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摘  要  硒是人体必需微量元素，提高水稻籽粒硒含量对改善人体膳食硒营养有重要意义。以富硒水稻品种（Oryza sativa L.）秀水48和非富硒品种S. Andrea为材料，在灌浆期分别供应离体穗亚硒酸盐、硒酸盐、硒代蛋氨酸（SeMet）和硒甲基硒代半胱氨酸（SeMeSeCys），探讨两品种水稻在灌浆期向籽粒转运不同形态硒的品种差异及转运途径。结果表明：水稻体内有机硒主要通过韧皮部转运至籽粒，硒酸钠可能通过木质部和韧皮部共同转运至剑叶，而亚硒酸钠主要通过木质部转运至剑叶。秀水48从茎至籽粒转运硒酸盐和硒代蛋氨酸能力显著强于S. Andrea，并且富硒水稻秀水48从剑叶至籽粒转运有机硒（硒代蛋氨酸）能力显著高于S. Andrea。与非富硒水稻相比较，富硒水稻能通过茎和剑叶向籽粒转运较多的硒，这可能是引起水稻籽粒硒含量差异的直接原因。
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硒（Se）是人体必需的微量营养元素，对人类健康有非常重要的作用[1]，比如，减少人体内过多氧自由基，保护有机体免受氧化性损伤，提高机体的免疫力等[2]。我国土壤缺硒面积较大，约有72%的地区土壤处于缺硒和低硒状态，地方流行性病如克山病（KSD）、大骨节病（KBD）和地方性肝癌与硒缺乏密切相关[3]。水稻是我国主要粮食作物，提高水稻籽粒硒含量被认为是改善我国人体膳食硒营养的主要途径。最理想的策略是筛选和培育籽粒富硒水稻品种，增加水稻可食部分硒含量。研究表明，种植在相同环境的不同水稻品种，稻米硒含量差异很大，其变幅为29~103 (g kg-1，富硒水稻品种秀水48籽粒硒含量是非富硒水稻品种S. Andrea的3倍[4]。在稻田淹水条件下，水稻主要吸收亚硒酸盐[5]，由于根系的氧化作用，亚硒酸盐进入根系前也有可能被植物同化成硒酸盐，很快代谢成含硒氨基酸，如硒代蛋氨酸、硒甲基硒代半胱氨酸和极少量的硒代蛋氨酸氧化物（SeOMet）[6]。有机硒是人体较易吸收的硒形态，硒代蛋氨酸和硒甲基硒代半胱氨酸是最有效的抗癌成分[7]。因此，研究水稻硒累积机制时，必须考虑硒种类。Sun等[8]收集中国不同地区水稻，测得水稻籽粒中硒代蛋氨酸是主要的硒种类，占总硒的82.9%，其次为硒甲基硒代半胱氨酸，占总硒的6.2%，再次为硒代半胱氨酸（SeCys）占总硒的2.8%~6.3%。这些信息对于理解硒在植物体内的转移和累积有非常重要的作用。Beilstein等[9]也得出，水稻籽粒中主要的硒种类为硒代蛋氨酸。
Bourgis等[10]在灌浆期，用35S-Met作为示踪物质供应叶片，得出植物体内硫最后以S-methyl-Met(SMM) 形式存在，主要通过韧皮部转运至麦穗。有研究表明，如果微量元素在颖壳中累积，可能是借助于木质部进行转运，如Mn[11]。但是水稻颖壳中硒含量极少，研究表明，硒代蛋氨酸和硒甲基硒代半胱氨酸通过单一韧皮部向水稻籽粒转运，而无机硒转运至籽粒借助于韧皮部和木质部共同转运[12]。籽粒富硒的水稻品种秀水48剑叶硒似乎更易再转运至其他部位[13]。一般来说，硒从茎转运至籽粒可能经过两种途径：硒直接从茎向籽粒的转运过程和从剑叶至籽粒的转运过程[12]。目前为止，尚无直接的证据证明富硒水稻品种籽粒硒含量较高与其转运能力较强有直接的关系。本研究采用离体穗培养方法，研究两水稻品种成熟期籽粒硒积累差异，以水稻籽粒内硒的代谢产物为研究对象，分别研究硒从茎向籽粒的转运和从剑叶至籽粒的转运过程，目的是探寻籽粒硒含量与硒转运能力之间的直接联系。

1 材料与方法
1.1 水稻离体穗吸收硒试验——茎环割方法

两品种水稻秀水48和S. Andrea种子经10％双氧水消毒10 min后，浸种催芽播种于木村B营养液中。在水稻的整个生育期，pH控制在5.5，所用试剂均为分析纯。试验过程中所用水为去离子水，未检测出硒。水稻开花后10 d，用彩色线标记相同大小、长相健康的稻穗，按照Chen等[14]的方法在剑叶节以下15 cm处剪取离体穗。离体的稻穗在低红光条件下进行操作，以减少蒸发并限制潜在的切割茎基部导致的木质部空气泡。离体穗立即放入高压灭菌的营养液中，在营养液中用刀片在剑叶节下10 cm处再次剪取离体穗，为防止细菌感染，注意所有操作方法均在无菌条件下进行。离体穗固定在50 ml高硅玻璃管中，内含高热压处理过的营养液，营养液组成和pH（6.4±0.05）如Chen等[14]所述。离体穗转移至生长室（白天光照时间14 h，光强度400 (mol m-2 s-1，白天/夜晚温度25℃/20℃）， 24 h后稻穗转移至灭菌的、无磷含硒的营养液中，硒处理为含硒120 μmol L-1的亚硒酸钠、硒酸钠、硒代蛋氨酸或硒甲基硒代半胱氨酸，分别供应1、2、3和4 d，同时，为了评估韧皮部和木质部转运硒的相对贡献，稻穗分为茎环割（阻止了韧皮部的转运）和茎未环割2个处理，茎环割处理是在稻穗头下方1~2 cm用蒸汽喷射该区域，破坏了韧皮部活细胞，进而阻止了韧皮部的转运，木质部转运不受影响，这样进入籽粒的硒只有通过木质部导管进入[15]，通过茎环割（阻断韧皮部，转运仅有木质部）和对照（韧皮部和木质部均转运）处理达到区分韧皮部和木质部的相对贡献，分析籽粒的硒含量[4]和硒形态[8]。试验后分别测定剑叶和籽粒硒含量。

1.2 水稻离体穗吸收硒试验——剑叶供硒方法
在水稻灌浆期，剪取离体穗。选取剑叶，剪去离体穗剑叶叶尖（约2 cm），分别插入装有120 μmol L-1的亚硒酸钠、硒酸钠、硒代蛋氨酸或硒甲基硒代半胱氨酸溶液小瓶，每瓶装入一定量的2-吗啉乙磺酸生物缓冲液（MES），用NaOH调节pH至6.4，用棉花和锡箔纸封口避免蒸发，每天更换硒溶液，测定当天硒残留量和形态，分别处理1、2、3、4 d，4 d后收获，测定籽粒硒含量[12]，每个处理4次重复。

1.3 硒形态及剑叶和籽粒硒含量测定

    水稻体内硒形态的测定采用高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱仪（HPLC-ICP-MS，NexION300X，美国）联合测定方法[8]。

处理后的剑叶和籽粒样品，在70℃烘箱中烘干，水稻样品消化和测定采用Zhang等[4]的方法，消化后样品用原子荧光光谱仪（AF-610A，中国）测定，以国家标准物质茶叶（GWB07605）作为内标，测定回收率为（98.6±5）%。

1.4  数据处理
剑叶至籽粒硒转运系数=籽粒硒含量/剑叶硒含量

用Excel 2003和SPSS 18.0软件进行统计分析及绘图，采用邓肯（Duncan）统计方法进行显著性分析。

2 结 果
2.1茎环割对水稻离体穗籽粒硒累积的影响
分别向水稻离体穗供应四种不同形态的硒，结果显示（图 1），供应离体穗硒酸钠时，与未环割相比，茎环割处理降低籽粒硒含量达20.5%~47.4%；供应亚硒酸钠时，茎环割处理降低籽粒硒含量27.7%~50.0%；供应离体穗硒甲基硒代半胱氨酸，茎环割处理降低籽粒硒含量为99.5%~100.0%；供应离体穗硒代蛋氨酸时，茎环割处理降低籽粒硒含量84.6%~93.5%。茎环割显著降低了水稻籽粒对四种硒的吸收，有机硒降低幅度远大于无机硒。茎环割阻断了韧皮部转运硒至籽粒，有机硒转运基本被阻断。以上结果说明，有机硒到达籽粒主要通过韧皮部，而一部分无机硒通过木质部向籽粒转移，另一部分无机硒也通过韧皮部向籽粒转移。

对于亚硒酸钠和硒甲基硒代半胱氨酸而言，无论是茎环割还是非环割处理，富硒和非富硒品种水稻籽粒硒差异不显著，说明两品种水稻转运亚硒酸钠和硒甲基硒代半胱氨酸的能力无差异。对于硒酸钠和硒代蛋氨酸而言，在茎未环割条件下，秀水48籽粒累积硒的能力显著强于S. Adrea，而在茎环割条件下，两品种水稻籽粒对硒的累积能力则无差异。这也说明，水稻秀水48通过韧皮部运转硒酸盐和硒代蛋氨酸的能力显著强于S. Andrea。
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图1两品种水稻离体穗供应四种形态硒茎环割和未环割处理对籽粒硒含量的影响

Fig 1 Effect of stem-girdling on Se content in grains of excised panicles of two cultivars of rice fed with four forms of Se

2.2茎环割对水稻离体穗剑叶硒含量的影响

如图2所示，无机硒从茎转运至剑叶的量显著大于有机硒，剑叶无机硒含量是有机硒的197倍~773倍，供应有机硒处理剑叶硒浓度显著低于供应无机硒，有机硒单位时间转运至剑叶的量较少。对于非茎环割处理，硒酸钠转运至剑叶的硒远大于亚硒酸钠处理，茎环割导致硒酸钠转运硒降低了50%左右，对于亚硒酸钠，茎环割对转运硒至剑叶未造成明显影响。说明离体穗从茎转运硒酸钠至剑叶可能通过木质部和韧皮部共同运输，而亚硒酸钠主要通过木质部运输至剑叶，离体穗从茎转运有机硒至剑叶主要通过木质部。
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图2 两品种水稻离体穗供应四种形态硒茎环割和未环割处理对剑叶硒含量的影响

Fig 2 Effect of stem-girdling on Se content in flag leaf of excised panicles of two cultivars of rice fed with four forms of Se

对于亚硒酸盐而言，无论是茎环割还是非环割，秀水48向剑叶转运亚硒酸盐的能力均显著大于S. Andrea（p<0.05）。对于硒酸盐，非茎环割处理，秀水48向剑叶转运硒酸盐能力显著大于S. Andrea（p<0.05），茎环割后，秀水48向剑叶转运硒能力与S. Andrea则无显著差异。水稻离体穗茎向剑叶转运有机硒的能力较弱，茎环割与非茎环割对水稻转运有机硒的影响不显著。两品种水稻向剑叶转运有机硒能力无显著差异。以上说明，富硒水稻秀水48从茎向剑叶转运亚硒酸盐和硒酸盐能力显著高于S. Andrea，两品种从茎向剑叶转运有机硒的能力差异不显著。
2.3剑叶供硒对水稻离体穗籽粒硒含量的影响

如图3所示，供应亚硒酸钠、硒酸钠和甲基硒半胱氨酸处理，两品种水稻籽粒硒含量无显著差异；供应硒代蛋氨酸处理时，籽粒硒含量显著高于其他处理。供应硒代蛋氨酸时，秀水48籽粒硒含量显著高于S. Andrea，说明秀水48能将剑叶硒代蛋氨酸更多地转移至籽粒中，这可能是造成两品种籽粒硒含量差异的直接原因。
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图 3 离体穗剑叶吸收四种形态硒对水稻籽粒（A）和剑叶硒（B）含量的影响

Fig 3 Effects of excised panicles and flag leaves absorbing four forms of Se on Se concentrations in grains (A) and flag leaves (B) of the two cultivars of rice
供应离体穗剑叶无机硒时，剑叶硒含量显著高于有机硒处理；用有机硒处理时，剑叶向籽粒转运硒是无机硒的10倍~20倍，说明水稻从剑叶向籽粒转移的有机硒数量显著高于无机硒，无机硒更多地滞留在剑叶中。

从剑叶吸收的硒主要通过韧皮部转运至籽粒。供应亚硒酸钠和硒酸钠的秀水48剑叶硒浓度显著高于S.Andrea（图3B）。从图4可以看出，两品种水稻从剑叶向籽粒转运有机硒能力显著高于无机硒，并且秀水48转运硒代蛋氨酸的能力显著高于S. Andrea。
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图4 四种形态硒对两品种水稻剑叶至籽粒硒转运系数影响

Fig 4 Effect of form of Se on translocation factor of Se from flag leaf to grain in the two cultivars of rice

3 讨 论

3.1 两品种水稻对不同形态硒从茎向籽粒转运途径差异

阐明水稻籽粒硒积累机制，找到制约稻米硒含量的关键因素，对提高水稻籽粒硒含量具有重要意义。最近研究表明，水稻籽粒胚乳中主要是有机硒形态，而麸皮层则包含无机硒和有机硒[16]；很多研究已证实，水稻籽粒硒形态主要是有机态[8]，硒代蛋氨酸是主要的形态，其次是硒甲基硒代半胱氨酸，还有小部分的硒代半胱氨酸。目前为止，关于不同形态硒转运至水稻籽粒的途径尚不清楚。本研究采用离体穗试验研究了四种形态硒从水稻茎向籽粒转运能力及四种不同形态硒进入籽粒的途径。离体穗供应有机硒（硒代蛋氨酸和硒甲基硒代半胱氨酸）处理籽粒硒含量显著高于无机硒处理（图 1），表明有机硒从茎至水稻籽粒的转运效率远高于无机硒。并且，茎环割试验证实，有机硒（硒代蛋氨酸和硒甲基硒代半胱氨酸）主要通过韧皮部转运至籽粒，而无机硒从茎转运至籽粒木质部发挥了重要作用，但是，一部分无机硒也通过韧皮部运输。木质部和韧皮部的相对贡献对无机硒向籽粒转运的贡献程度还有待于进一步研究。

在稻田淹水条件下，水稻主要吸收亚硒酸盐，由于根系的氧化作用，也可能吸收部分的硒酸盐。在水稻根内，亚硒酸盐会通过硫代谢途径合成硒代半胱氨酸和硒代蛋氨酸等有机硒[17]。本试验证实，富硒水稻秀水48通过韧皮部转运硒代蛋氨酸和硒酸盐的能力显著强于S. Andrea，而转运硒甲基硒代半胱氨酸则无显著差异，而两品种水稻通过木质部转运无机硒对籽粒硒含量的影响不显著（图1）。结合籽粒有机硒所占份额较大的情况，稻米中硒代蛋氨酸是主要的硒种类，占总硒的82.9%，其次为硒甲基硒代半胱氨酸，占总硒的6.2%，再次为硒代半胱氨酸，占总硒的2.8%~6.3%[8]，说明，两品种水稻在籽粒成熟期通过韧皮部转运硒代蛋氨酸能力的差异是引起籽粒硒含量差异的一个重要原因。
3.2 两品种水稻对不同形态硒从剑叶至籽粒的再转运途径差异

从图2也可以得出，茎环割显著减少了部分硒酸钠进入剑叶，说明硒酸钠进入剑叶是通过木质部和韧皮部共同运输，而茎环割对亚硒酸钠进入剑叶的量无显著影响，说明亚硒酸钠进入剑叶主要通过木质部运输。无机硒从茎至剑叶的转运效率远大于有机硒，可能与无机硒主要通过木质部向上转运，而有机硒主要通过韧皮部转运有关，其具体原因尚有待进一步研究。剑叶供硒试验与茎环割试验的结果相似，有机硒主要通过韧皮部向籽粒转运，其效率大于无机硒（图3）。White等[18]报道，植物体内硒的再分布，主要通过韧皮部。本研究证实，有机硒和部分硒酸盐是通过韧皮部转运至籽粒。当供应离体穗剑叶无机硒，剑叶硒浓度是供应有机硒时的197倍~773倍（图 2），进入剑叶的有机硒更加容易转运至籽粒或挥发损失（图 3）。剑叶是水稻籽粒灌浆充实、成熟期的功能叶，剑叶与水稻籽粒灌浆充实关系密切。在水稻籽粒充实期，剑叶是同化作用最活跃的器官，是籽粒充实的重要“物源” [19]。剑叶硒可能是籽粒硒的重要“贮藏库”和“给源”，研究表明，秀水48剑叶硒大幅转移有助于硒在籽粒中的积累[20]。本研究证实，水稻对有机硒（硒甲基硒代半胱氨酸和硒代蛋氨酸）从剑叶至籽粒的转运能力，显著高于无机硒（图3）。采用剑叶向籽粒硒转移系数来描述水稻剑叶向籽粒转移硒的能力，可以得出，有机硒的转移系数是无机硒的10倍~20倍，特别是秀水48向籽粒转移硒代蛋氨酸的能力显著高于S. Andrea，这从另一方面佐证了以前的实验结果，在成熟期，籽粒富硒水稻秀水48剑叶硒含量下降幅度大于非富硒品种，剑叶硒特别是有机硒的再转移能力有助于硒在水稻籽粒中的积累[20]。秀水48转移剑叶硒，特别是硒代蛋氨酸的能力显著高于S. Andrea，从剑叶向籽粒的转运差异也是引起籽粒硒含量差异的原因之一。通过叶片供硒可以显著增加籽粒硒含量，Hu 等[21]报道了在水稻孕穗期喷施Se 14~18 g hm-2 可以达到将水稻籽粒硒含量提高10倍之多。
水稻对硒酸盐和亚硒酸盐的吸收和转运机制不同。已有的试验结果均是通过整株水稻进行试验的，比如水稻根系吸收亚硒酸盐已被证实是通过磷转运蛋白完成的，将编码转运亚硒酸盐特性的磷转运子基因在水稻中过量表达可显著提高大米硒含量[26]；Zhao等[27]研究表明，硅转运蛋白也同样调节着水稻硒吸收和向地上部转运，这表明，该磷转运蛋白和硅转运蛋白对水稻积累硒均有非常重要的作用。硒酸盐是通过硫转运蛋白被吸收[23]，高亲和硫转运蛋白主要负责植物体内硫的转运，Terry等 [24]报道，过量表达编码高亲和硫转运子增加了印度芥菜2倍的硒酸盐积累，这暗示着高亲和硫转运蛋白调节着硒酸盐在植物体内的累积。在籽粒成熟过程中，可能富硒水稻秀水48的茎部和剑叶部位的磷转运蛋白、硅转运蛋白和高亲和硫转运蛋白活性和表达量较非富硒水稻S. Andrea的高，但该科学假设尚需通过试验进一步验证。无机硒进入植物体内，在根部大部分无机硒被同化为有机硒，是否富硒品种体内转运有机硒的蛋白活性和表达量显著高于非富硒品种仍然未知。LeDuc等[25]证实双转基因植物（转ATP硫脂酶基因和硒半胱氨酸甲基转移酶基因）吸收的硒是野生型吸收硒的9倍。 两品种水稻硒累积差异是否与体内的ATP硫脂酶和硒半胱氨酸甲基转移酶的活性存在差异有关，有待深入研究。总之，两品种水稻籽粒硒累积差异分子机制是下一步研究重点。

4 结 论

有机硒到达籽粒主要通过韧皮部，与有机硒相比，大部分无机硒通过木质部向籽粒转移。富硒品种秀水48稻米硒含量高，一方面在于通过韧皮部运转硒酸盐和硒代蛋氨酸的能力显著高于S. Andrea。此外，两品种水稻从剑叶向籽粒转移有机硒的能力显著高于无机硒，且两品种水稻从剑叶向籽粒转移有机硒的能力存在显著差异，秀水48转运硒代蛋氨酸的能力显著高于S. Andrea。剑叶中的有机硒易于向籽粒中转运，从而引起两品种稻米硒含量出现显著差异。
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Pathways of of Selenium to Grain Relative to Form of Selenium and Variety of Rice (Oryza sativa L.)

ZHOU Xinbin1  LAI Fan2  ZHANG Chengming1  GAO Axiang1  XU Weihong1†  

(1 College of Resources and Environment, Southwest University, Chongqing 400716, China)
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Abstract  【Objective】Selenium (Se) is an essential element. About1 billion people the world over suffer Se deficiency, which may lead to a series of human health disorders. The purpose of this study was to explore pathways of Se transporting to grains at the milking stage of two varieties of rice, Xiushui 48 and S. Andrea, relative to form of Se fed to the crop and to better understand mechanism of the translocation of Se to grains of the plant, so as to improve Se content in rice and breed Se-enriched rice cultivars.【Method】Two cultivars of rice (Oryza sativa L.), Xiushui 48, an Se-enriched cultivar, and S. Andrea, a general one, turn out grains differing sharply or by 3 times in Se content. They were selected for comparison in Se accumulation in grains at the milking stage. Four different species of Se [Selenite, Selenate, Selenomethionine (SeMet) and Se-methyl-selenocysteine (SeMeSeCys) ] were supplied, separately, to excised panicles via stems subjected to girdling or none and flag leaves of intact rice plants of the two cultivars during the milking stage. 【Result】Results show that organic selenium could enter into phloem and then be translocated to grains via stem, while only 30% ~ 50% of the inorganic selenium in the phloem was remobilized and transferred into grains via stem, and the remaining transported through xylem. Sodium selenate could be transported to flag leaves via both phloem and xylem, while sodium selenite went mainly through xylem. When fed with sodium selenite or Se-methyl-selenocysteine, excised panicles with or without the stems girdled did not show much difference in Se concentration in grains between the two varieties. But when fed with sodium selenate and selenomethionine, excised panicles of Xiushui 48 with no stem girdled were much higher in grain Se accumulation capacity than those of S. Andrea, and not much difference was found between the excised panicles of the two varieties with stem girdled. It was also found that Xiushui 48 was more capable than S. Andrea of transporting selenate and selenomethionine from stem to grain. Obviously the former is capable of moving more Se from stem and flag leaf to grain than the latter is, which is probably the direct cause of higher Se concentration in grains of Xiushui 48. The finding also indicates that Xiushui 48 is much more capable (p = 0.05) than S. Andrea of transporting Se-Met and selenate through phloem from stems to grains, and from flag leaves to grains, too. 【Conclusion】Selenium-enriched Xiushui 48 can transport more Se from stems and flag leaves to grains than Non-Se-enriched variety, S. Andrea, which is probably the direct cause of the difference between the varieties of rice in grain selenium content.
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