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0 引言

大豆是重要的油料作物，同时也是蛋白和异黄酮

的重要来源。异黄酮类化合物在植物的抗病、抗逆以

及促进人类健康方面起着重要作用[1-4]。异黄酮的杀菌

活性和潜在的信号分子作用使其在植物—微生物互作

中显得十分重要[5]。研究发现，大多数MYB转录因子

对植物类黄酮的代谢均有调控作用，MYB12转录因子

就是其中之一。

Mehrtens 等 [6]在拟南芥中分离了 MYB12 转录因

子，它专一性激活类黄酮的生物合成、作用和结构上都
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摘 要：为研究大豆 MYB 转录因子—GmMYB12B2 在转基因植物类黄酮代谢中的作用，利用吉林大学

植物种质资源与利用研究室前期克隆的GmMYB12B2基因，以PPZP质粒为表达载体，构建了由组成型

CaMV35S 启动子驱动 GmMYB12B2 基因的植物表达载体 PPZP-GmMYB12B2；然后，采用冻融法转入

农杆菌EHA105菌株，通过叶盘法对烟草进行遗传转化。经PCR随机扩增鉴定9株转基因烟草，其中有

6株是阳性植株，初步证明已获得转大豆GmMYB12B2基因的烟草。
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Construction of Plant Expression Vector of Soybean GmMYB12B2 Gene and Transformation in
Tobacco
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Abstract: In order to study the application of GmMYB12B2 gene in transgenic plants involving flavonoids
metabolism, the plant expression vector PPZP-GmMYB12B2 was constructed, in which the GmMYB12B2gene
was driven by the constitutive promoter CaMV35S. The constructed expression vector was transformed into
EHA105 strain by freeze -thaw method. Leaf segments of tobacco were inoculated with EHA105 containing
plasmid PPZP-GmMYB12B2. The transgenic lines were selected by PCR detection, in nine random transgenic
tobaccos, six of them were positive plants. The result showed that GmMYB12B2 gene had been integrated into
the genome of tobacco.
Key words: GmMYB12B2 transcription factor; plant expression vector; Agrobacterium-mediated
transformation; tobacco
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与玉米的P因子非常相近，具有相似目的基因专一性，

激活 CHS，CHI，F3H，FLS[6-7]。AtMYB12 在烟草和番

茄中表达都能够激活黄酮醇途径，产生更多的黄酮醇

及其衍生物。在烟草中AtMYB12的表达使得花的颜

色变浅，并且花青素的含量下降。在番茄中AtMYB12

还能激活咖啡奎尼酸的合成途径。转AtMYB12的番

茄植株能够正常生长、发育，只是在果实变色时才显现

差异。AtMYB12在后续世代中能够稳定遗传[8-9]。

Jose等[10]研究葡萄转熟之后的阳光照射对于葡萄

果皮中花青苷和黄酮醇含量的影响，他们发现在类黄

酮合成这一途径中，许多MYB转录因子都对相关基

因有调控作用。MYBA1和MYBA2控制花青苷合成

的最后一步糖基化反应。MYB5a，MYB5b，MYBPA1

和 MYBPA2 对大多分支途径均有调节作用。MYB4

转录因子是这条途径中发现的一个转录抑制因子。葡

萄的MYB12转录因子专一性调节黄酮醇衍生物合成

相关基因，并且作用极显著，它受光的影响也十分明

显。

前人的研究结果显示，MYB12转录因子及其类似

基因对类黄酮代谢途径有调控作用。但是，到目前为

止，对于大豆MYB12转录因子在异黄酮代谢途径中

的作用研究还未见报道。GmMYB12B2是吉林大学

植物种质资源与利用研究室前期从大豆中克隆的

MYB12 同 源 基 因 。 为 了 进 一 步 研 究 大 豆

GmMYB12B2的潜在功能，为植物类黄酮代谢基因工

程提供新的基因资源，笔者构建了大豆GmMYB12B2

基因的植物表达载体，并通过农杆菌介导进行烟草转

化，以期提高转基因烟草中的类黄酮含量，为大豆

GmMYB12B2基因在植物类黄酮代谢基因工程中的

应用研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 植物材料

烟草品种 NC89 的种子用纱布包裹，清水冲洗

30 min，控干；75%乙醇浸泡1 min，2% NaClO（含0.1%

Tween 20）浸泡 30 min；无菌水浸洗 3次，每次 3 min；

无菌干燥滤纸吸干种子，铺于 1/2 MS 培养基上，于

25℃，16 h光/8 h暗条件下萌发，取萌发后生长 1~2个

月的叶片，作为遗传转化的初始材料。

1.2 菌株及质粒

大肠杆菌菌株（E.coli）DH5α、根癌农杆菌菌株

EHA105、携 带 GmMYB12B2 的 克 隆 载 体

pMD18-T-GmMYB12B2及植物表达载体质粒PPZP均

为吉林大学植物种质资源与利用研究室保存。

1.3 工具酶及分子生物学试剂

限制性内切酶 KpnI、SacI、Taq DNA 聚合酶、T4

DNA连接酶、DL2000TM DNA marker均购自TaKaRa公

司；DNA纯化回收试剂盒、质粒DNA提取试剂盒购自

爱思进生物技术有限公司；其他生化试剂均为国产分

析纯。

1.4 大豆GmMYB12B2基因植物表达载体的构建

在基因的5’端和3’端分别设计含KpnI和SacI酶

切位点的引物，以质粒 pMD18-T-GmMYB12B2 为模

板，进行PCR扩增。引物为：

GmMYB12B2-F：5'-CgAGGTACCATggAgAggAg

TTT-3’

GmMYB12B2-R：5'-CAgGAGCTCTCACgACAA

gTCA-3’

将扩增产物经DNA纯化回收试剂盒纯化后，用

KpnI 和 SacI 双酶切，回收纯化后，与同样用 KpnI 和

SacI双酶切的PPZP载体连接，构建成由CaMV35S启

动 子 驱 动 GmMYB12B2 基 因 的 植 物 表 达 载 体

PPZP-GmMYB12B2。构建载体转化大肠杆菌（E.coli）

DH5α，提取质粒，经KpnI和SacI双酶切鉴定正确后，

送北京六合华大基因科技股份有限公司测序验证。

1.5 烟草的遗传转化与鉴定

将重组质粒PPZP-GmMYB12B2通过冻融法转入

农杆菌EHA105，再利用叶盘法转化烟草NC89，最后

将经过 10 mg/L 潮霉素筛选的抗性植株移入温室培

养。以具潮霉素抗性的烟草转化苗幼嫩叶片为材料，

用改良SDS法小量提取烟草基因组DNA。以DNA为

模版，非转基因烟草NC89基因组DNA为阴性对照，

PPZP-GmMYB12B2 质粒 DNA 为阳性对照，分别以

GmMYB12B2基因特异引物及潮霉素 hpt基因特异引

物进行转基因植株的PCR鉴定。hpt基因引物为：

hpt-F：5’-TGCTTTCAGCTTCGATGTAGG-3’

hpt-R：5’-AGAAGAAGATGTTGGCGACC-3’

PCR反应条件：94℃预变性 5 min；94℃ 30s，56℃
30 s/50℃ 30 s，72℃ 1 min；共 30 个循环；72℃后延伸

10 min。

2 结果与分析

2.1 大豆GmMYB12B2基因植物表达载体的构建及鉴

定

大豆GmMYB12B2基因植物表达载体构建策略

如图 1所示：将GmMYB12B2基因的 PCR产物回收，

经KpnI和SacI双酶切后插入载体PPZP。重组质粒转

化大肠杆菌（E.coli）DH5α，阳性克隆用酶切验证（图

2）。从图2中可以看出，重组质粒用KpnI和SacI双酶
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切获得一条约783 bp左右的条带，说明构建的植物表

达载体已经成功将大豆GmMYB12B2基因整合进去。

2.2 烟草转基因植株的获得

用含有 PPZP-GmMYB12B2的农杆菌EHA105浸

染烟草NC89叶片，首先转入含有 5 mg/L潮霉素的分

化培养基培养，15天后，继代一次，将潮霉素浓度提高

到 10 mg/L，待抗性芽长至 1 cm时，切下，转入生根培

养基，促其生根。待根系发育好后，移入无菌土中，塑

料膜保湿2天后，温室常规管理，获得完整转基因烟草

植株，见图3。

2.3 转基因烟草的PCR检测

通过农杆菌转化获得的烟草抗性植株移栽成活

后，以叶片为材料提取基因组DNA，以DNA为模板，

非转基因烟草 NC89 基因组 DNA 为阴性对照，

RB
Nos-pro nptⅡ

KpnⅠ SacⅠ

35S-ter 35S-pro Nos-ter
LB

GmMYB12B2

图1 质粒PPZP-GmMYB12B2图谱

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M：DNA Marker (DL2000)；1：PPZP质粒酶切；2—8：重组质粒

PPZP-GmMYB12B2酶切

图2 重组质粒PPZP-GmMYB12B2双酶切鉴定结果

C D

A B

A：农杆菌侵染后抗性芽分化；B：抗性芽继续筛选；C：抗性苗诱导生根；D：抗性苗移栽成活

图3 转GmMYB12B2基因烟草植株获得

PPZP-GmMYB12B2 质 粒 DNA 为 阳 性 对 照 ，以

GmMYB12B2基因及潮霉素 hpt基因特异引物进行转

基因植株的 PCR 鉴定。随机扩增鉴定 9 株转

PPZP-GmMYB12B2烟草抗性苗中有 6株是PCR阳性

植株（图 4），初步证明已获得转大豆GmMYB12B2基

因的烟草。

3 结论

采用常规 PCR、酶切、连接等技术，成功构建了
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GmMYB12B2 基 因 的 植 物 表 达 载 体 PPZP-

GmMYB12B2。PPZP质粒含有组成型CaMV35S启动

子，为GmMYB12B2基因在转基因植物中的表达提供

条件；它还含有潮霉素筛选基因 hpt，为转基因植物的

筛选奠定基础。

通过农杆菌介导的遗传转化，将GmMYB12B2基

因转入烟草叶片。在转基因烟草抗性苗筛选过程中，

采用逐步筛选的方法，有效去除了假阳性植株。

利用PCR技术，对转基因烟草进行分子鉴定。使

用特异基因GmMYB12B2及抗性筛选基因hpt进行双

筛选，能够有效筛选转基因植株。

4 讨论

转录因子在转录水平调控目的基因的不同时空和

不同条件下的表达水平，是植物对其生长发育及生理

代谢的一种重要的调控方式。在植物体中存在大量的

转录因子基因，据推测拟南芥中至少有1553个转录因

子基因，约占其基因总数的5.9%[11]。转录因子可以调

控代谢途径中的多个基因，它们通过与靶基因启动子

区的相互作用来调控不同目的基因的表达和mRNA

的转录起始，从而，特异性的调控目的产物合成的形式

和强度。前人研究结果表明，MYB12转录因子及其类

似基因能够调控类黄酮代谢途径中多个关键酶基因的

表达。因此，转入GmMYB12B2基因就相当于转入了

多个酶基因，从而提高转基因植物类黄酮合成的总量，

通过对已克隆的其他作物MYB12及类似基因的遗传

转化研究证实了这一观点[6-10]。因此，MYB12及其类

似基因在植物类黄酮代谢基因工程中具有广泛的应用

前景。

烟草是基因工程模式植物，是植物界的“果蝇”，有

较成熟的遗传转化体系。此文在参考前人烟草遗传转

化研究[12-15]的基础上，在筛选过程中做了适当调整，即

采用逐步筛选的方法。转化体的筛选是遗传转化中的

重要步骤，一般采用适当的抗性选择标记（此实验中用

潮霉素）进行筛选，同时还要添加抑制农杆菌生长的抗

生素，比如头孢霉素。所选择的筛选剂及抗生素的浓

度因实验不同而不同。此实验中的筛选剂使用的是潮

霉素，在浸染初期，由于外植体经打孔、浸染，受到伤害

较大，分化再生能力相对较弱，使用较低浓度的潮霉素

5 mg/L，更适于其芽的分化再生，同时也能够起到抗性

筛选的目的；经过一次继代后，已经有许多小芽分化，

外植体对于潮霉素的耐受力增强，这时要提高潮霉素

浓度到10 mg/L，才会更好的去除假阳性植株；待抗性

芽长至1 cm时，就要转入生根培养基，促其生根，这时

潮霉素的浓度很关键。当潮霉素浓度仍为 10 mg/L

时，抗性芽几乎不生根；潮霉素浓度为7.5 mg/L时，抗性

芽的生根率能够达到67%，但是根不够健壮，在后期移

栽时，抗性苗不易成活；当潮霉素浓度调整到5 mg/L，

抗性苗都能更好的生根，利于移栽成活。此研究的开

展将为其他转基因植物的筛选工作提供一个新思路。
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