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天然彩色棉纤维特异表达启动子 LTP3 的克隆
及其在烟草中的表达特异性

智联腾，赵 倩，敖光明，于静娟
( 中国农业大学 生物学院 /农业生物技术国家重点实验室，北京 100083)

摘 要: 报道天然彩色棉纤维特异表达启动子 LTP3，大小为 1 548 bp。经测序分析，与 GenBank中登录的海
岛棉( Gossypium hirutum L． DES119) 特异表达启动子序列同源性为 99%，仅有个别碱基发生改变，而启动子
的基本元件未发生突变。将克隆的启动子与报告基因 GUS融合，构建植物表达载体 pBI-LTP3，并转化烟草。
结果表明 GUS基因仅在转基因烟草叶片表皮毛中表达。
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棉纤维具有良好的透气性、保暖性、吸湿性和穿着舒适等优点，在国民经济和人民生活中占有重要地
位。近年来，由于我国纺织技术的发展、国民需求的日益增长以及人们对于回归自然的追求，对棉花纤维
的品质提出了更高要求，亟待在纤维强度和色泽等方面进行改良。由于棉花纤维品质与产量之间为遗传
负相关，用传统育种技术很难与改良纤维品质和产量同步，因此，棉花纤维品质改良进展缓慢。利用基因
工程的方法和棉纤维特异表达启动子，可在棉纤维发育的特定阶段表达外源基因，通过遗传工程途径改

良棉纤维。可加速纤维品质重要指标的改良，如强度、细度、长度等，还可以给纤维增添新的品质性状，如
抗皱、抗缩、色泽等［1 － 2］。因此，克隆棉纤维发育不同时期中启动活性较高的纤维特异表达的启动子，是通
过遗传工程途径改良棉纤维的先决条件，在品质改良的整个过程中具有重要的理论和实际意义。目前，
已经克隆和研究一些棉纤维特异启动子，例如 E6［3］，FbL2A ［4］，GhACT［5］和 SCFP［6］，但是棉花纤维特异
的启动的研究和应用还很有限。脂转移蛋白 LTP3 基因在棉纤维细胞中特异表达，并受纤维发育调控。
LTP3 转录本在授粉后 15 d，纤维伸长晚期达到最高。Ma等人克隆了 LTP3 启动子，并在烟草中进行了研
究，结果表明，LTP3 启动子可以启动 GUS基因在转基因烟草的叶片表皮毛中特异表达［7］。天然彩色棉不
仅具有不需要染色，而且对减少棉区和纺织工业区的污染，改善生态环境均具有显著效果，社会效益也是

显而易见的。天然彩色棉色的开发生产、销售均受到国内外研究人员的重视，但目前国内外天然彩色棉
的生产与开发还面临着单位产量较低、纤维长度短、颜色偏少等问题，而这些问题可以利用基因工程方法
得到解决。本实验利用 PCR从彩色棉中克隆了棉纤维特异表达启动子，并且在转基因烟草中具有明显的
表皮毛特异性，该启动子的获得为定向改良彩色棉纤维品质创造了必要条件。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 植物材料 新彩棉 1 号 ( Gossypium hirsutum XinCai No． 1) 由新疆天然彩棉高技术有限公司提供;
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山西烟无菌苗由农业生物技术国家实验室保存。
1． 1． 2 质粒与试剂 构建过程中使用的质粒载体 pGEM-3Zf，pGEM-7Zf，pBI121 及菌株大肠杆菌 DH5α，
DH10B，根癌农杆菌 LBA4404 等均由农业生物技术国家实验室保存。限制性内切酶、修饰酶、RNase A、
Taq DNA Polymerase等购自 BRL、Promega、Takara、鼎国、华绿渊和原平皓等生物工程公司; pGEM-T easy 载
体购自 Promega公司; PCR所用引物的合成及 DNA的测序由上海博亚公司完成。
1． 2 方法
1． 2． 1 LTP3 启动子片段的扩增 以彩棉基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，根据已发表序列［7］设计引
物，分别为: p1: 5'-GAAACATAGTATTGTGTTTTTGA-3'，rp1: 5'-ATCGATTAATCACAAGAAAAACAAACG-3'，
PCR 扩增时，先 95 ℃变性 10 min，然后进行 PCR循环: 94 ℃变性 1 min，55 ℃复性 1 min，72 ℃延伸 1 min，
循环 30 次后，72 ℃保温 10 min。
1． 2． 2 LTP3 启动子的测序及植物表达载体的构建 PCR产物经纯化后，克隆入 pGEM-T easy载体中，转
化大肠杆菌 DH5α感受态细胞，然后对插入片段进行 PCR及酶切鉴定。进一步将启动子片段分别与报告
基因 GUS融合，构建程序是将 pBI121 质粒中的 35S 启动子换成 LTP3 启动子，构建的植物表达载体命名
为 pBI-LTP3。
1． 2． 3 烟草的遗传转化与分子检测 取烟草植株顶部较幼嫩的叶片，切成 0． 5 cm ×0． 5 cm的小块，采用
叶盘法进行转化，25 ℃培养 3 d后，转至含 100 mg·L －1km的分化培养基( MS +3 mg·L －1 6 － BA + 0． 2
mg·L －1 NAA，pH 5． 8) 进行抗性芽的筛选，每 2 周换 1 次培养基。将抗性芽转入 1 /2MS培养基上生根，
再生的完整植株经练苗后移栽入温室中栽培。提取烟草再生植株的基因组 DNA，采用 LTP3 启动子的引
物进行 PCR 扩增，初步筛选阳性的植株，分别以 GUS 及 LTP3 启动子片段为探针进一步进行 Southern
分析。
1． 2． 4 Southern杂交 参考《分子克隆》实验手册。30 μg 烟草基因组 DNA，用限制性内切酶测定酶解
后，w = 0． 8%的琼脂糖凝胶电泳分离后，转移至尼龙膜。以32 P标记的 GUS 基因和 LTP3 启动子片段为探
针分别进行杂交。
1． 2． 5 GUS组织化学染色 取转基因阳性烟草植株中顶端新生的叶片，冲洗干净后，浸泡于含有 X-Gluc
( 10 g·L －1 ) 的磷酸缓冲液中( pH 7． 0) ，37 ℃过夜反应，然后用 φ = 70%，φ = 90%的乙醇先后脱色，检查
组织中 GUS的表达情况。

图 1 LTP3 启动子 PCR扩增结果
M: λ /HindⅢ + EcoRⅠ Marker;

1:棉花基因组 DNA;

2:烟草基因组 DNA。

2 结 果

2． 1 LTP3 启动子片段的 PCR 扩增及测序结果 利用引物 p1 和
rp1，对彩棉基因组 DNA 进行 PCR 扩增，获得了 1 条约 1． 5 kb 特异
条带，而以烟草基因组 DNA 为模板做对照没有扩增产物( 见图 1 ) 。
将其回收后克隆入 pGEM-T easy 载体，测序结果表明，获得的启动子
全长 1 550 bp，含有 TATA box 和 CAAT box，与已发表序列相比，有 3
个碱基发生改变，它们是 472 位的 A 变为 T，740 位的 T 变为 A，
1 472位的 G变为 C，相似性为 99% ( 见图 2) 。
2． 2 LTP3 启动子驱动的 GUS 基因在转基因烟草中的表达 将
LTP3 启动子与 GUS融合构建植物表达载体( 见图 3) ，转化烟草，对
再生植株进行了 PCR 及 Southern 检测( 见图 4 和图 5 ) ，结果表明，
LTP3 启动子驱动的 GUS基因已经转入烟草并且整合到了烟草基因
组中。取分子检测呈阳性的植株的叶片进行 GUS 的组织化学染色
分析，结果显示，GUS基因仅在烟草叶片表皮毛中表达，而转化 pBI121 质粒( 35S 驱动的 GUS 基因的表
达) 的烟草，GUS基因在叶片的叶肉及叶脉组织中均有表达( 见图 6) ，这与 Liu等人［7］的研究结果一致。
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图 2 LTP3 启动子的核苷酸序列
图中双划线部分为启动子的基本元件: TATA框及 CAAT框;划线阴影部分显示的碱基为发生改
变的碱基;长箭头黑体序列为 PCR扩增时设计的长度不等的引物，箭头的指向为引物的方向。

图 3 pBI121-LTP3

图 4 部分转 pBI-LTP3 烟草的 PCR检测结果
M: λ /HindⅢ + EcoRⅠ Marker; 1: 负对照; 2 ～ 7: 转
化植株; 8: pBI121 转基因植株; 9:正对照。

图 5 部分转 pBI-LTP3 基因的烟草植株的 Southern杂交结果
图 5a，以 GUS为探针的杂交结果; 图 5b，以 LTP3 启动子片段为探
针的杂交结果 30 μg 烟草叶片基因组用 EcoRⅠ消化。DNA杂交探
针是

32P标记的 GUS基因 ( a) 和 LTP3 启动子片段 ( b) M: λ /Hind
Ⅲ + EcoRⅠ Marker; 1，10:正对照; 2:负对照; 3 ～ 8:转化植株; 9:
pBI121 转基因植株。

531第 2 期 智联腾等:天然彩色棉纤维特异表达启动子 LTP3 的克隆及其在烟草中的表达特异性



图 6 转基因烟草叶片中 GUS基因表达的组织化学分析
LTP3 指导 GUS基因在转基因烟草的叶片表皮毛中表达( A) ，CaMV35S 启动子指导 GUS
基因在专辑一叶片中组成型表达( B) ; A1，B1 : A，B的叶柄横切，C1 :野生烟草的叶柄。

3 讨 论

本实验从天然彩色棉中克隆了纤维特异表达的启动子 LTP3，分析该启动子的核苷酸序列发现有一些
可能的反式作用元件存在，它们是脱落酸诱导特性必须的: 2 个类似的 G-box 元件( G-bos-like elements)
( CACGTAGA: 1202 － 1209，CACGTAGG: 11307 － 1314) 和 6 个类似 CE1 元件( CE1-like elements) ( CACC:
59 － 62，1421 － 1424，1481 － 1484; GGTG: 310 － 313，1060 － 1063，1356 － 1359 ) 以及 5 个被 bHLH 蛋白识
别，而参与植物与病原的相互作用的类似 E-box 元件 ( CAAATG: 1173 － 1178，CAATTG: 1042 － 1047，
CAGTTG: 1319 － 1324，CATGTG: 730 － 735 ) 和 1 个存在于大麦糊粉层细胞特异基因启动子区的 CATG-
TAA元件( 838 － 844) 以及推测的 MYB相关转录激活因子的识别位点( CAGTTG: 1319 － 1324; GTTTGTT:
1523 － 1529; GGATA: 1022 － 1026; CTCCTACC: 1451 － 1458) 。这些元件在启动子区域所处的位置和核苷
酸序列与 Liu等人报道的完全一致，启动子全序列中只有 3 个碱基发生改变，而且处于这些元件之外，不
会影响启动子的特异性和活性。这说明在彩色棉和白色棉品种中 LTP3 启动子没有发生大的变化，非常
保守。同时，本实验还显示 LTP3 能够引导 GUS在转基因烟草的表皮毛特异表达，这个结果与 Liu 等人的
研究结果相符

［7］，同样说明了从彩色棉中克隆的 LTP3 启动子和从白色棉克隆的启动子具有相同的功能，
3 个碱基的突变没有影响启动子的功能。
随着基因工程的不断发展，许多棉纤维特异表达的启动子被陆续克隆出来，并且利用这些启动子尝

试了对纤维的定向改良。John等将 phaB和 phaC两基因分别与 E6 和 FbL2A启动子融合，构建表达载体
后通过基因枪法转化棉花。在转基因植株的纤维中，检测到了 phaB 和 phaC 的活，而且在纤维腔中检测
到了 PHB颗粒，约为 0． 15 ～ 0． 30 μm，PHB含量高达 3 440 μg·g －1，吸热性比对照高 11． 6%，传热性比对
照低 6． 7%，具有绝热特性，改良了纤维的保温性［8］。这种改良的棉花纤维是冬季着装或其他纺织用途的
良好材料。McBride K等将抗生链霉菌中黑色素合成所需的酪氨酸酶基因和 ORF438 基因与纤维特异表
达启动子连接，构建植物表达载体。然后取 8 d龄的实生苗的下胚轴做外植体，采用农杆菌侵染法转化棉
花，经抗性愈伤的筛选、分化、成苗等过程后，在后代中获得了色泽深度不同的棉花纤维［9］。同样，把靛蓝
色素合成所需的色氨酸酶和加氧酶基因

［8 － 10］
与纤维特异启动子构成融合基因，转化棉花，得到呈现浅蓝

色的棉花纤维
［10 － 12］。笔者将 LTP3 启动子与经过改造的抗生链霉菌中黑色素合成所需的酪氨酸酶基因
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和 ORF438 基因构建表达载体，利用花粉管通道法转化棉花，在当代中得到了呈现浅灰色的棉花纤维［13］。
纤维特异启动子的克隆和研究必将推动棉花纤维的品质改良。
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Cloning of Fiber-specific Promoter LTP3 from Color Cotton
( Gossyium hirhsutum) and Its Expression Specificity in Tobacco

ZHI Lian-teng，ZHAO Qian，AO Guang-ming，YU Jing-juan
( College of Biological Sciences，State Key Laboratory of Agrobiotechnology，China Agricultural University，Beijing 100083，China)

Abstract: PCR were performed to clone LTP3 promoter from color cotton． Sequencing analysis results indicated
that it contained 1 548 nt; the homology is 99% compared with the LTP3 reported by Liu，and only 4 nucleo-
tides were changed． The LTP3 ( 1548bp) promoter was fused with the E． coli． β-glucuronidase gene ( GUS) and
transformed into tobacco． The results suggested that GUS expressions under control of LTP3 promoter were detec-
ted only in the trichomes of transgenic tobacco leaves，while the positive control，contains Cauliflower mosaic Vi-
rus ( CaMV) 35S promoter and GUS gene，was constitutively expressed，and there are no GUS expression in the
negative control ( untransformation plants) ． The results indicated that LTP3 promoter can be used to express the
heterologous genes in tobacco leaves．
Key words: cotton; fiber-specific expression; promoter
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