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摘 要 维生素 P 是一类人体所必需的脂溶性的维生素，具有重要的生理功能。!L生育酚甲基转移酶（!L<Z<）是维生素 P 生

物合成途径中的关键酶之一，催化!、"L生育酚甲基化，生成#、$L生育酚。从拟南芥中分离了!L生育酚甲基转移酶基因 M""!0-
的启动子序列，构建了含有该启动子和 >C8 报告基因的植物表达载体，通过农杆菌介导转化拟南芥，获得了转基因植株。

WU+ 组织化学染色结果表明，在!LDFD 启动子的驱动下，报告基因 >C8 在拟南芥的叶、茎以及花均有表达，且在茎尖、雄蕊和

幼叶中表达最强，而在根、种子和种荚中则没有检测到 >C8 基因的表达，表明!L<Z< 基因可能仅在拟南芥某些组织中特异性

高表达。
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维生素 P（又称生育酚）作为一种有效的抗氧化

剂，广泛地应用在医药、食品和饲料等行业中。它是

一种人体必需的脂溶性维生素，具有重要的生理功

能。人体每天吸收 J ‘ %/B 的#L生育酚才能维持肌

肉、中 枢 神 经 系 统 和 血 管 系 统 的 正 常 生 理 功 能

（N7TaVST 推 荐 每 天 摄 入 量 最 低 为 M#/B#L生 育



酚），每天吸收 !"" # !"""$% 的!&生育酚可以提高机

体免疫力，具有防衰老、防癌、防紫外线及润肤美容

的作用［!，’］。

天然维生素 ( 有 ) 种同系物：!、"、#、$&生育酚

和!、"、#、$&三烯生育酚，这 ) 种天然同分异构体的

生物活性因苯环上的甲基数目、位置的不同以及侧

链内的不对称碳原子的构型变化而不同［*，+］。在动

物体中，生育酚活性最高的是完全被甲基化了的

,,,&!&生育酚形式，而"&、#&和$&生育酚的活性分别

是!&生育酚活性的 +"-、!"-和 !-。在体外的抗

氧化研究表明 ."%$/0 的!&生育酚的抗氧化活性相

当于 !"""%$/0 的#&生育酚，二者相差 ’" 倍［.］。与!&
生育酚相比，#&生育酚抗氧化能力比较低，但据研究

表明#&生育酚与 活 性 氮（类 似 活 性 氧）的 清 除 有

关［1］。

!&生育酚大多存在于植物绿色组织中，而#&生
育酚大多在种子中发现。不同植物组织中生育酚的

总量和成分差异很大。在绿色叶片组织中，含量最

为丰富的生育酚形式是!&生育酚，但这些组织的总

生育酚水平却非常低（!" # ."%%·%2 ! 鲜重）。与光合

组织不同，植物的非绿色组织（如大多数油料作物的

种 子 ）中 总 生 育 酚 含 量 常 常 比 较 高（ ."" #
’"""%%·%2 !鲜重），而其中!&生育酚的含量却比较低

（)+ # ’""%%·%2 !鲜重），绝大多数为它的生物合成前

体&#&生育酚［3，)］。!&!"! 基因是植物维生素 ( 合成

中的关键酶基因之一，处于天然维生素 ( 合成途径

中的最后一个环节，催化$、#&生育酚甲基化，生成活

性较高的"、!&生育酚［4，!"］。通过基因组学的方法从

两种已经完成全序列测定的模式生物———聚球藻

#$%&’()’$*+,* 5661)"* （ 789:;9<： =1+""+；

>:""!**4）［!!］，和 拟 南 芥 中 克 隆 了 !&!"! 基 因

（789:;9<：>?!"+’’"）［4］，二者的氨基酸序列表现出

11-的相似性。

随着维生素 ( 代谢途径的阐明以及相关基因

的克隆，人们开始通过转基因技术研究如何提高植

物中!&生育酚的含量。如利用 @?5&A?B 锌指蛋白调

控拟南芥内源#&ACA 的表达，转化的拟南芥种子中

!&生育酚含量由 !-升至 ’"-［!’］；利用胡萝卜种子

特异性的启动子 =6*，构建了植物表达载体 D=6*&
>E F!&!"! 并转化拟南芥，拟南芥种子中!&生育酚的

含量提高了 )" 多倍［4］；将!&!"! 基因和维生素 (
代谢途径中的 ’&甲基&1&叶绿醇&!，+&苯醌甲基转移

酶（C5:G CA）一起转化大豆，大豆中的!&生育酚含

量由原来的 !"-提高到 4.-以上［!*］。因此，#&ACA

的表达及活性在决定种子维生素 ( 的组成中起着

重要作用，种子中!&生育酚的含量与!&!"! 启动子

的表达特性密切相关，而迄今尚未有该启动子的研

究报道。

为了深入了解!&!"! 基因在植物体内的表达

特征，本研究分离了拟南芥!&!"! 基因上游 !..’HD
的启动子序列，以 -.# 作为报告基因，转化拟南芥，

利用转基因拟南芥对该启动子的表达特性进行了的

初步分析研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒载体：大肠杆菌（ / F ’)0,）菌株

AI5!"、=J.!、农杆菌菌株 K:>++"+ 等由中国农科院

生物技术研究所植物代谢工程实验室提供；D7(C&A
8;BL M8NE/O 购 自 5O/$8%; 公 司，D(PA,!> 购 自

Q9RSEO/%89 公司。

!"!"# 植物实验材料：拟南芥（ 1234,5)6*,* +(30,3%3
8N/ELD8 6/0T$HS;）由中国农科院生物技术研究所植

物代谢工程实验室提供。

!"!"$ 工具酶和化学试剂：各种限制性内切酶和修

饰酶购自 5O/$8%; 公司，U&%0TN 购自 5O/$8%; 公司；其

他化学药品均为国产分析纯试剂。

!"# 实验方法

!"#"! 拟南芥 =P> 的提取：以叶片为材料，采用

V=V 法提取植物总 =P>。

!"#"# !&!"! 基因启动子的分离：根据拟南芥全基

因组序列预测的!&!"! 基因（>E!%1+43" F !）序列，

推测出其启动子的序列，并合成下列引物：?W：.X&
76!!"#$$AAA7>A77A>AAAA>AAA7A>； ,M： .X&
>A!"!$#$>777>AA>AAA7>AA>AA7AA>，引物末端

分别添加 738J&和 #3’&的酶切位点。取拟南芥

基因组 =P> ’"9% 为模板，以 ?W 和 ,M 为引物，进行

56, 反应，条件为：4+Y预变性 +$S9；4+Y变性 *"B，
."Y退火 ’.B，3’Y延伸 !’"B，*" 个循环；3’Y延伸

!"$S9。56, 产物经 !-的琼脂糖凝胶电泳后，回收

纯化。连接到 D7(C&A 8;BL 载体，转化 / F ’)0, 菌株

AI5!"，获得的重组质粒 DACA&DO/$/E8O。
!"#"$ 植 物 表 达 载 体 构 建：将 DACA&DO/$/E8O 用

738J&和 /’),&双 切，回 收 目 的 片 段，连 接 到

D(PA,!> 载体上，获得 D(PA,!>&ACA&DO/$/E8O 重组

质粒。将纯化的 D(PA,!>&ACA&DO/$/E8O 质粒重组

到植物表达载体 DZ7，转化入 / F ’)0, 菌株 =J.!。

在含有壮观霉素（VD8N，."$%[K）的 K: 培养基平板

1*) 9(,%&*& :);2%30 )< 7,)+&’(%)0)=$ 生物工程学报 ’""1，M/0\’’，P/\.



上筛 选 转 化 菌 落，获 得 植 物 表 达 载 体 !"#$%&%$
!’()(*+’。
!"#"$ 拟南芥转化：将 !"#$%&%$!’()(*+’ 质粒用电

击转化法转入农杆菌 ,-.//0/ 中，挑取含有 !"#$
!’()(*+’ 质粒的农杆菌的单菌落，接种于 1), 23-

（4!+5 10)67,，89: 10)67,）液体培养基中，;<=，;10
’7)9>培养 ?@A。按照 B C ?00 转接至 ;00), 23-（4!+5
10)67,，89: 10)67,）液体培养基中，;<=，;10’7)9>
培养 约 B1A，至 !"@00 ! ;D0。1000’7)9> 离 心 1 E
@)9>，菌体重悬于约 ; 倍体积的 B0F的蔗糖溶液，至

!"@00!BD0 左右，加入 0D0;F的 49GH+* I0。采用花

沾法转化拟南芥，收获种子，在含有 "J> 10)67, 的

B7; &4 培养基上筛选，获得抗性植株。

!"#"% 抗性植株 KL8 检测：提取转基因植株基因组

MN. 进 行 KL8 检 测，引 物 序 列 如 下：OP：1Q$
#L!!"#$$%%%#.%##%.%%%%.%%%#%.；8R：1Q$..L
%%#%##LL#%%%.L#%L，其中 8R 是 !"# 载体引物。

KL8 条件：S/=预变性 /)9>；S/=变性 ?0T，1?=退

火 ?0T，I;=延伸 B;0T，?0 个循环；I;=延伸 B0)9>；

电泳检测。

!"#"& #U4 染色：取不同生长时期的阳性拟南芥植

株（;;=，B@A 光照），进行 #U4 染色（B00D0))(G7, 磷

酸二氢钠、0D1))(G7, 高铁氰化钾、0D1))(G7, 亚铁

氰 化 钾、BD0))(G7, V$6GW5，10)67), M&4X、0DBF
%’9*(>$B00，?I=，过夜），S1F乙醇脱色后，在体视镜

下（N9Y(> MZ#Z%., L.&38. M[) B;00O）观察。

# 结果与讨论

#"! !’#%# 启动子序列结构特征分析

根 据 拟 南 芥 !$#$# 的 基 因 组 MN. 序 列

（.*B6@/SI0DB）推测出其启动子序列，设计引物进行

KL8 扩增，得到!$#$# 基因上游 B11;\! 的 MN. 片

段（#+>-J>Y 登录号：M]<??/1@），与注释的拟南芥基

因组 MN. 序列相比，所分离的启动子在 1Q端多出

S@\!，以保证该启动子的完整和活性，该启动子在 ^
B/1<\! 处位上有一个碱基差异，由 . 变为 #（图 B），

该碱基正好处于相邻的另外一个基因 .*B6@/S<0 的

非编码区（?QU%8），且在该区域没有预测到顺式元

件的存在，推测对该启动子的功能不会有影响。根

据序列特征推测该启动子的 %.%. \([ 和 L..% \([
分别位于距转录起始位点上游 ?0\! 和 SB\! 处。

在 A**!：779>*’J _ !T\_ W6+>* _ \+：<0<07KGJ>*L.837
9>‘+[_ A*)G 上利用 KGJ>*L.83 数据库对!$#$# 启动

子序列进行分析［B/］，预测到的顺式作用元件中有 B0

种与光调控有关（图 B），同时还发现 @ 个逆境胁迫

相关的元件。!$#$# 启动子区域中含有大量的与

光调控有关的元件，说明!$%&% 的表达可能受光的

调控。据研究表明：在强光逆境下，野生型拟南芥叶

子 中 "$生 育 酚 的 含 量 在 B1‘ 观 测 时 间 中 由

0>)(G·5)^ ;升至 <>)(G·5)^ ;，比#、!、$$生育酚的含

量增加之和还高出 ? 倍，且在强光逆境下，"$生育酚

含量与甲基化酶的活性有关［B1］。因此，推测叶子中

"$生育酚含量高很可能是由于!$#$# 基因受到光

的诱导，表达升高引起的。

#"# 转基因植株的获得及检测

采用 农 杆 菌 介 导 法 转 化 拟 南 芥，在 含 "J>
10)67, 的 B7; &4 培养基上进行筛选，获得具有卡那

霉素抗性的转基因植株 ?0 株，提取基因组 MN.，进

行 KL8 检测。为了区别拟南芥自身的!$#$# 启动

子，KL8 正向引物位于!$#$# 启动子中，反向引物

则位于报告基因内部，最终共获得 KL8 阳性植株 ;0
株，分单株收取种子，直至筛选得到纯系。

#"( )*+ 组织化学染色观察启动子的时空表达

在获得的 ;0 株 KL8 阳性的转基因拟南芥株系

中，#U4 染色呈阳性的为 @ 株，挑选具有代表性的株

系分别在其萌发、生长、开花和结种的不同时期进行

#U4 组织化学染色观察。

萌发两天染色观察发现 #U4 在子叶中表达最

强、胚轴次之，而胚根不表达（图 ;$.）；在 ;;=，B@A
光照 <A 黑暗的生长条件下生长 @‘ 后，茎尖分生组

织表达最强，幼苗的子叶、茎部次之，根部不表达（图

;$-）；;0‘ 后的植株除根部没有表达，其他部位均有

表达，其中茎尖分生组织表达最强（图 ;$L），真叶的

表皮毛也有较强的表达（图 ;$M）；?1‘ 后的植株，在

花器官中，花柱、花药、花丝、花萼均有表达，其中花

药，花丝表达最强（图 ;$3），主根上部有表达，下部

和侧根没有表达（图 ;$O），即将成熟的种荚、种皮、

种子均没有表达（图 ;$#、a）。由此可见，!$#$# 启

动子活性最强的部位是茎尖及幼嫩的叶片，其次是

成熟的叶片，花，茎等部位，而在根部，种荚以及种子

中没有没有检测到 #U4 活性，说明该启动子的表达

具有明显的组织特异性。

#"$ 讨论

生育酚仅在微生物和植物体中合成，一般认为

叶绿体和其它质体是其主要合成场所［B@］。在植物

的不同组织中生育酚各组分之间有很大差别，在光

合组织中"$生育酚含量很高，是含量最为丰富的生

育酚形式［BI］。众所周知，在光合作用过程中植物体

I?<周 建等：拟南芥!$生育酚甲基转移酶（!$#$#）启动子的分离及表达特性分析





物的叶片尤其是生长旺盛的幼叶中 !"# 染色最强，

说明!$!"! 启动子的活性高，使!$!"! 基因在叶片

中得到高表达，相应叶片中的!$生育酚含量也高，这

与已有的实验结果相一致［%］。该启动子在种子中

!"# 染色呈阴性，说明!$!"! 启动子在种子中基本

没有活性，这与种子中"$生育酚含量高，!$生育酚含

量低的结果一致。据研究表明"$生育酚含量丰富

的玉米和大豆种子在储存过程中可以产生致死量的

&’(，而"$生育酚与活性氮的消除有关［)］，种子的储

存寿命也许与"$生育酚的含量有关，"$生育酚在植

物体内的生理功能目前尚有许多不明之处，本研究

的结果可为"$生育酚的生理功能研究提供参考。

尽管在成熟种子中未检测到!$!"! 启动子的活性，

但种子中含有一定量的!$生育酚，推测!$!"! 启动

子也许仅在种子发育的某个阶段表达，从而导致种

子中存在低含量的!$生育酚，是否如此，还需要在种

子发育的不同时期取样进行研究。

通过对!$!"! 基因启动子在整个生长周期的

不同时期进行 !"# 染色分析，可以看出，拟南芥!$
!"! 启动子是一个具有组织特异性的启动子，其在

拟南芥的茎叶花中均有表达，尤其是在嫩叶、茎尖和

雄蕊等生长比较旺盛的组织中表达最强。
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