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菠菜磷酸丙糖转移蛋白在烟草中正义及反义表达

及其对碳水化合物转运的影响

刘 晗 赵恢武 陈杨坚 胡鸢雷 高 音 林忠平"

（北京大学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室 北京 !$$=>!）

摘 要 以菠菜（34#$+0#+(,%*+0%+?(）为材料，取幼叶分离,@)A，反转录合成9B)A，以9B)A第一链为模板，通

过CD@扩增，获得菠菜磷酸丙糖转移蛋白（E.4&8+7F&87F3G+G.358’&93G&.，ECE）9B)A目的片段。对其进行序列分

析，结果表明，分离的目的片段核苷酸序列与文献报道相比同源率为11H1I，只有!个碱基发生改变。将得到的菠

菜/4/9B)A与D3J%0KL启动子和)ML0N终止子融合，分别构建了正义及反义表达载体。通过根癌土壤杆菌

（51*(6+0/%*#)7/)7%-+0#%$&）介导转化烟草（8#0(/#+$+/+6+0)7?(），在含有卡那霉素的抗性筛选培养基上再生的植

株经CD@及L&;GF+.5杂交检测，证明/4/基因已整合到烟草基因组上，菠菜丙糖磷酸转移蛋白基因导入烟草后使

叶绿体中ECE的含量表现出明显差异，并导致烟草光合作用产物分配的变化，表现在叶绿体中淀粉含量的改变。
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磷酸丙糖是光合作用合成的最初糖类，它代表

着D3’*45循环的净产物。DM#固定所产生的磷酸丙

糖中仅!／"又回到D3’*45循环中，其余的既可以留

在叶绿体中合成淀粉和脂类，又可被转运到细胞质

中转化为蔗糖或氨基酸，可运到非光合作用组织

中［!］。磷酸丙糖转移蛋白ECE是叶绿体内膜上的

一种重要的转运蛋白，它可占叶绿体膜蛋白总量的

!KI。其作用是以细胞质中的无机磷酸为平衡离

子，将磷酸丙糖从叶绿体中输出［!，#］。磷酸丙糖转

移蛋白通过控制叶绿体与细胞质间的物质交流而影

响着光合作用的速率。当磷酸丙糖的输出受到限制

时，被固定的DM#就以淀粉的形式在叶绿体中沉积

下来，叶绿体中沉积的淀粉过多就会影响叶绿体的

正常光合作用功能。另一方面，细胞质中蔗糖的合

成因得不到充分的磷酸丙糖底物而受到影响，进而

使其它非光合作用组织的发育因蔗糖供应不足而受

到影响。因此ECE通过对碳水化合物的转运而影

响光合作用并对“库”（845:）/“源”（8&;.9+）关系进行

调节。

目前已经从菠菜、豌豆、拟南芥、马铃薯、玉米、

烟草中克隆了/4/基因［!］。菠菜/4/基因是第一个

被克隆的植物膜转运系统基因［0］。序列分析表明

所有这些基因有很高的同源性。通过转基因实验来

研究ECE的功能已有一些报道［2"=］。但这些工作

因导入多余拷贝的同源基因有可能会引起共抑制现

象［1］，从而使转基因植物达不到预期的目的，因此

本工作向烟草中导入正义及反义的菠菜/4/基因来

研究ECE的功能及其可能的应用价值。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 植物材料：菠菜（34#$+0#+(,%*+0%+?(）种子

（日本大叶菠菜）购自中国农业科学院蔬菜所，烟草

（8#0(/#+$+/+6+0)7 ?(9*(P489&58450=）为日中型

常规品种。

!"!"# 菌株和质粒：大肠杆菌（9&0"%*#0"#+0(,#）

QJ!$1、质粒7RSJ/!!TU（V）购自C.&,+W3公司，根

癌土壤杆菌［51*(6+0/%*#)7/)7%-+0#%$&（L,4GF+G
E&X58+5<）D&55］?YA22$2（含7?A22$2质粒）、质

粒7YZ!#!购自D’&5G+9F公司。

!"!"$ 主要化学试剂：限制酶、E2B)A连接酶、

E3[B)A聚合酶、L;7+.89.47G#逆转录酶、DZAC等

酶类购自Y4&?3-8公司、C.&,+W3公司、R4-9&Y@?
公司；7RSJ/ES38\%+9G&.L\8G+, $、C&’\AE.39G
,@)AZ8&’3G4&5L\8G+,#购自C.&,+W3公司；CD@
BZRC.&-+L\5GF+848]4G和BZR?;,45+89+5GB+G+9/



!"#$%"!购自&#’()公司；*&+,#-&)./)$!购自0"12
’#3&4公司。

!"!"# 寡核苷酸引物：引物56556（基因78端）：

789::*00:0*9090:0****0*90，引物5655;
（基因<8端）：

78:9*9::0*:0:9**9:***0*90，由9=1)>?=$
公司合成。

!"$ 方法

!"$"! 菠菜磷酸丙糖转移蛋白基因’@A:克隆及

序列分析：液氮中研磨成粉末，应用*&+,#-和B#-=2
:*>.’!&A:+?#-.!"#$C=?!)D !制备菠菜总&A:
和D&A:，进一步反转录合成’@A:。以’@A:为

模板，利用人工合成的78和<8端的两个引物，通过

B9&扩增*B*编码序列。

B9&扩增：;66"4反应体系中，以E"4’@A:
为模板，引物56556和5655;各;66FD#-，循环参数

为G5H;D"$，77H;D"$，IEHED"$，共<6个循环，

最后IEH保温;6D"$。经;J琼脂糖电泳分离后，

回收;KEL1大小片段。回收片段经酶切图谱分析初

步确认为菠菜磷酸丙糖转移蛋白基因’@A:。将回

收的片段克隆到F0MN*2M.?=上，名之为FC*B*2
*)。序列测定在:3+<I<:@A:自动测序仪上进行。

!"$"$ 植物表达载体的构建与鉴定：将FC*B*2*)
用!"#&+酶切，电泳回收目的基因片段，抽提纯化。

同时将F0MN2;;OP（Q）用!"#&+酶切，并用9+:B
脱磷酸化，抽提纯化后与目的基因片段连接并转化

大肠杆菌RN;6G，分别得到插入的目的基因与载体

上$%"&同向及反向的中间载体FC*B*2;;（Q）和

FC*B*2;;（S）。上述中间载体分别用’%(T+／)%"#
双酶切，回收含目的基因的片段，与同样用’%(T+／

)%"#双酶切除去0UC基因的表达载体F3+;E;连接，

得到9.NV<7C启 动 子 驱 动 下 的 正 义 表 达 载 体

FC*B*2;E;（Q）及反义表达载体FC*B*2;E;（S）。

!"$"% 表达载体向根癌土壤杆菌的转化及阳性克

隆的鉴定：按冻融法转化根癌土壤杆菌43:5565，

在CD;66D/／4和%D;66D/／4的双抗性WM3培

养基上进行筛选，通过B9&检测证明两种表达载体

质粒已分别进入根癌土壤杆菌。

!"$"# 烟草的叶盘法遗传转化及再生：按文献［;］

进行。

!"$"& 转化体的分子鉴定：用9*:3法从烟草叶

片中分离植物总@A:。取6K7/材料于液氮中研成

粉末，移至预热的766"4EX9*:3缓冲液中（EJ
9*:3，;66 DD#-／4 *>"?29-，E6DD#-／4 M@*:，

;K5DD#-／4A.9-，FTYZK6），加等体积氯仿抽提，

E／<体积异丙醇沉淀，I6J乙醇清洗。用转化植株

的总@A:为模板，未转化植株作负对照，FC*B*2
*)质粒作正对照进行B9&扩增反应，反应条件为：

G5H预 变 性;6D"$后，G5H变 性;D"$，77H退 火

;D"$，IEH延伸ED"$，进行<6个循环，最后IEH延

伸;6D"$。

用B9&@+0B>#1)C=$!()?"?%"!合成@+0标记

的*+*探针，引物为56556和5655;。转基因植株及

未转基因的对照植株@A:样品，用’%(T+酶切，

;K6J琼脂糖凝胶电泳分离，经变性和中和后转移至

尼龙膜（6K57"D，9(.>/)N#["P")[，C+0N:）。干燥

后，将 膜 于 C!>.!.-"$L)> UV 9>#??-"$L)>;Z66
（C*&:*:0MAM）中交联（6K;7R／’DE），加入预杂交

液E(后，换含@+0标记探针的杂交液于\ZH杂交

;5(。杂交之后的膜在EXCC9，6K;JC@C溶液中室

温洗E次，每次7D"$；换6K;XCC9，6K;JC@C溶液

于\ZH洗膜E次，每次;7D"$。检测按@+04]D"2
$)?’)$!@)!)’!"#$%"!说明书进行。

!"$"’ 叶绿体蛋白的提取和电泳分析：叶片于冰浴

叶绿体提取缓冲液（6K5D#-／4蔗糖，;6DD#-／4A.2
9-，76DD#-／4*>"’"$)，FTYIK\）中研成匀浆，Z层纱

布过滤，滤液于5H<66X/下离心7D"$，取上清

;766X/离心;6D"$，叶绿体沉淀悬浮于适量提取

缓冲液中。取部分进行;6JC@C2B:0M分析。

!"$"( 烟草叶片中淀粉含量的分析：转基因烟草及

未转基因的对照叶片中淀粉含量的定性染色分析按

9.?F.>*̂ 等人的方法［;6］进行：叶片在G7J的乙醇

浸泡，Z6H水 浴 中 脱 色 完 全 后，用+E2%+染 色 液

（7KIDD#-／4+E，5<K5DD#-／4%+，6KED#-／4T9-）染

色过夜。淀粉含量的定量分析按文献［;E］所述的碘

量法进行。

!"$") 烟草叶片叶绿体中淀粉粒的电镜观察［;<］：

取植株叶片，经EK7J戊二醛2B3C（FTIKE）固 定

56D"$，;J锇酸固定;(，乙醇系列脱水，丙酮置换后

用环氧树脂Z;E包埋。4%3$型超薄切片机切片，

醋酸双氧铀染色;7D"$，柠檬酸铅染色;7D"$，T2
G666型日立透射电镜观察和照相。

$ 实验结果与讨论

$"! 菠菜磷酸丙糖转移蛋白!"!基因*+,-克隆

及表达载体的构建

经序列分析，得到的*+*基因’@A:片段与文

献所报道的序列碱基数相同，仅在<GE位上的:突
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变 为 !（ 编 号 以 !"#$%#&’(!)*)+,!"-.!
/001)2*34*序列为标准）。这样使所编码的前体

蛋白的*),位氨基酸567变为/68。567和/68都

为中性的极性氨基酸。因用于扩增的为高保真的

5%9酶，推测这些碱基变化为物种内不同品种间正

常的变异，蛋白的功能不受影响。图*为正义表达

载体:;5<5=*)*（>）及反义表达载体:;5<5=*)*
（?）=@A0部分的结构示意图。

图* 表达载体5=@A0部分的结构示意图

B(’4* 5C"8&"DEC-%:FG"H:7"88(F#I"EDF7，8CFJ(#’5=@A07"’(F#
04:;5<5=*)*（>）；$4:;5<5=*)*（?）

!"! 转基因植株的鉴定

转基因植株的</K如图)。含!"!的:;5<5=
5"质粒在*L)&.处有一条带，转:;5<5=*)*（>）的

植株>3和:;5<5=*)*（?）的植株?*在相同位置也

分别有一条带，而未转基因的对照烟草M1N植株却

未能扩出对应的条带。说明!"!已转入烟草细胞内。

图) 转基因植株的</K结果

B(’4) </K(O"#D(G(E%D(F#FGD7%#8’"#(EDF.%EEF
P：!@A0#$%KQ／&’(OQQQ-%7&"7；<：:5R=;5<5；>3：57%#8’"#(E

DF.%EEFJ(DC8"#8"!"!；?*：57%#8’"#(EDF.%EEFJ(DC%#D(8"#8"!"!；

M1N：#F#=D7%#8’"#(EDF.%EEF

转基因植株的;FSDC"7#杂交结果如图1。菠菜

!"!基因E@A0序列中无)*+TQ酶切位点，所以用

图1 转基因植株的;FSDC"7#.UFDD(#’
B(’41 ;FSDC"7#.UFDD(#’%#%U68(8FGD7%#8’"#(EDF.%EEF

)*+TQ消化总@A0。转基因株系>3和转基因株

系?*的杂交结果都仅一条带，未转化的M1N则无

杂交信号。表明在>3和?*转基因植株中，菠菜

5<5基因已整合入烟草基因组内，且可能都仅整合

入*个拷贝。同时也说明了在所用的条件下，菠菜

!"!基因与烟草本身的5<5基因不能杂交。

!"# 烟草叶绿体蛋白的分析

从图,所示的结果来看，转反义5<5的植株=*

图, 叶绿体蛋白的;@;=<0!R
B(’4, ;@;=<0!RFGDC":7FD"(#8(#ECUF7:U%8D8

P4<7FD"(#PM-%7&"7；0457%#8’"#(EDF.%EEF=*J(DC%#D(8"#8"!"!；

$457%#8’#"(EDF.%EEF>3J(DC8"#8"!"!；

/4AF#=D7%#8’"#(EDF.%EEFM1N
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的叶绿体中，烟草本身的成熟!"!蛋白对应的条带

（#$%&）［’(］明显地较未转基因的对照要弱，说明反

义菠菜!"!基因的导入抑制了烟草本身的!"!的

表达。而转正义!"!的植株)$的叶绿体中，因烟

草自身蛋白的干扰观察不到明显的菠菜成熟!"!
蛋白对应的条带（*+%&）［#］。

!"# 烟草叶片中淀粉含量的分析

文献所报道的关于!"!转基因研究的工作都是

对普通光照条件下的植株作一些生理学上的测定。

这种温和的条件下，!"!的作用可能没有充分的体

现出来。在本实验中，着重研究强光长时间照射的

极端条件下转!"!基因对植物的影响，光照度约为

’,,,,,-.。

不同发育阶段的叶子其能量的供应和需求各不

相同，因此细胞内光合作用产物（蔗糖和淀粉）之间

的分配也不同。实验中取生长位置、叶面积、叶绿素

含量都相似的叶片作分析。叶片的/*01/染色结果

如图2。烟草叶片中淀粉含量的碘量法测定结果见

表’。

烟草叶片中淀粉含量的定性及定量分析都表明

转反义!"!的植株叶片中淀粉含量要比转正义!"!
的植株高。即使强光长时间照射后，转正义!"!的

植株也能有效地防止淀粉过多积累；而转反义!"!
的植株在黑暗处理后淀粉仍维持在较高水平。未转

基因的对照烟草虽然在光照后积累了大量淀粉，但

在黑暗处理后仍能将淀粉含量降低到正常水平。叶

图2 烟草叶片/*01/染色结果

34562 /*01/7894:4:5;<-=9<>47?
@6@<8=A(BC>9A%:=77；D6@<8=A(BC4--EF4:984;:

表$ 烟草叶片中淀粉含量（%&／&鲜重）

’()*+$ ’,+-.(/0,012.+2.32.,+./(2-&+230.1)(001
*+(4+-（%&／&5/+-,6+3&,.）

)$ G’ H#B

@<8=A(BC>9A%:=77 26,I’6# ’#6#I’6, J6JI,6#

@<8=A(BC4--EF4:984;: ’*6#I’6, ’B6JI,6# ’J6,I,6B

子中淀粉主要贮存在细胞的叶绿体中，因此该结果

也说明了叶绿体中淀粉含量的变化。

烟草叶片叶绿体中淀粉粒的电镜观察结果如图

$。转反义!"!的植株G’的叶绿体中淀粉颗粒数

目较多，转正义!"!的植株)$的叶绿体中淀粉颗

粒数目较少，而未转基因的对照居于两者之间。尽

管由于切片、观察的随机性，淀粉粒数目的多少无法

作为衡量淀粉含量的标准，但从电镜观察结果中比

较直观、形象地看出叶绿体中淀粉含量的变化。

图$ 叶绿体中淀粉粒的电镜观察

3456$ !C=;K7=AL984;:;<789A?C5A9:E-=4:8C=
?C-;A;M-9787KN=-=?8A;:F4?A;7?;M=
@6!A9:75=:4?8;K9??;)$O48C7=:7=!"!；

D6!A9:75=:4?8;K9??;G’9:847=:7=!"!；

P6Q;:08A9:75=:4?8;K9??;H#B（8C=:==>-=

M;4:8;E88C=789A?C5A9:E-=）

转正义!"!的植株及转反义!"!的植株在转基

因当代也发生了一些形态学和其它方面的变化，如

)$长势比G’良好，G’的叶子衰老得较快。关于

!"!转基因对植物形态学和生理学的影响有待于在

$,J 生 物 工 程 学 报 ’$卷



转基因植物后代中进行更细致的研究。

从实验结果可以看出，转反义菠菜!"!的烟草

植株，其自身!"!因受反义抑制而表达量降低，从

而导致叶绿体中淀粉的异常积累。说明!"!对植

物体内碳水化合物的转运有着重要的调节作用。正

义!"!基因在转基因烟草的作用表明异源的磷酸丙

糖转移蛋白也可以通过增加磷酸丙糖的转运和防止

叶绿体中淀粉的积累，来提高光合作用的效率，增加

作物的产量。这种作用对于那些在光照强烈的条件

下生长的作物可能更为重要。!"!作为一种碳水化

合物转运的功能基因有着良好的应用前景。

致 谢：感谢北京大学电镜室马淑芳等老师在电镜

实验中所给予的帮助。
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