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摘要　简要介绍了大豆的两类主要贮藏蛋白大豆球蛋白和 β -伴大豆球蛋白基因的组织 、结构 和

表达调控的研究进展 。编码大豆球蛋白5种亚基的基因均已被克隆 ,Gy1 和Gy2紧密连锁 ,Gy3 、Gy4

和Gy5 分别位于不同染色体上 ,每个基因都包含四个外显子和三个内含子 ,其外显子的同源性很

高 ,其调控序列也具较强的保守性。β-伴大豆球蛋白的基因为至少 15个成员的大家族 ,至少分布

在两条染色体上 ,主要集中于三个区域 ,它们之间的同源性很高 ,但各亚基都有其独特的表达调控

方式 。
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　　大豆种子贮藏蛋白的含量远远高于其他作物 ,

占种子干重的 40%以上 ,是人类食物和动物养殖的

主要植物蛋白来源 ,具有极高的经济价值[ 1 ,2] 。同

时 ,发育中的大豆种子也是研究高等植物基因表达

调控的极好系统 ,因为开花这一过程会激发一些组

织特异性基因的表达 ,导致种子中少数几种贮藏蛋

白的大量合成。有人估算一粒大豆种子在发育过程

中一天内就合成 1mg 蛋白质[ 3] 。大豆贮藏蛋白中

11S大豆球蛋白(glycinin)和 7S β -伴大豆球蛋白(β

-conglycinin)占总蛋白的 70%,其它蛋白还包括脲

酶(urease)、植物凝集素(phytochmaglutinins)和胰蛋白

酶抑制剂(trypsin inhibitor)等[ 4-6] 。贮藏蛋白的主要

功能是提供种子萌发时所需的氮源和碳源 ,而没有

催化活性
[ 7 ,8]
。

1　大豆球蛋白基因及其表达调控

1.1　大豆球蛋白(glycinin)

大豆球蛋白是大豆种子的主要贮藏蛋白 ,占种

子干重的 20%左右 , 积累于子叶细胞的蛋白体

中[ 9] 。从种子中提取的大豆球蛋白为六聚体复合

物 ,分子量介于 320 -375KD之间 。每个六聚体复

合物包含两个三聚体(trimer),每个三聚体由三个单

体(monomer)组成 ,每一单体又包含一条酸性多肽链

和一条碱性多肽链 ,这两条多肽链来自同一前体 ,系

前体在蛋白体中被剪切形成 ,两条多肽链之间由二

硫键相连
[ 10]
。现已鉴定出五种单体 , 归为两大类

(见表 1)[ 11] 。

1.2　大豆球蛋白基因

大豆基因组中存在多个大豆球蛋白基 因

(glycinin genes)及大豆球蛋白相关基因(glycinin-re-

lated genes),它们之间具有很高的同源性[ 12] 。Tae-

Ju Cho 等分析了这些基因的遗传规律及组织形式 ,

认为Gy1 、Gy2 紧密连锁于一个遗传位点 ,两基因之

间相隔 3kb , Gy3 、Gy4 和Gy5 分别位于基因组的 3个

位点 ,遵循孟德尔分离规律独立遗传[ 8 ,11] 。Neiels

C.Nielsen等通过异源双链分析(heteroduplex analy-

sis)证明各基因所在区域的同源性也很高 。Gy1/Gy2

和Gy3 都与在叶中表达而胚中不表达的基因连

锁[ 7] 。大豆球蛋白基因具有复杂的结构 , N.C.

Nielsen等人通过 S1作图法 、R-loop分析以及测序

分析证明各基因均包含四个外显子和三个内含子 ,

不同基因内含子的保守性较低 ,同源性只有 40%左

右 ,而外显子的同源性达 80%以上。5′-端的 UTR

区(untranslated region)具有顺式作用元件(cis-ele-

ments),其 TATA -盒位于转录起始点上游 25-30
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bp ,CAAT-盒位于上游100bp ,种子蛋白特异的共感

序列(consensus sequence)也位于 5′-端 ,如 8-bp的

5′-C ATGCATG-3′和 28-bp 的 Leg-box序列。3′

-端具有多个保守的 5′-AATAAA-3′加多聚腺苷

酸尾巴的信号
[ 13]
,各大豆球蛋白基因的高度同源性

是多基因家族的共同特征 ,据此可以推断这些基因

的进化关系 。

表 1　大豆球蛋白各亚基的特征

Table 1　Characteristics of glycinin subunit

基因

Gene

类型

Group

亚基

Subunit

分子量

Mr

酸性多肽链 Acid polypeptide 碱性多肽链 Basic polypeptide

分子量 Mr 等电点 IEP 分子量 Mr 等电点 IEP

Gy1

Gy2

Gy3

Gy4

Gy5

1

1

1

2

2

G1(A1aB2)

G2(A2B1a)

G3(A 1b
B1b)

G4(A5A4A3)

G5(A3B4)

53.624

52.445

52.311

61.294

55.677

33.161

32.136

331.718

40.687

36.392

5.37

5.03

5.09

4.72

4.97

20.481

20.327

20.611

20.626

19.050

7.99

7.97

5.69

9.90

9.51

1.3　大豆球蛋白基因的表达调控

D.W.Meinke等通过SDS-PAGE和 Northern杂

交等方法研究了 11S 大豆球蛋白基因的表达规律 ,

发现子叶中11S各亚基的mRNA在果针入土 14 ～ 18

天(DAP , days after pegging)时可以检测到 ,各亚基的

出现和积累则在 18 ～ 20 DAP ,胚轴中有极少 11S 各

亚基和其 mRNA积累 。他们还证明 45 ～ 85DAP mR-

NA最丰富的时期也是蛋白合成最活跃的时期 ,说明

基因表达的调控主要发生在转录水平上
[ 11]
。Niels C .

Nielsen等也得到同样的结论 ,他们还用幼嫩子叶的

细胞核进行体外转录实验 ,证明大豆球蛋白基因的

表达除了受转录水平的调控之外还受转录后水平的

影响 ,因为特定时期 mRNA 的含量并不总是与转录

速率绝对一致
[ 7]
。

大豆球蛋白各亚基基因与其他种子蛋白基因相

似 ,它们的 5' -UTR区均具有保守的顺式作用元件

(cis-elements),包括 28-bp Leg -box 、5′-CATG-

CATG-3′RY重复元件以及 CACA成分等 ,对这些元

件功能的研究已较为深入。Jean-Marc Lelievre等人

将5' -UTR区的一些可能顺式作用元件与 GUS 报

告基因连接转化烟草 ,证明 5′-CATGCAT -3′元件

对于控制基因表达的量具关键作用 ,属于增强子成

分[ 14] 。Yoshifumi Itoh 等在研究 A2B1a亚基的表达调

控时发现包含 Leg-box在内的 -326 ～ -102区域

和 -657 ～ -327 区域参与基因表达的数量调控 ,

还鉴定出与反式作用因子(trans-elements)相互作用

的区域 ,同时鉴定了一些与 A2B1a 的顺式作用元件

作用的反式作用因子 ,也称 SEF(soybean embryo fac-

tor),这些因子只在发育中期的早些时候出现
[ 15]
。

大豆球蛋白各亚基的 mRNA是在与内质网结合

的核糖体上转译合成蛋白质。与其它贮藏蛋白一

样 ,首先合成一段带信号肽的多肽链 ,信号肽在内质

网腔内被切除 ,然后继续翻译加工成为原大豆球蛋

白(proglycinin)。原大豆球蛋白在内质网腔内折叠并

形成三聚体 ,在内质网小泡内被运送至高尔基复合

体中进一步加工 ,在高尔基复合体的反面形成前液

泡(prevacuole)并在特定的Asp-Gly 处被切开 ,产生

酸性和碱性多肽链 ,两条多肽链由二硫键相连。原

大豆球蛋白被切开这一过程对于它形成六聚体贮藏

蛋白是必需的 [ 16 , 17]。前液泡与蛋白质贮存液泡融合 ,贮

藏蛋白在其内沉积 [ 18]。这种途径是典型的“内质网-

高尔基复合体-液泡”内膜加工途径 。分析各亚基

的序列可以发现其Asp-Gly 及形成二硫键的半胱氨

酸也具保守性 。最近 ,A.J.Kinny 等用转基因沉默

手段抑制 β -伴大豆球蛋白α亚基的表达 ,结果大豆

球蛋白的表达量增加 ,这也许是一种补偿效应 ,其调

控机理还不清楚 。他们同时发现了正常内膜加工途

径以外的蛋白质加工途径 ,即该转基因大豆子叶中

的蛋白质可以由内质网小泡直接形成蛋白体(protein

body),然后蛋白体与蛋白质贮藏液泡融合[ 19] 。原大

豆球蛋白在蛋白质贮藏液泡中被切开 ,产生酸性和

碱性多肽链 ,两条多肽链由二硫键相连 。

2　β -伴大豆球蛋白基因及其表达调

控

2.1　β -伴大豆球蛋白(β -conglycinin)

β-伴大豆球蛋白也是大豆种子的一种主要蛋

白 ,占总蛋白的 25%,在种子成熟过程中迅速积累 ,

与大豆球蛋白一样贮存于子叶细胞蛋白体中 ,种子

萌发时作为氮源和碳源 。β -伴大豆球蛋白由多个

亚基组成 ,主要是 α′、α和 β , 分子量分别为 76KD 、

72KD和 52-54KD ,另外还有一些含量较低的 β′、γ
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和δ亚基等 [ 1]。这些亚基通过相互作用形成组成各

异的同源或异源三聚体。β -伴大豆球蛋白是由两类

大小悬殊的 mRNA 分子编码的 , 一类为 2.5kb -

mRNA ,编码α′和α亚基 ,另一类为 1.7kb-mRNA ,编

码 β亚基。这两类 mRNA 代表不同的基因亚家族

(gene subfamily)。

2.2　β -伴大豆球蛋白基因

编码 β-伴大豆球蛋白基因的数目比大豆球蛋

白的要多 ,是至少包含 15个成员的大家族 ,称为 CG

-1 ～ CG-15[ 2] 。这些成员可以分为两组 ,一组合成

2.5kb-mRNA ,一组合成 1.7kb-mRNA 。它们位于

染色体的不同区域 ,存在不同程度的同源性 。Harada

等分析了这些基因在基因组中的分布情况 ,证明它

们至少分布在基因组的六个区域 ,占 175kb ,大多集

中于三个区域 ,至少分布在两条染色体上 ,某些区域

中有紧密连锁的β -伴大豆球蛋白基因 ,如A区就包

含5个连锁的α′/α和 β亚基的基因 ,这些基因的转

录方向有的相同 ,有的相反 ,说明各基因都有其独特

的调控方式 [ 20]。β-伴大豆球蛋白基因也具有复杂的

结构 。以 CG -4 为例 ,该基因包含 6个外显子和 5

个内含子 ,据其核苷酸序列推导的氨基酸序列与实

际测得的 β-亚基的氨基端序列一致。用 CG-4转

化烟草 ,可检测到胚中特异转录的 1.7kb -mRNA。

CG-1合成 2.5kb-α′亚基 mRNA ,通过对比 CG-1

与CG-4 序列发现 ,CG-1也包含 6 个外显子和 5

个内含子 ,这两种基因的外显子的同源性可达 85%

以上 ,而内含子的同源性只有 50%。它们翻译的多

肽链的氨基酸序列一致性达 75%。这两个基因的差

异在于 CG-1的 5′-端的第一个外显子中有一段

0.5kb的编码序列 ,正是这段序列造成两类mRNA的

大小悬殊以及α′/α和 β亚基的大小差异。进一步分

析表明该片段是由多个高度同源的重复序列构成

的 ,在 CG-4的第一个内含子中也有一个 27bp 的该

重复序列单元。

2.3　β -伴大豆球蛋白基因的表达调控

Meinke等还研究了 β -伴大豆球蛋白基因的表

达调控 ,发现α′/α亚基的 mRNA在18-20 DAP 开始

积累 , β亚基的 mRNA则要晚 1-2周 [ 4],进一步表明

各亚基是由不同的基因独立编码调控。与大豆球蛋

白基因一样其调控也是主要发生在转录水平上 ,同

时转录后水平的调控也很重要[ 21] 。Harada 等人的研

究表明2.5kb与 1.7kb-mRNA的积累和降解的时期

不同 ,但这两类基因却在相同时期被激活。

现已鉴定了许多 β-伴大豆球蛋白基因的顺式

作用元件和反式作用因子 。以α,为例其反式作用因

子及其结合部位见表 2。Randy D.Allen等还研究了

SEF3在发育不同时期的 DNA结合活性 ,发现只有在

种子成熟的中后期才能检测到它与 DNA的结合活

性 ,表明它对该基因的表达起正调控作用。

与大豆球蛋白的各亚基不同 , β-伴大豆球蛋白

各亚基基因调控序列之间的保守性较差 ,这反映在

各亚基及其 mRNA 在胚发育的不同阶段积累 、在子

叶及胚轴中所占比例不同以及受外界硫源及甲硫氨

酸缺乏的影响不同等方面[ 22] 。Elizabeth A.Bray 等研

究了ABA对体外培养的子叶发育过程中 β -伴大豆

球蛋白各亚基的影响 ,发现 ABA 能增加 β -亚基的

含量 ,而对α-和α
,
-亚基的影响较小

[ 23]
。各亚基的独立

调控对于人们利用基因工程手段改变各亚基含量以

改良大豆蛋白的品质提供了理论基础。
表 2　β-伴大豆球蛋白α,亚基基因的顺式

作用元件和反式作用因子

Table 2　Cis-elements and trans-elemenst

of β-congly cininα′subunit

反式作用因子

Soybean embryo

factor

DNA结合部位

Location of DNA

binding site(s)

识别基序

Recognition

motif

参考文献

Reference

SEF1 -670 ～ -640 ATATTTAT/AA/T a , b

-790 ～ -765

SEF3 -186 ～ -130 AACCCA.AACCCA c

SEF4 -115 ～ -105 A/GTTTTTA/G a

-340 ～ -325

-690 ～ -670

　　注:a.R.D.Allen and R.N.Beachy , unpublished data
b.Consensus SEF 1 binding site;an analogous binding site was re-
ported by Jofuku etc(1987)
c.Nuclear factor interact with a soybean beta-conglycinin enhancer
by R.D.Allen etc(1989)

3　展望

人们已经根据大豆贮藏蛋白基因的结构及其表

达调控规律对蛋白质品质的改良进行了许多有益的

探索 ,并取得了一些成功。例如通过对比各亚基的

基因序列找到保守区和可变区 ,然后对可变区尤其

是高变区进行碱基替换等遗传操作 ,增加含硫氨基

酸的含量 ,提高了其营养价值 ,而不影响蛋白质的折

叠过程
[ 24]
。还有人研究了贮藏蛋白基因 5′-端上游

控制表达蛋白质量的顺式作用元件 ,然后对其改造

从而提高或抑制某个亚基的表达 ,达到提高含硫氨

基酸含量的目的 。大豆的基因组研究也取得了巨大

成就 ,如大豆的 EST 数据库收集了285 ,000条EST序

列 ,平均长度大于 400bp ,为研究组织或器官的基因
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表达奠定了良好基础 。大豆的功能基因组学也逐步

展开 ,该项目的目标是利用现代分子生物学技术如

DNA微阵列 、基因表达的系列分析(SAGE)等建立大

豆的“非冗余基因套”(unigene set),全面了解大豆的

基因表达谱 [ 25]。

由于大豆基因组庞大 ,生长周期长等特点 ,还有

许多问题有待解决 ,如各顺式作用元件与反式作用

因子互作的详细机制 ,蛋白质合成 、装配以及修饰过

程和相关因子的分析鉴定 ,提高大豆品质的高效方

法等。随着拟南芥 、水稻等基因组测序工作的完成 ,

可以借助比较基因组学 、功能基因组学等各种手段

从整体上研究大豆的生命活动规律 ,为研究高等植

物生命活动规律和利用其他豆科作物奠定基础。
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THE PROGRESS OF THE STUDIES ON SOYBEAN SEEDS PROTEIN GENES

AND THE REGULATION OF THEIR EXPRESSION

Yang Huixia1 ,2　Wang Fang1 ,2　Shan Lei2　Bi Yuping2

(1.School of Life Science , Shandong Normal University , Jinan 250014

2.Shandong Academy of Agricultural Sciences , Jinan 250100)

Abstract　The progress of the studies on two major soybean storage proteins , their genomic organization and the regula-

tion of their expression are briefly discussed.Five major genes encoding the predominant glycinin subunits have been

cloned and studied.Gy1 and Gy2 are tandemly linked.Gy3 ,Gy4 and Gy5 locate on different chromosomes.Each glycinin

gene contains four exons and three introns like genes that encode related proteins in other legumes.The level of identy a-

mong the exons of the five genes are very high.Glycinin genes are coordinately expressed.The β-conglycinin gene family

contains at least 15 members grouped into two subfamilies and are highly homologous along their entire lengths.The ex-

pression of each gene subfamily is independently regulated.

Key words　Storage Protein;Glycinin;β-conglycinin;Gene expression regulation
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