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摘要:淀粉去分支酶(Starch debranching enzyme ,DBE)对淀粉最终结构的形成起着非常重要的作

用 ,因此 ,对 DBE的深入研究有助于解释淀粉生物合成机理 。对近年来 DBE 在遗传和生物化学及

分子生物学上的研究进展做了简要综述 ,并在此基础上提出了一个新的观点:DBE 在支链淀粉合

成中作用机理的 2种假设 ,其本质是一致的。
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　　淀粉分直链淀粉和支链淀粉 , 2类淀粉所占比

例及支链淀粉的结构共同决定淀粉结构
[ 1]
。不同

作物中 ,这 2类淀粉的比例和所含支链淀粉的结构

存在很大差异。现已明确 ,直链淀粉是在颗粒结合

型淀粉合成酶(Granule-bound starch synthase ,GB-

SS)催化下合成的 ,而支链淀粉的合成非常复杂 ,它

首先在腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶(ADP -glu-

cose pyrophosphory lase , AGP)的作用下 ,葡萄糖 -1

-磷酸(Glu-1-P)与 ATP 作用生成 ADP-葡萄

糖(ADP-Glu),随后ADP-Glu在可溶性淀粉合成

酶(Solubal starch synthase , SSS)的作用下通过α-

1 ,4-糖苷键进行葡聚糖链的延伸 ,当链达到一定长

度后 , 在淀粉分支酶 (Starch branching enzyme ,

SBE)作用下 ,在线性糖链内部引入α-1 , 6-糖苷

键形成分支 , 并进一步在 SSS 催化下延长分支 , 最

后淀粉去分支酶(DBE)对分支进行修饰 ,最终合成

具有一定结构特性的淀粉结晶体[ 2] 。迄今 ,国内外

已获得多种马铃薯和水稻等作物的转基因材料 ,对

淀粉合成进行修饰 ,试图培育优质品种 ,产生多样化

的淀粉 。为此 ,笔者对近几年来 DBE研究的最新进

展作了较全面综述和深入探讨 。

1　DBE的种类

DBE的主要作用是水解α-1 , 6-糖苷键 ,根据

其作用底物不同分为 2 类:间接去分支酶和直接去

分支酶。间接去分支酶存在于动物 、酵母中 ,需 4-

α-葡萄糖苷转移酶及淀粉-1 ,6-葡萄糖转移酶等

的共同参与才能完成脱分支过程 ,这里不作介绍。

直接去分支酶存在于植物和细菌中 ,水解作用不需

其他酶的参与。直接去分支酶能特异性地水解淀粉

中的α-1 ,6-糖苷键 ,在氨基酸序列上它与α-淀

粉酶相似 ,属于淀粉水解酶家族。依据作用的底物

不同 , 直接去分支酶有两大类:一类是普鲁蓝酶或

称极限糊精酶(Pullulanase;Limitdext rinase;ZPU),

是与普鲁蓝酶同工的 DBE(普鲁蓝是麦芽糖单元以

α-1 , 6-糖苷键连接而形成的多糖);另一类是异淀

粉酶(Isoamylase , ISA),是与淀粉酶同工的 DBE。

ZPU以极限糊精和普鲁蓝等为底物 , 特异去除其

α-1 , 6-糖苷键;而 ISA 则以变性支链淀粉 、糖原

和支链淀粉类似物为底物 ,去除其 α-1 , 6 -糖苷

键 ,但不能作用于极限糊精和普鲁蓝 。由于编码

ZPU和 ISA 的基因既不是源于同源位点的等位基

因 ,也不是同工酶编码基因 ,它们的功能是否相同仍

然未知 ,所以 ,国际上的通用名称是同种型(Isoform)。

2　DBE的作用机理

目前 ,有关 DBE在支链淀粉合成中的作用机理

主要有 2种假说[ 3] ,一种是以 Erlander[ 4]为代表 ,认

为植物糖原(Phy tog ly cogen , PG)是支链淀粉合成

的中间产物 ,经过 DBE的作用形成支链淀粉 。另一
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种以 Nakamura 和 Yuki[ 5] 等为代表 , 认为 SBE 和

DBE这 2种酶的酶活性平衡对α-1 , 6-分支酶的

频率或支链淀粉的α-1 , 4-侧链的链长的分配有

着重要的决定作用。

我们认为 ,上面 2种假说其本质是一致的 ,只是

着眼点不同 。前一假设是以 DBE 的底物为着眼点 ,

而后一假设则是以 SSS 、SBE 、DBE 3种酶的协同作

用为着眼点 ,并且这 2 种假说彼此是相互补充的 。

Erlander等认为 ,在 SSS 和 SBE 2 种酶的作用下形

成 PG ,随后产生的这些 PG 由 DBE 作进一步修饰

形成支链淀粉 ,即 SSS 在颗粒表面使短链延伸 ,最

初这些链太短 ,不能被 SBE作为底物(一般 SBE 与

具有双螺旋结构的葡聚糖链作用),所以是未分支

的。当它们达到一定长度时 ,在 SBE和 SSS的共同

作用下形成分支 。DBE 可去除这些未组装起来的

暴露在葡聚糖以外的分支 ,但却不能打断那些紧密

结合形成双螺旋区的分支。所以 DBE 的作用使在

双螺旋区的上部形成短链区 ,这些短链又可被 SSS

在下一轮中重新延伸 。Nakamura和 Yuki等强调的

是SSS 、SBE 、DBE 3种酶的协同作用 ,SBE 和 DBE

这 2种酶的酶活性平衡在支链淀粉与 PG之间产生

了一个动态平衡 ,即当 SBE 活性增强时 ,该平衡向

PG 方向移动 ,也就是支链淀粉向 PG转化;同样 ,当

DBE活性增强时 ,该平衡向支链淀粉方向移动 ,也

就是 PG向支链淀粉转化 。Shannon等[ 4]用14CO2处

理受粉后 18 d的玉米 ,发现支链淀粉和直链淀粉是

同时合成的 ,这一结果也支持以上观点 。

DBE的活性降低时多糖结构便趋向于形成多

分支的小分子多糖和 PG ,这是因为:DBE对淀粉最

终结构的形成起到重要作用。淀粉合成是一个从可

溶性多聚糖到具有胶体性质的淀粉分子形成过程 ,

期间需要多聚糖中单个葡萄糖分子的-OH 基团与

其他相邻的-OH 基团结合才能使它们之间形成更

为稳定 、紧凑的结构 ,其结果是相对减少活性基团

-OH而使多聚糖可溶性下降。在玉米 、水稻和拟南

芥种子中观察到的支链淀粉和淀粉粒间有一个过渡

区域 ,这一区域内交替发生的代谢是 DBE 切断短分

支和 SBE将其重新链接的过程 ,即在具备支链淀粉

分子的前提下 , DBE则趋向于切断有碍于合成稳定

紧凑结构的短分支 ,由SBE将切下的这些短分支重

新连接到其活性基团-OH 的位置 ,否则在淀粉体

内合成的将是 PG而不是淀粉 。

Tom 等[ 6]利用14CO2 脉冲标记技术研究了在淀

粉粒生物合成过程中中间态葡聚糖结构的形成 ,认

为 6个葡萄糖残基的侧链是所能大量合成的最短

链 ,这种侧链是从有 12个葡萄糖残基或更长的供体

链转移形成的。具有短侧链的中间态结构不同于

PG ,它是一种几乎没有长链而有更多分支的分子。

脉冲和示踪标记图谱显示 dbe突变体的淀粉粒最终

结构比中间态有更多的分支 ,以及在缺失 ISA活性

的玉米 、水稻 、衣藻和拟南芥的突变体中发现有大量

的没有形成淀粉粒的高度分支的多糖和 PG 的积

累 ,暗示支链淀粉分子的包装与分支及链长的分布

存在密切的关系。这说明形成的可溶性的支链淀粉

前体或 PG作为淀粉生物合成的中间产物 。

3　DBE同种型及其编码基因

3.1　ISA及其编码基因

su1 是 ISA 的编码基因[ 7 ,8] 。Rahman 等研究

表明 ,在玉米中 , su1 基因位于 4S染色体上 ,其产物

Su1(79kD)参与胚乳淀粉的生物合成 ,并证明 su1

就是 ISA ,其最适pH 为 6.0 ～ 7.0 ,最适温度为 25 ～

37 ℃, 50℃完全失活。Zeeman 等[ 9] 报道 , 拟南芥

中 , dbe1 基因编码 ISA ,该基因的突变限制了叶内

淀粉的正常积累。 Ishizaki等[ 10]分离并纯化了马铃

薯块茎中的 DBE多肽 ,其分子量为 83 ～ 95kD ,但它

们的性质及区别尚未知 。Rahman 等[ 8]在大肠杆菌

中表达水稻 su1 基因 ,克隆产生的多肽在体外条件

下仍有活性 。

3.2　ZPU及其编码基因

最近 ,对 ZPU的生化特性进行鉴定 ,发现 ZPU

是一种内切酶 ,只粘附在较短的支链 。改变氧化还

原作用的方向可激活 ZPU ,高糖浓度则抑制 ZPU

的活性[ 11] 。Rachel等[ 12] 研究表明 ,大麦编码 ZPU

的单拷贝基因有 26个内含子 ,大小在 93 ～ 822个碱

基对不等 , 27 个外显子 ,阅读框在 8 ～ 2 893bp ,其

cDNA全长为 3 429bp。Mary 等[ 13] 发现 ,玉米单拷

贝 zpu 基因位于第 2号染色体上 , zpu 基因的 mR-

NA 只在胚乳中检测到 ,而根和叶中没有发现 , Mary

还证实 ,胚乳中纯化的 ZPU 分子量约为 100kD。

Rahman等[ 8]和 Zhu 等[ 14] 深入研究玉米胚乳和豌

豆胚内淀粉合成过程中 DBE的细胞定位 ,还比较了

DBE 编码基因的碱基序列 ,并推测 ISA 和 ZPU 在

植物进化过程中同时形成 ,两者具有高度的保守性。

4　DBE的同种型表达

4.1　ISA的表达

为了研究 ISA在支链淀粉合成中的作用 ,
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Genschel等[ 15]在小麦的叶片和发育种子中都检测

到 ISA ,主要以可溶性形式存在于发育的胚乳中 ,很

少一部分与淀粉粒结合 ,这表明 , ISA可能参与叶片

和籽粒中淀粉合成 。 ISA 编码基因突变后 ,支链淀

粉的积累则达不到正常水平 ,因此认为 ,此酶参与淀

粉的生物合成。Kubo 等
[ 16]
报道 ,玉米突变体 Su1

(Sugary1)胚乳中淀粉生物合成量显著减少 ,支持这

一观点 。在水稻 、玉米Su1突变体胚乳中 DBE的缺

失 ,会造成 ZPU或 ISA 水平严重下降或丧失 ,产生

较支链淀粉高度分支化的 PG ,高大山羊草的异淀粉

酶基因转到水稻 Sugary 突变体中后 ,直链淀粉的合

成与野生型无明显差异[ 17] ,这些都说明 ISA 直接参

与了支链淀粉的合成。另外 , Nakamura等
[ 18 , 19]

发

现 ,水稻中有 su1 基因编码突变的 ISA ,此突变的

ISA产生畸形淀粉粒。Kubo 等[ 1]的工作不但支持

了Nakamura 的报道 ,而且发现水稻 su1 突变影响

ISA的同时 ,也影响 ZPU 。由此说明 dbe 基因对淀

粉的生物合成存在多重效应。

4.2　ZPU 的表达

Fujita等
[ 20]
发现 ,含有单个 su1 基因的水稻中

几乎不能合成支链淀粉。 su1 突变可引起 ZPU 和

ISA的缺失 ,对突变体 Su1中的 ZPU活性和电泳特

性分析结果表明 , ZPU 和 ISA 属转录后调控[ 21] 。

玉米中的 ZPU 参与胚乳淀粉的降解。不同物种之

间的同一同种型编码基因序列间表现 60%～ 80%

的一致性 ,同一物种 2个同种型序列间表现却明显

不一致
[ 22]

。因此 , ISA 和 ZPU 在多糖链的合成中

起不同的作用 ,功能并不重叠。 zpu 基因在 ISA 缺

失型中表达 ,可产生野生型中未发现的植物糖原 ,从

而表明 ISA 和 ZPU 之间有部分互补作用。 Jason

等
[ 23]
研究了由于转座子插入突变而无正常功能的

玉米 ZPU的编码基因 zpu ,结果表明 ,突变纯合体

ZPU不能转运和贮藏淀粉 ,发育中的胚乳积累了不

存在于野生型中的 PG 。上述不同种类突变体不仅

支链淀粉合成减少 ,而且 PG 呈明显积累趋势 ,这些

都说明ZPU 不但直接参与了支链淀粉的合成 ,也说

明ZPU 和 ISA之间有部分互补作用 。

5　DBE的转基因研究

5.1　基因功能验证

利用突变体和反向遗传技术 ,可对调控淀粉合

成相关酶基因的功能进行验证。 Jason 等用反向遗

传技术 ,在单拷贝基因 z pu1 中插入转座成分产生

突变 ,对 z pu1 基因在淀粉代谢过程中的功能及其

对其他酶的影响的研究发现 ,ZPU 活性的缺失使得

淀粉代谢过程的诸多方面都发生改变 。进一步研究

表明 ,ZPU可部分弥补 ISA 的缺失 ,在淀粉的合成

代谢中起着必不可少的作用 ,同时还参与了淀粉的

分解代谢。

5.2　改良淀粉的品质

DBE 酶的活性可改变直 、支链淀粉的比例 ,而

且还可改变支链淀粉的结构 ,形成分支程度不一的

支链淀粉 ,从而赋予淀粉新的理化特性 。通过蛋白

融合技术 、反义基因技术或是通过表达外源酶基因

以改变酶水平 、活性从而改变淀粉结构 ,使淀粉品质

发生改变 , 从而使作物品质等方面得到提高。

6　展望

近 10年来 ,淀粉合成分子生物学研究取得了长

足的进展 , 并且随着研究的深入 , DBE 在淀粉合成

中的作用越来越受到人们的重视。DBE 会影响

BEⅡa的活性 ,在玉米 DBE 突变体中 ,由于 DBE 活

性的丧失导致 BE Ⅱ a完全没有活性。 Regla 等[ 24]

证实 ,淀粉粒的起始形成受控于 ISA 的异源多聚

体 。这意味着 DBE 多聚体酶的结构和功能将成为

淀粉粒起始形成研究中的起点 。近来 ,几乎所有重

要作物的 dbe 基因或基因片段都已被克隆 ,对其功

能也有了一些了解 。但是 ,对不同基因及其相应酶

的功能 ,特别是不同类型酶之间的互作效应的研究

还刚刚开始。此外 ,淀粉合成的分子生物学研究尚

未很好地与作物品质研究和改良结合起来 ,对品质

育种的指导意义还十分有限。转基因技术的发展 ,

为深入分析 dbe 基因/酶的功能创造了条件 ,同时也

为改变淀粉特性 ,从而改良作物品质 ,甚至进行功能

创新提供了可能 。因此 ,必将成为今后一段时期研

究的重点和热点 。但是对于不同的物种 ,其转基因

技术发展水平仍有差距 ,而且对同一类酶在不同的

作物中的功能上是否相类似仍不太清楚。不同酶之

间的互作对于淀粉影响的研究仍显不足。Fernle ,

A.R 等[ 25]利用嵌合基因同时对 2种甚至多种酶活

性进行调控的思路值得借鉴 。利用反义 RNA 技术

来抑制/提高 DBE酶的表达 ,对于调整淀粉的结构

可能是一个较好的手段 。除利用转基因进行改良

外 ,利用淀粉 dbe 基因的序列信息 ,设计特异性引

物 ,用于分子标记辅助选择 ,甚至进行辅助设计的研

究也应受到重视。同样 ,利用理化诱变技术对相关基

因进行定向改造 ,既可为基础研究提供宝贵材料 ,也

可丰富种质资源 ,为选育优良作物新品种创造条件。
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