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摘要:虾青素是一种具有极强抗氧化活性的类胡萝卜素 ,具有广泛的应用价值 。β-胡萝卜素酮化
酶(BKT)和 β-胡萝卜素羟化酶(CrtR-B)是虾青素的生物合成途径中的两个关键酶。采用 La

Taq DNA 聚合酶用 PCR的方法分别从 pET -28a(+)-bk t , pET -28a(+)-CrtR 中扩增得到
bk t 和CrtR -B 基因 ,用 bk t基因替换 pBI221中的 GUS 基因形成含有 CaMV 35S启动子和 NOS

终止子的 bkt基因表达盒 ,然后插入植物表达载体 pCAMBIA1301 的多克隆位点 ,再用 CrtR-B
基因替换 pCAMBIA1301中的另一个 GUS 基因 ,形成 CrtR-B 基因表达盒 ,最终获得带有抗性基
因的双价植物表达载体 pCAMBIA1301-bk t-CrtR 。通过农杆菌 EHA105介导将其转入花生(花
育23),获得了经卡那霉素筛选的抗性植株 ,通过 PCR扩增验证 ,花生基因组中含有这两个基因。
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Const ruction of Plant Expression V ecto r Containing

Genes Encoding Tw o Key Biosynthesis Enzymes of

Astax anthin(bkt and CrtR-B)and I ts Expression
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Abstract:Astaxanthin wi th high antioxidant activity is of great applicat ion value.BKT and C rtR

-B are tw o key biosynthesis enzymes of astaxanthin , encoded by bkt gene and CrtR-B gene.Bk t
gene expression casset te w as const ructed by replacing GUS gene in vecto r pBI221 wi th bkt gene

by PCR method , which contained the CaMV 35S promo ter and NOS terminato r.Plant expression

vector pCAMBIA1301-bk t-CrtR with binary gene w as const ructed by inserting bk t gene ex-
pression casset te into mul tiple cloning site and replacing GUS gene wi th CrtR -B gene in vecto r

pCAMBIA1301.Bkt gene and CrtR-B gene w ere t ransferred into peanut mediated by Agrobacte-
rium tume f aciens and under the pressure of Kanamycin select ion , the kanamycin resistant t rans-
fo rmants w ere achieved.The PCR amplification confirmed that bkt gene and CrtR -B gene had

been integrated into the peanut g enome successfully.
Key words:Astaxanthin;bk t gene;CrtR-B gene;Plant expression vecto r;Peanut
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　　虾青素(astaxanthin)是一种氧化型类胡萝卜

素 ,是近年来才走进应用研发领域的高价值生物活

性物质。最新的药理学和生理学研究发现它具有强

大的生物抗氧化活性 ,被称为“超级维生素 E”[ 1 , 2] 。

此外还具有促进抗体产生 ,增强免疫力 ,抗紫外线辐

射 ,抗癌症 ,防止皮肤衰老 ,维护眼睛及中枢神经系

统健康等多种生理功能[ 3 , 4] 。目前虾青素的生物合

成途径已被阐明[ 5 ～ 7] ,虾青素是由 β-胡萝卜素 C3 ,

C3′和C4 ,C4′分别经过羟基化和酮基化最终形成的 。

其中 β-胡萝卜素酮化酶(BKT)和 β -胡萝卜素羟

化酶(CrtR-B)是分别控制 β -胡萝卜素的酮基化

和羟基化过程的关键酶。

编码这两个关键酶的多个基因已分别从细菌 、

植物 、藻类和真菌的细胞中克隆出来 ,这使得运用代

谢工程手段在高等植物中合成生产大量天然虾青素

成为可能 ,现在已经有科研人员在这一领域进行了

尝试 。Mann等[ 8] 将从单细胞藻类雨生红球藻(H .

p luv ial is)中克隆的 β -胡萝卜素酮化酶基因与番

茄 pds基因启动子结合转入烟草后 ,植株叶片中类

胡萝卜素成分及含量没有改变 ,但在花的蜜腺有色

体中积累了高浓度的虾青素 ,使花的颜色从黄变红 。

结构分析显示 ,转基因烟草形成的虾青素与雨生红

球藻形成的天然虾青素具有相同的空间螺旋特性 。

Ralley 等[ 9] 将 β-胡萝卜素酮化酶和羟化酶基因与

导肽融合 ,并在烟草花叶病毒的(CaMV)35S 启动

子的驱动下转入番茄和烟草 ,也成功地在番茄及烟

草的叶片中得以表达 。

目前 ,高等植物中虾青素转基因技术主要集中

在烟草和番茄等植物 ,对花生的研究鲜有报道 。花

生是世界上主要的油料作物和经济作物 。近年来 ,

我国花生生产发展迅速 ,总产量已经位居世界首位 ,

对我国农业生产和国民经济发展起到了重要的作

用[ 10 , 11] 。利用基因工程途径提高花生种子及制品

的虾青素含量 ,可改善花生的品质 ,提高花生的营养

价值 ,增强花生的特用性 。花生体内不合成虾青素 ,

但存在虾青素合成的前体物质 β -胡萝卜素 ,为此

本研究将bk t基因和CrtR -B 基因构建到同一植物

表达载体上获得双价植物表达载体 pCAMBIA1301

-bkt-CrtR ,并通过冻融法转化农杆菌 EHA105 ,

由其介导转化花生 ,获得转基因植株 ,为进一步研究

和利用虾青素代谢工程改良花生品质打下基础。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　植物材料　供试花生(Arachis hypogaea

L.)品种为花育 23 ,由山东省花生研究所提供。剥

取花生种子完整的成熟胚 , 70%酒精消毒 1min ,

0.1%HgCl2消毒 6min ,无菌水洗 4次 ,用无菌水浸

泡 16 ～ 18 h 。将浸泡的胚在无菌条件下切取胚生长

点 ,接于 A 固体培养基(成分见表 1)上 ,预培养 4d 。

表 1　植物培养基成分

培养基编号　　　　　成分

MSB MS无机盐+B5 有机物+30 g/ L 蔗糖+0.7%琼脂 ,pH 5.8

A MSB +4mg/ L 6-BA+1m g/ L NAA

B MSB +1mg/ L 6-BA +0.5mg/ L KIN+2 mg/ L IAA

1.1.2 　菌种和质粒 　β -胡萝卜素酮化酶基因

(bk t)和 β -胡萝卜素羟化酶基因(CrtR-B)由本实

验室克隆并已连接于 pET -28a(+)载体中 ,分别为

pET -28a(+)-bk t ,pET -28a(+)-CrtR 。大肠

杆菌(E.col i)TOP10 ,质粒载体 pBI221 、植物表达

载体 pCAMBIA1301和根癌农杆菌(Agrobacterium

tume f aciens)EHA105由本实验室保存 。

1.1.3　试剂和培养基　所有 DNA 限制性内切酶 ,

T 4DNA 连接酶 , La Taq DNA 聚合酶 , Taq DNA

聚合酶 ,DNA 分子量Marke rλDNA/EcoRⅠ +H ind

Ⅲ均购自大连 Takara 公司 ,小量质粒提取试剂盒 、

琼脂糖凝胶回收试剂盒 、植物总基因组提取试剂盒

购自上海华舜生物工程有限公司。 LB , YEB 培养

基配方参照《分子克隆实验指南》(第 3版)[ 12] ;其他

常规试剂均为分析纯。

1.2　方法

1.2.1　bkt基因的扩增　根据载体 pET -28a(+)

-bk t基因的碱基序列设计 1对引物 ,并在上游引物

和下游引物的 5′端分别引入 BamH Ⅰ和 Sac Ⅰ酶切

位点。由上海 Sangon 合成。 P1 :5′-AAAG-

GATCCATGCACG TCGCA TC-3′, P2:5′-AAC-

GAGCTCTCATGCCAAGGCAG -3′。PCR 扩增

反应条件:95 ℃预变性 5min;94 ℃变性 1min ,59 ℃

退火 1min , 72 ℃延伸 1.5min ,循环 35次;72 ℃继

续延伸 10min 。

1.2.2　CrtR-B 基因的扩增　根据载体的 pET -

28a(+)-CrtR 基因的碱基序列设计 1 对引物 ,并

在上游引物和下游引物的 5′端分别引入 Bgl Ⅱ和

BstE Ⅱ酶切位点。由上海生工生物工程技术服务有

限公司 合成 。 P3 :5′- CCCAGA TCTA TGCT-

GTCGAAGCTGC -3′, P4:5′-AAAGG TCAC-

CCTACCGCTTGGACCA -3′。 PCR 扩增反应条

件:95 ℃预变性 5min;94 ℃变性 1min , 63 ℃退火
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1min ,72℃延伸 1.5min ,循环 35次;72 ℃继续延伸

10min。

1.2.3　双价植物表达载体　pCAMBIA1301-bkt

-CrtR 的构建 、质粒的提取 、酶切 、连接 、转化等具

体操作方法参照文献[ 12]进行 。

利用 PCR的方法以质粒 pET -28a(+)-bkt

为模板 ,用引物组合 P 1/P 2 和 La Taq DNA 聚合酶

进行 PCR扩增得到含有 BamH Ⅰ和 Sac Ⅰ酶切位

点的约 963bp的 bkt 基因片断 ,用 BamH Ⅰ , Sac Ⅰ

双酶切后回收 。质粒 pBI221 用 BamH Ⅰ ,Sac Ⅰ双

酶切后回收的大片段和回收后的 bk t 基因片断用

T 4DNA 连接酶连接获得载体 pBI221 -bk t ,再用

H indⅢ , EcoRⅠ双酶切后回收约 2 kb 的小片断 ,

与植物表达载体pCAMBIA1301也用H indⅢ , EcoRⅠ

双酶切后回收的大片段连接并转化大肠杆菌

TOP10 ,获得载体 pCAMBIA1301-bk t。

利用 PCR的方法以质粒pET -28a(+)-CrtR

为模板 ,用引物组合 P 3/P 4 和 La Taq DNA 聚合酶

进行 PCR扩增得到含有 Bgl Ⅱ和 BstE Ⅱ酶切位点

的约 879bp 的 CrtR -B 基因片断 , 用 Bgl Ⅱ和

BstEⅡ双酶切后回收 。已经构建好的载体 pCAM-

BIA1301-bkt 用 Bgl Ⅱ , BstE Ⅱ双酶切后回收的大

片段和回收后的 CrtR -B 基因片断用 T 4DNA 连

接酶进行连接并转化大肠杆菌 TOP10 , 得到载体

pCAMBIA1301-bk t-CrtR(图 1),该载体中包含

bk t基因和CrtR -B 基因两个完整表达盒(分别含

有 CaMV 35S启动子和 NOS 终止子),为双价植物

表达载体 ,筛选标记为 Km 。

图 1　植物表达载体 pCAMBIA1301-bkt-CrtR

1.2.4　序列测定　将菌样送上海生工生物工程技

术服务有限公司进行双向测序 ,证明 bkt 基因和

CrtR -B 基因两个完整表达盒的序列完全正确后

进入下一步 。

1.2.5　转化根癌农杆菌 EHA 105　提取 pCAM-

BIA1301-bkt-CrtR 质粒 ,采用冻融法[ 13] 转化感

受态农杆菌 EHA105 , 涂布于含有利福平(50

mg/L)、卡那霉素(50mg/ L)的固体 YEB培养基平

皿上 ,28℃暗培养 48 h 。挑取单菌落采用带有相同

抗生素的 YEB 液体培养基培养 ,采用 PCR法用引

物组合 P1/P2 对 bkt基因以及用引物组合 P3/P4 对

CrtR-B 基因分别进行检测 ,双阳性克隆即为含有

双价植物表达载体的农杆菌工程菌株 EHA105/

pCAMBIA1301-bkt-CrtR 。

1.3　双价植物表达载体对花生的遗传转化

转化方法参照文献[ 14]略作修改 。接种农杆菌

EHA105/pCAMBIA1301 -bkt -CrtR 单克隆在

5mL 含利福平(50mg/L)、卡那霉素(50mg/L)的

YEB液体培养基中 , 28 ℃, 200 r/min 振荡培养过

夜 ,取 1mL 移入 25mL YEB 液体培养基中继续培

养至 OD600为 0.65 左右 , 6 000 r/min 离心 15min

后 ,用 A 液体培养基悬浮至 OD600 =0.65。将预培

养的受体材料放入该悬浮液中 15min ,取出用无菌

滤纸吸干表面液体 ,接于 A 固体培养基上 , 光照

16 h/d , 28 ℃共培养 。共培养 4 d后 ,外植体用无菌

水洗 4次 ,在含头孢霉素(650mg/L)的 MSB 液体

培养基中振荡杀菌 6 h ,吸干表面水分 ,转接在含头

孢霉素(500mg/L)、卡那霉素(100mg/L)的 A 固体

培养基上筛选并诱导再生芽 。诱导形成的芽转入含

头孢霉素(250mg/L)、卡那霉素(100mg/L)的 B固

体培养基上继续筛选并促进芽伸长形成无根苗 。

1.4　转基因花生植株 DNA的提取及 PCR鉴定

用小量抽提植物总基因组的方法[ 15] 提取花生

总 DNA ,以总 DNA 为模板进行 PCR扩增。引物

与扩增反应条件同 1.2.1和 1.2.2 。

2　结果与分析

2.1　双价植物表达载体 pCAMBIA1301 -bk t-

CrtR 的检测

载体 pCAMBIA1301-bkt用 Bgl Ⅱ , BstE Ⅱ双

酶切后回收的大片段和回收后的 CrtR -B 基因片

断连接并转化大肠杆菌 TOP10 ,按 1.2.1和 1.2.2

的方法进行扩增 ,挑选两个基因都检测为阳性的单

克隆(图 2 、图 3)。进一步酶切鉴定显示(图 4),

pCAMBIA1301-bk t-CrtR 经 BamH Ⅰ , Sac Ⅰ双

酶切产生 963 bp一条带 ,经 Bg lⅡ ,BstEⅡ双酶切产

生 879bp一条带 ,说明 bk t基因和CrtR -B 基因已
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M .Marker(λDNA/ EcoR Ⅰ +HindⅢ);1.阳性对照;

2.阴性对照;3～ 7.pCAM BIA1301-bkt-Cr tR

　　图 2　表达载体 pCAMBIA1301-bkt-CrtR中bkt

　　　　　基因的 PCR检测

　　M .Marker (λDNA/ EcoR Ⅰ+HindⅢ);1.阳性对照;

2.阴性对照;3～ 7.pCAM BIA1301-bkt-Cr tR

　　图 3　表达载体 pCAMBIA1301-bkt-CrtR中

　　　　　CrtR-B基因的 PCR检测

　　M.Marker (λDNA/ EcoRⅠ+HindⅢ);1.pCAMBIA1301-bkt-

Cr tR用 BamHⅠ, SacⅠ双酶切结果;2.pCAMBIA1301-bkt

-CrtR用Bg lⅡ, BstEⅡ双酶切结果

图 4　表达载体 pCAMBIA1301- bkt-CrtR的酶切分析

成功克隆到 pCAMBIA1301中。

2.2　双价植物表达载体向花生的导入及 PCR检测

由农杆菌菌株 EHA105 介导转化花生(花育

23),通过 100mg/ L 卡那霉素筛选共获得再生花生

植株 35 株。以重组质粒 pCAMBIA1301 -bkt -

CrtR 为阳性对照 ,未转化植株的为阴性对照 ,各取

1μL DNA 为模板 ,分别进行 bk t基因和 CrtR -B

基因的 PCR扩增。其中有 8株 bkt 基因检测为阳

性(图 5),未检测到仅有 CrtR-B 基因阳性的植株 ,

而 bkt基因和CrtR -B 基因检测都为阳性的仅有 1

株(图 6 ,8道)。

　　M.Marker(λDNA/ EcoRⅠ +H ind Ⅲ);1.阳性对照;2.阴性对

照;3～ 10.转基因植株

图 5　转基因植株中 bkt基因的 PCR检测

　　M.Marker (λDNA/ EcoRⅠ +H indⅢ);1.阳性对照;

2.阴性对照;3～ 10.转基因植株

图 6　转基因植株中 CrtR-B基因的 PCR 检测

3　讨论

经 PCR检测的抗性植株中 ,bkt基因检测为阳

性的有 8株 ,其中 bk t基因和CrtR -B 基因同时检

测为阳性的植株有 1株 ,未检测到仅有 CrtR-B 基

因阳性的植株。推测可能携带双基因的 T -DNA

片断整合进入花生基因组时 , CrtR -B 基因被剪

切 ,或发生了重组 ,但具体原因仍在分析之中。PCR

阳性植株的虾青素含量检测也正在进行中 。

近年来 ,随着花生基因工程研究的不断深入 ,将

基因转化应用于花生品种改良的研究取得了一定进

展 ,其中以抗病 、抗虫的转基因改良研究居多 ,如:番
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茄斑萎病毒外壳蛋白基因[ 16 , 17] , BtCry IA(c)基

因
[ 18]
,CpTI 基因

[ 19]
,抗除草剂的 bar基因

[ 20]
,抗真

菌病害的几丁质酶基因[ 21 , 22] 等已成功转入花生栽

培品种 ,但利用转基因技术进行花生品质改良的研

究报道较少。通过转基因手段改善花生的品质 ,提

高花生的营养价值 ,将使花生产业具有更广阔的市

场前景。本研究获得了bk t基因和CrtR -B 基因转

化花生植株 ,为利用转基因技术提高花生虾青素有

效成分的研究及应用提供了重要的材料 。
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