
书书书

中国农业大学学报
!

!"#$

!

#%

"

&

#$

#'%

()*+,-.)/012,-3

4

+25*.6*+-.7,289+:26

;

166

<

$

"

=*9>-)?5-*?9@*?5,

ABC

$

#"?##%D#

%

E

?2::,?#""F'D$$$?!"#$?"&?"#

陆地棉
!"#!$%&

基因干涉载体构建与遗传转化

刘正杰#

!

张 园#

!

王玉美!

!

梁 伟#

!

华金平#

#

"

#?

中国农业大学 农学与生物技术学院%杂种优势研究与利用教育部重点实验室%

作物遗传改良北京市重点实验室!北京
#""#G$

&

!?

湖北省农业科学院 经济作物研究所!武汉
D$""HD

#

摘
!

要
!

二酰基甘油酰基转移酶!

AI3J

"是生物体内三酰甘油!

J3I

"合成过程中的关键酶#本研究克隆陆地棉

!"#!$%&

基因
$"%>

<

片段$构建了该基因含内含子结构的
1

<

KL3

干涉载体%应用花粉管通道法转化棉花$研究

内源基因
!"#!$%&

沉默对棉花油分含量的影响#结果表明&

#

"经
M0K

及
N)*619+,

杂交鉴定$转基因种子中

!"#!$%&

基因表达量受到显著抑制$种仁含油量下降$最多下降
$?#$O

#

!

"种子油脂量显著减少的株系中$总蛋

白含量及可溶性糖分含量$分别相对提高
D?$#O

!

G?FFO

和
##?HFO

!

!$?"#O

#

$

"与野生型相比$转基因株系幼

胚在发育后期鲜重降低$而可溶性蛋白含量升高#

D

"与对照相比$转基因植株的株高'第一果枝高度'果枝数均显

著降低$但其他农艺性状与主要的经济性状均未受到显著影响#研究表明$通过调控
!"#!$%&

基因的表达可影

响陆地棉的油脂合成$调节棉籽油分含量#

关键词
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油脂是细胞膜结构的重要组分!其化学成分是

脂肪酸与甘油形成的酯!在植物的生命活动中起重

要作用(大多数油料作物种子贮藏脂类主要以三酰

甘油"

J3I

#的形式存在!并作为重要碳源供给种子

萌发后幼苗生长发育(二酰基甘油酰基转移酶

"

AI3J

#是生物体内
J3I

合成过程中的关键酶!

它催化二酰甘油加上脂肪酸酰基形成三酰甘油!也

是
J3I

合成途径中的限速酶!因而通过调控

AI3J

活性来调节种子含油量具有重要意义(

AI3J

在植物不同器官组织中广泛存在!包括

叶片)花瓣)果实)花粉囊以及发育的种子等*

#

+

(目

前!根据
AI3J

的结构及定位的差异!发现该酶存

在
D

种类型$

AI3J.

)

AI3J!

)胞质内
AI3J

和

VN

%

AI3J

(在氨基酸序列上这
D

种
AI3J

类型

之间的相似性很低!但是都具有类似
AI3J

蛋白功

能基序!推测
AI3J

家族可能为功能趋同进化*

!

+

(

其中!

#!$%&

基因家族存在于植物和动物中*

#'$

+

!

#!$%'

基因家族在植物*

D

+

)动物*

&

+和酵母*

H

+中都

存在(胞质内
AI3J

只在花生*

!

+报道&

VN

%

AI3J

则在溶血不动杆菌"

$()*+,-./(,+0(/1(-/(+,)(23

#

*

F

+

中研究报道(对于
AI3J

在调控油脂合成方面的

研究!主要集中于
#!$%&

与
#!$%'

基因家族!尽

管这
!

种
AI3J

的蛋白序列存在差异!但它们都具

备催化二酰甘油结合脂酰
'0)3

形成三酰甘油的功

能(一般来说!在大部分植物中
#!$%&

在三酰甘

油合成代谢中的作用更加广泛!而
#!$%'

更侧重

于特殊脂肪酸的积累!两者的作用并不相互排斥*

%

+

(

V*+29

等*

G

+研究发现
#!$%'

作用于
#!$%&

基因

的上游!影响
J3I

合成与储藏(研究表明!

#!$%

的表达影响植物种子发育!并影响种子含油量)脂肪

酸组成与种子粒重等*

&

!

#"'#&

+

(

W)5X

等*

#H

+以反义技术

将油菜
#!$%

基因表达下调!降低了油分含量!并能

影响种子产量与萌发率(

P1-,

4

等*

#F

+以烟草
#!$%

基因序列!利用
KL32

沉默烟草
#!$%

基因!能降低

种子内油分含量!同时提高种子内糖分与蛋白的含

量(拟南芥中
#!$%&

基因位点发生突变后!导致种

子含油量下降!种子萌发及苗期生长时期对部分非生

物胁迫更加敏感*

#%

+

(棉花中已克隆
#!$%'

及

#!$%4

基因!对其功能研究正在进行之中(但是!

目前还未有克隆棉花
#!$%&

基因的报道!也没有

关于
#!$%&

基因影响油脂合成的相关研究(

事实上!棉花的遗传改良研究主要集中在棉纤

维产量和品质改良!而对棉籽油分代谢却一直不够

重视*

#G'!"

+

(本研究根据其他作物
#!$%&

基因信

息!经比对获得棉花
!"#!$%&

基因部分序列!并

根据其序列的保守区域设计引物!扩增干涉片段!构

建带发卡结构的
KL3

干涉载体!转化棉花受体

##'"&#$

!经
M0K

及
N)*619+,

杂交获得
J

#

代转基

因阳性植株!自交纯化获得后代株系&不同株系的

J

$

代转基因种子中油分含量降低!且总蛋白含量)

可溶性糖分含量均不同程度增加(本研究可为分析

陆地棉
!"#!$%&

基因调控棉花油分含量机理提

供新结果(

!

!

材料与方法

!"!

!

材料与试剂

供试陆 地棉 "

!-33

56

)27 ")032,27 W

#品种

0)X9+!"#

!取三叶一心幼嫩植株真叶用于提取

KL3

(陆地棉"

!-33

56

)27")032,27 W

#品种
##'

"&#$

!采用
G%O

浓硫酸脱绒后!种子清洗风干备用(

反转录试剂盒)琼脂糖凝胶回收试剂盒)大肠杆

菌
AY&

#

感受态细胞购自天根生化科技"北京#有限

公司&

W3 %/

8

酶)

@LJM

)

J

D

'AL3

连接酶购自

J-Z-K-

公司&各种限制性内切酶购自
LSR

公司&

M0K

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成(

!"#

!

菌株与质粒

大肠杆菌
AY&

#

由本实验室保存!植物干涉载

体
<

Z3LLCR3W

)

<

3KJ!F

由中国农业大学植物生

长调节剂教育部工程研究中心惠赠(

!"$

!

棉花
%&'

!

(&'

提取与反转录

采用
0J3R

法提取烟草及棉花
AL3

*

!#

+

!利用

改良的
0J3R'M[M

法提取棉花
KL3

*

!!

+

(采用
#O

琼脂糖凝胶检测
AL3

及
KL3

质量(

KL3

反转录

采用天根
5AL3

第一链反转录试剂盒(

!")

!

引物设计

将
L0RC

"

L-62),-.09,69+/)+R2)6951,).)

4;

C,/)+T-62),

#上已提交的其他物种的
#!$%&

基因

序列!与棉花的
SNJ

数据库进行比对!选择同源性

最高的
SNJ

序列进行拼接获得
#"#">

<

的
5),62

4

!

根 据 该 拼 接 序 列 设 计 引 物
AI3J#\#

和

AI3J#K#

!以陆地棉
0)X9+!"#5AL3

为模板扩增

!"#!$%&

基因相对保守的
$"%>

<

序列(根据测

序获得的
!"#!$%&

基因
$"%>

<

序列!设计引物

AJ$"%U\#

和
AJ$"%UK#

)

AJ$"%/\#

和
AJ$"%/K#

!

构建干涉载体
<

3KJAI3J2

(本研究所用引物序

列见表
#

(

!



!

第
&

期 刘正杰等$陆地棉
!"#!$%&

基因干涉载体构建与遗传转化

表
!

!

本研究所使用的引物

J->.9#

!

M+2T9+:*:9@2,612:+9:9-+51

引物名称

M+2T9+

!!

引物序列"

&]

$

$]

#

M+2T9+:9

^

*9,6:

"

&]

$

$]

#

%

T

%

_

说明

C,6+)@*562),:

AI3J#\# 0JJIJJIJ3II3IJ3JJII &H

扩增
!"#!$%&5AL3

片段

AI3J#K# IJJI30033I33JI03I33J &&

AJ$"%U\# 009%9!$!II0JJIJJIJ3II3IJ3JJII &H

构建
!"#!$%&KL3

干涉载体

AJ$"%UK# II!!%$9900IJJI30033I33JI03I33J &&

AJ$"%/\# 0I!!$%990I0JJIJJIJ3II3IJ3JJII &H

AJ$"%/K# 00$%9!$%IIIJJI30033I33JI03I33J &&

Z-,#\ 030JI33I0III33III30J H"

扩增
:/*

抗性标记基因

Z-,#K 0I3J300IJ333I030I3II33 H"

7R̀ F\ I33II03JJ00300JI300330 H" !"#!$%&

荧光定量
M0K

内标

7R̀ FK 0JJI300JJ0JJ0JJ0JJIJI0JJI &G

AI3J

^

\ 33IJJ3JIII0JJJ0JJJII0 &G !"#!$%&

荧光定量
M0K

AI3J

^

\ 3J0JI0JI3J00JJJI0I3JJ H"

!!

注$字母斜体加下划线标示酶切位点位置(

L)69

$

W9669+:a261*,@9+.2,92,-,@2,26-.25a9+9+9:6+2562),9,U

;

T95*662,

4

:269?

!"*

!

!"#!$%&

基因部分序列的扩增与干涉载体

的构建

取陆地棉
0)X9+!"#

三叶一心幼苗的真叶部分!

提取
KL3

!并参照天根反转录试剂盒说明书合成

5AL3

第一链(以
0)X9+!"#

的
5AL3

为模板!引物

AI3J#\#

和
AI3J#K#

扩增
!"#!$%&

基因部分

序列(

M0K

体系包含
AL3

或
5AL3

模板
#",

4

!

#"b M0K R*//9+!?&

$

W

!

#" TT).

%

W @LJM

c2=6*+9!

$

W

!

!

$

T).

%

W

的上下游引物各
"?&

$

W

%/

8

AL3

聚合酶
#?!&7

!

@@Y

!

B

补齐至总体积
!&

$

W

(

M0K

反应条件为$

GD_

预变性
DT2,

&

GD_

变

性
$":

!

&$

!

&H_

退火
$":

!

F!_

延伸
#

!

$T2,

!

$"

个循环&

F!_

延伸
#"T2,

(回收
M0K

产物!连接至

<

cA#%'J

载体!热激法转化大肠杆菌
AY&

#

!经,蓝

白斑筛选-实验!挑取阳性克隆送上海英俊测序公司

测序(测序结果利用
0.*:6-.V!

软件与
I9,R-,X

中相应序列比对分析"图
#

#(

扩增
$"%>

<

的正向片段!并在
&]

端和
$]

端分别

WR

$左边界&

0-c[$&N

$

0-c[$&N

启动子&

N9,:9

$正向片段&

C,6+),

$内含子&

3,62':9,:9

$反向片段&

B0N69+T2,-6)+

$

B0N

终止

子&

L):

<

+)T)69+

$

L):

启动子&

LMJ

%

$新霉素磷酸转移酶基因&

LBN69+T2,-6)+

$

LBN

终止子&

KR

$右边界(

WR

$

.9/6>)+@9+

&

0-c[$&N

$

0-c[$&N

<

+)T)69+

&

N9,:9

$

/+-

4

T9,62,:9,:9)+29,6-62),

&

C,6+),

$

2,6+),

&

3,62':9,:9

$

/+-

4

T9,62,

-,62':9,:9)+29,6-62),

&

B0N69+T2,-6)+

$

B0N69+T2,-6)+

&

L):

<

+)T)69+

$

L):

<

+)T)69+

&

LMJ

%

$

,9)T

;

52,

<

1):

<

1)6+-,:/9+-:9

4

9,9

&

LBN69+T2,-6)+

$

LBN69+T2,-6)+

&

KR

$

K2

4

16R)+@9+?

图
!

!

干涉载体结构示意图

\2

4

?#

!

N6+*56*+9@2-

4

+-T)/2,69+/9+9,598956)+:

$
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!

引入
;"-

&

和
:

6

*

&

酶切位点(经
;"-

&

和

:

6

*

&

酶切!回收酶切产物!以
J

D

连接酶连接至

<

Z3LLCR3W

中间载体!命名为
<

Z3LLCR3W'

$"%N

(同时!扩增反向片段!并在
&]

端和
$]

端分别

引入
9/1

&

和
</7Y

&

酶切位点(经
9/1

&

和

</7Y

&

酶切!回收酶切产物!以
J

D

连接酶连接至

<

Z3LLCR3W'$"%N

载体!命名为
<

Z3LLCR3W'

$"%N3

(将
<

Z3LLCR3W'H"#N3

以
=-,

&

酶切!经

琼脂糖凝胶电泳后切胶回收目的片段!连接至同样

以
=-,

&

酶切的
<

3KJ!F

载体!构建
#!$%&

基因

21

<

KL3

干涉载体
<

3KJAI3J2

(

!"+

!

遗传转化与阳性植株鉴定

采用花粉管通道法进行遗传转化!转化方法参

考石雅丽等*

!$

+

(受体
##'"&#$

是非转基因材料!种

植于河北曲周中国农业大学曲周实验站(选择果枝

和花位较好)开花后
!"

!

!D1

的幼子房作为转化对

象!使用质粒
AL3

注射!质粒
AL3

浓度一般为

"d"#

!

"?"!

$

4

%

$

W

!每朵花注射
#"

$

W

即可"

"?#

!

"?!

$

4

#&涂抹赤霉素保铃并挂牌标记(收获
J

"

代

种子播种!植株叶片涂抹
$T

4

%

TW

的卡那霉素鉴定

筛选
$

次$第
#

次筛选在子叶期!第
!

次在
!

!

D

片

真叶期!第
$

次在成株期!涂抹后
F@

左右鉴定!拔

除有斑点的植株!保留无斑点的抗性植株(取叶片

样品!

M0K

检测新霉素磷酸转移酶基因
=>%

!

!能

扩增出目的基因片段的即为转基因阳性植株(

!",

!

-./01234

杂交

应用地高辛"

ACI

#试剂盒!对部分经
M0K

验证

的
J

#

植株提取
AL3

!以扩增的新霉素磷酸转移酶

基因
=>%

!

的 部 分 序 列 为 探 针!标 记!进 行

N)*619+,

杂交!检测
J

#

代材料转基因拷贝数(操

作步骤参照试剂盒说明(

!"5

!

转基因棉花植株
(26789:;2<=(

表达分析

取陆地棉
J

$

代转基因幼胚的
5AL3

进行

K9-.'J2T9M0K

分析(其中以陆地棉
!"?<@A

基

因为内标基因(内标引物和目的基因荧光定量

M0K

引物分别为
7R̀ F\

)

7R̀ FK

及
AI3J

^

\

)

AI3J

^

K

(

M0K

体系包含
5AL3

模板
#",

4

!

!b

NeRKM+9T2=%/

8

&

$

W

!

&"bKBQK9/9+,59A

;

9CC

"?!

$

W

!

!

$

T).

%

W

的上下游引物各
"?D

$

W

!

@@Y

!

B

补齐至总体积
#"

$

W

(

M0K

反应条件为$

G&_

酶激

活
$":

&然后
G&_

变性
$":

!

H"_

退火%延伸
$&:

!

D"

个循环&最后加上溶解曲线分析步骤(

!">

!

种子油分!总蛋白!可溶性蛋白与可溶性糖含

量测定

应用索氏提取法提取测定棉花种子种仁油分含

量(应用凯氏定氮法)考马斯亮蓝
I'!&"

染料结合

法分别测定植物总蛋白含量)可溶性蛋白含量!应用

苯酚法测定可溶性糖含量(

!"!?

!

农艺性状调查与考察

成株期田间调查转基因植株的农艺性状!包括

株高)第一果枝高度)果枝数)成铃数(收获转基因

植株及对照
$"

铃样品!考种(考察性状包括单铃

重)衣分)籽指)衣指&取混合棉样
#&

克!送农业部纤

维检验测试中心测定纤维品质!包括纤维上半部平

均长度"

TT

#)整齐度)断裂比强度"

5L

%

69=

#)伸长

率和马克隆值(

!"!!

!

数据统计分析

采用
NMNN#H?"

进行数据处理和统计分析!在本

文图示中以不同字母表示在
"?"&

水平上差异显著(

#

!

结果与分析

#"!

!

!"#!$%&

基因部分序列扩增与
(&':

载体构建

以陆地棉
0)X9+!"#5AL3

为模板!通过引物

AI3J#\#

和
AI3J#K#

进行特异扩增获得约
$"%

>

<

的基因片段(将该片段连接至
<

cA#%'J

载体!

获得重组后质粒
<

cA#%'J'AI3J$"%

!测序验证(

以
<

cA#%'J'AI3J$"%

为模板!扩增
$"%>

<

的正

向与反向插入片段"图
!

#!构建
!"#!$%&

基因

KL32

中间载体
<

Z3LLCR3W'$"%N3

(以
=-,

&

酶

切
<

Z3LLCR3W'$"%N3

!并 将目 的 片 段 连 接 至

<

3KJ!F

载体!经酶切验证"图
$

#!获得
!"#!$%&

基因
KL32

载体
<

3KJAI3J2

(

#?

正向片段&

!?

反向片段&

c?A!"""

<

.*:AL3.-@@9+

(

#?\)+a-+@/+-

4

T9,6:

&

!?K989+:9/+-

4

T9,6

&

c?A!"""

<

.*:AL3

.-@@9+?

图
#

!

(&'

干涉片段的扩增

\2

4

?!

!

3T

<

.2/25-62),)/KL32/+-

4

T9,6:

D
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第
&

期 刘正杰等$陆地棉
!"#!$%&

基因干涉载体构建与遗传转化

#?;"-

&

和
:

6

*

&

双酶切
<

3KJAI3J2

获得的正向片段&

!?9/1

&

和

</7Y

&

双 酶 切
<

3KJAI3J2

获 得 的 反 向 片 段&

$?=-,

&

<

3KJAI3J2

单酶切获得的正向片段
fC,6+),f

反向片段&

c?

A#&"""

<

.*:AL3.-@@9+

(

#?

<

3KJAI3J2@)*>.99,U

;

T9@2

4

9:62),a261;"-

&

-,@:

6

*

&

6))>6-2,/)+a-+@/+-

4

T9,6:

&

!?

<

3KJAI3J2@)*>.99,U

;

T9

@2

4

9:62),a2619/1

&

-,@</7Y

&

6))>6-2,+989+:9/+-

4

T9,6:

&

$?

<

3KJAI3J2:2,

4

.99,U

;

T9@2

4

9:62), a261 =-,

&

6) )>6-2,

/)+a-+@/+-

4

T9,6:fC,6+),f+989+:9/+-

4

T9,6:

&

c?A#&"""

<

.*:

AL3.-@@9+?

图
$

!

@

'(9%A'9:

载体酶切验证

\2

4

?$

!

S,U

;

T9@2

4

9:62),-,@89+2/25-62),

)/

<

3KJAI3J28956)+

#"#

!

(&':

载体转化棉花与阳性植株鉴定

纯化
<

3KJAI3J2

载体质粒!以非转基因材料

##'"&#$

为受体!应用花粉管通道法将质粒注射至

受体开花
!"

!

!D1

的子房!挂牌标记(收获
J

"

代

种子播种!经卡那霉素涂抹筛选)

M0K

鉴定获得阳

性植株"图
D

"

-

##(选取部分
J

#

植株!以扩增的

"

-

#

#

!阳性对照&

!

!阴性对照&

$

!

##

!转基因阳性植株&

c

!

A!"""

AL3.-@@9+

("

>

#

#

!阴性对照&

!

!

H

!转基因拷贝数检测(

"

-

#

#

!

<

):262895),6+).

&

!

!

,9

4

-62895),6+).

&

$'##

!

6+-,:

4

9,25

<

):26289

<

.-,6:

&

c

!

A!"""AL3.-@@9+?

"

>

#

#

!

,),'6+-,:/)+T9@

<

.-,6-:

5),6+).?!'H

!

6+-,:

4

9,252,@282@*-.:?

图
)

!

@

'(9%A'9:9

!

代转基因阳性植株鉴定

与拷贝数检测

\2

4

?D

!

M0K-,@N)*619+,>.)662,

4

-,-.

;

:2:)/

<

3KJAI3J2J

#

6+-,:

4

9,25

<

.-,6:

=>%

!

基因部分序列为探针!经地高辛标记!转膜!

显色检测
J

#

代材料转基因拷贝数(经检测!发现

在转基因材料中转基因的拷贝数在
!

!

D

个之间!如

图
D

"

>

#所示(

#"$

!

转基因植株油分含量

为提高转基因后代的遗传稳定性!选取插入拷

贝数低的
J

#

代植株自交!收获
J

!

代种子测定油分

含量&选取油分含量降低的
J

!

材料用于后续实验(

田间播种
J

!

代转基因种子!在苗期进行卡那霉素

"

$

4

%

W

#涂抹!去除检测为阴性的材料!并取样)

M0K

检测&转基因株系材料自交!收获
J

$

转基因种子!

应用近红外测定方法检测种仁含油量!发现部分转

基因株系含油量显著下降!其中
WZ"H$'$

株系中下

降了
$?#$O

"图
&

#(

图
*

!

转基因株系种子油分降低量

\2

4

?&

!

A95+9-:9@-T)*,6)/)2.5),69,6:2,

:99@:)/6+-,:

4

9,25.2,9:

#")

!

@

'(9%A'9:

转基因材料表达分析

选取转基因材料及对照开花后
$"@

的幼胚材

料!提取
KL3

!经反转录后!应用
^

KJ'M0K

分析目

的基因
!"#!$%&

基因的表达(与对照植株相比!

!"#!$%&

基因在纯合的
J

$

代转基因幼胚中的表

达量显著低于对照"图
H

#!其中在株系
WZ"H$'$

中

的表达量降低
HF?&$O

(

#"*

!

@

'(9%A'9:

转基因株系种子的油脂!总蛋白

及含糖量的测定

!!

测定
J

!

代植株种子总蛋白以及可溶性糖含

量!发现种子油脂量显著减少的株系中!总蛋白含量

及可溶性糖含量分别相对提高了
D?$#O

!

G?FFO

和
##?HFO

!

!$?"#O

"图
F

#(

&
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!

图
+

!

!"#!$%&

在转基因
9

$

代幼胚中的表达情况

\2

4

?H

!

!"#!$%&9=

<

+9::2),2,J

$

2TT-6*+99T>+

;

)

)/6+-,:/)+T-62),

<

.-,6:

图
,

!

@

'(9%A'9:

转基因株系与野生性植株种子

的油脂!总蛋白及含糖量

\2

4

?F

!

W2

<

2@

!

<

+)692,-,@:*

4

-+5),69,6:)/

<

3KJAI3J2

6+-,:

4

9,25-,@a2.@6

;<

9

<

.-,6:

#"+

!

@

'(9%A'9:

转基因株系幼胚鲜重及可溶性

蛋白含量测定

将不同转基因株系及野生型植株相同节位棉铃

挂牌标记!取样测定
#&

!

D"@

的棉花幼胚鲜重"

#"

个幼胚平均重量#及可溶性蛋白含量(与野生型相

比!转基因株系的幼胚鲜重在幼胚发育后期下降!而

可溶性蛋白含量有所升高"图
%

#(

图
5

!

@

'(9%A'9:

转基因株系与野生性植株

幼胚鲜重及可溶性蛋白含量

\2

4

?%

!

CTT-6*+99T>+

;

):/+9:1a92

4

16:-,@:).*>.9

<

+)692,5),69,6:)/

<

3KJAI3J26+-,:

4

9,25

-,@a2.@6

;<

9

<

.-,6:

#",

!

转基因材料的表型鉴定

种植转基因
J

!

代种子!调查)考察转基因株系

主要农艺性状"表
!

#(与对照相比!转基因植株的

表
#

!

@

'(9%A'9:

转基因植株的主要农艺性状

J->.9!

!

c-2,-

4

+),)T256+-26:)/

<

3KJAI3J26+-,:

4

9,25-,@a2.@6

;<

9

<

.-,6:

性状
J+-26

!!!!

##'"&#$

"

0Z

#

WZ"H"'! WZ"H$'$ WZ"H&'! WZ"HF'# WZ#F"'$

株高%
5TM.-,6192

4

16 #!#?""gD?!D-#"H?!"g&?&H>5%"?D"gD?#D@ G&?%"g&?$#5 %&?D"gD?#H@ ###?"FgH?&$>

第一果枝高度%
5T

Y92

4

16)/

<

+2T-+

;

>+-,51

!G?H"g!?%&- !D?!"g!?"!5 !&?""g#?&&>5!$?%"g!?!F5 !D?!"g#?"#5 !H?H"g#?F#>

果枝数
R+-,51,*T>9+ #$?!"g"?DD- G?D"g#?&!>5 %?""g#?"#5 %?!"g"?%$5 F?H"g"?%G5 #"?!"g#?!!>

铃数
R)..,*T>9+ !H?H"g!?$"- !%?D"gD?%$- !H?%"gD?"!- $"?D"gD?!#- !G?H"g&?"D- !H?H"g!?%%-

铃重%
4

R)..a92

4

16 D?%Gg"?H$- D?FHg"?FF- D?H!g"?D!- D?GFg"?H&- D?DHg"?D#- D?H$g"?&$-

籽指%
4

N99@2,@9= G?&#g"?DH- G?#Fg"?&!- %?G%g"?DG- G?#!g"?$G- G?$Hg"?&H- G?$#g"?HH-

衣指%
4

W2,62,@9= H?%Gg"?!$- F?#%g"?D!- H?D$g"?$$- H?#&g"?!%- H?D&g"?#G- H?D!g"?$$-

衣分%
O W2,6

<

9+59,6 $G?"#g#?!#- D"?DGg#?FF- D!?$Dg#?FG- $G?%Gg#?!#- $G?&#g!?$!- $G?%Fg#?$&-

H
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续 表

性状
J+-26

!!!!

##'"&#$

"

0Z

#

WZ"H"'! WZ"H$'$ WZ"H&'! WZ"HF'# WZ#F"'$

上半部平均长度%
TT

7

<<

9+1-./T9-,.9,

4

61

!F?GDg"?&G- !%?##g#?F&- !F?GHg#?#!- !F?%$g"?HH- !F?FFg"?F%- !%?!Fg"?F$-

整齐度%
O 7,2/)+T26

;

2,@9= %D?$$g#?!H- %D?H#g#?F%- %$?!#g"?%G- %D?$Dg#?D%- %D?!$g#?$!- %!?FHg"?F!-

断裂比强度%"

5L

%

69=

#

\+-56*+9:6+9,

4

61

!%?$#g"?DH- !F?G%g"?FF- !F?##g"?$$- !%?HFg"?HF- !F?%Hg"?D$- !%?%Hg"?F!-

伸长率%
O S.),

4

-62),+-69 H?DGg"?!!- H?D%g"?!#- H?DGg"?!$- H?DHg"?!$- H?DGg"?!"- H?D%g"?!!-

马克隆值
c25+),-2+98-.*9 D?#$g"?!G- D?!Hg"?$#- D?#%g"?&#- D?!$g"?!F- D?$Gg"?$H- D?$Dg"?#G-

种子含油量%
O

N99@)2.5),69,6:

$#?#Dg"?#$- !%?%Dg"?$F> !G?!!g"?!G> !G?#"g"?$G> !%?$%g"?$%> !G?D$g"?D#>

株高)第一果枝高度)果枝数均显著降低!但其他性

状!包括成铃数)铃重以及主要的纤维品质性状没有

明显差异&转基因株系籽指略有降低!部分株系衣分

有所提高!但均未达到显著水平(

$

!

小结与讨论

二酰甘油乙酰转移酶"

AI3J

#是细胞中控制三

酰甘油合成的关键酶"限速酶#!研究
#!$%

基因的

表达模式及其功能!对于调控植物"尤其是油料作

物#种子中碳代谢)提高三酰甘油的含量具有重要意

义(本研究应用
KL3

干涉技术抑制
!"#!$%&

基

因表达!发现棉籽三酰甘油合成受阻!影响转基因株

系籽指以及发育中幼胚的重量!同时种子中总蛋白

与糖含量有所增高!并发现幼胚中可溶性蛋白含量

有所升高(

本研究选用带发卡结构的
"

6

B=$

干涉载体沉

默棉花内源基因
!"#!$%&

基因!原因是
1

<

KL3

沉默结构已经被广泛应用!并具备很好的沉默效应!

该方法能有效应用下调目的基因表达而研究基因功

能*

!D'!&

+

(研究表明!在
$C&&

突变体中!种子含油量

的减少是由于
AI3J

活性的降低*

!H

+

(反之!在拟

南芥中过量表达
#!$%&

基因!能够提高种子油分

含量和粒重*

#"

+

(本研究也发现!与野生型对照相

比!转基因株系中
!"#!$%&

基因表达水平的降低

与种子中油分含量呈现一定的相关性!但油分含量

降低的程度明显没有
!"#!$%&

基因表达下调的

程度高"转基因株系
WZ"H$'$

中
!"#!$%&

基因表

达量最高降低
H"O

以上#!其原因可能是
#!$%&

表

达虽然受到显著抑制!但对其活性影响不大&另外!

#!$%&

其他基因家族"如
#!$%'

基因家族#等也参

与三酰甘油的合成!导致部分转基因株系油分含量维

持相对较高的水平!具体机制还需深入研究(

本研究发现抑制
#!$%&

基因表达会降低种子

油分含量!但对其他组织部位的影响还需要进一步

研究(

P1-,

4

等*

#F

+研究表明!在烟草中以
$&N

启动

子驱动
#!$%&

基因
KL3

干涉会降低不同组织的

油分含量!但
J3I

的酰基组成没有发生显著变化(

$C&&

突变体中!种子中的油分含量显著降低!

J3I

的酰基组成也发生改变!但在叶片及根组织中油脂

的脂肪酸组成没有发生变化(

在种子的油脂积累过程中!以碳水化合物形式

存在的光合作用产物进入种子胚(脂肪酸及油脂合

成的前体物质乙酸盐和丙酮酸盐等均来源于糖酵解

代谢(种子内大部分氨基酸合成的前体物质
#

'

酮

戊二酸也来源于糖酵解代谢(因此!种子内
J3I

与蛋白质的生物合成均依赖于碳水化合物的分配(

本研究表明!转基因株系中种子内油脂含量比对照

显著降低!蛋白质含量及糖类物质含量升高(原因

可能是由于
J3I

的生物合成被抑制!其前体物质

被积累!负调控过多的进入油脂合成的糖酵解代谢!

导致碳水化合物积累(由于
J3I

合成受阻!积累

的碳水化合物经糖酵解产生更多用于氨基酸合成的

前体物质!从而增加蛋白质含量(因此!三酰甘油的

生物合成与碳源进入蛋白质代谢和糖代谢之间存在

负相关的关系(

对转基因株系的表型调查!发现大部分株系高

度比对照显著降低!并影响第一果枝高度及果枝数(

由于棉花
#!$%&

基因的沉默降低种子油分含量!

导致转基因植株在生长早期受到影响!进而影响植

株高度!其原因有待深入研究(在油菜中抑制

#!$%&

基因的表达!也会影响植株的生长发育!包

括种子萌发率和种子产量*

#H

+

(调查转基因株系及

F
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卷
!

对照开花后
#&

至
D"@

幼胚性状!发现幼胚鲜重在

发育后期比对照下降!但可溶性蛋白含量明显升高!

说明抑制
!"#!$%&

表达会影响转基因株系幼胚

中的基础代谢水平(但是!本研究中转基因株系的

农艺性状!除籽指略有降低外!均未受到负面影响!

且棉花纤维品质性状与对照相比也无显著变化(
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