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橡胶树 HbMVK启动子的克隆与缺失表达分析

胡 进，杨翠萍，巩笑笑，闫冰玉，谭玉荣，王 丹，高 璇，张 恒，刘进平
(海南大学 海南省热带生物资源可持续利用重点实验室 /热带农林学院，海口 570228)

摘 要: 为了研究橡胶 MVK基因启动子精细结构及功能，笔者利用 PCＲ技术对橡胶树 HbMVK基因启动子
进行了克隆，并对其进行了生物信息学分析。结果表明，该启动子序列全长 1 696 bp，包含 CAAT-box，TATA-
box，CAT-box，LTＲ，GAＲE-motif，TCA-element等元件。此外，根据元件分布，构建橡胶树 HbMVK基因启动子系
列缺失和全长序列表达载体并转化拟南芥。T2代转基因拟南芥中，报告基因 GUS组织化学染色结果表明:Hb-
MVK启动子全长序列和 5'端 －1 386 bp缺失，HbMVK启动子驱动的 GUS基因只在转基因拟南芥实生苗胚轴中
有极微弱表达。5'端 －1 221 bp和 －725 bp缺失，HbMVK启动子驱动 GUS基因表达的活性较强，而 5'＇端 － 325
bp缺失，HbMVK启动子则完全失去活性，这表明启动子核心调控元件位于 －725 bp到 －325 bp之间。
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橡胶树(Hevea brasiliensis)作为四大工业原料(煤炭、钢铁、石油、橡胶)唯一可再生原料，以其栽培为
基础的天然橡胶产业对我国经济建设和国防安全具有重要的战略意义

［1 － 2］。天然橡胶主要成分为聚异戊
二烯(cis-1，4，-polyisoprene)，其生物合成途径已基本清楚，但是对其调控机制还知之甚少［3 － 10］。为了利
用生物技术提高橡胶树产量，对橡胶树中橡胶生物合成及基因表达调控深入研究是十分必要的。橡胶链
合成的前体物或单体模块为异戊二烯焦磷酸( isopentenyl pyrophosphate，IPP 或 IDP)，目前被认为是通过
细胞质中的甲羟戊酸(mevalonic acid，MVA)途径合成［11 － 14］。其中甲羟戊酸激酶(mevalonate kinase，
MVK)是 MVA 途径中第 1 个 ATP 依赖酶，它催化 MVA 磷酸化形成甲羟戊酸-5-磷酸(5-phosphomeval-
onate，MVP或 MVAP)［15． 16］。编码该酶的橡胶树基因已经克隆，它与拟南芥和水稻对应基因具有 61% ～
73%的同源性，研究表明，它在橡胶树的胶乳、叶片、木质部和韧皮部都有表达，其中，以胶乳中表达量最
高，其后依次为木质部、叶片和韧皮部［17］。但是，目前尚未见到对该基因表达调控研究的报道。基因转录
调控是真核生物基因表达调控的重要方式，而启动子是基因表达调控的顺式元件，在很大程度上决定基

因表达的强度与特异性
［18］。为了了解 HbMVK启动子中的精细结构及功能，笔者利用 PCＲ技术克隆了橡

胶树 HbMVK基因启动子，通过生物信息学软件分析了 HbMVK 启动子的顺式作用元件及其可能的生物学
功能，并用 5＇端缺失分析法研究了该基因启动子不同区域对其组织特异性表达的影响，旨在为进一步研究
橡胶树中橡胶生物合成的调控机理积累资料。

1 材料与方法

1． 1 试验材料 巴西橡胶树热研 7 － 33 － 97 叶片采自海南大学试验基地，拟南芥 Col-0 种子由本实验室
保存。TA克隆用载体 pMD-19T 及大肠杆菌 DH5α 感受态菌株购自宝日医生物技术(北京)有限公司



(TaKaＲa)，植物表达载体 pCAMBIA1301 及农杆菌 GV3101 感受态菌株购自武汉转导生物科技发展有限
公司。
1． 2 橡胶树 HbMVK基因启动子区序列的扩增和生物信息学分析 采摘新鲜的橡胶树苗上的嫩叶，立即
置于液氮中保存。带回实验室后将叶片剪去主叶脉，在液氮中研磨成粉末状，用改良 CTAB 法［19］进行橡
胶 gDNA的提取。提取完成后，电泳检测其完整性，以质量较好的 gDNA 为模板，根据橡胶全基因组测序
数据
［20］
和来自 NCBI数据库的 HbMVK基因序列(XM_021818592． 1)设计启动子克隆引物，并在下游引物

加上 NcoI酶切位点。引物见表 1 中的 M5。PCＲ条件如下:预变性(94 ℃)5 min，变性(94 ℃)30 s、退火
(57 ℃)30 s、延伸(72 ℃)2 min，变性、退火和延伸 30 个循环，终延伸(72 ℃)7 min，然后于 4 ℃保存。将
PCＲ得到的启动子序列经胶回收操作，连接到 pMD-19T载体，然后转化大肠杆菌。挑取阳性菌落经 PCＲ

鉴定无误后送 Thermo Fisher Scientific测序。测序结果经 DNAMAN软件进行序列比对无误后，利用 Plant-
CAＲE(http:∥bioinformatics． psb． ugent． be /webtools /plantcare /html /)进行生物信息学分析。
1． 3 不同长度 5'端缺失 HbMVK启动子的载体构建与拟南芥转化 参考 Vitale 等的方法［21］，根据在线
分析结果，设计不同长度 5'端缺失型启动子对应引物(表 1)，交由 Thermo Fisher Scientific 合成。除退火
温度见表 1 外，其他 PCＲ扩增条件同上(1． 2)。扩增出不同长度的 HbMVK 基因启动子区序列，进行 TA

克隆，挑选阳性菌进行 PCＲ检测，然后测序。选取目的片段无突变位点的菌株，提取其质粒以构建植物表
达载体。参考 Chan等的方法［22］，提取的质粒经双酶切(限制性内切酶为 NcoI + HindIII或 NcoI + XbaI)后
回收目的片段，与经过同样的酶切去掉 35S启动子的 pCAMBIA1301 载体用 T4 DNA 连接酶进行连接，转
化大肠杆菌。转化菌涂含有 Kan的平板进行培养，挑取菌落进行菌落 PCＲ 检测，提取检测结果为阳性的
菌落质粒，用冻融法转化 GV3101 感受态农杆菌。用含有 Kan和利福平的平板筛选阳性菌株，最后用阳性
农杆菌通过浸花法

［23 － 25］
转化野生型拟南芥(Col-0)。
表 1 构建系列 HbMVK启动子 5'端缺失 GUS表达载体所用引物

Tab． 1 Primers used for HbMVKpro::GUS vector construction of HbMVK promoter and its various deletion fragments

缺失片段

Deletion

fragment

引物

Primer

引物序列

Primer sequence

退火温度 /℃

Annealing

temperature

M1 HbMVKpro-S1 5'-CCTACCGCAAGAAAGTGTACCC-3' 59

HbMVKpro-A 5'-CATGCCATGGTAACTTCCATTGTTTTCAGCAGC-3'

M2 HbMVKpro-S2 5'-TATCGCCTACCATTTAACGCAC-3' 56

HbMVKpro-A 5'-CATGCCATGGTAACTTCCATTGTTTTCAGCAGC-3'

M3 HbMVKpro-S3 5'-GGATTAGATTAGACCCAC-3' 56

HbMVKpro-A 5'-CATGCCATGGTAACTTCCATTGTTTTCAGCAGC-3'

M4 HbMVKpro-S4 5'-GGCAATGAGGGCTACACTGG-3' 57

HbMVKpro-A 5'-CATGCCATGGTAACTTCCATTGTTTTCAGCAGC-3'

M5 HbMVKpro-S5 5'-TTCAGACGGTTTCCTGCTCC-3' 57

HbMVKpro-A 5'-CATGCCATGGTAACTTCCATTGTTTTCAGCAGC-3'

GUS GUS-S 5'-CTCATTACCGCAAAGTGTGGG-3' 60

GUS-A 5'-AGTTCTTTCCGCTTGTTGCC-3'

注:引物序列包括添加的 NcoI酶切位点，如下划线所示

Note: The primer sequences containing NcoI restriction sites as underlined
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1． 4 转基因拟南芥的筛选和 GUS表达分析 将 T0 代拟南芥在 22 ℃培养室(16 h 光照，8 h 黑暗)中培
养至种子成熟，收集种子置于 37 ℃烘箱中 2 d后可长期保存。待所有 T0 代种子成熟后将种子用 75%乙
醇和 10%次氯酸钠消毒，平铺于含有利福平的 1 /2MS培养基上，于培养室中筛选。将正常生长的 T1 代幼
苗移栽到培养土中，待长到 30 d 后剪下 1 ～ 2 片叶提取 gDNA做 PCＲ检测。将检测为阳性的植株培养至
结荚，单独收集每株 T1 代转基因拟南芥的种子，播种于筛选培养基上，选取 T2 代为纯合的株系分别在 5，
10，15 d进行 GUS染色分析［26 － 28］。

图 1 橡胶树 HbMVK基因启动子序列及其调控元件

Fig． 1 HbMVK promoter sequence and its regulatory elements

2 结果与分析

2． 1 橡胶树 HbMVK基因启动子克隆与生物信息学分析 将克隆的橡胶树 HbMVK基因启动子全长序列
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经胶回收与 pMD-19T载体连接后，转化大肠杆菌涂板，37 ℃培养 12 h 后出现明显的白斑，挑取 5 个菌落
进行菌落 PCＲ，结果均有约 1． 7 Kb的条带，说明 HbMVK 基因最长启动子区序列 TA 克隆成功，送公司测
序后将测序结果与已知序列比对也基本吻合，随后进行序列的相互比对，排除点突变位点。最后将得到
的精确序列用 Plant-CAＲE分析。从图 1 可知，HbMVK基因启动子区不仅包含典型的植物启动子元件，如
CAAT-box，TATA-box。还包含许多其他调控元件，如有关茉莉酸甲酯(MeJA)反应性的顺式作用元件
TGACG-motif、有关水杨酸(SA)反应性的顺式作用元件 TCA-element、分生组织表达前关的顺式元件 CAT-
box、光反应元件 Sp1、胚乳表达所需的元件 Skn-1_motif、分生组织特异性激活相关的元件 CCGTCC-box、参
与干旱诱导的 MYB 结合位点 MBS、增强子 TA-rich region、赤霉素响应元件 GAＲE-motif、低温响应元件
LTＲ、光相关调控元件 3-AF1 binding site，ACE，AT1-motif，ATCT-motif，G-Box等。
2． 2 橡胶树 HbMVK基因缺失型启动子的载体构建与拟南芥转化 根据生物信息学分析结果，设计不同
的上游引物以构建含不同启动子元件的缺失型 HbMVK基因启动子片段(图 2)。将构建好的 M1-M5 启动
子与 pCAMBIA1301 载体连接后，转化大肠杆菌后，阳性菌落经菌落 PCＲ鉴定均为阳性。然后提取质粒用
冻融法转化农杆菌，筛选阳性菌株经菌落 PCＲ鉴定后，确认系列 HbMVK基因缺失型启动子的表达载体构
建成功。用花浸法将融合表达载体 M1，M2，M3，M4，M5(HbMVK基因启动子全长序列)和阳性对照(未切
除 35S启动子的载体)分别转化拟南芥(图 2)。T1 代转基因阳性拟南芥植株经 PCＲ检验，均扩增出了相
应的目的条带，说明橡胶树 HbMVK基因系列缺失型启动子转化成功。

图 2 橡胶树 HbMVK启动子系列缺失片段表达载体的构建

a:植物表达载体构建示意图;b:橡胶树 HbMVK启动子不同长度缺失片段及其所包含的顺式元件

Fig． 2 Schematic representation of construction of plant expression vectors containing HbMVK promoter 5'deletion fragment

a: Schematic diagram of plant expression vector; b:HbMVK promoter and its deletion fragments used for plasmid construction and

their elements or motifs identified

2． 3 转基因拟南芥的组织化学染色分析 转基因拟南芥 T2 代植株 5，10 和 15 d 的 GUS 染色结果分别
如图 3 ～ 5 所示。结果表明，CaMV 35S启动子可以在拟南芥全株中驱动 GUS基因的表达，但在茎尖、维管
和根部表达最强。HbMVK启动子全长序列(M5)除在 5 d苗龄的转基因拟南芥实生苗胚轴中有极微弱表
达外，在其他部位和其他苗龄植株上基本上没有表现驱动 GUS 表达的活性;5'端 － 1 386 bp 缺失 HbMVK
启动子(M4)则可在 5 ，10 和 15 d苗龄植株胚轴中观察到较弱的表达活性。而 5＇端 － 1 221 bp(M3)和 －
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725 bp(M2)缺失 HbMVK启动子则表现出较强的驱动 GUS表达的活性，以茎尖和维管表达量最大，但 5 d
和 10 d苗龄的转基因拟南芥实生苗两者均未观察到根中的表达活性。15 d 苗龄的转基因拟南芥实生苗
可观察到 5＇端 － 725 bp缺失启动子可在所有叶片中表达，而 5'端 － 1 221 bp 缺失启动子只在 1 对子叶中
表达;此外，5'端 －725 bp缺失启动子可驱动 GUS在根部表达，而 5'端 －1 221 bp缺失启动子则否。5'端 －
325 bp缺失 HbMVK启动子(M1)则完全失去活性。

a1 a2 a3 a4

b1 b2 b3 b4

c1 c2 c3 c4

d1 d2 d3 d4

e1 e2 e3 e4

f1 f2 f3 f4

g1 g2 g3 g4

图 3 5 d苗龄转基因拟南芥的 GUS组织化学染色分析
a1 ～ a4:未转化的野生型拟南芥(阴性对照);b1 ～ b4:HbMVK启动子缺失片段 M1 与 GUS融合载体转化拟南芥;c1 ～ c4:Hb-

MVK启动子缺失片段 M2 与 GUS融合载体转化拟南芥;d1 ～ d4:HbMVK启动子缺失片段 M3 与 GUS融合载体转化拟南芥;

e1 ～ e4:HbMVK启动子缺失片段 M4 与 GUS融合载体转化拟南芥;f1 ～ f4:HbMVK 启动子缺失片段 M5 与 GUS 融合载体转

化拟南芥;g1 ～ g4:CaMV 35S启动子与 GUS融合载体转化拟南芥(阳性对照)

Fig． 3 Histochemical GUS assay of 5-day old transgenic Arabidopsis seedlings

a1 － a4: Non-transgenic wild type Arabidopsis (negative control); b1 － b4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M1 deletion

fragment of HbMVK promoter; c1 － c4:Arabidopsis transformed with GUS fused to M2 deletion fragment of HbMVK promoter; d1 －

d4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M3 deletion fragment of HbMVK promoter; e1 － e4: Arabidopsis transformed with

GUS fused to M4 deletion fragment of HbMVK promoter; f1 － f4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M2 deletion fragment of

HbMVK promoter; g1 － g4: Arabidopsis transformed with GUS fused to CaMV 35S promoter (positive control)
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a1 a2 a3 a4

b1 b2 b3 b4

c1 c2 c3 c4

e1 e2 e3 e4

f1 f2 f3 f4

g1 g2 g3 g4

d1 d2 d3 d4

图 4 10 d苗龄转基因拟南芥的 GUS组织化学染色分析
a1 ～ a4:未转化的野生型拟南芥(阴性对照);b1 ～ b4:HbMVK启动子缺失片段 M1 与 GUS融合载体转化拟南芥;c1 ～ c4:Hb-

MVK启动子缺失片段 M2 与 GUS融合载体转化拟南芥转;d1 ～ d4:HbMVK 启动子缺失片段 M3 与 GUS 融合载体转化拟南

芥;e1 ～ e4:HbMVK启动子缺失片段 M4 与 GUS融合载体转化拟南芥;f1 ～ f4:HbMVK启动子缺失片段 M5 与 GUS融合载体

转化拟南芥;g1 ～ g4:CaMV 35S与 GUS融合载体转化拟南芥(阳性对照)

Fig． 4 Histochemical GUS assay of 10-day old transgenic Arabidopsis seedlings

a1 － a4: Non-transgenic wild type Arabidopsis (negative control); b1 － b4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M1 deletion

fragment of HbMVK promoter; c1 － c4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M2 deletion fragment of HbMVK promoter; d1 －

d4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M3 deletion fragment of HbMVK promoter; e1 － e4: Arabidopsis transformed with

GUS fused to M4 deletion fragment of HbMVK promoter; f1 － f4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M2 deletion fragment of

HbMVK promoter; g1 － g4: Arabidopsis transformed with GUS fused to CaMV 35S promoter (positive control) ．
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b1 b2 b3 b4

a1 a2 a3 a4

c1 c2 c3 c4

d1 d2 d3 d4

e1 e2 e3 e4

f1 f2 f3 f4

g1 g2 g3 g4

图 5 15 d苗龄转基因拟南芥的 GUS组织化学染色分析
a1 ～ a4:未转化的野生型拟南芥(阴性对照);b1 ～ b4:HbMVK启动子缺失片段 M1 与 GUS融合载体转化拟南芥;c1 ～ c4:Hb-

MVK启动子缺失片段 M2 与 GUS融合载体转化拟南芥转;d1 ～ d4:HbMVK 启动子缺失片段 M3 与 GUS 融合载体转化拟南

芥;e1 ～ e4:HbMVK启动子缺失片段 M4 与 GUS融合载体转化拟南芥;f1 ～ f4:HbMVK启动子缺失片段 M5 与 GUS融合载体

转化拟南芥;g1 ～ g4:CaMV 35S与 GUS融合载体转化拟南芥(阳性对照)

Fig． 5 Histochemical GUS assay of 15-day old transgenic Arabidopsis seedlings

a1 － a4: Non-transgenic wild type Arabidopsis (negative control); b1 － b4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M1 de-

letion fragment of HbMVK promoter; c1 － c4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M2 deletion fragment of HbMVK promoter;

d1 － d4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M3 deletion fragment of HbMVK promoter; e1 － e4: Arabidopsis transformed

with GUS fused to M4 deletion fragment of HbMVK promoter; f1 － f4: Arabidopsis transformed with GUS fused to M2 deletion frag-

ment of HbMVK promoter; g1 － g4: Arabidopsis transformed with GUS fused to CaMV 35S promoter (positive control)
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3 讨 论

天然橡胶树因其特殊的乳管系统，能产生大量胶乳，并且容易通过割胶收获和分离纯化，可作为一

种绝佳的天然生物反应器
［3 － 10］。因此，开展天然橡胶生物合成调控研究具有重要的理论和实践意义，这

不仅为利用生物技术进行橡胶树高产品种选育具有重要意义，此外，还可为利用橡胶树胶乳表达具有高效

益的外源蛋白质(如药用活性成份)打下基础。但由于橡胶树为多年生木本植物，尚没有成熟的转化体系，相
对于模式植物和重要粮食作物而言，橡胶树分子生物学研究显著滞后

［3 － 10］。对橡胶生物合成重要基因调控
序列和启动子的分析是橡胶生物合成调控研究的重要一步，启动子缺失分析可为研究启动子精细结构与功

能、寻找基因表达强度与特异性的有关调控元件及合成更有实用价值的启动子打下基础［29 － 33］。
笔者在巴西橡胶树热研 7 － 33 － 97 全基因组测序完成的基础上，通过 NCBI 数据库中的 HbMVK 基因

序列，用本地 Blast的方法获得其启动子区序列信息，然后克隆出 HbMVK基因全长启动子区序列。HbMVK
基因全长启动子长约 1． 7 kb，AT含量高达 71． 28%，而且含有多种核心启动子元件，符合真核生物启动子
序列特征。将其系列缺失序列片段与报告基因 GUS连接，然后转入拟南芥中，得到一系列能稳定表达报
告基因的转基因拟南芥植株。HbMVK启动子全长序列(M5)除在 5 d 苗龄的转基因拟南芥实生苗胚轴中
有极微弱表达外，在其他部位和其他苗龄植株上基本上没有表现驱动 GUS表达的活性;5＇端 － 1 386 bp 缺
失 HbMVK启动子则可在 5，10 和 15 d 苗龄植株胚轴中观察到较弱的表达活性。相反，5'端 － 1 221 bp 和
－725 bp缺失启动子则具有驱动 GUS基因表达的活性。而 5＇端 － 325 bp缺失 HbMVK启动子完全失去活
性。这种情况很可能与 HbMVK基因启动子在拟南芥异源表达背景下 － 1 386 bp 和 － 1 221 bp 之间存在
负调控因子有关。这种启动子活性并不随其长度增加而增加的现象在其他的植物上也见［34 － 35］。此外，
据此推测启动子核心调控元件在 － 725 bp到 － 325 bp之间，因为 － 325 bp缺失片段启动子几乎完全失去
活性，其原因可能与 TATA-box和 CAAT-box元件缺失有关。5'端 － 1 221 bp和 － 725 bp缺失 HbMVK启动
子在不同苗龄和不同部分表达活性的差异表明两者之间存在不同的时间和组织特异性调控元件。一般
而言，启动子区域包含不同的调控序列，如增强子、沉默子、绝缘子及基因表达在转录水平上精细调控的
顺式元件。在转录过程中，共激活因子和转录因子结合到特定的 DNA基序，并同时与核心启动子结合的
转录机器相互作用。因此，启动子的活性依赖于启动子上游区域调控序列的位置和组合效应［18］。本研究
中橡胶树 HbMVK基因启动子在拟南芥异源表达情况可能与该启动子上游区域的调控序列存在复杂的相
互作用有关。与此不同的是，拟南芥 MVK启动子同源表达研究结果表明，该基因启动子驱动 GUS在整个
植物发育过程中普遍表达，实生苗早期发育阶段中以根(主要在根分生组织区)表达水平最高

［36］。这可
能因为 IPP合成途径是其他许多重要成分合成的共有途径，可进一步形成异戊二烯单元组成的其他化合
物及其衍生物，包括单萜类(如薄荷醇)、双萜类(如赤霉素、脱落酸、蓖麻烯)、倍半萜类(如衣壳醇)、异戊
二烯基类(如细胞分裂素)、多聚异戊二烯醇(如多萜醇、酶 Q、质体醌、类胡萝卜素、叶绿素)、固醇类(如菜
油甾醇)等次生代谢产物。这些成分具有很多不可或缺的功能，比如膜的流动性(甾醇)、呼吸作用(泛
醌)、光合作用(类胡萝卜素、叶绿素、质体醌)、生长和发育的调控(植物激素)［15 － 16］。
致谢:中国热带农业科学院橡胶研究所唐朝荣研究员和方永军老师在启动子序列克隆方面提供了帮

助，特此致谢!
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Cloning and Deletion Analysis of HbMVK Promoter from
Ｒubber Tree (Hevea brasiliensis)

HU Jin，YANG Cuiping，GONG Xiaoxiao，YAN Bingyu，TAN Yurong，
WANG Dan，GAO Xuan，ZHANG Heng，LIU Jinping

(Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresources /Tropical Agriculture

and Forestry Institute，Hainan University，Haikou，570228，China)

Abstract: Mevalonate kinase (MVK) is an important enzyme in natural rubber biosynthesis pathway of rubber
tree (Hevea brasiliensis) ． The promoter of HbMVK gene from rubber tree was cloned by using PCＲ and analyzed
with bioinformatics tools to observe the fine structure and function of rubber tree MVK promoter． The HbMVK
promoter sequence is 1 696 bp in length，containing some elements or mortifs such as CAAT-box，TATA-box，
CAT-box，LTＲ，GAＲE-motif，TCA-element，etc． Based on the element distribution，plant expression vectors
were constructed with HbMVK promoter and its serious deletion fragments were fused to reportergene GUS (enco-
ding β-glucuronidase)，which were transformed into Arabidopsis thaliana． GUS histochemical staining of T2
transgenic seedlings showed that the full-length HbMVK promoter and its-1386 bp deletion fragment weakly drove
GUS expression in transgenic seedling hypocotyls． The 5' －1 221 bp and －725 bp deletion fragments of HbMVK
promoter were observed to strongly drive GUS expression，and the －325 bp deletion fragment of HbMVK promoter
completely lost promoter activity，suggesting that the core promoter regulatory elements were located between －325
bp and －725 bp． This study might provide an important basis for further research on the regulation of HbMVK ex-
pression．
Keywords: rubber tree; rubber biosynthesis; MVK gene promoter; promoter deletion analysis; GUS staining

analysis
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