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香蕉果实特异性 !""合酶基因启动子区的克隆及其功能初探

王新力 彭学贤"

（中国科学院微生物研究所植物生物技术实验室 北京 !%%%5%）

摘 要 根据本实验室所获得的香蕉果实特异性 2CC合酶 BD+2序列，以改进的接头连接 ECF方法通过两次步行
从香蕉基因组中分别扩增并克隆了其基因 &G旁侧区近端 !H$IJ 和远端 !H6IJ 的片段。通过拼接，构建出含有
$&%&J<启动子区和转录起始位点下游 56J<的共 $&1!J<的基因 &G旁侧区片段；其启发性动子区中/#K至/$5为推测
的 3232盒序列，/!&5至/!K6为推测的 CC223盒，与其它植物基因启动子结构相类似。将 $H&IJ启动子片段与!/葡
糖苷酸酶（LMN）基因编码序列融合，用基因枪法将构建的嵌合基因转入香蕉叶、根和果实的细胞后，只在果实细胞
中观察到报告基因的瞬时表达，从功能上证明了此 $H&IJ的启动子片段具有指导报告基因在香蕉果实中特异性表
达的作用。同时构建 &个含不同 &G端缺失启动子与 LMN融合基因的表达载体。瞬时表达结果表明可能负责果实特
异性表达的调控区存在于转录起始位点至 O !!!!的启动子区中，而在 O !!!!至 O 6%5区间可能存在一个正控制区。
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启动子在基因表达调控中起着重要的作用。对

于植物果实相关基因启动子的研究目前主要集中于

双子叶植物当中；研究较深入的有番茄的 9K 基
因［!］、95基因［$］、多聚半乳糖醛酸酶（EL）基因［#］和
$2!!基因的启动子［K］，以及苹果的果实成熟相关 !/
氨基环丙烷/!/羧酸（2CC）氧化酶基因及 EL基因启
动子［&］。虽然这些启动子都与果实成熟过程中的基

因表达有关，但它们彼此之间的同源性却很小；只含

有一些同源性序列，如 9KQ95位点序列和乙烯应答
元件区序列等。其中已有一些蛋白质因子结合区以

及顺式作用元件序列被确定，研究发现果实特异性

表达相关顺式元件和乙烯应答反应元件处于启动子

的不同区域。

对于单子叶植物果实成熟相关基因启动子的研

究目前还很少见报道。香蕉是进行有关研究的理想

材料。我们已克隆了香蕉果实特异性 2CC 合酶
BD+2［6］，2CC合酶是植物中乙烯生物合成途径中的
关键酶之一。本文在已有工作基础上，首次克隆了

2CC合酶启动子区；并研究此启动子区在该基因果
实特异性表达调控中的作用，为进一步研究单子叶

植物果实特异性基因的表达调控奠定了基础。

# 材料与方法

#$# 材料
香蕉（3)&+ +0)4#$+/+）叶和根取自香蕉组培苗

移栽 6个月的幼株；香蕉果实为贮存于 !%R的成熟
青果实。

#$% 方法
#$%$# 基因组 D+2的提取：参照 CS-=>等提取植物
F+2的方法［"］。加入核酸提取液 6&R保温 !S，用氯
仿Q异戊醇抽提后，在上清液中加入 $倍体积 1&T乙
醇沉淀 D+2。若沉淀中杂质较多，可用 $T C32U，
!H&:()·VO !+-C)溶液将其溶解，用氯仿Q异戊醇抽提
去除杂质。

#$%$% ECF扩增：按照 N;4J4WX等的改进方法［5］进行
接头连接 ECF（2Y-<X(W/);>-X;(= ECF）扩增；用一些产
生平末端的限制酶对基因组 D+2进行酶切，酶切产
物与合成的接头 D+2序列连接，建立一系列的接头
连接 D+2 库；用接头引物 2E/! 和基因特异引物
LNE/!进行第一次 ECF扩增，再用接头引物 2E/$与
基因特异引物 LNE/$ 进行巢式 ECF（+4@X4Y ECF）扩
增。第一次步行所用的基因特异引物（LNE@）是根据



本实验测定的香蕉果实特异性 !""合酶全长 #$%!
序 列 设 计 的：&’()* 引 物（ +,)--&&&-&"-")
"-"&""&-!&).,）和 &’()/ 引物（ +,)&-!&!-""-)
"!-&-&!"""&).,）。对扩增出的片段经测序证明是
香蕉果实特异性 !"" 合酶基因 +,旁侧区后，设计
&’(). 引 物（ +,)!!!"&-!-"-&!"-!"--"&).,）和
&’()0 引物（+,)!"-!"--"&!---&""---&).,）进行
第二次步行：将两次扩增片段均克隆在 123456#7819!
’:;载体中，转化大肠杆菌 $<+"菌株，所获得的 /
个重组质粒分别命名为 1(2!"*)* 和 12<10。利用
插入片段重叠区中的 !"#!位点和载体上的 $%##
位点对这两个重组质粒进行酶切和连接，将两个插

入片段拼接起来，所获得的重组质粒命名为 12!’(。
!"#"$ 瞬时表达载体的构建：用 &’%#和 ()*+#双
酶切 12=//*质粒，分离出其中含有 &>’基因和 %?’
（胭脂碱合酶基因）终止子的约 /@/AB 的片段，与
&’%#和 ()*C=双酶切的 1>"*D 载体片段连接；转
化 ( E )*#,$<+"感受态细胞，筛选出阳性克隆，其重
组质粒命名为 1>&’。
用 -./ =等限制酶、-0$%!聚合酶和 -0 $%! 连

接酶对质粒 1(2!"*)*、12!’(和 1>&’进行酶切、修
饰和连接，连接产物转化 ( E )*#,$<+"感受态细胞，
筛选含有正向插入的重组质粒。获得 +个含不同 +,
端缺失启动子的瞬时表达载体。

!"#"% 瞬时表达检测：将香蕉果实、叶和根用 *F氯
化汞溶液消毒 *GH8I，用灭菌蒸馏水冲洗数次；将香
蕉果实和根切成薄片，香蕉叶的上表皮用手术刀刮

去，置于 *J/ K’培养基上，室温放置 0L。参照文献
［D］制备微弹及轰击香蕉材料。射击距离为 D#H，样
品室真空度为 MN+@NHH<O，气压力 DGG168，轰击；将
轰击后的香蕉材料于 /+P避光培养 .ML。然后取
&>’活性检测液［*GGHHQ3JR磷酸氢钠缓冲液（1<SE
G），+GG$HQ3JR :.T5（"%）M，+GG$HQ3JR :0T5（"%）M，

G@*UV)&34#，*HHQ3JR W$-!］适量，加在被基因枪轰
击过的香蕉材料表面上，.SP保温 NL，用灭菌蒸馏
水冲洗后在双目解剖显微镜下观察并照像。

# 结果与讨论

#"! 香蕉果实特异性 &’’合酶基因启动子区的克
隆与拼接

从香蕉叶中提取到 +GAB 的香蕉基因组 $%!。
用产生平末端的限制酶 01%#、()*CX、2,3#!、24%
#、-56!、$)%#、$7%#、$3%2=、$.4=和 $/5=对香蕉
$%!进行酶切，酶切产物与接头 $%!连接，构建成

作为 ("C反应模板的“接头连接 $%!库”。第一次
步行由 01%= 产生的 $%! 库中扩增出 *@/AB 片段。
将其插到 123456#7819!’:;载体的 ()*CX位点上，构
建成重组质粒 1(2!"*)*。完成此插入片段 **DSB1
的序列测定，证明插入片段的一端与香蕉果实特异

性 !""合酶 #$%!+,端的序列一致，说明重组质粒中
所含插入片段确实为其基因的 +,旁侧序列。
为了进一步获得更远端的启动子区序列，根据

第一次步行所获得的序列结果，为第二次步行设计、

合成了 /个引物 &’().和 &’()0。为了能将 /次步
行扩增出的启动子区段连接起来，我们注意到 Y
*G/D至 Y *G/0为一 !"#!的酶切位点。因此所设计
的引物是位于这个位点的内侧，这样第二次步行时

也能扩增出包括这一位点的片段。如果在新扩增的

片段中不存在另外的 !"#!位点，就可以利用这一位
点将 /次扩增出的启动子片段连接起来。第二次步
行由 24%= 酶切产生的 $%! 库中扩增出 *@MAB 的
$%!片段，构建成重组质粒 12<10，其插入片段长
*++MB1，其中含有一个 !"#!位点；序列测定表明由
24%=产生的 $%!库中扩增出的片段的端部序列与
第一次步行获得的启动子区段的远端序列相一致，

两者间有 *M/B1的重叠区。将两次步行获得的序列
叠加，得到 /+D*B1的香蕉果实特异性 !""合酶基因
+,旁侧区序列（&5I2ZIA 登记号 !T**DGDM），见图 *。
两个重组质粒的插入片段在 Y ****至 Y D+G区间重
叠，其中 Y *G/D 至 Y *G/0 为 !"#!的酶切位点。两
个片段在 123456#7819!’:;载体中的插入方向一致，

为两个片段的拼接提供了有利条件。利用这一

!"#!位点和载体上的 $%#=位点将两个插入片段拼
接起来，获得的重组质粒 12!’(。
我们利用 +,C!"W技术确定了香蕉果实特异性

的 !""合酶 #$%!的转录起始位点［M］，将该 !""合
酶 #$%!序列（&5I2ZIA登记号 !T*GDD/S）与其基因
的 +,旁侧区序列相比较，可以看出香蕉果实特异性
!""合酶基因中 ; S+至 ; SS为翻译起始密码子，在
+,非翻译区内不存在内含子序列；推测的 -!-! 盒
与 ""!!-盒分别于 Y .0至 Y /N与 Y *+N至 Y *0M的
区段上。 Y SMG 至 Y S0N 的序列与矮牵牛（ -8/53,%
9:’1,;%）中一种 K[B蛋白质结合位点的序列［*G］一致
（以 K\2E (L表示），Y S.0 至 Y SGS 的序列与 &"%0
蛋白质结合位点的序列相似（以 &"%0)38A5表示），两
段序列间隔 *.B1。这种结构与谷类醇溶蛋白基因
启动子中胚乳盒的结构［**］类似，只是胚乳盒中除了

&"%0类似模块（&RK）之外还有一个 $Q] 蛋白质的

0D/ 生 物 工 程 学 报 *S卷



图 ! 香蕉果实特异性 "##合酶基因启动子区部分序列
$%&’! ()*+%), -./0.12. 34 5*363+.* *.&%31 34 7)1)1)

4*0%+8-5.2%4%2 "## -91+:)-. &.1.

结合位点，而不是 ;97蛋白质的结合位点。此外还
有多处序列与法国菜豆沉默子结合因子8!［!<］（以
=>$8!表示）、拟南芥同源异形盒蛋白 !［!?］（以 "+:78!
表示）和玉米激活因子 (［!@］（以 (表示）的结合位点
相一致，见图 !。
与 A.1>)1B中番茄 !" 基因（;?C?D@、EDC@!D）、

#F 基因（E!?@?C）、番茄果实特异蛋白 基 因
（;?CG?!）、苹果果实 "##氧化酶基因（"$D?DFHI）、
苹果 !" 基因（"$D?!<??）和猕猴桃 !" 基因
（J!<D!I）启动子序列相比较，相似性只有 <!KIL M
<HKDL；但这些基因启动子序列之间的相似性也都
在 <IKDL以下。在香蕉果实特异性 "##合酶基因
启动子中也未发现与番茄 N@ONF位点及乙烯应答元
件相一致的序列。

!"! 所克隆的香蕉果实特异性 #$$合酶基因启动
子区的功能鉴定

在香蕉果实特异性 "##合酶基因启动子内转
录起始位点处 P < 至 Q @ 为一 !$%R 位点，&$%ER、
&’(SR、)*’R 和 #+,TR 位点分别位于 P <<HH、P
!FIC、P !GDC 和 P GDF 处。利用 5(>"#!8! 和 5>"=(
中的这些酶切位点，构建了以 AU=基因为报告基因

含 <KHB7启动子区及其 HV缺失的 G 个瞬时表达载
体；因此在瞬时表达载体 5UA>"、5UA>W、5UA>>、
5UAE>、5UA"$ 和 5UAN 中分别含有约 <KHB7、
<K?B7、!KIB7、!KGB7、!K!B7和 DKGB7的启动子区，图
<所示为表达载体中所包含的启动子区段。

图 < 瞬时表达载体中所含启动子区段
$%&’< (*363+.* *.&%31 %1 5*363+.*8AU= 2:%6.*%2 &.1.- 43*

+*)1-%.1+ .X5*.--%31 )--)9

在瞬时表达试验中，以不含有启动子片段的

AU=基因载体质粒（5UA=）为阴性对照转化香蕉材
料，在基因枪轰击后的香蕉果实、叶和根中都未观察

到出现蓝色斑点（见文前彩版 R8"）。以含有水稻
-+%./ 基因启动子与 AU= 融合基因的 5;AI 表达载
体为阳性对照，在香蕉的果实、叶和根中均能观察到

蓝色斑点（见文前彩版 R8>），说明作为单子叶植物组
成型表达的水稻 -+%./ 基因启动子能指导基因在香
蕉不同器官中的表达。

用含有 <KHB7 香蕉果实特异性 "## 合酶启动
子区的瞬时表达载体 5UA>"转化香蕉材料，只在香
蕉果实中出现浅的蓝色斑点，而在香蕉叶和根中未

观察到蓝色斑点（见文前彩版 R8#）。瞬时表达结果
清楚地表明我们克隆的香蕉果实特异性 "##合酶
基因 HV旁侧区确实具有启动子功能，并且具有指导
基因在果实中特异性转录的活性。

用 H种从 HV端缺失的启动子表达载体转化香蕉
材料，在香蕉叶和根中也均未检测到 AU=基因的表
达。在香蕉果实方面，除了用 5UAN轰击的果实上
未观察到 AU=基因表达之外，由其余 @个缺失构建
物轰击的果实中都出现同等程度的蓝色斑点。因此

香蕉果实特异性 "## 合酶基因 P !!!! 启动子区
（5UA"$）就具有与 P <HDH启动子区（5UA>"）相同的
指导基因果实特异性表达的功能；可能在 P !!!!至
P GDF区段具有一个正控制元件，其缺失后（5UAN）
使报告基因的表达水平降低而用组织化学染色法检

测不到。负责果实特异性的元件究竟位于启动子的

哪个区段内，还需要通过将此启动子的不同区段与

HI<?期 王新力等：香蕉果实特异性 "##合酶基因启动子区的克隆及其功能初探



其它启动子融合，根据这种嵌合启动子的功能；或利

用接头步查突变（!"#$%&’ ()#* +,%#%-&*）的方法进行
分析才能确定［.，./］。
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