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水稻 rbcS 启动子的克隆及其在转基因
水稻中的特异性表达
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　　[摘　要 ]　为将高效特异的启动子用于转基因水稻研究,利用 PCR 技术从水稻‘中花 11’基因组DNA 中克隆

了 rbcS 启动子,序列分析表明,扩增片段 (2 746 bp )与已报道的该基因序列相应区域的同源性达 99. 2%。将 rbcS

启动子与GU S 报告基因融合构建了由 rbcS 启动子引导GU S 基因的植物表达载体,经农杆菌介导法导入到水稻

中。对转基因水稻植株中 GU S活性的定性与定量测定结果表明, rbcS 启动子可驱动GU S 报告基因在转基因水稻

植株叶片中的特异性表达,其表达水平高于 CaM V 35S 组成型启动子,而在转基因水稻植株根和种子等器官中不

表达或表达活性极弱,表现出明显的组织特异性。

[关键词 ]　水稻 rbcS 启动子;转基因水稻;基因表达; GU S 活性

[中图分类号 ]　Q 74　　　　　　 [文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2007) 0120096205

C loning of the p rom o te r of rice rbcS a nd

its spe c ific e xp re s s ion in tra nsge nic rice
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bstract: To u se specif ic exp ression of fo reign genes of p romo ters in t ran sgen ic rice research, the rice

rbcS p romo ter w as iso la ted from the rice of ZhongH ua11 genom ic DNA by PCR , and its sequencing indica t2
ed that the amp lif ied band (2 746 bp ) w as 99. 2% homo logou s to the repo rted ones at the co rresponden t se2
quence region s. T he cloned rbcS p romo ter w as fu sed to the 5′2up stream of GU S (beta2glucu ron idase) cod2
ing region in a b inary vecto r, and in troduced in to rice by A g rog acterium 2m ediated tran sfo rm at ion. T he in te2
grat ion of the rbcS 2GU S fu sion gene in tran sgen ic rice w as confirm ed by PCR analysis. T he determ inat ion s

of the GU S act ivit ies in the tran sgen ic rice p lan ts indica ted rbcS p romo ter cou ld drive the GU S repo rter

gene to exp ress in the leaves of t ran sgen ic rice p lan ts w h ile exert ing no o r very w eak influence on the ex2
p ression of the GU S repo rter gene, and the exp ression level of rbcS 2GU S fu sion gene w as sign if ican t ly

st ronger than the exp ression level of CaM V 35S2GU S fu sion gene. So rbcS p romo ter w as t issue specif ic in

its exp ression.

Key words: rice rbcS p romo ter; t ran sgen ic rice; gene exp ression; GU S act ivity

　　基因的表达和调控是植物基因工程研究的主要

内容,外源基因表达量不足是不能获得理想的转基

因植物的重要原因。启动子在决定基因表达方面起

着关键作用,因此,选择合适的植物启动子是增强外
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源基因表达的首要问题。为了将外源目标基因在某

一时间或某一目标组织中有效表达,同时又减少其

在转基因植株非目标组织中表达所造成的能量浪

费,及其在非收获器官或组织中表达目标蛋白 (如抗

虫蛋白)而造成的转基因食品的潜在不安全性[122 ] ,

利用具有特异性表达特性的启动子被认为是实现对

目标基因高表达的重要途径,也是培育高效、安全转

基因作物的首选[3 ]。到目前为止,已发现的特异性启

动子主要包括器官特异性启动子和诱导特异性启动

子[4 ]。这些特异性启动子的克隆和应用为在植物中

特异性地表达外源基因奠定了基础。

水稻是世界上最重要的粮食作物之一,也是我

国主要的粮食作物。近年来,在我国水稻常年种植面

积已达 3 200 万 hm 2 左右,占全部粮食作物种植面

积的 1ö3,利用基因工程技术改良水稻性状是水稻

优质高产和稳产的重要技术手段。1, 52二磷酸核酮
糖羧化ö加氧酶 (R ub isco)存在于所有高等植物和自

养细菌中,是所有光合生物进行光合碳同化的关键

酶[5 ] ,也是光合植物叶片中含量最丰富的蛋白质,约

占可溶性总蛋白的 50%。其中由核基因编码的

R ub isco小亚基基因 ( rbcS ) 的表达受光调控, 并具

叶组织表达特异性[6 ]。因此,利用 rbcS 编码基因的

启动子特异高效表达特性,来启动外源目的基因在

转基因水稻中高效特异性表达是一种非常有效的手

段。本研究应用 PCR 基因扩增技术,从水稻‘中花

11’基因组DNA 中扩增获得 rbcS 启动子,构建了由

其调控序列控制的GU S 融合基因,并将融合基因用

农杆菌介导法导入我国南方水稻产区主栽品种‘中

花 11’中,研究了该转基因水稻绿色组织光诱导特

异性表达的 rbcS 启动子启动外源基因在水稻中的

特异性表达,以期为水稻抗病抗虫基因工程研究奠

定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　植物材料　启动子分离和基因转化受体品

种所用的水稻均为粳稻 (O ry z a sa tiva L. sub sp.

jap on ica )品种‘中花 11’(ZhongH ua11) , 为南方水

稻产区主栽品种,由杭州中国水稻研究所提供。

1. 1. 2　菌株、载体及试剂　大肠杆菌DH 5Α、载体
pB luescrip t Ê KS (+ ö- ) , 均由北京国家作物分子

设计中心保存; Pfu DNA 聚合酶购自 Stra tagene 公

司;双元载体 pCAM B IA 1301和农杆菌菌株A GL 0,

均由澳大利亚CAM B IA 的 Jefferson 教授提供。限

制性内切酶、T 4 DNA 连接酶、T 4 DNA 聚合酶等购

自 P rom ega 公司。胶回收试剂盒 3S Sp in DNA

A garo se Gel Pu rif ica t ion K it、试剂购自上海申能博

彩公司。载体 pGM 2T Easy、PCR 所用试剂均购自

北京天为时代公司。

1. 2　rbcS 启动子的克隆和序列分析

水稻基因组 DNA 的提取采用 CTAB 法[7 ]。

rbcS 启动子的扩增、克隆和序列分析根据 Kyozuka

等[8 ]发表的水稻 rbcS 基因组序列。扩增引物设计参

考L iu 等[9 ]克隆水稻 rbcS 启动子的方法。为避免

PCR 扩增产物过长引起碱基突变,将该启动子分成

两段扩增,然后再用限制性内切酶连接。用两对引物

R 1öR 2和R 3öR 4分别扩增出该启动子 5′端 1. 4 kb

和 3′端 1. 3 kb 长的片段,在引物R 2 和 R 3 中各含

有 1个B am H É酶切位点 (为 rbcS 启动子本身所具

有) ,便于将两段 PCR 产物进行连接; 在引物R 1和

R 4的 5′末端分别设计 1个H indË和X baÉ内切酶
位点,便于构建植物表达载体。

两对引物序列分别为:

上游引物　R 1: 5′2GCA A GC T T T T GG T GG

TA G GAA T GT A GT 23′;

R 2: 5′2GT T GGT A CA A GT

AA G GGA TCC23′。

下游引物　R 3: 5′2T T G GA T CCC T TA CT T

GTA CCA A C23′;

R 4: 5′2CA T CTA GA C TCT GCA

GCT CA C CAA GCT CTC23′。

PCR 反应条件: 94 ℃预变性 5 m in; 94 ℃变性

60 s, 55 ℃退火 50 s, 72 ℃延伸 120 s,循环 30次; 72

℃延伸 10 m in。PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分

离后回收纯化, 然后克隆入载体 pGM 2T Easy 中,

酶切鉴定为阳性克隆的送上海博亚公司进行序列测

定。常规克隆操作方法参照文献[ 10 ]。

1. 3　rbcS 2GU S 融合表达载体的构建

将测序验证为正确的 2 个 rbcS 启动子区片段

分别经 H ind Ë 与 B am H É、B am H É 与 X ba É 酶
切,并先后克隆入 pB luescrip t Ê KS (+ ö- )中,连

接成 2. 7 kb 长的完整启动子区序列。然后用

H indË 和X baÉ切下 2. 7 kb 长的该启动子片段,克

隆入 pCAM B IA 1301 载体相应位点中,即得到含有

rbcS 2GU S 嵌合基因的表达载体 pCAM B IA 1301R G

(图 1)。
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图 1　pCAM B IA 1301R G质粒的 T 2DNA 区图解
LB. T 2DNA 的左边界; T 35S. CaM V 35S终止子; H PT. 潮霉素磷酸转移酶基因;M CS. 多克隆位点; rbcS. rbcS 启动子; GU S2IN T. 含有内含子

的 Β2葡萄糖苷酸酶基因; TNO S. 胭脂碱合酶基因终止子; RB. T 2DNA 的右边界 (参考文献[ 6 ]并略作改动)

F ig. 1　T 2DNA structu re of b inary vecto r pCAM B IA 1301R G

LB. T he left bo rder of T 2DNA ; T 35S. T he term inato r of the CaM V 35S gene; H PT. H ygrom ycin pho spho transferase gene; M CS. M utip le

clon ing sites; rbcS. rbcS p romo ter; GU S2IN T. Beta2glucuron idase gene; TNO S. N opaline syn thase gene term inato r; RB. T he righ t bo rder of T 2
DNA (B rief modify of reference [ 6 ])

1. 4　根瘤农杆菌介导的水稻转化

取水稻品种‘中花 11’幼胚,在诱导培养基N 6D

( 0. 3 göL 水解酪蛋白 (casein hydro lysa te) , 30 göL
蔗糖, 2. 8 göL L 2脯氨酸 (p ro line) , 2 m göL 2, 42D ,

2. 5 göL 植物凝胶 (Phytagel) , pH 5. 8)上诱导其产

生初生愈伤组织,将初生愈伤组织再接种到继代培养

基N 6D 上继代培养 2周后,转入N 6D 2A s (乙酰丁香

酮) (N 6D , 100 Λmo löL A s)培养基上预培养 3 d,用

作农杆菌共培养转化的受体材料。通过冻融法将

pCAM B IA 1301R G 质粒导入农杆菌菌株A GL 0 中,

经 PCR 筛选出阳性克隆,然后用共培养法将含有目

的基因的农杆菌导入植物受体材料转化水稻。水稻组

织培养、农杆菌介导转化水稻以及抗性愈伤组织的筛

选与植株再生等均按照H iei等[11212 ]的方法进行。

1. 5　转基因水稻植株总DNA 的 PCR 分析

用 CTAB 法从转基因水稻新鲜叶片中提取微

量总DNA。在GU S 基因编码区设计 1对引物进行

PCR 扩增,预期 PCR 产物片段长为 450 bp 左右。

1. 6　转基因水稻植株 GU S活性的分析

选取经 PCR 检测呈阳性的转基因水稻植株进

行 GU S活性组织化学染色和定量分析,同时取 35S

启动子引导的阳性转基因植株和未转基因的水稻

‘中花 11’为对照。在每个植株上分别取叶片、成熟

种子和根等不同组织进行 GU S活性分析。

1. 6. 1　GU S 活性的组织化学染色分析　GU S 活

性的组织化学染色分析及其荧光定量测定均参考文

献 [ 13 ]的方法进行。将待测水稻样品与含底物X2
Gluc (X2Gluc 染液组成: 1. 0 mmo löL X2Gluc; 50

mmo löL 磷酸缓冲液, pH 7. 0; 10 mmo löL ED TA 2
N a, pH 8. 0; 甲醇, 终浓度 20% ; 0. 1% T riton X2
100; 10 mmo löL 巯基乙醇)的染色反应液于 37 ℃

保温过夜,进行组织化学染色,叶片等绿色组织用体

积分数 95%乙醇脱色后观察。

1. 6. 2　GU S 活性的定量分析　将 100 m g 左右的

水稻组织在 600 ΛL GU S 抽提液 ( 50 mmo löL
N a3PO 4, pH 7. 0; 10 mmo löL ED TA ; 0. 1% T riton

X2100)中于冰浴研磨成匀浆, 离心后取上清液测定

GU S比活性。总蛋白含量的测定按文献[ 14 ]的方法

进行。

2　结果与分析

2. 1　克隆启动子的核苷酸序列分析

　　根据已发表的序列设计引物, 以水稻DNA 为

模板进行 PCR 扩增, PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝

胶电泳分离, 得到了两条特异的大小为 1. 4 kb

(rbcS 1图 2)和 1. 3 kb ( rbcS 2图 3)的条带。测序结

果表明, 从水稻品种‘中花 11’中克隆的 rbcS 基因

5′上游调控区全长为 2 746 bp , 3′末端紧邻该基因起

始密码子,与已发表的该基因序列相应区域比较发

现, 在 TA TA 2box, CAA T 2box, G2box 以及转录起

始位点等重要功能区并未发现有碱基的改变,但在

其他区域有 16个碱基的改变,包括 6个碱基的突变

和 10个碱基的缺失,同源性为 99. 2%。

图 2　rbcS 1启动子区片段 PCR 产物电泳图
M. 1 kb p lus DNA L adder分子量标准;

1. rbcS1启动子区片段的 PCR 产物

F ig. 2　PCR p roducts of rbcS 1 p romo ter
M. 1 kb p lus DNA L adder standard

mo lecu lar w eigh t; 1. PCR p roducts
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图 3　rbcS 2启动子区片段 PCR 产物电泳图

M. 1 kb p lus DNA L adder分子量标准;

1. rbcS 2启动子区片段的 PCR 产物

F ig. 3　PCR p roducts of rbcS 2 p romo ter

M. 1 kb p lus DNA L adder standard

mo lecu lar w eigh t; 1. PCR p roducts

2. 2　转基因水稻植株的获得

利用水稻‘中花 11’幼胚愈伤组织进行基因的

转化。将未成熟的水稻幼胚放在N 6D 培养基上诱导

2周后,对诱导出的胚性愈伤组织进行继代培养。继

代培养 2周后就可以进行转化。水稻愈伤组织与农

杆菌A GL 0öpCAM B IA 1301R G 在共培养基上共培

养 3 d 后,转入含 25 m göL 潮霉素的筛选培养基中
培养,大约 4周后就可以看到抗性愈伤组织,抗性愈

伤组织分化再生获得了 30个独立转化系,每个株系

含有 2～ 10个转基因单株。所有转基因水稻植株在

含 25 m göL 潮霉素的生根培养基上生根壮苗; 2 周

后取出幼苗用自来水洗去植株根部的培养基,继续

在试管中于室温炼苗 1周,再移栽于温室,获得了较

高的成活率。绝大多数转基因植株能正常生长,并能

结实。选取 10个转化系单株提取叶片总DNA ,用与

GU S 基因编码区特异配对的引物进行 PCR 分析,

均能扩增出特异的 PCR 产物 (图 4) ,证明带有嵌合

基因的 T 2DNA 已经整合到水稻染色体中。

图 4　转基因植株总DNA 的 PCR 分析

M. 1 kb p lus DNA L adder分子量标准; PC. 质粒正对照;

N C. 未转基因的水稻‘中花 11’; 1～ 10. 转基因水稻不同株系

F ig. 4　PCR analysis of the to ta l DNA

of transgen ic rice p lan ts

M. 1 kb p lus DNA L adder standard mo lecu lar w eigh t; PC. Po sit ive

con tro l of p lasm id; N C. U ntransfo rm ed p lan t; L anes 1- 10. Indepen2

den t transgen ic rice p lan ts

2. 3　GU S 融合基因在转基因水稻植株中的组织特

异性表达
　　选取经 PCR 检测呈阳性的 10个转基因水稻植

株进行 GU S活性组织化学染色,结果见图 5。

图 5　特异表达启动子 rbcS 引导的转基因水稻 GU S组织化学染色结果

A. 叶片; B. 根; C. 种子;左. 35S启动子转基因植株;中. 特异启动子 rbcS 转基因植株;右. 未转基因的负对照

F ig. 5　H istochem ical sta in ing of GU S activity in differen t t issues of rbcS 2GU S t ransgen ic rice p lan ts

A. L eaf b lades; B. Roo t; C. M atu re seed; L eft. 35S 2GU S transgen ic rice p lan t;M iddle. rbcS 2GU S transgen ic rice p lan t;

R igh t. in transgen ic rice p lan t2Zhonghua 11

　　图 5结果表明, 10个转基因水稻植株的叶片中

均能检测到明显的 GU S 染色反应 (蓝色) , 在根与

种子中却均未见明显的 GU S 染色反应; 而 35S 启

动子引导的阳性转基因植株在叶片、根和种子中都

能检测到明显的 GU S 染色反应 (蓝色) ; 未转基因

水稻‘中花 11’的叶片、根和种子中都未检测到GU S

染色反应 (蓝色)。说明 rbcS 启动子在转基因植株中

驱动异源基因的表达具有明显的组织器官特异性。
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同时,选取 35S启动子引导的阳性转基因植株、未转

基因的水稻‘中花 11’和 10 个转基因植株进行了

GU S活性的定量分析,结果基本上与组织化学染色

分析的结果相符 (图 6)。在所检测的 10个转基因水

稻植株中,有 10 个转基因水稻植株叶片中的 GU S

活性显著高于根和种子 (分别高 0. 5至 10倍)。综上

所述, rbcS 启动子控制的外源基因在叶部的表达水

平高于组成型启动子CaM V 35S的表达水平。

图 6　转基因水稻不同组织中

GU S活性的定量分析

35S. 35S 2GU S 转基因植株; N C. 未转基因植株;

RG. rbcS 2GU S 转基因水稻植株

F ig. 6　GU S activity in differen t

t issues of transgen ic rice

35S. GU S activity of 35S 2GU S transgen ic rice p lan t in leaf, roo t

and seed; N C. GU S activity of in transgen ic rice p lan t2Zhonghua

11 in leaf, roo t and seed; RG. GU S activity of rbcS 2GU S trans2

gen ic rice p lan t in leaf, roo t and seed

3　讨　论

(1)植物组织特异表达的启动子中存在着不同

的结构域,通过这些结构域的协同作用调节着启动

子不同的表达模式。本研究成功地从水稻栽培品种

‘中花 11’中克隆了组织特异性表达的 rbcS 启动子,

对其序列分析表明,克隆的水稻 rbcS 启动子具有启

动子的相应调控元件以及下游组织特异性表达必需

的核苷酸序列, 包括位于第 89 至 93 位碱基的

TA TA 2box、位于第 161 至 169 位碱基的 CAA T 2
box 和 位 于 第 181 至 186 位 碱 基 的 I2box

(GA TA G)、位于第 171 至 179 位碱基的单子叶植

物 rbcS 保守序列[8 ] (monoco t rbcS con sen su s se2
quences, GCG GCC AA T )。TA TA 2box 为RNA 聚

合酶Ê 转录起始所必需[15 ] , 只有 RNA 聚合酶与

TA TA 框牢固结合之后才能开始转录; CAA T 2box

控制着转录的起始频率,不影响转录的起始点,为真

核生物基因的诱导表达[15 ];而 rbcS 启动子表达的组

织特异性与其上所含有的 I2box、G2box 和A T 2rich

序列等顺式作用元件密切相关。在玉米、马铃薯、烟

草和拟南芥等 R ubisco小亚基基因的 5′上游调控区

也都发现含有这些保守序列[526, 16217 ]。

(2)在转基因研究中,启动子的选择影响基因的

转录状况,从而导致基因的表达数量、表达时期以及

表达的组织细胞的专一性发生变化。因此,高效组织

特异性启动子便成为转基因研究中的理想选择。本

研究将克隆的水稻 rbcS 启动子与GU S 报告基因融

合并导入水稻中,以详细了解其在水稻中的表达特

性。结果表明,所克隆的水稻 rbcS 特异启动子在驱

动外源基因的表达上表现出明显的组织特异性,这

一结果与转基因玉米和水稻中的研究结果基本相

符[829, 18 ]。同时,本研究将水稻 rbcS 启动子与在转基

因水稻中组成型表达的启动子 CaM V 35S 在转基

因水稻叶片中的表达水平进行了比较,结果显示水

稻 rbcS 启动子的表达量高于组成型表达的启动子

CaM V 35S。目前,已应用该启动子在转基因水稻叶

片中特异表达具有抗病和抗重金属效果的目标基

因,显示出了极好的转基因育种应用价值。
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盐析沉淀羔羊皱胃酶 16 h 即可达到理想的效果。

4　结　论
对超声提取羔羊皱胃酶的盐析条件研究表明,

采用硫酸铵盐析羔羊皱胃酶,沉淀中最多只能回收

58%的凝乳活性,且在透析过程中酶活性有损失。因

此,硫酸铵不适宜用于盐析羔羊皱胃酶;而食盐在皱

胃酶制品中大量存在,利用食盐盐析可最大限度地

回收酶活性,且形成的沉淀无需脱盐。其适宜的盐析

条件为: 食盐饱和度 55%～ 65% , 盐析 pH 4. 00～

4. 60,盐析温度 4 ℃,盐析时间 16 h。
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