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玉米淀粉合成酶 ＳＳⅡａ启动子的克隆及功能分析
陈展宇１，王　阔２，王晓梅１，刘相国３，崔喜艳２

（１吉林农业大学 农学院，吉林 长春 １３０１１８；２吉林农业大学 生命科学学院，
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摘要：【目的】克隆玉米Ｚｅａｍａｙｓ淀粉合成酶ＳＳⅡａ启动子，并分析其功能，为进一步研究和应用ＳＳⅡａ启动子奠定基
础。【方法】通过ＮＣＢＩ上公布的玉米基因组序列，在网站ＭａｉｚｅＧＤＢ上ＢＬＡＳＴ查找到ＳＳⅡａ５′侧翼序列，利用 ＰＣＲ
方法从玉米Ｂ７３中克隆ＳＳⅡａ启动子；通过ＰｌａｎｔＣａｒｅ在线分析启动子顺式作用元件，用特异性引物分别克隆出长度
为１４０７、８６７、６３３、４８３和３６５ｂｐ的片段，与植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１连接，构建５种５′缺失体的植物表达载体，
命名为Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５。用农杆菌介导法转化拟南芥Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，获得转基因拟南芥。【结果】以玉米
Ｂ７３基因组ＤＮＡ为模板，用特异性引物ＳＳⅡａＦ／ＳＳⅡａＲ进行扩增，得到２５２６ｂｐ序列；除草剂筛选的阳性拟南芥植株
ＰＣＲ验证均检测出ｇｕｓ基因；ＧＵＳ组织化学分析表明，５种类型启动子构建的表达载体在成熟期叶片、果荚中均显
蓝色；ｇｕｓ基因定量分析表明，成熟期５种转基因拟南芥叶片中，ｇｕｓ基因表达量 Ｐ１最高，其他基本一致；种子中
ｇｕｓ基因表达量Ｐ１和Ｐ２相近，且高于Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５。【结论】成功克隆玉米ＳＳⅡａ启动子；构建的５种ＳＳⅡａ启动子缺
失体表达载体在转基因拟南芥中均具有活性，长度为１４０７ｂｐ（Ｐ１）和８６７ｂｐ（Ｐ２）的启动子具有胚乳特异性。
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　　在基因工程相关研究中，对淀粉合成相关酶及
基因方面的研究已经取得了一定的进展［１］，但启动

子作为基因表达的重要调控区域，在淀粉相关研究

中报道相对较少。选择合适的启动子是有目的地表

达外源基因面临的重要科学问题，也是培育安全、高

效转基因作物的首要问题［２］。淀粉是玉米 Ｚｅａｍａｙｓ
中的主要物质，玉米中淀粉含量的高低直接影响玉

米的产量［３］，直链淀粉与支链淀粉的比例影响淀粉

的品质［４］，玉米淀粉是一种优良并且可靠的淀粉来

源，全世界８０％淀粉来源于玉米［５］，玉米淀粉在化

工、医药、纺织、造纸和建筑等领域得到广泛的应用，

淀粉的需求量在日益增加，因此提高玉米淀粉含量

和改良玉米淀粉品质已成为重要议题，对于玉米淀

粉的研究具有显著的社会效益和经济效益［６７］。

淀粉是在胚乳造粉质体中经一系列酶的配合作

用合成的，其中淀粉合成酶在其合成中起到决定性

作用，可溶型淀粉合成酶主要包括 ＳＳⅠ、ＳＳⅡ、
ＳＳⅢ［８１０］，其中ＳＳⅠ和 ＳＳⅢ的表达已相继被证明具
有胚乳特异性。玉米淀粉合成酶 ＳＳⅡａ是淀粉合成
酶中的关键酶，能够参与玉米支链淀粉的合成［１１］，对

其启动子的研究有助于从调控水平上改善及改变

ＳＳⅡａ活性及作用，进而实现增产及改良目的，完善淀
粉代谢网络调控的研究。

本研究克隆并分析ＳＳⅡａ启动子，构建５个缺失
体植物表达载体，采用三亲杂交法将目标质粒转入

农杆菌 Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｓ，用蘸花法将农杆菌
转入拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，使用除草剂筛选获
得阳性植株。ＰＣＲ检测鉴定拟南芥阳性植株，采用
ＧＵＳ染色和ｇｕｓ基因定量分析启动子的作用部位和
活性，以期通过基因工程手段提高玉米淀粉含量，改

良淀粉品质提供候选特异性启动子，并为玉米 ＳＳⅡａ
启动子功能研究提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

玉米Ｂ７３种子由吉林省农业科学院农业生物技
术研究所提供，盆栽砂培，取三叶期的叶片提取基因组

ＤＮＡ，－２０℃保存备用。植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１
由吉林农业大学生命科学学院生物化学与分子生物

学实验室保存。

基因组ＤＮＡ提取试剂盒（ＢｉｏＴｅｋｅ）、限制性内
切酶ＥｃｏＲⅠ、ＢｇｌⅡ和ＬＡＴａｑ均购自ＴａＫａＲａ生物有
限公司，质粒提取试剂盒及 ＤＮＡ凝胶回收试剂盒为
ＡｘｙＧＥＮ公司产品。

克隆 ＳＳⅡａ基因所用上游引物 ＳＳⅡａＦ：５′
ＴＧＴＣＡＧＡＣＴＧＧＴＴＡＧＴＧＧＡＧＣ３′；下游引物 ＳＳⅡａＲ：
５′ＡＧＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＧ３′。

构建不同长度启动子表达载体的上游引物如

下：

ＳＳⅡａＦ１：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＣＴＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＣＣＴＴ
ＣＣＴＡ３′，

ＳＳⅡａＦ２：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＡＧＡＡＡＧＡＴＧＴＣＣＣＡＣ
ＡＧＡＧＡ３′，

ＳＳⅡａＦ３：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＡＧＣＣＴＡＴＧＣＴＴＡＣＣＴＴ
ＴＣＡＧ３′，

ＳＳⅡａＦ４：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＣＧＣＣＡＴＴＴＴＣＣＡＴＣＧＴ
ＧＣＣＡ３′，

ＳＳⅡａＦ５：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＣＧＣＴＧＧＧＣＴＧＣＣＧＴＡ
ＧＧＴＡ３′，

共同的下游引物为 ＳＳⅡａＲ：５′ＧＡＡＧＡＴＣＴＧＧ
ＣＧＧＣＧＧＧＡＴＣＧＡＴＣＧ３′。

下划线分别为 ＥｃｏＲ Ｉ（ＧＡＡＴＴＣ）和 ＢｇｌⅡ
（ＡＧＡＴＣＴ）的酶切位点序列。

ｇｕｓ基 因 检 测 所 用 上 游 引 物 ＧＵＳＦ：５′
ＴＴＣＣＴＧＡＴＴＡＡＣＣＡＣＡＡＡＣＣ３′；下游引物 ＧＵＳＲ：
ＣＧＧＴＴＣＧＴＴＧＧＣＡＡＴＡＣＴＣＣ。

ｇｕｓ基因的定量分析所用 βＡｃｔｉｎ内参基因上游
引物 ＡｃｔｉｎＦ：５′ＴＧＣＣＡＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴＴＣ３′；下
游引物 ＡｃｔｉｎＲ：５′ＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＧＴＧＧＴＧＡＡＣ３′；
目的 ｇｕｓ基因上游引物 ｑＧＵＳＦ：５′ＣＴＣＡＣＡＣＣＧ
ＡＴＡＣＣＡＴＣＡＧＣ３′；下游引物 ｑＧＵＳＲ：５′ＴＡＣＣＴＴ
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ＣＴＣＴＧＣＣＧＴＴＴＣＣＡ３′。
１．２　ＳＳⅡａ启动子的克隆及序列分析

利用试剂盒提取玉米 Ｂ７３三叶期叶片基因组
ＤＮＡ，根据玉米数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｉｚｅｇｄｂ．ｏｒｇ．
ｓｓｒ／）公布信息，ＢＬＡＳＴ找到ＳＳⅡａ基因５′侧翼序列，
利用Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计克隆引物ＳＳⅡａＦ和ＳＳⅡａＲ，
采用常规 ＰＣＲ方法扩增 ＳＳⅡａ基因 ５′侧翼序列，
ＰＣＲ条件为：９５℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６９７℃ ４０ｓ，
７２℃ １５０ｓ，３５个循环；７２℃，１５ｍｉｎ。扩增产物连
接到ｐＭＤ１８Ｔ载体上，转化到大肠埃希菌 ＤＨ５α，挑
取单菌落经ＰＣＲ鉴定后送至上海生工生物工程公司
测序，测序结果与已知序列比对后，利用 ＰｌａｎｔＣａｒｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／
ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）启动子在线分析软件分析及预测启
动子顺式作用元件等功能元件信息［１２］。

１．３　ＳＳⅡａ启动子植物表达载体的构建
克隆的ＳＳⅡａ启动子经序列分析后，依据功能元

件所在位置，设计 ５对引物 ＳＳⅡａＦ１和 ＳＳⅡａＲ、
ＳＳⅡａＦ２和 ＳＳⅡａＲ、ＳＳⅡａＦ３和 ＳＳⅡａＲ、ＳＳⅡａＦ４和
ＳＳⅡａＲ、ＳＳⅡａＦ５和ＳＳⅡａＲ，并在上下游引物两侧分别
加上ＥｃｏＲⅠ和ＢｇｌⅡ酶切位点，扩增 ＳＳⅡａ启动子序
列的长度分别为１４０７、８６７、６３３、４８３和３６５ｂｐ，用于
构建５个不同长度 ＳＳⅡａ启动子缺失的植物表达载
体［１３］。扩增５种长度启动子序列的退火温度分别为
５６５、５６５、５６５、６２９和６２９℃。将ＰＣＲ产物与植
物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１分别双酶切后，１６℃过夜
连接，构建５种重组载体（命名为：Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４和
Ｐ５），分别转化大肠埃希菌 ＤＨ５α，挑取经 ＰＣＲ及酶
切验证后的阳性克隆菌液，送至上海生工生物工程

公司测序。

１．４　拟南芥的遗传转化
哥伦比亚型拟南芥，农杆菌 ＥＨＡ１０５和含 ＨＥＬＰ

质粒菌株均由吉林农业大学生命科学学院生物化学

与分子生物学实验室提供，德国泥炭土、蛭石、ＭＳ
盐、ＳｉｌｗｅｔＬ７７、６－苄氨基嘌呤（６ＢＡ）、Ｂ５维生素、
蔗糖、利福平（Ｒｉｆ）抗生素、Ｋａｎ抗生素等试剂，以及
ＬＢ培养基和ＹＥＰ培养基均购置于上海生工生物工
程公司。

三亲杂交法将重组植物表达载体导入农杆菌，

植物材料培养于人工气候室，拟南芥长至开花期采

用农杆菌介导的花序侵染法侵染拟南芥，收获种子，

种植，用除草剂筛选阳性植株，作为功能验证试验材

料［１３］。

１．５　ＳＳⅡａ启动子在拟南芥中的功能分析
１．５．１　ｇｕｓ基因的ＰＣＲ检测　提取含５种不同类型
启动子的转基因拟南芥阳性植株（以非转基因拟南

芥为对照）的叶片基因组 ＤＮＡ，以其为模板，植物表
达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１上的ｇｕｓ基因为目标基因设计
的引物（ＧＵＳＦ，ＧＵＳＲ）进行 ＰＣＲ扩增，序列长度为
４０２ｂｐ，经１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检测。
１．５．２　转基因植株的 ＧＵＳ组织化学分析　分别取
转Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４和 Ｐ５载体的阳性植株和野生型拟
南芥，成熟期后分别取叶片和果荚进行ＧＵＳ染色，参
照Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ方法［１４］（略有改动），具体步骤包括：

１）清洗：使用无菌水清洗样品，去除样品表面
杂物；

２）染色：将材料放置培养皿中，使样品完全浸入
到ＧＵＳ染色液中，置于３７℃培养箱中过夜；
３）脱色：将染色材料置于体积分数为８０％的乙

醇溶液中脱色，期间视乙醇溶液颜色及时更换乙醇

溶液，直至拟南芥材料完全脱色（绿色褪去，呈现白

色）。脱色后的材料拍照观察，记录。

１．５．３　ｇｕｓ基因的定量分析　提取上述不同试验材
料成熟期叶片和种子的 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ为模
板，以βＡｃｔｉｎ基因为内参，实时荧光定量 ＰＣＲ法测
定ｇｕｓ基因的表达，３次重复，采用 ２－ΔΔＣｔ法进行分

析，计算ｇｕｓ基因的相对表达量［１５］。

２　结果与分析

２．１　ＳＳⅡａ启动子克隆及分析结果
用玉米Ｂ７３基因组 ＤＮＡ为模板，ＳＳⅡａＦ，ＳＳⅡａＲ

为引物进行克隆，得到２５２６ｂｐ序列（见图１Ａ），与
ｐＭＤ１８Ｔ连接，转化后摇菌，菌液ＰＣＲ验证结果如图

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～３：ＳＳⅡａ启动子。

图１　ＳＳⅡａ启动子克隆和ＰＣＲ验证的电泳结果

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＳⅡａｐｒｏｍｏｔｅｒｃｌｏｎｉｎｇａｎｄ

ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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１Ｂ所示，将验证好的阳性克隆测序表明，获得的
２５２６ｂｐ中有１个碱基突变，与参考序列比对一致性
为９９９６％，经 ＰｌａｎｔＣａｒｅ软件分析表明此碱基的差
异并未在启动子功能元件处，不影响启动子的功能。

　　核酸测序结果及功能元件分析结果如图 ２所
示，经ＰｌａｎｔＣａｒｅ软件分析发现，ＳＳⅡａ序列含有众多
启动子必需的顺式作用元件，具体元件信息如表 １
所示，其中包括 ＴＡＴＡｂｏｘ，ＣＡＡＴｂｏｘ等元件。该序

列存在９个 ＴＡＴＡｂｏｘ，离 ＳＳⅡａ基因 ＡＴＧ最近的为
处于５０４ｂｐ处的ＴＡＴＡｂｏｘ（图２红色方框中显示），
除此之外，分析还发现了众多重要的功能元件和结

合位点（表１），例如１）ＭＢＳ：ＭＹＢ结合位点，能够响
应水分、盐、低温等逆境胁迫；２）Ｓｋｎ１ｍｏｔｉｆ和
ＧＣＮ４ｍｏｔｉｆ：胚乳表达所需的顺式作用元件；３）ｍｏｔｉｆ
ＩＩｂ：参与脱落酸响应的功能元件；４）Ｏ２ｓｉｔｅ：参与玉
米醇溶蛋白代谢调控的功能元件。这些功能元件的

　附有黄色底纹的序列为相关顺式作用元件，由上至下红色方框内依次为克隆突变碱基、胚乳特异性表达功能元件、参与抗旱诱导的ＭＹＢ结
合位点、ＴＡＴＡｂｏｘ、ＳＳⅡａ基因起始密码子ＡＴＧ。

图２　玉米ＳＳⅡａ启动子的序列分析

Ｆｉｇ．２　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍａｉｚｅＳＳⅡａｐｒｏｍｏｔｅｒ
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存在，说明玉米ＳＳⅡａ基因能够受到多种生物及非生
物胁迫的诱导及影响，而且拥有胚乳特异性表达的

功能元件。该启动子相关功能元件的研究，对于玉

米ＳＳⅡａ基因的表达调控途径的探究及开发胚乳特异
型启动子具有重要意义。

表１　ＳＳⅡａ启动子区顺式作用元件
Ｔａｂ．１　ＣｉｓａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｓｏｆＳＳⅡａｐｒｏｍｏｔｅｒ

元件名称 序列 元件功能 元件位置

ＣＡＡＴｂｏｘ ＣＡＡＴＴ、ＣＡＡＡＴ、
ＣＡＡＴ

启动子和增强子区常见的顺式作用

元件

－２３８０、－１０９４、－２０８８、－１１６５、
－１３７７、－１１６６、－１０９５、－１９１５、
－２０１３、－１０３２、－８１５

ＣＡＴｂｏｘ ＧＣＣＡＣＴ 与分生组织表达相关的作用元件 －１２２５、－５４６、－１２７
ＣＥ３ ＧＡＣＧＣＧＴＧＴＣ 参与ＡＢＡ和ＶＰ１响应的作用元件 －２４３０
ＣＧｍｏｔｉｆ ＣＣＡＴＧＧＧＧ 光响应元件 －１９４５
Ｇｂｏｘ ＣＡＣＡＴＧＧ 光响应元件 －１６０１、－３９２
Ｉｂｏｘ ＧＧＡＴＡＡＧＧＴＧ 光响应元件 －２４１９
ＭＢＳ ＣＧＧＴＣＡ ＭＹＢ结合位点 －２４５２
Ｓｋｎ１ｍｏｔｉｆ ＧＴＣＡＴ 胚乳表达所需的作用元件 －１４９７、－１０８７
ＧＣＮ４ｍｏｔｉｆ ＣＡＡＧＣＣＡ 胚乳表达调控作用元件 －８７５
Ｓｐ１ ＣＣ（Ｇ／Ａ）ＣＣＣ 光响应元件 －１２７９、－１１４５
ＴＡＴＡｂｏｘ ＴＡＡＴＡ、ＴＡＴＡ、

ＡＴＡＴＡＡ、
核心启动子元件（在转录起始位点

上游）

－１８５０、－２０２８、－１３８９、－１８４７、
－１９３１、－１８４８、－２０３０、－５２９、－５０８

ＴＣｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡ 参与防御和应激反应的作用元件 －１８１５
ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ ＡＡＣＧＡＣ 生长素响应的作用元件 －１２５６、－２４７
ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ 参与茉莉酸甲酯响应的作用元件 －２４５８、－１１９８、－７５４
ＡＢＲＥ ＣＡＣＧＴＧ 参与脱落酸响应的元件 －３９２
ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ 参与茉莉酸甲酯响应的作用元件 －２１３
ＧＡＲＥｍｏｔｉｆ ＴＣＴＧＴＴＧ 赤霉素应答作用元件 －１０２９
ＨＳＥ ＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣ 参与热胁迫应答的作用元件 －８２４
ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ 参与抗旱诱导的ＭＹＢ结合位点 －１０００、－７６１
Ｏ２ｓｉｔｅ ＧＡＴＧＡＴＧＴＧＧ 参与玉米醇溶蛋白代谢调控的作用元件 －１０４４
ｍｏｔｉｆＩＩｂ ＣＣＧＣＣＧＣＧＣＴ 脱落酸响应元件 －７９６

２．２　ＳＳⅡａ启动子功能元件分析及构建缺失体设计
本研究成功克隆了玉米淀粉合成酶启动子ＳＳⅡａ

的２５２６ｂｐ片段，并利用 ＰｌａｎｔＣａｒｅ软件对其进行分
析［１６］，针对此片段上的顺式作用元件分别设计了５
种５′缺失载体，其中：构建缺失体 Ｐ１中含有８个常
见顺式作用元件（ＣＡＡＴ），３个与分生组织表达相关
的元件 ＣＡＴｂｏｘ，３个茉莉酸甲酯响应的元件
ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ和ＴＧＡＣＧｍｏｔｉｆ，３个光响应元件 ＧＡＧ
ｍｏｔｉｆ和 ＳＰ１，１个赤霉素应答元件 ＧＡＲＥｍｏｔｉｆ，２个
胚乳表达相关作用元件 ＧＣＮ４ｍｏｔｉｆ和 Ｓｋｎ１ｍｏｔｉｆ，１
个热响应作用元件 ＨＳＥ，２个参与抗旱诱导的 ＭＹＢ
结合位点ＭＢＳ，１个参与玉米醇溶蛋白代谢调控的作
用元件 Ｏ２ｓｉｔｅ，２个 ＴＡＴＡｂｏｘ，２个生长素响应元件
ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ，１个脱落酸响应元件ｍｏｔｉｆＩＩｂ。

缺失体 Ｐ２包括 ２个常见顺式作用元件
（ＣＡＡＴ），２个与分生组织表达相关的元件 ＣＡＴｂｏｘ，

２个茉莉酸甲酯响应的元件ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ和ＴＧＡＣＧ
ｍｏｔｉｆ，１个光响应元件 ＧＡＧｍｏｔｉｆ，１个热响应作用元
件ＨＳＥ，１个参与抗旱诱导的 ＭＹＢ结合位点 ＭＢＳ，２
个ＴＡＴＡｂｏｘ，１个生长素响应元件ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ，１个
脱落酸响应元件ｍｏｔｉｆＩＩｂ。

缺失体Ｐ３包括２个与分生组织表达相关的元件
ＣＡＴｂｏｘ，１个茉莉酸甲酯响应的元件ＣＧＴＣＡｍｏｔｉｆ，２
个ＴＡＴＡｂｏｘ，１个生长素响应元件ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ。

缺失体Ｐ４包括１个与分生组织表达相关的元
件ＣＡＴｂｏｘ，１个茉莉酸甲酯响应的元件 ＣＧＴＣＡ
ｍｏｔｉｆ，１个生长素响应元件ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ。

缺失体Ｐ５包括１个与分生组织表达相关的元
件ＣＡＴｂｏｘ，１个茉莉酸甲酯响应的元件 ＣＧＴＣＡ
ｍｏｔｉｆ，１个生长素响应元件 ＴＧＡｅｌｅｍｅｎｔ，Ｐ４与 Ｐ５功
能元件相同但Ｐ５与Ｐ４相比缺少预测到的转录起始
位点（ＴＳＳ）序列。
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２．３　不同长度ＳＳⅡａ启动子５′缺失体植物表达载体
构建

　　根据ＳＳⅡａ启动子分析结果，分别使用设计的缺
失体引物进行 ＰＣＲ扩增，扩增结果如图 ３Ａ所示。
采用ＥｃｏＲⅠ、ＢｇｌⅡ分别对５种不同长度 ＳＳⅡａ启动
子的ＰＣＲ产物和植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１进行
双酶切，分别构建了５个缺失体植物表达载体，转化

大肠埃希菌感受态细胞后，以菌液为模板进行菌液

ＰＣＲ验证（图３Ｂ），分别提取质粒进行双酶切验证，
结果见图３Ｃ。说明不同长度 ＳＳⅡａ启动子植物表达
载体构建成功，分别命名为：ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１Ｐ１、
ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１Ｐ２、ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１Ｐ３、ｐＣＡＭＢＩＡ
３３０１Ｐ４和 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１Ｐ５，以下简称为 Ｐ１、Ｐ２、
Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５。

　　　 　　　　Ａ：基因扩增　　　　　　　　　　Ｂ：重组载体ＰＣＲ验证　　　　　　　　　　Ｃ：双酶切验证
Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～５分别为缺失体Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５。

图３　不同长度ＳＳⅡａ启动子片段的扩增、重组载体ＰＣＲ验证及双酶切验证结果
Ｆｉｇ．３　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＳⅡａｐｒｏｍｏｔｅｒｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈ，ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｓａｎｄｄｏｕｂｌｅ

ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．４　ＳＳⅡａ启动子在拟南芥中的功能分析
２．４．１　ｇｕｓ基因的 ＰＣＲ检测　用除草剂喷洒拟南
芥，获得的抗性植株分别提取基因组ＤＮＡ，以其为模
板，ｇｕｓ基因为目标基因进行ＰＣＲ检测，结果见图４，
由缺失体Ｐ１～Ｐ５均扩增出４０２ｂｐ的条带，而非转基
因对照的扩增结果为阴性，证明所采样的拟南芥均

为成功转化不同长度启动子的阳性植株。

　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～２为缺失体Ｐ５，３～４为缺失体Ｐ４，５～
６为缺失体Ｐ３，７～８为缺失体Ｐ２，９～１０为缺失体 Ｐ１；ＣＫ：非转基因

对照。

图４　不同表达载体ｇｕｓ基因ＰＣＲ扩增验证电泳结果

Ｆｉｇ．４　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｕｓｇｅｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．４．２　转基因植株的 ＧＵＳ组织化学分析　在成熟
期阶段，分别采取叶片和果荚为试验材料进行 ＧＵＳ

染色，结果见图５，野生型拟南芥（ＣＫ）叶片未见蓝
色，５种类型不同转启动子的拟南芥叶片均呈现不均
匀蓝色；野生型拟南芥果荚未见蓝色，转基因拟南芥

果荚均有蓝色，且不同长度启动子的果荚，蓝色深浅

不同，Ｐ１和Ｐ２果荚染色较深，Ｐ３、Ｐ４和Ｐ５果荚染色
较浅。

图５　成熟期转基因拟南芥植株叶片和果荚 ＧＵＳ组织化学

染色

Ｆｉｇ．５　ＨｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＵＳａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｌｅａｖｅｓ

ａｎｄｐｏｄｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｐｌａｎｔａｔ

ｍａｔｕｒｉｔｙ

２．４．３　ｇｕｓ基因的定量分析　转基因植株经组织化
学染色分析后，可以初步判断启动子驱动的ｇｕｓ基因
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的表达部位和大致表达强度，但并不能判断启动子

的活力大小，为了进一步明确５种启动子的活性，利
用荧光定量ＰＣＲ技术从转录水平上检测各启动子驱
动的ｇｕｓ基因的表达情况，图６所示为成熟期５种转
基因植株叶片和种子 ｇｕｓ基因相对表达量。由图６
可知，野生型拟南芥（ＣＫ）叶片和种子中 ｇｕｓ基因均
不表达，这与 ＧＵＳ染色结果一致。５种转基因叶片
中，ｇｕｓ基因表达量Ｐ１最高，其他基本一致。种子中
ｇｕｓ基因Ｐ１和Ｐ２表达量相近，高于 Ｐ３、Ｐ４和 Ｐ５，Ｐ５
表达量最低。Ｐ１和Ｐ２中含有胚乳特异性表达的功
能元件。本研究结果表明，缺失胚乳表达功能元件

可导致所驱动的ｇｕｓ基因在种子中表达量下降（Ｐ３、
Ｐ４和Ｐ５）。ＳＳⅡａ启动子具有的胚乳特异性，种子
ｇｕｓ基因表达量差异可能与功能元件的数量
有关［１６］。

图６　成熟期转基因拟南芥叶片和种子中ｇｕｓ基因的相对表
达量

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｇｕｓｇｅｎｅｉｎｌｅａｖｅｓａｎｄ
ｓｅｅｄｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｐｌａｎｔａｔ
ｍａｔｕｒｉｔｙ

３　讨论与结论
２００９年玉米基因组测序工作的完成，为玉米功

能基因及启动子序列的克隆带来了极大的方便。本

试验利用玉米淀粉合成酶基因 ＳＳⅡａ核酸序列，
ＢＬＡＳＴ分析出ＳＳⅡａ５′上游 ＤＮＡ序列，设计特异引
物，利用常规ＰＣＲ方法克隆了２５２６ｂｐＳＳⅡａ基因
５′侧翼序列，与ＮＣＢＩ中公布的玉米基因组序列比对
后，一致性为９９９６％。

目前，对玉米ＳＳⅡａ启动子的研究报道较少［１７］，

但Ｈａｒｎ等［８］１９９８年最先从玉米胚乳中成功的克隆
了ｚｍＳＳⅡａ和 ｚｍＳＳⅡｂ的 ｃＤＮＡ，ＳＳⅡａ在玉米淀粉
代谢网络中也主要在胚乳中行使功能，参与支链淀

粉的合成；任红丽等［１８］与 Ｈｕ等［１９］分别鉴定了玉米

可溶性淀粉合成酶基因的 ＳＳⅠ和 ＳＳⅢ启动子均为
胚乳特异性启动子；Ｌｉ等［２０］研究表明籼稻 ＳＳⅡａ启

动子为胚乳特异性启动子。以上研究结果预示本研

究克隆的玉米ＳＳⅡａ启动子可能具有胚乳特异性。
本研究结果经 ＰｌａｎｔＣａｒｅ在线分析软件分析，发

现其除具有典型启动子基本顺式作用元件之外，还

含有胚乳特异性表达功能元件，抗旱诱导结合位点，

光诱导元件等胁迫诱导顺式作用元件。为了研究部

分顺式作用元件的功能，构建了５个缺失体载体，主
要研究胚乳特异性功能元件、抗旱诱导 ＭＹＢ结合位
点等的功能。重新设计５种类型的引物，扩增 ＳＳⅡａ
启动子序列的长度分别为 １４０７ｂｐ（Ｐ１）、８６７ｂｐ
（Ｐ２）、６３３ｂｐ（Ｐ３）、４８３ｂｐ（Ｐ４）和３６５ｂｐ（Ｐ５），用于
构建５个不同长度 ＳＳⅡａ启动子缺失的植物表达载
体，分别转化拟南芥，通过基因组 ＰＣＲ检测，均扩增
出４０２ｂｐ的条带，可证明所采样的拟南芥均为成功
转化不同长度启动子的阳性植株。利用ＧＵＳ化学法
对转基因阳性拟南芥成熟期叶片和果荚进行染色，

初步验证了ｇｕｓ基因表达部位和大致表达强度；通过
荧光定量技术对转基因阳性拟南芥成熟期叶片和种

子进行 ｇｕｓ基因定量表达，证明了长度为 １４０７ｂｐ
（Ｐ１）和８６７ｂｐ（Ｐ２）的 ＳＳⅡａ启动子具有胚乳特异
性。

本研究对５种启动子的功能比较分析只是初步
结果，利用 Ｐ１和 Ｐ２联合考察胚乳特异性功能元件
的作用，对其功能的深入探讨，如利用Ｐ２和 Ｐ３联合
考察抗旱诱导ＭＹＢ结合位点的作用，利用 Ｐ３和 Ｐ４
联合考察启动子中 ＴＡＴＡ序列是否为此启动子行使
功能的ＴＡＴＡｂｏｘ等功能的深入研究，还有待后续实
验验证。通过对以上５种启动子缺失体功能的进一
步研究，期望能够明确ＳＳⅡａ启动子中部分顺式作用
元件的功能，为 ＳＳⅡａ启动子的应用提供理论依据，
为组织特异性启动子的开发和应用提供候选启动

子，为玉米淀粉代谢网络调控的研究提供基础。
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