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Abstract:VC(vitaminC)isanessentialnutrienttohumanhealth．DuetolackofLＧgulonolactoneoxidase,thelast
enzymeinvolvedinVCsynthesispathway,humancouldnotsynthesizeVCbythemselves．Riceisanimportantfood
cropanditsnutritionalvaluecouldbegreatlyimprovedbyincreasingtheVCcontentinriceseeds．Phosphomannomutas
e(PMM)isanimportantenzymeinVCsynthesispathway,catalyzingtheinterconversionfrom mannose６Ｇphosphate
from mannose１Ｇphosphate．Inthisstudy,OryzaPMMgene(OsPMM)thatwasunderthecontrolofseedＧspecific
expressedpromoterBx１４wastransferredinto ‘C４１８’,arestorerlineofthreeＧlinejaponicahybridrice,usingthe
doublerightＧbordervectorpMNDRBBin６throughanAgrobacteriumtumefaciensＧmediatedsystem．Molecularanalysis
revealedthatOsPMM wasintegratedintothegenomeoftransgenic‘C４１８’,andthehomozygousandmarkerＧfree
transgeniclinewasobtainedintheT２ generation．Geneexpressionanalysisoftransgeniclinesshowedtheexpression
levelofOsPMM wassignificantlyincreasedinseeds,andaccordingly,theVCcontentintheseedsoftransgenicplant
alsoincreasedby２５－５０％．
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摘　要:维生素C(VC)是人体健康所必需的营养元素.人类由于缺乏VC合成途径中的最后一种酶(LＧ古洛糖酸内酯氧化
酶),自身不能合成 VC.水稻是重要的粮食作物,增加水稻种子中 VC含量,能够提高其营养价值.磷酸甘露糖变位酶
(PMM)是 VC合成通路中一种重要的酶,催化甘露糖Ｇ６Ｇ磷酸到甘露糖Ｇ１Ｇ磷酸的转变.将水稻 PMM 基因(OsPMM)构建在
双右边界双元载体pMNDRBBin６上,并用种子特异表达的启动子BX１４驱动其表达.通过农杆菌介导的转化系统,OsPMM
基因被转入粳型三系恢复系C４１８中.通过分子检测,在 T２代筛选到了无选择标记的转基因植株.对OsPMM 基因在转基
因植株中的表达进行分析,发现OsPMM 基因在转基因水稻种子内的表达水平明显提高,相应地,转基因系种子中的 VC含
量也提高了２５％~５０％.
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　　维生素C(VC)又名抗坏血酸(LＧascorbicacid,

AsA),是动植物体内一种重要的抗氧化剂,参与了

人体的心血管功能、免疫细胞发育、结缔组织和铁离

子的利用等生理进程.植物和大多数动物可以合成

VC,人类由于缺乏 VC合成途径中的最后一种酶

LＧ古洛糖酸内酯氧化酶(LＧgulonolactoneoxidase),
自身不能合成 VC,加上 VC不能在体内长期贮存,
人类必须每天从膳食中获取足够 VC.
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　　水稻是重要的粮食作物,增加水稻种子中 VC
含量,能够提高其营养价值.到目前为止,已经在植

物体内发现了多条 VC生物合成途径和一条循环利

用途径,其中 VC生物合成途径包括LＧ半乳糖(LＧ
galactose)途径(WheelerＧSmirnoff途径)[１Ｇ３]、LＧ古

洛糖(LＧgulose)途径[４]、肌醇(myoＧinositol)途径[５]

和DＧ半乳糖醛酸(LＧgalactonicacid)途径[６]等.

　　通过对 VC合成和代谢通路上的酶进行基因操

作,可以提高或降低植物体内的 VC水平.在土豆

中的研究表明,反义抑制 GDPＧ甘露糖焦磷酸化酶

导致了 VC含量的大幅下降[７].在拟南芥中反义抑

制LＧ半乳糖脱氢酶,在强光下生长的转基因植株的

VC含量比野生型要降低很多[８].在烟草中,抑制

LＧ半乳糖醛酸Ｇ１,４Ｇ内酯脱氢酶的活性,导致了转基

因株系 VC含量较对照减少３０％[９].而 Tokunaga
等[１０]在烟草悬浮细胞内过量表达LＧ半乳糖醛酸Ｇ１,

４Ｇ内酯脱氢酶,使得总 VC 含量提高了２倍左右.
不仅如此,一些研究还发现,在植物内表达异源的

VC合成或代谢通路上的酶,也能对 VC的含量进

行调控.在拟南芥中过量表达草莓的 DＧ半乳糖醛

酸还原酶导致 VC的含量增加２~３倍[６].LＧ古洛

糖是动物体内 VC合成的前体物质,在莴苣和烟草

中过量表达老鼠的古洛糖内酯氧化酶使 VC含量提

高达７倍[１１];在拟南芥中表达此酶也使 VC含量提

高了 ３ 倍 多[１２]. 脱 氢 抗 坏 血 酸 还 原 酶 (DeＧ
hydroascorbatereductase,DHAR)参与了VC在植

物体内的循环[１３],在烟草和玉米中过表达来自小麦

的脱氢抗坏血酸还原酶,其表达水平在烟草和玉米

中分别达到原来的３２倍和１００倍,相应地,叶片和

谷粒中的 VC水平也提高了２~４倍[１３].
磷酸甘露糖变位酶(PMM)催化 VC合成通路

中甘露糖Ｇ６Ｇ磷酸到甘露糖Ｇ１Ｇ磷酸的转化,此反应是

可逆的.对植物PMM 的转基因操作发现,在烟草

叶片中抑制 PMM 的表达可导致烟草 VC 含量降

低,而增加PMM 在叶片中的表达能使 VC含量提

高２０％~５０％.在拟南芥中过表达拟南芥 PMM
也导致了 VC含量提高２５％~３３％[１４].在烟草中

过表达来自樱桃的PMM 基因,烟草的 VC含量提

高了两倍,且 VC含量的提高和PMM 基因的转录

水平和酶活性正相关[１５].
以上报道表明,增加植物体内 VC合成通路或

循环通路中酶的表达,可以提高受体的 VC含量.
水稻是重要的粮食作物,暂未有通过基因工程提高

水稻 VC含量的报道.水稻 PMM 基因(OsPMM,

LOC_Os０４g５８５８０)位于水稻第４染色体,基因组全

长３０３３bp,cDNA 全长７４７bp,编码含２４９个氨基

酸的磷酸甘露糖变位酶,催化 VC合成通路中甘露

糖Ｇ６Ｇ磷酸到甘露糖Ｇ１Ｇ磷酸的转化,所催化的反应是

可逆的.
为了提高水稻种子的 VC含量,本研究将OsＧ

PMM 的 全 长 cDNA 和 种 子 特 异 表 达 的 启 动 子

Bx１４融合,构建成了表达载体pDRBOsPMM.转

基因质粒的骨架选择的是双右边界双元载体pMNＧ
DRBBin６,利用此载体,在转基因系后代的分离过程

中可以筛选到无选择标记的转基因植株,无标记转

基因植株的分离步骤可参见Lu等[１６]的报道.通过

农杆菌介导的转化,将OsPMM 整合到水稻杂交稻

骨干亲本C４１８中,在 T２代筛选获得了无选择标记

且种子 VC含量明显提高的C４１８转基因纯合系.

１　材料与方法

１．１　试验材料

转基因受体材料是生产中常用的粳型恢复系

C４１８.之所以选择C４１８,是因为C４１８是籼型遗传

成分较高、形态偏籼且有特异亲和力的粳型恢复系,
是起着“籼粳架桥”作用的品种.C４１８与粳稻杂交

子一代结实正常,与籼稻杂交子一代结实率４０％~
６５％.经与多个不育系配组,其所配组合具有高

产、优质、抗病、抗倒、高光效、高结实率、高配合力等

诸多特点,在生产中具有重要的应用价值[１７].

１．２　质粒构建和水稻转化

转基因质粒pDRBOsPMM 是将OsPMM 的全

长cDNA 序 列 和 来 自 小 麦 高 分 子 量 麦 谷 蛋 白

(HMWglutenin)GluＧ１BＧ１Bx基因的种子特异表达

启动子 Bx１４融合构建而成的双元表达载体,由中

国科学院遗传与发育生物学研究所王道文研究员提

供.通过农杆菌介导的转化,OsPMM 基因被转入

到C４１８品种中,水稻组织培养的方法参见 Zhai
等[１８]的报道.

１．３　转基因植株的分子检测

在转基因植株生长到高分蘖期时,采集叶片分

别提取DNA和RNA进行转基因植株的分子检测.

DNA提取采用 CTAB法;RNA 的提取采用 Trizol
法,脱氧核糖核酸酶Ⅰ处理后,用 Promega公司的

MＧMLV反转录酶,以 Olig(dT)１５为引物进行cDＧ
NA第１链的合成,具体过程参照厂家说明书.通
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表１　转基因植株分子检测所用引物

Table１．Primersusedformoleculardetectionoftransgenicplants．

引物名称

Primername

引物序列

Primersequence(５′Ｇ３′)
OsPMMＧF/R F:CACGCTTCATTACATTGCTG

R:TATGTCCAATTGTCCGGTC
HptＧF/R F:TAGGAGGGCGTGGATATGTC

R:TACACAGCCATCGGTCCAGA
ActinＧF/R F:AGCAACTGGGATGATATGGA

R:CAGGGCGATGTAGGAAAGC

过对 T０、T１和 T２代转基因植株的OsPMM 和标记

基因Hpt(潮霉素抗性基因,Hygromycin),进行连

续的PCR检测来筛选无选择标记的转基因纯合系;
目标基因在转基因纯合系种子中的表达通过实时定

量PCR进行检测,实时PCR检测使用的是 TransＧ
gene公司的定量 PCR混合液(TransStartTipTop
GreenqPCRSuperMix),反应体系和反应程序按照

相应的产品说明书进行,反应于 ABI７９００ 实时

PCR仪上扩增检测.以内源的 Actin 基因为参照

基因,转基因受体材料 C４１８为参照样本,对 OsＧ
PMM 在转基因植株种子部位的表达进行相对定量

分析.２ＧΔΔCT法[１９]用于计算基因表达的相对变化,
实验设置３次技术重复.转基因植株的分子检测所

用的引物及引物序列如表１所示.

１．４　VC含量的测定

在水稻收割晒干后,随机抽取１０粒水稻种子,
用研钵充分研磨后,进行水稻种子中总 VC含量的

测定,检测方法参照 Gillespie等[２０]的报道进行,３
次重复.

２　结果与分析

２．１　无选择标记转OsPMM 基因纯合系的获得

为了提高水稻种子的 VC含量,将OsPMM 基

因的全长cDNA和种子特异表达的启动子Bx１４融

合,以双右边界双元载体pMNDRBBin６为骨架,构
建成了转基因质粒 pDRBOsPMM,其中标记基因

Hpt位于载体的两个右边界 RB１和 RB２之间,而
目标基因OsPMM 位于 RB２和LB之间,转基因质

粒 TＧDNA区的线形图见图１.
通过农杆菌介导的转化,将OsPMM 基因转入

C４１８中,T０代共获得２６个独立的转基因株系.在

苗期提取 T０代植株叶片的 DNA,用OsPMM 基因

特异检测引物OsPMMＧF/R和标记基因 Hpt基因

特异检测引物HptＧF/R,对以上２６个单株进行转

基因阳性植株的 PCR 筛选.在转基因系中,OsＧ
PMMＧF/R能扩增出８１４bp和３７７bp两个条带,其
中８１４bp的条带是以基因组中的OsPMM 基因组

序列为模板扩增所得,而３７７bp则是以转入的cDＧ
NA序列为模板扩增而来.在非转基因系中,没有

额外整合的OsPMM cDNA 序列,故只能扩出一条

８１４bp的带.在含潮霉素标记基因的转基因单株

中,HptＧF/R能扩增出１０３５bp的条带(图２).通

过对 T０代检测,共有１０个单株既能够扩增出OsＧ
PMM 基因特异的条带,又能够扩增出 Hpt基因特

异的条带(图２).此１０个单株即为转基因阳性植

株,用于后续研究.
在T０代植株生长成熟后,对以上１０个转基因

阳性植株单株套袋收种,并在下一个水稻种植季继

续种植 T１代种子,每个株系种植３０~５０个单株.
待水稻生长至分蘖期,采集叶片,微量提取以上材料

的叶片总DNA.以提取的DNA为模板,对T１代单

株分别进行OsPMM 基因和 Hpt 基因的 PCR 检

测,OsPMM 基因检测阳性而Hpt基因检测阴性的

单株即为无选择标记转OsPMM 基因植株.经过

检测,T０代１０个株系中,２号、３号和７号株系分别

能分离出２个、３个和３个无标记转基因单株,依据

来源将这些单株分别命名２Ｇ１,２Ｇ２,３Ｇ１,３Ｇ２,３Ｇ３,７Ｇ
１,７Ｇ２和７Ｇ３.

对以上８个 T１ 代单株套袋收种,继续种植 T２

代种子,每个系种植３０个单株,并在水稻生长到分

蘖期后,提取叶片DNA再次对每个株系的单株进

图１　转基因质粒pDRBOsPMMTＧDNA区的线形结构

Fig．１．LinearstructureoftransgenicplasmidpDRBOsPMMTＧDNAzone．
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M－DL２０００标记;１－非转基因对照;２－空白水对照;３~１２－转基因阳性植株.

M,DL２０００marker;１,NonＧtransgeniccontrol;２,PCRcontrolwithwaterastemplate;３Ｇ１２,TransgenicＧpositiveplants．
图２　T０代转基因阳性植株的OsPMM 基因(A)和Hpt基因(B)的PCR鉴定

Fig．２．PCRanalysisoftheOsPMM gene(A)andHptgene(B)inT０transgenicＧpositiveplants．

M－DL２０００;１－PCR体系对照;２－非转基因对照;３－转基因阳性对照;４~１２－部分 T２代转基因纯合单株.

M,DL２０００;１,PCRcontrolwithwaterastemplate;２,TransgenicＧnegativecontrol;３,TransgenicＧpositivecontrol;４Ｇ１２,Partialtransgenic

T２plants．
图３　无标记转基因系２Ｇ１部分T２代单株的OsPMM 基因(A)和Hpt基因(B)的PCR鉴定

Fig．３．PCRanalysisoftheOsPMM gene(A)andHptgene(B)inpartialT２progeniesofmarkerＧfreetransgenicline２Ｇ１．

行OsPMM 基因和Hpt基因的 PCR鉴定,从中筛

选无选择标记的转基因纯合系.经过鉴定,上述８
个株系中,有３个株系的 T２代单株均显示为OsＧ
PMM 基因阳性且Hpt基因阴性,为无选择标记的

OsPMM 转基因纯合系.以上３个株系分别来自于

T１编号为２Ｇ１、３Ｇ１和７Ｇ１的单株.图３为２Ｇ１部分

T２代单株的检测结果.

２．２　OsPMM 基因在转基因纯合系种子部位的表

达水平明显提高

待种子成熟时,单株套袋收获以上 T２代转基因

纯合系的种子.待种子晒干后,随机抽取部分种子,
提取种子部位的 RNA,以Actin 基因为内参,以转

基因受体 C４１８品种为对照,对OsPMM 基因在３
个无标记转基因系２Ｇ１,３Ｇ１和７Ｇ１中的表达进行相

对定量分析,发现OsPMM 在转基因系中的表达水

平有明显的提高(图４).

２．３　转基因纯合系种子中的VC含量显著提高

OsPMM 基因在转基因纯合系种子中的 VC转

录水平显著提高,为了检验转基因系种子部位的

VC含量是否提高,我们将对照系和３个转基因系

的种子部位的总 VC含量进行了测定.对检测结果

进行统计分析 发 现,对 照 C４１８ 的 VC 含 量 约 ８

μmol/g,而转基因系的 VC含量为１０~１２μmol/g,
与对照C４１８相比,３个转基因纯合系种子中的 VC
含量提高了２５％~５０％(图５).

　　通过对OsPMM 在转基因系种子中 RNA水平

的相对表达分析,以及种子部位的 VC含量测定,发
现调节OsPMM 基因的转录水平可以影响水稻种

子中的 VC含量.本研究结果表明,在水稻中,通过

提高OsPMM 基因的表达水平来增加水稻种子的

VC含量是行之有效的.
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２Ｇ１,３Ｇ１和７Ｇ１为转基因纯合系;C４１８为转基因阴性对照.

２Ｇ１,３Ｇ１and７Ｇ１,Transgenichomozygouslines;C４１８,TransgenicＧ

negativecontrol．

图４　OsPMM 基因在转基因纯合系种子中的相对表达水平

Fig．４．RelativeexpressionlevelofOsPMMgeneinseedsoftransgenic

homozygouslines．

２Ｇ１,３Ｇ１和７Ｇ１为转基因系;C４１８Ｇ转基因阴性对照.

２Ｇ１,３Ｇ１and７Ｇ１,Transgeniclines;C４１８,TransgenicＧnegativeconＧ

trol．

图５　转基因纯合系种子中的VC含量分析

Fig．５．VCcontentinseedsoftransgenichomozygousricelines．

３　讨论

水稻作为重要的粮食作物,是我国南方地区食

用的主食.VC是植物体内重要的抗氧化剂[２１],也
是人体每天需求量最多的维生素.人类不能合成

VC,需要从每天的膳食中来摄取 VC,因而提高水

稻的 VC含量,对补充人体的 VC有很大帮助.对

植物PMM 基因的转基因操作发现,通过调节植物

中PMM 基因的表达,可以改变受体的 VC 含量.
在烟草和拟南芥中过表达 PMM 都能提高受体的

VC含量[１４];在烟草中过表达来自樱桃的 PMM 基

因,也能提高受体 VC的含量[２２].对于水稻而言,
水稻种子是食用的部分,对水稻的改良重点应是提

高水稻种子的 VC含量.为了特异地提高水稻种子

的 VC含量,我们采取了构建融合基因的策略,使用

种子特异表达的启动子Bx１４驱动OsPMM 基因的

表达.改造好的基因构建到表达载体上,通过转基

因的途径转入到水稻品种中.结果和我们预期一

致,OsPMM 基因在转基因水稻种子中的表达量相

对于对照明显提高,相应地,水稻种子中的 VC含量

也有一定程度的提高.
在本研究中,我们之所以通过转基因的途径将

OsPMM 基因转入到 C４１８水稻品种中,一是要使

OsPMM 基因在种子中特异高表达,使用种子特异

表达的启动子驱动OsPMM 基因的表达是最有效

途径,这需要对OsPMM 基因进行基因工程改造,
然后通过转基因技术转入到受体水稻中;二是转基

因技术是进行作物改良的一个有效途径,相比较于

传统的回交转育育种技术,转基因技术的一个明显

优势是特异地将含有目标基因的 TＧDNA 区转入到

受体中,减少了“连锁累赘”对目标性状的影响,能够

在短时间内(一到两年)获得除目标性状外,其他性

状和受体保持一致的改良系[２３].三是对转基因和

回交转育技术选育的玉米、小麦和水稻等作物的研

究发现,在转录组学水平上,通过这两种技术选育的

植物具有实质等同性,转基因技术并不会比传统的

回交育种技术带来更多的基因表达变化[２４Ｇ２６].本研

究通过对 T０、T１和 T２代转基因水稻进行连续的分

子鉴定,在 T２代便筛选得到了主要农艺性状和对照

一致且种子 VC含量提高的转基因纯合系.由于在

构建转基因表达载体上采用了双右边界双元载体作

为骨架,所筛选到的转基因纯合系无选择标记基因.
另外,目标基因OsPMM 来源于水稻,其所用种子

特异表达启动子来自于禾本科植物小麦.因此,本
研究所得到的高 VC含量的转基因水稻在育种实践

中具有重要的应用价值.
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