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大豆转座子的研究现状及应用前景

刘宇原，付爱根，徐 敏

( 西北大学 生命科学学院，陕西 西安 710069)

摘 要:大豆基因组中约有 5 万基因，大部分基因的功能处于未知状态。转座子插入突变体库的应用可以为解码大

豆基因组中未知基因的功能提供研究平台，同时，也可以为创建有育种应用价值的大豆突变体种质资源库提供基础。

大豆基因组中 50% ～60%的组分为转座子，其中具有活性的且结构完整的转座子只有 Tgm9。大豆转座子突变体库

目前主要还是利用外源转座子来建立，但是开发并改进内源转座子，增加其跳跃能力及稳定性，可以成为构建突变体

库的一个新方向。本文主要介绍了大豆基因组中发现的各种转座子及其特点，并且重点讨论了外源转座子和大豆内

源转座子在大豆突变体库创建中的应用现状及应用前景。
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Ｒesearch Status and Application Prospect of Soybean Transposon
LIU Yu-yuan，FU Ai-gen，XU Min
( College of Life Science，Northwest University，Xi’an 710069，China)

Abstract: There are about 50 000 genes in the soybean genome，and the function of majority genes remains to be determined.
A comprehensive insertion mutant library could provide a platform for the functional characterization of unknown genes in soy-
bean genome，and it could also contribute a collection of soybean germplasm resources with a variety of breeding values.
Transposon works as a good tool for creating insertion mutants. In soybean，approximately 50% -60% of the genome are trans-
posons，including retrotransposons and DNA transposons，while except DNA transposable elements Tgm9，all the elements are
inactive. Many mutants were verified through transposon tagging experiment using T322，a soybean line containing active
Tgm9. Although several mutant libraries were made using transposons from other species through gene transformation，develo-
ping native elements and improving their activity and consistence shall provide a new method in soybean mutagenesis. In this
paper，we introduced transposons identified in soybean and the recent progress on applications of transposons in creating soy-
bean insertion mutants for soybean functional genomics studies and germplasm renovation.
Keywords: Soybean; Transposon; Mutant library; Functional genomics

大豆［Glycine max ( L. ) Merr.］是世界上最重

要的农作物之一，为人类提供了食物、饲料、生物燃

料等资源，在国民经济中占有重要地位。大豆基因

组是多重加倍后再二倍体化的结果，组成非常复

杂［1］;其全基因组序列初稿在 2010 年发布［2］，其中

转座子占有 60%左右［3］。大豆基因组拥有50 000

左右编码蛋白质的基因［2，4］，是模式植物拟南芥的

两倍，大部分基因的功能处于未知状态［5］。

创建高通量的 T-DNA 插入突变体库是功能基

因组学研究的最有力手段，在拟南芥［6］和水稻［7-9］

等高等植物中取得了成功，推动了植物分子生物学

的发展。T-DNA 插入突变体库的建立需要高效的

基因转化技术，而大豆的遗传转化体系效率低，时

间长，难以满足建立高通量的 T-DNA插入突变体库

的需要［10-11］。转座子插入突变体库的建立可以作

为一个有力的手段来解决这一问题，这种方法只需

要少量的启始基因转化植株，然后通过繁殖带有转

座子的转基因植株，让转座子在基因组内部跳跃，

即可产生众多的插入突变体［12］。利用转座子插入

技术，人们在各种植物［12-13］、动物［14］及微生物［15］中

创立了大量的突变体。目前，也有人已经开始利用

转座子在大豆中建立插入突变体库，为大豆的功能
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基因组研究和种质资源创新提供了新的方向。为
此，本文综述了大豆基因组中近年来报道过的转座

子的类型及特性，并介绍了利用转座子构建大豆突

变体库的最新进展，为大豆突变体库构建与种质资

源创新提供新的思路。

1 大豆转座子的分类与特性

转座子 ( transposon ) 又称跳跃因子 ( jump ele-

ment) ，是基因组上不必借助于同源序列就可以直

接从染色体上的一个位点移动到另一个位点的

DNA片段［16］，由 McClintock［17］首先在玉米中发现，

随后在各种生物的基因组中都有发现。转座子是

植物基因组中的重要组成部分，在细胞重塑基因组

的过程中扮演着重要的角色［18-19］。根据转座时的

中间介导分子类型及作用机制，转座子通常可以分

为两大类:一类转座子( class I) 与二类转座子( class

II) ［20］。一类转座子 ( class I ) 又名反转录转座子
( retrotransposon) ，或简称为反转座子 ( retroposon) ，

它们利用 ＲNA 分子为介导，通过“复制 － 粘贴”

( copy-paste) 形式进行转座。二类转座子( class II)

又为 DNA转座子，它们直接以 DNA分子为介导，通

常以“剪切 －粘贴”( cut-paste) 的形式进行转座［20］。

1. 1 大豆中的反转录转座子
反转录转座子采用“复制 －粘贴”( copy-paste)

形式进行转座，通常在植物基因组中具有很高的拷

贝数。根据结构，反转录转座子又可以分为 LTＲ

( Long terminal repeat，长末端重复序列) 与 non-LTＲ

两大类。LTＲ转座子与反转录病毒结构相似，两末

端具有序列极为相似的、互为正向重复的 LTＲ。

LTＲ区域长约几百到几千碱基对 ( base pair，bp) ，

区域的起始端( 常为 5'-TG-3') 与末端( 常为 5'-CA-

3') 互为反向重复 ［21］。两个 LTＲ 区域间存在一些

开放读码框 ( open reading frame，OＲF ) ，如: gag，

pol，env-like等，编码与转座相关的蛋白。LTＲ 反转

座子一般都有 gag 与 pol，有些 LTＲ 反转座子也具

有 env-like ( 类 env) ［22］。env 编码外壳蛋白，调节病

毒的感染性，含有 env-like OＲF 的反转座子有时也

被称为内源性反转录病毒 ( endogenous retrovir-

us) ［22］。开放读码框 gag与 pol编码的都是多蛋白，

即它们编码的多肽链最终会被切割、加工成多种具

有不同生物学功能的成熟肽段。gag 基因的最终蛋

白产物都是构成反转录病毒的核心蛋白，参与新病

毒正确组装及成熟过程［23］。pol基因编码的蛋白包

括蛋白酶、反转录酶 ( ＲT) 、整合酶 ( IN) 及 ＲNaseH
( ＲH) ，可以将反转录病毒的遗传物质( ＲNA) 或反

转录转座子的 ＲNA 中间产物转变为双链 DNA 分

子，再随机整合到寄主的基因组中［24］。根据 pol 基

因中 4 种蛋白编码序列的排列顺序，LTＲ 反转座子

又可以分为 Ty1 / copia和 Ty3 /gypsy两种亚类型［24］。

Non-LTＲ反转座子的结构中，顾名思义，没有 LTＲ

区域［21］，它们的结构与反转录病毒差别非常大。植

物中 non-LTＲ转座子主要有 LINE( long interspersed
nuclear element ) 与 SINE ( short interspersed nuclear

element) 两个亚类。

反转座子有一定的生物偏好性，non-LTＲ 反转

座子是哺乳动物的基因组中的常见元件［21］，如

LINE-1 元件在人类基因组中有大约500 000个拷贝，

占了全基因组序列的 17% ～ 20% ［25］ ;而 LTＲ反转

座子则为植物基因组中的主要类型［21］。

大豆中反转座子的主要类型也为 LTＲ。Du

等［3］通过生物信息学分析，从大豆基因组中鉴定出

了32 552个反转座子，其中32 370个为 LTＲ 反转座

子，为反转座子总量的 99%以上，占大豆核基因组
的 42%。根据序列与结构的相似性，这些 LTＲ反转

座子可以归类为 510 个家族，分属于 Ty1 / copia ( 157

个家族) 与 Ty3 /gypsy( 353 个家族) 两个亚型。这些
反转座子中，经过遗传与生化实验分析并报道过的

家族只有 4 个，包括: Ty1 / copia 亚型的 SIＲE1 及
Ty3 /gypsy 亚 型 的 Calypso、Diaspora 与 SNAＲE
［22，26-29］。不同的 LTＲ反转座子家族的拷贝数不同，

个别家族在基因组中占有相当大的比例。例如: Di-
aspora 家族转座子的总量达到了大豆基因组的
0. 5%［22，28］，更有甚者，SNAＲE家族有近 6 000 个拷

贝数，总序列占了大豆基因组的 12%，是大豆基因

组中最大的一个家族［29］。

SNAＲE 家族的转座子长度约 13 ～ 20 kb，其
LTＲ的长度大约为 1. 6 ～ 2. 2 kb，既有自主型元件
( autonomous element) ，也有非自主型元件 ( non-au-
tonomous element) 。反转座子中，只要具备所有与

转座有关的蛋白编码区，不论目前是否有转座活

性，都为自主型元件; 如果与转座有关的蛋白编码

区出现缺失，则为非自主型元件［24］。SNAＲE 家族

中有两种自主型反转座子 SAＲEA与 SAＲEB，但却只

有一类非自主型元件 SNＲE，起源于 SAＲEA［29］。不
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过，在漫长的进化中，SNＲE 的 LTＲ 区域与 SAＲEA与

SAＲEB的 LTＲ 区域发生互换，致使 SNＲE 的 LTＲ 序

列产生分歧，一部分与 SAＲEA相似，另一部分与

SAＲEB相似。SNAＲE家族另一个特征是序列中除了

含有 gag、pol 和 env-like OＲF 外，还有一个功能未

知、不为转座必需的 OＲF1，对于研究植物基因组中
LTＲ-反转座子的进化具有重要意义［30］。

1. 2 大豆中的 DNA转座子
根据转座的方式 DNA 转座子也可以分为两个

亚类:第一亚类的元件以“剪切 －粘帖”的方式进行
转座，在基因组中拷贝数较低，目前发现的大部分

的 DNA 转座子都属于此亚类; 但也有少部分的
DNA转座子可以通过“复制 －粘贴”的形式进行活
动，这些转座子归为第二亚类，例如: Helitron 元件，

Helitron元件中有 DNA 聚合酶 B 的基因，使元件以
DNA分子为中间介质进行转座［31］。植物中第一亚

类 DNA转座子有 6 大超级家族: Tc1 /Mariner、hAT、

Mutator、PIF /Harbinger、P 和 CACTA 家族［24］。它们

都具有特异的末端反向重复序列( Terminal inverted
repeat，TIＲ) ，转座子的两边有 2 ～ 8 bp 的目标位点

重复序列( Target site duplication，TSD) ，结构完整的
转座子序列中还含有编码转座酶的基因。另外，植

物基因组中还有大量有较难判定来源的微型反向

序 列 ( Miniature inverted transposable element，
MITE) 。它们是由各种 DNA转座子退化形成的，长

度只有几百个碱基对，两端含有末端重复序列。
MITE序列中所包含的信息一般不足以判定它们从

哪个家族退化而来，所以一般 MITE 的分类是根据

它们的 TIＲ序列的相似性与 TSD 的长度为依据，比
如 TSD长度为 3 bp 的 Tourist-like 元件和 TSD 长度

为 2 bp的 Stowaway元件［32］。

大豆基因组中 DNA转座子约有 6 000 个，占大

豆基因组的 16%左右 ［3］，其中 helitron 82 个、Tc1 /

mariner 9 个、hAT 65 个、Mutator 2 400 个、PIF /Har-

binger 90 个、CACTA 54 个，另外还有 MITE 元件约
3 000 个( Tourist 1 575 个、Stowaway 1 758 个) 。而

栽培大豆( Glycine max) 中克隆并分析过的转座子只

有: Soymar1、Tgm1 ～ Tgm7、Tgm-Express、Tgmt* 和
Tgm9［20，33-36］。除 Soymar1 以外，这些 DNA 转座子

都属于 CACTA 家族，而具有完整的转座子结构的

转座子只有 Tgmt* 和 Tgm9。Tgmt* 插入在类黄酮
3’羟化酶( F3’H) 基因中，导致大豆植株产生灰白

色的表皮毛［35］。Tgm9 插入在一个编码二氢黄酮醇
4-还原酶( DFＲ) 的基因 DFＲ2 中，导致大豆花色呈

白色，当它跳出后大豆花色回复紫色，因此含有

Tgm9 的大豆株系 T322 出现花色杂斑化现象［36］。

Tgmt* 和 Tgm9 应该从同一转座子进化而来，因为它

们的序列相似度达 99%以上，长度都为 20 548 bp，

包含以 5’-CACTA-3’起始的 5’-TIＲ和 3’-TIＲ，2 个

编码转座酶的基因 GmTNP1 和 GmTNP2。但有趣的

是两者之中只有 Tgm9 有转座活性，Tgmt* 具有完整

结构 却 失 去 转 座 活 性，其 中 原 因 目 前 还 不

清楚［35-36］。

野生大豆( Glycine soja) 中也曾经克隆出一个可

以跳跃的 CACTA 类转座子 Tgs1，不过此转座子中
没有转座酶基因，只有完整的 TIＲ末端，可能需要植

物中其他位点提供转座酶［37］。

Soymar1 是一个 Mariner元件，此种元件广泛存
在于人和一些无脊椎节肢动物( 例如: 涡虫、线虫)

中，一般在植物基因组中很少见。Mariner家族的转

座子片段大小相对较小，一般长度为 1 300 bp左右，

两侧有短的( 30 ～ 40 bp) 末端反向重复序列，转座子

内部有一个开放阅读框，编码 330 个氨基酸长度的
转座酶，此转座酶可以识别 ITＲ 序列以及切割转座

子，并使其插入到靶序列中［20］。

另外大豆中还有很多种不稳定系，如花色不稳定

系 W4-m与 wp-m［38-39］，种皮颜色不稳定系 r-m［40］，及

叶片颜色不稳定系 Y18-m［41］。目前已经从 w4-m位

点中克隆出了具有自主跳跃活性的转座子

Tgm9［36］，从 wp位点中克隆了无自主跳跃活性的转

座子 Tgm-Express1［34］，所以很可能 r-m 与 Y18-m 位

点也存在有活性的或 TIＲ完整的转座子。

2 大豆转座子的应用

目前大豆基因组序列测序与拼接已经基本完

成［2］，大豆基因组中大约有 45 000 ～ 50 000 个基

因，其中大部分的基因功能未知，因此创建较完善

的基因突变体库进行功能基因组研究对于大豆的

基础研究及育种都非常重要。创建大豆突变体库

可以使用化学试剂( 如 EMS) 对基因组 DNA 进行点

突变，再结合 TILLING 的方法筛选突变基因［42］; 也

可以利用物理射线，如快中子，对 DNA 进行缺失突

变，快中子辐射形成的缺失片段大小不一，1 bp 到
30 kb以上的缺失都有可能发生［43］。利用 EMS 与
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快中子等突变方式的优点是突变位点随机性强，但

它们的缺点也很明显，很难控制与检测一个突变植

株上的突变位点数、难以定位与克隆突变位点，这
些都为突变基因的鉴定及基因功能鉴定增加了难

度。诱导突变的另一种方式是利用转座子和 T-

DNA等 DNA元件在基因组中形成插入突变。由于
这些元件带有特异性的序列，所以在检测插入突变

位点与突变基因克隆方面更加简便。早在十几年

前，就有人利用 T-DNA在拟南芥和水稻中突变创造
了大量的突变体，为两者的功能基因组学奠定了良

好的基础［44-45］。不过，大豆单株结实率低，转化技

术较难且效率较低，单纯的使用 T-DNA突变来创建

大量突变体，以目前的技术很难做到［5］。转座子标

签技术利用转座子跳跃产生新的单拷贝插入突变，

也是一种常用的突变诱导技术，容易操作，新的突

变基因可以使用 TAIL-PCＲ 等技术进行快速鉴定，

是创立大豆突变体库的一个好途径［46］。

迄今，大豆中使用的转座子标签技术有两类:

一类是通过转基因技术将外源转座子转化到大豆

基因组中，利用它们的跳跃产生突变体［5，11，47］; 另

一类利用含活性内源性转座子的株系，通过自我繁

殖，产生突变体［48］。

2. 1 外源转座子在大豆中的应用
利用外源转座子来创建大豆突变体的常用手

段是通过转基因技术建立一个二元体系，此体系由

一个带非自主性转座子的转基因株系与一个带相

应转座酶基因的转基因株系组成。二者杂交后可
以产生既含有转座子又含有转座酶的株系，而此株

系中的非自主性转座子就能在转座酶的作用下进

行跳跃，形成新的插入突变［16，46］。目前开发的大豆

外源转座子突变体系有 3 个，它们分别利用了玉米

的 Ac /Ds系统［11］、水稻的 mPing系统［5］以及烟草反

转子 Tnt1 系统［47］作为突变原。

Mathieu等［11］在 2009 年将玉米的 Ac 转座酶
( AcTPase) 基因与 Ds 转座子分别转化到大豆中，得
到了 900 个左右 Ds转化株系，与 25 个带有 AcTPase

的转基因植株。但令人遗憾的是，两者杂交后所得
到的杂交植株发生转座现象的几率极低。水稻的

微型反向重复转座元件 mPing 长度只有 430 bp，在

水稻中具有高频率的转座活性及较高的拷贝数［49］。

mPing跳跃后一般在原位点上不留下足迹，不对原
位点序列造成任何影响。并且 mPing 的跳跃在外

源寄主拟南芥与酵母中( Saccharomyces cerevisiae) 也

有同样的特点［50］。Hancock 等［5］于 2011 年将 mP-

ing插入到 35S 启动子与报告基因 gfp 之间通过基

因枪技术转入到大豆基因组中，mPing 跳跃后，上游

的 35S启动子启动 gfp 基因的表达，植株在紫外光

下出现绿色荧光。mPing转基因株系与含编码转座
酶基因的转基因植株杂交形成的后代中确实可以

监测到活跃的 mPing 跳跃活动。但是，mPing 在大

豆中倾向于跳跃到原插入位点 2. 5 kb 以内的染色
体区域，这对建立全基因组的饱和突变体库是不

利的。

Tnt1 是烟草中的一个反转录转座子，在正常的

植物组织中是不活跃的，但是植物经过组织培养，

其基因组内的 Tnt1 可以被活化。Tnt1 转化到大豆

基因组后也能通过“copy-paste”方式进行转座活动，

每一代植株中，Tnt1 转座可以产生 4 ～ 20 个新的插

入位点［47］，并且 Tnt1 一般转座到大豆基因富集区，

有利于高效诱导基因的突变。但此种方法的缺陷
是，Tnt1 元件的活性必须通过组织培养活化，而组

织培养再生容易导致植物基因组出现各种染色体

变异，这增加了后期突变鉴定的复杂性。

2. 2 大豆内源性转座子的应用
有些栽培大豆中含有活跃的内源性转座子，如

T322 中所含的 Tgm9［36］。T322 中 Tgm9 插在基因
DFＲ2 的内含子中( 第 17 号染色体) ，它的活动导致
T322 出现不稳定花色性状。Tgm9 从原位点跳出

后，植株花色可以回复野生性状，这些回复株也会

因为 Tgm9 的重新插入而产生新的突变性状，已经

分离到的突变性状有新的花色、叶绿素减少、育性

改变、腐根等 ［48，51-56］。除了 T322 以外，栽培大豆中

还发现了另一些不稳定系，如种皮颜色、叶片颜色

不稳定系等［40-41］，但是尚未有人从中克隆到转

座子。

利用内源性转座子构建突变体库有很多优点:

第一，方法简单。只要大量栽培繁殖，从后代的回

复株系中筛选突变体。第二，Tgm9 的活性高。通
过多次独立实验的结果统计，T322 的生殖回复频率

为 4% ～ 6%，体细胞的回复率可高达 25%［36，57］。

第三，Tgm9 在染色体上重新插入的位点随机性强，

在由 Tgm9 转座后导致的众多新突变体中，只有 2

个插入到 Tgm9 原位点的临近位置［51］，其它的新突

变位点则随机分布在各条染色体上［52-56］。转座的
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随机性对于建立一个覆盖全基因组的插入突变体

库很重要。第四，Tgm9 是一个低拷贝数元件［36，56］，

以 Tgm9 的 3’末端区域为探针对酶解后代大豆基因

组进行 Southern分析，只能检测到 3 ～ 4 个条带，简

化了后期克隆突变基因的工作。

然而转座子 Tgm9 长度达到 20 kb左右，在繁殖

过程中，容易通过重组产生缺失等突变从而失去跳

跃能力。如在 Williams 82 中的 Tgm10 在序列上与
Tgm9 非常相似，但是失去了 3’末端区域。Tgm9 在

跳到新的位点时末端也容易丢失，这样加大克隆新

突变基因的难度［36］。另外，内源性的转座子还有可

能通过表观遗传机制失去跳跃活性。如 Tgmt* 的序

列与 Tgm9 基本相相同，结构非常完整，可是它不再

跳跃，其失活机制不是很清楚［35］。最后，Tgm9 所在

的 T322 并没有经过全基因组测序，遗传背景不十分

清楚，也限制了突变的性状的鉴定与基因的克隆。

上述这些缺陷，也许通过改造 Tgm9 可以得到

完善。例如将 Tgm9 进行一定的改造，再通过农杆

菌［58］或基因枪［59］等手段转化到目前遗传背景已经

比较清楚的 Williams 82 中。转化时也可以构建一

个二元体系，一个含有短的非自主性转座子，另一

个表达转座酶。野生大豆( Glycine soja) 中分离到的
Tgs1 就是一个可以跳跃的 4. 5 kb长的转座子，只含

完整的末端序列而没有转座酶的编码区，它的跳跃

应该就是利用了基因组中其他位点表达的转座

酶［37］。缩短的转座子可以减少转座子内部同源重

组而导致末端缺失的机率，有助于后期突变基因的

克隆。

3 结 语

大豆原产于中国，20 世纪 50 年代我国大豆总

产量位居世界第一位，但多年来我国大豆生产一直

停滞不前，大豆种植呈现递减形式，目前是世界上

最大的大豆进口国，对外依存度达到 85%以上。对

大豆的需求日益增长，而大豆生产能力不断萎缩，

这种现象威胁国家的粮食安全，引起了我国社会的

广泛担忧［60-61］。大豆是我国主要作物中单产低于

世界平均水平的唯一作物，而且品质也不太理想，

难以与进口大豆竞争。要想解决我国大豆的基本

需求，只能依靠科技的力量提高我国大豆的品质与

产量，其中潜力非常大。

传统育种技术、分子育种技术和转基因技术是

提高大豆生产的有力手段，但目前进度都非常缓

慢。这 3 种技术都依赖于可供利用的大豆优质品质
资源和对优良性状相关基因的了解。创建可供育
种利用的大豆品种资源和开发大豆优良性状相关

基因是目前大豆研究中最为紧迫的任务。为了解

决这两个关键问题，必须加强大豆的功能基因组学

的研究，才能为大豆的育种与生产提供坚实的基础。

在转化效率较低、基因组复杂的大豆中，转座
子标签技术是一个非常有效的分析大豆优良性状

相关基因的方法，同时也是一项优良的创建高通量

的大豆品种资源库的方法。目前利用外源转座子
所建立的几个突变体库虽然不是十分理想，但也表

现了一定的应用潜力。大豆内源性转座子特性优
良，可以克服外源转座子的不足，不过该系统的应

用还需要更进一步的深入优化。
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