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Pib 启动子中茉莉酸和乙烯响应元件的转基因分析 

余丽, 杨世湖, 晋玉宽, 万建民, 赵宝泉 

南京农业大学作物遗传与种质创新国家重点实验室, 南京 210095 

摘要: 水稻 Pib 基因的表达受茉莉酸、乙烯等激素诱导, 为了确定该基因启动子响应茉莉酸和乙烯诱导的必需

区域, 进一步阐明茉莉酸和乙烯响应分子元件, 文章用 PCR 制备了 Pib 全长启动子−3 572~2 bp 及 3 个 5′端有不

同长度缺失的 Pib 启动子片段−2 692~2 bp、−1 335~2 bp、−761~2 bp。4 个不同长度 Pib 启动子分别置换掉双元

质粒中 gus 基因上游的 35S 构建为重组质粒, 经农杆菌介导转入水稻获得转基因植株。转基因水稻中 gus 活性

的蛋白质水平和 mRNA 水平的定性和定量分析结果表明, 全长 Pib 启动子(−3 572~2 bp, pNAR901)启动活性最

强, 茉莉酸或乙烯诱导 6 h后, 其驱动 gus基因在转基因植株各部组织中的表达量明显上升。而−3 572~−2 692 bp
区段序列缺失后不但 Pib 启动子启动活性显著降低而且也丧失了对茉莉酸和乙烯的诱导活性。

pNAR902(−2 692~2 bp)，pNAR903(−1 335~2 bp)和 pNAR904(−761~2 bp)中的 Pib 启动子序列的缺失长度相差达

2 倍和 3 倍以上, 但其对茉莉酸和乙烯的诱导响应没有区别。这些结果显示 3 个 Pib 启动子缺失体构建中, 其共

同缺失序列即−3 572~−2 692 bp 区域是 Pib 启动子茉莉酸和乙烯诱导响应的必需区域。软件检索证实, Pib 启动

子序列中只在上述共同缺失区段之内的−2 722 bp 处有一个 GCCGCC 基序。文章报道的转基因实验表明

GCCGCC 基序可能是 Pib 基因中有关茉莉酸和乙烯诱导响应的顺式分子元件。 

关键词: 水稻; Pib 启动子; Gus; 茉莉酸; 乙烯  

Analysis of the molecular motif for inducing response to jasmonic 
acid and ethylene in Pib promoter via rice transformation 
YU Li, YANG Shi-Hu, JIN Yu-Kuan, WAN Jian-Min, ZHAO Bao-Quan 
National Key Laboratory of Crop Genetics and Germplasm Enhancement, Nanjing Agricultural university, Nanjing 210095 

Abstract: The expression of Pib gene in rice was induced by hormone, such as jasmonic acid and ethylene. In order to 
determine the necessary regions of sequence or motifs for response to jasmonic acid and ethylene in Pib promoter, the full 

length promoter of Pib (−3 572~2 bp) and three different 5′ deletion fragments of Pib promoter (−2 692~2 bp, −1 335~2 bp, 

−761~2 bp) were synthesized by PCR and then were substituted for 35S upstream gus in a binary plasmid to construct re-

combined plasmids of Pib promoter-gus fusions. Transgenic rice plants of the four recombined plasmids were produced by 
Agrobacterium-mediated transformation. Quality and quantum analysis of gus activities in transgenic plants at both protein 

and mRNA levels were conducted. The promotion activity of the full length promoter of Pib (−3 572~2 bp, pNAR901) was 

the highest in the four recombinants and the gus activities in its transgenic plant organs were enhanced obviously at 6 h after 
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treatment with jasmonic acid or ethylene. The promotion activity of the deleted Pib promoters was significantly decreased 

and the response to jasmonic acid or ethylene treatment was not present when the −3 572~−2 692 bp sequence was knocked 

out from the Pib promoter. Although the disparity in the lengths of the deleted Pib promoter of pNAR902 (−2 692~2 bp), 

pNAR903 (−1 335~2 bp), and pNAR904 (−761~2 bp) was more than 2 or 3 times, the response to jasmonic acid or ethylene 

treatment was not different among their transgenic plants. All these results indicated that the common deleted sequences 

(−3 572 ~−2 692 bp) in the three deleted Pib promoter constructs were the essential region to the response to jasmonic acid 

and ethylene treatment. The result of pib promoter sequence searching indicated that there was only one GCCGCC motif at 

−2 722 bp of this common deleted segment in the Pib promoter sequence. Our rice transgenic results showed that the 

GCCGCC may be a cis-motif for Pib gene conferring response to jasmonic acid and ethylene for Pib gene. 

Keywords: rice; Pib promoter; Gus ; jasmonic acid; ethylene. 

启动子是转录调控的中心, 作为一种重要的顺
式调控因子, 一直是转录水平调控研究的热点。通
过制备启动子部分序列缺失并将得到的缺失片段与

报告基因连接, 构建植物表达载体, 转化后比较转
基因植株中报告基因表达模式来研究启动子一些分

子元件的功能, 是启动子结构和功能研究的重要方
法[1]。现今已克隆鉴定了许多与植物激素诱导表达

相关的启动子, 这些启动子存在一些重要的顺式作
用元件，它们通过与特定的转录因子特异的结合来

调控基因表达, 使植物能够对某些化学信号产生响
应, 以抵御不良的环境影响。 

茉莉酸  (Jasmonic acid, JA) 和乙烯(Ethylene, 
ET)是植物防御反应的信号分子 , 在涉及植物对生
物性和非生物性因素的抗性以及植物生长发育过程

中的基因调控上发挥着重要的作用。而且, 茉莉酸
和乙烯可以协同诱导许多防御相关基因的表达和调

节植物的抗性[2~4]。 
Pib基因属于NBS-LRR抗病基因家族 , 是目前

为数不多已克隆的抗稻瘟病主效基因之一[5]。前人

报道指出, Pib基因供体品种植株的抗稻瘟性表达受
到乙烯、茉莉酸、水杨酸、氯化钠和黑暗等因素的

诱导而不受病原菌接种的诱导[5, 6]。有关水杨酸、氯化

钠和黑暗等诱导因素与Pib启动子中分子元件的关
系已有了转基因分析报道[7, 8]。但是Pib基因启动区
茉莉酸和乙烯诱导响应的作用机制还未涉及研究 , 
本研究通过 5′端系列缺失法构建了含不同长度的

Pib启动子区段的缺失载体,并转入水稻R109 中。经

茉莉酸和乙烯诱导, 对转基因水稻中gus报告基因的

表达量进行分析, 旨在鉴定Pib启动子响应茉莉酸和

乙烯诱导的必需序列区域, 初步明确该必需区域内

存在的茉莉酸和乙烯响应元件。这对于探讨不同的

因素诱导下Pib抗性基因表达的分子调控机制有一
定的指导意义。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

含 Pib 基因的 10.3 kb 克隆片段(GenBank Acces-
sionAB013448)、Agrobacterium tumefaciens EHA101
由日本国立农业生物资源研究所 Masahiro Yano 教
授惠赠。水稻苏香粳 R109由太湖地区农科所惠赠。
大肠杆菌 DH5α, 双元质粒 pCAMBIA1301为本室保
存。DNA Marker、内切酶, pMD18-T(T载体), dNTPs, 
Taq DNA 聚合酶, RNA 酶抑制剂 RNase inhibitor, 
RNase-free DNaseⅠ购自大连 TaKaRa公司。X-gluc 
和 MUG 购自上海生工公司。4-MU 购自 Sigma 公
司。SYBR Green I荧光染料, DEPC购于生兴公司。
RNA Trigol提取试剂购自北京鼎国昌盛生物技术公
司。反转录酶 AMV Reverse Transcriptase购自博飞
生物公司。常规试剂均为国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  Pib 启动子及其 5′端缺失体片段的合成 

根据GenBank中 Pib基因序列设计了 PCR引物, 
见表 1。 

PCR 反应程序为: 95℃ 5 min; 94℃ 30 s, 56℃
1 min, 72℃ 3 min, 35个循环; 最后 72℃ 10 min。
PCR 反应体积 20 μL, 含 Pib 克隆质粒 DNA 1 μg,  
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表 1  实验所应用的 CR 引物名称和序列 

引物名称 引物序列(5′→3′) 作用 产物长度(bp) 
p-F3575 
p-R1 

ATCGAGCTCCGGCCGCATAATACGACTCA 
CGAGGATCCCATTGCTCTGTTCTATTTTTGA      扩增 Pib全长启动子 901 3 575 

p-F2695 
p-R1 

CGCGAGCTCCATAGTTGTCTTTCTCGA 
CGAGGATCCCATTGCTCTGTTCTATTTTTGA      扩增 Pib启动子片段 902 2 695 

p-F1338 
p-R2 

ATCGGATCCTTACCACATGGGCTATGT 
CTACCATGGCATTGCTCTGTTCTATTTTTGA      扩增 Pib启动子片段 903 1 338 

p-F764 
p-R2 

CGCGGATCCCAAGATTTTATATTTATGG 
CTACCATGGCATTGCTCTGTTCTATTTTTGA           扩增 Pib启动子片段 904 764 

hptF 
hptR 

GAAGAAGATGTTGGCGACCTC 
AAGATCGTTATGTTTATCGGCACT      扩增转基因水稻 hpt基因 527 

gus1F 
gus1R 

CTGCGACGCTCACACCGATACC 
TCACCGAAGTTCATGCCAGTCCAG      扩增转基因水稻 gus基因 441 

gus2F 
gus2R 

CACAGCCAAAAGCCAGACAG 
ATGACGACCAAAGCCAGTAAAGTAG    目的基因 gus的定量 PCR引物    127 

18S rRNAF 
18S rRNAR 

ATGGTGGTGACGGGTGAC 
CAGACACTAAAGCGCCCGGTA 内参基因 18SrRNA的定量 PCR引物 138 

 
10×buffer 2 μL, 25 mmol/L MgCl2 2 μL, 10 mmol/L 
dNTPs 1.6 μL, 5 U/μL Taq酶 0.2 μL, 上下游引物
(10 μmol/L)各 1 μL, ddH2O 11.2 μL。 

1.2.2  水稻的转基因 

R109 干种子去壳后用“84 消毒液”表面灭菌[9], 
在含 2, 4-D 2 mg/L的N6培养基上诱导愈伤组织。农
杆菌介导转化、培养和植株再生方法等见文献[10]。 

1.2.3  转基因水稻的 PCR 检测 

SDS微量法 [11]从植株叶片提取DNA进行hpt和
gus基因PCR检测, 引物见表 1。扩增hpt和gus基因预
期产物长度分别为 527 bp和 441 bp。反应程序: 95
℃ 5 min; 94℃ 30 s, 56℃(hpt)或 61℃(gus) 30 s, 72
℃ 1 min, 35个循环; 最后 72℃ 10 min。 

1.2.4  转基因植株的 Southern blotting 检测 

CTAB法 [12]提取PCR鉴定为阳性的T0代转基因

植株叶片总DNA, 每株 20 μg用HindⅢ酶切, 1%琼脂
糖凝胶电泳分离后转移至正电荷尼龙膜[13], 烘膜后
用地高辛标记的hpt探针杂交。标记、杂交及显色按
Roche公司试剂盒说明书进行。 

1.2.5  茉莉酸和乙烯诱导处理 

各个构建的转基因抗性愈伤和转基因植株, 在
27℃, 16 h光照/8 h黑暗条件下分别进行茉莉酸和乙
烯诱导处理, 茉莉酸诱导喷施 0.1 mmol/L 的茉莉酸
溶 液 (pH=7.0, 0.1% Tween20), 乙 烯 诱 导 喷 施
0.1 mmol/L 的乙烯利溶液(pH=5.5, 0.1% Tween20), 
对照用蒸馏水(含有 0.1% Tween20)喷雾, 非转基因

愈伤和植株进行相同的诱导处理。诱导处理 6 h 后
取愈伤及植株根、茎、叶检测 GUS活性变化, 重复
3次。 

1.2.6  GUS 组织化学分析 

各个构建的转基因抗性愈伤、根、叶片、叶鞘、

茎杆、颖壳、花药、种子, 和非转基因对照, 分别经
0.1 mmol/L的茉莉酸或乙烯利溶液或蒸馏水处理 6 h
后, 浸入适量的GUS显色液(50 mmol/L磷酸缓冲液, 
pH=7.0; 10 mmol/L Na2EDTA; 0.1% TritonX-100; 
0.85 mg/mL亚铁氰化钾 ; 0.65 mg/mL铁氰化钾 ; 
1 mg/mL X-gluc)中, 37℃过夜。随后用 75℅酒精脱色, 
观察, 照相[12]。 

1.2.7  GUS 荧光定量分析 

根、叶鞘 (茎)和叶片样品在液氮中研磨成粉, 
每样品取 0.1 g, 加入 400 μL酶提缓冲液在冰浴中混
匀, 4℃, 13 400 g 离心 15 min后取上清液即GUS粗
酶液。加入 5 mmol/L的GUS反应底物 4-MUG,    37
℃保温 1 h 后用 0.2 mol/L Na2CO3 终止反应[14, 15]。日

立 850型荧光仪, 激发光 365 nm, 发射光 455 nm。
按Bradford方法测定蛋白含量, 以 1 min水解 4-MUG
生成 1 nmol/L 4-MU的酶量为一个酶活力单位。以每
毫克蛋白的酶活力表示GUS活性[16]。各实验重复 3
次, 取平均值。 

1.2.8  Real-time PCR 检测 gus 基因的 mRNA 水平 

经 0.1 mmol/L茉莉酸或乙烯利溶液处理 6 h后, 
剪取转基因植株和对照植株叶片, 用 Trigol试剂提 
取植物叶片的总 RNA。随后用 RNase-free DNaseⅠ
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处理, 消除可能的基因组 DNA 污染, 反应体积为
20 μL, 含 1 µg总 RNA, 2 µL的 10×DNAaseⅠbuffer
缓冲液, 1 µL RNase-free DNaseⅠ(5 U)。37℃消化
30 min后, 75℃ 5min使酶失活。   

每样品取纯化后的RNA 2 μL, 加入DEPC处理
的水补足 10 μL, 75℃加热 5 min后冰浴急冷, 然后加
入预混液 10 μL [10×RT buffer 2 μL, 10 mmol/L 
dNTPs 2 μL, 10 μmol/L Random Primer 2 μL, 40 U/μL 
Ribonuclease Inhibitor 0.5 μL, 10 U/μL AMV Reverse 
Transcriptase 0.6 μL, H2O 2.9 μL], 42℃反转录 1 h, 
反转录产物−20℃保存备用。  

将反转录的cDNA稀释 10 倍 , 每一Real-time 
PCR反应加此稀释液 1 μL, 25 μL反应体系。含
10×buffer 2.5 μL, 25 mmol/L MgCl2 1.5 μL, 10 mmol/L 
dNTPs 0.5 μL, 5 U/μL Taq酶 0.2 μL, 上下游引物 
(10 μmol/L)各 1 μL, SYBR Green I染料 1 μL、ddH2O 
16.3 μL。反应条件为: 95℃预变性 3 min, 94℃变性
10 s, 58℃复性 20 s, 72℃延伸 40 s, 40个循环。同一
样品的内参和目的基因在同一个 96 孔板中分两管
同时扩增, 并分别设置 3 个重复。其中检测目的基
因gus和内参基因 18S rRNA的定量PCR引物见  表
1, 扩增产物长度分别为 127 bp和 138 bp。 

以不同诱导处理的转基因材料为样品, 非转基
因材料和未经诱导的转基因材料为对照, 不同样品
的内参基因 18S rRNA和目的基因gus分别进行实时
荧光PCR检测, 测定Ct值。采用相对定量解析的比较
Ct法处理实验结果。每个样品的目的基因Ct值与内
参基因Ct值之差即为△Ct, 用公式 2−△Ct[17]计算出各

个样品相对于内参基因的目的基因相对表达量, 然后
再进行样品间相对表达量的比较。 

2  结果与分析 

2.1  Pib启动子 5′端缺失体载体的构建和鉴定 

为了分析 Pib 启动子中应答茉莉酸和乙烯的分
子机制, 确定茉莉酸和乙烯诱导的必需序列区域。用
PCR方法获得了Pib全长启动子 901(3575 bp)和不同
长度的 5'端缺失体 Pib 启动子 902(2695 bp)、903 
(1338 bp)、904(764 bp), 这些缺失体片段均将软件检
索中显示的乙烯和茉莉酸响应基序敲除。目标产物

回收后, 先克隆到 pMD18-T 载体上送商业公司测序, 
经确证该 PCR 产物序列与预期一致后再与切除了

35S 启动子的双元质粒 pCAMBIA1301 连接。重组
质粒与上述插入片段序号对应分别命名为

pNAR901、pNAR902、pNAR903、pNAR904(图 1)。 
 

 
 

图 1  Pib 启动子 5′端缺失体示意图 
 

2.2  转基因植株的分子生物学鉴定 

用农杆菌介导法转化R109 成熟胚愈伤组织, 分
别获得了pNAR901、pNAR902、pNAR903、pNAR904 
的T0代抗性再生植株 36、32、29、35 株。 

用 PCR 检测上述 132 株再生植株, 有 99 株能
扩增出 hpt基因(527 bp)和 gus基因(441 bp)两条带, 
总的转基因阳性率为 75%。其中, 有 22株 pNAR901, 
27株 pNAR902, 20株 pNAR903, 30株 pNAR904。非
转基因对照植株和空白对照没有 PCR 产物。 

对上述 PCR检测为阳性的转基因植株用 hpt为
探针进行 Southern 杂交, 所有参检的转基因植株均
有杂交条带, 且绝大部分为单拷贝, 而对照非转基
因植株没有杂交信号, 说明转基因构建均整合进水
稻基因组(图 2)。 
 

 
 

图 2  转基因植株的 Southern blotting 检测   
1~10: 不同的转基因植株; 11: 对照 R109; 12: 质粒对照 pNAR904。 
 

2.3  Pib 全长启动子-gus 构建转基因愈伤的组织化
学检测 

全长 Pib 启动子 pNAR901 的转基因抗性愈伤, 
经茉莉酸或乙烯诱导处理 6 h 后均显现大量的深蓝
色 GUS 斑点(区), 水处理后的转基因愈伤也有零星
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2.4  Pib基因启动子中茉莉酸和乙烯响应区域 可辨的蓝点。对照非转基因愈伤虽经茉莉酸或乙烯

诱导处理 6 h, 没有出现 GUS蓝点(图 3)。 2.4.1  未经诱导的 Pib 基因启动子 5′端缺失体 GUS
荧光定量检测  

 

为了探索 5′端序列对 Pib 基因启动子活性的影
响, 本研究将全长 Pib 启动子和各缺失体构建的转
基因植株及非转基因对照植株的根、叶鞘(茎)、叶片
各个组织进行了 GUS活性荧光定量分析比较。结果
表明, 虽然 Pib 启动子的启动活性随着 5′端序列缺
失的加长而降低, 但一直保持着很强的组织特异性, 
即根>叶鞘 (茎 )>叶。非转基因植株对照只有痕量
GUS活性。   

 

图 3  全长 Pib 启动子与 gus 融合体的转基因愈伤在茉莉

酸或乙烯诱导 6 h 后的 GUS 表达 
A: 茉莉酸诱导 6 h; B:乙烯诱导 6 h; C: 对照 1, 水处理转基因愈伤; 
D: 对照 2, 茉莉酸/乙烯诱导非转基因愈伤。  

 
pNAR901 转基因植株在抽穗结实期, 经茉莉酸

或乙烯诱导 6 h后, 取根、叶片、叶鞘、茎秆、颖壳、
花药、种子进行 GUS组织化学染色, 结果各个组织
中均显示出不同程度的 GUS蓝, 蒸馏水处理的转基
因对照植株也出现很浅的蓝色。对照非转基因植株

经茉莉酸或乙烯诱导 6 h 后各个组织均不显色   
(图 4)。说明全长 Pib启动子在植株水平也表现出与
细胞水平相同的、很强的茉莉酸和乙烯诱导响应。 

2.4.2  Pib 启动子序列中茉莉酸和乙烯响应区域定

位的 GUS 蛋白质活性分析 

各个构建的转基因潮霉素抗性愈伤, 经茉莉酸或
乙烯诱导 6 h后进行了 GUS组织化学定性分析。结果
显示经过诱导处理的缺失体 pNAR902、pNAR903、
pNAR904 均只有零星的 GUS 蓝点, 其 GUS 水平与 

 

 
 
图 4  全长 Pib 启动子-gus 转基因植株的茉莉酸、乙烯诱导表达 
A: 对照 1, 茉莉酸/乙烯诱导后的非转基因植株; B: 对照 2, 水处理后的转基因植株; C: 乙烯诱导后的转基因植株; D: 茉莉酸诱导后的转基因
植株。 
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图 5  不同长度 5′端缺失的 Pib 启动子在转基因植株中各

器官的 GUS 活性定量 
1: pNAR901 转基因植株; 2: pNAR902 转基因植株; 3: pNAR903 转
基因植株; 4: pNAR904 转基因植株; 5: 非转基因对照植株。 
 
水处理的转基因愈伤对照相似而完全不同于全长

Pib启动子的转基因对照。非转基因对照愈伤经茉莉
酸或乙烯诱导后不显色(图 6)。 

用上述各构建的转基因植株进行的 GUS 活性
荧光定量检测表明, 经茉莉酸或乙烯诱导处理 6 h
后, 全长启动子(−3 572~2 bp, pNAR901)驱动 gus基
因表达的GUS蛋白活性与喷水对照相比有了很明显
的增加, 其中以叶片中 GUS 活性增加幅度最大, 可
达喷水对照的 4.64 倍(茉莉酸)和 3.85 倍(乙烯)。而
缺失了−3 572~−2 692 bp 序列区域的缺失体启动子
(−2 692~2 bp, pNAR902), (−1 335~2 bp, pNAR903), 
(−761~2 bp, pNAR904)的转基因植株, 在经茉莉酸
或乙烯诱导后, 根、茎、叶片的 GUS活性与喷水对 
照相比都没有明显的增加, 并且其启动活性与全长

启动子相比有很明显的下降, 又以叶片的降低幅度
最大(图 7)。 

以上结果可以看出, −3 572~−2 692 bp区段敲除
后, Pib启动子就失去了对茉莉酸或乙烯诱导的响应, 
其 3′下游端更长序列的缺失没能改变这一响应而只
是使整体的启动活性进一步降低。由此可以推断 , 
Pib启动子序列的−3 572~−2 692 bp区段是应答茉莉
酸和乙烯信号所必需的区域。而 PLACE软件检索该
启动子只在−2 722 bp 至−2 717 bp 有一个定义为茉
莉酸、乙烯响应的顺式作用元件 GCCGCC。本文的
实验结果证实该分子元件在 Pib 启动子中也有同样  
功能。 

2.4.3  Pib 启动子序列中茉莉酸和乙烯响应区域定

位的 mRNA 定量分析(Real-time PCR) 

为了进一步证实上述结果 ,  采用 Real- t ime 
PCR方法对诱导后转基因植株叶片中 gus mRNA进
行了定量分析。结果, 全长 Pib启动子构建(pNAR901)
的转基因植株在茉莉酸或乙烯诱导 6 h 后, 叶片中
gus mRNA量可达喷水处理的转基因对照的 4~6倍左
右, 而 3个缺失体启动子构建(pNAR902、pNAR903、
pNAR904)的转基因植株在茉莉酸或乙烯诱导 6 h 后, 
叶片中 gus mRNA量与水处理的转基因对照相比没有
明显的变化。在 mRNA水平上也再一次证实了 Pib基
因启动子中−3 572~−2 692 bp 区段是响应茉莉酸和乙
烯诱导的重要区域, 即 GCCGCC 核心元件(−2 722 bp 

 

 
 

图 6  不同长度 Pib 启动子在转基因愈伤中的茉莉酸、乙烯诱导活性 
A: 水处理后; B: 茉莉酸诱导处理后; C: 乙烯诱导处理后。a: pNAR901; b: pNAR902; c: pNAR903; d: pNAR904; e:非转基因愈伤。 
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图 7  茉莉酸和乙烯诱导 6 h 前后各构建转基因植株不同

器官的 GUS 活性 
A: 茉莉酸诱导; B: 乙烯诱导; 1: pNAR901转基因植株; 2: pNAR902 
转基因植株; 3: pNAR903 转基因植株; 4: pNAR904 转基因植株; 5: 

非转基因对照植株。 
 
至−2 717 bp)是维持 Pib启动子茉莉酸和乙烯诱导活
性必需的信号元件。 

3  讨 论 

稻瘟病(Pyricularia oryzae Sacc)是由稻瘟病菌
引起的一个多发性病害, 严重影响着水稻的产量和
品质。利用转基因技术平台鉴定和研究抗病基因的

抗性机制是将现代分子遗传技术应用于抗稻瘟病育

种的重要基础性工作。Pib基因是水稻中第一个通过
图位克隆得到的稻瘟病抗性基因, Wang等[6]曾报道, 
病原菌不能诱导抗稻瘟病基因Pib的表达, 而黑暗、
温度等环境因素和一些简单的化合物却能高效地诱

导Pib基因表达。Pib基因的这种抗性表达模式是比
较特殊的。 

李婵娟等[7]对Pib基因启动区进行的转基因分析, 
发现Pib基因启动区受黑暗、SA等因素的诱导且其启
动活性具有很强的组织特异性, 总是在根中表现最
高启动活性 ,  是一个诱导型启动子。邵克强 

 
 

图 8  茉莉酸和乙烯诱导 6 h 后各构建转基因植株叶片中

gus mRNA 定量 
A: 茉莉酸诱导; B: 乙烯诱导; 1: pNAR901 转基因植株; 2: pNAR902 
转基因植株; 3: pNAR903 转基因植株; 4: pNAR904 转基因植株;    
5: 非转基因对照植株。 

 
等[8]进一步用启动子序列逐段缺失的转基因分析方

法得到了软件定义为光响应元件的YTCANTYY基
序在Pib启动子中决定其暗诱导性, 野生型的Pib启
动子内共有 6个拷贝的YTCANTYY基序, Pib启动子
的暗诱导活性与其拷贝数目呈正比等结论。但有关

Pib启动子中茉莉酸, 乙烯等激素诱导性的分子机制
尚无实验证据。 

本研究中GUS组织化学染色结果表明, 外源的
茉 莉 酸 和 乙 烯 能 有 效 的 诱 导 全 长 启 动 子

pNAR901(−3 572−2 bp)驱动的GUS表达。为了进一
步探讨其中应答茉莉酸和乙烯诱导反应的序列区域, 
利用 5′端缺失法对Pib启动子进行了缺失片段分析, 结
果显示全长pNAR901(−3 572~2 bp)具有较高的诱导活
性 , 而缺失 −3 572~−2 692 bp的 pNAR902(−2 692~ 
2 bp), pNAR903(−1 335~2 bp) 和 pNAR904(−761~   
2 bp)的诱导活性显著下降, 且与其对照相比没有实
质性差别。因而可以确定Pib启动子应答茉莉酸和乙
烯的必需区域为−3 572~−2 692 bp区段, 因为该区段
的缺失会导致Pib启动子丧失对茉莉酸和乙烯诱导
的响应。而Pib启动子序列的−2 722 bp处有一个
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GCCGCC分子元件, 是由 GCC串联重复而成, 许多
研究表明该元件是与茉莉酸或乙烯诱导相关的调控

元件。Brown 等[18]曾报道, 含GCCGCC序列的GCC
盒, 是拟南芥茉莉酸信号途径中的标记基因PDF1.2
负责应答的主要元件。GCC盒也是乙烯应答的顺式
作 用 元 件 之 一 , 存 在 于 众 多 的 PR 基 因
(Pathogenesis-related gene)启动子序列中, 在植物抗
性反应和生长发育中具有重要的调控作用, 有研究
表明GCC盒可与某些ERF(Ethylene responsive factor)
蛋白互作参与乙烯应答的多种防卫反应[19]。因此我

们 推 断 Pib 启 动 子 −3572~−2692 bp 区 域 中 的
GCCGCC基序可能是赋与Pib启动子茉莉酸和乙烯
诱导响应的核心顺式元件。 

茉莉酸和乙烯对 PR 基因的调控转录可能涉及
到启动子的多个区域, 因此我们将继续深入的通过
碱基缺失突变等分子生物学的方法, 进一步验证这
一重要调控元件在启动子中的作用及其功能机制 , 
这不仅为了解该抗性基因在不同胁迫下的分子调控

机制、也为在分子水平上揭示抗病基因在植物中的

抗病机制提供重要的实验证据。 
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