
RNA 干扰 (RNA interference, RNAi)技术通

过将双链 RNA(dsRNA)导 入细胞后，在 Dicer 酶

的作用下产生有活性的小干扰 RNA (siRNA)，与

该段 RNA 同源的 mRNA 产生特异性降解，引起基

因转录后沉默 (post transcriptional gene silencing
PTGS)[1- 3]。凝集素是大豆主要的营养抑制因子之

一，是影响大豆品质的主要因素之一,在成熟的种

子中其含量高达蛋白质总量的 10%左右。大量研

究证明，大豆凝集素对动物的生长有明显的抑制

作用，并且呈剂量依赖性的降低大鼠体增重[4- 5]。本

研究应用 RT- PCR 克隆大豆凝集素 Le1 基因核

心保守序列 515bp 片段，构建了能够干扰大豆凝

集素基因(Le1)表达的 RNAi 载体，为降低大豆凝
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集素含量，改良大豆品质奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂

大豆品种吉农 18，大肠杆菌 DH5α 菌株,质粒

pCAMBIA1301 均由吉林农业大学生物技术中心

提 供。pMD18-T Simple Vector、Taq DNA Poly－
merase、dNTPmix、限制性内切酶 XbaⅠ、PstⅠ、
Hind III、BstE Ⅱ、DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒、DNA
Marker、mRNA 提取试剂盒、基因组 DNA 提取试

剂盒均购自 TaKaRa 公司,质粒小量纯化试剂盒购

自 OMEGA 公司。其它生化试剂北京鼎国公司国

产分析纯试剂。
1.2 方法

1.2.1 总 RNA 的提取及 cDNA 的合成

实验以大豆品种吉农 18 为材料，提取鼓粒 30
d 的大豆种子总 RNA，并将其反转录成 cDNA。总

RNA 的提取及 cDNA 第一链合成，参照 TaKaRa 公
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司 RNAiso Reagent 试剂盒操作说明进行。
1.2.2 Le1 基因片段的获得

依据 GeneBanK 中已知大豆凝集素基因序列

(K00821)，设计人工寡核苷酸扩增引物 P1:5＇ATC－
CACATTTGGGACAGC3＇P2:5＇TGGCAAATTGGAA
GAAAA3＇。以获得的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。
PCR 扩增体系：模板 cDNA 0.5μL(<1μg)，10×PCR
Buffer 5.0μL，P1、P2 引物混合液 1.0μL(20μmol/L),
dNTPmix 5.0μL (2.5mM), Taq DNA Polymerase
0.2μL, ddH2O 37.8μL。扩增程序：94℃变性 30 s，
52.8℃退火 30 s，72℃延伸 40 s，30 个循环。PCR 产

物经电泳分离，回收后与 pMD18-T 载体连接得到

克隆载体 pMD18-T-Le1、转化大肠杆菌 DH5α、
挑取单克隆测序。
1.2.3 Le1 基因 RNA 干扰片段的获得

以 pMD18-T-Le1为模板，Le1基因RNA干扰

正义片段引物两端分别添加Xba I和Pst I酶切位点，

反义片段引物两端分别添加Hind III和BstEII酶切

位点。正义片段引物：P3 5 ＇TTTTCTAGAATCCAC
ATTTGGGACAGC 3＇、P4 5＇TTTCTGCAGTGGCA
AATTGGAAGAAAA 3＇，反义片段引物：P5 5＇TTT
GGTGACCATCCACATTTGGGACAGC3＇、P6 5＇TTT
AAGCTT TGGCAAATTGGAAGAAAA 3＇。正义片

段、反义片段PCR程序同1.2.2，PCR产物经电泳分

离，回收后分别与pMD18-T载体连接，得到克隆载

体 pMD18-T-Le1S 和 pMD18-T-Le1AS,转化大肠

杆菌 DH5α，挑取单克隆测序。

1.2.4 Le1 基因 RNA 干扰表达载体的构建

将正义片段 克隆载体 pMD18- T- Le1S 和 已

经构建的带有大豆种子特异启动子和以 GFP 基

因片段作为功能性间隔序列的大豆子粒特异表达

载体 pC-xRi (由本实验室提供) 分别用 Xba I 和

Pst I 酶切。回收目的片段条带和载体 DNA 片段，

用 T4DNA 连接酶将载体大片段与正义片段以 1:3
的比例进行连接反应。质粒转化大肠杆菌，在含卡

那霉素(Kan, 100μg/mL)的 LB 固体培养基上培养

进行初步筛选，得重组质粒 pC-xRi-Le1AS。酶切

反义片段克隆载体 pMD18-T-Le1AS 和重组质粒

pC-xRi-Le1AS，回收反义片段条带和载体 DNA

片段,用 T4DNA 连接酶将载体大片段与反义片段

以 1:3 的比例进行连接反应，并转化大肠杆菌，在

含卡那霉素 (Kan, 100 μg/mL) 的 LB 固体培养基

上培养进行初步筛选，得到大豆 Le1 基因 RNAi
表达载体 pCLe1Ri。载体结构如图 1。

2 结果与分析

2.1 Le 1 基因片段的检测

以获得的 cDNA 为模板，通过引物 P1、P2 进

行 PCR 扩增，扩增产物在 1.0%琼脂糖凝胶上电

泳，得到 515bp 大小的扩增条带。结果与预期一

致。与 Genebank 中报道的序列相比较，无碱基差

异，同源性达到 100%(测序由北京三博远志公司

完成)，可以肯定克隆到的序列就是大豆 Le1 基因

片段。结果见图 2。

2.2 大豆凝集素基因 RNA 干扰片段的检测

分 别 以 重 组 克 隆 载 体 pMD18- T- Le1S 和

pMD18- T- Le1AS 为模板，引物 P3、P4 和 P5、P6 分

别进行 PCR 扩增，正、反义片段在添加酶切位点

和 保 护 碱 基 后 大 小 为 533 bp,PCR 扩 增 产 物 在

1.0%琼脂糖凝胶上电泳，得到与预期大小相符的

 

图 1 表达载体 pCSBARi 载体结构

 

515bp 

图 2 Le1 基因片段的 PCR 检测

M：DNA 分子量标准(DL2000)；1：Le1 基因片段 PCR 产物
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图 3 大豆凝集素基因 RNA干扰正义、反义片段 PCR 结果

M：DL2000 标准分子量 Marker; 1：正义片段 PCR 结果；2：反义

片段 PCR 结果

3 期 19魏益凡等：抑制大豆 Le1 基因表达的 RNAi 载体构建



(上接第 8 页)
[2] 万贤国 . 我国植物激光诱变育种的概况 [J] . 激光生物学报，

1996，5(3)：865- 869 .
[3] 庞伯良，万贤国 . 湘早籼 21 号的选育与激光育种[J] . 激光生物

学报，1998，7(1)：45- 46 .
[4] 朱新军，岳 明 . 激光对植物的作用及其机理[J] . 科技情报

开发与经济，2006(16)：182- 184 .
[5] M I Fu shun. Sensitization of HPD to different phases of ra-

dio therapy treatment [J]. Chinese Journal of Radiation Onco
logy, 1990(4): 282 (in Chinese) .

[6] 张俊国，张三元，张学臣，等 . 水稻激光育种的研究 I．种子及减

数分裂期幼 穗 激 光 处 理 诱 发 变 异 分 析 [J] . 吉林农业科学，

2005，30(2)：17- 20 .
[7] LIU Y. J. Study on the Laser 2induced Hereditary Breeding

of Rice[J].Applied Laser，1991, 11 (2): 88- 92 .

533bp 的特异条带，结果见图 3。
2.3 表达载体 pCLe1Ri 的检测

对表达载体pCLe1Ri进行酶切检测。以Xba I
和Pst I双酶切表达载体pCLe1Ri，得到527bp大小

的正义片段条带；以Hind III和Bst EII双酶切表达

载体pCLe1Ri，得到527 bp大小的反义片段条带；

以Pst I和Hind III双酶切表达载体pCLe1Ri，得到

750bp大小的内含子片段条带；以EcoRI和XbaI双
酶切表达载体pCLe1Ri，得到1396bp大小的启动

子片段条带。酶切检测结果显示，其含有种子特异

表达启动子、正义片段、内含子片段和反义片段序

列，符合实验设计要求。酶切检测结果见图 4。

3 讨 论

大豆凝集素约占大豆总含量的 3％，是大豆

主要营养抑制因子之一，极大地影响着豆制品的

质量。在大豆凝集素的改良中，人们多采用传统的

杂交、回交等方法，由于受到育种方法和种质资源

的限制，育种时间长，效果有限。RNA 干扰作用

(RNAi) 是近年来新发现的一种通过 dsRNA 介导

的特异性高效抑制基因表达的途径，其在基因功

能研究中和生物品质改良中具有广阔应用前景，

越来越受到广大科研工作者的重视[6- 7]。在作物品

质改良中，如水稻、小麦、玉米中已有一些成功应

用 RNA 干扰改良品质的报道 [8- 11]。本项研究应用

基因工程手段，克隆了大豆凝集素基因(Le1)核心

保守序列 515bp 片段，并且构建了在特定器官进

行调控大豆凝集素基因的 RNAi 表达载体，为研

究大豆凝集素的基因功能和作用奠定了基础。
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图 4 表达载体 pCSBARi 酶切检测结果

M：DL2000 标准分子量 Marker; 1：正义片段；2：反义片段；3：

GFP 基因片段；4：种子特异启动子
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