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β - 1, 4 -甘露聚糖内切酶在番茄发育中的作用
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摘　要 : 以番茄为例 , 对β - 1, 4 -甘露聚糖内切酶 EC31211178在种子发芽、花药花粉发育和果实成

熟等过程中所充当的角色加以综述 , 进而说明该酶的功能和作用 , 并阐述了甘露聚糖内切酶参与植物发育

调控机理的研究方向和甘露聚糖内切酶基因的应用方向。
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Effect of Endo2β21, 42mannana se in Toma to D evelopm en t Even ts
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Abstract: Endo2β21, 42mannanase is a kind of polysaccharide hydrolase. It exists broadly in different
p lants. The different roles of endo2β21, 42mannanase were p layed in tomato different development events. In
this paper, the roles of endo2β21, 42mannanase were reviewed during some development events of tomato in2
cluding seed germ ination, anther and pollen development, fruit ripening. And the function of endo2β21, 42
mannanase were analyzed. Moreover, The further work was suggested for elucidating the regulation mechanism
of this enzyme in some development events and utilizing endo2β21, 42mannanase genes in p lants.
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β - 1, 4 -甘露聚糖内切酶 (以下简称甘露聚糖酶 ) 是一种多糖降解酶 , 它的主要生化功能是水

解甘露聚糖之间的β - 1, 4共价键〔1, 2〕。迄今为止 , 已经在莴苣〔3〕、番茄〔4, 5〕、水稻〔6〕、曼陀罗 ( da2
tura ferox)〔7〕、枣椰子 ( date)、长角豆 ( carob)、番泻树 ( Chinese senna)、葫芦巴 ( fenugreek)〔1, 8〕

等许多植物检测到了该酶的活性。虽然该酶在植物中的基本生化功能是一致的 , 但在不同植物中所充

当的角色却不尽相同 , 如在莴苣种子中该酶的主要作用是降解胚乳细胞壁 , 为种子萌发提供营养〔9〕,

而在番茄种子中该酶除提供碳水化合物营养外 , 还有减弱胚乳对胚根萌发阻力的作用。不仅如此 , 该

酶在同一植物的不同发育阶段也扮演不同的角色 , 例如该酶在番茄种子中为胚根萌发提供营养和减少

阻力 , 而在番茄果实发育中却主要和果实软化有关。

甘露聚糖是一种多糖 , 因其侧链的不同分别以半乳甘露聚糖、半乳葡萄甘露聚糖等形式存在〔10〕。

甘露聚糖是构成细胞壁的重要成分 , 在裸子植物如松柏科的木质化次生细胞壁中含量占 12%～15% ,

在被子植物细胞壁中含量占 3%～5%
〔11〕。大部分植物种子的胚乳细胞壁主要是由半乳甘露聚糖构

成〔1, 2, 12〕
, 在种子发育的生化过程中 , 半乳甘露聚糖主链经过甘露聚糖酶作用后 , 甘露聚糖被降解为

甘露二糖和甘露三糖 , 而它的侧链由α -半乳糖苷酶 (α2galactosidase) 所降解 , 形成的甘露二糖和

甘露三糖经β -甘露糖苷酶 (β2mannosidase) 进一步降解为甘露糖单体 , 甘露糖单体进一步经过一系

列的生化变化为植物发育提供物质基础或参与其它生化过程〔13, 14〕。
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甘露聚糖酶首先在葫芦巴种子中被发现〔1〕, 并在莴苣和番茄种子中得到了广泛的研究。目前 ,

已经在莴苣种子和番茄的果实、花粉以及种子中克隆了该基因 , 进一步明确了该酶在分子层面上参与

植物发育的机理。

1　甘露聚糖酶在番茄种子发芽中的作用

番茄种子主要由胚和胚乳两部分组成 , 其中 , 甘露聚糖是胚乳细胞壁的主要组成成分 , 约占种子

胚乳细胞壁 60%〔2, 15〕。坚硬的胚乳包裹着胚 , 同时也构成对胚根萌发的阻力。番茄甘露聚糖酶在种

子发芽之前就已经表达 , 推断该酶可能通过降解胚乳细胞壁来减弱胚乳对胚根萌发的阻力 , 从而辅助

胚根穿透胚乳。该酶首先在胚根附近的尖端胚乳部位增加 , 至少在 48 h后该酶才在胚乳的侧面部位

开始增加〔16～19〕
, 该酶在这两个部位产生的时间不同 , 而且在两个部位所产生的甘露聚糖酶不是同一

种蛋白 , 是同工酶 , 由不同基因所控制〔20, 21〕。此外 , ABA能够抑制胚乳的侧面部位甘露聚糖酶活性 ,

却不影响尖端胚乳部位的酶活性〔22〕。目前这两个基因已经被分离出来 , 分别命名为 L eM an1
〔21〕和 L e2

M an2〔10〕。其中 L eM an2基因在尖端胚乳部位转录和表达 , 而 L eM an1基因在侧面胚乳部位转录和表

达 , 它们之间的氨基酸有 77%的同源性。

从以上研究推断 , 在番茄种子中 , L eM an2基因的功能是弱化胚乳对胚根萌发的阻力 , 从而胚根

能够顺利地穿透胚乳完成发芽过程 , 而 L eM an1基因的功能是进一步降解侧面胚乳部位 , 为种子的萌

发提供碳水化合物营养〔10, 21〕。这两个基因的表达都受 GA的诱导 , 尖端胚乳部位和侧面胚乳部位的甘

露聚糖酶的酶活性经 GA处理后都升高。在 GA突变体 ( g ib21突变体 ) 番茄种子中 , 种子休眠必须

用 GA来打破。用水浸泡该突变体种子后检测不到甘露聚糖酶的存在 , 而经 GA处理该突变体种子后

可以检测到该酶的活性〔22, 23〕。由此可见 , GA是该酶产生和增加的一个信号。甘露聚糖酶参与发芽的

大致过程如下 : 种子在适当的环境 (如充分吸水 ) 条件下 , 胚根就会释放 GA信号 , GA进一步诱导

尖端胚乳部位产生甘露聚糖酶 , 从而降解尖端部位的胚乳细胞壁 , 减少了胚根萌发的阻力 , 胚根萌发

并穿透胚乳完成发芽过程 , L eM an2基因表达 , 降解侧面部位的甘露聚糖 , 为番茄种子萌发提供碳水

化合物营养 , 为种子继续发育提供物质基础〔5, 6, 19, 20, 22, 23〕。

2　甘露聚糖酶在番茄花药花粉发育中的作用

在番茄的花粉和花药中也检测到了甘露聚糖酶的存在。花粉和花药中的甘露聚糖酶基因已被克隆

出来 , 命名为 L eM an5
〔32〕。该基因的蛋白质序列与 L eM an2基因一致 , 而且核苷酸序列也有 98%的一

致性 , 说明这两个基因在进化关系上很接近。由于 L eM an5基因与 L eM an2基因蛋白质序列一致 , 所

以蛋白的基本性质相同。由于该酶在释放的花粉中存在 , 所以该酶可能参与花粉管的萌发和生长 , 在

花药中存在 , 可能与花药的开裂有关 , 但是这些只是推测 , 还没有具体的证据。由于 L eM an5基因分

离时间较晚 , 目前还没有见到更多的报道 , 需要进一步进行相关研究。

3　甘露聚糖酶在番茄果实发育中的作用

在番茄果实成熟中 , 软化和细胞壁的降解是果实成熟中的重要发育环节。番茄果实细胞壁主要由

胶质、半纤维素 (包括木葡聚糖和甘露聚糖、半乳聚糖等 )、纤维素和蛋白质组成 , 半纤维素的主要

组成元件是木质葡聚糖、葡萄甘露聚糖和半乳甘露聚糖等 , 半纤维素通过共价键与胶质相连 , 通过氢

键与纤维素相连 , 其中半纤维素和纤维素微纤丝构成细胞壁稳定的框架结构 , 而胶质聚合体就嵌合在

这个框架结构中间〔24, 25〕。

Huysamer等〔26〕检测了番茄果实中的多糖 , 首先发现了番茄果实中存在甘露聚糖。随着番茄果实

的成熟 , 甘露糖残基在果实中逐渐增加。甘露糖残基在果实成熟过程中替代一些多糖的阿拉伯糖侧链

从而组成新的多糖 , 同时一部分用来合成新的半乳甘露聚糖〔24, 26〕。甘露聚糖在番茄果实细胞壁中比
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例不高 , 所以甘露糖残基主要可能是参与一些多糖的结构变化 , 进而促进果实质地的变化。Pressy〔27〕

发现了番茄果实中存在甘露聚糖酶。该酶可能通过降解细胞壁在番茄果实的软化过程中充当一个角

色。在番茄品种 ‘Trust’中 , 甘露聚糖酶活性随果实成熟而增加 , 而果实硬度随果实成熟而降低。

而且在一些果实硬度较大的番茄成熟果实突变体中 , 如不成熟突变体、成熟抑制突变体和从不成熟突

变体均检测不到该酶的活性〔28〕。在番茄品种 ‘W alter’的果实中没能发现该酶的活性 , 但是该品种

仍然能够正常成熟 , 果实硬度较大 , 和成熟突变体的硬度相当〔28, 29〕。初步证明该酶与果实的软化具

有相关性。组织印迹分析表明 , 该酶在果皮上具有更大的活力〔28〕, 这可能因为果皮质地更致密 , 因

此单位面积上含有更多的细胞 , 需要更多的甘露聚糖酶参与该部位细胞壁降解。

目前 , 果实中的甘露聚糖酶基因已经被分离出来 , 命名为 L eM an4基因 , 该基因有 399氨基酸残

基 , 26个氨基酸的信号肽 , 分子量为 42 398道尔顿 , 等电点为 8175。L eM an4基因与 L eM an1基因有

46%的同源性 , 与 L eM an2基因有 51%的同源性。有趣的是 , 在番茄品种 ‘W alter’中 , 由于在该酶

的基因序列 3’端有两个核苷酸的删除突变 , 导致该酶比正常的蛋白质在 C端少了 4个氨基酸 , 使该

番茄品种果实中甘露聚糖酶失去了活性〔30〕。经 PCR定点突变试验证实 , C端的亮氨酸对该酶是否具

有全酶活性起关键作用。蛋白质结构分析显示 , 亮氨酸为疏水氨基酸 , 很可能该氨基酸与其他疏水氨

基酸可以形成氢键 , 这对于稳定该酶的结构至关重要〔31〕。

4　展望

甘露聚糖酶的基本生化功能非常清楚一致 , 但它在植物的不同发育阶段和发育环节中却扮演着不

同的角色。目前的证据表明 , 在果实发育中 , 该酶与果实的软化相关 ; 然而 , 该酶在果实软化中的重

要作用 , 还需要进一步通过基因敲除和过量表达等方法进行深入研究。根据目前的文献推断 , 甘露聚

糖酶基因很可能与其它细胞壁降解酶或修饰酶等协同作用 , 共同参与果实发育。在番茄果实成熟中 ,

目前至少发现了 6种以上与细胞壁有关的修饰酶或降解酶 , 包括多聚半乳糖醛酸酶 ( PG)〔33, 34〕
, 果

胶甲酯酶 (pectin methylesterase, PME)〔35〕
, 1, 42β2葡聚糖内切酶 ( EGase)〔36〕

, 木葡聚糖内糖基转

移酶 ( xyloglucan endotransglycosylase, XET)〔37〕
, β2半乳聚糖酶〔38〕和扩张蛋白 ( expansin)〔39〕等等 ,

它们都与果实成熟和软化相关。但是甘露聚糖酶与它们之间怎样协同作用还没见报道 , 还要通过基因

组学和蛋白组学等方法做进一步研究。

在番茄种子发芽中 , 该酶是通过降解胚乳细胞壁为种子发芽提供碳水化合物营养和为胚根穿透胚

乳减少阻力 , 今后还应该研究敲除或过量表达甘露聚糖酶基因 , 进一步为明确该酶在种子发芽的地位

和功能提供更充分的证据 ; 在花粉和花药中表达的甘露聚糖酶基因 (L eM an5基因 ) 的研究才刚刚开

始 , 还没有详细功能的研究报道 , 需要进一步大量研究工作。

今后 , 还要进行甘露聚糖酶亚细胞定位和追踪该蛋白运动轨迹的研究 , 并与传统的生物化学方法

结合起来 , 以明确该蛋白在不同发育过程中的作用部位 , 为基因的功能提供更充足的信息和证据 , 从

而明确该酶参与发育过程的机制。

明确这些基因功能的角色和重要性 , 就可以为实际的基因改造工作提供理论依据。例如 , 果实成

熟的提前和延后都会在生产上带来重大的社会效益与经济效益。弄清甘露聚糖酶参与果实成熟的机

制 , 就可以通过转基因、RNA干扰、反义 RNA等基因调控方法改造果实质地 , 干预果实成熟与软化

过程 , 达到促进果实提前成熟 , 或者延长果实的货架寿命 , 或者增强果实抵抗物理和病理的伤害能力

等等 ; 弄清参与种子萌发的机制 , 就可以进一步研究一些种子的休眠过程 , 从而通过基因改造打破种

子休眠等。弄清参与花药花粉的调控 , 就可以进一步研究杂交亲和问题 , 打破杂交不亲和等。由于该

酶的活性容易检测和鉴定 , 所以 , 通过研究该酶与一些发育事件的相关性 , 可以将其作为发育事件中

的生化指标用于辅助育种选择工作中。
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新书推荐 　《中国果树病虫原色图谱》(第二版 ) 　吕佩珂主编

《中国果树病虫原色图谱》 (第二版 ) 含彩版 144页 , 彩色生态照片 1 152幅 , 文字 120万 , 包括落叶果树病害

305种 , 害虫 338种 ; 常绿及热带亚热带果树病害 195种 , 害虫 160种 , 全书介绍果树病虫害近千种 , 较原图谱图片

和病虫数量增加了 50% , 成为中国果树病虫识别与防治大全。该书图文并茂、内容新颖、信息量大 , 既突出了无公

害和生物防治 , 也介绍了综合防治方法 , 以适应入关后南北方生产无公害果品防治病虫的需要。可供全国果树站、植

保站、果林科技人员、广大果农、农资系统、农林院校师生参考。定价 : 101元 (含邮资 )。

《中国蔬菜病虫原色图谱》(第三版·无公害 )

《中国蔬菜病虫原色图谱》第三版包括南北方瓜类、茄果类、豆类、葱蒜类、绿叶蔬菜类、多年生及水生蔬菜

等病虫害 521种 , 其中蔬菜病害 389种 , 虫害 134种 , 彩图 680幅、文字 55万 , 该书图文并茂 , 内容新颖。第三版

防治方法定位在无公害蔬菜生产上 , 除充实大量生物防治法外 , 还介绍了综合防治技术和方法 , 药剂防治中删去了

蔬菜上不得使用和限制使用的农药 , 重点选择使用全国农业技术推广服务中心推荐的无公害农药及高效、低毒、低

残留的新品种 , 以适应加入世贸组织后 , 全国实施新阶段 “菜篮子 ”工程生产无公害蔬菜的防治病虫害的需要。

可供蔬菜站、植保站、农技站、农资系统、庄稼医院、农业院校师生、有关农业企业和科技人员参考。定价 : 69

元 (含邮资 )。
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