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　 　 摘要:　 在 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑系统中ꎬＵ６ 启动子可以通过驱动 ｓｇＲＮＡ 的表达来编辑目的基因ꎬ因而其转

录活性会影响基因编辑效率ꎮ 尽管人们已经在拟南芥、玉米、大豆、棉花等植物中开展了 Ｕ６ 启动子的克隆与应用

研究ꎬ然而目前在甘薯中 Ｕ６ 启动子的相关研究还未见报道ꎮ 本研究利用拟南芥的 ＡｔＵ６ ＳｎＲＮＡ 的保守序列在三

浅裂野牵牛( Ｉｐｏｍｏｅａ ｔｒｉｆｉｄａ)基因组数据库中搜索候选 Ｕ６ ＲＮＡꎬ然后在其上游搜索到 ２ 个不同的候选 Ｕ６ 启动子ꎬ
长度分别为 ５２６ ｂｐ(ＩｂＵ６ｐ￣１)和 ５３２ ｂｐ( ＩｂＵ６ｐ￣２)ꎻ序列比对分析结果显示ꎬ甘薯的 Ｕ６ 启动子具有上游序列元件

(ＵＳＥ)以及 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘꎬ其序列也与拟南芥高度相似ꎮ 然后ꎬ利用获得的 Ｕ６ 启动子核酸序列构建了能够驱动萤火虫

荧光素酶基因(ＬＵＣ)表达的重组框 Ｕ６::ＬＵＣꎮ 最后ꎬ将含有上述重组载体的根癌农杆菌瞬时转化到本氏烟草叶片

和甘薯愈伤组织中ꎬ并通过荧光成像技术分析荧光素酶活性ꎮ 结果发现ꎬ在烟草及甘薯愈伤组织中 ２ 个甘薯 Ｕ６ 启

动子均能驱动 ＬＵＣ 基因表达ꎬ具有转录活性ꎮ 同时ꎬＩｂＵ６ｐ￣２ 的转录活性无论是在烟草叶片中还是在甘薯愈伤组织

中都显著高于拟南芥 Ｕ６ 启动子ꎮ 本研究结果为进一步发展甘薯基因编辑技术提供了参考ꎮ
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　 　 基因编辑是现代生物学发展史上的一项革命性

的技术ꎬ它已经被广泛运用到与医学、动物、植物、昆
虫、微生物等相关的多个研究领域[１￣５]ꎮ 该项技术从

发明至今已从最初的锌指核酸酶系统发展到了簇状

规则间隔短回文重复序列(ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９)ꎮ 现今ꎬ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 凭借其具有高效、便捷、易操作等优点

已经成为进行基因功能研究与种质遗传改良的主要

工具ꎬ并被运用于作物的各个品质性状的改良ꎬ比如

用于研制富含抗氧化成分的紫番茄[６]、高产水

稻[７]、富含 ｏｍｅｇａ￣３ 脂肪酸的亚麻荠[８] 和高油酸大

豆[９]等ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 通过 ｓｇＲＮＡ 将 Ｃａｓ９ 蛋白带到靶

点ꎬ对 ＤＮＡ 进行切割ꎬ产生特异性双链断裂(ＤＢＳ)ꎬ
随后利用非同源末端连接或同源重组机制来修复

ＤＳＢꎬ从而产生碱基的突变、缺失ꎬ进而造成基因突

变[１０]ꎮ Ｕ６ ＲＮＡ 是双子叶植物中的一类非编码小

ＲＮＡꎬ它所对应的 Ｕ６ 启动子是 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的主

要组成部分之一ꎬ已广泛被人们用来驱动 ｓｇＲＮＡ 的

转录[１１]ꎮ 研究结果表明ꎬ Ｕ６ 启动子通过影响

ｓｇＲＮＡ 的表达丰度从而决定基因的编辑效率[１２]ꎮ
为了提高在不同物种中的基因编辑效率ꎬ人们对植

物内源的 Ｕ６ 启动子开展了相关研究ꎮ Ｇａｏ 等[１３] 根

据自身的内源启动子成功建立了适用于烟草的

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统ꎮ 在苹果愈伤组织中ꎬ卞书迅

等[１４]使用内源性 Ｕ６ 启动子ꎬ大大增强了 ｓｇＲＮＡ 的

表达ꎮ 唐志强等[１５]在金银花中克隆了 ３ 个 Ｕ６ 启动

子ꎬ并筛选出一个具有高效转录活性的启动子ꎮ 目

前ꎬ研究者已在多个植物中开展了 Ｕ６ 启动子相关

研究ꎬ但是未见关于甘薯 Ｕ６ 启动子的报道ꎮ 为了

更好地在甘薯中开展基因编辑工作ꎬ本研究拟将克

隆到的 ２ 个甘薯 Ｕ６ 启动子分别与常用的拟南芥 Ｕ６
启动子进行转录活性比较ꎬ为优化甘薯 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 基因编辑系统提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验所用的甘薯品种徐紫薯 ８ 号、本氏烟草和

植物表达载体 ｐＧｒｅｅｎＩＩ￣０８００::ＬＵＣ(ＬＵＣ 表示荧光素

酶基因)均保存于江苏徐淮地区徐州农业科学研究所

甘薯遗传育种研究室ꎮ 农杆菌感受态 ＥＨＡ１０５ 细胞

由上海唯地生物技术有限公司提供ꎻ ＥＣＬ 化学发光

试剂盒由碧云天生物技术有限公司提供ꎮ 引物合成

及测序由上海擎科生物技术有限公司完成ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 甘薯 Ｕ６ 启动子克隆与生物信息学分析　 取

徐紫薯 ８ 号的幼嫩叶片ꎬ并参考十六烷基三甲基溴

化铵(ＣＴＡＢ)法抽提其基因组 ＤＮＡ[１６]ꎮ 用拟南芥

的 ＡｔＵ６ ＳｎＲＮＡ 保守序列在三浅裂野牵牛( Ｉｐｏｍｏｅａ
ｔｒｉｆｉｄａ)基因组数据库 (ｈｔｔｐ: / / ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ￣ｇａｒｄｅｎ.ｋａ￣
ｚｕｓａ.ｏｒ.ｊｐ / )中搜索候选 Ｕ６ ＲＮＡꎬ然后在其上游找

到对应启动子序列ꎮ 根据同源序列法设计引物(表
１)ꎬ用高保真酶(宝生物工程有限公司产品ꎬ大连)
在甘薯中扩增 Ｕ６ 启动子片段( ＩｂＵ６ｐ)ꎮ ＰＣＲ 反应

体系如下:９８ ℃变性 ２ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退

火 １０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 １０ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃ 延伸 ３
ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物通过 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳进行检

测ꎬ回收单个片段并利用 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ(北
京全式金生物技术有限公司产品)进行 ＴＡ(Ｏｒｉｇｉｎａｌ
ＴＡ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ)克隆和测序分析ꎮ

表 １　 所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 序列(５′→３′) 　 　 扩增产物大小(ｂｐ)

ＩｂＵ６ｐ￣１Ｆ ＴＴＴＡＴＴＴＴＡＴＴＴＴＴＴＣＧＧＴＴＴＴＧ ５２６

ＩｂＵ６ｐ￣１Ｒ ＡＴＴＣＴＴＧＴＴＣＴＴＣＡＡＴＧＧＣ

ＩｂＵ６ｐ￣２Ｆ ＡＧＡＡＴＧＣＧＴＧＧＣＣＴＴＴＡＧＴＡ ５３２

ＩｂＵ６ｐ￣２Ｒ ＣＡＴＧＧＡＡＧＡＡＣＡＴＧＣＴ

ＡｔＵ６ｐ￣Ｆ ＡＧＡＡＡＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＣ ３０３

ＡｔＵ６ｐ￣Ｒ ＣＡＡＴＣＡＣＴＡＣＴＴＣＧＴＣＴＣ
Ｆ:上游引物ꎻＲ:下游引物ꎮ

　 　 使用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件对甘薯 Ｕ６ 启动子与拟南芥

的 ＡｔＵ６￣１ 启动子进行序列比对ꎬ分析甘薯 Ｕ６ 启动

子的序列特征ꎮ 然后ꎬ利用植物启动子分析软件

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ /
ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )分析甘薯 Ｕ６ 启动子的顺

０７９ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２４ 年 第 ４０ 卷 第 ６ 期



式作用元件ꎮ
１.２.２　 Ｕ６ 启动子表达载体的构建　 首先ꎬ将植物表

达载体ｐＧｒｅｅｎＩＩ￣０８００::ＬＵＣ用 Ｈｉｎｄ Ⅲ和 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ
进行双酶切ꎬ获得线性化质粒ꎮ 然后ꎬ根据同源重组

的方法ꎬ以重组测序载体 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１::ＩｂＵ６ｐ 为模板

扩增 Ｕ６ 启动子片段ꎮ 利用胶回收试剂盒获得纯化

的线 性 化 质 粒 ｐＧｒｅｅｎＩＩ￣０８００::ＬＵＣ 和 插 入 片 段

ＩｂＵ６ｐꎮ 根据 ｐＥＡＳＹ􀅺Ｂａｓｉｃ Ｓｅａｍｌｅｓｓ Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ
Ａｓｓｅｍｂｌｙ Ｋｉｔ 试剂盒说明书(北京全式金生物技术

有限公司产品)ꎬ进行目的片段和载体的连接反应ꎮ
然后ꎬ将连接产物转化大肠杆菌感受态 ＤＨ５αꎮ 挑

取抗性平板上的单克隆进行菌落 ＰＣＲ 检测并送公

司测序ꎬ将测序结果正确的单克隆进行摇菌并获得

重组表达载体ＩｂＵ６ｐ::ＬＵＣꎮ 以同样的方法将拟南

芥的 ＡｔＵ６￣１ 启动子插入ｐＧｒｅｅｎＩＩ￣０８００::ＬＵＣ中ꎬ将
该重组载体命名为ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣꎮ
１.２.３　 烟草和甘薯愈伤组织中的瞬时表达 　 将构

建成功的ＩｂＵ６ｐ::ＬＵＣ和ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣ重组表达载体

以及阴性对照ｐＧｒｅｅｎＩＩ￣０８００::ＬＵＣ空载通过液氮法

分别转化农杆菌感受态细胞 ＥＨＡ１０５ꎻ然后ꎬ在抗性

ＬＢ 培养基[含有 ５０ μｇ / ｍｌ卡那霉素、５０ μｇ / ｍｌ利福

平和 １００ μｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮(ＡＳ)]中振荡培养至

菌液 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ８ꎮ 离心后ꎬ用重悬液[１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ２￣( Ｎ￣吗啉) 乙磺酸 ( ＭＥＳꎬ ｐＨ
５􀆰 ６)ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ ＡＳ] 重悬菌体至 ＯＤ６００ 为 ０.３~
０􀆰 ５ꎮ 室温条件下放置２~３ ｈ 后注射到烟草叶片中ꎬ
３ ｄ 后进行荧光发光检测ꎮ

将上述含有ＩｂＵ６ｐ::ＬＵＣ和ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣ的农杆

菌液同样在抗性 ＬＢ 培养基中振荡至菌液 ＯＤ６００值

为 ０.８ꎬ然后用含有 １００ μｍｏｌ / Ｌ ＡＳ 和 ２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣
二氯苯氧乙酸(２ꎬ４￣Ｄ)的 ＭＳ 液体培养基重悬菌体

至 ＯＤ６００为 ０.５ꎮ 将准备好的甘薯愈伤组织放入其

中ꎬ暗培养 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ超声波处理 ３０ ｓꎮ 然后将侵

染的愈伤组织在 ＭＳ＋２ꎬ４￣Ｄ＋ＡＳ 的固体培养基中于

２８ ℃暗培养 ７２ ｈꎬ再用无菌水重复清洗甘薯愈伤组

织 ４ 次后放在 ＭＳ＋２ꎬ４￣Ｄ 培养基上ꎮ 最后ꎬ利用萤

火虫荧光素酶报告基因检测试剂盒(上海碧云天生

物技术有限公司产品)进行荧光发光检测ꎮ
１.２.４　 生物发光检测与分析 　 将瞬时转化的烟草

叶片和甘薯愈伤组织分别在 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ的荧光素

钾盐溶液中反应 ５ ｍｉｎꎮ 通过高分辨率制冷电荷耦

合器件(ＣＣＤ)荧光及化学发光成像系统(上海勤翔

科学仪器有限公司产品)对烟草叶片发光图像进行

采集ꎬ并运用成像软件对采集数据进行分析ꎻ另外ꎬ
使用 Ｌｅｉｃａ ＤＭ４０００ Ｂ 型荧光显微镜(上海徕卡显微

系统贸易有限公司产品)对甘薯愈伤组织进行拍

照ꎮ 试验数据利用 Ｅｘｃｅｌ ３６５ 进行统计学分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 启动子克隆与序列分析

本试验基于 Ｕ６ 启动子基因序列的保守性ꎬ在
现有的甘薯近缘野生种 Ｉｐｏｍｏｅａ ｔｒｉｆｉｄａ 的基因组数

据中搜索到 ２ 个不同的候选 Ｕ６ 启动子ꎮ 然后ꎬ根
据同源序列法设计引物ꎬ以甘薯品种徐紫薯 ８ 号的

基因组 ＤＮＡ 为模板扩增了 ２ 个甘薯 Ｕ６ 启动子片

段ꎬ分别命名为 ＩｂＵ６ｐ￣１ 和 ＩｂＵ６ｐ￣２ꎬ片段长度分别

为 ５２６ ｂｐ 和 ５３２ ｂｐ(图 １)ꎮ 同时ꎬ从已报道的基因

编辑载体 ｐＨＳＥ４０１[１５]中分离到了拟南芥 Ｕ６ 启动子

片段 ＡｔＵ６ｐꎮ
将克隆到的 ２ 个甘薯 Ｕ６ 启动子和拟南芥 Ｕ６ 启

动子进行序列比对ꎬ着重分析影响 Ｕ６ 启动子转录活

性的顺式作用元件 ＵＳＥ 和 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 以及两者之间

的距离ꎮ 结果表明ꎬＩｂＵ６ｐ￣１ 和 ＩｂＵ６ｐ￣２ 具有与ＡｔＵ６ｐ
一样保守的 ＵＳＥ 元件以及 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘꎬ而且 ２ 个元件

之间的间隔也相对一致(图 ２)ꎬ暗示所克隆的 ＩｂＵ６
启动子很可能具有与 ＡｔＵ６ｐ 一样的转录活性ꎮ

Ｍ:ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＩｂＵ６ｐ￣１ꎻ２:ＩｂＵ６ｐ￣２ꎻ３:ＡｔＵ６ｐꎮ
图 １　 Ｕ６ 启动子片段克隆与电泳分析

Ｆｉｇ. １ 　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｕ６ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｆｒａｇｍｅｎｔ

２.２　 Ｕ６ 启动子表达载体构建

使用限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ和 Ｂａｍ ＨⅠ对植物

瞬时表达载体ｐＧｒｅｅｎＩＩ￣０８００::ＬＵＣ进行双酶切后ꎬ
分别将 ＩｂＵ６ｐ￣１、ＩｂＵ６ｐ￣２ 和 ＡｔＵ６ｐ 核酸片段插入该

载体中ꎮ 然后ꎬ经过转化大肠杆菌感受态细胞获得

单克隆ꎮ 挑选阳性菌落经液体 ＬＢ 培养基培养后提
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箭头所指为 Ｕ６ ＲＮＡ 的转录起始位点ꎮ 方框内为 Ｕ６ ＲＮＡ 的特征序列ꎮ
图 ２　 甘薯 Ｕ６ 启动子序列比对分析

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｕ６ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ

取质粒ꎬ并进行酶切验证和测序分析ꎮ 结果(图 ３)
表明ꎬ 重 组 载 体 ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣ、 ＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣ 和

ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣ酶切后出现 ２ 个条带ꎬ大小与预期结果

一致ꎻ同时测序结果也与各个 Ｕ６ 启动子序列完全

一致ꎬ说明 Ｕ６ 启动子表达载体构建成功ꎮ

Ｍ:ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣꎻ２:ＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣꎻ３:ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣꎮ
图 ３　 Ｕ６ｐ::ＬＵＣ 重组载体双酶切电泳分析

Ｆｉｇ.３ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ Ｕ６ｐ::
ＬＵＣ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.３　 ＩｂＵ６ 启动子转录活性分析

分别将含有 ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣ、 ＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣ 和

ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣ载体的农杆菌瞬时转化到烟草ꎬ并以

ｐＧｒｅｅｎＩＩ￣０８００::ＬＵＣ空载为阴性对照ꎮ 待 ７２ ｈ 后对

注射的烟草叶片部分开展荧光素酶活性检测ꎬ同时

对荧光信号强弱进行方差分析ꎬ发现 ＩｂＵ６ｐ￣２ 的荧

光信号最强ꎬ其次为 ＡｔＵ６ｐꎬ而 ＩｂＵ６ｐ￣１ 的荧光信号

最弱(图 ４)ꎮ
　 　 为了进一步比较分析 ＩｂＵ６ｐ￣１、ＩｂＵ６ｐ￣２ 和 ＡｔＵ６ｐ

在甘薯中的转录活性ꎬ通过农杆菌遗传转化的方法分

别用 ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣ、ＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣ和ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣ转

化甘薯愈伤组织ꎬ并在荧光显微镜下进行观察ꎮ 结果

(图 ５)表明ꎬ尽管所有的 Ｕ６ 启动子都可以在甘薯愈

伤组织中驱动 ＬＵＣ 基因表达ꎬ但其效率存在明显的

差 异ꎮ 与 ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣ 相 比ꎬ ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣ 和

ＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣ转染的甘薯愈伤组织荧光信号明显增

加ꎮ 同时ꎬ在ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣ转染的甘薯愈伤组织中ꎬ
能明显观察到的荧光信号发光点相对较少ꎬ而在

ＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣ转染的甘薯愈伤组织中ꎬ其荧光信号发

光点的数量和发光强度要明显高于ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣꎮ
上述结果说明ꎬ在甘薯愈伤组织中ꎬ甘薯内源 Ｕ６ 启动

子驱动基因表达的能力要高于外源的拟南芥 Ｕ６ 启动

子ꎬ特别是 ＩｂＵ６ｐ￣２ 启动子能够大幅提高 ｓｇＲＮＡ 的转

录效率ꎮ

３　 讨 论

在植物基因编辑系统中ꎬＵ６ 启动子通常被用来

驱动 ｓｇＲＮＡｓ 的高效表达ꎮ 它一般以高度保守的鸟

嘌呤核苷酸为转录起始点ꎬ有助于改善转录的

ｓｇＲＮＡ 的同质性ꎬ并减少脱靶效应[１７￣１８]ꎮ 因此ꎬ在
许多植物物种中拟南芥 Ｕ６(ＡｔＵ６)启动子和水稻 Ｕ６
(ＯｓＵ６)启动子被广泛用于异源表达 ｓｇＲＮＡｓ[１９￣２２]ꎮ
一般而言ꎬ在 ＣＲＩＳＰＲ / ＣＡＳ９ 系统中ꎬＡｔＵ６ 启动子用

于双子叶植物ꎬＯｓＵ６ 启动子用于单子叶植物[２３￣２５]ꎮ
然而ꎬＵ６ 启动子的异源应用大多在亲缘关系较近的

植物物种中[２６]ꎮ 最近ꎬ在棉花、大豆、菊苣、小麦等
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Ａ:ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣꎬＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣ 和 ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣ 的荧光亮度数值比较ꎻＢ:ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣꎬＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣ 和 ＡｔＵ６ｐ::ＬＵＣ 在烟草叶片中的荧

光成像检测ꎮ 不同的小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＬＵＣ:荧光虫荧光素酶基因ꎮ
图 ４　 ＩｂＵ６ 启动子转录活性比较

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＩｂＵ６ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

白色箭头为荧光信号发光点ꎮ
图 ５　 在甘薯愈伤组织中荧光检测 ＡｔＵ６ｐ(Ａ)、ＩｂＵ６ｐ￣１(Ｂ)和 ＩｂＵ６ｐ￣２(Ｃ)驱动 ＬＵＣ 的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＬＵＣ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｒｉｖｅｄ ｂｙ ＡｔＵ６ｐ (Ａ)ꎬ ＩｂＵ６ｐ￣１ (Ｂ) ａｎｄ ＩｂＵ６ｐ￣２ (Ｃ) ｉｎ ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ｃａｌｌｕｓ ｔｉｓｓｕｅ

作物的研究中ꎬ已发现内源 Ｕ６ 启动子能更好地驱

动 ｓｇＲＮＡ 的高表达ꎬ从而提高自身的基因编辑效

率[２７￣３０]ꎮ 所以ꎬ内源性 Ｕ６ 启动子的克隆与研究ꎬ对
优化 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的作物基因组编辑系统有

着重要的意义ꎮ
最近ꎬ人们在甘薯中已经实现了基于 ＣＲＩＳＰＲ /

Ｃａｓ９ 的基因编辑研究[３１￣３２]ꎬ然而该研究是通过

ＡｔＵ６ 启动子异源驱动 ｓｇＲＮＡｓ 表达ꎮ 本研究首先克

隆了甘薯 Ｕ６ 启动子ꎬ然后将 Ｕ６ 启动子片段插入到

ＬＵＣ 报 告 基 因 的 上 游ꎬ 获 得 重 组 表 达 载 体

ＩｂＵ６ｐ￣１::ＬＵＣ和ＩｂＵ６ｐ￣２::ＬＵＣꎬ最后通过瞬时表达

ＬＵＣ 基因和化学发光来分析甘薯 Ｕ６ 启动子的转录

活性ꎮ 结果发现ꎬ甘薯 ＩｂＵ６ｐ￣１ 和 ＩｂＵ６ｐ￣２ 都含有

ＲＮＡ 聚合酶Ⅲ识别的 ＵＳＥ 和 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 顺式元件ꎬ
并具有转录活性ꎬ并且 ＩｂＵ６ｐ￣２ 的转录活性无论是

在烟草叶片还是在甘薯愈伤组织中都显著高于

ＡｔＵ６ｐꎮ 上述结果表明 ＩｂＵ６ｐ￣２ 可以作为优异的内

源 Ｕ６ 启动子用于甘薯基因编辑系统的构建ꎮ

４　 结 论

从甘薯品种徐紫薯 ８ 号中克隆到 ２ 条长度分别

为 ５２６ ｂｐ 和 ５３２ ｂｐ 的 Ｕ６ 启动子 (分别命名为

ＩｂＵ６ｐ￣１、ＩｂＵ６ｐ￣２)ꎬ均具有转录活性ꎬ其中 ＩｂＵ６ｐ￣２
的转录活性显著高于 ＩｂＵ６ｐ￣１ꎮ 此外ꎬ甘薯 Ｕ６ 启动

子在其愈伤组织中的转录活性高于拟南芥的 Ｕ６ 启

动子ꎬ特别是 ＩｂＵ６ｐ￣２ 的转录活性明显高于 ＡｔＵ６ｐꎮ
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