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王合春１ꎬ陈新利１ꎬ隋炯明１ꎬ毕英娜２ꎬ王晶珊１ꎬ乔利仙１

( １青岛农业大学生命科学学院 / 山东省高校植物生物技术重点实验室ꎬ青岛 ２６６１０９ꎻ２威海恩特花木有限公司ꎬ威海 ２６４２０５)

　 　 摘要:植物 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶属于一种重要的植物病程相关蛋白(ＰＲ 蛋白)ꎬ容易受到激发子的诱导而积累ꎮ 用 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
水杨酸 (ＳＡ)对花生品种花育 ２０ 号幼苗进行诱导处理 ０􀆰 ５、１２、２４、３６、４８ 和 ７２ ｈ 后ꎬ提取 ＲＮＡ 进行荧光定量检测 β￣１ꎬ３￣葡聚

糖酶基因(Ａｈ￣Ｇｌｕ)的表达量ꎮ 结果表明ꎬ经诱导 ２４ ｈ 后 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因的表达量达到最高ꎬ是未经 ＳＡ 诱导的 １􀆰 ８ 倍ꎮ
根据前期已克隆的花生 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ ＪＱ８０１３３５)ꎬ在其 ５′端设计 ３ 个嵌套的特异性引物扩增其上游启动

子序列ꎮ 以花育 ２０ 号基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用 ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ 方法ꎬ扩增得到 ９７３ ｂｐ 的花生 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因启动子片段ꎬ在
ＮＣＢＩ 网站注册序列号为 ＧｅｎＢａｎｋ ＫＣ２９０４００ꎬ并命名为 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏꎮ ＰＬＡＣＥ 和 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线预测分析表明ꎬＡｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 序列

中含有 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 等核心元件ꎬ还含有病原菌及水杨酸响应的顺式调控元件ꎮ 根据 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 序列设计上下游

引物ꎬ采用普通 ＰＣＲ 法从花育 ２０ 号扩增得到 ９３１ ｂｐ 的启动子序列ꎬ命名为 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎮ 将 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 取代 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 质粒中

的 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子ꎬ构建植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎮ 通过农杆菌介导法将 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 转化洋葱表

皮细胞ꎬ经 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ 诱导处理 ４８ ｈ 后进行 ＧＵＳ 染色ꎮ 结果表明:经 ＳＡ 诱导后的洋葱表皮细胞 ＧＵＳ 组织化学染色显示为

蓝色ꎬ未经 ＳＡ 诱导的洋葱表皮细胞 ＧＵＳ 组织化学染色未显示蓝色ꎬ说明 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 是一个可被诱导的启动子ꎬ可能含有对 ＳＡ
响应的顺式调控元件ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｐｌａｎｔ β￣１ꎬ３￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｗａｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ(ＰＲ￣ｐｒｏｔｅｉｎｓ)ꎬｗｈｉｃｈ
ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ ｗｈｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｅｌｉｃｉｔｏｒｓ. Ｔｈｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ｐｅａｎｕｔ ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｈｕａｙｕ ２０ ｗｅｒｅ ｓｐｒａｙｅｄ ｗｉｔｈ
１􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ ｆｏｒ ０􀆰 ５ ｈꎬ１２ ｈꎬ２４ ｈꎬ３６ ｈꎬ４８ ｈꎬａｎｄ ７２ ｈ. Ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅｉｒ ｔｏｔａｌ ＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ β￣１ꎬ３￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｗａｓ ｉｎｓｐｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ β￣１ꎬ３￣
ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＡꎬｗｈｉｃｈ ｗａｓ １􀆰 ８ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈａｔ ｎｏｔ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＡ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｃｌｏｎｅ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ β￣１ꎬ３￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｇｅｎｅꎬｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｐｅａｎｕｔ β￣１ꎬ３￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (ＧｅｎＢａｎｋ ＪＱ８０１３３５).
Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ Ｈｕａｙｕ ２０ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｂｙ ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄꎬ
ａｎｄ ａ ９７３ ｂｐ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｎｄ ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ ｉｎ ＮＣＢＩ (ＧｅｎＢａｎｋ ＫＣ２９０４００)ꎬｎａｍｅｄ ｂｙ Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ. Ｐｒｏｍｏｔ￣
ｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ＰＬＡＣＥ ａｎｄ ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｓｏｍｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬｓｕｃｈ
ａｓ ＴＡＴＡ ｂｏｘ ａｎｄ ＣＡＡＴ ｂｏｘꎬａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｎｄ ＳＡ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ａ ９３１ ｂｐ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ



　 ５ 期 王合春等:花生 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因启动子的克隆及功能分析

ａｎｄ ｎａｍｅｄ Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎬｕｓｉｎｇ ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ. Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ ｔｈｅｎ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ｒｅｐｌａｃｉｎｇ ｉｔｓ ＣａＭＶ３５Ｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｎａｍｅｄ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ ａｎｄ
ｔｈｅｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ. ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ ｆｏｒ ４８ ｈ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｃｅｌｌｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ｂｌｕｅ ｗｈｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＡꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＡ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｐｐｅａｒ ｂｌｕｅ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｎ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎ ＳＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｐｅａｎｕｔꎻβ￣１ꎬ３￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｇｅｎｅ(Ａｈ￣Ｇｌｕ)ꎻｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎻｇｅｎｏｍｅ ｗａｌｋｉｎｇꎻｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

植物受病原菌侵染会诱导产生多种防卫反应ꎬ
尤其是产生各种水解酶及病程相关蛋白 ( ＰＲ 蛋

白)ꎬb￣１ꎬ３￣葡聚糖酶是 ＰＲ 蛋白中重要的水解酶ꎬ在
植物抵御真菌病害的防卫反应中发挥着重要作

用[１]ꎮ b￣１ꎬ３￣葡聚糖是真菌细胞壁的重要结构成

分ꎬ许多真菌的菌丝尖端b￣１ꎬ３￣葡聚糖暴露在表面ꎬ
能够直接受到b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶的攻击[２]ꎮ 体外抑菌

试验表明ꎬb￣１ꎬ３￣葡聚糖酶对菌丝生长具有抑制作

用[３]ꎮ b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶的同工酶在物理性质、酶活

性和细胞内的位置各不相同ꎮ 这些同工酶大体分为

３ 种[４]ꎬ第 １ 种为碱性同工酶ꎬ主要在植株的液泡中

组成型表达并积累ꎻ第 ２ 种是酸性同工酶ꎬ正常植株

中不存在ꎬ但可由病原菌和化学物质诱导产生ꎬ主要

在细胞间隙表达积累ꎻ第 ３ 种主要以烟草中细胞外

表达的酸性b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶(ＰＲ￣Ｑ)和番茄中细胞

内表达的碱性b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶为代表[５]ꎮ
正常环境条件下ꎬ植物体内成熟的组织细胞中ꎬ

b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶的含量较少ꎬ活性很低ꎮ 但是ꎬb￣１ꎬ
３￣葡聚糖酶可以被激发子诱导产生ꎬ如病原菌(病
毒、类病毒、细菌和真菌)的侵染、真菌细胞壁组分

以及一些化学试剂(如脱乙酰几丁质、水杨酸和某

些盐溶液等)的处理等均可诱导b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶的

产生和积累[６￣８]ꎮ
Ｊ. Ｍ. Ｃａｅｈｉｎｅｒｏ 等[９] 对霍尔斯轴霜霉(Ｐｌａｓｍｏ￣

ｐａｒａ ｈａｌｇｅｄｉｉ)侵染的向日葵研究表明ꎬ侵染后向日

葵中b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶活性明显升高ꎬ且在根部出现

了多种b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶的同工酶ꎬ且接种前后的同

工酶谱不同ꎮ Ｒ. Ｐ. Ｎｉｅｄｚ 等[１０] 在蜜桔胚愈伤组织

和悬浮细胞的组织培养中发现ꎬ通过改变培养介质

的碳源就能够诱导产生高水平的b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶ꎬ
活性达 ６ 周之长的培养组织显著地抑制了指状青霉

(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄｉｇｉｔａｔｕｍꎬ一种产后的病原真菌)的侵

染ꎮ 贺立红等[１１] 以湛秋 ４８ 和粤油 ５ 号为试验材

料ꎬ在荚果发育初期用茉莉酸甲酯 ( ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓ￣
ｍｏｎａｔｅ)处理ꎬ再进行干旱处理ꎬ并于干旱处理 ２ 周

后接种黄曲霉菌ꎬ取成熟种子测定几丁质外切酶、几

丁质内切酶、β￣１ꎬ３￣葡聚糖苷酶和苯丙氨酸解氨酶

(ＰＡＬꎬｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅ) 活性ꎮ 结果表

明ꎬＭＪ 能诱导上述几种酶活性ꎬ从而增强花生种子

抗黄曲霉的侵染能力ꎮ
花生生产过程中存在多种病害ꎬ常见病害如黑

斑病、褐斑病、网斑病、锈病和黄曲霉病等ꎬ严重影响

着花生的产量和品质[１２￣１３]ꎮ 本研究通过荧光定量

ＰＣＲ 法检测b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶的表达量ꎬ分析水杨酸

诱导后b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶的表达情况ꎮ 同时ꎬ为探明

花生b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因在抵御真菌性病害中所起

的作用以及该基因启动子的驱动表达特性ꎬ从花生

中克隆 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因的启动子序列ꎬ分析启

动子序列中重要的顺式调控元件ꎬ通过农杆菌介导

的遗传转化法转化洋葱表皮细胞ꎬ瞬时表达分析花

生b￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因启动子的诱导启动功能ꎮ 为

今后从转录因子调控基因表达入手ꎬ通过调控实现

花生内源 β￣１ꎬ３￣葡聚糖基因的高效表达提供理论基

础ꎬ同时为在花生遗传转化过程中特异诱导表达启

动子的有效利用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料及主要试剂

供试花生品种花育 ２０ 号由青岛农业大学生命

科学学院生物技术实验室保存ꎻ洋葱ꎮ 大肠杆菌

(Ｅ. ｃｏｌｉ) ＤＨ５α、 根瘤农杆菌 ＥＨＡ１０５ 和 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３０１ 质粒均由青岛农业大学生命科学学院生物

技术实验室保存ꎻＸｂａⅠ、ＢｇｌⅡ、ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体、
ｒ Ｔａｑ、Ｔ４连接酶、Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒和 Ｐｒｉ￣
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒均购

自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＸ￣ｇｌｕｃ、ＥＺ￣１０ Ｓｐｉｎ 柱式 ＤＮＡ 凝胶

回收试剂盒和 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒 ＤＮＡ 小量抽提试

剂盒购自上海生物工程公司ꎻＲＮＡｐｕｒｅ 超纯总 ＲＮＡ
快速提取试剂盒购自艾德莱生物公司ꎻ水杨酸为国

产分析纯ꎮ 由 ＴａＫａＲａ 公司完成 ＰＣＲ 引物合成ꎻ由
北京六合华大基因科技股份有限公司完成 ＤＮＡ 序

列测定ꎮ
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 水杨酸对花生幼叶的诱导处理 　 水杨酸

(ＳＡꎬ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ) 用 蒸 馏 水 配 制 成 终 浓 度 为

１􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 将溶液 ｐＨ 值调至

７􀆰 ０ 并加入 ０􀆰 １％的 Ｔｗｅｅｎ ２０ 以增加药剂与喷雾叶

片的粘附性ꎮ 对照为清水并加入 ０􀆰 １％的 Ｔｗｅｅｎ２０ꎮ
供试材料花育 ２０ 号幼苗生长到 ３ ~ ４ 片叶时ꎬ喷雾

ＳＡ 至供试叶片的正反两面ꎬ直至整株叶片全部湿

润ꎬ室温下处理 ０􀆰 ５、１２、２４、３６、４８ 和 ７２ｈ 后采收 ４
片叶ꎬ液氮速冻后ꎬ － ７０ ℃保存备用ꎮ 对照植株喷

施含 ０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ ２０ 的水溶液ꎬ试验重复 ２ 次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 花生总 ＲＮＡ 的提取和荧光定量 ＰＣＲ 检测

用 ＲＮＡｐｕｒｅ 超纯总 ＲＮＡ 快速提取试剂盒提取花育

２０ 号叶片的 ＲＮＡꎬ计算 Ａ２６０ / Ａ２８０值ꎬ并用 １％琼脂糖

凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的质量ꎬ － ７０ ℃保存备用ꎮ 取 ４
μＬ ＲＮＡ 按照宝生物公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明ꎬ将样品及对照组的 ＲＮＡ 反

转录成 ｃＤＮＡꎮ 放入 － ２０ ℃保存ꎮ 由上海美吉生物

公司使用上海睿安生物 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
(２Ｘ) 采用两步法在 ＡＢＩ ７５００ ＦＡＳＴ 型荧光定量

ＰＣＲ 仪上进行反应ꎮ 其引物对 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｆ:５′￣ＣＴＴＡＴ￣
ＧＣＴＴＣＴＴＣＣＡＧＡＴＴＧＣＴ￣３′ꎻ Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｒ: ５′￣ＧＡＧＧＡＣ￣
ＣＴＧＴＡＴＧＴＴＧＧＡＡＴＣＡ￣３′ꎮ 内参基因是花生持家基

因 Ａｃｔｉｎꎬ其引物对是Ａｃｔｉｎ￣Ｆ:５′￣ＧＴＧＧＣＣＧＴＡＣＡＡＣＴ￣
ＧＧＴＡＴＹＧＴ￣３′ꎻ Ａｃｔｉｎ￣Ｒ: ５′￣ＡＴＧＧＡＴＧＧＣＴＧ￣
ＧＡＡＧＡＧＡＡＣＴ￣３′ꎮ 扩增程序为:９５ ℃预变性２ ｍｉｎꎻ
９５ ℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃延伸 ４０ ｓꎬ４０ 个循环ꎬ循环结束

后ꎬ缓慢升至 ９５ ℃ꎬ制备溶解曲线ꎮ 每个反应设 ２ 个

重复ꎮ 相对表达量的计算参照 Ｋ. Ｊ. Ｌｉｖａｋ 等[１４] 的

２ － (ΔΔＣｔ)法ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＤＮＡ 提取 　 采用 ＣＴＡＢ 法[１５] 提取花生叶

片基因组 ＤＮＡꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 的克隆及序列分析　 根据花生

β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因 ｃＤＮＡ ５′端序列ꎬ设计 ３ 个嵌套

的特异性引物 ＳＰ１:５′￣ＧＣＧＡＣＡＴＧＴＧＡＴＴＣＴＡＧＣＡＡ￣
ＣＡＡＧ￣３′、ＳＰ２:５′￣ＧＣＴＧＧＡＡＡＡＡＴＴＧＧＡＧＧＴＴＣＴＧＴ￣
ＣＡＣ￣３′、ＳＰ３:５′￣ＧＡＡＧＡＧＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＡＣＣＴＧＧ￣３′
为一套巢式引物ꎬＧｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒中的

ＡＰ１ ~ ＡＰ４ 为 ４ 个随机引物ꎮ 以花育 ２０ 号 ＤＮＡ 为

模板ꎬＰＣＲ 反应体系和程序参照 Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｉｎｇ Ｋｉｔ
说明书ꎮ ３ 轮 ＰＣＲ 产物通过 １％琼脂糖凝胶电泳检

测ꎬ切下第 ３ 轮的特异性条带ꎬ回收试剂盒纯化回

收ꎬ连接到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体上ꎬ转化大肠杆菌

ＤＨ５αꎬ挑取阳性克隆测序ꎬ测序得到的结果与 β￣１ꎬ

３￣葡聚糖酶基因 ｃＤＮＡ ５′端序列拼接ꎬ得到的上游

启动子序列命名为 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏꎮ 按照 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 测

序结果分别在该片段两端设计合成 ２ 条引物ꎬ上游

引 物 Ｇｌｕ￣Ｆ: ５′￣ＴＣＴＡＧＡＣＧＡＧＴＴＴＧＧＡＧＴＴＣＡＴＴＴ￣
ＴＡＴＣＴＴＴ￣３′(下画线表示 ＸｂａΙ 酶切位点)ꎬ下游引

物 Ｇｌｕ￣Ｒ: ５′￣ＡＧＡＴＣＴＴＡＡＣＴＡＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴ￣
ＧＡＡＧＣＴＧ￣３′(下画线表示 ＢｇｌⅡ酶切位点)ꎬ以花育

２０ 号 ＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应程序:
９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性 ４０ ｓꎻ５６ ℃退火 ４０ ｓꎻ
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎻ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ １％
琼脂糖凝胶电泳检测ꎬＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂

盒纯化回收ꎬ进行 ＴＡ 克隆ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ对
得到的重组质粒筛选并测序ꎬ命名为 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 序列分析 　 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软

件对测序结果比对ꎬ利用植物顺式元件数据库

ＰＬＡＣＥ ( ｐｌａｎｔ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ＤＮＡ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ
ｗｗｗ. ｄｎａ. ａｆｆｒｃ. ｇｏ. ｊｐ / ＰＬＡＣＥ / ) [１６] 和数据库 Ｐｌａｎｔ￣
ＣＡＲＥ ( ｐｌａｎｔ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔ￣
ｍｌ / ) [１７]分析其可能的顺式作用元件ꎮ
１􀆰 ３　 表达载体的构建

测序正确的 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 质粒经 ＸｂａΙ 和

ＢｇｌⅡ双酶切与经同样酶双酶切后的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１
大片段相连接ꎬ转化至大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ选取阳性克

隆ꎬ提取质粒ꎬＰＣＲ 及双酶切检测ꎬ正确的质粒命名

为 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎬ并将载体通过冻融法转

化至农杆菌菌株 ＥＨＡ１０５ 中ꎮ
１􀆰 ４　 洋葱表皮细胞的遗传转化

无菌条件下ꎬ取洋葱的鳞茎ꎬ将其切成若干个

１ ｃｍ２ 的小块ꎬ用镊子剥取洋葱的表皮ꎬ并用无菌水浸

泡ꎬ无菌滤纸吸干表面的液体ꎬ铺在 ＭＳ 固体培养基

上ꎮ ２８ ℃暗培养 ２４ ｈ 后ꎬ将预培养后的洋葱表皮在

农杆菌 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ(ＯＤ６００ ＝０􀆰 ６ ~０􀆰 ８)中
浸泡 １５ ｍｉｎꎬ无菌滤纸吸干表面的菌液ꎬ转入 ＭＳ 培

养基上进行共培养ꎬ培养温度 ２５ ℃ꎬ１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑

暗ꎬ取出共培养 ３ ｄ 的洋葱表皮ꎬ浸泡在 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ
中 ４８ ｈ 后进行 ＧＵＳ 染色ꎮ
１􀆰 ５　 ＧＵＳ 染色

取待检测的洋葱表皮于 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入

ＧＵＳ 染色液(Ｘ￣ｇｌｕｃ、０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓冲液 ｐＨ７􀆰 ０、
１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ、５ ｍｍｏｌ / Ｌ 铁氰化钾、５ ｍｍｏｌ / Ｌ 亚

铁氰化钾、Ｔｒｉｔｏｎ￣１００、ＮꎬＮ￣二甲酰胺)浸没组织块ꎬ
３７ ℃下保温过夜ꎬ用 ７０％乙醇脱色后取出观察染色

结果ꎮ 未经 ＳＡ 诱导的洋葱表皮亦作为对照进行
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ＧＵＳ 染色ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＳＡ 处理下 Ａｈ￣Ｇｌｕ 的表达量

用 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ 溶液处理花育 ２０ 号幼叶ꎬ提
取 ＲＮＡ 后用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ａｈ￣Ｇｌｕ 的表达

情况(图 １)ꎬ花生 Ａｈ￣Ｇｌｕ 基因扩增曲线呈规则的 Ｓ
形ꎬ基线平整、指数区明显ꎬ复孔间扩增曲线基本重

叠ꎬＡｈ￣Ｇｌｕ 基因的溶解曲线均显示单一的特异峰

(图 １)ꎬ说明扩增产物特异性高ꎬ无引物二聚体及非

特异性扩增ꎮ 图 ２ 显示ꎬＳＡ 处理 ０􀆰 ５ ｈ 时 Ａｈ￣Ｇｌｕ 的

表达量较对照组有小幅度的提高ꎻ处理 １２ ｈ 时 Ａｈ￣
Ｇｌｕ 的表达量反而下降ꎻ处理 ２４ ｈ 时 Ａｈ￣Ｇｌｕ 的表达

量达到最大值ꎬ明显高于对照组ꎻ处理 ３６ ｈ 时 Ａｈ￣
Ｇｌｕ 的表达量又有所降低ꎻ随后的时间段内ꎬＡｈ￣Ｇｌｕ
呈现增减交替表达的情况ꎮ

图 １　 荧光定量 ＰＣＲ 扩增曲线和溶解曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ａｈ￣Ｇｌｕ

图 ２　 ＳＡ 处理下 Ａｈ￣Ｇｌｕ 的表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｈ￣Ｇｌｕ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＡ

２􀆰 ２　 启动子 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 的克隆

用 ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ 方法ꎬ以花育 ２０ 号基因组 ＤＮＡ 为模

板ꎬ以 ＳＰ３ 和 ＡＰ１ 为引物扩增出 １ 条特异片段(图 ３)ꎬ
ＳＰ３ 与 ＡＰ２、ＡＰ３、ＡＰ４ 组合均扩增出非特异性条带ꎮ 扩

增片段经回收测序后与 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因 ｃＤＮＡ ５′
端序列拼接ꎬ得到 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 序列(９７３ ｂｐ)并获得

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＫＣ２９０４００ꎮ 根据 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 基因

ＡＴＧ 上游已知近端序列ꎬ以 Ｇｌｕ￣Ｆ 和 Ｇｌｕ￣Ｒ 为引物进

行普通 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到大约 ９００ ｂｐ 的目的片段ꎬ１％琼

脂糖凝胶电泳检测目的条带(图 ４ａ)ꎬ切胶回收ꎬＴＡ 克

隆后转入大肠杆菌中ꎬ挑取阳性克隆ꎬ质粒 ＰＣＲ 检测得

到 ９００ ｂｐ 左右的目的片段ꎬ双酶切验证获得 ９００ ｂｐ 左

右的目的片段及大于 ２０００ ｂｐ 的大片段(和载体大小相

符)(图 ４ｂ)ꎬ测序后获得不含 ＡＴＧ 的启动子序列ꎬ大小

为 ９３１ｂｐꎬ命名为 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ 第 １ 轮扩增产物ꎻ
２:ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ 第 ２ 轮扩增产物ꎻ３:ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ 第 ３ 轮扩增产物

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎬ１:ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ １ｓｔ ｒｏｕｎｄꎬ
２:ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ２ｎｄ ｒｏｕｎｄꎬ
３:ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ３ｒｄ ｒｏｕｎｄ

图 ３　 引物 ＳＰ３ 和 ＡＰ１ 的 ３ 轮 ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ
ＳＰ３ ａｎｄ ＡＰ１ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｒｏｕｎｄｓ

２􀆰 ３　 启动子 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 的生物学分析

对获得的 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 启动子序列进行分析ꎮ 结

果表明ꎬＡｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 启动子含有多种调控元件(图 ５)ꎬ
典型调控元件有:ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ(可能与转录起始频率

有关[１８] ) 和 ＴＡＴＡ 盒 ( ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 的结合位

点[１９￣２０])ꎮ 还有一些重要的与抗病反应有关作用元

件ꎬ如 ＧＴ￣１ ｍｏｔｉｆ (在病原菌诱导基因表达中起重要

作用[２１] )、ＧＲＷＡＡＷ(参与水杨酸诱导基因的表

达[２２])、ＡＣＡＧＴ(参与抗病反应ꎬ是 ＢＥＬＬ 转录因子
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ａ:Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 的 ＰＣＲ 扩增产物ꎻｂ:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 重组质粒 ＰＣＲ 及双酶切鉴定ꎻ
Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻＰ:ＰＣＲ 产物ꎻ１、２:ＰＣＲ 扩增产物ꎻ３、４:Ｘｂａ Ι 和 ＢｇｌⅡ双酶切产物

ａ:ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎬｂ:ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓꎬＭ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎬＰ:ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎬ
１ꎬ２:Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ｏｆ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎬ３ꎬ４:Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｂｙ Ｘｂａ Ι ａｎｄ ＢｇｌⅡ

图 ４　 ＰＣＲ 及重组质粒酶切鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ

结合位点[２３])、Ｗ￣ｂｏｘ(ＷＲＫＹ 家族转录因子能特异地

与 Ｗ￣ｂｏｘ 结合ꎬ调控病程相关蛋白质的表达[２４￣２５] )ꎮ
ＧＡＡＡＡＡ、ＧＡＴＡＡＡ、ＣＴＴＴＴＴ、ＴＧＡＣ 和 ＡＣＡＧＴ 这些功

能元件暗示了 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 在抗病反应中的作用ꎮ 此外ꎬ

通过该预测程序还发现ꎬ该启动子中还含有其他与光

(ＡＡＡＡＣＧＴＴＴＡ、 ＧＡＣＧＴＧ 和 ＧＴＡＡＧＡ)、 热 ( ＧＴＡ￣
ＡＴＴＴＴＴＴ)应答有关的顺式作用元件ꎬ以及 ＣＴＣＣ、
ＣＣＴＣ 和 ＡＡＣＧＧＧＣＡＧ 等功能未知的元件ꎮ

花生 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 序列ꎻ箭头表示引物序列及方向ꎻ下划线部分示 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ、ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 及推测的顺式调控

元件序列并予以标注ꎬ如:ＧＴ￣１ ｍｏｔｉｆ、ＡＣＡＧＴ 和 Ｗ￣ｂｏｘ 在病原菌诱导的基因表达中起作用ꎻ矩形框内表示 ＧＲＷＡＡＷ(水杨酸诱导

的基因表达有关)ꎻＧＡＡＡＡＡ、ＧＡＴＡＡＡ、ＣＴＴＴＴＴ、ＴＧＡＣ 和 ＡＣＡＧＴ 与抗病反应有关

Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｐｅａｎｕｔꎬＡｒｒｏｗ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒꎬＣＡＡＴ ｂｏｘꎬＴＡＴＡ ｂｏｘ ａｎｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ
ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｂｙ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ. Ｆｏｒ ｅｘａｍｐｌｅꎬＧＴ￣１ ｍｏｔｉｆꎬＡＣＡＧＴꎬａｎｄ Ｗ ｂｏｘ ｐｌａｙｅｄ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐａｔｈｏｇｅｎꎬ

Ｔｈｅｒｅｃｔａｎｇｌｅ ｆｒａｍｅ ｓｈｏｗｅｄ ＧＲＷＡＡＷ ｔｈａｔ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＡꎬＧＡＡＡＡＡꎬＧＡＴＡＡＡꎬ
ＣＴＴＴＴＴꎬＴＧＡＣꎬａｎｄ ＡＣＡＧＴ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

图 ５　 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ 序列的生物信息学分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐｒｏ
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２􀆰 ４　 花生 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 瞬时表达活性分析

将 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因启动子片段替换 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３０１ 中驱动 ＧＵＳ 基因表达的组成型启动子

ＣａＭＶ３５Ｓꎬ获得 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 片段(含 ＧＵＳ
基因)ꎬ通过冻融法将质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ
转化根瘤农杆菌 ＥＨＡ１０５ꎮ 采用农杆菌介导法转化洋

葱表皮ꎬ共培养 ３ ｄ 后ꎬ经 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ 诱导 ４８ ｈꎬ对
照组未经 ＳＡ 诱导ꎬ进行 ＧＵＳ 染色分析ꎮ 对照组洋葱

表皮细胞不能着色(图 ６ａ)ꎬ表明无 ＧＵＳ 活性ꎬ而
５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ 处理的洋葱表皮有明显的 ＧＵＳ 活性表

达(图 ６ｂ)ꎬ说明 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 是一个受诱导表达的诱导

型启动子ꎬ而且启动子中有 ＳＡ 响应元件ꎮ

ａ:未处理的洋葱表皮细胞 ＧＵＳ 染色ꎻｂ:５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ 处理的洋葱表皮细胞 ＧＵＳ 染色

ａ:ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡꎬｂ:ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ

图 ６　 洋葱表皮细胞 ＧＵＳ 染色结果

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

在植物抗病反应过程中ꎬ抗病信号由内源信号

分子从受侵染部位传导至整株植物ꎬ引起相应的系

统性抗性ꎬ因而ꎬ内源信号分子在植物抗病信号传导

途径中起着重要作用[２６]ꎮ 水杨酸是一种小分子酚

类化合物ꎬ是获得系统性抗性 ( ＳＡＲꎬ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ａｃ￣
ｑｕｉｒｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ)的重要信号分子[２７]ꎮ 现已明确ꎬ
ＳＡ 可作为系统信号分子ꎬ并在蛋白质磷酸化 /去磷

酸化机制调节下ꎬ实现信号级联与传递ꎬ最终通过调

控转录因子(ＷＲＫＹ)转录而激活相关防卫基因表

达[２８￣３０]ꎮ 已有相关报道ꎬ高度非亲和互作水稻品系

Ｃ１０１ＬＡＣ 的 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶活性在 ＳＡ 处理 ８ ｈ 后

开始上升ꎬ在 １２ ｈ 和 ４８ ｈ 时均出现 １ 个高峰ꎬ分别

是对照的 １􀆰 ４８ 倍和 １􀆰 ８２ 倍[３１]ꎮ 本研究花生幼叶

中 β￣１ꎬ３ 葡聚糖酶的表达量ꎬ在 ＳＡ 诱导后 ０ ~ １２ ｈ、
１２ ~ ３６ ｈ 和 ３６ ~ ７２ ｈ ３ 个时间段内ꎬ均表现为先增

高再降低的增减交替变化趋势ꎬ并于 ０􀆰 ５ ｈ、２４ ｈ 和

４８ ｈ 时各出现 １ 个高峰ꎬ分别是未经 ＳＡ 诱导的 １􀆰 ２
倍、１􀆰 ８ 倍和 １􀆰 ２ 倍ꎬ诱导后 ２４ ｈ 的表达量达到最

高ꎮ 不同基因被诱导表达的特点不尽相同ꎬ所以对

花生 β￣１ꎬ３ 葡聚糖酶诱导表达的特点仍需进一步研

究确认ꎮ
本研究利用 ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ 和普通 ＰＣＲ 方法ꎬ首次

在花生中克隆了 β￣１ꎬ３￣葡聚糖酶基因启动子序列

Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐꎬ并将其与 ＧＵＳ 基因相连构建了植物表达

载体ꎬ采用农杆菌介导法转化洋葱表皮细胞ꎬ选用

５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＳＡ 进行诱导ꎬ可以驱动转基因洋葱表

皮细胞 ＧＵＳ 基因的表达ꎬ说明 Ａｈ￣Ｇｌｕ￣Ｐ 是一个可被

ＳＡ 诱导的启动子ꎮ 启动子驱动基因表达需要多个

不同的作用元件ꎬ这些元件的种类、数量及彼此之间

的顺序与距离都可能影响基因的转录程度ꎮ 本研究

利用 ＰＬＡＣＥ 和 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线预测了该启动子中

重要的顺式调控元件ꎬ后续研究将构建该启动子的

系列缺失序列ꎬ分析不同缺失启动子片段诱导表达

活性的强弱ꎬ确定启动子序列中重要的顺式调控元

件ꎬ为在花生遗传转化过程中特异诱导表达启动子

的有效利用提供理论依据ꎮ
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欢迎订阅 ２０１４ 年«草业科学»

«草业科学»是由中国草学会和兰州大学草地农业科技学院共同主办的综合性科技期刊ꎮ 该刊

为中文核心期刊、中国科技核心期刊和中国农业核心期刊ꎬ是«中国核心期刊(遴选)数据库»、中国科

学期刊文献数据库、英国 ＣＡＢＩ 等数据库的固定源期刊ꎮ
本刊主要报道草业科学领域最新基础研究与技术研发成果和国内外草业科技政策动态ꎬ结合草

业科学学科发展和科技期刊的定位ꎬ目前主要设有专论、前植物生产层、草人诗记、植物生产层、动物

生产层、后生物生产层、基层园地、业界信息等栏目ꎬ不仅为高校、科研单位的师生提供交流平台ꎬ同
时为基层科技人员的成果交流创造机会ꎮ 另外ꎬ本刊广告服务项目范围为畜牧机械、草种、化学药

剂、仪器设备以及科研机构、重点实验室、高科技农业企业的形象广告等ꎮ
月刊ꎬ大 １６ 开本ꎬ亚芬纸印刷ꎬ彩色封面覆膜ꎬ国内外公开发行ꎬ邮发代号 ５４ － ５１ꎬ每期定价 １２

元ꎬ全年 １４４ 元ꎮ 全国各地邮局均可订阅ꎬ也可直接与编辑部联系订阅ꎮ
地址:(７３００２０)兰州市城关区嘉峪关西路 ７６８ 号«草业科学»编辑部
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