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摘要  多聚ADP核糖聚合酶(PARP)受基因毒剂的特异性诱导。将拟南芥(Arabidopsis thaliana)AtPARP1基因上游长2 179 
bp的启动子片段插入到质粒pAKK687的β-葡萄糖醛酸糖苷酶(GUS)报告基因上游, 转化拟南芥。GUS组织化学染色结果表

明, GUS报告基因仅在苗龄3–5天的拟南芥根部及花发育早期的雄蕊中表达; 1.5 μg·mL–1
博莱霉素与22 μg·mL–1

丝裂霉素

联用强烈诱导了GUS报告基因的表达(尤其在拟南芥的幼苗和果荚中)。进一步降低抗生素浓度, 发现单独使用1 μg·mL–1
博

莱霉素对GUS报告基因也具较强的诱导活性, 且对拟南芥幼苗的生长无影响。上述结果表明, AtPARP1启动子是一个新型

的具较大应用潜力的抗生素诱导型启动子。 
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多聚ADP核糖聚合酶 (poly ADP-ribose poly-
merase, PARP)负责蛋白质的翻译后修饰(Amé et 
al., 2004; Barth et al., 2006; Schreiber et al., 2006), 
它先将NAD+裂解为ADP核糖(ADP-ribose)和尼克酰

胺两部分, 然后将其中的ADP核糖基团转移至受体

蛋白谷氨酸或赖氨酸残基上, 之后进一步催化新的

ADP核糖连接到蛋白质已有的ADP核糖基团上, 进
而形成线性或带分支的含有几十个至几百个ADP核

糖单位的多聚ADP核糖链 (Althaus and Richter, 
1987; Amé et al., 2004)。多聚ADP核糖携带有大量

的负电荷, 因此会极大地改变受体蛋白的物理及生化

特性(Althaus, 1992; Schreiber et al., 2006)。研究结

果表明 , PARP的激活与DNA修复有关 , 活化的

PARP结合到DNA双链断裂处并募集修复相关蛋白, 
同时修饰组蛋白, 使其携带大量的负电荷, 从DNA 
上脱落 , 从而更加有利于修复酶的结合(Petrucco, 
2003; Huber et al., 2004; Ahel et al., 2009)。拟南芥

(Arabidopsis thaliana)的基因芯片数据分析 (www. 
arabidopsis.org) 表明 , 在正常生长的拟南芥内

AtPARP1的表达水平很低 , 但在基因毒剂存在时 , 
AtPARP1被迅速诱导 , 表达水平大大提高 , 说明

AtPARP1的启动子可成为一个新型的诱导型启动子。 

诱导型启动子是指在某些特定条件下, 如物理、

化学和生物信号(统称为“诱导因子”)存在时, 启动

子可以驱动下游基因增强表达, 转录水平大大提高

(Rossi and Blau, 1998; Giandomenico and Mari-
anthi, 2009)。目前, 根据植物所感受到的信号刺激种

类, 诱导型启动子主要可分为3种, 即物理因素(如温

度、光照和射线等)、化学因素(离子、有机物和激素

等)和生物因素(病菌、组织器官和发育阶段等)诱导表

达的启动子。该类启动子常以诱导信号命名, 例如光

诱导表达基因启动子、热诱导表达基因启动子、创伤

诱导表达基因启动子、激素诱导表达基因启动子和真

菌诱导表达基因启动子(Mcelroy and Brettell, 1994; 
吴雪峰等, 2004)。化学因素诱导型启动子, 由于其诱

导物是外源的, 生物体内或环境中一般不存在诱导因

素, 因此与生物因素或温度等环境因素诱导的启动子

相比, 特异性更强, 基因的开关更加可控(Wang et 
al., 2003; Tang et al., 2004)。目前, 在植物学基础研

究中, 已成功应用的化合物诱导启动子有地塞米松诱

导启动子、糖皮质激素和雌激素响应启动子等(Zuo 
and Chua, 2000)。通过外源化合物的施用, 启动子驱

动下游基因表达, 从而实现基因表达的人工调控。这

类启动子在植物学基础研究以及在应用转基因技术

·技术方法· 
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改造植物性状方面都有广泛的应用。例如, 研究基因

表达与表型变化之间的相互关系, 使经济作物在特定

生长时期表达外源基因产物等(Zuo and Chua, 2000; 
Wang et al., 2003; Li et al., 2005)。 

本实验室克隆了拟南芥AtPARP1基因的启动子, 
并利用该启动子构建了GUS基因报告系统, 研究了正

常情况下AtPARP1启动子在各组织中的活性; 检测了

在博莱霉素和丝裂霉素处理下该启动子的响应情况; 
同时分析了该基因在其它生物和非生物因素胁迫条件

下的表达情况。结果表明, AtPARP1启动子可成为一

个新型的化学诱导型启动子, 具有潜在的应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料   

拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)种子为Columbia生
态型(Col-0)。PCR引物由上海捷瑞基因技术有限公司

合成。DNA序列测定由上海桑尼生物科技有限公司完

成。所用试剂和酶分别为: 除草剂草丁膦和X-GLUC 
(上海捷瑞基因技术有限公司); 博莱霉素和丝裂霉素

(日本化药株式会社); 限制性内切酶、LA Taq酶和T4 
DNA连接酶(Takara); Taq DNA聚合酶(天根); PCR 
Blunt II载体(Invitrogen)。 
  

 
 
图1  用于驱动GUS报告基因表达的拟南芥AtPARP1基因ATG起始位点上游2 179 bp的序列 
 
Figure 1  The 2 179 bp sequence upstream from the ATG start codon of AtPARP1 gene of Arabidopsis thaliana was used for 
driving GUS reporter gene expression 
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1.2  方法 

1.2.1  DNA的提取 
拟南芥叶片DNA的提取参照Xin等(2003)所述方法。

用0.6%琼脂糖凝胶检测DNA的质量, DNA片段大小

应为50 kb以上。 
 
1.2.2  AtPARP1基因启动子片段的扩增  
根据AtPARP1基因5′上游和翻译起始位点附近序列

设计引物 , 用于巢式PCR扩增。第1对引物为F- 
primer: 5′-ATTTTGAGGCGGTGGAGTTTC-3′和R- 
primer: 5′-CGTCGACTTTGAGCTTGTTCG-3′; 第2
对引物的上游引物为第1对引物的F-primer5′端添加

酶切位点, 即为5′-GAATTCTTTTGAGGCGGTGGA- 
GTTTC-3′, 下游引物则恰好在ATG位点上游, 亦添

加酶切位点, 为5′-CCCGGGTTTCGTCTTCTTCTT- 
CAGGAGAATAG-3′。首先利用第1对引物进行扩增, 
采用LA Taq酶。PCR反应程序为: 94°C 2分钟; 94°C 
30秒 , 53°C/51°C/49°C/47°C/45°C30秒 , 5个循环 ; 
94°C 30秒, 45°C 30秒, 72°C 2分钟30秒, 27个循环。

回收符合预期大小的条带作为模板, 再用含有酶切位

点的另一对引物对其进行第2次PCR扩增。扩增程序

为: 94°C2分钟; 94°C30秒, 50°C/49°C/48°C30秒, 5
个循环; 94°C 30秒, 48°C 30秒, 72°C 2分钟30秒, 27
个循环。结果扩增出单一的2.2 kb片段。 
 
1.2.3  AtPARP1启动子报告基因载体的构建 
将目的条带电泳回收后 , 连接到T载体pMD18-T 
(Takara)中, 转化大肠杆菌DH5α, 摇菌并抽提质粒, 
进行EcoR I和Sma I双酶切鉴定。酶切正确的克隆送

上海桑尼生物科技有限公司测序。选择序列正确的克

隆, 再以EcoR I和Sma I双酶切, 释放出的外源片段

与EcoR I和Sma I双酶切的载体pAKK687(带有草丁

膦抗性基因)相连, 转化大肠杆菌, 摇菌并抽提质粒。

酶切鉴定正确的克隆用于转化农杆菌。 
 
1.2.4  拟南芥的生长及转化  
将种子播于浸透营养液的培养土(蛭石:黑土:珍珠岩

=9:3:0.5)中, 用保鲜膜覆盖, 4°C下春化3天后转入光

照培养室(9小时光照/15小时黑暗, 光强130 µmol· 
m–2·s–1, 温度(22±2)°C), 20天后再移入长日照温室

(16小时光照/8小时黑暗), 开花前浇1次营养液, 转化

方法参照花序浸泡法(Clough and Bent, 1998)。 
 
1.2.5  阳性转基因植株的鉴定及GUS染色分析  
种植转基因T0代种子, 待其刚刚长出真叶时喷施除草

剂, 筛选阳性植株, 开花后取各组织进行GUS染色, 
选择有GUS信号的阳性株收种。种植T2代植株, 取不

同时期及不同组织进行GUS染色 (Sieburth and 
Meyerowitz, 1997)。 
 
1.2.6  AtPARP1基因启动子活性的定量分析 
采用定量PCR技术检测GUS基因的表达。引物序列如

下: F-primer: 5′-AGTGGCAGTGAAGGGCGAACA-  
GT-3′; R-primer: 5′-TCAGCGTAAGGGTAATGCG- 
AGGT-3′。PCR反应程序为: 95°C3分钟; 95°C5秒, 
60°C30秒, 40个循环。 
 

 
 
图2  拟南芥AtPARP1基因启动子的组织特异性活性分析 

(A) 苗龄5天的幼苗; (B) 莲座叶; (C) 茎生叶; (D) 花序; (E) 第
9期花; (F) 第13期开放的花; (G) 茎; (H) 幼嫩角果; (I) 成熟角

果 
 
Figure 2  The tissue-specific activity of AtPARP1 promoter 
of Arabidopsis thaliana 

(A) 5-day-old seedling; (B) Rosette leaf; (C) Cauline leaf; (D) 
Inflorescence; (E) Flower at stage 9; (F) Open flower at stage 
13; (G) Stem; (H) Young silique; (I) Mature silique 
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2  结果与讨论 

2.1  AtPARP1基因启动子片段的扩增和报告载体

的构建  

从拟南芥Col-0生态型的总DNA中扩增获得AtPARP1
基因启动子序列, 经测序长度为2 179 bp(图1)。将该

片段通过EcoR I和Sma I位点插入到pAKK687载体的

GUS报告基因上游, 转入拟南芥中得到转基因pAt- 
PARP1::GUS植株。 

2.2  AtPARP1启动子在不同组织中的活性分析 

基因芯片数据(www.arabidopsis.org)分析表明, At- 
PARP1基因在拟南芥花中表达水平最高, 故筛选出

转pAtPARP1::GUS阳性植株后, 收集花中出现GUS
信号的T1代植株种子, 得到10株以上的阳性植株。将

T1代种子再进行除草剂筛选, 选取分离比接近3:1的
小苗进行GUS组织化学染色。结果发现仅在苗龄3–5
天的幼苗根的基部、早期花药以及花丝中检测到GUS

信号(图2), 其它组织中则未见明显表达。 

2.3  AtPARP1启动子在抗生素诱导下的活性分析 

取转基因阳性植株的不同组织 , 参考拟南芥网站

(www.arabidopsis.org)基因毒剂处理植物的通用条

件, 以22 μg·mL–1丝裂霉素+1.5 μg·mL–1博莱霉素处

理转基因植株30小时后, 进行GUS染色。结果发现抗

生素强烈诱导了GUS报告基因的表达(图3)。未处理

前的成熟植株仅在早期花药和花丝中检测到弱的

GUS信号, 诱导30小时后, 在整个花序中都出现了

强的GUS基因表达 ; 在苗龄5天的幼苗中 , 诱导前

GUS基因仅在其根基部有非常微弱的表达, 诱导30
小时后, 整个根、叶和下胚轴等位置均有强烈的蓝色

信号出现; 在幼嫩角果中, 未诱导之前未检测到蓝色

信号, 诱导30小时后也出现了较强的蓝色信号; 但在

成熟角果(开始变黄)中, 并未见抗生素的明显诱导效

应(结果未显示); 在莲座叶(图片未显示)及茎生叶中, 
仅见较弱的诱导信号。 

 

 
 
 
图3  拟南芥不同组织中AtPARP1启动子在抗生素诱导前后的活性变化 

(A) 花序; (B) 诱导后的花序; (C) 苗龄5天的幼苗; (D) 诱导后苗龄5天的幼苗; (E) 幼嫩角果; (F) 诱导后的幼嫩角果; (G) 茎生叶; 
(H) 诱导后的茎生叶 
 
Figure 3  The activity of AtPARP1 promoter in different tissues of Arabidopsis thaliana before and after antibiotics treatment 

(A) Inflorescence; (B) Inflorescence after treatment; (C) 5-day-old seedling; (D) 5-day-old seedling after treatment; (E) Young 
silique; (F) Young silique after treatment; (G) Cauline leaf; (H) Cauline leaf after treatment  
 

A 
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图4  拟南芥幼苗在22 μg·mL–1丝裂霉素+1.5 μg·mL–1博莱霉

素处理不同时间前后AtPARP1基因的表达(平均值±标准误)(数
据来源http://www.arabidopsis.org/servlets/Search?action=new_ 
search&type=expression) 

(A) 根; (B) 茎和叶 
 
Figure 4  Transcriptional response of AtPARP1 gene to 22 
μg·mL–1mitomycin+1.5 μg·mL–1bleomycin treatment for diff- 
erent time in Arabidopsis thaliana seedlings (means±SD) 
(Data were obtained from http://www.arabidopsis.org/ser- 
vlets/Search?action = new_search&type=expression) 

(A) Root; (B) Stem and leaf 
 
 

通过分析该基因在各种胁迫条件下的基因芯片

数据(www.arabidopsis.org)发现, 在生长16天的拟

南芥幼苗中, 丝裂霉素和博莱霉素联用可以强烈诱导

AtPARP1基因在其根(图4A)及茎叶(图4B)中表达, 诱
导24小时后, 根中的表达量提高了17倍, 茎叶中则提

高了18倍(图4)。抗生素对AtPARP1基因的诱导趋势 

 
 
 
图5  抗生素处理前后AtPARP1启动子驱动GUS基因表达水平

的定量分析(平均值±标准误) 
 
Figure 5  The expression level of GUS gene driven by At-
PARP1 promoter before and after antibiotics treatment 
(means±SD) 
 

 
与我们的GUS染色结果基本相同, 但由于植物生长

时期与种植条件均不一致, 诱导时间也不相同, 故在

绝对值上难以相互比较。 

2.4  AtPARP1启动子在抗生素诱导下的活性定量

分析 

GUS组织化学染色结果表明, 在22 μg·mL–1丝裂霉

素+1.5 μg·mL–1博莱霉素诱导下, 花中AtPARP1启动

子活性受到较强诱导, 而莲座叶中则诱导程度较弱。

以此2种组织为代表, 利用定量PCR技术检测转基因

植株的花和莲座叶中GUS基因在抗生素诱导30小时

前后表达量的变化, 以定量分析AtPARP1启动子对

博莱霉素和丝裂霉素诱导的响应情况。结果表明, 在
较强诱导的花中GUS基因表达量提高了31倍, 在较

弱诱导的莲座叶中其表达量提高了7倍(图5)。 

2.5  抗生素浓度的选择及其对植物生长的影响 

由于丝裂霉素和博莱霉素具有损伤DNA的作用, 在
高浓度下会对植物的正常生长产生影响, 因此, 本 
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图6  AtPARP1基因启动子对22 μg·mL–1丝裂霉素和1 μg·mL–1博莱霉素处理的响应 

(A) 生长7天的pAtPARP1::GUS转基因拟南芥幼苗的GUS活性; (B), (C) 用22 μg·mL–1丝裂霉素分别处理30小时和50小时后转基因

幼苗的GUS活性; (D), (E) 用1 μg·mL–1博莱霉素分别处理30小时和50小时后转基因幼苗的GUS活性; (F) 转p35S::GUS(pAKK687
空载体)幼苗的GUS活性(阳性对照) 
 
Figure 6  Response of AtPARP1 gene promoter to 22 μg·mL–1mitomycin and 1 μg·mL–1 bleomycin treatment 

(A) GUS activity of 7-day-old pAtPARP1::GUS transgenic seedling; (B), (C) GUS activity of the transgenic seedlings after treated 
by 22 μg·mL–1mitomycin for 30 h and 50 h, respectively; (D), (E) GUS activity of the seedlings after treated by 1 μg·mL–1 bleo-
mycin for 30 h and 50 h, respectively; (F) GUS activity of the p35S::GUS(pAKK687 vector) transgenic seedlings (as positive 
control) 
 

 
研究尝试降低抗生素浓度, 以及仅用博莱霉素或丝裂

霉素一种进行诱导, 以选择既能诱导下游基因表达, 
又对植物生长没有明显影响的抗生素浓度。结果发现, 
低浓度的博莱霉素就可强烈诱导该启动子的活性, 用
1 μg·mL–1博莱霉素诱导50小时的效果与用22 μg· 
mL–1丝裂霉素+1.5 μg·mL–1博莱霉素诱导30小时的

效果相当(图6E, 图3D), 而22 μg·mL–1丝裂霉素的

诱导效果则较弱(图6B, C)。为了检测博莱霉素对拟

南芥生长的影响, 将拟南芥种植在含有1 μg·mL–1博

莱霉素的1/2MS培养基上, 1周后发现拟南芥的萌发

及生长均未受到明显影响(图7), 其根和叶均生长正

常, 说明拟南芥可以耐受低浓度的博莱霉素, 1 μg· 
mL–1博莱霉素在苗期不会对小苗产生明显危害。另

外, 喷施1 μg·mL–1博莱霉素的植株下一代也没有发

现异常。以上结果表明, AtPARP1启动子受低浓度博

莱霉素的诱导, 有望成为在苗期使用的化学诱导型

启动子。 

2.6  AtPARP1基因对其它外界环境条件以及内源

生物因素的响应 

利用www.arabidopsis.org网站提供的基因芯片数据

可以分析AtPARP1启动子对其它外界环境条件以及

内源生物因素的响应情况。从图8可以看出, 不同环

境因素胁迫11天幼苗的气生部分(图8A)和根(图8B)
中, AtPARP1的表达均受到丝裂霉素和博莱霉素的高

度诱导, 而受其它环境因素的影响较小。除了非生物

胁迫因素, AtPARP1亦不受病原菌接种和内源激素的

诱导(数据未显示)。 
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图7  在含有1 μg·mL–1博莱霉素的1/2MS培养基上生长1周的

拟南芥幼苗 

(A) 正常生长的幼苗(对照); (B) 在含1 μg·mL–1博莱霉素培养

基上生长的幼苗 
 
Figure 7  One-week-old Arabidopsis thaliana seedlings 
grown on 1/2MS medium containing 1 μg·mL–1bleomycin 

(A) Seedlings under normal growth condition (Control); (B) 
Seedlings grown on 1/2MS medium containing 1 μg·mL–1 
bleomycin 
 

 
在通过转基因手段研究拟南芥及其它植物的基

因功能时, 一些基因的组成型表达常常会导致植株生

长不正常甚至死亡, 故而需要把目的基因置于可诱导

的启动子后, 在需要时基因才开始表达。化学诱导启

动子由于特异性强且使用方便(Zuo and Chua, 2000; 
Wang et al., 2003), 相对于生物因素诱导的启动子

而言, 可控性更好, 故而在研究中更受欢迎, 但目前

可供选择的化学诱导型启动子并不多。 
本研究提供的AtPARP1启动子受内源激素和外

源的生物及非生物胁迫的影响很小, 特异性地受到博

莱霉素和丝裂霉素的高度诱导。在未诱导之前, 除了

在早期花药中外, 该启动子活性很低, 在低浓度的博

莱霉素存在时, 该启动子强烈地驱动下游基因的表

达, 尤其是在苗中。另外, 本研究中所用到的低浓度

博莱霉素对拟南芥幼苗没有明显的生长抑制, 其成熟

植株开花和结种正常, 后代植株表型也正常。综上所

述, 本研究通过转基因手段和报告基因证明, AtPA- 
RP1启动子可以成为一个在拟南芥苗中应用的、特异

性地受博莱霉素和丝裂霉素诱导的新型化学诱导启

动子。目前, AtPARP1启动子中受博莱霉素和丝裂霉

素诱导的元件尚属未知, 下一步将研究其响应元件 
 

 
 
 
 

图8  AtPARP1基因对环境胁迫的响应(平均值±标准误)(数据

来源http://jsp.weigelworld.org/expviz/expviz.jsp?experiment= 
abiostress&normalization=absolute&probesetcsv=At4g02390- 
&action=Run) 

(A) 生长11天幼苗的气生部分AtPARP1基因对不同胁迫的响

应; (B) 生长11天幼苗的根中AtPARP1基因对不同胁迫的响应 
 
Figure 8  Expression level of AtPARP1 gene in response to 
various environmental stresses (means±SD) (Data were 
obtained from http://jsp.weigelworld.org/expviz/expviz.jsp? 
experiment=abiostress&normalization=absolute&probesetcsv= 
At4g02390&action=Run) 

(A) Expression level of AtPARP1 gene in response to various 
stresses in aerial parts of 11-day-old young seedlings; (B) 
Expression level of AtPARP1 gene in response to various 
stresses in roots of 11-day-old young seedlings 
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以及与之作用的转录因子。 
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Abstract  Poly ADP-ribose polymerase (PARP) is induced specifically by genotoxin. We cloned the 2 179 bp promoter 
sequence of Arabidopsis AtPARP1 gene into a pAKK687 vector to drive the expression of a β-glucuronidase (GUS) re-
porter gene for Arabidopsis transformation. GUS staining revealed the GUS reporter gene expressed only in the basal 
root of 3 to 5-day-old seedlings and in the anther at early flowering stage. An amount of 1.5 μg·mL–1 bleomycin combined 
with 22 μg·mL–1 mitomycin could strongly induce the expression of the GUS reporter gene, especially in young seedlings 
and young siliques of Arabidopsis. An amount of 1 μg·mL–1 bleomycin was enough to induce the promoter and had no 
adverse effects on Arabidopsis seedling growth. The AtPARP1 promoter may be a new antibiotic-inducible promoter with 
application potential. 
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