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玉米 MA R 序列的分离及其在转基因烟草中

的功能研究
关

李旭刚 陈松彪 徐军望 刘 翔 朱 祯 “

中国科学院遗传研究所
,

北京 10 0 10 1

摘要 从玉米基因组 中分离 了一段核基质结合 区 ( M A R )序列
,

它位于 乙醇脱氢酶 1 基 因的 5
’

端启 动子 区域
.

为研究此段 M AR 序列在转基因植物中的功能
,

将 M AR 构建在报告基 因 件葡糖醛

酸酶 ( G u )S 基因 ( u id A )和植物选择标记新霉素磷酸转移酶 H 基因 ( n tP 11) 的两侧形成植 物表达载

体
,

在载体中两段 M A R 之间的距 离为 6
.

2 k b
.

G U S 活性检测表明
,

M A R 序列对报告基因的表达

水平没有影响
.

这一现象与 M A R 只构建在报告基因 两侧形成小环 时提 高外源基 因表达 的结果不

同
,

为进一步研 究 M A R 作用机制提供 了基础
.

关键词 M A R 卜菊桩醛酸酶 转墓因植物 荃因表达

核基质结合区 ( M A R )是真核生物染色质中能特

异性地和核基质结合的 D N A 片段
.

M A R 序列的主要

特征是富含 A l
, ,

其含量可超过 70 %
,

此外不同来源

的 M A R 序列通常还包含 鑫切
x
或 下肠

x ,

灯 结构域

及拓扑异构酶 H识别序列等结构域 〔̀ 」
.

随着越来越多

的 M A R 序列被分离鉴定出来
,

研究人员对它的功能

有了比较全面的认识
.

根据 M A R 序列在生物体内功

能的不同
,

可以简单地把 M A R 序列分为 3 类
:

第 1

类位于基因的下游较远处
,

此类 M A R 序列和核基质

的亲和力比较高
,

在整个细胞周期中都保持与核基质

的结合状态
.

它们的作用是将染色质分成许多大小不

等的环
,

这些 D N A 环除了作为染色质高级组织结构

的基本成分
,

同时也是基因表达调控单位 2j[
.

第 2 类

M A R 序列通常位于基因的启动子区和上游调控序列

的附近
,

与核基质亲和力较弱
,

只是在基因表达
,

启

动转录时才与核基质暂时性地结合
.

第 3 类 M A R 和

第 2 类 M A R 相同之处是它也只和核基质暂时性地结

合
,

不同之处是它们位于 D N A 复制起始区附近
,

和

D N A 复制起始点相邻或在 D N A 复制起始点中
,

在

DN A 复制时便于复制叉的形成 31[
.

本实验室从豌豆基因组中分离了位质体蓝素基因

下游的 M A R 序列
,

并在烟草中研究了此 M A R 序列

的功能 4[, 5〕
,

表 明 M叭R 可以稳定提高外源基因的表

达水平
.

为进一步研究其他种类的 M A R 对外源基因

表达的影响
,

我们从玉米基因组中分离了乙醇脱氢酶

1( A d h 1 )基因启动子区域的 M A R 序列
,

此 M A R 序列

构建在外源报告基因的两侧
,

形成 4
.

Z kb 的小环时
,

可以明显提高外源
u叔 A 基因的表达水平

` )
.

进一步

将玉米 M A R 序列构建在外源报告基因 卜葡糖醛酸酶

( G U )S 基因
u 心 A 和植物选择标记新霉素磷酸转移酶

H ( N F -T H )基因 ntP n 的两侧形成植物表达载体
,

其中

两段 M A R 序列中心相距为 6
.

2 kb
.

通过农杆菌介导转

化烟草
,

来验证此 M A R 序列在植物细胞中的功能
.

1 材料与方法

1
.

1 植物总 D N A 的制备

按照文献 f 6] 方法从萌发 巧 d 的玉米 (及
口爪ays

L
. ,

自交系 3 4 0) 苗期叶片中提取基因组 D N A
.

1
·

2 M A R 序列的分离
、

测序和表达载体构建

以玉米苗中提取的总 D N A 为模板
,

参考文献〔7]

2 0 0 1
一
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一

0 5 收稿
,

2 00 1
一

0 7
一

2 3 收修改稿
二 国家

“

八六三
”

高技术计划 (批准号
:

乙 17
一

01
一

01
,

B H
一

0 2
一

0 1
一

0 1 )
、

国家自然科学基金 (批准号
:

3 9 9 8 9 0 0 1) 和国家转基因植物研究与产

业化开发专项基金 (批准号
:

zJ Y
一

B o l) 资助项目

* ,

联系人
,

E
一

m a i l : zz h u @ g e n e t ics
.

a e
.

cn

1) 未发表的结果
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设计引物 1 P ( 5
’ 了 U汀 X (〕 A A〔汇 A C C(护喷 G (丸以3 A G

一

3
’

)

和 引 物 P 2( 5
’ 一

甲以 )护流 O叹刀℃周引叮为以澎江
-

3
’

)
,

P C R 扩增 M A R 序列片段
.

P C R 反应按高保真

T a q 酶扩增系统 ( B o e h r i n g e r M a n n h e im 公 司 ) 说明

书进行
.

P C R 产物用 lK
e
on w 酶平端化后

,

插入 到

克隆载体 p B l u e s e r i p t K S ( + )的 E c 。 R v 位点
,

形成

重组 质 粒 p lB ue M M A R
.

M A R 片 段 用 A B 13 73 A

D N A 测序仪测序
.

植物表达载体构建过程见 图 1
,

中间载体 p S P G U S A
,

p lB u e N P T
一

H 和植物表达载体

p c N P T
一

I IG u S A 为本实验室构建
.

1
.

3 烟草转化及再生植株的筛选及 G U S 活性测定

将植物表达载体 p C M M映丑N p T
~

II G U S A 与不含

有 M A R 序列的植物表达载体 p C N F I、 II G U SA 通过电

激法转化 到农 杆菌 L D料 404 内 (参照 B添 R a d 说 明

书 )
.

同时将空载体 p C N p T
~

11转化到农杆菌 中作为对

照
.

参照文献〔6 ]通过农杆菌介导法转化烟草
.

获得的

再生苗在含有卡那霉素 ( 50 m g / )L 的生根培养基上生

根
,

将根系发育完全的卡那霉素抗性植株转移至温室

生长
.

成熟的转基因烟草叶片中的 G U S 活性按 J
e f l e r -

。 81[ 的方法进行
,

总蛋白含量按标准 B r a dj OF dr 方法

测定 9[]
.

G U s 活性以 ~
1/ grn

·

而
n 一 `
表示

.

1
.

4 S o u t h e r n 杂交

按文献【6] 方法提取烟草基因组 D N A
,

用 E co R

I酶切后
,

按照 s a m b r
oo k 等的方法 I `o ]进行 so

u t h e r n

杂交
.

用 B a m H I/ sa
。 I 双酶切质粒 p s P G u sA 获得

约 2
.

o k b 长的
u id A 编码 区片段作探针

, 。 一

32 P d cT P

标记后与膜杂交
.

杂交膜用 0
.

1 x s s C
,

0
.

1 % SD S

洗去背景后放射自显影
.

1
.

5 N o r t h e
rn 杂交

采用 异硫氰酸肌法 〔川提取烟草叶片总 R N A
.

各取 30 拌g 不同 G u s 活性的转基 因植株 R N A 进行

甲醛变性 电泳分离后
,

转移至 H y b on d N
+

( A m er
-

hs a m )尼龙膜
.

分别将
u id A 基 因和 18 5 rD N A 作为

探针进行杂交
,

其他操作过程同 D N A 杂交
.

2 结果

2
.

1 玉米 M A R 序列的克隆

通过 P C R 方法扩增的玉米 M A R 序列见图 2
.

T C C A人A C A G T C A C T T A G C A r A I , G T T T G G A A G C A C A C C G A C A l
,

G T T T G G A A G C A C A C A G T T

6 1 T l ’A A A A A A C T A 】
,

T T T C T A I
,
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T G G G A G A G T A G C T T C T T G G T T T T I人A G A A A C T A A G A A I ,C C A G T T T T I
,

A T A A A C T G A G A C A

, .
`

l,̀on
电...,...

T A A A C A A G I人 1 ’A 1
,

T T G G A A r C A C T C I ’A G T T T G T A C A A A C C A A r T T C C T A G A A A TT G G A T G

C T毛叨 ’A A户1L人 G G C C C T C A A I
,
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一

l
一

I A I
,
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,
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月.孟卫J..l

40
今̀,J

T T T I
,

A A A A A I
,
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,
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, r
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阴影表示 3
’

端与 5
’

端引物
,

黑体表示 A R s 同源序列
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结果表明
,

克隆片段长 6 67 b p
,

此段序列 中
,

含有

5
’ 一

T T T T儿 3
’

序列
,

此 D N A 序列与酵母 自主复

制序列 ( A R S ) 中结合核基质的 D N A 结构域中的部

分序列同源 v[]
.

同时
,

克隆片段还含有几段 (图 2 中

方框中序 列 ) 与人 D N A 结合蛋 白 SA T B I 识别序

列 厂̀ 2 ]相似的序列
·

2
.

2 植物表达载体的构建

植 物 表 达 载 体 p C M M A R N P T
一

H G U S A ( T
-

D N )A 结构 见 图 3 ( a)
.

按照文 献 〔1 3] 报道
,

两个

M A R 成顺式重复 的效果 比反式重复的效果好
,

所

以我们构建的植物表达载体中两个 M A R 序列成顺

式重复
.

M A R 位于 iu d A 基因与
n P lt l 基因的两侧

.

以不含 M A R 序列的植物表达载体 p C N P T
一

I I G U SA
为对照 (图 3 ( b) )

,

来研究玉米来源的 M A R 序列对

外源基因表达水平的影响
.

M A R 尹护 t l l -T n o s u 了d A P
一

3 5 5 M A R R B

即 r l l T
一

no
s u l d A P

一

3 5 5

叩了11

图 3 植物表达载体 -T D N A 结构

( a ) p e M M A R N P T
一

Ix G u s A ; ( b ) p e N盯
一

I IG u ŝ
; ( 。 ) p e N P T

一

11
.

P
一

3 5 5
,

花椰菜花叶病毒 3 5 5 ( e a M v 3 5 s )蛋白基因启

动子
; T

一
n

os
,

胭脂碱合成酶 ( N os )基因终止子
; “ 以 A

,

报道基因
“ 记 A 基因

; n tP H
,

植物选择标记基因新霉素磷酸

转移酶基因
; L B 和 R B 为下 D N A 左右边界

0气
曰

:
32

0咤
砂
02

.1.` .1
丫层日

·

如遥一
。呈巴

塑华S匀9

气é0

:
00

.2 3 报告基因表达水平的定量分析

检测 了表达载体 p c M M A R N P T
一

I I G u sA 转化

的烟草 48 株
,

p C N P T
一

H G u S A 转化 的烟草 4 2 株
.

结果发现 在 p c M M A R N P T
一

I I G u sA 转化 群体 中
,

无论是单株 G U S 活性
,

还是在转基 因植 株中基因

“ id A 表达的总体趋势
,

与不含有 M A R 序列的 p C
-

N P T
一

H G U SA 转基 因烟草群体没有差别
.

转基 因植

株的 G U S 平均活性比较也表明
,

含有 M A R 序列的

转基因植株 G U S 活性没有提高 (图 4)
.

2
.

4 转基因植株的 S o u t h e r n
杂交

共分析了 28 株转基因植株 ( p C N P T
一

H G U SA 转

化的和 p C M M A R N P T
一

H G u sA 转 化的植株各 14

株 )
,

全部转基因烟草都出现了 iu d A 杂交带
,

说明
u id A 基因都整合入烟草基 因组上

,

并且拷贝数多

少不一 (图 5 )
.

P C M M A R N P -T l l G t JS A P C N P -T l l G L JS A P C N P -T II C K

图 4 转基因烟草植株平均 G U S活性

转基因植株叶片 G U S 活性测定荧光值的激发波长为 3 60 ~
,

发射波长为 4 6 0 n m
.

pe M M A R N P T
一

I I G u ŝ
, p e N P T

一

I IG u队
和 pc N PT

一

11 分别表示对应载体转基因植株平均 G u s 活性
;

C K 表示未转化阴性对照植株平均 G U S 活性
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,

发射波长为 4 6 0 n m
.

pe M M A R N P T
一

I I G u ŝ
, p e N P T

一

I IG u队
和 pc N PT

一

11 分别表示对应载体转基因植株平均 G u s 活性
;

C K 表示未转化阴性对照植株平均 G U S 活性
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时可以提高外源基因表达的 MA R序列在大环形成

时对 外源 基 因的 表达 没有 影 响
,

这一 结果表明

M A R 的作用机制不能仅仅归结于其使外源基因形

成 D N A 环状结构
,

可能与一些其他因素有关
.

此现

象的发现为进一步研究 M A R 作用机制提供了基础
.
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2 0 0 5 年
“
国际气象学和大气科学协会 ( I A M A s)

”

第九届科学大会将在中国举办

2 0 01 年 7 月在奥地利 In n s b r uc k 召开的国际气象学和大气科学协会 ( IA M A )S 第八届科学大会上
,

中国

代表团经过努力争得了 I A M A s 2 0 0 5 年第九届科学大会在我国的举办权
,

这在发展中国家举办是首次
.

IA M A S ( I n t e r n a t i o n a l A s so e ia t i o n o f M e t e o
or l o g y a n d A t m o s p h e r i。 s e i e n e e s )成立于 19 1 9 年

,

其基本任务

是促进世界各国在气象学和大气科学领域的研究
,

筹划
、

组织和协调国际合作的科研项 目
,

开展国际学术

交流活动
.

IA M A S 下设 10 个专业委员会
,

分别为
:

( 1) 国际辐射委员会 ( IR )C ; ( 2) 国际大气臭氧委员会 ( IO C ) ;

( 3) 国际大气化学和全球污染委员会 ( I C A C G )P ; ( 4) 国际高层大气气象学委员会 ( IC M U A ) ; ( 5) 国际云物

理学委员会 ( I C P M ) ; ( 6) 国际大气电学委员会 ( IC P M ) ; ( 7) 国际动力气象学委员会 ( IC D M ) ; ( 8) 国际极

地气象学委员会 ( IC P M ) ; ( 9) 国际气候学委员会 ( IC C )L ; ( 10 ) 国际行星大气及其演变委员会 ( IC P A E )
.

IA M A s 大会每 4 年召开一次
,

是目前国际气象学和大气科学领域影响范围最大
、

学术水平最高的大型

综合性国际会议
,

被誉为国际大气科学界的奥林匹克大会
.

2 0 0 5 年 IA M A S 第九届大会在中国举办
,

将对

推动我国大气科学发展
、

加强我国与国际 间的交流与合作无疑将有着十分重要而深远的意义
,

对宣传我国

大气科学研究成果
、

尽快使我国的研究与国际接轨也将起到积极的作用
.

(供稿
:

罗云峰 )


