
第23卷第 10期

  2003年 10月

  生 态 学 报
ACTA ECOLOGICA SINICA

Vol. 23, No. 10

Oct. ,2003

植物鳌合肤及其在抗重金属胁迫中的作用
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摘要:植物鳌合肚(PCs)广泛存在于植物体中，与植物抗重金属胁迫关系密切。植物整合肤及其复合物是一

类富含半耽氨酸的低分子量化合物。现有研究证明，PCs由谷脱甘肚(GSH)为底物的酶促反应合成，其合

成受相关基因的调控，从模式植物拟南芥的突变体中已分离到与PCs合成有关的几个基因 植物鳌合肚首

先与重金属离子结合形成低分子量(LMW)复合物，以此形态经由细胞质进人液泡后，再与一个分子的植

物整合肤结合，形成对植物组织毒性较小的高分子量(HMW)复合物，从而达到缓解重金属对植物的危害

作用。就植物鳌合肚及其复合物的结构、生物合成、基因调控及重金属解毒机理等进行了综述，并对今后的

研究方向提出了一些看法
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Abstract, Phytochelatins (PCs) commonly found in plants are verified to be closely related to the phyto

tolerance of metal heavy. Phytochelatins and their complexes are low molecular weight (LMW) complexes

which are rich in cysteine analogues. It has been proven that PCs is synthesized through enzyme catalysis

reaction using glutathione (GSH) as the substrate and regulated by relevant genes. Genes involved in PC

synthesis have been isolated and identified in the mutants of Arabidopsis, a model plant widely used in

genetic study. The PCs in plants can combine with heavy metal ions to form LMW compounds and then be

transported into vacuole via symplast. The LMW complex may combine with another molecular of PC to

form high molecular weight

phytotoxicity of heavy metal.

complex (HMW ) with lower phytotoxicity which leads to alleviate the

In this paper, chemical structure

phytochelatins and their compounds, as well as the processes

，bio-synthesis and genetic regulation of

and possible mechanisms related to the
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    重金属污染已经成为一个重要的环境问题P.z]重金属毒害达到一定程度，植物就会表现出种种中毒

症状，如生长迟缓、植株矮小和退绿等.最终停止生长.但是，植物在长期的进化过程中形成了一种适应性

机制，一些植物表现出较强的重金属抗性。明确植物抗重金属的生理和分子机理，寻找化学调控途径和开

展抗性育种以增强植物对重金属的抗性，从而提高植物在污染环境下的适应范围和生产能力，对于高效利

用自然资源和进行污染环境的生物修复均具有重要意义。
    到目前为止，植物抵御重金属毒害一般有3种机理:①通过限制对重金属离子的吸收，从而避免细胞

受到伤害[+1,②通过谷胧甘肚(GSH)、草酸、组氨酸和柠檬酸盐等小分子化合物，以及金属硫蛋白(MT)和

植物鳌合肤(PCs)等配位体鳌合重金属的方式解毒比们;③区室化(compartmentalization)作用，即将吸收的

重金属积累在植物的特定部位，从而与细胞中其他组分隔离 达到解毒效果川。PCs是植物体内在重金属

诱导下产生的一类多肚，对重金属离子的鳌合能力很强，在重金属的累积和解毒过程中发挥重要作用。PC

对重金属解毒的机理是重金属离子进人植物体后，与细胞内的PC结合形成复合物，然后转运到特定的细

胞器(主要为液泡)，进行区室化固定，从而使细胞质中有毒金属离子浓度降低到植物能够忍耐的程度。本

文主要侧重于评述PCs.LMW和HMW与植物抗重金属胁迫的关系以及PCs的生物合成与基因调控.

1  PC，解毒机理

    目前在植物中已发现有两类重金属结合肤，即MT和PCs['1.根据重金属与PC:形成的复合物在交联

葡聚糖(sephadex G50)分子筛凝胶过涟层折中洗脱峰曲线迁移率的差异，可将它们大致分为植物鳌合肚

(PCs )高分子童植物整合肚复合物(HMW )和低分子量植物鳌合肤复合物(LMW)3种类型。MT是一类由

基因编码的、富含半耽氨酸的低分子量多肤，可通过半耽氨酸残基上的琉基与重金属结合形成无毒或低毒

络合物，从而降低重金属毒害。然而在高等植物中分离到最多的一类重金属结合肚是PCs[,],

    重金属Cd-进人植物后，首先与PCs结合形成LM W复合物.在htntl膜转运蛋白作用下，转人液泡

内;同时，福离子在H' {Cd'"逆向转运蛋白(antiporter)的作用下，进人液泡内‘S0一在hmt2膜转运蛋白作用

下进人液泡内。然后，LM W复合物、PC,SI一和Cdz+在液泡内合成HMW复合物，并固定在液泡内t'1,HMW

复合物对植物的毒性较低，植物正是通过形成HM W复合物使植物免受重金属毒害，产生对重金属离子的

抵抗能力。

2  PCs的种类和结构

    PCs是一种由半胧氨酸、谷氮酸和甘氨酸组成的含琉基多肤，分子量一般为1. 5̂-4KD,研究发现,PCs

都包含有共同的结构特征(Y-Glu-Cys)二一X(n=2-11,X是三肚的C-端氨基酸)[a。现已发现5类C-端氨基

酸不同的PC,,，分别是:(Y-Glu-CY-).一 Gly,(Y-Glu-Cys). Glu,(Y-Glu-Cys)。一介Ala, (Y-Glu-Cys),-Ser和Y-

(Glu-Cys ),"'.
    Grill等DI用凝胶过滤层析法，从经200 pm.IJL Cd处理的蛇根木(Rauvolfia serpentina)中首次分离

到Cd-鳌合物，通过HPLC反向往层析，纯化出5种金属鳌合物，分子量约1. 04KD，并在220n.处具吸收

峰。水解后发现，这些整合剂是由半耽氛酸、谷氨酸和甘氨酸组成的含琉基彼合物.其主休结构为:(NH, )-

Y-Glu-Cys-Y-Glu-Cys-Y-Glu-Cys-Gly-COO-.一些研究在Cd胁迫的真菌中也检测到这类整合物，并称之
为锅阮(Cadystin),意为Cd与半胧氨酸的复合物""'I. Gekeler等CW最初从重金属胁迫的水藻中分离到这

类鳌合物，不久用Cd及其它几种重金属处理苔醉类、孩类和种子类植物的200多个物种中也检测到解毒

型重金属鳌合物，并首次提出了植物鳌合肚(phytochelatin)的概念，其分子式为a (Y-Glu-Cys ).-Gly (n=2

l1).简写为PC，，指Y-Glu-Cys的重复数""C, Mehra等[]’〕发现,Cu过多诱导假丝醉母(Candida glabrata)

生成PC和MT.Kneer等Ins〕在啤酒酥母和脉抱菌属中也有类似报道。迄今已从蛇根木、烟草、毛曼陀罗、菜

豆、玉米、番茄、甘蓝和小麦等植物中证实了PC的存在(表1),
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    采用同步辐射扩展X射线衍射吸收精细结构分析技术((EXAFS)的研究结果表明，PC复合物中Cd-S

内部直径为2.52士0.02人t"). Manccnza等(2.,.采用计算机辅助半经验方法研究PC复合物发现，Cd(PC)

是一种线性配位体的复合物，Cd (PC, ),复合物中S-C d-S的键角为175.70.键长为2. 42人。Cd(PC,),是

一种非四面体立体结构的复合物，锅原子位于硫原子形成的非正四面体的中央，Cd一5平均键长为2.6人.

HMW与LMW结构特征上的差别主要在是否含有硫原子 HM W的主要结构物质是Cd (PC,),，结构中含

有Sx一化合物，LMW的主要结构物质是CM PC, )，其分子中不含S'一化合物(1,l
                                    衰1 己从植物中分离出来PCs及其种类

                                  Table 1  Tynes of PCs isolated from different nlant species

A 411Types
结构式
Structure

首次发现的植物

First identified species

  主要存在的植物
The relevant plants

PC吕

                                        蛇根木(Raovolfa serpentirm),烟草(Nirotiono)、毛曼陀

(Y-GI. -0y.). Gly 蛇 根 木 (R.-If'. 罗(D. metal),菜豆(Phaeeolas

(n=2--11)         eerpenana)            oulgani)、玉米(Zea Mays)、番茄(吞，,persi- mill)、甘

                                    蓝(Bras,,. o1eraaea)和小麦(Triaicam linn)等植物(o-1

丙氮酸类PC <YGI.-Cys). R-Ala
(- 2-7)

(Y-GI.-Cys)二一GI.

(n=2--3)

(不GIu-Cys), Ser
(n二2̂ 4)

(Y-GIu-Cys),
(n=3̂ 4)

(Y-GIu-Cys)�--Gln
(a= 3- 4)

菜豆(PhaseoIua

va1gari,)
豆科植物(Legumina,ae)C16.1Z

谷氨酸类PC 玉米(Zea mars) 玉米〔Zea nay.,)(}e.is)

丝氮酸类PC

缺甘氛酸PC

谷氮酞胺类PC

水稻(Qryza jinn. )

玉米(Zea may,),辣根
(Armorc e.

easalcana)

辣根(Armoracea
maaicana)

水稻(Qryza jinn. )(1v7

玉米(Zea may,),辣根属(Armor-cm gaeran. )(20'x'1

辣根属(Armoracia gaenn.)田」

3  PC，的生物合成及调控

    PCs是一类酶促合成的、富含半胧氨酸的低分子量多肚，最早在粟酒裂殖菌属醉母

(Schizosacchar y ces pombe)中发现，随后又在某些细菌、藻类和几乎所有植物中发现，其生物合成途径是

通过在一些模式植物中的研究所发现的。

3. 1 PCs的生物合成
    现有研究证明，PC由谷耽甘肤(GSH)为底物的酶促反应合成。图1是PC生物合成的一般途径(e,7

    首先Y-GCS依靠ATP将GIu和Cys连接成Y-Glu-Cys,然后由ATP供给能量，谷胧甘肚合成酶(GS)

在Y-GI.-Cy，的C一末端连接一个Gly残基 从而合成一个分子的Y-0lu-Cys-Gly，即GSH。关于Gs"如何

生成PCs,研究者普遍赞同由Y-谷氮酞半胧氨酸二肤基转肤酶(Y-glutamylcysteine dipeptidyl
transpeptidase,EC 2.3.2.15)，即植物鳌合肤合成酶(Phytochelatin synthase,PCs)催化合成的观

点[[x3.26.2'71。其催化合成过程为:PC合成酶中N端具有激活域，在C端具有信号检测域，在无Cd-存在时，C

端信号检测域没有触发信号，所以N端激活域没有酶活性;当溶液中存在Cd2'时，信号检测域感受到锅离

子存在的信号，并与Cd- ,Cys结合形成特殊的空间伸展结构，使N端激活域具有催化活性。在N端激活

域，一分子的GSH在PC合成酶催化下与另一分子的GSH合成PC2,PC2被继续催化与GSH合成PC,,重

复这一过程直止反应合成PC-1'l. Grill等通过蝇子草属(Silene cucubalis)细胞培养，以GSH为底物首次

合成了PC1z31

3. 2  PCs生物合成的调控
    目前主要通过两个方面对PCs的生物合成途径进行调控:对GSH生物合成的调控和对PCs活性的

调控。人们通过转基因方法增加了印度芥(Brassica juncea)GSH生物合成酶的表达来增加印度芥的PC合

成水平，进而提高了印度芥的耐福能力ca-]这证明可以通过调节GSH的生物合成途径来调节PC在植物
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                                    图1  PC的生物合成途径及其解毒机理

  Fig. 1  Biosynthetic pathway of phytocheladn (PC) and detoxificedo,Glu:谷氨酸,cys:半耽氛酸;GCS; Y-谷氮酸

    半胧氨酸合成醉,G行甘氮酸,GSH:谷耽甘肤;GS谷脆甘肪合成酶,PCs:植物鳌合脸合成酶 PC植物鳌合肤

  LM W 低分子童复合物;HMW 高分子蚤复合物 H+/Cd2十:氢/锡逆向转运蛋白

体的合成。Chen等人通过研究番茄福耐性细胞系发现，耐性细胞系的谷氨酞半胧氨酸合成酶活性高于非

耐性细胞系[1.,;1。这从另一个侧面说明，可以通过调节谷氨酞半胧氨酸合成酶活性调节PC的生物合成rail

也有一些推断性的证据支持GCS表达的后基因调节 另外还有通过GSH反馈抑制对GCS活性的调

节cazs}l。对突变体的研究验证了PCs能够实现对PC合成的调节作用.对拟南芥cadl突变体的研究发现，

虽然该突变体GSH的合成与野生拟南芥相同，但由于缺失PCs的活性，该突变体对Cd表现出高度的敏感

性.利用cadl突变体分离得到的拟南芥PCs编码基因CAD1.敲除粟酒裂殖菌属醉母基因组中与CAM

同源的基因后，得到的突变体丧失了合成PCs的能力，结果这种突变体对Cd非常敏感Iz,1.此外，将

AtPCS 1和TaPCS1基因在不能合成PCs的酸酒醉母((Saccharomyces cerevisiae)进行异源表达，结果提高

了醉母对重金属的抗性，而且促进依赖Cdt*的胞内PC，的累积Izs.aal

3. 3  PCs生物合成基因的分离

    目前已经从模式植物突变体中分离出PCs合成途径中的几个重要基因，这些基因包括与PC进人液泡

有关的hmtl基因和与St-进人有关的hmt2基因 以及与PC合成酶有关的CAM 基因.

    PCs和I.MW进人液泡的运愉不能依靠离子浓度梯度进行被动运输，必须通过一组由hmtl基因编码

的膜ABC (ATP-binding cassette)转运蛋白主动运输进人液泡,hmt2基因编码一个线粒体硫化物氧化还原
酶，这种还原酶的作用是控制S-进人液泡膜。研究Cd敏感型粟酒裂殖菌属醉母证明，硫对于HMW复合

物的形成非常重要,LMW复合物和Cd-必须在S,一参与下才能形成HMW复合物。此外.硫与低分子PC

Cd复合物结合才能形成结合更多Cd-和形成稳定性更强的HMW复合物。hmt2的生理作用是在福胁迫

下形成高分子PC-Cd复合物过程中控制过多的sl-进人液泡，从而调节HM W复合物的形成。目前已经通

过研究粟酒裂殖菌属醉母突变体分离和鉴定了hmt2基因。

    早在198，年，Grill等就已经开始研究植物鳌合肤合成酶(PCs)的纯化问题，但直到1999年，该酶的

基因才分别从拟南芥、粟酒裂殖菌属酵母和小麦中独立克隆出来和并加以鉴定[s-1,1i 。它们分别是

AtPCS 1(或称CADI ),SpAtPCSI和TaPCS1，编码的蛋白质分子量约50-55KD,这些蛋白质彼此间具有

40写-50%的序列相似性。

4 PCs类复合物与植物盆金目抗性的关系

4. 1 PCs和植物的重金属抗性
    PCs是植物体内的主要解毒物质。Grill等报道，在10多种高等植物中，PCs能结合所吸收的90%的
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Cd"". Verkleij等即1也报道，根系所吸收的Cd至少有60%是以PC结合物形式存在。研究还发现，在很低

重金属浓度的处理下就能在植物组织和细胞培养中检测到PCs s通过细胞培养试验也观察到PC合成水平

的变化与介质中金属离子的增减呈正相关。在重金属污染下、许多植物都会产生植物整合肤 如大多数植

物和真菌产生(Y-Glu-Cys),-Gly类鳌合肚，豆科植物产生(Y-Glu-Cys ),-}-Ala类蛰合肤，水稻产生(Y-GIu-

Cys),-Ser类鳌合肚Case Kneer}"〕等研究杭铜锌植物发现，其体内能够产生大量不同类型的寡肤，此种寡肚

主要为不同分子量的PCs

    PC与金属离子结合，减少金属离子对植物的毒害从而增强植物抵抗重金属胁迫的作用)一川.试验表

明，在0. 6}+mol1L的Cd浓度处理下，不能合成PC的拟南芥突变体表现出中毒症状C,a7，但是，通过向溶液
中加人外源PC,突变体却能够在这一浓度下正常生长 PC、与植物抗性有密切的关系，其原因在于:PCs与

重金属结合，可以保护对重金属敏感的酶的活性 例如，Zn以PCs-Zn络合形态存在时，对锌较敏感的1,5-

二磷酸核酮糖般化酶/加氧酶(Rubisco)的活性很少受到影响。体外培养表明，1,5一二磷酸核酮糖翔化酶/加

氧酶、硝酸还原酶、乙醉脱氢酶,3-磷酸甘油醛脱氢酶、腺酶均受硝酸锅的抑制.在相同Cd浓度下硝酸锡对

上述几种酶的抑制能力要比PCs-Cd大10-1000倍，l另外，PCs与C., Z.络合的金属离子还有激活酶活

性的功能。室内试验已经证明，PC-Cu和PC-Zn复合物能够激活铜诱导性二氨氧化酶(diamino oxidase,

DAO)和锌诱导性碳酸酥酶(carbonic anhydrase,CAP0"。在所有的PC-Zn复合物中，Zn-[(Y-Glu-Cys)x

Gly]有较强的激活碳酸醉酶/加氧酶的能力。由醋酸锡引起失活的硝酸还原酶活性还能够为PCs所复活

4. 2  PCs类复合物与植物重金属抗性的关系

    在大多数植物中，PC，的含量与植物的抗性有密切关系。但是，最近的试验也显示，植物合成PC，的能

力并不一定与植物的抗重金属毒害能力呈正相关 蝇子草属植物的细胞培养发现，抗性细胞系合成PCs的

能力反而小于敏感型细胞系。这使人们怀疑PCs与植物抗性的关系fzs7

    许多试验显示，HM W复合物的形成与植物的抗性关系更为紧密"'e Subhash等cs」用4个番茄细胞系

发现，随着福处理浓度增加，细胞体内产生的锡鳌合多肚增加，高分子量鳌合肤也呈增加的趋势 Mutoh

等qvl研究也发现，虽然PC和LMW复合物的含量差异不显著，但不能产生HMW复合物的粟酒裂殖菌属

醉母突变体比野生的粟酒裂殖菌属酵母对锡更敏感。另一试验显示，对偏超敏感的拟南芥突变体-dl不

能合成HMW复合物。进一步的研究发现，锡抗性与非抗性体合成PC的速率相同。但在抗性植物体中，

PC,LMW复合物向HM W复合物转化的速率大于非抗性体，并且能够形成较多的HMW复合物C+a7粟酒

裂殖菌属醉母的基因组学研究也证明，HMW复合物与植物抗福毒害的能力有密切的关系。

    然而，目前对HMW复合物与PCs及LMW复合物的相互作用关系及其功能至今仍不清楚。推测其植

物的抗性可能与LMW复合物、PC转化成HMW复合物的速度密切相关.因为决定植物体抗性的最主要

因素是降低植物体内毒性金属离子的浓度。当环境(介质)、植物确定后，进人植物体的重金属离子应该是

一个较为固定的常量，这部分重金属离子最终将在植物体内建立一个由源到库的LMW复合物、PC和

HM W复合物之间传递的传递链，最终将重金属离子通过低毒性的复合物的形式贮存在植物特定组织

(库)中，这一传递链的传递效率将决定植物体内重金属毒害离子的最终浓度。PC的浓度意味着植物体内

可以用作结合重金属离子的物质的多少，因此，PC含量高的植物抵抗重金属的能力也越高。LM W复合物

是PC与金属离子结合后的形态 具有较低的毒性和较强的移动性 并通过位于液泡膜上的转运蛋白主动

运输进人液泡后再与金属离子、S-等形成HM W复合物，并在液泡内区室化固定，这样就不断消耗植物体

内游离的重金属离子，使植物体内有毒重金属离子保持一个动态平衡。HM W复合物对植物的毒性很低

是植物体内金属离子的贮存形式之一

    综上所述，决定植物抗性的植物体内因素是:(1)PC的合成速度,(2)由PC形成LMW复合物的速度，

(3)LMW复合物转化成HM W复合物的速度，(4) Q̀存HMW的潜在容量。其中PC的合成速度、LMW向

HM W的转化速度以及贮存HM W复合物的容量，是最终影响植物抗重金属能力的主导因素。

5 展望

    PCs及其复合物与植物的耐性有密切的关系，但是，这方面的研究目前尚处于起步阶段，今后应在以
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下几方面加强研究:

    (1)继续利用不同的突变体系统对PC的生物合成和功能进行研究，从分子生物学方面揭示其生化合

成途径及其人工调控的可能 一方面这些研究可以为PC的生化、分子和生理研究提供基础材料，另一方面

可以通过PC的调控或者利用外源人工合成PC类复合物增加植物抗性

    (2) PC及其复合物的生物合成是酶促反应，如果能够有效地控制酶的活性，增加PC及其复合物在植

物体内的合成和转化、则可提高植物的抗性。这方面的研究对植物修复(PhyCOremediation)和农业生产都非

常重要。

    (3)重金属在植物体内的积累有地上积累型、地下积累型和整株积累型，而出现这一现象的原因可能

与重金属在植物不同组织和器官的区室化固定水平不同有关。因此研究PCs和PCs类复合物与植物体内

重金属富集的关系 将有助于从分子水平解释这3种积累型植物的重金属富集机理。或许.通过对植物体

PC及其复合物的检侧，能够发现快速检测耐性植物、非耐性植物的方法。这些问题的解决可以为今后抗性

育种的苗期鉴定提供快速简便的方法。

    (4)娱蛤草、大叶井口边草等超富集植物对砷具有很强的耐性和富集能力[148-5a1，但是，植物耐受砷等

阴离子态形式存在的元素及其解毒机理是否也与PCs有关?目前仍缺乏相应的研究，在今后的研究中应予

以关注.
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