
摘 要：随着我国农田土壤重金属污染问题日益严重，导致农产品重金属超标时常发生。如何阻控重金属在作物可食部位的积累，

保证农产品安全和重金属中、低污染农田的安全利用，已成为我国农业生产急需解决的问题。培育重金属低积累作物品种，实现作

物可食部位重金属含量达标，是解决重金属中低污染农田安全利用的经济而有效的手段之一。培育作物重金属低积累品种需要克

隆控制重金属积累的相关基因，并阐明其分子遗传机理。以OsNRAMP5、OsHMA3和CAL1三个控制水稻镉吸收、转运和分配的基因

为实例，介绍植物分子遗传学在挖掘作物重金属积累相关基因中的作用，包括基于正向遗传学和反向遗传学的方法，克隆控制镉在

作物中积累的基因，并阐述这些功能基因控制重金属积累的分子遗传机理，同时展望这些基因在培育重金属低积累品种中的应用

前景。
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随着我国工业化、城市化的快速发展，土壤重金

属污染问题日益突出。2014年原环保部和原国土资

源部发布了全国土壤污染状况调查报告，报告指出我

国耕地土壤点位污染物含量超标率达 19.4%，其中重

金属镉和类金属砷的超标率分别为 7%和 2.7%，污染

程度以中、低污染为主[1]。由于农田重金属污染造成

的农产品重金属超标时常发生，其中以我国南方稻米

重金属含量超标尤为严重[2]。根据Du等[3]和 Zhu等[4]

的调查结果显示，我国湖南益阳地区和长株潭地区分

别有 60%和 76%的稻米镉含量超过我国食品卫生标

准中稻米镉限量值（0.2 mg·kg-1），其中样品最高含量

甚至超过限量值的 24倍。湖南和广东地区受采矿影

响的稻田稻米砷含量超标率也达到 50%[5]。由于土

壤重金属的污染造成农产品重金属含量升高，已经导

致了我国居民镉的摄入量逐年增加。我国国家卫生

和计划生育委员会对我国居民人均每天镉的摄入量

进行了长达 25年的调查，结果显示我国居民人均每

天镉的摄入量已从 1990年的 13.8 μg·d-1上升到了

2015年的 30.6 μg·d-1，25年间升高了 122%，达到了

世界卫生组织和世界粮农组织规定的日均镉允许摄

入量的 61%[6]。对居民膳食来源分析表明，稻米是我

国居民膳食中镉的主要来源，占人均每天镉摄入量的

55%，其中在南方人群中则占到了 65%[6]。因此，由于

农田重金属污染造成的农产品重金属超标已对我国

居民身体健康构成了威胁，成为限制我国农产品质量

安全和农业生产可持续发展的一个重要因素。

为保障农产品产地可持续利用及农产品质量安

全，2016年国务院发布了《土壤污染防治行动计划》，

提出了到 2020年和 2030年，受污染耕地安全利用率

分别达到 90%左右和 95%以上的指标。然而，由于

我国农田重金属污染范围较广、形态类型复杂，污染

耕地的治理将是一个长期的过程。同时为了保持粮

食总产量和保住 18亿亩（1.2亿 hm2）耕地的底线，我

国很多重金属中、低度污染农田仍继续从事高强度的

农业生产，导致类似“镉大米”等农产品重金属超标事

件频繁发生。因此，在这种国情下，研发阻控作物重

金属积累的策略，保证农产品的质量安全和污染农田

的安全利用，已成为我国目前农业生产的当务之急。

对于重金属中、低程度污染的农田，降低农产品

重金属污染最有效并可以持久的策略是通过遗传改

良和基因工程方法培育重金属低积累的作物品种，阻

控重金属向可食部位的转运。而这一策略的实现需

要建立在植物分子遗传学的方法上克隆与重金属吸

收、转运和积累等相关的功能基因，并且在系统、深入

了解作物重金属积累的分子遗传调控机理的基础上。

本文将在介绍常用基因定位克隆方法的基础上，以目

前已经克隆的控制水稻吸收、转运和积累镉的相关基

因为例，介绍如何通过分子遗传学的方法克隆这些基

因，并对这些基因控制重金属积累的分子遗传机理进

行阐述，同时展望这些基因在培育重金属低积累品种

中的应用前景。

1 定位克隆控制重金属积累相关基因的常用

方法

常用的定位和克隆控制作物重金属积累相关基

因的方法主要有同源克隆和QTL（数量性状位点）定

位方法。其中QTL定位包括连锁分析法和关联分析

法等。

1.1 同源克隆

同源克隆的方法主要基于模式物种中已知具有

控制重金属吸收、转运等功能的基因，根据这些基因

的序列信息在作物中寻找与该基因序列保守的同源

基因或者基因家族。然后将这些基因在作物中进行

过量表达，或者通过RNA干涉（RNAi）、CRISPR/Cas9
基因编辑等技术将这些基因的表达量降低或将基因

进行敲除，考察转基因植株是否出现重金属吸收、转

运和积累等表型的变化，从而明确这些同源基因是否

具有控制作物重金属吸收、转运和积累的功能。同源

克隆的方法主要用于早期没有基因组信息的农作物，

利用细菌、酵母等低等生物以及拟南芥等模式植物中

已经发现的控制重金属吸收和转运的相关基因，在水

稻、小麦和玉米等基因组中寻找相关基因的同源基

因。同源克隆的方法是从“基因”到“表型”，因此是一

种反向遗传学的方法。随着作物基因组信息逐步完

善，基因组上许多基因的功能都被注释。根据基因注

释的功能，结合基因的表达模式，如在根内皮层或者

节的维管束细胞特异表达等信息，挑选与重金属积累

相关的转运蛋白进行过量表达或者基因敲除等，研究

它们是否出现重金属积累相关表型，是目前通过反向

遗传学克隆重金属积累相关基因的常用手段。

1.2 QTL定位与基因克隆

作物重金属含量是呈现连续变异的性状，因此属

于数量性状。与其他农艺数量性状一样，作物重金属

含量大都由多个数量性状基因位点（QTL）所控制。

QTL定位的基本原理是通过建立适当的分离群体，发

展分布较均匀的、覆盖全基因组的、具有多态性的分
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子标记，构建密度较高的分子标记连锁图谱。然后利

用分子标记对分离群体中的每个单株进行基因型鉴

定，同时测定各单株的重金属含量等表型，随后对单

株的标记基因型和性状的表型值进行统计分析，从而

确定控制重金属含量相关QTL位点在分子标记连锁

图中的位置。通过QTL定位分析，可以获得控制重金

属含量的基因位于基因组上的初步位置，进一步通过

精细定位和转基因互补实验，最终克隆到相应的基因。

QTL定位主要涉及到定位群体的构建、分子标记的研

发、遗传图谱的构建和进行连锁分析或者关联分析。

用于定位控制重金属积累相关QTL的定位群体

主要有 F2群体、重组自交系群体（RIL群体）、导入系

群体（IL群体）、双单倍体群体（DH群体）和自然品系

群体。F2群体是由两个亲本杂交后获得 F1，将 F1自
交后所构建的群体。由于F2群体的下一代还会继续

分离，因此是一种临时性群体，主要应用于突变体和

重金属极端积累品种的初步定位。RIL群体是在 F2
群体的基础上，对下一代的每个株系随机选择一粒种

子自交，连续进行多代自交获得的高世代单株，一般

要自交到 6代以上，其大部分基因组序列已经纯合，

各染色体融合了双亲的片段。与RIL群体不同，IL群
体在通过双亲杂交之后与其中一个亲本（受体亲本）

进行多代回交，同时每一代都对各单株进行基因型鉴

定，挑选染色体特定片段为其中一个亲本（供体亲

本），而基因组其他位置为受体亲本，最终获得的 IL
群体覆盖了供体亲本的全基因组，群体中每个株系带

有供体亲本基因组的不同染色体片段，而背景与轮回

亲本相同。与RIL群体相比，IL群体由于具有一致的

遗传背景，因此具有可以检测 QTL间的上位效应、

QTL定位灵敏度更高等优点。RIL群体和 IL群体都

需要经过多代的自交或者杂交，因此构建通常耗时很

长。DH群体是由两个亲本杂交获得 F1后，将 F1通
过花药组培将单倍体花粉经过人工加倍形成二倍体

成苗，从而将F1杂合基因组固定为纯合，大幅缩短了

群体构建的时间。与F2群体的后代还需继续分离不

同，RIL群体、IL群体和DH群体的单株基因组基本纯

合，下一代基因型基本不再分离，因此是永久性定位

群体。自然群体则由不同的品种构成，这些品种从种

质资源中根据品种间亲缘关系进行选择，一般用于全

基因组关联分析。

构建好定位群体后，在测定各株系重金属含量进

行表型鉴定的同时，需要利用分子标记对群体中的各

株系进行基因型分析。早期常用的分子标记主要有

限制性片段长度多态性标记（RFLP）、随机扩增多态

性DNA标记（RAPD）、简单重复序列标记（SSR）、扩增

片段长度多态性标记（AFLP）和酶切扩增多态性序列

标记（CAPS）等。随着高通量测序技术的迅速发展，

目前常用的是单核苷酸多态性标记（SNP）。与上述

标记相比，SNP标记在基因组上存在的数量更为丰

富。在对群体各株系进行基因型鉴定之后，根据各分

子标记之间的交换频率，确定它们在染色体上的位

置，即构建分子遗传图谱。基于分子遗传图谱，将各

株系的表型与基因型进行统计分析，即 QTL定位分

析。QTL分析主要分为连锁分析和关联分析，前者可

以分为单标记分析法、区间作图法和复合区间作图法

等，而后者则基于连锁不平衡，将全基因组的 SNP标
记 与 表 型 进 行 关 联 分 析 。 全 基 因 组 关 联 分 析

（GWAS）是最近十几年来兴起的QTL定位分析方法，

主要利用到具有遗传多样性较高的自然群体。与基

于双亲的连锁分析不同，GWAS利用的是数百个品种

构成的自然群体，遗传多样性更加丰富。同时由于

GWAS采用的是覆盖全基因组的高密度 SNP标记，

QTL定位的精度通常要比连锁分析高很多。目前，通

过GWAS对重金属含量进行QTL定位已经有不少报

道[7-9]。

2 定位克隆控制重金属积累相关基因的实例

目前在水稻等农作物中已经克隆出了多个控制

重金属积累的相关基因。本研究以重金属镉为例，

介绍如何通过分子遗传学的方法定位和克隆控制水

稻镉吸收、转运和分配的三个基因：OsNRAMP5、OsH⁃
MA3和CAL1。
2.1 定位克隆控制水稻根部镉吸收的OsNRAMP5基因

水稻主要是通过根系从土壤中吸收镉，大气沉降

的镉通过叶片吸收占籽粒镉的积累贡献非常小。因

此，通过控制水稻根系镉的吸收可以有效减少镉在籽

粒的积累。在水稻中，镉主要是通过锰和镉的转运蛋

白 OsNRAMP5进行吸收，由两个日本研究所团队采

用完全不同的方法独立发现[10-11]。Sasaki等[10]采用的

是反向遗传的方法，并对OsNRAMP5的作用机制进行

了深入的研究；而 Ishikawa等[11]则通过正向遗传学的

方法克隆到了OsNRAMP5基因，该研究通过辐射诱变

获得的 osnramp5突变体可以应用于低镉水稻育种。

NRAMP基因编码的是天然免疫力相关巨噬细胞蛋

白，最先是在哺乳动物中被克隆[12]。随后研究表明

NRAMP蛋白家族具有转运锰、镉、铁、铜和锌等二价
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阳离子的活性。模式植物拟南芥和水稻中分别有 6
个和 7个NRAMP基因，其中拟南芥的 AtNRAMP1、At⁃
NRAMP2和 AtNRAMP4均具有转运锰、镉、铁的活性，

而 AtNRAMP6只特异转运镉[12-17]。在水稻中，OsN⁃
RAMP1具有转运铁和镉的活性而不具有锰的转运活

性 [16，18]，OsNRAMP6 则具有转运三价铝离子的活

性。为了研究水稻其他OsNRAMP基因的功能，Sasaki
等[10]通过反向遗传学的方法，获得了OsNRAMP5基因

T-DNA插入突变体，发现突变体根部锰、镉的吸收大

幅度降低，其茎叶和籽粒锰、镉含量也显著降低。进

一步研究发现OsNRAMP5蛋白定位在根部的外皮层

和内皮层细胞外侧的细胞膜，负责将锰、镉离子转运

到根细胞中。由于OsNRAMP5在锰吸收上起重要作

用，在水培条件下 osnramp5 突变体比野生型对缺锰

更为敏感[10，19]。Ishikawa等[11]则采用正向遗传学的方

法克隆OsNRAMP5基因，他们将水稻粳稻品种越光进

行离子束辐射诱变构建突变体库，通过对 2592个突

变单株进行筛选，获得了 3株籽粒镉含量降低的突变

体。通过将突变体与籼稻品种Kasalath杂交构建 F2
群体，利用图位克隆的方法，发现突变体中 OsN⁃
RAMP5基因发生突变而丧失了功能，从而引起根部

镉的吸收减少，籽粒镉的含量降低。在不同的大

田种植条件下，野生型籽粒镉的含量为 0.6~1.8
μg·g-1，而 osnramp5 突变体籽粒镉的含量最高仅为

0.03 μg·g-1 [11]，显示了通过破坏OsNRAMP5基因的功

能可以很好地控制镉在籽粒中的积累。因此，通过

正向遗传学和反向遗传学的方法，均克隆到了控制根

部镉吸收的关键基因OsNRAMP5。
2.2 定位克隆控制镉在水稻根部液泡区隔化的OsH⁃
MA3基因

镉离子通过植物根部吸收进入植物体内后通常

被区隔化到液泡中。在水稻中这一过程由 P-1B 型

重金属 ATP 酶 OsHMA3负责[20]。OsHMA3基因是通

过QTL定位克隆到的。Ueno等[21]测定了 146份水稻

品种地上部镉含量，筛选到多份地上部镉含量极端高

的品种。随后选取高镉品种Anjana Dhan和低镉品种

日本晴构建 F2定位群体，将控制高镉基因定位在水

稻 7号染色体上 1.9 Mb的范围内[22]。为了进一步缩

小定位，他们构建了包含 965个单株的 F2群体，并在

定位区间内发展了新的分子标记。利用这些分子标

记在 F2群体中筛选重组交换个体，通过对交换个体

的基因型和表型进行分析，最终将高镉基因定位在

159 kb的范围内。通过对QTL定位区间内的候选基

因进行序列测定、在酵母检测镉的转运活性和转基因

互补实验等，最终将高镉基因确定为OsHMA3基因。

OsHMA3基因在根部各层细胞均表达，其编码的蛋白

定位在液泡膜上，负责将镉转运到液泡中储存。在高

镉品种中，由于 OsHMA3基因发生突变造成功能丧

失，不能将镉转运到液泡中而被转运到地上部和籽粒

中，从而出现地上部和籽粒镉含量升高的表型[20]。
利用相同的 QTL定位方法，Miyadate等 [23]也在高镉

品 种 Cho-Ko-Koku中克隆到了OsHMA3基因，而且

OsHMA3基因在Cho-Ko-Koku和在Anjana Dhan两个

品种中具有相同的突变位点。事实上，OsHMA3基因

在水稻品种中存在多种功能丧失型的突变形式，都造

成了地上部和籽粒镉含量的升高[24]。由于 OsHMA3
可以将镉转运到液泡中，而水稻根系中OsHMA3基因

表达量较低，通过强启动子驱动其过量表达，可以将

镉截留在根部液泡中，从而减少镉向地上部的运输和

在籽粒的积累。将过量表达OsHMA3的转基因植株

和非转基因对照植株种植于含有 1.5 mg·kg-1镉的污

染土壤中，对照植株籽粒镉含量达到 5.5 μg·g-1左右，

而转基因植株则只有 0.2 μg·g-1左右 [20]。因此，过量

表达 OsHMA3与破坏OsRNAMP5基因的功能一样，都

具有很好的控制镉在籽粒积累的效果。

2.3 定位克隆控制镉在水稻分配的CAL1基因

虽然通过破坏 OsNRAMP5的功能和过量表达

OsHMA3可以有效降低籽粒镉的积累，但是污染农田

中的镉仍然滞留于农田土壤中。如果能将镉定向地

分配到水稻地上部秸秆等非可食部分，而不向籽粒中

积累，既可以保证水稻安全生产，同时又将通过秸秆

将镉进行移除修复，这种“修复型”的水稻品种有望可

以实现重金属中、低度污染农田的“边生产边修复”。

最近，Luo等[25]在“修复型”水稻的遗传基础解析

方面取得了重大进展，克隆到了一个特异调控镉在水

稻叶片中积累的主效QTL基因CAL1。他们对 212份
能较好代表中国水稻遗传多样性的核心种质资源和

一些代表水稻品种进行筛选，鉴定出了镉高积累的水

稻品种台南1号（TN1）。利用TN1和春江06（CJ06）构

建的双单倍体群体对叶片镉含量进行QTL定位分析，

定位到 3个分别位于水稻 2、4、11号染色体的QTL位
点。随后他们对定位在 2号染色体上贡献率为 12%
的QTL位点进行了精细定位。通过将TN1与CJ06进
行连续多代回交，获得了QTL定位区间携带有来源于

TN1的基因组片段，而基因组其他片段均来源于CJ06
的染色体单片段置换系。与TN1一样，染色体单片段
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置换系的叶片镉含量也是高的。通过染色体单片段

置换系与 CJ06回交获得的包含 3651单株的回交 F3
代，将控制叶片镉含量的基因定位在 56 kb的基因组

范围内，该区域内仅含有 4个候选基因。通过转基因

将这 4个候选基因分别转到低镉品种CJ06中，发现仅

其中一个候选基因 CAL1可以提高 CJ06叶片镉的含

量，从而证明了 CAL1是控制叶片镉含量的基因。

CAL1基因编码一个植物防御素类似蛋白，该蛋白定

位在细胞壁上。CAL1基因主要在根的外皮层和中柱

木质部薄壁细胞以及剑叶的叶鞘木质部薄壁细胞中

表达。CAL1蛋白可以通过其蛋白上的巯基与镉进行

螯合，镉与CAL1结合之后可以从木质部薄壁细胞的

细胞质中分泌出来，进入木质部中参与向地上部的长

距离转运，从而促进镉在叶片的积累。由于镉与

CAL1的紧密结合，可能影响了螯合态的镉再次跨细

胞膜进入韧皮部向水稻籽粒的再分配过程，从而定向

调控镉在叶片等营养器官的积累而不影响籽粒中镉

的积累[25]。因此CAL1基因可以应用于培育秸秆镉高

积累而籽粒镉含量达标的“修复型”水稻品种，有望实

现重金属中、低度污染农田的“边生产边修复”。

3 展望

随着分子遗传学、基因组学等学科的迅速发展，

越来越多与重金属积累相关基因被发现。同时，随着

包括基因编辑技术等技术的兴起，这些基因将有望应

用于培育作物重金属低积累品种，实现对重金属中、

低污染农田的安全利用。例如最近通过 CRISPR/
Cas9基因编辑技术将两系杂交稻的两个亲本华占和

隆科 638S中的 OsNRAMP5基因同时进行敲除，以这

两个亲本组配的杂交稻其籽粒镉含量比双亲降低了

95%以上[26]。在土壤镉含量为 1.69~2.37 mg·kg-1的
污染大田条件下，两亲本籽粒镉含量超标 10倍左右，

杂交稻的籽粒镉含量仍然低于国家标准 0.2 μg·g-1，
表现出很好地控制镉在籽粒中积累的效果[26]。虽然

通过辐射诱变或者基因编辑的方法都可以破坏OsN⁃
RAM5基因的功能从而降低镉的吸收，但是 OsN⁃
RAMP5同时也负责吸收必需矿质营养元素锰[10，27]，并
参与体内锰从根部向地上部的转运以及再分配[19]。
因此在水培条件 osnramp5 突变体对缺锰更为敏

感[10，19]，这可能限制了其在低锰农田中的应用。下一

步通过结构生物学的方法，解析或者预测OsNRAMP5
蛋白的三维结构，利用单碱基基因编辑技术改变蛋白

的关键氨基酸位点，从而改变 OsNRAMP5蛋白对金

属离子的选择性，使其只转运锰而不转运镉，这将极

大地提高OsNRAMP5基因的应用价值。

另外，过量表达OsHMA3同样可以明显地降低籽

粒镉的积累[20]。最近克隆的特异定向调控镉在叶片

等营养器官积累的CAL1基因，有望通过原位过量表

达等手段，提高镉在水稻秸秆中富集的同时保证籽粒

镉含量不超标，实现对镉中、低污染农田安全利用的

同时对镉进行移除修复。上述两个基因都需要通过

转基因的方法才能发挥阻控镉在籽粒中积累的作用，

但目前我们国家尚未允许种植转基因水稻，这将极大

地限制这些基因的应用。然而，包括OsHMA3和CAL1
在内的基因都是水稻基因组中原本就存在的基因，并

非外源基因，这些基因在控制镉积累的机制也十分清

楚，通过转基因技术获得的低镉稻米，其食品安全性

将会显著提升。因此，我们不应盲目地排除转基因技

术在培育重金属低积累品种中的应用。通过 CRIS⁃
PR/Cas9基因编辑技术对基因进行敲除，可以在后代

中分离得到不含转基因成分而目标基因被改造的植

株，这应该更容易被大众所接受。

通过在水稻种质资源中挖掘重金属低积累优异

等位基因，利用分子标记辅助选择育种的方法培育重

金属低积累品种，是目前阻控重金属积累的一个很好

的策略。随着高通量测序的成本越来越低，越来越多

的水稻品种基因组被重测序，基因型的鉴定比以往更

为简单和准确。同时伴随着离子组学、表型组学等

学科的兴起，可以对多种元素进行高通量的测定，使

表型的鉴定更为迅速和精确。因此，在种质资源中

挖掘与重金属积累相关的自然变异优异等位基因将

更为便捷，有望进一步通过全基因组选择等先进的育

种手段，培育重金属低积累水稻新品种，实现重金属

中、低污染农田的安全利用。
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