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植物重金属转运蛋白 P1B-ATPase 结构和功能研究进展 

张玉秀 1，张媛雅 1，孙涛 2，柴团耀 2 
1 中国矿业大学化学与环境工程学院，北京 100083 
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摘  要: 植物调节体内重金属的累积量以维持自身生存，其中，金属阳离子转运蛋白发挥了关键作用。P1B-ATPase 是

在生物中广泛存在的 P-ATPase 中的一个亚族，也是 P-ATPase 多个亚族中唯一参与重金属稳态的转运蛋白。拟南芥中

共发现 8 个 P1B-ATPase。研究表明，P1B-ATPase 在植物体内具有维持金属的稳态、转运以及金属解毒的功能；与金属

离子在根部区域的活化、吸收、地上部分的运输、贮存，以及植物对重金属的耐受性均相关。以下综述了 P1B-ATPase

的进化分类、结构特征以及功能方面的最新研究进展，并展望了其在植物修复领域的应用前景。 
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Abstract:  The regulation of the heavy-metal accumulation in vivo for plant survival is very complex. The metal cation transporter 
plays key roles in the metabolic process. P1B-ATPases are the only subgroup of P-ATPases that contribute to heavy metal homeostasis 
presented in most organisms. Arabidopsis thaliana contains eight genes encoding P1B-ATPases. The current reports show that the 
functions of P1B-ATPases are involved in maintaining metal homeostasis, transporting and detoxification in plants. P1B-ATPases not 
only mediated metal ion mobilization and uptake in roots, but also contribute to the metal transport, storage and tolerance in shoots, 
especially in heavy metal hyperaccumulators. In this paper, we reviewed and discussed the evolution, classification, structure and 
function of P1B-ATPases in plants. HMAs-transgenic manipulation could be a feasible approach for phytoremediation and mineral 
nutrition fortification. 
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Cu、Zn、Mn 和 Fe 等是植物生长发育所必需的

微量营养金属元素，主要作为辅酶参加多种生理过

程，参与蛋白质构成和信号传递，缺乏或过量都会

导致生物体的代谢紊乱[1-3]。重金属如 Cd、Hg、Ag

和 Pb 离子具有极大的生物毒性，能与酶活性中心或

蛋白质中的巯基结合，取代金属蛋白中的必需元素 
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(Ca2+、Mg2+、Zn2+和 Fe2+)，导致生物大分子构象改

变、酶活性丧失以及必需元素缺乏等；此外，重金

属还能干扰物质在细胞中的运输过程，并通过氧化

还原反应产生自由基导致细胞氧化损伤[1-2]，干扰细

胞的正常代谢过程，最终引起植物生长发育受抑，

甚至死亡。为了维持必需金属离子在生理耐受极限

浓度范围内，并减少其毒性对机体的损害，植物拥

有的金属稳态系统，通过控制金属离子的吸收、累

积、运输和脱毒等过程，不仅能维持细胞区域中必

需金属离子的正常浓度，而且能把非必需金属离子

的伤害降到最低[1]。 

土壤中的金属首先与植物的根毛接触，通过跨

膜运载蛋白系统进入根表皮细胞中。在根部金属离

子通过共质体和质外体两条途径，进入维管系统，

并运输到地上部，质外体途径主要发生在根尖。多

数金属离子是通过内质网膜上的离子转运蛋白，跨

膜进入内质网腔，经由胞间连丝形成的共质体系统

内运输；少数金属离子通过质外体途径运输，进入

维管系统。金属离子通过维管束到达叶片，释放到

外质体中的金属离子通过质膜金属离子转运蛋白进

入叶片不同组织细胞中。在细胞内的金属离子通过

膜转运蛋白和螯合蛋白在亚细胞区域重新分配，定

位在细胞质、叶绿体、线粒体、液泡或细胞壁中，

从而降低重金属离子的毒害作用[4-5]。由此可见，转

运蛋白在金属阳离子的吸收、运输和分配等方面起

关键作用。金属阳离子转运蛋白可分为金属阳离子

输入蛋白和金属阳离子输出蛋白两类，P1B-ATPase 

(P1B-type ATPase，或 P1B 型 ATPase) 属于金属阳离

子输出蛋白[2]。P-ATPase (P-type ATPase) 是一种通

过水解 ATP 跨膜运送阳离子的转运蛋白，最初曾被

定义为通过水解 ATP 特异转运多种小阳离子和磷脂

的转运蛋白，因其涉及磷酸化过程 (Phosphorylated 

intermediate)，所以被命名为 P-ATPase[6-7]。一般来

说，植物中的 P-ATPase 具有高亲和性的吸收和泵出

重金属的功能。推测其潜在的功能包括：细胞对质

外体中必需重金属的吸收、细胞质中毒性金属的泵

出以及必需金属的区室化作用以进行特殊的生化途

径[6]。P1B-ATPase 除选择性地运输必需的金属离子 

(Cu+、Cu2+、Zn2+和 Co2+) 外，还能转运一些重金属

离子 (Cu2+、Cd2+和 Pb2+)，所以 P1B-ATPase 又称为

重金属 ATP 酶(Heavy metal transporting ATPase，

HMA)[8]。又因为 P1B-ATPase 含有一个保守的内膜基

序 (CPx：Cys-Pro-Cys/His/Ser) (图 1)，所以又称为

CPx-ATPase [9-10]。植物 P1B-ATPase 除参与金属离子

的稳态外，还涉及在植物对重金属的吸收、转运、

解毒和富集作用等方面 [1,11]。以下主要综述植物

P1B-ATPase 的进化分类、结构、功能以及在重金属

累积植物中的作用的研究进展。 

 

图 1  P1B-ATPase 结构示意图[8] 
Fig. 1  Topological model of a P1B-ATPase. 

1  P1B-ATPase 的结构特征和分类 

1.1  P1B-ATPase 的广泛分布 
P1B-ATPase 广泛存在于从极端的古细菌到人类

的所有生物中。P1B-ATPase 运输 Cu 和 Fe 的功能最

早在原核生物中被鉴定，如在金黄色葡萄球菌质粒

Staphylococcus aureous plasmid pI258 和 根 瘤 菌

Rhizobium meliloti 中，该基因敲除导致细菌对金属

敏感性提高。利用功能互补实验进一步鉴定了多种

生物 P1B-ATPase 的功能和底物特异性。耐 Cu 古细

菌 Ferroplasma acidarmanus 中 Cu+-ATPase 转录水平

的 提 高 与 其 Cu 耐 性 相 关 ， 闪 烁 古 生 球 菌

Archaeoglobus fulgidus 含有运输 Cu+和 Cu2+的两种

转运蛋白 CopA 和 CopB。动物基因组中的两个

Cu+-ATPase 基因较为有名，人 ATP7A 和 ATP7B 的突

变，导致 Menkes 症和 Wilson 病 (肝豆状核变性病) 

等 Cu 代谢遗传疾病[8]。P1B-ATPase 基因广泛存在于

低 等 和 高 等 植 物 中 ， 如 绿 藻 Chlamydomonas 

reinhardtii 基因组中有 3 个基因 (CrHMA1~3)，红藻

Cyanidioschizon merolae中存在 2个基因 (CmHMA1，

CmHMA2)。单子叶植物水稻 Oryza sativa 基因组中

发现 9 个基因 (OsHMA1~9)，大麦 Hordei vulgaris
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中有 10 个基因 (HvHMA1-HvHMA10)[11-13]。在拟南

芥中克隆出 8 个基因(AtHMA1~8)[12,14]，在大豆 Glycine 

max 基因组中发现 9 个 (GmHMA1~GmHMA9)[15]，

此外，研究者还从甘蓝型油菜 Brassica napus、重金

属 Zn/Cd超富集植物鼠耳芥 Arabidopsis haller和遏蓝

菜 Thlaspi caerulescens 中分别克隆到了 P1B-ATPase

基因 BnRAN1 (HMA7)[16-17]、AhHMA4[18] 和 TcHMA4

基因[9,19]。植物基因组中存在多个 P1B-ATPase 基因，

其蛋白在植物的根茎叶和细胞中的叶绿体、高尔基

体、内质网、液泡及质膜上的定位均有报道 (表 1)。 

P1B-ATPase 在细菌、古细菌和真核生物中均有

发现，表明其可能参与了早期生命形式细胞质中过

渡金属元素的解毒。随着细胞区域化的出现和对多

种金属酶的需求，高等植物基因组中 P1B-ATPase 的

数量增加，且功能也出现了多样化，由单细胞外排

金属的单一功能进化出更多特异性的功能，如木质

部微量元素的装载以进行长距离运输，而这一过程

对于植物营养至关重要[3,8,11]。在拟南芥中存在多个

P-ATPase，一个原因可能是在大约 1.5 亿年前，在一

种植物祖先中可能发生了多倍化事件和若干局部基

因重复导致串联基因阵列 (Tandem gene arrays) 产

生；另外一个原因是多数拟南芥 P-ATPase 可能缺

乏植物中发生的选择性拼接，而动物可以通过同一

基因的选择性拼接获得蛋白质的多样性。有趣的

是，只有原核生物和具有光合作用的真核生物拥有 

Zn/Cd/Co/Pb P1B-ATPase，推测植物中存在的这些

基因也许是原核内共生体的水平基因转移进化的

结果[11,19]。 

1.2  P1B-ATPase 的分类 
由于生物体存在多个 P1B-ATPase 基因，为了研

究结构和功能的关系，有必要对其进行归类。根据

金属底物特异性可以将 P1B-ATPase 分为两个亚类：

Zn2+/Co2+/Cd2+/Pb2+P1B-ATPase (Zn 亚 类 ) 和

Cu+/Ag+P1B-ATPase (Cu 亚类)，其中动物只有 Cu 亚

类[7,11]。通过氨基酸多序列比对分析，将目前鉴定的

植物 P1B-ATPase 分为两个亚类，如拟南芥 AtHMA1-4

属于 Zn 亚类，而 AtHMA5-8 属于 Cu 亚类[7]；水稻

OsHMA1-OsHMA3 属于 Zn 亚类，OsHMA4-OsHMA9

属于 Cu 亚类[13]。随着基因克隆技术的进步，人们在

基因组中鉴定出了大量的 P1B-ATPase 基因序列，根

据系统发生分析，用相似性尺度衡量氨基酸序列之间

的亲疏程度，从而可以将 P1B-ATPase分成 6个亚类(图

2)：亚类 1 (AtHMA1)、亚类 2 (AtHMA2-4)、亚类 3 

(AtHMA5)、亚类 4 (AtHMA7)、亚类 5 (AtHMA6)和

亚类 6 (AtHMA8)。在基因文库中搜索了拟南芥、大

豆和水稻等植物的 P1B-ATPase 基因，ClustalW 聚类

分析表明植物 P1B-ATPase 可以分为 Cu 亚类和 Zn 亚

类，与上述根据底物专一性的分类方法相一致[8,11]。 
 

表 1  植物中的 P1B-ATPases 
Table 1  P1B-ATPases in plant 

Gene Organ distribution Organization and cellular 
localization Subcellular localization Metal specificity Chromosome Exon

AtHMA1  Green tissues Chloroplast envelope Cu, Zn, Ca, Co, Cd 4 13 
AtHMA2  Vascular tissues Plasma membrane Cd, Zn 4 9 

AtHMA3 
Roots, old rosette 
leaves and cauline 

leaves 

Guard cells, hydathodes, 
vascular tissues and the  

root apex 
Vacuole membrane Cd, Co, Pb, Zn 4 8 

AhHMA3    Zn   

AtHMA4 Roots, stems  
and leaves 

Mesophyll cells in  
protoplasts Plasma membrane Zn, Cd 2 9 

AhHMA4 Roots Epidermal cells Plasma membrane Zn, Cd   
TcHMA4 Roots   Zn, Cd   
AtHMA5 Roots and pollen Pericycle cells Plasma membrane Cu 1 6 
AtHMA6 Roots and shoots  Plastid envelope Cu 4 4 
AtHMA7 Roots and pollen  Golgi apparatus Cu 5 9 
AtHMA8 Shoots  Thylakoid membranes Cu 5 16 
GmHMA8   Thylakoid membranes Cu   
OsHMA9 Roots Vascular tissues Plasma membrane Cu, Zn, Pb 6 10 
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图 2  植物 P1B-ATPases 的分类 
Fig. 2  Classification of P1B-ATPases in plant. The dendrogram was constructed by ClustalW with multiple alignment, P1B-ATPases 
are divided into two groups: AtHMA1-4, OsHMA1-3, TcHMA4, AhHMA4 belong to Zn2+/Co2+/Cd2+/Pb2+ ATPases and AtHMA5-8, 
OsHMA4-9, OlHMA3, GmHMA8 fall in Cu+/Ag+ ATPases. According to phylogenetic analysis, P1B-ATPases have 6 clusteres: cluster 
1(AtHMA1 and OsHMA1); cluster 2 (AtHMA2-4, OsHMA2-3, TcHMA4 and AhHMA4); cluster 3 (AtHMA5, OsHMA4 and 
OsHMA5); cluster 4 (AtHMA7, OsHMA6 and OsHMA9); cluster 5 (AtHMA6, OsHMA3 and OsHMA7) and cluster 6 (AtHMA8, 
OlHMA8 and GmHMA8). 
 

根据 P1B-ATPase 的氨基酸序列预测的结构特点

和金属特异性，结合 ClustalW 聚类分析数据将其分

成 5 个亚类：P1B-1 (Cu+/Ag+)、P1B-2 (Zn2+/Cd2+/Pb2+)、

P1B-3 (Cu2+/Cu+/Ag+)、P1B-4 (Co2+) 和 P1B-5 (无特异

性)[8,20-21]。拟南芥 HMA1 属于 1B-4 亚类，HMA2-4

属于 1B-2 亚类，HMA5-8 属于 1B-1 亚类[21]。在真核

生物中，只有植物含有 1B-2 和 1B-4 亚类，而人类和

酵母中的 P1B-ATPase 均属于 1B-1 亚类 (图 3)[8,19]。 

从构建的无根树 (图 2) 中可以看出 P1B-ATPase

分成了 4 大支，其中亚类 1 (AtHMA1) 和亚类 2 

(AtHMA2-4) 属于 Zn 簇，亚类 3 (AtHMA5)、亚类 4 

(AtHMA7)、亚类 5 (AtHMA6) 和亚类 6 (AtHMA8) 

属于 Cu 簇，该分类与其结构特点紧密相关。在拟南

芥中 AtHMA1-4 属于 Zn 簇，其序列中没有重金属

相关调节功能域 (Heavy metal associated regulatory 

domain，HMA-RD)；另外，AtHMA1 的 N 端只有聚

His 区，而 AtHMA2 和 AtHMA4 中发现有若干个 CC

二 肽 和 富 His 区 域 。 AtHMA5-8 属 Cu 簇 的

P1B-ATPase，同时也属于 1B-1 亚类，涉及在 Cu 的

转运过程中。AtHMA5 和 AtHMA7 在 N 端有两个

HMA-RD，参与 Cu 的稳态作用；而 AtHMA6 和

AtHMA8 在 N 端只有一个 HMA-RD，位于植物叶绿

体中，Cu 离子的转运与光合作用有关[8,11]。 

1.3  P1B-ATPase 的功能位点 
与其他的 P-ATPase 相比，P1B-ATPase 具有明显

的结构特征：跨膜片段较少，ATP 结合区(ATP-BD) 

小，N-和 C-末端存在多个金属结合域(Metal binding 

domain，MBD) 等[8]。P1B-ATPase 中的 ATP 结合残

基是不保守的，例如 KGxxE/D 基序是多数 P-types

的保守基序 (包括 KdpB，一种 P1A-ATPase)，该基
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序中的赖氨酸是组成 ATP 结合穴  (ATP binding 

pocket) 的要素，而 P1B-ATPase 中没有该基序[22]。

如图 1所示，P1B-ATPase (P1B-1-ATPase和P1B-2-ATPase) 

一般含有 8 个跨膜片段(TM)，而 P1B-4-ATPase 只有 6

个跨膜片段，金属结合信号序列以及可调节的胞质

金属结合域存在于跨膜片段上 (图 1)，与其底物专

一性和运输方向一致[8]。P1B-ATPase 含有 3 个功能

域：P 功能域 (Phosphorylation domain)，涉及酶的

磷酸化；A 功能域 (Actuator domain)，涉及能量转

导；N 功能域 (Nucleotide-binding domain)，涉及核

苷酸的结合作用，包含 ATP 的结合位点[8,11]。A 功

能域位于 H4 和 H5 螺旋之间的小环上；具有 P 功能

域和 N 功能域的保守的大胞质环位于 H6 和 H7 螺旋

之间；H6、H7 和 H8 等 3 个螺旋上保守的氨基酸序

列形成了跨膜金属结合位点 (Transmembrane metal 

binding sites，TM-MBS)；N-和 C-末端含有 MBD[8]。 

一些 P1B-ATPase 的 MBD 上存在重金属相关调

节功能域(Heavy metal associated regulatory domain，

HMA-RD)，其保守基序为 CxxC[8,11,23]。保守基序

CxxC 在原核生物 ATPase 中出现一个或两个拷贝，

而在真核生物 ATPase 可能达到 6 个拷贝，如 WND

和 MNK[19,21]。HMA-RD 结合重金属，也可能是重

金属的传感器。拟南芥的 Cu2+/Ag2+ ATPase 的 N 端

发现了 HMA-RD，HMA7 有一个 HMA-RD，HMA5

和 HMA6 有两个[7,11]；而其他 HMA 没有 HMA-RD，

在 HMA1-4 中 CC 二肽和富 His 区起到与重金属结

合的作用，HMA1 的 N 端有聚 His 区，在 HMA2 和

HMA4 的长 C 端有若干个 CC 二肽和富 His 区域，

其中 HMA4 的富 His 区最为明显 [7-8]。真核生物

Cu+-ATPase 有多个拷贝的 N-MBD，在体外 MBD 可

结合单价和双价阳离子，包括 Cu+、Cu2+、Zn2+和

Cd2+；在体内 N-MBD 从 Cu 分子伴侣获得 Cu+，其

金属特异性似乎取决于特异的 N 末端 MBD 与伴侣

蛋白的静电和疏水相互作用[8]。P1B-ATPase 突变型 

 

图 3  P1B-ATPases 系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of the P1B-ATPases. 
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分析表明，除去 MBDs 的金属结合能力后，酶的转

换率下降；截断 ATPase，完全除去 N-MBDs 部分后，

酶的转换率更高[24]。 

CPx 基序和 HP 基序是 P1B-ATPase 特有的基

序 [12]。位于第 6 跨膜域 (H6，sixth TM) 处的 CPx (或

xPC) 基序是金属配位的定义元件 (x 是 Cys、His

或 Ser)，AtHMA1 的 CPx 位于 H4。CPx 基序是金属

易位位点，其完整性对于 ATPase 的功能是必需的，

Cys 突变会减弱酶的功能。CPx 基序存在 CPC、CPH、

CPS、SPC、TPC 和 APC 几种形式，其中 CPC 最常

见。根据 H6、H7 和 H8 这 3 个跨膜金属结合位点上

的保守氨基酸序列的不同，可将 P1B-ATPase 分为 5

个亚族。P1B-1 亚族在 H6 上有 CPC 基序，H7 和 H8

的保守残基分别是 Asn、Tyr 和 Met、Ser；P1B-2 亚族

的 CPC 基序也在 H6 上，H7 和 H8 的保守残基分别

是 Lys 和 Asp、Gly；P1B-3 亚族在 H6 上是 CPH 基序，

H7 和 H8 的保守残基分别是 Asn、Tyr 和 Met、Ser；

P1B-4 亚族的 SPC 基序在 H4 上；P1B-5 亚族目前还不

清楚[8,11,21]。HP 基序存在于大多数 P1B-ATPase 中，

在其他 P-ATPase 中未见报道。在 Wilson 疾病蛋白

ATP7B 的 N 功能域上的 HP 基序被认为对核苷酸配

位很重要，但目前还不能确定 HP 基序是 ATP 的直

接配体，还是通过与其他功能域的相互作用来调节

核苷酸结合位点的亲和力。E. coli Znta 突变体的研

究表明 HP 基序中的组氨酸除了具有 ATP 配位作用，

可能还具有催化功能[8,11]。 

2  植物 P1B-ATPase 的功能 

2.1  P1B-4-ATPase 参与叶绿体 Cu 运输 
目前，植物 P1B-ATPase 的结构和功能研究主要

在拟南芥中，AtHMA1 属于 P1B-4-ATPase，有 6 个跨

膜区，SPC 基序代替经典的 CPx 保守序列，缺少

HMA-RD，N 端富含 His[8,12,23]。RT-PCR 实验发现

AtHMA1 主要在绿色组织中表达，绿色荧光蛋白

(GFP) 显示其定位于叶绿体被膜上，N 端部分 His

区缺失影响其金属的转运。纯化的叶绿体被膜

AtHMA1 的 ATPase 活性受 Cu 的特异促进，表明其

可能参与 Cu 进入叶绿体的运输过程。T-DNA 缺失

突变体 hma1 和 AtHMA1 过表达植株的表现型均与

野生型相比无明显改变，只是 hma1 突变体中的叶绿

体 Cu 含量更低，叶绿体 Cu/Zn 超氧化物歧化酶活性

的降低，而质体蓝素含量不变，推测 AtHMA1 主要

是将 Cu 传递给 Cu/Zn 超氧化物歧化酶。另外，hma1

缺失突变体表现出对强光的敏感性，表明 AtHMA1

是植物在高光强下生长所必需的，其作用可能是在

不良的光照条件下将 Cu 传递给叶绿体蛋白或高活

性酶分子[23-24]。AhHMA1 在地上部的表达量高于根

部，且在地上部的表达量受高 Zn 浓度的诱导而升

高[25]。AtHMA1 是一种对毒胡萝卜素敏感的 Ca2+/

重金属 ATPase，可转运 Ca，参与 Cd、Zn 和 Co 的

解毒。在高浓度 Zn2+下，表达缺失 N 端叶绿体靶信

号(Chloroplast-targeting signal) 的 AtHMA1 可改变

酵母对 Zn2+的敏感性 [26-27]。另外，也有证据显示

AtHMA1 既可以转运二价金属 Cu/Zn/Cd/Co[23,26-27]，

也可以转运一价金属 Cu+[28]，如 Oscillatoria brevis

的 CPx-ATPase Bxa1 可以由单价和双价的重金属诱

导表达[29]。 

2.2  P1B-1-ATPase 参与 Cu 稳态 
P1B-1-ATPase 在生物界中广泛存在，如人类的

Menkes/Wilson 蛋 白 、 酵 母 的 Ccc2p 、 拟 南 芥

AtHMA5-8、水稻 OsHMA4-9 和甘蓝型油菜 Brassica 

napus 的 BnRAN1 都属于 P1B-1-ATPase。人 ATP7A

和 ATP7B 基因突变，可导致 Menkes 症和 Wilson 病。

Wilson 疾病蛋白(WNDP) 使肝脏、大脑和血液中的

Cu 过量累积，而 Menkes ATPase (MNKP) 的突变可

导 致 Cu 在 肠 中 吸 收 减 少 [8,30] 。 酵 母 Ccc2p 

(Cu2+-ATPase) 将 Cu 运 送 到 多 铜 氧 化 酶 

(Multicopper oxidase) Fet3p 处，Fet3p 是高亲和性

Fe 摄取所必需的酶，因此 Ccc2 蛋白在 Cu 和 Fe 的

稳 态 中 起 作 用 ， 其 他 真 核 生 物 如 线 虫 和 人 的

P1B-ATPases 也具有同样的作用[16,31]。 

AtHMA5-8 在 H6 的保守基序是 CPC 基序，N

端存在 HMA-RD 且数量不同，氨基酸序列分析表明

AtHMA5 和 AtHMA7 同源性较高，在 N 端有两个

HMA-RD，而 AtHMA6 和 AtHMA8 的序列同源性较

高，在 N 端只有一个 HMA-RD。HMA5 和 HMA7

涉及 Cu 稳态，在动植物中均有发现，AtHMA6 和

AtHMA8 则参与植物光合作用。 
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RT-PCR 证明 AtHMA5 和 AtHMA7 主要在花和

根部表达，AtHMA7 在所有根组织中都很丰富，而

HMA5 主要在根部中柱鞘细胞表达，Cu 处理强烈诱

导其在整个植株中特异表达。T-DNA 插入 AtHMA5

的第二外显子得到突变体 hma5-1，插入第一内含子

得到 hma5-2。hma5-1 和 hma5-2 对 Cu 都非常敏感，

但对其他金属如 Fe、Zn 或 Cd 都不敏感。hma5 突变

体幼苗根尖在早期表现出波浪形  (Wave-like) 表

型，之后主根生长完全被抑制，侧根出现在根冠附

近，Cu 含量分析显示在 Cu 过量的条件下 hma5 突

变体根部富集的 Cu 多于野生型，表明 P1B-ATPase

缺失导致根部 Cu 的过量累积。酵母双杂交实验表明

AtHMA5 金属结合域能与拟南芥类 ATX1 样 Cu 伴

侣相互作用，推测 Cu 伴侣蛋白 CCH 对植物特异功

能域具有调节作用[32]。TM-MBS 对于酶的磷酸化和

随后的运输是必需的，然而，Cu+不能以水合的形式

结合到 Cu+-ATPases 上，而是结合到伴侣蛋白上。

如 Archaeoglobus fulgidus 的 Cu 伴侣蛋白 CopZ 可将

Cu+运送到 CopA(Cu+-ATPases) 的 MBDs 上；CopA

缺失 MBDs后，CopZ则把 Cu+运送到 TM-MBS上[33]。

在酵母中 Cu 是通过金属伴侣 Atx1 和 Ccc2 的 N 端

相互作用运送到反面高尔基网上。Ccc2 的 N 端具有

双重作用，从 Atx1 上获取 Cu 和运送 Cu 到 Ccc2 的

其他结合域，从而激活 ATPase。与原核生物同源基

因不同的是 Atx1 不能激活缺失 N 端的 Ccc2[34]。为

什么一些转运需要金属伴侣蛋白而另一些不需要？

一种解释是金属伴侣蛋白可以克服细胞的高金属离

子螯合能力。例如 ATX1 的功能是通过蛋白-蛋白的

相互作用将 Cu 运送到 HMA5 和 HMA7，这两个蛋

白的 Cu 的结合常数很低。另一种是金属伴侣蛋白给

细胞提供一种机制从而控制金属离子供应的特异运

输途径。最后，金属伴侣蛋白能够防止不适当的相

互作用，对这一功能的最好解释是蓝细菌的细胞膜

上的 3 个 P-Type ATPases 可以吸收 Cu(CtaA)，或排

出 Zn(ZiaA) 和 Co(CoaT)[28]。 

RAN1 (Responsive to Agonist1) 是 HMA7，是从

具有乙烯拮抗性、可引起乙烯三重反应的幼苗中分

离出来的基因。RT-PCR 技术显示 HMA7/RAN1 与

HMA5 有相似的表达模式，主要在根部和花粉中表

达，且受 Cu 诱导[32]。HMA7/RAN1 隐性突变具有莲

座叶致死 (Rosette-lethal) 表型。拟南芥 ran1-3 突变

体叶片上表皮细胞比野生型小，且更圆，叶片表面

绒毛减少[30]。AtHMA7 突变体对 Cu 超敏感，RAN1

等位基因的功能缺失突变影响细胞延长等多个过

程，而加入 Cu 后能部分缓解细胞延伸的抑制作用，

因此说明 RAN1 具有运送 Cu 到乙烯受体的作用，也

可能是把 Cu 运送给分泌途经中的 Cu 蛋白分子[12]。

AtHMA7/RAN1 定位在高尔基体上，油菜 Brassica 

napus 的 BnRAN1 和 AtHMA7 基因序列有 88％的一

致性，氨基酸序列有 91％的一致性。BnRAN1 的

cDNA 能和酵母 ccc2 突变体互补，而 Ccc2 蛋白定位

于分泌途径中的后高尔基体 (Late Golgi) 或前高尔

基体 (Post Golgi) 区室[35]，经过酵母互补试验证明

CCC2 基因可能是一个 Cu2+-ATPase[31]。因此，

BnRAN1 cDNA 编码的产物具有 Cu 转运功能，并可

能位于分泌区域 (Secretory compartment)[16]。 

AtHMA6 曾被命名为 PAA1 (P-type ATPase of 

Arabidopsis)，存在于植物的芽和根部，可能在绿色

和非绿色质体中都起作用[12]。AtHMA6 定位在叶绿

体外膜上，调节质体 Cu 的输入，是叶绿体 Cu 转运

体系的关键部件。AtHMA6 是叶绿体 Cu 转运的关键

组分，主要是为质体蓝素和 Cu/Zn 超氧化物岐化酶

提供 Cu 离子，可见 AtHMA6 对维持叶绿体铜蛋白

的正常功能非常重要[12]。拟南芥有 6 个 paa1 插入突

变体，其中 paa1-1 是发生在第 8 外显子上的无义突

变体，导致离子转运、磷酸化和 ATP 结合位点的 C

端区域的截短，因此 paa1-1 可能是缺少 PAA1 活性

的无效等位基因；paa1-4 突变体是在第 15 外显子上

的无义突变体，导致最后两个跨膜区的缺失；paa1-3

在保守 GMxCxxC 基序附近的金属结合区 3 个氨基

酸产生缺失；paa1-2 和 paa1-6 在金属结合区附近的

氨基酸有所改变；paa1-5 造成了第 4 跨膜区的极其

保守的 Gly 残基的改变。6 个突变体的株型都非常

小，表明这些突变位点对 PAA1 的功能非常重要。

Cu 向基质的运输由 PAA1 抑制，而不是 AtHMA8 

(PAA2)[36]。 

PAA2 和 AtHMA1 存在非常相似的表达模式，因

此认为这两种酶的重要作用是可以为叶绿体光合作
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用中提供铜。PAA2 和 PAA1 运送铜到质体蓝素中。

PAA2 基因突变体导致光合作用电子传递受影响，其

中 paa2-1 (第二外显子的无义突变) 受到的影响比

paa2-2 (第二内含子和第三外显子之间的核苷酸替

换突变) 更严重[12,36]。而 paa1 和 paa2 双突变幼苗

致死，显示出铜对于光合作用的重要性 [36]。PAA2

主要在地上部分中表达，免疫荧光标记和胶体金免

疫电镜标记技术证明大豆 GmHMA8 定位于类囊体

膜上[15]。 

OsHMA9 是第一个进行功能研究的单子叶植物

的 P1B-ATPase，具有输出 Cu、Zn 和 Pb 的功能。

OsHMA6 和 OsHMA9 序列高度相似，但它们的表达

模式不同，前者主要在叶片中表达，后者在根部强

烈表达。Cu 处理后的 OsHMA9 表达比 OsHMA6 更

强烈。OsHMA9 突变体比野生型在地上部分累积更

多的 Cu、Zn、Pb 和 Cd。GFP 定位显示 OsHMA9

定位于质膜上，GUS 报告基因分析证明 OsHMA9 主

要在维管束和花药中表达[13]。 

2.3  P1B-2-ATPase 参与毒性重金属转运 
拟南芥的 HMA2、HMA3 和 HMA4 转运蛋白被

归为 P1B-2-ATPase，是参与重金属运输的蛋白。

AtHMA2-4在第 6跨膜域处的保守基序是 CPC基序，

都具有 CC 二肽，在 AtHMA2 和 AtHMA4 的长 C 端

有富 His 区域与重金属结合。AtHMA3 的 N 端有一

个退化的 HMA-RD，由 GICCxxx 代替了一般的

GMxCxxC 基序。AtHMA2、AtHMA3 和 AtHMA4

具有相似的序列，似乎是在拟南芥进化历史过程中

由复制产生的。AtHMA2 和 AtHMA3 在第 4 染色体

上串联，而这一区域被复制在了第 2 染色体上，其

中含有 AtHMA4[14]。启动子活性研究表明 AtHMA2

和 AtHMA4 主要在根茎叶的维管组织中表达[14,37-38]，

GFP 定位和蛋白质凝胶斑点分析显示 AtHMA2 定位

在质膜上，与 AtHMA2 运输 Zn 进出细胞的功能一

致，说明 AtHMA2 在植物中具有运输 Zn 的作用。

AtHMA2 在木质部中可能具有装载或卸载 Zn 的功能，

在韧皮部具有从地上部向根部转运 Zn 的作用[4,14]，

敲除 AtHMA2 导致植株中 Zn2+浓度增加。T-DNA 插

入 hma4 突变体和 hma2/ hma4 双突变体中 Zn 的累

积降低，且 hma2/ hma4 双突变体具有 Zn 营养缺乏

的表型，而在施加外源 Zn 后，Zn 缺陷表型有所改

善[14]。HMA2 的 N 端和 C 端结构域可高亲和性地结

合 Zn2＋，C 端 244 个氨基酸缺失的突变 HMA2 可以

拯救大部分 hma2/hma4 的 Zn 缺乏表现型，而 GFP

定位表明 C 端 244 个氨基酸缺失的 HMA2 部分导致

其错误地在根的中柱鞘细胞中表达；缺失 C 端 121

个氨基酸和 21 个氨基酸的突变 HMA2 可以拯救所

有表现型并正确定位。N 端结构域突变的 HMA2 定

位正常，但是不能与 hma2/hma4 表现型互补。表明

在植物中 HMA2 的 N 端结构域对于功能是必需的，

而 C 端结构域虽然对金属转运功能不是必需的，但

也许包含对 HMA2 蛋白亚细胞定位的重要信号[39]。 

AtHMA3 属于 Zn/Cd/Pb/Co P1B-ATPase，其表达

可与 Cd/Pb 敏感酵母菌株 vycf1 互补，但对 Zn 敏感

突变型菌株 vzrc1 无影响。AtHMA3 的 mRNA 主要

在根部、老莲座叶和茎叶中表达，表达水平不受 Cd

或 Zn 处理的影响。AtHMA3 定位于液泡，将 Cd 运

进液泡，在细胞内具有封闭 Cd 的功能。与 AtHMA4

相比，AtHMA3 的 mRNA 在植物中的表达非常低，

在不同组织都有分布[34]。最新研究表明 AtHMA3 定

位于液泡膜，在保卫细胞、水孔、维管组织和根尖

中表达量高。过量表达 AtHMA3 可增强植物对 Cd、

Co、Pb 和 Zn 的耐性，Cd 的富集量较野生型增加了

2~3 倍。AtHMA3 可能具有封闭重金属在液泡中的

原始功能，在必需重金属  (Zn) 和非必需重金属 

(Cd、Co 和 Pb) 的解毒过程中具有重要作用 [40]。利

用拟南芥基因芯片在鼠耳芥克隆了 AhHMA3，实时

RT-PCR 显示 AhHMA3 在地上部的表达量高于根部，

且 Zn 可诱导 AhHMA3 的表达，且在低 Zn 和高 Zn

处理下 AhHMA3 的表达量均高于 AtHMA3 [25]。 

AtHMA4 是植物 P1B-ATPase 中第一个被克隆和

表征的 Zn/Co/Cd/Pb P1B-ATPase，HMA4 也是目前植

物中研究得比较深入的基因。AtHMA4 的 T-DNA 插

入突变体对 Cd 和 Zn 浓度的升高敏感。AtHMA4 在

野生型酵母中的异源表达可提高其 Cd 抗性，还可使

Zn 敏感大肠杆菌 zntA 突变体存活下来[3]。AtHMA4

可增加酵母对 Zn、Cd 和 Pb 的抗性，并能与超敏感

型酵母突变体表型互补。过表达 AtHMA4 可增加拟

南芥叶片的 Zn 和 Cd 水平[32]。AtHMA4 在野生型酵
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母和 Co 超敏感突变体 cot1 中的表达提高了酵母对

Co 的敏感性[41]。RT-PCR 实验证明 AtHMA4 在多种

组织中表达，根中的表达量最高；AtHMA4 在根部

的表达受 Zn 和 Mn 上调，但受 Cd 下调。GUS 定位

分析表明 AtHMA4 主要在维管组织中表达。在正常

的金属离子水平下 AtHMA4 在木质部薄壁细胞中表

达[3-4,41]；EGFP 荧光定位分析显示 AtHMA4 位于酵

母细胞的质膜上[41]。因此，推测 AtHMA4 在植物中

可能具有双重功能：在 Zn 低于正常水平时，AtHMA4

能有效地将 Zn 从根部共质体泵到木质部，为地上部

提供必需元素；而在高水平的 Cd 和 Zn 存在时，

AtHMA4 将根部的 Cd 和 Zn 运输到地上部或土壤溶

液中[4]。 

遏蓝菜是重金属 Zn/Cd 超富集模式植物，

TcHMA4 序列与 AtHMA4 具有 71％的一致性，具有

长的 C 端有金属结合功能区，其中包括一个长的 His

区 (9 个 His 残基)、13 个 Cys 对和许多单个的 His

残基。TcHMA4 蛋白在转译后修饰，分成 60 kDa 和

50 kDa 两个特异性条带[42]。TcHMA4 在酵母中具有

提高金属耐性和输出运送不同重金属 (Cd、Zn、Pb

和 Cu) 的功能[17]。Northern 分析表明 TcHMA4 在根

部强烈表达，而在地上部组织和器官中的表达水平

很低[17]。AtHMA4 在根部的表达受 Zn、Mn 胁迫上

调，受 Cd 下调；而遏蓝菜 TcHMA4 的表达受 Cd 胁

迫 上 调 。 TcHMA4 在 根 部 的 表 达 水 平 远 高 于

AtHMA4，说明 HMA4 涉及在 Cd2+的运输过程中，

且可能赋予植物的超富集特性[10,43]。非富集植物倾

向于将重金属封闭于根部，而超富集植物如遏蓝菜

则将大量的重金属转运到地上部的叶表皮细胞中储

存[17]。推测 TcHMA4 在遏蓝菜根部主要是将重金属

和微量元素从木质部薄壁组织上载到木质部导管

中，以便长距离转运[10,17]。 

鼠耳芥也是一种研究重金属超富集机制的模式

植物，其基因组编码区与拟南芥有 94％的序列同源

性。AhHMA4 在酵母 Saccharomyces cerevisiae 中的

过量表达可降低细胞中的 Zn 和 Cd 含量，表明

AhHMA4 具有跨膜转运 Zn 和 Cd 作用[17]。GFP 定位

显示 AhHMA4 定位在质膜上[18]。AhHMA4 在根部的

转录水平高于 AtHMA4，RNAi 和转基因技术研究表

明在鼠耳芥中高水平的 HMA4 表达量是由于顺式调

节序列的改变和拷贝数的增加所致。在鼠耳芥中有

3 个 AhHMA4 的拷贝，相似性达 99％，与 AtHMA4

相似性为 88％，3 个拷贝的表达水平相似。AhHMA4

拷贝数的增加和单个 AhHMA4 基因的表达量增加是

鼠耳芥中 HMA4 的表达量提高的原因。顺式调节元

件突变和基因拷贝数的增加可能是进化中一个自然

选择的极端特性，因此，阐明了重金属超富集植物

的自然策略[43]。AhHMA4 的高水平表达有利于提高

Zn 向木质部导管的转运和地上部 Zn 的超富集，另

外，AhHMA4 还承担了上调根部 Zn 缺乏响应基因表

达的生理总开关的功能，如拟南芥中转入鼠耳芥的

HMA4 基因后，与野生型相比，ZIP4 和 IRT3 的表达

量都有增加[43]。 

3  展望 

P-ATPase 分为 5 个亚型，总共分为 10 种，在拟

南芥基因组里共有 45 个基因编码 P-ATPase[7]，有 8

个基因是 P1B-ATPase，约占 18％。近 20 年来，虽然

对 P1B-ATPase 的拓扑结构、保守基序、金属特异性、

功能、进化过程和组织细胞定位研究较多，但是仍

然有很多方面不清楚。如 HMA1 作为转运重金属的

P1B-ATPase，为何也可以转运 Ca？SPC 基序的底物

特异性为何会与其他 CPx 基序有这么大的差别？

HMA4 可以转运多种重金属，而 Zn 可以作为第一底

物被优先结合的机制是什么？目前克隆出来的

P1B-ATPase 有很多，但纯化出来的蛋白质只有

TcHMA4，对于 P1B-ATPase 蛋白质水平的研究远远

不足。P1B-ATPase 蛋白如何与重金属离子结合和参

与重金属转运机制依然不清楚。P1B-ATPase 在植物

中广泛分布，但目前的研究仍仅局限在拟南芥中，

尤其是对重金属超富集植物中的 P1B-ATPase 没有进

行系统全面地研究。 

鼠耳芥 AhHMA4 的顺式调节元件的突变和基

因拷贝数的增加，是其响应重金属胁迫和重金属超

富集的自然策略之一。比较研究 P1B-ATPase 在非重

金属富集植物与超富集植物中的表达模式将是未来
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研究的重点之一，据此或许可以揭开植物富集重金

属的重要机制。对 AhHMA4 的研究也提示 HMA4

可能是鼠耳芥对 Zn 吸收的关键基因，这对于开发

Zn 高累积作物具有重要意义。可以预见，通过深入

研究 P1B-ATPase 的作用机理，全面了解重金属超富

集植物累积重金属的机制，必然会对开发和利用植

物修复技术，改造农作物品质和治理环境污染提供

技术支持。 
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