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矮牵牛PMADS9基因启动子的克隆及分析

郭余龙1，闰明旭1’2，陈 君1，马 婧1，李名扬1
(1西南大学园艺园林学院／南方山地园艺学教育部重点实验室，重庆400716；2重庆城市管理职业学院，重庆401331)

摘要：矮牵牛PMADS9基因是MADS—box基因AGLl5亚家族的成员。该亚家族基因可能具有调控开花时间、抑制花器官

衰老脱落和促进体胚形成等功能。本文应用YADE和hiTAIL—PCR等方法，克隆了PMADS9基因5’端翻译起始住点上游

1853bp的启动子区域序列(FJ798977)；RACE分析发现该基因至少有4个转录起始位点，2个位于编码区第一外显子内。启

动子调控元件分析显示，PMADS9启动子富集花粉和种子发育过程中特异表达元件和与环境应答相关的元件；AGLl5同源基

因启动子存在非常保守的RY．repeat元件。启动子的保守性与物种的遗传距离不一致；推测PMADS9启动子翻译起始位点上

游200—400bp和800一1000bp区域具重要功能。
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Abstract：Gene PMADS9 is a member of the AGLl5 subfamily in MADS—box genes．The Arabidopsis AGLl5

subfamily genes have been reported to act as inhibiters of flower senescence，repressors of floral transition and ell—

hancers of somatic embryo development．Using YADE method and hiTAIL—PCR，we isolated 1853bp sequences up—

stream of the putative translation start of the PMADS9 gene from petunia．The results of 5’RLM-RACE analysis

showed that the PMADS9 gene has at least four TSSs，and two of them are located in the first exon．Cis—regulatory el·

ements of the PMADS9 promoter predicted by PLACE and PlantCARE are related with seed and pollen development

and environmental response．Analysis of promoter sequences from AGLl5·clade MADS-box genes by FootPrinter

showed that very conserved RY—repeat motifs were exist among them，and the conversation of promoters between So·

lanaceae and the selected 5 species of Rosids is higher than that between Brassicaceae and the same selected spe·

cies，even though Solanaceae is less closely related to Rosids than Brassicaceae．Furthermore，the results also sug—

gested that regions of 200-400bp and 800-1000bp upstream of the ATG were functionally important．

Key words：Petunia；Promoter；PMADS9；Transcription start site

基因的表达是其功能实现的基础，表达模式

的变化是植物进化的动力。基因的表达模式主要

由转录起始位点上游与转录调控因子结合的启动

子区域决定。对启动子的研究有助于认识植物多

样性，同时为利用生物技术改变基因的表达模式

提供可能。
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矮牵牛(Petunia hybrida)PMADS9基因是AGLl5

亚家族的一员“。拟南芥中AGLl5亚家族有AGLl5

和AGLl8两个成员。分析显示AGLl5在种子发育过

程中表达量高，种子萌发后的发育过程中有低水平的

表达‘2。31。

超量表达AGLl5或AGLl8能够提高合子胚产

生次级胚、茎尖产生体胚的能力，并能使胚性愈伤组

织长期维持体胚发生能力一‘5 o，其转基因植株表现

开花延迟、授粉受精后花萼花瓣宿存一。1。对

agll5agll8双突变体的分析也证实AGLl5亚家族基

因有调控开花时间和促进体胚发生的作用J’“。矮

牵牛是重要的观赏植物，在条件适宜时可周年开花，

并且存在授粉受精后花萼宿存的现象，与拟南芥明

显不同，推测PMADS9与拟南芥AGLl5基因的功能

可能存在差异。在研究PMADS9表达情况时发现，

它在雌蕊中的表达量比种子中更高，与AGLl5基因

有差异。因此，本研究克隆了PMADS9启动子序列，

对其转录调控元件及其与其他物种AGLl5同源基

因启动子的关系进行了分析。

1材料与方法

1．1 PMADS9启动子序列克隆及鉴定

植物材料为南方山地园艺教育部重点实验室选

育的矮牵牛自交系A01。取成株叶片用CTAB法提

取基冈组DNA，经RNA酶处理、酚一氯仿多次抽提

纯化。YADE(Y—shaped adaptor dependent extension，

依靠Y形接头延伸未知序列)法和hiTAIL—PCR

(high—efficiency thermal asymmetric interlaced PCR，

高效热不对称PCR)的实验原理和操作程序参见文

献博41。所有目的扩增产物经回收、克隆测序后，通

过比较序列重叠来鉴定序列是否正确，然后根据重

叠群两端的序列设计引物扩增全长序列、测序确认

序列的正确性。

1．2 PMADS9转录起始位点的鉴定

通过5’RLM-RACE(RNA ligase—mediated rapid

amplification of cDNA ends)确认转录起始位点

(TSS，transcription start site)，具体操作按GeneRac—

er7”试剂盒(Invitrogen)的说明进行。用成株矮牵牛

各器官提取的总RNA混合样3斗g进行RACE反转

录操作，取l¨l RACE cDNA作模板进行PCR扩增。

1．3 PMADS9启动子转录元件分析

应用在线分析丁具PLACE(http：／／www．dna．

affrc．go．jp／PLACE／)和PlantCARE(http：／／bioinfor-

matics．psb．ugent．be／webtooIs／pIantcare／html／)对启

动子序列进行分析，寻找转录调控元件。

1．4 AGLl5直向同源基因启动子序列的获取及系

统发育足迹分析

矮牵牛PMADS9启动子序列来自本研究；拟南

芥：2。】、油菜‘241、毛果杨：lo]、番茄：¨1和葡萄[121等物

种的基因编码区和上游调控区序列根据文献报道的

登录序列结合对相应数据库的搜索获取。黄瓜，番

木瓜和木薯的序列从phytozome数据库(http：／／

WWW．phytozome．net／)中获取。具体步骤为，先以

AtAGLl5蛋白质序列在phytozome中对双子叶植物

各物种预测的蛋白质逐一进行BLASTP搜索，每物

种获取同源性最高的4条序列，再将这些序列与拟

南芥的MADS—box基因进行初步的进化树分析，然

后选取AGLl5亚家族基因做进一步分析，确认

AGLl5的直向同源基因，并从phytozome获取这些基

因的上游调控序列。每个基因取翻译起始位点上游

1．2kb启动子序列(BnAGLl5．J为986bp；BnAGLl5．

2为1069bp)。进行FootPrinter¨副分析时，“Subre-

gion size”设为100bp．“Subregion change cost”设为

1；元件长度(motif size)和允许的突变数(maximum

number of mutations)据不同数据组进行调整。

2结果与分析

2．1序列克隆

用矮牵牛PMADS9基因序列(AY370526)在

NCBI网站对nr数据库进行blastn搜索，发现登录

序列AY370510含有一段PMADS9基因的5’端上游

序列，但这段序列仅包含了从翻译起始密码子开始

的539bp序列，比通常认为的植物基因的启动子短。

因此，设计合成了用YADE法进行染色体步移的引

物，用EcoRI、EcoRV和BamHl分别酶切矮牵牛基因

组DNA，并与相应的接头连接，然后进行PCR扩增，

经两轮PCR反应后，用EcoRV或BamHI酶切连接

接头的模板没有理想的扩增带，而用EcoRI酶切后

扩增出约800bp的条带(图1A)。回收该条带，测

序表明序列的3’端与预期的序列吻合。随后，在

拼接序列的两端设计引物进行PCR扩增，进一步

验证延伸出去的序列是5’端上游序列。经过

YADE步移后，获得了PMADS9翻泽起始位点上游

共1053bp序列。由于此长度依然较短，继续用

YADE步移遇到困难，用hiTAIL—PCR进行了进一

步延伸。

经3轮扩增后，引物LADI—l、LADi．2和LADI．

3分别与特异引物配对扩增都得到明显的扩增带

万方数据



2期 郭余龙等：矮牵牛PMADS9基阏启动子的克隆及分析 277

(图1B)，分别回收LADI一2和LADl—3的扩增产物，

测序结果表明LADl．2的产物不是目的扩增产物，

LADl-3的扩增序列能与已知序列拼接。随后根据

延伸得到的序列设计上游引物，据ORF区序列设计

下游'-3I物，PCR扩增25循环后得到一条约2kb的条

带(图lc)，克隆测序表明，该片段1994bp，含推测

的翻译起始位点上游1853bp序列(图2)。序列已

在GenBank中登录，登录号为FJ798977。

图l PMADS9基因启动子克隆

Fig．1 Cloning of the PMADS9 gene promoter

A：YADE法扩增5’端上游序列，B：hiTAIL．PCR扩增5’端上游序列。C：全长启动子序列扩增

A：Amplification of the 5 7upstream sequence by YADE method。B：Amplification of the 5’-upstream sequence

by hiTAIL-PCR，C：Amplification of the full length promoter

图2矮牵牛PMADS9基因启动子序列

Fig．2 The promoter sequence of the PMADS9 gene from Petunia hybr材

推测的翻译起始位点标记为+l，TSS指示5’Rl，M·RACE确定的转录起始位点。图中只标示r PLACE预测的部分元件。

方框内为町能的TATA-box所在位置，CAAT-box标记为大写字母。W—box用阴影显示，其余元件用文字在图中标明

Nucleotides are numbered on the right，with the putative translation start site designated as+I．The transcriptional starl sites(TSS)

determined by 5’RLM—RACE are marked with bent arrows．Only parts of functional elements predicted by PLACE m showed：

the potential TATA—box regions in box．the CAAT·boxes by uppercase letters．tlle W—boxes in shadow，and
others indicated in the figure

2．2 PMADS9转录起始位点分析

为确定PMADS9的转录起始位点(TSS)，本研

究进行了5’RLM．RACE扩增(图3)。将目的片段

克隆后，挑取6个克隆进行序列测定。测序结果表
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明：PMADS9至少有4个TSS，分别位于推测的翻译

起始位点上游51bp(TSSl)，18bp(TSS2)和下游

53bp(TSS3)，97bp(TSS4)处(图2)，两个起始位点

位于第一外显子区。长期以来，只有具有最长5’端

的cDNA被假定为真正的全长转录本。NCBI在构建

RefSeq数据库时也是这样。但最近对哺乳动物和

拟南芥等物种启动子的详细研究显示，一个基因常

有多个启动子，一个启动子又常具有多个TSS形成

一簇，在不同组织中，TSS是选择性使用的¨4““。另

一方面，5’RLM—RACE是获得真正全长cDNA序列

公认的传统方法。因此，测定的这4个TSS可能代

表了PMADS9基因转录起始的真实情况。

圈3 PMADS9基因5’RACE扩增结果

Fig．3 5’RACE amplification of the PMADS9

gene from Petunia hybr甜

M：DNA分子量标记。Rl：第1轮PCR扩增，R2：第2轮PCR扩增，

w：水对照；M：Marker。RI：External round of PCR，R2：Internal round，

W：Water control

RACE结果表明，PMADS9有基因内部转录起

始位点(TSS3和TSS4)存在，从这两位点起始的转

录产物若无选择性剪接，是不可能翻译成蛋白的。

这两位点的使用是否具有组织特异性，以及转录产

物是否具有某种调控功能是令人感兴趣的。拟南芥

和哺乳动物也有大量的外显子内转录起始位点，它

们多出现在那些表达量高、特异性表达的基因中，可

能产生一类新的功能尚不清楚的mRNA【14。引。目

前，关于此现象的研究报道尚不多见。

2．3 P批D锣启动子上游调控元件分析
将克隆的翻译起始位点上游的序列提交

PLACE和PlantCARE进行在线分析，结果表明TSS2

上游33bp前后的两段T／A富集区(图2)包含多个

已报道过的其他物种基因的TATA—box序列，但在

TSSl上游100bp内没有与TATA—box序列相似的区

域，可能有其他转录起始机制存在。CAAT盒是一

个植物启动子中常见的元件，通常位于TSS上游

80～300bp处’1引。克隆的PMADS9启动子中，在上

游距TSSl 156bp和214bp处各有一个CAAT元件，

它们可能促进转录起始(图2)。

PLACE分析表明，PMADS9基因5’调控区至少有

8个潜在的MADS蛋白结合位点CArG(C-A／T—rich．

G)，其中2个是规范的CC．(A／T)。一GG型(CArG：和

CAr(；，，图2)，6个是AGLl5偏好结合的C一(A／T)B—G

型Ⅲ1。拟南芥AGLl5基因5 7调控区有3个CAr(；，两

个为C-(A／T)。．G型，它们与AGLl5结合，自主调节

AGLl5的表达水平"o。共同具有的CArG元件暗示，

AGLl5亚家族基因在不同物种中具有相同的反馈调

节模式，表达水平自主调节。

除上述元件外，PLACE在线预测还表明，

PMADS9启动子存在大量种子和花粉发育过程中表

达所需的调控元件，以及与环境应答反应有关的顺

式调控元件，如：W—box(10个，图2)、光应答元件、

GT．1、ARRI、与干旱和病原菌侵染等生物或非生物

胁迫反应相关的其他元件等；从真双子叶C，植物鉴

定的元件统计结果见表1。运用PlantCARE数据库

预测的结果与PLACE的有相同的趋势。

表1 PLACE和PlantCARE预测的PMADS9启动子上游调控元件

Table 1 Regulatory elements of the PMADS9 promoter predicated by PLACE and PlantCARE

’一般性应答元件tj光、多种逆境环境应答等途径有关

The general response factors are those inVolVedputatively in more than one response path

2．4 AGLl5直向同源基因启动子分析

由于转录因子结合位点(TFBS)通常较短(5—

12bp)，且能允许lbp甚至更多的碱基变异而不丧

失其功能，利用PLACE和PlantCARE对启动子序列

扫描常可发现上百个潜在的“TFBS”，但其中多数并

不具备生物学功能⋯1。与序列扫描互补的一个预

测启动子中TFBS的方法是系统发育足迹法(phylo·

genetic footprinting)，该方法认为启动子中的TBS序
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列在自然选择中更加保守，那些在直向同源基因的

调控区序列中保守的区域可能对启动子发挥调控功

能是重要的⋯1。因此，为了鉴定PMADS9启动子中

重要的元件和区域，利用FootPrinter对AGLl5直向

同源基因启动子序列进行了分析。

BnAGLIS．1 f油菜日napus)
B“GL|5 2

t瓶鬟B nmrm-
AtAGLl5 (拟南弄’A，幻乏k；
cpAGLl5 f番木瓜cpapaya)
CsAGLl5 f黄瓜C．satrnzQ

PtPMADS40(毛果扬P trwho(arpa)
MeAGLl5， (木薯Mesculenta)
MeAGLl5．2 (木譬M．esculenta)

VvAGLl5．J {葡萄y、-im]era)
SIMBPII (番茄量船opericon)
PhPMADS9 (矮牵牛P．hybrida)
AGL坩

PtPMADS39

n，^GLl5 2

图4 AGLl5亚家族幂因进化树

Fig．4 Phylogenetic tree of plant AGLl5 subfamily genes

取全长氨基酸序列使用MEGA4．1软件进行分析，比对采用

ClustalW，建树用邻接法，参数皆为默认值。500次重复自

展值大于50％的标示在节点处

经文献检索和数据库搜索后选取了亲缘关系远

近不同的9个物种的11个MADS—box基因，它们可

靠地与AGLl5聚于一支(图4)，这些基因编码区序

列的进化关系与来源物种间的亲缘关系(据http：／／

WWW．ncbi．him．nih．gov／taxonomy)基本一致o Foot．

Printer分析发现：这11个启动子中都有1个长度为

9bp的保守元件，而当长度设定为8bp时则增加至4

个(图5a)。在遗传距离较远的9个物种的同源基

因都存在保守的超过8bp长度的元件暗示，这些元

件在基因表达调控中发挥重要作用。这几个元件主

要分布在近翻译起始位点200～400bp区间。分析

这几个元件的序列发现，它们都有CATGCA序列，

即“RY repeat”元件，它是种子发育过程中特异表达

所需的元件¨⋯。

为了进一步分析不同物种AGLl5直向同源基

因启动子区元件的保守性，首先将所有的启动子序

列一对一配组分析，将元件长度设为12bp，每元件

允许的突变数为l或2 bp。发现启动子的保守性与

物种遗传距离间有时是不一致的。例如，当允许的

突变数为l时，木薯的两个基因MeAGLl5．，和MeA—

GLl5．2的启动子之间有85个保守元件，是所有配

组中最高的；但油菜BnAGLl5．』和BnAGLl5．2的启

动子的保守元件(34个)却低于番茄SlMBPll与矮

牵牛PMADS9(57个)、杨树PMADS40与木薯MeA一

钇15．2(49个)以及番木瓜CpAGLl5与番茄SIMBPll

(48个)等不同属间和更远亲缘关系物种间的数目。

另外，油菜／拟南芥一杨树／番木瓜／木薯／黄瓜／葡萄

b

—三——JLL——t—LL上L—————J‘———J—————L——-—一删G￡，j，=!=竺比邕=!==!!=i兰j===n馏g嬲至耋璧至三至塞蔫喜渊==I!=芒======!芏兰直===P洲
图5 FootPrinter鉴定的AGLl5直向同源

基因启动子的保守元件

Fig．5 Conserved motifs detected by FootPrinter

in the promoters of AGLl5 orthologous genes

a：所有11个启动子中存在的保守元件；

b：蔷薇分支物种翻泽起始位点卜游200—400bpⅨ域保守；

c：茄科和蔷薇分支非十字花科物种在翻译起始位点

上游200-400bp和800一1000bp两区域保守

启动子间的保守元件平均数为18个，低于番茄／矮

牵牛一杨树／番木瓜／木薯／黄瓜／葡萄问的28个，但

前者同属蔷薇分支(rosids)，它们之间的距离比后者

更近。当允许的突变数为2 bp时，保守元件的数目

大为增加，有的启动子间共有元件数超过了Foot—

Printer在线分析系统的上限，但遗传距离与启动子

间保守性的关系与允许的突变数为1时相似。

由于发现以上十字花科和茄科物种间启动子的

差异，将蔷薇分支中十字花科两物种的启动子置换

成茄科两物种进行对比分析，为了保证两组数据中

启动子序列总数的一致，每物种只取一个基因的启

动子序列。当元件的长度设为9，允许突变为2时，

蔷薇分支7物种基因的启动子在距翻译起始位点

200—400bp区间有较多的保守元件(图5b)。而将

蔷薇分支中十字花科两物种换成茄科两物种后，7

物种的启动子在翻译起始位点上游200～400bp和

800—1000bp两区域皆有保守元件(图5c)。

3 讨论

由于园艺作物所涉及的性状和种类相当丰富，

研究者感兴趣的大多数物种尚难在近期内完成全基

因组测序，通过已知序列克隆旁邻序列的技术对园

艺植物分子生物学研究具重要价值。本研究采用了

两种技术以获得PMADS9基因启动子序列。YADE

法是一种改进的接头PCR技术【81，该技术虽然使得

扩增的特异性有所提高，但由于接头PCR技术需要

进行酶切和连接反应，对DNA的质量要求较高，操

!宝搿锚艘蝴嘲一
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作步骤较多，更重要的是其使用成功率受序列中酶

切位点的限制。克隆全长序列后分析，实验中没能

用该方法实现二次步移可能就是由于选用的内切酶

不合适。TAIL—PCR是一种仅仅进行PCR就可克隆

已知序列旁邻区的技术，操作简单‘⋯，模板DNA只

需用常规方法提取即可。最近经过改进后的hi—

TAIL-PCR抑制了短片段的扩增，进一步提高了扩

增效率∽3，应用该方法成功实现了PMADS9启动子

的二次步移。hiTAlL．PCR是克隆已知序列旁邻区

的较为有效的方法。

研究真双子叶植物AP3亚家族MADS．box基因

启动子时发现，当分析的启动子数超过4时就不能

发现长度超过8bp的共有保守元件。1⋯。对9物种

的11个AGLl5直向同源基因启动子的分析显示，

它们之间都在近翻译起始位点200—400bp区间存

在长度超过8bp的保守元件，这说明这几个元件是

相当保守的，它们可能具有进化意义，对基因功能及

其相关的物种适应性是必需的；这几个保守元件都

包含CATGCA(RY—repeat)序列。研究表明，2个

RY—like与1个ACGT—like组合是双子叶植物种子

贮藏蛋白基因调控区的保守模式¨⋯；拟南芥中，

LEC2蛋白结合AGLl5启动子中的两个RY．repeat，

调控AGLl5基因的表达旧“。因此，PMADS9启动子

序列中的两个RY—repeat可能对PMADS9的功能是

必需的；它们可能与下游的两个与之相关的E．box

和ACGT—like元件(图2)一起共同调控PMADS9在

种子发育过程中的表达。对启动子中保守元件的分

析表明。茄科植物AGLl5直向同源基因启动子与非

十字花科蔷薇分支物种的距离更近，它们在200—

400bp和800一1000bp两区域皆有保守元件。对

MADS．box基因表达谱的研究也发现，番茄和葡萄

AGLl5直向同源基因有相似的表达模式，在花和果

实发育过程中表达量高¨卜“1，因此，PMADS9启动子

800一lOOObp区域的功能是值得注意的。
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