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摘　要：将大豆种子凝集素基因的启动子（ｌｅｃ）从 ｐＢＩｌｅｃ载体上酶切下来，连接到植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１

（ｐ３３０１）的多克隆位点上，然后运用 ＲＴＰＣＲ方法扩增了拟南芥 ＡｔＬＡＣＳ９基因的编码区 ｃＤＮＡ，并将其克隆到改造

后的 ｐ３３０１载体的 ｌｅｃ启动子之后，为进一步转化大豆、获得油份含量提高的转基因大豆做准备。结果表明：ｐ３３０１

载体改造成功，命名为 ｐ３３０１ｌｅｃ；ＡｔＬＡＣＳ９基因的编码区 ｃＤＮＡ由 ２０７６ｂｐ组成，编码含 ６９１个氨基酸残基的蛋白，

其种子特异性表达载体 ｐ３３０１ｌｅｃＡｔＬＡＣＳ９构建成功，可进行后续研究。
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　　植物油的化学成分主要是 ＴＡＧ，脂酰辅酶 Ａ和
甘油３磷酸是合成 ＴＡＧ的前体。因此，增加二者
的含量可提高种子的含油量。脂酰辅酶 Ａ合成酶
（ＡｃｙｌＣｏＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓ，ＡＣＳ）催化脂酰辅酶 Ａ的合
成。在发育的种子中，ＡＣＳ定位于质体外膜，在质
体中合成的脂肪酸必须被 ＡＣＳ激活，转化成脂酰辅
酶 Ａ后才能进入细胞质，然后在酰基转移酶的催化
下将其中的脂肪酸链转移到甘油３磷酸的甘油骨
架上，形成 ＴＡＧ［１３］。

已在多种生物体和植物细胞的油体、过氧化物

酶体、线粒体、叶绿体、质体和微体中检测到 ＡＣＳ的
活性

［３４］
。体外研究表明，ＡＣＳ的抑制剂可以阻断

细胞中 ＴＡＧ的合成［５］
。在动物肝脏细胞中过量表

达 ＡＣＳ基因可使其中脂酰辅酶 Ａ和 ＴＡＧ的含量显
著提高

［６］
。这些结果表明，ＡＣＳ的活性是决定脂酰

辅酶 Ａ含量的关键因素，进而在 ＴＡＧ的合成中起
重要作用。

在模式植物拟南芥的种子中 ＴＡＧ的含量高达
３０％～４０％［７］

，目前对其 ＡＣＳ基因的研究报道较多。
在其基因组中共有 ９个 ＬＡＣＳ基因，其中ＡｔＬＡＣＳ９在
幼嫩的角果和发育的种子中高表达

［３，８］
；ＡｔＬＡＣＳ９的

酶活性占叶绿体／质体中 ＡｔＡＣＳ总酶活的绝大部分，
是其中主要的 ＡＣＳ［３］。由此推测，ＡｔＬＡＣＳ９与脂酰
辅酶 Ａ合成和 ＴＡＧ积累关系密切。
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大豆是重要的油料作物之一，但其 ＴＡＧ的含量

通常只占种子干重的 １８％～２１％［９］
，通过基因工程

来提高其含油量是重要的育种目标。该文克隆了

拟南芥 ＡｔＬＡＣＳ９基因的编码区 ｃＤＮＡ，并将其构建

到经改造的植物表达载体 ｐ３３０１ｌｅｃ上，为进一步

将其转入大豆、获得油分含量提高的转基因大豆奠

定了基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料

野生型拟南芥（ＥｃｏｔｙｐｅＣｏｌｕｍｂｉａ０）。

１．２　酶与试剂

限制性内切酶购自 ＴａＲａＫａ公司；ｒＴａｑＤＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自博日公司；质粒小提试剂盒和胶回

收试剂盒购自天根公司；ＭＭＬＶ、Ｔｅａｓｙ载体、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶和热敏感碱性磷酸酶 （ＴＳＡＰ）均购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｌｉｇａｔｉｏｎｈｉｇｈ试剂盒购自 ＴＯＹＯＢＯ公

司；抗生素购自 Ｓｉｇｍａ公司；其它试剂和药品购自国

内相关厂家和公司。表达载体 ｐ３３０１和 ｐＢＩｌｅｃ分

别由中国农科院王国英教授和中国科学院植物所

许亦农研究员惠赠。ＰＣＲ引物合成和测序在北京

华大基因中心进行。

１．３　植物表达载体的改造

用质粒小提试剂盒提取 ｐＢＩｌｅｃ和 ｐ３３０１质粒

ＤＮＡ，然后用 ＨｉｎｄⅢ和 ＥｃｏＲⅠ分别进行双酶切，用

胶回收试剂盒回收 ｌｅｃ小片段与 ｐ３３０１载体大片

段，再用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶将二者在 １６℃连接 １２ｈ。

将连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，挑取

单克隆用 ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ和 ＳｍａⅠ进行质粒酶切鉴

定，获得重组质粒 ｐ３３０１ｌｅｃ。

１．４　总 ＲＮＡ提取及逆转录

取生长１０～１５ｄ的拟南芥莲座叶，在液氮中速

冻后转移至 －７６℃冻存，用于提取 ＲＮＡ。

总 ＲＮＡ提取采用热酚法，用 ＭＭＬＶ逆转录合

成 ｃＤＮＡ。

１．５　基因克隆
根 据 文 献 报 道 的 ＡｔＬＡＣＳ９ 基 因 登 录 号

（ＡＦ５０３７５９），从基因数据库中（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）获取全长 ｃＤＮＡ序列，在其编码区两
侧 ＵＴＲ区设计正向引物 ＡＡ９Ｓ：５＇ＡＴＣＣＣＧＧＧＴＴＴ
ＧＧＧＧＧＴＴＴＡＧＴＧＡＡ３＇（加 ＳｍａⅠ切点），反向引物
ＡＡ９ＳＲ：５＇ＡＡＧＴＴＡＴＡＴＧＣＣＴＡＡＡＴＴＴＴＴＣＣＣＧＧＧＣＣ
３＇（加 ＳｍａⅠ切点），用上述 ｃＤＮＡ做模板进行 ＰＣＲ
扩增。２５μＬ扩增体系含 １０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ；
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｍｉｘ０．５μＬ；１０μｍｏｌ·Ｌ－１正、
反向引物各 ０．５μＬ；ｃＤＮＡ２．５μＬ；ｒＴａｑＤＮＡｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ（５Ｕ·μＬ－１）０．２５μＬ；ｄｄＨ２Ｏ１８．２５μＬ。扩
增程序为：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ；６０℃ ３０ｓ；７２℃
３０ｓ；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃ 保温，３３个循环。将 ＰＣＲ产
物进行电泳，回收目的片段并与 Ｔｅａｓｙ载体连接，
然后转化大肠杆菌 ＤＨ５α，经菌液 ＰＣＲ鉴定送阳性
克隆测序。

１．６　植物表达载体的构建
用质粒提取试剂盒提取 ＴｅａｓｙＡｔＬＡＣＳ９和

ｐ３３０１ｌｅｃ质粒 ＤＮＡ，然后用 ＳｍａⅠ进行酶切，用胶
回收试剂盒回收 ＡｔＬＡＣＳ９基因和 ｐ３３０１ｌｅｃ载体片
段。再用 ＴＳＡＰ将后者去磷酸化，然后用 Ｌｉｇａｔｉｏｎ
ｈｉｇｈ试剂盒将其与 ＡｔＬＡＣＳ９基因片段连接。将连接
产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，挑取单菌落
进行菌液 ＰＣＲ鉴定，阳性克隆再分别用 ＳｍａⅠ、Ｘｂａ
Ⅰ和 ＥｃｏＲⅠ进行酶切鉴定，以确定 ＡｔＬＡＣＳ９基因片
段是否插入及其在 ｌｅｃ启动子中的插入方向。

２　结果与分析

２．１　植物表达载体 ｐ３３０１的改造
为了获得在种子中特异表达且以除草剂为选

择标记的转基因大豆，首先用限制酶 ＥｃｏＲⅠ和 Ｈｉｎｄ
Ⅲ将表达载体 ｐＢＩｌｅｃ上的大豆种子凝集素基因启
动子 ｌｅｃ酶切下来，定向连接到植物表达载体 ｐ３３０１
的多克隆位点上（图 １），经质粒酶切鉴定获得预期
大小的片段（图 ２），证明载体改造成功，命名为
ｐ３３０１ｌｅｃ。

图 １　ｐ３３０１ｌｅｃ载体图

Ｆｉｇ．１　Ｍａｐｏｆｖｅｃｔｏｒｐ３３０１ｌｅｃ

２．２　ＡｔＬＡＣＳ９基因的克隆
用热酚法提取到质量较好的拟南芥幼苗叶片

总 ＲＮＡ（图３），然后将其逆转录合成ｃＤＮＡ做模板，

用 ＡｔＬＡＣＳ９基因编码区特异性引物进行 ＰＣＲ扩增，
获得预期２１３０ｂｐ的目的片段（图 ４）。将该片段回
收后克隆到 Ｔｅａｓｙ载体进行测序验证。共测定了 ５
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个独立的单克隆，获得由 ２０７６ｂｐ组成且序列正确
的 ＡｔＬＡＣＳ９编码区 ｃＤＮＡ。其推测的编码蛋白由
６９１个氨基酸残基组成，一级结构中含有 ＬＡＣＳ家族
所特有的结构域，分子质量为７６．０７ＫＤａ，等电点为
６．９７。

Ｍ：ＤＮＡ分子量标准（Ｄ１５０００＋２０００）；１：ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ双酶

切（１１２５６ｂｐ／２１２０ｂｐ）；２：ＳｍａⅠ单酶切（１３３７６ｂｐ）

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（Ｄ１５０００＋２０００）；１：ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ ｄｏｕｂｌｅ

ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（１１２５６ｂｐ／２１２０ｂｐ）；２：ＳｍａⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（１３３７６

ｂｐ）

图 ２　ｐ３３０１ｌｅｃ载体酶切鉴定图谱

Ｆｉｇ．２　Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｖｅｃｔｏｒｐ３３０１ｌｅｃ

图 ３　总 ＲＮＡ电泳图谱

Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ

Ｍ：ＤＮＡ分子量标准（Ｔｒａｎｓ２ｋ）；１：ＲＴＰＣＲ产物

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（Ｔｒａｎｓ２ｋ）；１：ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

图 ４　ＡｔＬＡＣＳ９ＲＴＰＣＲ产物电泳图谱

Ｆｉｇ．４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＡｔＬＡＣＳ９

ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

２．３　ＡｔＬＡＣＳ９植物表达载体的构建
将 ＡｔＬＡＣＳ９编码区 ｃＤＮＡ用限制酶 ＳｍａⅠ从 Ｔ

ｅａｓｙ载体上酶切下来，连接到经同样酶切的 ｐ３３０１
ｌｅｃ的 ｌｅｃ启动子之后，然后转化大肠杆菌并进行菌
液 ＰＣＲ检测（图略）和质粒酶切鉴定（图５泳道１），
证明获得阳性重组克隆。由于是平末端连接，故用

不同的限制酶 ＸｂａⅠ和 ＥｃｏＲⅠ对重组克隆中 Ａｔ
ＬＡＣＳ９的插入方向进行了酶切鉴定，证明获得了正
向插入的重组克隆（图 ５泳道 ２、３），植物表达载体
构建成功，命名为 ｐ３３０１ｌｅｃＡｔＬＡＣＳ９。

Ｍ：ＤＮＡ分子量标准（Ｔｒａｎｓ２ｋ）；１：ＳｍａⅠ酶切（１３３７６ｂｐ，２１３０

ｂｐ）；２：ＸｂａⅠ酶切（１１２８６ｂｐ，２１７３ｂｐ，２０４７ｂｐ）；３：ＥｃｏＲⅠ酶

切（１１６５８ｂｐ，１４１０ｂｐ，２４３８ｂｐ）

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（Ｔｒａｎｓ２ｋ）；１：ＳｍａⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（１３３７６ｂｐ，２１３０

ｂｐ）；２：ＸｂａⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（１１２８６ｂｐ，２１７３ｂｐ，２０４７ｂｐ）；３：ＥｃｏＲⅠ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（１１６５８ｂｐ，１４１０ｂｐ，２４３８ｂｐ）

图 ５　ＡｔＬＡＣＳ９正向插入 ｐ３３０１ｌｅｃ酶切鉴定图谱
Ｆｉｇ．５　Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｆｏｒｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｓｅｒｔｉｏｎｏｆＡｔＬＡＣＳ９

ｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｔｏｖｅｃｔｏｒｐ３３０１ｌｅｃ

３　讨论

近年来，包括大豆在内的植物脂类的合成途径

及其相关酶类的基因功能已基本阐明，大豆的遗传

转化效率有了显著提高（最高可达 ７％），这为大豆
的基因工程改良提供了前所未有的契机。该研究

旨在通过在大豆种子中过量表达高油分植物拟南

芥的 ＡｔＬＡＣＳ基因，获得油分含量提高的转基因大
豆，同时要求以除草剂作为转基因材料的筛选剂。

为此，该文首先将常用的植物表达载体 ｐ３３０１进行
了改造。该载体虽然以除草剂草丁膦（Ｐｈｏｓｐｈｉｎｏ
ｔｈｒｉｃｉｎ，ＰＰＴ）作为植物选择标记，但它所含的启动
子是花椰菜花叶病毒 ３５Ｓ启动子（ＣａＭＶ３５Ｓ），其转
录驱动活性虽然较强，但属于组成型表达，不仅会

引起基因的多效性，还可能对转基因植物的生长发

育产生不利影响，因此需引入种子特异性启动子。

大豆凝集素（Ｌｅｃｔｉｎ）是一种在大豆种子中特异表达
的蛋白质

［１０］
，其基因在种胚发育的中晚期大量表

达，将该基因的启动子 ｌｅｃ分离出来再转入大豆和
烟草，可以持续、有效地驱动外源基因在种子中表

达
［１１１３］

。该试验将 ｌｅｃ启动子从表达载体 ｐＢＩｌｅｃ
（以卡那霉素为筛选剂）上酶切下来，成功连接到
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ｐ３３０１载体的多克隆位点上，完成了表达载体构建
的第一步。在拟南芥基因组中有９个 ＡｔＬＡＣＳ基因，
目前认为以 ＡｔＬＡＣＳ９与 ＴＡＧ的积累关系最为密
切

［３，８］
，该文克隆了 ＡｔＬＡＣＳ９基因的编码区 ｃＤＮＡ，

并将其连接到经改造的表达载体 ｐ３３０１ｌｅｃ的 ｌｅｃ
启动子之后，成功构建了其种子特异性表达载体。

目前，课题组已通过农杆菌介导的子叶节法将该基

因转化大豆，获得了抗除草剂的再生绿苗，进一步

的试验正在进行之中。
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