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提 要 竹节花黄斑驳病毒（%./01）是侵染单子叶植物竹节花的一种双链环状234病毒，
它的启动子可介导外源基因在烟草韧皮部特异表达。为了研究其组织特异性表达的最佳启

动子区域，对%./01启动子进行了56端五种不同长度的缺失分析，用不同长度的启动子片
段与78&基因及39&#6端转录中止序列构建了全长启动子及5个缺失启动子序列的六个嵌
合78&基因植物表达载体。利用农杆菌将上述嵌合基因转化烟草外植体后，每种表达载体
都获得了一批转基因烟草植株。转化再生烟草植株的:%;分析、78&酶活测定及78&组织
染色的结果表明六种类型的嵌合基因已整合到烟草染色体中，并有五种表达出78&活性。
缺失到*!)+<=的启动子比全长启动子（’+-+<=）的活性约高)!>，*!)+<=比*5!5<=启动子介
导的78&活性略高但差别不明显，缺失到*--)和*,#,时78&活性有明显下降，但仍具有韧
皮部特异表达的特性。当缺失到?4?4<.@附近的*--<=时启动子丧失组织特异性，78&活
性也降低到测不出来的水平。以上结果表明%./01启动子从转录起始位点上游*!)+<=!
,#+<=及*,#,<=下游区分别与启动子的活性和韧皮部组织特异性密切相关，*!)+<=上游可能
存在一个负调控序列，所以该启动子的活性和组织特异性的最佳调控区应在*!)+<=或*5!5<=
的下游区。%./01启动子与#5&启动子驱动78&基因在烟草中表达的活性相比，前者为后
者的)+>左右，考虑到前者仅在韧皮部细胞表达而后者为组成型表达，所以%./01启动子
在韧皮部的活性可能与#5&启动子相当或更高。%./01启动子在其它转基因植物中驱动
外源基因表达的特点正在研究中。

关键词 %./01启动子，缺失分析，韧皮部特异表达，转基因烟草植株
分类号 &-#,A- 文献标识码4 文章编号+++’*",+(（’(((）+’*++’5*,,

竹节花黄斑驳病毒（%./01）是一种侵染单子叶植物竹节花（!"##$%&’()&**+,(）的
无包膜杆状病毒。类似于花椰菜花叶病毒（%B01），其基因组为双链环状234，每条链
都在特定的位点中断。0CD<CEEF等人［’］对%./01研究结果表明其基因组大小为

)-!(<=，但转录物却比基因组长’,+个核苷酸。其G;34包含#个开放阅读框（9;H），
编码分子量为’5I2、,#I2和,’"I2的蛋白质。0CD<CEEF等人［,］后来对%./01启动子
进行了分析，通过转基因烟草证明该启动子驱动78&基因特异地在韧皮部，韧皮部相关
细胞及根、茎、叶的轴向薄壁组织中，在整个花药中，尤其在绒毡层中有很高的表达。与带

双增强子的%B01#5&启动子相比，%./01启动子在烟草悬浮细胞中的活性仅为前者的

#+>，而在玉米悬浮细胞中的活性为前者的,5>。他们［#］对该启动子*,#+<=下游的缺失
分析结果表明*’5(!J!-<=之间的序列是维管组织特异表达所必需。%./01的这些特
性使之有可能成为介导外源基因在维管组织（韧皮部）中特异表达的有应用价值的启动
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子。

为了探索!"#$%启动子在不同植物中驱动外源基因表达的特点并获得其韧皮部特
异表达的最佳启动子序列，我们对启动子进行了缺失分析。通过&’(基因对每个缺失启
动子在转基因烟草中的功能进行了分析，初步确定了!"#$%的最佳启动子区。本文报
道这些实验的结果并对启动子的重要区域的功能进行了讨论。

! 材料和方法
!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：大肠杆菌)*+!及根癌农杆菌,-.//0/由本实验室保存；1-2343质
粒购自!5"6789:公司；!"#$%启动子克隆1!"5-;<=>8?@04质粒由明尼苏达大学A5=
>B8C>DE教授惠赠。

!"!"# 植物材料：烟草F@4G种子由中国农业科学院山东烟草研究所韩晓东研究员提
供。转化所用烟草为无菌培养的F@4G幼苗。

!"!"$ 试剂及仪器：限制性内切酶及修饰酶购自-"8:HE6I8H公司，JH"<8I;公司或-K,
公司；同位素!=@+(=L.MJ，!=@4J=L!MJ，购自NON公司；MP)N.测序盒购自J:;H<;9E;公
司；J!K引物由中国科学院微生物研究所技术室或上海生物技术公司合成；M;?)N.聚
合酶购自中国科学院遗传研究所或上海生物技术公司，其它试剂购自(EI<;公司或国内
有关厂家或公司。&’(酶活测定使用*"QQ8HJ:;H<;9E;公司的)RN.ST;67400型荧光
测定仪；&’(组织染色结果用解剖镜观察并照相。

!"# 方法

!"#"! !"#$%启动子的+U端缺失：利用!"#$%启动子序列内的内切酶位点O9"K%、

!5;2、VW;2及*E6L222等通过完全或部分酶解从启动子的+U端进行不同长度的缺失，酶解
条件及酶解后)N.的连接，大肠杆菌转化等方法均按文献［/］进行。

!"#"# 缺失启动子%U端序列的测定：用1’!3XH8Y8H>8引物和J:;H<;9E;公司MP测序盒
测定+U端缺失后的启动子末端序列。

!"#"$ 中间载体的构建及根癌农杆菌的转化：用*E6L222部分酶解，-;<*2完全酶解含
缺失后的!"#$%启动子质粒，通过电泳分离不同长度的启动子片段，并与用*E6L222和

-;<*2完全酶解的1-2343质粒载体（除去@+(启动子的大片段）以3Z30摩尔比混合，用
连接酶按文献［/］方法连接，转化大肠杆菌)*+!感受态细胞。通过酶切图谱分析即可筛
选到不同长度!"#$%启动子=&’(嵌合基因的中间载体。
将以上含不同长度!"#$%启动子=&’(嵌合基因的中间载体转入根癌农杆菌

,-.//0/，参照文献［+］的方法进行。

!"#"& 烟草的转化及转基因烟草的筛选：除生根培养基中卡那霉素浓度为3+0<I／,外，
转化和植株再生方法同前文报道［G］。

!"#"% 转化再生植株的J!K检测：（3）烟草)N.的提取：参照文献［P］介绍的方法进行。
取30"40<I烟草叶片放入装有300#,提取缓冲液（0[3<"5／,MHE>=*!5，1*X[0；30<<"5／

,O)M.；4\()(）的3[+<,O1186L"HQQ离心管中用一塑料研棒匀浆，然后加入400#,氯
化苄，摇匀后于+0]保温3+<E6；加入+0#,@<"5／,乙酸钠，1*+[0，混匀后置0]放置
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!"#$%；以上混合液经&’’’(／#$%离心后取上清溶液，加入等体积的异丙醇沉淀)*+，再
经离心收集，真空抽干后将)*+溶于,’!-重蒸馏水或./缓冲液（!’##01／-2($34561，

!##01／-/).+，75&8’）备用。（,）烟草)*+的96:分析：取!!-（",’%;）烟草)*+，
用<=>基因引物和60?@A启动子引物（607引物）或*03正链引物在!’!-96:反应
体系（其中.BC)*+聚合酶及96:反应缓冲液由厂家提供；D*.9最终浓度为每种

’8,##01／-；引物浓度为!!#0-／-）中EFG变性"#$%，然后以EFG，!#$%；"&G，!#$%；

H,G，!#$%反应I’个循环。反应产物在!J+;B(03K凝胶上进行电泳分析。
引物的序列如下：

<=>引物："L+.6<+++6<6+<6+6<+.+6IL
607引物："L.6+.6+<.+<+<<+6<6+6.IL
*03M引物："L6<6<<.<.6+.6.+.<..+6IL
I">引物："L6.<+6<.++<<<+.<+6<6IL

!"#"$ 转基因烟草的<=>活性检测：（!）烟草总可溶性蛋白的提取参照NKOOK(30%等［&，

E］的方法。取’8";烟草叶片或’8";叶脉组织，经液氮冷冻研磨后，加入,8"#1蛋白提取
液（"’##01／-磷酸钠缓冲液，75H8’，!’##01／-/).+，’8!J.($20%P4!’’，’8!J>B(Q04
3R1，!’##01／-巯基乙醇，,"%;／#-9@>S）摇匀后于II’’’;，FG离心"#$%，取上清即为
烟草蛋白提取液T蛋白浓度的测定用U$04:BD9(02K$%VV测定液按厂家提供的方法进行。
蛋白提取液保存于4&’6备用。（,）<=>活性的荧光检测参照文献［&］方法进行。以

IW"%#激发光波长，F""%#发射波长在日立&"’型荧光测定仪上测定标准@=及样品荧
光值。按!’’’%#01／-@=的相对荧光值为!’’’，将测定的蛋白荧光值换算成@=标准
值然后计算<=>比活性，以7#01@=／#$%·#;蛋白表示。（I）<=>活性的组织化学检
查：取转基因或对照烟草的根和茎叶组织，其中茎和叶柄用解剖刀切出横截面或纵切面，

在固定液（’8IJ甲醛，!’!#01／-吗啡啉乙磺酸，75"8W，’8I#01／-甘露醇）中经真空抽气

I’"W’3，然后在室温固定F"#$%T按NKOOK(30%［E］的方法进行染色反应及乙醇脱色，用解剖
镜观察，照相。

# 结果和讨论
#"! %&’()启动子的缺失分析及中间载体的构建

#"!"! 60?@A启动子"L端的缺失分析：利用60?@A启动子序列内不同的内切酶位点
进行了五种不同长度的缺失，在7601UB#I’,基础上构建缺失后的60?@A启动子的亚克
隆7D!4I’,、7D,4I’,、7DI4I’,、7DF4I’,及7D"4I’,（图!）。将7601UB#43KCI’,用>B1V酶
切，经X1K%0Y酶补平后再用/Z0:A进行部分酶解，分离部分酶解产生的大片段连接后即
得到缺失到4&H’[7的启动子质粒7D!4I’,；利用61BV对7601UB#43KCI’,完全酶解后分离
产生的大片段，用.F)*+连接酶连接后即得到7D,4I’,；用>B1V和P[BV酶解7601UB#
I’,经X1K%0Y大片断聚合酶补平后分离大片段，连接后得到缺失到4FFH[7的7DI4I’,；用

>B1V酶解，X1K%0Y片段补平后再用/Z0:A完全酶解分分离大片断)*+，连接后即得到缺
失到4,I,[7的启动子亚克隆7DF4I’,；用5$%DVVV完全酶解后分离大片段，连接后即得到

7D"4I’,，在7D"4I’,中60?@A启动子被缺失到4FF[7。通过9=6!E(K\K(3K引物，利用
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!"#$%测序盒对以上获得的缺失启动子亚克隆进行了序列分析，证实了如图&所标出
的每种缺失的确切位置（序列资料略）。

图& ’()*+启动子的缺失分析

,-./&#0102-(3434156-6(7’()*+89(:(209
%;;9/：<&，<4:=&；’&，’14&；=>，=-3?@@@；A8，A83@；B&，B62@；C+，DE(C+；

F&，F41@；FE，F4E@；F:，F:4@；F8，F8G@，H;，H;4@/

图I 不同长度’()*+启动子亚克隆
质粒的=-3?!酶解图谱

,-./I=-3?!?-.062-(3(7J0E2(96G49;(9-3.
?-7709032’()*+89(:(209794.:0326
1430&"K9089060328?LM>NI，

8?>M>NI，8?IM>NI，8?&M>NI，

8’(1<4:>NI43?&O;
#$%14??0990680E2-J015/

!"#"! ’()*+MPQF嵌合基因表达载体的构

建：利用=-3?@@@酶解8<@&I&，!L#$%聚合酶
补齐后再用<4:=@酶解，分离大片段并与F41@
酶解，，!L#$%聚合酶补齐，<4:=@酶解8’(1M
<4:M>NI后分离的全长’()*+启动子片段连
接后得到8<E(PQF质粒。在对缺失启动子进
行功能分析中，该质粒将作为各个缺失启动子

的对照。

在构建启动子亚克隆（图&）中由于RS端只
用了 F41@或 F41@下游酶切位点，所以在

’()*+启动子RS端上游质粒多克隆位点中

=-3?@@@仍保存下来，所以在每个亚克隆中都存
在两个=-3?@@@位点。=-3?@@@可将!%!%;(T
上游不同长度的启动子片段切出（图I），证明
了缺失的正确性。为了在8<@&I&基础上构建
各缺失’()*+MPQF基因表达载体，除最短的

’()*+启动子表达载体8<E(8?RMPQF外都必
须按本文&/I/>中所述方法通过=-3?@@@部分
酶解，<4:=@酶解来分离不同长度的启动子片
段与=-3?@@@和<4:=@酶解的8<@&I&连接后
构建成如图>所示的不同长度’()*+启动子
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!"#$嵌合基因的表达载体。%&’(%)*!"#$是通过+,-)...完全酶解%&’(%)/!"#$，然后
将载体部分自连而形成的。通过+,-)...酶解各表达载体012证明无误后再按/3435
所述方法转化根癌农杆菌（资料略）。

图5 不同长度6(789启动子!"#$嵌合基因中间表达载体的构建

:,;356(-<=>?’=,(-(@,-=A>BA),C=ADA’=(><@(>6(789%>(B%=A>!"#$’E,BA>,’;A-A
2FF>3&/，&CB+/；+5，+,-)...；G/，G<=.；H/，I’(H.；$/，$CJ.；$B，$BC.；

$%，$%E.；KF，KFC.；@>C;<，@>C;BA-=；%>(3，%>(B(=(>3

!"#"$ 转基因烟草的分析：（/）转基因烟草的G6H检测：用含不同长度6(789启动子!
"#$嵌合基因的农杆菌转化烟草后每一种结构都获得了一批转化再生植株。为了有目
的地进行 "#$活性检测，首先用G6H方法选择转基因植株。由于6(G引物位于

6(789启动子的4L*!4M*，所以该引物与"#$引物一起只可用于%&6("#$，%&6(%)/!
"#$，%&6(%)4!"#$和%&6(%)5!"#$转化再生植株的G6H分析，G6H产物长度应在

*MNF%，而%&6(%!)O!"#$和%&6(%!)*!"#$转化再生植株的检测则需要用1(<正链引物
和"#$引物（负链），预期产物分别为*ONF%和5*NF%。对%&./4/转化的植株，我们用

5*$正链引物和"#$引物进行G6H选择其转基因植株（G6H产物应为5MNF%），对六种不
同嵌合基因结构的转化再生植株进行G6H分析后，每种结构最少选到*株转基因植株，
最多选到P株（资料略）。（4）转基因烟草植株的"#$活性，组织化学检测：按材料与方法
所述对G6H反应阳性植株的根、茎、叶柄和叶片组织或组织切片进行了"#$活性的染色
检测。图版/!C、F、’；)、A、@和;、E、.三组图片分别为%&./4/、%&6(%)O!"#$转基因烟草
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图! 转基因烟草的"#$活性的比较

%&’(!)*+,-.&/&*0*1"#$-23&4&35*13.-0/’60&23*7
8-22*,9-03/2*03-&0&0’:&116.603)*;<=,*+*36.
"#$2*0/3.>23/

)?，@A@，)*,，,@，,A，,B，,!-0:,C,.6/603,9-03/1.*+
0*073.-0/1*.+6:2*03.*9，3.-0/1*.+6: D&3E,FG@A@，

,F)*"#$，,F)*,:@7"#$，,F)*,:A7"#$，,F)*,:B7
"#$，,F)*,:!7"#$-0:,F)*,:C7"#$.6/,623&4695(
HE6"#$-23&4&351*.6-2E’.*>,*1,9-03/&/-0-46.-’6
*1C-23&4&3&6/1.*+3.-0/’60&2,9-03/(

及非转基因烟草的叶片、叶柄及茎的横切面的染色结果。比A!!8,（,F)*,:!7"#$）更长
的)*;<=启动子结构的转基因烟草都显示了与,F)*,:!7"#$一样的韧皮部特异染色
结果，而,F)*,:C7"#$的转基因烟草（资料略）及非转基因对照烟草未给出明显可见的

"#$活性染色。,FG@A@转基因烟草与)*;<=启动子7"#$的转基因烟草明显不同的
是BC$启动子7"#$基因的组成型表达特点，BC$启动子介导"#$基因在所有被测组织
的不同细胞中都有明显的表达，而)*;<=7"#$仅限于在维管组织中表达。以上结果还
表明)*;<=启动子IABA8,上游与转录活性有关，而IABA8,下游则与韧皮部特异表达
有关。这一结果与<6:86..5和J9/K6D/L&［B］的结果相符，他们通过对IABM8,下游序列的
缺失分析发现IABM!IAAM8,与)-<=BC$启动子的-/7@启动子元件有相似性，对启动
子的活性有激活作用，I@CN8,!IO!8,之间的序列是维管组织表达所必需的。放大的
茎横切片"#$染色结果表明在维管组织中"#$活性主要表现在内外韧皮部组织，在木
质部和髓部无"#$活性表达。根部的"#$染色也得到了类似结果，即"#$基因特异地
在根的维管组织表达（资料略）。所以)*;<=启动子在烟草的主要组织中都表现了韧皮
部特异表达的特点。（B）转基因烟草"#$活性的测定：虽然IABA8,上游序列与)*;<=
启动子活性有关，但不同长度缺失后对启动子活性有多大影响则需要对每个)*;<=缺
失启动子7"#$基因的转基因烟草进行"#$活性的定量测定。我们用转基因烟草叶片
总蛋白进行"#$活性测定的结果表明，)*;<=7"#$与,FG@A@转基因烟草的"#$活性

相差近@M倍，即前者仅为后者的@／@M
左右，而用)*;<=7"#$烟草叶总蛋
白和叶脉总蛋白进行"#$活性测定
结果表明，叶脉蛋白中"#$活性是叶
总蛋白中"#$活性的C倍左右（资料
略）这种差异主要是由于)*;<=启
动子组织特异性表达造成的。为了更

准确 地 反 映 并 比 较 各 种 长 度 的

)*;<=启动子的活性，我们从各个启
动子7"#$组合的转基因烟草中各取C
株P)Q阳性植株提取其叶脉（主脉和
大的侧脉）总蛋白后进行"#$活性测
定，结果如图!所示。图!结果表明
与BC$启动子相比，)*;<=启动子
（IORM8,）仅为前者的RMS左右（比较

@A@与P@），但考虑到韧皮部细胞占叶
脉总细胞量的比例不超过@MS，所以
在韧皮部)*;<=启动的"#$活性
可能会与BC$7"#$的活性相当或更
高，)*;<=启动子在韧皮部应是一个
强启动子。缺失到IORM8,的启动子
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比全长启动子转基因植株（比较图!中"#$与$%）的&’(活性约高)*+，,*)-./比,
!*!./启动子介导的&’(活性略高（图0，$1），但差别不明显（不超过%2+）。缺失到,
00)或,121./时&’(活性与,*)-或,!*!./相比有明显下降（约降低)!+），但仍保
留了韧皮部特异表达的特性（图版3）。,00./启动子4&’(转基因植株（图0，$!）与非转
基因对照植株一样（图0，"5）未能检测出&’(活性，在组织化学染色中也未能表现出

&’(染色活性。
以上结果表明,121./!00./与"#678启动子的组织特异性表达有关，而,121./

上游区与启动子活性有关。由于,*)-./启动子比全长启动子活性高约)*+，我们认为

,*)-./上游可能存在一个负调控序列，所以"#678启动子驱动韧皮部特异表达的最
佳启动子功能区应在,*)-./下游。在本研究中"#678启动子29末端都在转录起始位
点下游%1./处，下游其它有关序列对启动子活性及表达特性的影响有待进一步的研究。
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