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摘要　利用含有筛选标记基因和目的基因 Δ6 - 脂肪酸脱氢酶基因的双 T - DNA 共转化表达载体

pLIN61 ,经农杆菌 EHA101介导 ,采用子叶节转化法转化大豆 ,使用除草剂 Glufosinate 作为筛选

剂 ,获得了一批携带有玻璃苣 Δ6 -脂肪酸脱氢酶基因的转基因大豆 ,转化效率为 2. 0%,共转化频

率及实际转化率分别为 56. 25%、1. 12%。PCR检测和 Southern 杂交结果证明 ,玻璃苣 D6D 已经

整合到大豆的基因组上。RT - PCR检测结果显示 ,玻璃苣 Δ
6
-脂肪酸脱氢酶基因在转基因大豆

的转录水平上得到了表达 。
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　　γ- 亚麻酸(γ- lino lenic acid , G LA)是一种多

不饱和脂肪酸 ,分子式 C18H3002 ,化学名称为 6 ,9 ,

12 - 十八碳三烯酸 ,在碳链的第 6 、9 、12位各有一个

双键 。由于γ- 亚麻酸对人体的激素调节作用和在

人体脂肪酸代谢中发挥的重要生理作用 ,特别是γ

-亚麻酸对治疗心血管疾病 、糖尿病以及癌症等疾

病的药用价值 ,因此 ,近年来γ- 亚麻酸已成为学术

界研究的热点之一[ 1 - 5] 。Δ6 -脂肪酸脱氢酶(Δ6 -

fat ty acid desaturase , D6D)是γ-亚麻酸生物合成

的关键酶 ,它以亚油酸为底物 ,在 C6 和 C7 位之间

脱氢形成γ- 亚麻酸 ,然后通过碳链延长和进一步

脱氢作用形成花生四烯酸 、前列腺素类和白三烯类

生物活性物质。国内外从 20世纪 90年代初开始进

行 Δ
6
- DSA基因的研究 ,相继从蓝细菌 、高山被孢

霉 、畸雌腐霉 、玻璃苣 、线虫 、小鼠 、斑马鱼 、虹鳟鱼等

不同物种中克隆了 Δ6 -脂肪酸脱氢酶基因 ,并分别

在啤酒酵母 、烟草 、油菜等生物系统中进行了表

达
[ 6 - 9]

。

大豆油脂富含亚油酸 ,但不含 γ- 亚麻酸或其

含量极低 。邢来君实验室对不同来源的 20多个大

豆品种的脂肪酸成分分析表明:大豆种子的亚油酸

含量占脂肪酸总量的 40%以上 ,最高达 58. 3%;而

γ-亚麻酸含量极低 ,普遍检测不到 。该实验室进

一步研究结果证实 ,由于大豆中含有丰富的亚油酸 ,

所以当低等真菌深黄被孢霉的△
6
-脂肪酸脱氢酶

基因转入大豆植株后 ,能够利用大豆中的亚油酸进

行脂肪酸代谢 。通过对转基因大豆种子的 GC 分

析 ,检测到了△
6
-脂肪酸脱氢酶基因的代谢产物γ

- 亚麻酸 ,说明转入的外源基因获得了功能性表

达[ 1 0] 。

本研究在克隆玻璃苣 Δ6 - 脂肪酸脱氢酶基因

并构建成含有两套 T - DNA 的共转化载体 pLIN61

的基础上[ 14] ,采用农杆菌介导的转化方法把玻璃苣

Δ6 -脂肪酸脱氢酶基因转入大豆中 ,获得了一批转

基因大豆植株 ,为培育含有 γ-亚麻酸而不含筛选

标记基因的转基因大豆奠定基础 。本文报道这一研

究结果 。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　大豆品种
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实验所用大豆品种为莆豆 8 号 ,由福建省莆田

市农业科学研究所提供。

1. 1. 2　菌种和质粒

根癌农 杆菌 (Agrobacterium tumefaciens)

EHA101为本课题组保存 。质粒为共转化表达载

体 pLIN61 ,由本课题组构建[ 14] 。目的基因玻璃苣

Δ6 -脂肪酸脱氢酶基因和选择标记基因 bar分别插

在同一质粒两个相互独立的 T - DNA 内(见图 1)。

图 1　植物共转化表达载体 pL IN61

F ig . 1　The plant co - transformation expr ession

vec to r pL IN61

1. 1. 3　培养基及其试剂

LB培养基 、YEP 培养基和 MS 培养基的成分

见文献[ 11 , 13] ,B5培养基 、农杆菌大豆共培养基 、大豆

漂洗培养基 、大豆丛生芽诱导培养基 、大豆伸长培养

基 、大豆生根培养基的成分见文献[ 15 , 16] 。限制性内

切酶为 Promega 公司产品 , Taq 多聚酶 、dN TP 等

PCR试剂购自华美生物工程公司 ,寡核苷酸引物由

上海 Sangon 公司合成。DIG DNA Labeling and

Detection Ki t购自 Roche 公司 , RNA 提取纯化试

剂盒购自上海华舜生物工程有限公司 , RT - PCR

试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司 , 除草剂

Glufosinate 购自 Sigma 公司。培养基的其它各种

试剂为国产分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　农杆菌的培养与制备

利用三亲交配法[ 14] 将植物共转化表达载体

pLIN61引入根癌农杆菌(Agrobacterium tumefa-

ciens)EHA101中 ,与大豆子叶节共培养的农杆菌

菌液的制备见文献
[ 15]

。

1. 2. 2　大豆的转化和再生

见参考文献
[ 14 , 15]

。

1. 2. 3　大豆再生植株的 PCR检测

取经除草剂 Glufosinate筛选过的再生植株 ,采

用 CTAB法提取大豆叶片总 DNA ,以其为模板 ,进

行 PCR扩增 。目的基因 D6D 的 PCR扩增引物为:

DesatF(5’ - TT T T TC ATC CA T GGC TGC

TCA AA T C - 3’ )和 DesatR(5’ - TT T TT T CTA

GAT TAA CCA TGA GTG TGA AGA GC - 3’ ),

PCR反应条件是:95℃预变性 5min , 循环参数:

94℃40s ,52℃ 40s ,72℃60s , 33 个循环 , 72℃延伸

10min。选择标记基因 bar 的 PCR 扩增引物为:

ZH01(5’ - AAG CAC GGT CAA CTT CCG TA -

3’ )和ZH02(5’ - G TT TCT GGC AGC TGG ACT

TC - 3’ ),PCR反应条件是:95℃预变性 5min ,循环

参数:94℃40s ,56℃40s , 72℃60s ,33个循环 ,72℃

延伸 10min。

1. 2. 4　大豆再生植株的 Southern杂交检测

取 10μg 大豆基因组 DNA , EcoRI 酶切后在

1%的琼脂糖凝胶上电泳分离。采用向下毛细管印

迹法将凝胶上的 DNA 转移到尼龙膜上 ,采用地高

辛标记检测试剂盒进行 Southern 杂交。目的基因

D6D的探针标记 、尼龙膜预杂交和杂交显影等具体

步骤参见试剂盒使用说明书 。

1. 2. 5　转基因大豆的 RT - PCR检测

利用 RNA 提取纯化试剂盒提取 PCR 和

Southern杂交检测均为阳性的大豆植株叶片的总

RNA ,用 RT - PCR试剂盒进行反转录 ,以反转录

产物为模扳 ,以目的基因 D6D的 DesatF 和 DesatR

为引物进行 PCR扩增。

2　结果与分析

2. 1　大豆转化抗性再生植株的获得及转化频率

大豆子叶节经农杆菌侵染和共培养后 , 在含

5mg /L G lufosinate 的抗性诱导培养基上一般经过

3 - 4周的诱导培养出现抗性不定芽 。抗性不定芽

在含 3mg /L Glufo sina te的抗性筛选伸长培养基上

一般经过 4 - 6周的培养 ,抗性不定芽可长成 2cm -

3cm 高的抗性再生苗。抗性再生苗在不含 Glufo si-

nate的生根培养基上一般经过 4 - 6周的生根培养 ,

可长成根长 1cm - 3cm 的再生植株。本研究转化

1603个外植体 ,共获得 32株抗性再生植株 ,转化频

率为 2. 0%(转化频率为抗性再生植株与转化外植

体的比值)。

2. 2　大豆抗性再生植株的 PCR检测

大豆再生植株 PCR扩增选择标记基因 bar 的

结果表明 ,32株大豆抗性再生植株全部扩增出与用

植物表达 pLin61作为模板的相同的扩增产物 ,大小

为 400bp左右的选择标记基因 bar 的特异条带 ,这

说明选择标记基因 bar 已转入并整合进所有测试的
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32株大豆抗性再生植株的基因组中(见图 2。部分

PCR扩增结果未包含其中)。PCR扩增目的基因

D6D的结果表明 ,移栽成活并抗除草剂的 32 株大

豆抗性再生植株中有 18株扩增出了与用植物表达

pLin61作为模板的相同的扩增产物 , 大小位于

1200bp左右 ,与预期的目的基因扩增产物大小相

符 ,而未转化的阴性对照植株则无这一特异条带 。

这说明目的基因 D6D已整合在这 18株大豆抗性再

生植株的基因组中(见图 2 。由于凝胶电泳中点样

槽数目的限制 , 部分 PCR扩增结果未包含在图 2

中)。共转化频率为 56. 25%,实际转化率为 1. 12%

(共转化频率为含目的基因的抗性再生植株与所有

抗性再生植株的比值;实际转化率为含目的基因的

抗性再生植株与转化外植体的比值)。

图 2　部分转基因大豆植株的 PCR 鉴定(标记基因 bar 和目的基因 D6D 的 PC R产物各取 4μl混匀电泳)

1 DL2000;2 以质粒 pGΔ6 - DSA 为模板的 PC R产物;3 野生型大豆 PCR 产物;4 - 25 转化大豆 PCR 产物.

Fig . 2　Identification of puta tive transgenic soybeans by PC R. Each sample lane contains the PCR product mix ture deriv ed from

targ et gene D6D primers and f rom selectable marke r gene ba r primer s.

Lane 1　DL2000 DNA ladde r;Lane 2:PCR product derived fr om plasmid pLIN61 template;Lane 3:PCR product derived

from w ild - type soybean;Lane 4 - 25:PC R product de riv ed fr om puta tive soybean transfo rmants.

2. 3　转基因大豆的 Southe rn杂交证实

以目的基因 D6D 为探针的 Southern 杂交结果

(图 3)显示 ,目的基因 PCR检测结果为阳性的大豆

抗性再生植株都出现了 Southern杂交条带 ,杂交条

带一般为 1 - 2条 ,如图 3中的 1号样品。而没有转

化的阴性对照大豆样品没有杂交信号出现(图 3中

的WT)。杂交结果与 PCR检测结果一致 ,这不仅

说明 PCR检测结果是可靠的 ,也进一步证实目的基

因 D6D确实已整合进转基因大豆的基因组中 。

图 3　转基因大豆 T 0 的 Southern杂交鉴定

1 - 32　EHA101 介导的转化植株;WT 野生型大豆

Fig. 3　Southern blo t analysis on putative primary transformants(T 0) of so ybean

Lane 1 - 32:puta tive soybean transformants mediated by EHA101;WT:wild - type soybean DNA

图 4　转基因大豆的 RT - PC R表达分析

M DL2000;CK+以质粒 pLIN61 为模板的 PCR产物;WT 野生型大豆 PC R产物;1 - 18 转化大豆 RT - PC R 产物

Fig. 4　Expression analysis o f targ et gene D6D in transgenic so ybeans by RT - PCR

M:DL2000 DNA ladder;CK+:PCR produc t o f plasmid pLIN61;WT:wild - type soybean;Lane 1 - 18:tr ansgenic soybean

2. 4　转基因大豆目的基因 D6D的表达 Southern杂交结果呈现阳性的转基因大豆植株
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的 RT - PCR分析结果表明 ,大部分转基因大豆植

株样品中 RT - PCR扩增出了与目的基因表达载体

pLIN61(阳性对照)扩增产物一样大小的目的条带

(图 4中的 1号至 12号样品),而没有转化的阴性对

照大豆样品没有扩增出特异条带(图 4中样品 13)。

这说明目的基因 D6D不仅已整合进大豆基因组中 ,

而且在大部分转基因大豆植株中至少在转录水平上

得到了表达。

3　讨论

利用转基因技术进行农作物品种改良已经取得

了显著的成效。2003年 ,全世界种植的转基因作物

已达到 6770万公顷 ,其中转基因大豆有 4140万公

顷 ,占转基因农作物总面积的 61. 15%。近几年来 ,

随着转基因农作物产业化的不断扩大和小规模田间

释放的不断增加 ,转基因农作物的安全性问题日益

受到人们的重视 ,其可能导致的潜在生态环境风险

和食用安全问题已经成为人们关注与争论的焦点。

而这些问题的产生主要是由于抗生素或除草剂抗性

选择标记基因存留于转基因植物中引起的。选择标

记基因只是为了获得转基因植物 ,作为转基因操作

程序的需要而被引入的。一旦获得转基因植株后 ,

尤其在转基因产品产业化过程中 ,标记基因的存在

是多余的 ,甚至是有风险的 。其潜在的生态环境风

险主要有:(1)抗生素抗性基因会不会转移到微生物

中 ,使病原菌获得抗性 ,从而导致目前临床使用的抗

生素失效;(2)标记基因会不会传播转移到野生亲缘

种中 ,使杂草获得这种抗性 ,变成现有除草剂无法杀

灭的“超级杂草” ;(3)具有抗生素或除草剂抗性标记

基因的转基因农作物的应用 ,会不会破坏生态平衡 。

就目前情况看 ,培育无选择标记的转基因作物

可以减少生物安全问题带来的疑虑 ,也是保证转基

因技术安全发展的有效办法之一。所以 ,培育无抗

性标记基因的转基因作物已成为农作物基因工程育

种的重要目标[ 11 -15] 。目前 ,培育无抗性标记基因的

转基因植物的方法主要有三种系统:共转化系统 、特

异重组酶转化系统及转座子系统。共转化系统是采

用两个质粒或一个含有两套 T - DNA 表达盒的表

达载体共同转化植物 ,其中一套表达盒含有抗性选

择标记基因 ,另一套表达盒含有目的基因。它们转

化植物后可能整合到植物基因组的不同染色体或同

一染色体的不同位置上 ,在减数分裂过程中 ,标记基

因和目的基因有可能发生分离 ,从而有可能在转基

因后代中筛选到只含有目的基因而不含有选择标记

基因的个体。Komari首先运用这种方法转化植物 ,

发现转基因后代中约有 40%的个体选择标记基因

与目的基因独立分离 ,从而选出无抗性标记基因的

转基因植物
[ 11]

。

本研究利用含有两套相互独立的 T - DNA 表

达盒的共转化表达载体 pLIN61 转化大豆 ,获得转

基因当代(T 0 代)大豆植株 32 株(均含有抗性选择

标记基因),其中含有目的基因 D6D 的转基因当代

大豆植株 18株 ,共转化频率为56. 25%,实际转化率

为 1. 12%。这为筛选出目的基因与抗性选择标记

基因相互分离的转基因后代奠定了基础 。
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AGROBACTERIUM -MEDIATED TRANSFORATION OF SOYBEAN WITH THE EXPRESSION

VECTOR CARRYING TWO SEPARATE T-DNAs

Zhang Xiuchun1 　Gou Liqiong1 , 2 *　Wu Kunxin1 　Lin Junyang3 　Lin Junfang1 , 2

(1. State K ey Laboratory o f Tropical Crop B iotechnology , Chinese Academy o f Tropical

Agricultural Sciences. Haikou 571101;2.Department o f B ioengineering , College of Food

S ciences ,South China Agricultural Universi ty . Guangz hou 510640;3. Put ian Ci ty's

Insti tute o f Agricul tural Sciences. P ut ian ,351100)

Abstract　The co - transfo rmation expression vecto r , pLIN61 carrying tw o separate T - DNAs w ith select-

able ma rker g ene and Δ6 - desaturase gene w as used to t ransfo rmed soybean co tyledonary nodes mediated

by Agrobacterium tume f aciens st rain EHA101. A ba tch of t ransgenic soybeans harbo ring Δ
6
- desaturase

gene w ere obtained through Glufo sinate screening . Research resul ts demonst ra te that the transformation

ef ficiency , co - transforma tion f requency and real t ransformation f requency w rer 2. 0%, 56. 25% and

1. 12% respect ively. PCR detection and Southern analy sis confirm that bo rage Δ
6
- desaturase gene Gas in-

teg rated into soybean genome. RT - PCR detection show ed that bo rage Δ
6
- desaturase gene had expressed

at t ranscriptional level in the t ransgenic soybeans.

Key words　Co - transformation expression vecto r;Δ6 - desaturase gene;Transgenic soybean
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