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大豆脂肪酶 ＳＤＰ１ 生物信息学分析和基因编辑
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摘　 要:三酰甘油脂肪酶(Ｓｕｇｅｒ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ１ꎬＳＤＰ１)是一种脂解酶ꎬ在植物发育过程中发挥重要作用ꎮ 为发掘大豆

ＳＤＰ１ 基因的生物学功能ꎬ利用生物信息学分析方法对大豆 ＧｍＳＤＰ１ 基因的进化关系、保守基序和启动子区域的顺式

作用元件等进行分析ꎮ 利用基因编辑技术创制大豆 ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ突变体ꎬ对其编辑事件、含油量以及脂肪酸含量进行分

析ꎮ 结果表明:４ 个大豆 ＧｍＳＤＰ１ 基因与双子叶植物亲缘关系较近ꎬ保守结构域和蛋白二级结构高度相似ꎬ启动子区

域含有抗逆境胁迫以及激素相关的调控元件ꎮ 对 ＧｍＳＤＰ１ 在不同组织部位的表达量分析发现ꎬＧｍＳＤＰ１ 在子叶、叶片

和花等部位表达较高ꎮ 运用 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 基因编辑技术创制大豆 Ｗｉｌｌｉｍａｓ ８２ 品种的 ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ突变体ꎬ设计 １ 条靶

向目的基因 ＧｍＳＤＰ１￣１ 的特异靶点ꎬ构建 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 敲除载体ꎮ 毛根转化试验的阳性大豆毛状根编辑效率

达到 ５６. ５２％ ꎮ 大豆稳定转化的 Ｔ１代基因编辑阳性植株编辑效率为 １. ５％ ꎬ选取 ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ突变体做进一步表型分析

表明ꎬ油酸含量极显著降低ꎬ亚麻酸含量极显著升高ꎮ 研究结果为深入研究 ＧｍＳＤＰ１ 基因的功能和调控机制提供了
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　 　 大豆中含有大量的油脂ꎬ被称为油料作物[１]ꎮ
籽粒中的油脂主要以三酰甘油 ( ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ
ＴＡＧ)的形式存在ꎬ具有 ３ 个脂肪酸分子与 １ 个甘

油分子酯键结合的结构ꎬ是一种中性脂质[２] ꎮ 三酰

甘油以被单层磷脂膜包围的油体(Ｏｉｌ ＢｏｄｙｓꎬＯＢ)
或脂滴(Ｌｉｐｉｄ ＤｒｏｐｌｅｔｓꎬＬＤ)的形式存在[３] ꎮ 植物油

脂的生物合成途径包括:质体中脂肪酸的合成、酰
基的转移和内质网中三酰甘油的合成[４] ꎮ 三酰甘

油的生物合成主要是通过肯尼迪途径ꎬ在内质网中

发生 ３ 步酰基化反应:第一步ꎬ甘油￣３￣磷酸酰基转

移酶酰基化 ３￣磷酸甘油ꎬ生成溶血磷脂酸ꎻ第二步ꎬ
溶血磷脂酸酰基转移酶催化产生磷脂酸ꎬ在磷脂

酸磷酸酶催化产生二酰甘油ꎻ第三步ꎬ酰基辅酶Ａ∶
二酰甘油酰基转移酶酰基化二酰甘油ꎬ产生三酰甘

油[５￣７] ꎮ
植物三酰甘油主要储存在种子和花瓣等组织
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中[８￣１０]ꎮ 植物在进行光合作用自养之前ꎬ通过分解

三酰甘油为种子萌发和幼苗发育提供能量[２]ꎮ 三

酰甘 油 的 水 解 是 由 三 酰 甘 油 脂 肪 酶 ( Ｓｕｇｅｒ￣
Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ１ꎬＳＤＰ１)催化三酰甘油分解产生游离脂肪

酸(Ｆａｔｔｙ ＡｃｉｄｓꎬＦＦＡ)和甘油[１１]ꎬ游离脂肪酸再被转

移到乙二醛体ꎬ转化为酰基辅酶 Ａꎬ最终通过乙醛酸

循环和糖异生作用转化为糖[１２￣１４]ꎮ ＳＤＰ１ 是催化三

酰甘油降解的关键酶ꎬ在植物油脂代谢调控中起着

重要作用[１５]ꎮ
根据植物脂肪酶保守序列的特点ꎬ将脂肪酶分

为两个亚族:一个亚族含有 ＧＤＳＬ￣ｍｏｔｉｆ 结构ꎻ另一

个亚族包含 ＧＸＳＸＧ￣ｍｏｔｉｆꎬ丝氨酸是 ＧＸＳＸＧ￣ｍｏｔｉｆ 的
活性中心和催化位点[１６]ꎮ 从结构上来说ꎬＳＤＰ１ 具

有两种结构域:ＳＤＰ１ 编码的酶蛋白拥有特异性的

ｐａｔａｔｉｎ 结构域和未知功能的 ＤＵＦ３３３６[１５]ꎬｐａｔａｔｉｎ 结

构域 包 含 ＧＸＳＸＧ￣ｍｏｔｉｆꎬ 因 此 ＳＤＰ１ 是 归 类 于

ＧＸＳＸＧ￣ｍｏｔｉｆ 亚族的脂肪酶ꎮ Ｐａｔａｔｉｎ 是一种储存蛋

白ꎬ具有脂酰基水解酶的酶活性ꎬ催化膜脂质中脂

肪酸的裂解[１７]ꎬ能够被丝氨酸酯酶抑制剂和钙非依

赖性磷酸脂酶 Ａ２ 抑制剂所抑制[１８]ꎮ ＡｔＳＤＰ１ 定位

在油体表面[１９]ꎬ拟南芥 ｓｄｐ１ 突变体影响幼苗萌发

后的生长速率[１１]ꎮ ＲＮＡｉ 抑制油菜 ＢｎＳＤＰ１ 的表

达ꎬ影响种子活力ꎬ使油含量增高 ８％ [２０]ꎮ ＲＮＡｉ 抑
制麻风树 ＪｃＳＤＰ１ꎬ使三酰甘油含量增加 ３０％ ꎬ蛋白

质和游离脂肪酸含量减少[２１]ꎮ ＲＮＡｉ 抑制烟草中

ＮｔＳＤＰ１ꎬ使淀粉含量下降ꎬ三酰甘油含量增加至

２９􀆰 ８％ [２２]ꎮ 利 用 ＲＮＡｉ 抑 制 大 豆 ＧｍＳＤＰ１￣１ 和

ＧｍＳＤＰ１￣２ꎬ使种子重量、总脂质和脂肪酸含量增加ꎻ
利用 ＲＮＡｉ 抑制大豆 ＧｍＳＤＰ１￣３ 和 ＧｍＳＤＰ１￣４ꎬ使脂

肪酸含量增加[２３]ꎮ
前人对大豆 ＧｍＳＤＰ１ 的生物信息学分析及利

用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术编辑大豆 ＧｍＳＤＰ１￣１
基因的相关研究较少ꎮ 本研究通过生物信息学鉴

定 ＧｍＳＤＰ１ 基因家族成员ꎬ并对其进化关系、蛋白

结构、启动子区顺式作用元件和组织特异性表达情

况等进行分析ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术编

辑 ＧｍＳＤＰ１￣１ 基因ꎬ转化大豆毛状根ꎬ验证编辑靶点

的有效性ꎬ对其进行稳定转化ꎬ分析 Ｔ１代 ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ

突变体含油量和脂肪酸含量的变化ꎬ为进一步发掘

ＧｍＳＤＰ１ 基因生物学功能提供参考ꎬ为提高大豆产

量和质量提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

用于毛根转化的受体大豆品种为东农 ５０ꎬ稳定

转化的受体大豆品种为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ꎮ 菌株 ＤＨ５α、

ＥＨＡ１０５ 和 Ｋ５９９ 购自上海唯地公司ꎮ 高保真聚合

酶 ＫＯＤ 为日本东洋纺公司生产ꎬＣ１１５ 连接酶购自

诺唯赞公司ꎬＰｍｅ Ｉ 酶和 Ｂｓａ Ｉ 酶购自 ＮＥＢ 公司ꎬ试
剂盒购自天根公司ꎬＢ５ 培养基等植物培养基均购自

Ｃｏｏｌａｂｅｒ 公司ꎬ化学试剂购自鑫宝来公司和泉瑞试

剂公司ꎮ
１. ２　 方法

１. ２. １　 ＳＤＰ１ 基因家族进化树分析　 为了比较植物

中 ＳＤＰ１ 基因家族的进化关系ꎬ在 Ｔａｉｒ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ)数据库下载拟南芥 ＡｔＳＤＰ１ 蛋

白序列ꎬ利用 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )基

因组数据库和 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ ｖ１３ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ￣
ｎｅｘｔ. ｊｇｉ. ｄｏｅ. ｇｏｖ / )在线网站进行 ＢＬＡＳＴꎬ下载植物

ＳＤＰ１ 基因序列以及蛋白质序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７. ０ 软

件的邻接法构建 ＳＤＰ１ 的进化树ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设置为

１ ０００ 次ꎮ
１. ２. ２　 ＧｍＳＤＰ１ 理化性质分析、染色体定位以及亚

细胞定位预测 　 在 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ ｖ１３ 数据库查找大豆

ＧｍＳＤＰ１ 基因染色体位置ꎮ 利用 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
在线网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析

大豆 ＧｍＳＤＰ１ 的蛋白等电点、相对分子质量、不稳定

指数、脂肪系数、平均亲疏水性和氨基酸数目ꎮ 利

用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / )在线网

站对大豆 ＳＤＰ１ 蛋白进行亚细胞定位预测ꎮ
１. ２. ３ 　 ＧｍＳＤＰ１ 基因结构和保守基序分析 　 使用

ＧＳＤＳ 软件 ( ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｇａｏ￣ｌａｂ. ｏｒｇ / ) 绘制大 豆

ＧｍＳＤＰ１ 基因结构图ꎬ分析 ＧｍＳＤＰ１ 基因的结构特

征ꎮ 利用在线软件 ＭＥＭＥ(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / )
对 ＧｍＳＤＰ１ 的保守序列进行预测ꎬ采用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件

绘制保守序列图ꎮ
１. ２. ４　 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白质二级、三级结构预测　 利用

ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ / ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ. ｈｔｍｌ)在线

网站预测和分析 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白的二级结构ꎮ 利用

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )构
建 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白的三级结构模型ꎮ
１. ２. ５ 　 ＧｍＳＤＰ１ 启动子顺式作用元件分析 　 在

Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ ｖ１３ 数据库下载大豆的 ＧｍＳＤＰ１ 转录起

始位点上游 １ ５００ ｂｐ 序列作为基因的启动子区ꎮ 利

用 ｐｌａｎｔＣＡＲＥ(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ /
ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )在线数据库预测 ＧｍＳＤＰ１
启动子包含的光响应及激素响应等相关顺式作用

元件ꎮ
１. ２. ６　 ＧｍＳＤＰ１ 组织特异性表达分析　 在 ＳｏｙＯｍｉｃｓ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｇｄｃ. ｃｎｃｂ. ａｃ. ｃｎ / ｓｏｙｏｍｉｃｓ / ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ /
ｔｉｓｓｕｅｓ)数据库中进行 ＧｍＳＤＰ１ 基因的组织部位表
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达分析ꎬ查询并下载大豆 ＧｍＳＤＰ１ 不同发育阶段表

达谱的数据ꎮ 对 ＧｍＳＤＰ１ 基因表达量进行归一化

(Ｚ￣ｓｃｏｒｅ)处理ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 和 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ 软

件绘制 ＧｍＳＤＰ１ 组织特异性表达热图ꎮ
１. ２. ７ 　 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 载体构建 　 利用同源

重组方法[２４]进行 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体构建ꎬ将连接成

功的载体转入大肠杆菌菌株 ＤＨ５αꎬ加 ７００ μＬ 液体

ＬＢ 培养基培养 １ ｈꎬ利用特异性引物 ＧｍＳＤＰ１￣１￣Ｆ
和 ＪＰＣＲ￣Ｒ 进行菌液 ＰＣＲ 鉴定阳性单克隆[２４]ꎬ
Ｓａｎｇｅｒ 测序(六合华大测序公司)ꎮ 将测序正确的

阳性菌液提取质粒(所用试剂盒为天根质粒小提试

剂盒)ꎮ
１. ２. ８　 大豆毛根转化　 将测序正确的大肠杆菌质

粒转入 Ｋ５９９ 感受态细胞中ꎮ 使用氯气对大豆东农

５０ 种子灭菌后播种在萌发培养基[２４] 中ꎬ置于无菌

培养室中培养约 ７ ｄꎬ切取培养后大豆的子叶ꎬ放入

ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 农杆菌菌液中ꎬ暗培养约 ５ ｄꎬ
转入发根培养基[２４]中ꎬ培养至伤口处长出一定量的

根毛ꎬ收获 ４６ 条转基因毛状根ꎮ
１. ２. ９ 　 编辑靶点有效性检测　 利用 ＮＣＢＩ 在线网

站和 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件ꎬ根据 ＧｍＳＤＰ１￣１ 基因 ＤＮＡ 序

列设计特异的靶点检测引物 ＴＹＫＺ１￣Ｆ 和 ＴＹＫＺ１￣Ｒ
(表 １)ꎮ 使用植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取毛

状根的 ＤＮＡ 并进行 ＰＣＲ 反应[２５]ꎬ统计编辑事件以

及靶点的编辑效率ꎮ 对 ＰＣＲ 产物进行测序ꎬ并对测

序结果进行峰图和序列比对分析ꎮ

表 １　 供试引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｅｘｔ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列(５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)
用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＧｍＳＤＰ１￣１￣Ｆ ＧＴＣＡＡＡＣＡＣＴＧＡＴＡＧＴＴＴＡＡＡＣＴＧＡＡＧＧ 载体构建

ＧｍＳＤＰ１￣１￣Ｒ ＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣＡＡＴＣＡＧＡＧＴＴＧＣＡＧＡＣＣＡＴＴＣＡＡＴＣＣＡＴＧＴＧＧＴＧＧＣＡＣ 载体构建

ＪＰＣＲ￣Ｒ ＡＡＴＴＧＧＣＧＣＡＣＧＣＧＣＴＡＣ 菌液 ＰＣＲ

ＴＹＫＺ１￣Ｆ ＴＡＴＣＡＴＡＴＡＣＴＴＴＴＴＧＴＧＣＴＧＴＣＧＡＡ 特异扩增 ＧｍＳＤＰ１￣１ 靶点

ＴＹＫＺ１￣Ｒ ＧＴＧＡＴＴＧＡＣＧＴＴＧＡＡＣＡＡＣＴＣ 特异扩增 ＧｍＳＤＰ１￣１ 靶点

１. ２. １０　 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 载体稳定转化　 采用

农杆菌介导大豆子叶节稳定转 化 方 法[２５]ꎬ 将

ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 质粒转至农杆菌 ＥＨＡ１０５ 感受

态细胞中ꎬ将灭菌过的大豆 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 种子放置在

萌发培养基上培养 １６ ｈꎬ取培养后的大豆子叶ꎬ放入

ＥＨＡ１０５ 菌液摇 １ ｈꎬ置于共培养培养基[２４]ꎬ２５ ℃培

养约 ５ ｄꎬ进行继代培养ꎬ外植体生根后进行移栽ꎬ直
至收获 Ｔ１转基因种子ꎮ
１. ２. １１　 转基因种子含油量和脂肪酸含量分析　 利

用气相色谱仪(岛津ꎬＧＣＭＳ￣ＱＰ２０１ＰＬＵＳ)测定 Ｔ１代

ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ大豆种子的含油量和脂肪酸含量ꎬ以

Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 种子作为对照ꎬ３ 次生物学重复ꎬ分析棕

榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和亚麻酸含量ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 植物 ＳＤＰ１ 基因家族的进化树分析

以拟南芥 ＡｔＳＤＰ１ 作为参考序列ꎬ鉴定出 １６ 种

作物的 ＳＤＰ１ 基因ꎮ 利用鉴定出的蛋白序列构建的

ＳＤＰ１ 基因家族系统发育树如图 １ 所示ꎮ 由于对

ＳＤＰ１ 基因家族相关研究较少ꎬ因此部分物种参照

前人文献命名方式ꎬ例如拟南芥[１９]、大豆[２３] 以及油

菜 ＢｎａＳＤＰ１[２０]等ꎬ另一部分依据与模式植物拟南芥

ＡｔＳＤＰ１ 的同源性进行命名ꎮ 大多数物种包含 ２ 个

ＳＤＰ１ 基因ꎬ向日葵包含 ３ 个 ＨａＳＤＰ１ 基因ꎬ大豆

ＧｍＳＤＰ１ 因成员较多ꎬ在大豆全基因组中共鉴定了

４ 个 ＧｍＳＤＰ１ 基因ꎬ这可能与大豆的全基因组复制

有关ꎮ 通过 ＳＤＰ１ 基因家族的系统发育进化树分析

发现ꎬ１６ 种作物总计 ３０ 个基因ꎬ共分为 ２ 个亚族ꎬ
单子叶作物一个亚族ꎬ双子叶作物一个亚族ꎬ其中ꎬ
大豆分属于双子叶的亚族ꎬ 大 豆 ＧｍＳＤＰ１￣１ 和

ＧｍＳＤＰ１￣２ 同源性较高ꎬＧｍＳＤＰ１￣３ 和 ＧｍＳＤＰ１￣４ 同

源性较高ꎬ４ 个 ＧｍＳＤＰ１ 基因与拟南芥和向日葵等

双子叶植物亲缘关系较近ꎬ与水稻和高粱等单子叶

植物亲缘关系较远ꎮ
２. ２　 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白质理化性质分析以及亚细胞定

位预测

　 　 如表 ２ 所示ꎬ４ 个大豆 ＧｍＳＤＰ１ 基因分布在 ４
条不同的染色体上ꎮ ＧｍＳＤＰ１ 基因编码蛋白的氨基

酸数量为 ８０５ ~ ８５４ ａａꎬ分子量为 ９１. ０３７ ~ ９６. １８７
ｋＤａꎬ等电点为 ６. ３９ ~ ８. ５７ꎮ ＧｍＳＤＰ１￣１ 和 ＧｍＳＤＰ１￣２
蛋白呈弱酸性ꎬＧｍＳＤＰ１￣３ 和 ＧｍＳＤＰ１￣４ 蛋白呈弱碱

性ꎮ 大豆 ＧｍＳＤＰ１ 基因所编码的蛋白质均为亲水

性蛋白ꎬ平均亲疏水性值约 － ０. ３０５ ５ꎮ 亚细胞定位

预测显示 ４ 个 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白被定位到细胞核、细胞

质以及内质网ꎬ说明 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白可能在多种细胞

器中发挥功能ꎮ
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　 　 注:红色字体表示大豆 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白ꎮ Ａｔ. 拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)ꎻＡｈ. 花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ )ꎻ
Ｂｎａ. 油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)ꎻＢｒａ. 白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ)ꎻＧｈ. 陆地棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ)ꎻＧｍ. 大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)ꎻ
Ｊｃ. 麻风树( Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)ꎻＲｃ. 蓖麻(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ )ꎻＣｓａ. 亚麻荠(Ｃａｍｅｌｉｎａ ｓａｔｉｖａ )ꎻＳｉ. 芝麻( Ｓｅｓａｍｕｍ
ｉｎｄｉｃｕｍ)ꎻＨａ. 向日葵(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ)ꎻＮｔ. 烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)ꎻＳｂ. 高粱( Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ)ꎻＯｓ. 水稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)ꎻＰｖ. 开心果(Ｐｉｓｔａｃｉａ ｖｅｒａ)ꎻＺｍ. 玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｏｎｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＳＤＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ａｈ. Ｐｅａｎｕｔ ( Ａｒａｃｈｉｓ

ｈｙｐｏｇａｅａ)ꎻ Ｂｎａ. Ｒａｐｅｓｅｅｄ(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)ꎻ Ｂｒａ. Ｅｕｒａｓｉａｎ ｐｌａｎ(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ)ꎻ Ｇｈ. Ｃｏｔｔｏｎ(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ)ꎻ
Ｇｍ. Ｓｏｙｂｅａｎ(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)ꎻ Ｊｃ. Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓꎻ Ｒｃ. Ｃａｓｔｏｒ(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ)ꎻ Ｃｓａ. Ｃａｍｅｌｉｎａ ｓａｔｉｖａꎻ Ｓｉ. Ｓｅｓａｍｕｍ
ｉｎｄｉｃｕｍꎻ Ｈａ. Ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ (Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ)ꎻ Ｎｔ. Ｔｏｂａｃｃｏ (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)ꎻ Ｓｂ. Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒꎻ Ｏｓ. Ｒｉｃｅ
(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)ꎻ Ｐｖ. Ｐｉｓｔａｃｉａ ｖｅｒａꎻ Ｚｍ. Ｃｏｒｎ(Ｚｅａ ｍａｙｓ) .

图 １　 植物 ＳＤＰ１ 基因家族系统进化树

Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｐｌａｎｔ ＳＤＰ１ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

表 ２　 ＧｍＳＤＰ１ 家族蛋白理化性质分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

基因名

Ｇｅｎｅ
登录号

Ｇｅｎｅ ＩＤ

染色体

编号

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
Ｎｏ.

氨基酸

长度

Ｌｅｎｇｔｈ / ａａ

分子量

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ / ｋＤａ

等电点

Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｐｏｉｎｔ

疏水性

平均值

ＧＲＡＶＹ

亚细胞定位

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＧｍＳＤＰ１￣１ Ｇｌｙｍａ. ０２Ｇ１９００００. １ Ｃｈｒ０２ ８０５ ９１. ０３７ ８. ５７ － ０. ２８９ 细胞核、细胞质、叶绿体

ＧｍＳＤＰ１￣２ Ｇｌｙｍａ. １０Ｇ１０５２００. １ Ｃｈｒ１０ ８５４ ９６. １８７ ７. ６７ － ０. ３４６ 细胞核、质膜、叶绿体

ＧｍＳＤＰ１￣３ Ｇｌｙｍａ. １９Ｇ１３２９００. １ Ｃｈｒ１９ ８４０ ９４. ５６１ ６. ３９ － ０. ３０２ 细胞核、内质网、细胞质

ＧｍＳＤＰ１￣４ Ｇｌｙｍａ. ０３Ｇ１３０９００. １ Ｃｈｒ０３ ８４４ ９４. ８２６ ６. ３９ － ０. ２８５ 细胞核、内质网、细胞质

２. ３　 ＧｍＳＤＰ１ 基因结构和保守基序分析

ＧｍＳＤＰ１ ~ ４ 基因编码的蛋白均含有 ２ 个结构

域:一个是 Ｃ 端的 ＤＵＦ３３３６(ＰＦ１１８１５)结构域ꎬ由
１４３ ~ ２２７ 个左右氨基酸残基组成ꎬ具有未知功能ꎻ
另一个是 Ｎ 端的 Ｐａｔａｔｉｎ(ＰＦ０１７３４)结构域ꎬ由 ２２４

个左右氨基酸残基组成ꎬ且含有高度保守的脂肪酶

基序(ＧＸＳＸＧ)ꎬ只是出现的位置略有差异(图 ２Ａ)ꎮ
分析 ＧｍＳＤＰ１ 的基因结构发现外显子数量均为 ３ 个

(图 ２Ｂ)ꎮ 分析 ＧｍＳＤＰ１ 氨基酸序列进行共鉴定出

２０ 个相似结构保守基序(ｍｏｔｉｆ)(图 ２Ｃ)ꎮ
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　 　 注:Ａ. 大豆 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白的保守结构域分析ꎻＢ. 大豆 ＧｍＳＤＰ１ 基因结构分析ꎻＣ. 大豆 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白保

守基序分析ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＳＤＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｂ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＳＤＰ１ꎻ Ｃ. Ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＳＤＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ２　 ＧｍＳＤＰ１ 家族成员保守结构域、基因结构和保守基序分析

Ｆｉｇ. ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ

２. ４　 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白质二级和三级结构预测

大豆 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白的二级结构预测结果如表 ３
和图 ３Ａ 所示ꎬα￣螺旋与 β￣折叠的分布位置均存在

一定差异ꎮ α￣螺旋占 ４７. ５１％ ~ ４９. ６９％ ꎬ无规则卷

曲占 ３５. ９０％ ~３８. ７６％ꎬ延长链占 ８. ５７％ ~１０􀆰 ３１％ꎬ

β￣折叠占 ３. ９３％ ~ ４. ８４％ ꎬ大豆 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白以 α￣
螺旋和无规则卷曲为主ꎮ 由图 ３Ｂ 可知ꎬ 大豆

ＧｍＳＤＰ１ 家族中 ＧｍＳＤＰ１￣３ 和 ＧｍＳＤＰ１￣４ 蛋白的二

级结构相似ꎬＧｍＳＤＰ１￣２、ＧｍＳＤＰ１￣３ 和 ＧｍＳＤＰ１￣４ 蛋

白的三级结构相似ꎮ

表 ３　 大豆 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白二级结构的氨基酸数目和比例

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ 单位:％

蛋白质名称

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ
α￣螺旋占比

α￣ｈｅｌｉｘ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
延长链占比

Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
β￣折叠占比

β￣ｔｕｒｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
无规则卷曲占比

Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ＧｍＳＤＰ１￣１ ４９. ６９ ９. ５７ ４. ８４ ３５. ９０

ＧｍＳＤＰ１￣２ ４７. ５４ ８. ９０ ４. ８０ ３８. ７６

ＧｍＳＤＰ１￣３ ４８. ８１ ８. ５７ ３. ９３ ３８. ６９

ＧｍＳＤＰ１￣４ ４７. ５１ １０. ３１ ４. ６２ ３７. ５６



５８　　　 大 豆 科 学 ２ 期

　 　 注:Ａ. ＧｍＳＤＰ１ 蛋白的二级结构ꎻＢ. ＧｍＳＤＰ１ 蛋白的三级结构ꎮ 蓝色区域为 α￣螺旋结构ꎻ红
色区域为延伸链结构ꎻ绿色区域为 β￣折叠结构ꎻ紫色区域为无规则卷曲结构ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｂ. Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｂｌｕｅ
ｒｅｇｉｏｎ ｉｓ α￣ｈｅｌｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ ｒｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｉｓ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｃｈａｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ ｇｒｅｅｎ ｒｅｇｉｏｎ ｉｓ β￣ｆｏｌｄｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ
ｐｕｒｐｌｅ ｒｅｇｉｏｎ ｉｓ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｃｏｉｌｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ.

图 ３　 ＧｍＳＤＰ１ 蛋白的二级结构与三级结构预测

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２. ５　 ＧｍＳＤＰ１ 启动子顺式作用元件分析

如图 ４ 所示ꎬＧｍＳＤＰ１ 基因启动子中顺式作用

元件中有 ４ 类响应元件ꎬ包括:激素响应元件 ２２ 个

(１ 个 ＡＢＲＥ、５ 个 ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ、 ５ 个 Ｐ￣ｂｏｘ、 １ 个

ＴＣＡ、５ 个 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ、２ 个 ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 和 ３ 个

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ胁迫响应元件 １１ 个(９ 个 ＡＲＥ 和 ２
个 ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ)ꎻ组织特异性表达响应元件 ２ 个

(１ 个 ＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 和 １ 个 Ｏ２￣ｓｉｔｅ)ꎻ光响应元件 ６ 个

(２ 个 Ｇ￣ｂｏｘ、１ 个 Ｉ￣ｂｏｘ、２ 个 Ｍｙｂ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ 和 １ 个

ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ)ꎮ

　 　 注:Ａ. ＧｍＳＤＰ１￣１ 启动子顺式作用元件所在具体位置ꎻＢ. ＧｍＳＤＰ１￣１ 启动子顺式作用

元件中响应元件的数量ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＧｍＳＤＰ１￣１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ Ｂ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧｍＳＤＰ１￣１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ.

图 ４　 ＧｍＳＤＰ１ 家族成员启动子顺式作用元件

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ
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２. ６　 ＧｍＳＤＰ１ 基因的组织特异性表达分析

如图 ５ 所示ꎬ４ 个 ＧｍＳＤＰ１ 在不同组织部位均

有表达ꎮ ＧｍＳＤＰ１￣１ 在花的发育过程中的表达量较

高ꎬ最高的时期是在叶片发育的第 ３ 阶段ꎻＧｍＳＤＰ１￣２
在花和子叶发育过程中表达量较高ꎬ最高的时期是

在子叶发育的第 １ 阶段ꎻＧｍＳＤＰ１￣３ 在花的发育过

程中的第 ２ 阶段表达量最高ꎻＧｍＳＤＰ１￣４ 在根和花

的发育过程中表达量较高ꎬ最高的时期是在花发育

的第 ５ 阶段ꎮ ４ 个 ＧｍＳＤＰ１ 基因在花的发育过程中

均为高表达ꎮ ＧｍＳＤＰ１￣１ 和 ＧｍＳＤＰ１￣２ 在根中的表

达量较低ꎬ而 ＧｍＳＤＰ１￣３ 和 ＧｍＳＤＰ１￣４ 在根中表达

量较高ꎮ ＧｍＳＤＰ１￣１ 和 ＧｍＳＤＰ１￣４ 在子叶脱落过程

中表达量均增加ꎬ而 ＧｍＳＤＰ１￣２ 和 ＧｍＳＤＰ１￣３ 在子

叶脱落过程中表达量均降低ꎮ

　 　 注:Ａ. ＧｍＳＤＰ１ 在不同组织部位的表达热图ꎻＢ. ＧｍＳＤＰ１ 在不同组织部位的表达模式图ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎꎻ Ｂ. Ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ.

图 ５　 ＧｍＳＤＰ１ 基因的组织特异性表达分析

Ｆｉｇ. ５　 Ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍＳＤＰ１ ｇｅｎｅｓ

２. ７　 基因敲除载体毛状根转化及编辑靶点有效性

通过 ＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ９ 技术构建 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１
敲除载体ꎬ线性载体如图 ６Ａ 所示ꎮ 利用特异性引

物 ＧｍＳＤＰ１￣１￣Ｆ 和 ＪＰＣＲ￣Ｒ 对转化后的大肠杆菌进

行菌液 ＰＣＲꎬ检测出 ２ 个阳性单克隆的 ｐＧＥＳ２０１￣
ＧｍＳＤＰ１￣１ 载体(图 ６Ｂ)ꎮ 测序结果证明载体已构

建成功ꎬ并用于后续的大豆毛状根转化(图 ６Ｃ)ꎮ

以转化得到的 ４６ 条转基因大豆毛状根 ＤＮＡ 为模

板ꎬ利用引物 ＴＹＫＺ１￣Ｆ 和 ＴＹＫＺ１￣Ｒ 扩增靶基因目

的片段ꎬＳａｎｇｅｒ 测序结果显示ꎬ４６ 条大豆毛状根中

有 ２６ 条呈现阳性结果ꎬ在 ＧｍＳＤＰ１￣１ 的靶点处出现

不同的编辑结果ꎬ说明此靶点能被有效编辑ꎬ且编

辑效率为 ５６. ５２％ ꎬ其中碱基的替换和碱基的插入

和缺失的效率均为 ２８. ２６％ (表 ４)ꎮ
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　 　 注:Ａ. ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 线性载体图谱ꎻＢ. ＰＣＲ 验证重组质粒(Ｍ 为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２ ｋｂꎬ１ ~ ２ 泳道是

阳性单克隆菌落)ꎻＣ. 载体 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 转化大豆毛状根(１ 为大豆萌发、２ 为共培养、３ 为毛状根的生

长)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ ｌｉｎｅａｒ ｖｅｃｔｏｒ ｍａｐｐｉｎｇꎻ Ｂ. ＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ(Ｍ: ２ ｋｂ

ｌａｄｄｅｒ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ Ｌａｎｅｓ １￣２ ａｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ)ꎻ Ｃ. Ｖｅｃｔｏｒ ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｓｏｙｂｅａｎ
ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ (１ ｉｓ ｓｏｙｂｅａｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬ ２ ｉｓ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅꎬ ３ ｉｓ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ) .

图 ６　 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 载体构建与大豆毛状根的转化

Ｆｉｇ. ６　 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ

表 ４　 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１ 毛状根编辑结果统计

Ｔａｂｌｅ ４　 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｅｄｉｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

编辑载体

Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ ｖｅｃｔｏｒ

测序样品数量和效率

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

编辑类型(５′￣３′)
Ｅｄｉｔ ｔｙｐｅ (５′￣３′)

编辑序列变化分析

Ｅｄｉｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｃｈａｎｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 东农 ５０ ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＴＴＣＧＧＡ

碱基替换

(１３ / ４６ ＝ ２８. ２６％ )
ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＴＴＧＧＧＡ Ｃ￣Ｇ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＴＴＣＧＧＧ Ａ￣Ｇ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＧＧＧＧ Ｔ￣Ａ、Ｃ￣Ｇ、Ａ￣Ｇ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＴＧＣＧＧＧ Ｔ￣Ａ、Ｔ￣Ｇ、Ａ￣Ｇ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＣＧＧＧ Ｔ￣Ａ、Ａ￣Ｇ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＴＴＣＧＧＣ Ａ￣Ｃ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＧＧＧＴ Ｔ￣Ａ、Ａ￣Ｔ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＴＴＧＧＡＡ Ｃ￣Ｇ

碱基的插入和缺失

(１３ / ４６ ＝ ２８. ２６％ )
ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡ￣￣￣￣￣ＡＴＴＣＧＧ －５ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＡ￣￣￣ＴＴ ＣＧＴＧ － ３ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＡＡＴＴＴＧＣ ＋ ＋ / / ￣￣ＴＴＣＴＧＴ ＋ ７３ ｂｐ、 ＋ ６ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧ￣ＴＴＣＧＧＧ －１ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＴＴＧＡ￣￣￣ＧＧ￣Ｇ － ４ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＴ ＣＧＧＡ ＋１ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡ￣￣￣￣￣￣ＧＧ － ６ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡ￣￣￣￣￣￣Ａ － ５ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＴＣＧＡＧＧＧＡＧ￣ＴＴ ＋ １ ｂｐ、 － １ ｂｐ

ＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＣＧＧＧＧＧＧＧＣＴＴＴＧＡＡＴＧＡＡ￣￣￣￣￣￣￣ＡＡ ＋ ８ ｂｐ、 － ７ ｂｐ

　 　 注:红色字体代表碱基替换ꎻ￣￣代表碱基缺失ꎻ ＋ ＋ / / ￣￣代表既缺失又插入ꎻ下划线代表靶点ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｒｅｄ ｆｏｎｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｂａｓｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎꎻ ￣￣ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｂａｓｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎꎻ ＋ ＋ / / ￣￣ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｂｏｔｈ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎꎻ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ.
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２. ８　 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ 稳定转化编辑结果和油

分含量分析

　 　 利用农杆菌介导大豆子叶节法稳定转化大豆

受体Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ꎬ得到的 ２４ 份大豆阳性植株 Ｔ０叶片

(图 ７Ａ)ꎮ 利用引物 ＴＹＫＺ１￣Ｆ 和 ＴＹＫＺ１￣Ｒ 扩增其

ＤＮＡꎬ测序结果显示:２４ 株大豆阳性植株 Ｔ０叶片中

有 ３ 株呈现阳性结果ꎬ在 ＧｍＳＤＰ１￣１ 的靶点处出现

不同的编辑结果ꎬ说明此靶点能被有效编辑ꎬ且编

辑效率为 １. ５％ ꎬ其中碱基替换的编辑效率为

４􀆰 １７％ ꎬ碱基的插入和缺失的编辑效率为 ８. ３３％
(表 ５)ꎮ 气相色谱分析表明ꎬＴ１种子 ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ相较

于 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 含油量变化不明显ꎬ棕榈酸(Ｃ１８∶ ０)、
亚油酸(Ｃ１８∶ ２)极显著增加ꎬ硬脂酸(Ｃ１６ ∶ ０)和油

酸(Ｃ１８∶ １)极显著下降(图 ７Ｂ 和 Ｃ)ꎮ

表 ５　 ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１ 稳定转化大豆受体 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ Ｔ０叶片编辑结果统计

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔ０ ｌｅａｆ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２

编辑载体

Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ ｖｅｃｔｏｒ

测序样品数量和效率

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

编辑类型(５′￣３′)

Ｅｄｉｔ ｔｙｐｅ(５′￣３′)

编辑序列变化分析

Ｅｄｉｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｎｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ ＧＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＴＴ ＣＧＧ 原序列

碱基替换(１ / ２４ ＝ ４. １７％ ) ＣＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＴＴ ＣＧＧ Ｇ￣Ｃ

碱基的插入和缺失(２ / ２４ ＝ ８. ３３％ ) ＧＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＧ ＣＡＧ ＋１ ｂｐ

ＧＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＡＴＧ ＣＧＡ ＋１ ｂｐ

　 　 注:Ａ. 农杆菌介导的大豆子叶节转化 ｐＧＥＳ２０１ － ＧｍＳＤＰ１￣１ 载体(１ 为共培养ꎬ２ 为丛生芽的诱导ꎬ３ 为芽的伸长ꎬ４ 为生根)ꎻ

Ｂ. ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ的油分含量变化ꎻＣ. ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ的脂肪酸含量变化ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙ ｎｏｄｅｓ ｗｉｔｈ ｐＧＥＳ２０１￣ＧｍＳＤＰ１￣１ ｖｅｃｔｏｒｓ ( １ ｍｅａｎｓ ｃｏ￣

ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎꎬ ２ ｍｅａｎｓ ｃｌｕｍｐ ｓｈｏｏｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ ３ ｍｅａｎｓ ｓｈｏｏｔ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ４ ｍｅａｎｓ ｒｏｏｔｉｎｇꎻ Ｂ. Ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｏｉｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲꎻ

Ｃ. Ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ .

图 ７　 ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ稳定转化、油分含量和脂肪酸含量分析

Ｆｉｇ. ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｍｓｄｐ１￣１ＣＲ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ｏｉｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ
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３　 讨论

大豆产物大豆油以三酰甘油的形式存在ꎬ大豆

油脂含量的提高主要通过促进三酰甘油的合成和

抑制三酰甘油的分解ꎬ而 ＳＤＰ１ 是参与三酰甘油分

解的主要脂肪酶[１８]ꎮ 目前 ＳＤＰ１ 基因家族成员在大

豆中的功能性和应答环境胁迫中的作用的研究尚

少ꎬ通过在数据库搜索大豆 ＳＤＰ１ 发现 ４ 个 ＳＤＰ１ 基

因家族成员ꎮ ２００６ 年 Ｅａｓｔｍｏｎｄ 等[１１] 在拟南芥中报

道过 ２ 个 ＳＤＰ１ 基因ꎬＡｔＳＤＰ１ 和 ＡｔＳＤＰ１Ｌꎮ ２０１９ 年

Ｋａｎａｉ 等[２６] 在大豆中报道过 ４ 个 ＧｍＳＤＰ１ 基因ꎬ分
别被命名为 ＧｍＳＤＰ１￣１、 ＧｍＳＤＰ１￣２、 ＧｍＳＤＰ１￣３ 和

ＧｍＳＤＰ１￣４ꎬ４ 个 ＧｍＳＤＰ１ 基因与拟南芥 ＡｔＳＤＰ１ 亲

缘关系较近ꎮ 本研究以单双子叶植物为划分依据ꎬ
将 ＳＤＰ１ 基 因 家 族 划 分 为 两 个 亚 家 族ꎮ ４ 个

ＧｍＳＤＰ１ 基因与拟南芥和向日葵等双子叶植物亲缘

关系较近ꎬ与水稻和高粱等单子叶植物亲缘关系较

远ꎮ 大豆 ＧｍＳＤＰ１ 的基因结构和蛋白结构域较为

保守ꎬ都含有 ｐａｔａｔｉｎ 结构域和未知功能的 ＤＵＦ３３３６
结构域ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术已成功应用在

大豆中ꎬ但通过编辑 ＧｍＳＤＰ１ 基因并探究其功能还

未见报道ꎮ
２０１６ 年 Ｃｕｉ 等[２７] 研究发现ꎬ与野生型相比ꎬ

ｓｄｐ１ 幼苗表现出油体积累量增加与过氧化物酶体

之间的物理相互作用ꎬ其中蔗糖可以作为油体和过

氧化物酶体相互作用的负信号微调脂肪分解ꎮ ２０１５
年 Ｔｈａｚａｒ￣Ｐｏｕｌｏｔ 等[１８] 的研究发现ꎬＧＦＰ￣ＳＤＰ１ 转化

拟南芥野生型后进行尼罗红染色ꎬ通过转盘共聚焦

的延时成像观察第 ４ 天的拟南芥下胚轴ꎬ发现 ＳＤＰ１
蛋白通过过氧化物酶体膜的延伸部分与脂滴接触

从而分解三酰甘油ꎬ产生的脂肪酸被带入过氧物酶

体ꎬ通过 β 氧化作用降解[２８]ꎮ 本研究通过 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ 在线网站预测大豆 ＧｍＳＤＰ１ 的亚细胞定位ꎬ
发现大豆 ＧｍＳＤＰ１ 定位在细胞核、细胞质以及内质

网等细胞器ꎬ大豆 ＧｍＳＤＰ１ 的精确定位还需要进一

步试验确定ꎮ 在拟南芥中ꎬＡｔＳＤＰ１ 和 ＡｔＳＤＰ１Ｌ 负责

水解种子中约 ９５％的三酰甘油ꎬＡｔＳＤＰ１Ｌ 负责 ｓｄｐ１
突变体种子萌发后几乎所有剩余三酰甘油的水

解[２９]ꎮ Ｅａｓｔｍｏｎｄ 等[１１] 的研究表明 ＡｔＳＤＰ１ 在种子

成熟前期到种子干燥期以及种子萌发吸胀时期表

达量较高ꎮ 本研究发现大豆 ＧｍＳＤＰ１￣２、ＧｍＳＤＰ１￣３
和 ＧｍＳＤＰ１￣４ 在种子萌发早期表达量较高ꎬ大豆

ＧｍＳＤＰ１￣１ 在 种 子 萌 发 后 期 表 达 量 较 高ꎬ 大 豆

ＧｍＳＤＰ１ 在种子萌发的不同时期发挥作用ꎬ水解三

酰甘油为植物提供能量ꎬ与 Ｅａｓｔｍｏｎｄ 等[１１] 的研究

结果部分一致ꎬ后续需要更进一步研究 ＧｍＳＤＰ１ 的

表达和功能ꎮ 本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术编辑

大豆 ＧｍＳＤＰ１￣１ 基因ꎬ功能分析发现敲除 ＧｍＳＤＰ１￣１
仅使亚油酸显著增加ꎬ油酸显著下降ꎬ含油量下降

与 ＲＮＡｉ 抑制 ＧｍＳＤＰ１[２３] 使油酸显著增加ꎬ需要加

代繁殖至纯合大豆 ｇｍｓｄｐ１￣１ 突变体ꎬ或创制多重突

变体进行进一步研究ꎮ

４　 结论

本研究对 ＧｍＳＤＰ１ 基因在单双子叶中的进化

关系进行探讨ꎬ结果表明其在不同物种进化过程中

比较保守ꎬ并发现大豆 ＧｍＳＤＰ１ 基因的结构域、外
显子 /内含子以及保守基序的分布模式较为相似ꎮ
ＧｍＳＤＰ１ 启动子包含光响应及激素响应等多种相关

顺式作用元件ꎬ表明大豆 ＧｍＳＤＰ１ 可能参与多种非

生物胁迫应答ꎮ 基因表达谱显示大豆 ＧｍＳＤＰ１ 基

因在种子萌发过程中表达量较高ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 技术靶 ＧｍＳＤＰ１￣１ 基因ꎬ分析功能发现敲除

ＧｍＳＤＰ１￣１ 仅使亚油酸极显著增加ꎬ油酸极显著下

降ꎬ说明大豆 ＧｍＳＤＰ１ 可能在大豆三酰甘油的分解

过程中起重要作用ꎬ但具体调控模式和功能需更深

入的研究ꎮ
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