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　　金属硫蛋白（ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎｓ，ＭＴｓ）超家族是一类广泛存
在于人体、动物、植物以及微生物体内的一种包含了半胱氨酸

丰富区域小分子蛋白［１］。动物体内的ＭＴｓ于１９５７年首次从
蓄积镉的马肾中被发现［２］，植物 ＭＴｓ最早从１９７７年从大豆
根中被发现［３］。近些年来研究表明，ＭＴｓ在植物中普遍存在，
参与了许多生理过程，如生长发育、胚胎发生、小孢子发生、衰

老、果实的发育、成熟和抗逆等［４］。同时对植物 ＭＴｓ的研究
在基因的组织、器官特异性、表达特征、基因组结构和染色体

定位方面得到快速的发展［５－７］。不仅如此，有报道称植物

ＭＴｓ不仅在植物解除重金属离子的毒害［８］、调节金属离子特

定运输方面有重要作用［９］，还参与了细胞内氧自由基清除［１０］

和植物抗氧化胁迫［１１］。但现阶段我们对植物 ＭＴｓ功能的研
究还仅处于起步状态，ＭＴｓ参与了植物的许多生理代谢过程
而且分布十分广泛，因此对植物ＭＴｓ的研究将成为一个具有
重要意义的方向。

　　天山雪莲（ＳａｕｓｓｕｒｅａｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａＫａｒ．ｅｔＫｉｒ）为菊科凤毛
菊属，别称新疆雪莲、雪荷花、雪莲花等［１２］。天山雪莲主要生

长在新疆天山海拔２４００～４１００ｍ的高山草甸、高山冰碛石、
悬崖峭壁石缝等处，最高月平均温度３～５℃，最低月平均温
－１９～－２１℃，为典型的耐极端低温的多年生高山植物［１３］。

天山上常年伴随着强烈的紫外线照射、极大的昼夜温差、低温

等恶劣环境，但是天山雪莲产生了适应极端环境条件的独特

的生存机制［１４］，在如此恶劣的环境下依旧能旺盛生长并且开

花［１５］。因此，天山雪莲参与此类非生物胁迫的基因值得深入

研究。

　　迄今为止，研究人员已经从拟南芥、水稻、苹果、西瓜、柽
柳、小金海棠等多种植物［１６－２０］中分离出许多ＭＴｓ基因。但有
关天山雪莲ＭＴ基因的研究尚未见报道。本研究以天山雪莲
为试验材料，克隆得到１个 ＭＴ基因，并对其序列进行分析，

旨在为研究天山雪莲的抗逆性生理特征奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　天山雪莲试管苗由石河子大学农业生物技术重点实验室
培养；植物总 ＲＮＡ提取试剂盒购自艾德莱生物科技有限公
司；Ｍ－ＭＬＶ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；凝胶电泳回收试剂盒
购自北京康为世纪生物科技有限公司；克隆载体ｐＧＭ１９－Ｔ购
自ＴａＫａＲａ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自Ｒｏｃｈｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　天山雪莲ＳｉｋＭＴ２基因的克隆　随机挑取１０个已构
建的天山雪莲叶片组织的 ｃＤＮＡ文库的单克隆，使用通用引
物进行ＰＣＲ鉴定，并对鉴定为阳性的菌株进行测序。通过
ＢＬＡＳＴ分析得到的ｃＤＮＡ片段，获得 ＳｉｋＭＴ２基因序列，利用
Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计ＳｉｋＭＴ２基因的ＰＣＲ引物ＳｉｋＭＴ２－Ｆ、ＳｉｋＭＴ２－
Ｒ、ＧＡＰＤＨ－ｑＲＴＦ和 ＧＡＰＤＨ－ｑＲＴＲ（表 １）。天山雪莲总
ＲＮＡ的提取采用植物总ＲＮＡ提取试剂盒；ｃＤＮＡ第一链的合
成按照 Ｍ－ＭＬＶ试剂盒操作步骤进行，产物作为 ＲＴ－ＰＣＲ
模板进行ＰＣＲ，反应程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６２℃３０ｓ，
７２℃ ３０ｓ，３０个循环。ＰＣＲ产物经回收连接至载体
ｐＧＭ１９－Ｔ，转化大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，筛选阳性克隆
送至北京六合华大基因完成测序。

１．２．２　天山雪莲ＳｉｋＭＴ２基因的序列分析　对获得的ＳｉｋＭＴ２
基顺测序结果利用ＤＮＡＭＡＮ软件进行分析，确定开放阅读框
及相应的氨基酸序列。运用ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）网站预测蛋白的
保守区；用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）和
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）进行蛋白理化性
质预测分析；运用ＭｏｔｉｆＳｃａｎ（ｈｔｔｐ：／／ｍｙｈｉｔｓ．ｉｓｂ－ｓｉｂ．ｃｈ／ｃｇｉ－
ｂｉｎ／ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）网站进行蛋白质基序预测分析；运用ＴＭＨＭＭ
２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０／）网站
预测蛋白质的跨膜结构；运用 ＳｉｇｎａｌＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ－３．０／）网站进行蛋白质信
号肽预测；运用生物信息学软件 Ｊｐｒｅｄ３（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｏｍｐ
ｂｉｏ．ｄｕｎｄｅｅ．ａｃ．ｕｋ／ｗｗｗ－ｊｐｒｅｄ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）对 ＳｉｋＭＴ２蛋白质
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进行二级结构预测；运用 ＮＣＢＩ网站的 ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）工具进行氨基酸对比分析；运用 ＤＮＡ
ＭＡＮ软件对其他物种的同源氨基酸进行多重比对；运用
Ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８３和ＭＥＧＡ５．２软件构建天山雪莲 ＳｉｋＭＴ２蛋白的
系统进化树。

１．２．３　天山雪莲 ＳｉｋＭＴ２基因的实时定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅ－
ＰＣＲ）分析　将用于低温胁迫的天山雪莲试管苗移入４℃光
照培养箱进行低温处理；将用于盐胁迫的天山雪莲试管苗转

入含有２００ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭＳ培养基中进行处理；将用于干旱胁
迫的天山雪莲试管苗放入含有１０％聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇ
ｌｙｅｏｌ，ＰＥＧ）的ＭＳ培养基中进行处理。分别取处理０（ＣＫ）、
２、４、８、１２、２４、３６ｈ的天山雪莲叶片样品，液氮速冻，－７０℃
保存备用。分别提取对照和不同时间处理的样品 ＲＮＡ，反转
录以ｃＤＮＡ为模版，对ＳｉｋＭＴ２基因在低温和氧化胁迫下的表
达进行分析。按照 Ｒｏｃｈｅ公司 ＳＹＢＲＧＧｒｅｅｎⅠＭａｓｔｅｒＭｉｘ试
剂盒说明书操作，以天山雪莲看家基因 ＧＡＰＤＨＨ作为内参基
因（表 ｌ），利用 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７５００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增，
反应程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个循环。结
果采用２－ΔΔＣＴ法对数据进行分析，每个样品进行３次重复，取
平均值。

２　结果与分析

２．１　天山雪莲ＳｉｋＭＴ２基因的克隆
　　通过对天山雪莲 ｃＤＮＡ文库 ＰＣＲ鉴定呈阳性的单克隆
菌株的测序结果 ＢＬＡＳＴ比对得到 ＳｉｋＭＴ２基因序列，根据该
序列设计特异性引物。以天山雪莲为材料提取总 ＲＮＡ，反转
录成 ｃＤＮＡ，作为 ＰＣＲ扩增的模板。通过 ＰＣＲ扩增，得到１
条２５０ｂｐ左右的条带。将此 ＰＣＲ产物用凝胶回收试剂盒回
收后连接到ｐＧＭ１９－Ｔ载体上，转化大肠杆菌 ＤＨ５α，挑取阳
性克隆扩大培养后 ＰＣＲ鉴定，对鉴定为阳性的菌株进行测
序。测序结果经 ＤＮＡＭＡＮ软件分析，该序列包含 １个长
２２５ｂｐ的完整开放阅读框，编码 ７５个氨基酸（图 １）；通过
ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ分析，该基因编码的蛋白中含有保守的
ＭＴ２基序（图２）。

表１　引物序列

引物名称 引物序列

ＳｉｋＭＴ２－Ｆ ５′－ＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＣＡＴＧＴＣＴＴＧＣＴＣＡＡＧＴＧＧＡ－３′
ＳｉｋＭＴ２－Ｒ ５′－ＴＣＴＡＧＡＣＧＧＧＴＣＧＴＣＧＣＴＴＡＡＣＡＧＴ－３′
ＧＡＰＤＨ－ｑＲＴＦ ５′－ＴＴＣＡＡＣＡＴＴＡＴＴＣＣＣＡＧＣＡＧＣＡＣ－３′
ＧＡＰＤＨ－ｑＲＴＲ ５′－ＴＡＡＧＴＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣＴＣＡＡＧＴＣＴＣＡＣＡ－３′

２．２　天山雪莲ＳｉｋＭＴ２蛋白的理化性质
　　用ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具对ＳｉｋＭＴ２蛋白质的一级结构及理化性
质进行预测，结果显示该蛋白质相对分子量为７．４７ｋｕ，理论
等电点（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｐＩ）为４．４４。分子式为 Ｃ２９０Ｈ４６４Ｎ８８Ｏ１１３Ｓ１５，
不稳定指数（ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘⅡ）为６３．２３，属于不稳定蛋白；
脂肪指数（ａｌｉｐｈａｔｉｃｉｎｄｅｘ）为３１．２０。ＳｉｇｎａｌＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ分析
结果显示，ＳｉｋＭＴ２蛋白不具有转运肽。ＰｒｏｔＳｃａｌｅ分析结果显
示，该蛋白疏水性氨基酸数小于亲水氨基酸数，推导为亲水性

蛋白（图３）。通过 ＭｏｔｉｆＳｃａｎ工具对 ＳｉｋＭＴ２的序列进行分
析，结果表明ＳｉｋＭＴ２具有典型的ＭＴ２蛋白结构，其中包含了
１个蛋白激酶Ｃ的磷酸化位点（５～７），５个肉豆蔻酰基化位
点（１１～１６、１７～２２、４９～５４、５８～６３、６６～７１），１个酪氨酸蛋
白激酶位点（４５～４８）。运用生物信息学软件 ＴＭＨＭＭ－２．０
对ＳｉｋＭＴ２进行跨膜结构分析，结果表明该蛋白不具有跨膜结
构（图４）。运用生物信息学软件 Ｊｐｒｅｄ３对 ＳｉｋＭＴ２蛋白质进
行二级结构结构分析，结果表明该蛋白以无规则卷曲为主要

功能结构域（图５）。

２．３　同源性及进化树分析
　　在ＧｅｎＢａｎｋ中检索发现，天山雪莲ＳｉｋＭＴ２基因编码的氨
基酸序列与已经报道的其他高等植物如短果茴芹（Ｐｉｍｐｉｎｅｌｌａ
ｂｒａｃｈｙｃａｒｐａ，ＡＡＣ６２５０．１）、海紫菀（Ａｓｔｅｒｔｒｉｐｏｌｉｕｍ，ＢＡＣ５７９５９．
１）、黄芪（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ，ＡＥＱ５４９１８．１）、辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ
ｃｈｉｎｅｎｓｅ，ＣＡＩ４８０６８．１）、龙葵（Ｓｏｌａｎｕｍ ｎｉｇｒｕｍ，ＡＣＦ１０３９８．
１）、蒲公英（Ｔａｒａｘａｃｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ，ＡＢＡ２７０３７）、水
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芹菜（Ｏｅｎａｎｔｈｅｊａｖａｎｉｃａ，ＡＡＢ７０５６０．１）、向日葵（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ
ａｎｎｕｕｓ，ＡＢＯ２６８７７．１）、烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ，ＣＡＣ１２８２３．１）、
长春花（Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ，ＡＡＹ８４１４８．１）和柽柳（Ｔａｍａｒｉｘ
ａｎｄｒｏｓｓｏｗｉｉ，ＡＡＴ３９５１８．１）的氨基酸序列具有较高的相似性，
其中与蒲公英的相似性最高，达到 ７３．３３％。不同植物的
ＭＴ２基因在多肽链的Ｎ端和 Ｃ端有着非常保守的半胱氨酸
序列（图６）。用Ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８３和ＭＥＧＡ６．１软件将 ＳｉｋＭＴ２与
ＧｅｎＢａｎｋ中公布的白桦、柽柳、大蒜、东南景天、短果茴芹、甘
薯、海紫菀、荷花、红豆、黄芪、菊芋、辣椒、龙葵、麻风树、蒲公

英、水芹菜、向日葵、橡胶树、烟草、长春花和紫花苜蓿的 ＭＴ
进行系统进化分析，结果显示，天山雪莲 ＭＴ２与蒲公英 ＭＴ
亲缘关系最近（图７）。

２．４　天山雪莲ＳｉｋＭＴ２基因对低温胁迫、盐胁迫和干旱胁迫
响应的Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ分析
　　为了证明天山雪莲类萌发素蛋白基因 ＳｉｋＭＴ２在抗逆中
是否起作用，对ＳｉｋＭＴ２基因在４℃、２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和１０％
ＰＥＧ处理下的表达情况分别进行了实时荧光定量ＰＣＲ检测。
结果显示，天山雪莲在低温胁迫、盐胁迫和干旱胁迫下

ＳｉｋＭＴ２基因的表达在不同时间段有明显变化（图８）。
　　低温处理ＳｉｋＭＴ２的表达量水平有明显的波动。处理２ｈ
后，基因的表达量是对照（ＣＫ）的９１．４％；随着时间的延长，
该基因的表达量开始变化，４ｈ的表达量上调到 ＣＫ的１．１２
倍；处理１２ｈ的表达量下降到 ＣＫ的４７％；处理２４ｈ的表达
量上升为ＣＫ的１．６倍；处理３６ｈ的表达量是ＣＫ的１．４倍。
天山雪莲在１０％ＰＥＧ的培养基中胁迫２ｈ后，ＳｉｋＭＴ２基因的
表达水平迅速下调，表达量仅仅是ＣＫ的３４．６％；在随后的处
理中，ＳｉｋＭＴ２基因表达水平有所上升，在４ｈ时 ＳｉｋＭＴ２的表
达量相当为ＣＫ的１０７．９％；但是接下来的处理中该基因表达
水平不断降低，由８ｈ的７７．３％降到３６ｈ的２６．４％，ＳｉｋＭＴ２
基因的表达量明显降低。２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理２ｈ，基因的
表达量上升到ＣＫ的１．８１倍；但是４ｈ的表达量有所降低，是
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对照ＣＫ的１．３１倍；之后 ＳｉｋＭＴ２基因的表达持续下降，８ｈ
的表达量下降到ＣＫ的５２．１％；１２ｈ的表达量下降到 ＣＫ的
６５９％；２４ｈ的表达量下降为ＣＫ的４１．４％；３６ｈ后表达量为
ＣＫ的４８．６％。
　　说明在非生物胁迫下，ＳｉｋＭＴ２基因受到诱导表达，但随
着胁迫时间的延长，表达水平呈现不同的趋势。在低温胁迫

（４℃）中，ＳｉｋＭＴ２的表达量有明显的起伏，但是随着处理时
间的延长，基因的表达量缓慢增长；在盐胁迫和干旱胁迫过程

中，ＳｉｋＭＴ２的表达量随着处理时间的延长而降低。

３　讨论与结论

　　目前，人们已经对植物的抗逆功能进行了深入的研究。
研究表明植物处于逆境胁迫条件下产生的活性氧首先袭击膜

系统，破坏生物膜上酶的空间结构及生物膜的通透性，致使细

胞死亡［２１］。重金属离子作为重要的胁迫因子同样诱导植物

产生氧自由基和过氧化物［２２－２４］。

　　在对克隆得到的天山雪莲 ＳｉｋＭＴ２蛋白进行同源性及进
化树分析时发现，ＳｉｋＭＴ２与其他植物氨基酸序列比对中 ＭＴｓ
蛋白的Ｎ端和Ｃ端的半胱氨酸（Ｃｙｓ）残基非常保守，这些半
胱氨酸残基为ＭＴｓ提供了丰富的巯基，也为ＭＴｓ的三位结构
域提供了基础，ＭＴｓ可以将两端富含 Ｃｙｓ的区域折叠成适合
结合金属离子的构象［２５］。金属硫蛋白中丰富的巯基含量以

及重金属结合能力决定了其功能方面的多样性［１０］。研究表

明，ＭＴｓ丰富的巯基含量为其提供了抗氧化能力，ＭＴｓ清除羟
自由基（—ＯＨ）的能力约为超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的１００００
倍，而清除氧自由基的能力约是谷胱甘肽（ＧＳＨ）的２５倍［２６］，

而Ａｋａｓｈｉ等从野生西瓜中分离出金属硫蛋白 ＣＬＭＴ２同样具
有很强的氧自由基清除能力［１１］。Ｒｅｙｎｏｌｄ和Ｃｒａｗｆｏｒｄ对面包
小麦ＥｃＭＴ基因的研究发现，ＥｃＭＴ基因通过夺取依赖Ｚｎ２＋的
ＤＮＡ、ＲＮＡ聚合酶及锌指蛋白中的 Ｚｎ２＋，从而调控相关基因
的表达［４］。由此推断植物 ＭＴｓ可能是植物体内重要的抗氧
化小分子，而且可能参与了基因的表达调控。

　　本研究Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ分析发现，低温、ＮａＣｌ和ＰＥＧ胁
迫下，ＳｉｋＭＴ２基因受到诱导表达，而且表达量有明显区别。
笔者认为ＳｉｋＭＴ２基因的表达与植物的抗逆性有关，但是该基
因的调控方式和生理功能有待进一步鉴定和证实。
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