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拟南芥菜一个组织特异基因的克隆与研究

刘庆法 1, 2　刘　勤 1　王中华 1

( 1西北农业大学农学系 ,陕西杨凌 712100)　　 ( 2复旦大学遗传研究所 ,上海 200433)

　　摘　要　利用启动子陷阱技术 ,鉴定和分离了一个在拟南芥菜的维管束和花药的绒毡层

细胞中高度特异性表达的基因。 经鉴定 ,该基因全长为 4. 4 kb,编码一种与 RN A helica se A

高度同源的蛋白。组织化学和原位杂交的证据表明 ,该基因只在维管束中少数细胞内转录、翻

译并在原位发挥作用。
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细胞分化和器官发生过程中基因表达的调节是发育生物学的中心问题之一。 研究表

明 , mRN A的转录和蛋白质的翻译在植物的生活周期中具有时空特异性。 了解这种特异

性的机制对植物基因工程的研究具有重要意义。

Bellen和 OKane等
[1 ]
在果蝇 , Allen等

[2 ]
在小鼠上首先利用在一个弱启动子控制下

的报道基因 lacZ,建立了检测细胞和组织特异性增强子序列的直接方法。近年来植物中遗

传转化技术的发展为在分子水平上研究植物中特定基因的调控、植物分化和发育的遗传

控制提供了可能性
[3 ]
。 Topping等

[ 4]
和 Lindsey等

[5 ]
利用 T-DNA标签 ( tagging )技术在植

物上建立了类似的系统 ,用以鉴定组织或细胞特异性调控序列并研究其在植物中控制基

因特异性表达的机制。 其原理是: 向受体植物引入一个没有启动子的 gusA作为报道基

因 ,当这一基因被引入到受体基因组的一个基因的启动子下游时 ,则 gus基因可以被激

活 ,从而表现出并与被插入的基因形成可以共转录的融合基因。因此 , gus基因的表达模

式就反映了被插入的基因所具有的调控序列的特性。这个插入序列应该与被插入的基因

及其调控序列是紧密连锁的 ,这样就很容易分离和克隆这些序列 [ 5]。利用这种技术 , Lind-

sey等先后分离了多种组织和器官特异性的基因
[4～ 8 ]

,证明了这种技术的广泛适用性。 本

文报道利用这一方法鉴定并克隆的一个在拟南芥菜 ( Arabidopsis thaliana C24)维管束和

花药的绒毡层细胞中高度特异性表达基因的研究结果。

1　材料与方法

1. 1　植物的遗传转化

　　拟南芥菜生态型 C24的转化参照 Clarke等 [9 ]的方法进行 ,所用农杆菌 ( Agrobacteri-

um tumaf iciens )为 LBA4404株系。

1. 2　遗传转化所用载体的基因组成

本研究中用的载体为 p gusBin19
[4 ] ,由 gus A的编码区与 nos终止序列组成的 2. 2
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kb的片段插入到 pBin19
[10 ]
的多克隆位点构成。 gusA序列的 5′末端与 T-DNA的左边界

重复序列 LB相邻。

1. 3　基因的克隆

参照 Lindsey等
[5 ]
的方法获得了 AtV T-1中 T-DNA的侧翼序列 , 以此为探针从

cDN A文库中得到了与该插入突变有关的关键基因。 cDN A文库的构建以野生型拟南芥

菜生态型 C为 m RNA来源 ,参照文献 [11]描述的方法进行。 5′-AmpliFinder系统的使用

参照厂家 ( CloneTech )的说明进行。

1. 4　组织化学分析

gus酶活性的组织定位 ,参照 Block和 Debrouw er
[12 ]建立的塑料包埋的组织原位酶

活性组织化学方法进行了改良 [13 ]。 实验材料采用插入了 T-DNA的转化子植株 AtV t-1

进行。 受检组织 (叶片、茎、根和花器等 )参照文献 [14 ]的方法在室温下用 1 mmo l /L的 5-

溴 -4氯 -3-吲哚 -β -D-葡萄糖醛酸 ( X-g luc, Biosynth G, Staad, Swizerland)染色 12 h.缓冲

液为含 10 mmo l /L EDTA,体积分数为 0. 1% Tri ton X-100
[15 ]的 100 mmol /L磷酸缓冲

液。为了抑制可能的背景反应 ,反应体系中加入了不到 200 g /L的甲醇。为了抑制反应中

间产物在组织中的扩散 ,在缓冲液中加入了 1 mmol /L的铁氰化钾。塑料包埋剂采用 His-

to resin( Reichert jung 70-2218-500)。适当大小的材料参照厂家的说明进行固定和包埋 ,切

片后在相差显微镜下观察、照相。

1. 5　组织原位杂交分析

原位杂交参照文献 [16 ]的方法进行了改良
[ 13]
。材料采用拟南芥菜 C24野生型的茎

段、根和叶片等。探针采用目的 DNA的两个片段 Iww36和 Iww38,以随机引物法进行标

记。放射自显影后在相差显微镜下观察照相。

2　结果与分析

2. 1　 T-DNA侧翼序列的 IPCR扩增、目的基因的分离和鉴定

　　以前的研究已经证明 , AtV T-1是一个仅含有单拷贝 T-DNA插入的转基因系 [5 ]。 以

T-DNA为探针与纯化的 AtV T-1转基因系基因组 DNA的限制性酶切产物进行 Sor th-

ern杂交 ,分离出了含有 T-DNA插入片段的基因组 DNA片段 ,该片段含有长约 0. 5 kb

的植物 DN A.根据 Lindsey等 [5 ]的方法采用 IPCR方法 ,获得了 T-DNA侧翼的植物

DNA片段并进行了克隆。

以上述克隆片段为探针 ,从 cDN A文库中分离了与插入突变有关的克隆 ww136.经

Southern杂交分析 (图 2) ,确定该克隆的插入片段长度为 3. 7 kb.为了方便序列分析 ,又

对该克隆的插入片段进行了亚克隆 ,得到 ww 36和 ww38.为了确定该克隆是否是完整的

基因 ,又以这两个亚克隆的插入片段为探针进行了 Northern杂交 ,发现野生型拟南芥菜

中与之相对应的 m RNA的为 4. 4 kb.从而证明克隆 136 AtV T-1的插入片段不是一个完

整的基因 ,尚缺约 0. 7 kb的 cDN A.随后用 Clone Tech公司的 5′AmpliFinder cDN A末

端快速扩增 ( 5′RACE)系统克隆了丢失的 0. 7 kb cDN A片段。至此 ,完成了该基因 4. 4

kb cDN A的克隆工作。根据该基因的全序列 ,其编码区与酵母、人、牛、果蝇、小鼠等生物

中广泛存在的 RNA helicase A有高度同源性。 对该基因全序列的分析结果将另文报道。
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图 1　利用 gus为报道基因研究植物基因表达调控的原理

A. Ti质粒 T-DN A片段的基因结构 , g us基因没有 5′调控序列和启动子 ,正常情况下不能被转录 ; B.假定的一个植物

结构基因 X的结构 , P为其启动子 ; C, D.当无启动子的 gus基因插入到植物基因启动子 P的下游时 ,启动子 P即可激

活 gus基因 ,使其与植物基因的 5′区一起被转录和翻译 ,从而形成融合蛋白 ,该基因产物具有 gus酶的活性 ,可以把 X-

glu分解产生蓝色产物 ,从而反映出启动子 P的所控制的植物基因 X的表达特异性。 C为 gus插入到植物基因 X的启

动子 P和结构基因之间的情况 ; D为 g us基因插入到植物基因 X的内部 ,形成融合基因的情况。 LB和 RB分别代表 T-

DN A的左右边界区 , nos代表 nos基因的 3′终止序列 , T表示植物基因 X的终止序列。

图 2　 w w 136克隆与拟南芥

菜基因组的杂交结果

A. DN A的 Sou th ern杂交 ;

B.总 RN A的 Northern杂交

2. 2　 gus活性的组织化学定位

以转基因系 AtV T-1为材料 ,对 gus的活性进行了组织化

学定位研究。利用报道基因 gus分析植物基因表达的原理如图 1

所示。 研究发现 ,在以 X-gluc染色的幼苗中 gus活性只出现在

根、茎、叶等器官的维管束 (图 3A, 3B)和花药的绒毡层以及花丝

维管束 (图 3C)中 ,在这些器官的其他组织中未见 gus活性。 可

见 ,这是一个只在维管束和绒毡层中表达的特异基因。

为了进一步精确分析 gus活性在维管束中的分布 ,又对染

色的根、茎、叶进行了切片观察 ,发现在维管束中也不是所有的

细胞都有 gus活性 ,例如在根的维管束中 ,维管束鞘、韧皮部的

细胞中可以见到明显的 gus活性 ,而其木质部的细胞未见 gus

染色反应 (图 3D)。在茎中 ,维管束中的形成层细胞有明显的 gus活性 ,而木质部的全部细

胞、韧皮部的筛管细胞以及维管束鞘内的髓部所有细胞中均未见有 gus活性。 由此可见 ,

AtV T-1是一个只在维管束中的极少数细胞和花药绒毡层细胞中表达的高度特异性基

因。

2. 3　基因表达的原位杂交分析

基因的表达是一个极为复杂的过程 ,至少包含了 m RNA的转录和蛋白质的翻译两个

大的步骤。在这两个步骤中还有复杂的 mRNA和蛋白质的加工过程。基因的转录和翻译

以及所编码的蛋白质功能的发挥不一定是在同一种细胞里完成的。如果把一个基因的转

录、翻译以及翻译产物功能的发挥 3个步骤发生的地点 (即组织或细胞 ) ,分别以 A, B和

C表示 ,则 A, B, C可以是相同的组织或细胞 ,也可能 A和 B是一种而 C是另外一种 ,也
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可能 A是一种而 B和 C是另外一种 ,还有可能 A, B, C是 3种不同的组织或细胞。

图 3　 AtV T-1的 gus组织化学定位

A, B, C分别示根、茎、花药绒毡层和花丝维管束 ; D表示根的切片。 箭头所指为 gus表达部位

图 4　以 WW36和 WW38为探针对

拟南芥菜 C24株系的原位杂交

拟南芥菜选用 C24株系的 6日龄幼苗茎 ,

箭头所指为杂交信号

以上利用 gus报道基因进行的研究只能反映翻

译以后成熟蛋白质的活性分布情形 ,不能反映

转录以及转录、翻译和成熟产物的功能发挥是

否有相同的组织特异性。另外 ,当 gus基因被植

物基因的启动子激活以后 , gus酶的活性是否能

够精确地反映植物内源基因的表达特征 ,一直

是一个尚未完全解决的问题。因此 ,以 ww36和

ww38为探针对野生型拟南芥菜中该基因的表

达进行了组织原位杂交分析。

图 4是拟南芥菜 C24野生型 6日龄幼苗茎

的原位杂交结果。杂交结果显示 ,该基因只在维

管束的形成层细胞中才能转录 ,在其他组织或

细胞类型中不转录。

结合图 3中对 gus酶活性的组织化学分析

结果 ,认为该株系中 gus基因所对应的内源基因只在维管束的形成层细胞中转录、翻译和

加工 ,并在这些细胞中发挥作用。

3　讨　论

象其他多细胞生物一样 ,高等植物的一个基本特点是在发育过程中的细胞分化和形

态发生 ,从而形成结构和功能高度分化的组织和器官。这一过程是通过一系列特异基因的
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启动和关闭实现的。最终形成的结构和功能各不相同的组织和器官中也有着一系列基因

的特异表达。 显然 ,在高等植物生活周期中 ,一方面 , mRN A的转录和积累有着高度的时

空特异性 ,这是个体发育正常进行的分子基础 ;另一方面 ,特定的基因是由各种各样的环

境和体内的生物化学途径激活的 ,这就构成了植物生长发育可塑性的遗传学基础 [2, 17, 18 ]。

阐明细胞分化和器官发生过程中基因的特异表达和协调 ,以及不同组织和器官中基因表

达的特异性是发育生物学的中心研究课题之一。但是 ,以往的研究中主要是通过研究发育

过程中基因表达的变化以及解析代谢网络来进行的。 90年代以来 ,分子生物学技术的发

展 ,使人们能够利用转基因技术来获得并分析和鉴定与特定形态发生过程相关的以及在

特定组织和器官中特异表达的突变体 ,分离各种特异表达的基因 ,在分子水平上解剖发育

过程的基因调控。

启动子陷阱技术是 90年代初建立的一种可以直接识别细胞和组织特异性基因、环境

或发育调节的基因并产生可见标记的方法 ,借助这种方法还可以鉴别和分离细胞、器官、

组织或发育、环境调节的特异基因以及与特定发育过程相关的基因及其调控序列。这一技

术已经成功地在若干物种得到应用
[19, 20 ]

,分离了植物在分化发育过程中建立极性的相关

基因
[6 ]
、与线虫侵染相关的应答基因及其启动子

[6 ]
、胚胎发育相关基因

[ 7, 8]
、胚胎和幼苗形

态发生相关基因
[21 ]
等。本文报到的是利用这种方法分离的一个高度组织特异的基因。实

践已经证明 ,启动子陷阱技术是一种十分有效的鉴定、分离特异基因及其调控序列、研究

基因表达的方法。 这种技术在产生各种特异性标记以及在确定基因组序列功能方面的价

值是显然的。

维管束是高等植物的特有结构 ,不但对植物体起着支撑作用 ,而且担负着物质和能量

运输以及部分信息传导的任务 ,在植物的生命活动中有着极为重要的作用。维管束也是许

多危害植物的刺吸式口器昆虫吸食汁液的渠道。分离和研究在维管束中特异表达的基因

不但对于进一步深入研究维管束的生理功能和代谢特点等有着重要意义 ,而且对于研究

寄主对虫害的应答以及利用基因工程技术防治病虫害也有着不可低估的作用。从水稻中

分离的一个维管束特异基因的启动子已经广泛用于刺吸式昆虫的基因工程研究。 绒毡层

是植物雄性生殖器官中的重要营养结构 ,对于花粉的发育有着重要的生理功能。对绒毡层

细胞特异基因的研究有助于揭示绒毡层和花粉发育的关系 ,这对于阐明植物雄性不育的

机理将有所帮助。利用绒毡层特异启动子创造雄性不育系也已经初步获得成功 ,显示出潜

在的巨大的应用价值。RNA helicase A是一种与 RNA加工有关的酶 ,它在维管束和绒毡

层中的生理意义还不清楚。 本研究所揭示的这种在维管束和绒毡层中共同表达的 RNA

helicase A基因及其表达调控的理论意义和应用价值还有待于进一步研究探索。
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Cloning and Studies on a Tissue-Specific Gene in Arabidopsis

thaliana Identified by Promo ter Trapping

Liu Qingfa
1, 2
　 Liu Qin

1
　 Wang Zhonghua

1

( 1 Depa rtment of A gronomy, Northwestern A gricultural University ,Yangling , Shaanx i 712100)

( 2 Inst itu te of Genet ics ,Fudan University, Shanghai 200433)

Abstract　 By the aid of promo ter t rapping , a v ascular and tapetum-specifically ex-

pressed gene was identi fied, characterized and expressiona lly analy zed. The resul ts

show ed that the gene w as 4. 4 kb in leng th, coding a pro tein highly homo logous to RN A

helicase A. Histochemical and tissue in situ hybridization analy sis rev ealed tha t i t w as

expressed and processed in xylem and tapetum cells, and functions in these cells only.

Key words　 Arabidopsis thal iana , g ene expression, tissue-specific, tapetum, vascu-

lar , g ene cloning
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