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摘   要：巴西橡胶树(Hevea brasiliensis)是天然橡胶的主要来源。受热带气候条件限制，我国巴西

橡胶树种植面积有限，天然橡胶自给率低。杠柳(Periploca sepium)可以合成顺式-1,4-聚异戊二烯(天
然橡胶的主要成分)，是一种天然橡胶的新型替代植物，但其合成调控机理尚不明确。本研究利用

染色体步移方法，克隆获得了杠柳顺式 -1,4-聚异戊二烯合成关键酶顺式 -异戊烯基转移酶

(cis-prenyltransferase, CPT)、小橡胶粒子蛋白(small rubber particle protein, SRPP)和橡胶延长因子(rubber 
elongation factor, REF)基因的启动子序列。以 β-葡糖醛酸酶(β-glucuronidase, GUS)基因为报告基因，

利用农杆菌(Agrobacterium)介导稳定遗传转化法解析了这 3 个启动子的组织表达特性。结果显示，

这三者在杠柳的叶片和茎中均有表达，特别是在叶脉和维管束位置共同表达，提示在这些部位 REF
和 SRPP 与 CPT 可能相互作用，共同完成天然橡胶的主要成分顺式-1,4-聚异戊二烯的聚合。本研

究为解析杠柳中天然橡胶的生物合成机制以及培育高产天然橡胶新品种提供了理论基础。 

关键词：杠柳；天然橡胶；顺式-异戊烯基转移酶；小橡胶粒子蛋白；橡胶延长因子；启动子 
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Abstract: Hevea brasiliensis is the main source of natural rubber. Restricted by its tropical 
climate conditions, the planting area in China is limited, resulted in a low self-sufficiency. 
Periploca sepium which can produce natural rubber is a potential substitute plant. 
cis-prenyltransferase (CPT), small rubber particle protein (SRPP) and rubber elongation factor 
(REF) are key enzymes involved in the biosynthesis of cis-1,4-polyisoprene, the main 
component of natural rubber. In this study, we cloned the promoter sequences of CPT, SRPP 
and REF through chromosome walking strategy. The spatial expression patterns of the three 
promoters were analyzed using GUS (β-glucuronidase) as a reporter gene driven by the 
promoters through Agrobacterium-mediated genetic transformation. The results showed that 
GUS driven by CPT, SRPP or REF promoter was expressed in leaves and stems, especially in 
the leaf vein and vascular bundle. The GUS activity in stems was higher than that in leaf. This 
study provided a basis for analyzing the biosynthesis mechanism of natural rubber and breeding 
new varieties of high yield natural rubber. 
Keywords: Periploca sepium; natural rubber; cis-prenyltransferase; small rubber particle protein; 
rubber elongation factor; promoter 

 
 

天然橡胶是一种以顺式-1,4-聚异戊二烯为

主要成分的天然高分子化合物[1]，是事关国民

经济和国家安全的重要战略资源。目前天然橡胶

主要来源于巴西橡胶树(Hevea brasiliensis Muell. 
Arg)，其产量占全球天然橡胶总产量的 99%以

上[2]。中国是天然橡胶的消费大国，根据国际

橡胶研究小组(International Rubber Study Group, 
IRSG)数据显示，2019 年中国天然橡胶消费量

占全球的 40%，同比欧洲消费量仅占全球 13%，

并随着工业化进程，中国对天然橡胶的需求将

进一步增加。预计到 2030 年，中国对天然橡胶

的需求量将超过 600 万 t[3-5]。但受制于热带树 

种，巴西橡胶树只能在我国海南、云南等有限

地区种植，导致天然橡胶产量有限，自给率不

足 20%。化学合成橡胶在强度、寿命等方面均

低于天然橡胶，在短期内期望依靠合成替代天

然橡胶尚无法实现[6-7]。因此寻找新型的天然橡

胶替代植物是一项非常重要的工作。 

巴西橡胶树中顺式-1,4-聚异戊二烯的生物合

成途径已经基本明确，尤其是甲羟戊酸(mevalonic 
acid pathway, MVA)[8]、1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸/2-C- 
甲基 -D-赤藓糖醇 -4-磷酸 /(1-deoxy-D-xylulose- 
5-phospahte/2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate, 
DXP/MEP)[9]和聚异戊二烯 (polyisoprene)上游
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的生物合成过程以及相关的关键酶和基因较为

清楚[10-12]。在此途径中，顺式-异戊烯基转移酶

(cis-prenyltransferase, CPT)、小橡胶粒子蛋白

(small rubber particle protein, SPRR)和橡胶延长

因子(rubber elongation factor, REF)发挥着关键

作用。CPT 主要是将异戊二烯二磷酸单元以顺

式连接的形式不断聚合到橡胶分子链上，在天

然橡胶链延伸时发挥重要作用[12-15]。REF 是橡

胶树乳管中比重最大的橡胶粒子膜蛋白，在乳

管中高表达，与 CPT 共同协作完成顺式-聚异戊

二烯的延长[16-18]。SPRR 与 REF 氨基酸序列具

有高度同源性，与小橡胶颗粒密切相关，对异

戊二烯二磷酸单元聚合到橡胶分子链上发挥积

极作用[19]。也有研究认为，SRPP 单独存在时也

可以完成长链橡胶分子的生物合成[19-22] (图 1)。 
杠柳(Periploca sepium Bunge)为萝摩科杠柳

属双子叶缠绕灌木。其茎叶乳汁中含有顺式-聚异

戊二烯。由于其适应范围广，有望成为天然橡 
 

 
 

图 1  顺式-聚异戊二烯的生物合成途径   GPPS：牻牛儿基二磷酸合酶；FPPS：法尼基二磷酸合酶；

GGPPS：双牻牛儿基二磷酸合酶；CPT：顺式-异戊二烯基转移酶；RPMPs：橡胶粒子膜蛋白；SPRR：

小橡胶粒子蛋白；REF：橡胶延长因子 
Figure 1  Biosynthetic pathway of cis-polyisoprene. GPPS: Geranyl diphosphate synthase; FPPS: Farnesyl 
diphosphate synthase; GGPPS: Geranylgeranyl diphosphate synthase; CPT: cis-prenyltransferase; RPMPs: 
Rubber particle membrane proteins; SPRR: Small rubber particle protein; REF: Rubber elongation factor. 
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胶的替代植物[20,23]。但目前在杠柳中，对橡胶

粒子膜上进行的橡胶分子合成的详细过程，尤

其是对顺式-异戊烯基转移酶 CPT 和橡胶粒子

膜蛋白的作用机理仍不是很清楚。目前转基因

杠柳研究多使用花椰菜花叶病毒 35S 启动子 
(cauliflower mosaic virus 35S promoter)，由于其

为组成型表达启动子，造成转基因杠柳全株组

织都积累了聚异戊二烯，影响了正常的生长发

育[24]。因此迫切需要寻找杠柳组织特异性表达

启动子，驱动天然橡胶生物合成关键基因。 
本研究在通过转录组测序和染色体步移技

术等生物信息学方法，明确了杠柳顺式-1,4-聚
异戊二烯生物合成途径的关键酶 CPT、SRPP、
REF 及其基因 PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 的启

动子序列。分别通过测序验证后，构建该序列

驱动 β-葡糖醛酸酶(β-glucuronidase, GUS)基因

载体，以杠柳茎段为外植体，采用农杆菌

(Agrobacterium)介导法进行遗传转化，获得转

基因植株。观察 GUS 染色情况，进而分析关

键基因 PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 在杠柳中的

组织表达情况，为解析顺式-异戊烯基转移酶

CPT 和橡胶粒子膜蛋白的作用机理提供理论

基础。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

杠柳无菌苗由宁夏大学陈任实验室保存。 

1.2  实验试剂 
TransStart® FastPfu DNA Polymerase 和大

肠杆菌(Escherichia coli)感受态 Trans1-T1 Phage 
Resistant Chemically Competent Cell 试剂盒购

自北京全式金生物技术股份有限公司，dNTPs、
QuickCut™ Hind Ⅲ和 QuickCut™ Xba I购自北京

六合通经贸有限公司，Axygen DNA 凝胶回收

试剂盒 AP-GX-50 购自上海百赛生物技术股份

有限公司(北京分公司)，StarPrep 快速质粒小提

试剂盒购自北京康润诚业生物科技有限公司，

EasyGeno 重组克隆试剂盒购自天根生化科技

(北京)有限公司，GUS 染色试剂盒购自中科瑞

泰(北京)生物科技有限公司。GUS 定量检测试

剂盒和 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒购自柏吉

(湖北)生物科技有限公司。其他常规试剂购自国

药集团化学试剂有限公司。 

1.3  杠柳基因组 DNA 提取 
采用 CTAB 法提取杠柳新鲜叶片的基因组

DNA[25]。取 2 μL 用 Nano-300 微量分光光度计

检测 DNA 的浓度和纯度，另取 2 μL 用 1.0%琼

脂糖凝胶电泳检测所提 DNA 的完整性。 

1.4  目的基因启动子序列获得与验证 
参照 TaKaRa 的 Genome Walking kit 的方

法，根据 PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 基因编码区

序列设计特异性嵌套巢式引物 CPT-0a/CPT-01a/ 

CPT-2a 、 REF-0a/REF-1a/REF-2a 和 SRPP-0a/ 
SRPP-01a/SRPP-2a，引物序列见表 1。其中

AP1/AP2/AP3/AP4 是试剂盒中自带的 4 条简并

引物，以杠柳基因组 DNA 为模板，使用

AP1/AP2/AP3/AP4 分别与 CPT-0a、SRPP-0a 和

REF-0a 进行第 1 轮扩增，反应体系 50 μL；以

第 1 轮 PCR 反应的产物为模板，分别用

AP1/AP2/AP3/AP4 与 CPT-1a、SRPP-1a 和 REF-1a

进行第 2 轮扩增；反应体系 50 μL；以第 2 轮

PCR 反应的产物为模板，分别用 AP1/AP2/AP3/ 

AP4 与 CPT-2a、SRPP-2a 和 REF-2a 进行第 3 轮

扩增；反应体系 50 μL。将第 2 轮和第 3 轮的

扩增产物用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳分离检

测，选择条带特异的样品由北京擎科生物科技

有限公司进行测序。将测序结果分别与 PsCPT、

PsSRPP 和 PsREF 基因编码区序列进行比对。 
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表 1  染色体步移、同源重组和鉴定引物序列 
Table 1  Primer sequences for genome walking, 
homologous recombination and detection 
Primer 
name 

Sequence (5′→3′) 

CPT-0a ATTCAACTTCTTCGGGGCGC 
CPT-1a GAGAGCCAAATATCCAAACC 
CPT-2a CCATCCATGATAAACGCAAT 
SRPP-0a CACAGGAGAAGATTTTGGGT 
SRPP-1a GAAAAATCATGGAATCCCCC 
SRPP-2a GATCAACTGGAAACAAACCC 
REF-0a CTTTTCAGCCGTCAGTATCACT 
REF-1a TCGAAAGGAACGTCATGGAACT 
REF-2a CGTAAATCGTGCCGAAGTATAC 
RCCPT-F ACCATGATTACGCCAAGCTTCCAAGCT

TGTTAAAGGGACTTG 
RCCPT-R CCACCCGGGGATCCTCTAGAATCAAGG

TGCTAGAATATCTTC 
RCSRPP-F ACCATGATTACGCCAAGCTTTTCGTCTT

CTCGCACTAACTTA 
RCSRPP-R CCACCCGGGGATCCTCTAGAAGGAAAA

AGATGAAATAAATAT 
RCREF-F ACCATGATTACGCCAAGCTTTGTCAAT

CAAGGTCTGTAATTT 
RCREF-R CCACCCGGGGATCCTCTAGATTGCCGA

GAGAGTTCTCGAAGC 
PF CCCCAGGCTTTACACTTTAT 
PR CTTTCCCACCAACGCTGATC 

 
 

1.5  载体构建 
首先获取重组片段，以杠柳基因组 DNA 为

模板，分别用引物 RCCPT-F/R、RCREF-F/R 和

RCSRPP-F/R 进行 PCR 扩增，引物序列见表 1。
用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳分析 PCR 产物，选

择特异性条带回收。50 μL PCR 反应体系包括

2.5 mmol/L dNTPs 4 μL，5×TransStart® FastPfu
缓冲液 10 μL，TransStart® FastPfu DNA 聚合酶

1 μL，10 μmol 正向和反向引物各 2 μL，杠柳基

因组 DNA 模板 2 μL，加水至 50 μL。PCR 反应

程序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 
60 s，共 35 个循环；72 ℃ 10 min。 

然后酶切质粒 pBI121 进行片段化，反应体

系为：pBI121 质粒 30 µL，QuickCut™ Hind Ⅲ和

QuickCut™ Xba I 各 2.5 µL，10×QuickCut Green
缓冲液 5 μL，加水至 50 µL，轻轻混匀后置于

37 ℃烘箱孵育 15 min。用 1.0%的琼脂糖凝胶电

泳分析 PCR 产物，将大片段 pBI121 骨架进行

回收。将 pBI121 骨架与重组片段进行同源重

组，反应体系为：pBI121 骨架 1 μL，重组片段

4 μL，2×EasyGeno Assembly Mix 5 μL，加水至

10 μL，轻轻混匀后离心至管底，在 PCR 仪中

50 ℃处理 15 min。反应结束后取 5 μL 转化大

肠杆菌感受态细胞。随机挑选 5 个菌斑提取质

粒后使用 QuickCut™ Hind Ⅲ和 QuickCut™ Xba I
双酶切进行鉴定，并取 10 μL 送北京擎科生物

科技有限公司进行测序鉴定。 

1.6  农杆菌介导的杠柳遗传转化 
参考 Chen 等[26]创建的方法对杠柳进行农

杆菌转化。将构建好的载体转化 EHA105 农杆

菌感受态细胞，28 ℃黑暗培养 2 d 后挑选单菌

落。取 20 mL 含有卡那霉素的 LB 液体培养基

过夜培养农杆菌，使农杆菌生长至对数生长

期，OD550 在 0.6–1.2 之间；用 PsCo-7 培养基

[MS 基本培养基+3%蔗糖+0.1 μmol/L 1-萘乙酸

(1-naphthaleneacetic acid, NAA)+1 μmol/L 6-苄氨

基嘌呤(6-benzylaminopurine, BAP)+20 mg/L 乙酰

丁香酮(acetosyringone)+150 mg/L 二硫苏糖醇

(dithiothreitol, DTT)]将农杆菌浓度调整至 OD550

为 0.25，取继代 3–4 周的杠柳无菌苗茎段，切成

7 mm 小段后放入菌液感染 3 min，用滤纸吸干多

余菌液，置于 PsCo-7 固体(+0.7%琼脂)共培养基，

每皿 30–40 个，22 ℃暗黑培养 3 d；将茎段转移

至愈伤和不定芽诱导培养基 PsSCK1 (MS 基本培

养基+3%蔗糖+0.1 mmol/L NAA+1 mmol/L BAP+ 
125 mg/L 羧苄青霉素+25 mg/L 卡那霉素+0.7%
琼脂)中，每个培养皿 20 个，25 ℃ 16 h 光照下

进行愈伤组织、不定芽诱导和选拔；培养 1 个
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月后，取生长良好、具有荧光的愈伤组织置于

新的愈伤和不定芽诱导培养基上继代培养。对

愈伤组织进行预分化和分化，直至生长出绿点

和小苗，然后转接到生根培养基上培养生根。 

1.7  GUS 染色和观察 
取小苗的叶片和茎段装入 2 mL 离心管中，

加入 GUS 染色液，使其全部浸没在染色液中，

37 ℃烘箱过夜，取出后用 70%的酒精进行脱色，

直至透明，以非转基因植株为对照。在体视镜

或显微镜下观察并拍照。用 5.0%的低熔点琼脂

糖包埋茎段，用振荡切片机切成厚度 80 µm 的

切片，在显微镜下观察并拍照。 

1.8  GUS 活性测定 
参照 GUS 定量检测试剂盒的方法，分别取

转化小苗的叶片和茎段约 100 mg 进行 GUS 定

量检测，以非转基因植株为对照，在激发波长

365 nm，发射波长 456 nm 下使用酶标仪检测

荧光值。并采用 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒

的方法检测提取液中蛋白浓度。据此计算 GUS
活性。 

2  结果与分析 

2.1  染色体步移技术获得 PsCPT、PsSRPP
和 PsREF 上游非编码序列 

分别在 PsCPT 的编码区距离 ATG 起始密

码子 290、190 和 120 bp 的位置，设计特异性

巢式引物 CPT-0a、CPT-1a 和 CPT-2a；分别在

PsSRPP 的编码区距离 ATG 起始密码子 281、
200 和 64 bp 的位置，设计特异性巢式引物

SRPP-0a、SRPP-1a 和 SRPP-2a；分别在 PsREF

的编码区距离 ATG 起始密码子 421、239 和

127 bp 的位置，设计特异性巢式引物 REF-0a、
REF-1a 和 REF-2a。分别以上述 3 组特异性巢

式引物与试剂盒中自带的简并引物组合，以杠

柳基因组 DNA 为模板，扩增 PsCPT、PsSRPP

和 PsREF 的上游启动子区序列。将 Genome 
Walking 的第 2 轮和第 3 轮扩增产物用 1.0%琼

脂糖凝胶进行电泳分离，选择条带特异的样品

由北京擎科生物科技有限公司进行测序。经与

PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 基因序列进行比对，

分别获得了 PsCPT、PsSRPP和 PsREF上游 931、
559 和 942 bp 启动子序列(图 2)。 

利用 PlantCare (http://bioinformatics.psb.ugent. 
be/webtools/plantcare/html/)在线分析 PsCPT、

PsSRPP 和 PsREF 的启动子顺式作用元件。结

果发现，3 个基因的启动子均含有基本核心元

件 TATA-box 和 CAAT-box 以及多个顺式作用元

件(图 2)。 

2.2  载体构建 
根据 Genome Walking 测序序列，设计同源

重组引物，分别将 PsCPT、PsSRPP 和 PsREF

基因起始密码子上游 931、559 和 942 bp DNA
序列，通过同源重组的方法，构建到 pBI121 载

体中，替换掉 GUS 前的 35S 启动子，分别得到

载体 pCPT-GUS、pSRPP-GUS 和 pREF-GUS 
(图 3)。通过酶切和测序验证载体构建正确。 

2.3  杠柳的遗传转化 
以杠柳无菌苗茎段作为外植体，采用农杆

菌介导法转化载体 pCPT-GUS、pSRPP-GUS 和

pREF-GUS。用 PsCo-7 培养基进行共培养，22 ℃
暗培养 3 d。然后将茎段转移至愈伤和不定芽诱

导培养基 PsSCK1 中，25 ℃ 16 h 光照下培养    
4 周，之后选择生长良好的抗性愈伤组织转移至

新的至愈伤和不定芽诱导培养基 PsSCK1 中，

直至抗性愈伤组织上生长出不定芽。然后将不

定芽转移至不含植物激素的愈伤和不定芽诱

导培养基 PsSCK1 中继续生长，获得再生植株

(图 4)。 
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图 2  PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 启动子序列及其顺式元件   pPsCPT：PsCPT 启动子序列；pPsSRPP：
PsSRPP 启动子序列；pPsREF：PsREF 启动子序列 
Figure 2  Sequences of PsCPT, PsSRPP and PsREF promoters and their cis-elements. pPsCPT: Sequences 
of PsCPT promoter; pPsSRPP: Sequences of PsSRPP promoter; pPsREF: Sequences of PsREF promoter.  
 

 
 
图 3  载体构建示意图   黑色箭头显示鉴定引物位置 
Figure 3  Construction of vectors. Black arrow shows the site of identification primer. 
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图 4  转 GUS 基因植株培育   A：22 ℃共培养 3 d. B：愈伤和不定芽诱导. C：愈伤和不定芽诱导      
4 周. D：愈伤和不定芽诱导 8 周. 红色边框显示为不定芽. E：不定芽继代培养 
Figure 4  Regeneration of transgenic plants with GUS gene. A: Co-culture at 22 ℃ for 3 days. B: Callus and 
adventitious bud induction. C: Callus and adventitious buds were induced for 4 weeks. D: Callus and 
adventitious buds were induced for 8 weeks. The red border shows the adventitious buds. E: Subculture of 
adventitious buds. 
 
 

2.4  转 GUS 基因杠柳的 PCR 鉴定 
以非转基因杠柳为对照，提取转 GUS 基因

再生植株 DNA，以 PF 和 PR 为引物进行 PCR
检测。结果显示，分别获得转 pCPT-GUS、

pSRPP-GUS 和 pREF-GUS 阳性再生植株有 42、
20 和 44 株(图 5)。 

2.5  PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 启动子组

织表达特性分析 
取杠柳转化苗的叶片和茎段进行 GUS 染

色，检测 PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 启动子的

组织表达特性。结果显示，转 PsCPT、PsSRPP
和 PsREF 启动子驱动 GUS 基因在杠柳的叶片

和茎中均有表达。进一步进行切片观察发现，

GUS 基因主要在叶脉和茎的维管组织中表达，

而其他组织中表达较弱，在根中不表达(图 6)。
这些结果显示 PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 基因

具有叶脉和茎维管束特异性表达启动子，且其

时空表达特性相似。该结果与巴西橡胶树茎段

横切片免疫组化显示 SRPP 和 REF 与乳管的位

置高度重叠的报道一致[27]。PsSRPP、PsREF 和

PsCPT 在杠柳叶片和茎中的表达位置高度重

叠，这验证了 PsSRPP、PsREF 可能在杠柳叶片

和茎中与 PsCPT 共同协作完成顺式-聚异戊二

烯的延长。 

2.6  PsCPT、PsREF 和 PsSRPP 启动子表

达活性分析 
以非转基因杠柳为对照，取转 pCPT、

pREF 和 pSRPP 载体的杠柳转化苗茎段和叶片

进行 GUS 活性检测。结果显示，非转基因杠

柳中的茎段和叶片中均无 G U S 活性，转

pCPT、pSRPP 和 pREF 载体植株的叶片中的

GUS 活性分别为 (1.76±0.11)、(2.32±0.18)和
(0.91±0.05) μmol 4-MU/(min·mg protein)。茎段

中 GUS 活性分别为(1.95±0.05)、(1.32±0.21)和 
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图 5  转基因植株 PCR 鉴定   CK：非转基因对照. M：2000 plus DNA 分子量标记. C：转 pCPT-GUS
载体的转化植株. S：转 pSRPP-GUS 载体的转化植株. R：转 pREF-GUS 载体的转化植株 
Figure 5  PCR analysis of promoter in transgenic plants. CK: Non-transgenic plants. M: 2000 plus DNA 
molecular marker. C: Regenerated plants of pCPT-GUS. R: Regenerated plants of pREF-GUS. S: 
Regenerated plants of pSRPP-GUS. 
 

 
 

图 6  转基因植株 GUS 染色分析   A–D：对照及转 PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 启动子杠柳转化苗的

叶片 GUS 染色. E–H：茎 GUS 染色. I–L：根 GUS 染色. M–P：叶片 GUS 染色切片. Q–T：茎 GUS 染色

切片. U–X：根 GUS 染色切片. Bar 1=1 mm. Bar 2=0.1 mm 
Figure 6  Histochemical analysis of GUS expression in leaf and stem of transgenic plants. A–D: GUS 
staining assay of leaves of control and plantlets transformed with PsCPT, PsSRPP and PsREF promoters. 
E–H: GUS staining assay of stems. I–L: GUS staining assay of roots. M–P: Leaf sections of GUS staining 
analysis. Q–T: Steam sections of GUS staining analysis. U–X: Roots sections of GUS staining analysis. Bar 
1=1 mm. Bar 2=0.1 mm. 
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(1.37±0.10) μmol 4-MU/(min·mg protein) (图 7)，
根中均无 GUS 活性。说明 GUS 基因和启动

子序列均成功转入对应再生植株中，并且稳

定表达。 

3  讨论与结论 
杠柳是少数可以合成天然橡胶的植物之

一，由于其具有耐寒、适应范围广等特性，有

望成为橡胶树的替代/补充植物。目前，对杠柳

中顺式聚异戊二烯合成调控机理研究还局限在

功能基因的克隆与鉴定。在巴西橡胶树中，天

然橡胶以颗粒形式存在于乳胶液中，乳胶液是

乳管中的液体细胞质。CPT、SRPP 和 REF 是

橡胶粒子的主要结合蛋白，在乳管中表达并相

互作用，在橡胶分子合成的起始、延伸和终止

的一系列酶促反应中起着非常重要的作用，共

同促使顺式-1,4-聚异戊二烯的聚合[8-9]。本研究

以 PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 基因的编码区序

列为基础，采用染色体步移法克隆获得了其启

动子序列(图 2)。PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 启

动子驱动的 GUS报告基因在转基因杠柳叶片和

茎中均可以检测到(图 6)，证明已经获得了具有

功能的启动子序列。PsCPT、PsSRPP 和 PsREF

启动子主要在叶脉和茎维管束中表达，在根中 
 

 
 
图 7  PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 启动子表达活性 
Figure 7  GUS activities expressed by various 
promoters in leaf and stem of transgenic plants. 

不表达(图 6)，具有组织特异性表达特征。PsCPT
和 PsREF 启动子在茎中的表达活性较高，而

PsSRPP 启动子在叶片中表达活性高于其在茎

中的活性(图 7)。PsSRPP 和 PsREF 的组织表达

特性与 PsCPT 相同，暗示了 PsSRPP 和 PsREF
在这些位置协同 PsCPT 完成顺式-聚异戊二烯

的延长。在杠柳中 PsCPT、PsREF 和 PsSRPP 均

在叶片和茎中表达，说明三者可能是协同作用于

天然橡胶的合成。但是乳管中并没有 PsCPT、
PsREF 和 PsSRPP 的表达，显示了橡胶颗粒可

能并不是在乳管中合成，乳管可能只是负责对

乳汁颗粒的运输。 
如何提高聚异戊二烯的含量已成为杠柳源

橡胶产业化应用的瓶颈因子。近期研究显示，

杠柳中过量表达 PsCPT 可以极显著提高聚异戊

二烯含量[23]，证明了过量表达橡胶合成途径关

键基因是提高杠柳天然橡胶含量的有效途径。

启动子是最重要的调控元件，直接决定基因的

表达时空特性和表达强度。使用 35S 启动子驱

动目的基因转化杠柳可以有效提高杠柳中天然

橡胶的含量，但由于转基因植株中目的基因组

成型表达，导致杠柳所有组织和器官中都过量

表达了聚异戊二烯，抑制了杠柳植株的正常生

长发育，使得地上部位生物量显著降低，实际

上对有效提高天然橡胶产量效果并不理想[24]。

PsCPT、PsSRPP 和 PsREF 启动子主要在叶脉

和茎维管束中表达，而在根中不表达(图 6)，其

驱动的目的基因可在叶脉和茎维管束中表达，

避免在其他组织中积累对植株生长的不良影

响，同时有效提高杠柳地上组织中目的基因的

表达，达到总体上提高聚异戊二烯产量的效果。

本研究获得的启动子为今后利用现代生物学技

术加强聚异戊二烯合成途径中单个或多个关键

基因表达，培育天然橡胶含量大幅提高的杠柳

新材料提供了重要调控元件。 
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