
第 23卷第 3期 宁 波 大 学 学 报（理 工 版 ） Vol.23 No.3 
2010年 7月 JOURNAL OF NINGBO UNIVERSITY ( NSEE ) July 2010  

文章编号:1001-5132（2010）03-0001-05 

拟南芥 AtGLR1.3和 AtGLR3.3启动子的

GUS基因融合表达 
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摘要: 用启动子融合 GUS基因的方法, 研究了 AtGLR1.3 和 AtGLR3.3 基因在拟南芥植株的组织

表达. 结果表明: 这 2 个基因分别在植株的不同组织和器官内表达, 具有组织表达的特异性, 其

中 AtGLR1.3 主要在根部的皮层和托叶着生部位表达; AtGLR3.3 主要在植株的维管组织中表达, 

尤其在根部、胚轴和叶的维管组织中. 从这 2个基因分别在皮层和维管组织中表达, 推测它们的

功能与 Ca2+吸收和转运相关.  
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在动物体内, 离子通道型谷氨酸受体(ionotropic 

glutamate receptors, iGluRs)作为门控离子通道, 介

导多数的兴奋性神经传递[1]. 但是在不具有神经系

统的植物中也发现有类似结构的基因存在, 如在

拟南芥中发现了 20个与动物 iGluRs基因序列有同

源性的 AtGLRs 基因家族[2], 这 20 个基因被分为  

3 个亚族 AtGLR1、AtGLR2 和 AtGLR3[3-4]. 相继的

研究初步揭示了植物 AtGLRs 基因的一些功能: 

AtGLRs 可能参与光信号的传导[2]; 与植物 Ca2+的

吸收和转运相关[5], 进一步研究发现可能与细胞内

钙离子浓度调控及钙信号相关[6-7], 参与受 Ca2+调

控的气孔运动[8]; 能调控或参与 C/N 的代谢, 并通

过调控 ABA 的生物合成来控制种子的萌发[9]; 能

调控根尖分生组织的分裂与凋亡过程, 从而影响

根系的生长发育[10].  

但是对于植物的离子通道型谷氨酸受体基因

功能研究总体上还相当单薄, 对于拟南芥 20 个

AtGLRs基因的时空表达也缺乏全面的研究和描述. 

笔者利用启动子融合 GUS 基因的方法, 分别在亚

族 AtGLR1和 AtGLR3中选 AtGLR1.3和 AtGLR3.3

作为代表, 研究了这 2 个基因的时空表达, 为下一

步功能的研究提供线索.  

1 材料与方法 

1.1 植物材料和培养条件 

拟南芥(Arabidopsis thaliana) Columbia生态型. 

培养条件为 22℃, 75%湿度, 光照 16 h; 培养基MS.  

1.2 菌株、载体和生化试剂 

大肠杆菌 Top10、根瘤农杆菌 EHA105和载体
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pBI101.3为本实验室保存, pUCm-T Vector 载体购

自大连宝生物公司. 各种抗生素、质粒抽提试剂盒

以及割胶回收试剂盒均购自上海生工公司. 各种

限制性内切酶、Taq酶、T4连接酶和 DNA mark均

购自大连宝生物公司.  

1.3 植物基因组 DNA提取和 PCR 

取 1~2 片拟南芥的嫩叶放在 1.5 mL 的离心管

中, 加入 200 μL 的 TPS (100 mmol·L-1 Tris-Cl pH 

8.0, 10 mmol·L-1 EDTA, 1 mol·L-1 KCl)抽提液并捣

碎, 然后 75℃水浴 20 min, 15 000 r·min-1离心 5 min, 

取上清液 120 μL 到新的离心管中并加入等体积的

异丙醇, 摇匀, 12 000 r·min-1离心 10 min, 倒掉上清

液, 沉淀用 70%的乙醇清洗, 12 000 r·min-1 离心

5 min. 待乙醇挥发干净溶于 20 μL 超纯水或者 TE

中, 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA的质量与浓度.  

PCR反应体系: 10×La buffer (含MgCl2) 5 μL, 

dNTP (2.5 mM) 2 μL, 上游引物(10 μM) 1μL, 下游

引物(10 μM) 1 μL, 模板 DNA (50~100 ng) 2 μL, La 

Taq (5 U·μL-1) 0.3 μL, ddH2O 38.7 μL, 总体积 50 μL.  

PCR 反应条件: 94℃预变性 4 min, 94℃变性

45 s, 58℃退火 45 s, 72℃延伸 90 s, 最后 72℃延伸

10 min.  

1.4 引物设计及 Promoter::GUS双元表达载体构建 

从 www.arabidopsis.org网站下载 AtGLR1.3和

AtGLR3.3 基因的相关序列进行分析后设计引物, 

并在 5’加限制性内切酶位点接头. 启动子扩增引

物分别是: GLR1.3U: 5’-GATCaagcttCGTTTGCTG 

CTTTTAGTCA-3’, GLR1.3L: 5’-GGTTggatccAAA 

ACAATTGTTGTGATG TGGT-3’, GLR3.3U: 5’-TT 

AGgtcgacTATGTCATTCTAGTAGTTAACCCTA-3’, 

GLR3.3L: 5’-ACATggatccCTTAAAGCTAAAATTG 

GACC-3’. 将 ATGLR1.3启动子的 PCR产物克隆到

pUCm-T Vector后, 与 pBI101.3分别用 Hind III和

BamH I双酶切后连接成表达载体 PAtGLR1.3:: GUS. 

AtGLR3.3 启动子的 PCR 产物克隆到 pUC m-T 

Vector后, 与 pBI101.3分别用 Sal I和 BamH I双酶

切后连接成表达载体 PAtGLR3.3::GUS, 然后测序

检查.  

1.5 水稻愈伤组织基因枪转化瞬时表达检测 

挑选直径为 1~3 mm的水稻Kasalath品种愈伤

组织, 在 NB 培养基上培养 4 d, 将愈伤组织转到

NBO 培养基(NB 基本培养基中加入 0.256 mol·L-1

甘露醇和 0.256 mol·L-1 山梨醇)上, 并使之在平板

中央聚集成一直径约为 2.5 cm 的圈, 培养 4~6 h, 

进行基因枪轰击, 将轰击后的愈伤组织在 NBO 培

养基上继续培养 5 d, 然后用 GUS染液染色以检测

载体的表达活性.  

1.6 根瘤农杆菌介导转化野生型拟南芥及 GUS 组

织化学染色 

用电击法将表达载体转入到根瘤农杆菌后 , 

采用花序浸润法将构建好的表达载体转入到拟南

芥植株, 卡那霉素抗性筛选得到T0转基因植株, 对

T1和T2转基因阳性的植株进行GUS组织化学染色

分析.  

2 结果 

2.1 启动子的克隆及载体的构建 

利用 PCR 扩增后克隆到 AtGLR1.3 和 AtGLR 

3.3的启动子长度分别为 1 011 bp (－39~－1 049)和

1 600 bp (－37~－1 636) (图 1(a)), 利用双元载体

pBI101.3 分别构建了启动子融合 GUS 基因的 PAt 

GLR1.3::GUS和 PAtGLR3.3::GUS载体(图 2). 

  

 
 

 
(a)为 AtGLR1.3和 AtGLR3.3启动子的 PCR产物; (b)为转
基因植株内的GUS基因检测, 其中 1和 2是转 PAtGLR1.3:: 
GUS的植株, 3和 4是 PAtGLR3.3::GUS的植株 

图 1  PCR检测 
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图 2  载体 PAtGLR1.3::GUS和 PAtGLR3.3::GUS 

的构建和 T-DNA区域结构  

构建 PAtGLR1.3::GUS和 PAtGLR3.3::GUS双元

载体分别用基因枪轰击水稻愈伤组织, 可以发现

转化的水稻愈伤组织可被染色(图 3), 说明构建的 

 
左是对照, 右为转 PAtGLR1.3::GUS 

图 3  PAtGLR1.3::GUS载体在水稻愈伤组织中的表达  

表达载体具有完整的表达活性.  

2.2 转基因拟南芥植株的获得 

用电转化的方法把构建的表达载体转化到农

杆菌中, 然后在链霉素(50 μg·mL-1)和卡那霉素(50 

μg·mL-1)的YEP平板上培养, 然后用花序浸润法浸

染野生型的拟南芥, 收获的种子在含有 50 μg·mL-1

卡那霉素的 MS 固体培养基上筛选转染成功的植

株, 并用 GUS 特异的引物进行 PCR 验证, 能扩增

出相应条带的(图 1(b)), 证实系转基因成功的植株. 

在转 PAtGLR1.3::GUS和 PAtGLR3.3::GUS的植株中

分别筛选到 5或 6株转基因植株. 再继续培养获得

T1、T2植株用于 GUS染色.  

2.3 基因的表达 

将转基因植株在MS平板上正常培养 10 d, 然

后整株在 GUS染液中染色 24 h时用于根、叶、胚

轴等染色观察; 待植株长到 6周左右取花和果实染

Plant 
Promoter 

GUS 3'UTRNOS-N

BamH I 

LBRB 

PAtGLR1.3::GUS: Hind III 
PAtGLR3.3::GUS: Sal I

    

    
（a） 

    

    
（b） 

(a)为 AtGLR1.3; (b)为 AtGLR3.3; 从左到右依次上排为幼苗整株、叶、主根成熟区、根尖; 下排为胚轴、托叶、花、角果 

图 4  AtGLR1.3和 AtGLR3.3启动子融合 GUS基因在拟南芥不同组织内的表达 
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色进行观察, 结果如图 4所示.  

从图 4可以看出, AtGLR1.3和 AtGLR3.3分别

在植株的不同组织内表达. AtGLR1.3主要在根部表

达, 在根部的成熟区有较高的表达, 表达部位主要

是皮层, 但在根尖不表达; 在胚轴内没有见到表达, 

但托叶着生部位有少许表达; 在花中只有花丝和

花药的连接部位有少量表达, 在叶、花和果实中均

没有发现表达.  

AtGLR3.3 在整个植株的维管组织中都能发现

有表达. 在根部和胚轴内主要在维管束表达, 幼叶

中也主要在维管部位表达, 此外在根尖的伸长区

也有表达. 在托叶着生部位表达强度比较高, 在花

托、萼片、花丝等花器中有表达, 但在花瓣内没有

见到表达; 在角果与果柄连接处有较强的表达, 甚

至在果皮上也能见到表达.  

3 讨论 

在动物体内, 离子通道型谷氨酸受体作为门

控离子通道, 介导多数的兴奋性神经传递, 在神经

细胞中通过与配体谷氨酸和甘氨酸结合, 诱导Ca2+、

K+和 Na+信号离子进入到细胞内, 引起膜电位的改

变[1]. 在生物进化过程中, 植物不再具有动物的神

经系统, 但植物仍能通过根尖吸收相应的离子.  

植物体的谷氨酸受体(GLRs)被推测为植物的

离子通道, 并可能与 Ca2+的吸收和转运相关[11], 但

确切的功能还没有得到直接的实验证据支撑. 植

物吸收土壤中的矿物质等离子与根尖的皮层组织

相关, 维管组织是植物运输矿物质的通道. 因此

AtGLR1.3主要在根尖皮层表达和 AtGLR3.3主要在

植株维管组织表达, 暗示它们的功能可能分别与

Ca2+的吸收和转运相关.  

在拟南芥中有 20个GLRs基因的 AtGLRs基因

家族, Chiu 等[4]通过分子系统聚类分析, 发现它们

分成 3 簇, 为进一步了解 AtGLRs 的簇是否能代表

它们的功能蛋白的分类, 用 RT-PCR 对这 20 个

AtGLRs基因进行器官的表达谱分析. 第 1簇和第 3

簇的 AtGLRs基因在叶、根、花和果实中都表达, 但

第 2簇的 AtGLRs的 9个基因中有 5个在 8周的拟

南芥根中是特异表达, 总体上这 20 个基因都能在

根中表达, 但是没有发现簇基因的器官专一性表

达, 不同簇基因之间表达有重叠. 利用 AtGLR1.1、

AtGLR2.1 和 AtGLR3.1 的启动子融合 GUS 的转基

因方法, 发现 AtGLR1.1 能在幼苗的托叶着生部位

和叶缘中表达, 在根部主要在表皮和皮层组织中

表达, 而在维管和根尖部位不表达, AtGLR2.1集中

在根部表达, 但在成熟的叶、花和果实中没有表达. 

AtGLR3.1的表达主要在叶和根的维管组织、花器、

果实和种子中表达, 显示 AtGLRs 的表达有组织或

细胞的特异性, 但能否代表簇的意义可能还需要

对更多此类基因的启动子进行研究. 

实验的 AtGLR1.3 主要在根部的表皮与皮层表

达, 在托叶着生部位有少许表达, 这与 AtGLR1.1

基因表达相似. AtGLR3.3 主要在叶和根的维管组

织、花器和果实中表达, 这与 AtGLR3.1 的表达相

似, 说明同簇的基因表达可能具有组织的特异性.  

目前对于 AtGLRs功能研究很多没有得到直接

的实验证据. 在动物体内, 由4或5个相同的 iGluR

亚单位聚合形成同聚体离子通道, 或者不同的亚

单位间聚合形成异聚体离子通道起作用[12]. 因此, 

拟南芥的 20 个 AtGLRs 也可能彼此之间形成同聚

体或者异聚体离子通道, 对于这些基因时空表达

的详细研究有助于离子通道模式的推测, 并能提

供基因功能研究的线索和可行的方法.  
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Expression of GUS-fusion for Arabidopsis AtGLR1.3 and AtGLR3.3 Promoters 

CHEN Qing1, YE Fang1, NING Yong-qiang1, DING Wo-na2, ZHU Shi-hua2* 

( 1.Faculty of Life Science and Biotechnology, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 

2.College of Science and Technology, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: To experimentally study the expression of the genes, the promoters of AtGLR1.3 and AtGLR3.3 are 

cloned, and fused with GUS gene. The results give the expression pattern of the genes located in different tissues 

and organs. AtGLR1.3 is mainly expressed in the root cortex and stipule formation sites, while the expression of 

AtGLR3.3 is observed in the vascular tissue of entire seeding, especially in roots, hypocotyls and leaves. The 

experiment suggests the possibility that AtGLR1.3 and AtGLR3.3 may have participated in absorption and 

transportation of Ca2+, respectively. 
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