
2011 年 10 月

2011，33( 5) : 451 － 458
中国油料作物学报

Chinese journal of oil crop sciences

蓖麻三磷酸甘油脱氢酶基因

( RcGPDH) 的克隆及功能分析
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摘要:为了阐明蓖麻三磷酸甘油脱氢酶基因( glycerol － 3 － phosphate dehydrogenase，RcGPDH) 在蓖麻油累积过

程中的作用，本研究根据已报道的蓖麻种子表达序列标签 ( Expressed Sequence Tags，EST) 设计引物，通过 RACE
( rapid － amplification of cDNA ends) 方法克隆蓖麻 RcGPDH 基因的全长并对其序列进行分析，构建了该基因的酵母

表达载体 pYES2． 1 /V5 － His － TOPO － RcGPDH，以载体 pYES2． 1 /V5 － His / lacZ 质粒 DNA 为对照，转化酵母野生型

菌株 BY4742，运用分光光度法测定转基因酵母的生长曲线，通过香草醛法测定稳定生长期的转基因酵母的油脂含

量。结果表明，转基因菌株比转空载体对照菌株生长慢，两者均在培养 18h 后进入平台期; 两个菌株的油脂含量没

有明显的差别，表明 RcGPDH 基因对酵母油脂的累积没有起到积极的作用，在蓖麻种子中可能还存在另一个 GPDH
同源基因参与三脂酰甘油( TAG) 的合成。
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Abstract: In order to elucidate the role of glycerol － 3 － phosphate dehydrogenase gene ( RcGPDH) from
castor bean in castor oil accumulation，we designed primers according to express sequence tags ( EST) and cloned
the full cDNA of RcGPDH gene by RACE ( rapid － amplification of cDNA ends) ． The yeast expression vector pY-
ES2． 1 /V5 – His － TOPO － RcGPDH was constructed and transformed to wild yeast strain BY4742，using plas-
mid pYES2． 1 / V5 － His / lacZ as control． We drew the growth curves of transformed yeast strains with spectro-
photometer at 600nm，and determined their oil content using vanillin method． Results showed that they grew stably
after cultured 18h，but the strain with RcGPDH gene grew slower than control． The oil content didn’t change be-
tween the two yeast strains，which suggested that RcGPDH gene was not involved in yeast oil accumulation． These
results suggested that other GPDH homologous genes may be involved in triacylglycerls ( TAG) synthesis in castor
seeds．
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蓖麻油粘度高、酸度低，在 500 ～ 600℃ 高温下

不变质、不燃烧，－ 18℃的低温下不凝固，被广泛应

用于工业、国防、农业、医药、造纸、橡胶等各个领

域
［1］。蓖麻油不仅是重要的化工原料，还是重要的



能源原料。从石油中得到的系列产品中，许多也可

以从蓖麻油中深加工得到，同时利用蓖麻油还可以

生产出多种与汽油柴油相近的优质低污染燃料。在

世界石油、煤炭日益短缺的今天，蓖麻( Ricinus com-
munis L． ) 是目前唯一能大量生产工业用油的油料

植物，其种子含油量最高可达 50%。蓖麻油被视为

有开发潜力又可再生的“绿色石油”能源
［2］。

三脂酰甘油( Triacylglycerls，TAG ) 是植物种子

中油脂储存的主要化学形式。在植物种子中，TAG
的合成主要在内质网中通过 Kennedy 途径

［3］
完成，

即以三磷酸甘油 ( glycerol － 3 － phosphate，Gly3P) 和

酰基辅酶 A( acyl － CoA) 作为初始底物，先后在甘油

－ 3 － 磷酸酰基转移酶( sn － glycerol － 3 － phosphate
acyltransferase，GPAT) 、溶血磷脂酸酰基转移酶 ( ly-
sophosphatidic acid acyltransferase LPAAT ) 、磷 脂 酸

磷酸水解酶( phosphohydrolase) 、二脂酰甘油酰基转

移酶 ( diacylglycerol acyltransferase，DGAT ) 的 作 用

下，Gly3P 甘油骨架上的三个磷酸基团逐步被三个

酰基链替代而生成 TAG，最终在内质网中形成油体

贮存在种子中。到目前为止，针对提高种子油含量

分子机制的研究主要集中在如何调控 Kennedy 途径

酰基转移过程中相关产物的量以及脂肪酸链合成过

程中相关前体的量
［4］，而 Gly3P 在 TAG 合成中的作

用一直不受关注。在种子发育过程中，Gly3P 作为

Kennedy 途径的初始底物及 TAG 合成的碳骨架，是

TAG 合成必不可少的前体。Vigeolas 和 Geigenberg-
er［5］

向油菜种子中注射适当浓度的甘油，检测到

Gly3P 含量的增加，同时也检测到 TAG 合成速率的

增加。随后，Vigeolas 等
［6］

将酵母中编码三磷酸甘

油脱氢酶的 GPD1 基因转化到油菜中异位表达，转

基因油菜中 Gly3P 的含量增加了 3 ～ 4 倍，油含量增

加了 40%，而且 Gly3P 的含量与种子油的累积量之

间存在一定的协同关系。由此可见，Gly3P 含量的

多少影响种子 TAG 的累积。在植物体内，Gly3P 主

要通过两条代谢途径生成，一是糖酵解中间产物磷

酸二羟丙酮 ( dihydroxyacetone phosphate，DHAP) 在

三磷酸甘油脱氢酶( glycerol － 3 － phosphate dehydro-
genases，GPDH ) 的催化下获得

［7 ～ 9］。二是 glycerol
在甘油激酶 glycerol kinase ( GlyK) 的作用下产生。
研究表明 GlyK 主要在种子萌发时参与甘油代谢过

程。在 Vigeolas 和 Geigenberger 向油菜种子中添加

外源甘油的实验
［5］

中，Gly3P 的量并没有迅速增加，

而 是 滞 后 一 定 时 间，而 且 当 甘 油 的 浓 度 超 过

10mmol /L 时，Gly3P 的量增加不 明 显，据 此 推 测，

Gly3P 含量的增加可能不是 GlyK 直接作用的结果。

因此，作为 Kennedy 途径初始底物的 Gly3P 可能主

要是由 GPDH 酶催化而来，GPDH 基因可能是影响

植物种子含油量的重要基因。近年来的研究结果表

明，GPDH 基因在植物对抗非生物逆境方面具有非

常重要的作用
［10］，而关于其在植物种子油脂合成方

面的作用还缺乏研究。
近年来，随着工业化程度的迅速提高，全球范围

内对蓖麻油的需求量呈急剧上升趋势，供应远远不

能满足需求。但是，由于对蓖麻育种及相关分子生

物学研究的相对滞后，品种混乱而不稳定，不同品种

含油量差异较大，因此，研究与蓖麻含油量相关基因

的功能，将有助于通过生物工程技术获得含油量高

而稳定的蓖麻品种。本研究根据已报道的蓖麻种子

GPDH 基 因 的 表 达 序 列 标 签 ( Expressed Sequence
Tags，EST) ［11］

设计引物，通过 RACE 方法克隆了蓖

麻 GPDH 基因的全长，并构建了该基因的酵母表达

载体，通过酵母表达系统对该基因在油脂合成上的

功能进行了初步分析。

1 材料与方法

1． 1 材料

植物材料: 蓖麻 ( Ricinus communis L． ) ( 云蓖 3
号) 种子由云南省农科院经作所提供。取开花后发

育至第 26d 的种子立即放于液氮中并于 － 80℃ 保

存。酿酒酵母( Saccharomyces cerevisiae) 野生型菌株

BY4742 由加拿大 Saskatchewan 大学 Zou Jitao 教授

赠送。所有引物均由上海生物工程技术有限公司合

成，测序由上海生物工程技术有限公司完成。
1． 2 方法

1． 2． 1 蓖麻总 RNA 的提取 将 － 80℃冻存的种子

在液氮中研磨成粉，采用 Trizol 法进行总 RNA 提

取，操 作 步 骤 按 Trizol 试 剂 ( TaKaRa RNAiso Rea-
gent) 说明进行。沉淀用适量的 DEPC 水溶解，经

DNA 酶消化和 RNA 纯化试剂盒纯化后，2% 甲醛变

性琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性，超微量紫外

分光光度计( NanoDrop ND － 1000 ) 测定纯度和浓

度。
1． 2． 2 RcGPDH 基因的克隆及序列分析 根据 Pri-
meScriptTM RT － PCR Kit( TaKaRa) 试剂盒说明进行

反转录获得 cDNA。根据已报道的 EST 序列
［11］，设

计 5’RACE 和 3’RACE 引物 ( 表 1 ) 。以蓖麻种子

cDNA 为 模 板，按 照 Clontech 公 司 的 SMARTerTM
RACE cDNA Amplication Kit 和 Advantage 2 Polymer-
ase Mix 的说明进行 RACE 扩增。RACE 扩增产物

用 1%的琼脂糖凝胶检测，然后克隆到 pGM － T 载
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体( Tiangen) 并转化大肠杆菌 TOP 10，在含氨卞青

霉素的 LB 培养基上生长过夜，挑取阳性克隆进行

PCR 检测后测序。将获得的 5’RACE 和 3’RACE
序列进行拼接，分别从 5’和 3’端设计 cDNA 全长扩

增引物 RcGPDH － S 和 RcGPDH － A ( 表 1) ，以 cD-

NA 为模板进行 PCR 扩增，获得全长 cDNA。将 cD-
NA 全长片段克隆到 pGM － T 载体( Tiangen) ，转化

大肠杆菌 TOP 10，在含氨卞青霉素的 LB 培养基上

生长过夜，挑取阳性克隆 PCR 检测后测序验证。

表 1 引物信息

Table 1 Primer information used in this study

引物名称 Primer 序列 Sequence 退火温度 Annedling temp /℃
3’RACE 5’－ GAGCCACAGCTGAGCATTTGTTTGAAGT － 3’ 70． 0
5’RACE 5’－ AGCAGTAAAGACACTACCCCAAGCACC － 3’ 67． 0
RcGPDH － S 5’－ TATCTCCCAAACCGACTTCC － 3’ 56． 0
RcGPDH － A 5’－ TAATGTGAAAGGAAAATCCAGTT － 3’ 56． 0
RcGPDH YeastS 5’－ GAAATGGCTAAAAATACTGAAACA －3’ 56． 2
RcGPDH YeastA 5’－ AGGTTTCTTTCCCAGGAGTGA －3’ 57． 9
Yeast Clone S 5’－ TCGGTTTGTATTACTTCTTATTC － 3’ 51． 5
RcGPDH － YcloneA 5’－ TAGGTGACCATAACTATCTTGC － 3’ 51． 9

利用 NCBI 的 Blast． ORF finder 和 BankIt 服务

器进行核酸和蛋白质序列比较、阅读框架确定及序

列在线提交。通过 SubLoc v1． 0 软件在线分析对

RcGPDH 基因的编码蛋白质进行亚细胞定位 ( ht-
tp: / /www． bioinfo． tsinghua． edu． cn /SubLoc / ) 。

将 RcGPDH 蛋白质序列与拟南芥、酵母、盐藻

等物种的蛋白序列用 ClustalX 1． 8 进行序列多重比

对，分析 RcGPDH 基因与其它物种 GPDH 基因的同

源性。系统树运用 DNASTAR 软件包中的 MegAlign
程序构建。
1． 2． 3 酵母表达载体的构建及酵母遗传转化 将

得到的 RcGPDH 基因通过 TOPO TA 克隆法克隆到

载体 pYES2． 1 /V5 － His － TOPO( Invitrogen) ，所用引

物为 RcGPDH YeastS 和 RcGPDH YeastA( 表 1 ) ，引

物 RcGPDH YeastS 从启动子 ATG 开始，并在前面增

加了三个外源碱基 GAA，以增强表 达 效 率，引 物

RcGPDH YeastA 不含基因的终止子。转化酵母野

生型菌株 BY4742，同时将 pYES2． 1 /V5 － His / lacZ
质粒 DNA 转化酵母菌株 BY4742 作为对照，于 Sc －
u( 配方见 pYES2． 1 TOPO TA Expression Kit 操作手

册) 平板培养基上 28℃生长 2 ～ 4d。以上操作均根

据 Ivitrogen 公司 的 pYES2． 1 TOPO TA Expression
Kit 及 S． c． EasyComp． Transformation Kit 说明书进

行。挑取酵母菌斑通过引物 Yeast Clone S 和 RcGP-
DH － YcloneA ( 表 1 ) 进 行 PCR 检 测，引 物 Yeast
CloneS 位于载体的启动子内，引物 RcGPDH － Yclo-
neA 位于基因 RcGPDH 上。
1． 2． 4 目的基因在酵母中的表达分析 酵母 RNA
的提取，具体操作如下: 离心收集一定量的酵母菌

液，用蒸馏水洗涤 3 次，离心收集菌体，加入同体积

的盐酸洗玻璃珠，加入 1mL Trizol，在涡旋仪上振荡

10min，每振荡 30s 在冰上静止 30s，加入 0． 2mL 氯

仿，继续振荡 1 ～ 2min，室温放置 2 ～ 5min，12 000
rpm 离心 10min，取上清转入 RNasefree 的离心管，加

入 0． 6 ～ 1 倍体积的异丙醇，置于 － 80℃快速沉淀 5
～ 10min，12 000rpm 离心 10min 收集沉淀，用 1． 5mL
70% 乙醇( RNase － free) 洗涤一次，12 000rpm 离心

2min 去乙醇，室温干燥 10 ～ 15min，加入 50μL DEPC
水溶解，DNase I 消化后 2% 甲醛变性琼脂糖凝胶电

泳检测 RNA，通过 RT － PCR 检测基因的表达。
1． 2． 5 转基因酵母生长曲线的绘制及转基因酵母

油脂百分含量的测定 将转基因和转对照质粒的酵

母首先在含有葡萄糖的 Scu 抑制培养基 ( 配方见

pYES2． 1 TOPO TA Expression Kit 操 作 手 册 ) 中

250rpm 30℃过夜培养，紫外分光光度计测 OD600值，

用含有棉籽糖和半乳糖的 Sc － u 诱导培养基( 配方

见 pYES2． 1 TOPO TA Expression Kit 操作手册) 将上

述菌液稀释至 OD600 = 0． 4，于 250rpm、30℃ 的条件

下培养，在 30h 的时间内每隔 6h 测一次 OD600值，观

察其生长状况，绘制生长曲线。
通过香草醛的方法

［12］
检测酵母的油脂百分含

量，分别取 2mL 诱导培养基中培养 18h 的转基因酵

母和对照菌液离心收集沉淀，称干重作为参照。另

取 1mL 菌液蒸馏水洗涤 3 次去除其中的糖分，取

50μL 酵母菌液于 1mL 18mol /L 的硫酸中，以 50μL
水做对照，100℃ 沸水浴中 10min，快速置于自来水

中冷却，加入磷酸 － vanillin 试剂 2． 5mL，37℃ 反应

1h，恢复到室温，测定 OD530 值。每个处理均做 3 次

重复。利用回归方程: 浓度 = 0． 053 59 + 1． 815 ×
OD530，计算油脂的浓度，结合干重计算酵母中油脂
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百分含量，比较油脂变化情况。

2 结果与分析

2． 1 蓖麻总 RNA 的提取

5μg 蓖麻种子总 RNA 样品进行凝胶电泳检测，

28SrRNA、18SrRNA 条带清晰明显 ( 图 1 ) ，18SrRNA
的量是 28SrRNA 的 1 /2，紫外分光光度法测得 A260 /
A280 = 2． 09，A260 /A230 = 1． 90，说明总 RNA 的完整性

好、纯度高，可以用于反转录获得 cDNA。

M，100bp plus DNA 分子量参照; 1，总 RNA; 2，5’RACE; 3，3’RACE; 4，基因全长

M，100bp plus DNA ladder; 1，Total RNA; 2，5’RACE; 3，3’RACE; 4，full gene
图 1 蓖麻种子总 RNA 及基因克隆

Fig． 1 Total RNA from castor bean seeds and RcGPDH gene clone

2． 2 RcGPDH 基因的克隆及序列分析

测序结 果 显 示 5’RACE 片 段 为 1 176bp，3’
RACE 片段 1 512bp，基因全长为 2 372bp( 图 1) ，与

3’和 5’RACE 片段的拼接结果一致，命名为 RcGP-
DH ( GenBank 登录号: GU969273 ) ，阅读框 ( ORF)

位于全长 cDNA 的 702 位到 2 105 位，长度为1 404
bp，序列与 Chan 等注册的完全一致 ( 序列号: XM_

002513073 ) ，编 码 467 个 氨 基 酸，5’非 编 码 区

( UTR) 和 3’非编码区( UTR) 长度分别为 701bp 和

267bp( 图 2 ) 。该 cDNA 的起始密码子 ATG 的 － 3
位和 + 4 位核苷酸均为嘌呤，符合 Kozak 规律，由此

确定克隆到的 RcGPDH 包含一个完整的阅读框架。
亚细胞定位的在线分析结果表明该基因编码的蛋白

质可能存在于线粒体上。

1 TATCTCCCAAACCGACT TCCGTTAGACGGAATTCTCT TGCTT TAGTCCACTTCTGGTAAT
61 ACCCATTGTGTGAATGAATGAGCACAAGCTAACAAAAACATAAAATAGAAAAAAGTCTAG
121 AATCAGTATCACCGCGT TGAGGAAGCTGACAAACAAAAGAGGTGGTT TCGCT T TCTCT TC
181 TCT T TGT TCACT T TGTACGCT TATGT TGACTGGGT TTCT TGGTTGGGTTAGATGACGGAA
241 GCT T TAGACTAAGT TCATTCT TGCAT T TCT T TCTGTAATATCT TACTCGGAT TGTCATTA
301 GATATGCTGATGGCGGCATAAAGTACCATGAAAAACCCGTGTAGCAAAATTCAGTT TCGA
361 TCAATGT T T TAGAGTTTCTAAGTTCTAGATCAATGTTCTAGAAACAACAAAATCTAGCTG
421 T TGTTATGTT TGATAGCTAAT T TGATGATCTAAGCCCT TACACTTGATGAGGGATGTAGC
481 CTCTATATATATATATATACCTGGAAAT TGGGT TACTT TAAGATCCATAGAAAT TGTTAG
541 GAATCTGTTGTCTCTAGACAGCAATATAATT T T TGTGTGT TGAGCTTAGTAAATATCGAC
601 AGAAGAGATCCT T TCT T TGGTATTGGTGCTACGTT TCCTAGT TCTATATAAAGGTTCATC
661 ACACAAGACT TAATAACGGTAGTGTAAGTCGAGAGGAGAAAATGGCTAAAAATACTGAAA

M A K N T E 6
721 CAGAGAGTCACAATGTACATTCAAATGGATCAATTCATAATCAGAACTCGAATGGTGCT T

T E S H N V H S N G S I H N Q N S N G A 26
781 TAGAAGAAAAGCTAGATGAGCTTCGACGTCTCATGGGCAAATCGGAAGGTGATCCT T TGA

L E E K L D E L R R L M G K S E G D P L 46
841 GGATTGT TGGCGTCGGTGCTGGTGCT TGGGGTAGTGTCT T TACTGCT T TGTTGCAAGATA

R I V G V G A G A W G S V F T A L L Q D 66
901 GT TATGGTCACCTAAGAGATAAGGTTCTAATAAGGTTATGGAGAAGGCCTGGAAAATCAG

S Y G H L R D K V L I R L W R R P G K S 86
961 T TGATAGAGCCACAGCTGAGCATT TGTT TGAAGTGATTAATTCCAGGGAAGACGTATTAA

V D R A T A E H L F E V I N S R E D V L 106
1021 GGAGATTGAT TAGGCGT TGTGCATACTTAAAGTATGTTGAAGCAAGATTAGGTGATAGGA

R R L I R R C A Y L K Y V E A R L G D R 126
1081 CCT TGTATGCAGATGAGAT TT TGAAAGATGGCT T T TGCTTAAACATGATAGATACCCCAC

T L Y A D E I L K D G F C L N M I D T P 146
1141 T T TGCCCTT TAAAGGTTGTAACCAAT T TGCAGGAAGCGGTGTGGGATGCTGATATTGTTA
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L C P L K V V T N L Q E A V W D A D I V 166
1201 T TAATGGGTTGCCT TCCACTGAGACCAGTGAGGTGVTTCCAGCAAAT TAGTAGGTATTGGA

N G L P S T E T S E V F Q Q I S R Y W 186
1261 AAGAGAGGATAACAGTACCAGTTATCATCTCT T TGGCAAAAGGCATAGAGGCTGAGTTGG

K E R I T V P V I I S L A K G I E A E L 206
1321 AGCCTGAGCCTCGCATAATAACTCCCACTCAAATGATAAATCGAGCAACTGGAGTCCCAA

E P E P R I I T P T Q M I N R A T G V P 226
1381 TGGAGAACATCCTCTATCT TGGAGGACCTAACATCGCCTCGGAGATT TACAATAAGGAAT

M E N I L Y L G G P N I A S E I Y N K E 246
1441 ATGCTAATGCCCGAATATGTGGCGCAGAAAAATGGAGGAAACCTT TGGCAAAGT TT T TGA

Y A N A R I C G A E K W R K P L A K F L 266
1501 GGCAACCCCATT T TATAGTGTGGGATAATAGTGATCTAGT TACTCATGAAGTCATGGGTG

R Q P H F I V W D N S D L V T H E V M G 286
1561 GAT TAAAGAATGTATATGCAATTGGAGCTGGAATGGTAGCAGCTCTGACCAACGAGAGTG

G L K N V Y A I G A G M V A A L T N E S 306
1621 CAACAAGTAAATCAGTGTACT T TGCTCACTGTACATCAGAAATGATATT TATCACGCAT T

A T S K S V Y F A H C T S E M I F I T H 326
1681 TGT TGGCAGAGGAACCTGAGAGACTTGCGGGTCCCCTT T TAGCTGACACTTATGTCACCT

L L A E E P E R L A G P L L A D T Y V T 346
1741 TAT TGAAAGGCCGTAATGCATGGTACGGTCAGCAGTTGGCCAAAGGGGGGTTGAACCTTG

L L K G R N A W Y G Q Q L A K G G L N L 366
1801 ATATGGGTGACAGCATCAAGGGCGAGGGGATGATTCAGGGTGTCTCTGCAGTGAAAGCAT

D M G D S I K G E G M I Q G V S A V K A 386
1861 TCTATGAACTGCTGAGTCAGTCTTGCTTAAGTGTCCTACATCCTGAAGAAAAGAAGCCTG

F Y E L L S Q S C L S V L H P E E K K P 406
1921 TAGCCCCTGT TGAACTT TGCCCCATATTGAAGATGCTATATAGAATACTCATAACGAGGG

V A P V E L C P I L K M L Y R I L I T R 426
1981 AGT T TCCGGCACAGGCTAT TCT TCAAGCTT TAAGGGATGAAACGATGAATGACCCAAGAG

E F P A Q A I L Q A L R D E T M N D P R 446
2041 ATCGCAT TGAGATTGCACAAAGCCATGTATTCTACAGAGCATCACTCCTGGGAAAGAAAC

D R I E I A Q S H V F Y R A S L L G K K 466
2101 CT TGACGATATACTGACTAAT T T TGCATGTTGCTGTTGTCAATCGATATGATGTGATAAG

P * 467
2161 CTACATAATGTAGT TCCACAATT TCAGAAAGTATCAGGACAAGGACGCTAGATTGCGAGT
2221 TGGTTGT TAAGT T TGTTGT TGTATCAAT TGCTT TATT TGT TGAGT T TGGCCATGCAGAAC
2281 AGTGAAATGAACAGATT TGTCAAACTGGATT T TCCT T TCACATTAATGT TAAATCGAAT T
2341 GAATCTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

图 2 蓖麻 RcGPDH 基因序列及其推导的氨基酸序列

Fig． 2 Nucleotide and deduced amino seqences of RcGPDH from Ricinus communis

AtGPDH1 GKSEKDP LR I VSVGAGAWGSVFAALLQE SYGGFRDKFQ I R IWRRAGRAVDRETAEHL FEV
AtGPDH2 GCNDDSKSKVTVVGSGNWGSVAAKL I ASNALKL P － － － － － － － － － － － － S FHDEVRMWVFEEV
AtGPDH3 GKADDDP LR I VGVGAGAWGSVF I AMLQENYGKFRGKVSVR IWRRGGRA I DKATAEHL FEV
DvGPDH － － － －AEKVNVC I VGSGNNGSA I AK I VGANAAAL P － － － － － － － － － － － －EFEERVTMFVYEEM
EcGPDH － －MNQRNASMTV I GAGSYGTALA I T LARNG－ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － －HEVVL
OsGPDH1 GKADGDL LR I VGVGGGAWGSAFCALLQDAYGRHRDKAQVRVWRRPGRAVDRATAEHL FEV
OsGPDH2 GKSDGDL LK I VG I GAGAWGSVFAALLQDAYGRFREKVQ I R IWRRAGRSVDRT TAEHL FEV
OsGPDH3 GKADGDP LR I VGVGAGAWGSVFCALMQDAYGHLRDKVQVR IWRRPGRAVDRATAEHL FEV
OsGPDH4 － － － －HAKNLVAV I GSGNWGSVASRL I ASNTAKL P － － － － － － － － － － － － S FHDEVRMWVFEE I
PtGPDH2 GKAEGDP LR I VG I GAGAWGSVFTALLQDSYGHLRDKVL I R IWRRPGRSVDRS TAEHL FEV
PtGPDH GKAEGDP LR I VG I GAGAWGSVFTALLQE SYGHLRDKVL I R IWRRPGRSVDRATAEHL FEV
RcGPDH2 GKADGDP LR I AGVGAGAWGSVFAALLQDSYSQFRDKVQ I R IWRRPGRAVDRATAEHL FEV
SbGPDH GKSEGDL LK I VSVGAGAWGSVFAALLQDAYGHFRDKVQ I R IWRRPGRTVDRS TAEHL FEV
VvGPDH GKAEGDPMR I VGVGAGAWGSVFAAMLQDSYGHLRDKVQ I R IWRRPGRFVDRATAEHL FEV
RcGPDH GKSEGDP LR I VGVGAGAWGSVFTALLQDSYGHLRDKVL I RLWRRPGKSVDRATAEHL FEV

GXGXXG

图 3 RcGPDH 基因与其它物种 GPDH 同源基因氨基酸序列结构域分析
Fig． 3 Domain analysis of deduced amino acid sequences of RcGPDH and GPDH homologoue of other species
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氨基酸序列与来自于某些其它物种的 GPDH 基

因氨基酸序列比较的结果显示，它们有一个共同的

GPDH 结构域，其序列为 GXGXXG( 图 3，表 2) 。序

列一致性分析表明，RcGPDH 基因与其它高等植物的

GPDH 基因有较高的同源性，但与拟南芥的 AtGPDH2
和水稻的 OsGPDH4 基因同源性较低( 表 2) 。

表 2 RcGPDH 基因与其它物种 GPDH 同源基因氨基酸序列同源性比较

Table 2 Multi － alignment of deducde amino acid sequences of RcGPDH and GPDH from various species

物种名称
Species

基因名称
Gene

序列号
Accession number

同源性 /%
Homology

Ricinus communis RcGPDH2 XP_002533846 85． 6
Escherichia coli EcGPDH P37606 20． 4
Vitis vinifera VvGPDH XP_002271029 86． 7

Sorghum bicolor SbGPDH XP_002456915 85． 4
Populus trichocarpa PtGPDH XP_002332423 90． 4

PtGPDH2 XP_002304772 89． 7
Drosophila virilis DvGPDH EC1． 1． 1． 8 21． 6

Arabidopsis thaliana AtGPDH1 CAC69665 83． 8
AtGPDH2 NP_198877 24． 8
AtGPDH3 NP_187426 80． 7

Oryza sativa OsGPDH1 NP_001055933 78． 8
OsGPDH2 NP_001045350 83． 2
OsGPDH3 NP_001044541 81． 4
OsGPDH4 NP_001045535 26． 2

图 4 基于 GPDH 同源基因氨基酸序列构建的系统树

Fig． 4 Phylogenetic tree based on alignment of deduced amino － acid sequences of GPDH homologues

注: 1，转基因酵母菌株总 RNA; 2，对照酵母菌株总 RNA; 3，转基因菌株 PCR 检测; 4，转基因菌株 RT － PCR 检测;
5，对照菌株 RT － PC 检测; 6，转基因菌株总 RNA 的 PCR 检测; M，100bp plus DNA 分子量参照

Note: 1． Total RNA of transgenic yeast strain; 2． Total RNA of control yeast strain;
3． PCR analysis of transgenic yeast strain; 4． RT － PCR analysis of transgenic yeast strain;

5． RT － PCR analysis of control yeast strain; 6． PCR analysis of total RNA of transgenic yeast strain; M． 100bp plus DNA ladder
图 5 转基因酵母菌菌株表达分析

Fig． 5 Expression analysis of transgenic yeast strains

2． 3 RcGPDH 基因在酵母菌株 BY4742 中的表达分析

挑取酵母菌落的 PCR 检测的结果表明，RcGP-
DH 基因已经正向克隆到载体 pYES2． 1 /V5 － His －
TOPO，并已转化到酵母菌株( 图 5 ) 。提取转 RcGP-
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DH 基因酵母菌株 BG 和转空载体酵母菌株 BV 的

RNA，PCR 检测结果显示以 RNA 为模板时没有扩增

产物，说明 RNA 中无 DNA 污染。RT － PCR 检测结

果显示转化目的基因 RcGPDH 的菌株有目的条带，

而转化空载体的菌株没有扩增产物( 图 5 ) ，说明目

的基因已经在酵母中表达。
2． 4 转基因酵母菌株生长曲线和油脂百分含量

转基因酵母和对照菌株在培养 12h 前均处于对

数生长期，而后逐渐进入稳定生长期，在 18h 左右进

入平台期，转空载体的对照菌株比转基因的菌株生

长速度快( 图 6) 。取诱导培养 18h 的菌体进行油脂

百分含量的测定，结果显示，转基因菌株和对照菌株

的油脂含量没有明显变化，三次重复的平均值分别

为 5． 26%和 5． 16%。

注: BG: 转化 RcGPDH 基因菌株; BV: 转化空载体对照菌株

Note: BG: transgenic yeast strain; BV: control yeast strain
图 6 转基因和对照质粒酵母菌株生长曲线

Fig． 6 Growth curve of transgenic and
controlled yeast strains

3 讨论

RcGPDH 基因蛋白质结构分析结果表明，RcGP-
DH 基因与其它 NADH 依赖型 GPDH 基因一样，都

具有一个保守的 GPDH( Glycerol － 3 － phosphate de-
hydrogenase) 结构域

［14 ～ 16］，而且与其它高等植物的

GPDH 基因高度同源，由此可 见，RcGPDH 是 一 个

NADH 依赖型的基因。
在不同的 GPDH 酶作用下，细胞液和质体中均

能生成 Gly － 3 － P，作为一个中间代谢物，Gly － 3 －
P 参与细胞的多个代谢过程，除了为 TAG 提供碳骨

架而参与 TAG 合成代谢外，还参与细胞膜脂合成、
甘油合成、线粒体呼吸、葡萄糖合成、以及调节细胞

氧化还原平衡等生理代谢过程。本研究中，转目的

基因菌株比转空载体菌株生长慢，说明 RcGPDH 基

因的表达对酵母的生长起到了一定的抑制作用，可

能是由于该基因的表达打破了膜脂合成与 TAG 合

成及其它代谢过程中的平衡，从而对细胞造成了伤

害而抑制了细胞的生长
［12］; RcGPDH 基因在酵母野

生型菌株中异位表达没有导致酵母细胞油脂含量的

明显变化，说明 RcGPDH 基因可能对蓖麻种子油脂

合成没有显著的贡献。该结果与已报道的研究结果

相似，最新的研究表明，大肠杆菌的 GPDH 酶基因

gpsA 在拟南芥中高表达时，Gly － 3 － P 的含量增加

了几倍，但种子中油脂的含量及组成没有变化
［13］。

与 TAG 合成相关的 GPDH 酶主要在细胞质中，而

RcGPDH 基因亚细胞定位在线粒体上，推测 RcGPDH
基因 主 要 参 与 线 粒 体 呼 吸 代 谢。另 外，Vigeolas
等

［6］
转化油菜的基因是酵母 Drosophila virilis 的 GP-

DH 基因 DvGPDH，不同物种 GPDH 同源基因聚类结

果表明，DvGPDH 基因与拟南芥的 AtGPDH2 基因聚

为一支，而与 RcGPDH 基因的亲缘关系较远。RcGP-
DH 基因与拟南芥的 AtGPDH1 和 AtGPDH3 的同源

性相对较高，由此推测，蓖麻种子中可能还存在一个

与 AtGPDH2 基因高度同源的基因参与蓖麻 TAG 的

合成。
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