
摘 要：以拟南芥为供试植物，通过基于随机引物扩增多态性（RAPD）法的 DNA损伤分析，酶联免疫吸附（ELISA）法的 DNA甲基
化分析以及 Real-time PCR的 DNA损伤修复与细胞周期相关基因的表达分析，研究了 Cd（0、0.125、0.25、1.0、2.5 mg·L-1）胁迫 5 d
的拟南芥幼苗 DNA损伤、DNA损伤修复系统以及细胞周期对胁迫的响应。结果显示，随 Cd浓度的增加 DNA损伤加剧，全基因组
甲基化水平较对照组显著增加（P约0.01或 P约0.05），细胞周期调控基因 PCNA1、PCNA2，错配修复（MMR）基因 MLH1、MSH2、MSH6，
非同源末端连接（NHEJ）标志基因 KU70、MRE11、GR1，同源重组（HR）标志基因 RAD51、BRCA1的表达均与 Cd胁迫浓度呈明显的
倒 U型剂量效应关系，DNA修复系统对 Cd胁迫的敏感性依次为 MMR跃HR跃NHEJ。该结果表明：轻度 Cd胁迫主要引起 DNA错配
损伤，并且该损伤易修复；随着 Cd胁迫的增强，会引起 DNA断裂与染色体损伤，损伤较难修复。另外，对 Cd胁迫响应最敏感的
MSH6、MLH1基因可作为表征 Cd胁迫对于拟南芥遗传毒性效应的有效生物标记物。
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Abstract：DNA damage assay based on RAPD, ELISA-based global methylation analysis, and expression analysis of genes related to DNA
damage, repair, and cell cycle were used to study genomic DNA damage and stress response of DNA repair and cell cycle in Arabidopsis
plantlets exposed to 0,0.125,0.25,1.0 mg·L-1 and 2.5 mg·L-1 cadmium（Cd）for 5 d. Compared with the control, DNA damage and global
methylation rate were increased significantly with the increased Cd dose, and expression of cell division genes（PCNA1 and PCNA2）,
MMR genes（MLH1 , MSH2 and MSH6）, homologous recombination genes（RAD51 and BRCA1）, and non -homologous end joining
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genes（KU70 , MRE11 and GR1）were followed an obvious inverted U-shaped dose-response effect of Cd exposures and a MMR跃HR跃
NHEJ sensitivity rule. The results showed that low-dose Cd result in easy-repaired mismatch damage, and high-dose Cd stress cause diffi原
cult-repaired chromosome damage and double strand break, which could accumulate and aggravate with the stress duration. In addition, the
expression of MSH6 and MLH1 is the most sensitive indicator which could be a sensitive biomarker, applied to early diagnosis and risk as原
sessment of genotoxic effects of Cd pollution in ecotoxicology.
Keywords：Cd; DNA damage; DNA repair; cell cycle

2014年，环境保护部和国土资源部联合发布《全
国土壤污染状况调查公报》显示，全国受重金属污染

的耕地面积超过 2000万 hm2，其中我国耕地土壤镉
（Cd）污染点位超标率达 7%[1]。Cd具有极强的毒性及
蓄积性，土壤中的 Cd 会在农作物中富集，通过生物
放大和积累作用，对动物和人的肾、肝、肺、骨、生殖

和免疫系统产生一系列损伤[2]。近年来，Cd对于生物
的毒性，特别是遗传毒性[3-5]已在全球范围内引起广
泛关注。

目前，关于 Cd的生态遗传毒理研究已有很多报
道，马引力等[6]和张旭红等[7]报道了 Cd胁迫可对小麦
和蚕豆造成不同类型的 DNA损伤；Pierron等[8]发现，
长期 Cd 胁迫会造成欧洲鳝鱼的基因组甲基化水平
升高，引起表观遗传损伤；本实验室近年来研究发现，

Cd胁迫会导致拟南芥幼苗基因组甲基化图谱改变，
引起表观遗传损伤[9-11]。虽有证据表明 Cd胁迫会造成
动、植物遗传损伤，然而对 Cd胁迫诱导植物 DNA损
伤修复机制的研究比较少。

研究表明，Cd对基因组稳定性的损伤多为非直
接的，而是通过引起氧化损伤以及对 DNA修复系统
酶系的抑制[12-13]，使大量未修复的 DNA在细胞中积累
并随细胞周期大量复制，引起基因突变率和基因组不

稳定性升高[14]，最终导致细胞凋亡。植物针对不同类
型的 DNA损伤有多种修复途径，如修复单核苷酸损伤
的碱基切除修复和核苷酸切除修复途径、错配修复

以及对双链断裂进行修复的非同源末端连接（Non-
homologous end joining，NHEJ）和同源重组（Homologous
recombination，HR）[15-16]。Jia等[17]报道了乙基甲磺酸诱
导拟南芥 jhs1幼苗中 DNA损伤明显，DNA修复相关
的 BRCA1、RAD51、GR1、KU70、MRE11 基因表达明
显上调。但是，目前关于 Cd 胁迫对拟南芥 HR 和
NHEJ系统基因表达的影响，国内外尚未见报道。

本文使用 RAPD方法对 Cd胁迫 5 d的拟南芥幼
苗 DNA 损伤情况进行了检测。同时采用 ELISA 方
法，探究了不同浓度 Cd处理对拟南芥幼苗全基因组
DNA甲基化的影响，并分析了多个 DNA损伤修复以

及细胞增殖相关基因的表达，首次在胁迫损伤、损伤

后修复及细胞周期响应三个层面研究了 Cd 胁迫造
成的拟南芥幼苗 DNA损伤及其修复机制，并寻找对
Cd胁迫敏感的生物标记物。
1 材料方法

1.1 供试材料的培养与处理
实验选用拟南芥（Arabidopsis thaliana，哥伦比亚

生态型）为材料。种子经 10%次氯酸钠及 70%乙醇溶
液消毒、灭菌，水中 4 益春化 24耀48 h 后，用含 CdCl2
（以 Cd2+计）0、0.125、0.25、1.0、2.5 mg·L-1的 0.5伊M&S
培养基（Caisson，美国，0.5%蔗糖）于 21 益培养 5 d，光
暗周期为 12 h/12 h，光强为 3000 lx。每个处理重复 3
次。

1.2 核酸的提取
将相同处理长势良好的整株幼苗进行混合后提

取核酸[18-19]，使用北京康维世纪生物科技有限公司的
新型植物基因组 DNA提取试剂盒（CW0531）提取幼
苗全基因组 DNA；使用 EZ-10 DNAaway RNA Mini-
prep Kit（生工，上海）提取全基因组 RNA。所得 DNA
及 RNA用 Eppendorf BioPhotometer Plus核酸蛋白测
定仪对其纯度及含量进行检测，用 1%琼脂糖凝胶电
泳及 Takara DL2000 DNA Marker进行含量校准。
1.3 RAPD分析

RAPD分析参照 Liu等[9，20]的方法进行，对 PCR条
件略加优化，引物选用 Primer 3：5忆-CTGCGCTGGA-3忆；
Primer 5：5忆-CTGGGGCTGA-3忆；Primer 9：5忆-AAAGTGC
GGC-3忆；Primer 11：5忆-AGACCCAGAG-3忆。

随机引物扩增使用的 PCR体系如下：80 ng DNA
模板，0.5 滋mol·L-1引物，0.2 mmol·L-1 dNTP Mixture，
1伊PCR Buffer以及 1 U LA Taq DNA聚合酶（宝生物，
大连），并用 ddH2O补足体系体积至 25 滋L。

PCR反应程序为：94 益预变性 5 min，94 益 60 s，
38 益 60 s，72 益 90 s，循环 35 次，72 益延伸 10 min。
PCR产物用 5%聚丙烯酰氨凝胶电泳（50%尿素）进行
分离，经银染后用 Bio-Rad凝胶成像系统成像，并使
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表 1 实验所用引物名称及序列
Table 1 Names and sequences of primers used in experiment

用 Image Lab（Bio-Rad）软件对条带进行分析。处理
组与对照组比较，增加或缺失条带记为 1个多态性
条带，条带亮度增加或减少一半以上，记为 0.5个多
态性条带。同一个多态性条带在 3次重复中出现 2
次及以上记为有效多态性条带。

1.4 全基因组甲基化率的测定
参照 Keller等[21]的方法，使用 5-mC DNA ELISA

Kit（ZYMO，美国）建立标准曲线，并对各组幼苗全基
因组 DNA进行全基因组甲基化率分析。
1.5 Real-time PCR分析

使用 PrimeScript R 1st Strand cDNA Synthesis Kit
（宝生物，大连）对所提取的 RNA进行反转录，每个处
理组取 3 滋g RNA合成相应的 cDNA，用于后续的 Re原
al-time PCR反应，合成的 cDNA于-20 益保存。

Real-time PCR反应使用 SYBR R Premix Ex TaqTM

域（Tli RNaseH Plus）（宝生物，大连），在 Bio-rad iQTM5
多重实时荧光定量 PCR仪上进行，扩增所使用的引
物如表 1所示。PCR扩增条件为：95 益预变性 30 s，
95 益变性 5 s，60 益退火 1 min，74 益延伸 10 s，反应

进行 40个循环，每个反应结束后采集荧光。所有样
品及空白对照均做 3个重复，并建立实时扩增曲线
及溶解曲线。

1.6 数据统计
数据结果采用 SPSS 19.0 软件和 Microsoft Excel

2013进行统计分析，组间比较采用单因素方差分析，
结果表示为平均值依标准差。
2 结果与分析

2.1 Cd胁迫对拟南芥幼苗根系生长的影响
如表 2 所示，对照组与处理组幼苗叶片数均为

2。0.125 mg·L-1 Cd对拟南芥幼苗根系生长有显著的
促进作用，根长诱导率为 16.85%（P约0.05）。0.25 mg·
L-1 Cd胁迫对幼苗根系的影响表现为促进生长，但与
对照组并没有显著差异。高浓度处理组（1.0、2.5 mg·
L-1 Cd）对根系的生长表现出显著的抑制效应，根系抑
制率分别为 52.56%（P约0.05）和 65.17%（P约0.01）。
2.2 Cd胁迫导致拟南芥幼苗 DNA损伤情况

图 1 为 Cd 胁迫 5 d 的拟南芥幼苗基因组DNA

引物名称 引物序列（5忆—3忆） 功能

UBQ10-F CTCAGGCTCCGTGGTGGTATG 看家基因

UBQ10-R GTGATAGTTTTCCCAGTCAACGTC
atMLH1（F）[22] GTAGTAAGGTCTTCTGTAAGGCA 错配修复基因，与复制后修复、激活细胞周期检验点有关[23]

atMLH1（R）[22] TGCCATTCCAACATATGTGC
atMSH2（F）[22] TCTGACTAGGCGAGTTCTT 错配修复基因，与错配位点的识别与结合、细胞周期阻滞有关[24]

atMSH2（R）[22] CACCTCTCCAGGGAATCA
atMSH6（F）[22] ATTAGTTAGAAAGGGCTATCGGG 错配修复基因，与错配位点的识别与结合有关[24]

atMSH6（R）[22] AACAACTGCACATACTTCGC
atPCNA1（F）[22] GTGACACAGTTGTGATCTCTG 参与细胞周期调控、DNA复制、细胞凋亡等过程[25]

atPCNA1（R）[22] ATCACAATTGCATCTTCCGG
atPCNA2（F）[22] GATGAAGCTGATGGATATCGAC 参与细胞周期调控、DNA复制、细胞凋亡等过程[25]

atPCNA2（R）[22] GAGATCACAACTGTGTCACC
GR1-1[17] CAGCATGAGAAATCAGCAATCTCG NHEJ中参与末端修饰过程的重要核酸酶[26]

GR1-2[17] GGTGAGATGGAAGTGATAGGTGTC
BRCA1-1[17] GTAACCATGTATTTTGCAATGCGTG 参与 HR中 DNA末端切除、细胞周期调控以及染色体修饰等[26]

BRCA1-2[17] GTGACGGATTATTCTGGCTAACG
RAD51-1[17] CGAGGAAGGATCTCTTGCAG HR的标志基因[16]

RAD51-2[17] CTAGAACTTTATCGAGCTCCCGTG
KU70-1[17] CGAGCTTCGTGAAACCAGAGATG 与 NHEJ过程中损伤的识别、端粒区域的维持有关[15]

KU70-2[17] GTCATATTTTCCATCATCTGCGTCAC
MRE11-1[17] GTGATACACTTCGAGTACTTGTTGC 激活 NHEJ途径必要的一种核酸酶[27]

MRE11-2[17] CTGACTACTTGAAACTGCACTGG

宋 婕，等：Cd胁迫诱导拟南芥幼苗 DNA损伤分析 637
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使用随机引物 Primer 3、11扩增后的 RAPD图谱，在
200耀2000 bp范围内，每条泳道均有 10条以上条带，
适于进行 RAPD分析。对 4条随机引物扩增图谱中多
态性条带数量进行分析，结果如图 2所示。Cd胁迫处
理 5 d后，与对照组相比，0.125 mg·L-1 Cd胁迫幼苗中
可检测出 3条多态性条带。随着 Cd 胁迫浓度的增
加，处理组中检测到的多态性条带数量有所增加，

0.25、1.0、2.5 mg·L-1 Cd处理组多态性条带数量分别

为 10、12、17。
2.3 Cd胁迫对拟南芥幼苗全基因组甲基化的影响

如图 3所示，随着 Cd处理浓度的增加，拟南芥
幼苗全基因组甲基化率有所增加，两者呈现出良好的

剂量效应关系。Cd胁迫 5 d后，对照组全基因组甲基
化率为 20.19%；0.125 mg·L-1 Cd 处理组的全基因组
甲基化率略高于对照组，但并无显著差异；0.25 mg·L-1

处理组全基因组甲基化率为 25.94%，与对照组有显
著差异（P约0.05）；1.0、2.5 mg·L-1 Cd处理后拟南芥幼
苗全基因组甲基化率分别为 30.25%、32.30%，与对照
组有极显著差异（P约0.01）。

2.4 Cd胁迫对拟南芥幼苗基因表达的影响
本实验采用实时荧光定量 PCR方法，以 UBQ10

为看家基因，检测拟南芥幼苗基因在不同浓度 Cd胁
迫 5 d后的相对表达情况（以对照组各基因的表达量
为 100%）。如图 4A所示，在 0.125 mg·L-1 Cd胁迫下，
PCNA1、PCNA2 基因的表达量均显著增加 1.5 倍左

图 2 Cd胁迫 5 d后拟南芥幼苗 DNA随机引物扩增多态性
Figure 2 Polymorphism variations detected by RAPD from
Arabidopsis seedlings exposed to 0耀2.5 mg·L-1 Cd for 5 d

图 3 Cd胁迫 5 d后拟南芥幼苗全基因组甲基化率
Figure 3 Global methylation levels of Cd-induced Arabidopsis

seedlings for 5 d

表 2 Cd处理对拟南芥幼苗叶片数、根长的影响
Table 2 Effects of Cd on leaf numbers and root length of

Arabidopsis seedlings

注：*表示具有显著差异（P约0.05）；**表示具有极显著差异（P约0.01）。
下同。

Note：*Indicates significant difference（P约0.05）；**Indicates very
significant difference（P约0.01）. The same below.

Cd浓度/mg·L-1 叶片数/片 根长/cm 根系抑制率/%
0 2 0.89依0.06 0

0.125 2 1.04依0.05* -16.85
0.25 2 0.93依0.05 -4.49
1.0 2 0.40依0.11* 52.56
2.5 2 0.31依0.03** 65.17

M为 DNA marker（Takara DL2000），片段从大到小分别为 2 kb、1
kb、750 bp、500 bp、250 bp；A 为 Primer 3，B 为 Primer 11 的 RAPD 图
谱；a~e分别表示 Cd胁迫浓度为 0、0.125、0.25、1.0、2.5 mg·L-1，下同

M stands for DNA marker（Takara DL2000）；a耀e for RAPD finger原
prints using Primer 3（A）and Primer 11（B）of Arabidopsis seedlings ex原
posed to 0耀2.5 mg·L-1 Cd for 5 d，The same below

图 1 Cd胁迫 5 d后拟南芥幼苗 RAPD图谱
Figure 1 RAPD fingerprints of Arabidopsis seedlings exposed to

0耀2.5 mg·L-1 Cd for 5 d

A B
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图 4 Cd胁迫 5 d后拟南芥幼苗细胞周期和 DNA损伤修复
标志基因的表达情况

Figure 4 Expression levels of marker genes from Cd-induced
Arabidopsis seedlings for 5 d

右；在 Cd胁迫浓度为 0.25 mg·L-1时，PCNA1基因表
达量仍然显著增加，而 PCNA2基因与对照组相比并
无显著差异。1.0 mg·L-1 Cd胁迫下，PCNA1、PCNA2基
因的表达与对照组相比均无显著性差异。Cd胁迫浓
度增至 2.5 mg·L-1时，两个细胞周期相关基因的表达
均受到明显抑制，表达量仅为对照组的 52.7%和
66.6%。

拟南芥幼苗错配修复基因 MLH1、MSH2、MSH6
在 Cd胁迫 5 d后表达情况如图 4B所示。Cd胁迫浓
度为 0.125 mg·L-1时，MLH1、MSH6的表达均增加至
原来的 1.5倍以上，MSH2的表达与对照组相比无显
著差异；0.25 mg·L-1 Cd胁迫下，MLH1的表达与对照
组并无显著差异，MSH2、MSH6基因的表达与对照组
相比仍然显著增加；1.0、2.5 mg·L-1 Cd 胁迫下，3 个
错配修复基因的表达均受到明显抑制。总体上，随 Cd
胁迫浓度的增加，错配修复基因 MLH1、MSH2、MSH6
的表达均呈明显的倒 U型。

Cd 胁迫 5 d 对拟南芥幼苗 DNA 损伤修复标志
基因表达的影响如图 4C所示。5个基因的表达随 Cd
胁迫浓度的增加均呈现倒 U 型剂量效应关系。
RAD51、MRE11、KU70、BRCA1的表达最大值分别出
现在 0.125、0.25、0.25、1.0 mg·L-1，最大表达量分别为
对照组的 1.44、1.69、1.72、1.71倍。Cd胁迫浓度增至
2.5 mg·L-1时，这 4个基因仍然未表现出显著的表达
抑制，且 BRCA1和 KU70基因的表达量仍显著高于
对照组。GR1虽也呈现出相似的变化趋势，但在 0.25、
1.0 mg·L-1 Cd胁迫下表达量的变化与对照组相比并
无显著差异，在 2.5 mg·L-1 Cd胁迫下表现出明显的表
达抑制，表达量降至对照组的 51.4%。
3 讨论

3.1 Cd胁迫诱导拟南芥幼苗 DNA损伤
0.125耀2.5 mg·L-1 Cd 处理组均检测到多态性条

带（图 2），且随着胁迫程度的增加，RAPD多态性条带
明显增加，DNA损伤加重，二者呈剂量效应关系。这
与Wang等[10]的结果虽略有不同，但趋势一致。Cd胁
迫 15 d时，Wang等在 0.25 mg·L-1及以下浓度 Cd处
理组未检测到多态性，其可能原因一是本研究选用了

扩增能力极强的 LA Taq DNA聚合酶，使得 RAPD图
谱中，同等处理条件下条带更多且长片段居多，敏感

性得以增强，更易检测出 DNA损伤。二是胁迫时间不
同造成的差异：在低浓度 Cd胁迫下，胁迫 5 d后的幼
苗中 DNA损伤可能由于时间较短不能及时修复，而

胁迫 15 d后，由于错配修复系统增强，错配等轻损伤
已经得到修复，导致 5 d Cd 胁迫损伤大于 15 d；在
高浓度 Cd胁迫下，损伤涉及染色体损伤与分裂异
常重组，较难恢复，而且修复系统同样会受到抑制，

还可激活跨损伤 DNA 合成机制[28]，导致 15 d Cd胁
迫拟南芥幼苗的 DNA损伤显著高于 5 d Cd胁迫。
3.2 Cd胁迫诱导拟南芥幼苗全基因组超甲基化

植物全基因组甲基化水平是反映植物胁迫响应、

基因组不稳定性以及遗传损伤的重要指标[29-30]。近年
来研究发现，胁迫引起的全基因组甲基化改变既可以

**
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

**

PCNA1

**

****

PCNA2

A

**

2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0

**

MLH1

**

**

**

MSH6

B

**
**

**

**
**

MSH2

**

2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

**

Rad51

**
****

MRE11

C

**

**

**
****

KU70

**
****

*

GR1BRCA1

Cd 1.0 mg·L-1 Cd 2.5 mg·L-1
Cd 0 mg·L-1 Cd 0.125 mg·L-1 Cd 0.25 mg·L-1

宋 婕，等：Cd胁迫诱导拟南芥幼苗 DNA损伤分析 639



农业环境科学学报 第 36卷第 4期
呈现超甲基化又可以表现为低甲基化[13]。在本研究
中，随着 Cd胁迫浓度的增加，拟南芥幼苗全基因组
甲基化率增加（超甲基化），且两者呈明显剂量效应关

系。目前研究认为，全基因组超甲基化一般为低剂量

毒害导致的生物胁迫响应。Pierron等[8]和 Jiang等[31]报
道了低剂量 Cd能诱导欧洲鳝鱼、人胚胎肺纤维组织
母细胞全基因组甲基化水平升高。而全基因组低甲基

化一般是遗传严重损伤的表现，难于恢复或逆转，并

可激活跨损伤复制[32]，将损伤传递，最终导致细胞死
亡或癌变。如 Pogribny等[33]研究发现，辐射诱导的小
鼠基因组低甲基化与 DNA损伤修复有关；Silva等[34]

研究表明，全基因组低甲基化与结肠直肠癌有关。然

而，无论基因组呈现超甲基化或是低甲基化，都会增

加基因组的不稳定性，因为胁迫引起的改变本身比改

变方向更为重要[35]。在本研究中，Cd胁迫幼苗虽都呈
现超甲基化，但其剂量效应变化趋势却与 RAPD结果
一致，说明随 Cd 胁迫的增强，遗传损伤与基因组不
稳定性增加（图 2、图 3）。类似的结果在Cd胁迫诱导
的萝卜[36]中也有报道。

本实验选用简便、高效的 ELISA试剂盒对全基
因组甲基化率进行测定，与传统的 HPLC法、MSAP
法以及本实验室之前发展的 MSAP-PCR 方法 [37]相
比，更加快速、简单，无需设计、筛选引物等。然而，缺

点在于无法检测出具体超甲基化及去甲基化的细节，

只可检测整体水平基因组甲基化情况，比较适合甲基

化的快速检测。

3.3 Cd胁迫诱导拟南芥幼苗 DNA 修复机制及细胞
周期响应

增殖细胞核抗原（Proliferating cell nuclear anti
gen，PCNA），是存在于所有真核生物细胞核中的一种
蛋白复合物，是诱导细胞周期由 G1期向 S期转变的
标志基因之一[38]，在 DNA合成与修复中也被作为常
用的增殖标志物，检测 PCNA是研究细胞增殖活性与
细胞周期的可靠方法[39]。在拟南芥中，PCNA的同源基
因为 PCNA1和 PCNA2，二者均参与 DNA修复及细
胞周期调控过程。本研究中，在 Cd胁迫浓度为 0.125
mg·L-1时，这 2个基因的表达均明显增加（图 4A），随
后开始下降，到 2.5 mg·L-1时表达受到明显抑制，说
明低浓度 Cd胁迫促进拟南芥生长，随着胁迫浓度增
加开始出现生长抑制，与幼苗根系的生长一致（表2）。
类似的结果在 Cd胁迫 60 h[40]的拟南芥幼苗中也有报
道。

本研究通过分析 DNA损伤修复相关基因的表达

情况，从损伤后修复角度探索了 Cd胁迫下拟南芥幼
苗 DNA损伤机制。本研究发现：（1）低浓度 Cd胁迫
可以引起拟南芥幼苗的 DNA错配损伤，由于该损伤
可被 MMR系统修复，因此 MMR基因 MLH1、MSH2、
MSH6在 0.125、0.25 mg·L-1 Cd胁迫下表达显著增加。
虽然 MMR系统在识别错配后会激活 DNA损伤检验
点阻滞细胞周期，但由于胁迫浓度低、损伤小、易修

复，导致细胞周期阻滞程度较低，而胁迫响应诱导了

PCNA1、PCNA2基因的表达增加（S 期 DNA合成增
加），反而代偿了错配损伤的细胞周期阻滞，而且进一

步导致了细胞增殖加快，促进了拟南芥幼苗生长。（2）
随着 Cd胁迫增加，诱导拟南芥幼苗产生染色体损伤
和有丝分裂异常重组，表现在同源重组和非同源末端

连接相关基因的表达增加；另外，因 PCNA2基因表达
降低，细胞周期开始出现阻滞，细胞分裂减弱，生长受

到抑制（表 2）。（3）当 Cd胁迫浓度达到 1.0 mg·L-1时，
MMR基因表达受到明显抑制，而 BRCA1基因表达量
达到最大值，说明此时错配修复系统受到抑制，参与

DNA损伤修复的是 HR与 NHEJ途径。在最大浓度
2.5 mg·L-1 Cd胁迫下，所有修复与细胞周期相关基因
表达均明显下降（图 4），说明此时 DNA损伤严重，可
能修复基因本身或相关调控基因已经受到损伤，所有

修复途径均被抑制。这与本文中 DNA损伤以及甲基
化损伤在此浓度下明显增加的结果一致。

3.4 DNA损伤修复基因表达作为对 Cd 胁迫敏感的
生物标记物

生物标记物可准确高效地指示出生物体受到环

境胁迫的情况，寻找敏感的生物标记物已成为当今污

染诊断和胁迫毒理研究中的热点之一[5，11]。本研究结
果显示，拟南芥幼苗在 Cd胁迫 5 d后，随着胁迫浓度
的增大，各损伤修复基因表达变化量以及达到峰值的

先后顺序为：MSH6、MLH1、RAD51、MLH2、MRE11、
KU70、BRCA1、GR1。在对 Cd胁迫敏感度上，DNA损
伤修复系统总体表现为 MMR跃HR跃NHEJ。其中，
MSH6 和 MLH1 基因在 0.125 mg·L-1 Cd 胁迫下表达
差异最显著，均在 1.5倍以上。MSH2虽然有着最显著
的表达差异，但其峰值出现在 0.25 mg·L-1，在敏感性
上弱于 MSH6、MLH1基因。这可能是因为 MSH2 与
MSH6共同形成 MutL琢复合体，而 MSH6基因有研究
证明是 Cd的胁迫靶位点[41]，从而导致 MSH6 的敏感
性高于 MSH2。综合本研究检测的 8个 DNA损伤修
复基因在对 Cd胁迫敏感性与响应显著性上的表现，
MSH6、MLH1基因可作为拟南芥中对 Cd胁迫敏感的
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生物标记物。

4 结论

（1）Cd（0.125耀2.5 mg·L-1）胁迫 5 d后，胁迫浓度
越大，拟南芥幼苗受到的 DNA损伤和表观遗传损伤
越严重。

（2）在对 Cd胁迫敏感度上，拟南芥 DNA损伤修
复系统总体表现为 MMR跃HR跃NHEJ。轻度 Cd胁迫主
要引起 DNA错配损伤，同时促进生长。随着 Cd胁迫
浓度的增大，会引起 DNA断裂与染色体损伤，从而造
成细胞周期阻滞与生长抑制。

（3）本文检测的细胞周期及 DNA损伤修复基因
的表达均与 Cd胁迫浓度的增加呈明显的倒 U型剂
量效应关系。根据各损伤修复基因表达变化量以及达

到峰值的先后顺序，拟南芥幼苗 MSH6、MLH1基因的
表达对 Cd胁迫最为敏感，可作为检测 Cd胁迫对植
物遗传毒性效应的敏感生物标记物。
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