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　　摘要：谷氨酸氨基转移酶又称谷丙转氨酶，在植物氮同化中起到关键作用。本试验以小黑杨为试材构建
ｐＲＯＫⅡ－ＰｎＡｌａＡＴ３植物表达载体，通过农杆菌介导法转化小黑杨，获得转基因植株，发现５号转基因株系叶片中
ＰｎＡｌａＡＴ３基因表达量升高，但根中表达量却显著降低。对野生型和 ＰｎＡｌａＡＴ３５号转基因株系的谷氨酰胺合成酶
（ＧＳ）和谷氨酰胺－α－酮戊二酸氨基转移酶（ＧＯＧＡＴ）活性检测结果发现，在低氮条件下，ＰｎＡｌａＡＴ３转基因株系上位
叶ＧＳ活ＬＴ较野生型植株有显著增加。结果表明，ＰｎＡｌａＡＴ３基因可以提高小黑杨上位叶中ＧＳ活力。
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　　丙氨酸氨基转移酶又称谷丙转氨酶（Ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡｌａＡＴ），在磷酸吡哆醛的存在下，
该酶可催化丙氨酸和 α－酮戊二酸反应，生成丙酮
酸和谷氨酸［１－２］。在植物中，该酶位于细胞质中，是

氮素同化的关键酶［３］。第一个植物 ＡｌａＡＴ基因是
Ｍｕｅｎｃｈ等从玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）中分离得到的［４］，之后

相继从拟南芥、大豆、小麦和苜蓿中获得了多个编

码ＡｌａＡＴ的基因。以拟南芥为例，Ｉｇａｒａｓｈｉ等共鉴定
了４个ＡｌａＡＴ基因，分别命名为 ＡＯＡＴ１～ＡＯＡＴ４［５］，
而大豆［６］和苜蓿［７］也有同样的家族成员数量。从

功能上来看，在拟南芥中过表达外源物种的 ＡｌａＡＴ
基因可以提高拟南芥的氮素利用效率，而过表达大

麦ＡｌａＡＴ基因的水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）和油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｎｕｐａｓ）的产量和生物量都发生了显著的提高［８－９］。

过表达大麦ＡｌａＡＴ基因的甘蔗也在低氮条件下表现
出了提高氮素利用率的现象［１０－１１］。

林木ＡｌａＡＴ基因研究相对较晚，２０１７年，Ｘｕ等
从杨树中共克隆得到 ４个成员，分别命名为

ＰｎＡｌａＡＴ１、ＰｎＡｌａＡＴ２、ＰｎＡｌａＡＴ３、ＰｎＡｌａＡＴ４，其 中
ＰｎＡｌａＡＴ１和 ＰｎＡｌａＡＴ２主要表达在叶中，并受日节
律的影响，而 ＰｎＡｌａＡＴ３和 ＰｎＡｌａＡＴ４表达量在根中
相对较多，其中 ＰｎＡｌａＡＴ３在根中表达量最高，并受
外源氮素的调节而显著上调［１２］。但该基因在氮素

同化中是否起到关键作用尚不清楚。本研究将

ＰｎＡｌａＡＴ３在杨树体内进行过表达的遗传转化，并对
转化株系在不同浓度氮素下的植株生长状况进行研

究，从而推断该基因在杨树氮素同化中所起的作用。

１　材料与方法

１．１　试验材料
采用小黑杨作为试验材料，取材于东北林业大

学试验林场。ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ载体和大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１感受态细胞，购自北京
全式金生物技术有限公司；双元表达载体 ｐＲＯＫⅡ
和根癌农杆菌 （Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）菌株
ＥＨＡ１０５，由笔者实验室保存；各种限制性内切酶、
Ｔ４ＤＮＡ连接酶、反转录试剂盒，均购自ＴＡＫＡＲＡ公
司；引物合成委托哈尔滨博士生物科技有限公司完

成。其他所需试剂均为国产分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　载体构建　根据杨树来源的 ＰｎＡｌａＡＴ３
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＴ７６８０６２）设计引物ＰｎＡｌａＡＴ３－
Ｆ／Ｒ：５′－ＧＣＴＣＴＡＧＡＣＣＡＴＧＧＣＴＣＧＴＧＴＴＴＣＴＣＴＴ
Ｇ－３′，５′－ＴＣＣＣＣＣＧＧＧＴＣＡＣＴＣＧＣＧＡＡＡＣＴＣＣＴＣ
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Ｃ－３′。下划线分别为 ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ的酶切位点。
以重组质粒 ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ－ＡｌａＡＴ３为模板，用
ＫＯＤｐｌｕｓ高保真酶扩增目的片段，扩增产生的目的
基因条带为 １４４６ｂｐ。采用ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ双酶切
将目的片段连接到双元表达载体 ｐＲＯＫⅡ中，构建

植物表达载体ｐＲＯＫⅡ－ＡｌａＡＴ３（图１－Ａ）。在构建
的表达载体中，ＡｌａＡＴ３上游启动子为组成型强启动
子ＣａＭＶ３５Ｓ，终止子为 ＮＯＳ，卡那霉素抗性基因。
采用电击法将重组表达载体 ｐＲＯＫⅡ －ＰｎＡｌａＡＴ３转
入农杆菌ＥＨＡ１０５中。

１．２．２　遗传转化　以小黑杨为受体物种，采用农杆
菌介导法对其进行遗传转化。选取长势好的小黑

杨无菌苗的叶片切成边长为１ｃｍ的正方形小块，在
农杆菌中侵染２０ｍｉｎ后取出叶片，接种在不含抗生
素的 ＭＳ［１３］（Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ＆Ｓｋｏｏｇ）分化培养基上，于
２５℃条件下黑暗培养２ｄ。之后将叶片接种到含有
５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素（Ｋａｎ）和 ３００ｍｇ／Ｌ头孢霉素

（Ｃｅｆ）的筛选培养基中，在２５℃、１６ｈ光照／８ｈ黑
暗的条件下培养。待分化的不定芽长到１ｃｍ左右
时将其切下，转移到含有 ５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素和
３００ｍｇ／Ｌ头孢霉素的抽茎培养基中，待抗性芽长到
２ｃｍ时，将其切下并放入含有２５ｍｇ／Ｌ卡那霉素和
３００ｍｇ／Ｌ头孢霉素的生根培养基中，继续培养抗性
植株并生根。详细培养基配方见表１。

表１　培养基配方

培养基名称 培养基配方

分化培养基 ＭＳ＋萘乙酸（ＮＡＡ）（０．０５ｍｇ／Ｌ）＋６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）（０．５ｍｇ／Ｌ）

筛选培养基 ＭＳ＋ＮＡＡ（０．０５ｍｇ／Ｌ）＋６－ＢＡ（０．５ｍｇ／Ｌ）＋Ｋａｎ（５０ｍｇ／Ｌ）＋Ｃｅｆ（３００ｍｇ／Ｌ）

抽茎培养基 ＭＳ＋ＮＡＡ（０．０５ｍｇ／Ｌ）＋６－ＢＡ（０．１ｍｇ／Ｌ）＋Ｋａｎ（５０ｍｇ／Ｌ）＋Ｃｅｆ（３００ｍｇ／Ｌ）

生根培养基 ＭＳ＋吲哚乙酸（ＩＢＡ）（０．２ｍｇ／Ｌ）＋Ｋａｎ（２５ｍｇ／Ｌ）＋Ｃｅｆ（３００ｍｇ／Ｌ）

１．２．３　转基因植株的分子检测　以转基因小黑杨
ＤＮＡ为模板，用 ＰｎＡｌａＡＴ３基因的特异性引物序列
（ＰｎＡｌａＡＴ３－Ｆ，５′－ＡＴＧＧＡＡＧＴＣＡＣＴＧＧＧＴＴＴＧＧ－
３′；ＰｎＡｌａＡＴ３－Ｒ，５′－ＧＡＧＴＡＧＧＣＴＧＣＧＡＣＡＧＴＡＡＡ
ＡＧ－３′）进行 ＰＣＲ检测，目的条带送样测序。利用
实时荧光定量ＰＣＲ方法检测ＰｎＡｌａＡＴ３基因在转基
因小黑杨中的表达情况，以 ＰｔＡｃｔｉｎ基因为内参基
因。ＰｎＡｌａＡＴ３定量引物序列：Ｆ：５′－ＧＴＴＣＣＴＧＧＣＴＣ

ＴＧＧＣＴＴＴＧＧＧ－３′；Ｒ：５′－ＡＣＴＣＣＧＴＧＡＧＡＣＧＧＧＡ
ＧＡＣＡＡＣＡ－３′。
１．２．４　不同氮素处理及指标检测　选取健壮的转
化植株和野生型无菌苗，移到灭菌的水培培养液

（无蔗糖及琼脂的 ＭＳ培养液）中，温室培养一段时
间后，将所有试验苗分为４组，分别为野生型正常氮
组（２ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＮＯ３）、转基因正常氮组（２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＨ４ＮＯ３）、野生型低氮组（１ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＮＯ３）和转
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基因低氮组（１ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＮＯ３）。用上述配置好的
营养液装入水培装置，把小黑杨材料转入水培装

置，处理２ｄ，处理２ｄ后用吸水纸吸干根部残留的
营养液，收样，放入 －８０℃保存。其中叶片收样分
为２个部分：第一部分是从小黑杨第１张完全展开
的叶片开始依次向下取３张叶片的混样；第二部分
是最下方３张叶片，分别代表小黑杨的新叶（上位
叶）及老叶（下位叶）部分。转氨酶、谷氨酰胺合成

酶、谷氨酸合酶等的活性用苏州科铭生物技术有限

公司的试剂盒进行检测。

１．２．５　数据分析　采用 ＳＰＳＳ２０．０软件对转基因
株系与对照在表达水平及表型性状的差异显著性

进行ｔ检验（Ｐ＝０．０５）。所有样品为５棵苗的混合
样本，生物学重复３次。

２　结果与分析

２．１　转ＰｎＡｌａＡＴ３基因的获得及分子检测
采用农杆菌介导法，将ＰｎＡｌａＡＴ３基因转入小黑

杨中，共获得１７棵转化株系，挑选５、６、７号转化株
系（图１－Ｂ中１～３）进行 ＤＮＡ及 ＲＮＡ等后续检
测，以ＤＮＡ为模板的 ＰＣＲ检测结果表明这些条带

的大小约为 ４００ｂｐ（图 １－Ｂ），经测序确定为
３５４ｂｐ，扩增结果与预期相符。这些结果初步证明
ＰｎＡｌａＡＴ３基因已经成功整合到野生型小黑杨的基
因组中。将５号转化株系进行无性扩繁后检测株
高，结果如图 １－Ｃ和图２所示，野生型平均株高为
１５ｃｍ，转化株系平均株高为２０ｃｍ，两者株高差异
显著（Ｐ＜０．０５）。通过荧光定量 ＰＣＲ方法检测
ＰｎＡｌａＡＴ３基因在该转化株系根和叶中的表达量，结
果如图３所示，在叶片中，转基因小黑杨叶片中的基
因表达量高于非转基因的植株；而在根中，转基因

小黑杨中ＰｎＡｌａＡＴ３基因的表达量显著低于野生型
植株。由此表明，ＰｎＡｌａＡＴ３基因不仅成功整合到野
生型小黑杨的基因组中，并且在小黑杨不同组织中

成功表达。

２．２　转ＰｎＡｌａＡＴ３基因植株ＡｌａＡＴ酶活变化
为了确定转 ＰｎＡｌａＡＴ３基因的转化株系在酶活

水平的变化情况，对野生型及转化株系地上和地下

部分酶活进行检测，结果如图４所示，在根中，转基
因植株的ＡｌａＡＴ酶活与野生型植株基本一致，但在
叶片中转基因植株的 ＡｌａＡＴ酶活相对于野生型植
株有显著的提高。

２．３　转ＰｎＡｌａＡＴ３基因小黑杨对氮同化相关基因酶
活的影响

ＧＳ和ＧＯＧＡＴ是氮素同化过程中关键的基因，
本试验对不同氮素下转 ＰｎＡｌａＡＴ３基因株系的谷氨
酰胺合成酶（ＧＳ）以及谷氨酰受－α－酮戊二酸氨基
转移酶（ＧＯＧＡＴ）活力进行检测，结果如图５所示，
在根中以及下位叶中，ＧＳ以及 ＧＯＧＡＴ活力没有显
著差异，即使在不同氮素处理的条件下也是如此；

在上位叶中，转 ＰｎＡｌａＡＴ３基因的转化株系 ＧＯＧＡＴ
活力没有显著区别，但 ＧＳ活力在低氮条件下相对
于野生型植株有明显的提高，且差异达到显著水平。

３　结论与讨论

在植物中，谷丙转氨酶不仅在逆境条件下发挥

一定的作用，在外界氮素发生变化时，该酶也同时

起到提高氮素利用的功能［１３］。有研究表明，在小麦

中氮素利用率的高低与谷丙转氨酶表达量成正相

关［１４－１５］。在油菜中组成型表达大麦的谷丙转氨酶

基因，结果导致在低氮条件下油菜的氮素利用率提

高［９，１６］。将大麦 ＡｌａＡＴ基因转入水稻，并加以水稻
的根部特异性启动子，结果导致转基因水稻分蘖数

明显增加，根更加稠密［８］。同时，转基因水稻地上
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部分的生物量和含氮总量也显著增加，籽粒产量显

著高于野生型水稻［８］。同时，谷氨酸、谷氨酰胺和

天冬氨酸等的含量也发生相应变化［１７］。

本研究中将ＰｎＡｌａＡＴ３基因转入野生型小黑杨，
获得了过表达株系，在相同生长条件下发现转基因

植株长势优于野生型植株，株高有显著增加。且转

基因植株叶片中的 ＡｌａＡＴ酶活高于野生型植株叶
片中的ＡｌａＡＴ酶活。在低氮处理下，转化株系的上
位叶片中ＧＳ活力显著高于野生型植株，株高也优
于野生型植株。ＧＳ活力升高会积累更多的谷氨酰
胺，以提供给上位叶更多的原材料，从而使转基因

植株长势更好。
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银杏转录组数据中 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点的生物信息学分析
秦姣姣，杨玉琦，胡晓艳，杜淑辉

（山西农业大学林学院，山西太谷０３０８００）

　　摘要：银杏（ＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａＬ．）是雌雄异株植物，其植株价值因性别不同而异。银杏转录组数据中ＥＳＴ－ＳＳＲ位点
的生物信息学分析将为银杏遗传学研究开展提供重要的理论与方法支持。首先通过高通量测序技术获得银杏大、小

孢子叶球转录组数据，然后开展数据拼接组装与ＥＳＴ－ＳＳＲ位点挖掘及相应的生物信息学分析。转录组数据处理及
拼接组装后共获得１０８３０７条 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，然后利用 ＭＩＳＡ软件发掘银杏转录组数据中的 ＳＳＲ位点，最终从８１７８条
ｕｎｉｇｅｎｅｓ中检索出９６６８个ＳＳＲ位点。其中，单核苷酸重复的数量最多，有５６６３个；其次是二核苷酸和三核苷酸，重
复数量分别为２４７１、１４３８个；四核苷酸至六核苷酸重复的数量相对较少，共有９６个。银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点共
包含１４７种重复基元。在单核苷酸重复中，Ａ和Ｔ是优势重复基元类型，分别有２８０８、２６８５个；在二核苷酸重复基元
中，ＡＴ与ＴＡ数量较多，分别为４６９、３８３个，所占比例为３４．４８％。此外，设计得到６８０９对银杏ＥＳＴ－ＳＳＲ位点特异引
物。银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点的发掘将为银杏遗传图谱构建、遗传性状分析、幼年期性别鉴定方法的建立等提供有
力的理论与方法支持。

　　关键词：银杏；转录组；ＳＳＲ位点；重复基元
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　　微卫星序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）是指
由１～６个核苷酸为重复单位组成的串联重复序列，
如Ｔｎ、（ＡＧ）ｎ、（ＡＴＧ）ｎ、（ＡＴＧＣ）ｎ等，在真核生物基

因组中随机分布。不同物种间 ＳＳＲ位点的分布差
异较大，主要表现在基序类型、重复长度以及在染

色体上的分布情况等，从而反映出物种间高水平的

等位基因多样性。虽然不同物种间 ＳＳＲ位点的差
异性较大，但是 ＳＳＲ位点两端的序列比较保守，因
此可以根据 ＳＳＲ位点两端的保守序列设计特异性
引物以获得其长度多态性，即 ＳＳＲ分子标记。ＳＳＲ
分子标记技术除了具有操作简单、易检测、共显性、

稳定性好等优点外，还具有特异性强、等位基因变

异多、受选择压力小等特点［１］。开发 ＳＳＲ分子标记
的传统方法所需费用高、工作量大，并且成功获得

阳性克隆和多态性引物的概率偏低［２］。当前，高通
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