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摘 要：金属硫蛋白(metallothionein, MT)是一类低分子量蛋白。目前，已有大量关于植物吸收和

调控重金属 Cd 积累的分子机制的研究，然而研究结果相对来说不够系统，主要集中于部分转运

蛋白的研究。为系统揭示金属硫蛋白在水稻调控网络中的潜在功能，并弥补现有研究在基因家族

层面系统性的不足的缺口，本研究通过生物信息学分析，共鉴定到 14 个水稻金属硫蛋白基因家

族成员，水稻金属硫蛋白基因家族成员的 motif 有较大差异，蛋白序列的进化树分析将其分为

4 类亚家族，其中 OsMT1.4A、OsMT1.4B、OsMT1.4C、OsMT1.1C、OsMT1.1G 串联成簇分布在

12 号染色体上。预测的顺式元件与植物激素、生长、环境、光响应相关。大部分的金属硫蛋白

受各类激素诱导表达，镉胁迫诱导其中 10 个成员的表达量上调。OsMT1.3A、OsMT1.3B 保守结

构域与其他 OsMTs 差异较大，表达模式与其他家族基因截然不同。异源表达 OsMT1.3A、

OsMT1.4A 显著提高了细菌和酵母对 Cd 的耐受性，水稻中过表达 OsMT1.4A 显著增加了有效穗数

和产量。本研究为通过生物技术的手段培育 Cd 耐受并具有修复 Cd 污染潜力的农作物提供了优

异的基因资源。
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Abstract: Metallothionein (MT) is a low molecular weight protein. At present, a large number of 
studies on the molecular mechanisms of plant uptake and regulation of heavy metal Cd 
accumulation have been carried out. However, the research results obtained are relatively not 
systematic enough, mainly focusing on the study of some transporter proteins. To bridge the 
existing gap in systematic understanding of the metallothionein gene family, we aimed to uncover 
its potential functions within the rice regulatory network. Through bioinformatics analysis, a total 
of 14 rice MT gene family members were identified. The motif structure prediction indicated that 
there were great differences among members of this family, which could be classified into 4 
subfamilies by phylogenetic analysis of protein sequences. OsMT1.4A, OsMT1.4B, OsMT1.4C, 
OsMT1.1C, and OsMT1.1G existed in series clusters on the 12th chromosome. The predicted cis-
elements were related to plant hormones, growth, environment, and light responses. The expression 
of most members was induced by various plant hormones, and the expression of 10 members was 
upregulated by cadmium (Cd) stress. The OsMT1.3A and OsMT1.3B subfamilies showed greatly 
differed conserved domains from other OsMTs genes, and their expression patterns were 
completely different from those of other families. Heterologous expression of OsMT1.3A and 
OsMT1.4A significantly improved the tolerance of bacteria and yeast to Cd, and overexpression of 
OsMT1.4A in rice significantly increased the effective panicle number and yield. This study 
provides excellent genetic resources for breeding Cd-tolerant crops with potential for remediation 
of Cd pollution by biotechnology.
Keywords: rice; microorganism; cadmium stress; metallothionein (MT) gene family; expression 
pattern

镉是植物非必需重金属元素，在植物细胞

内引起活性氧(reactive oxygen species, ROS)产生

及脂质过氧化，竞争与其化学性质类似的必需

金属元素参与的生理代谢活性位点，从而干扰

正常的生命过程，导致细胞膜解体、核酸降解、

细胞死亡、光合效率降低、植物生长发育受阻

等[1-2]。目前，镉通过食物链的富集作用，对水

稻安全生产、人类健康构成严重威胁。植物演

化出一套复杂的机制以应对重金属毒害，主要

包括调节重金属吸收、细胞壁及液泡的区隔化、

细 胞 质 镉 的 螯 合 。 其 中 ， 植 物 螯 合 肽

(phytochelatin, PC)、金属硫蛋白及一些氨基酸、

有机酸通过螯合细胞质镉以降低毒害作用[3-4]。

金属硫蛋白(metallothionein, MT)是一类生物

中广泛存在的富含半胱氨酸的低分子量蛋白质，

其分子量在 7-10 kDa 之间[5-6]。根据半胱氨酸残
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基在蛋白质 N 端和 C 端的排列顺序，可以将植

物中的 MT 分为 4 种类型[7]，在维持植物体重金

属离子稳态和耐受性及其他非生物胁迫中扮演

着重要角色[8]。过表达 AtMT4a 和 AtMT4b 显著

增加拟南芥在锌胁迫条件下的根长和种子大小，

突变体则呈相反趋势[9]。过表达 MT2a/MT2b 可

以提高拟南芥在 Cu 和 Cd 胁迫下的生物量[10]。

原核表达 OsMTs1.1A、OsMTs1.1B、OsMTs1.4A、

OsMTs1.4B、OsMTs1.4C 显著提升大肠杆菌对

Hg 的耐受性[11]。伴矿景天 SpMTL 定位于细胞

质，并在胞质中螯合镉，以降低镉的毒害[12]。

水稻 MT 家族多个成员能够被镉诱导表达[13]。

烟草中异源表达 OsMT1.1A 使更高比例的镉分布

在根和下部叶，限制镉向幼嫩组织的移动，进

而提高烟草对镉的耐受性[14-15]。在水稻中，新

兴化学污染物镓会导致植物螯合酶表达下调或

失活，OsMT1a、OsMT1d、OsMT1f、OsMT1g、

OsMT2a 和 OsMT2b 被诱导表达[16]。综上所述，

金属硫蛋白在螯合重金属并限制其转运过程中

发挥重要作用。

MT 对高温、干旱等其他非生物胁迫有所响

应。在盐胁迫条件下，水稻 OsMT1.1A 在根部大

量表达，根部和地上部分积累大量盐分[17]。由

于大量 Cys 的存在，MT 能清除 ROS，已有研

究发现拟南芥的 1 型 MT 能被 ROS 诱导[18]。最

近有研究发现，在金属胁迫条件下，水稻 MT

除了螯合金属，同时在清除 ROS 方面也起着重

要作用[16]。除此之外，金属硫蛋白还能够与细

菌相互作用，促进甘蓝型油菜在盐胁迫下的生

长[19]。在水稻中，已经发现 OsMT1.3A 在抗氧

化中起作用[20]。尽管有不少 OsMTs 被发现在不

同逆境中起着重要的作用，但是 OsMT1.4A 在水

稻中的功能尚不清楚，且目前对 MT 基因的生

物学功能研究主要集中在动物领域，而在植物

中的研究多聚焦于拟南芥和番茄这类模式植物。

相比之下，对于水稻中 MT 基因的研究尚显不

足，OsMT1.4A 相关研究较少。本研究采用同源

比对法，对水稻 MT 基因家族进行了鉴定，并

对其序列信息、理化性质、进化关系、基因结

构以及启动子顺式作用元件等进行了系统分析。

此外，本研究分析了水稻 MT 基因的表达模式，

初步探究了 OsMT1.3A、OsMT1.4A 在 Cd 耐受性

和金属离子吸收中的功能，以期为深入理解该

基因家族的生物学功能提供参考。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　水稻 MT 基因家族成员鉴定及理化

性质分析

在 NCBI 网站上下载水稻、玉米和拟南芥基

因组序列文件、CDS 序列文件、蛋白质序列文

件及 gfff3 数据格式文件。通过在 Pfam 数据库

中 下 载 Metallothio_2 (Pfam 数 据 库 登 录 号 ：

PF01349)对应的模型文件，利用 hmmsearch 程

序将 HMM 文件在水稻、玉米和拟南芥蛋白质

文件中进行检索，利用 NCBI 中的 CD-Search 工

具进一步筛选得到的蛋白序列，最终筛选到得

到水稻、玉米和拟南芥 MT 家族的所有成员。

使用成员的氨基酸序列，利用 ExPASY-Proparam

在线工具(https://web.expasy.org/protparam/)得到

OsMT 家族的基本理化性质，其中包括氨基酸数

量、蛋白质分子量、等电点、亲水系数。

1.2　水稻 MT 家族基因染色体定位和进

化树分析

利用 OsMT 家族基因的完整氨基酸序列，

通过 BLASTn 搜索并确定 OsMT 家族基因在基

因组的位置。通过在线软件(https://mg2c. iask.in/

mg2c_v2.1/)绘制 OsMT 基因家族基因的染色体

定位图。利用 MTs 的蛋白序列，使用 MEGA11.0

软件(http://www.megasoftwar-e.net/)通过邻接法

(neighbor joining, NJ)进行系统发育树构建。为了

获得更可靠的分支聚类，将 bootstrap 值设置为

1 000，并将其余参数设置为默认值。

1.3　水稻 MT 家族基因的保守基序/域和

基因结构分析

使用在线软件 MEME 4.12.0 (http://memes- 
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uite.org/tools/meme)预测 OsMT 家族基因的保守

结构元件，最大基序数设置为 10。将 OsMT 家

族成员的全长基因组 DNA 和 CDS 序列提交到

在线软件 Gene Structure Display Server 2.0 (http:// 

gsds.cbi.pku.edu.cn/)中预测并绘制 OsMT 家族基

因的外显子-内含子结构示意图。

1.4　水稻 MT 家族基因的顺式作用元件

分析

为了鉴定水稻 MT 家族基因启动子中可能

的顺式元件，从 NCBI 中下载水稻基因组序列，

利用 NCBI 中的 BLAST 功能找到水稻 MT 家族

所有成员所在基因组位置，下载基因上游 2.0 kb

的基因组序列，并将该序列提交至 PLACE v. 

30.0 (http://www.dna.affr-c.go.jp/PLACE/)以识别

能够与启动子区域结合的顺式作用元件。采用

TBtools 软件进行可视化。

1.5　不同激素和镉诱导下水稻 MT 家族

基因的转录

使用鉴定到的水稻 MT 家族基因 RAP (rice 

annotation project) 号 ， 在 RAP 数 据 库 (http:// 

rapdb.dna.affrc.go.jp)检索，确定目标基因在不同

样本中的表达量，从而了解 OsMT 家族在不同

条件下的转录水平，并使用 TBtools 绘制热图。

为了探究 OsMT 家族对镉的响应情况，通

过 RAP 数据库获取镉胁迫下 OsMT 家族转录水

平，并使用平均值绘制基因家族响应模式的折

线图。

1.6　异源表达分析

为了探究 OsMT1.3A 和 OsMT1.4A 在微生物

中对镉耐受的影响，使用正向引物(5ʹ-GGATCC 

ATGATGGGGTCTGTAGCATA-3ʹ) 和 反 向 引 物  

(5ʹ-GGATCCATGCATTGCACTCATCTCAA-3ʹ)扩

增 OsMT1.3A，使用正向引物(5ʹ-GGATCCATGC 

ATTGCACTCATCTCAA-3ʹ) 和反向引物 (5ʹ -GT 

CGACGCAGTTGCAGGGATTGCAT-3)́扩增OsMT1.4A，

这 2 个片段都带有 BamH I 和 Sal I 酶切位点的

接头。通过酶切酶连将 OsMT1.3A 及 OsMT1.4A

连接到 pYES2 和 pET32a 载体上，并转化 DH5α

菌株(pYES2)和 BL21 菌株(pET32a)以进行实验。

通过镉浓度梯度实验确定镉离子合适的浓度为

300 μmol/L，这一浓度对细菌的生长和增殖有抑

制作用，但不会杀死细菌。每 1 h 对 DH5α 菌株

进行采样测 OD600 值，每组设置 5 个生物学重

复。每 2 h 对 BL21 菌株进行采样测 OD600 值，

每组设置 5 个生物学重复。

使 用 PEG/LiAc 法 将 pYES2-MT1.3A 和

pYES2-MT1.4A 转化到对镉敏感的缺陷型酵母的

突变体 ycf1 中。将镉浓度为 70 μmol/L 的酵母

固体培养基 (synthetic dropout media-uracil, SD-

ura)设为实验组，对照组为正常 SD-ura 培养基，

并检测对照组和实验组培养 3 d 后的酵母镉含

量，每组设置 5 个生物学重复。

1.7　过表达 OE-MT1.4A 遗传材料大田

农艺性状调查

野 生 型 水 稻 ‘ 中 花 11’  (Oryza sativa L. 

‘ZH11’)和过表达 OE-MT1.4A 遗传材料种植于

有效态 Cd 0.482 mg/kg、全 Cd 0.706 5 mg/kg 的

土壤中，采用正常田间施肥量施肥，施尿素 

391.3 kg/hm2，氧化钾(K2O) 120 kg/hm2，过磷酸

钙 (CaHPO4) 90 kg/hm2，钾肥作底肥一次性基

施，氮肥基肥占比 60%，分蘖肥占比 25%，穗

肥占比 15%，磷肥基追比为 7:3。将相关遗传材

料的水稻种子经过 1 周的泡发后集中播种于大

田，待水稻生长 30 d 至苗期时进行大田插秧，

幼苗以单株间隔 17 cm×20 cm 移植，成熟后测

定农艺性状，每个株系设置 6 个生物学重复。

1.8　数据处理与分析

所有实验数据采用 SPSS 软件进行统计分析

显著性检验，数据以 5 次或 6 次生物学重复的

平均值±标准差(mean±SD)表示，并采用单因素

方差分析法(one-way ANOVA)进行不同处理之间

的显著性分析(P<0.05)。最后采用 Origin 软件进

行绘图。
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2　结果与分析　结果与分析

2.1　水稻 MT 基因家族成员鉴定及理化

性质分析结果

鉴定水稻中 MT 的家族成员，以 OsMT1.4A

蛋白质序列作为查询对象，通过 NCBI 的

BLAST 进 行 检 索 ， 在 Pfam 数 据 库 中 下 载

Metallothio_2 (PF01349)对应的模型文件进一步

筛选，共鉴定到 14 个 MT 家族成员。通过

ExPASY-Proparam 在线工具 (https://web. expasy. 

org/protparam/)预测 OsMT 家族的基本理化性质，

发现水稻 MT 蛋白家族氨基酸数量在 60-134 之

间 ， 蛋 白 质 分 子 量 整 体 较 低 ， 等 电 点 在

4.58-11.72 之间，电荷差异较大，所有蛋白的

GRAVY 值均为负，均属于亲水性蛋白(表 1)。

2.2　染色体定位和进化树分析

水稻 MT 基因分布于水稻 12 条染色体中的 

6 条，其中 12 号染色体上的 5 个 MT 基因紧密

聚 集 在 一 起 (150 kb 内)， 其 中 OsMT1.1C、

OsMT1.4B 位于负链，MOsT1.4A、OsMT1.1G、

OsMT1.4C 位于正链上，其基因结构和保守基序

高度相似，提示这些串联的 MT 基因可能经历

了基因复制事件(图 1)。

为了进一步揭示物种间的进化关系，本研

究利用比较基因组学的方法分析了水稻、玉米

以及小麦 MT 构建的进化树。所有 MTs 共聚为

4 类，其中水稻、玉米、小麦的 MTs 并未形成

独立的物种分支，而是交叉分布；其中小麦主

要以Ⅱ、Ⅳ型为主，水稻 MTs 均匀地聚类在进

化树的各个分支上，聚类在一起的 OsMTs 和小

麦玉米 MTs 蛋白序列有一定差异。有意思的是

水稻第 12 条染色体上的 5 个串联的 OsMTs 聚在

同 一 分 支 上 ， 提 示 OsMT1.4A、 OsMT1.4B、

OsMT1.4C、OsMT1.1C、OsMT1.1G 的功能可能

高度保守，且相互冗余(图 2)。

表1　水稻MT家族基因理化性质

Table 1　 Physical and chemical properties of MT 

family genes in rice

Gene name

MT1.2D

MT1.2A

MT1.3A

MT1.2C

MT1.1B

MT1.2B

MT1.3B

MT2.1A

MT1.1A

MT1.1C

MT1.4B

MT1.4A

MT1.1G

MT1.4C

Numbers of 
amino acids

64

82

105

80

72

90

65

134

60

78

79

107

76

79

Molecular 
weight (kDa)

6.3

7.8

12.2

7.6

7.1

9.8

6.8

15.3

6.1

7.6

7.7

11.1

7.5

7.7

pI

5.1

4.8

11.7

4.6

5.1

8.9

4.9

9.9

5.7

5.6

6.0

7.9

4.8

8.9

GRAVY

-2.08

-0.10

-0.41

-0.18

-0.14

-0.22

-0.53

-0.37

-0.45

-0.09

-0.00

-0.13

-0.11

-0.23

图1　水稻MT家族成员染色体定位       Chr：染色体。

Figure 1　Chromosome localization of MT family members in rice. Chr: Chromosomes.
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2.3　保守基序/域和基因结构分析

基因结构分析表明，OsMTs 基因家族外显

子数目都不超过 3 个，所有成员外显子数目均

为 2 个或 3 个，外显子数目非常相近。内含子

数量一般都是 1 个或 2 个，其中 OsMT1.3A 并不

包含内含子。MT 基因存在 10 种类型的特征基

序(motif)，大多数 MT 基因包含其中 4–5 种不

同的 motifs。其中，OsMT1.3A、OsMT1.3B 的保

守结构数量和类型与其他 MT 基因差异较大，

OsMT1.3A 只有 2 个 motifs，OsMT1.3B 只有 3 个

motifs，OsMT2.1A 存在 3 个相同的 motifs，提

示 OsMT1.3A、 OsMT1.3B、 OsMT2.1A 与 其 他

MT 基因存在较大差异的功能分化(图 3)。

2.4　启动子调控元件分析

为了鉴定水稻 MT 家族的转录调控的核心

作用元件，本研究利用 PLACE v.30.0 预测了

OsMTs 起始密码子上游 2.0 kb 启动子包含的顺

势作用调控元件。结果表明，水稻 MT 家族基

因启动子有超过 30 种类型的顺式作用元件(cis-

regulatory element, CRE)，启动子序列中激素、

光、生长调节、环境胁迫的响应元件显著富集。

其中， MT1.1C 含有的生长调节元件最多；

OsMT1.1A含有的激素响应元件最多；OsMT1.2B的

光响应元件最多；在环境胁迫响应元件中，

OsMT1.1G 的元件数量显著高于其他 MTs (图 4)。

以上结果表明 OsMTs 可能广泛参与植物生长、

激素调控、光及环境胁迫响应。

2.5　不同激素和镉诱导下水稻 MT 家族

基因的转录

激素信号广泛参与植物的生长发育和逆境

响应，金属硫蛋白家族大部分基因的转录被脱

落酸、赤霉素、生长素、茉莉酸激素所诱导。

其 中 OsMT1.1A、 OsMT1.4A、 OsMT1.4C、

OsMT1.1B 的表达受 4 种激素的强烈诱导，

OsMT1.4C、OsMT1.1G、OsMT1.2C 受脱落酸强

图2　水稻、玉米、小麦MT家族蛋白系统进化分析

Figure 2　Evolutionary analysis of MT family system in rice, corn, and wheat.
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烈诱导；OsMT1.4B 除了不响应赤霉素外，受另

外 3 种激素强烈诱导。值得注意的是，在进化

树处于同一分支类型的 OsMT1.3A、OsMT1.3B

和 OsMT2.1A 不受激素的调控，表达水平也最

低。其他家族基因的表达水平受激素信号的调

控相对较弱(图 5)。以上结果表明 OsMT 家族基

图3　水稻MT基因家族成员保守基序分析      CDS：编码区序列；UTR：非翻译区；Motif：保守基序。

Figure 3　Conservative motif analysis of MT gene family members in rice. CDS: Conding region sequence; 

UTR: Untranslated region; Motif: Conserved base sequence.

图4　水稻MT家族成员上游顺势元件分析       左侧图为基因家族成员启动子类型的数量分布区间，右侧圆

图为基因家族成员在每种启动子类型数量。

Figure 4　Analysis of upstream homeotropic elements in rice MT family members. The graph on the left shows 

the distribution intervals of the number of promoter types for gene family members, and the circle graph on the 

right shows the number of gene family members in each promoter type.
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因大部分成员受到激素信号的调控。

大部分 OsMTs 家族基因被镉胁迫强烈诱导

表达，诱导倍数达 10–100 倍(图 6)。根系中

OsMT1.4C、OsMT1.1G、OsMT1.4A、OsMT1.4B、

OsMT1.1B、OsMT1.1A 均在镉胁迫 1 d 时开始被

强烈诱导表达；OsMT1.1C、OsMT2.1A 在镉胁

迫早期(12 h)被强烈诱导上调表达。但 OsMT1.3A、

OsMT1.3B、OsMT1.2B、OsMT1.2C 的表达均被

镉胁迫抑制。地上部与根部趋势一致，OsMT1.3A、

OsMT1.3B、OsMT1.2B 的表达被镉胁迫抑制，

其他家族基因均被镉胁迫所诱导上调表达；其

中 OsMT1.4A、OsMT1.4B、OsMT1.1C 对镉胁迫

的响应较快，镉处理 1 h 后表达量显著上调。此

外，OsMT2.1A 在根和地上部表达水平较低。以

上结果表明大部分 OsMTs 基因均被镉不同程度

地 诱 导 表 达 上 调 ， 但 是 同 一 亚 家 族 成 员

OsMT1.3A、 OsMT1.3B 被镉胁迫抑制，提示

OsMTs 家族基因在水稻应对镉胁迫中可能发挥

不同的作用。

2.6　异源表达 OsMT1.3A 和 OsMT1.4A

对细菌和酵母镉耐受的影响

选择上述被镉胁迫强烈诱导的基因 OsMT

1.4A 和抑制基因 OsMT1.3A，探究其在镉耐受中

的作用。利用 pYES2 和 pET32a 这 2 种表达载

体 ， 在 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 中 实 现 了

OsMT1.3A 和 OsMT1.4A 基因的表达。在 2 种表

达系统中，OsMT1.3A 和 OsMT1.4A 的表达均显

著增强了宿主菌对镉的耐受性，与空载体对照

组相比具有显著差异，正常培养条件下无差异，

表明异源表达 OsMT1.3A、OsMT1.4A 提高了大

肠杆菌对 Cd 胁迫的耐性(图 7A)。为了进一步验

证 OsMT1.3A 和 OsMT1.4A 在真核生物中的作

用，将 OsMT1.3A 和 OsMT1.4A 在镉敏感突变酵

母 ycf1 中表达。结果表明表达 OsMT1.3A 和

图5　不同激素诱导水稻MT家族成员的差异表达谱热图      A：脱落酸；B：赤霉素；C：生长素；D：茉

莉酸。

Figure 5　Heat map of differential expression profiles of rice MT family members under different hormones. A: 

Abscisic acid; B: Gibberellin; C: Auxin; D: Jasmonic acid.
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图6　镉胁迫下水稻地上部及地下部MT家族成员的响应模式

Figure 6　Response patterns of MT family members in rice aboveground parts under cadmium stress.
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OsMT1.4A 均提高了酵母 ycf1 的耐受性，且表达

OsMT1.3A 和 OsMT1.4A 的酵母体内的镉含量显

著高于空载体对照(图 7B、7C)。以上结果表明

螯合重金属镉可能是所有 MT 的共同特征，与

该基因在水稻中是否受镉诱导无关。

2.7　过表达 OsMT1.4A 对水稻农艺性状

的影响

利用 35S 组成型启动子将 OsMT1.4A 在水稻

图7　Cd胁迫下异源表达OsMT1.3A和OsMT1.4A的大肠杆菌生长曲线和酵母生长及镉吸收       A：大肠杆

菌生长折线图；B：酵母在 SD-ura 平板上生长 3 d 后的表型；C：在 SD-ura 培养基中加入 70 μmol/L 的镉

培养 3 d 后酵母所吸收的镉含量。每组测定设置 5 次重复，不同字母表示处理间差异显著(P<0.05)。

Figure 7　Microbial growth curves of heterologous expression of OsMT1.3A and OsMT1.4A under Cd stress. A: 

Discounted growth plot of Escherichia coli; B: Yeast phenotype on SD-ura plate after 3 days; C: The cadmium 

content absorbed by yeast after 3 days of cultivation with 70 μmol/L of cadmium added to SD-ura medium. Each 

assay contained 5 replicates, with different letters indicating significant differences between treatments (P<0.05).
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中过表达，过表达 OsMT1.4A 的水稻相较于野生

型品种‘ZH11’植株穗数更多。过表达 OsMT1.4A

株系产量整体高于野生型，其中 2 个株系产量

显著高于野生型；过表达材料与野生型之间在

株高方面整体差异不大，仅有 OE2 的株高显著

高于野生型；OE1、OE2、OE3 株系的有效穗数

均显著高于野生型，这可能是 OE-OsMT1.4A 的

单株产量更高的主要原因(图 8)。

3　讨论　讨论

金属硫蛋白(MT)家族在植物应对非生物胁

迫中扮演着关键角色，目前已发现该家族参与

植物的生长发育、活性氧(ROS)清除及重金属离

子解毒等过程[21-22]。最近有研究发现，MT 在盐

胁迫下，对细菌响应并促进甘蓝型油菜的生

长[19]。MT 在水稻中面对新型污染物镓(gallium, 

Ga)亦表现出显著的耐受性调控功能[16]。然而，

水稻中 MT 基因家族成员较多，同一家族的成

员在水稻中可能行使沉余、协同或截然不同的

生物学功能。本研究鉴定了水稻金属硫蛋白基

因家族成员，并对其进化关系、基因结构、保

守基序、染色体定位、顺式作用元件分布、激

素响应模式、镉胁迫下的差异表达特性以及功

能进行了综合分析。初步探讨了 OsMTs 的基因

序列特征和对环境响应的差异，为深入研究

OsMTs 在水稻生长发育和逆境响应的功能奠定

基础。

本研究发现水稻 MTs 基因家族成员在结构

图8　大田中过量表达OsMT1.4A的水稻农艺性状及表型      A：水稻 OE2 和 ‘ZH11’表型图。比例尺=

25 cm。B：单株产量。C：水稻株高。D：有效穗数。每组测定设置 6 次重复，不同字母表示处理间差异

显著(P<0.05)。

Figure 8　Agronomic traits and phenotypes of rice overexpressing OsMT1.4A in the field. A: Rice OE2 and 

‘ZH11’  phenograms. Scale bar=25 cm. B: Yield per plant. C: Rice plant height. D: Effective number of spikes. 

Each assay contained 6 replicates, with different letters indicating significant differences between treatments 

(P<0.05).
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和表达调控方面存在显著差异，其位于 12 号染

色体的 OsMT 基因簇序列高度同源，可能来源

于基因复制事件，这些基因对激素和镉胁迫的

响应模式类似，可能参与相同的生物学过程且

相互冗余。在缺氧条件下水稻根系 OsMT1.1A、

OsMT1.4A、OsMT1.4B 的表达下调与通气组织

的形成有关[23]。在盐胁迫条件下，OsMT1.4A、

OsMT1.4B、OsMT1.4C 表达下调；在干旱胁迫

下，OsMT1.4A、OsMT1.4B、OsMT1.4C 的表达

在 24 h 后上调，其中 OsMT1.4C 在 8 h 表达下

调。这些结果清楚表明这些成簇的 OsMT 基因

在非生物胁迫下共调节植物的抗逆性[15]，因此

该 OsMT 基因簇的生物学功能尤其值得关注。

启动子元件分析发现 MT 的启动子区域富集大

量顺式作用元件，主要包括激素响应元件、植

物生长元件、环境响应元件、光响应元件，分

析这些顺式作用元件有助于揭示该基因响应环

境胁迫的表达调控机制及其在植物重金属耐受

性中的潜在功能。本研究发现 OsMT1.1A 启动子

中植物生长调节元件数量比其他 OsMTs 多，

OsMT1.1A 除了受逆境诱导之外，在正常下苗期

和繁殖阶段表现出极高的转录水平，这些结果

与目前报道的发育调控基因表达模式一致[24-26]，

表明 OsMTs 可能广泛参与植物生长过程。此外，

本研究发现其中一个亚家族成员 OsMT1.3A 和

OsMT1.3B 的表达模式与其他家族基因截然不

同，其对激素不响应，且被镉胁迫抑制表达。

目前研究发现 OsMT1.3A 在盐耐受及抗氧化胁迫

中起到了一定作用[27]，但 OsMT1.3B 在水稻中

的功能尚不明确，表明 OsMT1.3A 和 OsMT1.3B

在水稻中的生物学功能可能与其他家族基因存

在差异。

植物 MT 含有 45-87 个氨基酸残基[28]，其

中半胱氨酸(Cys)残基的数量介于 10-17 个之间。

这些蛋白含有 1 个富含半胱氨酸的结构域，其

典型特征为 Cys-X-Cys。2 个富含半胱氨酸的结

构域之间通常由一段较长的可变序列所隔开，

而这段间隔区的具体功能目前尚不明确[8]。有研

究推测，这段间隔区可能与蛋白质的稳定性或

定位有关，或者可能参与蛋白质折叠，形成稳

定的“金属-MT”复合物[29]。目前已有研究表明

MTs 是关键的重金属解毒分子，在景天中，

SpMTL 通过在胞质螯合镉来降低镉毒害，敲除

之后显著降低了景天在镉胁迫下的生物量[12]。

上述研究结果及本研究的结果均说明 OsMTs 能

够参与细胞内镉螯合解毒。本研究发现异源表

达 OsMT1.3A 和 OsMT1.4A 提高了大肠杆菌和

ycf1 酵母菌株的镉耐受性，且表达 OsMT1.3A 和

OsMT1.4A 的酵母菌株的镉含量显著高于空载体

对照，需要注意的是，即使 OsMT1.3A 蛋白在异

源表达中可与镉螯合，但是 OsMT1.3A 在水稻中

的表达被镉强烈抑制，说明 OsMT1.3A 可能主要

参与水稻其他的生物学过程。本研究发现过表

达 OsMT1.4A 能够通过提高水稻有效穗数进而增

加产量，说明 OsMT1.4A 参与水稻生长发育调控。

4　结论　结论

本研究鉴定出 14 个亲水性小分子蛋白

OsMTs 家族成员，成员之间蛋白分子质量、等

电点差异较大，可分为 4 类亚家族，其中

OsMT1.4A、 OsMT1.4B、 OsMT1.4C、 OsMT1.1

C、OsMT1.1G 同源性较高，属于同一亚家族，

且串联分布在第 12 条染色体上。OsMTs 基因上

游启动子区域富集大量顺式作用元件，广泛受

激 素 及 重 金 属 镉 调 控 。 但 是 ， OsMT1.3A、

OsMT1.3B 的保守结构数量和类型与其他 OsMTs

差异较大，表达模式与其他家族基因截然不同，

对激素不响应，且被镉胁迫抑制表达。异源表

达镉胁迫强烈诱导基因 OsMT1.4A 和抑制基因

OsMT1.3A 均提高细菌和酵母的镉耐受性。过表

达 OsMT1.4A 显著提高了水稻有效穗数和产量，

但 OsMT1.3A、OsMT1.4A 的具体作用机理仍待

进一步研究。
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