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水稻糖基水解酶基因 GH27
启动子克隆及初步分析
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摘要: 通过生物信息学方法找到水稻中与拟南芥 β － 葡糖苷酶类基因同源的糖基水解酶基因 GH27。Northern
检测结果显示该基因在衰老晚期的叶片中高量表达。利用 PCR 技术克隆 GH27 基因的启动子( PGH27 ) 序列，构

建启动子 PGH27与报告基因 GUS 融合基因的表达载体 PGH27 : GUS，并通过农杆菌介导法转化水稻品种中花 11，

GUS 染色结果表明该启动子 PGH27可以有效地驱动 GUS 基因在转基因愈伤组织和水稻植株老叶中表达。
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Cloning and Preliminary Analysis of Promoter
of Rice Glycosyl Hydrolase Gene GH27
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Abstract: A glycosyl hydrolase gene GH27 which was associated with rice senescence was identified by
bioinformation technology． The expression level of GH27 increased in late senescent leaves through Northern
blot analysis which indicated the promoter PGH27 may be senescence specific． PGH27 was cloned using PCR meth-
od，and the sequence was analyzed． An expression vector containing the PGH27 : GUS fusion gene was construc-
ted and transferred into rice variety“Zhonghua 11”by Agrobacterium － mediated method． A strong expression
of GUS was observed in both transgenic calli and senescing leaves．
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叶片是植物进行光合作用，吸收水和 CO2 产生能量的主要场所，也是植物体合成氨基酸、抗氧化

剂、各种营养物质的工厂。一旦叶片衰老，其光合能力显著下降，细胞物质降解、输出，最终细胞器解体、
细胞死亡［1 － 2］。作物的产量很大程度上受到叶片衰老的影响。因此，对启动和调控这一过程的分子机

制及衰老信号的传递途径进行研究具有重要意义。
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图 1 表达载体结构 PGH27 － GUS 示意图

Fig． 1 The native promoter constructs and predicted structure of PGH27 － GUS

植物糖基水解酶( glycosyl hydrolase，GH) 参与植物生长发育及对环境应答反应的多种信号传导过

程，在植物生命活动中发挥着重要的生物学功能［3］。白三叶草中的 β － 葡糖苷酶是糖基水解酶家族的

一个成员，和配糖物存在于植物细胞壁不同的区域中，当叶片组织受到机械损伤时，它们之间就会发生

作用［4］。水稻中 β － 葡糖苷酶在生物和非生物逆境中都有作用［5］。2003 年，Gepstein 等用抑制差减杂

交法分离了近 800 个仅在拟南芥衰老叶片中特异表达的 cDNA 克隆，结果显示这些基因参与了大分子

物质代谢、氧化和解毒代谢、防御和信号传导等过程，并且不同类型的基因在衰老的不同阶段表达、参与

复杂的衰老途径，其中包含 β － 葡糖苷酶类蛋白基因( 登陆号为 At4g27830) 。本实验利用生物信息学知

识，在水稻中寻找与拟南芥 β － 葡糖苷酶类蛋白基因高度同源的 GH27 基因，预测了该基因启动子所在

区域，对其结构进行预测分析，并用 GUS 报告基因表达体系和 Northern 杂交等方法对其加以分析和验

证。

1 材料和方法

1． 1 材料

粳稻品种中花 11 种子，日本晴 BAC 文库克隆 OSJNBa0090H02，大肠杆菌 Escherichia coli． 菌株

DH5α，农杆菌 Agrobacteri tumefaciens 菌株 EHA105 和 pCAMBIA1381 载体质粒，均由本实验室保存和提

供。各种限制性内切酶和聚合酶购自 Takara 公司; 质粒回收、胶回收试剂盒购自 Promega 公司; PCR 引

物由上海生工合成。
1． 2 野生型叶片 GH27 基因表达检测

Trizol 法( Life Technologies，Gaithersbur Maryland，USA) 抽提野生型水稻不同时期叶片 RNA。取 20
μg RNA 做 Northern［6］进行基因 GH27 表达分析。探针引物为 GH27 引物 GH27 － F( 5’－ gaagggatactgcgt-
gtggt － 3’) 和 GH27 － R( 5’－ cagttggctatcgaggaagg － 3’) 。
1． 3 GH27 基因启动子 PGH27的克隆及载体的构建

根据 GH27 基因上游的启动子序列设计引物 GH27 － F( 5’－ cgggatcccactagacgaggcaggcaat － 3’) 和

GH27 － R( 5’－ cccaagctttaatgctccgttgtgctttg － 3’) ，在引物上分别引入 BamHⅠ和 HindⅢ的酶切位点，以日

本晴 BAC 文库克隆 OSJNBa0090H02 为模板进行 PCR 扩增。反应参数为: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变

性 1 min，56 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，循环 30 次; 72 ℃延伸 10 min。将 PCR 产物克隆到 pCAM-
BIA1381 载体的 BamHⅠ和 HindⅢ酶切位点之间，构建成含有 PGH27 : GUS 融合基因的植物表达载体，命

名为 PGH27 － GUS( 图 1) 。
1． 4 农杆菌介导的粳稻品种中花 11 的遗传转化

用构建好的农杆菌工程菌株浸染中花 11 成熟种子诱导的胚性愈伤组织。水稻组织培养、农杆菌介

导转化以及抗性愈伤组织的筛选与抗性植株再生等操作严格参照本实验室粳稻遗传转化手册［7］。
1． 5 T0 代转基因植株的拷贝数检测

取 T0 代阳性转基因植株叶片用 CTAB 法抽提基因组 DNA。HindⅢ酶切 5 μg DNA，用 Liu 等［8］人

的方法进行 Southern 杂交。杂交探针为潮霉素磷酸转移酶基因( hpt) 片段。
1． 6 GUS 的表达检测

分别取转基因水稻的愈伤组织和叶片切成适当大小，浸入适量的 GUS 染液，37 ℃ 过夜，然后用酒

精脱色，观察转基因材料的表达特性。
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FL，成熟的完全伸展叶片; ES，叶绿素含量达 90% 的早期衰

老叶片; S1，叶绿素含量 70% 的早期衰老叶片; S2，叶绿素含量达

60% 的中期衰老叶片; S3，叶绿素含量达 40% 的晚期衰老叶片。
FL，mature fully expanded leaves; ES，early senescence leaves

with 90% chlorophyll; S1，senescing leaves with 70% chlorophyll;
S2，senescing leaves with 60% chlorophyll; S3，senescing leaves with
40% chlorophyll．

图 2 GH27 基因的表达情况

Fig． 2 Expression pattern of gene GH27

M: λ － EcoT14Ⅰ; 1 － 10: 转基因植株; CK: 野生型植株。
M: λ － EcoT14Ⅰ; 1 － 10: transgenic plants; CK: untransgenic plant．

图 3 Southern 杂交检测转基因 T0 代植株的拷贝数

Fig． 3 The copy number of T0 transformants determined by Southern blot analysis

2 结果与分析

2． 1 GH27 基因启动子 PGH27结构特征

根据序列的同源性分析，找到拟南芥衰老特异性基因 β － 葡糖苷酶类蛋白基因在水稻基因组的最

高同源基因位于第 5 染色体的日本晴克隆为 OSJNBa0090H02 上，NCBI 上的基因登陆号是 AK105546。
用基因预测软件 Softberry( http: / /www． softberry． com /berry． phtml) 分析结果表明，上游 1． 3 kb 左右为启

动子区。用 PLACE Signal Scan program ( http: / /www． dna． affrc． go． jp /PLACE) 软件分析启动子序列，在

－666 － 647 位置( 将翻译起始密码子 ATG 中的 A 定义为 + 1 位) 有一个 TATA box，上游 － 227 － 223 位

置发现 CAAT box 序列，－ 33 处的 G 为可能的转录起始位点。
经进一步的结构分析后，还在 PGH27 启动

子序 列 中 发 现 了 8 个 响 应 细 胞 分 裂 素

( cytokinin，CTK) 信号的转录调控因子 ARG
( Arabidopsis responsere gulator) 结合位点［9］;

6 个响应脱落酸顺式作用位点，它们多是响

应干旱和寒冷胁迫的 MYB、MYC 蛋白因子

识别的保守序列［10 － 11］; 3 个 WRKY71OS 的

结合位点［12］和 3 个植物伤害响应元件［13］;

－ 459 － 456 位置和 － 452 － 449 的 ACGT 顺

式作用元件，也早已证明存在于多种植物的

响应不良环境胁迫基因的启动子中［14］。
2． 2 野生型叶片 GH27 基因表达模式

从图 2 可以看出，GH27 基因在成熟叶片

中几乎没有表达，随着衰老的深入，叶片中

GH27 基因的表达不断增加，当叶片衰老到达晚期时表达活性达到高峰期，证明 PGH27启动子确实是叶片

衰老特异性表达启动子。
2． 3 转化载体的构建和转化植株的获得

本实验用 PCR 技术从日本晴 BAC 文库克隆 OSJNBa0090H02 扩增 PGH27 启动子，然后用 BamHI 和

Hind Ⅲ双酶切扩增片段，16 ℃ 与 pCAMBIA1381 连接，构建了 PGH27 : GUS 融合基因的植物表达载体，

PGH27启动子大小约为 1． 3 kb。
参照本实验室粳稻遗传转化方法，以中花 11 为受体进行了遗传转化，用潮霉素筛选抗性愈伤，共得

到转化植株 60 棵。
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图 4 PGH27 : GUS 融合基因在愈伤组织中及叶片的表达

Fig． 4 Transient expressions of PGH27 : GUS fusion gene

2． 4 To 代转基因植株 PGH27基因的拷贝数检测

取 5 μg 基因组 DNA 酶切进行 Southern 杂交，结果显示 PGH27 : GUS 基因分别以 1 － 7 个拷贝整合到

受体材料的基因组中( 图 3) ，1、2 和 7 号单株是单拷贝的。
2． 5 GUS 基因的表达检测

利用 GUS 组织化学染色法，对转基因水稻的愈伤组织和叶片进行染色。愈伤时期取样检测结果表

明，在经转化的水稻愈伤组织检测到较强的 GUS 基因表达( 图 4A) 。对 T0 代单拷贝转基因植株不同时

期的叶片 GUS 染色，结果显示 PGH27能驱动 GUS 基因在水稻衰老叶中高水平表达，但是在幼嫩叶片中表

达比较弱( 图 4B) 。

3 讨 论

本文利用生物信息学手段，对 PGH27启动子结构进行预测，发现 PGH27中有多种逆境响应元件和 ABA

响应元件的存在，提示水稻生长发育过程中所遭受的一些逆境胁迫以及由此引发的内源激素，尤其是

ABA 的含量变化可能在转录水平调节 GH27 基因的表达，从而通过 GH27 基因所介导的信号路径调控

水稻叶片的衰老进程。
GH27 基因的表达分析结果显示，该基因在成熟叶片中低表达，而在衰老叶片中高量表达，证实

GH27 基因是一个衰老诱导表达基因。我们分离了启动子 PGH27，并将其与报告基因 GUS 融合，以进一步

深入研究 PGH27的时空表达特点。在转基因愈伤组织和衰老叶片中，都检测到了较强的 GUS 基因表达

( 图 4) ，而在幼嫩叶片中几乎没有表达，验证了 PGH27具有较强的衰老启动活性。这种发育阶段特异性

的启动子对于转基因育种具有重要意义，有助于我们将目标基因控制在特定的发育阶段表达，避免基因

过量表达对植物体的伤害。同时，特异性启动子的克隆和应用为在植物中特异性的表达外源基因奠定

了基础。
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相似系数( 0． 849 1) 最大，与绿皮花毛竹的遗传相似性最小( 相似系数为 0． 676 5) ，油毛竹是一份具有一定遗传背景的特

殊种质。假毛竹在聚类分析中未成为“外类群”需要进一步研究。
最新公布的第 7 次全国森林资源清查资料显示，我国现有毛竹林面积 386． 83 万 hm2，是我国特有、分布和栽培面积

最大的核心经济竹种，在长期的自然变异、生产经营中产生了很多类型，具有很丰富的遗传变异［3，8 － 13］，国内宜尽早开展

系统的毛竹遗传格局，种质收集、种质保育工作。基于毛竹种质分子序列测定数据的联合分析有待另文飨以。
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