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摘要  为建立万寿菊(Tagetes erecta)花冠高效瞬时转化体系并探究花器官对称性形成关键调控基因TeCYC2c的启动子

活性, 将CaMV35S启动子与GUS基因的融合表达载体瞬时转化万寿菊花冠, 探究菌株类型、菌液浓度、侵染时间和共培养

时间对GUS基因瞬时转化效率的影响。结果显示, GV3101菌株的侵染效率最高; 菌液浓度OD600=1.0时转化效率最高; 侵

染时间对瞬时转化效率无显著影响; 共培养1天为最佳培养时间。基于建立的万寿菊花冠瞬时转化体系, 对TeCYC2c基因的

启动子活性进行探究。克隆了TeCYC2c基因上游1 735 bp序列, 并通过PlantCARE预测的元件分布位置及数量构建了4个

启动子缺失表达载体, 以GUS基因为报告基因, 瞬时转化万寿菊花冠进行不同长度启动子活性研究。结果显示, 启动子核

心区域位于ATG上游–650 – –1 bp, 推测该区域内的光响应元件正调控下游基因的表达, 而pTeCYC2c (–1 735)和

pTeCYC2c (–1 406)所特有的植物激素响应和逆境响应元件可能具有抑制启动子驱动下游基因表达的功能。结合万寿菊花

冠瞬时转化体系的建立和TeCYC2c启动子活性分析, 可为进一步快速解析花发育相关基因的功能奠定技术基础。 
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万寿菊(Tagetes erecta)隶属菊科万寿菊属(Ta-

getes), 为一年生草本, 花大色艳, 观赏性好, 同时

也是提取叶黄素的植物原材料。目前, 对万寿菊的研

究主要集中在花型发育(王文静等, 2023)、叶黄素合

成(王瑞鹏等, 2023)和雄性不育(Ai et al., 2016)等方

面, 定向进行万寿菊分子育种的研究较少。已建立了

万寿菊稳定遗传转化体系, 但转化效率较低。杨帆

(2011)、张嫔(2012)和余晓敏等(2023)分别采用超声

波法、真空负压法及农杆菌介导法, 以万寿菊下胚轴、

带腋芽茎段及叶片为外植体, 获得转基因植株, 但转

化效率最高仅为4%。此外, 万寿菊稳定转化周期较

长, 通常需4个月以上, 且操作步骤烦琐。再者, 万寿

菊再生效率和稳定转化效率在很大程度上受基因型

限制(王亚琴等, 2020)。鉴于万寿菊的遗传转化受多

种因素制约, 故无法实现万寿菊基因功能的快速高效

验证。与稳定的遗传转化相比, 瞬时转化可在短时间

内实现对外源基因的表达, 有助于加快基因的功能研

究。Godoy-Hernández等(2006)以携带β-葡萄糖苷酸

酶(β-glucuronidase)基因GUS的植物表达载体pCA-

MBIA2301侵染万寿菊的下胚轴、根、叶和茎尖, 组

织化学染色结果显示, GUS基因在瞬时转化3天后表

达, 但尚未研究花冠中的瞬时转化体系。 

菊科植物的头状花序大多由两侧对称、无雄蕊的

舌状花和辐射对称、雄蕊可育的管状花组成, 两型花

发育成为菊科植物的研究热点。研究发现, TCP转录

因子参与两型花发育和调控(Hileman, 2014; Yuan et 

al., 2020)。在双子叶植物谱系中, 属于TCP转录因子

家族的ECE分支在进化过程中发生过2次重大基因复

制事件, 分别产生了CYC1、CYC2和CYC3三个亚支

(Howarth and Donoghue, 2006), 其中CYC2调控花
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瓣的对称性发育、花瓣大小和雄蕊发育(Broholm et 

al., 2008; Juntheikki-Palovaara et al., 2014)。但在菊

科不同物种中, CYC2类基因经历了次数不等的基因

复制事件, 最终形成不同的拷贝数。例如, 向日葵

(Helianthus annuus)具有8个CYC2类同源基因(Fa-

mbrini and Pugliesi, 2017), 非洲菊(Gerbera hybri-

da)具有 5个CYC2类同源基因 (Tahtiharju et al., 

2012), 而万寿菊有7个CYC2类同源基因(Zhu et al., 

2023), 且在不同物种中由不同的CYC2类基因控制

小花的对称性发育。目前, 关于CYC2c基因的功能研

究较多(Broholm et al., 2008; Juntheikki-Palovaara 

et al., 2014; Huang et al., 2016; Fambrini and Pug-

liesi, 2017), 但对其转录调控研究较少。万寿菊

TeCYC2c基因在花冠中特异性高表达(Zhu et al., 

2023), 但是其调控机制尚不明确。 

我们以β-葡萄糖苷酸酶基因为报告基因, 建立万

寿菊花冠高效瞬时转化体系, 同时构建TeCYC2c基

因启动子缺失表达载体并瞬时转化万寿菊花冠, 分析

TeCYC2c启动子活性。本研究建立了万寿菊花器官

特异表达基因的启动子活性快速验证技术, 为解析花

发育相关基因的功能奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

万寿菊(Tagetes erecta L.)培养方法如下: 将万寿菊

种子(品种里程碑·黄色, 购自赤峰塞诺园艺有限公司)

播种于基质:泥炭:蛭石=2:1:1 (v/v/v)的混合物中, 在

温度为25°C、湿度为60%、光周期为16小时光照/8

小时黑暗条件下培养。在万寿菊舌状花花冠展开的第

2天, 选取大小较为一致的花冠用于农杆菌侵染。农

杆菌感受态细胞购自上海唯地生物技术有限公司, 携

带GUS基因的质粒DX2181G由华中农业大学园艺林

学学院张蔚老师惠赠。 

1.2  万寿菊花冠高效瞬时转化体系的建立 

1.2.1  菌液制备 

采用同源重组法将CaMV35S启动子构建到含GUS报

告基因的DX2181G载体上, 热激转化大肠杆菌(Es- 

cherichia coli)感受态细胞DH5α。将转化产物涂布于

含50 mg·L–1硫酸卡那霉素的LB固体培养基上, 37°C

培养12小时后进行菌落PCR鉴定。将阳性菌落送生工

生物工程(上海)股份有限公司测序验证, 并且提取测

序正确的菌液质粒。吸取100 ng阳性质粒, 通过液氮

冻融法转化农杆菌感受态细胞 , 然后涂布于含

50 mg·L–1硫酸卡那霉素的LB固体培养基上, 28°C暗

培养48小时。使用无菌牙签蘸取菌落进行PCR鉴定

(引物组合为pCaMV35S-F: 5′-TGAGACTTTTCAAC-

AAAGGGTAATTT-3′, D2181G-R: 5′-CAATAACAT-

ACGGCGTGACATC-3′), 挑取阳性菌落接种于含50 

mg·L–1硫酸卡那霉素的LB液体培养基中, 28°C暗培

养16小时。菌液按100:1 (v/v)的比例加入含50 mg·L–1

硫酸卡那霉素的LB液体培养基中, 黑暗培养8小时。

离心收集菌体后, 用含1 mmol·L–1 MgCl2、10 mmol·L–1  

2- 吗啉乙磺酸 (2-morpholinoethanesulfonic acid, 

MES)和200 µmol·L–1乙酰丁香酮 (acetosyringone, 

AS)的无菌水重悬, 并调整菌液OD600值至合适值, 然

后在28°C条件下、25 ×g离心活化1小时。 

 

1.2.2  侵染转化 

基于菌液浸泡法(余晓敏等, 2023), 取大小和长势均

匀的万寿菊花冠浸泡于重悬液中, 侵染固定期间, 每

隔1分钟摇晃1次, 使菌液与花冠充分接触。侵染结束

后, 用无菌水清洗花冠表面剩余菌液, 之后置于空培

养皿上, 室温培养至对应天数。 

 

1.2.3  转化条件的筛选 

菌株类型的确定 : 将万寿菊花冠分别经菌液浓度

OD600=1.0的GV3101、EHA105、LBA4404三种农杆

菌侵染10分钟后, 花冠正面朝上置于空培养皿, 室温

培养1天后进行GUS基因瞬时表达检测, 统计GUS基

因的瞬时表达率。每个处理设3组重复, 每组重复40

片花冠。 

菌液浓度的确定: 菌液浓度OD600值设置为0.1、

0.5、1和2, GV3101为侵染菌株, 侵染时间10分钟, 

室温培养1天后对万寿菊花冠进行GUS基因表达检

测, 统计瞬时转化效率。每个处理设3组重复, 每组重

复40片花冠。 

侵染时间的确定: 侵染时间设置为10、20、30

和40分钟 , GV3101为侵染菌株 , 菌液浓度OD600= 

1.0, 共培养1天后进行GUS基因表达检测, 统计瞬时

转化效率。每个处理设置3组重复, 每组重复40片花冠。 
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共培养时间的确定: 共培养时间设置为1、2、3

和4天 , GV3101为侵染菌株 , 菌液浓度OD600=1.0, 

侵染时间为10分钟, 共培养结束后进行GUS基因表

达检测, 统计瞬时转化效率。每个处理设3组重复, 每

组重复40片花冠。 

GUS瞬时表达率=(有蓝色斑点的花冠数/染色花

冠总数)×100%。 

1.3  TeCYC2c基因启动子活性分析 

1.3.1  万寿菊TeCYC2c基因启动子序列克隆及生物

信息学分析 

以万寿菊新鲜叶片为材料 , 采用CTAB法(何燕红 , 

2010)提取DNA。利用TBtools软件从万寿菊基因组

(Tagetes erecta genome assembly: GCA_026213-

115.1, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/geno-

me/GCA_026213115.1/)中提取TeCYC2c基因起始

密码子上游2 000 bp序列作为启动子序列, 用Primer 

Primer 5.0设计扩增引物, 引物序列见表1。以万寿菊

DNA为模板, 使用Vazyme高保真酶Phanta Max Su-

per-Fidelity DNA Polymerase进行PCR扩增。PCR反

应程序为: 94°C预变性4分钟; 94°C变性30秒, 55°C

退火30秒, 72°C延伸2分钟, 35个循环; 最后72°C延

伸10分钟。PCR产物纯化后连接至TOPO载体, 并立

即热激转化大肠杆菌感受态细胞DH5α, 菌落PCR检

测后, 将阳性菌落送至生工生物工程(上海)股份有限

公司测序。利用PlantCARE (http://bioinformatics.psb. 

ugent.be/webtools/plantcare/html/)在线数据库分析

万寿菊TeCYC2c启动子调控元件。 

 

1.3.2  植物表达载体构建 

基于PlantCARE预测的TeCYC2c基因启动子中的顺

式作用元件位置, 设计了5′端启动子缺失克隆实验。

分别设计了3对引物进行扩增, 3个5′端缺失片段与已

克隆的启动子共用1个反向引物, 引物序列信息见表

1。以携带1 735 bp长度启动子的TOPO载体质粒为模

板, 通过PCR扩增获得不同长度的5′端缺失片段。

PCR产物回收纯化后, 分别与TOPO载体连接, 之后

的转化步骤同1.2.1节。 

 

1.3.3  万寿菊花冠GUS化学组织染色及酶活检测 

利用建立的万寿菊花冠瞬时转化方法将含有不同长

度启动子的融合表达载体转化万寿菊花冠。对共培养

结束后的花冠进行GUS染色和GUS酶活检测, 具体

步骤参照Jefferson等(1987)的方法。 

1.4  数据分析 

采用Microsoft Excel 2019软件进行数据处理。使用

SPSS (版本21.0, SPSSInc., Chicago, Ill., USA)进行

方差分析 (ANOVA)和Duncan’s多重比较 (P=0.05), 

采用GraphPad Prism (版本9.5, GraphPad Software, 

San Diego, California USA, www.graphpad.com)绘图。 

2  结果与讨论 

2.1  农杆菌转化条件的筛选 

2.1.1  菌株类型对转化效率的影响 

实验表明GV3101菌株的侵染能力最强(图1A), GUS

基因的瞬时转化效率达79.33%, 显著高于EHA105和

LBA4404菌株(其GUS瞬时转化效率分别为17.33%和

18.67%) (图2A), 因此GV3101菌株为万寿菊花冠瞬

时转化的最适农杆菌菌株。 

 

2.1.2  菌液浓度对转化效率的影响 

瞬时转化过程中, 一定浓度范围内菌液浓度增加可提 

 
表1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

Primer name Sequences (5′→3′) Function 

pTeCYC2c-F (–1735) ACGACAATGAAGTTTGAAGACACAG Promoter cloning 

pTeCYC2c-F (–1406) ATTTGAAGTTGCAACTCTGTCATAAAT Promoter deletion fragments cloning 

pTeCYC2c-F (–1000) AACCATTAGGGCCGTGTCG Promoter deletion fragments cloning 

pTeCYC2c-F (–650) GGTGTCTTGGTAATTTTAAAAAAACG Promoter deletion fragments cloning 

pTeCYC2c-R TGTATTTTGGAATTGAAATGTGAAATAA Promoter deletion fragments cloning 
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高GUS基因的瞬时转化效率(图1B, 图2B), 菌液浓

度OD600值在0.1–1.0之间时, 随着菌液浓度的增加, 

菌株的侵染能力增强, GUS基因的瞬时转化效率提

高; 但当OD600值达到2.0时, 转化效率反而下降。故

进行万寿菊花冠瞬时转化时 , 选取菌液OD600值为

1.0。 

 

2.1.3  侵染时间对转化效率的影响 

本研究中, 侵染时间对GUS基因瞬时转化效率无显

著影响(图1C)。侵染时间设置为10、20、30和40分

钟4个时间梯度, 万寿菊花冠瞬时转化效率无显著差

异(图2C)。 

2.1.4  共培养时间对转化效率的影响 

瞬时转化后的万寿菊花冠共培养1天后, GUS基因的

瞬时转化效率显著高于其它几个处理(图1D, 图2D)。

随着共培养时间的增加, GUS基因的瞬时转化效率逐

渐降低。故进行万寿菊花冠瞬时转化时, 共培养时间

选取1天。 

2.2  TeCYC2c基因启动子活性分析 

2.2.1  万寿菊TeCYC2c启动子克隆和顺式元件预测 

根据万寿菊基因组序列信息设计TeCYC2c启动子扩

增引物, 通过常规PCR克隆获得ATG上游1 735 bp的

启动子序列。利用PlantCARE在线预测网站预测 

 

 
 

图1  不同瞬时转化条件下的万寿菊花冠GUS染色 

(A) 3种不同菌株侵染万寿菊花冠的GUS染色; (B) 4种菌液浓度(OD600)侵染条件下的GUS染色; (C) 4种侵染时间条件下的GUS染色; 

(D) 4种共培养时间条件下的GUS染色。(A)–(D) Bars=1 cm 

 
Figure 1  GUS staining of marigold (Tagetes erecta) corollas under different transient transformation conditions 
(A) GUS staining of marigold corollas infected by three different bacterial strains; (B) GUS staining under four different concen-
trations (OD600) of bacterial suspension; (C) GUS staining under four different infection duration; (D) GUS staining under four 
different co-culture time. (A)–(D) Bars=1 cm 
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图2  菌株类型(A)、菌液浓度(B)、侵染时间(C)和共培养时间(D)对万寿菊花冠瞬时转化效率的影响 

柱形图上不同小写字母表示在P<0.05水平差异显著。 

 
Figure 2  The influence of strain type (A), bacterial suspension concentration (B), infection time (C), and co-culture time (D) on 
the transient transformation efficiency of Tagetes erecta corollas 
Different lowercase letters on the histogram indicate significant differences at the P<0.05 level. 
 

TeCYC2c启动子中可能存在的元件类型及数量。结

果显示, 该启动子除包含CAAT-box和TATA-box等

核心元件外, 还含有多种光应答、植物激素响应和环

境胁迫响应元件(表2)。值得注意的是, 该序列中有13

个参与光响应及光调控的元件, 3个植物激素应答元

件CGTCA-motif、ABRE和TATC-box, 3个环境胁迫

应答元件ARE、MBS和LTR。此外, 还有1个参与黄

酮类生物合成基因调控元件MBSI和1个参与玉米醇

溶蛋白代谢调节元件。 

 

2.2.2  启动子缺失片段克隆及表达载体构建 

通过分析上述顺式作用元件, 发现光响应元件主要分

布在ATG上游650 bp区间内, 而在ATG上游1 735和

650 bp区间主要分布的是植物激素响应(CGTCA-mo-

tif、ABRE和TATC-box)以及逆境胁迫响应元件(ARE、

MBS和LTR)。为探究光、植物激素和逆境胁迫响应

元件的特殊功能, 通过PCR克隆获得4个长度分别为

650、1 000、1 406和1 735 bp的5′端片段, 将其分别

命名为pTeCYC2c (–650)、pTeCYC2c (–1 000)、

pTeCYC2c (–1 406)和pTeCYC2c (–1 735) (图3)。其

中, pTeCYC2c (–650)启动子仅含有光响应元件、

pTeCYC2c (–1 000)启动子仅含有MeJA响应元件、

pTeCYC2c (–1 406)启动子在含有光响应和MeJA响

应元件的基础上, 增加了ABA响应和厌氧诱导响应元

件, 而pTeCYC2c (–1 735)所特有的元件主要包括干

旱诱导和低温响应元件。 

 

2.2.3  不同长度启动子作用下GUS化学组织染色及

活性测定 

为探明TeCYC2c启动子不同片段的活性情况, 将4个

不同长度启动子与GUS基因的融合表达载体瞬时转

化万寿菊花冠, 共培养1天之后进行GUS化学染色 
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表2  TeCYC2c启动子顺式作用元件分析 

Table 2  Analysis of the cis-acting elements in the TeCYC2c promoter 

Cis-regulatory 
elements 

Sequences and position Number Description 

ARE AAACCA: –1359, –1296 2 Cis-acting regulatory element essential for the anae-
robic induction 

LAMP-element CTTTATCA: –1661 1 Part of a light responsive element 

MBS CAACTG: –1712 1 MYB binding site involved in drought-inducibility 

TCT-motif TCTTAC: –603 1 Part of a light responsive element 

Box 4 ATTAAT: –1420, –429, –413, –409 4 Part of a conserved DNA module involved in light 
responsiveness 

ACE CTAACGTATT: –630 1 Cis-acting element involved in light responsiveness

CGTCA-motif CGTCA: –1690, –1347, –1235, –797, –713 5 Cis-acting regulatory element involved in the MeJA- 
responsiveness 

MBSI aaaAaaC(G/C)GTTA: –633 1 MYB binding site involved in flavonoid biosynthetic 
genes regulation 

GT1-motif GGTTAA: –1002, –67 2 Light responsive element 

ABRE ACGTG: –1349 1 Cis-acting element involved in the abscisic acid re-
sponsiveness 

TATC-box TATCCCA: –1708 1 Cis-acting element involved in gibberellin-respon-
siveness 

G-box CACGAC: –1655, –1504 2 Cis-acting regulatory element involved in light res-
ponsiveness 

O2-site GATGATGTGG: –981 1 Cis-acting regulatory element involved in zein meta-
bolism regulation 

AE-box AGAAACAA: –74 1 Part of a module for light response 

LTR CCGAAA: –1496 1 Cis-acting element involved in low-temperature res-
ponsiveness 

 

和活性测定。万寿菊花冠染色结果表明, pTeCYC2c 

(–1 735)、pTeCYC2c (–1 406)、pTeCYC2c (–1 000)

和pTeCYC2c (–650)瞬时转化的万寿菊花冠均能被

染上蓝色(图4), 表明4个启动子片段均能驱动GUS基

因的表达。通过GUS酶活测定分析不同长度启动子活

性 , 结 果 表 明 pTeCYC2c (–650) 和 pTeCYC2c 

(–1 000)片段驱动GUS基因表达的活性无显著差异, 

且这个启动子片段活性显著高于pTeCYC2c (–1 406)

和pTeCYC2c (–1 735), 而pTeCYC2c (–1 735)活性

显著强于pTeCYC2c (–1 406) (图4F)。由此推测启动

子核心区域位于–650 – –1 bp之间, 该区间内存在光

应答增强元件, 而在启动子–1 000 – –1 735 bp区间

内存在植物激素和逆境胁迫负调控元件, 在启动子

–1 406 – –1 735 bp区间内同样存在光应答增强元件。 

2.3  讨论   

瞬时表达周期短且重复性好, 克服了稳定转化方式周

期长和转化效率低等缺点, 常用于亚细胞定位及验证

蛋白质之间或蛋白质与DNA的互作等, 对验证植物

基因功能有重要意义。目前, 已建立了多种植物的瞬

时转化体系(Zheng et al., 2012)。万寿菊是重要的观

赏植物和工业原材料, 其花冠是主要的研究对象, 在

万寿菊花冠中实现基因瞬时转化有助于快速揭示花

冠中特异表达基因的功能。本研究以万寿菊花冠为研

究对象, 分析了农杆菌菌株类型、菌液浓度、侵染时间

和共培养时间4个要素对瞬时表达效率的影响。 

不同农杆菌菌株类型是影响外源基因瞬时表达

效率的重要因素。孙敏等(2023)发现, 在苜蓿(Medi-

cago sativa)叶片中实现外源基因的瞬时表达需要特

定的农杆菌LBA4404。余晓敏等(2023)研究表明, 

LBA4404和EHA105菌株介导的万寿菊叶片GUS瞬

时表达率高于GV3101菌株。Godoy-Hernández等

(2006)发现, LBA4404农杆菌介导的万寿菊不同外植

体的GUS基因瞬时转化效率存在差异。本研究发现, 

GV3101菌株相较于LBA4404和EHA105菌株介导的

万寿菊花冠中瞬时转化效率更高。推测不同农杆菌介导 
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图3  TeCYC2c基因启动子缺失片段设计示意图及启动子不同长度片段克隆 

(A) TeCYC2c基因启动子缺失片段设计示意图(Box 4: 光响应元件; ACE: 光响应元件; TCT-motif: 光响应元件; GT1-motif: 光响应

元件; AE-box: 光响应元件; ARE: 厌氧诱导元件; MBS: 干旱诱导元件; CGTCA-motif: MeJA响应元件; ABRE: ABA响应元件; 

TATC-box: GA响应元件; LTR: 低温响应元件; 图中数值单位为bp); (B) TeCYC2c基因启动子不同长度片段克隆(M: DL2000 

marker; 1–4: 分别代表pTeCYC2c (–1 735)、pTeCYC2c (–1 406)、pTeCYC2c (–1 000)和pTeCYC2c (–650))。 

 
Figure 3  Schematic diagram of the design of TeCYC2c gene promoter deletion fragments and cloning of different length 
fragments of the promoter 
(A) Schematic diagram of the design of TeCYC2c gene promoter deletion fragments (Box 4: Light-responsive element; ACE: 
Light-responsive element; TCT-motif: Light-responsive element; GT1-motif: Light-responsive element; AE-box: Light-responsive 
element; ARE: Anaerobic induction element; MBS: Drought induction element; CGTCA-motif: MeJA-responsive element; ABRE: 
ABA-responsive element; TATC-box: GA-responsive element; LTR: Low-temperature responsive element; the numerical values 
in the figure are in bp); (B) Cloning of different length fragments of the TeCYC2c gene promoter (M: DL2000 marker; 1–4: 
Representing pTeCYC2c (–1 735), pTeCYC2c (–1 406), pTeCYC2c (–1 000), and pTeCYC2c (–650), respectively). 
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图4  不同长度启动子作用下的GUS染色及GUS活性测定 

(A) 阴性对照; (B) pTeCYC2c (–1 735)作用下的GUS染色; (C) pTeCYC2c (–1 406)作用下的GUS染色; (D) pTeCYC2c (–1 000)作

用下的GUS染色; (E) pTeCYC2c (–650)作用下的GUS染色; (F) 不同长度启动子作用下的GUS活性测定。柱形图上不同小写字母表

示在P<0.05水平差异显著。(A)–(E) Bars=1 cm 

 
Figure 4  GUS staining and GUS activity assay driven by the promoters with different lengths  
(A) Negative control; (B) GUS staining under the influence of pTeCYC2c (–1 735); (C) GUS staining under the influence of 
pTeCYC2c (–1 406); (D) GUS staining under the influence of pTeCYC2c (–1 000); (E) GUS staining under the influence of 
pTeCYC2c (–650); (F) Determination of GUS activity driven by the promoters with different length. Different lowercase letters on 
the bar graph indicate significant differences at the P<0.05 level. (A)–(E) Bars=1 cm 

 

的基因瞬时转化效率不同可能与植物种类、部位以及

对农杆菌的亲和性和对农杆菌菌株的敏感性不同有关。 

在瞬时转化过程中, 较高菌液浓度和长时间的共

培养可能会降低外源基因的表达。本研究发现随着

GV3101菌液浓度的增加, GUS基因在万寿菊花冠中

的瞬时转化效率呈现先上升后下降趋势, 菌液OD600

为1.0时GUS基因的表达效率最高。共培养1天时GUS

基因的瞬时表达效率最高, 延长共培养时间会降低

GUS的表达。可能是由于农杆菌的毒性抑制了植物的

代谢活动(Moënne-Loccoz et al., 2015)。此外, 万寿

菊的花冠较薄, 且不能进行光合作用, 外源基因依靠

细胞原本储存的底物和能量进行蛋白表达, 随着共培

养时间的延长, 细胞中的物质和能量减少, 且农杆菌

对细胞的毒害作用增强, GUS基因的表达和积累水平

逐渐下降。后续, 本研究组会进一步探索其它因素, 

如悬浮液中的MES和AS浓度等对GUS基因瞬时表达

效率的影响。 

CYC2c是调控植物花器官对称性形成的关键基

因。本研究通过PCR技术克隆获得了1 735 bp的

TeCYC2c启动子序列, 预测其包含多种顺式作用元

件, 推测该基因受到多种因素诱导表达。TeCYC2c

基因启动子序列中含有多种光响应元件, 如LAMP- 

element、TCT-motif、Box 4和ACE。研究表明, 花

器官的形成和分化受光信号调控。例如, 蓝光对矮牵

牛(Petunia hybrida)花芽形成起关键作用, 而红光对

花芽形成的作用取决于光照强度(Fukuda et al., 2016); 

利用红光间断暗期可诱导光敏不育水稻(Oryza sativa)

产生高不育性花粉, 而利用红光/远红光间断暗期可

使花粉育性恢复(Tong et al., 1990), 暗示万寿菊中

TeCYC2c基因的表达同样受光信号调控。此外, 序列

中还含有3种植物激素响应元件 , CGTCA-motif、

ABRE和TATC-box。Ishiguro等(2001)研究表明, 茉
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莉酸类物质在调控植物花器官发育, 尤其是花粉发育

和花药开裂中发挥重要作用, 推测TeCYC2c基因的

表达可能与植物激素调节相关。除上述元件外 , 

TeCYC2c启动子序列中还含有ARE、MBS和LTR等

逆境胁迫响应元件, 暗示TeCYC2c可能参与植物响

应非生物胁迫过程。此外, 该启动子序列中还含有玉

米醇溶蛋白代谢调节元件和参与类黄酮生物合成基

因调控的MYB结合位点, 表明TeCYC2c基因的表达

还可能受到生理因素调控。 

启动子的核心区域对基因表达调控起关键作用, 

缺失片段分析法是预测启动子核心区域的常用手段

(文永等, 2020)。为探究TeCYC2c启动子的核心区域, 

本研究以不同长度启动子片段调控GUS基因分别构

建植物表达载体瞬时转化万寿菊花冠。GUS染色结果

表明, 不同长度启动子均具有活性, 可启动下游基因

表达。GUS酶活定量检测结果进一步表明, 启动子的

核心区域位于ATG上游–650 – –1 bp处, 其中pTeC-

YC2c (–650)启动子活性显著高于pTeCYC2c (–1 406)

和pTeCYC2c (–1 735)。推测pTeCYC2c (–650)启动

子中的光应答元件增强了下游基因在万寿菊花冠中的

表达, 而pTeCYC2c (–1 406)和pTeCYC2c (–1 735)

启动子中的植物激素响应元件(ABRE、TATC)以及非

生物胁迫响应元件(ARE和MBS等)可能抑制下游基因

表达。值得注意的是, pTeCYC2c (–650)和pTeCYC2c 

(–1 000)启动子对下游基因的正向调控能力无显著差

异, 推测CGTCA-motif元件不能调控TeCYC2c的表达, 

或者其调控机制更为复杂。而pTeCYC2c (–1 735)启

动子活性显著高于pTeCYC2c (–1 406), 推测pTe-

CYC2c (–1 735)中的光响应元件(Box 4和G-box等)

可能具有增强下游基因表达的作用。前人研究表明, 

UV通过光应答、厌氧诱导和ABA响应元件调控花器

官特异表达基因的转录(van der Meer et al., 1990)。

光信号影响花器官发育的报道更加印证了光响应元

件对下游基因表达具有正调控作用。有研究表明, 赤

霉素对雄蕊、花瓣和子房的发育起重要调控作用, GA

合成缺陷突变体会导致拟南芥(Arabidopsis thaliana)

花芽发育产生短花瓣与短雄蕊, 甚至会引起植株雄性

不育或雌性不育(Goto and Pharis, 1999; Hu et al., 

2008; Rieu et al., 2008)。ABA促进植株成花诱导, 但

对花器官发育具抑制作用(Tanimoto et al., 1985; Su 

et al., 2002), 推测这些植物激素应答元件在万寿菊

中通过抑制或减弱启动子活性来降低TeCYC2c基因

在花冠中的表达, 从而实现对万寿菊花器官对称性形

成和雄蕊发育的调控作用。目前, 关于非生物胁迫元

件调控花器官发育的研究报道较少, 但根据本研究结

果, 推测其同样负调控下游基因的表达。 

本研究以万寿菊花冠为材料, GUS基因为报告基

因, 初步建立了万寿菊花冠高效瞬时转化体系, 最优

转化条件如下 : 菌株类型为GV3101、菌液浓度为

OD600=1.0、共培养时间为1天。基于万寿菊花冠高效

瞬时转化体系, 对TeCYC2c启动子活性分析的结果

表明, 4个不同长度启动子均具有启动子活性, 均能

驱动下游基因表达, 但不同长度启动子活性存在差

异, 推测TeCYC2c启动子的核心区域位于ATG上游

–650 – –1 bp, 位于该区间内的光响应元件可能具有

正调控下游基因表达的作用, 而pTeCYC2c (–1 406)

和pTeCYC2c (–1 735)所特有的植物激素响应和逆

境响应元件可能行使抑制启动子驱动下游基因表达

的功能。 

作者贡献声明 

窦淋琳: 实施研究过程, 分析数据并撰写论文; 朱钰: 

完成实验并分析数据; 刘翠翠: 分析数据并参与论文

修改; 臧运平和陶正国: 提供样品与技术支持; 包满

珠: 提出研究选题, 设计研究方案; 何燕红: 提出研

究选题, 设计方案并提供支持。 

参考文献 

Ai Y, Zhang QH, Wang WN, Zhang CL, Cao Z, Bao MZ, He 

YH (2016). Transcriptomic analysis of differentially expre-

ssed genes during flower organ development in genetic 

male sterile and male fertile Tagetes erecta by digital ge-

ne-expression profiling. PLoS One 11, e0150892.  

Broholm SK, Tähtiharju S, Laitinen RAE, Albert VA, Teeri 

TH, Elomaa P (2008). A TCP domain transcription factor 

controls flower type specification along the radial axis of 

the Gerbera (Asteraceae) inflorescence. Proc Natl Acad 

Sci USA 105, 9117–9122.  

Fambrini M, Pugliesi C (2017). Mobilization of the Tetu1 

transposable element of Helianthus annuus: evidence for 

excision in different developmental stages. Biol Plant 61, 

55–63.  

Fukuda N, Ajima C, Yukawa T, Olsen JE (2016). Antago-



884  植物学报  60(6)  2025   

 

nistic action of blue and red light on shoot elongation in 

petunia depends on gibberellin, but the effects on flowe-

ring are not generally linked to gibberellin. Environ Exp 

Bot 121, 102–111.  

Godoy-Hernández G, Berzunza EA, Concha LC, de Lour-

des Miranda-Ham M (2006). Agrobacterium-mediated 

transient transformation of marigold (Tagetes erecta). 

Plant Cell Tissue Organ Cult 84, 365–368.  

Goto N, Pharis RP (1999). Role of gibberellins in the deve-

lopment of floral organs of the gibberellin-deficient mutant, 

ga1-1, of Arabidopsis thaliana. Can J Bot 77, 944–954.  

He YH (2010). Genetic Analysis of the Male Sterility of Tage-

tes erecta and Its Application in Breeding. Doctoral dis-

sertation. Wuhan: Huazhong Agricultural University. pp. 

148. (in Chinese) 

何燕红 (2010). 万寿菊雄性不育性状的遗传分析及其育种

应用. 博士论文. 武汉: 华中农业大学. pp. 148.  

Hileman LC (2014). Bilateral flower symmetry-how, when 

and why? Curr Opin Plant Biol 17, 146–152.  

Howarth DG, Donoghue MJ (2006). Phylogenetic analysis 

of the “ECE” (CYC/TB1) clade reveals duplications pre-

dating the core eudicots. Proc Natl Acad Sci USA 103, 

9101–9106.  

Hu JH, Mitchum MG, Barnaby N, Ayele BT, Ogawa M, 

Nam E, Lai WC, Hanada A, Alonso JM, Ecker JR, Swa-

in SM, Yamaguchi S, Kamiya Y, Sun TP (2008). Poten-

tial sites of bioactive gibberellin production during repro-

ductive growth in Arabidopsis. Plant Cell 20, 320–336.  

Huang D, Li XW, Sun M, Zhang TX, Pan HT, Cheng TR, 

Wang J, Zhang QX (2016). Identification and characte-

rization of CYC-like genes in regulation of ray floret deve-

lopment in Chrysanthemum morifolium. Front Plant Sci 7, 

1633.  

Ishiguro S, Kawai-Oda A, Ueda J, Nishida I, Okada K 

(2001). The DEFECTIVE IN ANTHER DEHISCENCE1 

gene encodes a novel phospholipase A1 catalyzing the 

initial step of jasmonic acid biosynthesis, which synchro-

nizes pollen maturation, anther dehiscence, and flower 

opening in Arabidopsis. Plant Cell 13, 2191–2209.  

Jefferson RA, Kavanagh TA, Bevan MW (1987). GUS fu-

sions: β-glucuronidase as a sensitive and versatile gene 

fusion marker in higher plants. EMBO J 6, 3901–3907.  

Juntheikki-Palovaara I, Tähtiharju S, Lan TY, Broholm 

SK, Rijpkema AS, Ruonala R, Kale L, Albert VA, Teeri 

TH, Elomaa P (2014). Functional diversification of dupli-

cated CYC2 clade genes in regulation of inflorescence 

development in Gerbera hybrida (Asteraceae). Plant J 79, 

783–796.  

Moënne-Loccoz Y, Mavingui P, Combes C, Normand P, 

Steinberg C (2015). Microorganisms and biotic interac-

tions. In: Bertrand JC, Caumette P, Lebaron P, Matheron 

R, Normand P, Sime-Ngando T, eds. Environmental Micro-

biology: Fundamentals and Applications. Dordrecht: Sp-

ringer. pp. 395–444.  

Rieu I, Ruiz-Rivero O, Fernandez-Garcia N, Griffiths J, 

Powers SJ, Gong F, Linhartova T, Eriksson S, Nilsson 

O, Thomas SG, Phillips AL, Hedden P (2008). The gib-

berellin biosynthetic genes AtGA20ox1 and AtGA20ox2 

act, partially redundantly, to promote growth and develop-

ment throughout the Arabidopsis life cycle. Plant J 53, 

488–504.  

Su WR, Huang KL, Shen RS, Chen WS (2002). Abscisic 

acid affects floral initiation in Polianthes tuberosa. J Plant 

Physiol 159, 557–559.  

Sun M, Yang HH, Wang AQ, Zhang YJ, Da XW, Zhang J, 

Sun K, Wu JP, Feng HQ (2023). Effects of different vec-

tors and Agrobacterium tumefaciens on transient expres-

sion of alfalfa. Bull Bot Res 43, 835–845. (in Chinese) 

孙敏, 杨红红, 王安琪, 张悦婧, 达晓伟, 张继, 孙坤, 吴

建平, 冯汉青 (2023). 不同载体和农杆菌对苜蓿瞬时表达

影响的研究. 植物研究 43, 835–845.  

Tahtiharju S, Rijpkema AS, Vetterli A, Albert VA, Teeri 

TH, Elomaa P (2012). Evolution and diversification of the 

CYC/TB1 gene family in Asteraceae—a comparative 

study in gerbera (Mutisieae) and sunflower (Heliantheae). 

Mol Biol Evol 29, 1155–1166.  

Tanimoto S, Miyazaki A, Harada H (1985). Regulation by 

abscisic acid of in vitro flower formation in Torenia stem 

segments. Plant Cell Physiol 26, 675–682.  

Tong Z, Wang T, Xu Y (1990). Evidence for involvement of 

phytochrome regulation in male sterility of a mutant of 

Oryza sativa L. Photochem Photobiol 52, 161–164.  

van der Meer IM, Spelt CE, Mol JNM, Stuitje AR (1990). 

Promoter analysis of the chalcone synthase (chsA) gene 

of Petunia hybrida: a 67 bp promoter region directs flower- 

specific expression. Plant Mol Biol 15, 95–109.  

Wang RP, Liu Q, Yang ZQ, Zhang BK, Huang Z, Niu XL 

(2023). Cloning and analysis of carotene hydroxylase ge-

ne TeCHYE in Tagetes erecta L. J Hefei Univ Technol 

(Nat Sci) 46, 535–540. (in Chinese) 

王瑞鹏, 刘茜, 杨智强, 张博昆, 黄姿, 牛向丽 (2023). 万

寿菊胡萝卜素羟化酶基因TeCHYE克隆与分析. 合肥工业

大学学报(自然科学版) 46, 535–540.  

Wang WJ, Zhu Y, Zhang HM, Wei LD, Yi QP, Yu XM, Liu 

YH, Zhang LX, Cheng WH, He YH (2023). Morphological 



 窦淋琳等: 万寿菊花冠高效瞬时转化体系的建立及 TeCYC2c 基因启动子活性分析  885 

 

identification and development of linkage markers for 

lobed ray floret mutants in marigold (Tagetes erecta). 

Chin Bull Bot 58, 893–904. (in Chinese) 

王文静, 朱钰, 张洪铭, 韦陆丹, 易庆平, 余晓敏, 刘雨菡, 

张莉雪, 程文翰, 何燕红 (2023). 万寿菊舌状花花冠裂片突

变体的形态鉴定及连锁标记开发. 植物学报 58, 893–904.  

Wang YQ, Wei LD, Wang WJ, Liu BJ, Zhang CL, Zhang 

JW, He YH (2020). The establishment and optimization of 

a regeneration system for marigold (Tagetes erecta). Chin 

Bull Bot 55, 749–759. (in Chinese) 

王亚琴, 韦陆丹, 王文静, 刘宝骏, 张春玲, 张俊卫, 何燕

红 (2020). 万寿菊再生体系的建立及优化. 植物学报 55, 

749–759.  

Wen Y, Li B, Zhao DG, Zhao YC (2020). Cloning and exp-

ression analysis of the promoter of glycosyltransferase 

gene in Eucommia ulmoides. J Agr Biotechnol 28, 223– 

231. (in Chinese) 

文永, 李彪, 赵德刚, 赵懿琛 (2020). 杜仲糖基转移酶基

因的启动子克隆及表达分析. 农业生物技术学报 28, 223– 

231.  

Yang F (2011). Establishment of PSY Plant Expression 

Vector Harboring Two T-DNAs and Agrobacterium-me-

diated Transformation System and Optimization in SSR- 

PCR Reaction System for Tagetes erecta L. Master’s the-

sis. Shanghai: Shanghai Jiao Tong University. pp. 58. (in 

Chinese) 

杨帆 (2011). 色素万寿菊PSY双边界载体及遗传转化体系

建立和SSR-PCR体系的优化. 硕士论文. 上海: 上海交通

大学. pp. 58. 

Yu XM, Wang YQ, Liu YH, Yi QP, Cheng WH, Zhu Y, Duan 

F, Zhang LX, He YH (2023). Establishment of Agrobacte-

rium tumefaciens-mediated genetic transformation system 

of marigold (Tagetes erecta). Chin Bull Bot 58, 760–769. 

(in Chinese) 

余晓敏 , 王亚琴 , 刘雨菡 , 易庆平, 程文翰, 朱钰, 段枫 , 

张莉雪, 何燕红 (2023). 根癌农杆菌介导万寿菊遗传转化

体系的建立. 植物学报 58, 760–769.  

Yuan CQ, Huang D, Yang Y, Sun M, Cheng TR, Wang J, 

Pan HT, Zhang QX (2020). CmCYC2-like transcription 

factors may interact with each other or bind to the promo-

ter to regulate floral symmetry development in Chrysan-

themum morifolium. Plant Mol Biol 103, 159–171.  

Zhang B (2012). The Study of Karyotype on Genus Tagetes 

L. and Factors in the Genetic Transformation System of 

psy Gene for Tagetes erecta L. Master’s thesis. Shanghai: 

Shanghai Jiao Tong University. pp. 64. (in Chinese) 

张嫔 (2012). 万寿菊属植物染色体核型分析及万寿菊psy

基因遗传转化体系影响因素的研究. 硕士论文. 上海: 上海

交通大学. pp. 64.  

Zheng L, Liu GF, Meng XN, Li YB, Wang YC (2012). A 

versatile Agrobacterium-mediated transient gene expres-

sion system for herbaceous plants and trees. Biochem 

Genet 50, 761–769.  

Zhu Y, Liu YH, Wang WJ, Li H, Liu CC, Dou LL, Wei LD, 

Cheng WH, Bao MZ, Yi QP, He YH (2023). Identification 

and characterization of CYC2-like genes related to floral 

symmetric development in Tagetes erecta (Asteraceae). 

Gene 889, 147804. 

 



886  植物学报  60(6)  2025   

 

Establishment of an Efficient Transient Transformation System  
for Tagetes erecta Corollas and Analysis on the Promoter  

Activity of TeCYC2c Gene 
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Sciences, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2Yunnan Lidaer Biological Technology Co. LTD, Wen-

shan 663100, China; 3Guangzhou Lidaer Biotechnology Co. LTD, Guangzhou 510663, China 

INTRODUCTION: Marigold (Tagetes erecta), an important ornamental and medicinal plant, has a unique capitulum cha-

racteristic of the Asteraceae family with distinct ray and disc florets. However, the lack of efficient genetic transformation 

system has limited the research on the mechanism of floral organ development of marigold. Floral transient transformation 

system offers a rapid approach to study the function of genes expressed specifically in floral organs. This study aimed to 

establish an efficient transient transformation system for marigold corollas and to analyze the promoter activity of 

TeCYC2c, which highly expressed in corollas, thereby laying the technical foundation for the rapid verification of floral 

gene function. 

RATIONALE: A fusion expression vector, incorporating the CaMV35S promoter and the GUS reporter gene, was con-

structed to facilitate the transient transformation in marigold corollas. The study delved into the effects of bacterial strain 

type (GV3101, LBA4404, EHA105), bacterial suspension concentration (OD600 values 0.5–2.0), infection duration (10– 

40 min), and co-culture time (1–4 d) on the transient transformation efficiency of the GUS gene. Based on this transient 

transformation system for the marigold corollas, the promoter activity of the TeCYC2c gene was investigated. A 1 735 bp 

upstream sequence of the TeCYC2c gene was cloned and four promoter deletion expression vectors, with the GUS gene 

as the reporter gene, were constructed based on the distribution and quantity of elements predicted by PlantCARE. 

Subsequently, these vectors were employed for transient transformation of marigold corollas to facilitate an in-depth 

analysis of promoter activity. 

RESULTS: The transient transformation efficiency in marigold corollas demonstrated that the GV3101 strain achieved 

the highest infection efficiency; the bacterial suspension concentration, quantified at an OD600 value of 1.0, yielded the 

most robust transformation efficiency; the infection time was observed to exert no substantial influence on transient 

transformation efficacy; moreover, a co-culture time of 24 hours was identified as the optimal condition for the process. 

The results of GUS staining and GUS activity assay revealed that the core region of the promoter was located at –650 to 

–1 bp. It was speculated that the light-responsive elements within this region positively up-regulated the expression of 

downstream genes, while the hormone-responsive and stress-responsive elements unique to pTeCYC2c (–1 735) and 

pTeCYC2c (–1 406) might have an inhibitory effect on promoter-driven downstream gene expression. 

CONCLUSION: This study established an efficient transient transformation system for marigold corollas, optimized 

through strain selection and parameter tuning. The identification of the TeCYC2c promoter core region (–650 to –1 bp) 

and its regulatory elements provides critical insights into the regulatory mechanism of the TeCYC2c gene. The transient 

transformation system and promoter analysis method lay a technical foundation for accelerating functional studies of floral 

development genes in marigold, with potential applications in the genetic improvement of ornamental plants. 
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GUS staining of marigold (Tagetes erecta) corollas under different transient transformation conditions. (A) GUS 

staining of marigold corollas infected by three different bacterial strains; (B) GUS staining under four different concen-

trations (OD600) of bacterial suspension; (C) GUS staining under four different infection duration; (D) GUS staining under 

four different co-culture time. (A)–(D) Bars=1 cm 
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