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水稻胚乳特异表达启动子 DXCP35
的克隆及功能鉴定

颜 彦 林拥军

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉430070

摘要 根据水稻全生育期基因表达谱芯片数据库找到1个在水稻胚乳特异表达的基因,命名为 DX35,用

PCR技术从水稻品种明恢63基因组中克隆得到其上游1356bp长度的启动子DXCP35。将DXCP35与β-glu-
curonidas(GUS)报告基因融合后,经根癌农杆菌(Agrobacteriumtumefaciens)介导转化获得转基因水稻阳性植

株,通过组织化学染色法证明DXCP35是1个胚乳特异表达启动子。对其进行5′端缺失分析,构建了6个缺失

载体,通过验证缺失载体的表达谱,证明308bp长度的启动子就足以维持胚乳特异表达模式。
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  在被子植物中,储存营养物质和进行生殖繁衍

都主要依靠果实及种子。若将果实或种子特异表达

启动子用于调控外源基因的特异性表达,不仅可以

对外源基因表达的时间和空间进行限定,减少外源

蛋白对植物生长的影响,同时可以专一性地对转基

因植物果实和种子的品质及营养价值进行改良,且
有利于对外源蛋白进行分离。因此,克隆果实及种

子特异型启动子有着巨大的应用价值。科研人员对

来源于番茄的果实特异启动子E4、E8、PG和2A11
等进行了克隆和进一步的研究[1-2]。TdPR61基因

启动子 是 来 源 于 小 麦 的1个 启 动 子,Kovalchuk
等[3]将该启动子连接GUS 报告基因后分别转化至

水稻、小麦和大麦中,通过表达模式验证,确定该启

动子在这3个物种中均能维持在种子中特异表达。

Kuwano等[4]通过表达谱芯片找到1个在水稻的糊

粉层特异表达的基因AL1,对其上游的启动子进行

了克隆,连接GUS报告基因后验证其表达谱,确认

该启动子为糊粉层特异表达启动子。Xu等[5]将来

源于椰子的LPAAT 基因的启动子进行分离克隆,
并构建了该启动子的缺失片段,均连接报告基因后

转化水稻,发现全长启动子和其缺失片段均在胚乳

特异表达,仅在表达强度上存在差异。

胚乳是谷类作物的主要储藏器官,能为人类提

供营养和能量。在水稻中,种子特异型启动子的研

究多集中在胚乳特异型启动子,比如:球蛋白基因启

动子[6]、醇溶谷蛋白基因启动子[7]和谷蛋白基因启

动子[8]等。利用基因工程改善水稻胚乳的质量和营

养成分已有初步的进展[9],比如曾报道的黄金大

米[10]、芝麻营养米[11]、高铁米[12]等,都是通过将胚

乳特异表达启动子驱动目的基因的表达载体转化水

稻,使目的基因在胚乳中特异表达进而提高大米中

特定营养物质的含量,使日常膳食更为均衡。尽管

目前已克隆出了一定数目的胚乳特异启动子,但能

满足实际应用需求的仍较少[13]。本研究根据水稻

全生育期表达谱芯片数据库[14],从水稻基因组中分

离克隆出未经注释的胚乳特异型启动子DXCP35,
并对其进行缺失分析,初步鉴定出该启动子的核心

功能区域,旨在为转基因育种提供有益的工具。

1 材料与方法

1.1 植物材料与菌种

籼稻品种明恢63(OryzasativaLssp.indica)
以及粳稻品种中花11(OryzasativaLssp.japoni-
ca)、大肠杆菌菌株 Top10和农杆菌菌株EHA105
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均由华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室保

存,启动子克隆载体DX2181由华中农业大学作物

遗传改良国家重点实验室叶荣建博士改造。
1.2 研究中用到的试剂

TaqDNA聚合酶及相应Buffer、dNTPs、DNA
连接酶和限制性内切酶购自TaKaRa公司(北京);

DNAmarker、pEASY-T3试剂盒、TRIzol-RNA提

取试剂盒购自Transgene公司(北京);反转录试剂

盒购自Invitrogen公司;组培中用到的潮霉素 B
(HygromycinB)、乙酰丁香酮(Acetosyringone)、谷
氨酰胺(Glutamine)、2,4-D等购自Sigma公司(美
国);其余试剂为国产或进口分析纯。引物由金斯瑞

生物科技有限公司(南京)合成。
1.3 候选基因表达模式的鉴定

从华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室

CREP数据库中查找到1个胚乳特异表达的基因命

名为DX35,用Trizol法抽提籼稻明恢63各组织的

总RNA,并进行反转录。以反转录产物为模板进行

RT-PCR。DX35 的 RT-PCR 引 物 序 列 RT35R:

GGAAATGTCAGTCTGCTTGG; RT35F:CG-
CAGCTGGACATGATTAGG。内参基因GAPDH
的 RT-PCR 引 物 序 列 GAPDHR:CCTGTTGT-
CACCCTGGAAGTC;GAPDHF:CTGCAACT-
CAGAAGACCGTTG。RT-PCR 反 应 体 系 (20

μL):ddH2O12.9μL,10× Buffer2μL,MgCl2
2μL,dNTPs2μL,GAPDHF0.2μL,GAPDHR
0.2μL,cDNA0.5μL,Taq DNA聚合酶0.2μL。

RT-PCR反应条件:94℃5min;94℃30s,58℃
30s,72℃50s,28个循环;72℃7min。PCR产物

经0.8%琼脂糖胶电泳检测,鉴定DX35的表达模式。
1.4 启动子 DXCP35 的克隆及植物表达载体的

构建

  以明恢63基因组DNA作为扩增模板,设计引

物35F:CCCAAGCTTCTAACGCTATTCAACCG

TGA和35R:CGGGATCCATCGATCCCAAACTAC-
GAGA,扩增DX35上游长度为1356bp的启动子序

列,命 名 为 DXCP35。PCR 反 应 体 系 (20μL):

ddH2O12.4μL,10×Buffer2μL,MgCl22μL,

dNTPs2μL,35F0.2μL,35R0.2μL,基 因 组

DNA1μL,TaqDNA聚合酶0.2μL。PCR反应条

件:94℃ 5min;94℃ 1min,60℃ 1min,72℃
2min,30个循环;72℃7min。将PCR产物构建

到载体pEASY-T3上并测序验证。
1.5 启动子 DXCP35 及其缺失片段表达载体的构

建与遗传转化

  设计引物通过PCR的方法来构建DXCP35系

列5′端缺失启动子(图1)。引物序列如下:
左引物

35F-1165:CCCAAGCTTGCCACTAGGATAGTGAGAT;

35F-926:CCCAAGCTTTCTTTCTGGGACAAACGAC;

35F-713:CCCAAGCTTGCTCTCACATTTCGTGCAC;

35F-509:CCCAAGCTTGGAGAGAATGTCACACACAC;

35F-308:CCCAAGCTTGCCTTCCACGTACGCACTT;

35F-112:CCCAAGCTTTCTCCTCGCTACAGCTACAC;

右引物均为35R。将DXCP35及其缺失片段通

过酶切连接构建到启动子克隆载体DX2181(图2)。
通过电转化法将构建好的表达载体转入农杆菌

EHA105中,利用农杆菌转化法将这些载体分别导

入水稻品种中花11。

图1 启动子DXCP35及其缺失片段融合GUS 简图

Fig.1 Schematicrepresentationsofconstructs
carryingnativeanddeletionDXCP35promoters

fusedwithGUScodingsequence

图2 植物表达载体DX2181的T-DNA区域简图

Fig.2 SchematicdiagramoftheT-DNAregionofbinaryvectorDX2181withDXCP35orDXCP35deletions
1.6 转基因植株的阳性检测

待获得转基因植株后,取其幼嫩叶片进行基因

组DNA的小量抽提,以其作为PCR模板检测阳性

植株,设计引物 GUS-F:GGGCGAACAGTTCCT-
GATT 和 GUS-R:AACGTATCCACGCCGTAT-
TC,扩增GUS 基因内部一段大小为699bp的片
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段。PCR反应体系(20μL):ddH2O12.4μL,10×
Buffer2μL,MgCl22μL,dNTPs2μL,GUS-F0.2

μL,GUS-R0.2μL,基因组DNA1μL,TaqDNA
聚合酶0.2μL。PCR反应条件:94℃5min;94℃
50s,60℃50s,72℃50s,30个循环;72℃7min。
1.7 GUS 组织化学染色

参照 Wu等[15-16]的方法对转基因植株进行组织

化学染色。取PCR检测为阳性植株的叶片、叶鞘、
茎秆、颖壳、种子和根组织切成合适的大小,加入适

量 GUS 染 液 (1 mg/mL X-Gluc、50 mmol/L
pH7.0的磷酸钾缓冲液、10mmol/LNa2-EDTA、

100μg/mL氯霉素、20%的甲醇、0.1% TritonX-
100、1mmol/L的铁氰化钾和1mmol/L的亚铁氰

化钾)浸没样品,置于37℃反应10h左右,再依次

用95%乙醇和75%乙醇各进行1次脱色。在Leica
体式显微镜下对染色材料进行拍照、保存。每个构

建至少染10个独立的转化植株。

2 结果与分析

2.1 候选基因 DX35 的表达模式鉴定

将 明 恢63各 组 织 的RNA进 行 反 转 录 得 到

cDNA,以此作为PCR反应模板,进行RT-PCR分

析候选基因DX35的表达模式,结果显示DX35在

胚乳中特异表达(图3),与芯片数据吻合。

 被检测的组织从左往右依次是胚乳(开花后14d)、叶片、叶鞘、

茎秆、穗和根。TheDX35isdetectedindifferenttissues(from

lefttoright):endosperm(14daysafterflower),leaf,sheath,stem,

panicleandroot.

图3 RT-PCR检测DX35在明恢63各组织中的表达情况

Fig.3 ExpressionmodelofDX35byRT-PCRanalysis
2.2 启动子 DXCP35 及其缺失片段的分离克隆

以水稻品种明恢63的基因组DNA为模板,通
过PCR法克隆出一段全长1356bp的启动子片段,
将其命名为DXCP35。以测序正确的TA-DXCP35
质粒为模板,利用缺失引物通过PCR法克隆出DX-
CP35各个缺失片段(图4)。挑选测序正确的片段,
利用酶切连接的方法连接到终载体后转化水稻中花

11的愈伤。通过PCR的方法鉴定出DXCP35及其

6个缺失片段的阳性转化植株,种植于大田中。

 M:DL5000marker;1:DXCP35;2:DXCP35-1165;3:DXCP35-926;4:DXCP35-713;5:DXCP35-509;6:DXCP35-308;7:DXCP35-

112.

图4 启动子DXCP35及其缺失片段PCR扩增

Fig.4 PCRamplificationofpromoterDXCP35andDXCP35deletions
2.3 启动子 DXCP35 序列的生物信息学分析

通过http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/

index.html中的顺式元件数据库,对DXCP35启动

子进行分析,发现DXCP35中含有许多与胚乳特异

表达相关的顺式作用元件(表2)。
2.4 DXCP35 及其缺失片段转基因植株的 GUS 组

织化学染色

  取转基因阳性植株的叶片、叶鞘、茎秆、颖壳、种
子和根组织进行GUS染色验证启动子的表达谱。

根据染色结果,发现只在转化植株的胚乳中检测到

GUS蛋白的表达,在其余组织染色结果呈阴性(图

5),证实DXCP35是胚乳特异型的启动子。
根据DXCP35系列缺失片段的表达模式(图6)

可以发现:启动子DXCP35-1165、DXCP35-926、DX-
CP35-713、DXCP35-509、DXCP35-308 均 能 驱 动

GUS基因在胚乳中特异表达,与全长启动子的表达

模式一致,但表达强度差异明显。当缺失到DXCP35-
112时,在各组织中均检测不到GUS基因的表达。
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表2 启动子DXCP35序列中与胚乳特异表达相关的顺式作用元件

Table2 Cis-elementsrelatedtoendospermspecificexpressioninthepromoterDXCP35

元件名称

Cis-elements
出现次数

Frequencies
生物学功能

Biologicalfunctions

ARR1-bindingelement 14
与水稻非共生血红蛋白基因启动子有关

Relatedwiththepromoterofricenon-symbiotichaemoglobingene

E-box 10
与油菜napA贮藏蛋白基因启动子有关

RelatedwiththepromoterofBrassicanapusnapAstorage-proteingene

DPBFCOREDCDC3 4
与胡萝卜胚胎特异表达基因启动子有关

Relatedwiththepromoterofcarrotembryo-specificexpressiongene

CGACGelement 2
与水稻中α-淀粉酶基因启动子有关

Relatedwiththepromotersofricealpha-amylasegene

Pyrimidinebox 2
与水稻、大麦中α-淀粉酶基因启动子有关

Relatedwiththepromotersofriceandbarleyalpha-amylasegenes

SEF4bindingsite 2
与大豆7Sglobulin基因启动子有关

Relatedwiththepromotersofsoybean7Sglobulingene

AMYBOX 2
与水稻、小麦、大麦中α-淀粉酶基因有关

Relatedwiththepromotersofrice,barleyandwheatalpha-amylasegenes
TGTAAAGcoremotif 1 与玉米胚乳醇溶谷蛋白有关 Relatedwiththeendospermprolamininmaize
ACGTmotif 1 与水稻谷蛋白基因启动子有关 Relatedwiththepromoterofriceglutelingene
CANBNNAPA 1 与油菜籽蛋白基因启动子有关 Relatedwiththepromoterofrapeseedproteingene

从左至右分别是叶片、叶鞘、茎秆、颖壳、成熟种子以及根Fromlefttoright:leaf,sheath,stem,panicle,matureseedandroot.

图5 组织化学染色分析启动子DXCP35的表达模式

Fig.5 HistochemicalanalysesoftransgenicriceplantscontainingDXCP35

图6 组织化学染色分析启动子DXCP35缺失片段在种子中的表达情况

Fig.6 HistochemicalanalysesoftransgenicriceplantscontainingvariousDXCP35promoterfragment/GUSfusions
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3 讨 论

利用不同的组织器官特异型启动子驱动目的基

因进行表达,可以使其表达产物仅存在于特定的组

织或器官,不但可以提升外源基因的表达效率,还可

以减少异源蛋白在不需要的组织过量积累,减少对

植物发育造成的不良影响[17]。但是目前来源于作

物本身的组织器官特异型启动子仍较缺乏。作为重

要的粮食作物之一,对水稻农艺性状进行改良具有

重大的经济效益,高效的组织器官特异型启动子则

能在这个过程发挥重要的作用[18]。种子是水稻的

食用部位,在胚乳中驱动功能基因的特异表达不但

可以改善大米的营养品质,也有助于研究植物来源

的生物反应器。科研人员利用水稻Ole18基因的启

动子驱动RINO1基因在种子中特异表达,成功降

低了水稻种子中植酸含量[19]。Chen等[20]采用染色

体步移法分离到了绿豆8SGα基因的5′上游472bp
的启动子,通过生物信息学分析发现其中存在大量

的种子特异表达元件。将该启动子连接GUS 报告

基因,并转化拟南芥,发现GUS 基因只在种子中特

异表达,且表达量是35S启动子的2~4倍。Gt13a
是1个已报道的胚乳特异表达启动子。He等[21]利

用该启动子驱动人血清白蛋白基因rHSA 在水稻

胚乳中特异表达,得到了较高产量和质量的重组人

血清白蛋白,此研究结果有巨大的应用价值。果实

及种子特异表达启动子在生产转基因植物口服疫苗

中也有着重要的作用。从番茄品种金丰1号中分离

出的2.2kb和1.1kb的E8启动子被应用于驱动

乙肝病毒表面抗原 M蛋白基因(HBsAgM)并分别

转化番茄和烟草,进而检测不同长度E8启动子驱

动目的基因的表达模式和效率,发现1.1kb的E8
启动子可以在番茄果实中特异地驱动外源基因表

达,同时该启动子还具有物种特异型[22]。Furtado
等[23]发现利用种子特异型启动子在非本植物中表

达时其表达模式易发生改变,如利用来源大麦和小

麦的种子特异型启动子分别驱动报告基因GFP 在

水稻中表达,发现在根和叶中也检测到GFP蛋白的

表达。因此,克隆来源于水稻本身的胚乳特异型启

动子对于利用基因工程来改良水稻性状方面有着良

好的应用价值。
本研究成功从水稻中克隆出1个新的胚乳特异

表达启动子DXCP35,对DXCP35进行5′端缺失分

析,通过GUS染色发现随着该启动子的不断截短,

表达模式未发生改变,但其活性呈现出升高-降低-
无的模式。推测在1165~713bp之间存在着负向

调控启动子活性的顺式作用元件;713~308bp之

间存在着正向调控启动子活性的顺式作用元件;

308~112bp之间存在着控制胚乳特异表达的顺式

作用元件,当缺失掉这一部分序列后,该启动子完全

丧失活性。同时,GUS染色结果证实713bp长度

的启动子即可实现在胚乳高丰度特异表达,有望在

转基因育种中应用。在后续的研究中还需要进行凝

胶阻滞试验,期望借此鉴定出控制DXCP35在胚乳

特异表达的顺式作用元件,找到与其互作的转录因

子,进而对其发挥调控功能的机制进行解析,使该启

动子能更好地运用于农业生产中。
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Cloningandfunctionalindentificationofanendosperm-specific
promoterDXCP35fromrice

YANYan LINYong-jun

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Utilizingendosperm-specificpromotercaneffectivelyimprovethequalityofriceingenet-
icengineering,andhasgoodapplicationvalueinriceseedbioreactor.Basedonmicroarraydata,ariceen-
dosperm-specificexpressiongeneDX35wasidentified.ApromoternamedasDXCP35with1356bpin
lengthofthegenewasclonedfromthegenomicDNAofMinghui63byPCR.PromoterDXCP35was
fusedwithβ-glucuronidas(GUS)reportergeneandtransformedintoricecallusthroughAgrobacterium-
mediatedtransformation.DXCP35wasidentifiedasanendosperm-specificpromoterintransgenicrice
plantsbyhistochemicalstaining.Resultsofanalyzingits5′enddeletionshowedthatpromoterfragment
with308bplengthwassufficienttomaintaintheendosperm-specificexpressionmodel.Thecorefunction
areasofDXCP35werepreliminarilyidentified.

Keywords rice;promoter;endosperm-specificexpression;GUSreportergene;deletionanalysis
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