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［摘要］B 将环状糊精糖基转移酶的 ;CD基因编码序列连接到萤光素酶基因的 EF’端（;CD’5G6）后，重组基因

通过农杆菌介导导入马铃薯植株中?对重组蛋白在转基因淀粉粒中的定位与积累、重组蛋白中 ;CD与淀粉的亲

和性以及萤光素酶的活性进行了分析比较?结果表明：重组蛋白在马铃薯淀粉粒中获得了特异性表达，当 6’端

;CD 移位到重组萤光素酶蛋白的 H’端后，;CD和淀粉的亲和性与 5G6’;CD重组蛋白质比较有所下降，但萤光

素酶活性则与马铃薯遗传背景有关?
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;B 引言

利用基因重组技术改变淀粉生物合成途径，获得新型淀粉，这在淀粉品质改良方面有着广阔的应用前

景?我们己将外源基因定位到淀粉粒上，对淀粉结构进行改良的技术可行性进行了探索［!］?利用 !"$%&&’(
$%)$’&"*(环状糊精糖基转移酶（-P-*7<$X10,& R*P-74P*10%&4Q$0%4$，6=W%4$）的淀粉结合功能域（41%0-9’O,&<,&R
<73%,&，;CD）作为“锚”是该技术的关键?我们发现，在淀粉合成过程中，;CD 或 ;CD Z萤光素酶（ *)-,Q$0’
%4$，5G6）重组蛋白实现了在转基因马铃薯淀粉粒中的定位与积累，而且萤光素酶在重组蛋白质中仍具
有活性?当 5G6基因编码序列单独导入马铃薯植株中，未与 ;CD基因编码序列连接，在转基因淀粉粒中未
检测到萤光素酶蛋白?这表明：萤光素酶自身缺乏与淀粉粒结合的能力，要将该酶定位到淀粉粒中，与
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!"#相连，用 !"#作为“锚”是必要的$ %&’()*的 !"#位于该酶蛋白的 %+末端$上述 !"# ,萤光素酶的重
组蛋白中，!"#被放置在 %+端$
本研究的目的是探索当 %&’()* 的 %+端 !"# 移位到蛋白质的 - .端，在重组蛋白中，!"# 与淀粉粒

结合的性能和萤光素酶的活性是否保持不变？为此，我们把 !"#基因编码序列连接到萤光素酶基因的 /0+
端，并将这一重组基因分别转入野生型和突变型马铃薯植株中，以研究 !"#在重组蛋白质中的不同位置
对其蛋白质性质的影响$本研究的结果对利用 !"#+平台技术，在植物体内进行淀粉改良的应用将有着重
要的指导作用$

!1 材料与方法

!" !# 材料
1 1 宿主菌 !" #$%& #2 /! 购自荷兰 3456789:*4 公司，质粒 ;<=>?@ 由美国北卡罗莱那州大学 A(4>64 博士
提供，本实验中所用其它质粒、基因片段以及马铃薯栽培品种 B(8C(D 和无直链淀粉（’()）马铃薯突变
体［E］均由荷兰瓦赫宁根大学植物科学系作物育种实验室提供$引物和连接肽（ D64>*8）序列合成以及重组
质粒的 #-F序列分析均由荷兰 "()*GD*(8公司完成$ *)+ #-F 聚合酶购自英国 !78(7(:*4* 公司，#-F限制
性内切酶、’H #-F 连接酶和 #-F A(8>*8 购自荷兰 IJ(8K(G6( 公司，(476+!"# 多克隆抗体由 L6 M 等人制
备［N］，山羊抗兔 3:&（2 O <）抗体购自 "69+8(C 公司，<=G6P*8()* 多克隆抗体、驴抗羊 3:& F; 抗体以及
"86:J7+&D9 萤光素酶酶活检测底物购自美国 I89K*:( 公司$
!" $# 方法
NQ EQ N1 I%R 扩增萤火虫萤光素酶基因
1 1 以质粒 ;<=>?@［S］中萤光素酶基因 #-F为模板，设计下列引物用于 <T%基因片段的扩增$

<=GN：/0+&&%% &’%&F%%&FF’’%F’&&FF&F%&%%FFFFF%F’+SU和
<=GE：/0+%&%’&FF’F%F &&’F%%’’’’F%FF’+SU$
在上游引物 ,+#N 中引入 -’% 3 酶切位点（黑体划线序列），在下游引物 <=GE 中引入 ./0 3 酶切位点

（黑体划线序列）$
I%R 扩增反应条件为：VHW H/ )；V/W H/ )，/EW H/ )，@EW H K64，E/ 循环；@EWN? K64$

NQ EQ E1 !"#+<T% 重组质粒的构建
双元表达质粒 ;"3-NV , !"#+<T%将用于 !"#+<T%（!"# 在 -+端）重组蛋白在马铃薯薯块中的表达$

质粒的构建是从双元表达质粒 ;"3-NV ,（ !"#）E［H］开始，在构建 ;"3-NV , !"#+<T% 质粒时，;"3-NV ,
（!"#）E 中的第二个 !"#（-’% 3+./0 3）片段被扩增的 <T% -’% 3+./0 3 基因片段取代后形成双元表达质粒
;"3-NV , !"#+<T%（图 N）$该质粒经不同双酶切组合初步鉴定后，正确的质粒进行 #-F序列鉴定$

图 !# 萤光素酶和萤光素酶 % &’(重组基因植物表达质粒载体示意图
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!" #" $% 马铃薯转化及植株再生
马铃薯转化参考 &’(()* 等人的方法［+］,
为了比较 -./ 在组件式重组蛋白质中的位置（在 01端或 21端）对酶活性以及 -./ 与淀粉结合功能

的影响，将双元表达质粒 3.42!5 6 -./1780 以及 3.42!5 6 7801-./ 和 3.42!5 6 780［!］同时转入马铃薯栽
培品种 9:*;:<和无直链淀粉（!"#）的马铃薯突变体植株中，转化后形成 = 个不同的转基因系列,
每一系列，选择 +> 株独立的小苗转移到含有卡那霉素的 ?- $> 培养基［=］上诱导生根, 在栽培品种

9:*;:<中，每一系列获得 @+ 株完整的再生转基因的幼苗,在突变体 !"# 中，每一系列获得 !A 株完整的再
生转基因的幼苗，幼苗再进行扩繁，待幼苗生长到大约 + BC 高时，每一株系选择 + 株移入温室中继续生
长, 9:*;:<和 !"#非转基因苗作为对照同时移入温室中生长,
!" #" @% 萤光素酶酶活性的分析

!" #" @" !% 转基因薯块中酶活性的测定
从每一株系收获一大小相似的成熟薯块，沿纵轴对半切开，切取厚度为 # CC 的薄片，再在薄片的同

一部位用叶片取样器（直径为 5 CC）切取圆片,用微型喷雾器将萤光素（>" !+ CD 6 C7）底物均匀喷在薄
片上，用发光检测仪计数在 #>E 时，#> ( 内从薯块样品中测得的光子总量［!］,

!" #" @" #% 转基因淀粉中酶活性的测定
淀粉粒中酶活的检测是将 !> CD 干淀粉与 $> !7 .*’DFG1H<I 酶活分析底物混合，用发光检测仪计数在

#>E时，+ C’J 内从淀粉样品中测得的光子总量［!］,
!" #" +% K)(G)*J 斑点杂交分析
对 780 和 780 6 -./ 重组蛋白在转基因淀粉粒中积累量的估计采用 K)(G)*J 斑点杂交分析方法［!］,

!, #, +, !% 制胶
制得 !#" +L -/- 聚丙烯酰胺凝胶（+> CC M+> CC M$ CC），在其上用叶片取样器打 5 个直径为 5 CC

的圆孔,然后将带孔的胶片置于尺寸相同，且经转移缓冲液浸湿处理的 NOPIJ; Q07 硝酸纤维素滤膜上,
!, #, +, #% 样品制备

#> CD 干淀粉与 #>> !7 # M -/-样品缓冲液（#+> CCI< 6 7 R*’(1N0< 3N =" S，$>L 甘油，SL -/-，#>>
CCI< 6 7 /RR，>" >+L 溴酚蓝）混合，并在 !>>E的水浴中加热 + C’J使蛋白质变性，冷却到室温后，将同一
个样品的淀粉胶全部移入胶中一个小孔中,

!, #, +, $% 蛋白质转移
将淀粉胶中的蛋白质转移到 NOPIJ; Q07 硝酸纤维素滤膜上的这一操作是在 TF:(G(O(G)C 全自动多功

能水平电泳仪上进行的,转移条件为：#> &，#+ CU，!+E，@+ C’J,
!, #, +, @% UJG’1-./免疫杂交

将转印的硝酸纤维素滤膜置于 !L封闭液［!> C7 !> M K)(G)*J 封闭试剂加 5> C7 R.- 溶液（#>
CCI< 6 7 R*’(，+>> CCI< 6 7 2:0<，3N A" +）］中在室温下过夜封闭,次日，用 RR.- 溶液（! 7 R.- 溶液中含
>" >+L RV))J1#>）洗膜 # 次，每次 + C’J,而后将膜移入第一抗体液（@S C7 RR.- 溶液，# C7 封闭液和 !：
+>> 倍稀释的 :JG’1-./）中于室温下温浴至少 # F,经 RR.-两次洗膜后，与第二抗体液［$# C7 RR.-溶液，
!# C7 封闭液和 !W # >>> 倍稀释的羊抗兔 4DH（N X 7）］于室温下温浴至少 ! F, 再用 RR.- 洗膜 # 次和
R.-洗膜一次，每次 + C’J, 最后将膜移入显色液中（>" ! CI< 6 7 2:N0Y$含有 !L 2.R 6 .04T 和 >" >! CI< 6
7 ?D0<#，3N5" S）显色,

!, #, +, +% UJG’17ZB’[)*:()免疫杂交
程序与 :JG’1-./ 斑点杂交相同, UJG’17ZB’[)*:() 为第一抗体，稀释倍数为 !：#+>,第二抗体为驴抗羊

4DH U3，稀释倍数为 !W # >>>,

!" 结果与讨论

!# $" 双元表达质粒构建及马铃薯转化
% % 本试验中，我们构建了 3.42!5 6 -./1780 表达质粒，-./ 和 780 基因是通过一段人工合成的、富含
脯氨酸和苏氨酸的肽链（TR1<’J\)*）编码序列［!］连接的,为使表达后的 -./1780蛋白能够定位到马铃薯淀
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粉粒中，在 !"#$%&’ 重组基因的 ()$端融合了马铃薯淀粉结合型淀粉合成酶 *（+"!!*）基因的薯块特异
性表达启动子和 +"!!*蛋白质跨膜运转的信号肽序列（图 ,）- 为了比较，我们将质粒 ."*/,0 1 !"#$%&’
和 ."*/,0 1 %&’$!"# 及 ."*/,0 1 %&’ 同时转入马铃薯品种 234536和马铃薯突变体 !"#植株中，转化后共
得到 7 个转基因系列，分别命名为 2#%$$，2#!%$$，2#%!$$，!"#%$$，!"#!%$$ 和 !"#%!$$，其中，%，!% 和
%! 分别代表 %&’，!"#$%&’ 和 %&’$!"# 基因，$$ 代表在该系列中的株系号-在 234536 的 8 个转基因系
列中，每一系列获得 9( 个转基因株系，在 !"# 的 8 个转基因系列中，每一系列获得 ,: 个转基因株系-转
基因幼苗移入到温室中继续生长，在整个生长期间其表现型与对照相似-
!" !; 转基因薯块中萤光素酶活性的检测
对萤光素酶以及萤光素酶 1 !"# 重组基因在蛋白质水平上表达，首先是采用发光测定仪检测了各株

系薯块中萤光素酶的活性- 图 <=为选择的 2#%!转基薯块样品在与萤光素底物反应 <> ?时所获得的萤
光素酶酶活性的萤光影像图和检测到的光子总数- 图 <" 为萤光素酶在 8 个 !"# 转基因系列薯块中的活
性（为酶与底物反应 <> ?所检测到的光子总数）-从图 < 中可以看出，!"#%系列 ,: 个株系的薯块中所测
得的最高萤光素酶活性 与 !"#%!和 !"#!%系列中测得的最高酶活性差异很小，而且 !"#%!和 !"#!%系列
中的酶活性差异也不是很明显，这些结果说明了 !"#在重组蛋白中的位置对萤光素酶的活性有影响-

; ; =- 选择的 2#%!转基因薯块样品与萤光素反应后萤光素酶活性的萤光影像图；

; ; 3- 薯块影像图；; ; @- 非转基因薯块萤光影像图；

; ; A B C- 选择的 2#%!转基因薯块的酶活性萤光影像图；

; ; "- 8 个 !"# 转基因系列薯块样品在 <>D时，<> ?内检测到的光子总数-

图 !# 转基因马铃薯薯块中萤光素酶的活性

!" $# 转基因淀粉粒中重组蛋白积累量的分析
根据薯块中萤光素酶活性的检测结果，将淀粉从每一个系列中酶活性表现最高的薯块中分离出来-对

萤光素酶和它的重组蛋白在转基因淀粉粒中积累的水平分别用 3EFG$!"# 和 3EFG$%HAGIJ43?J .=@ 抗体进行
了 KJ?FJ4E 斑点杂交分析-重组蛋白积累量的估计是通过将硝酸纤维素滤膜上蛋白显色点颜色的深浅与
标样点［9］相比较得出的（见表 ,）- 从表 , 中可以看出：（,）当 !"# 位于重组蛋白 ’ L端，其蛋白质的积
累量高于 /$端 !"# 的重组蛋白，该结果与 !"# 蛋白在同样的马铃薯遗传背景中的积累量相同［,］，这表
明：在 %&’$!"# 重组蛋白中，!"#对淀粉粒的亲和性不受相连的萤光素酶影响- 但当 ’$端 !"# 移位到
/$端后，!"#对淀粉粒的亲和性有所下降- 这可能是由于重组蛋白折叠后，萤光素酶的肽链将 !"# 表面
与淀粉结合的氨基酸遮挡住所造成的［:］-（<）两种重组蛋白质在 !"# 中的积累量高于它们在 234536 中
的，说明了重组蛋白质在淀粉粒中积累水平的高低与马铃薯的遗传背景有关- 234536 和 !"# 的主要区别
是前者体内含淀粉粒结合型的淀粉合成酶 +"!!*，而后者没有- 由此我们认为，转基因 234536 淀粉粒中，
+"!!*和 !"#与淀粉结合的位点可能是相同，而且 +"!!*对淀粉粒的亲和性要强于 !"#，因此，!"# 在与
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淀粉粒结合时不能有效的与 !"##$ 竞争结合位点，使得重组蛋白的积累量减少%（&）在 ’()*+ 和 !"#)&
淀粉样品中未检测出萤光素酶蛋白，这表明：萤光素酶自身对淀粉粒缺乏亲和性，要将该酶（非淀粉粒结

合型酶）定位到淀粉粒中，连接 #"(“锚”是必要的%
表 !" 转基因淀粉粒中萤光素酶的活性以及重组蛋白质的积累量

株系 光子数（, -./）*
蛋白质在淀粉粒中的积累量0

1/2.3#"( 1/2.3)45.678197

’(3:; < /% 2% & /% 2%
’()*+ => ? （ @ 0AB <） /% 2% C
’()#*D &，>0<（ @ **B +） E E E
’(#)0& +，**+（ @ 0<B 0） E @

!"#3:; < /% 2% /% 2%
!"#)&0 00? ? （ @ **B 0） /% 2% C
!"#)#*& ,<，<+D（ @ &&B &） E E E E E
!"##)*0 0>，00,（ @ ,*B *） E E E

? ? ? ? ? ? ? ? ? ? *% 数据（ @标准偏差）为三次测定的平均值；

? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 0% 用 F79287/斑点杂交分析法，估计重组蛋白在淀粉粒中的积累量是通过与下列标准点样进行比较获得：

? ? ? ? ? ? ? ? ? ? &% 没有检测%

#$ %? 转基因淀粉粒中萤光素酶活性的检测
转基因淀粉粒中萤光素酶酶活的检测结果（见表 *）表明：（*）萤光素酶在转基因 !"#) 和 ’()淀粉

中的活性极低，这是与 F79278/印迹分析结果是一致的%（0）萤光素酶在 !"##)*0 淀粉中表现出较高的活
性，其酶活性是 ’(#)0& 的 = 倍，说明了 G C端 #"( 移位到蛋白质的 H3端后，萤光素酶在重组蛋白质中仍
然具有活性% H3端 #"(将萤光素酶定位到 !"#淀粉粒中比定位到 ’18I1J 淀粉粒中更为有效，这一结果与
重组蛋白在不同遗传背景的马铃薯淀粉粒中的积累量也是一致的%（&）在比较两种重组萤光素酶在 !"#
转基因淀粉粒中活性时发现，!"#)#*& 中的酶活高于 !"##)*0，而在 ’18I1J 转基因淀粉粒得到了相反的结
果%这可能是由于 ’18I1J淀粉粒中的直链淀粉对 ’()#重组蛋白的折叠有影响%

&" 结论

G3端 #"(可以作为 H3端的“锚”将萤光素酶在淀粉的生物合成过程中定位到淀粉粒中，并保持它的
活性，但重组蛋白中的 #"(与淀粉粒的亲和性有所下降%而萤光素酶的活性的高低则与马铃薯的遗传背
景有关%
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