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　　摘要：以融合ｐＭＤＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ、ｐＪＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ的转基因杨树作为试验材料，分别对其根、茎、
叶进行创伤及ＡＢＡ（脱落酸）激素诱导处理，通过定量检测转基因杨树不同器官的ＧＵＳ酶活性，分析不同启动子对创
伤及ＡＢＡ激素诱导的响应情况。结果表明，创伤处理转基因杨树１２ｈ时，ＰＭＤＣｅｓＡＰ杨树根的ＧＵＳ酶活力达到最高
点。ＡＢＡ激素处理转基因杨树，ｐＢＩ１２１在根、叶中的ＧＵＳ酶活力的趋势是先升高后降低；处理３ｈ时，ＧＵＳ酶活力最
高；ｐＢＩ１２１的茎在ＡＢＡ激素处理前ＧＵＳ酶活力是最高的；ＰＭＤＣｅｓＡＰ的根、茎在ＡＢＡ激素处理前ＧＵＳ酶活力处于最
大值。
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　　启动子是直接调控基因特异性表达的重要元件，它驱动
基因表达，并决定基因表达的强度、时间和空间等特异性。由

于组成型启动子驱动的基因在植物不同组织器官中均有不同

程度的表达，应用中逐渐暴露出导致转基因植株较野生型植

株生长缓慢、植株变矮、产量下降等问题，因此研究和利用组

织器官特异性启动子和诱导型启动子具有非常重要的意义。

笔者所在实验室前期分别从３倍体毛白杨 －９３（Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｏｍｅｎｔｏｓａＣａｒｒ．－“９３”）、加 杨 －１（Ｐｏｐｕｌｕｓｃａｎａｄｅｎｓｉｓ
Ｍｏｅｎｃｈ．－“１”）中分离了具有木质部组织特异性的 ＭＤＣｅ
ｓＡＰ启动子和ＪＣｅｓＡＰ启动子［１］。通过生物信息学分析表明，

２个启动子序列均含有与损伤防御有关的顺式作用元件，还
有大量其他与激素、水分等诱导有关的调控元件［２］。本试验

以融合ｐＭＤＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ、ｐＪＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ
的转基因杨树作为试验材料，分别对其根、茎、叶进行创伤及

ＡＢＡ（脱落酸，ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ）处理，通过定量检测转基因杨树
不同器官的ＧＵＳ酶活性，分析不同启动子对创伤及 ＡＢＡ诱
导的响应情况，从而为进一步分析启动子中决定组织特异性

及诱导性的调控元件奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
前期已通过农杆菌介导法将３个笔者所在实验室构建的

植物表达载体ｐＭＤＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ（含 ＭＤＣｅｓＡＰ启动子 －ＧＵＳ
融合基因）、ｐＪＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ（含 ＪＣｅｓＡＰ启动子 －ＧＵＳ融合基
因）、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ－ＧＵＳ（含２个串联ＭＤＣｅｓＡＰ启动子－ＧＵＳ

融合基因）的转基因毛白杨作为试验材料；同时将转入

ｐＢＩ１２１（含３５Ｓ启动子 －ＧＵＳ报告基因）的毛白杨作为阳性
对照、转入根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）ＡＧＬＩ的毛
白杨作为阴性对照，未转基因的毛白杨组培苗为ＣＫ。
１．２　材料处理

创伤处理：无菌水清洗以上杨树组培苗，用滤纸吸干表面

水分，用剪刀将根剪成长１．５ｃｍ的小段（除尽根部组织培养
基）；采用镊子对杨树苗茎段部分造成机械创伤；用剪刀将叶

片剪下，剪掉叶脉，留下纯叶片，剪成１ｃｍ×１ｃｍ的小块。每
种样品的不同部位分别称质量０．１ｇ，放入１．５ｍＬ的离心管，
２５℃光照条件下分别处理０、３、６、１２、２４ｈ。

ＡＢＡ激素诱导处理：将以上杨树苗按照创伤处理的方法
进行处理，于１．５ｍＬ离心管中加入３倍体积的１ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＡＢＡ将其浸泡。
１．３　转基因杨树ＧＵＳ报告基因荧光定量检测

取转基因植株根、茎、叶，每份样品取０．１ｇ，加入３倍体
积的ＧＵＳ提取缓冲液，研磨成粉末，于１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离
心 １０ｍｉｎ，取上清液，加入 ２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＧＵＳ反应底物
４－ＭＵＧ，迅速充分混匀后，用０．２ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３终止反应。
利用 ＲＦ－５３０１ＰＣ荧光仪，激发波长 ３６５ｎｍ，发射波长
４５５ｎｍ，测定蛋白含量，以１ｍｉｎ水解４－ＭＵＧ生成１ｎｍｏｌ／Ｌ
４－ＭＵ的酶量为１个酶活力单位（Ｕ），以每 ｍｇ蛋白的酶活
力表示ＧＵＳ活性（Ｕ／ｍｇ），各试验重复３次，取平均值［３－５］。

２　结果与分析

２．１　创伤诱导处理转基因杨树的特异性表达分析
２．１．１　同一启动子在相同处理时间不同组织器官的酶活性
变化　由图１－Ａ可知，创伤处理０ｈ时，在根中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、
ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性很弱，仅为阳性对照
ｐＢＩ１２１的７０．９％、４８．７％和０．７％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ
和ｐＪＣｅｓＡＰ有显著差异性（Ｐ＜０．０５）。在茎中，ｐＪＣｅｓＡＰ的
ＧＵＳ活性很强，比阳性对照 ｐＢＩ１２１增加了 ５２．２％；ｐＭＤＣｅ
ｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很弱，仅为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
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６４．１％和 ５９．０％，且 ｐＪＣｅｓＡＰ与 ｐＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ
有显著差异，ｐＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ之间的差异不显著。
在叶中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性很强，为阳性
对照ｐＢＩ１２１的 １．７８倍和２．４３倍；ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性很

弱，仅为阳性对照 ｐＢＩ１２１的５７．９％；ｐＭＤＣｅｓＡＰ与 ｐＤＭＤＣｅ
ｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ有显著差异，ｐＪＣｅｓＡＰ与阳性对照 ｐＢＩ１２１之
间没有显著差异。

　　由图１－Ｂ可知，创伤处理３ｈ时，在根中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ和
ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很强，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的２．３９倍和
１．２４倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性很弱，仅为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
５０．９％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ有显著差异性
（Ｐ＜０．０５）。在茎中，ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很弱，仅为阳性对
照ｐＢＩ１２１的１８．５％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性很强，为
阳性对照 ｐＢＩ１２１的４．２２和１．１倍，ｐＭＤＣｅｓＡＰ与 ｐＤＭＤＣｅ
ｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ有显著差异，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ与阳性
对照ｐＢＩ１２１之间无显著差异。在叶中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅ
ｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性均很弱，仅为阳性对照ｐＢＩ１２１的
６．４％、２３．９％和１３．２％，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ与 ｐＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅ
ｓＡＰ有显著差异，ｐＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ之间没有显著差异。

由图１－Ｃ可知，创伤处理６ｈ时，在根中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ和
ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很强，为阳性对照ｐＢＩ１２１的１７．７０倍和
６．６３倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性很弱，仅为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
２．９％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ之间有显著差异
性，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ与阳性对照ｐＢＩ１２１没有显著差异。在茎中，
ｐＭＤＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性很强，为阳性对照ｐＢＩ１２１的１．２２倍，
ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的活性很弱，仅为阳性对照 ｐＢＩ１２１
的２７．４％和３２．１％；ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ有
显著差异性，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ没有显著差异。在叶
中，ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性很强，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的 ４．９１
倍，ｐＭＤＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性变化不大，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性很

弱，仅为阳性对照 ｐＢＩ１２１的 １４．２％；ｐＪＣｅｓＡＰ与 ｐＭＤＣｅｓＡＰ
和ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ有显著差异，ｐＭＤＣｅｓＡＰ与ｐＪＣｅｓＡＰ之间有差
异性，与阳性对照 ｐＢＩ１２１之间差异不明显，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ与
ｐＪＣｅｓＡＰ有显著差异，与阳性对照 ｐＢＩ１２１和 ｐＭＤＣｅｓＡＰ没有
显著差异。

由图１－Ｄ可知，在根中，创伤处理１２ｈ时，ｐＭＤＣｅｓＡＰ
和ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很强，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的５．５３倍
和１．８６倍，而 ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性则为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
４２．８％；ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ相互间有显著差
异性。在茎中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ
活性变化不明显；ｐＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ之间没有显著差异，
但与 ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ有显著差异；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ与阳性对照
ｐＢＩ１２１也没有显著差异。在叶中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ
和ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性均在增加，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的４．
４２倍、１．７８倍和２．０４倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ之间没有
显著差异，但均与ｐＭＤＣｅｓＡＰ有显著差异。

由图１－Ｅ可知，在根中，创伤处理 ２４ｈ时，ｐＭＤＣｅｓＡＰ
和ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性在增加，是阳性对照 ｐＢＩ１２１的１．５２
倍和２．３７倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性在减少，为阳性对照ｐＢＩ１２１
的２６．３％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ相互间有显著
差异性（Ｐ＜０．０５）。在茎中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性比阳性
对照ｐＢＩ１２１增加了３３．４％；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的活性
在减少，为阳性对照ｐＢＩ１２１的６９．０％和９５．３％；ｐＭＤＣｅｓＡＰ、
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ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ相互间有显著差异性，ｐＪＣｅｓＡＰ与阳
性对照ｐＢＩ１２１没有显著差异。在叶中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅ
ｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很强，是阳性对照ｐＢＩ１２１的２１．９
倍、６．９倍和１３．３倍；ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ相
互间有显著差异性。

２．１．２　不同启动子的相同器官随处理时间不同的酶活性变
化　将各转基因杨树的根部做创伤诱导处理，结果见图２－
Ａ。ｐＢＩ１２１随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力在创伤处理６ｈ
时处于低谷；ｐＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力呈先
增加后降低的趋势，在创伤处理１２ｈ时，ＧＵＳ酶活力最高，是
处理０ｈ时最低酶活力的１０．１５倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间
的增加，ＧＵＳ酶活力总体变化不大，在创伤处理６ｈ时达到低
谷；ｐＪＣｅｓＡＰ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力整体呈增加趋
势，处理１２ｈ时的ＧＵＳ酶活力达到峰值；ＡＧＬＩ随处理时间的
增加，ＧＵＳ酶活在创伤处理２４ｈ达到峰值；ＣＫ随处理时间的
增加，ＧＵＳ酶活力增长不明显，在创伤处理６ｈ时达到低谷。

　　将各转基因杨树的茎部做创伤诱导处理，结果见图２－
Ｂ。ｐＢＩ１２１随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力呈先增加后降低
的趋势，在创伤处理３ｈ时处于峰值，是处理０ｈ时最低酶活
力的２．８５倍；ｐＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力呈
先增加后降低的趋势，在创伤处理６ｈ时ＧＵＳ酶活力最高，是
处理０ｈ时最低酶活力的６．７倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间的
增加，在创伤处理１２ｈ时达到峰值；ｐＪＣｅｓＡＰ随处理时间的增
加，ＧＵＳ酶活力基本呈先降低后增加的趋势，创伤处理１２ｈ
时的ＧＵＳ酶活力达到峰值；ＡＧＬＩ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶

活力呈先降低后增加的趋势，在创伤处理２４ｈ时达到峰值；
ＣＫ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力整体增长不明显，在处理
０ｈ时达到低谷。

将各转基因杨树的叶部做创伤诱导处理，结果见图２－
Ｃ。ｐＢＩ１２１随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力总体呈先增加后降
低的趋势，在创伤处理３ｈ时达到峰值，是处理２４ｈ时最低酶
活力的２２．３倍；ｐＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力呈
先降低后增加的趋势，在创伤处理２４ｈ时ＧＵＳ酶活力最高，是
处理３ｈ时最低酶活力的１５．４倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间的
增加，创伤处理６ｈ时达到低谷；ｐＪＣｅｓＡＰ随处理时间的增加，
ＧＵＳ酶活力基本呈增加趋势，处理２４ｈ时的ＧＵＳ酶活力达到
峰值；ＡＧＬＩ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力增长不明显；ＣＫ随
处理时间的增加，在处理６ｈ时基因基本处于沉默状态。
２．２　ＡＢＡ激素诱导各转基因杨树的特异性表达分析
２．２．１　同一启动子相同处理时间在不同组织器官的酶活性
变化　由图３－Ａ可知，ＡＢＡ诱导处理０ｈ时，在根中，ｐＭＤＣ
ｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很强，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
４．７５倍和２．７５倍；ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很弱，仅为阳性对照
ｐＢＩ１２１的 １５．２％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ相互
间有显著差异性（Ｐ＜０．０５）。在茎中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅ
ｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的活性均很弱，仅为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
１４．０％、１６．１％和９．０％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ与ｐＪＣｅｓＡＰ有显著差异，
ｐＭＤＣｅｓＡＰ与ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＪＣｅｓＡＰ之间没有显著差异。在
叶中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的活性均很弱，仅
为阳性对照 ｐＢＩ１２１的０．２％、５５．５％和２１．３％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、
ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ相互间有显著差异性。

由图３－Ｂ可知，ＡＢＡ诱导处理３ｈ时，在根中，ｐＭＤＣｅ
ｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性很强，为阳性对照ｐＢＩ１２１的１２０
倍和２．１２倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性很弱，仅为阳性对照ｐＢＩ１２１
的１３．１％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ有显著差异性
（Ｐ＜０．０５），ｐＭＤＣｅｓＡＰ与阳性对照 ｐＢＩ１２１无显著差异。在
茎中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性与阳性对照 ｐＢＩ１２１的变化不
大，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＪＣｅｓＡＰ的活性很强，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
４．６８倍和６．５７倍，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ相互
间有显著差异（Ｐ＜０．０５），ｐＭＤＣｅｓＡＰ与阳性对照 ｐＢＩ１２１之
间无显著差异。在叶中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ
的ＧＵＳ活性均很弱，仅为阳性对照 ｐＢＩ１２１的１０．３％、９．９％
和１１．７％，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ之间没有显著
差异。

由图３－Ｃ可知，ＡＢＡ诱导处理６ｈ时，在根中，ｐＭＤＣｅ
ｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性很强，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
１．２２倍和２．２３倍；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性与阳性对照ｐＢＩ１２１的
的活性相差不大，ｐＪＣｅｓＡＰ与ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ之间有
显著差异性（Ｐ＜０．０５），ｐＭＤＣｅｓＡＰ与 ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ没有显著
差异。在茎中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性在减少，为阳性对照
ｐＢＩ１２１的５１．８％，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的活性在增加，是
阳性对照ｐＢＩ１２１的１．４３倍和３．５１倍，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅ
ｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ相互间有显著差异性（Ｐ＜０．０５），ｐＭＤＣｅ
ｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ与ｐＪＣｅｓＡＰ没有显著差异。在叶中，ｐＭＤＣ
ｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰＧＵＳ活性均很弱，仅为阳性对
照ｐＢＩ１２１的１５．２％、１８．１％和１９．７％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅ
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ｓＡＰ、ｐＪＣｅｓＡＰ与阳性对照 ｐＢＩ１２１有显著差异（Ｐ＜０．０５）；
ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ相互间差异不显著。

由图３－Ｄ可知，ＡＢＡ诱导处理１２ｈ时，在根中，ｐＭＤＣｅ
ｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性很强，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的
３．５２倍和 ５．９１倍，而 ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的活性仅为阳性对照
ｐＢＩ１２１的 ４９．８％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ相互
间有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ之间没
有显著差异。在茎中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ的
ＧＵＳ活性均减少，为阳性对照 ｐＢＩ１２１的 １４．０％、３１．７％和
５７．８％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ相互间有显著差
异。在叶中，ｐＪＣｅｓＡＰ的活性在增加，是阳性对照 ｐＢＩ１２１的
１．３３倍；ｐＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ活性在减少，为阳
性对照 ｐＢＩ１２１的 ４．４％和 ８１．９％，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ
和ｐＪＣｅｓＡＰ相互间有显著差异性（Ｐ＜０．０５）。

由图３－Ｅ可知，ＡＢＡ诱导处理２４ｈ时，在根中，ｐＭＤＣｅ
ｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ的 ＧＵＳ活性均在增加，是阳性
对照ｐＢＩ１２１的２．９９倍、３．０２倍和１．２８倍；ｐＪＣｅｓＡＰ与 ｐＭ
ＤＣｅｓＡＰ和 ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ之间有显著差异性，ｐＭＤＣｅｓＡＰ和
ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ没有显著差异，ｐＪＣｅｓＡＰ与阳性对照ｐＢＩ１２１之间
也没有显著差异。在茎中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅ
ｓＡＰ的 ＧＵＳ活性均为增加，是阳性对照 ｐＢＩ１２１的１．２１倍、
１．７５倍和 ２．１２倍；ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ相互
间有显著差异性，ｐＭＤＣｅｓＡＰ与阳性对照 ｐＢＩ１２１之间没有显
著差异。在叶中，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和ｐＪＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ
活性均很强，是阳性对照 ｐＢＩ１２１的６．１９倍、３．４１倍和１．９１
倍，ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ和 ｐＪＣｅｓＡＰ相互间有显著差
异性。

２．２．２　不同启动子的相同器官随处理时间不同的酶活性变
化　将各转基因杨树的根部做 ＡＢＡ诱导处理，结果（图４－
Ａ）表明，ｐＢＩ１２１随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力呈先增加后
降低的趋势，在ＡＢＡ处理３ｈ时 ＧＵＳ酶活力达到高峰，是处
于低谷的处理２４ｈ时的６．２９倍；ｐＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间的增
加，ＧＵＳ酶活力总体上呈降低的趋势，ＡＢＡ处理０ｈ时 ＧＵＳ
酶活力最高，是处理２４ｈ时最低酶活力的２．９７倍；ｐＤＭＤＣｅ
ｓＡＰ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力在 ＡＢＡ处理０ｈ时达到
顶峰，处理 １２ｈ时达到低谷；ｐＪＣｅｓＡＰ随处理时间的增加，
ＧＵＳ酶活力相对于处理０ｈ时均是增加的，在 ＡＢＡ处理３ｈ
时，ＧＵＳ酶活力达到峰值，是处理０ｈ酶活力的４６．８倍；ＡＧＬＩ
随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活在ＡＢＡ处理１２ｈ达到峰值；ＣＫ
随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力呈先增加后降低的趋势，在

处理６ｈ时达到峰值，处理２４ｈ时到达低谷。
将各转基因杨树的茎部做 ＡＢＡ诱导处理，结果（图４－

Ｂ）表明，ｐＢＩ１２１随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力呈先降低后
增加再降低的趋势，在 ＡＢＡ处理０ｈ时 ＧＵＳ酶活力达到高
峰，处理３、６、２４ｈ时ＧＵＳ酶活力相差不大且均很低，在处理
１２ｈ时ＧＵＳ酶活力却增加了；ｐＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间的增
加，ＧＵＳ酶活力总体上没有发生大的变化，ＡＢＡ处理０ｈ相对
较高；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ随处理的增加，ＧＵＳ酶活力总体上呈先增
加后降低的趋势，在ＡＢＡ处理３ｈ时达到高峰，是处理６ｈ的
２．９８倍；ｐＪＣｅｓＡＰ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力总体呈先增
加后降低的趋势，在ＡＢＡ处理３ｈ时达到高峰，是处理０ｈ时
酶活力低谷的５．６倍；ＡＧＬＩ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活在
ＡＢＡ处理１２ｈ达到峰值；ＣＫ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力
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总体呈先降低后增加的趋势，在处理３ｈ时达到最低谷。
　　将各转基因杨树的叶部做 ＡＢＡ诱导处理，结果（图４－
Ｃ）表明，ｐＢＩ１２１随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力呈先增加再
降低的趋势，在ＡＢＡ处理３ｈ时达到高峰，在处理２４ｈ时处
于低谷；ｐＭＤＣｅｓＡＰ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活力总体上呈
增加的趋势，ＡＢＡ处理２４ｈ达到高点；ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ随处理的
增加，ＧＵＳ酶活力总体上呈先降低后增加的趋势，在 ＡＢＡ处
理０ｈ时达到高峰，是处理３ｈ时活力低谷的４．３倍；ｐＪＣｅｓＡＰ
随处理时间的增加，在ＡＢＡ处理１２ｈ时 ＧＵＳ酶活力达到高
峰；ＡＧＬＩ随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活呈先增加后降低的趋
势；ＣＫ随处理时间的增加，ＡＢＡ处理３ｈ时ＧＵＳ酶活力处于
高峰，处理６ｈ时达到最低谷。

３　讨论与结论

笔者所在实验室前期分离的 ＭＤＣｅｓＡＰ启动子、ＪＣｅｓＡＰ
启动子以及经过改造的 ＤＭＤＣｅｓＡＰ复合启动子经功能检测
均具有木质部组织特异性。通过生物信息学分析表明，３个
启动子序列均含有与损伤防御有关的顺式作用元件，还有大

量其他与激素、水分等诱导有关的调控元件。为了研究三者

是否同时具有响应伤害及ＡＢＡ处理的诱导启动子特性，进行
了相关试验。结果表明：在创伤处理３ｈ后，ｐＭＤＣｅｓＡＰ根部
的ＧＵＳ酶活力均大于阳性对照 ｐＢＩ１２１根部的 ＧＵＳ酶活力，
尤其在处理６ｈ时，ＧＵＳ酶活力为阳性对照 ｐＢＩ１２１的１７．７
倍；ｐＭＤＣｅｓＡＰ茎部的ＧＵＳ酶活力自创伤处理３ｈ后，与阳性
对照ｐＢＩ１２１相比也表现出较高的活性；但在创伤处理２４ｈ

时，ｐＭＤＣｅｓＡＰ叶部的 ＧＵＳ酶活力明显升高，并高于根及茎
中的 ＧＵＳ酶活力。由此可见，ＭＤＣｅｓＡＰ在创伤处理后 ３～
１２ｈ之间，表现出明显的木质部组织特异性及创伤诱导活性。
创伤处理下ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的ＧＵＳ酶活性变化规律不明显。在
创伤处理０ｈ时，ｐＪＣｅｓＡＰ在茎中的ＧＵＳ酶活性很强，比阳性
对照ｐＢＩ１２１增加了５２．２％，但随处理时间的增加，ＧＵＳ酶活
力基本呈先降低后增加的趋势，创伤处理１２ｈ时的ＧＵＳ酶活
力达到峰值，且仅在处理 ０、３ｈ表现出木质部组织特异性。
另外，３个启动子在创伤处理２４ｈ时，组织特异性表现均不明
显，但ｐＭＤＣｅｓＡＰ、ｐＪＣｅｓＡＰ在根、茎、叶中的ＧＵＳ酶活力均大
于阳性对照ｐＢＩ１２１相应部位的ＧＵＳ酶活力。

在ＡＢＡ处理试验中，处理０～２４ｈ后，ｐＭＤＣｅｓＡＰ根部的
ＧＵＳ酶活力均大于阳性对照 ｐＢＩ１２１根部的 ＧＵＳ酶活力，尤
其在处理０ｈ时，ＧＵＳ酶活力为阳性对照ｐＢＩ１２１的４．７５倍。
由此可见，ＭＤＣｅｓＡＰ在ＡＢＡ处理后，均表现出明显的木质部
组织特异性及创伤诱导活性。ＡＢＡ处理下，ｐＤＭＤＣｅｓＡＰ的
ＧＵＳ酶活性在０ｈ最强，是阳性对照ｐＢＩ１２１的２．７５倍，随后
呈现下降、增加、下降、增加的规律性变化。ＡＢＡ处理 ３～
１２ｈ时，ｐＪＣｅｓＡＰ在根中的 ＧＵＳ酶活力均高于阳性对照
ｐＢＩ１２１，在３、６ｈ时，茎中的 ＧＵＳ酶活力也高于阳性对照
ｐＢＩ１２１，且表现出木质部组织特异性。另外，３个启动子在创
伤处理２４ｈ时，组织特异性表现均不明显，但在根、茎、叶中
的ＧＵＳ酶活力均大于阳性对照 ｐＢＩ１２１相应部位的 ＧＵＳ酶
活力。

植物诱导抗性是新兴的抗病虫害策略，在病虫害防治中

有着广阔的应用前景，日益受到人们的关注。组织特异性及

诱导型启动子调控抗性基因的表达策略已成为植物抗性基因

工程育种研究中的一大热点［６］。但是天然的特异型启动子

大多表达水平不高，不能满足人们的多种需要。因此，对现

有的天然启动子进行人工改造，利用不同种类启动子中特

异性顺式调控元件及增强子序列去构建高活性的、同时受

多种因素调控的复合式启动子将是一个十分重要的解决问

题途径。本试验结果说明，在启动子中，决定组织特异性相

关的顺式作用元件与决定诱导特性的其他顺式作用元件既

可以共同协助，又可以互相抑制，从而调节目的基因在特定

的时间、空间及一定环境条件下表达，其具体的作用模式有

待进一步研究。
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