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摘要: 金属硫蛋白(metallothionein, MT)是一种低分子量、富含半胱氨酸残基的金属结合蛋白, 广泛分布于自然界中。随着

工业化的发展和环境污染的加重, 导致土壤中重金属的积累加剧。林木的植物修复在清除环境污染中占有越来越重要的

作用, 林木金属硫蛋白的研究也越来越热, 本文就其分类, 功能, 表达等特点进行综述, 并对其研究前景进行展望。
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Research Progress in Forest Tree Metallothioneins
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Abstract: Metallothionein, which widely distribute in eukaryotic and prokaryotic organisms, is a class of 
cystein-rich and heavy metal-binding proteins with low molecular weights. Development of industrialization 
and increase of environmental pollution have led to accumulation of heavy metals in soil. The forest tree phy-
toremediation involved in environmental pollution cleanup is playing more and more important roles, research-
es of forest tree metallothioneins are also increasingly hot. The classification, function, expression, characteris-
tic are reviewed in this paper and the research prospects are also proposed.
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随着全球现代化的发展, 人类对自然资源, 能
源, 尤其是化石能源的过度依赖, 导致土壤的严重

污染、温室效应加剧和不可替代能源的衰竭, 进
入20世纪以来, 生态环境可持续发展已经成为世

界各国的重要战略问题。因此, 培育优质速生的、

具有植物修复能力的树种, 已成为当务之急。

金属硫蛋白在植物中普遍存在, 是一种金属

结合蛋白, 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。对金属硫蛋白的研究正逐渐展开并得

到许多重要的研究成果, 据报道, 金属硫蛋白可能

与植物的重金属的平衡和耐受性, 抵抗植物病原

菌感染, 以及胚胎发育、果实成熟、叶片衰老等

过程有关(Cobbett和Goldsbrough 2002; Bhalerao等
2003; Liu等2002; Yu等1998; Akashi等2004; Zhou和
Goldsbrough 1995; Murphy等1997; Lee等2004; Gir-
itch等1998)。这表明金属硫蛋白可能起着某些重

要的作用。了解金属硫蛋白对植物生长发育等生

理过程的影响, 并揭示植物对重金属逆境的适应

机制 ,  对再生资源的可持续利用具有重要的意

义。加速林木育种进程, 提高森林生产力是当前

面临的世界性的重要研究课题。本文概要介绍了

以林木为主的植物MT的分类、功能及重金属解

毒方面的研究进展。

1  植物金属硫蛋白的分类

金属硫蛋白(metallothionein, MT)是一类广泛

存在于生物界中的低分子质量(2~7 kDa)、富含半

胱氨酸(20%~30%)、不含组氨酸和芳香族氨基酸

的一类金属结合蛋白质。动物的MT是由Margoshes
和Vallee (1957)首次从蓄积Cd的马肾中发现的。

而植物MT最早是由Casterline和Barnett于1982年
从大豆根中发现的, 该蛋白被证明是一种重要的

金属结合蛋白并参与植物抗重金属胁迫过程。植

物金属硫蛋白在氨基酸序列、电荷、半胱氨酸数

目及分布模式以及连接区域长度方面与动物金属

硫蛋白有很大的不同(Mi等2004)。据推测, 按照氨

基酸序列中Cys残基的位置及排列方式, 可将植物
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金属硫蛋白分为4类 (Cobbe t t和Goldsbrough 
2002)。

第1类MT含有6个Cys-Xn-Cys元件(Xn为非

Cys残基), 集中分布在链的N端和C端2个区域, C端
和N端结构域中含3个元件, 2个结构域之间是由40
个氨基酸组成的不含Cys的间隔区, 间隔区氨基酸

残基大多是多数植物MTs的共同特征。

第2类MT与第1类MTs类似, 但第1个和第2个
Cys以Cys-Cys形式出现, 而且位于多肽的第3和第

4位 ,  N端有一个高度保守的序列M S C - C G -
GNCGCG, C端结构域有3个Cys-Xn-Cys单元。

第3类MT也含有连接2个富含Cys的区域, 它
们由大约40个氨基酸残基连接在一起, 但是在Cys
数目和排列方式上与第1类有明显的不同, 第3类
MTs的N端有4个Cys, 前面3个以Cys-Gly-Asn-Cys-
Asp-Cys方式排列, 第4个Cys多包含在Gln-Cys-Xn-
Lys-Lys-Gly单元中, C端结构域含有6个Cys, 以
Cys-Xn-Cys的形式存在。

第4类MT的显著特征是含有3个Cys结构域, 
每个结构域有5个或6个Cys残基, 结构域之间为

10~15个氨基酸残基组成的间隔区, 多数Cys以
Cys-Xn-Cys的形式存在。

在拟南芥、水稻、甘蔗等多种植物中己经发

现了所有类型的MT的存在。一般认为第1类MT基
因主要在根中表达, 而第2类MT基因在叶等地上部

分的表达量相对丰富。但就所有MT基因的表达而

言 ,  因不同的物种、不同的类型而表达特性各

异。另外植物MT参与许多重要的发育过程, 例如

水果的成熟、根的发育和栓化作用(Chatthai等
1997; Mir等2004; Yuan等2008)。在拟南芥中, 已经

证明不同种类的MT有独特的和重叠的功能, 具有

保持重金属体内平衡、解毒和保护细胞内氧化胁

迫作用(Murphy等1997; Miller等1999; Lee等2004)。
2  植物金属硫蛋白的空间结构

经二维2D-NMR及X-射线晶体衍射法测定后

得出, MT分子三级结构呈现哑铃状, 没有a螺旋和

b折叠, 有2个大小相当(直径1.52 nm)的结构域(A
和B)构成(Haq等2005), N端B结构域包含9个Cys, C
端A结构域包含11个半胱氨酸(Cys), 20个Cys可以

结合7个Zn2+
或Cd2+, 如果仅结合Cu2+, 可以结合12

个, 具有不同的结合金属元素的能力。天然的MT

分子不含二硫键, 也没有游离的巯基(-SH)存在, 这
种络合结构构象坚固, 使MT分子呈现出独特的金

属硫四面体络合结构, 金属硫蛋白的耐热性和抗

蛋白酶解的能力可能与此结构有关(田晓丽和郭军

华2005)。
3  植物金属硫蛋白的功能

在动物中, MT已经被证明具有活性氧清除和

保护DNA免受氧化损伤的作用, 与哺乳动物类似, 
许多基因和cDNA编码的植物MT已经被分离出来, 
MT被多家族基因编码。大多数关于它们特定功

能的信息是从在发育中的表达研究和对不同环境

刺激的反应中得到的。除了重金属, 植物MT基因

被不同的环境刺激诱导, 包括干旱、高盐和低温, 
MT不仅仅在保持金属离子稳态和重金属解毒中

起作用, 对一般的压力也做出相应的反应(Brkljacic
等2004; Jin等2006)。烟草等模式植物研究中证明

MT参与植物体内重金属的解毒和活性氧清除功

能, 同时在植物生长发育中也起着重要的作用。

Zhou和Goldsbrough (1995)通过MT缺陷型酵母的

功能互补实验, 首次证明拟南芥的2个MT基因对

Cu和Cd胁迫具有抗性。植物中不同MT基因功能

是从基因敲除和过表达植株中得到的(Guo等2003; 
Freisinger 2007; Yuan等2008)。一般认为植物MT
基因是一个与Cu结合有关的蛋白, 因为植物的MT
基因可被Cu离子诱导进而表达, 而Cu离子又可以

诱导拟南芥、水稻、小麦、烟草中MT基因的表

达。在拟南芥中MT2基因的表达水平与不同浓度

Cu的诱导相关(Murphy和Taiz 1995)。MT基因主要

由Cu诱导(Zhou和Goldsbrough 1995; Murphy和Taiz 
1995; Guo等2003); 同时, Cd和Zn也诱导MT表达

(Zhou和Goldsbrough 1995; Murphy和Taiz 1995)。
从重金属超富集植物遏兰菜(Thlaspi caerulescens)
中分离的TcMT3基因, 经酵母功能互补和Northern
杂交实验证明它对保持Cu离子的动态平衡具有重

要作用(Roosens等2004)。MT具有重金属解毒作

用, 但并不是对所有能诱导它的金属都具有解毒

作用, 主要对体内必需的微量元素Cu和Zn的代谢

调控过程中占据中心地位(Miller等1999), 而对

Cd、Hg和Pb等环境有毒重金属的稳定结合能力相

对较弱。植物MT种类很多, 可能由于每种MT只对

某种特定的金属亲和性较高, 对其他金属亲和性
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较低(Foley等1997)。
越来越多的研究证明了MT在清除活性氧(re-

active oxygen species, ROS)方面可能具有重要作

用, 认为MT是细胞中防御自由基伤害的一种重要

机制, 通过清除自由基来达到防止DNA损害的发

生。金属硫蛋白的疏基(-SH)与金属结合以阻止其

参与氧化还原的自由基反应。Akashi等(2004)第
一次证明了植物MT与抗氧化特性的关系, 他们从

野生西瓜中分离出金属硫蛋白CLMT2, 发现其具

有强的活性氧自由基清除能力, 说明MT基因是植

物体内重要的活性氧自由基清除剂之一。

在棉花的幼苗中GHMT3的表达量随着高盐

干旱、低温、ABA、ROS胁迫增强(Xue等2009), 
而烟草GHMT3的过表达又增强了植物对ROS胁迫

的耐受性, GHMT3a能够结合植物体内过量的Zn离
子 ,  清除氧化还原的自由基反应产生的ROS。
GHMT3具有活性氧的清除能力(Tucker等2004)。
在活性氧清除机制中, ROS取代MT的Cys残基上的

金属离子, 减少体内ROS的积累, 避免了细胞损

伤。一些专家认为释放下来的金属离子可能参与

信号的重叠过程。但具体的信号传导路线目前尚

不清楚。

4  林木中的MT基因

4.1  杨树MT基因及分类

在林木中研究MT基因的报道很少, 目前只有

杨树等少数林木中有过MT基因的报道。杨树的基

因组含有至少6个MT基因, 在NCBI中搜索发现毛

果杨(P. trichocarpa×deltoides)中存在6个不同MT 
cDNAs序列 ,  分成了3个亚族(MT1a、MT1b、
MT2a、MT2b、MT3a和MT3b), 分别属于植物MT
四类的前3类。由于第4类MT的表达在发育的种子

中受到限制 ,  所以至今在杨树的ESTs中未发现

(Guo等2003)。PtdMT1 cDNAs含有219 bp的ORF
编码73个氨基酸, 预测其分子量是7.594 kDa (Ptd-
MT1a)和7.640 kDa (PtdMT1b)。PtdMT1a和Ptd-
MT1b的序列相似性为90.4%。PtdMT1a和Ptd-
MT1b的序列与苜蓿和水稻的第1类型的MT比较相

似 ,  而与拟南芥的第1类型的MT结构上相差较

远。PtdMT2a cDNA含有237 bp的ORF编码79个氨

基酸, 预测分子量为7.792 kDa。而PtdMT2b cDNA
含有234 bp的ORF编码78个氨基酸, 预计分子量为

7.901 kDa。PtdMT2a和PtdMT2b的序列相似性为

70.9%, 他们与PtdMT1a的相似性为57% (PtdMT2a)
和74% (PtdMT2b)。PtdMT2a和PtdMT2b属于第2
类型的MT。PtdMT3 cDNAs含有198 bp的ORF编
码66个氨基酸, 分子量PtdMT3a为6.966 kDa, Ptd-
MT3b为6.857 kDa。PtdMT3a和PtdMT3b的相似性

为83%, 但是它们与PtdMT1a的相似性分别为27%
和26%。PtdMT3a和PtdMT3b为第3类型的MT, 在
N末端只有4个半胱氨酸(Cobbett和Goldsbrough 
2002)。

在NCBI中所搜索的毛果杨MT基因序列(Ptd-
MT1a、PtdMT1b、PtdMT2a、PtdMT2b、PtdM-
T3a和PtdMT3b的cDNA的EST标签序列号分别为

AY594295、AY594296、AY594296、AY594298、
AY594299和AY594300)发现MT基因含有1~3个内

含子。内含子区域为71~275 bp。在PtdMT1a、Pt-
dMT1b、PtdMT2a和PtdMT2b中, 第1个内含子

(82~258 bp)插在ATG起始密码子的上游。分析5'
上游起始密码子, 发现此区域存在结合位点, 可以

更好的分析MT的调控能力。杨树的MT基因在

8~635 bp处都含有TATA和CAAT框。其他相似的

调控元素也在杨树的MT基因中发现。例如, PtdM-
T1a和PtdMT1b都含有MYC和MYB结合位点, 参与

干旱和脱落酸表达的调控。PtdMT2a和PtdMT2b
含有ABRE和MYB结合位点, 参与胁迫的调节等。

4.2  杨树MT的表达模式

对模式植物MT基因的表达模式研究基本已

经成熟。关于杨树MT基因的表达模式只在最近的

研究中有所提及, 它们不同的表达模式与PtdMTs
在独特的发育阶段(根的发育与叶片的衰老)和环

境的诱导中起了不同的作用和功能。PtdMT1a和
PtdMT1b主要在根部表达, 而PtdMT3b表达量在叶

中比在根中更高, 相比之下PtdMT2a、PtdMT2b在
根部、茎部和叶部均有表达。PtdMT2除了在上述

组织中高表达外, 在花、木质部和种子中表达量

也相对较高, 而PtdMT3a出现在木质部和根部。另

外杨树MT的转录水平也随着衰老、重金属处理、

病毒侵染而增加 (Bhalerao等2003;  Kohler等
2004)。有报道称PtdMT2a和PtdMT3a在叶和根中

的表达随着水胁迫的增强而增加(Street等2006; 
Bogeat-Triboulot等2007)。杨树MT基因表达研究
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的报道还不是很多, 需要更深入的研究。

4.3  林木MT基因的功能

4.3.1  金属硫蛋白的重金属解毒功能  Kohler等
(2004)将杨树MT基因转入酵母中, 发现对照酵母

在75 μmol·L-1 Cd浓度的培养基中不能生长, 而转

入PtdMT基因的酵母能够生长, 耐受能力最强的

(125 μmol·L-1 Cd)是转入基因为PtdMT2a、PtdMT2b
和PtdMT3a的酵母。证明了PtdMTs基因有抗重金

属胁迫的能力。用150 μmol·L-1 Cu、25 μmol·L-1 

Cd、1 mmol·L-1 Zn的培养基培养, 18 h后检测杨树

根部PtdMT的表达量, 发现PtdMT3a和PtdMT3b基
本没有表达, 而PtdMT1a、PtdMT1b、PtdMT2a和
PtdMT2b均有表达, 且随着胁迫时间的延长表达量

有所增加。分析得出, 在Cd、Cu和Zn三种重金属

中, 杨树的PtdMTs基因主要在Zn的新陈代谢和解

毒机制中发挥作用(Kohler等2004)。Macovei等
(2010)研究发现 ,  转VFMT2基因的转基因白杨

(Populus alba)悬浮培养细胞分别在一定浓度的Cd 
(150 μmol ·L -1)、Zn (2 mmol·L -1)和Cu (100 
μmol·L-1)培养基中培养, 对照细胞全部死亡, 而转

化细胞的死亡率仅为Cd 27%、Cu 28%和Zn 21%, 
证明了VFMT2提高了植物金属抗性(Macovei等
2010)。本实验室从盐生、旱生和沙生的植物柽柳

(Tamarix hispida)中克隆了ThMT3基因(GenBank No. 
EH057039), 研究发现, ThMT3基因受Cu、Zn、Cd和
NaCl诱导(Yang等2011)。ThMT3基因过表达提高

了转基因酵母对Cu、Zn、Cd胁迫的耐受性及活性

氧清除能力; ThMT3基因过表达选择性诱导抗氧化

酶基因的表达, 即Cd诱导SOD基因表达, Zn诱导

CAT1基因表达, Cu诱导GPX1基因表达, NaCl诱导

SOD、CAT、GPX1基因表达; 改变转基因酵母的

重金属液泡转运系列基因的表达水平。与大多数

已报告的植物MT基因的研究结果相反(Hassinen等
2011), ThMT3转基因酵母选择性吸收Cd和Zn, 而
不吸收Cu (Yang等2011)。综合分析, 推测ThMT3
基因通过与抗逆相关的多基因协同表达来提高重

金属抗性; ThMT3可能为Cd或Zn结合蛋白, ThMT3
基因过量表达也能提高转基因植物的Cd或Zn的吸

收能力。尽管我们已经对ThMT3基因做了一些初

步研究, 但仍然对ThMT3基因的抗重金属机理了解

不够清楚。例如ThMT3基因的上游表达基因信号

通路是什么？ThMT3基因通过哪些基因的协同表

达来提高抗重金属能力？林木的MT基因的抗重金

属精确功能和途径需要更深入的研究。

4.3.2  金属硫蛋白的活性氧清除功能  除了重金属

解毒作用外, 杨树的MT基因也有活性氧清除功

能。干旱胁迫增强植物体内ROS的产生量, ROS连
续性的积累导致一些对植物生长不利的一系列酶

反应(Apel和Hirt 2004)。在干旱胁迫的条件下, 白
杨(white poplar)叶中和形成层部PtdMT基因的表达

量明显提高(Berta等2009)。PtdMT3基因在叶片中

和形成层表达量相对其他几个基因来说最高, 并
且随着胁迫处理的条件改变, 表达量相应变化。

暗示了杨树的PtdMT基因在干旱防御机制中发挥

作用, 是植物体内的ROS清除剂(Brosche等2005)。
在巴基斯坦沙漠地区生长的胡杨, PtdMT基因随着

降水量的改变表达量相应发生变化, 随着PtdMT表
达量的增高ROS在体内的积累量减少, 证明MT在
清除体内ROS机制中发挥作用(Brosche等2005)。
PtdMT表达产生了一系列参与活性氧防御的酶, 但
此酶与其他参与活性氧防御的酶(CAT和SOD), 表
现出不同的转录水平, 证明了MT在ROS解毒中发

挥作用, 但具体的发挥作用的途径和机制还没有

详细的报道。

在调查PtdMT在重金属解毒和参与其他植物

生长和发育的机制中, 用Cd处理转录后的P. tremu-
la细胞, 其生长抑制和基因表达量都发生改变, 尤
其是参与调节活性氧胁迫处理的蛋白含量减少。

据报道, 在Populus×euramericana中, 用高浓度的

Zn处理后, 转化的植物细胞生长量减少并且光合

参数改变(Baccio等2003)。在白杨的细胞悬浮培养

中用不同Cu含量处理后, 观察得到NO的产量增加, 
同时提高了细胞程序性死亡和坏死的比率(Bal-
estrazzi等2009)。MT的抗逆生理功能的研究虽然

在不断深入, 但除抗氧化作用以及抗重金属胁迫

外, 对植物生长调节机制还不清楚。

5  林木的植物修复

25年以前, 植物修复技术的研究寥寥无几, 直
到污染问题越来越严重, 人们对植物修复才开始

重视起来。植物修复技术是以植物提取、植物降

解、根滤作用、植物固定和植物挥发为基础除去

土壤中的污染物(Salt等1995)。植物修复技术近来
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被广泛的利用。许多生物具有高富集能力(Peer等
2005)。然而, 由于林木发达的根系和高生物量, 林
木对重金属污染土壤的植物修复能力才更有效

(Fischerová等2006)。以柳树和白杨的植物修复能

力为研究重点, 证明了他们在重金属污染土壤中

的修复能力(Jensen等2009)。瑞典城镇周围工厂排

出的废水严重影响居民的生活, 在污染严重地区

大量种植柳树, 不仅减少了废水中有机氯等污染

物, 而且对周围土壤和垃圾填埋场土壤中的重金

属有明显的吸收, 达到了植物修复的作用, 既经济

又不造成二次污染(Dimitriou和Aronsson 2005)。
杨树是林木中植物修复具有代表性的树种, 把杨

树种在重金属污染严重的区域, 在种植第一年时, 
测定此地区土壤中Zn、Cd和Pb的含量高达606、44
和33 mg·kg-1

。3年后杨树成活率为18%~53%, 土壤

中的重金属含量明显降低, 而植物组织中重金属

含量上升, 组织内重金属含量的分布随着叶、树

皮、茎和根部明显呈下降趋势(Pierzynski等2002)。
杨树中的MT是家族基因蛋白, 许多报道证明, 

MT基因的表达与它们在重金属解毒和维持植物体

内离子平衡相关。随着植物金属离子胁迫能力的

加剧, MT基因的表达量有所提高, 说明植物修复污

染的土壤和吸收污染土壤的重金属离子都与MT息
息相关。林木中的MT基因转入拟南芥、烟草和酵

母中都增强重金属修复能力。而转基因林木的植

物修复作用又如何呢？对于模式植物转基因的研

究打开了对高生物量林木遗传转化的大门。杨树

(白杨、三角叶杨和山杨)和杂交树种成为了林木

生物技术的模式植物(Bradshaw等2000), 为应用于

林木修复重金属污染, 提供了分子生物学和基因

工程学依据。

6  MT在林木学领域的应用前景

MT的研究成果已涉及医学、毒理学、环境

科学、营养学、生物工程、美容护肤等多个领域, 
从目前的研究来看, 大多数的MT基因克隆自拟南

芥等草本植物, 在木本植物的研究很少。木本植

物在生长发育、生理及形态结构等诸多方面与草

本植物不同, 其重金属抗性机理与草本植物也会

有所区别。一些林木对极端逆境具有很强的适应

能力, 表明其体内具有高效的抗逆功能基因。从

极端环境生长的林木中分离和鉴定出来的抗逆基

因已引起了国内外相关研究机构的高度重视。林

木中MT基因的研究才处于起步状态, 但有着广泛

的应用前景和巨大的市场潜力。由于杨树的快速

生长能力, 发达的根系使其成为木材供应的重要

来源, 并且是植物修复的候选树种, 有着巨大的经

济和生态价值。已经证明MT基因的过表达对杨树

重金属能力的提高起积极作用, 有必要进一步利

用转基因技术将不同来源的MT基因导入林木中, 
培育出对污染重金属具有高抗性和高富集能力, 
以及对非生物胁迫有抵抗能力的林木品种, 为修

复污染环境和保护人类健康做出贡献。
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