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盐角草磷酸乙醇胺 Ｎ甲基转移酶基因
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摘要　磷酸胆碱是合成磷脂酰胆碱和甘氨酸甜菜碱的重要前体，磷酸乙醇胺 Ｎ甲基转移酶
（ＰＥＡＭＴ）是磷酸胆碱合成的关键酶。根据已知的 ＳｅＰＥＡＭＴｃＤＮＡ５′端序列设计２个基因特异的
反向引物（ＰＰ１，ＰＰ２），通过锚定ＰＣＲ获得了ＰＥＡＭＴ起始密码子上游１２４９ｂｐ的序列。ＲＬＭＲＡＣＥ
反应确定其转录起始位点Ａ位于起始密码子上游３０１ｂｐ处，由此获得了９４８ｂｐ的 ＳｅＰＥＡＭＴ启动
子序列。ＰｌａｎｔＣＡＲＥ和ＰＬＡＣＥ在线启动子预测工具分析表明：该序列除了含有启动子的基本元
件ＴＡＴＡｂｏｘ和ＣＡＡＴｂｏｘ外，还含有一些胁迫诱导元件（如ＡＢＲＥ、ＨＳＥ、ＬＴＲ）和花粉特异的激活
元件ＡＧＡＡＡ。构建了 ＳｅＰＥＡＭＴ启动子与报告基因 ＧＵＳ融合的表达载体 ｐＰｒｏ，并通过农杆菌介
导的叶盘法转化烟草，染色结果表明ＳｅＰＥＡＭＴ启动子可以有效地驱动ＧＵＳ基因的瞬时表达。
关键词　磷酸乙醇胺Ｎ甲基转移酶　锚定ＰＣＲ　启动子　序列分析　瞬时表达
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　　胆碱是一种重要的代谢物质，它不仅是合成细胞
膜主要成分磷脂酰胆碱的底物，而且还可以在许多植

物的叶绿体中经过两步氧化生成甘氨酸甜菜碱。许多

生物在高盐、干旱、低温等逆境胁迫下可在体内积累甘

氨酸甜菜碱，从而起到维持细胞膨压、稳定酶和细胞膜

结构、清除自由基和保护光合系统复合物等作用［１］。

在植物中，催化胆碱生成甘氨酸甜菜碱的２个氧化酶
分别是胆碱单氧化酶（ＣＭＯ）和甜菜碱醛脱氢酶
（ＢＡＤＨ）。ＣＭＯ和ＢＡＤＨ已通过基因工程手段转入到
许多植物体中，但甘氨酸甜菜碱的积累并不显著，植物

抗逆性的提高也不十分明显，这在很大程度上是因为

合成前体胆碱的供给不足［２，３］。胆碱是由磷酸乙醇胺

在磷酸乙醇胺Ｎ甲基转移酶（ＰＥＡＭＴ）的作用下，经过
三步甲基化而生成的。据报道，在转入 ＣＭＯ和 ＢＡＤＨ
的烟草中过表达 ＰＥＡＭＴ可使磷酸胆碱和游离胆碱分
别比对照提高５倍和５０倍，胆碱的增加使甘氨酸甜菜
碱的合成量提高３０倍且不影响磷脂酰胆碱的含量和
植物的生长［４］。

　　２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理的菠菜中 ＰＥＡＭＴｍＲＮＡ的
丰度比未经盐处理的高近 １０倍［５］。Ｃｈａｒｒｏｎ等［６］的

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交结果也显示：小麦 ＰＥＡＭＴ的转录水平在
低温和ＮａＣｌ处理后会大幅提高，在ＡＢＡ和水分胁迫下
也会有一定量的提高。上述研究表明 ＰＥＡＭＴ基因受
逆境胁迫诱导表达。另外，ＰＥＡＭＴ沉默的拟南芥植株
表现出一系列的形态学特征，包括叶片白化、早衰和对

温度敏感的雄性不育，这说明 ＰＥＡＭＴ不仅关系到甜菜
碱的合成，同时也影响植物的正常生长和发育［７］。因

此，克隆并分析其上游启动子序列以进一步研究

ＰＥＡＭＴ的表达调控是十分必要的。目前 ＰＥＡＭＴ启动
子序列只从玉米中克隆获得［８］，且没有进一步的表达

分析报道。

　　盐角草 （Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａｅｕｒｏｐａｅａ）是双子叶盐生植物，
可在含盐３．５％以上的湿地生长，其体内主要的渗透调
节物质是甜菜碱和Ｎａ＋。本实验室已通过 ＲＬＭＲＡＣＥ
获得 了 ＳｅＰＥＡＭＴｃＤＮＡ 序 列 （Ｇｅｎｂａｎｋ登 录 号：
ＤＱ６５９１４４），此基础上我们用锚定 ＰＣＲ法［９］获得

ＰＥＡＭＴ５′侧翼序列，并利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ和 ＰＬＡＣＥ进行
序列分析。然后将此启动子序列与报告基因ＧＵＳ融合
获得植物表达载体并转化烟草进行瞬时表达分析。
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１　材料和方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　实验材料　盐角草种子采自辽宁省大连市海
边，在实验室萌发后栽培于蛭石中；大肠杆菌 Ｔｏｐ１０、根
癌农杆菌ＬＢＡ４４０４、植物表达载体 ｐＢＩ１２１由本实验室
保存。

１．１．２　实验试剂　限制性内切酶、连接酶、ｐＭＤ１８Ｔ载
体和ＤＮＡ回收试剂盒购自 ＴａＫａＲａ（大连）公司；引物
由ＴａＫａＲａ（大连）公司合成。
１．２　方　法
１．２．１　盐角草总ＤＮＡ的提取　以盐角草嫩茎为材料，
采用ＣＴＡＢ法提取总ＤＮＡ［１０］。
１．２．２　锚定ＰＣＲ法克隆ＰＥＡＭＴ５′侧翼序列　根据本
实验室已克隆获得 ＳｅＰＥＡＭＴ全长序列，设计合成两条
上游启动子嵌套引物：ＰＰ１：３′ＧＴＴＡＣＣＧＡＣＧＡＡＧＴＣＣ
ＴＧＡＡＣＣＴＣ５′，ＰＰ２：３′ＧＧＡＧＧＴＡＡＡＡＡＣＴＴＡＧＡＴＧＡＣ
Ａ５′。
　　（１）ＤＮＡ单引物的ＰＣＲ扩增 以盐角草总ＤＮＡ为
模板，在５０μｌＰＣＲ反应体系中加入５μｌ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
ｄＮＴＰ，５μｌ１０×ＬＡｂｕｆｆｅｒ，１０ｐｍｏｌＰＰ１引物和２μｇＤＮＡ

模板。反应程序为：９７℃预变性 ７ｍｉｎ后，立即加入
２．５ＵＬＡＴａｇ；９４℃变性 ３０ｓ，６０℃ 退火３０ｓ，７２℃ 延伸
２ｍｉｎ３０ｓ，２５个循环。ＰＣＲ扩增产物用 ＤＮＡ回收试剂
盒回收。

　　（２）ＴｄＴ加尾及巢式 ＰＣＲ扩增 回收产物中加入
１０μｌ加尾缓冲液（５×），１μｌ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＣＴＰ，５μｌ
（２０ｍｇ／ｍｌ）ＢＳＡ和 ｄｄＨ２Ｏ至 ４９μｌ；反应混合物先在
９４℃ 保温３ｍｉｎ后，立即置于冰上５ｍｉｎ；加入１５Ｕ末端
转移酶ＴｄＴ（ＴａＫａＲａ）后在３７℃温育１２ｈ以上，再在
９７℃保温２０ｍｉｎ使末端转移酶失活。以ＰＰ２和ＯｌｉｇｅＧ
为引物，对加尾产物进行 ＰＣＲ扩增，反应条件为：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃ 退火 ３０ｓ，７２℃延伸
２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。
　　（３）ＰＣＲ产物回收及连接转化 ＰＣＲ扩增产物经
凝胶电泳后，切取１～２ｋｂ区域的凝胶并用试剂盒回
收，将回收产物连接在ｐＭＤ１８Ｔ载体上，转化大肠杆菌
Ｔｏｐ１０。提取质粒 ＤＮＡ，用正向引物 ＰＥＡＭＴＳ（５′
ＡＣＡＡＣＡＡＡＣＡＣＴＣＣＣＧＡＴＴＴＣＡＴＡＧ３′）和反向引物
ＰＰ２进行ＰＣＲ检测，ＰＣＲ阳性质粒用ＢａｍＨＩ和ＨｉｎｄＩＩＩ
双酶切后选插入片段最长的克隆进行测序。

１．２．３　ＰＥＡＭＴ启动子植物表达载体的构建及转化　

（１）启动子的扩增 根据 ＳｅＰＥＡＭＴ５′侧翼序列设计一

对引物ＰＰＦ：５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＧＣＣＡＡＧＡＡＴＡＡＧＣＡＡＡ

ＣＣＴ３′，ＰＰＲ：５′ＴＣＣＣＣＣＧＧＧＧＴＴＡＴＡＴＡＡＴＡＧＴＡＣＡ

ＧＴＡＧ３′，在引物５′端分别引入ＢａｍＨＩ和ＳｍａＩ酶切位

点。以含有 ＳｅＰＥＡＭＴ启动子的重组质粒为模板进行

ＰＣＲ扩增，并将ＰＣＲ产物进行酶切和纯化。

　　（２）植物表达载体的构建 植物表达载体 ｐＢＩ１２１

用ＨｉｎｄＩＩＩ和ＸｂａＩ酶切去掉ＣａＭＶ３５Ｓ启动子之后末端

补平并连接，再用ＢａｍＨＩ和ＳｍａＩ酶切，在Ｔ４ＤＮＡ连接

酶的作用下与回收的 ＰＥＡＭＴ启动子片段连接。连接

产物转化大肠杆菌，获得ＰＥＡＭＴ启动子与ＧＵＳ基因融

合的表达载体，命名为 ｐＰｒｏ。然后以 ＰＰＦ和 ＰＰＲ为引

物对ｐＰｒｏ质粒进行 ＰＣＲ检测，并用 ＢａｍＨＩ和 ＳｍａＩ对

该质粒进行酶切验证。

　　（３）农杆菌介导的烟草转化 将 ｐＰｒｏ，ｐＢＩ１２１和去

掉３５Ｓ启动子的 ｐＢＩ１２１质粒通过冻融法［１１］导入农杆

菌ＬＢＡ４４０４中，获得可用于烟草转化的工程菌菌株。

然后用农杆菌介导的叶盘法转化烟草，并以未转化的

烟草作为阴性对照。

１．２．４　ＧＵＳ基因瞬时表达检测　将转化后共培养２ｄ，

再转入筛选培养基上培养３～５ｄ的烟草叶片用 ｄｄＨ２Ｏ

冲洗２～３遍后，加入ＸＧｌｕｃ染色液（０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钠

缓冲液ｐＨ７．０，５ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］，５ｍｍｏｌ／ＬＫ４
［Ｆｅ（ＣＮ）６］，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，２ｍｍｏｌ／ＬＸＧｌｕｃ）

３７℃下密封染色过夜［１２］。然后分别用 ５０％、７５％和

１００％的乙醇脱至无色，观察染色结果。

２　结果与分析

２．１　ＳｅＰＥＡＭＴ上游启动子序列的获得

　　在用锚定 ＰＣＲ法进行 ＳｅＰＥＡＭＴ上游序列的扩增

中，单引物线性ＰＣＲ扩增后没有任何条带，而用巢式引

物和锚定引物对加尾产物进行ＰＣＲ扩增后的产物在泳

道上呈弥散状，显示有不同大小的片段得到了扩增，其

中小片段较大片段要多一些（图１）。切取１～２ｋｂ区域

的凝胶，回收后与 ｐＭＤ１８Ｔ连接并转化大肠杆菌

Ｔｏｐ１０。挑取１２个单菌落分别在含１００ｍｇ／Ｌ氨苄的液

体ＬＢ培养基中３７℃培养过夜，以菌液为模板，ＰＥＡＭＴＳ

和ＰＰ２为引物进行ＰＣＲ检测。在这１２个单菌落中，只

有１、３、４、７和１１能扩增出目的片段，其中３、４和１１信

号较强（图２）。酶切后选插入片段最长的质粒进行测

序。经测序我们获得了１２４９ｂｐ的 ＳｅＰＥＡＭＴ５′侧翼序

０７
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列，该序列已提交Ｇｅｎｂａｎｋ，登录号为ＤＱ６５９１４３。

图１　ＰＥＡＭＴ启动子的ＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＥＡＭＴｐｒｏｍｏｔｅｒ
１：Ｓｉｎｇｌｅｐｒｉｍｅｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｍ：ＤＬ２０００

Ｍａｒｋｅｒ；２：ｎｅｓｔｅｄｐｒｉｍｅｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图２　部分克隆插入启动子片段的ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｉｎｓｅｒｔｅｄｐｒｏｍｏｔｅｒｆｒａｇｍｅｎｔ
１～１２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ；

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ

２．２　ＳｅＰＥＡＭＴ启动子序列分析

　　在获得 ＳｅＰＥＡＭＴ全长 ｃＤＮＡ的 ＲＬＭＲＡＣＥ反应

中，我们确定了其转录起始位点为 Ａ，位于起始密码子

上游３０１ｂｐ处。用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ和 ＰＬＡＣＥ软件（ｈｔｔｐ：／／

ｓｐｈｉｎｘ．ｒｕｇ．ａｃ．ｂｅ∶８０８０／ＰｌａｎｔＣＡＲＥ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍａｎｄｈｔｔｐ

∶／／ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＰＬＡＣＥ／ｓｉｇｎａｌｓｃａｎ．ｈｔｍｌ）分析

发现ＳｅＰＥＡＭＴ５′侧翼序列具有启动子的基本转录元件

ＴＡＴＡｂｏｘ和ＣＡＡＴｂｏｘ，分别位于转录起始位点上游

３５ｂｐ和１７０ｂｐ。进一步分析发现该序列含有几个非生

物胁迫诱导元件，包括脱落酸诱导元件 ＡＢＲＥ、热激应

答元件ＨＳＥ和低温诱导元件 ＬＴＲ；此外该序列还存在

一个生长素响应的顺式元件 ＡｕｘＲＲｃｏｒｅ，两个赤霉素

响应元件ＧＡＲＥｍｏｔｉｆ，Ｐｂｏｘ和几个光诱导元件 （１个

ＢｏｘＩ，１个ＧＴ１ｍｏｔｉｆ和２个 Ｓｐ１元件）。另外，在该序

列中还发现了花粉特异的激活元件ＡＧＡＡＡ（图３）。

图３　ＳｅＰＥＡＭＴ基因５′侧翼序列分析

Ｆｉｇ．３　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ５′ｆｌａｎｋｉｎｇ

ｒｅｇｉｏｎｏｆＳｅＰＥＡＭＴｇｅｎｅ
Ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｓｉｔｅｉｓｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｉｎｇｒａｙａｎｄｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ

ｓｔａｒｔｓｉｔｅｉｓｓｈｏｗｎｉｎｂｏｌｄｌｅｔｔｅｒｓ．ＴｈｅＴＡＴＡａｎｄＣＡＡＴａｒｅｓｈｏｗｎｉｎ

ｂｏｘａｎｄｏｔｈｅｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｆｏｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ

ｐｒｅｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅｓｏｆｔｗａｒｅａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

２．３　植物表达载体的构建和ＧＵＳ瞬时表达分析

　　将ＰＣＲ扩增获得的 ＳｅＰＥＡＭＴ启动子序列与双元

载体ｐＢＩ１２１上的ＣａＭＶ３５Ｓ启动子替换，构建植物表达

载体ｐＰｒｏ（图４Ａ）。ｐＰｒｏ质粒经过 ＰＣＲ和酶切后得到

与预期一致的目的带，说明此重组质粒即为目的质粒

（图４Ｂ和图 ４Ｃ）。用该重组质粒转化根癌农杆菌

ＬＢＡ４４０４并利用农杆菌介导法转化烟草。烟草叶盘的

ＧＵＳ瞬时染色结果表明，ＰＥＡＭＴ启动子同ＣａＭＶ３５Ｓ启

动子一样可以驱动下游ＧＵＳ报告基因在烟草中瞬时表

达，而未转化的和去掉３５Ｓ启动子的阴性对照烟草叶

片中没有 ＧＵＳ的表达，说明 ＰＥＡＭＴ具有启动子活性

（图５）。
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图４　ＳｅＰＥＡＭＴ启动子表达载体ｐＰｒｏ的检测及结构示意图

Ｆｉｇ．４　ＤｉａｇｒａｍａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＰｒｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ
（Ａ）ＤｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｐＰｒｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒＴＢ（Ｒ）ａｎｄＴＢ（Ｌ）：ＲｉｇｈｔａｎｄｌｅｆｔＴｂｏｒｄｅｒ（Ｂ）ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＰｒｏ１：ｄｄＨ２Ｏ；

２，３：ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＰｒｏｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ（Ｃ）ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＰｒｏ

Ｐ：ＢａｍＨＩａｎｄＳｍａＩｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；Ｍ１：λＥｃｏＴ１４ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

图５　烟草叶盘的ＧＵＳ瞬时表达分析

Ｆｉｇ．５　ＴｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＵＳｇｅｎｅｉｎｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆｄｉｓｃｓ
（Ａ）ＧＵＳｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｒｉｖｅｎｂｙｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌＣａＭＶ３５Ｓｐｒｏｍｏｔｅｒ（Ｂ）ＧＵＳｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｄｒｉｖｅｎｂｙＳｅＰＥＡＭＴｐｒｏｍｏｔｅｒ（Ｃ）Ｕｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｄ）３５ＳｐｒｏｍｏｔｅｒｌｅｓｓｐＢＩ１２１ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

３　讨　论

　　作为一种重要的甲基化转移酶，ＰＥＡＭＴ的编码区

序列已陆续从菠菜、小麦、滨藜和玉米中克隆获

得［５，６，８，１３］，其蛋白结构和酶学特征也有了一定的了解，

但表达调控方面的报道还很少［５，６］。启动子是研究基

因表达调控的一个重要工具，目前只有玉米 ＰＥＡＭＴ启

动子克隆和序列分析的研究报道［８］。我们用锚定 ＰＣＲ

法克隆了ＳｅＰＥＡＭＴ启动子序列，经在线软件分析后发

现在ＺｍＰＥＡＭＴ和ＳｅＰＥＡＭＴ启动子中存在相同的赤霉

素响应元件、低温和光诱导元件及花粉特异表达元件，

表明ＰＥＡＭＴ基因可能受赤霉素、低温和光诱导表达。

花粉特异表达元件的存在暗示 ＰＥＡＭＴ启动子可能驱

动下游基因在花粉中的表达，ＣａＭＶ３５Ｓ启动子虽然被

认为是一个很强的组成型启动子，但研究表明它在烟

草、拟南芥等植物的花粉中的活性很小甚至没有［１４，１５］。

ＳｅＰＥＡＭＴ启动子中还有 ＡＢＲＥ和 ＨＳＥ元件，表明它可

能还受ＡＢＡ和热激的调控。

　　为进一步研究 ＳｅＰＥＡＭＴ启动子的活性，我们构建

了该启动子与报告基因 ＧＵＳ融和的表达载体，并通过

农杆菌介导法转化烟草。在经ＸＧｌｕｃ染色的烟草叶盘

中，检测到了较强的 ＧＵＳ表达，初步验证了所克隆的

ＳｅＰＥＡＭＴ５′侧翼序列具有启动子活性，为下一步进行

ＳｅＰＥＡＭＴ启动子系列删除、组织特异性表达分析和对

非生物胁迫的响应研究奠定了基础。

参考文献

　［１］ＳｈｅｎＹＧ，ＤｕＢＸ，ＺｈａｎｇＷＫ，ｅｔａｌ．ＡｈＣＭＯ，ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙ
ｓｔｒｅｓｓｅｓｉｎＡｔｒｉｐｌｅｘｈｏｒｔｅｎｓｉｓ，ｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｒｏｕｇｈｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｏｂａｃｃｏ．ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００２，
１０５（６７）：８１５～８２１

２７



２００８，２８（８） 马赛箭 等：盐角草磷酸乙醇胺Ｎ甲基转移酶基因（ＳｅＰＥＡＭＴ）启动子的克隆及瞬时表达

　［２］ＮｕｃｃｉｏＭＬ，ＲｕｓｓｅｌｌＢＬ，ＮｏｌｔｅＬＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｃｈｏｌｉｎｅｓｕｐｐｌｙｌｉｍｉｔｓｇｌｙｃｉｎｅｂｅｔａｉｎｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｔｏｂａｃｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｃｈｏｌｉｎｅｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ．ＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，
１９９８，１６（４）：４８７～４９６

　［３］ＨｕａｎｇＪ，ＨｉｒｊｉＲ，ＡｄａｍＬ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆ
ｇｌｙｃｉｎｅｂｅｔａｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｏｗａｒｄｅｎｈａｎｃｉｎｇｓｔｒｅｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎ
ｐｌａｎｔｓ：ｍｅｔａｂｏｌｉｃｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０００，１２２
（３）：７４７～７５６

　［４］ＭｃＮｅｉｌＳＤ，ＮｕｃｃｉｏＭ Ｌ，ＺｉｅｍａｋＭ Ｊ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｃｈｏｌｉｎｅａｎｄｇｌｙｃｉｎｅｂｅｔａｉｎｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｏｂａｃｃｏ
ｐｌａｎｔｓ ｔｈａｔ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ Ｎ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ．ＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００１，９８（１７）：１０００１～
１０００５

　［５］ＮｕｃｃｉｏＭＬ，ＺｉｅｍａｋＭＪ，ＨｅｎｒｙＳＡ，ｅｔａｌ．ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ Ｎｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｆｒｏｍ ｓｐｉｎａｃｈ ｂｙ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｎｚｙｍｅ．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆ
ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０００，２７５（１９）：１４０９５～１４１０１

　［６］ＣｈａｒｒｏｎＪＦ，ＢｒｅｔｏｎＧ，ＤａｎｙｌｕｋＪ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｌｄｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｆｒｏｍ ｗｈｅａｔ．Ｐｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００２，１２９（１）：３６３～３７３

　［７］ ＭｏｕＺＬ，ＷａｎｇＸ Ｑ，ＦｕＺＭ，ｅｔａｌ．Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ Ｎｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｉｔｙａｎｄｓａｌｔｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００２，１４：２０３１～２０４３

　［８］ Ｗｕ Ｓ Ｗ， Ｙｕ Ｚ Ｗ， Ｗａｎｇ Ｆ Ｇ， ｅｔａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ，
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ

Ｎｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅ（ＺｍＰＥＡＭＴ１）ｉｎｍａｉｚｅ（Ｚｅａｍａｙｓ
Ｌ．）．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，３６（２）：１０２～１１２

　［９］陈柏君，孙超，王勇，等．锚定 ＰＣＲ（ＡｎｃｈｏｒｅｄＰＣＲ）：一种新
的染色体步行方法．科学通报，２００４，４９（１５）：１５６９～１５７１
ＣｈｅｎＢＪ，ＳｕｎＣ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＣｈｉｎｅｓｅＳｃｉｅｎｃｅＢｕｌｌｅｔｉｎ，
２００４，４９（１５）：１５６９～１５７１

　［１０］ＤｏｙｌｅＪＪ，ＤｏｙｌｅＪＬ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔＤＮＡｆｒｏｍｆｒｅｓｈｔｉｓｓｕｅ．
Ｆｏｃｕｓ，１９９０，１２：５５２～５５５

　［１１］ＨｆｇｅｎＲ，ＷｉｌｌｍｉｔｚｅｒＬ．Ｓｔｏｒａｇｅｏｆｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌｓｆｏｒ
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９８８，
１６（２０）：９８７７

　［１２］ＪｅｆｆｅｒｓｏｎＲＡ．Ａｓｓａｙｉｎｇｃｈｉｍｅｒｉｃｇｅｎｅｓｉｎｐｌａｎｔｓ：ｔｈｅｇｕｓｇｅｎｅ
ｆｕｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｅｒ，１９８７，５：３８７
～４０５

　［１３］ＴｏｍｏｋｉＴ，ＹｕｓｕｋｅＫ，ＴｅｔｓｕｓｈｉＡ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｉｌａｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｃｈｏｌｉｎｅｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｎｄＳａｄｅｎｏｓｙｌＬｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｉｎ
ｌｅａｖｅｓｏｆｔｈｅｈａｌｏｐｈｙｔｅＡｔｒｉｐｌｅｘｎｕｍｍｕｌａｒｉａＬ．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００５，４６（３）：５０５～５１３

　［１４］ＷｉｌｋｉｎｓｏｎＪＥ，ＴｗｅｌｌＤ，ＬｉｎｄｓｅｙＫ．ＡｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＣａＭＶ３５Ｓ
ａｎｄｎｏｓｐｒｏｍｏｔｅｒｓｉｎｐｏｌｌｅｎ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｆｉｅｌｄｒｅｌｅａｓｅｏｆ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，１９９７，４８
（３０７）：２６５～２７５

　［１５］ＭａｓｃａｒｅｎｈａｓＪＰ，ＨａｍｉｌｔｏｎＤＡ．Ａｒｔｉｆａｃｔｓｉｎｔｈｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ＧＵＳａｃｔｉｖｉｔｙｉｎａｎｔｈｅｒｓｏｆｐｅｔｕｎｉａｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈａＣａＭＶ
３５ｓＧＵＳｃｏｎｓｔｒｕｃｔ．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，１９９２，２（３）：４０５～
４０８

ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄＴｒａｎｓｉｅｎｔＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＡｓｓａｙｏｆＰＥＡＭＴＧｅｎｅＰｒｏｍｏｔｅｒｆｒｏｍ
Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａｅｕｒｏｐａｅａ

ＭＡＳａｉｊｉａｎ　ＳＵＱｉａｏ　ＷＵＳｏｎｇ　ＡＮＬｉｊｉａ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ＆ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅ＆

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＤａｌｉａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｄａｌｉａｎ　１１６０２４，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ　ＰｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＰＥＡＭＴ）ｉｓａｋｅｙｅｎｚｙｍｅｔｈａｔｃａｔａｌｙｚｅｓｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｏｆｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ｗｈｉｃｈｉｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｐｒｅｃｕｒｓｏｒｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅａｎｄｇｌｙｃｉｎｅｂｅｔａｉｎｅ．Ａ１２４９ｂｐ５′
ｆｌａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｂｙａｎｃｈｏｒｅｄＰＣＲ，ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ
ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰＥＡＭＴｆｒｏｍｈａｌｏｐｈｙｔｅＳａｌｉｃｏｒｎｉａｅｕｒｏｐａｅａ．ＴｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｔａｒｔｓｉｔｅｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＡ
ａｎｄｌｏｃａｌｉｚｅｄａｔ３０１ｂｐｕｐｓｔｒｅａｍｏｆｔｈｅＡＴＧａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＬＭＲＡＣＥ．ＩｎＳｅＰＥＡＭＴｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｇｉｏｎ，ｍａｎｙｐｏｔｅｎｔｉａｌｃｉｓａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｓｗｅｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙＰｌａｎｔＣＡＲＥａｎｄＰＬＡＣＥｐｒｏｇｒａｍｓ．Ａｓｉｄｅｆｒｏｍｔｈｅ
ｂａｓａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｅｌｅｍｅｎｔｓＴＡＴＡｂｏｘａｎｄＣＡＡＴｂｏｘ，ｓｏｍｅｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｍｏｔｉｆｓｓｕｃｈａｓＡＢＲＥ，ＨＳＥａｎｄ
ＬＴＲｗｅｒｅｆｏｕｎｄ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｓｏｍｅｐｏｌｌｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｅｌｅｍｅｎｔｓｗｅｒｅａｌｓｏｐｒｅｓｅｎｔｉｎｔｈｉｓｒｅｇｉｏｎ．
ＢｉｎａｒｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｆｕｓｉｎｇＳｅＰＥＡＭＴｐｒｏｍｏｔｅｒｗｉｔｈＧＵＳｇｅｎｅａｎｄｄｅｓｉｇｎａｔｅｄａｓｐＰｒｏ．
ＴｈｅｐＰｒｏｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏｔｏｂａｃｃｏｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｅｄｉｃａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｉｅｎｔＧＵＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＳｅＰＥＡＭＴｐｒｏｍｏｔｅｒｃｏｕｌｄｄｒｉｖｅｓｔｒｏｎｇＧＵＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＰｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅＮｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ＡｎｃｈｏｒｅｄＰＣＲ　Ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ　
Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３７


