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启动子对外源基因在转基因

植物中表达的影响

晏小兰
’

邱国华 李宝健

(中山大学生物工程研究中心
,

广州 51 0 2 7 5)

摘 要 将来自 BP l lZ I 质粒的 ca M v 35 s 启动子片段插入到 BP l l 21 的 ca M v3 s5 启动子与

G U S 基因之间
,

构建了串联的 aC M v 35s 启动子载体 PL 3B 8
.

通过三亲交配
,

将 BP l l 2 1及 PL 3B 8

分别转移到含 GP v 3 8 5 0 的农杆菌中
,

成为适合本研究的双元载体
.

以叶圆盘转化法将外源基

因转入烟草
,

获得了 2 种转基因植株
.

经 D N A 分子杂交
、
N盯 I 点分析

、
G sU 荧光定性及定量

分析
,

证明外源基因 已整合进烟草基因组并获得表达
.

PL 3B 8 的 G U S 表达量为 p lB l 21 的 3 ~ 4

倍
,

这表明启动子数目的不同会直接影响其启动基因的表达水平
.

关键词 ca M v3 5s 启动子串联
,

质粒构建
,

农杆菌转化
,

转基因烟草
,

基因表达

分类号 Q 81

基因的表达和调控是植物基因工程研究的中心内容之一
,

目前
,

对特异性启动子的研

究已成为一个热点
,

利用植物转化的方法
,

许多启动子的表达特异性也已研究得较为清

楚
〔`一 7〕

.

已知启动子的串联能增强外源基因在转基因植株中的表达效果
〔` 〕 、

本文将新霉素

磷 酸转移酶 ( N e o m y e in P h o s p h a te t r a n s f e r r a s e ,

N p T I ) 基 因和 日一
葡萄糖昔酸酶 印

一 g lu
-

cu or in da s e ,

G u )S 基 因转入烟草
,

试图研究在串联的双启动子控制下的 G U S 基因在转基因

烟草中的表达效果
.

材料和方法

1
.

1 材 料

植物材料 烟草无菌试管苗
,

品系 s RI
,

由美国 c or en n 大学 B IT 研究所提供
;

细 菌材料
·

含质粒 p BI 1 2 1( 卡那霉素抗性
,

K m “ ,

物理 图谱见图 l) 的大肠杆菌 由新加

坡国立大学分子 和细胞生物学研究所 潘永忠博士提供
.

大肠 杆菌 H 1B 01 (链霉素抗性
,

S m R
)

、

含 协 助质 粒 ( h e l p e r p l a s m id ) 的 p G J 2 3 ( K m R ; 四 环 素抗 性
,

T e R
) 的 大肠杆 菌

、

含

p G V 3 8 5 0( 氨节西林抗性
,

A p
“
)的根癌农杆菌由比利时 G e nt 大学提供

.

收稿 日期
:
1 9 9 3 一 l一 0 3

*

现在广州市教育学院生物学系工作 ; 徐增富参加部分工作
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1
.

2方 法

1
.

2
.

1植物基因工程载体的构建 提取和纯化质粒 N DA8 . [的 ,

酶切和连接 D N A 10[ 〕 ,

采用

c a cl
Z

沉淀法
〔8〕转化

.

获取平头末端川
,

” 〕 ,

并进行平端连接
〔”

,

’ 3〕
.

以抗性平板筛选转化子
,

然后 比较转化子及原质粒 p lB l ZI 的分子量大小
,

筛选重组子
,

再将重组子用 X b al 酶切
,

选出正接顺序的重组子
.

进行三亲交配
〔川

,

将构建好的大肠杆菌质粒转移至致癌农杆菌

中
.

1
.

2
.

2 植物转化 用叶圆盘法川转化
,

使用的培养基为 M S 盐 B S

培养基的维生素
,

加入

6一 B A I
.

0 m g / L 和 N A A 0
.

1 m g / L
.

在含 K m l 0 0 m g / L
,

e e f 5 0 0 m g / L 的培养基上长出转

化烟草植株
.

1
.

2
.

3 转化植株的鉴定 D N A 分子杂交
.

提取纯化植物总 D N A 郎〕 ,

酶切后进行 D N A 转

移
〔̀ 。〕 、

制备探针
〔 , 6〕 ,

并进行预杂交
、

杂交及放射 自显影
.

同时还进行了 D N A / D N A 的点杂

交
.

N PT I 点滴检测
.

提取并检测转化
、

未转化植物的 N P T I 酶活性
〔 , 6〕

.

G U S 活性的荧光法定性
、

定量测定
.

参照 eJ ff er s on 等
〔” 〕
的方法改进

,

检测 了未转化
、

转化植株的 G u s 基因的定性
、

定量表达
.

2 实验结果

2
.

1 串联 ca M v 35 S 启动子的构建

本 实验的启 动子来源 于 p BI 12 1〔 , 7 , ,

其结构及 质粒 构建 图如 图 1
,

该 启 动子 长为

8 0 0b p
,

从 p lB l ZI 中分离此片段并补平后
,

再插入 p lB l ZI 的 aB m IH 补平的末端
.

转化子用

电泳法筛选
,

分子量比 p lB l ZI 大的转化子即为重组子
.

为了确定启动子连接的顺序
,

用紧

,之l毛一,一o T `· l

时孟
;

1 N l即 一1 1丽

I , r o 八叭 ;

两蔽
,

菠卞

互多
至 毛
>< 鉴

还二墨娜
1 p h。

鬓 携 夏
úù护一一二盆沈一ú一P弓二

p L ll :3b

一名二父十七k
|̀.|汀一巴产一X̀

R B阮
杯而墓 N l ) T 11 溉 e o M \ `田又弓i 兰凿渭

夕且
一 优

F ig
.

1 T h e

篆遮 诀
l

鳄鄂
I

宾美 全多

图 一 质粒 p B l l Z I 及构建质粒 p L B 3 8
,

p L B 3 9结构

s r r u e t u r e o f P la s m id P B l l 2 1 a n d e o n s t r u e t e d P l a s m id P LB 3 8
,

P L B 3 9
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表 2 转化植株 在不 同阶段的 G U S 相对活 力

T a b
.

2 T h e r e la ti v e a e ti v i ty o f G U S i n v a r i o us sat ges
o f t r a n s f o rm ed P la n ts

时 间 (m i n )

们 科 0 1 5 3 0 4 5 6 0

C K 株

p B l l ZI 株

p L B 3 8株

0
.

002

0
.

0 02

0
.

00 3

0
.

0 2 0

0
.

05 0

0
.

1 5 0

0
.

0 4 0

0
.

0 31

0
.

0 7 3

0
.

2 0 3

0
.

05 8

0
.

1 31

0
.

4 0 8

叶盘

C K株 0
.

0 7 0

民é dO一OJ
, .二ROnUJ一月了月,gd匕J11一nU工óLJ

`.1

p B l l 2 1株

p L B 38 株

C K 株

pB l l Z I 株

p L B 38 株
C K 株

p B I 12 1 株

p L B 3 8 株

0
.

2 8 3

05 1

3 5 2

0
.

0 4 7

0
.

1 03

0
.

3 4 8

0
.

0 6 4

0
.

4 8 7

1
.

0 4 0

0
.

0 4 5

0
.

3 00

1
.

1 9 3

0
.

0 4 3

0
.

0 388

1
.

2 2 0

1
.

4 0 9 1
.

8 8 2

0
.

0 5 7

0
.

36 3

1
.

4 4 6

0
.

0 6 0

0
.

37 0

1
.

4 6 0

0
.

0 6 9

0
.

4 9 9

1
.

8 0 7

0
.

0 7 2

0
.

58 7

1
.

9 4 3

0
.

5 02

2
.

0 9 9

0
.

0 7 6

愈伤组织

3 讨 论

3
.

1 植物基因工程载体的构建

经电泳法筛选出含双启动子的重组子后
,

用 x b al 酶切确证启动子的插入方向
.

从图

1 的质粒构建图中可以看到
,

两启动子同向 (转录方 向 )串联时
,

2 个 x ba l 位点的间隔正

好是一个启动子的距离
,

而反向相接时
,

则只相距几个碱基对
,

即用 x ba l 酶切后分别得

到 2 个片段 ( ~ 12 k b
,

0
.

s k b ) 和一个大片段 ( ~ 1 2 8 k b )
.

电泳后如图 Z E
,

出现两种带
,

是 正

接
;
图 ZC

,

只有一条带
,

是反接
.

由此构建了合适的 中间载体 PL B 38
.

通过三亲交配
,

构建

了用于植物转化的载体
.

根据如下
:

1)
.

三亲交配后
,

经多次抗性筛选
,

接合子生长 良好
,

证

明 p lB l 21 和 p L B 38 分别进入 了含 iT 质粒 p G v 3 8 5 o 的根癌农杆菌中
,

并可以在其中稳定

地复制
; 吴世寅等

〔18j 就以此方法筛选了作为转化植物所用的工程菌种
; 2)

.

在 p BI 1 21 和

p B L 3 8 质粒上
,

所需转化的外源基 因均在 T一 D N A 内
,

而 pG v 3 8 5 0上则含有转化所必需

的 vi r
基因

,

其 T一 D N A 内没有有益基因
,

这样
,

不管是 以双元质粒还是其整合质粒状态

的存在下
,

都可以将外源基因转移并整合到植物染色体上
; 3)

.

p lB l 2 1
,

PL B 38 上的外源基

因均分别由独立 的启动子和终止子控制
,

故可以在植物体内正常转录和表达
; 4)

.

转基 因

植株的分子杂交结果及外源基 因的产物分析直接证明了此载体适用于植物转化
.

3
.

2 植物转化及其核酸鉴定

转化烟草叶盘可以在含 1 0 0 m s/ L 的 K m 培养基上相继长芽
,

长根
,

直至长成健壮的小

植株
,

表 明是 K m 抗性表型
.

而未转化的叶盘则明显不耐 K m 毒性
,

在选择培养基上逐渐

枯萎死亡
.

如图 3 ~ 5 的 D N A / D N A 点杂交及 oS ut h er n
杂交的结果表明外源基因的拷贝已

整合到植物的基因组 中
.

特别是图 5 的 S ou t h er n
杂交中

,

转基 因植株总 D N A 的 iH dn l 和
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E e o R I 酶切物中含有与探针 ( p B l l Z I 的 H i n d l 和 E e o R I 酶 切片段
,

含 C a M v 3 5S 启动子和

G u s 基因 )相同分子量的同源片段
,

在转基因植物的总 O N A 中
,

与探针杂交的是分子量

约 4 0 k b 的位置
,

而在对照中则不 出现杂交带
,

这样就无可辩驳地证明了外源基因已经整

合进植物的基因组中
.

3
.

3 外源墓因在转墓因植物中的表达

本实验用 N P T I 的点杂交及液 闪记数定性和粗略定量地分析了外源的 N P T I 基因

在转基因植株中的表达
.

从表 1 和图 6 可以看出
,

由 p lB l ZI 和 pB L 38 所转化的植株
,

它们

的 N PT I 酶 的活力并没有显著的 区别
,

并且它们的愈伤组织和幼苗的表达产物也差不

多
,

这是因为它们的基因及启动子都是相同的
,

因而表达的产物也差不多
.

同时
,

对另一外源基因一 G U S 基因和酶活性也作了定性和定量的分析
,

图 7 和表 2 的

结果表明
,

外源的 G U S 基因在转基因的植株中得到了表达
,

并且
,

由双启动子控制的 G U S

活性 比单启动子控制的 G U S 活性高出 3 ~ 4倍
,

说 明启动子的串联能够提高基因表达的

水平
.

19 8 7 年 K ag R 等
〔们
就报导了类似的结果

.

根据目前对于基因表达与调控的了解
,

串联的启动子能提高基因表达的水平
,

可能的

原 因有 1)
.

aC M V 35 S 启动子含 C A A T 盒及很丰富的 G T G G 和 C C A C 序列
〔 , 。〕 ,

这些序列可

增加启动子的转录水平
,

启动子的串联
,

相应增加了这些序列的拷贝数
,

因而起到一定的

增强作用
; 2)

.

启动子的内部有多个顺式作用因子
,

这些顺式因子相互协同作用对基因表

达起一定的调控作用
;
3)

.

启动子经串联后
,

前一个启动子可能起着增强子的作用
.

另外
,

在 G u s 基因的表达产物分析中也发现
,

同一种转基因植株的外源基因表达产

物在芽和苗中没有显著的区别
,

这可能是 因为在单位质量的外植体中
,

外源基因的拷贝数

或是 m R N A 等基因表达的中间产物并没有增加的缘故
.
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