
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１４］ＳｉｎｇｈＡ，ＨａｙａｓｈｉＫ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｃｈｉｍｅｒｉｃｂｅｔａ－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ

ｗｉｔｈｉｍｐｒｏｖｅｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９５，２７０（３７）：２１９２８－２１９３３．

［１５］ＡｒａｉＲ，ＵｅｄａＨ，ＫｉｔａｙａｍａＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅｌｉｎｋｅｒｓｗｈｉｃｈ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｓｅｐａｒａｔｅｄｏｍａｉｎｓｏｆａｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．
ＰｒｏｔｅｉｎＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００１，１４（８）：５２９－５３２．

［１６］ＨｏｅｄｅｍａｅｋｅｒＦＪ，ＳｉｇｎｏｒｅｌｌｉＴ，ＪｏｈｎｓＫ，ｅｔａｌ．ＡｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎＦｖ
ｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＰ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙＣ２１９．
Ｄｅｓｉｇｎ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｔ２．４Ａｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９７，２７２（４７）：２９７８４－２９７８９．

［１７］ＫａｖｏｏｓｉＭ，ＣｒｅａｇｈＡＬ，ＫｉｌｂｕｒｎＤＧ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｓｅｌｅｃｔｉｎｇ

ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇｌｉｎｋｅｒｐｅｐｔｉｄｅｓｆｏｒＣＢＭ９－ｔａｇｇｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ［Ｊ］． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００７，９８（３）：５９９－６１０．

［１８］ＲｏｂｉｎｓｏｎＣＲ，ＳａｕｅｒＲＴ．Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｉｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙｌｉｎｋｅｒｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．

ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄ

ＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９９８，９５（１１）：５９２９－５９３４．

［１９］ＧｅｏｒｇｅＲＡ，ＨｅｒｉｎｇａＪ．Ａｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎｌｉｎｋｅｒｓ：ｔｈｅｉｒ

ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｏｌｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｆｏｌｄｉｎｇ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

２００２，１５（１１）：８７１－８７９．

耿彬彬，刘　姣，郭育强，等．木薯ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子的克隆及其活性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（４）：３６－４０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０４．０１０

木薯 ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子的克隆及其活性分析
耿彬彬１，２，刘　姣２，郭育强１，２，符少萍２，胡新文１，郭建春２

（１．海南大学农学院，海南海口５７０２２８；
２．中国热带农业科学院热带生物技术研究所／农业部热带作物生物学与遗传资源利用重点实验室，海南海口 ５７１１０１）

　　摘要：根据木薯细胞壁转化酶基因ＭｅＣＷＩＮＶ４已知编码区序列与木薯基因组数据库中预测的 ＭｅＣＷＩＮＶ４基因序
列信息设计引物，从木薯基因组ＤＮＡ中对该基因的潜在启动子区进行 ＰＣＲ扩增，经测序比对成功获得１６３９ｂｐ序
列，其中包含７４ｂｐ编码区序列和１５６５ｂｐ潜在启动子区序列。用ＰｌａｎｔＣＡＲＥ和ＰＬＡＣＥ软件分析该序列的顺式作用
元件，发现该启动子包含ＣＡＡＴｂｏｘ和ＴＡＴＡｂｏｘ保守元件、大量光反应相关元件与应对高低温胁迫和激素响应相关元
件。将ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子片段取代 ｐＶＫＨ表达载体中的 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子与 ＧＵＳ连接，构建成融合表达载体
ｐＶＫＨ－ＣＷ４－ＧＵＳ，通过农杆菌真空渗透法在烟草叶片中进行瞬时表达。结果表明，该启动子驱动了 ＧＵＳ基因在烟
草叶片中的表达。说明ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子具有启动子活性，可以启动目的基因的转录，为进一步研究该基因的调控机
制奠定了基础。
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　　木薯（ＭａｎｉｈｏｔｅｓｃｕｌｅｎｔａＣｒａｎｔｚ）属大戟科木薯属，为多年
生植物，广泛栽培于热带和部分亚热带地区，块根富含淀粉，

可供食用或用于生产乙醇，是全球近 ６亿人的主要粮食来
源［１］，也是中国推广的可再生能源作物和重要的工业淀粉

原料［２］。

木薯块根淀粉是由源器官（叶片）通过光合作用制造的

光合产物，以蔗糖的形式经韧皮部装载、长距离运输和卸载运

送到库器官 （块根），然后在块根中由淀粉合成相关酶催化合

成淀粉［３］。但是，木薯块根中积累的淀粉量远远低于理论产

量，地下部分储藏的碳水同化物还不足地上部分合成同化物

的１／５，提高同化物从源到库的运输效率对增加木薯块根淀

粉的积累至关重要。而在木薯淀粉合成积累过程中，对光合

产物由“源”到“库”的装载、运输和卸载中起主要调控作用的

是蔗糖转化酶。蔗糖转化酶参与了叶片光合作用的调节、韧

皮部的卸载和库的建立、贮藏器官中碳水化合物的积累和组

成以及细胞对胁迫的响应，并在逆境中起一定作用。蔗糖转

化酶根据其亚细胞定位，可以分为细胞质转化酶、液泡转化酶

以及细胞壁转化酶［４］。其中，细胞壁转化酶主要参与韧皮部

质外体卸载时蔗糖的分解，以保持源—库之间蔗糖的浓度梯

度，从而促使蔗糖顺利卸载［５］。笔者所在课题组研究发现木

薯中存在６个细胞壁转化酶基因，对这些转化酶基因进行克
隆并在木薯各器官中的表达模式进行分析，发现其中的细胞

壁转化酶ＭｅＣＷＩＮＶ４在叶片中表达微弱，但在块根韧皮部中
表达量相对较高［６］。由此推测，ＭｅＣＷＩＮＶ４基因在块根韧皮
部的组织差异性高表达可能提示该基因在木薯淀粉合成过程

中同化物从源到库运输时的韧皮部卸载起着很重要的作用。

基因的表达调控，在植物的生长发育以及应答环境信号

过程中起重要作用［７］。启动子在调控基因转录的起始及表

达程度中起着关键作用。研究启动子的功能序列及其调控元

件对解析基因表达调控的机制具有十分重要的意义［８］。
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本研究根据已知木薯细胞壁转化酶基因ＭｅＣＷＩＮＶ４编码
区序列与木薯基因组数据库预测信息克隆木薯细胞壁转化酶

基因家族中的ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子序列，通过生物信息学分析
软件对其上的顺式作用元件进行初步分析，构建植物表达载

体，利用农杆菌真空渗透法转化烟草叶片进行瞬时表达，初步

鉴定该启动子的活性。为后续深入研究木薯细胞壁转化酶基

因启动子对该基因在淀粉积累过程中的调控作用提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料华南８号木薯与三生烟（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍｖａｒ．

ｓａｍｓｕｎＮＮ），采自中国热带农业科学院热带生物技术研究所
试验基地；大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）菌株ＤＨ５α、农杆菌菌株
ＧＶ３１０１和含有ＧＵＳ基因的植物表达载体ｐＶＫＨ－３５Ｓ－ＧＵＳ
由笔者所在课题组保存。各种工具酶、Ｍａｒｋｅｒ购自 ＴａＫａＲａ
公司；回收纯化试剂盒、生化试剂均购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；ＰＣＲ引物合成和测序由生工生物工程（上
海）股份有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　木薯基因组ＤＮＡ提取　采用ＳＤＳ法［９］提取华南８号
木薯组培苗幼苗基因组ＤＮＡ，取适量ＤＮＡ用于１％琼脂糖凝
胶电泳检测。

１．２．２　ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子的克隆及序列分析　根据已知木
薯细胞壁转化酶基因 ＭｅＣＷＩＮＶ４编码区序列（ＧｅｎＢａｎｋＩＤ：
ＪＱ７９２１７２）与木薯基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ／
ｃａｓｓａｖａ）中预测的ＭｅＣＷＩＮＶ４基因序列信息设计引物。引物
序列如下：ＣＷ４ｐ－Ｆ，ＧＡＡＡＡＧＧＣＡＴＣＧＴＣＡＣＣＡＴＴ；ＣＷ４Ｐ－
Ｒ，ＴＣＡＡＧＣＴＣＡＡＡＣＡＣＴＣＣＡＴ。以木薯 ＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增。反应条件：９４℃预变性 ２ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
５８℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃充分延
伸 １０ｍｉｎ。扩增反应结束后经１％琼脂糖凝胶电泳检测，再
用ＤＮＡ回收试剂盒纯化目的片段，然后将回收产物连接到
ｐＭＤ－１９Ｔ－ｖｅｃｔｏｒｓｉｍｐｌｅ载体上，通过转化、筛选、菌液
ＰＣＲ，获得阳性单克隆命名为 ＣＷ４ｐ－１９Ｔ。ＣＷ４ｐ－１９Ｔ热激
转化大肠杆菌 ＤＨ５α，挑取阳性克隆送往生工生物工程（上
海）股份有限公司测序验证。测序结果用 ＤＮＡＭＡＮ软件进
行比对，比对正确的序列用ＰｌａｎｔＣＡＲＥ和ＰＬＡＣＥ软件分析该
启动子序列，在线预测顺式作用元件。

１．２．３　植物表达载体 ｐＶＫＨ－ＣＷ４－ＧＵＳ的构建　将测序
正确的菌液扩大培养提取质粒，以该质粒为模板，添加酶切位

点（正向引物中添加 ＳａｃⅠ酶切位点，反向引物中添加
ＢａｍＨⅠ 酶 切 位 点 ）的 特 异 引 物 （ＣＷ４ － １Ｆ：
ＴＡＧＡＧＣＴＣＧＡＡＡＡＧＧＣＡＴＣＧＴＣＡＣ； ＣＷ４ － １Ｒ： ＴＡＧ
ＧＡＴＣＣＧＣＴＧＧＴＧＡＧＴＧＣＡＴＧＴ）进行 ＰＣＲ扩增（下划线为酶
切位点）。通过１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物大小正确
后，将目的片段纯化回收后与表达载体 ｐＶＫＨ均进行 ＳａｃⅠ
和ＢａｍＨⅠ双酶切、纯化回收，采用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，使
ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子区段定向替换 ｐＶＫＨ载体上的 ＣａＭＶ３５Ｓ
启动子。将得到的连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α，挑取阳性
单克隆，菌液ＰＣＲ和双酶切双重鉴定后，委托生工生物工程
（上海）股份有限公司进一步测序验证正确后，获得重组质粒

命名为ｐＶＫＨ－ＣＷ４－ＧＵＳ。本试验以空载体 ｐＶＫＨ－３５Ｓ－
ＧＵＳ作为阳性对照。
１．２．４　农杆菌介导的烟草瞬时表达　采用反复冻融法［１０］将

空载体ｐＶＫＨ－３５Ｓ－ＧＵＳ和ｐＶＫＨ－ＣＷ４－ＧＵＳ重组质粒分
别转化农杆菌ＧＶ３１０１感受态细胞中，在 ＹＥＰ（１％ ＹｅａｓｔＥｘ
ｔｒａｃｔ、１％ Ｔｒｙｐｔｏｎｅ、０．５％ ＮａＣｌ）＋Ｋａｎａ（１００μｇ／ｍＬ）＋Ｒｉｆ
（５０μｇ／ｍＬ）固体培养基上２８℃培养２ｄ，挑取单克隆进行菌
液ＰＣＲ鉴定，筛选出阳性菌株，在５０ｍＬＹＥＰ液体培养基中
扩大培养。待Ｄ６００ｎｍ＝０．８～１．０时，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ
收集菌体，用含１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、２００μｍｏｌ／ＬＡＳ（乙酰丁香
酮）和１０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（ｐＨ值 ＝５．６）的无菌水重悬至 Ｄ６００ｎｍ
约为１．０，室温静置２ｈ后备用。用打孔器将烟草叶片打出大
小一致的圆形叶盘，浸泡在菌悬液中，然后在真空泵中抽滤

３０ｍｉｎ，压强不超过０．０８５ＭＰａ，取出后平铺到含有浸湿滤纸
的培养皿中，置于２５℃培养箱中培养３ｄ。
１．２．５　ＧＵＳ活性的组织化学染色分析　将侵染后的烟草叶
片置于ＧＵＳ染液［２ｍｍｏｌ／ＬＸ－Ｇｌｕｃ，５ｍｍｏｌ／ＬＫ３Ｆｅ（ＣＮ）６，
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ４缓 冲 液 （ｐＨ 值 ＝７．０），５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｋ４Ｆｅ（ＣＮ）６，０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ］中，确保
浸没叶片，３７℃ 避光保温３ｄ，用７０％乙醇进行脱色后拍照。

２　结果与分析

２．１　ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子的克隆
经琼脂糖电泳检测后提取的ＤＮＡ质量较好，可用于后续

ＰＣＲ试验（图１）。根据设计的引物从 ＤＮＡ中扩增得到１段
长约１８００ｂｐ的ＤＮＡ片段，测序分析该片段为１６３９ｂｐ的序
列（图２）。ＣＷ４ｐ－１９Ｔ测序后经Ｂｌａｓｔ比对发现，该片段含有
的ＭｅＣＷＩＮＶ４基因是从 ＡＴＧ起始的 ７４ｂｐ编码区序列和
ＡＴＧ上游１５６５ｂｐ潜在启动子序列，且该７４ｂｐ编码区片段
与笔者所在的课题组之前克隆的 ＭｅＣＷＩＮＶ４基因（Ａｃｃｅｓｉｏｎ
ＮＯ．ＪＱ７９２１７２）相对应的全长编码区序列同源性达１００％，表
明所克隆到的序列为 ＭｅＣＷＩＮＶ４的启动子序列，序列数据提
交给ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为ＫＰ１６４８６７。

２．２　ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子序列的生物信息学分析
将克隆到的 ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子序列用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ和

ＰＬＡＣＥ在线软件进行元件预测分析，分析结果见图３、表１，
结果显示，ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子不仅含有 ＣＡＡＴｂｏｘ和 ＴＡＴＡ
ｂｏｘ保守元件，还存在多种与光反应和非生物胁迫相关的顺
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式作用元件。（１）光响应元件。Ｂｏｘ４、ＢｏｘＩ、Ｇ－Ｂｏｘ、ＧＡ－
ｍｏｔｉｆ、ＧＴ１ｍｏｔｉｆ、Ｓｐ１。（２）胁迫应答元件。高温响应元件
ＨＳＥ，低温响应元件ＬＴＲ，干旱诱导相关元件 ＭＢＳ，胁迫防御
元件ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ。（３）激素应答元件。脱落酸响应元件
ＡＢＲＥ，水杨酸响应元件 ＳＡＲＥ，赤霉素响应元件 ＧＡＲＥ－ｍｏ
ｔｉｆ，生长素响应元件ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ等。
２．３　ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子融合表达载体的构建

以ＣＷ４ｐ－１９Ｔ质粒ＤＮＡ为模板，用含ＳａｃⅠ／ＢａｍＨⅠ酶
切位点的特异引物 ＣＷ４－１Ｆ和 ＣＷ４－１Ｒ进行 ＰＣＲ扩增得
到的１５６５ｂｐ潜在启动子片段，经 ＳａｃⅠ／ＢａｍＨⅠ双酶切后
替换掉ＰＶＫＨ表达载体中的 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子与 ＧＵＳ连接，
构建成融合表达载体ｐＶＫＨ－ＣＷ４－ＧＵＳ（图４）。重组质粒

表１　ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子部分光、胁迫、激素相关的顺式作用元件

元件 序列 功能 数量 位置

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ ＣＡＡＴ 基本转录因子 ４ １０７６（＋），１２９１（＋），１２９７（＋），１４０７（＋）
ＴＡＴＡ－ｂｏｘ ＴＡＡＴＡ 基本转录因子 ２ １３４９（＋），１４４７（＋）
Ｂｏｘ４ ＡＴＴＡＡＴ 光响应 １ ３５５（＋）
ＢｏｘＩ ＴＴＴＣＡＡＡ 光响应 １ ８４４（－）
Ｇ－Ｂｏｘ ＣＡＣＧＴＴ 光响应 ２ ４０１（－），１５３（＋）
ＧＡ－ｍｏｔｉｆ ＡＴＡＧＡＴＡＡ 光响应 １ ５１９（－）
ＧＴ１－ｍｏｔｉｆ ＧＧＴＴＡＡＴ 光响应 １ ７１１（－）
Ｓｐ１ ＣＣ（Ｇ／Ａ）ＣＣＣ 光响应 １ ４６９（－）
ＡＢＲＥ ＣＡＣＧＴＧ 脱落酸响应 １ １０５（＋）

ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ ＡＡＡＣＡＧＡ 赤霉素响应 ２ ７５９（＋），１１９８（＋）
ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ ＡＡＣＧＡＣ 生长素响应 １ ５４３（＋）

ＨＳＥ ＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣ 高温响应 １ ４３５（－）
ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ 低温响应 １ ５０６（－）
ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ 干旱诱导 １ ６１（－）

ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡ 胁迫防御 １ ８３１（＋）
ＧＣＮ４＿ｍｏｔｉｆ ＴＧＴＧＴＣＡ 胚乳表达 １ １７６（－）

经ＰＣＲ检测、双酶切和测序鉴定确认 ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子已成
功插入到植物表达载体ｐＶＫＨ中（图５）。
２．４　ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子活性分析

重组载体 ｐＶＫＨ－ＣＷ４－ＧＵＳ和空载体 ｐＶＫＨ－３５Ｓ－
ＧＵＳ分别转化农杆菌后，进行瞬时表达分析。结果显示，
ｐＶＫＨ－ＣＷ４－ＧＵＳ和ｐＶＫＨ－３５Ｓ－ＧＵＳ在烟草叶片中都能
驱动 ＧＵＳ基因的表达，烟草叶片被染成蓝色，而阴性对照不
能被染色（图６）。

３　结论与讨论

高等植物中，蔗糖是光合同化物运输的主要形式［１１］，木

薯韧皮部筛管内的糖类８０％为蔗糖，木薯源器官（叶片）光合
作用合成的同化物经过韧皮部装载 －运输 －卸载到库器官
（块根）形成淀粉。蔗糖转化酶中细胞壁转化酶是植物源库

器官蔗糖代谢的关键酶，不可逆地将蔗糖分解成葡萄糖和果

糖，参与韧皮部质外体卸载时蔗糖的分解，保持源—库之间蔗
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糖的浓度梯度，调节蔗糖从叶中运出的速率来进行源库关系

的建立及调控［１２－１４］。同时有研究发现，当植物受到生物和非

生物胁迫时，细胞壁转化酶基因被激活或增强表达，参与一系

列防御反应。拟南芥根部被病原菌侵染后，根内细胞壁转化

酶基因表达量升高，更多的蔗糖运输到侵染部位，为根细胞抵

御病原菌侵染提供碳水化合物［１５］。Ｓｏｎｎｅｗａｌｄ等研究发现，
当病原菌侵染胡椒叶片后，细胞壁转化酶基因表达及活性提

高，己糖信号形成，诱导病程相关蛋白（ＰＲ）基因表达，增强叶
片对病原菌的防御力［１６］。同时发现，伤害胁迫［１７］、诱导

子［１８］、病原菌侵染［１９］和己糖［２０］诱导细胞壁转化酶基因的表

达，乙烯则抑制其表达［２１］。

基因在生物生长发育过程中根据生物自身和环境定时、

定位、定量地特意表达，很大程度上是通过ＤＮＡ顺式作用元

件与反式作用因子或环境中光、热、胁迫等因素的互作来实现

的。其中，启动子的作用尤为关键［２２］。转化酶基因能够被多

种胁迫信号诱导表达，可能是由于这些基因的启动子序列中

存在与逆境诱导相关、参与基因转录调控的顺式作用元

件［２３］。牛俊奇等发现，甘蔗酸性转化酶基因 ＳｏＳＡＩ１上游
４１７ｂｐ启动子中含有参与干旱诱导的 ＭＹＢ结合位点，１５％
ＰＥＧ胁迫能诱导甘蔗苗期根和叶片中 ＳｏＳＡＩⅠ的表达［２３］；成

善汉等研究发现，通过低温处理，诱导了马铃薯启动子ＣＩＰ调
控转化酶抑制子Ｓｔ－ＶＩＦ基因表达的上调，从而抑制转化酶
的活性［２４］。在烟草［２５］、拟南芥［２６］、大豆［２７］等植物中也得到

了同样的验证。

本试验克隆获得的木薯细胞壁转化酶ＭｅＣＷＩＮＶ４基因的
１６３９ｂｐ启动子除含有ＣＡＡＴｂｏｘ和ＴＡＴＡｂｏｘ等真核生物启

动子基本元件外，还存在大量光反应元件如 Ｂｏｘ４、ＢｏｘＩ、
Ｇ－Ｂｏｘ、ＧＡ－ｍｏｔｉｆ、ＧＴ１ｍｏｔｉｆ、Ｓｐ１，说明ＭｅＣＷＩＮＶ４基因的表
达受到光的调控，能更高效地在木薯淀粉积累过程中发挥作

用。同时该启动子上也存在多个胁迫应答元件（高温响应元

件ＨＳＥ、低温响应元件ＬＴＲ、干旱诱导相关元件 ＭＢＳ、胁迫防
御元件ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ）和激素应答元件（脱落酸响应元件
ＡＢＲＥ，水杨酸响应元件 ＳＡＲＥ，赤霉素响应元件 ＧＡＲＥ－
ｍｏｔｉｆ，生长素响应元件ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ），暗示该基因的表达可
能受到多种逆境胁迫和激素的调控。ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子上这
些顺式作用元件的预测结果可以为后续的酵母单杂交试验提

供理论依据，也为了解该基因的调控模式、信号传递途径、生

物适应环境机制提供理论基础。

烟草瞬时表达试验证明了所克隆的ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子能
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够启动ＧＵＳ报告基因的表达，具有启动子活性。瞬时表达虽
然不受基因沉默和基因位置效应的影响且转化率高，但为了

进一步研究ＭｅＣＷＩＮＶ４启动子的组织表达特性和调控基因表
达模式，还须通过进一步稳定表达试验进行元件缺失分析和

不同诱导条件下该基因及其该启动子活性变化，更深入地分

析该基因启动子活性，目前相关工作正在进行中。
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