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忍冬U6启动子的克隆及功能验证
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摘要: 以忍冬基因组DNA为模板, 克隆并筛选出具有较高转录活性的忍冬U6启动子。采用PCR方法, 从忍冬

基因组中克隆到 4 个 LjU6 启动子 , 长度分别为 336、708、359、602 bp, PlantCARE 分析发现 4 个启动子中均含有

TATA框以及CAAT框等典型的启动子顺式元件, 且包含与光响应、胁迫响应等相关的调控元件; 克隆产物经测序正

确后, 将LjU6启动子连接至携带 β-葡萄糖苷酸酶 (GUS) 基因的 pBI121载体, 成功构建 4个LjU6-pBI121融合表达

载体, 通过农杆菌瞬时转化法转化烟草叶片, 并对叶片进行GUS组织化学染色, 染色结果显示LjU61-F1转录活性最

高, 本研究初步筛选出转录活性较高的忍冬U6启动子, 为忍冬CRISPR/Cas9基因组编辑技术的建立奠定了基础。
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Abstract: Using Lonicera japonica genomic DNA as a template, we cloned Lonicera japonica U6 promoters.

Four LjU6 promoters, 336, 708, 359 and 602 bp in length, were cloned by PCR from Lonicera japonica genomic

DNA. PlantCARE analysis found that the four promoters contained typical promoter cis-elements, such as a TATA

box and CAAT box, and contained regulatory elements related to light response and stress response. After the

cloning products were sequenced, the LjU6 promoter was ligated to the pBI121 vector carrying the β-glucuronidase

(GUS) gene to construct four LjU6-pBI121 fusion expression vectors. Nicotiana tabacum leaves were transformed

by the Agrobacterium transient transformation method and GUS histochemical staining was performed on the

leaves. The staining results showed that LjU61-F1 had the highest transcriptional activity. This study thus identified

a U6 promoter with high transcriptional activity, providing a basis for the establishment of CRISPR/Cas9 genome

editing technology in Lonicera japonica.
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近年来, CRISPR/Cas9技术因其操作简便、实验周

期短、效率高、脱靶率低等特点成为最常用的基因编辑

技术, 在作物遗传育种、植物基因改造及农作物品种改良

方面展现巨大的潜力[1-3]。CRISPR/Cas9基因编辑系统包

括能够作为核酸酶切割双链DNA的Cas9蛋白以及一

个人工融合的单向导 RNA (single guide RNA, sgRNA),

sgRNA决定靶序列的特异性[4,5], 在CRISPR/Cas9 基因

编辑系统起着重要作用。前人研究表明, CRISPR/Cas9

技术编辑效率依赖于 Cas9 和 sgRNA 的高表达[6,7], 强

组成型 RNA 聚合酶 II 启动子如花椰菜花叶病毒 35S

(CaMV35S), 通常用于驱动 Cas9表达, 而 sgRNA通常

由U6启动子驱动。U6启动子是一种RNA 聚合酶 III

启动子, 具有明确的转录起始位点, 能识别从G开始的

高度保守的起始位点, 已被频繁用于驱动植物小RNA

的高表达水平[8,9], 并已成为驱动CRISPR/Cas9载体中

sgRNA表达的首选。

研究表明, 同一物种基因组中存在多个不同表达

的U6基因, 并非所有的U6启动子都能驱动基因表达

且不同启动子转录效率并不相同[10,11], U6启动子的高

度保守性使其在不同的物种之间仍具有转录活性, 但

在同源关系较远的不同物种之间中转录活性存在一定

差异[12], 有文献报道内源性 U6 启动子可使 sgRNA 表

达增加, 从而提高编辑效率[13,14], 在大豆中, 使用大豆

内源性U6启动子GmU6-10构建 pCas9-GmU6-sgRNA

载体突变率远高于使用拟南芥AtU6-26构建的 pCas9-

AtU6-sgRNA载体的突变率[15]。Long等[16]使用棉花内

源性GhU6.3启动子驱动 sgRNA发现其表达量是拟南

芥AtU6-29启动子的 6～7倍, 编辑的突变效率提高了

4～6 倍。目前 , 已在拟南芥[17]、水稻[18]、小麦[19] 、大

豆[20]、玉米[21]、棉花[22]、番茄[23]等多种植物中利用植物

自身的U6启动子建立CRISPR/Cas9基因组编辑系统,

实现目的基因的高效编辑。

金银花为忍冬科植物忍冬 (Lonicera japonica

Thunb.) 的干燥花蕾或带初开的花, 具有清热解毒、疏

散风热的功效, 主要活性成分为黄酮类、有机酸、挥发

油、三萜皂苷等 , 开发利用前景广阔 , 需求量逐年增

加[24,25]。然而, 关于忍冬U6启动子的研究尚未见报道,

严重制约了忍冬基因编辑技术的开展。本文通过PCR

及农杆菌侵染烟草叶片瞬时转化方法克隆并筛选高转

录活性的忍冬U6启动子, 对于构建忍冬CRISPR/Cas9

基因编辑系统, 实现忍冬的分子育种具有重要意义。

材料与方法

材料 忍冬、烟草植株栽培于山东中医药大学, 经

山东中医药大学蒲高斌教授鉴定为忍冬 Lonicera

japonica Thunb.、烟草Nicotiana tabacum。pBI121双元

表达载体由山东中医药大学药学院实验室保存。植物

DNA提取试剂盒和 5 minTM TA/Blunt-Zero Cloning Kit

(南京诺唯赞生物科技股份有限公司); 通用型DNA纯

化回收试剂盒、质粒小提试剂盒和DNA分子量Marker

DL2000 (天根生化科技 (北京) 有限公司); T4 DNA连接

酶 (NEB北京有限公司); Trans 5α Chemically Competent

Cell (全式金生物公司); 限制性内切酶HindⅢ和BamHⅠ

(赛默飞世尔科技公司); LBA4404 Chemically Competent

Cell (上海唯地生物技术有限公司); 纤维素酶 R-10、

离析酶 R-10、X-Gluc、10×PBS 缓冲液 (北京索莱宝科

技有限公司); 引物由铂尚生物技术 (上海) 有限公司负

责合成。

忍冬U6启动子的克隆 取忍冬叶片, 采用植物基

因组DNA提取试剂盒提取忍冬的DNA, 用保守的U6

RNA序列在忍冬基因组中搜索候选U6 RNA对应的U6

启动子序列, 并设计PCR扩增引物 (表 1), 进行PCR扩

增。PCR反应程序为① 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s, 55 ℃

30 s, 72 ℃ 1 min, 32 个循环 ; 72 ℃ 5 min; 4 ℃保存。

② 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s, 52 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 32个

循环; 72 ℃ 5 min; 4 ℃保存。反应体系为ddH2O 11 μL、

2×M5 Hiper plus Taq HiFi 10 μL、DNA模板 1 μL、上下

游引物各 0.5 μL, 共 20 μL体系; 1%琼脂糖凝胶电泳进

行检测, 切胶回收获得目的DNA片段, 根据序列不同

及长短差异将启动子分别命名为LjU61-F1、LjU61-F2、

LjU62-F1、LjU62-F2。将启动子片段与pCE2 TA/Blunt-

Zero载体连接并转化到 Trans 5α感受态细胞中, 涂板

并挑单克隆, 37 ℃、200 r·min-1摇菌, 将一次活化菌液

送至铂尚生物技术有限公司测序, 随后用DNAMAN软

件对测序结果进行序列比对分析, 正确的质粒分别命名

为T-LjU61-F1、T-LjU61-F2、T-LjU62-F1、T-LjU62-F2。

启动子顺式作用元件分析 将测序结果提交启动

子元件在线分析网站PlantCARE, 对忍冬U6启动子中

的顺式作用元件进行分析。

Table 1 Primer sequences used in this study

Primer

name

LjU61-F1
LjU61-R
LjU61-F2
LjU61-R
LjU62-F1
LjU62-R
LjU62-F2
LjU62-R

Primer sequence (5' to 3')

AAGCTTAGCAATGTCATACTCTAAC
GGATCCTGTCTTCATCTCACTCATC
AAGCTTGTCTCGGTTGCAGTTG
GGATCCTGTCTTCATCTCACTCATC
AAGCTTAAATTTTGATTGTGATCAGTG
GGATCCACGTTTCTTTTGAAGTAGTTC
AAGCTTTTAGCACATTGAATTTGGC
GGATCCACGTTTCTTTTGAAGTAGTTC

Annealing

temperature

/℃
58.32
59.58
57.67
59.58
55.22
58.09
54.66
58.09
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融合表达载体的构建 分别用 HindⅢ和 BamHⅠ

对 T-LjU61-F1、T-LjU61-F2、T-LjU62-F1、T-LjU62-F2

质粒及植物表达载体 pBI121进行双酶切, 切胶回收目

的片段, 将克隆得到的 LjU6 启动子取代 pBI121 载体

中的CaMV35S启动子, 并与GUS基因连接, 从而构建

pBI121融合表达载体。将融合表达载体转化Trans 5α

感受态细胞, 其一次活化菌液经 PCR验证正确后, 二

次活化菌液并提取质粒。质粒转入 LBA4404农杆菌

感受态细胞中, 28 ℃倒置培养 2 d, 挑取单克隆于 LB

液体培养基 [卡那霉素 (Kan) 50 μg·mL-1, 利福平 (Rif)

20 μg·mL-1] 中进行一次活化 , 对一次活化菌液进行

PCR 验证 , 验证成功后 , 保存一次活化菌液于-80 ℃

备用。

不同启动子在烟草叶片中的瞬时表达分析 参考

蒲艳等[23]的方法, 以LBA4404农杆菌感受态细胞作为

阴性对照 , CaMV35S-pBI121 作为阳性对照。将构建

的 4个LjU6-pBI121融合表达载体以及阳性对照、阴性

对照的一次活化农杆菌菌液划线培养, 挑取单克隆于

LB液体培养基中 (Kan 50 μg·mL-1, Rif 20 μg·mL-1) 活

化, 28 ℃、200 r·min-1摇菌至菌液 A600值在 0.6～0.8 左

右; 分别吸取不同体积的活化菌液接种到5 mL LB液体

培养基 (含 50 μg·mL-1 Kan和 20 μg·mL-1 Rif) 中, 使每

个农杆菌起始菌液A值相同, 再次 28 ℃、200 r·min-1摇

菌至所有菌液的A600值为1.2时, 12 000 ×g离心5 min收

集菌体, 弃上清液, 重悬于缓冲液 (50 mmol·L-1 MgCl2、

200 mmol·L-1吗啉乙磺酸、20 mmol·L-1乙酰丁香酮) 至

1 mL, 室温放置 3 h后分别注射到生长 2～3周的烟草

叶片中, 注射完成后做好标记, 进行过夜暗培养。用剪

刀分别剪下暗培养过夜后的烟草叶片, 浸泡在 100 μL

β-葡萄糖苷酸酶 (GUS) 染液中 (20 mmol·L-1 X-Gluc,

50 mmol·L-1 PBS缓冲液), 抽真空 30 min。每种农杆菌

转化进行技术重复3次, 生物学重复3次。

将抽完真空后的烟草叶片置于 37 ℃、180 r·min-1

振荡染色 6～7 h, 吸尽 GUS 染液。最后加入 300 μL

95%乙醇进行脱色处理, 脱色时, 每 3～4 h更换一次脱

色液, 直至叶片绿色褪去, 观察脱色后的叶片并拍照,

根据染色情况筛选出高效转录的U6启动子。

结果与分析

1 忍冬启动子片段鉴定

从忍冬基因组 DNA 中成功克隆出 LjU61-F1、

LjU61-F2、LjU62-F1、LjU62-F2 共 4 个 LjU6 启动子片

段 , 长度分别为 336、708、359、602 bp, 测序结果显示

4个LjU6启动子片段序列正确。

2 启动子序列分析

通过序列分析 (表 2、3), 可以发现 4个启动子中均

含有TATA框以及CAAT框等典型的启动子顺式元件,

LjU61中还存在AT富集区、脱落酸反应顺式作用元件

ABRE (ACGTG)、防御和应激反应顺式作用元件

TC-rich repeats (ATTCTCTAAC)、生长素反应元件

AuxRE (TGTCTCAATAAG) 等[26], 此外还含有多个光

反应或光反应相关的元件 ACE (GACACGTATG)、

G-box (TACGTG)、Box II (TGGTAATAA)、GT1-motif

(GGTTAA) 等 , 与 LjU61 相比 , LjU62 中含有顺式作

用元件种类较少, 主要为光反应或光反应相关的元件

4cl-CMA1b (ATTCCGATAAACT)、Box4 (ATTAAT) 及

GA-motif (ATAGATAA) 等, 此外还含有参与逆境反应

元件CCAAT-box。

3 融合表达载体的构建

忍冬不同启动子驱动 GUS基因的融合表达载体

示意图如图 1。HindⅢ和 BamHⅠ双酶切 T-LjU61-F1、

T-LjU61-F2、T-LjU62-F1、T-LjU62-F2质粒和植物表达

载体 pBI121, 1%琼脂糖凝胶电泳得到目的片段, 其大

小与预测片段大小相符 (图 2); 切胶回收不同LjU6片

Table 2 Analysis of the cis-acting elements of LjU61 promoter

cis-Acting element

ABRE

ACE

AT-rich element

AuxRE

Box II

CAAT-box

G-box

GT1-motif

MBS

TATA-box

TC-rich repeats

TCT-motif

Location

+687

-684

-625

+573

-588

+99, +167, +178, +257, +417, +442, +465, +519, +549,

+578, +662, +670, -22, -42, -140, -145, -151, -260, -432

+686

+707

-119

+125, +136, +376, +653, +601, -126, -447, -461, -583,

-602, -656, -680

+490

+319

Function

cis-Acting element involved in the abscisic acid responsiveness

cis-Acting element involved in light responsiveness

Binding site of AT-rich DNA binding protein (ATBP-1)

Part of an auxin-responsive element

Part of a light responsive element

Common cis-acting element in promoter and enhancer regions

cis-Acting regulatory element involved in light responsiveness

Light responsive element

MYB binding site involved in drought-inducibility

Core promoter element around -30 of transcription start

cis-Acting element involved in defense and stress responsiveness

Part of a light responsive element
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段及切除 CaMV35S 启动子后 pBI121载体大片段, 将

目的片段用 T4连接酶连接后转化 Trans 5α感受态细

胞, 利用其一次活化菌液进行 PCR鉴定, 1%琼脂糖凝

胶电泳显示可扩增出启动子条带且大小与预期相符

(图 3), 表明融合表达载体构建成功, 可进行下一步实

验; 菌液二次活化后提取质粒, 将融合表达载体质粒转

化LBA4404农杆菌感受态细胞, 对其一次活化菌液进

行 PCR 鉴定, 1% 琼脂糖凝胶电泳显示可扩增出目的

条带且大小与预期相符 (图4), 表明转化成功。

4 不同启动子转录活性分析

将各LjU6-pBI121融合表达载体通过农杆菌注射

法瞬时转化烟草叶片, 并以 CaMV35S-pBI121为阳性

对照、LBA4404农杆菌为阴性对照, 通过GUS组织化

学染色脱色后可发现, 阴性对照及LjU62-F1启动子处理

叶片未观察到蓝色 , CaMV35S、LjU61-F1、LjU61-F2、

LjU62-F2启动子处理的烟草叶片可观察到蓝色, 说明

克隆的 4个LjU6启动子中有 3个能驱动报告基因GUS

的表达, 且转录活性并不相同 (图5)。

讨论

本研究首次克隆得到忍冬LjU6启动子, 并对其进

行顺式作用元件分析, 前人研究表明启动子的结构包

括顺式作用元件的排列位置及距离影响其与RNA聚

合酶的识别、结合, 从而影响基因表达水平[27]; 同时, 顺

式作用元件CAAT框对于基因的转录具有较强的激活

作用, 在TATA框上游含有CAAT框将使基因的表达量

大幅度增加[28]。在本研究中发现相较于LjU62, LjU61

中含有更多的 CAAT 框 , 这可能是其转录活性高于

LjU62的一个原因。

本研究利用GUS作为报告基因, 通过瞬时转化烟

草叶片后染色颜色深浅判断启动子活性, GUS组织化

学染色结果显示, 克隆的 4个U6启动子在烟草叶片中

的转录效率并不相同。已有研究表明, 在保证U6启动

子具有高转录活性的基础上, 较短的U6启动子更有利

于构建CRISPR/Cas9基因编辑载体[29]。本实验结果也

表明相对于序列较长的LjU61-F2, 截短的LjU61-F1的

转录活性更高。Lei等[29]测定棉花 6个不同长度U6启

动子转录活性也发现启动子的序列越短, 其转录活性

越高, 猜测其原因一方面可能是顺式作用元件的数目与

位置影响其转录活性, 另一方面有可能是启动子序列

过长, 在其上存在一些抑制因子, 使较长的U6启动子

的转录活性下降[30], 此问题有待深入研究。LjU62-F1

在 GUS 染色中未显蓝色 , 观察序列发现 LjU62-F1 中

除少数 TATA 以及光响应序列无其他结构, 其是否因

为缺少某些元件而丧失了转录活性仍有待进一步

研究。

Figure 2 Identification of different truncated T-LjU6 expression vectors by restriction enzyme digestion. M: 2 kb Plus DNA marker; 1:

T-LjU61-F1; 2: T-LjU61-F2; 3: T-LjU62-F1; 4: T-LjU62-F2; 5: 35S-pBI121 enzyme section

Table 3 Analysis of the cis-acting elements of LjU62 promoter

cis-Acting element

4cl-CMA1b

Box 4

CAAT-box

CCAAT-box

GA-motif

TATA-box

Location

-354

+148, -500, -522

+104, +114, +167, +315, +539, -39, -74, -116, -169,

-194, -199, -256, -276, -438

-388

+32

+248, +250, -249, -479, -563, -565, -582, -585

Function

Light responsive element

Part of a conserved DNA module involved in light responsiveness

Common cis-acting element in promoter and enhancer regions

Participating in various adverse reactions

Part of a light responsive element

Determining the starting point of RNA synthesis

Figure 1 Construction of GUS reporter gene fusion expression

vector driven by LjU6 promoter
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