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高耐镉膨胀肾形虫种群金属硫蛋白基因的鉴定与诱导表达
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摘要: 为研究金属硫蛋白(Metallothionein, MT)对生物体抵抗重金属毒性的效应, 获得一种具有镉高耐受性的

膨胀肾形虫(Colpoda inflata)东北种群, 该种群96h最高镉耐受浓度10 mg/L, 其金属硫蛋白含量表现出与镉浓

度、肾形虫种群增长率存在正相关关系。克隆获得金属硫蛋白Col-MT1基因, 对基因序列和氨基酸序列特征

分析表明, 其为金属硫蛋白基因家族7a亚型的新成员。qRT-PCR实验证实, Col-MT1基因在60h、84h和108h三
个时间点对5种浓度镉胁迫均上调表达, 与镉浓度之间呈现出一定的剂量-效应关系。其分子调控机制还有待

进一步研究。上述结果补充了原生动物MT基因数据库, 为进一步揭示C. inflata MT基因的功能, 以及应用于

镉污染监测和环境修复奠定了基础。
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重金属是环境污染物的重要成员, 镉在优先控

制的重金属类污染物中排在首位。环境中镉由于

其难降解和积累效应含量不断上升, 并通过生物放

大效应危及人类健康。因此, 围绕镉的毒理效应和

作用机理及污染防治措施开展了大量研究。氧化

应激反应是机体对镉产生的重要响应机制, 而金属

硫蛋白能够与镉结合, 调节机体氧化应激反应并进

行解毒, 是机体对抗镉毒性的关键蛋白之一
[1—3]

。

金属硫蛋白(Metallothionein, MT)超家族广泛

存在于生物界中, 包括脊椎动物、无脊椎动物、原

生动物、植物和微生物, 并且富含20%—30%半胱

氨酸(Cysteine)[4—6]
。首个MT在1957年由Margo-

shes等[7]
从马肾中分离纯化获得的镉结合金属硫蛋

白(Cd-MT), 此后关于其编码基因、功能及作用机

制等被逐一揭示。MT具有高度保守性, 是可诱导

的胞内蛋白质, 并且与金属元素具有较高的亲和力
[8],

在生物体内主要参与金属的动态平衡和解毒、清

除活性氧、储存必需金属元素、细胞周期的调节
[9, 10]

。

根据物种种类金属硫蛋白被分为15个家族, 目前原

生动物界MT的报道仅见于纤毛门的四膜虫和草履

虫两个类群中
[11, 12], 属于超家族中的第七族, 其下

又分为7a和7b两个亚家族, 其半胱氨酸排列方式及

金属诱导类型均有所不同
[13, 14]

。

膨胀肾形虫(Colpoda inflata), 是纤毛门肾形属

的模式物种, 在环境中分布广泛, 有多种地理种群
[15, 16]

。

以往研究认为膨胀肾形虫具有重金属敏感的特性,
利用重金属或污染土壤的浸提液培养肾形虫, 发现

肾形虫种群生长受到抑制且生长量显著下降, 表现

出与污染物浓度、含量、种类之间存在较好的一

致性, 而且膨胀肾形虫遗传变异率较低, 适合作为

检测重金属污染的指示生物
[17—20]

。本研究采集并

培养了一种膨胀肾形虫中国东北种群, 对其镉耐受

性检验发现高于以往报道的水平, 对该种群膨胀肾

形虫体内金属硫蛋白含量检测发现与镉浓度梯度

和胁迫时间呈现一定线性关系, 进而克隆了该地理

种群的MT基因, 对其分子特征和镉诱导表达情况

进行了分析, 初步探讨其高耐镉性的分子机制, 为
金属硫蛋白功能和作用机制研究提供参考。
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 1    材料与方法

 1.1    实验材料

Colpoda inflata的采集与纯培养　　本研究中

所用的C. inflata采集自中国东北黑钙土(N 45°59′
47″, E 126°38′18″), 区域年降水量400—800 mm, 年
平均气温为10℃左右, 年平均pH 6.75。采用“非淹

没培养法”[21]
进行初步培养和筛选, 挑取单细胞置

于24孔培养板, 去离子水中加入灭菌的麦粒, 培养

72h后, 再转移至6孔培养板中, 在25℃恒温恒湿光

照培养箱中进行扩大培养, 细胞密度达到1×104 ind./
mL后可用于实验。毒理实验前通过形态学结合分

子生物学(SSU rDNA)技术鉴定物种。

主要试剂　　Taq酶(Easy Taq® DNA polyme-
rase)、T4 DNA连接酶、DNA Marker、感受态细胞

(Trans1-T1 Phage Resistant Chemically Competent
Cell)购自北京全式金生物技术有限公司。RNA提

取试剂盒(TaKaRa MiniBEST Universa RNA Extrac-
tion Kit)和逆转录试剂盒(PrimeScript™ Ⅱ 1st Strand
cDNA Synthesis Kit)购自宝生物工程有限公司, 普
通琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(TIANgel Midi Puri-
fication Kit)、pGM-T克隆试剂盒和无内毒素质粒

大提试剂盒(DP120)购自天根生化科技有限公司,
单细胞总RNA转录组扩增试剂盒(Single Cell Se-
quence Specific Amplification Kit)和荧光定量试剂

盒(ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix)订购

于诺唯赞生物有限公司, 氯化镉购自哈尔滨博仕生

物技术有限公司, LB培养基和乙醇等其他药品购

自上海生工生物工程技术有限公司。

 1.2    镉耐受性检验

以去离子水作为溶剂将氯化镉(≥99.5%分析

纯), 配制成浓度100 mg/L的母液备用。去离子水采

用普力菲尔FST-RO-10分析型超纯水机自制。经

预实验, 镉耐受实验浓度梯度设定为2、4、6、8和
10 mg/L。12孔板, 每孔放入2 mL培养液, 1粒灭菌

麦粒并接种100只C. inflata, 放入25℃恒温恒湿培

养箱中, 每个浓度梯度和对照组设置3个重复。分

别于24h、48h、72h、96h、120h、144h和168h对
吸取虫液进行观察计数(去除C. inflata的包囊)。每

孔计数重复5次, 每次2.5 μL, 利用Excel和Origin
2018软件计算代时及种群增长率数据并绘制生长

曲线。增长率计算公式为: r=(lnNt–lnN0)/t, 式中

N0、N t分别为实验开始时和经过t时间后虫体个

数。代时计算公式: G=ln2/r[22, 23]
。

 1.3    金属硫蛋白含量测定

将不同浓度镉处理组的C. inflata虫体离心清

洗, 富集至细胞密度约为1×103 ind./mL, 进行MT含
量的测定。挑入去离子水中饥饿处理24h, 使虫体

内食物泡尽量减少, 避免食物泡中的物质对MT含
量测定产生影响。然后用PBS缓冲液清洗虫体, 后
用细胞裂解液(20 mmol/LTris, 150 mmol/L NaCl,
1% Triton X-100, 1 mmol/L EDTA)裂解细胞, 在4℃
下, 1000 r/min离心10min, 收集上清液, 用上海晶抗

金属硫蛋白酶联免疫分析试剂盒进行MT含量测

定。利用IBM SPSS Statistics 21对结果进行差异显

著性分析, 并用Origin 2018绘制柱状图。

 1.4    金属硫蛋白基因克隆

总RNA提取及cDNA合成　　首先吸取纯培

养的100只C. inflata置于1.5 mL的离心管中, 4℃下

8000 r/min离心2min后, 弃去上清液。根据RNA提

取试剂盒操作步骤进行洗脱获得高质量的RNA, 然
后按照逆转录试剂盒操作步骤在Microtube中配制

反应混合溶液: Oligo dT Primer 1 μL, dNTP Mix-
ture 1 μL, 模板RNA 5 μL, RNase free ddH2O 3 μL,
总体系为10 μL。首先在65℃条件下保温5min后,
冰上迅速冷却。使模板RNA变性, 提高反转录效

率。在上述Microtube管中配制反转录反应液: 上述

变性后反应液10 μL, 5×PrimeScript Ⅱ Buffer 4 μL,
RNase Inhibitor 0.5 μL, PrimeScript Ⅱ RTase 1 μL,
RNase free ddH2O 4.5 μL, 总体系为20 μL, 缓慢混

合均匀。首先在50℃条件下处理1h, 然后在95℃条

件下处理5min, 进行反转录反应。反应后的产物于

冰上冷却, 随后将产物放置在–20℃保存备用。

引物的设计与合成　　根据NCBI数据库中公

布的嗜热四膜虫MT基因的序列信息, 依据保守区

域的基因序列利用Primer Premier 5.0软件设计引

物, 上游引物为(MT-F): 5′-TGCAGGCAGAAGTC
TTTTCA-3′, 下游引物为(MT-R): 5′-TCACTGTTG
GATGCTCTTGC-3′, 由哈尔滨博仕生物有限公司

合成。

克隆及测序　　以C. inflata的cDNA为模板,
用设计的引物MT-F/MT-R扩增MT基因序列。

PCR反应体系: 模板1 μL; 上、下游引物各0.5 μL;
2×Taq MasterMix 10 μL; RNase free ddH2O 8 μL, 总
体系20 μL。PCR扩增程序: 94℃初始变性5min;
94℃变性30s, 退火54℃ 30s, 72℃延伸30s, 共35个
循环; 72℃延伸5min。PCR产物用1.0%的琼脂糖溶

液电泳检测, 凝胶成像系统拍照保存, 取鉴定正确

的PCR产物按照普通琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒

操作说明 ,  对目的产物进行切胶并回收。参考

pGM-T克隆连接试剂盒中的说明书将目的基因连

接至pGM-T载体上, 转入Trans1-T1感受态细胞, 在
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含有氨苄青霉素的LB固体平板进行抗性筛选, 挑
取阳性菌落进行菌落PCR检测, 同时对LB液体培养

基进行摇菌。选取经菌液PCR检测, 且目标条带大

小正确的菌液送至哈尔滨博仕生物有限公司进行

测序。

 1.5    生物信息学分析

利用Prot-Param(http://web.expasy.org/prot-
param)在线软件计算蛋白的分子质量、等电点及

其他相关的理化性质; 利用Prot Scale(http://web.ex-
pasy.org/protscale/)在线软件分析蛋白的亲水性和

疏水性; 利用Signa IP(http://www.cdb.dtu.dk/ser-
vices/Signa IP/)在线软件进行蛋白的信号肽预测;
利用TMHMM 2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM-2.0/)在线软件分析蛋白的跨膜结构域; 利
用TASSER(https://zhanggroup. org/I-TASSER/)蛋白

模型预测蛋白二级结构; 利用SWISS-MODEL(http://
swissmodel. expasy.org/)在线软件预测蛋白三级结

构; 利用ClustalW(https://www.genome.j p/tools-
bin/clustalw)和ENDscript/ESPript(https://espript.ib-
cp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)进行蛋白的多重序

列比对以及序列相似性分析。

 1.6    系统进化树的构建

首先利用National Center for Biotechnology In-
formation(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)在数据库中

进行基因序列的BLASTP比对, 选取和C. inflata
MT基因序列相似度较高的序列, 进行多重序列比

对, 通过校正, 随后运用自展法检验对进化树分支

的可信度进行评估。其次, 通过对相似度以及可信

度的分析评估选取合适的序列构建Fasta格式的序

列文件。最后, 利用软件MEGA-X运用最大似然法

ML(Maximum Likehood)构建MT的系统进化树, 进
化树构建完成后利用Adobe Photoshop 2021软件进

行图片的精细化处理。

 1.7    实时荧光定量PCR
内参基因的选择　　实时荧光定量分析中以

本实验中克隆出的MT基因设计引物进行实验验证,
上游引物为(MT-F): 5′-AGGCAAGAGCATCCAAC
AGT-3′, 下游引物为(MT-R): 5′-GGGAGAAAACA
AGGGGAAAAGG-3′。以纤毛虫qRT-PCR实验中

常用的18S rDNA作为内参基因, 上游引物为(18S-
F): 5′-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3′, 下游引

物为(18S-R): 5′-TGATCCTTCTGCAGGTTCACC
TAC-3′。

qRT-PCR步骤　　将不同待测基因的扩增引

物进行混合, 制成预混引物l(各引物的终浓度为

0.1 μmol/L), 在Nuclease free离心管中配置总体系

为5.0 μL的RT-PreAmp Master Mix: 2×Reaction Mix
2.5 μL, 0.1 μmol/L Assay Pool 0.5 μL, RT/Taq enzyme
0.1 μL, Nuclease free ddH2O 1.9 μL。冰上放置待

用, 加入单个虫体, 盖紧管盖, 立即液氮冰冻2min,
4000 r/min离心2min, 立即放入PCR仪进行扩增, 首
先50℃逆转录60min, 95℃预变性3min, 95℃变性

15s, 60℃退火、延伸15min, 共42个循环。反应结

束后, 每管加入20 μL ddH2O(按照比例1﹕5稀释), 涡
旋混匀, 3000 r/min离心2min, 立即进行后续的qRT-
PCR反应。荧光定量PCR反应体系为: 2×Cham Q
Universal SYBR qPCR Master Mix 10 μL, Primer1
(10 μmol/L)0.4 μL, Primer2(10 μmol/L)0.4 μL, Tem-
plete cDNA 1.0 μL, dd H2O 8.2 μL, 总体系20 μL。
为每个模板的每对引物设置3个技术性重复, 并设

置一个阴性对照, 反应程序为: 95℃ 3min 1个循环,
95℃ 10s和57℃ 30s共40个循环, 95℃ 15s、60℃
60s和95℃ 15s共1个循环。

数据分析　　使用2–∆∆Ct
方法计算基因的相对

表达量, 利用GraphPad Prism 8.0软件进行作图。

 2    结果

 2.1    中国东北Colpoda inflata种群对镉的耐受性

在5个浓度镉胁迫实验组中, C. inflata均表现

出一定的种群耐受性(图 1)。与对照组相比, 2、
4和6 mg/L镉处理组的C. inflata生长曲线变化不大,
对数增长期均为24—72h, 在72h种群密度达到最大

值, 然后种群进入衰退期。其中, 所有实验组最高

种群密度均显著高于对照。48h内处理组C. in-
flata代时小于对照组(表 1), 48—72h的代时则高于

对照组; 种群增长率显示48h内4 mg/L处理组最高,
48—72h, 6 mg/L处理组最高。

8与10 mg/L镉处理组的生长曲线与对照和其

他实验组不同, 表现为对数增长期和衰退期均延

后。对数增长期为48—96h, 然后进入衰退期, 在
96h达到种群最大密度, 且10 mg/L组显著高于8 mg/L
以下的各实验组。且无论是平均种群增长率和代

时, 10 mg/L处理组种群状态均为最佳。

综上, 10与2—8 mg/L的镉胁迫组相比, 虽然肾

形虫种群对数增长期延后了约24h, 但种群最高密

度和种群增长率均高于低浓度组和对照, 代时也更

短。因此, 该东北地区C. inflata种群对高浓度镉胁

迫具有耐受性, 96h最高耐受镉浓度为10 mg/L。
 2.2    中国东北Colpoda inflata种群金属硫蛋白对镉

胁迫的响应

分别检测了对照组和5个不同浓度镉胁迫组在

24—96h期间, C. inflata细胞内MT的含量(图 2)。总
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体上镉胁迫实验组中MT含量高于对照, 但不同浓

度镉在不同时间引起的MT含量的变化有差异。其

中10 mg/L镉胁迫组在24h C. inflata处于休眠状态,
因此MT含量检测值为0。

每个浓度镉对MT的作用表现为随着时间的变

化先诱导后抑制。对各时间段不同镉胁迫组MT含

量的进行比较, 则表明MT的含量与种群增长率具

有一致性(图 2和表 1)。这说明该种群对镉的高耐

受性与MT直接相关(r=0.51, P=0.03), 且提示MT的
表达与镉胁迫浓度和胁迫时间相关。

 2.3    Col-MT1基因全长cDNA序列的克隆和分子特征

利用RNA提取试剂盒提取C. inflata RNA, 并以

RNA为模板反转录出cDNA, 利用MT-F和MT-R为

引物克隆C. inflata体内MT基因, PCR扩增片段经过

胶回收、连接、转化及测序后得到C. inflata MT基
因片段总长度为241 bp, 碱基含量预测中A占30.12%,
T占24.90%, G占26.91%, C占18.07%, 其中GC含量

占44.98%。进一步分析表明, 最大开放阅读框为

159 bp, 预测分子量约为9.69 kD, 平均等电点为4.96,
理论等电点为5.33。在NCBI数据库中进行BLASTX
比对, 发现该序列与嗜热四膜虫的MT基因序列相

似度达到30.90%以上。该基因命名为Col-MT1, 序
列信息已上传至NCBI基因库。

同源性分析发现, Col-MT1序列与其他纤毛虫

氨基酸的序列具有较高的同源性, 与多色四膜虫

(Tetrahymena pigmentosa)、美国四膜虫(Tetrahy-
mena americanis)和长吻四膜虫(Tetrahymena ros-
trata)的MT基因序列在140—240 bp同源性最高。

保守位点分析发现, Col-MT1含有XXCXX和XCCX
两个保守位点, 其中C为半胱氨酸, X为其他氨基酸。

 2.4    Col-MT1基因编码蛋白的功能分析

Col-MT1基因共编码81个氨基酸, 正电荷氨基

酸(K、R)18个, 占22.2%, 带负电荷氨基酸(D、E)
9个, 占11.1%, 疏水性氨基酸(A、I、L、F、W、V)

表 1   不同浓度镉胁迫对C. inflata种群的影响

Tab. 1   Effects of different concentrations of cadmium on C.
inflata

镉浓度
Concentration

(mg/L)
胁迫时间
Time (h)

细胞密度
Nt (ind./mL)

种群增长率
r

代时
G (h)

0 48 1300.00±141.42 0.07 10.09
72 4000.00±0.00 0.05 14.80

96 833.33±47.14 −0.07 −10.61

2 48 2733.33±94.28 0.10 7.15

72 7022.50±22.50 0.04 17.63

96 2433.33±47.14 −0.04 −15.70

4 48 2433.33±47.14 0.15 4.62

72 8058.33±65.62 0.05 13.89

96 4450.00±40.82 −0.02 −28.02

6 48 433.33±47.14 0.12 5.57

72 5043.33±41.90 0.10 6.78

96 2866.67±94.28 −0.02 −29.45

8 48 61.67±10.27 0.07 10.34

72 1006.67±9.43 0.12 5.96

96 8015.00±21.21 0.09 8.02

10 48 32.50±0.00 0.15 4.78

72 415.00±21.21 0.11 6.53

96 12015.00±21.21 0.14 4.94

12

对照组
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图 1    不同浓度镉胁迫下C. inflata的生长曲线

Fig. 1    The growth curves of C. inflata in different concentrations of cadmium solution
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30个, 占37.1%, 极性氨基酸(N、C、Q、S、T、Y)
16个, 占19.7%, 脂肪族类氨基酸(G、A、V、L、I)
27个, 占33.4%, 芳香族类氨基酸(F、W、Y)8个, 占
9.9%, 碱性氨基酸(K、R、H)19个, 占23.4%, 酸性

氨基酸(B、D、E、N、Q、Z)11个, 占13.5%。疏

水性分析结果显示: Col-MT1编码的蛋白疏水性区

域位于42—77aa, 亲水性区域位于5—41aa。不稳

定系数为55.49, GRAVY是–0.273, 属于亲水性蛋

白。信号肽预测结果显示无信号肽, 未形成跨膜结

构域。C. inflata属于单细胞生物, 说明该蛋白属于

定位于细胞质基质或细胞器基质中的蛋白质, 不属

于分泌蛋白或膜蛋白。

TASSER蛋白质模型预测Col-MT1蛋白二级结

构, 是由α-螺旋、β-折叠和无规卷曲组成, 占比分别

为67.90%、11.11%和20.98%。SWISS-MODEL预
测Col-MT1蛋白的3D空间结构, 发现其与蓝藻类金

属硫蛋白结构相似性最高GMQE为0.18, QME-
ANDisCo Global为0.53±0.12[24, 25]

。

 2.5    Col-MT1基因编码蛋白的系统进化分析

构建基于Col-MT1基因序列的ML最大似然树

(图 3), 结果显示, Col-MT1基因序列与马来四膜

虫、嗜热四膜虫和第四双小核草履虫等单细胞原

生动物MT基因序列聚为一簇, 亲缘关系较近。与

斑马鱼、黑腹果蝇和小麦等多细胞动物或植物亲

缘关系距离较远。

 2.6    镉对Col-MT1基因表达的诱导

利用qRT-PCR对5种浓度镉胁迫组Col-MT1在
60h、84h和108h三个时间点表达情况进行了检测,
结果表明Col-MT1在镉诱导下几乎全部上调表达。

尤其是高于4 mg/L浓度的镉诱导作用显著(图 4)。
60h镉诱导下(图 4A), 2 mg/L组Col-MT1表达量是对

照组的1.28倍, 4、6、8和10 mg/L的处理组中Col-
MT1上调表达量也相应增加, 与镉浓度之间呈现出

一定的剂量-效应关系。在84h镉诱导下(图 4B), 在
2 mg/L的处理组中Col-MT1表达下调, 但另外4组实

验组仍表现出显著的上调表达, 但与60h上调表达

量相比, 上调表达倍数降低。在108h镉胁迫下(图 4C),
镉处理组Col-MT1均为上调表达, 但上调倍数普遍

低于84h上调表达量, 与镉浓度的剂量-效应关系减弱。

 3    讨论

 3.1    Colpoda inflata镉耐受性及其与金属硫蛋白关系

在重金属污染治理研究中, 镉已经成为许多国

家需要解决的重金属污染的主要问题
[26]

。MT是能

够结合重金属的超家族蛋白质, 能够降低重金属的

生物毒性。目前关于重金属镉及MT的相互作用机

制在原生动物领域的研究还比较少。以往研究发

现C. inflata对镉具有一定的耐受性
[27, 28], 本研究明

确了在实验室培养条件下, 96h耐受浓度为2—10 mg/
L。2013年曾报道一种C. inflata湖北种群对镉胁迫

96h耐受浓度为1.9—12.0 mg/L, 但是并未针对该种

群耐镉机制进行深入研究, 也未报道MT相关作用
[29]
。

以往的对四膜虫镉耐受性的研究表明
[12, 30], 四膜虫

对镉耐受最高的是梨形四膜虫, 其在镉胁迫下24h
的LC50为4.0 mg/L[31], 而本研究中获得的C. inflata
东北种群镉胁迫下24h的LC50达到了12.0 mg/L[32]

。

可见该C. inflata种群对镉的耐受性为目前已报道

原生动物中最高, 本研究也进一步证实其高镉耐受
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图 2    C. inflata金属硫蛋白对不同浓度镉胁迫96h的响应

Fig. 2    Responds of C. inflata metallothionein on different concentrations of cadmium in 96h
差异显著性分析用“a、b、c、d”标注, 无共同上标具有差异显著性意义(P<0.05)

The significant difference analysis is marked with “a, b, c and d”, no common superscript has significant difference (P<0.05)
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性与MT的解毒作用密切相关
[33, 34]

。

陈彪等
[35]

针对小球藻的研究, 发现低浓度的镉

在一定程度上会加快小球藻的生长。本研究中C.
inflata也表现出相似的特征, 尤其是8—10 mg/L高
浓度镉胁迫下, 表现出先抑制生长, 后促进生长的

现象。这与C. inflata在高浓度镉胁迫下首先迅速

进入包囊状态以抵御镉胁迫的机制有关
[36, 37]

。另

外, 结合金属硫蛋白含量和基因表达的变化, 表明

细胞内的金属硫蛋白显然是其能够在早期(本研究

为72h内)抵御镉胁迫的关键分子, 但在长期胁迫下

(96h后), 金属硫蛋白含量和基因表达均不显著增

加, 但种群的增长仍然保持, 说明包囊休眠和提高

种群增长率也是C. inflata有效的抗逆机制, 其分子

调控和生理学机制还有待进一步的研究。

 3.2    Col-MT1分子特征与镉诱导表达

本文是首次对C. inflata MT基因进行克隆和序

列分析, 获得Col-MT1基因序列。其分子量与四膜

虫分子量(8.2—19.3 kD)较为接近, 多序列比对中多

色四膜虫(17.944 kD)、长吻四膜虫(16.438 kD)和
美国四膜虫(15.876 kD)的MT分子量符合四膜虫分

子量的区间, 本研究所得Col-MT1序列比三种四膜

虫序列短且分子量稍低。此外, Col-MT1分子量高

于哺乳动物MT分子量(6—7 kD), 与前人研究相

符
[38, 39]

。Col-MT1基因的平均等电点和理论等电

点, 在水生生物MT基因等电点3.5—6.0  [40]
。Col-

MT1蛋白氨基酸序列的保守结构域中同样具有与

嗜热四膜虫同样的XCCX和XCX半胱氨酸保守序

列
[34]

。由于含有两个结构域使得MT分子构象为哑

铃型, 与前人对MT基因的描述基本吻合
[41, 42]

。

已有研究表明多色四膜虫(Tpig-MT1)、嗜热四

膜虫(MTT1)和梨形四膜虫(Tp-MT1和Tp-MT2)基因

在核苷酸序列上有较高的同源性
[33], 梨形四膜虫

(Tp-MT1和Tp-MT2)、嗜热四膜虫(MTT1、MTT3和
MTT5)、热带四膜虫(Ttrop-MT1)和长吻四膜虫

(Tros-MT1)均为7a亚型且亲缘关系较近
[43]

。在纤毛

虫的Cd-MT研究中, 半胱氨酸主要以CCC、CCX氨

基酸簇的形式存在 ,  其中CCC只存在于7a亚型 ,
CCX同样常见于7a亚型, 在7b亚型中非常稀有。本

研究多序列比对所挑选的三条四膜虫序列与Col-
MT1序列相似性较高, 并且三条四膜虫序列中均含

有CCC氨基酸簇, Col-MT1中含有CC簇。因此, C.
inflata的Col-MT1基因属于7a亚型的MT基因

[44]
。

此前对梨形四膜虫和多色四膜虫的研究均表

明MT基因的表达量与镉浓度具有一定相关关系,
镉浓度增加时基因表达量也随之增加, 当基因表达

量达到最大阈值时, 随着镉浓度增加基因表达量减

少并趋于稳定
[45]

。本研究中同样发现Col-MT1基因

表达量对镉浓度和胁迫时间均表现出一定的相关

性。通过qRT-PCR技术分析单个C. inflata细胞

MT基因相对表达量的变化, 表明C. inflata种群不同
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图 3    根据不同物种的MT基因序列构建的最大似然树

Fig. 3    Phylogenetic tree inferred from different species of MT gene sequences using ML
“*”代表C. inflata为本实验所用东北种群

“*” representing the northeast population of C. inflata used in this experiment
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生长阶段对MT基因表达量有影响。MT蛋白含量

在种群衰退期呈现下降趋势, 与之对应的MT基因

表达量在衰退期也呈现下降趋势。同时期对照组

C. inflata种群和实验组种群相比, Col-MT1基因表

达量始终受到镉的诱导, 使得实验组高于对照组,
但随着时间延长, 种群从对数生长进入衰退, 镉与

MT基因和蛋白之间的剂量-效应关系逐步减弱, 并
最终趋于稳定, 这再次表明金属硫蛋白只是肾形虫

耐镉机制之一。

 4    结论

本研究获得一种对镉具有较高耐受性的C. in-
flata东北种群, 证明其MT与其高镉耐受性直接相

关。克隆获得C. inflata MT基因Col-MT1, 通过分析

基因和氨基酸序列特征, 确定其MT基因家族7a亚
型。并进一步证实该基因的表达受到镉浓度和胁

迫时间的调控。其分子调控机制还有待进一步研

究。上述结果补充了原生动物MT基因数据库, 为
进一步揭示C. inflata MT基因的功能及作用机制,
以及应用于镉污染监测和环境修复奠定了基础。
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图 4   镉处理下Col-MT1表达量变化

Fig. 4   The change of Col-MT1 expression under cadmium treat-
ment
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A. 60h after cadmium treatment; B. 84h after cadmium treatment;
C. 108h after cadmium treatment; *P<0.05, **P<0.01 and ***P<
0.001
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IDENTIFICATION AND INDUCED EXPRESSION OF THE METALLOTHIONEIN
GENE OF A HIGH CD-TOLERANCE COLPODA INFLATA POPULATION

HOU Sen1, ZHAO Xue1, GAO Rong1, WANG Ying1, ZHENG Wei-Bin1, WANG Li1,
PAN Xu-Ming1, REN Nan-Qi2 and CHEN Ying1, 2

(1. Key Laboratory of Biodiversity of Aquatic Organisms, Harbin Normal University, Heilongjiang 150025, China; 2. School of Civil
and Environmental Engineering, Harbin Institute of Technology (Shenzhen), Shenzhen 518055, China)

Abstract: Cadmium ranks first among the heavy metal pollutants under limited controll in water. Metallothionein is
one of the key proteins that can bind to cadmium and regulate the oxidative stress response of organisms. The protozo-
an MT has been reported in two ciliates, Tetrahymena and Paramecium. In this study, we obtained a northeast popula-
tion of Colpoda inflata with high cadmium tolerance. Metallothionein content of C. inflata showed a positive correla-
tion with cadmium concentration and growth rate of population in five gradient concentration of cadmium stress experi-
mental groups from 24—96h. The highest Cd-tolerance concentration was 10 mg/L in 96h. Metallothionein gene of
Colpoda inflata was cloned and named Col-MT1. The gene sequence and amino-acid sequence were analyzed. The re-
sults showed that Col-MT1 had high homology with the amino acid sequences of other ciliates, and contains two con-
served sites XXCXX and XCCX. It was a new member of subtype 7a of metallothionein gene family. TASSER protein
model predicted that the secondary structure of Col-MT1 protein was composed of α-helix, β-folding and random
crimp, accounting for 67.90%, 11.11% and 20.98%, respectively. SWISS-MODEL predicted that the 3D structure of
Col-MT1 protein was the most similar to that of cyanobacteria metallothionein. qRT-PCR experiment confirmed that at
60h, 84h and 108h, the expression of Col-MT1 gene was up-regulated to different concentration cadmium and showed a
dose-response relationship with cadmium concentration. The molecular mechanism of gene expression still needs fur-
ther study. Above results supplemented the MT gene database of protozoa and lay a foundation for revealing the mecha-
nism of C. inflata MT gene. As well as provide reference for monitoring and remediation of cadmium pollution.

Key words: Cadmium tolerance; Metallothionein; Northeast China population; Colpoda inflata
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