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通过转基因提高β2胡萝卜素生物合成量
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摘要　在黄花龙胆 ( Getiana lutea)花瓣中获得了植物类胡萝卜素生物合成途径中的 5 个基因

GGPS、PSY、ZDS、LycB、LycE ,它们分别位于类胡萝卜素合成途径中生成α2和β2胡萝卜素的上游.将

其中的主要酶基因 PSY、ZDS 与 35S启动子和 NOS终止子相连 ,通过根癌农杆菌 ( Agrobacterium

tumefaciens)转入烟草 ,并通过 RT2PCR ,Northern 分子杂交 , Western 分子杂交等证实这些基因在

RNA、蛋白质水平能较好转录及表达.高效液相层析法分析显示 ,这些基因的翻译产物具有酶的活

性.结果表明 , PSY可使β2胡萝卜素含量提高 108 %.
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Increasement ofβ2Carotene Biosynthesis by Gene Transformation
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Abstract　Five genes GGPS , PSY , ZDS ,LycB and LycE have been isolated from the petal of Getiana lutea .
These five genes control the biosynthesis of carotenoid in plant and are located on the upstream of the pathway
ofα2 andβ2carotene synthesis. The genes PSY and ZDS which decide the main enzymes in the synthesis were
analysed. After linked with promoter 35S and determintor NOS ,these two genes were further transformed into
tobacco via Agrobacterium tumefaciens . Results showed that the genes could transcript and express well after
RT2PCR , Northern blot and Western blot analysis. It was demonstrated that the expressed products possessed
the enzyme activity through HPLC analysis , and the gene PSY increased the content ofβ2carotene in
transformed plants by 108 %.
Key words　β2carotene , biosynthesis , gene express , gene transformation
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　　在自然界中类胡萝卜素 (carotenoid)有 600 多

种 ,多是 40碳的碳水化合物 ,广泛存在于动植物及

微生物中[1 ,2 ] ,是从黄色到红色的重要色素 ,最明显

的是动物的婚姻色和秋天多彩的树叶 ,它们将自然

界装扮得绚丽多彩 ,可用于作物品质改良和观赏植

物、花卉的色彩育种[3～5 ]
.类胡萝卜素在植物中的生

理作用是吸收光能和淬灭多余的光能[6 ] .有 40余种

类胡萝卜素可被人体利用 ,其中尤其是β2胡萝卜素 ,

它不仅具有维生素 A前体的性能 ,还具有其它重要

的临床意义[7 ]
:1)肿瘤预防 ,摄入β2胡萝卜素越多 ,

患有各种肿瘤的机会就越少 ;2)抑制致癌因素 ,控制

细胞间信息传递 ,和终止单线氧损伤 DNA ;3)预防

心血管疾病并延缓疾病的进程 ;4)降低慢性肝炎的

炎症与纤维化程度 ;5)因能改变各种免疫指标而用

来治疗艾滋病 ;6)β2胡萝卜素缺乏将导致人体角膜
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上皮脱落、增厚和角质化使角膜变浑浊 ,轻者会发生

夜盲症 ,重者会造成角膜溃疡 ,晶体脱落以致失明.

常见的症状是导致从弱视到失明 ,包括幼儿弱视等

一系列眼病 ,并与流产有关[8 ] .

尽管β2胡萝卜素广泛存在于绿叶蔬菜和水果
中 ,但由于它在没有油脂的情况下不能被吸收 ,因而

人们缺乏β2胡萝卜素的情况非常普遍 ,尤其在亚洲、

非洲、欧洲等国家[7～9 ] .β2胡萝卜素作为维生素 A的

前体 ,是补充维生素 A的最好渠道 ,因直接补充维

生素 A可能导致假性脑瘤、高维生素 A血症、新生

儿畸形等[8 ]
.我国居民普遍确乏维生素 A ,需要补充

β2胡萝卜素. 1992年调查 2～18岁少年儿童 ,维生素

A 摄入量仅占中国居民膳食营养素参考摄入量

(DRI)的 5413 % ;1996年调查青壮年表明 ,维生素 A

缺乏症的发生率高达 6313 % ;1999年对退休职工营

养调查表明平均维生素 A 摄入量仅占 DRI 的

40 %
[8 ]

.

β2胡萝卜素已逐渐被人们所重视 ,2000 年的金

色水稻[9 ]轰动了世界 ,它是利用了类胡萝卜素生物

合成途径中的 3 个基因 : PSY 基因 (来自水仙花

(daffodil) )、CrtI ( (八氢番茄红素脱氢酶)来自微生物

Erwinia uredovora ) 和 LycB 基因 (来自水仙花属的

Narcissus pseudonarcissus) .将它们与 35S启动子相连

通过根癌农杆菌转化水稻 ,金色水稻所用的 3个基

因的来源不同 ,背景复杂.它相当于将类胡萝卜素生

物合成途径转移到水稻中[9 ]
.就目前的转基因技术

和手段而言 ,同时转入多个基因比转入 2个基因、一

个基因 ,需要消耗更多的时间.而且 ,在植物的各个

器官 ,大多数都存在表达程度不同的类胡萝卜素生

物合成途径 ,有时转入一个基因即能获得良好效果.

　　我们通过研究发现 ,类胡萝卜素生物合成途径

中不同的基因对类胡萝卜素生物合成所起的作用不

同[10～13 ]
.我们从药用黄花龙胆花瓣中分离出了 5个

类胡萝卜素生物合成途径中的重要基因[1 ] ,这 5 个

基因编码的生物合成酶位于类胡萝卜素合成途径中

生成α2和β2胡萝卜素的上游.对它们的分析和利用 ,

将有利于更广泛地利用类胡萝卜素生物合成为人类

服务 ,背景相对单一.这 5个基因是　牛儿　牛儿焦

磷酸 合 酶 ( geranylgeranyl pyrophosphate synthase ,

GGPS ) ,八氢番茄红素合酶 (phytoene synthase , PSY) ,

ζ2胡萝卜素脱氢酶 (ζ2carotene desaturase , ZDS ) ,番茄

红素β2环化酶 (β2lycopene cyclase ,LycB ) ,番茄红素ε2
环化酶 (ε2lycopene cyclase , LycE) . 上述酶作用是 :

GGPS合成 10碳的　牛儿焦磷酸 ,之后合成法尼焦

磷酸 (15碳) ,再合成 20碳的　牛儿　牛儿焦磷酸.

PSY聚合 2分子的牦牛儿牦牛儿焦磷酸合成八氢番

茄红素 ,这是植物类胡萝卜素生成途径中的第一个

40碳的类胡萝卜素 ,在此基础上经脱氢、环化等形

成各种其它类胡萝卜素. ZDS的作用是使经过一次

脱氢的八氢番茄红素生成番茄红素 (lycopene) .番茄

红素是类胡萝卜素进一步合成代谢的分歧点. 在

LycB作用下番茄红素β环化形成β2胡萝卜素 (维生

素A的前体) [5 ,6 ,12 ] .在 LycE和 LycB 的共同作用下

形成α2胡萝卜素 ,并进一步形成叶黄素等[5 ,6 ,12～14 ]
.

　　本研究利用主效基因 ,通过基因工程育种方法

改变代谢途径 ,提高β2胡萝卜素产量 ,以更好、更准

确地达到农作物营养育种的目的 ,或通过微生物作

为生物反应器来生物合成相关β2胡萝卜素 ,为满足

人们的营养需要以及花卉等观赏植物的色彩育种提

供重要的手段和工具.

1　材料方法

111　基因的分离

从药用黄花龙胆 ( Gentiana lutea)花瓣中提取总

RNA , 利 用 Straight A’s mRNA isolation system

(Novagen , Inc. , USA) 试剂盒来提纯 mRNA ,cDNA

合成试剂盒合成 cDNA 并构建 cDNA 文库 ( cDNA

cloning kit , Stratagene , La Jolla , CA , USA) .利用已发

表相关基因的保守序列设计简并引物 ( degenerate

primers)来分离基因.获得的阳性克隆用 Big Dye
TM

primer cycle sequencing ready reaction 试剂盒 (Applies

biosystems , foster city , CA , USA) 在DNA序列分析仪

上 (PRISMTM 310 genetic analyzer , Applied biosystems)

进行序列分析[1 ]
.

112　烟草转基因

每个基因与 35S启动子和 NOS终止子相连 ,插

入具有潮霉素抗性的 pEBis2KH02 工程载体中 ,通过

电击法转入根癌农杆菌 ( Agrobacterium tumefaciens

strain EHA 101) .培养农杆菌 (48 h , YEB 培养基 ,30

mgΠL 卡那霉素 ,100 mgΠL 壮观霉素) . 3 500 rΠmin 离

心 30 min ,将菌悬浮于一半体积的 YEB 培养基中 ,

将烟草叶放在含有农杆菌的 YEB培养基中 ,切成 3

mm×5 mm的长方形 ,吸干液体后放在共培养培养

基 (MS培养基 ,1 mgΠL BA ; 0. 1 mgΠL NAA)上的滤纸

上 ,25℃无光共培养 3 d ,将其转移到选择培养基

(MS培养基 ,1 mgΠL BA ; 0. 1 mgΠL NAA ;灭菌之后加

250～500 mgΠL Claforan , 30 mgΠL 潮霉素)上 ,25℃暗

培养 9～10 d ,移到光下继代培养直至出芽 ,转到发
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根培养基 (MS培养基 ,250～500 mgΠL Claforan ,30 mgΠ
L潮霉素)进行生根.每个基因保留 15～30 系统转

基因苗 ,培养成为株系进行分析.

113　RT2PCR、Northern印迹和 Western印迹分析

分别取于 150 mg叶片提取总 RNA 和蛋白质 ,

RT2PCR引物为 20～23 bp来自黄花药用龙胆基因的

相关序列 :

PSY: 3′2TCT ATT TGT ACG CTA TGG GTT25′;5′2
TGT TTG GGG TAT CAT AAA AGA23′

ZDS :3′2TCT TGT TCT TCT GCT TCT CTTTG25′;

5′2 GAC AAC ACT AAA CTT CTC TGA23′.

利用 TaKaRa RNA PCR Kit (AMV) Ver. 2. 1进行

RT2PCR 扩增[10 ] . Northern 印迹分子杂交程序见文

献[14～15 ] .将推测蛋白 20个氨基酸序列为抗原 ,委托

TaKaRa公司制备二级抗原 ,进行Western印迹分析.

114　HPLC

每个转基因株系测 15株 ,每株取 500 mg第 5片叶

片组织 ,抽提色素 ,用 HPLC进行测定 ,同样 ,每个转基

因株系取 500 mg花瓣有色部分进行色素抽提 ,测定体

积为 10μl ,用层析峰的测定面积进行统计与计算.

2　结果

211　相关 cDNA克隆

克隆自黄花龙胆花瓣的牦牛儿牦牛儿焦磷酸合

酶 ( GGPS ) , 82氢番茄红素合酶 ( PSY) ,ζ2胡萝卜素
脱氢酶 ( ZDS) ,ε2番茄红素环化酶 ( LycE)和β2番茄
红素环化酶 ( LycB )等基因的 cDNA克隆 ,所含 cDNA

全长、编码区长度、推测编码的氨基酸数、编码蛋白

分子量等列于 Table 1.

Table 1　Characterization of the cDNA clones

Gene name
Full length

of cDNA
ORF (bp)

Amino acid

residue
Protein Mr

GGPS 1482 1103 367 40 116

PSY 2085 1280 426 48 655

ZDS 2257 1763 587 65 024

LycB 2165 1526 508 57 203

LycE 1988 1586 528 59 588

　　这些基因与其它品种相关基因的同源性比较分

析见 Table 2.与本研究所用转化受体烟草 ( Nicotiana

tabacum)相比 , GGPS 同源性为 40 % , LycB 为 78 % ,

LycE为 39 % ,而烟草的 PSY、ZDS 基因序列在基因

数据库中没有发现. 这 5 个基因与拟南芥

(Arabidopsis thaliana)相比同源性从 63 %～82 % ,与

青椒 ( Capsicum ) 相比为从 38 %～ 81 % ,与蕃茄

(Lycoper esculentum )和向日葵 ( Helianthus annuus )也

有较高的同源性. 同源性最高的 3 个物种分别是

GGPS : 与 Aradopsis thaliana ( 63 %) 、 Eucommia

ulmoides ( 62 %) 、Sinapis alba ( 61 %) 同源性较高 ;

PSY :与 Tagetes Erecta ( 86 %) 、Lycoper escu2lentum

(83 %) 、Arabidopss thaliana (77 %)同源性较高 ; ZDS :

与 Citrus x paradisi (85 %) 、Zea Mays ( 84 %) 、Oryza

Sativa ( 83 %) 同源性较高 ; LycB :与 Daucus Carota

(87 %) 、Tomato (79 %) 、Capsicum annuus (79 %)同源

性较高 ; LycE : 与 Daucus carota ( 84 %) 、Solanum

tuberosum (76 %) 、Tagetes erecta (71 %)同源性较高 .

Table 2　Homologous comparison with other species

Name GGPS PSY ZDS LycB LycE

Nicotiana tabacum 40 % 78 % 39 %

Arabidopsis thaliana 63 % 77 % 82 % 73 % 67 %

Helianthus annuus 60 % 69 %

Lycoper esculentum 83 % 82 % 79 % 68 %

Capsicum 58 % 69 % 81 % 79 % 38 %

212　转基因表达的检测

PSY、ZDS 基因与 35S 启动子和 NOS终止子相

连插入具有潮霉素抗性的 pEBis2KH02 工程载体中 ,

通过根癌农杆菌 EHA 101 转入烟草外植体 ,经 30

mgΠL潮霉素选择培养 ,每个基因获得 15～30 个转

基因系统.经过 3代的遗传稳定性检测培养成株系.

挑选每个基因的 8～10个遗传稳定性高于 90 %的转

基因株系 ,运用 RT2PCR、Northern印迹及 Western印

迹进行分析检测 ,实验结果表明这些基因能在

RNA、蛋白质水平较好地转录与表达.

RT2PCR简并引物以 20～23 bp 为基准 ,在各个

基因的 15230个转基因系统中 ,取 8～10个 T6代遗

传稳定性高于 98 %的转基因株系 ,提取其总 RNA ,

进行 RT2PCR检测 ,如 Fig. 1A 显示出各个基因的转

基因株系的 RT2PCR检测结果 ,与非转基因植株相

比 ,这些简并引物在转基因烟草中检测到特异片段 ,

如箭头所示.

为进一步检测各个基因在烟草中 RNA水平表

达量 ,以各相应 cDNA片段为探针 ,与上述 8～10个

转基因株系的总体 RNA进行杂交 ,如 Fig. 1B 显示

有各个基因的转基因株系的 Northern印迹分子杂交

带型 ,结果表明这些基因在转基因烟草中有较强的

特异杂交信号 ,证明外源基因得到转录 ,而在非转基

因烟草中没有杂交信号.
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Fig. 1　Expression of PSY and ZDS in 70 transgenic lines

(A) RT2PCR ; (B) Northern blotting ; (C) Western blotting

Line 1 is transgenic and line 2 is control

　　进一步对转基因烟草进行了Western印迹分析 ,

以检测其蛋白表达. Anti2dig 为一级抗原 ,将 PSY、

ZDS 的预测蛋白 20 个氨基酸序列为抗原 ,委托

TaKaRa公司制备二级抗体. Western印迹 分子杂交

结果表明 ,这些基因能够在蛋白水平表达 ,Fig. 1C显

示出具有代表性的杂交带型. PSY转基因烟草和非

转基因烟草各有一条特异杂交信号 ,转基因烟草的

分子量大、杂交信号强 ,非转基因烟草的分子量小、

杂交信号较弱 ,表明转入的基因已经表达 ,并与宿主

基因有同源性 ,有可能抑制了宿主基因的表达 ,所以

在转基因烟草中只有一条杂交带.相似的现象出现

在 ZDS 转基因烟草中 ,不同的是 ZDS 有 2条特异杂

交带 ,这可能与存在同源基因和 mRNA剪接等有关.

但这些蛋白是否具有酶的活性 ,还需对转基因植株

的β2胡萝卜素生物合成情况进行研究.

213　各基因对β2胡萝卜素合成情况的影响
上述实验结果表明 ,5 个目的基因转入烟草后

在 RNA、蛋白质水平表达较良好 (Fig. 1) ,那么 ,它们

是否具有类胡萝卜素生物合成酶活性 ? 我们对 5个

基因的转基因烟草β2胡萝卜素生物合成量进行了
HPLC检测 ,以分析各个基因所翻译的酶的活性和对

类胡萝卜素生物合成的影响.每个基因型取 3个较

稳定的转基因系统进一步通过抗性发芽试验 ,取遗

传稳定性接近 100 %的 T6 转基因株系 ,每个株系随

机取 15株 ,每株取第 5叶片的 500 mg组织 ,抽提色

素进行 HPLC测定.同样 ,每个转基因株系取 500 mg

花瓣有色部分进行色素抽提测定 ,测定体积为 10

μl , 用层析峰的测定面积进行统计及计算.

Table 3列出了 HPLC分析 PSY、ZDS 基因的 15

株转基因植株的第 5叶片对β2胡萝卜素生成量影响
的平均值.在转 PSY基因烟草叶片中 ,β2胡萝卜素平
均含量提高了 108 % ,转 ZDS 基因提高了 9112 %.

Table 4为 HPLC分析 PSY、ZDS 基因的转基因株系

花瓣有色部分β2胡萝卜素生成量的影响情况.

Table 3 　β2Carotene contents of transgenic plants in leaves

calculated by HPLC

Transgenic lines
β2Carotene

Peak area Raise %

PSY 193 379±521 108. 2

ZDS 150 731±412 91. 2

Wild type 92 853±358 010

Table 4 　β2Carotene contents of transgenic plants in flower

calculated by HPLC

Transgenic lines
β2Carotene

Peak area Raise %

PSY 6 903±75 5113

ZDS 6 727±82 4912

Wild Type 4 510±77 0

　　实验结果表明 , PSY、ZDS 基因在蛋白水平表达

的产物具有酶的活性 ,并在转基因烟草中对β2胡萝
卜素生物合成有显著影响.

3　讨论

通过对转基因株系的分析 ,发现 PSY和 ZDS 对

β2胡萝卜素的生物合成量的有显著的影响. PSY基

因能将β2胡萝卜素生成量提高了 108 %. 通过

Suothern杂交分析表明 ,外源基因表达较好的转基因

株系一般有 2～3 个拷贝 ,多个拷贝的则表达不稳

定. PSY、ZDS 之所以对β2胡萝卜素生物合成的影
响不同 ,推测一是所转入的基因表达水平不同 ,二是

因为类胡萝卜素生物合成途径中各个酶的基因所需

要的表达量及作用有一定差异 ,三是转基因的表达

有可能会抑制宿主基因的表达 ,如 Fig11C在 PSY、

ZDS 转基因系统中都有表现 ;四是在未转基因前烟

草中的类胡萝卜素生物合成已达到了饱和 ,转入的

这些基因能够在已得到平衡和接近饱和的烟草中得

到表达 ,并提高其生成量 ,是有一定难度的.同样假
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若在不含类胡萝卜素的组织中得到表达 ,可能会产

生更好的效果.

进一步从实际角度 ,可以将许多可食用的微生

物、植物作为转基因生物反应器加以利用 ,进行品

质、营养改良.在选择生物反应器———转基因受体

时 ,应注意到人体对β2胡萝卜素的吸收需要油脂的
存在 ,因此尽管金色水稻中含有较高的β2胡萝卜素 ,

但是因水稻缺乏脂类而致使人类难以吸收其所含β2
胡萝卜素.本研究对利用基因工程育种提高β2胡萝
卜素生物合成量和提高育种效果奠定了良好的理论

基础.
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炎症中出现的 C2反应蛋白是高血压症的预兆
在炎症中出现的一种蛋白质可能是高血压的危险信号 ,研究者在首次大规模试验中报道了炎症与高血压的关系.该蛋白

质称为 C2反应蛋白 (CRP) ,已知在心脏病与高血压中出现.以此为据 ,有些医生已开始常规测试 CRP在血中浓度升高的情况.

许多研究指出 ,低度的炎症引起血管损伤.当 CRP对炎症或心脏病的作用远未搞清之时 ,高血压便成为心脏病及卒中的极佳

的可识别的危险信号.研究者检查了 20 525位妇女的血样 ,这些血样是早在 20世纪 90年代为“妇女生卫研究项目”中部分广

范围研究而捐献的.进入该项研究的妇女都在 45岁以上 ,无高血压、卒中或癌症病史 ,而约 8年后 ,其中 1Π4妇女表现有高血

压.研究者测量最初血样中的 CRP ,然后按照志愿者的 CRP浓度粗分为高、中、低 3组.他们发现 ,低2CRP组妇女发生高血压的

人数是高2CRP组妇女发生高血压人数的 50 %.研究者报道于 2003年 12月 10日的 Journal of the American Medical Association.下

一步 ,研究者排除了在数据中吸烟、肥胖、糖尿病、正在用激素治疗或高胆固醇的妇女 ,剩下的 6 795位妇女中 ,在研究初期为

低 CRP者 ,其发生高血压者仍仅为高 CRP者的 60 %.该项研究表明了高血压与炎症之间的可能的关系.但是科学家仍需用实

验动物来测定炎症是否能促成高血压 ,直到后来才知道在提示 CRP引起高血压的知识中还有太多的空白.最大的知识空白便

是缺乏 CRP与高血压之间关系的生物学机制.但基础研究发现某些可能的机制 ,例如 ,研究证明 ,暴露于 CRP的血管衬里细胞

可产生丰富的能活化血管紧张肽的表面分子 ,血管紧张肽可引起血压升高.其他研究提示 CRP抑制氧化氮产生 ,而氧化氮是

血管扩张剂.然而 ,由于 CRP在炎症中的作用尚不清楚 ,而其与高血压的关系尚未经证实 ,故医生在开抗炎症处方时须留心

CRP读数过高与否 ,以防发生药物的副作用.

(李潇摘译自 N. Seppa : Science News ,Vol . 164. December 13. 2003 ,p373)

444 中国生物化学与分子生物学报 20卷

© 1994-2006 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


