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ＤＧＡＴ１２基因在超高油玉米中的转化、
表达及对油脂含量的影响
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摘要：【目的】三酰甘油是油料作物油脂的主要成分，二酰基甘油酰基转移酶（ＤＧＡＴ）是催化三酰甘油合成唯一的
关键酶和限速酶．探讨ＤＧＡＴ基因对超高油玉米ＺｅａｍａｙｓＬ．种子油分含量的影响，以进一步提高超高油玉米的含
油率．【方法】采用花粉管通道法将ＤＧＡＴ１２基因导入超高油玉米自交系，在盆栽条件下５～６叶期对 Ｔ１代植株进
行ＰＣＲ检测筛选，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交进一步验证．成熟时收获１０株自交授粉的转基因植株（Ｔ２代）籽粒，测籽粒平均含
油率，通过ｔ检验进行统计分析．【结果和结论】初步筛选获得假定转化植株１６３株，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交获２９株转基因植
株，平均转化率为１４４％．ｔ检验结果表明，１０株自交授粉的转基因植株（Ｔ２）籽粒平均含油率比非转基因植株籽粒
平均含油率提高了６１９％，差异极显著（Ｐ＜００１）．利用花粉管通道法导入ＤＧＡＴ１２基因，可显著提高超高油玉米
籽粒含油率，是一种切实有效提高超高油玉米含油量的新途径．
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　　玉米ＺｅａｍａｙｓＬ．是我国第一大粮食作物、主要
饲料作物和重要工业原料．高油玉米是２０世纪人工
创造的玉米新类型，其营养品质和经济价值居禾谷

类作物之首［１］．开发探索高油玉米的遗传育种，尤其
是寻找、选育高油玉米新型种质是未来培育特种玉

米的重要方向，也将在调整国内农业种植结构中起

着重要作用［２］．微胚乳超高油玉米是吴子恺［３］选育

出的一种新型超高油玉米，其特性是玉米种子成熟

时籽粒油脂含量超过 ２０％，胚／种子干质量比≥
４０％，能够直接用来榨油．由于玉米籽粒的营养主要
集中在胚上，因此以大胚为显著特征的微胚乳超高

油玉米除榨取玉米油之外，进行深加工提取其他营

养物质和开发出相应的功能性新型食品的市场前景

极为广阔［４］．三酰甘油（Ｔｒｉａｃｙｌｇｙｃｅｒｏｌ，ＴＡＧ）是油料
作物油脂的主要成分．二酰基甘油酰基转移酶（Ｄｉａ
ｃｙｌｇｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＧＡＴ）是催化三酰甘油合
成最后一步反应的酶，也是这一合成过程中唯一的

关键酶和限速酶［５１１］．Ｚｈｅｎｇ等［１２］在高油玉米中定位

了１个能够调节种子油分含量和油酸含量的主效高
油ＱＴＬ（ｑＨＯ６），它所编码的基因是乙酰辅酶 Ａ：
ＤＧＡＴ１２基因编码蛋白是决定玉米种子油脂含量的
关键酶．本研究采用花粉管通道法将 ＤＧＡＴ１２基因
导入超高油玉米自交系，探讨 ＤＧＡＴ１２基因在超高
油玉米中的超量表达对玉米种子油脂含量的影响，

为进一步提高超高油玉米的含油率寻找新途径．

１　材料与方法

１．１　材料
超高油玉米自交系、大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

菌株ＤＨ５α等相关菌株、植物表达载体 ｐＢＩ１２１Ｄ等
相关质粒由亚热带农业生物资源保护与利用国家重

点实验室（广西大学）提供．植物表达载体 ｐＢＩ１２１Ｄ
含ＤＧＡＴ１２目的基因，带有花椰菜花叶病毒３５Ｓ启
动子（ＣａＭＶ３５ＳＰｒｏｍｏｔｅｒ）、胭脂碱启动子（ＮＯＳＰｒｏ
ｍｏｔｅｒ）、胭脂碱终止子（ＮＯＳＴｅｒｍｉｎａｔｏｒ）、选择标记
卡那霉素抗性基因ＮＰＴＩＩ（Ｋａｎ）、β葡糖醛酸酶报告
基因（βｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ，ＧＵＳ）．载体图谱见图１．

图１　ｐＢＩ１２１Ｄ植物表达载体图谱

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｍａｐｏｆｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＢＩ１２１Ｄ

１．２　方法
１．２．１　碱裂解法提取 ｐＢＩ１２１Ｄ质粒 ＤＮＡ　挑取适
量含ｐＢＩ１２１Ｄ的ＤＨ５α单菌落于含卡那霉素（Ｋａｎ）
１０ｍＬ的ＬＢ培养基中，３７℃、２００ｒ·ｍｉｎ－１震荡培养
过夜至 Ｄ６００ｎｍ＝０５；取过夜培养液５ｍＬ接种于含
Ｋａｎ５００ｍＬ的ＬＢ培养基的１Ｌ锥形瓶中，３７℃、２００
ｒ·ｍｉｎ－１震荡培养培养１２～１６ｈ；将５００ｍＬ菌液分
次倒入５０ｍＬ离心管中，４℃、１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５
ｍｉｎ，收集菌体；将菌体均匀悬浮于１０ｍＬ提取液 Ｉ；
倒入２０ｍＬ提取液ＩＩ，充分混和均匀后室温放置５～
１０ｍｉｎ；加入１５ｍＬ预冷的提取液ＩＩＩ，充分混匀后冰
上放置１０ｍｉｎ；４℃、１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，把
上清液转移至另一个５０ｍＬ离心管中；倒入等体积
异丙醇，混和均匀，室温下放置３０ｍｉｎ；４℃、１３０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，φ为７０％的乙醇
溶液洗ＤＮＡ沉淀２～３次，室温倒置干燥，然后溶于
适当体积１×ＴＥ．用ＮＤ１０００分光光度计测定质粒
的浓度，以 １×ＳＳＣ溶液配制成质量浓度为 ５００
μｇ·ｍＬ－１的ｐＢＩ１２１Ｄ质粒溶液，置于－２０℃保存备用．
１．２．２　花粉管通道法转化超高油玉米　在开花期
选取套袋自交授粉后２２、２４、２６ｈ且抽丝期一致的超
高油玉米自交系雌穗，取下雌穗的纸袋后，剪去距穗

顶部１ｃｍ以上的苞叶和花丝，用移液枪将 ｐＢＩ１２１Ｄ
质粒溶液（５００μｇ·ｍＬ－１）滴在切口处，然后再套上
纸袋，挂好标记牌．每穗滴注量均在１ｍＬ，２ｈ后重复
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滴注１次，共２次，同时滴注不含 ｐＢＩ１２１Ｄ质粒的１
×ＳＳＣ溶液作对照．
１．２．３　改良ＣＴＡＢ法提取玉米ＤＮＡ　于５～６叶期
剪取叶片，每株约３００ｍｇ于２ｍＬＥＰ管，液氮浸泡后
振荡粉碎，加入７５０μＬ６５℃预热的ＣＴＡＢ抽提缓冲
液，再加入３０μＬφ为１０％的ＰＶＰ液，最后于通风橱
下加入１０μＬ的β巯基乙醇，颠倒混匀；６０～６５℃恒
温水浴保温１ｈ，每隔１０ｍｉｎ左右摇匀１次；水浴后，
取出离心管，冷却至室温；通风橱下加入８００μＬ的
苯酚＋氯仿＋异戊醇混和液（体积比２５∶２４∶１），轻
轻颠倒摇动约１０ｍｉｎ；１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，
将６５０μＬ上清液转至１５ｍＬ的灭菌离心管中；通风
橱下加入６５０μＬ的氯仿 ＋异戊醇混合液（体积比
２４∶１），轻轻颠倒摇动约１０ｍｉｎ；１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，将５００μＬ上清液转至１５ｍＬ离心管中；加入
０６～０８倍体积的异丙醇，颠倒摇匀，常温放置
３０ｍｉｎ；１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取出离心管可见管
底有白色沉淀出现，弃上清液；加 ９００μＬ预冷（－２０
℃）无水乙醇，轻轻混匀，置 －２０℃冰箱１ｈ；１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清液；加φ为７０％的乙醇溶
液漂洗１次，弃上清液；ＤＮＡ沉淀干燥后，加入２００μＬ
１×ＴＥ（ｐＨ８０，含ＲＮＡ酶），置于－２０℃保存备用．
１．２．４　ＰＣＲ检测　由于ＤＧＡＴ１２基因来源于玉米，
所以转基因验证利用标记抗性基因ＮＰＴＩＩ（Ｋａｎ）设
计引物和探针．根据ＮＰＴＩＩ的基因序列设计ＰＣＲ引
物Ｓ１Ｆ／Ｓ１Ｒ（５′ａｔｇａｇｃｃａｔａｔｔｃａａｃｇｇｇａ３′／５′ｔｔａｇａａａａａｃｔ
ｃａｔｃｇａｇｃａ３′）和 Ｓ２Ｆ／Ｓ２Ｒ（５′ａｔｇｃｔａｃｇｔｔｃａａｇｃａｔｇｔａａｔｇ
ｇｔｇｇ３′／５′ｔａａａａｃｔｇｃｃｔｇｇｃａｃａｇｃａａｔｔｇｃ３′），ＰＣＲ反应体系
为：总体积２０μＬ，其中 φ为 ５０％ 甘油 ２μＬ，１０×
Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ、ｄＮＴＰ１μＬ，引物 Ｓ２Ｆ／Ｓ２Ｒ各０５μＬ、
Ｔａｑ酶０５μＬ、ＤＮＡ模板２μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ．
反应条件９５℃ １５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ、６５℃ ３０ｓ、７２℃
５０ｓ扩增３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎＰＣＲ扩
增．取１０μＬＰＣＲ扩增产物在１２ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶
上进行电泳分离，于凝胶成像系统观察和拍照．

１．２．５　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测　利用上述选择标记抗性
基因 ＮＰＴＩＩ的引物 Ｓ２Ｆ／Ｓ２Ｒ制备探针，依照高效
ＤＮＡ地高辛标记和检测试剂盒 ＩＩ（ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅ
ＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩＩ试剂盒，购
自Ｒｏｃｈｅ）的操作方法制备探针，检测探针标记效率．
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交操作步骤改良自 Ａｕｓｕｂｅｌ等［１３］描述的

方法：用ＸｂａＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切ＰＣＲ检测呈阳性的转
基因超高油玉米总ＤＮＡ，３７℃恒温，１６ｈ；加入ＮａＡｃ
（ｐＨ５２）和无水乙醇，混匀，－８０℃放置１ｈ，离心
后，洗沉淀 ２次，沉淀干燥后，用适量 ｄｄＨ２Ｏ溶解
ＤＮＡ沉淀；用１０ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳，６０Ｖ电
压６ｈ；电泳后的凝胶经脱嘌呤溶液、变性液和中和
液处理过后，搭纸桥转移ＤＮＡ到尼龙膜上８ｈ；将转
移后的尼龙膜用紫外交联仪交联［强度值：１２００（即
１２００００ｍｉｃｒｏｊｏｕｌｅｓ·ｃｍ－２）；时间：３ｍｉｎ］后，预杂
交，４２℃ ３０ｍｉｎ；加入６８℃变性１５ｍｉｎ的含探针杂
交溶液杂交，４２℃ ８ｈ；在杂交炉中，杂交后的尼龙
膜经洗膜液Ｉ、洗膜液ＩＩ和洗膜液ＩＩＩ漂洗过后，进行
免疫检测；然后往放在保鲜膜上的尼龙膜加ＣＳＰＤ封
口，３７℃恒温１０ｍｉｎ；暗室压Ｘ射线３０ｍｉｎ，经显影
和定影后，晾干Ｘ射线照片，观察杂交效果，相机照
相并记录．

２　结果与分析
２．１　花粉管转化及转化植株的筛选

开花期利用花粉管通道法转化超高油玉米自交

系雌穗３００苞，玉米籽粒成熟时收获２１６苞玉米，共
获得１１３５２颗Ｔ１代超高油玉米籽粒．次年盆载种植
Ｔ１代，于５～６叶期采用改良ＣＴＡＢ法快速小量大规
模提取基因组 ＤＮＡ，进行 ＰＣＲ检测，同时以非转基
因超高油玉米总ＤＮＡ、清水为负对照，以ｐＢＩ１２１Ｄ质
粒ＤＮＡ为正对照，部分转化植株ＰＣＲ检测结果见图
２和图３．形态不正常的变异类型 Ｔ１代植株均淘汰
掉，初步筛选获得形态正常的 ＰＣＲ呈阳性的假定转
化Ｔ１代植株１６３株．

Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ分子质量标记；１～２０：转化植株总ＤＮＡ为模板ＰＣＲ产物；Ｗ：以水为模板ＰＣＲ产物；Ｎ：以非转基因材料的超高油玉米总ＤＮＡ
为模板ＰＣＲ产物；Ｐ：以ｐＢＩ１２１Ｄ质粒ＤＮＡ为模板ＰＣＲ产物．

图２　利用引物Ｓ１Ｆ／Ｓ１ＲＰＣＲ验证部分转化植株
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｏｍｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｂｙｐｒｉｍｅｒＳ１Ｆ／Ｓ１Ｒ
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Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ分子质量标记；１～１１：转化植株总ＤＮＡ为模板 ＰＣＲ产物；Ｗ：以水为模板 ＰＣＲ产物；Ｎ：以非转基因材料的超高油玉米总
ＤＮＡ为模板ＰＣＲ产物；Ｐ：以ｐＢＩ１２１Ｄ质粒ＤＮＡ为模板ＰＣＲ产物．

图３　利用引物Ｓ２Ｆ／Ｓ２ＲＰＣＲ验证部分转化植株
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｏｍｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｂｙｐｒｉｍｅｒＳ２Ｆ／Ｓ２Ｒ

２．２　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交鉴定
提取ＰＣＲ验证呈阳性的 １６３棵转化植株的总

ＤＮＡ，经 ＸｂａＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切，用 Ｋａｎ引物 Ｓ２Ｆ／
Ｓ２Ｒ制备探针，进一步进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交鉴定．图４
呈现的是部分ＰＣＲ呈阳性植株的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交鉴定
结果（１～５号植株来至同一转化事件）．结果（图４）
显示，在检测的１６３株抗性植株中有２９株呈阳性，
含有特异杂交条带，且基本是单拷贝插入，揭示在这

２９株转基因植株中，ＤＧＡＴ１２基因已整合到受体基
因组中．

Ｗ：水；Ｐ：正对照ｐＢＩ１２１Ｄ；Ｎ：非转基因植株；１～５：ＰＣＲ呈阳性植株．

图４　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交鉴定部分ＰＣＲ呈阳性植株
Ｆｉｇ．４　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐａｒｔｉａｌｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐｌａｎｔｓｂｙＰＣＲ

２．３　转基因超高油玉米种子的收获和含油率分析
２９株转基因超高油玉米植株与对照非转基因植

株性状无明显差异．所收获的３４１颗自交授粉的１０苞
转基因超高油玉米Ｔ２代籽粒和３０６颗自交授粉的５
苞对照籽粒均用ＭＱ２０型核磁共振仪（德国Ｂｒｕｋｅｒ公
司）直接测定油脂含量．将全部转基因植株与非转基
因植株平均含油率进行 ｔ检验分析，结果表明，转基
因植株平均含油率（ｗ）为２５０２７７％ ±０２００１％，
非转基因植株平均含油率１８８３９７％ ±０８８７８％．
由于是盆栽种植，没能施放足够肥料，而且楼顶大棚

种植温度过高，自交授粉后１个月植株就已枯萎，对
照植株平均含油率显著低于其品种在大田种植的平

均含油率（２７％，Ｐ＜００１），转基因植株平均含油率

比非转基因植株平均含油率显著提高了６１９％（Ｐ
＜００１）．

３　讨论

自１９８３年Ｚｈｏｕ等［１４］将目的基因通过花粉管通

道法转入棉花以来，对于该方法全球开展了许多研

究工作．利用花粉管通道法，当代就可以获得转基因
种子，然后对转基因后代进行筛选，从而得到带有目

的基因片段的转基因植株［１５］．花粉管通道法不用建
成分化再生、原生质体培养及愈伤组织诱导等组织

培养体系，也不受基因型的制约，能够选择任意品种

作为受体导入目的基因．这项技术操作起来简单快
捷，容易掌握；所用成本低廉，无需太多的仪器设备，

经济实用，易于操作大规模基因转化．花粉管通道法
的缺点是受授粉时间限制，大片段的外源 ＤＮＡ很难
转化，并且转基因后代会产生很多变异类型［１６］．本研
究按１０ｄ种植１批玉米共种植了３批，错开玉米的
开花时间，延长了授粉时间１个月．然后采用花粉管
通道法将 ＤＧＡＴ１２基因导入超高油玉米自交系，经
ＰＣＲ验证及 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交鉴定，ＤＧＡＴ１２基因已整
合到受体基因组中．统计分析证明转基因超高油玉
米Ｔ２种子平均含油率比非转基因植株平均含油率
得到极显著提高．说明应用这种方法可以有效地进
行超高油玉米 ＤＧＡＴ１２基因的遗传转化并能使
ＤＧＡＴ１２基因成功超量表达，是一种切实有效提高
玉米含油率的新途径．

花粉管通道法所具有的种种优势众所周知，在

玉米自交系转基因育种中得到了越来越普遍的应

用［１７２０］，制约其应用的瓶颈是其转化效率低．花粉管
通道法一般转化率为１０％ ～１００％［１６］，本研究花
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粉管通道法转化率较低，仅为１４４％．花粉管通道法
转化率可能与外源 ＤＮＡ片段的长短、纯度、浓度、导
入时间、玉米的基因型和导入时的天气情况有关．要
提高花粉管通道法的转化率，有待于今后更深入地

研究．除此之外，花粉管通道在玉米授粉后形成的生
理机制、最佳转化外源 ＤＮＡ的时间以及可能产生的
转基因后代变异等，还没有得到完全解决，这些问题

在一定程度上限制了花粉管通道法的发展．未来，可
以进一步结合分子育种技术的理论和应用研究，充

分发挥花粉管通道法简单便捷快速实用的优势，使

玉米育种水平进一步提高．
本研究采用 ＰＣＲ进行转化植株的筛选，没有采

用卡那霉素筛选．因为超高油玉米籽粒表皮皱缩不
易彻底灭菌，组培法容易长菌发霉．盆栽法卡那霉素
质量浓度１５００ｍｇ·Ｌ－１时才达到７０％左右的白化
率．由于超高油玉米对卡那霉素的抗性较大，因此可
以考虑用其他抗生素对其转化种子进行筛选．采用
ＰＣＲ检测转化植株，虽然较为繁琐，增加许多工作
量，但结合改良 ＣＴＡＢ法快速小量大规模提取超高
油玉米基因组 ＤＮＡ，大大提高了超高油玉米大规模
群体基因型筛选和研究的工作效率，能在苗期及时

筛选出阳性转化植株，不影响后期试验工作．
本研究检测的自交授粉的转基因超高油玉米Ｔ２

代籽粒平均含油率比对照非转基因植株平均含油率

提高６１９％，差异极显著．尽管Ｔ２籽粒是分离的，所
获结果至少３／４来源于转基因玉米，说明转ＤＧＡＴ基
因能够显著提高玉米籽粒含油率，是一种切实有效

提高玉米含油量的新途径．关于转ＤＧＡＴ基因对于玉
米含油量的提高程度，还需进一步检测后代纯合系

的玉米籽粒含油率．
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