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大豆球蛋白 A l b B :

基因表达的分子基础探讨
’

张德玉 管丽丽

(江苏省农业科学院遗传生理研究所 南京 21。。 1 4)

伊藤义文 深泽亲房

(日本食品综合研究灰旧本筑波

提 要

通过对大豆品种松浦和 AI J
:

基 因 突变休凡实的染色体 A D N进行限制性

片段长度多态性 ( R F LP)分析
,

克隆 了一个 只存在于大豆品种松 浦中
,

而 不存在

于大豆突变体凡实中的大小为 2
.

ZK b 的 O N A 片段
,

并利用 UP cl g 为载体
,

对该

片投进行 了亚充隆
,

利用多种限制性 内切晦进行 了晦切分析
.

得到 了该片段的酶

切图讲
.

根据两个大豆品种在多种限制性内切晦晦切时都表现 出显著差异
,

推断

大豆球蛋 白 l̂
。 B :
基 因之 所以不能在大豆品种凡实中表达

,

是由 于该品种染 色

体 D N A 发生 了倒位或缺失所致
,

而不仅仅是个别城基对的突变
。

关镇词 大豆牢蛋白基因 。突变体
, R FL p 分析 ; 峰切 图讲

大豆分布的地域广阔
,

既是重要的蛋白作物也是廉价的蛋白质资源 [`1
。

由于大豆蛋白

质与谷类作物的蛋白质相比富含赖氨酸
,

因而日益受到人们的重视
。

大豆球蛋白是大豆种

子贮藏蛋白质的主要组巍
分

,

在有些大豆品种中可占种子千重的 20 % ,
。

随着分子遗

传学的发展
,

人们逐渐了解了大豆球蛋白亚基的组成和结构特征.s[
,

·

’ 。〕。

编码大豆球蛋白

的
c D N人 先后被分离和克隆 .4[

吕 1
,

并利用大豆球蛋白
c D N A 做探针研究了大豆球蛋白基因

的结构特征 .st 3
·

叼
。

用 D N A 限制性片段长度多态性 ( R F L p )作为遗传标记
,

借此对一种植物

的基因进行全面分析
.

从而比较不同品种基因之间的差异是近年来发展的一项新技术
.

我

们选择了虽然都含有大豆球蛋白 A 、 B :
基因

,

但该基因只在大豆品种松浦中表达
,

而在大

.

本研究得到联合国大学的资助
.

在日本食品缘合研究所完成
。

本文于 1 9 9 2年 5月 25 日收到
。
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豆突变体凡实中检测不到该基因表达产物的两个大豆品种为材料
,

进行 R FLP 分析
,

以 a

一 ” P一 dcr P 标记大豆球蛋白 A `

禹
:

的
c D N A 为探针进行分子杂交

,

比较两个大豆品种产

生杂交条带的差异
,

克隆了一个只出现在大豆品种松浦中
,

而不出现在大豆突变体凡实

中
,

大小为 2
.

ZK b 的 D N A 片段
,

进行了限制性 内切酶酶切分析
,

试图进一步阐明大豆球

蛋白 A ;

禹
2

基因表达的分子基础
.

,

材 料 与 方 法

1
、

植物材料

本研究用两个大豆 临办℃加 。

~
.

L
.

M二
.

) 品种
,

松浦和凡实做材料
。

虽然在两个大豆

品种的基因组中
,

都有编码大豆球蛋白 A : 。 B :

的 D N A 序列
,

但 A 比 B :

基因只在大豆品仲松

浦中表达
,

而在突变体凡实中则检测不到该基因的表达产物 (深泽亲房
,

未发表结果 )
.

两

个大豆品种的干种子经灭菌处理后
,

用无菌水冲洗千净
,

22 C
,

在湿润的塑料盒中避光培

养一周左右即可去根收获
。

黄化苗在一 20 C真空冷冻干燥后
,

密封贮存在一 7 0
`

C 冻箱中保

存备用
。

2
、

大豆 D N A 的抽提

真空冷冻干燥的大豆黄 化苗加入铝酸盐在研钵内磨细
,

用氯仿
:

辛醇 《24
:

” 抽提两

次
,

加十分之一体积 10 %的十六烷三 甲基澳 化按 ( cr A B) 进行 D N A 沉淀
,

用玻璃钩绕出

D N A 沉淀
,

吹千后溶于 T E
。

经氛化艳密度梯度离心分离
、

纯化后
,

在紫外灯下用注射器取

出 D N A 条带
,

用 N a
cl 饱和的辛醇反复抽提去除澳化乙锭后

,

无水 乙醇沉淀
。

D N
了

、 沉淀溶

于 TE 中
,

测其在波长 2 6 On m 下的光吸收值
,

进行定量
。

在波长 30 0一 2 2 0n m 的范围内进行

扫描
,

测其纯度
。

3
、

探针

大豆球蛋白 A 、、 B Z c D N A 由日本食品综合研究所深泽博士提供
,

克隆载体为 p B R 3 2 2
,

以限制性内切酶 sP lt 可 以完整的切下插入片段
,

插入片段的大小为 1
.

S K b
。

宿主菌为

JM 1 0 9 (
r e c A

、

F一
、
t r a D 3 6

、

p r o

心
、
ta e )

。

人工合成的 A 、。

特异性寡核昔酸探针为 1 7b p
,

可以特

异性的和编码 lA
。

的核昔酸顺序互补
。

4
、

载体和宿主菌

hC ar o m id g 一 4 2 购 自日本和光纯药株式会社
,

该质粒全长 4 2
.

ZK b
,

具有氨节青霉素

抗性基因
,

含有 C os 位点和 9 个单一限制性内切酶酶切位点可用于克隆
,

宿主菌为大肠杆

菌 C 6 0 0 ( F
、
th j一 ` 、

l e u B 6
、

la e y
、
t o n A Z

、

S u p E 4 4 )
。

p U C 19 和 p U C 18 由日本食品综合研究所深泽博士提供
,

质粒全长 2
.

6 86 K b
,

含有 13

个 单一限制性内切酶酶 切位点可 用于克隆
。

经双酶切重组后
,

插 入片段在 叫 1C 9 和

p U c1 8 中的插入方向相反
,

宿主菌为大肠杆菌 JM 109
。

5
、

质粒 D N A 的抽提和酶制剂

按 M an 扭 stj a1[ 的碱裂解法抽提含有 A t

J
Z c 0 N A 插入片段的 pB R 32 2 质粒 D N A

,

经氯化

艳密度梯度超离心纯化后
,

以限制性内切酶 P slt 完全酶解后
,

用电泳洗脱法从琼脂糖凝胶

中分离 A :

禹: c D N A 擂入片段
。

1
,

SK b 的插入片段经放射性同位素
a 一 ’午一dc TP 标记后

,
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用做探针
。

限制性内切酶
,

碱性磷酸脂酶
,

T旧N A 连接酶 购自日本基因公司和宝酒造试剂公司
。

连接反应在 1 4℃恒温下进行
。

6
、

分子杂交

电泳吸印转移法 ( lE ec tor lB ot )
,

4℃
,

50 伏恒压
,

0
.

s x T A E 缓冲液 中转移 16 小时将

D N A 条带从 l%琼脂糖凝胶 中转移到尼龙膜上
,

60 ℃一 80 ℃
,

76 m m 汞柱真空干燥 2 小

时
。

42 ℃
,

预杂交 20 小时
,

同样温度下杂交 2 4 小时
,

杂交结束后
,

逐渐升温洗膜
,

直到本底

降至 I OOcP m
。

膜用塑料膜包好
,

在两张增感屏下
,

一 70 ℃放射自显影 16 小时
。

结 果 与 分 析

l
、

s o u t h e r n
杂交分析

两个大豆品种的 D N A 经限制性内切酶 B gl l 完全酶切后
,

以 a 一 3 2 P一 d c T p 标记大豆

球蛋白 A L

禹
:

的
c D N A 做探针

,

进行 so ut h er n
杂交

。

该探针与大豆品种松浦 D N A gB l l 片

段杂交得到了 4 条不同分子量
,

清晰的杂交条带
,

与大豆突变体凡实的 D N A B g ll 片段杂

交得到了 3 条清晰的杂交条带
。

其中
,

三条高分子量杂交条带的电泳位置基本相同
,

只有

2
.

ZK b 的杂交条带出现在大豆品种松浦中
,

而在大豆突变体凡实中
,

则缺失了这一杂交条

带
.

1 2 3 4 5 6 7 8

. . . . . .

-
. . . .

一
. . , , . . .

~ - ~
尸 .

.

:

钾

二
。

. . . 口
. 勺

.

邹 b . -

. 之
。

Z Kb

图 1 大豆 D N A 经限制性内切酶酶切后用克隆的
c D N A 片段作探针的分子杂交放射自显影图 (B

:

凡

实 M :

松浦 )

A u t o r a d i o gr a Ph o f s o y be a n g e n o m i e D N A d ig se tde w i th r
se t r i e t i o n e n z y nr se 如 d rP o be d w iht d o n

de

s o y b ae n s l y e i n i n A .、 B , c D N A f r a吕m e n st (M : M a st u u r a g e n o m i e D N A
.

B : B o n m i n o r l 罗 n o m ie DN A )

1
,

`

B / B a nT H 1 2
.

M / B
a m H 1 3

.

B / Bg l 1 4
.

M / Bg一 5
.

B S/
a l 1 6

.

M /aS z x 人 7
.

B /

X 加 1 8
.

M / X b a l
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2
、

特异性杂交条带的分离和克隆

大豆品种松浦的基因组 D N A 经限制性 内切酶 Bgl 卫完全酶切后
,

用 10 %一 40 %的蔗

糖密度梯度离心分离
、

收集后
,

经 1%琼脂糖凝胶电泳确定不同收集组分的分子量
,

2
.

ZK b

的D N A片段存在于 N o
.

l 召和 N o
.

15 管的组分中
。

以含有粘性末端 (C os 位点 )的质粒 C h ar o m i d p一 42 为克隆载体
,

利用限制性内切酶

Bam H I 识别位点
,

进行 2
.

ZK b B邵 1 片段的连接重组
,

然后转化到感受态的大肠杆菌 C 6 00

中
,

用含有氨节青霉素 ( 50 0 9 /。 J) 的 L B 固体培养基筛选含有重组质粒的菌株
,

共得到大约

8 0
,

0 0 0个 A p R

菌落
。

以 a 一
3 , P 一 d C T P 标记大豆球蛋 白 A , 。 B。

的 cD N A 做探针
,

经菌落原位杂交筛选
,

从

8 0
,

00 0个菌落中筛选到 4 个阳性菌落
,

将阳性菌落转移到新鲜培养基上
,

进行第二次菌

落原位杂交筛选
,

确认了 3 个阳性克隆
。

为了进一步确定
,

用 Y一 3 2 P一 d
AT

P 标记对 A l b

特

异的人工合成寡核昔酸做探针
,

再一次进行菌落原位杂交筛选
,

结果如图所示
,

从中挑取

一个
,

称之为 p L G I那
。

据此
,

可以初步认定得到了阳性克隆
。

二
,

’

.

图 2
.

菌落原位杂交的放射自显影结果 ( A ; A ,出:

cD N A 做探针
,

B
:

对 A : b

专一性寡核普酸做探针 )

F ig
.

2 A u t o r a d i o g r a Ph es
o 龙co lo n y h y b r i id az t io n

(A
: os y b ae n g lcy i n in A ,。 B : e D N A a , t he Pr o be

,

B : o l ig o n u e il
-

o t id e : p e e if ie t o A : 、 as t h e p r o be )

3
、

特异性片段的亚克隆和酶谱分析

用限制性 内切酶 s m al + x b al 从 pL G 1 56 上切下完整的 2
.

ZK b 插入片段
,

以 pU c1 9 为

克隆载体
,

重组后转化到大肠杆菌 JM 1 09 中
,

以含有氨节青霉素的 BL 培养基筛选含有重

组质粒的菌株
。

采用质粒快速抽提法提取质粒
,

酶切后用琼脂糖凝胶电泳检测插入片段的

大小
。

再以同样方法将该片段亚克隆到 p U 1C 8 上
,

获得插入方向相反的亚克隆
,

以便于今
,

后的核酸序列测定工作
。

以多种限制性内切酶
,

对阳性克隆进行鉴定和分析
,

并根据 1%琼脂糖凝胶电泳的结
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果
,

绘制了 p LG 1 56 的酶切图谱

s m al
、

x h ol 识别位点
,

含有两个

。

该片段的大小为 2
.

ZK b
,

没有限制性内切酶 A ia l
、

氏 d
、

E e o R I 和两个 P v u 互识别位点
,

以及单个 A e e l
、

E e o R v 识

别位点
。

5
.

0

3 已2

艺
.

0之

1
.

3卜

e
.

勺5

0
.

5 C 4

F蛛
.

3

图 3

R留 t了玉e U的

1
.

D为R l

7
.

〔沁。 R V

大豆球蛋白 ^ :

.B
:

2
.

ZK b/ 乃目 , 片段的限制性内切酶酶切分析
e n `
尹

、 e d饱e s t沁 n a n a ly ,场 o f s。丫加 a n 名ly咖 i n A 、 。 3
2

山bu
n主, 2

.

ZK b
广

现 1 f r a易m 七 n t

.

ShP
.

P v U I

3
.

入/ t沁
。 R l 十川

n d 耳 4
·

U n d饱es t

9
.

aS
u 3 A 1 0

.

X h o 1 1 1
.

入 /玫
。 R

5
.

A a t 1 6
.

A沈

1 石 I Un d 百

臼
O

必

^ C心 ]

r 堪
.

4

图 4 大豆球蛋白 A :

J
:
基因 2

.

Zk b/ B川 I 片段的限制性内切酶图谱
Rest

了ie it o n m a p o f 沁 y be a n 易妙
c in i n A 、 。 B: g e n e

2
.

ZK b / B以 1 f r“ 名m e n t i n pl
a s m id p U C 1 9
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讨 论

两个大豆品种的 D N A经 4 种不同的限制性内切酶分别酶解后
,

与
a 一 ” P 一 dCT P 标

记的大豆球蛋白 A 、 B Z c D N 八探针进行分子杂交后
,

都分别出现了杂交条带数目的差异
,

这表明两个大豆品种之间的 D N A 序列有较大范围的变异
,

可能出现了 D N 人 片段的易位
、

倒位
、

插入或缺失等
,

因而影响了大豆球蛋白 A ,。 B : 基因在大豆突变体凡实中的表达
。

如

果仅仅是个别碱基对的突变
,

只有当突变位点正好在某一限制性内切酶的识别顺序范围

内时
.

才有可能检测出杂交条带的差异
。

aT
e一 uJ c ho 等人 2[] 在 以大豆球蛋白基因突变体

( F or r es t) 做材料
,

研究 G y 。 ( A
、、 B Z

)基因表达时认为
,

不能检测到该基因的表达产物
,

是由

于染色体的重排导致了该基因的 5 ’

端部分和 3 ’ 端部分分离
,

发生倒位使得 G y :

在种子中

不能积累的结果
。

由于 D N A 杂交片段长度的差异总是通过某种限制性内切酶的酶解揭示出来的
,

而每

个特定 D N A 探针可能揭示的差异与选用酶的种类和酶本身的识别顺序密切相关
。

限制性

内切酶 BQ m H I
、

glB
l

、

ajS r 和 X b a l 是四种识别 6 个碱基的限制性内切酶
,

从所得的结

果可以看出
,

使用不同限制性内切酶分别酶切后进行分子杂交的条带
,

彼此间的差异并不

十分显著
,

在大豆突变体凡实中都只缺失一个条带
。

本实验以
。 一

3

午一 dCT P 标记大豆球蛋白 A `。 B :

的
c D N A 为探针

,

对都含有大豆球蛋

白 A ,

小:
基因

,

但在表达水平上有差异的两个大豆品种松浦和凡实进行了 R F L P 分析
,

克

隆和亚克隆了存在于大豆松浦中
,

而在大豆突变体凡实中缺失的 2
.

ZK b D N A 片段
.

并对

该片段进行了限制性 内切酶分析
,

绘制了限制性内切酶酶切图谱
,

为在分子水平上研究大

豆球蛋 白 A ,

禹
2

基因的表达打下了基础
。

今后的研究将在以下两个方面进行
:

第一
,

对亚

克隆的特异性 D N A 片段进行序列测定
,

分析其结构特征
,

进一步 了解该片段与大豆球蛋

白基因表达的相关性
。

第二
,

在了解其结构的基础上
.

进行遗传操作
,

从而进一步探讨大豆

球蛋白基因表达的调控机制
。
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