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摘要: 启动子是调控基因转录的一段DNA, 也是构建基因工程表达载体的重要元件。天然启动子在表达强度和特异性等方

面存在一定的局限性。采用人工构建的方法, 有望得到诱导因子广、本底活性低、表达强度高、启动表达快等特点的启

动子。本文综述了人工启动子在诱导表达、组织特异性表达、高效表达等方面的研究进展。
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Abstract: Promoter is a piece of DNA fragment that regulates gene transcription by allowing RNA polymerase 
and transcription factors binding to it. Promoter is also an important element in the expression vectors in genet-
ic engineering. However, there are some limitations in natural promoter, such as low expression activity and 
low specificity. Alternatively, artificial constructed promoters are expected to overcome those limits and achieve 
advantages, such as more induction factors, low basal activity, high expression activity and quick expression 
initiation. In this paper, we reviewed research advances in artificial promoter constructions in  terms of the in-
ducible expression, tissue-specific expression and high-efficiency expression.
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启动子是调控基因转录的一段DNA序列, 也
是基因转录调控机制和表达模式中最关键的因

子。对植物启动子的研究有助于了解基因转录调

控机制和表达模式, 并有效地应用于基因工程中

提高或改进外源基因的表达。过去的研究集中于

天然启动子的结构、功能及分类。现在, 启动子

的研究重心已转移到对人工启动子的研究上, 即
自由组合不同启动子元件, 替换或重新设计序列

构建人工启动子, 以期望得到更强表达调控水平

的启动子。通过人工启动子调控目的基因, 实现

基因的精确表达, 从而实现基因的组织器官特异

性、发育阶段特异性、外部环境和内部激素诱导

特异性的准确表达。

与天然启动子相比, 人工启动子可根据不同

目的自由构建, 达到基因表达时间和空间上的精

确性。研究发现, 同一启动子元件在不同植物中

相对保守, 因此自由组合不同启动子元件构建人

工启动子, 有望得到具诱导因子广、本底活性低、

表达强度高、启动表达快等特点的人工启动子。

人工启动子为转录活性的定向调节提供了一

个有效的手段, 并且人工合成启动子的运用可为

顺式调控元件的重排, 顺式和反式调控机制的阐

明以及在未来植物生物技术的应用等方面带来一

定的帮助。对启动子元件和调控机制的研究为构

建人工启动子提供了理论基础(Heintzman和Ren 
2007; Juven-Gershon和Kadonaga 2010)。目前, 构
建人工启动子最常用的两个方法是核心启动子顺式

元件上游的组合和单向启动子的双向结合(图1)。
构建理想的人工启动子需要合适的元件。

Hammer等(2006)介绍的两种获得启动子文库的方

法是人工启动子优化研究的有力工具。Phuong-
Phan等(2010)建立了一种简捷筛选强启动子的方

法, 该法可快速筛选出恰当长度的启动子, 为人工

启动子高效准确地合成提供了保障。Schlabach等
(2010)通过构建10 bp重复序列文库进行无偏筛选
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识别了大量合成增强子元件, 这些元件能够提高

CMV启动子的转录, 并为人工启动子的合成提供

了参考。

1  人工启动子与基因的诱导表达

启动子应答诱导可通过以下因素调控: (1)生
物和非生物胁迫(如病原菌、创伤、昆虫、干旱、

盐、光照、冷和热胁迫); (2)激素(如乙烯、生长

素、脱落酸、水杨酸等); (3)化学药品(如四环素、

铜、雌二醇、地塞米松等)。外界环境胁迫不同程

度影响植物的生长发育, 甚至对植物产生致死作

用(Hasegawa等2000)。解决该问题可用专一性逆

境胁迫诱导启动子, 但目前鉴定的胁迫诱导启动

子的诱导调控能力和抗逆转录活性仍不能使植物

有合适的抗逆性 ,  因此通过构建更加灵敏、准

确、经济、高效的多诱导因子人工启动子, 从而

提高植物对多种逆境的抵抗能力。Rushton等
(2002)利用W1-box、W2-box、GCC元件、JERE
元件等组合成多种四聚体人工启动子。经过大量

亲和性、非亲和性以及非寄主互作形式的分析, 
发现不同启动子的诱导因素有明显差别, 其本底

表达水平及诱导程度和快慢有很大差异。

人工启动子已经成为指导基因定向表达的有

力工具, 并且进入了植物应答特异的生物或非生

物因子的发展阶段。Zhu等(2008)利用重叠延伸

PCR技术构建了两个嵌合启动子pCL和pLC, 调控

基因在马铃薯块茎组织中和冷诱导条件下的表

达。GUS活性结果显示, 受冷处理诱导, pCL启动

子调控的GUS活性在块茎中升高了约63%; 在叶片

中, 嵌合启动子pCL也具有较高的冷诱导活性, 但
20 ℃时无转录活性。与pCL启动子相比, 20或2 ℃
条件下, pLC启动子在马铃薯所有的组织中的活性

都较低, 但经过冷处理后, 地上茎和匍匐茎的GUS
活性都有轻微的增加, 而地下块茎中的GUS活性

显著增加约6 8 %。现有报道两个人工启动子

4×ABRE (来自小麦的4个串联重复脱落酸应答元

件)和2×ABRC (2个串联重复的脱落酸应答元件连

接2个拷贝的大麦HVA22结合元件), 各自与CaM-
V35S的最小启动子结合, 能够诱导报告基因gus 
(β-glucuronidase)在转基因烟草中对高盐浓度、脱

水、脱落酸的应答表达, 证明它们能够作为一种

有效的胁迫诱导启动子(Roychoudhury和Sengupta 
2009)。

与应用组成型启动子相比, 抗病基因工程中

应用诱导启动子具有明显优势。但是单一病原诱

导启动子的诱导因子很有限, 因此将不同的病原

物诱导因子构建在同一植物表达载体中, 可增加

诱导因子, 扩大转基因植物的抗病谱。将烟草的

两个具有高度病原物特异性诱导的启动子EAS4和
hsr203J串联置于含双边界序列植物双价表达载体

p2301NG的gus基因前, 转化烟草的结果表明, 正常

生长情况下, 转基因烟草检测不到GUS活性或活

性极低, 而受疫霉激发子parasiticein、Phytophthora  
nicotianea的孢子悬浮液和 Ralstonia solanacarum
的菌悬液诱导后, 转基因烟草叶片中可检测到明

显的GUS活性(王丹丹等2009)。这表明双病原物

诱导启动子具有良好的诱导活性, 可用于植物遗

传转化。

2  人工启动子与组织特异性表达

利用人工启动子可提高外源基因在特定部位

表达的强度, 增强外源基因表达效率, 还可以降低

因外源基因过表达对寄主植物带来的负担, 减轻

对作物农艺性状的不良影响, 从而改良农作物品

质, 提高作物的抗逆境能力和抗病性等。

植物基因的启动子区通常包含众多调控元件, 
这些调控元件共同完成基因转录的精细调节。随

着对这些调控元件的深入了解, 根据需要设计符

图1  植物人工合成启动子简图(Venter 2007)
Fig.1  Simplified representation of a plant 

synthetic promoter (Venter 2007)
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合要求的细致而精巧的组织特异表达启动子将成

为可能。张秀春等(2009)利用植物防御基因中的

病原诱导响应元件和最小35S启动子(-62~+1), 人
工合成了启动子SAR, 并以gus基因为报告基因, 在
转基因拟南芥中研究人工启动子的表达特性。结

果表明, SAR启动子在子叶、毛刺、根茎交接处和

根系中优势表达, 在老叶中的表达量高于幼叶, 说
明SAR启动子具有组织和发育表达特异性。Caz-
zonelli和Velten (2008)通过叶片瞬时表达和稳定遗

传转化植株来检测含DR (directly-repeated)盒组合

的人工启动子(SynPro3和SynPro5)对报告基因(荧
光素酶)的调控效果。这些人工启动子在转基因烟

草所有发育阶段和大多数组织中都显示出了报告

基因的强表达。与SynPro5相比, SynPro3在叶中显

示出相对较高的荧光素酶表达, 而相对于SynPro3, 
SynPro5在其它维管组织, 如根和茎中表现出相对

较高的荧光素酶活性。SynPro3和 SynPro5启动子

中的DR元件的排列在组织特异性表达中有重要作

用。

在植物转基因研究中, 使用天然启动子往往

不能得到满意的结果, 尤其是在特异表达或诱导

表达时, 表达水平不够理想。因此选择合适的启

动子或对启动子进行改造, 是增强外源基因特异

表达的重要手段。Lv等(2009)将小启动子(35Smini 
或GRPmini)结合在特异表达启动子(GRPp 或
4CL1p)的5'端形成双向启动子(35Smini-GRPp、
35Smini-4CL1p 或 GRPmini-GRPp), 这些双向启动

子能够指导gus和gfp基因在所有独立的转基因烟

草的维管特异表达。转基因植物的维管特异性双

元双向启动子可用于同时调控某些维管特异性功

能基因的表达。这一方法还可用于其它植物中极

性启动子的生物技术研究。

使用人工启动子除了可增强外源基因组织特

异性表达外, 还可利用组织特异性启动子的不同

片段与组成型CaMV35S启动子组合, 抑制35S调控

基因在各种组织中的表达, 减少因外源基因过表

达给植株带来的能量耗损。Cai等(2007)将水稻的

组织特异性启动子PD54O的不同片段(D54O-S、
D54O-P、D54O-S/P)与CaMV35S结合调控GUS表
达。结果显示, PD54O-S+35S :GUS 在植物茎中的GUS
活性比P35S :GUS的低57%, P D54O-P+35S: GUS在小花

序中, GUS活性比P35S :GUS的低78%, 而PD54O-S/P+35S : 
GUS在叶、茎、小花序和根中的GUS活性分别比

P35S :GUS的低79%、74%、91%和96%。由此可说

明D54O-S含有强负调控元件, 可抑制基因在茎中

的表达, D54O-P的强负调控元件抑制基因在小花

序中的表达。这种对不同组织特异性启动子的负

调控元件的鉴定研究, 为目的基因表达调控提供

了一种新的选择。

3  人工启动子与基因的高效表达

启动子的转录活性强弱决定了目的基因的表

达量。研究证明, 通过增加启动子数目或在SD序

列(shine-dalgarno sequence)上游安置翻译增强子

均能提高外源基因的表达效率。Cazzonell i和
Velten (2008)将源于植物病毒的DR插入到35S启动

子上游, 研究DR作为增强子元件的能力, 分析转基

因烟草中具有多拷贝或多个DR组合的人工启动子

的活性发现 ,  拷贝数越多表达目的基因活性越

强。另外由不同DR元件形成的人工启动子的活性

显著强于同种DR元件形成的人工启动子。Yang等
(2009)将不同拷贝数的GAAATA元件(分别是1、
2、3和4拷贝)分别与PNZIP启动子的–133到+1区
域的片段相结合 ,  构建成不同的人工嵌合启动

子。GUS活性分析显示, GAAATA元件的拷贝串

联重复都能增强转基因烟草叶片GUS的瞬时表达, 
并且4拷贝串联重复的GAAATA元件比其它3种拷

贝数的GUS活性高。人工构建启动子研究表明, 
随着作用元件拷贝数的增加, 人工构建启动子的

调控强度也随之提高; 有多种顺式元件构成的启

动子比仅包含一种作用元件的启动子效果更好, 
效果最好的启动子应包括2种或3种不同的作用元

件(McGarvey等1999)。
将单向启动子人工改造为高效双向表达启动

子, 从而提高基因表达效率, 在基因工程研究中具

有重要价值。通过在CaMV 35S启动子上游反向

连接51 bp的Pmini启动子即(CaMV 35S的小启动

子), 可实现启动子的双向转录功能(Xie等2001)。
同样, Zhang等(2008)通过在CaMV 35S启动子的5'
端连接Pmini元件形成人工双向启动子, 并分别将

gusA和gfp与双向启动子两端融合, 构建成双可视

报告基因融合双向启动子的植物二元表达载体

pBDGG。GUS和GFP定量分析显示, 在不同转基
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因烟草系中GUS活性差异显著, 介于8~250 pmol 
4-MU·min-1·mg-1 (蛋白)之间, 而野生型烟草的GUS
活性低于0.03 pmol 4-MU·min-1·mg-1 (蛋白)。同样, 
GFP含量在不同转基因烟草系中差异也显著, 即从

0.9~1.8 μg GFP·mg-1 (蛋白)。说明利用这一方法已

成功构建了人工高效组成型双向启动子, 并能驱

动报告基因高效表达。

在双向启动子两端分别连接不同的功能基因

及其组合, 可以一次转入多个功能基因及其组合,
从而提高转基因效率, 增强基因表达。Li等(2004)
将2个35S启动子分别插其复式增强子元件的上游

和下游, 构建了双向双35S启动子, 与单向35S核心

启动子相比, 双向双35S启动子驱动的GUS基因表

达量高出206倍。同样, 用CsVMV启动子构建的双

向双启动子比单向核心启动子驱动的GUS基因表

达量增加200倍。由此表明, 双向双启动子可用于

增强转基因表达量以及指导多个转基因的同时表

达。

通过生物信息学分析, 将基因表达的调控元

件与人工启动子模块相结合, 可驱动目的基因在

植物中的高效表达。Sawant等(2001)利用高表达

植物基因数据库的核苷酸序列特点, 设计了一个

完整表达盒启动子(Pcec), 其在烟草叶中驱动gusA
瞬时表达的活性高出天然CaMV 35S启动子约9倍, 
在T1代转基因烟草中, Pcec驱动的gusA的平均表达

量分别比35S启动子在叶片、根、中叶脉中高出

2、4、2.5倍。

4  人工启动子与 RNA干扰载体的构建    
RNA干扰(RNAi)通过转录后或者在转录水平

上对基因进行沉默, 为植物抵抗病毒侵染提供了

一个有力手段(Waterhouse 和Fusaro 2006)。利用

人工合成双向启动子构建的RNAi载体能够有效地

提高植物的抗病性。通过病毒DNA双向启动子驱

动小RNA干扰, 转基因木薯增强了对非洲木薯斑

点病毒的抗性(Vanderschuren等2007)。
对RNAi技术的应用, 过去常用质粒或病毒载

体内源性表达siRNA, 然后筛选稳定表达株, 在细

胞中持续抑制靶基因的表达(Hammolld等2001) 
。

但是表达siRNA需要合成较长序列, 且序列中的发

卡结构增加了后续退火和连接的难度。现已有更

成熟的方法获得siRNA。利用2个相对排列的U6

启动子构建RNAi载体, 可在体内直接转录生成

siRNA, 并具有较高的抑制活性(Tran等2003)。
Kaykas等及Jian等多个实验室在此基础上人工构

建H1-U6双启动子载体, 大大提高了载体的稳定

性, 并应用其构建随机siRNA文库进行高通量筛

选, 拓展了此类载体在基因规模化功能研究中的

应用(Kaykas和Moon 2004; Jian等2007)。以pEG-
FT-C1为原始载体, 插入相向排列的H1-U6启动子

表达框, 构建了双启动子RNAi载体, 并利用此载体

从hUbe2w的5个候选RNAi靶点中筛选出2个有效

靶点。结果显示,两个靶效点够在mRNA水平和蛋

白质水平显著降低h U b e 2 w的表达 (张莹莹等

2008)。与siRNA表达载体相比, H1-U6双启动子

RNAi载体无需合成反向互补的长片段DNA, 不仅

节约费用, 而且小片段DNA与载体的高效连接更

有利于载体的快速构建(Tran等2003)。
5  构建人工广谱病原诱导启动子的设想

只采用单一病原物的诱导启动子, 抗性是单

一的 ,  限制了功能基因对入侵病原物的抗性范

围。尽管有些单一启动子可受几种病原物诱导表

达, 但是其诱导因子还是有限的。植物在环境中

常同时遭受多种病原物的攻击, 需要的是广谱抗

病性(王丹丹等2009)。所以构建广谱病原诱导启

动子对植物抗病基因工程的研究有重要的意义。

病原诱导启动子为人工启动子提供了丰富的“原材

料”。大量病原诱导基因及其启动子现在已得到了

广泛的研究, 其中GCC 类元件和W-box元件(Eul-
gem等2000)研究得最清楚。W-box [(T)TGAC(C/
T)]是WRKY转录因子的结合位点, 越来越多的证

据表明 , W-box是许多病原诱导植物基因的主要顺

式作用元件。串连排列的 W-box往往与病原的诱

导特性有关。欧芹 PR2基因的 D box和马铃薯 
gst1基因的 Gst1 box都具有病原诱导表达的特性

(Rushton和Somssich 1998)。PRms基因启动子–246
处的ERE元件(ATTGACC )和ZmPR4 启动子序

列–285~–279处的ERE元件也具有病原诱导活性

(Moreno等2005; Raventos等1995)。Peng等(2004)
从烟草中克隆到3个受病原物诱导的植物启动子

PPP1、PPP2、PPP3, 这些启动子在转基因烟草和

拟南芥中受致病性青枯菌的诱导。随着对启动子

作用元件和抗病调控机制研究的深入, 成功分离
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或人工构建更理想启动子的可能性会越来越大。

自由组合不同的启动子元件构建成人工合成的启

动子, 有望得到诱导因子广、本底活性低、启动

表达快等特点的人工病原物诱导型启动子, 为构

建植物病原诱导特异型启动子提供了新思路。因

此, 可将人工启动子应用于作物遗传转化研究和

病原物诱导型启动子的研究 ,  提高作物的抗病

性。

植物抗病育种中缺乏可以直接利用的抗源, 
常规育种很难得到抗病品种。利用基因工程技术

可以打破传统育种中种间不亲和现象, 消除杂交

障碍, 极大地拓宽了抗性基因的来源和应用。但

实践证明, 抗性基因的高效表达虽然提高了植物

的抗病力, 但外源基因的过表达会导致植株能量

过多耗损, 从而降低其产量。因此, 转基因抗病必

须解决好广谱抗性、持久抗性和消除副作用等关

键问题。或者说必须解决好怎样控制目的基因表

达和控制什么基因表达的问题(Gurr和Rushton 
2005)。

鉴于npr1基因在转基因拟南芥中过量表达只

是提高植株的抗病性而无其他显著性有害影响这

一性质, npr1基因作为植物广谱抗病性基因已备受

关注。在水稻中过量表达拟南芥npr1基因(nonex-
pressor of pathogenesis-related genes 1), 可提高转

基因水稻对Xanthomonas oryzae pv. Oryzae的抗性, 
而且RNA点杂交表明抗病性的提高需要npr1基因

的高表达(Chern等2001)。由npr1基因编码的NPR1
是植物抗病信号网络中的关键结点, 直接参与植

物的系统获得抗性(SAR)和诱导系统抗性(ISR) 
(Leon-Reyes等2009)。水杨酸、茉莉酸甲酯和乙

烯等逆境信号分子通过N P R 1调节  T G A类和

WRKY类转录因子与DNA的结合, 影响抗病相关

基因的转录, 引起植物体内活性氧的爆发, 激发超

敏反应, 从而增强抗病性(McDowell等 2003; Wang
等2006)。可利用人工启动子控制npr1基因表达, 
各种诱导因子引起npr1的表达量增加, 产物NPR1
蛋白调节TGA类和WRKY类转录因子的活性, 让
后者与PR (pathogenesis-related protein)基因的上游

启动子的结合, 来增强PRs基因的表达水平, 有望

解决抗病基因工程中广谱抗性, 持久抗性和消除

负作用等问题。

6  展望

利用逆境、病原物诱导型启动子驱动抗逆、

抗病基因在改良作物的抗性研究中已成为热点。

然而, 目前能应用于转基因研究的诱导型启动子

仍然很少 ,  理想的病原物诱导型启动子几乎没

有。因此, 对于新的抗性相关启动子的构建仍然

是今后启动子研究的重点, 以便通过构建人工启

动子得到我们所期望的理想病原诱导启动子。F-
box、GST1-box、S-box、W-box 具有诱导因子

广、本底活性低、启动表达快、不受伤诱导等特

点。我们拟采用串连F-box、GST1-box、S-box、
W-box二聚体等4个作用元件与35S minimal pro-
moter组合, 构建人工病原物诱导型启动子片段, 精
确控制目的基因在需要的时间和组织中表达并适

时关闭。用人工启动子控制npr1基因的表达, 使多

种诱导因子引起npr1的表达量增加, 产物NPR1作
用于TGA类、WRKY类等转录因子, 促进植物自

身多种病程相关蛋白的表达, 有望增强植物对多

种病原物的抗性。
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