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水稻胚乳特异型双向启动子的克隆及功能鉴定
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摘要　以水稻中的１对双向转录基因(TIGRLocus:LOC_Os０９g３９５４０和LOC_Os０９g３９５５０)的翻译起始位

点之间的序列作为研究对象,克隆其序列并进行功能鉴定.以明恢６３基因组 DNA为模板,采用PCR法扩增该

序列(命名为BDP１),以正反两个方向插入启动子功能分析载体pDX２１８１,分别命名为BDP１１和BDP１２;转基因

阳性植株的 GUS组织化学染色结果证明该启动子为胚乳特异型的双向启动子,两端的表达水平均很低.将启

动子片段距离转录起始位点较短的一端向下游延伸１２３bp(命名为 BDP２),以正反两个方向插入启动子功能分

析载体pDX２１８１,分别命名为BDP２１和BDP２２;转基因阳性植株的 GUS组织化学染色结果显示该启动子的胚

乳特异型双向表达模式维持不变,表达水平高于BDP１.
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　　在基因工程的研究中,启动子作为表达载体的

重要组成部分受到的关注越来越多.启动子驱动目

的基因在植物体内表达的特异性和高效性非常关

键.早期关于启动子的研究主要集中在组成型启动

子上,比如水稻的 Actin１ 启动子[１]、OsCc１ 启动

子[２]及玉米的Ubiquitin１启动子[３].但是组成型启

动子驱动靶标基因的持续表达不仅造成细胞中能源

和物质的浪费,而且可能由于大量异源蛋白的积累

引起植株发育迟缓[４].因此,越来越多的科学家开

始关注其他类型启动子的研究和应用.时空特异型

启动子可将靶标基因集中在特定时期或组织中表

达,从而避免靶标基因在转基因植株非目标组织中

表达造成的弊端.
转基因育种常需要将多个外源基因同时导入受

体中并让它们维持同样的表达模式[５Ｇ６],因此,单向

启动子重复利用的现象频繁.这种方法虽然可以实

现多基因同时转入受体的目的,但是在载体构建过

程中时间和材料消耗过大,而且可能导致基因表达

“共抑制”的现象,造成基因表达沉默[７].双向启动

子能够同时驱动２个基因在受体中表达,有效避免

上述情况的发生.目前,利用天然双向启动子进行

转基因研究的例子不多,多数为人工构建的双向启

动子[８].Xie等[９]在CaMV３５S 的５′端反方向加上

mini３５S 融合成一个双向启动子,并用该启动子同

时驱动GUS 和GFP 的表达,转基因烟草的结果证

实 GUS 和 GFP 可 以 在 受 体 中 成 功 表 达.

Uwanogho等[１０]发现小鼠Recql４和Lrrc１４基因之

间序列为双向启动子;Bellizzi等[１１]研究发现人的

SIRT３和PSMD１３基因对是由７８８bp的双向启

动子驱动的;艾青[１２]研究发现PRR１１和FAM３３A
这２个转录方向相反的基因共用一个启动子,该启

动子能够双向调节这对基因的表达;张丕燕等[１３]用

PCR 方法克隆顶头孢霉菌 pcbABＧpcbC 双向启动

子区域,并证明这一段 DNA 区域具有双向启动功

能.植物中的研究报道较少,拟南芥中叶绿素a/b
结合蛋白(cab)家族中cab１和cab２基因对之间的

序列已被证实为双向启动子[１４].水稻中胰凝乳蛋

白酶抑制基因Ocpi１和Ocpi２是“头对头”基因,

Singh等[１５]分离克隆了该基因对之间的序列并验证

其具有双向转录功能.本研究以水稻的１对双向转

录基因(TIGRLocus:LOC_Os０９g３９５４０和 LOC_

Os０９g３９５５０)的翻译起始位点之间的序列为研究对

象,克隆其序列并进行功能鉴定,旨在为植物基因工

程研究提供材料.
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1　材料与方法

1.1　植物材料及菌株材料

粳稻品种中花１１ (Oryzasativa L．ssp．jaＧ
ponica)、籼稻品种明恢６３(OryzasativaL．ssp．)、
根癌农杆菌菌株 EHA１０５、大肠杆菌菌株 TOP１０
和启动子功能分析载体pDX２１８１均由华中农业大

学作物遗传改良国家重点实验室长期保存.
1.2　试　剂

TaqDNA聚合酶、T４ＧDNA 连接酶、各种限制

性内切酶和dNTPs购自TaKaRa公司;反转录试剂

盒购 自 Invitrogen 公 司;TＧ载 体 试 剂 盒 和 DNA
Marker购于 Transgene公司;组织培养中用到的潮

霉素、谷氨酰胺、２,４ＧD、乙酰丁香酮等购自 Sigma
公司;Realtime试剂盒购自 Roche.引物合成由上

海生工完成,测序在金斯瑞完成.
1.3　启动子 BDP1 的克隆及表达载体的构建

本研究在水稻中发现了１对相邻且转录方向相

反的基因对 (TIGR Locus:LOC_Os０９g３９５４０ 和

LOC_Os０９g３９５５０),预测该双向转录基因对之间的

序列为双向启动子.利用PLACE数据库对 LOC_

Os０９g３９５４０和LOC_Os０９g３９５５０两个基因的翻译

起始位点之间的序列进行顺式作用元件扫描,同时

用 MethPrimer在线软件预测该序列的 CpG 岛,发
现其具有双向启动子的结构特征.根据插入载体的

方向 设 计 了 ２ 对 引 物,序 列 插 入 的 正 向 引 物 为

BDP１１ＧF和 BDP１１ＧR,序 列 反 向 插 入 的 引 物 为

BDP１２ＧF和BDP１２ＧR(左引物添加 HindⅢ酶切位

点,右引物添加BamHⅠ酶切位点及相应的保护碱

基),对该基因对翻译起始位点之间的序列进行扩

增,分别命名为BDP１１和BDP１２.引物序列如下:
BDP１１ＧF:

　　CCCAAGCTTGAGAAAACCGAACAAGCCAG,

BDP１１ＧR:

　　CGGGATCCCGCCGCGAGAAACCCTAGAACA;

BDP１２ＧF:

　　CCCAAGCTTCGCCGCGAGAAACCCTAGAACA,

BDP１２ＧR:

　　CGGGATCCGAGAAAACCGAACAAGCCAG;

AAGCTT为 HindⅢ酶切位点;GGATCC为BamHⅠ
酶切位点.

利用CTAB法从明恢６３中提取基因组 DNA,
以此基因组DNA为模板,利用PCR技术扩增启动

子BDP１１和BDP１２.PCR反应体系(２０μL):基因

组 DNA(１００ng/μL)１μL,１０×ExTaq Buffer
２μL,dNTPs (２．５ mmol/L)２ μL,左 引 物 (１０
mmol/L)０．２μL,右 引 物 (１０ mmol/L)０．２μL,

ExTaq酶(TaKaRa,日本)０．２μL,补水至２０μL.

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳分离和凝胶回收试剂

盒纯化后克隆到pEASYＧT３载体,测序验证后的阳

性克隆经过BamHⅠ和 HindⅢ双酶切后,连入启

动子功能分析载体pDX２１８１获得阳性重组质粒,分
别命名为DX２１８１ＧBDP１１和DX２１８１ＧBDP１２.
1.4　BDP2 的克隆及载体的构建

以BDP１启动子序列距离转录起始位点较短的

一端向下游延伸１２３bp,命名为 BDP２.重新设计

引物BDP２ＧF和BDP２ＧR(左右引物均添加BamHⅠ
酶切位点及相应的保护碱基)序列如下:

BDP２ＧF:CGGGATCCGAGAAAACCGAACAAGCCAG,

BDP２ＧR:CGGGATCCCTTGATGTAGACGTTCTCGG
(下划线均为BamHⅠ酶切位点).

利用PCR法以明恢６３基因组 DNA 为模板扩

增启动子BDP２,并导入pDX２１８１获得阳性重组质

粒,测序后分别选出序列正向和反向连入的克隆,分
别命名为DX２１８１ＧBDP２１和DX２１８１ＧBDP２２.
1.5　根癌农杆菌介导的遗传转化

中花１１(粳稻品种)成熟种子的胚诱导后可以

产生愈伤组织,用含有上述功能分析载体的根癌农

杆菌EHA１０５侵染愈伤组织,共培养后用潮霉素筛

选２代,筛出的抗性愈伤经分化和生根后得到转基

因植株.
1.6　GUS 组织化学染色

转基因植株的 GUS组织化学染色参照JefferＧ
son等[１６]报道的方法.分别取其转基因阳性植株的

叶片、叶鞘、穗、茎秆以及成熟期的胚乳剪成合适的

大小浸入 GUS染色液中,置于３７℃恒温箱中６~
１０h,依次用９５％乙醇和７５％乙醇进行脱色,用莱

卡解剖镜(LeicaMZFLIII)观察并拍照.

2　结果与分析

2.1　启动子序列的生物信息学分析

用PLACE网站对启动子序列进行顺式作用元

件 扫 描,同 时 用 BioXM 分 析 其 GC 含 量 并 用

MethPrimer预测 CpG 岛,发现在 BDP１和 BDP２
中只 包 含 １ 个 TATA 盒,同 时 还 包 含 ARR１、

CGACG、SEF４等与胚乳特异表达的顺式作用元件

(表１).而且启动子BDP１的GC含量为５５．０５％,

２
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表１　启动子BDP２序列中与胚乳特异表达相关的顺式作用元件

Table１　CisＧelementsinthepromoterBDP２whichisrelatedtoendospermspecificexpression

元件名称

CisＧelements
出现次数

Frequencies
生物学功能

Biologicalfunction

GCN４motif １
与水稻谷蛋白基因启动子有关

Relatedwiththepromoterofriceglutelingene

SknＧ１motif ４
胚乳特异表达的顺式作用元件

CisＧactingregulatoryelementrequiredforendospermexpression

ARR１Ｇbindingelement ２
与水稻非共生血红蛋白基因启动子有关

RelatedwiththepromoterofricenonＧsymbiotichaemoglobingene

ACGTmotif ２
与水稻谷蛋白基因启动子有关

Relatedwiththepromoterofriceglutelingene

AACAmotif ２
与水稻谷蛋白基因启动子有关

Relatedwiththepromoterofriceglutelingene

SEF４bindingsite １
与大豆７Sglobulin基因启动子有关

Relatedwiththepromoterofsoybean７Sglobulingene

CGACGelement ５
与水稻中αＧ淀粉酶基因启动子有关

RelatedwiththepromoterofriceandbarleyalphaＧamylasegene

DPBFCOREDCDC３ １
与胡萝卜胚胎特异表达基因启动子有关

RelatedwiththepromoterofcarrotembryoＧspecificexpressiongene

BDP２的 GC含量为５７．０７％.２个启动子在５０~
４０３bp处存在３５４bp的 CpG 岛,启动子 BDP２在

５３０~７０１bp处还存在１个长１７２bp的 CpG 岛.
生物信息学分析表明BDP１和BDP２可能是胚乳特

异表达双向启动子.
2.2　启动子的克隆、载体构建及转化

以明恢６３的基因组 DNA 为模板,克隆出的启

动子BDP１１和BDP１２长度为６３４bp,启动子BDP２
在启动子 BDP１的基础上延伸了１２３bp,长度为

７５７bp(图１).将 PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳分

离,凝胶回收试剂盒纯化后克隆到pEASYＧT３载体

测序 验 证,获 得 的 阳 性 克 隆 经 过 酶 切 后 连 接 到

pDX２１８１获得阳性重组质粒(图２),并利用农杆菌

介导法导入粳稻品种中花１１中,得到的 T０转基因

阳性植株种植于大田中.
2.3　GUS 组织化学染色

对T０代阳性植株的不同组织进行 GUS组织化

学染色.结果显示,启动子 BDP１１和 BDP１２以及

BDP２１和BDP２２都只在胚乳组织能染出显示 GUS
活性的蓝色,其他组织均未能染色.证明 BDP１和

BDP２均为胚乳特异型双向启动子.BDP２１的胚乳

染出的蓝色深于BDP１１,且BDP２２的胚乳染出的蓝

色深于BDP１２,而 BDP１１与 BDP１２的表达水平差

不多,BDP２１和 BDP２２的表达水平相差不大.说

明同一个启动子两端的表达水平差不多,BDP２两

端的表达水平均高于BDP１(图３).

M:DL２０００marker;１:BDP１;２:BDP２．

图１　启动子BDP１和BDP２的PCR扩增

Fig．１　PCRamplificationofpromoterBDP１andBDP２

3　讨　论

双向启动子是指在序列的２个方向都能进行转

录起始的DNA 序列,对于转录水平上调节基因共

表达起着重要的作用.利用双向启动子驱动多个外

源基因同时表达时,能够避免基因沉默的现象,因而

双向启动子的应用为克服“基因沉默”这个转基因技

术难题提供了一种较好的解决方法.本研究成功克

隆了LOC_Os０９g３９５４０和LOC_Os０９g３９５５０两个

３
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图２　启动子功能分析载体TＧDNA区域简图

Fig．２　SchematicdiagramoftheTＧDNAregionoffuctionalcarrierpDX２１８１withBDP

图３　组织化学分析启动子的表达模式

Fig．３　Histochemicalanalysesoftheexpressionpatternofpromoters

基因翻译起始位点之间的序列并验证其为胚乳特异

型双向启动子.胚乳特异型双向启动子可以调控２
个外源基因同时在胚乳表达,而在其他部位不表达,
从而减少外源基因过量表达对植物生长发育产生的

影响.同时,不同外源基因在胚乳的表达可以达到

改良水稻多个品质的目的.已有报道的有降低血清

胆固醇作用的“大豆米”[１７],可预防贫血的“铁蛋白

米”[１８]和富含维生素 A 的合成前体β 胡萝卜素的

“黄金大米”[１９Ｇ２１]是谷蛋白基因GluBＧ１启动子分别

驱动大豆球蛋白基因、大豆铁蛋白编码序列和八氢

番茄红素合成酶基因(psy)在胚乳特异表达的结

果.因而胚乳特异型双向启动子对增加水稻的营养

以及水稻品质的改良具有实际的应用价值.目前,
来源于水稻内源性胚乳特异型启动子的克隆比较

少,如 谷 蛋 白 基 因 启 动 子[２２]、球 蛋 白 基 因 启 动

子[２３]、醇溶谷蛋白基因启动子[２４]、DXCP３５[２５]和

EnP２[２６]等,且都是单向启动子,而本研究克隆的启

动子BDP２为胚乳特异型双向启动子,有望应用于

转基因育种中,也为启动子的改造和设计提供资源.
启动子的表达模式是由顺式作用元件和相应的

转录因子协同作用的结果.对启动子顺式作用元件

的分析有助于更好地理解启动子的功能.本研究对

启动子BDP１和BDP２的序列进行生物信息学分析

发现其不仅具有双向启动子 “少 TATA 盒、GC含

量高及CpG岛”的特点,还含有很多与胚乳特异表

达有关的顺式作用元件,如:GCN４motif、AACA和

ACGT已被证明是谷蛋白基因启动子胚乳特异表

达所必需的顺式作用元件[２７].BDP２较BDP１则增

加了 AGCBOXNPGLB、RHERPATEXPA７、NODＧ
CON２GM、OSE２ROOTNODULE 等 元 件.GUS

４
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组织化学染色结果证实了BDP１和BDP２均为胚乳

特异型双向启动子.已有不少文献报道基因５′端

的 外 显 子 和 内 含 子 对 启 动 子 的 活 性 起 增 强 作

用[２８Ｇ３０].BDP２是在BDP１距离转录起始位点较近

的一端延伸了外显子部分序列,GUS组织化学染色

结果显示BDP２两端的表达水平均高于BDP１,说明

延伸的外显子序列中存在能增强基因表达的顺式作

用元件,这也为顺式作用元件的功能研究提供了可

利用的资源.
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Cloningandfunctionalanalysisofabidirectionalpromoterwithendosperm
specificexpressioninrice(OryzasativaL．ssp．japonica)

YANG Mei　WANGRui　LINYongjun

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/

NationalCenterofPlantGeneResearch,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Thesequencebetweentranslationinitiationsiteofabidirectionalgenepair(TIGRLocus:

LOC_Os０９g３９５４０andLOC_Os０９g３９５５０)hasbeenpredictedasabidirectionalpromoter．Thispromoter
wasacquiredfromthegenomicDNAofMinghui６３byPCRandnamedasBDP１andinsertedintothe
promoterfunctionanalysisvectorpDX２１８１inforwardandreversedirections (named BDP１１and
BDP１２)．BDP１wasidentifiedasanendospermＧspecificbidirectionalpromoterintransgenicplantswith
GUShistochemicalstaining．Theexpressionefficiencyofthetwodirectionswerelow．Thepromoter
fragmentwasextended１２３bpdownstreamfromtheendnearerthetranscriptionstartsite．Thenew
promoternamedasBDP２wasinsertedintothepromoterfunctionanalysisvectorpDX２１８１inforward
andreversedirections(namedasBDP２１andBDP２２)．TheexpressionpatternoftheBDP２wasthesame
asBDP１．TheexpressionefficiencyofBDP２１andBDP２２werehigherthanthatofBDP１．

Keywords　rice;bidirectionalpromoter;GUSreportergene;tissueＧspecificexpression
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