
doi: 10.7541/2016.05.118

斧文蛤金属硫蛋白基因的克隆与表达分析
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摘要: 金属硫蛋白(Metallothionein, MT)是一类富含半胱氨酸的小分子蛋白质, 参与机体重金属解毒、维持金

属元素代谢平衡以及清除自由基等生理功能。为了解斧文蛤金属硫蛋白(Ml-MT)的分子生物学特征及其在

重金属Cd2+
胁迫下的响应机制, 本文采用RACE技术从斧文蛤(Meretrix lamarckii)总RNA反转录产物中获得了

636 bp的Ml-MT cDNA基因序列。该序列包含65 bp的5′非编码区(UTR)和340 bp的3′非编码区(UTR)以及

231 bp的开放阅读框(ORF), 可编码76个氨基酸; 其中半胱氨酸占27%, 不含芳香族氨基酸, 含16个MT所特有

的Cys-Xn-Cys结构, 预测的分子量约为7.704 kD, 理论等电点7.138。MT氨基酸序列比对分析表明: 斧文蛤金

属硫蛋白(Ml-MT)与丽文蛤(Meretrix lusoria)的相似性高达88%, 与文蛤(Meretrix meretrix)的同源性为87%。

实时荧光定量(qRT-PCR)检测MT在斧文蛤5种组织中均有表达, 但存在组织特异性, 其中内脏团表达量最高,
其次依次为鳃丝、闭壳肌、外套膜、斧足。在Cd2+(0.13 mg/L)胁迫0、6h、12h、24h、48h、72h和96h下, 斧
文蛤内脏团MT呈现出不同程度的上调表达, 具体表现为“高-低-高-低”的波浪式变化, 除6h以外, 其他时间点

均与对照组存在极显著差异(P<0.01)。本研究表明: MT基因在维护机体正常生理功能及斧文蛤抵御重金属

Cd2+
胁迫过程中发挥着重要的分子调控作用。
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斧文蛤(Meretrix lamarckii)隶属于瓣鳃纲

(Lamellibranchia)、帘蛤目(Veneroida)、帘蛤科

(Veneridae)、文蛤属(Meretrix), 是我国沿海重要的

海水经济贝类种类之一
[1]
。斧文蛤营埋栖型生活、

靠滤水进行呼吸及取食
[2, 3], 因此可能极易受到环

境重金属的污染胁迫。金属硫蛋白(Metallothionein,
MT)是一类低分子量, 富含半胱氨酸, 有丰富的Cys-
X(1-3)-Cys (X为除半胱氨酸以外的其他氨基酸)结
构域的特异性结合蛋白

[4]
。MT广泛存在于生物体

内、能被金属离子、氧化损伤以及免疫刺激等多

种因素诱导, 参与生物体内金属水平的稳态调节、

自由基清除、重金属解毒等生物学功能
[5]
。研究表

明: MT的表达水平能够间接反映生物体对环境的

应激反应情况以及对重金属的解毒能力, 因此常用

于评价重金属的污染状况和生物体的适应能力
[6]
。

目前, MT已被联合国环境规划署遴选为海洋环境

监测的生物标志物之一
[7](UNEP/RAMOGE)。

早在1979年, Ridlington等[8]
在美洲牡蛎(Crasso-

strea virginica)中报道了软体动物的首个MT序列,
此后陆续在紫贻贝(Mytilus edulis)[9]

、海湾扇贝

(Argopecten irradians)[10]
、青蛤(Cyclina sinensis)[11]

和菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)[12]
等多种软

体动物体中发现了MT的存在。然而, 关于斧文蛤

的MT基因及表达尚未见报道。本研究以斧文蛤为
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实验对象, 利用RACE技术克隆Ml-MT基因全长

cDNA序列, 利用生物信息学手段分析了Ml-MT的
分子特性, 通过实时荧光定量技术(qRT-PCR)研究

其在斧文蛤不同组织的表达差异, 并探究Cd2+
暴露

对斧文蛤MT基因表达的影响, 研究结果可为探讨

斧文蛤MT解毒机理和功能提供一定的参考资料。

1    材料与方法

1.1    实验材料

试验所用斧文蛤取自浙江省海洋水产养殖研

究所清江实验基地[壳长(40.19±1.63) mm], 实验室

内暂养7d [盐度30±1, pH为8.20±0.05, 温度(22±2) ℃],
选择闭壳反应灵敏个体进行实验。暂养过程中保

持连续充气, 每24h换水1次, 且每12h投喂约5×104 cell/
mL的球等鞭金藻(Isochrysis galbana)。
1.2    斧文蛤金属硫蛋白基因的克隆

斧文蛤总RNA提取及cDNA制备        利用RN28
试剂盒 (北京艾德莱生物科技有限公司 )提取总

RNA, Nanodrop2000超微量核酸分析仪检测RNA的

浓度和纯度, 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完

整性, 通过M-MuLV(美国Promega公司)反转录试剂

盒获得cDNA, 置于–80℃超低温冰箱中备用。

Ml-MT基因的同源克隆        采用同源克隆的

方法, 利用NCBI数据库中文蛤(GU233466.1)、丽文

蛤(AY525635.1)、河蚬(EF185126.1)、硬壳蛤

(JQ691633.1)、菲律宾蛤仔(KF241789.1)和紫贻贝

(AJ005452.1)MT基因的核苷酸序列进行多序列比

对, 并用Bioedit和Oligo 6.0软件在保守区域内设计

简并引物MT-F1和MT-R1(表 1)。PCR产物经1%琼

脂糖凝胶电泳分离检测, 并用GenClean琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒(离心柱型)回收纯化后, 送至上海

生工生物工程技术有限公司测序, 获得了226 bp大
小的扩增产物, BLAST分析结果表明该序列为金属

硫蛋白基因的部分序列。根据该部分序列, 利用

Oligo7软件设计RACE特异性引物: 3-RACE-F1、3-
RACE-R1, 3-RACE-F2、3-RACE-R2和5-RACE-
F1、5-RACE-R1, 5-RACE-F2、5-RACE-R2(表 1),
分别用于MT基因的3′端和5′端的RACE扩增。为了

提高扩增PCR的特异性, 3′端和5′端的RACE扩增均

采用巢式PCR扩增技术。PCR扩增产物经过纯

化、检测、割胶回收之后送至上海生工生物工程

技术有限公司测序。

Ml-MT基因的克隆与鉴定        为保证斧文蛤

MT基因cDNA序列的正确性, 根据拼接全长设计引

物MT-F、MT-R(表1)用于全长克隆与鉴定, 将PCR
扩增产物纯化后连接到pMDTM19-T Vector (TaKaRa)
载体上, 转化到Trans1-T1 Phage Resistant感受态细

胞(北京全式金生物技术有限公司)内, 经LB平板

(含Amp+)培养以及M13和特异性引物的菌液

PCR筛选后, 挑选阳性克隆菌送往上海生工生物工

程技术有限公司测序。

表 1    斧文蛤MT基因克隆与表达的引物序列

Tab. 1    The gene cloning and primer sequence expression on the metallothionein of M. lamarckii

Primer name 核酸序列Nucleic acid sequence (5′-3′) 作用Effect
MT-F1 CTGCAAATGTCCMGGRTGTAAAGT Degenerate primer
MT-R1 CTGAMGRYTTACAGCGGTGCAT Degenerate primer

3′ adaptor GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTT Connect primer

3-RACE-F1 CGGGACCAAGTTCGTGCAAATGTG 3′ RACE primer

3-RACE-R1 GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC 3′ RACE primer

3-RACE-F2 TTCGTGCAAATGTGACCAGAGCTGTT 3′ RACE primer

3-RACE-R2 GCTACGTAACGGCATGACAGTG 3′ RACE primer

5-RACE-F1 GCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGG 5′ RACE primer

5-RACE-R1 CGGCCCATCACTTACAGGAACAGCT 5′ RACE primer

5-RACE-F2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC 5′ RACE primer

5-RACE-R2 GAACAGCTCTGGTCACATTTGCACGAAC 5′ RACE primer

MT-F ATTCACACAGACGCAAA identifying primer

MT-R GTTTTAGTAAAGCAACGGTA identifying primer

RT-MT-F GCCGACAATAATGGCGAAT SYBR®primer
RT-MT-R CAGCGGTGCATCGAGTATCT SYBR®primer
β-actin-F CTTGGCTTCACTGTCCACCT β-actin primer
β-actin-R AGAATATGCGATGATGGAACG β-actin primer
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1.3    斧文蛤金属硫蛋白基因的组织差异性表达

为检测Ml-MT mRNA在不同组织器官的表达

水平, 取5只健康的斧文蛤, 解剖取其内脏团、鳃

丝、外套膜、斧足和闭壳肌5个组织部位, 分别提

取各个组织的RNA, 进行Real time-PCR。
1.4    斧文蛤在Cd2+

胁迫下金属硫蛋白基因的表达

变化

根据前期Cd2+
胁迫斧文蛤急性攻毒结果

[13]
以

及参照其他相关研究
[14]

取合适的Cd2+
浓度0.13 mg/

L, 另设置不添加Cd2+
为空白对照, 胁迫处理96h, 期

间正常充气不投饵 ,  分别于0、6h、12h、24h、
48h、72h和96h取样。每次实验组和对照组各取

5只斧文蛤, 解剖取其内脏团, 分别提取RNA, 按照

Promega反转录试剂盒进行cDNA第一链合成。根

据已获得的Ml-MT基因cDNA全长序列, 设计荧光

定量引物RT-MT-F和RT-MT-R(表 1); 以斧文蛤β-
actin (GenBank: KT448844)作为内参基因用于模板

的校正, 设计引物β-actin-F和β-actin-R (表 1)。反应

在Applied Biosystems StepOne PlusTM
实时定量

P C R仪上进行 ,  反应程序为 :  9 5℃预变性3 0 s ;
95℃变性 5s, 60℃退火30s, 40个循环; 95℃反应15s,
60℃反应60s, 95℃反应15s(制备熔解曲线)。
1.5    生物信息学分析和数据处理

用ExPASy(http://web.expasy.org/translate/)在线

翻译MT基因序列、推断其开放阅读框序列和编码

的氨基酸序列; 用DNAStar软件中的EditSeq程序推

断MT蛋白的分子量、等电点等; 用SignalP 4.1Server
在线软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预
测分析信号肽; 利用DNAStar中MegAlign程序对已

获得的斧文蛤MT与其他双壳贝类MT的氨基酸序

列进行多序列比对; 采用MEGA 6.0软件中的邻位

相接法(NJ法)对不同物种的MT氨基酸序列构建系

统进化树, 设置Bootstrap的值为1000。
荧光定量数据处理采用2–ΔΔCt

法计算
[15]

。实验

数据采用SPSS19.0进行T检验, *P<0.05表示差异显

著, **P<0.01表示差异极显著。

2    结果

2.1    斧文蛤MT基因的克隆及序列分析

将简并引物扩增的部分序列、5′ 端RACE克隆

序列和3′ 端RACE克隆序列用DNAStar软件中的

Seqman程序拼接并全长克隆、测序、验证获得了

斧文蛤MT基因的全长cDNA序列(GenBank登录号:
KT448843)。斧文蛤MT基因的cDNA序列全长636 bp,
其中开放阅读框231 bp (66—296 bp), 5′ 端UTR为65 bp

(1—65 bp), 3′ 端UTR为340 bp (297—636 bp)具有

多聚腺苷酸加尾信号AATAAA和polyA尾巴; 共编

码76个氨基酸, 其中半胱氨酸占27%, 包含16个金

属硫蛋白典型的Cys-X(1—3)-Cys结构。起始密码

子为ATG, 终止密码子为TGA。

通过DNAStar软件Editseq程序预测分析: 斧文

蛤MT蛋白序列包括9个强碱性氨基酸(K、R), 10个
强酸性氨基酸(D、E), 6个疏水氨基酸(A、I、L、
F、W、V), 38个极性氨基酸(N、C、Q、S、T、Y),
蛋白的分子量约为7.138 kD, 理论的等电点PI=
7.0。经SignalP 4.1 Server在线软件预测分析显示:
该蛋白没有明显的信号肽, 也没有跨膜区域, 为胞

内蛋白。

经BLAST比对分析, Ml-MT编码的氨基酸与其

他双壳贝类的MT蛋白具有较高的相似性。其中与

丽文蛤(M. lusoria)、文蛤(M. meretrix)的MT蛋白相

似性高达88%和87%, 与河蚬(Corbicula fluminea)和
硬壳蛤(M. mercenaria)MT蛋白的相似度也在70%
以上, 与其他双壳贝类也有较高的同源性。为了进

一步研究斧文蛤与其他物种的MT系统进化关系,
采用MEGA 6.0软件中邻位相连法(Neighbor-joi-
ning)构建斧文蛤与其他双壳贝类和人(Homo supiens.
AAP97267.1)、小家鼠(Mus musculus. AAQ24163.1)、
果蝇(Drosophila melanogaster. AGB95820.1)、原

鸡(Gallus gallus. NP_990606.1)、非洲爪蟾(Xenopus
laevis. NP_001081042.1)、日本沼虾(Macrobrachium
nipponense. AJA05010.1)以及斑马鱼(Danio rerio.
AAS00514.1)等16种MT氨基酸序列的系统进化树

(图 1)。从系统进化树可以看出整个进化树分为两

大支, 哺乳类、两栖类、鸟类、鱼类聚为脊椎动物

一支, 而果蝇类与其他双壳贝类聚为无脊椎这一支;
其中斧文蛤与丽文蛤(M. lusoria. AAS928771)亲缘

关系最近, 文蛤(M. meretrix. ADM96223.1)次之, 与
哺乳类的亲缘关系较远, Ml-MT的分子进化地位与

斧文蛤的生物学分类地位基本一致。

2.2    斧文蛤 MT 基因组织表达差异

采用RT-qPCR法, 检测斧文蛤成贝在自然状态

下内脏团、鳃丝、外套膜、斧足、闭壳肌5种组织

中MT在mRNA水平的表达状况见图 2(各组织的

MT基因表达量是相对于斧足MT基因的表达量)。
结果显示, MT在斧文蛤各组织中均有表达, 但存在

组织特异性, 表达量依次为内脏团>鳃丝>闭壳肌

>外套膜>斧足。除外套膜外, 斧足MT表达量与其

他组织存在不同程度的差异(内脏团、鳃丝: P<0.01,
极显著; 闭壳肌: P<0.05, 显著)。
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2.3    斧文蛤MT基因在 Cd2+ 胁迫下的表达影响

如图 3所示, 与对照组(Cd2+: 0.00 mg/L)实验期

间MT表达量变化不大相比, 实验组内脏团MT随
Cd2+

胁迫时间的延长呈现出不同程度的上调表达,
具体表现为“高-低-高-低(0—48h、48—96h)”的波

浪式变化。6h开始缓慢上升, 24h和72h为两轮峰值,
分别是对照组的7.1和7.4倍。之后缓慢下降; 整个

试验期间Ml-MT的表达量均高于对照组, 除6h以外

其他时间点均与对照组存在极显著差异(P<0.01)。

3    讨论

3.1    斧文蛤MT基因生物信息学分析

金属硫蛋白是一类广泛存在于生物体内多功

能诱导性的小分子蛋白超家族, 其主要功能是调节

必需金属元素的稳定和非必需金属元素的解毒
[16—18]

。

关于MT解毒机理推测认为: 一方面, 结构决定功能

可能是由于金属进入生物体内以后, 可迅速启动

MT基因的特异性金属应答反应、提高mRNA 转录

水平合成大量MT蛋白, 通过保守Cys中巯基(-SH)
螯合金属离子形成复合物减轻毒性, 同时清除由此

作用产生的自由基等最终达到解毒目的
[19]; 另一方

面, 或者通过参与和介导一系列的酶促反应、信号

传递和基因调节引起相关基因的表达变化, 从而起

到解毒作用维持生物体正常的生理活动
[20]

。本研

究通过RACE技术, 克隆获得了斧文蛤Ml-MT的全

长cDNA序列, 共编码76个氨基酸, 其中半胱氨酸占

27%。此外, Ml-MT编码的蛋白含有16个MT特有

Cys-X(1-3)-Cys结构, 并且具有软体动物MT蛋白的

Barcoding(CKCXXXCXCX)。与软体动物MT 编码

的氨基酸比对发现Cys残基分布高度保守。从进化

树中可以发现, 两栖、鱼类、鸟类以及哺乳类动物

的MT最后聚为脊椎动物一支, 而Ml-MT最后聚到

无脊椎动物中的软体动物一支。预示着金属硫蛋

白受体蛋白有着共同的祖先, 只是随着时间推移,
动物进化分化出了不同类型的受体蛋白。

3.2    斧文蛤MT基因组织表达特异性分析

Ml-MT不同组织qRT-PCR特异性表达中发现:
虽然其在所检测的组织中都有表达, 但存在一定的

组织差异性, 其表达量依次为内脏团>鳃丝>闭壳肌>
外套膜>斧足。该结果与其他研究结果相类似

[21, 22]
。

这可能由于内脏团是主要的消化和解毒器官, 具有

较强的抗氧化能力, 对重金属有很强的蓄积和代谢

能力; 鳃丝作为呼吸滤食器官直接暴露污染水体

中, 因此MT表达量也相对较高; 闭壳肌作为收缩防

御器官, 对外界刺激比较敏感, 由于应激反应会快

速收缩关闭双壳达到自我保护的目的; 外套膜和斧

足可能是双壳关闭以后, 腔内残留污染水体, 外套

膜接触面积大于斧足, 故斧足表达量最低。但有研

究显示: 斧足表达量大于外套膜和闭壳肌
[23], 认为

斧足是钻掘器官, 长期接触污染泥沙, 故MT表达量

比较高, 这可能是生物体长期生活的环境和习性不

同所造成。

3.3    斧文蛤MT基因在Cd2+
胁迫下的表达分析

Cd2+
是生物生命活动中的非营养元素, 其原子

结构使之极易进入生物组织和细胞并同酶蛋白活

图 1    根据金属硫蛋白氨基酸序列使用NJ构建的系统进化树

Fig. 1    The NJ phylogenetic tree of vertebrate based on the amino
acid sequences of M. lamarckii

图 2    斧文蛤5种组织中MT mRNA的差异性表达

Fig. 2    The different expressions of MT mRNA in five tissues of
M. lamarckii
*表示其他组织Ml-MT基因表达水平与斧足差异显著(P<0.05),
**表示差异极显著(P<0.01); 下同

*means the expression levels of Ml-MT gene in other tissues were
significantly different (P<0.05), **means the difference was very
significant (P<0.01); the same applies below; Vm. Visceral mass;
G. Gill; Am. Adductor muscle; M. Mantle; Af. Axe foot
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性中心的巯基(-SH)结合, 引起酶空间构象改变, 导
致酶活性下降, 代谢紊乱, 成为致毒的根源

[24]
。而

MT被认为是生物体在遭受重金属胁迫后最先参与

重金属解毒和代谢的生物大分子
[25]

。已有研究发

现, MT基因的表达量与生物体内重金属浓度和胁

迫时间具有明显的正相关性。例如, 随 Cd2+
暴露浓

度增大和时间的延长, 长牡蛎(C. gigas)消化腺和鳃

组织中MT转录本的表达量显著升高
[26]

。鉴于不同

组织Ml-MT的差异性表达和已往研究经验
[22], 本文

选取斧文蛤内脏团为对象, 研究Cd2+
胁迫斧文蛤不

同时间下Ml-MT mRNA的相对表达变化。结果发

现: Ml-MT mRNA随着时间的延长呈现出不同程度

的上调表达, 具体表现“高-低-高-低”的波浪式变化,
该结果与其他研究结果相类似

[22, 27—29]
。其原因推

测可能是: 重金属Cd2+
进入生物体内脏团后, 产生

一个毒物胁迫刺激, 诱导MT基因超常表达, 致使

MT的表达量迅速升高 ,  合成大量的MT蛋白与

Cd2+
结合; 当MT的表量达到较高的浓度时, 能够满

足重金属解毒的需求, MT基因恢复到正常表达水

平; 但随着合成的MT蛋白与内脏团中重金属的源

源不断结合, MT表达量逐渐下降到较低水平, 无法

满足随之增加的重金属毒性胁迫, 新一轮MT基因

的超常表达又被激起, 随之也产生更高的mRNA相

对表达, 从而导致了全程MT基因相对表达量呈现

“高-低-高-低”的波浪变化。Paul-Pont等[29]
在研究

欧洲鸟尾蛤(Cerastoderma edule)时发现: Cd2+
暴露

水体中, 鳃中Cemt1基因在攻毒后24h和168h时有较

高的表达水平, 而在72h的诱导则被显著抑制, 称之

为“脉冲式波动”。而本研究中却没有出现抑制现

象, 仅随胁迫时间的延长呈现出不同程度的上调表

达, 除6h以外, 其他时间点均与对照组存在极显著

差异(P<0.01), 这可能与本实验所用的安全浓度SC
(Cd2+: 0.13 mg/L)有关, Cd2+

产生的毒性胁迫在斧文

蛤MT解毒承受范围之内, 故没有出现抑制胁迫现

象。研究表明: MT基因诱导水平往往受多种因素

影响, 存在温度效应关系、剂量效应关系和时间效

应关系等
[30, 31], 因此, 在探讨MT mRNA作为环境重金

属污染指标的研究中, 要综合考虑多种影响因素。
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CLONING AND EXPRESSION OF METALLOTHIONEIN GENE IN MERETRIX
LAMARCKII

JIANG Guo-Ping1, 2, 3 , CHENG Xue-Yan1, 2, 4 , TENG Shuang-Shuang1, 2 , CHAI Xue-Liang1, 2, 3, 4 , LIN Xing-Guan1, 2 ,
LIU Guang-Xu5 and XIAO Guo-Qiang1, 2

(1. Zhejiang Mari-culture Research Institute, Wenzhou 325005, China; 2. Zhejiang key lab of Exploitation and presevation of coastal
Bio-Resource, Wenzhou 325005, China; 3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306,

China; 4. Laboratory Medicine and Life Science College of Wenzhou Medical University, Wenzhou 325005, China;
5. College of Animal Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

Abstract: Metallothionein (MT) is a family of cysteine-rich, low molecular weight proteins. It involves heavy metal de-
toxification, maintain metabolic balance free radical scavenging metal elements and other physiological functions. A
large number of studies show that the expression level of MT can indirectly reflect the stress response of organisms to
the environment and the ability of detoxification of heavy metals. As a result, it is often used to evaluate the pollution
status of heavy metals and the adaptability of organisms to these heavy metals. Therefore, MT presently has been selec-
ted as one of the biomarkers of marine environmental monitoring by the United Nations Environment Program.
          In this study, by using RACE technology to gain 636 bp of metallothionein (Ml-MT) gene cDNA sequences from
total RNA reverse transcription product. The sequence contains 65 bp of 5′ Untranslated Region (UTR) and 340 bp of
3′ UTR in addition to 213 bp of the open reading frame (ORF), which can encode 76 amino acids. Of this, accounting
for 27% cysteine, no aromatic amino acids and there are 16 MT of the specific Cys-Xn-Cys structure, where the mo-
lecular weight and theoretical isolectric point were predicted to be 7.704 kD and 7.138 respectively. The MT amino
acid sequence alignment comparative analysis indicated that the M. lamarckii and Meterix lusoria were similar at more
than 88%, with M. meretrix homology of 87%. The quantification real-time PCR (qRT-PCR) detection showed that
there were MT expressions in five kinds of tissue of M. meretrix. These expressions had tissue specificity where visce-
ral mass had the highest levels, followed by the Gill filaments, adductor muscle, mantle and foot. In Cd2+ 0.13 mg/L ex-
posures of 0, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h and 96h, the MT mRNA of M. meretrix visceral mass displayed different increas-
ing degrees of contamination time. Specific performance is “high-low-high-low” wave trend changes. Except for 6h,
the other time points compare with control group have significant difference (P<0.01). This study showed that MT gene
in the maintenance of normal physiological function of the body play an important role of molecular regulation in Cd2+

stress of M. meretrix.

Key words: Meretrix lamarckii; Metallothionein; Gene cloning; Expression; Cd2+
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