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植 物 转 化 酶 蛋 白 抑 制 子 研 究 进 展
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(沈阳农业大学园艺学院 ,辽宁沈阳 110161)

　　摘　要:对植物转化酶蛋白抑制子的蛋白序列 、结构 、表达调控以及可能的生理作用进行了

总结 ,并进一步阐述关于转化酶抑制子在生物技术上的应用价值 ,以及转化酶抑制子在拟南芥中

所取得的进展。
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　　转化酶是蔗糖代谢的关键酶 ,参与蔗糖的分解 ,在

植物体内具有重要的生理作用。植物酸性转化酶主要

有两大类:一类结合于细胞壁上 ,称之为细胞壁结合的

转化酶(cell wall-bound invertase , CWI),具有较高的

pH (约9 ～ 10),另一类存在于液泡中 ,称之为可溶性酸

性转化酶(soluble acid invertase , SAI),其pH 约为 5.0。

酸性转化酶在调节韧皮部糖的卸载 、控制贮藏器官中糖

的组成 、参与植物对逆境胁迫的响应、影响植物早期生

长发育以及在信号转导等方面都具有重要的作用[ 1-3] 。

因此通过改变转化酶活性来调控碳水化合物的代谢与

分配 ,进而特异地改变植物的生长和发育模式具有重要

的意义。

　　内源蛋白抑制子的调节是植物酸性转化酶翻译后

调节的一个重要方面 ,受到很大关注。蛋白抑制子(pro-

teinous inhibitor , INH)存在于植物发育的特定阶段 ,它

在植物中并非广泛存在 ,其作用似乎只限于酸性转化

酶
[ 4]

。近年来 ,植物转化酶蛋白抑制子结构 、表达调控

及生理功能的研究引起了人们广泛的重视。现就这几

个方面的研究进展进行综述 ,并对今后的研究作一些

探讨。

1　转化酶蛋白抑制子基因及其蛋白结构
在马铃薯块茎中首先发现转化酶抑制子的存在 ,但

是当时并没有获得蛋白质序列[ 5-7] 。在后来的 30 a 中 ,

若干报道扩展了这些早期观察 ,如在其它营养贮藏组

织 ,像红甜菜 、甜菜和甘薯。有趣的是在玉米的胚乳中

也有关于转化酶抑制子的报道[ 8] ,表明种子在生长过程

中 ,这些抑制子也参与了转化调节。1994年 Pressey和

Weil等分别从番茄果实和烟草悬浮培养细胞首次分离

到可能的转化酶抑制子的 N端序列
[ 9-10]

。但番茄抑制

子在细胞内至今没有定位 ,而完整烟草悬浮细胞的盐洗

脱表明细胞壁抑制子是与CWI协同定位的。pH 、蔗糖
浓度和二价金属离子可影响 INH与 CWI的结合 , INH/

CWI复合物是酸性稳定型的 ,最高抑制作用在 pH 4.5 ,

当 pH 6.5以上时 , INH 对CWI的抑制消失。

比较烟草细胞和番茄果实纯化的部分蛋白抑制子

使转化酶失活的时间进程发现 ,来自烟草培养细胞的

CWI和番茄果实的 SAI的靶酶不同。抑制子对SAI是

瞬间灭活 ,而 CWI的活性在大约30 min内逐渐下降 ,这

表明复合物在形成过程中存在本质的差异。Greinerer

等人[ 11]利用烟草悬浮细胞纯化抑制子蛋白 ,经胰蛋白酶

处理后 ,测定多肽序列 ,然后利用 RT-PCR以及筛选

cDNA文库方法首次获得了转化酶抑制子的 cDNA克

隆。烟草的液泡转化酶抑制子(Nt-VIF)和细胞壁转化

酶抑制子(Nt-CIF)基因的 cDNA片段在大肠杆菌 his-标

记蛋白重组体中表达 ,并确定其活性是与不同的靶酶作

用。NtCIF 对不同植物的CWI和SAI均有抑制活性 ,而

NtVIF蛋白对SAI有特异性;值得注意的是两种蛋白都
不能抑制真菌的转化酶活性。

在目前所有可能的植物细胞壁与液泡转化酶抑制

子中均具有4个半胱氨酸残基[ 12] ,其中NtCIF 是迄今为

止研究最完善的植物转化酶抑制子。NtCIF 蛋白通过

4个螺旋结构以及二硫桥形成稳定的蛋白结构。近来在

杏树果实中得到的与NtCIF相关的转化酶抑制子证实 ,

二硫桥存在于第一和第二半胱氨酸之间及第三和第四

个半胱氨酸之间。有趣的是 ,2 条硫化物桥的排列在

CIF和 PMEI中是一致的。但PMEI 蛋白不能抑制转化

酶 ,在结构/功能关系中需作深入的研究来描述 C/VIFs

和 PMEIs之间的哪些差异 ,决定了酶严格的底物专一性。

2　转化酶抑制子的表达分析
2.1　植物生长过程中CIF的表达
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在开花 15周的烟草不同组织中分析了 NtCIF 的

RNA转录 ,结果表明其在花的子房、花蕊和花瓣中有大

量表达[ 11] 。在营养组织的茎中表达最强;而在叶片中 ,

从幼叶(库叶)到衰老的叶片表达逐渐增强;在根中

NtCIF的表达最低。不同发育阶段叶片的 NtCIF 与

CWI表达同时 ,其可能的靶酶与其是平行的转录。在源

叶和衰老叶片 CWI和NtCIF 免疫共表达分析也得到同

样的结果。但是同 NtCIF 表达显著不同的是 ,经研究

CWI的转录数量在根中含量很高 ,在花器官中含量很

低[ 13] 。在番茄的叶片和花中也观察到 CWI 和 C/VIF-

RP 的共表达 ,C/VIF-RP 在花的后期表达增加。此外 ,

在整个番茄果实的生长中 ,C/VIF-RP 在果皮组织中表

达 ,通过免疫杂交发现了在绿色的果实中两个推测的不

同大小的 C/VIF-RPs。

2.2　细胞培养中CIF的表达

CWI与NtCIF 蛋白在整个烟草悬浮培养细胞培养

期间也存在共表达[ 14] 。通过 ConA的亲和层析以及丙

烯酰氨凝胶电泳(NtCIF 不能糖基化 ,只有当与 CWI结

合成复合物 ,才能与ConA相偶联)说明了蛋白之间复合

物的形成。在整个培育的时间内 ,尽管这两种蛋白共表

达 ,但只有当介质中的蔗糖耗尽 ,才会抑制 CWI的活性。

从其他的品种中如Chenopodium rubrum和Daucus细胞

培养中也观察到可能的 CIFs大量表达 ,表明 CIF 通过

翻译后水平调控CWI ,在植物细胞培养中是一个普遍的

现象[ 13] 。

3　转化酶抑制子的生物技术潜能
3.1　抑制甜菜收获后蔗糖的降解

甜菜收获后蔗糖损失很大部分发生在最初的储存

阶段 ,其内在的分子机理是在收获期间甜菜主根的机械

受伤会诱导转化酶活性 ,这会导致收获后期蔗糖的降

解。最近 ,通过全面的检测 SAI 和 CWI 的 mRNA 、蛋

白、酶活性以及在受伤反应中己糖在组织中的浓度 ,鉴

定了一个单独的 SAI片段是与伤诱导成熟甜菜主根中

己糖的积累有关
[ 15]

。

3.2　抑制马铃薯块茎低温糖化

为了抑制马铃薯在储存过程中萌芽 ,其块茎用延长

休眠的化学物质处理或在低温下进行储存。但在低温

条件下 ,淀粉被部分转化为可溶性糖 ,这种现象叫做低

温糖化。通过美拉德(Maillard)反应己糖同自由氨基酸

结合 ,这对马铃薯块茎的品质产生了负面的影响。己糖

的积累是由于淀粉的降解与糖酵解速率的不平衡造成

蔗糖的积累 ,然后通过转化酶将蔗糖分解为葡萄糖与果

糖造成的。为抑制己糖的积累 ,将烟草中编码 NtVIF的

cDNA在马铃薯转基因植物中进行表达。在转基因块茎

中 ,低温诱导己糖的积累降低了 75%,对马铃薯产量没

有任何影响[ 16-17] 。

3.3　影响种子的生长

转化酶调节的蔗糖水解在植物的种子生长过程中

有着重要的作用。在玉米的 miniature1纯合突变体中 ,

特定细胞壁的转化酶片段 INCW2的水平降低到6%,从

而削弱种子的生长[ 18] 。最近研究发现 ,miniature1突变

体的细胞大小比细胞的数量更易受影响 ,这一说法在蔗

糖/己糖转化建立种子生长的渗透性梯度中得到支持。

Weber 等利用2个具有不同胚芽/种子基因型的烟草证

明己糖与蔗糖比率对于细胞从分化阶段向储藏阶段转

换的重要性
[ 19]

。

4　拟南芥转化酶抑制子和转化酶抑制子相关蛋

白的功能基因组研究

在拟南芥基因组中与烟草两个转化酶抑制子

NtCIF 和NtVIF基因编码相关的蛋白质比对结果 ,确定

了 14个基因其蛋白序列一致性在 41%和大于 20%之

间
[ 20]

。比对的标准在于:①具有4个保守的半胱氨酸残

基 ,这对其功能是必要的(见NtCIF 和 NtVIF)。②预测

Mr大约为 18kDa。 ③存在 N 末端的信号肽。迄今为

止 ,对于大多数编码的转化酶抑制子蛋白 ,其功能还未

被证实。因此 ,将拟南芥-C/VIF 相关蛋白作为这个蛋

白家族的最初名称。最终 ,这个蛋白家族将被分为

At-CIFs ,At-VIFs ,At-PMEIs和其他可能靶酶的成员。功

能基因组的最终目标是分离CIFs ,VIFs和 PMEI以及一

些在新蛋白家族中 ,可能还不知道功能的成员。这一工作

将会阐明质外体和液泡转化酶的分子机能和翻译后调控

的生理重要性 ,也将为植物生物技术提供新的视角。

5　结论
几个大规模测序项目使植物序列信息得到迅速积

累 ,并证实了植物转化酶抑制子样蛋白的普遍存在 ,但

对其生理作用的阐述还只是刚开始。不同作物转化酶

抑制子异位过量表达已揭示了这些蛋白的生物技术潜

能。例如马铃薯块茎低温糖化的抑制以及甜菜采后蔗

糖的稳定性 ,在烟草上已初步获得了正义和反义抑制子

转基因植株 ,但还有很多生理功能的问题没有解决。目

前要充分利用模式植物拟南芥对这一蛋白家族的单独

个体的 T-DNA基因敲除突变体的研究 ,对其生理作用

的阐述最可能揭示其在生物技术方面的应用。
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种子萌发调控的分子机理研究进展
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　　摘　要:休眠与萌发是植物种子对环境变化的适应特征 ,受许多基因调控和环境因子的影

响 ,至今尚未能清楚地阐明其调控机制。近年来从拟南芥等植物的突变体中鉴定了一些与种子

萌发相关的基因 , 有助于阐明种子萌发的分子机制。现综述光和赤霉素 、脱落酸等植物激素对种

子萌发调控作用的分子机理以及相关的蛋白质组学的研究进展。
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　　种子萌发是种子植物个体发育中最为关键的时期 ,

是植物为适应环境(气候变化 、温度差异等因素)以保持

自身繁殖而形成的一种生物特性 ,它关系到是否能够保

证种群顺利繁衍和进化 ,具有非常重要的生物学意义。

　　种子萌发是指有活力的种子 ,当其受潮吸水后 ,开

始进行呼吸 、物质合成及其它代谢活动 ,经过一定时期
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种胚突破种皮 ,露出胚根的过程。种子萌发在本质上是

将胚轴恢复到静止或休眠期间暂时停止的连续生长状

态 ,开始进行新的遗传程序即基因的相异转录。

种子萌发一直都是人们重点研究的问题之一。目

前在这些研究领域已取得了长足的进步。研究表明种

子的萌发和萌发后幼苗的建成是内外因素相互作用的

结果。外因是指适宜的光照 、温度 、水分和氧气 ,内部因

素是指种子自身是否具有足够的储备和是否具有利用

这些储备在接受外部信号后启动各种生命活动的生物

化学反应的能力。现主要概述近年来种子萌发研究在

分子水平上的进展 ,并对今后的研究工作做一展望。
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