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　　摘要：为深入研究玉米转录因子基因ＺｍＡＳＲ１的功能，提高玉米株系的产量和抗逆性，根据ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｉｚｅｇｄｂ．
ｏｒｇ／网站上公布的玉米自交系Ｂ７３的ＺｍＡＳＲ１序列和Ｃｏｒｎｅｊｏ发表的Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子的序列，设计引物从玉米自交系
Ｂ７３的ＤＮＡ序列中克隆了ＺｍＡＳＲ１基因和Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子，并对ＺｍＡＳＲ１基因进行了生物信息学分析。序列分析结
果表明，ＺｍＡＳＲ１基因ＤＮＡ全长为１３８１ｂｐ，包含１个长度为１３１ｂｐ的内含子序列，存在１个完整的开放阅读框４１７
ｂｐ，编码１３８个氨基酸。氨基酸序列分析表明其具有ＡＳＲ家族典型的保守结构域ＡＢＡ＿ＷＤＳ（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ／ｗａｔｅｒｄｅｆｉｃｉｔ
ｓｔｒｅｓｓ），氨基酸序列的Ｎ端有该家族成员所特有的依赖于Ｚｎ２＋的ＤＮＡ结合位点，而Ｃ端则有１个核定位信号，玉米的
ＺｍＡＳＲ１与单子叶植物的ＺｍＡＳＲ１亲缘关系较近，而与双子叶植物的 ＺｍＡＳＲ１亲缘关系较远。并构建了同时带有该
启动子和ＺｍＡＳＲ１基因的植物表达载体。
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　　玉米生产在保障我国粮食安全中具有十分重要的战略地
位，玉米在世界范围内广泛种植，是我国播种面积最大的农作

物，同时也是我国产量第一大粮食作物，是主要的粮食饲料兼

用作物，以产量高、营养丰富且用途广泛而被誉为三冠王———

高产之王、饲料之王、加工原料之王。玉米的重要性为玉米的

发展提供了难得的机遇，但同时我们也必须清醒地认识到玉

米生产中遇到的现实困难。粮食产量下降是由各种生物和非

生物胁迫的影响造成的，干旱是最重要的环境胁迫，超过任何

其他环境因素，严重损害植物的生长和发育，限制植物生产和

作物的性能［１］。玉米是对水分反应敏感的旱地作物，玉米在

整个生长发育过程中需水量较大，但其自身的耐旱性较差。

我国每年受旱面积大约为种植面积的４０％，干旱一般可使玉
米减产２０％～３０％，因此，干旱成为制约我国玉米发展的首
要不利因素。随着全球气候变暖、水资源的日益匮乏和干旱

的日益加剧，耐旱玉米品种在农业生产中的地位显得越来越

重要。干旱胁迫对玉米根系的生长发育、籽粒产量和品质都

有较大影响，干旱胁迫抑制了玉米植株根系的生长，导致产量

降低、品质变差。因此有关玉米干旱胁迫与抗旱性机理及其

应用的研究才更加迫切，培育耐旱抗旱的玉米品种才是促进

干旱和半干旱地区玉米生产发展的有效措施，同时也是抵御

干旱提高产量的有效途径。

ＡＳＲ（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ｓｔｒｅｓｓ，ｒｉｐｅｎｉｎｇ）蛋白是一类亲水性小
分子量的植物特异性蛋白。ＡＳＲ基因在植物响应发育和环境

信号中发挥着重要的作用，包括衰老、果实成熟、花粉成熟和

葡萄糖代谢［２－５］。并且ＡＳＲ基因在 ＡＢＡ诱导和响应生物及
非生物胁迫时显著上调［６－１１］。大蕉 ＡＳＲ基因 ＭｐＡｓｒ受镰刀
菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅ）诱导而上调表达［１０］。

ＡＳＲ基因还可以影响果实的产量，玉米 ＡＳＲ基因（ＺｍＡＳＲ１）
的异位表达对玉米产量有很大的影响，这种影响并不受缺水

胁迫条件的限制，ＺｍＡＳＲ１通过调节支链氨基酸的生物合成
基因可能有助于改善玉米的产量［１２］。

由于ＡＳＲ基因在拟南芥中不存在［９，１３］，对其功能和调控

机制的研究非常有限。有研究表明小麦转录因子基因

ＴａＡＳＲ１转入烟草之后通过激活体内的抗氧化系统和胁迫相
关基因的表达来赋予其抗旱性［１４］。Ｒｉｃａｒｄｉ等在番茄中通过
ＣｈＩＰ－ＳＥＱ技术证明番茄ＡＳＲ１基因可能通过调控番茄细胞
壁和水通道蛋白相关靶基因的表达来赋予番茄对干旱胁迫的

耐受性［１５］。前期的研究证明［１２］，在玉米中 ＡＳＲ家族有９个
成员，是目前 ＡＳＲ成员最多的品种，在玉米 ＡＳＲ基因家族９
个成员中，在干旱胁迫条件下 ＺｍＡＳＲ１无论在转录水平还是
蛋白质组水平上都是表达量最大、变化最为明显的，并且

ＺｍＡＳＲ１在玉米中的过量表达可以提高玉米在缺水胁迫下的
籽粒产量，但是却没有对 ＺｍＡＳＲ１缺水胁迫下的调控机理进
行更深入的研究，因此我们选择 ＺｍＡＳＲ１来进行抗旱调控机
理的研究更有针对性和目的性。在玉米自交系中过表达

ＺｍＡＳＲ１基因是研究ＺｍＡＳＲ１基因在植物中如何发挥调控作
用的有效途径，对于培育玉米抗旱新品种，促进玉米产业的健

康发展具有重要的理论和实践意义。

要想在玉米自交系中过表达 ＺｍＡＳＲ１基因，首先要构建
植物表达载体，随着植物基因工程技术的发展，我们不仅要把

特定的外源基因转入受体植物，更要将外源基因特定而高效

地表达才能满足我们的需求。启动子序列中包含许多重要的

顺式作用元件，对植物基因的表达水平具有重要作用，使其成

为表达调控的关键环节。一般认为 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子在双子
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叶植物的遗传转化应用广泛，但在单子叶植物中的活性较低。

而Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子来自于玉米多聚泛素蛋白基因，是一个在
单子叶植物中有较强表达的组成型启动子，在胁迫条件下，

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ基因的表达活性会显著增强［１６］。本研究从玉米自

交系Ｂ７３中克隆了Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子和玉米 ＺｍＡＳＲ１基因，构
建了同时含 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子和 ＺｍＡＳＲ１基因的植物表达载
体，为后续获得转基因抗旱株系奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
植物材料为玉米自交系 Ｂ７３，菌株为大肠杆菌 ＤＨ５α和

植物表达载体为ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１，农杆菌菌株为 ＧＶ３１０１，酶与
试剂为快速限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＰｍｌⅠ购自Ｔｈｅｒ
ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶，ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）
均购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　引物的设计与合成

根据Ｃｏｒｎｅｊｏ发表的 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子的序列，和 ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｍａｉｚｅｇｄｂ．ｏｒｇ／上公布的Ｂ７３自交系的 ＤＮＡ序列获取基
因ＺｍＡＳＲ１的序列，用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物。ＺｍＡＳＲ１Ｆ：
５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＣＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＴＣＴＴＣＴＡＧＣＴＣＧＴＴＴＣＡＴＴ－
３′；ＺｍＡＳＲ１Ｒ：５′－ＧＣＡＣＧＴＧＴＣＣＴＣＧＴＡＣＣＡＣＧＡＴＣＡＴＡＣＡＣ－
３′；ＵｂｉＦ：５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＴＧＣＡＧＴＧＣＡＧＣＧＴＧＡＣＣＣ－３′；
ＵｂｉＲ：５′－ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＧＣＡＧＡＡＧＴＡＡＣＡＣＣＡＡＡＣＡＡＣ－３′。

为了构建植物表达载体的方便，在 ＺｍＡＳＲ１基因５′端引
入ＢａｍＨⅠ酶切位点和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点，３′端引入 ＰｍｌⅠ酶
切位点，在Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子５′端引入ＢａｍＨⅠ酶切位点，３′端
引入ＨｉｎｄⅢ酶切位点。下划线标注的是酶切位点的位置，引
物由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。

１．３　Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子的扩增及测序
以玉米 Ｂ７３自交系的总 ＤＮＡ为模板，按常规 ＰＣＲ条件

扩增：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，
７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。将扩增到的
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子的序列连接到载体 ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍ
ｐｌｅ），连接体系为１０μＬ：ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ５μＬ＋质粒４μＬ＋ｐＭＤ１８
－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）１μＬ，转化大肠杆菌感受态 Ｔｒａｎｓ５α
ＣｈｅｍｉｃａｌｌｙＣｏｍｐｅｔｅｎｔＣｅｌｌ后，送至英潍捷基（上海）贸易有限
公司进行测序验证。

１．４　目的基因ＺｍＡＳＲ１序列的克隆及测序
以玉米Ｂ７３自交系的总 ＤＮＡ为模板，按常规 ＰＣＲ条件

扩增：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，
７２℃ 延伸３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸 ７ｍｉｎ。将扩增到的
ＺｍＡＳＲ１的序列连接到载体 ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ），连接
体系为ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ５μＬ＋质粒４μＬ＋ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍ
ｐｌｅ）１μＬ，转化大肠杆菌感受态 Ｔｒａｎｓ５αＣｈｅｍｉｃａｌｌｙＣｏｍｐｅ
ｔｅｎｔＣｅｌｌ后，送至英潍捷基（上海）贸易有限公司进行测序
验证。

１．５　玉米ＺｍＡＳＲ１序列的生物信息学分析
根据ＮＣＢＩ的 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ对 ＺｍＡＳＲ１基因全长 ＤＮＡ序

列进行分析，通过 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ分析其理化性质，根据 ＮＣＢＩ的
ＢＬＡＳＴ［ｆｉｎｄｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓｉｎｙｏｕｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｃｄｓ）］对
ＺｍＡＳＲ１氨基酸序列的保守结构域进行分析，通过 ＳｕｂＬｏｃ

ｖ１．０软件对该蛋白的亚细胞定位进行预测。用 ＴＭＨＭＭ－
２０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０）对
ＺｍＡＳＲ１的氨基酸序列进行分析，看其有无跨膜结构。用
ＤＮＡＭＡＮ软件对从１１种植物中获得１１个 ＡＳＲ家族成员进
行氨基酸多序列比对分析。利用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１和ＭＥＧＡ３．１
软件分析ＺｍＡＳＲ１核苷酸序列与其他植物的 ＡＳＲ核苷酸序
列的进化关系，构建分子进化树。

１．６　植物表达载体的构建
先将连接到克隆载体 ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）上的

ＺｍＡＳＲ１的序列用 ＢａｍＨⅠ和 ＰｍｌⅠ双酶切，酶切体系为
５０μＬ：１０×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔＧｒｅｅｎｂｕｆｆｅｒ５μＬ＋ＢａｍＨⅠ５μＬ＋
ＰｍｌⅠ５μＬ＋质粒２０μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ１５μＬ，３７℃酶切１ｈ，然后
将ＺｍＡＳＲ１基因回收之后连接到同样用 ＢａｍＨⅠ和 ＰｍｌⅠ双
酶切过的表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１上，连接体系为 ２５μＬ：
１０×Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ＋回收的ＺｍＡＳＲ１基因ＤＮＡ
片段 １５μＬ＋ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１回收片段 １．５μＬ＋Ｔ４连接酶
１μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ５μＬ，１６℃连接过夜，之后将表达载体 ｐＣＡＭ
ＢＩＡ３３０１进行 ＢａｍＨⅠ和 ＰｍｌⅠ双酶切验证，酶切体系为
２０μＬ：１０×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔＧｒｅｅｎｂｕｆｆｅｒ２μＬ＋ＢａｍＨⅠ１μＬ＋
ＰｍｌⅠ１μＬ＋质粒５μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ１１μＬ，３７℃酶切１ｈ，以确
定ＺｍＡＳＲ１基因已成功连接至表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１，然后
送至英潍捷基（上海）贸易有限公司进行测序验证。

然后将连接到克隆载体ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）上的
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子序列用ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切，酶切体系
为５０μＬ：１０×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔＧｒｅｅｎｂｕｆｆｅｒ５μＬ＋ＢａｍＨⅠ５μＬ＋
ＨｉｎｄⅢ ５μＬ＋质粒２０μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ１５μＬ，３７℃酶切１ｈ，然
后将 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子回收之后连接到同样用 ＢａｍＨⅠ和
ＨｉｎｄⅢ双酶切过的表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１上，连接体系为
２５μＬ：１０×Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ＋回收的Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启
动子ＤＮＡ片段１５μＬ＋ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１回收片段１．５μＬ＋Ｔ４
连接酶１μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ５μＬ，１６℃连接过夜，之后将表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１进行ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切验证，酶切体系
为２０μＬ：１０×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔＧｒｅｅｎｂｕｆｆｅｒ２μＬ＋ＢａｍＨⅠ１μＬ＋
ＨｉｎｄⅢ１μＬ＋质粒５μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ１１μＬ，３７℃酶切１ｈ，以及
ＢａｍＨⅠ和 ＰｍｌⅠ双酶切验证，酶切体系为 ２０μＬ：１０×Ｆａｓｔ
ＤｉｇｅｓｔＧｒｅｅｎｂｕｆｆｅｒ２μＬ＋ＢａｍＨⅠ１μＬ＋ＰｍｌⅠ１μＬ＋质粒
５μＬ＋ｄｄＨ２Ｏ１１μＬ，３７℃酶切１ｈ，以确定 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子
和ＺｍＡＳＲ１基因都已成功连接至表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１。
然后送至英潍捷基（上海）贸易有限公司进行测序验证。

２　结果与分析

２．１　Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子的克隆和序列分析
以玉米自交系Ｂ７３基因组ＤＮＡ为模板，根据设计的引物

进行ＰＣＲ扩增，取ＰＣＲ产物５μＬ在１％的琼脂糖凝胶电泳
鉴定，可得到约２ｋｂ的 ＤＮＡ扩增产物（图１）。将 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
启动子连接到ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）上，经测序，Ｕｂｉｑｕｉｔ
ｉｎ启动子序列长度为１９９３ｂｐ，测序结果与文献报道的序列
有９８％左右的同源性。
２．２　目的基因ＺｍＡＳＲ１的克隆和序列分析

以玉米自交系Ｂ７３基因组ＤＮＡ为模板，根据设计的引物
进行ＰＣＲ扩增，取ＰＣＲ产物５μＬ在１％的琼脂糖凝胶电泳
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鉴定，可得到 ７５０ｂｐ左右的 ＤＮＡ扩增产物（图 １）。将
ＺｍＡＳＲ１基因连接到 ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）上，经测序，
ＺｍＡＳＲ１基因序列长度为７６５ｂｐ，包含了整个编码区及内含
子序列，测序结果与ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｉｚｅｇｄｂ．ｏｒｇ／上公布的 Ｂ７３
自交系的ＺｍＡＳＲ１基因的序列完全相同，无碱基突变。
２．３　玉米ＺｍＡＳＲ１基因全长ＤＮＡ序列的生物信息学分析

根据 ＮＣＢＩ的 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ分析发现，基因 ＺｍＡＳＲ１的
ＤＮＡ全长为１３８１ｂｐ，包含１个长度为１３１ｂｐ的内含子序
列，ｃＤＮＡ全长为１２５０ｂｐ，包含９７ｂｐ的５′非编码区、７３６ｂｐ
的３′非编码区和４１７ｂｐ的开放阅读框，编码１个含有１３８个氨
基酸的蛋白质，起始密码子为ＡＴＧ，终止密码子为ＴＧＡ（图２）。

　　通过Ｐｒｏｔｐａｒａｍ分析其理化性质，推测ＺｍＡＳＲ１蛋白的分
子式Ｃ６８３Ｈ１０１４Ｎ２０２Ｏ２１６Ｓ１，其相对分子量为１５．５４ｋｕ，等电点
（ｐＩ）为５．８９。理论推导其半衰期大约为３０ｈ，不稳定参数为
３９．８４，蛋白质性质稳定（标准：４０以下为稳定蛋白）。该蛋白
中相对含量较多的氨基酸是谷氨酸 Ｇｌｕ（１９．６％，２７个）、丙
氨酸Ａｌａ（１５．２％，２１个）、组氨酸Ｈｉｓ（１４．５％，２０个）、赖氨酸
Ｌｙｓ（１３．０％，１８个）、甘氨酸 Ｇｌｙ（９．４％，１３个）。总的带负电
荷的残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为３１，总的带正电荷的残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）
为１９。亲水性平均数为－１．２６４，预测该蛋白为亲水性蛋白，
其脂肪指数为４２．６８。

氨基酸序列的保守结构域分析结果（图３）显示，该基因

具有 ＡＳＲ家族典型的保守结构域 ＡＢＡ＿ＷＤＳ（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ／
ｗａｔｅｒｄｅｆｉｃｉｔｓｔｒｅｓｓ）。用 ＴＭＨＭＭ－２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０）对ＺｍＡＳＲ１的氨基酸序列进
行分析，没有跨膜结构域，没有信号肽，是一个可溶性蛋白质。

通过ＳｕｂＬｏｃｖ１．０软件对该蛋白的亚细胞定位进行预
测，预测结果为其定位在细胞核。

　　ＺｍＡＳＲ１是特异存在于高等植物中的一类调控基因，用
ＤＮＡＭＡＮ软件对从１１种植物中获得的１１个 ＡＳＲ家族成员
进行氨基酸多序列比对分析，结果（图４）显示，ＺｍＡＳＲ１的氨
基酸序列与香蕉（ＭａＡＳＲ１，登录号为 ＡＹ６２８１０２）、葡萄
（ＶｖＭＳＡ，登录号为ＡＡＫ６９５１３）、水稻（ＯｓＡＳＲ１，登录号为
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ＡＡＢ９６６８１）、番茄（ＳｌＡＳＲ１，登录号为 ＤＱ０５８７４５．１）、百合
（ＬＬＡ２３，登录号为 ＡＹ１０１１９４．２）、甜瓜（ＣｕｍＡＳＲ，登录号为
ＡＦ４２６４０３．１）、杏（ＰａＡＳＲ，登录号为 Ｕ９３１６４．１）、桃（ＰｐＡＳＲ，
登录号为 ＡＦ３１７０６２）、蓖麻 （ＲｃＡＳＲ１，登录号为 ＸＭ＿
００２５２４２５１．１）、甘蔗（ＳｏＤＩＰ２２，登录号为 ＡＢ０７１６９４．１）等植

物中的ＡＳＲ氨基酸序列相比，在Ｎ端和Ｃ端各有１个较为保
守的区域。图中位于Ｎ端的 Ａ区域编码该家族成员所特有
的依赖于Ｚｎ２＋的ＤＮＡ结合位点，而位于 Ｃ端的 Ｂ区域则代
表１个核定位信号。

　　利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１和 ＭＥＧＡ３．１软件，将玉米 ＺｍＡＳＲ１
核苷酸序列与其他物种中已经报道的２１个 ＡＳＲ基因的核苷
酸序列进行比对并绘制系统发生树，结果表明 ＺｍＡＳＲ１与单
子叶植物甘蔗的亲缘关系最近，其次与大麦，小麦和水稻等单

子叶植物的亲缘关系较近，而与花生、大豆、马铃薯和番茄等

双子叶植物的亲缘关系较远（图５）。
２．４　带有Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子和目的基因 ＺｍＡＳＲ１的植物表达
载体的构建

植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１的图谱如图６所示，根据设
计的酶切位点，先用 ＺｍＡＳＲ１基因替换 ＧＵＳ基因，之后再用
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子替换ＣａＭＶ３５Ｓ启动子。
　　带有 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子和目的基因 ＺｍＡＳＲ１的 ｐＣＡＭ
ＢＩＡ３３０１表达载体重组质粒的构建顺序是先将 ＺｍＡＳＲ１基因
连接至克隆载体 ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）上，然后将同时

经过ＢａｍＨⅠ和ＰｍｌⅠ双酶切的ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）得
到的ＺｍＡＳＲ１基因（图７）和 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１表达载体进行连
接，经双酶切验证证明ＺｍＡＳＲ１基因和ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１表达载
体已成功连接（图８）。
　　然后将Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子连接至克隆载体ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃ
ｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）上，之后将同时因经过ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切
的ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ（ｓｉｍｐｌｅ）得到的 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子（图７）
和ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１－ＺｍＡＳＲ１表达载体进行连接，经双酶切验
证证明Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子和 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１－ＺｍＡＳＲ１表达载
体已成功连接（图８）。
　　最后将构建完成的 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ＺｍＡＳＲ１
表达载体经ＢａｍＨⅠ和ＰｍｌⅠ双酶切（图８）和测序验证，证明
植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ＺｍＡＳＲ１已构建成
功，无碱基错配。
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３　讨论

ＡＳＲ是一类亲水性小分子量的植物特异性蛋白。ＡＳＲ
蛋白在不同的细胞类型中被发现定位在细胞核，可作为转录

因子结合特异的ＤＮＡ序列来调控基因的表达。ＡＳＲ基因与
生物及非生物胁迫有着非常紧密的联系，在糖和ＡＢＡ信号的
转导中发挥着重要作用。通过 ＳｕｂＬｏｃ１．０软件对 ＺｍＡＳＲ１
蛋白的亚细胞定位进行预测，预测其定位在细胞核，这与一些

已知的ＡＳＲ蛋白的定位［１１，１７－１８］也是一致的，这与其作为转录

因子发挥调控作用是密不可分的。

本研究从玉米自交系 Ｂ７３中克隆了 ＺｍＡＳＲ１基因，序列
分析结果表明，该基因 ＤＮＡ全长为１３８１ｂｐ，内含有１个长
度为１３１ｂｐ的内含子序列，存在 １个完整的开放阅读框
４１７ｂｐ，编码 １３８个氨基酸。氨基酸序列分析表明其具有
ＡＳＲ家族典型的保守结构域 ＡＢＡ＿ＷＤＳ（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ／ｗａｔｅｒ
ｄｅｆｉｃｉｔｓｔｒｅｓｓ）。内含子作为真核生物基因的一部分，是细胞
ＤＮＡ中的间插序列。转录后的前体ｍＲＮＡ中包含这些序列，
后经过剪接去除，最终形成的成熟ｍＲＮＡ分子中不存在这些
序列［１９］。但随着分子生物学的发展，越来越多的证据显示，

真核ｍＲＮＡ内含子在真核基因表达调控中起着重要的作
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用［２０］，真核ｍＲＮＡ内含子的存在都可以大大提高转基因生物
的基因表达［２１］，真核ｍＲＮＡ内含子已成为提高转基因生物外
源基因表达的重要元件之一。基于内含子可能发挥的重要功

能，因此在我们构建的植物表达载体中也包含内含子部分。

本研究根据 Ｃｏｒｎｅｊｏ发表的 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子序列，设计
引物从玉米自交系Ｂ７３中克隆出Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子，测序证明
与发表的序列具有９８％的同源性。Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子是目前
单子叶植物遗传工程中最常用的启动子之一，Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ等
研究发现，Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子与ＣＡＴ编码区的融合基因（Ｕｂｉｐｒｏ
ＣＡＴ）在玉米原生质体中的表达强度是３５Ｓ启动子与 ＣＡＴ编
码区的融合基因（３５ＳｐｒｏＣＡＴ）表达强度的１０倍。在水稻
中，Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子指导的ＧＵＳ和 Ｂａｒ基因的表达水平显著
高于３５Ｓ启动子，而且对胁迫也有同玉米中一样的表达增强
反应［２２］。因此在单子叶植物转基因研究中，构建表达载体一

般选用来自玉米的Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子或者来自水稻的ＡｃｔｉｎⅠ。
本试验采用在 ＺｍＡＳＲ１基因引物序列前引入双酶切位

点，基因序列后引入单酶切位点的方法先将该基因连入表达

载体，之后再将 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子连入表达载体，然后构建了
同时带有该启动子和 ＺｍＡＳＲ１基因的植物表达载体，该方法
与先将２个基因连接在一起再连入表达载体的方法相比简单
易行，并且不容易出现碱基错配的情况，也不用调节被引入基

因的浓度比例等问题。该表达载体的构建为获得转基因玉米

株系并进一步研究玉米ＺｍＡＳＲ１转录因子基因的功能及应用
奠定了基础。

４　结论

本研究从玉米自交系 Ｂ７３中克隆了 ＺｍＡＳＲ１基因，序列
分析结果表明，该基因 ＤＮＡ全长为１３８１ｂｐ，包含１个长度
为１３１ｂｐ的内含子序列，ｃＤＮＡ全长为１２５０ｂｐ，包含９７ｂｐ
的５′非编码区，７３６ｂｐ的３′非编码区和４１７ｂｐ的开放阅读
框，存在１个完整的开放阅读框４１７ｂｐ，编码１３８个氨基酸；
氨基酸序列分析表明其具有 ＡＳＲ家族典型的保守结构域
ＡＢＡ＿ＷＤＳ；没有跨膜结构域，没有信号肽，是一个亲水的可溶
性蛋白质；预测其定位在细胞核；在 Ｎ端和 Ｃ端各有１个较
为保守的区域，位于Ｎ端的是编码该家族成员所特有的依赖
于Ｚｎ２＋的ＤＮＡ结合位点，而位于 Ｃ端的则有１个核定位信
号；ＺｍＡＳＲ１与单子叶植物甘蔗的亲缘关系最近，其次与大
麦、小麦和水稻等单子叶植物的亲缘关系较近，而与花生、大

豆、马铃薯和番茄等双子叶植物的亲缘关系较远。根据

Ｃｏｒｎｅｊｏ发表的Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子的序列，设计引物从玉米自交
系Ｂ７３中克隆出该启动子，测序证明与发表的序列具有９８％
的同源性，并构建了同时带有该启动子和 ＺｍＡＳＲ１基因的植
物表达载体。
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葛晓霞．柑橘ＣｉｔＳＥＲＫ－ＬＩＫＥ基因原核表达载体的构建与表达［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（４）：２２－２４．
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柑橘 ＣｉｔＳＥＲＫ－ＬＩＫＥ基因原核表达载体的构建与表达
葛晓霞

（武汉生物工程学院应用生物技术研究中心，湖北武汉４３０４１５）

　　摘要：用 ＲＴ－ＰＣＲ扩增伏令夏橙体细胞胚发生类受体蛋白激酶（ｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ，
ＳＥＲＫ）基因ＯＲＦ区全长，克隆入载体，酶切后亚克隆入原核表达载体，并用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ观察 ＣｉｔＳＥＲＫ－ＬＩＫＥ基因的
原核表达情况。结果显示，成功构建了ｐＥＴ－ＣｉｔＳＥＲＫ１－ｌｉｋｅ原核表达重组质粒，该重组质粒在大肠杆菌中可经ＩＰＴＧ
诱导表达分子量约为６９ｋｕ的融合蛋白，与预测蛋白一致。
　　关键词：柑橘；ＣｉｔＳＥＲＫ１－ｌｉｋｅ；表达载体；构建；原核表达
　　中图分类号：Ｓ１８８；Ｓ６６６．０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０４－００２２－０３

收稿日期：２０１５－０３－１３
基金项目：国家自然科学基金青年基金（编号：３１２０１６１１）。
作者简介：葛晓霞（１９８１—），女，山西阳泉人，博士，讲师，研究方向为
柑橘分子育种。Ｔｅｌ：（０２７）８９６４５５３２；Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｅｘｉａｏｘｉａ１５＠
ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　植物体细胞胚胎发生作为植物细胞全能性的一种表达方
式，是高等植物合子胚发育早期事件中基因表达调控研究的

理想模型［１］。体细胞胚发生类受体蛋白激酶（ｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙ
ｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ）是在体细胞胚发生过程中发挥
重要作用的一类激酶，属于 ＬＲＲ－ＲＬＫ亚家族。Ｓｃｈｍｉｄｔ等
首先从胡萝卜悬浮培养的胚性细胞中分离出第１个 ＳＥＲＫ基
因，并发现它只在胚性细胞内表达且只表达到体细胞胚的球

形期［２］。在其他物种中，体细胞胚发生过程与 ＳＥＲＫ基因紧
密地联系在一起，相继在多个物种中克隆并鉴定了 ＳＥＲＫ基
因，如鸭茅［３］、苜蓿［４－５］、水稻［６］、小麦［７］、马铃薯［８］、柑

橘［９－１０］、仙客来［１１］、菠萝［１２－１３］等。

本研究在前期克隆获得柑橘体细胞胚发生类受体蛋白激

酶基因 ＣｉｔＳＥＲＫ１－ｌｉｋｅ的基础上［１０］，构建了 ＣｉｔＳＥＲＫ１－ｌｉｋｅ
的原核表达载体，为今后大量表达、纯化 ＣｉｔＳＥＲＫ１－ｌｉｋｅ蛋白
和开展相关的功能研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　ｐＭＤ－ＣｉｔＳＥＲＫ１－ｌｉｋｅ克隆载体的获得
根据ＧｅｎＢａｎｋ登录的 ＣｉｔＳＥＲＫ－ｌｉｋｅ基因序列 （登录号

为ＦＪ８５１４２２），设计正反向引物，ＦＰ：５′－ＡＴＧＡＡＧＡＣＴＡＡＧ
ＧＴＴＴＧＧＧＣＴ－３′；ＲＰ：５′－ＴＣＡＣＣＴＴＧＧＡＣＣＡＧＡＴＡＡＣＴＣ－
３′。ＰＣＲ反应在 ＰＴＣ－２００Ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ中进行。２０μＬ反应
体系为：０．２μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１ＵＥｘＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶 （ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ），１×ｂｕｆｆｅｒ，正反向引物各
０．４μｍｏｌ／Ｌ，５０ｎｇ模板ｃＤＮＡ。扩增程序为：９４℃变性
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