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一种受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH、鉴

定方法和应用

(57)摘要

本发明属于植物基因工程技术领域，具体涉

及一种受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH、鉴定

方法和应用。从甘蓝型油菜（Brassica  napus）中

分离克隆并鉴定了一个菌核病病原菌核盘菌

（Sclerotinia  sclerotiorum）诱导启动子。该启

动子的核苷酸序列为序列表中SEQ  ID  No.1所示

的核苷酸序列。实验证明，该启动子调控的基因

能对核盘菌侵染产生特异性的应答反应，但在油

菜和拟南芥的叶片、茎秆、花蕾、角果、种子中表

达量极低，仅在根中有一定的表达。此外该启动

子不被激素处理和大多数非生物胁迫诱导，仅对

高温产生一定的应答反应。利用pBnGH启动子调

控抗性基因的表达，仅仅在核盘菌侵袭时才剧烈

诱导抗性基因的表达，增强油菜对核盘菌的抵抗

能力。
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1.一种受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH，其特征在于，pBnGH的序列如SEQ  ID  No.1所

示；所述受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH用于提高植物的菌核病抗性。

2.包含权利要求1所述的受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH的表达载体。

3.权利要求1所述的受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH的克隆方法。

4.权利要求1所述受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH在提高植物的菌核病抗性中的应

用，其特征在于，将包含受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH的表达载体转化目标植物。
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一种受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH、鉴定方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于植物基因工程技术领域，具体涉及一种受核盘菌诱导的油菜启动子

pBnGH、鉴定方法和应用。该启动子可用于通过植物基因工程技术改善植物的菌核病抗性。

背景技术

[0002] 启动子是RNA聚合酶特异识别、结合和启动基因转录的一段DNA序列，其作为基因

转录的“开关”，调控着基因的转录时间和表达程度。启动子按其功能及作用方式可分为组

成型启动子、组织特异型启动子和诱导型启动子。植物基因工程将外源基因导入到受体植

物细胞，并整合到受体染色体，使其受体植物获得相应的遗传表型。传统的基因工程大多用

组成型表达启动子，如(CaMV)35S、ubiquitin启动子等。但是这一类启动子最大的缺点是：

它使外源基因在植物整个生命周期、所有组织都持续强烈表达，对植物造成能量的过度消

耗或产生毒害作用。因此诱导型启动子或者组织特异型启动子的利用在植物基因工程中越

来越受到重视。特别是利用逆境诱导型启动子来控制抗逆基因的表达，在没有逆境胁迫下，

它控制的编码基因本底表达或不表达，一旦出现逆境胁迫，编码基因迅速大量表达，从而使

植物表现出抗逆表型，在作物抗逆育种中具有重要作用。目前已经有一些逆境诱导型启动

子被鉴定和利用，如RD29A启动子(Yamag uchi‑ Shinoza ki  a nd  Shinoza ki ,

Characterization  of  the  expression  of  a  desiccation‑responsive  rd29gene  of 

Arabidopsis  thaliana  and  analysis  of  its  promoter  in  transgenic  plants,MGG,

1993 ,236(2‑3):331‑340；Kasuga等,Improving  plant  drought ,salt ,and  freezing 

tolerance  by  gene  transfer  of  a  single  stress‑inducible  transcription 

factor .Nature  Biotechnol ,1999 ,17(3):287；Kasuga等 ,A  combination  of  the 

Arabidopsis  DREB1A  gene  and  stress‑inducible  rd29A  promoter  improved  drought‑

and  low‑temperature  stress  tolerance  in  tobacco  by  gene  transfer.Plant  Cell 

Physiol,2004,45(3):346‑350)、BS3启动子(Lahaye等,Pathogen‑inducible  promoters 

and  their  use  in  enhancing  the  disease  resistance  of  plants,U.S.Patent,2015,

No.9,133 ,467)、Oshox24启动子(Nakashima等,Comparative  functional  analysis  of 

six  drought‑responsive  promoters  in  transgenic  rice.Planta,2014,239(1):47‑60)

和ABRC1启动子(Lee等,Expression  of  Arabidopsis  CBF1regulated  by  an  ABA/stress 

inducible  promoter  in  transgenic  tomato  confers  stress  tolerance  without 

affecting  yield.Plant,Cell  Environ,2003,26(7):1181‑1190)。

[0003] 菌核病是由核盘菌引起的真菌性病害，每年导致油菜产量损失10％—20％，是制

约我国油菜生产最主要的病害。培育抗(耐)病油菜品种是防治油菜菌核病最为经济有效的

途径。然而，现有的油菜品种及其近缘种中缺乏有效抗源，导致油菜抗菌核病育种进展缓

慢。因此在鉴定抗病相关基因后，通过植物基因工程技术手段在作物中使抗病基因在核盘

菌诱导型启动子调控下特异高表达，以提高作物对菌核病的抗性，减少产量损失，是作物抗

菌核病育种的一个重要手段。但是植物中核盘菌诱导型启动子的研究还未见报道。因此分
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离和鉴定核盘菌诱导型启动子对作物抗菌核病育种具有非常重要的意义。

发明内容

[0004] 为了克服上述缺陷，本发明在甘蓝型油菜中通过转录组分析，发现一个被核盘菌

强烈诱导表达的基因BnGH(BnaC01g21880D)，进一步通过定量PCR(qPCR)分析发现该基因在

正常生长的油菜各器官(除根)中在表达量极低，并且在一些非生物胁迫下(如冷、盐、PEG

等)和茉莉酸甲脂、水杨酸、乙烯利等激素处理下未显著诱导表达，只在高温处理后显著诱

导表达。因此本发明认为BnGH为核盘菌诱导表达基因。随后鉴定并克隆了该基因的启动子，

定义为核盘菌诱导启动子pBnGH。进一步将该启动子驱动GUS报告基因(pBnGH：：GUS)转入拟

南芥中，发现GUS能够被核盘菌、茉莉酸甲脂诱导表达，但在拟南芥正常生长组织如叶片、茎

秆、花、角果、种子中表达量极低，并且在水杨酸、乙烯利等激素处理下均无明显诱导表达。

[0005] 为了实现上述发明目的，本发明所采用的技术方案为：一种受核盘菌诱导的油菜

启动子pBnGH，pBnGH的序列如SEQ  ID  No.1所示。

[0006] 本发明还提供包含前述的受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH的表达载体，并命名

为pBnGH83。

[0007] 本发明还提供受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH的克隆方法。该启动子克隆自甘

蓝型油菜抗菌核病品系J964。

[0008] 本发明的另一个目的是提供油菜启动子pBnGH或前述的表达载体在提高植物的菌

核病抗性中的应用。具体方法为：将包含受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH的表达载体转化

目标植物。

[0009] 受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH的鉴定方法，通过定量PCR分析油菜启动子

pBnGH基因在正常生长的油菜各器官中的表达量，在非生物胁迫下、激素处理下观察是否显

著诱导表达；

[0010] 克隆油菜启动子pBnGH基因，将该启动子驱动GUS报告基因转入拟南芥中；通过定

量PCR分析油菜启动子pBnGH基因在正常生长的拟南芥各器官中的表达量，在非生物胁迫

下、激素处理下观察是否显著诱导表达。

[0011] 综上所述，本发明的申请人在国际上首次提供了一个菌核病病原菌核盘菌诱导的

植物启动子pBnGH。可以利用本发明启动子构建成抗菌核病相关基因的植物表达载体，通过

遗传转化提高植物的菌核病抗性。

附图说明

[0012] 序列表SEQ  ID  NO .1是本发明从甘蓝型油菜中分离克隆的核盘菌诱导的启动子

pBnGH的核苷酸序列；

[0013] 图1.甘蓝型油菜抗病材料(R‑line)和感病材料(S‑line)在接种核盘菌后24h、48h

以及96h相对于未接种对照(Mock) BnGH基因的表达量差异倍数；hpi (hour  post 

inoculation)；

[0014] 图2.甘蓝型油菜各组织中BnGH基因的相对表达量；相对表达量根据转录组数据计

算，BnGH(FPKM)/BnUBQ10(FPKM)；

[0015] 图3.qRT‑PCR分析甘蓝型油菜BnGH基因在非生物胁迫和激素处理下的表达变化；
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差异表达倍数为处理后BnGH的相对表达量除以其在相应对照条件下的相对表达量。数据表

示为平均数±标准差(3次生物学重复)，内参基因为BnUBQ10(BnaA10g06670D)；

[0016] 图4.pBnGH启动子与GUS融合基因在拟南芥不同器官或者组织的表达。图A‑F：GUS

染色结果，标尺代表2mm；图G：GUS基因相对表达量检测，数据表示为平均数±标准差(3次生

物学重复)，内参基因为AtEF‑1a；

[0017] 图5.拟南芥中pBnGH启动子与GUS融合基因在不同激素处理(A、B)或者核盘菌接种

处理(C、D)后的表达分析；图A：水(H2O)、乙烯(ET)、水杨酸(SA)、茉莉酸甲酯(MeJA)处理6h

和12h后的GUS染色结果；图C：核盘菌(Ss)及其对照(无菌菌丝块，Mock)处理12h和24h后的

GUS染色结果；标尺代表5mm；图B和D：GUS基因相对表达量检测，数据表示为平均数±标准差

(3次生物学重复)，内参基因为AtEF‑1a；

[0018] 图6.pBnGH83载体的质粒图谱。

具体实施方式

[0019] 以下实施例中进一步定义本发明，根据以上的描述和这些实施例，本领域技术人

员可以确定本发明的基本特征，并且在不偏离本发明精神和范围的情况下，可以对本发明

做出各种修改和改变，以使其使用各种用途和条件。除特殊注明外，本发明所采用的均为该

领域现有技术。

[0020] 实施例1：甘蓝型油菜抗病材料和感病材料中BnGH基因的表达变化

[0021] 本实验用的两个材料分别为J964(抗病材料，R‑line)和J902(感病材料，S‑line)，

都为冬性甘蓝型油菜纯系材料，由实验室多年的菌核病抗性材料筛选中得到。

[0022] 病原菌来自华中农业大学微生物国家重点实验室李国庆老师提供的核盘菌SS‑1。

该菌株暗光下保存于的4℃冰箱中，使用前接种在马铃薯培养基(PDA，25％马铃薯提取液、

2.5％葡萄糖、1.5％琼脂，PH调至5.86)上，23℃，暗光下活化两次后用于接种。

[0023] 在油菜终花期采用成株期活体茎秆接种方法进行接种，具体方法如下：用7mm打孔

器打取新生边缘菌丝用于接种，用保鲜膜将菌丝块固定。每个植株在主茎离地30‑60cm处的

三个不同的节间分别接种，同时用不含菌丝的PDA块用同样的方法接种作为对照处理。接种

后24、48和96h分别用刀片取接种点长宽各为10mm，深1mm的茎秆组织。每个取样时间点R‑和

S‑line的接种与对照都分别取5株的茎秆组织(共15个接种点)混合作为一个样品，并且设

置3个生物学重复。取样后立即放入液氮中，后保存于‑80℃冰箱。

[0024] 采用植物总RNA提取试剂盒(全式金，中国)进行RNA的抽提，实验程序参照该试剂

盒的说明书。用RNase‑free  DNase  I(Thermo  Scientific,美国)去除基因组DNA的污染。将

每个生物学重复中的三个时间点的对照混合为一个混合对照样品抽提RNA，所以每个材料

的每个生物学重复共4个RNA样品(3个接种样品(24、48、96h)和1个混合对照)。每个样品取

1 .5μg总RNA，稀释至50μg，利用 TruSeqTM
  RNA  Sample  Preparation  Kit

(illumina，美国)对这24个RNA样品进行RNA‑seq文库的构建，具体流程见试剂盒说明书。随

后采用Illumina  HiSeq2000测序仪(作物遗传改良国家重点实验室，华中农业大学)对所有

文库进行2×101bp的双末端测序。

[0025] 转录组数据的分析参考发明人已 经发表论文 (W u等 ,C o m p a r a t i v e 

transcriptomic  analysis  uncovers  the  complex  genetic  network  for  resistance 
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to  Sclerotinia  sclerotiorum  in  Brassica  napus,Sci  Rep,2016,6:19007)。根据转录

组数据分析甘蓝型油菜抗病材料(R‑line)和感病材料(S‑line)在接种核盘菌后24h、48h以

及96h相对于未接种对照(Mock)BnGH基因的表达量差异倍数。

[0026] 实施例2：启动子pBnGH的克隆

[0027] 根据甘蓝型油菜‘Darmor‑bzh’参考基因组序列调取BnGH基因(BnaC01g21880D)起

始密码子上游2000bp左右序列设计引物扩增启动子序列，引物序列为(BnGHpro‑F:5’‑

CCAAAGGAAGACAAGGAGCA‑3’(SEQ  ID  No.2)；BnGHpro‑R:5’‑AGCAAGAAGAAGATACAGTGGGA‑3’

(SEQ  ID  No.3))。

[0028] 利用CTAB法提取甘蓝型油菜抗菌核病品系J964基因组DNA作为模板，进行PCR反

应，反应程序如下：预变性95℃5min，变性95℃30s，退火57℃30s，延伸72℃2min，反应33个

循环后充分延伸72℃7min。结束后用康为公司的DNA回收试剂盒纯化回收DNA，并将纯化的

DNA片段连接到pEASY‑Blunt  simple载体中(全式金，中国)，25℃孵育1小时，转化E.coli 

Trans  T1感受态细胞，挑选阳性克隆提质粒，由擎科公司完成测序，保存质粒命名为

BnGHpro‑1。测序结果显示获得一个长度为1820bp的DNA片段，如SEQ  ID  NO.1所示的核苷酸

序列，与参考基因组序列完全一致，为预期的启动子pBnGH序列。

[0029] SEQ  ID  NO.1
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[0030]

[0031] 实施例3：甘蓝型油菜各组织中BnGH基因的相对表达量

[0032] 试验材料J9712种植于江苏扬州大学实验田中。分别对其子叶、苗期(1月大)叶、苗

期(1月大)根、茎、薹茎叶、顶端分生组织(SAM)、花蕾、未授粉子房、14d种子、14d角果皮、24d

种子、24d角果皮、34d种子、34d角果皮，50d种子和50d角果皮进行取材，所有组织样本都从

多个植株上获取并混合作为一个样品，并设置三个生物学重复，取样后立即放入液氮中，后

保存于‑80℃冰箱。

[0033] 采用植物总RNA提取试剂盒(全式金，中国)进行RNA的抽提，实验程序参照该试剂

盒的说明书。用RNase‑free  DNase  I(Thermo  Scientific,美国)去除基因组DNA的污染。采

用实施例1一样的方法进行RNA‑seq文库的构建、测序和分析，结果相对表达量表示如图2。

BnGH基因在油菜苗期根中表达量最高(内参基因BnUBQ10表达量的0.1)，另外在不同时期的

角果皮中也有微弱表达，总的来说该基因在油菜各个组织中表达量都非常低。

[0034] 实施例4甘蓝型油菜BnGH基因在非生物胁迫和激素处理下的表达变化
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[0035] 取温室生长约30d的J9712作为实验材料进行非生物胁迫和激素处理，激素处理包

括水杨酸(SA)、脱落酸(ABA)、茉莉酸甲酯(MeJA)，乙烯利(ETH)，非生物胁迫处理则包括PEG

(聚乙二醇)、冷(4℃)、热(42℃)及过氧化氢(H2O2)进行处理；非生物胁迫和激素处理均设置

平行对照处理。

[0036] 激素处理具体步骤：各激素配制采取现配现用的原则，其中MeJA处理浓度为200μ

M，SA处理浓度为1mM，ABA处理浓度为100μM，ETH处理浓度为1mM。采取活体叶面喷施，叶片开

始滴水为度的方式进行，将处理后的油菜用保险膜整株覆盖进行保湿，分别在处理后3和6h

取样。同时以喷蒸馏水的样品作为对照。取大小一致的5个叶片作为一个样本，并设置3个生

物学重复。取下的叶片立即放入液氮中，后保存于‑80℃冰箱。

[0037] 非生物胁迫处理具体步骤：用15％的PEG进行模拟干旱处理，处理后5d进行取样，

同时以水培5d的植株作为对照；用200mM的NaCl进行盐胁迫处理，处理后6h进行取样，同时

以水培的植株作为对照；用4℃进行冷胁迫处理，处理后6h进行取样，同时用22℃正常生长

的植株作为对照；用42℃进行热胁迫处理，处理后1h进行取样，同时22℃正常生长的植株作

为对照；H2O2处理方式和激素处理一致，处理浓度为100μM，处理后3和6h进行取样。取大小一

致的5个叶片作为一个样本，并设置3个生物学重复。取下的叶片立即放入液氮中，后保存

于‑80℃冰箱。

[0038] 采用植物总RNA提取试剂盒(全式金，中国)进行RNA的抽提，实验程序参照该试剂

盒的说明书。用反转录试剂盒(诺维赞，中国)对RNA进行反转录，用于qRT‑PCR的模板。采取

定量的方式对BnGH的表达量进行检测，每个样本设置三个技术重复，定量所用的SYBR 

GREEN  MIX及耗材均来自于ABI，美国。BnGH的qRT‑PCR的引物序列为：BnGH‑F:5’‑

GAAACGCTGCGACTTTTGATAA‑3’(SEQ  ID  No.4)BnGH‑R:5’‑CATCGAACATGGCGAACAAATA‑3’(SEQ 

ID  No.5)，内参基因为BnUBC10，引物序列为：BnUBC10‑F:5’‑TCCATCCGACAGCCCTTACTCT‑3’

(SEQ  ID  No.6)BnUBC10‑R:5’‑ACACTTTGGTCCTAAAAGCCACC‑3’(SEQ  ID  No.7)。反应体系及

反应程序如表1和表2。

[0039] 表1  qRT‑PCR反应体系

[0040]

[0041] 表2  qRT‑PCR反应程序
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[0042]

[0043] 根据内参基因计算BnGH在处理前后的相对表达量，最终用差异表达倍数表示处理

前后的表达差异，差异表达倍数为处理后BnGH的相对表达量除以其在相应对照条件下的相

对表达量，如图3。数据表示为平均数±标准差(3次生物学重复)。所用方法均为现有技术。

结果表明BnGH基因在热胁迫下会显著诱导表达，但相比于核盘菌侵染后的表达变化小的

多，在其他非生物胁迫及激素处理下均不显著差异表达。

[0044] 实施例5构建pBnGH启动子序列与GUS基因融合的重组载体并转化拟南芥

(Columbia)

[0045] 以质粒BnGHpro‑1DNA为模板，通过PCR在pBnGH启动子序列两端添加限制性内切酶

的BamH  I识别位点。反应结束后用1％琼脂糖凝胶电泳检测，回收纯化目的片段，将纯化后

的目的片段及植物表达载体pBI101同时用BamH  I进行酶切并连接。将上述获得的启动子段

连接在GUS基因的上游获得重组载体，命名为pBnGH::GUS，用电激法将重组载体转化农杆菌

GV3101。

[0046] 通过农杆菌介导转化拟南芥Columbia生态型，将收到的T0代种子灭菌后铺在在含

有50mg/L卡那霉素筛选培养上，将筛选出来的苗子移栽到土中继续培养，通过PCR的方式鉴

定阳性，并收获转基因种子。所述转化方法采用现有技术。

[0047] 实施例6  pBnGH::GUS转基因拟南芥各组织中GUS表达水平检测

[0048] 取在温室生长20d的整株幼苗，真叶(45d苗)、根(45d苗)、茎秆、花蕾及角果的样

本，并设置三个生物学重复。一部分样品用于GUS染色分析，另一部分样品用于定量分析。

[0049] GUS染色实验方法：(1)配制合适体积的GUS染色液(1×PBS，pH，7.4；10mM  EDTA；

0.5mM  K3[Fe(CN)6]；0.5mM  K4[Fe(CN)6]；0.1％TritonX‑100(v/v)；0.5mg/ml  X‑Gluc)，将

待染色样品置于染色液中，真空处理30min。(2)37℃水浴6h至过夜。(3)用70％乙醇为样本

脱色，每小时换一次脱色液，直至70％乙醇颜色为无色透明。GUS基因的表达量检测采用

qRT‑PCR方法，RNA的提取、反转录以及qRT‑PCR的试验方法与实施例4中一致。GUS基因qRT‑

PCR所用的引物序列为：GUS‑F:5’‑AGTGAAGGGCGAACAGTTCCTGAT‑3’(SEQ  ID  No.8)；GUS‑R:

5’‑TTCAGCGTAAGGGTAATGCGAGGT‑3’(SEQ  ID  No .9)。内参基因为AtEF‑1a，(引物序列为

AtEF‑1a‑F:5’‑TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA‑3’(SEQ  ID  No .10)；AtEF‑1a‑R:5’‑

GGTGGTGGCATCCATCTTGTTACA‑3’(SEQ  ID  No.11)。

[0050] 经上述不同组织及核盘菌接种后不同时间的转基因植株的GUS分析结果如图4所

示。GUS染色结果表明GUS在拟南芥20d苗期，45d真叶，茎秆及角果中的表达都相对较低，其
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中在45d根的表达相对较高(图4A‑F)，与实施例3中油菜各组织中BnGH表达的结果大体一

致。qRT‑PCR的结果与GUS染色结果一致(图4G)。

[0051] 实施例7  pBnGH::GUS转基因拟南芥在激素处理及核盘菌接种后GUS表达水平检测

[0052] 取在温室生长的30d的真叶，采用活体喷施的方式对转基因植株进行激素处理。激

素处理包括MeJA(茉莉酸甲酯)，SA(水杨酸)和ETH(乙烯利)，其中MeJA处理浓度为100μM，SA

处理浓度为100μM，ETH处理浓度为7mM，取样时间点为处理后6和12h，处理方法和实施例4中

一致。设置三个生物学重复。一部分样品用于GUS染色分析，另一部分样品用于定量分析。

[0053] 取在温室生长的30d的真叶，采用离体接种核盘菌的方式在偏离主叶脉中上方的

地方接种。在接种后12和24h取样同时以不含菌丝的PDA块作为对照组，并设置三个生物学

重复。一部分样品用于GUS染色分析，另一部分样品用于定量分析。GUS染色试验方法，RNA的

提取及qRT‑PCR的试验方法与实施例6中的一致。

[0054] 经上述不同激素处理及核盘菌接种后不同时间的转基因植株的GUS分析结果如图

5所示。qRT‑PCR和GUS染色结果都表明GUS在SA和ET处理后不表达，此外在MeJA处理6h也不

表达，但在MeJA处理12h有微弱的表达(图5A，B)。qRT‑PCR和GUS染色结果都表明GUS在接种

核盘菌之后显著诱导表达，并且随着接种的时间的增加，其诱导表达愈烈(图5C，D)。

[0055] 实施例8  pBnGH83载体的构建

[0056] 以质粒BnGHpro‑1DNA为模板，通过PCR在pBnGH启动子序列两端分别添加限制性内

切酶的Pme  I和Spe  I识别位点。在植物表达载体pMDC83的基础上，通过酶切连接的方式将

原有的2×CaMV35S启动子替换为本发明的pBnGH启动子。载体的构建方法同实施例5。

pBnGH83载体的质粒图谱如图6所示。

[0057] 经上述这些实验结果说明启动子pBnGH是受到核盘菌诱导表达的，是一个病原相

关的启动子，并且该启动子在正常生长条件以及在激素及大多数非生物胁迫处理后也不能

诱导其表达，为提高植物的抗病性提供一定的利用资源。

[0058] 本发明在从甘蓝型油菜中分离克隆并鉴定了一个菌核病病原菌核盘菌诱导启动

子pBnGH。该启动子的核苷酸序列为序列表中SEQ  ID  No.1所示的核苷酸序列。实验证明，该

启动子调控的基因能对核盘菌侵染产生特异性的应答反应，但在油菜和拟南芥的叶片、茎

秆、花蕾、角果、种子中表达量极低，仅在根中有一定的表达。此外该启动子不被激素处理和

大多数非生物胁迫诱导，仅对高温产生一定的应答反应。本发明还提供了含有pBnGH的表达

载体，并命名为pBnGH83。利用pBnGH启动子调控抗性基因的表达，仅仅在核盘菌侵袭时才剧

烈诱导抗性基因的表达，增强油菜对核盘菌的抵抗能力。

[0059] 以上显示和描述了本发明的基本原理、主要特征以及本发明的优点。本行业的技

术人员应该了解，本发明不受上述实施例的限制，上述实施例和说明书中描述的只是说明

本发明的原理，在不脱离本发明精神和范围的前提下，本发明还会有各种变化和改进，这些

变化和改进都落入要求保护的本发明范围内。本发明要求保护范围由所附的权利要求书及

其等效物界定。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  扬州大学

[0003] <120>  一种受核盘菌诱导的油菜启动子pBnGH、鉴定方法和应用

[0004] <130>  xhx2018122103

[0005] <141>  2018‑12‑21

[0006] <160>  11

[0007] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0008] <210>  1

[0009] <211>  1784

[0010] <212>  DNA

[0011] <213>  Brassica  napus  L.

[0012] <400>  1

[0013] ccaaaggaag  acaaggagca  atcgatactc  ctctacgctt  gtcgtaactg  tgatcaccag  60

[0014] gtacatacat  tgctttcttt  gatcaaatta  gggttccatg  tgctttgtaa  acgaagctgt  120

[0015] gtgttttatg  tgctatgaaa  caaaactagg  gtttcgtgtt  tctaatgtgc  ttttgagaca  180

[0016] gagctatggc  ttacacggtt  aagaatcgaa  gcttagaact  tgaaattaaa  ccgagaaaag  240

[0017] gagaaaatta  acgagtttta  gatccacaat  ccagctctcg  ttgtccttgt  ttttagatca  300

[0018] atgcttatat  cagttaagag  ttgctgttaa  gtgtcaaacg  cttggaacta  tatgacgtga  360

[0019] ttgattttct  atgttaacgt  gatccatcca  tccagcagcc  ttgaaccttt  cgtgttacac  420

[0020] gttatcgagt  tcttgaattt  tcagggtctt  ttatgatcat  tttagttttt  acctagtcta  480

[0021] attatgaatt  tgctgatttc  tgaggggccg  ttcagaaaac  tcgttcttgt  ctatgaatac  540

[0022] gtggaaactg  aaaattgtca  tctttagccg  ccggctgctg  tgtgatatca  taaaaagttg  600

[0023] atgagtataa  tcttctcgat  agaactatta  atgataaagc  ctacgttacc  gtattgaatt  660

[0024] atgtatgttg  aaattgtcaa  caaatttatt  tttattgaag  tttatgtttc  aaacgaatca  720

[0025] ttgtatataa  tacacgatta  tggatggtta  ggtatagaaa  ctggagtctc  tacaagatga  780

[0026] ttgaaagttt  cgcgtgggct  gctgtttgct  ttcaaattat  aatatccaca  gttgaagtga  840

[0027] tgacattatc  tcaactcaac  ttgacaaagc  atattccttc  ttcctaaata  tgtaatcaaa  900

[0028] taagaaaatt  aacaattgct  tagaaaaaat  caaattggac  caccacaaag  gtcaagtaat  960

[0029] cagtaataac  ctcatgagtg  gaattatact  agaaccattg  acattgaata  agagcttatc  1020

[0030] ttaatttcac  aagttacaag  ttgttgcaac  ttgcacgtaa  gagacaaaac  ttcaaatgtc  1080

[0031] tatatttgtt  gttggtgaag  ttgtttatat  ctaatagata  tctgagagat  cacatgtaca  1140

[0032] aattctattg  gaaaggattc  actctacaaa  taaaagttta  acttgtatag  agtttagttc  1200

[0033] taccgaatgt  acaaacccaa  aatctcttac  taaaaagaaa  aagttaaata  gtcattcaaa  1260

[0034] atctcttacg  tgcttaatcg  aatttgtttc  tcgtcattcg  tttaatatta  gtactaaata  1320

[0035] tttgattaaa  tacacctgga  gtcaaataaa  atcaaatttt  gtataggtaa  agacagaaaa  1380

[0036] aatacattag  gattgattta  acagtgttgg  aaaacataag  caatctccta  tctactttct  1440

[0037] cgatttggaa  agggacattt  ctctacccat  ttttcgacat  gatcttctca  ttgttacata  1500

[0038] cattcatctt  gtatttacac  tcgagccgac  cttacatact  caattacttg  acccgactaa  1560

[0039] tgactttaaa  tttcatttaa  taaacagtaa  tttttttatt  ctcactcaac  tctacataat  1620

[0040] acacaattta  tacgaacata  tccatattct  taattataaa  ataaataaat  aaactcaagt  1680

[0041] atacgcacca  tattttgcat  ataaaaaagc  ttaagcataa  acccaattag  acaatgagtt  1740
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[0042] atcgataacc  cacagtatca  atagacttac  acatcaattt  cgat  1784

[0043] <210>  2

[0044] <211>  20

[0045] <212>  DNA

[0046] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0047] <400>  2

[0048] ccaaaggaag  acaaggagca  20

[0049] <210>  3

[0050] <211>  23

[0051] <212>  DNA

[0052] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0053] <400>  3

[0054] agcaagaaga  agatacagtg  gga  23

[0055] <210>  4

[0056] <211>  22

[0057] <212>  DNA

[0058] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0059] <400>  4

[0060] gaaacgctgc  gacttttgat  aa  22

[0061] <210>  5

[0062] <211>  22

[0063] <212>  DNA

[0064] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0065] <400>  5

[0066] catcgaacat  ggcgaacaaa  ta  22

[0067] <210>  6

[0068] <211>  22

[0069] <212>  DNA

[0070] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0071] <400>  6

[0072] tccatccgac  agcccttact  ct  22

[0073] <210>  7

[0074] <211>  23

[0075] <212>  DNA

[0076] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0077] <400>  7

[0078] acactttggt  cctaaaagcc  acc  23

[0079] <210>  8

[0080] <211>  24

[0081] <212>  DNA

[0082] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0083] <400>  8
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[0084] agtgaagggc  gaacagttcc  tgat  24

[0085] <210>  9

[0086] <211>  24

[0087] <212>  DNA

[0088] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0089] <400>  9

[0090] ttcagcgtaa  gggtaatgcg  aggt  24

[0091] <210>  10

[0092] <211>  23

[0093] <212>  DNA

[0094] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0095] <400>  10

[0096] tgagcacgct  cttcttgctt  tca  23

[0097] <210>  11

[0098] <211>  24

[0099] <212>  DNA

[0100] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0101] <400>  11

[0102] ggtggtggca  tccatcttgt  taca  24
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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图6

说　明　书　附　图 4/4 页

17

CN 109652419 B

17


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010

	BIS
	BIS00011
	BIS00012
	BIS00013

	DRA
	DRA00014
	DRA00015
	DRA00016
	DRA00017


