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摘  要 : 为提高大豆 Glycine max 种子含油量和营养品质，文中以二酰甘油酰基转移酶 1 (Diacylglycerol 

acyltransferase 1，DGAT1) 基因为遗传修饰靶标。将来自高油植物斑鸠菊 Vernonia galamensis L.编码 DGAT1 酶

蛋白的 cDNA 克隆 VgDGAT1A 在大豆种子特异超表达。连续选择获得高代 (T7) VgDGAT1A 转基因大豆株系。

转基因株系表型鉴定显示，在大豆种子发育中期 (30–45 DAF)，VgDGAT1A 高表达，相应地 DGAT 酶活性是非转

基因野生型和空载体转化对照的 7.8 倍。转基因成熟种子含油量比对照提高了 5.1%，淀粉含量比对照减少 2%–3%，

蛋白质含量与对照无显著差异。此外，转基因大豆种子百粒重 (14.5 g) 和种子萌发率 (95.6%) 与对照亦无明显

差异。种子油脂脂肪酸成分分析显示，转基因大豆种子油中抗氧化的油酸 (C18:1Δ9) 含量比对照提高 8.2%，相

应地易氧化的亚油酸 (C18:2Δ9,12) 和亚麻酸 (C18:3Δ9,12,15) 分别减少 6%和 2%。这些数据表明，种子特异超

表达外源 VgDGAT1A 基因，打破了大豆种子含油量和蛋白质含量的负连锁，显著提高种子含油量且未导致蛋白

含量降低。转基因大豆种子重量和萌发率亦未显负效应，而且种子油脂抗氧化性和营养品质得以改善。研究表明

应用这一高酶活性 VgDGAT1A 的基因工程是提高种子含油量和改善油脂品质的一条有效途径。 

关键词 : 大豆，斑鸠菊，种子营养品质，二酰甘油酰基转移酶 1 (DGAT1)，种子特异表达，脂肪酸和油脂含量  
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Abstract:  Enhancing soybean (Glycine max) oil production is crucial to meet the market demand of vegetable oil. 

Diacylglycerol acyltransferase (DGAT) catalyzes the final acylation reaction of triacylglycerol (TAG) synthesis, acting as one 

of the rate-limiting enzymes for oil biosynthesis in plant seeds. Here, a cDNA clone VgDGAT1A encoding the DGAT1 protein 

was isolated from the high oil plant Vernonia galamensis. VgDGAT1A was specifically overexpressed in soybean seeds, and 

several high-generation transgenic lines (T7) were obtained by continuous selection. qPCR analysis showed that VgDGAT1A 

was highly expressed in the mid-development stage (30–45 DAF) of the transgenic seeds. Accordingly, the DGAT enzyme 

activity in the transgenic seeds was increased by 7.8 folds in comparison with the wild-type controls. Seed oil and starch 

contents were, respectively, increased by 5.1% (Dry weight) and reduced by 2%–3% in the transgenic soybeans. Importantly, 

protein content was not significantly different between transgenic and control seeds. Seed weight and germination rate of the 

transgenic lines exhibited no negative effect. Fatty acid profiling demonstrated that antioxidant oleic acid (C18:1Δ9) content in 

the transgenic seed oil was elevated by 8.2% compared to the control, and correspondingly, easily-oxidized linoleic acid 

(C18:2Δ9,12) and linolenic acid (C18:3Δ9,12,15) were decreased by 6% and 2% respectively. Taken together, seed-specific 

overexpression of an exogenous VgDGAT1A gene can break the negative linkage of oil and protein contents in soybean seeds, 

indicating that engineering of this highly-active DGAT enzyme is an effective strategy to improve oil yield and nutritional 

value in oilseeds. 

Keywords:  soybean (Glycine max), Vernonia galamensis, seed nutritional quality, diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1), 

seed-specific expression, fatty acid and oil content 

大豆 (Glycine max L. Merr) 是我国和世界主

要粮油作物之一，富含蛋白质 (约 40%)，氨基酸

种类多，钙磷铁含量丰富，油脂含量高 (约 20%)。

大豆油除了作为人类食用油的主要来源之外，还

用于生产生物柴油、食品和化工品等[1]。现今全

球 28%的植物油来源于大豆油，而且大豆油的市

场消费量逐年增长[2]。培育高油大豆品种和提高

大豆油产量是应对全球大豆油市场需求的有效途

径。然而，常规育种手段难以克服种子油含量与

蛋白含量负相关的缺点，不易培育获得种子油脂

和蛋白质含量双高的大豆品种。 

植物种子油主要为三酰甘油 (Triacylglycerol，

TAG)。TAG 在细胞内质网上合成并储存于油体

内。在相关酶的催化下，甘油分子 3 个碳原子 

(sn-1、-2 和-3) 依次分别结合一个长链脂肪酸酰

基 而 形 成 TAG 。 二 酰 基 甘 油 酰 基 转 移 酶 

(Diacylglycerol acyltransferase，DGAT) 参与 TAG

合成的最后一步酰化反应，是 TAG 合成的限速

酶。DGAT (EC2.3.1.20) 将结合于 CoA 分子的长链

脂肪酸酰基转移到二酰甘油 (sn-1,2-diacylglycerol，

DAG) 的 sn-3 位置而生成 TAG。根据 DGAT 的结

构、亚细胞定位等信息，可将其分为 3 种类型：

DGAT1、DGAT2 和 DGAT3。DGAT1 和 DGAT2

为膜结合蛋白酶，但二者序列不具同源性[3-4]。现

已在拟南芥 Arabidopsis thaliana、油菜 Brassica 

napus 和大豆等植物中分离到编码有功能的

DGAT1 或 DGAT2 基因。DGAT3 又称胞质 DGAT 

(Cyto DGAT)，为可溶性酶蛋白，最初从花生
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Arachis hypogaea 种子中分离获得，且具有 DGAT

酶活性[5]。拟南芥、亚麻荠 Camelina sativa 和大

豆等一些油料作物也发现 DGAT3 的同源序列，

但还未有功能验证[1,6]。全基因组分析显示大豆基

因组编码多个拷贝的 DGAT1、DGAT2 和 DGAT3

序列[1]，迄今仅有 GmDGAT1A (Glyma13g16560) 

和 GmDGAT1B (Glma17g06120) 的功能得到鉴

定。GmDGAT1A 和 1B 均在大豆种子油脂大量积

累时期高表达，预示着二者在大豆种子油脂合成

积累中起重要作用。 

用模式植物拟南芥和其他油料作物为受体的

转基因试验表明，超表达不同来源的 DGAT 基因

能提高种子含油量，但效应有差异。Jako 等研究

发现，拟南芥 AtDGAT1 突变体 AS11 中种子含油

量下降 20%–40%，过表达 AtDGAT1 导致种子含油

量和千粒重提高[7]。过表达源于旱金莲 Tropaeolum 

majus L.的 TmDGAT1 转基因拟南芥种子油含量提

高 3.5%[8]。烟草 Nicotiana tabacum L. NtDGAT1

基因沉默的转基因烟草成熟种子油含量减少

9%–49%[9]。陆地棉 GhDGAT1 沉默引起棉籽种仁

含油量下降 3.13%[10]。Taylor 等报道超表达拟南

芥 AtDGAT1 和甘蓝型油菜的 BnDGAT1 可使油菜

Brassica napus 种子含油量分别提高 2.5%和

5%[11]。将 BnDGAT1 在油菜种子中超表达，种子

油含量提高 14%，而且转基因植株耐旱性增强[12]。

同一作物不同的 DGAT1 等位基因其效应也存在

差异。Zheng 等发现，过表达来自低油玉米的

ZmDGAT1 基因导致转基因玉米种胚含油量提高

12.4%，而表达来自高油玉米的 ZmDGAT1 基因，

转基因玉米种胚含油量提高 26.1%[13]。 

超表达 DGAT 基因亦可提高大豆种子含油

量。Lardizabal 等在大豆中过表达密码子优化的一

种真菌 Umbelopsis ramanniana UrDGAT2 基因，

使大豆种子含油量提高了 1.5%[14]，但是种子蛋白

含量小幅降低。种子特异表达来自芝麻 Sesamum 

indicum 的 SiDGAT1，转基因大豆种子含油量提高

1.75%[15]，未报道种子蛋白含量是否变化。Roesler

等对大豆 GmDGAT1 (Glyma.17G053300) 部分编

码序列进行修饰 (替换了 14 个氨基酸) 获得酶活

性提高的突变体，将野生型 GmDGAT1 和突变型

GmDGAT1 分别在大豆体细胞胚中表达，体细胞

胚含油量分别提高 5%和 10%。一年一点大田试

验结果显示，突变型 GmDGAT1 转基因成熟种子

含油量提高 3%，蛋白质含量未减少，然而可溶性

碳水化合物含量降低 1.9%[16]。可见，超表达外源

DGAT 或大豆本身 DGAT 基因均可提高大豆种子

油脂积累，尽管效应有差异。 

本 课 题 组 前 期 从 高 油 野 生 植 物 斑 鸠 菊 

Vernonia galamensis L. (含油量约 60%) 发育种子

中分离到编码 DGAT1的 cDNA克隆 (VgDGAT1A, 

GenBank 登录号：EF653277)。多种体内和体外酶

学试验证明 VgDGAT1A 酶活性高于大豆等油料

作物 DGAT1 活性 5 倍多[17-19]，是我们所检测来

源不同的数种 DGAT1 酶活性最高者。苑丽霞等

将 VgDGAT1A 导入油料作物亚麻荠并使其高表

达，转基因纯合系亚麻荠种子含油量从野生型

的 37%提高到 46%–51%[20]。在棉籽中超表达

VgDGAT1A 亦显著提高了棉花种子含油量[21]。此

外，在烟草茎叶等营养器官异源过表达 VgDGAT1A

可使烟叶等营养组织 TAG 含量从野生型的 2.1% 

(干基) 提高到 9.8%[22]。这些结果表明，VgDGAT1

在油料作物遗传改良及代谢工程上具有重要应

用价值，VgDGAT1A 的异源表达不仅可提高种

子含油量，而且还能显著提高植株营养器官油

脂富集。 

在我们前期培育获得种子特异表达VgDGAT1A

转基因大豆材料基础上[23]，本研究重点对连续筛

选获得的高代 (T7) 遗传稳定的转基因大豆材料

进行表型分析；通过实时荧光定量 PCR 检测

VgDGAT1A 在大豆发育种子中的表达谱；提取种
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子细胞微体膜结合蛋白、并检测样品中 DGAT 酶

活性；分别检测转基因大豆种子油脂及脂肪酸成

分、蛋白和淀粉含量，以及种子干重、种子萌发

率等表型。与非转化的对照植株相比，种子特异

超表达 VgDGAT1A 基因的稳定转基因系成熟种子

含油量平均提高 5.1%，且蛋白含量 (41%) 不降

低，种子重量和种子萌发等农艺性状未显负效应。

本研究为全面解析大豆油脂合成积累机制及调控

网络提供了新知识，亦为大豆等油料作物油脂品

质改良提供理论及技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  目的基因及大豆遗传转化 

本实验所用的转基因受体大豆种质材料为大

豆品种 Jack。用于大豆遗传转化的外源基因来自高

油野生植物斑鸠菊 Vernonia galamensis、编码二脂

酰甘油酰基转移酶 1 (Diacylglycerol acyltransferase 

1，DGAT1) 的 cDNA 克隆 (VgDGAT1A) (GenBank

登录号：EF653277)。构建种子特异表达载体，采

用基于体细胞再生体系的粒子轰击法对大豆 Jack

进行遗传转化[23]。本实验所检测的转 VgDGAT1A

基因大豆高代材料 (T7) 由山西农业大学分子农

业与生物能源研究所培育和保存。转 VgDGAT1A

基因大豆材料 (T7) 种植于山西农业大学农作站

网室，正常田间管理至种子收获。 

1.2  转 VgDGAT1A 基因大豆 T7 植株的 DNA 检测 

以 4 周龄的大豆幼苗 (4–6 片真叶) 为试材，

取新鲜幼叶为样品，采取改良版的 CTAB 法[24]

提取叶片 DNA。用 Primer Premier 5.0 引物设计

软件设计 PCR 所用引物 (表 1)，设计时应避免

引物二聚体的出现，引物由 TSINGKE Biological 

Technology 公司合成。PCR 反应采用 2×Taq PCR 

StarMix with Loading Dye 试剂盒 (Genstar 公司)。

反应体系包括正向和反向引物各 1 μL (10 nmol/L)，

10 μL 2×Taq PCR StarMix 混合，1 μL DNA 和 7 μL 

ddH2O。PCR 反应程序为：94  2 min℃ ；94  30 s℃ ，

58  30 s℃ ，72  30 s℃ ，30 个循环。PCR 产物用

1%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.3  转基因大豆 VgDGAT1A 的表达分析  

使用 Total RNA Extractor 试剂盒 (BBI Life 

Science 公司) 提取总 RNA。取大豆开花后 (Day 

after flowering，DAF) 12、25、35、45、50、60 d

的种子为样品，在液氮中充分研磨，然后进行总

RNA 提取。将所得到的 RNA 样品置于−80 ℃保

存备用。使用 cDNA Synthesis Kit 反转录试剂盒 

(Genstar 公司) 合成 cDNA。用 2×增强型染料实

时荧光定量 PCR 预混液  (GenStar 公司) 进行

qRT-PCR。反应体系包括：正向和反向引物 (定

量引物见表 1) 各 1 μL (10 nmol/L)， 25 μL 

2×RealStar Green Power Mixture 混合，1 μL DNA，

1 μL ROX Reference Dye (50×)，21 μL RNase-free 

H2O。每个样品至少做 6 个生物学重复。反应程

序为：95  10 min℃ ；95  15 s℃ ，59  1 mi℃ n，72  ℃

30 s，40 个循环。以大豆管家基因 Actin 作内参 (内

参引物见表 1)，采用 2–ΔΔCq 来计算目的基因相对

表达水平。 

取 8 周龄转基因大豆根、茎、叶、花 (花被

未开启) 和豆荚为样品，在液氮中充分研磨，然

后进行总 RNA 提取。将所得到的 RNA 样品置于 

 

表 1  PCR 检测转 VgDGAT1A 大豆植株的引物 

Table 1  Primers of PCR test for VgDGAT1A-transgnic 
soybeans  

Primer name Primer sequence (5′–3′ ) Size (bp)

VgDGAT1A-F TGCGACTCATACAGGATTCA
AC 

22 

VgDGAT1A-R AAATGTGTCCCTTGGGTTTGT 21 

qRT-PCR-F CCACTTGCTGCCTACATT 18 

qRT-PCR-R CGAGACGCCTGATAGAAC 18 

GmActin-F AAGCTGTTCTCTCCTTGTAC
GCC 

23 

GmActin-R GCACAGTGTGAGACACACC
ATCA 

23 
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−80 ℃保存备用。使用 cDNA Synthesis Kit 反转录

试剂盒 (Genstar 公司) 合成 cDNA。用不同器官

和 35 d 种子的 cDNA 样品进行半定量 RT-PCR

检测。体系包括：正向和反向引物 (定量引物见

表 1) 各 1 μL (10 nmol/L)，10 μL 2×Taq PCR 

StarMix 混合，1 μL DNA 和 7 μL ddH2O。PCR 反

应程序为：94  2 min℃ ；94  30 s℃ ，58  30 s℃ ，

72  30 s℃ ，25 个循环。PCR 产物用 1%琼脂糖凝

胶电泳检测。 

1.4  VgDGAT1A 转基因大豆发育种子的 DGAT

酶活性分析 

依据 Yu 等[18]描述的方法进行微体蛋白分离

和 DGAT 酶活性分析。主要步骤包括：取足量的

发育中期大豆种子样品 (500–800 mg)，置于液氮

中研磨成粉末状，加入提取缓冲液 (100 mmol/L 

HEPES-KOH，pH 7.4，0.32 mol/L 蔗糖，1 mmol/L 

EDTA，1 mmol/L 二硫苏糖醇)，冰上继续研磨。

将研磨所得细胞混液过滤后离心 (10 000 r/min，

20 min)，取上清液超高速离心 (105 000 r/min，1 h)，

获得粗酶液样品。用提取液重新悬浮微体蛋白，

测蛋白浓度并将各样品蛋白浓度标定一致便于后

续分析。  

DGAT 酶活性测试所用放射性底物均从 Sigma

公司定制，包括 1-[14C]16:0-CoA (56 mCi/mmol)、

1-[14C]18:0-CoA (56 mCi/mmol)、1-[14C]18:1-CoA 

(56 mCi/mmol)，16C DAG (56 mCi/mmol) 和 18C 

DAG (56 mCi/mmol)。非放射性标记的 CoAs、

ATP、CoASH 以及 TAG 标样等酶活性测试化学药品

购自 Sigma 公司。酶活性测试反应体系 (500 μL)：

微体蛋白 (富集 DGAT) 100–200 μg，90 mmol/L 

HEPES-NaOH， 0.5 mmol/L ATP， 0.5 mmol/L 

CoASH，1 mmol/L MgCl2，200 μm 14C labeled sn-1，

2 di18:1 (溶于 0.02% Tween 20，V/V，10 nCi/nmol)，

18 或 40 μm 14C-labeled acyl-CoA (10 nCi/nmol)。

反应体系在 pH 7.4、30 ℃水浴振荡 (100 r/min) 

反应 30–60 min。加入二氯甲烷∶异丙醇 (1∶2) 

终止反应。分层后取有机相用硅胶 G 板进行 TLC

层析，分离和纯化放射性标记 TAGs。层析介质

为已烷∶二乙醚∶乙酸 (70∶30∶1，V/V/V)。用

放射性 TCL 扫描仪查看 TCL 板上放射性条带，

并将条带刮下，用液体闪烁计数器检测各样品

的放射性 TAG 条带的放射强度，每个样品至少

做 6 个生物学重复，计算样品所含 DGAT 酶活性 

(pmol/min·mg 蛋白)。 

1.5  大豆种子油脂脂肪酸成分测定 

参照 Li 等[25]的方法提取大豆种子脂肪酸并

进行甲酯化反应。使用 Agilent 7890B 气相色谱仪

对提取的大豆油甲酯化样品进行分析，VF-23MS

毛细管色谱柱 30 m×0.25 m×0.25 μm。载气为高纯

氮气，分流比为 30∶1，进样口温度 250 ℃，进

样体积为 1 μL。程序升温：初始温度为 110 ℃，

运行 3 min，以 4 /min℃ 升至 220 ℃后运行 15 min，

FID 检测器温度为 260 ℃，尾吹气氮气 45 mL/min，

空气 450 mL/min，氢气 40 mL/min。每个样品至

少做 6 个生物学重复。 

1.6  大豆种子含油量、蛋白及淀粉含量、百粒重

和发芽率的测定 

种子含油量的测定采用氯仿甲醇法。利用分

析天平分别准确称取 50 mg 粗研的野生型大豆

Jack 和 VgDGAT1A 转基因大豆种子粉末，加入石

英砂后充分研磨。研磨后置于 50 mL 离心管中，

加入 7.5 mL 甲醇：氯仿 (2∶1) 溶液，置于 37 ℃

的摇床抽提 24 h，离心后收集上层有机相。剩余

的样品残渣再加入 7.5 mL 甲醇：氯仿 (2∶1) 溶

液重复抽提 12 h，并离心收集上层有机相。同理

进行第 3 次抽提后合并 3 次的有机相。加入 5 mL

氯仿、9 mL 1%的 NaCl 溶液，使得最后甲醇：氯

仿：H2O 的比例为 2∶2∶1.8。混匀后 8 000 r/min

离心 10 min，收集下层有机相到称重的玻璃管中，

氮气吹干后称出玻璃管及脂肪酸的总重量。每个
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样品至少做 6 个生物学重复。 

蛋白含量测定采用考马斯亮蓝法，淀粉含量

测定采用蒽酮比色法。每个样品至少做 6 个生物

学重复。 

百粒重测定：用分析天平对野生型的 Jack 大

豆和 VgDGAT1A 转基因大豆进行百粒重测定，每

个样品至少做 6 个生物学重复。 

发芽率测定：野生型的 Jack大豆和 VgDGAT1A

转基因大豆各选用 150 粒种子，放置于铺有专用

发芽滤纸的培养皿内，30 粒/皿，置于 25 ℃恒温

培养箱内。发芽率测定期间，每天定时检查保持

滤纸湿润。以胚根突破种皮，长度达到种子长

度的 1/2 作为发芽标准，统计发芽数量并计算发

芽率。 

上述所有测试数据均使用 SPSS 软件进行统

计学分析，差异显著性用 t-test 检验。 

2  结果与分析 

2.1  高代 VgDGAT1A 转基因大豆植株的 DNA

检测 

以高代转基因大豆植株的核 DNA 为模板，

PCR 检测 VgDGAT1A 基因  (1 828 bp)，凝胶电

泳分离 PCR 产物  (图 1)，在第 7 代大豆材料中，

共检测大豆植株 2 000 株，检测出含转基因的

植株有 1 988 株，占 99.4%，表明试验用转基

因高代大豆材料已基本纯合，且目的基因遗传

稳定。  

2.2  外源基因 VgDGAT1A 在大豆发育种子中的

表达分析 

检测大豆发育种子总 RNA 提取质量显示，

A260/A280 范围在 1.97–2.01，条带清晰、没有弥散

带、质量好，可以用于后续 cDNA 第一链合成及

qRT-PCR 实验。对转基因大豆根、茎、叶、花、

豆荚和种子 RNA 样品进行半定量 RT-PCR 检测 

(图 2)，仅在大豆种子中检测到 VgDGAT1A 的高

表达。这说明在高代转基因大豆材料中目的基因

按试验设计仅在发育种子中有效高表达，且遗传

稳定。对转基因大豆种子发育不同阶段样品中

VgDGAT1A 的表达进行荧光定量 PCR 检测 (图

3)，结果显示，VgDGAT1A 基因表达随种子发育

呈现先升高再降低的单峰曲线。VgDGAT1A 在大

豆种子发育前期 (12–25 DAF) 和后期 (60 DAF) 

表达量低，在发育中期 (35–50 DAF) 高量表达。

VgDGAT1A 高量表达时期与大豆种子油脂快速积

累时期相吻合，这预示着 VgDGAT1A 在转基因大

豆种子油脂合成积累过程起重要作用。 

2.3  VgDGAT1A 转基因大豆发育种子的 DGAT

酶活性检测 

我们前期研究已证明 VgDGAT1A 能够催化二

酰甘油 (DAG) 连接来自酰基-CoA 的脂肪酸酰基

生成三酰甘油 (TAG) [17-18]。为鉴定转 VgDGAT1A

基因大豆发育种子是否表达 VgDGAT1A 蛋白并

正确行使催化功能，分别检测了野生型 Jack 和

T7 代转 VgDGAT1A 基因大豆发育种子中的 DGAT 

 

 
 

图 1  VgDGAT1A 转基因大豆的 PCR 检测 

Fig. 1  PCR test for VgDGAT1A DNA in the transgenic soybeans. "+" represents the positive plasmid; "−" represents 
wild-type soybean (negative control); "1–22" represents VgDGAT1A-transgenic soybean plants. 
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图 2  转基因大豆 VgDGAT1A 基因在不同器官和组织

中表达的半定量 RT-PCR 分析 

Fig. 2  Semi-quantitative RT-PCR analysis of VgDGAT1A 
gene expression in different organs and tissues of 
transgenic soybean. "+" is a positive plasmid positive 
control; "R", "St", "L", "F", "P", "Se" represent 
transgenic soybean root (R), stem (St), leaf (L), flower 
(F), soybean pod (P) and 35 d seeds (Se), respectively. 
 

酶活性。不同的反应底物 DAG 和酰基-CoA 分

子分别用[14C]放射性标记。将萃取获得的富集

VgDGAT1 酶蛋白的微体膜蛋白和放射性底物加

入反应体系，通过检测反应体系生成放射性 TAG

的多少和速率来测定 DGAT 酶活性 (图 4)。与非转

基因的野生型大豆相比，转 VgDGAT1A 基因大豆

种子中 DGAT 酶活性提高了约 7.8 倍左右。特别 

 
 

图 3  转基因大豆种子不同发育时期 VgDGAT1A 基因

的表达水平 

Fig. 3  Relative expression levels of VgDGAT1A gene in 
different developing stages of transgenic soybean seeds. 
"CK" is the wild-type Jack soybean; "12 d", "25 d", 
"35 d", "45 d", "50 d" and "60 d" are the time of seed 
development after flowering. Relative expression levels 
are shown as x s . Letters a, b, c, indicate significant 

differences at the level of P<0.05. 
 

是以 18:1-CoA 和 18:1-DAG 为底物时，DGAT 酶

活性最高。这表明外源 VgDGAT1A 基因不仅稳定

高效表达，所编码的蛋白也能正确生成，且具有

极高的 DGAT 酶活性，尤其是对 18:1-CoA 有较

高的底物选择性。 

 

 

 
图 4  VgDGAT1A 转基因大豆与野生型 Jack 发育种子的 DGAT 酶活性检测 

Fig. 4  Detection of DGAT enzyme activity in developing seeds of VgDGAT1A-transgenic soybean and wild Jack. 
"Jack" represents wild-type soybean, "Empty vector" represents the empty-vector transformants, and "VgDGAT1A" 
stands for VgDGAT1A-transgenic soybean. DGAT enzyme activity (Triacylglycerides formed) are shown as x s . ** 

indicates significant different between transgenics and wild-type soybeans at the level of P<0.01. 
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2.4  VgDGAT1A 转基因大豆种子不同发育时期油

脂成分的分析 

为检测外源 VgDGAT1A 超表达是否对大豆种

子油脂成分产生影响，我们应用 GC 测试对照 (非

转基因野生型 Jack 和和空载体转化大豆) 和高代

转基因种子不同发育时期油脂样品主要脂肪酸含

量。结果显示 (图 5A–C)，与野生型 (Jack) 和空

载体转化样品相比，VgDGAT1A 转基因大豆种子

发育早期  (25 DAF) 各脂肪酸含量无明显差异 

(P<0.01)。在种子发育中期  (45 DAF)，油酸 

(C18:1Δ9) 含量上升，到后期时 (55 DAF) 油酸含

量比对照提高了 8.2%。然而，亚油酸 (C18:2Δ9,12) 

和亚麻酸 (C18:3Δ9,12,15) 含量在种子发育中期

高于对照，在种子发育后期比对照分别降低 4%

和 2%。棕榈酸 (C16:0) 和硬脂酸 (C18:0) 含量

在转基因种子和对照种子间无显著差异。转基因

大豆种子油酸含量提高和亚油酸及亚麻酸含量降

低可明显改善大豆油抗氧化性和营养品质。 

2.5  VgDGAT1A 转基因大豆种子总油脂、蛋白质

及淀粉含量的分析 

为检测超表达 VgDGAT1A 基因是否引起大豆

种子油脂、蛋白质及淀粉合成积累的变化，我们

分别测试了 T7 代转基因大豆株系收获的成熟种

子含油量、蛋白质及淀粉含量。如图 6 所示，与

野生型 (Jack) 品种相比，VgDGAT1A 转基因大豆

种子总油脂含量提高 4%–9%，平均提高了 5.1%。

蛋白质含量在对照 (含量 39.94%) 和转基因大豆

种子间无显著差异 (P<0.05)，尽管部分转基因株

系的蛋白含量略高于对照 1%左右。转基因大豆种

子淀粉含量比对照种子 (10%) 减少 2%–3%。这 

 

 
 

图 5  大豆种子不同发育时期的油脂成分含量 

Fig. 5  Fatty acid content in deferent development stages of soybean seeds. (A), (B) and (C) indicate the seed samples 
taken from soybean plants at 25, 45, and 55 DAF respectively. "Jack" represents wild-type soybean, "Empty vector" 
represents the empty-vector transformants, and "VgDGAT1A" stands for VgDGAT1A-transgenic soybean. Fatty acid 
contents (% total oil) are shown as x s . ** and * indicates significant different between transgenics and wild-type 

soybeans at the level of P<0.01 and P<0.05, respectively. 
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图 6  VgDGAT1A 转基因大豆种子的油脂、蛋白质和

淀粉含量 

Fig. 6  Contents of total oil, protein and starch in the 
VgDGAT1A-transgenic soybean seeds. "Jack" is non-transgenic 
wild-type soybean seed, and "1–10" represent the 
VgDGAT1A-transgenic soybean lines. Total oil, protein 
and strach contents (Dry weight) are shown as x s . * 

indicates significant different between transgenics and 
wild-type soybeans at the level of P<0.05. 

表明 VgDGAT1A 在大豆种子特异高效表达显著提

高种子储藏油脂合成积累，并没有以降低蛋白质

合成为代价，而是引起淀粉合成减少。淀粉含量

降低不影响大豆种子作为油脂和优质蛋白的市场

价值。 

2.6  VgDGAT1A 转基因大豆种子重量和发芽率的

分析 

为了分析种子特异超表达 VgDGAT1A 基因是

否对大豆的产量等农艺性状产生影响，进一步定

量检测了 T7 代转基因大豆株系收获的成熟种子百

粒重和萌发率等表型。就百粒重而言 (图 7A)，

VgDGAT1A 转基因大豆与野生型相比没有显著差

异  (P<0.01)，尽管有部分转基因株系百粒重提

高。种子萌发率测试 (图 7B–D) 表明，VgDGAT1A

转基因大豆与野生型相比无明显差异。这些数据至 

 

 

 
图 7  VgDGAT1A 转基因大豆与野生型 Jack 种子的百粒重及萌发率 

Fig. 7  100-seed weight and germination rate of the VgDGAT1A-transgenic and wild-type Jack seeds. (A) 100-seed 
weight of the VgDGAT1A-transgenic and wild-type Jack seeds. (B) Germination rate of the VgDGAT1A-transgenic and 
wild-type Jack seeds. (C–D) Germination and growth of the VgDGAT1A-transgenic and wild-type Jack seeds. "Jack" is 
non-transgenic wild-type soybean seed, and "1–10" represents the VgDGAT1A-transgenic soybean lines.100-seed weight 
and germination rate are shown as x s . 
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少表明，种子特异超表达 VgDGAT1A 基因没有对

大豆种子重量和萌发等农艺性状造成负影响。 

3  讨论 

就大豆等普通油料作物而言，培育种子含油

量和蛋白质含量双高的种质，可显著提高其作为

优异油脂和蛋白质资源的市场价值，始终是油料

作物遗传改良的主要目标之一。然而，种子含油

量和蛋白质含量遗传上呈负相关[26]，常规育种方

法少有获得高油或高蛋白种质、且同时保持蛋白

或种子油含量不降低。迄今，绝大多数商业化的

大豆品种含油量和蛋白含量分别维持在 20%和

40%左右[27-28]。 

为打破种子含油量和蛋白含量的负相关，不

少研究致力于对参与油料作物油脂生物合成的相

关酶及调节蛋白进行基因修饰。如前所述，控制

TAG 合成最后一步酰基化反应的 DGAT 酶基因是

一个重要靶标。种子特异超表达 DGAT 导致油菜

Brassica napus 种子含油量提高 2%–5%[8,11-12]，玉

米种胚含油量提高 12%–26%[13,29]。相应地，这些

DGAT 转基因种子蛋白含量小幅降低。在大豆种子

特异表达来自真菌拉曼毛霉 Umbelopsis ramanniana

的 UrDGAT2A 基因，种子含油量比对照提高

1.5%，蛋白质含量亦发生减少，尽管转基因种子

产量与对照相比没有明显差异[14]。在玉米籽粒中

超表达来自真菌粗糙脉孢菌 Neurospora crassa 的

NcDGAT2 基因，导致玉米籽粒含油量比对照 (4%) 

上升 0.5%–0.9%，但对种子萌发及幼苗生长有负效

应[29]。上述这些 DGAT 转基因种子油脂肪酸成分

未检测到显著改变。 

商用大豆品种种子油脂肪酸组成中亚油酸 

(18:2Δ9,12) 含量占总油脂 50% 以上，这种高亚

油酸的油脂易氧化，导致营养品质减低。单不饱

和的油酸 (18:1Δ9) 兼具饱和脂肪酸和多聚不饱

和脂肪酸特性，富含油酸的油脂其抗氧化性和营

养品质最佳[30-31]。在提高大豆种子油含量的同时，

若能大幅增加油酸含量，就可显著提高大豆油的

商业价值和健康营养功能。Zheng 等在玉米种子

胚中特异表达玉米本身 DGAT1-2 的高油等位基

因 ASKC281B1，导致玉米籽粒含油量比野生型

对照提高 0.9%–1.3%，同时引起油酸含量上升

18%，亚油酸含量减低 13.7%[13]。美洲榛 Corylus 

americana 种子油含量为 60%，其中油酸含量高达

79%。将来自美洲榛的编码 CaDGAT1 的 cDNA

克隆在大豆体细胞胚中特异表达，体细胞胚含油量

由野生型 7.6%提高到 10%–12%。与野生型相比，转

基因大豆体细胞油酸含量由 17.9%上升到 27%，而

亚油酸含量相应降低了 6%–9%[16]。将对油酰基有

底物特异性的大豆 GmDGAT1 (Glyma.17G053300) 

突变体在大豆体细胞胚中表达，体细胞胚含油量

提高了 10%，收获的成熟种子含油量比野生型提

高了 3%。而且种子蛋白含量未减，但可溶性碳水

化合物含量降低了 1.9%。与对照相比，成熟转基

因大豆种子油酸含量提高到 23%–28%，亚油酸和

亚麻酸含量分别减少 4% 和 6%[16]。可见，超表

达 DGAT 提高种子油脂积累的幅度以及对脂肪酸

组成、蛋白含量等其他农艺性状的影响大小在不

同植物上的效应有差异，这可能与 DGAT 的来源、

使用的种子特异启动子、DGAT 酶活性和受体植

物种类不同有关。 

本实验室前期从一种野生菊科油料植物斑鸠

菊 Vernonia galamensis 发育种子中分离到编码

DGAT1 的 cDNA 克隆 (VgDGAT1A)，一系列试

验证明 VgDGAT1A 是迄今检测的活性较高的一

个 DGAT 酶蛋白，且对油酰基-CoA 有底物特异

性[17-19,22]。本研究应用大豆储藏蛋白 Glysin 种子

特异启动子驱动 VgDGAT1A 在大豆发育种子中超

表达，对高代转基因大豆株系表型分析显示，成

熟种子含油量比对照提高了 5.1%，蛋白质含量与

对照无显著差异 (P<0.05) (图 6)，尽管部分转基
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因系种子蛋白含量有所升高。这表明种子特异超

表达外源 VgDGAT1A 基因，打破了大豆种子含油

量和蛋白质含量的负连锁，显著提高种子含油量

并未以降低蛋白积累为代价。转基因大豆种子含

油量显著提高，显然得益于 VgDGAT1A 在种子发

育中期即油脂快速合成积累期高量表达  (图 3) 

和 DGAT 酶活性急剧增加 (图 4)。DGAT 酶活性

显著提升，势必催化更多的 DAG 和酰基-CoA 分

子生成 TAG 而扩充油脂库容量。TAG 贮存量扩

大将促使上游更多的光合产物用于油脂合成，但

油脂合成增加并未影响到用于蛋白质合成的碳源

供给。为检测用于油脂合成增加所需的额外碳源是

否来自于其他储藏化合物合成的减少，我们测试了

VgDGAT1A 超表达的大豆成熟种子淀粉含量，与

对照相比，淀粉含量平均减少了约 3% (图 6)。与

之相类似的是，Lardizabal 等对 UrDGAT2A 转

基因大豆种子检测发现寡聚糖类化合物相应降

低 [14]，以及 Roesler 等发现 CaDGAT1 转基因大

豆可溶性碳水化合物含量降低[16]。多糖类化合物

减少所节省的碳源很可能部分地用于种子油脂合

成。未来仍需设计精细试验分析超表达 DGAT 后

种子内部碳源是如何分配于不同物质合成积累途

径的。 

与上述 Roesler 等[16]报道相似，本研究还显

示，VgDGAT1A 超表达的大豆成熟种子油脂肪酸

成分发生了显著改变。转基因大豆种子油的油酸 

(C18:1Δ9) 含量由对照 18.1%提高到 26.9%，相应

地 易 氧 化 的 亚 油 酸  (C18:2Δ9,12) 和 亚 麻 酸 

(C18:3Δ9,12,15) 分别减少 6%和 2% (图 5)。油酸

含量提高可能与导入的 VgDGAT1A 酶蛋白对油

酰基-CoA 底物有高选择性相关。对 VgDGAT1A

转基因大豆 DGAT 酶活性检测发现，转基因大豆

的 DGAT 酶对 18:1-CoA 底物选择性高于对照 7 倍

多 (图 4)。显然对 18:1-CoA 底物高选择性来源于

VgDGAT1A 酶蛋白。该酶蛋白能高效地将新合成

的 18:1-CoA 油酰基直接迅速转移至 DAG 而生成

更多的 18:1-TAG，相应地减少了 18:1-CoA 油酰

基转入 PC (Phosphatidylcholine) 分子，再经 FAD2 

(Fatty acid desaturase 2) 和 FAD3 (Fatty acid 

desaturase 3) 催化依次生成 18:2 和 18:3-TAG 的

积累量。因此，应用 DGAT 策略改良油料作物时，

最好选择酶活性强且对油酰基-CoA 底物特异性

高的 DGAT 酶。这样就可获得种子含油量和油酸

含量均高的优异种质。DGAT1 作为一种酶蛋白，

在动物、植物、微生物细胞内均存在和行使功能，

未见报道该酶蛋白产生过敏反应[32]和 DGAT1 异

源表达产生毒性反应[33]。此外，VgDGAT1A 转基

因大豆种子百粒重和种子萌发率亦未显负效应 

(图 7)，预示着这些稳定遗传的优异转基因品系

种子产量至少不低于对照的产量。下一步应进行

多点多年的大田实验，检测这些品系产量等农艺

性状。 

总之，种子特异超表达编码高酶活性的

VgDGAT1A 基因显著提高了大豆种子油含量，且

打破了种子油脂含量与蛋白含量的负连锁，未对

蛋白质合成积累和种子重量和萌发等农艺性状造

成负影响。更为重要的是，转基因大豆种子油脂

抗氧化性和营养品质显著改善。本研究结果为全

面解析大豆等油料作物种子油脂等储藏物合成积

累调控机制及遗传改良提供了参考。 
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