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摘要　根据已公布的大豆种子犈犿 基因（ＬＥＡ１）的５′末端序列设计二个基因特异反向引物

（ＥｍＳ１，ＥｍＳ２）。以大豆基因组ＤＮＡ为模版，利用染色体步行（ＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＷａｌｋｉｎｇ）法，获得了

犈犿基因起始密码子上游８３６ｂｐ的特异ＤＮＡ片段。进行序列测定和生物信息学分析。结果表明，

这段ＤＮＡ序列为一尚未在基因数据库登录的ＤＮＡ片段。该序列含有启动子的基本元件ＴＡＴＡ

ｂｏｘ和ＣＡＡＴｂｏｘ，因此可能具有启动子活性。含有１个ＤＲＥ１和２个ＡＢＲＥ，该启动子可能受到

ＡＢＡ和干旱等条件的诱导。含有１个ＡＧｍｏｔｉｆ和１个ＥＬＲＥｍｏｔｉｆ，该启动子可能参与创伤和诱

导子等胁迫因素的应答。含有２个ＲＹｒｅｐｅａｔ和１个ＴＧＴＣＡＣＡＭｏｔｉｆ，该启动子片段可能具有

种子特异性。结果表明，所克隆到的片段可能为基因犈犿的诱导型启动子，并且很可能是种子特异

性启动子。
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　　干旱、高盐胁迫是限制农业发展和破坏生态的

重要环境因素。随着分子育种技术的成熟，获得抗

旱耐盐转基因植物新品种，成为解决上述问题的关

键。迄今为止，已经克隆到许多重要的抗旱耐盐相

关基因［１～３］，如 ＬＥＡ 蛋白（ｌａｔｅｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓａ

ｂｕｎｄａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，胚胎发育晚期丰富蛋白）基因、

犅犃犇犎 基因（植物甜菜合成酶基因）、犇犚犈犅 基因

（犇犲犺狔犱狉犪狋犻狅狀犚犲狊狆狅狀狊犻狏犲犈犾犲犿犲狀狋犅犻狀犱犻狀犵）等。

并通过转化技术，证明了这些基因在转基因水稻和

烟草中的抗逆生物学效应。

目前在转基因实验中广泛使用的是组成型启动

子。如花椰菜花叶病毒的ＣａＭＶ３５Ｓ启动子可用于

绝大多数转基因植物的转化。水稻Ａｃｔｉｎ启动子多

用于单子叶植物的转化。组成型启动子的驱动效率

高，在双／单子叶植物的转化均可达到较为满意的效

果。但在组成型启动子驱动下表达的异源蛋白，可

在植物细胞内大量积累。这不仅可能造成对细胞的

毒害，而且将消耗过多养分，抑制植物正常生长，甚

至 导 致 植 物 死 亡［４］。近 年 来 Ｋｏｌｉ 等
［５］ 发 现

ＣａＭＶ３５Ｓ启动子还是一个重组热区。此外，重复

使用同一种启动子驱动两个以上的外源基因可能引

起基因的沉默［６］。因此，在抗逆分子育种工作中，寻

找更为有效的诱导型启动子及组织特异性启动子来

替代组成型启动子，以胁迫诱导启动子驱动抗逆基

因的表达，可使抗逆转基因植物更好地适应逆境，从

而解决干旱农业问题。

ＹａｍａｇｕｃｈｉＳｈｉｎｏｚａｋｉ等
［７］在拟南芥中报告了

抗旱耐盐相关基因犚犱２９犃的存在。并第一次发现

了犚犱２９犃基因上游的顺式作用元件 ＤＲＥ（Ｄｅｈｙ

ｄｒａｔｉｏｎＲｅｓｐｏｎｓｉｖｅＥｌｅｍｅｎｔ）可受低温、干旱和高盐

胁迫的诱导。犚犱２９犃基因启动子缺乏组织特异性。

Ｌｉ等
［８］将干旱应答元件 ＤＲＥ 与保卫细胞元件

ＧＣＳＥ相连，构建了一种新型启动子ＤＧＰ１。并进

一步进行了 ＤＧＰ１—报告基因 ＧＵＳ的活性分析。

结果表明，报告基因ＧＵＳ可被干旱胁迫特异性的

诱导表达，并定位在植物保卫细胞中。显示出干旱

诱导型启动子在农业生产实践中广阔的应用前景。

ＬＥＡ蛋白是一类具有抗旱耐盐功能的重要基

因。它不仅可在发育晚期的种子中大量表达，也可

受干旱、低温胁迫和脱落酸的诱导，在植物营养组织

中表达［９］。Ｘｕ
［１０］将大麦 犎犞犃１基因（犔犈犃３）转化

水稻，使转基因水稻的抗旱耐盐能力增强。根据

ＬＥＡ蛋白的表达模式和耐盐耐旱功能推测，ＬＥＡ

蛋白基因的启动子可能多是受胁迫诱导的启动子。

近年来，本课题组从大豆未成熟种子中获得多

个ＬＥＡ基因。并将其中的犈犿 基因（犔犈犃１）转化

烟草，证明了犈犿 基因的导入可提高转基因烟草的

耐盐性［１１，１２］。本实验利用染色体步行技术克隆了

大豆犈犿 基因的上游启动子序列，并对其顺式作用

元件进行了分析。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　植物材料和菌种　　大豆（犌犾狔犮犻狀犲犿犪狓Ｌ）

白农６号种子由吉林省白城农业科学研究所提供。

犈犮狅犾犻ＴＯＰ１０为本实验室保存。

１．１．２　试剂　　限制性内切酶Ｓａｕ３Ａ、ｐＭＤ１８Ｔ－

ｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ克隆载体（ＴＡ 克隆载体）、ＥｘＴａｑ

Ｐｒｅｍｉｘ、ＴａＫａＲａＬＡＰＣＲｉｎｖｉｔｒｏＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ和

ＤＮＡ凝胶回收试剂盒均购自Ｔａｋａｒａ公司。

１．２　方法

１．２．１　大豆基因组ＤＮＡ的提取　　摘取生长两

周的大豆幼苗叶片。采用 ＣＴＡＢ 法提取叶片

总ＤＮＡ。

１．２．２　大豆犈犿 基因上游ＤＮＡ序列的扩增　　

根据基因数据库公布的大豆犈犿 基因的 ｍＲＮＡ序

列 （ＡＦ００４８０５），设计两条反向引物ＥｍＳ１（５′ＣＴＴ

ＧＣＴＴＧＴＴＴＴＧＡＣＧＡＧＡＴＧＣＣＡＴＧＴ３′）和

ＥｍＳ２（５′ＡＡＣＴＴＡＧＧＡＣＧＧＴＴＡＴＴＡＴＧＣ

ＧＡＴＴＴＧＴＡＡ３）。引物由上海生物工程有限公

司合成。

以大豆基因组ＤＮＡ为模板，利用染色体步行

法（ＴａＫａＲａＬＡＰＣＲｉｎｖｉｔｒｏＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ）扩增犈犿

基因上游ＤＮＡ序列。即先用内切酶Ｓａｕ３ＡⅠ对基

因组ＤＮＡ进行酶切。乙醇沉淀法回收 ＤＮＡ。将

回收的ＤＮＡ与试剂盒中的Ｓａｕ３ＡⅠＣａｓｓｅｔｔｅ连接。

再以连接产物为模板，利用引物ＥｍＳ１和试剂盒中

的引物Ｃ１进行第一轮ＰＣＲ反应。ＰＣＲ反应条件

为：９４℃，３０ｓ；５５℃，２ｍｉｎ；７２℃，１ｍｉｎ。共３０个循

环。７２℃，１０ｍｉｎ。以ＰＣＲ反应产物为模板，利用

引物ＥｍＳ２和试剂盒中的引物Ｃ２进行第二轮ＰＣＲ
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反应。ＰＣＲ反应条件同上。

１．２．３　ＰＣＲ产物的回收、连接及重组质粒的鉴定

　　利用Ｔａｋａｒａ公司的凝胶回收试剂盒回收ＰＣＲ

产物。将回收产物连接至ｐＭＤ１８Ｔ－ｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ

（Ｔａｋａｒａ公司）。将构建的重组载体转化 犈．犮狅犾犻

ＴＯＰ１０感受态细胞。经抗生素（５０μｇ／ｍＬ氨苄青

霉素）筛选获得重组菌。采用碱裂解法从重组菌中

提取质粒。将重组质粒命名为ｐＥｍ。

１．２．４　序列测定及其分析　　重组质粒测序（上海

生工生物有限公司）。将测序结果在ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）上进行 ＢＬＡＳＴ 比对。经

Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ）的ｔｓｓｐ（Ｐｒｅ

ｄｉｃｔｉｏｎｏｆｓｔａｒｔｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）分析。寻找

ＤＮＡ序列可能的转录起始位点和ＴＡＴＡ －ｂｏｘ。在

ＰＬＡＣＥ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ｄａｔａｂａｓｅ／）上

进行对比。寻找其可能存在的顺式作用元件。

２　结果与讨论

２．１　犈犿基因上游多核苷酸片段的扩增与克隆

参考在Ｇｅｎｅｂａｎｋ公布的大豆犈犿 基因的ｍＲ

ＮＡ序列，设计反向引物，以大豆基因组ＤＮＡ为模

板进行扩增。经琼脂糖电泳，得到了一条约８００ｂｐ

的特异性条带。将扩增片段回收后，连接到载体

ｐＭＤ１８－ｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ，转化大肠杆菌。

２．２　犈犿基因上游多核苷酸片段的顺式元件分析

筛选出阳性重组子，测序。将测序结果在 ＮＣ

ＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）进行Ｂｌａｓｔ比

对。结果表明，扩增产物长度为７９４个碱基。３′端

的４８个碱基与已公布的大豆犈犿 基因的５′非编码

区（５′ＵＴＲ）完全相同。由此可知，扩增所获得的多

核苷酸序列是犈犿基因上游序列。而其余的７４６个

碱基，未找到与之高度同源的序列。可以认为这是

一尚未报道的新序列。

采用Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ）

的ｔｓｓｐ对犈犿基因翻译起始位点上游的多核苷酸

片段进行分析。可能的转录起始位点在图１序列中

的＋１处标出。－３３ｂｐ处为 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ。－

１０４ｂｐ处为ＣＡＡＴ－ｂｏｘ。这段ＤＮＡ存在长度不

等的Ａ／Ｔ重复序列，Ａ／Ｔ总含量达到６６％以上。

Ｓｔａｌｂｅｒｇ等
［１３］认为，富含ＡＴ的区段大多是转录因

子的结合部位，可调控下游基因的高效表达。本实

验扩增出 犈犿 基因上游序列含 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ和

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ，且富含 ＡＴ。表明该ＤＮＡ片段很可

能具有启动子活性，初步认定其为大豆犈犿 基因的

启动子。

利用 ＰＬＡＣＥ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／

ｄａｔａｂａｓｅ／）对犈犿 基因上游启动子序列进行对比，

寻找可能存在的顺式作用元件。结果显示，在犈犿

基因上游启动子序列中发现了１４个基序（图１）。

将其分为三类：

２．２．１　与干旱、高盐、低温等胁迫诱导相关的顺式

作用元件，１个 ＤＲＥ１基序、２个 ＡＢＲＥ基序、４个

ＭＹＣ基序和２个 ＭＹＢ基序。

ＤＲＥ１和ＡＢＲＥ基序是与抗逆基因表达调控有

关的两个顺式作用元件。其中ＤＲＥ１核心序列为

ＡＣＣＧＡＧＡ，最早在玉米（犣犲犪犿犪狔狊）狉犪犫１７基因启

动子发现。狉犪犫１７基因可受干旱胁迫和 ＡＢＡ的诱

导表达。狉犪犫１７基因启动子中的 ＤＲＥ１元件，在植

物胚胎发育过程中受到 ＡＢＡ的调节，而在植物营

养组织中受干旱胁迫的调节［１４］。ＡＢＲＥ 基序为

ＡＣＧＴＧ，存在于拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）ｅｒｄ１

基因启动子中。拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）ｅｒｄ１

蛋白在干旱早期应答中起作用，并受到 ＡＢＡ的调

控［１５］。ＭＹＣ基序为ＣＡＮＮＴＧ，ＭＹＢ基序为ＣＣ

ＮＮＴＧ，它们在拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）的多

个基因的启动子中都存在（如干旱应答基因狉犱２２）。

Ｙａｍａｇｕｃｈｉ
［１６］总结了 ＡＢＡ 依赖型和非 ＡＢＡ

依赖型途径的交叉网络模式，并阐述了 ＤＲＥ 及

ＡＢＲＥ在其中的作用。ＡＢＡ依赖型信号系统主要

通过两种途径起作用：一是通过 ＡＢＲＥ结合ｂＺＩＰ

蛋白。二是通过ＭＹＣ和ＭＹＢ转录因子的合成，激

活下游抗逆基因的表达［１７］。在不依赖于ＡＢＡ的途

径中，胁迫信号通过传感蛋白传递到ＤＲＥＢ转录因

子。其后，这些转录因子特异性地结合于ＤＲＥ反应

元件，从而启动下游抗逆基因的表达［１８］。ＡＢＡ依

赖型和非 ＡＢＡ依赖型途径之间存在重叠和交叉，

从而形成一个网络［１６］。如，Ｙｏｓｈｉｈｉｒｏ
［１９］等研究了

Ｒｄ２９Ａ启动子中ＤＲＥ与ＡＢＲＥ之间的关系，证明

了ＤＲＥ对ＡＢＲＥ的协同作用。单独的ＡＢＲＥ不足

以赋予启动子诱导性，需要形成 ＡＢＲＥ－ｃｏｍｐｌｅｘ

才能起作用。ＤＲＥＢ和 ＡＢＦ（ＡＢＲＥｂｉｎｄｉｎｇｆａｃ

ｔｏｒ）可以与多个抗逆基因上游启动子结合，实现对

抗逆基因的驱动表达。Ｗａｎｇ
［２０］和Ｋａｎｇ等

［２１］分别

将ＤＲＥＢ基因和 ＡＢＦ３基因转化小麦和拟南芥，转

基因植株的抗旱性都得到提高。



４期 刘国宝等：大豆种子犈犿基因（犔犈犃１）启动子的克隆与序列分析 ４５７　　

箭头所示为转录起始位点和方向

图１　大豆犈犿基因上游启动子序列

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅ犈犿ｇｅｎｅＴｈｅａｒｒｏｗｈｅａｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ｓｔａｒｔｓｉｔｅａｎｄｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ

　　在本文中，大豆 犈犿 基因的启动子中存在

ＡＢＲＥ、ＭＹＣ和 ＭＹＢ序列。推测大豆犈犿 基因的

表达可能受ＡＢＡ依赖型信号系统的两种途径的调

控。如犈犿基因的启动子中ＡＢＲＥ－ｃｏｍｐｌｅｘ的形

成需要 ＡＢＲＥ附近的 ＭＹＣ或 ＭＹＢ序列的参与。

ＤＲＥ１核心序列的存在说明犈犿基因的表达也可能

受到非 ＡＢＡ 依赖型途径的调控，并且可能存在

ＡＢＡ依赖型和非ＡＢＡ依赖型途径的交叉网络。

２．２．２　与植物保卫机制相关的基序，１个 ＡＧ－

ｍｏｔｉｆ和１个ＥＬＲＥ－ｍｏｔｉｆ。

Ｓｕｇｉｍｏｔｏ
［２２］在烟草（犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿）犖狋

犕狔犫２基因启动子中发现了 ＡＧ－ｍｏｔｉｆ，其核心序

列为 ＡＧＡＴＣＣＡＡ。他认为 ＮｔＭｙｂ２蛋白可参与

创伤和诱导子等胁迫应答基因的转录调控［２２］。ＥＬ

ＲＥ核心序列，是欧芹（犘犲狋狉狅狊犲犾犻狀狌犿犮狉犻狊狆狌犿）犘犚１

基因启动子中的诱导子应答元件（ＥｌＲＥ，Ｅｌｉｃｉｔｏｒ

Ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ Ｅｌｅｍｅｎｔ）的 核 心 序 列：ＴＴＧＡＣＣ。

ＷＲＫＹ类转录因子通过结合ＥｌＲＥ元件将诱导子

（Ｅｌｉｃｉｔｏｒ）的信号传导给犘犚１基因。在所有研究过

的可能受 ＷＲＫＹ 蛋白调节的基因启动子中，

ＷＲＫＹ蛋白特异的ＤＮＡ结合区，其中ＴＧＡＣ是核

心，固定不变。由于大豆犈犿 基因上游启动子序列

中存在ＡＧ－ｍｏｔｉｆ和ＥＬＲＥ－ｍｏｔｉｆ，表明犈犿基因

的表达也存在着受创伤和诱导子等胁迫诱导的可

能性。

２．２．３　在种子中特异性表达相关的基序，２个ＲＹ

重复序列和１个ＴＧＴＣＡＣＡ－Ｍｏｔｉｆ。

ＲＹ重复序列为油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）ｎａｐＡ基

因启动子中的基序：ＣＡＴＧＣＡ。ＲＹ重复序列是种

子特异性表达所必须的。该序列在单双子叶植物的
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种子特异启动子中广泛存在，且以ＲＹ复合体（ＲＹ

－ｃｏｍｐｌｅｘ）形式控制基因在种子中的特异性表

达［２４］。ＴＧＴＣＡＣＡ－Ｍｏｔｉｆ，ＴＧＴＣＡＣＡ－Ｍｏｔｉｆ为

种子中特异性表达的增强子，存在于甜瓜（犆狌犮狌犿犻狊

犿犲犾狅）犮狌犮狌犿犻狊犻狀基因的启动子中
［２５］。

在大豆犈犿 基因的启动子中，２个ＲＹ重复序

列可能与其附近的 ＭＹＣ序列形成ＲＹ－ｃｏｍｐｌｅｘ，

控制基因在种子中特异性表达。而 ＴＧＴＣＡＣＡ－

Ｍｏｔｉｆ的存在可能提高犈犿 基因在种子中的表达

水平。

生物信息学分析结果表明，大豆犈犿 基因的启

动子中可能含有丰富的顺式作用元件。它们可能为

种子特异性启动子，且具有干旱诱导型启动子的特

性。犈犿基因启动子中的ＤＲＥ、ＡＢＲＥ、ＥｌＲＥ等顺

式作用元件可能通过与多种转录因子相结合，指导

犈犿蛋白的多样性和准确性表达。关于大豆犈犿 基

因的启动子活性和组织特异性需要下一步的实验来

证明。
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