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!!!许多研究表明植物中果聚糖累积有助于提高植物耐逆境胁迫能力!但对小麦中果聚糖合成相关基因及其与抗逆性关系还缺
乏研究"本研究拟从普通六倍体小麦中克隆出果聚糖合成酶基因 (,!"# 并进行生物学特性及功能研究!以期解析小麦通过累积果
聚糖途径提高自身抗逆境胁迫能力的分子机理!为转 ()!"# 基因提高小麦抗逆境胁迫能力提供理论依据" 利用 $-.’/,0-12 345
技术从小麦品种杨麦 (##$%&%’() *+,&%-() ’-. 6&278&9 ($基因组及 ’:;! 中分离出编码 ()!"# 基因的全长序列!运用生物学信
息技术对其编码蛋白的相关理化及生物学功能进行了预测!同时利用农杆菌介导法将所克隆的小麦 ()!"# 基因转入了烟草!对转
基因烟草植株进行了抗旱%抗盐和抗低温鉴定" 结果表明!小麦中 ()!"# 基因的 7:;! 和 ’:;! 长度分别为 < =<> "? 和 = @A=
"?!序列结构分析表明该基因含有 > 个外显子%< 个内含子!编码产物为约 (@ B: 的蛋白质!其等电点&?C$约为 AD+A!具有液泡定位
信号’转小麦 ()!"# 基因烟草植株表现出较强的抗旱%抗盐和抗低温能力( 本研究为利用基因工程技术改良小麦抗逆性提供重要
理论依据)
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) 引言
果聚糖是一种以蔗糖为底物由果聚糖合成酶基因催化

合成的果糖基聚合物!存在于约 <=>的被子植物中?<@" 作为非
结构性的碳水化合物!果聚糖不仅给植物提供能量!而且调
节细胞渗透势!提高植物耐逆境胁迫能力" 因此!高果聚糖含
量植物品种的培育不仅能促进人体对果聚糖的摄入!同时也
有助于解析植物体内果聚糖含量与植物耐逆境胁迫能力之

间的相关性"
与淀粉不同!果聚糖储存于植物细胞内的液泡中!且其

聚合度#A$5#$$ -2 B-1+3$#(C/"(-4D AB$变化较快!在植物抗旱%
抗盐和耐寒中发挥重要作用 ?E;=@" 目前发现的果聚糖合成酶
&F#)0"/4 G(-!+4"’$!(! H4C+3$!!FGH!$ 主要有 I 种’<;JJ&&!)!
0#-!$’!)0#-!$ <;2#)0"-!+1"#/4!2$#/!$!蔗糖’蔗糖;<;果糖基转移
酶(HK’E%I%<%LL$?:@%<;FF& #2#)0"/4M 2#)0"/4<;2#)0"-!+1"#/4!2$#/!$!
果聚糖’ 果聚糖;<;果糖基转移酶(HK’E%I%<%<NN$?O@%:P;FF&
#2#)0"/4’2#)0"/4 :P;2#)0"-!+1"#/4!2$#/!$!果聚糖’果聚糖;:P;
果糖基转移酶(HK’E%I%<%EIQ$?R@ 和 :;JF& #!)0#-!$’2#)0"/4 :;
2#)0"-!+1"#/4!2$#/!$! 蔗糖 ’ 果聚糖;:;果糖基转移酶 (HK’
E%I%<%<N$) :;JF&在果聚糖合成中具有重要功能!一是直接以
蔗糖为底物!催化蔗糖分子上的果糖基转移到另一个蔗糖分
子果糖基的 K:位上!合成 :;蔗果三糖&:;S$!"-!$$(二是以寡
果糖为底物!生成分支的果聚糖!尤其是在禾本科植物中 ?L@*

T(U4等?<N@研究认为正是这 I 种果聚糖合成酶的协同作用导致
了植物体内不同聚合度+不同结构形式果聚糖的存在" 在禾
本科植物谷子发育后期!大多数合成的果聚糖都要发生降解
作用 ?<<@!以维持细胞内高渗状态!抵御不利的环境胁迫(而在
谷子发育过程中果聚糖的合成受到源库关系和稀释效应的

影响 ?<E@!其中 V)+4’ 等 ?<Q@发现 $%&’()**;E+%< 和 $%&’()**;
Q,%< 在维持底物蔗糖供给及抑制蔗糖对果聚糖生物合成过
程中的负反馈调节具有重要作用!进而维持逆境条件下液泡
中高果聚糖含量的状态" 此外!./4 *$4 H4*$等?<I@研究也发现

小麦中果聚糖浓度的维持对于稳定细胞膜结构降低! 由干
旱%低温等逆境胁迫引起的水分丢失具有重要意义"
果聚糖合成酶在进化上起源于液泡转化酶 &./0)-1$ (4!

.$#"/!$$!属糖基水解酶 QE 家族 &51+0-!+1 ’+*#-1/!$ 2/3(1+ QE!
PVQE$!该家族 W 末端为 !;螺旋模型!由 = 个刀片状结构组
成!K末端有一个 !;夹心模型&图 <$"果聚糖合成酶和液泡转
化酶都含有 Q 个高度保守的活性结构域!即 WABWP%XAB 和
HK" WABWP是近 W;端一个非常保守的 = 肽!也叫 !;果糖苷
酶单元!是蔗糖结合域的活性位点" X("!$3/ 等 ?<=@研究表明!

WABWP 中的天冬氨酸&A$是该区域的活性中心!突变后酶失
活(而 XAB 域中的 A 是其催化中心!在果糖基转移反应中起
过渡态稳定剂作用(HK域是近 K;端的 : 肽 YHK ZT[B\AF!主
要参与蔗糖的裂解!其中谷氨酸&H$是其活性中心!起质子供
体的作用!这 Q个酸性氨基酸位于酶的活性中心域"

普通小麦品种扬麦 : 号具有较强的抗旱能力 ?<:@!本研究
根据 WKG] &美国国立生物技术信息中心$ 已注册的小麦 :;
JF& &^GNELRRO$ 的 0AW^ 序列设计引物! 利用 "-)0’;*-84
BKX 技术从扬麦 : 号中扩增出该基因的 0AW^ 和 5AW^
&F_EER:RR$序列!运用生物信息学在线软件预测了该基因编
码的理化性质及亚细胞定位信号! 并借助农杆菌侵染将 :;
!-# 基因转入烟草!拟通过对该基因在烟草的抗旱%耐盐和耐
低温方面的功能验证! 发掘与小麦逆境胁迫相关的主效基
因!为后续小麦抗逆育种及过表达 :;!"# 基因提高小麦的抗
逆性提供基因资源和理论依据"

* 材料与方法
*+, 植物材料
烟草品种 WKRL&./’01/)2) 103)’45 0.% WKRL$由中国农业

科学院生物技术研究所裴新悟提供 ! 小麦品种扬麦 : 号
&#6/1/’45 )781/945 0.% ‘/453/( :!^^GGAA$ 由中国农业科学
院作物科学研究所小麦分子育种课题组保存"

,+- 质粒!菌株和试剂
大肠杆菌&:( ’0;/$菌株 AV="菌株购自北京全式金公司!

农杆菌菌株 K=RK< 为中国农业科学院作物科学研究所小麦
分子育种课题组保存!改良的植物表达载体 ,G]<E< 为中国农
业科学院作物科学研究所马有志研究员惠赠!质粒提取试剂
盒%AW^ 分子质量标准购自北京天根公司! 各种内切酶和修
饰酶购自 &/a/X/ 公司! 引物合成及测序由北京奥科生物技
术有限责任公司完成" 转基因 Hb]J^ 检测试剂盒购自 ^5*(/
公司"

图 , ./012 三级结构
134+ , 2"&536&# (5&7857&" %9 ./012

"6# : 端 ;个刀片状螺旋桨结构

<6= > 5"&?3@6A B%?63@ $35C
93D" EA6B"B F"5G H&%H"AA"& ?%B7A"(

"F# I 端三明治结构

<F= I 5"&?3@6A B%?63@ 3@ 6
F"56 (6@B$38C ?%B7A"
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!"# 方法
!"#"! $%!"#基因的克隆和结构分析
小麦基因组 !"# 提取采用 $%&’ 法 ()*+! 总 ,"- 提自 .

周龄的小麦叶片"方法参照 %/#" 01" %,"234#天根生化科技
$北京%有限公司%说明书& 以总 ,"-为模板"采用 34563 7%引
物反转录合成 8!"& 第一链 $方法参照 %9:9,9 ;<5=>!
?8<5@A%B CDA ?A<9E7 8!"# ?FEAG>D5D :5A%"以引物 ?CH#)$表 )%
扩增 IJ!"# 的 6!"- 和 8!"- 序列& ;$, 体系总体积为 .K
!L"包括 77M.N OPQ !L" ."0$ ’RSS>< CK !L"引物$CK !=34HL%
各 C !L"7"%; $各 .PT ==34HLU. !L"L& %9V 酶 $T WH!LUKP.
!L"模板 !"- 或 8!"-$TK E6H!L%C !L& ;$, 扩增程序’XY#
变性 Y =5E"ZT个循环包括 XY$变性 TK D"T.$退火 YK D"[.$
延伸 Z =5E" 最后 [.$延伸 CK =5E& C\普通琼脂糖凝胶电泳
检测并回收目的片段&利用在线软件和网站对 IJ!"#的 N,]
$N@>E ,>975E6 ]<9=>%( 功能保守域 $GAA@^HH___PE8‘5PE4=PE5GP
63a%( 编码产物的理化性质 $GAA@^HH___P>b@9DFP3<6H"___P8‘DP
7ARP7cHD><a58>DH">A"04F8H%和亚细胞定位信号预测$GAA@^HH@D3<AP
5=DPRJA3cF3P98Pd@H%&

!"#"& 植物表达载体构建及转化烟草
@’/C.C 载体经 !$%/ 及 !&’/ 双酶切后片段与经 ()*,e

及 !&’/双酶切的 IJ?]%片段于 CI$过夜连接"将获得的重组
植物转化载体命名为 @’/C.CJIJ!"#$图 .%"转基因植株中 IJ
!"#基因片段扩增引物为 ?.H-.$表 C%&利用三亲杂交法将该
载体转入农杆菌菌株 $TQ$C 中(CQ+& 采用叶盘法借助农杆菌侵
染将 IJ!"#基因导入烟草&
!"#"# 转 $%!"#基因烟草鉴定

;$,鉴定’烟草基因组 !"-提取方法同第 CPZPC节"以引
物 ?.H-.$表 C%扩增 IJ!"# 基因";$, 体系和条件同第 CPZPC
节&

+&,// 的 1L/?- 鉴定’取少许叶片"加入 T 倍体积的蛋白
提取液"充分研磨"用抽提液稀释 CK 倍"每个酶标孔加入 KPC
=L"与抗体在 Y $下反应 .Y G"鉴定方法参考 -6759 公司产
品使用说明&

!"#"’ 转基因烟草抗旱!耐盐和低温验证
经 1L/?- 检测阳性的 %K 代转基因烟草和未转基因烟草

植株$f%%在培养基上进行无性繁殖"选择生长状态一致的幼
苗进行生根培养" 然后在 CH. B? 添加 gKK ==34HL "9$4 的培
养基上进行盐胁迫处理)同时选择生长状态一致的幼苗移栽
在装有蛭石的小盆中"停止浇水 . 周"进行水分胁迫处理"进
行抗盐(抗旱处理的培养条件皆为 .T$(CI G 光周期"生长 g
周后观察抗逆性表现& 低温胁迫处理是将花盆中移栽的幼苗
在J.K$条件下放置 gK =5E" 然后室温生长". 周后观察生长
情况&

& 结果与分析
&"! 小麦 $%!"#基因结构分析和序列分析
对从扬麦 I号中克隆的 IJ!"#基因的 6!"-全长序列和

8!"- 全长序列进行比对分析" 发现该基因具有 Y 个外显子
和 g 个内含子 $图 g%"6!"-长度 g CgY ‘@"8!"- 长度 C QTC
‘@"编码 ICI 个氨基酸"Y 个外显子长度分别为 .QK(X(QIK 和
[K. ‘@"g个内含子长度分别为 CYg(IYI和 YXY ‘@& 该基因的
第二个外显子只有 X 个碱基"同小麦 CJ!!# 基因"其编码 "J
果糖苷酶单元 "!;"0 中的活性位点" 是目前植物基因中发
现的最小外显子 (CX+&

表 ! 扩增 $%!"# 基因的引物序列
()*+, ! -,./,01, 23 4567,58 23 $%!"# 9,0,

引物 序列

?C
-C
?.
-.

ThJ%$-$--%$%-$$---$%$%$%%-JZi
OiJ j-j%j%jjj---j--j--%-JZi
TiJj%00-%-%j-%0000%j-j-j00j--0jjJZi
TiJ00-j%-0%%j-%%0--j-%-j0-0%0-%jJZi

图 # 小麦 $%!"# 基因结构
:69" # -;5/1;/5)+ )0)+<868 23 1=>? )0@ 9=>? 23 AB,); $%!"#

注!虚框示最小外显子

"3A>^ !9DG>7 ‘3b DG3_D AG> =5E5J>b3E

图 & 植物表达载体 4CD!&!%$%!"# 示意图
:69" & (B, 1208;5/1;620 23 4+)0; ,E45,88620

F,1;25 4CD!&!%$%!"#
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!"#!转基因烟草"$!%&’((( $)*+,*"-!阳性质粒"./!野生型
图 0 转基因烟草植株 12!"# 基因的 -34 鉴定

5678 0 -34 9,:,;:6<= <> 12!"# 7,=, 6= :*)=?7,=6; :<@);;<?

A"1!转基因烟草"-!阳性对照"./!野生型

图 1 转基因烟草植株 $%&BB 基因的 C&BDE 检测
5678 1 C&BDE 9,:,;:6<= <> $%&BB 7,=, 6= :*)=?7,=6; :<@);;<?

图 F 不同逆境胁迫处理下转基因烟草植株生长状况
5678 F /*)=?7,=6; )=9 G6H92:IJ, :<@);;<? K=9,*

96>>,*,=: )@6<:6; ?:*,??,?
注!"!#为处理前$"%""%""" 为 # 株不同的转基因植株&’$(为旱胁迫$

)%(为盐胁迫$自左至右依次为野生型$转基因 "%""%""" 型&
"&(为低温胁迫&"!(%"$(%"&(的上行为转基因型$下行为野生型

’()*+, -!. /+ %(0)1(23 "3 ""3 """ &*0()* )4* 056$*1 (7 )1!0+8*0/% 2/0*+9 -$. /+
&1(584) +)1*++3 -%. /+ +!2) +)1*++3 :/2&;)<=*3 )1!0+8*0/% )<=* "3 "" !0& """ !1*
+4(:0 71(6 2*7) +/&* -&. /+ 2(:;)*6=*1!)51* +)1*++9 >==*1 !0& 2(:*1 2/0*+
/0 -!.3 -$. !0& -&. 1*=1*+*0) )1!0+8*0/% !0& :/2& )<=* 2/0*+3 1*+=*%)/?*2<

L)M L@N

O;N L9N

P8’ 转基因烟草植株 12!"# 基因的 -34鉴定及 $%&BB 基因
的 C&BDE检测
经过 #轮抗卡那霉素筛选! 对存活下来的 @株烟草和野

生型对照进行 @;!"# 基因的 ABC 鉴定!结果显示在 @ 株转基
因烟草中都扩增到 @;!"# 基因目的条带!而野生型对照未能
扩增出 @;!"# 基因目的条带"图 D#$

在 ABC 鉴定的基础上! 对转基因烟草植株进行了 $%&""
基因的 EF"GH 检测"图 @%!表明检测的 @ 个转基因烟草植株
均为阳性!而野生型烟草未显色$ 说明 $%&""基因已经转入烟
草中!并表达出蛋白活性$ ABC检测和 EF"GH检测结果表明!
@;!"#基因连同 $%&"" 基因已成功转入烟草$

’8Q 转基因烟草植株抗逆性鉴定
选用 "&""和 """ 转基因植株进行了抗旱&抗盐和抗低温鉴

定!在装满蛭石的盆中!待植株长势一致时"图 I"!%%进行水
分胁迫处理!停水 J 周后!转基因烟草植株叶片仍然保持绿
色!而野生型烟草叶片萎蔫"图 I"$%%$ 在培养基中加入 #KK

图 R 12D5/ 预测的氨基酸序列
5678 R -*,96;:,9 )S6=< );69 ;<SJ<=,=:? <> 12D5/

注!粗体字为预测的糖基化位点$方框为液泡定位信号$虚下划线为 ’ 端保守结构域$下划线为 B 端保守域
’()*+, L(2& 2*))*1+ +4(: )4* =()*0)/!2 ’;M2<%(+<2!)/(0 +/)*+N ?!%5(2* 2(%!2/O*& +/80!2 /+ +4(:0 /0 $(PN )4*

%(0+*1?*& &(6!/0 (7 @;GQR /+ +4(:0 $< &!+4*& 2/0*+ !0& /+ 50&*12/0*&3 1*+=*%)/?*2<

@;!"# 基因编码产物分子量约为 @S TU!等电点"="%约
为 D9JD!与 ’BL" 上公布 "HLKJVSSI%的 @;GQR 的大小相近
"WXY@SZDK9I!="YD9[I%!并已向 ’BL" 提交$ @;GQR 偏酸性的
=" 值表明它适宜液泡中的酸性环境!随后的亚细胞定位信号
预测结果发现!其具有典型的液泡定位信号 RAF"!但尚未发
现其 ’ 端存在有豆蔻酰化位点$糖基化作用在蛋白质合成后
的修饰加工中具有重要的作用!具体表现为’! 赋予蛋白抗

消化能力(" 具有辅助信号转导功能(# 能够帮助蛋白正确
折叠 \JK]$ 在线软件预测本研究中克隆的 @;GQR 具有 @ 个 ’;
糖基化位点 !$2!+)= 比对结果表明 ! 以编码的第一个氨基
酸)))甲硫氨酸"W%算起!克隆的 @;GQR 蛋白的第 SZ 位!第
ZK# 位氨基酸存在 M^#J 家族保守的 ’ 端结构域! 其第 Z#V
位_第 D#V 位氨基酸组成保守的 B 端结构域! 如图 [ 和图 Z
所示$
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!!"#$% &’(# 进行处理 ) 周后!转基因烟草叶片较小!但仍然
保持绿色!植株细高!明显好于野生型"图 *"+#$% 在,-.!处
理 ). !/0后!恢复生长 - 周时转基因烟草叶片大部分保持绿
色!而野生型烟草叶片全部退绿至枯死"图 *"1$$% 综上所述!
推测 2,!"# 在转基因烟草中催化了果聚糖的合成!果聚糖的
积累增加了渗透势!提高了转基因烟草的抗逆性%

! 讨论
果聚糖合成酶起源于液泡转化酶! 液泡转化酶属于糖基

水解酶 )- 家族!研究认为!果聚糖和果聚糖代谢酶位于植物
液泡中!但直到目前未有确切的亚细胞定位的报道 % 3’4564
等 7-89从液泡中纯化了大多数蛋白和酶!发现它们当中的许多
酶属于 :;)-家族%而根据亚细胞定位软件预测结果!本研究
克隆到的 2,!"#含有液泡亚细胞定位信号"<%=>$7--9%
液泡是植物细胞中最大的细胞器! 也是绝大多数渗透物

质的储存场所! 在保护细胞膜的稳定性上具有决定性的作
用!普遍认为果聚糖存在于植物液泡中!果聚糖的积累能够
提高植物的抗逆性% ;/?’0" 等 7-9将小麦中的果糖基合成酶基

因 $%&8 和 $%&- 利用基因枪法转入多年生黑麦草中! 转基因
黑麦草表现出较高的抗寒性% @’A’B’!/等7-)9利用农杆菌介导

法将小麦中的 8,!!# 和 2,!"# 转入水稻!在转基因水稻叶中
检测到聚合度从 )到 *的果聚糖!然后对其进行冷害处理!对
照中存活率不到 8.C! 而所有转 8,!!#株系及一个转 2,!"#
株系存活率均达 D.C"E.C% =/#"0,F!/5? 等 7-D9将来自细菌的

"’()基因转入烟草!在干旱胁迫下转基因烟草果聚糖含量比
对照显著增加!表明果聚糖在烟草中的积累使其抗旱性明显
增强% 李慧娟等7-G,-29从莴苣中克隆 8,!!#基因并导入烟草!抗
冻性及耐旱性提高表明转 8,!!# 基因烟草植株积累了果聚
糖% 本研究把从小麦品种扬麦 2号中克隆的 2,!"# 基因转入
烟草!转基因烟草植株表现出较高的抗旱&抗盐和抗低温能
力!进一步表明来自小麦的果聚糖合成酶基因的过表达能提
高植物的抗逆性!这将为利用生物技术手段提高小麦这一重
要粮食作物的抗逆性提供了新途径%

" 结论
与传统的杂交育种相比!转基因育种具有育种目的明确&

时空限制少&育种年限短等突出优点% 另一方面!随着全球气
候恶化!作物产量已受到严重影响!特别是对重要粮食作物
如小麦&玉米&水稻等!因而通过转基因途径的抗逆育种受到
普遍重视% 然而!长期以来!逆境相关的主效基因发现不足!
在一定程度上限制了抗逆转基因育种的开展% 本研究克隆的
来源于小麦的 2,!"# 基因在烟草中的逆境胁迫耐性研究!证
实它是又一个与植物逆境耐性提高密切相关的重要基因!可
为后续的小麦抗逆转基因育种提供有用的基因资源% 此外!
本研究从小麦中克隆的 2,!"# 具有液泡定位信号!而同属果
聚糖合成酶家族的另两个成员’’’8,FF< 和 8,HH< 尚未发
现液泡定位信号 7--9% 同样有研究证实后二者对植物的逆境耐

性提高也有重要作用 7-D,-29!故笔者认为此二者可能是通过与
其他具有液泡定位信号的基因互作进而在液泡中执行其提

高植物逆境胁迫能力的生理功能!抑或是通过目前未知的一
种机制定位到液泡中!有待进一步证实%
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中国油气储运安全管理与技术创新

研讨会即将举行
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!学术动态!

中国石油学会主办的 !中国油气储运安全管理与技术创新研讨会" 将于 !"#" 年 $ 月 !%&!! 日在海南省海口市举
行#
会议主题为$加强油气储运安全管理工作’提高管道建设与运营管理水平%针对目前油气储运系统存在安全的问题&

以储运安全管理和技术创新为主题&将国内外著名公司和科研机构的专家学者聚集在一起&共同探讨交流最新的研究成
果%科技动态&为国内外同行提供了一个交流经验%分享信息和科研成果的平台&提高中国油气储运安全管理与技术水
平#
会议主要内容为$我国油气储运安全与技术的现状及发展趋势’我国油气储运系统中存在的安全问题及对策’我国

油气储运管道的腐蚀问题及预防对策’探讨油气储运中的油气蒸发损耗及相关的环保问题’危险化学品运输常见事故防
范措施’油库安全问题及预防措施’油气储运安全工程技术%天然气输送及储存技术’油气输管线检测与安全评价技术’
危险化学品应急管理%应急救援技术和装备及自动化控制应急联动预案’油气储运新技术%新工艺%新装备推介#
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