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基因对植物适应各种环境胁迫的过程中起着重要作用% 序列分析显示$ 东南景天
6+>#? &'($+>--

的
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基因全长
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! 其中开放阅读框"
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&为
42$ 78

! 含有
!

个
4" 78

的内含子% 通过蛋白序列比对!

6&7"

*891

基因编码的蛋白与多种植物的蛋白序列同源性都很高'
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以上&% 分析
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%! 镉离子"
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&! 铜离子
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&和铅离子"
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&胁迫处理后的东南景天! 结果显示$ 镉处理后
6&7*891

基因在茎) 叶中表达量快速上升'
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内#! 根中表达量到
"$,+ E

后才上调* 铜处理后
+,3 E

根中表达显著上调! 胁迫
#,+ E

后茎中表达量显著上调! 随

后一直降低! 叶片中该基因表达量一直较低* 铅处理后! 根中表达量降低!

2#,+ E

左右比对照略微上调! 而茎中

2#,+ E

内表达量相比对照都上调! 叶片中
2#,+ E

内都降低* 研究结果表明$

6&7*891

与东南景天的镉+ 铜) 铅胁迫

抗性有密切的相关性, 图
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随着工业化的迅速发展% 土壤的重金属污染已经成为了全球关注的问题& 中国农田土壤镉污染面积

已经超过
+""K

N

48

+

% 生产镉含量超标的农产品达
";M#""K

#

3

!

-

#"
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& 镉通过食物链进入人体% 引起了如

'痛痛病( 等慢性疾病& 世界各国的土壤都存在重金属污染问题#

+

$

& 如何治理和修复污染土壤已经成为

国际热点问题&

+K

世纪
:K

年代之后植物修复!

14D3)5&8&26-36)'

"逐步发展起来% 因其操作简便) 成本

低廉) 环境友好等优点而日益受到人们的关注#

!$M

$

* 学术界公认的超富集植物需要满足
+

个条件+

!

植

物地上部富集的重金属达到一定临界值% 不同的重金属其富集界限不同,

"

地上部分富集的重金属含量

高于地下部分* 据报道% 已鉴定的重金属超积累植物有
NKK

多种#

N

$

% 但镉超积累的植物较少见% 已发

现的仅有遏蓝菜属
/$+"01.

的几种植物#

#

$

* 何冰等#

9

$发现了一种新型的锌- 镉) 铅超积累植物.//矿山型

东南景天
!'(.)* "+,-'(..

* 矿山型东南景天对土壤中的镉- 锌- 镍等重金属具有极强的超积累富集能力#

:

$

%

更重要的是适量的重金属含量已成为其维持更好的生长状态所必需#

/

$

* 因此% 查清东南景天体内涉及重

金属离子吸收- 转运- 隔离- 耐受等相关基因的分子机制% 对林木重金属高抗新品种的培育具有重要理

论指导意义* 捕光蛋白复合体!

?@A

"能把捕获到的光能量迅速传导到光化学反应中心% 光系统
#

和光系

统
$

都有各自的
?@A

!

?@A #

和
?@A$

"* 自
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被发现以来 #
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$

% 人们对其结构和功能的研究取得了

较大的进展#

""$"+

$

*

?@A $

含有
?4(0"!#

等
#

种蛋白质% 它们在类囊体膜中进行光能的吸收和传递% 此外

在维持类囊体膜的结构% 调节激发能量在
+

个光系统之间的分配% 光保护以及对各种环境的适应等过程

中都起着重要的作用* 林江波等#
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$克隆和分析了中国水仙
2"-%.00)0 3"4'33" E-5; %$.5'50.0

叶绿素
-Q0

结合

蛋白% 推测其可能属于
?4(0"

类蛋白, 高志民等#

"M

$克隆了毛竹
6$7++803"%$70 '()+.0

的
-Q0

结合蛋白
(-0!

J4S"

% 证明该基因在叶绿体的类囊体中表达, 向太和等#

"N

$分离出了水稻
9-74" 0"3.:"

捕光叶绿素
-Q0

结

合蛋白% 分析显示该基因在叶片和茎中表达无差异% 但是光对其表达有明显促进作用,

>68)'

等 #

"#

$研

究证明+ 叶绿素结合蛋白中的
?T":"

家族和胁迫响应相关, 张敏等#

"9

$研究了
+

种生态型东南景天
;$%&+

基因在镉和锌胁迫时的表达变化% 并发现镉- 锌胁迫处理能够提高转基因烟草
<.%83."5" 3"&"%)*

中该基

因的表达% 且转基因烟草能够积累更多的镉* 此外% 菊花
=$-70"53$'*)* *8-.,8+.)*

等植物中的
?4(0

蛋

白也已被克隆#

":
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* 但这些研究主要集中于
;>=?

基因在不同光处理后的表达差异以及蛋白的结构和起源

进化% 对于
?4(0

蛋白与植物重金属胁迫相关方面的研究还相对较少* 本研究初步探讨了该基因在镉-

铜- 铅胁迫后的表达差异% 结合前人研究推测东南景天
;>=?

基因可能是通过调节光合作用为重金属胁

迫后的植物解毒机制提供能量% 从而缓解植物体中毒的现象*

"

材料与方法
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实验材料与试剂

矿山型东南景天无性系采集于浙江省衢州市的一个铅
Q

锌矿区% 取回后在人工气候箱中水培处理*

胁迫处理时在水中添加设定浓度的重金属离子% 然后分别提取根- 茎- 叶的核糖核酸!

RUV

"% 用于后续

研究*

李 真等+ 东南景天捕光叶绿素
-Q0

结合蛋白基因
!";$%&+

的分离及其功能 :!/
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;<=>"A&"A

+ 以东南

景天泛素结合酶基因!

2(8128K8. 34.^2T'K8.T *._Z-* Y

"为内参# 其特异性引物为
F>="?

和
F>="A

+ 实时荧

光定量
I=A

扩增体系!

+"W" ";

" 为% 模板
!W" ";

# 特异引物!

+" "-4)

)

;

%+

"

"W$ ";

#

!#HR>A I7*-8S MS

(")

&@

+"W" ";

#

9"#ADQ A*5*7*.3* PZ* "W$ ";

# 双蒸水!

//<

!

D

"

JW[ ";

+ 扩增条件%

Y9 $

预变性
+" 0

#

Y9 $

变性
9 0

#

J" $

复性
:+ 0

#

$"

个循环+ 做
:

个重复)样品%+

+ 数据分析采用
##=&

法计算相对定量#

目标基因相对定量
`!

E##=&

'

!!

(

+

+W!W$

表达载体
6M&"!['";<=>

的构建及原核表达 根据
123!

基因序列设计引物
;<=>"?"!"#2 L

和

;<=>"A"%&' L

# 在其两端引入酶切位点
!"#2 L

和
%&' L

+ 以东南景天
3P,C

文库为模板进行扩增# 利

用限制性内切酶
!"#2 L

和
%&' L

处理
I=A

产物和
6M&"!['

# 回收目的片段后进行连接# 获得重组原核

表达载体
6M&"!['";<=>

+ 将
6M&"!['";<=>

基因重组质粒用热激转化的方法转入
*4 ,'0/ >;!+

!

PM:

"

感受态细胞# 挑选单克隆过夜培养后用载体上的通用引物
&G

和
&GK*7

进行
I=A

检测插入片段的长度#

阳性质粒送测序并用
5"#2 L

和
%&' L :G $

处理
: O

后电泳分析+ 在含有
U'.'-Z38.

的
;>

液体培养基中

[$"



第
!"

卷第
#

期

图
"

东南景天根! 茎! 叶
$%&

电泳图"左#和胶

回收电泳图"右#

'()*+, " -.,/0+1231+,4(4 5()*+, 15 $%& (6 +110 40,7 .,85

!

.,50

"

869 8)8+14, ),. :%& 2*+(5(/80(16

!

+()30

"

培养细菌# 当
!

!

#;;

"为
;<#=;<>

时# 加入异丙基硫代半乳糖苷!

?@AB

#

;<" 771.

$

C

!"

"诱导培养# 为了研

究蛋白的具体定位# 分离上清和包涵体# 收集菌体进行蛋白质变性聚丙烯酰胺凝胶电泳!

@&B-

"分析%

"<D<E

生物信息学分析 用
:%&F&%

软件#

:%&011.4

#

G()68.@ H<" G,+I,+

!

3002JKLMMM</N4O90*<9PL4,+I(/,4L

G()68.@L

"和
-Q@&GR

!

3002JLLM,N<,Q284R<1+)L/)("N(6L/172*0,S2(L2(S011.

"等软件分析测定的
:%&

#

/:%&

及其

编码的蛋白质结构特点# 利用美国国家生物技术信息中心!

%TU?

"数据库信息进行比对!表
"

"%

D

结果与分析

!"#

东南景天
"#$%&'! $%&'

及基因组序列分析

图
"

是东南景天根& 茎& 叶的
$%&

电泳图及胶

回收后的目的条带电泳图# 从图
"

可以看出' 目的

条带清晰无杂带 & 未降解 # 条带明亮 #

%861

:+12D;;;

分光光度计检测根& 茎& 叶& 总
$%&

质

量浓度分别为
"HV<"

#

DWW<>

#

WV<! 7)

$

C

!"

# 吸光度
!

!

D#;LD>;

"分别为
D<"#

#

D<!;

和
D<;D

# 电泳显示根&

茎中总
$%&

略有降解# 但都能满足后续反转录聚合

酶链式反应!

$A"@T$

"试验要求%

从东南景天文库中分离出
/:%&

全长# 测序后

将序列提交到
B,6U86P

中 # 登陆号为
X'>;#EEE

%

"#(%&'D

基因
/:%&

全长
WDW N2

!图
D8

"# 其中开放

阅读框长度为
VW> N2

#

E#

端含非编码区
H> N2

#

!#

端

含非编码区
>! N2

# 其中
@1.R

!

&

"

"V N2

% 该基因的开放阅读框编码
"

个
D#E

个氨基酸的蛋白# 将它命名

为
"#(%&'D

% 以基因组
:%&

为模板分离的基因组序列和
/:%&

序列比对# 发现该基因在
"HV=DDD N2

含

有
"

个
VH N2

的内含子!图
DN

"%

对
"#(%&'D

编码的蛋白进行分析# 预测其分子量大小为
D><E P9

# 等电点为
E<#W

# 总平均亲水性

为
!;<;WV

# 脂溶指数为
V><>!

% 信号肽分析表明该蛋白含有
"

个信号肽# 在第
D;

个和第
D"

个氨基酸之

间有切割位点% 跨膜结构分析表明该蛋白具有
!

个明显的跨膜区% 二级结构预测#

"#(%&'

的环状结构

占
#;<VEY

# 螺旋结构占
!WODEY

% 软件分析预测该蛋白位于叶绿体中% 将
"#(%&'D

与其他物种的该基因

编码蛋白进行同源比对# 结果显示'

"#(%&'D

和辽东楤木 )*#+,# -+#.#

该蛋白同源性最高!

WHOD>Y

"# 和蓖

麻
/,&,012 &34410,2

的同源性相对最低!

WDO;>Y

"!图
!

"%

图
D

东南景天
$567 /:%&

序列! 内含子序列

'()*+, D /:%& 4,Z*,6/, 869 (60+16 4,Z*,6/, 15 (869

N

%

李 真等' 东南景天捕光叶绿素
8KN

结合蛋白基因
"#$%&'D

的分离及其功能 >H"
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!"#$

年
#!

月
!%

日

!"! #$%&'(!

原核表达分析

重组产物送测序并用
!"#$ !

和
%&' !

双酶切电泳检测!图
$

"# 图
$

中可以看出$ 重组后的质粒经

过双酶切之后电泳结果出现载体片段和
&%% '(

左右的目的基因% 结合测序结果证明$

(")&*+!

和表达载

体
()*!!&+

重组成功# 图
,

中泳道
!-,

分别是诱导前和诱导
$."

%

,."

和
/." 0

后的蛋白电泳结果% 红色

框内为目的蛋白条带# 可以看出$ 经
12*3

诱导后% 随着诱导时间的延长% 目的片段蛋白浓度逐渐增加%

即
(")&*+!

表达量升高% 说明重组蛋白能够在原核系统中高效表达% 泳道
/

和泳道
4

分别是上清和包涵

体中的目的蛋白条带% 可以看出% 蛋白主要位于包涵体中% 因此% 需要在后续实验进行蛋白复性以用于功能

研究#

图
5 (")&*+

和其他植物该氨基酸序列同源性比对

6789:; 5 <=>=?=8@ A=>(+:7B=C =D )$,! 7C (-./# "012-.33 +CE =F0;: (?+CFB

#

图
$

双酶切电泳图

6789:; $ G=9'?; ;CH@>; ;?;AF:=(0=:;B7B D789:;

图
, ()*!!&+!I<JK LGL!

聚丙烯酰胺凝胶电泳

6789:; , LGL (=?@+A:@?+>7E; 8;?;?;AF:=(0=:;B7B =D ()*!!&+!I<JK

#

!

#

&$!
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#
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!"#

不同镉! 铜! 铅处理时间条件下东南景天根! 茎! 叶中
!"#$%&!

基因的表达分析

以东南景天泛素结合酶基因为内参! 借助实时荧光定量! 分析在镉" 铜" 铅不同胁迫时间后根"

茎" 叶中
!"#$%&$

基因的表达量# 从图
#

中可以看出$ 镉处理后! 根中
!"#$%&$

基因的表达量呈现先下

调后上调的趋势! 在
%&'( )

后其表达量显著上调! 达到对照的
%'%*

倍% 在茎中除了
#+, ) !"#$%&$

基因

胁迫后的表达量都明显上调外! 在
,'* )

时为最高! 为对照的
*'&#

倍% 叶中表达量先降低后升高! 在

-.+, )

后表达量上调!

/.+, )

达到最高! 为对照的
!+0-

倍# 铜处理后!

,+* )

根中该基因表达量就显著

上调!

#+, )

时茎中的表达量也显著上调! 分别为对照的
-$+/&

倍和
*%+!0

倍! 随后其表达量都急剧降

低% 在叶片中表达量一直偏低! 且变化不明显# 铅处理后! 根中
!"#$%&$

基因胁迫后
,+*1/$+, )

一直显

著降低!

0#+, )

时才出现上调! 表达量接近未处理时% 茎中
!"#$%&$

基因的表达量显著上调!

#+, )

时达

到最高! 为对照的
$+0!

倍% 但叶片中的表达量低于对照!

%&+, )

时略有上升! 为对照的
,+0&

倍# 说明

!"#$%&$

能够响应重金属镉& 铜& 铅的胁迫! 但是响应模式和响应速度不同#

!

种重金属处理后! 从地

下部位'''根部的基因表达变化分析结果可以看出$ 镉& 铅胁迫使得
!"#$%&$

基因表达量在一定时期

内(

$%+, )

和
/$+, )

)受到抑制! 而铜胁迫后! 根中表达量迅速上调(

,+* )

)! 表明根部对
!

种重金属都较

为敏感% 从茎部受胁迫后表达量看$ 镉& 铅胁迫后! 该基因表达量明显上调% 铜处理后! 在
#+, )

左右

该基因表达量显著上调! 随后一直表达量较低# 从叶片表达量来看$ 镉胁迫后! 目的基因表达量在
-$+,

)

后都显著上调! 而铜& 铅胁迫后表达量都基本上都比对照水平低# 从超积累植物的特性可知! 地下部

位积累量很少! 主要超富集重金属的部位是地上部位# 推测东南景天的
!"#$%&$

对
!

种重金属响应模式

不同! 已有的研究结论显示$ 东南景天能够超富集镉! 能够耐受一定程度的铅! 但是目前未有研究证明

李 真等$ 东南景天捕光叶绿素
234

结合蛋白基因
!"#$%&.

的分离及其功能

图
#

不同镉离子! 铜离子! 铅离子处理时间根茎叶
#'()

基因表达量分析

56789: # ;<=9:>>6?@ A)2@7: ?B #'() 8@C:9 C6BB:9:@D D9:2D D6E: F6D) GC

$H

I G8

.H

2@C J4

.H

&%!
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!"#$

年
#!

月
!%

日

其能超富集铜! 从基因表达分析结果可以看出! 铜胁迫后根部响应最快! 随后茎部响应! 这与离子运输

的过程相符合! 推测镉胁迫后茎叶部位能够超积累镉"

&

讨论

本研究利用本实验室前期构建的东南景天
'()*

文库! 克隆获得了
!"#$%&!

基因! 构建了
+,-!!./!

0123

原核表达载体! 初步研究了
!"#$%&!

基因和镉# 铜# 铅的相关性! 为进一步研究重金属胁迫下

!"#$%&!

基因的调控机理奠定了基础"

456

等$

!&

%研究了光系统
!

中捕光蛋白的结构和功能! 指出
#'()

基因编码
012!

蛋白! 它是光系统

!

的主要捕光叶绿素
/78

结合蛋白! 其主要功能是光能的吸收和传递! 提高捕光效率! 此外!

012 !

还

能够调节光能的分配" 光系统
!

中的捕光蛋白复合物主要由
&

种基因编码! 分别是
09'8#

!

09'8!

和

09'8&

$

!$

%

" 在这
&

种蛋白中
09'8#

和
09'8!

含量最丰富! 当植物体内
#$%&#

和
#$%&!

的表达量受到抑制

时! 植物体内构成
012 !

复合物的亚单元将缺失$

!:

%

" 镉胁迫致使
012!

复合体构象发生变化! 这种变

化可能是由于镉胁迫使得
09'8#

和
09'8!

蛋白分子量降低$

!;

%

" 田生科$

!<

%和张晓玲$

!.

%的研究显示& 超积累

型东南景天植株中的镉分布特点是叶中最高! 茎次之! 根中最低' 铅则是根中最多! 茎叶中含量较低"

张敏等 $

#<

%分析了
!

种不同生态型东南景天
#'()

基因对锌
7

镉胁迫的响应! 证明
#'()

基因的超表达能

够增加超积累型东南景天根和茎的生物量! 并提高镉在植物体内的积累量"

=>-!?2>

结果显示! 镉处理后! 根部的
!"#$%&!

基因在
!$@% 9

内表达量均降低!

$.@% 9

后表达量上

调! 在茎# 叶中
#!@% 9

后该基因表达都上调"

!"#$%&!

基因在镉处理
%@: 9

时茎中显著升高!

#!@% 9

时

叶片中显著升高! 推测其对镉胁迫相对敏感! 为前期响应基因" 在叶片中响应速度相比茎中较慢! 推测

这可能和根# 茎对镉的隔离作用有关! 使得叶片中镉的积累相对较慢"

!"#$%&!

基因可能并不直接参与

东南景天受到镉胁迫之后的解毒机制! 但是能够为其提供能量! 使得地上绿色部分光能的吸收效率提

高! 并传递能量到茎# 叶中" 张玉秀等 $

!A

%的研究表明& 重金属锌或镉胁迫能够增强印度芥菜
)*"++,%"

-./%0"

重金属
*-?

酶的表达! 说明重金属富集与能量代谢相关" 我们推测在茎和叶中由于积累的镉离

子较多从而相对需要更多的能量! 所以该基因的表达量较高! 而根部镉积累量较少! 所以
!"#$%&!

基因

表达量较低! 这与田生科等$

!<

%的研究结果一致" 铜处理后
%@: 9

根中表达量就极显著上调!

;@% 9

时茎中

表达量极显著上调! 叶片中表达量一直较低! 可能在
%@: 9

根中能够积累和吸收部分铜!

;@% 9

时转移到

茎中! 但是叶片中不能够积累铜! 目前报道并未显示东南景天能够超富集铜" 铅处理后! 该基因在根中

表达量一直较低! 到
A;@% 9

才上调! 而胁迫
%@: 9

后茎中该基因的表达就迅速上调随后其表达量一直较

对照高! 而叶片中表达量在
A;@% 9

内都较低" 东南景天铅积累的特点是在茎和叶片中积累较少! 而根部

积累较多 $

!<

%

! 推测可能
!"#$%&!

定位于叶绿体中! 所以在根部该基因本身的表达量偏低!

!"#$%&!

基因

可能为后期铅胁迫响应基因" 此外!

&

种重金属胁迫后根部该基因显著上调的时间点不同! 说明东南景

天对这
&

种重金属的敏感度有差异' 一般重金属富集主要是在地上部位! 在茎中! 可以看出长时间处理

后 (

A;@% 9

)! 镉# 铅处理过的植株该基因表达量相比铜更高! 说明植株茎中富集镉和铅的能力强于

铜! 同理可看出在叶片中富集镉的能力强于铜和铅"
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