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烤烟不同生育期蔗糖代谢关键酶基因的表达
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　　摘要：为了研究烤烟不同生育期蔗糖代谢的分子特点，采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ法对云烟８７在
不同生育期的３种蔗糖代谢关键酶基因———转化酶（ｉｎｖｅｒｔａｓｅ，Ｉｎｖ）、蔗糖合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳｕＳｙ）和蔗糖磷酸合
成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳＰＳ）基因的表达水平进行分析。结果表明：在烟叶发育前期（团棵期、旺长期）Ｉｎｖ酶
基因的表达量较高；ＳｕＳｙ酶基因的在烤烟不同生育期的表达量变化呈单峰曲线，在打顶后表达量最高，之后又降低。
ＳＰＳ酶基因的表达量在烤烟生长发育后期较高，说明烤烟蔗糖的累积主要在发育后期进行。
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　　烤烟是世界上一种重要的经济作物，烟叶的品质与其糖
含量密切相关，水溶性糖与氨基酸发生梅拉德反应可以产生

多种香气物质［１－２］。蔗糖是主要的水溶性糖之一，也是烟草

光合作用的主要产物，可以为烟草的生长提供碳源和能

量［３－５］，同时也是细胞代谢的调控因子，可调节转运蛋白、贮

藏蛋白和编码酶的基因的表达［６－７］。与蔗糖代谢密切相关的

酶主要有转化酶（ｉｎｖｅｒｔａｓｅ，Ｉｎｖ）、蔗糖合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｓｙｎ
ｔｈａｓｅ，ＳｕＳｙ）和蔗糖磷酸合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＳＰＳ）。ＳＰＳ是调控植物蔗糖合成的关键酶之一，其活力直接

影响光合产物的分配，研究表明其与蔗糖形成呈正相

关［８－１０］。ＳｕＳｙ是一种可逆酶，既可催化蔗糖的合成，又可催
化蔗糖的分解，通常认为，它主要起分解蔗糖的作用，能为细

胞壁提供合成底物和合成淀粉［１１－１２］。Ｉｎｖ酶与植物体内形成
蔗糖梯度相关［１２－１３］，Ｂａｃｈｅｌｉｅｒ等研究表明，处在细胞壁中的
转化酶能调节蔗糖从韧皮部卸出，并且控制蔗糖吸收速度，而

在液泡中的转化酶则可以调节蔗糖和己糖的贮存［１４］。

本研究通过对烤烟品种云８７在团棵期、旺长期、现蕾期、
打顶后、成熟期５个生育期的蔗糖含量，Ｉｎｖ酶、ＳｕＳｙ酶、ＳＰＳ
酶活性以及３个酶基因的表达情况进行测定，从而明确不同
生育期蔗糖代谢主要酶活性及酶基因的变化特点，揭示烤烟

不同生育期蔗糖代谢的分子特点，并为改善烤烟品质提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
试验地点设在云南省玉溪研和基地，在移栽后第２０天（团
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棵期）、第４０天（旺长期）、第６０天（现蕾期）、第８０天（打顶后）、
第１００天（成熟期）采集云烟８７的第１２张叶（自下而上），将新鲜
烟叶１ｇ放入液氮罐冷冻后，置于－８０℃保存备用。
１．２　试验方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取　总 ＲＮＡ提取按照 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ和
ＲＮＡｉｓｏ－ｍａｔｅｆｏｒＰｌａｎｔＴｉｓｓｕｅ试剂盒［宝生物工程（大连）有
限公司］说明书进行。用核酸蛋白紫外分析仪检测 Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ的比值以鉴定 ＲＮＡ抽提质量，１．８≤Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ≤
２０，表明总ＲＮＡ质量较好，同时测定其标本总ＲＮＡ浓度。
１．２．２　总 ＲＮＡ的反转录　反转录反应用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ １ｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒［宝生物工程（大连）有限公
司］进行，具体方法参照试剂盒说明书。

１．２．３　引物设计　选择内参基因Ａｃｔｉｎ以及３个关键酶基因
（蔗糖合成酶基因、蔗糖磷酸合成酶基因以及蔗糖转化酶基

因），按照实时荧光定量ＰＣＲ扩增的引物设计原则，避免引物
３′端互补，以及“发卡”结构，引物的长度为１８～２２ｂｐ，注意碱
基的随机分配，ＧＣ含量在 ４０％ ～６０％之间，扩增片段小于
２００ｂｐ。并应用Ｐｒｉｍｅｒ３（ｖ．０．４．０）软件设计相应的扩增引
物。引物合成由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。引物序列见表１。

表１　引物序列

基 因 引物 引物序列（５′→３′）
扩增片段

长度（ｂｐ）

Ｉｎｖ Ｉｎｖ－Ｆ ＣＴＴＧＣＧＡＧＧＧＡＴＡＧＧＧＴＧ １６６
Ｉｎｖ－Ｒ ＴＧＧＴＴＧＧＡＡＧＧＧＡＴＴＧＡＧ

ＳＰＳ ＳＰＳ－Ｆ２ ＧＧＴＧＧＴＴＴＴＣＧＴＴＧＧＡＧＡＡＡ １６４
ＳＰＳ－Ｒ２ ＣＡＴＴＡＧＧＧＣＴＧＴＣＧＡＡＴＧＧＴ

ＳＳ ＳＳ－Ｆ５ ＴＴＣＡＣＧＡＴＧＣＣＴＧＧＡＴＴＧＴＡ １３３
ＳＳ－Ｒ５ ＡＴＧＣＴＧＴＣＡＡＴＣＧＣＴＴＴＴＣＣ

β－ａｃｔｉｎ ａｃｔｉｎ－Ｆ ＣＡＣＴＧＡＧＡＧＡＧＧＴＴＡＣＡＴ ９０
ａｃｔｉｎ－Ｒ ＴＡＧＴＣＡＡＧＡＧＣＣＡＣＡＴＡＡ

１．２．４　实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ分析　以受试材料叶片反转
录ｃＤＮＡ为模板，Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑＰＣＲ扩增反应试剂 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）来自宝生物工程（大
连）有限公司。Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑＰＣＲ扩增和分析在 Ｍｘ３００５Ｐ
ＱＰＣＲＳｙｓｔｅｍ荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）上进行，采用 ９６
孔反应模块。反应体系：２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ１２．５μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｐｒｉｍｅｒ０．４ μｍｏｌ／Ｌ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ０．４ μｍｏｌ／Ｌ，Ｒｏｘ
１μｍｏｌ／Ｌ，补充至２５μＬ。扩增反应条件：９５℃ ３０ｓ，１个循
环；９５℃５ｓ，５８℃３０ｓ，４５个循环；９５℃ ３０ｓ，５８℃ １ｍｉｎ，
９５℃１ｍｉｎ，１个循环。ＰＣＲ反应结束后，６５～９５℃产生溶解
曲线，阈值线由ＭｘＰｒｏ软件自动设定。每个样品重复３次，
不同时期样品的表达量检测均在相同的ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ循环
中进行，以保证标准样品和处理样品扩增条件一致。

１．２．５　数据分析　试验结果最少是３次试验的平均值。用
２－ΔΔＣＴ的方法计算待测基因的相对表达水平。其中，各基因在
对照情况下的相对表达量设定为１．０。采用 Ｅｘｃｅｌ２００３进行
数据处理与作图，采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析。

２　结果与分析

２．１　烤烟不同生育期蔗糖转化酶基因的表达分析
蔗糖转化酶（Ｉｎｖ）的活性标志着植物叶片对光合产物利

用的强度，也是碳代谢的重要标志之一［１５－１６］。从图１中可以
看出，烤烟蔗糖转化酶基因的表达随着烤烟的生长发育从团

棵期到成熟期逐渐减弱，在团棵期Ｉｎｖ酶基因的表达最强，从
旺长到现蕾期Ｉｎｖ酶基因的表达量急剧降低，从现蕾期至成
熟期表达量维持在较低水平，且相对比较稳定。说明在烟叶

发育早期主要由Ｉｎｖ酶催化蔗糖的水解，且在发育的早期烟
株对光合产物利用的强度最大。而后期 Ｉｎｖ酶基因的表达量
降低有助于烟叶蔗糖的累积。

２．２　烤烟不同生育期蔗糖合成酶基因的表达分析
蔗糖合成酶是促使蔗糖进入各种代谢途径的关键酶之

一。从图２可以看出，云烟８７蔗糖合成酶基因的表达量呈
先升高后降低的趋势，从团棵期、旺长期到现蕾期逐渐升

高，在打顶后蔗糖合成酶基因的表达量急剧升高，同时达到

最大值，到成熟期表达量则急剧下降，说明在烟叶生长后

期，蔗糖降解主要通过蔗糖合成酶途径来完成的，而成熟期

烟叶需要累积蔗糖，因而ＳｕＳｙ酶基因的表达量下降，有助于
烟叶适时成熟。

２．３　烤烟不同生育期蔗糖磷酸合成酶基因的表达分析
蔗糖磷酸合成酶（ＳＰＳ）是植物体内控制蔗糖合成的关键

酶。植物体内蔗糖的积累与 ＳＰＳ活性正相关，ＳＰＳ还参与植
物的生长和产量形成，并在植物的抗逆过程中起重要作

用［８－１０］。从图３可以看出，云烟８７在团棵期、旺长期、现蕾期
３个时期的蔗糖磷酸合成酶基因表达量均较低，而打顶后和
成熟期的ＳＰＳ基因表达量较高，且远高于烟株生长发育前３
个时期的表达量，说明烤烟蔗糖的累积主要在烤烟生长发育

后期进行。

３　结论与讨论

蔗糖是高等植物光合作用的主要产物，参与蔗糖代谢和
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积累的酶主要包括蔗糖转化酶、蔗糖磷酸合成酶和蔗糖合成

酶。本研究首次应用实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ的方法，对云南
烤烟不同生育期蔗糖代谢和积累过程中的３种主要酶基因的
表达情况进行了分析。蔗糖是触发衰老的因子，糖分的积累

会抑制光合基因的表达，从而引起烟叶的早衰［１６］。Ｈｕｂｅｒ曾
指出 ＳＰＳ酶活力越高，蔗糖积累的越多［１７］。同样，本试验的

研究结果也表明，ＳＰＳ基因表达量在烤烟生长发育前期较低，
蔗糖积累相应较少，不会导致烟叶早熟，而在后期表达量较

高，蔗糖积累量较多，有利于烟叶适时成熟。

蔗糖转化酶基因的表达随植物生长发育时期的不同而改

变，存在时间和空间的差异。Ｉｎｖ被认为参与了植物的生长
和器官建成。许多研究表明，一般在植物的分生组织和快速

生长的幼嫩的组织和器官中（如幼嫩的叶片、茎、花芽、根尖、

幼嫩的果实等）Ｉｎｖ活性较高［１８－２１］。同样，本研究也证实了

这一结论，Ｉｎｖ酶基因的表达在团棵期和旺长期最强，即在烤
烟生长发育的前期，此时烟叶幼嫩，而到后期则该基因的表达

量下降。

在烟叶发育早期主要由 Ｉｎｖ酶催化蔗糖的水解，到生长
后期，蔗糖降解主要通过蔗糖合成酶催化的途径来完成。本

研究显示，云烟８７在打顶后ＳｕＳｙ酶基因的表达量最高，而这
一生育期的Ｉｎｖ酶基因的表达量则较低，说明打顶后蔗糖降
解的主要途径通过蔗糖合成酶催化来完成的。而在成熟期

Ｉｎｖ和ＳｕＳｙ酶基因的表达量均较低，可能是因为在成熟期烟
叶需要累积蔗糖，从而达到适时成熟。

但是，由于蔗糖代谢过程中还涉及到众多的其他酶，同

时，人们对基因表达与酶活性的之间对应关系了解的也并不

透彻，因此，蔗糖的积累与Ｉｎｖ酶、ＳＰＳ酶、ＳｕＳｙ酶基因表达以
及酶活性的精确关系还有待于进一步的研究。
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