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　　摘要：甜菊苷（ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ，Ｓｔ）和莱鲍迪苷Ａ（ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅＡ，Ｒ－Ａ）是甜菊叶片中两大主要糖苷组分，甜菊糖苷生物
合成途径的研究表明ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因在Ｓｔ向Ｒ－Ａ转化中起关键作用。为了进一步研究 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因的表达调
控，本试验采用ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ的方法，经过 ２次步移从甜菊基因组中克隆到 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因翻译起始位点上游
２２８３ｂｐ的启动子序列。采用ＰｌａｎｔＣＡＲＥ、ＰＬＡＣＥ等在线工具对序列进行分析，结果显示在这段序列上共有４７５个顺
式调控元件，除了ＴＡＴＡ－ｂｏｘ、ＣＡＡＴ－ｂｏｘ、ＭＹＢ结合位点等典型的保守元件外，还包括光照、干旱、厌氧等环境因子响
应元件，生长素、赤霉素等植物激素响应元件，芽、胚乳等组织特异性表达元件等。为了初步研究 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因启
动子的功能，本试验通过克隆 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１转录起始位点上游１９８９ｂｐ带酶切位点的序列，将其替换植物表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０中的ＣａＭＶ３５Ｓ启动子，连接下游的ＧＵＳ报告基因，构建重组植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０－
ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ，以ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０载体作对照，通过农杆菌（ＥＨＡ１０５）真空渗透法转入拟南芥和甜菊幼苗。瞬时表
达结果表明，该ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子序列能驱动ＧＵＳ基因在拟南芥和甜菊叶片中表达，具有启动子活性。
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　　甜菊（ＳｔｅｖｉａｒｅｂａｕｄｉａｎａＢｅｒｔｏｎｉ）又称甜叶菊，是菊科
（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）甜菊属（Ｓｔｅｖｉａ）多年生草本植物，原产于南美洲
巴拉圭等地。甜菊因其叶片可提取高甜度低热量的甜菊糖苷

而从２０世纪７０年代开始受到人们的广泛关注［１］。甜菊叶片

所含甜菊糖苷有多达３０种组分，各组分的结构相似，性质迥
异。甜菊苷（ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ，Ｓｔ）和莱鲍迪苷 Ａ（ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅＡ，
Ｒ－Ａ）是两大主要组分，占总糖苷含量的６０％ ～８０％。Ｓｔ苷
的甜度为蔗糖的 ２５０～３００倍，略带苦味，具有药用价值，
Ｒ－Ａ苷的甜度为蔗糖的３５０～４５０倍，且具有更接近蔗糖的
甜味［２］，因此在甜菊种质创新研究中，为满足不同应用目的

的需要，提高Ｓｔ苷、Ｒ－Ａ苷等单一糖苷的生物积累及其在总
苷中的比例成为甜菊育种学家竞相研究的热点。

在甜菊糖苷生物合成途径中，葡萄糖苷转移酶

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１专一地对Ｓｔ苷的 Ｃ－１３位 Ｃ－３′进行糖基化，将
其转化为Ｒ－Ａ苷［３］，所以ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１是Ｓｔ苷和 Ｒ－Ａ苷合
成的关键基因。研究该基因的表达调控对了解Ｒ－Ａ苷的生
物合成和今后通过基因工程等手段人为调控Ｒ－Ａ苷的合成
具有重要意义，但是目前对ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１的表达调控模式还不
清楚。启动子作为基因表达调控的重要区域，研究

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子对于了解这一关键基因的表达调控具有重
要意义，但在甜菊研究中目前尚无相关报道。

本试验在ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因研究的基础上，根据已克隆到
的ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因 ＤＮＡ序列设计嵌套引物，扩增基因上游
未知序列，通过启动子序列分析初步探究序列上的功能元件。

为了更深入地研究该基因的表达调控，进一步构建植物表达

载体，用１９８９ｂｐ的ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子取代ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－
２２０中的 ＣａＭＶ３５Ｓ组成型启动子，连接 ＧＵＳ报告基因，构建
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０－ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ载体，通过农杆菌介导的
基因瞬时表达的方法初步验证ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子的活性，为
今后深入研究 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因的表达调控和甜菊分子育种
奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验于２０１４年７月至２０１５年６月在江苏省中国科学院

植物研究所进行。用于 ＤＮＡ提取的甜菊叶片取自本实验室
甜菊种质资源圃。植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０由南京
农业 大 学 园 艺 学 院 菊 花 实 验 室 惠 赠；根 癌 农 杆 菌

（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）ＥＨＡ１０５、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）菌株ＴＯＰ１０、琼脂糖凝胶回收试剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、测序
载体ｐＭＤ１９－ＴＶｅｃｔｏｒ、ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、各种限制性核酸
内切酶与试剂购自ＴａＫａＲａ公司；氨苄青霉素（Ａｍｐ）、卡那霉
素（Ｋａｎ）、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ、ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ、质粒
提取试剂盒购自北京天根生化科技公司；ＧＵＳ活性检测试剂
购自Ｓｉｇｍａ公司；其他常用化学试剂为国产分析纯。
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１．２　方法
１．２．１　ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子的克隆　采用改良 ＣＴＡＢ法提取
甜菊基因组ＤＮＡ。以提取的甜菊基因组 ＤＮＡ为模板，根据
已知的ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１序列设计 ３个嵌套的特异性引物 ＳＰ１、
ＳＰ２、ＳＰ３。ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ反应程序参照Ｌｉｕ等的方法［４］进行。

第１轮 ＰＣＲ用特异性引物 ＳＰ１与简并引物 ＬＡＤ１－１、
ＬＡＤ１－２、ＬＡＤ１－３、ＬＡＤ１－４组合，建立４个平行的２５μＬ
ＰＣＲ反应体系进行扩增；第２轮ＰＣＲ将第１轮的ＰＣＲ产物稀

释５０倍，取１μＬ作为反应模板，用简并引物 ＡＣ１与特异性
引物ＳＰ２扩增；第３轮ＰＣＲ将第２轮的ＰＣＲ产物稀释５０倍，
取１μＬ作为反应模板，用简并引物 ＡＣ１与特异性引物 ＳＰ３
扩增，经过３轮ＰＣＲ扩增得到ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１的上游序列。根据
第一次步移得到的序列设计特异性引物 ＳＰ４、ＳＰ５、ＳＰ６，以相
同方法进行第二次步移，将２次步移得到的序列拼接，并设计
全长引物 ｐｒｏ－１Ｆ、ｐｒｏ－１Ｒ，最终得到 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１的启动子
序列。试验所用引物序列及反应程序详见表１、表２。

表１　甜菊ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１１启动子步移及分析引物

引物名称 编号
序列

（５′→３′）

基因组步移引物 ＬＡＤ１－１ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＶＮＶＮＮＮＧＧＡＡ
ＬＡＤ１－２ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＢＮＢＮＮＮＧＧＴＴ
ＬＡＤ１－３ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＶＶＮＶＮＮＮＣＣＡＡ
ＬＡＤ１－４ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＢＤＮＢＮＮＮＣＧＧＴ
ＡＣ１ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧ
ＳＰ１ ＧＡＡＡＣＣＣＡＣＴＣＧＣＴＴＧＴＴＣＴＴＣＣＡ
ＳＰ２ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＴＣＣＧＧＣＣＡＡＣＡＣＧＡＴＡＣＣＴＣＴＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧ
ＳＰ３ ＴＧＡＧＴＣＧＧＴＡＧＡＴＴＧＧＡＡＡＴＧＣＧＴ
ＳＰ４ ＴＴＧＴＴＡＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣＴＴＧＴＣＣＴＴＡＴＴ
ＳＰ５ ＧＣＧＧＣＧＣＡＡＧＡＧＧＴＡＡＧＧＴＡＡＣ
ＳＰ６ ＧＧＡＡＡＴＡＡＣＣＡＧＡＴＡＴＴＧＡＴＧＴＡＧＣＴＡＡＡＣＴＴＴＡＴＡＴＧ

启动子全长引物 ｐｒｏ－１Ｆ ＣＧＧＴＴＡＴＣＧＧＡＧＴＴＣＴＴＧＴＡ
ｐｒｏ－１Ｒ ＧＧＴＴＴＧＴＴＧＡＡＧＴＴＧＧＴＧＴＧ

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ重组质粒构建引物 ｐｒｏ－２Ｆ ＣＣＧＡＧＣＴＣＡＡＡＡＴＣＣＡＡＣＴＣＣ
ｐｒｏ－２Ｒ ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＧＴＴＴＧＡＣＴＧＡＣ

表２　ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ反应程序

步骤
预扩增 第一次ＴＡＩＬ－ＰＣＲ 第二次ＴＡＩＬ－ＰＣＲ

温度（℃） 时间（ｍｉｎ） 步骤 温度（℃） 时间（ｍｉｎ） 步骤 温度（℃） 时间（ｍｉｎ）
１ ９３ ２ １ ９４ ３ １ ９４ ３
２ ９５ １ ２ ９４ ０．５ ２ ９４ ０．５
３ ９４ ０．５ ３ ５９ １ ３ ６５ １
４ ６０ １ ４ ７２ ３ ４ ７２ ３
５ ７２ ３ ５ 转到步骤２ ２次循环 ５ ９４ ０．５
６ 转到步骤３ １０次循环 ６ ９４ ０．５ ６ ６５ １
７ ９４ ０．５ ７ ６１ １ ７ ７２ ３
８ ２５ ２ ８ ７２ ３ ８ ９４ ０．５
９ 升温至７２ ０．５℃／ｓ ９ ９４ ０．５ ９ ５０ １
１０ ７２ ３ １０ ６２ １ １０ ７２ ３
１１ ９４ ０．５ １１ ７２ ３ １１ 转到步骤２ １２次循环
１２ ５８ １ １２ ９４ ０．５ １２ ７２ ５
１３ ７２ ３ １３ ５０ １ １３ ４ 保存

１４ 转到步骤１１ ２４次循环 １４ ７２ ３
１５ ７２ ５ １５ 转到步骤６ １３次循环
１６ ４ 保存 １６ ７２ ５

１７ ４ 保存

１．２．２　 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子作用元件分析 　 将甜菊
ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子序列提交 ＰＬＡＣＥ服务器（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＰＬＡＣＥ／ｓｉｇｎａｌｓｃａｎ．ｈｔｍｌ），预测该启动子保守
区域中潜在的顺式作用元件。

１．２．３　植物表达载体构建　植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－
２２０是含有 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子和 ＧＵＳ基因系统的双元载体。
为了研究ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子的功能，本研究中用 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１

启动子取代ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０中的 ＣａＭＶ３５Ｓ组成型启动
子，连接ＧＵＳ报告基因，构建植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－
２２０－ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ。将引物ｐｒｏ－２Ｆ和ｐｒｏ－２Ｒ（引物序列见
表１，划横线处分别为限制性内切酶 ＳａｃⅠ和 ＮｃｏⅠ的酶切位
点）扩增得到的含酶切位点的ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子片段连接到
ｐＭＤ１９－Ｔ（２６９２ｂｐ）载体上，得到重组质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－
ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ。将重组质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ和质粒
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ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０分别用限制性内切酶 ＳａｃⅠ和 ＮｃｏⅠ进
行双酶切，酶切产物用１％琼脂糖凝胶电泳分离，分别切胶回
收ｐＭＤ１９－Ｔ－ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ小片段和 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０
大片段，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接２个目的片段，连接产物转化
至大肠杆菌 ＴＯＰ１０菌株感受态细胞中。将经蓝白斑筛选、
ＰＣＲ检验和ＳａｃⅠ、ＮｃｏⅠ双酶切鉴定都正确的重组质粒命名
为ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０－ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ。
１．２．４　ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子功能的瞬时表达分析　将重组质
粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ － ２２０ － ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ 和 质 粒

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０分别转化至农杆菌 ＥＨＡ１０５中［５］。已转

化的农杆菌在５ｍＬ含利福平和卡那霉素的ＹＥＰ液体培养基
中２８℃振荡培养２４ｈ，取２ｍＬ菌液转入１０ｍＬ含同样抗生
素的新鲜培养液中，２８℃振荡培养３６～４８ｈ，离心培养物并
用５ｍＬＭＭＡ｛１×ＭＳ，１０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ［２－（Ｎ－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）
ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ］，２００μｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮，ｐＨ值５．６｝重
悬菌体，２８℃保温３ｈ，５０００ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，沉淀用２ｍＬ
１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｇＣｌ２洗涤 １次，菌体用 ２ｍＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＭｇＣｌ２悬起。取１４ｄ左右的甜菊和拟南芥无菌幼苗分别浸没
在含重组质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０－ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ和质粒
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０的上述农杆菌菌液中，以 １０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２溶液为空白对照，真空（１０Ｐａ）处理３０ｍｉｎ，然后用无
菌水将幼苗冲洗 ３次，放置在铺有湿润滤纸的培养皿中，

２４℃、１２ｈ／ｄ光照培养。分别于２、４、６ｄ后取样进行 ＧＵＳ染
色。ＧＵＳ染色液的配制按照 Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ等的方法［６］进行，将待

测材料和对照材料放入１．５ｍＬ的离心管中，加入 ＧＵＳ染色
液，３７℃保温 ２４ｈ，将染色后的材料用 ７０％、８０％、９０％、
１００％乙醇依次脱色，至空白对照为白色时用体视显微镜观察
并拍照。

２　结果与分析

２．１　ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子序列的获得
根据已知ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因序列设计步移引物，采用 Ｌｉｕ

等的未知侧翼序列扩增的方法［４］，第一次步移克隆到了

１１０７ｂｐ的片段，经测序和ＮＣＢＩｂｌａｓｔ比对，结果表明所得序
列的３′端与数据库中ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因５′序列完全重叠，得到
了ＡＴＧ前８６２ｂｐ的序列。根据克隆到的序列再设计３个嵌
套引物继续向５′端步移，得到１５８０ｂｐ片段，亚克隆后测序，
比对结果显示其３′端与第一次步移所得序列的 ５′端重叠。
将２次步移得到的序列进行拼接，并重新设计１对序列特异
引物从甜菊基因组ＤＮＡ中克隆完整的 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子区
域，将扩增到的序列进行ＮＣＢＩｂｌａｓｔ，结果表明该序列３′端与
数据库中 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因序列 ５′端同源，最终得到
ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因ＡＴＧ前２２８３ｂｐ的启动子序列（图１）。

２．２　启动子顺式作用元件预测和序列分析
将克隆得到的启动子全长序列提交 ＰＬＡＣＥ，进行顺式调

控元件的分析，启动子序列正反向包含４７５个调控元件（表
３），含有典型的启动子保守元件，有 ２１个 ＴＡＴＡｂｏｘ；如：
ＴＡＴＡＢＯＸ２、 ＴＡＴＡＢＯＸ３、 ＴＡＴＡＢＯＸ４、 ＴＡＴＡＢＯＸ５ 和

ＴＡＴＡＰＶＴＲＮＡＬＥＵ；３６个ＣＡＡＴＢＯＸ１和９个ＣＣＡＡＴＢＯＸ１，它
们是ＣＡＡＴｂｏｘ的基序；２个 ＡＣＧＴＴＢＯＸ，ＡＣＧＴＴＢＯＸ是１个
ＡＣＧＴ元件；有２个ＡＭＹＢＯＸ１，它是５′上游区域的保守序列；
１９个 ＭＹＢ结合位点的同源序列，如：ＭＹＢ１ＡＴ、ＭＹＢ２ＡＴ、
ＭＹＢ２ＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ、ＭＹＢＡＴＲＤ２２、ＭＹＢＣＯＲＥ、ＭＹＢＣＯＲＥ
ＡＴＣＹＣＢ１和ＭＹＢＳＴ１等。有１２个ＭＹＣＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ的同
源序列，１个ＭＹＣＡＴＥＲＤ１和１个ＭＹＣＡＴＲＤ２２，它们是ＭＹＣ
结合位点；发现有植物多腺苷酸化信号的保守序列，８个
ＰＯＬＡＳＩＧ１，３个ＰＯＬＡＳＩＧ２和６个ＰＯＬＡＳＩＧ３［７］。

除了以上所述的保守元件，该启动子序列还含有多个植

物激素相关的顺式调控元件，１个 ＳＵＲＥＣＯＲＥＡＴＳＵＬＴＲ１１，它
是硫和生长素的响应元件［８］；ＡＲＦＡＴ是 ＡＲＦ（植物生长素响
应 因 子，ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒ）的 结 合 位 点；２ 个
ＡＳＦ１ＭＯＴＩＦＣＡＭＶ同源序列，它是植物生长素和／或水杨酸响
应元件，并参与光调控；３个ＷＢＯＸＡＴＮＰＲ１的同源序列，参与

水杨酸（ＳＡ）信号转导；３个 ＤＰＢＦＣＯＲＥＤＣＤＣ３，是 ｂＺＩＰ转录
因子结合位点和受 ＡＢＡ诱导的［９］；含有 ＣＰＢＣＳＰＯＲ同源序
列，是细胞分裂素增强蛋白（ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ－ｅｎｈａｎｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ）结
合的关键序列，最早在黄瓜ＰＯＲ（ＮＡＤＰＨ－ｐｒｏｔｏｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｄｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）基因启动子序列中被发现［１０］；以及乙烯响应元件

ＥＲＥＬＥＥ４、ＧＣＣＣＯＲＥ、ＬＥＣＰＬＥＡＣＳ２和赤霉素响应元件
ＧＡＲＥ１ＯＳＲＥＰ１、 ＧＡＲＥＡＴ、 ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＨＶＥＰＢ１、
ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＯＳＲＡＭＹ１Ａ等。

该启动子序列还含有多个环境因子响应的顺式调控元

件：有 ２个 ＣＢＦＨＶ同源序列，分别为 ＡＢＲＥＬＡＴＥＲＤ１和
ＤＲＥＣＲＴＣＯＲＥＡＴ，它们是脱水响应元件；６个 ＡＣＧＴＡＴＥＲＤ１
的同源序列，是 ｅｒｄ１（ｅａｒｌｙｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｏｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ）基因［１１］

黄化诱导表达必需的。ＬＴＲＥＣＯＲＥＡＴＣＯＲ１５是在拟南芥
ｃｏｒ１５ａ基因启动子中发现的低温响应元件 ＬＴＲＥ的核心基
序［１２］。还有厌氧响应元件 ＡＮＡＥＲＯ１ＣＯＮＳＥＮＳＵＳ，以及一些
光调控元件，如：ＧＴ１ＣＯＮＳＥＮＳＵＳ、ＩＢＯＸＣＯＲＥ、ＩＮＲＮＴＰＳＡＤＢ、
ＲＥＡＬＰＨＡＬＧＬＨＣＢ２１、ＳＯＲＬＩＰ１ＡＴ和 ＳＯＲＬＩＰ２ＡＴ等。其中
ＧＴ１ＣＯＮＳＥＮＳＵＳ是许多光调控基因保守的 ＧＴ－１结合位
点［１３－１４］。顺式调控元件 １０ＰＥＨＶＰＳＢＤ、ＣＩＡＣＡＤＩＡＮＬＥＬＨＣ
和ＥＶＥＮＩＮＧＡＴ参与生理节律调控［１５－１７］。
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此外，还发现ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子序列含有一些组织特异
性表达元件：有２２个 ＧＡＴＡＢＯＸ的同源序列，它们参与光调
控和组织特异性表达［１８］；ＡＣＧＴＯＳＧＬＵＢ１元件参与胚乳特异
性 表 达；ＤＰＢＦＣＯＲＥＤＣＤＣ３ 参 与 胚 特 异 性 表 达；

ＮＴＢＢＦ１ＡＲＲＯＬＢ参与组织特异性表达和植物生长素诱

导［１９］；ＯＳＥ１ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ和 ＯＳＥ２ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ为器官特
异性表达元件，在根瘤感染细胞中被激活；ＰＯＬＬＥＮ１ＬＥＬＡＴ５２
是２个 相 互 依 赖 的 花 粉 特 异 性 表 达 的 元 件 之 一；
ＲＹＲＥＰＥＡＴＢＮＮＡＰＡ是种子特异性表达元件；ＴＡＡＡＧＳＴＫＳＴ１
是保卫细胞特异表达调控元件。

表３　ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子序列上部分顺式调控元件

转录因子或位点名称
数目

（个）
功能描述

ＡＭＹＢＯＸ１ ２ ５′上游区保守序列
ＣＡＡＴＢＯＸ１ ３６ ＣＡＡＴ启动子保守序列
ＣＣＡＡＴＢＯＸ１ ９ 真核生物基因５′非编码区共有序列
ＴＡＴＡＢＯＸ４ ６ ＴＡＴＡ框
ＴＡＴＡＢＯＸ５ ９ ＴＡＴＡ框
ＡＣＧＴＡＴＥＲＤ１ ６ 黄化诱导ｅｒｄ１（脱水的早期响应）表达的必需元件
ＣＵＲＥＣＯＲＥＣＲ ６ 铜响应元件；氧响应元件

ＧＴ１ＣＯＮＳＥＮＳＵＳ ２４ 许多光调控基因共有的ＧＴ－１结合位点．
ＬＴＲＥＣＯＲＥＡＴＣＯＲ１５ ２ 低温响应元件；ＡＢＡ响应元件
ＭＹＢ１ＡＴ ５ ＭＹＢ识别位点；脱水响应元件
ＭＹＢ２ＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ ３ 脱水应答基因启动子中的ＭＹＢ识别位点
ＭＹＣＣＯＮＳＥＮＳＵＳＡＴ １２ ＭＹＣ识别位点；冷调控元件
ＳＯＲＬＩＰ２ＡＴ ６ 光诱导的启动子元件

ＳＲＥＡＴＭＳＤ １ 糖抑制元件（ＳＲＥ）；主茎截断后下调基因
ＡＲＦＡＴ １ 生长素响应因子（ＡＲＦ）结合位点
ＡＳＦ１ＭＯＴＩＦＣＡＭＶ ２ 生长素和／或水杨酸响应元件；光调控元件
ＣＰＢＣＳＰＯＲ ２ 细胞分裂素增强蛋白（ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ－ｅｎｈａｎｃｅｄＰｒｏｔｅｉｎ）结合位点
ＥＲＥＬＥＥ４ ３ 乙烯响应元件

ＧＡＲＥ１ＯＳＲＥＰ１ ２ 赤霉素响应元件

ＧＡＲＥＡＴ １ 赤霉素响应元件

ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＨＶＥＰＢ１ １ 受赤霉素诱导的

ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＯＳＲＡＭＹ１Ａ ３ 赤霉素响应元件；糖抑制

ＳＵＲＥＣＯＲＥＡＴＳＵＬＴＲ１１ ２ 硫响应元件；生长素响应元件

ＷＢＯＸＡＴＮＰＲ１ ３ 受水杨酸诱导的

ＷＲＫＹ７１ＯＳ １１ 赤霉素信号途径中的转录抑制子

ＤＰＢＦＣＯＲＥＤＣＤＣ３ ３ ｂＺＩＰ转录因子的结合位点；胚胎特异，受ＡＢＡ诱导的
ＮＴＢＢＦ１ＡＲＲＯＬＢ ２ 组织特异性表达和生长素诱导所必需的

ＯＳＥ１ＲＯＯＴＮＯＤＵＬＥ ４ 器官特异性表达的，在根瘤感染细胞中被激活

ＰＯＬＬＥＮ１ＬＥＬＡＴ５２ ７ 激活花粉特异性表达的２个互作调控因子之一
ＲＹＲＥＰＥＡＴＢＮＮＡＰＡ ２ 种子特应性表达必需元件

ＴＡＡＡＧＳＴＫＳＴ１ ８ 保卫细胞特应性表达必需元件

ＣＩＡＣＡＤＩＡＮＬＥＬＨＣ ２ 节律性表达必需区域

ＥＶＥＮＩＮＧＡＴ １ 夜晚响应元件；节律调控

ＧＡＴＡＢＯＸ ２２ 高度，光调控和组织特异性表达必需元件

２．３　含双酶切位点ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因启动子片段的获得
以含酶切位点的引物ｐｒｏ－２Ｆ和ｐｒｏ－２Ｒ克隆得到甜菊

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因的启动子序列，其长度为１９８９ｂｐ，提交至
ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ，获得登录号为 ＫＭ２０６７７２。序列分析结果见
图２，除了 ＴＡＴＡｂｏｘ等保守元件外，还有 ＭＹＢ、ＭＹＣ识别位
点，病原体和盐响应元件 ＧＴ１ＧＭＳＣＡＭ４，钙响应元件
ＡＢＲＥＲＡＴＣＡＬ，水杨酸响应元件 ＷＢＯＸＡＴＮＰＲ１，糖响应元件
ＷＢＯＸＨＶＩＳＯ１，赤 霉 素 响 应 元 件 ＧＡＲＥＡＴ和 增 强 子
ＣＴＲＭＣＡＭＶ３５Ｓ等。
２．４　ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因启动子植物表达载体的构建

植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０是含有 ＣａＭＶ３５Ｓ启
动子和 ＧＵＳ基因系统的双元载体。为了验证所克隆的

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子序列是否具有活性，设计引物引入 ＳａｃⅠ
和 ＮｃｏⅠ 酶 切 位 点，用 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ 启 动 子 取 代

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０中的ＣａＭＶ３５Ｓ组成型启动子，连接 ＧＵＳ
报告基因，构建植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０－
ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ（图３）。根据启动子全长序列设计质粒构建引
物ｐｒｏ－２Ｆ（５′端带ＳａｃⅠ酶切位点）和ｐｒｏ－２Ｒ（３′端带ＮｃｏⅠ
酶切位点），ＮｃｏⅠ酶切位点中的 ＡＴＧ是 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因的
起始密码子，同时也是载体上ＧＵＳ基因起始密码子。
２．５　基因瞬时表达分析

采用农杆菌渗透法分别转化拟南芥和甜菊幼苗，被侵染

的甜菊和拟南芥幼苗分别在不同的处理时间取出（１ｄ、２ｄ、
３ｄ和４ｄ）进行ＧＵＳ染色，结果用含质粒ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－
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２２０和ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１－２２０－ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１Ｐ的农杆菌侵染的
幼苗都表现出ＧＵＳ基因的有效表达（图４），说明所克隆到的
ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因启动子具有启动活性，可以用于下一步的研
究。同时试验中发现，被侵染的甜菊幼苗在第３天 ＧＵＳ的表
达到高峰，随后组织褐化；而在拟南芥中２４ｈ后逐渐增强并
在第３、第４天持续表达。

３　讨论与结论

基因的表达调控是基因功能的基本部分，基因启动子上

关键元件是其表达调控的概况［２０－２１］。了解植物启动子非常

有意义，并且在很多方面为通过生物技术控制基因表达提供

可能［２２－２３］。尽管如此，目前甜菊基因启动子研究的报道还很

少，仅有关于ＳｒＨＤＲ基因启动子的研究［２４］。甜菊ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１
基因是ＲＡ苷合成的关键基因［２５－２６］，研究ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因的
表达调控对于了解植物体内甜菊糖苷积累的规律和今后通过

生物技术手段进行甜菊育种都有重要的意义，但是目前尚无

相关报道。本试验在研究ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因的基础上，通过染
色体步移的方法克隆了该基因的５′端侧翼序列，采用在线的
启动子分析工具预测该 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子序列上的调控元
件，结果显示双向序列包含４７５个调控元件，除了典型的启动
子元件，如：ＴＡＴＡ－ｂｏｘ、ＣＡＡＴ－ｂｏｘ、ＭＹＢ结合位点等外，还
有生长素、赤霉素、细胞分裂素、乙烯、ＡＢＡ、水杨酸和茉莉酮
酸酯等植物激素响应元件，和光、脱水、低温、厌氧等环境因子

响应元件，以及芽、胚乳等组织特异性表达元件，可见

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１表达调控的复杂性。
因为获得稳定的转基因植株耗时费力，为了快速验证克

隆的启动子片段是否有活性，我们采用了农杆菌真空渗透的

瞬时转化法［２７］。结果表明 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子可以驱动 ＧＵＳ
报告基因的表达，证明克隆到的 ５′侧翼序列具有启动子活
性。启动子克隆、序列分析和启动子活性初步验证只是

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因表达调控研究的开始，这些顺式元件的功能
和对ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因表达的调控作用等还有待深入研究，如
进一步构建一系列５′端缺失启动子的表达载体，通过对拟南
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芥及甜菊中的遗传转化获得稳定的转基因植株，进而研究各

顺式调控元件的功能及调控因子等。

甜菊糖苷的生物合成与赤霉素有着密切的关系，它们共

用生物合成途径的起始阶段，直至共同的前体物质贝壳杉烯

酸的合成［２８］。因此我们曾推测 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１的表达受赤霉素
调控，正如我们所期望的，启动子顺式调控元件预测的结果表

明该 序 列 上 有 ７个 赤 霉 素 响 应 元 件，包 括 ２个
ＧＡＲＥ１ＯＳＲＥＰ１、１个 ＧＡＲＥＡＴ、１个 ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＨＶＥＰＢ
１和３个 ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＯＳＲＡＭＹ１Ａ。ＧＡＲＥ１ＯＳＲＥＰ１（ＴＡ
ＡＣＡＧＡ）是在水稻一个半胱氨酸蛋白酶（ＲＥＰ－１）基因启动
子上发现的，该基因的表达受赤霉素的诱导［２９］。ＧＡＲＥＡＴ则
是 在 拟 南 芥 中 发 现 的 赤 霉 素 响 应 元 件［３０］；

ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＨＶＥＰＢ１是一个嘧啶盒（Ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｂｏｘ），在
大麦ＥＰＢ－１（半胱氨酸蛋白酶）基因启动子上发现，并且确
定 为 赤 霉 素 诱 导 必 需 的 元 件［３１］；

ＰＹＲＩＭＩＤＩＮＥＢＯＸＯＳＲＡＭＹ１Ａ存在于水稻和大麦的 α－淀粉
酶基因启动子上，是转录因子 ＧＡＲＥ的赤霉素响应顺式调控
元件，并部分参与糖抑制［３２－３３］。尽管在 Ｋｕｍａｒ等的研究中
ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因的转录水平在 ＧＡ３处理下并没有显著变
化［２４］，但是鉴于甜菊糖苷与赤霉素共用很长一段生物合成路

径，赤霉素对ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１基因的表达调控还需深入研究。
在Ｋｕｍａｒ等的研究中发现甜菊糖苷主要在叶片中积累，

尤其是顶部向下第三对叶，花和茎中含量次之，根中几乎没

有，甜菊糖苷合成途径相关基因的转录水平也有相似的结果，

表现出很强的组织相关性［２４］。通过对 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子顺
式元件的分析，确实发现该序列上存在一些组织特异性表达

元件，且大多是芽特异性表达相关的。由于甜菊叶片中糖苷

含量在现蕾期达到最高，开花后逐渐下降［３４－３５］，我们推测一

些关键基因受生理节律的调控。在 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１启动子序列
中也 确 实 发 现 有 生 理 节 律 调 控 相 关 元 件，如：

－１０ＰＥＨＶＰＳＢＤ、ＣＩＡＣＡＤＩＡＮＬＥＬＨＣ和ＥＶＥＮＩＮＧＡＴ。
目前，植物基因工程中常用的启动子仍以 ＣａＭＶ３５Ｓ为

主，ＣａＭＶ３５Ｓ是组成型启动子，不表现出时间或空间的特异
性。组成型启动子驱动外源基因持续、稳定地表达，可能会使

植物消耗过多的能量和物质，而且在研究中发现用相同的组

成型启动子同时驱动２个或２个以上外源基因的表达可能引
起基因沉默或共抑制［３６］；所以克隆甜菊自身基因的启动子，

并研究其启动子的功能对未来甜菊的分子育种具有重要参考

价值。
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