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　　摘要：海藻糖－６－磷酸合成酶（ｔｒｅｈａｌｏｓｅ－６－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ＴＰＳ）是海藻糖生物合成途径中的关键酶，
提高ＴＰＳ基因的表达量可以增强植物在干旱、低温等非生物胁迫条件下的抗逆性。木薯是重要的热带经济作物和粮
食作物，在严重干旱、低温或密植（遮阴）条件下，木薯块根产量会显著减少。为了研究 ＴＰＳ基因在木薯抗逆中的功
能，通过同源基因克隆的方法，从木薯叶片中克隆了１个ＴＰＳ基因ＭｅＴＰＳ１，该基因含有１个２７８１ｂｐ的开放阅读框，
编码９２６个氨基酸，含有ＴＰＳ家族保守结构域。系统进化树分析表明，ＭｅＴＰＳ１与杨树、杞柳中同源基因的亲缘关系较
近，序列相似性分别达到８８．１％、８９．４％。启动子元件分析表明，ＭｅＴＰＳ１含有干旱诱导元件（ＭＢＳ）、热胁迫响应元件
（ＨＳＥ）、防御和胁迫响应元件（ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ）以及光响应元件（ＡＣＥ、ＢｏｘＩ、Ｂｏｘ４）等。实时荧光定量 ＰＣＲ分析表
明，ＭｅＴＰＳ１在叶片中的表达量最高，在须根和储藏根中表达量最低，并且 ＭｅＴＰＳ１基因的表达能被干旱、低温和遮阴
处理显著诱导，但对ＡＢＡ处理无明显响应。这些结果表明，ＭｅＴＰＳ１在转录水平参与木薯干旱、低温和遮阴胁迫的响
应，可将其作为候选基因进一步研究其在木薯抗逆中的功能。
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　　海藻糖是由２个葡萄糖分子通过 α－１，１糖苷键结合而
成的非还原性双糖［１］。海藻糖具有生物抗逆性，其含量在干

旱、低温、氧化和热胁迫等条件下被大量积累［２］，可以在非生物

胁迫下保护核酸、蛋白质、细胞膜等生物大分子物质，从而增强

植物的抗逆性［３－４］。海藻糖－６－磷酸合成酶（ｔｒｅｈａｌｏｓｅ－６－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ＴＰＳ）是海藻糖生物合成途径中的一
个关键酶，即尿苷二磷酸葡萄糖和６－磷酸葡萄糖在 ＴＰＳ催

化作用下生成６－磷酸海藻糖，之后在海藻糖－６－磷酸酯酶
的水解作用下生成海藻糖［５］。在大多数植物中，海藻糖的含

量非常低（鲜质量含量＜１０μｍｏｌ／ｇ），但是通过调节ＴＰＳ基因
的表达可以提高海藻糖的含量并且不影响植株生长［６］。将

拟南芥ＡｔＴＰＳ１基因转入烟草后，转基因植株体内海藻糖含量
显著增加，其耐受盐胁迫的能力显著增强［４］。在干旱、低温

和高盐条件下，水稻ＯｓＴＰＳ１转基因植株抗性明显增强，与对
照相比，转基因植株体内海藻糖含量约增加了２倍［３，７］。ＴＰＳ
基因的表达受到干旱、低温、遮阴等非生物胁迫的调控。在低

温胁迫条件下，茶树 ＣｓＴＰＳ、辣椒 ＣａＴＰＳ、小麦 ＴａＴＰＳ的表达
量显著增加［８－１０］；在干旱胁迫条件下，棉花 ＧｈＴＰＳ和海带
ＳｊＴＰＳ的表达量显著增加［１１－１３］；在遮阴胁迫条件下，玉米ＴＰＳ
基因的表达量也发生了显著变化［１４］。此外，ＴＰＳ基因的表达
量在植物的不同组织中也不尽相同，呈现出差异表达的特

点［８－９］。这些研究充分表明，ＴＰＳ是一个重要的抵御干旱、低
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温等非生物胁迫的候选基因，提高其表达水平可以增强植物

的抗逆性。

木薯是大戟科块根植物，是热带、亚热带地区重要的经济

作物和粮食作物。木薯具有较好的抗旱特性，然而在长时间

或较为严重的干旱条件下，其块根产量会显著下降［１５－１６］。除

了干旱，木薯产量还常常受到低温、遮阴等环境因素的影响。

作为典型的热带作物，木薯对低温胁迫非常敏感，极端的低温

天气可造成木薯产量大幅减少甚至绝收［１７］。此外，由于长期

受耕作方式的影响，在某些经济落后的地区（如拉丁美洲），

农民常常将木薯和橡胶树、玉米等作物间作在一起，以达到土

地使用效率的最大化。在这种情况下，木薯经常会受到不同

程度的遮阴，其产量也会显著减少［１８－１９］。因此，提高木薯对

干旱、低温、遮阴等非生物胁迫的耐受性，使其在恶劣环境下

维持原有块根产量，或是减少产量的损失具有重要意义。

至今，尚没有关于木薯ＴＰＳ基因克隆及其参与非生物胁
迫调控的报道。本研究采用同源基因克隆的方法从木薯叶片

中克隆了１个海藻糖合成酶基因（命名为 ＭｅＴＰＳ１），之后从
进化树、保守结构域和启动子元件等方面对其进行初步的生

物信息学分析，同时研究其在不同组织之间，以及在干旱、低

温、遮阴和脱落酸（ＡＢＡ）胁迫处理下的表达模式，为进一步
研究ＭｅＴＰＳ１的功能奠定了理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究所用木薯材料为木薯栽培品种 Ｋｕ５０，它具有高

产、高淀粉含量的特性，由中国热带农业科学院热带生物技术

研究所提供。ＲＮＡ提取试剂盒（货号：ＤＰ４３７），购自天根生
化科技（北京）有限公司；ｃＤＮＡ反转录试剂盒（货号：
Ｋ１６２２），购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。
１．２　木薯种植与处理

木薯种植按照 Ｄｉｎｇ等的方法［１９－２０］进行：在木薯种植季

节（２０１３年５月），将木薯种茎切成长度约１５ｃｍ的茎段，挑
选粗细均匀一致且具有 ３～４个芽眼的茎段扦插于塑料盆
（高１８．８ｃｍ，上直径１８．５ｃｍ，下直径１４．８ｃｍ）中，每盆１个
茎段。基质采用营养土与蛭石以体积比１∶１进行混合。木
薯种植约１０ｄ后进行间苗，保留１株／盆。试验地点为中国
热带农业科学院热带生物技术研究所。

ＰＥＧ处理：种植６０ｄ后，选取长势一致的植株，用２０％
ＰＥＧ６０００溶液进行模拟干旱处理，同时以不施 ＰＥＧ（浇灌自
来水）的植株为对照。在处理０、３、２４ｈ后，分别收集未展开
叶、第１张完全展开叶、老叶和根的样品，液氮速冻，－８０℃
保存备用。

低温处理：种植６０ｄ后，选取长势一致的植株放置于光
照培养箱内，进行４℃低温胁迫处理。在处理０、６、２４ｈ后，
分别收集未展开叶、第１张完全展开叶和根的样品，液氮速
冻，－８０℃保存备用。

ＡＢＡ处理：种植 ６０ｄ后，选取长势一致的植株，采用
１００μｍｏｌ／ＬＡＢＡ溶液进行浇灌处理，在处理０、３、５、７ｄ后收
集第１张完全展开叶的样品，液氮速冻，－８０℃保存备用。

遮阴处理：将遮阴处理的木薯种植于橡胶树下，将对照处

理的木薯种植于室外。种植６０ｄ后，选择生长状况较一致的

植株，收集未展开叶、第１张完全展开叶和老叶的样品，液氮
速冻，－８０℃保存备用。

为了比较不同组织中 ＭｅＴＰＳ１基因的表达情况，笔者还
收集了木薯Ｋｕ５０叶片、叶柄、茎、须根和储藏根的样本，用于
实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，简称ｑＲＴ－ＰＣＲ）分析。
１．３　引物合成及ｑＲＴ－ＰＣＲ

采用Ｐｒｉｍｅｒ６．０软件设计引物，由生工生物工程（上海）
股份 有限公 司合 成，包 括 ａｃｔｉｎ基因 引物 （Ｌ１：５′－
ＴＧＡＴＧＡＧＴＣＴＧＧＴＣＣＡＴＣＣＡ －３′；Ｒ１：５′－ＣＣＴＣＣＴＡＣＧ
ＡＣＣＣＡＡＴＣＴＣＡ－３′）［２１］、ＭｅＴＰＳ１基因 ｑＲＴ－ＰＣＲ引物（Ｌ２：
５′－ＴＡＧＡＣＡＣＴＣＣＴＧＧＧＣＧＡＡＧＡ －３′；Ｒ２：５′－ＣＴＧＣＣ
ＡＧＣＣＡＣＡＴＧＴＣＡＡＡＣ－３′）和 ＭｅＴＰＳ１基因全长扩增引物
（Ｌ３：５′－ＡＴＧＣＣＴＧＧＡＡＡＣＣＡＧＴＡＣＡＡＣＡ－３′；Ｒ３：５′－
ＴＣＡＡＧＧＡＧＡＴＧＣＡＴＴＧＧＣＴ－３′）。采用 ＲＮＡ提取试剂盒抽
提木薯总ＲＮＡ，之后用ｃＤＮＡ反转录试剂盒将总ＲＮＡ反转录
成 ｃＤＮＡ，－２０℃储存备用。用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ试剂盒
（ＴａＫａＲａ公司），按照操作说明在Ｍｘ３００５Ｐ荧光定量ＰＣＲ仪
（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，美国）上进行ｑＲＴ－ＰＣＲ分析。每个样品设３次
生物学重复，表达量按照２－ΔΔＣＴ计算［２２］。

１．４　生物信息学分析
用ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ软件分析蛋白质的分子量和等电

点；用 Ｐｌａｎｔ－ｍＰＬｏｃ软件预测亚细胞定位情况；用 ＮＣＢＩ－
ＣＤＤ数据库分析保守结构域；用ＢＬＡＳＴｐ搜索Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ数据
库，获取其他物种与 ＭｅＴＰＳ１同源的蛋白质序列；用 ＣｌｕｓｔａｌＸ
进行序列比对；用 ＭＥＧＡ５．２软件构建进化树；用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
进行启动子元件分析。

２　结果与分析

２．１　ＭｅＴＰＳ１基因克隆
用拟南芥ＡｔＴＰＳ１基因（登录号：Ａｔ１ｇ７８５８０）的蛋白质序

列进行ＢＬＡＳＴｐ搜索Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ数据库，获得其在木薯中的同
源序列（ｃａｓｓａｖａ４．１＿００１２２３ｍ），之后设计引物进行 ＰＣＲ扩增
（图１）。测序后获得１个全长为２７８１ｂｐ的序列，编码９２６
个氨基酸（图２），根据该序列与拟南芥ＴＰＳ基因的同源性，将
其命名为ＭｅＴＰＳ１。经序列比对，发现ＭｅＴＰＳ１与参考序列之
间共存在３个碱基差异，其中１个为非同义突变（图２）。将
ＭｅＴＰＳ１与基因组序列比对得知，该基因含有１７个外显子和
１６个内含子。ＰｒｏｔＰａｒａｍ理化性质预测 ＭｅＴＰＳ１蛋白质的分
子式为Ｃ４６３９Ｈ７２９６Ｎ１３１４Ｏ１３８２Ｓ３２，分子量为１０４６１４．８６ｕ，理论
等电点（ｐＩ）为６．３４，不稳定系数为４９．０５，属于不稳定蛋白。
亚细胞定位预测结果显示，该蛋白质定位于叶绿体。蛋白质

保守结构域分析表明，ＭｅＴＰＳ１编码的蛋白含有 ＴＰＳ家族保
守结构域（Ｇｌｙｃｏ＿ｔｒａｎｓｆ＿２０，图３），进一步表明克隆得到的基
因为木薯ＭｅＴＰＳ１基因。
２．２　ＭｅＴＰＳ１基因进化树分析

采用ＢＬＡＳＴｐ同源比对的方法，笔者获取了其他物种中
与ＭｅＴＰＳ１同源性较高的蛋白质序列。系统进化树分析表
明，这些基因大体上可以被分为３组：第Ⅰ组以 Ｃ４物种为代
表，包括谷子、狗尾草、玉米、高粱、黍羊、柳枝稷和二穗短柄

草；第Ⅱ组以杨柳目的物种为代表，包括木薯、杨树和杞柳，因
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此 ＭｅＴＰＳ１与 其 在 杨 树 （Ｐｏｔｒｉ．０１１Ｇ１０３９００．２）、杞 柳

（ＳａｐｕｒＶ１Ａ．００２６ｓ０１４０．６）中同源基因的亲缘关系较近，序列
相似性分别为８８．１％、８９．４％；第Ⅲ组以十字花科的物种为
代表，包括白菜型油菜、拟南芥、荠菜花、琴叶拟南芥和鼠耳芥

（图４）。
２．３　ＭｅＴＰＳ１基因启动子元件分析

启动子是控制基因转录起始时间和表达程度的重要组成

部分。本研究选取ＭｅＴＰＳ１起始密码子上游１５００ｂｐ的序列
进行启动子元件分析，发现了一些与胁迫相关的元件，如干旱

诱导元件ＭＢＳ、热胁迫响应元件 ＨＳＥ、以及防御和胁迫响应
元件ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ（表１）。除此之外，笔者还发现一些与
激素相关的元件，如赤霉素响应元件 ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ、水杨酸响
应元件ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ、生长素响应元件 ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ，以及
与光响应相关的元件，如ＡＣＥ、Ｂｏｘ４和ＢｏｘＩ等（表１）。这些
结果表明，ＭｅＴＰＳ１可能参与木薯干旱、高温／低温、激素和光
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表１　ＭｅＴＰＳ１基因启动子元件分析

序号 元件名称
数量

（个）
功能预测

１ ＭＢＳ ２ 干旱诱导

２ ＨＳＥ １ 热胁迫响应

３ ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ ２ 防御和胁迫响应

４ ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ ３ 赤霉素响应

５ ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ ３ 水杨酸响应

６ ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ １ 生长素响应

７ ＡＣＥ １ 光响应

８ Ｂｏｘ４ １ 光响应

９ ＢｏｘＩ １ 光响应

照（如遮阴）相关的基因调控。

２．４　ＭｅＴＰＳ１基因在木薯不同组织中的表达分析
前人研究表明，ＴＰＳ基因在植物不同组织器官中的表达

量差异很大。本研究考察了 ＭｅＴＰＳ１基因在木薯 Ｋｕ５０不同
组织中的表达情况。结果表明，ＭｅＴＰＳ１在叶片中的表达量
最高，其次是茎、叶柄、须根和储藏根中的表达量，分别是叶片

中的４９％、２７％、１６％、５％（图 ５）。这些结果表明，ＭｅＴＰＳ１
基因主要在木薯的叶片中起作用，而在根（特别是储藏根）中

的作用可能比较有限。

２．５　ＭｅＴＰＳ１基因在不同胁迫条件下的表达分析
本研究分别考察了 ＭｅＴＰＳ１基因在干旱、低温、遮阴和

ＡＢＡ处理条件下不同组织中的表达情况。在ＰＥＧ６０００胁迫
条件（模拟干旱）下，ＭｅＴＰＳ１的表达量在未展开叶中呈现先
上升后下降的变化趋势，在胁迫处理３、２４ｈ后与处理０ｄ相

比分别上升了３０％、下降了４０％；在第１张完全展开叶和老
叶中，ＭｅＴＰＳ１的表达量在３ｈ内均没有显著变化，而在２４ｈ
分别下降了５０％和７０％；在根中 ＭｅＴＰＳ１的表达量在３ｈ上
升了６０％，之后在２４ｈ又恢复到初始水平（图６－Ａ）。在低
温胁迫条件下，ＭｅＴＰＳ１的表达量在不同组织中也呈现不同
的表达模式：在未展开叶中ＭｅＴＰＳ１的表达量先下降后上升；
在第１张完全展开叶中，ＭｅＴＰＳ１的表达量持续上升，在低温
处理６、２４ｈ后分别上升了１．３、２．２倍；在根中，ＭｅＴＰＳ１的表
达量呈现先上升后下降的变化趋势（图６－Ｂ）。在遮阴条件
下，ＭｅＴＰＳ１的表达量在未展开叶、第１张完全展开叶中没有
显著变化，但在老叶中其表达量被显著诱导了，增加了约

３０％（图６－Ｃ）。然而，在 ＡＢＡ处理３、５、７ｄ后，ＭｅＴＰＳ１的
表达量均没有显著变化（图６－Ｄ）。
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　　这些结果充分表明，ＭｅＴＰＳ１基因的表达受到干旱、低温
和遮阴处理显著诱导，在木薯各组织中呈现截然不同的表达

模式，但是ＭｅＴＰＳ１基因表达量与ＡＢＡ胁迫处理没有表现出
必然联系。

３　讨论与结论

ＴＰＳ是海藻糖生物合成途径中的一个关键酶，是植物进
行遗传改良以抵御干旱、低温等逆境胁迫的一个重要候选基

因。植物中ＴＰＳ基因以基因家族的形式存在，绝大部分 ＴＰＳ
蛋白都含有ＴＰＳ基因家族保守结构域［１４］。目前，人们已经先

后从拟南芥［２３］、水稻［７］、小 麦［１０］、棉 花［１２］、茶 树［８］、香

蕉［２４－２５］、辣椒［９］等多个物种中克隆了 ＴＰＳ基因，并对其功能
进行了深入研究，但在木薯中尚没有 ＴＰＳ基因克隆的相关报
道。本研究采用同源基因克隆的方法，从木薯叶片中克隆了

１个ＴＰＳ基因，命名为ＭｅＴＰＳ１。序列分析表明，ＭｅＴＰＳ１编码
９２６个氨基酸，含有ＴＰＳ家族保守结构域。进化树分析表明，
ＭｅＴＰＳ１与杨树和杞柳 ＴＰＳ基因的亲缘关系较近，序列相似
性分别达到８８．１％和８９．４％。

许多研究表明，ＴＰＳ基因在植物不同组织器官中的表达
量差异很大［８－９，２６］。例如，辣椒 ＣａＴＰＳ在叶片中的表达量大
约是根和茎中的５～６倍［９］；香蕉ＭａＴＰＳ在叶片、球茎和花中
的表达量较大，而在根和果实中的表达量极少［２５］；茶树

ＣｓＴＰＳ基因在花中的表达量最高，在根中的次之，其次是在
茎、芽、叶和种子中的，且表达丰度仅为花的１３％ ～４１％［８］。

本研究发现，ＭｅＴＰＳ１在叶片中的表达量最高，其丰度是茎、

叶柄、须根和储藏根的２～２０倍，呈现出明显的组织表达特异
性。这些研究结果表明，ＴＰＳ基因可能在植物不同组织中扮
演着不同的功能。

ＴＰＳ基因的表达量受到干旱、低温、遮阴等非生物胁迫的
诱导［１１，１４］。在干旱胁迫条件下，棉花 ＧｈＴＰＳ和海带 ＳｊＴＰＳ的
表达量显著增强［１１－１２］；在低温胁迫条件下，茶树 ＣｓＴＰＳ和辣
椒ＣａＴＰＳ的表达量被显著诱导［８－９］。启动子是基因表达调

控的重要元件，通过对ＭｅＴＰＳ１启动子序列分析，发现了干旱
相关元件ＭＢＳ、热胁迫相关元件 ＨＳＥ，以及许多与光响应相
关的元件（如 ＡＣＥ、ＢｏｘＩ、Ｂｏｘ４等），从而提示 ＭｅＴＰＳ１可能
参与木薯干旱、低温和光照（如遮阴）相关的基因调控。脱落

酸（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，简称ＡＢＡ）是调节植物生长发育非常重要的
一种激素，是植物响应干旱、低温等非生物胁迫信号的传导

者［２７－３０］。为此，笔者分别在干旱、低温、遮阴和 ＡＢＡ处理条
件下，在木薯不同叶片和根中对 ＭｅＴＰＳ１基因的表达模式进
行详细的研究。试验结果表明，ＭｅＴＰＳ１基因表达受干旱、低
温和遮阴胁迫显著诱导，但对 ＡＢＡ胁迫处理没有明显反应，
暗示ＭｅＴＰＳ１参与木薯干旱、低温和遮阴胁迫反应的信号传
导路径是不依赖于 ＡＢＡ的。这一点与 ＭｅＴＰＳ１启动子元件
的分析结果是一致的，因为本研究没有发现任何与ＡＢＡ响应
相关的元件。这些研究结果为进一步研究ＭｅＴＰＳ１参与木薯
非生物胁迫的分子机制奠定了扎实的工作基础，同时也为木

薯抗逆遗传改良工作的实施提供了重要的理论依据。

本研究克隆了１个木薯海藻糖合成酶基因ＭｅＴＰＳ１，该基
因编码９２６个氨基酸，含有ＴＰＳ家族保守结构域，它与杨树和
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杞柳中同源基因的亲缘关系较近。启动子元件分析表明，

ＭｅＴＰＳ１含有干旱诱导元件（ＭＢＳ）、热胁迫响应元件（ＨＳＥ）、
防御和胁迫响应元件（ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ）以及光响应元件
（ＡＣＥ、ＢｏｘＩ、Ｂｏｘ４）等。表达分析结果显示，ＭｅＴＰＳ１在叶片
中的表达量最高，在须根和储藏根中的表达量最低。而且，

ＭｅＴＰＳ１基因的表达能被干旱、低温和遮阴胁迫处理显著诱
导，但对ＡＢＡ胁迫处理无明显响应。因此可见，ＭｅＴＰＳ１可作
为一个重要的候选基因应用于木薯抗逆遗传改良中。
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