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　　摘要：蔗糖磷酸合成酶（ＳＰＳ）是蔗糖合成途径的关键限速酶，对蔗糖的合成和碳水化合物的分配具有重要的调控
作用。采用染色体步移法技术克隆获得了甘蔗ＳＰＳＢ基因５′端侧翼序列，并对其序列进行生物信息学分析。分离获
得了４３９９ｂｐ的５′侧翼序列，该序列除具有启动子核心序列 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ和增强子元件 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ等典型的真核生
物启动子基本元件外，还含有多种光应答元件、激素响应元件，以及与缺氧、干旱、低温诱导有关的顺式作用元件和一

些组织调控表达有关的顺式调控元件，表明ＳｃＳＰＳＢ启动子可能具有逆境应答、激素应答及组织特异表达特性，值得开
展进一步的功能研究。
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　　甘蔗属高光合效率 Ｃ４植物，是我国主要的糖料作物，其
蔗糖产量占我国食糖总量的９０％以上。甘蔗蔗糖积累过程
是甘蔗生长发育中最重要的代谢途径，与甘蔗产量和品质形

成密切相关。蔗糖磷酸合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，简
称ＳＰＳ）作为蔗糖代谢途径中的关键限速酶，其活性不仅能
影响蔗糖的合成能力，还影响光合产物的分配和糖分积

累［１－６］。因此，研究甘蔗ＳＰＳ基因的表达调控机制对提高甘
蔗产量及蔗糖含量具有重要意义。

目前，已从拟南芥［７］、荔枝［８］、水稻［９］、玉米［１０］、甘蔗［１１］、

狼尾草［１２］等多种作物中克隆到ＳＰＳ基因，并进行了ＳＰＳ基因
家族的基因组鉴定和表达分析［７－１２］。前期研究发现，植物

ＳＰＳ基因可分为４个家族共５种类型：ＳＰＳＡ（Ⅱ类）、ＳＰＳＢ（Ⅴ
类）、ＳＰＳＣ（Ⅰ类）、ＳＰＳＤ（Ⅲ类和Ⅳ类）［１３－１５］，且不同植物体
内不同家族的 ＳＰＳ基因表现出不同的表达模式和功能差
异［１６－２１］。至今，在甘蔗中已经鉴定出５个 ＳＰＳ基因家族，桂
意云等对其中的４个家族 ＳＰＳ基因进行了时空表达特性分
析［１８］。研究表明，在甘蔗伸长期、蔗糖积累前期和蔗糖积累

后期，ＳＰＳＤⅢ基因在所有甘蔗品种的未成熟叶片、成熟叶片
和茎中均高水平稳定表达；ＳＰＳＢ基因在成熟叶片中几乎不表
达，而以茎中表达量最高；在蔗糖积累后期，ＳＰＳＡ和ＳＰＳＣ基
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因在不同组织中的表达量比蔗糖积累前期均有所下降。

Ｖｅｒｍａ等采用半定量ＲＴ－ＰＣＲ技术，测定了不同发育阶段的
高、低糖甘蔗品种的节间ＳＰＳ活性及转录表达水平，发现成熟
节间中ＳＰＳ活性和转录表达均高于未成熟节间；与低糖品种
相比，高糖品种在所有发育阶段均表现出更高的 ＳＰＳ转录表
达和酶活性，ＳＰＳ活性与蔗糖呈正相关关系，与己糖呈负相关
关系［１９］。目前认为 ＳＰＳ的活性受到植物生长发育［１８－１９］、光

照［７，２２－２３］、温度［２４－２５］、代谢产物［２６］、外源物质如激素［２７］等多

种因素的复杂调控，但对于ＳＰＳ基因的调控机制和功能特性
尚未有清楚的解析，还有待进一步深入研究。

基因的表达受转录水平、翻译水平及蛋白质加工水平等

不同调节因素的控制，其中转录水平的调控是主要的。位于

基因５′上游的启动子被认为是调节基因转录的主要因素，对
转录效率起到直接的调控作用。本研究以甘蔗新台糖 ２２
（ＲＯＣ２２）为试验材料，在前期获得甘蔗 ＳＰＳＢ基因的基础上，
首次克隆了甘蔗 ＳＰＳＢ基因（ＳｃＳＰＳＢ）５′侧翼序列，并进行了
启动子区域分析，为进一步研究 ＳＰＳＢ启动子的生物学功能
提供了基础资料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
甘蔗 （Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ）栽 培 品 种 新 台 糖 ２２

（ＲＯＣ２２）为广西作物遗传改良生物技术重点开放实验室基
地种植。菌种与质粒：克隆载体 ｐＭＤＴＭ１９Ｔ和大肠杆菌感受
态细胞ＪＭ１０９均购于宝生物工程（大连）有限公司。主要试
剂：ＴａＫａＲａＴｋｓＧｆｌｅｓＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＴａＫａＲａＧｅｎｏｍｅ
Ｗａｌｋｉｎｇｋｉｔ、ＤＮＡ连接酶、ＰＣＲ产物纯化试剂盒、胶回收试剂
盒及质粒提取试剂盒购于宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　甘蔗ＳＰＳＢＤＮＡ序列的克隆
　　以甘蔗 ＲＯＣ２２ＳＰＳＢ基因 ｍＲＮＡ序列（ＪＮ５８４４８５．１）作
为参考序列，甘蔗基因组 ＤＮＡ为模板，设计了２对特异性引
物扩增ＳＰＳＢＤＮＡ序列。其中正反向引物：Ｆ１：５′－ＧＧＧＡＡＣ
ＧＡＧＴＧＧＡＴＣＡＡＴＧＧ－３′；Ｒ１：５′－ＧＴＣＡＧＡＣＣＡＧＡＣＧＧＴＡＡＧ
ＧＴ－３′。Ｆ２：５′－ＡＡＴＧＧＧＴＡＣＣＴＧＧＡＧＧＣＧＡＴ－３′；Ｒ２：５′－
ＴＧＡＣＡＧＡＴＣＣＴＣＧＧＣＣＡＧＧＴ－３′。使用５０μＬ反应体系，各
反应物配比参照 ＴａＫａＲａＴｋｓＧｆｌｅｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ说明书。
ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性１ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，５５℃ 退火
１５ｓ，６８℃ 延伸６０ｓ，３０个循环。反应结束后，扩增产物采用
１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。
　　采用胶回收剂盒 ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡ
ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ对ＰＣＲ产物进行回收和纯化。纯化回收目的片
段与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，将连接产物转化至大肠杆菌感受
态细胞。热挑取阳性菌落，提取质粒，由宝生物工程（大连）

有限公司测序。

１．３　ＳＰＳＢ基因５′侧翼序列的克隆
采用染色体步移法技术ＰＣＲ扩增甘蔗ＳＰＳＢ基因５′端未

知侧翼序列，具体操作方法参照 ＴａＫａＲａＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇｋｉｔ
说明书。根据已经过验证的序列设计３个特异性引物 ＳＰ１
（５′－ＣＡＡＧＣＡＧＣＧＡＧＡＧＡＴＴＡＡＣＣＧＡ－３′）、ＳＰ２（５′－ＧＣＣＡ
ＧＡＴＣＣＧＣＣＡＧＣＡＣＡＴＧＴＴ－３′）和 ＳＰ３（５′－ＣＣＴＣＣＴＣＧ
ＡＣＧＡＡＧＴＡＧＴＧＣＧＡ－３′）作为下游引物；试剂盒提供兼并引

物ＡＰ１、ＡＰ２和ＡＰ３作为上游引物，甘蔗基因组ＤＮＡ为模板，
进行巢式ＰＣＲ反应。取第一、二、三次的ＰＣＲ产物５μＬ进行
１％琼脂糖凝胶电泳。
　　采用ＴａＫａＲａ公司的胶回收试剂盒对ＰＣＲ产物进行回收
和纯化。胶回收产物与 ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，将连接产物转
化至大肠杆菌感受态细胞。挑取阳性菌落，提取质粒，由宝生

物工程（大连）有限公司测序。

１．４　侧翼获取序列验证
根据获取的侧翼序列，设计引物Ｆ３：５′－ＣＣＧＣＧＴＧＴＧＡＡ

ＴＣＧＴＡＧＡＡＧ－３′，作为上游引物。ＳＰ１作为下游引物，进行
ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性 １ｍｉｎ；９８℃变性
１０ｓ，５５℃１５ｓ，６８℃６０ｓ，３０个循环。反应结束后，扩增产
物采用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．５　序列分析

采用ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔｎ在线软件进行序列比对分析；采用
在线启动子分析软件 ＮｅｕｒａｌＮｅｒｗｏｒｋＰｒｏｍｏｔｅｒＰｒｅｄｉｔｉｏｎ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｒｕｉｔｆｌｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｍｏｔｅｒ．ｐｌ）进
行核心启动子和转录起始位点预测；采用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／
ｈｔｍｌ／）分析启动子区域包含的启动子区的核心元件。ＰＬＡＣＥ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＰＬＡＣＥ／）对启动子区域进行
分析。

２　结果与分析

２．１　甘蔗ＳＰＳＢＤＮＡ序列的克隆
电泳结果（图１）显示，可以明显扩增到Ｇ１－ＰＣＲ产物条

带。切胶回收Ｇ１扩增产物条带，纯化目的条带连接 Ｔ载体，
筛选克隆测序，测序结果显示片段大小１３８８ｂｐ，可以找到扩
增引物Ｆ１和Ｒ１，以及测序引物Ｐ１的反向互补序列。将片段
进行 ＢＬＡＳＴｎ比对，发现该序列与已知序列的部分区域具有
９６．７９％相似性，表明所克隆片段为甘蔗ＳＰＳＢＤＮＡ片段。

２．２　染色体步移法ＰＣＲ扩增甘蔗ＳＰＳＢ基因５′侧翼序列
采用染色体步移法技术ＰＣＲ扩增克隆甘蔗ＳＰＳＢ基因５′

端未知侧翼序列（图２）。切胶回收第２次巢式 ＰＣＲ反应产
物 ＡＰ３大小约７００ｂｐ和６００ｂｐ的扩增产物条带；第３次巢
式ＰＣＲ反应产物ＡＰ３大小约５０００ｂｐ的扩增产物条带；第３
次ＰＣＲ反应产物 ＡＰ４大小约１２００ｂｐ的扩增产物条带，分别
使用引物ＳＰ２、ＳＰ３纯化产物进行测序。根据测序结果，将与
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已知序列有相关性的扩增片段回收，连接ｐＭＤＴＭ１９Ｔ载体并转
化大肠杆菌感受态细胞ＪＭ１０９，筛选阳性菌落，提取质粒，进行
克隆测序。测序结果显示片段大小为４３６７ｂｐ和４３６８ｂｐ，可
以找到扩增引物ＳＰ３，并且测序结果的３′端具有引物 ＳＰ３上

游ＳＰＳＢ基因组序列，说明该片段是 ＳｃＳＰＳＢ５′端上游特异目
的片段。将该片段进行 ＢＬＡＳＴｎ比对，发现其与已知甘蔗
ＲＯＣ２２ＳＰＳＢ基因ｍＲＮＡ序列部分区域具有９７８０％相似性，
表明５′端获得的未知序列是根据已知序列得到的。

２．３　侧翼获取序列验证及序列分析
电泳检测结果表明，可以明显扩增到与预计长度大小一

致的目的片段（图３）。所扩增片段的３′端与前述克隆的甘蔗
ＳＰＳＢ基因ＤＮＡ片段５′端序列是连续存在的。采用染色体步
移法分离到了甘蔗 ＳＰＳＢ基因 ５′侧翼序列，序列提交
ＧｅｎＢａｎｋ，查询登录号 ＭＨ０７４８８２，为公共数据库首次提交的
甘蔗ＳＰＳＢ基因５′侧翼序列。

　 　 利 用 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｒｕｉｔｆｌｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／
ｐｒｏｍｏｔｅｒ．ｐｌ进行核心启动子和转录起始位点预测。结果发现
在序列 ２７０～３２０ｂｐ、２４５８～２５０８ｂｐ、２４６６～２５１６ｂｐ、
３２０１～３２５１ｂｐ、３８５３～３９０３ｂｐ、３９９０～４０４０ｂｐ、４２５２～
４３０２ｂｐ处，预测值分别为 ０．９７、０．８４、０．９８、１．００、１．００、
０９７、０．８４，预测的转录起始位点的碱基分别是Ａ、Ｃ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、
Ａ、Ｇ，３２０１～３２５１ｂｐ、３８５３～３９０３ｂｐ处为最有可能的转录
起始位点。

使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／
ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）进行甘蔗 ＳＰＳＢ基因启动子区域分
析，结果见图４。预测结果显示甘蔗ＳＰＳＢ启动子除包含核心
启动子元件ＴＡＴＡ－ｂｏｘ和ＣＡＡＴ－ｂｏｘ外，还含有多种光应答
元件 Ｓｐ１、ＭＮＦ１、ＴＣＣＣ－ｍｏｔｉｆ、Ｇ－Ｂｏｘ，多种激素响应元件

ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ、ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＡＢＲＥ，与缺氧诱导有关的顺
式作用元件 ＧＣ－ｍｏｔｉｆ，低温响应元件 ＬＩＲ，种子特异性调控
的顺式调控元件ＲＹ－ｅｌｅｍｅｎｔ，此外还包含干旱诱导 ＭＹＢ和
ＭＹＢＨｖ１结合位点。

３　讨论与结论

蔗糖磷酸合成酶是植物体内控制蔗糖生物合成的关键

酶，起着调节蔗糖生物合成的作用。启动子作为基因编码区

域上游的非编码ＤＮＡ序列，在植物基因表达调控过程中起着
重要作用［２８－２９］。本研究采用染色体步移法首次分离克隆了

甘蔗ＳＰＳＢ基因５′侧翼序列，通过对ＳＰＳ启动子区域分析，确
定甘蔗ＳＰＳＢ启动子除包含核心启动子元件ＴＡＴＡ－ｂｏｘ和增
强子元件 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ外，还含有光应答元件 ＧＴ１－ｍｏｔｉｆ、
ＭＮＦ１、Ｓｐ１、ＴＣＣＣ－ｍｏｔｉｆ、Ｇ－Ｂｏｘ，多种激素响应元件 ＡＢＲＥ、
Ｐ－ｂｏｘ、ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ、ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ，以及与
缺氧、干旱、低温诱导有关的顺式作用元件和一些组织调控表

达有关的顺式调控元件。

目前，ＳＰＳ启动子已在拟南芥［７，１６］、水 稻［３０－３１］、甘

蔗［３２－３３］、番茄［３４］、棉花［３５］等植物中被分离并进行功能研究。

研究表明，植物 ＳＰＳ启动子上存在多种顺式调控元件，如
ＡＣＥ、ＡＥ－ｂｏｘ、Ｇ－Ｂｏｘ、ＡＴ１－ｍｏｔｉｆ、Ｉ－ｂｏｘ、ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ、
ＧＴ１－ｍｏｔｉｆ和ＭＢＳ等，位于ＳＰＳ启动子区的特异调控元件调
控基因的转录表达。如ＳＰＳ启动子上存在Ｉ－ｂｏｘ和Ｇ－ｂｏｘ，
这是光调控基因启动子所必需的重要功能调控元件［３６］。拟

南芥ＳＰＳ启动子研究表明光照对 ＳＰＳ基因的表达以及转录
后调控至关重要［３０］。与干旱诱导有关的 ＭＹＢ结合位点
（ＭＢＳ）也存在于 ＳＰＳ启动子中，这在拟南芥渗透胁迫诱导
ＳＰＳ基因研究中已有报道［１６］。番茄 ＳＰＳ启动子区域预测存
在多种顺式调控元件：光响应元件 ＡＣＥ、Ｇ－ｂｏｘ、ＡＥ－ｂｏｘ、
ａｓ－２－ｂｏｘ，参与防御和应激反应的顺式作用元件 ＴＣ－ｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔｓ、ＨＳＥ，激素反应元件 ＡＢＲＥ、ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ等，通过启
动子活性的瞬时表达分析，发现该启动子在番茄的所有组织

中均有表达，并受光照、应激和激素反应的调控［３４］。
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　　ＳＰＳ是一个多基因家族，植物体内不同家族 ＳＰＳ基因的
表达模式和调控模式各不相同［２０－２１，３７］。关于甘蔗 ＳＰＳ基因
启动子研究主要集中于 ＳＰＳⅢ （Ａ家族）启动子的研究。在
甘蔗ＳＰＳⅢ（Ａ家族）启动子研究中发现 ＳＰＳⅢ 启动子区上
除了存在典型启动子结构外，还存在多种光响应元件ＡＴＣＴ－
ｍｏｔｉｆ、ＡＣＥ、ＡＥ－ｂｏｘ、Ｇ－Ｂｏｘ和一些与分生组织、芽组织特异
性表达相关的顺式调控元件 ＣＡＴ－ｂｏｘ、ａｓ－２－ｂｏｘ，但未见
本研究ＳＰＳＢ启动子所包含的激素响应元件和干旱、低温诱
导有关的顺式作用元件［３２－３３］。这可能在一定程度上诠释了

同一植物不同家族ＳＰＳ基因表达模式及调控机制不同。
本研究首次分离克隆了甘蔗 ＳＰＳＢ基因５′侧翼序列，并

进行了启动子区域分析。分析表明甘蔗ＳＰＳＢ基因５′侧翼序
列含有典型的启动子核心元件和多种顺式调控元件。结合已

有研究基础，根据分析结果推测甘蔗 ＳＰＳＢ基因的转录表达
可能在一定程度上受组织生长发育、光照、激素、逆境胁迫等

多种因素调控。要弄清 ＳＰＳＢ基因的调控机制和功能，还须
进一步研究论证。
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２０１７，１１（６）：６６８－６７５．

［３６］Ａｒｇｕｅｌｌｏ－ＡｓｔｏｒｇａＧ Ｒ，Ｈｅｒｒｅｒａ－Ｅｓｔｒｅｌｌａ Ｌ Ｒ． Ａｎｃｅｓｔｒａｌ
ｍｕｌｔｉｐａｒｔｉｔｅｕｎｉｔｓｉｎｌｉｇｈｔ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｐｌａｎｔｐｒｏｍｏｔｅｒｓｈａｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｆｅａｔｕｒｅｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｎｇｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｃｐｈｏｔｏｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９６，１１２（３）：１１５１－１１６６．

［３７］张　莉，荐红举，杨　博，等．甘蓝型油菜蔗糖磷酸合酶（ＳＰＳ）基
因家族成员鉴定及表达分析［Ｊ］．作物学报，２０１８（２）：１－１１．

—８９— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１５期


