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摘 要：以改善作物抗旱性为目的，采用ＰＣＲ方法从拟南芥中克隆了诱导型启动子 ｒｄ２９Ａ，序列分析发现克隆
的ｒｄ２９Ａ启动子与已发表的ｒｄ２９Ａ启动子序列（Ｄ１３０４４）的同源性为９９．４７％。利用ＤＮＡ重组技术成功构建了ｒｄ２９Ａ
启动子驱动 ＧＵＳ基因的植物表达载体ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９－ＧＵＳ，并通过农杆菌介导法转化烟草，转基因烟草叶片中 ＧＵＳ
酶活性的组织化学检测结果表明，ｒｄ２９Ａ启动子能驱动目的基因的有效表达。因此，可以在后续的马铃薯抗旱转基
因研究中直接应用。
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近年来，我国大部分地区持续干旱，特别是在北

方地区，干旱发生频率较高［１］。干旱胁迫是限制植

物生长发育的重要因子，对作物造成的损失在所有

非生物胁迫中占首位［２］。因此，培育综合性状优良

的抗旱品种非常迫切。转基因育种技术作为一种强

有力的工具，在不改变作物原有特性的基础上，将控

制重要农艺性状的关键基因导入其中，从而实现品

种改良的目的。

目前，作物的遗传转化中，绝大多数用ＣａＭＶ３５Ｓ
启动子驱动目的基因的表达，ＣａＭＶ３５Ｓ启动子是植
物组成型强启动子，它驱动外源基因在植物的各种

组织和所有发育阶段都会表达［３－５］，这不仅增加植

株的代谢负担、浪费大量的物质和能量，还改变植物

的基因调控和代谢途径，导致植物的形态发生改变，

从而影响植物正常的生长发育。ｒｄ２９Ａ是 ＤＲＥＢｌＳ
调控的目的基因，在植物细胞缺水时能够大量表达。

ｒｄ２９Ａ的启动子区域含有ＡＢＲＥ（ＡＢＡ－ｒｅｓｐｏｒｔｓｉｖｅｅｌ
ｅｍｅｎｔ，保守序列：ＣＡＣＧＴＧＧＣ／ＡＣＡＣＧＴＧＧＣ）顺式作
用元件和ＤＲＥ核心序列［６］。植物细胞缺水时，植物
产生的内源 ＡＢＡ通过信号传导产生与 ｒｄ２９Ａ启动
子的 ＡＢＲＥ序列结合的转录因子，可以启动 ｒｄ２９Ａ
的表达，ＤＲＥＢ１Ｓ转录因子与 ｒｄ２９Ａ启动子 ＤＲＥ核



心序列结合也可以诱导该基因的表达。在植物细胞

不缺水时，ｒｄ２９Ａ并不表达［７－９］，它是一个干旱诱导
型启动子。

本研究从拟南芥中克隆了诱导型启动子

ｒｄ２９Ａ，利用ＤＮＡ重组技术构建了ｒｄ２９Ａ启动子驱动
ＧＵＳ基因的植物表达载体ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９－ＧＵＳ，并通
过农杆菌介导法转化烟草，通过转基因烟草中 ＧＵＳ
基因的表达情况证明了 ｒｄ２９Ａ启动子能有效驱动目
的基因的表达，本实验为开展作物抗逆分子育种研

究奠定了基础。

１ 材料与方法

１．１ 材料

植物材料：拟南芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）为
Ｃｏｌｕｍｂｉａ生态型。

菌株和质粒：载体 ｐＧＥＭ－Ｔｖｅｃｔｏｒ和大肠杆菌
菌株ＤＨ５ａ购自大连宝生物工程有限公司，其余菌
株由本实验室保存。Ｔａｑ酶、各种限制性内切酶、氨
卞青霉素、卡拉霉素、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ等试剂均购自
ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ
回收试剂盒购自上海华舜生物工程有限公司；其他

各种试剂均为国产分析纯。基因测序由赛百盛公司

完成。

１．２ 方法

１．２．１ 拟南芥总基因组 ＤＮＡ的提取和 ｒｄ２９Ａ启动
子的克隆 根据 ＧｅｎＢａｎｋ中检索到的拟南芥 ｒｄ２９Ａ
启动子原序列（ｇｅｎｅｂａｎｋＩＤ：Ｄ１３０４４），利用ＰＣＲ技术
从拟南芥基因组中分离 ｒｄ２９Ａ启动子。通过分子生
物学分析软件Ｏｌｉｇｏ６．０设计合成上下游引物 Ｒ１和
Ｒ２，Ｒ１：５’ＧＣＧＡＡＧＣＴＴＨｉｎｄⅢＡＧＴＡＣＴＳｃａⅠＡＡＣＧＣＡ
ＴＧＡＴＴＴＧＡＴＧＧＡ ＧＧＡ ３’，Ｒ２：５’ＧＣＧ ＧＧＡ
ＴＣＣＢａｍＨⅠ ＣＴＴＴＣＣＡＡＴＡＧＡＡＧＴＡＡＴＣＡＡＡＣＣ３’。

ＰＣＲ反应体积为 ２５μＬ，包括 ｌ０ｘｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，
ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ（５Ｕ·μＬ

－１），２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１上
游引物１μＬ，２０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１下游引物１μＬ，２．５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ｄＮＴＰ２μＬ，模板ＤＮＡ０．５μＬ（约５００ｎｇ），ｄｄＨ２０
补至２５μＬ。

ＰＣＲ反应程序为：９６℃预变性 ４ｍｉｎ后，９４℃４０
ｓ，４８℃３０ｓ、７２℃３０ｓ，３０个循环后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．２．２ 植物表达载体 ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９－ＧＵＳ的构建
图１为表达载体构建流程，用ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双

酶切植物表达载体ｐＢＩ１２１，回收大片段，将回收的大
片段与用同样酶切Ｔ－ｒｄ２９Ａ的小片段按１∶４混合，
加入１０Ｕ的Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，并将连接产物导
入大肠杆菌ＤＨ５ａ中，筛选重组子，将重组子命名为
ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ。

图１ 植物表达载体ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ的构建流程
Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｆｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳｅｘｐｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ
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１．２．３ 烟草的遗传转化及其检测

（１）根癌农杆菌转化 载体 ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－
ＧＵＳ向根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４的直接转化参照文献
［１０］。

（２）烟草外植体的转化及植株再生 采用叶盘

法进行转化［１１］。将烟草无菌苗健壮叶片切割成０．５
ｃｍ２的小块，浸入参照文献［１２］制备的农杆菌菌液
中，浸染５～１０ｍｉｎ。取出叶盘后，用无菌滤纸吸干
菌液，将叶盘背光面朝下平放在 ＭＳ培养基上，置于
２５℃左右暗培养。３ｄ后转移至 ＭＳ１（ＭＳ＋６－ＢＡ
０．５ｍｇ·Ｌ－１＋头孢曲松钠 Ｃｅｆ５００ｍｇ·Ｌ－１＋Ｋａｎ５０
ｍｇ·Ｌ－１）培养基，于 ２５℃左右 １４ｈ光照培养。约 ２
周后，切下带芽的叶缘插入ＭＳ１中进行筛选培养。４
周后，切下幼芽插入ＭＳ２（１／２ＭＳ＋Ｃｅｆ２５０ｍｇ·Ｌ－１＋
Ｋａｎ５０ｍｇ·Ｌ－１）培养基中于２５℃左右１４ｈ光照条件
下诱导生根，获得转基因植株。

（３）转基因烟草的 ＰＣＲ检测 参照杨锦芬［１３］

等的方法，用十六烷基三乙基溴化铵（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙ
ｌａｍｍｏｌ／ｌｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）法提取转基因烟草植
株及未转基因对照烟草的叶片总 ＤＮＡ，以 Ｒ１／Ｒ２为
引物进行ＰＣＲ检测。

（４）转基因烟草叶片中ＧＵＳ酶活性的组织化学
检测 用３０％ＰＥＧ模拟干旱条件，对烟草试管苗胁
迫３ｄ后采集叶片，用打孔器将叶片切成小圆片后
浸泡在含Ｘ－ｇｌｕｃ的检测液中，与３７℃／１００ｒｐｍ的摇
床中保温过夜，检测反应结束后将叶片转入７０％乙
醇中脱色数次，至阴性对照组织呈白色，用肉眼或显

微镜下观察，白色背景下的蓝色斑点即为 ＧＵＳ基因
表达的位点。

２ 结果与分析

２．１ ｒｄ２９Ａ启动子的克隆
以拟南芥基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增（引

物Ｒ１、Ｒ２），用琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示，扩增
出１条约１０００ｂｐ的特异性条带（图 ２），其大小与
ｒｄ２９Ａ启动子的大小相符。将 ＰＣＲ产物回收后连接
到ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ载体上，然后导入大肠杆菌筛选出
阳性克隆并进行测序分析，将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ
中序列比较（图３），结果其同源性达到９９．４７％。整
个序列与原序列有个别碱基不同，其余完全吻合，并

且其作为启动子的各个功能原件齐全。

２．２ 植物表达载体 ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９－ＧＵＳ的构建及
检测

将重组子 ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ用 ＨｉｎｄⅢ／
ＢａｍＨⅠ双酶切，得到了约１０００ｂｐ的片段（图４），与
ｒｄ２９Ａ启动子的大小相符，表明 ｒｄ２９Ａ启动子按预期

的方向插入ｐＢＩ１２１相应的酶切位点上，植物表达载
体ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ构建成功。

注 Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｄ２０００；１：以 Ｒ１、Ｒ２为引物扩增的 ｒｄ２９Ａ启动子片段

Ｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅｏｆｒｄ２９ＡｂｙｐｒｉｍｅｒｓＲ１ａｎｄＲ２

图２ ｒｄ２９Ａ启动子的ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．２ Ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｄ２９ＡｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｒｉｍｅｒｓＲ１、Ｒ２

２．３ 转基因烟草的获得及ＰＣＲ检测
工程菌浸染后的烟草叶盘经共培养、选择培养

及生根培养后，得到无菌抗性苗１２０株（图５为抗性
苗获得过程）。ＰＣＲ检测４０株，结果阳性对照（质粒
ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ）和３１株转化植株扩增出目的
基因片段，而阴性对照（未转化烟草）和部分转化植

株无扩增条带（图６为 ＰＣＲ检测的部分结果），表明
５～７号植株均有目的基因的整合，为转基因植株，４
号和８号没有目的基因的整合，为非转基因植株。
２．４ 烟草叶片中ＧＵＳ酶活性的组织化学检测

图７中Ａ、Ｂ分别为用３０％ＰＥＧ胁迫３ｄ后的转
基因烟草叶片和阴性对照叶片的 ＧＵＳ酶活性染色
结果的显微镜观察图。

本实验染色组织蓝色斑点的出现表明 ＧＵＳ基
因的正常表达，进一步证明 ｒｄ２９Ａ启动子能驱动目
的基因有效表达。

３ 讨 论

根据测序报告，克隆的 ｒｄ２９Ａ启动子序列全长
９６１ｂｐ。将测序结果与 ＧｅｎｅＢａｎｋ中 （序列号：
Ｄ１３０４４）的 ｒｄ２９Ａ启动子序列比对，同源性达
９９．４７％。进一步对克隆片段序列结构分析发现，在
第８５１～８５６之间有一个 ＴＡＴＡｂｏｘ（ＴＡＴＡＡＡ），在第
６６０～６６９之间和第７１８～７２６ｂｐ之间各有一个干旱、
高盐和低温响应（ＤＲＥ）顺式作用元件，ＤＲＥ序列含
有９个碱基（ＴＡＣＣＧＡＣＡＴ），它是目的基因在植物中
被胁迫诱导表达或被反义抑制所必需的元件。所有

这些调控元件及其邻近的序列与报道基本一致，个

别的碱基变化可能是由于材料来源不同而产生的差

异，但关键调控元件部位未发生变异，并不影响其功

能，初步表明 ｒｄ２９Ａ启动子克隆成功。
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注：代表报道的已知序列 Ｎｏｔｅ： ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｏｒｔｅｄ

图３ ｒｄ２９Ａ启动子的序列比对
Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｄ２９Ａｐｒｏｍｏｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

注 Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＭａｒｋｅｒⅢ；１，２：均为ＢａｍＨⅠ／ＨｉｎｄⅢ双酶切质粒 ｐＢＩ１２１

－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ的产物 ＤｉｇｅｓｔｅｄｒｅｓｕｌｔｏｆｐＢＩ１２１－ｒｄ２９－ＧＵＳｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

ｂｙＢａｍＨⅠ／ＨｉｎｄⅢ

图４ 载体ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ鉴定结果

Ｆｉｇ．４ ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ

为了进一步验证所克隆 ｒｄ２９Ａ启动子的完整性
和有效性，构建了 ｒｄ２９Ａ启动子驱动 ＧＵＳ基因的植
物表达载体ｐＢＩ１２１－ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ，通过农杆菌介导

法转化烟草，并通过组织化学染色法对转基因烟草

叶片中ＧＵＳ酶活性进行研究，进而研究 ｒｄ２９Ａ启动
子能否驱动目的基因的有效表达。ＧＵＳ基因编码的

β－Ｄ－葡糖醛酸酶是从大肠杆菌 Ｋ－１２菌株分离
出的一种酸性水解酶，能催化许多β－葡萄糖苷酯
类物质的水解，其中很多水解产物具有发色团或形

成荧光物质，采用某种β－葡萄糖苷酶作底物，其反
应产物可用分光光度、荧光和组织化学的方法检测。

其中组织化学法催化的底物是Ｘ－ｇｌｕｃ（５－溴－４－
氯－３－吲哚葡萄糖苷），产物为蓝色化合物，因此具
有ＧＵＳ活性的部位或位点呈现蓝色或蓝色斑点，可
用肉眼或显微镜观察到。本实验中，转基因烟草叶

片染色后出现蓝色斑点，而未转化植株叶片并没有

蓝色斑点的出现，充分说明 ｒｄ２９Ａ启动子能够驱动
ＧＵＳ基因在烟草中有效表达，ｒｄ２９Ａ启动子的克隆
是成功的。因此，可以在后续的马铃薯抗旱转基因

研究中直接应用。
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注：Ａ．选择培养基上浸染后７ｄ的烟草叶盘；Ｂ．选择培养基上浸染后１４ｄ的烟草叶盘；Ｃ．选择培养基上浸染后２１ｄ的烟草叶盘；Ｄ．在加

有７５ｍｇ·Ｌ－１Ｋａｎ的生根培养基上的抗性苗。

Ｎｏｔｅ：Ａ．Ｌｅａｆｄｉｓｃｓｉｎｔｈｅｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａａｆｔｅｒ７ｄａｙｓ；Ｂ．Ｌｅａｆｄｉｓｃｓｉｎｔｈｅｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａａｆｔｅｒ１４ｄａｙｓ；Ｃ．Ｌｅａｆｄｉｓｃｓｉｎｔｈｅｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃｕｌ

ｔｕｒｅｍｅｄｉａａｆｔｅｒ２１ｄａｙｓ；Ｄ．Ｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓｉｎｔｈｅｒｏｏｔｉｎｇｍｅｄｉａｗｉｔｈ７５ｍｇ·Ｌ－１Ｋａｎ．

图５ 抗性苗的获得过程

Ｆｉｇ．５ Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

注：Ｍ：ＭａｒｋｅｒⅢ；１：空白对照；２：阳性对照（以质粒 ｐＢＩ１２１－

ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳ为模板）；３：阴性对照；４～８：转化植株。

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＭａｒｋｅｒⅢ；１：Ｂｌａｎｋ；２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｐｌａｓｍｉｄｐＢＩ１２１－

ｒｄ２９Ａ－ＧＵＳａｓｔｅｍｐｌｅｔ）；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；４～８：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图６ 转基因烟草的ＰＣＲ检测结果
Ｆｉｇ．６ ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ

注：图Ａ中箭头所指为转基因烟草叶片的蓝色斑点

Ｎｏｔｅｓ：ＴｈｅａｒｒｏｗｉｓｐｏｉｎｔｉｎｇｔｏｔｈｅｂｌｕｅｓｐｏｔｓｏｆＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｉｎｆｉｇｕｅＡ

图７ 烟草叶片中ＧＵＳ酶活性的组织化学检测结果
Ｆｉｇ．７ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＧＵＳａｃｔｉｖｉｔｙ
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