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5′UTR 序列对 DR5::GUS 基因瞬时表达的影响 

王亚红，赵燕，彭彦，刘晓柱，张学文∗  

(湖南农业大学 生物科学技术学院，湖南 长沙 410128) 
 

摘  要：利用生长素响应原件(DR5)构建了 DR5::GUS 报告基因表达载体，并在载体构建时，对 GUS 的 5′UTR

序列进行 2种设计：一种是利用载体 GUS基因原有的 5′UTR构建成 pBI121–DR5::GUS；另一种采用植物增强表

达的常用原件烟草花叶病毒 (TMV)的 5′端序列 (Ω′)替换 GUS 基因原有的 5′UTR 序列，构建成

pBI121–DR5(Ω′)::GUS。将 2 种载体转化根癌农杆菌后，采用烟草叶片注射浸染的瞬时表达检测法对 2 个载体的

植物表达效果进行检测，2种载体分别转化烟草叶片 2 d后，对浸染的叶盘进行 GUS染色分析，pBI121–DR5::GUS

的转化叶片有明显的 GUS 反应，而 pBI121–DR5(Ω′)::GUS 的转化叶片则无 GUS 反应。分离注射浸染部位叶盘

RNA后，对 GUS特异引物进行 RT–PCR分析，2种转化的基因都已有效转录出 RNA，但前者能翻译出相应的β–

葡萄糖苷酸酶，后者则不能完成翻译过程，说明Ω′序列的引入并未有效提高 GUS基因的表达，反而抑制了 mRNA

的翻译。 
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Different 5′UTR sequences influence the transient expression of DR5::GUS 
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Abstract: Using auxin-response element (DR5), we constructed reporter expression plasmids containing the 
recombinant reporter gene DR5::GUS for study of the auxin distribution in vivo. Two constructions were designed using 
pBI121, one of which is pBI121–DR5(Ω′)::GUS, where the 5′UTR of GUS was replaced by the 5′UTR of TMV (Ω′) and 
the other is pBI121–DR5::GUS with 5′UTR of GUS unchanged. We transferred the two recombinants into tobacco leaf 
by infiltration and the transient expression was tested two days later. The GUS reaction was strong with infiltrated 
pBI121–DR5::GUS but there was no GUS activity with the pBI121–DR5(Ω′)::GUS. RNA was isolated from the 
infiltrated leaf discs and subjected to RT–PCR with specific primers of GUS. The GUS mRNAs were detectable in the 
infiltrated cells transferred with either pBI121–DR5::GUS or pBI121–DR5(Ω′)::GUS, and the corresponding 
β–glucosidase expression was achieved in the former plasmid but not the latter plasmid.  It recommended the 5′UTR 
sequence of Ω′ do not improve the gene expression of GUS, but do inhibit the translation of the mRNA in our study. 
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从真核生物mRNA 5′末端的“帽子”到起始密码

子AUG之间的5′非翻译区(5′UTR)对基因表达的翻

译过程有重要影响[1]。5′UTR的高度结构化对mRNA

翻译起始进行调控，既具有介导内部翻译起始的功

能，也含有内部核糖体进入位点(IRES)[2]；因此，

人工转入生物体的外源基因除编码区序列的有效

性外，5′UTR的作用也至关重要。Daniel等[3]研究发

现，来自于烟草花叶病毒RNA5′端的67 bp的前导序
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列(命名为Ω′，包括TMV RNA的5′端序列和AUG)，

无论在体外或体内，甚至在原核细胞内，都可以增

强报告基因表达。Mitsuhara等[4]将CaMV 35S核心启

动子与CaMV 35S启动子的5′端不同区段和烟草花

叶病毒的5′UTR(Ω′)相连，发现在转基因烟草中GUS

的表达活性最强。有理由认为，如果在植物转基因

载体构建时，启动子转录起点下游加上一段Ω′可以

提高基因翻译的活性。 

Guilfoyle等[5]对生长素反应元件的研究表明，

活体内对生长素进行标记成为可能。生长素早期响

应基因的启动子区域，含有多个生长素反应元件

(AuxREs)，顺式作用元件赋予了这些基因的生长素

反应能力，同时也可以与一些反式作用因子结合，

打开或关闭基因的表达[6–7]。通过对大豆GH3基因的

AuxREs序列的位点突变和9个序列的直接重复，组

建了人工生长素反应元件DR5，Tim等[8]认为，DR5

比天然的AuxREs具有更强的生长素反应能力，表达

活性可增加5~10倍。以DR5为启动子与报告基因重

组，构建成生长素响应的报告基因DR5::GUS，转入

植物体获得的转基因植株成为研究生长素在植物体

内分布及其作用的良好工具[9–10]。 

鉴于将DR5启动子下游整合Ω′序列，可能增

强下游基因的表达活性，使生长素报告性响应的

灵敏度提高，笔者对DR5::GUS进行了改造，构

建了载体pBI121–DR5::GUS及引入Ω′序列的载

体pBI121–DR5(Ω′)::GUS。为了解载体pBI121– 

DR5(Ω′)::GUS的有效性，利用烟草叶片浸注转化

的瞬时表达系统对报告基因进行了表达分析，现

将结果报道如下。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

已构建的含有Ω′的植物表达载体 pBI121和不含

有Ω′的植物表达载体 pBI121、大肠杆菌(E.coli)菌株

InvαF'、根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)菌株

LBA4404、野生型烟草W38植株，均由湖南农业大

学细胞生物学实验室保存。 

Infiltration medium含 250 mg D–glucose、5 mL 

500 mmol/L MES(pH6.0)、25 μL 200 mmol/L AS(乙

酰丁香酮)。GUS染色试剂含 10 mg X–gluc、4 mL 50 

mmol/L Na3PO4缓冲液(pH7.0)、50 μL 50 mmol/L 

K3[FeCN6]、50 μL 50 mmol/L K4[FeCN6]、90%丙酮、

乙醇。生长素处理液含 10 mL NAA(50 mmol/L)。 

1.2  方  法 

1.2.1  载体构建 

人工设计合成 DR5启动子，酶切插入替换载体

pBI121上的 35S启动子，利用 PCR方法，将烟草花

叶病毒的5′ 非转录区(Ω′)序列替换GUS基因起始密

码子ATG前的 5′UTR，重组构建 pBI121– DR5::GUS

和 pBI121–DR5(Ω′)::GUS 2个植物表达载体。质粒构

建、纯化、连接、转化及酶切分析均参照文献[11]

方法进行。再转化重组载体质粒至LBA4404菌株中。 

1.2.2  农杆菌浸注瞬时表达 

取5 mL经28 ℃过夜培养的农杆菌LBA4404 (包
含了重组载体)菌液，4 000 r/min离心 5 min，去上清
后加入 1 mL新鲜的 Infiltration medium混匀，离心
后去上清，再加入 1 mL新鲜的 Infiltration medium
混匀，最后用约 10倍体积的 Infiltration medium将菌
液稀释至 OD<0.1。吸取 1 mL处理后的菌液，从叶
片背面注入叶片内，注射点作标记。21 ℃恒温，14 h
光照/10 h黑暗培养 40~48 h。期间适当用 50 mmol/L 
NAA溶液喷洒烟草植株。 

1.2.3  GUS 基因瞬时表达后染色检测 

2 d后，用打孔器截取注射点周围直径约 0.8 cm
的叶盘，进行 GUS染色。 

1.2.4  浸注转化基因瞬时表达的转录分析 

采用 RT–PCR 方法进行基因转化分析。根据
GUS基因全长序列，通过 Primer 5.0软件，设计了
GUS 基因的 1 对特异性引物。分 3 个时间点(48 h
前，24 h前，12 h前)进行烟草叶片的农杆菌注射，
剪下所有被注射的烟草叶片，采用 Trizol法提取其
RNA，使用 RevertAidTM First Strand Synsthesis 
Kit(Fermentas)合成 cDNA 第一链，再用 GUS 基因
的特异性引物摸索确定 RT–PCR的最佳体系，检测
目的基因是否被转录。 
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2  结果与分析 

2.1  pBI121–DR5::GUS 和 pBI121–DR5(Ω')::GUS

的构建 

载体区段如图 1所示，生长素响应启动子 DR5

插入替换载体 pBI121 上的 35S 启动子，得到重组

载体 pBI121–DR5::GUS，再将Ω′序列插入替换GUS

基因起始密码子 ATG 前的 5′UTR，获得重组载体

pBI121–DR5(Ω')::GUS。 

 
图 1  重组载体 pBI121–DR5::GUS 和 pBI121–DR5(Ω')::GUS 的区段 

Fig.1  The T–DNA region of recombinant vector pBI121–DR5::GUS and pBI121–DR5(Ω')::GUS 

2.2  GUS 染色检测对比 

把分别注射了 2种不同载体的叶片切取圆盘，

设置对照进行 GUS染色，结果如图 2所示。pBI121– 

DR5::GUS载体农杆菌的注射浸染部位有GUS活性

表达，而 pBI121–DR5(Ω′)::GUS载体农杆菌的注射

浸染部位未检出 GUS活性。 

 
1  载体 pBI121–DR5(Ω′)::GUS叶片浸注部位瞬时表达的 GUS

检测，未检出 GUS活性；2  载体 pBI121–DR5::GUS叶片浸注部位

瞬时表达的 GUS检测，有明显的 GUS活性；3  未浸注叶盘的 GUS

显色对照。 

图 2  叶片的 GUS 染色检测结果 

Fig.2  The GUS test with infiltrated leaf discs only the pBI121– 

DR5::GUS transformation shows GUS activities 

2.3  GUS 基因 RT–PCR 检测结果 

采用不同时间点分别注射了 2 种不同载体的烟

草叶片，收集注射点的叶盘，分离总 RNA并反转录

成 cDNA。以其为模板，GUS基因特异引物进行 PCR

扩增，对基因转录产物进行分子检测，结果如图 3。

检测表明构建的 2 种重组体浸注转化后都能瞬时表

达，能有效转录出相应的mRNA。 

 
M  Maker; 1 载体 pBI121–DR5::GUS浸注部位叶盘的 Actin扩增；2  载体

pBI121–DR5(Ω′)::GUS浸注部位叶盘的 Actin扩增；3 载体 pBI121–DR5::GUS浸

注叶盘的 GUSmRNA 扩增；4  载体 pBI121–DR5(Ω′)::GUS 浸注叶盘 GUSmRNA

扩增；5  以 pBI121 质粒为模板的 GUS 阳性对照扩增出大小一致的分子；6  以

未浸注叶片的 cDNA为模板的对照扩增未出现相应分子带。 
图3  GUS基因表达RT–PCR产物的1%琼脂糖凝胶电泳结果 

Fig.3  The RT–PCR amplification of GUS mRNA with actin as 
reference in 1% agarose gel 

3   讨  论 

 Chen 等 [12]成功构建了基于猪水泡病病毒

(SVDV)的 5′UTR 的双顺反子逆转录病毒载体，并
证实 SVDV 的 5′UTR 能够高效介导蛋白表达，并
比较了同一载体在不同细胞内的表达水平。近年来

的研究发现，在不同的生物和不同的基因中，5′UTR
的长度和碱基顺序变化很大，甚至同一基因通过不

同的转录起始也有不同长度的  5′UTR，不同的
5′UTR及其所含元件在不同来源的组织、细胞中表
现出很大的差异，即特定的 5′UTR只有在特定的组
织或细胞中才能发挥最优的调控效率 [13–14]。当

5′UTR的序列中存在着碱基配对时，就可形成发夹
式或茎环状二级结构，对翻译起始具有顺式阻抑作

用。其抑制作用的强弱取决于发卡结构的稳定性及

其在 5′UTR中的位置。Daniel等[15]发现，蛋白质合

成常受与核糖体相互作用并有一定结构的 mRNA
的调节。笔者重组构建的 2个载体的区别在于，GUS

RB 
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基因ATG起始密码子之前的 5′UTR不同。 
利用DNAman软件分析，Ω′序列自身折叠的茎

环结构为2个，对比GUS 5′UTR序列的自身折叠少1
个茎环，并且Ω′与在替换时还残留的30个碱基(ATG
起始密码前)总长度达到97 bp，GUS 5′UTR长度相
差43 bp；与Mitsuhara等的载体构建比较，其载体
PE6113–GUS的Ω′序列的插入位点与本研究类似，
而他们去掉了ATG密码子前的14个碱基。有研究显
示，与信号传导路径相关的基因往往有较长的

5′UTR。长的5′UTR折叠后与翻译调节相联系，折
叠的5′UTR可以帮助调节接近核糖体[16–17]。由于Ω′
替换后，使得GUS基因的5′UTR区过长，且折叠(茎
环结构)较少，致使5′UTR不能有效地接近核糖体，
从而可能导致GUS基因不能被有效翻译。2个载体
进行转基因瞬时表达时，出现截然不同的结果。载

体pBI121–DR5::GUS的转化叶片经GUS染色检测，
证明DR5能够启动GUS基因的转录，转录后也能够
翻译表达蛋白，而载体pBI121–DR5(Ω′)::GUS用Ω′
替换了GUS基因ATG前原有的非翻译区序列后，其
RT–PCR检测显示，DR5启动子能够启动GUS基因
转录，而GUS染色检测结果证明GUS基因转录后未
能表达蛋白。对比2个载体的检测结果，表明Ω′序
列替换了原有的5′UTR后，在翻译水平上影响了
GUS基因在烟草中的表达。 
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