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摘要: 丛枝菌根真菌(AMF)在增强植物砷(As)抗性方面发挥着重要作用ꎮ 已有相关研究表明ꎬ接种 AMF 能提高植物体内三价

砷 As(III)的比例ꎬAMF 可能参与了将五价砷 As(V)还原为 As(III)的过程从而提高了菌根植物的 As 抗性ꎬ但目前尚缺乏直接分

子证据ꎮ 本文从异形根孢囊霉(Rhizophagus irregularis)菌丝中克隆得到了一个砷酸盐还原酶基因 RiarsC 并进行序列分析ꎮ 将

� 该基因转入 arsC 缺陷型大肠杆菌(Escherichia coli)菌株 WC3110 (ΔarsC)中ꎬ通过 As(V)抗性生长曲线和 As 形态测定ꎬ分析了该

基因的功能ꎮ 结果显示ꎬRiarsC 属于谷氧还蛋白￣谷胱甘肽依赖的砷酸盐还原酶家族ꎻRiarsC 基因的表达显著提高了 As 敏感

� 型 E. coli 菌株对 As(V)的抗性ꎬ当培养基中 As(V)浓度为 100 μmolL￣1时表现更加明显ꎮ As 形态分析表明ꎬ表达 RiarsC 的 E.
coli 菌株能够将培养基中 71.03% 的 As(V)还原为 As(III)ꎻ与表达空载体的菌株相比ꎬ还原效率提高了 61.98% ꎮ 本研究证明了

� AMF 的砷解毒还原能力ꎬ为进一步开展 AMF 的砷代谢机制研究提供了一定的分子生物学基础ꎮ
关键词: 丛枝菌根真菌ꎻ砷酸盐还原酶基因ꎻ克隆ꎻ基因功能验证

文章编号: 1673￣5897(2018)3￣071￣07　 　 中图分类号: X171.5　 　 文献标识码: A

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｒｓｅｎａｔｅ Ｒｅｄｕｃｔａｓｅ Ｇｅｎｅ ＲｉａｒｓＣ ｆｒｏｍ
Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ Ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ Ｆｕｎｇｉ

Li Jinglong1,2 , Sun Yuqing1,2 , Chen Baodong1,2 , Li Tao1 , Hu Yajun1 , Zhang Xin1,2,*

1. State Key Laboratory of Urban and Regional Ecology, Research Center for Eco￣Environmental Sciences, Chinese Academy of Sci￣
ences, Beijing 100085, China
2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Ｒｅｃｅｉｖｅｄ 10 January 2018　 　 ａｃｃｅｐｔｅｄ 28 February 2018

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) play a vital role in improving plant arsenic (As) tolerance. Studies
have shown that AMF colonization could increase As(III) proportion in plants, suggesting that AMF might involve
in reduction of As(V) into As(III). However, the molecular evidence of arsenate reduction in AMF is still lacking.
Here, an arsenate reductase gene (RiarsC) from AM fungus Rhizophagus irregularis was cloned and characterized.
RiarsC was transferred to Escherichia coli strain WC3110 (ΔarsC), whose arsenate reductase gene was knocked out
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and was sensitive to As(V). The function of RiarsC was verified through growth curve comparison and As specia￣
� tion analysis. The results showed that RiarsC belonged to the Grx/GSH linked ArsC family. Heterologous expres￣
� sion of RiarsC enhanced As(V) tolerance of WC3110, especially under the As(V) concentration of 100 μmolL￣1 in

LB medium. E. coli expressing RiarsC reduced 71.03% of As(V) into As(III) in LB medium. The As(V) reduction
rate of E. coli bearing RiarsC increased by 61.98% compared to the strain expressing empty vector. The present

� study proved the ability of AMF to alleviate As toxicity by As(V) reduction, and advanced the research into the
mechanism of As detoxification in AMF.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: arbuscular mycorrhizal fungi; arsenate reductase gene; cloning; gene function verification

　 　 砷(arsenicꎬAs)是一种毒性极强的环境污染物和

一类致癌物ꎮ 自然因素及人类活动造成的土壤和水

体砷污染已经成为亟待解决的全球性的环境问

题[1]ꎮ 亚洲是受砷污染威胁最严重的地区ꎬ越南、印
度、孟加拉等国以及我国的湖南、贵州、广东、内蒙

古、山西以及台湾等地均受到不同程度的砷污染危

害[2￣3]ꎮ 环境中的砷对生物体从表观、生理到遗传方

面都有严重的毒害作用ꎬ更可以通过饮用水和食物

链危及人体健康[4]ꎮ
自然土壤和水体中的砷主要以无机五价砷

As(V)和无机三价砷 As (III) 2 种氧化态存在[5]ꎮ
As(V)主要通过磷转运蛋白进入生物体内ꎬ而 As(III)
通过水通道蛋白被生物吸收[6]ꎮ 砷吸收进入生物细

胞后ꎬ会发生一系列砷还原和甲基化的转化过程ꎮ
As(V)首先在砷酸盐还原酶的作用下被还原成

As(III)ꎬ生成的 As(III)可以被金属硫蛋白、植物络合

素等结合固持在液泡中降低其移动性ꎬ或者通过特

异性的膜转运蛋白将 As(III)排出体外ꎬ抑或在砷甲

基转移酶的作用下将 As(III)转化为低毒的甲基砷最

后以挥发态排出体外ꎬ从而达到砷解毒的目的[7]ꎮ
因此ꎬ将 As(V)还原为 As(III)是生物砷代谢及解毒

过程中的关键环节ꎮ 砷酸盐还原酶基因在细菌、真
菌以及植物中已有广泛报道ꎮ 希瓦氏菌 Shewanella
sp. strain ANA￣3 敲除砷酸盐还原酶基因 arrAB 后

� 则无法在含 As(V)的环境中存活[8]ꎻ莱茵衣藻 C. re￣
inhardtii 能够利用其自身的砷酸盐还原酶基因

� CrACR2.1 和 CrACR2.1 将培养基中添加的 As(V)还
� 原为 As(III)并外排到环境中[9]ꎮ

丛枝菌根真菌 ( arbuscular mycorrhizal fungiꎬ
AMF)是土壤中普遍存在的一类内生真菌ꎬ能够与绝

大多数陆生植物形成共生关系[10]ꎮ AMF 在改善植

物矿质营养状况ꎬ促进植物生长ꎬ提高植物对干旱、
重金属等逆境胁迫的耐性等方面都发挥了重要作

用[11￣12]ꎮ 研究表明ꎬ接种 AMF 能够显著降低植物体

内的砷浓度ꎮ 一方面ꎬAMF 通过改善植物磷营养状

况ꎬ促进植物生长ꎬ从而稀释了植物体内过量的

砷[13]ꎻ另一方面ꎬAMF 的侵染能够使植物根系的高

亲和磷转运蛋白的表达量下调ꎬ抑制植物对 As(V)
的吸收[14]ꎮ 此外ꎬGonzalez￣Chavez 等[15] 发现ꎬAMF
可能同样具有将体内的砷通过 As(III)外排系统排出

体外的能力ꎮ As(III)外排泵 ArsAB 由 ATP 酶 GiAr￣
sA 和 As(III)透过酶 GiArsB 组成ꎮ 环境中的 As(V)
通过根外菌丝上的高亲和磷转运蛋白 GiPT 进入真

菌菌丝ꎬ随后在菌丝内被还原为 As(III)ꎬ然后在 Ars￣
AB 的作用下排出体外ꎮ Li 等[16] 研究发现ꎬ接种

AMF 能够显著提高水稻根系 As(III)/As(V)的比例ꎻ
Zhang 等[17]在接种 AMF 的紫花苜蓿体内检测到了

更高比例的 As(III)ꎬ这些结果表明 AMF 很可能直

接参与了 As(V)的还原过程ꎮ 在这一途径中ꎬ已鉴

定出 As(V)转运蛋白基因 GiPT 和 As(III)外排泵 Ar￣
� sAB 中的 ATP 酶基因 GiArsA[15]ꎮ 然而ꎬ作为 AMF
� 砷代谢的关键步骤ꎬAs(V)还原过程的分子机制还未

见报道ꎮ
本研究从 AMF 异形根孢囊霉 Rhizophagus ir￣

regularis DAOM 197198 中克隆得到了一个砷酸盐

� 还原酶基因 RiarsCꎬ并将该基因转入 arsC 缺陷型大

� 肠杆菌 E. coli 菌株中ꎮ 通过对 E. coli 的砷抗性和

� 砷形态分析ꎬ对该基因的功能进行了初步的验证ꎬ从
分子水平阐释了 AMF 对 As(V)的还原机理ꎬ更进一

步揭示了 AMF 增强植物砷耐性的分子机制ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 供试菌株

AMF 异 形 根 孢 囊 霉 Rhizophagus irregularis
DAOM 197198ꎬ由中国科学院生态环境研究中心土

� 壤生态过程与生态重建研究组保藏ꎮ 利用双重无菌

培养体系对 R. irregularis 进行培养[18]ꎮ 二分室培养

� 皿分为菌根室和菌丝室ꎬ在菌根室中加入 30 mL 固体

M 培养基ꎬ用 0.4% (w/v) phytagel (Sigma￣Aldrichꎬ
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� USA) 作为凝固剂ꎻ在培养基上接种转发根农杆菌

(Agrobacterium rhizogenes) Ri T￣DNA 质粒的胡萝卜

� (Daucus carota)毛状根ꎬ并接种 R. irregularis DAOM
� 197198 无菌孢子ꎻ待毛状根布满菌根室后ꎬ在菌丝室

加入 15 mL 液体 M 培养基ꎻ25 ℃黑暗培养 8 周直至

R. irregularis 菌丝布满菌丝室ꎬ用于 RNA 的提取ꎮ
１.２　 RNA 提取

取 0.05 g 新鲜菌丝用 TRIZOL 试剂(Invitrogenꎬ
USA)提取总 RNAꎮ 用紫外分光光度计(Nano drop
2000ꎬUSA)测定 RNA 的浓度和纯度并通过琼脂糖

凝胶电泳检测 RNA 的完整性ꎮ 取 2 μg RNAꎬ用逆

转录试剂盒 PrimeScript® RT Reagent Kit(TAKARAꎬ
大连)合成 cDNAꎬ具体方法参照试剂说明书ꎮ
１.３　 丛枝菌根真菌砷酸盐还原酶基因 RiarsC 的克隆

根据 GenBank 上(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/)丛枝菌根真菌异形根孢囊霉 R. irregularis
DAOM 197198 基因组中预测的砷酸盐还原酶基因

� (Genbank 登录号 KI300620.1)设计全长引物 Riar￣
sC1F: 5′￣ATGTCATTTCGACTAAATATGG￣3′ 和

� RiarsC1R: 5′￣TCATTCCTTTGTATATCCCAAC￣3′ꎮ
� 以 cDNA 为模板ꎬ利用高保真酶 KOD￣plus(TOYO￣

BOꎬJapan)进行 PCR 扩增ꎬ获得基因全长ꎬ将该基因

命名为 RiarsCꎮ PCR 条件为:94 ℃预变性 2 minꎬ94
� ℃变性 15 sꎬ53 ℃退火 45 sꎬ68 ℃延伸 1 min 20 sꎬ

35 个循环ꎬ72 ℃终延伸 1 minꎮ 将扩增产物回收ꎬ连
接 pGEM￣T Easy 克隆载体(PromegaꎬUSA)后ꎬ转入

感受态细胞 E. coli JM109(TAKARAꎬ大连)ꎬ筛选阳

� 性克隆送生工生物工程(上海)股份有限公司测序ꎮ
从阳性菌株中提取质粒ꎬ利用引物 RiarsC2F: 5′￣

� CGCGGATCCATGTCATTTCGACTAAATATGG￣3′和
RiarsC2R: 5′￣CCGGAATTCTCATTCCTTTGTATAT

� CC￣3′进行 PCR 扩增为该基因加入酶切位点 BamHI
和 EcoRI(下划线所示)ꎬPCR 条件同上ꎮ 扩增产物回

收后ꎬ连接表达载体 pET￣28a+(Biofengꎬ上海)并转

入砷敏感型 E. coli WC3110(DE3)(ΔarsC)中ꎬ该菌株

� 敲除了 E. coli R773 质粒上的砷酸盐还原酶基因 ar￣
sCꎬ对 As(V)的还原能力大大降低[19]ꎮ 将转入 Riar￣
sC 的菌株命名为 WC3110+RiarsCꎻ同时ꎬ将空载体

� pET￣28a+转入 E. coli WC3110 中作为阴性对照ꎬ将
� 该菌株命名为 WC3110+pET28aꎮ 将菌株 WC3110+

RiarsCꎬWC3110+pET28aꎬWC3110 和野生型 E. coli
W3110 这 4 种菌株转入 LB 液体培养基中 37 ℃、

� 180 rmin￣1震荡培养ꎮ

１.４　 RiarsC 序列分析和系统发育树构建

将测序成功的 RiarsC 扩增片段序列与已知的

� 细菌、真菌砷酸盐还原酶基因序列在 NCBI 上进行

BLAST 分析ꎮ 利用在线软件 ExPASy(http://web.ex￣
pasy.org)对 RiArsC 蛋白进行氨基酸序列推导及分

子量预测ꎮ 利用 MEGA 7.0.14 软件ꎬ采用邻接法

(Neighbor￣Joining)构建氨基酸序列系统发育树ꎮ
１.５　 As(V)抗性分析

将上述 4 种菌株在 LB 培养基中培养 8 h 后ꎬ取
1 mL 菌悬液分别加入到 100 mL 新鲜的 LB 培养基

中ꎮ LB 培养基中加入 0.3 mmolL￣1 IPTGꎬ50 mg
L￣1卡那霉素(WC3110 和 W3110 除外)以及 2 种浓度

的 Na3AsO412H2O(50 μmolL￣1 and 100 μmolL￣1ꎻ
分析纯ꎬ国药集团)ꎬ每种菌株处理重复 3 次ꎮ 4 种

菌株于 37 ℃ꎬ180 rmin￣1避光震荡培养ꎬ利用紫外￣
可见分光光度计 (UV￣1700ꎬShimadzuꎬJapan)每 2 h
测定一次菌悬液在 600 nm 处的吸光度(OD 值)ꎬ共
计测量 7 次ꎬ将吸光值绘制成细菌生长曲线ꎮ
１.６　 砷形态分析

将上述 4 种菌株和只加 As(V)的无菌空白对照

(Control)共 5 个处理在 LB 培养基中培养 8 h 后ꎬ取
1 mL 菌悬液分别加入到 100 mL 新鲜的 LB 培养基

中ꎮ LB 培养基中加入 0.3 mmolL￣1 IPTGꎬ50 mg
L￣1卡那霉素(WC3110 和 W3110 除外)以及 20 μmol
L￣1 Na3 AsO412H2 Oꎬ每个处理重复 3 次ꎮ 将所有

处理于37 ℃、180 rmin￣1 避光震荡培养 12 h 后ꎬ
8 000 rmin￣1 离心 10 min 收集菌体和上清液ꎮ 菌

体￣50 ℃冷冻干燥后称重ꎬ加入 5 mL 1% HNO3(优
级纯ꎬ国药集团)在 MARS 5 微波消解萃取系统

(CEMꎬUSA)中消解ꎮ 消解程序为:55 ℃ 维持 10
minꎻ75 ℃维持 10 minꎻ95 ℃维持 30 minꎮ 消解液

及上清液过 0.45 μm 滤膜后置于 4 ℃保存ꎮ 采用高

效液相色谱￣电感耦合等离子体质谱仪联用(HPLC￣
ICP￣MS)(Agilent 7500ꎬAgilent Inc.ꎬU.S.A.)测定滤液

中各形态砷的含量ꎮ 不同砷形态的分离采用 PRP￣
X100 阴离子交换柱(HamiltonꎬU.S.A.ꎻ240 mm×4.1
mm)ꎬ并配有相同填料的保护柱(11.2 mmꎬ12 ~ 20
mm)ꎮ 流动相含有 10 mmolL ￣1(NH4 )2 HPO4 和 10

mmolL ￣1 NH4 NO3ꎬpH = 6.2ꎮ 流动相:超纯水体积

比 = 70:30ꎬ流动相流速为 1 mLmin￣1ꎮ 样品中各

砷形态根据标准物质中三价砷 As(III)和一甲基砷

MMA、二甲基砷 DMA、五价砷 As(V)的保留时间

确定ꎬ用 winfass 积分软件计算峰面积ꎮ
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１.７　 数据统计方法

利用 SPSS 20.0 软件(SPSSꎬInc.ꎬU.S.A.)对细菌

的生长曲线数据进行重复测量的单因素方差分析

(Repeated measured ANOVA)计算 4 种菌株生长曲线

的差异显著性ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 AMF 砷酸盐还原酶基因 RiarsC 的克隆与序列

� 分析

从异形根孢囊霉 R. irregularis DAOM 197198
� cDNA 中克隆得到了一个砷酸盐还原酶基因 RiarsCꎮ
� 测序结果显示完整的开放阅读框(ORF)全长为 438

bpꎬ编码 145 个氨基酸ꎬ估测的蛋白质分子量为 16.69
kDaꎬ等电点为 8.50(Genbank 登录号 ERZ96229.1)ꎮ 系

统发育树分析显示ꎬ在已知的砷酸盐还原酶家族中ꎬ
RiArsC 与谷氧还蛋白￣谷胱甘肽依赖的砷酸盐还原酶

Grx/GSH 家族具有高度的同源性(图 1)ꎮ

图 １　 基于邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ)构建的 ＲｉＡｒｓＣ 蛋白

与其他细菌、真菌砷酸盐还原酶氨基酸序列系统进化树

注:物种名称后显示该蛋白的 Genbank 登录号ꎬ黑色方框所示为 RiArsCꎮ

Fig. 1　 Phylogenetic tree of RiArsC and other arsenate reductases
in bacteria and fungi based on the Neighbor￣Joining

Method using MEGA 7.0.14
Note: The accession numbers are shown after the species names.

RiArsC is labeled using a black square.

２.２　 表达 RiarsC 基因的 E. coli 菌株的 As(V)抗性

� 分析

砷敏感型 E. coli 菌株 WC3110 与野生型菌株

� W3110 相比ꎬ敲除了砷酸盐还原酶基因 arsCꎬAs(V)
� 还原能力大大降低ꎮ 重复测量的单因素方差分析结

果表明ꎬ在较低的 As(V)添加水平下(50 μmolL￣1 )ꎬ
WC3110 的 OD 值显著低于 W3110ꎬ对 As(V)的抗性

不及野生型菌株 W3110(图 2aꎻP<0.05)ꎻ在高浓度的

� As(V)(100 μmolL￣1)处理下ꎬW3110 与 WC3110 相

比的生长优势更加明显(图 2bꎻP<0.05)ꎻ在 As(V)添
� 加浓度为 50 μmolL￣1 时ꎬ 表达 RiarsC 的菌株

� WC3110+ RiarsC 与表达空载体的菌株 WC3110 +
� pET28a 相比对 As(V)具有更强的抗性 (图 2aꎻP <
� 0 05)ꎻ当砷添加浓度升高至 100 μmolL￣1时ꎬ虽然

WC3110+RiarsC 与 WC3110+pET28a 的生长均受到

� 了明显的抑制ꎬ但 WC3110+RiarsC 的生长优势体现

� 得更加明显(图 2bꎻP<0.05)ꎮ
２.３　 Escherichia coli 菌株的砷形态分析

经 12 h 的培养ꎬ野生型 E. coli 菌株 W3110 将

� LB 培养基中 87.29% 的 As(V)还原为 As(III)ꎬ而 ar￣
sC 缺陷型菌株 WC3110 只将培养基中 16.33% 的

� As(V)转化为 As(III)(图 3aꎬb)ꎮ 表达 RiarsC 的菌株

� WC3110 + RiarsC 对培养基中 As (V) 的还原率为

� 71 04% ꎬ比 arsC 缺陷型菌株 WC3110 对 As(V)的还

� 原能力提高了 4.35 倍ꎬ比表达空载体的菌株 WC3110
+pET28a 还原效率提高了 61.98% (图 3aꎬb)ꎮ

在 E. coli 菌体中ꎬWC3110 +RiarsCꎬWC3110 +
� pET28aꎬWC3110 和 W3110 这 4 种菌株 As(III)占总

砷的比例分别为 50.24% ꎬ17.16% ꎬ12.22% 和60.69%
(图 3cꎬd)ꎮ 其中ꎬ野生型 E. coli 菌株中 As(III)的比

� 例比 arsC 缺陷型菌株 WC3110 提高 48.47% ꎻ表达

� RiarsC 的菌株 WC3110+RiarsC 与表达空载体的菌

� 株 WC3110 + pET28a 相比ꎬAs (III)的比例提高了

33 08% ꎮ 此外ꎬWC3110+RiarsC 与 W3110 菌体中

� 的总 砷 浓 度 要 明 显 低 于 WC3110 + pET28a 和

WC3110(图 3cꎬd)ꎮ

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
砷酸盐还原酶在微生物和植物体的不同砷代谢

途径中均发挥着重要的作用ꎮ 本文从 AMF 异形根

孢囊霉 R. irregularis 中克隆得到了一个砷酸盐还原

� 酶基因 RiarsCꎮ 利用异源表达的方法将其导入砷敏

� 感型 E. coli 菌株 WC3110 中ꎮ 结果表明ꎬRiarsC 基

� 因的表达提高了 E. coli 对 As(V)的抗性ꎻ同时ꎬ表达



第 3 期 李景龙等:丛枝菌根真菌砷酸盐还原酶基因 RiarsC 的克隆和功能分析 ７５　　　

图 ２　 不同 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 菌株的 As(V)抗性生长曲线

注:图 aꎬb 分别表示添加 50 μmolL￣1 和 100 μmolL￣1 As(V)时ꎬ表达 RiarsC 的 E. coli 菌株 WC3110+RiarsCꎬ
表达空载体的 E. coli 菌株 WC3110+pET28aꎬ砷酸盐还原酶基因 arsC 缺陷型 E. coli 菌株 WC3110(ΔarsC)和

野生型 E. coli 菌株 W3110 的 As(V)抗性生长曲线ꎻ均值±SEꎬn =3ꎮ

Fig. 2　 The growth curves of Escherichia coli strains
Note: Figure a and b respectively indicate at the As(V) concentrations of 50 μmolL￣1 and 100 μmolL￣1 , the growth curves of E. coli bearing

RiarsC (WC3110+RiarsC), vector plasmid pET28a (WC3110+pET28a), WC3110 (ΔarsC) and wild type (W3110); means±SE, n =3.

图 ３　 不同 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 菌株和培养基中的砷形态及浓度

注:图 aꎬb 分别表示表达 RiarsC 的 E. coli 菌株 WC3110+RiarsCꎬ表达空载体的 E. coli 菌株 WC3110+pET28aꎬ砷酸盐还原酶基因 arsC

缺陷型 E. coli 菌株 WC3110(ΔarsC)ꎬ野生型 E. coli 菌株 W3110 及 As(V)无菌空白对照 Control 处理中液体 LB 培养基

中的砷形态和浓度ꎻ图 cꎬd 分别表示上述 4 种 E. coli 菌体中的砷形态和浓度ꎻ均值±SE, n =3ꎮ

Fig. 3　 The As species and concentration in Escherichia coli and LB medium
Note: Figure a and b indicate the As species and concentration in LB medium cultivating WC3110 bearing RiarsC (WC3110+RiarsC),

vector plasmid pET28a (WC3110+pET28a), WC3110 (ΔarsC), wild type (W3110) and blank (Control), respectively.

Figure c and d respectively indicate the As species and concentration in four different E. coli strains; means±SE, n =3.
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RiarsC 的 E. coli 能够将培养基及体内更多的 As(V)
� 还原为 As(III)ꎬ显著提高了 E. coli 对 As(V)的还原

� 效率ꎮ
生物的砷酸盐还原酶主要包括 3 个家族(图 1):

最早发现的是 Grx/GSH 家族ꎬ它使用谷氧还蛋白

(Grx)或谷胱甘肽(GSH)作为电子供体ꎬ由 ars 操纵子

� 上的 arsC 基因编码ꎬ产物为 ArsCꎬ主要存在于原核

� 细胞中ꎻ第二家族的蛋白产物也叫 ArsCꎬ但使用硫

氧化还原蛋白(Trx)作为电子供体ꎬ被称为 Trx 家族ꎬ
与 Grx/GSH 家族的基因序列和蛋白结构有所不同ꎻ
第三家族被称作 ACR2 家族ꎬ该家族也使用 Grx/
GSH 作为电子供体ꎬ主要存在于真核生物中ꎬ如酵

母、藻类和植物等[20]ꎮ 本文从 AMF R. irregularis 中

� 克隆获得了一个砷酸盐还原酶基因ꎬ命名为 RiarsCꎮ
� 序列分析结果显示ꎬ该基因编码的蛋白序列与 Grx/

GSH 家族的砷酸盐还原酶具有高度的相似性ꎮ 与通

常的分类不同的是ꎬRiArsC 并不属于真核生物的砷

酸盐还原酶 ACR2 家族ꎬ而与原核生物的砷酸盐还原

酶 ArsC 具有更近的亲缘关系ꎮ 目前为止ꎬ只有极少

数真菌的砷酸盐还原酶属于此类ꎬ如假裸囊菌属的

P. destructans (GenBank: OAF59943.1)和外瓶霉属的

� E. oligosperma (GenBank: KIW42989.1)等ꎮ AMF 在将

As(V)还原为 As(III)的过程中是否利用 Grx/GSH 作

为还原剂ꎬ以及具体的调控机制还需要深入研究ꎮ
砷抗性分析结果表明ꎬ与野生型 E. coli 菌株

� W3110 相比ꎬarsC 缺陷型菌株 WC3110 在含 As(V)
� 培养基中的生长受到明显的抑制ꎮ 而表达 RiarsC

基因的 E. coli 菌株在含有 As(V)的培养基中的生长

� 状况与表达空载体的菌株相比具有更加明显的优

势ꎬ甚至当 As(V)浓度升高至 100 μmolL￣1时仍然对

As(V)具有一定的抗性ꎮ 这说明 RiarsC 基因在一定

� 程度上弥补了 E. coli 中 arsC 的功能缺失ꎬ增强了菌

� 株 WC3110 对 As(V)的抗性ꎮ
E. coli 的砷代谢过程由 R773 质粒上 arsRBC 操

� 纵子调控ꎬ细胞内的 As(V)被 ArsC 还原后再在 ArsR
和 ArsB 的共同作用下排出体外[21]ꎮ 为进一步探究

RiarsC 提高 E. coli 对 As (V)的抗性机理ꎬ我们对

� E. coli菌体和培养基中的砷进行了形态分析ꎮ 我们

� 发现ꎬ与野生型菌株 W3110 相比ꎬarsC 缺陷型E. coli
菌株 WC3110 对 As(V)的还原能力大大减弱ꎬ体内积

� 累了更多的砷无法通过 As(III)转运通道排出体外ꎬ
对 As(V)的抗性较弱ꎮ 因此ꎬLB 培养基中以 As(V)
为主要的砷形态ꎮ 当 WC3110 转入 RiarsC 基因后ꎬ

� 菌株体内及培养基中的 As(III)浓度显著升高ꎬ说明

这时 E. coli 菌株重新获得了将 As(V)还原为 As(III)
� 的能力ꎬ体内积累的砷能够以 As(III)的形式排出体

外ꎮ 因此该菌株内的总砷浓度大大降低而培养基中

的主要砷形态也由 As(V)转为 As(III)ꎮ 以上结果证

明了 RiarsC 基因具备将 As(V)转为 As(III)的能力ꎮ
本研究从 AMF 中克隆得到了一个砷酸盐还原

酶基因 RiarsCꎬ并通过异源表达的手段初步探讨了

� 该基因的体外功能ꎮ 结果发现ꎬRiarsC 提高了砷敏

� 感型 E. coli 的 As(V)抗性ꎬ并且能够将培养基中的

� As(V)还原为 As(III)后排出体外ꎮ 微生物的砷外排

机制主要包括 As (V)的吸收ꎬAs (V)的还原以及

As(III)的跨膜运输ꎮ 已经有研究鉴定出了 AMF 砷

外排过程中的 As(V)吸收通道蛋白 GiPT 和 As(III)跨
膜运输过程中的关键基因 GiArsA[15]ꎬ为 AMF 的耐砷

� 机制提供了有力的证据ꎮ 在此基础上ꎬ本研究进一步

为 AMF 的砷代谢机理提供了新的分子证据ꎮ 后续的

研究应该在原位开展 AMF 的砷形态转化和外排机

理ꎬ明确这些功能基因在 AMF 砷代谢过程中的相互

联系ꎬ为 AMF 的耐砷机制提供更全面的证据ꎮ
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