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山菠菜胆碱单氧化物酶基因（!"#）的克隆与分析

沈义国 杜保兴 张劲松 陈受宜"

（中国科学院遗传研究所植物生物技术开放实验室，北京!$$!$!）

摘 要 甜菜碱是一类广泛存在于生物体内的渗透保护剂。高等植物中，甜菜碱的生物合成经由胆碱#甜菜碱醛

#甜菜碱两步反应完成，其中第一步反应，也是甜菜碱生物合成的限速反应，由胆碱单氧化物酶（;KL）催化。本研

究以耐盐植物山菠菜（3/*#4,%5"(*/%$&#&）为材料构建了盐胁迫下的GM)N文库，用菠菜;KLGM)N为探针从中筛

选获得一个长!O""PQ的GM)N克隆，测序结果表明该克隆包含一个完整的开放读码框，编码一个由A42个氨基酸

构成的多肽，与菠菜和甜菜;KL的氨基酸序列同源性分别为2!R和"#R。同菠菜和甜菜中的;KL序列相比，山

菠菜;KL基因（3"!67）也具有保守的7=@FP@0?/J@［#9@0#8］簇结合区和保守的多铁原子核结合域。对盐处理条

件下山菠菜;KL基因转录水平的研究表明;KL基因在盐胁迫情况下表达量增加约4倍。将;KL与4B8启动

子连接后转化烟草（8#0/#+$+/+9+0):S+.(T+,I<=），获得了具有一定耐盐性状的转基因植株，在!O#R)+;’的盐浓

度下生长良好。
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干旱、盐害是生物体面临来自自然界的几种常

见不利因素之一。长期以来的抗逆研究表明，生物

体内存在着多种机制抵御外界的渗透压胁迫：如通

过离子泵调节维持胞内外离子平衡，水分平衡；通过

积累甜菜碱提高胞内渗透压。

自然界中广泛存在着一类被称为渗透保护剂或

渗透调节剂的无毒小分子化合物，当外界环境不利

例如干旱、盐害、冷热时，许多生物体内便会积累一

定浓度的渗透保护剂，起着调节胞内渗透压，保护胞

内酶活性的作用。渗透保护剂主要包括：甜菜碱、甘

油、脯氨酸等。甜菜碱广泛存在于从大肠杆菌到动

物的多种生物体内［!］，高等植物如藜科、锦葵科、茄

科等都能在胞内积累甜菜碱［#］。高等植物中甜菜

碱由胆碱经由两步氧化反应合成：胆碱#甜菜碱醛

#甜菜碱，其中由胆碱单氧化物酶（;KL）催化的第

一 步 氧 化 反 应 是 限 速 步 骤，甜 菜 碱 醛 脱 氢 酶

（6NMV）催化第二步氧化反应［4］。甜菜碱作为一种

非常有效的渗调剂，它的相关代谢途径成为抗逆基

因工程研究的重点。已先后从菠菜、山菠菜、高粱等

植物中克隆到6NMV基因并开展了转基因研究，我

们实验室已从山菠菜中克隆了6NMV基因并进行

了多种重要农作物的转基因研究，获得了耐盐的转

3".3;<玉米、草莓和具有一定耐盐性状的转3"=
.3;<水稻、小麦［A、B］。为在转基因植物中建立一

条完善的甜菜碱合成途径，必须克隆得到其限速酶

;KL的基因。本工作从构建的盐诱导山菠菜GM0
)N文库中以菠菜;KL基因［3，"］为探针筛选获得

;KL基因克隆，分析了盐胁迫时山菠菜;KL基因

随时间在转录水平上的变化，并选择模式植物烟草

首先进行了转山菠菜;KL基因研究。

$ 材料和方法

$($ 植物材料和处理方法

山菠菜（3/*#4,%5"(*/%$&#&）种植于温室内，生

长到约B$W时，每天定时用#R )+;’盐水处理，于

处理前和处理后!、#、4、AW时收取新鲜叶片，于液氮

中速冻后用于提取7)N和M)N。

$%& ’()*文库的构建和筛选

提取的山菠菜总7)N经:&’/N?I.+GIE7)N
XF&’+I=&,8/FI@E "（:.&E@H+）分离出E7)N，使用



!"#$%&’() *#+,-),"% -./0 12"34%’#’ 12’3%5
（6&,5%7(）合成-./0双链，与脱磷的89:-%))载体

（05%&’4(5）连接，连接产物经;(5+<(6(-=(7#"7
>#3（05%&’4(5）包 装 后 与 新 鲜 制 备 的 /?@AA

（05%&’4(5）感受态细菌混和、吸附、铺平板。以菠

菜BCD=+E?F-./0为探针筛选了AC@GBH@个未

扩增克隆，得到DI个阳性克隆，取插入BCII=+的克

隆804EB用于测序分析。

!"# $%&提取和’()*+,-.杂交

./0抽提、1,J34%&"杂交根据陈受宜等的方法

进行［K］，D!7山菠菜基因组./0经!"#L"、$%&*
"、’(""、)*+, #完全酶切后在HCKM的琼脂糖

凝胶上电泳分离，转移到尼龙膜（L2+,"<N/O，05%&N
’4(5）上供1,J34%&"杂交，用随机引物法标记山菠菜

E?F探针，于P@Q杂交BK4，洗膜条件为P@Q下用A
G，BG，HC@G11E，和HCBM1.1分别洗AH5#"。

!"/ 0%&提取

参照张劲松等的方法进行［R］，水稻叶片在液氮

中研碎，悬于S5,)／;硫氰酸胍中，混合物用酸性苯

酚，氯仿抽提，上清中加入无水乙醇沉淀总*/0，再

经S5,)／;;#E)悬浮*/0沉淀，氯仿抽提一次，然

后用乙酸钠／乙醇沉淀总*/0，最后将*/0溶于水

中，贮存于TAHQ备用。

!"1 %(-*+,-.杂交分析

DH!7总*/0在BCAM的甲醛变性胶中电泳分

离后，转移至尼龙膜（L2+,"<N/O）上，膜在杂交前先

用紫外线照射D5#"。用随机引物标记法制备同位

素标记的山菠菜E?F探针，杂交在P@Q进行BP4
以上，洗膜条件为：AG，BG11E，和HCBM1.1在

SAQ各洗AH5#"，再用BG11E和HCBM1.1在@@Q
洗AH5#"。同一杂交膜用煮沸的HC@M1.1洗去探

针后用BK1&./0探针进行杂交。

!"2 $%&序列分析

双链./0测序采用U(V.2%6&#5%&E2-)%1%N
VJ%"-#"7试剂盒（05%&’4(5），在0WXDID0型自动

测序仪上进行。用W;01U（Y0669.）程序对核苷

酸和氨基酸序列与Y%"W("=中的序列进行同源性

比较。本文报道的-./01-./0全序列已纳入

Y%"W("=数据库，注册号为0ZAIHP@B。

![3 基因转化和分析

从804EB克隆中将E?F基因切出后与含D@1
启动子的转化载体8WXBAB（E),"3%-4）连接，采用叶

圆盘转化法转入烟草（2*%3*"+"3"4"%5#$(&[\("N

34#）中。以卡那霉素作抗性筛选得到转基因烟草。

转基因烟草苗生长在?1培养基中，处理时取出部

分组 织，在 含 有HCRM、BCAM和BC@M/(E)或 含

BHM69YNPHHH的?1培养基中继续培养。

4 结 果

4"! 山菠菜5678$%&的分离和鉴定

以盐胁迫的山菠菜植株为材料，构建了一个

-./0文库，以菠菜BCD=+的E?F-./0作为探针

筛选了AC@GBH@个未扩增克隆，得到DI个阳性克

隆，插入片段长度BCS$BCK=+，取其中插入片段最

长的克隆804EB测序，结果表明该克隆长BCII=+，

包含一个BDBS+8的开放读码框，编码一个由SDK个

氨基酸构成的多肽，其@]端非翻译区长BDP+8，D’

端非翻译区长DBS+8（图B）。在Y%"W("=中经比较

发现它同菠菜和甜菜的E?F基因的氨基酸序列同

源性分别为KBM和IAM；用./013(&软件分析表

明：它们的氨基酸序列都具有多个相同的功能保守

区（B）它们均含有相同的成熟肽链起始区“0̂ 0”；

（A）它们都具备保守的*#%’=%N328%［AZ%NA1］结合区

的两组E2’NL#’对；（D）保守的多铁原子核结合域。

这些结果表明所得克隆804EB即为山菠菜中编码

E?F基因的-./0克隆。

4"4 567基因在基因组中的分析

将山菠菜总./0经!"#L"、’(""、$&%6"
和)*+<#完全酶解后以山菠菜E?F-./0为探针

进行了1,J34%&"分析，结果!"#L"酶切时仅检测

到一条杂交带，$%&*"酶切检测到D条杂交带，而

’(""和)*+<#酶切时都检测到S条杂交带（图

A）。由于E?F-./0序列中仅有一个$%&*"和一

个)*+<#切点，不含!"#L"和’(""切点，因此

从!"#L"酶切的1,J34%&"杂交结果看，E?F基

因在山菠菜基因组中只有一个拷贝，而’(""和

)*+<#酶切的杂交带型暗示，在-./01的基因组

序列中应含多个内含子。

4"# 盐胁迫下567基因在山菠菜叶片中的表达

分析

以AM的盐水连续处理山菠菜S<，分不同时间

提取叶片的*/0作/,&34%&"分析（图D），结果表明

随着处理时间延长，E?F基因表达量逐渐增加，比

处理前约增强D倍，说明E?F基因的表达是受盐

诱导的。正常生长情况下E?F基因也有表达，但

水平较低。

A 生 物 工 程 学 报 BI卷



图! 山菠菜"#$基因全序列及编码氨基酸序列

%&’(! )*+,-../-0.+12&3+4/33+3-0+345&/140&36+7-+/0+61,!"#$%
!8/3&042+62*+624929+6&3-+1,!"#$%542-9+:1.;:+:2&3+，6*1<62*+01/6+9=+3>&+6?+@);:+［A%+@AB］0.-62+9@C&/3&/’9+’&1/4/3)#6*1<62*+

01/6+9=+351/1/-0.+49%+@C&/3&/’512&,()*+400+66&1//-5C+91,!"#$%&/D+/E4/?&6F%AGHIJ!

图A 山菠菜基因组KLF的B1-2*+9/分析结果

%&’(A )*+61-2*+9/C.124/4.;6&61,!"#$%
)*+’+/15&0KLF<46015:.+2+.;3&’+62+3<&2*&’(M!（E），)*’!

（K），+,->!（N）4/3./03"（M），6-CO+02+321*;C9&3&P42&1/-6&/’
2*+,-..@.+/’2*6+7-+/0+1,!"#$%464:91C+

图Q ARL4".盐水诱导下山菠菜叶片中"#$基因

表达的L192*+9/分析结果，分别于处理前，处理后!、

A、Q和S3时取样，总>LF的!TB9>LF杂交结果

作为内标

%&’(Q )*+L192*+9/4/4.;6&61,!"#$%&/.+4=+6<*+/
&99&’42+3<&2*C9&/+01/24&/&/’ARL4".

N40*.4/+01/24&/6QH#’2124.>LF645:.+4/3!TB9>LF&6
549?+34601/291.，2*+/-5C+96-/3+9.4/+65+4/

2*+34;64,2+92*+:.4/2<4629+42+3

Q!期 沈义国等：山菠菜胆碱单氧化物酶基因（"#$）的克隆与分析



!"# 转$%&基因烟草的耐盐性和耐旱性分析

经卡那霉素抗性筛选得到!株转!"#$% 烟

草，都能在含"#$%／&卡那霉素的 ’(培养基中正

常生长。将它们分别部分移植到含#)*+、,)-+和

,)"+./01和含,#+23456###的’(培养基中继

续生长，结果表明：在#)*+和,)-+的盐浓度下，!
株转基因烟草均叶片翠绿，长势良好，而同时移植的

对照烟草则叶片发黄，发育停滞；但在,)"+的盐浓

度下，转基因植株和对照均不能正常生长，叶片发黄

并死亡（图7）；在,#+23456###中!株转基因烟草

均叶片饱满，长势良好，而对照烟草植株萎蔫，生长

停滞（图"）。随机提取转基因烟草,!叶片组织的

8.9作.:;<=>;?分析，结果显示0’@基因在转基

因烟草中正常表达（图6），并且与盐胁迫无关。

图7 转!"#$%烟草,!（9、A、B）和对照（0、3）

在#)*+（9）、,)-+（A、0）、,)"+（B、3）./01的

含盐’(培养基中生长状态对比

CD%E7 F=>G=:<::H<;/?I%>?DJ<:K/JJ:,!（9，A，B）

/?L<=>J:?<;:1（0，3）

’(’>LDM$D?LDHH>;>?<K:<<1>IJ:?</D?#)*+（9），

,)-+（A，0），,)"+（B，3）./01

图" 转!"#$%烟草,"7!（9"B）和对照（3）在含,#+
23456###的’(培养基中生长状态对比

CD%E" F=>G=:<::HH:M;<;/?I%>?DJ<:K/JJ:I（9，A，0，B）

/?L<=>J:?<;:1G1/?<（3）E
F=>I>G1/?<I/;>/11JM1<M;>L:?’($>LDM$J:?</D?D?%,#+

23456###

图6 转0’@基因烟草的.:;<=>;?验证结果

CD%E6 F=>.:;<=>;?K1:<:H!"#$%D?<;/?I%>?DJ<:K/JJ:E
F=>1/?>IH;:$1>H<<:;D%=</;>J:?<;:1G1/?<（0N），<;/?I%>?DJ<:K/JJ:

,!M?L>;?:;$/1J:?LD<D:?（O）/?LI<;>IIJ:?LD<D:?（P）（<;>/<>LQD<=

,E-+./01H:;,L/R）

’ 讨 论

自然界的干旱、盐害是长期以来导致农作物减

产的重要原因，因此研究植物应答渗透压胁迫的分

子机制，进而利用植物基因工程改造农作物和快速

培育新的耐盐耐旱品种具有重要意义。利用差异显

示技术，我们实验室已经从耐盐水稻中分离出多个参

与盐胁迫应答的基因，如参与多胺合成的&!$’#及

参与维持膜内外离子平衡的SP59F2/I>［,#，,,］，目前

正在开展进一步的转基因研究。

在自然界中生存着许多野生植物依靠其特有的

代谢调节途径抵御外界渗透胁迫，维持生命。如何

利用这些相关代谢的基因改造重要农作物，提高耐

盐耐旱能力，减少灾害损失，已成为近年来植物抗逆

基因工程的主要目标之一。早在T#年代甜菜碱的

抗渗效果就引起了研究者的注意［,-］，多年的研究结

果证明渗透保护剂甜菜碱可在生物体内积累到很高

浓度而无毒害，在细胞处于外界渗透压胁迫下时，一

定浓度的胞内甜菜碱可以起到保护细胞膜和蛋白

质，提高胞内渗透压的作用［,U］，此外甜菜碱还可以

提高种子萌发时的抗冻能力［,7］。在许多种植物中

甜菜碱被证明起着主要的耐渗透压胁迫作用［,"］，因

此克隆甜菜碱合成途径中的关键酶可用于在盐、旱

敏感农作物中建立一条有效的耐盐胁迫调节途径，

提高农 作 物 耐 盐 能 力。本 工 作 在 已 克 隆 山 菠 菜

A9BS基因的基础上以高度耐盐的野生植物山菠菜

为材料，克隆得到其甜菜碱合成限速酶0’@基因。

我们的结果显示0’@在盐胁迫下表达量随时间逐

渐增强，7天后约增加U倍，预计它催化合成的甜菜

碱累积倍数会更高。同已报道的菠菜、甜菜中0’@
表达结果相比较，我们的结果显示山菠菜中0’@
的表达丰度要高得多，这与山菠菜的喜盐特性是相

7 生 物 工 程 学 报 ,!卷



一致的。

植物中甜菜碱的合成由!"#和$%&’分两步

完成。!"#的生化特性分析显示它不同于植物中

任何一种已知的氧化酶，同!"#相比，$%&’的催

化作用并非不可替代，比如多胺合成途径中的一氨

醛脱氢酶就具有$%&’活性。$%&’基因不具备

信号肽序列，在菠菜中它定位于叶绿体基质中，在水

稻中则定位于溶酶体中［(］；比较已克隆的菠菜和山

菠菜!"#序列发现，它们都具备信号肽序列，用于

引导成熟肽链定位于叶绿体基质，利用光合作用产

生的铁氧还蛋白作电子受体。因此单独转化!"#
的转基因植物也可以完成甜菜碱的合成，而且与细

菌中单独催化胆碱氧化生成甜菜碱的!&’相比，

不存在信号肽引导定位和密码子偏好性的影响。实

际上我们的转基因结果也证明了单独转!"#基因

是有效的。

从转 基 因 烟 草 的 耐 盐 性，耐 旱 性 分 析 可 见，

!"#$%在烟草中能发挥一定效果，转基因烟草的

耐盐、耐旱能力有一定增强。目前国际上也进行了

甜菜碱基因工程研究，例如)*++*,等分析了转菠菜

!"#基因的烟草植株中从乙胺!胆碱!甜菜碱从

头合成途径中各种中间代谢产物在盐胁迫前后的含

量变化后，认为内源胆碱的低含量限制了甜菜碱的

合成速度和最终浓度［-.］；/*01*234*证实在转$%&’
基因水稻中外源甜菜碱醛能迅速增加胞内甜菜碱累

积［-5］，可见内源性底物的缺乏成为某些植物抗逆基

因工程改造的限制因素之一。我们的实验证明：转

山菠菜!"#基因的烟草植株普遍提高了耐盐性和

耐旱性，其耐逆性效果远高于)*++*,的报道，其原因

可能是转基因实验的体系不同，也不排除不同来源

基因间的差异。但是若要进一步提高转基因植株的

耐逆性，尤其是要在缺乏甜菜碱生成途径的农作物

中建立高效的甜菜碱调渗系统，还有必要完成胆碱

合成或贮存关键酶的克隆和转化工作。
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