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　　摘要：为研究油菜ＡＳＬ基因（ＢｎＡＬＳ）启动子的功能，根据油菜基因组信息，提取得到 ＢｎＡＳＬ基因上游区域的碱基
序列，通过设计特异性引物对，利用ＰＣＲ扩增克隆得到大小为１０４８个碱基的片段。序列分析结果显示，该序列富含
ＴＡＴＡｂｏｘ和ＣＡＡＴｂｏｘ等启动子核心调控序列，并有多个与逆境、激素、光响应等表达相关的顺式作用元件，如 ＭＢＳ
元件、ＡＢＲＥ元件、ＨＳＥ元件 ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡ－ｍｏｔｉｆ等。为了进一步研究其启动子功能，将其与β－葡萄糖苷酸酶
（ＧＵＳ）基因融合，构建了植物表达载体 ｐ１３０４－Ｐ，通过根癌农杆菌介导法转化烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ），对 ＰＣＲ
阳性的再生烟草苗进行ＧＵＳ组化分析，检测ＧＵＳ基因在转基因烟草中的瞬时表达情况。结果表明，克隆的 ＢｎＡＳＬ基
因上游序列能够驱动ＧＵＳ基因在烟草根、茎、叶等组织中的表达，推测油菜ＡＬＳ基因上游的１０４８ｂｐ片段具有组成型
表达的启动子功能。
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　　油菜是世界上最主要的油料作物之一，也是我国重要的
油料作物。我国油菜面积、总产量约占世界的１／３，是最大的
油菜生产国。油菜油约占我国食用油市场的５０％，是我国最
主要的食用植物油。鉴于油菜在油料作物中的重要地位，油

菜科学的研究一直受到学者们的高度重视。过去几十年来，

油菜遗传改良已经取得显著成果，高产、优质双低油菜品种在

生产上已经占据主导地位。近几年来，随着现代生物技术与

分子生物学研究的飞速发展，一些生物技术在油菜基础与应

用研究中也得到了广泛应用，如在油菜的分子标记辅助育种、

高密度遗传图谱构建、重要性状基因的遗传定位与克隆，以及

基因工程改良等研究领域都取得了显著进展。

　　有关油菜启动子的研究近几年来不断有报道。景寅利用
反向 ＰＣＲ方法扩增获得肌醇半乳糖苷合成酶基因
（ＢｎＧＯＬＳ１）的启动子，能驱动 β－葡萄糖苷酸酶（ＧＵＳ）基因
在油菜组织中表达［１］；朱斌等用ＰＣＲ扩增方法获得甘蓝型油
菜ＭＡＰＫ７基因家族的启动子［２］；王轩鹏等根据基因组序列获

得甘蓝型油菜ＲａｂＧＤＩ３基因的启动子，该启动子能驱动报告
基因ｇｕｓ仅在花药中特异性表达，是组织特异性启动子［３］；阳

永学等通过 ＰＣＲ克隆获得油菜半胱氨酸蛋白酶家族基因
ＢｎＣＰ５１的启动子序列，通过转基因功能验证该启动子仅在
花蕾、花药器官中表达，也是一种器官特异性表达启动子［４］；

邵铁梅等基于油菜基因组信息，利用ＰＣＲ方法克隆到油菜油
体蛋白基因的启动子，该启动子具有种子特异性表达特性，这

也是继油菜Ｎａｐｉｎ启动子后的又一个油菜种子特异性表达的
启动子［５］；肖旦望等用ＰＣＲ方法扩增获得油菜溶血磷脂酰转
移酶基因（ＬＰＡＴ）启动子［６］。随着相关研究的进一步开展，会

有越来越多的油菜启动子被发现与应用。

植物中乙酰乳酸合成酶（ＡＬＳ）是催化分支氨基酸如缬氨
酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成第一步的酶。研究发现，抑制

植物细胞内的ＡＬＳ活性，会阻碍支链氨基酸（缬氨酸、亮氨酸
和异亮氨酸）的生物合成，从而抑制植物细胞的分裂和生长，

严重的会导致植物死亡。基于这个原理，一些化学公司陆续

开发出了一系列 ＡＬＳ抑制剂类的除草剂并在生产上广泛应
用。此外，ＡＬＳ基因也受到生物学家的普遍关注，一些植物或
作物的ＡＬＳ基因被克隆［７－８］。研究发现，ＡＬＳ基因编码序列
发生碱基突变，则产生对ＡＬＳ抑制类除草剂的抗性［９－１０］。目

前在油菜基因组中已经发现的 ＡＬＳ基因有３个，即 ＢｎＡＬＳ１、
ＢｎＡＬＳ２、ＢｎＡＬＳ３［１１］。有关油菜 ＡＬＳ基因的研究多集中在其
抗除草剂的机制上，而关于 ＡＬＳ基因启动子的研究及应用则
鲜有报道。

本研究旨在克隆油菜 ＡＬＳ基因的启动子区域序列，并通
过转基因瞬时表达验证其启动子活性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　生物试剂　引物由南京擎科生物科技有限公司合成；
限制性内切酶系 ＮＥＢ公司产品（ＮＥＢＩｐｓｗｉｃｈ，ＵＫ）；高保真
ＤＮＡ聚合酶５×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕＰＣＲ试剂、凝胶回收试剂盒
ＥａｓｙＰｕｒｅ ＱｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ、Ｔ／Ａ克隆载体 ｐＥＡＳＹ－
Ｔ１Ｋｉｔ均为北京全式金生物技术有限公司产品；ＭＳ培养基系
青岛海博生物有限公司产品。

１．１．２　试验材料　油菜材料为江苏省农业科学院经济作物
研究所选育的抗除草剂品系Ｍ３４２；转基因受体材料为本氏烟
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（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ），由江苏省农业科学院种质资源与生
物技术研究所张保龙研究员提供。

１．２　试验方法
１．２．１　启动子序列克隆与启动子分析　根据油菜的 ＢｎＡＬＳ
基因序列，通过美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）检索其相应的油菜基因组
序列，提取ＢｎＡＬＳ基因编码区５′末端上游大约１０００个碱基
的序列，通过专业网站（ｈｔｔｐ：／／ｍｏｌｂｉｏｌ－ｔｏｏｌｓ．ｃａ／Ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ．
ｈｔｍ）进行启动子预测分析。然后选取上游富含启动子元件
的１０００ｂｐ左右的序列，设计特异性扩增引物，并添加限制性
内切酶位点，在上游引物的５′末端添加限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ
的酶切位点，在下游引物的５′末端添加ＮｃｏⅠ的酶切位点，引
物为ＰＦ（５′－ＡＡＧＣＴＴＧＴＧＧＡＧＣＴＧＡＴＣＴＴＡＣＣＧＡＣＣＧＡＡＣ－
３′）／ＰＲ（５′－ＣＣＡＴＧＧＧＧＴＴＡＧＡＧＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＡ－
３′）。　
１．２．２　启动子序列扩增、克隆、测序及分析　采用十六烷基
三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取油菜Ｍ３４２叶片的基因组ＤＮＡ。
以此为模板，用高保真ＤＮＡ聚合酶扩增油菜ＢｎＡＬＳ基因启动
子区域的碱基序列。扩增体系：１０μＬ５×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕ
Ｂｕｆｆｅｒ，１μＬ基因组ＤＮＡ，１μＬ１０μｍｏｌ／ＬＰＦ，１μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ
ＰＲ，５μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１μＬＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ聚
合酶，用ｄｄＨ２Ｏ补足总体积到５０μＬ。ＰＣＲ程序：９５℃３ｍｉｎ，
９５℃３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃，５ｍｉｎ。
用琼脂糖凝胶电泳检查扩增产物，胶回收纯化１ｋｂ左右的
ＰＣＲ产物并克隆到 Ｔ／Ａ载体 ｐＥＡＳＹ－Ｔ１上，转化大肠杆菌
ＤＨ５α，获得重组质粒 ｐＥＡＳＹ－Ｐ，挑取阳性克隆送南京擎科
生物科技有限公司测序。

　　通过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．
ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）对克隆到的油菜 ＢｎＡＬＳ基因上
游序列进行生物信息学分析。

１．２．３　启动子功能验证表达载体构建　将第１．２节克隆到
的启动子序列重组到 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４载体上 ＧＵＳ基因的 ５′
端，这样就构成了由 ＢｎＡＬＳ基因启动子驱动的 １个完整的
ＧＵＳ基因表达框。分别提取克隆载体ｐＥＡＳＹ－Ｐ质粒和由笔
者所在实验室保存的植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４质粒，用限
制性内切酶ＨｉｎｄⅢ、ＮｃｏⅠ双酶切质粒ＤＮＡ，回收从ｐＥＡＳＹ－
Ｐ质粒切下的大小约为１０００ｂｐ的片段，通过连接酶的作用，
将启动子序列重组到目标载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４的相应酶切位
点上。双酶切反应体系：总体积为５０μＬ，其中含有５μＬ缓
冲液、３０μＬ质粒ＤＮＡ溶液、２μＬＨｉｎｄⅢ、２μＬＮｃｏⅠ、１６μＬ
Ｈ２Ｏ，于３７℃放置６ｈ或过夜。酶切后，通过琼脂糖凝胶电
泳，回收相应的片段，进行连接反应，连接酶反应体系：总体积

为２０μＬ，含有５μＬ线性化载体 ＤＮＡ、５μＬ启动子 ＤＮＡ溶
液、２μＬＴ４连接酶缓冲液、２μＬＴ４连接酶、６μＬＨ２Ｏ，于
１６℃ 过夜。将连接反应产物用热激法转化大肠杆菌感受态
细胞ＤＨ５α，在含有卡那霉素（Ｋａｎ）的 ＬＢ培养基上于３７℃
培养过夜。

１．２．４　烟草转基因试验　为了进一步验证所克隆启动子的
生物学功能，将构建的表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｐ转入农杆
菌ＥＨＡ１０５，利用叶盘转化法转染烟草。具体试验过程如下：
１．２．５　农杆菌的准备　挑取携带载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｐ的

农杆菌ＥＨＡ１０５的单菌落，接种于５ｍＬ含有２０ｍｇ／Ｌ利福平
（Ｒｉｆ）和５０ｍｇ／ＬＫａｎ的ＬＢ液体培养基中，２８℃振荡培养过
夜。取活化过夜的农杆菌，按 １∶５０的比例稀释到含有
２０ｍｇ／ＬＲｉｆ和５０ｍｇ／ＬＫａｎ的ＹＥＢ液体培养基中，继续培养
至Ｄ６００ｎｍ约为０．６～０．８。于６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集菌
体，用 １／２ＭＳ液体培养基洗涤 １次菌体，并将其稀释至
Ｄ６００ｎｍ为０．３０～０．３５。
１．２．６　烟草叶盘的遗传转化　选取苗龄约为３０ｄ的烟草无
菌苗，在无菌条件下用手术刀切取大小约为０．８ｃｍ２的烟草
叶片为外植体，投入已经准备好的农杆菌菌液中，振荡侵染

５ｍｉｎ后，取出并用滤纸吸干附着于叶片表面的残液，然后放
在共培养基（１×ＭＳ，３％蔗糖，１％琼脂粉，２．０ｍｇ／ＬＢＡ，
０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ，ｐＨ值为５．８）上的暗处，温度设为２５℃，共培
养４８ｈ。
１．２．７　转基因烟草苗的再生　将共培养后的烟草外植体转
到芽诱导培养基（配方为１×ＭＳ＋３％蔗糖＋２．０ｍｇ／ＬＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋５００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素 ＋２０ｍｇ／Ｌ潮霉素 ＋
１％琼脂粉，ｐＨ值为５．８）上进行芽诱导培养，每隔２～３周继
代１次。继代用的培养基同芽诱导培养基。待不定芽长出
后，且芽长为１．０～１．５ｃｍ时，将芽切下换到生根培养基（配
方为１×ＭＳ＋３％蔗糖＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋５００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉
素＋２０ｍｇ／Ｌ潮霉素＋１％琼脂粉，ｐＨ值为５．８）上诱导生根。
１．２．８　转基因烟草植株的ＰＣＲ鉴定　取转基因处理的再生
烟草苗叶片，用 ＣＴＡＢ法提取基因组 ＤＮＡ，另取非转基因烟
草苗叶片 ＤＮＡ作为阴性对照。用特异性引物进行 ＰＣＲ鉴
定。引物序列：ＰＧＦ，５′－ＣＧＴＴＣＡＣＡＡＡＣＴＣＡＴＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣ－
３′；ＰＧＲ，５′－ＴＴＴＧＡＴＧＣＣＧＴＴＣＴＴＴＴＧＣＴＴＧＴＣＧ－３′。２０μＬ
扩增反应体系：１０μＬ２×Ｔａｇｍａｓｔｅｒｍｉｘ，１μＬＤＮＡ模板，
１μＬ引物ＰＧＦ，１μＬ引物 ＰＧＲ，７μＬＨ２Ｏ。反应程序：９４℃
４ｍｉｎ，９４℃４０ｓ，５５℃ ４０ｓ，７２℃ ４０ｍｉｎ，３５个循环；７２℃
５ｍｉｎ，用琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。
１．２．９　ＧＵＳ活性检测　用北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ生物科技有限公司
生产的 ＧＵＳ染色液试剂盒定性检测 ＧＵＳ基因的表达活性。
将转基因烟草 ＰＣＲ阳性单株幼苗完整取出，去除根部的琼
脂，用无菌水清洗后，将植株浸泡在ＧＵＳ显色液中，于室温下
放置３～６ｈ后，用无水乙醇进行脱色处理，镜检拍照。以非
转基因幼苗作为对照。

２　结果与分析

２．１　油菜ＡＬＳ基因启动子序列的克隆与分析
本研究根据ＢｎＡＬＳ基因上游序列设计特异性引物，通过

ＰＣＲ扩增油菜基因组ＤＮＡ的方法获得大小约为１０００ｂｐ的
片段，详见图１。对该片段进一步克隆、测序，实际获得长度
为１０４８ｂｐ的ＢｎＡＬＳ基因上游序列（序列１），详见图２。
　　通过ＰｌａｎｔＣＡＲＥ网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．
ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）对克隆到的 ＢｎＡＬＳ基因上游序
列进行生物信息学分析，结果显示，该序列含有与启动子相关

的多种顺式作用元件，如ＣＡＡＴ－ｂｏｘ、ＴＡＴＡ－ｂｏｘ等，表明该
序列具有真核细胞启动子的结构特征。部分顺式作用元件的

情况见表１。
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２．２　启动子功能验证表达载体的构建
为了进一步验证所克隆的 ＢｎＡＳＬ基因上游序列是否具

有启动子功能，将该序列重组到 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４载体上 ＧＵＳ
基因的５′－端，这样就构成了由ＢｎＡＬＳ基因的上游序列驱动
的１个完整的 ＧＵＳ基因表达框。分别提取获得的克隆载体
ｐＥＡＳＹ－Ｐ质粒和笔者所在实验室保存的植物表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４质粒，并用限制性内切酶ＨｉｎｄⅢ、ＮｃｏⅠ双酶切
质粒 ＤＮＡ，回收从 ｐＥＡＳＹ－Ｐ质粒上切下的大小约为
１０００ｂｐ的片段，重组到双酶切线性化的ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４载体
上，获得重组载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｐ。重组载体经限制性内
切酶酶切验证，可以得到１个大小约为１ｋｂ的片段，证明启

表１　ＡＬＳ启动子序列含有的主要相关顺式作用元件

元件名称 位置　　 序列 功能　　
ＡＢＲＥ－ｍｏｔｉｆ ３２８ｂｐ ＣＡＣＧＴＧ 脱落酸响应元件

Ｂｏｘ４ ２０２ｂｐ ＡＴＴＡＡＴ 光响应元件

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ ６９６、８４０ｂｐ ＣＡＡＡＴ 启动子区或增强子区域的顺式作用元件

８１０ｂｐ ＣＡＡＴ 启动子区或增强子区域的顺式作用元件

ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ ２９６ｂｐ ＣＧＴＣＡ 甲基茉莉酸响应元件

Ｇ－ｂｏｘ ３２８ｂｐ ＣＡＣＧＴＧ 顺式光响应元件

１００８ｂｐ ＣＡＣＧＴＴ 顺式光响应元件

ＨＳＥ ６３１ｂｐ ＡＧＡＡＡＡＴＴＣＧ 顺式热激响应元件

ＴＡＴＡ－ｂｏｘ １１６、１８３、１８６、４６５ｂｐ ＴＡＡＴＡ 启动子核心元件

５６２ｂｐ ＡＴＡＴＡＡ 启动子核心元件

６４７、６５０ｂｐ ＴＡＡＴＡ 启动子核心元件

６８７ｂｐ ＴＴＴＴＡ 启动子核心元件

７５３ｂｐ ＡＴＡＴＡＡ 启动子核心元件

８５８、９１２ｂｐ ＴＡＡＴＡ 启动子核心元件

９９６ｂｐ ＴＡＴＡＡＡ 启动子核心元件

ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ ５８６ｂｐ ＡＡＣＧＡＣ 生长素响应元件

ＭＢＳ ９７ｂｐ ＴＡＡＣＴＧ ＭＹＢ结合位点，参与干旱诱导过程
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动子序列已经重组到目标载体上（图３）。经测序分析可知，
所克隆的启动子序列准确插入相应的酶切位点，无缺失、错配

现象，表明该重组载体可以用于转基因功能的验证工作。

２．３　烟草转基因试验
为了进一步验证所克隆的油菜 ＢｎＡＬＳ基因上游序列的

启动子功能，将构建的表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｐ转入农杆
菌ＥＨＡ１０５，利用叶盘转化法转染烟草。烟草叶片经过农杆
菌侵染、抗性芽诱导、抗性芽生根等阶段的再生培养，最终获

得转基因烟草幼苗，其过程详见图４。
２．４　转基因烟草植株的ＰＣＲ鉴定

利用设计的特异性 ＰＣＲ引物扩增再生幼苗的基因组
ＤＮＡ，鉴定转基因阳性单株。由图５可以看出，经过ＰＣＲ检

测，有５株幼苗扩增到与质粒对照相同的阳性条带，２株幼苗
未扩增到相应的条带。

２．５　ＧＵＳ基因表达活性检测
以 ＰＣＲ结果为阳性的转基因再生烟草幼苗及非转基因

处理的烟草幼苗对照，用ＧＵＳ显色试剂盒进行ＧＵＳ基因表达
活性的定性检测。将烟草幼苗完整取出，浸泡在ＧＵＳ基因显
色液中，于室温下放置３～６ｈ后，用无水乙醇脱除背景色，如
果有ＧＵＳ基因表达活性，组织就会出现蓝色反应。结果显
示，转基因烟草全株均出现明显的蓝色反应，而非转基因幼苗

则呈淡淡的黄色，转基因烟草ＧＵＳ活性定性检测结果见图６。
以上结果表明，本研究克隆的 ＢｎＡＬＳ基因上游序列具有较强
的组成型表达活性，能驱动报告基因在烟草幼苗各个器官中

的表达。

３　讨论

与其他真核生物一样，植物启动子区域最具特征的就是

ＴＡＴＡｂｏｘ序列，这是ＲＮＡ聚合酶Ⅱ识别的位点，也是一些反
式作用因子与ＤＮＡ相互作用的位点之一。ＴＡＴＡｂｏｘ与转录

起始点之间的碱基长度是转录精确起始的必需因素，植物启

动子的 ＴＡＴＡｂｏｘ多在转录起始点上游（３２±７）ｂｐ处［１２］。

ＴＡＴＡｂｏｘ通过与转录因子ＴＦⅡＤ的识别结合而发挥功能，决
定ＲＮＡ聚合酶起始转录的位点，以及介导前转录复合物的形
成并起始转录；起始因子（ｉｎｉｔｉａｔｏｒ，简称Ｉｎｒ）是基因启动子核
心结构的第２种类型，与转录起始位点重叠［１３］。Ｉｎｒ元件并
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无十分严格的同源顺序，其中最关键的核苷酸是处于 ＋１位
置的Ａ和＋３位置的 Ｔ。Ｉｎｒ在功能上与 ＴＡＴＡ框类似，常通
过与ＴＦＩＩＤ的结合决定转录起始点的位置起始转录，并能介
导上游至少一部分激活因子的调控作用；ＣＡＡＴｂｏｘ是Ｓｈｉｒｓａｔ
等于１９８９年在豌豆ｌｅｇＡ基因启动子中发现的１个增强转录
的元件，一般位于 －７５ｂｐ附近，其保守序列为 ＧＧＣ／
ＴＣＡＡＴＣＴ［１４］。ＣＡＡＴｂｏｘ控制着转录起始的频率，其对基因
转录的激活作用存在双向性，且作用距离不固定；ＧＣｂｏｘ通
常位于－９０ｂｐ附近，保守序列为 ＧＧＧＣＧＧ，可有多个拷贝，
并能以任何方向存在而不影响其功能。Ｋｕｗａｈａｒａ等研究发
现，ＧＣｂｏｘ需要与另一特异的转录因子（ＳＰ１）结合才能促进
基因转录［１５］。植物启动子的顺式元件除了 ＣＡＡＴｂｏｘ和 ＧＣ
ｂｏｘ以外，不同来源的启动子通常还具有种属特异的或者仅
局限于某种基因家族特有的调节序列。

本试验根据油菜ＢｎＡＬＳ基因上游序列设计特异性引物，
通过ＰＣＲ扩增获得的ＡＬＳ基因上游的１０４８个碱基序列中包
含多个ＴＡＴＡｂｏｘ和ＣＡＡＴ－ｂｏｘ启动子核心序列，仅在正义
链上就检测到１１处ＴＡＴＡｂｏｘ序列和３个 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ，这些
启动子的核心序列可能决定了转录的起始、方向和转录效率。

根据植物基因转录起始位点通常与上游 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ的距离
为（３２±７）ｂｐ，以及转录起始碱基多为 Ａ碱基的规律，推测
本试验克隆的启动子起始位点可能是位于 １０２６ｂｐ或
１０２８ｂｐ处的Ａ碱基。此外，ＢｎＡＬＳ基因上游区域还含有其
他多种转录调控元件，主要有激素响应元件、脱落酸响应元件

ＡＢＲＥ－ｍｏｔｉｆ、甲基茉莉酸响应元件 ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ和生长素
等激素响应元件ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ，说明ＡＬＳ基因在激素响应过
程中可能起作用。此外，还有非生物胁迫响应元件 ＨＳＥ和
ＭＢＳ，因此可见，ＡＬＳ基因也可能参与干旱或热激反应的应
答。另外，还发现有多个光响应元件，暗示ＡＬＳ基因的表达可
能还受到光的调控。

人们研究启动子的目的主要是为了弄清一些结构基因的

表达与调控模式，除此以外，启动子在植物基因工程研究领域

也有重要的应用价值。启动子对外源基因的表达水平影响很

大，是基因工程表达载体的重要元件。目前在植物基因工程

中应用最多的启动子是来自花椰菜花叶病毒（ＣａＭＶ）的３５Ｓ
启动子和农杆菌胭脂碱合酶基因的 ｎｏｓ启动子［１６］。这２个
组成型表达的启动子常用于双子叶植物基因工程，而在单子

叶植物中应用较多的是来自玉米的Ｕｂｉ１启动子［１７］和水稻的

Ａｃｔ１启动子［１８］。人们不断开发研究新启动子应用于植物的

基因工程，目的是为了在植物中更高效地表达目的基因。重

复使用同一种组成型启动子驱动２个或２个以上的外源基因
表达可能会引起基因沉默或者发生共抑制［１９］。另外，将从病

毒基因组中克隆的启动子序列应用到植物基因工程中，可能

会引起人们对转基因植物生物安全性的担忧，因此，从植物本

身克隆活性强的组成型启动子也就成了植物基因工程研究的

一个重要方面。Ｓｈｉｒａｓａｗａ－Ｓｅｏ等从拟南芥中克隆了色氨酸
合成酶亚基（ＰＴＳＢ１）和植物光敏色素 Ｂ基因的启动子
（ＰＰＨＹＢ），替代ＣａＭＶ３５Ｓ的组成型启动子，二者分别与 ＧＵＳ
基因融合表达，活性甚至高于３５Ｓ启动子，驱动 ＮＰＴⅡ基因表
达，具有相同的效果，可以认为拟南芥的ＰＴＳＢ１和ＰＰＨＹＢ启动
子是植物来源的可替代３５Ｓ启动子的强组成型启动子［２０］。本

试验克隆到了ＢｎＡＬＳ基因启动子序列，通过生物信息学软件预
测了启动子元件组成，并构建了与ＧＵＳ基因融合的植物表达
载体，通过转基因烟草的瞬间表达分析，初步结果显示，所克隆

的启动子序列能驱动ＧＵＳ基因在烟草幼苗多个器官中表达，
表明该序列具有较强的组成型启动子的表达活性。
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银杏愈伤组织诱导及其双黄酮含量的测定
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　　摘要：为了提高银杏中双黄酮的提取量，满足市场对双黄酮的需求，通过正交试验建立银杏诱导愈伤组织和增殖
体系，采用高效液相色谱法测量愈伤组织中双黄酮的含量。试验结果表明：最适合的外植体为叶片，最适消毒组合为

１０％ ＮａＣｌＯ消毒６ｍｉｎ，７５％乙醇消毒４０ｓ；诱导愈伤组织最佳培养基为０．４ｍｇ／ＬＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ；愈伤组织增殖最佳培养基为１．５ｍｇ／ＬＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ；通过诱导
愈伤组织提取双黄酮得率为１５．６２２ｍｇ／ｇ，比银杏叶中双黄酮含量高，可避免自然条件的限制。
　　关键词：银杏；愈伤组织；诱导；激素；高效液相色谱法；双黄酮
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作者简介：王霞霞（１９８６—），女，山西吕梁人，助教，从事园林植物栽
培、养护和应用研究。Ｅ－ｍａｉｌ：６１９１７０００１＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　银杏（ＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａＬ．）为银杏科银杏属落叶乔木，别称白
果、公孙树、鸭脚树、蒲扇［１－３］，素有裸子植物“活化石”之称，为

中国独存的珍稀名贵树种［４－６］。银杏及其愈伤组织中含有黄

酮、双黄酮等黄酮类化合物［７］，对心脑血管疾病具有独特疗

效［８－９］，因此银杏叶提取物及其制剂在国际市场上供不应

求［３］。自然条件下，银杏叶中黄酮含量也较高［１０］。但银杏栽

培需要大量面积，生长周期长，且易受多种外界条件影

响［１１－１２］。近年我国研究人员发现诱导的银杏愈伤组织中也含

有黄酮类物质，目前有利用银杏愈伤组织的细胞悬浮培养来生

产黄酮类次生代谢产物的研究［１３－１５］。从愈伤组织中提取黄酮

类物质，能有效缩短生产周期，满足工业化生产需要［１］，对黄酮

类物质生产量提高和加工产业发展有重大意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
银杏叶片、叶柄、树皮等外植体均采自吕梁学院校园内银

杏树。

１．２　试验方法
采用Ｌ９（３

４）正交设计表选择最适合外植体的消毒配比，

外植体（Ａ）选择叶片、叶柄、树皮。将１０％次氯酸钠消毒时
间（Ｂ）设计为３个梯度３、６、９ｍｉｎ，将７５％乙醇消毒时间（Ｃ）
设计为３个梯度分别为４０、５０、６０ｓ（表１）。

表１　外植体和消毒时间的正交设计因素和水平

水平

因素

Ａ：外植体 Ｂ：１０％次氯酸钠消毒
时间（ｍｉｎ）

Ｃ：７５％乙醇消毒时间
（ｓ）

１ 叶片 ３ ４０
２ 叶柄 ６ ５０
３ 树皮 ９ ６０

　　采用Ｌ９（３
４）正交设计表选择诱导银杏愈伤组织最适宜

激素种类和浓度配比，ＫＴ水平设置为 ０、０．２、０．４ｍｇ／Ｌ，
６－ＢＡ水平设置为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ，２，４－Ｄ水平设置为０、
０．５、１．０ｍｇ／Ｌ（表２）。

表２　诱导愈伤组织的正交设计因素和水平

水平
因素

Ｄ：ＫＴ（ｍｇ／Ｌ） Ｅ：６－ＢＡ（ｍｇ／Ｌ）Ｆ：２，４－Ｄ（ｍｇ／Ｌ）
１ ０．０ ０．５ ０．０
２ ０．２ １．０ ０．５
３ ０．４ １．５ １．０

　　采用Ｌ９（３
４）正交设计表选择愈伤组织增殖最适宜激素

浓度配比，ＫＴ水平设置为１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ，６－ＢＡ水平设
置为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ，２，４－Ｄ水平设置为 ０．０、１．０、
２．０ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ水平设置为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ（表３）。
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