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摘　要：采用电子克隆与实验克隆相结合的方法获得了大豆 γ生育酚甲基转移酶基因的 ｃＤＮＡ序列，ＧｅｎＢａｎｋ登录

号为 ＡＹ９６０１２６。序列分析结果表明，该 ｃＤＮＡ序列含有 １个编码 ３５０个氨基酸的完整的开放读码框，５′非翻译区

具有 ２个同框终止密码子，３′端具有 ２个加尾信号和 ｐｏｌｙＡ尾巴。启动子区除含有通用核心元件外，还含有许多与

光反应有关的作用元件。编码的蛋白质序列含有 １个信号肽和 γ生育酚甲基转移酶的特征基序，该蛋白定位于叶

绿体中。氨基酸序列比对和系统发育分析结果显示，不同物种之间 γ生育酚甲基转移酶氨基酸序列同源性较高。

电子表达分析和 ＲＴＰＣＲ组织表达分析结果表明，该基因的表达量与组织中叶绿体含量具有很高的关联，但强光

逆境对该基因的表达无影响。
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　　维生素 Ｅ是由光合生物生产的 α、β、γ、和 δ生
育酚的总称，它们的区别在于芳香环上甲基的位置

和数目，但都具有相同的抗氧化特性
［１］
。除了作为

抗氧化剂之外，生育酚在植物体内的信号转导以及

碳水化合物的代谢等方面也发挥着重要的作

用
［２３］
。不仅如此，维生素 Ｅ还是医学临床、食品工

业、饲料工业和化妆品工业的重要原料，是人和动

物必须从食物中摄取的一种微量营养素
［４７］
，是作

物微量营养品质改良的重要育种目标。

植物生育酚的生物合成途径已经研究清楚，控

制它们的基因也已经克隆
［８９］
，生育酚生物合成的

第一步、也是头部合成的关键步骤是由对羟苯丙酮

酸双加氧酶（ＨＰＰＤ）催化对羟苯丙酮酸（ＨＰＰ）生成
尿黑酸（ＨＧＡ，或称２，５二羟苯乙酸）［１０１２］；而后，在
尿黑酸叶绿基转移酶（ＨＰＴ）的催化下，尿黑酸与叶
绿基二磷酸（ＰＤＰ）发生缩合反应，生成２甲基６叶
绿基１，４氢醌［１３１６］

；然后由生育酚环化酶合成 δ
和 γ生育酚［１７１９］

；最后，δ和 γ生育酚由 γ生育酚
甲基转移酶（γＴＭＴ）分别转化为 β和 α生育
酚

［２０］
。虽然４种生育酚都能够被人体吸收且具有

相同的抗氧化活性，但由于人类肝脏中有 α生育酚
转移蛋白

［２１］
，所以 α生育酚具有最高的相对维生

素 Ｅ活性（１００％），而 β、γ、和 δ生育酚的维生素 Ｅ
活性分别为５０％，１０％和３％。遗憾的是，植物油脂
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中 α生育酚与 γ生育酚的比率很低，如在大豆中该
比率只有大约 ０．１，而植物油脂则是人类维生素 Ｅ
的最主要来源

［２２］
，因此，油料作物中 γ生育酚甲基

转移酶的活性是维生素 Ｅ营养价值的限制因
素

［２０］
。

大豆是重要的粮油、饲料和经济作物，也是生

物柴油的潜在来源，大豆油脂占世界食用油市场的

２５％，克隆和分离大豆 γ生育酚甲基转移酶基因并
研究其表达特性，对于大豆维生素 Ｅ品质性状的改
良具有十分重要的意义。该研究采用电子克隆与

实验克隆相结合的方法分离了大豆 γ生育酚甲基
转移酶基因的 ｃＤＮＡ序列，分析了该基因及其启动
子的序列特征、组织与逆境表达情况，为进一步利

用该基因改良大豆的营养品质打下了坚实的基础。

１　材料与方法

１．１　电子克隆
以拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）的 γ生育酚甲

基转移酶基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＹ０９０２８０）的蛋白
质序列为探针，运行 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的 ｔＢＬＡＳＴｎ检索大豆 ＥＳＴ数据库，获得大
豆的 ＥＳＴ序列群，用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件拼接组装为重叠
群（ｃｏｎｔｉｇ），获得组装全长 ｃＤＮＡ序列的 ＥＳＴ候选
清单。最后利用 ＮＣＢＩ的 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ程序，对最终
所获得的 ｃＤＮＡ序列进行开放读码框分析。
１．２　引物

以上述电子克隆所获得的 ｃＤＮＡ序列为基础，
采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计 ＲＴＰＣＲ引物：
上游引物５′ＴＡＴＴＧＡＡＧＧＴＴＧＧＧＣＡＣＣＣＧＴＧＡ３′；
下游引物５′ＡＴＣＣＴＧＧＧＴＣＴＣＣＡＴＴＴＡＴＴＣＡＧ３′。

半定量所用的１８ＳｒＲＮＡ引物序列如下：
上游引物５′ＣＣＴＴＧＣＴＴＧＴＴＧＣＴＴＴＡＣＴＡＡＡＴ３′；
下游引物 ５′ＡＴＧＣＡＣＣＴＴＴＴＣＧＴＴＴＧＴＴＴＣＧＧＡＧ３′。
引物由上海生工生物工程公司合成。

１．３　植物材料
大豆种子水浸泡吸胀之后种在花盆中，在光照

强度７５～１００μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ·ｍ－２
·ｓ－１的光照培养

室中培养，２５／２２℃的昼夜循环温度，用 Ｈｏａｇｌａｎｄ溶
液每周浇灌２～３次，待大豆出现真叶后，用光强为
０．８～１．０ｍｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ·ｍ－２

·ｓ－１的强光照射幼苗
（光量子大约为１２３００Ｌｕｘ），每天持续照射１０ｈ，同
时将 Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液换成蒸馏水浇灌幼苗使其营养
缺乏

［２３］
，取新鲜幼嫩的大豆叶片用于基因克隆，取

对照，光照和营养缺陷处理分别为 １、３、６ｄ的大豆
叶片、根和茎于 －７０℃保存，用于半定量及组织表
达谱分析。

１．４　ＲＴＰＣＲ
大豆叶片总 ＲＮＡ的提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ法（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ），按说明书进行。将 ５μｇ总 ＲＮＡ按公司反转
录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）说明书合成 ｃＤＮＡ，作为
ＰＣＲ的模板。ＰＣＲ反应体系 ２５μＬ，１０×ＧＣＢｕｆｆｅｒ
Ⅰ２．５μＬ、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ２μＬ、５′Ｐｒｉｍｅｒ（２０
μｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ、３′Ｐｒｉｍｅｒ（２０μｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ、
ＬＡＴａｑ酶（５Ｕ·μＬ－１）０．２５μＬ、ｃＤＮＡ模板 ２μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ１６．２５μＬ。ＰＣＲ程序为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃变性 ４５ｓ，６０℃退火６０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物回收后与 ｐＧＥＭ
ＴＥａｓｙ（ＴＩＡＮＧＥＮ）载体连接，转化大肠杆菌 ＴＯＰ１０
（ＴＲＡＮＳＧＥＮ）菌株，在抗性 Ａｍｐｒ的 ＬＢ平板上筛选
阳性克隆。挑取单菌落进行菌落 ＰＣＲ鉴定，将 ３个
独立的阳性菌落送上海生工采用 Ｔ７和 ＳＰ６引物双
向测序。

１．５　生物信息学分析工具与方法
ＧｍＴＭＴ编码蛋白质的氨基酸基本性质分析采

用 ＥｘＰＡＳｙ数据库中的 ＰｒｏＰａｒａｍ在线工具（ｐｈｙｓｉｃｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ）进行。Ｓｉｇ
ｎａｌＰ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇ
ｎａｌＰ／）程序用于预测信号肽序列，ＴａｒｇｅｔＰ１．１（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴａｒｇｅｔＰ／）程序用于
进行蛋白质的亚细胞定位，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３和
ＤＮＡＭＡＮ５．０进行不同物种间同源基因的蛋白序
列比对，并结合 ＭＥＧＡ４．０软件构建系统进化树。
采用 Ｐｆａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ／）２３．０版本
对 ＧｍＴＭＴ蛋白序列的特征基序进行搜索分析。

根据克隆到的 ＧｍＴＭＴ基因的 ｃＤＮＡ序列，从
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｌａｎｔｇｄｂ．ｏｒｇ／网站下载 ＧｍＴＭＴ基因起
始密码子上游 １５００ｂｐ的启动子区，在 ｐｌａｎｔＣＡＲＥ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔ
ｃａｒｅ／）网站进行启动子作用元件在线分析。电子表
达谱分析采用 ＮＣＢＩ网站的 ＵｎｉＧｅｎｅ数据库进行。
１．６　半定量 ＲＴＰＣＲ与组织表达分析

半定量 ＲＴＰＣＲ和组织表达分析方法参照李雅
轩等

［２４］
的方法进行。

２　结果与分析

２．１　大豆 γＴＭＴ基因的克隆
以拟南芥的 γ生育酚甲基转移酶基因（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＡＹ０９０２８０）的蛋白序列为信息探针，
ｔＢＬＡＳＴｎ检索 ＮＣＢＩ中的大豆 ＥＳＴ数据库，获得大
豆的同源 ＥＳＴ片段，然后用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件将 ＥＳＴ进
行拼接组装成重叠群。再以重叠群为探针运行
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ＢＬＡＳＴｎ程序重复上述过程，直至重叠群不能延长
为止，获得了１条长为１２９２ｂｐ的电子 ｃＤＮＡ序列。

根据上述电子克隆获得的 ｃＤＮＡ序列，设计 １
对特异性的引物进行 ＲＴＰＣＲ扩增，获得了 １条约
１１００ｂｐ的单一条带（图１），经克隆与测序，证实其
序列与电子克隆的序列完全一致，该序列的完整开

放读码框（ＯＲＦ，４９～１１０１ｂｐ）编码 ３５０个氨基酸
（图２），其５′端非翻译区中有连续的同框终止密码
子，起始密码子 ＡＵＧ处符合“Ａ／ＧＮＮＡＵＧ”的 Ｋｏｚａｋ
规则

［２５］
，在３′非翻译区有２个加尾信号序列和１个

ｐｏｌｙＡ尾巴，表明所克隆的是 １条真实存在的完整
的基因序列，命名为 ＧｍＴＭＴ，该基因序列已在 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中注册，注册号为：ＡＹ９６０１２６。

１ＤＮＡ标准分子量；２ＲＴＰＣＲ产物

１ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒ；２ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

图 １　ＧｍＴＭＴｃＤＮＡ的 ＲＴＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．１　ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＧｍＴＭＴ

核酸序列中终止密码子用表示；方框内为加尾信号；下划线部分为 ｐｏｌｙＡ

Ａｓｔｅｒｉｓｋｓ（）ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎｓ；ｒｅｃｔａｎｇｌｅｆｒａｍｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔａｉｌｉｎｇｓｉｇｎａｌｓ；ｔｈｅｐｏｌｙＡｔａｉｌｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

图 ２　ＧｍＴＭＴ的 ｃＤＮＡ序列及推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ．２　ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＧｍＴＭＴａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．２　ＧｍＴＭＴ蛋白序列特征及系统发育分析
利用在线工具对上述推导的蛋白质序列进行

了分析，结果显示该基因的等电点（ＰＩ）为 ８．９，分子
量（ＭＷ）为３８９５８．６６Ｄａ，在氨基端有 ２８个氨基酸
的信号肽序列。在线亚细胞定位分析表明，该蛋白

定位于叶绿体，具有２个 Ｓ腺苷甲硫氨酸结合结构
域（ＳＡＭｄｏｍａｉｎ），这些特征均与拟南芥以及其它物
种的 γ生育酚甲基转移酶相似，表明该基因确实是
大豆的 γ生育酚甲基转移酶基因。

从 ＮＣＢＩ的蛋白质数据库中下载小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ，ＡＡＺ６７１４３），苜 蓿 （Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ，
ＡＡＸ６３７４０）， 拟 南 芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ，
ＮＰ８４９９８４），水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ，ＸＰ４６７３３１），衣藻
（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ Ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ，ＣＡＩ５９１２２），油 菜

（Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａ，ＡＡＯ１３８０６）的 γ生育酚甲基转移
酶的蛋白序列，并与大豆 ＧｍＴＭＴ序列进行比较，其
蛋白序列的一致性分别为 ５６．４６％、５２．１２％、
５６．２０％、５６．７１％、４５．５７％和５６．７１％（图３）。
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小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ，ＡＡＺ６７１４３），油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａ，ＡＡＯ１３８０６），截形苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ，ＡＡＸ６３７４０），

拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，ＮＰ８４９９８４），水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ，ＸＰ４６７３３１），衣藻（ＣｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓＲｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ，ＣＡＩ５９１２２）

图 ３　ＧｍＴＭＴ蛋白序列与其它植物同源蛋白序列的比对

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＧｍＴＭＴｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｉｔｈｏｔｈｅｒｐｌａｎｔｓｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　　从构建的几种植物 γＴＭＴ系统发育树可以看
出（图４），同为豆科植物的大豆和截形苜蓿的亲缘
关系最近，形成共同分支，演化较晚；禾本科的水稻

和小麦同属一个分支，亲缘关系较近；十字花科的

油菜和拟南芥属同一分支，它们都与低等植物衣藻

的亲缘关系远，系统发育分析的结果与各物种在经

典分类学上的位置一致。

２．３　ＧｍＴＭＴ基因启动子区作用元件分析
从 ｐｌａｎｔＧＤＢ网站下载 ＧｍＴＭＴ基因上游 １５００

ｂｐ的启动子序列，在 ｐｌａｎｔＣＡＲＥ网站进行顺式作用
元件分析，结果表明（表１），该启动子区含有大量的
核心启动子元件 ＴＡＴＡ和 ＣＡＡＴ，除此之外，还有大
量的与光反应有关的作用元件，显示出该基因的表

线段表示进化距离

Ｓｅｃｔｉｏｎｏｆｌｉｎｅｍｅａｎｓｅｖｏｌｕｔｉｏｎｄｉｓｔａｎｃｅ

图 ４　植物 γＴＭＴ的系统发育树

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｐｌａｎｔγＴＭＴ

达与光照的关系十分密切。此外，该启动子区还有

许多与逆境以及植物激素相关的作用元件，显示出

该基因的表达也受逆境和植物激素的调节。



２０２　　 大 豆 科 学 ２期

表 １　大豆 ＧｍＴＭＴ基因启动子区元件分析

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｉｓａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｙｂｅａｎ

ＧｍＴＭＴｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ

元件功能分类

Ｃａｔｅｇｏｒｙｏｆｅｌｅｍｅｎｔ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ

元件名称与数目

Ｅｌｅｍｅｎｔｎａｍｅａｎｄｎｕｍｂｅｒ

核心启动子

Ｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ
ＣＡＡＴｂｏｘ（２６），ＴＡＴＡｂｏｘ（６４）

光反应相关元件

Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅ
ｍｅｎｔａｎｄｒｅｌａｔｅｄ

ＢｏｘＩ（１），３ＡＦ１ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ（１），ＧＴ１
ｍｏｔｉｆ（３），ＭＮＦ１（２），Ｓｐ１（１），ＧＢｏｘ
（４），ＡＣＥ（１），Ｂｏｘ４（１），ＣＡＴＴｍｏｔｉｆ
（１），ＧＡｍｏｔｉｆ（１），ＧＡＴＡｍｏｔｉｆ（２），Ｉ
ｂｏｘ（１），ＴＣＴｍｏｔｉｆ（１），ｃｈｓＣＭＡ１ａ（１）

逆境相关元件

Ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄ

ＴＣｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ（２），ＬＴＲ（１），ＭＢＳ（１），
ＡＢＲＥ（１），ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ（１），ＥＲＥ（１），
ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ（１），ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ（１）

激素反应相关元件

Ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｈｏｒｍｏｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＡＢＲＥ（１），ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ（１），ＥＲＥ（１），
ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ（１），ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ（１）

胚乳表达元件

Ｅｌｅｍｅｎｔ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ
ｅｎｄｏｓｐｅｒｍｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｓｋｎ－１ｍｏｔｉｆ（４）

异黄酮生物合成元件

Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｇｅｎｅｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ＭＢＳＩＩ（１）

细胞周期调节元件

Ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ＭＳＡｌｉｋｅ（１）

２．４　ＧｍＴＭＴ基因的电子表达谱分析
利用 ＮＣＢＩ网站的 ＵｎｉＧｅｎｅ数据库，分析了大

豆 ＧｍＴＭＴ基因在不同组织的电子表达，结果表明
（表２），ＧｍＴＭＴ基因在上胚轴中表达量最高，ＴＰＭ
值达 ７４２，在营养芽、叶片和子叶中有相似的表达
量，ＴＰＭ值分别为 ３７８、２８８和 ２３２，在花、茎和根中
表达量较少，而在分生组织、荚、种皮和体细胞胚中

没有检测到表达。联系上述启动子元件分析和蛋

白质的叶绿体定位结果，证实了该基因的表达与光

照和细胞中叶绿体的含量有直接关系。

２．５　ＧｍＴＭＴ基因半定量 ＲＴＰＣＲ及组织表达谱
对该基因在根、茎、叶 ３种不同组织中的表达

水平进行了分析，结果表明（图５），在正常的生长条
件下，该基因在叶片中的表达量最高，茎的表达量

略低，而在根中却几乎不表达，由此看出该基因的

表达与器官的光合作用之间存在明显的关联。由

于生育酚的合成是在光合作用的叶绿体中完成的，

含叶绿体较多的细胞该基因的表达量高一些也是

正常的。这一结果与上述电子表达谱的结果也基

本一致，说明该基因的电子表达谱结果是可靠的。

表 ２　大豆 ＧｍＴＭＴ基因电子表达谱

Ｔａｂｌｅ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｓｏｙｂｅａｎＧｍＴＭＴｇｅｎｅｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｂｙｉｎｓｉｌｉｃｏａｎａｌｙｓｉｓ

名称

Ｐｏｏｌｎａｍｅ

每百万转录

本中的数目

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｐｅｒ

ｍｉｌｌｉｏｎ（ＴＰＭ）

基因的 ＥＳＴ

／总 ＥＳＴ库

ＧｅｎｅＥＳＴ

／ＴｏｔａｌＥＳＴｉｎｐｏｏｌ

子叶 Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ２３２ ７／３００８２

上胚轴 Ｅｐｉｃｏｔｙｌ ７４２ ２／２６９２

花 Ｆｌｏｗｅｒ ６０ １／１６５６９

叶片 Ｌｅａｆ ２８８ １３／４５１２７

分生组织 Ｍｅｒｉｓｔｅｍ ０ ０／５８９１

荚 Ｐｏｄ ０ ０／８６３７

根 Ｒｏｏｔ ２２ １／４５１６６

种皮 Ｓｅｅｄｃｏａｔ ０ ０／１０６９０

体细胞胚 Ｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏ ０ ０／１３０５３

茎 Ｓｔｅｍ ４８ １／２０６４０

营养芽 Ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｂｕｄ ３７８ １／２６４５

　　分别提取在强光和营养缺乏逆境条件下不同
时间段大豆叶片的总 ＲＮＡ，以持家基因 １８ＳｒＲＮＡ
为内参，进行 ＧｍＴＭＴ基因逆境条件下的半定量 ＲＴ
ＰＣＲ表达分析。结果表明，在强光和营养缺乏条件
下 ＧｍＴＭＴ基因表达量几乎没有变化（结果未显
示），说明该基因对强光逆境反应不敏感。由于 ４
种生育酚具有相同的抗氧化能力，而 ＧｍＴＭＴ基因
的功能是催化 δ和 γ生育酚转化为 β和 α生育酚，
改变的只是不同种类生育酚的构成，并不改变生育

酚总量。所以，强光逆境并不能上调其表达量。

图 ５　ＧｍＴＭＴ在不同大豆组织中的表达分析

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｍＴＭＴｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｓｓｕｅｓ（ｒｏｏｔｓ，ｓｔｅｍｓａｎｄｌｅａｖｅｓ）

３　讨论

采用电子克隆与实验克隆相结合的方法，成功

地克隆了大豆 ＧｍＴＭＴ基因，并对该基因及其蛋白
质序列、启动子区和电子表达谱与组织和逆境表达

情况进行了分析，结果为进一步利用该基因改良大

豆这一重要油料作物的品质打下了坚实的基础。

电子克隆（ｉｎｓｉｌｉｃｏｃｌｏｎｉｎｇ）的技术核心是电子
组装延伸 ＥＳＴ序列或者预测已知的基因组序列，再
利用 ＲＴＰＣＲ的方法进行克隆分析、验证［２６２７］

，具有
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快速、经济、简便的特点，是伴随着大规模基因组和

ＥＳＴ测序而产生和兴起的一种新的基因克隆方法。
通过这种电子克隆与实验克隆相结合的方法，已成

功地克隆了多个植物基因
［２４，２８２９］

。该研究采用电子

克隆与实验克隆相结合的方法，成功地克隆了大豆

γ生育酚甲基转移酶基因，并采用多种生物信息学
手段分析了该基因及其启动子区的特征特性，研究

结果进一步证明了电子克隆与实验克隆相结合是

克隆新基因的有效途径。但是该方法成功的关键

是要有大量的 ＥＳＴ序列或者基因组序列作后盾，只
有那些序列资料很丰富的物种才适用该方法。

随着大规模的 ＥＳＴ测序，ＮＣＢＩ数据库中积累
了大量的 ＥＳＴ序列信息，这些 ＥＳＴ序列由于来源于
不同的实验室、不同的研究者、不同或相同的材料，

因此，同一个基因在不同组织中 ＥＳＴ序列的多少就
反映了该基因的表达丰富程度，又由于每种组织中

ＥＳＴ总量不同，为便于比较，采用数据库中每百万个
ＥＳＴ序列中有多少条该基因的 ＥＳＴ序列来表示基
因表达的丰富程度

［３０］
。基于上述方法进行的电子

表达谱分析，能够反映基因在不同发育阶段、不同

组织中的差异表达情况，为基因功能的研究提供重

要的参考信息。但该方法受制于数据库中序列的

丰富程度，ＥＳＴ序列资料越丰富，越能反映出基因表
达的真实水平，提供的信息越有实际使用意义。该

研究用 Ｕｎｉｇｅｎｅ数据库分析了 ＧｍＴＭＴ基因的电子
表达谱，显示出该基因的表达与光合作用有很强的

关联，而且 ＲＴＰＣＲ的结果与电子表达谱的结果一
致，说明电子表达分析可以用于该目的基因的分

析，也从一个侧面说明数据库中大豆的 ＥＳＴ序列资
料比较充分。

生育酚的合成是在高等植物光合组织的叶绿

体中进行的
［２］
，该研究结果表明，ＧｍＴＭＴ基因在茎

和叶中都有表达，且在叶片中的表达量略高于茎

段，而在根中几乎没有表达。该基因在叶片中的表

达量之所以高于茎段，可能是叶细胞中含有叶绿体

较茎细胞中多所致，而根组织细胞中可能是因为没

有叶绿体而没有检测到 ＧｍＴＭＴ的表达。用半定量
ＲＴＰＣＲ分析 ＧｍＴＭＴ基因在逆境情况下的表达量
时，发现其表达并不受强光的调节，这与前人的研

究结果相吻合
［２３］
，即在逆境状态下，不是生育酚的

种类而是生育酚的总量对逆境有所反应，而 ＧｍＴＭＴ
是用来转化生育酚种类的，所以对强光逆境反应不

敏感。

参考文献

［１］　ＦｒｙｅｒＭＶ．ＴｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｙｌａｋｏｉｄｖｉｔａｍｉｎＥ（αｔｏ

ｃｏｐｈｅｒｏｌ）［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，１９９２，１５：３８１３９２．

［２］　ＭｕｎｎｅＢｏｓｃｈＳ，ＡｌｅｇｒｅＬ．Ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓａｎｄｔｏｃｏｔ

ｒｉｅｎｏｌｓｉｎｐｌａｎｔ［Ｊ］．ＣｒｉｔｉｃａｌＲｅｖｉｅｗｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００２，

２１：３１５７．

［３］　潘卫东，李晓峰，陈双燕，等．植物维生素 Ｅ合成相关酶基因

的克隆及其在体内功能研究进展［Ｊ］．植物学通报，２００６，２３

（１）：６８７７．（ＰａｎＷ Ｄ，ＬｉＸＦ，ＣｈｅｎＳＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｖｉｔａ

ｍｉｎＥｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｅｎｚｙｍｅｇｅｎｅｓａｎｄｉｎｖｉｖｏｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎ

ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＢｕｌｌｅｔｉｎｏｆＢｏｔａｎｙ，２００６，２３（１）：６８７７．）

［４］　ＡｊｊａｗｉＩ，ＳｈｉｎｔａｎｉＤ．ＥｎｇｉｎｅｅｒｅｄｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｅｌｅｖａｔｅｄｖｉｔａｍｉｎＥ：

ａｎｕｔｒａｃｅｕｔｉｃａｌｓｕｃｃｅｓｓｓｔｏｒｙ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２００４，２２（３）：１０４１０７．

［５］　雷炳福．我国天然维生素 Ｅ产业化前景初探［Ｊ］．中国油脂，

２００３，２８（４）：４９５１．（ＬｅｉＢＦ．Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｓｐｅｃｔｏｆｎａｔｕ

ｒａｌｖｉｔａｍｉｎＥｏｆＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＯｉｌｓａｎｄＦａｔｓ，２００３，２８（４）：４９

５１．）

［６］　宋晓燕，杨天奎．天然维生素Ｅ的功能及应用［Ｊ］．中国油脂，

２０００，２５（６）：４５４８．（ＳｏｎｇＸＹ，ＹａｎｇＴＫ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄａｐｐｌｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆｎａｔｕｒａｌｖｉｔａｍｉｎＥ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＯｉｌｓａｎｄＦａｔｓ，２０００，２５

（６）：４５４８．）

［７］　尤新．天然维生素 Ｅ的功能和开发前景［Ｊ］．食品工业科技，

２０００，２１（４）：５６１．（ＹｏｕＸ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎ

ｐｒｏｓｐｅｃｔｏｆｎａｔｕｒａｌｖｉｔａｍｉｎＥ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＦｏｏｄ

Ｉｎｄｕｓｔｒｙ，２０００，２１（４）：５６１．）

［８］　ＤｅｌｌａＰｅｎｎａＤ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｔｈｅｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎａｎｄｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｏｆｖｉ

ｔａｍｉｎＥｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００５，１０（１２）：

５７４５７９．

［９］　ＤｅｌｌａＰｅｎｎａＤ，ＰｏｇｓｏｎＢＪ．Ｖｉｔａｍｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｐｌａｎｔｓ：Ｔｏ

ｃｏｐｈｅｒｏｌｓａｎｄｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，

２００６，５７：７１１３８．

［１０］ＮｏｒｒｉｓＳＲ，ＢａｒｒｅｔｔｅＴＲ，ＤｅｌｌａＰｅｎｎａＤ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｄｅｆｉｎｅｓｐｌａｓｔｏｑｕｉｎｏｎｅａｓａｎｅｓ

ｓｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｐｈｙｔｏｅｎｅｄｅｓａｔｕｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，１９９５，

７：２１３９２１４９．

［１１］ＮｏｒｒｉｓＳＲ，ＳｈｅｎＸ，ＤｅｌｌａＰｅｎｎａＤ．ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＡｒａ

ｂｉｄｏｐｓｉｓｐｄｓ１ｍｕｔａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇｐｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙ

ｌｐｙｒｕｖａｔｅｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９８，１１７：１３１７

１３２３．

［１２］ＳｃｈｕｌｚＡ，ＯｒｔＯ，ＢａｙｅｒＰ，ｅｔａｌ．Ｓｃ００５１，ａ２ｂｅｎｚｏｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘ

ａｎｅ１，３ｄｉｏｎｅｂｌｅａｃｈｉｎｇｈｅｒｂｉｃｉｄｅ，ｉｓａｐｏｔｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｔｈｅｅｎ

ｚｙｍｅｐｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔｅｒｓ，

１９９３，３１８：１６２１６６．

［１３］ＣａｈｏｏｎＥＢ，ＨａｌｌＳＥ，ＲｉｐｐＫＧ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅｄｅｓｉｇｎｏｆｖｉ

ｔａｍｉｎＥｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｐｌａｎｔｓｆｏｒｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｉｎ

ｃｒｅａｓｅｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃｏｎｔｅｎｔ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００３，２１：

１０８２１０８７．

［１４］ＣｏｌｌａｋｏｖａＥ，ＤｅｌｌａＰｅｎｎａＤ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓａｔｅｐｈｙｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｆｒｏｍＳｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．ＰＣＣ６８０３

ａｎｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００１，１２７：１１１３１１２４．

［１５］ＳａｖｉｄｇｅＢ，ＷｅｉｓｓＪＤ，ＷｏｎｇＹＨＨ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓａｔｅｐｈｙｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍＳｙｎｅｃｈｏ

ｃｙｓｔｉｓｓｐ．ＰＣＣ６８０３ａｎｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

２００２，１２９：３２１３３２．

［１６］ＳｃｈｌｅｄｚＭ，ＳｅｉｄｌｅｒＡ，ＢｅｙｅｒＰ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｐｈｙｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ｆｒｏｍＳｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．ＰＣＣ６８０３ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎ



２０４　　 大 豆 科 学 ２期

ｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔｅｒｓ，２００１，４９９：１５２０．

［１７］ＳａｔｔｌｅｒＳＥ，ＣａｈｏｏｎＥＢ，ＣｏｕｇｈｌａｎＳＪ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｃｙｃｌａｓｅｓｆｒｏｍｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔｓａｎｄｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ．Ｅｖｏｌｕ

ｔｉｏｎａｒｙｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００３，１３２：２１８４２１９５．

［１８］ＰｏｒｆｉｒｏｖａＳ，ＢｅｒｇｍｕｌｌｅｒＥ，ＴｒｏｐｆＳ，ｅｔａｌ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆａｎＡｒａｂｉ

ｄｏｐｓｉｓｍｕｔａｎｔｌａｃｋｉｎｇｖｉｔａｍｉｎＥａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｃｙｃｌａｓｅｅｓ

ｓｅｎｔｉａｌｆｏｒａｌｌｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆＮａｔｉｏｎａｌ

ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓＵＳＡ，２００２，９９：１２４９５１２５００．

［１９］ＰｒｏｖｅｎｃｈｅｒＬＭ，ＭｉａｏＬ，ＳｉｎｈａＮ，ｅｔａｌ．Ｓｕｃｒｏｓｅｅｘｐｏｒｔｄｅｆｅｃ

ｔｉｖｅ１ｅｎｃｏｄｅｓａｎｏｖｅｌｐｒｏｔｅｉｎｉｍｐｌｉｃａｔｅｄｉｎｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｔｏｎｕｃｌｅｕｓ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００１，１３：１１２７１１４１．

［２０］ ＳｈｉｎｔａｎｉＤ，ＤｅｌｌａＰｅｎｎａＤ．ＥｌｅｖａｔｉｎｇｔｈｅｖｉｔａｍｉｎＥｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ｐｌａｎｔｓｔｈｒｏｕｇｈｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９８，２８２：

２０９８２１００．

［２１］ＴｒａｂｅｒＭＧ，ＡｒａｉＨ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＥｔｒａｎｓｐｏｒｔ

［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＮｕｔｒｉｔｉｏｎ，１９９９，１９：３４３３５５．

［２２］ＧｒｕｓａｋＡＡ．Ｇｅｎｏｍｅａｓｓｉｔｅｄｐｌａｎｔｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｔｏｂｅｎｅｆｉｔｈｕｍａｎ

ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｎｄｈｅａｌｔｈ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，１９９９，４：１６４

１６６．

［２３］ＣｏｌｌａｋｏｖａＥ，ＤｅｌｌａＰｅｎｎａＤ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓａｔｅｐｈｙｔｙｌ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｎｄｏｔｈｅｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｐａｔｈｗａｙｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｄｕｒｉｎｇａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

２００３，１３３：９３０９４０．

［２４］李雅轩，李蕊，孟凡臣，等．大豆吡哆醛激酶基因的克隆与表

达分析［Ｊ］．华北农学报，２００９，２４（３）：２３２７．（ＬｉＹＸ，ＬｉＲ，

ＭｅｎｇＦＣ，ｅｔａｌ．ＩｎｓｉｌｉｃｏｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｌｙ

ｃｉｎｅｍａｘｐｙｒｉｄｏｘａｌｋｉｎａｓｅｇｅｎｅ［Ｊ］．ＡｃｔａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｅＢｏｒｅａｌｉ

Ｓｉｎｉｃａ，２００９，２４（３）：２３２７．）

［２５］ＫｏｚａｋＭ．Ｃｏｍｐｉｌａｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｐｓｔｒｅａｍｆｒｏｍ

ｔｈｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｓｔａｒｔｓｉｔｅｉｎｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅｉｃ

ＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９８４，１２（２）：８５７８７２．

［２６］Ｏ’ＢｒｉｅｎＫＰ，ＴａｐｉａＰａｅｚＩ，ＳｔａｈｌｅＢａｃｋｄａｈｌＭ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｉｖｅｎｏｖｅｌｈｕｍａｎｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅ１１ｑ１３ｑ２２ｒｅｇｉｏｎ［Ｊ］．

ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０００，

２７３（１）：９０９４．

［２７］张德礼，丁培国，凌伦奖，等．人类新基因 Ｃ１７ｏｒｆ３２的电子克

隆和编码区序列 ＲＴＰＣＲ验证［Ｊ］．生物化学与生物物理进

展，２００２，２９（４）：５４３５４９．（ＺｈａｎｇＤＬ，ＤｉｎｇＰＧ，ＬｉｎｇＬＪ，ｅｔ

ａｌ．ＩｎｓｉｌｉｃｏｃｌｏｎｉｎｇｏｆＣ１７ｏｒｆ３２，ａｎｏｖｅｌｈｕｍａｎｇｅｎｅａｎｄｖｅｒｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｂｙＲＴＰＣＲ［Ｊ］．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＢｉｏｃｈｅｍｉｓ

ｔｒｙａｎｄＢｉｏｐｈｙｓｉｃｓ，２００２，２９（４）：５４３５４９．）

［２８］李晓晓，李蕊，李雅轩，等．大豆脱氢抗坏血酸还原酶基因的

电子克隆［Ｊ］．大豆科学，２００７，２６（１）：４５５０．（ＬｉＸＸ，ＬｉＲ，

ＬｉＹＸ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｉｌｉｃｏｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｅ

ｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｃＤＮＡｆｒｏｍＧｌｙｃｉｎｅｍａｘ［Ｊ］．Ｓｏｙｂｅａｎ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００７，２６（１）：４５５０．）

［２９］孟宪萍，李晓晓，李雅轩，等．大豆尿黑酸叶绿基转移酶基因

的克隆与进化分析［Ｊ］，华北农学报，２００７，２２（４）：１４１８．

（ＭｅｎｇＸＰ，ＬｉＸＸ，ＬｉＹＸ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｉｌｉｃｏｃｌｏｎｉｎｇｏｆｈｏｍｏｇｅｎｔｉ

ｓａｔｅｐｈｙｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＡｃｔａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｅ

ＢｏｒｅａｌｉＳｉｎｉｃａ，２００７，２２（４）：１４１８．）

［３０］ＳａｙｅｒｓＥＷ，ＢａｒｒｅｔｔＴ，ＢｅｎｓｏｎＤＡ，ｅｔａｌ．Ｄａｔａｂａｓｅｒｅｓｏｕｒｃｅｓｏｆ

ｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅｉｃ

ＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００９，３７（Ｄａｔａｂａｓｅｉｓｓｕｅ）：



Ｄ５１５．

（上接第１９７页）

［９］　ＸｕｅＲＧ，ＸｉｅＨＦ，ＺｈａｎｇＢ．Ａｍｕｌｔｉｎｅｅｄｌｅａｓｓａｓｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒ

ｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＬｅｔ

ｔｅｒｓ，２００６，２８：１５５１１５５７．

［１０］ＭａｒｇｉｅＭＰ，ＪｕａｎＣＭ，ＡｎｄｒｅａＢＫ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄｃｏｔｙｌｅｄｏｎ

ａｒｙｎｏｄｅｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｅｘｐｌａｎｔｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｍａｔｕｒｅ

ｓｅｅｄｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｅｄｉａｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２００６，２５：２０６２１３．

［１１］ＭａｒｇｉｅＭＰ，ＳｈｏｕＨＸ，ＧｕｏＺＢ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ａｆｆｅｃｔｉｎｇａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｅｄｉａｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｔｈｅ

ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｅｘｐｌａｎｔ［Ｊ］．Ｅｕｐｈｙｔｉｃａ，２００４，１３６：１６７１７９．

［１２］吴静，李春俭，江荣风，等．缺硼对大豆幼苗形成和根瘤固氮活

性的影响［Ｊ］．华北农学报，１９９９，１４（２）：９６１０１．（ＷｕＪ，ＬｉＣ

Ｊ，ＪｉａｎｇＲＦ，ｅｔａ１．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｏｒｏｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｏｎｓｏｙｂｅａｎｇｒｏｗｔｈ

ａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＡｃｔａＡｇｒｉｃｕｈｕｒａｅＢｏｒｅａｌｉＳｉｎｉｃａ，

１９９９，１４（２）：９６１０１．）

［１３］屈红征，王丽萍，吴国良．植物硼素营养研究进展［Ｊ］．山西农

业大学学报，２００１，２１（２）：１７３１７６．（ＱｕＨＺ，ＷａｎｇＬＰ，ＷｕＧ

Ｌ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｔｈｅｓｔｕｄｙｏｎｂｏｒｏｎｎｕｔｒｉｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＳｈａｎｇｘｉＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００１，２１（２）：１７３１７６．）

［１４］刘鹏，杨玉爱．钼、硼浸种对大豆幼苗生理特性的影响［Ｊ］．浙

江大学学报，２００３，３０（１）：８３８８．（ＬｉｕＰ，ＹａｎｇＹＡ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｓｏａｋｉｎｇｏｆｍｏｌｙｂｄｅｎｕｍａｎｄｂｏｒｏｎｏｎｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆｓｏｙｂｅａｎｓｅｅｄｌｉｎｇ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００３，３０

（１）：８３８８．）

［１５］黄益宗．植物对硼素不足的反应及其成因探讨［Ｊ］．土壤与环

境，２００２，１１（４）：４３４４３８．（ＨｕａｎｇＹＺ．Ｐｌａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｂｏｒｏｎ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｏｒｉｇｉｎｏｆｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｏｉｌａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００２，１１（４）：４３４４３８．）

［１６］石磊，徐芳森．植物硼营养研究的重要进展与展望［Ｊ］．植物学

通报，２００７，２４（６）：７８９７９８．（ＳｈｉＬ，ＸｕＦＳ．Ｍａｉｎｐｒｏｇｒｅｓｓｅｓ

ｉｎｂｏｒｏｎｎｕｔｒｉｔｉｏｎｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｐｌａｎｔｓａｎｄｉｔｓｐｒｏｓｐｅｃｔｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ

ＢｕｌｌｅｔｉｎｏｆＢｏｔａｎｙ，２００７，２４（６）：７８９７９８．）

［１７］ＴａｋａｎｏＪＰ，ＫｙｏｋｏＭ Ｗ，ＴｏｒｕＦＷ．Ｂｏｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｍｅｃｈａ

ｎｉｓｍｓ：ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｏｎｏｆｃｈａｎｎｅｌｓａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ［Ｊ］．Ｔｒｅｎｄｓｉｎ

ＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００８，１３（８）：４５１４５７．

［１８］邓向阳，卫志明．大豆转化技术［Ｊ］．植物生理学通讯，１９９８，３４

（５）：３８１３８７．（ＤｅｎｇＸＹ，ＷｅｉＺＭ．Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，１９９８，３４

（５）：３８１３８７．）

［１９］ＭｅｕｒｅｒＣＡ，ＤｉｎｋｉｎｓＲＤ，ＣｏｌｌｉｎｓＧＢ．Ｆａｃｔｏｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｓｏｙｂｅａｎ

ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，１９９８，

１８：１８０１８６．


