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筛选镉胁迫相关基因
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摘要：为了鉴定烟草在重金属镉胁迫处理下的功能基因，构建烟草ｃＤＮＡ酵母表达文库，并利用镉
敏感的突变株对文库进行初步筛选。首先将烟草幼苗进行重金属胁迫处理，然后取幼根提取总

ＲＮＡ并纯化ｍＲＮＡ，采用ＳＭＡＲＴ技术反转录成双链ｃＤＮＡ，将ｃＤＮＡ与入门载体ｐＤＯＮＲ２２２
的同源重组区连接，再转到酵母表达载体ｐＤＥＳＴ２２上，构建了Ｇａｔｅｗａｙ技术兼容的酵母ｃＤＮＡ表
达文库。经检测，构建的ｃＤＮＡ酵母表达文库滴度为４．３２×１０６　ｃｆｕ／ｍＬ，库容量为０．８６×１０７　ｃｆｕ，
平均插入片段长度大于１ｋｂ，文库质量较高。通过镉敏感酵母突变株Δｙｃｆ１筛选烟草重金属镉胁
迫相关基因，获得酵母单克隆７０个。经分析可知，其涉及到谷胱甘肽转移酶、铜分子伴侣及甲硫蛋
白等２４个不同蛋白基因，初步鉴定为烟草应答重金属镉胁迫的候选基因。
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　　随着我国经济的发展和工业“三废”的大量排
放，土壤重金属污染问题日趋严重，并因此引发了对
农作物的污染，严重影响了农业经济的正常发展和
人类健康。目前，我国遭受重金属污染的耕地面积
约占总耕地面积的１／５［１］，重金属污染已成为影响
国计民生的重大社会问题。
烟草是植物学研究的模式植物之一，同时也是

一种重金属富集植物［２］，人们不仅在植物生理生化
和逆境胁迫等方面对其进行了系统研究［３］，同时也
将其作为一种重金属污染地区植物修复的模式植物

进行了深入探讨［４］。烟草还是一类特殊的经济作
物，由于很多烟草种植区域受到重金属的严重污染，
而重金属极易被烟草根系吸收并在其体内积累，严
重影响烟草的产量及烟草制品的安全性［５］。目前，
国际癌症研究机构将重金属镉归类为已知的生物毒

性最强的重金属之一，其能够稳定积累且不易消除，
极易被植物吸收，而且能通过食物链等途径进入人
体并在人体内积累［６］，从而对人体造成危害。因此，
对烟草应答镉污染进行研究，将对烟草分子抗逆育
种和促进烟草经济发展具有重要理论意义和潜在应

用价值。
酵母镉因子１（ｙｅａｓｔ　ｃａｄｍｉｕｍ　ｆａｃｔｏｒ　１，ＹＣＦ１）

是ＡＢＣ转运蛋白（ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｃａｓｓｅｔｔｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒ－
ｔｅｒ）超家族的一员，参与介导包括镉在内的多种重
金属离子与谷胱甘肽螯合后的转运和脱毒［７］。酵母
突变株Δｙｃｆ１是将酵母的ＹＣＦ１基因进行了缺失突
变，其对重金属镉超敏感，在含有一定浓度镉的培养
基上无法生长，根据该特性，可以进行镉离子胁迫相
关基因的初步筛选。
目前，已在烟草中鉴定出一些与金属离子转运

和积累相关的蛋白［８］，但烟草中参与应答重金属镉
胁迫的机制有待进一步地深入研究。本研究构建烟
草幼根ｃＤＮＡ酵母表达文库，并通过转化酵母突变
株Δｙｃｆ１，筛选能够恢复酵母突变株镉敏感表型的
基因，即烟草在镉处理下的功能基因，为进一步了解
烟草应答重金属胁迫的分子和生理机制奠定理论

基础。

１　材料和方法

１．１　材料及试剂
试验所用烟草品种ＳＲ１由中国科学院华南植

物园植物表观遗传学课题组保存。酿酒酵母镉敏感
突变株Δｙｃｆ１购于欧洲酿酒酵母功能分析档案馆
（Ｅｕｒｏｓｃａｒｆ），编号 Ｅｕｒｏｓｃａｒｆ　Ｙ０４０６９，其配子型为

ＭＡＴａ，基 因 型 为 ｈｉｓ３Δ１；ｌｅｕ２Δ０；ｍｅｔ１５Δ０；

ｕｒａ３Δ０；ＹＤＲ１３５ｃ∶∶ｋａｎＭＸ４。大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）

ＤＨ１０Ｂ、总ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ、ＦａｓｔＴｒａｃｋ２．０
Ｋｉｔ、１ｋｂ　Ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ、Ｐｌａｔｉｎｕｍ　Ｔａｑ　ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢＦｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ＲＴ－ＰＣＲ、Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎｄ　Ｂｕｆｆｅｒ、１００
ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　Ｓｅｔ、Ｍｉｎｉ　Ｐｌａｓｍｉｄ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ等均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　方法

１．２．１　植物材料的准备　取烟草品种ＳＲ１种子播
种在蛭石中，于温室内培养长至１ｃｍ株高，然后转
至烟草水培培养液中，生长２周。在水培液中分别
添加０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＣｄＣｌ２、２ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｚｎ（ＮＯ３）２、

１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮｉＣｌ２ 和２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｎＳＯ４ 胁迫处理

４８ｈ。取处理后幼苗的根，于液氮中速冻后存放于

－８０℃冰箱中保存，用于构建文库。

１．２．２　ＲＮＡ 的提取与 ｍＲＮＡ 纯化　取１００ｍｇ
混合幼根样品，在预冷的研钵中用液氮研成粉末，加
入１ｍＬ　Ｔｒｉｚｏｌ试剂，振荡混匀后，静止放置５ｍｉｎ
以充分裂解细胞。加入０．２ｍＬ氯仿，混合均匀，离
心取上清，加入等体积异丙醇沉淀 ＲＮＡ，然后用

７０％乙醇洗涤２次，溶解于５０μＬ　ＤＥＰＣ处理过的
水中。然后参照ＦａｓｔＴｒａｃｋ２．０Ｋｉｔ说明书进行

ｍＲＮＡ纯化。

１．２．３　ｃＤＮＡ初级文库的构建　取３μｇ烟草ｍＲ－
ＮＡ溶于９μＬ　ＤＥＰＣ水中，加入ｂｉｏｔｉｎ－ａｔｔＢ２－Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）Ｐｒｉｍｅｒ （３０ μｍｏｌ／Ｌ）１ μＬ、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ　１μＬ，６５℃５ｍｉｎ，降温至４５℃，２ｍｉｎ，再
加入５×Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎｄ　Ｂｕｆｆｅｒ　４μＬ、ＤＴＴ（０．１ｍｏｌ／

Ｌ）２μＬ，４５℃２ｍｉｎ，最后加入ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢＲＴ酶

３μＬ，４５℃６０ｍｉｎ，合成第一链；再加入ＤＮＡ　Ｌｉ－
ｇａｓｅ、ＲＮａｓｅＨ、ＤＮＡ　ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ等合成第二链，
并将双链ｃＤＮＡ与ａｔｔＢ１重组接头连接。为保证文
库质量，使用分级柱去除分子量小于５００ｂｐ的小片
段 ｃＤＮＡ，然 后 将 所 得 到 的 ｃＤＮＡ 与 载 体

ｐＤＯＮＲ２２２进行 ＢＰ 重组反应，转化大肠杆菌

ＤＨ１０Ｂ，获得初级文库菌液。
取转化后的原始菌液１０μＬ，稀释１　０００倍后从

中取出５０μＬ涂布于ＬＢ平板（含有氨苄青霉素抗
性），第２天进行计数分析，检测文库滴度和库容量。
随机挑取２４个克隆进行ＰＣＲ鉴定，检测插入片段
长度并计算重组率。

１．２．４　ｃＤＮＡ 表达文库的构建　将构建好的

ｃＤＮＡ文库摇菌，提取质粒，加入ＬＲ　ＣｌｏｎａｓｅⅡＭｉｘ
与ｐＤＥＳＴ２２进行 ＬＲ 重组反应，转化大肠杆菌

ＤＨ１０Ｂ，获得目的文库（二级文库）菌液。取部分菌
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液检测文库质量（方法同１．２．３），剩余培养物加入

２０％甘油存于－８０℃冰箱，此即为ｃＤＮＡ表达文库
原始菌液。

１．２．５　烟草ｃＤＮＡ文库扩增　根据文库的滴度，
用直径１４ｃｍ的ＬＢ平板培养基进行扩增培养。具
体步骤如下：将文库菌液均匀地涂布于加有氨苄青
霉素的ＬＢ培养基平板上，于３７℃培养箱中过夜培
养至长出肉眼可见的菌落。之后在每个平板上加

３～５ｍＬ液体ＬＢ培养基将菌落洗脱下来，提取质
粒，该质粒即为文库质粒。

１．２．６　酵母表达文库质粒转化突变株Δｙｃｆ１　将
酵母突变株△ｙｃｆ１于ＹＰＤ液体培养基中振荡培养
至ＯＤ６００约为０．６，用醋酸锂法将文库质粒转化

△ｙｃｆ１，分别涂布于不含ＣｄＣｌ２ 的ＹＮＢ筛选培养基
（对照组）和含０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＣｄＣｌ２ 的 ＹＮＢ筛选培
养基（试验组）上，３０℃倒置培养５～１０ｄ，直到试验
组平板出现转化子，挑取单菌落进行鉴定。

２　结果与分析

２．１　烟草总ＲＮＡ的提取及ｍＲＮＡ分离
提取的烟草总ＲＮＡ经１％琼脂糖凝胶电泳检测，

可以看到清晰的２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ特征条带（图１Ａ），

表明所提取的总ＲＮＡ纯度和完整性较高。分离的

ｍＲＮＡ呈现弥散状，无明显区带，但大部分集中在

１．０～２．０ｋｂ（图１Ｂ），说明 ｍＲＮＡ 纯度较高，无

ＤＮＡ污染，满足后续试验要求。

Ｍ．１ｋｂ　Ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ，下同

图１　重金属胁迫后烟草幼根总ＲＮＡ及分离ｍＲＮＡ的
电泳检测图谱

２．２　烟草ｃＤＮＡ文库质量鉴定

２．２．１　初级ｃＤＮＡ文库的质量鉴定　经检测，初
级文库滴度为１．５×１０６　ｃｆｕ／ｍＬ，容量为０．７５×１０７

ｃｆｕ。随机挑取２４个克隆进行ＰＣＲ鉴定，电泳结果
如图２，可见重组率大于９１％，平均插入片段长度大
于１ｋｂ，文库质量较好。

图２　初级文库插入片段ＰＣＲ鉴定结果

２．２．２　酵母ｃＤＮＡ目的文库的质量鉴定　经检
测，酵母ｃＤＮＡ 目的文库滴度为４．３２×１０６　ｃｆｕ／

ｍＬ，库容量为０．８６×１０７　ｃｆｕ。随机提取２４个克隆
提取质粒，ＰＣＲ扩增后电泳结果如图３，表明重组率

为９８％，平均插入片段长度大于１ｋｂ。

２．３　镉胁迫下功能基因的筛选
利用醋酸锂法将文库质粒转化酵母突变株

Δｙｃｆ１，涂布在含有０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＣｄＣｌ２ 的 ＹＮＢ筛

图３　目的文库插入片段ＰＣＲ鉴定结果
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选培养基上培养，获得７０个能够恢复镉敏感表型的
酵母单克隆（图４），提取质粒后测序，分析发现，其
包括谷胱甘肽转移酶、铜分子伴侣、金属硫蛋白以及
甲硫蛋白等２４个不同蛋白基因。目前，这些基因的
功能还在进一步的研究中。

图４　酵母转化及筛选结果

３　结论与讨论

本研究基于 Ｇａｔｅｗａｙ克隆技术操作平台［９－１０］，

成功构建了烟草ｃＤＮＡ酵母表达文库，经检测，目
的文库滴度为４．３２×１０６　ｃｆｕ／ｍＬ，库容量为０．８６×
１０７　ｃｆｕ，平均插入片段长度大于１ｋｂ，文库质量较
高。利用Ｇａｔｅｗａｙ技术构建酵母表达文库，克服了
传统文库构建过程中使用限制性内切酶和连接酶的

局限性，并且由于 Ｇａｔｅｗａｙ入门载体两端接头不
同，实现了定向克隆［１１］，具有阳性克隆率高、构建快
速的特点。
酵母突变株Δｙｃｆ１因与重金属运输和脱毒相关

的ＹＣＦ１因子发生突变，对一定浓度的镉离子敏感。
本研究基于该突变株的特点，利用烟草ｃＤＮＡ酵母表
达文库，筛选能够恢复突变株镉敏感表型的酵母单克
隆，共获得７０个单克隆，经分析可知，其涉及到谷胱
甘肽转移酶、铜分子伴侣以及金属硫蛋白等２４个不
同蛋白基因。通过烟草ｃＤＮＡ酵母表达文库初步筛
选出的镉胁迫相关功能基因，有些已有相关研究，如
甲硫蛋白基因，目前在遏蓝菜属、拟南芥、苜蓿等植物
中都有研究和报道［１２－１４］，该基因的超量表达能够提高
植物对重金属的耐受性。在烟草中，候选功能基因参
与应答重金属胁迫的相关分子机制并不十分明确，还
需要进一步深入研究，以找到重金属镉胁迫相关的完
整信号通路，阐明烟草应答重金属胁迫的分子和生理
机制，从而为烟草分子育种奠定理论基础。
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