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摘 要: 本文主要介绍了转 sAGP 马铃薯株系中淀粉和还原糖含量的变化 , 以及 sAGP 基因超量表达对淀粉

理化性质的影响 , 同时介绍了马铃薯转基因安全性评价的相关研究及转 sAGP 基因马铃薯安全性评价中间试验的

进展
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腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶( ADP- glucose

pyrophosphorylase, AGPase) 是植物淀粉生物合成过

程中的限速酶 [1], 催化 G- 1- P 与 ATP 作用 , 形成

ADPG 和 焦 磷 酸( G - 1 - P +ATP→ADPG + PPi) ,

ADPG则是淀粉合成的葡萄糖基供体。前人研究表

明 , AGPase 对淀粉合成的一般控制系数在 0.3～

0.6, 而且马铃薯淀粉合成的曲线与 AGPase 的积累

曲线基本一致 [2], 抑制 AGPase 的活性将导致淀粉

合成的部分或全部终止 [3- 4], 这些结果为调控淀粉

代谢提供了依据。马铃薯 AGPase 为异源四聚体 ,

由 2 个小亚基和 2 个大亚基组成 , AGPase 大亚基

只起调节作用 , 而活性则由小亚基控制 [5- 6 ]。为了

通过增强 sAGP基因的表达的方法 , 提高马铃薯块

茎中 AGPase 的活性、淀粉含量和降低还原糖含

量, 达到改良马铃薯加工品质的目的, 本研究克隆

马铃薯 AGPase小亚基基因( sAGP) , 构建植物正义

表达载体 , 通过转化马铃薯 , 研究 sAGP 的表达

与马铃薯块茎淀粉和还原糖含量间的关系 , 并揭

示 sAGP 在马铃薯块茎抗“ 低温糖化”方面的功能 ,

同时研究了 sAGP 增强表达对马铃薯淀粉结构的

影响 , 并在此基础上按《 农业转基因生物安全管理

条例》和《 农业转基因生物安全评价管理办法》的要

求对转 sAGP 基因马铃薯作了安全性评价。

1 sAGP基因的增强表达对马铃薯淀粉—糖

代谢影响

用 RT- PCR结合 RACE的方法, 从低温处理的

抗“ 低温糖化”马铃薯品系 JH块茎 cDNA中, 克隆

得到全长 sAGP( Genbank accession no. AY186620) [7],

并构建植物表达载体 , 通过农杆菌介导法将 sAGP

导入鄂马铃薯 3 号( E3) , 一共得到转化 54 个转化

植株 , 2003 年和 2004 年对其中的 39 个株系结果

分析表明 , 与对照相比 , 所有转基因株系的 AG

Pase 酶活性平均酶活性平均上升约 10%, 淀粉含

量增加 13%, 还原糖含量下降 35%以上 [ 8 ]。根据

测定分析结果和植株的综合性状 , 初步筛选出

CA- 11、CA- 12、CA- 21 等 3 个转 sAGP基因的株

系用于马铃薯加工品质改良的进一步研究 , 其共

同特点是低温贮藏条件下 AGPase 酶活性有不同程

度上升 , 还原糖积累速度慢 , 经 60 d 4℃贮藏后

还能基本满足加工要求( 还原糖含量小于 0.4 g·

100 g- 1 FW) , 植株保持了受体品种的其他特征 ,

具体结果将另文发表。

2 sAGP基因增强表达对马铃薯淀粉结构的

影响

通过反义抑制减少 AGPase 数量和活性 , 减少
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合成淀粉的前体物质 ADPG, 发现尽管淀粉晶体形

态未变 , 但直链淀粉含量大大减少 , 支链淀粉含

量大量增加 , 但淀粉链的长度变短 , 淀粉粒变小。

为了明确增强 sAGP的表达对淀粉结构的影响 , 我

们将以上候选株系和对照块茎提供给华中农业大

学食品科技学院进行淀粉理化性质分析。在 90%

DMSO水溶液中的特性粘度测定表明 , 在超量表

达 sAGP 基因的株系中马铃薯淀粉分子量增加近

10%, 同时通过测定对不同溶剂中淀粉粘度分析

表明 , 转基因马铃薯淀粉分子间的氢键相互作用

变少 , 分子间的相互作用变小 , 使得淀粉的螺旋

结构减少。X射线衍射分析转基因淀粉中可能较

多较弱的晶区( 可能主要以支链结晶为主) , 淀粉

分子结晶度较小 , 可能是由于淀粉分子中有更多

的无规链穿插于螺圈中间 , 形成了多晶区 , 而淀

粉的热分析显示转基因马铃薯淀粉更稳定一些。

所有相关分析均证实 , 转基因马铃薯淀粉结构与

其对照存在明显的不同 , 显示出非针对淀粉结构

的基因操作对淀粉结构带来的影响不可忽略。因

此 , 在评价马铃薯等作物品质改良的效果时 , 淀

粉结构的变化以及由于淀粉结构变化带来的影响

应该同时纳入考虑范围之内。

3 转 sAGP基因马铃薯的安全性评价

基因产品的安全性的问题一直是人们关注的重

要问题, 特别是美国的“ 斑蝶事件”[9]和英国转雪花莲

外源凝集素( GNA) 基因马铃薯损害大鼠的内脏器官

的报道[10-11]出现后, 人们对转基因基因产品的安全性

更加疑虑。生物安全仅指现代生物技术的研究、开

发、应用以及转基因生物的转移可能会对生物产生

潜在的不利影响, 特别是各类转基因活生物体释放

到环境中可能对生物构成潜在风险与威胁。FAO和

WHO分别于 1990 和 1996 年召开了生物技术与食

品安全咨询会, 深入研究转基因生物及其产品的安

全性评估方法和要求, 提出了“ 物质实质相当( 或大

体等同)”的原则。该原则主要从转基因作物对非目

标生物的影响、增加目标害虫的抗性、杂草化、引

起新病原菌产生、对生物多样性和生态环境的影响、

对人体健康的威胁和影响等方面作了阐述[12]。

关于转基因马铃薯的安全性方面的研究很早就

开始了, 主要从目标基因和标记基因的安全性和基

因逃逸两方面。目标基因和标记在马铃薯体内的表

达产物对人体是否产生毒害是人们首先关心的问

题 , Dommelen 等 [10]用转雪花莲外源凝集素( GNA)

基因马铃薯喂食大鼠发现, 大鼠的免疫系统能造成

伤害, 而且大鼠的肠道肝脏和其他的一些脏器也出

现了一定的影响。虽然这些实验设计和实验结果马

上遭到多方质疑批评[13- 15], 但它说明对转基因生物

作安全评价的必要性。

基因逃逸包括外缘基因通过花粉扩散和外缘基

因表达产物通过食物链传递等方式。Dale 等[16]研究

发现, 当转基因马铃薯与非转基因马铃薯直接接触

时, 传粉率为 24%, 在隔离 3 m、10 m、20 m时 ,

传粉率分别为 2%、0.017%、0%。虽然有 39 个同

属种 , 但马铃薯与其近源野生种如野生龙葵

( Solanum nigrum) 、欧白英( Solanum dulcamara) 等

即使花期相遇也不能杂交[17- 18]。由于马铃薯的花粉

传播距离短, 又与其近缘种不能杂交, 因此, 马铃

薯生殖隔离方面比较容易控制, 在欧洲只要求 5 m

的隔离区和 15 m的测控区 , 且花和浆果也不要求

摘除[19]。关于食物链的传递 Birch[20]通过对转 Bt 基

因马铃薯、蚜虫、瓢虫的食物链分析发现, 以转基

因马铃薯为食物雌蚜虫所产生的卵比对照少 1/3,

且其受精卵在未孵化前死亡率比对照高 3倍 , 已转

基因马铃薯蚜虫为食物的雌瓢虫比对照少一半。尽

管 Birch 的实验是在试验室完成 , 有许多人为因素

的影响, 其结果并不能代表田间的实际结果, 但在

转基因安全性评价时也值得考虑。

为了评价转 sAGP 基因马铃薯的安全性 , 2003

年 6月向农业部转基因生物安全管理办公室申请对

转 sAGP 基因马铃薯在湖北省的中间实验 , 并于

2003 年 9 月得到批准。根据前人的研究结果 , 为

了防止基因的扩散, 安全性评价中间试验按要求在

隔离良好的网室内进行。依照《 农业转基因生物安

全管理条例》和《 农业转基因生物安全评价管理办

法》规定的内容对转 sAGP 基因马铃薯进行了遗传

稳定性、环境适应能力和生存竞争能力、外援基因

在马铃薯各个组织器官的表达水平及其功能现状等

指标的检测, 结果表明转 sAGP 基因马铃薯环境适

应能力和生存竞争能力与受体马铃薯无差异, 两年

来遗传稳定性, 且外援基因按预计要求表达。同时

为了评价转基因马铃薯的食品安全性, 还委托湖北

省疾病预防控制中心对转 sAGP 基因马铃薯进行了

急性和亚急性毒性试验 , 急性毒性试验表明转
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sAGP 基因马铃薯与对照无差异 , 亚急性毒性试验

正在进行中。
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