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摘 要 植物基因的表达受启动子的控制，高效表达启动子的分离及功能分析不仅是植物基因工程研究的重要研究方面，也

是表达调控研究的重要内容。根据 H,B数据克隆了一个预测在水稻茎中高效表达的启动子 UC!#!。将该启动子与 VY,基因
构建成表达载体并转入水稻。转基因水稻 KM3分析表明，VY,基因已经成功地整合进水稻基因组中。VY,组织化学分析表
明，UC!#!能启动 VY,基因在水稻叶、茎以及胚乳中表达。进一步 VY,酶活性的测定表明，叶和胚乳中 UC!#!启动子活性分别
是 "#,启动子的 =\&和 !\#倍。由于 UC!#!来自于水稻，在叶和胚乳中活性高于 "#,启动子，因此该启动子可望用于水稻基因
工程研究。
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真核生物基因表达调控是分子生物学的研究热

点之一。转录水平的调控，是基因表达调控中最有

效的、最直接的调控，在此过程中，启动子是最重要

的顺式元件。启动子是指基因中一段可与 3+>聚

合酶及其它一些影响转录的反式因子结合实现准确

有效起始转录的 I+>序列。因此启动子的分离及
功能分析不仅是植物基因表达调控研究的重要内

容，也是植物基因工程研究的一个重要方面。目前



已经从植物病毒和植物本身分离到组成型启动

子［!］，组织专一性启动子［"］及诱导型启动子［#］，

$%&’(%() *)+(’(,)等还从水稻中分离得到了大小为
-.- /0 的编码多聚遍在蛋白的基因 1&/)#［2］，这些启
动子已经成为植物基因工程的重要工具。从花椰菜

花叶病毒分离出来的 #3*启动子是目前植物遗传操
作中最常用的启动子，该启动子能较强地启动基因

在双子叶植物中的表达，但是该启动子在单子叶植

物中表达相对较弱。

单子叶植物中的禾本科植物包括许多重要经济

作物如水稻、高粱、玉米、甘蔗、小麦和大麦，其中水

稻是世界上最重要的粮食作物之一。由于水稻基因

组小而被广泛选为模式植物，水稻的基因组学和功

能基因组的研究为水稻的遗传改良打下良好的基

础。目前，陆桂华［3］等从水稻种分离到花药专一性

表达的启动子，王金发［4］等分离到一段具有启动子

功能的重复序列，但水稻高效表达启动子的分离研

究工作并不多，因此，从水稻中分离高效表达的启动

子具有重要的经济价值。

为了从禾谷类植物中寻找高效表达的启动子，

本文根据网上 $*5数据挑选并克隆了一个预测在
茎中高效表达的启动子 67"3"，并构建了 89*表达
载体转入水稻，得到了转基因植株，经 89* 组织化
学染色及 89*酶活性的测定，表明 67"3"启动子在
水稻的叶，茎和种子的胚乳中都有较强的表达。本

文分离了一种水稻高效表达启动子，以克服现有启

动子在单子叶植物中表达相对较弱或在禾谷类植物

本身含有较多拷贝的缺陷，可应用于水稻的遗传改

良和产业化研究。

! 材料和方法

!"! 实验材料和试剂
粳稻品种日本晴（! : "#$%&# ’#()*%+#）（本实验室

提供）；农杆菌 $;<!.3菌株和大肠杆菌 =;3!菌株
（本实验室提供）；质粒载体：0>=!-?5 +@ABC1（购自
5(D(E(公司），0F<>GH<!#.!（购自 F<>GH< 公司）；
限制性内切酶和基因工程用工具酶均购自 5(D(E(
公司；试剂均为国产分析纯；引物由上海生工公司

合成。67"3"启动子引物序列如下：
I：3J?<8555<5858F55<5<F<8<58<8?#J；
E：3J?88558<<5<<88<88<<8F?#J。

!"# 质粒提取、$%&片段克隆、重组质粒鉴定
参照分子克隆实验指南［K］。

!"’ $%&片段回收
采用 G)C=@+公司回收试剂盒，并按其说明书进

行操作。

!"( 愈伤组织诱导及遗传转化
“日本晴”愈伤组织的诱导及农杆菌介导的水稻

转化参照刘巧泉［-］等的方法进行。

!") 水稻叶片总 $%&抽提
采用 F5<G法［L］。

!"* 转基因植株的 +,-检测
转基因植株采用 ;MN和 89*引物进行 OFE鉴

定。;MN引物序列为 ;I，3J?8<5F855<58555<5F8
8F<F5?#J；;E，3J?5588F8<FF5F85<5588?#J，OFE
程序：L2P#.7，32P#.7，K"P#.7，2. 个循环，产物
大小为 3../0；89* 引物序列为 ;I，3J?<F55<F85
88F<<<88<55?#J ;E，3J?8F85F8F<8<<F<55<F<?
#J，OFE程序：L2P #.7，3"P !’),，K"P #.7，2. 个
循环，产物大小为 3../0。
!". /01染色方法
参照 Q@RR@17C,［!.］等的方法并做了适当改进，用

二甲基甲酰胺把 S?8%&A 配成 ".’’C%TU 母液；
3.’’C%TU 的磷酸缓冲液（0;KV.）成分为：铁氰化钾
（ !’’C%TU）、亚 铁 氰 化 钾（ !’’C%TU）、W("$=5<
（!.’’C%TU）；按磷酸缓冲液 X甲醇 X S?8%&A（2. X !. X !）
的比例配成染色液。取转基因水稻再生植株少量叶

片，茎组织和切开表皮的成熟种子于 L4孔板中，把
染色液加入管中，加的量以浸没材料为准。密封，

#KP染色 "Y，K.Z乙醇脱色数次，观察染色结果。
!"2 /01酶活性的测定
参照 Q@RR@17C,（!L-K）［!!］方法提取转基因水稻叶、

茎及胚乳组织的总蛋白，用分光光度计测出 ,"-.值

并通过标准曲线计算出蛋白浓度，用底物 >98与蛋
白溶液反应，用荧光分光光度计测出不同反应时间

的荧光强度从而得出 89*酶的反应速度，通过公式
计算出酶活力。

# 结果

#"! 启动子的克隆及载体构建
根据网上 $*5数据库（[BB0：TT\\\:@7B(11(M: C1N）分

析，发现编码延长因子 $I!?!的基因 !".#-.-.!.在
茎中高效表达。我们设计引物，以野生型“日本晴”为

模板，OFE扩增该基因上游 !.!-/0 =W<片段，命名为
67"3"（图 "）。将该片段克隆进 0>=!-?5 +@ABC1。为了
构建启动子分析载体，将双元载体 0F<>GH<!#.!上
89*基因上游 #3*启动子用.%*Y"和 /+)# 切除，经
52 =W< 聚合酶末端填平并自连构成 0F<>?8&7 载
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体。然后将克隆进 !载体的 "#$%$启动子用 !"#&!和
$"%!切下，连接到 ’()*+,-#上相应的酶切位点中获得

启动子分析载体 ’()*$%$,./（图 0，1）。阳性对照载体
采用 ’()*23)0140（含有 1%/启动子）。

图 0 ’()*$%$,./双元载体的构建
5678 0 (9:#;<-=;69: 9> ;?@ A6:B<C D@=;9< ’()*$%$,./

图 $ "#$%$ E(F扩增片段
5678 $ !?@ E(F ><B7G@:; 9> "#$%$
*："HI)J&’(! GB<K@<；$%$："#$%$8

图 1 "#$%$表达载体的酶切鉴定
5678 1 LMBG6:B;69: 9> ;?@ A6:B<C D@=;9< ’()*$%$,./
*："HI)J&’(! GB<K@<；$%$：’()*$%$,./J!"#&!，$"%! 8

!"! 水稻遗传转化和转基因植株的获得
上述植物表达载体分别转化根癌农杆菌

L&)04%，在确认阳性克隆后，通过农杆菌介导叶盘
法将他们导入水稻，实验发现，将转化共培养后的愈

伤在筛选培养基上筛选 $次（每次 $周），把具有抗
性的愈伤组织转入分化培养基上培养 04N左右开始
出现绿点，$ O 1周后出现小苗，待苗长到 1 O %=G时
移入生根培养基上生根壮苗。实验得到含 "#$%$启

动子的抗性植株共 0$棵。
!"# 转基因植株的 $%&鉴定
以 0$棵转基因水稻叶片总 HI)为模板，潮霉

素基因上设计的引物和 ,./基因上设计的引物进
行 E(F扩增，结果显示都含有目的基因 %44A’左右
的条带，而野生型及水作为阴性对照没有条带（图

PB，A）。

图 P 转基因植株潮霉素基因（B）和 ,-#基因（A）E(F检测
5678 P E(F B:BQC#6# 9> ?C7<9GC=6: 7@:@（B）B:N ,-# 7@:@（A）

6: ;<B:#7@:6= ’QB:;#
*："HI)J&’(! GB<K@<；0 O 0$：?C7<9GC=6:+<@#6#;B:; ’QB:;#；
R!：;?@ S6N@ ;C’@（:@7B;6D@ =9:;<9Q）；&$"：SB;@<（:@7B;6D@ =9:;<9Q）8

!"’ ()*融合基因在转基因植株中的组织特异性
表达

对 0$棵 "#$%$ 的启动子转基因水稻的不同组
织进行 ,./ 染色，检测其中的 ,./ 活性。其中
"#$%$启动子有 T 棵植株的叶子、茎及胚乳等组织
中 ,./染色均呈阳性（图 %）。从 E(F及 ,./鉴定
结果可以看出 "#$%$启动子已成功插入水稻基因组
中并启动 ,./基因表达。
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图 ! 各组织的 "#$染色
%&’( ! "#$)*+,&-&-’ ./ 0,1&.2* +&**23*

!"# $%&酶活性在转基因水稻中的测定
提取有 "#$表型的 4棵转基因水稻叶、茎及胚

乳组织的总蛋白，用分光光度计测出 !567值，通过

8$9制定标准曲线，算出转基因植株单株各组织总
蛋白含量。取 :77!; 蛋白提取液加入已预热的
7<!=; >#"溶液于 ?@A水浴中反应，每间隔 :7=&-
取 :77!; 反应液加入含有 B77!; C,5DE? 终止反应

液中终止反应，用荧光分光光度计在 F!!-=的发射
光，?4!-=的激发光，狭缝宽度 !==的条件下测出
每个时间段的荧光强度，由反应时间和荧光强度关

系曲线求出斜率，则每!;蛋白提取液反应速度为：
:7 G 7<6 G斜率 G［（" H !77）I"］G［:777I"］，酶活力
即是反应速度与蛋白的比值，结果如图 4 J B。

图 4 不同启动子在转基因植株叶子中 "#$酶活性比较
%&’( 4 "#$ ,K+&0&+L ./ M3,03* ./ +1,-*’3-&K 1&K3

NM,-+* K,11L&-’ E*5!5 ,-O ?!$ N1.=.+31*

图 @ 不同启动子在转基因植株茎中 "#$酶活性比较
%&’( @ "#$ ,K+&0&+L ./ *+3=* ./ +1,-*’3-&K 1&K3

NM,-+* K,11L&-’ E*5!5 ,-O ?!$ N1.=.+31*

图 6 不同启动子在转基因植株胚乳中的 "#$酶活性比较
%&’( 6 "#$ ,K+&0&+L ./ 3-O.*N31=* ./ +1,-*’3-&K
1&K3 NM,-+* K,11L&-’ E*5!5 ,-O ?!* N1.=.+31*

图 B E$5!5启动子在转基因植株
不同组织中 "#$酶活性比较

%&’( B "#$ ,K+&0&+L ./ O&//313-+ +&**&23* ./
+1,-*’3-&K 1&K3 NM,-+* K,11L&-’ E*5!5 N1.=.+31

;：M3,/；$：*+3=；P：3-O.*N31=(

从图中可看出，E*5!5 启动子在转基因水稻叶
子中的酶活性约是 ?!$启动子的 :<B倍，在胚乳中
的酶活性是 ?!$的 5<!倍左右，而在茎中的酶活性
约为 ?!$的 6!Q。

’ 讨论
启动子作为一种基因表达的顺式作用元件在植

物基因调控中扮演着十分重要的角色，而植物基因

的表达受启动子的控制并有其时间和空间的特异

性［:5 R :!］，目前国际上普遍使用的 D,>S?!$启动子还
不能满足某些特定的需要，而且由于启动子同源而

造成的外源基因失活现象在多基因转化时较为普

遍［:4］，因此开发新型高效启动子尤为必要。水稻是

植物发育生物学和分子生物学研究的模式植物，水

稻基因组测序工作的完成为水稻基因功能的研究提

供了极大的便利，但目前关于水稻高效表达启动子

分离的工作研究得并不深入。

延长因子 T（P%:）是一个富含赖氨酸的蛋白，主
要作用于蛋白翻译过程中，它们依赖于 "UV催化氨
酰 +WC9结合到 67$核糖体上，水稻的 P%:包含 F个
亚基，分别是 P%:)"、P%:)#、P%:)#X和 P%:)$。P%:)"
与氨酰 +WC9及 "UV结合形成三元复合物，而 P%:)

B?6钟晓丽等：一个水稻高效表达启动子 E*5!5的分离



!、!"#$!%和 !"#$"则催化 !"#$#上的 &’()&*(之间
的转换，促使氨酰 +,-.与核糖体结合。这些过程
在生物体的每个组织中都不可或缺，故而 !"#$#在
水稻中应该是一个组成型表达的基因。

根据 !/* 数据库分析，水稻中编码 !"#$#的
!"01#020#0基因在茎中高效表达，但实验发现该基
因启动子在茎中的活性并没有 13/ 启动子高。相
反，45636 启动子在转基因水稻的叶子和成熟种子
的胚乳中活性比 13/分别高 #78 和 673 倍，这可能
是由于 !/*预测结果并不能真实反映该基因在不
同部位的表达情况。因此，我们所分离的 45636 启
动子是一个叶和胚乳高效表达的启动子，可用于水

稻的基因工程研究。由于该启动子是从水稻中分离

出来的，因此，该启动子具有可靠的安全性。而水稻

胚乳组织即是供食用的稻米，若将作物遗传改良的

外源基因导入可以提高稻米品质，并且为基因工程

提供了更便捷稳定的途径。

从以上实验数据分析表明，本试验成功地从水

稻中分离出一个在水稻中高效表达的启动子，这为

水稻的遗传改良提供了基础，同时若用于农业生产

或其他产业化研究将具有重要的经济价值。

致 谢 感谢朱骏博士在研究工作以及写作中给予

的帮助。
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