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摘　要：从高粱Ｚｎ缺乏处理的深度测序数据中，得到一个差异表 达 显 著 的 基 因Ｓｂ０４ｇ０３１９８０，序 列 分 析 表 明，该 基 因

编码一个 ＭＡＴＥ家族转运蛋白，故命名为ＳｂＭＡＴＥ。为揭示该基因在高粱Ｚｎ响应中的功能，将ＳｂＭＡＴＥ基因置于

酵母表达启动子之下，构 建 酵 母 表 达 载 体，并 将 其 转 入 重 金 属 敏 感 型 酵 母 突 变 体。酵 母 中 亚 细 胞 定 位 分 析 表 明，

ＳｂＭＡＴＥ定位于酵母细胞的液泡中。酵母重 金 属 耐 受 性 实 验 表 明，ＳｂＭＡＴＥ在 酵 母 中 的 过 量 表 达 提 高 了 酵 母 细 胞

对Ｚｎ２＋ 毒害的耐受性，表明ＳｂＭＡＴＥ在植物细胞对Ｚｎ２＋ 吸收和耐性中发挥了重要作用。
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　　ＭＡＴＥ转运蛋白 （ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ　ａｎｄ　ｔｏｘｉｃ　ｃｏｍ－
ｐｏｕｎｄ　ｅｘｔｒｕｓｉｏｎ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ）是一类多药耐药性家

族转运蛋白，它们的活性依赖于跨膜电化学势提供

的能 量［１］。在 拟 南 芥 中 至 少 有５６个 基 因 属 于

ＭＡＴＥ基因，在水稻基因组中也至少发现了５０个

ＭＡＴＥ基因［２］。ＭＡＴＥ家 族 在 植 物 中 的 序 列 多

样性以及表达模式的差异，决定了它们的功能差异

性。最初发现，ＭＡＴＥ家 族 的 基 因 在 细 胞 解 毒 机

制中起重要作用。近年来发现，该家族基因在植物

响应重金属毒害过程中也可能发挥重要作用［３］。

当今世界，重金属污染对农业和人类生活带来

的影响日趋严重。一些重金属元素如Ｃｕ、Ｆｅ、Ｍｎ、

Ｍｏ、Ｎｉ和Ｚｎ是植物的必需元素，缺乏这些元素会

导致 作 物 减 产［４，５］，然 而，浓 度 过 高 时 则 对 植 物 造

成伤害。Ｚｎ主要 来 源 于 采 矿、电 镀 和 冶 炼 行 业 污

染物的排放。土壤中Ｚｎ超过２００ｍｇ·ｋｇ－１时则
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可能对植物生长造成危害，过量Ｚｎ可以直接导致

植物发 生Ｚｎ中 毒［６］。研 究 植 物 对Ｚｎ吸 收、运 输

和累积的生理与分子机理，鉴定植物中的Ｚｎ转运

蛋白，对于我们利用生物技术手段培育Ｚｎ高效利

用作用，以及植物修复技术均有重要的意义。高粱

是一种重要的能源经济作物，具有较高的重金属耐

受性。为分离鉴定高粱中Ｚｎ响应的基因，我们通

过深度测序技术，分析了高粱根系中差异表达的基

因，发现了一 个 显 著 受Ｚｎ缺 乏 诱 导 的 ＭＡＴＥ家

族基因ＳｂＭＡＴＥ。我们利用酵母功能互补试验对

该基因的功能进行了初步分析，为进一步探明该基

因在植物Ｚｎ吸收和Ｚｎ毒害耐受中的功能奠定了

基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料

植物材料高 粱 品 种ＢＴｘ６２３由 中 科 院 景 海 春

研究员馈 赠。酵 母 菌 株 ＹＫ４４（ｕｒａ３－５２ｈｉｓ３－
２００，ΔＺＲＣ，ΔＣｏｔ１，ｍａｔｉｎｇ　ｔｙｐｅα）为Ｚｎ／Ｃｄ／Ｎｉ／

Ｃｏ敏感型，受赠于德国Ｄｉｅｔｒｉｃｈ　Ｈ．Ｎｉｅｓ教授。穿

梭表达载体ｐＹＥＳ２带有ＧＡＬ１启动子，用于在酵

母中高效表达ＳｂＭＡＴＥ。

１．２　方法

１．２．１　ＳｂＭＡＴＥ基因的克隆、测序及同源性分析

通过高 通 量 的 差 异 基 因 表 达 分 析 测 序 技 术

（ＤＧＥ技术），我们鉴定了高粱根系中Ｚｎ缺乏下差

异表 达 的 基 因，发 现 了 一 个 ＭＡＴＥ 家 族 基 因

Ｓｂ０４ｇ０３１９８０显 著 受 Ｚｎ缺 乏 的 诱 导，故 命 名 为

ＳｂＭＡＴＥ。在ＮＣＢＩ核酸 数 据 库 中 进 行 同 源 核 苷

酸检索，并进行蛋白质同源性比较，通过Ｔｒｅｅｖｉｅｗ
进行系统进化树分析。测序和引物合成由上海生

工和北京中美泰和公司完成。

１．２．２　酵母菌株、质粒及酵母表达载体的构建

以ＨｉｎｄＩＩＩ／ＢａｍＨＩ为酶切位点设计引物，分
别 构 建 ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ 和 ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ－
ＧＦＰ 穿梭表达载体。并构建ｐＹＥＳ２－ＧＦＰ穿梭表

达载体作为基因在酵母中亚细胞定位的对照。
采用醋酸锂法转化酵母菌株ＹＫ４４，通过尿嘧

啶 营 养 缺 陷 培 养 基 筛 选 阳 性 克 隆，并 通 过 菌 落

ＰＣＲ进行鉴定。
在ＹＰＤ培养基 （１％酵母浸提液、２％蛋白胨、

２％葡萄糖，ｐＨ５．８）中 添 加 响 应 浓 度 的 重 金 属，进

行胁迫处理试验。

１．２．３　酵母细胞中ＳｂＭＡＴＥ亚细胞定位

将 转 化 ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ－ＧＦＰ 和 ｐＹＥＳ２－
ＧＦＰ穿梭表达 载 体 的 酵 母 ＹＫ４４阳 性 菌 株，在 激

光共聚焦显微镜下观察ＧＦＰ荧光，分析ＳｂＭＡＴＥ
在酵母细胞中的亚细胞定位情况。

１．２．４　酵母重金属耐受试验

ＹＫ４４－ｐＹＥＳ２、ＹＫ４４－ｐＹＥＳ２－ ＳｂＭＡＴＥ 在

ＳＤ－ｕｒａ培养基 中 培 养 生 长１ｄ，ＯＤ６００达 到０．２，
取１００ｕＬ培 养 物 接 种 到１０ｍＬ　ＳＤ－ｕｒａ（２％半

乳 糖）＋ ＣｄＣｌ２（０．０１～０．０５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）或

ＺｎＣｌ２（０．０４～０．２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）或者ＣｏＣｌ２（０．１～
０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）的含有不同浓度的重金属的培养

基中，３０℃，２５０ｒ·ｍｉｎ－１，培 养３６ｈ后 测 定６００
ｎｍ吸光值，试 验 取３个 酵 母 阳 性 克 隆，每 个 克 隆

做３个重复，取平均值并计算标准误差。

２　结果和分析

２．１　高粱ＳｂＭＡＴＥ基因的克隆与相似性分析

为了分离和鉴定高粱中Ｚｎ响应的基因，通过

深度测序技术，我们分析了高粱根系中差异表达的

基因，发 现 了 一 个 受Ｚｎ缺 乏 显 著 诱 导 的 ＭＡＴＥ
家族转运蛋白基因Ｓｂ０４ｇ０３１９８０。序列分析表明，
该片段长１　７０４ｂｐ，经ＤＮＡｍａｎ软件分析，证明该

序列编码 了 一 个 完 整 的 读 码 框（图１），含 有 一 个

１　７０４ｂｐ的ＯＲＦ，编码一个由５６７个氨基酸组成的

蛋白质，分子量５３．９ｋＤ。其蛋白含有两个ＭＡＴＥ
结构域，分别位于８８～２４８ｂｐ和３１０～４７２ｂｐ处。
我们将该基因命名为ＳｂＭＡＴＥ。

ＭＡＴＥ在生物体的生命活动中起着重要的作

用，其 结 构 和 功 能 非 常 保 守。将 ＳｂＭＡＴＥ
（Ｓｂ０４ｇ０３１９８０）编码区 序 列 经ＧｅｎＢａｎｋＢｌａｓｔ比 对

后，发现与大 多 数 高 等 植 物 ＭＡＴＥ，如 玉 米、粟 等

同源性都很 高，大 于９０％。其 编 码 蛋 白 质 一 级 序

列更 显 示 了 其 蛋 白 质 的 保 守 性，ＣｌｕｓｔａｌＷ 分 析

（图２）显示该蛋白质与玉米ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３５１７５和

小米Ｓｉ０１６７９４ｍ 编 码 的 蛋 白 质 在 其 两 个 ＭＡＴＥ
结构域内同 源 性 高 于９８％。在 高 粱 的 ＭＡＴＥ家

族 中 进 化 关 系 如 图 ３ 所 示，ＳｂＭＡＴＥ
（Ｓｂ０４ｇ０３１９８０）与 另 一 个 ＭＡＴＥ家 族 转 运 蛋 白

Ｓｂ０６ｇ０２５８７０位于同一个分支上。

３４３３５（４） 张苹等：高粱 ＭＡＴＥ基因的克隆及在酵母中的重金属耐受性分析



图１　高粱ＳｂＭＡＴＥ（Ｓｂ０４ｇ０３１９８０）基因及编码蛋白
Ｆｉｇ．１　Ｇｅｎｅ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＳｂＭＡＴＥ（Ｓｂ０４ｇ０３１９８０）
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图２　高粱 ＭＡＴＥ基因编码的氨基酸序列与其他植物 ＭＡＴＥ基因编码氨基酸序列比较
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＳｂＭＡＴＥ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｐｌａｎｔ　ＭＡＴＥｓ
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图３　高粱 ＭＡＴＥ蛋白质序列系统进化树
Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　Ｓｏｒｇｈｕｍ　ＭＡＴＥ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２．２　ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ 和 ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ－ＧＦＰ
表达载体的构建、酵母转化 及 阳 性 克 隆 的 筛

选

为了进一步研究ＳｂＭＡＴＥ在酵母细胞中的亚

细胞 定 位，以 及 在 重 金 属 胁 迫 下 的 作 用，将Ｓｂ－

ＭＡＴＥ经 ＨｉｎｄＩＩＩ／ＢａｍＨＩ双 酶 切 后，插 入ｐＹＥＳ２
的ＰＧＡＬ１之后，构建酵母表达载体ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ－
ＧＦＰ和ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ，转化酵母。载体信 息 如

图４，通过ＰＣＲ分 析 鉴 定 阳 性 克 隆，确 认 载 体 构 建

成功。

　　　

图４　ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ、ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ－ＧＦＰ 和ｐＹＥＳ２－ＧＦＰ表达载体图谱

Ｆｉｇ．４　Ｖｅｃｔｏｒ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ，ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ－ＧＦＰａｎｄ　ｐＹＥＳ２－ＧＦＰ
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２．３　ＳｂＭＡＴＥ在酵母细胞中的亚细胞定位分析

利用 ＹＫ４４－ｐＹＥＳ２－ＳｂＭＡＴＥ－ＧＦＰ转 基 因 酵

母细胞，我们对ＳｂＭＡＴＥ在酵母中的亚细胞定位

进行了观察。如 图５所 示，ＳｂＭＡＴＥ蛋 白 定 位 在

酵母细胞的液泡中。

图５　ＳｂＭＡＴＥ在酵母细胞中的亚细胞定位观察

Ｆｉｇ．５　Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＳｂＭＡＴＥ　ｉｎ　ｙｅａｓｔ　ｃｅｌｌ

２．４　转ＳｂＭＡＴＥ基因酵母重金属耐性分析

以转空载体ｐＹＥＳ２的 酵 母 为 对 照，分 别 用 不

同浓度的Ｚｎ、Ｃｏ、Ｎｉ、Ｃｄ胁迫处理ＳｂＭＡＴＥ转基

因酵母菌株。如图６，结果表明，半乳糖诱导下，所

有测试浓度的Ｎｉ、Ｃｏ和Ｃｄ处理下的ＳｂＭＡＴＥ转

基因 酵 母 生 长 状 况 均 与 对 照 差 异 不 显 著。但 在

０．０５～０．１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＺｎＣｌ２ 处 理 下，ＳｂＭＡＴＥ
转基因酵母细胞的生长状况明显优于对照酵母细

胞。这表明，ＳｂＭＡＴＥ的 过 表 达 增 强 了 酵 母 细 胞

对Ｚｎ毒害的耐受性。

图６　ＳｂＭＡＴＥ在酵母细胞中的重金属耐性分析

Ｆｉｇ．６　Ｈｅａｖｙ　ｍｅｔａｌ　ｔｏｌｅｒａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＳｂＭＡＴＥｉｎ　ｙｅａｓｔ　ｃｅｌｌｓ

３　结论与讨论

最初发现，ＭＡＴＥ家 族 基 因 在 细 胞 解 毒 机 制

中起重要作 用。例 如，最 早 鉴 定 出 的 拟 南 芥 ＭＡ－

ＴＥ家族基因ＡＬＦ５ （Ａｔ３ｇ２３５６０）是一个四甲铵转

运蛋 白［１］；而ＴＴ１２（Ａｔ３ｇ５９０３０）则 编 码 一 个 类 黄

酮转运蛋白，该基因特异性地表达在胚珠和发育中

的种子，将类黄酮转运至种子内表皮的 液 泡 中［２］。
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近年来的研 究 发 现，ＭＡＴＥ家 族 中 的 一 些 蛋 白 在

重金属离子的吸收、运输和累积中发挥重要作用。
如ＦＲＤ３ （Ａｔ３ｇ０８０４０）在根中特异性表达，该基因

在根的 木 质 部 装 载Ｆｅ螯 合 物，从 而 将Ｆｅ运 输 至

地上部叶片中［３］。水稻ＭＡＴＥ蛋白属于柠檬酸转

运蛋 白，研 究 发 现，ＯｓＦＲＤＬ４ 受 到 Ａｌ的 显 著 诱

导，参与了植物对Ａｌ毒害的耐受性。在高粱中还

发现一个ＭＡＴＥ转运蛋白ＡｌｔＳＢ，在高粱对Ａｌ毒

害的耐受性中也发挥着重要作用［７～１０］。本研究从

高粱Ｚｎ缺 乏 响 应 的 差 异 表 达 的 基 因 中 获 得 了 一

个ＭＡＴＥ家 族 基 因ＳｂＭＡＴＥ，通 过 ＧＦＰ亚 细 胞

定位研究发现，该基因定位在酵母细胞的液泡中。
通过酵母重金属耐性分析研究发现，该基因增加了

ＹＫ４４酵母细胞 对Ｚｎ毒 害 的 耐 受 性，表 明 该 基 因

在重金属 耐 受 和 累 积 过 程 中 可 能 发 挥 重 要 作 用。
我们推 测，定 位 于 酵 母 液 泡 的ＳｂＭＡＴＥ蛋 白，可

能通过将Ｚｎ吸收进酵母液泡中，从而降低了过量

的Ｚｎ对细胞的毒害，因而提高了酵母细胞的耐受

性。在今后的研究中，我们将进一步检测酵母细胞

中的Ｚｎ含量，并在植物中通过构建过表达和抑制

表达的转基因植株，验证该基因在植物Ｚｎ毒害和

Ｚｎ缺乏响应中的功能。
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