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AtCS82 基因 T–DNA 插入突变体筛选和 
过表达转基因植株的获得 
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摘 要：AtCS82是拟南芥中一个功能未知的基因，推测该基因可能与种子油脂合成代谢相关。为探明 AtCS82基

因的功能，采用半定量 RT–PCR法对 AtCS82基因在拟南芥不同组织(茎、叶、花、果荚)中的表达情况进行了分析，

发现其在果荚中的表达量较高，而在茎、叶、花中的表达量明显偏低，推测 AtCS82 基因可能参与种子发育；使

用三引物法对 T–DNA插入突变体进行纯合子筛选，并通过 RT–PCR检测纯合子植株中 AtCS82基因的表达情况，

试验结果证明获得了稳定遗传的 AtCS82基因沉默纯合突变体；通过构建 pCAMBIA1300–35S::CS82过表达载体，

并转化拟南芥哥伦比亚野生型(Col)的方式，获得了 AtCS82基因的过表达转基因植株。 
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Screening of T–DNA insertion mutants and construction  
of plants with AtCS82 over expressed 
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Abstract: The function of AtCS82 gene in Arabidopsis is still unknown, but it is supposed to be associated with seed oil 

anabolism. To investigate the function of AtCS82 gene, semi-quantitative RT-PCR was used to analyze the expression of 

AtCS82 gene in different tissues of Arabidopsis (stem, leaf, flower, pod), the results show expression of AtCS82 gene was 

high in pod, but low in stem, leaf and flower, indicating the participation of AtCS82 gene in seed development. Three 

primers were used to screen homozygous mutants with T-DNA insertion, and the expression of AtCS82 gene in 

homozygous mutant plant was tested using RT-PCR, the results proved the obtaining of stable pure mutant with AtCS82 

gene silenced. AtCS82-overexpressing transgenic plants were obtained by constructing pCAMBIA1300–35S::CS82 

recombinant plasmid, followed by transforming into Arabidopsis thaliana of Columbia ecotype (Col).  
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目前，油菜已成为第三大经济作物[1]，而菜籽

油已经成为第二大植物油[2]。油菜菜籽油产量及其

品质的提高一直是油菜育种工作者重点关注的问

题，而探寻脂肪酸代谢调控机理是油菜分子育种研

究的一项重要内容。目前，关于植物脂肪酸合成的

部位与主要生化过程的研究成果[3–5]较多，而对其

分子调控机理的报道较少。甘蓝型油菜为异源四倍

体，且生长周期较长，研究难度较高。相比之下，
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同属十字花科的拟南芥具有植株小、生长周期短、

易于转化、基因组小且遗传信息丰富[6]等优点，加

之二者在基因组结构上有一定的保守性[7–12]，拟南

芥中的许多功能基因与油菜中的同源基因具有相

似的功能[13]，这使得人们可以利用拟南芥的生物信

息和 DNA 资源，通过对拟南芥中同源基因的研究
来加快对油菜基因组的研究。 
本课题组在系统分析油菜种子发育和代谢产

物转化过程的基础上，以开花后 20 d和 35 d的油
菜种子作为抑制性消减杂交(suppression subtractive 
hybridization, SSH)的材料，构建了油菜种子发育中
同化产物转化 2 个关键时期的 SSH 文库[14]。以该

SSH 文库为基础，分析 EST 序列[15]，并与拟南芥

基因比对，筛选得到一个同源性较高、预期与油脂

合成代谢相关的拟南芥基因序列，命名为 AtCS82。 
为了从分子水平研究 AtCS82 基因的功能，首

先需要获得 AtCS82 基因沉默的纯合突变体和过表
达转基因植株。笔者通过对 T–DNA 插入突变体的
筛选，获得了 1 株稳定遗传的 AtCS82 基因沉默纯
合突变体株系；通过构建 pCAMBIA1300–35S::CS82
过表达载体，并转化拟南芥(Arabidopsis thaliana)哥
伦比亚野生型(Col)，获得了 AtCS82 基因的过表达
转基因植株，现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

 拟南芥(Arabidopsis thaliana)哥伦比亚生态型
(Col)由湖南农业大学植物发育与表观遗传调控实
验室保存；AtCS82 基因 T–DNA 插入突变体 cs82
种子购自美国俄亥俄州立大学拟南芥生物资源中

心。将拟南芥种子播种于盛有浸透营养液的蛭石的

小钵中，避光 4 ℃春化 3 d，转至 22 ℃、16 h(光)/8 
h(暗)光周期下培养，每周浇灌 1~2次营养液。以生
长 45 d的 Col野生型植株为试验材料，进行 AtCS82
基因表达水平分析；以生长 25 d的突变体植株为试
验材料，进行纯合子筛选。 

1.2 AtCS82 基因 T–DNA 插入纯合突变体的筛选 

1.2.1 拟南芥不同组织中AtCS82的表达水平检测 

为了探寻 AtCS82 基因在拟南芥不同组织中的

表达水平，根据 TAIR 网站(http://www.arabidopsis. 
org)上公布的拟南芥 AtCS82基因 cDNA序列，采用
Primer Premier 5 引物设计软件设计了 1 对引物
CS82–S/CS82–A。引物序列为：CS82–S，5'–ATGAAT 
GCTATTAAGTTTGTTGTAC–3'；CS82–A，5'–TCAC 
GG TT TAGGC CCG–3'。 
分别取生长 45 d的 Col野生型拟南芥的茎、叶、

花及生长 4、7 d的果荚，采用 Trizol法[16]提取各组织

的总RNA，将其反转录为 cDNA，以 CS82–S/CS82–A
为引物，进行PCR扩增。预期PCR产物大小为432 bp。 

1.2.2 T–DNA 插入纯合子的三引物检测 

使用三引物法[15]筛选 T–DNA插入纯合突变体
(以下简称纯合突变体)基因型的鉴定需要 3 条引物
(LP、RP 和 BP)，使用 T–DNA Primer Desig 网站
(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)提供的在线
工具设计所需的 3 条引物，序列分别为：CS82– 
F(LP)， 5'–GGCCTAGACCGAAAGCAATAC–3'；
CS82–R(RP)，5'– CAACAACCGTTGTTTTTCCTG– 
3'；LBb1.3(BP)，5'–TAGCATCTGAATTTCATAACC 
AATCTCGATACAC –3'。 
将购买的突变体 cs82 种子播种于盛有蛭石的

小钵内，待植株生长 25 d后，随机选取 10株(编号
为 cs82–1～cs82–10)生长良好者，以 Col 野生型拟
南芥为对照，分别提取全基因组 DNA，分别采用
LP/RP和 BP/RP引物组合，以全基因组 DNA为模
板进行 PCR扩增，根据电泳结果判断该植株是否为
纯合突变体。LP/RP 和 BP/RP 预期 PCR 产物大小
分别为 1 220 bp和 559~859 bp。 

1.2.3 纯合突变体中 AtCS82 表达的 RT–PCR 验证 

根据表达部位分析试验的结果，选取适当生长

时期的已初步鉴定的纯合突变体和 Col野生型拟南
芥的适当组织作材料，提取总 RNA，反转录为
cDNA，以 CS82–S/CS82–A为引物，进行 RT–PCR
检测。 

1.3 AtCS82 基因过表达载体的构建 

1.3.1 引物设计及 AtCS82 全长 CDS 片段的克隆 

根据 TAIR网站上公布的拟南芥 AtCS82基因
序列，采用 Primer Premier 5引物设计软件设计 1
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对引物 82CDS–F/82CDS–R，用来扩增 AtCS82基
因的全长 CDS，预期扩增产物大小为 432 bp。根
据载体 pCAMBIA1300–35S 带有的限制性酶切位
点，在正反引物的 5'端分别加上 XbaI和 SacI位点，
序列为：82CDS–F，5'–GCTCTAGAATGAATGCTAT 
TAAGTTTGTTGTAC–3'(下划线部分为 XbaI位点)；
82CDS–R，5'–CGAGCTCTCACGGTTTAGGCCCG– 
3'(下划线部分为 SacI 位点)。根据合成引物的预测
退火温度设计 PCR 的温度梯度，确定了引物
82CDS–F/82CDS–R的最适退火温度为 59 ℃。 
以 Col野生型拟南芥为材料，采用 Trizol法提

取拟南芥叶片总 RNA，并将其反转录为 cDNA。以
该 cDNA 为模板，82CDS–F/82CDS–R 为引物，扩
增得到 AtCS82基因的全长 CDS。PCR产物经 1.5%
琼脂糖凝胶电泳初步检测后切胶回收并纯化，然后

使用 pMD®19–T Vector试剂盒连接到 pMD19–T载
体上，构成 pMD19–T–AtCS82载体。采用热激法[17]

将此载体转化到感受态大肠杆菌 DH5α中，挑选阳
性克隆送博尚生物公司测序。 

1.3.2 载体连接及农杆菌 GV3101 的转化 

用 XbaI和 SacI限制性内切酶分别对 pMD19– 
T–AtCS82和 pCAMBIA1300–35S载体进行双酶切。
经 1.5%琼脂糖凝胶电泳初步检测后分别回收目的
片段和目的载体。用 Rapid DNA Ligation Kit试剂
盒将 AtCS82全长 CDS连接至 pCAMBIA 1300–35S
载体的相应位点，构建 pCAMBIA 1300–35S::CS82
过表达载体。采用冻融法[17]将构建好的过表达载

体转化到根癌农杆菌 GV3101中，挑取阳性克隆进
行菌落 PCR鉴定和双酶切鉴定。 

1.4 根癌农杆菌介导的拟南芥的遗传转化以及转

化子的筛选和鉴定 

挑取经验证已转入 pCAMBIA1300–35S::CS82
过表达载体的阳性根癌农杆菌单菌落于含有卡那

霉素(50 mg/L)、庆大霉素(30 mg/L)和利福平(100 
mg/L)的 YEB 液体培养基中活化，采用浸花法[17]

转化 Col野生型拟南芥，并收获 T0代种子。将收获

的T0代种子铺在含有潮霉素(20 mg/mL)的MS固体
培养基上，待植株生长 15 d后，将抗性植株移栽至
蛭石中。为了检测目的片段是否已经整合到转化子

的基因组上，根据 pCAMBIA1300–35S::CS82 载体
序列信息，设计 1对检测引物，序列分别为：1300JC– 
F， 5'–GACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTT–3'；
1300JC–R，5'–TCACGGTTTAGGCCCG–3'。 
用 CTAB 法[17]提取抗性植株总 DNA，以此作

模板，用 1300JC–F/1300JC–R 进行 PCR 检测，鉴
定转化子。 

2 结果与分析 

2.1 T–DNA 插入纯合突变体的筛选结果 

2.1.1 AtCS82 基因在拟南芥不同组织的表达情况 

拟南芥不同组织中 AtCS82 表达情况分析的电
泳结果(图 1)表明，AtCS82在 4 d和 7 d的果荚中表
达量较高，其中在 7 d果荚中的表达量又稍高于 4 d
果荚的表达量，而在茎、叶、花中的表达量明显偏

低；因此，在对纯合突变体植株的 RT–PCR验证试
验中，将采用生长 7 d的果荚作为试验材料。 

 
1 茎；2 叶；3 花；4 花后 4 d的果荚；5 花后 7 d

的果荚。 

图 1 拟南芥不同组织中AtCS82基因表达分析的电泳结果 
Fig.1 Expression analysis for AtCS82 gene in different tissues 

2.1.2 突变体植株 DNA 水平的检测结果 

从 T–DNA 插入突变体植株 DNA 水平检测的

PCR产物凝胶电泳图谱(图 2)可知，作为对照的 Col

型植株由于没有 T–DNA插入，只有以 LP/RP为引

物时才有扩增条带，以 BP/RP为引物时没有扩增条

带；受试的 10个 AtCS82基因 T–DNA插入突变植

株中，cs82–1～cs82–8只有以 BP/RP为引物时才有

扩增条带，而 cs82–9、cs82–10以 LP/RP和 BP/RP

这 2对引物进行扩增时均有扩增条带。这一结果说

明，cs82–1～cs82–8为 AtCS82基因 T–DNA插入纯

合突变体，cs82–9、cs82–10为 AtCS82基因 T–DNA

插入杂合突变体。 

1         2         3          4         5 

Actin2

AtCS82
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M Marker；1～10 突变体植株 cs82–1～cs82–10； COL Col野生型植株。 

图 2 cs82 纯合突变体 PCR 检测结果 
Fig.2 PCR detection of cs82 homozygous mutants 

2.1.3 RT–PCR 验证结果 

初步鉴定出的纯合突变体 cs82–1～cs82–7 的
RT–PCR电泳结果(图 3)显示，作为对照的 Col野生
型拟南芥有扩增产物，与其比较，有 6株纯合突变
体(cs82–1～cs82–6)有明显扩增产物，而 cs82–7 没
有扩增产物。这一结果说明，在 cs82–7 植株中
AtCS82基因的表达因 T–DNA插入而被完全沉默。
将验证后的 cs82–1～cs82–7植株继续培养，分单株
收取种子，分别标注、保存、备用，其中 cs82–7纯
合突变体经DNA水平检测和 RT–PCR检测，证实为
AtCS82表达完全沉默的纯合突变体，可以作为研究 

 
1～7 纯合子突变体 cs82–1～cs82–7；COL 野生对照植株。 
图 3 纯合突变体内 AtCS82 基因的转录情况 

Fig.3 AtCS82 gene transcription of the homozygous mutants 

AtCS82基因对植物生长发育的影响的试验材料。 

2.2 AtCS82 基因过表达载体构建 

2.2.1 目的片段的克隆结果 

AtCS82全长 CDS的 PCR电泳结果(图 4)表明，
扩增得到了约 400~500 bp的产物条带，其大小与预
期的 AtCS82基因全长 CDS长度 432 bp一致。 

 
M Marker；1 PCR产物；2 阴性对照。 

图 4 AtCS82 全长 CDS 的克隆结果 
Fig. 4 Cloning of AtCS82 full length CDS 

 
图 5 序列比对结果 

Fig. 5 Result of sequence alignment 

M         1          2  

500 bp
400 bp

CS82 

Actin 

1       2      3       4      5       6     7      COL

M      1     2      3      4     5      6     7     8      9    10     COL 
1 500 bp
1 000 bp

800 bp
700 bp

LP/RP 

BP/RP 
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测序结果(图 5)表明，扩增产物与 TAIR网站上

公布的 AtCS82基因全长 CDS序列同源性为 100%，

表明克隆结果正确，可以用于下一步试验。 

 

2.2.2 重组质粒的构建结果 

农杆菌GV3101单菌落的 PCR结果(图 6)表明，
所挑取的 7 个单菌落均为已转入 pCAMBIA1300– 
35S::CS82过表达载体的阳性菌落。 

 
M Marker；1～7 被检测菌落；8 阴性对照；9 阳性对照。 

图 6 根癌农杆菌 GV3101 菌落 PCR 检测结果 
Fig. 6 PCR detection of Agrobacterium tumefaciens GV3101 colonies after transfection 

   
用 XbaI 和 SacI 限制性内切酶双酶切重组质

粒，得到 1条大小约为 400~500 bp的条带(图 7)，
这与预期条带的大小相符，表明 pCAMBIA1300– 
35S::CS82过表达载体构建成功。 

 
M Marker；1 重组载体；2～3 XbaI、SacI双酶切。 

图 7 重组质粒的酶切验证结果 
Fig. 7 Identification of recombinant vector by restriction 

enzyme digestion 

2.3 转化子的获得和鉴定 

从含有潮霉素的 MS 培养基上筛选出抗性苗 5
株(35S::CS82–1～35S::CS82–5)。PCR 产物的电泳
结果(图 8)显示，Col野生型没有出现条带，而 5株
转基因植株(1~5号泳道)的 PCR产物条带大小与阳
性质粒对照(7号泳道)的 PCR产物片段一致，证明
获得了 5株转基因植株。 

 
M Marker；COL Col 野生型植株；1～5 35S::CS82– 

1～5抗性植株；6 阴性对照；7 阳性对照。  

图 8 抗性植株的 PCR 检测结果 
Fig. 8 PCR identification of transgenic plants with 

hygromycin-resistance 

2.4 转基因植株的过表达分析 

转基因植株的过表达分析电泳结果(图 9)显示，
AtCS82基因在5株转基因植株中的表达明显高于野
生型植株，说明 AtCS82基因在 CaMV35S强启动子
的驱动下在转基因植株中得到了过表达。 

 
1～5 转基因植株；COL 野生型对照。 

图 9 AtCS82 基因表达水平的 RT–PCR 分析 
Fig. 9 RT–PCR analysis of AtCS82 expression 

3 小结与讨论 

本试验通过对 T–DNA 插入突变体的筛选，获
得了稳定遗传的 AtCS82基因沉默纯合突变体株系，
通过构建 pCAMBIA1300–35S::CS82 过表达载体，
并转化 Col 的方式获得了稳定遗传的 AtCS82 基因
的过表达转基因植株。 
在本研究中，为了获得 AtCS82 基因沉默的纯

合突变体，对购买的 T–DNA插入突变体材料 cs82
进行了 DNA水平检测和 RT–PCR检测。DNA水平
检测获得了 8株纯合突变体(cs82–1～cs82–8)，而经
过 RT–PCR检测，发现仅有 1株纯合突变体(cs82–7)
中 AtCS82 基因的表达因 T–DNA 插入而被完全沉
默。从理论上讲，由于 T–DNA 插入的片段较大，
通过 T–DNA 插入技术得到的纯合突变体往往能够
有效的使基因处于沉默状态，但本试验中只有

cs82–7中AtCS82基因的表达因T–DNA插入而被完
全沉默，其他纯合突变体中仍有一定水平的表达。

CS82

Actin

1        2       3       4      5      COL

500 bp
400 bp

M  COL     1   2     3    4    5     6   7

M         1         2          3 

500 bp
400 bp

M        1       2        3       4        5        6        7       8       9  

500 bp
400 bp
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为了确认这一结果不是由于RT–PCR操作不当而造
成的假性现象，对受试植株重新取花后生长 5 d的
果荚，分离 RNA，再次进行 RT–PCR 检测，试验
结果与 7 d果荚的 RT–PCR结果一致，且 2次试验
中拟南芥 Actin 基因表达的扩增结果证明所分离的
RNA质量很好，说明 cs82–7植株中的 AtCS82基因
确实被有效沉默。产生这一现象的原因尚不清楚，

有待进一步研究。 
采用 RT–PCR 对 AtCS82 基因在拟南芥中不同

组织中的表达水平进行分析的结果表明，AtCS82基
因在 4 d和 7 d的果荚中表达量较高，而在茎、叶、
花中的表达量明显偏低，推测 AtCS82 基因可能参
与种子发育。由于 AtCS82 基因是通过筛选比对油
菜种子发育中同化产物转化2个关键时期的SSH文
库中的 EST序列而得到的，在后续对 AtCS82基因
功能的研究中，可以侧重于探讨 AtCS82 基因是否
参与拟南芥脂肪酸的代谢调控。 
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