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　　[摘　要 ]　为了研究不同启动子驱动的反义SA GP 抑制内源AD P2Glc PPase 小亚基编码基因表达的效果, 创

造适于外源基因表达的突变体, 利用R T 2PCR 方法, 由马铃薯块茎cDNA 克隆获得AD P2Glc PPase 小亚基编码基因

(SA GP )的 1 821 bp cDNA。核酸数据库检索和序列比对分析表明, 已克隆的SA GP 基因cDNA 推测编码607 个氨

基酸组成的多肽, 其中第 312 和 411 的天冬酰氨均突变为丝氨酸。以pCam bia 为基础, 分别构建了CaM V 35S 和

GB S S I 块茎启动子驱动的小亚基 cDNA 反义结构植物表达载体。
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Abstract: To compare effect of exp ression rep ression an t isen se SA GP driven by tw o p romo ters and

sub sequen t ly to create po ta to m u tat ion of tuber starch deficiency, a fu ll length of cDAN encoding sm all

subun it of AD P2Glc PPase (SA GP ) w as cloned and sequenced th rough R T 2PCR w ith tuber of po ta to

cu lt ivar Zheng 1011. T he sequence BLA ST and alignm en t show ed that SA GP of the 1 821 bp cDNA

encodes a deduced pep t ide compo sed of 607 am ino acids, and tw o m u tat ion s,N 312S and N 411S, occu rred on

the pepet ide. W ith know n vecto r pCam b ia fo r p lan t t ran sfo rm at ion, tw o an t isen se recom b inan t vecto rs, pS2
SA GP and pG2SA GP in w h ich SA GP w ere driven by p romo ters of 35S and GB S S I respect ively, w ere

con structed.

Key words: AD P2Glc PPase; gene clon ing; p romo ter; an t isen se st ructu re; t ran sfo rm at ion vecto r

　　腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶 (AD P2gluco se

pyrophesoph rylase AD P2Glc PPase) 催化磷酸葡萄

糖和A T P 合成AD P2葡萄糖, 后者是多数细菌和高等

植物糖原和淀粉生物合成的葡萄糖活化供体; 大肠杆

菌的AD P2Glc PPase 是由g lgC 基因编码的同源四聚

体[125 ]; 高等植物的AD P2Glc PPase 是分别由不同的

两个基因家族编码的大小亚基形成的异源四聚体, 因

其对环境因素 (如昼夜周期等) 和代谢中间产物敏感

而成为高等植物淀粉合成的限速酶, 以往研究已分别

从小麦、拟南芥和马铃薯等植物中克隆了不同的

AD P2Glc PPase 大小亚基编码基因[6211 ]。

到目前为止, GenBank 中有记录的马铃薯

AD P2Glc PPase 小亚基编码序列 cDNA 有 4 个,

gDNA 有 2 个; 大亚基编码序列 cDNA 有 4 个,

gDNA 有 2 个[12213 ]。从马铃薯块茎中分离纯化的

AD P2Glc PPase 由2 个51 ku 的大亚基和2 个50 ku

的小亚基组成[9, 14215 ]; 在其后对包括马铃薯在内的

不同植物大小亚基重要氨基酸和结构域的点突变研
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究中发现,AD P2Glc PPase 大亚基主要起调节作用,

小亚基主要起合成作用[16219 ]。另外, 按照激活和抑制

因子的不同, 将AD P2Glc PPase 分为9 类, 其中激活

和抑制大肠杆菌AD P2Glc PPase 的因子不存在于高

等植物中, 反之亦然[20 ]。

M  ller2Rober 等[21 ]构建了由 35S 启动子驱动

的马铃薯AD P2Glc PPase 小亚基编码基因 (SA GP )

反义结构并转化马铃薯, 结果转基因块茎和叶片内

淀粉含量显著降低, 块茎干物质含量降低30% , 而蔗

糖和葡萄糖积累增加。因本研究所用35S 启动子是

非特异表达启动子, 因此其转基因个体在叶片淀粉

积累改变的前提下, 无法确定块茎中淀粉含量的变

化是由于叶片运输到地下组织蔗糖的减少造成的,

还是由于块茎中AD P2Glc PPase 的变化造成的; 如

果两者兼而有之, 那么完全停止块茎中AD P2Glc

PPase 活性, 能否关闭或继续降低淀粉合成, 尚有待

于进一步研究。本研究旨在分别构建35S 和GB S S I

启动子驱动的反义SA GP 植物表达载体, 为比较研究

不同组织器官淀粉积累的方式奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　SA GP 基因cDNA 克隆

　　以新鲜马铃薯品系郑1011 为材料, 用氯化锂沉

淀法提取块茎RNA , 反转录合成SA GP cDNA 的第

一链。反转录反应体系中包含 0. 1 Λg RNA , 1 ΛL

O ligo (dT ) , 2 ΛL dN T P, 0. 5 ΛL RN ase 抑制因子,

0. 5 ΛL 5×缓冲液, 0. 5 ΛL AM V 反转录酶, 加去离

子无菌水至20 ΛL。在42 ℃恒温水浴中保温1 h, 之

后在冰浴中冷却2 m in。以反转录产物为模板, 上游

引物为A PF: 5′2GCA A TC A CA CTC TA C CA C

A 23′; 下游引物为A PR: 5′2T T T T T T T T T GA G

TAA T T T A T T T 23′。在Eppendo rff M aster Cycler

进行聚合酶链式反应 (PCR )。反应体系组成为: 5 ΛL

10×缓冲液, 4 ΛL dN T P, 上下游引物各4 ΛL , 10 ΛL

cDNA , 3. 0 ΛL M gC l2, 0. 5 ΛL T aq DNA 聚合酶

(T akara) , 20. 5 ΛL ddH 2O。反应程序为: 95 ℃预变

性4 m in, 其后35 个循环按照94 ℃变性45 s、46 ℃退

火1 m in、72 ℃延伸 2 m in 进行, 而后 72 ℃延伸 10

m in, 4 ℃终止反应。

PCR 产 物 纯 化 按 试 剂 盒 (W izard DNA

pu rif ica t ion system )说明进行, 用pGEM 2T 2Easy 为

克隆载体进行PCR 产物与载体连接, 连接体系由 1

ΛL pGEM 2T 2Easy、1 ΛL PCR 产物、5 ΛL 10×缓冲

液、1 ΛL T 4 连接酶、2 ΛL ddH 2O 组成, 4 ℃下过夜。

连接产物转化感受态大肠杆菌JM 109, 其在表面涂

有 10 ΛL 24 m göL 的异丙基- b2d2硫代半乳糖苷

( IPT G)和40 ΛL 20 m gömL X2gal; 在含有1 ΛL ömL

氨苄青霉素15 mL 的LB 平板培养基上筛选阳性菌

落, 用M in ip rep 方法提取重组质粒, 在 pGEM 2T 2
Easy 载体M CS 和SA GP 序列内选择酶切位点, 对

重组质粒进行酶切; 在含有溴乙腚的琼脂糖凝胶上

进行电泳, 电泳条件为75 V 电压, 电泳时间60 m in。

本试验中除另外指出外, 其他电泳分析均与此条件

相同。分子质量标准用DL 2000 (T akara) , 然后测序

确认克隆序列的正确性, 序列测定由北京华大中生

公司完成。

图 1　反义SA GP 表达载体构建示意

A. pS2SA GP 表达载体; B. pG2SA GP 表达载体; GBSS IP. GB S S I 启动子; 35S. 烟草花叶病毒35S 启动子

F ig. 1　Schem atic diagram of the vecto r con tain ing an tisense SA GP

A. Construct of pS2SA GP exp ressing vecto r; B. Construct of pG2SA GP exp ressing vecto r;

GBSS IP. GB S S I p romo ter; 35S. 35S p romo ter from CaM V
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1. 2　pS2SA GP 反义载体的构建

为了利用pCm b ia2130521 中 T 2DNA 区域内的

35S 启动子, 将SA GP 基因cDNA 反向连接在启动子

的3′端 (图1 A ) , 用N coÉ ösp eÉ 分别酶切p 2SA GP和

pCam b ia2130521 ( CAM B IA ) , 纯 化 SA GP 和

PCam b ia2130521 片段。连接反应体系由1 ΛL T 4 连接

酶、6 ΛL 纯化的 SA GP 片段、1 ΛL 纯化的线性

PCam b ia2130521 载体、1 ΛL 连接反应缓冲液和1 ΛL

ddH 2O 组成, 16 ℃过夜。连接产物转化感受态大肠杆

菌JM 109, 在含50 m gömL 卡那霉素的LB 培养基平

板上筛选阳性菌落。通过m in ip rep 提取重组质粒, 分

别用H indË 和E coR É 单酶切进行鉴定。

1. 3　pG2SA GP 反义载体的构建

为了用GB S S I 启动子驱动SA GP , 将pS2SA GP

中的35S 启动子用GB S S I 启动子代替, 如图 1 B 所

示。首先用 N co É öP st É 分别酶切 pS2SA GP 和

pGBSS IP 载体 (本实验室保存) , 纯化回收无 35S 启

动子的线性pS2SA GP 和GB S S I 启动子。连接反应

体系同 1. 2 中相应部分。转化感受态大肠杆菌

M 109, 在含有Kan 的LB 培养基平板上筛选阳性菌

落, 小量制备重组质粒。在PCam b ia2130521 多克隆

位点、GB S S I 启动子和SA GP 内选酶切位点, 分别

用H indË 和E coR É 单酶切进行鉴定。

2　结果与分析

2. 1　SA GP cDNA 的克隆

　　对连接了 SA GP cDNA 的阳性菌落进行

M in ip rep , 获得了重组质粒。图 2 表明, 对重组质粒

进行P stÉ 和N coÉ 双酶切后得到2 个片段, 一个是

包含SA GP cDNA 的约1. 8 kb 条带, 一个为线性化

pGEM 2T 2Easy 载体; H indË 单酶切得到 2 个片段,

一个为1. 2 kb 条带, 另一个为约3. 8 kb 的线性化载

体; P stÉ 和B g lÊ 酶切得到一个0. 5 kb 片段和一个

约 4. 3 kb 的载体; 以上酶切结果与预期相符。为进

一步证实获得的SA GP cDNA 序列的正确性, 对克

隆的 SA GP cDNA 进行测序, 结果表明, SA GP

cDNA 序列 5′和 3′分别连接在pGEM 2T 2Easy 多克

隆位点的SP6 及T 7 端, 该SA GP cDNA 序列全长1

821 bp , GenBank 登记号为DQ 297414。而后在核酸

数据库中对序列进行BLA ST 和序列比对, 结果表

明, 已克隆的 cDNA 与数据库中检索到的马铃薯 4

个AD P2Glc PPase 小亚基编码基因序列, 有99. 9%

的一致性, 预测的小亚基多肽链中有2 个突变位点,

即第312 和411 的天冬酰胺均突变为丝氨酸 (图3)。

将SA GP cDNA 与pGEM 2T 2Easy 重组质粒命名为

pA GP s。

图 2　重组质粒pA GP 酶切电泳结果

1. 重组载体; 2. pGEM 2T 2Easy; 3. P stÉ 2N coÉ 酶切;

4. H indË 酶切; 5. P stÉ 2B g lÊ 酶切;M. 分子量标准

F ig. 2　D igestion analysis of pA GP w ith various enzym es

1. pA GP w ithou t digestion; 2. pGEM 2T 2Easy; 3. pA GP w ith

P stÉ öN coÉ digestion; 4. pA GP w ith H indË digestion;

5. pA GP w ith P stÉ öB g lÊ digestion;M. mo lecu lar w eigh t m ark

图 3　研究所得SA GP cDNA 预测的编码多肽序列与已报道序列比对

N akata,M uller, Jardin, L iu 分别代表该SA GP 氨基酸序列对应基因相关文章作者, YXL 为本研究分离获得的SA GP 部分序列

F ig. 3　A lignm ent betw een part ia l SA GP pep tide sequences repo rted and ob tained in th is study

N akata,M uller, Jardin, YXL , L iu rep resen ts au tho rπs first nam e of pub lications, by w hom SA GP sequences

of am ino acids w ere p redicted w ith gene he cloned
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2. 2　反义SA GP 表达载体pS2SA GP 的构建

按照1. 2 描述的方法, 对重组质粒进行酶切, 电

泳结果见图4。图4 表明, 预期的目的条带出现在电

泳胶中, 这说明以CaM V 35S 为启动子的反义SA GP

表达载体构建正确, 将重组质粒命名为pS2SA GP。

图 4　pS2SA GP 反义表达载体酶切电泳结果

M. 分子量标准; 1. E coR É 酶切; 2. H indË 酶切;

3. pS2SA GP; 4. pCam bia2130521

F ig. 4　D igestion analysis of pS2SA GP

M. mo lecu lar w eigh t m ark; 1- 2. d igested resu lts

w ith E coR É öH indË respectively;

3. pS2SA GP; 4. pCam bia2130521

2. 3　反义SA GP 表达载体pG2SA GP 的构建

用GB S S I 启动子替换pS2SA GP 中的35S 启动

子, 替换后重组载体序列中存在3 个E coR É 酶切位

点和3 个H indË 酶切位点。预期通过E coR É 酶切得

到1. 0 kb, 1. 5 kb 和线性载体3 个片段, 通过H indË
酶切得到0. 9 kp , 1. 0 kb 和线性载体3 个片段。由图

5 可知, 重组载体酶切和电泳后, 在琼脂糖电泳凝胶

上观察到的条带与以上期望结果相同, 表明GB S S I

启动子驱动的SA GP 反义表达载体构建正确, 将此

重组载体命名为pG2SA GP。

图 5　pG2SA GP 反义表达载体酶切电泳结果

M. 分子量标准; 1. E coR É 酶切: 2. H indË 酶切;

3 pG2SA GP; 4 pCam bia130521

F ig. 5　pG2SA GP digested w ith various enzym es

M. mo lecu lar w eigh t m ark; 1- 2. d igestion

w ith E coR É öH indË respectively;

3. pG2SA GP; 4. pCam bia130521

3　讨　论

尽管目前RNA 干扰途径正在替代反义RNA 抑

制技术, 而成为基因功能敲除的重要手段之一, 但因

淀粉合成过程中的相关基因序列具有不同程度的相

似性等原因, 到目前为止尚未发现合适的AD P2Glc

PPase 小亚基特异的小片段RNA。

保持代谢“源”组织和“库”组织间代谢中间产物

的平衡, 是“库”组织淀粉积累的重要条件, 体内条件

下两组织间的平衡受多种因素的影响, 很难获得在

成熟期淀粉零积累的边际条件; 同时, 对于多倍体植

物 (如马铃薯)而言, 很难发现无淀粉积累的突变体,

这些给研究“源”和“库”组织代谢中间产物的动态平

衡, 带来了很大困难。即使是用外源AD P2Glc PPase

编码基因在马铃薯体内表达, 进行淀粉生物合成代

谢调控研究, 也因为内源AD P2Glc PPase 编码基因

的存在而无法分辨是外源还是内源基因表达的结

果。为此, 本试验分别构建了35S 和GB S S I 启动子

驱动的反义SA GP 植物表达载体, 旨在通过体内转

化形成整株和块茎淀粉生物合成缺陷突变体, 分别

以整株淀粉合成缺陷突变体和淀粉合成功能齐全的

野生型为对照, 研究代谢“源”组织和“库”组织淀粉

积累的动态平衡, 同时也为外源AD P2Glc PPase 编

码基因在马铃薯体内的表达及淀粉品质的改良提供

基本材料。
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