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　　摘要：５－烯醇式丙酮酸莽草酸－３－磷酸合酶（ＥＰＳＰＳ）是植物莽草酸合成途径中的一个重要酶，与芳香族氨基酸
及其次生代谢物的合成有关。利用ＲＴ－ＰＣＲ方法，从谷子中分离到５－烯醇式丙酮酸莽草酸 －３－磷酸合酶基因
ＳｉＥＰＳＰＳ，全长１５７３ｂｐ，开放阅读框１５３６ｂｐ，编码５１１个氨基酸。同源序列比较发现，ＳｉＥＰＳＰＳ氨基酸序列与小麦、短
柄草、高粱的ＥＰＳＰＳ序列高度同源。结构同源性分析表明，ＳｉＥＰＳＰＳ与其他植物一样，均具有２个序列保守的结构域。
对其启动子序列分析显示，该片段富含ＡＢＲＥ、ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ、ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ等响应胁迫的顺式作用元件。针对草甘
膦结合位点，对ＳｉＥＰＳＰＳ基因进行定点修饰。为研究其功能，构建植物表达载体ｐＷＭ１０１－ＥＰＳＰＳ，并导入农杆菌进行
检测。测序结果比对表明，突变型ＥＰＳＰＳ基因在１７３位的脯氨酸变为丝氨酸，为后续ＥＰＳＰＳ的真核表达奠定了基础。
　　关键词：谷子；草甘膦；ＥＰＳＰＳ基因；表达载体
　　中图分类号：Ｑ７８　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０５－００５１－０５

收稿日期：２０１６－０２－１７
基金项目：山西省青年科技研究基金（编号：２０１５０２１１４２）；山西农业
大学科技创新基金（编号：２０１４２－１２）。

作者简介：段　明（１９８４—），男，山东威海人，博士，讲师，主要从事植
物抗逆分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｕａｎｍｉｎｇ８４０３０５＠１６３．ｃｏｍ。

　　谷子（Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃ）属禾本科狗尾草属，在我国有数千年
的栽培历史，全国各地均有种植，是我国北方的主要粮食作物

之一。谷子具有营养丰富、耐旱耐瘠、粮草兼用等特点，深受

人们的喜爱。然而，杂草已成为谷子生产中主要的障碍因素

之一，影响农作物对阳光和养分的吸收。目前，化学除草已成

为主要的除草手段，被广泛应用于农业生产中。草甘膦

（Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ）的学名为 Ｎ－（膦羧甲基）甘氨酸，是全球使用
最广泛的一种除草剂［１］。起初，草甘膦因其非选择性的特点

而被用作非农田区域的除草剂；２０世纪９０年代，抗草甘膦作
物开始大面积种植，至２０１２年种植面积已达１．２亿 ｈｍ２。抗
草甘膦生物工程不仅对全球农业生产具有重大贡献，并在一

定程度上减轻了机械除草对环境的负面影响［２－４］。

５－烯醇式丙酮莽草酸 －３－磷酸合成酶（ＥＰＳＰＳ，
ＥＣ２．５．１．１９）是莽草酸途径中的第６个酶，在芳香族氨基酸
和次生代谢物的合成中发挥着重要作用［５］。草甘膦与ＥＰＳＰＳ
的底物磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）结构相似，在莽草酸途径中
能与ＰＥＰ发生竞争作用，特异性地结合到 ＥＰＳＰＳ的活性位
点，而不与莽草酸－３－磷酸（Ｓ３Ｐ）发生竞争，生成 ＥＰＳＰＳ－
Ｓ３Ｐ－草甘膦三元复合物，从而抑制ＥＰＳＰＳ的活性［６］。目前，

全世界８０％的抗草甘膦作物品种均与ＥＰＳＰＳ有关，ＥＰＳＰＳ基
因已被广泛应用于抗草甘膦农业生物工程的研究，包括在野

生型植株中过量表达ＥＰＳＰＳ基因，以及对ＥＰＳＰＳ基因进行突
变使其对草甘膦具有抗性［７－９］。

基于ＥＰＳＰＳ在抗除草剂方面的重要性，学者针对 ＥＰＳＰＳ
的酶学特性及草甘膦抑制机理进行了大量研究，目前已从细

菌、藻类、植物中分离到了 ＥＰＳＰＳ基因并应用于生产［１０－１３］。

对农杆菌、大肠杆菌、分枝杆菌、肺炎链球菌中 ＥＰＳＰＳ的晶体
结构分析表明，它们均包括２个相似的结构域，每个结构域由
３个亚单位组成，３个亚单位由４个β折叠、２个α螺旋组成。
在没有结合底物或配体时，ＥＰＳＰＳ的２个结构域是分开的；当
有配体存在时，２个结构域会结合在一起形成活性中心，可能
是因为配体的结合促使ＥＰＳＰＳ构象发生改变［１４］。

自然界中的 ＥＰＳＰＳ主要分为 ２类，即 ＣｌａｓｓⅠ和 Ｃｌａｓｓ
Ⅱ。ＣｌａｓｓⅠ存在于所有植物以及大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌
等部分细菌中，对草甘膦敏感。在高等植物中，ＥＰＳＰＳ主要定
位在叶绿体，它含有叶绿体转运肽（ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｔｒａｎｓｉｔｐｅｐｔｉｄｅ，
ＣＴＰ），可将外源蛋白定位到叶绿体中；因此，ＥＰＳＰＳ只有在叶
绿体中与其他莽草酸途径的成员共同作用才能合成芳香族氨

基酸。ＣｌａｓｓⅡ存在于假单胞菌 ＰＧ２９８２、农杆菌 ＣＰ４等对草
甘膦具有抗性的细菌中。序列比对发现，２类 ＥＰＳＰＳ的氨基
酸同源性低于５０％［１５］。目前针对抗草甘膦基因的研究主要

集中于杂草和细菌，关于农田作物的研究较少，且原核生物与

真核生物在基因表达调控方面存在显著差异，真核生物的调

控机制更为复杂。发掘和改良植物特别是农作物中的抗草甘

膦基因显得尤为重要。

目前，使植物对草甘膦产生抗性的机制主要有以下３种。
（１）在植物体内引入过量表达载体，使植物体内产生较多
ＥＰＳＰＳ。Ｃｈｅｎ等研究发现，在高选择压下，牛筋草 Ｒ３株系中
的ＥＰＳＰＳ表达量提高了１３．８倍，表现出对草甘膦的抗性［１６］。

（２）引入能够降解草甘膦的酶，在除草剂产生作用前将其降
解或解毒。如代谢基因 ＧＡＴ编码草甘膦 Ｎ－乙酰转移酶
（ＮＡＴ），通过乙酰化使草甘膦失活［１７］。（３）修饰 ＥＰＳＰＳ使其
对草甘膦不敏感，该方法已成为商业化应用的主要方法。已

有研究表明，牛筋草ＥＰＳＰＳ氨基酸序列中的脯氨酸位点发生
突变时，会在一定程度上表现出对草甘膦的抗性［１８］。由突变

而引起对草甘膦产生抗性的机制，在黑麦草、芒稗等植物中也

被陆续发现［１９］。

本研究利用ＲＴ－ＰＣＲ方法分离谷子 ＥＰＳＰＳ基因，通过
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定点突变获得了突变基因 ＳｉＥＰＳＰＳ，并将２个基因的编码序
列连入表达载体中，为真核表达及谷子抗草甘膦的研究奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
选用“豫谷 １号”为试验材料，种植于人工气候室中。

ｐＬＢ零背景快速克隆试剂盒、胶回收试剂盒、质粒提取试剂
盒、大肠杆菌ＤＨ５α均购自天根生化科技（北京）有限公司，
植物表达载体ｐＷＭ１０１、农杆菌菌种均由笔者所在实验室保
存。高保真ＰＣＲ酶－ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ购自东洋纺（上海）生物科
技有限公司，限制性内切酶 ＫｐｎⅠ、ＸｂａⅠ以及 Ｔ４ＤＮＡ连接
酶均购自ＮＥＢ（北京）有限公司。ＰＣＲ引物均由上海生工生
物有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　ＳｉＥＰＳＰＳ基因的克隆　根据数据库已公布的谷子
ＥＰＳＰＳ基因序列设计扩增引物，引物序列如下：ＳｉＥＰＳＰＳ－Ｆ：
５′－ＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＧＴＣＣ－３′；ＳｉＥＰＳＰＳ－Ｒ：
５′－ＴＣＴＡＧＡＡＴＣＡＣＴＴＣＡＡＣＡＴＧＧＣＣＴＧＧＴ－３′。

ＰＣＲ总体系为２５μＬ，包括１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、ｄＮＴＰ
２．５μＬ、ｃＤＮＡ模板 ２μＬ、ＭｇＣＬ２１μＬ、引物 Ｆ及引物 Ｒ各
１．５μＬ、Ｔａｑ酶２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ。反应程序为：９４℃预变
性２ｍｉｎ；９４℃变性 １５ｓ，６８℃延伸 １．５ｍｉｎ，６８℃后延伸
１０ｍｉｎ，３５个循环。
１．２．２　基因的定点突变　以质粒 ｐＬＢ－ＥＰＳＰＳ为模板，采用
重叠延伸ＰＣＲ法突变ＳｉＥＰＳＰＳ基因的第５１７位，由Ｃ突变为
Ｔ，其蛋白序列第１７３位由 Ｐｒｏ突变为 Ｓｅｒ。重叠延伸 ＰＣＲ法
所用引物如下：Ｓｉｅｐｓｐｓ－Ｆ：５′－ＴＧＧＡＡＣＡＧＣＧＡＴＧＣＧ
ＧＴＣＧＴＴＧＡＣＡＧＣＡＧＣＣＧＴ－３′；Ｓｉｅｐｓｐｓ－Ｒ：５′－ＡＣＧＧＣＴ
ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＣＣＧＣＡＴＣＧＣＴＧＴＴＣＣＡ－３′。
１．２．３　植物表达载体的构建　提取测序正确的ｐＬＢ－ＥＰＳＰＳ
载体质粒，用ＫｐｎⅠ、ＸｂａⅠ双酶切质粒 ｐＬＢ－ＥＰＳＰＳ，回收
ＥＰＳＰＳ片段；同样用 ＫｐｎⅠ、ＸｂａⅠ双酶切质粒 ｐＷＭ－ＥＰ
ＳＰＳ，回收载体片段。采用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶将目的基因与载体
以体积比约２∶１进行接连，并用热激法转入大肠杆菌ＤＨ５α。
在含有５０μｇ／ｍＬＫａｎ的ＬＢ培养基平板上筛选转化菌落，提
取质粒采用ＫｐｎⅠ、ＸｂａⅠ双酶切鉴定。

２　结果与分析

２．１　谷子ＥＰＳＰＳ基因的分离及氨基酸序列分析
采用ＲＮＡ提取试剂盒从谷子叶片中提取总 ＲＮＡ，反转

录为ｃＤＮＡ。根据数据库中已公布的序列设计特异性引物
ＳｉＥＰＳＰＳ－Ｆ和ＳｉＥＰＳＰＳ－Ｒ，以反转录产物为模板进行 ＲＴ－
ＰＣＲ反应，电泳检测扩增出 １条长度约为 １５７３ｂｐ的条带
（图１－ａ）。

将扩增得到的目的基因与克隆载体连接，转化至大肠杆

菌ＤＨ５α感受态细胞中，过夜培养，提取质粒并进行酶切鉴
定，得到与 ＰＣＲ产物大小相同的目的条带（图１－ｂ）。送样
测序并对序列进行Ｂｌａｓｔ分析，证明分离得到的片段是 ＳｉＥＰ
ＳＰＳ基因全长（ＧｅｎＢａｎｋ注册号：ＸＭ＿００４９６４３８９．１）。
　　由ＳｉＥＰＳＰＳ的序列分析可知，基因全长为１５７３ｂｐ，开放

阅读框１５３６ｂｐ，３′端非编码区３７ｂｐ，编码１个含５１１个氨基
酸的蛋白。将该基因编码的氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中所有
氨基酸序列进行比对，结果显示，谷子的５－烯醇式丙酮酸莽
草酸－３－磷酸合酶与黑麦草、小麦、短柄草、高粱等植物的
ＥＰＳＰＳ高度同源（图２），表明成功克隆到了谷子５－烯醇式丙
酮酸莽草酸－３－磷酸合酶基因的序列。

　　系统发育树由ＭＥＧＡ５分析软件完成，５－烯醇式丙酮酸
莽草酸 －３－磷酸合酶的来源如下。谷子：ＳｉＥＰＳＰＳ（ＸＭ＿
００４９６４３８９．１），Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ；多 花 黑 麦 草：ＬｍＥＰＳＰＳ
（ＡＡＺ７９２３０．２），Ｌｏｌｉｕｍｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ；短柄草：ＢｄＥＰＳＰＳ（ＸＰ＿
００３５５７２４２．１），Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ；野生稻：ＯｂＥＰＳＰＳ
（ＸＰ＿００６６５６６０６．１），Ｏｒｙｚａｂｒａｃｈｙａｎｔｈａ；小 麦：ＴａＥＰＳＰＳ
（ＡＣＨ７２６７２．１），Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ；高 粱：ＳｂＥＰＳＰＳ（ＸＰ＿
００２４３６４２４．１），Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ；牛筋草：ＥｉＥＰＳＰＳ（ＣＡＤ０１０９６．１），
Ｅｌｅｕｓｉｎｅｉｎｄｉｃａ；玉米：ＺｍＥＰＳＰＳ（ＣＡＡ４４９７４．１），Ｚｅａｍａｙｓ；石
茅：ＳｈＥＰＳＰＳ（ＡＥＰ２６１２４．１），Ｓｏｒｇｈｕｍｈａｌｅｐｅｎｓｅ；芭蕉：ＭａＥＰ
ＳＰＳ（ＣＡＡ４４９７４．１），ＭｕｓａａｃｕｍｉｎａｔａＡＡＡＧｒｏｕｐ；芭蕉：ＺｍＥＰ
ＳＰＳ（ＸＰ＿００９４１８３３１．１），ＭｕｓａａｃｕｍｉｎａｔａＡＡＡＧｒｏｕｐ。

与其他植物中 ＥＰＳＰＳ所编码的氨基酸序列进行同源性
比较，发现ＳｉＥＰＳＰＳ基因所编码的氨基酸与其他已知 ＥＰＳＰＳ
所编码的氨基酸序列同源性较高，且有 ２个序列保守区域
（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅⅠ、ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅⅡ）。其中，ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅⅠ
是该酶的激活位点，同时是该酶与除草剂草甘膦的结合位点

（图３）。
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２．２　谷子ＥＰＳＰＳ基因的定点突变
将扩增得到的基因片段连接到 ｐＬＢ载体，测序正确后将

质粒命名为ｐＬＢ－ＳｉＥＰＳＰＳ（图１－ｂ）。根据序列比对找到谷
子中ＥＰＳＰＳ的保守位点。谷子ＥＰＳＰＳ（ＳｉＥＰＳＰＳ）第１６２～１７４
位之间的氨基酸序列是草甘膦的结合位点，根据相关研究推

测第１７３位脯氨酸（Ｐｒｏ）是重要位点之一，设计引物将此位点
的氨基酸进行突变。以质粒 ｐＬＢ－ＳｉＥＰＳＰＳ为模板，采用重
叠延伸ＰＣＲ定点突变技术，以前２次的ＰＣＲ产物为模板进行
第３次ＰＣＲ，获得突变后的目的 ＤＮＡ片段。送样测序，获得
重组突变质粒ｐＬＢ－Ｓｉｅｐｓｐｓ（图４）。突变后的 Ｓｉｅｐｓｐｓ基因编
码的蛋白有１个氨基酸发生变化，即１７３位脯氨酸（Ｐｒｏ）变为
丝氨酸（Ｓｅｒ）（图５）。
２．３　谷子ＥＰＳＰＳ基因启动子的生物信息学分析

由表１可知，ＳｉＥＰＳＰＳ启动子中含有多个参与响应激素
和逆境胁迫的应答元件，如参与干旱胁迫的ＭＹＢ转录因子结
合位点（ＭＹＢｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＭＢＳ）、ＡＢＡ响应元件（ＡＢＡ－ｒｅ
ｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＢＲＥ）、赤霉素响应元件（ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ－ｒｅ
ｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ，Ｐ－ｂｏｘ）、生长素响应元件（ａｕｘｉｎ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ，ＴＧＡ）、生理节奏控制元件（ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｉｒｃａｄｉａｎｃｏｎ

ｔｒｏｌ，ｃｉｒｃａｄｉａｎ）等。
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表１　ＳｉＥＰＳＰＳ启动子顺式作用元件分析

元件名称 物种 碱基数（个） 序列　　 作用　　
５ＵＴＲＰｙ－ｒｉｃｈｓｔｒｅｔｃｈ Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ １０ ＴＴＴＣＴＴＣＴＣＴ 与强转录表达有关

ＡＢＲＥ Ｈｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅ １０ ＣＣＴＡＣＧＴＧＧＣ 参与脱落酸反应

ＡＣＥ Ｐｅｔｒｏｓｅｌｉｎｕｍｃｒｉｓｐｕｍ １０ ＡＣＴＡＣＧＴＴＧＧ 参与光反应

ＧＣＮ４－ｍｏｔｉｆ Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ ７ ＴＧＡＧＴＣＡ 参与胚乳特异基因表达

ＭＢＳ Ｚｅａｍａｙｓ ６ ＣＧＧＴＣＡ 与ＭＹＢ转录因子结合相关
Ｏ２－ｓｉｔｅ Ｚｅａｍａｙｓ １０ ＧＡＴＧＡＣＡＴＧＡ 参与玉米蛋白代谢调节

Ｐ－ｂｏｘ Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ ７ ＣＣＴＴＴＴＧ 参与赤霉素反应

Ｓｋｎ－１－ｍｏｔｉｆ Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ ５ ＧＴＣＡＴ 参与分生组织调节

ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ １０ ＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡ 参与抗逆反应基因表达

ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａ １０ ＧＡＧＡＡＧＡＡＴＡ 参与水杨酸反应

ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａ ６ ＡＡＣＧＡＣ 参与生长素反应

ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ Ｈｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅ ５ ＴＧＡＣＧ 参与茉莉酸甲酯反应

ｃｉｒｃａｄｉａｎ Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ １０ ＣＡＡＮＮＮＮＡＴＣ 参与光周期调控

２．４　植物表达载体ｐＷＭ－ＥＰＳＰＳ的构建
为转化植物构建真核表达载体。将 ＥＰＳＰＳ、ｅｐｓｐｓ与克隆

载体相连，连接产物转化大肠杆菌，提取质粒。分别采用限制

性内切酶将克隆载体和表达载体双酶切，回收后将含有

ＥＰＳＰＳ、ｅｐｓｐｓ基因编码区插入表达载体ｐＷＭ，构成过表达、定
点突变表达载体，分别命名为ｐＷＭ－ＥＰＳＰＳ、ｐＷＭ－ｅｐｓｐｓ（图
３）。酶切鉴定表明，２种表达载体已构建成功（图６）。

２．５　重组表达载体导入农杆菌
将植物表达载体ｐＷＭ－ＥＰＳＰＳ、ｐＷＭ－ｅｐｓｐｓ转化农杆菌

ＬＢＡ４４０４感受态细胞，在含有卡那霉素的培养基上进行筛
选，挑选克隆并进行菌液 ＰＣＲ扩增。结果显示，获得１．５ｋｂ
的预期片段（图７），表明表达载体已成功导入农杆菌中。

３　结论与讨论

草甘膦是一种环境友好、无污染、高效的除草剂，对杂草

具有极强的清除能力，自问世以来已在中国使用了 ３０余
年［２０－２１］。然而，长期施用草甘膦必将导致一些抗性杂草的产

生。ＥＰＳＰＳ保守区中脯氨酸（Ｐｒｏ）位点的突变是杂草获得抗
性的一个重要机制。迄今为止，抗草甘膦杂草中 ＥＰＳＰＳ基因
的突变主要涉及到１０６位脯氨酸突变为丙氨酸、亮氨酸，以及
亲水性氨基酸丝氨酸、苏氨酸。此外，有学者通过定向诱变技

术改造ＥＰＳＰＳ，产生双位点突变的ＥＰＳＰＳ，使玉米和油菜获得
抗性［２２－２４］。Ｙｕ等研究发现，在具有草甘膦抗性的牛筋草中，
其体内ＥＰＳＰＳ的苏氨酸突变为异亮氨酸，脯氨酸突变为丝氨
酸［２５］。与单一位点突变相比，ＥＰＳＰＳ双位点突变能够赋予植
物对草甘膦更强的抗性。Ｐｒｏ单个位点的突变仅轻微影响了
ＥＰＳＰＳ对草甘膦／烯醇式丙酮酸的结合能力，赋予植物草甘膦
抗性的同时又不影响ＥＰＳＰＳ正常的生物学功能。与此相比，
双位点突变在获得较高抗性的同时，导致 ＥＰＳＰＳ对草甘膦／
烯醇式丙酮酸的结合能力较大程度降低，使莽草酸途径受阻，

最终抑制植物体内芳香族氨基酸的合成，对植物的生长发育

等代谢过程产生影响。综合考虑，单一位点突变在抗草甘膦

的研究与应用中更具优势。

本研究采用 ＲＴ－ＰＣＲ和定点突变技术分别获得全长
１５７３ｂｐ的 ＥＰＳＰＳ和 ｅｐｓｐｓ基因，该序列开 放阅 读框
１５３６ｂｐ，编码５１１个ＥＰＳＰＳ前体多肽。经ＣｈｌｏｒｏＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ
软件在线预测，前体多肽中含有叶绿体转运肽，可将 ＥＰＳＰＳ
蛋白定位到叶绿体中行使功能。启动子元件分析表明，

ＥＰＳＰＳ含有多个与光响应的元件，这与 ＥＰＳＰＳ的定位相符
合。而对草甘膦具有抗性的 ＥＰＳＰＳ基因大多来源于不具有
叶绿体转运肽的细菌，在植物中应用须整合外源叶绿体转运

肽。经ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ软件预测，该基因编码的蛋白质分子量
为５１．３ｋｕ，等电点（ｐＩ）为 ８．０５。在谷子基因组序列中，
ＳｉＥＰＳＰＳ具有８个外显子、７个内含子，位于第４号染色体上。
进化树分析表明，ＳｉＥＰＳＰＳ与黑麦草、小麦、短柄草、高粱等植
物的５－烯醇式丙酮酸莽草酸 －３－磷酸合酶高度同源。
ＳｉＥＰＳＰＳ基因具有与其他植物中５－烯醇式丙酮酸莽草酸－３
－磷酸合酶基因相同的２个序列保守区域，即 ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅ
Ⅰ、ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅⅡ，分别位于１６２～１７４、４２３～４４２ｂｐ。ｃｏｎ
ｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅⅠ是ＥＰＳＰＳ的活性位点，也是草甘膦的作用位点，
保守序列为ＬＦＬＧＮＡＧＴＡＭＲＰＬ，该区域某些位点发生突变将
导致对草甘膦具有抗性；ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅⅡ保守序列为ＲＶＫＥＴ
ＥＲＭＶＡＩＲＴＥＬＴＫＬＧＡ，位于 ＥＰＳＰＳ的 Ｃ端，含有保守的赖氨
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酸，对ＥＰＳＰＳ的活性具有重要作用。
本研究利用基因重组技术成功构建了由 ＣａＭＶ３５Ｓ启动

子调控的植物表达载体 ｐＷＭ－ＥＰＳＰＳ、ｐＷＭ－ｅｐｓｐｓ，并将其
导入根癌农杆菌ＬＢＡ４４０４，为该基因功能的研究、进一步转化
谷子、培育抗除草剂谷子新品种提供依据。
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