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香格里拉水韭磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因(ＰＥＰＣ)的
克隆及其表达载体构建
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摘　 要: 以中国特有植物香格里拉水韭( Ｉｓｏｅｔｅｓ ｓｈａｎｇｒｉｌａｅｎｓｉｓ Ｘ. Ｌｉｕ)为材料ꎬ 通过转录组测序数据分析筛选出

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因( ＩｓＰＥＰＣ)ꎬ 根据该基因序列ꎬ 从香格里拉水韭 ｃＤＮＡ 中克隆获得磷酸烯醇式丙酮

酸羧化酶(ＰＥＰＣａｓｅ)的编码基因 ＩｓＰＥＰＣꎬ 并将此基因插入 ｐＣＡＭＢＩＡ￣２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ 及 ｐＭＤ 质粒载体上ꎬ 再采

用农杆菌介导的花序浸染法将 ２ 个重组载体分开转入野生型拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.)中ꎮ 结果

显示: ＩｓＰＥＰＣ 基因蛋白编码序列长度为 ２９２８ ｂｐꎬ 编码 ９７５ 个氨基酸ꎻ 同源性检索分析结果表明ꎬ 该蛋白与其

近源物种江南卷柏(Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉ Ｈｉｅｒｏｎ.)的 ＰＥＰＣ 基因蛋白序列同源性为 ７９􀆰８％ꎮ 对转基因的 Ｔ１代

拟南芥通过抗性筛选并在 ｇＤＮＡ 水平上阳性鉴定ꎬ 初步鉴定得到 ｐＣ２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ￣ＩｓＰＥＰＣ 转基因株系 ２６ 个和

ｐＭＤ￣ＩｓＰＥＰＣ 转基因株系 ３２ 个ꎮ
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　 　 光合作用是植物将光能转换为化学能并合成有

机物的生物化学过程ꎬ 是作物生长发育和产量形成

的基础[１]ꎮ 依据植物吸收固定 ＣＯ２形成的原初产

物不同ꎬ 可将光合作用分为 ３ 条途径: Ｃ３、 Ｃ４ 和

ＣＡＭ(ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｎ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)光合途径ꎬ
相应的植物则称为 Ｃ３、 Ｃ４ 和 ＣＡＭ 植物[２]ꎮ 磷酸

烯醇式丙酮酸羧化酶 (ＰＥＰＣａｓｅ) 由 ＰＥＰＣ 基因

(ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ) 编码ꎬ
ＰＥＰＣ 基因家族由多个成员组成ꎬ 包括几个植物型

ＰＥＰＣ[３ꎬ ４] 和 至 少 一 个 同 源 性 较 低 的 细 菌 型

ＰＥＰＣ[５－７]ꎮ 磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(ＰＥＰＣａｓｅ)
在不同类型植物中行使不同功能ꎬ 在 Ｃ３ 植物中参

与三羧酸循环回补反应及协调碳氮代谢[８ꎬ ９]ꎬ 在

Ｃ４ 和 ＣＡＭ 植物中参与光合作用碳同化过程ꎬ 其

对 ＣＯ２ 的亲和力高于 Ｃ３ 植物中 １ꎬ５￣二磷酸核酮

糖羧化酶(ＲｕＢＰＣａｓｅ) [１０]ꎬ 这使得 ＣＡＭ 植物在干

旱和养分贫瘠环境条件下具有很强的适应能力[１１]ꎮ
水韭属( Ｉｓｏｅｔｅｓ)是水韭科唯一幸存的属ꎬ 起

源于古老的石松类植物ꎬ 占据特殊的进化位置ꎬ 是

最早出现的维管植物类群之一[１１]ꎬ 并早在晚古生

代( ｌａｔｅ ｐａｌｅｏｚｏｉｃ)就因适应于全球气候变化而产

生了特殊的水生景天酸代谢(ａｑｕａｔｉｃ ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｎ
ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ Ａｑｕａｔｉｃ￣ＣＡＭ)途径ꎬ 也就是在

沉水的低 ＣＯ２浓度状态下出现 ＣＡＭ 途径ꎬ 提升光

合效率[１２]ꎬ 是最古老的具有 ＣＡＭ 代谢途径的植

物类群ꎬ 对探讨植物 ＣＡＭ 途径的起源与进化具有

重要意义[１３－１５]ꎮ
最近的转录组学研究表明ꎬ 中华水韭( Ｉｓｏｅｔｅｓ

ｓｉｅｎｓｉｓ Ｐａｌｍｅｒ)在夜间沉水状态下编码磷酸烯醇式

丙酮酸羧化酶的 ＰＥＰＣ 基因高度表达ꎬ 在分子水平

上验证了水韭属植物存在 ＣＡＭ 途径及其相关的表

达调控机制[１６]ꎮ 然而ꎬ 有关水韭属植物 ＰＥＰＣ 基

因的特征、 类型、 功能及其进化规律等依然不清

楚ꎬ 需要进一步研究ꎮ
研究发现ꎬ 在 Ｃ３ 植物中导入 ＰＥＰＣ 基因可

以提高 Ｃ３ 植物的光合作用效率ꎬ 进而可以使其

产量增加[１７－２０] ꎮ 但这些 ＰＥＰＣ 基因大多来自 Ｃ４
植物玉米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.) 等ꎬ 且大多为植物型

ＰＥＰＣ[１８ꎬ ２１－２４]ꎬ 有关 ＣＡＭ 植物 ＰＥＰＣ 基因ꎬ 特别

是水生 ＣＡＭ 植物 ＰＥＰＣ 基因的功能及其潜在利用

价值还鲜有报道ꎮ
本研究从中国特有种香格里拉水韭( Ｉｓｏｅｔｅｓ

ｓｈａｎｇｒｉｌａｅｎｓｉｓ Ｘ. Ｌｉｕ)中克隆得到植物型 ＩｓＰＥＰＣ
基因ꎬ 构建过表达载体转染拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.)ꎬ 获得阳性转基因植株ꎬ 以

期为进一步探索水韭属植物 ＣＡＭ 光合途径的起源

与进化提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

香格里拉水韭采自云南省迪庆藏族自治州香格

里拉市下吉沙县ꎬ 在野外采植株新鲜叶片ꎬ 洗净后

置于液氮中ꎬ 于 －８０℃冰箱中保存ꎮ 大肠杆菌

ＤＨ５α、 根癌农杆菌 ＧＶ３１０１、 克隆载体 ｐＢｌｕｅ￣
ｓｃｒｉｐｔ ＳＫ、 表 达 载 体 ｐＣＡＭＢＩＡ￣２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ /
ｐＭＤ、 野生型拟南芥 Ｃｏｌｕｍｂｉａ 生态型(简称 ＷＴ)ꎬ
由华中师范大学生命科学学院分子遗传学实验室

提供ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ合成

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取香格里拉水韭的 ＲＮＡꎬ 并

反转录为 ｃＤＮＡꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＩｓＰＥＰＣ 基因的克隆及序列分析

根据实验室已有的转录组数据ꎬ 获得注释的

ＩｓＰＥＰＣｃＤＮＡ 序 列ꎬ 利 用 ＯＲＦ￣ｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｏｒｇ / ｓｍｓ２ / ｏｒｆ＿ｆｉｎｄ.ｈｔｍｌ)在线

工具预测其 ＯＲＦ(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ)序列ꎬ 在

ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )网站上比

对确定其基因的 ＣＤＳ 序列ꎬ 并采用软件 Ｐｒｉｍｅｒ
５􀆰０ 软件设计 ＩｓＰＥＰＣ 全长特异性引物(表 １)ꎮ

以香格里拉水韭 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
５０ μＬ 反应体系包括: １０ × ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、 ＤＮＴＰ
１ μＬ、 引物 ＰＥＰＣ￣Ｆ 和 ＰＥＰＣ￣Ｒ 各 １ μＬ、 ＨｉＦｉ Ｐｆｕ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μＬ、 ｃＤＮＡ 模板 ３􀆰０ μＬꎮ

扩增条件为: ９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ ９５℃变性

１ ｍｉｎꎬ ５６℃复性 １ ｍｉｎꎬ ７２℃延伸 ３ ｍｉｎꎻ 共 ３２
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表 １　 引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

酶切位点
Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ

ＰＥＰＣ￣Ｆ Ｆ:ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＡＡＧＧＧＡＡＡＡＴＴＧＡＣＧＴ Ｂａｍ ＨＩ
ＰＥＰＣ￣Ｒ Ｒ:ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＧＧＡＧＣＣＡＧＴＴＡＴＴＧＴＡＧ Ｂａｍ ＨＩ
ＲＴ￣１Ｆ ＡＣＡＣＣＡＴＣＡＧＡＧＡＴＣＴＴＣＧＡＧＧＣＡ
ＲＴ￣１Ｒ ＧＴＡＧＧＡＧＧＣＧＴＡＣＧＣＣＴＧＡＴＣ
３５Ｓ１￣Ｆ ＧＣＴＣＣＴＡＣＡＡＡＴＧＣＣＡＴＣＡ

个循环ꎻ 再 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
扩增产物检测、 回收后ꎬ 连接 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ ＳＫ

中间载体ꎬ 转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ
对阳性菌落进行扩大培养ꎬ 然后提取质粒测序ꎬ 将

测序正确的质粒命名为 ｐＳＫ￣ＩｓＰＥＰＣꎮ
根据克隆测序得到的 ＩｓＰＥＰＣ 基因序列ꎬ 利用

ＥｘＰＡＳｙ 的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )在线工具对 ＩｓＰＥＰＣ 基因编码的氨基

酸序列特性进行分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 香格里拉水韭 ＩｓＰＥＰＣ 基因编码氨基酸序

列系统进化分析与分型

搜索 ＮＣＢＩ 数据库并下载其他物种 ＰＥＰＣ 同源

基因序列编码的氨基酸序列ꎬ 采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２􀆰０ 软

件将这些序列进行多重比对ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ６􀆰０ 软

件的 ＪＴＴ 替换模型构建进化树ꎬ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为

１０００ꎬ 并去除支持率小于 ５０％的分支ꎮ 根据系统

发育分析结果对 ＩｓＰＥＰＣ 基因进行分型ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 植物表达载体的构建及鉴定

利用酶切连接法构建表达载体ꎬ ｐＳＫ￣ＩｓＰＥＰＣ
质粒采用 Ｂａｍ ＨＩ 进行单酶切ꎬ 片段回收后分别构

建于 ｐＣＡＭＢＩＡ￣２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ 和 ｐＭＤ 质粒上ꎬ 命

名为 ｐＣ２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ￣ＩｓＰＥＰＣ 和 ｐＭＤ￣ＩｓＰＥＰＣꎮ
取 １０ μＬ 连接产物转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ 阳性菌

落提质粒后进行酶切鉴定ꎬ 并送公司测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 重组质粒转化农杆菌 ＧＶ３１０１ 感受态细胞

及鉴定

取 １ μＬ 的 ｐＣ２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ￣ＩｓＰＥＰＣ 及 ｐＭＤ￣
ＩｓＰＥＰＣ 质粒分别加入到 １００ μＬ 农杆菌ＧＶ３１０１ 感

受态细胞中ꎬ 对阳性菌落扩大培养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 农杆菌介导的拟南芥转化

１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 １　 农杆菌浸染液的制备

挑取阳性单菌落接种于含 Ｋａｎ 抗生素(终质量

浓度为 ５０ ｍｇ / Ｌ)的 １０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中ꎬ 于

２８℃、 １８０ ｒ / ｍｉｎ 过夜振荡培养ꎬ 培养至 ＯＤ６００值

介于 ０􀆰６ ~ ０􀆰８ꎻ 培养好的菌液于 ４０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎꎬ 用 ２００ ｍＬ (含蔗糖 ２５ ｇ、 ＳｉｌｗｅｔＬ￣７７
６０ μＬ)悬浮液悬浮菌液沉淀ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ２　 花序浸染法转染拟南芥

在转化的前 １ ｄ 对拟南芥浇透水ꎬ 选取生长

３ 周花蕾较多的野生型拟南芥进行转化ꎬ 将花序全

部放入农杆菌浸染液中浸泡 ４５ ｓꎬ 然后用保鲜袋

将植株罩住保湿 ２ ｄꎮ 一周后观察植株生长状况ꎬ
对生长强壮的植株重复转化一次ꎬ 提高转化效率ꎬ
每隔 １ ｄ 浇水 １ 次ꎬ 待植株枯黄种子成熟后ꎬ 收取

种子ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ３　 转 ＩｓＰＥＰＣ 基因的拟南芥阳性植株的

筛选

将收获的 Ｔ０代拟南芥种子ꎬ ７０％的乙醇表面

灭菌 １ ｍｉｎꎬ 用无菌水冲洗 １~２ 次ꎬ １０％次氯酸钠

灭菌 ３ ｍｉｎꎬ 然后用无菌水冲洗 ５ 次ꎬ 处理后均匀

地平铺在含 Ｋａｎ (５０ ｍｇ / Ｌ) 的 ＭＳ 固体培养基

(１􀆰０％的琼脂)上ꎮ 置于 ４℃冰箱春化 ２ ~ ３ ｄꎬ 光

照培养箱中培养约 ５ ｄ 待种子萌发ꎬ 筛选绿色的抗

性苗移栽至温室光照培养架上ꎬ 培养条件为:
２３℃ꎬ １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗ꎬ 生长基质为营养土和

蛭石 １ ∶ １ 混合ꎮ 生长至 ４ 周ꎬ 提取植株叶片的

ｇＤＮＡ进行 ＰＣＲ 检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ４　 转 ＩｓＰＥＰＣ 基因的拟南芥 ｇＤＮＡ 阳性植

株鉴定

用 ｐＣＡＭＢＩＡ￣２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ 表达载体的 ３５Ｓ
启动子序列设计上游引物(３５Ｓ１￣Ｆ)、 目的基因的

下游引物(ＰＥＰＣ￣Ｒ)ꎬ 对经过 Ｋａｎ 抗性平板筛选的绿

苗叶片 ｇＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ １５ μＬ 反应体系包括:
上、 下游引物 ３５Ｓ１￣Ｆ、 ＰＥＰＣ５￣Ｒ (１０ μｍｏｌ / Ｌ)各

０􀆰３ μＬ、 ｇＤＮＡ 模板 １􀆰０ μＬ、 ２ × Ｔａｑ ｍｉｘ ７􀆰５ μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ ５􀆰９ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增反应条件为: ９５℃预变

性 ５ ｍｉｎꎬ ９５℃变性 ３０ ｓꎬ ５８℃复性 ３０ ｓꎬ ７２℃延

伸 ４５ ｓꎻ 共 ３２ 个循环ꎻ 再 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 香格里拉水韭 ＩｓＰＥＰＣ 基因的克隆测序及其

编码氨基酸序列分析

研究结果显示ꎬ 香格里拉水韭 ｃＤＮＡ 扩增产

物约为 ３ ｋｂꎬ 与预期片段一致(图 １)ꎮ 其扩增产

物连接到 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ ＳＫ 克隆载体得到重组质粒ꎬ
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扩增产物片段大小约为 ３ ｋｂ(图 ２)ꎬ 与目的基因

大小一致ꎬ 初步确定其为带有目的基因 ＩｓＰＥＰＣ 的

重组质粒ꎮ

M 1 2 3 -

3 kb

　 　 Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ.

图 １　 香格里拉水韭 ＩｓＰＥＰＣ 扩增结果
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＩｓＰＥＰＣ ｏｆ Ｉｓｏｅｔｅｓ ｓｈａｎｇｒｉｌａｅｎｓｉｓ

M 1 2 3 -

3 kb

图 ２　 重组质粒的 ＰＣＲ产物电泳图
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ

　 　 测序结果表明ꎬ 本研究克隆得到的香格里拉水

韭 ＩｓＰＥＰＣ 基因 ＣＤＳ 编码区长度为 ２９２８ ｂｐꎬ 共

编码 ９７５ 个氨基酸ꎬ 蛋白分子量为 １１０􀆰６９ ｋＤꎬ 理

论等电点(ＰＩ)为 ５􀆰６５ꎬ 该蛋白质平均亲水系数为

－０􀆰３８４ꎬ 具有较强的亲水性ꎬ 为亲水性蛋白ꎮ
同源性分析结果显示ꎬ 氨基酸序列同源性由高

到低依次为江南卷柏 ( Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉ
Ｈｉｅｒｏｎ.)７９􀆰２８％、 扁桃(ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔａ Ｐａｌｌ.)
７７􀆰７％、 苹 果 ( Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.) ７７􀆰５％、 枣

(Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ Ｍｉｌｌ.)７７􀆰４％、 柑橘(Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕ￣
ｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ.)７７􀆰２％、 麻风树(Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ Ｌ.)
７７􀆰２％、 埃格草(Ｅｇｅｒｉａ ｄｅｎｓａ Ｐｌａｎｃｈ.)７７􀆰２％、 无

油樟 (Ａｍｂｏｒｅｌｌａ ｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ Ｂａｉｌｌ.) ７６􀆰８％、 菠 萝

(Ａｎａｎａｓ ｃｏｍｏｓｕｓ ( Ｌ.) Ｍｅｒｒ.) ７５􀆰６％、 拟 南 芥

７５􀆰４％、 玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.)７５􀆰３％、 蝴蝶兰(Ｐｈａ￣
ｌａｅｎｏｐｓｉｓ ａｐｈｒｏｄｉｔａ Ｒｃｈｂ. Ｆ.)７５􀆰２％ꎮ
２􀆰 ２　 香格里拉水韭 ＩｓＰＥＰＣ 基因编码氨基酸序列

的系统进化与类型分析

本研究通过转录组数据分析ꎬ 筛选到 ２ 个磷酸

烯醇式丙酮酸羧化酶基因(ＰＥＰＣ)序列信息ꎬ 这

２ 个基因具有 ＰＥＰＣ 家族基因典型结构特征ꎮ 将香

格里拉水韭 ＩｓＰＥＰＣ 基因编码的氨基酸序列与上

述物种构建系统进化树ꎬ 结果显示ꎬ ２ 个 ＩｓＰＥＰＣ
被分为 ２ 类ꎬ ＩｓＰＥＰＣ 在氨基酸水平与近缘种江

南卷柏 ＳｍＰＥＰＣ 蛋白亲缘关系最近ꎬ 其次与玉米

和高粱(Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ (Ｌ.) Ｍｏｅｎｃｈ)的 Ｃ４ 型

ＰＥＰＣ 聚在一起ꎬ 为植物型 ＰＥＰＣ (ＰＴＰＣ) 蛋白ꎬ
且玉米及高粱的 Ｃ４ 型 ＰＥＰＣ 基因经过转基因验证

可提高 Ｃ３ 植物的光合效率ꎮ 而 ＩｓＰＥＰＣ４ 在氨基酸

水平与 ＳｍＰＥＰＣ４、 拟南芥 Ａｔｐｐｃ４、 玉米 Ｚｍ￣
ＰＥＰＣ４、 菠 萝 ＡｃＰＥＰＣ４ 聚 为 一 类ꎬ 为 细 菌 型

ＰＥＰＣ(ＢＴＰＣ)蛋白(图 ３)ꎮ

0.1

分枝上的数字为 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值ꎬ 去除小于 ５０％的数值ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｎ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｒｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓꎬ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ５０％ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｒｅｅ.

图 ３　 ＩｓＰＥＰＣ同源基因氨基酸序列的系统进化树
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＩｓＰＥＰＣ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ａｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌ
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２􀆰 ３　 表达载体构建与转 ＩｓＰＥＰＣ 基因拟南芥鉴定

本研究构建香格里拉水韭表达载体ꎬ 质粒

ＰＣＲ 检测及酶切结果显示ꎬ 片段大小均为 ３ ｋｂ 左

右(图 ４ꎬ 图 ５)ꎬ 说明成功构建含 ＰＥＰＣ 基因 ＣＤＳ
全长的植物表达载体ꎬ 将其命名为 ｐＣ２３００￣Ｎ￣
ｅＧＦＰ￣ＩｓＰＥＰＣ 和 ｐＭＤ￣ＩｓＰＥＰＣꎮ 进一步利用这 ２
种重组质粒转化农杆菌ꎬ 经过农杆菌介导的花序浸

染法ꎬ 将香格里拉水韭 ＩｓＰＥＰＣ 基因成功转入拟南

芥ꎬ 并通过前后 ４ 批转化ꎬ 共获得 ｐＣ２３００￣Ｎ￣
ｅＧＦＰ￣ＩｓＰＥＰＣ 表达载体的转基因株系 ２６ 个以及

ｐＭＤ￣ＩｓＰＥＰＣ 表达载体的转基因株系 ３２ 个(图 ６ꎬ
图 ７ )ꎮ 观 察 结 果 发 现ꎬ 成 功 转 入 ｐＣ２３００￣Ｎ￣
ｅＧＦＰ￣ＩｓＰＥＰＣ 表达载体的拟南芥幼苗根部具有明

显的荧光ꎬ 且亚细胞定位于细胞膜上(图 ８)ꎮ

3 kb
M 1 2 3 4 5 6 -

１－６: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ.

图 ４　 表达载体的 ＰＣＲ产物电泳图
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ

M 1 - 2 - 3

3 kb

１: ｐＣ２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ￣ＩｓＰＥＰＣꎻ ２: ｐＭＤ￣ＩｓＰＥＰＣꎻ
３: Ｂｌａｎｋ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ －: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.

图 ５　 表达载体酶切检测
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ

图 ６　 Ｔ１代拟南芥种子抗性筛选
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｔ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

3 kb

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 + -

１~２１: ＰＣＲ 产物ꎻ ２２: ＷＴ 对照ꎻ ＋: 阳性对照ꎻ －: 阴性对照ꎮ
１－２１: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎻ ２２: Ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ＋: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ －: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.

图 ７　 转 ＩｓＰＥＰＣ基因阳性苗拟南芥的 ＰＣＲ检测图
Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＩｓＰＥＰＣ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

0 01 nm.

图 ８　 ＩｓＰＥＰＣ￣ＧＦＰ阳性植株
Ｆｉｇ􀆰 ８　 ＩｓＰＥＰＣ２￣ＧＦＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ
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３　 讨论

水韭属是最早产生 ＣＡＭ 代谢途径的植物类

群ꎬ 作为适应水生环境的水生 ＣＡＭ 代谢途径ꎬ 其

ＣＯ２浓缩机制与陆生 ＣＡＭ 代谢途径不同[２５]ꎮ 其

ＰＥＰＣ 基因的起源与进化及其功能研究ꎬ 不仅对探

讨水韭属植物的物种形成与适应性进化机制具有重

要意义ꎬ 也对揭示整个植物界 ＣＡＭ 途径的起源与

进化具有参考价值ꎮ
目前ꎬ 有关植物 ＰＥＰＣ 基因的研究主要集中在

陆生类群ꎬ 如玉米、 凤梨科、 兰科植物等 Ｃ４ 和

ＣＡＭ 植物[２６－２８]ꎮ 研究发现ꎬ 磷酸烯醇式丙酮酸羧

化酶不仅在吸收 ＣＯ２过程中发挥重要作用ꎬ 还参

与各种非光合作用过程ꎬ 包括果实成熟、 气孔开

放、 碳氮相互作用、 种子形成和萌发以及调节植物

对逆境胁迫的耐受性[２９]ꎮ 并且 ＰＥＰＣ 基因广泛存

在于植物的组织中ꎬ 其表达具有组织特异性ꎬ 例如

拟南芥 Ａｔｐｐｃ４ 在花、 根和果实表达[３０]ꎻ 花生

(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌ.)中 ＡｈＰＥＰＣ２ 在叶片表达

量高ꎬ 其他组织表达量低[３１]ꎻ 菠萝 ＡｃＰＥＰＣ１ 在

叶片中的表达量较高ꎬ 在根和花中的表达量较低ꎮ
因此ꎬ 推测在叶片中表达量较高的 ＰＥＰＣ 基因可能

是参与 ＣＡＭ 代谢中 ＣＯ２吸收的关键基因[３２]ꎬ 但

有关 ＰＥＰＣ 基因的具体功能还有待进一步的研究ꎮ
水生植物的 ＣＡＭ 途径普遍存在于水韭属植物

中ꎬ 极少出现在景天科、 仙人掌科、 凤梨科的植物

中ꎬ 而水韭属又早在晚古生代就进化出水生 ＣＡＭ
代谢途径ꎬ 说明 ＣＡＭ 代谢很可能起源于水生植

物[２５]ꎮ 而水生 ＣＡＭ 途径源于水环境中低 ＣＯ２可用

性[１３]ꎬ 陆生 ＣＡＭ 途径源于水分亏缺环境[３３ꎬ ３４]ꎬ
ＣＯ２限制的水生 ＣＡＭ 途径和水分限制的陆生 ＣＡＭ
途径在 ＰＥＰＣ 基因的适应性进化上是否存在不同的

机制等都需要深入研究ꎮ
研究证明ꎬ Ｃ３ 植物如拟南芥、 水稻 (Ｏｒｙｚａ

ｓａｔｉｖａ Ｌ.)、 小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)中超表达

ＰＥＰＣ 基因后ꎬ 其光合速率显著提高[３５－３８]ꎮ 转入

玉米磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因的小麦与对照相

比ꎬ 净光合速率明显提高ꎬ 胞间 ＣＯ２ 浓度降低ꎬ
单茎重、 单穗重、 千粒重和收获指数均较对照显著

提高[３９]ꎮ 因此ꎬ 转 ＰＥＰＣ 基因最终可以应用到提

高作物的产量[４０－４２]ꎮ
另外ꎬ 拟南芥为 Ｃ３ 植物ꎬ 其 ＰＥＰＣ 基因的

功能与碳固定无关ꎬ 但在低 ＣＯ２ 胁迫条件下ꎬ
ＰＥＰＣ 基因表达会上调ꎬ 行使一定的固定 ＣＯ２ 的

功能[４３]ꎮ
本研究克隆获得中国特有种香格里拉水韭的

ＩｓＰＥＰＣ 基因ꎬ 构建了 ｐＣ２３００￣Ｎ￣ｅＧＦＰ￣ＩｓＰＥＰＣ 和

ｐＭＤ￣ＩｓＰＥＰＣ 植物表达载体ꎬ 并采用农杆菌浸染法

转染野生型拟南芥ꎬ 共获得了 Ｔ１代 ５８ 株阳性转基

因植株ꎬ 亚细胞定位结果显示 ＩｓＰＥＰＣ 基因定位于

细胞膜上ꎬ 为进一步分析水韭 ＣＡＭ 型 ＰＥＰＣ 基因

在 Ｃ３ 植物中的表达研究奠定了基础ꎮ 下一步将继

续筛选 Ｔ３代纯合高表达转基因株系ꎬ 并鉴定其酶

活性、 叶绿素含量及光合作用速率ꎬ 以解释水韭属

植物 ＰＥＰＣ 基因的功能特征ꎬ 并评价其提高作物光

合效率的应用潜力ꎮ
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