
! 引言
大麦籽粒蛋白质含量的高低是决定本身用途及作为主

要品质评价指标之一! 大麦籽粒醇溶蛋白质作为种子胚乳中
主要的贮藏蛋白质之一"其含量不仅直接影响制麦过程中籽

粒对水分吸收和发芽速度 !"#"而且与很多麦芽品质指标关系

密切! 研究表明"籽粒蛋白质含量与麦芽浸出率呈负相关 !$#"

因此籽粒蛋白质含量过高"会显著降低麦芽浸出率! 同时"籽

粒蛋白质含量过高"也会延长浸麦时间#降低麦芽汁过滤速

为了降低啤酒大麦蛋白的含量!提高啤酒大麦品质!利用甘肃推广面积最大的品种甘啤 & 号为材料!克隆大麦醇溶蛋白基因
保守区序列 ! 构建 "’$% 表达载体 " 根据已知大麦醇溶蛋白基因保守序列设计一对特异性引物 ()*+,!-.$$..$///."
.$.$0.$$..$..$/-1!!()*",!-022202/2020/202.02//0.2.0-1!! 采用 *." 技术从甘啤 & 号大麦基因组中获得
了 3 个 1&456 片段#0*&$% 依据载体 672’’892:和 62"/);的结构!分别将 0*& 按所对应酶切位点正反向插入!利用热激法转
化" 结果分析显示!克隆出的片段与 0<=9>=? &’.(8$中醇溶蛋白基因核苷酸序列同源性高达 4)@!所构建成的 "’2% 表达载体
62"/);A672’-0*& 中含目标片段%
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度!影响啤酒的清澈度以及啤酒泡沫的稳定性" 适宜酿造的
大麦要求籽粒蛋白质含量适中" 籽粒蛋白质含量既受遗传因
素控制#同时品种间差异也很大!"#" 醇溶蛋白质一般不受种植
环境的影响#可作为品种的生化$指纹%!$%&#" 近年来#中国大麦
总产量为 ’(()*+(万 ,# 大部分只能做饲料# 啤酒大麦只有
-(( 万 ,左右" 每年需从澳大利亚!加拿大!法国进口啤酒大
麦 +((万 ,左右#中国已成为世界上最大的啤酒大麦进口国#
占世界啤麦用量的 .(/!0(/!.#" 因此# 发展中国优质啤用大
麦!提高大麦生产水平#不仅可以增加农民收入#而且还可以
为国家节约大量外汇#具有重要的战略意义"
研究人员已经利用 1234技术有效沉默基因改良作物品
种" 夏琼梅!0#利用 1234 技术成功构建了美洲黑杨 !!"#$%&
基因的反义表达载体 567%8893:;<# 为进一步通过反义技
术降低杨树木质素含量奠定基础"郭志鸿 !=#利用 1234 技术获
得了高直链淀粉含量的马铃薯" 张广辉 !>#构建了 &!’ 基因的
123 干涉载体#为培育低咖啡因茶树奠定了基础" 目前国内
利用 1234技术改良大麦品质尚未见报道" 本研究利用甘肃
省推广面积最大的品种甘啤 * 号为材料#克隆大麦醇溶蛋白
质基因保守区序列#构建 1234 表达载体#以期为进一步通过
1234 技术改良大麦品质奠定理论基础"

! 材料与方法
!"! 材料
甘啤 * 号大麦 &?@ABC 6DDE 6@EFDG 29H*’# 大肠杆菌

IJ&!!克隆载体 5J322763K!表达载体 531<+0均由本实验
室保存(<@L I23 聚合酶! 限制性内切酶!<$MI23 连接酶均
购自 <@N@1@ 公司&日本’(I23 ;@EODE 购自 <4@APDA 公司&北
京’(I23 快速胶回收试剂盒购自北京百泰克生物技术有限
公司(其他试剂未经说明均为国产分析纯"

!"# 目标基因片段的克隆
根 据 已 报 道 的 大 麦 醇 溶 蛋 白 基 因 保 守 序 列 #

使 用 QE4RDE &S( 软 件 # 设 计 特 异 性 引 物 6+QT&" %
833883<<<88383?833883883< %"" (6+Q1&" %?333?3!
<3?3?<3?38?3<<?838?%""&上海英骏公司合成’# 采用
Q81 技术从甘啤 * 号基因组 I23 中克隆" Q81 扩增体系)

I23 -((AP!(U-"R9FVK 的上下游引物 !-U&W XY<@L I23 聚合
酶# 加水至 +&"K" 反应条件)>*#变性 &R4A(>*# Z(B#&&#
Z(B#0+# -R4A#Z( 个循环(0+#延伸 -(R4A(*#保存"

!"$ %&’干扰载体的构建
根据干扰载体酶切位点设计正反向 + 对引物 &上海英骏

公司合成’)

K6+QT &"M833 [,[P@P 883<<<88383?833883883<MZ"#
K6+Q1 &"M?33 P@@,,[ 3?3<3?3?<3?38?3<<?838?MZ"(
16+QT &"M833 ,[,@P@ 883<<<88383?833883883<MZ\#
16+Q1 &"%?33 @@P[,, 3?3<3?3?<3?38?3<<?838?%"""
采用正反向引物对目标片段分别进行亚克隆#然后酶切

相应的亚克隆载体及表达载体 #通过胶回收纯化#最后进行
连接"
利用热激法将各重组子导入大肠杆菌 IJ&! 感受态细

胞# 在含相应抗生素的 K6固体培养基上 "0#倒置培养 -+)
-.]" 挑选阳性克隆提取质粒#碱裂解法小量提取质粒#通过
Q81 和酶切对重组克隆进行鉴定"

# 结果与分析
#"! 醇溶蛋白基因保守区片段的克隆
以甘啤 * 号幼苗基因组 I23 为模板# 通过 Q81 获得 -

条特异性片段&图 -’"对该片段进行克隆及测序表明#片段长
为 "*>^5&图 +’#编码 -(>个氨基酸"序列比对表明#该片段与
大麦醇溶蛋白基因保守序列同源性为 >+$" 说明该片段为大
麦醇溶基因保守序列片段#可用于 1234研究"
#"# 表达载体的构建
如图 Z 示# 用 ()" 7#*+", 7 双酶切 ?Q*M1 与克隆载体

5J322763K&7’#回收相应片段 -.#连接过夜" 转化大杆菌

IJ&! 感受态细胞#收集菌体涂布于含 3R5&-((RPVK’的 K6

图 ! 甘啤 ( 号 )*% 扩增结果
+,-" ! %./012/ 34 )*% 5671,4,852,39 43:

;59/0 <..: <5:1.= &3" (

图 # 醇溶蛋白序列保守区
+,-" # *39/.:>52,>. :.-,39 34 ?3:@.,9
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图 ! "#$%&’(&")*+,-./ 的 .0$ 鉴定
1234 5 .0$ 267892:2;<92=8 =: 7>"?7@@2=8 A7;9=?

"*$%&B(&")*+&-./

固体平板上!!"!倒置培养 #$%&’(!挑取单菌落!碱法提取质
粒!得到重组子 )*+,-.)/0!)10检测和酶切鉴定" 以相同
的方法用 !"# 2!$%&’ 222 双酶切 .)/-3 与 )*+,-.)/0#22$!
回收目标片段连接得到重组子 4*+,-.)/%
用 ()* 2 酶切 4*+,-.)/&222$和 4+05$"!回收相应的片

段进行连接! 构建成植物 0,+6 表达载体 4+05-$"-4*+,-
.)/&27$%
利用热激法将 4+05 -$" -4*+,-.)/ 导入大肠杆菌

8*9! 感受态细胞!在含 :;<&&==>?@3$的 3A 固体培养基上
!"!倒置培养 &B%&’(% 挑选阳性克隆提取质粒!碱裂解法小
量提取质粒通过 )10和酶切对重组克隆进行鉴定%

BCD 重组质粒的鉴定
+,) 2!-.)/ 2 与 +"# 2!0%&’ 222 酶切中间载体 4*+,-

.)/!如图 / 所示!分别得到一条 !/CD4 的片段!而只用 1)* 2
酶切大约可得到一条 &’CED4 的片段%
扩增 4+05-B"-4*+,-.)/ 可扩增出 !/CD4 的目标片段

&图 9$% 说明所构建载体中含有目标片段%
BC/ 测序验证
将构建完成的载体进行测序! 与克隆的甘啤 / 号醇溶蛋

白保守区序列比对!如图 ’ 所示!醇溶蛋白保守区序列&下$与
测序序列&上$的同源度达到 CEF/9G% 说明所构建的载体中!
含有目标片段%

D 讨论
来源于不同植物种类的醇溶蛋白基因之间存在较高的

保守性!故利用同源保守序列设计引物!从大麦基因组中利
用 )10技术扩增目标片段!是目前克隆醇溶蛋白基因的最佳
选择% 在种质改良方面!0,+6 技术已成为分子生物学研究的
有力工具!广泛应用于植物基因功能分析 ’植物抗病抗逆及
物种改良等各个方面 H&=I&&J!其中 0,+6 载体的构建十分关键"

K>6L( 等H&$J认为在载体的基因正反向片段中间插入一段内含

子序列能够大大提高基因的沉默效率" 另外!0,+6 所引起的
基因表达抑制要比单独应用正义或反义 0,+ 强H&!J" 因此!本
实验构建的 0,+6 载体 4+05$"M4*+,-.)/ 含有醇溶蛋白基
因正反向互补片段! 能够在植物体内转录形成具有发夹结
构!可抑制醇溶蛋白基因的表达!为将来利用 0,+6 技术降低
大麦蛋白含量!提高啤酒大麦品质奠定基础" 这与大多数通
过载体构建技术改良种质不谋而合"例如!张景涛 H&/J构建小麦

2345/&基因表达载体!为农杆菌介导缺磷响应基因 2#4$/&
的小麦遗传转化和小麦磷高效遗传改良研究提供了研究数

据" 丁勇H&9J构建了甘蓝型油菜 6&78)& 基因表达载体!为原核
表达研究!进一步纯化和鉴定目标蛋白及研究其功能奠定了
试验基础" 于丛丛H&’J据已测序的上西早生柿 92/9 基因序列!

图 D $+*2 表达载体构建
123C D 0=8@9?E;92=8 =: $+*2 7>"?7@@2=8 A7;9=? 2;=8

图 / 酶切 ")*+&-./电泳
123C / F8GHI7@ 6237@9 =: ")#+,-./ A7;9=?
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构建 !"#$表达载体!为培育具有抗软化"耐贮运特性的柿果
奠定基础# 殷冬梅 %&’(构建了花生油酸脱氢酶基因 !"#$ 表达
载体!为获得高油酸亚油酸比值的花生种质奠定基础$ 秦智
慧%&)(已成功构建具有发夹结构的 !"#$ 载体 *#!+,-,!!可有
效的抑制紫花苜蓿 !"#$%基因$利用这一技术唯一缺点是成
本高!电泳时所用的 ./ 对人体有一定的伤害$

! 结论
成功克隆了醇溶蛋白基因保守序列 ! 并依据载体

*0#""1/#2 与 *#!+3’ 结构!将目标片段正反向插入!成功
构建 !"#$表达载体$
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%4U( 丁勇k 甘蓝型油菜 >*9,’4 基因克隆"表达载体的构建及原核表达%R(k
中国农业科学m Y_4_m X]hYlW YUYeYU)k
C$Ka o>Kak 3210*41+ J8)12(,4()+ 31*12+m Y_4_m )h4lW YUYeYU)k

%4\( 于丛丛k 上西早生柿 KBLU基因 !"#$ 植物表达载体构建及遗传转化
研究%R(k 华北农学报m Y_4_m YUh4lW )Xe)^k
oH b>Ka6>Kak .24+ .8)12(,4()+0 >’)0+,1M31*12+m Y_4_m YUh4lW )Xe)^k

%4^( 殷冬梅k 花生油酸脱氢酶基因 !"#$表达载体的构建%R(k 河南农业大
学学报m Y_4_m XXh4lW YXeY)k
o$K C>KaIA$k &’()*+, ’-H0*+*@8)12(,4()+, N*1O0)"145m Y_4_m XXh4lW YXeY)k

%4)( 秦智慧 k 紫花苜蓿锌指蛋白基因 !"#$ 表达载体的构建及在苜蓿的
转化%R(k 作物学报m Y_4_m ]\hXlW UP\e\_4k
n$K ‘7$7H$k .24+ .8)’*’/12+ 31*12+m Y_4_m ]\hXlW UP\e\_4k

图 ) 测序结果比对图
*+,- . "#(/01 2$ (#3/#&’+&,

注#上排为测序序列$下排为醇溶蛋白保守区序列%
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