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摘要! 类胡萝卜素裂解双加氧酶%

8894

&参与植物中多种类胡萝卜素的代谢! 在桂花
:4;&%5*#4 ($&.$&%4

中类胡萝卜

素裂解双加氧酶基因
#

%

:(889#

&对花香物质的合成具有重要作用 ' 根据前期获得的桂花 (堰虹桂 )

:< ($&.$&%4

*

:;5<-5= >?.

) 转录组数据库中
:(8890

的序列和前人已发表的
:(8890

序列设计引物! 利用染色体步移技术从桂

花基因组
9@A

中扩增获得
:(8890

基因
!

个拷贝的启动子序列
:(8890=!>

和
:(8890=!?

! 其长度分别为
! 7%7 BC

和
'$# BC

+

!

个启动子序列中均含有参与光响应的元件! 热激响应元件%

DEF

&! 脱落酸%

AGA

&响应元件%

AGHF

&和

乙烯响应元件, 此外!

!

个启动子中均含有
%

个
A8>I

序列' 将
!

个启动子序列分别替代
CGJ0!0

上的
+& E

启动子!

将构建的载体通过农杆菌
/.$"@&A5+$-#; 5#;+(&A-+%4

介导转化烟草
B-A"5-&%& 5&@&A#;

叶片进行瞬时表达! 发现
!

个

启动子都具有驱动
>KE

报告基因表达的功能' 图
&

表
+

参
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!"
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#

期

类胡萝卜素是广泛分布于自然界的一类色素! 迄今已发现了近
$%%

种 "

&

#

! 主要存在于植物的叶$

花$ 果实和根等器官中! 在吸引昆虫$ 鸟类传播花粉和种子中发挥作用"

'

#

% 类胡萝卜素可作为多种生物

活性物质的前体! 经过氧合酶或非酶裂解作用可以形成阿朴类胡萝卜素"

(

#

! 后者及其衍生物可生成
!!

紫

罗兰酮&

!!)*+*+,

'等香气物质及脱落酸&

-./0)/)0 -0)1

!

232

'等植物生长调节剂 "

#

#

% 作为类胡萝卜素裂解

氧合酶&

0-4*5,+*)1 06,-7-8, *9:8,+-/,/

!

;;<

'中的重要成员! 类胡萝卜素裂解双加氧酶
&

&

0-4*5,+*)1

06,-7-8, 1)9*:8,+-/, &

!

;;=&

'在不同的植物中所裂解的底物$ 作用位点不尽相同% 研究发现"

"

#

!

;;=&

在
;>?;&%

&

;>"?;&%"

'位时剪切番茄红素$ 胡萝卜素$ 玉米黄质或脱辅基类胡萝卜素等! 形成
!!

紫罗兰

酮!

!!

环柠檬醛&

!!0:06*0)54-6

'! 香叶基丙酮&

8,4-+:6-0,5*+,

'和假紫罗兰酮&

@/,A1*)*+*+,

'等芳香类物质(

在番茄红素
;"?;B

&

;""?;B"

'位裂解时则形成
B!

甲基
!"!

庚烯
!'!

酮 "

B

#

! 认为
;;=&

对基于类胡萝卜素代谢

途径的香气物质合成发挥着重要作用% 桂花
!"#$%&'(" )*$+*$%"

在中国栽培历史悠久! 集绿化$ 美化和

香化为一体! 花香和花色是其重要观赏性状% 类胡萝卜素裂解双加氧酶
&

&

<C;;=&

'

"

D

#降解桂花中的着色

物质)))

"!

胡萝卜素和
!!

胡萝卜素"

$

#

! 合成主要香气物质
"!

紫罗酮和
!!

紫罗酮"

>

#

% 基因启动子控制着基

因在特定的组织"

&%

#

$ 特定的发育阶段"

&&

#以及一定的环境条件下表达"

&'

#

( 分离相关基因启动子! 分析其序

列及其作用元件! 并研究其功能! 可明确该基因的调控因子及其作用机制% 本研究利用染色体步移技术

克隆了
,)--.&

启动子! 通过启动子序列分析$ 载体构建和瞬时表达分析! 初步明确了其功能! 为揭示

,/--.&

基因调控花色花香代谢机制奠定基础%

&

材料与方法

!"!

植物材料

供试材料为
B#$

年生地栽丹桂品种 *堰虹桂+ *

E-+F*+8 GA)

+! 栽植于浙江农林大学桂花资源圃%

!"#

主要试剂

012

聚合酶$ 限制酶&

.*1#

!

3456$

!

78(%

!

9&(#

'! 质粒载体
HI=&$!J

! 大肠埃希菌
3"4':*;4';1

45<; =K""

! 胶回收试剂盒!

=L2

片段纯化试剂盒和无缝连接试剂盒均购自
J-M-4-

公司&大连'%

!"$

方法

&N(N& =L2

提取 参照十六烷基三甲基溴化铵法&

;J23

'提取 *堰虹桂+ 基因组
=L2

"

&(

#

%

&N(N'

引物设计与合成 根据 *堰虹桂+ 转录组数据库中的
--.&

序列&

G,+3-+M

登录号
IG&($&"'

'

"

&#

#

和
32O=PQI2LL

等发表的
,)--.&

&

G,+3-+M

登录号
23"'B&>DN&

'序列 "

>

#

! 用
H4)R,4 H4)R,4 "N%

设计下

游特异性引物
&

&

GSH&

'! 特异性引物
'

&

GSH'

'和特异性引物
#

&

GSH#

'( 利用上述
'

段序列的重复序列设

计特异性引物
(

&

GSH(

'( 利用接头引物
&

&

2H&

'与
GSH&

! 接头引物
'

&

2H'

'与
GSH'

经
'

轮聚合酶链式反

应&

H;Q

'获得的启动子片段设计特异性引物
"

&

GSH"

'% 利用
@3T&'&

质粒上的
!!

葡萄糖苷酸酶&

!!G6A0*/)!

1-/,

!

GUS

'基因序列设计上游引物
GUS!V

和下游引物
GUS!Q

% 引物及接头均由上海生工合成&表
&

'%

&N!N! =L2

文库的构建! 扩增
&=L2

文库的构建% 分别用
.*1 #

!

3=56 W

!

78( '

!

9&( T X

种限制

性内切酶对提取到的
=L2

进行酶切% 酶切体系为基因组
=L2 '"N% (O

&

&%% R8

,

O

$&

'! 限制内切酶
$N%

(O

!

&%%

限制酶
.ACC,4 &%N% (O

! 灭菌水
"DN% (O

! 总体积
&%%N% (O

!

!D &

过夜% 取
"N% (6

酶切产物用质

量分数
%NBY

琼脂糖进行检测% 按照
=L2

纯化试剂盒的说明书对酶切产物进行纯化后加接头% 分别取
#

组酶切纯化的
=L2

各
#N$ (O

! 染色体步移接头
GZ2 &N> (O

!

&%%

连接缓冲液
%N$ (O

!

J# =L2

连接酶

%N" (O

!

&BN% &

过夜(

D%N% &

水浴
" R)+

! 加入
('N% (O

去离子水%

)

聚合酶链式反应&

H;Q

'扩增% 取

2H&

! 引物
GSH&[GSH(

! 模板各
&N% (O

! 预混合
012

酶
&%N% (O

! 去离子水补至
'%N% (O

进行第
&

轮

H;Q

% 扩增程序为
>XN% & " R)+

(

>XN% & '" /

!

D'N% & ( R)+

!

D

循环(

>XN% & '" /

!

B"N% & ( R)+

!

('

循环(

BDN% & D R)+

% 取第
&

轮产物
&N% (O

并稀释
"%

倍作为第
'

轮
H;Q

的模板% 第
'

轮
H;Q

体系为-

2H'

!

GSH'[GSHX[GSH"

! 模板各
&N% (O

! 预混合
012

酶
&%N% (O

! 去离子水补至
'%N% (O

% 扩增程序为

>XN% & " R)+

(

>XN% & '" /

!

D'N% & ( R)+

!

"

循环(

>XN% & '" /

!

B"N% & ( R)+

!

'%

循环(

BDN% & D

R)+

% 取
GUS!V

!

GUS!Q

和
@3T&'&

质粒各
&N% (O

! 预混合
012

酶
&%N% (O

! 去离子水补至
'%N% (O

进行

GUS

序列扩增% 扩增程序为
>"N% & " R)+

(

>"N% & (% /

!

B>N$ & (% /

!

D'N% & & R)+

!

("

循环(

D'N% &

&% R)+

(

XN% & &% R)+

% 质量分数为
&N'Y

的琼脂糖凝胶电泳检测%

刘玉成等- 桂花
,)--.&

基因启动子克隆与表达特性 ">D
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启动子克隆所用引物

&'()* + ,-./*- 0*12*34*0 20*5 .3 67* 4)83.39 8: !"%#&+ ;-8/86*-0

引物名称 序列!

<!!=!

"

>?,+ @&&@A@AAA@A>@@A&&@@AA@@A>&@&A&

>?,! &@>>>@&&&A@&>@@A@@A@A@@A&&&&@

>?,= >A>>A>>A>&@&@A&@AA@&>>A>@AAAA&

>?,B >@A&@A&&&&@A@AAA@A>@@A&&@@AA@

>?,< A>@@&@AA>&&&&>&@@&A&&>@@A@

A,+ >&AA&A@>A@&@A@&A&A>>>@

A,! A@&A&A>>>@A@>@>&>>&

>CA >&AA&A@>A@&@A@&A&A>>>@A@>@>&>>&@>A@>>@@@>>>@&>>&

@@D+,"E"F &>A&&A@>@@AA>@&AAA>>AA>A>&A&&@A@&&&&>>@

@@D#,"E"G @@>>>>A&@@&@&A>@&>&&>A&@@&AA&&>AA@&@&@A@

@@D#,"?"F &>A&&A@>@@AA>@&>AA>@A@A&>&@&@@@A

@@D#,"?"G @@>>>>A&@@&@&A>@&@&&>>&&@&>AA&&>A

>H?"F &>A&&A@>@@AA>@&>A&@A>&&@>@@>A&>@A>

>H?"G @@>>>>A&@@&@&A>AA>&>@>@&&>@&>

#I=IB ,@G

产物回收! 连接! 转化鉴定及序列测定与分析 切胶回收按照
J.3.KL?& A9'-80* >*) DMA

LN6-'46.83 O.6 P*-IBI%

!

&'O'G'

# 大连"的说明书进行$ 载体连接按照
,JD#$"&

载体说明书!

&'Q'-'

# 大连"

进行# 连接后的重组质粒导人大肠埃希菌
DR<!

感受态细胞中# 在
<% /9

%

E

## 氨苄青霉素的固体
EK

培

养基上进行蓝白斑筛选# 挑取白色单菌落菌液
,@G

检测后将阳性克隆送公司测序$ 序列初步分析采用

DMAJAM

软件进行$ 启动子序列作用元件分析采用在线网站
,)'36@AGL

!

766;STT(.8.3:8-/'6.40I;0(I29*36I

(*TU*(688)0T;)'364'-*T76/)T

"进行$

+I=I<

表达载体的构建及瞬时表达分析 根据获得的
!"%%&+

的启动子序列# 利用
&'Q'-'

!

766;STTUUUI

4)836*47I48/

"无缝连接引物设计软件设计
=

对无缝连接引物
@@D+,"?"F

和
@@D+,"?"G

#

@@D+,"E"F

和

@@D+,"E"G

#

>H?"F

和
>H?"G

$ 具体操作步骤按照
&'Q'-'

无缝连接试剂盒的说明书进行$ 将重组好的表

达载体利用冻融法转入农杆菌
'()*+,-./)012 .12/",-0/34 >P=+%+

感受态$ 随后将烟草
50-*.0,3, .,+,-12

叶片剪切成
%I< 4/ $ %I< 4/

的叶块# 在农杆菌菌液吸光度
&

!

V%%

"为
%IV

的侵染液中浸染
+% /.3

& 无菌

滤纸吸干叶片表面的菌液# 将侵染的外植体移至于无菌水浸润的滤纸上培养
!B 7

并进行
>H?

染色#

=W

%

下保温
+V&!B 7

$

6

!乙酸"

'6

!乙醇"

(='+

的混合液脱色后取出# 对染色结果进行拍照$

!

结果与分析

"#!

启动子克隆

以 '堰虹桂(

DMA

为模板# 分别利用引物
>?,+

和
>?,!

# 接头引物
A,+

和
A,!

进行
!

轮
,@G

# 在

7-*G

文库扩增得到条带& 经比对和拼接得到长度为
<++ (;

的序列!图
+A

"$ 利用引物
>?,=

和
>?,B

#

接头引物
A,+

和
A,!

经过
!

轮
,@G

# 在
$),X

文库中得到约
! %%% (;

的条带!图
+K

"$ 测序后# 经比对

和拼接得到长度为
! WBW (;

的条带# 命名为
!"%%$+8!9

!图
!

"$ 利用
>?,=

和
>?,<

经过
!

轮
,@G

后在

8:1 "

文库中得到
W<% (;

左右的条带!图
+K

"# 经过拼接比对得到
!"%%$+

上游
Y$+ (;

的启动子序列#

命名为
!"%%$+8!;

!图
=

"$

"#"

启动子序列分析

利用
,)'36@AGL

网站对启动子序列进行序列分析发现#

!"%%$+8!9

有
&A&A"(8N

和
@AA&"(8N

等基

本作用元件# 同时有
W

个响应元件# 响应茉莉酸甲酯) 赤霉素) 水杨酸) 乙烯的元件# 以及热激元件#

鸟类成髓细胞性白血病病毒癌基因同源物!

JZK

"结合位点# 并有
B

个响应脱落酸!

AKA

"的核心序列

A@>&

!表
!

"$

!"%%$+8!;

中含有
&A&A"(8N

和
@AA&"(8N

等基本作用元件# 同时有
=

个光响应元件#

+

个热激响应元件以及
+

个
AKA

响应元件!表
=

"# 并有
B

个
AKA

响应元件!

AKGL

"核心序列
A@>&

$

<Y$
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表
! !"##$"%!&

中顺式作用元件

$%&'( ) *+,!%-.+/0 ('(1(/., +/ !"##'2%!&

顺式作用元件名称 位置 序列!

""!3"

" 功能

4!567 #3)8

#

$88#

#

$) "9# *:*4$:

光响应元件

4:!16.+; $)"<

#

$) <39 :::4:$4:

光响应元件的一部分

:$*$!16.+; $) "8= ::$*$::$*$

参与光响应的部分保守
>?:

序列

567 @ $#)A

#

$2 8#A $$$*:::

光响应元件

:B!&67 $<3< :4:::*:$

光响应元件的一部分

567 # $<33 :$$::$

参与光响应的部分保守
>?:

序列

4:4!16.+; $3CC :4:4:$4

光响应元件的一部分

*::$!&67 $22"

#

$"8A *::$

一般元件

*:$!&67 $2 93A 4**:*$

与分生组织相关的顺式元件

*4$*:!16.+; $) "9C *4$*:

茉莉酸甲酯响应元件

$4:*4!16.+; $=98 $4:*4

茉莉酸甲酯响应元件

DEB $) C88 ::::::$$$*

热激响应元件

F$G $2 #22 **4:::

低温响应元件

H5E $A82

#

$2 )"8 $::*$4 HI5

结合位点

J!&67 $) CC) **$$$$4

赤霉素响应元件

EK/!2L16.+; $A89

#

$2 32C

#

$2 "##

#

$) 332 4$*:$

胚乳中表达的必备元件

$:$:!&67 $)89

#

$3"8

#

$9<A

#

$9A#

#

$ACA $:$:

一般元件

$*!M+-N M(O(%., $2 2=A

#

$) "2A :$$$$*:$*:

参与防御和胁迫的元件

$*:!('(1(/. $=)2

#

$2 !=C $*:4::4:44:

水杨酸响应元件

4*?=L16.+; $=C) $4$4$*:

胚乳中表达的必备元件

BGB $=)9 :$$$*:::

乙烯响应元件

4*?=L16.+; $=C) $4$4$*:

胚乳中表达的必备元件

!#$

植物表达载体构建与瞬时表达分析

将克隆得到的启动子和
4PE

片段分别与
O5@2)2

质粒进行重组!图
=

"# 以含
4PE% %4PE

表达载体的

菌株为阴性对照!

-K

2

"# 以含
O5@ 2)2

载体菌株为阳性对照!

-K

)

"# 对构建的
!"##'2%!&% %4PE

和
!"#!

#'2%!(% %4PE

表达载体进行瞬时表达分析!图
"

"$ 从图
"

可以看出# 阴性对照没有着色# 阳性对照着色

范围和程度最好#

!"##'2%!&% %4PE

表达载体和
!"##'2%!(% %4PE

表达载体均有着色# 但着色都比阳性

对照要弱$

!

讨论

桂花
!"##'2

基因有
)

个拷贝%

2=

&

$ 在启动子克隆过程中# 第
2

次步移并未得到足够长的序列$ 目

图
2 !"##'2

启动子克隆电泳图

Q+0RM( 2 J*G OM6SR-., 6; !"##'2 OM616.(M,

刘玉成等' 桂花
!"##'2

基因启动子克隆与表达特性 "AA
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图
! !"##$&%!&

序列

'()*+, ! -,.*,/0, 12 !"##'#%!&

前! 已报道的
!"##'#

序列有
!

个"

34567

等#

&8

$发现的
##'&

序列%

7,/9:/;

登录号
<7&=$&>!

&和
95?!

@%%
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图
$ !"##$%

的
&

个启动子重组质粒图

'()*+, # -,./01(2324 5,.4/+6 /7 48/ !"%#&%

图
9 !"%%&%'!(

序列

'()*+, 9 :,;*,2., /7 !"%%$%'!(

表
! !"%%$"'!(

中顺式作用元件

<31=, 9 >(6!3.4(2) ,=,0,246 (2 !"%%$%'!(

顺式作用元件名称 位置 序列!

""!9"

" 功能

9!?'% 1(2@(2) 6(4, #A%% ??B?B?<?<<<

光响应元件

B?<?!0/4(7 $%C& ??B?<??B?<<

光响应元件的一部分

?>D $9%E ?>B<BB?

光响应元件

??B??!0/4(7 $$$9 B???B??

?F-D $9&# ?>B<

脱落酸响应元件

>??<!1/G $%&

#

$&EH

#

$"9C

#

$"#H

#

$"EE

#

$E"A

#

$H&9 >??<

!

<

" 一般元件

I:D $AC% ??????<<<>

热激响应元件

:J2!%K0/4(7 $&HL

#

$"C9 B<>?<

在胚乳中表达所必须的元件

<?<?!1/G $"#

#

$%"L

#

$#H&

#

$E&9 <??<?M<?<?

基本元件

<>!+(.N +,O,346 $EH9 ?<<<<><<>?

参与防御和胁迫的元件

PD-Q?RR

发表的
!"%%$%

序列 !

B,2F32J

登录

号
?F"&E%AHS%

"

$

A

%

& 本研究利用上述
&

个序列的

重复序列设计了引物
B:T9

# 并在
B:T9 "%

上游

设计了
B:T$

# 利用已获得的部分
!"%%$%

启动

子序列设计了引物
B:T"

# 分别步移从而获得了

!"%%$%'!(

和
!"%%$%'!)

的启动子序列& 其中

!"%%$%'!)

长度为
& H$H 1O

#

!"%%$%'!(

长度为

AL% 1O

& 原因是
!"%%$%

启动子区域的
&

个拷贝

所含酶切位点不同# 构建文库时
!"%%$%'!)

启

动子区域被内切酶截断的区域短# 步移得到的

启动子就较长' 而
!"%%$%'!(

启动子区域大部

分被截断# 所得的启动子序列就较短& 类似地#

刘玉成等( 桂花
!"%%$%

基因启动子克隆与表达特性 EC%
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图
&

瞬时表达检测

'()*+, & -,.,/.(01 02 .+314(,1. ,56+,44(01

已报道的
77-

家族其他成员的启动子长度也有差异! 如拟南芥
!"#$%&'()%) *+#,%#-#

的
.*/018

"

9"

#和

!*2031!

"

9&

#

! 花生
."45+%) +6('7484

的
9+20319

"

9:

#启动子都有
! """ ;6

左右! 而菊花
0+"6)4-*+8:;:

:'"%<',%;:

的
0:001<4!&

"

98

#和桂花的
=<001<

"

9$

#启动子则分别为
9 "=< ;6

和
9 >>8 ;6

$ 上述文献中进行

启动子克隆所用方法不尽相同! 这也是造成获得启动子长度不一的因素$

本研究所获得的
!

个
=<0019

启动子所含元件种类是具有一致性的! 都含有光响应元件% 热激响应

元件和
?@?

响应元件! 其中较多的是光响应元件$ 在桂花中!

=<0019

的表达受光照影响"

=

#

! 证实了

=<0019

启动子中的光响应元件的存在$ 同一个亚家族的其他成员! 如
001<

"

9=

#和
001!

"

!%

#的启动子中也

发现了光响应元件$ 这表明光响应元件在
77-

家族的启动子中可能是普遍存在的$ 不过功能上可能有

差异! 因为在藏红花
0"'5;) )4*%>;)

中!

/)//?!

的表达是受光抑制的"

!%

#

$

此外! 克隆得到的
!

个启动子中含有
<

个
?7AB

序列"

!9

#

$

?7AB

是启动子中一个重要的顺式作用元

件! 该序列可以响应水杨酸&

43C(/DC(/ 3/(E

!

F?

'! 紫外线!

?@?

和茉莉酸&

G34H01(/ 3/(E

!

I?

'

"

!!

#的处理$

有研究表明( 响应
?@?

至少需要
!

个
?7AB

序列! 且
!

个
?7AB

之间的碱基数不同! 响应的激素种类

也不同$

JKLMNBM?

等"

!>

#的研究发现( 当
!

个
?7AB

序列之间的距离是
& ;6

时! 这段序列响应
F?

的

处理) 当距离是
!& ;6

时! 该序列响应
?@?

处理$ 在碱蓬
@;48&4 )4,)4

"

!<

#和大豆
A,65%-8 :4B

"

!&

#中
?@?

处

理会使
//?9

的表达量升高! 因此! 桂花中
=<//?9

的表达极有可能响应
?@?

的诱导! 具体的响应机制

还需要进一步研究$

<
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