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摘要　研究表明 , 转 mMT-I基因 F 3代烟草金属结合特性有以下4 点:①单元素处理转基因烟草

元素吸收量远远大于多元素处理 ,并且比对照烟草能结合更多的金属;②混合元素处理的方差分

析结果显示 ,转基因烟草根及茎叶中的 Cd 、Zn 和 Cu 含量均比对照烟草高 , 以 Cd 的吸收最显著;③

在酸性土壤中 ,转基因烟草吸收 Cd、Zn 的量大于碱性土壤 , Cu 则相反 , 在中性土壤中吸收量最高;

④转基因烟草结合金属的量随 MT 含量的增高而增加.
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　　金属硫蛋白(metllo thionein ,简称 MT)是一类低分子量 ,高半胱氨酸的金属结合蛋白 ,它

在体内的主要生物学功能是参与微量元素的贮存 、运输和代谢 ,对重金属具有解毒作用 ,并能

拮抗电离辐射和清除各种自由基 ,促进细胞和机体生长 、发育等(茹炳根等 , 1991;Robinson et al ,

1993).将小鼠金属硫蛋白(mMT)基因通过根癌农杆菌介导并由叶盘法转入烟草 ,获得了第 1

代转 mMT -I 基因烟草 ,从分子水平上证实了该基因具有 MT 的生理功能 ,如抗重金属等

(Pan et al ,1994).对转基因烟草 F2 代的分子鉴定及抗性工作业已完成.本文旨在对转 mMT

-I 基因 F 3代阳性烟草的金属结合特性及重金属抗性和对被污染水的净化做深入的研究 ,从

理论和实践上证明转 mMT -I基因在环境保护方面的重要作用.

1　材料与方法

1.1　材料

供试材料为北京大学生命科学院蛋白质与植物基因工程国家重点实验室研制 ,并在中科

院遗传所试验田收获了转 mMT -I基因阳性烟草 F2 代种子.将该种子在 ρ(卡那霉素)=10
5

μg/L 下能正常发芽生长的幼苗移入中国科学院遗传研究所温室盆栽.每小盆 100 g 土(干质

量),移入 5株.对照组为未转基因的烟草.供试土壤分别取自北京 、上海 、河南等地农田.土

壤基本性质由中国农业科学院土肥所分析测定并提供数据.

1.2　实验方法

根据 mMT-I基因表达的产物 MT 能特异性地与 Cd 、Zn 、Cu等元素结合的特点 ,本实验采

用酸性(pH 5.4)、微酸性(pH 6.1)、中性(pH 6.8)、碱性(pH 7.9)的 5种土壤 ,以及每种土壤分别

用Cd
2+
质量分数为 0 、10 、100 、500 、1 000 mg/kg;Zn

2+
质量分数为 0 、10 、100 、500 、1 000 mg/kg;

Cu2+质量分数为 0 、10、100 、500 、1 000 mg/kg 进行处理 ,选用 L25(56)正交试验表(数学手册编
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写组 ,1979).其中 3 、4 、6列分别为 Cd2+、Zn2+、Cu2+单元素因素 ,其余列为一级互作因素 ,包

括误差因素的影响.

待幼苗长至 6 ～ 8 cm 高时 ,以上述 L25(5
6)正交试验表设置的浓度对土壤同时进行处理.

处理后定期观察生长情况.40 d后采样分析.同时用单元素处理(各单元素处理浓度与互交

表中的浓度相同),以便与多元素处理相比较.

转 mMT-I 基因烟草对水中重金属在 Cd
2+
在转基因烟草中的富集速率和释放速率的一

级动力学过程(Hamelink et al ,1977):

　　　　　　　　　　　dCp/dt=k 1Cw -k 2Cp , (1)

式中 Cp 为C2+
d 在转基因烟草中的富集质量分数(μg/g);Cw 为培养液中 Cd2+质量浓度(×103

μg/L);k1为 Cd2+进入转基因烟草速率常数(μg/g·h);k 2为 Cd2+释放速率常数[μg/(g·h)].

当 Cw 为常数时 ,方程(1)的解为:

　　　　　　　　　　　　　Cp=(k 1/ k 2)Cw(1-e
-k

2
t). (2)

当 dCp/d t=0 , Cd2+的富集稳定时 ,由方程(1)得到:

　　　　　　　　　　　Cp/ Cw =k 1/k 2=BCF , (3)

式中的 BCF 为转基因烟草对 Cd2+的富集系数.用最小二乘法对实验值做非线性拟合 ,求出

k 1 和 k2 值 ,进而得到 BCF 值.

1.3　各元素含量测定与 MT 含量分析

各元素含量测定采用原子吸收法.火焰原子吸收分光仪为 Philips , Holand 产品.采用

镉/血红蛋白饱和法测定组织中 MT 含量.根据 1 mol M T 分子能结合 7 个 Cd原子 ,计算组

织中 MT 含量(Darid et al ,1991).

2　结果与讨论

2.1　采用单元素处理转基因烟草与对照烟草的元素含量比较

　　表1中的结果显示无论是哪一种元素单独处理 ,转 mMT-I基因烟草的金属元素吸收值均

大于对照 ,其中对Cd
2+
的吸收前者比后者平均高 40%,Zn

2+
高42%,Cu

2+
高 57%.将表 1中各项

数据分别做线性拟合的结果显示 ,转基因烟草与对照烟草中 3种单元素的含量均随其处理浓度

的增加而呈正相关 ,以 Cd元素处理的线性拟合结果最好(r=0.985 6),Cu元素的相关性次之(r

=0.881 1),Zn元素的相关性再次之(r =0.744 8).以上结果说明了 mMT -I 基因在转基因 F3

代烟草中稳定遗传 ,并能在 3种元素单独胁迫下结合较多的金属元素.以往的研究认为烟草中

本身存在着与动物类似的金属硫蛋白 ,称为类 MT(MT-like)(Kaji et al , 1991)以及镉结合蛋白

(Cd-Bp),后者是一种非基因编码的酶促产物 ,称为植络素(Phtochelation),它们都具有类似动物

体的MT 一样的诱导结合重金属元素的功能(Grill ,1985;Robinson et al , 1993).在本项研究中对

照烟草对重金属元素 Cd和金属元素 Zn和 Cu的吸收可能是由于其本身存在的类 MT 或植络

素引起的.这些元素对类 MT 和植络素有一定的诱导合成作用 ,反过来 ,后者对前者有较强的

结合能力.转 mMT -I 基因烟草在本身存在有类MT 和植络素的基础上 ,对mMT -I基因进

行了表达.因此它对重金属元素 Cd和金属元素 Zn 、Cu有比对照更多的吸收.
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表 1　单元素处理转基因烟草与对照烟草的元素含量比较

w(Cd)

/(mg·kg-1)

植株吸收量/(μg·g-1)

转基因 对照

w(Zn)

/(mg·kg -1)

植株吸收量/(μg·g-1)

转基因 对照

w(Cu)

/(mg·kg -1)

植株吸收量/(μg·g-1)

转基因 　对照

0 　0.237 　0.228 　　0 　2.05 　1.85 　　0 　1.45 　1.31

10 12.81 9.12 200 6.73 5.76 20 3.72 1.85

100 25.31 18.31 500 34.20 28.12 100 18.61 9.20

500 36.20 25.10 1000 78.20 42.53 500 34.52 29.32

1 000 47.85 32.40 1 500 92.57 52.15 1 000 58.31 37.28

2.2　转mMT-I基因烟草的根及茎叶对重金属元素吸收的方差分析

对 L25(5
6)正交试验经原子吸收分析获得的数据进行处理后 ,由表 2 、表 3列出了转基因

烟草根及茎叶对 Cd2+、Zn2+的吸收与对照烟草的方差分析结果.

表 2 　 转 mMT-I基因烟草和对照烟草的根对 Cd、Zn和 Cu的吸收量的方差分析

变差来源 S x转 S x对 DE S x转/ DF S x对/ DF F转 F对 F0.01

Cd 176.242 3 164.639 5 4 44.060 6 41.159 9 43.296 9 40.319 9 4.77

Zn 117.001 2 102.988 5 4 29.250 3 25.747 1 26.751 7 21.468 4 4.77

Cu 116.481 2 101.990 6 4 29.120 4 25.497 7 26.632 9 21.260 5 4.77

Cd×Zn 10.931 9 8.018 4 16 0.683 2 0.501 2 <1 <1

Cd×Cu 17.494 8 19.188 4 16 1.093 4 1.199 3 1 1

Zn×Cu 4.551 5 9.718 8 16 0.284 5 0.544 9 <1 <1

总变异 442.703 1 405.544 0 14

表 3　转 mMT-I基因烟草和对照烟草的茎叶对 Cd、Zn和 Cu的吸收量的方差分析

变差来源 S x转 S x对 DE S x转/ DF S x对/ DF F转 F对 F0.01

Cd 11.747 4 13.175 6 4 2.936 9 3.293 9 24.191 9 17.372 9 4.77

Zn 8.631 9 9.172 1 4 2.158 0 2.293 0 17.775 9 12.093 9 4.77

Cu 6.055 5 8.967 7 4 1.513 9 2.241 9 12.470 3 11.824 4 4.77

Cd×Zn 1.942 2 3.033 5 16 0.121 4 0.189 6 <1 <1

Cd×Cu 0.664 8 0.101 8 16 0.041 6 0.007 4 1 1

Zn×Cu 0.904 5 0.353 2 16 0.056 5 0.022 1 <1 <1

总变异 29.946 2 34.803 9 14

　　表 2的结果明确反映了转基因的根比对照烟草的根中 Cd 、Zn 和 Cu元素含量高 , F 检验

表明了 3种元素的含量均在 1%的水平上显著 ,即使是在混合元素处理的条件下 ,Cd 元素的

吸收量最为显著 ,其次为 Zn和 Cu ,并且这一顺序与极差检验结果一致.

表3中转基因烟草茎叶 Cd 、Zn和 Cu元素的吸收以及 F 检验等结果与在根中的结果类

似 ,其吸收量的顺序亦与茎叶部分的极差检验结果一致.

2.3　不同 pH值的土壤对 3种元素吸收的影响

对不同 pH值土壤条件下 Cd2+ 、Zn2+和 Cu2+的对比统计分析(土壤中 3种元素本底值亦

统计在内)发现 ,在酸性土壤中施加质量分数为 1 000 mg/kg 时 ,Cd
2+
的吸收量比在碱性土壤
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中多 19%,Zn2+多 11%.当施加质量分数为 500 mg/kg 时 ,Cd2+的吸收量在酸性土壤比在碱

性土壤中多 8%,Zn2+多 6%.这可能是由于土壤 pH 值升高时 , Cd2+和 Zn2+易形成 Cd(OH)2

和Zn(OH)2 ,使它们在土壤中的溶出量减少的原因.而 Cu2+的吸收则是碱性土壤比酸性土壤

高13%,但中性土壤吸收量最多 ,比酸性和碱性土壤分别高出23%和19%,这可能是因为在酸性

土壤中有机质含量较高 ,大量的Cu2+与有机质结合而被吸附 ,影响了根系对 Cu2+的吸收所致.

2.4　单元素处理与多元素混合处理结果差异分析

实验结果已显示了单元素处理后烟草的吸收量远远大于多元素不同浓度配比处理的元素

吸收量 ,当用质量分数为 100 mg/kg 单元素处理后吸收量是混合元素(含 100 mg/kg)处理后

吸收量的 18.61倍 ,对照为 13.56倍;同上用 Zn2+处理后的吸收量为 2.40 倍 ,对照为 1.99

倍;用 Cu2+处理后吸收量为 5.39倍 ,对照为 2.12 倍.其 MT 含量随着元素吸收量的多少而

增减.各种元素在体内的相互作用远比单纯的化学反应复杂.具有类似的物理和化学性质的

元素 ,在生物体内的相互拮抗 ,主要是因为这些元素的电子构型和生成络合物时的配位数相似 ,

如Cd2+、Zn2+和Cu2+.当它们与金属硫蛋白结合时 ,相互竞争其键合位点 ,从而导致 3种元素

的吸收量下降.MT 是一种金属结合蛋白 ,也是一种诱导合成型的蛋白质 ,每一分子 MT 结合

某一元素的量是相对恒定的 ,当其代谢环境中存在着化学性质类似的 Cd 、Zn 和 Cu 3 种金属

离子时 ,它们之间相互干扰 ,并竞争性地与 MT 结合 ,其结果是吸收总量反而还小于单元素处

理时的情况.方差分析结果表明在 3种元素中 , Cd 元素的诱导结合占主导地位 ,但吸收值却

少于 Zn和 Cu ,这可能是因为 Cd的特殊性质所决定的.Cd对于生物体是有害元素 ,而 Zn和

Cu则是必需的微量元素.Cd
2+
对于 MT 的诱导结合赋予含 MT 和转 MT 基因的动植物以抗

重金属镉的特性.但当环境中同时存在着Zn2+和 Cu2+时 ,它们对 Cd2+又存在着明显的取代

作用 ,并通过内源性的重金属解毒机制降低镉的毒害(王夔 , 1991).Cd单元素处理的吸收是混

合元素处理下的 19.61倍也充分说明了这一点.可以认为 ,随着环境中 3种元素含量的变化 ,

与MT 结合力的强弱以及生理代谢的需要 , MT 与它们结合的种类和数量存在着动态的平衡

.本实验测定的数据即是在这种复杂的动态平衡条件下的总结果.

2.5　转 mMT -I 基因烟草对 Cd
2+
污染水的净化

将转基因烟草与对照烟草幼苗同时用含有 2

μg/L 的 Hongland营养液培育处理 ,在不同的时间

取样测定植株体内的 Cd
2+
含量 ,由最小二乘法非线

性拟合做出图 1:由图可见 ,在处理前 ,转基因烟草与

对照烟草体内 Cd2+含量都很低或接近于零.当用 2

μg/L Cd处理 12 d后 ,转基因烟草体内的 Cd2+质量

分数达到 56.62 μg/g ,对照烟草为 49.83 μg/g.Cd2+

处理下降.从第13 d开始其含量大幅度下降.该图
图1 转 mMT-I基因烟草Cd2+吸收曲线

还表明转基因烟草与对照烟草对 Cd2+的富集随时间

变化较好地符合二室模型的解析表达.数值拟合的相关系数均在 0.98以上 ,并且转基因烟草

的Cd
2+
含量较对照烟草随 Cd

2+
处理时间的增加而明显增加.由拟合的转基因烟草较对照烟

草的 K 1和 K 2值计算得到的 BCF 值分别为 33.999 8和 28.246 1.从而也表明了转基因烟草

较对照烟草对 Cd2+有更强的富集功能.因此可以认为 ,转小鼠金属硫蛋白-I 基因烟草对被
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污染的水域有一定的净化作用 ,它在环境保护方面具有重要的应用价值.
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METAL COMBINING CHARACTERISTIC OF TRANSGENIC mMT -I

F 3 GENERATION TOBACCO PLANTS

Zhao Yahua

(Bio technique College , South China Agric.Univ., 510642 , Guangzhou)

Abstract

There are four aspects of metal combining characteristics of transgenic M T -I F3 generation to-

bacco plants.①The atom absorption of single-element t reated t ransgenic tobacco plants is much

more than of the multi-element treated ones.They also combine more metal elements than the

controls.②The result of the mean square deviation analysis of the mixed elements t reated show

that Cd 、Zn and Cu content in the root and stem-leaf of t ransgenic tobacco plants was more than in

controls , the absorption of Cd being the most marked.③The quantity of Cd and Zn absorbed in

acidic soil w as more than in basic soil and the opposite for Cu.④The quantity of metal combined

by the transgenic tobacco plants increases w ith the rise of M T content.

Key words　metallothionein ;t ransgenic tobacco;metal combine characteristic;bioconcentration
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