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种子蛋白包括贮存蛋白、结构蛋白、酶蛋白及其他功能性蛋白等。其中 ,贮存蛋白的含

量最为丰富 ,占种子总蛋白的 70- 80%。种子贮存蛋白基因具有特异性表达的功能 ,在种

子成熟的中后期 ,瞬时性地大量合成并贮存于蛋白体中。 因此 ,种子贮存蛋白基因是研究

高等植物基因表达调控的极好材料。同时 ,种子贮存蛋白又是粮食或饲料的重要蛋白质

源 ,在研究基因表达调控的基础上 ,利用基因操作技术 ,将种子贮存蛋白基因或经过人工

改造后再转移到同种或异种植物中 ,可望改良种子蛋白品质、增加蛋白产量或生产有用物

质。

1　大豆种子贮存蛋白质的种类

大豆 (Glycine max )种子富含蛋白质 ,一般品系含量 40%左右 ,高蛋白品系可达

45% ,野生大豆 (Glycine soja )最高可达 50% 。根据溶解性的不同 ,大豆种子蛋白可分为

溶于水的清蛋白 ( albumin)、溶于盐溶液的球蛋白 ( globulin)、溶于醇溶液的醇溶蛋白

( pro lamine)和溶于酸或碱溶液的谷蛋白 ( g lutelin)。上述四种蛋白质占大豆种子干重的平

均含量分别为 28. 56%、 7. 50% 、 5. 71%和 1. 81% ,但不同品种之间有较大的差异
[1 ]
。大豆

种子贮存蛋白都能用盐溶液提取 ,当用密度梯度离心时 ,可分离到沉降系数为 11S、 7S和

2S的三个主要组分 ,分别称为 11S球蛋白 (大豆球蛋白 )、 7S球蛋白 (主要成分为 β -伴大

豆球蛋白 )和 2S球蛋白。

1. 1　大豆球蛋白
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大豆球蛋白 ( glycinin)有 8种酸性亚基 ( A1 a、 A1b、 A2、 A3、 A4、 A5、 A6、 A7 )和 5种碱性

亚基 ( B1a、 B1 b、 B2、 B3、 B4 ) ,两类亚基以特定组合、通过二硫键结合成亚基复合物。迄今已知

存在着 A1aB1 b、 A2B1a、 A1a B2、 A5A4 B3和 A3 B4等几种亚基复合物。由于复合物中的某些亚

基含有比其他亚基较多的含硫氨基酸 ,如 A3B4、 A5A4 B3复合物都只含有 1个含硫氨基

酸 ,而 A2 B1a复合物含有 7- 8个。因此 ,大豆球蛋白的含硫氨基酸含量可以通过遗传工程

或种质资源选择而得到提高 [2 ]。

1. 2　β -伴大豆球蛋白

β -伴大豆球蛋白 (β-Conglycinin)是 7S球蛋白的主要组分 ,由α′、α和 β三种亚基所构

成。与大豆球蛋白相比 ,含硫氨基酸含量更少 ,特别是不含半胱氨酸。由于大豆球蛋白与

β -伴大豆球蛋白都存在于种子子叶的蛋白体中 ,因此 , 11S球蛋白与 7S球蛋白的比值 ,与

大豆种子营养价值有密切关系
[ 3]
。

1. 3　 2S大豆球蛋白

2S球蛋白并非均一组分 ,而是由物理化学性质相异而又比较接近的 5种亚组分所构

成 ,作为大豆种子贮存蛋白的一个小组分 ,与主要贮存蛋白 ( 11S球蛋白、 7S球蛋白 )最明

显的差别是含有蛋白酶抑制剂 ,且含硫氨基酸含量特别丰富 [ 4]。

在上述三种球蛋白中 ,主要成分是 11S球蛋白 ,占种子贮存蛋白的 70- 80%。其次为

7S球蛋白 ,一般占 10- 15%。 2S球蛋白为 6- 15% ,变幅较大。不同类型大豆的球蛋白组

成有很大差别 ,从野生、半野生的栽培大豆的演化趋势表现为 11S球蛋白逐渐增加 , 7S球

蛋白逐渐减少 ,而 2S球蛋白在含量上表现为多样性 [ 5]。

2　大豆种子贮存蛋白基因的结构特征

2. 1　大豆球蛋白基因

自从 Marco
[6 ]等首次克隆大豆球蛋白亚基 A2B1a基因的部分序列以来 ,其它亚基如

A1aB1 b、 A1 aB2、 A3 B4、 A5A4B3及 A2 B1a 的 cDN A序列或基因全序列也相继被克隆 [7- 11 ]。

DNA序列分析及相关研究结果表明 ,大豆球蛋白基因具有若干相同的结构特征。

首先 ,大豆球蛋白基因属于多基因家族。 Morero等认为大豆球蛋白前体多肽至少有

七个不同的基因编码。 另外 ,由于大豆球蛋白存在 8种酸性亚基和 5种碱性亚基 ,而这些

酸性亚基或碱性亚基的一级结构之间存在着保守的同源序列 ,编码这些蛋白质的基因也

比较相似 ,从而形成许多分子种。其次 ,大豆球蛋白亚基基因都含有三个内含子 ,其中一个

较大两个较小。如 A2 B1a亚基前体基因三个内含子大小分别为 238bp、 292bp及 624bp。这

些内含子的插入位点没有一定的规则可循 ,但内含子边界序列符合 GT… AG拼接原则。

在信号肽 ( 18- 24个氨基酸 )编码序列的 5′端上游 ,存在着 CAAT box、 T ATAbox及

Legumin box等顺式作用元件 ,它们对大豆球蛋白基因的特异性表达具有重要作用。

2. 2　β -伴大豆球蛋白基因

β -伴大豆球蛋白的α、α′和 β-亚基之间具有较高的同源性
[12、 13 ]
。与大豆球蛋白相似 ,β -

伴大豆球蛋白基因也属于多基因家族 ,每个基因族中又有多个成员。根据 Tierney等
[14 ]的

分析 ,α′和 β亚基基因在基因组中分别有 1- 2和 8- 13个拷贝数。其次 ,从大豆基因组

DNA文库中克隆的 β-伴大豆球蛋白 (α′亚基 )基因在编码区域内存在 5个内含子 ,与大豆

球蛋白基因的内含相比 ,插入片段较小 ,仅 80- 200bp。第三 ,在α-亚基基因的 5′端侧翼区
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域 ,除了一般的 T ATA box和 CAAT box外 ,在转录起始位点上游约 - 560 bp处 ,存在

一个保守序列 GTGGA TAG,非常类似于 SV40核心增强子。 并且 ,这样的序列同样存在

于菜豆球蛋白 β型亚基基因中 [15 ] ,推测这一保守序列对 β -伴大豆球蛋白基因的表达可能

有着重要作用 ,但目前尚不清楚它的确切功能。

3　大豆种子贮存蛋白基因的表达调控

真核生物基因的表达调控取决于顺式作用元件与反式作用因子相互作用的结果。 顺

式作用元件是存在于基因调控区域内的特定核苷酸序列 ,反式作用因子是认识这些序列

并能特异性结合的蛋白质因子 ,若能探明这些因子的作用规律就可以人为地控制基因的

表达。

3. 1　顺式作用元件的鉴定

Kitamura[16 ]克隆了 A2 B1 a与 A1a B1b亚基基因相连的侧翼序列 ,并对 A2B1a 2. 2kb的

启动子进行一系列缺失试验 ,结果表明 A2 B1a基因 5′端至上游 - 903的区域包含了启动

子的主要部分 ,在 - 903～ - 427区域内存在着调控基因表达量的 DNA序列。Iida等
[17 ]
的

研究证实 , A1a B1b亚基基因 3′端终止区域也与基因的表达活性有关 ;在启动子的- 620～

- 380区域内存在着正调控元件 ,而 Lgeumin box是大豆球蛋白基因表达的负调控元件。

在大多数豆科作物的种子贮存蛋白 (豆球蛋白 )基因启动子中都含有 5′- CATGCAT- 3′

序列 ,这些片段对基表达量的调控具有重要作用 ,并且 ,在其更远的上游还存在其他的调

控元件 [18 ]。 此外 ,内含子对基因的表达量或特异性表达也具有一定的调控作用。 Itoh等

( 1993)在 A2 B1a亚基基因的启动子下游 ,分别连接了 A2 B1a的 cDN A和基因组 DNA,两

者在转基因烟草种子内虽然都能准确表达 ,并产生成熟形态的大豆球蛋白 ,但它们的表达

量存在明显差异 ,含 cDN A(缺少内含子序列 )的融合基因的表达量只有 1 /5左右。

相对于大豆球蛋白基因顺式作用元件 ,对反式作用因子的研究报导较少。Itoh [19 ]发现

了几个新的反式作用因子——胚转录因子 ,它们能够特异性地结合到 A2B1 a基因 5′侧翼

序列的三个亚区域 - 653～ - 527、 - 526～ - 422、 - 427～ - 321,这些因子的作用是组织

特性的 ,只在胚发育的早、中期 (授花后 24天左右 )出现。这些胚转录因子与 - 657～ - 327

调控区域内的共有基序 5′- AT A /TA TT T CN- /CTA- 3′之间具有相互作用。并且 ,在

大豆球蛋白另一亚基 A1 aB1 b基因的 5′侧翼序列中也存在这样的基序。这暗示在大豆种子

发育过程中 ,可能是由于这些胚转录因子与保守基序的相互作用而激活大豆球蛋白基因

的转录。

为了鉴定 β -伴大豆球蛋白基因的重要顺式作用元件 , Chen等
[20、 21 ]
对α′-亚基的启动

子进行了一系列的缺失突变 ,结果表明在转录起始位点上游位于 - 257～ - 159之间的

DNA序列对α′- 亚基基因的表达具有重要的调控功能。在 - 257～ - 159之间的 DNA序

列内 ,发现存在着 2个 28bp的重复片段—— Ry元件 ,其中含有 4个 6bp的重复序列

( AA /CCCCA)。 28bp的 Ry元件也存在于 β-亚基基因、菜豆球蛋白 β -亚基基因及小麦的

麦谷蛋白基因中。进一步研究表明 - 78～ - 257内 170bp的 DNA序列可能是一个强的顺

式作用元件 ,它控制基因的种子特异性和发育特异性表达。这些种子特异性和发育调控元

件 ( SDRE)通过与其他顺式作用元件的协同作用 ,调控种子特异性基因的表达 ,而 Ry元

件在这过程中起着关键的作用 [ 22]。
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Chamberlan等
[23 ]
首次证实 ,大多数种子豆球蛋白 (如大豆球蛋白 )基因中存在的

Legumin box对种子豌豆球蛋白 (如 β -伴大豆球蛋白 )基因的转录也具有调控作用。

Bernier等 [24 ]的研究进一步表明豆科植物的几种 Legumin box作为顺式作用元件 ,都能

提高α′基因在转基因烟草胚中的转录水平。

Allen等
[21、 25 ]分离到一个蛋白因子能够与α′亚基基因启动子内一个 70bp的区域特

异性结合 ,该区域包含了上述 4个 6bp的重复序列。同时 ,还发现另外若干个蛋白因子可

以结合在- 300和 - 860等几个位点。 并且 ,这些具有 DNA结合活性的蛋白因子只有在

种子α′和 β亚基基因开始转录时才检测到 ,因而推测α′和 β亚基基因的表达 ,既存在两者

共有的调控因子 ,也存在各自独特的调控因子 ,这些反式作用因子特异性地结合于结构基

因 5′侧翼区域的不同序列 (顺式作用元件 ) ,在转录阶段起调控作用。

3. 2　大豆种子贮存蛋白基因的表达调控

大豆球蛋白和 β -伴大豆球蛋白具有特异性表达的特征 ,即在大豆种子发育的特定阶

段才大量合成和积累 ,一般品系在授粉后 15- 20天就可检测到 mRN A的积累 , 20- 30

天时达到最大。其中 ,大豆球蛋白的积累比 β-伴大豆球蛋白稍迟一些 ,而 β -伴大豆球蛋白

中α亚基的积累又早于 β -亚基。另外 ,β亚基积累水平受硫营养等环境因子的影响较大。

在转基因矮牵牛和烟草中 ,只有在种子中才能检测到 α′和 β亚基基因的表达

( mRN A) ,而在叶片中检测不到其存在。从表达时期看 ,β -伴大豆球蛋白也受阶段性发育

调控 ,即在种子发育的早中期表达 ,并且能正常装配到蛋白体中。这表明 β -伴大豆球蛋白

基因的顺式作用元件也能被烟草或矮牵牛细胞中的调控因子所识别 ,这些因子存在于大

豆和烟草或矮牵牛种子的相似区域。 虽然在非种子组织中也能检测到基因的表达

( mRN A) ,并且各组织与种子之间没有大的差异 ,但蛋白质的积累水平依次是种子> 花

组织> 叶> 根、茎 ,其中种子与叶片相差几十倍 ,其原因在于不同组织之间蛋白质的稳定

性存在差异 [21、 26、 27 ]。

4　大豆种子贮存蛋白基因的遗传转化

4. 1　基因的修饰及遗传转化

大豆种子贮存蛋白基因在转基因植物中的准确表达 ,为研究蛋白质翻译后的修饰加

工及稳定性以及通过修饰特殊位点的氨基酸来改变蛋白质功能提供了新的途径。 研究表

明 ,大豆等豆科作物的种子贮存蛋白缺乏含硫氨基酸 ,而大豆球蛋白前体存在一个可变区

域 ,可以插入含 4个甲硫氨酸的寡肽 ,构建的表达载体也能在大肠杆菌中合成被修饰的多

肽。在转基因烟草的叶片和茎中 ,同样可检测到天然或修饰的大豆球蛋白 ,两者的表达量

未见差异。不仅如此 ,在各种组织中积累的两种蛋白质都具有准确的分子量 ,能加工为成

熟型多肽 ,在种子中还可装配成六聚体 [28 ]。这说明有可能通过基因工程培育全新的大豆

品种 ,生产营养价值和功能特性更优的大豆蛋白。

Ustumi等
[29 ]还尝试用马铃薯表达大豆球蛋白。他们用马铃薯块茎蛋白 ( po ta tin)基

因的启动子及 NOS的 3′未端分别与大豆球蛋白 A1 aB1 b前体 cDN A和它的修饰序列 ( IV

+ 4M et、V+ 4Met )构建了二个融合基因 ,结果两者都能在转基因马铃薯块茎的薄壁细胞

中特异性表达 ,得到了天然的和修饰的大豆球蛋白基因的转录产物。这说明 Po tatin启动

子可使大豆球蛋白基因在马铃薯块茎中特异性表达 ,并且 , IV+ 4Met和 V+ 4Met的修
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饰不会影响球蛋白在薄壁组织中的生物合成和翻译后的加工过程 ,这将为生产高经济价

值的蛋白质提供新的途径。

β -伴大豆球蛋白与大豆球蛋白相比 ,含硫氨基酸更少 ,尤其不含半胱氨酸 ,因此 ,应用

定点突变的方法 ,修饰编码 β-伴大豆球蛋白基因的核苷酸序列以增加含硫氨基酸密码子 ,

对于改良大豆品质同样具有重要意义。 Leliev re等
[30 ]
在体外表达正常的和修饰的 β -伴大

豆球蛋白亚基 ,除了 NH2- 端增加一个甲硫氨酸外 ,体外合成的α′和 β亚基与从大豆种子

分离到的亚基具有相同的分子量 ,蛋白质特征也比较相似 ,这些亚基因能装配到多聚体

中。但装配过程因修饰区域不同而有差别 , COOH-端高度保守的疏水区域被修饰后 ,与

未修饰的相比 ,亚基不能装配或被装配的比例极低。 相反 ,在 NH2 -端的亲水区域修饰

后 ,亚基装配到多聚体的比例大于或者等于未修饰的 ,这表明 β-伴大豆球蛋白的 N H2-

端亲水区域更容易进行结构性修饰 ,这是应用基因工程改良大豆品质的理论依据。

4. 2　大豆总 DNA的遗传转化

雷勃钧等 [31、 32 ]应用花粉管通道技术将野生大豆的总 DNA导入栽培大豆中 ,在鉴定

的转基因植株中 ,有一个株系的蛋白质含量比标准品种约提高 10% ,并且与大豆加工品

质密切相关的 11S球蛋白组分所占比例超过了 70% ,另有 3个株系的蛋白质和脂肪总含

量达到 66%以上
[31、 32 ]
。此外 ,用直接转化法将大豆 DNA导入茄子及玉米

[ 33]
、用花粉管通

道技术将花生总 DNA导入栽培大豆
[ 34]
或应用微注射技术将玉米和大豆的 DNA注射到

另一个栽培大豆
[35 ]
等的转基因研究表明 ,导入后代在蛋白质和赖氨酸含量以及很多农艺

性状方面产生了可遗传的变异。

综上所述 ,有关大豆种子贮存蛋白生物合成、基因结构及其表达调控的研究均取得了

较大的进展 ,目前已开始应用于农作物的遗传转化方面。由于单子叶和双子叶植物的种子

蛋白中各种氨基酸的成分和比例不完全相同 ,而且 ,其中必需氨基酸的含量也不一样 ,因

此 ,通过植物转基因技术 ,可以将双子植物如大豆种子蛋白质基因转移到一些重要的禾谷

类作物中去 ,以提高它们的赖氨酸含量。同样 ,也可以将单子叶植物如玉米的贮存蛋白基

因转移到大豆或其他双子叶植物中去 ,培育含硫氨基酸含量丰富的转基因大豆品种。在上

述转基因大豆的种子蛋白中 [31- 35 ] ,大豆球蛋白或必需氨基酸含量的增加 ,显示了种子贮

存蛋白基因的遗传转化在改良作物品质方面的应用前景。可以相信 ,随着对种子蛋白基因

表达调控机制的深入研究和植物转基因技术的不断完善 ,种子贮存蛋白基因在作物品质

改良和特殊蛋白质生产方面的应用将会取得更大的进展。
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