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水稻 Xa1 基因启动子的克隆及功能分析
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　 　 摘要:Xa1 是一个能对日本白叶枯病优势小种(小种 1 号)产生专化性抗性的 R 基因,虽已有该基因克隆、表达和功能方

面的研究,但对其表达调控分子机制还不很清楚。 本研究利用 Xa1 启动子与 GUS 报告基因的转基因 T1 株系,研究了 Xa1 启

动子的时空表达及对不同外源激素的应答特征。 结果表明,Xa1 启动子驱动的 GUS 基因在水稻根中的表达量明显高于茎和

叶,且在根部的中柱区 GUS 的表达量明显高于周围组织;在外源 MeJA 作用下 GUS 的表达显著增强,在 SA 和 ABA 处理下也

有一定程度的增强,这些结果暗示 Xa1 的抗病作用与其在根系中柱的组织特异性表达存在一定的相关性,MeJA 对 Xa1 启动

子的活性起重要的调控作用。
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Abstract:A bacterial blight resistance gene,Xa1,confers a high level of specific resistance to race 1 strains of
Xoo in Japan. The molecular mechanism of expression regulation of Xa1 is obscure,though it was cloned and its ex-
pression and function were studied. In this paper,we analyzed the temporal and spatial expression and different hor-
mones inducibility of Xa1 promoter,in the T1 generation of transgenic rice by fusing Xa1 promoter with a reporter
gene GUS. The results indicated that GUS expression driven by Xa1 promoter in roots was higher than in stems and
leaves,especially strong in filling post of roots. GUS expression was increased significantly treated by MeJA and in-
creased slightly by SA and ABA. These results suggested that the resistance of Xa1 was related to its tissue-specific
expression in filling post. MeJA played a critical role in activity regulation of Xa1 promoter.
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植物在长期的进化中发展了对病原菌的诱导抗

性,由彼此相互关联的 PTI(PAMP-triggered immuni-
ty)和 ETI ( effector-triggered immunity) 组成[1], PTI
是由病原菌关联的保守的分子信号( pathogen / mi-
crobe-associated molecular patterns, PAMP) 所激活,
是非寄主抗性。 植物在与病原菌的协同进化过程中

又发展了 ETI,它由抗性基因(R)编码蛋白与特异

性受体蛋白识别并激活下游的高效防御反应。 对

ETI 的开发和利用是水稻抗病分子机制和遗传改良

研究的主攻方向[2]。
水稻是世界上最重要的粮食作物之一,水稻生

产关乎人类粮食安全。 白叶枯病是水稻主要病害之

一,常造成水稻严重减产和米质下降[3]。 人类对水

稻抗白叶枯病的分子机制进行了大量的研究,已经

报道的白叶枯病抗病主效基因有 30 多个,其中 Xa1
是一个能对日本的白叶枯病优势小种(小种 1 号)
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产生专化性抗性的 R 基因,编码产物为由 1802 个

氨基酸组成的胞质蛋白,含有 NBS-LRR 功能域,但
没有明显的跨膜结构域[4-5],Xa1 是诱导型的抗病基

因,能够被创伤或病原菌胁迫所诱导,其表达量的增

加可提高 Xa1 与无毒基因互作的效率,提高水稻对

白叶枯病的抗性[4]。 但是,关于 Xa1 诱导表达的分

子机制及相关信号通路的研究还不多见。 本研究通

过分离 Xa1 的启动子,分析其顺式作用元件及其分

布,并构建其与 GUS 报告基因的转基因水稻株系,
利用转基因株系进一步研究了 Xa1 表达的时空特

异性,及其对不同外源激素处理的诱导表达活力,以
进一步阐明 Xa1 在水稻抗病中的作用及其机制。

1　 材料与方法

1． 1　 启动子的克隆和测序

以 GenBank 上公布的水稻品种日本晴(Oryza
sativa L. japonica. cv. Nipponbare)为参考进行引物设

计,Xa1-F:5′-TGGGAAACTTCTGAGGGAAA-3′;Xa1-
R:5′-TGCAGAGTGAAAACTAGGTGG-3′, 以日本晴

DNA 作为模板,Takara 公司生产的 ExTaq 高保真酶

进行 PCR 反应(94℃ 30s;53℃ 60s;72℃ 120s),获
得 PCR 产物回收并连接到 PMD-18T 载体,送三博

远志生物有限公司测序。
1． 2　 Xa1 启动子的 GUS 融合表达载体构建

利用 Gateway 技术,分别以 pDNOR-207 和 pM-
DC163 为入门载体和目的载体。 构建了 Xa1 启动

子的 GUS 融合表达载体。 PCR 验证后,转化到农杆

菌 EHA105 菌株中用于水稻转化。
1． 3　 农杆菌介导的水稻遗传转化及转基因植株的获得

以水稻品种日本晴为受体材料,愈伤组织的诱

导和转化方法参照 Seiichi 等[6]的方法。
1． 4　 GUS 蛋白组织化学染色法检测与活性分析

水稻转基因植株不同器官的化学染色分析参照

Jefferson 等[7]的方法。 GUS 酶活的定量分析采用分

光光度法,具体步骤参照曾凡锁等[8] 的方法。 以每

1mg 蛋白的酶活力表示 GUS 活性。 酶活力单位定

义为每 1min 水解 PNPG 生成 1nmol / L 对硝基苯酚

的酶量是一个单位。
1． 5　 水稻处理方法

将收获的 T1 转基因种子经潮霉素抗性筛选,培
养 7 ~8d 后取能正常萌发的绿色小苗种到盛有土壤

的塑料花盆中。 待长到 4 ~5 叶期选取相同部位的叶

片进行处理和取样,每个株系选择 5 个抗性小苗。 机

械损伤处理用解剖刀对叶片切割数处 2 ~ 3cm 伤口,

12h 后进行取样。 水杨酸(SA,500μmol / L)、脱落酸

(ABA,100μmol / L)、茉莉酸甲酯(MeJA,100μmol / L)
进行叶面喷洒,12h 后取叶片进行 GUS 活性分析。

2　 结果与分析

2． 1　 启动子的克隆和序列分析

通过 PCR 反应获得了 1 条大小约为 2000bp 的

PCR 扩增产物(图 1),将该 PCR 产物连接到 PMD-
18T 载体并测序,结果表明,其长度为 2117bp,与
GenBank 网站上的 Xa1 相应的启动子区域(日本

晴)进行比对,同源性为 99． 54% ,进一步利用网络

软件( http: / / bioinformatics. psb. ugent. be / webtools /
plantcare / html / )在线分析其顺式作用元件,发现在

该 DNA 片段上存在着 MBS、TCA-element、CGTCA-
motif 等植物应答逆境的通用顺式作用元件(图 2)。

图 1　 Xa1 启动子的 PCR 扩增

Fig. 1　 PCR amplification of promoter of Xa1

2． 2　 Xa1 基因启动子时空表达特征分析

将 T1 转基因植株进行 GUS 染色分析表明,相
对于茎和叶,根部组织 Xa1 启动子活性较强(图 3)。
GUS 活性的定量分析表明(图 4),根部的 GUS 活性

为叶的 2． 80 倍,茎比叶稍高(为叶的 1． 24 倍)。 值

得注意的是,在根尖(图 3-D)以及根伸长区的中柱

区域(图 3-E),Xa1 启动子活性明显较强。
分别选择 3 叶期(第 3 片叶)、5 叶期(第 5 片

叶)、8 ~ 9 叶期(第 8 片叶)的叶片进行 GUS 活性定

量分析,结果表明,不同的时期水稻叶片中 Xa1 启

动子活性差异不显著(图 4)。
2． 3　 Xa1 基因启动子在不同逆境和激素处理下的

表达特征分析

本研究结果表明,相对于未处理的水稻叶片,机
械损伤处理下 GUS 基因的表达显著增强 (1． 69
倍)。 在外源 MeJA 处理后,转基因水稻株叶片中

GUS 基因的表达也显著增强(1． 91 倍),而外源 SA
和 ABA 对转基因水稻叶片中 GUS 基因表达也有一

定的影响,分别达到 1． 41 和 1． 47 倍(图 5)。
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图 2　 Xa1 基因启动子上的顺式作用元件

Fig. 2　 cis-elements in the promoter of Xa1
TCA-element:SA 应答元件;MBS:干旱应答元件;TC-rich:逆境信号应答元件;LTR:低温应答元件;ABRE:ABA 应答元件;

CGTCA-motif:Me-JA 应答元件;CCGTCC-box:分生组织表达相关元件

TCA-element:cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness,MBS:MYB binding site involved in drought-inducibility,
TC-rich:cis-acting element involved in defense and stress responsiveness,LTR:cis-acting element involved in low-temperature responsiveness,

ABRE:cis-acting element involved in the abscisic acid responsiveness,CGTCA-motif:cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness,
CCGTCC-box:cis-acting regulatory element related to meristem specific activation
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图 3　 Xa1 启动子转基因植株不同器官的 GUS 染色结果

Fig. 3　 Histochemical staining of GUS driven by promoter of Xa1 in different organs
A:根;B:茎;C:叶;D:根分生区(100 × );E:根伸长区(200 × )

A:Roots,B:Stem,C:Leaf,D:Meristematic zone(100 × ),E:Elongation zone(200 × )

图 4　 转基因水稻不同器官及不同发育时期的 GUS 活性分析

Fig. 4　 GUS activity in different organs and in different stages of transformed rice

图 5　 机械损伤和不同激素处理条件下 GUS 活性定量分析

Fig. 5　 GUS activity induced by wounding and

different hormones
*:差异显著,**:差异极显著

*:significant difference,**:extremely significant difference

3　 讨论

利用启动子驱动的 GUS 报告基因,不仅可以研

究基因的时空表达特征,同时还可以揭示基因的表

达、转运过程和诱导因素之间的关系[9]。 Xa1 基因

启动子驱动的 GUS 基因在根系中表达显著高于其

他器官,说明根部很可能是 Xa1 基因抗病蛋白合成

的主要场所。 在转录水平上,Xa1 在侧根中柱部位

表达量明显较强。 中柱由中柱鞘细胞、木质部、韧皮

部和薄壁细胞 4 部分组成。 白叶枯病是一种维管束

疾病,病菌从叶片的水孔、伤口或茎基和根部的伤口

侵入,Xa1 的这种表达模式与白叶枯病抗病基因的

功能非常吻合,在维管束中的特异性高效表达可以

最有效地起到抗病作用。 这一点与其他的抗白叶枯

病基因(Xa3 / Xa26)也有一定的相似之处[10]。
对水稻 Xa1 启动子的元件预测分析,发现 TC-

rich、TCA-element、CGTCA-motif 等植物应答逆境的

通用顺式作用元件。 Xa1 启动子对 MeJA 的强烈应

答特征,可能与启动子区的 2 个 MeJA 应答元件

(CGTCA-motif)相关。 在转基因植株根尖部位 GUS
活性 较 高 可 能 与 1 个 分 生 组 织 表 达 相 关 的

CCGTCC-box 元件有关。 在下一步试验中将通过启

动子的缺失分析,以明确这些元件对 Xa1 启动子中

的影响。
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前人研究发现,JA(或 MeJA)在创伤或病原菌

激发子处理后的植物体内会大量累积,并可以在植

物体内(包括细胞内)进行传递[11]。 JA 和 SA 在植

物 ETI 中的信号传导过程中都能起重要的调节作

用[12]。 本研究结果发现,外源 MeJA 可以显著地增

强 Xa1 启动子驱动的 GUS 表达,说明 MeJA 对 Xa1
启动子的活力起重要的调控作用,而 SA 和 ABA 只

能起到一定的调控作用。
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双月刊,逢单月月末出版,国内外公开发行(国内邮发代号:80-135;国外代号:Q1949),每期定价 20 元,全年 120

元。 若错过邮订时间,可直接向本刊编辑部订购(中国草学会会员订阅可优惠 25% )。
地址:(100193)北京市海淀区圆明园西路 2 号中国农大动科大楼 152 室

电话:010-62733894
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