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摘 要 从烟草基因组中克隆到两条新的 480片段（4"L和 4"K），序列分析表明，它们具有 7$V8=J.’W，8J.’W，=J.’W，碱基非
配对区域，拓扑异构酶!识别位点，弯曲 X*8序列，复制起始序列和 8=8===等典型的 480序列特征，并与原有 480序列的
特征不同。将它们分别构建到植物表达载体 9G84UY8!H$" QPE基因（)#76）表达盒一侧及两侧，通过农杆菌介导转化烟草。组
织化学染色法定性检测 QPE活性表明，带有 4"L和 4"K的 )#76 基因在转基因烟草中稳定表达。QPE活性的定量检测表明，
表达载体上 )#76基因一端或两端连接有 480的转化烟草中，QPE的表达水平与对照相比都有了明显提高，而 )#76 基因两侧
连有 480的载体提高表达水平的效果优于一端连有 480的载体，可使 QPE活性增强 HZ"L倍，但不同转化个体之间表达水平
的差异仍然明显。上述结果表明，所得 X*8序列为两条新的 480片段，并且具有提高转基因表达水平的功能。
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核基质附着区（-2+04:/ ;:./75K6+:99,08 :..:+3;4-. /4<7,-6，

$KL#D6）是真核生物染色质中与核基质或核骨架特异结合的
一段 AB# 序列。在真核生物的细胞核内，基因组是通过

$#D6与核骨架结合，锚定在核骨架网状系统上的。$#D6
既有一定的特征，又有多样性，它参与了 AB#复制调控和转
录调控等多种核生化过程，同时能使染色质形成独立的环状

结构，避免位置效应引起的基因沉默。通过构建合适的表达

载体，在目的基因的一侧或两侧连接 $#D6后导入动植物，
目的基因的表达可增强几倍至几十倍，或者降低转基因个体

间表达水平差异［*］。$#D6的分离方法主要有两种：M"D法
和从核基质上分离［’，(］，对外源基因表达的增强作用则最终

取决于在转基因植物体内的鉴定［F］。

本研究用 M"D方法从烟草中分离出两个具有 $#D序列
特征的 AB# 片段，并将其分别构建在植物表达载体

!"#$%&#’()* NOL基因（’!()）表达盒一侧及两侧，通过农杆
菌介导转化烟草，研究它们对外源基因表达的影响。

) 材料与方法

)*) 材料
大肠杆菌 *+,-.&!,-!/ ,$0! APQ"，根癌农杆菌 )1&$2/,%.&!’3

%’3.4/,!."+ RP#*)Q，植物表达载体质粒 !"#$%&# ’()*，烟草

5!,$%!/"/ %/2/,’3 ST 无菌苗品种 B"UH均为本实验室保存。@
载体 !$A*UJ@，限制酶均购自 @:V:D: 公司。@:C 酶购自

%7,L.:/公司。

)*+ 方法

)*+*) 烟草基因组 AB# 的提取：取烟草新鲜组织* W ’ <，

X ’)Y预冷 ();7-后研成粉末，加 ’;S AB#提取缓冲液（*))
;;,0KS @/76JP"0 !PUT)，Q);;,0KS RA@# !PUT)，Q));;,0KS
B:"0），’)#S!J巯基乙醇混匀，再加 *)ILAL ’G)#S，迅速混匀。

ZQY温浴 ();7-，加入 M/,.47-:64 V（*))#<K;S），QQY温浴 *3。
加 ZG)#S预冷的 Q;,0KS V#"，冰浴 ();7-。离心取上清，酚氯
仿抽提 ’ W (次。无水乙醇沉淀 AB#，G)I乙醇洗涤后用适
量 @R溶解。

)*+*+ $#D6 序列的克隆：根据已发表的烟草 $#D 序列

ML’**J*（N4-%:-[登录号 #\)ZQUUF）设计引物：

M*：N##@@""N@NN@@@@#N"#"NN@"；

M’：##N"@@##N@"#@#"@##"##@#@N##@@@@##。
以烟草基因组 AB#为模板，用 /:;! M"D方法进行扩增。

M"D产物用于 @#克隆，将得到的克隆子酶切筛选，挑选酶切

图谱有代表性的克隆子测序。

)*+*, 植物表达载体的构建：6/3P$K 7/0$双酶切质粒

!$A*UJ@J$*F和 !$A*UJ@J$*G，所得片段 $*F和 $*G分别插
入植物表达载体 !"#$%&#’()* 的 6/3P$K 7/0$酶切位点，
获得重组质粒 !’()*$*F$和 !’()*$*G$。以 !$A*UJ@J$*G
为模板，扩增含有 6+%R%酶切位点的 $*G 片段（M(：J
"#NNN@N#""@N@"#@#@@@NN"@JMF：J#@NNN@"#""#@"""##
"@#@NNJ），插入到重组质粒 !’()*$*G$的 6+%R%酶切位点。
为获得 ’!()两端含有相同插入方向的顺式重复表达载体，
以 MF作为上游引物，@JB]L!,0E（#）的一段序列作为下游引物

MQ：JN##@""@N@@N""NN@"@@N"J，M"D扩增鉴别片段的插入
方向，得到 ’!() 基因两端连有同向 $*G 插入的质粒

!’()*$*G%。

)*+*- 烟草转化及再生植株的筛选：将上述植物表达载体
冻融法转化根癌农杆菌 RP#*)Q，利用改良叶盘法通过根癌
土壤杆菌介导转化烟草 B"UH。获得的抗卡那霉素（Q);<KS）
再生苗生根后，移栽到温室中。

)*+*. NOL活性的定性检测：采用组织化学染色法［Q］。取烟
草幼苗叶片投入到 NOL 染液（Q);;,0KS VP’M]F !PGT)，

)TQ;<K;S Ĵ<20+）中，(GY过夜染色。G)I乙醇脱色 ’ W (次，
阳性转化株用于 NOL活性的定量测定。

)*+*/ NOL活性的定量测定：按照 _4994/6,-［Z］的方法进行。
取温室中成熟烟草叶片，为减小误差，全部样品取烟草顶部

第 (片叶片 ());<，加入提取缓冲液，冰上研成匀浆，离心收
集上清。吸取 Q)#S上清加入到 FQ)#S预热的反应缓冲液中
（含 *;;,0KS FJ$ON），混匀，(GY静置 ();7-。吸取 Q)#S反应
液加入 FQ)#S反应终止液中，点样于 HZ孔板，测定样品在激
发光 (Z)-;，发射光 FZ)-; 下的荧光值。总蛋白含量按

%/:89,/8［G］的方法测定。以 FJ甲基伞形酮（FJ$O）的纳摩尔数
（-;,0）与总蛋白的含量（;<）及时间（;7-）的比值表示 NOL活
性单位为（-;,0·;<X *·;7-X *）。

+ 结果

+*) 012(的克隆及序列分析

M"D扩增产物克隆到 !$A*UJ@中并测序。Z个测序的样
品中，$*F和 $*G 的 #@I含量大于 G)I，有明显的 H)I#@
等结构域。进一步的序列分析和 $#D6 ;,.79分析表明，$*F
和 $*G大小分别为 G*)?!和 ZGF?!，#@I含量分别为 G(THI
和 G*TQI，均含有 $#D6的部分特征基元如：H)I#J@ ?,5，#J

*GH黄慧珍等：烟草 $#D6的分离及其功能分析



!"#，$%!"#，拓扑异构酶!识别位点，自主复制序列（&’(，
)*+","-"*./0 123/45)+4,6 .27*2,52.），碱基非配对区（89’，!).2
*,3)414,6 1264",），:&’ 识 别 序 列（:’(，:&’ 125"6,4+4",
.27*2,52），复制起始点（;’<，"1464, "= 123/45)+4",），弯曲 >?&序
列（5*1@2A >?& -"+4=.）等［B］。它们与原烟草 :&’的特征 -"+4=

及其它序列特征并不相同（表 C），8/).+分析认为与 D2,8),E
中已登录 :&’.无明显相似性，因此认为是两个新的 :&’.
片段。现已登录 D2,8),E，登录号分别为 &FGHHIJH 和
&FGHHIJG。详细的序列特征分析见表 C。

表 ! "!#和 "!$序列特征分析!
%&’() ! *+,-)+./)0 ,1 "!# &23 "!$!

K2,6+L（!3） &$MN OPN &$ & !"# $ !"# &’( $"3"<< 89’ :’( ;’< Q*1@2A &$&$$$

:CJ GCP GRSO CH O CR J I R J CO I I

:CG HGJ GCSB CP B G I I C I IB R I

T(ICC%C HUB GCSG CP G CC I J P I JR R I

! $L2 ,*-!21. =1"- +L2 R1A /4,2 12312.2,+ +L2 ,*-!21 "= +L2 -"+4=. 4, +L2 .27*2,52S (27*2,52. "= 2)5L "= +L2 -"+4=. )12 64@2, !2/"V ="//"V2A !0 +L2 ,*-!21 "=
-4.-)+5L2. )//"V2A 4, +L2 .2)15L2.S OPN&$ !"# W XIP（I -4.-)+5L2.）；& !"# W &&$&&&F&&（I -4.-)+5L2.）；$ !"# W $$X$X$$X$$（C -4.-)+5L）；&’(
W X$$$&$’$$$X（C -4.-)+5L）；$"3"<< W D$?X&F&$$?&$??’（I -4.-)+5L2. !*+ ," -4.-)+5L2. 4, X&F&$$）；89’ W &&$&$&$$$（C -4.-)+5L）；:’(
W $&X&XXX??&XX’$&&??XXD（=*// :’( V4+L I -4.-)+5L2. !*+ -*.+ 2,A 4, D）"1 $&X&XXXY &XX’$&&??XXD（C -4.-)+5L !*+ -*.+ 2,A 4,
D）；;’< W &$$& "1 &$$$& "1 &$$$$&；5*1@2A W &&&&?G&&&&?G&&&& "1 $$$&&&Z

454 植物表达载体的构建和烟草转化
以不含 :&’. 序列的植物表达载体 3Q&:8<&IRPC（图

C&）为对照，此载体只含有 Q):[RB(启动子控制的 !"#$ 基
因。利用本实验室分离的 :&’.序列，以 Q):[RB(启动子控
制的 !"#$ 基因为报告基因构建了 R个带有 :&’.的植物表
达载体，其中 3IRPC:CJ<（图 C8）和 3IRPC:CG<（图 CQ）为一端
分别连接 :CJ和 :CG的载体。根据文献报道，顺式重复的

:&’.比反式重复的 :&’.对基因表达的作用更好，所以在
我们构建的 3IRPC:CG<<（图 C>）中 :CG序列成顺式重复。转
化烟草后在含有卡那霉素培养基中生根的植株视为转基因

植株用于后续检测。

图 C 植物表达载体结构示意图

\46Z C >4)61)-. "= 3/),+ 2#312..4", @25+"1.

&：3Q&:8<&IRPC；8：3IRPC:CJ"；Q：3IRPC:CG"；>：3IRPC:CG! Z

T%RB(，Q):[RB( 31"-"+21；!"#$，123"1+21 62,2 !"#$；$%,".，+21-4,)+"1

"= ,"3)/4,2 .0,+L).2（,".）62,2Z

456 定性分析报告基因的表达

用 D9(染液浸泡烟草幼苗的幼嫩叶片，RG]静置过夜，

再用 GPN的乙醇脱色观察，叶片呈蓝色的植株为阳性转化

株。结果显示，绝大部分转基因植株的叶片呈现蓝色，说明

!"#$基因在转基因植株中稳定表达。但相同方法下不同叶

片的显色程度和面积不同，有的叶片上为蓝色斑点，有的为

整个叶片呈现蓝色，而且颜色的深浅稍有差异。

45# "780对转基因表达的作用

利用转基因植株检测不同植物表达载体的 D9(活性高

低是鉴定不同 :&’.功能强弱的最直接有效的方法。我们将

D9(定性检测中叶片呈蓝色的阳性植株用于 D9(活性定量检
测（见图 I）。载体对照 3Q&:8<&IRPC及无载体野生型对照烟
草分别检测了 IO株和 CR株；表达载体 3IRPC:CJ"，3IRPC:CG"
和 3IRPC:CG!转化的烟草分别检测了 IH株，RP株，RP株。除
阴性对照以外，所有用于 D9(酶活检测的植株数目均高于 IB
株，能准确反应外源 D9(基因的平均表达水平。野生型转化
烟草的内源 D9(活性很低，其平均值仅为 PSGO（,-"/·-6^C

-4,^C），为本底水平。未克隆 :&’的载体对照 3Q&:8<&IRPC转
化株中 D9(平均活性则达到了 CPSJG（,-"/·-6^C-4,^C），其单株

最低值接近本底水平，最高值为 IUSRR。连接有 :CJ和 :CG
的转化株中，其 D9( 表达量有了较明显提高，其中

3IRPC:CJ<的平均值提高到 CHSRC，3IRPC:CG<则达到 IBSJB，
分别为载体对照 D9(平均表达量的 CSBH倍和 ISJR倍，其单
株 D9(活性最低值和最高值也都比对照明显提高。在 IO株

3Q&:8<&IRPC载体对照转化株中有 G株的 D9(酶活接近本
底水平，约达总数的 IBN，而其他连接 :&’的载体其单株都
比本底水平高得多，说明克隆到的 :&’.提高了转基因的表
达水平。

对比一端及两端顺向重复连接 :CG的载体转化株，发
现 3IRPC:CG<<的转化株中 D9(活性都大大提高，测定的 RP
株中有 II株的单株酶活大于 IP（,-"/·-6^ C -4,^ C），单株最

低值为 HSOU，平均 D9(活性达到 RISUU（,-"/·-6^ C -4,^ C），为

载体对照平均 D9(活性的 RSCJ 倍，是 3IRPC:CG< 平均 D9(
活性的 CSR倍，为 R个连接 :&’的载体中提高 D9(表达最
高。其中，最高单株 D9(活性是对照平均 D9(活性的 H倍。
虽然 D9(的平均表达水平在 :&’的影响下都有了明显提
高，但各转化体之间的表达水平仍然参差不齐，差异比较明

显。相对而言，3IRPC:CG<< 的单株 D9( 活性处于 HSOU _
BGSBR，较之 3IRPC:CJ< 的 ISHB _ JRSHC 和 3IRPC:CG< 的 BSJJ
_ HBSBI，在明显提高 D9(表达水平的同时，其单株间的表达
水平差异降低。
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图 ! 转基因烟草植株 "#$活性检测
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! 讨论

本研究从烟草中分离得到两个具有 A5I2序列特征的
片段 AEF和 AEG。鉴定所获得的 JK5片段是否为 A5I，可
以与核基质体外结合或仅基于序列分析，最常用的方法就是

在序列中查找 A5I2特征结构域来预测，研究者普遍接受的
常见结构特征包括非配对和形成弯曲 JK5的趋势，以及形
成十字形结构的趋势［L］，但 A5I2对外源基因表达的作用最
终要依赖于在转基因植株体内的鉴定［F］。本研究中得到的

两个序列经分析发现，它们 56含量丰富，都含有数目不等的

A5I2特征基元，经后续转化烟草及对报告基因 "#$活性的
测定，发现它们都提高了 "#$的表达，认为分离到的为 A5I2
片段。因扩增所用引物是根据已发表序列的部分区段设计，

所以在不同的烟草品种中可能得到不同的 A5I2，而试验结
果也验证了这一点，连接到 ;AJEL6后所得克隆的酶切图谱
并不相同。这两个序列与原烟草 A5I的特征 7.+&/以及其它
序列特征不尽相同，分离到的应该是两个新的 A5I片段。
与对照相比，单侧连接 AEF和 AEG的转化植株，其平均

"#$活性分别提高 EMNO 倍和 !MFC 倍，两侧顺式重复连接

AEG的转化植株中 "#$活性可提高 CMEF倍。说明单侧连接

A5I能提高外源基因表达水平，而两侧顺式连接 A5I对外
源基因表达的增强作用更明显。这也许与 A5I的作用机制
有关，与单侧连接 A5I的外源基因相比，两端顺式连接 A5I
的外源基因与核基质的结合更稳定，可以富集更多的调控因

子促进转录，所形成的空间拓扑结构也更有利于环内转录。

A&*=):.92P&［Q］等通过对 A5I2与核基质体外结合能力以
及与 7.+&/的关系分析，认为 QDR56的数目与结合能力的相
关性最高，56R含量和 6S4.T数目与结合能力的相关性中等，
而 5S4.T，>#I和 5I$的相关性比较低。在本研究中，AEF所
含特征基元的数目普遍高于 AEG，尤其是与核基质结合能力
相关性很大的 QDR5S6 4.T较多，但它对 !"#$ 表达的提高作
用并不比 AEG强，这似乎说明 A5I2对外源基因表达的影响
与其所含特征基元相关性不明显，而特征基元又与 A5I2的
体外核基质结合能力正相关，进一步暗示 A5I2和核基质的
体外亲和性与提高转基因表达的效应之间没有关系。同时

我们还发现，AEF和 AEG虽然来源相同，但因其序列和结构
不同，对外源基因表达的改善作用也不相同，说明不同的

A5I对转基因表达的调节作用并不相同。
虽然报告基因的平均表达水平在 A5I的影响下有了明

显提高，但各转化体之间报告基因表达水平仍然参差不齐，

CGQ黄慧珍等：烟草 A5I2的分离及其功能分析



差异明显，可见本研究所分离的 !"#并未降低转基因表达
水平的差异。这与多数研究的结果相符，只在少数研究中

!"#可以降低转基因个体间表达水平的差异［$%］。原因可能
是外源基因随机插入植物染色体后，它们插入的位置不同，

而 !"#序列在不同染色质环境中参与染色质的包装方式也
不尽相同，而且受转基因拷贝数的影响，所以在不同的转基

因个体，!"#序列虽然普遍改善了外源基因的表达环境，但
改变的程度仍与外源基因的整合位置以及拷贝数有关，使得

外源基因在不同的转基因个体中仍有表达水平上的差异［$$］。

李旭刚等［$&］将从豌豆基因组中分离的 !"#构建在 !"#$
基因的两侧，转化烟草后和不连接 !"#的转基因植株相比，

!"#序列使 ’()的平均表达水平提高 &倍，但并未消除转基
因个体间表达水平的差异。张可伟等［$*］将通过 +,#方法从
烟草和拟南芥中分离到的四个 !"#序列构建到 !"#$表达盒
两侧并转化烟草，’()活性定量检测表明，四个 !"#序列均
能使外源基因表达增强，最强的可提高 -倍，其余几个 !"#
分别提高 $.*倍，$.*-倍和 $.-倍。和本试验中的研究结果
类似，可以看出，!"#虽然可以提高外源基因的平均表达水
平，但提高的幅度普遍不很理想，而且对消除转基因个体间

表达水平的差异作用不明显，基因表达往往达不到预期水

平，使 !"#在实际中的应用受到限制。如何筛选出增强效
果稳定的高效的 !"#序列，减少 !"#应用的局限性是亟待
解决的一大难题。相信随着 !"#序列研究的深入，其作用
机理会逐渐明朗，人们可根据实际需要选择合适的 !"#以
实现对外源基因表达效果的人为调控。
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