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技术与方法                                                               

利用 GFP/RFP 双荧光指示载体鉴定特异性启动子功能 
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摘  要: 在基因表达定位或启动子调控模式的研究中, 多以 gusA 作为报告基因。但由于部分组织中高内源 GUS 背景活

性或转化手段的限制, 使判断基因表达定位或调控时存在很大误差。为了解决上述问题, 本实验将报告基因绿色荧光蛋

白(GFP)和红色荧光蛋白(RFP)融合构建双荧光标记瞬时表达载体 pBI221-RFP/GFP。该载体以 CaMV35S启动子驱动 GFP

确定转化效率, 通过鉴定阳性个体的红色荧光活性分析目的基因或启动子的表达模式。并通过番茄 E8 和西瓜 AGPL1

果实特异启动子验证了该载体在启动子调控模式研究中的应用可行性。结果表明 pBI221-RFP/GFP 是一个可以在基因和

启动子功能验证中应用的高效瞬时表达载体。 
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Functional Analysis of Specific Promoter Using Vecotors 
Harboring GFP/RFP Double Fluorescent Marker Genes 
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Abstract: Most studies related to determining the expression profile of genes and specific promoters used histochemical localization 
of the reporter gene, gusA. While the histochemical method for visualizing gusA expression suffers from several limitations in the 
determination of gene expression and location, especially in the tissues with high background acitivty. To solve this problem, a 
transient expession vector pBI221-RFP/GFP, was constructed using GFP and RFP as double fluorescent marker genes. This vector 
used CaMV 35S promoter to drive GFP and determine the transforming efficiency. It analyzed expression profile of the target gene 
and promoter through the RFP activities of the tranformed tissues. Through the specific promoter AGPL1 from watermelon and E8 
promoter from tomato, it is resistible to use this vector to study the expression patterns of promoters. Results indicated that the 
pBI221-RFP/GFP is a very efficient transient expression vector that can be verify the functions of the genes and promoters. 

Keywords: green fluorescent proteins, red fluorescent proteins, transient expession vectors, specific promoter 
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对启动子表达调控模式的研究中, 多数以 gusA

作为报告基因来确定其在植物中的表达或定位[1−4]。

gusA 基因表达的组织化学检测具有方便观察等优点, 

但同时也存在很多局限性。如: 酶本身或反应产物

扩散到周围非表达细胞和组织中, 引起 GUS 活性定

位的误差[5,6]。GUS 定位过程中的染色由于染料渗入

到细胞中而引起细胞死亡, 使得对基因表达或调控

的适时检测难以控制, 这些弊端降低了以 gusA 作为

报告基因的研究可靠性。 

荧光蛋白基因可以在未受任何损坏的活体细

胞中检测其表达。对部分 GUS 背景活性很高的组

织如叶片、花粉等进行研究时, 可以克服内源 GUS

活性对实验结果造成的误差。在本实验中, 我们构

建了 RFP/GFP 串联的双荧光指示瞬时表达载体 , 

以 GFP 作为瞬时转化的内参确立阳性转化细胞或

组织, 通过对具 GFP 荧光活性细胞进行 RFP 的荧

光观察, 以此对启动子的功能进行评价, 减小了实

验过程中存在于转化方式、转化效率等方面的误差, 

同时也克服了染色观察检测步骤繁琐等诸多不利

因素。并通过番茄 E8 启动子和西瓜 AGPL1 启动子

的果实特异性调控功能, 对此表达载体成功地进行

了验证。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒载体与菌株 

pBI221-mGFP6和 pBI221-mRFP2作为表达载体

构建的初始载体。含该质粒的 DH5α甘油菌由本实

验室保存。 

1.1.2  试剂与修饰酶 

限制性内切酶, T4 DNA 聚合酶和 T4 DNA连接

酶购自 NEB 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  pBI221-RFP/GFP 双荧光瞬时表达载体的构建 

pBI221-mGFP6 载体内部 Xba I 和 Sac I 酶切位

点除去时, 首先对质粒进行酶切, 并对线性化质粒

用 T4 DNA polymerase 进行补平, 然后由 T4 DNA 

ligase 进行连接, 最终得到内部无 Xba I 和 Sac I 酶

切位点的载体。对包含 RFP 和 GFP 基因的载体进

行融合构建 pBI221-RFP/GFP, 具体操作步骤如图

1 所示。  

1.2.2  瞬时表达载体的功能验证 

PEG 分级沉淀法提取质粒 DNA《分子克隆实验

指南》(第三版), 微粒子弹的制备和基因枪轰击操作

按 Bio-Rad 公司说明书进行。基因枪轰击在 Bio-Rad

公司 PDS-1000/He 上进行。轰击距离 7 cm, 轰击压

力为 1300 psi。洋葱鳞茎内表皮细胞作为受体材料, 

瞬时转化后的材料于 24oC 培养。 

1.2.3  荧光显微成像 

光源为 HBO 100W 汞灯, 绿色荧光在激发波长

450 nm~490 nm, 检测波长 505 nm, 500 nm 滤光片下

观察, 红色荧光在激发波长 510 nm~560 nm, 检测

波长 575 nm, 590 滤光片下观察, 紫外荧光在激发波

长 380 nm~420 nm, 检测波长 430 nm, 450 滤光片下

观察。图象采集由 Nikon Eclipse E400 显微成像系统

进行。 

1.2.4  应用 pBI221-RFP/GFP 载体验证西瓜 AGPL1
果实特异启动子 

西瓜 AGPL1 果实特异启动子(−1140~+433)由
Hind III 和 Xba I 双酶切获得启动子基因片段, 替换

pBI221-RFP/GFP 中 RFP 上游 CaMV 35S 启动子, 形
成 AGPL1 启动子-RFP-Nos ter-CaMV 35S-GFP-Nos 

ter 的串联结构, 命名为 pRG-AGPL1。番茄果实特异

启动子 E8(−1532~+24)替换 pBI221-RFP/GFP 中 RFP
上游 CaMV 35S 启动子, 作为启动子功能验证中的

阳性对照, 命名为 pRG-E8。 

2  结果 

2.1  pBI221-RFP/GFP 双荧光瞬时表达载体的构

建及鉴定 
图 1为 pBI221-RFP/GFP双荧光瞬时表达载体的

构建流程。去除 pBI221-mGFP6 中 Xba I 和 Sac I 两

个酶切位点之后, 进行 Pst I 单酶切后再补平形成具

两平端的线性化 DNA; 然后进行 Hind III 单酶切, 

形成 Hind III 位点粘性末端, Pst I 位点平滑末端的不

对称线性 DNA 分子。对质粒 DNA pBI221-mRFP2
进行 EcoR I 单酶切后再补平形成具两平端的线性化

DNA, 然后进行 Hind III 单酶切, 形成 Hind III 位点

粘性末端, EcoR I 位点平滑末端的不对称线性 DNA

分子片段和载体。对含 RFP 的分子片段与 GFP 载体

进行连接, 形成“Hind III-CaMV 35S-Xba I-RFP-Sac I- 

Nos ter-CaMV 35S-GFP-Nos ter-EcoR I”串联结构,  
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图 1  pBI221-RFP/GFP 双荧光指示瞬时表达载体的构建流程图 
Fig. 1  Construction of transient expression vectors pBI221-RFP/GFP harboring double fluorescent genes 

 

其中 GFP 和 RFP 均由 CaMV 35S 启动子驱动。驱动

RFP 的 35S 启动子 5′端含有 Hind III、Sph I、Pst I

位点, 3′端含有 Xba I 位点, 便于进行其他启动子功

能验证时克隆的操作。 

图 2 为对 RFP/GFP 瞬时表达载体的酶切检测。

Hind III+Sac I 双酶切检测 35S 启动子和 RFP 约   

1.6 kb; Hind III+Xba I 双酶切检测驱动 GFP 上游的

35S 启动子 780 bp; Sac I+EcoR I 双酶切检测 Nos 终

止子+CaMV 35S 启动子+GFP+Nos 终止子共约 2.1 kb; 

由图所示两个不同克隆的酶切检测均符合预计大小, 

判断为正确克隆。 

2.2  pBI221-RFP/GFP 双荧光指示载体的功能

检测 
图 3为瞬时转化 pBI221-GFP/RFP载体后荧光显

微成像。转化后的表皮细胞在绿色荧光检测波长下

有较强绿色荧光出现, 表明 CaMV 35S 启动子驱动

GFP 标记基因表达。该细胞或细胞群为瞬时转化的

阳性细胞, 同一明场下的细胞在红色荧光检测波长

下也具有较强的红色荧光出现, 说明由 CaMV 35S

作为假定启动子进行调控模式研究时也得到了表达, 

两标记基因在相同细胞内得到表达, 且基因表达的

定位与强度相同(图 A1、A2; 放大 40×, 标尺所示为

200 μm)。由此说明, 在双指示标记的瞬时表达载体

可以更有针对性地对目的细胞进行分析, 缩小了研

究范围。B 为放大 100×后细胞的显微照片。 

2.3  利用 pBI221-RFP/GFP 瞬时表达载体鉴定启

动子特异性的研究 
将西瓜果实特异启动子 AGPL1 取代 pBI221- 

RFP/GFP 瞬时表达载体中驱动 RFP 基因的 CaMV 

35S 启动子, 形成 pRG-AGPL1 载体, 并转化茎表皮

细胞。pRG-E8 载体中番茄果实特异启动子 E8 驱动

RFP 基因, 作为阴性对照。由于启动子果实特异性

的存在, 报告基因 RFP 将在除果实外的其他组织中

检测不到荧光活性[7]。如图 4A 所示, 在检测到绿色
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荧光活性的细胞中, 由于 GFP 基因由 CaMV 35S 启

动子驱动有较强的表达; 而在阳性细胞中 RFP 基因

受果实特异启动子 E8 的驱动, 在表皮细胞中检测不

到红色荧光出现。这与 pBI221-RFP/GFP 中绿色和红

色荧光蛋白基因同等强度的表达模式完全不同。 

 
图 2  pBI221-RFP/GFP 双荧光瞬时表达载体的酶切检测 

Fig. 2  Restriction enzyme digestion analysis of transient 
expression vectors harboring RFP and GFP 

1, 2: Hind III+Sac I; 3, 4: Hind III+Xba I; 5, 6: EcoR I+Sac I; 
M: DL2000 marker; CK: pBI221-RFP/GFP as control 

 
图 3  pBI221-RFP/GFP 双荧光指示瞬时表达载体 

功能检测 
Fig. 3  CaMV 35S promoter-driven GFP and RFP transient 

expression in epidermal cells 
A: light images under 40× microscopes; A1: green fluorescent 

images of A; 
A2: red fluorescent images of A1; B1: green fluorescent images; 
B2: red fluorescent images of B1; B3: fluorescent images of B1 

 

当以西瓜 APGL1 启动子驱动 RFP 对表皮细胞

进行转化时发现, 在绿色细胞中同样检测不到红色

荧光活性(图 4B)。由此说明西瓜 AGPL1 启动子与番

茄 E8 果实特异启动子一样, 由其驱动的红色荧光蛋

白基因在表皮细胞中并不表达; 而该启动子与报告

基因融合转化西瓜果实时则表现出很强的驱动活性, 

说明该启动子在果实中具备活性而茎表皮细胞中不

存在驱动活性, 与 AGPL1 启动子驱动基因在茎表皮

细胞中的表达模式综合分析, 认为该启动子具备了

果实特异性的调控特征, 从而说明该载体可以应用

于鉴定启动子驱动模式的研究。 

 

图 4  pBI221-RFP/GFP 介导启动子特异性表达模式研究 
Fig. 4  Specific expression assays of promoters mediated by 

pBI221-RFP/GFP vector 
A: transformed epidemal cells of pRG-E8; B: transformed 

epidermal cells of pRG-AGPL1; A1, B1: light images; 
A2, B2: green fluorescent images; A3, B3: red fluorescent images 

 

3  讨论 

GFP(Green fluorescent protein)从水母(Aequorea 

victoria)中得到 , 并首先在动物基因表达的研究中

应用 [8,9]。RFP(Red fluorescent protein)来源于海葵

(Discosoma sp.), 其一级结构与 GFP 仅有 23%的同

源性[10]; 灵敏度与信噪比均比 GFP 高, 荧光强度不

受 pH 影响而发生荧光淬灭, 为基于 GFP 的体内研

究提供了一个很好的互补工具[11−13]。 

gusA 作为报告基因在启动子表达模式研究或组

织化学定位中已经得到广泛应用, 但在高 GUS 背景

活性的组织中进行研究时却存在很大误差[1,14]。目前

瞬时表达研究体系多以基因枪为主, 转化过程受许

多因素的影响(如受体材料等), 容易把低转化率的

表达量误判为启动子功能丧失。虽然操作者试图通

过各种途径减少其影响, 如设置阳性对照质粒与目

的质粒 DNA 协同转化等, 但这些策略都不能完全避

免操作上的误差。因此我们构建以 GFP 为内参, 以

RFP 为报告基因的瞬时表达载体对启动子的特异

性模式进行研究, 可以定向地只在转化细胞中进行

目的启动子的研究, 增加了研究的针对性并减少工

作量。 

在利用 pBI221-GFP/RFP 瞬时表达载体进行启

动子功能调控模式的研究时, 将待测启动子替代驱

动 RFP 基因的 CaMV 35S 启动子, 与 CaMV 35S 驱

动的 GFP 串联转化入受体细胞或组织。首先在绿色

荧光下对转化细胞或组织进行精确定位, 再对同一
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部位细胞进行红色荧光观察, 这样使待研究的靶向

细胞具有专一的针对性, 避免了系统和操作带来的

误差。在特异性启动子表达模式的研究中, 假定的

果实特异性启动子将只在果实中表达, 而在其他组

织中则检测不到标记基因的活性。以西瓜 AGPL1 启

动子为例进行验证, 并以番茄果实特异启动子 E8 为

对照, 确定该类型启动子在表皮细胞中无驱动活性, 

而在果实中高驱动活性的果实特异性驱动模式。因

此判断, pBI221-RFP/GFP 瞬时表达载体在启动子驱

动模式的检验中可以广泛应用。 

另外, 将 pBI221-RFP/GFP 载体中的 RFP 报告

基因与目的基因串联形成融合蛋白, 还可以对基因

表达的亚细胞定位进行研究。而且在启动子活性的

检测中, 还可以由 RFP/GFP 的荧光强度比值来精确

定量启动子的驱动活性。因此, pBI221-RFP/GFP 瞬

时表达载体可应用于启动子分析、转基因、蛋白质

和细胞定位、药物筛选、细胞、整个器官的双标记, 

以及利用荧光共振能量转移(FRET)研究蛋白与蛋白

的相互作用。因此, RFP 与 GFP 相结合, 为分子生物

学和细胞生物学等相关领域的研究提供了一个新

的、快捷的检测手段。 
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