
书书书

邵铁梅，安胜军，仵　陶，等．油菜油体蛋白基因启动子的克隆及在油葵中的功能验证［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（６）：７１－７３．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０６．０１７

油菜油体蛋白基因启动子的克隆

及在油葵中的功能验证

邵铁梅，安胜军，仵　陶，焦　展，李　雪，刘　培，柴锡庆，高维娟
（河北化工医药职业技术学院／河北省高校生物反应器与蛋白类药物应用技术研发中心，河北石家庄０５００２６）

　　摘要：利用ＰＣＲ技术，从油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）基因组ＤＮＡ中克隆２０ｋｕ油体蛋白基因上游９０３ｂｐ的调控序
列ＮＯＰ，将其与ＧＵＳ基因融合构建植物表达载体，利用花粉管通道法转化油葵并进行ＰＣＲ扩增，组织化学染色检测启
动子和ＧＵＳ基因在油葵基因组中的整合和表达情况。结果表明，ＮＯＰ序列１～９０３ｂｐ与报道序列同源性为９５％，包
含驱动基因表达的重要元件及驱动基因在种子中特异表达所必需的核苷酸序列；目的片段已整合到油葵基因组中，

ＮＯＰ具有种子特异性启动子的功能，能够驱动ＧＵＳ基因在油葵种子中特异性表达，而在油葵根、茎、叶中均不表达。
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　　植物油体表达体系是以种子特异性基因为启动子，驱动
目的蛋白基因与油体蛋白基因在植物油体中融合表达，获得

转基因植物种子，粉碎种子并离心，回收上层油，利用油体亲

脂疏水性去除种子中大部分非目标成分，进一步获得纯化的

目的蛋白，使蛋白的分离纯化成本得到显著降低［１］。油用向

日葵（ＨｅｌｉａｎｔｈｕｓａｎｎｕｕｓＬ．）简称油葵，是世界第二大油料作
物，也是我国四大油料作物之一［２］，因其产量和含油率高，被

认为是构建植物油体表达体系较为理想的植物。另外，油葵

是一种耐旱作物，可在盐碱地、干旱地区甚至沙漠等恶劣环境

下种植，不仅不会与粮食“争地”，还有利于提高我国山岭薄

地、干旱贫瘠地块的利用率，适于大面积推广，有助于缓解我

国耕地紧张的压力。目前，成功用于构建植物油体表达体系

的种子特异性启动子有油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）油体蛋白基
因启动子、菜豆蛋白基因启动子、拟南芥油体蛋白基因启动子

等。油菜油体蛋白基因启动子驱动一种新型降钙素基因，与

芝麻油体蛋白基因在棉花种子和油菜种子中成功融合表

达［３］；菜豆蛋白基因启动子驱动拟南芥１８ｋｕ油体蛋白单链
抗体和阿朴脂蛋白ＡＩ米兰突变体，与融合基因在红花种子中
表达［４］；拟南芥油体蛋白基因启动子驱动拟南芥油体蛋白基

因和水蛭素基因在油菜种子中融合表达［５］。驱动外源基因

在油葵种子中特异表达的研究比较少。

油菜是我国非常重要的油料作物，油菜籽含油量高达

４２％～４５％，油菜２０ｋｕ油体蛋白是２４ｋｕ油体蛋白含量的

１０倍，贾世荣等成功利用２０ｋｕ油体蛋白基因在油菜和棉花
种子中驱动外源基因的表达［３］。本试验从油菜基因组 ＤＮＡ
中克隆油菜 ２０ｋｕ油体蛋白基因上游 ９０３ｂｐ的调控序列
ＮＯＰ，构建植物表达载体并转化油葵，经检测，该启动子能驱
动ＧＵＳ基因在油葵种子中的特异表达。这为油葵植物生物
反应器的构建提供了优良的备选启动子资源，同时也为油葵

的油脂基因工程改良提供了候选启动子。

１　材料与方法

１．１　试验材料、菌株与质粒
植物材料为“精选”油葵品种的恢复系，由河北华丰种业

开发有限公司惠赠。双元表达载体 ｐＢＩ１２１：ＧＵＳ，由 ｐＣＡＭ
ＢＩＡ１３０１中的 ＧＵＳ基因替换 ｐＢＩ１２１中的 ＧＵＳ基因，河北化
工医药职业技术学院实验室构建保存；大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受态细胞，购自博迈德生物科技有限公司；限制
性内切酶、连接酶，购自宝生物工程（大连）有限公司；ＫＯＤ－
ｐｌｕｓ，购自东洋纺（上海）生物科技有限公司；ＴａｑＤＮＡ聚合
酶，购自鼎国生物技术公司。琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、
质粒提取试剂盒，购自天根生物科技（北京）有限公司；卡那

霉素 （ｋａｎａｍｙｃｉｎ），购自Ｒｏｃｈｅ公司。
１．２　油菜基因组的提取

采用ＳＤＳ法［６］提取油菜基因组。

１．３　ＰＣＲ扩增和植物表达载体ｐＮＯＰ：ＧＵＳ的构建
依据ＧｅｎＢａｎｋ发表的油菜 ２０ｋｕ油体蛋白基因启动子

（序列号：ＡＦ１３４４１１）设计上下游引物，引物为：ＮＯＰＦ：５′－
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＣＡＡＣＧＴＧＧＴＣＧＧＡＴＣＡＴＧＡＣＧ－３′；ＮＯＰＲ：
５′－ＣＧＣ－ＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＧＡＧＡＧＡＧＡＴＣＧＡＡＧＡＧ－３′（下
划线为酶切位点）；在上下游引物上分别引入ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨ
Ⅰ酶切位点，以油菜品种青油１４的基因组ＤＮＡ为模板，扩增
油菜油体蛋白基因启动子；ＰＣＲ扩增产物经限制性内切酶
ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ酶处理，插入ｐＢＩ１２１：ＧＵＳ的ＨｉｎｄⅢ位点和
ＢａｍＨⅠ位点之间，获得植物表达载体 ｐＮＯＰ：ＧＵＳ；对２个阳

—１７—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期



性克隆由上海生物工程技术有限公司进行测序验证。

１．４　油葵的转化
参照刘芳等的方法［７］，采用花粉管通道法转化精选油葵

恢复系。

１．５　转基因油葵的ＰＣＲ检测与组织化学分析
以ＳＤＳ法小量提取转基因油葵Ｔ１代幼苗基因组ＤＮＡ为

模板，ＮＯＰＦ、ＮＯＰＲ为引物进行ＰＣＲ检测，鉴定获得转化植
株；依据 Ｒｕｅｂ等的方法［８］，对转化植株的根、茎、叶、种子进

行ＧＵＳ检测，以验证ＮＯＰ启动子的功能。

２　结果与分析

２．１　启动子片段的克隆、植物表达载体 ｐＮＯＰ：ＧＵＳ的构建
及启动子序列分析

试验结果表明，以油菜青油１４品种基因组 ＤＮＡ为模板
进行 ＰＣＲ扩增，经琼脂糖凝胶电泳检测发现，扩展产物有１
条约０．９ｋｂ的扩增条带，将该片段插入 ｐＢＩ１２１：ＧＵＳ的 Ｈｉｎｄ
Ⅲ和ＢａｍＨⅠ位点之间，可获得植物表达载体 ｐＮＯＰ：ＧＵＳ，经
ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双酶切鉴定，获得预期大小０．９ｋｂ的目的
片段（图１），这说明该植物表达载体构建正确。将ＮＯＰ核苷
酸序列在ＮＣＢＩ中运用 Ｂｌａｓｔ进行比对，结果显示，ＮＯＰ与油
菜油体蛋白基因的启动子序列同源性为９５％，这说明ＮＯＰ是
油菜２０ｋｕ油体蛋白基因的启动子。ＮＯＰ核苷酸序列经
Ｐｌａｃｅ数据库查询分析，结果表明，此序列包含ＴＡＴＡ－ｂｏｘ，可
能序列为ＡＴＡＴＡＴ，位于８１７～８２２位，主要功能是保证转录
得以精确起始；包含ＡＢＲＥＳ元件，可能序列为ＡＣＡＣＧＴＧＧＣ，
位于７５８～７６６位，在生长组织中介导脱落酸（ＡＢＡ）应答，是
种子成熟阶段不可缺少的顺式调控元件之一；含有１个 Ｇ－
ｂｏｘ，可能序列为ＴＧＡＣＧＴＧＧ，位于５３６～５４３位，这在种子特
异性启动子中普遍存在，高度保守，是光调控的应答元件，对

种子特异基因的表达在时间和空间上起到重要的顺式调节作

用，发生突变的种子特异性启动子将丧失大部分活性［９］；包

含２个 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ，可能序列为 ＣＡＡＡＴ，位于 ６６９～６７３、
３５９～３６３位，存在比较广泛，与基因表达的种子特异性和活
性相关，主要起数量调节作用［１０－１１］；包含１个Ｉ－ｂｏｘ，序列为
ＴＴＴＣＡＡＡ，位于６６６～６７２位。

２．２　转基因油葵的获得
经花粉管通道法转化精选油葵恢复系，将收获的种子进

行种植，每株取幼嫩真叶提取基因组，ＰＣＲ检测，结果表明，

扩增产物得到约０．９ｋｂ的特异条带，与以ｐＮＯＰ：ＧＵＳ为模板
的阳性对照扩增结果一致，这初步说明目的片段已整合到油

葵基因组ＤＮＡ中。
２．３　转基因油葵的ＧＵＳ检测

为验证所克隆启动子的功能，取转基因油葵植株不同部

位的组织进行 ＧＵＳ检测，结果表明，启动子驱动下的基因不
能在油葵根、茎和叶中表达，只能在油葵种子中表达（图２）。
这说明油菜油体蛋白基因启动子可以驱动外源基因在油葵种

子中特异表达。

３　结论与讨论

油菜籽粒含油量高，２０ｋｕ油体蛋白是２４ｋｕ油体蛋白含
量的１０倍，因此，２０ｋｕ油体蛋白基因的启动子被推测是一个
较强的种子特异性启动子，朱亚兰等克隆了该基因并构建了

植物表达载体［１２］。本试验从青油１４中克隆了油菜油体蛋白
启动子，包含基因表达的重要特征元件及 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ、
ＡＢＲＥＳ、Ｇ－ｂｏｘ、Ｉ－ｂｏｘ、ＣＡＡＴ－ｂｏｘ等种子特异表达所必需
的核苷酸序列，与 ＧｅｎＢａｎｋ中序列号为 ＡＦ１３４４１１的油菜
２０ｋｕ油体蛋白基因启动子同源性为９５％，与刘昱辉等克隆
到的油菜油体蛋白基因启动子［１３］同源性为１００％。在此基础
上，构建油菜油体蛋白启动子与 ＧＵＳ基因融合表达载体，转
化油葵，经组织化学染色，结果表明，该启动子可以驱动 ＧＵＳ
基因在油葵种子中的特异表达，这为油葵利用转基因技术构

建生物反应器和油脂基因工程改良奠定了基础。

本研究选用花粉管通道法转化油葵，该方法有效地利用

了自然生殖过程，可直接得到转化种子，无需进行繁琐的组织

培养。但是，花粉管通道法也有缺点，由于将基因导入受体基

因组会引起性状的大量分离，需要经过多代的自交纯化，才能

得到目标性状稳定的纯合后代［１４］。本试验主要目的是为研

究油菜油体蛋白基因启动子能否驱动外源基因在油葵种子中

的特异性表达，采用花粉管通道转化是一种较快较好的选择，

且也获得了比较理想的试验结果。
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　　摘要：Δ６－脂肪酸脱氢酶（Δ６ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，Ｄ６Ｄ）是不饱和脂肪酸合成途径中的限速酶。以高等植物千里光为材
料，通过构建全长ｃＤＮＡ文库克隆得到脂肪酸脱氢酶基因（Ｄ６Ｄ），明确了 Ｄ６Ｄ基因的氨基酸保守基元序列（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｍｏｔｉｆ，ＣＳＭ）对蛋白质功能结构域的决定作用。结果显示，千里光Ｄ６Ｄ基因由４６６个氨基酸残基组成；预测蛋
白分子量为５３．４０ｋｕ，理论等电点为８．４８；进化树和序列比对结果提示３个富含Ｈｉｓ的保守基元序列（ＨｉｓⅠ －片段、
ＨｉｓⅡ－片段、ＨｉｓⅢ－片段）在不同物种中表现出高度保守性；三维结构预测结果表明，Ｄ６Ｄ基因的保守结构域以及一
个类似于细胞色素（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ，ｃｙｔ）ｂ５的血红素结合区是形成底物结合部位和酶催化活性中心的结构基础。
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　　脂肪酸脱氢酶是多不饱和脂肪酸合成途径中的关键酶，
分为可溶性脱氢酶和膜结合脱氢酶，其中膜结合脱氢酶又可

分为羧基定向的脂肪酸脱氢酶（“ｆｒｏｎｄ－ｅｎｄ”脱氢酶）和甲基
定向的脂肪酸脱氢酶［１］。脂肪酸脱氢酶结构上都有３个保守
的组氨酸富集区，除此之外羧基定向的脱氢酶 Ｎ端还有１个
类似于细胞色素ｂ５Ｃｙｔｂ５的血红素结合区（ＨＰＧＧ）

［２－３］。

Δ６－脂肪酸脱氢酶（Ｄ６Ｄ）属于羧基定向的膜结合脱氢
酶，它以ＮＡＤＨ、细胞色素ｂ５氧化还原酶和细胞色素 ｂ５作为

电子供体催化甘油脂中的脂肪酸脱氢［４］。Δ６－脂肪酸脱氢
酶具有催化亚油酸、α－亚麻酸分别脱氢形成 γ亚麻酸和十
八碳四烯酸的功能［５］。

千里光（ＳｅｎｅｃｉｏｓｃａｎｄｅｎｓＢｕｃｈ．－Ｈａｍ．ｅｘＤ．ＤＯ）为菊
科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ），属多年生草本植物，它是中国传统中药之
一，具有清热解毒、明目、杀虫、保肝、凉血、驱风除湿、抗菌、抗

钩端螺旋体等诸多功效［６－７］。迄今为止，已经从蓝细菌［８］、黑

茶子［９］、深黄被孢菌［１０］、高山被孢菌［１１］、月见草［１２］、假狼紫

草［１３］、雅致枝霉［１４］、卷枝毛霉［１５］、少根根霉［１６］中克隆到

Δ６－脂肪酸脱氢酶。尽管Δ６－脂肪酸脱氢酶基因在微生物
和植物等不同物种中已有报道［１］，目前，关于Ｄ６Ｄ基因高级结
构和功能关系的研究尚少，该基因在菊科植物的相关研究也未

见报道。本研究率先开展药用植物千里光Δ６－脂肪酸脱氢酶
基因的功能研究，分析了该蛋白理化性质和保守基序对功能结

构域的决定作用，为深入了解高等植物多不饱和脂肪酸

（ＰＵＦＡｓ）合成的次生代谢途径和蛋白质组学研究提供依据。

—３７—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期


