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摘要: 土壤盐渍化严重限制了植物的生长并导致作物减产, 培育作物耐盐新品种是利用盐土的有效手段。

一直以来, 人们常用35S组成型启动子驱动耐盐基因来培育耐盐新品种, 但其持续过量地驱动外源基因表

达易阻碍植物生长而导致农作物减产。诱导型启动子驱动的外源基因仅在胁迫诱导下表达, 可降低外源

基因过表达引起的能量浪费。诱导型顺式作用元件与核心启动子组成的人工启动子可实现对胁迫应答

基因表达的精确调控。本文从盐胁迫诱导启动子的结构及特点、响应盐胁迫诱导启动子中的顺式作用

元件以及盐胁迫诱导启动子在作物育种方面的应用等方面综述了高等植物中盐胁迫诱导启动子及其顺

式作用元件的研究进展, 以期为农业生产提供更好的指导。
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Abstract: Soil salinization severely restricts the growth of plants, and breeding new varieties of crops toler-
ant to salt is an effective means of utilizing saline soil. The 35S constitutive promoter has always been 
used to cultivate new salt-tolerant varieties, but the continued excessive driving of the expression of exog-
enous genes is likely to hinder plant growth and reduce yield. Exogenous genes driven by inducible pro-
moters are expressed only under stress induction, which can reduce energy waste caused by overexpres-
sion of exogenous genes. An artificial promoter composed of an inducible cis-acting element and a core 
promoter can achieve precise regulation of target functional gene expression. In this paper, the structure 
and characteristics of the salt-stress-inducible promoter and the cis-acting element in the promoter The 
application progress of salt stress-inducible promoters in crop breeding and other aspects are reviewed. 
The research progress of salt-stress-inducible promoters and their cis-acting elements in higher plants is 
reviewed in order to provide better guidance for agricultural production.
Key words: salt stress; cis-acting elements; stress inducible; promoter

植物作为一种固着生物, 承受着包括生物胁

迫(例如病原体侵染和食草动物的攻击)和非生物

胁迫(例如高盐、干旱、高/低温、营养缺乏以及

土壤中过量的有毒金属)在内的胁迫, 植物如何感

应胁迫信号并适应不利环境成为科学界最基本的
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科学问题之一(Zhu 2016)。在生物漫长的进化过

程中, 植物获得了复杂的基因调控机制, 以减轻来

自不利环境的影响, 那些在胁迫期间差异表达的

基因是胁迫响应启动子和顺式作用元件的良好来

源。植物激素脱落酸(abscisic acid, ABA)介导多种

生理过程, 包括对干旱和盐胁迫的响应。ABA在

缺水条件下产生, 导致植物气孔关闭以及对干旱

和盐胁迫的耐受性。拟南芥和许多其他植物中的

转录组数据分析发现, 植物存在几种独立响应环

境胁迫的途径(以ABA依赖和独立的方式), 表明胁

迫耐受性或敏感性在转录水平上由一个极其复杂

的基因监管网络控制(图1)。盐胁迫对植物的影响

主要包括两个方面: 一方面是水压降低使植物可

利用的水分减少从而导致渗透胁迫; 另一方面是

离子积累对植物产生毒害作用而引起离子胁迫

(Sahi等2006)。渗透胁迫和离子胁迫均由盐胁迫导

致, 严重影响植物生长发育。同时二者作用机制不

同: 渗透胁迫发生时, 植物吸收水分的能力因土壤

中盐分增加而降低, 从而导致植物细胞失水, 细胞

质膜透性增大, 植物体内的水势、渗透势、压力势

和相对含水量均降低, 气孔部分关闭, 光合作用强

度降低, 最终影响植物的生长发育和产量。而离子

胁迫发生时, 植物根系由于吸收了大量Na+和Cl−, 
细胞内其他离子如K+、HPO4

2−或NO3
−等含量减少。

图1  植物响应环境胁迫的基本途径

Fig. 1  Basic ways of plant response to the environmental stress

本图改自Nakashima和Yamaguchi-Shinozaki (2006)、Shinozaki和Yamaguchi-Shinozaki (2006)。
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此外 , 高浓度的Na+抑制质膜质子泵 , 间接引起

PO4
3−、Ca2+离子的缺乏。以上离子的缺乏都会通

过破坏代谢过程和降低光合效率对植物生长产生

负面影响甚至导致植物死亡(Deinlein等2014)。本

文将从盐胁迫诱导启动子的结构与特点、响应盐

胁迫诱导启动子中的顺式作用元件以及盐胁迫诱

导启动子在作物育种方面的应用三个方面来综述。

1  盐胁迫诱导启动子的结构与特点

1.1  盐胁迫诱导启动子的结构

盐胁迫诱导启动子属于一般启动子, 具有一

般启动子的基本结构。启动子是位于基因编码区

上游的一段DNA序列, 通常包含一个“核心启动

子”区域, 该区域位于转录起始位点上游约40 bp处
并包含有TATA框(转录起始因子-TATA盒结合蛋白亚

基的结合位点)。除TATA框之外, “核心启动子”区
域还包含顺式作用元件, 该元件是包括RNA聚合

酶II及其相关亚基等基本转录机制的结合位点(图
2)。核心启动子区域的上游是启动子的近端和远端

区域, 该区域包含不同的调控序列, 例如增强子、沉

默子、绝缘子和顺式作用元件, 它们在转录水平上

有助于基因表达的精细调控(Lee和Young 2000)。盐

胁迫诱导启动子的顺式作用元件就位于该区域。

1.2  盐胁迫诱导启动子的特点

盐胁迫诱导启动子具有以下特点: ①启动子

的活化受盐胁迫信号的诱导; ②具有增强子、顺

式作用元件或类似功能的序列结构; ③一部分该

类型的启动子同时具有组织特异性表达的特点。

2  响应盐胁迫诱导的启动子及顺式作用元件

胁迫诱导启动子广泛存在于高等植物基因组中, 
已报道参与盐胁迫响应的启动子主要有: RD29A、
RD29B、RD22、ERD1等。这些基因除响应盐胁

迫之外, 还参与植物干旱胁迫、ABA响应等(表1)。
顺式作用元件是重要的分子开关, 参与控制各种

生物过程在内的多种基因活动动态网络的转录调

控 (Yamaguchi-Shinozaki和Shinozaki 2005)。顺式

作用元件对应于胁迫诱导启动子发挥作用, 共同

调节植物的胁迫响应。本文以存在于盐胁迫诱导

启动子中的顺式作用元件为主线, 探究这些元件

在响应盐胁迫中所起的作用。

2.1  盐胁迫诱导启动子中的E-box元件

E-box元件是一段高度保守且广泛分布在基因

启动子区域的连续六核苷酸序列(CANNTG), 常作

为一些转录因子的结合位点从而参与相关基因的

表达调控。E-box有不同的类型, 主要取决于中间

两个核心氨基酸的不同 , 最常见的E-box类型是

G-box (5'-CACGTG-3') (Toledo-Ortiz 等 2003)。高

等植物中 , 能够识别E-box的蛋白家族主要包括

bHLH (basic/helix-loop-helix)蛋白家族, 该家族是

图2  蛋白质编码基因转录调控的简化模型

Fig. 2  Simplified model of transcriptional regulation of protein-encoding genes

本图改自Hernandez-Garcia和Finer (2014)。
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表1  植物胁迫响应基因及其顺式作用元件比较

Table 1  Comparison of stress response genes and the cis-acting elements in plants

顺式作用元件	   代表基因	        互作蛋白	               胁迫响应	    参考文献

E-box 	 RD22	 bHLH类转录因子	 干旱、高盐	 Zhang等2018
	 OsAKT1	 BplMYB46
	 GbMYBFL	
	 RD29B		
ABRE 	 MbDREB1	 bZIP类转录因子	 ABA、干旱、NaCl	 Abe 2003
	 ZmCatl	 	
DRE 	 RD29A	 DREB1类转录因子	 ABA、干旱、低温、高盐	 Zhou等2012
	 PeDREB2a	
	 SCaM-4	
GT-1	 MbDREB1	 GT-1 like转录因子	 NaCl	 Duan等2016
	 GbLhcb4	
NACR/ZF-HDR	 ERD1	 ZFHD转录因子	 干旱、高盐、ABA	 Tran 2004
		  NAC转录因子	
SIN1BM	 GmNCED3s	 GmSIN1蛋白	 盐、干旱、ABA	 Li等2019
	 GmRbohBs	
W-box	 DREB2A	 WRKY转录因子	 干旱、NaCl、ABA	 Wang等2009
	 BhGolS1	

植物转录因子中最大的家族之一, 在植物的生长

发育、生理代谢以及逆境应答过程中均发挥着重

要的作用。

RD22是外源ABA应用于拟南芥后诱导植物表

达的脱水反应基因, 尽管已假设许多ABA诱导型

基因的表达调控涉及其启动子区域中的ABRE序列, 
但RD22在其启动子中不包含任何典型的ABRE共
有序列。早期研究表明RD22的起始密码子上游启

动子的67 bp区域含有一个MYC和MYB识别位点, 
它们在干旱和高盐诱导的RD22表达中起顺式作用

元件的作用。拟南芥bHLH相关蛋白AtMYC2和
MYB相关蛋白AtMYB2, 分别与MYC、MYB识别

位点特异性结合。研究表明, AtMYC2和AtMYB2基
因均响应干旱、高盐和ABA处理的诱导, bHLH和

MYB蛋白的协同作用对基因表达的调控是干旱和

盐胁迫下ABA信号通路中的另一种调控系统(Abe
等2003)。

Kim和Kim (2006)研究发现了一种新型的钙结

合bHLH转录因子AtNIG1, 其参与植物盐胁迫信号

转导。ICE1编码的一种bHLH蛋白能够特异性结

合CBF3启动子的MYC识别位点(CANNTG), 且已

知bHLH蛋白(AtMYC2)能够绑定RD22启动子并激

活RD22的表达 (Toledo-Ortiz等2003)。作者猜测

AtNIG1可能与这些盐胁迫调控基因的启动子区域

结合并通过调节这些盐胁迫响应基因而参与盐胁

迫信号传导途径。Ahmad等(2016)将激活标签法

应用于拟南芥去分化愈伤组织, 以鉴定耐盐新基

因。其中鉴定到一个耐盐愈伤组织8 (salt tolerant 
callus8, stc8), 将其确定为bHLH106基因。该基因

敲除系对盐胁迫更为敏感, 超表达系表现出盐胁

迫耐受性。通过EMSA发现该转录因子与G-box相
互作用更强, 以存在G-box为标准, 对bHLH106过
表达系进行转录组分析发现, 在bHLH106超表达

系中bHLH106正调控的基因有198个, 负调控的基

因有36个, 这些基因在其启动子区域具有一个或

多个G-box序列, 这些基因许多与包括盐胁迫在内

的非生物胁迫相关(Ahmad等2016)。此外, Chen等
(2013)报道了来自野生稻(Oryza rufipogon)的Or-
bHLH001能够特异性结合OsAKT1启动子区域的

E-box基序诱导OsAKT1的表达来响应外界盐胁迫

信号, OsAKT1通过调节细胞中Na+/K+的比例使水

稻具有耐盐性。
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2.2  盐胁迫诱导启动子中的ABRE元件

ABA在营养组织适应非生物胁迫(如干旱和高

盐度)以及种子成熟和休眠中起着重要作用。许多

ABA诱导型基因在其启动子区域含有一个保守的

ABA响应顺式作用元件ABRE (ABA-Responsive 
Element; PyACGTGGC), 它是参与ABA调控的基

因表达的顺式作用元件。

在脱水、低温、高盐或用外源ABA处理的条件

下, 差异诱导了拟南芥2个基因RD29A和RD29B, 它
们紧密排列于拟南芥基因组上。其中, RD29B的诱

导主要由脱落酸介导, RD29B的启动子分析表明, 2
个ABRE是RD29B脱水响应表达的顺式作用元件。

Uno等(2000)利用酵母单杂交系统分离出3个编码

基本亮氨酸拉链bZIP (basic leucine Zipper)型ABRE
结合蛋白的cDNA, 分别命名为ABRE1~3。作者研

究发现, 植物组织中干旱、NaCl和ABA处理均会

上调ABRE1和ABRE2的转录。

Hossain等(2010)分离并鉴定了水稻中bZIP转
录因子OsABF2, 并发现其能够与ABRE结合。通

过OsABF2 T-DNA插入纯合突变体与野生型相比, 
OsABF2 T-DNA插入纯合突变体对于盐、干旱和

氧化胁迫更为敏感。Liao等(2008)在大豆中鉴定出

131个bZIP基因并命名为GmbZIPs, 这些GmbZIPs
中的三分之一以上能够对包括ABA、盐、干旱和

冷胁迫在内的至少一种胁迫作出反应。作者研究

了其中的GmbZIP46、GmbZIP62和GmbZIP78, 它
们能够结合到ABRE元件上, 并对盐胁迫作出响应,  
与野生型相比, 过表达转基因植株均具有更强的

耐盐性。

2.3  盐胁迫诱导启动子中的DRE元件

植物ERF (Ethylene-Responsive transcription Fac-
tor)/AP2 (APETALA 2)蛋白是植物特有的转录因

子, 参与植物生长发育以及调控非生物胁迫反应

(Agarwal等2006)。Sakuma等(2002)在拟南芥基因

组中发现了144个编码ERF/AP2转录因子的基因, 
并根据其DNA结合域的相似性将它们分为5类: 
AP2亚家族、RAV亚家族、DREB亚家族、ERF亚
家族和AL079349。DREB亚家族的转录因子可以

识别干旱(Dehydration Responsive Element/C-repeat, 
DRE/CRT)和冷胁迫响应元件(A/GCCGAC), 调节

植物对干旱和低温的适应, 同时响应ABA、低温、脱

水及高盐等胁迫诱导。Wang等(2008)克隆了一种

新型水稻DREB转录因子OsDREB1F并证明该基因

是由盐、干旱、冷胁迫以及ABA诱导。OsDREB1F
转基因水稻和拟南芥均表现出对盐、干旱和低温

的耐受性增强。此外, Kidokoro等(2015)从大豆基

因组数据库中鉴定出14种DREB1型转录因子(Gm-
DREB1s), 其中的大多数基因的表达均受到包括低

温、干旱、高盐和高温在内的多种非生物胁迫的

强烈诱导。

在Yang等(2011)的一份研究中, 他们克隆并鉴

定了一个新的基因: 矮苹果(Malus baccata) DREB1
转录因子, 该基因的表达由寒冷、干旱和盐胁迫诱

导。酵母活性测定表明, MbDREB1基因编码转录

激活因子, 该转录激活因子特异性结合DRE/CRT
元件。与野生型植物相比, 过表达MbDREB1的转

基因拟南芥显示出对低温、干旱和盐胁迫的耐受

性增强。在ABA、低温、干旱和盐处理下, 转基

因拟南芥中MbDREB1启动子驱动的GUS活性增加。

值得注意的是, 在过表达MbDREB1的拟南芥中, 在
正常生长条件下, ABA非依赖性和ABA依赖性胁

迫诱导基因(分别为COR15a和RD29B)的表达均被

激活。这些结果表明, MbDREB1充当转录因子, 并
通过ABA非依赖性和ABA依赖性途径提高植物对

低温、干旱和盐胁迫的耐受性。

2.4  盐胁迫诱导启动子中的GT-1元件

在植物细胞中, 多个CaM基因编码多个CaM
亚型。Park等(2004)在大豆中克隆了5种CaM亚型

(SCaM-1~5), 其中SCaM-4被认为是真正的CaM亚

型, 因为其一级结构蛋白质中具有CaM的标志性结

构: 四个保守的推定EF和一个中央连接区。研究表

明, ScaM-4的mRNA在盐胁迫下得到显著诱导。启

动子的缺失分析显示, SCaM-4的诱导表达依赖于

启动子距离起始密码子上游−858~−728 bp的区域, 
并将GT-1 (GAAAAA)元件确定为诱导SCaM-4的
核心顺式作用元件。此外, GT-1顺式作用元件通

过与GT-1 like转录因子(如GT-3b)相互作用介导

SCaM-4在盐胁迫诱导中发挥作用(Park等2004)。
此外, 已有研究表明, 包含ERF/AP2结构域的RAV
转录因子家族参与非生物胁迫适应, 但是水稻中
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对RAV基因响应盐胁迫的研究很少。Duan等(2016)
检查了水稻中5种OsRAV在盐胁迫下的表达模式发

现, 高盐诱导OsRAV2的表达。作者分离并鉴定出

OsRAV2启动子区域的GT-1元件, 并证明GT-1直接

调控OsRAV2的盐胁迫响应。Yang等(2011)在矮苹

果中克隆出MbDREB1, 该基因的表达能够被寒冷、

干旱、盐胁迫以及ABA诱导。MbDREB1启动子的

分析表明, MbDREB1启动子区域含有ABA反应元

件(ABRE)、类ICE1绑定位点、2个MYB识别位点

和3个响应胁迫诱导的GT-1 box。在ABA、低温、

干旱和盐处理下, 转基因拟南芥中MbDREB1启动

子驱动的GUS活性增加。

2.5  盐胁迫诱导启动子中的NACR/ZF-HDR元件

ERD (early responsive to dehydration)是Naka- 
shima和Yamagu chi-Shinozaki (2006)在1 h脱水拟

南芥中分离出来的一类脱水相应基因, 它编码的

蛋白质与来自大肠杆菌的ATP依赖性Clp蛋白酶的

ATP结合亚基ClpA具有序列同源性(Yang等2011)。
ZFHD识别序列(ZFHDRS)和NAC识别序列(NA-
CRS)在ERD1的脱水诱导表达中起重要作用。Tran
等(2007)利用酵母单杂交系统分离出编码ZFHD1
转录激活因子的cDNA, 该转录激活因子与包含

ZFHDRS的ERD1的62 bp启动子区域特异性结合。

另外, 作者还证实ZFHD1与ZFHDRS能够特异性

结合, 并且干旱、高盐和ABA诱导ZFHD1的表达。

ZFHD1的DNA结合和激活域分别位于C端同源域

和N端锌指域。作者使用酵母双杂交系统检测到

ZFHD1和NACRS结合NAC蛋白之间的相互作用。

此外, ZFHD1和NAC基因的共表达将拟南芥T87原
生质体和转基因拟南芥植物中的转基因植物的形

态表型恢复到接近野生型的状态, 并增强了ERD1
的表达。

2.6  盐胁迫诱导启动子中的其他元件

本实验室鉴定出大豆中一个NAC转录因子并

命名为GmSIN1 (SALT INDUCED NAC 1), 发现该

基因能够响应盐胁迫的诱导, 提高大豆的耐盐性。

进一步利用MEME分析, 鉴定出GmSIN1 OE (大豆

过表达系)和经盐处理WT (野生型)中表达上调的

基因启动子共有序列CCTCCACCC, 将其与拟南

芥TUB基因基本启动子片段相连, 构建入驱动报

告基因LUC的植物瞬时表达载体pGREENII。LUC
活性分析发现, 该顺式作用元件为盐诱导元件, 将
其命名为SIN1BM, 证明了GmSIN1通过与2个盐胁

迫关键基因GmNCED3s (ABA合成关键酶基因)和
GmRbohBs (ROS合成关键酶基因)启动子顺式作用

元件SIN1BM结合来增强GmNCED3s和GmRbohBs
的表达, 从而提高大豆的耐盐性(Li等2019)。利用

相同的方法, 亦获得了另一个盐诱导顺式作用元

件GT1GMSCAM4 (未发表)。
植物中存在的另一个大的转录因子家族是

WRKY, 它在许多不同的生物过程(包括植物发育、 
防御调节和胁迫反应)中起着正或负调节剂的作用。

该家族由N末端的保守氨基酸序列WRKYGQK以

及一个新颖的类锌指基序来定义, 每个WRKY蛋白

都含有一个或两个保守的WRKY结构域。WRKY
结构域能够特异性识别以TTGAC为核心的顺式

作用元件W-box (Eulgem等2000)。已有研究表明, 
WRKY通过特异性结合盐胁迫响应关键基因启

动子区域的W-box参与调控植物的盐胁迫响应。

Zhou等(2008)证实大豆GmWRKY13/54能够特异

性结合W-box元件, 并且发现GmWRKY54可能通过

调节DREB2A和STZ/Zat10赋予转基因大豆盐和干

旱耐受性。另外, 与野生型植物相比, 过表达Gm-
WRKY13的转基因植物对盐和甘露醇胁迫的敏感

性增强。

3  盐胁迫诱导启动子在作物育种方面的应用

自从植物遗传转化的第一份报告以来, 使用

转基因方法来研究基因的生物学功能一直是植物

科学领域的研究热点。目前, 转基因技术的范围已

从基础研究的许多领域延伸到应用生物技术和作

物育种, 且已有部分成功案例。中国科学院遗传与

发育研究所储成才实验室发掘鉴定出微观组织特

异型启动子gdcsP, 发现该启动子含有4个微管特异

性表达调控元件、16个根特异性表达调控元件, 以
及8个茉莉酸响应元件、3个水杨酸响应元件和多

个激发子诱导的抗病原件。利用该启动子驱动天

麻抗真菌蛋白GAFP4基因特异性表达, 显著提高

了棉花的黄萎病抗性(Wang等2019)。此外, 随着基

因编辑技术的进步, 对关键基因启动子区顺式作
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用元件的编辑已成为现实。扬州大学刘巧泉课题

组通过CRISPR/Cas9技术编辑水稻Wx基因启动子

上的关键顺式作用元件调节基因表达, 创制了多

个可微调直链淀粉含量的新Wx等位基因, 为水稻

优质育种提供了新种质与新方法(Huang等2020)。
一方面, 我国大豆进口量全球第一, 大豆产量

远不能满足需求; 另一方面, 我国盐碱地面积高达

几亿亩, 如何利用好盐碱地成为世纪难题。因此, 
培育大豆耐盐新品种成为解决这两个问题的关键。

盐胁迫诱导启动子响应外界盐胁迫诱导激活相关

基因的表达, 进而使植物具备抗盐胁迫的能力, 这
一手段将为农业生产提供很好的指导。通过利用

盐诱导启动子的关键元件, 构建包含关键元件的

人工启动子, 从而人工改造植株获得胁迫抗性, 能
够为农业生产提供强有力的支撑。本实验室构建

了大豆盐诱导型NAC转录因子GmSIN1启动子及

其顺式作用元件驱动耐盐基因GmSIN1的人工启动

子, 并获得了其转基因大豆, 正在进行转基因大豆

耐盐性筛选, 以期获得耐盐转基因大豆新种质(未
发表)。总之, 盐胁迫诱导启动子的发掘、顺式作

用元件的鉴定以及耐盐转基因株系的获取将成为

未来基因工程研究的一个新热点。
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