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转基因植物启动子的化学诱导 ，(r 2-- 

／ ’ 
国科学院等蒜 ； 磊纳粥。， 

研究活体内基因功能最有效的方法是当 
某一特定基因产物的水平发生改变 时，通过 
分离突变体或构建转基因植株分析其表型。 
但反义 RNA或一些显性负性蛋 白的表达能 
够引起有功能的基因表达产物的减少。若在 
实验过程 中获得某种功能，则基因表达产物 
量的提高就提供了较有价值的信息，且通过 
改变了分子特征的基因表达产物可以研究细 
胞的调控机制。 

若使基 因的活动处于可逆及暂时能精确 
调控 的方式就使得上述研究基 因功能的方法 
更为有效。在转基因的表达参与植株再生过 
程的情况下 ，就必须应用可调控系统。可调 
控的启动子不仅能研究不同发育阶段基因产 
物的功能，还能使得诱导动力学与表型相适 
应 ，从而分辨出转基 因表达的初级及次级效 
应。 

较为理想的状况是在未诱导情况下，可 
被化学物质诱导的启动子仅有较低的本底活 
动水平，而在诱导状态时则有较高水平的活 
力，且后一条件为必须。在任何情况下，诱导 
荆应只影响转基 因的表达 ，所 以内源启动子 
不能符合这一要求。而倾 向于使用来 源于进 
化关系较远的生物，如酵母、大肠杆菌、果蝇 
或哺乳动物等的调节元件。这些 因子的特征 
较为明显 ，并对植物通常不能遇到的信号起 
答反应 。基于以上基础存在两种不同的基因 
调控模式：阻遏型启动子系统、激活型启动子 
系统。 

1 阻遏型启动子系统 

阻遏原则建立在阻遏蛋白与转录相关蛋 
白在空问构型相互作用基础上，这种机制在 
细菌中较为普遍。但在高等真核生物中则相 
对较少 ，而存在较多 的是通过蛋白质与蛋 白 
质相互作用对转录机制进行激活或抑制的调 
节。依据原核生物的模式，两种细菌的阻遏 

子／操纵子系统(Lac及 Tet)被应用于调控 
RNA聚合酶 Ⅱ启动子的活性。1988年 G咖 
等报道了在瞬间检测中第一次成功地应用细 
菌阻遏蛋白来调控修饰过的花椰菜花叶病毒 

(CBMV)35S启动子‘lJ，其 中太肠杆菌 T玎10编 
码的 Tet---阻遏蛋 白因少量 四环素 的存在而 
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失去了结合 DNA的活性【2J。由于四环素很 
易进人真核生物细胞而不需要特异的吸收系 
统，所以在实验室的研究实验中较为合适。 

系统 分 析 阻 遏 子 操 纵 子 复 合 物 在 

CaMV35S启 动 子不 同位置 的效应L，， ，C,atz 
等设计成可被严格抑翻的 CaMV35S启动子， 
其中包 含 3个 Tet操 纵子，一个在 TATA~  
的上游并与之相邻，另二个在 TATAh 的下 
游L5J。由于阻遏子要与可形成转录起始复合 
物的多种蛋白质进行竞争，因而阻遏的效应 

依赖于细胞内较高的阻遏蛋 白浓度‘6|。在转 
基因烟草中用四环素诱导启动子的表达可提 

高几百倍L5J，而且将四环素加人营养液中从 
而在植物生长过程 中于整株植物水平上进行 
诱导是最为有效的 J。但在担南芥菜 中无法 
成功地建立该 系统 ．可能的原 因是其所需要 
较高的阻遏蛋 白浓度无法为植物体所承受。 

这一现象也存在于哺乳运动细胞‘|J。过量表 
达细菌 Tet阻遏蛋 白的转基 因番茄在较合适 
的生长状况下比对照组生长得缓慢。加人四 
环素可逆转这种效应，表明阻遏蛋 白仅在为 
DNA结合构象时才是有害的。 

早期研究 曾致力于应用 hc阻遏子／操 

纵子系统以异丙基 一B—D一硫代半乳糖昔 
( Ic)诱导基因表达，并取得 了理想的效 
果‘9J。hc系统 中hc阻遏蛋白(L丑cI【)与 h． 
田 结合后 ，转录起始复合物不毖形成 。无法 
开启转录。用 Ic进行诱导，使 Lad)转录 
活性升高。L∞ 操纵子被插到叶绿素 &，b结 
合蛋白(CAB)启动子的TATA盒的附近，井已 
稳定地整合到烟草植株的基因组中，但诱导 
仅是在原生质体中而非整个植株水平。 

2 激活型启动子系统 

用来蔼c于其它高等真核生物的转录澈活 
因子也可以构建化学物质可诱导系统。比如 
哺乳动物的糖皮质激素受体，仅在类圈醇存 
在下激活真核生物细胞转录。在瞬间转化的 
烟草细胞中，存在于 TATA~ 上游，含有 GR 
结合位点的靶启动子的转录严格地依麓于地 

塞米松的存在HDJ。在已稳定转化的拟南芥 

菜中加人这种调节元件却不起作用【“J。但 
是若受体的配体结合区与水稻的转录因子 R 
相融合则得到可受类固醇诱导的受体(f卜  
㈣ ，其调节的原理 在于类 固醇 的结合 区与 
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热休克蛋白 Hsp70相互作用而使 R—CR融 

合蛋白得以在胞质中存在。u0讯等L“J将 R 
— GR融合蛋白转化至拟南芥菜突变体(矩) 
中，井与水 稻转 录因子 R起互 补作 用。这 
样，将类固醇结合 区与在植物启动子中不存 
在结合位点的转录激活因子相融合，则构建 
成受类固醇诱导的表达系统。 

另外 ，来源于酵母的 ACE1也是 依赖 于 
配体的转录激活因子，Mett[12J等证明在转基 

因植物中 AcEl依靠铜来调控适当的靶启 动 
子的转录活性 ，但铜会参与植物其它的生理 
过程，所以其特异性不强。 

第三种策略是将具有转录活性的转录激 
活区与细菌的抑制蛋 白如 LacR及 TetR相融 
合。太肠杆菌转座子 'In10中 'let阻遏因 子 
(TetR)能与Tet操纵因子序列(t咖)结合而阻 
断操纵 子转录 ．四环 素抗 性基因不 能表达。 
四环素存 在时 ，则与 TetR结合，使 后者不能 
与 Teto结 合 ，转 录启 动。基于 上 述 原理 ． 
C,ossea等将单纯疱诊病毒蛋 白 IrPl6的反式 
激活区与 TetR相融合 ．得到四环素调控的转 
录激活因子 (tetracycline transcdptional activa． 
tot，tTA)。若将舍有 7个 teto序列的靶启动 
子置于最小启动子 (人巨细胞病毒启动子的 
--

53到 +75区间)的下游，其下游接被研究 
基 因就能够由 frA调控基因表达。在四环素 
存在对，四环素与 TetR作用，使 tTA蛋白构 
型发生变化 ，不与 Teto结合，从而关 闭下游 
基因的转录。这一启动子系统在已稳定转化 

的HeLa细 胞和 转基 因植 物 中均 已发挥作 
用_】 。由于使用依赖 tTA的启动子后，仍能 
够分析个别基因 mfLNA及其所编码蛋白的衰 
减速率，从而具备了放线菌素--D，放线菌酮 
等转录抑制物所不具备 的优点．ITA系统已 
被成功地转入拟南芥菜及苔类 p}IyBcorr rella 
patens，且未表现出基因沉默Ll4J。但基于 tTA 

的系统仅能达到诱导系统所达 到水平 的 
30％，并随转基因植物逐渐长成．诱导水平渐 
趋下降。 

C,ossea＆ Bujan：lL 和 WeL,mmn等“ 认 
为 ，高等真核生物转录的严格调控应通过激 
活启动子获得，而不是抑制启动子。其原 因 
多半是转录激活子容易进人靶位点 ．而阻遏 
蛋白要与内源的转录因子竞争结合位点。尽 
管如此，基于抑制原则应用 Tet阻遏蛋 白在 
锥虫 中进行基因表达 的调控与对照可相差 3 

个数量级ⅢJ。tTA系统在四环素存在下仅有 
低水平的表达为 tTA系统 较为诱人的优点。 
但运用此系统进行实验研究，需将转基因植 
株长时间在四环素条件下培养以使转基因沉 
驮，而在有光条件下，四环 素不稳定 ，因而这 
一 过程较为耗时。并且为诱导转基因的表达 
需将植株转入无四环素的培养基 ，但使四环 

素失去效力，较四环素的吸收要慢，因而又限 
制了诱导动力学的应用。 

3 内源的化学物质可诱导启动子 

一 些植物本身存在可被化学物质诱导的 
启动子。激素、硝酸盐、碳水化合物和植物防 
御反应的激发子(elicitom)均可用来诱导基 因 
表达，但由于它们在植物体内引起的多重效 
应使其相对应的启动子不适合用于研究活体 
内基因的功能。而且能够改变植物生长和发 
育的物质也不能作为以应用为 目的诱导剂。 

水杨酸 (Salicyfic Acid，SA)及其衍 生物 
能够应用于田问来诱导转基因，相应 同时诱 
导出的植物防御反应基因的表达也对植物保 
护有很大益处。水杨酸作为植物抗病反应的 
重要信号分子 ，涉及井参与植物系统获得性 

抗性反应 J。可 以用台有报告基因与病理 
发生相关蛋白基因启动子相融合的嵌合基因 
来分析 sA对 基因表达 的诱导，其中病理发 
生相关蛋白包括 PR—la、PR一2、PR一3、PR 
一 5及富含甘氨酸 的蛋白。其 中研究较为清 
楚的启动子是来源于烟草的PR—la启动子 ， 
对 PR—la启动子 5‘一末端缺失分 析表 明： 
在转录起始位点上游 643—689bp之间存在 
一 种重要的 SA应答元件。将 一625bD到 一 
902bp区融合到 35S核心启动子可以提高 sA 
的诱导性_l7J。研究结果的相 同点是 ：启动子 

中 一300bp和 一700bp之间存在一个或更多 
的元件为 sA高水平诱导所必须。PR—h启 
动子已被用于诱导转基因植物苏云金芽孢杆 
菌 8一内毒素 的表达_嵋J。PR al启动子最 
为适宜的诱导剂是最新报道 的化合 物 BTI-I 

(Benzothiadiazole) J。SA和 INA(2．6一氯异 
烟酰胺)也是潜在的诱导荆 ．但它们起效应的 

浓度对农作物有一定的伤害L驯。相 比较而 
言，BTI-I却并不显示出植物毒性。BTI-I施于 
叶子 l2ll后，PR—h启动子即开始反应 ．3d 
后达到最高活性，处于诱导水平的 mRNA可 
持续至少 20d，较 sA或 INA有更持续的反 
应L2 ，并且 GUS活性被诱导至 100倍，而相 

同条件下用 sA诱导仅有 l0倍。因为 sA仅 
引起其处理的叶片组织部位的基因表达，所 
以它用作局部诱导，而 BTI'I则可通过植物 系 

统进行循环而于整株水平诱导。 
安全剂经常被释放至环境中来减少除草 

剂对植物的危 害，它们主要是通过提高谷胱 
甘肽 一S一转移酶 (ghtathioue一8一曲nB妇日8 

eB，GSTS)的活性来加快除草剂的代谢。不同 
筒 ’基因的启 动子 具有不 同的本 底表达水 
平 ，并 对 应 于 不 同 的 刺 激 物 质 进 行 应 
答_丑，到。只有施用 了除草剂之后才嫩检 
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到水稻的对应于 GST一27的转录物L23J，而来 
源于激素、环境及生理上的刺激物质都不能 
提高 G 一27的水平 ，说 明该类启动子是有 
相对特 异性 的。而同样编码 Gsr的大豆 的 
Gm ，4基因却能被相对大范围的化学试剂所 
激活而转录，其 中包括重金属 、植物生长素、 
水杨酸等及温度上升等外界条件【22J，所以其 
活性可以在大田状况下因偶然因素而有所提 
高。 

调控基因表达的系统的适应性最终由其 
应用来衡量。迄今还未发现研究活体内基因 
功能的最理想系统。当前最为先进的系统是 
依赖于四环素的表达系统，并 已进行科 研及 
应用。但四环素的诱导系坑因其表达泄露的 
不足在有致死基 因参与时就不能用于实验研 
究 ，而且该系统不能运行于拟南芥菜 中。基 
于 t—TA基础上的四环素抑制系统 ，由于其 
诱导动力学的困难也使其应用受到限制．但 
是进一步发展用 Tet调节的系统仍有一定的 
前景，并会越来越成熟。 
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2 f) 玉米转座子、GBSSI基因及表 研究进展 、。／ 

I -， 巴 仅7 
I (1．宁夏大学生物系，宁夏 银川750000；2．宁夏农业学校，宁夏 银川75oooo) 

与淀粉结合的淀粉合成酶(GBSSD基因 的基因。玉米中GBSSI基因因其突变形成等 
又叫做腊质基因(Wx)，是在小麦、水稻、玉 位基因是由转座子诱发形成的，对转座子及 

t 日期：l9辨一12—13 

年来停止不前的单产提高问题及淀糟品质改 
良起着至关重要的作用。 
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