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烟草 犕犃犚狊的分离及功能鉴定


王健美，常正尧，高丽君，王凤泽，齐　冰
（泰山医学院 生物科学系，山东 泰安２７１０００）

［摘　要］　 【目的】研究烟草 ＭＡＲｓ序列对外源基因表达的影响，从中筛选出能明显提高目的基因表达水平的

强 ＭＡＲｓ序列。【方法】用ＰＣＲ方法从烟草基因组中克隆得到３个 ＭＡＲｓ序列（ＴＭ１、ＴＭ２和 ＴＭ３），将这３个

ＭＡＲｓ序列分别顺向构建到植物表达载体ｐＢＩ１２１ＧＵＳ基因表达盒两端，经农杆菌介导转化烟草，对获得的转基因植

株体内的ＧＵＳ酶活性进行了定量检测，分析 ＭＡＲｓ对ＧＵＳ酶活性的影响。【结果】（１）序列分析表明，ＴＭ２和ＴＭ３

是两个新的 ＭＡＲｓ序列；（２）ＧＵＳ酶活性的定量检测表明，ＴＭ１、ＴＭ２、ＴＭ３可以使犌犝犛基因的平均表达活性分别

提高１．４，５．１和１．３倍，但不同转化个体之间的表达水平有明显差异。【结论】虽然克隆到的３个 ＭＡＲｓ序列均可提

高外源基因犌犝犛的表达，但其并未降低转基因植株个体间外源基因表达水平的差异。
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　　在转基因植物研究中，常常出现转基因沉默现

象，又叫转基因失活，这种现象对于植物基因工程的

应用与作物改良是一大障碍［１］。过去，人们常常通

过去甲基化或改变启动子等方式试图缓解这一现象

的发生，但效果甚微［２］。近年来，ＭＡＲｓ序列的发现

及功能研究，为克服转基因沉默、培育外源基因高效

表达的转基因工程农作物提供了一条有效途径［３］。

核基质结合区（Ｍａｔｒｉｘａｔｔａｃｈｍｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓ，ＭＡＲｓ）

是真核生物基因组中能特异结合核基质的一段

ＤＮＡ序列，将 ＭＡＲｓ序列插入到外源基因两翼，构

建表达载体并转化动植物，能够提高目的基因的表

达水平，降低转基因沉默现象［３］，同时还可以缩小由
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“位置效应”引起的不同转化体中外源基因表达的差

异［４］。

本试验通过ＰＣＲ方法，从烟草基因组中分离出

３个 ＭＡＲｓ序列，对其序列特征进行了分析。同时

将３个 ＭＡＲｓ分别构建到植物表达载体ｐＢＩ１２１

犌犝犛基因表达盒两端，通过农杆菌介导转化烟草，

研究其对外源基因表达的影响，以期从中筛选出能

明显提高目的基因表达水平的强 ＭＡＲｓ序列，从而

获得具有自主知识产权的高效表达载体，为克服转

基因沉默提供一条新途径。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　植物材料　无菌苗烟草ＮＣ８９，由泰山医学

院生物科学实验室提供。

１．１．２　菌株与质粒　大肠杆菌菌株犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，

农杆菌菌株ＬＢＡ４４０４，克隆载体ｐＧＥＭＴｅａｓｙｖｅｃ

ｔｏｒ，植物表达载体ｐＢＩ１２１，均为泰山医学院生物科

学实验室保存。

１．１．３　酶及生化试剂　ＰＣＲ试剂、Ｘｇａｌ、ＩＰＴＧ、

ＤＮＡ回收试剂盒，均购自上海生物工程公司；犎犻狀ｄ

ⅢＬｉｎｋｅｒ、犈犮狅ＲⅠＬｉｎｋｅｒ、Ｋｌｅｎｏｗ片段、Ｔ４ＤＮＡ连

接酶、限制性内切酶、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，均购自联星生

物公司。

１．２　烟草 ＭＡＲｓ的克隆

１．２．１　引物的设计与合成　根据 ＭＡＲｓ序列的特

征设计２对富含Ａ／Ｔ的引物。

引物１　上游引物 Ｐ１：５′ＴＣＧＡＴＴＡＡＡＡ

ＡＴＣＣＣ ＡＡＴＴＡ３′；下 游 引 物 Ｐ２：５′ＴＡＴＴＴ

ＴＣＡＧＡＡＧＡＡＧＴＴＣＣＣ３′。

引物２　上游引物 Ｐ３：５′ＧＡＴＡＣＧＴＡＡＡ

ＣＡＡＣＧ ＴＧＴＡＴ３′；下 游 引 物 Ｐ４：５′ＴＡＴＡＣ

ＴＣＴＧＧＡＴＣＧＧＧＣＣＧ３′。

引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。

１．２．２　烟草基因组ＤＮＡ的提取　称取０．２ｇ幼嫩

烟草叶片，参照常规ＣＴＡＢ提取方法
［５］，分离烟草

叶片基因组ＤＮＡ。

１．２．３　ＰＣＲ扩增及产物的回收　以提取的烟草叶

片基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应

体系为：ｄｄＨ２Ｏ３５．５μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ，

ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｎｍｏｌ／Ｌ）４

μＬ，引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，犜犪狇

聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，总体积５０μＬ。反应参数

为：９４ ℃预变性５ｍｉｎ；９４ ℃变性６０ｓ，ＴＭ１和

ＴＭ２于４６℃退火６０ｓ，ＴＭ３于６０℃退火６０ｓ，然

后７２℃延伸９０ｓ，共进行３５个循环；最后７２℃延

伸５ｍｉｎ。反应完毕后，取１０μＬ扩增产物在含１０

ｇ／Ｌ溴化乙锭的琼脂糖凝胶上进行电泳，然后在紫

外透射仪下观察，使用ＵＮＩＱ１０柱式ＤＮＡ回收试

剂盒对其进行纯化回收。

１．２．４　序列的克隆　将回收的目的ＤＮＡ片段与

克隆载体ｐＧＥＭＴ连接，经ＣａＣｌ２ 法转化大肠杆菌

ＤＨ５α，菌液涂布在含有ＩＰＴＧ、ＸＧａｌ和氨苄青霉素

的ＬＢ培养基平板上，３７℃培养２０ｈ，经蓝白斑筛

选、ＰＣＲ扩增和酶切鉴定筛选阳性克隆，具体操作

参照王关林等［５］的方法进行。

１．２．５　ＤＮＡ序列测定与分析　将鉴定为阳性的菌

液送至大连宝生物公司进行序列测定，并用ＤＮＡ

ＭＡＮ、ＢＬＡＳＴ软件进行序列分析和序列同源性比

较。

１．３　植物表达载体的构建与鉴定

用犈犮狅ＲⅠ将ＴＭ１和ＴＭ２从重组克隆载体上

切下来，分别插入到含 犌犝犛 基因的表达载体

ｐＢＩ１２１ 的 犈犮狅ＲⅠ 酶 切 位 点，获 得 质 粒 ｐＢＩＧ

ＵＳＴＭ１和ｐＢＩＧＵＳＴＭ２；用犖狅狋Ⅰ将ＴＭ３从重组

克隆载体上切下，将 ＴＭ３（Ｋｌｅｎｏｗ 片段补平＋

犈犮狅ＲⅠＬｉｎｋｅｒ）经犈犮狅ＲⅠ酶切后插入到含犌犝犛基

因的表达载体ｐＢＩ１２１的犈犮狅ＲⅠ酶切位点，获得质

粒ｐＢＩＧＵＳＴＭ３。通过ＰＣＲ方法筛选出 ＭＡＲｓ序

列正向插入的表达载体，然后再将带有犈犮狅ＲⅠ粘性

末端的ＴＭ１、ＴＭ２和带有犖狅狋Ⅰ粘性末端的ＴＭ３

分别用Ｋｌｅｎｏｗ片段补平，连接犎犻狀ｄⅢ Ｌｉｎｋｅｒ，经

犎犻狀ｄⅢ酶切 后分别插入到 ｐＢＩＧＵＳＴＭ１、ｐＢＩＧ

ＵＳＴＭ２和ｐＢＩＧＵＳＴＭ３质粒ＤＮＡ的 犎犻狀ｄⅢ酶切

位点，同样用ＰＣＲ方法筛选出 ＭＡＲｓ序列正向插入

的表达载体。最终得到 ＭＡＲｓ序列呈顺式重复的植

物表达载体ｐＢＩＴＭ１ＧＵＳＴＭ１、ｐＢＩＴＭ２ＧＵＳＴＭ２和

ｐＢＩＴＭ３ＧＵＳＴＭ３。

１．４　农杆菌介导叶盘法转化烟草及再生植株的筛

选

用叶盘法转化烟草 ＮＣ８９，在含有羧苄和卡那

霉素的 ＭＳ培养基上筛选抗性植株，然后将其移到

生根培养基上生根，待根系发育好后，移入盛有无菌

土的花盆中，用塑料薄膜保湿２ｄ后，置于温室中常

规管理［５］。用 ＣＴＡＢ 法 提 取 烟 草 叶 片 基 因 组

ＤＮＡ，以其为模板，用犌犝犛基因引物Ｐ１（ＡＴＧＴＴ

ＡＣＧＴＣＣＴＧＴＡ ＧＡＡ）和 Ｐ２（ＴＴＣＣＧ ＧＣＡＴＡ
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ＧＴＴＡＡＡＧＡＡＡＴ）进行ＰＣＲ扩增。

１．５　犌犝犛基因在转基因烟草中的瞬时表达

取在选择培养基上培养２ｄ的烟草叶片，用

ＧＵＳ反应液浸泡后，在３７℃条件下温浴１２ｈ，然后

用体积分数７０％乙醇脱色后进行观察。

１．６　转基因烟草中犌犝犛基因表达活性的定量测定

按照Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ
［６］的方法，定量测定犌犝犛基因的

表达活性。取转基因烟草植株同一部位的新鲜成熟

叶片（距顶端第３片叶）１００ｍｇ，分别置液氮中研磨

成粉，加入３倍体积的ＧＵＳ提取缓冲液，研成匀浆，

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液。在１ｍＬ预

热的反应缓冲液中（含１ｍｍｏｌ／Ｌ４ＭＵＧ，４甲基伞

形β葡糖苷酸）加入２０μＬ上清液，混匀，于３７℃反

应３０ｓ，取出１００μＬ加入到９００μＬ反应终止液中

终止反应，用荧光分光光度计测定各样品的Ｅｘ３６５／

Ｅｍ４５５值。蛋白质含量的测定按Ｂｒａｄｆｏｒｄ
［７］的方

法进行，取２０μＬ上清液，用重蒸水定容至４ｍＬ，加

入１ｍＬ考马斯亮蓝溶液，测定５９５ｎｍ处的吸光

值。犌犝犛基因的表达活性用４甲基伞形酮（４ＭＵ）

的纳摩尔数与总蛋白含量及时间的比值表示，即

“ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ）”。

本试验中分别选取表达载体ｐＢＩＴＭ１ＧＵＳＴＭ１、

ｐＢＩＴＭ２ＧＵＳＴＭ２、ｐＢＩＴＭ３ＧＵＳＴＭ３和ｐＢＩ１２１转化

的植株２４，２８，１５和２２株，未转基因烟草植株１０

株，按照上述方法定量测定烟草植株叶片中的犌犝犛

活性。

２　结果和分析

２．１　烟草 ＭＡＲｓ的克隆及序列分析

　　以烟草基因组ＤＮＡ为模板，利用合成的２对引

物进行ＰＣＲ扩增。琼脂糖凝胶电泳检测表明，ＰＣＲ

扩增得到了大小为１１６５，１００１和４７５ｂｐ的３个

ＤＮＡ片段（图１），将其分别命名为 ＴＭ１、ＴＭ２和

ＴＭ３。

图１　烟草 ＭＡＲｓ的ＰＣＲ产物电泳结果

Ｍ．ＤＮＡ分子标样；１～３．ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｂａｃｃｏＭＡＲｓＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－３．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

用 ＤＮＡＭＡＮ 软件将这３段 ＭＡＲｓ与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中所有的 ＤＮＡ 序列进行同源性比较，发现

ＴＭ１与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 Ｒｂ７ 的 ＤＮＡ 同源性高达

９９％，故认为其是同一个 ＭＡＲｓ
［８］。在ＧｅｎＢａｎｋ中

未发现 ＴＭ２和 ＴＭ３的同源序列，但它们均富含

ＡＴ碱基，含有 ＭＡＲｓ序列中常见的几个ＤＮＡ结

构域［９］，如Ａｂｏｘ、Ｔｂｏｘ、ＴＡＴＡＡＡ结构域和拓扑

异构酶 Ⅱ 识别 切割 序列 （ＧＴＮＡＡＴＡＴＴＮＡＴ

ＮＮＧ）及ＤＮＡ 链解旋序列（ＡＡＴＡＴＡＴＴＴ）等，所

以初步认为它们是２个新的 ＭＡＲｓ序列。３个

ＭＡＲｓ的序列特征分析结果见表１，从表１可以看

出，ＴＭ１中的 ＡＴ含量最高，为７３．３％，ＴＭ２中

ＡＴ的含量最低，为６２．８％。

表１　３个不同 ＭＡＲｓ序列的特征性元件比较

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＡＲｓｉｎｔｈｅｉｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｍｏｔｉｆｓ

名称

Ｎａｍｅ

长度／ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

ＡＴ含量／％
ＡＴｃｏｎｔｅｎｔ

Ａｂｏｘ数目

Ａｂｏｘｎｕｍｂｅｒ

Ｔｂｏｘ数目

Ｔｂｏｘｎｕｍｂｅｒ

ＴＡＴＡＡＡ结构域

ＴＡＴＡＡＡｄｏｍａｉｎ

拓扑异构酶Ⅱ识别

序列数目

ＴｏｐｏｓｏｍｅｒａｓｅⅡｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｎｕｍｂｅｒ

ＤＮＡ链解旋

序列数目

ＤＮＡｕｎｗｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｎｕｍｂｅｒ

ＴＭ１ １１６５ ７３．３ １ ０ ０ ０ ６

ＴＭ２ １００１ ６２．８ ０ １ １ １ ２

ＴＭ３ ４７５ ６９．１ １ １ ０ １ ２

２．２　植物表达载体的构建和烟草的转化

将从烟草中分离得到的３个 ＭＡＲｓ序列，分别

插入到ｐＢＩ１２１犌犝犛基因表达盒两端构建植物表达

载体。据文献［１０］报道，两段 ＭＡＲｓ序列呈顺式重

复的效果较反式重复好。因此，本试验构建的植物

表达载体中，犌犝犛基因两侧的 ＭＡＲｓ序列呈顺式

重复排列，两段 ＭＡＲｓ序列之间的距离为２．９ｋｂ。

以不含 ＭＡＲｓ序列的表达载体ｐＢＩ１２１为对照（图

２），用植物表达载体转化烟草，采用ＰＣＲ方法检测

部分抗Ｋｍ的转基因烟草植株，结果从这些转基因

植株中均扩增出了约５００ｂｐ的犌犝犛基因片段，而

未转基因的烟草植株中未扩增出此片段（图３），说

明犌犝犛基因已经整合到烟草基因组中。
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图２　植物表达载体结构示意图

Ａ．在ｐＢＩ１２１犌犝犛基因表达盒两端插入ＴＭ１的载体ｐＢＩＴＭ１ＧＵＳＴＭ１；Ｂ．在ｐＢＩ１２１犌犝犛基因表达盒两端插入ＴＭ２的载体

ｐＢＩＴＭ２ＧＵＳＴＭ２；Ｃ．在ｐＢＩ１２１犌犝犛基因表达盒两端插入ＴＭ３的载体ｐＢＩＴＭ３ＧＵＳＴＭ３；Ｄ．未加 ＭＡＲｓ的载体ｐＢＩ１２１

Ｆｉｇ．２　Ｄｉａｇｒａｍｓｏｆｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ

Ａ．ｐＢＩＴＭ１ＧＵＳＴＭ１，ｐＢＩ１２１ｗｉｔｈＴＭ１ｉｎｓｅｒｔｅｄｏｎｂｏｔｈｓｉｄｅｓｏｆｔｈｅ犌犝犛ｇｅｎｅｃａｓｓｅｔｔｅ；Ｂ．ｐＢＩＴＭ２ＧＵＳＴＭ２，ｐＢＩ１２１ｗｉｔｈＴＭ２

ｉｎｓｅｒｔｅｄｏｎｂｏｔｈｓｉｄｅｓｏｆｔｈｅ犌犝犛ｇｅｎｅｃａｓｓｅｔｔｅ；Ｃ．ｐＢＩＴＭ３ＧＵＳＴＭ３，ｐＢＩ１２１ｗｉｔｈＴＭ３ｉｎｓｅｒｔｅｄｏｎｂｏｔｈ

ｓｉｄｅｓｏｆｔｈｅ犌犝犛ｇｅｎｅｃａｓｓｅｔｔｅ；Ｄ．ｐＢＩ１２１，ＣｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｏｕｔＭＡＲｓ

图３　部分转基因烟草植株犌犝犛基因的

ＰＣＲ产物电泳分析

Ｍ．ＤＮＡ分子标样；１～１４．ＰＣＲ产物；１５．阴性对照

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｂａｃｃｏｐｌａｎｔｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

ｗｉｔｈ犌犝犛ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－１４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；１５．Ｂｌａｃｋｃｏｎｔｒｏｌ

２．３　ＭＡＲｓ序列对转基因烟草 ＧＵＳ基因表达的

影响

２．３．１　犌犝犛基因在转基因烟草中的瞬时表达　在

ｐＢＩＴＭ１ＧＵＳＴＭ１、ｐＢＩＴＭ２ＧＵＳＴＭ２、ｐＢＩＴＭ３ＧＵＳ

ＴＭ３和ｐＢＩ１２１４个植物表达载体转化的烟草叶片

中，经染色后蓝色强度基本相同，即犌犝犛瞬时表达

结果基本相同。说明 ＭＡＲｓ序列对犌犝犛基因的瞬

时表达水平基本没有影响。

２．３．２　转基因烟草中犌犝犛活性的定量测定　利用

转基因植株检测不同表达载体中犌犝犛基因表达活

性的高低，是鉴定不同 ＭＡＲｓ功能强弱的直接有效

方法之一。本试验根据Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ
［６］方法，定量测定

了转基因烟草植株叶片中的犌犝犛基因活性。结果

发现，不同 ＭＡＲｓ序列对犌犝犛基因表达水平的影

响不同，各表达载体的犌犝犛基因在转基因烟草中的

平均表达活性见表２，以未转基因的烟草植株为阴

性对照，测得的背景值为０．５４ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ）。

表２　转基因烟草中犌犝犛基因的平均表达活性

Ｔａｂｌｅ２　犌犝犛ａｖｅｒａｇｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｏｂａｃｃｏ

表达载体

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

犌犝犛基因活性／

（ｎｍｏｌ· ｍｇ－１· ｍｉｎ－１）

犌犝犛ｇｅｎｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｐＢＩ１２１ ４．６１

ｐＢＩＴＭ３ＧＵＳＴＭ３ ６．１８

ｐＢＩＴＭ１ＧＵＳＴＭ１ ６．４５

ｐＢＩＴＭ２ＧＵＳＴＭ２ ２３．７３

　　从表２可以看出，不同 ＭＡＲｓ序列对犌犝犛基因

表达活性的影响不同，其中 ＴＭ２所构建的表达载

体ｐＢＩＴＭ２ＧＵＳＴＭ２能够明显地提高犌犝犛基因的

平均表达活性，较对照ｐＢＩ１２１提高了５．１倍；在

ＴＭ１和ＴＭ３所构建的表达载体ｐＢＩＴＭ１ＧＵＳＴＭ１

和ｐＢＩＴＭ３ＧＵＳＴＭ３中，犌犝犛 基因的平均表达活

性较对照ｐＢＩ１２１分别提高了１．４和１．３倍。

２．３．３　转基因烟草植株之间犌犝犛基因表达活性的

差异分析　各表达载体中犌犝犛基因在转基因烟草

植株之间的表达差异如图４所示。由图４可知，

ＴＭ１、ＴＭ２和ＴＭ３都未能降低由“位置效应”引起

的转化体之间犌犝犛基因表达活性的差异。从图４

还可以看出，在 ｐＢＩＴＭ２ＧＵＳＴＭ２转化群体中，

ＧＵＳ 基 因 表 达 活 性 最 高 的 单 株 （１１７．１８

ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ））的犌犝犛表达活性，较ｐＢＩ１２１转

化群体中的最高单株（１５．７７ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ））高

７．４倍；ｐＢＩＴＭ１ＧＵＳＴＭ１和ｐＢＩＴＭ３ＧＵＳＴＭ３转

化群体中最高单株的犌犝犛 基因表达活性（２６．４６

ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ），３４．５９ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ））分别较

ｐＢＩ１２１转化群体中的最高单株高１．７和２．２倍。
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图４　各表达载体犌犝犛基因在转基因烟草植株之间的表达差异

Ｆｉｇ．４　犌犝犛ａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｏｂａｃｃｏｐｌａｎｔｓ

３　讨　论

在转基因植物研究中，转基因沉默现象已成为

基因工程研究与作物改良的一大障碍。利用 ＭＡＲｓ

序列来稳定、提高外源基因表达水平，是近年来发展

起来的克服转基因沉默的有效策略［１１１４］。本研究从

烟草中扩增出３个具有 ＭＡＲｓ序列特征的ＤＮＡ片

段ＴＭ１、ＴＭ２和ＴＭ３，序列分析发现，其含有数目

不等的 ＭＡＲｓ特征基元，将其构建到表达载体中转

化烟草，通过对报告基因犌犝犛活性的测定，发现其

均可提高外源基因犌犝犛 的表达，认为分离到的

ＴＭ１、ＴＭ２和ＴＭ３是 ＭＡＲｓ序列。

本研究中，将３个 ＭＡＲｓ序列分别顺向重复构

建到植物表达载体ｐＢＩ１２１犌犝犛基因表达盒两端，

通过检测转基因烟草植株中的ＧＵＳ酶活性来研究

ＭＡＲｓ序列对外源基因表达的影响。试验结果表

明，与不包含 ＭＡＲｓ序列的转基因植株相比，ＴＭ１、

ＴＭ２、ＴＭ３可以使犌犝犛基因的平均表达活性分别

提高１．４，５．１和１．３倍。３个 ＭＡＲｓ序列虽然来源

相同，但因其序列和结构不同，其对外源犌犝犛基因

表达的改善作用也不相同，说明不同的 ＭＡＲｓ序列

对外源基因表达的影响存在差别。Ａ、Ｔ碱基对的

百分含量高是 ＭＡＲｓ序列的一个特点，但本研究表

明，并非Ａ、Ｔ含量越高的 ＭＡＲｓ序列的作用效果

就越好，ＴＭ１中Ａ、Ｔ含量最高，但作用效果却不如

ＴＭ２。试验中还发现，这３个 ＭＡＲｓ序列虽然使

犌犝犛基因的平均表达水平有了不同程度的提高，但

各转化体中报告基因表达水平仍存在差异，说明本

研究所分离的 ＭＡＲｓ序列，并未降低转基因植株个

体间外源基因表达水平的差异。

因此，找到一个既能提高转基因表达水平，又能

降低转化体之间外源基因表达差异的理想 ＭＡＲｓ序

列，仍是今后研究的主要方向。这不仅将为克服基因

工程中的转基因沉默现象提供一个十分有效的手段，

也将为提高外源基因的稳定表达开拓新的思路。
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