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对烟草不同糖和有机酸的影响
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摘 要 利用气相色谱法测定低温处理下3个PtrBAM1 超表达烟草株系(F6、F11、F25)与两个对照组(空载

1301和野生型 WT)烟草中可溶性糖和有机酸的含量,旨在从改变植株糖酸含量的角度解析PtrBAM1 的抗

寒功能。结果表明:正常条件下超表达株系的β-淀粉酶活性及果糖、蔗糖、柠檬酸、苹果酸和奎宁酸含量均显

著高于对照,2℃低温处理6h、1d、3d后超表达株系的β-淀粉酶活性、果糖含量均显著高于2个对照组。

F6、F11、F25葡萄糖含量在6h~1d时有一个骤升的过程,而柠檬酸含量一直显著高于1301和 WT,苹果酸

和奎宁酸含量除1d外,其他时间点含量均显著高于对照。由此可见,PtrBAM1 在低温处理下可能通过改变

糖酸代谢途径增强植株的抗寒性。
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  低温胁迫常常引起植物新陈代谢的剧烈变

化,酶活性和反应速率普遍降低,代谢物得到重新

配置。低温驯化时,特定代谢产物如碳水化合物、
氨基酸、有机酸等在植物体内积累,其有利于增强

植株的耐寒性[1]。
淀粉是植物体内的主要碳水化合物,常见于

根、根茎、茎、块茎和种子等储藏器官[2]。淀粉的

合成主要是利用光合作用固定二氧化碳,并暂时

存储在叶绿体中,这种在24h内合成和降解的淀

粉被称为“暂时性淀粉”[3]。主要参与淀粉水解途

径的5种酶有α-淀粉酶(α-amylase),β-淀粉酶(β-
amylase,BAM)、极限糊精酶(limitdextrinase)、

β-葡萄糖苷酶(β-glucosidase)和α-葡聚糖磷酸化

酶(α-glucanphosphorylase)[4]。淀粉水解产生的

代谢物可用于谷物萌发、幼苗生长、胚乳发育以及

对非生物胁迫的反应等[5]。有研究[5]表明,淀粉

水解代谢途径的主要酶为BAM,主要产物为β-麦
芽糖,其迅速被转化为葡萄糖,用于蔗糖的合成,
从而将叶绿体中的淀粉降解与细胞质中的糖代谢

联系起来。
在拟南芥(Arabidopsisthaliana)中已经鉴

定有9个BAMs[6],香蕉(Musanana)中有16个

BAMs[7],白梨(Pyrusbretschneideri)中17个

BAMs[4],枳 (Poncirustrifoliata)中 有 8 个

BAMs[8]。其中,AtBAM3和PtrBAM1分别是

拟南芥和枳叶片叶绿体中夜间降解淀粉的主要水

解酶[9]。BAM 不仅是植物中重要的淀粉水解

酶,在植物非生物胁迫反应中也具有重要作用。
研究表明,BAMs能够通过促进活性氧的清除和

增加可溶性糖类的含量以提高植株的抗胁迫能

力[9-10]。可溶性糖一方面作为重要的渗透保护剂

和相容性溶质以减轻不良环境压力对植物的影

响[11],另 外 一 方 面 可 作 为 信 号 分 子 与 脱 落 酸

(ABA)依赖的信号通路相互作用,激活应激反应

级联中的下游成分[12]。有机酸的积累和代谢受

多种环境因素的调节,但BAM 对有机酸的影响

目前鲜见报道。
尽管BAM 在模式植物中已经被鉴定,但是

在多年生果树中的抗非生物胁迫研究仍然较少。
柑橘是一种亚热带果树,性喜温暖不耐寒霜,近年

来随着柑橘的广泛种植和全球环境的不断恶化,
持续低温以及春季“倒春寒”天气成为制约柑橘产



业发展的一大不利因素。研究柑橘在低温条件下

的响应机制,提高其抗寒性具有重要意义。Peng
等[8]从枳中克隆了与AtBAM3 高度同源的Ptr-
BAM1,该基因受到 CBF(C-repeat-bindingfac-
tor)的直接诱导,通过调节可溶性糖的整体水平,
在耐寒性过程中发挥重要作用。本研究在已部分

鉴定PtrBAM1 抗寒功能的前提下,利用Ptr-
BAM1 超表达烟草,测定低温条件下超表达Ptr-
BAM1 对烟草中β-淀粉酶活性、可溶性糖和有机

酸含量的影响,进一步解析PtrBAM1 的功能。

1 材料与方法

1.1 试验材料

参试材料为野生型烟草nud、实验室前期获

得的3个PtrBAM1 超表达烟草株系F6、F11、

F25及转化空载株系1301。以野生型nud和空

载1301作为2个对照。

1.2 植株生长条件

盆栽 种 植 的 烟 草 置 于 智 能 人 工 气 候 箱

(HP400G3-C型),光期/暗期为16h/8h,温度

23℃。

1.3 材料处理

对2个月苗龄的nud、1301、F6、F11、F25烟

草进行2℃低温处理,在0h、6h、1d、3d、5d时

取样,叶片分装于取样袋后在液氮中速冻,置于

-80℃冰箱,备用。

1.4 β-淀粉酶活性与糖、酸含量的测定

采用Laby等[13]的方法测定β-淀粉酶含量。
采用米兰芳[14]气相色谱法测定烟草中葡萄糖、蔗
糖、果糖、苹果酸、柠檬酸,奎宁酸含量,仪器为

HP7890A型气相色谱仪。

1.5 统计分析

所有测定数据均为3次重复的平均值。使用

SAS8.1软件对数据进行统计,用t检验法进行

显著性差异分析。

2 结果与分析

2.1 低温胁迫下不同烟草株系β-淀粉酶活性检

测结果

不同烟草株系在低温下其β-淀粉酶活性如图

1所示,可以看出,3个超表达株系的β-淀粉酶活

性在正常情况下(0h)、低温处理6h、1d以及3d
均显著高于nud、1301两个对照组,并且随着低

温时间的延长,其活性在1d到达最高峰,随后下

降,到第5天时,超表达株系与对照相比酶活性无

显著差异。

  数据为“平均值±标准误”;相同字母间代表同一处理时间点

不同株系间无差异,不同字母代表差异显著(P<0.05)。下同 

Datawere“mean± SE”;differentlettersindicatedsignificant

differenceamongdifferentlinesatthesametimepoint(P<

0.05).Thesamebelow

图1 2℃处理下超表达烟草(F6、F11和F25)与
对照(nud和1301)β-淀粉酶活性比较

Fig.1 β-amylaseactivityoftheoverexpressing
lines(F6,F11,F25)andcontrols(nud,1301)

exposedto2℃treatment

2.2 低温胁迫下不同烟草株系糖含量的差异性

分析

不同烟草株系在低温下其糖代谢的差异性如

图2所示。0h时,超表达株系的果糖和蔗糖含

量显著高于对照,而葡萄糖含量显著低于对照

(P<0.05)。从单个糖来看,除3d和5d外,超
表达株系果糖含量均显著高于两个对照组,总趋

势为0h到6h下降后趋于平缓(图2-A)。由图

2-B可知,在低温处理下,对照组葡萄糖含量没有

显著变 化,超 表 达 株 系 烟 草 的 葡 萄 糖 含 量 在

6h~1d时有一个骤升的过程,1d与6h相比增

加94.24%,说明在低温胁迫前期,超表达烟草通

过迅速提高葡萄糖含量来响应低温胁迫。由图

2-C可知,5个烟草株系蔗糖含量均在第1天时达

到峰值,并且超表达株系显著低于两个对照,在其

他时间点与对照无显著差异。综上所述,在低温

胁迫下超表达PtrBAM1 可能通过显著提高烟草

幼苗内葡萄糖的含量以响应低温胁迫。

2.3 低温胁迫下不同烟草株系有机酸含量的差

异性分析

不同烟草株系在低温下有机酸代谢的差异如

图3所示。低温0h、6h和3d,超表达烟草中苹

果 酸含量均显著高于2个对照(图3-A)。对照
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图2 2℃处理下超表达烟草(F6、F11和F25)

与对照(nud和1301)果糖、

葡萄糖、蔗糖含量比较

Fig.2 Thecontentoffructose,glucose
andsucroseoftheoverexpressinglines
(F6,F11,F25)andcontrols(nud,

1301)exposedto2℃treatment
和超表达株系的苹果酸含量都是未经过低温处理

时含量最高,之后逐渐下降,第5天已无法检测到

(图3-A)。在低温胁迫条件下,3个超表达株系

柠檬酸含量始终显著高于2个对照(图3-B)。在

低温处理初期(0~6h),超表达烟草株系奎宁酸

含量显著高于对照组,低温处理3d和5d均无法

检测到(图3-C)。综上所述,在低温处理下,有机

酸含量整体下降,但超表达PtrBAM1 烟草可能

因为在0h的有机酸含量更高而抗寒性更强。

图3 2℃处理下超表达烟草(F6、F11和F25)
与对照(nud和1301)苹果酸、
柠檬酸、奎宁酸含量比较

Fig.3 Thecontentofmalicacid,citricacid,

quinicacidtheoverexpressinglines
(F6,F11,F25)andcontrols(nud,

1301)exposedto2℃treatment

3 讨 论

在长期的进化过程中,植物演化出了一系列

复杂的机制来应对恶劣环境,而糖代谢和碳分配

在植物低温驯化过程中起着重要作用[15-16]。糖代

谢是一个复杂的酶促反应,涉及如蔗糖、葡萄糖、
果糖等多种可溶性糖,其可增加细胞的渗透调节

能力,在胁迫中起着积极的作用,是植物响应低温

处理最重要的初生代谢物[17-20]。
拟南芥在低温胁迫下增加的第一批碳水化合

物是由淀粉经BAM水解产生的麦芽糖和麦芽三

糖,接着是葡萄糖6-磷酸磷和果糖6-磷酸,然后
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是蔗糖、葡萄糖和果糖[21],具体哪种糖在冷胁迫

中起主要作用仍没有定论。黑麦草植株暴露于低

温下8h,其内源性蔗糖的含量增加了10倍左

右[22]。小于10℃的低温贮藏条件下,马铃薯块

茎中可溶性糖如蔗糖、葡萄糖和果糖的含量显著

增加,温度越低,可溶性糖含量越高[23]。拟南芥

在4℃低温胁迫下,蔗糖显著增加,葡萄糖、果糖

有少量增加,淀粉量轻微降低[24]。总的来说,可
溶性糖在低温胁迫下会明显地积累,糖的类型取

决于植物种类和胁迫的类型。本研究测定了低温

处理下PtrBAM1 超表达系烟草葡萄糖、蔗糖和

果糖的含量,其中葡萄糖含量在6h~1d时有一

个骤升的过程。然而蔗糖在超表达烟草株系含量

与对照组没有显著差异,表明超表达PtrBAM1
没有促进蔗糖的积累,可能通过产生葡萄糖起作

用,这与在麻风树幼苗中的研究结果相似[25]。

Yu等[26]也认为葡萄糖、果糖等单糖作为能源和

渗透调节剂,而蔗糖等双糖常常是植物运输和储

存碳水化合物等主要形式,说明不同植物种类可

能会积累不同的代谢物以适应胁迫。另一方面,
在低温处理后期,超表达烟草与对照的果糖(5d)
和葡萄糖(3d)含量差异不显著,可能PtrBAM1
在抗低温胁迫中对可溶性糖代谢的影响发生在早

期阶段。本研究中3种糖含量的测定表明超表达

PtrBAM1 低温胁迫时促进产生的可溶性糖主要

成分是葡萄糖,超表达烟草通过迅速提高葡萄糖

含量来响应低温胁迫。
有机酸(苹果酸、柠檬酸等)主要来源于三羧

酸循环和乙醛酸循环的中间产物,在植物的呼吸

作用和光合代谢中起着至关重要的作用,所以在

高温处理下由于代谢损伤和光呼吸通量变化导致

大豆叶片中柠檬酸、苹果酸等有机酸含量显著降

低[27]。番茄低温寡照处理下,根系有机酸分泌量

显著降低[28]。本研究中在低温处理下,有机酸含

量也是整体下降,其中苹果酸和奎宁酸经历了一

个下降-升高-再下降的过程,这与番茄果实在

4℃处 理 下,苹 果 酸 的 含 量 先 增 加 后 下 降 相

似[29]。PtrBAM1 超表达烟草在0h时苹果酸、柠
檬酸和奎宁酸含量都显著高于对照,低温开始后

苹果酸和奎宁酸都急剧下降。前期研究已证明

PtrBAM1 超表达烟草较对照更为抗寒[8],可能是

因为正常条件下超表达株系有机酸含量更高,因
为有机酸一方面能够提高光合效率,另一方面可

以调节细胞的pH,可能在提高植物的抗逆性中

起一定作用[30-32]。

4 结 论

综上所述,正常条件下PtrBAM1 超表达烟

草的果糖、蔗糖、苹果酸、柠檬酸、奎宁酸含量及β-
淀粉酶活性显著高于对照,低温处理后超表达烟

草β-淀粉酶活性和葡萄糖含量显著增加,其他糖

和有机酸含量都发生了改变,表明PtrBAM1 在

低温处理下可能通过改变糖酸代谢途径增强植株

的抗寒性。具体的作用机制还有待进一步研究。
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Overexpressingaβ-AmylaseGene,PtrBAM1 ,ChangestheContents
ofSolubleSugarsandOrganicAcidsinTobacco

XIAOChang1,2andPENGTing2
(1.LearningCenter,HubeiRadioandTVUniversity,Wuhan430000,China;

2.CollegeofLifeSciences,GannanNormalUniversity,GanzhouJiangxi341000,China)

Abstract ThreePtrBAM1-overexpressingtobaccolineswerecreatedinourpreviousstudies:F6,
F11,F25.Inthecurrentexperiment,thecontentsofdifferentsugarsandorganicacidsincold-treated
F6,F11,F25,1301(theemptyvectorline)andnud(thewildtype)wereanalyzedviaGC-MS.Results
showedthat,undernormalcondition,β-amylaseactivity,thecontentsoffructose,sucrose,citricacid,

malicacidandquinineacidinF6,F11,andF25linesweresignificantlyhigherthanthoseof1301and
nud.After2℃treatmentfor6h,1dand3d,β-amylaseactivityandthecontentoffructoseinthe
threeoverexpressinglinesweresignificantlyhigherthanthoseofthe1301andnudlines.Thecontent
ofglucoseincreasedsharplyfrom6h-1dcoldtreatment.Throughoutthe2℃treatment,thecon-
tentofcitricacidinF6,F11,andF25lineswereconstantlyandsignificantlyhigherthanthatof1301
andnudlines,sowerethecontentofmalicacidandquinicacidexceptatthetimepointof1d.Incon-
clusion,PtrBAM1couldchangethecontentsofsolublesugarsandorganicacidsincold-challenged
plant,thusincreasingthecoldtoleranceofplant,atleastinpart,viamodificationofthesugarandor-
ganicacidmetabolism.
Keywords Tobacco;Citrus;Lowtemperature;Glucose;Fructose;Sucrose;Malicacid;Citricacid;

Quinicacid
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