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垫状卷柏海藻糖-6-磷酸合成酶基因的克隆及功能分析 

林荆, 付凤玲, 蒋伟, 牟禹, 雍太明, 李晚忱 

四川农业大学玉米研究所, 雅安 625014 

摘要: 海藻糖-6-磷酸合成酶(Trehalose-6-phosphate synthse, TPS)是植物海藻糖合成途径的关键酶, 在旱生卷柏

等复苏植物对逆境胁迫应答中起重要作用。文章以我国特有旱生植物垫状卷柏(Selaginella pulvinata)为材料, 采

用同源扩增与 RACE 技术相结合的方法克隆了海藻糖-6-磷酸合成酶基因 SpTPS1, cDNA 全长 3 223 bp, 包括一

个 2 790 bp 的开放阅读框, 推导的氨基酸序列与模式物种的海藻糖-6-磷酸合成酶具有较高的序列相似性, 催化

活性中心保守位点基本一致。酵母功能互补实验证明, 用 SpTPS1 基因开放阅读框转化的海藻糖合成酶基因突

变(tps1△)酵母菌株, 可恢复在以葡萄糖作为唯一碳源培养基上的生长, 说明垫状卷柏海藻糖-6-磷酸合成酶基

因 SpTPS1 的编码蛋白具有生物活性, 可应用于植物抗逆性的转基因改良。 
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Cloning and functional analysis of trehalose -6-phosphate synthase 
gene from Selaginella pulvinata 

LIN Jing, FU Feng-Ling, JIANG Wei, MU Yu, YONG Tai-Ming, LI Wan-Chen 

Maize Research Institute, Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014, China 

Abstract: Trehalose-6-phosphate synthase, a key enzyme in trehalose synthesis pathway of plant, plays an important role 

in response to abiotec stress in xerophilous rock lily and other resurrection plants. In this study, homologous amplification 

and RACE technique were used to clone gene SpTPS1 for trehalose-6-phosphate synthase from Selaginella pulvinata, 

which is an endemic xerophilous plant in China. The full-length cDNA is 3 223 bp long, containing an open reading frame 

(ORF) of 2 790 bp. Protein sequence comparison showed that the pupative amino acid sequence of this ORF shares high 

similarity to trehalose-6-phosphate synthases of mode speciese, especially at the conserved sites of catalytic activity centers. 

Yeast functinal complementation test showed that trehalose-6-phosphate synthase mutant (tps1△), transformed by the ORF 

of SpTPS1 gene, can restore growth on the mediam supplemented with glucose as a sole carbon source. This result indicated 

that SpTPS1 of S. pulvinata encodes for an activative protein and is hopeful to be applied in transgeneic improvement of 

abiotic stress tolerance in plant. 

Keywords: Selaginella pulvinata; trehalose-6-phosphate synthase; gene cloning; function 

干旱是许多作物生产的主要限制因素。通过品

种改良提高作物品种耐旱能力, 是克服干旱危害最

为经济有效的方法。然而, 大多数作物的品种间耐

旱性差异只是相对的, 即使耐旱性最强的种质材料, 

往往也不能满足生产上对品种耐旱性的要求。而且, 

耐旱性一般是微效多基因控制的数量性状, 遗传改
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良比较困难, 多年来进展不大。转基因技术可以打

破物种间生殖隔离, 转化利用其他物种有益基因。

国内外曾用 SOD、DREB等多种抗逆耐旱基因转化水

稻、玉米等作物, 试图提高其耐旱性。但因这些基因

耐旱能力不够强, 耐旱机制与作物生理代谢不协调等

原因, 转基因后代的耐旱性不能达到农业生产要求[1]。

开发利用耐旱能力更高, 适宜作物生理代谢机制与农

业生产要求, 且具有自主知识产权的耐旱基因, 是我

国转基因耐旱作物品种培育的技术关键。 

许多微生物可在干旱、高温、高盐碱等恶劣环

境条件下长期生存, 与细胞内高浓度海藻糖含量密

切相关。海藻糖是由两个葡萄糖残基经 α-1,1糖苷键

连接的非还原二糖, 无毒无臭, 略带甜味。海藻糖的非

还原性决定其对酸、碱、高温的稳定性。海藻糖可与

2个水分子结合形成玻璃态结构, 吸水性比蔗糖、麦芽

糖、葡萄糖和果糖大 3 倍以上。在生物体内, 海藻糖

具有很强的抗脱水作用, 在干旱、寒冷、高盐碱条件

下可保护生物膜、蛋白质等免受伤害[2, 3]。在食品、化

妆品和医药工业上, 海藻糖是理想的低热量糖, 并具

有防腐保鲜作用, 只因价格昂贵, 一般较少添加。 

大肠杆菌海藻糖的合成, 先由 otsA 基因编码的

海藻糖 -6-磷酸合成酶 (Trehalose-6-phosphate syn-

htase, TPS)催化 UDP-葡萄糖与 6-磷酸葡萄糖经

α-1,1糖苷键连接合成 6-磷酸海藻糖, 再由 otsB基因

编码的海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶(trehalose-6-phosphate 

phosphatase, TPP)转化为海藻糖[4]。在酵母菌中, 参

与海藻糖合成的 TPS和 TPP酶, 以及 TSL1和 TPS3

两个调节亚基, 组成海藻糖合成复合体, 催化海藻

糖合成。但是, TPS酶单体也具有海藻糖合成活性[5]。 

在蕨类植物中, 卷柏科卷柏属一些旱生种 TPS酶

活性较高, 在干旱条件下体内海藻糖含量可高达 20%。

Zentella 等 [6]从卷柏科旱生种复活卷柏(Selaginella 

lepidophylla)中克隆出TPS酶基因 SlTPS1, 并用相应

的酵母突变体进行功能互补实验, 证实它具有生物

活性。2005 年, 我们从川西南太平洋季风背风坡干

热河谷气候带, 海拔 1 500 m 的向阳干燥岩石裸露

地采集到一种复苏蕨类植物, 经鉴定为耐旱性极强

的垫状卷柏(Selaginella pulvinata Maxim), 干旱时卷

曲如枯死状, 湿润时迅速恢复生长, 民间素称九死

还魂草。目前, 尚未见垫状卷柏 TPS 酶基因克隆的

相关报道。因为真核与原核生物遗传密码子偏爱性

的差异, 植物来源的 TPS 酶基因比微生物来源的基

因更容易在作物体内高效表达。本研究以我国特有旱

生植物垫状卷柏为材料, 采用同源扩增与 RACE 技

术相结合的方法克隆 TPS 酶基因, 以期为植物抗逆

性的转基因改良提供外源基因。 

1  材料和方法 

1.1  垫状卷柏 SpTPS1基因的克隆 

取垫状卷柏叶片, 用 Trizol试剂(Invtrogen, 上海)提

取分离 RNA。以此作模板, 设计加接头的 oligod(T)[5′- 

GCTGTCAACGATACGCTACGTACGGCATGACAG
TG(T)18-3′]作引物, 用反转录试剂盒 PrimeScriptTM 

Reverse Transcriptase(TaKaRa, 大连)合成 cDNA第一

链。然后, 按图 1所示步骤, 先设计简并引物 DP1(5′- 

TGGTCGTAAGGTTATGTTGGG-3′)和 DP2(5′-TGT 

TCGGGCATTGTTGTCAT- 3′), PCR扩增 SpTPS1基 

因 cDNA 中间片段。根据中间片段测序结果, 设计

扩增 3′端上游的特异引物 S1(5′-GCCATCAGAGA 

AAGCGGTTACT-3′), 与 3′端通用引物(5′-ATGCA 

TGCCGTACTGTCAC-3′)一起, 扩增 SpTPS1 基因

cDNA的 3′端片段。根据复活卷柏海藻糖-6-磷酸

合成酶基因 SlTPS1 的序列(GenBank 注册号 : 

AB368491.1)[6]和中间片段测序结果, 分别设计上游

同源引物 S3(5′-ATCGGATGGCCTGGTGTCTAT 

G-3′)和下游特异引物 S4(5′-TCTTTTCATTTTGAC 

AGGCGAC-3′), 扩增 SpTPS1基因 cDNA中间片段 5′ 

端一侧的片段。再根据这一片段的测序结果和 5′端

反转录接头引物, 分别设计下游特异引物 S6(5′-GCG 

GTCTTCTTGACGCAATCCAATGTAG-3′)和上游通用

引物 (5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3′), 扩

增 SpTPS1 基因 cDNA 的 5′端片段。最后 , 用

DNAMAN软件(LynnonBiosoft, USA)拼接上述 4个扩

增片段, 得到 SpTPS1基因全长 cDNA序列。 

用 NCBI 网站(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)的

ORF Finder 软件 , 分析全长 cDNA 序列 , 得到

SpTPS1基因开放阅读框(Open reading frame, ORF), 

并以此推导氨基酸序列, 用 NCBI网站的 BlastN软件

与近缘物种和模式物种 TPS1 酶的氨基酸序列作序列

相似性比对。再根据 ORF 序列, 设计引入表达载 
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图 1  垫状卷柏 SpTPS1 基因全长 cDNA 序列的分段同源扩增 
 

体连接所需 HindⅢ和 XhoⅠ酶切位点的上游特异引

物 5′-CCCAAGCTTCCTCGAGATGCCTACTCCG 

TATTCCAATAC-3′, 和引入表达载体连接所需BamH

Ⅰ酶切位点下游特异引物 5′-CGCGGATCCATT 

AATTATCGACAGCGACAACC-3′, 用高保真酶 LA 

Taq(TaKaRa, 大连)扩增 SpTPS1基因 ORF序列。 

1.2  SpTPS1基因真核表达载体 OpRS6的构建 

用 XhoⅠ和 BamHⅠ双酶切 pRS6/AtTPS1 质粒

(Katholieke大学 Johan M. Thevelein教授惠赠)和上 

述 SpTPS1 基因 ORF 序列, 将 ORF 序列插入质粒, 

构建 SpTPS1基因真核生物表达载体 OpRS6(图 2)。在

此质粒结构中, 包括复制起点和合成组氨酸的筛选

标记基因 HIS3, SpTPS1 基因由 PMA1 启动子启动, 

以 CYC1 为终止子[7, 8]。再用 XhoⅠ和 BamHⅠ双酶

切, 电泳分离验证表达载体 OpRS6的结构。 

1.3  酵母功能互补实验 

将 TPS1 酶基因缺失(tps1△)的酵母突变菌株

YSH290(W303-1A, ggs1/tps1△::TRP1, Katholieke 
 

 
 

图 2  垫状卷柏 SpTPS1 基因真核表达载体构建 
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大学 Johan M. Thevelein教授惠赠)转接到含 2%半乳

糖的 YPD培养基(1%酵母提取物、2%蛋白胨、2%

半乳糖、2%琼脂, pH5.8)上, 30℃培养, 醋酸锂法

制备感受态细胞[9]。分别用 SpTPS1 基因真核表达

载体 OpRS6 和阳性对照质粒 pRS6/AtTPS1 醋酸锂

法转化缺失突变菌株 YSH290, 在含 2%半乳糖的

组氨酸缺失培养基(0.67%去氨基酸酵母氮碱、2%

半乳糖、0.077%-His Do Supplement、2%琼脂 , 

pH5.8)上筛选。挑选阳性转化子提取酵母质粒

DNA, 以反转录的 cDNA 为阳性对照, 用上述特

异引物扩增 SpTPS1 基因 ORF 序列。验证转化成

功后, 将转化子转接在含 2%葡萄糖的组氨酸缺

失培养基(0.67%去氨基酸酵母氮碱、2%葡萄糖、

0.077%-His Do Supplement、2%琼脂, pH5.8)上, 

同时转接酵母野生菌株 W303-1A(Mataleu2-3, 

112ura3-1, trp1-1, his3-11, 15ade2-1, can1-100 GAL, 
SUC2, Katholieke大学 Johan M. Thevelein教授惠赠)

作阳性对照 , 以未转化的 TPS1 酶基因缺失

(tps1△)酵母突变菌株 YSH290 作阴性对照, 30℃

培养 3~5 d, 验证转化的垫状卷柏 TPS1 酶基因

SpTPS1能否恢复 TPS1酶基因缺失(tps1△)酵母突

变菌株的生长缺陷。 

2  结果与分析 

2.1  垫状卷柏海藻糖-6-磷酸合成酶基因序列 

以垫状卷柏总 mRNA 的反转录 cDNA 样品为

模板, 用简并引物 DP1和 DP2扩增分离出一条近

1 000 bp长的片段(图 3A), 测序后进行 BLAST比

对, 发现该片段的碱基序列与复活卷柏、拟南芥

和马铃薯 TPS1基因的同源性分别为 75%、69%和

68%, 初步确认为垫状卷柏 TPS1酶基因的序列片

段。根据这一片段序列设计特异性引物 S1、S4 

和 S6, 分别与 3′端通用引物、上游同源引物 S3

和上游通用引物配对, 扩增分离出长 1 300、1 046

和 575 bp的端片段(图 3B、C、D), 测序后与中间

片段序列一起拼接得到长 3 223 bp的 SpTPS1基因

cDNA 全长序列, 用 ORF finder 软件分析发现一条

长 2 790 bp的开放阅读框。 

由此推导的氨基酸序列与复活卷柏(Selaginella 

lepidophylla)、小麦(Triticum aestivum)、番茄(Solanum 

lycopersicum)、酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)

和大肠杆菌(Escherichia coli)海藻糖-6-磷酸合成酶

氨基酸序列的比对结果见图 4, 序列相似性分别为

75%、69%、64%、47%和 33%。根据 Gibson 等[10]

的测定, 大肠杆菌海藻糖-6-磷酸合成酶的三维结构

包含两个结构域 , 酶催化活性中心位于两个结构

域相连的裂缝中, 参与结合 6-磷酸葡萄糖底物的

位点是 Arg9、Gly40、Tyr76、Trp85 和 Arg300, 参

与结合 UDP-葡萄糖底物的位点是 Gly22、Asp130、

His154、Arg262、Asp361和 Glu369。参与比对的 6

个物种海藻糖-6-磷酸合成酶的氨基酸序列在这些位

点都表现出高度保守性。其中, Glu和 Asp是糖原磷

酸化酶糖基转移酶 (Glycogen phosphorylase glyco-

syltransferase, GPGTF)家族共有的保守位点 , 它们

同时也具有标志性的糖原磷酸化酶糖基转移酶的保

守区域“1”和“2”[11]。 

2.2  SpTPS1基因真核表达载体OpRS6的酶切鉴定 

根据 ORF finder软件预测的 SpTPS1基因 ORF

设计上游特异引物和下游特异引物, 从反转录 cDNA

样品中扩增分离出一条长约 2 800 bp的片段, 测序后

去除引入的限制性酶切位点序列, 长 2 790 bp,与 ORF 

finder 软件预测的开放阅读框比较, 序列完全一致。 

表达载体 OpRS6 经 XhoⅠ和 BamHⅠ双酶切, 

结果见图 5。2 790和 6 705 bp的片段与 SpTPS1基 
 

 
 

图 3  SpTPS1 基因扩增片段 
A: 中间片段的扩增; B: 3′ 端片段的扩增; C: 近 5′端片段的扩增; D: 5′端片段的扩增。M: DL2000 Marker。 
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图 4  SpTPS1 基因推导的氨基酸序列与模式物种海藻糖合成酶氨基酸序列的相似性比对 
图中黑色背景的氨基酸为高度保守序列, 白色背景氨基酸位点的保守性低, 灰色背景氨基酸的保守性中等。黑框表示海藻糖合成酶活性中心

保守位点。“1”和“2”表示糖原磷酸化酶糖基转移酶的保守区域。 
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因 ORF 片段和 pRS6 线性骨架匹配, 由此证明表达

载体 OpRS6的结构正确。 
 

 
 

图 5  SpTPS1 基因真核表达载体 OpRS6 的酶切图谱 
M: NA marker; 1: OpRS6。 

 

2.3  酵母功能互补 

因为上述 SpTPS1基因真核表达载体 OpRS6和

阳性对照质粒 pRS6/AtTPS1 结构中, 存在合成组氨

酸的筛选标记基因 HIS3, 转化 SpTPS1 基因和阳性

对照质粒 pRS6/AtTPS1 的 TPS1 酶基因缺失(tps1△)

酵母突变菌株 YSH290, 在含 2%半乳糖的组氨酸

缺失培养基上能够恢复生长, 而未转化的 TPS1

酶基因缺失(tps1△)酵母突变菌株 YSH290和野生

菌株 W303-1A 不能合成组氨酸, 所以不能在该培

养基上恢复生长(图 6A)。挑选阳性转化子提取酵母

质粒 DNA, 以反转录的 cDNA为阳性对照, 用 ORF

特异引物扩增分离出了长 2 790 bp 的片段, 进一步证

明 SpTPS1基因表达载体 OpRS6对 TPS1酶基因缺失

(tps1△)酵母突变菌株的转化成功(图 6B)。 

在含 2%葡萄糖的组氨酸缺失培养基上, 野生

菌株 W303-1A 因不能合成组氨酸而不能恢复生

长; 突变菌株 YSH290因 TPS1酶基因功能缺失不 

能调控葡萄糖的糖酵解过程[12~14], 不能以葡萄糖作

为碳源, 同时也不能合成组氨酸, 因而不能恢复生

长; 但是, 用 SpTPS1 基因真核表达载体 OpRS6 和阳

性对照质粒 pRS6/AtTPS1 转化的突变菌株 , 由于

SpTPS1 基因和 AtTPS1 基因对缺失突变基因 tps1△

的互补, 能以葡萄糖作为碳源, 同时存在合成组氨

酸的筛选标记基因HIS3, 因而可以恢复生长(图 6C)。 

由此证明, 我们克隆的 ORF 片段, 确实为垫状

卷柏海藻糖-6-磷酸合成酶基因的编码序列。因此 , 

我们将这一基因命名为 SpTPS1, 申请中国专利(申

请号为 200910059934.1), 并在 GenBank 注册(因专

利申请方面的原因, 登陆号保护至 2012年 12月)。 

3  讨 论 

Zentella 等[6]进行的酵母突变体功能互补实验, 

不仅验证了复活卷柏海藻糖 -6-磷酸合成酶基因

SlTPS1 的功能, 而且还证明该基因的转化还可以增强

酵母突变体对高温和高渗透条件的耐受性。我们发现

的垫状卷柏是与复活卷柏同科的近缘种, 两者海藻糖

-6-磷酸合成酶基因 SpTPS1与 SlTPS1推导的氨基酸序

列相似性高达 75%, 且保守序列基本一致(图 4)。 

在植物细胞内, UDP-葡萄糖和 6-磷酸葡萄糖是

碳水化合物代谢的中间产物, 只要导入编码 TPS 酶

的外源基因, 即可合成 6-磷酸海藻糖。而 6-磷酸海

藻糖脱磷酸转化为海藻糖, 可由细胞内广泛存在的

非特异性磷酸酯酶催化完成。同时导入 TPP酶的编

码基因 ,  对海藻糖的积累作用不大 [ 6 ,  1 5 ]。这与

Tarczynski 等[16]用细菌甘露醇-1-磷酸脱氢酶基因转

化烟草, 获得具有甘露醇合成活性烟草植株的情形

相似。许多研究表明, 转化大肠杆菌和酵母菌 TPS 
 

 
图 6  酵母功能互补实验 
A: SpTPS1基因转化的 TPS1酶基因缺失酵母突变菌株在组氨酸缺失的半乳糖培养基上恢复生长；B: 从 TPS1酶基因缺失酵母突变菌株转化子

质粒扩增的 SpTPS1基因 ORF 片段。M: DNA marker; 1: SpTPS1 ORF; 2: 阳性对照; C: SpTPS1基因转化的 TPS1酶基因缺失酵母突变菌株在组

氨酸缺失的葡萄糖培养基上恢复生长。 
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酶基因, 或者 TPS酶与 TPP酶融合基因的烟草、小

麦和马铃薯转基因株系, 耐旱性均有不同程度的提

高[17~23]。本研究结果证明, 垫状卷柏海藻糖-6-磷酸

合成酶基因 SpTPS1的编码蛋白具有生物活性, 可能

在转基因抗逆植物品种培育中具有较好的应用前景。 

此外, 根据 Van Dijck等[24]的研究, 复活卷柏和

拟南芥海藻糖-6-磷酸合成酶的 N-末端对该的催化

活性有抑制作用。将两物种海藻糖-6-磷酸合成酶基

因 SlTPS1和 AtTPS1的 5′端截断后再转化酵母突变

菌株, 海藻糖-6-磷酸合成酶的活性比截断前提高 10

倍, 而酵母细胞的海藻糖积累比截断前提高 20倍。在

后续研究中, 我们也在尝试对 SpTPS1基因进行截断

改造, 以期进一步发挥其抗逆功效。 
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