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马铃薯淀粉体表达载体的构建及其转基因植物的培养

李　臖，马力通
（内蒙古科技大学生物工程与技术研究所，内蒙古包头０１４０１０）

　　摘要：以ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５－１载体为基础，构建融合了淀粉体转运肽 ＧＢ７７及淀粉粒结合肽 ＧＢ２０编码序列的马铃
薯淀粉体定向表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５－ＧＢ７７－ＧＢ２０，并通过马铃薯块茎专一性 ＧＢＳＳⅠ基因启动子启动其表达。将
构建的载体经农杆菌介导转化蜡质马铃薯突变植株，ＰＣＲ证实了融合基因已经整合到马铃薯基因组中。研究为探讨
马铃薯淀粉体定向表达外源蛋白、进一步开发马铃薯淀粉体细胞器生物反应器奠定了基础。
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物基因工程。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｔａｒ１９７９＠１２６．ｃｏｍ。

　　随着基因工程的不断发展，植物生物反应器已经成为具
有重要经济价值的外源蛋白的生产体系。如何提高外源蛋白

的表达量并降低蛋白提取、加工等过程中的成本是外源蛋白

能否进行产业化的关键。使用启动子、增强子等特异表达的

调控序列，使外源蛋白靶向定位于叶绿体、油体、淀粉体等细

胞器中是解决上述问题的有效途径［１］。

淀粉体是贮藏组织中淀粉合成的场所，是积累淀粉的一

种质体，其形态表现为形成团粒结构———淀粉粒［２］。淀粉粒

形态大小因植物种类不同而具有很大差异性，同时具有种专

一性，是决定不同内源淀粉性质的重要因素之一。淀粉粒表

面或内部紧密结合的蛋白是淀粉粒结合蛋白（ｓｔａｒｃｈ
ｇｒａｎｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＧＡＰｓ）。颗粒结合型淀粉合成

酶Ⅰ（ｇｒａｎｕｌｅ－ｂｏｕｎｄｓｔａｒｃｈｓｙｎｔｈａｓｅ，ＧＢＳＳⅠ）也称 Ｗａｘｙ蛋
白，是目前研究较为深入的一种淀粉粒结合蛋白，ＧＢＳＳⅠ类
基因的显著特征之一是其编码的ＧＢＳＳ蛋白质能够与淀粉粒
结合而表现出活性，具有延长直链的特殊功能。在研究谷类

作物ｗａｘｙ突变体、马铃薯 ａｍｆ突变体、豌豆 ｌａｍ突变体以及
马铃薯ＧＢＳＳⅠ反义突变体的过程中发现，随着 ＧＢＳＳⅠ活性
的下降或丧失，植物贮藏器官中的直链淀粉合成量会下降或

根本不合成，由此说明ＧＢＳＳⅠ是唯一决定合成代谢贮藏器官
中直链淀粉的基因［３］。

马铃薯ＧＢＳＳⅠ 基因为单拷贝基因，它的结构基因长约
３ｋｂ，有１３个内含子，１４个外显子，其中第一内含子在不翻译
的前导区［４］。马铃薯ＧＢＳＳⅠ ｃＤＮＡ长１８２１ｂｐ，编码６０７个
氨基酸组成的未成熟的 ＧＢＳＳⅠ多肽，其中位于 Ｎ末端的转
运肽由７７个氨基酸组成，Ｃ末端序列有２０个氨基酸的延伸，
使得它能够结合在淀粉粒上并延伸淀粉粒上的直链淀粉［５］。

研究表明，马铃薯ＧＢＳＳⅠ的启动子是块茎专一性启动子［６］。

—２２— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第８期



本研究以β－葡糖醛酸酶（ＧＵＳ）作为报告分子，在其 Ｃ端融
合了ＧＢＳＳⅠ Ｃ末端 ２０个氨基酸的淀粉粒结合肽，并通过
ＧＢＳＳⅠ块茎专一性启动子启动其表达，得到淀粉体的定向表
达载体；通过农杆菌转化蜡质马铃薯突变品系，经 ＰＣＲ检测
证明融合基因已经整合到马铃薯基因组中。外源基因与植物

特异调控基因的融合表达为马铃薯淀粉体定向表达外源蛋白

亚细胞器生物反应器奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
蜡质马铃薯突变体Ｓｈｅｐｏｄｙ、大肠杆菌受体Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１、

细菌载体 ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ、植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５－１、
农杆菌ＬＢＡ４４０４（Ｒｉｆ＋、Ｓｔｒ＋、Ｋａｎ－）均由笔者所在实验室保
存；基因克隆所用试剂、质粒小量提取试剂盒购自大连宝生物

工程有限公司；构建载体所需药品购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；抗生素
及其他常规试剂均购自北京鼎国生物技术有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　马铃薯块茎总 ＤＮＡ的提取　采用 ＣＴＡＢ法，具体过
程略。

１．２．２　ＧＢＳＳⅠ启动子及 Ｎ端７７个氨基酸转运肽编码序列
的ＰＣＲ扩增　根据马铃薯的 ＧＢＳＳⅠ基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ登
录号：Ｘ８３２２０），用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件辅助设计了１对引
物，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。引物序列

为ＧＢ－１Ｆ：５′－ＴＣＣＴＴＣＣＴＴＴＡＧＣＡＧＴＧＴＡＴＣＡＡＴ－３′；ＧＢ－
１Ｒ：５′－ＧＡＡＣＴＴＧＡＴＣＴＴＴＧＴＧＧＧＴ－３′。以提取的马铃薯总
ＤＮＡ为模板，ＧＢ－１、ＧＢ－２作为引物进行ＰＣＲ扩增，反应体
系总体积为２５μＬ：２．０μＬ模板 ＤＮＡ、２．５μＬ１０×ＴａｑＤＮＡ
ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＢｕｆｆｅｒ、０．５μＬＥｘＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ／μＬ）、
２．０μＬｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、１．０μＬＧＢ－１Ｆ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、
１．０μＬＧＢ－１Ｒ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、１６．０μＬｄｄＨ２Ｏ。反应条件：
９５℃ 预变性４ｍｉｎ；９５℃４５ｓ，５６℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０个
循环；７２℃１０ｍｉｎ。电泳、拍照并切下目的条带进行回收，于
－２０℃保存备用。
１．２．３　克隆与测序　将回收后的 ＰＣＲ产物与 ｐＧＥＭ－Ｔ
Ｅａｓｙ载体进行连接，连接产物转化至Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１感受态细胞
中后涂布于含氨苄（５０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ抗性平板上，３７℃过夜
培养，利用蓝白斑进行筛选，ＰＣＲ、双酶切鉴定出阳性克隆。筛
选出的阳性克隆送至上海生工生物工程技术服务有限公司进

行测序，测序结果用ＤＮＡｍａｎ和ＤＮＡＳｔａｒ软件进行序列分析。
１．２．４　马铃薯淀粉体定向表达载体的构建　采用限制性内
切酶ＨｉｎｄⅢ、ＮｃｏⅠ分别对带有 ＧＢＳＳⅠ启动子及 Ｎ端７７个
氨基酸转运肽编码序列的ｐＧＥＭ－Ｔ－ＧＢ７７质粒、带有 ＧＢＳＳ
Ⅰ Ｃ端的２０个氨基酸淀粉粒结合肽编码序列的表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５－ＧＢ２０进行双酶切；分别回收１．０、１３ｋｂ左右
的片段，然后在１６℃、２４ｈ条件下用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将上述２
个片段进行连接，将连接产物转化至Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１感受态细胞
中后涂布于含卡那霉素（３０μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ抗性平板上，于
３７℃ 过夜培养，利用双酶切鉴定阳性克隆。
１．２．５　根癌农杆菌ＬＢＡ４４０４的转化及马铃薯再生植株的获
得　将构建的马铃薯淀粉体表达载体通过冻融法转入农杆菌
菌株 ＬＢＡ４４０４后浸染蜡质马铃薯突变体的无菌苗茎段外植

体。经过预培养可形成明显的愈伤组织，约２０％ ～５０％愈伤
组织上逐渐有芽点出现并形成小芽，将分化出的小芽在抑菌

培养基（含一定浓度潮霉素）中进行壮苗培养，然后转入生根

培养基（含一定浓度潮霉素）中进行生根培养，最终获得潮霉

素抗性的再生植株。

１．２．６　马铃薯再生植株的ＰＣＲ检测　用ＣＴＡＢ法提取转基
因植株 ＤＮＡ，以未经转化的植株作阴性对照进行 ＰＣＲ检测。
ＰＣＲ扩增融合基因的引物为：ＧＢ－２Ｆ：５′－ＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ
ＣＡＴＧＴＴＡＣ－３′；ＧＢ－２Ｒ：５′－ＣＧＧＧＴＣＴＣＧＧＴＧＴＴＧＡ－３′，由
上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

２　结果与分析

２．１　ＧＢＳＳⅠ启动子及 Ｎ端７７个氨基酸转运肽编码序列的
ＰＣＲ扩增

ＰＣＲ产物经凝胶电泳后发现，所扩增片段约为１．０ｋｂ，与
预期结果相符（图１）。参照“１．２．３”中相应步骤将回收后的
ＰＣＲ产物与ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ载体进行连接，进一步的 ＰＣＲ及
ＨｉｎｄⅢ＋ＰｓｔⅠ双酶切鉴定呈阳性，说明该目的片段已成功插
入ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ载体中。
２．２　马铃薯淀粉体定向表达载体的构建及检测

参照“１．２．４”中相应方法，得到转化细胞后，挑取单菌落
并接种于含卡那霉素的液体抗性培养基中，３７℃过夜培养，
碱裂解法提取质粒。经 ＳａｃⅡ单酶切及 ＥｃｏＲⅠ ＋ＢｇｌⅡ双酶
切鉴定，电泳结果与预期相符（图２），说明本试验成功构建了
马铃薯淀粉体定向表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ－ＧＢ７７－ＧＢ２０（图３）。
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２．３　马铃薯再生植株的ＰＣＲ检测
参照“１．２．５”中相应方法获得根癌农杆菌ＬＢＡ４４０４转化

体及马铃薯再生植株后，再参照“１．２．６”中相应方法提取转
化的马铃薯再生植株总ＤＮＡ，并对抗性再生植株进行融合基
因的ＰＣＲ扩增，以未转化植株作阴性对照。由结果可以看

出，抗性植株中存在融合基因的特异性扩增（图４）。试验共
对３８株抗性植株进行 ＰＣＲ扩增，共有 １３株能扩增出约
１．０ｋｂ目的条带，证明融合基因已经整合到马铃薯基因组中，
转化率约为３４％。

３　讨论与结论

马铃薯是世界上仅次于小麦、水稻、玉米的第四大粮食作

物，目前利用马铃薯作为植物反应器受体进行外源基因的遗

传转化已经得到了飞速发展，一系列抗病、抗虫、抗真菌、品质

改良的转基因马铃薯品种相继诞生，而且已有部分品种实现

了商品化，但是外源蛋白在转基因马铃薯块茎中复杂的表达

和纯化工艺仍是科学家们有待解决的重要难题。能否高水平

表达外源蛋白是开发马铃薯作为生物反应器的关键。本研究

构建的植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５－ＧＢ７７－ＧＢ２０是以
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５－１载体为基本骨架，加入了马铃薯块茎专一性
启动子（ＧＢＳＳⅠ启动子）、淀粉体转运肽（ＧＢＳＳⅠＮ端的７７个氨
基酸）、淀粉粒结合肽（ＧＢＳＳⅠＣ端的２０个氨基酸）。结果表
明，融合基因可使外源蛋白定向表达于马铃薯淀粉体中。

本试验成功地转化了马铃薯外植体并获得了转基因植

株，其转化率约为３４％。通过 ＰＣＲ检测证明，融合基因已经
整合到马铃薯基因组中，为后续通过ＧＵＳ检测外源蛋白是否
能在马铃薯淀粉体上定向表达奠定了基础。外源基因与植物

特异调控基因的融合表达，既提高了外源蛋白的表达量，又简

化了蛋白的提取纯化步骤，表明以马铃薯淀粉体定向表达外

源蛋白亚细胞器生物反应器具有较好的前景。
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