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摘   要：漆酶(laccase, LAC)属于铜蓝蛋白氧化酶家族，与植物木质素合成及响应生物与非生物胁迫

等生物学功能密切相关，但目前关于月季漆酶基因的研究尚未见报道。皮刺对月季的管理和采摘造成

极大的不便，已成为月季育种关注的重点。为了探究漆酶基因在月季中的表达模式，本研究以古老月

季品种‘月月粉’ (Rosa chinensis ‘Old Blush’)为材料，克隆了 1 个漆酶基因并将其命名为 RcLAC15。基

因表达分析结果表明，RcLAC15 在月季皮刺中的表达量显著高于在根、茎、叶等器官中的表达量。在

月季基因组中鉴定了 58 个漆酶基因，生物信息学分析发现 RcLAC15 是 AtLAC15 的同源基因，预测

RcLAC15 为稳定的亲水蛋白，不具备跨膜结构。将重组表达载体 pBI121-proRcLAC15::GUS 转化拟南

芥，GUS 染色结果表明 RcLAC15 启动子在拟南芥叶片边缘特异性驱动了 GUS 基因表达。本研究发现

RcLAC15 在月季皮刺特异性表达，为探索漆酶基因在月季皮刺中的生物学功能提供了参考。 
关键词：月季；RcLAC15；皮刺特异性表达；GUS 染色  
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Abstract: Laccases (LACs), belonging to the multicopper oxidase family, are closely associated 
with various biological functions including lignin synthesis and responses to biotic and abiotic 
stresses in plants. However, few studies have reported the laccase genes in China rose (Rosa 
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chinensis). Prickles cause difficulties to the management and harvest of R. chinensis and have 
become a trait concerned in the breeding. To investigate the expression patterns of laccase genes 
in roses, we cloned a laccase gene from an ancient variety R. chinensis ‘Old Blush’ and named it 
RcLAC15. The expression level of RcLAC15 in prickles was significantly higher than those in 
roots, stems, and leaves. Fifty-eight laccase genes were identified in the genome of R. chinensis, 
and bioinformatics analysis revealed that RcLAC15 was a homolog of AtLAC15, predicting that 
RcLAC15 was a stable hydrophilic protein without transmembrane structures. The recombinant 
expression vector pBI121-proRcLAC15::GUS was introduced into Arabidopsis, and GUS 
staining results showed that the RcLAC15 promoter specifically drove GUS gene expression at 
the edges of Arabidopsis leaves. In summary, RcLAC15 is a gene specifically expressed in the 
prickles of R. chinensis. This discovery provides a reference for exploring the biological 
functions of laccase genes in the prickles of R. chinensis. 
Keywords: Rosa chinensis; RcLAC15; prickle-specific expression; GUS staining 

 
月季 (Rosa chinensis Jacq.)是四大切花之

首，具有独特的观赏特性和重要的经济价值[1]。

漆酶(laccase, LAC)属于铜蓝蛋白氧化酶家族，

与植物木质素的合成、伤口的愈合及响应生物

与非生物胁迫等密切相关[2]。研究表明毛果杨

及杜仲等植物中的 LAC 基因参与木质素合成的

调控机制[3-4]。在损伤修复方面，LAC 基因表达

受到机械损伤的诱导，其表达有助于伤口愈合

并防止感染[5-6]。为了研究 LAC 基因的表达模

式，研究人员对植物 LAC 基因启动子及其顺式

作用元件展开了分析，研究主要集中在拟南芥

和烟草等模式植物中[7-8]，目前尚未见针对月季

中漆酶基因的相关报道。 
在生长发育期和不同的逆境胁迫下，植物

进化出严格的基因表达调控网络，其中转录水

平上的调控是基因表达的起始和关键的一步，

包括基因转录的激活、抑制、延长等[9]。启动

子为调控基因转录的重要元件，是构建表达载

体的重要组成部分，可分为组成型启动子、组

织特异性启动子与诱导型启动子[4,10]。研究人员

在研究过程中逐步采用组织特异性启动子和诱

导型启动子替代组成型启动子，从而实现基因

在特定诱导条件下或特定组织中的特异性表

达 [11]。启动子调控机制十分复杂，例如水通道

蛋白基因 Rh-PIP2;1 启动子的活性在未开放的

花瓣中较低，在完全开放的花瓣中达到峰值；

转基因拟南芥植株中，Rh-PIP2;1 启动子驱动的

GUS 基因的表达表现出时空性[12]。 
月季的皮刺为植物表皮或皮层形成的尖锐

突起，通过自然进化而来，是月季育种的主要

关注性状。研究人员曾通过基因工程手段研究

皮刺的功能及分子机制，发现植物皮刺能够起

到储水和防御生物及非生物胁迫等作用[13]。不

同月季品种中皮刺的形状、大小、密度和颜色

都不尽相同，目前对于月季皮刺的研究较少，

寻找月季皮刺特异性表达基因，可以为月季皮

刺功能研究以及以皮刺为目标性状的育种工作

提供参考。 
本研究从月季中分离获得 1 个漆酶基因，

命名为 RcLAC15，并对该基因的时空表达模式

进行实验验证，发现该基因在月季皮刺中特异

表达，克隆其启动子序列，采用异源稳定表达

方法来证明该启动子在拟南芥叶片边缘特异性

表达，以期为探索漆酶基因在月季和其他有刺

植物中参与皮刺抵抗生物及非生物胁迫、损伤

修复等功能提供参考。 
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1  材料与方法 
1.1  植物材料与质粒载体 

本实验所用的植物材料中国古老月季品种

‘月月粉’ (R. chinensis ‘Old Blush’)种植于北京林

业大学北林科技胖龙温室，拟南芥(Arabidopsis 
thaliana ‘Columbia’)在人工气候箱中培养，温度

(25±2) ℃，相对湿度 50%−60%，光周期 16 L/8 D。

载体 pBI121 为本课题组保存。 

1.2  月季总 RNA 提取和基因克隆 
为克隆目的基因，以带花苞的‘月月粉’整 

株幼苗为材料，利用 SV Total RNA 提取试剂盒

(Promega 公司)，采用 TRIzol 法提取月季总

RNA。cDNA 合成体系见表 1，具体操作方法如

下：将 RNA 与 Oligo(dT)15 混匀后，70 ℃加热

5 min，随后迅速置于冰上降温 2 min，接着依

次加入反应组分，充分混匀后于 42 ℃反应   
50 min，最后 95 ℃ 5 min 终止反应，置于冰上

冷却。 
基于课题组前期研究，根据月季基因组数

据库 (https://lipm-browsers.toulouse.inra.fr/pub/ 
RchiOBHm-V2/) 中的信息，通过 DNAMAN 
(version 9)软件设计全长序列引物，引物序列见

表 2。使用 KOD-Plus 高保真酶(TOYOBO 公司)
进行扩增，参考 KOD-Plus 说明书配制 PCR 反应

体系(50 μL)。PCR 的反应程序为：94 ℃ 5 min；
94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，32 个循环； 

表 1  ‘月月粉’ cDNA 合成体系 
Table 1  cDNA synthesis system of ‘Old Blush’ 
Component Content 
RNA 1 μg 
Oligo(dT)15 100 pmol 
RNase inhibitor 25 units 
M-MLV buffer 5 μL 
M-MLV reverse transcriptase 200 units 
dNTP 40 mmol 
RNase free ddH2O Up to 25 μL 

 
72 ℃延伸 5 min。PCR 产物通过 1%琼脂糖凝胶

电泳进行检测并使用普通琼脂糖凝胶 DNA 回

收试剂盒[天根生化科技(北京)有限公司]进行

回收纯化，将回收产物送至北京诺赛基因组研

究中心有限公司测序。 

1.3  基因表达分析 
分别以月季的根、茎(皮刺之间的茎段，不

包含皮刺)、叶、皮刺、雄蕊、雌蕊和 4 个不同

时期的花瓣为材料提取 RNA 并合成 cDNA，使

用 CFX Connect Real-Time System，参考 TB 
Green® Premix Ex Taq™ II (TaKaRa公司)试剂盒

说明书进行基因表达分析。每个样品设置 3 次

生物学重复，以 RcActin 为内参基因[14]，引物

序列见表 2。反应程序为：95 ℃预变性 30 s；
95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s，40 个循环；95 ℃ 
5 s；熔解曲线温度为 65−95 °C，以 0.5 ℃/s 的速

度升温。基因的相对表达量采用 2−∆∆C t法计算[15]，

并参照内源 RcActin 的表达量进行归一化处理。 
 

表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product size (bp) 
RcLAC15-CDS-F 
RcLAC15-CDS-R 

ATGTGGTCTGCTAAGAAGTGGAAATCAG 1 803 
TCAACACGGCGGCATGTCTAG 

RcLAC15-promoter-F 
RcLAC15-promoter-R 

AAGCTTTGTGCATCATAAATTACAGTC 1 200 
GGATCCCTTCCTTAATTTGAATTGAAT 

RT-qPCR-RcLAC15-F 
RT-qPCR-RcLAC15-R 

TCCGAGTAATCAACGCTGC 141 
CAACGGTTTGTCCAGGAGAT 

RT-qPCR-RcActin-F 
RT-qPCR-RcActin-R 

CAATGCTCCCGCTATGTATG 158 
AGGTCAAGTCGCAGAATGG 
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1.4  月季漆酶基因家族生物信息学分析 
根据已报道的漆酶蛋白的 3 个保守结构域：

Cu-oxidase (PF00394)、Cu-oxidase_2 (PF07731)
和 Cu-oxidase_3 (PF07732)[8]，利用 InterPro 
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/)数据库、NCBI
的 CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 
cdd/wrpsb.cgi) 功 能 和 SMART (http://smart. 
embl-heidelberg.de/)数据库进行查找和筛选，最

终确定月季 LAC 基因家族成员。从拟南芥基因

组数据库(https://www.arabidopsis.org/)获得 17 个

LAC 基因家族的蛋白序列[16]。利用 MEGA 11
软 件 (https://megasoftware.net) ， 采 用 邻 接 法

(neighbor-joining method)构建进化树，所有参数

选用默认值。使用 MEME (http://meme-suite. 
org/tools/meme）网站分析月季漆酶基因家族编

码蛋白的基序(motif)；使用 iTOL v5 (https://itol. 
embl.de)在线工具对结果进行加工处理。 

1.5  蛋白的理化性质和结构域预测 
使 用 ProtParam 网 站 (https://web.expasy. 

org/protparam/)分析蛋白质的理化性质；利用

TMHMM 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 
TMHMM/)在线软件预测蛋白质的跨膜结构域；

使用 Clustal X 2.1 软件进行蛋白序列多重比对，

并利用 GeneDoc 软件处理结果。 

1.6  启动子克隆及序列分析 
采用常规 CTAB 法，参考植物 DNA 提取

试剂盒 (Omega Bio-Tek 公司)说明书提取月季

DNA。以月季基因组DNA为模板，参考KOD-Plus
高保真酶说明书配制 PCR 反应体系(50 μL)，以

基因起始密码子上游 1 200 bp 序列为模板设计

引物进行扩增，克隆引物见表 2。对 PCR 产物

进行回收，将回收产物连接到 pEASY®-Blunt (北
京全式金生物技术有限公司)克隆载体，转化

Trans1-T1 大肠杆菌感受态并提取质粒，最后

将阳性重组质粒送至北京诺赛基因组研究中

心有限公司测序，获得启动子片段。使用在线网

站 PlantCare (https://bioinformatics.psb.ugent.be/ 
webtools/plantcare/html/)对启动子序列进行顺

式作用元件分析。 

1.7  载体构建 
在 proRcLAC15 克隆引物两端加酶切位点

Hind III 和 BamH I，重新克隆启动子序列，利

用限制性内切酶 Hind III 和 BamH I 对该序列和

载体 pBI121 分别进行双酶切。采用 T4 DNA 连

接酶(TaKaRa 公司)连接目的片段和载体，将

连接产物转化 Trans1-T1 大肠杆菌感受态，将

重组质粒送至北京诺赛基因组研究中心有限

公司测序并进行酶切检测，最终获得 pBI121- 
proRcLAC15::GUS 重组表达载体。 

1.8  拟南芥遗传转化 
将重组质粒 pBI121-35S::GUS 和 pBI121- 

proRcLAC15::GUS分别转化农杆菌感受态AGL0，
选取阳性克隆菌斑振荡培养，得到 OD600=0.6−0.8
的重组农杆菌菌液。将野生型拟南芥的花序浸

没于重悬菌液中，避光处理 3−5 min，重复操

作 1 次。待植株干枯后收获成熟种子并命名为

T1 代。将 T1 代种子消毒后接种在含有卡那霉

素(kanamycin, Kan) (50 mg/L)的 MS 培养基上，

筛选转基因阳性植株，植株成熟后收集种子并

将其命名为 T2 代。重复筛选过程，直至获得

纯合的 T3 代遗传转化拟南芥植株。 

1.9  GUS 基因表达检测 
选用 20 d 苗龄的拟南芥幼苗，并将

proRcLAC15::GUS 转基因株系的叶柄轻轻划

伤。分别将野生型、35S::GUS 和 proRcLAC15:: 
GUS 转基因植株放入离心管中，加入一定量的

GUS 染色液直至浸没整个株系。将离心管放入

37 ℃的培养箱中避光染色 24 h，随后用 70%乙

醇酒精脱色 3−4 次至野生型植株绿色褪去。脱

色完成后，对样品进行观察记录。 
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2  结果与分析 
2.1  RcLAC15在月季皮刺中特异性表达 

本研究克隆了 1 个月季漆酶基因，并命名

为 RcLAC15 (GenBank 登录号：PP358757)。分

别收集了‘月月粉’绿瓣期、转色期、红瓣期和盛

开期共 4 个不同开放时期的花瓣材料，结合其

叶片、茎、皮刺、雄蕊、雄蕊和根这 6 个组织

和器官材料，对 RcLAC15 基因进行了实时荧光定

量 PCR (real-time quantitative-polymerase chain 
reaction, RT-qPCR)分析，分析结果如图 1 所示，

RcLAC15 基因在月季皮刺中表达量高，在其他

被检测的器官和组织中有极微量表达。 
 

 
 

图 1  RcLAC15在月季‘月月粉’不同器官中的定量

表达分析   FB_GP：绿瓣期；FB_TP：转色期；

FB_RP：红瓣期；OF_RP：盛开期；Leaf：叶片；

Stem：茎：Prickle：皮刺；Stamen：雄蕊；Pistil：
雌蕊；Root：根。 
Figure 1  Quantitative expression analysis of 
RcLAC15 in different organs of Rosa chinensis ‘Old 
Blush’. FB_GP: Green petal stage; FB_TP: 
Turning-color period; FB_RP: Red petal stage; 
OF_RP: Petals in full bloom. 

 
2.2  月季漆酶基因家族鉴定及系统进

化树 
从‘月月粉’基因组数据库中鉴定到了 58 个

漆酶家族成员。参考拟南芥 17 个漆酶基因的分

类，将进化树分为 5 个亚家族 I−V (图 2)。亚家 
族 I 和Ⅱ都包含 8 个月季漆酶基因成员，亚家族

Ⅲ中有 9 个成员，亚家族Ⅳ有 10 个，亚家族 V
中的成员数量最多，有 23 个。在皮刺中特异表

达的 RcLAC15 与拟南芥 AtLAC14 和 AtLAC15
聚为一支，均为亚家族Ⅳ的成员。 

对月季漆酶基因家族 58 个成员的全长蛋

白进行分析，共预测到 10 个 motifs (图 3)。蛋

白序列的 N 端主要是 motif 7 和 motif 3，只有    
1 个成员的 N 端是 motif 2；大多数成员 C 端是

motif 1，有 1 个是 motif 5，而亚家族Ⅱ和Ⅳ中

分别有 1 个成员的 C 端缺少 motif 1、motif 5 和

motif 9。 
将 RcLAC15 与同一亚家族的 9 个月季漆酶

基因和 2 个拟南芥漆酶基因 AtLAC14 和

AtLAC15 进行氨基酸序列多重比对(图 4)，结果

显示， RcLAC15 蛋白与 AtLAC14 蛋白和

AtLAC15 蛋白的保守结构域相同，都具有植物

漆酶蛋白的典型铜离子结合域 Cu-oxidase、
Cu-oxidase_2 和 Cu-oxidase_3，说明 RcLAC15
蛋白具有漆酶蛋白的基本功能。不同的是，月

季漆酶基因 RchiOBHmChr2g0120941 编码的蛋

白缺少 Cu-oxidase_2 结构域。 
蛋白理化性质预测结果显示，RcLAC15 蛋

白的分子式为 C3049H4627N799O869S15，相对分子

质量约为 66.9 kDa，不稳定系数是 25.76，脂肪

系数和总亲水性分别为 81.87 和−0.215，故推测

该蛋白为稳定且亲水的蛋白。跨膜结构域预测

结果显示 RcLAC15 蛋白不存在跨膜螺旋区

(图 5)，为非跨膜蛋白。 

2.3  RcLAC15启动子序列顺式作用元件

分析 
利用启动子特异性克隆引物，克隆了 1 200 bp

的 RcLAC15 启动子片段。对 proRcLAC15 序列

(GenBank 登录号：PP358764)进行顺式作用元 
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图 2  月季和拟南芥漆酶基因家族系统进化树   拟南芥漆酶蛋白用红色字体表示；月季漆酶蛋白用黑

色字体表示。粉色代表亚家族 I；黄色代表亚家族Ⅱ；绿色代表亚家族Ⅲ；紫色代表亚家族Ⅳ；蓝色代

表亚家族 V。蓝色圆圈表示自展值。 
Figure 2  Phylogenetic tree of the Rosa chinensis and Arabidopsis thaliana laccase gene family. The 
Arabidopsis laccase proteins are represented in red font; The rose laccase proteins are represented in black 
font. Pink represents subfamily I; Yellow represents subfamily II; Green represents subfamily III; Blue 
represents subfamily IV; Purple represents subfamily V. The blue circle represents the bootstrap value. 

 
件分析，结果见表 3。除了典型的 TATA-box 和

CAAT-box 外，proRcLAC15 序列包含的顺式作

用元件可分为 4 种类型，即与光响应相关、与

激素响应相关、与生长发育相关和与胁迫响应相

关。与光响应相关的顺式作用元件一共有 7 种，

分别为 ACE (1 个)、Box 4 (2 个)、chs-CMA2a   
 



 
 

李琪 等 | 月季漆酶基因 RcLAC15 克隆与表达分析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

851

 
 

图 3  月季漆酶蛋白 motif 分析 
Figure 3  Motif analysis of rose laccase protein.  
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图 4  漆酶亚家族Ⅳ成员氨基酸序列的多重比对   下划线表示 LAC 蛋白的 3 个保守区域；Cu-oxidase、
Cu-oxidase_2 和 Cu-oxidase_3 为蛋白结构域；“●”表示氨基酸序列的间隙；颜色深浅表示氨基酸序列同

源性的高低。AtLAC14：拟南芥 LAC14 蛋白(AT5G09360)；AtLAC15：拟南芥 LAC15 蛋白 (AT5G48100)；
RcLAC15：月季 LAC15 蛋白(RchiOBHmChr3g0473941)。 
Figure 4  Multiple alignment of amino acid sequences of laccase subfamily IV members. Underscores 
represent the three conserved regions of LAC protein; Cu-oxidase, Cu-oxidase_2 and Cu-oxidase_3 are 
protein domains; “●” represents amino acid gap; The different color depth indicates the homology of amino 
acid sequence. AtLAC14: Arabidopsis thaliana LAC14 (AT5G09360); AtLAC15: Arabidopsis thaliana 
LAC15 (AT5G48100); RcLAC15: Rosa chinensis LAC15 (RchiOBHmChr3g0473941). 
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图 5  RcLAC15 蛋白跨膜结构预测结果   横坐

标表示蛋白序列的氨基酸序号，纵坐标表示氨基

酸跨膜的可能性。 
Figure 5  The prediction results of transmembrane 
structure of RcLAC15 protein. The abscissa 
represents the amino acid sequence number of the 
protein sequence, the ordinate represents the 
possibility of amino acid transmembrane. 

 

(1 个 )、LAMP-element (1 个 )、GATA-motif    
(1 个)、G-box (2 个)和 GT1-motif (3 个)。有    
5 种顺式作用元件能够响应激素信号，其中 3 个

ABRE 元件能响应脱落酸信号，CGTCA-motif
和 TGACG-motif 各有 3 个，且均能响应茉莉酸

甲酯信号，1 个 TATC-box 能参与赤霉素信号响

应，而 1 个 TGA-element 元件能参与生长素响

应。CAT-box 和 HD-Zip 1 元件都能参与生长发

育调控，分别各有 1 个，其中 CAT-box 与分生

组织表达相关，而 HD-Zip 1 则参与栅栏组织叶

肉细胞的分化。MBS 元件是参与干旱诱导的

MYB 结合位点，是 proRcLAC15 序列中唯一   
一个与胁迫响应相关的顺式作用元件。 

2.4  proRcLAC15 在拟南芥叶片边缘特

异性表达 
为了进一步验证 proRcLAC15的表达特性，

构建了 pBI121-proRcLAC15::GUS 重组表达载

体并对其进行了双酶切检测，结果如图 6 所示。

将 pBI121-proRcLAC15::GUS 载体转化拟南芥，

多次筛选后获得稳定转化株系，将野生型拟南

芥株系作为对照。分别从野生型和 2 个转基因

株系中选取 3 株苗龄 20 d 的拟南芥植株，对

其进行 GUS 染色。图 7 展示了 GUS 染色结果。

结果表明，野生型植株未被染色， pBI121- 
proRcLAC15::GUS 遗传转化实验株系 1 叶片边

缘和主叶脉呈蓝色而其他部位未被染色，实验

株系 2 叶片边缘、主叶脉和损伤部位(箭头指示)
呈蓝色而其他部位未被染色。 

 
表 3  proRcLAC15 的顺式作用元件 
Table 3  The cis-acting element of proRcLAC15 
Classification Name Function Quantity 
Light response ACE Cis-acting element involved in light responsiveness 1 

Box 4 Part of a conserved DNA module involved in light responsiveness 2 
chs-CMA2a Part of a light responsive element 1 
LAMP-element Part of a light responsive element 1 
GATA-motif Part of a light responsive element 1 
G-box Cis-acting regulatory element involved in light responsiveness 2 
GT1-motif Light responsive element 3 

Hormone response ABRE Cis-acting element involved in the abscisic acid responsiveness 3 
CGTCA-motif Cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness 3 
TGACG-motif Cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness 3 
TATC-box Cis-acting element involved in gibberellin-responsiveness 1 
TGA-element Auxin-responsive element 1 

Development CAT-box Cis-acting regulatory element related to meristem expression 1 
HD-Zip 1 Element involved in differentiation of the palisade 1 

Stress response MBS MYB binding site involved in drought-inducibility 1 
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图 6  重组表达载体的双酶切检测   泳道 M 代表 
1 kb DNA Ladder；泳道 1 为 pBI121-35S::GUS 载体；

泳道 2 为使用 Hind III 和 BamH I 双酶切 pBI121- 
35S::GUS 载体获得的产物；泳道 3 为使用 Hind III
和 BamH I 双酶切 pBI121-proRcLAC15::GUS 载体

获得的产物。 
Figure 6  Double enzyme digestion detection of 
recombinant expression vector. Lane M: 1 kb DNA 
Ladder; Lane 1: pBI121-35S::GUS vector; Lane 2: 
Products obtained by double digestion of the 
pBI121-35S::GUS vector using Hind III and BamH I; 
Lane 3: Products obtained by double digestion of 
the pBI121-proRcLAC15::GUS vector using Hind III 
and BamH I. 

3  讨论与结论 
本研究鉴定到了一个在月季皮刺中特异性

表达的漆酶基因并命名为 RcLAC15，生物信息

学分析发现，月季漆酶基因家族共有 58 个成

员，分为 5 个亚家族，其中 RcLAC15 属于亚家

族Ⅳ，和 AtLAC15 进化关系接近。此前 AtLAC15
已被报道能参与木质素合成和次生壁形成[17]，

蛋白结构域分析结果显示，三者具有相同的保

守结构域，提示 RcLAC15 在功能上可能与

AtLAC15 存在相似性。另外，月季 58 个漆酶基

因中，有部分成员编码蛋白的 3′端缺少一个

Cu-oxidase_2 结构域，因此推测月季漆酶基因

家族成员之间可能具有不同的生物学功能。 
顺式作用元件分析结果揭示 RcLAC15 启动

子序列存在多个典型的 TATA-box和 CAAT-box。
以往研究表明，TATA-box 和 CAAT-box 均没有

方向性，前者能决定转录起始位点，起着指导

起始前复合物形成的作用；后者无距离特异性，

对基因转录起着激活作用，是启动子中常见的

顺式作用元件[18-19]。Zhou 等[13]对 110 份蔷薇属

种质资源的皮刺进行了调查，提出皮刺起源于

原表皮下的基本分生组织。随后，左美娜[20]对

8 种蔷薇属植物的皮刺进行了细致的形态学和 

 

 
 

图 7  转基因拟南芥 GUS 染色表型观察   A：野生型拟南芥；B：proRcLAC15::GUS 转基因株系 1；
C：proRcLAC15::GUS 转基因株系 2。 
Figure 7  GUS staining phenotype observation of transgenic Arabidopsis thaliana. A: Wild type; B: 
proRcLAC15::GUS transgenic line 1; C: proRcLAC15::GUS transgenic line 2.  
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组织学研究，并将皮刺的发生发育过程分为 5 个

阶段，研究发现，在起始期，皮刺的原始母细

胞来源于茎尖原表皮下的基本分生组织，该结

论与 Zhou 等[13]的一致。值得注意的是，在本研究

中，从 RcLAC15 启动子序列中鉴定到了与分生组

织表达相关的 CAT-box 元件和参与栅栏叶肉细胞

分化的元件 HD-Zip 1。结合前人的研究结果[13,20]，

推测CAT-box元件可能是决定RcLAC15在皮刺中

特异性表达的关键元件。但 RcLAC15 启动子序

列中是否存在其他调控基因特异性表达的顺式

元件目前仍不清楚，还有待进一步研究确认。 
值得注意的是，RcLAC15 在月季皮刺中特

异表达，将其启动子转化无皮刺结构的拟南芥

后，该启动子却在叶片边缘驱动 GUS基因表达。

对该结果的进一步探讨发现，植物叶片边缘具

有叶齿状的突出结构，早期研究证实叶齿具有

减轻叶片在风力下被撕裂的功能，被视为较薄

叶片的保护结构；另外，叶齿具有适口性差的

特点，能减少植食动物的取食，因此可以作为

植物的防御结构[21]。皮刺同样也是植物的一种

适应性的防御策略，可以用来避免食草动物的

啃食和外界造成的机械损伤[22]。二者在功能方

面具有较大的相似性，故推测这可能是月季皮

刺特异性表达启动子 proRcLAC15 异源转化拟

南芥后在其叶边缘特异表达的原因之一。 
植物的皮刺会对作物的管理和采摘造成极

大的不便，截至目前，皮刺发育调控过程中的

分子功能层面还有待深入研究[22]。植物器官特

异性启动子可以作为研究目的基因在特定组织

中的功能、改变特定组织特性的有力工具，它

能降低目的基因过表达对植物正常生长发育造

成的干扰[23]。本研究在月季中鉴定到了 1 个皮

刺特异性表达的基因 RcLAC15，其启动子可以

在拟南芥叶片边缘启动 GUS 基因表达，并且响

应机械损伤，RcLAC15 启动子可以作为驱动目

的基因在皮刺特异表达的工具，进而为研究皮

刺发育调控的分子机制提供参考。 
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