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基于双向启动子的植物多基因表达系统构建及其

在油松瞬时转化中的应用

刘佳凡      李京京      钮世辉
（北京林业大学生物科学与技术学院，林木资源高效生产全国重点实验室，北京 100083）

摘要:【目的】本研究旨在开发一种结构紧凑、表达高效且序列同源性低的双向启动子多基因表达系统，为针叶树本源基

因功能验证提供高效平台。【方法】将经验证的植物高效短转录增强子（STE）串联（4 × STE），两端反向连接非重复的

CaMV 35S与 CsVMV最小核心启动子，从源头上降低序列同源性；同时结合 P2A自剪切肽多顺反子策略，构建单个双

向启动子驱动 5个基因协同表达的系统。通过发根根瘤菌介导的瞬时转化体系，在模式植物烟草及裸子植物油松下胚轴

中验证该系统的表达效率与跨物种适用性。【结果】（1）成功构建了结构紧凑的双向启动子，在烟草与油松中均能同时驱

动上游与下游基因的高效表达，证实该系统具有跨物种适用性；（2）下游甜菜红素合成途径基因（CYP76AD1、DODA、GT）

成功表达并催化酪氨酸转化为甜菜红素，组织呈现明显红色；（3）上游 GUS 基因的表达强度虽低于 35S启动子，但仍保

持较高水平，LUC 亦检测到稳定发光信号。【结论】本研究构建的双向启动子多基因表达系统，有效规避了传统多基因载

体中重复序列引发的基因沉默风险，解决了载体结构冗余与表达效率之间的矛盾。该系统为植物多基因遗传改良提供了

新型工具，在针叶树等难转化物种的基因功能验证与分子育种中具有重要应用价值。
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Engineered plant bidirectional promoter for multigene expression:
application in transient transformation of Chinese pine

Liu Jiafan　Li Jingjing　Niu Shihui
(School of Biological Sciences and Technology, Beijing Forestry University, State Key Laboratory of

Efficient Production of Forest Resources, Beijing 100083, China)

Abstract: [Objective]  This  study  aimed  to  develop  a  compact,  efficient  and  low-sequence-homology
bidirectional promoter-based multigene expression system, providing a high-performance platform for native
gene functional validation in conifers. [Method] A validated plant short transcriptional enhancer (STE) was
tetramerized (4 × STE) and flanked by two non-repetitive minimal core promoters, CaMV 35S and CsVMV,
in opposite orientations to minimize source sequence homology. Combined with a P2A self-cleaving peptide-
based  polycistronic  strategy,  a  single-promoter  system  for  the  simultaneous  expression  of  five  genes  was
constructed.  The  expression  efficiency  and  cross-species  applicability  of  this  system  were  verified  in  the
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model  plant  tobacco  (Nicotiana  benthamiana)  and  hypocotyls  of  the  gymnosperm Pinus  tabuliformis  via
Rhizobium-mediated  transient  transformation.  [Result]  (1)  A  compact  bidirectional  promoter  was
successfully  constructed,  driving  robust  and  simultaneous  expression  of  both  upstream  and  downstream
genes  in  tobacco and P.  tabuliformis,  thereby confirming that  the  system has  certain  species  applicability.
(2) The downstream betalain biosynthesis genes (CYP76AD1, DODA, GT) were successfully expressed and
catalyzed  the  conversion  of  tyrosine  into  betalains,  resulting  in  distinct  red  pigmentation  in  tissues.
(3)  Although  the  expression  intensity  of  the  upstream GUS  gene  was  lower  than  that  driven  by  the  35S
promoter, it remained at a relatively high level, and stable luminescent signals were also detected for LUC.
[Conclusion]  The  bidirectional  promoter-based  polygenic  expression  system  established  in  this  study
effectively  avoids  the  risk  of  transgene  silencing  caused  by  repetitive  sequences  in  traditional  polygenic
vectors, resolving the trade-off between vector structural redundancy and expression efficiency. This system
provides a novel tool for plant polygenic genetic improvement and exhibits significant application potential
in gene function characterization and molecular breeding of recalcitrant species, including conifers.
Key  words: bidirectional  promoter;  multigene  co-expression;  Pinus  tabuliformis;  short  transcriptional
enhancer; transcriptional regulatory element; P2A

多基因共表达是实现植物复杂数量性状遗传改

良的关键策略[1]。传统多基因转化方法主要包括多

次转化法、基因枪共转化法、杂交聚合法及连锁基因

共转化法等[2]，但存在载体过大（因多个完整基因表

达串联）、转化困难、受体负担加重及操作流程繁琐

等局限。更为关键的是，相同元件的重复使用易引

发转录基因沉默（transcriptional gene silencing，TGS）
现象[3]。该现象可能源于宿主细胞将重复序列识别

为外源入侵 DNA，进而通过 DNA甲基化[4−7]、组蛋

白表观遗传修饰[8−9]、转录因子结合位点竞争[7]以及

sRNA介导的转录后沉默[10]等多种途径诱导异染色

质形成，抑制基因转录，被视为是转基因技术的主要

障碍[11]。现有研究试图通过增加抗沉默候选基因数

量[12]、引入 RNA沉默抑制子[13]、使用组织特异性启

动子[14]或新型植物内源性启动子[15]以及堆叠多种不

同启动子[16]等方法来降低序列同源性。然而，上述

策略均未能从根本上解决“载体结构冗余”与“序列

重复诱发沉默”之间的矛盾。增加抗沉默基因会加

剧细胞代谢负担，干扰植株正常生长发育[17]；引入

RNA沉默抑制子易干扰内源 miRNA通路，引发发

育异常[18]；组织特异性启动子不仅种类有限，且多具

物种特异性，跨物种使用往往活性不足；而堆叠多种

不同启动子则易导致各单元表达失衡，并显著增加

载体大小与构建复杂度。因此，开发结构紧凑、低同

源性且表达高效的新型多基因表达系统，已成为突

破该技术瓶颈的关键。

双向启动子（bidirectional promoters，BDPs）是指

位于相邻但转录方向相反的两个基因之间的共享

DNA序列，而这两个基因称为双向基因对。其独特

结构可在载体构建中减少重复启动子的使用，从源

头上降低基因沉默风险；同时简化载体结构，在多基

因转化应用中展现出显著优势。目前，双向启动子

的常用构建方式为单向启动子的反向连接。例如，

将 CaMV 35S启动子与 35S mini反向连接以构建双

向启动子[19]，但该策略仍未避免重复序列引入的问

题。此外，传统双向启动子通常仅能驱动两个基因

的表达，难以满足复杂代谢途径或多性状聚合的需

求。自剪切肽多肽 P2A（porcine  teschovirus-1  2A
peptide）为解决这一问题提供了有效工具。P2A编码

平均长度为 18~22个氨基酸的肽段[20]，在多顺反子

载体中置于两个基因之间，可通过核糖体跳跃实现

自切割[21]，从而由一个启动子驱动多个基因以近乎

等摩尔比例的共表达[22]。因其序列短、切割效率高、

对蛋白表达影响小及生物兼容性广等优势，P2A被

广泛应用于多基因共表达系统。

启动子的活性由无方向性的转录增强元件与

具方向性的核心启动子共同决定。相关研究开发

出一种筛选植物短转录增强子（short transcriptional
enhancers，STE）的新策略 [23]，从水稻（Oryza sativa）
和花椰菜花叶病毒 35S启动子中筛选出一系列高活

性短 STE片段，单个 STE片段即可显著提升下游靶

基因的表达水平。同时，在双生病毒甘薯曲叶病毒

的 SBG51卫星 DNA中发现的增强序列可显著提高

上游基因表达，且其增强效果不依赖启动子与终止

子类型 [24]。此外，终止子与非翻译区（untranslated
region，UTR）序列在基因表达调控中同样发挥关键

作用。拟南芥（Arabidopsis thaliana）热激蛋白（heat
shock  protein，HSP）终止子 （AtHSP  Term）比 NOS、
OCS、CaMV35S等常用终止子更高效，可通过提升

mRNA积累水平提高基因表达水平 [25]；烟草延伸
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蛋白（extensin）基因的终止子（NtEU term）同样通过

高效终止转录、优化 Poly（A）加尾等机制，大幅提

高 mRNA的稳定性和积累量，实现高水平的转基

因表达[26]；而从拟南芥光系统 I复合体 K亚基 5′非
翻译区 （the  5 ′  untranslated  region  derived  from  the
Arabidopsis thaliana Photosystem I subunit K gene）截
取的部分增强子片段，可有效提升蛋白表达水平且

不具备基因特异性，同时其序列长度对表达效果有

显著影响[27]。

与被子植物相比，以针叶树为代表的裸子

植物遗传改良面临更严峻的挑战。油松 （Pinus
tabuliformis）作为我国北方特有的乡土树种，其生态

适生区面积达 300万 km2，在林业生态和经济中具

有不可替代的作用[28]。目前，其 25 Gb超大基因组

的组装与精准注释已完成[29]，使其成为开展遗传转

化及机制研究的理想模式树种。然而，油松再生困

难、对农杆菌/根瘤菌介导转化的天然抵抗性强、依

赖组织培养技术及转化周期长等因素，导致其基因

功能研究多依赖拟南芥、烟草等被子植物进行异源

验证[30]，严重阻碍了其分子育种进程。因此，建立高

效、稳定且操作简便的瞬时转化体系，成为亟待解决

的关键问题。

基于此，本研究构建了一种基于双向启动子的

多基因表达系统（图 1）。该系统串联经验证的水稻

高效增强子 STEos007、STEos008、STEos006和病毒

来源增强子 STEvs011，形成合成型四联 STE增强子

（4 × STE），并反向连接木薯叶脉花叶病毒最小核心

启动子 CsVMV mini-pro[31]和花椰菜花叶病毒最小

核心启动子 CaMV 35S mini-pro；同时结合 P2A自

剪切肽策略，实现单启动子同步驱动上游 GUS、
LUC 和下游 RUBY（CYP76AD1、DODA、GT）共 5个
基因的高效表达。此外，系统还整合了 SBG51、
AtPsaK UTR、NtEU Term、AtHSP1.8 Term等调控元

件以进一步提高表达效率。将该系统应用于油松下

胚轴中以实现瞬时遗传转化，旨在为裸子植物本源

基因功能研究提供快速验证平台。

 1   材料与方法

 1.1    材料与试剂

 1.1.1    植物材料

本氏烟草（Nicotiana benthamiana）于人工气候

室中（25 ℃、光照强度 150 μmol/（m2·s）、光周期 16 h
光照/ 8 h黑暗、相对湿度 65% ~ 75%）培养 4~6周。

油松种子采集自中国河北省平泉市的无性系种

子园（41°39′N，118°45′E，海拔为 560 ~ 580 m）。将

种子均匀地洒在水苔的表面，置于人工气候室中

（19 ~ 24 ℃、光照强度 150 μmol/（m2·s）、光周期 16 h
光照/8 h黑暗、湿度 65% ~ 75%），培养 20~25 d。
 1.1.2    菌株及质粒

发根根瘤菌（Rhizobium rhizogenes）K599化学感

受态细胞（AC1083S）和大肠杆菌（Escherichia  coli）
DH5α化学感受态细胞（DL1001S）均购自上海唯地

生物技术有限公司。

双向启动子及调控模块（结构见图 1）由北京擎

科生物科技股份有限公司化学合成。

pRi2-35S::RUBY、 p35S::GUS-p35S::RUBY、 p35S::
LUC-p35S::RUBY 及 pRi2-BDP（结构见图 2）以及

pBI121和 pGreenII  0800-LUC（结构见图 3）均由本

实验室保存。

植物二元表达载体 pRi2vGR106[32]由本实验室

保存。该载体是本实验室前期经系统性迭代工程

改造获得的发根根瘤菌介导高效二元载体（结构见

图 3）。该载体在 pTi质粒的基础上，通过替换为嵌

合型 T-DNA边界、引入 VirGN54D组成型激活突变

和 pVS1 R106H高拷贝突变实现 T-DNA递送效率

大幅提升，同时包含 RUBY 与 GUS 报告基因，适用
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4 × STE

STEos007 STEos008 STEos006 STEvs011

CsVMV mini-pro 35S mini-pro

P2A P2ACYP76AD1 DODA Glucosyltransferase

BDPLUC

P2A

RUBYGUS

NtEU TermSBG51

AtPsaK UTR

HA
6×His

LB 和 RB 分别表示 T-DNA 左/右边界；BDP 为双向启动子；STE 表示短转录增强子；35S mini-pro 表示花椰菜花叶病毒最小核心
启动子；CsVMV mini-pro 表示木薯叶脉花叶病毒最小核心启动子；NtEU Term 表示烟草延伸蛋白终止子；AtPsaK UTR 表示拟南
芥光系统 I 复合体 K 亚基 5’ 非翻译区增强子片段；AtHSP1.8 Term 表示拟南芥热激蛋白非翻译区终止子。下同。

图 1    植物双向启动子结构示意图

Fig. 1    Construction of the plant bidirectional promoter
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图 2    本研究所用对照载体的结构示意图

Fig. 2    Schematic diagram of the control vectors used in this study
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图 3    双向二元表达多基因载体 pRi2-BDP::GLR-P2A 的构建示意图

Fig. 3    Schematic diagram of the construction of the bidirectional binary plasmid pRi2-BDP::GLR-P2A
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于针叶树等难转化物种的遗传转化。

 1.1.3    酶与主要试剂

限制性内切酶 Xba Ⅰ、Nco Ⅰ和 Hpa  I购自

NEB（北京）有限公司。

2 × Phanta Max Master Mix（P222）、FastPure® Gel
DNA Extraction Mini Kit（DC301）、FastPure® Plasmid
Mini Kit（DC201）及Mut Express® II Fast Mutagenesis
Kit V2（C214）均购自南京诺唯赞生物科技有限公司。

Uniclone One Step Seamless Cloning Kit（SC612）
购自北京金沙生物技术有限公司；GUS组织化学染

色试剂盒（SL7160）、GUS报告基因荧光定量检测试

剂盒 （G3070）、Bradford  Protein  Assay  Kit（SK1060）
及 D-荧光素钾盐（CL6930）均购自北京酷来搏科技

有限公司。

抗生素（壮观霉素、硫酸链霉素）购自生工生物

工程（上海）股份有限公司。

 1.1.4    培养基及试剂配方

LB培养基：胰蛋白胨 10.0  g/L，酵母提取物

5.0 g/L，氯化钠 10.0 g/L，使用 KOH调节 pH至 7.0。
LB固体培养基需在上述成分基础上添加琼脂粉

15.0 g/L。经 121 ℃ 高温湿热灭菌 20 min，于 4 ℃
保存备用。

TY培养基 ：胰蛋白胨 5.0  g/L，酵母提取物

3.0 g/L，灭菌后加入氯化钙至终浓度 1 mol/L。TY固

体培养基需在上述成分基础上添加琼脂粉 15.0 g/L。
经 121 ℃ 高温湿热灭菌 20 min，于 4 ℃ 保存备用。

菌体重悬液：含 10 mmol/L 2-吗啉乙磺酸（MES）、
10 mmol/L氯化镁和 150 μmol/L乙酰丁香酮（AS）。
使用 KOH调节 pH（侵染烟草 pH调至 5.4 ~ 5.6；侵
染油松 pH调至 5.2 ~ 5.4），现配现用或于 4 ℃ 避光

短期保存。

 1.2    实验方法

 1.2.1    引物设计与合成

实验所用引物均由擎科生物科技（北京）股份有

限公司合成，具体序列及信息见表 1。
 1.2.2    特异性酶切位点的定点引入

以 pRi2vGR106质粒为模板，使用引物 Nco  I-
Hpa  I-F/Nco  I-Hpa  I-R，利用 Mut  Express®  II  Fast
Mutagenesis Kit V2试剂盒进行连续多碱基点突变，

将 CaMV 35S启动子-GUS-AtHSP 18.2 Term-CaMV
35S启动子的表达核心区替换为 Nco I （CCATGG）
和 Hpa I （GTTAAC）酶切位点。PCR反应程序如下：

95 ℃ 预变性 30 s；95 ℃ 变性 15 s、57 ℃ 退火 15 s、
72 ℃ 延伸 14 min，共 30个循环；最后 72 ℃ 延伸

15 min。
PCR产物经 Dpn I（37 ℃ 反应 1 h）消除甲基化

模板质粒后，随后使用 2 × Uniclone Seamless连接酶

于 50 ℃ 连接 40 min。连接产物通过热激法转化

至 E.coli DH5α感受态细胞，复苏于无抗 LB液体

培养基（37 ℃，200 r/min复苏 1 h）后，涂布于含硫酸

链霉素（50 mg/L）的 LB固体平板，37 ℃ 倒置培养

12 ~ 16 h。挑取单克隆，经菌落 PCR（引物对 Primer
 

表 1    引物序列及信息

Tab. 1    Primer sequences and information

引物名称 序列（5′—3′） 产物长度/bp

Nco I-Hpa I-F ACAAAACTCGAGCCATGGTGAAGCAGAACATCTTCTATGTCCA
~ 14 000

Nco I-Hpa I-R TTCACCATGGCTCGAGTTTTGTTAACTGACAGGATATATCCCCTTGT

BDP-F GGGATATATCCTGTCAGTTAACTTTTAATTTCTTTTTCCATTTATTTCTGTTGT
3 129

BDP-R TCCATACTAGTTTTCTAGAGGTACCTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAG

Primer 1 GAAGATTTTCTCCAAGAAGCCGAA
400

Primer 2 TGAGACACCGCACTACTTCGATGGT

Primer 3 CCTTTTAAATATCCGATTAT ~ 800

LUC-F CGTCGTATGGGTAGAATTCGTCGACTTACACGGCGATCTTTCCG
1 653

LUC-R ATCAACTAAGAAAGGTACCTCTAGAATGGAAGACGCCAAAAACATAAA

Primer 4 TTTTCTCATTGTCTCTCGAA ~ 800

Primer 5 CCCCGACTTCCTTAGAGAGG ~ 800

Primer 6 TAAAGCCGACAGCAGCAGTT ~ 800

GUS-F CGTCGTATGGGTAGAATTCGTCGACTTGTTTGCCTCCCTGCTGCGGTTTT
1 809

GUS-R GAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCA

P2A-F TTTCTTCAACGTCACCCGCCTGTTTCAGCAGGGAGAAGTTGGTTGCTCCGCTACCGGCGCGCCT
74

P2A-R CGGGTGACGTTGAAGAAAACCCGGGTCCGATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCA
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1/Primer 2）和 Sanger测序（引物 Primer 3）验证。使

用 FastPure® Plasmid Mini Kit试剂盒提取验证正确

的质粒，命名为 pRi2-RUBY-Nco I-Hpa I。
 1.2.3    双向启动子及调控模块的克隆

以化学合成的双向启动子片段（图 1）为模板，

利用引物对 BDP-F/BDP-R进行 PCR扩增，获得两

端携带 Nco I和 Hpa I同源臂的目的片段。PCR反

应程序如下：95 ℃ 预变性 30 s；95 ℃ 变性 15 s、56 ℃
退火 15 s、72 ℃ 延伸 1 min，共 34个循环；最后 72 ℃
延伸 5 min。扩增产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳分离后，

使用 FastPure®Gel DNA Extraction Mini Kit回收纯化。

将 pRi2-RUBY-Nco I-Hpa I质粒用 Hpa I和 Nco I
于 37 ℃ 双酶切 3.5 h，酶切产物经胶回收纯化，获

得线性化载体。使用 Uniclone  One  Step  Seamless
Cloning Kit试剂盒，将线性化载体与纯化后的启动

子片段于 50 ℃ 反应 30 min。重组产物转化 DH5α
培养。挑取单克隆，通过菌落 PCR（引物对 Primer 1/
Primer 2）和纳米孔全质粒测序（康为世纪生物科技

股份有限公司）验证，提取质粒，获得中间载体 pRi2-
BDP::RUBY。
 1.2.4    多报告基因二元表达载体的构建

以 pBI121和 pGreenII  0800-LUC质粒为模板，

分别用引物对 GUS-F/GUS-R和 LUC-F/LUC-R扩增

含同源臂且不含终止子的 GUS 基因和 LUC 基因。

PCR反应程序如下：95 ℃ 预变性 30 s；95 ℃ 变性

15 s、58 ℃ 退火 15 s、72 ℃ 延伸 2 min，共 34个循

环；最后 72 ℃ 延伸 5 min。扩增产物经胶回收纯化。

将 pRi2-BDP::RUBY 质粒用 Xba  I  （TCTAGA）
单酶切线性化（37 ℃ 反应 3.5 h），酶切产物经胶回

收纯化。将线性化载体与 LUC、GUS 两片段按顺序

依次连接（50 ℃ 反应 30 min），产物转化 DH5α培养。

挑取单克隆，通过菌落 PCR（引物对 Primer 1/Primer
2）和 Sanger测序 （LUC 引物对 ：Primer  4/Primer  5；
GUS 引物对：Primer 4/Primer 6）筛选获得含有正确

插入片段的克隆，提取质粒，获得重组载体 pRi2-
BDP::GLR。

以该质粒为模板，使用引物对 P2A-F/P2A-R进

行高保真 PCR定点突变，在 GUS 与 LUC 基因之间

插入 P2A自剪切肽序列。PCR反应程序如下：95 ℃
预变性 30 s；95 ℃ 变性 15 s、58 ℃ 退火 15 s、72 ℃
延伸 16 min，共 30个循环；最后 72 ℃ 延伸 5 min。
经 Dpn I消化、连接与转化后，转化 DH5α培养。挑

取单克隆，通过菌落 PCR（引物对 Primer 1/Primer 2）
和纳米孔全质粒测序验证，获得最终的多基因表达

载体，命名为 pRi2-BDP::GLR-P2A。载体构建流程

如图 3所示。

 1.2.5    发根根瘤菌转化与培养

将验证正确的重组质粒 pRi2-BDP::GLR-P2A 通

过冻融法转入发根根瘤菌 K599感受态细胞中。转

化条件如下：冰浴 5 min，液氮速冻 5 min，迅速置于

37 ℃ 热激 5 min，随后冰浴 5 min。转化后的细胞在

无抗 TY液体培养基（28 ℃，200 r/min复苏 2 h）中
复苏，涂布于含壮观霉素（75 mg/L）的 TY固体平板

上，28 ℃ 倒置培养 2 d。挑取单克隆，使用引物对

Primer1/Primer2进行菌落 PCR以验证阳性克隆。

 1.2.6    发根根瘤菌瞬时侵染烟草

挑取经菌落 PCR验证阳性的发根根瘤菌单克

隆，接种于含壮观霉素（75 mg/L）的 TY液体培养基

中，在 28 ℃、200 r/min条件下振荡培养 12 ~ 16 h。
于 7 500 r/min离心 8 min收集菌体，弃去上清液。

加入重悬液（pH调至 5.4 ~ 5.6）重悬至 OD600 为 1.0
左右。将菌悬液避光于 4 ℃ 静置 1 h。

使用去除针头的 1 mL无菌注射器，将菌液缓慢

注入 4 ~ 6周龄本氏烟草叶片的背面。每株烟草注

射 3 ~ 5片叶，每片叶注射 3个点。实验设置对照：

以携带 pRi2-35S::RUBY 的 K599发根根瘤菌作为阴

性对照，以携带传统 35S启动子驱动相应报告基因

（p35S::GUS-p35S::RUBY， p35S::LUC-p35S::RUBY）
的发根根瘤菌作为阳性对照，进行平行侵染。注射

后的植株置于 25 ℃ 光照培养室中，先暗培养 8 h，
再转入正常光周期（16 h光照 /8 h黑暗）培养 24 ~
48 h，用于后续分析。

 1.2.7    烟草多基因表达产物检测

培养约 36 h后，对烟草叶片进行 RUBY 产物活

性检测、GUS组织化学染色、GUS酶活荧光定量以

及 LUC 产物活性检测。

RUBY 产物活性检测：直接观察并拍照记录叶片

中因甜菜红素积累而产生的红色表型。

GUS组织化学染色：参照 GUS染色试剂盒说明

书，剪取侵染后的烟草叶片，浸泡在 X-Gluc染色液

中，于 37 ℃ 避光孵育 1 h至过夜（约 14 ~ 16 h）。待
蓝色显现后，用 70% 乙醇反复脱色，直至对照叶片

无色，随后观察并拍照。

GUS酶活荧光定量：取约 100 mg新鲜叶片组织，

经液氮速冻研磨后，加入 GUS提取液，在冰上提取

总蛋白。使用 Bradford法测定蛋白浓度。参照 GUS
荧光定量检测试剂盒说明书，以 4-甲基伞形酮（4-
MU）为标准，测定反应产物的荧光值，计算 GUS的

活性总蛋白（nmol 4-MU/min/mg protein）。
LUC 产物活性检测：在烟草叶片背面均匀涂抹

1 mmol/L D-荧光素钾盐溶液，暗适应 10 min后，使
用化学发光成像仪曝光 5 min，采集荧光信号。
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 1.2.8    发根根瘤菌瞬时侵染油松下胚轴

选取经烟草侵染验证成功的阳性发根根瘤菌单

克隆，接种于含壮观霉素（75 mg/L）的 TY液体培

养基中，于 28 ℃、200  r/min振荡培养 12  ~  16  h。
7 500 r/min离心 8 min收集菌体，弃上清。加入重悬

液（pH调至 5.2 ~ 5.4）重悬菌体至 OD600 为 0.7左右。

将菌悬液避光于 4℃ 静置 1 h。
选取幼嫩油松幼苗，于根茎结合处切除根

系，将切口浸入制备好的发根根瘤菌菌悬液中。在

0.06 MPa真空条件下处理 30 min，使菌液充分渗入

下胚轴伤口组织。侵染后将幼苗移栽至土壤基质中，

于 25 ℃ 光照培养室中，先暗处理 8 ~ 16 h，再转入

正常光周期（16 h光照/8 h黑暗）培养 36 ~ 48 h，用
于后续分析。

 1.2.9    油松下胚轴多基因表达产物检测

发根根瘤菌侵染培养约 48 h后，对油松下胚轴

进行 RUBY、GUS 和 LUC 产物活性检测。

RUBY 产物活性检测：直接观察并拍照记录油松

下胚轴中甜菜红素积累产生的红色表型。

GUS 产物活性检测：在油松下胚轴伤口上方 2 ~
4 mm处切取下胚轴组织，浸泡在 X-Gluc染色液中，

于 37 ℃ 避光孵育 1 h至过夜。待蓝色显现后，用

70% 乙醇反复脱色，直至阴性对照组织无色，观察并

拍照。

LUC 产物活性检测：于油松下胚轴伤口处均匀

涂抹 1 mmol/L D-荧光素钾盐溶液，暗适应 10 min
后，使用化学发光成像仪曝光 5 min，采集荧光信号。

 2   结果与分析

 2.1    重组载体的酶切验证

以 pRi2-BDP::GLR-P2A 为模板，采用 Nco Ⅰ/
Xba Ⅰ双酶切质粒，产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳检测。

结果显示（图 4），泳道 1为未经酶切的 pRi2-BDP::

GLR-P2A 质粒，主要呈现超螺旋形态，条带大小位

置略低于泳道 2 ~ 4，表明酶切反应有效；泳道 2 ~ 4
为 pRi2-BDP::GLR-P2A 质粒的 3次酶切技术重复，

均在约 598 bp处出现明亮、清晰且无杂带的特异性

条带，与双向启动子的理论大小基本一致。

为进一步验证构建的准确性，对该载体的启动

子区域进行 Sanger测序，并利用 DNA MAN 9软件

将测序结果与设计序列进行比对（图 5）。结果显示，

该片段全长 598 bp，序列一致性为 100%，未检测到

任何碱基突变、插入或缺失。上述结果表明，双向启

动子构建成功。

 2.2    烟草瞬时遗传转化的功能验证

RUBY 瞬时表达检测结果显示（图 6A-b），实验

组（pRi2-BDP::GLR-P2A）烟草叶片注射区域呈现明

显红色表型，与阳性对照组（pRi2-35S::RUBY）表型

一致。此外，实验组与对照组的红色表型均在侵染

后 24 h左右初现，且 36 h后着色强度无明显肉眼差

异。该结果证实，双向启动子具备驱动 RUBY 表达

的能力。GUS 瞬时表达的定性检测显示（图 6A），实
验组叶片注射区域及叶脉附近出现特征性蓝色斑点，

与阳性对照（p35S::GUS-p35S::RUBY）表型一致；阴
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M.DL2000 DNA Marker；1. 对照 pRi2-BDP::GLR-P2A 质粒；2~4.
pRi2-BDP::GLR-P2A 双酶切结果。

图 4    二元表达载体 pRi2-BDP::GLR-P2A 的酶切鉴定图

Fig. 4    Restriction enzyme digestion identification profile of the binary
expression vector pRi2-BDP::GLR-P2A
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图 5    双向启动子区域比对结果

Fig. 5    Sequencing alignment of the bidirectional promoter region
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性对照组（pRi2-35S::RUBY）叶片经脱色后呈完全白

色，无任何非特异性着色。这表明该启动子具备驱

动 GUS 表达能力。

为量化双向启动子转录活性，以 4-甲基伞形酮

（4-MU）为标准品绘制标准曲线（R2 = 0.997），结合

Bradford法蛋白定量结果计算GUS比活性。结果显示

（图 6B），阳性对照组 GUS活性为（2.69 ± 0.22）nmol/
（mg·min），实验组则为（1.82 ± 0.14）nmol/（mg·min）。
独立样本 t 检验表明，尽管实验组 GUS活性显著低

于对照组（t = 5.74，df = 4，p = 0.005），但仍保持较高

的表达水平；同时，结合该实验组中 RUBY 报告基因

呈现的稳定红色表型，可判断该表达水平足以驱动

多报告基因协同表达。

LUC 荧光素酶成像结果显示（图 6C），实验组检

测到稳定且高强度的生物发光信号，其发光强度与

阳性对照组（p35S::LUC-p35S::RUBY）基本一致，而

阴性对照组（pRi2-35S::RUBY）无可见发光信号。该

结果表明，GUS-P2A-LUC融合蛋白能够被高效剪切，

GUS与 LUC均以独立成熟蛋白形式发挥功能，表

明该启动子具有驱动 GUS 和 LUC 表达能力。

 2.3    油松下胚轴瞬时转化结果

为验证双向启动子在木本植物中的功能，本研

究在同一油松下胚轴中依次检测了 RUBY、LUC 及

GUS 3种报告基因的表达情况。

RUBY 表型观察显示 （图 7a），经 pRi2-BDP::
GLR-P2A 载体侵染的实验组，其伤口及周边组织在

培养 48 h后呈现明显且稳定的红色表型；而经空载

体 pRi2-BDP（结构见图 2，去除 LUC、GUS 及 RUBY
等所有报告基因，仅保留启动子及载体骨架）侵染的

阴性对照组则无红色表型。LUC 荧光素酶成像检测

显示（图 7b），实验组检测到稳定且高强度的生物发

光信号，而阴性对照组未检测到发光信号。GUS 组

织化学染色显示（图 7c），实验组呈现清晰的蓝色斑

块，而阴性对照组经脱色处理后呈无色。

上述 3种报告基因的检测结果与烟草中的结果

高度一致，证实该系统同样能在木本植物油松中实

现多基因的同步高效表达。

 3   讨　　论

随着植物基因工程对精准和多样化表达模式

需求的增长，新型启动子的挖掘与构建成为研究热

点[33−34]。然而，天然启动子数量有限且活性不足；传

统病毒启动子长期稳定性差且易引发基因沉默；尤

其是木本植物遗传转化体系的不成熟，进一步限制

了多基因表达的应用。本研究基于双向启动子，采

用“两个最小核心启动子反向连接与 P2A自剪切肽”

的组合策略，为解决上述问题提供了极具潜力的

方案。

表达调控序列的排布是合成启动子构建的关

键，不同的排布可能导致截然不同的表达模式与效

率[35−36]。在增强子的选择上，单个 STE功能强大且

序列紧凑，已验证具有显著的转录激活能力，但不同

来源的 STE增强效果差异显著。因此，本研究串联

4个不同的 STE，通过多聚化增强转录因子的协同
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图 6    双向启动子驱动多基因表达系统在烟草中的瞬时表达

Fig. 6    Transient expression of multiple reporter genes driven by the bidirectional promoter in Nicotiana benthamiana

第 6 期 刘佳凡等：基于双向启动子的植物多基因表达系统构建及其在油松瞬时转化中的应用 37



效应以实现叠加增强效果，同时避免同源重复，从源

头降低基因沉默风险。在核心启动子方面，本研究

突破传统的“CaMV 35S全长与 35S mini反向重复”

常规模式，采用不同病毒的最小核心启动子反向连

接，仅保留 TATA-box及转录所必需的核心元件，使

结构更为紧凑，组分逻辑更加清晰。此外，CaMV
35S启动子在双子叶植物中活性优异，但在部分单

子叶植物中活性相对有限；而 CsVMV启动子已被

证实可在多种植物中驱动稳定的组成型表达，二者

的组合增强了该系统在不同植物类群中的表达稳定

性和广谱适用性。在表达容量方面，传统植物双向

启动子通常仅能驱动 2个基因同步表达[36−38]，本研

究结合 P2A自剪切肽策略，实现单启动子高效驱动

5个基因同步表达，突破了仅能研究单一性状叠加

的局限[38]。而 P2A其编码序列极短，几乎不增加载

体负荷；其切割高效且不留多余氨基酸，保证上下游

蛋白近似等摩尔比表达。与传统多顺反子元件 IRES
（内部核糖体进入位点）相比，P2A避免了 IRES序列

冗长、下游基因翻译效率低及表达比例失衡等问题，

同时也规避了多表达盒或融合蛋白带来的载体冗余

与蛋白功能损伤。此外，系统整合 SBG51、AtPsaK
UTR、EU Term和 AtHSP1.8 Term等调控元件，从转

录、翻译到转录终止等多过程协同优化，进一步提升

了表达效率。最后，该系统成功应用于油松下胚轴

瞬时转化，为针叶树本源基因功能验证和多性状聚

合提供了高效检测平台。

尽管如此，本研究未对 STE的串联数量进行梯

度优化。尽管 4 × STE已实现高效的双向转录激活，

但更少拷贝数（如 2 × STE或 3 × STE）是否足以驱

动同等表达水平，即最小有效拷贝数仍有待进一步

验证；而不同 STE之间可能存在潜在协同或拮抗效

应，其最佳组合方式也有待探究。此外，该系统目前

仅在烟草和油松中验证了有效性，其在更多植物物

种中的普适性尚需进一步验证。在油松瞬时转化体

系中，转化效率仍有提升空间，且侵染位点表达丰度

的异质性影响定量准确性，故本研究以定性检测为

主，后续需结合稳定转化植株开展精确定量分析。

需要特别指出的是，油松下胚轴瞬时转化体系目前

仅适用于启动子活性分析[39]、次生代谢关键基因筛

选[40]、蛋白互作[41]及亚细胞定位[42−44]等可快速检测
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代表 1 cm。
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图 7    双向启动子驱动多基因表达系统在油松下胚轴中的瞬时表达

Fig. 7    Transient expression of multiple reporter genes driven by the bidirectional promoter in the hypocotyl of Pinus tabuliformis
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的基因功能验证，但并不适用于涉及生殖发育、木材

形成等长周期或需稳定遗传背景的研究。

基于此，未来研究应从以下方面深入推进：

（1）持续挖掘与优化调控元件，设计广谱适应性元件

和物种特异性元件，以拓展宿主范围；（2）与纳米载

体、超声波辅助侵染、CRISPR-Cas9、RNAi及人工

智能等技术深度融合，实现多基因的同时编辑与精

准表达；（3）构建稳定转化植株，开展精确定量分析，

并监测多代遗传中的表达水平和沉默发生率，以更

全面评估该启动子的转录强度与育种价值。此外，

随着转基因技术的广泛应用，其生物安全性问题日

益受到关注[45]。双向启动子的应用可能对生态环境

和非目标生物存在潜在风险，应充分评估其潜在风

险并采取相应防范措施，以促进生物技术的健康可

持续发展。

综上，本研究构建的双向启动子多基因表达系

统具有结构紧凑、低冗余、高活性、跨物种适用性强

等优势，为植物遗传改良提供了新型工具，尤其为裸

子植物本源基因功能验证与育种应用奠定了重要

基础。
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