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摘  要：克隆得到苹果糖转运蛋白 SWEET（sugars will eventually be exported transporters）基因

MdSWEET1（MDP0000237435），组织表达分析发现该基因主要在苹果的茎和花中表达，相对定量分析发

现其对 NaCl、PEG、H2O2和 ABA 等均有响应。在番茄中异位表达 MdSWEET1 可提高植株耐盐性，并且

可溶性糖含量，特别是蔗糖和果糖含量提高。 
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Ectopic Expressing MdSWEET1 in Tomato Enhanced Salt Tolerance 
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Abstract：Sugars are important energy source and signaling molecule in plant，and play important 

roles in plant growth and development as well as biotic and abiotic stresses. Sugar cannot be transported 

independently across the plant biofilm system and needs the assistance of corresponding sugar transporters. 

SWEET（sugars will eventually be exported transporters）is a class of sugar transporters，it can carry out 

bidirectional transport of sugar in plants，and participate in many important physiological processes of 

plant growth and development by regulating the transport，distribution and storage of sugar compounds in 

plants. In this study，we cloned a gene named MdSWEET1. Expression analysis suggested that MdSWEET1 

expressed mainly in stems and flowers and can respond to various abiotic stresses including NaCl、PEG、

H2O2 and ABA. Ectopic expressing MdSWEET1 in tomato enhanced salt tolerance and accumulated more 

soluble sugar especially sucrose and fructose.  
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为抵御及适应盐胁迫，植物进化出了一系列适应机制，例如清除活性氧、合成渗透调节物、调 
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节离子稳态等。渗透调节物包括脯氨酸、可溶性糖、甜菜碱、可溶性蛋白等（Rahnama & Ebrahimzadeh，

2004；Hajlaoui et al.，2010），其中可溶性糖在渗透调节中起重要作用（Prado et al.，2000）。 

糖类不仅是植物主要的能量来源，而且对植物应对非生物胁迫及生长发育都有影响（Ohto et al.，

2001）。可溶性糖可以通过调节细胞渗透势来应对外界的非生物胁迫（Rosa et al.，2004；Rolland et al.，

2006）。干旱胁迫下，玉米中的糖及脯氨酸含量上升（Nayer & Reza，2008）；水稻耐盐品种 PT1 随

着 NaCl 浓度的增加，糖含量，特别是水苏糖、棉子糖、蔗糖和葡萄糖含量也逐渐增加（Siringam et 

al.，2011）；在两个花生品种中，耐盐的比不耐盐的含有更多的可溶性糖（Ranganayakulu et al.，2013）；

高粱在 NaCl 和 PEG 处理下可溶性糖含量增加（Gill et al.，2003）；低温会使藜麦苗的胚轴中积累大

量的蔗糖（Rosa et al.，2004），这些足以说明糖在植物应对非生物胁迫中所起的重要作用。 

糖在植物体中的运输主要由糖转运蛋白介导。至今拟南芥中已发现近 70 个糖转运蛋白，包括蔗

糖转运蛋白（SUT/SUC）、己糖转运蛋白（STP/HXT）、肌醇转运蛋白（ITR/MIT）及单糖转运蛋白

（AZT/MSSP）等（Rae et al.，2005）。而 SWEET（sugars will eventually be exported transporters）是

近些年新发现的一类糖转运蛋白，具有 2 个 MtN3/saliva 跨膜结构域，与花粉营养、花蜜的分泌、

种子填充、蔗糖的长距离运输、韧皮部装载、生物与非生物胁迫和调节赤霉素响应有关（Chen，2012；

Sun et al.，2013；Lin et al.，2014；Chen et al.，2015）。拟南芥中有 17 个 SWEET 基因，其中 AtSWEET1

最先被发现，其功能与葡萄糖的转运有关：AtSWEET1 是一类质膜定位的蛋白，既可以调控葡萄糖

的跨膜吸收又可以调节葡萄糖向内质网的流入；AtSWEET8 也是一类葡萄糖转运蛋白，其基因主要

在绒毡层中表达，atsweet8 突变体表现出雄性不育的特点；此外，AtSWEET5 和 AtSWEET15 也参与

拟南芥的发育（Chen et al.，2010）。 

SWEET 家族基因除了与植物的发育有关以外，在非生物胁迫的响应过程中也发挥着关键作用。

有研究发现 AtSWEET11 和 AtSWEET12 在拟南芥中负责韧皮薄壁组织细胞中蔗糖的运出，参与对

冻害和冷害的响应。在 4 ℃的低温环境下，拟南芥 sweet11-1 突变体比野生型积累更多的葡萄糖和果

糖，从而具有更高的耐冷性；冻害胁迫下，sweet11-1sweet12-1 双突变体比野生型具有更强的抗性，

而单突变体则没有明显不同（Hir et al.，2015）。有研究发现 AtSWEET17 定位于液泡膜，负责果糖

的转运，冷胁迫下 atsweet17 突变体果糖含量升高（Chardon et al.，2013）。AtSWEET16 对蔗糖、果

糖和葡萄糖的转运都有影响，冷胁迫下，AtSWEET16 过表达植株葡萄糖含量增加，果糖含量降低；

atsweet16 突变体对冻害的耐性提高（Klemens et al.，2013）。AtSWEET4 负责果糖和葡萄糖的转运，

过表达 AtSWEET4 能提高拟南芥对干旱和冻害的耐性（Liu et al.，2016）。拟南芥中异源表达尖叶石

竹 DsSWEET12 和 DsSWEET17，可以提高果糖和葡萄糖的积累量，并且提高对盐胁迫、渗透胁迫和

氧化胁迫的耐性（Zhou et al.，2018a，2018b）。 

为进一步研究苹果中 SWEET 家族基因成员的具体功能，首先从苹果中克隆到 1 个 SWEET 基

因（MDP0000237435），该基因与拟南芥中 AtSWEET1 高度同源，进一步将 MdSWEET1 在番茄中异

源表达，研究其在盐胁迫响应过程中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料及其总 RNA 提取和 MdSWEET1 表达的 qRT-PCR 分析 

10 年树龄‘嘎拉’苹果树种植在山东省果树研究所果树试验田（中国，泰安）。2015 年 5 月开

始，分别取生长根、幼茎、新生叶、花（初花期）和果实（花后 20 d），液氮保存；另外用 0 和 200 
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mmol . L-1 NaCl、10%PEG6000、100 μmol . L-1ABA 和 0.5%H2O2 处理‘嘎拉’苹果组培苗，分时间

段（0、1、3 和 6 h）取整株组培苗迅速用液氮冷冻，存放于–80 ℃冰箱备用。 

采用 RNA plant plus Reagent 试剂盒（天根）提取液氮冻样的 RNA，利用反转录试剂盒

PrimeScript® RT reagent Kit（Perfect Real Time，TaKaRa）获得 cDNA。使用实时定量 RT-PCR 的方

法，用 cDNA 模板检测苹果中 MdSWEET1 的表达水平，以苹果 18S RNA 作为等量上样参照，引

物为 18S-F：5′-ACACGGGGAGGTAGTGACAA-3′，18S-R：5′-CCTCCAATGGATCCTCGTTA-3′。

PCR 分析的特定的引物序列为 MdSWEET1-F（RT）：5′-GCTGCTCCTGTACTTCATCTACCG-3′，

MdSWEET1-R（RT）：5′-GGTTGTTGATCAGGCTTTGCA-3′。用 UltraSYBR Mixture（with ROX）

试剂盒（康为世纪）进行实时荧光定量 PCR 分析。20 μL 反应体系为：2× UltraSYBR Mixture 10.0 μL，

上游引物（10 μmol · L-1）1.0 μL，下游引物（10 μmol · L-1）1.0 μL，cDNA 1.0 μL，ddH2O 7.0 μL。荧

光定量 PCR 反应条件：95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，56 ℃退火 15 s，65 ℃延伸 10s，40

次循环，每次循环第 3 步进行荧光采集；最后，采用 2-∆∆CT 法进行定量数据分析，样本包含 3 次重

复。 

1.2  MdSWEET1 的分离 

2017 年 9 月开始选用山东农业大学园艺科学与工程学院组培室培养 30 d，生长状态良好，株

高约 5 cm，约有 12 片叶的‘嘎拉’组培苗叶片为试材，采用 RNA plant plus Reagent 试剂盒（天

根）提取样品的 RNA，利用反转录试剂盒 PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfe

ct Real Time，TaKaRa）获得 cDNA，贮存于–20 ℃备用。 

根据苹果基因组数据库中检索到的序列，设计引物 MdSWWET1-F：5′-ATGGATCCAAAAACA

ATGCA-3′和 MdSWEET1-R：5′-TTAGACATGCCCATCTTGGG-3′。以‘嘎拉’组培苗 cDNA 为模板

进行 PCR 扩增：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 40 s，56 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 2 min，35 次

循环；72 ℃延伸 2 min。PCR 产物用 1.5%的琼脂糖凝胶进行电泳并回收目的条带，连接到 pMD18-T

克隆载体进行测序。 

1.3  MdSWEET1 的生物信息学分析和亚细胞定位 

MEGAR 5.0 构建系统进化树；软件 ExPASy（https：//web.expasy.org/protparam/）用于分析

MdSWEET1 蛋白稳定性、等电点及亲水性；用软件 TMHMM Server v. 2.0 分析蛋白跨膜结构域；

SWISS-MODEL（https：//swissmodel.expasy.org/interactive）分析蛋白二、三级结构。 

使用 Gateway 技术（Lu et al.，2019）构建表达载体，35S:GFP-MdSWEET1 作为表达载体，

35S:RFP-AtCBL2 作为液泡膜定位的对照载体，利用农杆菌介导的烟草表皮细胞转化方法，将这两

种表达载体在烟草中瞬时表达，2 ~ 3 d 后利用超高分辨率激光共聚焦显微镜观察亚细胞定位情况。 

1.4  植物表达载体的构建与农杆菌介导的番茄遗传转化 

设计 MdSWEET1::HA 的引物（上游引物：5′-AATGGATCCAAAAACAATGCA-3′，下游引物：

5′-TTAGACATGCCCATCTTGGG-3′），以测序正确的 MdSWEET1-pMD18-T 的质粒为模板进行 PCR 

扩增。PCR 产物连接 1254 植物表达载体，测序正确后提取质粒并转化 LBA4404 农杆菌，用于侵染。

参照祁春芳等（2018）的方法用农杆菌转染番茄。 

PCR 鉴定转基因番茄：用 CTAB 法提取转基因番茄基因组 DNA。以 35S 为上游引物：5′-GACGC 

ACAATCCCACTATCC-3′，MdSWEET1-R 作为下游引物：5′-TTAGACATGCCCATCTTGGG-3′。野
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生型番茄为阴性对照，MdSWEET1::HA 质粒为阳性对照，分别扩增 MdSWEET1，进行阳性转基因植

株的鉴定。初步鉴定为转基因的番茄幼苗进行生根后再提 RNA 进行鉴定，纯合体番茄植株用于试

验。 

所测数据包含 3 次生物学重复和 3 次技术重复。 

1.5  转基因番茄淀粉、可溶性糖、过氧化氢、超氧阴离子和丙二醛含量的测定 

取野生型和转基因番茄地上部分（包括茎和叶），利用试剂盒（苏州科铭生物技术有限公司），

测定淀粉、可溶性糖、蔗糖、果糖、葡萄糖、过氧化氢、超氧阴离子含量；采用硫代巴比妥酸法（赵

世杰 等，1994）测定丙二醛含量。3 个生物学重复和 3 个技术重复。 

2  结果与分析 

2.1  MdSWEET1 的分离及生物信息学分析 

前人研究发现 SWEETs 基因与糖转运相关（Chardon et al.，2013；Chen et al.，2015；Liu et 

al.，2016）。本研究中以‘嘎拉’组培苗 cDNA 为模板，克隆得到一个约 800 bp 的基因（MDP0000

237435），该基因编码的蛋白含 263 个氨基酸，等电点 pI 为 9.68，不稳定系数为 34.91，说明该蛋白

属于稳定类蛋白。 

将该基因序列与拟南芥中 SWEET 家族成员的蛋白序列进行进化树分析（图 1），发现该蛋白与

AtSWEET1 亲缘关系最近，因此命名为 MdSWEET1；该蛋白平均亲水系数为 0.511，说明该蛋白为

疏水蛋白；TMHMM 在线软件分析结果表明 MdSWEET1 蛋白含有 7 个跨膜结构域（图 2），这与之

前的研究（Talbot，2010；Baker et al.，2012）相吻合。为进一步研究其生物学特性，对 MdSWEET1

进行亚细胞定位，发现其定位于液泡膜（图 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  MdSWEET1 的进化树分析 

Fig. 1  Phylogenetic analysis of MdSWEET1 
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图 4  MdSWEET1 的组织表达分析  

Fig. 4  Tissue expression pattern of MdSWEET1  

*P < 0.05. 

图 2  MdSWEET1 蛋白的跨膜结构域分析 

Fig. 2  Transmembrane domain analysis of MdSWEET1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  MdSWEET1 的亚细胞定位  

MdSWEET1 带有绿色荧光，AtCBL2 带有红色荧光，作为液泡膜定位的对照，两者融合后呈现出黄色荧光。 

Fig. 3  Subcellular localization of MdSWEET1 

MdSWEET1 fused with GFP，AtCBL2 fused with RFP and was used as vacuole located marker，when MdSWEET1-GFP and  

AtCBL2-RFP merged yellow fluorescence appeared.  

 

2.2 ‘嘎拉’苹果中 MdSWEET1 的表达分析 

基因的表达模式可以为分析基因的功能提

供重要依据（Kidokoro et al.，2015）。因此通

过 qRT-PCR 的方法检测 MdSWEET1 在‘嘎拉’

根、茎、叶、花和果中的表达量，发现其在各

器官中均有表达，并且在茎和花中表达量较高

（图 4）。在茎中表达量约为根中表达量的 7.5

倍，在花中表达量约为根中表达量的 2 倍。 

2.3 ‘嘎拉’苹果中 MdSWEET1 对多种非生

物胁迫的响应 

可溶性糖的积累会影响到植物体内的渗透

势，从而影响植物对各种非生物胁迫的抗性。分别用 200 mmol . L-1 NaCl、10%PEG6000、100 

μmol . L-1 ABA 和 0.5%H2O2 处理‘嘎拉’组培苗 0、1、3 和 6 h，定量检测 MdSWEET1 的基因表达

量。结果显示 MdSWEET1 对多种胁迫均有响应（图 5），其中对盐的响应最为明显。在盐处理后 6 h
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基因表达量急剧升高，约为 0 h 基因表达量的 50 倍。这些结果说明 MdSWEET1 可能会参与盐胁迫

的响应。 

 

图 5  MdSWEET1 对多种胁迫的响应分析 

Fig. 5  Responses of MdSWEET1to various abiotic stresses  

*P < 0.05. 

2.4  MdSWEET1 在番茄中异源表达促进可溶性糖的积累 

PCR 鉴定转基因番茄，结果显示，在野生型番茄中没有目的条带，在 MdSWEET1 转基因番茄

中可以看到明显的目的条带（图 6）。 

 

图 6  PCR 检测番茄转基因植株 

Fig. 6  PCR to identify two transgenic lines 

 

用 qRT-PCR 的方法检测两个转基因株系中 MdSWEET1 的表达量，结果显示其基因表达量分别

为野生型的 74 倍和 50 倍左右（图 7，A）。对转基因和野生型番茄检测可溶性糖含量和淀粉含量，

转基因植株淀粉含量显著低于野生型（图 7，B），可溶性糖含量显著高于野生型（图 7，C）。以上

数据说明 MdSWEET1 能促进可溶性糖的积累。 
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图 7  MdSWEET1 转基因番茄鉴定（A）及番茄植株中淀粉（B）和可溶性糖（C）含量的变化 

Fig. 7  Identification of MdSWEET1 transgenic tomatoes（A）and changes of starch（B）and soluble sugar（C）content in tomato plants 

*P < 0.05.  

 

2.5  MdSWEET1 在番茄中异位表达提高其耐盐性 

转基因和野生型番茄在正常状态下生长 3 周后用 NaCl 溶液浇灌，每 3 d 浇 1 次，NaCl 浓度从

200、250、300、400、500 mmol . L-1 逐渐增加，约 20 d 后观察表型。发现转基因番茄比野生型有更

强的耐盐性（图 8）。 

 

 

图 8  MdSWEET1 转基因番茄在盐胁迫下的表型 

Fig. 8  Phenotype of MdSWEET1 transgenic tomato under salt stress 

 

检测发现，野生型在盐胁迫下积累更多的 MDA，与转基因植株相比，盐处理后野生型植株的

MDA 含量比转基因植株多 2 μmol . g-1 FW 左右（图 9，A）；之后检测了超氧阴离子和过氧化氢的含

量，结果显示盐处理后野生型和转基因番茄超氧阴离子含量显著上升，过氧化氢含量也明显增加，

但是野生型增加的幅度明显是比转基因番茄增长的幅度要高。对于超氧阴离子的变化，野生型植株

盐处理后超氧阴离子含量增加了 128.8 nmol . g-1 FW，转基因植株分别增加了 33.1 和 39.6 nmol · g-1 

FW（图 9，B）。过氧化氢的变化与超氧阴离子变化类似，在盐处理后野生型与转基因番茄过氧化氢

含量均出现增加的趋势，但是野生型比转基因番茄积累了更多的过氧化氢，野生型植株比原来的过
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氧化氢含量高 82%，而转基因植株分别比原来的含量高 59%和 58.6%（图 9，C）。以上结果说明异

源表达 MdSWEET1 能提高番茄耐盐性。 

 

 

图 9  盐处理番茄野生型和转基因植株丙二醛（MDA）、超氧阴离子和过氧化氢（H2O2）含量的变化 

Fig. 9   MDA，oxygen free radical（OFR）and H2O2 content of WT and  

transgenic lines under salt treatment 

*P < 0.05. 

 

2.6  MdSWEET1 通过影响蔗糖和果糖的积累提高番茄耐盐性 

为研究 MdSWEET1 在糖转运过程中发挥的作用，检测盐处理前后淀粉含量及可溶性糖含量的

变化。未经盐处理的野生型植株淀粉含量比转基因植株淀粉含量高，盐处理后野生型和转基因植株

淀粉含量均下降，但转基因植株下降幅度明显高于野生型（图 10，A）。 

 

 
图 10  盐处理番茄野生型和转基因植株淀粉、可溶性糖、葡萄糖、蔗糖和果糖含量的变化 

Fig. 10  Starch，total sugar，glucose，sucrose and fructose content of WT and transgenic lines under salt treatment 

*P < 0.05. 
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正常培养的野生型番茄可溶性糖含量比转基因番茄可溶性糖含量低，盐处理后可溶性糖含量均

增加，但转基因番茄上升幅度比野生型植株高（图 10，B）。盐处理后不论是野生型还是转基因番茄，

葡萄糖含量都有所增加，增加的幅度相差不大（图 10，C）。盐处理前野生型植株蔗糖含量比转基因

植株蔗糖含量低，盐处理后野生型和转基因番茄均升高，但野生型升高幅度明显比转基因植株小（图

10，D）。果糖含量的变化趋势与蔗糖变化趋势相似，盐处理后转基因和野生型植株果糖含量升高，

但转基因番茄增加幅度明显高于野生型（图 10，E）。以上结果说明 MdSWEET1 可能通过影响蔗糖

和果糖的积累调节植物耐盐性。 

3  讨论 

将苹果 MdSWEET1 基因在番茄中异源表达，并获得了两株稳定遗传的转基因番茄做进一步的研

究。研究发现在盐胁迫下转基因番茄积累了更多的可溶性糖，特别是蔗糖和果糖，并且转基因株系

盐抗性高于野生型，这些结果说明 MdSWEET1 可能通过调节蔗糖和果糖的积累来提高植物的耐盐

性。 

世界上大约有 20%的土地受到盐碱胁迫的影响，并且这一趋势将会越来越严重（Zhao et al.，

2014；Zhang et al.，2016）。土壤盐碱化严重制约着土地利用率和作物生产力。为应对盐胁迫，植物

进化出了很多机制：一种是液泡中储存 Na+以保证胞质中 Na+浓度不至于过高，造成离子毒害，另

一种是通过渗透调节物排除 Na+或 Cl-（Shabala，2013）。渗透调节物可以提高胞质渗透压，从而维

持细胞膨压（Blum et al.，1983）。 

前人研究发现渗透调节物主要包括脯氨酸、游离氨基酸、可溶性蛋白和可溶性糖等（Hajlaoui et 

al.，2010）。非生物胁迫如干旱、盐、低温等会引起糖在植物体内的积累（Krasensky & Jonak，2012）。

有研究发现盐胁迫下葡萄糖、蔗糖和果糖的积累在碳的储存、渗透调节和体内平衡以及清除自由基

等方面起着非常重要的作用（Singh et al.，2015）。水稻中葡萄糖和果糖与渗透压的调节及活性氧的

清除有关（Pattanagul & Thitisaksakul，2008）。 

SWEET 是一类糖转运蛋白，对葡萄糖、蔗糖和果糖都有转运功能。尖叶石竹 DsSWEET12 和

DsSWEET17 基因在拟南芥中异源表达，果糖和葡萄糖含量增加，过表达这两个基因影响了糖代谢，

从而影响了果糖和葡萄糖的积累（Zhou et al.，2018a，2018b），拟南芥中 AtSWEET12 和 AtSWEET17

也可以影响果糖的转运（Chardon et al.，2013）。本研究发现，MdAWEET1 是定位于液泡膜的糖转

运蛋白，番茄中异源表达 MdSWEET1 提高果糖和蔗糖含量，同时耐盐性也提高，推测 MdSWEET1

通过影响果糖和蔗糖的积累提高植物盐抗性。 

果实中糖含量是影响果实品质的重要因素之一，苹果果实中的可溶性糖主要包括蔗糖、果糖和

葡萄糖，而果糖是其中最甜的（王永章和张大鹏，2000；王海波 等，2007）。本研究发现 MdSWEET1

能调节蔗糖和果糖的积累，所以猜测 MdSWEET1 可能会影响果实品质。 

苹果是温带地区主要的经济果实之一，其生长发育受到各种非生物胁迫（盐、干旱，低温等）

的影响，因此，研究如何提高苹果对各种非生物胁迫的抗性意义重大。本研究通过在番茄中异源表

达苹果 MdSWEET1 基因，发现该基因可以通过调节蔗糖和果糖的积累提高植物耐盐性，为进一步开

展苹果改良育种等发面奠定了理论基础。 
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