd累积量频次分布基本遵循正态分

布规律。Cd含量在 0.6330 ∼ 2.678 mg·kg−1 之间标

准差 0.290 2 mg·kg−1，平均值 1.186 mg·kg−1 变异系

数 24.5%，WT籽粒Cd含量为 1.161 mg·kg−1(Cd含量

在 1.0413 ∼ 1.4121 mg·kg−1之间，标准差为 0.158 3)，

Cd的高累积量 (> 1.51 mg·kg−1)和低累积量 (< 0.81

mg·kg−1)的水稻突变体分别占样本总数的 13%, 6.8%,

Cd的低累积量最低Cd含量为 0.633 0 mg·kg−1，高积

累量 2.678 mg·kg−1是Cd低积累量的4.23倍，结果表

明，重离子辐照产生不同Cd积累突变体的基因型丰富，

Cd低积累材料对Cd表现出极强的耐受能力，高积累材

料对Cd表现出极强的积累能力。可见不同突变体对Cd

吸收机制存在差异。

对突变体M2代Cd含量差异分析 (表 2)， Cd含量

图 1 水稻突变体M2代籽粒Cd含量频次分布

在置信水平为 0.95时，11株差异显著 (P < 0.05)，突变

率为 4.93%，置信水平为 0.99，4株差异显著(P < 0.01)

突变率为 1.79%，结果显示重离子辐照诱变水稻产生突

变体的突变率高[17]，能够产生大量水稻突变体。其中

选取 35份Cd的低积累量和 12份高积累量水稻突变体，

在合肥试验田繁殖M3代。

表 2 重离子束辐照突变率∗

栽培地点 Cd平均值 标准差
置信水平95% 置信水平99%

/(mg·kg-1) /(mg·kg-1) 置信区间 差异显著 突变率/% 置信区间 差异显著 突变率/%

Cd池 1.186 0.2902 [0.61, 1.755] 11株 4.93 [0.437, 1.93] 4株 1.79

铜陵试验田 0.981 9 0.567 9 [−0.131, 2.09] 16株 4.20 [−0.4741, 2.447] 9株 2.40

* 重离子辐照M1代，种植后获得M2代突变体，根据M2代突变群体获得突变体率。

3.1.2 低Cd曝露筛选突变体

被检测的 382株水稻突变体，籽粒Cd含量频次

分布如图 1 所示，基本遵循正态分布规律，Cd含

量平均值 0.981 9 mg·kg−1，变异系数 57.8%。WT籽

粒Cd含量 0.974 6 mg·kg−1(Cd含量在 0.7131∼ 1.2075

mg·kg−1 之间，标准差为 0.172 8)Cd 低积累量 (<

0.6873 mg·kg−1)和高积累量 (> 1.276 mg·kg−1)突变

体水稻分别占 31%、24%。 Cd的最低累积量为 0.178 2

mg·kg−1，最高积累量 6.817 mg·kg−1 是低积累量

的 38.25倍，说明试验田低Cd曝露下也能致使水稻

突变体籽粒对Cd的积累产生显著差异，且Cd积累突

变体的基因型丰富，实验结果分析发现重离子辐照突变

随机且不定向，能够产生多种基因型的突变体，为培育

优良水稻品种提供大量材料。

如表 2所示，在 0.95的置信水平上，Cd含量差异

显著 (P < 0.05)时，突变率是 4.2%，在 0.99的置信水平

上，Cd含量差异显著 (P < 0.01)时，突变率 2.40%，结

果显示高低浓度Cd曝露下突变率基本一致，说明重离

子辐照初筛产生突变率与Cd浓度没有直接相关性。

筛选出 23株Cd含量差异显著的突变体水稻在合肥

试验田繁殖M3代。

3.2 突变体遗传性检验

收获M3 代，经检测，WT籽粒Cd 含量 0.678 2

mg·kg−1(Cd含量在 0.6753∼0.681 1 mg·kg−1之间，标

准差为 0.002 4)突变体籽粒Cd含量在 0.1522 ∼1.078
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mg·kg−1，变异系数为 50%，对地上部分检测均值为

(1.234±0.322 2) mg·kg−1，富集系数范围在 22.92%∼
85.48%之间，平均富集系数 57.80%。M2、M3代相关

性分析表明，水稻突变体M3代糙米中Cd含量与M2

代相关系数为 0.821 0，达极显著水平 (P < 0.01)(图2)。

图 2 (在线彩图)突变体M2代和M3代籽粒Cd含量相关性

Cd30∼Cd3为突变体编号，中籼 9311为WT。

结果显示籽粒Cd含量差异显著，地上部分对土壤

中Cd富集系数高，Cd含量由地上部分转移至籽粒中

受到限制，且筛选突变体遗传性良好。

筛选遗传稳定且Cd含量差异显著 16株突变体，再

次检测突变体株系单株(5株)籽粒Cd含量，同一株系平

均值与上一检测结果大体一致，大部分单株间差异不

大。对Cd吸收较稳定，筛选出23株单株突变体继续繁

殖M4代。其中L1，L2，L3，L4遗传性稳定，且Cd含

量均低于WT的 30%，L19，L20，L21四株突变体Cd

含量分别为0.152, 0.186, 0.189 mg·kg−1均低于国家标

准 0.2 mg·kg−1[18]。

4 讨论

1986年我国首先发现重离子注入对水稻的诱变效

应[19]，从此开创了离子束生物技术应用的先河。与X

射线、γ射线等诱变源相比, 重离子束辐照植物材料后,

其M1 代生理损伤轻，M2代突变率较高和突变谱较广,

并且其变异性状易于稳定。因此, 近年来越来越多的国

内外科研机构对各种植物展开了重离子束辐照诱变育种

工作[20]。

本实验通过重离子辐照M1代水稻，获得M2代突变

体，并利用两种不同的筛选方法，获得 70株低 (高)积

累Cd水稻突变体，且M2、M3代突变体结实率及表型

均无明显变化。在Cd池高Cd含量曝露下，初筛由 223

粒突变体种子时获得 11株差异显著 (P < 0.05)突变

体，重离子辐照水稻产生突变体的变异率为 4.93%(P <

0.05)，繁殖M3代筛选出 9株遗传稳定的突变体，即产

生遗传稳定的基因突变突变率 4.04%，

铜陵试验田中，382株水稻筛选出 16 株显著差

异 (P < 0.05) 的突变体，初筛重离子辐照突变率

为 4.20%(P < 0.05)，繁殖M3代后获得7株稳定遗传的

突变体，即产生遗传稳定的基因突变率 1.83%。由镉池

和铜陵试验田M3代稳定遗传突变率，计算出重离子辐

照产生M3代稳定遗传的突变率为 3.398%± 0.009(P <

0.05)。

分析结果显示重离子辐照技术能够诱发水稻对重金

属Cd吸收能力的突变，实验发现重离子辐照突变具有

双向性，且随机均匀，能够产生Cd低积累水稻突变体，

通过筛选水稻对Cd低吸收累积的、或者是Cd向糙米

低迁移的突变体可有效地减少或降低稻米的Cd污染；

产生的高积累Cd水稻突变体生物富集系数高达 57.8%，

将Cd高积累水稻材料用于土壤修复具有良好的应用

前景，高积累材料对Cd有更好的富集能力有利于Cd

污染上壤修复的实现。实验表明利用重离子辐照是选

育Cd低积累水稻新品种的有效途径。

比较两种筛选体系，为了防止Cd污染，高浓度Cd

筛选体系需在Cd池中种植，种植规模小，筛选范围较

低浓度试验田小，但是Cd池易于管理水分及光照，能

够减少外界影响，使突变体遗传性更稳定，选择效率

高。在高浓度Cd曝露下突变体促使突变体自身抵御

机制的变异更加显著，吸收Cd的浓度差异大其中3株

能够稳定遗传的突变体Cd吸收含量达到国家标准 0.2

mg·kg−1。

铜陵试验田Cd浓度小，种植面积大，筛选范围广，

且能够很好地模拟自然条件下水稻的生长，获得的突

变体性状不会在大规模种植后改变，但是试验田自然

条件无法控制，导致初筛时外界影响因素较大，出现假

性突变，稳定性不高，突变体植株M2与M3对比稳定性

稍差，低浓度Cd曝露下植株胁迫力度低，水稻籽粒Cd

积累量差异显著性稍低。

初步研究发现低 (高)Cd吸收的突变体在Cd吸收

有显著的差异，已经认证其稳定性，可进一步研究其

耐受机制，通过基因定位与克隆，选育出优良的水稻

品种，且通过杂交能够很容易地将两个遗传背景相同

的Cd积累有利基因聚合在一起，使获得不同Cd吸收

机制的优良水稻品种更加便利。

5 结论

12C6+ 离子束与生物体相互作用时，传能线密
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度 (LET)大，其生理生化作用强, 作用到生物分子、细

胞所造成的损伤通常不易修复，突变体稳定较快, 而且

具有较高的突变率。实验获得 12C6+离子束在M3代产

生稳定遗传的突变体突变率为 3.398%±0.009(P < 0.05)

重离子辐射能够提高诱变育种效率, 对定向育种具有重

要意义。随着重离子辐照技术的完善, 重离子生物技术

必将会为农业创造出更丰富的种质资源。

通过将突变体在不同Cd含量曝露下繁殖筛选，发

现两种筛选机制均有优点，高Cd含量镉池易于控制管

理水分等自然条件的影响，对植株胁迫力度大，Cd含

量差异大，突变体遗传性较好；试验田种植规模大，筛

选范围广，与常规育种自然条件相符。不同筛选条件下

在M3代获得 23株遗传性良好，对Cd吸收差异显著的

水稻突变体，可供下一步耐受机制及育种研究。
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Study on Low-cadmium Rice Mutants Induced by 12C6+ Ion Beam

LIN Yuanyuan，CHEN Huiru，LIU Binmei，YE Yafeng，WU Yuejin

(Key Laboratory of Ion Beam Bio-engineering, Institute of Technical Biology and Agricultural Engineering,

Hefei Institutes of Physical Science , Chinese Academy of Sciences, Hefei 230031, China )

Abstract: Screening low-cadmium rice cultivar is the most directly and effective way to control cadmium con-

tent in rice grain. We screened low-cadmium rice mutant of M2 generation exposed in different Cd concentration

(the pool contaminated with 19.8 mg Cd ·kg−1 and the paddy field contaminated with 2.721 mg Cd ·kg−1) from

rice mutants(9311, Oryza sativa L) induced by 12C6+ ion beam, and explored the mutation rate of 12C6+ ion

beam irradiation and the screening efficiency of different Cd concentration exposed, all of the detections were

carried out by Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrum(GFAAS). The results showed that the mutation

rate is 3.398%±0.009(P < 0.05) and high Cd concentration exposed has more efficiency in screening low-Cd rice

mutant. Correlation analysis show significant correlation of Cd in rice grain between M2 and M3 generations,

r=0.8210(P < 0.01); We obtained 23 mutant strains with significant Cd concentration difference and they had

a great genetic stability. Among them, three strains’ Cd concentrations were lower than the national standard

(0.2 mg·kg−1). They can used for further study on cultivating new rice varieties of low Cd accumulation in rice

gain.
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