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cry Ia 基因小麦高效表达载体的构建
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　　 [摘　要 ]　利用在禾谷类作物中表达效率较高的启动子U bi 对含目的基因 cry Ia 的现有载体进行了改造, 并

引入了筛选标记基因 bar, 为提高目的基因的表达水平, 还在目的基因 5′端引入了 8 和 Kozak 序列, 3′端引入了

po ly (A ) 序列。成功构建了适用于小麦的抗虫基因植物表达载体 pGU 4ABBar, 该载体含有顺向连接的U bi2cry Ia

及U bi2bar 基因表达盒, 可用于基因枪、花粉管通道法等介导的小麦遗传转化, 人工合成的苏云金芽孢杆菌杀虫蛋

白基因 cry Ia 可以编码对鳞翅目昆虫具有毒杀作用的蛋白。
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　　小麦虫害每年都会造成相当严重的产量损失,

因此尽快将小麦现有种质资源中非常缺乏的抗虫基

因导入小麦, 创造抗虫新种质是非常必要的[1 ]。郭三

堆研究员合成的经过优化的苏云金芽孢杆菌

(B acillus thu ring iensis, 简称 B t) 杀虫蛋白基因

cry Ia是我国拥有自主知识产权的新型杀虫基因,

其编码的蛋白对鳞翅目害虫具有毒杀作用, 在转基

因抗虫棉的选育中已发挥了良好的作用[2 ]。

要将目的基因导入植物体, 并使之稳定整合于

植物基因组中, 获得目的基因稳定表达的转基因植

株, 必须借助合适的植物表达载体来实现。本研究

在载体构建中引入了在单子叶植物中表达效率较高

的玉米U bi 启动子[3～ 5 ] , 和在小麦中应用效果较好

的筛选标记基因 ba r
[4 ] , 以及对外源基因表达有一定

促进作用的表达调控元件 8 序列、Kozak 序列、po ly

(A ) 序列等[2, 3, 5～ 8 ] , 以期获得适合于小麦应用的高

效植物表达载体。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　1) 大肠杆菌 (E scherich ia coli) DH 5Α菌株;

2) 载体构建用基础质粒情况见表 1。

表 1　基础质粒

T albe 1　Basic p lasm ids invo lved in the w o rk

质粒
P lasm id

大小ökb
Size

抗性标记
A ntib io tic
resistance

结构
Structu re

来源
Source

pA HC20 5. 5 Amp r U biP 2in tron2bar2nosT
徐惠君研究员惠赠
Given by researcher XU H ui2jun

pG4AB 5. 8 Amp 2 CaM V 35SP28 K2cry Ia24po ly (A ) 2no sT
本研究组构建保存
F rom our research group

1. 2　方　法

含基础质粒的大肠杆菌DH 5Α菌株在LB 培养

基中培养后, 提取质粒DNA , 酶切鉴定确证后再酶

切回收大小合适的目的片段, 回收的目的片段按试

验设计连接, 转化大肠杆菌DH 5Α菌株感受态细胞

后, 筛选阳性转化子, 提取质粒DNA , 酶切鉴定确

证连接正确后, 按同样的程序进一步构建下一个载

体, 直至目标载体构建成功并鉴定正确[9 ]。

2　结果与分析

2. 1　植物表达载体 pGU 4ABBar 的构建过程

　　植物表达载体 pGU 4ABBar 的构建过程如图 1
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所示。

图 1　植物表达载体 pGU 4ABBar 的构建过程

F ig. 1　Schem atic diagram s fo r construction ou tline of p lan t exp ression vecto r pGU 4ABBar

2. 2　植物表达载体 pGU 4ABBar 的筛选鉴定

如图 1 所示分别构建中间载体并进行酶切鉴

定, 直至获得目的重组质粒pGU 4ABBar, 其图谱及

酶切鉴定结果见图 2, 3。

图 2　pGU 4ABBar 质粒图谱
F ig. 2　Schem atic diagram s of exp ression vecto r pGU 4ABBar

图 3　表达载体 pGU 4ABBar 的酶切分析
M. 1 kb DNA 分子质量标准; 1. X hoÉ ;

2. B g lÊ ; 3. H indË ; 4. S acÉ
F ig. 3　R estrict ion endonuclease analysis of the

exp ression vecto r pGU 4ABBar
M. 1 kb DNA ladder; 1. X hoÉ ;
2. B g lÊ ; 3. H indË ; 4. S acÉ

由图 3 可以看出, pGU 4ABBar 质粒DNA 经

S acÉ 单酶切后出现了约 9. 8 kb 的目的带, H indË
单酶切后出现了约 5. 5 和 4. 3 kb 两条目的带, 证

明有目的片段插入, X hoÉ 单酶切后出现了约 5. 5,

3. 2 和 1. 1 kb 3 条目的带, B g lÊ 单酶切后出现了

约4. 3, 3. 9 和 1. 6 kb 3 条目的带, 证明 cry Ia 和

ba r 基因表达盒呈顺向连接 (如为反向连接X hoÉ
单酶切后会出现约 5. 2, 3. 2和 1. 4 kb 3 条目的

带, B g lÊ 单酶切后会出现约 6. 3, 1. 9 和 1. 6 kb

3 条目的带) , 与图 2 的图谱相符, 说明获得了

pGU 4ABBar 质粒的正确克隆子, 可用于基因枪、花

粉管通道介导的小麦遗传转化工作, 其 cry Ia 和
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ba r 基因表达盒呈顺向连接, 在所筛选的克隆子中

未获得这两个基因表达盒呈反向连接的克隆子。

3　讨　论

在双子叶植物遗传转化中广泛采用的花椰菜花

叶病毒 (cau lif low er mo saic viru s, CaM V ) 35S 启

动子, 在绝大多数单子叶植物中活性较低, 对禾谷

类作物并不适合[3 ] , 而选用合适的启动子可以在一

定程度上克服外源基因表达效率低的问题。近年来,

一些源于单子叶植物的启动子已被用于构建适合单

子叶植物应用的外源基因表达载体, 其中源于玉米

泛素 (ub iqu it in) 基因U bi1 的启动子U bi 在转基因

玉米、水稻、小麦中都有较高的活性, 其效率可以

达到CaM V 35S 启动子的 4～ 5 倍[4, 5 ] , 在禾谷类作

物转基因应用研究中价值较高。

烟草花叶病毒 (TM V ) 富含 T TAA C 序列的非

翻译前导序列通常称为 8 序列, 能与真核 80S、原

核 70S 核糖体结合, 促进外源基因在真核细胞及原

核细胞体内或体外的表达, 常作为翻译增强子用于

植物基因工程[6 ] , TM V 8 序列的增强作用已在许多

研究中被证实, 它在双子叶植物原生质体中可提高

GU S mRNA 表达量 18～ 20 倍, 在单子叶植物如水

稻原生质体中也能提高 GU S mRNA 表达量 3～ 17

倍, 但在禾谷类作物植株中的效果似乎并没有如此

明显, 研究报道也很少[5, 7 ]。Kozak 序列是指在动植

物基因的起始密码子A T G 之前存在的特定序列,

它的存在与否也会对基因的表达水平产生影响[8 ] ,

但在禾谷类作物中尚未见研究报道。

有研究表明[3 ] , 植物细胞中mRNA 的稳定性与

多聚腺苷酸 (po lyadenylic acid) 化序列po ly (A ) 的

加入速度及长度有关, 基因转录成mRNA 后, 如果

不能及时加入多聚腺苷po ly (A ) 尾巴, 将会很快被

核酸外切酶降解。mRNA 在细胞内存在的半衰期越

长, 经翻译产生的蛋白量就有可能越多, 因此,

po ly (A ) 序列的加入似乎可以增加mRNA 的稳定

性, 从而利于基因产物的稳定表达。郭三堆等[2 ]在国

产抗虫棉的研制过程中所采用的植物表达载体就含

有 8 , Kozak 和po ly (A ) 序列, 并对抗虫基因的高

效表达起到了一定的促进作用。

快速准确地有效识别转化体是小麦遗传转化的

一个关键环节, 目前用于小麦转化体筛选的抗生素

抗性基因主要有可编码卡那霉素、新霉素、巴龙霉

素等 抗 性 的 新 霉 素 磷 酸 转 移 酶 ( neom ycin

pho spho tran sferase ) np t Ê 基因和可编码潮霉素

( hygrom ycin ) 抗 性 的 潮 霉 素 磷 酸 转 移 酶

(hygrom ycin pho spho tran sferase) hp t 基因。但是,

许多研究认为[10, 11 ] , 这些基因在用于小麦转化体筛

选时并不理想, 多数小麦基因型对卡那霉素具有较

高的天然抗性, 成为其在小麦中应用的限制因素, 在

用其进行筛选时非转化体逃逸现象较为严重, 并且

在选择性上对真正的转化体也并不一定具有专一

性。用 G418 和巴龙霉素作筛选试剂在一定程度上

可克服这一缺点, 但在应用时间和材料上仍有很大

的局限性。hp t 基因提供的潮霉素抗性虽是水稻、玉

米转化中的理想筛选标记, 但有研究表明[12 ] , 其对

小麦分化有着严重的影响, 并不适用于小麦转化细

胞的筛选, 然而也有研究者不同意这一论断, 认为

可通过适当的潮霉素、激素浓度调节措施来改善这

一局面[13 ]。与抗生素抗性基因相比, 用除草剂抗性

基因筛选作用明显、检测方法简便可靠, 因此近年

来研究应用较多, 其中以 ba r 基因最为典型, 它的表

达产物可以提供对草丁膦 (pho sph ino th ricin ,

PPT ) 类除草剂的抗性, 用含相应有效成分的除草剂

进行筛选可以收到较为明显的效果[4 ]。

本研究以质粒pA HC 20 和pG4AB 为基础, 成

功 构 建 了 适 用 于 小 麦 的 植 物 表 达 载 体

pGU 4ABBar, 该载体含有顺向连接的U bi2cry Ia 及

U bi2ba r 基因表达盒, 可用于基因枪、花粉管通道法

等介导的小麦遗传转化。在载体构建中引入了在单

子叶植物中表达效率较高的启动子U bi 及其内含

子, 和在小麦中应用效果较好的筛选标记基因 ba r,

以及 8 序列、Kozak 序列、po ly (A ) 序列等表达调

控元件, 以期提高外源基因的表达效率和对转基因

植株进行有效筛选。目前本研究组利用该载体进行

的基因枪、花粉管通道法介导的小麦遗传转化研究

中都已获得了外源基因表达良好的小麦转基因植株

(研究结果将另文发表) , 说明这一载体构建策略是

有效的。
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Con struct ion of h igh2level exp ression vecto r based on

cry Ia gene fo r u se in w hea t t ran sfo rm at ion
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(1 Y ang ling B ranch of Ch ina W hea t Imp rovem en t Cen ter, Colleg e of A g ronomy , N orthw est S ci2T ech U niversity of

A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 B iotechnology R esearch Institu te, Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S ciences, B eij ing 100081, Ch ina)

Abstract: In the repo rt, the m aize ub iqu it in 1 p romo ter U bi, a h igh eff iciency p romo ter in gram ineou s

crop , had been in troduced in to the o rig inal p lasm id w ith cry Ia gene. Exp ression box of ba r gene had also

been in serted as a selectab le m arker. In o rder to imp rove the exp ression level of the target genes, 8 2Kozak

sequence and po ly (A ) sequence w ere added to the 5π2end and 3π2end of the target genes, respect ively. T he

in sect2resist ing gene w heat exp ression vecto r pGU 4ABBar had been con structed. pGU 4ABBar con ta in s

d irect in serted exp ression box of U bi2cry Ia and U bi2ba r. It is su itab le fo r genet ic t ran sfo rm at ion of w heat

m edia ted by m icrop ro ject le o r po llen2tube pathw ay. T he cry Ia gene, a syn thet ica l in sect icidal crysta l

p ro tein gene of B acillus thu ring iensis, m ay code a po isonou s p ro tein fo r L ep id op tera.

Key words: exp ression vecto r; p romo ter; gene; p lasm id; w heat
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