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2 个水稻 PLT 基因启动子的克隆及其表达分析
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摘要 为研究水稻中PLT 基因的表达及功能,利用同源序列分析,在水稻基因数据库中检索到2个与拟南

芥PLT 基因高度同源的基因序列,命名为OsPLT7和OsPLT11。根据进一步预测的PLT 启动子序列设计引

物,以水稻品种中花11的基因组DNA为模板,用PCR方法扩增得到PLT7、PLT11的启动子片段,克隆至含有

报告基因的表达载体上并转化水稻。通过GUS染色观察T1代转基因阳性植株,发现OsPLT7和OsPLT11在

水稻根部干细胞小生境和中柱部位表达,表达模式类似于其同源基因在拟南芥中的表达谱。
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  生物体干细胞是50多年前被定义的一类能够

维持生物体生长发育的细胞[1]。由于其源源不断的

分裂能力[2-4]和在医药领域的应用潜能[5-6],如今不

论在基础理论研究还是应用方面均受到越来越多的

关注。在 植 物 中,最 具 特 点 的 是 茎 尖 分 生 组 织

(shootapicalmeristem,SAM)和 根 尖 分 生 组 织

(rootapicalmeristem,RAM)中的干细胞。这些干

细胞不仅能够持续自我更新并产生各种植物发育需

要的子细胞,同时还是植物根、茎、叶和花等器官发

生的起始组织和发育的信号源泉[7-8]。
在植物界,2个研究最深入的干细胞小生境来

自于拟南芥的茎尖和根尖分生组织[9-10]。在SAM
中,产生和维持干细胞需要一个基本的组织中心,该
中心 靠 WUSCHEL(WUS)/CLV 调 节 途 径 控

制[11];而AP2家族的转录因子之一,PLETHORA
(PLT)则是维持拟南芥根部 QC(静止中心:quies-
centcenter,QC)区特异性以及根部干细胞活性的

重要基因[12]。PLT 与生长素关系密切,是依赖生

长素的积聚进行转录的转录因子。作为根部形态建

成的必须基因,将PLT 异位表达可诱导茎尖分生

区形成异位的根尖干细胞微环境。同时,PLT 对于

根部干细胞的形成和小生境的维持存在巨大的剂量

效应[13],过量的PLT 表达可转化为独特的细胞间

信号,为调控干细胞和植株的发育服务。最近研

究[14]发现,PLT 和转录因子WOX5、生长素反馈因

子ARF10/16和转录抑制子IAA17在生长素作用

下共同调节根部干细胞的分化。
根作为植物的重要营养吸收器官,在植物的各

生长发育阶段[15]及抗逆境胁迫[16-17]中均起到关键

作用,具有巨大的研究价值。前人关于植物根系干

细胞的研究均以拟南芥为材料,未能应用于实际生

产。本研究以我国重要粮食作物水稻为材料,以拟

南芥PLT 的研究结果为依据,构建2个OsPLT 的

启动子报告基因融合载体并转化水稻,检测其在水

稻根部中的表达模式,探索其水稻中同源基因的表

达和功能,为研究水稻 OsPLT 的功能提供一定

依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

水稻(OryzasativaL.)品种中花11、作为遗传

转化受体的水稻品种中花11愈伤、转化用菌株大肠

杆菌DH5α、农杆菌EHA105、C58和启动子报告基

因融合载体pG2NHL-H2BYFP-GUSplus-Nost均

由华中农业大学国家作物遗传改良重点实验室水稻

研究组提供。PCR所用引物由上海英骏生物技术
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有限公司合成;DNA测序由南京金斯瑞生物科技有

限公司完成。PCR所用DNA聚合酶采用 NEB公

司的Phusion高保真DNA聚合酶。DNA片段采

用Promega公司的DNA凝胶回收试剂盒进行纯

化。酶切、连接试剂均采用Fermentas公司产品。
1.2 水稻同源 PLT 基因预测及启动子序列分析

  利 用 Blast对 拟 南 芥 中 已 发 表 的 PLT1、

PLT2、PLT3、BBM 基因蛋白序列检索水稻基因组

数据库,检测到2个与拟南芥PLT 高度同源的水稻

基因序列,分别命名为OsPLT7和OsPLT11。通过

序列分析,确定这2个基因的启动子序列。
1.3 水稻基因组 DNA 的提取

野生型水稻品种中花11作为PCR模板的基因

组DNA以及转基因植株PCR阳性检测的基因组

DNA均采用CTAB(小样快速制备法)法提取。
1.4 OsPLT7、OsPLT11 启动子报告基因融合载体

的构建

  以预测的OsPLT7和OsPLT11启动子序列,
紧靠基因转录起点设计引物,
pOsPLT7-F: 5′-CGGGTACCAAACCTGCGGTCACCT-

GTG-3′;

pOsPLT7-R:5′-CGCTGCAG GGCGATAGATATGATC -
GATGC-3′;

pOsPLT11-F:5′-CGGTCGACATTGATTTGCTATAGTT-
GCCACAAC-3′;

pOsPLT11-R:5′-CGCTGCAGGTTTTTGTGTGGGGGT-
CAAAG-3′;

在pOsPLT7-F引物5′端引入 KpnⅠ酶切位

点,pOsPLT11-F引物5′端引入SalⅠ酶切位点,

pOsPLT7-R和pOsPLT11-R引物5′端引入PstⅠ
酶切位点。以水稻品种中花11基因组 DNA 为

PCR 模 板,分 别 以 pOsPLT7-F/pOsPLT7-R、

pOsPLT11-F/pOsPLT11-R两对引物,按 Phusion
DNA聚合酶的标准体系和参数进行PCR扩增,目
标片段大小分别为2129和2187bp。PCR产物经

琼脂糖凝胶电泳后用Promega公司的DNA凝胶回

收试剂盒回收,并酶切连接到pG2NHL-H2BYFP-
GUSplus-Nost载体中,通过卡那霉素(kanamycin)
抗性筛选得到阳性克隆,送金斯瑞公司测序。
1.5 载体转化水稻

将测序完全正确的OsPLT7和OsPLT11启动

子报告基因融合载体转入农杆菌。菌液PCR检测

正确的菌株,以水稻野生型中花11的愈伤为材料,
使用高效农杆菌介导的水稻遗传转化体系[18]进行

转化。
1.6 转化苗 PCR 阳性检测

以基因启动子插入载体两端的序列设计引物,
用于测序和阳性检测均可。
Seq-pf-yfpgus:5′-ACTCCAGAAACCCGCGGCT-3′;

Seq-pr-yfpgus:5′-AGATCTTGTATGTCTCAACG-3′;

以T0代和T1代转化植株的DNA为模板进行

PCR阳 性 检 测。非 转 基 因 品 种 中 花11基 因 组

DNA和水为阴性对照,扩增产物用0.8%琼脂糖凝

胶电泳检测。
1.7 转化植株 GUS 染色观察

转基因T1代水稻种子HgCl2消毒20min,灭菌

水清洗3~5次,竖直暗培养于1/2MS(duchafa)培
养基,28℃4d。待根长1~2cm时用GUS染液

(1mol/LNaH2PO42.1mL,1mol/LNa2HPO4
2.9mL,0.5mol/LEDTA[pH8.0]2mL,Trion-
X100μL,50mg/mLCM200μL,0.1mol/L铁氰

化钾1mL,0.1mol/L亚铁氰化钾1mL,甲醇20
mL,X-Gluc100mg,ddH2O定容到100mL)染色

24h。压片后用Nikon体视显微镜和Nikon80i显

微镜镜检拍照。

2 结果与分析

2.1 OsPLT7 和 OsPLT11 启动子报告基因融合载

体的构建

  以野生型水稻品种中花11基因组DNA为模

板,分别用2对引物pOsPLT7-F/pOsPLT7-R 和

pOsPLT11-F/pOsPLT11-R进行PCR扩增反应,

 1:KpnⅠ/PstⅠ 双酶切OsPLT7启动子报告基因融合载体产

生2129bp和8377bp的片段 KpnⅠ/PstⅠrestrictionenzyme

ofOsPLT7promoter-reporterproducesfragmentof2129bpand

8377bp;2:SalⅠ/PstⅠ 双酶切OsPLT11启动子报告基因融合

载体产生2187bp和8394bp的片段SalⅠ/PstⅠrestrictionen-
zymeofOsPLT11promoter-reporterproducesfragmentof2187

bpand8394bp;M1、M2:DNAmarker.

图1 OsPLT7和OsPLT11启动子报告

基因融合载体酶切鉴定

Fig.1 Enzymedigestioninidentifyingpromoter-reporter
fusionvectorsofOsPLT7andOsPLT11
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得到2129和2187bp的片段,并连入pG2NHL-
H2BYFP-GUSplus-Nost(8431bp)载体中。分别

采 用 启 动 子 片 段 连 入 载 体 时 所 用 的 酶 切 位 点,

OsPLT7(KpnⅠ/PstⅠ)和 OsPLT11(SalⅠ/

PstⅠ)对构建成功的载体进行酶切鉴定(图1)。

OsPLT7启动子报告基因融合载体应切出2129bp
启动子片段和8377bp载体片段;OsPLT11启动子

报告基因融合载体应切出2187bp启动子片段和

8394bp载 体 片 段。测 序 结 果 显 示,载 体 中 的

OsPLT7和OsPLT11启动子序列完全正确。
2.2 转化苗阳性检测

OsPLT7和OsPLT11启动子报告基因融合载

体成功转化水稻野生型中花11愈伤,得到OsPLT7
和OsPLT11启动子报告基因融合载体T0代转化苗

各37株。取 所 有 转 基 因 植 株 叶 片 提 取 基 因 组

DNA,用阳性检测特异引物Seq-pf-yfpgus/Seq-pr-
yfpgus进行PCR扩增检测。该对引物扩增空载体

产物大小应为527bp。OsPLT7启动子报告基因融

合载体转基因阳性植株DNA应扩增出2602bp大

小的片段,OsPLT11启动子报告基因融合载体转基

因阳性植株DNA应扩增出2677bp大小的片段,
凝胶电泳检测(图2)显示从OsPLT7和OsPLT11
启动子报告基因融合载体转基因植株基因组DNA
扩 增得到的条带大小与预期一致,OsPLT7启动子

 1~4:OsPLT7启动子报告基因融合载体T0/T1代转化苗 T0/T1transgenicseedlingsofOsPLT7promoter-reporterfusionvector;

5~8:OsPLT11启动子报告基因融合载体 T0/T1代转化苗 T0/T1transgenicseedlingsofOsPLT11promoter-reporterfusionvector;

Z:中花11品种(阴性对照)Zhonghua11(Negative);W:水(阴性对照)Water(Negative);M:DNAmarker.

图2 部分T0/T1代转基因植株PCR阳性检测

Fig.2 PartsofPCRidentificationofT0/T1transgenicseedlings

 A-B:水稻种子垂直培养于1/2MS固体培养基4d后进行根部GUS染色及体视显微镜观察Stereomicroscopeobservationof4-day-
oldricerootgrownonverticalhard1/2MSmediumsurfacesbyGUSstaining;C-F:水稻种子垂直培养于1/2MS固体培养基4d后进

行根部GUS染色及微分干涉显微观察 Differentialinterferencecontrastobservationof4-day-oldricerootgrownonverticalhard

1/2MSmediumsurfacesbyGUSstaining;T1代OsPLT7启动子报告基因融合载体转基因植株(A,C,E)T1transgenicseedlingsof

OsPLT7promoter-reporterfusionvector(A,C,E);T1代OsPLT11启动子报告基因融合载体转基因植株(B,D,F)T1transgenicseed-
lingsofOsPLT11promoter-reporterfusionvector(B,D,F).

图3 OsPLT7、OsPLT11启动子报告基因融合载体转基因植株GUS染色

Fig.3 GUSstainingoftransgenicplantswithOsPLT7andOsPLT11promoter-GUSfusionvectors
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报告基因融合载体 T0代转化苗阳性率为97.2%
(36/37)。选取 T0代阳性植株的种子混种培养生

长,共得到T1代植株25株,阳性检测表明阳性率为

72.0%(18/25)。χ2测验表明,T1代转基因植株阳

性率分离比符合遗传规律(χ2=0.00;P<0.01)。
OsPLT11启动子报告基因融合载体T0代转化苗阳

性率为89.2%(33/37),选取T0代阳性植株种子混

种培养生长,共得到 T1代植株34株,阳性率为

73.5%(25/34)。χ2测验表明,T1代转基因植株阳

性率分离比符合遗传规律(χ2=0.00;P<0.01)。
2.3 阳性转化苗 GUS 染色观察

选取T0代阳性转基因苗的水稻种子,经 GUS
染液染色后,进行体视和微分干涉显微镜观察GUS
组织 化 学 染 色 情 况。结 果 表 明,OsPLT7 和

OsPLT11启动子驱动 GUS基因的表达模式类似

(图3-A、B),且类似于其同源基因在拟南芥的表达

谱[13]。OsPLT7和OsPLT11表达部位主要集中在

水稻根部QC区、干细胞小生境部位(图3-C、D),并
在水稻主根中柱组织中呈不均匀点状分布(图3-E、

F)。OsPLT7较OsPLT11的表达范围更广,干细

胞小生境部位GUS着色范围更大,并于转基因植

株主 根 分 生 区、生 长 区 和 成 熟 区 中 柱 均 有 着 色

(图3-A、C);而OsPLT11未见于根部分生区中柱

部位表达(图3-B、D)。此外,OsPLT7较OsPLT11
在中柱部位的表达范围更大程度更强(图3-E、F)。
染色结果间接证明OsPLT7和OsPLT11与水稻根

部QC细胞特异性和维持干细胞小生境的活性相

关,功能与拟南芥PLT 基因类似。

3 讨 论

水稻和拟南芥分属进化最高级的单子叶植物纲

和双子叶植物纲中的模式植物,而且大多数学者都

赞同单子叶植物起源于双子叶植物。依此来看,以
拟南芥的研究结果作为水稻研究的依据是非常可行

的。本研究以拟南芥PLT 基因序列为基础,通过

Blast分析成功预测了2个水稻PLT 基因OsPLT7
和OsPLT11。通过构建OsPLT7和OsPLT11的

启动子报告基因融合载体并转化水稻,经 GUS染

色观察到OsPLT7和OsPLT11的表达区域与拟南

芥中 的 同 源 PLT 表 达 谱 极 为 类 似。间 接 证 明

OsPLT7和OsPLT11功能可能与水稻根部 QC细

胞特异性和维持干细胞小生境的活性相关,功能与

拟南芥PLT 基因类似,为进一步研究水稻的PLT

基因的功能打下了基础。由于水稻的根相比拟南芥

细胞层数多得多,不易观察,故此部分研究还需要对

OsPLT7和OsPLT11启动子融合载体的转基因阳

性苗根部进行GUS染色后,对其进行树脂切片观

察,从而更清晰地观察其表达部位。同时,由于拟南

芥PLT 基因与生长素关系密切,可将阳性苗的根

部经过生长素等激素处理后,再进一步观察表型变

化。此外,利用分子生物学方法在水稻中进行PLT
基因敲除和表型互补实验也都是必要的。由于根对

植物的营养吸收、生长发育阶段及抗逆境胁迫极为

重要,本研究成果有望应用于水稻品种的根系改良,
从而提高水稻生产效率。
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Abstract TostudytheexpressionandfunctionofPLTinrice,twoPLTgenesinrice(OsPLT7
andOsPLT11)werefirstlypredictedfromsearchingthehomologyofArabidopsisPLTgenesprotein
sequencesagainstricedatabase.AccordingtothepredictedpromotersequencesofOsPLT7and
OsPLT11,wedesignedthePCRprimersandamplifiedtheconsequentpromoterfragmentsofOsPLT7
andOsPLT11usinggenomicDNAofOryzasativaL.Zhonghua11astemplates.Finally,wecloned
thesefragmentsintothevectorcontainingreportergenesGUS/YFPandsuccessfullytransformedthese
promoter-reporterfusionvectorsintorice.GUSstainingobservationofT1transgenicseedlingsof
OsPLT7andOsPLT11promoter-reporterfusionvectorsindicatedthatbothOsPLT7andOsPLT11are
expressedmainlyinstemcellnicheandsteleareainriceroot,whichareverysimilartotheexpression
profileoftheirhomologousgenesinArabidopsis.Theseresultswillbeusefulforthefunctionalstudies
ofthePLTfamilytranscriptionfactors.
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