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Abstract 
β-amylase which is encoded by a multigene family in plants, plays an important role for starch 
degradation in different plant tissues. The β-amylase in seeds and leaves already had many re-
ports, however, in other heterotrophic tissues such as flowers has seldom been studied. 
HbBAM2 was cloned from Hevea brasiliensis in this paper, its coding region is 1752 bp, encodes 
583 amino acids. By means of homology analysis and subcellular prediction, HbBAM2 may lo-
cate in the chloroplast. qRT-PCR displayed the expression patterns of HbBAM2, which was 
mainly expressed in male flowers, latex and female flowers. HbBAM2 was reduced observably in 
latex of the virgin trees tapped, and down regulated partly by ethephon treatment. The recom-
binant protein HbBAM2 was thermal unstable with the optimum temperature 25˚C of substrates, 
soluble starch or amylopectin, and undetectable activity at 45˚C. It is presumed that HbBAM2 
may influence the development of flowers by participating the starch degradation in flowers of 
Hevea brasiliensis, and HbBAM2 may degrade the starch in latex, providing energy and carbon 
source for rubber synthesis in laticifer. 
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摘  要 

在植物中，β-淀粉酶由一多基因家族编码，在不同组织的淀粉降解过程中起重要作用。目前有关种子和

叶片的β-淀粉酶研究较多，而对花等其它异养组织则鲜有报道。本研究从橡胶树胶乳中克隆到了一个β-
淀粉酶基因(命名为HbBAM2)，其编码区长1752 bp，预测编码583个氨基酸。同源比较和亚细胞分析表

明HbBAM2定位于叶绿体中。实时荧光定量PCR分析显示，HbBAM2主要在雌花、胶乳和雄花中表达；

割胶条件下，HbBAM2的表达水平在新开割树的胶乳中随刀次的增加而明显下调，同时，乙烯利刺激也

可部分下调HbBAM2在胶乳中的表达。HbBAM2重组蛋白热稳定性差，以可溶性淀粉和支链淀粉为底物，

最适酶活性温度均为25℃，在45℃时已没有酶活性。根据HbBAM2的表达特点和酶学特性我们推测

HbBAM2可能通过参与橡胶树花器官淀粉的降解，影响花器官的生长发育，HbBAM2还可能参与了橡胶

树胶乳中淀粉的降解，为乳管细胞中的橡胶合成提供能量和碳源。 
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1. 引言 

淀粉是大多数植物主要的碳源和能量储存方式，淀粉在植物细胞中以淀粉粒的形式存在，淀粉粒是

一种半晶体颗粒，由葡萄糖分子聚合而成[1] [2]。贮藏淀粉在种子、根和茎等长期贮藏器官中储存，结构

相对稳定，其含量没有明显的昼夜变化。而在叶片中，植物把光合作用产物以临时型淀粉的形式储存在

叶片的叶绿体中，晚上再通过降解这些淀粉，用于晚上生长需要[3]。在植物的不同器官中，有着不同的

淀粉降解酶和降解途径[4]。在拟南芥的花器官的发育过程中淀粉起到重要的作用[5]。花器官早期积累淀

粉，随着花器官的发育，淀粉被逐渐降解，为花的发育提供能量。在雌配子体发育过程中存在一次淀粉

积累和降解的波动过程，而在雄配子体有 3 次这样的波动过程。 
β-淀粉酶(β-amylase, BAM)在植物不同组织中的淀粉降解过程起着关键的作用，其通过切断 α-1,4-葡

聚糖链，从淀粉的非还原性末端依次切断麦芽糖单体，产生麦芽糖[6] [7]。在拟南芥中有 9 个 β-淀粉酶基

因，其中 6 个定位于质体，调控拟南芥的叶片淀粉代谢[8]。在拟南芥叶片中，BAM1 主要在保卫细胞中

表达，控制气孔开合[9]，相对于野生型拟南芥，突变体 bam1 的保卫细胞中积累了更多的淀粉，气孔打

开的数量减少，从而提高了 bam1 的耐渗透和耐旱能力[9] [10]。BAM 还参与植物对环境胁迫的应答，寒

害处理能够明显上调枳树 PtrBAM1 的表达；过表达 PtrBAM1 的烟草抗寒性显著提高[11]。BAM 可能还

具有独立于酶活性的调控功能，比如拟南芥的 BAM4 在进化过程中，由于多个氨基酸位点及一个催化位

点的突变，失去了 β-淀粉酶酶活性，但是相对于野生型，bam4 的叶片却有着更高的淀粉含量[12]，因此

推测该酶突变后还保留了调控功能。 
早期人们深入研究了多种植物中淀粉贮藏器官和叶片的 β-淀粉酶[6] [13] [14] [15] [16]，而很少研究

其它异养组织比如花器官的淀粉和 β-淀粉酶。我们在分析橡胶树叶绿体型 β-淀粉酶基因 HbBAM1 的基础
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上[17]，获得了在橡胶树雄花和胶乳中高表达的 β-淀粉酶基因 HbBAM2。本文探索了 HbBAM2 的组织表

达模式和受诱导情况，并体外表达并分析 HbBAM2 重组蛋白的最适酶活性温度和 pH 范围，讨论和推断

其在橡胶树胶乳合成中可能的生理功能。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 植物材料  
巴西橡胶树品系热研 7-33-97，定植于中国热带农业科学院试验场一队。新开割树为 7 年生，首次割

胶，每三天割胶一次，连续 8 次，胶乳直接滴入 RNA 提取液中，胶乳总 RNA 的提取方法参照 Tang 等

的方法[18]。橡胶树经 1%乙烯利处理后，于 3 h、12 h 和 24 h 后分别割胶，收集胶乳用于总 RNA 的提取。 

2.1.2. 实验试剂 
通用植物总 RNA 提取试剂盒为北京百泰克生物技术有限公司产品。原核表达载体 pGEX-4T-1 和

pET43.1a，大肠杆菌表达菌种 Rossetta (DE3)，为本实验室保存。引物和 DNA 测序都由英俊生物技术公

完成。可溶性淀粉和支链淀粉为 Sigma 公司产品，其它生化试剂为进口或国产分析纯。 

2.2. 方法 

2.2.1. 总 RNA 的提取与 cDNA 的合成 
除了胶乳之外的，巴西橡胶树其它组织的材料，经液氮研磨后，称取 0.1~0.2 mg，总 RNA 提取使用

百泰克公司的通用植物总 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，按照操作说明进行方法进行。不同材料都取 1 µg
左右的总 RNA，使用 TaKaRa 公司的 PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser 试剂盒，合成 cDNA
第一链，用于荧光定量 PCR 和全长 cDNA 的扩增。 

2.2.2. HbBAM2 基因的克隆与序列分析 
通过比对橡胶树的转录组数据库，发现在胶乳中还存在一个 HbBAM1 的高度同源基因，HbBAM2。

在 5’UTR 和 3’UTR 设计了一对基因特异性引物 HbBAM2-F 和 HbBAM2-R (表 1)，以胶乳的 cDNA 为模

板，进行 RT-PCR 扩增，反应程序为，94℃ 3 min；94℃ 30 sec，55℃，30 sec，72℃ 2 min，28 个循环；

72℃ 5 min。琼脂糖凝胶电泳回收目的片段后，连接到 pMD-18T 载体中，转化 DH5α感受态细胞。菌落

PCR 鉴定为阳性的克隆，挑选 5 个送公司测序。使用 DNAman 对 HbBAM2、HbBAM1 和 AtBAM1 的氨

基酸序列进行同源性分析，然后用序列处理在线工具包(SMS)编辑比对结果。 
 
Table 1. The sequences of all primers used in this paper 
表 1. 本文所用的引物及序列 

引物名称 序列 用途 退火温度 

HbBAM2-F 5’-GAAATGGCCATGAATATTACC-3’ 
全长 cDNA 扩增 54℃ 

HbBAM2-R 5’-ATCCACTCCTAGCTTGTTGAA-3’ 

qBAM2-F 5’-CAAGACCATCTTTGAGAGCACTG-3’ 
实时荧光定量 PCR 60℃ 

qBAM2-R 5’-CCGTCCCGAAATCTTGTGTTA-3’ 

RH2b-F 5’-AGGTGGATTGGCTAACTGAG-3’ 
不同组织荧光表达分析的内参基因引物 60℃ 

RH2b-R 5’-GAGCCCAAACATCAGTAGTG-3’ 

YLS8-F 5’-CCTCGTCGTCATCCGATTC-3’ 
割胶和乙烯利处理荧光定量的内参基因引物 60℃ 

YLS8-R 5’-CAGGCACCTCAGTGATGTC-3’ 

BAM2-36aa 5’-AAGGATCCGCGGTGTGGAGAACTCCTATG-3’ 
原核表达 55℃ 

BAM2-Sal 5’-TACAGTCGACTTAGTGCATTAGAGCCACTGCA-3’ 
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2.2.3. HbBAM2 基因的表达分析 
由于橡胶树 HbBAM2 基因和 HbBAM1 基因的编码区同源性高，在 HbBAM2 的 3’UTR 设计了三对荧

光定量引物，通过溶解曲线分析和测序鉴定，选取了特异性好，扩增效率高 qBAM2-F 和 qBAM2-R 作为

荧光定量引物(表 1)。荧光定量 PCR 使用伯乐公司的 CFX96 TOUCH 实时荧光定量 PCR 仪，荧光定量试

剂为 TaKaRa 公司的 TB Green™ Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus)，反应程序为两步法，95℃，1 min；
95℃，10 sec，60℃，30 sec，40 个循环。对 HbBAM2 基因在不同组织、新开割树前 8 刀，乙烯利处理进

行表达分析，内参基因的引物参照 Li 等[19]的论文，数据分析参照 Long 等的方法[20]。 

2.2.4. HbBAM2 原核表达载体的构建与表达 
HbBAM2 定位于质体上，其 N 端部分含有疏水结构，不有利于 HbBAM2 重组蛋白在大肠杆菌中的

可溶性表达，参照拟南芥的 AtBAM1 和橡胶树 HbBAM1 的原核表达方法[8] [17]，除去 HbBAM2 的前 36
个氨基酸，以 BAM2-36aa 和 BAM2-Sal 为引物(表 1)，扩增 HbBAM2 的第 37-583 氨基酸的基因序列。PCR
扩增产物经限制性内切酶 Bam HI 和 Sal I 双酶切，连接到原核表达载体 pGEX-4T-1 和 pET43.1a。构建成

功的载体分别命名为 GST-HbBAM2 和 NusA-HbBAM2。质粒转化大肠杆菌表达菌种 Rossetta (DE3)用于

目的蛋白的原核表达，大肠杆菌在含 100 µg/ml 氨苄青霉素和 25 µg/ml 氯霉素的 LB 液体培养基中，37℃
生长至 OD600 = 0.4~0.6 时，加入终浓度 0.5 mM 的 IPTG，20℃诱导培养 16 h。 

2.2.5. HbBAM2 重组蛋白的酶活性分析 
诱导表达后的大肠杆菌，5000 rpm，10 min，收集菌体，沉淀用液体培养基 1/20 体积的无菌水重悬。

使用超声破碎仪，超声 3 sec，间隔 5 sec，总有效超声破碎时间 3 min，破碎菌体。13,000 rpm，10 min，
4℃高速离心，吸取上清至新的离心管，沉淀用等体积的无菌水重悬。10%的聚丙烯胺凝胶，SDS-PAGE
电泳检测 HbBAM2 原核表达产物在上清和沉淀中的表达。酶活性测定方法参照阳江华等的方法[17]，取

约 5 µg 未经纯化 GST-HbBAM2 和 NusA-HbBAM2 的粗酶液，用于最适酶活性温度的测定。反应体系在

冰上混合，总体积 100 µL：100 mM 柠檬酸–柠檬酸钠缓冲液(pH5.6)，底物分别为 1%可溶性淀粉或者支

链淀粉，5 µg 粗酶液。每个温度设三个技术重复，分别置于不同温度的水浴锅中反应 30 min，反应结束

后迅速置于冰上，然后加入 900 µL 的 DNS 显色溶液(1%的 3,5 二硝基水杨酸，30%的酒石酸钾钠，0.4N
的 NaOH)终止反应，最后 100℃水浴反应 5 min 显色，吸取 200 µL 至酶标管中，使用酶标仪，测定 520 nm
吸光值。 

3. 结果与分析 

3.1. HbBAM2 的序列分析 

HbBAM2 的编码区和 HbBAM1 一样长为 1752 bp，编码 583 个氨基酸序列，分子量大小为 65.6 kD。

同源性分析表明，HbBAM2 与橡胶树的 HbBAM1 和拟南芥的 AtBAM1 的氨基酸序列高度同源(图 1)，其

中与 HbBAM1 的同源性为 88.4%，和 AtBAM1 的同源性为 74.1%。应用在线预测软件 TargetP [21]和
ProtComp 分析 HbBAM2 编码的氨基酸序列，预测 HbBAM2 定位于叶绿体中。 

3.2. HbBAM2 基因在不同组织中的表达分析 

实时荧光定量 PCR 分析结果显示，HbBAM2 基因主要在巴西橡胶树的异养器官——胶乳、雌花和雄

花中表达，而在叶片和其它异养器官——根，种子和树皮中表达量比较低(图 2)。HbBAM2 基因的表达随

着新开割巴西橡胶树前 8 刀的割胶处理，其在胶乳中的表达量持续降低，到第 8 刀时，只有第 1 刀表达

量的 28% (图 3)。1%乙烯利刺激割胶也能下调 HbBAM2 的表达，48 h 后，HbBAM2 的表达量降低了 25%
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左右(图 4)。该试验结果与橡胶树生产实践是一致的，因为橡胶树割胶和乙烯利处理后，其胶乳代谢活动

显著增强，蔗糖迅速被利用，底物淀粉含量减少，因而胶乳中的 HbBAM2 的基因表达量呈下调表达。 
 

 
Figure 1. The homology analysis of HbBAM2 
图 1. HbBAM2 的同源性分析 
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Figure 2. The expression profiles of HbBAM2 in different tissues 
of Hevea 
图 2. HbBAM2 基因在橡胶树不同组织中的表达分析 
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Figure 3. The expression analysis of HbBAM2 with eight consecutive tapping 
times in virgin trees 
图 3. HbBAM2 基因随新开割橡胶树前 8 刀割胶处理的表达分析 

 

 
Figure 4. The expression profiles of HbBAM2 in Hevea latex after 1% ethephon 
treatment 
图 4. 1%乙烯利影响 HbBAM2 在胶乳中的表达水平 

3.3. HbBAM2 在大肠杆菌中的重组表达 

重组蛋白 GST-HbBAM2 和 NusA-HbBAM2 在上清液中都有表达(图 5)，酶活性分析表明，两种重组

蛋白都有较强的 β-淀粉酶活性。虽然 GST-HbBAM2 重组蛋白在沉淀中的表达量相对较大，但是其在上

清中的表达量明显大于 NusA-HbBAM2 的表达，所以最适酶活性温度实验使用 GST-HbBAM2 重组蛋白。

使用可溶性淀粉为底物时，HbBAM2 的最适酶活性温度是 25℃，在 40℃只有 9.6%的酶活性，在 45℃时

则完全检测不到酶活性(图 6)。当支链淀粉为底物时，HbBAM2 的最适酶活性温度也是 25℃，同样在 45℃
时其酶活性也为 0 (图 6)。 

4. 讨论与结论 

植物除了在种子、块根、块茎和鳞茎等贮藏组织中含有大量长期保存的贮藏淀粉外，在叶肉细胞的

叶绿体、花和树皮等异养器官储存有大量的临时储存形式的淀粉。本研究从橡胶树胶乳中克隆到一个质

体型 β-淀粉酶基因 HbBAM2，与 HbBAM1 类似，且 HbBAM2 和 HbBAM1 高度同源(图 1)，它们都在花

器官中高效表达[17]，尤其是在雄花中有着最大的表达量，但是 HbBAM2 还主要在橡胶树非专一性淀粉 
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Figure 5. SDS-PAGE analysis of HbBAM2 recombinant protein. M: 
Prestained Protein Marker, 1: the supernatant of GST-HbBAM2, 2: 
Precipitate of GST-HbBAM2; 3: the supernatant of NusA-HbBAM2, 
4: Precipitate of NusA-HbBAM2, Arrows point to the recombinant 
proteins 
图 5. SDS-PAGE 电泳分离 HbBAM2 重组蛋白。M：预染蛋白分

子量 marker ， 1 ： GST-HbBAM2 超 声 破碎 后上 清， 2 ：

GST-HbBAM2 超声破碎后沉淀，3：NusA-HbBAM2 超声破碎后

上清，4：NusA-HbBAM2 超声破碎后沉淀，箭头指向重组蛋白 
 

 
Figure 6. The enzyme activity of HbBAM2 recombinant protein in 
different temperatures with soluble starch and amylopectin as sub-
strates 
图 6. 以可溶性淀粉和支链淀粉为底物，HbBAM2 重组蛋白在不同

温度的酶活性分析 
 
贮藏器官——胶乳中高表达，因此 HbBAM2 除了和 HbBAM1 一样在橡胶树花发育尤其是雄花器官发育

过程中起着重要作用外，很可能与天然橡胶合成有关。 
通常负责降解贮藏淀粉的 β-淀粉酶的最适酶活性温度一般在 50℃以上，这样有利于在室温条件下减

缓淀粉的降解速度，利于种子、块根和块茎等的长期保存，为适宜条件下的休眠种子萌发、植株再生存

储能量。而降解临时储存形式淀粉的 β-淀粉酶的最适温度一般较低，在 35℃左右，有利于淀粉的快速利

用[8] [17]。 
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我们的研究结果表明 HbBAM2 可以利用可溶性淀粉和支链淀粉为底物，HbBAM2 重组蛋白的最适

酶活性温度是 25℃，而在 45℃时就完全没有酶活性(图 6)，相对于橡胶树 HbBAM1 [17]，拟南芥的 BAM1 
[8]和豌豆上胚轴中 β-淀粉酶[22]，其最适酶活性低了 10℃左右，是目前为止，最适酶活性温度最低和热

稳定性最差的 β-淀粉酶。我们推想，其最适酶活性的差异很可能是由于巴西橡胶树原产地位于亚马逊流

域的热带雨林中，年平均温度在 25℃~27℃，为了获取阳光和养分，植物之间的竞争比温带地区的更为

激烈。HbBAM2 的最适酶活性温度为 25℃，与环境温度基本相同，有利于橡胶树在需要时，迅速降解花

器官和树皮中临时储存形式的淀粉，促进快速生长发育，以获得更大的生长优势。另外，在新开割树中，

随着割胶的进行，乳管中代谢加剧，蔗糖迅速被利用，底物淀粉合成减少，HbBAM2 自然也不需要太多，

因而胶乳中的 HbBAM2 的基因表达量明显下调表达[23] [24]。β-淀粉酶基因的表达水平与组织细胞中蔗糖

含量负相关的情况与其它 β-淀粉酶基因的表达模式相类似。比如在拟南芥全光照条件下，叶片中 β-淀粉

酶的活性明显高于室内照明条件[8]，橡胶树 HbBAM1 在晚上的表达量也低于光合作用最强的 10 点和 16
点[17]。总之，尽管本文初步揭示了 HbBAM2 的表达特征和酶学特点，为进一步研究 β-淀粉酶在植物异

养组织的生理功能奠定了基础，然而 HbBAM2 是如何影响胶乳中糖的供给还需要更多的研究。 
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