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转γ-生育酚甲基转移酶基因大豆的获得
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摘要　以大豆子叶节为外植体 ,利用γ-生育酚甲基转移酶基因(γ-TMT )的种子特异性表达载

体p7S-TMTL ,通过农杆菌介导法转化大豆 ,获得 26株抗卡那霉素再生植株 。PCR检测结果表

明其中 4株为阳性 ,初步证明 γ-TMT 已整合到这 4株大豆的基因组中。
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　　生育酚(俗称维生素 E)是仅由光合生物合成的

一类脂溶性的强抗氧化剂 ,是人体和动物所必需的

维生素之一 。维生素 E 日吸收量达 10-13.4 IU

(国际单位)(约 7-9mgα-生育酚)时方可维持成人

肌肉 、心血管和中枢神经系统及其它器官的正常功

能。临床研究表明 , 维生素 E 可提高人体免疫功

能 、防治或延缓多种慢性病的进程 、降低患心血管疾

病和某些癌症的危险[ 1] 。缺乏时 ,很容易出现生殖

系统的萎缩和损害。在天然存在的 8种生育酚形式

中 ,完全被甲基化了的α-生育酚生物活性最高 ,而

且可被人体优先吸收和利用[ 2] 。植物油是生育酚

的主要膳食来源 ,但在大多数植物油中α-生育酚

含量偏低 ,而其生物合成前体γ-生育酚含量则较

高。大豆油中α-生育酚的含量仅占生育酚总量的

7%,而 γ-生育酚却高达 70%[ 3] 。目前 ,生育酚生

物合成途径的相关基因大多已被克隆 、鉴定[ 4-6] ,

现已证实γ-生育酚甲基转移酶(γ-TMT )催化

γ-生育酚向α-生育酚的转变[ 7 ,8] 。随着分子生物

学的迅速发展 ,通过基因工程手段可望提高大豆中

γ-TMT 的表达 ,使γ-生育酚转变为α-生育酚 。

本文旨在利用种子特异性表达载体 p7S-TMT L 将

γ-TMT 转入大豆以提高豆油中α-生育酚的含

量 ,从而提高其营养价值 。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　植物材料及菌株

选作外植体的大豆品种为吉林小粒 1号 ,由吉

林农业科学院杨光宇研究员提供 。根癌农杆菌

(Agrobacterium tumefacines) 菌 株 GV3101

(PMP90)由本实验室保存。

1.1.2　种子特异性表达载体

含种子特异性启动子 7S 的质粒 pU8-2由中

国科学院植物研究所宋艳茹研究员惠赠 。γ-TMT

基因克隆自结球甘蓝[ 6] ,种子特异性表达载体 p7S

-TMTL(图 1)为本课题组构建 。载体 p7S -

TMTL 上带有种子特异性表达的启动子 7S 和 NOS

终止子 ,顺向插有 1.06 kb的 γ-TMT ,筛选标记

基因为 NPTⅡ(新氯霉素转移酶基因)。

1.1.3　培养基及化学试剂

实验所用基本培养基为 MSB:MS 无机盐成分

+B5有机成分 。诱导丛生芽培养基:MSB 培养基

中含 0.2mg/L IBA ,2.0mg/ L 6-BA和 30mg/L 乙

酰丁香酮。筛选丛生芽培养基:MSB培养基中含 0.

05mg/L IBA 、1.5mg/L 6-BA 、50mg/L 卡那霉素。

诱导生根培养基:MSB 培养基中含 1.2mg/L 6-

BA 。

PCR引物由上海博亚生物技术有限公司合成 ,

Taq DNA Polymerase 购自 Takara 公司 。6 -BA 、

IBA 、Cef 、Kan 、乙酰丁香酮均购自 SIGMA公司。
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图 1　种子特异性表达载体 p7S-TMT L

Fig.1　Seed specific expression vector p7S-TMTL

1.2　方法

1.2.1　农杆菌介导法

农杆菌介导的子叶节转化参照欧阳青[ 9] 、王萍

等[ 10]方法。

1.2.2　转基因大豆的 PCR检测

应用改进的 CTAB法提取大豆基因组 DNA[ 9] ,

质粒提取和纯化参照标准实验方案进行[ 11] ,所用引

物为 P7S5和 GSP3 ,扩增的目的片段包含种子特异

性表达启动子的部分片段和γ-TMT ,长度为 1.3

kb。

P7S5:5′-CCCAAGCTTCCTATCTGTCAC-

TTC-3′

GSP3:5′-GCAGATTCTGTCCAAGAGGTTC

-3′

PCR反应体系:10-50ng 大豆基因组 DNA 为

模板 ,以 P7S5和 GSP3为引物对目的片段进行 PCR

扩增 ,反应程序为:94℃ 4min;94℃ 40s , 55℃ 40s ,

72℃ 40s , 35 个循环;72℃ 10min 。反应在 PTC -

200型 PCR仪上进行 ,扩增产物用 1%的琼脂糖凝

胶电泳检测 ,所用凝胶成像系统为 BIO-RAD Uni-

versal Hood Ⅱ 。

2　结果与分析

2.1　农杆菌介导的大豆子叶节转化

大豆子叶节用农杆菌侵染后 ,在诱导丛生芽培

养基上培养 10 天 ,可观察到丛生芽出现(图 2 , Ⅰ),

伸长至 1-2cm 时 ,转移到筛选丛生芽培养基上。

图 2　转基因大豆的再生
Fig 2　Regeneration of transgenic soybean

Ⅰ 丛生芽　Ⅱ 丛生芽筛选　Ⅲ 抗性苗生根　Ⅳ 移栽后的转基因大豆
Ⅰ Multiple shoot-buds;Ⅱ Screening of multiple shoot-buds;

Ⅲ Induction of roo t regeneration;Ⅳ T ransplanted transgenic soybean

在含有卡那霉素的培养基上 ,筛选丛生芽 ,能很好地

抽长且生长健壮的丛生芽称为抗性苗(图 2 , Ⅱ)。

待其抽长至 4-5cm 后开始在诱导生根培养基中诱

导生根(图 2 , Ⅲ),生根后移栽(图 2 , Ⅳ)。

2.2　PCR检测结果

移栽成活后剪取约 1cm2叶片提取基因组 DNA

进行 PCR检测 。以 P7S5和 GSP3为引物 ,以 p7S-

TMTL质粒作为阳性对照 ,野生型的吉林小粒 1号

为阴性对照。PCR检测结果显示 , 26株抗性植株中

有 4株扩增出 1300bp的目的片段 ,而阴性对照中未

能扩增出相应片段(图 3)。初步证明目的基因已整

合进大豆基因组 。

图 3　Kan 抗性苗的 PCR鉴定

Fig.3　PCR detection of Kanamycin resistant soybean 1:
野生型大豆;2 -5:转基因植株;6:阳性对照(质粒 p7S -
TMTL);M:DNA marker(DL2000)
1:Wild type soybean;2-5:T ransgenic plants;6:Positive
control(plasmid p7S-TM TL);M:DNA marker(DL2000)

3　讨论
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随着对生育酚生物合成途径的进一步了解 ,应

用生育酚生物合成过程中的关键基因提高α-生育

酚含量成为可能 。自 1998 年 Shintani和 DellaPen-

na
[ 2]
将拟南芥的 γ-TMT 基因置于种子特异性表

达的启动子 DC3下转化拟南芥获得成功之后 ,Ali-

son[ 12]等于 2003年将拟南芥的 γ-TMT 在大豆种

子中特异性表达也取得显著进展 ,这些工作为进一

步揭示α-生育酚合成途径奠定了良好基础 。同年 ,

欧阳青[ 9]等从结球甘蓝中克隆了 γ-TMT(命名为

BoTMT), 并构建了种子特异性表达载体 p7S -

TMTL。为提高豆油中 α-生育酚含量 ,我们利用

p7S-TMTL 转化大豆 。该转基因大豆的获得 ,是

培育高α-生育酚含量大豆新品种的良好开端 ,也为

以后的研究工作奠定坚实的基础。

本研究通过 POR检测试验 4株为阳性 ,植株初

步证明 γ-TMT 已整全到这 4株大豆基因组中 ,但

仍需进一步进行分子杂交验证 。
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TRANSFORMATION OF SOYBEAN WITH γ-TMT FROM BRASSICA OLERAEA

FOR α-TOCOPHEROL ELEVATION
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Abstract　Transformation of soybean with seed specif ic expression vector p7S-TMTL was conducted through

Agrobacterium -mediated co-transformat ion.Twenty-six Kanamycin resistant plants were examined by PCR

w ith specific primers.Four plants show ed posit ive signals , indicating that γ- TMT was t ransfo rmed into the

genome of these four plants.

Key words　Soybean;γ- TMT ;α- tocopherol;Agrobacterium -mediated co -t ransfo rmation;Cotyle-

donary node;PCR
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