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1 个新水稻组成型启动子的克隆与功能鉴定

魏 晶 毛伟华 林拥军 陈 浩

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室/华中农业大学国家植物基因研究中心(武汉),武汉430070

摘要 根据基因芯片数据库和RT-PCR验证得到1个高活性的水稻组成型表达基因(TIGRLocus:LOC-
Os07g34589),用PCR技术从籼稻品种明恢63基因组中克隆得到其上游启动子PSUI1,长度为1941bp;将其与

β-glucuronidase(GUS)报告基因融合构建植物表达载体DX2181b-PSUI1,利用玉米Ubiquitin 启动子融合GUS 报

告基因构建表达载体DX2181b-PUbi作为对照,通过根癌农杆菌(Agrobacteriumtumefaciens)介导法将DX2181b-
PSUI1和DX2181b-PUbi转化粳稻品种中花11。组织化学染色表明,含DX2181b-PSUI1的转基因植株中,GUS基因

在幼苗期叶片、叶鞘、根,抽穗期叶片、叶鞘、茎秆、颖壳、雄蕊和成熟期的叶片、叶鞘、茎秆、胚、胚乳中均有表达,

说明PSUI1为组成型启动子。对GUS表达活性进行定量分析表明,PSUI1启动子的活性约为玉米Ubiquitin 启动

子活性的1/3~1/2,但是PSUI1表现出了更好的表达稳定性。
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  高活性的启动子在植物基因功能研究和遗传改

良中具有非常好的应用前景,目前植物基因工程中

普遍使用的组成型启动子主要为花椰菜花叶病毒

(CaMV)的35S启动子[1]、根癌农杆菌Ti质粒的胭

脂碱合成酶基因 NOS 启动子[2],以及玉米泛素蛋

白Ubiquitin 启动子[3]。CaMV35S启动子和NOS
启动子虽然不是来源于植物,但能驱动外源基因在

大部分植物中表达,因而在植物基因工程中的应用

极为广泛,在转基因水稻、拟南芥、马铃薯、小麦等植

物的研究中都有应用。CaMV35S启动子在双子叶

植物中有较高的表达量,但在单子叶植物中启动活

性较低[4]。有研究[5]表明内源型启动子在驱动转基

因盐藻外源基因的高效稳定表达中比外源启动子更

具有优势。此外,在植物基因工程中应用从病毒中

克隆出来的启动子序列,可能存在潜在的生物不安

全性[6]。因此,克隆植物内源组成型启动子非常重

要。玉米Ubiquitin 启动子在禾本科等单子叶植物

中具有较高的表达活性,是禾本科植物基因工程中

常用的启动子。虽然玉米Ubiquitin 启动子在很多

组织中都有高活性,但其在成熟的组织中的活性明

显下降[7]。
水稻是分子生物学研究的模式植物之一,也是世

界上最重要的粮食作物之一。目前在水稻中已经克

隆了一批高活性的组成性表达启动子,如Act1[8-9]、
OsTubA1[10]、OsCc1[11]、RuBQ1和RuBQ2[12]。虽然这

些启动子在单子叶植物包括水稻中都有较高的活

性,但也存在各种各样的问题。比如OsCc1几乎在

所有的组织都有活性,但是其在根、愈伤组织等非光

合组织中有高活性,在成熟的叶片等光合组织中活

性显著降低[11]。OsTubA1在根尖、幼嫩的叶片、颖
花等生长旺盛的组织中有较高活性,但是在成熟和

衰老的组织中活性较低[10]。RuBQ1和RuBQ2表

达活性为CaMV35S启动子的8~35倍,但不够稳

定[12]。Oshox24P 在各组织中均有表达,但表达量

只有在干旱诱导下才会升高[13]。
组成型启动子为植物基因工程中应用最早、最

为广泛的一类启动子。在转基因育种或用于研究基

因功能时,为了充分发挥外源基因表达产物的功能

一般都使用组成型启动子使外源基因在植物中高

效、稳定、持久地表达。为了避免同时使用同一个启

动子驱动2个或2个以上的外源基因而导致基因沉
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默或共抑制的现象,需要用不同的启动子分别驱动

外源基因、筛选基因和报告基因。虽然在先前的研

究中一些水稻组成性启动子被分离和鉴定,这些研

究工作大都是由国外的研究团队完成。分离一批具

有自主知识产权的组成性启动子,对于减少未来知

识产权纠纷具有重要意义。Wang等[14]构建了一个

水稻全生育期39种不同组织来源的全基因组表达

芯片检测数据库。根据此数据库的结果,本研究挑

选了1个表达量高且在各组织中表达量相对稳定的

基因LOC-Os07g34589,TIGRriceannotation(ht-
tp://rice.plantbiology.msu.edu/)注释此基因为

蛋白翻译因子(proteintranslationfactorSUI1,pu-
tative,expressed)。

1 材料与方法

1.1 菌 株

大肠杆菌菌株Top10、农杆菌菌株EHA105均

由华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室保

存。启动子验证表达载体DX2181b由华中农业大

学作物遗传改良国家重点实验室博士研究生叶荣建

改造。
1.2 供试水稻品种

籼稻品种明恢63(MH63)、粳稻品种中花11
(ZH11)由华中农业大学作物遗传改良国家重点实

验室保存。
1.3 RT-PCR

用Trizol(Invitrogen,美国)法抽提水稻各组织

RNA。将抽提的RNA作为模板,利用SuperScript®
ⅢRT转录酶(Invitrogen,美国)反转录获得相应的

cDNA(操作见Invitrogen公司产品说明书)。
以反转录的cDNA 产物作为模板,通过PCR

方法验证候选基因的表达模式。根据该基因的cD-
NA序列设计RT-PCR引物,引物编号为Rp-F、Rp-
R,Actin1基因引物编号为 Actin-F、Actin-R,序列

见表1。

PCR反 应 体 系 为:cDNA 模 板 1μL (150
ng/μL),10×PCR Buffer2 μL,dNTPs (2.5
mmol/L)2μL,Rp-F/Actin-F(20mmol/L)0.2

μL,Rp-R/Actin-R (20mmol/L)0.2μL,rTaq
DNA 聚 合 酶 (TaKaRa,中 国 大 连)0.2μL,加

ddH2O至20μL。反应条件为:94℃2min;94℃
30s,58℃30s,72℃30s,28个循环;72℃7min。

PCR产物置于1%琼脂糖凝胶电泳,产物预期大小

为292bp。
1.4 启动子的克隆与序列分析

以LOC-Os07g34589基因上游2kb左右作为

启动子区域,并设计PCR扩增引物,引物序列编号

为PSUI1-F、PSUI1-R,序列见表1。
表1 引物编号及其序列

Table1 Thenumbersandsequencesofprimers

名称 Name 序列Sequence

Rp-F 5′-TCTCGACATTCAGATCCCAAC-3′

Rp-R 5′-CCGGCCTGAACAAGAAAAT-3′

Actin-F 5′-GCCACACTGTCCCCATCTAT-3′

Actin-R 5′-GCGACCACCTTGATCTTCAT-3′

PSUI1-F 5′-cgcggatccTACCCTGTGAGGAGGAGGTG-3′

PSUI1-R 5′-aaactgcagCCGGGCCGTATATAGTGGTA-3′

GUS-F 5′-GGGCGAACAGTTCCTGATTA-3′

GUS-R 5′-CGAAATATTCCCGTGCACTT-3′

  在PSUI1-F引入BamHⅠ酶切位点及保护碱基,
在PSUI1-R引入PstⅠ酶切位点及保护碱基。

利用 CTAB 法[15]从 MH63 中 提 取 水 稻 总

DNA,将 MH63总DNA作为PCR模板。PCR反

应体系为:MH63总DNA (150ng/μL)1μL,10×
PCRBuffer2μL,dNTPs(2.5mmol/L)2μL,PSUI1-
F(20mmol/L)0.2μL,PSUI1-R (20mmol/L)0.2

μL,ExTaq 酶(TaKaRa,中国大连)0.2μL,加ddH2O
至20μL。反应条件为:94℃2min;94℃40s,58℃
40s,72℃2min,28个循环;72℃7min。PCR产物

置于1%琼脂糖凝胶进行电泳,产物预期大小为

1941bp。PCR产物经凝胶回收试剂盒(TaKaRa,
中国 大 连)纯 化 后 TA 克 隆 于 pEGM-T Vector
(Promega,美国)。TA克隆阳性质粒进行测序鉴定

并获得无碱基突变的启动子克隆,该启动子命名为

PSUI1。
1.5 植物表达载体的构建

利用BamHⅠ和PstⅠ酶切 TA克隆获得后

PSUI1启动 子 序 列,然 后 克 隆 于 启 动 子 验 证 载 体

DX2181b上,用于驱动报告基因GUS的表达,获得

A:DX2181b-PSUI;B:DX2181b-PUbi.

图1 表达载体T-DNA区结构示意图

Fig.1 SchematicmapofT-DNAregion
oftheexpressionvectors
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的 最 终 植 物 表 达 载 体 命 名 为 DX2181b-PSUI1

(图1-A)。利用 HindⅢ和BamH Ⅰ酶切笔者所在

实 验 保 存 的 质 粒 pBar13-Cry2A* 获 得 玉 米

Ubiquitin启动子,然后克隆于载体DX2181b上,获
得表达载体DX2181b-PUbi(图1-B)。
1.6 水稻的遗传转化

以ZH11成熟种子的胚经诱导后产生的愈伤组

织作为转化受体,用含有表达载体的根癌农杆菌

EHA105侵染,共培养后用50mg/L的潮霉素筛选

2代得到抗性愈伤,经分化、生根获得转基因植

株[16]。DX2181b-PSUI1、DX2181b-PUbi载体转化所得

到的植株分别命名为PSUI1和PUbi。
1.7 转基因植株的阳性检测

取转基因植株幼苗叶片,利用小量抽提 DNA
法抽提其基因组DNA,以其作为模板用GUS 基因

内部引物PCR扩增GUS基因进行阳性检测。引物

编号为GUS-F、GUS-R(表1)。

PCR反应体系:转基因植株基因组DNA(150
ng/μL)1μL,10×PCRBuffer2μL,dNTPs(2.5
mmol/L)2μL,GUS-F (20 mmol/L)0.2μL,

GUS-R(20mmol/L)0.2μL,rTaqDNA 聚合酶

(TaKaRa,中国大连)0.2μL,ddH2O14.4μL。扩

增条件为94℃预变性2min,94℃变性30s,58℃
退火30s,72℃延伸30s,28个循环,72℃7min。
产物大小为450bp。
1.8 阳性植株 GUS 活性的组织染色

分别取T0代PSUI1转基因植株幼苗期的叶片、叶
鞘、根,抽穗期的叶片、叶鞘、茎秆、颖花、根,成熟期

的叶片、叶鞘、茎秆、根、胚及胚乳切成适当大小,浸
泡入GUS染色液[16]中,置于37℃恒温培养箱染色

10h,然后用95%、75%乙醇各脱色1次,观察。
1.9 阳性植株 GUS 定量测定

分单株取T0代PSUI1和PUbi阳性植株幼苗期叶

片和根,抽穗期的叶片、叶鞘、茎、颖花,蜡质期的叶

片、叶鞘、茎、种子。将所取的水稻组织样品用液氮

磨成粉末,取约0.6g粉末于1.5mL离心管,加入

1mL蛋白抽提缓冲液(50mmol/L 磷酸缓冲液

pH7.0、0.1% Triton X-100、0.1% SDS;10
mmol/Lβ-巯基乙醇10mmol/LNa2-EDTA)混匀

冰上静置10min,12000r/min离心10min后吸取

上清,此上清即为总蛋白提取液。采用 Bradford
法[16]测定总蛋白浓度,将总蛋白提取液与考马斯亮

蓝反应(体积比1∶3),用酶标仪测定其总蛋白浓

度。采用Jeferson法测定GUS蛋白活性[17],结果

以所生成的4-MU的量与总蛋白含量和时间的比值

pmol/(mg·min)表示。

2 结果与分析

2.1 水稻组成型启动子的特异性鉴定

以 MH63的胚乳、成熟胚愈伤、根、叶片、叶鞘、
茎秆和颖花等不同组织的总RNA反转录的cDNA
作 为 模 板,进 行 RT-PCR 验 证 候 选 基 因

Os07g34589的表达模式;以水稻内源Actin1基因

作为对照。结果显示:候选基因和Actin1的表达模

式一致,在水稻胚乳、成熟胚愈伤、根、叶片、叶鞘、茎
秆、根和颖花中均为组成性表达,且表达量基本一

致;从 RT-PCR 扩 增 产 物 的 浓 度 来 判 断,

Os07g34589的表达量没有Actin1高(图2)。

 1:胚乳Endosperm;2:愈伤 Callus;3:根 Root;4:叶片 Leaf;

5:叶鞘Leafsheath;6:茎秆Stem;7:颖花Spikelet.

图2 Os07g34589基因表达模式的验证

Fig.2 TheexpressionpatternofOs07g34589
2.2 水稻组成型启动子的克隆

以MH63总DNA为模板进行PCR扩增,成功

获得了预期的约1.9kb启动子片段,命名为PSUI1,并
将其TA克隆到载体pGEM-TVector上,结果(图3)
显示阳性TA克隆经BamHⅠ和PstⅠ双酶切检测,外
源扩增片段已成功连入pGEM-TVector中。

 M:DNA标准分子质量 DNAmarker;1:pGEM-T+PSUI1TA
克隆BamHⅠ/PstⅠ双酶切TAcloneofpGEM-T+PSUI1digested

byBamHⅠ/PstⅠ.

图3 PSUI1启动子TA克隆的酶切鉴定

Fig.3 RestrictionenzymedigestionanalysisofTA
clonewithPSUI1promoter
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             1  taccctgtgaggaggaggtggaggagggaagagaacgaccaagaactcga
                GTGANTG10

51 ccggaagatatggatcgagaaggcggtcgctcggcttctgctagtcgcgt
                 GATAbox

101 gtccttggtgctctccctcttcttggcttggatgcctcctatatagagag
151 gggaaaaggggggaggaatttatagatgggaggaggaggatgcttggttt
201 tctttgcctctcctcctctctcctggccgcaaagcctgctgttaaaaggt
251 tgttgcggacttgctgtcctccgttagatcatcgttttttgtgggttgtt
301 ctgtgggcagccactctgttgttgcctgtgtgcccaatatgggagattgg

                             CCAATbox
351 cgctcgcgcacgagcaaaattctttttttttttgtatgtgaaaaacctaa
401 atagttcgtttcatacttttcatgctattctgtaaaattattttttgtat

                       -10PEHVPSBD TATAbox5
451 tttagatattattaaaagtggtctggtgatggtggagtgcttgaattcag

501 atattgctacctaaatgtattaaataggcgagtgatattagagatgtgtt
551 gctagttgaacgtgtattgaggaggtgcactcacacatgcacatgagcac
601 aaagtgtgtgcgtaagtaccttgcatctaatcgaaaaaggataaataata

                    CURECORECR
651 aaaataagtcaattgtctttaattactaaataaaaattgggatggagtaa
701 gacatgtccttaatgatgtgcgata/tgacgaatgcacaaactataaaatt

                       UASF1MOTIFCAMV
751 atataattatatgtttaaatctttgccaatacgttcagaatatcttcatt

801 ctatttttttaaaaaaaatctctctctttacccattgagttcagctagaa
                      CTRMCAMV35S

851 agatttttttattcaagaagagtttgatgacaattatggctacctcgaat
                           CAATbox1

901 aatttaacttcatgacagagatgtgaacgtatattctaagcaataatgat
951 ttcattttcccacttaattactaaggaaaacgaagctagtgtagcgactc
1001ttttttatttagcccgattgccactaaagtaggtggatgagtttttcttg
1051catagttctagttatcagcgctacatatataaggtctcattttatattta
1101gcacacgttccctatattgttagttagggggtgaaaacggtgcagaaact
1151tttcggattctagacctatttttgaaaatgaaatctgtcggttggaattt
1201tctcaaaacttctggaaattttatgactgaaataccctgggttctttttt
1251ttagcactgaaacagtgaataccatggtatttggatgttattttttaaaa
1301aatatttgttatgcaaatctgaagttacataagaatttttttcccgcatt
1351gggatttatcaacagcgttactctcttaaacatatataatttatttcata

                            TATAbox4TATAbox5
1401cattgtgttttatgatgtactgttgagacttaacaattgaacttatataa

                              CAATbox1 TATAbox4
1451tttgtgttttatgatgaattgtttaccgttgagacttgagaattggattt
1501atcagtttgaggggtttttgtattccgataaatttccataccgtattcgc

1551gccggttcgtttttgctccgttttcggtttcgataatattcgattccatt
1601ttcatatccgggtttctgattccgattcagaaaaaaaataaaaatgaaaa
1651tgataaaagttgttttcgtccgtttccgtaccgttttcacccctattgtt
1701agtgatggccagagagaagatagcttgtgtgaggcacaaagtaaaaaag
1751caatattgaaccgatgagcacaaattaaaattatggttactataatctatg

               CAATbox1             TATAbox
1801ccattgcaaatttgttgaattgaaaaaatatcactactatccgttgatat
1851tggtcgtgtgccattggtatattttgtaaaaattttaatttctcaaattg
1901taagagaaaatataccactatatacggcccggacgtagttg

图4 目的片段的核苷酸序列
Fig.4 Nucleotidesequenceofpurposegene
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2.3 水稻组成型启动子的序列分析

对鉴定后的3个阳性克隆分别进行测序,通过

软件Sequencher4.6分析,并与NCBI上发表序列比

较,选出无碱基突变的阳性克隆进行测序,结果表明

启动子全长为1941bp。对该启动子用生物数据库

PLACE(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/sig-
nalscan.html)进行分析表明,其存在多种其他组成型

启动子中含有的启动子通用元件如TATABOX 和

GATABOX、CCAATBOX、-10PEHVPSBD、CTRM-

CAMV35S、ASF1MOTIFCAMV等(图4),与其基因

组成型表达的模式(图2)检测结果相符。

TATABOX是真核生物启动子的基本元件,是

许多通用转录因子的装配位点,一般位于转录起始

位点上游23~30bp处。我们分离的目标启动子有

9个典型的TATABOX序列(TATAWAW),其中

-146bp的TATAbox序列前36bp处有CAAT

box,通过对老鼠近球形蛋白基因启动子的CAAT-
BOX元件的研究发现,该元件的完整性直接影响启

动子的强弱[18],-491bp的 TATAbox序列前

6bp处有CAATbox,-931bp的TATABOX序列

前60bp处有CAATbox。但是后面的2个TATA

box距离5′-UTR太远,与Jin等[19]推断的结果不

符,他们分析转录起始位点在5′-UTR上游附近。

因此-146bp的TATABOX可能为该启动子真实

的TATAbox。

2.4 水稻的遗传转化

将 PSUI1 启 动 子 构 建 于 启 动 子 验 证 载 体

DX2181b上获得转化载体DX2181b-PSUI1。将重组

表达载体经BamHⅠ和PstⅠ双酶切检测表明,目

的片段 已 成 功 连 接 DX2181b(图5)。将 玉 米 的

Ubiquitin 启动子也构建于DX2181b上获得转化载

体DX2181b-PUbi作为PSUI1启动子的对照。

通过农杆菌介导的方法将表达载体DX2181b-
PSUI1和DX2181b-PUbi导入到粳稻品种ZH11。通过

PCR的方法剔除阴性的转基因再生水稻植株,最终

共获得转DX2181b-PSUI1载体的T0代独立转化植

株46株,转DX2181b-PUbi载体的T0代独立转化植

株28株。

 M:DNA 分 子 标 准 质 量 DNA marker;1:DX2181B+PSUI1

BamHⅠ/PstⅠ双酶切DX2181b+PSUI1digestedbyBamHⅠandPstⅠ.

图5 表达载体DX2181b+PSUI1的酶切鉴定

Fig.5 Restrictionenzymedigestionanalysis

ofDX2181b+PSUI1

2.5 转基因植株的 GUS 染色

对T0代转基因水稻植株不同发育时期的不同

组织进行GUS染色检测。结果显示,PSUI1转基因水

稻在幼苗期的叶片、叶鞘和根,在抽穗期的叶片、叶
鞘、茎秆、颖壳、雄蕊和根,以及成熟期的叶片、叶鞘、
茎秆、胚、胚乳和根中均检测到较强的GUS 基因表

达活性。该结果初步证明,1941bp的PSUI1启动子

为组成型启动子,可以驱动GUS基因在转基因水稻

的叶片、叶鞘、茎秆、根、颖壳、雄蕊、胚和胚乳中组成

型表达(图6)。
2.6 PSUI1启动子表达活性的定量分析

为明确了解PSUI1启动子的表达活性,我们随机

选择GUS染色呈阳性的20株T0代PSUI1水稻植株

和16株T0代PUbi水稻植株幼苗期的叶片和根,抽
穗期的叶片、叶鞘、茎、颖花,蜡质期的叶片、叶鞘、
茎、种子的样品,抽提总蛋白,测其GUS蛋白活性。
结果显示,在水稻不同发育时期的不同组织中,PSUI1

驱动GUS基因的表达活性大致为Ubiquitin 启动子

的1/3~1/2。对比不同转基因单株的GUS定量分

析结果,我们发现PSUI1的标准差明显低于PUbi,PSUI1
单株在不同的时期所有被检测的样品中的表达稳定

性均明显好于Ubiquitin 启动子(表2)。
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 A:幼苗期叶片Leafinseedlingstage;B:幼苗期叶鞘Leafsheathinseedlingstage;C:幼苗期根Rootinseedlingstage;D:抽穗期叶

片Leafinheadingstage;E:抽穗期叶鞘Leafsheathinheadingstage;F:抽穗期根Rootinheadingstage;G:抽穗期茎秆Steminhead-
ingstage;H:抽穗期颖花 Spikeletinheadingstage;I:成熟期叶片 Leafinmaturitystage;J:成熟期叶鞘 Leafsheathinmaturity

stage;K:成熟期根 Rootinmaturitystage;L:成熟期茎秆Steminmaturitystage;M:成熟期胚及胚乳Seedinmaturitystage.

图6 PSUI1阳性转基因水稻植株在不同发育时期各组织器官的GUS组织化学分析

Fig.6 GUShistochemicalanalysisofvarioustissuesandorgensofPSUI1

transgenicplantsatdifferentdevelopmentstages

表2 PSUI1和PUbiGUS活性测定1)

Table2 GUSactivityofPSUI1andPUbitransgenicriceplants pmol/(mg·min)

组织器官(时期)Tissuesororgans(Stage) n PSUI1 n PUbi
叶片(幼苗期)Leaf(Seedlingstage) 20 1390.63±215.74def 16 4134.16±2150.34b
根(幼苗期)Root(Seedlingstage) 20 1375.82±164.46ef 16 4780.81±1526.83ab
叶片(抽穗期)Leaf(Headingstage) 20 1277.12±194.00f 16 4630.6±2008.58b
叶鞘(抽穗期)Leafsheath(Headingstage) 20 1522.51±256.21bc 16 5912.16±1732.32a
茎秆(抽穗期)Stem(Headingstage) 20 1628.64±187.63ab 16 5283.61±1196.14ab
颖花(抽穗期)Spikelet(Headingstage) 20 1386.71±222.73def 16 4612.82±2065.58b
叶片(成熟期)Leaf(Maturitystag) 20 1485.93±86.31cde 16 4350.29±2515.42b
叶鞘(成熟期)Leafsheath(Maturitystage) 20 1670.95±146.84a 16 5869.02±3060.89a
茎秆(成熟期)Stem(Maturitystage) 20 1749.48±225.10a 16 4767.23±2736.93ab
种子(成熟期)Seed(Maturitystage) 20 1506.54±262.84bcd 16 4618.42±2356.08b

 1)数据表示为平均数±标准差,不同小写字母表示转基因水稻植株组织不同组织器官相比具有显著差异 Valuesarethemeans±

Sd,differentlowerlettersshowsignificantlydifferentfromtissuesandorgansoftransgenicriceplantsatP<0.05,respectively.

3 讨 论

根据 Wang等[14]的基因芯片的检测结果,本研

究的目标基因SUI1(Os07g34589)在100个表达最

稳定的水稻基因中的表达量很高,其平均表达水平

仅次于Os12g43600,排在第2位。我们用RT-PCR
对Os07g34589进行了基因表达模式的初步检验,
发现Os07g34589的表达量低于内参基因 Actin1

的表达量(内参基因Actin1的RT-PCR引物参照

基因Os03g50885的mRNA序列设计)。我们利用

Os07g34589和Os03g50885的蛋白质序列在TIGR
riceannotation 网 站 (http://rice.plantbiology.
msu.edu/)进行 Blastp搜索,发现 SUI1基因和

Actin1基因在水稻基因组上均存在多个拷贝。其

中与Os07g34589高度同源的基因(蛋白质序列一致

性 高 于 90%)位 点 有 2 个 (Os01g58220、
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Os05g41900),与Os03g50885高度同源的基因(蛋白

质序列一致性高于90%)位点有9个(Os05g01600、

Os03g61970、Os11g06390、Os01g73310、Os10g36650、

Os12g06660、Os01g64630、Os05g36290、Os12g44350)。
因此我们推断这2个基因的RT-PCR检测结果是

多个基因表达的混合样。由于有基因多拷贝的存

在,RT-PCR结果只能用于推断基因表达模式的初

步参考,不能判断特定基因的表达强弱。
我们将目标启动子与GUS报告基因融合,通过

定量检测GUS蛋白的表达活性确定启动子的表达

强度。玉米Ubiquitin 启动子是目前单子叶植物中

最常使用的组成性强启动子,在本研究中我们采用

Ubiquitin 启动子作为研究的对照启动子,选取了3
个发育时期(苗期、抽穗期和成熟期)的不同组织和

器官(叶片、叶鞘、根、茎、颖花和种子)为代表,全面

对比了目标启动子和Ubiquitin 启动子的表达活

性。常用的玉米Ubiquitin 启动子实际上包含了

Ubiquitin 基因启动子区域,5′非翻译区和第1个内

含 子[20]。而 在 TIGR riceannotation 网 站 对

Os07g34589的基因结构注释表明Os07g34589有4
个mRNA异形体,其中3个 mRNA异形体的5′非
翻译区 含 有1个 约1kb的 内 含 子。我 们 分 离

Os07g34589的启动子仅仅只包含了其转录起始位

点下游220bp的序列(即没有包含完整的5′非翻译

区和第一个内含子),这可能是造成我们分离的目标

启动子比Ubiquitin 启动子弱的原因。进一步的研

究将分离Os07g34589启动子区和完整的5′非翻译

区和第一个内含子,以检测是否可以提高目标启动

子的表达活性。
前人的研究[21]发现Ubiquitin 启动子的表达活

性在植株的成熟期会明显下降。由于我们测定的

GUS活性是单位总蛋白内所含有的GUS蛋白催化

4-MUG生成4-MU的速率,而在成熟期水稻各组

织中的总蛋白的含量也显著下降,因此在成熟期测

定的GUS活性相对苗期和抽穗期并没有出现明显

的下降。此外,在成熟期,目标启动子表达的GUS
活性相对Ubiquitin 启动子并没有显著上升,这表

明目标启动子和Ubiquitin 启动子的表达活性在成

熟期的变化趋势应该一致。
我们分单株检测了20棵T0代PSUI1和16棵T0

代PUbi独立转化单株,对于所检测的不同发育时期

的不同组织和器官,PSUI1转基因植株的表达活性的

方差均小于PUbi转基因植株。该结果表明:虽然整

体上目标启动子的活性低于玉米Ubiquitin 启动

子,但是目标启动子在不同转基因家系中的表达稳

定性好于Ubiquintin 启动子。提高外源基因表达

的稳定性,无论是用于转基因育种,还是基因功能验

证都是有利的,因为外源基因在不同转基因植株中

表达量相对稳定可以使不同转基因单株表现出来的

目标性状相对一致从而有利于对目标性状进行准确

的评价。
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Isolationandcharacterizationofanovelriceconstitutivepromoter

WEIJing MAOWei-hua LINYong-jun CHENHao

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/

NationalCenterofPlantGeneResearch(Wuhan),

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Aconstitutivegene(TIGRLocus:Loc_ Os07g34589)wasobtainedbycombiningour
lab’sdatabasewithRT-PCRverification.AnovelriceconstitutivepromoternamedPSUI1with1941bp
wasisolatedusingthegenomicDNAoftheindicaricevarietyMinghui63basedonaPCRmethod.Tode-
terminetheexpressionstrengthandpatternofthenovelconstitutivepromoter,theclonedpromoterwas
fusedwiththeβ-glucuronidase(GUS)reportergenetoformplantexpressionvectorDX2181b-PSUI1,and
themaizeubiquitinpromoterwasalsofusedwithGUSreportergenetoformexpressionvectorDX2181b-
PUbiasthecontrol.BothDX2181b-PSUI1andDX2181b-PUbi weretransformedintojaponicaricevariety
Zhonghua11byAgrobaeterium-mediatedmethod.GUSstainingshowedthatGUSgenewasexpessedin
differentricetissuesandorgansatdifferentgrowthstagesofDX2181b-PSUI1transgenicriceplants.Quan-
titativeanalysisofGUSactivityshowedthatthestrengthofmaizeubiquitinpromoterwas2-3times
higherthanthatofthePSUI1promoter,buttheexpressionofPSUI1promoterexhibitedmuchmorestable
thanthatofmaizeUbiquitinpromoterbetweentransgenicricelines.

Keywords Oryzasativa;constitutivepromoter;GUSreportergene;GUSstaining;quantitative
analysisofGUS
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