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摘要 将拟南芥中转录因子 基因 N A CI 上游调控 区 1 k b 克隆到 p R D 42 0 质粒
,

构建 由 N A CI 启

动子驱 动绿色荧光蛋 白基 因 ( G F 尸 ) 表达 的植物表达载体
,

并以此载体转化烟草
,

对阳性转基 因植

株研究表明
,

G F P 在根部有较高水平的表达
、

进一 步用生长素
、

生长素拮抗剂 N P A 和赤霉素处

理
,

荧光强度的变化表明
:

该调控 区受生长素作用的同时也受赤霉素诱导
.

初步说 明 N A CI 基因

不仅是一个生长素反应基因
,

同时可能也是一个赤霉素反应基 因
.

关键词 生长家 赤称素 NA o G FP

侧根原基发生和侧根形成已成为植物发育生物

学研究 中热 点之 一
,

但 目前 其 机理 尚不 完 全 清

楚 巨̀
, “ 〕

.

N A CI 被证明是拟南芥 ( A ar ib d 口sP i ,
ht

a il
-

a n a )中介导生长素信号促进侧根发生的重要转录因

子基因
,

其表达强度与生长素浓度
、

侧根原基发生

强度呈高度正相关比叼
.

序列分析圈 其 上游生长素

响应元件时发现
,

该基因编码区上游 I k b 范围内同

时还含有 3 个赤霉素响应元件
,

推测该基因具有显

著的赤霉素诱导特征
,

但这方 面尚未见相关报道
.

研究 N A CI 对赤霉素的反应对深人揭示植物侧根原

基发育机制以及赤霉素的作用有重要意义
.

生长素
、

细胞分裂素等激素作用机理的研究表

明
,

激素在植物地上和地下组织或器官发育过程中

的作用多呈对应关系
,

赤霉素在叶原基
、

花原基等

次生组织形成过程中发挥着重要作用 6[,
7〕 ,

推测赤

霉素在参与次生根 (侧根 )原基 的发生过程 中
.

形态

和生理学研究仅能显示赤霉素在促进根发育过程中

的作用主要集中在促进根的伸长生长
,

而很难找出

相关证据说 明其影响侧根原基的发生阶幻
.

那 么在

分子水平上能否找到赤霉素参与侧根发生的证据 ?

本实验拟通过对烟草中 N A CI 上游调控区驱动下的

G F P 基因表达特征的研究
,

验证该 区域作用的组织

特异性和受生长素
、

赤霉素诱导的特征
,

探讨赤霉

素在侧根原基发育过程中的作用
.

1 材料和方法

1
.

1 材料

供试烟草 ( N i c o t i a n a

aT b a 。 c u m ) S R I 由中国科

学院遗传与发育生物学研究所提供
,

拟南芥
c 一 t y p。

由植物生理与生物化学国家重点实验室提供
.

克隆

载体 p G E M
一

T 及双元载体质粒 P lB l 21 由国家林业

局林木培育重点实验室提供
.

2 0 0 5
一0 7

一
2 6 收稿

,

2 0 0 5
一0 9

一

2 1 收修改稿
,

国家自然科学基金 (批准号
: 3 0 2。。 1 6 9 )和高校博士点基金 (批准号

:
2 。。 10 0 1 9。。 8 )资助项 目

, ,

通讯作者
,

-E m a i l
:

d u a n l s h @ e a u
.

e d u
.

e n
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1
.

2 N A口 上游调控区克隆 及 B a m H I旧 i n d l l l 酶

切位点引人

提取拟南芥基因组 D N A
,

根据已发表的 N A Q

基因序列找到 N A口 上游调控区
,

设计一对引物 ( 5 ’ -

a e g a e a e t g g e t t t g t t -t 3 ’ ,

5 ’ 一 e e a g g a t t t g a t e e t t t --t 3 ’
)

.

PC R

反应条件
:

94 ℃变性 1 m in
,

52 ℃退火 30 5 ,

72 ℃延伸

40 5 ,

30 个循环
,

由此扩增出 N A O 转录起始位点上

游 l o 50 b p 片段
,

该片段经 --T A 克隆到 p G E协 T 载体

上测序确认后
,

设计分别含 H in dl n
,

X乙“ 1酶切位点

的上 下 游 引 物
:

m N A CI
一

F : 5 ’ 一 a g g a a g e t t a e g a e a e t g
-

g e t t t g t t t
一

3 ’ ,

m N A口
一

R : 5 ’ 一 t g e t e t a g a e e a g g a t t t g a t e -

ct tt --t 3 ’ ,

以所得质粒为模板进行 P C R 扩增
.

反应条

件为
: 9 4 oC 变性 1而

n 后
,

94 oC 变性 3 0 5 ,

5 2 oC 退火

3 0 5 ,

7 2 oC 延伸 4 0 5 ,

共 8 个循环
,

然后 9 4 oC 变性 3 0

S ,

68 oC 退火 30 5 ,

68℃ 延伸 4 0 5 ,

共 2 5 个循环后
,

再 72 ℃退火 7而
n

、

所得 P C R 片段经 T / A 克隆后测

序鉴定
,

所得质粒命名为
:

p G E协m N A c l p or
.

1
.

3 植物表达载体的构建

质粒 p G E M
一

m N A C l p r o ,

p R D 4 2o 分别 同时进

行 H i n d m / X ba 工双酶切
,

T 4 连接酶连接
.

连接产

物转化感受态大肠杆菌 D H a5
.

所得克隆经 P C R 检

验后
,

测序鉴定片段插入方向的正确性及序列的正

确性
.

所得表达载体命名为 p R卜 m N A lC p or
.

1
.

4 农杆菌介导转化烟草

质粒 p R仆m N A C lp r o
转化农杆菌 G V 3 l o l 后

,

采用叶盘法进行农杆菌侵染转化
,

侵染后 的叶盘在

不含抗生素 的分化 培养 基 ( M S 附加 0
.

5 m g / L 6
-

B A
,

0
.

1 m g / L N A A
,

0
.

25 % 琼脂 ) 上黑暗条件下

共培养 4 d 后
,

转移 到含 50 m g / L 卡 那霉 素和 50

m g / L 梭节青霉素 的分化培养基上光 照培养
,

筛选

具卡那霉素抗性 的再生芽
,

20 d 继代一次
.

待分化

芽长至约 2 c m 时将其转入生根培养基 ( 1 2/ M S 附加

加 0
.

5 m g / L I B A
,

0
.

5 m g / L N A A
,

1 0 0 m g / L 卡那

霉素
,

50 m g / L 梭节青霉素
,

。
.

25 %琼脂 )上
.

1
.

5 转基因植株的 P C R 检测

N A C 是一个 大的基 因家族并 在不 同植物 中有

较高保守性闭
.

为避免假 阳性 出现
,

采用针对 G F尸

基因的引物对转化子进行 P C R 鉴定
.

以分化 的烟

草再生苗基 因组 D N A 为模板
,

G F P 引物 ( G F P
一

F :

5 ’ 一 e a e a a g t t e a g e g t g t e e g
一

3 ’ ; G F P
一

R
: 5 ’ 一

g t t e a e e t t
-

g a t g e e g t t e 一 3 ’
)进行 P C R 检测

.

条件为
: 9 4 oC 变性

s m i n ,

9 5 oC 变 性 4 0 5 ,

5 5 oC 退火 3 5 5 ,

7 2 oC 延 伸

4 0 5 ,

3 0 个循环
,

7 2 oC 延伸 7 m i n
.

1
.

6 器官中 G F P 转录本的逆转录
一

聚合酶链反应

( R T
一

P e R )半定量检测

取生长 良好 的烟草植 株根
、

茎
、

叶新鲜组织
,

液氮速冻后充分 研磨
,

用 iQ ag en T ot al R N A E x -

tr ac t 试剂盒提取纯化总 R N A
,

经 D N A 酶处理和

0
.

8 %琼脂糖凝胶电泳验证
,

检测 R N A 含量
.

各样

品取等量总 R N A I 拜g
,

与 2 5 n g 寡聚 d T 引物混合

溶解在 经焦碳酸二 乙 醋 ( D E P C ) 处理 的无 菌水 中
,

6 5 oC 保 温 5 m i n ,

冷 却后 加 2 拜 L 0
.

1 m o l / L 的

D T T
,

1 拜L 2 0 m m o l / L 的 d N T p
,

2 扛L I O X 逆转录

缓冲 液
,

1 拼L R N a s e ,

0
.

5 拜L A M V 逆 转 录 酶
,

4 2℃保温 l h
,

92 ℃保温 4 m in 使逆转录酶失活
.

以

逆转录得到的
c D N A 为模板

,

以 1
.

5 中的引物和方

法进行 P C R 扩增
.

反应完成后
,

对产物进行 1 %琼

脂糖凝胶电泳
,

再经扫描和半定量分析
.

1
.

7 赤霉素
、

生长素及特异性抑制剂对根部的处

理

沙土中培养转基因烟草苗至高 5 。m
,

水中小心洗

净根部土壤颗粒
,

分根并分别固定于盛有 1 4/ M S 液

体培养基的处理容器中预培养 24 h
.

在培养液中分别

加赤霉素 ( G sA )
、

叫噪丁酸 ( m A )
、

生长素拮抗剂 N
-

蔡基邻氨拨基苯甲酸 ( N P A )母液至处理浓度
,

以加入

等量无菌蒸馏水 d( H
Z
O )为对照

,

处理 s h
,

在显微镜

下观察根尖荧光强度
.

参考 A sP ur i a
的方法图

,

以对

照为+ 十
,

把差异显著的不同处理根尖荧光强度从强

到弱分级为 + 十十
,

十 +
,

+
.

G A
3 , I B A

,

N P A 处

理均设 。
.

l m g / L 和 1
.

o m g / L 两个浓度
.

1
.

8 显微镜观察

取阳性烟草植株 的根经盖玻片轻压后于倒置显

微镜 ( N ik o n T E 3 0 0) 下观察
.

压片时保证根处于同

一平面且组织完整不变形
.

2 结果与分析

2
.

1 N A Q 上游调控区的序列分析

对 N A CI 上游 序列阁 分 析发 现
,

在 其 一 9 9 6 /



氮玫并乎` 展 第 16 卷 第 2 期 2 0 06 年 2 月

一 10 0 1b p
,

一 5 2 7 / 一 8 3 2 b p 和一 5 7 / 一 6 2 b p 处共含

有 3 个 G A 响应 元件 ( G A R C
`

T A T C C A C
’ , `

C /

T C T T T C / T
’

)
,

同时在一 5 0 3 /一 5 0 8 b p 处含有 1 个

生长素响应元件 ( A u x R E s `
T G T C T C

’
)巨

’ 。〕
,

如图 l

所示
.

在 距 编 码起 始 位 点
“

A T G
”

上 游 一 88 一

一 8 4 b p处存在显著的上游元件
“ 。ca at

”
盒

,

其上游

一 2 0一一 1 0 b p 处碱基大多为 A 且两端各有 1一 2 个

嗜陡核昔酸
,

具有显著 的转录起始位点特征
.

基因

的启动子大多在其转录起始 位点上游 1 0 0 b p 以内
,

一般不会超过 I k b
,

因此
,

其编码区上游 I k b 范围

内应该 为 N A CI 基 因表达的调控 区
.

本实验 通过

P C R 获得拟南芥 N A CI 上游调控 区 10 5。 饰 的片

段
,

连入 p G M E
一

T 载体后测序结果与 G en B an k 中

的序列完全一致
,

片段命名为 N A CI P or
.

2
.

2 N A cl 上游调控区的克隆及表达载体的构建

经方 法 1
.

3 所 得 植 物 表 达 载 体 质 粒 p R仆

m N A CI rP 。 的结构如图 2
.

由图 2 可知
,

插入片段

整合进 烟 草 基 因组 后
,

烟 草 中 G F P 的 表 达 由

N A CI rP
。 调控

,

G F P 的表达模式将表征 N A CI P or

的作用特征
.

质粒酶切图谱 如图 3
,

由图 3 可 以看

出 N A CI P or 片段 已 经以 正确 的方 向插人 p R D 4 2 O

质粒
.

圈 3 衰达载体 p R仆 m N A a rP 。 的酶切图谱

1
, p R -D m N A C l p r o 质粒 ; 2

, p R今 m N A C lp r o

经 H￡n d l l l / X b a l 酶切 ; 3 ,

m N A C l p r o p C R 产

物 、 M
,

I kb 分子量标准

C K十
,

阳性质粒 ; C K 一
,

转空质粒株
。 泳道 1一 5 ,

以转化子

基因组 为模板的 P C R 产物电泳 图 ;
M

,

D N A 分子量标准

2
.

3 阳性植株的 P C R 检测

烟草叶盘经与农杆菌共培养
、

分化
、

生根培养

后
,

共获得 2 05 株转化植株
.

P C R 鉴定结果见图 .4

在该检测组中有 5 个转化子扩出 4 2 0 b p 的 G F P 特

征条带
,

而未转化株和转空质粒株均无条带
,

初步

说明目的基因已整合到植株基因组中
.

草植株根
、

茎
、

叶总 R N A 进行 R T
一

P C R
,

R T
一

P C R

后的电泳如图 5 所示
,

由 N A CI
一

p or 驱动 的 G F P

基因在烟草 根 中表达 量最 高
,

在茎 中仅有痕量 表

达
,

在 成 熟 叶 中 没 有 检 测 到 表 达
.

这 说 明

N A CI rP
。
具有在根中组织表达的特异性

.

2
.

4 转基因植株中 G F P 表达的组织差异性分析

分别提取经 P C R 验证为转基因阳性的 T l 代烟
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2
.

5 G F P在转基因烟草根中的表达

对转基因烟草中 G F P 表达位置进行显微镜观察
.

结果显示
,

由 N A a P or 驱动的 G F P 在根中的表达集

中在根尖分生组织区 (如图 6)
,

该位置特征与 N A CI

转录本富集的位置吻合田
,

说明 N A a 转录起始位点

上游 I kb 片段基本覆盖了 N A口 基因的启动子区域
.

表 1 赤 . 素
、

生长素及其拮抗剂处理对转基因

烟草根尖荧光强度的影响

G F P 荧光强度 a)

0
.

1 m g / L IB A

1
.

0 m g / L I B A

0
.

1 m g / L G A 3

1
.

0 m g / L G A 3

d H Z O

l m g / L N P A

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ +

+

a) + + +
,

+ +
,

+
,

荧光强度从强到弱

2
.

6 转基因租休甲 G f P 表达的生长索相亦霉索诱

导效应鉴定

活体分根处理 s h 后
,

。
.

l m g / L BI A
,

1
.

o m g / L

I B A
,

0
.

1 m g / L G A
: ,

1
.

0 m g / L G A
3

对 G F P 表达

均有明显诱导
,

生长素拮抗剂 N P A 对 G F P 表达有

抑制作用
.

l m g / L G A
3

诱导后 G F P 含量显著增加

但表达位置无变化
,

诱导后 中柱细胞 中 G F P 增加

最为明显 (图 7)
.

生长素诱导后 G F P 表达的变化与

之相似 (表 l )
.

3 讨论

具有高度根组织特异性 的启 动子是 目的基 因在

转基因作物根中特异表达的关键
,

有重要的利用价

值
.

本研究克隆了 N A CI 编码区上游 1 k b 片段
,

通

过实验证明由该片段所驱动的标记基 因 G F 尸 的表

达特征与 N A CI 的表达特征基本相 同
,

初步说明所

克隆片段覆盖该基 因的启动子区域
.

同时发现
,

该

启动子集 中作用于根尖分生组织 区
,

不易于驱动外

源基因在根中的普遍表达和高量表达
.

本实验 中也

观察到
,

N 八 1C
一

G F尸 在 烟草侧根发 生位点高量 表

达
,

这与 X i e
等阁 在拟南芥中以 G U S 为报告基因观

察到的结果类似
,

但本实验 中侧根发生位点信号荧

光相对根尖 中较弱
.

植物激素间存在着复杂的相互作用
.

已有研究

显示在侧根伸长过程 中
,

生长素是通过调节赤霉素

信号来控制根的生长速度的8[,
` 。〕

.

该 N A cl 上游序

列片段中含有 1个生长素响应元件 ( A u x R E )和 3个

赤霉素响应元件 ( G A R E )
,

推测其不仅受生长素作

用
,

而且受赤霉素诱导
.

本研究在赤霉素响应元件

序列分析的基础上为 N A CI 表达受赤霉素诱导提供

了一个实验证据
.

结合 N A CI 在侧根原基发生过程

中的重要地位
,

赤霉素很可能在侧根原基发育过程

中也发挥着重要作用
.

随着植物生 长发 育基因控制机制的不断 阐明
,

构建各种植物激 素特异相关启动子 驱动标记 基 因

G F尸
、

红色荧光蛋白基因 ( R F尸 )等表达的转基 因植

物株系或细胞悬浮系
,

通过分析处理前后荧光强度

变化
,

可对新物质的生物活性进行定性
、

定量
,

比

传统生物测定法更快速
、

准确
、

直观
.

本实验获得

的转 N A CI
一

G F尸 烟草株 系对 于生根剂 的基因靶标

筛选具有应用潜力
.

基于本实验
,

还可用生物信息



育
.
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学方法寻找相关激素反应元件和构建特异启 动子
,

用于侧根等器官发育分子机制研究
,

生长素响应特 6

异启动子 D R
。
的研究 ,

,

“ 〕就是成功的先例
.
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20 06 年国家 自然科学基金项 目指南
:
重大研究计划

真核生物重要生命活动的信息基础

1 总体科学 目标

本计划以真核生物为主要对象
,

研究遗传信息及其衍生的细胞分化和神经活动三方面的信息基础
,

包

括信息的本质
、

载体
、

传递
、

修饰和调控等科学问题
.

选择合适模式生物系统
,

创建多学科交叉的技术平

台
,

资助
、

协调
、

集成各相关领域的研究项 目
.

通过本重大研究计划实施
,

提高我国在遗传
、

发育
、

细胞
、

生化和神经等学科的基础研究能力和水平
,

做出有原始性创新的研究成果
.

本计划的总体科学 目标如下
:

( 1) 高等真核生物基因组中遗传信息编制和储存方式及基因表达系统的组成和表达规律
:

基因组中编码

序列 (蛋白质和核酸的编码序列 )和非编码序列 的识别
、

结构特征鉴定和分类
; 基因数 目及可变剪接本数 目

的软件预测和实验验证
;
各类 D N A 序列的生物学功能诊释 (基因组信息与蛋 白质组信息的整合和分析

,

物

种间和种内个体间基因组比较分析
、

等位基因
、

共线体
、

S N P s
等的比较分析 ) ; 基因表达系统 (基 因与基因

间
、

基因与蛋 白质
、

R N A 间
、

基因与各种调控元件间等相互作用的系统 ) 的组成分析
、

活动规律及基因表

达结果的生物学意义的阐释
.

(2 ) 阐明细胞分化的信息基础和实现过程 包括
:

( l) 细胞分化 的遗传信息基础及其表达的调控
:

检测

与细胞分化过程有关的基因表达谱
,

找出在细胞分化 和保持分化状态中起关键作用的相关基因及其表达调

控机制
,

干细胞保持全能或多能的未分化状态以及使之分化为特定的功能细胞所需的因子
,

以期实现可控

制的分化 ; ( 2) 研究与细胞分化相关的各种信号传导通路
:

确定正常细胞分化的各个阶段特异表达的信号传

导分子
,

以期发现新的因子
,

并研究细胞分化中不同信号通路间的相互作用机制
;
建立虚拟细胞模型及 网

站
,

提供信号传导通路研究中的信息服务和进行模拟实验
.
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