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　　摘要：启动子决定了基因的组织器官表达特异性及其在环境、内源激素作用下的诱导型表达，因此对启动子的分
析有利于解析基因的表达模式及功能。对玉米 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子控制的 ｎｐｔＩＩ抗性基因添加适宜的酶切位点，连接到
ｐＧＷＢ４３３双元载体中，构建目标表达载体 ｐ１４７８１ｐｒｏ－ＧＵＳ。该载体具有适于在禾谷类作物中筛选转基因植株的
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｎｐｔＩＩ组件、启动子高效克隆的Ｇａｔｅｗａｙ组件，且整合进载体的启动子可控制报告基因 ＧＵＳ的表达，以确定
启动子的转录调控模式，因而能够更加深入便捷地研究禾谷类作物重要性状相关基因的启动子，推动针对重要性状的

分子遗传改良。
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　　目前，应用于双子叶转基因体系中启动子分析的载体非
常丰富，如 ｐＧＷＢ系列载体，研究也已非常完备。而单子叶
植物转基因体系的研究尽管已取得很好进展，但适于单子叶

特别是禾谷类作物启动子研究的载体却非常有限。

在植物表达载体中广泛应用的启动子是组成型启动子，

例如，绝大多数双子叶转基因植物均使用 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子，

禾谷类转基因植物主要使用来自玉米的 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子［１］

和来自水稻的ＡｃｔｉｎＩ启动子［２］。在这些组成型表达启动子

的控制下，外源基因可在转基因植物的所有部位和所有发育

阶段表达［３］。

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子是一个在禾谷类作物中有较强表达的启
动子，Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子来自玉米多聚泛素蛋白基因（ｍａｉｚｅ
ｐｏｌｙｕｂｉｇｅｎｅ），它实际上包括 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ基因的启动子区、５′非
翻译区和第一内含子。研究表明，Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子在禾谷类
作物中能组成型过量表达，表达效率高于３５Ｓ启动子［４］。

ＧＵＳ的基因 ｇｕｓＡ（又称 ｕｉｄＡ）来自大肠杆菌菌株 Ｋ１２。
Ｎｏｖｅｌ等研究并克隆了含有ｕｉｄＡ基因的ＤＮＡ片段，对其调控
部分进行了分析［５－７］。Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ等进行了ｕｉｄＡ基因的序列分
析，该基因编码区长１８０９ｂｐ，并由此发展了ｕｉｄＡ基因作为一
个基因融合标记，使其得到了更广泛的应用［８］。该酶与５－
溴－４－氯 －３－吲哚基 －β－Ｄ－葡糖苷酸环己胺盐（Ｘ－
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Ｇｌｕｃ）底物发生蓝色沉淀反应，检测容易、高效、方法多样，且
灵敏度高于ＧＦＰ检测［９］。ＧＵＳ基因作为基因融合的标记，最
初应用于大肠杆菌。后来发现几乎所有的高等植物，特别是

已研究的烟草、矮牵牛及拟南芥等，都很少或几乎没有 ＧＵＳ
活性［１０］，因此 ＧＵＳ基因被广泛用作转基因植物中的报告
基因。

相对于传统的使用限制性内切酶构建表达载体，由

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司开发的Ｇａｔｅｗａｙ克隆技术得到广大研究者的认
同和青睐。该技术基于Ｋ噬菌体位点特异性重组原理［１１］，其

优点在于可以在不同的克隆载体之间实现ＤＮＡ片段的转移，
并保持基因定位和阅读框架不发生改变。对于研究者来说，

这项技术是进行载体构建的入门技术，简便易行。

本研究拟通过构建表达载体ｐ１４７８１ｐｒｏ－ＧＵＳ，建立适用
于禾谷类作物高效启动子功能分析的载体系统和评价体系。

应用本载体，可通过 Ｇａｔｅｗａｙ克隆技术高效克隆目标启动子
序列，由于Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子和 ｎｐｔＩＩ抗性基因的结合，易于对
禾谷类作物转基因株系进行筛选鉴定。此外，利用ＧＵＳ报告
基因的表达水平来衡量启动子的功能，也方便了启动子功能

的鉴定。对禾谷类作物重要性状相关基因进行启动子研究，

对推动针对重要性状的分子遗传改良有重要的理论和应用

意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
质粒ｐＧＷＢ４３３、ｐＥＡＳＹ－ｕｂｉ－ｎｐｔⅡ 均为笔者实验室保

存，ｕｂｉ代表Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子序列，ｎｐｔⅡ 代表新霉素磷酸转
移酶基因（ＮｅｏｍｙｃｉｎＰｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅⅡ，ＮＰＴⅡ）。

大肠杆菌菌株（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α、ＤＢ３．１感受态细胞购自天
根生化科技（北京）有限公司。

１．２　试剂和生物学软件
Ｐｈｕｓｉｏｎ超保真 ＤＮＡ聚合酶和限制性内切酶购自 Ｎｅｗ

ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ载体购自普洛麦格（北
京）生物技术有限公司。琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒购自
宝生物工程（大连）有限公司，质粒提取试剂盒和特异性引物

购自生工生物工程（上海）股份有限公司，生物信息学研究所

用软件为Ｇｅｎｅｉｏｕｓ８、ＶｅｃｔｏｒＮＴＩＡｄｖａｎｃｅｄ１１。
１．３　方法
１．３．１　ｐＧＵＮ载体的构建　首先合成２条寡核苷酸序列（Ａｓｃ
Ⅰ －Ｕ－ｎｐｔⅡ Ｆ：５′－ＴＡＴＧＧＣＧＣＧＣＣＡＧＴＧＣＡＧＣＧＴＧＡＣ
ＣＣＧＧＴＣ－３′；ＳａｃⅡ －Ｕ－ｎｐｔⅡ Ｒ：５′－ＡＡＧＣＣＧＣＧ
ＧＴＣＧＡＴＣＴＡＧＴＡＡＣＡＴＡＧＡＴＧＡＣＡＣＣＧＣ－３′），利用 ＰＣＲ从
克隆载体 ｐＥＡＳＹ－ｕｂｉ－ｎｐｔⅡ 上扩增出目的片段 ｕｂｉ＋
ｎｐｔⅡ，且两端具有ＡｓｃⅠ、ＳａｃⅡ酶切位点。

ＰＣＲ扩增反应体积为 ２０μＬ，反应体系中含 １×ｂｕｆｆｅｒ，
２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．４μｍｏｌ／Ｌｐｒｉｍｅｒ，０．４ＵｐｈｕｓｉｏｎＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，１００ｎｇ质粒ＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增，回收ＰＣＲ产物，
电泳检测。

进行 ＴＡ克隆反应，将回收产物连接到载体 ｐＧＥＭ－Ｔ
ｅａｓｙ上，热激转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞。挑取阳性克
隆，摇菌培养，用质粒提取试剂盒收集质粒ｐＧＵＮ。
１．３．２　ｕｂｉ－ｎｐｔⅡ 片段与 ｐＧＷＢ４３３载体的组装　将 ｐＧ

ＷＢ４３３和ｐＧＵＮ进行双酶切反应。酶切先用 ＳａｃⅡ在３７℃
反应３０ｍｉｎ，再加入１μＬＡｓｃＩ３７℃反应４０ｍｉｎ，电泳检测。
用琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒回收，产物通过 Ｔ４ＤＮＡ连接
酶连接，连接体系于２５℃反应１ｈ后，转化大肠杆菌 ＤＢ３．１
感受态细胞。菌落ＰＣＲ验证转化反应产物，挑取验证正确的
克隆进行测序（北京六合华大基因科技股份有限公司），具体

的载体构建思路见图１。

２　结果与分析

２．１　ｐＧＵＮ载体的构建
为了进行双酶切反应，首先设计合成了包含ＡｓｃⅠ、ＳａｃⅡ

位点的１对引物，得到了ｐＧＵＮ载体。
２．２　ｐ１４７８１ｐｒｏ－ＧＵＳ载体构建

ＡｓｃＩ对质粒 ｐＧＷＢ４３３和 ｐＧＵＮ进行单酶切，ＳａｃＩＩ对酶
切之后的片段再次酶切，结果见图２。取ＳａｃＩＩ／ＡｓｃＩ酶切回收
后的片段，按照大约１∶１的分子比在 Ｔ４ＤＮＡ连接酶催化下
进行定向重组，菌落ＰＣＲ结果见图３。把菌落ＰＣＲ筛选出的
质粒进行测序，做进一步验证，测序结果正确（测序图未显

示），ｐ１４７８１ｐｒｏ－ＧＵＳ载体见图４。
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３　讨论

启动子决定了基因的表达模式，包括在组织器官的表达

特异性和在诱导物作用下的诱导型表达，因此对启动子功能

分析有利于解析基因的生物学功能。外源基因在受体植物内

持续、高效地表达不但造成能量浪费，往往还会引起植物的形

态和生长发育的改变。为了使外源基因在植物体内有效发挥

作用，同时又可减少对植物的不利影响，目前人们对诱导型及

特异表达型启动子的研究和应用越来越重视，而作物与粮食

安全和人类生活质量密切相关，对禾谷类作物启动子的研究

与特异性启动子的筛选越来越重要。

本研究选用Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子调控抗性基因的表达，与已
有的表达载体多采用 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子相比，抗性基因的表
达水平可明显提高［４］，对于遗传转化效率普遍较低的禾谷类

作物，能更有效地筛选出阳性植株，辅助 ＰＣＲ进行筛选阳性
植株会提高筛选效率［１２］。

该载体对启动子分析的元件为ｇｕｓＡ基因，与此前笔者实
验室构建的ｐＵＫＧＦ载体同为研究禾谷类作物启动子功能的
表达载体［１３］。在应用中将２个载体进行比较可知：ｐＵＫＧＦ可
对活体植物进行连续活体观察，观测手段简单，但对具有自发

荧光的组织就无法准确进行此类分析。Ｊｏｒｄａｎ观测到在１株
转基 因 小 麦 的 不 同 胚 中 ＧＦＰ强 度 有 明 显 差 异［１４］；

ｐ１４７８１ｐｒｏ－ＧＵＳ则需要经过Ｘ－Ｇｌｕｃ组织化学染色，步骤较
荧光观测繁琐，且为破坏性试验，植物不可继续生长发育，但

对ＧＵＳ酶的放大作用与植物自身无 ＧＵＳ活性，检测效果灵
敏，肉眼即可观测结果，因此应用范围更广泛［９］。在观测根

系等组织特异表达的启动子效率时可采用 ｐ１４７８１ｐｒｏ－ＧＵＳ
载体。笔者所在研究组已经成功采取 ＧＵＳ染色评价表达载
体ｐＫＩＧＷ在拟南芥中的应用效果［１５］。

近年来，农杆菌介导转化禾谷类作物的成功，为进行基因

功能分析奠定了基础［１６－１７］。本研究中构建的ｐＵＫＧＳ载体可
以利用Ｇａｔｅｗａｙ技术克隆目的片段，分析启动子功能的载体
的核心元件为ａｔｔＲ１－Ｃｍｒ－ｃｃｄＢ－ａｔｔＲ２－ｔａｇ－ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ，该
表达载体即可用于下游植物遗传工程中的“后基因组研

究”［１８］，大大提高了克隆效率，可作为禾谷类作物遗传转化中

的首选。

该载体系统所选择的质粒重组技术、报告基因、抗性标记

基因，均是目前国际、国内植物转基因领域应用最多的元件，

尤其是由Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子调控抗性标记基因，能在禾谷类作
物的阳性植株筛选上发挥独特作用。
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