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矮化程度越大［１４］。

３．２　ＧＡ３与α－淀粉酶的关系
ＧＡ３是诱导多种植物一些组织中 α－淀粉酶的必要条

件，α－淀粉酶为淀粉水解过程重要的水解酶，现已用 α－淀
粉酶来检测植物组织中 ＧＡ的响应状态［１５］。本研究发现外

源ＧＡ３能促进柱型苹果富士 ×特拉蒙和普通型苹果嘎啦

α－淀粉酶的活性，但在测定过程中，柱型苹果和普通型苹果
组培苗内α－淀粉酶不太稳定，很可能因为酶的性质不稳定
导致的。
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高羊茅 ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子克隆及外源
激素处理下 ＦａＨｓｆＣ１ｂ的表达分析
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　　摘要：从高羊茅品种凌志中克隆得到ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子序列１６５７ｂｐ。通过生物信息学分析软件对其顺式作用元
件进行了初步分析，结果显示启动子序列中不仅包含启动子必备的核心元件：多个ＴＡＴＡ－ｂｏｘ以及多个ＣＡＡＴ－ｂｏｘ，
还包含多种防御胁迫元件（冷、盐、干旱、病虫害相关元件）、激素响应元件、光信号元件、组织特异性元件、特殊物质响

应元件等。根据启动子中激素响应元件，使用外源激素 ＡＢＡ（１００μｍｏｌ／Ｌ）、ＧＡ（９０ｍｇ／Ｌ）、ＩＡＡ（６０ｍｇ／Ｌ）、ＳＡ
（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＺＴ（０．５ｍｇ／Ｌ）处理高羊茅，在２４ｈ内 ＦａＨｓｆＣ１ｂ表达量都有上调。推测该启动子序列调控 ＦａＨｓｆＣ１ｂ
表达并通过激素介导对高羊茅抗逆性产生影响。
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　　作为一种多年生冷季型草坪草，高羊茅（Ｆｅｓｔｕｃａ
ａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ）具有抗病虫害、成坪快、耐修剪等多种优点，因此
在我国温带南部和亚热带地区得到了广泛的种植。在温带以

北，如北京地区，高羊茅在越冬时遭受冷胁迫，导致其通常活

不过２年，被称为“短命草”，而在亚热带地区，夏季高温以及
高温带来的缺水也严重影响着高羊茅的生长，提高高羊茅对

非生物胁迫的抵抗能力有益于节约草坪管理成本，进一步扩

大高羊茅草坪草在我国的使用范围。

植物热激转录因子（ｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ，Ｈｓｆｓ）
是存在于植物细胞内调节热激蛋白表达的一类转录调节基

因，在植物热胁迫信号转导和耐热性的产生过程中具有重要

作用［１］。热激转录因子在结构上可以分为３类：Ａ类、Ｂ类、Ｃ
类。Ａ类热激转录因子是热激基因表达的激活剂，在不同的
植物中具有不同的应激反应［１］，多项研究表明，此类热激转
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录因子在植物抗逆境尤其是抗热方面起到重要作用［２－４］。Ｂ
类热激转录因子本身没有转录激活功能，在番茄抗热性形成

的不同阶段中，ＨｓｆＢ１和ＨｓｆＡ１ａ可以形成一个增效的共激活
子［５］。另外，在热胁迫下 ＨｓｆＢ１可以跟其他热激转录因子结
合控制或抑制看家基因的表达［６］。与Ａ类Ｈｓｆｓ相类似，热胁
迫下的转录组分析显示，Ｃ类热激转录因子 ＨｓｆＣｓ在水稻
（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）、小麦 （Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ）、白菜 （Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ）、蒰柑（ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ）、胡萝卜（Ｄａｕｃｕｓ
ｃａｒｏｔａ）、豌豆（Ｐｉｓｕｍｓａｔｉｖｕｍ）、簸箕柳（Ｓａｌｉｘｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ）中普
遍上调表达，在其中某些物种中，ＨｓｆＣｓ也响应渗透胁迫、冷
胁迫、ＡＢＡ［７－１３］。到现在为止，对于 Ｃ类热激转录因子的研
究较少，仅发现水稻缺失ＯｓＨｓｆＣ１ｂ后，对盐胁迫、干旱胁迫及
ＡＢＡ敏感，在非胁迫条件下，ＯｓＨｓｆＣ１ｂ对水稻的生长是不可
缺少的［１４］。目前对多年生草坪草尤其是高羊茅中 Ｃ类热激
转录因子的功能及其上游调控因子缺乏研究。

启动子是ＤＮＡ分子与 ＲＮＡ聚合酶特异结合的部位，负
责下游基因的转录激活，对于基因的表达非常重要。伊淑

莹［１５］等研究获得了番茄线粒体小分子热激蛋白基因

ＬｅＭＴｓＨＳＰ起始密码子上１９１５ｂｐ的调控序列，可能对该基因
的表达具有增强作用。高温下小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ）
Ｈｖｈｓｐ１７启动子能驱动 Ｈｖｈｓｐ１７在小麦中表达［１６］。在不同类

型的启动子中，有一类被称为激素诱导型启动子，激素首先与

植物体内的特定受体相结合，受体蛋白被激活后与启动子结

合，从而激活下游基因的表达，使植物发生一系列生理反应。

如果植物缺少相应的受体基因或启动子，就不会对激素起反

应［１７］。目前研究较多的有水杨酸（ＳＡ）、脱落酸（ＡＢＡ）、赤霉
素（ＧＡ）、生长素（ＩＡＡ、ＮＡＡ等）等激素响应启动子。不同激
素诱导型启动子需要具有相应的激素响应元件，比如在拟南

芥ＲＤ２９Ｂ启动子中存在２个ＡＢＡ响应元件ＡＢＲＥ，只有这２
个元件相互作用形成ＡＢＡ应答复合体，才能使其所在的启动
子表现出ＡＢＡ诱导活性［１８］。

植物激素在植物抗逆性中发挥着重要的作用，ＡＢＡ含量
在大豆热激恢复阶段会明显快速升高［１９－２０］，而 ＡＢＡ不敏感
型突变体 ａｂｉ１和 ａｂｉ２则表现为耐热性变差［２１］。水稻中的

ＯｓＨｓｆＣ１ｂ被证实依赖ＡＢＡ提高水稻对盐胁迫的抗性［１４］，并

且已经在Ａ类的热激转录因子中发现了富集 ＡＢＡ应答原件
（ＡＢＲＥ）的顺式调控模块，这表明了 ＡＢＡ在一些热激转录因
子转录调控中的介导作用［２２］。ＳＡ能够在植物遭受逆境时及
时清除ＲＯＳ，维持抗氧化酶的活性，从而保护胁迫下细胞膜
的稳定性［２３］。生长素和赤霉素作为植物激素普遍参与了植

物在正常条件和胁迫条件下的各种生理机制［２４－２７］。研究发

现，大麦和拟南芥在热胁迫下，伴随着内源生长素含量的降

低，编码生长素合成的关键基因表达量也出现下调，并导致雄

性不育，这些性状可以通过外施生长素得到恢复［２８］。赤霉素

还参与调解生长素／细胞分裂素的拮抗作用［２９］。

基于已有高羊茅品种凌志的全长序列，我们设计

５′ＲＡＣＥ引物，通过染色体步移法分离 ＦａＨｓｆＣ１ｂ上游启动子
并克隆，随后利用启动子分析网站对该基因启动子区域的顺

式作用调控元件及其功能进行分析，并根据启动子中出现的

激素响应元件，对激素处理下 ＦａＨｓｆＣ１ｂ的表达量进行了测
定，从而为高羊茅Ｃ类热激转录因子的分子调控机制研究提

供科学依据。

１　材料与方法

１．１　植物材料与菌株
试验于２０１５年９—１２月在南京农业大学草业科学学院

草坪分子生物学实验室完成。高羊茅（Ｆｅｓｔｕｃａａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ）
品种凌志材料为笔者所在实验室草坪种质资源圃自有品种。

选取实验室资源圃高羊茅植株，洗去根部泥土并去掉枯叶后

将植株分蘖从整株上分离下来，剪去根部，将分蘖种植于霍格

兰营养液［３０］中，营养液上置泡沫板以海绵包裹分蘖节支撑植

株，按照１／３原则修剪叶片，培养条件为白天、夜晚各１２ｈ，白
天温度２５℃，夜晚温度２０℃。其后每周换１次营养液，待
２～３周后，分蘖节发育成较大植株，侧根也长出１０～１５ｃｍ，
即可更换营养液并对高羊茅进行处理。

ｐＭＤ１９ＳｉｍｐｌｅＴ载体购自 ＴａＫａＲａ公司，大肠杆菌菌株
ＤＨ５α为笔者所在实验室冻存。引物合成及 ＤＮＡ测序均在
南京思普金生物公司完成。

１．２　方法
１．２．１　高羊茅 ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子的克隆　高羊茅 ＦａＨＳＦＣ１ｂ
启动子的克隆采用染色体步行法，具体步骤参考李广平等的

方法［３１］和 ＢＤＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｅｒＴＭ ＵｎｉｖｅｒｓａｌＫｉｔＵｓｅｒＭａｎｕａｌ说
明书。２条基因特异反向引物分别为：ＮＧＳＰ１：５′－ＴＣＧＴ
ＧＣＴＣＴＧＣＴＣＧＧＣＧＴＧＧＴ－３′；ＮＧＳＰ２：５′－ＴＡＣＣＴＣＧＣＴＣＴＧＴ
ＧＣＧＴＧＣＣＧ－３′。重新验证启动子所设计的引物序列为：Ｆ：
５′－ＣＡＧＡＧＣＡＧＡＡＧＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴ－３′；Ｒ：５′－ＧＡＧＧＡＧ
ＧＡＡＧＴＣＧＧＡＧＡＡＧＧＣ－３′。
１．２．２　ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子序列分析　采用 ＧｅｎＢａｎｋ在线比对
工具ＢＬＡＳＴｎ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）［３２］进行了
序列同源性分析，启动子序列调控元件分析利用植物顺势调

控元件数据库 ＰｌＡＮＴＣＡＲＥ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．
ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）［３３］ 和 ＰＬＡＣＥ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＰＬＡＣＥ／ｓｉｇｎａｌｓｃａｎ．ｈｔｍｌ）［３４］完成。
１．２．３　外源激素处理　将水培２周左右的高羊茅植株转移
到分 别 含 有 ＡＢＡ（１００μｍｏｌ／Ｌ）、ＧＡ（９０ｍｇ／Ｌ）、ＩＡＡ
（６０ｍｇ／Ｌ）、ＳＡ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＺＴ（０．５ｍｇ／Ｌ）的营养液中处
理２４ｈ，在０、４、１２、２４ｈ取根部和叶片，每个处理取 ３个重
复，培养条件与处理前相同。

１．２．４　高羊茅总ＲＮＡ的提取与基因表达分析　总 ＲＮＡ提
取采用试剂盒 ＰｌａｎｔＲＮＡ Ｋｉｔ（５０）（ＯｍｅｇａＢｉｏ－Ｔｅｃ，
Ａｍｅｒｉｃａｎ），用于荧光定量 ＰＣＲ的 ｃＤＮＡ采用试剂盒
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ
Ｔｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ，Ｏｔｓｕ，Ｊａｐａｎ）合成，通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测
ＦａＨｓｆＣ１ｂ在不同激素处理下的表达情况。采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ⅰ Ｍａｓｔｅｒ反应体系（ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃ，Ｒｏｔｋｒｅｕｚ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ），
在ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ（Ｒｏｃｈｅ，Ｒｏｔｋｒｅｕｚ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）仪器中进
行。以 ＦａＴｕｂｌｉｎ作为内参基因，使用如下引物：ＲＴ－
ＦａＨｓｆＣ１ｂ－Ｆ：ＡＣＴＴＣＡＡＧＣＡＣＣＧＣＡＡＣＴＴＴ；ＲＴ－ＦａＨｓｆＣ１ｂ－
Ｒ：ＴＧＡＡＣＣＧＧＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴ；ＲＴ－ＦａＴｕｂｌｉｎ－Ｆ：ＡＴＧＣＴＴＴ
ＣＧＴＣＴＴＡＴＧＣＣＣ；ＲＴ－ＦａＴｕｂｌｉｎ－Ｒ：ＣＴＣＴＴＧＧＴＴＴＴＧＡＴＧＧ
ＴＴＧＣ。
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２　结果与分析

２．１　ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子克隆
构建的获得克隆经测序后与已有序列进行拼接和比对，

以构建的高羊茅叶片基因组酶解ＤＮＡ片段文库为模板，经过
２轮 ＰＣＲ后，从高羊茅的 ＥｃｏＲⅠ酶切体系中扩增到 １条
１５６２ｂｐ左右的片段（图 １）。将该片段进行克隆，连接到
ｐＭＤ１９ＳｉｍｐｌｅＴ并测序，结果显示，获得的片段实际长度为
１５１４ｂｐ。与已有的高羊茅 ＦａＨＳＦＣ１ｂ基因 （登录号：
ＫＹ４７５６１３）序列比对后发现所得到的序列与高羊茅
ＦａＨＳＦＣ１ｂ序列有９５ｂｐ的重叠区，表明所得到的序列是其上
游的ＤＮＡ序列。进一步设计１对验证引物，克隆分析整理
后，共得到高羊茅 ＦａＨＳＦＣ１ｂ基因上游长度为 １６５７ｂｐ的
ＤＮＡ序列。

２．２　ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子序列生物信息学分析
通过顺式作用元件数据库 ＰＬＡＣＥ和 ＰｌＡＮＴＣＡＲＥ对

ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子的分析，结果发现ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子很多个位
点上都有启动子核心元件ＴＡＴＡ－ｂｏｘ，即ＲＮＡ聚合酶结合位
点，确保了转录起始位点的高度灵活性，多个 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ则
控制着转录起始的频率（表１）。

除了核心元件，ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子中包含的元件按照功能
大致可以分为６类（表１）。第一类为光信号相关元件，在启
动子中数量最多、范围最广，多达１６种，有 －１０ＰＥＨＶＰＳＢＤ、

ｂｏｘⅡ、ｃｈｓ－Ｕｎｉｔ１ｍ１、Ｇ－ｂｏｘ、ＧＡＧ－ｍｏｔｉｆ、ＧＢＯＸＬＥＲＢＣＳ、
Ｉ－ｂｏｘ、ＩＮＲＮＴＰＳＡＤＢ、ＭＮＦ１、ＭＲＥ、ＰＲＥＣＯＮＳＣＲＨＳＰ７０Ａ、
ＲＥＢＥＴＡＬＧＬＨＣＢ２１、 ＳＯＲＬＩＰ２ＡＴ、 ＳＯＲＬＩＰ１ＡＴ、 Ｓｐ１、
ＴＢＯＸＡＴＧＡＰＢ。第二类是与抵抗逆境相关的元件，集中在干
旱、冷／寒、盐及病害方面，包括综合性防御元件（同时具备抵
抗２种或２种以上逆境相关元件）：ＤＯＦＣＯＲＥＺＭ（多种胁迫
防御）、ＤＰＢＦＣＯＲＥＤＣＤＣ３（病原与高盐胁迫）、ＧＴ１ＧＭＳＣＡＭ４
（病害与盐胁迫）包括脱水响应元件：ＤＲＥＣＲＴＣＯＲＥＡＴ、
ＭＹＣＡＴＲＤ２２；低 温 响 应 元 件：ＬＴＲＥＣＯＲＥＡＴＣＯＲ１５、
ＬＴＲＥ１ＨＶＢＬＴ４９；抗 病 相 关 元 件： ＧＴ１ＣＯＮＳＥＮＳＵＳ、
ＳＥＢＦＣＯＮＳＳＴＰＲ１０Ａ、ＷＢＯＸＡＴＮＰＲ１。还有一种缺氧相关的
缺氧特异性诱导增强元件：ＧＣ－ｍｏｔｉｆ，猜测可能与涝害相关。
第三类是组织特异性元件，它们参与调控基因在不同植物组

织中 的表 达，包括分 生组织：ＣＡＴ－ｂｏｘ；叶肉细 胞：
ＣＡＣＴＦＴＰＰＣＡ１；花粉：ＧＴＧＡＮＴＧ１０、ＰＯＬＬＥＮ１ＬＥＬＡＴ５２；根瘤
组 织：ＯＳＥ１ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ、ＯＳＥ２ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ；根 毛：

ＲＨＥＲＰＡＴＥＸＰＡ７；种子：ＲＹＲＥＰＥＡＴＢＮＮＡＰＡ；胚乳：Ｓｋｎ－１＿
ｍｏｔｉｆ。第四类为特殊物质响应元件，有蔗糖应答元件：
ＲＡＶ１ＡＡＴ、ＳＲＥＡＴＭＳＤ；铜应答元件：ＣＵＲＥＣＯＲＥＣＲ；硫应答
元件：ＳＵＲＥＣＯＲＥＡＴＳＵＬＴＲ１１。第五类是一些与基因、酶及蛋
白结合的位点。

此次研究重点观察到的第六类是激素响应元件，包括细胞

分裂素调节基因ＡＲＲ１结合位点：ＡＲＲ１ＡＴ；脱落酸响应元件：
ＡＢＲＥ、ＭＹＢ２ＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ； 生 长 素 响 应 元 件：

ＣＡＴＡＴＧＧＭＳＡＵＲ；乙烯响应元件：ＧＣＣＣＯＲＥ、ＷＢＯＸＮＴＥＲＦ３；
水杨 酸 响 应 元 件：ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ；赤 霉 素 响 应 元 件：
ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＯＳＲＡＭＹ１Ａ、ＷＲＫＹ７１０Ｓ，另外ＷＲＫＹ７１０Ｓ元
件也与创伤有关；调节类黄酮生物合成元件：ＭＹＢＣＯＲＥ。
　　综合上述分析，可知克隆到的启动子序列可能与光照周
期、光照度有关，并且可能通过响应激素诱导，调控下游基因表

达，在植物生长、抗病、抗逆方面发挥作用。

表１　应用ＰＬＡＮＴＣＡＲＥ预测ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子顺式作用元件

位点名称 位置 信号序列 位点功能

－１０ＰＥＨＶＰＳＢＤ ＋１０８１ ＴＡＴＴＣＴ 光响应元件

ＡＢＲＥ －１３５７、－１５７７ ＣＡＣＧＴＧ 脱落酸响应元件

ＡＭＹＢＯＸ１ ＋３９ ＴＡＡＣＡＲＡ 淀粉酶元件

ＡＲＲ１ＡＴ －５１、－２０８、－８９２、＋９０９、＋１１２８、－１３８５、
－１３９６、－１４１９、＋１５２４

ＮＧＡＴＴ 细胞分裂素调节基因ＡＲＲ１结合位点

Ｂｏｘ－Ｗ１ －１６４ ＴＴＧＡＣＣ 真菌诱导子响应元件

ｂｏｘⅡ ＋１２００ ＴＣＣＡＣＧＴＧＧＣ 光响应元件

ＣＡＡＴＢＯＸ１ ＋５０、－１３０、＋２０７、＋１２６１、＋７３４、－１２７７ ＣＡＡＴ 启动子和增强子区调控元件

ＣＡＣＴＦＴＰＰＣＡ１ ＋１６４、－２３１、－３３１、－３３７、－３８９、＋４０５、
－４４４、－４８０、＋５７７、＋９３１、＋９８４、－９９１、
－１０３９、－１０９６、－１１０３、－１２２６、－１２３４、
－１２６６、＋１５１６、＋１５２８、

ＹＡＣＴ Ｃ４植物中涉及叶肉特异基因表达的顺式元件

ＣＡＴ－ｂｏｘ ＋６ ＧＣＣＡＣＴ 分生组织表达顺式作用调控元件

ＣＡＴＡＴＧＧＭＳＡＵＲ －１０４、－１５５ ＣＡＴＡＴＧ 生长素响应元件

ｃｈｓ－Ｕｎｉｔ１ｍ１ －５２４ ＡＣＣＴＡＡＣＣＣＧＣ 光响应元件

ＣＧＣＧＢＯＸＡＴ －１３１７ ＶＣＧＣＧＢ 和钙离子结合蛋白结合的顺式作用元件

ＣＧＡＣＧＯＳＡＭＹ３ －１１４、－６０３、－７２７、－７７６、－８００、＋１３１５、
＋１５５４

ＣＧＡＣＧ Ｇ－ｂｏｘ伴侣元件

ＣＵＲＥＣＯＲＥＣＲ －１１１、－１１８、－１２２、－１３７、－１３６、－３９０、
－９３０、－１２３５、１２６７

ＧＴＡＣ 铜应答元件
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　续表１

位点名称 位置 信号序列 位点功能

ＤＯＦＣＯＲＥＺＭ ＋２２、＋２３８、－４０７、＋８５７、－１０７８、＋
１１０１、－１１３４、－１１４４、＋１２８５、－１２９６、
＋１４６０、－１６２３、

ＡＡＡＧ 防御与胁迫响应元件

ＤＰＢＦＣＯＲＥＤＣＤＣ３ ＋１４７、－８７５、－１２５０、＋１３４３、
＋１３５７、＋１５７４

ＡＣＡＣＮＮＧ 病原和高盐胁迫响应元件

ＤＲＥＣＲＴＣＯＲＥＡＴ －８０１、－１４８１ ＲＣＣＧＡＣ 脱水响应元件

ＥＢＯＸＢＮＮＡＰＡ －９６、－１０４、－９８９、－１２４２、－１３４４、
１３４６、－１３５８、－１４３２、－１４８６、

ＣＡＮＮＴＧ 储藏蛋白ｎａｐＡ的Ｅ－ｂｏｘ

ＥＥＣＣＲＣＡＨ１ ＋１２８、＋３４０、＋７４８、－１１２０、－１５２１ ＧＡＮＴＴＮＣ Ｍｙｂ转录因子ＬＣＲ１结合位点
ＥＬＲＥＣＯＲＥＰＣＲＰ１ －３２０ ＴＴＧＡＣＣ 激发响应元件

ＥＭＢＰ１ＴＡＥＭ ＋１３５８ ＣＡＣＧＴＧＧＣ 抗旱、耐寒相关的反式作用因子

ＧＣＣＣＯＲＥ －８６０、－８８２、＋８９９ ＧＣＣＧＣＣ 乙烯响应元件

Ｇ－Ｂｏｘ －１２０２、＋１４２１ ＣＡＣＧＴＧ 光顺式作用调控元件

ＧＡＴＡＢＯＸ －４７、－８４４、－１１５８、＋１５１４、
－１５６３、－１６２９

ＧＡＴＡ ＡＳＦ－２结合位点

ＧＡＧ－ｍｏｔｉｆ ＋３１０、＋１１４９、４７１ ＧＧＡＧＡＴＧ 光响应元件

ＧＢＯＸＬＥＲＢＣＳ ＋１３５７ ＭＣＡＣＧＴＧＧＣ 光响应基因的上游保守序列

ＧＴ１ＣＯＮＳＥＮＳＵＳ －４５、＋１１５０、＋１２７６、＋１２８２、＋１５５８ ＧＲＷＡＡＷ 调控抗病基因 ＰＲ－１ａ表达，影响水
杨酸诱导的基因表达

ＧＴ１ＧＭＳＣＡＭ４ ＋１７、＋１２８２ ＧＡＡＡＡＡ 在病原或盐诱导的 ＳＣａＭ－４基因表
达中发挥作用

ＧＴＧＡＮＴＧ１０ ＋３０、＋６８、－８７、＋９９、＋３１５、－３２８、
＋３３８、 － ４１２、 － ８２１、 － ９５９、 ＋
１２２７、－１４０９

ＧＴＧＡ 花粉晚期基因启动子的元件

ＧＣ－ｍｏｔｉｆ ＋１３９４ ＣＣＣＣＣＧ 缺氧特异性诱导增强元件

Ⅰ－ｂｏｘ －１６２６、－４６ ＧＡＴＡＡ 部分光响应元件

ＩＮＲＮＴＰＳＡＤＢ ＋３５５、－１２２０、－１２７７ ＹＴＣＡＮＴＹＹ 光响应元件

ＬＥＣＰＬＥＡＣＳ２ －１９１ ＴＡＡＡＡＴＡＴ ＬｅＣｐ结合的顺式元件
ＬＴＲＥ１ＨＶＢＬＴ４９ ＋８５４ ＣＣＧＡＡＡ 低温响应元件

ＬＴＲＥＣＯＲＥＡＴＣＯＲ１５ －８１０、－８１２、＋１４８２、－１４９１、＋１５５３ ＣＣＧＡＣ 低温响应元件

ＭＮＦ１ ＋５６ ＧＴＧＣＣＣ（Ａ／Ｔ）（Ａ／Ｔ） 光响应元件

ＭＲＥ －３４１ ＡＡＣＣＴＡＡ 光响应ＭＹＢ结合元件
ＭＹＢＣＯＲＥ －５６１、－１４６４ ＣＮＧＴＴＲ 调节类黄酮（一类植保素）生物合成

ＭＹＢ２ＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ ＋５６１ ＹＡＡＣＫＧ 脱落酸信号转录激活因子

ＭＹＣＡＴＲＤ２２ －９６、＋１３４４ ＣＡＣＡＴＧ 脱水响应元件

ＯＳＥ１ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ ＋２３８ ＡＡＡＧＡＴ 根瘤组织特异性表达元件

ＯＳＥ２ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ ＋４２７、＋１０７６ ＣＴＣＴＴ 根瘤组织特异性表达元件

ＲＡＶ１ＡＡＴ ＋９１５、－１１１６、－１４３６ ＣＡＡＣＡ 蔗糖应答元件

ＲＥＢＥＴＡＬＧＬＨＣＢ２１ －１６２９ ＣＧＧＡＴＡ 光敏色素调控元件

ＲＨＥＲＰＡＴＥＸＰＡ７ －２１０、－６０５、＋１６０６ ＫＣＡＣＧＷ 根毛特异元件

ＰＯＬＬＥＮ１ＬＥＬＡＴ５２ ＋１６、－４０８、－５０７、－６７４、－７１２、
－１０７１、－１１３１、－１１４５、－１６４２

ＡＧＡＡＡ 花粉特异表达的顺式作用元件

ＲＯＯＴＭＯＴＩＦＴＡＰＯＸ１ ＋１９１、－１５６１ ＡＴＡＴＴ ｒｏｌＤ的启动子元件

ＰＲＥＣＯＮＳＣＲＨＳＰ７０Ａ －７５８、＋８８６、＋１３７２、＋１５５３ ＳＣＧＡＹＮＲＮＮＮＮ
ＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＨＤ

光响应元件

ＰＲＯＬＡＭＩＮＢＯＸＯＳＧＬＵＢ１ ＋１０９８ ＴＧＣＡＡＡＧ 葡聚糖酶１醇溶谷蛋白元件
ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＯＳＲＡＭＹ１Ａ －１２８４ ＣＣＴＴＴＴ 赤霉素响应元件

ＲＹＲＥＰＥＡＴＢＮＮＡＰＡ ＋１０３４ ＣＡＴＧＣＡ 在种子特异性表达中发挥作用

ＳＥＢＦＣＯＮＳＳＴＰＲ１０Ａ ＋７６１、－１３２４ ＹＴＧＴＣＷＣ 抗病相关元件

ＳＥＦ４ＭＯＴＩＦＧＭ７Ｓ ＋２６３、－１４０２ ＲＴＴＴＴＴＲ ＳＥＦ４结合位点
Ｓｋｎ－１＿ｍｏｔｉｆ ＋９５６ ＧＴＣＡＴ 胚乳高水平表达顺式作用调控元件

ＳＯＲＬＩＰ２ＡＴ ＋１６０、－８６３、－９４７、＋１０３０、
＋１１３９、－１３６３

ＧＧＧＣＣ 光响应元件

ＳＯＲＬＩＰ１ＡＴ ＋１６２、－２７２、－５５０、－６３３、－６８９、
－７３４、－８８０、＋１３１１、－１３４９、
－１３６１、＋１５３８

ＧＣＣＡＣ 光响应元件
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　续表１

位点名称 位置 信号序列 位点功能

Ｓｐ１ －３８５、＋１２８５、－５８７、－１３９１、－３８９、
－１３８６、－７４４

ＣＣ（Ｇ／Ａ）ＣＣＣ 光响应元件

ＳＲＥＡＴＭＳＤ ＋１６２８ ＴＴＡＴＣＣ 蔗糖应答元件

ＳＵＲＥＣＯＲＥＡＴＳＵＬＴＲ１１ －８、＋６４６、－７６３、－９５６、＋１３２４ ＧＡＧＡＣ 硫应答元件

ＴＡＡＡＧＳＴＫＳＴ１ －１０７８、－１１３４ ＴＡＡＡＧ ｓｔｄｏｆ１蛋白反式作用控制保卫细胞特
异基因表达的靶位点

ＴＡＴＡ－ｂｏｘ －６６３、＋３３、＋１０２、－３９、－１０１４、－３７、
＋３３９、＋４１、－１３７５、＋３４、＋１０９、－４０、
－１０１５、－３８、＋３６１、＋４６

ＡＴＡＴＡＴ 转录起始－３０核心启动子元件

ＴＢＯＸＡＴＧＡＰＢ －１１００ ＡＣＴＴＴＧ 涉及基因转录的光诱导激活

ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ －４３４ ＣＡＧＡＡＡＡＧＧＡ 水杨酸响应顺式作用元件

ＷＢＯＸＡＴＮＰＲ１ －３２１ ＴＴＧＡＣ 调控抗病基因 ＮＰＲ１表达，影响水杨
酸诱导的基因表达

ＷＢＯＸＮＴＥＲＦ３ ＋３１、＋１００、－１５２、－６１７、－１１１１ ＴＧＡＣＹ 参与乙烯诱导的ＥＲＦ３基因的激活

ＷＲＫＹ７１０Ｓ ＋７５、－３２１ ＴＧＡＣ Ｗ－ｂｏｘ核心区，赤霉素信号抑制
因子

２．３　不同激素处理下ＦａＨｓｆＣ１ｂ的表达水平分析
为了验证ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子序列上存在的激素响应元件

是否与ＦａＨｓｆＣ１ｂ在激素下的表达调控有关，我们对高羊茅进
行了激素处理试验（图２），发现在ＡＢＡ、ＧＡ、ＩＡＡ、ＳＡ、ＺＴ处理
下，２４ｈ内ＦａＨｓｆＣ１ｂ表达量均呈现上升再下降的趋势。ＡＢＡ
处理下，高羊茅根部 ＦａＨｓｆＣ１ｂ表达量在 ４ｈ开始上升并在
１２ｈ达到峰值，为对照的４９倍，叶片表达水平比根部低，同
样在４ｈ开始上升并在１２ｈ达到峰值，为对照的１９倍。ＧＡ
处理下根部和叶片中ＦａＨｓｆＣ１ｂ表达量都在４ｈ达到峰值，为
对照的７～８倍，随后叶片中基因表达量虽有下降但依旧显著
高于对照，而根部表达量则下降到处理前水平。ＩＡＡ处理下

高羊茅根部ＦａＨｓｆＣ１ｂ表达量明显快于也高于叶片中基因表
达量，根部基因表达量在４ｈ达到峰值，并且是对照的４２倍，
而叶片则在１２ｈ开始出现基因表达量的上升，与根部相比上
升幅度较小，峰值为对照的１１倍。ＳＡ和ＺＴ处理下ＦａＨｓｆＣ１ｂ
表达量在根部和叶片中的上升／下降趋势很相似，但 ＳＡ处理
下高羊茅根部基因表达量为所有处理中最高水平，在４ｈ达
到峰值，为对照的６５倍，叶片中ＦａＨｓｆＣ１ｂ表达量则在１２ｈ开
始上升并在２４ｈ达到峰值，为对照的１１倍；在ＺＴ处理下，高
羊茅根部ＦａＨｓｆＣ１ｂ表达量同样在４ｈ达到峰值，为对照的１５
倍，叶片在２４ｈ达到峰值，是对照基因表达量的２４倍。

　　ＦａＨｓｆＣ１ｂ对以上５种激素的响应与启动子元件中５种
激素响应元件相吻合，证明启动子所包含的响应元件与下游

基因的调控表达有一定联系。

３　讨论与结论

ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子分析表明，该启动子序列中含有丰富的
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顺势作用元件和其他应答元件。参与低温响应的元件有 ６
个，抗旱相关元件有４个，盐胁迫相关元件有８个，抗病相关
元件有３个，推测ＦａＨｓｆＣ１ｂ可能与高羊茅抗寒、抗旱及抗盐
相关，而已有的研究结果表明，ＨｓｆＣ１在渗透胁迫、盐胁迫和
冷胁迫中的表达都很突出［３５，３７］，将水稻中的 ＯｓＨｓｆＣ１ｂ敲除
后，转基因水稻对渗透胁迫的抗性明显弱于野生型［１４］。

在所有顺式作用元件中，数量最多的是涉及Ｃ４植物叶肉
特异表达的顺式元件 ＣＡＣＴＦＴＰＰＣＡ１，此元件是维持 Ｃ４植物
叶肉特异性，因而得以更高效率地利用光照和氮资源的关键

元件［３８］，另一个发现是关于光照的元件，在所有元件中光响

应元件无论在种类还是数量上都是最多的，比较前人对其他

基因启动子的分析，我们可以推测ＦａＨｓｆＣ１ｂ可能存在复杂的
光应激反应表达模式，在植物正常的光合作用中起到重要作

用。此外，ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子中还包含有多个蔗糖应答元件、
铜应答元件、硫应答元件、真菌诱导子元件，猜测外源施加营

养、金属元素或真菌感染可能会对 ＦａＨｓｆＣ１ｂ的转录发生影
响。启动子中含有的其他基因、酶及蛋白结合的位点说明植

物对外界的应激反应是一个复杂的机制，需要多种物质共同

协同作用。

对ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子序列分析的另一结果显示，激素响应
元件所响应的激素不仅涵盖了五大类激素：生长素、细胞分裂

素、赤霉素、脱落酸、乙烯，还包括水杨酸、类黄酮，其中细胞分

裂素调节基因ＡＲＲ１结合位点多达８个，在启动子的末梢还
有个分生组织表达顺式作用调控元件 ＣＡＴ－ｂｏｘ，猜测
ＦａＨｓｆＣ１ｂ的转录表达可能对植物的生长有影响。大多数干
旱应答基因都受脱落酸的诱导，已经在Ａ类热激转录因子中
发现了富集脱落酸应答元件的启动子序列［３９］，这表明脱落酸

在Ｃ类热激转录因子转录调控中可能也有一定的介导作用。
组织特异性元件的富集可推测 ＦａＨｓｆＣ１ｂ的转录调控遍布高
羊茅植株的各个部位。

在本试验中，ＦａＨｓｆＣ１ｂ响应 ＩＡＡ、ＺＴ、ＧＡ、ＡＢＡ和 ＳＡ，在
ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子中，生长素、赤霉素、脱落酸响应元件都有不
止１个，而研究表明，启动子中多拷贝应答元件可能参与下游
基因的增强表达［４０］。当干旱胁迫应答基因上游启动子序列

中含有ＡＢＲＥ元件时，该基因的表达调节依赖 ＡＢＡ调控途
径，本课题组前期对 ＦａＨｓｆＣ１ｂ的研究表明 ＦａＨｓｆＣ１ｂ响应干
旱胁迫、冷胁迫和盐胁迫，而对 ＯｓＨｓｆＣ１ｂ的研究表明其维持
水稻耐旱性依赖于ＡＢＡ调控途径，因此进一步猜测ＦａＨｓｆＣ１ｂ
可能也具有相同功能［１４］。另外研究指出生长素诱导型启动

子往往同时含有干旱胁迫或其他胁迫相关的作用元件，表明

启动子下游基因的调控依赖于激素和逆境胁迫的共同

作用［４１］。

目前除ＡＢＡ以外，Ｃ类热激转录因子在其他植物外源激
素处理下的表达分析尚无报道，因此猜测植物激素可能通过

启动子来调控ＦａＨｓｆＣ１ｂ的表达，进而在植物抗逆性中发挥作
用。由于此类激素尤其是生长素、细胞分裂素和赤霉素和植

物生长密切相关，结合水稻中的 ＯｓＨｓｆＣ１ｂ在水稻生长中所扮
演的不可缺少的角色［１４］，进一步猜测 ＦａＨｓｆＣ１ｂ可能也在高
羊茅的生长发育中发挥重要作用。

本研究通过对高羊茅ＦａＨｓｆＣ１ｂ启动子序列的分析，推测
ＦａＨｓｆＣ１ｂ可能在植物激素介导的抗逆性中发挥重要作用，对

于植物生长发育及正常的光合作用可能也是必不可少的。
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