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� � 摘要: GluB_1 是水稻种子谷蛋白的编码基因,是种子成熟过程中, 由 GluB_1 启动子调控, 特异地在胚乳中表达的

蛋白。以水稻基因组 DNA 为模板,通过 PCR扩增得到 Glu B_1 启动子片段,将其克隆在 pGEM_T Easy载体上进行序列

分析。结果表明: 获得的启动子片段的大小为 2 293 bp, 与已报道的该启动子序列相比较, 其核苷酸序列同源性为

99�2%。该启动子区域含有 ACGT 基序、AACA基序和 GCN4 基序等胚乳特异表达必需元件。
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Abstract: The GluB_1 promoter was amplified from Oryza sativa genome by polymerase chain reaction and cloned

into pGEM_T Easy vector. Sequence analysis showed that the obtained promoter fragment 2 293 nucleotides and showed

homology of 99�2% with the reported Glu B_1 promoter. Also, the obtained promoter fragment includes the three cis_

regulatory elements, ACGT_motif, AACA_mot if and GCN4_mot if, which are necessary to mediate endosperm expression of

the GluB_1 glutelin gene.
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� � 高等植物的种子是蛋白质、淀粉、脂肪等营养物

质的重要贮藏地。贮藏在种子中的蛋白质即种子贮

藏蛋白贮藏在蛋白体中,且不具有酶活性。这就为

利用植物种子表达特定的蛋白质产物提供了便利条

件。目前已知编码种子贮藏蛋白的基因是多基因家

族,它们在种子中的表达具有高度的发育专一性和

组织特异性[ 1]。谷蛋白是水稻种子的主要贮藏蛋

白,占其胚乳总量的 80% [ 2]。谷蛋白由一个小的多

基因编码,在单倍体基因组中大约有10个基因编码

谷蛋白,其基因可以被分为 GluA 和 GluB两个亚家

族[ 3]。大多数的谷蛋白基因是受 5�上游调控序列

调控,在种子成熟过程中表达的。Glu B_1 启动子是

目前研究较多, 调控机理较为清楚的启动子之一。

本研究利用 PCR扩增技术从水稻栽培品种中分离

Glu B_1启动子,旨在为构建能在禾本科植物种子中

表达特定蛋白质的植物表达载体奠定基础。

1 � 材料和方法

1�1 � 供试材料和试剂
1. 1. 1 � 材料 � 以水稻( Oryza sativa )晋稻 5 号为试

验材料。种子由山西农业科学院作物遗传研究所王

广元副研究员惠赠。基因克隆所用的大肠杆菌( E .

coli )菌株为DH5�,由山西大学生命科学与技术学院

保存。

1. 1. 2 � 试剂 � 限制性内切酶, DNA 连接试剂盒,

IPTG, X_gal, Taq DNA 聚合酶, pMD19_T 载体等购自

宝生物工程(大连)有限公司等。UNIQ_10型柱式胶

回收试剂盒、UNIQ_10型柱式 PCR 产物纯化试剂盒
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购自上海生工生物工程公司。PCR引物合成、测序

均由上海英骏生物技术有限公司完成。

1�2 � 试验方法
1. 2. 1 � 水稻基因组 DNA的提取 � 水稻种子在 25 �
条件下发芽。水稻幼苗长到 3 ~ 4 片叶时, 采用

CTAB法小量提取水稻幼苗叶片基因组 DNA[ 4]。

1. 2. 2 � Glu B_1 启动子的分离 � 根据文献报道的 Glu

B_1启动子核苷酸序列,设计合成 PCR两端引物。

� � 5�端引物: 5�_GGGGAATTCACAGATTCTTGCTA_

CCAACAAC_3�

3� 端 引 物: 5�_GGGGGATCCAGTTCAAAGACA-

GACCAAGCTAG_3�

EcoR I

BamH I

� � 以水稻基因组 DNA为模板,在上述特异引物的

作用下, 通过 PCR 扩增得到 Glu B_1 启动子片段。

PCR 扩增反应的条件是: 94 � 4 min; 94 � 30 s;

55 � 30 s; 72 � 2 min 30 s。重复 30 个循环。最后

72 � 延伸 10 min。扩增结束后,取 5 �L PCR产物用

1�0%琼脂糖凝胶电泳进行检测。扩增片段用 U-

NIQ_10型柱式 PCR产物纯化试剂盒纯化。

1. 2. 3 � Glu B_1 启动子的克隆 � 纯化后的 PCR产

物用 pGEM_T Easy Vector System II 试剂盒( Promega,

Madison, WI, USA) , 将 PCR 产物连接到 pGEM_T

Easy 载体上。连接产物转化用 CaCl2 法制备的大肠

杆菌DH5�感受态细胞, 转化产物涂布在含有氨苄

青霉素、IPTG和 X_gal的 LB培养基平板上筛选转化

子。提取白色菌落的质粒 DNA, 琼脂糖凝胶电泳检

测筛选出重组子。

1. 2. 4 � 重组质粒的酶切分析及序列测定 � 随机挑

取5个单克隆,用 Sal I酶酶切,用1�2%琼脂糖凝胶
电泳进行检测, 正确的克隆送上海英骏生物技术有

限公司测序。

2 � 结果与分析

2�1 � Glu B_1启动子片段的分离

以水稻基因组 DNA 为模板, Glu B_1启动子两

端序列为特异引物, 用 PCR 扩增的方法, 从水稻总

DNA中扩增 Glu B_1启动子。PCR产物经 1�2%琼
脂糖凝胶电泳检测, 得到一条长约 2�3 kb的特异扩

增带(图 1)

2�2 � 重组质粒的酶切鉴定
在PCR的两引物中设计有 EcoR I和 BamH I酶

切位点。因此用这两种酶双酶切鉴定重组质粒中的

插入片段。鉴定结果表明: 筛选出的重组质粒经

EcoR I+ BamH I 双酶切后进行琼脂糖电泳产生两

条带,其中一条带约 2. 3 kb,与 PCR产物大小相同,

为启动子片段。另一条为克隆载体片段(图 2_A)。

根据已发表的 Glu B_1 启动子序列,我们发现在 Glu

B_1 启动子中含有两个Sal I酶切位点。两个位点之

间的核苷酸对为 730 bp。因此, 我们用 Sal I酶切重

组质粒进行鉴定, 结果得到预期的酶切片段 (图 2_

B)。

以上结果说明,得到的重组质粒带有插入片段。

该重组质粒命名为 pTGluBP, 并送上海英骏生物技

术有限公司测序。

1.分子量标记; 2. PCR产物

1.Molecular marker; 2. PCR product

图 1 � Glu B_1 启动子 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳

Fig. 1 � Agarose gel electrophoresis

of Glu B_1 promoter PCR product

1. Molecular marker; 2. pTGluBP/ EcoR I+ BamH I digest ion ;

3. pTGluBP/ Sal I digestion

图 2 � 重组质粒的酶切鉴定

Fig. 2� Restriction enzyme digestion analysis of

recombinant plasmid

2�3 � 序列分析
测序结果表明: PCR扩增到的 Glu B_1 启动子

片段全长是 2 293 bp,与已发表的 Glu B_1 启动子序

列( AY427569) [ 5, 6] 相比较, 核苷酸的同源性达到

99�2%。将测序结果输入 PlantCARE 数据库[ 7] , 检

索结果表明: 克隆到的 Glu B_1 启动子核苷酸序列

中含有启动子区域的特征元件 TATATA_box[ 8]。同

时还含有在胚乳中特异表达所必需的正调控元件
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ACGT 基序、AACA基序和GCN4基序[ 9~ 12] (图 3)。

以上结果说明, 所得到的 Glu B_1 启动子含有

RNA聚合酶 II识别位点、启动子区域的特征元件以

及种子特异表达所必需的特征元件, 具备有控制基

因在种子中特异表达的能力。

图 3 � GluB_1 基因启动子序列分析结果

Fig. 3 � Nucleotide sequence of GluB_1 gene promoter

3 � 讨论

利用植物转基因技术不仅能够选育抗病、抗虫、

抗生物逆境等作物新品种, 还能够特异地表达人类

所需要的蛋白质。近年来利用转基因植物表达医用

等蛋白已经引起了人们的注意[ 13]。因此,组织特异

性启动子将会在今后的基因工程研究中起到重要作

用。Qu 等分析了包括 Glu B_1 启动子的 15种水稻

种子贮藏蛋白启动子, 证明 Glu B_1 启动子是在胚

乳中特异表达, 并具有相对较高的启动子活性[ 5]。

Takagi等利用 Glu B_1 启动子成功地在水稻中表达

了鼠源T 细胞表位抗原[ 14]。

本研究利用 PCR扩增的方法, 从栽培水稻中扩

增到 Glu B_1 启动子,序列分析的结果说明, 该序列

与已经发表的序列同源性高达 99%以上,其个别碱

基的突变可能是由于我们所用的品种不同所致。同

时该序列中含有启动子特征序列和胚乳表达的必需

元件。因此,克隆到的 Glu B_1 启动子可以用于进

一步的植物转基因和分子生物学研究。
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