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香蕉果实成熟相关基因 !"#! 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 !%%%7%）

摘 要 根据已报道的香蕉果实表达 4EE 氧化酶基因（3!4!）的序列，用改进的接头连接 FEG 法从香蕉基因组中

扩增并克隆了此基因 3H旁侧区 !3$8I? 的片段。其中包含一个推测的 5454 盒序列；与已公布的两个香蕉 4EE 氧化

酶基因启动子序列（分别为 2/#I? 和 !#3!I?）的相似性各为 2"J/K（LM?6N.OM=6N 等）和 77J7K（P:- 和 0>??）。将 # 个

含有不同大小启动子区的克隆片段与 OQR 基因编码区连接构建成嵌合基因，通过基因枪轰击转入香蕉叶、根和果

实的细胞后。瞬时表达结果表明不同大小的 3!4! 启动子区段都只在果实细胞中指导 OQR 基因表达，证明该启动

子具有指导基因在果实中表达的功能；并推测负责果实特异性的顺式元件可能位于启动子近端 %J"SI 区段之内，在

#87 至 7$$ 的 /33I? 区段内可能存在与正控制有关的顺式元件。
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4EE（!.:=>@’D-D(’?U’?:@6.!.D:UI’;-(:V6）氧化酶是

高等植物乙烯生物合成途径中的关键酶之一，催化

由 !.氨基环丙烷.!.羧酸生成乙烯这一过程［!］。在

植物基因组中 4EE 氧化酶是由多基因编码的，已经

鉴定出在番茄、矮牵牛和绿豆基因组中分别含有 /
个、# 个和 $ 个 4EE 氧化酶基因成员［$，/，#］。4EE 氧

化酶基因的表达是以时空或诱导的方式调控的；其

往往在果实成熟和叶片凋落过程，及组织受伤时大

量表达；有些 4EE 氧化酶基因是以器官特异性方式

表达的。4EE 氧化酶基因家族成员间的 3H非编码

区差别较大，编码区同源性较高；另外其产物的酶活

性不稳定，周转较快。因此对于 4EE 氧化酶活性的

调控主要是在基因表达水平上进行的。

LM?6N.OM=6N 等分离到一个香蕉 4EE 氧化酶基

因 3!4!，其包含 3H旁侧区 %J2SI 的序列。用 *’UVW.
6U@ 杂交法证明 3!4! 在香蕉果实中和受伤的香蕉

叶中表达［3］；P:- 和 0>?? 公布了一个关于香蕉 4EE
氧化酶基因启动子的专利［8］。他们都没有进行启动

子功能的鉴定。我们根据所发表的 3!4! 核苷酸序

列设计引物，用接头连接 FEG 法从香蕉基因组 X*4
中扩增并克隆了其 3H旁侧区序列；用瞬时表达的方

法首次证实了该 3H旁侧区序列具有果实相关启动

子功能。

! 材料与方法

! "! 材料

香蕉（5)&+ +0)6#$+/+）叶和根取自香蕉组培苗

移栽 8 个月的幼株；香蕉果实为贮存于 !%Y的成熟

青果实。

! "# 方法

! "# "! 基因组 X*4 的提取：参照植物 G*4 的提取

方法［"］从香蕉叶中提取基因组 X*4。

! "# "# FEG 扩增：参照 R>6I6UV 等改进的接头连接

FEG 方法［7］，用产生平末端的限制酶将基因组 X*4
酶切，酶切产物与合成的接头连接，建立一系列接头

连接 X*4 库；以其为模板，用接头引物（4F.! 和 4F.
$）和基因特异引物进行 FEG 扩增。其中基因特异

性引 物 为 4EZF/（3H.OO45E5EE45OOE5OE5./H）和

4EZF#（3H.E45O4E4EOE5E555E55E./H）；扩 增 片 段

均克隆在 ?[(,6CDU>?V \\ R0] 载体中，重组质粒转化大

肠杆菌 X^3!菌株。

! "# "$ 瞬时表达载体的构建：?QOR 的构建见文献

［2］；将含有 FEG 扩增片段的重组质粒用 .+6^\ 和

7+,\ 进行双酶切，分离切出的插入片段，与 .+6^\



和 !"#! 双酶切的 "#$% 载体片段连接，转化大肠杆

菌 &’(!菌株，筛选正确的重组质粒。

! "# "$ 瞬时表达检测：见文献［)］。

# 结果与讨论

#"! 香蕉果实成熟相关 %&’! 基因启动子区的克隆

根据 *+",-.$+/,- 等发表的香蕉果实成熟相关

$%&0 基因序列，我们在其翻译起始密码子附近设

计、合成了两段引物。经过接头连接 123 扩增，分

别由 !’"4!、()’5!!、!*"! 和 !+,! 酶切产生的“接头

连接 &67 库”中 得 到 了 约 0809:、08(9:、;8<9: 和

08;9: 的 &67 扩增片段。对这 = 个片段进行序列分

析证 明 它 们 均 属 于 $%&0 基 因 的 启 动 子 区 序 列

（$,>4?>9 登记号 7@AA00;<）；它们的 (B端区长度不

同，但 CB端一致。将含有这 = 种扩增片段的重组质

粒 分 别 命 名 为 "72D10、"72D1=、"72D1< 和

"72D10)。从最长的片段 0(AE:" 序列上看，"72D1=
质粒包含 0 至 0(AE 的 0(AE:" 片段，"72D10 质粒包

含 C)E 至 0(AE 的 00C0:" 区段，"72D10) 质粒中包含

=EF 至 0(AE 的 0;():" 的区段，"72D1< 质粒中包含

FAA 至 0(AE 的 <;(:" 的区段（图 0）。0(A= 至 0(AE 为

翻译起始密码子，0==C 至 0=(; 为 G7G7 盒，未找到

2277G 盒序列。序列分析表明该启动子序列有一

处拟南芥同源异形盒蛋白 0 结合位点的类似序列

（以 7HI".0 表示）［0;］，两处与玉米激活因子 1 结合位

点的序列类似（以 1 表示）［00］，有一段与玉米 D"?JK,
A 蛋白质结合位点的序列相似（以 DA 表示）［0A］，还有

两处序列类似于禽骨髓细胞瘤病毒（7LM）N.LO: 蛋

白质的结合位点序列（以 N.LO: 表示）［00］。在 FA 至

0CE 和 0<E 至 AC( 之间有一段 ((:" 的正向重复序列

（图 A）。

图 0 "72D1P 和 "72D14P 中所含 72D0 基因 (B旁侧区区段

@QRS0 (B TU?>9Q>R V,RQW>P WT $%&0 Q> "72D1 WV "72D14 "U?P/QXP

与已公布、发表的数据相比较，*+",-.$+/,- 等

报道的 $%&0 基因启动子区序列比我们的短 ()A:"，

相同 区 段 序 列 相 似 性 较 高，达 )<8CY；与 L?O 和

ZQ"" 所公布的启动子序列相似性为 FF8FY，其序列

比我们的短 <(:"。这 C 个序列在 CB部分基本相同，

只是在 (B端区存在差异。

与 $,>4?>9 中其它的植物果实相关基因启动子

以及香蕉果实特异性 722 合酶基因启动子序列相

比较，相似性很低，为 0)8)Y [ AA8CY。其中与苹果

果实中表达 722 氧化酶基因启动子的相似性为

A;8;Y；苹果果实 722 氧化酶启动子中有一段 E=:"
的正向重复序列，但与香蕉 $%&0 启动子的 ((:" 正

向重复序列并无相似性；说明不同植物中功能相似

的基因，其启动子间可能存在着很大的不同。对香

蕉果实中表达的 722 合酶基因和 $%&0 基因的启

动子进行序列比较，相似性只有 0)8)Y；但在 F [
0;:" 序列范围内有近百个区段的 $%&0 基因启动子

序列与 722 合酶基因启动子的正向或反向序列相

同。可能这些短序列当中有些是在基因转录调控中

起着重要的作用，决定着基因表达的特性以及协调

功能相关基因的转录。

# "# 所克隆的香蕉果实成熟相关 !"#! 基因启动

子区的功能鉴定

重 组 质 粒 "72D1=、"72D10、"72D10) 和

"72D1< 中的 $%&0 启动子插入片段在 "4UK,P5VQ"H !!
%Z\ 载体中的取向一致，并都包含启动子区、(B非翻

译区和 7G$ 翻译起始密码子，在翻译起始密码子外

侧的 载 体 多 酶 切 位 点 区 有 一 个 -".’! 位 点，与

"#$% 中的 -".’! 位点连接后，这个翻译起始密码

子至 $#% 基因的编码区阅读框架正好相匹配。利

用插入片段两端载体上的 -".’! 及 !"#! 位点将插

入片 段 切 下 来，连 接 到 -".’! 和 !"#! 双 酶 切 的

"#$% 载体上构建了四个 $%&0 启动子 (B端不同的

瞬时 表 达 载 体 "72D14=、"72D140、"72D140) 和

"72D14<（图 0）。

在瞬时表达试验中，以不含有启动子片段的

$#% 基因载体质粒（"#$%）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。以含有水稻 7*/)’ 基因启动子与

$#% 融合基因的 "L$) 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［)］。将含

有不同大小 $%&0 启动子区的 = 种表达载体转化香

蕉的叶、根和果实的细胞后，结果只在香蕉果实细胞

中观察到 $#% 基因的表达（彩版 1U?H, "）。虽然 =
种表达载体在组织化学上有差异，而且有启动子越

短 $#% 显色越浅的趋势，但由于瞬时表达的结果不
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图 ! !"#" 基因 #$旁侧区序列

%&’(! #$ )*+,-&,’ ./’&0, 1/23/,4/ 0) !"#"

能准确定量，我们还不能确定启动子不同区段的作

用，但瞬时表达的结果表明几种克隆的香蕉 !"#"
基因 #$旁侧区都具有果实相关启动子的功能。

567-8 的 !"#" 启动子区段（9:;<=>7）就可以

指导报告基因于果实中表达，表明负责果实特异性

转录的顺式元件位于启动子 ?$端区 567-8 的范围

内；但 其 表 达 的 强 度 稍 弱 于 其 它 ? 种 表 达 载 体

（9:;<=>@、9:;<=>" 和 9:;<=>"A），可能在 @B7 至

C!! 的 ?#B89 区段内有与正控制相关的顺式元件，这

一区段的缺失导致基因表达程度的下降。

目前对于植物果实中基因表达调控的研究还主

要集中于双子叶植物当中，对于单子叶植物果实中

表达基因调控的研究还未见报道。我们将在本文工

作的基础上对香蕉 !"#" 启动子的结构以及与之结

合的核蛋白质进行研究，并与有关的双子叶植物材

料相比较，从中了解单、双子叶植物果实相关启动子

的共同特征以及单子叶植物的相关基因表达调控的

机制。

致 谢 感谢本实验室莽克强先生和中山大学黄学

林教授给予本工作的大力帮助。
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