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� � 金属硫蛋白(Metallothionein,简称 MT)是一类富含半胱氨

酸、具有很强金属结合能力的小分子量蛋白。MT 广泛存在

于生物界,包括动物、植物和微生物, 其中哺乳动物和人的

MT 结合金属能力最强。MT 可通过其半胱氨酸的巯基与某

些金属(尤其是镉、汞和锌)特异而稳定地结合[1]。在蓝藻中

也存在一种具有多核巯基簇的金属结合多肽,称作类金属硫

蛋白,其金属离子结合能力只有高等哺乳动物 MT 的一半左

右。经过对聚球藻( Sy nechococcus sp. )中的类金属硫蛋白氨

基酸序列和已知真核生物如蟹、海胆、人和酵母的MT 氨基酸

序列比较, 同源率低于 20% [ 2]。在聚球藻 PCC7942 和

PCC6301 中MT基因 smtA 受 smtB 的调控, 在 Zn2+ 等重金属离

子存在时诱导表达[3, 4]。在大肠杆菌中用融合蛋白方式表达

蓝藻类金属硫蛋白可将其对 Zn2+ 等金属离子耐受力提高 3

倍[5]。本研究将来源于聚球藻 PCC7942 的 smtA 基因装置

PpsbA强启动子导入丝状固氮蓝藻表达, 证明对于自身抗金属

离子能力较低的种类可显著提高其抗性。

1 � 材料和方法

1�1� 藻株和培养条件 � Anacystis nidulans R2 ( Synechococcus sp.

PCC7942) , Anabaena sp. PCC7120, Anabaena sp. FACHB171, An�

abaena sp. FACHB595, Anabaena sp. FACHB709, Anabaena sp.

FACHB318和 Anabaena sp. FACHB583 来自中国科学院水生生

物研究所藻种库。蓝藻以 BG11 培养液在 28� 30 � 和光照条

件下( - 30�E/ m/ s)静置培养, 含 pHB177 的蓝藻在培养液中加

20�g/ mL新霉素( Nm)。为检测蓝藻对重金属离子抗性, 在固

体BG11 培养基中加入一系列浓度的 Cd2+ ,将生长于对数期的

蓝藻悬液少许均匀涂布到平板上, 光照培养。

1�2� DNA操作 � DNA重组按标准的分子生物学方法操作[6]。

蓝藻 DNA提取按文献[ 7]描述的方法进行。以 Anacystis nidu�

lans R2 的总DNA为模板 PCR 扩增 smtA 基因片段, 引物序列

(5� > 3� ) 是 tcggatccaaaggagttgctgtca 和 tggaattcagcagggaaacagttga。

PCR反应条件为: 94� 变性5min, 然后按 94 � 变性 1min、60� 退

火1min、72� 延伸1min,循环 30 次,最后在72� 延伸 5min。

1. 3� 蓝藻接合转移 � 基本按 Elhai et al. 所描述的方法[ 8]进

行,略有修改。在大肠杆菌和蓝藻混合之前 , 将驱动质粒

pRL443、辅助质粒 pRL623和含有 smtA 的 pHB177 通过在三抗

平板交叉划线导入同一细胞中, 再用含有三种质粒的 E coli

HB101( pRL443+ pRL623+ pHB177)与蓝藻进行接合转移。经

第 27卷 � 第 5 期 水 生 生 物 学 报 Vol. 27, No . 5

2 0 0 3 年 9 月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA Sep . , 2 0 0 3�



两个星期的培养,将长出的接合子挑取到含 Nm 的 BG�11 液

体培养基中培养。

2 � 结果和讨论

携带有 smtA 基因的接合转移质粒构建过程如图 1 所

示。首先通过 PCR方法扩增 Anacystis nidulans R2 的 smtA 基

因
[3]

,得到一条约 200bp的 DNA带。由于引物中分别设计有

BamHI和 EcoRI酶切位点,以这两种酶切割回收的 PCR片段

可直接克隆到pUC19 载体中。由此得到质粒 pHB146, 其酶切

鉴定结果见图 2A。对 pHB146 中 smtA 基因片段测序证明没

有氨基酸置换发生。用 BamHI 和EcoRI 将 smtA 从 pHB146 中

切出并克隆到 pRL439[ 9]中, 位置恰好在启动子 PpsbA下游, 获

得质粒 pHB149, 以 EcoRI和SalI酶切鉴定结果见图 2A。其中

PpsbA是来自于植物叶绿体p sbA 基因的启动子, 已证明可在蓝

藻高效启动基因转录。用 EcoRI和 SalI将启动子 PpsbA和 smtA

基因片段从 pHB149 中切出, 并克隆到载体质粒 pDC8[ 10]中,

获得 pHB177, 酶切鉴定结果见图 2B。

不同种类蓝藻对于重金属离子抗性存在差别, 检查了

Anabaena sp. PCC7120, FACHB171, FACHB595, FACHB709 等

藻株在含有1�mol/ L, 5�mol/ L, 20�mol/ L,及 100�mol/ L Cd2+ 的

BG11平板上的生长情况, 结果显示 Anabaena sp. FACHB171

在 Cd2+ 浓度为 20�mol/ L 时不能生长, 在 5�mol/ L 时可以生

长,而其他藻种在 20�mol/ L 仍可以生长, 故 FACHB171 藻株

对 Cd2+ 较敏感。

图 1� 穿梭质粒 pHB177的构建过程

Fig. 1 � A flow chart for construct ion of the shuttle plasmid pHB177

图 2� 质粒的酶切鉴定

Fig. 2 � Restriction of plasmids

(A)1. �+ HinD� ; 2. the PCR product for smtA ; 3. pUCl9+ EcoR� + BamH� ; 4. pHB146+ EcoR� + BamH� ; 5. pRL439+ EcoR� + Sal� ;

6. pHB149+ EcoR� + Sal� ; 7. 100bp Ladder

( B) 1. �+ Hind� ; 2. pHBl49+ EcoR� + Sal �; 3. pDC8+ EcoR� + Sal� ; 4. pHBl77+ EcoR� + Sal� ; 5. 100bp Ladder

� � 将含有 smtA 基因的 pHB177 通过接合转移导入以上各

藻株均得到具有Nm 抗性的接合子。通过平板培养检查其对

Cd2+ 的抗性,发现只有 Anabaena sp. FACHB171( pHB177)较含

空载体 pDC8 或不含 pDC8的野生型藻抗 Cd2+ 的能力获得显

著提高,可在含 15�mol/ L Cd2+ 的平板上生长; 其他藻株可能

由于本身抗性较高,过量表达 smtA 基因不能显示明显差异。

在完全相同的条件下分别测量 Anabaena sp� FACHB171

( pHB177)和野生型 FACHB171 藻株的生长曲线, 结果如图 3
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所示。在不同的 Cd2+ 浓度条件下, 过量表达 smtA 基因的

FACHB171均表现出了一定的生长优势。特别是在 Cd2+ 浓度

达到 14�mol/ L 的时候, 野生型 FACHB171 不能生长, 但

FACHB171( pHB177)却能够生长, 反映出转基因藻相对于野

生型藻的 Cd2+ 抗性有显著提高。同时注意到 FACHB171

( pHB177)在 30�E/ m/ s 的光照强度下比在 10�E/ m/ s 光照条

件下对 Cd2+ 抗性要高。

图 3 � 鱼腥藻 FACHB171( pHB177)对镉离子的抗性

Fig. 3 � The resistance of Anabaena sp. FACHB171 t( pHBl77) o Cd2+

( � )FACHB171 ( pHB177)的生长曲线 � The growth curve for FACHB171; (� )FACHB171的生长曲线 � The growth curve for FACHB171 ( pHBl77)
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