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高蛋氨酸转基因大豆的鉴定和遗传稳定性分析
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　　摘要：为通过基因工程改善植物蛋白氨基酸组成，在获得种子特异性表达拟南芥蛋氨酸合成途径关键基因
ＡｔＤ－ＣＧＳ转基因大豆的基础上，通过自交繁殖和性状鉴定，筛选出纯合转基因株系中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１，并利用该株
系与普通大豆品种石豆５号杂交，选育出中作ＣＧＳ１４Ｊ８９０等含有ＡｔＤ－ＣＧＳ基因、综合性状优良的大豆新品系。本
研究通过ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测，证明目的基因ＡｔＤ－ＣＧＳ整合到中作ＣＧＳ－ＺＧ１１基因组，以单拷贝形式存在。
ＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＡｔＤ－ＣＧＳ在转录和翻译水平上稳定表达。高效液相色谱测定结果表明，中作
ＣＧＳ－ＺＧ１１籽粒蛋氨酸含量显著高于野生型，且含量在 Ｔ６、Ｔ７和 Ｔ８连续 ３代相对稳定。大豆新品系中作
ＣＧＳ１４Ｊ８９０等蛋氨酸含量高、综合性状好，证明ＡｔＤ－ＣＧＳ基因可在不同的遗传背景下稳定遗传与表达。
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　　蛋氨酸（Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，Ｍｅｔ）又称甲硫氨酸，是人
和动物不能自身合成的必需氨基酸之一，参与许多

重要的生命活动过程［１］。蛋氨酸缺乏可导致人体

抵抗力下降、血蛋白含量降低，同时会影响儿童精神

与身体状况［２］。动物饲料中蛋氨酸的缺乏会限制

动物的生长发育，影响产品的质量与产量［３，４］。因

此，蛋氨酸在人类和动物营养中占有重要地位。大

豆是蛋白质含量最高的油料作物，也是动物和人类

所需植物蛋白的主要来源之一。然而，大豆蛋白的

氨基酸组分不平衡，含硫氨基酸尤其是蛋氨酸含量

偏低，限制其利用价值的提高［５］。因此，提高大豆

中蛋氨酸含量，对于改善其营养价值具有重要意义。

近年来，采用基因工程方法提高作物蛋氨酸含

量，在许多作物中已取得成功。Ｌｅｅ等［６］将芝麻中

的２Ｓ清蛋白基因转入水稻，使稻米中粗蛋白含量增
加０．６４％ ～３．５４％，蛋氨酸提高２９％ ～７６％，半胱
氨酸提高３１％ ～７５％。Ｄｉｎｋｉｎｓ等［７］将１５ｋＤａ玉米
醇溶蛋白基因导入大豆，大豆籽粒中蛋氨酸和半胱

氨酸含量分别提高１２％～２０％和１５％～３５％，其他
氨基酸含量没有明显变化。Ｈａｃｈａｍ等［８］发现通过

天冬氨酸激酶（ＡＫ）的表达，可提高烟草叶片中蛋氨
酸及苏氨酸的合成量，游离蛋氨酸的含量可通过突

变型ＡＫ与胱硫醚－γ－合成酶基因（ＣＧＳ，Ｃｙｓｔａｔｈｉ
ｏｎｉｎｅγ－ｓｙｎｔｈａｓｅ）的联合表达而得到显著提高。
Ａｍｉｒａ等［９］将拟南芥的 ＣＧＳ基因导入苜蓿，使游离
蛋氨酸含量明显增加。Ａｖｒａｈａｍ等［１０］将拟南芥的

ＣＧＳ转入到苜蓿，使转基因苜蓿叶片中的蛋氨酸含
量显著提高，且半胱氨酸含量也随之增加。Ｈａｃｈａｍ
等［８］在烟草叶片中分别表达氮端缺失的胱硫醚 －γ
－合成酶基因（ＡｔＤ－ＣＧＳ）和全长胱硫醚－γ－合成
酶基因（ＡｔＦ－ＣＧＳ），发现这两种转基因烟草叶片中
游离蛋氨酸含量都显著提高，而转 ＡｔＤ－ＣＧＳ基因
的植株中游离蛋氨酸表达水平更高。本实验室

Ｓｏｎｇ等［１１］通过农杆菌介导法获得 ＡｔＤ－ＣＧＳ转基
因大豆，籽粒中蛋氨酸的含量显著提高，其中，未成

熟种子游离蛋氨酸含量提高３．８～７．０倍，成熟种子
总蛋氨酸含量提高１．８～２．３倍。

植物基因工程成功的关键之一是外源基因在转

化体中可稳定遗传和表达。在转基因植物繁育过程

中，外源基因可能会发生丢失、沉默等问题。Ｂｕｄａｒ
等［１２］将Ｔ－ＤＮＡ插入到烟草中，得到转基因植株，
在 Ｔ３转基因材料中抗潮霉素植株的百分比是
３８．７％～５６．９％，与根据 ３∶１分离比预测的比例
（７５％）有明显差异，说明在繁殖过程中存在外源基
因丢失或沉默现象。Ｌｉ等［１３］以转 β－葡糖醛酸酶

基因（ｕｉｄＡ）烟草植株为材料，通过定量检测和
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ等方法分析目的基因的表达活性，发现
在２０株 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ阳性的转基因烟草中有６株
无ＧＵＳ活性。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ证明，外源基因 ｕｉｄＡ的
沉默发生在转录水平上。只有外源基因稳定遗传且

高效表达的材料才具有利用价值。

自１９８８年Ｈｉｎｃｈｅｅ等［１４］获得第一株转基因大

豆以来，大豆遗传转化技术取得了很大进展，但作为

公认的几种转化困难的作物之一，大豆的遗传转化

效率仍偏低。在培育转基因大豆品种时，通常将获

得的转基因株系与常规品种进行杂交转育，选育出

综合性状优良、目的性状突出的材料［１５］。Ｏａｒｄ
等［１６］对抗草甘膦转基因水稻与常规水稻的杂交后

代进行农艺性状与遗传稳定性研究发现基因沉默造

成ｂａｒ基因异常的遗传行为。Ｋｕｂｏ［１７］等将转编码
抗草甘膦抗性相关酶ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ（５－烯醇丙酮酰
－莽草酸－３－磷酸合酶）大豆与常规大豆品种进
行杂交转育，发现在杂交后代中 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因
能够稳定遗传并表达形成有功能的蛋白，而且杂交

后代的农艺性状未受影响。因此，有必要对外源基

因在不同遗传背景下的遗传稳定性和表达水平进行

验证。

本研究对 Ｓｏｎｇ等［１１］已经获得的转 ＡｔＤ－ＣＧＳ
高蛋氨酸转基因大豆株系中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１的 Ｔ６、
Ｔ７和Ｔ８进行检测，从基因水平、转录水平、翻译水
平和目标性状表达等方面，分析目的基因转入大豆

后的遗传稳定性。同时，将中作ＣＧＳ－ＺＧ１１与综合
性状优良的大豆品种石豆５号进行杂交，对杂交后
代进行分子检测、目标性状分析和农艺性状鉴定，创

制蛋氨酸含量高、综合性状优良的大豆新材料，为培

育转基因优质大豆新品种奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料

转ＡｔＤ－ＣＧＳ基因大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ）Ｍｅｒｒ．）
株系中作ＣＧＳ－ＺＧ１１的 Ｔ６、Ｔ７、Ｔ８和受体品种自贡
冬豆，以转基因株系中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１为父本、常规
大豆品种石豆５号为母本杂交选育的Ｆ１０株系，以及
国家黄淮海夏大豆北组区域试验对照品种冀豆１２。
将以上材料于２０１４年６月１４日在北京种植，每个
材料种植４行，行长５ｍ，行距８０ｃｍ，株距４５ｃｍ。为
保证成熟，对中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１的 Ｔ６、Ｔ７、Ｔ８以及受
体品种自贡冬豆出苗后进行１２ｈ短日照处理，其它
材料不进行人工光照处理。上述材料均由中国农业

科学院作物科学研究所国家大豆产业技术研发中心
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提供。材料种植和管理严格遵守《中华人民共和国

农业行业标准 ＮＹ／Ｔ７１９．１－７１９．３－２００３转基因
大豆环境安全检测技术规范》进行。

１．２　除草剂抗性鉴定
在转基因中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１以及中作 ＣＧＳ－

ＺＧ１１与石豆５号杂交组合各个世代植株生长至 Ｖ３
期（第二复叶展开时）时［１８］，用１６０ｍｇ／Ｌ浓度的草
胺膦均匀涂抹在大豆叶片上，７ｄ后观察叶面反应。
１．３　ＰＣＲ鉴定

对中作ＣＧＳ－ＺＧ１１的Ｔ６～Ｔ８，以及中作ＣＧＳ－
ＺＧ１１与石豆５号的杂交后代进行 ＰＣＲ鉴定。采用
改良ＣＴＡＢ方法［１９］提取大豆叶片基因组ＤＮＡ，利用
Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计ＰＣＲ检测引物对。

ＤＢＴＮＦ：ＡＧＣＡＡＴＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＴＡＡＡ
ＤＢＴＮＲ：ＧＡＧＴＧＴＧＡＧＴＴＴＣＧＡＧＴＡＴＧＧ
ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：模板 ＤＮＡ１．０μＬ，１０×

Ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，ＤＢＴＮ－Ｆ
和ＤＢＴＮ－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／
μＬ）０．２μＬ，无菌 ｄｄＨ２Ｏ１３．８μＬ。ＰＣＲ反应程序为
９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃复性４５ｓ，７２℃
延伸３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用
１％的琼脂糖凝胶电泳，用紫外凝胶成像系统拍照。
１．４　半定量ＰＣＲ检测

用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１Ｔ６～Ｔ８
植株各组织 ＲＮＡ。以总 ＲＮＡ为模板，按 ＴｒａｎｓＧｅｎｅ
（北京全式金生物技术有限公司）反转录试剂盒说

明书所述步骤合成第一链ｃＤＮＡ，引物组合为 ＤＢＴＮ
－Ｆ和 ＤＢＴＮ－Ｒ，ＰＣＲ程序为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５８℃复性３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循
环；最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。以 ＣＹＰ２为内参基因。
通过调整模板浓度，使各时期材料中 ＣＹＰ２的 ＰＣＲ
扩增产物量一致。ＰＣＲ产物用１％的琼脂糖凝胶电
泳检测。

１．５　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测
用 ＣＴＡＢ法［１９］提取转基因大豆中作 ＣＧＳ－

ＺＧ１１Ｔ８植株的ＤＮＡ，用 ＸｂａⅠ、ＤｒａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ分
别进行酶切，然后进行纯化和凝胶电泳。采用 Ｔｕｒ
ｂｏＢｌｏｔｔｅｒｋｉｔ（Ｗｈａｔｍａｎ）转移 ＤＮＡ至尼龙膜（Ａｍｅｒ
ｓｈａｍＨｙｂｏｎｄＴＭ－Ｎ＋），将尼龙膜放在紫外灯下进行
紫外交联，然后放入杂交炉进行预杂交和杂交，最后

根据 ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＳｔａｔｅｒＫｉｔⅡ试剂盒（德国 Ｒｏｃｈｅ公司）说明书进行
尼龙膜洗涤和检测。制备 ＤＮＡ探针时，以质粒 ｐＧ
ＰＴＶ－ＢＡＲ－ＤＣＧＳ（由以色列 ＭＩＧＡＬＧａｌｉｌｅｅ技术
中心ＲａｃｈｅｌＡｍｉｒ博士惠赠）为模板，利用 ＤＩＧＤＮＡ

ＰＣＲ标记试剂盒（ＭｙＬａｂ地高辛杂交检测系列）进
行合成。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
转基因大豆中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１的籽粒经液氮速

冻充分研磨后，加入提取缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，３００ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖，１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ）提取总蛋白；取上清液 １５μＬ进行 １２．５％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分离；采用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司生产的
ＭＩＮＩ－ＢＬＯＴ电转仪将蛋白质转至 ＰＶＤＦ膜（ＧＥ）
上，进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测［２０］，一抗为 ＡｔＤ－ＣＧＳ抗
血清（１∶１０００），二抗为碱性磷酸酯酶标记的Ａ蛋白
（ＡＰ－Ａ，０．５ｍｇ／ｍＬ，Ｓｉｇｍａ）。用含有 ＮＢＴ（３３０μｇ／
ｍＬ）和ＢＣＩＰ（１６５μｇ／ｍＬ）底物的缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ９．５，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）显色。
１．７　氨基酸含量测定

将大豆籽粒粉碎后，进行盐酸水解处理，用高效

液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００）进行氨基酸含量测定。
用近红外光谱分析仪（Ｂｒｕｋｅｒ，ＭＡＴＲＩＸ－１）测定粗
蛋白及粗脂肪含量。

１．８　杂交后代农艺性状调查
大豆成熟、收获后，对中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１和石豆

５号杂交组合的Ｆ１０材料进行取样，调查主要农艺性
状，并收获计产。

２　结果与分析
２．１　转基因大豆株系中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１的鉴定和

遗传稳定性分析

２．１．１　除草剂抗性鉴定结果　大豆遗传转化过程
中采用 ｂａｒ基因作为筛选标记，可通过草胺膦涂抹
鉴定阳性转基因植株。对转 ＡｔＤ－ＣＧＳ基因大豆中
作ＣＧＳ－ＺＧ１１的Ｔ６、Ｔ７、Ｔ８代和自贡冬豆进行草铵
膦涂抹，发现自贡冬豆植株叶片出现褐色斑点，茎生

长点也受到抑制，显现轻微枯萎状。转基因植株则

无明显变化（图１）。

图１　转ＡｔＤ－ＣＧＳ大豆中作
ＣＧＳ－ＺＧ１１的草胺膦抗性

Ｆｉｇ．１　ＧｌｙｐｈｏｓａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＡｔＤ－ＣＧＳ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１
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２．１．２　ＰＣＲ和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　提取中作
ＣＧＳ－ＺＧ１１的 Ｔ６～Ｔ８的基因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ检
测，从图２可以看出，连续３代转基因植株均可扩增
出４１２ｂｐ的ＤＮＡ片段，非转化植株则没有扩增出任
何条带，表明外源基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ整合到转基因大
豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１中并稳定遗传。为进一步确定
外源基因的整合情况，对转化事件 Ｔ８植株进行
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测，发现转基因植株的酶切产物均出
现单个条带（图３），说明外源基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ以单
拷贝形式整合到大豆基因组中。

注：Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：中作ＣＧＳ－ＺＧ１１Ｔ６植株；
２：中作ＣＧＳ－ＺＧ１１Ｔ７植株；３：中作ＣＧＳ－ＺＧ１１Ｔ８植株；

４：质粒阳性对照；５：自贡冬豆；６：空白对照
Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔ６ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｐｌａｎｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎ；

２：Ｔ７ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｐｌａｎｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎ；
３：Ｔ８ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｐｌａｎｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎ；

４：Ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｔｒｏｌ；５：Ｚｉｇｏｎｇｄｏｎｇｄｏｕ；６：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ
图２　转ＡｔＤ－ＣＧＳ大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１

Ｔ６－Ｔ８代植株的ＰＣＲ检测结果
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｏｆＡｔＤ－ＣＧＳｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎ
ＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１ａｔＴ６－Ｔ８ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

注：Ｍ：地高辛标记的ＤＮＡ分子量标准 ＩＩ；１：质粒对照；
２：ＸｂａⅠ酶切产物；３：ＤｒａⅠ酶切产物；
４：ＨｉｎｄⅢ酶切产物；５：阴性对照

Ｎｏｔｅ：ＤＩＧ－ｌａｂｅｌｅｄＤＮＡＭｏｌｅｃｕｌａｒＷｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒＩＩ；
１：Ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＸｂａⅠ ｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔ；
３：ＤｒａⅠ ｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔ；４：ＨｉｎｄⅢ
ｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔ；５：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图３　转ＡｔＤ－ＣＧＳ大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１
Ｔ８植株的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

Ｆｉｇ．３　ＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｏｆＴ８ｐｌａｎｔｓｏｆＡｔＤ－ＣＧＳ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１

２．１．３　目的基因在转录水平上的表达情况　采用
半定量ＰＣＲ方法检测 Ｔ６、Ｔ７和 Ｔ８转基因株系中作
ＣＧＳ－ＺＧ１１根、茎、叶和籽粒中目的基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ
和内参基因 ＣＹＰ２的表达量。图４显示，在大豆籽
粒中，外源基因ＡｔＤ－ＣＧＳ稳定表达，且在Ｔ６、Ｔ７和

注：１：阴性对照（自贡冬豆）；２：Ｔ６中作ＣＧＳ－ＺＧ１１；３：Ｔ７中作ＣＧＳ－ＺＧ１１；４：Ｔ８中作ＣＧＳ－ＺＧ１１
Ｎｏｔｅ：１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＺＧＤＤ）；２：Ｔ６ｐａｎｔｓｏｆＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１；
３：Ｔ７ｐｌａｎｔｓｏｆＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１；４：Ｔ８ｐｌａｎｔｓｏｆＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１

图４　转基因大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１Ｔ６－Ｔ８植株根、茎、叶和籽粒中ＡｔＤ－ＣＧＳ的半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析结果
Ｆｉｇ．４　Ｓｅｍｉ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ－ＰＣＲｏｆＡｔＤ－ＣＧＳｉｎｒｏｏｔ，ｓｔｅｍ，ｌｅａｖｅｓａｎｄｓｅｅｄｓｏｆ

Ｔ６－Ｔ８ｐｌａｎｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１
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Ｔ８稳定遗传，但在根、茎、叶中，外源基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ
在转录水平上表达量很低甚至难以检出。

２．１．４　目的基因在翻译水平上的表达情况　从转
基因植株中作ＣＧＳ－ＺＧ１１Ｔ８成熟籽粒中提取蛋白
质，利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对目的基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ的表达
进行检测。

注：１：Ｔ８中作ＣＧＳ－ＺＧ１１；２：阴性对照（自贡冬豆）；
３：ＣＧＳ阴性对照（无ＡｔＤ－ＣＧＳ的原核表达载体ｐＢ２１）；
４：ＣＧＳ阳性对照（含有ＡｔＤ－ＣＧＳ的原核表达载体ｐＢ２１）

Ｎｏｔｅ：１：Ｔ８ｏｆＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１；
２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＺＧＤＤ）；３：ＣＧＳＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
（ＰｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈｏｕｔＡｔＤ－ＣＧＳ）；

４：ＣＧＳＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＰｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈＡｔＤ－ＣＧＳ）
图５　Ｔ８转基因大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１成熟种子中

ＡｔＤ－ＣＧＳ蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
Ｆｉｇ．５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｍａｔｕｒｅｓｅｅｄｓｏｆＴ８

ｐｌａｎｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１

　　从图５可以看出，转化植株和阳性对照（含有
ＡｔＤ－ＣＧＳ的原核表达载体ｐＢ２１）都出现了在４３－

５５ｋＤ之间的杂交条带，而未转化植株没有发现杂
交条带，表明目的基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ在翻译水平上稳
定表达。

２．１．５　转基因株系中作ＣＧＳ－ＺＧ１１的总蛋氨酸含
量　对转基因大豆中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１连续３个世代
和转化受体品种自贡冬豆成熟籽粒中的总蛋氨酸含

量进行测定。从表 １可以看出，转基因大豆中作
ＣＧＳ－ＺＧ１１连续３个世代的蛋氨酸含量均比自贡
冬豆显著增加（Ｐ＜０．０５）。中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１中总
蛋氨酸含量约为野生型自贡冬豆的１．５倍，说明导
入目的基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ能够提高大豆的蛋氨酸含
量。Ｔ６～Ｔ８蛋氨酸含量相近，显示目的基因 ＡｔＤ－
ＣＧＳ可稳定遗传和表达。
２．２　高蛋氨酸转基因大豆转育新材料的鉴定
２．２．１　除草剂抗性鉴定结果　对转 ＡｔＤ－ＣＧＳ基
因大豆中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１与石豆５号的杂交后代进
行草铵膦涂抹，非抗性植株真叶出现褐色斑点，生长

点受到抑制，显现轻微枯萎状。抗性植株则无明显

变化。

２．２．２　分子鉴定结果　根据除草剂抗性和 ＰＣＲ检
测结果（图６），在转 ＡｔＤ－ＣＧＳ高蛋氨酸大豆中作
ＣＧＳ－ＺＧ１１与石豆５号的杂交后代材料中得到中
作ＣＧＳ１４Ｊ８９０、中作 ＣＧＳ１４Ｊ８９２等含目的基因 Ａｔ－
ＤＣＧＳ的株系。

表１　Ｔ６－Ｔ８转基因大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１和自贡冬豆成熟籽粒中总氨基酸含量测定结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｏｔａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｉｎｍａｔｕｒｅｄｒｙｓｅｅｄｓｏｆｗｉｌｄ－ｔｙｐｅＺｉｇｏｎｇｄｏｎｇｄｏｕ（ＺＧＤＤ）

ａｎｄＴ６－Ｔ８ｐｌａｎｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１／（μｍｏｌ／ｇ）

氨基酸
Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

自贡冬豆
ＺＧＤＤ

Ｔ６中作ＣＧＳ－ＺＧ１１
Ｔ６ｏｆＺｈｏｎｇｚｕｏ
ＣＧＳ－ＺＧ１１

Ｔ７中作ＣＧＳ－ＺＧ１１
Ｔ７ｏｆＺｈｏｎｇｚｕｏ
ＣＧＳ－ＺＧ１１

Ｔ８中作ＣＧＳ－ＺＧ１１
Ｔ８ｏｆＺｈｏｎｇｚｕｏ
ＣＧＳ－ＺＧ１１

天冬氨酸 Ａｓｐ ２７７．８４±１０．０８ｂ ３０７．３±８．６６ａ ２９６．５７±８．３０ａ ２９８．５４±５．１９ａ
苏氨酸 Ｔｈｒ ９９．４７±３．６１ｂ １０９．３２±２．９１ａ １０５．０３±２．６８ａ １０５．４３±１．７０ａ
丝氨酸 Ｓｅｒ １３０．３１±４．７３ｂ １３９．０８±３．４８ａ １３２．９５±３．８３ａｂ １３１．９９±１．９１ａｂ
谷氨酸 Ｇｌｕ ４１２．８±１４．９７ｂ ４４９．１１±１４．３２ａ ４３１．８９±１２．０３ａｂ ４３５．６２±８．９６ａｂ
甘氨酸 Ｇｌｙ ２０７．７１±７．５３ｃ ２３４．７８±５．６３ａ ２２６．４７±５．３１ａｂ ２２３．３２±３．４０ｂ
丙氨酸 Ａｌａ １８６．２１±６．７５ｄ ２００．９４±３．９１ａ １９５．５０±５．０２ａｂ １９５．４２±２．６３ａｂｃ
半胱氨酸 Ｃｙｓ ２１．１１±５．６９ａ ２４．８９±０．６１ａ ２３．９５±１．５５ａ ２３．９０±０．２５ａ
缬氨酸 Ｖａｌ ５５．４９±２．４３ｂ ９２．１５±２２．６９ａ ７６．４６±９．９３ａｂ ８９．９０±０．９１ａ
蛋氨酸 Ｍｅｔ １６．７１±０．８０ｂ ２５．０３±０．４０ａ ２４．５８±１．４７ａ ２４．６２±０．４１ａ
异亮氨酸 Ｉｌｅ １０７．８０±５．５３ｂ １２０．１１±２．８６ａ １１６．９３±３．１６ａ １１７．２３±２．００ａ
亮氨酸 Ｌｅｕ ２０５．５８±１２．９３ｂ ２３０．４８±５．８７ａ ２２４．５１±５．６６ａ ２２５．４７±３．８１ａ
酪氨酸 Ｔｙｒ ６４．４５±５．１１ｂ ７２．１６±１．０１ａ ６９．２３±２．５９ａｂ ６９．０６±１．０６ａｂ
苯丙氨酸 Ｐｈｅ １０．８９±０．６４ｂ １２．１１±０．３１ａ １１．７５±０．３２ａ １１．７０±０．２２ａ
赖氨酸 Ｌｙｓ １４６．６２±１．０３ｂ １６１．５２±３．７３ａ １５６．１６±３．９１ａ １５６．０４±２．５９ａ
组氨酸 Ｈｉｓ ６２．９５±４．２４ａ ６４．５９±１．８２ａ ６３．００±１．４４ａ ６２．９９±１．００ａ
精氨酸 Ａｒｇ １７８．２６±１２．００ａ １８０．４５±４．１９ａ １７５．４９±５．９５ａ １７７．２３±３．４７ａ
脯氨酸 Ｐｒｏ ２２５．１７±１６．６０ａ ２１９．８３±２．７３ａ ２１０．３７±７．２７ａ ２１２．２１±３．２８ａ

　　注：表中同行数据后跟不同字母表示处理间有显著差异（Ｐ＜０．０５）
　　Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｌｉｎｅｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ

３９７韩庆梅等：高蛋氨酸转基因大豆的鉴定和遗传稳定性分析



注：１：ｐＧＰＴＶ－Ｂａｒ－ＤＣＧＳ质粒；２－８：中作ＣＧＳ１４Ｊ８９０，
中作ＣＧＳ１４Ｊ８９２，中作ＣＧＳ１４Ｊ８９３，中作ＣＧＳ１４Ｊ８９４，
中作ＣＧＳ１４Ｊ８９５，中作ＣＧＳ１４Ｊ８９７，中作ＣＧＳ１４Ｊ８９８；
９：自贡冬豆；１０：石豆５号；１１：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

Ｎｏｔｅ：１：ｐＧＰＴＶ－Ｂａｒ－ＤＣＧＳｐｌａｓｍｉｄ；２－８：ＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ１４Ｊ８９０，
ＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ１４Ｊ８９２，ＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ１４Ｊ８９３，ＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ１４Ｊ８９４，
ＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ１４Ｊ８９５，ＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ１４Ｊ８９７，ＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ１４Ｊ８９８；

９：ＺＧＤＤ；１０：Ｓｈｉｄｏｕ５；１１：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ
图６　转ＡｔＤ－ＣＧＳ大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１与

石豆５号杂交组合的ＰＣＲ检验结果
Ｆｉｇ．６　ＰＣＲｔｅｓｔｓｏｆｐｌａｎｔｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ
ｔｈｅｃｒｏｓｓｏｆＡｔＤ－ＣＧＳｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｓｏｙｂｅａｎＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１ａｎｄＳｈｉｄｏｕ５

２．２．３　农艺性状　经过目的基因检测、目标性状表

型鉴定和常规育种程序，获得转基因大豆中作 ＣＧＳ
－ＺＧ１１与石豆５号的杂交后代Ｆ１０材料。对上述材
料的主要农艺性状进行调查，结果表明杂交后代Ｆ１０
的株高、单株荚数、单株粒重、单株粒数、百粒重分别

分布在６５．９～７４．８ｃｍ、２３～４３．５个、５７．１～１５０．４ｇ、
５１．１～１１３．４个、２０．３～２３．１ｇ之间（表２）。其中，中
作ＣＧＳ１４Ｊ８９８产量高于对照品种冀豆１２。
２．２．４　品质分析　通过转基因大豆中作 ＣＧＳ－
ＺＧ１１与石豆５号杂交选育的 Ｆ１０材料，粗蛋氨酸的
含量在 ４５．７％ ～４７．５％之间，高于对照品种冀豆
１２；粗脂肪含量在１７．７％ ～１９．１％之间，与对照品
种相近（表３）。从表３可以看出，杂交后代中蛋氨
酸含量均比石豆５号显著增加（Ｐ＜０．０５），说明杂
交后代中外源基因ＡｔＤ－ＣＧＳ提高蛋氨酸含量的作
用得以保持。

表２　转基因大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１与石豆５号杂交后代的农艺性状调查结果
Ｔａｂｌｅ２　Ａｇｒｏｎｏｍｉｃｔｒａｉｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅｃｒｏｓｓｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１ａｎｄａｎｅｌｉｔｅｃｕｌｔｉｖａｒＳｈｉｄｏｕ５

大豆株系
Ｓｏｙｂｅａｎｌｉｎｅ

生育期
Ｇｒｏｗｔｈ
ｐｅｒｉｏｄ／ｄ

株高
Ｐｌａｎｔｈｅｉｇｈｔ／ｃｍ

底荚高度
Ｈｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅ
ｂｏｔｔｏｍｐｏｄ／ｃｍ

主茎节数
Ｎｏｄｅｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｍａｉｎｓｔｅｍ

分枝数
Ｂｒａｎｃｈｅｓｏｆ
ｍａｉｎｓｔｅｍ

单株荚数
Ｐｏｄｓｐｅｒ
ｐｌａｎｔ

单株粒数
Ｓｅｅｄｓｐｅｒ
ｐｌａｎｔ

单株粒重
Ｓｅｅｄｗｅｉｇｈｔ
ｐｅｒｐｌａｎｔ／ｇ

百粒重
１００－ｓｅｅｄ
ｗｅｉｇｈｔ／ｇ

产量
Ｙｉｅｌｄ

／（ｋｇ／ｈｍ２）
ＣＧＳ１４Ｊ８９０ １２０±１．２２ａ ６５．９±７．５０ａ ２１．０±２．７４ａ １７．２±２．６５ａｂ ２．６±０．６９ａｂ ２７．５±６．９６ｃｄ ５１．８±１６．２ｃ ５．７１±１．７９ｄ ２０．３０±０．５１ｂ １５８８．９７±１５３．７３ｄ
ＣＧＳ１４Ｊ８９２ １１８±１．８７ａ ７４．８±７．８８ａ ２０．６±４．９０ａ １８．９±１．９６ａ ２．４±１．３３ａｂ ２８．７±８．１２ｂｃｄ６６．９±１６．２ｂｃ ９．８９±３．８５ｃｄ ２０．５０±０．４２ｂ １８００．０９±２３７．５０ｃｄ
ＣＧＳ１４Ｊ８９３ １１８±１．０９ａ ６９．０±１１．４２ａ １６．９±２．３３ａｂ １７．１±３．３８ａｂ ３．５±１．４３ａ ３８．４±１０．１ａｂ ８０．３±２４．４ｂ １１．２２±３．４１ｂｃ ２０．４０±０．２７ｂ ２１９２．７０±１１３．４８ａｂ
ＣＧＳ１４Ｊ８９４ １１９±１．０９ａ ６９．１±９．４４ａ ２０．１±４．５３ａ １８．６±２．２７ａｂ ２．８±１．０３ａｂ ３４．１±６．６４ａｂｃ ８０．１±１８．５ｂ １３．５５±３．１３ａｂ２１．９０±０．５０ａｂ ２１３３．４４±１０４．３５ａｂ
ＣＧＳ１４Ｊ８９５ １１９±１．４１ａ ７１．６±２．７５ａ １９．４±３．２３ａｂ １９．８±０．７８ａ １．７±０．９４ｂ ２３．０±４．６９ｄ ５１．１±１０．３ｃ ８．１２±１．６４ｃｄ ２０．９０±０．３８ｂ １６６６．７５±９７．７８ｃｄ
ＣＧＳ１４Ｊ８９７ １２０±２．１６ａ ６６．４±１５．１ａ １７．６±２．８７ａｂ １９．０±３．８０ａ ３．１±１．３７ａ ３２．６±１１．６ｂｃｄ７７．０±２５．６ｂｃ１０．６３±３．５３ｂｃ ２１．１０±０．１８ｂ １９５５．６５±８２．４２ｂｃ
ＣＧＳ１４Ｊ８９８ １１７±１．７８ａｂ ７３．９±９．２９ａ １５．８±４．４６ｂ １８．６±２．５４ａｂ ３．３±１．３３ａ ４３．５±１３．０ａ １１３．４±４１．７ａ １５．０４±５．５４ａ ２３．１０±０．１５ａ ２４４４．５７±８９．８３ａ

冀豆１２（对照品种）
Ｊｉｄｏｕ１２（ＣＫ） １１５±１．４７ｂ ７４．５±１．１５ａ １５．６±２．９２ｂ １５．７±０．６２ｂ ２．９±０．１５ａｂ ４３．３±２．７ａ ８９．８±２．８０ａｂ １５．３０±３．７６ａ ２１．８０±２．４９ａｂ ２２１１．２２±２６３．１０ａｂ

　　注：表中同列数据后小写字母表示处理间有显著差异（Ｐ＜０．０５）。下同
　　Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．Ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

表３　转基因大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１与石豆５号杂交后代的品质分析结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｑｕａｌｉｔｙｔｒａｉｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｌｉｎｅｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅｃｒｏｓｓｂｅｔｗｅｅｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｌｉｎｅＺｈｏｎｇｚｕｏＣＧＳ－ＺＧ１１ａｎｄａｎｅｌｉｔｅｃｕｌｔｉｖａｒＳｈｉｄｏｕ５
大豆株系
Ｓｏｙｂｅａｎｌｉｎｅ

粗蛋白含量
Ｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ／％

粗脂肪含量
Ｃｒｕｄｅｏｉｌｃｏｎｔｅｎｔ／％

蛋氨酸含量
Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔ／（μｍｏｌ／ｇ）

ＣＧＳ１４Ｊ８９０ ４７．１０±０．２２ａｂ １７．６９±０．１５ｃ ２２．１３±３．３５ａｂ
ＣＧＳ１４Ｊ８９２ ４５．７５±０．２８ｃ １８．９０±０．４９ａ ２２．３３±０．１３ａ
ＣＧＳ１４Ｊ８９３ ４７．０９±０．４１ａｂ １９．０７±０．１８ａ ２２．４７±０．２０１ａ
ＣＧＳ１４Ｊ８９４ ４７．４６±０．４８ａ １８．４４±０．１９ｂ ２２．００±０．０７ｂ
ＣＧＳ１４Ｊ８９５ ４７．２３±０．２５ａｂ １８．３７±０．２８ｂ １９．７２±０．４０ｃ
ＣＧＳ１４Ｊ８９７ ４６．８７±０．２３ｂ １８．２９±０．２１ｂ ２１．７３±０．２０ｂ
ＣＧＳ１４Ｊ８９８ ４７．１１±０．３２ａｂ １８．１６±０．４５ｂ １８．９８±０．１３ｃ
石豆５号
Ｓｈｉｄｏｕ５ ４１．０８±０．２６ｄ １９．３８±０．３５ａ １７．６４±０．２０ｄ

冀豆１２（对照品种）
Ｊｉｄｏｕ１２（ＣＫ） ４２．９±０．２４ｄ １８．２±０．３２ｂ １７．９１±０．３４ｄ

３　讨论
大豆籽粒中蛋氨酸和半胱氨酸含量的总和约占

大豆蛋白的１．３％［２１］，低于 ＷＨＯ公布的人类所需
含硫氨基酸含量占蛋白 ３．５％的营养指标［２２］。采

用常规育种手段提高大豆中蛋氨酸含量，进展较为

缓慢。近年来的研究表明，生物技术是提高豆科植

物中含硫氨基酸含量的有效手段［５］。本实验室

Ｓｏｎｇ等［１１］将ＡｔＤ－ＣＧＳ基因转入大豆中，得到高蛋
氨酸转基因大豆中作ＣＧＳ－ＺＧ１１，证明利用转基因
技术提高大豆中总蛋氨酸含量是可行的，为大豆品

质育种提供了有益的经验与材料。

４９７ 中国油料作物学报　２０１５，３７（６）



本研究对 Ｓｏｎｇ等［１１］获得的转 ＡｔＤ－ＣＧＳ基因
高蛋氨酸大豆中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１进行遗传稳定性分
析，证明该目的基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ整合到大豆基因组
中，且在 Ｔ６、Ｔ７和 Ｔ８材料中都可以正常稳定地表
达；Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，在转基因大豆中作 ＣＧＳ
－ＺＧ１１中，外源基因以单拷贝形式存在；ＲＴ－ＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，目的基因 ＡｔＤ－ＣＧＳ在转
录和翻译水平上稳定表达；高效液相色谱法测定蛋

氨酸含量表明中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１的籽粒中蛋氨酸含
量显著高于野生型，且在Ｔ６、Ｔ７和 Ｔ８代中含量相对
稳定。以上结果显示，ＡｔＤ－ＣＧＳ基因成功转入自贡
冬豆中，目的基因能够稳定遗传和表达，未发生外源

基因丢失与沉默等现象。

基因的表达不仅受遗传背景的控制，还受环境

的影响，同一基因在不同遗传背景下的效应值不同。

王英等［２３］的研究表明，不论在短日照还是长日照条

件下，大豆生育期主基因（Ｅ１－Ｅ７）的效应均受到背
景基因型的影响。因此，在不同遗传背景下对目的

基因进行鉴定与遗传稳定性分析对转基因材料的利

用是很有必要的。本研究检测外源基因在杂交后代

中作ＣＧＳ１４Ｊ８９０等材料中的表达与遗传情况，发现
目的基因ＡｔＤ－ＣＧＳ在杂交转育过程中依然稳定表
达，从侧面说明ＡｔＤ－ＣＧＳ在不同环境、不同遗传背
景下能够稳定遗传和表达。

本研究中所用的表达载体为 ｐＧＰＴＶ－Ｂａｒ－
ＤＣＧＳ，在该载体中含有种子特异性启动子 Ｌｅｇｕｍｉｎ
Ｂ４，该启动子是从蚕豆球蛋白基因中分离获得的，
具有种子特异表达特性［２４］。本研究通过分析 ＡｔＤ
－ＣＧＳ基因在中作 ＣＧＳ－ＺＧ１１不同组织的转录情
况，发现转基因大豆植株籽粒中 ＡｔＤ－ＣＧＳ基因高
效表达，而在转基因植株其他部位表达量很低，进一

步证明 ＬｅｇｕｍｉｎＢ４启动子具有很强的组织表达特
异性。

参考文献：

［１］　ＧｉｇｌｉｏｎｅＣ，ＶａｌｌｏｎＯ，ＭｅｉｎｎｅｌＴ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐｒｏｔｅｉｎｌｉｆｅ
－ｓｐａｎｂｙＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｅｘｃｉｓｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＥＭ
ＢＯＪｏｕｒｎａｌ，２００３，２２（１）：１３－２３．

［２］　ＰｉｃｋｅｒｉｎｇＦＳ，ＲｅｉｓＰＪ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｂｏｍａｓａｌｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ
ｏｆｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｏｎｗｏｏｌｇｒｏｗｔｈｏｆｇｒａｚｉｎｇｓｈｅｅｐ［Ｊ］．Ａｕｓ
ｔｒａｌｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，１９９３，３３：７－
１２．

［３］　ＴａｂｅＬ，ＨｉｇｇｉｎｓＴＪＶ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｐｌａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｏ
ｓｉｔｉｏｎｆｏｒｉｍｐｒｏｖｅｄｎｕｔｒｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，
１９９８，３（７）：２８２－２８６．

［４］　ＸｕＳ，ＨａｒｒｉｓｏｎＪＨ，ＣｈａｌｕｐａＷ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒｕ

ｍｉｎａｌｂｙｐａｓｓｌｙｓｉｎｅａｎｄｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｏｎｍｉｌｋｙｉｅｌｄａｎｄ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｌａｃｔａｔｉｎｇｃｏｗｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＤａｉｒｙＳｃｉ
ｅｎｃｅ，１９９８，８１（４）：１０６２－１０７７．

［５］　ＳｕｎＳＳＭ，ＬｉｕＱＱ．Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｐｐｒｏａｃｈｅｓｔｏｉｍｐｒｏｖｅ
ｔｈｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｑｕａｌｉｔｙｏｆｐｌａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＩｎＶｉｔｒｏＣｅｌｌｕ
ｌａｒａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ－Ｐｌａｎｔ，２００４，４０（２）：１５５
－１６２．

［６］　ＬｅｅＴＴＴ，ＷａｎｇＭＭＣ，ＨｏｕＲＣＷ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅａｎｄｃｙｓｔｅｉｎｅｌｅｖｅｌｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｉｃｅｓｅｅｄｓｂｙ
ｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｅｓａｍｅ２Ｓａｌｂｕｍｉｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００３，６７（８）：１６９９－
１７０５．

［７］　ＤｉｎｋｉｎｓＲＤ，ＲｅｄｄｙＭＳＳ，ＭｅｕｒｅｒＣＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｓｕｌｆｕｒａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｎｇｔｈｅｍａｉｚｅ１５ｋＤａｚｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＩｎＶｉｔｒｏＣｅｌｌｕｌａｒ
ａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ－Ｐｌａｎｔ，２００１，３７：７４２－７４７．

［８］　ＨａｃｈａｍＹ，ＭａｔｉｔｙａｈｕＩ，ＳｃｈｕｓｔｅｒＧ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆｍｕｔａｔｅｄｆｏｒｍｓｏｆａｓｐａｒｔａｔｋｉｎａｓｅａｎｄｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎ
ｅｙ－ｓｙｎｔｈａｓｅｉｎｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｔｈｅｈｉｇｈａｃｃｕ
ｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅａｎｄｔｈｒｅｏｎｉｎｅ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒ
ｎａｌ，２００８，５４：２６０－２７１．

［９］　ＡｍｉｒａＧ，ＩｆａｔＭ，ＴａｌＡ，ｅｔａｌ．Ｓｏｌｕｂｌｅｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｅｎ
ｈａｎｃｅｄｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆ１５ｋＤａｚｅｉｎ，ａｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ
ｒｉｃｈｓｔｏｒａｇｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｉｎＢＹ２ｃｅｌｌｓａｎｄｉｎａｌｆａｌｆａｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓｂｕｔｎｏｔｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｏｂａｃｃｏｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００５，５６（４１９）：２４４３－２４５２．

［１０］　ＡｖｒａｈａｍＴＨ，ＧａｌｉｌｉＢＳ，ＡｍｉｒＲ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅａｎｄｃｙｓｔｅｉｎｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｌｆａｌｆａ（Ｍｅｄｉｃａｇｏ
ｓａｔｉｖａＬ．）ｐｌａｎｔｓｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｃｙｓ
ｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγ－ｓｙｎｔｈａｓｅｇｅｎｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｊｏｕｒｎａｌ，２００５，３：７１－７９．

［１１］　ＳｏｎｇＳ，ＨｏｕＷ，ＧｏｄｏＩ，ｅｔａｌ．Ｓｏｙｂｅａｎｓｅｅｄｓｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｎｇｆｅｅｄｂａｃｋ－ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγ－ｓｙｎｔｈａｓｅｅｘ
ｈｉｂｉｔａｈｉｇｈｅｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２０１３，６４（７）：１９１７－１９２６．

［１２］　ＢｕｄａｒＦ，Ｔｈｉａ－ＴｏｏｎｇＬ，ＭｏｎｔａｇｕＭ Ｖ，ｅｔａｌ．
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ－ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｓｕｌｔｓｍａｉｎｌｙ
ｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｔｒａｎｓｍｉｔｔｉｎｇＴ－ＤＮＡａｓａｓｉｎｇｌｅ
Ｍｅｎｄｅｌｉａｎｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９８６，１１４：３０３－３１３．

［１３］　ＬｉＸＧ，ＣｈｅｎＳＢ，ＬｕＺＸ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆｃｏｐｙｎｕｍ
ｂｅｒｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｏｂａｃｃｏ［Ｊ］．ＡｔｃａＢｏｔａｎｉ
ｃａＳｉｎｉｃａ，２００２，４４（１）：１２０－１２３．

［１４］　ＨｉｎｃｈｅｅＭＡＷ，Ｃｏｎｎｏｒ－ＷａｒｄＤＶ，ＮｅｗｅｌｌＣＡ，ｅｔ
ａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｐｌａｎｔｓｕｓｉｎｇ
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ－ｍｅｄｉａｔｅｄＤＮＡｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９８８，６（８）：９１５－９２２．

［１５］　ＰｉｌａｃｉｎｓｋｉＷ，ＣｒａｗｆｏｒｄＡ，ＤｏｗｎｅｙＲ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔｓ
ｗｉｔｈｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄｅｖｅｎｔｓｃｏｍｂｉｎｅｄｂｙｃｏｎｖｅｎ
ｔｉｏｎａｌｂｒｅｅｄｉｎｇ：Ａｎａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｔｈｅｎｅｅｄｆｏｒａｄｄｉｔｉｏｎ

５９７韩庆梅等：高蛋氨酸转基因大豆的鉴定和遗传稳定性分析
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