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辽宁碱蓬甜菜碱醛脱氢酶基因（!"#$）启动子分离及序列分析
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摘 要 根据已知的辽宁碱蓬 .:9; 2J)< ;X 端序列设计两个基因特异的反向引物（Y0"，Y0!），通过衔接头 HM0 获得了

.:9; 基因起始密码子上游 !$; :7 的序列。根据所获得的序列设计两个基因特异的反向引物（Y0=，Y0K），用 Y0!、Y0=、Y0K 分

别与 K 个简并引物配对，通过 ><RGOHM0 扩增，获得了约 ! B: 的序列。经 61P-1,21. 软件拼接上述两段序列，获得了 .:9; 基因

起始密码子上游 !#;; :7 的序列。用 >66HO>MZ 软件分析此序列，预测出转录起始点（>）位于起始密码子上游 $! :7 处，由此获

得了 "LL= :7 的 4,.:9; 启动子序列。用 HG<MI 软件分析此序列，发现该序列具有启动子的基本元件 ><><O:&[、M<<>O:&[，包

含多个胁迫诱导元件，如盐诱导元件 V<<<<<，抗冻、缺水、脱落酸、抗寒元件 M<))>V，伤害诱导元件 <)<>>)M))，热激元件

<><<<>V> 等，是一个强的胁迫诱导启动子。
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启动子是基因表达调控的重要顺式作用元件，

是转录中最主要的一种调节方式，在某种程度上决

定基因表达的时空顺序。同时，启动子也是基因工

程表达载体的一个重要元件，要使克隆的基因能够

在寄主细胞中特异性地表达，必须使用含有特异表

达启动子的载体。所以分离启动子、弄清楚启动子



的分子本质是研究基因表达调控、构建基因工程表

达载体的关键。

甜菜碱是一种无毒的小分子渗透调节剂，在盐

碱、干旱、高温、寒冷等条件下，许多生物积累甜菜

碱。在植物中，甜菜碱是由胆碱经两步酶催氧化形

成的，催 化 第 二 步 反 应 的 酶 是 甜 菜 碱 醛 脱 氢 酶

（!"#$%&" $’(")*(" (")*(+,-"&$."，/012），正常情况下

该酶的表达量很低，但在低温、干旱和盐碱的条件

下，/012 活性显著提高，在 344 55,’67 8$9’ 条件

下，菠菜植株的 /012 活性提高约 3 倍［:］。用 ;<4
55,’67 8$9’ 处理中亚滨藜，其 !"#$ 5=80 水平比

对照高约 ; 倍，!"#$ 基因的表达受盐诱导［;］。目

前已克隆了几种植物的 !"#$ 基因，并已在转基因

植物中得到表达，转基因植物的抗盐性有不同程度

的提 高［3><］，但 结 果 并 不 理 想。在 转 基 因 植 物 中

!"#$ 基因是受 9$?@ 3<A 启动子调控表达的，是组

成型表达，所以转基因植物的抗盐能力是有限的。

为了进一步提高转基因植物的抗盐能力，必须分离

!"#$ 基因启动子，找到调控 !"#$ 基因表达的关

键作用元件，分析其对 !"#$ 基因表达的调控机制。

在此基础上，使用 !"#$ 基因自身特有的启动子调

控 !"#$ 基因在转基因植物中的表达，突破抗盐基

因工程中外源基因组成型表达的局限。B%& C 等［D］

（;44;）从盐生植物 "%&’()*+ ,*-%&.)./’.%’,. 中分离了

",!"#$ 基因启动子（:E; F!），分析发现启动子中有

许多胁迫相关的功能元件，如 G9>!,H、2AI、JK8>
5,#%L、?=I 等，并通过 <M 端缺失发现>:::< !N O >PQ4
!N 和>RD; !N O >;34 !N 两个区段受盐强烈诱导，是一

个较强的盐诱导启动子。

本研究就是在已知的辽宁碱蓬 !"#$ S180 序

列［<］的基础上，分离 0)!"#$ 基因启动子，并对其进

行序列分析，找出该启动子的功能元件，分析其与

",!"#$ 基因启动子的异同，以期用于研究 !"#$
基因的表达调控机制，构建胁迫诱导高效表达的基

因工程表达载体。

! 材料与方法

!"! 材料

植物材料辽宁碱蓬种子采自大连海边，在实验

室栽培；菌种为本实验室保存；N?1:P>T 载体、各种

酶、试剂和试剂盒购自 T$U$=$（大连）公司；引物自

行设计并由 T$U$=$（大连）公司合成。

!"# 方法

!"#"! 辽宁碱蓬总 180 的提取：以辽宁碱蓬叶片

为材料，采用 9T0/ 法提取其总 180［V］。

!"#"# 衔 接 头 W9= 扩 增：根 据 已 知 的 辽 宁 碱 蓬

!"#$ S180 序列［<］设计两个基因特异的嵌套反向

引物 /=:：<M>0G9TGTTG9TG9TGG00TTT>3M、/=;：<M>
T9GTTTG0TGGGTT9T9T99>3M。用 T$U$=$ 70 W9=T?

’- 1’%&2 9’,&%&- U%# 进行衔接头 W9= 扩增。首先用

3,2=!酶切辽宁碱蓬总 180，加 3,2=!9$.."##"，然

后以 /=: 和 9$.."##" W+%5"+ 9: 进行一次 W9=，以第

一次 W9= 产物为模板，/=; 和 9$.."##" W+%5"+ 9; 为

引物进行二次 W9= 扩增，最后回收 W9= 产物片段，

测序获得 !"#$ 基因上游序列。

!"#"$ T0X7>W9= 扩增：根据 :E;E; 中获得的 !"#$
基因上游序列设计两个反向特异引物 /=3、/=R（表

:），用 /=;、/=3、/=R 分别与 R 个 01 引物（表>:）配

对进行 T0X7>W9= 扩增。首先以基因组 180 为模

板，/=; 为下游引物，R 组 01 引物为上游引物进行

T0X7>W9=，反应体系及反应条件见表 ; 和表 3；然后

以 Y%+.# T0X7>W9= 产物为模板，/=3 为下游引物，R
组 01 引物为上游引物进行 T0X7>W9=；再以 A"S,&(
T0X7>W9= 产物为模板，/=R 为下游引物，R 组 01 引

物为上游引物进行 T0X7>W9=，二、三次 W9= 的反应

体系及反应条件与第一次 W9= 的相同。最后将一、

二、三次 T0X7>W9= 产物进行琼脂糖凝胶电泳，回收

合适片段，测序。

表 ! %&’()*+, 扩增引物

%-./0 ! %10 2345036 7608 49 %&’()*+,
/=3：<M>TG0G0GT0G0GG0T0G9G0G>3M

/=R：<M>G0T09T09GTGG9G09TTG>3M

/=<：<M>GG9GGTGT9909T0000GT09>3M

01:：<M>8T9G0ATJTAGJGTT>3M

01;：<M>8GT9G0AJG080JG00>3M

013：<M>JGTG80GJ089080G0> 3M

01R：<M>0GJG80GJ0890J0GG> 3M

8,#"：8：0696G6T；A：96G；J：06T

表 # %&’()*+, 扩增反应组分

%-./0 # %10 :;52;64<4;9 ;= %&’()*+,
G"&,5%S 180 :"7

:4 Z 70 /[LL"+（?-; \ ） <"7

(8TW（;E<55,’67） P"7

70 T$] :"7

/=;（;4N5,’67） 4E<"7

01 N+%5"+（:44N5,’67） :"7

(2;^ KN #, <4"7

PV 45’-*/* 627&-.) 28 !’2%*,5-2)29: 生物工程学报 ;44D，@,’E;;，8,E:



表 ! "#$%&’() 扩增反应步骤

"*+,- ! "#$%&’() ./01-23/-
! " #$ % !&’( #) % !&’(
! " #* % $+, -. % !&’( /. % .&’(
! " #* % $+, .) % !&’( /. % .&’(

!) "
#*%
#*%{
#*%

$+,
$+,
$+,

-+%
-+%
**%

!&’(
!&’(
!&’(

/.%
/.%
/.%

.&’(

.&’(

.&’(

! " /.% )&’( *% 0

45657 软件序列分析：用 12342(526 软件将两种方

法获得的序列进行拼接，获得全长序列。用 71189
7:; 软件［<］预测转录起始点、用 8=>:? 软件［#］分析

启动子序列中各功能元件。

45658 全长启动子片段的克隆：根据全长序列设计

引物，8:@ 获得全长启动子片段，将该片段克隆到

A;B!<97 载体，以备后面的研究使用。

6 结果与讨论

654 !"#$ 基因上游 9:# 序列的获得

通过衔接头 8:@ 法获得约 *++ CA 的片段（图

!），该序列的 $D端近 .++ CA 的序列与 !"#$ 5BE> )D
端序列一致，说明该片段确实是 !"#$ 基因上游的

启动子片段，该片段包含了 !"#$ 基因起始密码子

上游 .-)CA 的序列。

图 ! 衔接头 8:@ 产物电泳图

F’GH! @2,4IJ, KL MNMAJ26 8:@
;：BE> &M6O26 B=.，+++；!：!,J 8:@ A6KN45J；.：.(N 8:@ A6KN45J H

由于衔接头 8:@ 法所获得的序列较短，我们希

望获得更长的序列，以期获得功能最强的启动子，获

得足够多的与抗性相关的功能元件，所以我们又采

用 7>P=98:@ 的方法进行了扩增。7>P=98:@（热不对

称 8:@）是一种用来分离与已知序列临近的未知

BE> 序列的分子生物学技术，非常适用于已知基因

的启动子分离，已经有一些成功的报道［!+9!.］。通过

三次 7>P=98:@，我们获得了 * 组扩增产物（图 .），其

中以 >B. 为引物的扩增结果最好，我们回收了以

>B. 为引物的第二次扩增片段（) 号片段），测序获

得了近 . OC 的 BE> 序列。

图 . 三次 7>P=98:@ 产物电泳图

F’GH. @2,4IJ, KL 7>P=98:@
;!：BE> &M6O26 B=.，+++；!，.，$：A6KN45J, KL L’6,J，,25K(N，J26J’M6Q
7>P=98:@ 4,’(G >B! A6’&26；*，)，-：A6KN45J, KL L’6,J，,25K(N，J26J’M6Q
7>P=98:@ 4,’(G >B. A6’&26；/，<，#：A6KN45J, KL L’6,J，,25K(N，J26J’M6Q
7>P=98:@ 4,’(G >B$ A6’&26；!+，!!，!.：A6KN45J, KL L’6,J，,25K(N，

J26J’M6Q 7>P=98:@ 4,’(G >B* A6’&26；;.：!++ CA BE> IMNN26 &M6O26 H

用 12342(526 软件将两次测序获得的序列进行

拼接，获得了 !"#$ 基因起始密码子上游 .+)) CA 的

全长 序 列（该 序 列 已 被 R2(SM(O 收 录，登 录 号 为

BT!+*-#<）。根据全长序列设计引物，8:@ 获得了全

长片段，将此全长片段克隆到 A;B!<97 载体上，获

得了目的重组子 A;B!<9798S（资料略）。

656 ;#9< 基因上游 9:# 序列的分析

用 711897:; 软件分析 S>BU 基因起始密码子

上游序列，预测出转录起始点为 7，位于起始密码子

上游 -. CA 处，这与普遍认为的转录起始点为 > 不

同，但与 V’( W 等［-］通过引物延伸和 )D9@>:? 法测

定的结果一致，说明我们预测的转录起始点基本正

确，由此我们获得了 !"#$ 基因上游 !##$ CA 的启动

子序列，比 V’( W 等［-］获得的 "%!"#$ 启动子长 <++
CA，且没有同源性。用 8=>:? 软件分析此序列，发

现该序列具有启动子的基本转录元件：7>7>9CKX 位

于 Y .#CA 和 Y !+-CA 处，:>>79CKX 位于 Y ))CA、Y
!)-CA 和 Y !/)CA 处；还发现该序列包含多个胁迫诱

导元 件：$ 个 盐 诱 导 元 件 R>>>>>，分 别 位 于 Y
!<#CA、Y !!<*CA 和 Y !*<+CA 处；) 个抗冻、抗寒、缺

水和脱落酸诱导元件 :>EE7R，分别位于 Y !<.CA、

Y /-*CA、Y !!+#CA、Y !!*.CA、Y !!).CA 和 Y !-+!CA
处；# 个伤害诱导元件 >E>77E:EE 和 !! 个热激应

答元件（各元件的位置如图 $ 所示），而 V’( W 等［-］

报道的启动子序列中没有明显的盐诱导元件。

以上序列分析结果表明，我们所分离的启动子

是一个强的胁迫诱导启动子，这与 !"#$ 基因的胁

迫表达是一致的。在胁迫条件下，该启动子能否驱

动其下游基因在转基因植物中高效表达，哪个区段

的作用更明显，这些尚需进行进一步研究，此项工作

正在进行中。

#/李秋莉等：辽宁碱蓬甜菜碱醛脱氢酶基因（!"#$）启动子分离及序列分析



图 ! !"#$ 基因启动子序列

"#$% ! &’( )*+,+-(* .(/0(12( +3 %4!"#$ $(1(
&’( .’56+7 #16#25-(. -’( -*51.2*#)-#+1 .-5*- .#-(% &’( .-5*- 2+6+1 #. .’+71 #1 8+96 9(--(*.% :+-(1-#59 3012-#+159 (9(,(1-. )*(6#25-(6 8;
:<=>? .+3-75*( 5*( 016(*9#1(6 +* 8+@(6%
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答 读 者 问

!A / 我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费

等方法？

答：我们已经告知了我刊处理稿件的程序和大致时间进度。在作者向我刊投稿之前，应详细了解我刊的规定。审稿人评

审一篇文章，并给出谨慎的评审意见是需要一定时间的。所以，作者在投稿之前应该留出足够多的时间给编辑部，以便于编

辑部进行评审，我们的承诺是在 ? 个月之内给予答复，< c ; 个月之内刊出。如要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，

说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊编委会讨论并通过后，可予提前刊出，无需另加费

用。

!? / 我想问一下作者及单位署名顺序的修改问题。投稿后经过专家审查通过后，即将发表，如果想增加

新的作者并且修改作者及单位署名的顺序是否可以？是否需要提供什么证明或者相关的材料？

答：如变更单位署名顺序，需要原第一署名单位的证明信，证明内容：原署名顺序 @ 现署名顺序 @ 盖章。如变更作者署名

顺序，需要所有作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序，修改之后的作者姓名及顺序，并且在证明信的下方，需

要有全部原作者和新作者的亲笔签字。将此证明信邮寄回编辑部，新的作者顺序即可生效。

!Q / 我漏订了今年的《生物工程学报》，如何补订？费用多少？

答：如您错过了邮局订刊的时间，可以直接汇款到本刊编辑部补订，费用为每本 ?; 元，全年 AA; 元，本刊作者 ; 折优惠，免

收邮费。汇款单上请务必写明您的地址、邮编，我们会按期寄上期刊。

!;李秋莉等：辽宁碱蓬甜菜碱醛脱氢酶基因（4,BC）启动子分离及序列分析


