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蒺藜苜蓿中 CDF 家族锌转运体 MtMTP3
的鉴定和表达调控分析

赵圣博　李友国　赵　斌　林　会

华中农业大学生命科学技术学院/农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　植物体内阳离子扩散协助蛋白(cationdiffusionfacilitatorproteins,CDF)也称为金属耐受蛋白(metal
toleranceprotein,MTP),在提高植物对锌抗性和调节锌在植物体内分布起到重要作用.本研究根据拟南芥

AtMTP１基因序列从模式豆科植物蒺藜苜蓿基因组中鉴定了一个CDF家族锌转运体基因 MtMTP３.生物信息

学分析表明 MtMTP３编码３８５个氨基酸,属于CDF家族锌转运体;酵母功能互补实验证实 MtMTP３具有转运

Zn的功能;基因表达检测结果显示 MtMTP３主要在蒺藜苜蓿根部表达,高浓度Zn、Mn或者缺 Fe处理均能促

进 MtMTP３的表达,表明该蛋白与根部重金属转运有关;RTＧPCR和定量 PCR检测结果显示该基因在低磷条

件下表达量升高,接种丛枝菌根真菌能显著抑制 MtMTP３表达,即使在高浓度锌处理下,MtMTP３表达也明显

受到抑制.这些研究结果表明,丛枝菌根真菌可能通过促进磷吸收,进而调控 MtMTP３基因的表达.
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　　锌是植物体内许多酶和辅助因子的组成成分,
对植物新陈代谢和生长发育有重要作用[１].世界上

大约有３０％的耕地缺乏锌,长期以谷类为主食会使

人体缺锌,而锌也是人体缺少的第二大微量元素,所
以提高谷物锌含量对人类健康很重要[２Ｇ３].然而人

类采矿、工业污水排放等活动使土壤中锌浓度达到

毒性浓度,对植物生长产生危害.植物在进化中已

经形成一个稳态系统来调控锌的吸收、转运、储存和

再利用[４].在植物体内,阳离子扩散协助蛋白(catＧ
iondiffusionfacilitatorproteins,CDF)也被称为金

属耐受蛋白(metaltoleranceprotein,MTP),MTP
能将细胞质中过量的 Zn等金属离子转运到液泡

中,对提高植物锌抗性和调节锌在植物体内分布起

重要作用[５].
丛枝菌根真菌能与８０％以上陆生植物共生形

成丛 枝 菌 根 (arbuscular mycorrhiza,AM)共 生

体[６].丛枝菌根真菌与植物共生能提高宿主植物营

养水平和增强植物抗逆性[７Ｇ９].有研究证实在缺锌

条件下丛枝菌根真菌能将其吸收的锌转运给植物,
从而提高植物锌营养水平[１０Ｇ１２].而在高锌条件下

AM 能够降低植物对锌的吸收和转运[１３Ｇ１５].丛枝菌

根真菌最显著效应是能促进植物磷吸收,并且 AM
在促进植物磷吸收和锌吸收间存在相互作用[１６Ｇ１７].

目前丛枝菌根真菌对植物重金属吸收转运影响

的研究主要集中于生理方面,而对于其分子机制研

究所知甚少.由于大部分农作物都能与丛枝菌根真

菌形成共生关系,研究丛枝菌根真菌改善植物 Zn
营养的机制对提高农作物品质有重要意义.本研究

根据拟南芥AtMTP１基因序列从蒺藜苜蓿基因组

中鉴定到一个 CDF家族锌转运体 MtMTP３,并探

讨丛枝菌根、磷、重金属对 MtMTP３基因表达的影

响,以期为丛枝菌根真菌调节植物锌吸收的分子机

制研究奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

蒺藜苜蓿(Medicagotruncatula)A１７和农杆

菌 MSU４４０由华中农业大学农业微生物学国家重

点实验室张忠明教授提供.质粒pBI１２１、pUG２３、

pGADT７和 AM 真菌Rhizophagusirregularis均
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由华中农业大学农业微生物学国家重点实验室菌根

室提供.
1.2　引　物

本研究中用到的引物见表１.
表１　本研究中用到的引物

Table１　Sequencesofprimersusedinthisstudy

引物名称 Primername 引物序列(５′Ｇ３′)Primersequences(５′Ｇ３′)

adh１Ｇf GCGAGCTCATCCTTTTGTTGTTTCCGGGTGTAC
adh１Ｇr TGCTCTAGAGCTTGGAGTTGATTGTATGCTTGG
M１３Ｇr ACATGCATGCCAGGAAACAGCTATGACCATG
METＧr GGCTGCAGGAATTCGATATCAAG
Pmtp３Ｇf CTTTTGGTGGTATATACCTTG
Pmtp３Ｇr GCTCTAGACTGCAATATATTAATGAAAATGATT
MTP３Ｇqf GATCACATTCACCATCACGCAC
MTP３Ｇqr CTGCTCCTCCGATCATTACTCC
MtEFＧf ACTGGTGGTTTTGAAGCTGGT
MtEFＧr TGGTGGACCTCTCAATCATGT
MTP３Ｇf GCTCTAGAATGGATGCGCACAGCTCT
MTP３Ｇr CGGAATTCGGAAACTAGCGCTCTATCTGAATAGT

1.3　盆栽试验

对蒺藜苜蓿种子进行灭菌和催芽,当幼苗根部

长到２cm 时进行移栽.盆栽用到的沙子和土于

１２１℃灭菌３h,沙子和土以３∶１的体积比混匀后

使用,每盆装５００g.接种丛枝菌根真菌处理每盆加

入５０gRhizophagusirregulari接种剂,不接种丛

枝菌根真菌的空白对照中加入５０g灭菌后的接种

剂.盆栽试验于２２℃光照室内进行,光照１６h,黑
暗８h.前２周每３d浇１次１/２浓度的 Hoagland
营养液,２周后分别用含有１mmol/LZnCl２的 HoＧ

agland营养液、２mmol/L MnCl２的 Hoagland营养

液、不含 FeSO４的 Hoagland营养液、３００μmol/L

CoCl２的 Hoagland营养液、０．０６５mmol/LKH２PO４

的 Hoagland营养液对蒺藜苜蓿植株进行处理,每

３d浇１次.第２８天收样,植物样品在液氮中速冻

后放到－８０℃冰箱保存.试验重复３次,每个试验

处理设置４个生物重复.菌根共生水平按照韩亚超

等[１８]的方法进行计算.

1.4　 蒺藜苜蓿总 DNA 和 RNA 提取以及 cDNA
合成

　　用植物总 DNA 提取试剂盒(天根试剂,Plant
DNA minikit)提取蒺藜苜蓿 DNA.用 Trizol(天
根试剂,TRNzol总 RNA 提取试剂)提取蒺藜苜蓿

总RNA,用１％琼脂糖电泳检测RNA的完整性,用
核酸定量仪(ThermoNANODrop２０００)检测RNA
的浓度.参考 Thermo公司的反转录试剂盒操作手

册进行反转录,合成第一链cDNA,于－２０℃冰箱

保存.

1.5　 MtMTP3 基因克隆

根据 NCBIGenBank中基因 MTR_８g０２４２４０
的RNA序列设计引物 MTP３Ｇf(含有 XbaⅠ酶切

位点)和 MTP３Ｇr(含有EcoRⅠ酶切位点)扩增 MtＧ
MTP３的开放阅读框.反应程序为:９５℃预变性

５min;９５℃变性１５s,５４℃退火１５s,７２℃延伸

４０s,３２个循环;７２℃延伸１０min,降温至１６℃保

存.将PCR产物连接到 T 载体(pMD１９T,TaKaＧ
Ra)上测序.
1.6　蒺藜苜蓿 MtMTP3 基因表达检测

设计 MtMTP３基因的特异性引物(Mtp３qＧF/

R)和内参泛素结合酶E２基因 (E２ubiquitinＧconjuＧ
gatingenzyme,UBC２)的引物(MtUBC２ＧF/R),对

MtMTP３基因的表达情况进行检测.荧光定量染

料 为 FastStart UniversalSYBR Green Master
(ROX),反应体系为１０μL,模板为１μL,正向和反

向引物终浓度都为３０μmol/L.反应在 ABIViiA７
PCR仪上进行,程序为:９５℃预变性１０min;９５℃
变性１５s,５４℃退火２５s,７２℃延伸２５s,４０个循

环.反应后对熔解曲线进行分析,用２Ｇ△△Ct法计算

MtMTP３的相对表达量.用SPSS２０对结果进行

统计分析.参考 Marone等[１９]的方法进行半定量

分析.
1.7　酵母互补实验

构建用 于 酵 母 功 能 互 补 实 验 的 质 粒 pYul２
(图１),将带终止密码子的MtMTP３基因的开放阅

读框片段连接到 pYul２上,得到质粒 pYul２/MtＧ
MTP３.参考 YeastProtocols中的方法构建酵母

By４７４１的突变株 Δzrc１cot１(zrc１∶∶Ural,cot１∶∶

３５
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HIS)[２０].将pYul２和pYul２/MtMTP３导入酵母

突变株中,得到 Δzrc１cot１/pYul２、Δzrc１cot１/MtＧ
MTP３酵母菌株,用于 MtMTP３功能验证.

酵母By４７４１和突变株 Δzrc１cot１在含有完全

氨基酸的SD液体培养基中过夜培养,收集酵母细

胞并用无菌水洗２次后重悬酵母,使D６００为１．０,然

后进行１０倍梯度稀释.取２μL菌液点到不含ZnＧ
SO４和含５mmol/LZnSO４的固体SD培养基上,置
于３０℃培养箱中生长３d后拍照.对酵母菌株

Δzrc１cot１/pYul２和 Δzrc１cot１/MtMTP３也进行

同样的点菌实验检测 MtMTP３对Zn的转运能力,
用到的SD培养基缺少尿嘧啶、组氨酸和亮氨酸等

图１　 酵母功能互补质粒pYul２的构建

Fig．１　ConstructionofyeastfunctionalcomplementationplasmidpYul２

３种必需氨基酸.

2　结果与分析

2.1　蒺藜苜蓿 MtMTP3 基因的生物信息学分析

用拟南芥 AtMTP１基因的蛋白质序列在NCBI
GenBank进行Blastp比对,发现蒺藜苜蓿中有２个

与其同源性很高的蛋白:MtMTP１(基因序列号为

MTR_２g０３６３９０)[２１]和 XP_０１３４４４５４０(基因序列号

为 MTR _８g０２４２４). 蛋 白 XP_０１３４４４５４０ 与

MtMTP１一致性为７７．８９％,并且和拟南芥AtMTP３
进化关系较近,将其命名为 MtMTP３.MtMTP３
基因开放阅读框有１１５５个碱基序列,编码３８５个

氨基酸.将 MtMTP３蛋白质序列与拟南芥、水稻等

植物中的同源 MTP进行比对(图２),发现MtMTP３
与 AtMTP１的一致性为５８．１１％,与 AtMTP３的一

致性为５３．５９％,与 OsMTP１的一致性为５６．０６％.
蛋白质结构分析发现 MtMTP３蛋白与其他同源

MTP蛋白一样,都有６个保守的跨膜结构域,在第

四和第五跨膜结构域之间是一个富含组氨酸的多变

区.这个多变区对锌转运并非必需,其功能可能是

感应液泡中锌浓度或者缓冲胞质中的锌[２２].选取

拟南芥的１２个 MTP、蒺藜苜蓿 MtMTP３及其他物

种中的同源蛋白序列,用 MEGA６．０程序以邻接法

(NeighborＧJoining,NJ)构建进化树(图３),结果显

４５
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示 MtMTP３属于 CDF家族锌转运体.通过 ProtＧ
Comp９．０ (softberryhttp://www．softberry．com/

berry．phtml? topic ＝ protcomppl&group ＝
rograms&subgroup＝proloc)预测 MtMTP３ 可能

定位在植物液泡膜上,这和其他已经报道过的 CDF
家族锌转运体相同[５],由此推测 MtMTP３具有将锌

转运到植物液泡中的功能.
2.2　蒺藜苜蓿 MtMTP3 的表达特征

为检测 MtMTP３基因在各组织中的表达情

况,分别提取生长在正常磷浓度(０．５mmol/L)条件

下的蒺藜苜蓿根、茎、新叶、成熟叶、老叶部位的

RNA,反转录后进行荧光定量分析.定量 PCR 结

果如图４所示,MtMTP３在根中表达水平最高,显

著高于其他组织;其次,在植物茎中表达较高,叶中

表达最低;而在植物叶片中,成熟叶中表达较高.
2.3　不同重金属处理对 MtMTP3 基因表达的影响

　　用定量PCR检测不同重金属处理下 MtMTP３
在根部表达情况,结果如图５所示,在施加含有高浓

度锌(１mmol/LZnCl２)和缺铁 (０mmol/LFeSO４)
的 Hoagland营养液时,MtMTP３的表达量是施加

正常 Hoagland营养液时的３倍,而在施加高浓度

锰(２mmol/L MnCl２)后,MtMTP３表达量提高了

５．５倍.但在高浓度钴(０．３mmol/LCo)处理下,

MtMTP３表达量有所下降,和施加正常 Hoagland
营养液时相比差异并不显著.因此,高浓度锌、锰和

缺铁处理都能促进MtMTP３基因的表达.

　采用ClustalW２．１对序列进行比对,相同和相似氨基酸用GENEDOC进行着色,参数为默认值.用横线标出的序列为

跨膜结构 域 (ⅠＧⅥ).图 中 显 示 的 蛋 白 分 别 为:蒺 藜 苜 蓿 金 属 耐 受 蛋 白 MtMTP１(ACR５４４５４)、MtMTP３(XP_

０１３４４４５４０)、拟南芥金属耐受蛋白 AtMTP１(Q９ZT６３)、天蓝遏蓝菜金属耐受蛋白 NcMTP１(AAK６９４２８)、鼠耳芥金属耐

受蛋白 AhMTP１(CAY３９３６６)、水 稻 金 属 耐 受 蛋 白 OsMTP１ (ANH６１８７５),下 图 同.Sequenceswerealignedusing

ClustW２．１,identicalandsimilaraminoacidswereshadedbyGENEDOC．Thespanningmembranedomainswereindicated

aslinesunderthesequences(ⅠＧⅥ)．Theaccessionnumbersofaligned MTPsare:Medicagotruncatula MtMTP１
(ACR５４４５４),MtMTP３(XP_０１３４４４５４０),Arabidopsisthaliana AtMTP１(Q９ZT６３),Noccaeacaerulescens NcMTP１
(AAK６９４２８),ArabidopsishalleriAhMTP１(CAY３９３６６),OryzasativaOsMTP１(ANH６１８７５)．Thesameasbelow．

图２　预测的MtMTP３氨基酸序列及其同源蛋白的多序列比对

Fig．２　MultiplealignmentofpredictedMtMTP３proteinwithitshomologousproteinsequence

５５
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图３　蒺藜苜蓿MtMTP３蛋白质序列和其他物种的MTP序列的系统进化分析

Fig．３　PhylogeneticanalysisofMtMTP３withMTPsequencesfromotherspecies

　误差线为 标 准 误,柱 形 图 上 不 同 小 写 字 母 表 示 差 异 显 著

(P＜０．０５),下 图 同.Errorbarsindicatedstandarderror,the

differentlowercaselettersupthecolumnshowP＜０．０５level．

Thesameasbelow．

图４　MtMTP３在不同组织中的相对表达量

Fig．４　TherelativeexpressionofMtMTP３
indifferenttissues

　图中Zn、Mn和Co分别代表用含有高浓度锌、高浓度锰和高浓

度钴的 Hoagland营养液处理,－Fe代表缺铁 Hoagland营养液处

理,CK代表 Hoagland营养液处理.Zn,MnandCoindicatedthe

treatmentswithHoaglandsolutioncontaininghighconcentration

zinc,manganeseandcobalt;－Feindicatedthetreatmentwith

ironfreeHoaglandsolution;CKindicatedthetreatmentwithHoＧ

aglandsolution．

图５　MtMTP３基因在不同金属处理下的相对表达量

Fig．５　TherelativeexpressionofMtMTP３
inrootsunderdifferentmetaltreatments

2.4　接种菌根真菌对 MtMTP3 基因表达的影响

分析MtMTP３基因的上游序列,发现上游序

列中 含 有 ２ 个 磷 饥 饿 诱 导 的 特 异 顺 式 元 件—

P１BS[２３],显示该基因的表达可能受到磷的调控.

RTＧPCR检测低磷(０．０６５mmol/L)和正常磷浓度

(０．５mmol/L)处理时 MtMTP３基因的表达情况

(图６A),结果显示在低浓度磷条件下,MtMTP３表

达量显著提高,说明该基因受到P１BS元件的调控,
低浓度磷能诱导该基因的表达.

由于P１BS元件在菌根诱导表达基因调控中也

有重要的作用[２４],因此,接种丛枝菌根真菌 RhiＧ
zophagusirregulari后对低磷(０．０６５mmol/L)和
正常磷浓度(０．５mmol/L)条件下的 MtMTP３表达

也进行了检测(图６),结果显示低浓度磷能够增加
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菌根侵染强度M 和绝对侵染率A,接种丛枝菌根真

菌后MtMTP３表达显著降低.
采用定量PCR检测蒺藜苜蓿不接种丛枝菌根

真菌(NMroot)、接种丛枝菌根真菌(AMroot)以及

丛枝菌根真菌和加锌(AM/Znroot)共同处理下

MtMTP３基因表达水平(图７A),结果显示MtMTP３
在NM根中表达量最高,分别是 AM 根和 AM/Zn根

的４０倍和２１倍.表明接种丛枝菌根真菌能够显著

降低MtMTP３基因表达,即使在高浓度锌处理下,

MtMTP３基因的表达也明显受到抑制.而统计加锌

和不加锌处理下的共生情况(图７B),发现在２种处

理条件下侵染率F 和侵染强度M 相近,但加锌处理

后相对丛枝率a和绝对丛枝率A 都明显低于不加锌

处理,说明加锌处理能够明显抑制丛枝的形成.

　A:半定量 RTＧPCR检测 MtMTP３在不同浓度磷和菌根真菌处理下的表达情况,内参基因为 MtUBC２;－Myc为不加菌根真

菌,＋Myc为加菌根真菌,LP为低磷,NP为正常磷,下图同;B:在低磷和正常磷处理下菌根共生水平,F 为侵染率,M 为侵染强度,a 为

相对丛枝率,A 为绝对丛枝率,∗表示P＜０．０５,∗∗表示P＜０．０１,下图同.A:SemiＧquantitativeRTＧPCRanalysistheexpressionof

MtMTP３inthearbuscularmycorrhizalunderlowandnormalPconditions,MtUBC２isreferencegene;－Mycindicatedtheuncolonized

roots,＋MycindicatedtherootscolonizedwithRhizophagusirregularis;LPandNPindicatedtheplantgrewunderlowandnormal

phosphatecondition;B:EstimationofmycorrhizalcolonizationlevelunderlowandnormalPconditions;Findicatedthefrequencyof

mycorrhizaintherootsystem,Mindicatedtheintensityofthemycorrhizalcolonizationintherootsystem,aindicatedthearbusculeaＧ

bundanceinmycorrhizalpartsofrootfragments,Aindicatedthearbusculeabundanceintherootsystem;∗ showP＜０．０５level,

∗∗showP＜０．０１level,thesameasbelow．

图６　在低磷和正常磷处理下MtMTP３在菌根中的的表达情况以及菌根共生水平

Fig．６　EstimationofmycorrhizalcolonizationandtheexpressionofMtMTP３in
thearbuscularmycorrhizalunderlowandnormalPconditions

　A:在正常锌和高锌处理下 MtMTP３在菌根中的相对表达量;B:在正常锌和高锌处理下菌根共生水平,∗∗∗ 表示与正常锌处理

的差异显著水平P＜０．００１.A:TherelativeexpressionofMtMTP３inthearbuscularmycorrhizalundernormalandhighZnconditions;

B:EstimationofmycorrhizalcolonizationgrownundernormalandhighZnconditions;∗∗∗showP＜０．００１．

图７　在正常锌和高锌处理下菌根共生水平以及MtMTP３在丛枝菌根中的相对表达量

Fig．７　EstimationofmycorrhizalcolonizationandtherelativeexpressionofMtMTP３
inthearbuscularmycorrhizalundernormalandhighZnconditions

2.5　MtMTP3 锌转运功能的验证

在酵母中Zrc１和 Cot１定位到液泡膜上,能将

过量的Zn和 Co转运到酵母液泡中,突变后zrc１
和cot１会使酵母对Zn敏感[２５].由于植物 MTP锌
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转运体主要转运Zn到植物液泡中,因此构建酵母

突变株Δzrc１cot１(zrc１∶∶Ural,cot１∶∶HIS)用于

酵母功能互补实验.用野生型酵母By４７４１作阳性

对照 检 测 酵 母 突 变 株 Δzrc１cot１ 对 锌 的 敏 感 性

(图８A),结果显示:在不加ZnSO４的SD培养基上,
突变株Δzrc１cot１和野生型菌株By４７４１长势相近,
而在含有５mmol/LZnSO４的SD培养基上,野生型

酵母By４７４１生长不受影响,而Δzrc１cot１突变株生

长明 显 受 到 抑 制.将 空 载 体 pYul２ 和 pYul２/

MtMTP３质粒导入 Δzrc１cot１突变株中,通过点菌

实验来检测 MtMTP３锌转运功能.结果如图８B
所示,在不加ZnSO４的SD培养基上,含空载质粒的

突变株 Δzrc１cot１/pYul２和导入pYul２/MtMTP３
质粒的突变菌株Δzrc１cot１/MtMTP３长势相近,而
在含 有 ５ mmol/L ZnSO４ 的 SD 培 养 基 上,

Δzrc１cot１/MtMTP３和在不加 ZnSO４的 SD培养

基上长势相同,而 Δzrc１cot１/pYul２生长明显受

抑制.说明在酵母中表达 MtMTP３能够增强酵

母突变株 Δzrc１cot１对锌的抗性,MtMTP３具有

锌转运功能.

　A:酵母突变株Δzrc１cot１对Zn的敏感性,Δzrc１cot１为酵母By４７４１的zrc１和cot１基因双突变菌株,By４７４１为野生型酵母;B:在

酵母突变株 Δzrc１cot１ 中 表 达 MtMTP３ 对 锌 的 敏 感 性.Δzrc１cot１/pYul２ 是 导 入 空 载 质 粒 pYul２ 的 酵 母 突 变 株 Δzrc１cot１,

Δzrc１cot１/MtMTP３是导入含有 MtMTP３质粒的酵母突变株 Δzrc１cot１.A:Zincsensitivityoftheyeastzrc１cot１doublemutant

strainΔzrc１cot１comparedwithwildtypestrainBy４７４１;B:ZincresistanceoftheyeastmutantΔzrc１cot１expressing MtMTP３,

Δzrc１cot１/pYul２indicatedtheyeaststrainΔzrc１cot１transformed with pYul２,Δzrc１cot１/MtMTP３indicatedtheyeaststrain

Δzrc１cot１transformedwithpYul２/MtMTP３．

图８　 酵母突变株Δzrc１cot１以及在酵母突变株Δzrc１cot１中表达MtMTP３对Zn的敏感性

Fig．８　ZincsensitivityoftheyeastmutantΔzrc１cot１andtheyeastmutantΔzrc１cot１expressingMtMTP３

3　讨　论

蒺藜苜蓿中的 MtMTP３蛋白具有典型的CDF
家族锌转运体特征:水溶性的 N 端和 C端,６个保

守的跨膜结构域以及在跨膜结构域４和５之间富含

组氨酸的多变区.进化分析显示 MtMTP３ 处于

CDF家族锌转运体分支,因此,推测 MtMTP３是一

个CDF家族锌转运体.

MTPs具有转运Zn等金属离子到液泡中的作

用.拟南芥中AtMTP３基因主要在植物根部表达,
它能将根部过量的锌转运到液泡中,减少锌向地上

部位转运[２６].组织表达分析显示 MtMTP３主要在

植物根部表达,在高浓度锌处理下,MtMTP３在根

部表达量明显升高,表明 MtMTP３可能具有拟南芥

AtMTP３相同的功能,通过将过量的Zn转运到根

部液泡中,降低Zn向地上部位转运,从而提高植物

对Zn的抗性.而在蒺藜苜蓿中的同源锌转运蛋白

MtMTP１在蒺藜苜蓿根部也有表达,但其在叶子中

表达最高并且高浓度锌能抑制它在根中表达[２１],其
表达 模 式 与 MtMTP３ 相 反.因 此,MtMTP１ 和

MtMTP３在Zn的转运和储存中可能担负着不同的

功能.高浓度Zn处理时,MtMTP１主要在地上叶

中隔离Zn,减少锌对叶的危害,而 MtMTP３在植物

根部固定Zn,减少向地上部分转运.

CDF家族锌转运体除了转运Zn以外,也具有

转运其他重金属的功能.在缺铁处理下 MtMTP３
表达升高,虽然可能是由于缺铁条件下植物过量吸

收锌,从而使MtMTP３表达升高,但也有研究证实

植物缺铁本身会增强 MTP 基因表达[２７].在缺铁

条件下植物能够非特异性地过量吸收Zn、Cd等金

属离子,除高亲和性铁吸收转运体IRT１表达升高

外,其他转运Zn、Cd等金属的转运体表达也随着升

高[２８],这些金属转运体表达量的提高能够降低非特

异性 吸 收 的 金 属 离 子 对 植 物 的 危 害[２９].因 此,

MtMTP３在缺铁条件下表达量升高很可能与维持

缺铁条件下植物体内Zn稳态相关.Mn不是 CDF
家族锌转运体的底物,但高浓度 Mn处理能够增强

MtMTP３基因表达.说明 MtMTP３也与 Mn的转

运相关,其机制还需进一步研究.
植物缺磷时会通过P１BS元件调节相关基因表
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达[２３],低磷处理对 MtMTP３基因表达的影响很可

能是通过启动子上的P１BS元件起作用的.在低磷

条件下植物会吸收过量的锌[３０],此时 MtMTP３的

高表达能促进Zn向液泡内转运,从而能降低过量

吸收的Zn对植物的危害.菌根真菌是一种有益的

土壤微生物,它与植物共生能促进植物磷吸收,抑制

低磷诱导基因的表达[３１].菌根真菌可能通过促进

植物磷吸收进而抑制 MtMTP３的表达,但是也不

能排除MtMTP３基因启动子中菌根特异性调控元

件的存在,这需要进一步验证.菌根共生抑制 MtＧ
MTP３基因表达,会减少Zn在蒺藜苜蓿根中的积

累,从而使更多的Zn被转运到地上部,促进植物生

长和光合作用.而在高锌处理下接种菌根真菌,

MtMTP３表达明显受到抑制,此时菌根中丛枝明显

减少,菌丝体增多;菌丝体细胞壁上含有丰富的几丁

质、纤维素等,对重金属有很强的吸附作用[３２].在

高锌处理下菌丝体增多,会吸附更多的Zn到菌根

真菌的细胞壁上,减少植物对锌的吸收.这说明在

高锌处理下菌根真菌除了通过增加植物磷吸收来抑

制MtMTP３表达外,还能通过吸附作用来减少植

物对Zn的吸收,降低植物体内 Zn浓度,从而使

MtMTP３表达量降低.
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azinctransporterofCDFfamilyinMedicagotruncatula

ZHAOShengbo　LIYouguo　ZHAOBin　LIN Hui

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeSciences& Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Zincisanessentialmicronutrientforplantgrowthanddevelopment．Thedeficiencyand
excessofZnisharmfultoplants．Inplants,CDF(cationdiffusionfacilitatorproteins)alsoknownasmetＧ
altoleranceproteins(metaltoleranceprotein,MTP)cantransportZntovacuole,thusregulatetheabＧ
sorptionandtranslocationofZninplants．Incurrentwork,azinctransporterofCDFfamilyMtMTP３
wasidentifiedinmodelplantMedicagotruncatula．Theresultsofbioinformaticsanalysesshowedthat
MtMTP３encoded３８５aminoacids．Theresultsofphylogeneticanalysisandsequencealignmentshowed
thatMtMTP３isbelongedtozinctransporterofCDFfamily．ExpressingofMtMTP３inyeastincreased
theresistanceofyeasttozinc．TheresultsofexpressionanalysisshowedthatMtMTP３wasmainlyexＧ
pressedinroot．Whengrowingathighconcentrationofzinc,manganeseorirondeficiencycondition,the
expressionofMtMTP３wereincreasedinroot,indicatingthatMtMTP３mayfunctionasmetaltransＧ
porterinroot．TheresultsofsemiquantitativeRTＧPCRshowedthattheexpressionofMtMTP３were
significantlyincreasedunderlowPcondition．TheexpressionofMtMTP３weredecreasedwhenitwasinＧ
oculatedAMF,eveninhighZncondition．Itisindicatedthatmycorrhizamaydecreasetheexpressionof
MtMTP３viaenhancingtheabsorptionofphosphate．
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zinc;arbuscularmycorrhizafungi
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