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  摘要 :根据 GenBank 已公布的种子特异性的 Oleosin 蛋白基因启动子序列设计合成引物, 利用 PCR 技术从油菜总

基因组 DNA 中扩增出 Oleosin 基因启动子序列( SOP) ,将该序列克隆到 pGM-T 载体中,经鉴定获得 pGM-T-SOP 重组载

体。测序和序列分析表明,该启动子序列由 899 bp核苷酸组成, 其核苷酸序列与 GenBank 中的 Oleosin 基因启动子序

列同源性高达95. 6% 。分别用限制性内切酶 Hind Ó和 BamH I 双酶切重组质粒 pGMT-SOP和双元植物表达载体

pBI121,分别回收 pGMT-SOP 重组质粒中的 SOP小片段和 pBI121植物表达载体中去掉 CaMV35S 组成型启动子的大片

段,经连接、转化和鉴定, 获得由 SOP 驱动报告基因 GUS 的新型植物表达载体 pBI121-SOP, 为外源基因在油菜种子中

的定位表达研究奠定基础。
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Abstract:A pair of primers was designed according to the sequence of oleosin protein promoter, which showed seeds

oi-l body specificity, and a fragment of oleosin gene in the promoter region was amplif ied by polymerase chain reaction

( PCR) using the genomic DNA of Brassica napus as template. The fragment was cloned into pGM-T vector, and a new

recombined vector named pGM-T-SOP was obtained after analyzed with PCR and restriction digestion. The results of se-

quence analysis indicated that this fragment had 95. 6% homology compared with the reported promoter in Genbank. A

new plant expression vector named pBI121-SOP in which the reporter gene GUS is drived by SOP was constructed after

cutting two vectors pGMT-SOP and pBI121 with two restriction enzymes Hind Ó and BamH I, subsequently recovering

the small SOP fragment from pGMT-SOP recombined vector and the long fragment excised CaMV35S promoter from

pBI121 plant expression vector, and then ligation, transformation and ident ification. And then foundation has been set up

for further research work in expression and funct ion of this promoter.

Key words: Seeds oi-l body-specific promoter; Cloning; Brassica napus .

  油菜是重要的油料作物之一,随着分子生物学

技术的发展,有很多利用基因工程手段提高种子的

含油量和改变种子油中脂肪酸组分来增加油菜籽油

的营养价值和工业利用价值的报道[ 1]。目前, 用于

油菜遗传转化的启动子多属组成型表达启动子如

CaMV 35S 启动子, 由于其为组成型表达, 容易对油

菜的生长造成不良影响, 使得遗传改造的油菜农艺

性状比较差[ 2, 3]。种子特异表达启动子的利用, 可
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以使外源目的基因只在种子中表达, 不但提高外源

基因的表达效率,而且也利于表达蛋白的分离纯化,

大大节约了蛋白质分离纯化的成本
[ 4, 5]
。

近年来,人们相继分离和鉴定了许多种子特异

表达基因的启动子, 如对玉米醇溶蛋白基因 B4 启

动子[ 6]、水稻胚乳特异性谷蛋白基因启动子[ 7]、大豆

7S 种子特异性启动子[ 8]、油菜H165 的 napinB 启动

子[ 9]等, 但都有专利的保护。Oleosin 是高度疏水的

碱性小分子量蛋白, 主要在种子中特异表达。

Oleosin 基因启动子可以在种子中启动 Oleosin 的表

达,是一种组织特异性的启动子[ 10]。为了实现外源

基因在油菜中的定位表达, 三峡大学生物技术研究

中心实验室根据 GenBank中已登录的序列设计合成

引物, 从油菜中克隆了种子特异性表达的 Oleosin基

因的启动子序列 SOP, 并将其构建到双价植物表达

载体 pBI121上,获得组织特异性重组植物表达载体

pBI121-SOP。

1  材料和方法

1. 1  试验材料
双低油菜品种中油杂 10号 ( Brassica napus cv.

ZYZ10)为中国科学院油料作物研究所培育, 是近年

来大面积推广的栽培品种; Taq DNA 聚合酶、限制性

内切酶、T4连接酶、DNA Marker、pGM-T Vector 均购

自大连宝生物公司; 凝胶回收试剂盒及其他生化试

剂购自上海生工生物工程公司; DH5A及双元植物表

达载体 pBI121为三峡大学生物技术实验室保存。

1. 2  方法

1. 2. 1  油菜总基因组DNA的提取  称取200 mg幼

嫩油菜叶片,参照 CTAB提取方法[ 10] , 并稍加改进,

分离油菜总基因组 DNA。

1. 2. 2  引物设计与合成  根据 GenBank 数据库已

公布的 Brassica juncea Oleosin 基因序列 (登录号为

AF134411)设计合成 2条引物, 同时, 在引物的 5. 端

引入HindÓ和 BamH Ñ酶切位点, 并增加 3个保护

碱基:

SOP-F: 5c-ATTCAAGCTTTTCAACGTGGTCGGATCA

-3c (加横线者为HindÓ酶切位点)

SOP-R: 5c-TGTCGGATCCAATTGAGAGAGATCGAA-3c

(加横线者为 BamHÑ酶切位点)

1. 2. 3  PCR及扩增产物的纯化  反应体系 25 LL:

2. 5 LL MgCl2 ( 25 mmol/ L ) , 2. 5 LL 10 @ buffer, 2 LL

dNTP( 2. 5 mmol/L) , 1 LL Taq 酶( 2. 5 U/ LL) , 0. 5 LL

SOP-F, 0. 5 LL SOP-R, 1 LL 模板,用 ddH2O补足到 25

LL。反应条件为: 94 e 预变性 5 min; 94 e 变性 3

min; 52 e 退火 45 s; 72 e 延伸 90 s; 共进行 35 个循

环;最后 72 e 延伸 10 min。PCR 产物经 1. 0% 琼脂

凝胶电泳,回收目的DNA片段。

1. 2. 4  序列的克隆  按照 pGM-T 载体试剂盒的说

明,将纯化回收的 PCR 产物与 pGM-T 载体连接, 命

名为 T-SOP, 转化 DH5A感受态细胞, 涂布在含有

XGal, ITPG和氨苄青霉素( 100 Lg/ mL)的 LB培养基

平板上, 37 e 培养 16~ 20 h, 经蓝白斑选择、PCR和

酶切鉴定筛选阳性克隆[ 11]。

1. 2. 5  序列测定与分析  将鉴定为阳性菌液送至

上海生工生物工程有限公司进行测序, 利用 OMIGA

2.0, DNAMAN, BLAST 软件进行序列分析和序列同

源性比较。

1. 2. 6  pBI121-SOP 植物表达载体的构建  用限制

性内切酶 Hind Ó和 BamH I 双酶切重组质粒 pGM-

T-SOP 和双元植物表达载体 pBI121, 分别回收

pGMT-SOP重组质粒中的 SOP小片段和 pBI121的大

片段,经T4 DNA连接酶连接后转化 DH5A。用 PCR

检测阳性菌液,引物及体系同 1. 2. 3。

2  结果与分析

2. 1  油菜基因组 DNA的提取

剪取油菜幼苗叶片,用改进的 CTAB 微量提取

法, 提取的油菜总基因组 DNA, 电泳结果表明, 提取

的DNA 呈单一条带, 纯度高, 可以用于 PCR 扩增

(图 1)。

M1Marker; 1~ 41油菜基因组 DNA

M.Marker; 1- 41Genome DNA of Brassia napus

图 1 油菜总基因组 DNA

Fig11  Genome DNA of Brassia napus

2. 2  PCR扩增和目的基因回收

以油菜基因组 DNA为模板, SOP-F 和 SOP-R为

引物进行 PCR扩增。结果如图 2 所示, 扩增获得 1

条大小约 900 bp的片段,和预期大小一致。回收纯

化 PCR 产物, 核酸蛋白测定仪测定其浓度为

50 ng/LL,可用于下一步的连接和转化。
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M1DL2000 marker; 1~ 31 基因组DNA的扩增产物

1- 31PCR amplif ication of DNA

图 2  目的基因的 PCR扩增

Fig12 PCR amplification of SOP

2. 3  克隆、重组子鉴定

将回收的目的片段连接到 pGM-T 载体后, 转化

至DH5A, 随机选取 6个转化后的白色菌落, 用 PCR

方法鉴定阳性克隆。结果如图 3 所示, 6个都能扩

增出 1条大小约 900 bp的条带, 而空白对照组没有

条带出现。

选取其中一份呈阳性菌液, 提取质粒 DNA, 命

名为T-SOP。用Hind Ó和 BamH Ñ进行双酶切。结

果如图4,可以切下 1条大小约 900 bp 的片段, 证明

PCR产物已成功连接至T 载体中。

M. DL2000marker; 1~ 6. T-SOP 的PCR产物

B. 空白对照; CK. 阳性对照

1- 61PCR amplificat ion of T-SOP; B1Blank; CK1Positive

图 3  重组子检测结果
Fig13 The detection result of recombinants

M. Marke III; 1. pGM-T-SOP/ BamHÑ + Hind Ó

图 4  T- SOP 酶切结果

Fig. 4  The digestion of T- SOP

* 代表已报道序列    The reported sequences are shown in *

图 5  油菜( Brassica napus cv1 ZYZ10)中油体蛋白启动子序列和已报道序列的比较

Fig. 5  Comparison of the sequences between the oleosin promoter from Brassia napus and the sequence reported
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2. 4  插入序列的测定与分析

以RV-M 和M13-47引物,在ABI PRISM
TM

377XL

型DNA测序仪上对 T-SOP 质粒中的插入片段进行

测序, 结果表明,该片段由 899 bp核苷酸组成。在

NCBI 中运用 BLAST 进行比较, 表明该序列与 Gen-

Bank数据库已公布的 Brassica juncea Oleosin 序列的

同源性为 95. 6%。运用 DNAMAN 软件进行序列分

析,表明该片段含有 4个 TATA 序列保守区,主要功

能是保证转录得以精确起始; 含有 5个 CAAT box和

3个 GATA box, 它也是启动子必须的顺式作用元件,

调控着转录的起始频率
[ 12 ]
。另外序列中存在着 1

个G box( CACGTG) ,主要是作为生长素、水份和温度

的应答元件[ 13, 14 ] , 1个 I box ( GATAA) , 主要是作为

光调控的应答元件
[ 15 ]
。

由图 5可以看出, 该序列片段不仅含有启动子

所必须的几个保守性片段外, 还含有诱导型和组织

特异型启动子的一些特有序列, 与已报道的序列基

本相同。

A1pBI121载体; B1pBI121-SOP 载体

A1pBI121 vector; B1pBI121-SOP vector

图 6 载体示意图

Fig. 6  Map of the vectors

M1D15000; 11pBI121; 2, 31pBI121/ Hind Ó and BamH I

图 7 pBI121 酶切结果

Fig. 7 The digestion of pBI121

M1D2000 marker; 1~ 61pBI121-SOP 的PCR产物;

B1 空白对照; CK1T-SOP 的PCR产物

1- 61PCR amplification of PBI121-SOP; B1Blank;
CK1PCR ampl if ication of T-SOP

图 8 pBI121-SOP的 PCR 检测结果

Fig. 8 PCR amplification of pBI121-SOP

2. 5  pBI121-SOP植物表达载体的构建

植物表达载体 pBI121中, 35S 启动子驱动 GUS

基因(图 6-A )。用 Hind Ó/ BamH Ñ酶切切去 35S

启动子后(图 7) ,在 T4 DNA 连接酶作用下与T-SOP

中切下的 SOP 序列连接然后转化DH5A,对转化子进

行 PCR检测,电泳结果见图 8,其中 3, 6号菌液扩增

出与目的片段大小相一致的特异条带, 证明 SOP 启

动子已经成功取代 35S启动子,构建成新植物表达

载体 pBI121-SOP(图 6-B)。

3  讨论

高等植物启动子区域存在各种特征元件, 通过

同RNA聚合酶识别、结合, 诱导转录过程。在真核

生物中已鉴定了多种特定的启动子序列, 常常在基

因转录起始位点 5c近端的核苷酸序列上游区域。

本研究所克隆的油菜种子特异表达启动子 SOP 全

长 899 bp,其中A+ T 含量占55. 3% ,经 PLACE数据

库的查询和序列分析软件的分析, 发现启动子序列

含有 4个TATA box, 5个 CAAT box, 3个 GATA box, 1

个 I box和 1个 G box 等多种顺式作用元件。其中

GATA box在植物受光和硝酸盐诱导的转录调控中

发挥重要作用, 为高水平的组织特异性表达所必

需[ 12] ; G box 是植物中通用的受信号(光、激素、厌氧

等) 诱导的顺式作用元件, 也是到目前为止研究得

最清楚的植物转录元件[ 13, 14] ; I box 是单子叶和双

子叶植物中很多光调控基因启动子所具有的、带有

重要功能的调控元件
[ 15]
。

利用外源基因与植物的特异调控基因融合表

达,使外源基因在植物中的表达具有器官或组织特
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异性, 可大大提高外源基因的表达量。油体蛋白启

动子是油菜种子特异性表达启动子,据报道, 油体蛋

白启动子具有良好的驱动外源基因组织特异性表达

的启动子活性。本试验成功获得了 SOP 启动子序

列,为进一步将外源基因导入油菜植株,实现油菜种

子特异性表达、提高表达水平以改良油料作物的品

质或增加其经济附加值奠定了基础。
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