
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［６］ＨｕｉｓｍａｎＭ Ｊ，ＬｉｎｔｈｏｒｓｔＨ ＪＭ，ＢｏｌＪＦ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＸａｎｄｉｔｓｈｏｍｏｌｏｇｉｅｓａｔｔｈｅａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｌｅｖｅｌｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｐｌｕｓ－ｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＧｅｎｅｒａｌＶｉｒｏｌｏｇｙ，１９８８，６９（８）：１７８９－１７９８．

［７］雷尊国．贵州马铃薯产业的发展及其科技支撑体系的建设初探
［Ｊ］．贵州农业科学，２００８，３６（６）：１１－１３．

［８］郑世玲，刘作易．贵州３种马铃薯病毒的 ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡ检测与分
析［Ｊ］．贵州农业科学，２００６，３４（６）：４２－４４．

［９］颜　谦，黄　萍，宋吉轩，等．贵州不同海拔地区马铃薯病毒病初
步调查及检测鉴定［Ｊ］．安徽农业科学，２００９，３７（２９）：１４２６２－

１４２６３．　
［１０］姚东校，洪　鲲，杨立昌，等．马铃薯 Ｘ病毒贵州分离物的分子

鉴定［Ｊ］．广东农业科学，２０１３，４０（１３）：１３９－１４１．
［１１］徐宜为．免疫检测技术［Ｍ］．２版．北京：科学出版社，１９９１：

１５８－１８３．　
［１２］萨姆布鲁克 Ｊ，弗里奇 ＥＦ，曼尼阿蒂斯 Ｔ，等．分子克隆实验指

南［Ｍ］．２版．北京：科学出版社，２００２．
［１３］ＣｈａｐｍａｎＳ，ＨｉｌｌｓＧ，ＷａｔｔｓＪ，ｅｔａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏａｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｏｆｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＸ：ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｖｉｒｉｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｖｉｒａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９９２，１９１（１）：２２３－２３０．

彭　雷，赵　艳，马银花．褐飞虱组蛋白Ｈ３与Ｈ２Ａ基因启动子克隆与序列分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（２３）：３０－３２．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．２３．００８

褐飞虱组蛋白 Ｈ３与 Ｈ２Ａ基因启动子克隆与序列分析
彭　雷１，赵　艳２，马银花２

（１．贵州师范大学生命科学学院，贵州贵阳５５０００１；２．武汉大学生命科学学院，湖北武汉 ４３００７２）
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　　在基因工程研究中常常需要目的基因高效表达，于是分
离强启动子已成为目前基因工程的基础工作之一。高等动植

物的基因调控主要是在转录水平上进行的，受各类顺式调控

元件与反式调控元件协同调控。高等生物启动子主要分为３
类，第１类为组成型表达启动子，这类启动子一般调控看家基
因表达。组成型启动子在所有组织中都能启动基因的表达，

具有持续性，不表现时空特异性；第２类为组织特异型启动
子，一般调控基因在特定组织和器官中表达；第３类为诱导型
启动子，一般受某种信号诱导开启基因表达，让基因在特定发

育时期或特定组织器官、特定生长环境下表达［１］。其中组成

型表达启动子应用比较广泛，主要应用于目的基因超量表达

以及转基因研究中。看家基因别称持家基因（ｈｏｕｓｅ－ｋｅｅｐｉｎｇ
ｇｅｎｅｓ），是指所有细胞中组成型表达的一类基因，其产物是维
持细胞各种基本生命活动所必需的［２］。褐飞虱（Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ
ｌｕｇｅｎｓＳｔｌ）是危害水稻最大的害虫之一，我国目前有１３００
万～２０００万ｈｍ２水稻受到褐飞虱危害［３］，对褐飞虱的研究

成为农业病虫害防治重要课题之一。目前在褐飞虱分子生物

学中缺少对其自身基因内源启动子的研究，相关研究也较少。

以分离褐飞虱看家基因启动子序列为目的，用染色体步移技

术得到组蛋白Ｈ２Ａ与Ｈ３基因ＡＴＧ前启动子序列，并对启动
子序列进行结构与特征分析。本研究以分离组成型表达基因

启动子为目的，为外源基因在褐飞虱细胞内高效表达以及褐

飞虱转基因相关研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试褐飞虱饲养在温室，温室的温度条件为２２～２８℃，

保持合适的光照和湿度条件，以保证水稻和褐飞虱在良好环

境下生长。Ｔｏｐ１０感受态细胞为笔者所在实验室保存。
Ｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ试剂盒、ＰＭＤ１８－ＴＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ、ＤＮＡ
ｓｏｌｕｔｉｏｎＩ均购自宝生物工程（大连）有限公司；ＰＣＲ产物胶回
收试剂盒购自美国Ｏｍｅｇａ仪器仪表有限公司；其他试剂为国
产或进口分析纯。

１．２　褐飞虱ＤＮＡ提取
褐飞虱基因组ＤＮＡ提取皆为单头虫提取。所用方法为

十六烷基三甲基溴化铵（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍａｍｍｏｎｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＣＴＡＢ）法参照文献［４－５］，并略有改动。将采
集的单头褐飞虱放入装有４００μＬ质量分数为２％ ＣＴＡＢ的
１．５ｍＬ离心管中，用匀浆小棒捣碎匀浆，将匀浆液放入６０℃
水浴锅水浴裂解６０ｍｉｎ，向裂解后的匀浆液中加入２００μＬ三
氯甲烷／异戊醇（体积比为２４∶１）抽提２次，加入２倍体积无
水乙醇，－２０℃条件下沉淀；最后将风干后的 ＤＮＡ溶于
５０μＬＴＥ中，置于－２０℃条件下保存备用。
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１．３　扩增引物
目前褐飞虱Ｈ３、Ｈ２Ａ序列还没有被公布，用果蝇的 Ｈ３、

Ｈ２ＡｍＲＮＡ序列在 ＮＣＢＩ的褐飞虱 ＥＳＴ数据库中进行 Ｂｌａｓｔ
比对，这样就获得与果蝇 Ｈ３、Ｈ２Ａ高度同源的 ＥＳＴ片段，以
ＥＳＴ片段序列为模板来设计引物（表１）。

表１　各个引物信息

引物用途 引物名称 碱基序列（５′→３′）
Ｈ３ｗａｌｋｉｎｇ第１次 Ｈ３Ｗ１－１ ＧＧＴＴＴＣＴＴＧＡＣＡＣＣＡＣＣＡＧＴＴＧ

Ｈ３Ｗ１－２ ＣＴＴＴＴＡＣＧＴＧＣＧＧＣＣＴＴＡＧＴＧ
Ｈ３Ｗ１－３ ＧＧＧＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＧＧＴＧＧＡＣＴ

Ｈ３ｗａｌｋｉｎｇ第２次 Ｈ３Ｗ２－１ＡＡＴＡＡＣＧＡＣＡＧＡＡＣＡＣＧＡＣＡＡＴＣＡ
Ｈ３Ｗ２－２ ＡＴＣＡＴＣＡＡＣＡＧＡＡＧＧＣＧＡＧＣＧＴＣＴ
Ｈ３Ｗ２－３ ＧＣＧＴＣＴＴＧＡＴＣＧＡＡＡＧＴＧＴＡＡＡＧＣ

Ｈ２Ａｗａｌｋｉｎｇ Ｈ２ＡＷ１ ＡＴＧＡＣＴＴＧＴＣＧＴＴＣＴＧＴＴＴＴＴＣＡＧ
Ｈ２ＡＷ２ ＡＴＧＴＣＴＧＴＧＴＡＴＴＣＴＴＣＣＡＡＣＧＧＧ
Ｈ２ＡＷ３ ＴＣＣＡＡＣＧＧＧＡＡＡＣＴＧＴＡＧＡＣＣＡＧ

１．４　Ｔａｉｌ－ＰＣＲ扩增
３轮反应总体系 ５０μＬ，包括 １μＬ模板；２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ８μＬ；１０×ＬＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒⅡ（Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ）５μＬ；ＬＡＴａｑ
（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ；随机引物与特异引物（１００ｐｍｏｌ／μＬ）各
１μＬ；加入ｄＨ２Ｏ至总体积５０μＬ。以 Ｈ３第１次 Ｔａｉｌ－ＰＣＲ
为例，试剂盒的ＡＰ２、ＡＰ３、ＡＰ４引物分别首先与 Ｈ３Ｗ１－１引
物进行第１轮扩增，扩增产物为模板再加入各自对应 ＡＰ简
并引物和Ｈ３Ｗ１－２进行第２轮，同理以 Ｈ３Ｗ１－２和 ＡＰ引
物进行第３轮扩增，第３轮扩增结束后电泳跑胶并选取扩增
带型效果好的一组组合。ＰＣＲ反应条件参照ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇ
试剂盒说明书。

１．５　ＰＣＲ产物测序与序列分析
将扩增产物用ＤＮＡ胶回收试剂盒回收后和 ＰＭＤ１８－Ｔ

载体按浓度比为３∶１混合，加入等体积ＤＮＡｓｏｌｕｔｉｏｎＩ，１６℃
连接５ｈ。将连接片段转化Ｔｏｐ１０感受态细胞，涂布含氨苄青
霉素的固体培养基平板，３７℃条件下培养过夜，挑取白色菌
落。以载体通用测序引物Ｍ１３－４７和ＲＶ－Ｍ进行菌落ＰＣＲ扩
增，１％琼脂糖电泳检测插入片段大小，将阳性克隆的菌液送出测
序。序列先在ＧｅｎｂａｎｋＢｌａｓｔｎ上进行比对，确定是否为目的序
列。通过ＰＬＡＣＥ在线启动子预测工具分析启动子功能元件。

２　结果与分析

２．１　Ｔａｉｌ－ＰＣＲ扩增结果
对于 Ｈ３基因和 Ｈ２Ａ基因各自３条特异引物和试剂盒

ＡＰ２、ＡＰ３、ＡＰ４简并引物组合，３轮热不对称ＰＣＲ后，Ｈ３基因
的ＡＰ３的组合能扩增到１条约９００ｂｐ的片段（图１－ａ），Ｈ２Ａ
基因的ＡＰ３组合能扩增到１条约８００ｂｐ的片段（图１－ｂ）。
将扩增到的片段Ｔ－Ａ克隆测序后在 Ｇｅｎｂａｎｋ上进行 Ｂｌａｓｔｎ
比对，证实为褐飞虱Ｈ３、Ｈ２Ａ基因ＡＴＧ前端序列。根据测序
结果，又设计３条特异性引物继续对Ｈ３向前ｗａｌｋｉｎｇ，交错式
热不对称ＰＣＲ（ｔｈｅｒｍａｌａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｉｎｔｅｒｌａｃｅｄＰＣＲ，简称 Ｔａｉｌ－
ＰＣＲ）获得约１．１ｋｂ片段（图１－ｃ），测序后将其与前面测序
结果拼接。根据测序结果，获得Ｈ３ＡＴＧ前端１６６４ｂｐ序列，
获得Ｈ２ＡＡＴＧ前端５３８ｂｐ序列。
２．２　启动子序列分析

将得到Ｈ３与Ｈ２ＡＡＴＧ上游序列与Ｇｅｎｂａｎｋ上的褐飞虱

ＥＳＴ数据库进行比对发现，Ｈ３５′非翻译区（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ
ｒｅｇｉｏｎ，简称ＵＴＲ）有１条５４９ｂｐ的内含子（图２），Ｈ２Ａ起始
密码子ＡＴＧ后有一段１４３ｂｐ的内含子序列（图３）。ＰＬＡＣＥ
软件在线分析预测 ＴＡＴＡ框、ＧＡＡＴ框、ＣＡＡＴ框等启动子核
心原件（图２、图３）。

３　讨论

真核生物ＤＮＡ是以染色质形式存在的，而染色质的基本
组成单位为核小体，核小体则由核心组蛋白组成，其组成方式

为以组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３和 Ｈ４各 ２个分子形成八聚体，
ＤＮＡ则缠绕在此八聚体上形成核小体［６］。茅卫峰等克隆了

虹蹲鱼Ｈ３的启动子序列并将 Ｈ３启动子插入启动子缺失的
增强绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，简称
ＥＧＦＰ）表达载体 ｐＥＧＦＰ－１中，通过显微注射法注射重组载
体，结果表明，Ｈ３启动子能启动报告基因 ＥＧＦＰ在各组织中
的高效表达［７］。ＤＮＡ未知区域序列克隆一般采用染色体步
移技术，染色体步移技术主要基于２种方法，１种是基于基因
组文库为主要手段的染色体步移技术，另１种是基于ＰＣＲ技
术的染色体步移技术。基于 ＰＣＲ的染色体步移技术又主要
以连接成环ＰＣＲ、外源接头介导ＰＣＲ和半随机引物ＰＣＲ技术
为主［８］。基于随机引物的 ＰＣＲ技术的热不对称交错 ＰＣＲ
（Ｔａｉｌ－ＰＣＲ）是比较常用的获得侧翼序列的方法，由Ｌｉｕ等最
早设计［９］，其原理是基于巢式ＰＣＲ，利用３个嵌套的特异引物
和１个较短的随机简并引物进行３次热不对称ＰＣＲ扩增，逐
渐扩增到特异性的目的基因产物。本研究首先通过果蝇的组

蛋白Ｈ３基因和Ｈ２Ａ基因序列在褐飞虱ＥＳＴ数据库中搜寻同
源序列，以此获得褐飞虱Ｈ３、Ｈ２Ａ基因的部分序列，然后设计
嵌套特异引物，通过 Ｔａｉｌ－ＰＣＲ技术获得 Ｈ３、Ｈ２Ａ基因 ＡＴＧ
前端序列，分别为１６６４、５３８ｂｐ，并对获得的ＡＴＧ前端侧翼序
列运用ＰＬＡＣＥ软件在线分析其启动子元件。本研究为外源
基因在褐飞虱细胞内高效表达以及褐飞虱转基因相关研究奠

定基础。
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