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AtTERT 启动子结构特征及其对拟南芥 
非生物胁迫抗性的影响
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摘要：端粒酶是具有逆转录酶活性的维持真核生物中染色体末端 DNA 完整性的核糖核蛋白复合物，而端粒酶逆转录酶

（TERT，Telomerase reverse transcriptase）是端粒酶的核心组分。目前对 TERT 启动子的研究主要集中在人体的肿瘤细胞方

面，而对植物 TERT 基因启动子的结构及 TERT 表达调控机理的研究有所缺乏。本研究通过生物信息学技术对拟南芥 TERT
启动子结构特征进行了系统分析，并构建植物 TERT 启动子进化树；用半定量 PCR 检测野生型和 AtTERT 启动子区突变体拟

南芥幼苗在非生物胁迫下的 TRET 表达模式。结果表明，系统进化分析显示 TERT 启动子在同一类群植物中有着较高的保守

性；TERT 基因启动子具有多个与干旱、盐、激素等相关调控元件；突变体 AtTERT 转录表达量普遍低于野生型；同时突变体对

盐、干旱胁迫抗性降低，而对脱落酸处理不敏感。这说明 AtTERT 启动子含有抗旱、抗盐反应顺式作用元件，而无响应 ABA 调

控机制，验证了对 AtTERT 基因启动子的顺式作用元件的预测，并初步证明 AtTERT 启动子对 AtTERT 的转录表达具有调控作

用，对未来探讨该基因的表达调控机制提供了重要参考。
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Abstract：Telomerase is a ribonuclear protein complex with reverse transcriptase activity in eukaryotic cells，
with significance on maintaining DNA integrity at the ends of eukaryotic linear chromosomes.The telomerase 
reverse transcriptase（TERT）is the key subunit of telomerase.Currently，researches on characterization of the 
TERT promoter is mainly focused on tumor cells，and studies of plant TERT promoter remain unclear to date.
In this study，we applied bioinformatic tools to investigate the TERT promoters of Arabidopsis thaliana（L.）
Heynh. and other plants，performed the phylogenetic analysis with TERT promoter sequences，and analyzed the 
TERT gene expression through semi-quantitative RT-PCR.The results showed that the TERT promoter was highly 
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conserved on sequence similarity in the same group of plants.The TERT gene promoter has several regulatory 
elements related associating to drought，salt and hormone were found.By RT-PCR analysis，the transcription level 
of AtTERT in Arabidopsis Heynh.mutants were always lower than in wild type under normal and stress conditions.
In relative to the wild type，the AtTERT mutants became more sensitive under high salt and drought conditions，
but no visible difference under abscisic acid（ABA）.Taken together，our results verified the prediction of cis-
acting elements of the AtTERT gene promoter，which might be important in responses to salt and drought stresses.
The preliminary result suggestedily proved that the AtTERT promoter regulates the AtTERT gene transcription 
expression of AtTERT，providing an important reference for the future research on revealing the expression 
mechanism of this gene.

Key words： Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.；promoter of telomerase reverse transcriptase gene；abiotic 
stress；non-telomere functions

端粒酶是真核生物中维持染色体末端 DNA 完

整性的一类特殊的逆转录酶，其核心元件包括具有

逆转录酶活性的催化亚基 TERT 和提供端粒延伸模

板的 RNA（TER）［1-2］。端粒酶复合物发挥生物功能

的过程主要包括蛋白亚基的组装以及与端粒酶相关

蛋白的相互作用，该过程需要通过细胞核与细胞质

的穿梭及大分子网络蛋白质之间的动态相互作用来

实现［3-4］。近年来，越来越多的报道表明端粒酶除行

使端粒 DNA 合成的典型功能之外，还有许多其他

的非端粒功能，尤其是 TERT 已被证明在染色质重

塑和 DNA 损伤反应中发挥作用，并作为 Wnt/β- 连
环蛋白信号通路的转录调节剂［5-6］；参与细胞的增

殖和分化、抗细胞凋亡、基因表达的调控、线粒体功

能的调节、胁迫应激保护等［7-10］。因此，探究端粒酶

在植物生长发育中非端粒功能具有十分重要的理论

与实际意义。

基因的启动子是一段具有转录起始特异性的

非编码 DNA 序列，可将活化的 RNA 聚合酶准确

地结合到 DNA 模板上，对转录起始起着调节和控

制作用，是基因转录调控的核心区域［11-12］。hTERT
是人端粒酶的核心催化亚基，在细胞中的表达状态

决定端粒酶活性［13］。黄君健等［14］采用 Panhandle 
PCR 技术成功克隆了人 hTERT 启动子，但研究结果

表明 hTERT 启动子含有多个转录因子蛋白结合的

核心序列而缺少典型启动子基本原件 TATA-box 和

CAAT-box。因此 hTERT 的表达可能受某些转录因

子调控，癌变细胞中 TERT 组成型表达可能激活这

些转录因子，其中 TERT 启动子突变与基因表达和

端粒酶活性增加有直接关系［15］。司少艳等［16］克隆

了小鼠 TERT 启动子并研究了其在肿瘤细胞中的转

录调控活性。这些发现对筛选有效抑制癌变细胞

的增殖和分化的药物具有重要参考意义。目前对

TERT 启动子的研究主要集中在肿瘤细胞［17-19］，有

关植物 TERT 启动子调控 TERT 基因表达模式尚未

见报道。

植物端粒酶的研究发端于 Fajkus 等［20］在烟

草 BY-2 细胞检测到端粒酶活性，即在细胞提取物

中检测到其可延伸 5′ 端标记的端粒寡核苷酸序列
5′（TTTAGGG）6

3′。之后，Oguchi 等［21］在人端粒酶

逆转录酶基因（hTERT）同源结构域的基础上克隆

得到了第 1 个植物端粒酶逆转录酶基因，即拟南芥

AtTERT 基因，并且预测开放阅读框为 3372 bp，编
码 131 kD、等电点为 9.9 的蛋白。Beilstein 等［22］又

将拟南芥的端粒酶 RNA 的 2 个不同组分 TER1 和

TER2 分离出来，并证实在体外 TER1 和 TER2 都

可以作为端粒酶的模板行使功能，但在体内 TER1
主要与 POT1a 结合，通过促进端粒酶活性在端粒

延长过程中起作用，而 TER2 与 TERT 的结合能力

更强，在胁迫条件下 TER2 会抑制 TER1 介导的端

粒酶活性，响应 DNA 的损伤。尽管植物端粒酶生

物学研究不断取得新进展，并已在多种植物中克隆

获得 TERT 基因［23-25］，但关于植物 TERT 启动子的

研究甚少，植物 TERT 基因表达调控的机理仍待揭

示。而且有关 TERT 突变体的研究主要集中在突变

对端粒长度和端粒酶活性的影响方面［26］，对突变体

的表型和非生物胁迫抗性研究的仍未见报道。因

此，本研究对模式植物拟南芥端粒酶逆转录酶基因

（AtTERT）启动子的结构进行了系统分析，并构建

了十字花科各物种 TERT 启动子系统进化树；同时，

检测了野生型和启动子区域 T-DNA 插入突变体拟

南芥在非生物胁迫下的 AtTRET 表达模式及抗逆能

力，初步证明 AtTERT 启动子对 AtTERT 的转录表达

具有调控作用，为进一步研究 TERT 调控植物非生

物胁迫抗性以及生长发育的分子机理积累了资料。
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1　材料与方法

1.1　试验材料

本试验所用植物材料为哥伦比亚 Columbia
（Col-0）拟南芥。拟南芥启动子区域突变体 S_201
种子购于拟南芥生物资源中心（ABRC）。TERT 基

因结构及突变体信息均来自 NCBI 和 SALK 网站。

1.2　试剂及仪器

反转录试剂盒购于天根生化科技有限公司；

RNA 提取试剂盒购自拜尔迪生物科技公司。所用

到的仪器包括 Eppendorf 低温离心机、LX-200 旋涡

震荡器、研钵、TECHNEPCR 仪、Bio-Rad 电泳仪、

TU-1810 紫外可见分光光度仪、DDS-307 电导仪、

SANYO 光照培养箱、凝胶成像系统。

1.3　生物信息学分析的数据来源与分析方法

1.3.1　启动子序列的获取　从 PHYTOZOME 及

NCBI 数据库中基因上游调控序列，截取基因翻译

起始位点上游 2 kb 序列。

1.3.2　程序和数据库　在线核酸数据库：https：//
www.ncbi.nlm.nih.gov/，https：//phytozome.jgi.doe.gov/
pz/portal.html#；启动子转录起始位点分析软件：http：
//www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html；启动子顺式

作用元件分析软件：http：//bioinformatics.psb.ugent.be/
webtools/plantcare/html/，https：//sogo.dna.affrc.go.jp/ 
cgi-bin/sogo.cgi?lang=en；CpG 岛预测分析：http：//www.
urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi。
1.3.4　数据分析方法　利用 BDGP 在线软件分析

启动子转录起始位点，利用 Plant CARE 和 NEW 
PLACE 分析拟南芥及其他十字花科物种 TERT 基

因 5′ 非编码区的基本元件和顺式作用元件，利用

Methprime 2.0 对 TERT 启动子进行 CpG 岛预测。

利用 Clustal W 对各物种的 TERT 启动子序列进行

多序列比对，舍弃冗余序列，使用 Mega 5.0 软件中

Phylogeny 的邻接法（Neighbor Joining）构建系统

发育树（Bootstrap=1000），得到十字花科不同物种

TERT 启动子序列的系统进化关系。

1.4　拟南芥幼苗非生物胁迫处理

将野生型及突变体拟南芥种子在超净工作台中

用 75% 的酒精消毒 1 min，2.0% 次氯酸钠溶液消毒

3 min，无菌水冲洗 3~5 次，转移到无菌滤纸上，待种

子干燥后将其点在 MS 培养基上，密封后于 4 ℃冰

箱春化 2 d，再置于拟南芥培养室培养。将生长 7 d 的

拟南芥幼苗分别移至添加 NaCl、甘露醇、ABA 的 MS
固体培养基中，参考文献［27-29］，检测不同处理浓 

度、时间的胁迫效应，最终确定 150 mmol/L NaCl 及
180 mmol/L 甘 露 醇 胁 迫 处 理 5~7 d，用 50 μmol/L 
ABA 处理 9 d；将生长 6 周的拟南芥幼苗于 42 ℃［30］

光照培养箱中热激处理 48 h 后观察表型变化并统

计存活率，试验重复 3 次，取 3 次试验结果的平均

值，误差线为 3 次试验结果的标准差，用 SPASS 软

件进行单因素方差分析。

1.5　RT-PCR　检测拟南芥 AtTERT 的表达量

1.5.1　引物设计　拟南芥 Actin 2 是一个组成型表

达基因（GenBank 登录号 NC 003074），可作为内参

基因标定 AtTERT 基因的相对表达水平［31］。利用

Primer 5.0 分别设计基因表达的引物（表 1），用于后

续 RT-PCR 试验。

表 1　RT-PCR 的引物
Table 1　The primers used for RT-PCR

引物名称 Primer 引物序列 Primer sequence

Actin2-F GACTTCTGGGCATCTGAATCT

Actin2-R AAGCTCTCCTTTGTTGCTGTT

AtTERT-F CTTCTTCACCGTTGCTTCGT

AtTERT-R CCGCTTGAGAAGAAACTCCC

1.5.2　提取拟南芥总 RNA 并反转录获得基因组

cDNA　用 BIOMIGA 试剂盒提取拟南芥总 RNA，

具体步骤按照说明书操作。提取得到的 RNA 质

量和完整性用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测。RNA
浓度用核酸定量仪 NanoDrop2000 测定，之后保存

于 –80 ℃冰箱备用。用反转录试剂盒［QuantScript 
RT Kit（KR103）］反转录获得拟南芥总 cDNA，具体

步骤按照说明书操作，并用 Actin 引物（表 1）进行

PCR 反应，验证 cDNA 的质量。将获得的 cDNA 保

存于 –20 ℃冰箱中备用。

1.5.3　拟南芥 AtTERT 基因 PCR 扩增　PCR 扩增

体系为 25 μL：上下游引物（10 mmol/L）各 0.5 μL， 
10×Mix 12.5 μL，模板 1 μL，ddH2O 补足至 25 μL。反

应条件为 95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，退火

55 ℃ 30 s，72 ℃延伸 1 min，30 个循环；72 ℃延伸

10 min；4 ℃终止反应。

1.5.4　PCR 产物的电泳和半定量分析　取 10 μL 
PCR 产物分别点样至 1% 的琼脂糖凝胶电泳样品孔

中，在 1×TAE 电泳缓冲液中检测 PCR 产物，电泳

胶板在凝胶成像系统（Bio-Rad）下成像，目的条带

用 Quality One 软件灰度处理后，参考文献［32］，以
未做处理拟南芥野生型幼苗中 AtTERT 表达量基准

为“1”，计算相对表达量。
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2　结果与分析

2.1　拟南芥 AtTERT 基因启动子分析

用 NCBI 在线软件对 AtTERT 基因结构进行分

析，结果显示该基因 Gene ID：831548，在 GenBank
数 据 库 中 位 于 NC_003076.8（5538180..5543657）
上，位于 5 号染色体，基因序列全长为 5478 bp。

在 NCBI 数据库中，对 AtTERT 基因进行序列

比对分析，找出 AtTERT 基因 5′ 端上游 2 kb 左右的

核苷酸序列，并利用 BDGP（http：//www.fruitfly.org/
seq_tools/promoter.html）在线软件预测 AtTERT 基

因的转录起始位点，预测出 2 个位点，位于 AtTERT
基因起始密码子 ATG 上游 673 bp 和 464 bp 处，分

值为 0.96 和 0.98，碱基分别为 A 和 T，ATG 上游的

464 bp 处的“T”可能是转录起始位点，将该处记为

“+1”（图 1）。

T 代表转录起始位点，标记为 +1；数字表示相对于转录起始位点 +1 的位置；ATG 表示起始密码子；方框代表顺式作用元件

T represents the transcriptional start site which is defined as +1，Numbers indicate the positions relative
to the transcription start site，ATG represents the starting codon，Boxes represent cis-acting elements

图 1　AtTERT 启动子顺式作用元件
Fig.1　Cis-acting elements in AtTERT promoter
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2.2　AtTERT 启动子顺式作用元件分析

使用 PlantCARE 和 NEW PLACE 在线软件对

AtTERT 基因启动子序列进行转录调控元件分析，发

现该基因启动子序列中除了含有多个启动子的核

心元件 TATA-box、控制转录频率及效率的增强子元

件 CAAT-box 之外，5′上游远端调控序列还存在多

个与非生物胁迫和激素相关的顺式作用元件，典型

的调控元件有低温响应元件 LTR［33］、参与干旱诱导

相关的元件 MBS［34］、与高盐及病原体诱导作用有

关的 GT1GMSCAM4
［35］元件、通过调控干旱、高盐

或低温胁迫基因的表达实现抵御干旱、激素、寒冷

胁迫应答的 MYC［36］和 DRE/CRT［37］元件；脱落酸

响应元件 ABRE、赤霉素应答元件 GARE-motif 和
TATC-box［34］，乙烯响应元件 ERE［33］及生长素响应

元件 TGA-element［38］。此外，还含有若干光响应元

件 如 ACE［34］、G-B（b）ox［34］、TCT-motif［39］，厌 氧

诱导必需的顺式作用调控元件 ARE［34］，真菌诱导

响应元件 W-box［40］，与分生组织表达有关的顺式作

用元件 CAT-box［34］等，而不含伤害诱导元件 WUN-
motifs［41］和热激元件 HSE［34］（表 2）。

表 2　AtTERT 启动子顺式作用元件
Table 2　Cis-acting elements of the AtTERT promoter

元件名称

Element name
序列

Sequence
位置

Location
功能

Function

ABRE （C）ACGTG -1192 脱落酸响应元件

ACE GACACGTATG -1476（-） 光响应元件

ARE AAACCA -999（-），-31（-） 厌氧诱导必需的顺式作用调控元件

CAAT-box CAAT/CAAAT/CCAAT -1520，-1308，
-1324，-1155，

-1078，-1055，-866，-837，-718，
-665，-670，-446，-253，
-196，+121，+126，+434

启动子和增强子区的共同顺式作用元件

CAT-box GCCACT +90（-） 与分生组织表达有关的顺式作用调控元件

CCAAT-box CAACGG -439 MYBHv1 结合位点

CGTCA-motif CGTCA -1567，-179 参与 MeJA 反应性的顺式作用调节元件

G-B（b）ox CACGTG -1192 光响应元件

GARE-motif TCTGTTG -1044（-） 赤霉素响应元件

I-box GCATAAGGCC -261 光响应元件的部分

LTR CCGAAA -74，-1030，-1019 低温响应元件

MBS CAACTG -1149（-） 参与干旱诱导的 MYB 结合位点

MRE AACCTAA -398 参与光反应 MYB 结合位点

TATA-box ATTATA -509 转录起始 -30 核心启动子元件

TATC-box TATCCCA -992 参与赤霉素反应的顺式作用元件

TCT-motif TCTTAC -1182 光响应元件的部分

TGA-element AACGAC -439，-163 生长素响应元件

W box TTGACC -44 真菌诱导子响应元件

ERE ANTTCAAA +317（-） 乙烯响应元件

MYC CANNTG -23，-663，-1003，-1357，
-1372

干旱、低温及 ABA 应答元件

GT1GMSCAM4 GAAAA -1175（-） 外源盐诱导元件

DRE/CRT CCGAC -129 干旱、高盐或低温胁迫元件
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2.3　启动子 CpG 岛分析

用 Methprimer 2.0 对 AtTERT 基因启动子进行分

析发现该序列有 2 个 CpG 岛：一个在 1226~1519 bp

处，长 294 bp；另外一个在 1612~1727 bp 处，长 116 bp。
2 个 CpG 岛 均 大 于 100 bp，G+C 含 量 大 于 50%，

CpG 观察值 / 预测值大于 0.6（图 2）。

图 2　AtTERT 启动子 CpG 岛预测
Fig.2　CpG islands of AtTERT promoter sequences

2.4　植物 TERT 启动子同源性及系统进化

为充分地了解拟南芥所在科，即十字花科不同

物种 TERT 基因启动子结构特征及图通物种间同

源关系，对 NCBI 及 PHYTOZOME 数据库上可以

搜索到的所有 TERT 基因启动子进行了聚类分析，

共搜索到 TERT 基因启动子拟南芥属（Arabidopsis 
thaliana（L.）Heynh.、Arabidopsis halleri（L.）
O′Kane & Al-Shehbaz 及 Arabidopsis lyrata（L.）
O′Kane & Al-Shehbaz subsp. lyrata）3 条；亚麻芥属 

（Camelina sativa（L.）Crantz LOC104705979/
LOC104735722）2 条；荠属（Capsella rubella Reut. 
和 Capsella grandiflora Boiss.）2 条；芸苔属（Brassica  

napus L.、Brassica oleracea var.capitata L. 及 Brassica 
rapa L. turnip mustard/field mustard）4 条；山萮菜属 

（Eutrema salsugineum（Pall .）Al-Shehbaz & 
S.I.Warwick） 及 Boechera .L ve & D.L ve 属

（Boechera stricta（Graham Al-Shehbaz）） 各 1 条，

总共 13 条进行分析。利用 BDGP、Phytozome 和

NEW PLACE 以 及 Methprimer 2.0 在 线 网 站 对

TERT 启动子序列分别对转录起始位点、启动子

基本元件（TATA-box 和 CAAT-box 等）、非生物

胁迫相关顺式作用元件（DRE/CRT 元件、MYC、

GT1GMSCAM4、HSE、MBS、ABRE、LTR）以及

CpG 岛的数量进行预测（表 3）。结果显示，选取

表 3　十字花科植物 TERT 启动子顺式作用元件分析
Table 3　Cis-acting elements analysis of TERT promoters from Cruciferous plant

物种

Species
起始位点

Starting site

基本元件

Core 
elements

非生物胁迫元件

Abiotic stress element
CpG 岛数量

Number of 
CpG islandsDRE/CRT MYC GT1GMSCAM4 HSE MBS ABRE LTR

Arabidopsis thaliana + + + + + — + + + 2

Arabidopsis lyrata subsp. lyrata + + — + + — + + + 2

Arabidopsis halleri — 无 TATA-box — + + — + + + 0

Boechera stricta + + — + + — + + + 3

Brassica napus + + + + + — + + + 2

Brassica oleracea capitata + + + + + — + + + 2

Camelina sativa LOC104705979 + + + + + — + + + 3

Camelina sativa LOC104735722 + + + + + — + — — 3

Capsella rubella + + — + — — + + + 1

Capsella grandiflora + + — + — — + + + 2

Eutrema salsugineum + + + + — — + + + 2

Brassica rapa(turnip mustard) + + + + + — + + + 1

Brassica rapa(field mustard) + + + + + — + + + 1

+：预测的启动子序列中有该顺式元件；—：预测的启动子序列中无该元件

+：indicates the presence of cis-acting element in the predicted promoter sequence，—：indicates the absent of this element



3 期 孙玉萍等：AtTERT 启动子结构特征及其对拟南芥非生物胁迫抗性的影响  775

的序列（除 Arabidopsis halleri（L.）O′Kane & Al-Shehbaz）
均包含 TERT 基因的启动子必要元件，响应干旱、高

盐或低温及激素应答的非生物胁迫顺式作用元件，而

不含有热激元件 HSE（ATAAATGT）。将筛选出的序

列用 Phylogeny（Bootstrap=1000）构建 TERT 启动子

系统进化树（图 3）。结果表明，TERT 启动子主要有

2 个遗传分支，其中芸苔属单独位于系统发生树的一

进化支上，该属各物种间具有高度保守性，同源性保

持 97%以上；其余各属同位于系统发生树的另一进

化枝上，每属的各个物种间及不同属之间仍然保持较

高的同源性，拟南芥 AtTERT 启动子与同属的鼠耳芥

（Arabidopsis halleri（L.）O′Kane & Al-Shehbaz）及玉山筷

子芥（Arabidopsis lyrata（L.）O′Kane & Al-Shehbaz subsp. 

lyrata）亲缘关系最近，其次是山萮菜属，而与 Boechera 
.L ve & D.L ve 属、亚麻芥属、荠属相对较远。从整

个系统进化树上看，TERT 启动子在十字花科不同种

植物间具有较高保守性。

2.5　启动子区域突变对 AtTERT 基因表达响应非

生物胁迫及 ABA 的影响

为揭示 TERT 启动子顺式作用元件对 TERT 表

达的调控作用，选取生长 20 d 野生型及 T-DNA 插

入启动子区域突变体 S_201（插入位点在起始密码

子 ATG 上游 1000 bp）拟南芥叶片检测 AtTERT 转

录表达，从图 5 可以看出野生型 AtTERT 相对表达

量是突变体 S_201 的 1.18 倍，表明 T-DNA 插入影

响了 TERT 基因的正常表达。

图 3　十字花科不同物种 TERT 启动子系统进化树分析
Fig.3　Phylogentic tree constructed by TERT promoter sequences from different plant species in Cruciferae Juss.

A：AtTERT 基因 RT-PCR 电泳图；B：AtTERT 的相对表达量

A：RT-PCR analysis of AtTERT gene expression，B：The relative expression of AtTERT

图 4　拟南芥野生型（WT）及启动子区域突变体（S_201）AtTERT 基因的表达
Fig.4　AtTERT gene expression in wild type and AtTERT promoter mutant of Arabidopsis Heynh.

2.5.1　盐胁迫下 AtTERT 表达　如图 5 所示，分别将

野生型拟南芥和 S_201 突变体于 150 mmol/L NaCl
下处理 1~5 d。结果发现突变体在 3 d 后明显失

绿，5 d 后其存活率仅为 19%，而野生型存活率高

达 78%。比较两者的 AtTERT 表达（图 5B、C）发

现随着胁迫时间的延长，自第 3 天开始，S_201 突

变体 AtTERT 表达量明显低于野生型，表明 AtTERT
能够响应外界高盐环境的刺激，但启动子突变改变

了 AtTERT 表达对盐胁迫的响应模式并导致抗盐性 

降低。

2.5.2　干旱胁迫下 AtTERT 表达　分别将野生型

拟南芥和 S_201 突变体于 180 mmol/L 甘露醇胁迫

处理 7 d。结果显示，干旱处理 3 d 突变体开始出现

白化而野生型仍可以正常生长，处理 7 d 突变体存

活率为 21% 而野生型存活率为 72%（图 6A）。RT-
PCR 结果显示，AtTERT 在野生型中的表达量高于

突变体（图 6B、C）。AtTERT 启动子区突变导致拟

南芥抗干旱能力降低。



776 植　物　遗　传　资　源　学　报 20 卷

A：150 mmol/L NaCl 胁迫处理幼苗的存活率，不同字母代表差异显著，P<0.05；B：RT- PCR 检测经 150 mmol/L NaCl 胁迫处理的 
拟南芥幼苗 AtTERT 基因表达；C：150 mmol/L NaCl 胁迫处理拟南芥幼苗 AtTERT 相对表达量

A：Survival rate of seedlings under 150 mmol/L NaCl stress，and the different lowercase letters represent significant difference at P<0.05， 
B：RT-PCR analysis of AtTERT gene expression of Arabidopsis Heynh.seedlings under 150 mmol/L NaCl stress， 

C：The relative expression of AtTERT in Arabidopsis  Heynh.seedlings under 150 mmol/L NaCl stress
图 5　野生型（WT）及突变体（S_201）拟南芥盐胁迫下 AtTERT 基因的表达

Fig.5　AtTERT gene expression in wild type（WT）and promoter mutant（S_201）Arabidopsis Heynh.seedlings under NaCl stress

A：180 mmol/L 甘露醇胁迫处理幼苗的存活率，不同字母代表差异显著，P<0.05；B：RT- PCR 检测经 180 mmol/L 甘露醇 
胁迫处理的拟南芥幼苗 AtTERT 基因表达；C：180 mmol/L 甘露醇胁迫处理拟南芥幼苗 AtTERT 相对表达量

A：Survival rate of seedlings under 180 mmol/L mannitol stress，and the different lowercase letters represent significant difference at P<0.05， 
B：RT-PCR analysis of AtTERT gene expression of Arabidopsis Heynh.seedlings under 180 mmol/L mannitol stress， 

C：The relative expression of AtTERT in Arabidopsis Heynh.seedlings under 180 mmol/L mannitol stress
图 6　甘露醇胁迫下拟南芥野生型（WT）及启动子区域突变体（S_201）AtTERT 基因的表达

Fig.6　AtTERT gene expression in wild type（WT）and promoter mutant（S_201）Arabidopsis Heynh.seedlings under mannitol stress

2.5.3　ABA 处理下 AtTERT 表达　如图 7 所示，将

野生型拟南芥和 S_201 突变体于 50 μmol/L ABA 下

处理 9 d，野生型和突变体没有明显表型差异。随着

ABA 处理时间增加，野生型和 S_201 的 AtTERT 表

达量未出现显著性差异，表明 AtTERT 对 ABA 不

敏感。

A：50 μmol/L  ABA 胁迫处理幼苗的表型；B：RT- PCR 检测经 50 μmol/L  ABA 胁迫处理的拟南芥幼苗 AtTERT 基因表达； 
C：50 μmol/L  ABA 胁迫处理拟南芥幼苗 AtTERT 相对表达量

A：Seedling phenotypes under 50 μmol/L ABA stress，B：RT-PCR analysis of AtTERT gene expression of Arabidopsis Heynh.seedlings under 50 
μmol/L ABA stress，C：The relative expression of AtTERT in Arabidopsis Heynh.seedlings under 50 μmol/L ABA stress

图 7　拟南芥野生型（WT）及启动子区域突变体（S_201）ABA 处理下 AtTERT 基因的表达
Fig.7　AtTERT gene expression in wild type（WT）and promoter mutant（S_201）Arabidopsis Heynh.seedlings under ABA stress
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2.5.4　热激胁迫下 AtTERT 的表达　分别将生长 6
周的野生型及突变体拟南芥幼苗置于 42 ℃的光照

培养箱中处理 0 h、12 h、24 h、36 h、48 h，结果发现

突变体与野生型对热胁迫的反应没有明显差异。处

理 36 h 后拟南芥叶片失水皱缩但仍然存活（如图

8A），48 h 后两者几乎均死亡。比较 AtTERT 表达

量，可发现在野生型和突变体拟南芥均随着热激时

间延长而下降（图 8B、C），但两者之间无显著差异。

A：热激胁迫处理幼苗的表型；B：RT- PCR 检测经热激胁迫处理的拟南芥幼苗 AtTERT 基因表达； 
C：热激胁迫处理拟南芥幼苗 AtTERT 相对表达量

A：Seedling phenotypes under heat stress，B：RT-PCR analysis of AtTERT gene expression of Arabidopsis Heynh.seedlings under heat stress， 
C：The relative expression of AtTERT in Arabidopsis Heynh.seedlings under heat stress

图 8　拟南芥野生型（WT）及启动子区域突变体（S_201）热激胁迫下 AtTERT 基因的表达
Fig.8　AtTERT gene expression in wild type（WT）and promoter mutant（S_201）Arabidopsis Heynh.seedlings under heat stress

3　讨论

为提高植物的抗逆性、进行作物改良，近年来

人们越来越重视植物内源性启动子的研究，以更好

地调节基因功能［42］。目前关于 TERT 启动子的研

究主要集中于肿瘤细胞［17-20］，而植物 TERT 启动子

的研究报道相对匮乏。本研究 TERT 启动子进化关

系的分析显示，TERT 启动子在十字花科不同植物

之间具有较高保守性，在每属的各个物种间同源性

更高，其保守性与物种遗传距离基本一致［43］。研究

表明，矮牵牛 AGLl5 同源基因启动子区保守性与物

种的遗传距离不一［44］；而 napin 基因启动子在拟南

芥、萝卜、白菜、油菜、甘蓝型油菜等不同芸苔属物种

之间却保持较高的保守性［45］。鉴于 TERT 在真核

生物属于单拷贝基因，而且本研究结果表明，TERT

启动子在十字花科各属植物间保持高度的保守性，

因此，TERT 启动子可作为植物进化分类依据的分

子标记。

抗逆基因非翻译区上游的启动子胁迫应答调

控元件有效调控逆境应答基因的表达，靶基因顺

式作用元件通过与反式作用因子的结合是基因表

达调控的关键环节［46-47］。这些复杂的调节网络

介导植物目标基因在干旱、寒冷及盐胁迫下的表

达，提高抗逆性［48］。如玉米 ZmZIP71 基因启动子

包含有低温、高温及厌氧等逆境响应相关的元件，

经分析发现，ZmbZIP71 基因受干旱、盐和冷等逆

境条件诱导表达参与逆境胁迫的应答［49］；核桃的

JrATG18a 基因启动子中含有高温、低温、干旱及

ABA 等相关顺式作用元件，在高温、低温及干旱胁

迫下，JrATG18a 基因可以被不同程度的诱导，表
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明其参与核桃的生长发育及逆境响应过程［50］。本

研究发现拟南芥 AtTERT 基因上游 2 kb 启动子含

有盐、干旱、低温及激素响应元件，而试验结果证明

AtTERT 基因可以被高盐、干旱诱导，而对 ABA 不

敏感且其表达被热激抑制；同时野生型拟南芥幼苗

抵抗非生物胁迫的能力及 AtTERT 表达水平明显高

于启动子区域突变体 S_201，说明 AtTERT 启动子

影响 AtTERT 表达从而改变拟南芥的抗逆性。这

与其他基因启动子突变影响基因表达特性具有相

似性。如大白菜自交系 06-247 和 He102 抽薹开花

性状显著差异的主要原因之一是由启动子突变造

成的［51］。这些结果说明 AtTERT 启动子区域的顺

式作用元件组成及其调控靶基因表达响应潜势，

与检测到的胁迫条件下 AtTERT 基因表达模式的

变化具有高度的吻合性，也说明 AtTERT 基因在不

同胁迫条件下诱导表达与逆境响应调控具有重要 
关系。

hTERT 通过作为在 β-catenin 转录调节复合

物中起辅助因子和响应 Wnt 信号的基因启动子结 
合［8］调节 Wnt/β-catenin 信号通路来影响靶基因的

转录［5-6］；而且 hTERT 启动子区域突变形成的核苷

酸可与 E-twenty-six（ETS）转录因子结合，ETS 因

子无法作用于丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号

转导通路而导致 MAPK 失调［52］。植物细胞响应

逆境胁迫（盐、干旱、热激及胁迫激素 ABA）主要

通过影响参与信号通路传导的蛋白激酶活性，主要

有 SnRKs、MAPKs 及 CPKs，调节细胞代谢及基因

表达来提高植物的抗逆性［53］。本研究中，TERT 基

因上游启动子含有多个逆境相关的顺式作用元件，

且 AtTERT 基因可以被盐、旱诱导，表现出较高的表

达水平，因此推测 AtTERT 基因在参与逆境响应过

程中也会涉及其作为胁迫信号通路的转录调节剂影

响蛋白激酶活性，与离子运输、基因表达及蛋白代

谢具有重要的联系。另外，在 AtTERT 启动子内，还

有其他激素相关的响应元件，如 GARE-motif［35］和

TATC-box［35］、ERE［40］、TGA-element［35］及微生物诱

导相关调控元件，如 W-box［40］等（表 2）。这些顺式

作用元件的存在暗示 AtTERT 启动子可能不仅仅响

应非生物胁迫，也可能会响应生物胁迫的诱导，这一

推测还待进一步验证。对 AtTERT 基因启动子及功

能进行研究，为进一步研究 AtTERT 调控拟南芥非

生物胁迫抗性以及生长发育的分子机理积累了新资

料。后续将继续对 AtTERT 进行深入研究，为改良

植物抗逆性提供依据。
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