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摘  要 为了获得具有多种抗逆特性的转基因甘薯材料，本文构建了由甘薯过氧化物胁迫诱导型启动子 SWPA2 和植物组成

型启动子 CaMV 35S 分别控制、且含有甘薯 SP8 的结合蛋白基因(IbSPF1)的过表达植物载体。IbSPF1 是植物 WRKY 转录因

子家族的成员之一。由于其参与植物多种生物和非生物胁迫的反应以及许多生理过程，WRKY 类家族越来越成为人们研究

的热点。本研究利用 RT-PCR 方法从甘薯茎叶组织中扩增出编码 IbSPF1 的完整开放阅读框，与已发表的 IbSPF1 相比，从

翻译起始点开始第 1009 位点的胸腺嘧啶转变为胞嘧啶，从而使翻译产物由色氨酸转变为脯氨酸。本研究进一步构建了由不

同启动子控制、携带 IbSPF1 基因的超表达植物载体 pCAMBIA2300，并转入到根癌农杆菌菌株 EHA105 中，为未来甘薯抗

逆转基因打下基础。 
关键词 甘薯; IbSPF1 基因; SWPA2 启动子; 多重胁迫 
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Abstract To generate transgenic sweetpotato (Ipomoea batatas (L.) Lam) with enhanced tolerance to multiple stresses, we 
constructed the overexpression vectors of IbSPF1 under the control of a stress inducible sweetpotato peroxidase (SWPA2) promoter 
and a constitutive active CaMV 35S promoter. Sweetpotato SP8 binding protein (referred to as IbSPF1) is a member of WRKY 
transcription factor superfamily in plant. WRKY family is becoming one of the most intensively studying transcription factors due to 
its diverse functions in plant biotic and abiotic stress responses as well as many physiological processes.We amplified full-length 
ORF coding sequence of IbSPF1 with RT-PCR method using total RNA from sweetpotato leaf tissue. We found that thymine residue 
at the position of 1009 from translational start site was changed to cytosine resulting the substitution of amino acid sequence proline 
for serine compare to reported IbSPF1. We constructed IbSPF1 overexpressing plant binary pCAMBIA2300 vector under the control 
of two different promoters. These vectors were transformed into Agrobacterium tumefaciens strain EHA105. These Agrobacterium 
transformants will be used to generate transgenic sweetpotato with enhanced tolerance to abiotic and biotic stresses. 
Keywords Sweetpotato; IbSPF1 gene; SWPA2 promoter; Multiple stress 

研究背景 
转录因子(transcription factor)，又称反式作用因

子，是能与位于转录起始位点上游 50 bp~5 000 bp
的顺式作用元件 (cis-acting elements) 、沉默子

(silencer)或增强子(enhancer)特异性结合的一类蛋

白，其通过与启动子(promoter)区域的结合，激活或

抑制下游基因在特定时间和空间的转录与表达。植

物体内存在大量的转录因子，在拟南芥中，全基因

组中超过 5%的基因用于编码大约 1500 种转录因

子。根据与 DNA 结合区域的特点，这些转录因子

可以分为若干个家族(Riechmann et al., 2000)。 
WRKY 蛋白家族是近年来发现的又一类植物
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特 有 的 转 录 调 节 因 子 ， 因 在 N- 端 含 有 由

WRKYGQK 组成的高度保守的氨基酸序列而得名。

目前，人们已从多种植物中分离出该家族的成员，

并对其生理特性进行深入研究 (Chen and Chen, 
2000; Sun et al., 2003; Lagace and Matton, 2004; 
Zhang et al., 2004; Xu et al., 2004; Borrone et al., 
2004; Ashida et al., 2002; Lambais, 2001; Pnueli et al., 
2002)。WRKY 蛋白能专一性结合((T) (T) TGAC 
(C/T)序列，而这种结合特定 DNA 序列的功能是由

WRKY 蛋白中的 WRKY 结构域行使的(Eulgem et 
al., 1999)。研究表明，WRKY 蛋白广泛地参与植物

对生物、非生物胁迫的应答反应、植物衰老和器官

发育等一系列生理活动，在植物的抗逆境反应中起

着非常重要的作用。 
虽然 IbSPF1 是第一个从植物中克隆得到的

WRKY 超家族成员(Ishiguro and Nakamura, 1994)，
但是其生物学功能一直没有得到深入了解。本实验

以日本甘薯品种‘Kokei No.14’总 RNA 为模板，成

功地克隆了 IbSPF1 基因 cDNA，构建起含有不同启

动子(CaMV 35S和SWPA2)的 IbSPF1基因植物表达

载体，对进一步研究 IbSPF1 基因的生物特性以及

转基因甘薯的抗逆性有重要意义，并为抗逆植物基

因工程的进一步研究提供参考。 

1 结果与分析 
1.1 IbSPF1 基因的克隆及序列测定 

参照 Ishiguro和Nakamura (1994)报道的甘薯基

因 cDNA 序列，设计一对基因特异性引物(GSP, 由
韩 国 SolGent 公 司 合 成 ) ， IbSPF1-Forward ：

5’-GGATCCATGGCTGCTTCT TCAGGGACAATA 
-3’( 下 划 线 部 分 为 BamHⅠ 酶 切 位 点 ) ；

IbSPF1-Reverse：5’–GGATCCTCAAGCTAGCAAT 
GTGTCCAGAAA-3’(下划线部分为 BamHⅠ酶切

位点)。按照以上设计引物对 IbSPF1 基因进行 PCR
扩增，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物显示一

条 1.7 kb 左右长度的 DNA 片段(图 1)，该产物经凝

胶回收试剂盒回收克隆到 T-Blunt 载体上，转至大

肠杆菌 DH5α。挑取 4 个阳性克隆用碱裂解法提取

质粒，BamHⅠ酶切后，编号为 2、3 和 4 的克隆均

可扩增出预期的目的片段(图 2)。测序结果表明，3
号克隆序列与 NCBI 上登录的序列仅有一个核苷酸

差异(图 3)，相似度高达 99.99%。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 RT-PCR 扩增结果 
注: M: 分子量 Marker; 1: 以 Oligo (dT)为引物所得 PCR 产

物; 2: 以 GSP 为引物所得 PCR 产物 
Figure 1 RT-PCR amplification of IbSPF1 cDNA 
Note: M: Marker; 1: The PCR product with Oligo (dT) primer; 
2: The PCR product with GSP primer 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
图 2 重组质粒 T-Blunt-IbSPF1 酶切检测 
注: M: 分子量 Marker; 1~4: 质粒酶切结果 
Figure 2 Detection of remodeled plasmid T-Blunt- IbSPF1 
digested with BamHI 
Note: M: Marker; 1~4: The results of plasmid digested with 
restriction endonuclease 

1.2 植物表达载体的构建与鉴定 
将 IbSPF1 基因分别与质粒 pCAMBIA2300-C- 

aMV 35S 和 pCAMBIA2300-SWPA2 连接后得到单

克隆，用引物对 1(CaMV 35S int-For 和 IbSPF1-Rev- 
erse) 和 引 物 对 2 (SWPA2 c-term-For 和

IbSPF1-Reverse)进行克隆 PCR检测，以鉴定 IbSPF1
片段与pCAMBIA2300-CaMV 35S或pCAMBIA2300 
-SWPA2 的连接方向的正确性。在挑取的 7 个

pCAMBIA2300-CaMV 35S-IbSPF1 阳性克隆中共有

2 个克隆得到了预期的目的片段(图 4)，表明编号分

别为 4 和 8 的克隆连接方向正确；在挑取的 5 个
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图 3 获得的 IbSPF1 基因序列与 NCBI 登录序列比对(部分序列) 
注: 红色标识表示的是两基因之间核苷酸差异序列 
Figure 3 Comparison of cloned IbSPF1 gene with NCBI one (part of sequence) 
Note: The difference between DNA sequence of cloned IbSPF1 gene with NCBI one is indicated by red mark 

pCAMBIA2300-SWPA2-IbSPF1 阳性克隆中共有 4
个克隆得到了预期的目的片段(图 5)，结果显示编号

为 3、4、5 和 6 的克隆连接方向正确。提取质粒后，

用 BamHI 酶切以上连接方向正确的阳性克隆，所检

测的六个克隆酶切后皆可以得到大小为 1650 bp 的

片段(图 6)，表明植物表达载体 pCAMBIA2300-Ca- 
MV 35S-IbSPF1 和 pCAMBIA2300-SWPA2-IbSPF1
已构建成功(图 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
图 4 IbSPF1 片段与 pCAMBIA2300-CaMV 35S 的连接方向

鉴定 
Figure 4 Orientation identification of IbSPF1 fragment in 
pCAMBIA2300-CaMV 35S 
注: M: 分子量 Marker; 1: 空 pCAMBIA2300-CaMV 35S 载

体; 4, 8: 阳性克隆 
Note: M: Marker; 1: The empty pCAMBIA2300-CaMV 35S 
vector; 4, 8: The positive clones 

1.3 根癌农杆菌的转化与鉴定 
采用冻融法将含有两个不同启动子的重组表

达载体导入农杆菌 EHA105 中，分别得到许多转化

子。以根癌农杆菌中纯化的质粒为模板，用 IbSPF1

基因的特异引物进行 PCR 检测(图 8; 图 9)：所挑取 
 
 
 
 
 
 
 
图 5 IbSPF1 片段与 pCAMBIA2300-SWPA2 的连接方向鉴定 
注: M: 分子量 Marker; 1: 空 pCAMBIA2300-SWPA2 载体; 
3~6: 阳性克隆 
Figure 5 Orientation identification of IbSPF1 fragment in 
pCAMBIA2300-SWPA2 
Note: M: Marker; 1: The empty pCAMBIA2300-SWPA2 
vector; 3~6: The positive clones 
 

 

 

 
 
 
 
图 6 重组质粒 pCAMBIA2300-CaMV 35S (或 SWPA2) 
-IbSPF1 酶切检测 
注: CaMV35S_p: 4,8; SWPA2_p: 3,4,5,6 
Figure 6 Detection of remodeled plasmid pCAMBIA2300-Ca- 
MV 35S (or SWPA2)-IbSPF1 by enzyme restriction 
Note: CaMV35S_p: 4,8; SWPA2_p: 3,4,5,6 
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图 7 植物表达载体 pCAMBIA2300-CaMV 35S(或 SWPA2) 
-IbSPF1 的构造 
Figure 7 Diagrgam for construct of plant expression vector 
pCAMBIA2300-CaMV 35S (or SWPA2)-IbSPF1 

的四个转化子和阳性对照的DNA中均能扩增出与

IbSPF1 cDNA片段大小相同的片段，而阴性对照未

能扩增出相应条带，说明重组质粒确已转入根癌农

杆菌。 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 8 pCAMBIA2300-CaMV 35S-IbSPF1 导入根癌农杆菌结

果鉴定 
注: M: 分子量 Marker; P: 阳性对照; N: 阴性对照; 1~4: 阳
性克隆子 
Figure 8 Identification of transformant for pCAMBIA2300-Ca- 
MV 35S-IbSPF1 into Agrobacterium tumefaciens strain 
EHA105 
Note: M: Marker; P: The positive control; N: The negative 
control; 1~4: The positive clones 
 

 
 
 
 
 
 
 
图 9 pCAMBIA2300-SWPA2-IbSPF1 导入根癌农杆菌结果鉴

定 
注: M: 分子量 Marker; P: 阳性对照; N: 阴性对照; 1~4: 阳
性克隆子 
Figure 9 Identification of transformant for pCAMBIA2300- 
SWPA2-IbSPF1 into Agrobacterium tumefaciens strain 
EHA105 
Note: M: Marker; P: The positive control; N: The negative 
control; 1~4: The positive clones 

2 讨论 
WRKY 蛋白是 DNA 结合的调节蛋白，通过与

目标基因上的 W 盒元件互作，在转录水平上调控

基因的表达。各种高等植物当机体受到机械损伤、

病原物侵害或者非生物胁迫诱导时，WRKY 基因都

能大量而快速的表达。研究证实，有三分之二的拟

南芥WRKY基因被病原侵染或被植物防卫反应的信

号分子水杨酸诱导(Dong et al., 2003)。水稻受真菌

病原体  M. grisea 侵染后，在被测试的 45 个

OsWRKY 基因中有 15 个基因的表达显著增加，而

其中 12 个受 M. grisea 诱导的 OsWRKY 基因也不同

程度的受到细菌病原体  Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae (Xoo)的差异调控(Ryu et al., 2006)。(仇玉萍

等, 2004, 科学通报, 49(18): 1860-1869)对获得的 13
个水稻 WRKY 基因进行 Northern blotting 分析，发

现其中 10 个 WRKY 基因的表达受到 NaCl、PEG、

低温(4℃)和高温(42℃)等 4 种非生物逆境因子胁迫

的影响，但其诱导表达模式在各种胁迫及胁迫诱导

时间上均存在着很大的差异，这种基因诱导表达模

式的差异可能体现于它们之间的生物学功能的差

异，在水稻抵抗不同非生物胁迫或不同抗逆境信号

转导中可能发挥不同的作用。在实验过程中，我们

利用RT-PCR技术对 IbSPF1基因在甘薯不同生长部

位以及病原菌浸染、干旱胁迫和 NaCl 处理下的表

达谱进行了初步研究，发现其表达方式存在着很大

的区别(结果未发表)，说明 IbSPF1 基因同许多

WRKY 家族成员一样，可能参与调控植物抗逆反

应，这为转基因抗逆甘薯材料的获得提供了一种新

的思路。我们相信，随着研究的深入，人们将会对

IbSPF1 基因的功能和生理特性进一步了解，IbSPF1
基因将会在植物抗逆遗传转化研究中发挥越来越

重要的作用。 
CaMV 35S 启动子是一种高效的组成型启动

子，常用于调控植物外源基因的表达。但是利用诱

导型启动子(特别是胁迫诱导型启动子)来精细调控

基因表达，可能更加有利于毒害胁迫下植物抗逆蛋

白的产生(Yoshida and Shinmyo, 2000)。SWPA2 启动

子是从甘薯悬浮培养组织中得到的一种氧化胁迫

诱导的 POD 启动子(Kim et al., 2003)，它的表达受

各种氧化胁迫，如过氧化氢、UV 照射及机械伤害

的诱导。因此，SWPA2 启动子有助于转基因植物中
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抗性基因的精确表达以及转基因细胞和植株中一

些有益药物蛋白成分的大量生产。与此同时，

SWPA2 启动子对于氧化胁迫过程中的信号转导研

究具有重大的意义。我们构建了含有不同启动子

(CaMV 35S 和 SWPA2)的植物表达载体，目前正在

进行载体的遗传转化试验，并取得了一些较好的结

果，这些都为今后探索组成型启动子和胁迫诱导型

启动子在转基因植物抗逆效果上的差异提供研究

基础。 

3 材料与方法 
3.1 实验材料 
3.1.1 植物材料 

甘薯栽培品种高系 14 (Ipomoea batatas L. Lam. 
cv. Kokei No.14) 由韩国生命工学院环境生命工学

研究中心植物抗氧化研究组繁育与保存，选取 15 
d~20 d 的组培苗幼嫩茎叶为试材。 

3.1.2 菌株及质粒 
供试的感受态大肠杆菌(Escherichia coli)菌株

DH5α、克隆载体 T-Blunt 均为韩国 SolGent 公司产

品；感受态根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)
菌株 EHA105、分别含有植物组成型启动子 CaMV 
35S 和甘薯过氧化物诱导型启动子 SWPA2 (Kim et 
al., 2003)的植物表达载体 pCAMBIA2300(抗性标记

为卡那霉素)由韩国生命工学院环境生命工学研究

中心植物抗氧化研究组构建与保存。  

3.1.3 实验试剂 
DNA 限制性内切酶、Ex-Taq 酶、Pfu 高保真酶、

牛小肠碱性磷酸酶(CIAP)和 dNTP 购自 TaRaKa；
T4 DNA 连接酶购自 Promega；逆转录(RT)试剂盒

购自 Fermentas；DNA 凝胶产物回收试剂盒购自

Real Biotech；DNA 分子量 Marker 和高纯度质粒小

提中量试剂盒购自 SolGent，其他试剂为 TaKaRa
产品。 

3.2 实验方法 
3.2.1 植物 RNA 的提取和纯化 

采用 TRIzol 法(Invitrogen 公司)提取甘薯总

RNA，具体提取方法参考说明书进行。测定浓度后，

将其置于-20℃保存，以备后用。 

3.2.2 PCR 扩增及其产物回收 
首先，按照逆转录试剂盒的说明书要求，分别

以 GSP 和 Oligo (dT)为引物将 RNA 转录为 cDNA。

接着对 IbSPF1 基因进行 PCR 扩增，扩增条件为

94℃预变性 2 min；94℃变性 60 s，56℃退火 45 s，
72℃延伸 90 s，25 个循环；于 72℃延伸 10 min，
PCR 产物用韩国 Real Biotech 公司 DNA 凝胶回收试

剂盒进行回收。 

3.2.3 中间载体的构建及测序 
将回收的目的 DNA 片段与 T-Blunt 载体连接，

转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞，在含卡那霉素的

培养基上蓝白斑筛选，用碱法小批量抽提质粒，并

作电泳鉴定和限制性内切酶分析。酶切鉴定片段大

小正确后，将扩增片段送韩国 SolGent 公司测序。 

3.2.4 植物重组表达载体的构建及转化根癌农杆菌 
将含有 IbSPF1 基因的 T-Blunt 载体用 BamHI

酶切，回收小片断后，克隆到经 BamHI 酶切的

pCAMBIA2300 载体 (分别含有 CaMV 35S 和

SWPA2 启动子)上，构建成植物表达载体。冻融法

转化根癌农杆菌 EHA105 (An, 1987)。 
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