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摘要! 谷胱甘肽1D转移酶"J7QUFULG6I91DUZFIOH9ZFO9!T1S#是一类多功能蛋白家族!主要参与解

毒和抗氧化防御过程$ 为了研究T1S在条斑紫菜叶状体解毒过程中的作用!克隆并分析了条

斑紫菜一个可溶性谷胱甘肽 1D转移酶基因"命名为 >2!@7#的基因组 >,-序列和 P>,-序

列!采用实时荧光定量B4+研究了其在铅胁迫下的表达规律$ >2!@7包含一个长 <$@ V: 的

完整开放阅读框!编码区内含有一个长 $@= V: 的内含子$ B[T1S具有 T1S蛋白家族的保守

碱基和保守结构域$ B[T1S与藻类 T1S的亲缘关系最近!与动物 1GJEF型 T1S的亲缘关系

次之%在进化树上B[T1S等大多数藻类T1S与动物 1GJEF型 T1S聚为一簇!表明 B[T1S属

类1GJEF型T1S$ 铅胁迫能显著诱导 >2!@7表达!说明在叶状体细胞内 B[T1S参与了重金

属铅的解毒过程$

关键词! 条斑紫菜% 谷胱甘肽1D转移酶% 克隆% 表达% 铅

中图分类号! 1#&?% g?=&% g?=<'''''''文献标志码'-

''谷胱甘肽1D转移酶#J7QUFULG6I91DUZFIOH9ZFO9"

T1S"34$8"8&8&=$是一组广泛分布于各类生物

细胞的多功能蛋白"作为主要的第二相解毒酶

#:LFO9

'

R9U6\GHGPFUG6I 9IK[E9$"参与了外源性

或内源性毒素的解毒过程(& ;$)

' T1S能催化各种

疏水或亲电的化合物与还原型谷胱甘肽

#J7QUFULG6I9"T12$结合"这些结合产物会被隔离

在植物的液泡或者被转运到质外体#F:6:7FOU$"从

而实现解毒目的($)

' 此外"T1S的 T12依赖性

过 氧 化 物 酶 活 性 能 清 除 氢 过 氧 化 物

#L[RZ6:9Z6\GR9$"异构酶活性参与酪氨酸降解"非

催化载体活性参与花色素苷等结合与运输"T1S

还能参与胁迫信息转导&细胞凋亡和发育调控过

程($ ;@)

' 除草剂&重金属&冷&热&盐渍等非生物胁

迫和病原侵染等生物胁迫都会诱导 T1S表

达(!"")

"表明T1S在植物解毒&抗逆和抗病过程中

起着重要作用'

&#?% 年首次在植物中发现了T1S

(<)

"随着研

究深入"在各类植物中相继报道了大量的T1S蛋

白 家 族 成 员" 例 如 在 拟 南 芥 # :."$'?-+&'&

5,"0'")"$&大豆#!021')/#"C$&玉米#S/" #"2&$和

水稻#3.2J" &"5'6"$中分别发现了 @=&$"&@$ 和 "#

个T1S

(!)

' 目前植物T1S可分为两大类型"即存

在于胞质中的可溶性 T1S和结合于膜上的微粒

体T1S"其中可溶性 T1S又可分为 ? 类"分别为

BLG&SFQ&l9UF&SL9UF&.FEVRF型 T1S以及脱氢抗

坏血酸还原酶# R9L[RZ6FOP6ZVFU9Z9RQPUFO9$和四

氯 氢 醌 脱 卤 素 酶 # U9UZFPL76Z6L[RZ6MQGI6I9

R9LF76J9IFO9$

($)

'

条斑紫菜#>-.+,2." 2/J-/)&'&*9RF$属红藻

门大型经济海藻"味道鲜美&营养丰富"兼有多种

药用和保健功能"在中国长江口以北&日本和韩国

等沿海地区被广泛栽培"其产量在 $%%= 年已达

"8" 万吨干重(?)

"紫菜养殖已成为水产养殖中的

一个重要产业' 但是"$%%# 年度的渤海和东海区

海洋环境公报显示"中国北方海洋环境污染形势

严峻"特别是近岸海域污染较重"各类含铅污染物

的不断排放使海州湾等几处近岸海域出现了铅超
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标现象' 铅不是植物必需的元素"却易被植物吸

收和积累%铅污染会抑制各类酶活性&光合作用&

呼吸代谢&矿物质吸收&水平衡&膜通透性"加重对

植物的氧化胁迫"从而导致植物的生理和生化过

程以及超微结构受到损伤"并最终抑制植物生长"

甚至导致死亡(=)

' 铅还会通过食物链转移到整

个生态系统"甚至危及人类健康' 因此研究条斑

紫菜在铅污染下的解毒机制以及减少条斑紫菜叶

状体的铅积累量具有重要的现实意义' 生理研究

已表明"条斑紫菜叶状体会通过提升其超氧化物

歧化酶 #OQ:9Z6\GR9RGOEQUFO9$ 和过氧化物酶

#:9Z6\GRFO9$活性以及总抗氧化力来缓解铅胁迫

引起的氧化损伤(#)

' 但在条斑紫菜 T1S解毒研

究方面"仅报道了微粒体 T1S克隆(&%)

"而可溶性

T1S及其在铅胁迫下对叶状体的保护等相关研

究未见报道'

本文采用生物信息学和+SDB4+相结合的技

术"克隆了条斑紫菜 & 个可溶性谷胱甘肽 1D转移

酶基因#命名为 >2!@7$的基因组 >,-序列和

P>,-序列"然后采用实时荧光定量 B4+技术分

析了条斑紫菜叶状体在铅胁迫时 >2!@7的表达

变化' 研究 >2!@7将有助于探索条斑紫菜叶状

体的解毒机制及相关调控过程"为条斑紫菜的抗

性育种提供理论指导'

&'材料与方法

!"!#条斑紫菜叶状体采集与胁迫处理

条斑紫菜叶状体于 $%&% 年 $.! 月从连云港

海区的紫菜养殖场采集' 选取健康且无杂藻附着

的叶状体在实验室内充气培养"控制海水盐度为

!%&温度为 = c&光照为 @%

$

E67:L6U6IOA#E

$

-

O$&光周期为 &$ Ls&$ L#光照s黑暗$"每天更换海

水和B31培养液' 暂养 &周后进行铅胁迫处理"在

胁迫处理中保持其它培养条件不变' 将叶状体分

别转移至含BV

$ W质量浓度为 %"&"@"?"&% EJA.的

海水中进行不同浓度的短期铅胁迫"处理 $ L 后取

样' 将健康叶状体转移至含 BV

$ W质量浓度为 &%

EJA.的海水中进行持续铅胁迫"处理 %"$"@"<"="

&%"&$ L后取样'

!"$#条斑紫菜基因组+()和总'()的分离纯化

参照 B7FIU>,-0O67FUG6I +9FJ9IU#SF̂F+F$

说明操作"分离纯化叶状体基因组 >,-' 参照

S+0l).试剂#0IYGUZ6J9I$说明操作"分离纯化叶

状体总 +,-"接着按 >,FO9

"

#/9ZE9IUFO$说明

书对总 +,-进行处理"以避免残留的基因组

>,-影响定量 B4+的准确性' 使用非变性琼脂

糖凝胶电泳和核酸蛋白定量仪 #CG6D+FR$检测

>,-和+,-的质量'

!"%#条斑紫菜85C.D*+()序列的获取

参考易乐飞等(&&)的方法对 >2!@7进行了计

算机辅助克隆"来自 T9ICFIf 的 $= 条条斑紫菜

表达序列标签#9\:Z9OO9R O9MQ9IP9UFJ"31S$参与

了序列组装"拼接后得到了长 & &%@ IU的 P6IUGJ'

然后据此设计和合成一对克隆用引物"正向引物!

"jD44T44SS4S4TS4SS44D!j" 反 向 引 物! "jD

TTS4TT4S4T-4ST4S-D!j"预期扩增产物长

?&! V:'

取 $

$

J 总 +,-"以 )7GJ6 # RS$为引物"按

+9Y9ZU-GR

S]

2]GIQO/GZOU1UZFIR P>,-1[IUL9OGO

fGU#/9ZE9IUFO$ 说明操作"反转录生成第一链

P>,-' B4+反应在 $"

$

.体系中进行"体系中

含有 & b>Z9FECQHH9Z#mGUL $ EE67A.]J47

$

$"

$%%

$

E67A.R,SB"%8"

$

E67A.引物"& *>Z9FE

7"8 >,-聚合酶 #/9ZE9IUFO$" &

$

.第一链

P>,-' B4+循环为 #" c预变性 ! EGI%接着 !%

个循环"每个循环中 #" c变性 !% O""? c退火

!% O"?$ c延伸 @" O%最后 ?$ c充分延伸 " EGI'

扩增产物进行电泳检测和正反双向测序'

!"&#条斑紫菜85C.D编码区内含子的检验

为了检测 >2!@7编码区内部是否存在内含

子"以基因组>,-为模板进行了扩增"扩增用引

物和B4+反应体系同条斑紫菜 >2!@7P>,-序

列的获取中所述"B4+循环为#" c预变性 ! EGI%

接着 !% 个循环"每个循环 #" c变性 !% O""? c退

火 !% O"<= c延伸 " EGI%最后 <= c充分延伸 &%

EGI' 扩增产物进行电泳检测和正反双向测序'

!",#条斑紫菜 85C.D表达的实时荧光定量

-.'检测

根据>2!@7的测序结果设计定量B4+引物"

正向引物!"jDS4S-4S-44T44-S44STS44D!j"

反向引物!"jD4T4ST44TSS4T44SSTD!j"预期

扩增产物长 &@$ V:' 参考周向红等(&$)的方法"选

用 &=1Z+,-作内参进行上样误差校正和标准

化' 根据 T9ICFIf 上条斑紫菜 &=1Z+,-序列

#>g<<<@=<$设计定量 B4+引物"正向引物!"jD

ST44-T4-4ST4TSS4SS-44D!j" 反 向 引 物!

&&$#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

"jD-T44SS44T-444-TT-4S-S4D!j"预期扩

增产物长 &<! V:' 所有引物均由上海生工合成'

按 BZGE91PZG:U

%

+SZ9FJ9IÛ GU#SF̂F+F$说

明操作"以)7GJ6#RS$和+FIR6E< E9ZO为引物进

行反转录反应' 实时荧光定量 B4+反应在 0g"

B4+仪#CG6D+FR$上进行' $"

$

.的反应体系中

包含 &$8"

$

.$ b1hC+

%

BZ9EG\ 3\ 7"8

S]

'

#SF̂F+F$&%8$

$

E67A.定量 B4+引物和 $

$

.

反转录产物' 采用两步B4+法进行扩增"即首先

#" c预变性 & EGI"然后进入 @" 个循环"每个循

环中 #" c变性 &% O"<$ c延伸 !% O"循环结束后"

从 "" c缓慢升温到 #" c"制备熔解曲线' 以

&% b系列稀释的P>,-为模板进行定量 B4+"制

作 >2!@7和内参的标准曲线' 每次反应都设置

阴性对照和无模板对照"每个反应设 ! 个复孔'

!"D#数据分析

用C.-1S

(&!)在 T9ICFIf 中进行序列相似性

#OGEG7FZGU[$搜索"用 BZ6UBFZFE

(&@)

&47QOUF7_

(&")

&

BL[].

(&<)和4>>

(&?)对 B[T1S的基本理化特性&

多序列比对&进化树和功能结构域进行分析' 应用

B/-//.

(&=)建立的数学模型对定量B4+数据进行

处理"结果采用平均数a标准差#E9FI a1>$表示'

采用1B11进行统计分析"各组数据都通过了正态

性和方差齐性检验"所以组间差异采用单因素方差

分析#)I9D_F[ -,)5-$"组间多重比较采用1,̂

#1UQR9IUD,9mEFID̂9Q7O$检验">k%8%" 表示差异

显著'

$'结果

$"!#条斑紫菜基因组+()和总'()的分离纯化

基因组>,-经电泳检测后显示出约 $% fV

以上的条带"且条带清晰&无拖尾"其 :

$<%

A:

$=%

e

&8?#":

$<%

A:

$!%

e$8%!' 所有总 +,-电泳后显示

出明亮且清晰的 $=1Z+,-和 &=1Z+,-条带以

及一些细胞器Z+,-条带"条带无弥散"点样孔无

残留"其 :

$<%

A:

$=%

e&8# $̀8&":

$<%

A:

$!%

e$8% `

$8!' 表明抽提的基因组 >,-和总 +,-片段完

整&纯度高"核酸质量能满足后续实验要求'

$"$#条斑紫菜 85C.D的基因组 +()序列和

*+()序列

以总+,-为模板"经+SDB4+扩增得到了一

条大约 ?%% V:的特异性扩增条带#图 &$"与预期

扩增产物大小相符' B4+产物测序后得到了

>2!@7的 P>,-序列#Tg@&"%"@$"与 P6IUGJ 序

列完全一致#GR9IUGU[$"且包含一个长 <$@ IU的完

整编码区'

以基因组>,-为模板"经B4+扩增得到了一

条大约 & %%% V:的特异性扩增条带#图 &$"测序后

得到了 >2!@7的基因组 >,-序列#(/?$#!&?$'

将基因组>,-序列与P>,-序列进行比对"发现

在>2!@7的编码区内含有 & 个内含子' 内含子位

于编码区的第 !"个密码子内"长 $@= V:%剪接位点

符合经典的+TSD-T,法则"即在内含子的 "j端为

保守碱基TS"!j端为保守碱基-T'

图 !#扩增产物电泳图

&8>2!@7P>,-序列的扩增产物% $8>2!@7基因组>,-序列

的扩增产物% ]8$%% V: >,-]FZf9Z'

H5I"!#Q@:*48?CA?8:;5;?>39C@5*?6;

&8B4+ FE:7GHGPFUG6I :Z6RQPUO6HP>,- 6H>2!@7% $8B4+

FE:7GHGPFUG6I :Z6RQPUO6HJ9I6EGP>,-6H>2!@7% ]8$%% V:

>,-]FZf9Z8

$"%#条斑紫菜 -J1T0蛋白序列&结构和进化树

分析

B[T1S含 $%? 个氨基酸残基"分子量为 $$8<

fQ"其碱性&酸性&疏水性和极性氨基酸数量分别为

!%&$@&?? 和 @% 个"含量最丰富的氨基酸是 .9Q 和

-7F"含量最少的是-OI 和2GO"理论等电点#:I$为

"8%' 结构域分析结果表明"B[T1S的结构域与

1GJEF型T1S相似"其 & ?̀&位氨基酸构成,端结

构域"=" &̀#&位氨基酸构成4端结构域' 其中"残

基h

"

".

&&

"^

@?

"S

@=

"T

@#

"5

<&

和>

<$

参与T12的结合"

残基]

#<

"g

#=

"3

##

"1

&%$

">

&%!

"_

&<"

和2

&<=

参与形成底

物结合口袋"残基-

@<

"0

<%

"5

<&

"3

<!

"5

<?

"+

?&

"T

="

"5

=#

"

3

#%

"-

#!

"-

#@

和5

#?

参与二聚体的形成'

参考 23+5x等(&#)的方法从 T9ICFIf 选取

拟南芥&水稻&人 #F-#- &"+'/)&$&小鼠 #9%&

#%&1%0%&$&果蝇#A.-&-+,'0" #/0")-;"&5/.$&斑马

鱼#A")'- ./.'-$和大肠杆菌#P&1,/.'1,'" 1-0'$等

模式生物的各型别可溶性 T1S以及各种藻类

'&$#
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T1S用于多序列比对和进化树的构建' 不论动

物&植物还是微生物"在进化树上所有 T1S都按

不同型别进行聚类"例如所有来自人&小鼠&拟南

芥和水稻的l9UF型 T1S聚为一簇"它们的 SL9UF

型T1S也聚为一簇#图 $$' 在进化树上"B[T1S

与皱波角叉菜#4,-)?.%&1.'&+%&"红藻$等藻类

T1S的亲缘关系最近"与它们的序列一致性绝大

部分介于 $=8%d !̀#8<d' B[T1S与人和小鼠

的1GJEF"BG"]Q 和 -7:LF型 T1S的亲缘关系次

之"与它们的序列一致性介于 &=8=d $̀=8"d'

B[T1S与大肠杆菌的C9UF型 T1S的亲缘关系稍

远"序列一致性为 $!8#d' B[T1S与其它各型

T1S的亲缘关系都较远"与人和小鼠的 SL9UF"

)E9JF"l9UF型T1S的序列一致性介于 &<8=d `

$%8"d之间"与拟南芥和水稻的各型 T1S的序列

一致性介于 &!8#d &̀#8"d"与果蝇的 >97UF和

3:OG76I 型 T1S的序列一致性介于 &!8$d `

&=8&d'

图 $#不同型别1T0的进化树

利用BL[].程序按最大似然法构建T1S的进化树"节点前小数表示分支支持率"不同型别 T1S都进行了标识' 用两字母缩写表

示物种来源!2O&]E&-U&)O&>E&CE&>Z&1P&B7&4Z&S:&4P&.R&3O&B:和3P分别表示人&小鼠&拟南芥&水稻&果蝇&家蚕&斑马鱼&鳜

鱼&新月梨甲藻&莱茵衣藻&假微型海链藻&皱波角叉菜&掌状海带&长囊水云&噬鱼费氏藻和大肠杆菌' 用一字母缩写表示 T1S的

型别!-&]&B&1&S&)&l&+&C&>&3&*&.和 /分别表示 -7:LF&]Q&BG&1GJEF&SL9UF&)E9JF&l9UF&+L6&C9UF&>97UF&3:OG76I&SFQ&

.FEVRF和BLG型T1S"BT>1&S42g>和>2-+分别表示前列腺素>合酶&四氯氢醌脱卤素酶和脱氢抗坏血酸还原酶' T9ICFIf

索引号显示在名称后'

H5I"$#-AJ@?I:6:45*48::?>1T0>395@J 9:97:8;

SL9EF\GEQED7Gf97GL66R UZ996HT1SOmFOP6IOUZQPU9R V[ UL9BL[].:Z6JZFE8,QEV9ZOFUUL9I6R9OGIRGPFU9OUFUGOUGPF7OQ::6ZUH6Z9FPL

VZFIPL"FPP6ZRGIJ U6 UL9F::Z6\GEFU97Gf97GL66RDZFUG6 U9OU#JGY9I GI R9PGEF7YF7Q9O$847QOU9ZGIJ 6H:Z6U9GIOGIU6 T1SP7FOO9OGOGIRGPFU9R8

SL9IFE9O6H6ZJFIGOEOFZ9:Z9HG\9R mGUL Um6 79UU9ZOR9I6UGIJ UL9O6QZP96ZJFIGOE!2O8F-#- &"+'/)&% ]E89%&#%&1%0%&% -U8

:."$'?-+&'&5,"0'")"% )O83.2J" &"5'6"% >E8A.-&-+,'0" #/0")-;"&5/.% CE8E-#$2C#-.'% >Z8A")'- ./.'-% 1P8@')'+/.1" 1,%"5&'% B78

>2.-12&5'&0%)%0"% 4Z84,0"#2?-#-)"&./'),".?5''% S:87,"0"&&'-&'." +&/%?-)")"% 4P84,-)?.%&1.'&+%&% .R8B"#')".'" ?';'5"5"% 3O8

P15-1".+%&&'0'1%0-&%&% B:8>('/&5/.'" +'&1'1'?"% 3P8P&1,/.'1,'" 1-0'8SL9P7FOO9O6HT1SOFZ9OQHHG\9R mGUL 6I979UU9Z!-8-7:LF% ]8]Q%

B8BG% 181GJEF% S8SL9UF% )8)E9JF% l8l9UF% +8+L6% C8C9UF% >8>97UF% 383:OG76I% *8SFQ% .8.FEVRF% /8BLG8BT>1"S42g>FIR

>2-+Z9H9ZU6 :Z6OUFJ7FIRGI >O[IULFO9"U9UZFPL76Z6L[RZ6MQGI6I9R9LF76J9IFO9FIR R9L[RZ6FOP6ZVFU9Z9RQPUFO9"Z9O:9PUGY97[8-PP9OOG6I

IQEV9ZOFZ9OL6mI FHU9ZIFE98

(&$#
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$"&#条斑紫菜85C.D的表达分析

>2!@7和内参的扩增曲线都呈规则的+1,

形"基线平整&指数区明显"阴性对照和无模板对

照呈水平直线"复孔间扩增曲线基本重叠"熔解曲

线均显示单一的特异峰"扩增效率为 &%%d a

"d' 说明定量 B4+反应体系良好"无非特异性

扩增"确保了定量结果的准确性'

不同质量浓度铅胁迫能显著诱导条斑紫菜叶

状体>2!@7表达#图 !DF$' 其中在 & 和 @ EJA.

铅胁迫下">2!@7的表达量较高"分别是对照的

$8&& 和 $8"@ 倍%但在 ? 和 &% EJA.铅胁迫下"

>2!@7的表达量相对较低"分别是对照的 &8$< 和

&8!@ 倍' 持续铅胁迫也显著诱导条斑紫菜叶状

体>2!@7表达"且>2!@7表达量在整个持续胁迫

过程中呈现波动状态#图!DV$ '在胁迫的前< L

图 %#条斑紫菜85C.D在胁迫下的相对表达量

采用实时定量 B4+技术分析了 >2!@7在不同质量浓度铅胁

迫#F$和持续铅胁迫#V$下的相对表达量' >2!@7的相对表

达量按B/-//.

(&=)的方法计算' 图中数据表示为平均值 a

标准差#) e!$"柱形图上的不同字母表示差异的显著性#>k

%8%"$'

H5I"%#0A:8:@345U:9'():BC8:;;5?6@:U:@;?>85C.D

I:6:568"51>)13%'%<6=:8-7;48:;;

SL9Z97FUGY99\:Z9OOG6I 79Y97O6H>2!@7GI Z9O:6IO9U6 OUZ9OO6H

RGHH9Z9IUP6IP9IUZFUG6I 6HBV#F$FIR P6IUGIQ6QOBV OUZ9OO#V$m9Z9

FIF7[K9R QOGIJ Z9F7DUGE9B4+8SL9Z97FUGY99\:Z9OOG6I 79Y97O6HUL9

>2!@7m9Z9R9U9ZEGI9R V[ UL9B/-//.E9UL6R

(&=)

83ZZ6ZVFZO

GIRGPFU9UL9E9FI FIR OUFIRFZR R9YGFUG6I#) e!$8>GHH9Z9IU79UU9ZO

FV6Y99FPL VFZGIRGPFU9OUFUGOUGPF7RGHH9Z9IP9#>k%8%"$8

内>2!@7的表达逐步上升"与对照相比其表达量

从 $ L的 &8!@ 倍上升到 < L的 !8#@ 倍%>2!@7的

表达量在 = L 时回落到 &8## 倍"然后再逐步上

升"至 &$ L时达第二个峰值"是对照的 !8<% 倍'

!'讨论

23+5x等(&#)首先指出皱波角叉菜和掌状海

带#B"#')".'" ?';'5"5""褐藻$含有类似 1GJEF型

的T1S"随后 >3/+-,4)等($%)认定长囊水云

#P15-1".+%&&'0'1%0-&%&"褐藻$的可溶性T1S属于

1GJEF型 T1S' 为了弄清 B[T1S的分类"以

B[T1S为探针对 T9ICFIf 进行 C.-1S搜索"结

果显示 B[T1S与藻类 T1S和动物的 1GJEF型

T1S具有较高相似性"但与植物的相似性较低'

那么B[T1S的具体型别又如何呢3 考虑到 T1S

是一个庞大的蛋白家族"型别众多"分布广泛"家

族成员间的序列一致性较低"本文采用最大似然

算法#EF\GEQED7Gf97GL66R$和 .T模型($&)构建进

化树" 采用 F.+S# F::Z6\GEFU97Gf97GL66RDZFUG6

U9OU$方法($$)检测进化树分支' 构建的进化树与

>3/+-,4)等($%)和 23+5x等(&#)的结果基本

一致' 在进化树上"除了红藻&甲藻和硅藻的少数

可溶性T1S与C9UF和BG型T1S聚类在一起外"

红藻&褐藻&绿藻和甲藻的大多数可溶性 T1S与

1GJEF型 T1S聚为一大类' 因此"可以推断

B[T1S属于类1GJEF型 T1S' 可是 T1S的进化

树与藻类的进化地位不符' 虽然 SL9UF型被认为

是真核生物中最原始的一类 T1S

($!)

"但是藻类

T1S却与之相距较远%虽然陆生植物没有 1GJEF

型T1S"但与陆生植物亲缘关系较近的绿藻却含

有类 1GJEF型 T1S%虽然大多数藻类 T1S与

1GJEF型相似"但也有少数接近原核生物的 C9UF

型T1S' 这反映藻类T1S可能存在多种起源"大

多数藻类 T1S可能与 1GJEF型 T1S存在趋同

进化'

铅等重金属是生物非必需的或需要量极少的

元素"过量重金属进入细胞会对生物造成严重损

伤"甚至死亡"因此解除重金属毒性对生物生存十

分重要' 在长期进化过程中"生物逐渐建立了多

种重 金 属 解 毒 机 制" 能 调 用 金 属 硫 蛋 白

#E9UF776ULG6I9GI$&植物络合素 # :L[U6PL97FUGI$&

T12&多磷酸体#:67[:L6O:LFU9V6R[$&脯氨酸&热

激蛋白#L9FUOL6Pf :Z6U9GI$等分子以及 T1S&过

"&$#
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# 期 周向红"等!条斑紫菜谷胱甘肽1D转移酶基因的克隆与表达分析 ''

氧化氢酶#PFUF7FO9$&过氧化物酶&超氧化物歧化

酶等酶类来应对重金属胁迫($@ ;$")

' 其中"T1S

主要通过以下 $ 种方式参与重金属的解毒!T1S

能催化T12直接与重金属离子共价结合"从而降

低重金属离子毒性并促进重金属向液泡或质外体

转运($<)

%T1S的过氧化物酶活性能利用 T12向

氢过氧化物发动亲核攻击"使其还原为低毒的一

元醇#E6I6L[RZ6\[ F7P6L67$"从而缓解重金属胁

迫产生的氧化胁迫($?)

'

定量B4+结果显示">2!@7受铅胁迫的诱导

表达"表明>2!@7在条斑紫菜叶状体细胞内参与

了铅胁迫的解毒过程' 在持续铅胁迫下">2!@7

的表达量呈现波动状态"这种表达量的高低波动"

可能是 >2!@7的负反馈调控机制的作用结果'

虽然具体的负反馈调控机制并不清楚"但在酿酒

酵母#@"11,".-#21/&1/./6'&'"/$中已经发现 T12

与重金属镉的结合产物在胞质中的积累会抑制

T1S的活性($<)

%在小鼠中也发现 T12与环境致

癌物苯并芘代谢产物反式二羟环氧苯并芘

(# W$DFIUGDCB>3)的结合产物在胞质中的积累

会抑制BG型 T1S活性($=)

' 虽然 >2!@7受铅胁

迫诱导表达"但是>2!@7的诱导水平并不高' 短

期高浓度铅胁迫诱导的 >2!@7表达量小于短期

低浓度铅胁迫诱导的表达量"持续高浓度铅胁迫

诱导的表达量大于短期高浓度铅胁迫诱导的表达

量' 这些表达模式表明条斑紫菜叶状体具备多种

重金属解毒机制"它们之间存在协同作用"即受到

不同强度的铅胁迫"叶状体会组合不同的解毒机

制来应对胁迫' 在海洋植物茎生波喜荡草

#>-&'?-)'" -1/")'1"$中也发现了类似的结果"低

浓度汞胁迫时T1S活性上升"但在高浓度汞胁迫

时T1S活性下降"而植物络合素被诱导合成($#)

'

由于没有排泄系统"植物的解毒系统会将重

金属存储在液泡和质外体中"从而导致重金属在

植物中的富集' 因此培育高重金属抗性且低重金

属富集的食用植物显得十分必要' 早期研究显

示"表达大肠杆菌T1S或拟南芥的植物络合素合

酶#:L[U6PL97FUGI O[IULFO9$等解毒基因的转基因

植物的确获得了较高的重金属抗性"但同时也增

加了重金属的富集(!% ;!&)

' 直到最近"表达绿木霉

# 7.'1,-?/.#" 6'./)&$ T1S 的 转 基 因 烟 草

#K'1-5'")" 5"$"1%#$既获得了较强的重金属抗

性"又没有增强重金属的富集(!$)

' 这种特质的具

体机理虽不清楚"却让我们看到了希望' 从目前

的数据来看"尚不能推断超表达 >2!@7能否降低

重金属富集"这一问题有待于进一步研究'
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