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表２　Ｆ２群体定位的ＱＴＬ特征

性状 ＱＴＬ 标记区间 长度（ｃＭ） ＬＯＤ值 加性效应 显性效应 贡献值（％）
果长 ｆｌ１．１ Ｅ１４Ｍ１１～Ｅ１０Ｍ１１ ５．４ ３．４２ ０．８２ －０．１３ ９．７
横径 Ｆｗ２．１ Ｅ９Ｍ７Ｆ～ｍｅ１３ｈ０４ ８．３ ４．２４ ０．３５ －０．１４ １０．１

Ｆｗ４．１ Ｍ８Ｅ１２Ｄ～Ｍ８Ｅ１２Ｃ ８．９ ４．０８ ０．７２ ０．３３ ３．８
果形指数 ｆｓ１．１ Ｅ５Ｍ９Ｂ～Ｅ６Ｍ７Ｅ １０．２ ４．８５ １．２８ －０．２９ ６．４
花青素强度 ｆａｉ１３．１ Ｅ１０Ｍ９Ｃ～ｅｍｂ０１ｅ０３ １１．５ ５．１７ １．０７ －０．０７ １２．８
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玉米 ＺｍＬＴＰ３基因启动子的克隆及功能分析
宁慧宇，江　敏，张丙林，邹华文
（长江大学农学院，湖北荆州４３４０２５）

　　摘要：植物转脂蛋白（ＬＴＰｓ）参与多项生理功能，但关于其在非生物胁迫中的作用及调控机制鲜有报道。前期研
究发现，转玉米ＺｍＬＴＰ３基因的拟南芥抗盐性得到了提高。通过克隆得到ＺｍＬＴＰ３基因上游１３０２ｂｐ的启动子序列，
Ｐｌａｎｔｃａｒｅ在线分析发现，在克隆序列中含有ＣＡＡＴ－ｂｏｘ、ＴＡＴＡ－ｂｏｘ等启动子必需作用元件，除此之外还含有众多响
应生物胁迫、非生物胁迫的元件。将启动子序列与β－葡萄糖苷酸酶（ＧＵＳ）报告基因相连，构建植物表达载体，转化
拟南芥。转基因拟南芥ＧＵＳ组织化学染色结果表明，该启动子序列具备启动子活性。研究结果可为后续深入研究
ＺｍＬＴＰ３基因的作用及上游调控机制奠定基础。
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　　植物转脂蛋白（ｌｉｐｉｄｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ，简称 ＬＴＰｓ）是植物
体内具有结合和转运脂类功能的一类小分子蛋白。又因其对

各种脂类（如辅酶 Ａ、磷脂和脂肪酸等）具有较高的亲和力，
又被称为非专一性转脂蛋白（ｎｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｌｉｐｉｄｔｒａｎｓｆｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，简称ｎｓＬＴＰｓ）［１－３］。植物转脂蛋白是一类碱性蛋白，
分子内部都含有１个由８个半胱氨酸组成的保守基序（Ｃ－
Ｘｎ－Ｃ－Ｘｎ－ＣＣ－Ｘｎ－ＣＸＣ－Ｘｎ－Ｃ－Ｘｎ－Ｃ）。这８个半胱

氨酸形成４对二硫键，所以转脂蛋白分子具有较高的耐高温、
耐变性等特性［４］。最初根据分子量大小，植物ＬＴＰｓ成员被分
为２种类型：Ⅰ型、Ⅱ型［５］。此后，Ｅｄｓｔａｍ等根据半胱氨酸之
间的距离、保守内含子的位置以及翻译后糖基磷脂酰肌醇锚

（ＧＰＩ－ａｎｃｈｏｒ）的添加与否，把 ＬＴＰｓ重新划分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、
Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｊ和Ｋ型［１］。因为具有膜间转移脂分子的功能，植

物ＬＴＰｓ最初被认为参与生物膜系统的生物合成［６］。然而随

着Ｎ－端信号肽的发现和胞外定位，使人们开始重新认识
ＬＴＰｓ的功能。现有的研究表明，ＬＴＰｓ涉及植物多种生理过
程，包括参与蜡质的合成和运输、生殖器官的发育、提高植物

抗性、促进细胞壁的伸长，此外还有调节果胶降解活性

等［７－９］。其中研究较多的是其在蜡质的合成和运输、生殖器

官的发育以及在提高植物抗性中的作用。

在之前的研究中，笔者从玉米中克隆到１个转脂蛋白家
族成员，并命名为ＺｍＬＴＰ３（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＪＸ４３５８１９．１），过
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量表达ＺｍＬＴＰ３基因的拟南芥表现出明显的抗盐性［１０］。在

美国国立生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称ＮＣＢＩ）数据库中，ＺｍＬＴＰ３基因上游启动子
序列并未测通。为了阐述 ＺｍＬＴＰ３基因的作用机制，本研究
克隆并测序ＺｍＬＴＰ３基因上游完整的启动子序列，并对此序
列进行生物信息学分析，拟构建融合ＧＵＳ报告基因的植物表
达载体，将其转化拟南芥，并对转基因拟南芥纯合体株系进行

ＧＵＳ组织化学染色，验证启动子功能。本研究为深入分析
ＺｍＬＴＰ３基因的作用机制奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
植物材料拟南芥（Ｃｏｌｕｍｂｉａ生态型）、玉米Ｂ７３、大肠杆菌

菌株 ＤＨ５α、农杆菌 ＧＶ３１０１、植物表达载体 ｐＧｒｅｅｎ００２９－
ＧＵＳ等，均由笔者所在实验室保存并提供。
１．２　方法
１．２．１　启动子克隆及序列分析　利用十六烷基三甲基溴化
铵（简称 ＣＴＡＢ）法［１１］提取 ３叶 １心期的玉米叶片基因组
ＤＮＡ。在ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）上下
载得到ＺｍＬＴＰ３基因ＡＴＧ上游 ２８８１ｂｐ（不包括 ｇａｐ的碱基
数）的启动子序列，并在此序列内部缺口的两端设计上下游

引物，扩增完整的启动子序列。上游引物序列为 ５′－
ＧＧＣＧＡＣＴＧＴＧＡＣＡＣＴＡＴＣＣ－３′，下游引物序列为 ５′－
ＡＡＧＴＡＧＧＧＣＴＡＴＣＧＡＡＡＣＡＧＧ－３′。得到完整序列后，在

ＮＣＢＩ网站上比对测序结果与数据库中序列的异同。在
Ｐｌａｎｔｃａｒｅ网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／
ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）上预测测序启动子序列中所含有的顺式作用
元件。

１．２．２　拟南芥的遗传转化　以测序的启动子序列为模板，在
－１３０１ｂｐ处设计上游引物，扩增启动子片段，并将此启动子
片段插入到植物表达载体ｐＧｒｅｅｎ００２９－ＧＵＳ中ＧＵＳ的上游。
同时，也把笔者所在实验室保存的３５Ｓ启动子片段插入到上
述载体中作为阳性对照。拟南芥的培养、基因转化及转基因

株系的分子鉴定参考文献［１２］。在 ＧＵＳ基因序列内部设计
１对引物，用于对转基因拟南芥的ＰＣＲ检测，上游引物序列为
５′－ＴＴＣＴＧＡＴＴＡＡＣＣＡＣＡＡＡＣ－３′，下游引物序列为 ５′－
ＣＧＧＴＴＣＧＴＴＧＧＣＡＡＴＡＣＴＣＣ－３′。
１．２．３　启动子功能分析　分别取转空载体、３５Ｓ、ＺｍＬＴＰ３基
因启动子载体的阳性植株和野生型拟南芥叶片，参照 Ｇｒｏｓｓ
等的方法［１３］进行ＧＵＳ染色。

２　结果与分析

２．１　ＺｍＬＴＰ３基因启动子克隆
　　得到准确、完整的启动子序列，是启动子功能分析的第１
步。但是查询 ＮＣＢＩ数据库发现，ＺｍＬＴＰ３基因起始密码子
ＡＴＧ上游－１２７０ｂｐ处有未测通的缺口，并且序列内部含有
重复序列及反向重复序列（图１）。为了得到准确的序列，笔
者在距缺口较远的位置设计上下游引物，扩增此片段。测序
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结果表明，从上游引物到 ＡＴＧ只有１３０２ｂｐ的距离，而不是
ＮＣＢＩ数据库中的２４９２ｂｐ（不包括缺口的碱基数）。ＢＬＡＳＴ

结果表明，测序的启动子序列与网上序列一致性为９９％，序
列内部没有重复及反向重复序列（图２）。

２．２　ＺｍＬＴＰ３基因启动子序列分析
　　利用Ｐｌａｎｔｃａｒｅ网站分析发现，测序序列含有众多顺式作
用元件，包括 １４个 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ，这 １４个 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ中离
ＡＴＧ最近的位于－１４９ｂｐ处，离 ＡＴＧ最远的位于 －１１９６ｂｐ
处，此外，测序序列中还含有７个 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ（表１）。除了
ＴＡＴＡ－ｂｏｘ、ＣＡＡＴ－ｂｏｘ等启动子必需的元件外，该启动子片
段包含许多重要的结合位点及功能元件，例如参与植物防御

和逆境响应的调控元件（ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ）、参与脱落酸响应
的作用元件（ＡＢＲＥ）、参与干旱诱导响应的元件（ＭＢＳ）、参与
水杨酸响应的元件（ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ）、众多光响应元件等。这
些功能元件的存在，说明 ＺｍＬＴＰ３基因可以响应多种逆境胁
迫（包括生物逆境以及非生物逆境）的诱导，并且在逆境胁迫

中发挥作用。

表１　ＺｍＬＴＰ３基因启动子区顺式作用元件

元件名称
序列

（５′→３′）
调控元件功能

ＡＢＲＥ ＴＡＣＧＴＧ 参与脱落酸响应的作用元件

ＡＥ－ｂｏｘ ＡＧＡＡＡＣＡＴ、ＡＧＡＡＡＣＡＴ 光响应元件

ＡＲＥ ＴＧＧＴＴＴ、ＴＧＧＴＴＴ 参与厌氧诱导响应元件

ＡＴＣＴ－ｍｏｔｉｆ ＡＡＴＣＴＡＡＴＣＴ 光响应元件

Ｂｏｘ４ ＡＴＴＡＡＴ 光响应元件

ＢｏｘＩ ＴＴＴＣＡＡＡ 光响应元件

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ ＣＡＡＡＴ、ＣＣＡＡＴ、ＣＡＡＴＴ 启动子和增强子区常见的顺式作用元件

Ｇ－ｂｏｘ ＣＡＣＡＴＧＧ、ＴＡＣＧＴＧ、ＧＴＡＣＧＴＧ 光响应元件

ＭＢＳ ＴＡＡＣＴＧ ＭＹＢ结合位点，参与干旱诱导响应
ＲＹ－ｅｌｅｍｅｎｔ ＣＡＴＧＣＡＴＧ 参与种子特异调控元件

Ｓｐ１ ＣＣ（Ｇ／Ａ）ＣＣＣ 光响应元件

ＴＡＴＡ－ｂｏｘ ＴＡＴＡＴＡＴＡ、ＡＴＡＴＡＴ、ＴＡＴＡ、ＡＴＡＴＡＴ、ＴＡＡＴＡ、ＴＴＴＴＡ 核心启动子元件（在转录起始位点上游）

ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡ 防御和逆境响应的调控元件

ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ ＧＡＧＡＡＧＡＡＴＡ 参与水杨酸响应的作用元件

２．３　ＺｍＬＴＰ３基因启动子的拟南芥转化及鉴定
　　花苞用浸蘸法转化拟南芥后，收取 Ｔ０代种子，消毒后播
种在含有５０μｇ／Ｌ卡那霉素的 ＭＳ培养基上培养，种子发芽
后，选取正常生长状态的幼苗进行 ＰＣＲ鉴定。如图３所示，
所选择的转基因株系在４００ｂｐ左右都有１条阳性条带，而野
生型株系的对照扩增结果为阴性，表明所采样的拟南芥植株

均为成功转化了的阳性株系，可以用来进行下一步试验。

２．４　ＺｍＬＴＰ３基因启动子的功能鉴定
　　在本试验中，分别采取成熟阶段的不同拟南芥植株的叶
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片作为试验材料进行ＧＵＳ染色。如图４所示，野生型及空白
载体转化的拟南芥植株叶片未显示蓝色，而转３５Ｓ启动子及
ＺｍＬＴＰ３基因启动子的转基因拟南芥株系都呈现不均匀的蓝

色，且转３５Ｓ启动子的拟南芥株系染色较转 ＺｍＬＴＰ３基因启
动子的深，暗示ＺｍＬＴＰ３基因启动子的表达强度不及３５Ｓ启
动子。

３　讨论与结论

从现有的资料来看，研究者大多集中在对ＬＴＰｓ生物学功
能的探究，而对其作用机制则很少有报道，尤其是对其上游的

分子调控机制也鲜有系统的研究。另外，尽管第１条编码植
物ＬＴＰ的ｃＤＮＡ是从玉米中获得的，但是之后关于玉米中
ＬＴＰ基因家族及其功能的研究很少有深入的报道。本研究通
过对ＺｍＬＴＰ３基因启动子的分析，为进一步阐明 ＺｍＬＴＰ３基
因作用机制，尤其是其上游调控机制打下了基础。

尽管玉米基因组测序工作的完成给玉米分子生物学的研

究带来了极大的方便，但是由于玉米基因组结构的复杂性，尚

有一些未测通的片段，这也给相关工作的开展带来了诸多不

便。例如，本研究中ＺｍＬＴＰ３基因上游的启动子序列就没有
完全测通。本试验以ＮＣＢＩ中公布的 ＺｍＬＴＰ３基因上游序列
为基础，在序列的缺口上下游合适位置设计引物，成功地克隆

了启动子序列，填补了ＮＣＢＩ中此序列的缺口，为其他研究者
进行相关研究提供了便利。ＢＬＡＳＴ结果表明，克隆序列与
ＮＣＢＩ中公布的序列一致性为９９％。

Ｐｌａｎｔｃａｒｅ在线分析表明，测序序列除具有 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ及
ＣＡＡＴ－ｂｏｘ等典型的启动子基本顺式作用元件外，还含有多
种响应生物胁迫及非生物胁迫的元件，暗示 ＺｍＬＴＰ３基因可
能参与多种逆境胁迫的信号传导过程，这也与笔者之前的试

验结果相吻合［１０］。为了验证此启动子序列的功能，构建植物

表达载体，转化拟南芥，ＧＵＳ染色结果初步证明所克隆的序
列具有启动子功能。进一步的研究，如启动子核心序列的鉴

定、反式作用因子的筛选及验证等则需要进行后续试验。
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