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　　摘　要：应用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件，根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库报道的查尔酮合成酶基因启动
子序列（ＥＦ１９９７４７）设计１对特异性ＰＣＲ扩增引物，以矮牵牛品种‘午夜蓝色’叶片总ＤＮＡ为模
板，用Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶成功扩增出１条约０．５ｋｂ的ＤＮＡ片段，回收该片段并连接到ｐＭＤ１８－Ｔ
载体上。结果表明：经测序该启动子片段长５５０ｂｐ；ｂｌ２ｓｅｑ分析结果表明该启动子与目标序列相
似性高达１００％；ＰＬＡＣＥ在线分析显示在克隆片段中含有ＴＡＴＡ　ｂｏｘ、ＣＡＡＴ　ｂｏｘ、ｃａｐ　ｓｉｔｅ、ａｎｔｈｅｒ
ｂｏｘ、ｂｏｘ１、ｂｏｘ２、Ｇ　ｂｏｘ及ＴＡＣＰｙＡＴ－ｂｏｘ等顺式元件；并构建了矮牵牛ＣＨＳ基因启动子融合标
记基因ＧＵＳ的植物表达载体ｐＰｈＣＨＳ：：ＧＵＳ。
关键词：矮牵牛；ＣＨＳ基因启动子；克隆；序列分析；植物表达载体
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　　在应用基因工程技术改良植物性状时，如果导入的
外源基因在组成型启动子调控下组成型表达，就有可能
对转基因植物的生长和发育带来许多不利影响［１］。因
此，在利用植物基因工程技术改良园林植物的性状尤其
是与花器官相关的商业性状时，花特异表达启动子的使
用将是很有必要的。在花特异表达启动子的调控下，使
目的基因的表达产物在花器官中积累，增加区域表达
量，从而在不影响转基因植株正常发育的基础上，定向
改良园林植物的花器官性状。许多花器官特异性表达
启动子已相继被分离和鉴定，目前研究的最为深入的是
与类黄酮合成相关的查尔酮合成酶（Ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ，

ＣＨＳ）基因的启动子［２］，在矮牵牛基因组中共含有８个完
整的ＣＨＳ基因，其中有４个在花器官中特异性表达且
受到光的调控，ＣＨＳ基因的组织特异性表达受启动子多
种顺式元件的调控［３］。该研究克隆了‘午夜蓝色’矮牵
牛ＣＨＳ基因的启动子，并构建了ｐＰｈＣＨＳ：：ＧＵＳ植物
表达载体，为开展基于花特异表达启动子的园林植物观
赏性状定向改良研究奠定了一定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　植物材料　植物材料为美国泛美种子公司（Ｐａｎ－
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｅｅｄ）梦幻系列‘午夜蓝色’（Ｄｒｅａｍｓ　Ｍｉｄｎｉｇｈｔ）
矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａ　ｈｙｂｒｉｄ），已开花的矮牵牛植株购置于洛
阳市新村花卉市场，取幼嫩叶片置于－８０℃冰箱用于矮
牵牛总ＤＮＡ的提取。

１．１．２　菌种、质粒与试剂　大肠杆菌菌株ＤＨ５α及

ｐＢＩ１２２质粒为本实验室保存；克隆载体ｐＭＤ１８－Ｔ、ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒、质粒小提试剂盒、限制性内切酶Ｈｉｎｄ
Ⅲ和ＸｂａＩ均购自宝生物工程（大连）有限公司；Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶和ＤＮＡ分子量 ＭａｒｋｅｒⅢ购自天根生化科
技（北京）公司。

１．２　试验方法
１．２．１　叶片总ＤＮＡ提取及引物设计　矮牵牛叶片总
ＤＮＡ的提取采用ＣＴＡＢ法进行［４］，总ＤＮＡ浓度被稀释
为５０ｎｇ／μＬ。应用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件，根据Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ数据库报道的ＣＨＳ基因启动子序列（ＥＦ１９９７４７）及
ｐＢＩ１２１质粒中标记基因ＧＵＳ上下游的多克隆位点，设
计特异性ＰＣＲ扩增引物。上游引物中插入了ＨｉｎｄⅢ
酶切 位 点，其 序 列 为 ５′－ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＣＣＴＧＴ－
ＴＣＡＡＡＧＣＴＧＡＴＧＣＴＡ、下游引物中插入了ＸｂａＩ酶切
位点，其序列为５′－ＧＧＣＴＣＴＡＧＡＣＧＡＴＴＴＴＴＧＣＴＴ－
ＧＡＡＡＡＡＡＧＴＡ ，引物由北京奥科生物技术有限公司
合成。

１．２．２　矮牵牛ＣＨＳ基因启动子的ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ扩
增体系为５０μＬ，ＰＣＲ扩增体系中各组分分别为１０×
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ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，２．５ｍＭ　ｅａｃｈ　ｄＮＴＰ　４μＬ，上游和下游
引物各１．５μＬ，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶１μＬ，叶片总ＤＮＡ
１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３６μＬ。ＰＣＲ扩增程序为９５℃预变性
５ｍｉｎ，然后９５℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，共３５个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。用１％琼脂
糖凝胶对ＰＣＲ产物进行电泳检测。

１．２．３　矮牵牛ＣＨＳ基因启动子扩增片段的回收、连接
与测序　用宝生物公司的ＤＮＡ纯化回收试剂盒纯化
ＰＣＲ目标产物。将回收的ＰＣＲ产物与ｐＭＤ１８－Ｔ载体
连接后用热激法转化大肠杆菌ＤＨ５α，经菌落ＰＣＲ初筛
后，用质粒ＤＮＡ小量试剂盒提取重组质粒，经质粒ＰＣＲ
检测、ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａＩ双酶切鉴定，将阳性重组子的质
粒样品送至上海生工生物工程技术服务有限公司进行

序列测定。

１．２．４　矮牵牛ＣＨＳ基因启动子的序列分析　应用在
线分析工具ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）中的ｂｌ２ｓｅｑ程序对测序结果及ＥＦ１９９７４７序列
进行双序列比对。应用 ＰＬＡＣＥ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａ．
ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＰＬＡＣＥ／ｓｉｇｎａｌｓｃａｎ．ｈｔｍｌ）［５］在线分析矮牵牛
ＣＨＳ基因启动子的顺式元件。

１．２．５　植物表达载体构建　用ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａＩ双酶切
阳性重组子后回收小片断，然后与ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａＩ双
酶切质粒ｐＢＩ１２１后回收的大片断连接，转化感受态细胞
ＤＨ５α，卡那霉素抗性筛选转化子，经菌落ＰＣＲ初筛后进
行质粒ＰＣＲ进一步验证。

２　结果与分析
２．１　矮牵牛ＣＨＳ基因启动子的ＰＣＲ扩增
图１为矮牵牛ＣＨＳ基因启动子ＰＣＲ扩增产物的

琼脂糖凝胶电泳结果，表明成功扩增出１条约０．５ｋｂ的
ＤＮＡ片段。

图１　矮牵牛ＣＨＳ基因启动子ＰＣＲ扩增产物的琼脂糖凝胶电泳
注：Ｍ：ＤＮＡ　ＭａｒｋｅｒⅢ；１：矮牵牛ＣＨＳ基因启动子ＰＣＲ扩增产物。

图３　矮牵牛ＣＨＳ基因启动子序列及ＰＬＡＣＥ分析

　　
图２　重组质粒ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａＩ
　　双酶切琼脂糖电泳图。

　　　　
图４　ｐＢＩ１２１质粒ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａＩ
　　双酶切琼脂糖电泳图。

　　　　　　
图５　ｐＰｈＣｈｓＡ：：ＧＵＳ表达
　　载体的ＰＣＲ鉴定。

　　注：Ｍ：ＤＮＡ　ＭａｒｋｅｒⅢ；１：重组质粒ＨｉｎｄⅢ
和ＸｂａＩ双酶切。 　　

　　注：Ｍ：ＤＮＡ　ＭａｒｋｅｒⅢ；１～２：ｐＢＩ１２１
质粒ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａＩ双酶切。 　　　　

注：Ｍ：ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ　１ｔｏ　２：表达载体
　　ｐＰｈＣＨＳ：：ＧＵＳ的ＰＣＲ扩增。
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２．２　矮牵牛ＣＨＳ基因启动子的克隆
用ＤＮＡ回收试剂盒纯化回收矮牵牛ＣＨＳ基因启

动子的ＰＣＲ扩增产物，将回收产物与Ｔ载体进行过夜
连接，热激法将连接产物转化到大肠杆菌ＤＨ５α感受态
细胞中，３７℃过夜培养，经菌落ＰＣＲ、质粒ＰＣＲ筛选后进
行ＨｉｎｄⅢ和Ｘｂａ　Ｉ双酶切，酶切结果见图２，表明酶切
生成１条约２　８００ｂｐ的ｐＭＤ１８－Ｔ载体ＤＮＡ片段和
０．５ｋｂ的目的ＤＮＡ片段，与预测结果一致。

２．３　矮牵牛ＣＨＳ基因启动子的序列分析
测序结果表明该片段长５５０ｂｐ（图３）。基于ｂｌ２ｓｅｑ

程序对克隆序列与ＥＦ１９９７４７进行双序列比对分析，结
果显示本研究克隆的矮牵牛ＣＨＳ基因启动子序列与
ＥＦ１９９７４７的相似性高达１００％，即完全一致。ＰＬＡＣＥ
在线分析结果显示在４２９～４３５之间有１个ＴＡＴＡ－ｂｏｘ
（ＴＡＴＡＡＡＴ ），其功能是保证转录得以精确起始；在１７９～
１８２、４４２～４４５、４６６～４６９、４８５～４８８的位置上有４个
ＣＡＡＴ－ｂｏｘ，决定着启动子的起始频率；４５８～４６３间有一
个ｃａｐ　ｓｉｔｅ（ＣＣＡＴＡＡ），这些是基础启动子所必有的表达
调控元件；在３１～３５处有１个ａｎｔｈｅｒ　ｂｏｘ（ＡＧＡＡＡ），它
是目的基因在幼嫩的花药中特异表达所必须的调控元

件［６］；在３３１～３４８处有１个ｂｏｘ２元件，在３６２～３７８处
有１个ｂｏｘ１元件，ｂｏｘ１和ｂｏｘ２元件是类黄酮生物合成
相关酶基因启动子的保守序列［７－８］；在３６７～３７２、３９０～
３９５处有２个Ｇ　ｂｏｘ（ＣＡＣＧＴＧ），为ＡＢＡ、光、厌氧生活
的应答元件，受 ＵＶ光诱导调控，并与花特异表达相
关［８］；在３９８～４０３处含有ＴＡＣＰｙＡＴ　ｂｏｘ，它是决定花特
异表达的序列［９］。该研究克隆的启动子所有调控元件
与报道序列基本一致。

２．４　植物表达载体构建
将提取的重组质粒和植物表达载体ｐＢＩ１２１质粒分

别用ＨｉｎｄＩ和ＸｂａＩ双酶切，回收重组质粒酶切出的约
５００ｂｐ的小片段（图２）和ｐＢＩ１２１酶切出的大片段（图
４）。将连接产物转化到大肠杆菌感受态细胞中，对培养
出的单菌落进行菌落ＰＣＲ初筛，挑选ＰＣＲ扩增出阳性
结果的单菌落进行培养，质粒试剂盒提取质粒进行质粒
ＰＣＲ进一步鉴定，扩增出５００ｂｐ的目标条带（图５），说
明成功构建出矮牵牛ＣＨＳ基因启动子融合ＧＵＳ标记
基因的植物表达载体ｐＰｈＣＨＳ：：ＧＵＳ。

３　讨论
花特异性表达启动子的分离克隆可使某些特定的

基因只在花器官中表达，从而在不影响转基因植株正常
发育的基础上，定向改良园林植物花器官的商业性状。
对矮牵牛ＣＨＳ基因启动子的顺式元件分析结果表明该
启动子序列具有花特异性启动子的活性，这为以后的园
林植物花器官相关的商业性状的定向改良奠定了基础。
在接下来的研究工作中，我们将构建矮牵牛ＣＨＳ基因
启动子融合牡丹 ＡＣＳ 反义基因的植物表达载体

ｐＰｈＣＨＳ：：ａｎｔｉ－ＰｓＡＣＳ－４，以便能够将牡丹ＡＣＳ反义基
因通过花粉管通道法导入牡丹基因组，并期望从中筛选
到乙烯生物合成受到抑制的牡丹转基因植株，从而为定
向培育切花专用型牡丹品种提供新的种质材料。
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刺梨四倍体诱导及其ＩＳＳＲ分析
王 小 平１，雍 洪 俊１，杜 晋 城１，梁 国 鲁２，李 丛 英１，王 明 霞１

（１．南充市高坪区农业局 果树站，四川 南充６３７１００；２．西南大学 园艺园林学院，重庆 北碚４００７１６）

　　摘　要：以刺梨为试材，利用组织培养结合秋水仙素溶液浸泡法诱导刺梨多倍体，并对四倍
体与二倍体进行ＩＳＳＲ分析。结果表明：刺梨诱导芽分化增殖的最适培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ　０．５
ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ，诱导率达到１００％，增殖系数４．４以上。用０．２％的秋水仙素溶液处理
４８ｈ诱导率最高，纯合体诱导率为２４．５％。四倍体与二倍体ＩＳＳＲ结果显示扩增条带差异明显，
表明诱导加倍过程中四倍体发生了基因组变异。
关键词：刺梨；ＩＳＳＲ；四倍体
中图分类号：Ｓ　６６１．２　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１０）１７－０１５８－０３

　　刺梨（Ｒｏｓａ　ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ　Ｔｒａｔｔ．）系蔷薇科蔷薇属落叶
小灌木，又名刺梨子、木梨子、送春归。刺梨营养价值和
药用价值极高，其果肉中ＶＣ含量居各类水果之冠，每
１００ｇ果肉中含ＶＣ　２　５００ｍｇ［１］。刺梨被誉为“长寿防
癌”的绿色珍果，含有抗癌物质及ＳＯＤ抗衰老物质，同时
还具有排铅的作用［２］。刺梨广泛分布于温带及亚热带
地区，我国野生刺梨主要分布在贵州、云南、四川、湖北、
陕西等省，其中以贵州品种最多。
由于其二倍体植株形态复杂，果实小，籽多，可食部

分少。现拟利用秋水仙素溶液诱导多倍体，以期获得性
状优良的材料，为更好的开发刺梨相关产品打下坚实的
基础。同时采用ＩＳＳＲ分析刺梨多倍体基因组较二倍体
是否发生变异，为刺梨的多倍体育种提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试的刺梨品种来自贵州大学，为‘贵农２号’。

１．２　试验方法
１．２．１　刺梨离体快繁体系的建立　外植体灭菌：选择田
间当年生、健壮枝条上带腋芽的茎段为外植体，剪成
１～２ｃｍ长的小段，保证每１小段至少有１个可萌发的
腋芽，用中性洗涤剂浸泡１０ｍｉｎ，洗掉表面污渍，再用自
来水冲洗０．５ｈ，滤纸吸干水分后置于超净工作台进行
灭菌。超净工作台内，以７０％乙醇处理１５ｓ和０．１％升
汞处理１０ｍｉｎ，无菌水冲洗４次。然后接种于分化培养
基中，３０ｄ后观察统计。刺梨初代和继代培养：将消毒
后的刺梨芽、茎段以及组培苗接种于 ＭＳ附加６－ＢＡ（０、

０．２、０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ）和ＩＡＡ（０、０．１、０．２、０．５ｍｇ／Ｌ）
的培养基中，进行最适激素配比的筛选，共计２０种处理，
每个处理接各种１０个，重复３次。

１．２．２　刺梨四倍体诱导　利用秋水仙素溶液浸泡法对
丛生芽进行处理，设定０．１％、０．２％、０．３％、０．４％、

０．５％、０．６％等６个处理浓度。从刚长出来的１ｃｍ的刺
梨的丛生芽上取０．３～０．５ｃｍ的茎尖，每种组合处理３０
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