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毛薯硒代半胱氨酸甲基转移酶 SMT 基因的 
克隆与表达分析

杨亚飞，黎　丹，黄东益，符　晓，夏　薇，吴文嫱
（海南大学热带农林学院，海口 570228）

摘要：硒代半胱氨酸甲基转移酶（SMT，Selenocysteine methyltransferase）是植物硒代谢的关键酶，在植物硒积累的过程中

发挥着重要作用。为了探究毛薯中 SMT 基因的功能，本研究以优质富硒毛薯 Ds148 为研究对象，利用 RT-PCR 技术从中克隆

到了毛薯 SMT 基因，命名为 DsSMT。DsSMT（登录号：MH046782）包含 1038 bp 完整开放阅读框（ORF），预测编码 345 个氨

基酸，理论分子量（Mw）为 37.24 kD，等电点（pI）为 5.01，编码的蛋白与其他植物的 SMT 蛋白同源性较高，具有较高的保守

性。系统进化树分析显示，毛薯与海枣和菠萝的 SMT 蛋白的亲缘关系较近，聚为同一类。利用 PSORT Ⅱ在线软件对 DsSMT 
蛋白进行预测，结果表明其可能定位于细胞质中。实时荧光定量 PCR 分析显示，DsSMT 基因在毛薯生长发育的各个时期的

根、茎、叶、块茎以及块茎的皮组织中均有所表达，其中在毛薯的根和成熟期表达量最高。本研究从毛薯中克隆出了硒代谢相

关酶 DsSMT 基因的 cDNA 序列，并对其进行了生物信息学分析；同时又对 DsSMT 基因在毛薯块茎形成的不同时期、不同组

织中的表达情况进行相对定量的研究和分析，为深入研究 DsSMT 基因的调控机理提供分子依据，同时也为毛薯硒吸收、同化

的分子机理研究奠定基础。
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Cloning and Expression Analysis of a Selenocysteine Methyltransferase 
SMT Gene from Dioscorea esculenta（Lour.）Brukill

YANG Ya-fei，LI Dan，HUANG Dong-yi，FU Xiao，XIA Wei，WU Wen-qiang
（Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Haikou  570228）

Abstract：Selenocysteine methyltransferase（SMT）is a key enzyme of selenium metabolism pathway 
in plants and plays important roles in accumulating for selenium in plants.To investigate the function of SMT 
in Dioscorea esculenta（Lour.）Brukill，the full-length cDNA was cloned from D.esculenta（Lour.）Brukill 
Ds148 using reverse transcription-PCR（RT-PCR）technique.This gene was named DsSMT with a GeneBank 
accession number MH046782.The full-length open reading frame（ORF）of DsSMT was 1038 bp that encoded 
345 amino acids.The predicted molecular weight is 37.24 kD with the hypothetical isoelectric point of 5.01.
DsSMT was highly conserved and grouped with the homologous proteins from Phoenix dactylifera L. and Ananas 
comosus（L.）Merr.Wolf Psort protection indicated that DsSMT protein was located in cytoplasm.Real-time 
quantitative PCR（RT-qPCR）analysis revealed the transcripts of DsSMT in different tissues of D. esculenta

（Lour.）Brukill，including roots，stems，leaves，tubers and the peel of tubers.The levels of DsSMT were 
different among different tissues，and the level was the highest in roots and mature period during the process 
of D. esculenta（Lour.）Brukill development，respectively.Furthermore，the expression level of DsSMT was 
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obviously down-regulated during the enlargemental period，and then increased during the mature period.These 
results isolated the coding sequence of DsSMT gene and unlocked its expressional profiles，which provided 
a base in future study of molecular regulation mechanism on selenium metabolism in D. esculenta（Lour.） 
Brukill.

Key words： Dioscorea esculenta（Lour.）Brukill；selenocysteine methyltransferase； gene cloning； 
bioinformatics；expression analysis

硒代半胱氨酸甲基转移酶（SMT，Selenocysteine 
Methyltransferase）最早是从 A.bisulcatus 中被分离

出来的［1］，是植物硒代谢途径的一个关键酶［2］。在

植物硒代谢过程中，硒代半胱氨酸甲基转移酶 SMT
能催化硒代半胱氨酸（SeCys）甲基化形成甲基硒

代 半 胱 氨 酸（MeSeCys，非 蛋 白 质 氨 基 酸），从 而

使细胞内 SeCys 的浓度减少，减少有毒物质被错

误地插入耐硒植物蛋白质中并解除硒对植物的毒 
害［1，3-4］。转基因技术是提高植物硒代谢的一种有

效途径。通过对超表达 SMT 的拟南芥转基因植物

的研究发现，SMT 参与了 MeSeCys 和 MeCys 的

合成，猜测 SMT 可能对 SeCys 和 Cys 的甲基化有

催 化 作 用［5-6］；Van Hoewyk 等［7］ 使 ATCpNifS 基

因在拟南芥中超表达来研究其对植物硒代谢的影

响发现：ATCpNifS 基因的超表达能显著提高拟南

芥的耐硒能力和硒的积累量，具体表现为根生长

比对照提高了 1.9 倍，硒在地上部的积累量提高

了 2~3 倍；LeDuc 等［8］从硒富集植物印度芥菜和

双槽紫云英中克隆了硒代半胱氨酸甲基转移酶

SMT 基因，导入到印度芥菜，转基因植株成功提高

了对亚硒酸盐的耐受性和积累量；Brummell 等［9］

将一种硒超积累植物的 SMT 基因导入番茄中进

行表达，并在转基因番茄果实发育期的培养基中

提供硒酸盐或亚硒酸盐，结果使果实中 MeSeCys
的含量提高到总 Se 量的 16%；姚新等［10］将硒代

半胱氨酸甲基转移酶基因转化进烟草，显著提高

了烟草对硒酸盐的耐受性。这都暗示了 SMT 对

调控植物的耐硒和富硒能力具有巨大的潜在应用 
价值［11］。

毛 薯（Dioscorea esculenta（Lour.）Brukill）属 于

薯蓣科薯蓣属藤本植物，在我国主要分布在海南、广

东、广西、福建等地区，其块茎为白色。因其肉质细

嫩，营养丰富，药食同源，深受老百姓的喜爱，在海南

更是作为一种传统作物存在［2］。由于其具有抗旱

耐肥、病虫害少等特性，毛薯作为一种适应性好的耐

旱作物，在各种旱地土壤中均可种植［12］。此外，毛

薯还具有很好的药用价值，除了可以益肺滋肾、健脾

止泻和解毒敛疮［13］之外，近几年研究发现，毛薯还

可以诱导肌肉类固醇激素增加，这有助于降低 2 型

糖尿病病人对胰岛素的抗性［14］。在富硒能力方面，

有关研究报道表明，薯蓣植物具有明显的富集硒的

作用［15］，且与其他薯类作物相比，毛薯的硒含量最

为丰富［16］。因此，开展毛薯硒代谢相关酶基因的研

究，对其进一步往功能型食品的方向开发具有重要

意义。

1　材料与方法

1.1　材料

毛薯 Ds148 种植在海南大学薯蓣种质资源圃。

克隆载体 PMD-18T Vector 购于 TaKaRa 公司；大肠

杆菌感受态 DH5α 购于上海唯地生物技术有限公

司。RNA 提取试剂盒购于北京百泰克生物技术有

限公司；反转录试剂盒购于 TaKaRa 公司；HiFi 酶

购于北京全式金生物技术有限公司；胶回收试剂盒

购于 Omega 公司；引物合成及测序由天一辉远基因

科技有限公司完成。

1.2　方法

1.2.1　 毛 薯 总 RNA 提 取 和 cDNA 合 成　 毛 薯

生 长 发 育 不 同 时 期、不 同 组 织 的 总 RNA 提 取 按

照 BioTeke 的 通 用 植 物 总 RNA 提 取 试 剂 盒（离

心 柱 型）的 说 明 操 作。cDNA 合 成 根 据 TaKaRa 
Primescript RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect 
Real Time）的说明操作。

1.2.2　DsSMT 基因的克隆　基于毛薯 Ds148 转录

组数据库，利用 Primer 5.0 软件设计 DsSMT 基因的

上下游引物（表 1）。以毛薯块茎 cDNA 为模板进

行扩增。PCR 条件为 94 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 30 s，57~59 ℃ 退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，31 个

循环；72 ℃延伸 10 min。将 PCR 产物回收、克隆、

转化、鉴定重组子，并将阳性克隆测序验证。
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表 1　基因克隆引物的名称和序列
Table 1　Primer name and sequences used for gene cloning

引物名称 引物序列 引物名称 引物序列

SMT-F ATGGGGTTTGGGACCGGAGA SMT-R GCAGTTAAGCTATAGATGTTTCGGGAG

Q-Actin-F GGGTTACTCATTCACCACCACAG Q-Actin-R GGTAACTCATAACTCTTCTCAACAGCA

Q-SMT-F GCTTTGTTGCGTAGAAGTGTTGA Q-SMT-R CCATCTGCTAAAAATGCTCCGTA

1.3　DsSMT 基因的生物信息学分析

利用 NCBI 网站 BLAST 程序进行基因和蛋白质

预测，利用 DNAMAN 7.0 软件进行基因和氨基酸序列

的分析与比对，利用 MEGA 5.0 软件进行进化树分析，

采用邻接算法构建进化树。氨基酸和蛋白质的基本性

质分析利用网站 http：//web.expasy.org 相关软件完成。

1.4　DsSMT 基因的实时荧光定量分析

利用实时荧光定量 PCR 分析 DsSMT 基因在毛

薯生长发育不同时期、不同组织的表达情况。根据

所得 cDNA 序列设计荧光定量 PCR 引物，以 Actin 
作为内参基因，引物序列见表 1。荧光定量 PCR 扩

增程序为：94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s；60 ℃ 30 s、72 ℃ 
30 s，40 个循环；反应时每个样品设置 3 次重复。所

得数据采用 2- △△ CT 的方法计算相对表达量。

2　结果与分析

2.1　毛薯总 RNA 的提取

将毛薯总 RNA 进行电泳检测（图 1），结果显

示 28S rRNA 和 18S rRAN 条带清晰，且 28S rRNA 
亮度约为 2 倍的 18S rRNA，说明提取的毛薯 RNA 较
完整。RNA 的浓度在 200~500 ng/μL，OD260/OD280 在

1.8~2.0 之间，表明 RNA 的浓度和质量都比较好，可

用来进行反转录合成 cDNA。采用 β-Actin 作为内

参基因对反转录的 cDNA 进行检测，其目的片段的

大小为 130 bp，结果表明反转录效果良好。

A：总 RNA；B：cDNA 第一链

A：total RNA，B：first strand of cDNA

图 1　毛薯块茎总 RNA 和 cDNA 第一链琼脂糖凝胶电泳图
Fig.1　Agarose gel electrophoresis of total RNA and cDNA 

from the tuber of D. esculenta（Lour.）Brukill

2.2　DsSMT 基因的克隆

使用设计的引物对毛薯硒代半胱氨酸甲基转

移酶基因进行克隆（图 2），对得到的片段进行回收、

连接转化、测序，最后进行比对，获得毛薯 DsSMT 基因

的 cDNA 全长序列。

M：DNA 分子量标准；1：DsSMT 全长扩增产物

M：DNA marker，1：PCR product of DsSMT
图 2　DsSMT 全长 cDNA 的电泳图片

Fig.2　The PCR product of DsSMT cDNA

2.3　DsSMT 基因的生物信息学分析

利 用 NCBI 里 的 ORF Finder 将 所 得 基 因 的

cDNA 序列录入，查找 ORF 序列，结果表明 DsSMT
基因具有一个 1038 bp 的完整 ORF，预测编码 345
个氨基酸，理论分子量（Mw）为 37.24 kD，等电点

（pI）为 5.01，即生理条件下该蛋白偏酸性。带负电

荷残基（Asp+Glu）数 45，带正电荷残基（Arg+Lys）

数 30，分子式为 C1645H2583N445O516。整个蛋白的总

平均亲水性为 -0.070，表明该蛋白是亲水性蛋白。跨

膜区段预测结果显示，毛薯 DsSMT 蛋白质没有跨

膜结构，是非跨膜蛋白。系统进化分析结果表明，

DsSMT 与海枣、菠萝等植物的 SMT 同源蛋白亲缘

关系较近，具有较好的同源性，并且在进化树上与

海枣和菠萝聚为一组（图 3）。

2.4　DsSMT 基因的表达分析

将毛薯 Ds148 的 DsSMT 基因在萌发期的表达

量设为 1，采用 delta-delta CT 法进行相对荧光定量，

对毛薯 DsSMT 基因在其块茎生长发育不同时期（萌

发期、形成期、膨大期、成熟期）、不同组织（叶、茎、

根、皮（块茎）、块茎）中的表达情况进行分析（图 4）。
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图 3　DsSMT 与其他植物 SMTs 的聚类分析
Fig.3　Phylogenetic analysis of DsSMT and other plant SMTs

*：P<0.05；**：P<0.01

图 4　DsSMT 基因在不同时期不同组织中的表达
Fig.4　Expression of DsSMT in different stages and tissues 

DsSMT 基因在毛薯生长发育的特定时期不同组织

中的表达结果表明：DsSMT 基因在根、茎、叶、块茎

和皮（块茎）等器官中均有所表达，其中在根中的表

达量最高，其次为茎、叶和皮（块茎），块茎的表达量

最低；DsSMT 基因在毛薯特定组织不同时期中的表

达结果表明：DsSMT 基因的表达量在根和叶片中有

明显的变化，其他组织中变化不大，其中在根中变化

最为明显，形成期约是膨大期的 2 倍，且在成熟期表

达量又会明显地提高。特别需要指出的是，在块茎

发育的过程中 DsSMT 基因的表达量先迅速升高，后

逐渐降低，成熟期达到最低。

3　讨论

目前对植物不同部位硒分布特征的研究报道

较多［17-20］，而对不同部位硒代谢相关酶基因表达水

平的研究却很少。本研究以优质富硒毛薯 Ds148
为研究对象，利用 RT-PCR 技术从中克隆到了毛薯

SMT 基因，并对克隆到的 DsSMT 基因进行了生物

信息学分析。初步认为 DsSMT 基因编码产物结构

稳定，为亲水蛋白，无跨膜结构，定位于细胞基质，这

方面与 Sors 等［6］、杜玉潇等［21］、刘声传等［22］的研

究结果相一致。

此外，本试验还利用荧光定量 PCR 技术对硒代

半胱氨酸甲基转移酶（SMT）基因在毛薯生长发育

的不同时期、不同组织中的表达特点进行了分析。

研究结果表明：DsSMT 在毛薯 Ds148 不同时期、不

同组织中均有所表达；同一时期不同组织中的表达

量为根＞茎＞叶＞块茎，且不同组织中表达量的差

异在形成期和成熟期较大，在膨大期不明显；同一

组织（块茎和块茎皮除外）不同时期的表达量为成

熟期＞形成期，整体来看，形成期和成熟期表达量

普遍较高，膨大期则明显偏低。SMT 基因在毛薯不

同组织中，特别是叶片中的表达情况与在茶树和盾

叶薯蓣中的表达情况类似［23-24］。针对 DsSMT 基因
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在不同组织中的表达量以及不同组织之间表达量

的差异在膨大期出现明显下降这种情况，由于块茎

的主要成分是淀粉［25］，故笔者认为这可能是由于

该时期植物将大部分的能量用于块茎中淀粉等其

他营养物质的合成，从而使 DsSMT 基因的表达受

到了影响。此外针对在植物嫩叶中 SMT 基因的表

达水平低于老叶的这种情况，谭振［23］根据前人关

于 SMT 基因在黄芪中表达情况的研究结果进行了

推测，认为 SMT 催化的反应可能会涉及到硒在新

叶与老叶之间的重新定位，当叶片逐渐老化时，合

成的 SeMeSeCys 就会被再次氧化成硒酸盐；另一

方面，随着叶片的老化，SeMeSeCys 可能以 DMDSe
为主要形式逐渐挥发［26-27］。而 SMT 在硒代谢中与

SeMeSeCys 的合成以及 DMDSe 的挥发有着非常密

切的关系［3，21］。由于植物体内有机硒的含量在不同

部位、不同时期均不相同［17-20］，通过分析 SMT 基因

在毛薯不同部位、不同时期表达水平上的差异以及

在特定部位有机硒含量与该部位 SMT 基因表达和

转录水平的关系有利于阐明产生上述结果的原因。

同时该研究还为进一步深入了解毛薯硒代半胱氨酸

甲基转移酶基因以及其他硒代谢相关酶基因的调控

机制奠定基础，为创制高硒含量新种质资源、开展硒

品质育种提供参考。
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