
组蛋白脱乙酰化酶(Histone deacetylase, HDAC)
通过去乙酰化作用移除染色质组蛋白上的乙酰基，

从而改变染色质的结构并抑制基因的转录[1–4]。目

前，已有多种 HDACs 在不同在植物中被鉴定出

来，根据它们与酵母 HDACs 序列的相似性，可划

分为 3 大类，一是与酵母 RPD3 和 HDA1 同源的

RPD3/HDA1 超 家 族；二 是 从 玉 米(Zea mays)中 首

次鉴定出来的一类植物特有的 HD2 家族；三是与

酵母 SIR2 蛋白同源的 SIR2 家族[5]。植物 HDACs
广泛参与植物的生长发育及对逆境的响应过程

中[6]。目前在水稻中已鉴定出 18 个 HDACs 成员，

HDA705 属于 RPD3/HDA1 家族成员[7]。

启动子是一段位于基因上游，能与 RNA 聚

合酶及转录因子特异结合、决定基因转录起始的

DNA 序列。启动子由核心元件和上游元件构成[8]。

植物基因工程中常用的启动子按功能及作用方式
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水稻组蛋白脱乙酰化酶基因HDA705启动子的克隆
与表达特性分析
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摘要： 为探讨水稻(Oryza sativa)组蛋白脱乙酰化酶基因 HDA705 的功能和表达特性，根据 NCBI 上登录的水稻 HDA705 基因

(GenBank 登录号：AK111861)的序列，克隆了 5′ 端 2 kb 的启动子片段 proHDA705，并构建了 proHDA705:GUS 表达载体。通过

农杆菌介导法转化水稻，并获得了转基因株系。GUS 检测结果表明，proHDA705 仅在水稻的根、茎、叶及部分颖壳的表皮毛等

器官中表达，而在花器官中不表达，这表明 HDA705 具有组织表达特异性。
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Cloning  and Expression Characterization of Histone Deacetylase Gene 
HDA705 Promoter in Rice (Oryza sativa)
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Abstract: In order to understand the function and expression character of histone deacetylase gene HDA705 
in rice (Oryza sativa), 5′ terminal promoter sequence was cloned with length of 2 kb based on rice HDA705 
sequence (GenBank accession No.: AK111861), named proHDA705. The expression vector of proHDA705:GUS 
was constructed. The proHDA705:GUS vector was transformed to rice by Agrobacterium-mediated assays. GUS 
staining assays of transgenic rice showed that proHDA705 expressed only in root, stem, leave and some epidermal 
hair of seed coat, but did not in flower. It was suggested that HDA705 had tissue specific expression in rice. 
Key words: Rice; Histone deacetylase; Promoter; GUS
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可分为 3 大类，即组成型、诱导型和组织特异型启

动子。目前在植物表达载体中常用的是组成型启

动子，如花椰菜(Brassica oleracea var. botrytis)花叶

病毒 CaMV 35S 启动子、玉米的 Ubiquitin 启动子

和水稻的 ActinI 启动子[9]。在组成型启动子的控制

下 , 外源基因在转基因植物体内组成性表达，不受

时间和空间的限制[10]。然而，外源基因在受体植物

内持续、高效的表达往往会引起植物的形态发生改

变，从而影响植物正常的生长发育[11–12]。组织特异

性启动子不仅能使目的基因的表达产物在一定器

官或组织部位积累，增加局部表达量，同时也可以

避免植物营养的不必要浪费[13]，因此，对组织特异

型启动子的研究极为重要。

本研究中，我们克隆了 HDA705 的启动子，并

构 建 了 proHDA705:GUS 表 达 载 体，初 步 分 析 了

HDA705 启动子的表达模式，为 HDA705 基因功能

的解析及 HDA705 启动子在转基因研究中的应用

奠定基础。

1 材料和方法 

1.1 水稻材料

以 粳 稻(Oryza sativa subsp. japonica)品 种‘日

本晴’基因组 DNA 为模板克隆 HDA705 的启动子

片段，构建好的融合载体转化到粳稻品种‘中花 11’

中。用于定量 RT-PCR 分析的材料为萌发 14 d 的‘日

本晴’幼苗，经 25 μmol L–1 ABA 处理 6 h 和 12 h 后，

分别提取水稻各器官的 RNA。

1.2 菌株、载体以及生化试剂

大 肠 杆 菌(Escherichia coli) JM109、农 杆 菌

(Agrobacterium tumefaciens) EHA105 和 载 体

pCAMBIA1301 是 由 本 实 验 室 保 存；PMD18-T
载 体 连 接 试 剂 盒、限 制 性 内 切 酶、Ex Taq DNA 
Polymerase、rTaq DNA Polymerase 购于宝生物公

司，2 × Reaction Mix、DNA Ladder Marker 购于天

根生化科技有限公司，Trizol 购自 Invitrogen 公司，

M-MLV 逆转录酶购自 Promega 公司，定量 PCR 试

剂 iQTM SYBR® Green 试 剂 盒 购 自 Bio-Rad 公 司。

引物由上海英骏生物技术有限公司合成。

1.3 启动子序列的克隆

根 据 NCBI 上 登 录 的 水 稻 HDA705 基 因

(GenBank 登录号：AK111861)的序列，从起始密码

子前面 2 kb 的区域设计引物，以粳稻品种‘日本晴’

的基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增。水稻基因

组 DNA 采用 CTAB 法提取[14]。PCR 扩增的引物

有上游引物 F: 5′-CGAAGCTTGAGGAGGTTGGG-
GAAAACGA-3′ 和 下 游 引 物 R: 5′-CGCCATGGT-
TCGGAGGATTTCTTCTTCT-3′。PCR 反应体系为          
50 μL：包含 2 × Reaction Mix 25 μL, rTaq DNA 聚
合酶 1 μL, 上下游引物各 1 μL, 模板 DNA 1 μL, 
H2O 21 μL，反应程序为：94℃预变性 5 min；94℃变

性 30 s，58.9℃退火 45 s，72℃延伸 2 min，循环

35 次；72℃后延伸 5 min。PCR 扩增产物经 1.0%
琼脂糖凝胶电泳分离后回收纯化，克隆到 pMD18-T
载体中，然后采用热激法转化大肠杆菌感受态细胞

JM109，对单克隆菌落进行 PCR 鉴定，选取阳性克

隆送上海英骏生物技术有限公司测序。

1.4 RNA的提取、逆转录及定量RT-PCR分析

参 考 Trizol 试 剂 盒 说 明 书 的 操 作 方 法 提 取

水稻 RNA。采用 M-MLV 逆转录酶和 2 μg RNA
并 参 照 试 剂 说 明 书 进 行 逆 转 录 反 应。 定 量 RT-
PCR 采 用 iQTM SYBR® Green 试 剂 盒 进 行，在

ABI 7500 型 荧 光 定 量 PCR 仪 上 进 行 反 应。 用

于 HDA705 表 达 分 析 的 引 物 分 别 为 HDA705-F: 
5′-GAGTGAGATTGCAGAGCC-3′ 和 HDA705-R: 
5′-GAGTGAGATTGCAGAGCC-3′。 以 组 成 性 表

达 的 水 稻 Actin (GenBank 登 录 号： X15863) 为

内 参 基 因。 扩 增 Actin 的 引 物 分 别 为 ACTIN-F: 
5′-CGTGACCTTACCGACAACCT-3′ 和 ACTIN-R: 
5′-GCACCTGAACCTTTCTGCTC-3′。

1.5 proHDA705:GUS融合表达载体的构建

利 用 测 序 正 确 的 单 克 隆 大 量 提 取 质 粒，将

提 取 得 到 的 质 粒 和 载 体 pCAMBIA1301 同 时

用 Hind III 和 Nco I 进行酶切，回收目的片段、连

接，即 可 得 到 带 有 proHDA705:GUS 的 表 达 载 体

pCAMBIA1301:HDA705P。采用冻融法将载体转

入农杆菌 EHA105，并挑取菌落进行 PCR 鉴定，阳

性克隆用于水稻的转化。

1.6 农杆菌转化水稻成熟胚愈伤组织

以粳稻品种‘中花 11’的成熟胚诱导的愈伤组

织为受体，采用农杆菌介导的方法，并参照刘巧泉
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等[15]的方法将表达载体 proHDA705:GUS 转化到水

稻中。

1.7 转基因水稻植株的PCR检测

按 照 CTAB 法[14]从 水 稻 新 鲜 叶 片 中 提 取 总

DNA。根据表达载体上 GUS 序列设计引物，引物序

列 为 GUS-F：5′-GAGAAACTGCATCAGCCGAT-3′; 
NOS-R：5 ′-GACCGGCAACAGGATTCAAT-3 ′。
PCR 反应程序为：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，
55℃退火 45 s，72℃延伸 60 s，共 30 次循环；最

后 72℃延伸 5 min。PCR 扩增产物经 1.0% 琼脂

糖凝胶电泳分离鉴定。预期 PCR 产物片段长度为    
443 bp。

1.8 GUS活性的分析

GUS 活 性 的 组 织 化 学 染 色 分 析 参 照

Jefferson[16]的方法。将待测水稻样品浸入 GUS 染

液中，37℃保温过夜，叶片等绿色组织用 90% 乙

醇脱色后观察。

2 结果和分析

2.1 启动子的克隆及表达载体的构建

根 据 GenBank 中 搜 索 HDA705 基 因 的 启

动子序列设计特异引物，对水稻基因组 DNA 进

行 PCR 扩 增 得 到 全 长 的 启 动 子 片 段，命 名 为

proHDA705(图 1: A)。经双酶切(Hind III 和 Nco I)
后将启动子片段连接到 pCAMBIA1301 载体中。

对 构 建 的 pCAMBIA1301-proHDA705 载 体 再 用

Hind III 和 Nco I 进行酶切，得到约 2 kb 大小的片

段，经 Hind III 和 Spe I 双酶切后，获得约 600 bp 大

小的片段，由于在 pCAMBIA1301 载体上没有 Spe I
酶切位点，而在 proHDA705 片段的 600 bp 处有 1
个 Spe I 酶切位点，因此可以判断 HDA705 启动子

已经成功连接到目的载体中(图 1: B)。同时，测序

结果也表明该片段与 NCBI 网站上登录的 HDA705
基因启动子序列一致，表明 proHDA705:GUS 载体

构建成功。

2.2 启动子序列分析

经 PlantCARE 在线生物信息学软件分析，在

HDA705 启 动 子 区 域 内 含 有 TATA-box 和 CAAT-
box 等启动子特有的作用元件和多个水杨酸和茉莉

酸等的调控元件(图 2)，表明 HDA705 可能参与水

杨酸和茉莉酸诱导表达的代谢途径。此外，在启动

子区域中还含有受干旱及 ABA 诱导的元件，表明

HDA705 还可能参与水稻对逆境的响应过程。

2.3 ABA对水稻HDA705基因表达的影响

在 HDA705 的启动子中含有 ABA 和 JA 等植

物激素响应的顺式作用元件，表明 HDA705 的表达

可能被这些植物激素调控。萌发 14 d 的水稻幼苗

经 25 μmol L–1 ABA 处理 6 h 和 12 h 后 HDA705 的

表达水平均被抑制(图 3)。

2.4 proHDA705:GUS的水稻转化及PCR检测

采用农杆菌介导法将 proHDA705:GUS 导入水

稻愈伤组织，并通过侵染、共培养、筛选、分化以及

生根等步骤获得转基因植株。用 CTAB 法提取转

基因植株的基因组 DNA，设计特异引物进行 PCR
扩增，获得了目的条带，表明 proHDA705:GUS 成功

转入水稻植株中(图 4)。

2.5 proHDA705:GUS融合基因的表达

对 PCR 检 测 结 果 为 阳 性 的 转 基 因 植 株 的

叶、茎、根 和 花 进 行 GUS 染 色 检 测。 结 果 表 明，

proHDA705:GUS 在转基因水稻的叶、茎、颖壳的部

分表皮毛和根等器官中有表达(图 5: A,B,D,E)，而

图 1 HDA705 启 动 子 的 PCR 扩 增(A)和 proHDA705:GUS 表 达 载

体的双酶切检测(B)。M: 2 kb DNA marker；1: HDA705 启动子； 2: 

Hind III 和 Nco I 双酶切；3: Hind III 和 Spe I 双酶切。

Fig. 1 PCR of HDA705 promoter (A) and proHDA705:GUS digested 

by two enzymes. M: 2 kb DNA marker; 1: HDA705 promoter; 2: 

Digestion with Hind III and Nco I; 3: Digestion with Hind III and Spe I.
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图 2 HDA705 启动子序列。黑色方框：TATA box；阴影：CAAT box；#: 水杨酸应答元件；*: 茉莉酸应答元件；▲: 干旱诱导元件； ◊: 脱落酸应答

元件。

Fig. 2 Sequence of HDA705 promoter. TATA box were framed by black box, and shadows showing CAAT box; #: Salicylic acid responsive element; *: 

Jasmonic acid responsive element; ▲: Drought inducible element; ◊ : ABA responsive element.

图 3 RT-PCR 分 析 ABA 处 理 对 水 稻 HDA705 基 因 表 达 的 影 响。

Actin 为内参基因。

Fig. 3 Effect of ABA on expression of HDA705 in rice by quantitative 

RT-PCR. Actin was used as an internal control.

图 4 转基因水稻植株的 PCR 检测。M: 2 kb DNA marker; 1: 非转基

因植株；2,3,4: 转基因植株。

Fig. 4 PCR detection of transgenic plants. M: 2 kb DNA marker; 1: 

Non-transgenic plant; 2,3,4: Transgenic plants.
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在花中不表达(图 5: C)，表明 HDA705 的表达具有

组织特异性。

3 讨论

HDAC 通过调节染色质组蛋白的乙酰化状态

而调控基因的转录，广泛参与植物的生长发育与

对逆境响应过程[6]。研究 HDAC 的表达模式对于

解析 HDAC 的功能具有重要的指导意义。在水稻

HDAC 基因家族启动子的研究方面，目前仅报道

HDA702 启动子在叶片中有表达[17]，还未见有关其

它 HDAC 基因启动子的研究报道。在本研究中，

我们克隆了水稻 HDA705 的启动子片段，该启动子

区域具有一系列的水杨酸，茉莉酸，脱落酸及干旱

等生物及非生物胁迫相关的应答元件(图 2)。Chen
等[18]的研究表明，拟南芥中与水稻 HDA705 同源的

基因 HDA6 参与了对 ABA 及盐胁迫的响应。我

们的研究结果表明，ABA 处理能抑制 HDA705 的

表达(图 3)，同时，茉莉酸处理能诱导水稻 HDA705
的表达[7]；这些结果表明 HDA705 可能参与到水稻

对多种植物生长调节剂及非生物逆境的响应途径。

对 proHDA705 转基因水稻阳性植株的 GUS 染色

检测结果表明，HDA705 在根、茎、叶及部分颖壳

的表皮毛等器官中表达，而在花器官中不表达(图
5)，这与拟南芥中与之同源的基因 HDA6 的启动子

的表达特性相似，拟南芥 proHDA6 也只在拟南芥

的下胚轴、子叶及成熟叶片和茎中表达，在雄蕊中

不表达[19]。拟南芥 HDA6 参与叶片的形态发育过

程[20]，表明水稻的 HDA705 可能也特异性参与抗逆

响应及营养器官发育等途径。

目前，组成型、诱导型和组织特异型启动子是

植物基因工程中 3 种常用的启动子[9]。组织特异性

启动子也称为器官特异性启动子，该类启动子所调

控的下游基因往往只在某些特定的器官或组织部

位表达。植物基因工程研究表明，组织特异型启动

子由于其表达具有空间特异性而能有效地提高转

图 5 proHDA705:GUS 融合基因在水稻中的表达。A: 叶片； B: 茎； C: 花； D: 颖壳； E: 非转基因(上)和转基因植株(下)的幼叶。

Fig. 5 Expression of proHDA705:GUS in rice. A: Leaf; B: Stem; C: Flower; D: Glume; E: Young leaf of non-transgenic plant (up) and transgenic plant (down).



82 第22卷热带亚热带植物学报

基因的效果，较组成型和诱导型启动子具有明显的

优越性[21]。如豌豆(Pisum sativum)的豆清蛋白基因

启动子 LeB4 专一性地在植物种子中表达[22]，而马

铃薯(Solanum tuberosum)块茎储藏蛋白基因启动子

B33 在块茎中优势表达[23]。在本研究中， HDA705
启动子在水稻的根、茎、叶等营养器官中表达，而

在生殖器官花中不表达，表明 HDA705 启动子具

有明显的组织特异性，属于组织特异型启动子，在

水稻基因工程研究和转基因工程中可能具有较好

的应用前景，例如，在水稻的抗逆育种中，可以将

HDA705 启动子驱动的抗除草剂目的基因导入到

水稻中，不但可以在提高水稻对除草剂的抗性，同

时还可避免抗除草剂这一性状因花粉扩散而发生漂

移的问题，从而使得水稻的抗除草剂育种更加安全。

综上所述，本研究鉴定的 HDA705 启动子的表

达特征对 HDAC 基因功能的分析及植物转基因研

究均具有重要的科学和实践意义。
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