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摘要  利用 GUS 基因及 TMV-RNA 非翻译区序列构建了 4 种 GUS 基因的植物表达载体 即

pBG437, pBG438 pBG440 和 pBG440 NOS. 在这 4 种表达载体中带双增强子的 35S 启动子的

下游分别由 GUS-NOS -GUS-NOS -GUS-3 UTR-NOS 和 -GUS-3 UTR 组成 4 个不同

的表达框架. 转基因烟草 GUS活性检测表明 转 pBG440植株的 GUS活性是转 pBG437的 5倍

是转 pBG438的 1.6倍 转 pBG438的 GUS活性是转 pBG437的 3.2倍 转 pBG440 NOS 的植

株均没有检测到活性. 在前 3 组植物之间 GUS 表达水平的差异达显著水平. 同样载体在另一种

烟草中进行瞬间表达的结果与上述基本一致. 以上结果在整体植株水平上证明 片段能显著提高

外源基因的表达水平 但与用原生质体体系所得的结果有所不同 在转基因植物中 3 UTR 似乎

不能起 poly(A)的作用 也不能作为转录终止子. 片段与 TMV 3 UTR 区共同作用时 提高外

源基因表达水平的效果更好.

关键词  TMV-RNA非翻译区  GUS基因  转基因烟草

离体细胞体系研究结果表明 许多真核生物包括病毒 mRNA 的非翻译区(UTR)可以通过

影响 mRNA 的稳定性和翻译效率对调节蛋白表达水平起着重要的作用. 烟草花叶病毒(TMV)

是一种能在烟草及其他寄主植物中高效表达的 RNA 病毒 其 RNA 的 3 端 UTR形成具有复

杂高级结构的 5 个假结(pseudoknot). 在 3 未端的两个假结形成一个类似 tRNA 的尾巴 这

是病毒复制必需的. 紧接这个区的上游是另外 3 个假结(UPD). 这种现象存在于多种植物病毒

中 如雀麦花叶病毒和芜菁花叶病毒[1]. Gallie[2]用原生质体体系研究表明 TMV3 UTR中 UPD

的主要作用是提高翻译效率 其机理与真核生物 mRNA 的 poly(A)的作用机理相似. 他推测

在植物中普遍存在的一种 102 ku的蛋白可以结合 UPD 起到类似 poly(A)结合蛋白的作用. 3

末端类 tRNA 区对充分发挥 TMV 3 UTR 的功能也是必需的 它类似 tRNA 的高级结构及

性质可能是其发挥增强翻译功能的主要原因[1].

TMV-RNA 中 5 端的 67 bp 非翻译前导区和 205 bp 的 3 端 UTR 有协同作用 能进一

步提高病毒 mRNA 的翻译效率. 在多种真核生物细胞体外表达体系中 TMV 片段都能提

高外源基因的表达 [3, 4]. 这种增强表达的作用不依赖于任何病毒基因的产物 并且在双子叶植

物细胞中的作用比在单子叶中强[5]. Sleat 等人[6]认为 片段减少了 mRNA 的二级结构 使得

40S 核糖体亚基更容易在 5 端运动以寻找转录起始位点 并可能使 5 末端与起始因子的相

互作用加强 因而 TMV 片段对翻译有增强作用. 但以上有关 TMV-UTR 区对外源基因表

达影响的研究结果都是在离体细胞表达体系中得到的 研究 TMV 非翻译区对嵌合基因在整

体植物中表达的影响将会更准确地反映 UTR 在体内的真实作用 但这方面的结果还未见报

道.

本文研究 TMV-RNA 非翻译区对 GUS 基因在整体植物中表达水平的影响 希望对进一
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步了解植物病毒 UTR区功能及构建植物高效表达载体提供依据.

1  材料与方法

 ( ) 菌种.  宿主菌 Escherichia coli DH5α 克隆载体 pUC19和根癌农杆菌(Agrobacte-

rium tumefaciens)LBA4404为本实验室所存 含有内含子的葡萄糖醛酸糖苷酶(GUS)基因的质

粒 p35SGUSINT 为国际农业分子生物学运用研究中心(CAMBIA)的 Jefferson 教授惠赠 二元

表达载体 pBin437和 pBin438 为本实验室构建 TMV 外壳蛋白的 cDNA克隆 pGT114为本实

验室以前研究的结果.

( ) 植物.  瞬间表达用温室培养的长到 10~12片叶的本明烟(Nicotiana benthamiana). 无

菌培养的烟草 NC89 植株长到 4~5叶时即可用于转化实验.

( ) 生化试剂及寡核苷酸引物.  限制性内切酶 连接酶和 DNA修饰酶为 Gibco BRL等

公司的产品 DNA 测序盒为 Pharmacia 公司产品 α-35S-dATP 购自 NEN 公司 4-甲基 7-羟

基香豆素(4-MU)和 4-甲基 7-羟基香豆素葡萄糖醛酸(MUG)为 Sigma 公司产品 PCR 引物由

上海生物工程公司合成.

( ) 4种 GUS基因植物表达载体的构建和根癌农杆菌转化.  pBin437及 pBin438 的构建

见文献[7, 8]. DNA的酶解 连接 克隆及克隆筛选按常规方法进行. DNA序列分析按测序盒

厂家提供的方法进行. 双元表达载体向根癌农杆菌 LBA4404 直接转化按文献[9]进行. 由于

TMV 3 端 UTR在第 4 个假结中存在一个潜在的 poly(A)加尾信号 AATAAA 为了确定这个

po1y(A)加尾信号能否发挥 poly(A)信号的功能及 3 UTR 能否代替 poly(A), 设计了一个没有

终止子的二元植物表达载体 pBG440 NOS. 含有内含子的 GUS 基因在植物表达载体中的表

达框架见图 1. 经酶切和 PCR确定其结构正确后即转入根癌农杆菌 用于烟草的转化.

( ) 根癌农杆菌介导的嵌合 GUS 基因的瞬间表达 .  将一个根癌农杆菌单菌落接种到

5 mL LB(含卡那霉素 50 µg/mL)培养基中, 在 28  300 r/min 下, 摇床培养过夜. 取上述菌液

1 mL 加到 50 mL同样培养基中 28  300 r/min摇过夜. 然后在 4 , 4 000 r/min离心收集

图 1  嵌合 GUS基因表达载体的结构
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菌体 再将菌体悬浮 使最终浓度至 A600为 1.5 静止放置在室温下 3 h. 在同一植株的不同

叶片上分别注射 4 种根癌农杆菌溶液 使根癌农杆菌液浸润整个叶片 以 LBA4404 菌悬液

为空白对照. 3~5 d内按文献[10]的方法检测注射过的叶片蛋白提取液的 GUS比活性.

( ) 根癌农杆菌介导的烟草转化和再生 按文献[9]进行 分化培养时卡那霉素(Kn)浓度

为 300 µg/mL 生根培养时为 150 µg/mL.

( ) 转化再生植株的 PCR检测 烟草 DNA的提取按文献[8]进行 取 l µL (约 20 ng)烟

草 DNA 用 NOS 正链引物 (5 CGCGGTGTCATCTATGTTAC)和 GUS 负链引物 (5

ATCGAAACGCAGCACGATAC) 按常规方法进行 PCR和电泳检查分析.

( )  GUS酶活性测定  按文献[10]进行 蛋白浓度的测定用 Bio-Rad Protein 测定液

按厂家提供方法进行.

2  结果

2.1  嵌合 GUS基因的瞬间表达

用根癌农杆菌注射本明烟叶片后检测嵌合 GUS 基因的瞬间表达情况 所得结果应是反

映一群被转化的细胞中 GUS 活性的平均值 这对比较外源基因的表达效果有较为可信的参

考价值. 4种嵌合基因的瞬间表达结果如图 2所示. 从图 2可以看出 转 pBG440的叶片 GUS

表达效果最好 平均比活性是转 pBG437 的 6.6 倍 是转 pBG438 的 1.4 倍 转 pBG438 的是

转 pBG437的 4.7倍. 实验中发现相同结构的嵌合 GUS基因在不同植株上表达水平差异很大

这可能是不同植株生理状态不同 转化效率差别大造成的. 另外 同一植株不同位置的叶片

表达效果也有差异 但是差异并不显著. 实验中在同一植株不同位置的叶片上注射含不同嵌

合 GUS 基因的根癌农杆菌菌液, 以及在不同植株上取相对相同位置的叶片注射不同的农杆菌

菌液, 以减小系统误差. 这 4 种表达载

体中的 GUS 基因在不同植株中表达水平

有很大差异 . 虽在所测植株数有限的情

况下不宜进行统计分析 但基本趋势是

一致的 即如图 2所示 每株中 GUS 基

因的表达活性都是转 pBG440 pBG438

pBG437, 转 pBG440 NOS 检测不到

GUS 活性. 这一结果也反映了用农杆菌

介导的瞬间表达方法所得结果是稳定可

靠的.

2.2  在转基因烟草中 TMV UTR对 GUS基因表达的影响

对部分表达 GUS酶活性的再生植株进行 PCR检测 每种随机取 20个样, PCR均为阳性

取 pBG440 NOS 植株检测 80%的植株 PCR 为阳性. PCR 检测结果 资料略 初步表明可

以表达 GUS活性的植株或 80%以上的转化再生植株为转基因植株.

可能由于 GUS 基因在烟草基因组中插入位置的不同 或不同植株之间生理状态不同

造成个体之间表达水平差异很大. 通过扩大样本量 可使得系统中单个样本对结果的影响减

图 2  4种不同结构的 GUS基因瞬间表达的平均活性
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小 取得更为准确可信的结果. 本实验共获得 pBG437转基因 50株 pBG438的 95株 pBG440

的 116 株 pBG440 NOS 的 80 株. 对每一植株进行 GUS 比活性测定后, 获得有 GUS 活性

表达的 pBG437为 33株, 占总再生植株的 66 ; pBG438为 50株, 占 53 , pBG440为 81株, 占

70%. 转 pBG440 植株中 表达 GUS 活性的

植株比例稍高于其他类型的比例 可能是这

一类型的 GUS基因的表达水平高造成的. 但

总的看各类型植株中表达 GUS 活性的植株

占总再生植株的百分比差别不大 表明 4 个

构建的转化条件较一致 转化效率相近 . 转

pBG440 NOS 的植株虽 PCR 为阳性但没有

检测到 GUS 表达. 不同表达水平的转基因

植株在各组转基因植株中所占的比例见图 3.

从图 3可见, 转 pBG440的烟草 GUS 活性高

表达的 (>30 pmol MU/(min µg)) 所占的比例最大 转 pBG438 的 GUS 活性高的植株占的

比例高于转 pBG437的烟草 在 GUS低水平表达的植株 1~10 pmol MU/(min µg) 中 转

pBG437的比例最高 转 pBG440的最低. pBG437等 3组转基因植株 GUS平均表达活性差异

的统计分析结果列于表 1. 从表 1 可见, 转 pBG440 的平均 GUS 比活性最高 是转 pBG438

的 1.6 倍 是转 pBG437 的 5 倍 转 pBG438 的平均 GUS 比活性明显高于转 pBG437 的 是

转 pBG437 的 3.2 倍. 在 t 检验中与 t 0.05值相比 3 组转基因植株表达的 GUS 平均活性之间

的差异均达显著水平. 这表明 3 组表达水平的差异是基因的不同结构所致 而不是个体差异

造成的.

表 1  GUS表达水平差异检验 (t检验)a)

差异显示 (t)

P = 0.95,  t 0.05=1.98<| t |  表达载体 植株数 GUS平均活性

pBG437 pBG438 pBG440

pBG437 33   7.987 75 * 4.894 58

pBG438 50 23.341 4 3.325 22 *

pBG440 81 36.693 7 * 2.435 08

a) GUS活性单位 pmol MU/(min µg).  * 表示差异显著; −表示不显著

3  讨论

Dowson 等人[3]在原生质体瞬间表达体系中 将 TMV 的 5 UTR 的 片段加到 CAT 基因

和 GUS 基因 5 端 可以提高报道基因的表达 4~6 倍. Gallie[2]用烟草原生质体电转化实验证

明 添加 TMV 片段到 CAT, GUS, LUC基因转录物的 5 端 可分别提高表达 33, 21和 36

倍. 在我们用农秆菌介导的瞬间表达和转基因烟草实验中 转 pBG438( -GUS-NOS)的 GUS

基因的平均表达水平分别是 pBG437(GUS-NOS)的 4.7 和 3.24 倍(图 2, 表 1), 这表明在嵌合基

因的 5 端添加 TMV 片段可以明显提高外源基因的表达. 从而证明在整体植物中 TMV 

片段对外源基因的表达确实有增强作用 但增强的程度与 Gallie[2]在原生质体体系中得到的

结果有较大差别 用整体植物所得结果更能反映该调控元件在体内的真实作用.

有 TMV 片段和 3 UTR 同时存在的表达载体 pBG440 在瞬间表达和转基因植物中

图 3  转基因烟草 GUS活性的分布
1 pBG437, 2 pBG438, 3 pBG440
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GUS基因都获得了最好的表达效果. 这表明整合状态下 TMV 3 UTR对报道基因的表达也有

一定的增强作用 当 TMV 3 UTR 和 片段同时存在时 能进一步提高外源基因的表达(见

图 2, 表 1). 这一在整体植物中的结果与 Danial 等人[11]在体外原生质体表达体系中所得的结

果基本一致.

在 GUS 基因的 3 端去掉 NOS 终止子, 仅有 TMV 3 UTR 单独存在时(pBG440 NOS)

不能有效地表达 GUS报道基因 所以推测 TMV 3 UTR不能替代转录终止子 TMV 3 UTR

中潜在的 poly(A)信号也不能起到正常的添加 poly(A)尾的作用. 这再次表明 poly(A)的添加不

仅需要 poly(A)信号 其他一些旁侧序列也是必需的[12,13]. 在整合状态下 TMV3 UTR 和

片段提高外源基因表达的作用依赖于 poly(A)的存在 正常的 poly(A)加尾是它们发挥作用的

前提. 这再一次证明了 poly(A)尾对真核 mRNA 的稳定性以及对翻译的效率都有至关重要的

作用. 改变 poly(A)信号或其他相关序列将会影响转录的正常终止 使得 poly(A)的加尾不正

常 从而会严重影响 mRNA的稳定性及蛋白的正常表达.

本实验从瞬间表达和转基因植物两个方面 对 TMV-RNA 的非翻译区对嵌合 GUS 基因

在整体植物中表达的影响作了较系统的研究 证明在整合状态下 TMV-RNA 的 片段和 3

UTR 区可以明显地提高外源基因的表达水平 . 同时所构建的植物表达载体在植物基因工程

研究中将会发挥重要作用.
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