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水稻干旱诱导型启动子 Oshox24P 的分离与鉴定

杨 梅 熊立仲

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉430070

摘要 为了挖掘水稻中的逆境诱导型启动子,挑选了1个受干旱胁迫强烈诱导的水稻内源基因Oshox24,
分离出该基因的启动子(命名为Oshox24P),通过酶切连接的方法构建GUS报告基因表达载体并转化到受体材

料中花11中,通过对转基因后代在不同逆境胁迫下的GUS活性检测,证明该启动子强烈地受到干旱胁迫的诱

导,上调表达倍数至十几倍,同时该启动子还受到脱落酸(ABA)的诱导,对高盐和低温胁迫的反应并不明显。结

果表明,该启动子属于干旱诱导型启动子,可以用于控制目标基因在水稻中的表达。
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  干旱等非生物逆境一直是限制作物生长和产量

的重要因素,并且随着全球环境恶化、气候异常等变

化将日益危害着我国的粮食生产安全。通过超量表

达逆境应答过程中的重要基因可以显著提高作物的

抗逆性。传统基因工程中超量表达通常利用的是组

成型启动子,其缺点是对植物可能产生一定的毒害

作用和资源浪费;而诱导型启动子却不同,它可以驱

动目标基因只有在植株受到诱导信号刺激后才上升

表达,不仅节约了植株细胞内有限的资源,也减轻了

目标蛋白对植株可能产生的负面效应,其目标性和

专一性更强。
在水稻等作物中被鉴定出来的逆境诱导型启动

子还非常少。水稻rab16A 的启动子活性受 ABA
诱导[1-2]。拟南芥rd29A[3]和RAB18[4]的启动子也

属于非生物逆境诱导型启动子。大麦中的blt101.1
基因的启动子受低温诱导[5]。Xiao等[6]分离到的

OsLEA3-1基因的启动子受高盐和干旱诱导并且利

用该启动子控制目标基因成功地在水稻中诱导表

达。OsDREB1B 基因启动子控制下的GUS 基因在

转基因拟南芥中可以受到甘露醇、盐、PEG、甲基紫

精、寒冷、水杨酸、ABA的强烈诱导[7]。OsABA2基

因的启动子受到ABA、盐和干旱诱导,受ABA诱导

强度可达到12倍[8]。在最近的报道中,水稻中的

OVP3启动子受到缺氧胁迫的诱导,而在盐和冷胁

迫中诱导很微弱[9]。
启动子的活性特征与其序列息息相关,逆境诱

导型启动子区通常含有多个与逆境相关的顺式作用

元件,常 见 的 如 ABRE(ABAresponseelement,

C/GACGTGGC)、DRE(dehydrationresponseele-
ment)、LTRE (low temperatureresponse ele-
ment)、MYB、MYC识别位点等。许多被 ABA诱

导的启动子通常含有1个或多个 ABRE元件[10]。
而DRE(A/GCCGAC)元件和DRE-like元件则广

泛存在于受DREB转录因子调控的下游基因的启

动子区[11-12]。LTRE是1个低温应答的元件,在多

种植物中有报道[13-14]。
本研究中的候选启动子Oshox24P对应的基因

为Oshox24,它属于水稻中的 HD-Zip 家族,在干

旱胁迫时受到诱导上升表达[15]。该家族是一类植

物中特有的转录因子家族,在植株的生长发育和逆

境应答中发挥着多种功能[15-18]。本研究通过构建

GUS报告基因表达载体对 Oshox24P启动子进行

了鉴定,并对其顺式作用元件进行了分析。

1 材料与方法

1.1 干旱胁迫 RNA 样品的获得

在水稻实验温棚里盆栽种植3个水稻品种:中
花11、珍汕97和中旱5号(IRAT109)。将每个品
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种的种子取100~200粒,42℃烘干1d后常温浸水

48h,37℃催芽12h后常温放置并保持湿润,2~
3d后待芽长至2~3cm、根长0.5cm以上种植在事

先准备好的沙性土壤里。每个品种种5排,每排10
株,保证水肥供应充足。待水稻长到三四叶期时,停
止灌水。按照卷叶情况分4个时间点取样:断水胁迫

前、叶片微卷、叶片半卷和叶片全卷。用液氮取样,采
用Trizol法(按产品说明书操作)抽提总RNA。
1.2 实时荧光定量 PCR

提取的总RNA先用没有RNA酶活性的DNA
酶(购自Invitrogen)处理,然后利用SuperscriptⅢ
反转录试剂盒进行反转录,再利用 TaKaRaSYBR
PremixExTaq 试 剂 盒、ABIPRISM7500Real-
timePCRSystem(AppliedBiosystems)仪器检测

不同时间点中基因的相对表达量。候选基因Os-
hox24的 扩 增 引 物 序 列 为 Oshox24RTF(5′-AT-
CACCTAGACTACTTGGGCGG-3′) 和 Os-
hox24RTR ( 5′-TTGGCCATATCTCCCA-
CAGATC-3′),预扩增序列78bp;内参基因Actin1
的 扩 增 引 物 序 列 为 Actin1RTF (5′-TG-
GCATCTCTCAGCACATTCC-3′)和 Actin1RTR
(5′-TGCACAATGGATGGGGCAGA-3′),预 扩 增

序列为76bp。利用相对定量的方法通过与内参基

因的比较计算出目标基因的相对表达量变化[19]。
1.3 启动子顺式作用元件预测

将该启动子上游1918bp的序列在PLACE网

站 (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/sig-
nalscan.html)进行顺式作用元件预测,得到多个顺

式作用元件的名称、位置、保守序列信息以及与该顺

式作用元件相关的文献等信息的链接,通过进一步

查阅文献可以得到顺式作用元件的更多资料。
1.4 启动子-GUS 表达载体的构建及转化

根据Oshox24基因的BAC编号(AP004868)、
基因注释编号(LOC_Os02g43330)以及cDNA克隆

编号(AK063685)找出该基因上游2.5kb的序列,
设 计 合 成 1 对 引 物 Oshox24PF (5′-ATAG-
GATCCAGACGAGAAAGGAGTGCC-3′)和 Os-
hox24PR (5′-ACAGGATCCCGAATGTAAGAC-
CAGAGCA-3′),并在引物5′端添加限制性酶切位

点BamHⅠ(用下划线表示,酶切位点前加3个碱基

为保护碱基)分离该基因的启动子。首先利用引物

Oshox24PF 和 Oshox24PR 以 中 旱 5 号 基 因 组

DNA为模板进行扩增,反应体系为20μLGCbuff-

erⅠ(TaKaRa公司)体系,反应条件是:94℃预变性

5min;94℃30s,55℃30s,72℃2mim,32个循

环;72℃ 延伸7min。PCR产物连入pGEM-TEasy
载体上,筛选阳性克隆并测序。测序验证后,通过

BamHⅠ单酶切从pGEM-TEasy阳性克隆上回收

Oshox24P 再将其连接到GUS 表达载体p1391Z(来
自CAMBIA公开使用的载体,载体含有GUS 报告

基因)(图1)。酶切验证阳性克隆并检测插入方向

正确后,通过农杆菌介导的水稻遗传转化体系导入

到水稻品种中花11中[20]。同时将不连接外源片段

的p1391Z空载体转化水稻品种中花11作为对照。

 潮霉素基因(hyg)为抗性筛选标记基因 Thehyggeneishygro-
mycinresistanceselectablemarker.

图1 GUS 报告基因表达载体示意图

Fig.1 Schemeoftheexpressionconstructwith
aGUSreportergene

1.5 水稻苗期的逆境胁迫处理

对T0 代转基因植株进行阳性检测。对T1 代

种子进行潮霉素(HN)抗性筛选发芽,随机选取3
个转启动子阳性家系和1个转空载体阳性对照家

系,将发芽的苗子一部分种于小红桶的沙土中长至

四叶期做干旱胁迫,一部分种于小方盒内长至三四

叶期做高盐、ABA和4℃冷胁迫。其中干旱胁迫方

法如“1.1”中所述,取胁迫前、叶片微卷、叶片半卷、
叶片全卷4个时间点的样品。小方盒内用的是生根

培养基,高盐胁迫是在小方盒内加入一定体积的浓

度为200mmol/L的 NaCl溶液,取胁迫0、3、6、

24h时间点的样品;ABA胁迫是在每个小方盒内加

入一定体积的浓度为100mmol/L的ABA溶液,取
胁迫0.0、0.5、3.0、24.0h时间点的样品,冷胁迫是

将小方盒放入4℃冷库中,取胁迫0、6、12、24h样

品。每份样品取的是该家系的混合样。
1.6 GUS 染色

将植株新鲜的组织器官用剪刀剪下浸泡于

GUS染液[21]中,置于37℃恒温箱内温育一段时间

至样品变蓝,再用70%乙醇脱色后拍照记录。
1.7 GUS 比酶活的测定

样 品 用 液 氮 磨 样,通 过 GUS 抽 提 液 (50
mmol/LNa2HPO4,pH7.0,10mmol/Lβ-mercap-
toethanol,10mmol/LNa2EDTA,0.1%Sarkosyl,
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0.1% Triton-100)抽提总蛋白,从样品中取出一定

量的蛋白进行 GUS活性定量分析。具体步骤如

下:通过Bradford法[22]测得样品的总蛋白浓度,再
根据浓度用移液器量取一定体积的相同质量的总蛋

白,用相同质量的总蛋白质加入0.4mLGUS提取

缓冲液,再加入10μL40mmol/L的底物 MUG(4-
methylumbelifferyl-β-D-glucuronide),在37℃温育

一定时间后,加入1.6mL反应终止液(0.2mol/L
Na2CO3),每个反应设置3个技术重复;用Tecan光

栅型酶标仪infiniteM200测量各个样品在激发光365
nm、发射光455nm处的荧光值,同时以50nmol/L
MU的荧光值作为参比,进而通过以上数据计算出各

个样品中GUS蛋白的比酶活,即1μg总蛋白每分钟

反应底物MU的量(单位pmol/(min·μg))。

2 结果与分析

2.1 Oshox24 在干旱胁迫时的表达量

通过对水稻基因表达谱芯片数据和水稻干旱诱

导基因表达谱芯片数据(笔者所在的实验室未发表

数据)的分析,挑选到了1个受干旱强烈诱导上调表

达的基因Oshox24。通过 Real-timePCR的方法,
对候选基因Oshox24在干旱胁迫条件的表达量变

化进行了验证,从图2中可以看出,该基因在中旱5
号和中花11中受干旱诱导倍数高达100倍以上,在
胁迫后的3个时间点呈现逐渐上升的趋势,在叶片

半卷和全卷时期诱导倍数上升最快;在珍汕97中诱

导上升表达约40倍,明显低于中旱5号和中花11,
这可能是由于不同品种间该基因启动子序列的差异

 d0:干旱胁迫前 Beforedroughtstress;d1:叶片微卷 Slight

leaf-drolling;d2:叶片半卷 Moderateleaf-rolling;d3:叶片全卷

Completeleaf-rolling(下同 Thesameasbelows).各个时间点的

Oshox24基因相对表达量以中花11的d0为参照(即设定为1)

Expressionlevelofeverysamplewascomparedwiththatofd0in

Zhonghua11.

图2 Oshox24基因在苗期中旱5号(A)、中花11(B)、

珍汕97(C)干旱胁迫的表达量变化

Fig.2 ExpressionlevelofOshox24atseedingstagein

IRAT109(A),Zhonghua11(B),Zhenshan97(C)

造成。以上结果表明,Oshox24是1个受干旱强烈

诱导表达的基因。

2.2 Oshox24P 的顺式作用元件分析

将分离到的Oshox24基因的启动子(Oshox24P)

的序列测序后在PLACE数据库进行顺式作用元件

预测,结果如图3所示。结果表明,Oshox24P含有

大量的与逆境相关的顺式作用元件:含有 ABA应

答元件ABRE28个,脱水反应应答元件DRE6个,

低温应答元件LTRE6个。

ABRE:ABA应答元件 ABAresponseelement;DRE:脱水应答元件 Dehydrationresponseelement;

LTRE:低温应答元件Lowtemperatureresponseelement.

图3 Oshox24P顺式作用元件分析

Fig.3 Analysisofputativecis-actingelementspresentinOshox24P

2.3 Oshox24P 的组织表达活性

通过CREP数据库[23]中珍汕97全基因组DNA
芯片数据获得了Oshox24在全生育期不同组织器官

中的表达信息,表达谱显示该基因在大多数的器官和

组织中表达量比较稳定并且相对比较低(图4)。

通过对 Oshox24P:GUS转基因植株成熟期的

组织染色,发现 Oshox24P启动子具有一定的组织

特异性(图5),在颖壳、叶耳、叶片、节间、节间分生

组织、幼根中表达,在节、雄蕊、雌蕊和成熟根中不表

达或者表达很弱。
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 A:继代15d后的愈伤Calliof15daysaftersubculture;B:吸水72h后的种子Seedof72hoursafterimbibition;C:种子萌发48h后

的幼芽Plumuleof48hoursafteremergence;D:种子萌发48h后的胚根 Radicleof48hoursafteremergence;E:3叶期的根和叶片

Rootandleafatthree-leafstage;F:2个分蘖时期的根部Rootofseedingwithtwotillers;G:2个分蘖时期的地上部分Shootofseeding

withtwotillers;H:抽穗期前5d的剑叶 Flagleafof5daysbeforeheading;I:抽穗期前5d的茎秆Stemof5daysbeforeheading;

J:4~5cm幼穗期的叶片Leafof4~5cmyoungpaniclestage;K:4~5cm幼穗期的幼穗Panicleof4~5cmyoungpaniclestage;L:抽

穗期的茎秆Stemofheadingstage;M:开花期前1d的雄蕊Stamenof1daybeforeflowering;N:抽穗后14d的剑叶 Flagleafof14

daysafterheading;O:授粉后21d后的胚乳Enddospermof21daysafterpollination.

图4 Oshox24基因在15个不同组织中的表达谱

Fig.4 ExpressionprofileofOshox24in15differenttissues

 A:颖壳 Hull;B:雄蕊Stamen;C:雌蕊Pistil;D:叶耳 Auricle;E:叶片Leaf;F:节间Internode;G:节 Node;H:根 Root.

图5 Oshox24P控制下的GUS在不同组织中的活性

Fig.5 GUSactivityindifferenttissuesofOshox24P-GUStransgenicrice

2.4 Oshox24P 控制下的 GUS 蛋白的逆境诱导表

达活性

  对Oshox24P:GUS转基因植株苗期进行干旱、
高盐、ABA和低温胁迫处理,并检测GUS的活性变

化(图6)。可以看出,当植株受到干旱胁迫时,Os-
hox24P控制下的GUS活性随着胁迫程度加深而不

断增强,在叶片半卷和叶片全卷时期活性上升幅度

最大,与胁迫前相比,在3个转基因家系中受诱导倍

数分别为6.3、18.7、2.7倍(图6-A);同时在外施

ABA处理时该启动子控制下的GUS蛋白活性也呈

现出增强的趋势,变化幅度约2~3倍(图6-C);但
在高盐胁迫和冷胁迫时GUS蛋白的活性变化不大

或者变化规律不明显(图6-B,6-D)。

3 讨 论

本研究从逆境诱导表达谱芯片数据出发,筛选

到受干旱胁迫强烈诱导的基因Oshox24,并通过分

离和鉴定该基因的启动子Oshox24P验证了该启动

子是1个干旱诱导型启动子。无论是实时荧光定量

PCR结果(图2)还是GUS活性结果(图6-A)都表

明Oshox24是1个强烈受到干旱诱导上调表达的

基因。鉴于该基因编码1个 HD-Zip家族转录因

子,由此可以推测该基因很可能参与干旱胁迫信号

传递,在植物的抗旱性应答中发挥作用。此外,Os-

825



 第5期 杨 梅 等:水稻干旱诱导型启动子Oshox24P的分离与鉴定  

hox24P启动子区含有大量的串联的 ABA应答元

件ABRE,在 GUS活性测定中,它也稳定地受到

ABA胁迫的诱导,尽管诱导程度不是很强烈,这就

暗示着有可能Oshox24参与的是依赖于ABA的逆

境信号应答途径。
在mRNA水平上分析Oshox24基因表达量的

试验中,发现该基因在粳稻品种中受干旱上调表达

100倍以上(图2),而在通过GUS 报告基因鉴定该

基因启动子(来源于粳稻品种中旱5号)活性分析

时,GUS活性受干旱诱导上调表达却最高只有十几

倍(图6-A)。这种现象在前人的报道中也存在,如
水稻中的OVP3基因在转录水平受到缺氧胁迫诱

导上升十几倍,而启动子连接的GUS基因活性在转

基因植株中受到缺氧处理只诱导上升3倍左右[9]。
笔者认为造成这种差异的原因至少有2个:一是转

录水平和转录后水平表达量的差别,通过半定量、相

对定量或者芯片数据检测的是转录水平的 mRNA
的变化量,而GUS报告基因模拟的是转录后水平或

者是蛋白质水平的表达量,对于1个基因的表达来

说,转录水平、转录后水平和蛋白质水平的变化量或

者变化趋势是否一致,中间还存在着很多调控因素;
二是因为启动子序列的范围难以确定,所分离出来

的启动子序列不一定包含了原有的所有结构元件。
真核生物中的增强子可能位于核心启动子区的上游

几千碱基处,而且有些基因的5′UTR、编码区部分

序列、内含子等也会影响到启动子的活性[24-30]。此

外,本研究检测的3个独立转化植株中GUS活性受

干旱诱导的程度很不一样,这可能与每个独立转化

事件中T-DNA的插入位置有关;这一结果也暗示

了在利用这一诱导启动子驱动目标基因的表达时需

要分析多个独立转化株,从中找出诱导程度理想的

转化植株。

 CK:p1391Z空载体转化的中花11,作为对照家系 TransgenicZhonghua11ofp1391Zasacontrol;TG1、TG2、TG3:p1391Z-Os-

hox24P:GUS转化中花11得到的3个独立的转基因阳性家系 ThreeindependentpositivelinesoftransgenicZhonghua11ofp1391Z-

Oshox24P:GUS.

 A:干旱胁迫 Droughtstress;B:200mmol/LNaCl胁迫Saltstresswith200mmol/LNaCl;4个时间点分别是胁迫0、3、6、24hFour

timepointsare0,3,6,24hoursafterstress;C:100μmol/LABA胁迫100μmol/LABAstress;4个时间点分别是胁迫0.0、0.5、3.0、

24.0hFourtimepointsare0.0,0.5,3.0,24.0hoursafterstress;D:4℃低温胁迫Coldstresswith4℃;4个时间点分别是胁迫0、6、

12、24hFourtimepointsare0,6,12,24hoursafterstress.

图6 Oshox24P启动子控制下的GUS在干旱(A)、高盐(B)、ABA(C)、低温(D)胁迫处理下的表达活性

Fig.6 GUSactivityoftheOshox24P-GUStransgenicriceduringdrought(A),salt(B),ABA(C),cold(D)stress
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  目前已经有大量的启动子应用于植物基因工

程。其中,组成型启动子在这两方面的应用都已经

有一段历史,并已经取得很多突出的成就,组织特异

性和诱导型启动子近年来才逐渐被重视和应用。例

如水稻中的rbcS基因的启动子早在1993年被鉴定

为叶肉细胞特异性启动子,同时受光诱导[31];其后

Garg等[32]利用该启动子与拟南芥中的光敏色素基

因PHYA 连接转入到水稻中,转基因植株变矮、节
间变短、节直径变小,但是每株有效穗数增加,使水

稻产量提高6%~21%;后来Kim等[33]用该启动子

控制cry1Ac基因在水稻中表达,在转基因植株中

cry1Ac能够超量表达25~100倍,与对照相比能够

显著地减少植株遭受虫害的侵袭。
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Isolationandcharacterizationofadrought-inducible
promoterOshox24Pinrice

YANGMei XIONGLi-zhong

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Abioticstressesaremajorlimitingfactorsforcropsgrowthandproduction,andstressre-
sistanceofcropscanbesignificantlyimprovedbyoverexpressingstress-relatedgenes.Inthisstudywe
aimedtoisolateandidentifyastress-induciblepromoterwhichisusefulforgeneticengineering.Firstlya
candidatepromoterOshox24PwasscreenedandfusedtoGUSexpressionvector,andthentransferredin-
tojaponicariceZhonghua11.GUSactivityintransgenicriceplantscontainingGUSreportergeneunder
thecontrolofOshox24Ppromoter(1918bpinlength)wasinducedbydroughtandtheactivityin-
creasedinresponsetotheincreasingseverityofdroughtstress.TheGUSactivitywasslightlyinducedby
absciscacid(ABA)whiletreatmentsofsaltandcoldhadlittleeffectonOshox24promoter-drivenGUS
expression.TheseresultssuggestthatOshox24Pisadrought-induciblepromoter,andwillbeusefulfor
drivingspecificexpressionoftargetgenesorproteinsduringdroughtstress,thusforgeneticimprove-
mentofdroughtresistance.

Keywords rice;promoter;drought-induciblepromoter;drought;GUSreportergene
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