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奇甜蛋白基因在园艺作物中的表达

朱道吁* 秦永华 l 张上隆 1

(河南农业大学林学问艺学院 jJ í:j 艺系，郑州 450002; 1 浙 ìl 大学|刑 Z 系，杭州j310029)

摘要 奇甜蛋白 (thaumatin)是从非洲西部植物 katemfe(Thaumatococcus dan Ï(万 llii Benth)中提

取得到的儿种关系相近的甜味蛋白的统称，其中最主要的为奇甜蛋白 I 和奇甜蛋白 IL 奇甜蛋白

不仅甜度高，而且具有低热量、安全元毒以及不易诱发糖尿病等优点。因此句将奇甜蛋白基因转

入园艺作物中并使之表达， 用以提高可食部分的甜味，有其特别的研究意义气奇甜蛋白基因己先

后在马铃薯、梨树、黄瓜、番茄等园艺作物得到表达，但仍有一些问题需要解决。现从奇甜蚤白

基因的克隆、 i则序与表达，转基因果实的安全性检测，甜度的感官评价，甜味遗传特点以及奇甜

蛋白抗真茵病害检验等几个方面综述了国内外研究进展，并对今后的研究提出了建议。

关键词 ßttn;k蛋白:奇甜蛋白:基因工程

植物目1昧蛋白是从植物 1 (1发现的~类具有甜味

的蛋白质， fl 前从植物 I1 1 已分离出的甜味蛋白有 7

种，包括:亏甜 ili (1 (thaumatin)、应乐果甜蛋白(mo­

nellin) 、[ )杭棉]甜蛋白 (mabinlin) 、喷(塔门 (pent­

adin)、布鲁赛因(brazzein)、麦若可林(miraculin)和

1111茅w蛋白(curculin) ，其中奇甜蛋白是研究最深入

的不中。奇古tt蛋白是从 H 洲四部柏物 katemfe (Tha­

umatococcus daniellii Benth)中提取得到的几种关系

相近的甜味蛋们的总称，其中最主要的为奇甜蛋白

I 和奇古tt蚤 (1 II 。奇甜蛋白不仅甜度高，而且具有

低热量、安全j己毒以及不易诱发糖尿病、肥胖症等

优点，所以作为天然甜味剂、增昧剂己在多种人类

食品和l饲料 11 1 得到了广泛应用，并在欧洲、美国和

日本占有-定的市场。然而天然奇甜蛋白只能从植

物果实中提取，产量有限而且植物 katemfe 对生活

环境要求苛刻，叫种不易成功，不能满足人们对奇甜蛋

白的大量需求。因此，利用基因工程技术将奇甜蛋

白基国转入同 ι作物中并使之表达，用以提高llJ食

部分的甜味，有且特别的研究意义。

1 甜昧蛋白的种类和应用

迄今，从植物中发现并分离出的甜味蛋白有 7

种，旦中 5 和h 市甜蛋白、山乐果古tt蛋白、马槟棚

~ttii (i 、 IIßtl再门和布鲁赛因)为甜蛋白，其蛋白质

具有甜昧:主若叮林为娇I床蛋白，口Il秀发甜味;

另一种仙茅甜蛋白兼具甜蛋白和矫味蛋白的性质[1.2] 0 

随着生物技术不断提高，已完成了 7 种甜味蛋白的

分离、鉴定和人 E合成。 7 利1 月 It l床后 (1 巾，研究

最多也较清楚的足奇甜蛋白不11JN.乐 -*Mtili 门。奇目I

蛋白是井中高百tt度蛋白质，浓度达 10 8 mol 即i-lJ感

知l其甜味[3l ，比等重量的IE椭阳 30001;气，比寺摩

尔的庶糖ttt 1 X 105 倍l4l ，而J fi 其甜味放J lÌí. t寺续时间

较长。除此之外奇甜蛋白还有增昧作用，可以作为

增昧剂使用 [5] 。早在 20 世纪 80 年代就1-f 肉品化的

奇甜蛋白产品 Talino 应乐束w蛋 fl 足从才fê沙|、阳部植

物(Disocoreophyllum cumminsii) L~[捉取得到的不中
甜味蛋白。由于天然的应乐果目!蛋白对热和酸处理

比较敏感，容易引起蚤白质变'r't ，使得应乐果百tt蛋

白的商品化生产发展缓慢。 Penarrubial61将应乐果甜

蛋白基因分别通过转基因技术号入上豆和芮巨中，

表达量接近于总蛋白含量的 1% ， 1而且转基因样本

具有甜味。

2 奇甜蛋白的来源、结构和性质
奇甜蛋白也是从国cW热情 j~l~ 林中井中竹芋科

(Maraltaceae) 灌木植物 katemfe (Thaumatococcus 

daniellii Benth) 中分离出来的。，去蛋归质具组织表

达特异性， 1又发现 f二该植物假种j支中。夭然奇甜蛋

白不仅甜度高，丽且具有欧亚 ît _l~J:后 l床，叮用于烹

饪、调制棕榈调以及制作糖果。 1972 年，荷兰科

学家 van der WeIl7 1 芮次从战植物浆果巾捉取到奇甜
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蛋白，后经过许多学者的大量研究，对其结构和性

质己有了较深的认识。

天然存在的奇甜蛋白结构并不完全→致，系由

A多基因家族编码的几种关系相近的蛋白质组成，

其中最主要的为奇甜蛋白 I 和奇甜蛋白 11.这 2 种

蛋白质一般各占假种皮干重的 20% 以上。己生口的这

些奇甜蛋白仅有 5 个或更少的氨基酸差异，且N 末

端均为丙氨酸。它们均由一条多肤链组成，含有氨

基酸残基 207 个，分子量为 22 kDa。肤链分子内

的 16 个半肮氨酸可形成 8 个链内二硫链，使得整个

蚕白质分子在酸性条件下具有很好的热力学稳定

性。在 pH 6.5 以下加热 30 min 对其甜度无影响，

在 pH 2 时，即使在 80 "C加热到 4 h，奇甜蛋白仍

有甜味。

3 奇甜蛋白基因的克隆

Edens 等[8]和 Ledeboer 等[91较早克隆了奇甜蛋白

cDNA (931 bp，不具 polyA) ，并对其进行了测序。

他们的工作为奇甜蛋白基因工程奠定了基础，此后

奇甜蛋白墓园相继在大肠杆菌[町、酵母体系[10] 以及

高等植物中得到表达。然而在酵母体系中表达产物

均没有甜味，所得包含体在体外变性复性后才具有

甜昧，而且表达量低，也影响大规模生产的进行。

为此，高音等[11]采用大肠轩菌偏爱的密码子，合成

30 个寡聚脱氧核昔酸，在体外进行退火和连接合成

奇甜蛋白 cDNA。他们将连接得到的 DNA 产物克隆

到质粒 pBluescript-SK 上，转化大肠杆菌 DH5α 细

胞，进行 IPTG 诱导表达筛选，从 80 个克隆中最

终获得了 2 个有 i秀导表达产物的克隆，并对其进行

了 cDNA 全序列测定验证。此后，杨成丽等[12]和赵

琦等[13]利用 DNA重组技术，将植物甜蛋白奇甜蛋白

墓园克隆至植物表达载体pBIl21 中，为转化高等植

物打下了基础。

4 奇甜蛋白基因在园艺作物中的表达

奇甜蛋白是第一一个在转基因植物中表达的甜蛋

白。 Witty 等[3J利用毛根转化技术成功地将奇甜蛋白

II 基因在马铃薯(Solanum tuberosum c.v. Iwa)中进行

了表达。奇甜蛋白 II 基因先被克隆在植物穿梭载体

pWIT2 中的花椰菜花叶病毒启动子 CaMV35S 下游，

将pWIT2 与农杆菌 Ti 质粒一起接种在马铃薯愈伤组

织中后，成功得到了含有奇甜蛋白 11 基因的再生植

株。而且 0.1 g 的叶片、茎、毛根或愈伤组织样品

·综述

足够进行甜味检测。 1992 年，杨美珠等[14)将带有

奇甜蛋白 11 基国和脑脂碱合成酶标记基因的 Ti 质粒

导入马铃薯，获得大量转化植株。叶片抗性检测手u

腼脂碱(nopaline)检测表明外源甜蛋白基因己进入马

铃薯基因组中。 Dolgov[15J将奇甜蛋白 11 基因导入温

室苹果和梨树，结果表明愈伤组织中奇甜蛋白 11 较

多而叶片较少。 Lebedev 等[16J利用 Unilever 克隆的奇

甜蛋白 II cDNA 与 pBI1 21 构建立又元载体，经农杆

菌 CBE21 介导，成功地将奇甜蛋白基因导入梨树(品

种 Burakovka)中。 PCR 分析结果证实了该基囚的导

入，蛋白质转膜分析(Western blotting)证实了该基

因的表达。奇甜蛋白 II 基因导入黄瓜的研究从 1996

年开始，己有多篇论文发表[17-20J o Gaj扣C

比较了转基因黄瓜与未转基因黄瓜品种，发现转基

因黄瓜昧甜，并在果实外观、果肉坚实度、果肉

色泽、多汁性等方面，总体品质优于未转基因黄瓜

品种。 Bartoszewski 等[22]利用农杆菌 LBA4404 介导，

成功地将奇甜蛋白基因导入番茄， PCR 检测阳性重

组率为 1.8% 。

转基因食品的安全性是人们十分关注的问题。

Kosieradzka 等[23J用转奇甜蛋白 11 基因的黄瓜饲喂小

鼠，以确定其食用安全性。研究结果表明，转基

因黄瓜对小鼠的生长和生殖都没有影响。

5 甜度的感官评价

转基因样本甜度是否增加和是否与奇甜蛋白甜

味-致是奇甜蛋白基因在园艺作物中的表达的主要

依据，因此甜度的感官评价宅关重要。

Szwacka 等[20J利用两次评价法进行甜度感官评

价:第→次由 4 人组成的评价小组品尝 1 g 转基因

黄瓜样本和对照样本，并确定甜度等级:第二次仍

由七述 4 人品尝用不同浓度奇甜蛋白水溶液处理的

黄瓜对照样本，以确定转基因黄瓜样本甜味是否与

奇甜蛋白甜味一致。评价小组人员选定的标准是能

感知浓度 10- 8 mol 奇甜蛋白的甜味。研究结果表明

转基因黄瓜样本甜度增加并与奇甜蛋白甜味一致。

6 奇甜蛋白在转基因植株中的表达特点与

甜昧遗传

Szwacka 等 [20J研究了奇甜蛋白在转基因当代

(TO) 、自交一代(Tl)、臼交二代(T2)黄瓜中的表

达特点，发现奇甜蛋白 11 基因的表达水平与转入的

T-DNA 拷贝数无关，而且奇甜蛋白的积累与mRNA
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朱道好等:奇甜蛋白墓因在园艺作物巾的表达

的表达水平也缺乏相关，说明奇甜蛋白的积累在转

录和翻译水平上均有制约机制。

Bartoszewski 等[22]报道 18 个转基因番茄单株

(TO) 自变， 17 株产生种子(T1) 。选取 3 个 T1 株系

自交产生 T2 ， RNA 转膜分析(Northern blotting)和蛋

白质转膜分析证实了该基因在 2 个 T2 株系中的转录

与表达。甜度感官评价也证明这 2 个 T2株系的果实

较甜，而且甜味后有一种特别味觉延绵于口中。

以上研究结果说明，转基因植株所得到的甜味

能够在后代遗传。

7 奇甜蛋白抗真菌病害研究

许多植物在病源诱导下会产生一些致病相关蛋

白 [24] ，其中第 5 类致病相关蛋白与奇甜蛋白有很高

同源性却无甜昧，被称为类奇甜蛋白(Thaumatin­

like protein)，并且链内亦具有二硫键。离体实验证

明类奇甜蛋白对多种真菌具有明显抗性。金红等[25]

将类奇甜蛋白基因以农杆菌介导法成功地导入脱毒

微型种薯"津引薯 8 号"，转基因植株中类奇甜蛋

白表达量显著高于对照组，经晚疫病菌(Phytopht­

horainfestans)游离子包子接种离体抗性分析，转基因

株系表现出对晚疫病的明显抑制作用和症状发生的

延迟作用。既然奇甜蛋白与类奇甜蛋白同源性很

高，那么奇甜蛋白是否对真菌也具有抗性呢?

Szwacka 等[18 ，201对此做了专门研究，对比了转基因

株与未转基因株叶片对黄瓜霜毒病的感染程度。研

究结果表明， 13 株 T2 转基因植株中有 12 株表现对

霜霉病的不同程度的抗性，只有二株与对照株叶片

发病状况相同。但进一步的研究发现 T2 转基因植

株的抗病水平与其奇甜蛋白表达量没有相关关系，目

前还无法解释这一现象的原因。

8 小结

综上所述，奇甜蛋白是植物甜蛋白中的一种，

它具有低热量、高甜度、安全无毒，并可降解为

人体所需的氨基酸等多种优点，是一种新型甜味

剂。而果实中的甜味来源于糖类，多食易诱发糖尿

病、肥胖症以及由国齿等疾病，因此，将奇甜蛋白

基因转入国艺作物中并使之表达，用以提高可食部

分的甜味，有其特别的研究意义。既能满足肥胖、

糖尿病、高血压人群对甜味的嗜好，又不致加重疾

病。自 Edens 等[8]克隆出奇甜蛋白 cDNA 后，即开

始了奇甜蛋白基因工程研究，至今，己实现在大肠

537 

杆菌、酵母体系以及高等植物中的表达。近年来，

奇甜蛋白基因工程在园艺作物中也取得了显著进

展，奇甜蛋白基因先后在马铃薯、梨树、黄瓜、

番茄等作物得到表达，但仍有一些问题需要解决。

首先，奇甜蛋白基因工程的研究足不广泛。特

别是对无甜味的园艺作物应加大研究力度，比如冬

瓜、西葫芦、 飞碟瓜、叶菜类等。

其次，奇甜蛋白抗真~i病霄，研究还刚刚开始，

发表的论文很少，尚需深入进行。

第三，从前的研究 1+1 ，多用花椰菜花叶病毒

CaMV35S启动子调控奇甜蛋白基国在转化组织中表

达。但对食用部分主要是果实或种子的园艺作物而

言，今后应注重利用组织特异性启动子调控奇甜蛋

白基因，使其在果实或种子中集中表达。己利用的

国艺作物组织特异性启动子有:菜豆蛋白启动子

(Ph/P) [町、番茄果实专一性启动子(2A12) [27] 以及狲

猴桃果实特异表达狲猴桃京(actinidin)基因启动子

等[2839]，可以保证外源基因在果实或种子中特异表

达。
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Expression of Thaumatin Gene in Horticultural Crops 

Dao-YuZhu飞 Yong-Hua Qin' , Shang-Long Zhang' 

综述.

(Department of Horticulture , Faculty of ForestηI and Horticulture, Henan Agricultural Universiη" Zhengzhou 450002, 

China; IDepartment of Horticulture , Zhejiang Universiη， Hangzhou 310029, China) 

Abstract Thaumatin is a protein which is isolated from the katemfe fruit of west Africa (Thaumatococcus 

daniellii Benth). Two main forms , thaumatin 1 and thaumatin II , are known. It is a new sweetener with many 

advantages such as high sweetness, low calories , no toxicity and nice sweet taste , and especially is suitable for 

diabetics. The gene for thaumatin has been transferred to horticultural crops in attempts to improve taste. Several 

research aspects were reviewed in this paper, including thaumatin cDNA cloning and sequencing, expression and 

inheritance of thaumatin gene in plants , analysis of fruit tas旬， evaluation of the food safety of genetically modified 

fruit and transgenic plant tolerance for pathogenic fungus. Some problems in transformation were discussed, and 

suggestion was given to the future research work of this field. 

Key words sweet protein; thaumatin; genetic transformation 
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