
第39卷第7期         西 南 大 学 学 报 (自然科学版)           2017年7月

Vol.39 No.7 JournalofSouthwestUniversity(NaturalScienceEdition) Jul. 2017

DOI:10.13718/j.cnki.xdzk.2017.07.005

人源类金属硫蛋白能促进番茄幼苗对锌的积累①

宋小梅, 陈梦莹, 秦小冬, 金新开,
李金华, 潘 宇, 苏承刚, 张兴国

西南大学 园艺园林学院,重庆400716

摘要:金属硫蛋白具有抗辐射、抗氧化和对重金属解毒等功能,对Zn2+具有很强的结合能力,在医药、农业、环境

和保健等诸多领域有潜在的应用价值.将花椰菜花叶病毒35S启动子控制的人源类金属硫蛋白基因 HsMT1L 导入

番茄基因组,结果显示,转基因番茄幼苗比野生型材料对Zn2+具有更强的耐受性,并能够富集更多的Zn2+离子.
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锌是地球上所有生物体内必需的一种微量元素,是众多酶的辅助因子,它参与核酸、蛋白质、碳水化

合物和维生素等重要物质的生物合成;在生长发育、生殖遗传以及人体免疫等重要生理过程中起着极其重

要的作用[1-3].当人体缺锌时,会发生锌缺乏症,出现味觉差、厌食、免疫力减退、生长缓慢与智力发育低

于正常等症状[4].而粮食、水果、蔬菜和肉类等食物是人体锌营养的主要来源[5].
金属硫蛋白(Metallothionein,MT)是由动物、植物和微生物体内产生的一类富含半胱氨酸残基和具有

金属结合能力的低分子量多肽,具有多种生物学功能[3].在人体中,类金属硫蛋白(Homosapiensmetallo-
thionein-Like,HsMT-L)可分为4个亚型,其中亚型Ⅰ的HsMT1L 存在于各种组织和器官中,尤以肝、肾

细胞为主,起着对重金属解毒、参与人体所必需的微量元素储存和运输,以及清除自由基等作用[6-7].
HsMT1L 基因已在大肠杆菌和酵母中大量表达[8-10],用于开发该基因在医药、保健和护肤等多领域的应

用产品.但在植物上,该基因的表达研究还少有报道.本研究将花椰菜花叶病毒35S启动子(CaMV35S)控
制的人源类金属硫蛋白基因 HsMT1L 导入番茄基因组,初步分析了转基因番茄幼苗对Zn2+的耐受与富集

能力,以期为今后培育富Zn2+ 的优异番茄新种质、探讨 HsMT1L 对番茄锌代谢的影响、开发利用

HsMT1L 蛋白等研究奠定基础.

1 材料与方法

1.1 植物材料、菌株、载体和引物

采用的普通番茄(Solanumlycopersicum L.)品种为 AilsaCraig(AC),由本实验室繁殖.大肠杆菌

菌株 XL1-blue、根 癌 农 杆 菌 菌 株 LBA4404 和 双 元 载 体 pCAMIBA1301(GenBank 登 陆 号 为

AF234297)购自鼎国生物技术有限公司.含有人源类金属硫蛋白基因 HsMT1L(GenBank登陆号为

X76717)的中间载体pBK-MT1L(图1(a))由本实验室构建.表1中的引物委托北京六合华大基因科
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技股份有限公司合成.
表1 PCR引物

引物编号 序列(5'3') 位   点

P1 AACCCGGCAGCTTAGTTGCCGT 位于LB外侧

P2 CATGAGCGAAACCCTATAGGAACC 位于T35s终止子

P3 TGTGCTCGACGTTGTCACTGAA 位于nptII基因上游

P4 GAATTCAGGGAGTCACGTTATGACC 位于Pnos启动子上游

P5 ATGACGCACAATCCCACTATCC 位于CaMV35S启动子

P6 GACCCGAACTGCTCCTGCTCGCC 位于 HsMT1L 基因上游

P7 TCAGCTGCAGCAGCTCTTCTTG 位于 HsMT1L 基因下游

P8 ATCGCAAGACCGGCAACAGG 位于Tipt终止子

1.2 双元表达载体的构建

采用Omega质粒提取试剂盒(Omega公司)提取质粒DNA.采用Omega胶回收试剂盒(Omega公司)
纯化电泳分离的DNA.采用Sambrook等[11]酶切与连接方法进行载体构建.通过PCR扩增、酶切和测序鉴

定重组质粒.序列测定委托北京六合华大基因科技股份有限公司.
1.3 遗传转化方法

采用冻融法将双元表达载体转化进根癌农杆菌菌株LBA4404[12],并采用图2(a)和表1所示引物进行

PCR扩增鉴定.
采用农杆菌介导的叶盘方法转化番茄 AC的离体子叶.番茄种子经20%的次氯酸钠(原液中含

5%有效氯)表面消毒后,播种于 MS[13]附加10g/L蔗糖和6g/L琼脂的固体培养基(pH=5.8)上.切
取即将展开的子叶,在 MS附加1.75mg/L玉米素(ZT)、30g/L蔗糖和6g/L琼脂的固体培养基上

预培养2d,经农杆菌侵染10min,用无菌滤纸吸去外植体上的多余菌液,接种于 MS附加100mg/L
卡那霉素(Kan)、1.75mg/LZT、30g/L蔗糖和6g/L琼脂的固体培养基上共培养2天,转接至 MS
附加100mg/LKan、300mg/L羧苄青霉素(Carb)、1.75mg/LZT、30g/L蔗糖和6g/L琼脂的筛选培养

基上.早期每2周继代一次,4代后每4周继代一次,并逐渐降低Carb至100mg/L.分化出的Kan抗性不

定芽长至2~3cm高时,在 MS附加100mg/LKan、100mg/LCarb、30g/L蔗糖和6g/L琼脂的固体培

养基上生根.生根的小苗洗净培养基后移栽至营养土,在(25±1)℃、50μmol/(m2·s)光照强度的培养室

内进行炼苗和培养,最后在网室内种植和留种.
1.4 转基因植株的鉴定方法

Kan抗性小苗移栽成活,提取新生叶片的gDNA,按图2(a)和表1所示引物进行PCR扩增鉴定.
HsMT1L 基因经高保真PrimSTARHSDNA聚合酶扩增后委托北京六合华大基因科技股份有限公司测

序鉴定.
1.5 锌处理方法

野生型番茄AC的Zn2+耐受性实验在(25±1)℃、80μmol/m2·s光照强度的培养室内进行.取相同

生长时期的6叶1心番茄幼苗,在添加0~3mmol/LZnSO4 浓度梯度的 Hoagland营养液[14]中进行液体

培养;其间,每天补充蒸发的营养液以避免离子浓度的改变,每周换一次液体培养基,整个水培过程采用

氧气泵进行通氧换气.每天观察并记录番茄植株的根、茎、叶等形态变化,找出番茄幼苗Zn2+致害临界浓

度.采用相同的培养方法,在Zn2+致害临界浓度下处理野生型和转基因番茄植株,比较分析形态差异.
1.6 锌含量的检测方法

分别取番茄植株的地上部(茎+叶)和根为材料,采用干灰化法消化材料、原子吸收光谱法[15]测定锌含

量.采用SPSS14.0统计软件进行方差分析,比较处理间的差异性.

2 结果与分析

2.1 含有人源类金属硫蛋白基因的双元表达载体的构建

中间载体pBK-MT1L经 HindIII酶切后,用Klenow酶补平,再经EcoRI酶切,电泳回收9306bp
大片段,弃853bp小片段.同时,双元载体pCAMBIA1301经XbaI酶切后,用Klenow酶补平,再经

2 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第39卷



EcoRI酶切,电泳回收大小为1030bp的2x35S启动子片段(图1(a)).将两个回收片段纯化后用T4
DNA连接酶连接,转化大肠杆菌 XL1-Blue感受态细胞.用引物P5/P7对获得的 Kan抗性菌落进行

PCR扩增鉴定,得到预期的380bp大小的目标带(图1(b)).PCR阳性菌落的质粒DNA经EcoRI和

HindIII分别酶切,得到的10355bp大小产物,且比质粒DNA电泳滞后,证实均为单位点;XbaI酶

切不开质粒,证实没有该位点;PstI酶切得到806bp、2011bp和7523bp的目标条带;AseI酶切得到

863bp、1900bp和7518bp的目标条带(图1(c));所有酶切结果正确.测序结果(略)也证实为预期.因
此,构成了含有2x35S-HsMT1L 基因的双元表达载体pBK-35sMT1L.经冻融法将该载体转化根癌农杆菌

LBA4404,用引物对P2/P4和P6/P8进行PCR扩增,分别得到了1662bp和811bp预期大小的产物,筛

选到了阳性克隆(图1(d)和(e)).

pBK-MT1L:含HsMT1L 基因的中间载体;pCAMBIA1301:登陆号为AF234297,商业双元载体;HindIII,XbaI和EcoRI:限制性内切

酶;补平:Klenow酶补平;T4连接酶;T4DNA连接酶;LB和RB:T-DNA左边界和有边界;T35s:CaMV35S 基因的终止子;nptII:新

霉素磷酸转移酶基因;Pnos:胭脂碱合成酶基因启动子;2x35S:2xCaMV35S 启动子;HsMT1L:人源类金属硫蛋白基因1;Tipt:根癌

农杆菌异戊烯基转移酶基因的终止子;STA:农杆菌pVS1质粒STA区;REP:农杆菌pVS1质粒复制子;ColE1:大肠杆菌质粒复制子;

Kan:原核卡那霉素抗性基因;B1:DL2000分子量标记;B2-B7:大肠杆菌菌落编号;C1:WandrangeDNAmarker(500~12000bp)分

子量标记;C2-C7:EcoRI,HindIII,XbaI,PstI和AseI酶切及质粒DNA对照;M:DL2000+1500分子量标记;1-6:根癌农杆菌菌落

编号.
图1 2x35S-HsMT1L基因的双元表达载体的构建与导入根癌农杆菌

2.2 获得了整合有人源类金属硫蛋白基因的番茄材料

经农杆菌介导转化番茄AC的子叶外植体,在筛选培养基上诱导培养1~2个月后,得到大量卡那

霉素抗性的不定芽(图2(b)).待苗长至3~5cm高时,在不加任何激素的培养基上诱导生根(图2(c)和
(d)).生根的小植株移栽至土壤(图2(e)),炼苗成活后提取新生叶组织的gDNA进行PCR鉴定.以位于

T-DNA外侧的引物P1与位于T-DNA内侧nptII基因中的引物P3进行PCR扩增,结果显示转基因材料

未扩增出1241bp大小的产物,表明用于检测的转基因材料的DNA样本中不含有农杆菌双元载体pBK-
35sMT1L的污染(图2(a)和(f)).用P6/P8引物进行PCR扩增,显示12棵植株中有9棵检测到了

3第7期       宋小梅,等:人源类金属硫蛋白能促进番茄幼苗对锌的积累



HsMT1L-Tipt基因的扩增产物(图2(g)),表明HsMT1L 基因整合进了番茄AC的基因组,而P2/P4的

PCR产物则显示整合了Pnos-nptII-T35s选择标记抗性基因(图2(h)).

M:DL2000DNA分子量大小标记;1~11:Kan抗性植株材料;12:阴性对照;13:pBK-35sMT1L 质粒阳性对照.
图2 整合有2x35S-HsMT1L基因的番茄植株获得

2.3 含有人源类金属硫蛋白转基因番茄幼苗对Zn2+的吸收和积累能力得到增强

在水培条件下,野生型番茄 AC幼苗进行0~3.0mmol/L不同浓度的ZnSO4 处理.结果发现,
0.6mmol/LZnSO4 处理的植株表型与对照的相一致,显示该浓度的Zn2+不影响番茄幼苗生长;而1.2,
1.8,2.4,3.0mmol/L的ZnSO4 处理4周后,番茄植株呈现新叶发黄、叶心皱缩卷曲(图3(a)和(b))、茎部

出现褐斑、侧根减少(图3(a))等现象,且随着ZnSO4 浓度的增加,植株更为矮小,其中3.0mmol/L的

ZnSO4 处理的番茄植株的株高比对照矮15%左右,表明锌毒害症状随锌浓度的增加而变得更加明显(图3
(a)).因此,确定野生型番茄在本试验条件下的ZnSO4 临界中毒浓度为1.2mmol/L.

未加ZnSO4 培养时,随机挑选的整合有2x35s-HsMT1L 转基因的番茄株系N3和N7比野生型对照

生长的较为矮小(图3(c)).经1.2mmol/L的ZnSO4 处理4周后,N3和N7均未呈现出与野生型相似的失

绿发黄的受害症状(图3(d)),表明2x35s-HsMT1L 转基因表达的HsMT1L 蛋白赋予了番茄幼苗对Zn2+

的耐受性.Zn2+含量测定结果表明,转基因和野生型植株的地上组织或地下组织中Zn2+的含量在处理前没

有差别(图3(e)和(f)),而处理4周后,无论是转基因植株,还是野生型材料,其地下组织的Zn2+含量均远

高于地上组织(图3(e)和(f)),表明根部的吸收和贮藏Zn2+的能力强于地上部分;此外,转基因番茄株系

N3的地下和地上组织中的Zn2+含量分别比野生型对照高出35.96%和11.34%,差异均极具有统计学意

义,而转基因番茄株系N7仅地下组织的Zn2+含量与野生型材料的差异具有统计学意义.这些结果表明含

有转基因2x35S-HsMT1L 的番茄幼苗比非转基因对照更能耐受和富集Zn2+.

3 讨 论

不同植物对Zn2+的富集能力存在差异.传统的富锌植物是指那些在有效锌含量较低的土壤中能够正常

生长,并获得较高产量和较高Zn2+含量的植物;这类植物具有较强的对土壤中Zn2+的主动吸收的能力[16].
而本研究获得的转基因番茄在富集Zn2+的机制上不同于传统的富锌植物.表现在对照处理上,转基因番茄

与野生型材料之间的Zn2+含量差异不具有统计学意义,仅在施加锌肥的处理上,转基因番茄的Zn2+含量

才显著高于野生型材料(图3).这表明外源 HsMT1L 基因不能增强转基因番茄对Zn2+的主动吸收,而只
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是在土壤环境的Zn2+浓度高时,进入植物细胞内的Zn2+浓度也高,HsMT1L 蛋白能够螯合Zn2+而增强细

胞对高浓度Zn2+的耐受性,从而呈现出能够积累较多Zn2+的特性.

1-6:0、0.6、1.2、1.8、2.4和3.0mmol/L等6个ZnSO4 处理浓度;WT:野生型番茄;N3,N7:含35S-HsMT1L转基因的番茄株系.
*和**表示与野生型相比在p<0.05水平上差异具有统计学意义和在p<0.01水平上差异极具有统计学意义.

图3 转基因番茄对Zn2+ 耐受性和富集性

HsMT1L 的61个氨基酸残基中有20个半胱氨酸残基,并以半胱氨酸残基为基础,构成了2个金属硫

簇,可分别螫合4个和3个二价金属离子,所以HsMT1L 具有很强的对二价金属离子的结合能力[2-3].当
进入细胞中Zn2+过量时,HsMT1L 即可起到解毒作用,因此,含有HsMT1L 的转基因番茄表现出较野生

型番茄更强的对Zn2+的耐受性(图3(d)).此外,本研究的 HsMT1L 基因由2x35S强启动子控制的组成性

表达,在根部和地上部分的茎叶中均会得到大量表达,但地上部分积累的Zn2+含量远低于地下部分的根组

织(图3(e),(f)).这是由于根部优先接触到营养液中的Zn2+离子,大量Zn2+离子被根吸收并被优先截留在

根组织.该现象与他人的结果相一致[17].如果采用叶面施肥的方式提供锌元素,则可以减少锌肥施用量,促

进转基因番茄地上部分,尤其是果实,对Zn2+的积累.而富Zn2+提高了番茄果实的营养价值,且无论是鲜

食还是干燥后的制品,均可提供优质的锌蛋白,满足人们对锌的需求.
MT具有对重金属解毒和很强的抗辐射、抗氧化能力,在医药、保健品和护肤品上具有较大的开发利

用价值[3].目前主要从动物的肾组织中提取 MT,但存在动物源性污染的担心.在细菌和酵母上发酵制备

MT,仍存在生产成本较高等问题.植物生物反应器是目前表达有功效的蛋白的研究热点,具有生产成本低

等优势.本研究将人源 HsMT1L 基因在番茄中组成性表达,有望从高丰量表达的转基因番茄中提取 MT,
促进 MT的研究与应用.
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HomosapiensMetallothionein1L(HsMT1L)Enhances
theAccumulationofZincinTomatoSeedlings

SONGXiao-mei, CHENMeng-ying, QINXiao-dong, JINXin-kai,
LIJin-hua, PAN Yu, SUCheng-gang, ZHANGXing-guo

SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China

Abstract:Metallothionein(MT)hasthefunctionsofradio-resistance,oxidation-resistanceandheavy-met-
aldetoxification,andhasahighbindingcapacitytoZn2+,andhenceithaspotentialapplicationvaluein
medicine,agriculture,environmentprotection,healthcare,andothers.Inthisstudy,HsMT1L,ametal-
lothionein1-likegenefromhuman,whichiscontrolledbycauliflowermosaicvirus35Spromotercontai-
ningduplicatedenhancersequence(2x35S),wasintroducedintothegenomeoftomato(Solanumlycoper-
sicum L.cvAilsaCraig).Theresultsshowedthatthetomatoseedlingscontainingthe2x35S-HsMT1Lex-
hibitedhigherZn2+toleranceandhigherZn2+accumulationintheplantthanthewildtype.
Keywords:Homosapiensmetallothionein1Lgene(HsMT1L);Solanumlycopersicum;seedling;zinc
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