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研究报告 

 

拟南芥 2-甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌甲基转移酶启动子的分
离及表达特性分析 
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摘  要: 维生素 E 是一类人体必需的脂溶性抗氧化剂, 具有重要的生理功能。2-甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌甲基转移酶

(MPBQ MT)是天然维生素 E 合成途径中的关键酶之一, 催化 MPBQ 甲基化, 生成 DMPBQ。从拟南芥分离了 MPBQ MT

基因 1018bp 的启动子序列, 构建了含该启动子和 GUS 报告基因的植物表达载体, 通过农杆菌介导转化拟南芥, 获得了

转基因植株。GUS 组织化学染色结果表明, 在 MPBQ MT 启动子驱动下, 报告基因 GUS 在拟南芥的茎、叶、花萼、雄

蕊、种荚均有表达, 且在茎、叶、种荚中表达量较高, 而在根、花瓣和种子中则没有观察到 GUS 基因的表达, 表明 MPBQ 

MT 基因可能仅在拟南芥幼嫩茎、叶、种荚等绿色组织中特异性高表达。 

关键词: 拟南芥, 维生素 E, 生育酚, 2-甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌甲基转移酶(MPBQ MT), 启动子 
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Abstract: Vitamin E, or tocopherol, is a lipid-soluble antioxidant and essential for human health. 2-methyl-6-phytyl-1, 4-benzo- 
quinol methyltransferase (MPBQ MT), one of the key enzymes in vitamin biosynthetic pathway in plants, converts 2-methyl- 
6-phytyl-1,4-benzoquinol(MPBQ) to 2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol (DMPBQ).In this study, we isolated the 1018bp pro-
moter of Arabidopsis MPBQ MT gene. The promoter was fused with GUS reporter gene and this expression cassette was introduced 
into wild Arabidopsis by Agrobacterium-mediated transformation. GUS staining shows that GUS gene was expressed in stems, 
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leaves, calyxes, stamens and siliques in transgenic Arabidopsis plants, with higher expression in green tissue such as stems, leaves, 
siliques, while invisible in roots, petals, and seeds. The data indicate that MPBQ MT gene promoter was likely to be expressed pref-
erentially in green tissues such as stems, leaves, and young siliques. 

Keywords: Arabidopsis thaliana, Vitamin E, Tocopherol, 2-methyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol methyltransferase (MPBQ MT), 
Promoter 

维生素 E 又称生育酚(tocopherol), 可以清除生

物体内的活性氧(Reactive Oxygen Species)和自由基

(Free Radicals), 是人体必需的一类脂溶性维生素[1], 

具有重要的抗氧化功能。 

根据侧链的饱和程度, 维生素 E 分为生育酚和
三烯生育酚(tocotrienol)两大类, 又根据芳香环上甲
基的位置和数量, 可以分为 α、β、γ、δ-生育酚和 α、
β、γ、δ-三烯生育酚[2]。天然存在的生育酚和三烯生

育酚中, 芳香环完全被甲基化的 α-生育酚生物活性
最高, β、γ、δ-生育酚的活性分别为 α-生育酚的 50%、
10%、3%; α、β-三烯生育酚分别为 α-生育酚的 30%
和 5%[3]。α-生育酚大多存在于植物绿色组织中, 但
这些组织中的总生育酚水平却非常低(10~50μg/g 鲜
重)[4]。植物的非绿色组织(如大多数油料作物的种子)
中总生育酚含量常常比较高(500~2000 μg/g 鲜重), 
而其中 α-生育酚的含量却比较低(84~200 μg/g鲜重), 
绝大多数为它的生物合成前体— γ-生育酚[4]。例如, 
占世界食用油消费 30%的豆油, 虽然平均每 100g豆
油中就含有 100mg 总生育酚[5], 但是维生素 E 的活
性却很低, 因为其中只有不到 10%为 α-生育酚, 大
多为 γ-生育酚(60%~65%)和 δ-生育酚(20%~26%)[6]。

MPBQ MT 是维生素 E 合成中的关键酶之一, 催化
2-甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌(MPBQ)的甲基化 , 产生
2,3-二甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌(DMPBQ)[7]。MPBQ
和 DMPBQ 能够在生育酚环化酶(TC)的催化下分别
产生 δ、γ-生育酚[8]。δ、γ-生育酚在维生素 E合成途
径中的最后一种酶 γ-生育酚甲基转移酶(γ-TMT)作
用下分别甲基化生成 β、α-生育酚[9]。 

研究表明生育酚环化酶的活性在植物自然发育

或胁迫过程中对生育酚合成没有明显影响[10]。在转

基因大豆中种子特异表达的 MPBQ MT 基因, 使大

豆中的 δ-生育酚由原来占总生育酚 20%降低到占

2%, MPBQ MT突变体拟南芥种子中 δ-生育酚含量累

积增加, γ-生育酚含量降低[3]。因此, MPBQ MT表达及

活性在决定植物维生素 E的组成中起着重要作用。 

本研究分离了拟南芥 MPBQ MT 基因上游

1018bp的启动子序列, 以 GUS作为报告基因, 转化拟

南芥, 对该启动子的表达特性进行了的初步分析研究, 

为深入研究MPBQ MT基因在植物体内的表达特性和

植物维生素 E代谢途径的表达调控奠定了基础。 

1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  植物材料 

拟南芥(Arabidopsis thaliana ecotype Columbia)
由本实验室保存。 
1.1.2  菌种和载体 

大肠杆菌 (E.coli)菌株 DH5α、农杆菌菌株
GV3101等由本实验室保存; pBI121质粒由本实验室
保存; pGEM-T Easy Vector购自 Promega公司。  
1.1.3  酶和试剂 

各种限制性内切酶和修饰酶购自 Promega 公
司、New England Biolabs公司、TOYOBO公司和宝
生物工程(大连)有限公司; X-gluc 购自 Sigma 公司; 
其他化学药品均为国产分析纯试剂; DNA 回收使用
天根生化科技(北京)有限公司的离心柱型琼脂糖凝
胶 DNA 回收试剂盒; 引物合成与 DNA 测序由北京
奥科生物技术有限公司完成。 

1.2  实验方法 
1.2.1  拟南芥总 DNA的提取 

以叶片为材料 , 采用 SDS 法提取拟南芥总
DNA。 
1.2.2  MPBQ MT基因启动子的分离 

根据拟南芥全基因组序列的 MPBQ MT 基因
(AT3G63410.1) 序列 , 推测出其启动子的序列 , 合
成下列引物：FW：5′-AAGCTTttactcctcacacacggttg-3′; 
RV1：5′-TCTAGAtctatcaccaattctccgcc-3′。引物 5′端分
别添加 Hind  Ⅲ 和 XbaI的酶切位点。取拟南芥基因
组 DNA 20 ng 为模板, 以 FW 和 RV1为引物, 进行
PCR反应, 条件为: 94℃预变性 4min; 94℃变性 30 s, 
58℃退火 45 s, 72℃延伸 70 s, 30个循环; 72℃延伸
10 min。获得约 1 kb的 PCR产物, 经 1%的琼脂糖
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1.2.5  抗性植株 PCR检测 凝胶电泳回收纯化, 连接到 pGEM-T Easy 载体, 构建
重组质粒 pMPBQ MT-promoter并转化 E .coli菌株 DH 
5α, 将酶切鉴定获得的阳性克隆进行序列测定分析。 

提取抗性植株基因组 DNA, 以其为模版进行

PCR 检测。引物序列如下：FW：5′-AAGCTTttact- 

cctcacacacggttg-3′; RV2:5′-ttcctgattattgacccacac-3′, 其

中 RV2是 pBI121载体上的 GUS基因中的引物。PCR

条件: 94℃预变性 4 min; 94℃变性 30 s, 58℃退火 45 

s, 72℃延伸 90秒, 30个循环; 72℃延伸 10 min; 琼脂

糖凝胶电泳检测。 

1.2.3  植物表达载体的构建 

提取测序正确的 pMPBQ MT-promoter 质粒 ,  

用 Hind  Ⅲ 和 XbaI 双酶切, 经 1%琼脂糖凝胶电泳, 

回收纯化。将植物表达载体 pBI121 用 Hind  Ⅲ 和

XbaI 双酶切 , 1%琼脂糖凝胶电泳 , 回收纯化。T4 

DNA 连接酶连接两个片段 , 构建 pBI121-MPBQ 

MT-promoter重组质粒。对获得的阳性克隆进行酶切  

鉴定。 

1.2.6  GUS染色 

22 , 16℃  h光照/8 h黑暗条件下培养拟南芥, 取

不同生长时期的转基因植株进行 GUS 染色(37 ,℃过

夜), 脱色后在体视镜下(Nikon DIGITAL CAMERA 

Dxm 1200F)观察染色结果。GUS染液配方(1 mL)：

二甲基亚砜 (DMSO)50 μL; X-gluc 0.5 mg; 100  

mol/L磷酸缓冲液 pH7.0 980 μL; 5 mol/L铁氰化钾 

10 μL; 5 mmol/L亚铁氰化钾 10 μL; Triton X-100 

1μL。脱色液配方：乙醇：乙酸=9:1。 

1.2.4  拟南芥的转化 

将 pBI121-MPBQ MT-promoter质粒电击转化转

入农杆菌 GV3101中, 挑取含有 pBI121-MPBQ MT- 

promoter质粒的 GV3101单菌落, 接种于 5 mL YEB 

(Kan 50 mg/L , Rif 50 mg/L)液体培养基中, 28 , 250 ℃

r/m培养 36 h。按照 1:100转接至 200 mLYEB(Kan 50 

mg/L, Rif 50 mg/L)液体培养基中, 28 , 250 rpm℃ 培

养至 OD600为 1.3~1.6。10,000 r/min 离心 5~7 min, 

收集菌体。菌体重悬于约 2倍体积的 10%(W/V)的蔗

糖溶液中至 OD600≈0.6 左右, 加入 Silwet 70(Sigma

公司)至终浓度为 0.02%(V/V)。采用粘花法转化拟南

芥, 收获种子, 在含有 Kan 50 mg/L的 1/2 MS培养

基上筛选, 获得抗性植株。 

2  结果与分析 
2.1  MPBQ MT 启动子序列结构特征分析 

根据拟南芥 MPBQ MT 的基因信息 (AT3G 

63410.1), 通过 http: //www. arabidopsis.org网站分析

拟南芥MPBQ MT的基因组序列, 发现MPBQ MT与

其相邻的另外一个基因 AGG1(AT3G63420.1)之间有 

 

 
 

图 1  拟南芥 MPBQ MT 基因启动子 DNA 序列及其特征分析 
Fig. 1  Sequence and analysis of Arabidopsis MPBQ MT gene promoter 
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383bp的非转录区, 且二者的转录方向相反, 推测这
一段 DNA 序列为二者启动子共用区段。本研究将
MPBQ MT 基因上游 1018bp 的序列推测为 MPBQ 
MT基因的启动区域, 经 PCR扩增获得该启动子。 

用 PlantCARE数据库[11,12]对 MPBQ MT启动子
进行分析, 预测到的顺式作用元件中有 5 种与光调
控有关, 同时还发现 1个与赤霉素有关的元件, 1个
分生组织表达顺式调控元件和 1 个缺氧诱导增强

子。推测的 TATA-box和 CAAT-box位于转录起始位
点上游 49和 121bp处(图 1)。MPBQ MT启动子区域 
含有大量的与光调控有关的元件, 说明 MPBQ MT
的表达可能受光的调控。 
2.2  抗性植株 PCR 检测 

经卡那霉素筛选, 共获得 20 个卡那抗性株系, 
以此抗性植株的基因组为模板, FW 和 RV2为引物, 
进行 PCR扩增来检测抗性植株, 最终获得 16个 PCR  

 

图 2  转基因拟南芥不同生长时期的 GUS 组织化学染色 
Fig. 2  GUS-staining in transgenic Arabidopsis 

A: 2 d old seedling; B: 5 d old seedling; C: 10 d seedling; D: cotyledon of 20 d old; E: leaf of 25 d old;  
F: root of 30 d old; G: flower; H: silique I seeds 
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阳性株系。 

2.3  GUS 组织化学染色 
对获得的 16 个 PCR 阳性转基因拟南芥株系进

行 GUS 染色, 其中 12 个株系为阳性。挑选具有代

表性的株系分别在其萌发、生长、开花和结果的不

同时期进行 GUS组织化学染色, 结果表明不同株系

表达模式基本相同(图 2)。 

在 22 , 16℃  h光照/8 h黑暗条件下, 转基因拟南

芥萌发 2 d 后, 进行 GUS 染色观察发现 GUS 在子

叶、上胚轴表达很强, 在下胚轴和胚根上没表达(图

2-A); 生长 5 d后, 茎尖分生组织表达最强, 子叶和

上胚轴次之, 根和下胚轴不表达(图 2-B); 10 d后转

基因拟南芥除根部没有表达 , 其他部位均有表达 , 

其中茎尖分生组织表达最强(图 2-C); 生长 20 d后的

转基因植株的根仍没有表达, 而子叶、真叶及真叶

的表皮毛均有较强的表达(图 2-D、E、F); 生长 30 d

后的植株, 在花器官的花萼、花药、花丝均有表达, 

其中花萼表达最强, 花药和花丝表达较低(图 2-G), 

在即将成熟的种荚中表达量很高(图 2-H), 在种子中

没有观察到表达(图 2-I)。 

从图 2可以看出, MPBQ MT启动子活性最强的

部位是茎尖, 其次是叶片、茎、花萼、雄蕊、种荚, 而

在根和种子中未观察到表达, 说明该启动子的表达

具有明显的组织特异性。 

3  讨论 
生育酚是一组苯环上有多个甲基的苯并二氢吡

喃衍生物, 都具有一个疏水侧链和一个芳香环的极

性头部, 当参与膜组成时, 它们的疏水侧链插入脂

双层分子的疏水核心 , 而极性头部保留在膜的表 

面[4]。生育酚能有效清除脂类过氧化及光合过程产

生的单线态氧、过氧化氢、超氧阴离子、羟基自由

基等活性氧[13,14,15], 使膜免受脂类过氧化物的伤害, 

维护生物膜的完整性和稳定性[16]。本实验室在对拟

南芥尿黑酸叶绿醇转移酶(HPT)和 γ-TMT 启动子的

研究中发现 γ-TMT主要在茎叶等绿色组织中表达[17], 

而控制维生素 E合成总含量的 HPT基因的表达模式

则与之相反, 主要在根中表达[18], 这与 α-生育酚主

要存在于绿色植物组织里, 但绿色组织中总生育酚

含量较低的相关报道相一致。在植物的非绿色组织

中, 比如大多数油料作物的种子中, 总生育酚含量

很高 , 但其中累积的主要是 γ-生育酚和三烯生育  

酚[19]。除了作为抗氧化剂和维持膜稳定性以外, 生

育酚还可能参与细胞内信号转导和光系统Ⅱ的电子

传递循环[20]。到目前为止, 生育酚合成所必需基因

都在蓝细菌和拟南芥中找到[2,7,21−26]。Welsch等人的

研究发现光合作用和光合保护具备共同的调控机 

制[26]。由此推想, 既然生育酚在植物中具有抗氧化

和光合保护功能, 那么破坏或损坏生育酚合成, 应

会提高植物体对氧化胁迫的敏感性。然而, 在最适

光照和高光照两种条件下, 拟南芥 VTE1 突变体尽

管完全不能合成生育酚, 但其生长量只减少 10%~ 

15%, 而且即使暴露在 850 μmol光子·m−2·s−1的光强

下, 叶绿素含量和光合量子产率的减少也很小[7]。推

测, 生育酚对光合器官的保护是非必需的, 存在另

外的抗氧化剂或保护机制, 并且能对生育酚缺乏进

行功能补偿。比如, 在 chlP 转基因烟草中, 牻双 牛

儿基还原酶活力下降, 而在叶片中则通过选择性累

积叶黄素环状色素来补偿, 并使植物体具有长期光

适应性, 避免了光氧化损伤[27]。但在对 α-生育酚相

关的一些研究中发现 α-生育酚、抗坏血酸、谷胱甘

肽和鼠尾草酸之间存在补偿机制 [20,28], 植物体中某

种抗氧化剂缺乏会引起其他抗氧化剂或光保护的积

累和增强, 表明生育酚和其他抗氧化剂之间存在协

同效应。 

目前, 关于维生素 E 合成途径中的关键酶的研
究主要集中在尿黑酸叶绿醇转移酶(HPT)和 γ-生育
酚转甲基酶(γ-TMT)上, 关于MPBQ MT的研究报道
还较少。为了了解拟南芥中 MPBQ MT的表达特性, 
本研究从拟南芥中分离了MPBQ MT启动子, GUS染
色发现由该启动子驱动的报告基因GUS在拟南芥种
子中未见表达, 而已有文献报道中均发现种子中含
有较高的 γ-生育酚, 且 MPBQ MT 在种子中也有一
定表达 (http://signal.salk.edu/cgibin/tdnae-xpress), 推测
这可能是由于本研究只取了转基因植株授粉后 23 d
的种子进行检测, MPBQ MT启动子可能仅在种子发
育的某一阶段表达或仅在种子的某一特定部位   
表达。 

根据基因表达芯片数据(http://signal.salk.edu/cgi- 

bin/tdnaexpress)可知 MPBQ MT(At3g63410)在拟南芥

子叶、成熟叶片、叶柄、花梗中表达最高, 下胚轴、

茎、果荚、茎尖等组织次之, 这与本研究中 GUS的
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染色结果基本一致; 该表达谱还表明 MPBQ MT 在

花瓣中有一定的表达, 根中有少量表达,  雄蕊和花

粉中只有痕量表达, 而本研究中在花瓣以及根中没

有观察到 GUS 的表达, 在雄蕊中 GUS 存在明显的

表达, 推测这种差异产生的原因可能是由于取样的

部位和时期不同造成的、也可能是因为该芯片数据

是 RNA 水平上的分析, 而 GUS 组织染色是蛋白水

平上的分析。根据该芯片表达谱信息还可知拟南芥

MPBQ MT 基因在不同的生物逆境和非生物逆境中

的表达与对照基本一致(isoxaben 除外), 但光逆境

条件下 MPBQMT的表达特性尚未有研究数据。在本

研究中, 通过对 MPBQ MT 启动子进行序列分析发

现该序列中存在 5 个光调控元件, 说明该启动子很

可能受光的调控, 该启动子在光逆境条件下的表达

方式以及相关的调控元件也还有待于进一步的分析 

研究。 

4  结论 
通过对 PCR阳性植株的整个生长周期的不同时

期进行 GUS组织化学染色表明：MPBQ MT启动子

是一个具有组织特异性的启动子 , 其在拟南芥的

茎、叶、花萼、雄蕊、种荚均有表达, 且在茎、叶、

种荚等绿色组织中高表达, 而在根、种子和花瓣等

组织中则没有观察到表达。 
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