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　 　 摘要:　 根是植物重要的营养器官ꎬ其生长发育直接影响作物抗逆能力与产量形成ꎬ因此了解根特异性表达基因

及其启动子对作物改良具有重要意义ꎮ 本研究基于番茄不同组织部位(根、茎、叶、花、果实)的转录组数据ꎬ筛选出根

中优势表达基因 Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０９６４２０ꎬ命名为 ＳｌＲＳＰ３ꎮ 利用荧光定量 ＰＣＲ 分析 ＳｌＲＳＰ３ 基因的表达模式ꎬ克隆 ＳｌＲＳＰ３ 基因

的启动子ꎬ根据顺式作用元件的分布位置采用 ５′端缺失法对启动子进行分析ꎬ并通过同源重组法构建 ＳｌＲＳＰ３ 基因的

全长及截短启动子融合 β￣葡萄糖醛酸苷酶报告基因(ＧＵＳ)的表达载体ꎬ转化拟南芥进行组织表达模式分析ꎮ 荧光定

量 ＰＣＲ 分析结果表明ꎬＳｌＲＳＰ３ 基因在番茄根部特异表达ꎮ 顺式作用元件分析结果表明ꎬＳｌＲＳＰ３ 基因启动子内部含有

根部特异性表达元件ꎻＧＵＳ 组织化学染色结果表明ꎬ２ ０００ ｂｐ 和１ ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子特异性在拟南芥根部表

达ꎬ而 ７００ ｂｐ 及 ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子呈组成型表达ꎮ 综上ꎬ本研究中 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子为根特异性基因启动

子ꎬ１ ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子可以取代２ ０００ ｂｐ 启动子行使功能ꎬ在番茄抗逆遗传改良中具有重要意义ꎮ
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｌａｎｇｆａｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｌａｎｇｆａｎｇ ０６５０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｌａｎｇｆａｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓａｍｐｌｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｐｅｓｔｉ￣
ｃｉｄｅ Ｒｅｓｉｄｕｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｌａｎｇｆａｎｇ ０６５０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｒｏｏｔｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｏｒｇａｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｃｒｏｐ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ａｎｄ ｙｉｅｌｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｒｏｏｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｃｒｏｐ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ( ｒｏｏｔꎬ ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｆｒｕｉｔ) ｏｆ ｔｏｍａｔｏꎬ ａ ｒｏｏｔ￣
ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅꎬ Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０９６４２０ꎬ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ａｓ ＳｌＲＳＰ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ). Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ａ ５′￣ｄｅｌｅｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ
ＳｌＲＳＰ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ β￣ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ (ＧＵＳ) ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｖｉａ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｆｏｒ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

(ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｒｏｏｔｓ. Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ

ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｒｏｏｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. ＧＵＳ ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉ￣
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ｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ２ ０００ ｂｐ ａｎｄ １ ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｄｒｏｖｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ ｒｏｏｔｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ７００ ｂｐ ａｎｄ ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｔｈｅ
ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ａ ｒｏｏｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ １ ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃａｎ ｒｅｐｌａｃｅ ｔｈｅ
２ ０００ ｂｐ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｏｍａｔｏꎻ ｒｏｏｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎻ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

　 　 高等植物基因表达受转录起始、ｍＲＮＡ 稳定性及

翻译效率调控ꎮ 启动子负责转录起始ꎬ在控制基因转

录和调控基因表达方面具有重要作用ꎮ 根特异性启动

子在改良根系结构及功能ꎬ提高植物抗逆性、抗病性ꎬ
优化植物代谢途径ꎬ促进靶基因定向表达ꎬ减轻非靶组

织负担方面具有重要作用[１￣４]ꎮ 传统根特异性启动子

筛选依赖同源克隆策略ꎬ例如大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)Ｇｍ￣
ＰＲＰ２[５]、ＧｍＴＩＰ 基因启动子[６]及番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒ￣
ｓｉｃｕｍ)ＳｌＴＩＰ￣１[７]基因启动子ꎬ但其跨物种应用存在显

著局限性ꎮ 冯婵莹等[８]的研究结果表明ꎬ拟南芥、水稻

中根特异性表达基因的番茄同源基因ꎬ未必能够保持

根特异性表达特征ꎬ因此通过同源克隆筛选根特异性

启动子的风险较高ꎮ 此外ꎬ同源克隆多聚焦已知根特

异表达基因ꎬ且通常针对单个或少数基因ꎬ因此该方法

发掘新基因能力有限ꎬ且难以适应高通量筛选需求ꎮ
目前研究人员已成功克隆烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａ￣

ｃｕｍ)ＮｔＲ１２[１]ꎬ草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａ)ＦａＲＢ７[９]ꎬ
大豆 ＧｍＰＲ１￣９[２]、ＧｍＰＲＰ２[５]、ＧｍＴＩＰ[６]、ＧｍＢＤＰ１、
ＧｍＡＤＲ１[１０]及西部白松(Ｐｉｎｕｓ ｍｏｎｔｉｃｏｌａ)ＰｓＰＲ１０[１１]

等根特异性基因的启动子ꎮ 然而ꎬ针对番茄根特异

性启动子的研究ꎬ除李文静团队鉴定的 ＳｌＴＩＰ￣１[７]、
ＳｌＭＴ３[１２]、 ＳｌＮＲＴ２. ４ 基因启动子[１３]ꎬ 以及 Ｊｅｎｎｙ
等[１４]报道的 ＳｌＲＥＯ 基因启动子外ꎬ其他研究团队鲜

有报道ꎮ 因此ꎬ高效挖掘和鉴定新型番茄根特异性

基因的启动子迫在眉睫ꎮ
随着高通量测序技术的发展ꎬ基于转录组等组

学数据筛选根特异性表达基因进而挖掘其启动子的

策略ꎬ已成为根特异性基因启动子研究的主流ꎮ
Ｍｏｉｓｓｅｙｅｖ 等[１５]整合了多物种转录组数据ꎬ建立起

玉米、大豆和高粱根特异性基因数据库ꎻＧａｏ 等[１６]

利用拟南芥、水稻、玉米 ３ 种植物 １３ 种不同组织的

３５ 个 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 数据库ꎬ分别鉴定出 ４８９ 个、２７６ 个、
７２８ 个根特异性表达基因(ＲＴＥＧ)ꎮ 尽管番茄中已

积累了大量的不同组织的转录组数据[１７]ꎬ但根特异

性基因启动子的组学挖掘、鉴定却鲜有报道ꎮ
组织特异性基因启动子的功能发挥ꎬ依赖其内

部顺式作用元件的种类、数量、排列方式及组合模

式ꎬ这些元件在调控基因时空特异性表达中发挥关

键作用ꎮ 除包含一般启动子共有的 ＴＡＴＡ ｂｏｘ、
ＣＡＡＴ ｂｏｘ 和 ＧＣ ｂｏｘ 等核心元件外ꎬ组织特异性基

因的启动子还必须具备控制其组织特异性表达的专

属顺式作用元件ꎮ 以水稻理想株型基因 ＩＰＡ１(Ｉｄｅａｌ
ｐｌａｎｔ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ １)为例ꎬ其启动子中一段 ５４ ｂｐ 的

片段(该片段是转录因子 Ａｎ￣１ 抑制穗和根中 ＩＰＡ１
基因表达的靶位点)发生缺失突变后ꎬ会导致关键

顺式作用元件功能丧失ꎬ进而解除对穗部、茎秆及根

系发育的负调控作用ꎬ最终实现穗粒数、穗重、株高

和茎粗等多性状的协同改良ꎬ打破了产量性状间的

负相关效应[１８]ꎮ 这一发现清晰揭示了顺式作用元

件的微调作用对基因表达模式及表型精准调控的分

子基础ꎮ
番茄因其基因组注释完善、遗传转化体系成熟等

优势ꎬ成为研究基因功能与代谢调控的模式物种ꎮ 本

研究团队前期通过番茄转录组数据分析ꎬ鉴定到 １ 个

根部特异性表达基因 ＳｌＲＳＰ３ꎮ 为进一步解析 ＳｌＲＳＰ３
基因功能及其应用价值ꎬ本研究以 Ｍｉｃｒｏ￣Ｔｏｍ 番茄为

材料ꎬ首先通过荧光定量 ＰＣＲ 技术验证 ＳｌＲＳＰ３ 基因

的组织表达模式ꎬ随后克隆获得 ＳｌＲＳＰ３ 基因的全长

启动子与系列截短启动子ꎬ并利用同源重组技术分别

构建 ＳｌＲＳＰ３ 全长启动子￣ＧＵＳ 融合表达载体、ＳｌＲＳＰ３
截短启动子￣ＧＵＳ 融合表达载体ꎬ将上述载体异源转

化拟南芥ꎬ以 ＣａＭＶ３５Ｓ 组成型启动子驱动的 ＧＵＳ 载

体为对照ꎬ通过 ＧＵＳ 组织化学染色ꎬ分析 ＳｌＲＳＰ３ 基因

启动子的组织表达特异性及转录活性强度ꎬ进而定位

其核心调控元件ꎬ以期为番茄及相关作物根特异性基

因的功能解析与根特异性启动子的挖掘利用提供参

考ꎬ同时为通过基因工程技术实现外源基因在作物根

部的特异性高效表达、培育抗逆作物新种质提供理论

依据与技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

Ｍｉｃｒｏ￣Ｔｏｍ 番茄和拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)
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栽培容器选用黑色方形育苗盆ꎬ基质为德国 ＫＬＡＳ￣
ＭＡＮＮ 公司 Ｋ 牌大汉营养土ꎮ 番茄培养温度为 ２５
℃ꎬ光照度为 ９０ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎬ光周期为光照 １６ ｈ /
黑暗 ８ ｈꎻ拟南芥培养温度为 ２３ ℃ꎬ光照度为 ７０
μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎬ光周期为光照 １２ ｈ /黑暗 １２ ｈꎮ 双元

表达载体 ｐ１３００ＧＮ￣３５Ｓ ＴＯＰ１０ 和 ＧＶ３１０１ 菌株由本

实验室保存ꎮ
１.２　 番茄 ＲＮＡ 提取及第一链 ｃＤＮＡ 合成

番茄各部位(根、茎、叶、花、绿熟期果实、破色

期果实)的总 ＲＮＡ 提取均参照天根生化科技(北
京)有限公司的 ＲＮＡ ｓｉｍｐｌｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒

(产品编号:ＤＰ４１９)说明书进行ꎮ 以各部位提取的

高质量总 ＲＮＡ 为模板ꎬ进行第一链 ｃＤＮＡ 合成ꎬ试
验操作严格参照宝生物工程 (大连) 有限公司的

Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ ｅｒａｓｅｒ 试剂盒

(产品编号:ＲＲ０３７Ａ)说明书进行ꎮ
１.３　 番茄 ＳｌＲＳＰ３ 基因的表达分析

基于 ＳｌＲＳＰ３ 基因和内参基因 ａｃｔｉｎ￣７(ＧｅｎＢａｎｋ
登录号:ＮＭ＿００１３０８４４７.１)的编码序列(ＣＤＳ)ꎬ采用

ＤＮＡｍａｎ 软件设计荧光定量 ＰＣＲ 引物(表 １)ꎮ 反应

体系和反应程序参照北京艾德莱生物科技有限公司

２×Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ(Ｌｏｗ ＲＯＸ)说明书进行ꎮ 试

验设置 ３ 次重复ꎬＳｌＲＳＰ３ 基因在番茄不同组织的表

达量采用 ２－△△Ｃｔ法计算ꎬ差异显著性分析使用 ＳＰＳＳ
１９.０ 软件ꎬ表达模式图绘制使用 Ｏｒｉｇｉｏｎ ８.５ 软件ꎮ
１.４　 番茄叶片总 ＤＮＡ 提取、全长及截短 ＳｌＲＳＰ３ 基
因启动子克隆

　 　 从番茄基因组数据库(ｈｔｔｐ: / / ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ.ｎｅｔ / )
获取 ＳｌＲＳＰ３ 基因起始密码子上游２ ０００ ｂｐ 的非编

码调控序列ꎬ 作为该基因的全长启动子ꎬ 基于

ｐ１３００ＧＮ￣３５Ｓ 载体多克隆位点和同源重组需求ꎬ设
计包含 Ｈｉｎｄ Ⅲ与 Ｂａｍ ＨⅠ的正反向引物(表 １)ꎮ
为进行 ５′端缺失分析ꎬ进一步设计正向引物 ＳｌＲ￣
ＳＰ３￣Ｆ３００、ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ７００ 和 ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ１３００ꎬ分别与反

向引物 ＳｌＲＳＰ３￣Ｒ 配对ꎬ用于扩增 ３００ ｂｐ、７００ ｂｐ 和

１ ３００ ｂｐ 的截短片段ꎮ 番茄叶片基因组 ＤＮＡ 提取

采用改良十六烷基三甲基溴化铵(ＣＴＡＢ)法ꎬ扩增

反应使用北京艾德莱生物科技有限公司２×Ａ８ Ｆａｓｔ
ＨｉＦｉ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行ꎮ 反应体系和反应条件参

照李文静等[１３]的方法进行ꎮ 全长及截短 ＰＣＲ 片段

经 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ确认 ３００ ｂｐ、７００ ｂｐ、
１ ３００ ｂｐ 和２ ０００ ｂｐ 目标条带大小符合预期后ꎬ采
用天根生化科技(北京)有限公司 ＤＮＡ 纯化回收试

剂盒(ＤＰ２１４)纯化目的片段ꎮ

表 １　 本试验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 引物用途　 　 　 　

ＳｌＲＳＰ３￣ｑＲＴ Ｆ ＧＣＴＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＴＧＡＣＧＴＴＡＧ 荧光定量 ＰＣＲ

ＳｌＲＳＰ３￣ｑＲＴ Ｒ ＧＣＧＡＡＧＧＡＴＡＴＴＡＡＧＧＡＧＡＧＡ 荧光定量 ＰＣＲ

Ｓｌａｃｔｉｎ￣ｑＲＴ Ｆ ＡＡＣＡＣＣＣＴＧＴＴＣＴＣＣＴＧＡＣＴＧ 荧光定量 ＰＣＲ

Ｓｌａｃｔｉｎ￣ｑＲＴ Ｒ ＧＡＧＡＡＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧ 荧光定量 ＰＣＲ

ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ２０００ ＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＧＡＣＴＴＡＣＡＴＡＴＡＣＴＴＧＡＡＴＡＡＧ 启动子克隆

ＳｌＲＳＰ３￣Ｒ ＧＧＡＣＴＧＡＣＣＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＧＴＣＴＣＴＣＴＴＴＴＣＴＡＴＧＴＣＴＴＴＴＣ 启动子克隆

ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ３００ ＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＧＡＴＡＴＴＴＴＧＡＧＡＡＡＡＴＴＴＡＡＡＣ 缺失启动子克隆

ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ７００ ＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＣＡＴＧＴＡＴＡＴＡＡＣＣＡＣＴＴＡＴＡＴＴ 缺失启动子克隆

ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ１３００ ＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＡＣＧＴＧＡＴＡＡＴＴＡＡＡＴＡＡＡＴＡＴＴＧ 缺失启动子克隆

ＨＹＧ￣Ｆ ＡＡＧＴＴＣＧＡＣＡＧＣＧＴＣＴＣＣＧＡＣ 阳性苗检测

ＨＹＧ￣Ｒ ＴＣＴＡＣＡＣＡＧＣＣＡＴＣＧＧＴＣＣＡＧ 阳性苗检测

ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ３００ 检测 ＣＣＡＡＧＣＴＴＡＧＡＴＡＴＴＴＴＧＡＧＡＡＡＡＴＴＴＡＡＡＣ 阳性苗检测

ＧＵＳＲ￣２８７ 检测 ＴＴＧＣＣＧＴＡＡＴＧＡＧＴＧＡＣＣＧＣＡＴＣＧＡ 阳性苗检测

１.５　 基因启动子顺式作用元件分析

通过 Ｐｌａｎｔ ＣＡＲＥ[１９]和 Ｎｅｗ ＰＬＡＣＥ[２０]网站分析

ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子区包含的顺式作用元件ꎮ

１.６　 ＳｌＲＳＰ３ 基因全长及截短启动子植物表达载体

的构建

　 　 为解析 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子的功能区域ꎬ本研究
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通过同源重组技术构建含不同长度启动子片段的植

物表达载体ꎮ 具体操作如下:取 １ μＬ 经 Ｈｉｎｄ Ⅲ、
Ｂａｍ ＨⅠ双酶切并纯化的 ｐ１３００ＧＮ 载体骨架(含 ＧＵＳ
报告基因ꎬ用于后续启动子活性的可视化分析)ꎬ分别

与 ４ μＬ 纯化的 ＳｌＲＳＰ３ 全长(２ ０００ ｂｐ)及截短片段

(１ ３００ ｂｐ、７００ ｂｐ、３００ ｂｐ)的 ＰＣＲ 产物混合ꎬ加入天

根生化科技(北京)有限公司２×ＥａｓｙＧｅｎｏ Ａｓｓｅｍｂｌｙ

Ｍｉｘ 试剂盒进行同源重组反应ꎮ 最终成功构建植物

表达载体 ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣２ ０００、ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣
１ ３００、ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣７００ 和 ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣３００
(每个载体分别含 １ 种长度的 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子片

段及 ＧＵＳ 报告基因)(图 １)ꎬ用于拟南芥遗传转化以

分析启动子的组织表达模式ꎮ

ＧＵＳ:β￣葡萄糖醛酸苷酶基因ꎮ
图 １　 用于拟南芥遗传转化的表达载体示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｆｏｒ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

１.７　 拟南芥的遗传转化及阳性植株检测

使用冻融法将 ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣２ ０００、ｐ１３００ＧＮ￣
ＳｌＲＳＰ３￣１ ３００、 ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣７００ 和 ｐ１３００ＧＮ￣
ＳｌＲＳＰ３￣３００ 表达载体及对照载体(ｐ１３００ＧＮ￣３５Ｓ)导入

农杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ菌落 ＰＣＲ 获得阳性克隆ꎮ 挑取农杆菌

阳性单菌落ꎬ于 ２８ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ过夜培养ꎬ之后使用含

有 ０􀆰 ０５％(体积比)Ｓｉｌｗｅｔ Ｌ￣７７ 表面活性剂的 １/ ２ ＭＳ
(含 ５％蔗糖)重悬菌液ꎬ采用蘸花法侵染去顶、剪去已

开放花蕾的拟南芥ꎮ Ｔ０代种子使用 ３０ ｍｇ / Ｌ潮霉素筛

选获得 Ｔ１ 代幼苗ꎬ提取该幼苗 ＤＮＡꎬ使用 ＨＹＧ￣Ｆ /
ＨＹＧ￣Ｒ 进行 ＰＣＲ 检测ꎮ
１.８　 转基因植株的 ＧＵＳ 组织化学分析

Ｔ１代转基因及野生型拟南芥幼苗于含有潮霉素

的 ＭＳ 培养基培养 ２１ ｄꎬ取上述幼苗浸没于 ５００ μＬ
ＧＵＳ 染色液ꎬ置于 ３７ ℃黑暗处染色过夜ꎮ 除去染色

液ꎬ用 ７０％乙醇脱色至野生型叶片呈白色ꎬ使用

ＳｔｅＲＥＯ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ.Ｖ１２ 体视显微镜(德国蔡司公司

产品)拍照ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＳｌＲＳＰ３ 基因表达模式

采用荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＳｌＲＳＰ３ 基因在番茄

根、茎、叶、花、绿熟期果实、破色期果实组织表达情

况ꎬ结果显示该基因在根中表达水平极显著高于在

其他组织中表达水平(Ｐ<０􀆰 ０１)(图 ２)ꎮ 初步表明ꎬ

ＳｌＲＳＰ３ 基因呈现根特异性表达ꎮ

∗∗表示 ＳｌＲＳＰ３ 基因在番茄不同组织中相对表达量与在根中相

对表达量相比差异达极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ２　 ＳｌＲＳＰ３ 基因在不同番茄组织中的表达

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆ ｔｏｍａｔｏ

２.２　 ＳｌＲＳＰ３ 基因的启动子顺式作用元件

为解析 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子的潜在调控机制ꎬ本
研究利用 Ｎｅｗ ＰＬＡＣＥ、Ｐｌａｎｔ ＣＡＲＥ 在线工具对 ＳｌＲ￣
ＳＰ３ 基因启动子序列进行顺式作用元件预测与分析ꎮ
结果表明ꎬ该启动子含有多个基本核心元件(ＴＡＴＡ￣
ｂｏｘ、ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ) 和根特异性表达元件 (ＲＯＯＴＭＯ￣
ＴＩＦＴＡＰＯＸ１、ＲＥＭ２、ＲＥＭ６、ＭＹＣＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ、ＳＵ￣
ＲＥＣＯＲＥＡＴＳＵＬＴＲ１１、ＯＳＥ１ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ、ＯＳＥ２ＲＯ￣
ＯＴＮＯＤＵＬＥ)ꎮ 此外ꎬ其启动子区还包含光响应相关

元件ꎬ如 Ｂｏｘ ４、ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ、Ｇ￣ｂｏｘ(表 ２)ꎮ
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表 ２　 ＳｌＲＳＰ３ 基因的启动子顺式作用元件

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ

元件名称　 　 　 　 序列　 　 序列数量 位置(ｂｐ) 功能

ＣＡＡＴ￣Ｂｏｘ ＣＡＡＴ、ＣＣＡＡＴ、
ＣＡＡＡＴ

１７ －１ ７６７~－１ ７６２、－１ ７６６~－１ ７６３、－１ ７１１~－１ ７０８、－１ ６５１~－１ ６４７、－１ ２２２~
－１ ２１８、－１ １８４~－１ ８１１、－１ １４９~ －１ １４５、－１ １０４~ －１ １０１、－１ １１０~ －１ ０９６、
－９４５~－９４２、－９０４~－９０１、－８６３~－８５９、－８１０~－８０７、－１７９~－１７５、－１５０~－１４６、
－１１９~－１１５、－３５~－３１

启动子和增强子内部通
用顺式作用元件

ＴＡＴＡ￣Ｂｏｘ ＴＡＴＡＴＡ、ＡＴＡＴＡＡ、
ＴＡＴＴＴＡＡＡ、
ＴＡＣＡＡＡＡ、
ＡＴＡＴＡＴ、ＴＡＴＡ、
ＡＴＴＡＴＡ、ＴＡＴＡＣＡ、
ＴＡＴＡＡＡＡ

６０ －１ ９９１~－１ ９８８、－１ ９２６~－１ ９２１、－１ ９２４~－１ ９２１、－１ ９０２~－１ ８９９、－１ ８８８~
－１ ８８５、－１ ８７７~－１ ８７２、－１ ８７６~ －１ ８７３、－１ ８７２~ －１ ８６７、－１ ８７１~ －１ ８６８、
－１ ７３３~－１ ７２０、－１ ６３４~ －１ ６３１、－１ ４２６~ －１ ４２３、－１ ４１８~ －１４１３、－１ ４１７~
－１ ４１４、－１ ３５９~－１ ３５６、－１ ２０８~ －１２０５、－１ ２０８~ －１ ２０３、－１ ２０７~ －１ ２０２、
－１ ２０６~－１ ２０３、－１ ２０４~ －１ ２０１、－１ １８２~ －１ １７７、－１ １８１~ －１ １７８、－１ １３２~
－１ １２７、－１ １３０~－１ １２７、－１ ０７２~ －１ ０６７、－１ ０７１~ －１ ０６８、－１ ０５５~ －１ ０５２、
－１ ０５５~－１ ０４９、－８６０~ －８５５、－８５９~ －８５６、－８５９~ －８５３、－８５２~ －８４６、－８０７~
－８０４、－７９２~－７８７、－７９１~－７８８、－６９４~－６９１、－６９４~－６８９、－６９３~－６８８、－６８２~
－６７８、－６６１~－６５４、 －５８０~－５７７、－４８３~－４８０、－４８３~－４７８、－４８２~－４９７、－４６６~
－４６１、－４６４~－４６１、－４５６~－４５３、－４５２~－４５７、－４５０~－４４７、－３５６~－３５３、－３５６~
－３５１、－２０４~－１９９、－２０２~－１９９、－１９４~－１９１、－７０~－６７、－７０~－６５、－６９~ －６４、
－６８~－６５、－６６~－６３、－４４~－４１

核心启动子元件

Ｂｏｘ ４ ＡＴＴＡＡＴ ８ －１ ８８１~－１ ８７６、－１ ５４７~－１ ５４２、－１ ３１３~１ ３０８、－１ ０７６~１ ０７１、 －６０７~－６０１、
－４０６~－４００、－３８６~－３８０、－３２２~－２１７

参与光响应

Ｇ￣Ｂｏｘ ＣＡＣＧＴＴ １ －１ １６２~－１ １５７ 参与光响应

ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ ＡＡＴＣＴＡＡＴＣＣ １ －３１８~－３１０ 参与光响应

ＮＴＢＢＦ１ＡＲＲＯＬＢ ＡＣＴＴＴＡ １ －１０１~－９６ 组织特异性表达和生长
素诱导必需元件

ＲＥＭ２ ＡＡＴＴＡＡＴＣ １ －６０８~－６０１ 根特异性表达顺式作用
元件

ＲＥＭ６ ＡＧＣＡＣＧ １ －１ ８６０~－１ ８５５ 根特异性表达顺式作用
元件

ＭＹＣＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ ＣＡＮＮＴＧ ４ －１ ４８１~－１ ４７６、－１ ２２２~－１ ２１７、－４７５~－４７０、－１５０~－１４５ 根特异性表达顺式作用
元件

ＳＵＲＥＣＯＲＥＡＴＳＵＬＴＲ１１ ＧＡＧＡＣ ２ －７４７~－７４３、－５~－１ 根特异性表达顺式作用
元件

ＯＳＥ１ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ ＡＡＡＧＡＴ ４ －１ ８２５~－１ ８２０、－１ ３３５~－１ ３３０、－１ １７１~－１ １６６、－８３７~－８３２ 根瘤特异性表达元件

ＯＳＥ２ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ ＣＴＣＴＴ １ －１ ９６６~－１ ９６２ 根瘤特异性表达元件

ＲＯＯＴＭＯＴＩＦＴＡＰＯＸ１ ＡＴＡＴＴ １９ －１ ８８７~－１８８３、－１ ８７０~ －１ ８６６、－１ ８４４~ －１ ８４０、－１ ８２１~ －１ ８１７、－１ ７７７~
－１ ７７３、－１ ６７２~－１ ６６８、－１ ６３３~ －１ ６２９、－１ ４９０~ －１ ４８６、－１ ４２５~ －１ ４２１、
－１ ２８２~－１ ２７８、－１ ２０３~－１ １９９、－１ ００７~ －１ ００３、－７９０~ －７８６、－６８１~ －６７７、
－６６２~－６５８、－５６３~－５５９、－２９８~－２９４、－２０６~－２０２、－１９３~－１８９

参与根特异性表达元件

２.３　 ＳｌＲＳＰ３基因的启动子克隆及植物表达载体构建

　 　 提取番茄叶片基因组 ＤＮＡꎬ以其为模板ꎬ使用

ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ２０００、ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ１３００、ＳｌＲＳＰ３￣Ｆ７００、ＳｌＲＳＰ３￣
Ｆ３００ ４ 个正向引物分别与 ＳｌＲＳＰ３￣Ｒ 引物配对ꎬＰＣＲ
扩增 ＳｌＲＳＰ３ 基因的全长启动子及截短启动子ꎬ分别

获得长约 ３００ ｂｐ、７００ ｂｐ、１ ３００ ｂｐ 和２ ０００ ｂｐ 的条

带(图 ３Ａ)ꎮ
　 　 采用 Ｈｉｎｄ Ⅲ、Ｂａｍ ＨⅠ双酶切 ｐ１３００ＧＮ￣３５Ｓ 并

纯化载体骨架ꎬ与纯化后的 ＳｌＲＳＰ３ 基因的启动子全

长及截短片段同源重组ꎬ并转化 ＴＯＰ１０ꎮ 将菌落

ＰＣＲ 鉴定为阳性的克隆提取质粒ꎬ使用 ＨｉｎｄⅢ、
Ｂａｍ Ｈ Ⅰ双酶切ꎮ 由于 ＳｌＲＳＰ３ 基因的启动子１ ５４０

ｂｐ (－４６０ ｂｐ)处含有 Ｈｉｎｄ Ⅲ位点ꎬ除载体框架外ꎬ
３００ ｂｐ、７００ ｂｐ、１ ３００ ｂｐ 和２ ０００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ 基因的

启动子分别切出 ３００ ｂｐ、４６０ ｂｐ＋ ２４０ ｂｐ、４６０ ｂｐ＋
８４０ ｂｐ、４６０ ｂｐ＋１ ５４０ ｂｐ 条带(图 ３Ｂ)ꎮ 酶切及测

序结果正确的重组子命名为 ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣３００、
ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣７００、 ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣１ ３００ 和

ｐ１３００ＧＮ￣ＳｌＲＳＰ３￣２ ０００ꎮ
２.４　 拟南芥遗传转化

为验证 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子活性ꎬ将相关载体经

冻融法转化 ＧＶ３１０１ 并筛选阳性菌ꎬ采用蘸花法侵

染拟南芥未开放花蕾ꎬ经潮霉素筛选及 ＰＣＲ 验证ꎬ
获得转基因阳性拟南芥(图 ４)ꎮ
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Ａ:全长及截短 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子克隆ꎻＢ:全长及截短 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子表达载体双酶切ꎮ Ｍ:ＭａｒｋｅｒꎬＤＮＡ 相对分子量标准ꎮ Ｈ / Ｂ 代表

Ｈｉｎｄ Ⅲ / Ｂａｍ ＨⅠꎮ
图 ３　 全长及截短 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子表达载体构建

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ⅢꎬＤＮＡ 相对分子量标准ꎻ１:质粒对照ꎻ２~２８:转基因拟南芥植株ꎮ
图 ４　 Ｔ１代转基因拟南芥 ＰＣＲ 分析结果

Ｆｉｇ.４　 ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｓ

２.５　 转基因拟南芥 ＧＵＳ 活性

每个载体采用 １０ 个 ２１ ｄ 苗龄 Ｔ１代转基因拟南芥

株系幼苗开展 ＧＵＳ 组织化学染色ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ
野生型(ＷＴ)植株各器官均未检测到显色反应ꎬ转

ｐ１３００ＧＮ￣３５Ｓ 植株的根、茎、叶均呈蓝色ꎬ而转化全长和

１ ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３基因启动子的植株根中ＧＵＳ 基因强烈

表达ꎬ地上部分基本不表达ꎬ转化 ７００ ｂｐ 和 ３００ ｂｐ ＳｌＲ￣
ＳＰ３基因启动子的植株呈现组成型表达ꎮ

ＷＴ￣１、ＷＴ￣２:野生型植株ꎻＳｌＲＳＰ３￣２ ０００￣１、ＳｌＲＳＰ３￣２ ０００￣２:转化全长 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子植株ꎻＳｌＲＳＰ３￣１ ３００￣１、ＳｌＲＳＰ３￣１ ３００￣２、ＳｌＲＳＰ３￣７００￣１、
ＳｌＲＳＰ３￣７００￣２、ＳｌＲＳＰ３￣３００￣１、ＳｌＲＳＰ３￣３００￣２:转化截短 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子植株ꎻ３５Ｓ￣１、３５Ｓ￣２:转化 ｐ１３００ＧＮ￣３５Ｓ 植株ꎮ

图 ５　 ＳｌＲＳＰ３ 基因全长及截短启动子 ＧＵＳ 表达模式

Ｆｉｇ.５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＵＳ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｄｒｉｖｅｎ ｂｙ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳｌＲＳＰ３ ｇｅｎｅ
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３　 讨 论

根特异性基因启动子的功能解析与应用对作物

遗传改良具有关键作用ꎬ其通过精准调控抗逆基因

在根部的时空表达ꎬ可提升植株养分利用效率及对

干旱、盐碱等非生物胁迫与土传病害的抵御能

力[２１]ꎮ 尽管水稻 ( Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ) [２２￣２３]、 玉米 ( Ｚｅａ
ｍａｙｓ) [２４]、大豆[２５￣２６]等作物中已成功分离多个根特

异性基因启动子ꎬ但番茄根特异性基因启动子的研

究仍滞后ꎮ 本研究基于番茄多组织转录组数据成功

筛选出 １ 个根高特异性表达候选基因 ＳｌＲＳＰ３ꎬ克隆

其全长及截短启动子并替换 ｐ１３００ＧＮ 载体中的

ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子ꎬ通过拟南芥异源转化和 ＧＵＳ 染色

证实其根特异性及表达强度ꎮ
基因的组织特异性表达主要由启动子区顺式作

用元件调控网络决定[２４]ꎮ 本研究对启动子顺式作

用元件的分析结果表明ꎬＳｌＲＳＰ３ 基因的启动子不仅

包含 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ、Ｂｏｘ４、Ｇ￣Ｂｏｘ 等核心启动子元件及

光响应元件ꎬ还包含 ＲＥＭ２、ＲＥＭ６、ＭＹＣＣＯＮＳＥＮＳＵ￣
ＳＡＴ、ＳＵＲＥＣＯＲＥＡＴＳＵＬＴＲ１１、ＲＯＯＴＭＯＴＩＦＴＡＰＯＸ１、
ＯＳＥ１ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ 和 ＯＳＥ２ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ 等多个

根特异性调控基序ꎬ提示该基因通过多元件协同作

用实现根部特异性表达ꎮ Ｇａｏ 等[１６] 通过 ＢｉｏＰｒｏｓ￣
ｐｅｃｔｏｒ、Ｗｅｅｄｅｒ、 Ｈｏｍｅｒ 和 Ｘｔｒｅｍｅ 软件对 ４８９ 个水

稻、２７６ 个拟南芥和 ７２８ 个玉米根特异性基因的启

动子进行顺式作用元件分析ꎬ发现 ＲＥＭ１￣１６ 在根特

异性基因启动子中富集程度显著高于非根特异性基

因启动子ꎬ该结果与 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子中存在

ＲＥＭ２、ＲＥＭ６ 一致ꎬ提示 ＲＥＭ 基序在根特异性调控

中具有进化保守性ꎻ闫强等[２]发现ꎬ大豆中 ６ 个根特

异性 ＧｍＰＲ１ 基因启动子区均存在保守的 ＭＹＣＣＯＮ￣
ＳＥＮＳＵＳＡＴ 元件ꎬ番茄 ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子也含有该

元件ꎬ结合其根部特异性表达特征ꎬ这一发现为 ＭＹ￣
ＣＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ 元件参与根系发育调控提供了跨

物种证据ꎮ
为解析根特异性基因启动子顺式作用元件的功

能ꎬ本研究采用 ５′端缺失法ꎬ构建了包含不同长度

ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子(２ ０００ ｂｐ、１ ３００ ｂｐ、７００ ｂｐ、３００
ｂｐ)且嵌合 ＧＵＳ 报告基因的植物表达载体ꎬ并通过

拟南芥遗传转化进行功能验证ꎮ ＧＵＳ 组织化学染

色结果表明ꎬ２ ０００ ｂｐ 和１ ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ 基因启动

子均驱动外源基因实现根特异性表达ꎬ而 ７００ ｂｐ 和

３００ ｂｐ 的启动子片段则使基因呈现组成型表达模

式ꎮ 薛冬等[２５]研究发现 １１ 个根系特异性表达基因

启动子均含有多个根特异性表达元件ꎬ这类元件正

是介导基因根特异性表达的关键ꎬ该结论与本研究

结果一致ꎮ 不过ꎬ特定顺式作用元件虽是基因组织

特异性表达的必要条件ꎬ但其单独存在并不足以完

全决定基因表达模式ꎮ 例如ꎬＳｌＮＲＴ２ 基因家族中

ＳｌＮＲＴ２.４ 基因启动子依靠根特异性元件的组合实

现在根部特异性表达ꎻ而 ＳｌＮＲＴ２.３ 基因和 ＳｌＮＲＴ２.５
基因虽含有同类根特异性元件ꎬ却因元件的空间排

布、数量差异ꎬ以及与其他调控元件的互作关系ꎬ最
终表现为根、花、叶等多组织共表达[１３]ꎮ 本研究中

同样观察到类似现象:３００ ｂｐ 和 ７００ ｂｐ 的 ＳｌＲＳＰ３
基因启动子区段虽然分别含有 ５ 个和 １０ 个已注释

的根特异性元件ꎬ却呈现组成型表达特征ꎮ 这与

李文静等[２７]的研究发现相呼应———ＧｌｕＣ 基因的全

长启动子具有胚乳特异性表达特性ꎬ而当该启动子

缺失至－９９９ ｂｐ时ꎬ其在茎、叶中也出现了表达ꎮ 上

述结果表明ꎬＳｌＲＳＰ３ 基因启动子７００~ １ ３００ ｂｐ 区域

可能存在促进根特异性表达的顺式作用元件或抑制

非根组织表达的顺式作用元件ꎬ这些元件通过复杂

的调控方式介导基因在根特异性表达ꎮ 后续研究可

采用 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 介导的基序定点敲除技术ꎬ进一

步探究该根特异性基因启动子的核心调控元件ꎮ

４　 结 论

综上ꎬ本研究首次报道了 ＳｌＲＳＰ３ 基因的启动子

为根特异性启动子ꎬ１ ３００ ｂｐ ＳｌＲＳＰ３ 基因启动子在

保持功能完整性的同时显著缩短序列长度ꎬ为多基

因共转化系统提供了更高效的启动子资源[２８]ꎮ 相

较于传统组成型启动子ꎬＳｌＲＳＰ３ 基因启动子的应用

可精准定位抗逆 /养分吸收相关基因在根部的表达ꎬ
避免非靶器官代谢负担[２９]ꎮ 本研究结果丰富了番

茄根特异性基因启动子资源ꎬ为番茄及其他茄科作

物根特异性基因启动子筛选提供了有效策略ꎬ为抗

逆基因工程及多基因共转化系统提供了良好的材

料ꎮ
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