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摘  要: 根负责吸收水分和养分，是重要的植物组织，但易受生物及非生物胁迫，影响作物的生长发育和产

量。设计合成根特异启动子，可为与胁迫相关的抗性基因在作物根部的功能研究及高效表达提供候选启动子。

文中将 4 拷贝的根特异性顺式作用元件  (OSE1ROOTNODULE、OSE2ROOTNODULE、SP8BFIBSP8AIB 和

ROOTMOTIFAPOX1) 以串联排列方式设计合成了一个根特异性模块 (pro-SRS)，并与来自 CaMV 35S 启动子的

最小启动子融合，合成一个人工合成启动子 SRSP。通过替换 CaMV 35S 启动子将 SRSP 启动子克隆到

pCAMBIA2300.1 中以驱动 GUS 表达。将携带 SRSP 启动子的构建体通过农杆菌介导的方法转化到烟草中。GUS

组织化学染色分析和实时 PCR (RT-PCR) 分析显示 SRSP 启动子在转基因烟草中赋予根特异性表达。说明顺式作

用元件重复排列可实现启动子预期功能，本研究为理性设计植物组织特异启动子奠定了理论基础。 

关键词: 顺式作用元件，根特异启动子，合成启动子，gus 基因  

Construction and function of a root-specific promoter SRSP 
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Abstract:  The responsibility of root is absorbing water and nutrients, it is an important plant tissue, but easily to be affected 

by biotic and abiotic stresses, affecting crop growth and yield. The design of a synthetic root-specific promoter provides 

candidate promoters for the functional analysis and efficient expression of stress-related genes in crop roots. In this study, a 

synthetic root-specific module (pro-SRS) was designed using tandem four-copies of root specific cis-acting elements 

(OSE1ROOTNODULE, OSE2ROOTNODULE, SP8BFIBSP8AIB, and ROOTMOTIFAPOX1), and fused with minimal 

promoter from the CaMV 35S promoter to synthesize an artificially synthetic SRSP promoter. The SRSP promoter was cloned 

·合成生物技术· 



 
 

崔文文 等/人工合成根特异启动子 SRSP 的功能分析 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

701

in pCAMBIA2300.1 by replacing CaMV 35S promoter so as to drive GUS expression. The constructs with SRSP promoter 

were transformed in tobacco by Agrobacterium-mediated method. SRSP promoter conferred root-specific expression in 

transgenic tobacco plants through Real-time PCR (RT-PCR) analysis and GUS histochemical staining analysis. It is indicated 

that the repeated arrangement of cis-acting elements can realize the expected function of the promoter. This study laid a 

theoretical foundation for the rational design of tissue-specific promoters. 

Keywords:  cis-acting elements, root-specific promoter, synthetic promoter, gus 

随着植物启动子中顺式作用元件功能研究的

逐渐深入，研究者可以根据生产需要，设计合成

人工启动子，以便控制目的基因在特定时间和特

定组织的精准表达，且可避免由于克隆自植物的

启动子可能引起的基因沉默，这对于植物基因工

程育种具有重要的意义[1]。 

合成启动子主要通过核心启动子和上游顺式

作用元件的组合设计而成[2]；核心启动子可调节

转录起始，并维持最基本的转录水平，合成启动

子中最常用的核心启动子是 mini CaMV 35S 启动

子[3-5]。上游顺式元件的多种组合可以设计合成具

有不同表达特性的启动子，Dey 等[6]总结了 188 种

合成的启动子，详细描述了各启动子中各种顺式

作用元件的选择和组合及它们的表达特性。顺式

作用元件的排列方式影响启动子的表达特性，并

不是所有的人工合成启动子都能达到预期的设计

效果。王睿等[7]将 4 种顺式作用元件 (促进基因

在叶片表达的 EGATFLK、LPSE1 和 LSE1 元件与

抑制基因在种子和茎秆中表达的 LPRSE1 元件) 

以单拷贝、双拷贝和 3 个拷贝的形式进行不同组

合排布，以构建叶片特异表达的启动子，其中，

Syn3 启动子驱动的 gus 基因在种子、叶片和茎中

都有表达。因此，对顺式作用元件的选择、组合

及其排列方式，是人工合成启动子设计的关键。 

植物的地下根系部分对植物的代谢及吸收起

着不可或缺的作用，可对来自土壤中水分、无机盐

进行吸收利用，为植物的生长发育和结实提供支

持。但来自土壤的一些生物和非生物胁迫对植物的

生长产生了较大的威胁，如土传病害和地下害虫，

严重影响了一些重要粮食和经济作物的产量。为了

增加植物抗逆性，提高作物产量，寻找并研究根

部特异性表达的启动子，保证胁迫相关抗性基因

在作物根部特异高效的表达具有重要意义。 

本研究利用 4 种根特异性顺式作用元件

OSE1ROOTNODULE 、 OSE2ROOTNODU-LE 、

SP8BFIBSP8AIB、ROOTMOTIFTAPOX1，以 4 个

重复组合顺式排列的方式，与 CaMV 35S 启动子

核心区及 Omega 序列连接构建了一个合成启动子，

对其表达特性进行了分析。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

大肠杆菌 DH5α 细胞，载体 pMD19T，根癌

农杆菌 LBA4404，烟草 Nicotiana benthamiana，

植物表达载体 pCAMBIA2300.1，以上材料均由本

实验室保存。 

1.2  启动子上游 pro-SRS 模块合成 

人工合成根特异启动子 SRSP 上游的根特异

性元件由 3 个模块构成，分别为 pro-SRS、CaMV 

35S 启动子核心区、Omega 序列；模块 pro-SRS 长

度 299 bp，具有 4 种根特异的顺式作用元件，每种

元件均为 4 拷贝数 (表 1)，该序列由金维智生物科

技有限公司合成。对其上游模块进行扩增，引物对

为 proSRSFH 和 proSRSRcd (见表 2)；PCR 扩增条

件如下：94  5 min℃ ；94  30 s℃ ，54  30 s℃ ，72  ℃

30 s，30 个循环；72  5 min℃ 。 

转录核心区克隆：PCR 法克隆 CaMV 35S 最小活

性区与 Omega 序列，模板分别为载体 pCMBIA2300.1

和 Ω 序列，PCR 引物对则分别为 35SminiFcd/ 

35SminiRcd 和 OmegaFcd/OmegaRB (表 2)；PCR 反

应体系和反应条件同上。重叠 PCR 方法合成人工启

动子 SRSP：以 proSRSPFH/OmegaRB 为引物  
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表 1  在 pro-SRS 模块中的四种根特异的顺式作用元件 
Table 1  Four root-specific cis-acting elements in the pro-SRS module 

cis-acting elements Sequence motif Function References 

OSE2ROOTNODULE CTCTT Root-specific Ishiguro S and Nakamura K (1992)[9] 

SP8BFIBSP8AIB ACTGTGTA Root-specific Elmayan T and Tepfer M (1995)[10] 

OSE1ROOTNODULE AAAGAT Root-specific Vieweg MF, et al. (2004)[11] 

ROOTMOTIFTAPOX1 ATATT Root-specific Zhang C, et al. (2004)[12] 

 
表 2  设计启动子所需的引物 
Table 2  Primers required to design the promoter 

Primer name Sequence (5′–3′) Size (bp) 

proSRSFH aagcttGATTATTTACTCTTGTAAAT 313 

proSRSRcd GAAGGATAGTGGGATTGCAAGAAGCATGCTT  

35SminiFcd AAGCATGCTTCTTGCAATCCCACTATCCTTC 62 

35SminiRcd AATTGTTGTAAAAATTCCTCTCCAAATGAAATG  

OmegaFcd CATTTCATTTGGAGAGGAATTTTTACAACAATT 66 

OmegaRB ggatccTGTAATTGTAAATAGTAATTG  

gusJDF CCTCATCAACAACAAACC 270 

gusJDR CTGCCTTCGCCGAGTCCC  

EF1a TGGTGTCCTCAAGCCTGGTAT 106 

EF1b ACGCTTGAGATCCTTAACCGC  

GF GGAAAGGACTGGAAGAGAAGTG 124 

GR TCCGATATGGTTGCGGATTT  

Lower case bases indicate added restriction enzyme sites. 
 

(表 2)，3 个序列产物为模板进行 PCR 扩增；PCR

反应体系和反应条件同上。 

1.3  重组植物表达载体的构建及对烟草的遗

传转化 

将启动子及植物表达载体 pCAMBIA2300.1

用 Hind Ⅲ和 BamHⅠ双酶切后连接，重组载体通

过电击法转化至农杆菌 LBA4404 中；农杆菌介导

的对烟草遗传转化采用叶盘法[8]。 

1.4  抗性苗的PCR鉴定及T1代植株的RT-PCR

分析 

SDS 法提取烟草基因组，利用 gus 基因引物

gusJDF/gusJDR (表 2) 进行 PCR 鉴定。收获 PCR

阳性植株种子进行 RT-PCR 分析，Trizol 法分别提

取转基因烟草根、茎与叶片的总 RNA，反转录成

cDNA，进行 RT-PCR 验证；烟草内参基因引物

EF1a/EF1b，gus 基因引物 GF/GR 序列详见表 2。 

1.5  烟草 GUS 组织化学染色 

对转基因烟草 T0 和 T1 代植株 GUS 染液染色，

37 ℃避光温育 12 h，FAA 固定液固定 2 h，无水乙

醇进行脱色 24 h，超纯水清洗后用 vhx-2000 型超景

深三维显微镜下观察 GUS 染色情况及拍照，并将

染色的根进行横切与纵切，显微镜观察。 

2  结果与分析  

2.1  根特异启动子 SRSP 设计与合成 

为了分析顺式作用元件以多个重复紧密排列的

方式，是否能够发挥预期的功能，设计合成的启动子

含有 OSE1ROOTNODULE、OSE2ROOTNODULE、

SP8BFIBSP8AIB、ROOTMOTIFTAPOX1 四个根

特异元件，并以 4 个重复组合的方式顺序排列 

(图 2)。SRSP启动子除了含有上游的 pro-SRS片段，

还含有 35S 核心区和 Ω 序列 (图 2)。对 3 个启动
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子模块进行克隆，模板分别为合成 pro-SRS 片段、

植物表达载体 pCAMBIA2300.1 和Ω序列，进行 PCR

扩增后分别得到 pro-SRS 片段为 313 bp、35S 核心启

动子片段 62 bp 和 Ω序列片段 66 bp (图 1，泳道 1

条带、泳道 2 条带、泳道 3 条带)，重叠 PCR 扩增得

到 434 bp 的人工启动子 SRSP 片段 (图 1，泳道 4 条

带)。为了与后续的载体连接，在合成启动子两端引

入了 Hind Ⅲ和 BamHⅠ的双酶切位点，如图 2 所示。 

2.2  含有 SRSP 启动子表达载体的构建 

将与 pMD-19T 载体连接得到的重组质粒

pMD-SRSP 与基础载体 pCAMBIA.2300.1 进行双酶

切 (BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ) 并回收，将得到启动子

片段与载体 pCAMBIA.2300.1 连接，获得表达载体

p2300.1-SRSP (图 3A)。将表达质粒转化至农杆菌

LBA4404，进行菌液 PCR 验证，扩增条带与预计启

动子大小片段一致 (图 3B)。 

 

 
 
图 1  pro-SRS、35S-mini promoter、Ω 模块及启动子 SRSP 序列 PCR 扩增结果 
Fig. 1  PCR amplification results of pro-SRS, 35S-mini promoter, Ω module and promoter SRSP. M: DNA marker; 1: PCR 
amplification results of the pro-SRS module; 2: PCR amplification results of 35S-mini promoter; 3: PCR amplification results 
of the Ω module; 4: overlapping PCR amplification of the artificial promoter SRSP fragment; N: negative control. 

 

 
 
图 2  人工合成根特异性启动子 SRSP 结构示意图 
Fig. 2  Schematic diagram of artificially synthesized root-specific promoter SRSP. (A) Arrangement of cis-elements in 
the synthetic module. (B) Nucleotide sequence of the SRSP module. 
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图 3  重组载体 p2300.1-SRSP 的构建和 T1 转基因烟草的 RT-PCR 分析 
Fig. 3  Construction of recombinant vector p2300.1-SRSP and RT-PCR analysis of T1 transgenic tobaccos. (A) Double 
restriction enzymes digestion of p2300.1-SRSP. (B) PCR identification of transformed Agrobacterium. (C) PCR 
identification of T1 transgenic tobaccos. (D) RT-PCR results of T1 transgenic tobaccos. M: DNA marker; 1: SRSP 
promoter; 2: p2300.1-SRSP/BamH I+Hind III. 3–4: PCR analysis of Agrobacteirum tumefaciens strains transformed 
with vectors p2300.1-SRSP. 5–11: PCR identification of T1 transgenic tobaccos. N: negative control (ddH2O); P: 
positive control. 
 

2.3  RT-PCR 分析转基因 T1 代烟草 GUS 表达

特性 

对获得的 PCR 阳性植株进行移栽，并收获种

子。种植转 p2300.1-SRSP 烟草的 T1 代植株，提

取基因组并进行 PCR 鉴定，结果 7 株抗性苗均能

扩增出 250 bp 左右的 gus 基因 (图 3C)。分别提

取 T1 代转基因烟草根、茎与叶片的总 RNA，反

转录，RT-PCR 结果表明，只有根部可以扩增出

gus 基因 (图 3D)，说明 SRSP 启动子驱动的 gus

基因只在根部进行转录表达。 

2.4  转基因植株的 GUS 染色 

对其 T0 代和 T1 代烟草植株进行 GUS 化学组

织分析，超景深显微镜下观察 (图 4)，染色结果

显示转基因烟草根部全部染成蓝色，叶片未染成

蓝色，说明 SRSP 启动子驱动 gus 基因在烟草根

部的特异表达。根部切片结果表明，韧皮部染色

较深，维管柱的其余结构如木质部也被染成蓝色

(图 5)，gus 基因在韧皮部表达量高，髓部无表达；

根部表皮几乎未被染成蓝色，gus 基因在表皮中

表达量很少，形成层也有基因的表达，纵切中根

的皮层呈现弥散分布。 

 

 
 
图 4  转 SRSP 的烟草的 GUS 组织染色 
Fig. 4  GUS staining of transgenic plants of SRSP 
tobaccos. (A) Leaf of T0 generation tobaccos. (B) Root of 
T0 generation tobaccos. (C) T1 generation tobaccos. 
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图 5  转 SRSP 烟草 GUS 染色后的根部的横切图与纵切图 
Fig. 5  Cross-cuttings and longitudinal sections of roots after transfection of SRSP tobaccos GUS. 
 

3  讨论 

植物基因工程中，启动子的选取和使用对基

因的表达起着至关重要的作用，启动子作为调控

基因转录表达的重要序列，其应用非常广泛[13-14]。

组织特异性启动子可以调控外源基因在特定的组

织或器官中表达，因而避免了因外源蛋白的组成

型表达对植物造成的毒害及营养的浪费[15-16]。但

天然的组织特异启动子数量有限，且具有一定局

限性，随着转基因作物叠加基因策略的应用，可

能会产生同源依赖性的基因沉默现象(Homology- 

dependent gene silencing，HDGS) 和不良重组的

产生[17]。因此，设计人工合成启动子，其可在特

定时间和空间精准表达的特点，更易于满足研究

者的需求。 

启动子通过不同的顺式作用元件对下游基因

起到调控作用，这些顺式作用元件的种类、数量

及排列方式都可能影响下游基因的转录水平[18]。

Liu 等[19]的研究表明 4 个重复的诱导调控元件可

在人工启动子中发挥功能，构建的启动子均可受

相应的激素 (乙烯、水杨酸、茉莉酸甲酯) 诱导

表达。顺式作用元件之间需要一定的间隔从而提

高转录因子的附着率，有研究表明 5 bp 的间隔可

使元件与转录因子进行正常的结合而调控基因表

达，而 4 个拷贝数的顺式作用元件就可提高原基

因表达水平的 30 倍[20]。Mohan 等[21]构建了 1 个

根特异性合成启动子模块 SynR，此模块含 7 个顺

式作用元件 (1×MYB core、2×ROOT MOTIF、

1×ELRECOREPC、1×MAR 框、1×ARFAT 元件、

1×LEAFYATAG)；每个元件间隔 10 bp，间隔序列

为 TCATAACGCT。本研究的结果发现 4 个拷贝

数 的 根 特 异 性 元 件 OSE1ROOTNODULE 、

OSE2ROOTNODULE 、 SP8BFIBSP8AIB 、

ROOTMOTIFTAPOX1 进行组合，顺式作用元件

的间隔序列在 2–22 bp 之间，能保证其发挥功能，

构建的合成启动子能驱动报告基因在烟草根部的

特异表达，为组织特异性启动子设计中顺式作用

元件的选择和排列组合方式提供理论指导。 

4  结论  

本研究构建了一个由 4 种根特异表达顺式作

用元件重复排列构成的人工启动子 SRSP，

RT-PCR 及 GUS 染色的结果表明，该启动子驱动

gus 报告基因在 T0 和 T1 代烟草根部的特异表达。

为利用组织特异表达顺式作用元件构建高效、稳

定和可控的组织特异性启动子奠定了基础。 
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