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RZ糖代谢相关基因转化植株的研究进展 势

安新民脊骨 陈大明 祷怜*** 徐昌杰 H 张上隆H 陶 俊H

( ** 浙江大学华家池校区园艺系 杭州I 310029) 

( *** 北京市农林科学院蔬菜研究中心 北京 100089) 

震糖是植物体内光合同化物由叶(源)到果

实(库)的主要运输形式，也是决定品质形成的

关键因子。 煎糖酶又称转化酶或日-吱喃果糖昔

酶 (invertase ， ß-fructofuranosidase , EC 3 .2. 1 . 

26 , Ivr) 、照糖合成酶 ( sucrose synthase ,EC 2. 4 . 

1. 13 ， SS)和震糖磷酸合成酶(sucrose phosphate 

synthase ,EC 2. 3. 1. 14 , SPS) 与庶糖的代谢密

切相关，它们在煎糖代谢中分别催化下列反应 :

Ivr SS 
S + H20 一一一一-G+ F ; S+ UOP •• UOP-G + 

SPS 
F;F-6-P + UOP-G 1-•S- 6-P + UOP 

其中 Ivr 分解煎糖， SS 虽能催化煎糖的合成，但

有足够证据表明在不少植物中它促进煎糖分

解， SPS 则催化庶糖合成。 编码上述三个酶的

基因在一些植物中己分离得到，并已在拟南

芥[ 1 ) 、烟草 [ 1 ) 、 番茄[2- 1 0 ) 、 马铃薯[ 川 ]、 胡萝

卡 [ 1 2. 1 3) 和水稻， [ 14 )等植物上获得了这些基因的

正义或反义转化植株。 本文着重介绍这些转化

植株的特性。

一、转化酶基因转化植株

转基因植株。 随后 Ohyama 等[6) 和 Klann 等[7 )

分别将番茄酸性转化酶反义基因拷贝导人番茄

植株，并对转基因植株的表达进行了研究。

Dirk Bussi s 等[ 门 ] 对正义转入酵母转化酶基因

的马铃薯植株进行了研究。 Ohyama 等 [8) 将番

茄细胞壁酸性转化酶反义 cDNA 导人番茄，研

究了转基因植株的糖代谢变化和育性。 Tang

等 [ 12 ) 将液泡和细胞壁转化酶反义基因转化胡

萝 卡 ，并研究了转基因植株的早期发育和照糖

分配。 综合上述研究的结果，本文对酸性转化

酶基因转化植株的特性从以下四方面加以说

明 。

1.酶活性的变化

转基因植株的转化酶活性发生了较大的变

化 。 反义基因转化植株酶活性降低，而正义基

因转化的植株酶活性则明显升高。 Ohyama

等 [ 6 ]通过比较发现，与未转化或 GUS 基因转

化的对照果实相比，酸性转化酶反义基因转化

的红熟果实中可榕性酸性转化酶的活性很低且

不及对照果实的 0 . 5% ， 不榕性酸性转化酶水

Schaewen 等川于 1990 年首次将酵母转化 拚 国家自然科学基金重点项目(批准号 :39730340 )
酶基因 SUC2 正义拷贝导人烟草和拟南芥获得 资助。
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平仅为对照果实的 12 . 8% 。 对照红熟果实酸

性转化酶mRNA 丰度较高，而在反义基因转化

的红熟番茄果实中检测不到相应的mRNA ，

mRNA 水平与酸性转化酶的活性相一致 。 0-

hyama 等[8)在研究细胞壁酸性转化酶反义基因

转化的番茄植株时发现 113 的转基因植株中酸

性转化酶活性显著降低。

2 . 果实的糖分组成

反义基因转化植株的另一特点是果实的糖

分组成发生了显著变化 ， 即煎糖积累增多而己

糖积累下降。 Ohyama 等 [6 ) 研究表明，与 GUS

基因转化的对照果实相比 ，反义基因转化的红

熟番茄果实中煎糖含量显著提高而己糖明显降

低。 Klann 等[7) 研究发现 ， 在番茄果实发育期

间(直至最后一周) ，酸性转化酶反义基因转化

的果实中庶糖含量约为对照的 5 倍，而葡萄糖

和果糖则只有 50% ， 这表明可溶性酸性转化酶

水平控制了番茄果实的糖分组成。 在番茄 To
代中，转基因果实具有高比例的煎糖。 进一步

的研究表明，在 Tj 代 中， 部分转基因果实 中煎

糖积累较高 ， 而另一些转基因植株尽管反义基

因拷贝数是 To 代的二倍 ，其果实中煎糖比例并

没有增加，反而有所下降，这可能与基因沉默有

关。 Tang 等[12) 研究表明，在细胞壁转化酶反

义基因转化的胡萝卡植株上，叶片多而浓密 ，与

对照相比，叶片中积累了较多庶糖和淀粉，但直

根显著变小，且含有的总碳水化合物量较低。

Weber 等 [ 15 )在研究酵母转化酶正义基因转化

的豌豆 ( Vicia narboneηsis) 时发现子叶中煎糖

减少而己糖大量积累 ，淀粉含量显著降低而蛋

白质未受影响。 Ohyama 等[8) 研究发现， 与对

照相比，细胞壁转化酶反义基因转化的番茄植

株的叶片中可溶性糖和淀粉含量较低 。

3. 果实大小与育性

反义基因转化植株的果实明显变小。

Klann 等 [7)研究发现:对照番茄果实的增大分

为两个明显的时期， ~Jl 缓慢增长期和迅速增长

期 。 在迅速增长期果实几乎增大一倍，而积累

煎糖的反义基因转化植株的果实只有缓慢增长

期 ，转基因果实比对照约小 30% 。 对于胡萝 卡

而言 ，反义基因转化抑制了直根的发育而促进

叶片增多，而使叶/根比明显提高 ， Tang 等 [ 12)

研究表明，对照植株、液泡转化酶反义基因转化

的胡萝卡植株以及细胞壁转化酶反义 RNA 转

化植株的叶/根干重比值分别为 1 : 3 、 1. 5 : 1 和

17 : 1 。 转基因植株叶片中碳水化合物含量高于

对照，而直根中情形相反。另有研究表明 ， 细胞

壁酸性转化酶反义基因转化的番茄植株大多育

性较低[8) 。

4. 果实的呼吸速率

在反义基因转化的果实中呼吸及乙烯生成

也发生了显著变化。 Klann 等[ 7) 发现反义基因

转化的番茄果实在成熟过程中呼吸速率和乙烯

产生速率均比对照高 25% 一 100 % ， 这种较高

的乙烯产生速率和呼吸速率可能与转化果实变

小有关。

综上所述 ，转化酶基因转化植株在叶片和

果实 (或胡萝 |、 直根)生长、糖的含量及组成、酶

活性以及果实呼吸及乙烯释放速率等方面均发

生了较大变化，但因植物不同受影响程度有别。

正义基因与反义基因转化的植株表现不同。

二、 ss 基因转化植株

D' Aoust 等[ LO ) 将番茄果实特异 ss 基因

( TOMSSF )片段反义导人番茄 ，并对转化植株

特性进行了研究。 同年 Chengappa 等 [9)对番茄

SS cDNA 反义转化番茄植株糖的积累进行了

研究 ，而 Wang 等 [ 14 ) 对水稻 SS 基因在水稻植

株中的空间表达进行了研究 。 Tang 等[ 13 )对胡

萝 卡 SS cDNA 反义转化胡萝卡植株的特性进

行了研究 。 在此对 SS 基因转化植株的特性从

以下四方面加以说明 。

1. SS 基因的表达及活性变化

、弓S 反义基因转化植株的不同的器官和组

织间 SS 基因 的表达及其活性受抑程度有较大

差异。 D ' Aoust 等[ 1 0 ) 研究表明，在 TOMSSF

反义基因转化的番茄植株中花和果皮组织的

SS 活性显著受抑，但胚乳仅受到轻微抑制 ， 而
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胚、茎、叶柄、叶和种子则未受抑制 。 因为

TOMSSF cDNA 由番茄雌王军 mRNAs 逆转录

分离得到[ l6 ] ，所以与表达在花和果实中的 SS

基因是相同的，而与其他组织中表达的 SS 基

因属于同一基因家族的不同成员，在序列上存

在差异，导致反义抑制效果较差以致不能抑制 。

马铃薯 SS 基因在块茎中高丰度表达，而在叶

中低丰度表达[17 ]" Sus3 mRNA也在成熟的番
茄果实中发现[9]0 Tang 等 [ 1 3] 在研究胡萝卡中

SS 基因 (Susy 铃 Dc1和 Susy 赞 Dc2) 时发现 :

Susy 祷 Dc2 广泛表达于花中，而在茎、根的不

同发育阶段、 花芽、花和成熟的种子发现有

Su叩头 Dc1的转录 。 D' Aoust 等 [ 1 0 ] 以 538bp

TOMSSF cDNA 片段为探针进行 RNA 印迹杂

交分析揭示:转基因番茄反义 RNA 丰度与 SS

活性成反比，而对照植株中检测不到反义

RNAo Tang 等 [ 1 3 ] 在研究 SS cDNA 反义转化

胡萝卡时发现 SS 活性在直根中下降，在叶中

则无此现象。

2. 果实生长与产量

SS 反义基因转化植株的果实生长发生了

变化，座果率降低，产量下降。 在花后第一周，

转基因番茄果实(A48) 的平均增长速率低于对

照。 在花后 7 天时，转基因果实 A48 、 A45 和

A9(SS 活性分别为对照的2% 、9.3%和12.5% ) 

的体积分别为对照果实的 25% 、 35% 和 60% 。

然而在随后的几周，这种果实增长速率的差异

消失 。 伴随 SS 活性的抑制 ，转基因植株的座

果率下降至 18% ，比对照低 50% 。 在花后 3 周

转基因植株 A48 和 A45 单株果数分别比对照

植株少 45 % 和 60% [ 10 ] 0 Tang 等[ 1 3 ] 在研究 SS

cDNA 反义转化的胡萝卡时发现，与对照相比，

转化植株的叶片和直根显著变小，但在大多数

植株中叶/根干重比值未发生变化 。

3. 碳水化合物含量与果实品质

SS 反义基因转化植株的库器官中淀粉含

量明显下降，从而影响了品质。 在玉米中，

Shrrunkenl (Sh 1 )位点的突变伴随籽粒淀粉含

量 40% 的损失 [ 1 8] 。 转基因马铃薯块茎 SS 活

性的抑制为对照的 5% ，导致淀粉积累减少

34% ，干重下降 50% [ 19]0 D' Aoust 等[ 10 ] 研究

发现，转基因番茄果实 (A48) 的淀粉含量显著

减少，比对照减少 28% ，但蔚糖和葡萄糖含量

并没有随 SS 活性的降低而发生显著变化。 在

花后 60 天， SS 反义基因转化植株可溶性固形

物含量与对照相似。 Tang 等 [ 1 3]在研究 SS cD­

NA 反义转化的胡萝卡时发现在库器官中煎糖

利用显著减少，含有较高水平的煎糖，但

UDPG、果糖、淀粉和纤维素水平较低。

4. 果实的卸载( unloading) 能力

关于 SS 活性与果实鲜重[20] 、干重 [22]和煎

糖相关性的研究表明，SS 活性调控番茄果实输

入和代谢煎糖的能力 。 D' Aoust 等 [ 1 0] 试验发

现，在花后 7 天 SS 活性最低的转基因果实输

入3H-L\t糖的能力大大降低。 由此可见， SS 活

性调控番茄幼果输入和代谢荒草糖的能力 。 但在

随后的发育过程中，花后 20 - 25 天，果实煎糖

代谢能力并不再依赖 SS 活性， 因为花后 23 天

的果实在离体的条件下，对3H_煎糖的吸收能力

以及利用输入的3H_庶糖合成淀粉的速率并没

有因 SS 活性降低 98% 而下降。 Chengappa

等 [9]研究表明:反义基因转化的番茄幼果 SS

活性降低 99% 而淀粉和糖的积累未受影响。

由此对 SS 在库强 (sink strengh) 中的调节作用

提出了质疑。

综上所述， SS 在植株中起多种作用，不仅

在贮藏组织如谷类作物胚乳和马铃薯块茎提供

淀粉合成的基质，而且为细胞壁生物合成提供
UDPcC 19,22 - 24] 。 反义基因转化植株中 SS 活性

的抑制导致番茄幼果卸载能力的下降、淀粉含

量显著减少 ; 马铃薯淀粉积累减少、干重下降 ;

花后初期番茄幼果增长速率低于对照，座果率

下降。 从而对产量和品质形成负面影响 。 另

外，反义基因转化的番茄幼果 SS 活性下降

99%而淀粉和糖的积累不受影响，使得对 SS

在调节番茄库强中的重要性提出了质疑。

三、 SPS 基因转化植株

Worrell 等 [ 2 ] 首次在番茄植株中成功表达
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了玉米的 SPS 基因 。 Galtier 等 [ 3 J 对玉米 SPS

基因转化番茄植株的光合、同化物分配和生长

进行了研究。 随后 Barry 等 [ 25 J 对玉米 SPS 基

因转化番茄植株的光合、开花和座果进行了研

究。 Laporte 等 [ 26 J对玉米 SPS 基因在转化番茄

植株中不同器官的表达和产量进行了研究。 在

此对 SPS 基因转化植株的特性从以下三方面

加以说明 。

1.酶活性的变化

有关研究表明 ， 在甜菜[圳、 香瓜[28 ， 29 J 、

桃 [30 J和煎糖积累型番茄[ 31 ， 32 J 中 煎糖积累 与

SPS 活性相关。 而 SPS 活性与 SPS 基因的表

达密切相关。 Woτrell [2J 首次在番茄中成功地

表达了玉米 SPS 基因，转基因植株叶片中 SPS

活性显著提高，而且不受昼夜节律的调节。

Galti町等[3J在研究正义导人玉米 SPS 基因的

转基因番茄时发现 ， 转基因番茄植株在光照和

黑暗条件下 SPS 的活性均明显提高，而对照则

受光暗调节。 Micallef[ 5 J 在研究玉米 SPS 基因

转化的番茄植株时发现，叶片中 SPS 的最大活

性和有限活性在各种处理中均显著提高 (近 12

倍) 0 Lar:巳rte 等 [ 26 ] 在研究 SPS 基因正义转化

的番茄时发现，转化植株幼叶和幼根中 SPS 活

性分别比对照高 2-3 倍和 10 一 20 倍，而幼果

无明显增加。 RuBP 援化/加氧酶小亚基启动

子转化植株 SPS 活性则仅在幼叶中升高 4 - 5

倍 。 Komatsu 等 [ 33 J 在研究 SPS 同工酶在柑桔

果实煎糖积累中的不同表达时发现 ， 直到花后

187 天果实可食组织中 SPS 活性一直处于很低

水平，到成熟时活性迅速增加，大约是未成熟时

期的 4 倍。 果皮组织中情形类似。 果实未成熟

时处于最低水平，但到成熟时逐渐增加。

2. 光合与产物分配

Mica ll ef[5] 等研究发现，正义导人玉米 SPS

基因的番茄植株 ， 其叶片中分配向商糖的碳同

化物提高 J 50% 。 对照植株的完整叶片在高

水平的 C~ ( 65Pa) 条件下进行光合时对 CO2
不敏感，转 基 因植株则相反 。 在对 O2 (65Pa 
CÜz )的反应上表现类似。 这暗示光合终产物

对转基因植株光合作用的抑制被降低。 在

65Pa 和 105Pa coz 条件下，转基因植株的光合

速率分别比对照高 20% 和 35 % ，而在 35Pa

COZ 条件下， 二者的光合速率没有差别 。 认为

震糖合成能力的提高改变了光合产物在淀粉与

庶糖之间的分配，有利于向煎糖分配。 这与提

高的 COZ 分压相适应，也有利于番茄的开花和

结果。 碳的分配在地上部分增加而地下部分

减少，这与叶片中 SPS 活性升高相一致。 叶片

中煎糖对淀粉比值与 SPS 活性呈较强的正相

关 。 在正常大气中，叶片中 SPS 活性的提高没

有显著提高光合速率。 而在光照和 002 都处
于饱和状态时 ， SPS 活性高的叶片光合速率上

升约 20% 。 由此可见， SPS 活性是光合固定的

碳在叶片和整个植株中分配以及叶片中淀粉和

煎糖分配的决定因子。 在适宜条件下， 高水平

的 SPS 具有提高光合速率的潜在作用。

3. 开花坐果和果实品质

Micallef川等研究发现，在 35Pa coz 和
65Pa CÜz条件下 ，转基因植株达到 50 %开花的

时间被提前，总的花序数也显著增多。 在 35Pa

COZ 条件下 ，转基因植株总的果实个数约为对

照的1. 5 倍，果实成熟期提前，总于重提高

32% ，但产量与对照没有显著差别。 在 65Pa

∞2 条件下，光合速率与产量之间没有表现出

严密的关系 。 而Laporte 等[26J在研究玉米 SPS

基因正义转化的番茄时发现，有一个转化植株

在整个发育过程维持较高的 SPS 活性，产量比

对照高 70% - 80% 。

综上所述， SPS 在煎糖的生物合成和光合

产物的分配中具有十分重要的作用 。 但是通过

对转基因植株的研究可以看出 ， 单纯依靠提高

SPS 活性并不能提高自然条件下的光合速率 ;

虽然在高光照和高 CÜJ 分压条件下提高 SPS

的活性可以提高光合速率，但光合速率与产量

之间没有表现出严密的关系 。 这可能是因为在

高 CO? 分压条件下得出的 ‘ 提高 SPS 的活性可

以提高光合速率 ' 的结论只在有限或较短的时

间内成立 ，在这段时间 内 SPS 活性的提高可以
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使光合作用的潜在能力在高光照和高 COZ 分

压条件下得到发挥;但光合作用是一个十分复

杂的过程，有多个环节，受多种因素的限制 ，单

纯依靠提高 SPS 的活性并不能从根本上提高

光合速率从而提高产量。 不过，转基因番茄还

是表现出令人感兴趣的方面 : 如在转基因番茄

元不利变化的情况下，开花时间提前 ，总的花序

数显著增多 ，果实成熟期提前 ， 总的果实干重提

高 32% 。这些对其他作物及果树的研究提供

了一个全新的途径。

仕
H叩

Ivr ， SS 和 SPS 在植物体内具有重要作用。

它们是庶糖代谢的关键酶，参与震糖的合成与

分解。 I町， SS 对于调节"源"(叶)与"库"(果实

和其他分生组织)关系具有重要的意义。 因为 ，

幼果和其他分生组织处于细胞分裂、分化高峰

期，需要构建各种细胞器、细胞壁和细胞液成

分。高的煎糖分解酶活力有利于将输入的庶糖

迅速分解生成己糖和 UDPG 供合成淀粉、纤维

素、半纤维素和各种细胞成分，以及供呼吸消

耗，为旺盛的生命活动提供能量，从而促进叶不

断制造光合产物。 上述三种酶的表达情况因不

同的转基因植物、不同器官、不同时期而有较大

差异 。 在酸性转化酶反义基因转化的番茄植株

中，酸性转化酶活性明显受到抑制 。 果实乙烯

产生速率和呼吸速率显著提高 。 果实中糖的成

分发生变化，煎糖积累而己糖含量下降。 果实

变小(比对照小大约 30 %) j 在 SS 反义基因转

化的植株中，SS 活性显著下降。 马铃薯淀粉积

累减少，干重下降。 番茄幼果卸载能力下阵、淀

粉含量显著减少，坐果率下降。 另外、弓S 反义

基因转化的番茄幼果 SS 活性下降 99 % 而淀粉

和糖的积累不受影响使得对 SS 在调节番茄

库强中的重要性提出了质疑 ; 在 SPS 基因转化

植株中 ， SPS 活性提高，同时提高光照和 CO2
分压的条件下光合速率得以提高，但对产量影

响不大 。 不过植株开花结实提早 ，果实 中干物

质含量增加 。 虽然对上述三种酶的研究取得了

较大的进展，但仍有许多问题有待研究。如三

种酶各自对照糖合成和分解和相关代谢过程有

何影响?为何 Ivr 反义基因转化的番茄 T1 代
中基因拷贝数增加煎糖含量反而下降，可能与

基因沉默有关，还是另有原因?为何 SS 活性

下降 99% 而淀粉和糖的积累不受影响， SS 是

否真正对库强调节具有重要作用?果实成熟期

SPS升高的调控机理是什么?等等，均需要进

行深入的研究 。

摘 要

煎糖代谢关键酶主要有煎糖酶(转化酶)、

廉糖合成酶和煎糖磷酸合成酶。 本文对这些酶

编码基因的转化植株的特性作了介绍，并对需

进一步研究的问题进行了讨论。
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p300 /CBP 核蛋白与基因转录活化

杨在清甘莉夏涛

(华中农业大学生命科学技术学院 武汉 430070) 

过去的研究已观察到，大多数核受体与一

种称作"全功能转录因子"之间存在着功能联

系 。 因此，许多研究都趋向致力于寻找这种与

多个转录因子相结合并行使其转录调节功能

的中间结合蛋白(或辅活化因子) 。 现已了解到

这种结合蛋白在核受体与转录机器( transcri p­

tional machi nery)之间起着桥梁作用 。 Onate 等

首先了解到一种可与类固醇受体结合的类固醇

-受体辅活化因子 (Steroid-receptor co-act ivator , 

SRC) ，该因子可与几种核激素受体的 AF2 区结
合 [ 1 ] 。 但核受体是如何与 SRC 结合 ，如何转

移，如何促进转录活化作用，又是如何接近大分

子核蛋白 -CREB 结合蛋白井与之结合的?本

文将叙述这方面的研究近况 。

一 、 p300/CBP核蛋白的基因结构

CBP(CREB七inding protei n ) 是一种大分子

核蛋白，可与被 PKA 磷酸化的转录因子-CREl3

结合 [2 ] ， 因此被称作 C阻B 结合蛋白 。 共转染

及生物化学的研究发现， CBP 与 c阻B 在体外

具有功能相关，而在体内可增强 C阻B 介导的

转录作用 。 p300 是另一个基因编码的核蛋白，

它与 CBP 在功能及性质上十分相似。 DNA 序

列分析表明，两种蛋白质在基因结构上也显示

出惊人的一致，而且均具有 5 个突出的结构域

(图 1 ) 。

当 PKA 缺乏或 CREB 分子中主要的 PKA

磷酸化位点缺失时 ， CREB 将不被磷酸化[ 3] 。

向细胞内微注射源于 CBP 或 p300 分子中都存

在的保守结构肤段的抗体时，可阻断 CREB 诱

导的转录作用 。 这表明， 经 PKA 磷酸化的

CREB是与 CREB 结合而表现其活化功能的。

尽管在基因表达的 PKA 依赖性活化作用中，

CBP 的基本功能尚有争论，但 CBP 与 CREB 结

合 ，进而调控基因转录这条主线是不容置疑的 。

Eckne r等根据' 腺病毒 EIA能 与 p300 /CBP
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