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　　摘要:以苹果属植物小金海棠(MalusxiaojinensisChengetJiang)为试材 ,将差异筛选消减 cDNA文库得到的 27个

金属硫蛋白 cDNA片段序列构建成本地数据库 ,通过电子拼接和 RT-PCR相结合的方法 ,分离到了小金海棠金属硫蛋

白基因 MxMT2(Genbank登录号为 GQ906589), 该基因全长 610个碱基 , 开放阅读框(ORF)为 240 bp, 编码 80个氨基

酸 , 推测分子量 7.74 kDa。该基因具有金属硫蛋白基因的典型结构域特征 , 编码的氨基酸含有 14个半胱氨酸 Cys,分

布在蛋白质的 N端和 C端 ,呈 Cys-Cys、Cys-X-Cys、Cys-X-X-Cys形式排列。通过系统进化树分析 , 小金海棠 MxMT2与

沙梨 、杏树 、美洲李等植物保持了较近的亲缘关系 ,与欧洲山毛榉 、旱柳 、红小豆 、鼠尾草等植物亲缘关系较远。
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Abstract:AmetallothioneingenewasclonedbyRT-PCRandsplicingof27cDNAsequencesthatwereidentified

bydifferentialscreeningofthesubtractedcDNAlibraryfromMalusxiaojinensisChengetJiang, whichwasnamed

MxMT2(AccessionNo.GQ906589).Thefull-lengthcDNAofMxMT2 is610 bp, includingtheopenreadingframe

(ORF)of240bp.Itencodesaproteinof80aminoacids, withamolecularweightof7.74kDa.TheMxMT2contained

theconserveddomainssharedinallknownMT, whichhas14Cysresidues(cys)thathaveconservedsequenceposition

atNterminalandCterminalofprotein, rankingintheformsofCys-Cys, Cys-X-CysandCys-X-X-Cys.Thephyloge-

netictreesuggestedthatMxMT2wasclosertotheMTofsandpear, almondandapricot, butfartherwiththeMTofeu-

ropeanbeech, hankowwillowandadzukibean.
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　　金属硫蛋白(Metallothionein, MT)是一种广泛

存在于生物界 、低分子量 、富含巯基和金属的非酶类

蛋白质
[ 1]
。 Margoshes和 Vallee

[ 2]
在研究金属生物

学作用时 ,从动物器官中分离出一种富含巯基 、能螯

合大量金属离子的蛋白质 ,将其称之为金属硫蛋白 。

金属硫蛋白基因参与了植物的许多生理代谢过程 ,

能够清除植物体内自由基 ,其巯基(SH)能强烈螯合

有毒金属 ,并将之排出体外 ,实现对重金属离子的解

毒功能。其表达受金属离子及其他因素 ,如胁迫 、激

素 、热激 、损伤等的影响
[ 3]
具有组织器官特异性和

可诱导性。目前 , 已经从拟南芥
[ 4]
、水稻

[ 5]
、西

瓜
[ 6]
、柽柳

[ 7]
、二色补血草

[ 8]
、丹参

[ 9]
、灵芝

[ 10]
、菊

芋
[ 11]
等多种植物中分离出许多 MT基因 。

小金海棠是笔者实验室从 40多种试材中筛选

出的铁高效基因型植物 ,具有较强的抗盐和抗缺铁

胁迫能力 ,是良好的果树砧木资源 。笔者从小金海
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棠上克隆了金属硫蛋白基因 ,将为研究小金海棠的

抗性机理 、金属硫蛋白基因在植物体内的作用和功

能以及为今后的转基因工作打下基础 。

1　材料和方法

1.1　试验材料

苹果属植物小金海棠(MalusxiaojinensisCheng

etJiang)种子层积 20d左右 ,播种于基质中(高压灭

菌后的蛭石),待幼苗长出 3 ～ 4片真叶时 ,转入水

培 ,方法参见文献 [ 12] 。当幼苗长至 4月龄时 ,采

取白色新生根 ,称鲜质量 ,液氮冷冻后 -70℃保存。

小金海棠消减 cDNA文库为笔者前期构建
[ 13]
。

1.2　方法

1.2.1　差异筛选消减 cDNA文库　差异筛选构建

好的消减 cDNA文库 ,具体方法参见 PCR-selected

DifferentialScreening(Clontech, USA)试剂盒说明书 。

杂交和洗膜方法参见 Kong等
[ 14]
。

1.2.2　金属硫蛋白基因的电子拼接　将差异筛选消

减 cDNA文库得到的金属硫蛋白基因 cDNA片段序

列构建成本地数据库 ,利用拼接软件进行电子拼接。

1.2.3　金属硫蛋白基因 cDNA全长的克隆　根据

电子拼接的全长序列设计基因两端的特异性引物 ,

扩增 cDNA全长 , PCR产物连接到 pGEM-T载体后

转化大肠杆菌 DH5α。

1.2.4　小金海棠金属硫蛋白基因开放阅读框分析

和系统进化树的构建　开放阅读框的分析和氨基酸

的 BLAST在 http://www.ncbi.nlm.nih上进行 ,功

能保守区利用 http://myhits.isb-sib.ch/和 NCBI的

ConservedDomains(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Structure/cdd/wrpsb.cgi)进行预测分析 , 系统进化

树的构建在 http://www.ebi.ac.uk/进行
[ 15]
。

2　结果与分析

2.1　差异筛选消减 cDNA文库

按照 Clontech公司的 PCR-selectDifferential

ScreeningKit试剂盒说明书对已经构建的 cDNA文

库进行差异筛选 。将得到阳性克隆(ESTs)测序后

利用 BLASTn和 BLASTx相结合在 NCBI的网站上

(http//www.ncbi.nlm.nih.gov)进行同源序列比对 ,

然后按其功能分为 9大类:基础代谢 、蛋白合成 、核

酸代谢 、金属转运 、膜蛋白 、信号转导 、转录因子 、胁

迫应答和未知蛋白 。在胁迫应答蛋白中筛选得到了

金属硫蛋白 cDNA片段 27个 ,片段大小为 200 ～ 500

bp,将这 27个 cDNA片段构建成本地数据库 。

2.2　全长序列的拼接与克隆

将本地数据库中的 27个 cDNA片段用拼接软件

进行拼接。去掉中间重叠区域 ,得到 636 bp的序列。

然后根据拼接序列设计基因两端的特异性引物进行

PCR扩增 ,扩增产物送上海生工测序。测序结果同用

软件拼接的全长进行比对 ,二者的结果基本一致。

2.3　小金海棠金属硫蛋白基因 MxMT序列分析

2.3.1　金属硫蛋白基因 MxMT序列基本信息　利用

电子拼接和 RT-PCR相结合的方法 ,克隆得到了小金

海棠金属硫蛋白基因的全长 ,属于 MT2型基因 ,将其

命名为 MxMT2(图 1), GenBank登录号为 GQ906589,

该基因全长 610个碱基 ,开放阅读框 (ORF)为 240

bp, 5′非翻译区有 55bp, 3′非翻译区有 315bp,该基因

编码 80个氨基酸 ,推测分子量为 7.74kDa。

方框内序列为开放阅读框 , ATG为起始密码子 , TGA为终止密码子。

Thesequenceinsquareisopenreadingframe, ATGistheinitiationcodon, TGAistheterminatorcodon.

图 1　小金海棠金属硫蛋白基因序列及推测的氨基酸序列

Fig.1　NucleotideandputativeaminoacidsequencesofMxMT2 gene

2.3.2　小金海棠金属硫蛋白 MxMT2同其他物种的金

属硫蛋白氨基酸多序列比对分析　将小金海棠 MxMT2

假定的氨基酸序列在 GenBank(http://www.ncbi.nlm.

nih.gov)进行 BLAST,并利用 CLUSTALW(1.82)(ht-

tp://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.htmL)同其他物种

的金属硫蛋白进行氨基酸多序列比对分析 ,由图 2可
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以看到 ,小金海棠 MxMT2同其他物种如沙梨(Pyrus

pyrifolia)、杏树(Prunusdulcis)、美洲李(Prunusarme-

niaca)等都有较高的序列同源性 ,属金属硫蛋白家族 ,

编码的氨基酸含有 14个半胱氨酸 Cys残基 ,呈 Cys-

Cys、Cys-X-Cys、Cys-X-X-Cys形式排列 ,分布在蛋白质

的 N端和 C端 ,中间被无 Cys的区域分开。

图 2　小金海棠金属硫蛋白 MxMT2同其他物种的金属硫蛋白氨基酸多序列比对分析

Fig.2　AlignmentofMTfromdifferentplants

　　用 NCBI的 ConservedDomains程 序(http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)预

测蛋白的保守区 ,如图 3所示 ,根据预测的保守区

结果可知该基因为 2型金属硫蛋白基因 (ClassII

metallothioneins),包含有 Metallothio2保守序列(位

于第 26 ～ 78氨基酸之间)。具有金属硫蛋白基因

典型结构域特征。

图 3　小金海棠金属硫蛋白 MxMT2蛋白保守域分析

Fig.3　AnalysisconserveddomainofMxMT2

2.3.3　小金海棠金属硫蛋白 MxMT2同其他物种的

进化关系聚类分析　根据多序列比对分析结果 ,绘

制出了小金海棠金属硫蛋白 MxMT2与其他物种金

属硫蛋白成员之间的进化关系聚类分析图(图 4)。

从图 4看出 ,小金海棠 MxMT2与沙梨 、杏树等植物

保持了较近的亲缘关系 ,与欧洲山毛榉 、旱柳 、红小

豆 、鼠尾草等植物亲缘关系较远 。

图 4　小金海棠 MxMT2同其他物种

的金属硫蛋白系统进化树分析

Fig.4　Thephylogenetictreeofthemetallothioneinsequences

3　讨论

小金海棠是笔者实验室经多年努力从 40多个

苹果属植物的种或生态型中筛选到第一个苹果铁高

效基因型
[ 12]
。小金海棠金属硫蛋白基因 MxMT2是

差异筛选缺铁情况下构建的消减 cDNA文库得到

的。研究表明 ,在缺铁胁迫下 ,小金海棠表现出典型

的机制 I型植物的缺铁适应性反应
[ 16]
。当植物受

到缺铁逆境胁迫时 ,必然会产生一系列的反应以适

应环境的要求。 MxMT2基因在缺铁情况下的表达

既可能是植物应对逆境的应激机制 ,也可能是植物

体已经受到逆境伤害的一项指标 。植物 MT基因在

植物中普遍表达水平较高并且结构保守 ,其丰富的

巯基含量及与重金属结合能力暗示了它在金属离子

运输 、动态平衡的维持及离子代谢等方面起作用 。

在缺铁胁迫下 ,植物为了得到更多的铁 ,必然会诱导

表达一些与铁吸收 、运输相关的基因 ,如 NAS
[ 17, 18]

,

IRT基因
[ 19]
表达明显增强 。 MxMT2基因在缺铁情

况下的表达是植物对逆境胁迫的一种适应性反应 ,
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推测它可能在螯合铁离子方面起作用 ,然后通过运

输途径供给植物生长 、代谢需要 。另一方面 ,缺铁条

件又造成了其他金属离子的相对过高 ,为了维护环

境离子的平衡 , MxMT2也可能参与了与其他金属离

子的螯合 ,起到对金属离子的 “解毒 ”功能 。至于

MxMT2参与铁代谢的具体机制以及如何与金属离

子螯合起到解毒功能 ,还需要进一步的研究。
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