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摘  要 提取甘薯“川薯 34”总 DNA，设计引物，通过高保真 PCR 扩增获得了长为 1 144 bp 的甘薯储藏蛋白(Sporamin)基

因启动子 SpoA-p。PLACE 在线分析表明：Sporamin 启动子具有基本的启动子元件 CAAT-box，并包含大量与储藏蛋白表达

相关、抗逆相关及蔗糖表达相关的功能组件。构建植物表达载体 pBISpoA-p::GUS、农杆菌工程菌株EHA105：pBI-SpoA-p::GUS

后导入烟草及甘薯，分别得到 15 株烟草和 10 株甘薯的阳性转基因植株，GUS 染色分析表明烟草各部位中只在根中有基因

表达，甘薯根、茎和叶各部位未检测到活性。5%蔗糖诱导处理 24 h 后，在烟草根、茎及叶均观察到 GUS 活性；在甘薯中

只有根有 GUS 活性。因此，可以看出此启动子为甘薯根部特异的表达启动子，并受蔗糖诱导而表达。 

关键词 甘薯; 储藏蛋白基因; 启动子; 植物表达载体; 蔗糖诱导; 根部特异的表达 
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Abstract A 1 100 bp DNA fragment named SpoA-pro was amplified from a sweet potato cultivar (Chuanshu34), by PCR with 

high-fidelity DNA polymerase KOD-plus. PLACE online analysis revealed that the promoter of Sporamin contains basic 

cis-elements of promoter such as CAAT-box, and some functional domains associated with the expression of storage protein, stress 

response and sucrose inducible in the sequence. Furthermore, the plant expression vector for this promoter was constructed, and then 

transformed in tobacco and sweet potato mediated by Agrobacterium. 15 tobacco transgenic plants and 18 sweet potato transgenic 

plants were obtained and identified by PCR analysis, GUS staining assay showed blue color only happens in roots of transgenic 

tobacco, whereas the blue color appears in roots, stems and leaves of transgenic sweet potato. While transgenic the plants were 

treated with 5% sucrose, strong GUS staining were detected in the roots, leaves and stems of transgenic tobacco butonly in roots of 

transgenic sweet potato. Therefore, we thought that the SpoA-pro smight be a promoter that should have the characteristics of root 

specific and sucrose-inducible expression. 

Keywords Sweet potato; Sporamin gene; Promoter; Plant expression vector; Root specific expression; Sucroseinducible expression 

研究背景 

甘薯储藏蛋白(Sporamin)是一类块根特殊蛋白

质，于1985年由Maeshima发现，存在于甘薯块根中

而其他器官中则无(Maeshima et al., 1985)，占块根

可溶性蛋白的60%~80%，在植物块根中以单体的形

式出现，与马铃薯中的Patatin蛋白以及薯蓣中的

Discorin蛋白同属变态根茎器官中的特异贮藏蛋白

(Racuseu and Foote, 1980; Harvey and Boulter, 

1983)。储藏蛋白分为A、B两个亚族：Sporamin A

和Sporamin B (Hattori et al., 1989; Murakami et al., 
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1986)，每个亚基因家族都包含6个以上的成员

(Wettstein and Chua, 1987)，两类亚基因家族内的同

源性为94%~ 98%，而家族间的同源性为82%~84% 

(Wettstein and Chua, 1987)。 

Sporamin的表达具有块根特异性，与块根形态

器官的发生有着密切的关系(Hattori and Nakamura, 

1988; Hattori et al., 1991; Ohto et al., 1992; Takeda et 

al., 1995)，同时受到植株发育阶段和光合产物的调

控。Sporamin是甘薯块根特异贮藏蛋白，其启动子

也应具有块根特异性，克隆到该启动子，就可以构建

外源基因在甘薯块根中表达的载体，从而实现甘薯块

根特异表达外源基因的目的。为此，本研究根据已知

Sporamin A基因序列设计引物，通过PCR扩增获得了

启动子片段，用克隆的启动子表达GUS基因并分析了

该启动子在烟草和甘薯植株的表达特异性。 

1结果与分析 

1.1片段克隆及生物信息学分析 

采用川薯34总DNA为模板进行PCR扩增，得到

长为1 100 bp左右亮度较高的唯一条带，回收该

DNA与载体PMD19-T连接，转化大肠杆菌JM109，

经行蓝白斑筛选，挑取白斑培养并测序分析，得到

了1 144 bp的SpoA-p片段(图1)。 

 

 

图1 SpoA-p 的克隆  

注: M: MarkerⅤ; 1~4: 1 100 bp的SpoA-p  

Figure 1 Clonging of SpoA-p  

Note: M: MarkerⅤ; 1~4：1 100 bp fragment of SpoA-p 

 

PLACE数据库(A database of plant cis-acting 

regulatory DNA elements)在线分析表明：此启动子具

有核心启动子元件CAATBOX1，豌豆豆球蛋白基因

中此共有序列能控制组织特异性启动子的活性；元

件SREATMSD跟蔗糖表达相关；959(-)CANBNNAPA

含序列CNAACAC，是油菜储藏蛋白启动子核心组

件，胚及胚乳中napin蛋白转录必须的调控因子，具

有特异性；300(-)ELEMENT在大麦醇溶蛋白及小麦

麦谷蛋白基因启动子的上游元件中也存在；

959(-)2SSEEDPR OTBANAPA在很多储藏蛋白启

动子中存在，与储藏蛋白基因Nap4启动子的高活性

有重要的关联；ACGTATERD1和ABRELATERD1

是干旱条件下黄化感应表达所必须的元件，转录调

控因子ARR1AT曾在水稻非共生的血红蛋白启动子

中发现；CACTFTPPCA1是C4植物叶片基因特异表

达的顺式调控元件；359(-)WBOXNTERF3在转录抑

制ERF3基因的启动子区发现存在，跟受创伤时激活

此基因有关；265(-)CIACADIAN LELHC是西红柿

生理节奏表达基因 DE 启动子的必须区域；

950(-)DOFCOREZM是玉米Dof蛋白所需的核心位

点，此蛋白质只含有1个锌指结构，是植物所特有

的一类转录因子，其N末端保守的单锌指Dof结构域

是既与DNA又和蛋白相互作用的双重功能域；同时

还包含其他的功能组件(表1)。 

1.2载体构建 

表达载体PBI121含启动子为CAMV35s的GUS

基因，载体经HindⅢ及BamHⅠ双酶切CAMV35s后

与SpoA-p相连，转化宿主细胞大肠杆菌JM109。提

取阳性质粒DNA，再用HindⅢ及XbaⅠ双酶切检测，

得到1 144 bp的SpoA-p片段，证明构建成功(图2)。 

 

 

图2 双酶切鉴定pBI121-SpoA-p:gus 

Figure 2 Identification of pBI121-SpoA-p:gus by double digestion 

 

1.3烟草及甘薯转基因植株的获得 

将含SpoA-p的农杆菌工程菌株导入烟草，经3 d

共培养转入筛选培养基后叶片变成愈伤，愈伤经分

化逐渐长出小苗，待其长至5 cm时切下转入生根培

养基中，最终获得了20株抗性再生植株，筛选获得

的抗卡那霉素的植株的再生过程见图3。 

将甘薯的叶片及茎段进行预培养后，与农杆菌

工程菌株EHA105：pBI-SpoA-p::GUS进行浸染，30 

min去除菌液并在滤纸上吸干，共培养3 d进入筛选

培养阶段。14 d后叶片的边缘渐有突起，茎段两端

开始膨大，形成愈伤组织，转入分化培养基上后愈

伤分化出芽。随后幼苗叶片出现，将幼苗进行生根

培养，最终得到了15株再生植株(图4)。 
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表1 SpoA-p 启动子序列分析 

Table 1 Prediction of the promoter of SpoA-p 

顺式元件 位点 核心序列 注解 

Cis-element Site Core sequence Annotation 

-300ELEMENT 914(-) TGHAAARK Upstream of the promoter from the B-hordein 

gene of barley 

2SSEEDPROTBANAPA 959(-) CAAACAC Important for high activity of the promoter 

CANBNNAPA 959(-) CNAACAC Core of “(CA)n element” in storage protein 

genes 

ABRELATERD1   428(-) ACGTG Responsive todehydration 

CAATBOX1 939(-)609(-)223(-)881(+)874(+) CAAT Responsible for the tissue specific promoter 

activity 

ACGTCBOX    434(+)434 (-) GACGTC Plant bZIP protein DNA binding specificity 

ANAERO1CONSENSUS 198(-) AAACAAA In promoters of 13 anaerobic genes in silico 

ARR1AT   792(+)56(+)484(+) NGATT A response regulator 

CACTFTPPCA1 423(+)690(+)  442 (-)482 (-) YACT   A key component of mesophyll expression 

module 1 in the C4 plant 

CCAATBOX1 1134 (+)609 (-) CCAAT  Synergistic effect of upstream sequences 

CGACGOSAMY3 53(+)433(+)601 (-) CGACG Required for Amy3D expression during sugar 

starvation 

DPBFCOREDCDC3 956 (-)1107 (-) ACACNNG Transcription factors 

EBOXBNNAPA 475(-)239(-)362(+) CANNTG   E-box of napA storage-protein gene 

GATABOX 206(-)455(-)953 (-) GATA Required for high level and tissue specific 

expression 

IBOXCORE 886 (+)952 (-) GATAA Light-regulated 

NTBBF1ARROLB 524 (+) ACTTTA Required for tissue-specific expression 

OSE1ROOTNODULE 141(-)207(-)948 (-) AAAGAT Organ-specific elements of the promoters 

activated in infected cells of root nodules 

PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A 546 (-) CCTTTT Partially involved in sugar repression 

SREATMSD 1122(+)   TTATCC Sugar-repressive element 

TATCCAOSAMY 471 (+) TATCCA Alpha-amylase gene expression 

WBOXHVISO1 276 (-)  TGACT Sugar-responsive elements 

 

 

图3 转基因烟草的获得 

Figure 3 Acquisition of transgenic tobacco plants 

 

1.4转基因烟草及甘薯植株的分子检测 

将阴性、阳性对照及样品DNA进行PCR扩增

后，电泳检测有15株烟草跟阳性对照扩出同为1 000 

bp的条带，阴性对照及另5株抗性植株未见条带，

由此确定15株烟草被成功导入了SpoA-p；同样有10

株甘薯被确定为阳性植株(图5)。 

1.5转基因烟草及甘薯植株的GUS检测 

将GUS染液内37℃浸泡过夜的阴性对照、甘薯
及烟草的根、茎、叶分用95%乙醇脱色至阴性对照
完全为白色，观察并照相。染色结果表明分子检测 
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图4 转基因甘薯的阳性植株 

Figure 4 Positive transgenic sweetpotato plants 

 

 

图5 再生植株PCR鉴定 

注: A: 烟草; M1: 500 bp marker; 1~7, 8~10: 阳性植株; 7~11: 

阴性植株; 12: 阴性对照; 13: 阳性对照; B: 甘薯; M: Marker

Ⅴ; 1: 阴性对照; 2: 阳性对照; 3~10: 阳性植株; 11: 阴性植株 

Figure 5 Identification of regenerated  plants by PCR analysis  

Note: A: Tobacco; M: 500 bp marker; 1~7, 8~10: Positive 

trans- genic Plants; 7~11: Negative transgenic Plants; 12: 

Negative control; 13: Positive control; B: Sweet potato; M2: 

MarkerⅤ ; 1: Negative control; 2: Positive control; 3~10: 

Positive transgenic Plants; 11: Negative transgenic Plants 

 

为阳性的烟草根染出了蓝色，茎、叶及对照的根、

茎、叶均未发现蓝色出现(图6)；而甘薯转基因植株

及对照的各个部位都未染出蓝色。推测此启动子可

能在甘薯块根储藏蛋白合成时期才能启动基因表

达，具有时间表达特异性，GUS染色所检测的是再

生试管苗，此阶段SpoA1不具活性。在储藏蛋白被

合成时期，叶片中大量合成的糖份，是储藏蛋白合

成的上游碳源(Hattori et al., 1991)，故用5%蔗糖溶

液对转基因植株进行了诱导。 

1.6蔗糖诱导 

将得到的转基因烟草植株放置于含5%蔗糖的 

 

图6 烟草转基因植株的GUS染色 

Figure 6 GUS staining of transgenic tobacco plants 

 

培养基上诱导培养24 h后，取各部位的外植体染色，

37℃过夜后发现GUS活性表达较高，整个染色液变

成了蓝色，其茎、叶片及叶柄均全部被染色，根据阴

性对照(a)及未脱背景色的阳性植株诱导前(b)后(c)的

对比情况，可见对照(未转基因植株)毫无GUS表达(图

7A)。将A中b、c用酒精脱去背景色后即为 B、C两图

(图7)，转入启动子后植株根变成了蓝色，茎、叶无变

化,而经过5%蔗糖诱导后根(D)、茎(E)和叶(F)全部

变蓝(图7)。将诱导前后的染色根在显微镜下观察，

诱导后根GUS表达更高，蓝色较深(图7G; 图7H)。 

对甘薯阳性植株进行GUS染色，根、茎和叶未

染出任何颜色，经5%蔗糖诱导后根出现了蓝色，叶、

茎未见蓝色出现(图8)。烟草及甘薯的蔗糖处理实验

证明此启动子受蔗糖的诱导，为诱导型根特异表达

启动子。 

2讨论 

本研究克隆了甘薯块根储藏蛋白特异启动子

SpoA-p，分析表明SpoA-p含有启动子基本元件

CAAT-box，储藏蛋白表达元件、蔗糖相关的顺式元

件等。与GUS基因连接后转入烟草，转基因苗各器

官染色时仅根部变为蓝色，可见启动子只在烟草根

中有活性，具有根部特异性。将构建好的上述表达

载体转入甘薯后，对阳性再生植株苗期进行GUS染

色，未出现蓝色，推测这一启动子在甘薯中可能具 



 

分子植物育种(网络版), 2012 年, 第 10 卷, 第 1511-1517 页 
Fenzi Zhiwu Yuzhong (Online), 2012, Vol.10, 1511-1517 
http://mpb.5th.sophiapublisher.com 

1515 

 

图7 烟草对照与转基因植株蔗糖诱导前后GUS染色情况 

注: A: 烟草对照(a); 阳性再生植株(b); 5%蔗糖诱导抗性再生植株(c); B: b脱去背景色; C: c脱去背景色; D、E、F: 分别为C图

中的染色根、叶、茎; G和H: 显微镜下观察抗性再生植株根染色 

Figure 7 GUS staining of negative tobacco control, transgenic plants and sucrose-inducible transgenic plants  

Note: A: Negative control (a); Positive transgenic tobacco(b); Positive transgenic tobacco were treated with 5% sucrose; B: The same 

as b; C: The same as c; D、E、F、G、H: GUS staining of roots and leaves of transgenic plants 

 

有时间表达特异性，受储藏蛋白合成时期的相关物

质的调控。 

本研究利用5%蔗糖诱导转基因植株，GUS基因

在烟草各个部位均强烈表达，甘薯中则只在根中出

现蓝色，说明蔗糖诱导了此启动子表达。烟草与甘

薯中的不同表象证实了SpoA-p属于蔗糖诱导性的

根特异启动子。 

SpoA-p是一个可诱导性的块根特异启动子，该
启动子可以为植物块根特异表达系统研究提供帮
助。有研究表明Sporamin含量与甘薯块根中淀粉含
量呈正相关(Nakamura et al, 1991)，本研究小组在淀
粉合成相关基因的克隆及遗传转化有一定的研究

基础，已成功的将AGPa1和AGPa2基因导入了甘薯
中并得到了转基因植株，分析表明AGPase在甘薯中
提高了活性，得到了超量的表达(张聪等, 2010; 郑
雪莲等, 2011; 阎文昭等, 2010, 四川科学技术出版
社, pp.99-127)。因此通过此启动子的研究能使淀粉
合成相关基因在块根中得到特异表达，提高淀粉含
量，探索块根淀粉、储藏蛋白的合成机理中的相互
关系，为选育获得高淀粉新品种奠定基础。  

3材料与方法 

3.1块根储藏蛋白启动子的克隆 

川薯34为实验材料提取总DNA，经电泳检测及

紫外分光光度计分析。设计引物SpoA-p F：AAGCT- 
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图8 甘薯转基因诱导前后GUS染色 

注: A: 转基因植株GUS染色; B,C: 5%蔗糖诱导后GUS染色 

Figure 8 GUS staining of transgenic sweet potato and sucrose- 

inducible transgenic sweet potato  

Note: A: GUS staining of transgenic plants; B,C: GUS staining of 

sucrose-inducible transgenic plants at 5% sucrose concentration 

 

TTGCCAAACAGAGCCTAAATCCATC，R：GGAT- 

CCTCATGGTGG CAGATGAGATGACAA，下划线的

序列分别为引入的限制性内切酶HindⅢ、BamHⅠ

的识别位点。PCR扩增片段，扩增条件为：94℃ 5 min，

94℃ 1 min，56℃ 1 min 20 s，72℃ 1 min，30个循

环。电泳检测PCR产物，回收片段与克隆载体

PMD19-T连接，亚克隆测序。 

3.2载体构建 

用SpoA-p替代表达载体PBI121中的CaMV35s,

启动GUS基因表达。用HindⅢ及BamHⅠ同时双酶

切含有SpoA-p的PMD19-T及植物表达载体PBI121

的质粒DNA，回收SpoA-p与PBI121大片段，T4酶连

接，转入感受态细胞JM109中。挑取阳性克隆，提

取质粒DNA，利用HindⅢ及BamHⅠ双酶切验证

pBI-SpoA-p::GUS连接成功与否。采用根癌农杆菌

EHA105构建工程菌株EHA105：pBI-SpoA-p::GUS。 

3.3遗传转化 

A烟草：取健壮烟草无菌苗的幼嫩叶片，去主脉，

将叶片剪成0.5 cm2的小块。用农杆菌(EHA105:pBI- 

SpoA-p::GUS)感染后共培养3 d；移至含选择压卡那

霉素(Kana, 购自北京天根生化科技有限公司)的分

化培养基上分化出芽；在MS培养基上生根再生出

完整植株。 

B甘薯：将甘薯叶片在含20 μm/L的MS培养基

上28℃预培养过夜，农杆菌工程菌株培养至OD值

为0.3~0.5，侵染甘薯叶片30 min；无菌滤纸吸干多

余菌液，接种至含有20 g/L Glucose、0.5 g/L MES

及200 μm Acetosyingone共培养基上28℃暗培养3 

d；后转入含有0.2 mg/L 2,4-D、0.2 mg/L Zeatin和 50 

mg/L kana的筛选培养基上培养60~90 d；再移至

Gibberellic acid 0.05 mg/L的分化培养基上进行再生

植株的培养，获得kana抗性的甘薯植株。待幼苗长

至5 cm左右移栽入土。 

3.4转基因植株的分子检测 

提取植株总DNA为模板，使用上海生工有限公

司合成扩增长度为1 000 bp的GUS基因特异引物，

F: 5'-TCTGGTATCAGCGCGAAGTCT-3', R: 5'-TG- 

TCACGCGCTATCA GCTCT-3'。PCR方法扩增检测

GUS基因，以质粒DNA为阳性对照，未转化的同一

基因型植株总DNA为阴性对照。PCR采用25 μL反

应体系：约50 ng DNA模板，2.5 μL 10×PCR Buffer，

2 μL 2.5 mmol/L dNTPs，1.5 μL 25 mmol/L MgCl2， 

5 μmol/L的上下游引物各1 μL，1 U Taq DNA聚合

酶。PCR特异扩增程序为：94℃ 5 min，94℃ 1 min，

56℃ 2 min，72℃ 1 min，30个循环。 

3.5转基因植株的GUS染色 

X-Gluc (5-bromo-4chloro-3-indolyl-b-D-glucu- 

ronic acid)购自北京天根生化科技有限公司，配制方

法参考《现代植物生理学实验指南》。100 mg Gluc，

先溶于1 mL的DMF，取80 mL 50 mmol/L的磷酸钠

缓冲液(pH 7.0)，加入1 mL 50 mmol/L铁氰化钾、1 mL 

50 mmol/L亚铁氰化钾和2 mL 0.5mol/L EDTA (PH 

8.0)，再加入已溶解的Gluc，后加20 mL的甲醇，混

匀后分装保存。分别取分子检测为阳性的烟草及甘

薯转基因植株的根、茎、叶放入GUS染液内；同时

以未转烟草及甘薯植株作为阴性对照同样放入

GUS染液中，37℃过夜，用无水乙醇和酒精脱色观

察染色结果。 
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