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提要   金属硫蛋白是一种普遍存在于生物体内的低分子量、半胱氨酸含量丰富、易于被外

界刺激诱导的金属结合蛋白。采用表达序列标签法,结合 cDNA末端快速扩增技术,首次获

得了海湾扇贝金属硫蛋白 ( A Mi T)的全长 cDNA序列。该序列全长 787bp, 5cUTR (U ntranslated

Reg ion)为 79bp, 3cUTR为 270bp, 开放阅读框 ( Open Reading Frame, ORF)长度为 438bp,可编

码 145个氨基酸。在其编码的氨基酸序列中半胱氨酸含量丰富, 甘氨酸含量也较高,芳香族

氨基酸含量低,不含组氨酸,存在有无脊椎动物和软体动物金属硫蛋白的特征序列 CKCXXX-

CXCX, C-末端的氨基酸序列也符合软体动物金属硫蛋白标签序列 C-x-C-x( 3)-C-T-G-x ( 3)-C-

x-C-x( 3)-C-x-C-K。序列特征分析表明,该序列具备金属硫蛋白的典型特征,是金属硫蛋白家

族的成员。
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  金属硫蛋白 (M eta lloth ione in, MT )是一类广

泛存在于生物体内、能被金属离子、氧化损伤以

及免疫刺激等多种因素诱导产生的金属结合蛋

白。金属硫蛋白具有很强的金属结合能力和氧

化还原能力,在生物体内参与细胞内金属水平的

稳态调节、自由基清除、重金属解毒等,具有重要

的生物学功能。虽然 MT具有多样化的生物学功

能,但是普遍认为,它主要的生理功能是稳态调

节细胞内金属水平, 即参与生物体内必需金属元

素的调节和非必需金属元素的解毒 ( Coy le et al,

2002)。在通常情况下, Zn、Cu和 Cd是最常见

MT结合金属。MT对 Zn和 Cu具有强亲和力, 能

与它们结合从而充当它们的储存蛋白。体外实

验表明, Zn-MT和 Cu-MT对许多酶类和蛋白质具

有激活作用。对贝类的研究表明, MT在细胞内

Cd的解毒中具有重要作用 ( Beb ianno et al, 1992,

1998; Chab icovsky et al, 2003)。陆生蜗牛之所以

能忍受高浓度的 Cd和 Cu, 并在它们的软体组织

中能大量积累这两种重金属,与其中肠腺 MT的

Cd解毒功能以及外套膜 MT的 Cu调节功能是分

不开的 ( D allinger et al, 1997)。另外, 对非必需重

金属, 如 Hg、Ag、Pb、Sn、Ga、B i和 Au等, MT也能

与之结合并将其排出体外从而达到解毒的作用

( But ler et al, 2000)。生物体内 MT表达水平受环

境中重金属特别是 Cd诱导会显著增加,所以 MT

作为监测环境重金属污染状况的生物指标日益

受到人们的重视。

20世纪 70年代首次报道了海洋无脊椎动

物 ) ) ) 美洲牡蛎 ( Crassostrea virg inica )的 MT

( R idling ton et al, 1979)。20多年来, 在无脊椎动
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物 MT结构研究上取得了很大进展, 至今已发现

大多数无脊椎动物种中都存在 MT ( Roesijadi et

al, 1991; Lemoine et al, 2003; Rebelo et al, 2003)。

目前海洋贝类金属硫蛋白基因研究主要集中在

贻贝和牡蛎, 而扇贝金属硫蛋白基因的研究较

少。海湾扇贝是引自美国的海水养殖贝类, 在我

国海水养殖业中发挥着重要作用。本研究中作

者利用分子生物学手段克隆并分析海湾扇贝金

属硫蛋白基因全长 cDNA序列,以期为金属硫蛋

白家族的进化研究, 结构与功能的解析, 扇贝金

属硫蛋白参与体内必需金属元素的调节和非必

需金属元素的解毒的机制研究提供基础,同时研

究海湾扇贝金属硫蛋白也对在生产实践上应用

金属硫蛋白作为生物标志物, 监测养殖海域的重

金属污染具有重要的参考价值。

1 材料与方法
111 材料

实验用海湾扇贝 (Argop ecten irrad ians) [购自

青岛市南山市场,体重为 ( 25 ? 2) g ]在室内暂养

10天后在闭壳肌中注射 50L l鳗弧菌 (L istonella

anguillarum ) ( OD 600 = 014), 12h后, 利用液氮浸

泡扇贝全组织并研磨,之后加入 Trizo l( Invetrogen

公司 )提取海湾扇贝的总 RNA, 按照 ZAP-cDNA

合成和 ZAP-cDNA G igapackⅢ Go ld c loning k it说

明手册 ( Stratagene公司 )进行 cDNA合成和文库

构建。对所构建的海湾扇贝 cDNA文库随机挑取

阳性克隆进行大规模测序, 所得序列经过 NCB I

数据库中的载体数据库屏蔽掉所得序列中的载

体序列后进行序列拼接。用 BLAST程序分别将

获得的拼接序列 ( contigs)和单一 EST序列 ( sin-

gleton)与 GenBank中的数据进行比对。

112 海湾扇贝金属硫蛋白基因全长 cDNA的克

隆和序列测定

序列比对发现在海湾扇贝的 EST数据库中

存在一条序列与其他无脊椎动物的金属硫蛋白

有很高的同源性。根据这条 EST序列, 用 primer

prem ier 510设计出分别与 DNA 3c和 5c末端对应
的特异性引物 A IMTF: 5c-GTTGTTCTGTTCTAGC-

CGAC-3c和 A IMTR: 5c-AACTCTACACACAACT-
GAGT-3c。用 pB luescript SK ( + /- )载体上的通

用引物 T7和 T3与设计的基因特异性引物对海

湾扇贝的 cDNA文库进行扩增,得到海湾扇贝金

属硫蛋白基因的 3c末端及 5c末端。扩增 3c端的
PCR反应参数:首先 94e , 5m in; 然后 32个循环

为 94e , 45s; 56e , 30s; 72e , 1m in; 最后在 72e

延伸 10m in; 扩增 5c端的 PCR反应参数: 94e ,

5m in; 94e , 45s; 50e , 30s; 72e , 50s; 共 32个循

环,然后在 72e 延伸 10m in。扩增产物进行琼脂

糖凝胶电泳分离检测, 从凝胶中回收 PCR产物,

连入克隆载体 pMD18-T,转化大肠杆菌 XL1-blue

菌株, 用所获得的阳性克隆进行序列测定。

113 海湾扇贝金属硫蛋白氨基酸序列的同源性

分析及分子进化分析

将获得的海湾扇贝金属硫蛋白编码基因的

全长 cDNA序列与 GenBank核酸数据库及蛋白

数据库作 BLAST ( http: / /www1ncbi1n lm1n ih1gov /
BLAST / )分析。同时将 cDNA序列推导成氨基酸

序列, 确定正确的开放阅读框 ( Open Reading

Frame, ORF) , 用 BLASTp、C lustalW 对蛋白作序

列比对及同源性分析。将海湾扇贝金属硫蛋白

氨基酸序列和其他物种的金属硫蛋白的氨基酸

序列用 C lusta lW比对,然后用 PHYLIP软件绘制

金属硫蛋白的分子系统树。

2 结果
211 海湾扇贝金属硫蛋白编码基因 cDNA全长

序列的特征

图 1为拼接后海湾扇贝金属硫蛋白编码基

因的 cDNA全长及推导的氨基酸序列。获得的

cDNA序列全长 787bp, 5cUTR为 79bp, 3cUTR

为 270bp。开放阅读框长度为 438bp, 可以编码

145个氨基酸。图 1中 AATAAA为推测的多聚腺

苷酸加尾信号位点 ( Po lyadeny la tion Signal S ite)。

212 海湾扇贝金属硫蛋白氨基酸的序列特征

拼接后的序列经 BLASTX分析,与其他双壳

类的金属硫蛋白表现出较高的相似性。其中与

美洲牡蛎 ( Crassostrea virg inica )的金属硫蛋白相

似性最高 (相似性在 40%以上, E 值在 2E-13至

2E-10之间 )。与贻贝 (Mytilus edulis)金属硫蛋白

MT-20-Ⅱ( GenBank A ccession No: CAA06553. 1)相

似性为 50%, E值为 1E-13。

在推导的氨基酸序列中共有 40个 Cys残基,

它们与邻近的氨基酸组成了若干个金属硫蛋白

的保守性结构 Cys-Xn-Cys。预测的分子量为

14128kD, 理论等电点为 8123,为碱性蛋白。 Cys

含量 2716% , G ly 含量 1311% , Phe含量仅为

211%, 不含组氨酸。使用 C lustalW工具将得到

的海湾扇贝 MT氨基酸序列与其他四种软体动物

金属硫蛋白氨基酸序列进行多序列比较,可以看
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图 1 海湾扇贝金属硫蛋白编码基因 cDNA全长及推导的氨基酸序列

F ig11 Nuc leo tide sequence ofMT cDNA from A1 irrad ians and its deduced am ino ac id sequence

注:方框标出的是多聚腺苷酸加尾信号位点 AATAAA; 下划线标出的是特异性引物在序列中的位置。

斜体标出的是符合无脊椎动物 MT的特征序列, 阴影标出的是符合软体动物 MT的标签序列

出海湾扇贝金属硫蛋白与其他四种软体动物金

属硫蛋白在 Cys的排列方式上显示出较高的保守

性 (图 2)。

将海湾扇贝金属硫蛋白的氨基酸序列与来

自其他 13个物种的金属硫蛋白氨基酸序列以

C lustalW比对后,利用 PHYLIP软件,以邻位相接

(N J)法,构建了金属硫蛋白的系统树 (图 3)。进

化树采用 boo tstrap检验。在该进化树中软体动

物形成一大独立的分支,其中海湾扇贝与蜗牛聚

成一支与其他软体动物聚成的分支合并在一起,

并且与果蝇距离较近, 与鱼类及哺乳动物相距较

远。海湾扇贝金属硫蛋白的分子进化地位与海

湾扇贝的生物学分类地位基本一致。

3 讨论
本研究中采用表达序列标签法, 结合 RACE

末端快速扩增技术, 获得了海湾扇贝金属硫蛋白

的全长 cDNA序列。海湾扇贝 MT的氨基酸序列

具有金属硫蛋白的典型特征, 序列中含 Cys达

2716%, 并且按照 MT特征序列 Cys-X ( 1-3)-Cys

排列。G ly的含量也非常高,达 1311% ,这也是软

体动物 MT特征之一 ( Enge lken et al, 1999 )。脊

椎动物 MT一般不含芳香族氨基酸, 但某些种类

的无脊椎动物 MT含有少量芳香族氨基酸 (牛长

缨等, 2002)。海湾扇贝 MT 中就含有 211% 的
Phe,但没有 T rp和 Tyr。与其他无脊椎动物的 MT

一样, 海湾扇贝 MT富含 Cys-X ( 1-3)-Cys结构,

其中 8个 Cys-X-Cys结构, 6个 Cys-X-X-Cys结

构, 5个 Cys-X-X-X-Cys结构, 还有 2个 Cys-Cys

结构,这些 Cys位置及排列方式在软体动物之间

是保守的。这些结构中的 Cys为金属结合的位

点,其巯基能共价结合金属离子, 最常见的结合

金属是 Zn、Cu和 Cd等重金属。无脊椎动物和软
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图 2 海湾扇贝与其他几种软体动物金属硫蛋白氨基酸的多序列比对结果

F ig12 A lignment o f am ino ac id sequences o fA Mi T andMT s of o ther mo llusc anim a ls

方框表示保守的 Cys的位置,阴影部分表示无脊椎动物和软体动物金属硫蛋白的特征序列。图中所用 MT序列在 Gen-

Bank中的注册号为: M eMT,贻贝 (Mytilus edulis), CAA0655111; M gMT,贻贝 (M1gallop rovincialis ), P69154; CvMT,美洲牡

蛎 (Crasso strea virg inica ), AAQ2390711; H pMT,蜗牛 (H elix p om atia), AAK8486311; AMi T,海湾扇贝 (A1 irrad ians )

体动物金属硫蛋白有一保守特征是 CKCXXXCX-

CX特征序列 ( Imagaw a et al, 1990) , 在海湾扇贝

MT中有两段序列符合此模式 (图 1) ,但在其他

相关软体动物中只有一段 (图 2)。软体动物金属

硫蛋白 C-末端有一个保守的特征序列 C-x-C-

x( 3)-C-T-G-x( 3 )-C-x-C-x ( 3)-C-x-C-K ( B inz et

al, 1999) ,海湾扇贝 MT序列 C-端的 C tCgvgCTG-

pnsCkCg tdCkCK完全符合这一特征序列。但并不

是所有软体动物金属硫蛋白 C-末端序列都完全

符合这一特征, 如美洲牡蛎 C rassostrea virg inicac

的 CvMT ⅡD( AAQ2391211)以及长牡蛎 C 1gigas
的 CgMT ( CAB8558811)。在根据金属硫蛋白氨
基酸序列构建的系统树中,各软体动物金属硫蛋

白聚类的 Boo tstrap支持并不高, 这与软体动物

金属硫蛋白的多样性有关。所以对软体动物

MT的序列应当有更全面的特征描述以及合理

的分类系统, 而这依赖于更多的软体动物 MT序

列的获得。

MT的一个显著特点是其基因的转录能被环

境金属诱导, 转录水平与环境金属浓度直接相

关。在正常生理状态下,生物体内存在一定水平

的 MT以调节必需金属元素, 当周围环境中和生

物体内的金属含量达到一定的浓度时,能诱导合

成新的 MT。水生无脊椎动物 MT含量能间接反

映环境中的金属浓度。因此, 20世纪 70年代末

就有人提出水生生物 MT可作为一种指示水环境

污染物和毒性效应早期警报的主要生物标志, 以

及水生环境自然种群金属污染压力评价和监测

的分子生态毒理学诊断指标 (徐立红等, 1995;

Bayne, 1979)。长期以来, MT作为一种良好的生

物标志,对于水环境金属浓度的监测具有重要参

考价值。

对 MT的监测可以在多个水平进行, 如 MT

中金含量的增加、MT蛋白的增加和相应 mRNA

的增加都可以作为指标 (徐立红等, 1995)。前两

个指标都是间接检测 MT的诱导作用, 以 mRNA

为指标则是在转录水平直接检测 MT的诱导。后

一种方法需要获得金属硫蛋白的 cDNA序列。

海湾扇贝是我国 1982年从美国引进的优良

海水养殖品种 (张福绥等, 1986) ,并于 1991年再
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图 3 根据金属硫蛋白氨基酸序列使用邻接法构

建出的系统进化树

F ig13 The phy logenetic tree constructed by the

am ino acid sequences of A Mi T and o therMTs

A rgop ecten irradians:海湾扇贝; Drosoph ila sim ulans: 果蝇

( B61194); E isenia fetida: 蚯蚓 ( CAA154231 1); Paracen-

trotus lividus: 海 胆 ( CAC3769311 ); Co lum ba livia: 鸽

( P15786 ); Mytilu s edulis: 贻贝 ( CAA065511 1) ; M ytilus

gallop rovincialis: 贻贝 ( P69154); P erna vir idis: 翡翠贻贝

(AAF2248611); Dreissena polym orpha :斑纹贝 (AAB0754811);

Sus scrofa: 野猪 ( BAA1917811 ); Oncorhynchus mykiss: 虹鳟

( AAA4956411); Barbatula barbatula: 中华花鳅 ( S38335 );

Crassostrea virg inica:美洲牡蛎 ( AAQ2390711);H elix pomatia:

蜗牛 (AAK8486311)

次引进复壮 (张福绥等, 1997) , 成为我国海洋贝

类的主要养殖品种之一。尽管我国的海洋贝类

养殖规模在过去的几十年中达到一定水平, 养殖

总产量也居国际领先地位,但近年来我国养殖扇

贝的病害问题一直困扰着该产业的健康和可持

续发展。引起扇贝死亡的原因是多方面的, 涉及

病原、环境和扇贝生物本身等。重金属是目前海

水中最主要的污染物之一,严重影响海洋贝类的

正常生长 (张少娜等, 2004) , 詹文毅等 ( 2003)研

究发现海水及生物体内重金属严重超标是造成

江苏如东文蛤大面积死亡的主要原因。对重金

属污染进行快速有效的监测, 对重金属污染的生

态毒理效应进行评估, 并凭此对水质进行及时控

制管理和保护是实现海洋生态环境保护和海水

养殖业健康可持续发展的有力保证。本研究中

克隆获得了海湾扇贝金属硫蛋白 cDNA的全长序

列,为在实践中以海湾扇贝 MT的 mRNA为指标

监测水环境中金属污染状况提供了可能,同时也

对深入研究重金属污染对海湾扇贝生态毒理效

应具有一定的参考价值。
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CLONING AND CHARACTERIZATION OF A METALLOTHIONEIN GENE

IN BAY SCALLOP ARGOPECTEN IRRADIANS

LIU W e-iQ ing, N I Duo-Jiao, SONG L in-Sheng, WU Long-T ao,

XU W ei, KONG Xiao-Yu

(K ey Laboratory of ExperimentalM ar ine B io logy, Institu te of Oceano logy, Ch inese Acad emy of S ciences, Qingdao, 266071;

Co llege of Fisheries, Ocean University of China, Qingdao, 266003)

(K ey Laboratory of Experim entalM ar ine B io logy, Institu te of Oceano logy, Ch inese Academy of S ciences,

Qingdao, 266071)

(C ollege of F isher ies, Ocean University of China, Q ingdao, 266003)

Abstract  M etalloth ione ins(MTs) are low mo lecu lar w eigh,t cyste ine-r ich, induc ib le meta-l b ind ing pro-

teins found in a variety o f organ isms. MTs havemany importan t b io log ica l funct ions acted as a pro tective role

aga inst excess react ive heavy meta l ions, free radical scavengers and reservo ir o f essent ia lmeta ls that can be

donated to other metalloprote ins. A part ia l sequence of the bay scallop Argop ecten irradians meta lloth ione in

( named as AMi T) gene w as identified from A. irradians cDNA library using expressed sequence tag method.

A pair o f gene-specif ic primersw as designed acco rd ing to th is sequence and the ful-l length ofA Mi T cDNA was

obtained using rap id amplification of cDNA end techn ique. The ful-l leng th cDNA ofAMi T w as of 787bp inclu-

ding a 5cuntranslated reg ion( UTR) of 79bp, a 3cUTR o f 270 bp and an open reading frame( ORF) o f 438bp

encod ing a po lypeptide of 145 am ino acids. The pred icted am ino acid sequence ofA Mi T conta ined 40 cysteine

residues organized in Cys- X ( n)-Cys( n= 1) 3)mot if as classica lly described forMTs. The con tents of cyste-

ine, g lyc ine and pheny la lanine in the AMi T am ino ac ids sequencew ere 27. 6% , 13. 1% and 2. 1% respec-

t ive ly w hile no h istidine residue w as found. The CKCXXXCXCX moti,f a conserved feature for invertebrate

and mo lluscanMT, w as found in tw o reg ions of theAMi T. A specif ic pattern o fmo lluscaMT C-x-C-x( 3)-C-

T-G-x( 3)-C-x-C-x ( 3 )-C-x-C-K located at the C-term ina.l The resu lt o f sequence ana lysis indicated that

A Mi T w as the member ofm etalloth ione in fam ily.

Key words  Argop ecten irrad ians, M etallothionein gene, EST, cDNA library


