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　　摘要：为了从大豆中克隆ＤＡＰＤ、ＤＡＰＥ和ＤＨＤＰＲ３个大豆赖氨酸合成关键酶基因，并完成其电子定位和结构分
析，借助已构建的本地化表达序列标签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇ，简称ＥＳＴ）数据库，与不同物种的对应基因序列进行比
对、拼接，同时利用已构建的大豆整合图谱，完成这３个关键酶基因的电子克隆及电子定位。结果表明，ＲＴ－ＰＣＲ克
隆、序列分析的结果与预测序列基本一致。通过电子定位，得到这３个基因分别在Ｊ、Ｌ和Ｎ３个连锁群上。通过对基
因的结构分析，得到 ＤＡＰＤ、ＤＡＰＥ、ＤＨＤＰＲ３个基因的 ｃＤＮＡ长度分别为１４６７、１０８０、１０３５ｂｐ，ｇＤＮＡ长度分别为
４６６２、３７２８、３１５８ｂｐ，外显子数量分别为８、９、８个，内含子数量分别为７、８、７个。研究结果为其他氨基酸合成关键酶
基因的克隆提供了参考依据，也为后续基因功能研究以及分子辅助育种打下了良好基础。
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　　大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）是重要的油料作物、经济作物，植物性
蛋白质的重要来源之一便是大豆蛋白质，其营养价值较高。

大豆中人体必需的氨基酸含量丰富，其中赖氨酸含量远远高

于谷物。由于赖氨酸能够促进人体充分吸收和利用其他营养

物质，一旦缺乏将直接或间接影响机体的生长和发育，所以进

一步提高大豆中的赖氨酸含量十分必要。在植物赖氨酸合成

途径中，二氢吡啶、二羧二氢吡啶、二羧酸先后在２，３－二氢
吡啶二羧酸还原酶 （ＤＨＤＰＲ）、二氨基庚二酸异构酶
（ＤＡＰＥ）、Ｎ－α－酰基－Ｌ，Ｌ－二氨基庚二酸脱酰酶（ＡＤＰＤ）
的催化下生成赖氨酸［１］。表达序列标签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｔａｇ，简称ＥＳＴ）已经成为人类克隆不同物种特异性表达基因
以及寻找未知基因的重要手段［２－３］。截至目前，已有多项研

究通过电子克隆手段获得了许多人类功能基因［４－６］。但是由

于目标物种序列信息有限，所以在植物基因克隆研究中，大部

分试验方法仍局限于原有的、常规的思路。但是，随着植物

ＥＳＴ数据库的逐步完善，其信息量快速增加，借助生物信息学
技术来电子克隆基因势必成为基因克隆的一个方便快捷、有

效的途径。另外，在分子标记研究领域，目前的研究多是将标

记定位在连锁群上的，真正的基因定位鲜见报道。如果以基

因自身的序列为依据，进而获得连锁群的定位，这样可以实现

基因更加准确精细的定位。

本研究利用电子克隆手段，获得了大豆赖氨酸合成３个
关键酶基因的全长ｃＤＮＡ序列，同时以已构建的大豆基因组
遗传图和物理图的整合图谱为基础，完成这些基因的定位，并

通过ｃＤＮＡ和ｇＤＮＡ序列的比对，获得所有基因的结构信息，
从而为后续基因功能的研究及分子辅助育种打下良好基础。

１　材料与方法

１．１　序列信息下载及生物软件
本研究从美国国立生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒ

ｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称 ＮＣＢＩ）网站上分别下载了
不同外源物种赖氨酸合成３个关键酶基因信息（表１），并用
ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ／ｓｏｙｂｅａｎ．ｐｈｐ）进
行在 线 比 对。从 ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ网 站 （ｈｔｔｐ：／／ｓｏｙｂａｓｅ．ｏｒｇ／
ＳｅｑｕｅｎｃｅＩｎｔｒｏ．ｐｈｐ）下载获得标记图谱ＢＡＲＣＳＯＹＳＳＲＰｏｔｅｎｔｉａｌ
ＳＳＲＤａｔａｂａｓｅ。从ＮＣＢＩ的ＦＴＰ网站（ｆｔｐ：／／ｆｔｐ．ｎｃｂｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｂｌａｓｔ／ｅｘｅｃｕｔａｂｌｅｓ／ｒｅｌｅａｓｅ／２．２．１６／）下载用于本地比对的
ｂｌａｓｔ２．２．１６软件包。利用ＤＮＡＭａｎ软件进行ＥＳＴ片段比对，
并筛选序列进行拼接。

表１　外源物种赖氨酸合成关键酶基因信息

名称 登录号 外源物种名称
序列

类型

ＤＡＰＤ ＡＹ１２２９９８ 拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ） 核苷酸

ＤＡＰＥ ＡＢＡ９９５９４ 水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ） 氨基酸

ＤＨＤＰＲ ＡＢＦ９４９３５ 水稻（Ｏ．ｓａｔｉｖａ） 氨基酸

１．２　试验植物
先将大豆品种东农４２的种子在自来水中浸泡过夜，再将

吸胀后的种子种在花盆中，于光照培养箱中培养，待长出３出
复叶后，将幼嫩的叶片取下用作试验材料。

１．３　电子克隆
本研究依据不同物种间存在相同基因核苷酸序列同源性

较高的特点，借助已构建的本地化大豆 ＥＳＴ数据库，将已获
得的不同物种的赖氨酸合成关键酶基因序列利用 Ｂｌａｓｔ软件
与其进行比对，从比对出的数条ＥＳＴ序列中选取多条同源性
高，且能完全覆盖整个基因 ｃＤＮＡ片段的 ＥＳＴ序列才可进行
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后续拼接工作。利用 ＤＮＡＭａｎ５．０软件的 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｌｉｇｎｍｅｎｔ功能将目的基因与其同源序列进行联配分析，之后
运用 ＳｅｑｕｅｎｃｅＡｓｓｅｍｂｌｙ工具对所选 ＥＳＴ序列进行进一步拼
接组装完成电子延伸，进而获得全长基因序列。

１．４　引物设计
以拼接预测的基因序列为模版，利用 ＤＮＡＭａｎ软件设计

引物，引物序列见表２。引物委托生工生物工程（上海）股份
有限公司合成。

表２　赖氨酸合成关键酶基因引物信息

基因名称 上游引物 下游引物

ＤＡＰＤ ５′－ＡＴＧＧＣＡＧＧＣＴＣＡＡＡＣＡＴＴＣＴＴＴ－３′ ５′－ＴＣＡＡＡＧＣＣＣＣＴＣＡＡＡＡＡＡＣＣ－３′
ＤＡＰＥ ５′－ＡＴＧＧＣＣＡＴＡＡＣＣＧＣＣＡＣＣ－３′ ５′－ＴＴＡＡＡＧＧＧＧＣＡＡＡＧＡＴＣＣＧＴＡＡＴ－３′
ＤＨＤＰＲ ５′－ＡＴＧＧＣＡＡＣＡＴＣＴＣＴＴＣＴＧＡＡＡＡＣＴＣ－３′ ５′－ＴＣＡＴＣＧＣＡＴＡＴＴＡＣＣＣＴＣＴＣＧ－３′

１．５　大豆叶片总ＲＮＡ提取及第一链ｃＤＮＡ的合成
依据ＴＲＩｚｏｌ说明书提供的方法进行大豆叶片总 ＲＮＡ的

提取。参照Ｍ－ＭＬＶ使用说明书反转录合成 ｃＤＮＡ的第一
链，直接用作模板用于ＰＣＲ扩增。
１．６　基因的克隆及测序

以东农４２大豆品种ｃＤＮＡ作为模板，利用已设计的大豆
ＤＡＰＤ、ＤＡＰＥ和ＤＨＤＰ３个酶基因特异引物，借助 ＰＣＲ扩增
全长基因片段。反应条件如下：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３５ｓ，６０℃
３５ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，２８个循环；７２℃ ７ｍｉｎ。待反应结束后，分
别取１０μＬＰＣＲ产物于１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶中进行电泳检测。
回收目的片段并连接到ｐＧＥＭＴ－ｅａｓｙ载体上，转化大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受态细胞，在氨苄青霉素（Ａｍｐ）抗
性Ｘ－ｇａｌ／ＩＰＴＧＬＢ培养基平板上将白色克隆挑出，并送交生
工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。

１．７　基因的电子定位
将已获得的３个大豆赖氨酸合成关键酶基因序列与本地

数据库进行比对，将获得的序列与从 ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ网站下载的
数据库再一次进行比对分析，由此便可准确地将基因定位在

遗传图谱上。结合Ｓｏｎｇ等已构建的图谱［７］，进而确定这些基

因定位的连锁群以及距基因较近的两侧标记信息。

１．８　基因结构分析
根据比对分析结果，进一步确定基因的内含子与外显子

数量，从而获得基因的精细结构。

２　结果与分析

２．１　大豆赖氨酸合成关键酶基因的电子克隆
２．１．１　基因的电子预测　本试验将获得的不同外源基因序
列与已构建的大豆本地化ＥＳＴ数据库进行比对，从比对结果
中选取多条同源性高的序列，并进行拼接，进而获得全长基

因，从而预测出目的基因的全长序列。经比对、拼接，大豆赖

氨酸合成３个关键酶基因的全长序列预测信息见表３。
表３　大豆赖氨酸合成关键酶基因的预测信息

名称
基因长度

（ｂｐ）
氨基酸长度

（个）

ＤＡＰＤ １４６７ ４８９
ＤＡＰＥ １０８０ ３６０
ＤＨＤＰＲ １０３５ ３４５

２．１．２　基因的ＲＴ－ＰＣＲ鉴定与测序结果分析　以大豆品种
东农４２叶片总ＲＮＡ反转录的 ｃＤＮＡ为模板，通过 ＲＴ－ＰＣＲ
扩增，获得大豆ＤＡＰＤ、ＤＡＰＥ和ＤＨＤＰＲ３个关键酶基因ＰＣＲ
产物，经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示泳道均出现
单一条带，ＤＡＰＤ、ＤＡＰＥ、ＤＨＤＰＲ３个关键酶基因大小分别约
为１４６０、１０８０、１０３０ｂｐ，全部与预测的基因长度相符（图
１）。将３个ＰＣＲ产物分别与 ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ载体连接，进而
获得对应的重组质粒。最后将重组质粒进行ＰＣＲ扩增，经电
泳检测，证实结果均与预测基因长度相符。

　　借助ＤＮＡＭａｎ软件，将大豆赖氨酸合成 ＤＡＰＤ、ＤＡＰＥ和
ＤＨＤＰＲ３个关键酶基因重组质粒的测序结果与之前的预测
结果进行比对分析，结果显示，在核苷酸水平上，所获得的３
个基因 ｃＤＮＡ序列与预测序列的同源性分别为 ９９．６６％、
９９．１７％、９５．９４％。利用 ＥＢＩ→ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ分别对 ＤＡＰＤ、
ＤＡＰＥ和ＤＨＤＰＲ３个酶基因编码的蛋白保守结构域进行预
测。由表４可以看出，ＤＡＰＤ、ＤＡＰＥ、ＤＨＤＰＲ３个关键酶基因
含有的保守结构域分别具有２，６－二氨基庚二酸脱羧酶、二

氨基庚二酸异构酶和２，３－二氢吡啶二羧酸还原酶功能。通
过以上分析，进一步验证了通过电子克隆获得的这３个全长
基因序列是正确的。

２．２　大豆赖氨酸合成关键酶基因的电子定位与结构分析
２．２．１　基因的物理图定位　借助大豆基因组数据库，将已获
得的基因序列片段与之进行比对，进而完成物理图定位分析。

如果与基因组进行比对时出现多个片段同时匹配的情况，是

由于该基因具有内含子。表５中显示了基因以及与基因组匹
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表４　大豆赖氨酸合成关键酶基因编码蛋白保守结构域信息

基因名称 氨基酸位置 保守结构域名称

ＤＡＰＤ １２６～３５２ 吡哆醛脱羧基酶（Ｏｒｎ＿Ａｒｇ＿ｄｅＣ＿Ｎ）
７１～４８６ ２，６－二氨基庚二酸脱羧酶（ＬｙｓＡ：ｄｉａｍｉｎｏｐｉｍｅｌａｔｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ）

ＤＡＰＥ ７７～１９９、２３０～３５２ ＤＡＰ异构酶（ＤＡＰ＿ｅｐｉｍｅｒｓｅ）
７５～３５９ 二氨基庚二酸异构酶（ｄｉａｍｉｎｏｐｉｍｅｌａｔｅｅｐｉｍｅｒａｓｅ）

ＤＨＤＰＲ ６９～３４４ ２，３－二氢吡啶二羧酸还原酶（ｄｉｈｙｄｒｏｄｉｐｉｃｏｌｉｎａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ）

表５　大豆赖氨酸合成关键酶基因的物理图定位

基因名称
基因长度

（ｂｐ） 基因匹配区段 基因组匹配区段 Ｅ值 平均匹配率

（％） 基因组编号

ＤＡＰＤ １４６７ １～１４６７ ３１４７６０～３１９４２１ ０～８×１０－４０ ９９．３８ Ｓｕｐｅｒ４０
ＤＡＰＥ １０８０ １～１０８０ ２８２５７１１～２８２９４３８ １×１０－１４８～８×１０－２６ ９９．７８ Ｓｕｐｅｒ６２
ＤＨＤＰＲ １０３５ １～１０３５ １５２１６５２～１５２４８０９ １×１０－１３２～３×１０－３１ ９９．７５ Ｓｕｐｅｒ１５４

配区段的信息，此外还可以看出，Ｅ值均趋近于０，平均匹配
率均在９９％以上。这些数据足以说明，这些基因与基因组序
列的匹配是真实且可信的。

２．２．２　基因的遗传图定位　根据赖氨酸合成３个关键酶基
因与基因组匹配区段，同时参考标记图谱 ＢＡＲＣＳＯＹＳＳＲ
ＰｏｔｅｎｔｉａｌＳＳＲＤａｔａｂａｓｅ，ＤＡＰＤ、ＤＡＰＥ和ＤＨＤＰＲ３个基因分别
定位在Ｌ、Ｎ、Ｊ３个连锁群上，获得了基因的两侧标记以及定
位区间。由表６、图２可以看出，ＤＡＰＤ基因被定位在 Ｌ连锁
群Ｓｕｐｅｒ４０的 ３１４７６０～３１９４２１之间，且 ＢＡＲＣ－０１４６５５－

０１６０７－ＢＡＲＣ－０２８７８７－０６０１４是分别位于此区间两侧最近
的标记，距离是 １．１ｃＭ；ＤＡＰＥ基因被定位在 Ｎ连锁群
Ｓｕｐｅｒ６２的２８２５７１１～２８２９４３８之间，且 ＢＡＲＣ－０２４３２９－
０４８４９－ＢＡＲＣ－０２８２０５－０５７９２是分别位于此区间两侧最近
的标记，距离是 ０．６ｃＭ；ＤＨＤＰＲ基因被定位在 Ｊ连锁群
Ｓｕｐｅｒ１５４的 １５２１６５２～１５２４８０９之间，ＢＡＲＣ－０２２４５３－
０４３３２－ＢＡＲＣ－０１４４５９－０１３８１是分别位于此区间两侧最近
的标记，且定位于连锁群的同一位置，定位距离是３个基因中
最近的。

表６　大豆赖氨酸合成关键酶基因遗传图基因定位

名称 基因组编号 位置 附近标记
定位区间

（ｃＭ） 连锁群

ＤＡＰＤ Ｓｕｐｅｒ４０ ３１４７６０～３１９４２１ ＢＡＲＣ－０１４６５５－０１６０７－ＢＡＲＣ－０２８７８７－０６０１４ ８９．６～９０．７ Ｌ
ＤＡＰＥ Ｓｕｐｅｒ６２ ２８２５７１１～２８２９４３８ ＢＡＲＣ－０２４３２９－０４８４９－ＢＡＲＣ－０２８２０５－０５７９２ ６４．４～６５．０ Ｎ
ＤＨＤＰＲ Ｓｕｐｅｒ１５４ １５２１６５２～１５２４８０９ ＢＡＲＣ－０２２４５３－０４３３２－ＢＡＲＣ－０１４４５９－０１３８１ ２６．３ Ｊ

２．２．３　基因结构分析　通过对大豆赖氨酸合成３个关键酶
基因进行 ｃＤＮＡ和 ｇＤＮＡ序列的比对，进一步确定各个基因
长度以及外显子、内含子的数量。表 ７结果显示，ＤＡＰＤ、
ＤＡＰＥ、ＤＨＤＰＲ３个酶基因 ｃＤＮＡ长度分别为 １４６７、１０８０、
１０３５ｂｐ；ｇＤＮＡ的长度分别为４６６２、３７２８、３１５８ｂｐ；外显子
数量分别为８、９、８个；内含子的数量分别为７、８、７个。

表７　赖氨酸合成关键酶基因结构比对信息

名称
ｃＤＮＡ基因
长度（ｂｐ）

ｇＤＮＡ基因
长度（ｂｐ）

外显子

数量（个）

内含子数量

（个）

ＤＡＰＤ １４６７ ４６６２ ８ ７
ＤＡＰＥ １０８０ ３７２８ ９ ８
ＤＨＤＰＲ １０３５ ３１５８ ８ ７

３　讨论与结论

３．１　大豆赖氨酸合成关键酶基因的电子克隆
目前，电子克隆方法已经被广泛应用于很多领域，例如在

人［８］、甘蓝［９］和牛［１０］的研究中均有报道。但大部分研究仅局

限于利用外源物种核苷酸或氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ网站上
提供的ＥＳＴ数据库进行比对，且由于 ＥＳＴ数据库中的信息包
含多个物种，所以造成信息量过大，因而比对起来必然存在以

下问题：（１）时效性差；（２）会将许多不需要的物种信息同时
比对出来，所以不仅须要比对多次，另外还须对结果进行细致

筛选，为序列拼接带来不必要的麻烦。本研究在成功构建大

豆ＥＳＴ数据库的基础上进行本地比对，这样针对性更强，结
果更准确。由此可见，以本地化 ＥＳＴ数据库为基础进行基因
电子克隆，既准确又快捷。

３．２　大豆赖氨酸合成关键酶基因的电子定位
目前，针对大豆脂肪酸含量［１１］、种子油分和蛋白［１２］、大

豆花叶病毒抗性［１３］及胞囊线虫抗性［１４］等性状的基因定位均

有报道，但关于基因方面的研究并不多见。本研究借助已有

的大豆基因信息，构建了本地化 ＥＳＴ数据库。同时利用生物
学软件，完成了基因准确、快速的定位。而传统的分子标记，

需要一定的群体以及大量人力、物力，既耗时又费力。基因电

子定位是借助生物信息学相关软件并建立在测序基础之上的

另一种用于基因定位的手段，其获得的基因两侧标记与基因

位点之间的物理距离非常近，可为今后基于基因分子标记的

开发奠定良好基础，从而真正完成基因准确精细的定位。

由本试验结果还可以看出，通过基因的电子定位，不仅能

够更加快速、准确地相互找到对应标记，同时还能获得相邻序

列的信息，这样就可以挖掘更多未知的功能性基因，进而完成

ＱＴＬ到ＱＴＧ更深入的转换，同时也很好地将挖掘基因与遗传
作图二者密切地联系在一起。除此之外，电子定位还可将基

因ｃＤＮＡ序列和 ｇＤＮＡ序列进行比对，同时对精细的基因结
构，即内含子与外显子信息进行分析，为后续进一步研究基因

提供了必要条件。目前基于基因序列的研究大部分仍然局限

于ｃＤＮＡ水平，却忽视了基于ｇＤＮＡ水平上基因结构的分析，
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本研究对这方面内容进行了有效的补充。
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洋葱 ＥＳＴ－ＳＳＲ标记在大葱中的通用性及多态性分析
王其鹏１，王丽乔２，张巍巍３，袁瑞江２，冯大领３

（１．河北农业大学现代科技学院，河北保定０７１０００；２．石家庄市农林科学研究院蔬菜研究所，河北石家庄０５００２１；
３．河北农业大学生命科学学院，河北保定０７１０００）

　　摘要：以３１个大葱自交系为材料，用１４个洋葱ＥＳＴ－ＳＳＲ标记，对各个自交系的ＰＣＲ扩增产物进行分析。结果
表明，其中１３个ＥＳＴ－ＳＳＲ标记在大葱不同自交系上具有通用性，１个标记（ＡＣＭ０２４）在３１个大葱自交系上没有扩增
产物，可用于大葱与洋葱的区分；１３对引物在３１个自交系中共检测到等位位点２８个，平均每对引物可以检测到２．１５
个；通过扩增产物的多态性分析，１０个引物具有多态性；通过聚类分析获得了各个自交系间的遗传距离及各自交系间
的亲缘关系。在相似性系数０．７２水平上，自选材料１、日本品种山木一本与其他类型关系较远。各自交系间的遗传
距离在０～２．１１之间，其中遗传距离最小为０（２０１３年山东田选寒青巨葱与大梧桐象青叶１号；河北无极鸡腿葱与赞
皇选日本型大葱；横滨大葱与自选材料６），遗传距离最大值为２．１１（自选材料１与山木一本）。该研究为大葱品种鉴
定、遗传多样性分析、遗传图谱构建等奠定了基础。
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　　葱（Ａｌｌｉｕｍ ｆｉｓｔｕｌｏｓｕｍ Ｌ．）是百合科（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）葱属 （ＡｌｌｉｕｍＬ．）多年生草本植物。在我国有３个变种，即普通大
葱（Ａ．ｆｉｓｔｕｌｏｓｕｍ Ｌ．ｖａｒ．ｇｉｇａｎｔｅｕｍ Ｍａｋｉｏｎ）、分 葱 （Ａ．
ｆｉｓｔｕｌｏｓｕｍＬ．ｖａｒ．ｃａｅｓｐｉｔｏｓｕｍＭａｋｉｎｏ）和楼葱（Ａ．ｆｉｓｔｕｌｏｓｕｍＬ．
ｖａｒ．ｖｉｖｉｐａｒｕｍＭａｋｉｎｏ），各个变种内还有不同的栽培类型。在
北方地区种植的章丘大葱、北京高脚白、河北隆尧大葱、山东

莱芜鸡腿葱等均为普通大葱的栽培类型［１］。大葱在我国栽

培历史悠久，不仅作为重要的蔬菜和调味料作物，其食用及药

用价值也不断被人们发掘［２－３］，因此大葱的价值越来越被人

们所重视。但长期以来，大葱育种工作发展缓慢，大葱作物的

品质和产量潜力尚未被充分挖掘。
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