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　　摘要：磷酸蔗糖磷酸酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）是合成蔗糖的关键酶，为了研究其在芒果果实中蔗糖合成
的作用机制，从芒果果肉中克隆得到１个与蔗糖合成相关的基因，将其命名为ＭｉｎＳＰＰ，其ｃＤＮＡ全长序列为１５６１ｂｐ，
开放阅读框为１２７５ｂｐ，编码４２４个氨基酸，蛋白质分子量为４８．４６ｋｕ，等电点为５．３４，对ＭｉｎＳＰＰ基因编码的蛋白进
行系统发育分析，发现其与克莱门柚具有较近的亲缘关系。采用ｑＲＴ－ＰＣＲ对该基因在后熟处理的贵妃芒果肉中的
表达量进行分析，结果显示从青熟期到成熟期芒果果肉中该基因表达量逐渐上升，从成熟期到完熟期芒果果肉表达量

逐渐降低，其中成熟期芒果果肉中表达量较高。本研究深入了解了芒果蔗糖合成的分子机制，进一步构建了 ｐＢＩ１２１
－ＭｉｎＳＰＰ过表达载体，为ＭｉｎＳＰＰ的功能鉴定奠定了理论基础。
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　　在高等植物中蔗糖是光合作用的产物，在植物的生长、发
育、储存、信号转导等方面具有运输糖的核心作用［１－２］。蔗糖

磷酸合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，简称 ＳＰＳ）和磷酸蔗
糖磷酸酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，简称 ＳＰＰ）是蔗糖合

成中的关键酶［３］，且２种酶都已定位于光合作用和储存细胞
的胞质溶胶中［４－６］。蔗糖合成途径是以二磷酸尿苷葡糖

（ＵＤＰ－Ｇｌｃ）和６－磷酸果糖（Ｆ６Ｐ）为底物，蔗糖磷酸合成酶
（ＳＰＳ）催化生成６－磷酸蔗糖（Ｓ６Ｐ），６－磷酸蔗糖（Ｓ６Ｐ）在磷
酸蔗糖磷酸酶（ＳＰＰ）催化下水解形成蔗糖和磷酸根离
子［７－８］。其中ＳＰＳ的催化反应是可逆的，在最后一步中 ＳＰＰ
的催化反应是不可逆的，而 ＳＰＳ和 ＳＰＰ又是以复合物的形式
存在的，所以认为ＳＰＳ和ＳＰＰ共同催化蔗糖合成反应是不可
逆的［９－１０］。

磷酸蔗糖磷酸酶（ＳＰＰ）既是催化蔗糖合成途径的最后一
步，也是光合碳同化途径中的最后一个酶［１１－１２］，与 ＳＰＳ相比
有关ＳＰＰ的研究报道相对比较少。相关研究表明，在植物体
内ＳＰＳ和 ＳＰＰ是以复合体的形式存在的，ＳＰＰ催化生成
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６－磷酸蔗糖（Ｓ６Ｐ）的同时二磷酸尿苷葡糖（ＵＤＰ－Ｇｌｃ）存在
时也能催化脱磷反应，且ＳＰＰ的活性远大于 ＳＰＳ，ＳＰＰ可能在
蔗糖合成过程中起重要的作用［１３－１５］。到目前为止，人们对芒

果ＳＰＰ基因的研究尚未见报道。由于 ＳＰＰ基因在蔗糖合成
通路中有着举足轻重的作用，影响可溶性糖的含量，本研究从

芒果的果肉中克隆得到了１个 ＭｉｎＳＰＰ基因，并对该基因进
行生物信息学分析以及对该基因的功能进行研究，为芒果果

肉蔗糖合成的作用机制及该基因对果肉甜度的影响提供理论

依据，为揭示该基因在芒果果肉蔗糖合成的分子机制提供了

基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究所用试材均取自中国热带农业科学院热带作物品

种资源研究所的农业部儋州芒果种质圃，以贵妃芒为试材。

使用的试剂有 ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、
ｒＴａｑ酶、克隆载体ｐＥＡＳＹ －Ｂｌｕｎｔ、大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ－Ｔ１感受

态、农杆菌ＧＶ３１０１等。
１．２　试验方法
１．２．１　芒果果肉总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的反转录　芒果果
肉总ＲＮＡ的提取参照天根生化科技（北京）有限公司生产的
ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅ多糖多酚植物总 ＲＮＡ提取试剂盒进行相关的
操作，用于普通ＰＣＲ的ｃＤＮＡ合成方法详见北京全式金生物
技术有限公司 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ －ＵｎｉＯｎｅ－ＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌ
ａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒说明书。
１．２．２　ＭｉｎＳＰＰ基因的克隆　根据前期已经拼接得到的
ＭｉｎＳＰＰ基因的全长序列，设计上下游特异性引物扩增
ＭｉｎＳＰＰ基因（表１）。ＰＣＲ反应体系：１μＬｃＤＮＡ模板、上下
游引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各０．５μＬ、１０μＬＴａＫａＲａＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ

ＭａｘＤＮＡ聚合酶和８μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ反应程序：９８℃预变
性 ５ｓ；９８℃变性１０ｓ，６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸８ｓ，３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。连接ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ载体，转
化到Ｔｒａｎｓ－Ｔ１大肠杆菌感受态细胞中，挑取阳性菌液送广
州天一辉远基因科技有限公司测序。

表１　克隆引物序列

引物名称 引物序列

ＭｉｎＳＰＰ－Ｆ ５′－ＣＧＧＧＧＧＡＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣＧＴＣＴＣＡＡＴＧＧＴＴＣＴＧＣ－３′

ＭｉｎＳＰＰ－Ｒ ５′－ＡＣＣＡＴＧＧＴＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＣＴＡＧＡＧＡＡＣＣＣＡＧＧＴＡＧＴＴＴＧＧＴＣＴ－３′

　　注：方框内为酶切位点。

１．２．３　ＭｉｎＳＰＰ基因的生物信息学分析　利用美国国立生物
技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
简称ＮＣＢＩ）上的ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）查找ＭｉｎＳＰＰ基因的开放阅读框，并推测其氨基酸
序列；运用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）分析ＭｉｎＳＰＰ蛋白理化性质；使
用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｐｌ？１）软件分析氨基酸的疏水性与亲水性；使用
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ）
在线软件预测并构建 ＭｉｎＳＰＰ蛋白的三级结构模型；利用
ＮＣＢＩ上的 ＢＬＡＳＴＰ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．
ｃｇｉ）搜索ＭｉｎＳＰＰ蛋白的同源序列；使用 ＮＣＢＩ中的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｄｏｍａｉｎｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．
ｃｇｉ）分析ＭｉｎＳＰＰ蛋白序列的保守结构域；利用ＭＥＧＡ７．０软
件进行同源序列比对并构建系统进化树。

１．２．４　ｑＲＴ－ＰＣＲ分析 ＭｉｎＳＰＰ基因相对表达量　利用
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司 ＣＦＸ９６实时定量 ＰＣＲ仪进行试验及数据分
析。荧 光 定 量 所 用 酶 为 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＴｉｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ，反应体系：１μＬ模板，上下游引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各
０．３μＬ，５μＬＳｕｐｅｒＭｉｘ，３．４μＬｄｄＨ２Ｏ，样品设３次重复。反
应程序：９５℃预变性７ｍｉｎ；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环；
６０℃３０ｓ，２０℃停止。溶解曲线在６０～９５℃下进行数据采
集。ＭｉｎＡｃｔｉｎ内参基因和ＭｉｎＳＰＰ基因荧光定量引物见表２。
１．２．５　ＭｉｎＳＰＰ基因表达载体的构建　将构建好的
ｐＥａｓｙＢｌｕｎｔ－ＭｉｎＳＰＰ克隆载体和表达载体 ｐＢＩ１２１分别提取
质粒，使用限制性内切酶ＫｐｎⅠ和 ＸｂａⅠ进行双酶切。１．０％
琼脂糖凝胶电泳检测，分别将目的基因和酶切后的载体条带

进行切胶回收。利用无缝克隆的方法将目的片段与载体进行

表２　荧光定量引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
ＭｉｎＡｃｔｉｎ－Ｆ ＡＣＣＡＣＣＡＣＴＧＣＴＧＡＡＣＧＧＧ
ＭｉｎＡｃｔｉｎ－Ｒ ＣＣＧＡＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡ
ＭｉｎＳＰＰ－Ｆ ＡＴＧＧＴＡＴＧＧＧＡＴＧＡＴＧＡＧ
ＭｉｎＳＰＰ－Ｒ ＴＴＣＴＧＡＣＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧ

同源重组，反应体系为：２μＬＩｎ－ｆｕｓｉｏｎ同源重组酶，２μＬ载
体，５μＬ目的片段，ｄｄＨ２Ｏ补齐至 １０μＬ。然后 ５０℃反应
２０ｍｉｎ，并迅速转至冰上。转化到Ｔｒａｎｓ－Ｔ１大肠杆菌感受态
细胞中，挑取阳性菌液扩繁提质粒后进行双酶切检测，最后转

化ＧＶ３１０１农杆菌感受态，筛选阳性菌液，将菌液与５０％甘油
按照体积１∶１混合，于－８０℃保存。

２　结果与分析

２．１　贵妃芒果果肉总ＲＮＡ的提取
本研究提取贵妃芒果果肉总ＲＮＡ，用核酸蛋白仪测定其

浓度为８００～１０００ｎｇ／μＬ，纯度Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的比值为１．８～
２．０，用１％琼脂糖凝胶电泳检测，有 ２条清晰完整的条带
（图１）。　
２．２　ＭｉｎＳＰＰ基因全长的克隆

以贵妃芒果青熟期果肉ｃＤＮＡ为模板，以ＯＲＦ两侧设计
引物克隆得到ＭｉｎＳＰＰ基因全长。利用ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ分析得到
基因ＣＤＳ区为１２７５ｂｐ，编码４２４个氨基酸，蛋白质分子质量
为４８．４６ｋｕ，等电点为５．３４。１．０％琼脂糖凝胶电泳检测得
到目的片段约１３００ｂｐ（图２），与预期结果一致。
２．３　ＭｉｎＳＰＰ基因序列、同源性、结构域及进化树分析

根据ＳＰＰ基因编码蛋白序列，在 ＮＣＢＩ上利用 ＢＬＡＳＴＰ
搜索并下载该蛋白的同源序列。选择与ＭｉｎＳＰＰ同源性较高
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的物种，分别为毛果杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ）、克莱门柚（Ｃｉｔｒｕｓ
ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ）、麻疯树（Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ）和巴西橡胶树（Ｈｅｖｅａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ），与芒果 ＭｉｎＳＰＰ蛋白序列同源性分别为 ７７％、
７７％、７５％、７３％，说明它们之间的亲缘关系很近（图３）。使
用ＮＣＢＩ上的Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ分析ＭｉｎＳＰＰ蛋白结构域，结
果显示ＭｉｎＳＰＰ基因含有ＰＬＮ０２３８２、ＳＰＰｐｌａｎｔ－ｃｙａｎｏ、Ｓ６ＰＰ、
ＨＡＤ＿ＳＰＰ、Ｃｏｆ共５个结构域（图４）。采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍＴｏｏｌ软
件对ＭｉｎＳＰＰ蛋白的亲水／疏水性进行了分析（图 ５），其中
ＭｉｎＳＰＰ蛋白的亲水性平均系数的数值为 －０．３５０，说明该蛋
白为亲水性蛋白。不稳定指数（Ⅱ）计算为４４．６８，说明该蛋
白质分类为不稳定。采用在线软件预测 ＭｉｎＳＰＰ蛋白的三级
结构并构建该蛋白的三级结构模型（图６）。利用 ＭＥＧＡ７．０
中ＣｌｕｓｔＸ多序列比对，邻位相连法构建系统发育树（图７），结
果显示，芒果 ＳＰＰ（ＭａｎｇｉｆｅｒａｉｎｄｉｃａＬ．）与克莱门柚 ＳＰＰ
（Ｃｉｔｒｕｓｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ）在同一分支上，说明它们之间的蛋白亲缘
关系较近。

２．４　芒果果肉在后熟处理中ＭｉｎＳＰＰ表达量
利用ｑＲＴ－ＰＣＲ分析 ＭｉｎＳＰＰ在青熟期到完熟期（用乙

烯催熟每间隔２４ｈ取样）果肉的表达量变化，结果如图８所
示。从柱状图中可以看出，ＭｉｎＳＰＰ基因在芒果后熟处理５ｄ
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的相对表达量最高，在之后的完熟过程中 ＭｉｎＳＰＰ基因的相
对表达量逐渐降低。

２．５　ＭｉｎＳＰＰ基因表达载体的构建
使用ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡ聚合酶扩增基因

全长，１．０％琼脂糖凝胶电泳检测且用胶回收试剂盒回收目的
条带，将ｐＢＩ１２１空载体用 ＫｐｎⅠ和 ＸｂａⅠ进行双酶切，１．０％
琼脂糖凝胶电泳检测且用胶回收试剂盒回收目的条带，然后

用无缝克隆的方法连接 ２个回收后的条带，构建表达载体
ｐＢＩ１２１－ＭｉｎＳＰＰ，转化到Ｔｒａｎｓ－Ｔ１大肠杆菌感受态细胞中，
挑取阳性菌液进行扩繁，之后提取 ｐＢＩ１２１－ＭｉｎＳＰＰ重组质
粒，再用ＫｐｎⅠ和ＸｂａⅠ进行双酶切验证，酶切目的基因片段
为１３００ｂｐ（图 ９－Ａ），与预期结果吻合，表明 ｐＢＩ１２１－
ＭｉｎＳＰＰ重组质粒表达载体构建成功。ｐＢＩ１２１－ＭｉｎＳＰＰ转化
到ＧＶ３１０１农杆菌，菌液ＰＣＲ检测到目的基因已成功转化到
农杆菌菌株（图９－Ｂ）。

３　讨论与结论

在植物蔗糖合成过程中 ＳＰＰ无处不在，不管是藻类植
物、裸子植物、被子植物还是在细菌中，都发现 ＳＰＰ存
在［１３，１６－１７］，也有研究表明，水稻、小麦和玉米的叶片中 ＳＰＰ活
性和ＳＰＳ活性相当，它们都是以复合体的形式存在于植物中，
因此ＳＰＰ可能在蔗糖合成过程中发挥着重要的作用［１４，１８－１９］。

从芒果青熟期到完熟期各生育时期的变化可以明显地看到

ＳＰＰ基因表达量的变化，说明在芒果果肉蔗糖合成过程中
ＳＰＰ也发挥着关键作用。而在芒果中ＳＰＳ和ＳＰＰ之间的关系
需要进一步研究与讨论。

到目前为止，人们对于芒果中 ＳＰＰ基因研究甚少，本研
究从芒果蔗糖合成途径中的关键基因ＭｉｎＳＰＰ进行相关研究
分析，发现在不同物种的同源序列比对中蛋白比对的一致性

为８５．６１％，说明它们之间的亲缘关系较近。从系统进化树
中可以看出，芒果ＭｉｎＳＰＰ基因与克莱门柚 ＣｃｌＳＰＰ基因在同
一分支上，说明它们之间的蛋白亲缘关系较近。荧光定量分

析芒果后熟过程中 ＭｉｎＳＰＰ相对表达量水平变化，结果显示
ＭｉｎＳＰＰ在从青熟期到成熟期芒果果肉中的表达量逐渐上升
的，从成熟期到完熟期芒果果肉中的表达量逐渐降低，其中成

熟期芒果果肉中表达量较高。说明芒果在成熟期合成蔗糖含
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量较高，推测芒果从青熟期到完熟期对合成蔗糖含量的变化

是从上升到下降的趋势，从而可以印证在果实成熟过程中蔗

糖的积累与ＳＰＰ基因是有直接联系的。本研究进一步构建
了ｐＢＩ１２１－ＭｉｎＳＰＰ重组过表达载体，对芒果蔗糖含量的功
能变化还需要进一步在转基因植物中表达进行验证，为研究

ＭｉｎＳＰＰ基因在芒果后熟过程中的作用机制提供理论支撑。
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［１５］肖小虎．巴西橡胶树蔗糖代谢相关基因家族的克隆、结构进化
和表达分析［Ｄ］．海口：海南大学，２０１３．
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［１７］ＰｏｒｃｈｉａＡＣ，ＳａｌｅｒｎｏＧＬ．Ｓｕｃｒｏｓｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎａｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
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ｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９９６，９３（２４）：１３６００－１３６０４．

［１８］ＳａｌｅｒｎｏＧＬ，ＥｃｈｅｖｅｒｒｉａＥ，ＰｏｎｔｉｓＨＧ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｓｕｃｒｏｓｅ－
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ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌｕｌａｒａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９６，４２（５）：
６６５－６７２．　

［１９］ＥｃｈｅｖｅｒｒｉａＥ，ＳａｌｖｕｃｃｉＭＥ，ＧｏｎｚａｌｅｚＰ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｋｉｎｅｔｉｃ
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