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大豆铁蛋白 cDNA 的克隆及植物表达载体的构建
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摘要　以大豆为材料 ,利用 RT - PCR法扩增得到大小约 750bp的片段 ,将这个片段连接到克隆载

体 pBlueskript SK+上进行测序 ,结果证明 ,此片段就是大豆的铁蛋白基因。将此片段再正向插入

到植物表达载体 pBI121的 CaMV35s启动子和 NOS 终止子之间 ,构建了植物表达载体 pBIFe ,并

成功地将该载体导入根癌农杆菌 EHA 105。此项工作为获得表达铁蛋白的转基因植物奠定了基

础。
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　　铁蛋白是广泛存在于动物 、植物 、真菌和细菌中

的一类铁贮藏蛋白。它是中间含有一个无机铁核空

腔的中空球体 ,每分子的铁蛋白能以可溶 、无毒和生

物体可以利用的形式贮藏 4500个铁原子[ 1] 。

近年来 ,铁蛋白基因作为提高植物铁含量的候

选基因而倍受关注。原因是:(1)铁蛋白贮存铁的能

力高于其它蛋白[ 2] ;(2)铁蛋白由特殊酶亚基形成 ,

无需导入任何其它基因去诱导产生翻译产物
[ 3]
;(3)

铁蛋白在单子叶和双子叶植物中都存在
[ 4]
;(4)铁蛋

白中的铁以生物可以利用形式存在 ,易于吸收和利

用[ 5] 。克隆植物的铁蛋白基因并将其导入到经济作

物 ,对于提高经济作物的铁营养成分具有重要的意

义。

本研究通过 RT - PCR 法获得了大豆铁蛋白

cDNA ,并将其克隆到载体 pBI121 中 ,构建了植物

表达载体 pBIFer ,为今后获得高表达铁蛋白的转基

因植物奠定了基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　植物材料

栽培大豆黑农 38 ,购于黑龙江省农科院。

1. 1. 2 菌株和质粒

大肠杆菌 菌株 DH5α, 根 癌农 杆菌 菌株

EHA105;质粒 pBlueskript SK +, pBI121均由本

研究室保存 。

1. 1. 3　主要试剂

植物 RNA 提取试剂盒购自北京天为时代公

司;高保真 KOD Polymearase 购自日本 T oYoBo 生

物公司;cDNA合成试剂盒 、DNA 片段回收试剂盒 、

限制性内切酶 、Ex Taq 酶 、连接酶等均购自大连宝

(TaKaRa)生物公司;卡那霉素 、氨苄青霉素为美国

Amresco 公司产品。引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成 。

1. 2方法

1. 2. 1　植物材料的处理

将大豆黑农 38的幼苗用 100μM 的Fe - EDTA

溶液处理 24h ,取植株叶片放于液氮中备用 。

1. 2. 2 　植物总 RNA 的提取 、cDNA 第一链的合

成 、琼脂糖凝胶中 DNA片段的回收

参照试剂盒说明

1. 2. 3　引物设计

参照GenBank中登录的大豆铁蛋白基因序列 ,

在其正向引物上加 BamHI 位点 ,在其反向引物上
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加 SacI位点 , 以方便植物表达载体的构建 。引物

序列如下:

正向引物:5'-actgg atccatgg ctct tgctccatcc-3'

反向引物:5'-ctg gagctcctaatcaagaag tct t tg-3'

1. 2. 4　质粒提取 、电泳 、酶切 、连接及大肠杆菌

转化

参照文献
[ 4]

1. 2. 5　重组子的鉴定和测序

采用菌落 PCR法和限制性内切酶酶切的方法

鉴定重组子 ,确认正确后送交上海生工生物工程技

术服务有限公司测序 。

1. 2. 6　电击法转化根癌农杆菌

参照电击转化仪使用说明 。

2　结果与分析

2. 1　大豆铁蛋白 cDNA的克隆和测序

提取经 Fe-EDTA 溶液处理的大豆黑农 38 植

株叶片总 RNA ,经反转录获得 mRNA 第一链 ,以其

为模板 ,用设计的铁蛋白基因特异引物进行 PCR扩

增 , 得到了大约 750bp的特异带(图 1)。回收此片

段 ,将其克隆到 pBlueskript SK +载体的 BamHI /

S acI位点。经蓝白筛选 ,挑取白色菌落进行 PCR鉴

定 ,得到了 9个阳性克隆 ,取其中的 2个进行限制性

内切酶处理 ,证明均有 DNA 片段的插入(图 2)。

图 1　大豆铁蛋白 cDNA 片段的 PCR扩增

Fig . 1 PCR amplification of soybean ferritin cDNA

1. Marker DL2000　2. 大豆铁蛋白 cDNA

扩增产物　3. 阴性对照

将经过鉴定的菌种甘油保存 ,送至上海生工进

行测序 , 结果表明 , 黑农 38 大豆的 cDNA 全长

图 2　pFe r质粒的酶切鉴定

Fig. 2　Identification of pFer by enzymatic digestion

1. Markerλ/ HindIII　2 , 3. pFer /BamHI +SacI

4. Marker DL2000

753bp ,编码 251个氨基酸 ,与 GenBank登录的大豆

铁蛋白序列进行核苷酸比对 ,仅有一个碱基的差异 ,

而且没有造成氨基酸的改变 。由于本实验采用了高

保真的 KOD Po lymearase 进行扩增 ,所以 ,推测这

个差异产生于大豆不同品种之间的遗传差异。将此

质粒命名为 pFer 。

2. 2　大豆铁蛋白基因植物表达载体的构建

用 BamHI /SacI 双酶切质粒 pFe , 回收 750bp

的基因片段 , 用同样的酶酶切质粒 pBI121 ,回收大

片段 ,将这两个片段连接 ,转化大肠杆菌 ,挑取转化

菌落 ,进行 PCR检测 ,获得了 5个阳性克隆。取其

中的两个克隆提取质粒 ,用 BamHI /SacI 双酶切 ,可

切出约 10 kb 和 750bp的条带(图 3),证明该质粒

确为重组质粒 ,将其命名为 pBIFe r。

2. 3　植物表达载体导入根癌农杆菌

采用电击法将上述的植物表达载体质粒 pB-

IFer 转化根癌农杆菌 EHA105 ,挑取单菌落作为模

板进行 PCR扩增 ,得到了约 750bo 的目的带 , 而没

有转化的空白 EHA105无此产物(图 5),证明该质

粒已经导入根癌农杆菌 。

3 讨论

铁是人体所必需的微量元素 。据统计 ,世界范

围内大约有 30%的人口缺铁 ,发展中国家的妇女和

儿童缺铁现象更为严重
[ 7]
。铁缺乏不仅可以导致贫

血 ,而且还会影响到人体其他方面的机能 ,如阻碍智
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图 3　pBIFer 质粒的酶切鉴定

Fig. 3　Identification o f pBIFe r by enzymatic

dige stion

1. Markerλ/HindIII　2 , 3. pBIFer /BamH I

+ SacI　4. Marke r DL2000

图 4　大豆铁蛋白基因植物表达载体导入

农杆菌的 PC R检测

Fig . 4　Identification of pBIFer e xprssion

vecto r transfer red into Ag robacte rium

Tumefaciens EH A105

1. Marke r DL2000　2. EHA105(pBIFer

3. pBIFer 阳性对照　4. EHA105 阴性对照

力发育等[ 8] 。为了克服铁营养缺乏 ,一般采用补充

铁剂或改善饮食等办法 ,但这些方法费用较高 ,对于

发展中国家来说很难实行。

植物是食物中铁的主要来源 ,而且发展中国家

的膳食也主要以碳水化合物为主[ 9] ,因此利用基因

工程的方法提高植物的铁营养成分 ,将为解决铁营

养缺乏问题提供了一条新的途径 。

铁蛋白基因是一种铁贮存基因 ,可以贮藏可溶 、

无毒和生物体可以利用的形式的铁
[ 5]
,如果将铁蛋

白基因导入到植物中 ,并实现稳定而高效的表达 ,将

会改善植物铁的贮存能力 ,提高植物的铁营养成分。

本研究以黑龙江省栽培大豆为材料 ,克隆了铁

蛋白 cDNA ,并构建了植物表达载体 pBIFe ,为今后

进一步将铁蛋白 cDNA 导入植物 ,提高植物的铁营

养成分的研究奠定了基础。
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CLONINGOF SOYBEAN FERRITIN GENE AND CONSTRUCTION

OF ITS PLANT EXPRESSION VECTOR

Wang Yongbin1 　Guo Changhong1 　Guo Dong lin1 　Cai Qiuyi1 　Zhang Shuang1 　Li Jilin1 　Lin Hong2

(1. Department o f B iology , Harbin Normal University , Harbin , 150080

2. Mudanj iang Pharmaceut ical Factory , Mudanj iang 157013)

Abstract　A 750bp fragment was amplif ied by RT-PCR from soybean. The PCR products w ere cloned into

pBlueskript SK+ vecto r and named pFe r af te r i ts sequences w as conf irmed. The soybean ferritin gene w as

subcloned into plant expression vecto r pBI121 and named PBI121Fer. Then the recombination plasmid

were int roduced into Ag robacterium EHA105. This wo rk provides a foundation for t ransferring ferri tin

gene into plant by Ag robacterium mediated transformat ion.

Key words　soybean fe rri tin;cDNA;cloning;plant expression vecto r
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