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摘　要：腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶 （AGPase） 是马铃薯淀粉合成的限速酶�有关该酶的酶学特
性、表达规律及分子生物学已进行了较为深入和系统的研究。异源表达和突变研究表明�该酶的小亚
基具催化活性�大亚基具变构调节作用。化学修饰和位点定向突变方法分析已发现了 AGPase 的底
物、激活因子和抑制因子结合位点。此外�通量控制系数、反义抑制和反向遗传学等多种方法已阐述
了该酶是淀粉合成关键酶的原因。
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　　马铃薯 （ Solanum tuberosum L．） 是总产和栽
培面积仅次于小麦、水稻和玉米之后的第四大粮食
作物［1］�其块茎的贮藏物质主要是淀粉�约占块
茎干物重的70％～80％�块茎淀粉不仅用于医药、
食品和饮料生产�还可以用作造纸、包装、纺织和
化工原料等。因而获得高含量、多用途、不同结构
的淀粉已经成为育种工作者的技术攻关课题之一。

腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶 （ADP-glucose
pyrophosphorylase�AGPP 或者 AGPase） 是植物淀
粉生物合成过程中的一个起关键性调节作用的酶。
研究表明�AGPase 对淀粉合成的一般控制系数在
0∙3～0∙6［2］�且植物组织中淀粉合成的曲线与
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AGPase积累曲线基本一致�抑制 AGPase 的活性
将导致淀粉合成的部分或全部终止［3�4］。因而�全
面了解 AGPase的研究进展�对我们采用不同的方
法来提高淀粉含量和改良马铃薯品质具重要意义。
1　AGPase的酶学特性
1∙1　催化和调节性质

已经纯化出来的马铃薯 AGPase 分子量约为
206KD�是由51KD大亚基和50KD的小亚基组
成的异源四聚体［5］�定位于块茎、匍匐茎、根、叶
和茎中�块茎和叶中含量较多［6］。AGPase 催化淀
粉合成前体物质 ADPG 的形成 （G-1-P＋ATP ←→
ADPG＋PPi） ［7］　。作为淀粉合成第一步�AGPase
存在两种方式的调节作用�一是变构调节�通过激
活因子3-PGA与抑制因子Pi的比率来控制酶的活
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性［8］�减少小亚基 Cys12中二硫键［9］。变构调节
作用酶的最大活性出现在5～8mMMg2＋、ADPG／
PPi为1∙3、pH为7∙5的条件下。此外�果糖-1�6-
二磷酸、RuBP、DTT 等对 AGPase 的活性具有轻
微激活影响；ADP、NADP、AMP 等对 AGPase具
轻微抑制作用［10］。另一种是共价调节�即铁氧还
蛋白－硫氧还蛋白系统介导调节 AGPase活性［11］。
1∙2　配体结合位点

AGPase除含底物 ATP 和 G-1-P 催化位点外�
还存在激活剂3PGA 和抑制剂 Pi 配体结合位点�
很可能这些位点定位于不同亚基或同一亚基的不同

位置。弄清这些具体位置�不仅可使我们了解两亚
基对 AGPase发挥最佳活性作用原因�而且我们还
可以在这些位置上做文章�达到研究酶的性质和调
节淀粉合成的目的。

底物结合位点 化学修饰和位点定向突变方法

研究 E∙coli AGPase证实�Lys195是底物 G-1-P 磷
酸部分结合位点［12�13］�Try114是底物ATP／ADPG
腺苷部分结合位点［14］。整个 AGPase 氨基酸序列
与植物、藻氰菌 AGPase具30％～40％同源性�然
而 E∙coli AGPase结合位点附近序列与植物 AGPase
相应位点序列基本相同［15］�表明这些序列很可能
具相同功能。最近�在 E∙coli中表达的马铃薯块茎
AGPase位点定向诱变实验中�50KD Lys198 （相
当于 E∙coli AGPase Lys195） 变为谷氨酸�底物 G-
1-P S0∙5值 （50％最大活性需要浓度） 从57μM 上
升到约31μM�AGPase 对 G-1-P 的表观亲和性下
降500倍以上�而对其它底物 Mg2＋、ATP 及激活
因子3-PGA、抑制因子 Pi 的 Km 值无明显变化。
Lys198被 Arg取代的保守突变造成AGPase对 G-1-
P 表观亲和性降低135倍［8］。同样�使马铃薯
AGPase小亚基 Lys198突变成 Arg、Ala、Glu�
AGPase对 G-1-P 的亲和力下降135～500倍�而大
亚基 Lys213突变�AGPase对 G-1-P 的亲和力无影
响；若 Lys198、Lys213双突变�AGPase 对 G-1-P
的亲和力下降100倍［16］。这些结果很明显表明�
马铃薯块茎AGPase小亚基 Lys198在G-1-P 结合位
点中�对 G-1-P 结合起重要作用�而大亚基 Lys213
与底物 G-1-P 的作用可忽略。

研究还发现�AGPase ATP／ADPG 结合位点
Try114对应于高等植物、藻氰菌 AGPase 的
Phe114�未来的研究包括定点诱变和化学修饰�

需确信高等植物 AGPase 含有 Phe114的相同序列
WFQGTADAV 保守区是否真的是 ATP 的结合区。
激活因子位点　分离菠菜叶 AGPase小亚基的

吡哆醛磷酸 （PLP） 结合位点发现�靠近 C-末端的
Lys对3-PGA激活很重要。若该位置被 PLP 共价
束缚�AGPase对3-PGA激活缺乏敏感�酶活性具
有未被共价修饰、但被3-PGA 激活的最大活性的
50％～60％。此外�还原 PLP 作用也被别构因子
3-PGA和 Pi抑制�修饰酶不再需激活就可以达最
大活性�共价修饰因变构因子出现被抑制�这些结
果表明 PLP （激活因子3-PGA 类似物） 在激活因
子结合位点与酶结合�该结合位点氨基酸序列分别
位于小亚基的 SGIVTVIK （位置419） DALIPS-
GTVI （位点1） 和大亚基的 IKDAIIDK （位置
382） NAR （位点2）［17］。鱼腥藻属 AGPase 还原
PLP作用产生相似的效果［18］。比较 E∙coli、鱼腥
藻、拟南芥、大麦胚乳、玉米胚乳、马铃薯块茎、
水稻种子、菠菜叶、小麦种子位点1和位点2的氨
基酸序列�结果这些序列 Lys 相当保守［19］�说明
高等植物 AGPase C 末端 Lys在变构激活因子激活
中具重要意义。

编码马铃薯成熟型块茎 AGPase大小亚基基因
全序列 cDNA 克隆�连接两个不同载体�在缺乏
AGPase活性的 E∙coli 突变株中表达�其酶活性高
而且其催化、变构动力学特性与纯化马铃薯块茎
AGPase相似［8�19］。酶活性亦被马铃薯块茎 AGPase
抗体而不是 E∙coli AGPase 抗体中性化。位点定向
突变实验表明�马铃薯 AGPase两亚基的激活域分
别为 SGIVTVIKDALIPSGIII （小亚基位点1）、
IRKCIIDKNAR （大亚基位点2）［8］。与大亚基同源
序列比较�小亚基推定的激活因子结合位点在调节
酶活性作用中更为重要［20］。

马铃薯块茎 AGPase Lys441 （相当于鱼腥藻属
Lys419） 位点定向突变成 Glu、Ala�结果导致突
变株 AGPase 对3-PGA 亲和性分别下降32和83
倍［21�22］。Arg保守突变导致 A0∙5增加两倍�表明
AGPase阳性氨基酸正电荷对激活剂结合很重要。
与鱼腥藻属 AGPase Lys382和菠菜叶 AGPase大亚
基位点2的 Lys 残基 （该残基被 PLP 修饰） 同源
的马铃薯块茎 AGPase大亚基 Lys417突变成 Ala或
Glu�该酶对3-PGA的亲和性下降。然而 A0∙5增加
仅3～13倍�没有小亚基50KDLys441残基突变
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高。若大亚基 Lys417和小亚基 Lys441同时突变�
该酶对3-PGA的亲和性下降或 A0∙5增加值可累加。
因此�两亚基 Lys残基有助于激活因子结合。

抑制因子结合位点　高等植物、鱼腥藻属AG-
Pase有5个高度保守的 Arg残基�鱼腥藻属5个保
守 Arg 分别为 Arg66、Arg105、Arg171、Arg294
和 Arg385�突变成 Ala 发现�Arg294的 Ala 突变
株 AGPase对抑制因子 Pi亲和性�3PGA 存在或缺
乏时分别下降40和100倍［23］。此突变对酶与底
物、激活因子3-PGA 动力学常数几乎没有影响。
因此�Arg294参与 Pi结合�激活因子3-PGA与抑
制因子 Pi 很明显具不同结合位点。纯化 Arg294
Ala突变株酶与野生型酶相比�前者特异性活性提
高了3倍�表明随着抑制因子结合位点的消失�该
酶发生构象变化�从而具更高催化效率。关于马铃
薯抑制因子结合位点是否位于相似的5个高度保守
的 Arg残基�可用位点定向突变方法进一步研究。
1∙3　马铃薯 AGPase 小亚基是催化亚基�大亚基
是调节亚基

马铃薯块茎 AGPase大小亚基 cDNA 克隆分别
或一起在 E∙coli 中表达�可确定每个亚基是否具
特异性功能［8�9］。马铃薯 AGPase小亚基单独表达�
因3-PGA 浓度升高到20mM�有高催化活性�而
转基因或正常马铃薯块茎异源四聚体 AGPase对3-
PGA的饱和浓度为3mM；小亚基单独表达 A0∙5是
2∙4mM�说明小亚基对激活因子具低表观亲和性�
单独表达对 Pi 抑制更加敏感�与转基因异源四聚
体酶相比�Ki值降低8倍。3-PGA 激活和 Pi 抑制
动力学是转化同源四聚体小亚基和异源四聚体AG-
Pase产生不同结果的主要差别所在。这些结果与拟
南芥缺乏大亚基突变株获得的结果一致［24］。与异
源叶绿体相比�拟南芥突变株同源四聚体酶对激活
因子具更低亲和性�而对抑制因子有更高的敏感
性［25］。马铃薯大亚基单独表达活性可忽略�因而
推测小亚基的主要功能是催化作用�对淀粉合成起
关键影响；而大亚基主要功能是增加小亚基对激活
因子的亲和性�降低小亚基对抑制因子的亲和
性［8］。
1∙4　植物 AGPase序列的同源性 （相同或相似）

马铃薯大小亚基氨基酸序列具52％的同源性�
比菠菜叶35％的同源性高［26］。马铃薯 AGPase 小
亚基与水稻胚乳 AGPase 小亚基表现84％同源性�

与菠菜叶小亚基同源性高达93％［26�27］。马铃薯大
亚基与小麦胚乳 AGA∙7、玉米胚乳 Shrunken-2仅
有58％和61％的同源序列［28�29］。上述数据说明�
同一物种大小亚基的同源性低于不同物种同一亚基

之间的同源性；不同物种同一亚基之间小亚基更加
保守�大亚基趋向分离。因此推测�高等植物两亚
基来源于同一基因�只是该基因在进行复制过程
中�受选择压力或最适活性需求而出现分离�产生
两种不同的多肽 （两亚基）［26］。
2　马铃薯 AGPase活性变化和表达规律

在马铃薯块茎形成、成熟和贮藏期间 AGPase
与淀粉合成均密切相关。实验发现�随着块茎膨大
（直径0∙5～1cm）�AGPase活性增加24倍�淀粉
含量占干物重的60％；当块茎重达到1∙8g （直径
1∙7cm）�AGPase活性达到最大值。此后�随着块
茎进一步膨大�AGPase 活性逐渐下降�但比块茎
开始形成时的酶活性高�因而在块茎发育过程中�
淀粉含量始终增加�直达最大值65％～70％。贮
藏期间�AGPase因贮藏温度不同活性变化较大�4
℃下成熟块茎酶活性基本无变化�而在11℃下酶
活性逐渐下降�且下降幅度较大［30］。

许多植物包含小的编码各亚基的多基因家族�
这些多基因家族成员表达模式各不相同。编码亚基
的基因�在表达数目和模式方面不同物种间存在相
当大的差异�即使同一物种�不同器官组织大小亚
基表达具特异性。用时空表达分析方法结合分子杂
交研究马铃薯 AGPase大小亚基的表达模式及其对
淀粉生物合成的影响时发现�马铃薯 AGPase大小
亚基在整个发育期间都协调表达 （转录和翻译）�
转录物随着块茎膨大而增加�主要受转录水平调
控［6］。四个转录物有三个编码大亚基�一个编码
小亚基�在块茎中所有三个大亚基都协调表达�而
在叶中仅有两个表达；小亚基在所有组织中均可检
测到�最高水平的表达出现在块茎�其次是叶、匍
匐茎、茎�最少出现在根�叶中 sAGP 表达主要受
转录后调节［6�31］。

环境信号如光周期［6�32］、蔗糖浓度［4�6］、温
度［33］对 AGPase转录物、翻译物和活性存在影响。
昼夜交替过程中�sAGP 在光照的最先8小时稳定
增加�光期结束时下降�整个循环中白天结束时酶
活性比暗期结束时高；而 lAGP 整个光周期循环中
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无变化［6�32］。一般情况下�随着蔗糖浓度增加�
sAGP和 lAGP 转录协调增加�而外源蔗糖供应却
没有增加 AGPase多肽量和活性的作用［3�6］。

马铃薯不同组织 AGPase大小亚基的时空表达
与淀粉合成密切相关。AGPase 亚基量与淀粉积累
平衡�最高丰度的 AGPase多肽和淀粉出现在块茎
中�其次为匍匐茎、叶、茎和根［6］。但有结果显
示�在6％蔗糖或持续光照条件下�淀粉积累大量
增加。在这里淀粉积累不是因为 AGPase基因表达
量增加而产生［3］�而是因为 （1） 酶对底物的利用
能力提高� （2） AGPase 受到变构激活作用� （3）
光周期末端淀粉含量增加［32］。
3　马铃薯 AGPase的分子生物学
3∙1　AGPase亚基基因的克隆分析

马铃薯 AGPase是由不同基因编码的大小两亚
基组成的异源四聚体�科学家们通过对大小亚基全
长 cDNA 克隆和氨基酸序列分析显示［27�31�34�35］�
小亚基基因由8个内含子和9个外显子组成�总长
超过5∙5kb。外显子大小范围为100～400bp�平
均A＋T 为56∙8％；内含子大小范围为90～900
bp�平均 A＋T 为67∙1％�如此高的 A＋T 含量是
高等植物特有的�可能在内含子剪接中起关键作
用。研究还发现 sAGP 是一个低拷贝基因�基因组
Southern、Northern blot 以及引物延伸、转基因等
研究表明�相同的 sAGP 在叶和其它组织均有表
达。sAGP 启动子含有两个 TATA 框�分别位于转
录起始位点上游26和52碱基；另外�启动子区还
包含两个 PAT 框和两个 SPO 框�这些框在蔗糖诱
导的块茎特异性蛋白－patatin 增加、sporamin 积
累和淀粉贮存中可能起重要作用。
3∙2　AGPase的异源表达

在 AGPase异源表达研究中�报道存在两种方
式的异源表达系统�一是 E∙coli AGPase 基因在马
铃薯块茎表达�用于研究 AGPase与淀粉合成的关
系；另一种是马铃薯 AGPase 基因在细菌中的表
达�用于研究 AGPase的性质。

前一系统结果表明�编码 E∙coli AGPase 的
glgC基因�嵌合来自于拟南芥核酮糖-1�5-二磷酸
羧化酶小亚基基因 （rbcs） 编码的修饰叶绿体转运
肽 （modified chloroplast transit peptide�CTP）�在
CaMV-增强的35S （CaMV-e35S） 启动子和多腺苷

作用信号因子 NOS （nopaline synthase） 控制下转
化马铃薯植株�达到了提高 AGPase活性和增加淀
粉含量的目的［36］。但马铃薯叶中过量淀粉积累将
限制蔗糖的输出利用�减少块茎中蔗糖的进入�从
而影响块茎细胞的生长和淀粉的积累。为了克服组
成型 AGPase 活性的影响�Heineke 等通过将编码
E∙coli AGPase glgC 的突变体 glgC16组成 CTP-
glgC16�连接在块茎特异性表达的 patatin 启动子
后转化并获得了表现正常的马铃薯植株�其块茎淀
粉含量比对照株平均增加35％�有些块茎淀粉含
量甚至比对照株高60％［37］。

编码马铃薯块茎AGPase大小亚基的 cDNAs在
E∙coli中表达�产生重组异源四聚体酶�研究发
现与天然纯化酶具相似特性。大亚基的主要功能是
调节小亚基对 Pi和3-PGA 的敏感性�小亚基主要
行使催化作用［8］。此外�用 N 末端缺失的 AGPase
不完整小亚基 cDNAs 在 E∙coli 中表达出现热不稳
定性�对3-PGA具明显不同的亲和性�对 Pi 的抑
制不敏感［19］。这些 N 末端10个氨基酸缺失被证
明与 AGPase 蛋白稳定性和酶的调节性质密切相
关［8�19］。
3∙3　AGPase与块茎的淀粉合成

AGPase是淀粉合成的限速酶主要基于下列证
据�一是光合产物的控制分析�结果表明�AG-
Pase对马铃薯植株叶片淀粉合成的通量控制系数
（flux cntrol coefficient�FCC） 高达0∙6［38］�AG-
Pase对块茎淀粉合成的 FCC 为0∙55�对蔗糖合成
的控制系数为－0∙47［2］。二是反义抑制分析�编
码马铃薯 AGPase小亚基 cDNA 反义表达发现�转
基因块茎 AGPase活性极大减少�淀粉含量也急剧
降低［4］。但 AGPase 活性变化出现在多个组织如
叶、块茎�很难确定 AGPase对块茎淀粉合成的贡
献大小。为了克服这一困难�通过块茎特异性
patatin启动子控制下的反义 AGPase基因获得转化
植株�得到相同的结论［2］。在马铃薯转基因植株
中�通过反义抑制减少 AGPase数量和活性�减少
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�但组成更短�淀粉粒变小［39］。三是间
接通过反向和正向方法调节质粒 ATP／ADP 转运蛋
白活性�结果显示反义方向上�ATP／ADP 转运蛋
白活性降低�淀粉合成急剧减少�直链淀粉／支链
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淀粉比率下降；而正义方向上�ATP／ADP 转运蛋
白活性上升�淀粉含量比野生型植株高�直链淀粉
／支链淀粉比率增加。研究还发现�反义块茎中
ADPG降低50％�正义块茎 ADPG 增加2倍［40］。
而 ADPG是淀粉合成的前体物质�这表明 AGPase
在植物体内受 ATP 限制�ADPG 浓度变化决定淀
粉合成的多少。四是通过反向遗传学方法产生正向
调节的马铃薯 AGPase变种 �结果表明马铃薯 AG-
Pase大亚基发生突变产生的 P52L 对激活因子3-
PGA不敏感；再次突变产生的第二位点回复突变
体 AGPase对3-PGA亲和性比 P52L 突变体高出11
～49倍�对 Pi敏感性下降［41］。这种回复突变体酶
的再生提供了高等植物 AGPase变构调节的额外的
结构功能信息�这些新型酶的产生可用于提高淀粉
合成。

此外�动力学模型［42］、淀粉亏缺突变［24］和水
分胁迫［43］也用于研究 AGPase 对淀粉合成的贡献�
得出相同的结论。
4　展　望

迄今为止�马铃薯 AGPase的酶学特征和表达
规律已经较为清楚�进一步的分子生物学研究也正
在深入。我们认为�由于马铃薯块茎淀粉代谢涉及
多种酶的调节如尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶、淀
粉磷酸化酶等和多条代谢路径如糖酵解、乙醛酸循
环�是一个精确的、系统的、复杂的过程。而整合
基因组、蛋白质组和代谢组学方法研究代谢路
径［44�45］�为我们获得马铃薯块茎淀粉糖代谢的清
晰路径和关键调节位点提供了新的途径。

此外�AGPase 在块茎不同贮藏温度条件下�
酶活性变化存在差异［30］。或许 AGPase 的活性影
响着块茎贮藏和 “低温糖化”�建立低温条件下
AGPase 活性与淀粉含量、结构之关系�对抑制
“低温糖化” 不无作用。

研究还发现随着 AGPase活性降低�块茎主要
贮藏蛋白－patatin 含量减少［4］�而 patatin 是占块
茎总蛋白40％的糖蛋白�是否 AGPase 活性、含
量、序列与 patatin 存在关系也有待深究。若然这
种关系存在�我们甚至可以认为 AGPase不仅决定
淀粉合成速率�而且将影响块茎的形成�即影响库
强度的大小。
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