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拟南芥鼠李糖合成酶基因 AtRHM1 启动子区葡萄糖应答

调控元件的鉴定 
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摘  要: 植物中, UDP-L-鼠李糖是细胞壁骨架的主要成分, 由鼠李糖合成酶催化底物 UDP-α-D-葡萄糖合成。本实验从拟

南芥基因组中分离了鼠李糖合成酶基因 AtRHM1 1058 bp 的启动子序列并对启动子 5′端进行了不同长度的缺失。将全长

启动子及不同缺失启动子与 GUS 报告基因进行融合后转化野生型拟南芥, 获得了一系列转基因植株。启动子缺失分析

结果表明, AtRHM1 基因在转录水平上受葡萄糖的诱导, 参与葡萄糖应答反应的顺式调控元件位于启动子的−931 bp~ 

−752 bp 区域。 
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Identification of Glucose-responsive Elements in the Promoter 
of UDP-L-rhamnose Biosynthesis Gene RHM1 in Arabidopsis 
thaliana 
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Abstract: In plants, UDP-L-rhamnose is one of the major components of cell wall skeleton. Rhamnose synthase plays a key role in 
rhamnose synthesis which converts UDP-D-glucose into UDP-L-rhamnose in plants. In this study, we isolated the 1058 bp promoter 
region of the rhamnose synthase gene AtRHM1 from Arabidopsis genome by PCR, and created a series of deletions of AtRHM1 
promoter ranging from −931 bp to +127 bp. The full length of the promoter and its deletion derivatives fused with GUS reporter gene 
were introduced into wild-type Arabidopsis by Agrobacterium-mediated transformation respectively. The GUS staining and GUS 
enzymatic activity assay showed that the expression of AtRHM1 is induced at transcriptional level by glucose and the regulatory 
elements involved in the glucose response are located in the region of −931 bp ~ −752 bp which contains three G-box motifs. 

Keywords: rhamnose sythnase gene (RHM1), promoter deletion, glucose response, cis-regulatory elements 
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L-鼠李糖是植物细胞壁果胶多聚糖的重要组成

成分之一 , 也存在于不同的次生代谢产物中 , 包括

花色素苷、类黄酮和三萜[1−5]。在模式植物拟南芥中, 

由鼠李糖合成酶(Rhamnose synthase, RHM)催化底

物 UDP-α-D-葡萄糖生成 UDP-L-鼠李糖。拟南芥

RHM 酶蛋白家族包含 RHM1, RHM2 和 RHM3 三个

成员[6]。体外酶活分析表明, 拟南芥 RHM1 酶蛋白

能够将 UDP-D-葡萄糖转化为 UDP-L-鼠李糖 [7]。

AtRHM2 基因的突变导致拟南芥种皮粘液中鼠李糖

和半乳糖醛酸含量的减少, 进一步证实了 RHM 蛋

白具有鼠李糖合成酶的功能[8, 9]。拟南芥中与细胞壁

形成有关的 LRX1 基因突变导致拟南芥根毛变短且

有分枝, 而 RHM1 基因的突变可以使 lrx1 突变体根

毛的表型恢复成野生型, rhm1 突变体根细胞壁的鼠

李糖含量与野生型相比没有显著区别, 表明 RHM1, 

RHM2 和 RHM3 这三个基因功能冗余[7,10]。目前, 有

关植物 RHM1 基因启动子不同区段的功能分析未见

任何报道。 

糖在生物体内既可以作为能源物质参与细胞

代谢途径, 也可以作为信号分子调控某些基因的表

达 [11−14]。例如, 拟南芥蛋白激酶基因 AtCIPK14 和

AtSR2 均受蔗糖的诱导[15, 16]。已有研究表明, 糖调控

基因的启动子中存在一些保守的顺式调控元件 [15]。

在马铃薯 patatin-1 基因的启动子中,存在蔗糖应答调

控元件 SURE-1 (AA/TAA)[17]; 在拟南芥 BiP 基因启

动子中存在 P-UPRE 元件(ATTGGTCCACGTCATC), 

糖饥饿能够诱导由 P-UPRE 驱动的 GUS 基因的表 

达 [18]; 甘薯β-淀粉酶基因中存在与糖调控相关的

SP8 和 TGGACGG 元件 [19,20]; 大麦糖诱导基因 iso1

启 动 子 中 存 在 富 含 A/T 的 序 列 元 件 [21,22]; G-box 

(CACGTG)也可以作为糖调控元件存在于一些糖调

节基因启动子中[23], 例如玉米淀粉分支酶基因 SBE1

受糖的诱导, 该基因启动子中与糖调节作用相关的

重要区域存在 G-box[24]; 水稻α淀粉酶基因 α-Amy3

受糖调控, 该基因启动子中的 G-box 参与糖应答反

应[25]。 

本实验室在对拟南芥 RHM1 基因的功能进行研

究过程中发现, 该基因启动子区内存在 7 个可能的

G-box 元件。为此, 本研究首先对拟南芥 RHM1 基因

的启动子对葡萄糖的应答反应模式进行了研究, 然

后利用启动子缺失分析技术对该启动子区内的葡萄

糖应答调控元件进行了定位, 发现含有三个 G-box

的−931 bp~−752 bp 区域是该启动子参与葡萄糖应

答反应的重要区域。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  植物实验材料 

拟南芥(Arabidopsis thaliana ecotype Columbia)

由中国农科院生物技术研究所植物代谢工程实验室

提供。 

1.1.2  菌种和质粒载体 

大肠杆菌(E. coli) 菌株 TOP10、DH5α、农杆菌

菌株 LBA4404 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。 

1.1.3  载体 

Gateway 载体 pKGWFS7 由比利时根特大学植

物系统生物学系提供, pDONOR221 Gateway 载体购

自 Invitrogen 公司。 

1.1.4  工具酶和化学试剂 

各种限制性内切酶购自 New England Biolabs 公

司, Taq PCR 聚合酶购自全式金生物技术公司, 高保

真聚合酶和 DNaseⅠ购自 TaKaRa 公司。X-gluc、

4-MU、4-MUG 购自 Promega 公司; 其他化学药品

均为国产分析纯试剂。 

1.1.5  测序及引物合成 

由北京奥科生物公司、上海博亚生物技术有限

公司和上海生工生物技术有限公司完成。 

1.2  实验方法 
1.2.1  植物表达载体的构建 

载体构建采用 Gateway®技术(Invitrogen)。将从

拟南芥基因组 DNA 中扩增出的 1058 bp 片段(RHM1

基因转录起始位点上游 931 bp,下游 127 bp)作为

AtRHM1 基因(At1g78570)启动子的全长序列, 根据

G-box 在该启动子上的分布, 利用不同的特异性引

物扩增出不同长度缺失的启动子片段, 分别克隆到

入门载体 pDONR221 上, 获得重组质粒并进行序列

测定。将鉴定正确的重组质粒与 pKGWFS7 表达载

体重组, 将启动子片段与 GUS 报告基因进行转录水

平的融合, 获得相应的融合基因并分别命名为 Prhm, 

Pd1, Pd2 和 Pd3 (图 1)。启动子特异性 5′端(FW)引物

序列(包含 12bpAttB 重组序列)如下。 
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Prhm: 5′-AAAAAGCAGGCTTTTCTTTTCTCAC 
CGGCGATTCTCTCTCTC-3′ 
Pd1: 5′-AAAAAGCAGGCTTCCAAGGCGTCTTT 
AGATGTT-3′ 
Pd2: 5′-AAAAAGCAGGCTCGTTACTTCAACT 
TCATA-3′ 
Pd3: 5′-AAAAAGCAGGCTTACCTACCCGCTA 
TTGTAAA-3′ 
3′端(RV)引物(包含 12bpAttB 重组序列)为: 
5′-AGAAAGCTGGGTGGAGAAGACAATTGG

AAAATTC-3′ 
第二轮 PCR 反应所用的引物均为 AttB1 adapter

和 AttB2 adapter。第一轮 PCR 反应条件: 94oC 预变

性 3 min, 94oC 变性 30 s, 55oC 退火 30 s, 72oC 延伸,  

1 min/kb 目的片段, 10 个循环, 最后 72oC 延伸 10 min。

第二轮 PCR 反应条件: 94oC 预变性 3 min, 94oC, 30 s; 

45oC, 30 s; 72oC, 1 min/kb 目的片段, 5 个循环; 94oC, 
30 s; 55oC, 30 s; 72oC, 1 min/kb 目的片段, 30 个循环; 

72oC, 10 min。 

1.2.2  抗性植株 PCR 检测 
提取转基因植株基因组 DNA 进行 PCR 检测,引

物序列为 FW: 与扩增不同缺失启动子 5′端第一轮引

物 相 同 , RV: 5′-TGAACTTCAGGGTCAGCTTG-3′, 

其中 RV 是 pKGWFS7 载体上引物。PCR 条件: 94oC
预变性 5 min, 94oC 变性 30 s, 56oC 退火 30 s, 72oC 延

伸 70 s, 32 个循环, 72oC 延伸 10 min,电泳检测。 
1.2.3  RNA 的提取及半定量 RT-PCR 

将生长于 1/2MS 培养基上萌发后 7 d 的野生型

拟南芥幼苗(22oC, 16 h 光照)分别移至浸有 6%甘露

醇和 6%葡萄糖溶液(m/V)的滤纸上,分别在处理 0 h、

12 h 时收集材料提取 RNA, 反转录成 cDNA (操作按

U-GENE 生物公司 RNA 提取试剂盒, TOYOBO 反转

录试剂盒说明书进行)并进行半定量 RT-PCR, 引物

序列如下: 
AtRHM1:  
FW: 5′-GAGACTATCCGTGCCAATGTA-3′ 
RV: 5′-TAATAACTCGTCCAACACAGTC-3′ 
AtACTIN2:  
FW: 5′-ATGTCTCTTACAATTTCCCG-3′ 
RV: 5′-CCA ACAGAGAGAAGATGACT-3′ 
半定量 PCR 程序为: 94oC 预变性 5 min, 94oC 变

性 30 s, 53oC 退火 30 s, 72oC 延伸 30 s, 32 个循环, 

72oC 延伸 10 min。 

1.2.4  GUS 染色及活性荧光定量分析 

将拟南芥 GUS 转基因幼苗浸入 GUS 染色液中

(100.0 mmol/L 磷酸缓冲液, 0.5 mmol/L 高铁氰化钾、

0.5 mmol/L 亚铁氰化钾、1.0 mmol/L X-Gluc)37oC 下

染 色 过 夜 , 75% 乙 醇 脱 色 后 , 在 体 视 镜  (Nikon 

DigitaL Camera DXM1200F)下观察。GUS 活性荧光

定量分析参照 Jefferson[26]等人方法。GUS 活性单位

为 nmol MU/min/mg 蛋白。 

2  结果与分析 

2.1  RHM1 启动子序列结构特征预测分析 
根 据 拟 南 芥 RHM1 的 基 因 组 DNA 序 列

(At1g78570)推 测 出 其 启 动 子 序 列 , 设 计 引 物 进 行

PCR 扩增, 将扩增到的 1058 bp DNA 片段(转录起始

位点上游 931 bp 至下游 127 bp)作为全长启动子。根

据序列特征推测该启动子的 TATA box 和 CAAT box

分别位于距转录起始位点上游 74 bp 和 123 bp 处。

利用 PlantCARE 数据库进行序列分析 [27], 预测在

RHM1 基因启动子区内存在 7 个 G-box、1 个 GC-box、

3 个 ABRE 以及一个 WUN 等顺式调控元件(图 1)。 

 

图 1  RHM1 启动子顺式元件预测分析及其系列缺失启动

子与 GUS 基因融合示意图 
Fig. 1  AtRHM1 promoter analysis and structure of GUS 

fusion constructs 
Prhm represents RHM1 full length promoter fused withGUS gene. Pd1, 
Pd2, Pd3 represent deletion fragments of RHM1 promoter fused with 
GUS gene, respectively. Putative cis-elements found in the promoter are 
shown in the scheme by symbols. The putative TATA box and CAAT 
box are located at −74 bp and −123 bp, respectively. Deletion sites in the 
promoter are numbered, and the transcription start site is numbered +1 
 
2.2  AtRHM1 缺失启动子在幼苗中的表达模式 

将不同的缺失启动子与 GUS 报告基因融合, 构

建植物表达载体后采用农杆菌介导法转化拟南芥 ,

在含 50 mg/L 卡那霉素的 1/2MS 培养基上进行筛选,

获得卡那霉素抗性转基因植株: Prhm 25 株, Pd1 26

株, Pd2 31 株, Pd3 46 株, 分别从转基因植株中提取

基因组 DNA 进行 PCR 检测(Pd3 取其中的 20 株鉴定), 

最终获得 PCR 阳性植株 Prhm20 株, Pd1 15 株, Pd2 
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25 株, Pd3 18 株。单株收获种子, 分别在 F3 代筛选

得到相应纯系。 

在 Prhm、Pd1、Pd2、Pd3 纯系转基因种子中随

机各选择五个纯系的种子于 1/2MS 培养基上萌发, 

分别在萌发后 2 d 和 7 d 取幼苗进行 GUS 染色观察。

Prhm 萌发 2 d 后的幼苗中, GUS 基因在各个组织部

位都高强度表达, 其中, 子叶和主根 GUS 染色反应

最为强烈(图 2A), 而萌发后 7 d 的幼苗中各个组织

部位均可见明显的 GUS 染色反应, 但是与萌发后 2 d

的幼苗相比 , 染色反应强度明显降低 (图 2E)。与

Prhm 转基因幼苗相比, 尽管 Pd1 中的 GUS 基因在整

株幼苗上都有表达 , 但是 , 其表达强度呈现明显差

别。例如, 7 d 幼苗的子叶中 GUS 染色很浅, 明显弱

于 Prhm 中 GUS 染色程度(图 2F)。此外, 2 d 幼苗的

主根的染色也明显弱于 Prhm 的 2 d 幼苗(图 2B)。与

Pd1 相比, 整体上 Pd2 中 GUS 基因的表达显著减弱, 

萌发后 2 d 的幼苗中子叶和下胚轴部分仅有微弱的

表达 , 在根中甚至没有观察到 GUS 染色反应 (图

2C)。在 7 d 的幼苗中, 在子叶和第一对真叶中有些

许表达, 在下胚轴和根中只有微弱表达(图 2G)。Pd3

中的 GUS 基因几乎很少表达。在 7 d 的幼苗中, 子

叶顶部和下胚轴有微弱的 GUS 表达, 茎端分生组织

表达较强(图 2H)。但是, 在 Pd3 萌发后两天的幼苗

中没有可见的 GUS 染色反应(图 2D)。 

 

图 2  转基因拟南芥幼苗的 GUS 染色 
Fig. 2  GUS-staining of Prhm, Pd1, Pd2, Pd3 transgenic 

Arabidopsis seedlings 
A: 2-d Prhm seedling, B: 2-d Pd1 seedling, C: 2-d Pd2 seedling, D: 2-d 

Pd3 seedling, E: 7-d Prhm seedling, F: 7-d Pd1 seedling, G: 7-d Pd2 
seedling, H: 7-d Pd3 seedling. The scale bars: A~D, 0.5mm; E~H, 1.5 mm 
 

2.3  葡萄糖应答调控元件所在位置的确定 
由于拟南芥 RHM1 基因启动子中存在 7 个

G-box, 而 G-box 又是参与糖介导途径的顺式作用元

件, 所以我们首先检测葡萄糖对 RHM1 基因是否具

有调控作用。将在 1/2MS 培养基上生长 7 d 的 Prhm

转基因拟南芥幼苗分别移至浸有 6%甘露醇和 6%葡

萄糖(m/V)液体培养基的滤纸上, 处理 12 h 后分别进

行 GUS 染色, Prhm 的 GUS 基因在葡萄糖处理下的

表达比在未经处理的正常条件下的显著升高, 而在

甘 露 醇 处 理 下 染 色 没 有 加 深 (图 3A)。 为 了 确 定

RHM1 启动子中应答葡萄糖反应的最小序列区域 , 

对 Pd1、Pd2、Pd3 转基因拟南芥幼苗进行葡萄糖和

甘露醇的诱导处理(处理方法同于 Prhm 转基因幼苗), 

GUS 染色结果发现 Pd1、Pd2、Pd3 驱动的 GUS 基

因 的 表 达 都 不 受 葡 萄 糖 和 甘 露 醇 诱 导 (分 别 为 图

3B,C,D)。 

 

图 3  7 d 转基因 Prhm, Pd1, Pd2, Pd3 拟南芥幼苗在不同

处理下的 GUS 染色 
Fig. 3  GUS staining of 7-d-old transgenic seedlings of Prhm, Pd1, 
Pd2, Pd3 under indicated treatments: Seedlings were grown on 1/2 
MS alone (Ctrl); Seedlings transferred from 1/2 MS to filters which 
were immersed with 6% mannitol(Man) or 6% glucose(Glc) for 12h 

A: Prhm transgenic seedlings; B: Pd1 transgenic seedlings; C: Pd2 
transgenic seedlings; D: Pd3 transgenic seedlings. The scale bars: 1.5 mm 
 

为了验证拟南芥内源 RHM1 基因在转录水平上

是否受葡萄糖的诱导, 我们进行了半定量 RT-PCR

检测。将生长在 1/2MS 培养基上 7 d 的野生型拟南

芥幼苗分别移至浸有 6%甘露醇和 6%葡萄糖(m/V)

的液体培养基滤纸上处理 0 h 和 12 h 后收集材料提

取 RNA, 并进行半定量 RT-PCR, 结果发现在葡萄

糖(Glc)诱导 12 h 后, RHM1 基因转录水平比 0 h 时

(Ctrl)明显升高, 但在甘露醇(Man)诱导 12 h 下其转

录水平没有变化(图 4a), 结果与图 3A 中的 GUS 染

色结果相一致, 表明 RHM1 基因受葡萄糖的诱导。

在此基础上, 我们对不同启动子缺失片段的表达活

性进行了定量分析 , 结果表明 , 全长启动子融合基

因 Prhm 具有最高的葡萄糖诱导表达活性。Prhm 转
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基因植株在葡萄糖诱导后的 GUS 表达活性比未经过

处理的植株 GUS 表达活性增加了约 60%, 而 Pd1、 

Pd2、Pd3 转基因植株在葡萄糖诱导前后无显著变化。

以 Prhm 葡萄糖诱导表达活性作为对照, Pd1 的启动

子片段驱动的 GUS 报告基因的活性显著降低(下降

了约 76%), 而 Pd1、Pd2 和 Pd3 在葡萄糖处理后的

GUS 表达水平之间没有显著区别(图  4b), 表明在

RHM1 启动子的全长序列中, −931bp ~ −752 bp 这一

段序列是应答葡萄糖反应的重要区域。 

 

图 4  葡萄糖诱导 RHM1 基因的表达 
Fig. 4  Glucose induces RHM1 gene expression 

(a) Semiquantitative RT-PCR analysis of RHM1 expression in 
7-d-old wild-type seedlings grown on 1/2MS alone(Ctrl), 
supplemented with 6% Glucose(Glc)or 6% mannitol(Man) for 12h. 
The loading control is ACTIN2; (b) Seedlings were grown on 1/2 
MS alone (white bar) or supplemented with 6% Glc for 12h(gray 
bar) .GUS activity is given as nmol MU/ min/ mg protein. 100mg 
seedlings were used per measurement. In each case, GUS activity 
values obtained from experiments performed with 4 independent 
transformants. Error bars represent SE. Statistically significant 
changes (P<0.05, using Student’s t-test) are identified by asterisks 
 

3  讨论 

AtRHM1 基因编码含有 668 个氨基酸的鼠李糖

合成酶蛋白,合成 UDP-L-鼠李糖, 为细胞壁形成提供

必不可少的材料[6,28]。RHM1 蛋白属于脱氢还原酶蛋

白 家 族 , 该 家 族 的 高 相 似 性 的 3 个 成 员 RHM1, 

RHM2, RHM3 都具有鼠李糖合成酶功能[6]。rhm2 突

变体种皮粘液中的鼠李糖含量相对野生型下降, 而

其他组织部位的细胞壁成分含量没有变化 , 表明

RHM 基因家族的 3 个基因在植株的各个组织部位都

大 量 表 达 ; 半 定 量 RT-PCR 结 果 也 证 实 RHM1, 

RHM2, RHM3 这三个基因在根、茎、叶、花序、种

荚和幼苗都有表达[9,10]。本实验中, GUS 染色结果表

明 RHM1 基因在幼苗的各个组织部位都有表达, 与

上述已有实验结果一致。 

本研究结果表明 AtRHM1 基因受葡萄糖的诱导, 

且该基因启动子中−931 bp~−752 bp 区域是葡萄糖

调 控 应 答 的 重 要 区 域 。 在 AtRHM1 基 因 启 动 子 

−931 bp~−752 bp 区域中存在三个 G-box, 分别位于

−863 bp、−855 bp、−833 bp 处。G-box 基序是高度

保守的 DNA 序列, 其核心序列为 CACGTG。G-box

首先被发现存在于编码二磷酸核酮糖氧合酶 /羧化

酶(Rubisco)小亚基的基因上游 [29], 其后 , 在一些受

环境因子调控的基因和糖诱导基因的启动子中也陆

续发现了 G-box 元件的存在[30−34]。玉米淀粉分支酶

基 因 SBE1 启 动 子 的 糖 调 控 相 关 区 域 中 存 在

G-box[24]。水稻糖调控基因 αAmy3 启动子中存在

G-box 参与糖应答途径[25]。同时, 在 RHM1 基因启

动 子−931 bp~−752 bp 中 还 存 在 GC-box 。 水 稻

α-Amy3 基因启动子中的 G-box 可以与 GC-box 和

TATCCA 元件协同作用介导糖应答反应[23], 故我们

推测存在于 AtRHM1 基因启动子−931 bp~−752 bp 区

域的 G-box 或 GC-box 很可能参与葡萄糖应答途径, 

是否如此, 还需要通过实验进一步证实。 

对一些基因启动子的研究发现, 在远离转录起

始位点的区域也存在重要顺式作用元件。受低温诱

导的 BN115 基因的全长启动子中(−1107 bp~+100 bp), 

对−1107 bp~−802 bp 的缺失导致在低温条件下的

GUS 活性下降了 40%, 推测在该区域可能存在增强

子参与低温调节途径 [35]。对质体蓝素基因启动子

(−1579 bp~−121 bp)进行 5′端缺失时发现−1579 bp~ 

−705 bp 区段的缺失导致烟草叶片中 GUS 活性下降

了约 100 倍, 表明在−1579 bp~−705 bp 之间存在增

强 子 , 而 在 该 区 段 存 在 正 调 控 元 件 (PRE)[36] 。 在

RHM1 启动子−931 bp~−752 bp 区域中是否存在增强

子, 还需要进一步分析验证。 

下一步我们将运用遗传学、分子生物学方法进

一步对 AtRHM1 基因启动子进行深入、细致的分析

研究以进一步确定该基因启动子中的葡萄糖相关顺

式调控元件, 进而阐明拟南芥 RHM1 基因参与糖应

答反应的分子机制。 
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