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摘 要 本研究通过 Tail-PCR方法分离到菊芋 1-FFT基因上游长度为 1 611 bp的片段(FFTP)。神经网络启
动子在 FFTP序列中预测到 8个启动子核心结构，瞬时表达结果显示起始密码子上游 400 bp的启动子核心
结构域与 1 611 bp的启动 GUS基因表达的活性无明显差异，表明 -296到 -246区域就是 1-FFT基因的启
动子区域。PlantCARE 分析表明，FFTP序列中除基本启动子元件(TATA-box和 CAAT-box)外，还含有与
MYB转录因子结合的元件 3个，参与光调控的顺式作用元件 12个，茉莉酸反应、厌氧过程、脱落酸、抗逆反
应的元件各 2个，昼夜节律控制、生长素和赤霉素反应的元件各 1个。这些顺式作用元件的鉴定为 1-FFT参
与相应的生物学过程提供理论依据。
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Abstract In this study, a 1 611 bp fragment (FFTP), upsteam to 1-FFT, was isolated by Tail-PCR from Jerusalem
artichoke. Neural network promoters predicted eight promoter core structures in the FFTP sequence. Because of
there was no significant difference in the activity of GUS gene expression between the FFTP400 promoter core
domain and FFTP promoter in transient expression, it could be inferred that the core promoter regions from -296
to -246 were the promoter regions of 1-FFT gene. PlantCARE analysis showed that besides the basic promoter
elements (TATA-box and CAAT-box), FFTP sequence contained three elements binding to MYB transcription fa-
ctor, 12 cis-acting elements involved in light regulation, eight elements involved in jasmonic acid reaction, anaero-
bic process, abscisic acid and stress resistance，three elements relative to circadian rhythm control, auxin and
gibberellin. The cis-acting elements identification provides a theoretical basis for 1-FFT to participate in the corre-
sponding biological processes.
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菊芋 (Helianthus tuberosus L.)，又名洋姜、鬼子
姜，为多年宿根性草本植物。由于菊芋块茎中富含果
聚糖，在食品及食品配料、生物质能源、饲料加工等
方面得到广泛应用，并显示出极大的发展潜力(寇一
翾等, 2014;满丽莉等, 2014)。在温带和冷寒地区，植
物通过形成非结构性碳水化合物从而贮藏果聚糖，
约 1/6的被子植物中都发现含有果聚糖。果聚糖属于
第三大贮藏性碳水化合物，主要存在于菊科、禾本科
等植物中(成善汉等, 2002)。除了作为植物异养器官
和自养器官的短期或长期贮藏物外，果聚糖在提高
植物的抗寒、抗旱乃至抗盐等方面发挥重要作用，
如调节植物适应低温光合作用(Pollock, 1986; Koops
and Jonker, 1996)、调控植物体内蔗糖代谢(Pollock
and Cairns, 1991)以及使植物适应缺水(Spollen and N-
elson, 1994; Bagherikia et al., 2018)。作为一种功能性
食品，低聚合度的果聚糖是一种低热量值的食品原料
和食用甜味剂，是糖尿病和高血压患者的良好食品和
食品添加剂；高聚合度的果聚糖对人体健康有促进作
用(Bach Knudsen and Hessov, 1995)。菊芋是商品化果
聚糖的重要来源之一(Saengthongpinit and Sajjaanan-
takul, 2005)。

植物果聚糖可以划分为五种类型：第一种线型
菊糖型果聚糖(Linear inulin-type fructan)，存在于菊
科植物；第二种菊糖型果聚糖新生系列，主要存在于
百合科植物；另外三种为线型梯牧草型果聚糖(Lin-
ear levan-type fructan)、混合型梯牧草型果聚糖(Mixed
levan)和梯牧草型果聚糖新生系列(Levan neoseries)，
存在于禾本科植物(Pollock and Cairns, 1991)。果聚糖
合成模型则有四种果糖基转移酶参与合成，即蔗糖：
蔗糖 -1-果糖基转移酶(1-SST)；果聚糖：果聚糖 -1-
果糖基转移酶(1-FFT)；蔗糖：果聚糖 -6-果糖基转移
酶(6-SFT)和果聚糖：果聚糖 -6G-果糖基转移酶(6G-
FFT)。菊芋块茎中主要以线型菊糖型果聚糖形式存
在。这种果聚糖是由 1-SST和 1-FFT共同作用，由
1-SST 催化两个蔗糖分子形成一个 1- 蔗果三糖分
子，随后在 1-FFT催化下延伸 1-蔗果三糖形成菊粉
型果聚糖，从而转化形成 1-蔗果三糖和高聚合度
(DP)果聚糖分子。1-FFT平均聚合度由果聚糖供体果
聚糖 1-蔗果三糖调节。1-FFT的表达强度决定了果
聚糖的聚合度和产量(Im et al., 1998)。多个植物中的
1-SST 和 1-FFT 基因已经被克隆和功能验证(Ende
and Laere, 1996; Benkeblia et al., 2003, Suárez-Gonzá-
lez et al., 2014; Yue et al., 2017)，但关于这些基因的
启动子序列分离克隆与功能分析尚未见报道。

启动子位于编码区序列 5'端上游序列，主要作
用是启动基因的转录。分离开放阅读框(ORF)上游
序列，验证该序列的功能，以及同源基因之间启动
子的功能差异，从而进一步分析同源基因之间的功
能差异。本研究分离并克隆菊芋果聚糖合成关键基
因 1-FFT 的启动子并开展功能分析，以期为菊芋
1-FFT基因在转录水平上的表达调控机制研究提供
科学依据。

1结果与分析

1.1菊芋 1-FFT启动子的分离

用 CTAB法提取菊芋基因组 DNA，经琼脂糖凝
胶电泳检测无误。以基因组 DNA 为模板，通过
Tail-PCR方法，分离到 1 611 bp的 FFT上游序列命
名为 FFTP (图 1)。

1.2启动子区域预测

为了解分离到的 FFTP启动子序列的启动子核
心区域，利用神经网络(NNPP)进行启动子核心区域
预测，结果表明在 FFTP中包含有 8个评分值>0.8的
区域，评分值在 0.85~0.99之间，其中 -296到 -246
区域的核心区域离目标区域最近，很有可能就是
FFTP的启动子核心区域(表 1)。

1.3瞬时表达验证启动子核心区域

为验证 -296到 -246区域是否为 FFT基因的启动
子区域，本研究将分离到的 FFTP的 1 611 bp和起始
密码子上游 400 bp的序列替换 pCAMBIA1301载体

图 1 1-FFT启动子 Tail-PCR扩增电泳
注: M: 1 kb DNAMarker; 1:第一轮 PCR电泳; 2:第二轮 PCR电
泳; 3:第三轮 PCR电泳
Figure 1 The electrophoresis of the amplification products in the
process of tail-PCR for the promoter of 1-FFT
Note: M: 1 kb DNAMarker; 1: First PCR electroporesis; 2: Second
PCR electroporesis; 3: Third PCR electroporesis
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表 1 FFTP神经网络启动子预测
Table 1 The promoter prediction of FFTP in neural network promoter prediction software

序号
No.
1
2
3
4
5
6
7
8

起始位点
Initiation site
-1 565
-1 376
-1 346
-1 242
-1 192
-837
-807
-296

终止位点
Termination site
-1 515
-1 326
-1 296
-1 192
-1 142
-787
-757
-246

评分
Score
0.87
0.86
0.99
0.97
0.96
0.86
0.99
0.85

序列启动子
Promoter sequence
ATATACTTCCTATAATTAAGGTGGCGGTTATGGGAAGTTTTTAATTAATT
TAGAAGAGATAATAAAAAATCGGAAAATCACAAAGGGACAATAAAAAATA
CAAAGGGACAATAAAAAATAGGGTGAGGCCAAACACACTCATCATACAAG
TGTAAAGGGTAAAAAAAGTGGTTGTGAGTGGAGGAGAGAGAAAATGTTAC
TGTTCATCTGTATATTTGGGGGTGGGGGTTTAGGATTTTGGTGGTGGTGG
TAGAAGAGATAATAAAAAATCGGAAAATCACAAAGGGACAATAAAAAATA
CAAAGGGACAATAAAAAATAGGGTGAGGCCAAACACACTCATCATACAAG
GAAAATTTACTAAAAAAACCCTCTATACATTAAAGGTATCTTGGATGTAA

的 CaMV35S启动子获得载体 pCAMBIA1301：FFT-
P400和 pCAMBIA1301：FFTP。将 pCAMBIA1301：F-
FTP400、pCAMBIA1301：FFTP 和 pCAMBIA1301 转
化农杆菌 GV3101后，在烟草叶片进行瞬时表达。
GUS染色后发现，对照 CaMV35S、FFTP和 FFTP400
均具有驱动 GUS基因表达的启动子活性。与 CaM-
V35S，FFTP和 FFTP400的活性明显较弱，但 FFTP
和 FFTP400的活性差异不明显，说明 -296到 -246
区域就是 1-FFT基因的启动子核心区域(图2)。

1.4顺式作用元件预测

为明晰 1-FFT 基因很有可能参与的生物学过
程，通过 PlantCARE对 FFTP序列进行了生物信息
学分析。FFTP序列中共检测到 121个顺式作用元
件，除启动子所具备的基本元件 39个 TATA-box和
22个 CAAT-box之外，尚有 60个参与 1-FFT基因表
达调控的顺式作用元件。在 60个顺式作用元件中，26个
顺式作用元件能够预测其功能。参与光调控的 12个，
与MYB转录因子作用元件有 3个，茉莉酸反应、厌氧

图 2不同处理 GUS染色后的烟草叶片
注: A: pCAMBIA1301; B: pCAMBIA1301: FFTP400; C: pCAM-
BIA1301: FFTP
Figure 2 The tobacco leaves after GUS staining in transient expe-
riments treated with different constructs
Note: A: pCAMBIA1301; B: pCAMBIA1301: FFTP400; C: pCA-
MBIA1301: FFTP

过程、脱落酸、抗逆反应的有 2个，昼夜节律控制、生
长素和赤霉素反应的调控元件各有 1个(表 2)。

2讨论

启动子位于转录起始位点上游，它就像“开关”，
通过与转录因子的结合而控制基因活动。启动子含
有部分功能元件，并且具有方向性，利用这些元件从
而启动下游的基因的转录。启动子的长度具有不确
定性，部分基因含有多个启动子从而调控不同转录
本的表达。某些启动子表达具有时空性和组织特异
性(邢冉冉和潘秋红, 2016)。分析启动子的各类功能
元件，有利于了解顺式作用元件对启动子活性的影响，
为后续研究等位基因启动子功能差异以及下游基因
作用机制提供丰富的理论基础(李涵哲等, 2015)。该
研究通过 Tail-PCR方法得到了 1-FFT启动子序列，
并通过瞬时表达的方法进行了启动子核心区域的验
证。PlantCARE分析表明，FFT 5'端上游序列含有多
个启动子功能元件，其中包括：TATA-box、GATA-box
和MYB-related等元件，这个顺式作用元件分别参与
逆境胁迫响应的茉莉酸反应、厌氧过程、脱落酸和抗
逆反应作用元件。前期有研究表明，低温和干旱胁迫
条件下果聚糖含量的增加有利于植物增强抗逆性
(Ji et al., 2007)、缺氧(Albrecht et al., 1997)、盐害(Kafi
et al., 2003)等。本研究进一步验证了果聚糖合成酶基
因 1-FFT可能参与植物的抗逆生理过程。此外果聚
糖的合成积累都在植物的根部，该组织与其他组织
相比，弱光是其主要特征，因此在 1-FFT区域中存在
较多的光反应与调控元件。

3材料与方法

3.1实验材料

试验材料为‘青芋 1号’菊芋(Helianthus tuberosus
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表 2 FFTP区域具有功能注释的顺式作用元件特征
Table 2 The plant cis-acting regulatory elements with functions annotation in FFTP region
序号
Item
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

位点名称
Site name
GATA-motif

TCT-motif

TCT-motif

TCT-motif

TCT-motif

Box 4

Box 4

Box 4

Box 4

Box 4

MRE

MRE

MBSI

P-box

CGTCA-motif

TGACG-motif

G-Box

G-Box

Circadian

来源
Organism
豌豆
Pisum sativum
拟南芥
Arabidopsis thaliana
拟南芥
Arabidopsis thaliana
拟南芥
Arabidopsis thaliana
拟南芥
Arabidopsis thaliana
绉叶石蛇床
Petroselinum crispum

绉叶石蛇床
Petroselinum crispum

绉叶石蛇床
Petroselinum crispum

绉叶石蛇床
Petroselinum crispum

绉叶石蛇床
Petroselinum crispum

绉叶石蛇床
Petroselinum crispum
绉叶石蛇床
Petroselinum crispum
矮牵牛
Petunia hybrida

水稻
Oryza sativa
大麦
Hordeum vulgare

大麦
Hordeum vulgare

豌豆
Pisum sativum

豌豆
Pisum sativum

番茄
Lycopersicon esculentum

位置
Position
687

160

565

556

1 167

88

1 458

130

97

1 434

521

971

473

1 027

921

921

205

931

1 514

方向
Strand
+

+

+

+

-

+

-

+

+

-

-

+

-

-

-

+

+

+

+

评分
Score
7.0

6.0

6.0

6.0

6.0

6.0

6.0

6.0

6.0

6.0

7.0

7.0

10.5

7.0

5.0

5.0

6.0

6.0

9.0

序列
Sequence
GATAGGG

TCTTAC

TCTTAC

TCTTAC

TCTTAC

ATTAAT

ATTAAT

ATTAAT

ATTAAT

ATTAAT

AACCTAA

AACCTAA

aaaAaaC(G/C)GTTA

CCTTTTG

CGTCA

TGACG

CACGTT

CACGTT

CAAAGATATC

功能注释
Function annotation
光响应元件
Part of a light responsive element
光响应元件
Part of a light responsive element
光响应元件
Part of a light responsive element
光响应元件
Part of a light responsive element
光响应元件
Part of a light responsive element
与光响应有关的保守 DNA模块
Part of a conserved DNA module involved in light
responsiveness
与光响应有关的保守 DNA模块
Part of a conserved DNA module involved in light
responsiveness
与光响应有关的保守 DNA模块
Part of a conserved DNA module involved in light
responsiveness
与光响应有关的保守 DNA模块
Part of a conserved DNA module involved in light
responsiveness
与光响应有关的保守 DNA模块
Part of a conserved DNA module involved in light
responsiveness
与光响应相关的MYB结合位点
MYB binding site involved in light responsiveness
与光响应相关的MYB结合位点
MYB binding site involved in light responsiveness
与类黄酮合成相关MYB基因
MYB binding site involved in flavonoid biosynthetic
genes regulation
赤霉素应答元件
Gibberellin-responsive element
茉莉酸顺式作用元件
Cis-acting regulatory element involved in the MeJA-
responsiveness
茉莉酸顺式作用元件
Cis-acting regulatory element involved in the MeJA-
responsiveness
光响应顺式作用元件
Cis-acting regulatory element involved in light resp-
onsiveness
光响应顺式作用元件
Cis-acting regulatory element involved in light respo-
nsiveness
昼夜响应顺式作用元件
Cis-acting regulatory element involved in circadian
control
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续表 2
Continuing table 2

序号
Item
20

21

22

23

24

25

26

位点名称
Site name
ARE

ARE

ABRE

ABRE

TC-rich repeats

TC-rich repeats

TGA-element

来源
Organism
玉米
Zea mays

玉米
Zea mays

拟南芥
Arabidopsis thaliana

拟南芥
Arabidopsis thaliana

烟草
Nicotiana tabacum

烟草
Nicotiana tabacum

芸苔
Brassica oleracea

位置
Position
943

1 484

931

205

1 100

1 167

1 199

方向
Strand
+

+

-

-

-

-

+

评分
Score
6.0

6.0

5.0

5.0

9.0

9.0

6.0

序列
Sequence
AAACCA

AAACCA

ACGTG

ACGTG

GTTTTCTTAC

GTTTTCTTAC

AACGAC

功能注释
Function annotation
厌氧诱导顺式调节元件
Cis-acting regulatory element essential for the anaer-
obic induction
厌氧诱导顺式调节元件
Cis-acting regulatory element essential for the anaer-
obic induction
脱落酸反应顺式作用元件
Cis-acting element involved in the abscisic acid resp-
onsiveness
脱落酸反应顺式作用元件
Cis-acting element involved in the abscisic acid
responsiveness
防御和应激反应顺式作用元件
Cis-acting element involved in defense and stress
responsiveness
防御和应激反应顺式作用元件
Cis-acting element involved in defense and stress
responsiveness
生长素反应元件
Auxin-responsive element

L.)，由青海省农林科学院提供，本氏烟草由青海省
作物分子育种重点实验室提供。大肠杆菌(E. coli)菌
株 TOP10、农杆菌 GV3101菌株购自上海生工生物工
程技术公司。小提质粒试剂盒，DNA 聚合酶购自
Thermo公司，DNA Marker、Lodding Buffer、限制性
内切酶、DNA连接酶购于 NEB公司，凝胶回收试剂
盒和 T载体试剂盒购于甘肃鹏程生物工程有限公司。

3.2基因组 DNA提取

采用 CTAB方法，叶片液氮研磨后加 CTAB提
取液，65℃温育 30 min，之后氯仿抽提后加异丙醇沉
淀。沉淀的 DNA水溶解后加 RNAaseA去除 RNA后
再乙醇沉淀，沉淀的 DNA水溶备用。

3.3 PCR和 Tail-PCR

PCR 扩增使用高保真酶 High-fidelity Phusion
DNA polymerase (Thermo-Fisher Scientific)在 GeneA-
mp PCR System 9700 (Applied Biosystems)梯度 PCR
扩增仪进行。反应程序为：98℃ 2 min；98℃ 10 s，62℃
30 s，72℃ 2 min，32个循环；72℃ 10 min。Tail-PCR根
据已知的 FFT序列，在其 5'端设计 3个反向的巢式
引物 SP1、SP2和 SP3。参考文献选择 4个简并引物
AD1-4 (表 3)。以 10 ng的基因组 DNA为模板，3个
特异巢式引物与任一种随机引物进行 Tail-PCR扩增

(反应体系及反应条件按文献进行)。反应产物通过琼
脂糖凝胶上进行电泳分离检测，将目的基因切胶后
利用琼脂糖凝胶回收试剂盒(Tiangen)回收。将回收
片段加 A后连接至 PGEM-Teasy载体(Promega Cor-
poration)上，转化大肠杆菌 DH5α，检测得到的阳性
克隆送至华大公司测序。

表 3引物序列
Table 3 Primer sequences
引物名称
Primer name
AP1
AP2
AP3
AP4
SP1
SP2
SP3
FFTP-F

FFTP-R

FFTP400-F

FFTP400-R

引物序列(5'-3')
Primer sequence (5'-3')
NGTCGA(G/C)(A/T)GANA(A/T)GAA
TG(A/T)GNAG(G/C)ANCA(G/C)AGA
AG(A/T)GNAG(A/T)ANCA(A/T)AGG
(G/C)TTGNTA(G/C)TNCTNT
AGTCCAGTCAGTCACCAT
TACCAGTCCAGTCAGTCA
AGTCCAGTCAGTCACCAT
TCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGTTATATA
CTTACTGAATTGTGTT
TTACCCTCAGATCTACCATGGGGTGACTG
ACTGGACTGGTAAG
TCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCAATGGCA
GATCCAGGGGTT
TTACCCTCAGATCTACCATGGGGTGACTG
ACTGGACTGGTAAG
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3.4农杆菌介导的瞬时表达

利用重组方法将克隆到的 FFT基因启动子序列
和起始密码子上游 400 bp区域替换 pCAMBIA1301
载体上启动 GUS基因的 35S启动子。PstⅠ和 NcoⅠ
双酶切 pCAMBIA1301 载体，切除 GUS 基因前的
35S启动子序列，回收载体骨架后与扩增的 FFTP和
FFTP400片段进行重组反应(Vazyme公司 One Step
Cloning Kit)。反应产物转化大肠杆菌，PCR检测阳性
菌落后，选取阳性菌落提取质粒，测序确认 FFTP和
FFTP400已正确融合于 GUS基因 5'端，获得 pCAM-
BIA1301：FFTP400 和 pCAMBIA1301：FFTP 载体。
以空载体 pCAMBIA1301为对照，将测序正确的载
体质粒采用液氮冻融法转化农杆菌 GV3101 菌株，
PCR验证后选阳性菌落备用。
挑取 PCR检验正确的菌落接入 5 mL YEP (含抗

生素 Kan 50 mg/L+Rif 25 mg/L+Gen 25 mg/L)液体
培养基中，28℃摇床(180 r/min)过夜培养。培养物
7 000 r/min 离心后收集菌体，用 5 mL的重悬液(含
10 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L MES, 150 μmol/L AS)
重悬并室温静止 3 h。静置后的农杆菌(设重悬液阴
性对照) 注射 5叶期的本氏烟草 (约生长 1个月)叶
片，每株注射 2~3个叶片，每个处理注射 2株，各设 2
个重复。注射后的植株培养在 25℃黑暗过夜后，16 h
光照，8 h黑暗条件下生长。农杆菌注射后 3 d，采集
注射叶(2个重复)，加 GUS染液 37℃过夜染色，再用
70%的乙醇脱色(去除叶绿素)后观察并拍照。

3.5生物信息学分析

使用 Vector NTI 10生物学软件(Invitrogen)进行

图 3载体构建流程
注:整个图形代表环形质粒;每个方框代表功能元件; PstⅠ和
NcoⅠ为酶切位点; CaMV35S, FFTP, FFTP400为启动子序列;
GUS代表 β-葡萄糖苷酸酶基因
Figure 3 Carrier construction process
Note: The entire pattern represents the ring plasmid; Each box
represents a functional element; PstⅠand NcoⅠas restriction sites;
CaMV35S, FFTP, FFTP400 as promoter sequence; GUS for β-
glucuronidase gene

序列拼接及比对。Primer Primer 5.0软件设计引物。
利用神经网络启动子预测分析 NNPP (http://www.
fruitfly.org/seq_tools/promoter.html)软件进行启动子
核心区域生物信息学分析，利用 PlantCARE (http://bi-
oinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)在线
软件预测顺式作用元件。
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