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橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的克隆与活性分析
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摘　 要: ＪＡＺ( ｊａｓｍｏｎａｔｅ ＺＩＭ￣ｄｏｍａｉｎ)是茉莉酸信号途径的阻遏蛋白ꎬ通过与转录因子互作抑制茉莉酸早期

应答基因的表达ꎮ 为探明 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的特征及活性ꎬ该研究以橡胶树品种‘热研 ７￣３３￣９７’为材

料ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增、ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软件及拟南芥转基因技术对 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的顺式作用元件及表达活

性进行了分析ꎮ 结果表明:(１)从橡胶树基因组 ＤＮＡ 中克隆了 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因上游的 １ ５０１ ｂｐ 的启动子序

列ꎮ (２)ＨｂＪＡＺ１.０ 基因上游的 １ ５０１ ｂｐ 启动子序列中含有脱落酸响应顺式作用元件(ＡＢＲＥ)、水杨酸响应

顺式作用元件(ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)、光响应顺式作用元件(ＡＣＡＴ￣ｍｏｔｉｆ、Ｂｏｘ ４、Ｇ￣ｂｏｘ、ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ、ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ、ＴＣＴ￣
ｍｏｔｉｆ 和 ｃｈｓ￣ＣＭＡ１ａ)等ꎮ (３)构建了 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子与 ＧＵＳ 基因融合的植物表达载体ꎬ利用农杆菌介导转

化拟南芥ꎬ转基因苗不同组织的 ＧＵＳ 组织化学染色发现ꎬＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子能够驱动 ＧＵＳ 基因在拟南芥

根、茎、叶、花和果中表达ꎮ 综上认为ꎬＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子具有组成型表达活性ꎬ可能受光信号及多种植

物激素的调节ꎮ 该研究结果为进一步研究 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因的功能奠定了基础ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ (ｒｕｂｂｅｒ ｔｒｅｅ)ꎬ ＨｂＪＡＺ１.０ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎬ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 橡胶树 ( Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ) 为大戟科橡胶树

属乔木ꎬ原产于南美洲的亚马孙河流域ꎬ主要分

布于热带地区ꎬ其产的天然橡胶是一种可再生的

重要工业原材料ꎬ也是一种极其重要的战略物

资ꎮ 世界上 ９８％以上的天然橡胶主要来源于橡

胶树ꎮ 根据天然橡胶生产国联合会的统计ꎬ２０２２
年我国天然橡胶的年消费量达到了 ６０８.３ 万吨ꎬ
约占全球总消费量的 ４０. ２％ꎮ 然而ꎬ我国 ２０２２
年的天然橡胶产量仅为 ８５. ３ 万吨ꎬ自给率不足

１５％ꎮ 在目前动荡的国际背景下ꎬ天然橡胶国际

贸易环境不稳ꎬ我国天然橡胶原料资源安全面临

“卡脖 子 ” 的 风 险 ( 刘 东 等ꎬ ２０２３ꎻ 孙 永 帅 等ꎬ
２０２４) ꎮ 因此ꎬ在我国有限的植胶面积的情况下ꎬ
提高橡胶树的单产量是提高我国天然橡胶自给

率的有效途径之一ꎮ
乳管是橡胶树产量形成的结构基础ꎬ是由维

管形成层细胞分化而来ꎬ其数量与天然橡胶产量

显著正相关(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 茉莉酸( ｊａｓｍｏｎｉｃ
ａｃｉｄꎬ ＪＡ)是一种存在于植物体内的内源生长调节

物质ꎬ在植物生长发育及逆境胁迫中起关键调节

作用(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ在橡胶树中被证实是调

节橡胶树乳管细胞分化的关键信号分子(Ｈａｏ ＆
Ｗｕꎬ ２０００)ꎮ 在自然条件下ꎬ橡胶树萌条的第一、
第二伸长单位的茎中不会出现次生乳管ꎬ但用茉

莉酸及其生物活性衍生物处理后能够诱导次生乳

管的形成ꎬ随后证实这种诱导效应与外源 ＪＡ 在萌

条内的移动和分布密切相关(Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ史
敏晶和田维敏ꎬ２０１２)ꎮ

Ｚｈａｎｇ 等(２０２２)研究发现ꎬＣＯＩ１(ＣＯＲＯＮＡＴＩＮＥ
ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ １)、ＪＡＺ(ｊａｓｍｏｎａｔｅ ＺＩＭ￣ｄｏｍａｉｎ)和 ＭＹＣ
(ｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓ)是 ＪＡ 信号途径的核心组分ꎮ 细

胞内 ＪＡ 介导的信号转导反应是通过控制 ＪＡＺ 蛋

白的降解与否来实现ꎮ 当 ＪＡ 水平较低时ꎬ植物细

胞中的 ＪＡＺ 蛋白通过与转录因子的互作抑制茉莉

酸早期响应基因的表达ꎻ当发育或环境因子发生

变化ꎬ活性形式的茉莉酸水平上升时ꎬ促使 ＪＡＺ 蛋

白与 ＳＣＦＣＯＩ１ 复合体的结合而使 ＪＡＺ 蛋白泛素

化ꎬ进而被 ２６Ｓ 蛋白酶体降解ꎬ从而解除对转录因

子转录活性的抑制作用(Ｓｈｅａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｌｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 在橡胶树割胶生产中ꎬ割胶导致内源

茉莉酸的积累上升ꎬ促使 ＨｂＪＡＺ３ 蛋白的降解释放

ＨｂＭＹＣ２ꎬ释放的 ＨｂＭＹＣ２ 转录因子激活小橡胶

粒子蛋白编码基因 ＨｂＳＲＰＰ１ 和法尼基焦磷酸合酶

基因 ＨｂＦＰＳ１ 的 基 因 表 达ꎬ 导 致 ＨｂＳＲＰＰ１ 和

ＨｂＦＰＳ１ 蛋白水平上升ꎬ进而提高橡胶生物合成的

效率ꎬ这表明乳管中天然橡胶的生物合成也受到

茉莉酸信号途径 ＣＯＩ１￣ＪＡＺ３￣ＭＹＣ２ 通路的调节

(Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 此外ꎬ橡胶树中 ＪＡ 信号通路

的 ３ 个关键组分的编码基因 ＣＯＩ１ ( Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)、ＪＡＺ(Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、
ＭＹＣ(Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２ꎻ Ｃｈａｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)也已被克隆ꎮ 橡胶树 ＪＡＺ 基因家族
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包含 １８ 个成员ꎬ分为 ５ 个亚组ꎬ根据生物信息学

及 基 因 表 达 模 式 分 析ꎬ 推 断 ＨｂＪＡＺ５. ０ 和

ＨｂＪＡＺ１０.０ｂ 可能参与乳管分化调控ꎬＨｂＪＡＺ８. ０ｂ
可能 参 与 橡 胶 生 物 合 成 的 调 控 ( Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 橡 胶 树 ＨｂＪＡＺ１. ０ 基 因 受 冠 菌 素

(ｃｏｒｏｎａｔｉｎｅꎬ ＣＯＲꎬ 一种茉莉酸类似物)及割胶处

理诱导显著上调表达ꎬ受乙烯利处理显著下调表

达(Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 酵母双杂交结果显示ꎬ在
冠菌素存在的情况下ꎬＨｂＪＡＺ１.０ 蛋白与 ＣＯＩ１ 蛋白

互作且 ＨｂＪＡＺ１. ０ 能分别与 ＨｂＪＡＺ１. ０、ＨｂＪＡＺ５. ０
蛋白发生互作(Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ表明 ＨｂＪＡＺ１.０
可能参与茉莉酸信号途径调控橡胶树的乳管分化

或橡胶生物合成ꎬ但其具体机制不详ꎮ 因此ꎬ本研

究以橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因的转录调控为出发点ꎬ
采用 ＰＣＲ 方 法ꎬ 从 橡 胶 树 基 因 组 中 克 隆 了

ＨｂＪＡＺ１.０ 基因的启动子序列ꎬ通过顺式作用元件

分析及 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子驱动的拟南芥 ＧＵＳ 活性

分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子序列

包含哪些顺式作用元件ꎬ可能响应哪些因素ꎻ(２)
ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子的活性是否具有组织特异性ꎮ 这

些问题的解决将为进一步研究 ＨｂＪＡＺ１.０ 参与茉

莉酸信号途径调控橡胶树的乳管分化或橡胶生物

合成的机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

供试材料为橡胶树 ( Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ) 品种

‘热研 ７￣３３￣９７’叶片ꎬ提取 ＤＮＡ 用于启动子序列

克隆ꎮ 转基因材料为哥伦比亚(Ｃｏｌｕｍｂｉａ)型拟南

芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)ꎬ于 ２２ ℃、光周期为 １６ ｈ
光照 / ８ ｈ 黑暗的培养箱中培养ꎮ 限制性内切酶

Ｐｓｔ Ｉ 和 Ｎｃｏ Ｉ 及 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均为 ＮＥＢ(北京)
有限公司产品ꎬＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ 高保真 ＤＮＡ 聚合

酶、ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶、凝胶回收纯化试剂盒均为宝

日医生物技术(北京)有限公司产品ꎬ克隆试剂盒

ｐＥＡＳＹ® ￣Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自北京全式金生物技

术有限公司ꎬＰＣＲ 引物合成及测序工作委托生工

生物工程(上海)股份有限公司完成ꎮ 大肠杆菌

( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ) ＤＨ５α 和 根 癌 农 杆 菌

(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ) ＧＶ３１０１ 及植物表达载

体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 为本实验室保存ꎮ

１.２ 试验方法

１.２.１ 橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的克隆与序列

的顺式作用元件分析 　 利用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ 高保

真 ＤＮＡ 聚合酶从橡胶树‘热研 ７￣３３￣９７’的基因组

ＤＮＡ 中扩增 ＨｂＪＡＺ１. ０ 基因启动子序列ꎮ 采用

Ｐｒｉｍｅｒ３(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｒｉｍｅｒ３. ｕｔ. ｅｅ / ) 在线设计带有酶

切位的特异引物ꎬ上游引物为 ５′￣ＡＡＣＴＧＣＡＧＣＴＡＡ
ＡＧＧＴＧＣＣＡＡＴＴＡＣＡＴＣＣＡＴ￣３′ (下划线为 Ｐｓｔ Ｉ 酶

切位点)ꎻ 下游引物为 ５′￣ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＡＡＴＡＡＣＡ
ＡＡＣＡＧＡＴＣＴＴＡＣＴＡＧＴ￣３′ (下划线为 Ｎｃｏ Ｉ 酶切位

点)ꎮ ＰＣＲ 扩增体系:２ × ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ(Ｐｒｅｍｉｘ)
２５ μＬꎬ ＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬ上、下游引物各为 ０. ３
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ无菌水补足 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:９５
℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５８ ℃退火 １５ ｓꎬ７２
℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ 总延伸 ７ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 产物经 ０.８％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ切胶回收

目的片段ꎬ连接至 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ 载体ꎬ转化至大肠

杆菌 ＤＨ５α 进 行 测 序ꎮ 采 用 ＰＬＡＣＥ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｄｎａ.ａｆｆｒｃ. ｇｏ. ｊｐ / ＰＬＡＣＥ / ) (Ｈｉｇｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)
和 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ /
ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / ) ( Ｌｅｓｃｏｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２) 在

线顺 式 作 用 元 件 预 测 软 件 对 获 得 的 序 列 的

ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子进行分析ꎮ
１.２.２ ＨｂＪＡＺ１ .０ 基因启动子的植物表达载体构建

　 采用 Ｐｓｔ Ｉ 和 Ｎｃｏ Ｉ 分别对 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ￣ＨｂＪＡＺ１.０￣
ｐｒｏｍｏｔｅｒ 和 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 载体的质粒进行双酶切ꎬ
回收目的片段和载体片段ꎬ将切下的 ＨｂＪＡＺ１. ０￣
ｐｒｏｍｏｔｅｒ 序列经 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接至回收的

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 载体上ꎬ将 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 质粒 ＧＵＳ
基因前的 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子替换成 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动

子ꎬ构建好的表达载体命名为 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ
１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳꎮ 经测序匹配的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣
ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ 质粒转化至农杆菌感受态

细胞 ＧＶ３１０１ 中ꎬＰＣＲ 扩增条带大小一致后保存菌

液用于拟南芥花序的侵染转化ꎮ
１.２.３ 拟南芥的遗传转化及阳性苗的筛选及纯化

　 参考 Ｃｌｏｕｇｈ 和 Ｂｅｎｔ ( １９９８) 方法ꎬ于拟南芥花

期ꎬ采用包含 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::
ＧＵＳ 质粒的农杆菌 ＧＶ３１０１ 侵染拟南芥花序ꎬ获得

种子记为 Ｔ０ 代ꎮ Ｔ１ 代苗经 ２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１潮霉素 Ｂ
进行抗性筛选ꎬ分单株提取叶片基因组 ＤＮＡꎬ进行

潮霉素抗性基因 ＨＹＧ 和 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子的 ＰＣＲ
检 测ꎮ ＨＹＧ 基 因 检 测 的 上 游 引 物 为 ５′￣

４０７１ 广　 西　 植　 物 ４５ 卷



ＣＧＴＣＴＧＴＣＧＡＧＡＡＧＴＴＴＣ￣３′ꎻ 下 游 引 物 为 ５′￣
ＴＡＣＴＴＣＴＡＣＡＣＡＧＣＣＡＴＣ￣３′ꎮ ２０ μＬ ＰＣＲ 扩增体

系如下: ２ × ｒＴａｑ ｍｉｘ １０ μＬꎬ拟南芥叶片 ＤＮＡ 模

板 １ μＬꎬ上、下游引物各为 ０.３ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ无菌水

补足 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:９５ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎻ
９５ ℃ 变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ
共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃总延伸 ７ ｍｉｎꎮ ＨｂＪＡＺ１.０ 启动

子的 ＰＣＲ 检测体系同 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子克隆体系ꎮ
ＰＣＲ 产物经 ０.８％琼脂糖凝胶电泳检测目的条带ꎮ
ＰＣＲ 检测为阳性植株后ꎬ分单株收获种子记为 Ｔ２
代ꎮ 以此类推ꎬ采用潮霉素抗性筛选结合 ＰＣＲ 检

测获得纯合的 Ｔ３ 代转基因阳性株系ꎮ
１.２.４ ＧＵＳ 组织化学染色分析　 采用 Ｂｉｏｓｈａｒｐ ＧＵＳ
染 色 试 剂 盒 对 不 同 世 代 及 生 长 期 的 转

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ 的拟南芥

阳性幼苗进行 ＧＵＳ 染色ꎬ脱色完全后采用 Ｌｅｉｃａ 体

视显微镜观察和记录 ＧＵＳ 染色情况ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的克隆

通过 ＨｅｖｅａＤＢ ( ｈｔｔｐ: / / ｈｅｖｅａ. ｃａｔａｓ. ｃｎ ) 获 取

ＨｂＪＡＺ１.０ 基因 ＯＲＦ 的上游序列设计引物ꎬ采用

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶ꎬ以橡胶树叶片

总 ＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增获得 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因的

启动子序列片段ꎬ胶回收后克隆至 ｐＥＡＳＹ® ￣Ｂｌｕｎｔ
载体进行测序ꎮ 结果显示ꎬＨｂＪＡＺ１.０ 基因的启动

子克隆片段大小为 １ ５０１ ｂｐ(图 １)ꎮ
２.２ 橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子序列的顺式作用

元件分析

利 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软 件 和 ＰＬＡＣＥ 软 件 对

ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子序列进行顺式作用元件分

析ꎬ结果显示ꎬ除了含有真核生物启动子的核心转

录元件 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 外ꎬ还含有脱落酸

响应顺式作用元件 ＡＢＲＥꎬ水杨酸响应顺式作用元

件 ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔꎬ光响应顺式作用元件 ＡＣＡＴ￣ｍｏｔｉｆ、
Ｂｏｘ ４、 Ｇ￣ｂｏｘ、 ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ、 ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ、 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ、
ｃｈｓ￣ＣＭＡ１ａ 等(图 ２)ꎬ表明橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因

的表达可能受光信号及多种植物激素调节ꎮ
２.３ 橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子植物表达载体的

构建及遗传转化拟南芥

通过浸花法将含有 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣
ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ 载体的农杆菌 ＧＶ３１０１ 侵染拟南芥

图 １　 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子 ＰＣＲ 产物电泳图谱
Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

ｏｆ ＨｂＪＡＺ１.０ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

花 序ꎬ 获 得 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１. ０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::
ＧＵＳ 转基因 Ｔ０ 代种子ꎮ 采用含 ２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１潮霉

素 Ｂ 抗性的 １ / ２ＭＳ 培养基对 Ｔ０ 代种子苗进行抗

性筛选ꎮ 如图 ３:ａ 所示ꎬ抗性转化苗具有正常的

根系并能长出真叶(图中箭头所示)ꎬ通过 ＰＣＲ 检

测 １３ 株抗性苗潮霉素基因 ＨＹＧ 和 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动

子序列ꎮ 电泳结果(３:ｂ、ｃ)显示ꎬ１１ 株抗性苗检

测到 潮 霉 素 基 因 ＨＹＧꎬ 基 因 ＨＹＧ 的 检 测 率 为

８４. ６２％ ( １１ / １３ )ꎬ ５ 株 抗 性 苗 的 ＰＣＲ 片 段 与

ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子目的片段大小相符ꎬＨｂＪＡＺ１.０ 启

动子片段的检测率为 ３８.４６％(５ / １３)ꎬ表明这 ５ 株

抗性苗的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ
成功转化至拟南芥基因组中ꎮ 通过对这 ５ 株 Ｔ１
代阳性苗单独套袋收获种子ꎬ置于含 ２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１

潮霉素 Ｂ 抗性的 １ / ２ＭＳ 培养基进行抗性筛选ꎬ获
得 Ｔ２ 代阳性苗ꎬ分单株收获 Ｔ２ 代种子ꎮ Ｔ１ 代和

Ｔ２ 代的阳性苗及 Ｔ２ 代种子和 Ｔ３ 代阳性苗用于

ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子活性的分析ꎮ
２.４ 橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的 ＧＵＳ 染色分析

通过 １ / ２ＭＳ 潮霉素抗性培养基的一代一代筛

选ꎬ获得 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１. ０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ:: ＧＵＳ
拟南芥纯系 Ｔ３ 代ꎮ 对野生型、Ｔ１ 代、Ｔ２ 代的苗ꎬ
以及 Ｔ２ 代种子和不同生长时期的 Ｔ３ 代幼苗及组

织进行 ＧＵＳ 染色ꎬ结果显示ꎬ野生型拟南芥无法被

ＧＵＳ 染色(图 ４:ａ)ꎬＴ１ 代和 Ｔ２ 代的阳性苗均能被

检测到 ＧＵＳ 活性(图 ４:ｂ、ｃ)ꎬＴ２ 代种子外壳检测

不到 ＧＵＳ 活性(图 ５:ａ)ꎬ Ｔ３ 代转化苗在营养生长

阶段的子叶期和真叶期中的根、 茎、叶中均能检测

５０７１９ 期 杨瑾等: 橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的克隆与活性分析



图 ２　 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子序列分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨｂＪＡＺ１.０ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
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ａ. ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ 抗潮霉素转化苗的筛选ꎻ ｂ. 转化苗潮霉素基因 ＨＹＧ 的 ＰＣＲ 产物的电泳图谱ꎻ ｃ. 转化
苗 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的 ＰＣＲ 产物的电泳图谱ꎮ
ａ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ ｗｉｔｈ ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔꎻ ｂ. Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ ｇｅｎｅ ＨＹＧ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇꎻ ｃ. Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＨｂＪＡＺ１. ０ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇ.

图 ３　 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ 的拟南芥转化
Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

ａ. 野生型ꎻ ｂ. Ｔ１ 代ꎻ ｃ. Ｔ２ 代ꎮ
ａ. Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎻ ｂ. Ｔ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎻ ｃ. Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ.

图 ４　 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ
拟南芥 Ｔ１ 代和 Ｔ２ 代的 ＧＵＳ 染色

Ｆｉｇ. ４　 ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｔ１ ａｎｄ Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ

ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

到 ＧＵＳ 活性(图 ５:ｂ－ｄ)ꎬ到了生殖生长阶段ꎬ在莲

蓬叶、茎生叶、茎、花和果荚中均能检测到 ＧＵＳ 活

性( 图 ５: ｅ － ｌ )ꎮ ＧＵＳ 活 性 的 检 测 结 果 表 明ꎬ

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ 不同代的

拟南芥及不同营养和生殖阶段的 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动

子均具有活性ꎬ能启动 ＧＵＳ 基因的表达ꎮ

３　 讨论与结论

ＪＡＺ 蛋白属于植物 ＴＩＦＹ 特异性家族ꎬ包含

ＺＩＭ 和 Ｊａｓ 结构域ꎬ是茉莉酸响应的抑制因子ꎮ 已

有的研究证实ꎬＪＡＺ１ 蛋白在植物生长发育、次生代

谢产物合成及应对植物逆境胁迫中起着重要的调

节作用ꎮ 例如ꎬＢｅｇｕｍ 等(２０２２)证实了 ＳｔＪＡＺ１￣ｌｉｋｅ
介导的 ＪＡ 信号在马铃薯块茎发芽和株型调节中

的作用ꎻ在拟南芥中ꎬ通过抑制 ＪＡＺ１ 的表达能增

加拟南芥愈伤中亚麻荠素( ｃａｍａｌｅｘｉｎ)的含量ꎬ同
时增加 ＪＡＺ１ 对冷胁迫的响应 ( Ｍａｋｈａｚｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎻ苹果 ＭｄＪＡＺ１ 通过与 ＭｄＴＲＢ１ 互作影响

ＭｄＴＲＢ１ 与 ＭｄＭＹＢ９ 的互作ꎬ进而影响花青素与

原花色素的合成(Ａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎻ 在陆地棉中过

表达木本棉的 ＪＡＺ１ 能增强其盐胁迫的抗性 (Ｚｈａｏ

７０７１９ 期 杨瑾等: 橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的克隆与活性分析



ａ－ｄ. 营养生长阶段ꎻ ｅ－ｈ. 莲蓬叶ꎻ ｉ－ｌ. 生殖生长阶段(茎、茎生叶、花、果荚)ꎮ
ａ－ｄ. Ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｐｈａｓｅꎻ ｅ－ｈ. Ｌｏｔｕｓ ｌｅａｆꎻ ｉ－ｌ. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｐｈａｓｅ (ｓｔｅｍꎬ ｓｔｅｍ ｌｅａｆꎬ ｆｌｏｗｅｒꎬ ａｎｄ ｐｕｅｒｉｌｅ ｐｏｄ).

图 ５　 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ 拟南芥 Ｔ３ 代的 ＧＵＳ 染色
Ｆｉｇ. ５　 ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｔ３ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
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ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎻ 棉 花 ＧｂＷＲＫＹ１ 通 过 与 ＪＡＺ１ 和

ＡＢＩ１ 的互作网络负调控棉花的抗盐及抗旱性

(Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
橡胶树现有 １８ 个 ＪＡＺ 蛋白编码基因ꎬ在冠菌

素 ( ＣＯＲ ) 刺 激 下ꎬ ＨｂＪＡＺ１. ０、 ＨｂＪＡＺ２. ０ 和

ＨｂＪＡＺ５. ０ 能与 ＣＯＩ１ 互作ꎬＨｂＪＡＺ１. ０、ＨｂＪＡＺ２. ０、
ＨｂＪＡＺ５.０ 与 ＨｂＪＡＺ１２. ０ 成员之间也存在互作

(Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ )ꎮ 本 研 究 关 注 的 橡 胶 树

ＨｂＪＡＺ１.０ 基因在树皮中的表达受 ＣＯＲ 处理 １、２、４
ｈ 后显著上调ꎬ其氨基酸序列与拟南芥 ＡｔＪＡＺ１. ０
同源性在 ９５％以上ꎬ但是对于其功能还不清楚ꎮ
本研究通过克隆和分析 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子的活性ꎬ
发现 ＨｂＪＡＺ１. ０ 启动子含有丰富的 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘꎬ这是真核生物启动子具备的典型核心

转录元件ꎮ ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子还含有脱落酸响应元

件 ＡＢＲＥ、水杨酸响应元件 ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 及光响应

元件ꎬ这些元件与甘草 ＧｕＪＡＺ、白桦 ＪＡＺ 和芝麻

ＪＡＺ 基因家族启动子中鉴定到的元件一致(石娜

娜等ꎬ２０２３ꎻ 薛昭等ꎬ２０２３ꎻ 闫文庆等ꎬ２０２４)ꎬ表明

橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 的表达与其他植物中 ＪＡＺ 的表

达一样ꎬ可能受光信号及多种植物激素的调节ꎮ
另外ꎬＨｂＪＡＺ１.０ 启动子还含有乙烯应答元件 ＥＲＦ
和伤害胁迫元件 ＷＵＮ￣ｍｏｔｉｆꎮ 在天然橡胶生产中ꎬ
橡胶树割胶是一种周期性伤害ꎬ而乙烯利(一种乙

烯释放剂)是广泛使用的增产剂ꎬ可以显著延长橡

胶树的排胶时间ꎮ Ｃｈａｏ 等(２０１９)研究发现ꎬ割胶

显著上调 ＨｂＪＡＺ１.０ 的基因表达ꎬ这可能与伤害胁

迫 元 件 ＷＵＮ￣ｍｏｔｉｆ 有 关ꎮ 乙 烯 处 理 显 著 下 调

ＨｂＪＡＺ１.０ 的基因表达(Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ这可能

与乙烯应答元件 ＥＲＦ 有关ꎮ 同时ꎬｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣
ＨｂＪＡＺ１.０￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ::ＧＵＳ 的转基因拟南芥的 ＧＵＳ
染色分析结果显示ꎬＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子能够驱

动 ＧＵＳ 基因在拟南芥幼苗的子叶、下胚轴、根和成

熟苗 的 根、 茎、 叶、 花、 果 中 表 达ꎬ 这 与 拟 南 芥

ＡｔＪＡＺ２ 基因全长启动子驱动的 ＧＵＳ 基因表达情况

相 似 ( Ｆｉｇｕｅｒｏａ ＆ Ｂｒｏｗｓｅꎬ ２０１２ )ꎮ Ｆｉｇｕｅｒｏａ 和

Ｂｒｏｗｓｅ(２０１２)进一步证实了 ＪＡＺ２ 启动子中的 Ｇ￣
ｂｏｘ 元件对于茉莉酸介导的启动子激活是必需的ꎬ
并发现 ＪＡＺ２ 启动子可以被拟南芥 ＭＹＣ２、ＭＹＣ３、
ＭＹＣ４、ＭＹＣ５ 和 ｂＨＬＨ０２８ 转录因子激活ꎬ被 ＪＡＺ
蛋白抑制ꎮ 橡胶树 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子中也发

现了 ３ 个 Ｇ￣ｂｏｘ 元件ꎬ其是否与拟南芥 ＪＡＺ２ 启动

子中的 Ｇ￣ｂｏｘ 元件发挥相似的功能还需要进一步

研究ꎮ 综上所述ꎬＨｂＪＡＺ１.０ 启动子具有组成型表

达活性且具有遗传性ꎬ由于其是橡胶树来源的启

动子ꎬ可考虑作为橡胶树遗传转化载体的启动子ꎮ
今后将从以下两方面进一步研究 ＨｂＪＡＺ１.０ 的功

能:一是ꎬ构建 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因启动子的诱饵载体ꎬ
通过酵母单杂交筛库ꎬ筛选和鉴定调控 ＨｂＪＡＺ１.０
基因的转录因子ꎻ二是ꎬ通过构建自身启动子驱动

的 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因的表达载体转化橡胶树研究其

基因功能ꎮ
本研究分析了 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子的顺式作用元

件和启动子活性ꎻＨｂＪＡＺ１.０ 启动子中含有多个光

响应元件及一些激素和逆境胁迫响应元件ꎻ启动

子活性分析显示该启动子具有组成型表达活性ꎮ
这些研究结果将为 ＨｂＪＡＺ１.０ 启动子用于橡胶树

的基因转化及进一步了解 ＨｂＪＡＺ１.０ 基因的功能

奠定基础ꎮ
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