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AGPase 及其基因表达研究

姚新灵

(宁夏大学生物工程系银川 750021) 

在高等植物淀粉生物合成过程中，二磷酸腺昔

葡萄糖焦磷酸化酶-AGPase( ADP-gl ucose pyrophos

phorylase)将一磷酸葡萄糖'焦磷酸化，形成二磷酸腺

昔葡萄糖(ADP葡萄糖) 。 其产物 ADP-葡萄糖是合

成直链和支链淀粉的底物。 在含淀粉组织内，ADP

葡萄糖是淀粉合成酶、与淀粉粒结合的淀粉合成酶

以及分支酶等的底物，用于直链淀粉和支链淀粉的

合成。 该底物的浓度直接影响淀粉的合成速度和效

率。

一 、植物功能 AGPase 由四个亚基构成

植物中 AGPase 由四个亚基组成，其中两两在

组成和结构方面相同，构成了两种大小明显不同的

多肤[ 1] ，其中较大的称为大亚基，其分子量因种不

同而变化于 54kD到 60kD之间，较小的为小亚基，

分子量在 51kD到 55kD间 。 编码两亚基的基因已

从几种植物中被克隆，大亚基之间和小亚基之间的

DNA序列及推测的氨基酸顺序表现同源性，并与大

肠杆菌中该酶表现相似的氨基酸顺序[2 ， 3) 。

较早从分子水平证实 AGPase 由四个亚基构成

的试验是在玉米的胚乳中，玉米 bt2突变是发生于

其胚乳 AGPase 小亚基的突变(4 ) ， sh2是发生于其大

亚基的突变[5] ，对两者的分析表明:为了表现 AG

Pase 完全活性，大小两亚基缺一不可，两种突变分别

减少胚乳中 AGPase 活性 90% - 95% ， 减少胚乳淀

粉含量 75%[6 ， 7) 。 皱粒豌豆是编码 AGPase 大亚基

的基因突变(叫做 出基因)所致， rb 突变体子叶中

AGPase活'性比正常型下降 90% ，淀粉含量下降
50% [83] ，在大肠杆菌中表达两种马铃薯 AGPase 亚

基表明，AGPase 单个亚基的活性低 ， 而将两者合并

表达其活性高于单个亚基 10 一 70 倍;试验证明植物

中正常 AGPase 由两个大亚基和两个小亚基构成的

四合体行使其完全功能[ 1 0 ) 。

二、 AGPase 编码基因分化表达

淀粉的合成出现于植物体的不同组织器官，储

藏器官内 AGPase 基因的表达与其他组织及器官中

AGPase 基因表达之间的关系怎样是实现对 AGPase

基因表达水平调控必须回答的问题。在已研究的植
物种类中，包括拟南芥[ (1 ) 、 马铃薯[ 12 ， 1 3) 、大麦[ 14 ) 、

水稻( 1 5)和小麦[ 16 )等，它们的 AGPase 的大亚基同属

多基因编码，这些基因的表达具有高度专一性。 例

如在大麦和小麦中 ，这些基因的表达仅限于叶片或

根和胚乳中。 另外，它们的表达在特定条件的诱导

下发生，如在马铃薯中增加煎糖诱发该基因的表达，

遗传分析也证实了大亚基的等位形式随器官及组织

分化而出现。 玉米 sh2突变出现在胚乳中 ，这必然

有另外的基因在胚和叶中编码 AGPase 大亚基[ 17 ) 。

事实上玉米胚中另一个编码大亚基的转录子也在胚

乳中被发现，但其量极低[ 1 8 ) 。 大豆中 AGPase 小亚

基的两个 cDNA 克隆已被识别，它们表现组织表达

专一性，一个仅表达于叶中;另一个则表达于叶和子

叶内 [ (9) 。 玉米中被识别的两个小亚基的 cDNA 也

表现明显不同的组织专一性[20 ) 。

Muller Rober 等 1994 年从马铃薯中分离 3.2峙

的 AGPase 大亚基启动子序列，并将不同长度的序

列与葡萄糖醒酸酶编码基因连接形成嵌合基因结

构，转化于烟草和马铃薯;结果发现该结构在含淀粉

的块茎薄壁细胞，茎和叶柄黯细胞，保卫细胞中表

达，在前两者中行使功能的启动子区域是位于3. 2kb

大亚基启动子-500 一 -1200 的序列;启动子 5' 端的

0.3kb 片段负责该结构在保卫细胞内的表达[ 1 3) 。

该结果表明马铃薯 AGPase 大亚基基因启动子序列

本身具备了调节其所驱动的基因在不同器官表达的

功能，这在一定程度上类似于大肠杆菌乳糖操纵子

中所谓的调节基因的功能;当然，在近年的研究中关

于启动子调节基因表达及表达效率的进展非常迅

速d旦在 AGPase 基因启动子调节其表达的研究尚

未见很多报道。 过去人们认为 AGPase 活性表现于

本研究受国家自然科学基金资助，批准号 :30160010。

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



第 24卷第 1 期 细胞生物学杂志 35 

叶绿体和淀粉组织的淀粉体内;还有研究认为在正

在发育的玉米胚乳内 95% 的 AGPase 活性表现于细

胞质体外，但免疫染色和电镜观察却支持 AGPase

在淀粉体内表现活性的观点。 K. Denyer 在玉米胚

乳内用碱性磷酸化酶和淀粉合成酶作为细胞质体内

标记酶，乙醇脱氢酶、 乙醇磷酸化酶和 6-磷酸果糖

转移酶作为细胞质体外标记酶研究 AGPase 活性在

细胞内的分布，比较标记酶的分布后发现 95% 的

AGPase 活性出现于玉米胚乳细胞质体外，用抗体识

别的两个 bt2小亚基中较大的主要存在于胚乳细胞

质体外，较小的则存在于细胞质体内;发生于小亚基

较大者中的 bt2突变专一性地导致质体外 AGPase

活性的丧失[2 1 ] 。 这意味着玉米胚乳细胞内外存在

明显不同组成形式的 AGPaseo J ack Shannon 等的

研究结果表明在玉米胚乳线性淀粉积累阶段， 90%

以上的 AGPase 活性是在细胞质体外表现的;同时，

玉米 Bt1 蛋白质包含 KTGGL 氨基酸序列，该氨基

酸序列与淀粉合成酶及细菌糖元合成酶中的 ADP

葡萄糖结合位点相同;在 AGPase 中该序列是腺昔

转运体，负责转运 ADP-葡萄糖进入淀粉体[22] 。

Sang-Bong 从紫苏子叶中分离了三个 AGPase cDNA 

克隆，其中两者与其他植物 AGPase 小亚基同源，另

一者与其他植物大亚基同源;在观察小亚基转录子

在光合和非光合组织出现与否时发现两者在茎内呈

现最高表达水平，而大亚基则在茎和子叶内表达，进

一步研究发现大亚基与两种小亚基之一表达于细胞

质体内 ，且子叶内存在多个 AGPase 大亚基[23 ] 0 Di

ane 比较大麦正在发育胚乳细胞内 AGPase 分布发

现 AGPase 主要表达于细胞质体外;另外用 AG

PaselUGPase 的比率作为 AGPase 与 UGPase 代谢

反应的指示指标，研究发现胚乳中 ADP-葡萄糖和

AGPaselUPGase 比率高于其他组织[24 ] 。 储藏组织

AGPase表现高活性是源于不同的大小亚基组合、还

是由于同一组合在不同组织的不同结构或/和调控

方式尚属未知。

三、 AGPase 基因表达的调控

lnglesias 等发现在马铃薯中 AGPase 可分别与

3-磷酸甘油酸。-PGA) 和元机磷 (Pi) 结合，实现对

AGPase 的活性的调控， 3-PGA 是该酶激活因子，后

者是抑制因子[24 ] 。 在进一步的研究中， Milagros 从

大麦叶中分离纯化了完整 AGPase，发现 AGPase 代

谢反应的最适宜底物为 AMP-葡萄糖，日， 3-PGA ，

ATP ， ADP ， NADP 和 AMP 是 AGPase 代谢反应的

抑制因子，AGPase 不仅可出现于大麦胚乳的细胞质

体外，也可发现于细胞质体内;在储藏组织中随淀粉

的积累 AGPase 活性明显下降，并与淀粉合成酶呈

现竞争底物的趋势[26 ] 。表现皱粒豌豆的 AGPase

大亚基突变体 rb 使 AGPase 活性和淀粉含量下降的

同时，使 AGPase 对于PGA 和 Pi 调节更敏感[27] ;

1992 年 Li 和 Preiss 报道了拟南芥的 AGPase 大亚

基突变导致 AGPase 对 3-PGA 和 Pi 的不同反

应[28] 。 在进一步的研究中， Preiss 等用磷酸毗哆醒

识别 3-PGA 的结合位点，研究结果表明拟南芥 AG

Pase 小亚基 C 端的赖氨酸和大亚基相应位置的赖

氨酸结合于 3-PGA 及其类似物。 夜菜叶中 AGPase

大亚基的第二个赖氨酸可结合于磷酸口比哆眶;赖氨

酸也与无机磷(Pi) 的调节相关[25] 。 然而 ，该第二个

赖氨酸并不存在于所有来源的 AGPase 大亚基;值

得注意的是小麦和大麦胚乳中表达的大亚基中该赖

氨酸被蛋氨酸取代，而在小麦叶片内表达的 AGPase

大亚基中，该氨基酸仍为赖氨酸。这意味着 3-PGA

和 Pi 调节程度随大亚基等位形式表达于不同的组

织器官而变化。 另一方面子PGAlPi 也调节大小亚

基的结合，当分别比较从谷类叶中和胚乳中分离出

的 AGPase 时，这种随分化而出现的不同结合方式

则显而易见[29 .30 ] 。 同时，豌豆叶和子叶中该酶也表

现出此区别[27 ] 0 Thomas Greene 用点突变创造并识

别马铃薯 AGPase 大亚基的突变体 P521 ，该突变体

对 3-PGA 调节不敏感，为了识别 AGPase 大亚基中

另外与 3-PGA结合的氨基酸，并识别 P521 在大肠

杆菌内恢复糖元合成功能的回复突变点的研究结果

发现 :AGPase 中大亚基四个不同位置氨基酸的变化

形成的三个回复突变体与 3-PGA 的亲合力高于

P521 突变体 10 - 49 倍，其原因是在野生型 AGPase

大亚基氨基酸序列内加入了 E38K 或 G101N 两位

点所至[3 1 ] 。 这种回复突变酶的形成将为高等植物

AGPas巴的调节及为确定淀粉合成内源酶调控途径

提供有用的信息。

四、 AGPase 编码基因与淀粉合成

AGPase 催化产生 ADP-葡萄糖进行淀粉合成

时，该酶表达水平的高低在决定淀粉积累方面起着

至关重要的作用;对拟南芥叶片专一表达的 AGPase

基因的突变体研究表明，编码 AGPase 两亚基之一

的基因的突变体减少叶内该酶活性的 7% ，且叶内

淀粉合成减少为正常水平的 26% [32 ] 。 该拟南芥突

变已被用于估计 AGPase 的流量控制系数，此系数
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可用所合成淀粉量和 AGPase 在正常型和突变型中

活性的关系来计算。 据作者的研究，在较低的光强

条件下， AGPase 在叶内淀粉合成中发挥着最重要的

控制功能 ;在高光强条件下，虽然 AGPase 的流量控

制系数增加，但其他酶的流量控制系数也增加，这表

明其他酶反应也发挥着控制作用。 这些其他的控制

点与光合碳固定中产生磷酸巳糖的酶相关，该方面

的测定尚未进行过(33) 0 Denny 等表达来自大麦

AGPase 的大小亚基编码基因于昆虫细胞内表明:小

亚基可在二磷酸甘油酸存在的条件下表现活性，并

被元机磷抑制;为了弄清大小亚基的作用，时空二维

表达系统用于四个 AGPase 亚基转录子形成的研

究，其结果表明编码大小亚基的转录子产生稳定蛋

白质水平的高低与淀粉的积累呈正相关;而将这些

转录子表达于大麦体内则产生蛋白质的最极低(34 ) 。

激活子 3-PGA 和抑制子 Pi 可调解 AGPase 活

性，使淀粉合成速度改变，所以在所研究过的种类器

官中 ，控制淀粉合成的重点都放在了通过于PGA 和

Pi 对 AGPase 的调节[35 - 37] ，而叶内 3-PGA 和 Pi 水

平依据光合作用中碳的固定水平而改变，在[35 - 37) 

叶中当对碳的吸收高于对碳的需求，淀粉合成则较

快，当碳吸收较低时，淀粉合成则减慢，于是，尽管淀

粉生物合成的调控因不同种类及组织而有差异，但

3-PGAlPi 仍然成为了 AGPase 活性调解的重要模

式[38 ) 。 有研究表明 AGPase 在贮藏器官内的调控

不像在叶内那样明显，且不存在明显的以代谢为媒

的短期调控(39 ) 。 因此，该调节模式就储藏组织而言

仍处于探索阶段。 孟山都(Monsanto)公司的 Stark

等将对调控不敏感的大肠杆菌 AGPase 基因转化于

烟草和马铃薯中，其结果为培养基中的烟草细胞淀

粉合成提高了 300% ，马铃薯细胞中则提高

60% [40 ) 。 正常大肠杆菌 AGPase 基因表达对 1 ， 6-

二磷酸果糖的调节非常敏感[4 l ] ，该调节不能在转基

因植物组织增加淀粉合成。 这表明用大肠杆菌 AG

Pase 基因替代对调控极为敏感的植物 AGPase 编码

基因提高淀粉生物合成效率存在潜力 。 对调控不敏

感的外源 AGPase 基因导人淀粉植物将会成为研究

AGPase 基因表达调控模式和提高淀粉含量的可选

择途径。

除了影响所产生淀粉的数量外， AGPase 也影响

淀粉的组成。 在豌豆中影响 AGPase 大亚基的 rb 突

变，在减少了其所合成淀粉的数量的同时，也增加了

支链淀粉的比例[42 ] ，据作者在 GBSSI 基因表达研

究的结果(待发表)这是由于降低的 ADP-葡萄糖浓

度造成淀粉粒与其结合困难，这种困难尤其以淀粉

粒内部更为严重，因 ADP-葡萄糖扩散到淀粉粒晶体

内才可与 GBSSI 结合实现直链淀粉中 α(1 - 4)键的

形成，低浓度的 ADP-葡萄糖不利于其向淀粉粒内部

扩散，从而影响了其与 GBSSI 的结合，从而减少直

链淀粉的合成。

五、可能的研究选择

正像 1 ， 5 二磷酸核酣糖矮化酶有不同的亚基构

成，其调节因素众多，而使人们对它的研究变的困难

一样，AGPase 也将是内源表达调控复杂不易人为操

纵的酶之一。 AGPase 的大小亚基的形成有多个等

位基因编码，其表达受不同发育阶段 、组织、细胞内

外及上下游相关产物等因素的影响，这些因素的某

些构成了其表达的传导信号作用于启动子 ; 每一个

亚基与其他亚基结合也可能受到两类多肤的可利用

程度间的不平衡的影响，使得所产生的酶具有了可

变性，从而最终影响其活性。 在该方面需进一步研

究的问题是 : 1)某一植物中，表达于不同组织及细胞

质体内外的 AGPase 大小亚基各有几个等位基因控

制?它们的相似性，一致性如何? 2)不同大小亚基

的组合在不同组织及细胞内表达的调控机理是什

么? 3)AGPase 大小亚基转录因子是什么? Muller 

Rober 的 AGPase 启动子在驱动 AGPase 表达中怎样

调控其表达? 4)AGP出e 所合成的 ADP-葡萄糖是否

是叶绿体内临时储藏淀粉合成的底物?

转化对内源调节不敏感的外源 AGPase 基因，

用于植物淀粉生物合成产量的提高，在目前是唯一

且可行的途径 ，具有应用价值。

诱发井识别对各类调控不敏感 AGPase 大小亚

基的突变或改变大小亚基氨基酸组成，掌握 3-PGA

和 Pi 与 AGPase 结合的结构区别，增加益于 3-PGA

结合的位点，以寻求提高 AGP 活性的方法。

继续从分子水平分别识别细胞质体内外 AG

Pase 大小亚基、它们间结合的结合域及其他的相互

作用，这将是探索 AGPase 等位基因在组织及细胞

内的分化表达必不可少的。

目前研究这些基因特征的方法之一是从生化提

取物中识别其所形成的酶和其所决定的基因 。 然

而，不是所有的不同等位基因在某发育阶段均有各

自的产物，这增加了从表型方面研究的困难。 但基

因结构和功能的分析大大促进了对不同等位基因作

用的理解，使控制淀粉合成基因的表达成为可能，并

借助代谢途径的调控也可以了解到淀粉生物合成模
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式。 另外，大多数淀粉生物合成酶是用可溶性的提

取物测得的，不能反映淀粉粒内的真实条件;除非用

诱发突变和植物转化，否则，几乎无法评价这些酶的

非代谢特征。 同时，每一生物合成酶的不同形式都

有着其非代谢特征。代表了多样化的代谢途径，最

终产生了多聚物和组织的复杂性和不同种类的可变

性，这使了解其一般非代谢特征变得更为困难。 除

诱发突变和植物转化途径外，近年被广泛用于研究

蛋白质间、蛋白质-DNA 相互作用的酵母杂交系统

可用于 AGPase 代谢反应的研究，结合 Muller 分离

的启动子，用单杂交系统识别 AGPase 大小亚基的

转录因子，像所有已发现的转录因子一样，该转录因

子必将与 ADP-葡萄糖合成上下游产物相关或可能

就是 AGPase 已合成大小亚基的某一个。 另外，在

考虑大小亚基间相五作用时，酵母双杂交系统将是

目前为止最理想的途径，如在知道了 AGPase 基因

与转录因子的结合域序列的情况下，大小亚基间相

互作用机理的研究将变得简单。

摘要

ADP-葡萄糖焦磷酸化酶(AGPase)是淀粉生物

合成的限速酶，本文讨论了到目前为止对不同植物

AGPase基因及其表达的研究结果。其中包括 AG

Pase 大小亚基编码基因表达的分布及调控。 其结论

为:完整 AGPase 两个大亚基和两个小亚基对合成

正常含量的淀粉缺一不可;有多个等位基因编码植

物 AGPase 大小亚基，它们表现发育阶段、组织器.

官、细胞质体内外及诱导条件的分化表达 ;尽管各亚

基表达于含淀粉的组织，但它们在储藏组织内的表

达量远高于其他组织 ;对调控不敏感的外源 AGPase

基因导人淀粉植物将会成为提高淀粉含量的重要途

径。 提出了进一步研究中存在的问题及可能的解决

途径。
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银杏雌雄基因组 DNA 间的差异性分析

王晓梅善 宋文芹李秀兰陈瑞阳

(南开大学生物系天津 300071)

在高等的显花植物中绝大多数为两性花

(仙h凹nap阳t叫叫过x:li巾t优时eθ)物种，仅有极少数的物种为严格的雌

雄单，性异株(ωdiα侃充妇lOU咀叫s叫)或雌雄单性同株 (mon】m倪侃C∞lOUα∞U

植物[ωlο] 。 在这些雌雄单性异株植物中又仅有少数的

物种具有异型性染色体[2] ，并且异型性染色体控制了

植物的性别表型。 在被子植物中如白麦瓶草( Si!.ene 

lat伪ω )和酸模(Rumex aætosa ) 的性别及其决定机制

在细胞和分子水平都得到了广泛和较为深入的研究。

由于植物雌雄个体的营养器官具有一致的表型，它们

的性别差异主要表现在花器官上，而裸子植物通常要

经历许多年才能开花，分辨雌雄，得到性别确定的个

体，所以在雌雄异体的裸子植物中，其性别的细胞学

特别是分子生物学方面少有研究。虽然几十年前就

开始在细胞水平研究了银杏( Ginkgo bil.oba L)的性染

色体[37] ，但关于其染色体的性别决定类型至今仍是

一个悬而未决的问题。 同时由于银杏的性别不同应

用价值不同，且银杏需要二十多年才能开花分辨雌

雄，因此人们一直关注银杏的早期性别鉴定，因而有

必要从分子水平探讨银杏两性基因组间的差异性，它

不仅具有潜在的应用价值，而且对探讨其性别分化也

具有一定的理论意义。

自从 1990 年 Williams 和 Welsh 创立 孔气PD 技

术以来，已广泛用于基因组研究的各个方面。 该技

术是迄今研究遗传变异、多态性等最简单最快速的

方法，这是 RFLP 和 AFLP 技术难以达到的，因此利

用也气PD 技术检测雌雄异株银杏基因组间的多态

性，寻找性别差异有其特有的优势。 该技术已成功

的用于啤酒花 ( HurnuLus LuρuuLus ) [8] 和臼麦瓶草

(Silene latifolia ) [9] 的研究中 。 本研究利用 RAPD

技术，检测了雌雄银杏基因组间的多态性，这一分子

水平的研究将有助于寻找与银杏性别相关的分子标

记或性别特异性的探针，最终有望为银杏性别的鉴

定提供理论依据。

材料与方法

1 植物材料

采自辽宁省兴城市中国农科院果树研究所。 已知性别

的成年银杏雌雄各 10 株，将其幼叶液氮速冻后， -70"(;保存。

2. DNA 的提取

取 0.2g银杏幼叶于液氮中研成粉末，加 2ml DNA提取

缓冲液(l %CTAB ， 5 %PVP ，1. 4mollL NaCl, 80mmollL T口坠

HCI pH8. 0 ,20mmollL EDT A pH8 . 0) ， 56"(; 保温 30min，盼 、

氯仿抽捷，异丙醇沉淀， TE (lOmmollL Tris-HCI pH8 . 0 , 

1mmolIL EDTA pH8. 0) 溶解后， RNase(终浓度 200mglL)

37"(; 处理 2 小时，盼、氯仿抽提，乙蹲沉淀 ， TE 溶解， 4"(;保存

备用。

3. 雌雄基因组 DNA 间多态性检测及与性别相关的

RAPD标记的筛选

取等量的个体基因组 DNA组成雌雄两个 DNA池 ，首先

用于 RAPD 引物的筛选，检测雌雄基因组 DNA 间的多态性，

之后对有差异的引物再随机选取雌雄各五株做个体分析。

RAPD反应采用热起动 PCR。反应体系为 25μ1 ，其中含

有 10mmolIL Tris-HCI , pH8 . 3 , 50mmolIL KCI , 2. 5mmolIL 

MgClz ， 0.5μmollL引物(购自上海生物工程公司及香港大学

动物学系孙梅博士惠赠)和 250μmollL dNTP(上海生物工程

公司) ,10 - 40ng 基因组 DNA ， 1. 5U Taq DNA 聚合酶(北京

高登沃德生物制品有限公司) 。 每个反应为 40 个循环，前 8

本文 2000 年 11 月 27 日收到， 2001 年 6 月 11 日接受。

每天津农学院定向培养博士研究生。
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