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摘　 要: 天然除虫菊酯是从除虫菊(Ｔａｎａｃｅｔｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ)中提取的绿色植物源生物杀虫剂ꎮ 醛脱氢酶

(ＴｃＡＬＤＨ)和 ＧＤＳＬ 脂肪酶(ＴｃＧＬＩＰ)是除虫菊酯生物合成途径中的关键限速酶ꎮ 为探究 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ
基因的功能ꎬ该研究从除虫菊无性系‘Ｗ９９’中克隆得到 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基因的启动子ꎬ并通过生物信息

学分析、组织化学染色(ＧＵＳ 染色)、荧光素酶报告实验和外源植物激素处理实验对其启动子的调控元件、
启动子活性、激素诱导特异性和组织特异性进行分析ꎮ 结果表明:(１)克隆得到的 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 启动子

序列分别为 ２ ８４８、１ ３４３ ｂｐꎬ均含有多个与逆境应答和激素信号相关的顺式作用元件ꎮ (２)分别构建了启动

子和荧光素酶融合的植物表达载体ꎬ在烟草叶片中观察荧光成像发现ꎬＴｃＡＬＤＨ 启动子具有茉莉酸甲酯

(ＭｅＪＡ)和脱落酸(ＡＢＡ)激素诱导特异性ꎮ (３)用 ＭｅＪＡ 和 ＡＢＡ 处理除虫菊‘Ｗ９９’组培苗发现ꎬＴｃＡＬＤＨ 的

表达量在 １２ ｈ 内受 ＡＢＡ 诱导时上调ꎬ受 ＭｅＪＡ 诱导时先升高后降低ꎬＴｃＧＬＩＰ 的表达量受 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 诱导

下调ꎮ (４)分别构建了 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 启动子与 ＧＵＳ 基因融合的植物表达载体ꎬ转化烟草并对其转基因

叶片进行 ＧＵＳ 活性染色发现ꎬＴｃＡＬＤＨ 启动子在烟草叶片腺体、腺毛头部及叶肉细胞中表达ꎬ而 ＴｃＧＬＩＰ 启动

子仅在烟草叶肉细胞中表达ꎮ 综上认为ꎬＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 的启动子具有组织特异性ꎬＴｃＡＬＤＨ 启动子具有

ＭｅＪＡ 和 ＡＢＡ 激素诱导特性ꎮ 该研究结果为除虫菊 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基因参与除虫菊酯合成的调控机制

提供了新见解ꎮ
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　 　 除虫菊(Ｔａｎａｃｅｔｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ)作为一种多

年生菊科植物ꎬ几个世纪以来一直被用于提取绿色

植物源杀虫剂除虫菊酯(Ｌｙｂｒａｎｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 其

因提取于花头的除虫菊酯具有杀虫迅速、无富集易

降解、对哺乳动物毒性小、适用于敏感人群等特性ꎬ
被广 泛 应 用 于 有 机 农 业 和 家 居 防 治 ( Ｎｅｌｓｏｎꎬ
１９７４)ꎬ其花头还能够释放大量挥发性萜烯 (Ｅ)￣
ｂｅｔａ￣法尼烯 [(Ｅ)￣ｂｅｔａ￣ｆａｒｎｅｓｅｎｅꎬ Ｅ bＦ]ꎬ 能够在田

间吸引瓢虫驱避蚜虫 ( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎬ同时吸引大量授粉昆虫如食蚜蝇等(Ｚｅｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ 曾拓等ꎬ２０２１)ꎮ 因此ꎬ除虫菊也作为一

种间作作物ꎬ在我国云南有广泛的应用(周黎等ꎬ
２０２２)ꎮ 全世界对除虫菊酯的需求较大ꎬ将其作为

天然植物源杀虫剂以避免过度使用化学合成杀虫

剂(Ｓｕｒａｗｅｅｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 因此ꎬ如何提高除虫菊

酯的含量一直是除虫菊产业和基础研究的热点和

重点ꎮ
除虫菊酯在植物体内由单萜羧基部分(菊酸

和除虫菊酸)和酮醇部分(除虫菊酮醇、茉莉酮醇

和瓜 叶 酮 醇 ) 酯 化 形 成 ( Ｓｔａｕｄｉｎｇｅｒ ＆ Ｒｕｚｉｃｋａ
１９２４ꎻ Ｍｏｓｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 酸前体来源于萜烯途

径的质体甲基赤藓醇￣４ 磷酸 ( ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ４￣
ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＭＥＰ)途径(Ｌｙｂｒａｎｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ酮醇

前体来源于茉莉酸类激素( ｊａｓｍｏｎａｔｅｓꎬ ＪＡａｓ)途径

(Ｍａｔｓｕｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 在除虫菊酯单萜合成模

型中ꎬ两分子二甲基烯丙基二磷酸 ( ｄｉｍｅｔｈｙｌａｌｌｙｌ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＤＭＡＰＰ)首先在腺体中依次由菊基

二磷酸合成酶( ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ＣＤＳ)、 乙 醇 脱 氢 酶 ２ ( ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ２ꎬ
ＡＤＨ２)、醛 脱 氢 酶 １ ( ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １ꎬ
ＡＬＤＨ１)催化形成前体分子菊酸ꎬ随后菊酸被运输

到腺体下方的皮下组织ꎬ最终在种子和果皮中被

ＧＤＳＬ 脂肪酶(ＧＤＳＬ ｌｉｐａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＧＬＩＰ)催化形

成除虫菊酯ꎬ后被胚胎吸收转移至幼苗组织中

(Ｋｉｋｕｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｒａｍｉｒｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｘｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｌｙｂｒａｎｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２ａ)ꎮ
ＴｃＡＬＤＨ 参与除虫菊酸部分最后一步催化反应合

成菊酸 ＣｏＡꎬ菊酸 ＣｏＡ 和酮醇则在 ＴｃＧＬＩＰ 的催化

７７２１７ 期 周黎等: 除虫菊 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基因启动子克隆及功能分析



作用下通过酯键相连合成最终产物除虫菊酯

(Ｋｉｋｕｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 由此可

知ꎬ ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 是除虫菊酯合成的关键限

速酶基因ꎮ 目前ꎬ已经从拟南芥和棉花中克隆到

大量 ＡＬＤＨ 和 ＧＬＩＰ 基因的启动子(Ｈｏｕ ＆ Ｂａｒｔｅｌｓꎬ
２０１５ꎻ Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｙａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ此外ꎬ高粱、大豆以及黄花蒿等物种中

也报道了 ＡＬＤＨ 基因的启动子ꎮ 然而从除虫菊中

仅分离出一个具有腺体特异表达的菊基二磷酸合

成酶基因 ＴｃＣＨＳ 的启动子( Ｓｕｌｔａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ
因此ꎬ研究其他除虫菊酯合成酶基因的启动子是

解析除虫菊酯合成调控机制的前提ꎮ
茉莉酸及其衍生物不仅作为反应底物参与除

虫菊酯酮醇部分的生物合成ꎬ同时作为防御应激类

激素调控除虫菊酯的合成(Ｍａｔｓｕｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｌｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 课题组前期进行了茉莉酸甲酯处理

下的白花除虫菊叶片和花期转录组数据分析ꎬ注释

到了很多与除虫菊酯合成代谢相关的基因ꎮ 基于

此ꎬ本研究通过除虫菊无性系 ‘Ｗ９９’ 克隆得到

ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基因的启动子序列ꎬ对其调控元

件、启动子活性、激素诱导特异性和组织特异性进

行了分析ꎬ进一步揭示除虫菊酯的合成机制及代谢

调控中植物激素的作用ꎬ从而为培育除虫菊优良品

种和提高除虫菊酯含量提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 实验材料

除虫菊无性系‘Ｗ９９’的叶片取自华中农业大

学组培室ꎮ 大肠杆菌 ＤＨ５α 和根癌农杆菌 ＧＶ３１０１、
ＥＨＡ１０５ 购自上海唯地生物技术有限公司ꎮ 用于转

化的本氏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)在 ２５ ℃、１６
ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗条件的组培室中生长ꎮ
１.２ 启动子克隆

利用 ＲａＰｕｒｅ ｐｌａｎｔ ＤＮＡ ｍｉｎｉ ｋｉｔ(美基生物ꎬ 中

国)提取除虫菊叶片的 ｇＤＮＡ 作为模板ꎬ依据除虫

菊基因组(Ｙａｍａｓｈｉｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ设计 ＴｃＡＬＤＨ
基因启动子的特异引物 Ｆ￣ＡＬＤＨ￣ｐｒｏ 及 ＯＲＦ 下游

Ｒ￣ＡＬＤＨ￣ＯＲＦ(表 １)ꎬＴｃＧＬＩＰ 基因启动子的特异引

物 Ｆ￣ＧＬＩＰ￣ｐｒｏ 及 ＯＲＦ 下游 Ｒ￣ＧＬＩＰ￣ＯＲＦ(表 １)ꎬ利
用 高 保 真 酶 Ｈｉｇｈ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( ＭＣＬＡＢꎬ
Ｃｈｉｎａ)进行扩增ꎬ将扩增产物连接到 ｐＢＬＵＥ￣Ｔ 载

体(ＺＯＭＡＮＢＩＯꎬ Ｃｈｉｎａ)ꎬ转化大肠杆菌ꎬ挑选单菌

落进行测序ꎮ 利用除虫菊基因组对获得的片段进

行检验ꎮ 利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软件对启动子的元件进

行预测ꎮ
１.３ 载体构建

以测序正确的质粒为模板ꎬ分别利用含有同

源重组片段的引物 Ｌｕｃ￣ａｌｄｈ￣Ｆ、 Ｌｕｃ￣ａｌｄｈ￣Ｒ、 Ｌｕｃ￣
ｇｌｉｐ￣Ｆ、Ｌｕｃ￣ｇｌｉｐ￣Ｒ(表 １) 进行扩增ꎮ 回收 ＰＣＲ 产

物ꎬ连接到经 ＨｉｎｄⅢ酶切的 ｐＧｒｅｅｎＩＩ ０８００￣ＬＵＣ 载

体上ꎬ转化大肠杆菌ꎬ挑选单菌落进行测序ꎬ选取

测序正确的载体转化 ＧＶ３１０１ 农杆菌ꎮ
以测序正确的质粒为模板ꎬ分别利用含有同

源重组片段的引物 Ｆ￣ａｌｄｈ１２１ｐｒｏ、Ｒ￣ａｌｄｈ１２１ｐｒｏ、Ｆ￣
ｇｌｉｐ１２１ｐｒｏ、Ｒ￣ｇｌｉｐ１２１ｐｒｏ (表 １) 进行扩增ꎮ 回收

ＰＣＲ 产物ꎬ连接到经 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 和 ＢａｍＨ Ｉ 酶切的

ＰＢＩ１２１ 载体上ꎬ转化大肠杆菌ꎬ挑选单菌落进行测

序ꎬ选取测序正确的载体转化 ＥＨＡ１０５ 农杆菌ꎮ
１.４ 烟草中 ＬＵＣ 瞬时表达和荧光成像

将含有重组 ｐＧｒｅｅｎⅡ ０８００￣ＬＵＣ 载体的农杆菌

单菌落接种到发根农杆菌培养基(ＹＥＢ)中ꎬ培养至

ＯＤ６００＝ ０.５ꎬ５ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 ７ ｍｉｎ 后ꎬ用 ＭＥＳ 侵

染液重悬ꎬ调节至 ＯＤ６００＝ １.０ꎮ 选取生长 ２ 至 ３ 周

的本氏烟草ꎬ用无针头的注射器将农杆菌菌液注射

到烟草叶片ꎬ叶片左半部分注射含有空载 ｐＧｒｅｅｎⅡ
０８００￣ＬＵＣ 载体的农杆菌ꎬ右半部分注射含有重组

ｐＧｒｅｅｎⅡ ０８００￣ＬＵＣ 载体的农杆菌ꎮ 注射后的烟草

置于人工气候室中培养 ２ ｄ 后ꎬ在烟草叶片上喷施

５０ μｍｏｌＬ￣１的脱落酸(ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ＡＢＡ)ꎬ浓度参

考胡慧敏等(２０２１)的方法ꎬ或喷施 １００ μｍｏｌＬ￣１的

茉莉酸甲酯(ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎬ ＭｅＪＡ)ꎬ浓度参考陈

雨倩等(２０２１)的方法ꎬ以喷施清水植株的叶片作为

对照ꎮ 放置 １２ ｈ 后ꎬ 将 Ｄｕａｌ￣Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ
Ａｓｓａｙ 试 剂 盒 中 的 Ｌｕａｆｅｒａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 与

Ｌｕａｆｅｒａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｂｕｆｆｅｒ ＩＩ 混合ꎬ涂抹在烟草的注射

区ꎬ然后使用 ＬＢ ９８５ Ｎｉｇｈｔｓｈａｄｅ ｓｙｓｔｅｍ ( Ｂｅｒｔｈｏｌｄꎬ
Ｂａｄ Ｗｉｌｄｂａｄꎬ德国)仪器观察荧光ꎮ
１.５ 不同激素处理下除虫菊 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ
基因表达分析

ＭｅＪＡ 处 理: 以 继 代 培 养 一 个 月 的 除 虫 菊

‘Ｗ９９’ 无性系作为实验材料ꎬ使用 ５ ｍＬ 的 ２
ｍｍｏｌＬ￣１的 ＭｅＪＡ 溶液喷施处理组培苗ꎬ浓度参

考(Ｂｕｒａｐｈａｋａ ＆ Ｐｕｔａｌｕｎꎬ ２０２０)ꎬ拧紧瓶盖ꎬ培养

０、４、１２ ｈ 后ꎬ将实验材料叶片放置在液氮中迅速

冷却后ꎬ保存于－８０ ℃冰箱ꎮ

８７２１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＡＢＡ 处 理: 以 继 代 培 养 一 个 月 的 除 虫 菊

‘Ｗ９９’ 无性系作为实验材料ꎬ使用 ５ ｍＬ 的 １
ｍｍｏｌＬ￣１ 的 ＡＢＡ 溶液喷施处理组培苗ꎬ拧紧瓶

盖ꎬ培养 ０、４、１２ ｈ 后ꎬ将实验材料叶片放置在液氮

中迅速冷却后ꎬ保存于－８０ ℃冰箱ꎮ
利用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 分析两种激素处理后的基

因表达水平ꎮ ＲＮＡ 提取使用植物 ＲＮＡ 提取试剂盒

Ｕｌｔｒａｐｕｒｅ ＲＮＡ Ｋｉｔ(ＣＷＢＩＯ 康为世纪生物科技有限

公司)ꎬ反转录形成 ｃＤＮＡꎬ使用 ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ￣Ｓｔｅｐ
ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ(ＴＲＡＮ
北京全式金生物技术有限公司)进行荧光定量分

析ꎬ荧光定量的仪器为 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００
ｐｌａｔｆｏｒｍꎬ试剂为 ２×Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ(Ａｉｄｌａｂꎬ北
京艾德莱生物科技有限公司)ꎬ荧光定量使用的引

物为 ＴｃＡＬＤＨ￣ＲＴ￣Ｆ、 ＴｃＡＬＤＨ￣ＲＴ￣Ｒ、 ＴｃＧＬＩＰ￣ＲＴ￣Ｆ、
ＴｃＧＬＩＰ￣ＲＴ￣Ｒ、ＴｃＧＡＰＤＨ￣Ｆ 和 ＴｃＧＡＰＤＨ￣Ｒ (表 １)
(Ｒａｍｉｒｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ
１.６ 烟草遗传转化筛选及 ＧＵＳ 表达

将含有 ｐＴｃＧＬＩＰ￣ＧＵＳ 质粒的农杆菌单菌落接种

到 ＹＥＢ 液体培养基中ꎬ培养至 ＯＤ６００ ＝ ０. ５ꎬ５ ０００
ｒｍｉｎ￣１ 离心 ７ ｍｉｎ 后ꎬ用液体 ＭＳ (Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ ＆
Ｓｋｏｏｇ)基本培养基重悬ꎬ调节至 ＯＤ６００ ＝ ０.５ꎮ 将烟

草叶片切成 ０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍꎬ放入农杆菌菌液ꎬ侵染

１０ ｍｉｎ 后ꎬ在滤纸上晾干ꎬ将侵染后的烟草叶片转

移至共培养培养基上ꎬ培养基配方为 ＭＳ 基本培养

基＋２.２５ ｍｇＬ￣１６￣苄氨基嘌呤(６￣ｂｅｎｚｙｌａｄｅｎｉｎｅꎬ ６￣
ＢＡ) ＋ ０. ３ ｍｇＬ￣１ １￣萘乙酸(１￣ｎａｐｈｔｈｙｌａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＮＡＡ)ꎬ黑暗条件下培养 ２ ｄ 后ꎬ将叶片转移至筛选

培养基ꎬ培养基配方为 ＭＳ 基本培养基＋２.２５ ｍｇ
Ｌ￣１ ６￣ＢＡ＋０.３ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ＋４００ ｍｇＬ￣１头孢霉素

(ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅꎬ Ｃｅｆ)＋５０ ｍｇＬ￣１卡那霉素(ｋａｎａｍｙｃｉｎꎬ
Ｋａｎ)ꎬ每 ２ 周继代一次ꎬ当抗性芽生长至 １ ｃｍ 时ꎬ
将抗性芽切下ꎬ放置在含有 ４００ ｍｇＬ￣１ Ｃｅｆ 和 ５０
ｍｇＬ￣１ Ｋａｎ 的 ＭＳ 培养基中ꎬ继续培养ꎮ

提取卡纳霉素抗性本氏烟草叶片的 ＤＮＡꎬ以
其为模板ꎬ用 Ｆ￣ａｌｄｈ１２１ｐｒｏ 作为上游ꎬＴｃＡＬＤＨ 启动

子 特 异 引 物 Ｒ￣ａｌｄｈ￣ｐｒｏ２８０ 作 为 下 游ꎬ 检 验

ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＧＵＳ 转基因烟草ꎻ用 Ｆ￣ｇｌｉｐ１２１ｐｒｏ 作为上

游ꎬＲ￣ＧＵＳ￣Ｔ 作为下游ꎬ检验 ｐＴｃＧＬＩＰ￣ＧＵＳ 转基因

烟草ꎬ转化所用菌株为阳性对照ꎬ野生烟草为阴性

对照ꎮ 植物 ＤＮＡ 提取试剂盒为 ＨｉＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(美基生物ꎬ中国)ꎬＰＣＲ 扩增 ｍｉｘ 为 ２×Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(近岸蛋白质科技有限公司ꎬ中国)ꎮ

表 １　 实验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列 ５′到 ３′(从左到右)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ５′ ｔｏ ３′
( ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ)

Ｌｕｃ￣ａｌｄｈ￣Ｆ ＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＡＡＡＣＴＡＧ
ＡＡＧＣＡＡＡＧＡＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＴＣ

Ｌｕｃ￣ａｌｄｈ￣Ｒ ＣＡＧＧＡＡＴＴＣＧＡＴＡＴＣＡＡＧＣＴＴＡＧＣＴＴＡＴ
ＡＴＧＴＧＣＴＣＡＧＡＣＡＡＧＡＧＧＴ

Ｌｕｃ￣ｇｌｉｐ￣Ｆ ＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＣＣＣＣＴＣＴ
ＡＴＡＧＡＡＡＧＡＴＡＡＴＴＴＡＡＴＴＣＴＴＧ

Ｌｕｃ￣ｇｌｉｐ￣Ｒ ＣＡＧＧＡＡＴＴＣＧＡＴＡＴＣＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＣ
ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＴＴＴＴＴＡＡＴＴ

Ｆ￣ＧＬＩＰ￣ｐｒｏ ＡＡＡＣＴＡＧＡＡＧＣＡＡＡＧＡＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴ

Ｒ￣ＧＬＩＰ￣ＯＲＦ ＴＴＡＡＣＡＴＧＧＧＴＧＴＴＧＡＴＧＴＧＧＴ

Ｆ￣ＡＬＤＨ￣ｐｒｏ ＣＣＣＣＴＣＴＡＴＡＧＡＡＡＧＡＴＡＡＴＴＴＡＡＴＴＣ

Ｒ￣ＡＬＤＨ－ＯＲＦ ＧＡＡＣＴＴＧＡＴＧＴＣＡＴＡＡＧＣＴＡＡ

Ｆ￣ｇｌｉｐ１２１ｐｒｏ ＧＡＣＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＡＡＡＡＡＣ
ＴＡＧＡＡＧＣＡＡＡＧＡＴＣＡＴＣＧＴ

Ｒ￣ｇｌｉｐ１２１ｐｒｏ ＧＧＡＣＴＧＡＣＣＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＡＧＣＴＴＡ
ＴＡＴＧＴＧＣＴＣＡＧＡＣＡＡＧＡＧＧＴ

Ｆ￣ａｌｄｈ１２１ｐｒｏ ＧＡＣＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＣＴＣＴ
ＡＴＡＧＡＡＡＧＡＴＡＡＴＴＴＡＡＴＴＣＴＴＧ

Ｒ￣ａｌｄｈ１２１ｐｒｏ ＧＧＡＣＴＧＡＣＣＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＴＴＴＴＣＴＣ
ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴＴＴＴＴＴＡＡＴＴ

Ｒ￣ＧＵＳ￣Ｔ ＴＧＧＣＣＴＧＣＣＣＡＡＣＣＴＴＴＣＧ
Ｒ￣ａｌｄｈ￣ｐｒｏ２８０ ＧＧＣＧＡＣＧＧＴＡＧＧＡＡＣＴＣＡＡ
Ｆ￣ｎｐｔ ｉｉ￣ｏｒｆ ＡＴＧＡＴＴＧＡＡＣＡＡＧＡＴＧＧＡＴＴＧＣＡＣＧＣ
Ｒ￣ｎｐｔ ｉｉ￣ｏｒｆ ＴＣＡＧＡＡＧＡＡＣＴＣＧＴＣＡＡＧＡＡＧＧＣＧ
Ｆ￣Ｒｅｖｅｒｓｅ￣ｎｐｔ ｉｉ ＴＣＣＴＧＴＣＡＡＡＣＡＣＴＧＡＴＡＧ
Ｒ￣Ｒｅｖｅｒｓｅ￣ｎｐｔ ｉｉ ＡＧＧＡＴＡＴＡＴＴＧＧＣＧＧＧＴＡＡＡＣＣ
ＴｃＡＬＤＨ￣ＲＴ￣Ｆ ＣＡＴＴＣＣＧＣＴＡＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＧＣ
ＴｃＡＬＤＨ￣ＲＴ￣Ｒ ＴＣＣＡＡＧＧＡＡＴＧＡＴＧＴＧＴＣＣＡＡＣＴＡＣ
ＴｃＧＬＩＰ￣ＲＴ￣Ｆ ＧＣＣＧＧＧＡＡＴＧＣＧＡＧＣＡＡＡＡＣＡＡＣ
ＴｃＧＬＩＰ￣ＲＴ￣Ｒ ＣＧＣＴＣＴＣＧＣＣＴＴＣＣＴＴＡＡＡＡＣＣＡＴＡ
ＴｃＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＡＡＧＧＡＧＧＡＡＴＣＴＧＡＡＧＧＡＡＡＧＣＴＧ
ＴｃＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＧＴＴＧＴＴＧＴＴＣＡＡＡＧＣＧＡＴＴＣＣＡＧＣ

　 　 将继代培养一个月的阳性烟草用 ＧＵＳ Ｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｋｉｔ(Ｃｏｏｌａｂｅｒꎬ 中国)进行染色ꎬ实验步骤参照试剂

盒说明书ꎬ染色后用 ７０％的酒精脱色至叶片完全褪

绿后ꎬ在体视显微镜下观察染色情况ꎮ 每个启动子

均取 ３ 个独立的转基因株系进行染色ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 启动子克隆

以提取的除虫菊基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ使用特

异性引物 Ｆ￣ＡＬＤＨ￣ｐｒｏ 和 Ｒ￣ＡＬＤＨ￣ＯＲＦ 克隆得到

ＴｃＡＬＤＨ 基因 ＡＴＧ 上游 ２ ８４８ ｂｐ 的启动子序列ꎬ使

９７２１７ 期 周黎等: 除虫菊 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基因启动子克隆及功能分析



Ｍ. ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. ｐＴｃＡＬＤＨ 片段ꎻ ２. ｐＴｃＧＬＩＰ 片段ꎮ
Ｍ. ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｐＴｃＡＬＤＨꎻ ２. Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｐＴｃＧＬＩＰ.

图 １　 ｐＴｃＡＬＤＨ(Ａ)和 ｐＴｃＧＬＩＰ(Ｂ)ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＴｃＡＬＤＨ (Ａ) ａｎｄ ｐＴｃＧＬＩＰ (Ｂ)

用特异性引物 Ｆ￣ＧＬＩＰ￣ｐｒｏ 和 Ｒ￣ＧＬＩＰ￣ＯＲＦ 扩增

ＴｃＧＬＩＰ 启动子ꎬ获得条带大小为 １ ３４３ ｂｐ(图 １)ꎮ
分别命名为 ｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰꎮ
２.２ ｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ 调控元件分析

利 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软 件 分 析 了 ｐＴｃＡＬＤＨ 和

ｐＴｃＧＬＩＰ 的顺式作用元件ꎮ 结果显示在 ｐＴｃＡＬＤＨ
序列 ２ ８４８ ｂｐ 的区域共检测到 ４３ 种 ２１０ 个作用

元件ꎬ在 ｐＴｃＧＬＩＰ 序列 １ ３４３ ｂｐ 的区域检测到 ３０
种 １１６ 个作用元件ꎮ ｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ 均含有

多个核心启动子元件( ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ)和增强子元件

(ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ)等基本特征元件ꎬ此外还包含许多与

激素响应[ＭｅＪＡ、水杨酸( ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬＳＡ)、生长

素( ａｕｘｉｎ)、ＡＢＡ、赤霉素( ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎꎬＧＡ)等]ꎬ胁
迫响应(损伤、低温、干旱等)和光响应相关的元件

(表 ２ꎬ表 ３)ꎮ 这两个基因启动子序列均含有

ＭｅＪＡ 响应元件( ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ 和 ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ)和

ＡＢＡ 响应元件(ＡＢＲＥ)ꎮ
２.３ ｐＴｃＡＬＤＨ和 ｐＴｃＧＬＩＰ 活性和激素诱导特性分析

将含有 ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＬＵＣ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ￣ＬＵＣ 表达载

体的农杆菌分别注射烟草叶片ꎬ荧光成像结果显

示ꎬ含有 ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＬＵＣ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ￣ＬＵＣ 载体的农杆

菌注射部位ꎬ荧光强度高于空载对照ꎬ说明 ｐＴｃＡＬＤＨ
和 ｐＴｃＧＬＩＰ 能够驱动 ＬＵＣ 基因的表达ꎬ具有启动子

活性ꎮ 注射含有 ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＬＵＣ 表达载体农杆菌的

叶片在 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 激素处理后ꎬ荧光强度显著高

于清水对照ꎬ表明 ｐＴｃＡＬＤＨ 具有 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 激素

诱导特性(图 ２)ꎮ 而注射含有 ｐＴｃＧＬＩＰ￣ＬＵＣ 表达载

体农杆菌的叶片在 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 激素处理后ꎬ荧光

强度低于清水对照(图 ２)ꎮ
２.４ 不同激素处理下除虫菊叶片 ＴｃＡＬＤＨ 和

ＴｃＧＬＩＰ 基因表达分析

用 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 处理除虫菊组培苗ꎬ检测

ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基 因 转 录 水 平ꎮ 结 果 表 明ꎬ
ＭｅＪＡ 和 ＡＢＡ 处理可显著影响除虫菊 ＴｃＡＬＤＨ 和

ＴｃＧＬＩＰ 基因的表达ꎬ其中 ＴｃＡＬＤＨ 的表达受 ＡＢＡ
诱导上调ꎬ受 ＭｅＪＡ 诱导表达量先升高后降低ꎻ
ＴｃＧＬＩＰ 的表达受 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 诱导下调(图 ３)ꎮ
２.５ ｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ 组织特异性分析

将 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 启动子区域与 ＧＵＳ 报告

基因融合ꎬ转化烟草ꎬ获得了 ４ 个独立的 ｐＴｃＡＬＤＨ￣

０８２１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ２　 ｐＴｃＡＬＤＨ 部分顺式作用元件
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒｔ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｐＴｃＡＬＤＨ

类别
Ｃｌａｓｓ

名称
Ｎａｍｅ

核心序列
Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

预测功能
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

转录调控
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ＴＡＴＡ ２６ 核心启动子元件
Ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＴ ３８ 启动子和增强子区的共顺式作用元件
Ｃｏｍｍｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ

激素响应
Ｈｏｒｍｏｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ＡＡＣＧＡＣ ３ 生长素响应元件
Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ ３ 参与茉莉酸甲酯响应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＭｅＪＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ ３

ＡＢＲＥ ＧＣＡＡＣＧＴＧＴＣ １ 参与脱落酸响应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＡＢＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＭＹＣＡＴＲＤ２２ ＣＡＣＡＴＧ １

ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ ３

ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ ＴＡＴＣＣＣＡ ２ 参与赤霉素响应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＧＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ＣＣＡＴＣＴＴＴＴＴ １ 参与水杨酸响应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＳＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

胁迫响应
Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ ２ ＭＹＢ 结合位点参与干旱诱导
ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

Ｗ￣ｂｏｘ ＴＴＧＡＣＣ ２ 创伤响应
Ｔｒａｕｍａ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ １ 参与低温反应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ １ 参与防御和应激反应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ ４ 无氧诱导所需的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

光响应
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＡＥ￣ｂｏｘ ＡＧＡＡＡＣＡ / ＴＡ / Ｔ ２ 光响应模块的一部分
Ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｍｏｄｕｌｅ ｆｏｒ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

Ｂｏｘ ４ ＡＴＴＡＡＴ １ 光响应的部分保守 ＤＮＡ 模块
Ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＤＮＡ ｍｏｄｕｌｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ｃｈｓ￣ＣＭＡ１ａ ＴＴＡＣＴＴＡＡ １ 部分光响应元件
Ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ｃｈｓ￣ＣＭＡ２ａ ＴＣＡＣＴＴＧＡ １

ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ ＧＡＴＡＧＧＡ １

Ｂｏｘ ＩＩ ＴＧＧＴＡＡＴＡＡ １

Ｉ￣ｂｏｘ ａｔＧＡＴＡＡＧＧＴＣ １

ＧＡ￣ｍｏｔｉｆ ＡＴＡＧＡＴＡＡ １

ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ ＧＧＴＴＡＡＴ ２ 光响应元件
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

Ｇ￣Ｂｏｘ ＣＡＣＧＴＴ １ 光响应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

Ｇ￣ｂｏｘ ＣＡＣＧＡＣ ３

ＧＵＳ 转基因株系和 ５ 个独立的 ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＧＵＳ 转基

因株系ꎮ 对这些转基因株系进行 ＧＵＳ 染色ꎬ结果

表明ꎬ在野生型植物中无任何组织观察到蓝色ꎬ在
ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＧＵＳ 转基因烟草叶的腺毛头部显现出明

显蓝色ꎬ而在 ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＧＵＳ 转基因烟草叶中未发

现明显的组织特异染色(图 ４)ꎮ

３　 讨论与结论

本研究利用除虫菊基因组及 ＰＣＲ 测序验证ꎬ
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表 ３　 ｐＴｃＧＬＩＰ 部分顺式作用元件
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｒｔ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｐＴｃＧＬＩＰ

类别
Ｃｌａｓｓ

名称
Ｎａｍｅ

核心序列
Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

预测功能
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

转录调控
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ＴＡＴＡ ９ 核心启动子元件
Ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＴ １９ 启动子和增强子区的共顺式作用元件
Ｃｏｍｍｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ

激素响应
Ｈｏｒｍｏｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ １ 参与茉莉酸甲酯响应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＭｅＪＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ １

ＡＢＲＥ ＧＣＣＧＣＧＴＧＧＣ ２ 参与脱落酸响应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＡＢＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＭＹＣＡＴＲＤ２２ ＣＡＣＡＴＧ ２

胁迫响应
Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

Ｗ￣ｂｏｘ ＴＴＧＡＣＣ ５ 创伤响应
Ｔｒａｕｍａ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ １ 参与低温反应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ ２ 参与防御和应激反应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ ２ ＭＹＢ 结合位点参与干旱诱导
ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

光响应
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

Ｉ￣ｂｏｘ ｇＧＡＴＡＡＧＧＴＧ １ 光响应模块的一部分
Ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｍｏｄｕｌｅ ｆｏｒ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

Ｇ￣ｂｏｘ ＴＡＣＧＴＧ １ 光响应的顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

Ｓｐ１ ＧＧＧＣＧＧ １ 光响应元件
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ ＧＧＴＴＡＡ １

获 得 了 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 的 启 动 子 序 列ꎮ
ｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ 序列均含有多个核心启动子

元件( ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ)和增强子元件( ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ)等基

本特征元件ꎬ表明这两个基因的启动子拥有典型

启动子的功能ꎮ 此外ꎬｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ 区域还

包含了激素响应、胁迫响应和光响应元件ꎮ 启动

子序列分析表明ꎬｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ 均含有参与

ＭｅＪＡ 响应的 ＣＧＴＣＡ 基序和 ＡＢＡ 响应基序ꎬ这恰

好解释了 ＭｅＪＡ 可以促进除虫菊酯的合成ꎮ 类似

地ꎬ在 ｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ 中均发现了 ＭＢＳ 元件ꎬ
它是参与干旱诱导的 ＭＹＢ 的结合位点ꎬ而有趣的

是ꎬ之前 Ｓｕｒａｗｅｅｒａ 等(２０１７)研究表明除虫菊酯的

产量受干旱的影响ꎮ 除了除虫菊中 ＴｃＡＬＤＨ 和

ＴｃＧＬＩＰ 基因会响应机械损伤使得除虫菊酯含量上

升外(Ｋｉｋｕｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎬ黄花蒿中 ＡａＡＬＤＨ 基因

也会因为伤害处理而上调(王焕燕ꎬ２０１６)ꎬ这可能

与损伤响应元件 Ｗ￣ｂｏｘ 相关ꎮ 综上可知ꎬｐＴｃＡＬＤＨ
和 ｐＴｃＧＬＩＰ 序列包含 ＭＹＢ、ＭＹＣ、ＢＺＩＰ、ＷＲＫＹ 等

转录因子可结合的元件ꎬ如 ＭＢＳ、ＲＢＲＥ、Ｇ￣ｂｏｘ、Ｗ￣

ｂｏｘ 等(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ因此

推测这两个基因的表达可能受这些转录因子的调

控ꎮ 最新 的 研 究 发 现 证 实 了 白 花 除 虫 菊 中

ＴｃＭＹＣ２ 和 ＴｃＭＹＢ８ 均可以通过上调 ＴｃＧＬＩＰ 基因

表达进而提高叶片中除虫菊酯的含量(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２２ꎻ Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ

植物次生代谢物质合成受茉莉酸 ( ｊａｓｍｏｎｉｃ
ａｃｉｄꎬＪＡ)、ＡＢＡ、ＳＡ 等植物激素的调控( Ｌｖ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ ＴｃＡＬＤＨ 作为除虫菊酯合成关键基因ꎬ其
启动子具有 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 激素诱导特性ꎮ ＴｃＡＬＤＨ
的基因表达量在 ＡＢＡ 诱导下上调ꎬ在 ＭｅＪＡ 诱导

下先显著上升后下降ꎮ 这与前人的研究结果基本

一致ꎬ除虫菊中 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基因的表达受

ＭｅＪＡ 的影响( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ进一步证明 ＭｅＪＡ
可以调控除虫菊酯合成ꎮ 在除虫菊的近缘种黄花

蒿中ꎬ用 ＭｅＪＡ 处理黄花蒿ꎬＡａＡＬＤＨ１ 基因表达量

也有显著的提高(王焕燕ꎬ２０１６)ꎮ 这说明 ＭｅＪＡ
也会调控青蒿素的合成ꎮ 与 ＴｃＡＬＤＨ 处理结果相

反的是ꎬＴｃＧＬＩＰ 启动子不具备 ＭｅＪＡ 和 ＡＢＡ 诱导

２８２１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



Ａ. １ ｍｍｏｌＬ￣１ ＡＢＡ 处理ꎻ Ｂ. ２ ｍｍｏｌＬ￣１ ＭｅＪＡ 处理ꎮ
Ａ. １ ｍｍｏｌＬ￣１ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｂ. ２ ｍｍｏｌＬ￣１ ＭｅＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.

图 ２　 不同激素处理下 ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＬＵＣ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ￣ＬＵＣ 转基因烟草荧光成像结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｆｉｒｅｆｌｙ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｐＴｃＡＬＤＨ￣ＬＵＣ ａｎｄ ｐＴｃＧＬＩＰ￣ＬＵＣ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｔｏｂａｃｃｏ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

特异性ꎬ且处理后基因表达量显著下降ꎮ 这与前

人研究报道的拟南芥 ＮｔＧＬＩＰ１ 不受 ＪＡ 调控结果基

本一致ꎬＮｔＧＬＩＰ１ 仅为 ＳＡ 响应分泌蛋白(Ｏｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００５)ꎮ 而 ＮｔＧＬＩＰ２ 可以响应 ＪＡꎬ并通过响应生长

素抵御生物胁迫(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 拟南芥、棉花

和除虫菊的 ＡＬＤＨ 基因启动子均能响应 ＡＢＡꎬ除
此之外ꎬ除虫菊 ｐＴｃＡＬＤＨ 可以响应 ＭｅＪＡꎻ拟南芥

和棉花 ＧＬＩＰ 基因启动子均可响应乙烯( ｅｔｈｙｌｅｎｅꎬ
ＥＴ)ꎬ且拟南芥 ＮｔＧＬＩＰ 基因启动子具有生长素诱

导特性ꎬ这在除虫菊中未见报道(Ｋｉｒｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ
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Ａ. ＡＢＡ 处理下 ＴｃＡＬＤＨ 基因的表达分析ꎻ Ｂ. ＭｅＪＡ 处理下 ＴｃＡＬＤＨ 基因的表达分析ꎻ Ｃ. ＡＢＡ 处理下 ＴｃＧＬＩＰ 基因的表达分析ꎻ
Ｄ. ＭｅＪＡ 处理下 ＴｃＧＬＩＰ 基因的表达分析ꎮ 不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｃＡＬＤＨ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｃＡＬＤＨ ｕｎｄｅｒ ＭｅＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｃ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ＴｃＧＬＩＰ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｄ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｃＧＬＩＰ ｕｎｄｅｒ ＭｅＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ<０.０５) .

图 ３　 不同处理下除虫菊叶片 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基因表达分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｃＡＬＤＨ ａｎｄ ＴｃＧＬＩＰ ｉｎ Ｔａｎａｃｅｔｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ４　 转基因烟草和野生型烟草 ＧＵＳ 染色
Ｆｉｇ. ４　 ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

４８２１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



Ｈｏｕ ＆ Ｂａｒｔｅｌｓꎬ ２０１５ꎻ Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ 胡阳光ꎬ
２０１９ )ꎮ 这说明参与代谢合成的基因通常具有各

自的激素诱导特异性ꎬ通过响应一种或者多种植

物激素调控次生代谢物质合成ꎬ在植物生物或非

生物胁迫中发挥作用ꎮ
Ｗａｓｔｅｒｎａｃｋ 等(２０１９)研究表明 ＭｅＪＡ 能够促

进次生代谢物在植物体内的积累ꎮ ＭｅＪＡ 短效处

理可以促进除虫菊酯合成基因的瞬时上调ꎬ但不

能维持较高的除虫菊酯含量ꎬＪＡ 路径部分合成酶

基因和 ＴｃＧＬＩＰ 基因表达量反而下调( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２２)ꎮ 除虫菊酯前体物质主要在腺体中合成ꎬ被
运输到细胞外形成最终产物ꎬ储存在花头的子房

中(王凤姣等ꎬ２０２１)ꎮ 花头中具有丰富的特殊结

构ꎬ如 分 泌 管 /腔 或 胞 外 空 间 ( Ｒａｍｉｒｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 然而在叶片中并没有发现类似的结构或

空间来储存除虫菊酯ꎮ 除虫菊毛状根中也仅存在

极低含量的除虫菊酯( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２ｂ)ꎮ 这意味

着除虫菊酯的生物合成可能受到强大的负反馈ꎬ
以避免除虫菊酯的过度积累ꎮ 植物体内这种负反

馈调节机制可能通过抑制 ＧＬＩＰ 酶的活性从而降

低除虫菊酯的含量ꎮ
此外ꎬＧＵＳ 组织染色结果表明ꎬＴｃＡＬＤＨ 主要

在腺体中表达ꎬ而 ＴｃＧＬＩＰ 仅在皮下薄壁细胞表

达ꎮ 这些结果基本与前人的研究一致ꎬ即腺体中

表达的 ＴｃＡＬＤＨ 用以合成菊酸ꎬ薄壁细胞中表达

ＴｃＧＬＩＰ 用以合成除虫菊酯 ( Ｋｉｋｕｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ
Ｒａｍｉｒｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 黄花蒿

ＡＬＤＨ１ 基因只在成熟的莲座叶的腺毛体中表达

(王焕燕ꎬ２０１６)ꎮ 然而ꎬ本研究的结果与前人的预

测略有不同ꎬ本研究表明薄壁细胞也可能具有表

达 ＴｃＡＬＤＨ 的能力ꎬＴｃＡＬＤＨ 基因并非为腺体特异

表达ꎮ 拟南芥中 ＮｔＧＬＩＰ１ 和其他 ＮｔＧＬＩＰｓ 信号同

样定位在细胞壁或者胞外(Ｏｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｌｅｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 通过亚细胞定位研究拟南芥 ＮｔＡＬＤＨ
和 ＮｔＧＬＩＰꎬＮｔＡＬＤＨ 蛋白多分泌于质体和细胞质

中ꎬＮｔＧＬＩＰ 蛋白通常分布在细胞壁或胞外(Ｏｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ Ｈｏｕ ＆ Ｂａｒｔｅｌｓꎬ
２０１５)ꎮ 当 前 报 道 仅 分 析 了 棉 花 ＧｈＡＬＤＨ 和

ＧｈＧＬＩＰ 基因组数据和启动子的元件ꎬ在空间表达

研究上未见报道 ( Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ

本研究分析了 ｐＴｃＡＬＤＨ 和 ｐＴｃＧＬＩＰ 的调控元

件、启动子活性、激素诱导特异性和组织特异性ꎮ

其中 ｐＴｃＡＬＤＨ 具有 ＭｅＪＡ 和 ＡＢＡ 激素诱导特异

性ꎬ且这两种激素影响除虫菊酯合成基因的表达

水平ꎮ ＴｃＡＬＤＨ 主要定位在腺体中ꎬ而 ＴｃＧＬＩＰ 主要

定位在胞外ꎬ这再次验证了菊酸的合成部位在腺

体而除虫菊酯的合成部位在胞外ꎮ 本研究可为进

一步探讨除虫菊中 ＴｃＡＬＤＨ 和 ＴｃＧＬＩＰ 基因的表达

调控机制提供理论参考依据ꎮ
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