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毛竹 PeSCL3 基因表达特征及其启动子活性研究 
 

董丽莉，赵韩生，李利超，孙化雨，王丽丽，高志民* 
(国际竹藤中心，竹藤科学与技术重点开放实验室，北京 100102) 

 

摘要：为探讨毛竹(Phyllostachys edulis) SCL3 基因的表达特征及其启动子活性，采用同源克隆的方法从毛竹中分离到 SCL3

同源基因 PeSCL3 的编码区(ORF)和上游启动子序列(PeSCL3p)。序列分析表明，PeSCL3 的 ORF 为 1335 bp，推测编码含 444 

氨基酸的蛋白，该蛋白与水稻(Oryza sativa)的 SCL3 同源性高达 93.9%。PeSCL3p 长度为 1358 bp，含有脱落酸(ABA)应答元

件 ABRE、赤霉素(GA3)应答元件 GARE-motif 和 P-box、干旱诱导 MYB 结合位点等多种作用元件。实时定量 PCR 分析结果

表明，PeSCL3 在毛竹叶中的表达丰度最高，其次是茎和根，而鞘中的最低；PeSCL3 的表达受 GA3 的抑制，受 ABA、NaCl

和干旱的诱导。转 PeSCL3p∷GUS 拟南芥(Arabidposis thaliana)的 GUS 染色结果表明，根尖、顶端生长点和子叶叶柄均被染

成蓝色，尤其根尖的染色最深。这表明 PeSCL3 对毛竹的生长发育，尤其是根系，可能起着重要的调控作用。 
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Expression Characteristics and Promoter Activity Analysis of PeSCL3 
Gene from Phyllostachys edulis 
 

DONG Li-li, ZHAO Han-sheng, LI Li-chao, SUN Hua-yu, WANG Li-li, GAO Zhi-min* 
(International Center for Bamboo and Rattan, Key Laboratory on the Science and Technology of Bamboo and Rattan, Beijing 100102, China) 

 

Abstract: In order to reveal the expression characteristics and promoter activity of SCL3 in Phyllostachys edulis, 

the open reading frame (ORF) of PeSCL3 and its upstream promoter sequence (PeSCL3p) were cloned from P. 

edulis by using homologous cloning method. Sequence analysis showed that the length of PeSCL3 ORF was 1335 

bp, encoding a protein with 444 amino acids, which shared 93.9% homology with SCL3 from Oryza sativa. The 

length of PeSCL3p was 1358 bp, containing many kinds of cis-acting regulatory elements, such as abscisic acid 

response (ABRE), gibberellin-responsive element (GARE-motif and P-box), and drought-induced MYB binding 

sites, etc. Based on real-time quantitative PCR, the expression of PeSCL3 in leaf was the highest, following by 

stem and root, and the least in sheath. Besides, the expression of PeSCL3 was inhibited by GA3, while it was 

induced by ABA, NaCl and drought. The GUS staining result of transgenic Arabidopsis thaliana with 

PeSCL3p::GUS showed that root tip, apical meristem and cotyledon petiole were all stained blue, especially in 

root tip with the deepest staining. So, these indicated that PeSCL3 might play an important role in regulating the 

growth and development of P. edulis, especially for that of root. 

Key words: Phyllostachys edulis; PeSCL3; Gene expression; Promoter activity 
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植物主要依靠根系从土壤中吸收水分和养分,

满足生长发育、新陈代谢等生理活动，根系形态建

成(Root system architecture, RSA)对植物生长发育

具有重要作用。植物依靠调控 RSA 来适应复杂多

变的土壤环境，尽管 RSA 具有很高的可塑性，且

不同物种的差异较大，但植物的根系形态和可塑性

是由内部的遗传因子决定的[1]，植物自身内部蛋白、

转录因子、microRNAs 及激素等均参与 RSA 的调

控[2–5]。SCARECROW-LIKE3 (SCL3)编码的转录因子

属于 GRAS 家族成员，SCL3 的 mRNA 主要在拟南

芥(Arabidposis thaliana)根内皮层中表达[6]，在调控

植物根的伸长方面发挥重要的作用，DELLA 诱导

SCL3 基因的表达，而 GA 抑制其表达，而且 SCL3

和 DELLA 通过蛋白间的互作在调控下游 GA 响应

和 GA 体内平衡的方面起着相反的作用[7–9]。在拟南

芥的根部，SCL3 作为 GAI 和 RGA 的衰减子调控

伸长区/分化区细胞的伸长，SCL3-DELLA 互作调

节的 GA 信号途径与 SHR/SCR 途径联合共同调控

分裂区基本组织的分裂时间和程度[10]。因此，SCL3

对植物根系的生长发育具有重要调控作用。 

毛竹(Phyllostachys edulis)是我国最具特色的笋

材两用竹种，根系的生长为其竹笋、竹材的快速生

长奠定了基础，种植期前 5 年地上部分生长并不明

显，但其地下根系水平方向伸展超过 10 m，垂直生

长也接近 5 m。因此，研究根系的生长发育调控对

于深入了解毛竹的速生机制具有重要意义。对毛竹

根系构型特征的研究表明，实生苗的根长、根系数

量、根表面积、根体积与根系平均直径在不同土层

中的分布存在极显著差异[11]。对黄山地区毛竹根系

生物量的分布规律研究表明，88.8%的根系分布在

0~40 cm 的土层，随土层加深生物量减少[12]。然而，

毛竹根系生长发育的内在调控分子机制尚属空白。

毛竹基因组草图[13]的完成以及数据库分析平台[14]

的建成为其根系发育与调控机制研究奠定了基础。

本研究以毛竹为材料，克隆 SCL3 的同源基因

PeSCL3 及其启动子序列，对基因表达和启动子活

性进行分析，为进一步揭示 PeSCL3 调控毛竹根系

生长发育的分子机制提供参考。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 
以半年生盆栽毛竹(Phyllostachys edulis)实生苗

为材料，栽培基质为腐殖土∶蛭石=3∶1，在 25℃、

光照 150 µmol m–2s–1和光/暗=16 h/8 h 的条件下培养。 

分别用 GA3 (200 µmol L–1)、ABA (200 µmol L–1)

溶液喷洒毛竹叶片，分别在 GA3 处理后 0、0.25、

0.5、1、3 和 5 h，ABA 处理后 0、1、3、6、12 和

24 h 采集根系样品[15]。用 NaCl (200 mmol L–1)溶液

一次性浇灌毛竹，同时对另一部分毛竹进行控水干

旱处理，分别在处理 0、2、5、9、14 和 20 d 后收

集毛竹根系样品[16]。所有样品用液氮速冻处理，置

于-80℃超低温冰箱保存备用。  

 

1.2 基因组 DNA 提取及 cDNA 合成 
以毛竹叶片为材料，采用改良 CTAB 法[17]提取

基因组 DNA，-20℃保存备用。采用 Trizol 法[18]分

别提取毛竹的根、茎、叶和鞘的 RNA，以及不同处

理叶片的 RNA，按照 Promega 公司的反转录试剂盒

操作说明书合成 cDNA，在-20℃保存备用。 

 

1.3 基因及其启动子的克隆 
根据拟南芥转录因子 AtSCL3 (At1g50420)蛋白

序列在毛竹基因组数据库(http://www.bamboogdb. 

org)中查找同源基因序列，采用 MEGA 6.0 软件基

于目的基因编码的氨基酸序列构建系统进化树，利

用在线平台 Plant CARE (http://bioinformatics.psb. 

ugent.be/webtools/plantcare/html/)分析上游调控序

列所含作用元件，应用 DNASTAR 软件对目的基因

与其他物种的同源性进行分析。 

根据 ORF 设计引物 SCL3-F: 5′-ATGGTACAT- 

GACGAAGGCTCCTCGTC-3′和 SCL3-R: 5′-TCAG- 

TCGAACCTGCGGCCGC-3′。PCR反应体系(20 µL): 

5×Primer STARTM Buffer 4.0 µL，dNTP Mixture  

(2.5 mmol L–1) 1.6 µL，引物 SCL3-F (5 µmol L–1)  

1.0 µL，引物 SCL3-R (5 µmol L–1) 1.0 µL，DNA 2.0 µL，

Primer STARTM HS DNA polymerase (5 U) 0.2 µL, 

DMSO 1.0 µL，超纯水 9.2 µL。PCR 程序：94℃预

变性 10 min；然后 94℃变性 30 s，62℃退火 30 s，72℃

延伸 2 min，共 35 个循环；最后 72℃延伸 10 min。 

设计启动子两端序列引物，SCL3p-F: 5′-AGA- 

GGGAAGACGCACGGATCCAG-3′，SCL3p-R: 5′- 

CAGCCTCACCAGCGCTGCC-3′。PCR 反应体系 

(20 µL)：5×Primer STARTM Buffer 4.0 µL，dNTP 

Mixture 1.6 µL，引物SCL3p-F 1.0 µL，引物SCL3p-R 

1.0 µL，毛竹基因组 DNA 1.0 µL，Primer STARTM HS 
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DNA polymerase 0.2 µL，DMSO 1.0 µL，超纯水10.2 µL。

PCR 程序：94℃预变性 10 min；然后 94℃变性 30 s，

66℃退火 30 s，72℃延伸 2 min，共 35 个循环；最

后 72℃延伸 10 min。PCR 产物用 BioMIGE 公司回

收试剂盒，回收后加A连接到 pGEM-T easy载体上，

转化大肠杆菌(Escherichia coli) Trans5α，筛选出阳性

克隆，送生工生物工程股份有限公司测序。 

  

1.4 基因的表达分析 
根据 PeSCL3 基因序列的非保守区设计定量引

物，qSCL3-F: 5′-AGGTCCGCGAGGAGAAGG-3′和

qSCL3-R: 5′-ACGCAGCGCGAGGTGAAG-3′。qPCR

反应在耶拿 QTower 仪器上进行，采用 Roche Light- 

Cycler®480 SYBR GreenⅠMaster 试剂盒，反应体系

(10 µL)包含 5.0 µL Mix，0.8 µL cDNA，正、反向引物

各 0.2 µL，3.8 µL ddH2O。以毛竹NTB 为内参基因[19]，

引物分别为 NTB-F (5′-TCTTGTTTGACACCGAA- 

GAGGAG-3′)和 NTB-R (5′-AATAGCTGTCCCTGG- 

AGGAGTTT-3′)，每个反应重复 3 次。利用 2–ΔΔCT

法[20]分析 3 次生物学实验的数据，Excel 进行作图。 

 

1.5 启动子载体构建与转化 
根据表达载体 pBI101多克隆位点及PeSCL3启

动子序列设计引物，分别在正反向引物序列 5′端加

酶切位点 SalⅠ(GTCGAC)和 XbaⅠ(TCTAGA)，即

SCL3p-F(S): 5′-ACGCGTCGACAGAGGGAAGAC- 

GCACGGATCCAG-3′，SCL3p-R(X): 5′-GCTCTAG- 

AAGCCTCACCAGCGCTGCC-3′。经 PCR 扩增后

回收产物，连接到 pGEM-T easy 上，转化大肠杆菌，

选择阳性单克隆序列测序。将测序正确的质粒和载

体 pBI101 分别用 SalⅠ和 XbaⅠ进行双酶切，分别

回收连接，获得 PeSCL3p∷GUS 融合表达载体。酶

切验证后，采用电击法将含有目的基因的植物表达

载体质粒转入农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) 

GV3101 中，菌落经 PCR 鉴定后，阳性克隆用于转

化拟南芥 Col-0。采用浸花法[21]进行转化，筛选阳

性(Kan 50 mg L–1)植株用于启动子活性分析。 

 

1.6 启动子活性分析 
按照试剂盒(货号：RTU4032，中科瑞泰生物科

技有限公司)说明，配制 β-葡萄糖苷酸酶(GUS)染色

液[将 0.1 mL 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-葡萄糖苷酸酯(X-  

gluc)，加入到 5 mL 的 GUS 染色缓冲液中]，现配

现用。GUS 染色步骤：将野生型拟南芥、转基因阳性

植株幼苗分别浸泡在 GUS 染色液中，在 25℃~37℃

下保温 1 h 至过夜。将幼苗转移至 70%乙醇中脱色 

2~3 次至阴性对照呈白色。观察脱色后的幼苗，呈现

蓝色的部位为启动子发挥活性的位点，拍照记录。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 基因及其启动子的克隆 
从毛竹基因组数据库获得了拟南芥 AtSCL3 同

源基因序列 FP097535，该基因的全长 1978 bp，5′ 

UTR 长 340 bp，3′ UTR 长 303 bp，ORF 长 1335 bp,

命名为 PeSCL3。分别以毛竹基因组 DNA 和 cDNA

为模板，用引物 SCL3-F 和 SCL3-R 进行 PCR 扩增,

电泳检测到在 1400 bp 左右均有 1 条特异性条带。

测序结果表明，片段大小均为 1335 bp，与 FP097535

的编码区完全一致，表明 PeSCL3 没有内含子。推

测 PeSCL3 编码 444 个氨基酸，除了包含 GRAS 家

族的 5 个保守基序(LRI、VHIID、LRII、PFYRE 和

SAW)外，还含有 AtSCL3 亚家族的特有基序，说明

它属于 GRAS 转录因子家族的 AtSCL3 亚家族。 

利用 DNASTAR 软件进行同源性分析，结果表

明毛竹 PeSCL3 与其他物种的 SCL3 的同源性达

55%以上，其中与水稻(Oryza sativa)的 OsSCL3 同

源性高达 93.9%，表明其进化上的保守性。用

MEGA6.0软件构建基于SCL3同源序列的系统进化

树，结果表明 PeSCL3 与单子叶植物水稻、高粱

(Sorghum bicolor)和玉米(Zea mays)等的 SCL3 聚在

一起，双子叶植物拟南芥、葡萄(Vitis vinifera)、毛

果杨(Populus trichocarpa)和可可(Theobroma cacao)

的 SCL3 聚类在另一分支(图 1)，这与植物的系统分

类结果相一致。 

以毛竹基因组 DNA 为模板，用引物 SCL3p-F

和 SCL3p-R 进行 PCR 扩增，结果表明，PeSCL3 上

游调控序列为 1358 bp，除含有 TATA、CAAT-box

启动子基本元件外，还包含 ABA 应答元件 ABRE,

赤霉素应答元件 GARE-motif 和 P-box，低温应答顺

式作用元件 LTR，干旱诱导 MYB 结合位点 MBS,

光应答元件 G-Box 等多种作用元件，这意味着

PeSCL3 的表达可能受到激素以及低温、干旱等非

生物胁迫的调控。 
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图 1 基于 SCL3 氨基酸序列构建的系统进化树。分支上的数字为 1000 次重复搜索的靴带值。 

Fig. 1 Phylogenetic tree based on sequences of SCL3. Numbers on branches indicate bootstrap estimates for 1000 replicates. 

 

2.2 基因的表达分析 
基因的时空特异表达是植物完成生理功能的

必要条件，研究 PeSCL3 的组织表达特异性有助于

揭示其功能。qPCR 结果表明，PeSCL3 在毛竹的各

组织中均有表达，以叶片中的表达丰度最高，其次

是茎和根，而叶鞘的最低(图 2)。这说明 PeSCL3 可

能对毛竹的根、茎、叶片和叶鞘的生长发育均有一

定的影响。 

 

图 2 PeSCL3 基因在不同组织中的表达。1: 根；2: 茎；3: 叶片；4: 叶鞘。 

Fig. 2 Expression of PeSCL3 in different tissues. 1: Root; 2: Stem; 3: Leaf; 

4: Sheath. 

 

2.3 不同处理对根系中基因表达的影响 
PeSCL3在GA3处理0.5 h后表达量明显下降, 仅

为 0 h 的 21%，随后其表达逐渐恢复，处理 5 h 的表

达量与 0 h 的相近(图 3)，表明 PeSCL3 的表达总体是

受到 GA3抑制的，但其自身具有一定的调节能力。 

 

图 3 GA3 处理后 PeSCL3 的表达 

Fig. 3 Expression analysis of PeSCL3 after GA3 treatment 

 

ABA 处理后，前 6 h 内 PeSCL3 表达量逐渐上

升，处理 6 h 的表达量是 0 h 的近 1.8 倍，但处理

12 h 的表达量下降为 0 h 的 35%，而处理 24 h 的表

达量又上调至 0 h 的 1.2 倍(图 4)，这可能与毛竹自

身的昼夜节律调节有关，但总体来讲 PeSCL3 表达

受 ABA 的诱导。 

NaCl 处理前期，PeSCL3 的表达量不断上升,

处理 9 d 时 PeSCL3 的表达量是 0 d 的 7.6 倍，以后

随处理时间的延长，PeSCL3 的表达量逐渐下降, 处

理 21 d时PeSCL3的表达量比 9 d时降低了 78%, 但
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仍是 0 d的 1.6倍(图 5)，表明PeSCL3的表达受NaCl

处理的诱导。 

 

图 4 ABA 处理后 PeSCL3 的表达 

Fig. 4 Expression analysis of PeSCL3 after ABA treatment  

 

图 5 NaCl 处理后 PeSCL3 的表达 

Fig. 5 Expression of PeSCL3 after NaCl treatment 

 

在自然干旱控水条件下，在 0~5 d 内 PeSCL3

的表达量急剧上升，处理 5 d 时 PeSCL3 的表达量

是 0 d 的 42.4 倍，以后 PeSCL3 的表达量急剧下降

并趋于稳定，处理 21 d 时 PeSCL3 表达量为 0 d

的 3.4 倍(图 6)，表明 PeSCL3 基因的表达受干旱

的诱导。 

 
2.4 启动子表达载体构建和检测 

以包含启动子序列的质粒为模板，用引物 

 

图 6 干旱处理后 PeSCL3 的表达 

Fig. 6 Expression of PeSCL3 after drought treatment 

 

PeSCL3p-F(S)和 PeSCL3p-R(X)进行 PCR 扩增，回

收后连到 pGEM-T easy 载体上并测序。利用 SalⅠ

和 XbaⅠ双酶切，将测序正确的启动子序列插入到

pBI101 表达载体的多克隆位点，构建了包含

PeSCL3p∷GUS 融合的表达载体(图 7)。利用电击法

将 PeSCL3p∷GUS 融合表达载体转入农杆菌

GV3101 中，以单克隆菌液为模板，用 PeSCL3p-F(S)

和 PeSCL3p-R(X)进行 PCR 验证，结果获得 1 条大

约 1.3 kb 的特异条带(图略)，说明农杆菌中含有目

的序列，可以用于下一步实验。 

 

图 7 PeSCL3p∷GUS 融合表达载体 

Fig. 7 Expression vector of PeSCL3p∷GUS 

 

2.5 启动子活性分析 
利用农杆菌介导法转化拟南芥，通过抗性筛
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选，获得 8 株抗性植株并进行 GUS 染色。可观察

到 PeSCL3p∷GUS 转基因植株的根尖、顶端生长点

和子叶叶柄被染成蓝色，其中根尖部位染色最深, 

其次是顶端生长点，染色最浅的是子叶叶柄(图 8: 

A)，而野生型拟南芥没有染上蓝色(图 8: B)。由此

表明，PeSCL3 主要在根尖部位表达，这与拟南芥

的 SCL3 主要在根中表达相符[6]，意味着 PeSCL3 可

能对植物根的生长发育起着重要的调控作用。 

 

 
 

图 8 PeSCL3 启动子的活性分析。A: 转 PeSCL3p∷GUS 株系(箭头示染

色部位)；B: 野生型(Col-0)。 

Fig. 8 Activity of PeSCL3 promoter. A: Transgenic line of PeSCL3p∷GUS 

(arrows showing dyeing sites); B: Wild type (Col-0). 

 

3 讨论 
 

发达的根系是毛竹快速生长所必需的，从土壤

中吸收水分和必要的矿质养分是根系的主要功能, 

研究根系的生长发育调控有助于全面了解毛竹的

整体发育状况。GRAS 家族是植物中特有的一类转

录因子家族[22]，其中 AtSCL3 亚家族是 GRAS 家族

的一个分支，在根的伸长方面发挥重要作用[7,10]。

本研究获得的 PeSCL3 编码的转录因子属于

AtSCL3 亚家族，具有 GRAS 家族共有的保守结构

域，这意味着其功能的相似性，PeSCL3 可能参与

调控毛竹根系生长发育。对 PeSCL3 基因表达模式

的分析表明，其在根、茎、叶片和叶鞘中均有表达，

但表达量差异较大，以叶的表达丰度最高，其次是

茎和根，这说明 PeSCL3 除了对根的生长和发育有

影响外，对茎和叶的发育也有潜在的影响。这与转

PeSCL3p∷GUS基因植株的GUS染色结果相符, 除

了根尖部位染色最深外，顶端生长点和子叶叶柄也

被染成蓝色。但对毛竹 PeSCL3 基因的具体功能尚

需进一步研究。 

很多激素信号转导途径通过调控基因或转录

因子来参与调控植物的根系发育，如生长素、细胞

分裂素、油菜素内酯和赤霉素等均参与调控根系的

生长发育[23]。同时，非生物胁迫也是影响根系生长

的重要因素，如盐胁迫和干旱主要是引起细胞破坏

和扰乱渗透平衡[24]，改变基因表达的环境，进而影

响基因的表达。高等植物中 ABA 和 GA 可以对立

地调控许多的发育过程及对生物或非生物胁迫的

反应[25]。DELLA 是赤霉素(GA)信号的关键负调控

因子，对拟南芥 SCL3 功能研究表明 DELLA 和

SCL3 水平的平衡共同调控下游基因的表达[9]，而

DELLA和 SCL3在调控下游GA反应中起着相反的

作用，而且 SCL3 通过干扰 DELLA 来下调自身的

表达[7]。在 PeSCL3 的启动子序列 PeSCL3p 中含有

ABA、GA3 等激素响应元件以及干旱、光等非生物

胁迫响应元件，GA3 处理后 PeSCL3 的表达受到抑

制，而 ABA、NaCl 和干旱处理后则受到诱导，这

进一步佐证了对毛竹 PeSCL3 启动子序列所包含元

件的分析预测，同时也表明该基因可能与毛竹的干

旱响应、逆境调节相关。然而，ABA 和 GA 以及非

生物胁迫是如何通过影响上游调控序列来影响

PeSCL3 的表达，进而调控毛竹根系的发育，还有

待进一步探讨。 
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