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大豆 GmPＲ10 基因启动子的克隆及序列分析

孟凡姗，范素杰，徐鹏飞，张淑珍

( 东北农业大学 大豆研究所 /大豆生物学教育部重点实验室，黑龙江 哈尔滨 150030)

摘 要: GmPＲ10 基因是病程相关蛋白 PＲ10( pathogenesis-related proteins 10) 在大豆中的同源基因。为探明大豆 Gm-
PＲ10 基因的表达调控规律，应用 PCＲ 技术从大豆抗疫霉根腐病品种绥农 10 号中克隆了 GmPＲ10 基因上游 2 235 bp
的启动子序列 pGmPＲ10，定向替换 pBI121 载体的 CaMV35S 组成型启动子，构建植物表达载体 pBI121 /pGmPＲ10 /
GUS，并转化农杆菌侵染烟草叶盘。GUS 染色结果表明，pGmPＲ10 受聚乙二醇( PEG) 、低温( 4℃ ) 、水杨酸( SA) 、茉莉

酸( JA) 和脱落酸( ABA) 诱导表达，因此推测 GmPＲ10 基因可能参与植物激素调节植物生长发育的过程，以及生物胁

迫和非生物胁迫条件下植物对环境响应的过程。此外，利用 PLACE 和 PlantCAＲE 在线启动子预测工具分析 pGm-
PＲ10，结果表明: pGmPＲ10 含有启动子的一般结构 TATA-box 和 CAAT-box，光应答元件，生长素和细胞分裂素响应元

件，热激元件，低温应答元件，干旱应答元件以及 ABA、SA、JA 应答元件等。
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Cloning and Sequence Analysis of the GmPＲ10 Gene Promoter from Soybean
( Glycine max L. )
MENG Fan-shan，FAN Su-jie，XU Peng-fei，ZHANG Shu-zhen
( Soybean Ｒesearch Institute of Northeast Agricultural University /Key Laboratory of Soybean Biology of Chinese Ministry of Education，Harbin 150030，China)

Abstract: GmPＲ10 was homology with the PＲ10 ( pathogenesis-related proteins 10) gene in other plants. To investigate the
expression and regulation of the GmPＲ10 gene in soybean，the 2 235 bp promoter region of 5'-flanking upstream of GmPＲ10
gene was isolated from the genomic DNA of soybean cultivars Suinong 10 ( with high resistance to Phytophthora sojae in Hei-
longjiang，China) by PCＲ，defined as pGmPＲ10. It was directionally replaced CaMV35S promoter of the expression vector
pBI121. The plant expression vector of pBI121 /pGmPＲ10 /GUS was used to drive expression of the GUS reporter gene in the
pBI121，and the construct was transformed into tobacco leaves by Agrobacterium-mediated transformation. GUS staining results
showed that，pGmPＲ10 activity was highly induced by drought ( PEG) ，low temperature ( 4℃ ) ，salicylic acid ( SA) ，jas-
monic acid ( JA) and abscisic acid ( ABA) . Therefore，it was speculated that GmPＲ10 gene may be involved in the process of
plant growth and development with the regulation of plant hormones，as well as the process under abiotic and abiotic stresses
responses to the environment. In addition，sequence analysis by PLACE and PlantCAＲE revealed that pGmPＲ10 contained
promoter general structure TATA-box and CAAT-box，light response element，auxin and cytokinin response element，heat
shock element，cold response element，drought responsive element and ABA，SA and JA response elements.
Keywords: Soybean; GmPＲ10; Promoter; Cloning; GUS staining

病 程 相 关 蛋 白 ( pathogenesis-related proteins，
PＲs) 是植物防卫反应中用来响应外界多种生物和

非生物胁迫的一类蛋白质的总称［1-2］，系统获得性

抗性( systemic acquired resistance，SAＲ) 是植物抵抗

外界生物和非生物胁迫的复杂防御网络之一，因

此，PＲ 蛋白是植物产生 SAＲ 的重要指标［3-5］。
目前，根据氨基酸序列的相似程度、血清学关

系、生物学活性，PＲ 蛋白分为 17 个家族［1，6］。已有

报道表明，PＲ2( β-1，3-葡聚糖酶类) 和 PＲ3( 几丁质

酶类) 蛋白能够抑制真菌的生长［7-8］，这种响应并不

只局限于病原菌侵染，还包括水杨酸( SA) 、茉莉酸
( JA) 和乙烯( ET) 等防御信号传导分子的诱导［9-10］。
PＲ10 为 类 核 糖 核 酸 酶，被 初 步 认 为 内 源 表 达 的
PＲ10 在 抵 抗 病 毒 上 是 活 跃 的，可 以 降 解 病 毒 的

ＲNA［11-12］。许多研究者分别在生物胁迫( 主要指病

原菌的侵染) 和非生物胁迫条件下 ( 干旱、高盐、植

物激素等) 开展对植物 PＲ10 蛋白功能的研究，如利

用病原物侵染水稻后，OsPＲ10 基因的表达量明显增

加; 茉莉酸、水杨酸、脱落酸、激动素等植物激素和

防御信号分子等作用水稻后，OsPＲ10 基因的表达明

显受到调控［13-15］。为了研究植物防御信号传导网

络，多种植物 PＲ 蛋白启动子序列被克隆，如拟南

芥、番茄、水稻等［16-18］。
目前，关于大豆 PＲ10 蛋白功能的研究报道较

少。本课题组从高抗大豆品种绥农 10 号中克隆了

受疫霉菌( Phytophthora sojea) 诱导后高上调表达的

抗病相关基因 GmPＲ10［19］，并对其功能进行了分

析。GmPＲ10 是 PＲ10 在大豆中的同源基因，而有关
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大豆 GmPＲ10 基因启动子的研究尚未见报道。
本研究克隆了大豆 GmPＲ10 基因启动子序列，

将启动子 /GUS 融合表达载体转化烟草叶盘，并进

行植物激素和防御信号分子的诱导，通过组织化学

显色，揭示启动子参与生物和非生物胁迫反应的功

能和启动表达规律，并利用 PLACE 和 PlantCAＲE 在

线启动子预测工具分析该启动子潜在的顺式作用

元件，为进一步阐明该基因的功能奠定理论基础，

为 GmPＲ10 基因应用于大豆种子的品质改良提供

依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

大豆( Glycine max) 品种为绥农 10 号( 高抗大豆

疫霉根腐病品种) ，由黑龙江省农业科学院提供; 烟

草( Nicotiana tabacum) 品种为 Havana 425，由大豆生

物学教 育 部 重 点 实 验 室 提 供; 试 验 用 大 肠 杆 菌
( Escherichia coli ) 菌 株 DH5α、植 物 表 达 载 体
pBI121、根 癌 农 杆 菌 ( Agrobacterium tumefacieus )

LBA4404，均由大豆生物学教育部重点实验室保存;

限制性内切酶 BamH I 和 Hind III、Ex-Taq、TA 克隆

载体 pMDTM18-T Vector、T4 连接酶购自 TaKaＲa 公

司; PCＲ 引物合成和 DNA 测序均由金唯智公司完

成; 其它试剂均为进口或国产分析纯。
1. 2 方法
1. 2. 1 大豆叶片总 DNA 提取 选取籽粒饱满、无

病斑的绥农 10 号种子，种植于塑料钵中 ( 草炭土 ∶
蛭石 = 2∶1) ，每钵 5 粒，放入人工气候箱中进行常规

培养( 25 ～ 27℃，光照 16 h，黑暗 8 h) 。当幼苗长至

第一簇三出复叶完全展开时，参照张伟等［20］的方法

进行大豆叶片总 DNA 的提取，提取的 DNA 样品保

存于 － 80℃备用。
1. 2. 2 GmPＲ10 基因启动子序列的获得 下载已

登录的 大 豆 GmPＲ10 基 因 核 苷 酸 序 列 ( 登 录 号:

FJ960440) ，在已公布的大豆基因组数据库 Phyto-
zone( http: / /www. Phytozone. net / soybean) 中搜索其

对应区域，查找 GmPＲ10 基因 5'UTＲ 上游 2 000 bp
的序列，并将这部分序列加上 235 bp 的 5'UTＲ 区域

作为本试验研究的启动子序列，标记为 pGmPＲ10。
1. 2. 3 GmPＲ10 基因启动子序列的克隆及分析

利用 Primer Premier 5. 0 软件设计 pGmPＲ10 的 DNA
克隆引物，分别在 5'和 3'端引入 Hind III 和 BamH I
限 制 性 酶 切 位 点。pGmPＲ10 正 义 引 物 P1: 5'-
CCCAAGCTTGCAATATGGACAGCAGGAAGT-3'; pGm-
PＲ10 反义引物 P2: 5'-CGGGATCCATTAATGGAAGAT-
GGAAAATAAAC-3'。取 1 μg 绥农 10 号 DNA 为模板

进行 PCＲ 扩增，PCＲ 反应体系为25 μL: 10 × Ex Taq
Buffer 2. 5 μL、10 mmol·L －1 dNTP 0. 5 μL、10 μmol·L －1

引物 P1 1 μL、10 μmol·L －1 引 物 P2 1 μL、DNA
1 μg、Ex-Taq 0. 13 μL、ddH2 O 定容至 25 μL。PCＲ
程序: 94℃ 预变性 5 min; 94℃ 变性30 s，55℃ 退火
30 s，72℃ 延 伸 2 min，共 30 个 循 环; 72℃ 终 延 伸
10 min。取 8 μL PCＲ 产物经 1% 的琼脂糖凝胶电泳

检测，并将纯化回收后的 PCＲ 产物连接 pMDTM18-T
载体，连接产物转化大肠杆菌 DH5α，转化重组质粒

进行 PCＲ 检测、双酶切鉴定，并测序。实验操作方

法均参照《分子克隆实验指南》［21］。
利用 Neural Network Promoter Prediction 在线软

件预测 GmPＲ10 基因基础启动子; 利用 softberry 网

站( http: / /www. softberry. com) 中的 TSSP 软件，并

结合真核生物启动子序列基本特征，推测可能的转

录 起 始 位 点; 利 用 PLACE ( http: / /
www. dna. affrc. go. jp /PLACE /signalscan. html ) 和
P1antCAＲE ( http: / / bioinformatics. psb. ugent. be /
webtools /plantcare /html) 在线启动子预测工具分析
pGmPＲ10 序列内部顺式调控元件［22-23］。
1. 2. 4 pBI121 /pGmPＲ10 /GUS 融合表达载体的构

建 将测序序列正确的 pMDTM18-T /pGmPＲ10 重组

质粒和 pBI121 植 物 表 达 载 体 分 别 用 Hind III 和
BamH I 进 行 双 酶 切，胶 回 收 pGmPＲ10 片 段 和
pBI121 载体片段，经 T4 连接酶连接后转化大肠杆

菌 DH5α，转 化 重 组 质 粒 进 行 PCＲ 检 测、双 酶 切

鉴定。
1. 2. 5 烟草遗传转化 将构建好的 pBI121 /pGm-
PＲ10 /GUS 融合表达载体利用冻融法转入根癌农杆

菌 LBA4404 中，并参照 Jefferson 等［24］的方法进行烟

草遗传转化。
1. 2. 6 GUS 组织化学染色 农杆菌侵染的烟草叶

盘暗培养 3 d 后，分别用 SA ( 0. 5 mmol·L －1 ) 、JA
( 100 μmol·L －1 ) 、ET( 0. 2% 的乙烯利) 、ABA( 100
mmol·L－1)、GA3 ( 2 mmol·L－1)、NaCl( 150 mmol·L－1)、
PEG( 8% ) 、IAA( 10 μmol·L －1 ) 和 4℃处理 4 h。用

H2O 处理 4 h 的烟草叶盘为对照试验组。将处理后

的烟草 叶 盘 浸 于 含 有 X-Gluc 的 GUS 染 色 液 中，

37℃培养箱中温育过夜，然后取出并转入 95% 乙醇

中脱色 3 次( 除去叶绿素) ，至未进行农杆菌侵染的

烟草叶盘呈白色为止。GUS 组织化学染色试验设

置 3 次重复，每种处理染色 5 片叶盘，用尼康 D700
相机对染色结果进行拍照，并做记录。

2 结果与分析

2. 1 GmPＲ10 基因启动子片段的克隆

以绥农 10 号大豆叶片总 DNA 为模板，结合设

计好的 pGmPＲ10 引物 P1 和 P2，经 PCＲ 扩增后得到

长度稍大于 2 000 bp 的特异性目的片段，与预期片

段 2 235 bp 吻合( 图 1) 。胶回收特异性片段后，构
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建克隆载体 pMDTM18-T /pGmPＲ10 并测序，测序结

果用来进行启动子顺式作用元件分析。
2. 2 GmPＲ10 基因启动子顺式作用元件分析

测序结果表明，本试验利用 PCＲ 技术获得了大

豆 GmPＲ10 基因翻译起始密码子 ATG 上游 2 235 bp
的启动子序列，并记录起始密码子 ATG 中的 A 为
+1位。利用 Neural Network Promoter Prediction 在线

软件预测 GmPＲ10 基因基础启动子，发现在 － 397 ～
－ 446 bp 和 － 81 ～ － 130 bp( 图 2) 存在基础启动子

序列的可能性分别为 0. 86 和 0. 96 ( 值越接近 1 可

能性越大) ; 利用 Softberry 网站 ( http: / /www. soft-
berry. com) 中的 TSSP 软件，并结合真核生物启动子

序列基 本 特 征，推 测 出 可 能 的 转 录 起 始 位 点 是
－ 90 bp处的 A。上游 － 115 ～ － 120 bp 位置含有
1 个TATA-box［25］，即 ＲNA 聚合酶结合位点，它能够

保证转录起始的准确性; － 235 ～ － 238 bp 位置含有
1 个 CAAT-box［26］，主要调控转录起始的频率( 图 2) 。
以上结果表明，GmPＲ10 基因翻译起始密码子 ATG

上游 － 90 ～ － 238 bp 区段为核心启动子区域。

M: DL2000 DNA 分子量标准; 1: PCＲ 产物。
M: DL2000 DNA marker; 1: PCＲ product.

图 1 pGmPＲ10 的 PCＲ 扩增

Fig. 1 Amplification of pGmPＲ10

斜体为 5'UTＲ 区域; 黑体为转录起始位点和翻译起始位点; 阴影为 TATA-box 和 CAAT-box。
Italics region is 5'UTＲ region; Bold are transcription initiation site and translation initiation site; Shadow are TATA-box and

CAAT-box.

图 2 GmPＲ10 基因核心启动子区域

Fig. 2 Core promoter sequences of GmPＲ10

利用 PLACE 和 P1antCAＲE 在线启动子预测工

具进一步分析 GmPＲ10 基因启动子序列发现，Gm-
PＲ10 基因启动子序列中存在多个顺式作用元件
( 表 1) ，其中包括调控 GmPＲ10 基因组织器官特异

性表达的作用元件［27］; 光应答元件［28］; 响应脱落酸

信号的顺式作用元件［26，29］; 响应细胞分裂素信号的

蛋白 结 合 位 点［30-31］; 响 应 生 长 素 的 蛋 白 结 合 因

子［32-33］; 响应水杨酸信号的顺式作用元件［32，34］; 响

应茉莉酸信号的识别序列［35］; 低温应答元件［36］; 响

应干旱的 MYB、MYC 蛋白因子结合位点［37-39］; 热激

元件［40］和 Cu2 + 应答元件［41］等。

2. 3 融合表达载体 PBI121-pGmPＲ10-GUS 的构建

将 22℃下过夜连接的产物转入大肠杆菌 DH5α
感受 态 细 胞 中，选 取 单 克 隆 提 取 质 粒，并 进 行
pGmPＲ10特异引物 PCＲ 扩增，经琼脂糖凝胶电泳及

双酶切检测后表明 pGmPＲ10 已成功连入 pBI121 载

体中，图 3 为 pBI121-pGmPＲ10-GUS 重 组 质 粒 结

构图。
将融合表达载体质粒 pBI121-pGmPＲ10-GUS 转

入农杆菌 LBA4404 感受态细胞中，以转化菌的单克

隆质粒 DNA 为模板进行 pGmPＲ10 特异引物 PCＲ
检测，未转化农杆菌 LBA4404 为阴性对照。结果显



4 期 孟凡姗等: 大豆 GmPＲ10 基因启动子的克隆及序列分析 571

示，转化菌质粒 DNA 能特异的扩增出约 2 235 bp 大

小的片段，说明重组质粒 pBI121-pGmPＲ10-GUS 已

成功转入农杆菌中。

表 1 启动子区域顺式作用元件分析

Table 1 Cis-acting regulatory elements analysis of promoter sequences

基序名称

Motif name
信号序列

Signal sequence
预测功能

Putative function
数量

Number
参考文献

Ｒeferences

ABＲELATEＲD1 ACGTG 脱落酸顺式应答元件 2 ［29］
AＲＲ1AT NGATT 细胞分裂素调节基因 AＲＲ1 结合位点 11 ［30］

ASF1MOTIFCAMV TGACG 响应生长素或水杨酸信号的蛋白结合位点 1 ［32］
CAATBOX1 CAAT 启动子、增强子区域普通顺式作用元件 13 ［30］

CATATGGMSAUＲ CATATG 生长素响应元件 1 ［33］
CCAATBOX1 CCAAT 热激元件 5 ［40］
CPBCSPOＲ TATTAG 响应细胞分裂素信号的蛋白结合位点 1 ［31］

CUＲECOＲECＲ GTAC 铜应答元件 7 ［26］
DPBFCOＲEDCDC3 ACACNNG 响应 ABA 的 bZIP 类转录因子结合位点 1 ［27］

EBOX CANNTG 存在于植物种子特异表达基因的启动子中 2 ［42］
IBOX GATAAG 光调控基因上游保守序列 1 ［28］

LTＲE1HVBLT49 CCGAAA 低温应答元件 1 ［36］
MAＲTBOX TTWTWTTWTT SAＲ 中的特殊元件 11 ［28］
MYB1AT WAACCA 与干旱诱导有关的 MYB 结合位点 1 ［37］

MYBCOＲEATCYCB1 AACGG MYB 核心序列 2 ［38］
MYCCONSENSUSAT CANNTG MYC 识别位点或 ICE1 结合位点 2 ［39］
T /GBOXATPIN2 AACGTG 受 JA 诱导的 bHLH 特别识别序列 1 ［35］

TATABOX TATA 转录起始 － 30 核心启动子元件 7 ［43］
WBOXATNPＲ1 TTGAC SA 诱导的 WＲKY 基因结合序列 3 ［34］
WBOXNTEＲF3 TGACY 创伤诱导的 erf3 基因启动子序列中元件 4 ［44］
WＲKY71OS TGAC W-box 的核心区域 8 ［45］

图 3 pBI121-pGmPＲ10-GUS 重组质粒结构图

Fig. 3 Construction of plant expression vector pBI121-pGmPＲ10-GUS

2. 4 烟草叶盘遗传转化及 GUS 染色

通过农杆菌介导的方法转化烟草品种 Havana
425 叶盘，暗培养 3 d 后，进行植物激素和防御信号

分子的诱导，利用 GUS 组织化学染色法检测 GUS 基

因的瞬时表达强度，观察结果显示，作为对照，未进

行任何胁迫诱导的烟草叶盘( H2O) 在边缘生长点处

有较少蓝色; 经过 PEG、4℃、SA 、JA 和 ABA 处理的

烟草叶盘与对照相比染色程度较深; ET 和 GA3处理

的烟草叶盘与 PEG、4℃、SA 、JA 和 ABA 处理的烟

草叶盘相比染色程度稍浅，但与对照相比染色较

深; 而 IAA 和 NaCl 处理的烟草叶盘与对照相比染

色程度无明显差别( 图 4) 。这些结果表明: 本试验

中克隆的 GmPＲ10 基因启动子有启动功能，且经过
PEG、4℃、SA、JA 和 ABA 处理后启动功能增强。试

验设置 3 次重复，每种处理染色 5 片叶盘，染色结果

基本一致。

1 和 2 分别为两次平行试验的结果。
1 and 2 are two replications.

图 4 pGmPＲ10 转基因烟草不同处理 GUS 植株组织化学检测

Fig. 4 GUS gene expression of pGmPＲ10 transgenic tobacco under different treatments
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3 结论与讨论

真核生物基因的表达调控分为转录前调控、转
录调控和转录后调控等。转录调控依赖于转录因

子和顺式作用元件之间的相互作用来实现，是一个

复杂的基因调控过程［45］。当植物受到外界生物或

非生物环境条件胁迫时，通过一系列的磷酸化反应

等产生信号传递，可以激发转录因子的表达，转录

因子能够特异性结合下游基因启动子序列中的顺

式作用元件，调控下游相关胁迫响应基因的表达，

从而使植物能够适应复杂多变的外界环境［46］。
PＲ 蛋白是在病原菌侵染后，受病原菌、真菌、病

毒和类病毒等诱导生成的一类蛋白质，作为植物自

我防御机制中的一个可诱导组分，PＲ 基因不仅可受

病原体( 包括细菌、真菌、病毒) 侵染所诱导表达，也

受一些内源信号分子 ( 如水杨酸、乙烯、赤霉素、茉

莉酸、H2 O2 ) 诱导表达［47］。本课题组前期研究表

明，GmPＲ10 基因是在实验室构建的大豆抗病品种

绥农 10 号受疫霉菌诱导后差异表达的 cDNA 消减

文库中获得的，该基因受大豆疫霉菌诱导后高上调

表达，同时受 GA3、H2O2、SA 和 ABA 诱导表达［19］。
本研究选取 GmPＲ10 基因 5'UTＲ 上游 2 000 bp 的

序列，并将这部分序列加上 5'UTＲ 的区域作为启动

子序列进行了研究。利用生物信息学分析手段，对

启动子进行了结构预测，发现 GmPＲ10 基因启动子

序列中存在响应水杨酸、茉莉酸、细胞分裂素和脱

落酸等激素的多个顺式作用元件，因此推测，在环

境胁迫下，大豆各种内源激素含量的变化可能会通

过启动子区域上的这些顺式作用元件影响 GmPＲ10
基因在转录水平上的表达，进而通过水杨酸和茉莉

酸所介导的信号路径调控大豆的防御进程。
目前，大豆中关于诱导型启动子的鉴定和分析

的报道还比较少。Chai 等［48］研究发现大豆 GmaP-
PO12 基因受大豆疫霉菌诱导表达，进一步分析发

现 GmaPPO12 基因启动子区域中含有多个抗病相

关的转录因子结合元件，同时，烟草叶片瞬时转化

后 GUS 染色结果表明 GmaPPO12 基因启动子活性

强于大豆 GmaPＲ1a 基因启动 子 活 性。本 研 究 中

GUS 染色结果进一步表明，经过 PEG、4℃、SA、JA
和 ABA 处理的烟草叶盘染色程度较深，ET 和 GA3

处理的烟草叶盘染色程度稍浅，且均比对照染色

深，这说明克隆的 GmPＲ10 基因启动子有启动功能，

且经过 PEG、4℃、SA、JA 和 ABA 处理后启动功能增

强。外源 SA 和 JA 可以增强 GmPＲ10 基因启动子

驱动的 GUS 活性，也说明 GmPＲ10 基因介导的大豆

疫霉根腐病抗性可能依赖于 SA 和 JA 信号通路，但

具体机制有待进一步研究。
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