
!" 卷 # 期

#$$% 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$%

收稿日期：#$$#0$"0#1，修回日期：#$$#0!#0#%。

基金项目：北京市自然科学基金资助（*’)1$$#$$2）。

"通讯作者。34(：560!$06#22!!%!；7,8：560!$055996#56；:0;,<(：(<=><?@;4<%$AB,/’’) .’;) .?

西瓜果实特异启动子 !"# 功能区域的初步定位

吴韩英!，% 刘敬梅#，%" 杨信廷9，1 朱祝军! 寿森炎!

!（浙江大学园艺系，杭州 %!$$#"）

#（清华大学生物科学与技术系植物分子生物学实验室，北京 !$$$59）

%（北京蔬菜研究中心，北京 !$$$5"）

9（国家农业信息化工程技术研究中心，北京 !$$$5"）

1（中国科学院生态环境研究中心，北京 !$$$51）

摘 要 西瓜 CDE,F4 的大亚基基因 34,! 的 1G端上游 !12%HI 序列，是一个果实特异性启动子（命名为 JKE）。根据

JKE 内部酶切位点，获得了 % 个不同 1G端缺失的启动子片段（长分别为 !#$!HI、5"5HI、2"1HI），并构建成植物瞬间表

达载体，与含 JKE 的瞬间表达载体一起用基因枪的方法转入西瓜叶、茎、花及不同发育期果实中。瞬时表达结果表

明，!12%HI 、!#$!HI 、5"5HI 的片段均能指导 DLK 基因在西瓜果实和花中特异性表达，但是表达强度和表达时期有所

不同，2"1HI 的片段不能指导 DLK 基因表达。推测在 !5$HI011!HI 之间可能存在促进外源基因在果实发育后期表达

的顺式作用元件，而果实特异调控区域可能位于 519HI0"12HI 之间。
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CNE0葡萄糖焦磷酸化酶（CDE,F4）是植物淀粉生物合成

途径中的关键酶之一，催化 CNE0葡萄糖的合成。CDE,F4 是

一个异型四聚体，由两个大亚基和两个小亚基构成［!］。在高

等植物中，小亚基在所有器官中都表达，而大亚基的表达具

有组织特异性［# O 9］。淀粉是植物中最重要的碳的贮藏形式，

主要在贮藏器官中积累。因此，有关 CDE,F4 的研究主要集

中在大麦、小麦、玉米等谷类作物和马铃薯等块茎类植物中，

在果实中研究极少。!""5 年 P<; 等首次从西瓜中分离出

CDE,F4 的 .N*C 克隆，并用 *’-Q/4-? 杂交法证明 CDE,F4 大亚

基基因 34,! 表 达 具 果 实 特 异 性［#］。刘 敬 梅 等 用 L?04R4?
EST 的方法分离到 34,! 基因 1G端启动子序列（命名为 JKE
启动子），并用瞬时表达的方法初步证实了该启动子能指导

DLK 基因在西瓜果实中特异性表达［1］，为西瓜果实发育机理

及在果实中定向表达外源基因的研究奠定了基础。本文在

此基础上对该启动子在果实特异性表达调控中的转录调控

机制作了进一步的研究，并确定了几个功能区域。

$ 材料与方法

$%$ 材料

京欣一号西瓜花及不同发育期果实：授粉后 1U、!$U、

#$U，采自北京蔬菜研究中心温室，叶、茎、卷须采自组培苗。

$%& 方法

$%& %$ JKE 启动子的获得及序列分析：34,! 的 1G端上游长

为 !569HI 的序列分离及序列分析见参考文献［1］。目的片

段克隆到 ID:+03 载体中，重组克隆命名为 IKEC。

$%& %& 亚克隆载体的构建：质粒 IKEC 用 5#$U !、5#$0 "
不完全酶切释放出 !12%HI，用 5#$0"、60(T#完全酶切，释

放出 2"1HI 片段，# 个片段分别与 5#$U !和 74+#、60(T#
和 74+#双酶切的 IV(=4F.-<IQ KP（ O ）载体连接，转化大肠杆

菌 NW1$菌 株，重 组 质 粒 分 别 命 名 为 IVKEC0!6、IVKEC05。

IVKEC0!6 经 V+4W#和 7$+V#、.+4W#和 60(T%双酶切，

回收 !#$!HI、5"5HI 片段，分别与经 .+4W#和 74+#双酶切

的 IV(=4F.-<IQ KP（ O ）载体连接，获得重组质粒命名为 IVKEC0
!#、IVKEC0"。

$%& %’ 瞬间表达载体的构建：重组质粒 IVKEC0!6、IVKEC0
!#、IVKEC0"、IVKEC05 经 5#$U!和 .+4W#酶切，回收相应

的启动子片段后，与经 5#$U!和 .1,"双酶切、切除了 S,+&
%1K启动 子 的 植 物 表 达 载 体 IVX9#6 连 接，转 化 大 肠 杆 菌

NW1$菌株，筛选出阳性克隆，分别命名为 IXKEC0!6、IXKEC0
!#、IXKEC0"、IXKEC02。

$%& %( 轰击材料的处理：将新开的花及授粉后 1U、!$U 和

#$U 的西瓜果实在自来水中冲洗 %$;<? 后，用 !$Y的 *,S( 表



面灭菌 !"#$%，用灭菌蒸馏水冲洗数次；将西瓜果实纵剖开，

切成薄片，与无菌培养的再生苗叶片、茎、卷须一同铺满倒有

&’" 培养基（&’ ( )*蔗糖 ( "+,*琼脂）的 !"-# . !"-# 的平

皿。

!"# "$ 微弹载体的制备：挑取含瞬间表达载体的菌落，在

/" #0 含有氨苄青霉素的 01 液体培养基中培养，提取、纯化

质粒，最终质粒溶解在 23 缓冲液中，终浓度为 !!45!0。于

旋涡振荡器充分振荡制备成金粉悬液，取 !"!0，置于灭菌的

3667%89:; 管中，加入 !!0 <=> 溶液，混匀。在涡旋振荡状态

下缓慢加入 !"!0 的 ?+/ #9@50 ABA@? 溶液（高压灭菌），混匀。

在同样状态下缓慢加入 C!0 "+ !#9@50 亚精胺溶液（抽滤灭

菌），振荡约 )#$%，静置 !"#$%。!" """:5#$% 离心 /D，尽可能去

除上清液。将金粉悬浮于 /"!0 无水乙醇中，充分振荡。!"
""":5#$% 离心 /D，去上清。最终将制备好的金粉悬浮于 !?!0
无水乙醇中。

!"# "% 装弹轰击：将 !?!0 重悬颗粒均匀涂于微弹载体中

心，超净工作台上吹干。将载有微粒子弹的载体及阻挡网和

铺满西瓜外植体的平皿装入子弹发射装置中，抽真空、轰击。

射击距离为 E-#，系统压力 !?""6D$，真空度 F!C)?+ ?)GB。轰

击后的西瓜材料于 ?HI，光下培养 C,J。

!"# "& 外 植 体 KL’ 瞬 间 表 达 检 测 ：KL’ 检 测 按 M7;;7:D9%
等［H］方法进行。

# 结 果

#"! ’() 启动子不同长度片段瞬间表达载体的构建

图 ! 为我们所构建的 C 个不同长度的 N’G 启动子片段

的瞬间表达重组 <=>。根据 6’G> 克隆序列的酶切位点，得

到 !,"O6P!E/?O6 之间的 !"#8"P!"#-#片段和 F/EO6P!E/?O6
之间的 $%&Q$P!"#-#片段，长度分别为 !/E)O6 和 EF/O6。

两个 <=> 片段之后接上 KL’ 基因和 =9D 终止子，构成转录

融合体。由于瞬间表达载体 61RC?H 只能用 !"#8"和 ’()#
双酶切才能去除调控 KL’ 基因表达的 AB&S )/’ 启动子，我

们选用含多克隆位点的 61@T7D-:$6U ’V（ W ）载体，其上有 !"#8

"和 ’*+X$（ ’()#同裂酶）切点，作为中间载体，将两个

<=> 片段亚克隆到 61@T7D-:$6U ’V（ W ）上，使他们两端获得了

!"#8"和 ’*+X$位点，最终按正确的方向插入到 61RC?H 载

体中，替代了 AB&S )/’ 启动子。我们将获得的两个瞬间表

达载体分别命名为 6R’G>P!H、6R’G>P,。61@T7D-:$6U ’V（ W ）载

体多克隆位点中 ,+*$是个平端酶，6’G> 克隆序列的 //!O6
和 ,/CO6 处 ,#*1$和 $%&Q%也是平端酶。因此利用获得多

克隆位点后的重组质粒 61’G>P!H 经 ’*+X$和 ,#*1$、

’*+X$和 $%&Q%双酶切，回收 //!O6P!E/?O6、,/CO6P!E/?O6，

长度分别为 !?"!O6 和 ,F, O6 的启动子片段，与经 ’*+X$和

,+*$双酶切的 61@T7D-:$6U ’V（ W ）载体连接，使两个片段两

端也获得了 !"#8"和 ’*+X$位点，最终按正确的方向插入

到 61RC?H 载体中，获得的两个瞬间表达载体命名为 6R’G>P
!?、6R’G>PF。对获得的 C 个瞬间表达载体质粒（图 !）进行了

限制酶鉴定，!"#8" ( ’*+X$双酶切后，分别释放出 "+ ,、

"+F、!+? 和 !+HYO <=> 片段。

图 ! 瞬间表达载体中所含的启动子区段

Z$4+! G:9#9U7: :74$9% $% U:B%D$7%U 7[6:7DD$9% \7-U9:

#"# *+( 基因瞬间表达检测与分析

基因枪轰击后的西瓜外植体，经 KL’ 染色液染 色 及

E"*乙醇脱色后，观察染色结果（彩版P$）。以含有组成型

启动子 AB&S )/’ 启动子的 KL’ 基因表达载体 61RC?H 为阳

性对照转化西瓜材料，在基因枪轰击后的果实、花、叶片、茎

段中都出现了蓝色斑点，且表达强度都较高，表现出组成型

强启动子活性。6R’G>P!H、6R’G>P!?、6R’G>PF 转化的西瓜叶

片、茎段、卷须等器官表面都观察不到蓝色斑点，在花中都表

现出 KL’ 活性。而在果实中，KL’ 基因的表达情况随果实发

育阶段和启动子长度而变化。6R’G>P!H 转化授粉 / 8、?" 8
的果实表面有较强的蓝色斑点，而且 ?" 8 的果实中比授粉 /
8 的果实强，但授粉 !" 8 的果实表面却观察不到。6R’G>P!?、

6R’G>PF 转化的果实中，只有 ?" 8 的果实表面有蓝色斑点，而

且 KL’ 基因表达的强度都比 6R’G>P!H 弱。表明 6R’G>P!H、

6R’G>P!?、6R’G>PF 所包含的启动子片段都具有启动子的功

能，可以指导 KL’ 基因在西瓜细胞中表达，而且，KL’ 基因均

只在花和果实细胞中表达，启动子具有特异性。而 6R’G>P,
转化的所有西瓜外植体中都未观察到 KL’ 基因表达（结果

未列出），它所包含的启动子片段不具有基本的启动子活性。

, 讨 论

果实发育过程是一个受果实特异性基因调控的过程。

在果实发育过程中，许多果实特异性基因得到表达，如多聚

半乳糖醛酸酶（GK）、>AA 合成酶、乙烯合成酶（3Z3）和八氢

番茄红素合成酶基因等［E W !"］已知功能的基因以及 ?>!!、3C
和 3, 等［!!，!?］未知功能基因。真核生物基因的表达及其调节

在很大程度上受启动子的转录调控［!)］。已经发现 GK 基因

/]端调控序列的不同区域可调控报告基因在果实的不同发

育期及果实的不同部位特异性表达［!C］，而且具有正、负调控

功能［!/］。SB% XBB:7% 等［!H］发现果实特异性基因 ?>!! /]端上

游序列上至少有 C 个控制果实特异性表达的区域。本实验

,?? 生 物 工 程 学 报 !F 卷



结果证实，瞬间表达载体 !"#$%&’( 所包含的 !"#’ 基因 )*端
上游 ’+,-!&’.)/-! 的启动子片段能指导 01# 在果实中特异

性表达，与刘敬梅等的结果［)］相一致。

234 等 56789:7; 杂交结果发现，西瓜果实中 !"#’ 4<5%
含量从小果期到中果期递减，然后随果实的成熟又回升［/］。

这与本实验结果中 !"#=%&’( 轰击的授粉后 )>、/,> 的果实有

01# 表达，’,> 的果实无 01# 表达的趋势一致。这进一步证

实 ’).?-! 的启动子包含了足以调控基因特异表达的全部信

息。

+@+-! 的 A#$ 启动子区段（!"#$%&@）能启动 01# 在果实

中特异性表达，而启动子片段缩减为 .@)-! 时，01# 不在任

何器官中表达。这说明 +)B-!&@)+-! 之间包含了在控制 01#
基因的表达，尤其是在果实特异性表达中必需的元件。序列

分析表明，在 A#$ 的 ’+,-!&@).-! 之间含有大量富含 %C 的

序列。富含 %C 的序列在许多植物的基因上游是调节蛋白

的结合区域，它们与蛋白之间相互作用对基因的转录起重要

的调控作用［’.］。其中，在 ’+,-!&))’-! 之间还含有 ’,-! 的反

向重复序列。但 A#$ 启动子序列在 0:;=D;E 和 FG=H 中没

有找到明显的同源序列。与其它果实特异性启动子 FB、F+、

$0 相比，没有发现共同的保守序列存在。

在授粉 )> 的果实中，受 !"#$%&’( 轰击的有 01# 表达，而

受 !"#$%&’/ 及更短启动子片段轰击的检测不到 01# 表达，

这表明 ’+,-!&))’-! 之间的片段与控制外源基因在果实发育

早期表达有关。另外，在授粉 /,> 的果实中，随启动子长度

由 ’).?-! 缩短为 ’/,’-!，01# 的表达有减弱的趋势，说明

’+,-!&))’-! 之间的缺失减弱了启动子的活性，该区段内可

能存在促进外源基因在果实发育后期表达的顺式作用元件。

基于瞬间表达结果的初步性，各启动子片段的功能有待于通

过转基因植物的稳定表达来进一步证实。序列的功能及调

控区域的精确定位，需要通过凝胶凝滞电泳进一步验证。
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