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ZmCBL1 和 ZmCBL9 启动子在转基因
拟南芥中的活性分析
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摘要　为探明ZmCBL１和ZmCBL９在玉米中的表达调控及功能的差异,克隆了ZmCBL１和ZmCBL９的

启动子区域.PlantCARE分析显示,２个启动子中含有多个响应干旱、光照、ABA 等的顺式调控元件;GUS活

性分析显示ZmCBL１和ZmCBL９不受低温胁迫的诱导,而受甘露醇、黑暗和 ABA 处理的诱导,但其表达强弱

稍有不同;ZmCBL１和ZmCBL９对 GA３和损伤处理的响应也存在差异,这与它们序列中存在着不同的调控元

件有关.除了在某些胁迫诱导下的表达存在差异外,这２个启动子在器官(组织)和发育阶段中的表达也具有差

异,仅ZmCBL１的启动子在花丝和柱头中表达.本研究结果暗示在不同逆境胁迫及发育阶段,ZmCBL１和

ZmCBL９的功能可能存在一定的冗余,但也存在明显的差异.
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　　近年来,干旱、盐、极端温度等非生物胁迫严重

影响了作物的生长和产量.如何适应多种非生物胁

迫是植物生长周期中面临的最重要的问题之一.研

究非生物胁迫相关基因的上游调控机制对于明确其

调控机制及功能,从而通过分子育种手段提高作物

的抗逆性提供了非常重要的手段.
在植物中,钙信号介导植物应对外界信号刺激

的反应并参与调节多种生理过程[１Ｇ３].钙调磷酸酶

B类蛋白(CBL)和 CBL相互作用蛋白激酶(CIPK)
形成的CBLＧCIPK 信号网络是植物中独特的钙依

赖信号转导系统[４Ｇ７].CBL和 CIPK 都是由多基因

家族编码.拟南芥和水稻(Oryzasativa)基因组中

分别含有１０个 CBL、２６个 CIPK 和１０个 CBL、３０
个CIPK[５,８Ｇ９].越来越多的研究发现 AtCBL９ 和

AtCBL１之间有着密切的关系,并且在不同的信号

传递过程中起着独特的作用,包括对 ABA 和渗透

压的响应[１０].AtCBL１/９对干旱、低温、高盐和低

钾等各种胁迫具有最为丰富的功能[１１Ｇ１６].CBL１/９
在调控拟南芥花粉萌发和花粉管生长中也发挥重要

作用[１７].Chen等[１８]发现BnCBL１/CIPK６基因参

与 ABA 诱导的反应.OsCBL１/CIPK２３复合物可

以增 强 OsAKT１ 介 导 的 K＋ 的 摄 取[１９]. 虽 然

CBL１/９在模式植物中的功能研究已经取得了显著

的进展,但关于其调控机制的报道却甚少,AmＧ
CBL１的启动子是一种韧皮部特异性和多胁迫诱导

型的启动子[２０].
前期研究报道ZmCBL１和ZmCBL９的表达受

低钾胁迫的影响并具有组织特异性[２１Ｇ２２].ZmCBL１
和 ZmCBL９ 基 因 组 序 列 的 同 源 性 为 ５６．４０％,

cDNA为９５．６０％,氨基酸序列同源性高达９６．７１％,
然而其在不同胁迫下的表达模式存在一定的差

异[２１].此外,ZmCBL１/９基因的过量表达可提高玉

米对干旱和盐胁迫的耐受性(数据未提供).本研究

从玉米基因组中分离ZmCBL１和ZmCBL９的启动

子并对其功能进行分析,旨在为明确ZmCBL１和

ZmCBL９的功能及其调控机制提供依据.

1　材料与方法

1.1　 ZmCBL1 和 ZmCBL9 启动子的克隆

从 NCBI(http://www．ncbi．nlm．nih．gov)和
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PlantGDB数据库(http://www．plantgdb．org)搜

索ZmCBL１和ZmCBL９启动子序列.使用引物

５．０软件设计引物(表１).玉米(郑单９５８)总 DNA
的提取利用 CTAB 法进行.利用设计的引物,以

gDNA为模板进行 PCR 扩增.PCR 反应体系２０

μL:１μL 模板,２μL１０×PCR 缓冲液,１μLEXＧ
Taq酶,各１μmol/L引物,１．５μLdNTP混合物和

１２．５μLddH２O.PCR 反应:９４ ℃ ５ min,９４ ℃
３０s,５８．５℃３０s,７２℃２min,７２℃延伸１０min,共

３０个循环.用１％琼脂糖凝胶电泳检测目的条带并

进行割胶回收.
表１　ZmCBL１和ZmCBL９启动子引物序列

Table１　TheprimerssequenceofZmCBL１

andZmCBL９promoter

名称 Name 序列 Sequence

proＧCBL１ＧF CGAATTCGTCAGCGACAAAGCAGACC

proＧCBL１ＧR CAAGCTTGGACCCAACCACTCAAACC

proＧCBL９ＧF GGAATTCCAACCGTGTCCAGCAGTC

proＧCBL９ＧR AAGCTTGGCCCAACCACTCAAAC

　注:下 划 线 部 分 为 酶 切 位 点.Note:Underlinedsequencesis

cleavagesites．

1.2　载体构建、拟南芥转化和转基因植株的获得

将目的片段proＧCBL１/９与线性pMD１９ＧT 载

体连接成环状proＧCBL１/９ ＋ pMD１９ＧT 重组质

粒,选择阳性克隆进行测序,然后插入到EcoRⅠ和

HindⅢ限制性位点之间的 pCAMBIA１３９１载体

中.随后,将获得的重组融合质粒导入农杆菌菌株

LBA４４０４中.制备得到含有目的基因的 pCAMＧ
BIA１３９１ＧproZmCBL１ＧGUS 及 pCAMBIA１３９１Ｇ
proZmCBL９ＧGUS 农 杆 菌 菌 株,然 后 进 行 植 物

转化.
将野生型拟南芥种子平铺在 MS培养基上.生

长１周后,将幼苗盆栽并置于温室中生长.在盛花

期时,利用花序侵染法将分别含有重组载体的根癌

农 杆 菌 菌 株 LBA４４０４ (pCAMBIA１３９１ＧproZmＧ
CBL１ＧGUS 和pCAMBIA１３９１ＧproZmCBL９ＧGUS)
转化拟南芥[２３].

在含有５０mg/L潮霉素的 MS培养基上筛选

上述转化的种子.T３代的纯合系种子用于 GUS分

析.将proＧCBL１/９转基因 T３纯合种子表面灭菌

并在 MS培养基上铺板７d,然后转移到土壤中.

１个月后,对花、茎、嫩豆荚、莲座叶和茎生叶进行采

样,GUS染色.其他植物正常栽培,当豆荚的颜色

变黄时,取老荚用于 GUS染色.
1.3　激素和非生物逆境胁迫处理

将获得的proＧCBL１/９转基因 T３纯合种子用

体积分数７０％乙醇表面灭菌１ min,NaClO 处理

６min,用无菌水洗涤６次,并涂布在用０．８％琼脂固

化的 MS 培养基上,在 ２２ ℃ 的组织培养室中以

１６h/８h的昼/夜周期进行培养.待幼苗在 MS培

养基上生长至４叶期后,转移到含３７５mmol/L甘

露醇的 MS培养基处理２４h;在含１００μmmol/L
ABA的 MS培养基和含有１０mmmol/LGA３的

MS培养基上分别处理１２h和１６h;同时,对未

处理 MS培养基上生长的幼苗进行黑暗处理１０h
或２４h;用解剖剪将生长至４叶期的拟南芥幼苗

子叶剪两下,进行损伤处理１０h,４℃低温下处理

２h.
1.4　GUS 染色

GUS组织化学染色方法主要参考Jefferson[２４]

方法.取上述采样的植物组织包括小苗、花、果荚等

置于GUS染色液中,３７℃下温育过夜,室温下７０％
乙醇脱色,期间更换乙醇数次,显微镜下观察.

2　结果与分析

2.1　 ZmCBL1/9 启动子的克隆和序列分析

PCR 扩增分别获得了ZmCBL１和 ZmCBL９
的 ATG上游(假定的启动子片段和５＇非翻译区)的

１５９２bp和１４８６bp片段,连接至 T载体,测序,获
得了ZmCBL９启动子序列(图１A)和ZmCBL１启

动子 序 列 (图１B).通 过 PlantCARE 分 析 发 现,

ZmCBL１/９启动子序列中存在多个环境应激反应

和植物激素应答顺式作用元件.其包括２个 MYB
结合位点(MBS;位置－７３９~－７４５和－９０５~－９１４),
响应 干 旱 胁 迫;４ 个 ABA 响 应 元 件 (ABRE;位

置－９３~ －１０３、－４４８~ －４５８、－５１７~ －５２７
和－２９６~－３０６);２个响应低温的顺式作用元件

(LTR;位置－２２４~－２３０和－２１６~－２２２);在２个启

动子中存在许多光响应顺式作用元件,其中包括３个

GＧbox(－５７５~－５８１bp、－７５９~－７６５bp和－１２６７~
－１２７３bp);３个 SP１(－６０６~－６１２bp、－６７~
－７３bp和－４６２~－４６８bp;１个TCTＧmotif(－１２９６~
－１３０２bp);１个 AEＧbox(－９５３bp);２个GAGＧmotif
(－１００４~－１０１１bp、－１２７６~－１２８３bp);１个

７３
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MNF１(－１１１４~－１１２０bp),除了上述元件外,ZmＧ
CBL９启动子还包含另一个 GA３响应元件 GAREAT
(TATCＧbox;位置－１３５５~－１３６２bp),发现可能的

TATAＧbox(TTTTAA\TTTTA)分别位于－２８５和

－８４bp位置,CAATＧbox位于－３１８和－５０bp位置

(图１和表２).
2.2　 proＧZmCBL 1/9 在拟南芥幼苗中的 GUS 活性

将 T３代种子种植在正常 MS培养基上,４℃春

化３d后置于２２℃、１６h光照/８h黑暗、８０％湿度

的环境中正常生长.在２、４、６、８、１０、１１d时分别取

样进行 GUS染色.结果表明,在种子萌发的前４d,

proＧZmCBL１/９GUS染色均无活性.直到第６天

子叶变绿以后才显现蓝色,第８天和第１０天染色变

深,而到第１１天 GUS染色明显变浅(图２).结果

表明,ZmCBL１/９启动子在萌发期不表达,但在幼

苗生长初期表达开始增加,在第８天表达量上升到

　A:ZmCBL９启动子分析结果;B:ZmCBL１启动子分析结果.A:ZmCBL９promoter;B:ZmCBL１promoter．浅灰色区域为 TATAＧ

box,下划线区域为CAATＧbox,下划曲线区域为 ABRE,深灰色区域为 GＧbox,下划点区域为 MBS,字体加黑加粗区域为 LTR,字体加

黑加粗斜体区域为 HSE,双下划线区域为TATCＧbox.箭头表示碱基翻译的方向,ATG起始密码子以粗体显示.Thelightgrayareais

TATAＧbox．TheunderlinedareaisCAATＧbox．ThenextcurveareaisABRE．ThedarkgrayareaisGＧbox．Thelowerpointareais

MBS．ThefontplustheblackthickeningareaisLTR．ThefontplustheblackandroughitalicareaisHSE．Doubleunderlinedareais

TATCＧbox．Arrowsindicatethedirectionofbasetranslation．TheATGstartcodonisinbold．

图１　ZmCBL９和ZmCBL１的启动子在线预测分析

Fig．１　ZmCBL９andZmCBL１promoteronlinepredictinganalysis

８３
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表２　ZmCBL１/９启动子中存在的顺式作用元件

Table２　PutativecisＧregulatoryelementsinvolvedinthepromoterofZmCBL１/９

顺式作用元件

CisＧregulatoyelement
模序 Motif ZmCBL１ ZmCBL９ 说明 Description

TATAＧbox TATA\TTTA １１ ９
RNA聚合酶的相互作用

InteractionofRNApolymerase

CAATＧbox CAAT\CAAAT ６ ６
转录效率

Transcriptionefficiency

MBS CAACTG １ ０
响应干旱信号

Responsetodroughtsignals

MBS GGATAAGAT ０ １
响应干旱信号

Responsetodroughtsignals

ABRE AGCGGGGCGG １ ０
响应 ABA信号

ResponsetoABAsignals

ABRE CCCGCGTGGC １ ０
响应 ABA信号

ResponsetoABAsignals

ABRE GCCGCGTCGC １ １
响应 ABA信号

ResponsetoABAsignals

LTR CCGAAA １ １
响应低温信号

Responsetolowtemperaturesignals

GＧbox CACGTC\CACGTT ２ １
响应光信号

Responsetolightsignal

SP１ GGGCGG\CCGCCC １ ２
响应光信号

Responsetolightsignal

GAGＧmotif GGAGATG ０ ２
响应光信号

Responsetolightsignal

TCTＧmotif TCTTAC １ ０
响应光信号

Responsetolightsignal

AEＧbox AGAAACAA １ ０
响应光信号

Responsetolightsignal

MNF１ GTGCCC ０ １
响应光信号

Responsetolightsignal

TATCＧbox TGGGATA ０ １
响应 GA信号

ResponsetoGAsignal

最高峰,随后逐渐下降.比较两者在组织中的表达

发现无明显差异,都主要在子叶的叶脉部位及真叶

的叶尖部位表达,但在相同的发育阶段及组织中,

proＧZmCBL９的表达水平稍高于proＧZmCBL１.
2.3　 proＧZmCBL1/9 在拟南芥成熟组织中的 GUS
活性

　　对盆栽培养植株的成熟组织进行 GUS活性分

析,结果显示:在转基因proＧZmCBL１拟南芥植株

的莲座叶、茎、幼荚果、花萼和花托、柱头和花丝中观

察到 GUS活性(图３).在转基因proＧZmCBL９拟

南芥植株中,仅在嫩叶、幼荚果、花萼和花托中具有

GUS活性 (图 ４).此 外,无 论 是 ZmCBL１ 还 是

ZmCBL９的 启动子,在老叶和老豆荚中都没有发

现任何 GUS信号(图３和图４).结果表明:两者在

植物成熟期的表达存在一定的差异,特别是在柱头

和花丝中,仅ZmCBL１启动子具有活性.
2.4 　 逆 境 胁 迫 和 激 素 对 转 基 因 拟 南 芥 幼 苗

ZmCBL1/9 启动子活性的影响

　　前期的研究表明,ZmCBL１/９基因的过表达可

提高玉米对干旱和盐胁迫的耐受性(数据未提供).
为 研 究 非 生 物 胁 迫 对 拟 南 芥 中 ZmCBL１ 和

ZmCBL９启动子活性的影响,对转proＧZmCBL１/９
基因的 拟 南 芥 幼 苗 进 行 连 续 黑 暗、低 温、ABA、

GA３、损伤和甘露醇处理.GUS染色分析表明２个

９３
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A:ZmCBL９启动子proＧZmCBL９;B:ZmCBL１启动子proＧZmCBL１．

图２　萌发期发育阶段GUS染色

Fig．２　GUSstainingwithdevelopmentprocessatgerminationstage

启动子的活性在一定程度上存在相似的表达模式.
比如:在正常条件下,ZmCBL１和ZmCBL９在叶子

和子叶的叶脉中表达(图５和图６).经黑暗、ABA和

甘露醇处理后,２个启动子的活性都有一定程度的提

高.而黑暗处理１０h后GUS染色都稍有增强,黑暗

处理２４h后 GUS染色明显增强(图５和图６).低温

胁迫处理后,２个启动子的活性没有明显的变化.此

外,２个启动子对胁迫处理的响应也存在差异.ZmＧ
CBL９启动子经过 GA３ 处 理 后 的 活 性 显 著 增 强

(图６),而ZmCBL１启动子的活性没有变化(图５).
反之,在损伤处理下,ZmCBL９启动子活性无明显变

化(图６).而ZmCBL１启动子的活性被诱导(图５).

０４
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图３　proＧZmCBL１在部分成熟组织中的活性

Fig．３　TheactivityofproＧZmCBL１indifferentpartsmatureplant

图４　proＧZmCBL９在部分成熟组织中的活性分析

Fig．４　TheactivityofproＧZmCBL９indifferentpartsmatureplant

１４
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图５　多种胁迫处理下ZmCBL１启动子的GUS活性分析

Fig．５　TheactivityofthepromoterofZmCBL１undervariousstresses

图６　多种胁迫处理下ZmCBL９启动子的GUS活性分析

Fig．６　TheactivityofthepromoterofZmCBL９undervariousstresses

3　讨　论

在植物中,CBLＧCIPK 能够响应不同的逆境和

激 素 胁 迫,如 盐、低 温、干 旱 胁 迫 和 ABA 响

应[９,２５Ｇ２６].越来越多的研究表明,CIPK 也可以与一

个或多个CBL相互作用[１２,２７Ｇ２８].
本研究根据基因组序列确定了ZmCBL１/９启

动子序列并进行分析,发现它们均含有 ABA 响应

元件 ABRE,低 温 响 应 元 件 LTR、光 响 应 元 件

GＧbox、干 旱 响 应 元 件 MBS 及 GA３ 响 应 元 件

TATCGＧbox.在对启动子活性进行分析中发现,甘
露醇胁迫处理后 GUS染色明显增强,表明 MBS干

旱响应元件对ZmCBL１和ZmCBL９表达具有正调

控作用.之前的研究表明 MYB２是一个与 MYB相

关的转录因子,它可以在水分胁迫下调控相关基因

的表达[２９].表明ZmCBL１和ZmCBL９可能涉及

水分胁迫响应.其次,经过低温处理后,ZmCBL１
和ZmCBL９启动子的表达水平没有改变,表明此序

２４
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列包含的CTR低温反应元件不能调控ZmCBL１/９
的表达,或许这种调控更为复杂.转基因拟南芥幼

苗经过黑暗处理后,proＧZmCBL１/９的表达均显著

增加,表明光胁迫能够促进ZmCBL１/９启动子在拟

南芥中的表达.但是,GＧbox、GAG motif和SP１等

多种光信号元件中哪种发挥更为关键的作用还需要

进一步的研究.

ZmCBL９启动子序列中含有与响应 GA３有关

的２个顺式作用元件 TATCＧbox,但在ZmCBL１启

动子中没有.GUS染色分析也表明,GA３能增加

ZmCBL９的 启 动 子 活 性,而 ZmCBL１ 启 动 子 的

GUS染色没有变化.这些结果表明 TATCＧbox在

调节ZmCBL９启动子响应 GA３的表达中起着关键

的作用.另外,ZmCBL１/９启动子序列中存在较多

的 ABRE顺式作用元件,ABA 可诱导ZmCBL１/９
基因表达,且对 ZmCBL９有明显的促进作用.然

而,ZmCBL１ 启 动 子 有 ３ 个 ABRE 元 件,但

ZmCBL９只有１个.这些结果表明,ABA响应元件

ABRE对ZmCBL１和ZmCBL９启动子的调控作用

比较复杂.
上 述 结 果 表 明,与 PbCBL１０[３０],NsylＧ

CBL１０[３１]和 AtCBL１０[３２]基 因 一 样,ZmCBL１ 和

ZmCBL９的启动子表现出一定的组织特异性和发

育阶段性.此外,这２个启动子的表达还受到激素

和环境胁迫的影响,且存在一定的表达差异.这些

结果表明ZmCBL１/９启动子中的这些顺式作用元

件可能在玉米响应 ABA、低温胁迫、光照、干旱、

GA３和其他环境刺激中起重要调控作用.
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AnalyzingactivityofZmCBL１andZmCBL９promoters
intransgenicArabidopsisthaliana

ZHANGCong　LAIJiajia　WANGTingting　TAIFuju

CollaborativeInnovationCenterofHenanGrainCrops,StateKeyLaboratoryof
WheatandMaizeCropScience,CollegeofLifeScience,HenanAgriculturalUniversity,

Zhengzhou４５０００２,China

Abstract　ThepromoterregionsofZmCBL１andZmCBL９wereclonedtostudythedifferencesin
expression,regulation,andfunctionofZmCBL１andZmCBL９inmaize．ResultsofPlantCAREanalyses
showedthatthetwopromoterscontainedmultiplecisＧregulatoryelementsinresponsetodrought,light,

andABA．ResultsofGUSactivityanalysesshowedthatZmCBL１andZmCBL９werenotinducedbycold
stressbutinducedbymannitol,darknessandABA,buttheirexpressionlevelswereslightlydifferent．
Duetothedifferentregulatoryelementsintheirsequences,thereisadifferenceintheirresponsetoGA３
andwoundstress．InadditiontodifferencesinexpressionunderstressＧinducedconditions,theexpression
ofthesetwopromotersdifferedinorgans(tissue)anddevelopmentalstages．OnlytheZmCBL１promotＧ
erwasexpressedinfilamentsandstigmas．ItisindicatedthattheremaybesomeredundancyinthefuncＧ
tionsofZmCBL１andZmCBL９atdifferentstagesofstressanddevelopment,buttherearesignificant
differencesaswell．

Keywords　maize;calcineurinBＧlikeproteins;promoter;transgenicArabidopsisthaliana;stress
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