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在 高 等 植 物 中，蔗 糖 是 光 合 产 物从 源 器官运 送 到 库

器官的主要形式 [1]，在这一过程中，蔗糖转运蛋白（Sucrose 
transporter，简称SUT）起着重要的作用 [2]. 蔗糖转运蛋白是

典型的膜蛋白，具有多个保守的跨膜结构域（通常为12个）[3]. 
根据氨基酸序列的同源性，Sauer将蔗糖转运蛋白分成4个
Group，其中Group-II类蔗糖转运蛋白均来自双子叶植物，其

重要功能之一就是将细胞外的蔗糖转运到细胞内：在成熟叶

中，将胞外的蔗糖转运到筛管里，以使光合产物经筛管进行

长距离运输；在库器官中，将胞外的蔗糖转运到库细胞里，

以供库细胞生长或碳水化合物的储存 [2]. 另外，有证据显示，

某些Group-II类蔗糖转运蛋白可能在库器官的蔗糖卸载过程

中发挥作用[4~5]. 
在对蔗糖转运蛋白的研究过程中，科学家常常使用酿

酒酵母突变株SUSY7/ura3对其蔗糖转运功能进行验证，该菌

株只能够利用胞内蔗糖而不能利用胞外蔗糖，只有在导入外

源的蔗糖转运蛋白的情况下才能在以蔗糖为唯一碳源的培

养基上正常生长 [6]. 但在研究过程中，发现有些蔗糖转运蛋白

无法使SUSY7/ura3在以蔗糖为唯一碳源的培养基上正常生

长，如Group-II类蔗糖转运蛋白中的NtSUT3 [7]、PvSUF1 [5]和

PsSUF1 [5]. 出现这种情况有两种可能的原因：一是这种蔗糖

转运蛋白不具 有将胞外蔗糖转运到胞内的功能，或者其与

蔗糖的亲和力很低 [5]；另一种原因则是这类蛋白在酵母中由

于某种原因无法准确定位到酵母的细胞膜上，因而也就无法

转运胞外的蔗糖. 
本实验室曾经从甘薯（Ipomoea batatas）中克隆到两对

蔗糖转运蛋白基因，其中一对（IbSUT1x和 IbSUT1y）无法使

SUSY7/ura3酵母菌株在以蔗糖为唯一碳源的培养基上正常生

长 [8]. 为进一步说明导致这一现象的原因，并阐明IbSUT1的功

能，本试验对绿色荧光蛋白（GFP）-IbSUT1x融合蛋白在酵母

中的表达和定位进行了研究. 
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Abstract    Sucrose transporters (SUTs), or termed as sucrose carriers (SUCs), only exist in plants and play important roles in 
long-distance transport of photosynthate through phloem from source organs to sink ones. Its function was always studied with 
yeast (Saccharomyces cerevisiae) strain SUSY7/ura3 which is usually used as a model for sucrose uptake activity research. 
Researchers found that some sucrose transporters could not transport sucrose, which might be on account of the failed 
localization (not target to plasma membrane) in yeast cells. IbSUT1x is a sucrose transporter gene isolated from sweet potato 
(Ipomoea batatas), and it does not display apparent sucrose uptake activity. In the present study, it was revealed that IbSUT1x 
could be successfully targeted to plasma membrane of yeast cells by the localization of IbSUT1x-green fluorescent protein (GFP) 
fusion protein using laser scanning confocal microscopy. The result suggestes that IbSUT1x can not load sucrose into yeast 
cells, or just has low sucrose affinity. Fig 4, Tab 1, Ref 21
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摘  要   蔗糖转运蛋白是植物特有的一类载体蛋白，酿酒酵母突变株SUSY7/ura3常被利用来研究蔗糖转运蛋白的功

能，但在研究中发现，有的蔗糖转运蛋白在酵母中未表现出蔗糖转运的功能. 但这或许并不是其实际功能的体现，而

是由于这类蛋白无法准确定位到酵母的细胞膜上造成的. IbSUT1x是本实验室从甘薯中分离到的一个蔗糖转运蛋白基

因，但是在SUSY7/ura3中未表现出明显的蔗糖转运功能. 本研究通过用激光共聚焦显微镜对IbSUT1x与绿色荧光蛋白

（Green fluorescent protein，GFP）的融合蛋白的表达和定位的观察，发现IbSUT1x不仅在酵母细胞中有表达，而且表达

的蛋白质定位在酵母的细胞膜上. 结果表明，IbSUT1x在酵母细胞中不能转运蔗糖，该蛋白很可能不具有蔗糖转运功

能，或者其与蔗糖的亲和力很低. 图4 表1 参21
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1  材料与方法
1.1  材� � �料
1.1.1  菌株与质粒    本试验所用酵母菌株SUSY7/ura3由美国

华盛顿卡内基研究中心（Carnegie Institution of Washington）
Wolf B. Frommer教授提供，酵母表达载体pDDGFP-2 [9]由英

国圣安德鲁斯大学（University of St Andrews）董长江博士提

供. 大肠杆菌JM109由本实验室保存. 
1.1.2  试� � �剂    限制性内切酶Sma I 由Fermentas公司生产，

PrimeSTARTM HS DNA聚合酶是TaKaRa（大连）公司产品，单

链载体DNA（鲑鱼精DNA）由Sigma公司提供，酵母无氨基酸

基本氮源（YNB）由BBI公司生产，其余生化试剂购于TaKaRa
（大连）公司. 
1.2  方 法

克隆和转化酵母的流程如图1-A所示，首先通过PCR反

应获得目的基因，然后将PCR产物和Sma I线性化的载体一起

转化酵母. 通过选择培养基筛选的转化酵母经诱导表达后用

激光共聚焦显微镜观察拍照. 
1. 2 .1   I b S U T1x的P C R扩增    根 据 I b S U T1x  cDNA
序 列（G e n B a n k  a c c e s s i o n  N o .  G Q 9 7 9 9 7 7）及 酵 母

表 达 载 体 p D D G F P - 2 中 S m a  I 位 点 两 侧 的 序 列（ 图
1 - B）设 计 如 下 I b S U T 1 x 的 P C R 引 物（划 线 部 分 来 自

pDDGFP-2）：I bSU T1yF：AC C C C G G AT T C TAG A AC
TAG T G G AT C C C C C AT G G A AG G T G C T T C G AG T T-
3’；I b S U T1y R：5’ – A A AT T G AC C T T G A A A ATATA -
A A T T T T C C C C G G G T A T G G C A A G C T T G T C T G -3’
（IbSUT1yR中不含IbSUT1x的终止密码 子）.  扩增产 物为
IbSUT1x的全 长编码序列，另外两端 还带有来自pDDGFP-2
的少量碱基（引物序列中划线部分）. 反应以含有IbSUT1x 
cDNA序列的质粒为模板，用高保真PrimeSTARTM HS DNA
聚合酶进行PCR反应. 反应条件：98 ℃10 s，63 ℃ 15 s，72 ℃ 

100 s，30个循环，72 ℃ 5 min. PCR产物经琼脂糖凝胶电泳分

离后切胶回收备用. 
1.2.2  酵母表达载体的线性化    酵母表达载体pDDGFP-2先

转化大肠杆菌JM109，经振荡培养后提质粒，质粒纯化后用
Sma I完全酶切，使质粒线性化，线性化质粒经琼脂糖凝胶电

泳分离后切胶回收备用. 
1.2.3  酵母转化    酵母转化参考Gietz和Schiestl的LiAc/单
链载体DNA/PEG法 [11]，并有所改进 . IbSUT1x的PCR产物和
Sma I线性化的DNA以质量比10 : 1的比例混合，DNA总量约

为1 μg，总体积为34 μL，然后与50%（w/V）PEG4000 240 μL、
LiAc（1 mol/L）36 μL和单链载体DNA（2 mg/mL）50 μL混合

并充分混匀后转化酵母SUSY7/ura3. 转化酵母涂布到不含尿
嘧啶的选择培养基上 [12]. 
1.2.4  酵母菌落PCR验证    先在PCR管中加入18.3 μL灭菌超

纯水，用灭菌牙签挑取酵母单菌落至PCR管中，98 ℃ 5 min
后取出，冷却后短暂离心，加入10×PCR Buffer（含Mg2+）2.5 
μL，dNTPs（每种2.5 mmol/L）2 μL，IbSUT1yF（10 μmol/L）1 
μL，IbSUT1yR（10 μmol/L）1 μL，Taq酶（5 U/μL）0.2 μL，然后

按常规PCR程序反应. 
1.2.5  显微镜观察及拍照    将经过验证的酵母菌按照Drew
等所述的步骤用半乳糖诱导表达 [10]，随后将上述诱导后的酵
母菌涂到载玻片上，用激光共聚焦显微镜Zeiss LSM5 Exciter
（Carl Zeiss）观察并拍照. 未转化的普通酵母用作阴性对照. 
1.2.6  序列分析    用ClustalX 1.83软件进行多序列比对，跨

膜结 构域 用HMMTOP软件预 测，序列间一致性分析 使 用
DNAman软件. 

2  结果与分析
2.1  目的基因PCR扩增及质粒线性化

根据IbSUT1x的序列及表达载体上的序列设计了一对引

物IbSUT1yF和IbSUT1yR，然后用高保真的PrimeSTARTM HS 

图1  基因片段克隆和转化流程图（A）及载体克隆位点（B）（引自文献[10]，略有修改）

Fig. 1   The flowchart of cloning and transformation (A), and the cloning site (B) used in this experiment (Ref [10], modified) 
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DNA聚合酶进行PCR反应，得到一条特异的约1.5 kb的扩增

条带（图2，泳道1），大小与IbSUT1x cDNA全长编码序列的大

小（1 512 bp）相似，因为扩增模板是容易扩增的质粒，因此，

可以认定该条带为IbSUT1x的扩增条带. 将从大肠杆菌JM109
中提取并纯化的质粒pDDGFP-2用Sma I完全酶切，使其线性

化，图2的泳道2即为pDDGFP-2酶切后的电泳结果. 

2.2  IbSUT1x在酵母菌中的定位
将 在 选 择 培 养 基 中 生 长 的 酿 酒 酵 母 先 通 过 酵 母 菌

落 PCR验 证，发现含有IbSUT1x全 长编码序列的酵 母 单菌

落（数 据未列出），然后从 酵 母中提取 重组 质粒 IbSUT1x-
pDDGFP-2送深圳华大基因测序，发现 IbSUT1x与原序列完

全一致，未因PCR反 应引入碱 基 突变 . 将上 述酵 母菌经半

乳糖 诱导表达后涂到载玻片上，在激光共聚焦显微镜下观

察，发现荧光主要集中在酵母菌的细胞膜上（图3-A），表明
IbSUT1x蛋白主要定位在酵母的细胞膜上，而阴性对照则未

发现荧光（图3-B）. 
2.3  一致性分析与多序列比对

系统进化树分析表明，IbSUT1x属于Group-II类蔗糖转

运蛋白[8]. 将IbSUT1x与Group-II中9种具有不同功能的蔗糖转

运蛋白的核苷酸序列和氨基酸序列进行比较分析，结果（表
1）显示，在核苷酸水平上，IbSUT1x与IbSUT2x的一致性最高

（64.8%），与PsSUF1的一致性最低（56.8%）；而在氨基酸水

平上，IbSUT1x与StSUT1的一致性最高（65.0%），与PsSUF1的

一致性最低（55.1%）. 
将IbSUT1x与上述9种蔗糖转运蛋白的氨基酸序列进行

多序列比对（N端 部分的结果见图4），结果显示，在目前发

现的所有蔗糖转运蛋白中均存在的，位于第一个胞外结构域

的第65位（在AtSUC2中的位置）的His，以及位于第2和第3个

跨膜结构域的R-X-G-R模体在IbSUT1x氨基酸序列中均存在

（图4）.

3  讨 论
本研究所用酵母表达载体pDDGFP-2没有合适的酶切位

点，不适于用酶切连接的方式插入待表达的目的基因（Sma I
位点在相位上合适，但Sma I酶切后产生的是平末端，连接效

率较低），所以采用同源重组的策略. 首先在用于扩增目的基

因的引物的5’端加上与线性化载体末端同源的部分序列，然

后将目的基因与线性化载体同时转化酵母，使其在酵母细胞

内通过同源重组得到最后的表达载体. 采用此策略，关键是

减少背景. Sma I线性化的质粒在琼脂糖凝胶电泳后切胶回收

纯化，排除了未切开的质粒带来的污染，另外，Sma I酶切后

产生平末端，也减少了发生自身环化的可能性 [10]. 此外，转化

的目的基因与载体分子的质量比约为10 : 1，由于载体分子的

相对分子质量约为目的基因的4倍（图2），所以，物质的量之

比则更高（约40 : 1），这样做的目的也是减少线性化载体自

身环化导致的背景. 
在本研究中，甘薯蔗糖转运蛋白IbSUT1x与GFP形成融

合蛋白，通过激光共聚焦显微镜对融合蛋白的定位，可以确

定IbSUT1x在酵母中的定位情况，结果显示，IbSUT1x定位到

酵母的细胞膜上. IbSUT1x可以准确地定位在细胞膜上，但是

却无法使SUSY7/ura3在以蔗糖为唯一碳源的培养基中正常生

长，由此可见，该蛋白很可能不具有蔗糖转运功能，或者其

与蔗糖的亲和力很低 [5]. 该蛋白可能具有其他未知的功能. 
本研究还将IbSUT1x与Group-II中其它9种具 有不同功

能的蔗糖转运蛋白序列进行了对比分析. 其中NtSUT3在酵母

中未检测到蔗糖转运活性 [7]；PvSUF1和PsSUF1可以将蔗糖

以易化运输的方式进行双向运输，与蔗糖的亲和力很低 [5]；

图2  IbSUT1xPCR产物及线性化pDDGFP-2的凝胶电泳
Fig. 2  Electrophoresis of PCR product of IbSUT1x and linearized vector 

pDDGFP-2
M1：DNA分子量标准DL2000；M2：DNA分子量标准λ-EcoT14 I digest；
1：IbSUT1xPCR产物；2：线性化pDDGFP-2
M1: DL2000 marker; M2: λ-EcoT14 I digest marker; 1: PCR product of 
IbSUT1x; 2: linearized vector pDDGFP-2

图3  IbSUT1x蛋白在酵母细胞中的定位（bars=1 ��μm）

Fig. 3   Localization of IbSUT1x in yeast cells as visualized by IbSUT1x-GFP 
fusion proteins (bars=1 μm)

A：表达IbSUT1x-GFP的酵母细胞；B：阴性对照  A: Yeast cells expressing 
IbSUT1x-GFP; B: Negative control

表1 IbSUT1x与来自Group-II的9种蔗糖转运蛋白的一致性分析
Table 1   Identity analysis of IbSUT1x and nine sucrose transporters from Group-II

一致性 Identity (r/%) NtSUT3 PvSUF1 PsSUF1 IbSUT2x AtSUC2 StSUT1 NtSUT1 PmSUC2 DcSUT2
核苷酸水平 Nucleotide
氨基酸水平 Amino acid

57.7 60.3 56.8 64.8 61.2 62.3 62.2 60.4 61.4
57.3 58.5 55.1 64.4 62.6 65.0 64.7 62.0 62.6

用于分析的序列 The sequences used for the analysis: �������� AtSUC2 (Arabidopsis thaliana, CAA53150), DcSUT2 (Daucus carota, CAA76369), IbSUT2x (Ipomoea 
batatas, GQ979979), NtSUT1 (Nicotiana tabacum, X82276), NtSUT3 (ADD34610), PmSUC2 (Plantago major, CAI59556), PsSUF1 (Pisum sativum, 
DQ221698), PvSUF1 (Phaseolus vulgaris, DQ221700), StSUT1 (Solanum tuberosum, CAA48915) 
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IbSUT2x、AtSUC2、StSUT1、NtSUT1、PmSUC2和DcSUT2可

以使酵母SUSY7/ura3在以蔗糖为唯一碳源的培养基上正常生

长，在植物中，除DcSUT2在库器官中负责将胞外的蔗糖转运

到库细胞内以外，其余的蔗糖转运蛋白在源叶中负责将胞外

的蔗糖转运至筛管[8, 13~19]，此外，IbSUT2x [8]和StSUT1 [4]也可能在

库器官负责蔗糖的卸出. 结果显示，IbSUT1x与上述9种蔗糖

转运蛋白的核苷酸和氨基酸序列的一致性在55%~65%之间

（表1）. 奇怪的是，IbSUT1x与在酵母中功能类似的NtSUT3、
PvSUF1和PsSUF1在序列上一致性较低，却与在酵母中具有

蔗糖转运功能的几个蔗糖转运蛋白序列有较高的一致性（表
1）. 然而，Group-II类蔗糖转运蛋白的功能比较复杂，StSUT1
和IbSUT2x甚至表现出了双重功能的特点，所以，序列相似

性分析的结果也是可以理解的，甚至预示了IbSUT1x在甘薯

中可能具有的卸载功能. 目前，蔗糖转运蛋白的三维结构仍

不清楚，蔗糖转运蛋白结构与功能的关系方面的研究也很

少，现在 所能见到的相关 报 道主 要涉及两点：蔗 糖 转 运蛋

白位于胞内的N-端可能与蛋白同底物（蔗 糖）的亲和性有

关 [20]；而位于第一个胞外结构域的第65位（在AtSUC2中的位

置）的His可能参与蛋白和底物（蔗糖）的结合 [21]. 由于不同蔗

糖转运蛋白的N-端保守性差 [3]，无法判断出IbSUT1x的蔗糖

转运功能与N-端序列的关系，而IbSUT1x对应于AtSUC2第65
位的氨基酸，也是保守的His. 所以，根据现有的试验结果和

文献资料，无法阐明IbSUT1x在酵母细胞中无明显蔗糖转运

功能的原因，解决这一问题还需要做大量的研究工作，相关

工作正在进行中. 
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