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(54)发明名称

一种植物花粉特异表达的启动子P-PPP1及

其应用

(57)摘要

本发明公开了一种植物花粉特异表达的启

动子P-PPP1及其应用。本发明从拟南芥中克隆得

到花粉特异表达的启动子P-PPP1，构建了P-PPP1

驱动的GUS基因转基因植物，并且通过RT-qPCR检

测其表达模式。通过实验证明：P-PPP1可以驱动

GUS在花粉中特异性高表达，且RT-qPCR检测其在

花粉中有高的表达量，在其他组织中基本无表

达，说明P-PPP1是一个花粉特异性的启动子。因

此在研究特定基因在花粉发育过程中的功能时，

可以通过P-PPP1驱动其在花粉中特异性表达或

沉默，进而研究该基因在花粉发育中的具体作

用。
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1.  DNA片段，为序列表的序列1所示的DNA分子。

2.与权利要求1所述的DNA片段相关的生物材料，为下述A1）至A7）中的任一种：

A1）含有权利要求1所述的DNA分子的表达盒；

A2）含有权利要求1所述的DNA分子的重组载体；

A3）含有A1）所述表达盒的重组载体；

A4）含有权利要求1所述的DNA分子的重组微生物；

A5）含有A1）所述表达盒的重组微生物；

A6）含有A2）所述重组载体的重组微生物；

A7）含有A3）所述重组载体的重组微生物。

3.扩增权利要求1所述的DNA片段的引物对。

4.根据权利要求3所述的引物对，其特征在于：所述引物对中的一条引物的序列为序列

2，另一条引物的序列为序列3。

5.权利要求1所述的DNA片段在使目的基因在植物组织中的表达中的应用；所述植物组

织为植物生殖器官；所述植物生殖器官为花粉；所述植物为双子叶植物。

6.权利要求1所述的DNA片段在植物的遗传育种中的应用；所述植物为双子叶植物。
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一种植物花粉特异表达的启动子P-PPP1及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体涉及一种植物花粉特异表达的启动子P-PPP1及其

应用。

背景技术

[0002] 启动子是位于结构基因5’上游区直接与转录因子及RNA聚合酶结合的DNA序列，决

定基因表达的起始时间、表达部位以及表达程度。根据启动子驱动基因表达的模式可将启

动子分为三类：组成型启动子，组织特异性启动子和诱导型启动子。组成型启动子能够使基

因在几乎所有的组织中都启动表达；在组织特异性启动子调控下的基因一般只在某些特定

组织中表达；诱导型启动子只有在诱导因子的作用下才具有起始转录的活性。在转基因操

作过程中，可以根据不同的需要选择不同类型的启动子驱动基因的表达。

[0003] 因为组织特异性启动子只在某些特定的组织器官中表达，所以可以通过其实现在

植物体内对外源基因表达进行定时定量的精确调控。

[0004] 花粉作为植物的雄配子，在植物完成世代交替中起着十分重要的作用，在农业生

产中花粉是否正常发育直接影响到农作物的产量，另外对花粉发育过程的研究有助于了解

细胞分化发育的机制。在对花粉进行分子生物学的研究过程中，可以通过花粉特异启动子

驱动的基因过表达或是基因沉默，有针对性的研究基因在花粉发育过程中的作用。

发明内容

[0005] 本发明的第一个目的是提供一种DNA片段。

[0006] 本发明提供的DNA片段为如下1)-3)中任一所述的DNA分子：

[0007] 1)序列表的序列1所示的DNA分子；

[0008] 2)在严格条件下与1)所述DNA序列杂交且具有启动子功能的DNA分子；

[0009] 3)与1)中所述DNA序列具有90％以上同源性，且具有启动子功能的DNA分子。

[0010] 本发明的第二个目的是提供与上述DNA片段相关的生物材料。

[0011] 本发明提供的与上述DNA片段相关的生物材料为下述A1)至A11)中的任一种：

[0012] A1)含有上述DNA分子的表达盒；

[0013] A2)含有上述DNA分子的重组载体；

[0014] A3)含有A1)所述表达盒的重组载体；

[0015] A4)含有上述DNA分子的重组微生物；

[0016] A5)含有A1)所述表达盒的重组微生物；

[0017] A6)含有A2)所述重组载体的重组微生物；

[0018] A7)含有A3)所述重组载体的重组微生物；

[0019] A8)含有上述DNA分子的转基因植物细胞系；

[0020] A9)含有A1)所述表达盒的转基因植物细胞系；

[0021] A10)含有A2)所述重组载体的转基因植物细胞系；
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[0022] A11)含有A3)所述重组载体的转基因植物细胞系。

[0023] 本发明的第三个目的是提供扩增上述DNA片段的引物对。

[0024] 本发明提供的扩增上述DNA片段的引物对中的一条引物的序列为序列2，另一条引

物的序列为序列3。

[0025] 本发明的第四个目的是提供上述DNA片段的新用途。

[0026] 本发明提供了上述DNA片段在使目的基因在植物组织中的表达中的应用。

[0027] 上述应用中，所述植物组织为植物生殖器官。

[0028] 上述应用中，所述植物生殖器官为花粉，所述花粉为成熟花粉和/或萌发花粉。

[0029] 上述应用中，所述基因为GUS基因。

[0030] 本发明还提供了上述DNA片段在植物的遗传育种中的应用。

[0031] 上述应用中，所述植物为单子叶植物或双子叶植物，所述双子叶植物具体为拟南

芥(哥伦比亚生态型)。

[0032] 本发明从拟南芥中克隆得到花粉特异表达的启动子P-PPP1，构建了P-PPP1驱动的

GUS基因转基因植物，并且通过RT-qPCR检测其表达模式。通过实验证明：P-PPP1可以驱动

GUS在花粉中特异性高表达，且RT-qPCR检测其在花粉中有高的表达量，在其他组织中基本

无表达，说明P-PPP1是一个花粉特异性的启动子。因此在研究特定基因在花粉发育过程中

的功能时，可以通过P-PPP1驱动其在花粉中特异性表达或沉默，进而研究该基因在花粉发

育中的具体作用。

附图说明

[0033] 图1为PPP1表达模式。

[0034] 图2为GUS染色结果。图2A:双核期花粉；图2B:成熟花粉；图2C:萌发花粉；图2D:

花)。

具体实施方式

[0035] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0036] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0037] 下述实施例中的pBI101载体是Clontech公司的产品。

[0038] 实施例1、PPP1启动子的获得

[0039] 一、RT-qPCR检测PPP1的表达特异性

[0040] 通过RT-qPCR检测PPP1在野生型拟南芥(哥伦比亚生态型)的不同组织部位(种子、

根、茎、莲座叶、茎生叶、花芽、花、雌蕊、雄蕊、角果)的表达情况。具体步骤如下：

[0041] 分别提取野生型拟南芥(哥伦比亚生态型)的种子、根、茎、莲座叶、茎生叶、花芽、

花 、雌 蕊 、雄蕊 、角果的 R N A ，反 转 录成 c D N A 。以 获 得的 c D N A 为 模板 ，采 用

AGATGGGAACCGAAATTATCAGG和AAACTTTAGCCGGAGAAGTCTCC进行RT-qPCR，检测不同组织部位

的PPP1的表达情况。

[0042] PPP1在拟南芥的不同组织部位(种子、根、茎、莲座叶、茎生叶、花芽、花、雌蕊、雄

蕊、角果)的表达情况如图1所示：从图中可以看出，PPP1在雄蕊中表达量最高，其他组织部

位中表达量非常低。可见，PPP1具有花药中特异表达的性质。
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[0043] 二、启动子的获得

[0044] 以野生型拟南芥(哥伦比亚生态型)的基因组DNA为模板，采用引物：5’-

AAGCTTGGTCCTTTGCAATTCACAAGG-3’(序列2)和5’-GGATCCAGGCCTGATAATTTCGGTTCC-3’(序列

3)进行PCR扩增，得到PCR扩增产物，即为PPP1启动子。

[0045] 对PCR扩增产物进行1％琼脂糖凝胶电泳检测，回收并纯化PCR扩增产物。并对其进

行测序。

[0046] 测序结果表明：PCR扩增得到大小为2194bp的PPP1的启动子区域，其核苷酸序列如

序列表中序列1所示，将序列1所示的基因命名为P-PPP1。

[0047] 实施例2、转P-PPP1拟南芥的获得及其GUS染色分析

[0048] 一、转P-PPP1启动子拟南芥的获得

[0049] 1、重组载体pBI101-PPP1:GUS的构建

[0050] (1)P-PPP1的获得

[0051] 以野生型拟南芥(哥伦比亚生态型)的基因组DNA为模板，采用引物：5’–

AAGCTTGGTCCTTTGCAATTCACAAGG-3’(序列2)和5’–GGATCCAGGCCTGATAATTTCGGTTCC-3’(序列

3)进行PCR扩增，得到PCR扩增产物，即为P-PPP1。

[0052] (2)回收步骤(1)获得的PCR扩增产物，连接至pEASY-blunt(Transgene)，得到含有

P-PPP1的pEASY-blunt载体。

[0053] (3)用HindⅢ和BamHⅠ双酶切含有P-PPP1的pEASY-blunt载体，回收P-PPP1，用Hind

Ⅲ和BamHⅠ双酶切pBI101-GUS载体，回收载体大片段，连接，得到重组载体pBI101-PPP1:

GUS。

[0054] 对重组载体pBI101-PPP1:GUS进行测序验证，结果表明：重组载体pBI101-PPP1:

GUS为将序列表中序列1所示的P-PPP1替换pBI101-GUS载体的HindⅢ和BamHⅠ的酶切位点间

的DNA片段，且保持pBI101-GUS载体的其他序列不变得到的载体。

[0055] 2、重组菌的获得

[0056] 将重组载体pBI101-PPP1:GUS通过电击转化法，转入农杆菌GV3101，得到重组菌

pBI101-PPP1:GUS/GV3101。

[0057] 将pBI101-GUS载体转入农杆菌GV3101，得到重组菌pBI101-GUS/GV3101。

[0058] 3、转基因植株的获得

[0059] 采用浸花法分别将步骤2获得的重组菌pBI101-PPP1:GUS/GV3101和重组菌

pBI101-GUS/GV3101转化拟南芥(哥伦比亚生态型)，并在含有25mg/L卡那霉素的MS培养基

上筛选，分别得到转P-PPP1拟南芥和转空载体拟南芥。

[0060] 二、转P-PPP1拟南芥的GUS染色分析

[0061] 1、GUS染色

[0062] 对步骤一获得的转P-PPP1拟南芥植株和转空载体拟南芥植株的双核期花粉、成熟

花粉、萌发花粉和花进行GUS染色。具体步骤如下：分别将新鲜的转P-PPP1拟南芥植株和转

空载体拟南芥植株的双核期花粉、成熟花粉、萌发花粉和花置于离心管中，然后加入X-Gluc

染色液，抽真空15min，置于37℃过夜染色，分别得到染色后的材料，并将染色后将材料分别

依次置于70％，80％，90％的乙醇溶液中进行梯度脱色。

[0063] 2、染色结果
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[0064] 染色结果如图2所示：通过GUS染色发现，GUS在花药中有很强的表达，柱头上也有

微弱的表达；就单个花粉而言，早期仅在花粉壁中有较弱的表达(图2A)，而整个成熟花粉中

表达加强(图2B)，并且一直持续到花粉萌发(图2C)，而在花粉发育早期没有启动表达，转空

载体拟南芥植株的GUS基因在任何时期均无表达。

[0065] 以上结果均表明，P-PPP1(PPP1启动子)可以驱动目的基因如GUS报告基因在植物

花粉中特异表达。
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图1

图2
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