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摘 要 香蕉是世界上最重要的水果之一，由于香蕉果实是利用转基因方法生产重组药用蛋白或有价值的化合物的理想器官，

构建能在香蕉果实中高水平表达异源蛋白质的表达载体是非常有意义的。而一个高效表达的载体，启动子则是其最重要元件之

一，因此，果实特异性表达启动子的获得是香蕉作为生物反应器的前提。香蕉凝集素是一种在香蕉果实中大量存在的蛋白质，其

基因被证明在果肉组织中大量表达。利用染色体步移法克隆到香蕉凝集素基因 ]^端上游的一段长 K#!-8的序列，经序列测定及
软件分析表明，该序列具有典型的启动子结构。此序列置换植物表达载体 8VY$!$的 J43% I]E启动子，构建植物表达载体，命名
为 8VYX!，该启动子下游为 1)& 基因。利用基因枪法转化香蕉的根、叶和果实薄片，对 1)& 基因的瞬时表达进行测定，结果表明所
获得的凝集素基因启动子，只在香蕉果肉中瞬时表达，该启动子的表达具有果实特异性，并且表达量较高。
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香蕉果实是利用转基因方法生产重组药用蛋

白、多肽或有价值的化合物的理想植物［!］。外源基

因能够在植物组织中实现正常乃至高效的表达，一

个重要的条件是构建能在受体植物特异组织或器官

中高水平表达异源蛋白质的表达载体。而一个高效

表达的载体，启动子则是其最重要元件之一。组织

特异性启动子能使外源基因在转基因植物中特定时

间、特定组织表达，使目的基因的表达产物集中、并

且表达量增加。因此，果实特异性启动子的获得是

香蕉果实作为生物反应器的前提。

香蕉凝集素（"#$#$# %&’()$，"#$*&’）是在成熟香
蕉果实中的一种主要蛋白，据测算每克果肉至少含

有 !+!,高度稳定的和对蛋白酶有抗性的凝集素
［-］。

我们采用 ./012.及竞争性 12.的方法，对凝集素
基因在香蕉不同器官中的表达进行了定量研究，实

验结果表明香蕉凝集素基因只在果肉中表达，而且

随着采后成熟过程而表现出发育特异性，在成熟度

34的果肉中，表达量最高，每微克总 .56中包含有
78$, "#$*&’ 基因的转录本［9］。根据前期的研究，
"#$*&’基因的启动子很可能是果实特异高效表达
启动子。本研究的目的是克隆 "#$*&’基因 :;上游
的启动子序列，通过构建携带 !"# 基因的植物融合
表达载体，转化香蕉不同组织以检测启动子特性，以

期获得应用于香蕉转基因的果实特异表达启动子。

! 材料和方法

! "! 实验材料和试剂
! "! " ! 实验材料：香蕉果实采自热带作物生物技
术国家重点实验室实验基地。

! "! "# 试剂：<$)=&>?#% @&$AB&C#%D&> E)( 购自基因
公司（@&$& 2ABF#$G），其它试剂购自华美公司。
! "# 实验方法
!$#$! 凝集素启动子的分离：
（!）香蕉基因组 H56 的提取参照傅荣昭的方
法［I］。

（-）香蕉凝集素启动子扩增
准备 I个 !J:B*的离心管，放入 -J:!, 香蕉基

因组 H56，分别用 $%&"、’().#、*+"$、,-""进行
酶切。按 <$)=&>?#% @&$AB&C#%D&> E)( 提供的方法对
酶切产物进行纯化。纯化后基因组 H56 与
@&$AB&C#%D&> 6K#F(A>?连接。
根据我们克隆并已登录在基因库中的 "#$*&’

基因的序列（登录号：6L!+9I8!），按照 <$)=&>?#%
@&$AB&C#%D&> E)(的要求设计两个特异引物：

1>)B&> ! :;0/@@@@6@/622622@2/@22622@66@/@/09;
1>)B&> - :;0/22@//222/22226/@2/222622//@6/ 09;
依据 <$)=&>?#% @&$AB&C#%D&> E)( 提供的方法及

反应条件，利用特异引物 1>)B&> !、1>)B&> -与试剂盒
提供的接头引物进行第一轮和第二轮 12.。
!$#$# 序列测定与分析：扩增片段与 F@MN0/ M#?G
4&’(A> 连接，得到 F@MN0/0*&’ 载体，转化 ’ O ()./
HP:%，筛选重组子酶切鉴定，于上海生物工程公司
测序；利用 1>ABA(&> F>&K)’()A$?、1%#$(26.M 软件进行
启动子功能预测。

!$#$% 植物表达载体 F"3*-构建：根据测序结果及
酶切位点分析，设计该启动子序列 :;和 9;12.扩增
引物 1>)B&> 9 和 1>)B&> I，并分别加上 0/1K&和
2&3P"酶切位点：
1>)B&> 9 :;0@266@2///@@/6/2/6///6/@666/209;

0/1K&
1>)B&> I :;0@@@@6/22@62@/2@626262@62@09;

2&3P"
以 F@MN0/0*&’ 质粒 H56 为模版进行 12.，12. 产
物和 F"%!-!质粒 H56分别用 0/1K&和 2&3P"进
行双酶切。酶切产物经 !J+Q琼脂糖凝胶电泳，回
收经酶切的 12.产物（约 R++SF）和 F"%!-!酶切产物
的大片段（约 !!DS）。将回收的 12.产物及 F"%!-!
酶切大片段连接获得含有凝聚素启动子植物表达载

体 F"3*-，0/1K&和 2&3P"进行双酶切鉴定。
! "% 基因枪法对香蕉不同器官转化 &’()# 及 !"#
基因的组织化学染色定位

将香蕉果实用 !T氯化汞溶液浸泡 !+B)$，用灭
菌蒸馏水冲洗数次再将其徒手切成大小 +J:’B-、厚

度 +J: U !BB的薄片；纵剖香蕉组培苗的根并将叶
切为（+J: U !）’B- 小块。将根、叶片和果实薄片均

匀置于 !V-NW培养基上室温放置 9X，每皿约放置 I+
块，重复 7皿。按照 Y&ZZ&>?A$等人［:］的方法，以 P-[
包被的微弹为阴性对照，F"3!-!质粒 H56包被的微
弹为阳性对照，分别取轰击后的香蕉根、叶片和果实

薄片于 -7\暗培养 -I U I8X。然后进行组织化学染
色和基因枪轰击后 -IX 的转化材料 @<W 活性比色
测定，以 @<W提取液中每 B,总蛋白在 !B)$中生成
对硝基苯酚的微摩尔数为一个酶活单位。

# 结果与分析

#$! ’*+),-基因上游 ./0序列分离
利用 I 个内切酶分别对香蕉基因组 H56进行

酶切，两个酶切完全，另两个酶切不十分完全（图
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!）。酶切产物经与接头连接，分别作为 "#$扩增的
模板，经过两轮 "#$ 扩增，% 个模板均扩增出条带
（图 &），选取分子量最大条带（!"#$!酶切）回收、测
序。

图 ! 香蕉基因组 ’()酶切电泳图
*+,-! ./0 /0/12345643/7+7 48 9+,/72/9 :;<;<; ,/<4=+1 ’()

!：$%& >；&：!"#$ ?；@：’()"；%：*+)# -

图 & 酶切产物第 &轮 "#$电泳图
*+,- & ./0 /0/12345643/7+7 48 26/ 7/14<9;3A "#$ 5349B127

B7+<, 9+,/72/9 :;<;<; ,/<4=+1 ’() ;7 2/=50;2/7
!：$%&#；&：!"#$ ?；@：’()"；%：*+)# -

图 @ C;<D/1基因启动子序列
*+,- @ (B10/42+9/ 7/EB/<1/ 48 104</9 C;<D/1 ,/</ 534=42/3

"3/9+12/9 :;7+1 /0/=/<27 48 534=42/3，# # )：542/<2+;0 +<+2+;0 54+<27 48 23;<713+52+4<，F)F)：F)F) :4G-

!"! 序列分析
通过测序，获得 C;<D/1 基因启动子序列 HI&:5

（图 @）。采用 "34=42/3 53/9+12+4<7、"0;<2#)$J等软件
进行基础启动子区及调控元件分析，结果表明在 K
LM N K !@L:5，K &&! N K &HI:5 和 K %MM N K O%L:5

存在三处可能的基本启动子区。预测距离转录起始

密码子 )F.最近的转录起始点为 )，位于起始密码
子上游 !&P:5处，这与普遍认为的转录起始位点为
)相一致。该序列具有启动子的基本转录元件：
F)F)Q:4G位于 K !OM、K O&@、K O%P、K OHI 和 K POO
处；#))FQ:4G位于 K M@、K !&L、K &&%、K &L%和 K O@&
处；此外还含有脱落酸响应的顺式作用因子 )C)反
应元件 )C$J，分别位于 K &OI、K &LH和 K %!@处；与
茉莉酸响应有关的顺式调节元件 #.F#)Q=42+8位于
K %!&处、赤霉素应答相关元件 "Q:4G位于 K L%处；
赤霉素反应顺式元件 F)F#Q:4G位于 K !M@处；水杨
酸反应顺式元件 F#)Q/0/=/<2位于 K O%M处；茉莉酸
响应相关顺式调节元件 F.)#.Q=42+8位于 K POP 处
等，以上元件的预测概率除 F)F)Q:4G K !OM 处为
IRLPH、F)F)Q:4GQO&@处为 IRMIM外，其余均为 !RI。
序列分析结果表明，我们所分离的启动子含有

多个不同激素作用元件，而这些激素基本为诱导成

熟类激素，这是否与该基因只在成熟的香蕉果实中

高量表达的特点有关，还需进一步研究证明。经数

据库比对及查新未见有该序列的报道（正在申报国

家发明专利，公开号：#(!P%%PM%）。
!"# $%&’!载体的构建
构建的含有香蕉 C;<D/1 基因启动子序列及携

带 ,)- 基因的植物表达载体 5C>D& 如图 % 所示，酶
切鉴定表明载体构建成功。

! () 瞬时表达结果
以香蕉幼叶、根和果实薄片为受体材料，基因枪

轰击后，受体材料培养 &%6，染色结果如图 O 所示。
5C>!&!包被的微弹轰击的材料，叶片、根和果实薄片
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隆的研究也在不断深入。目前果实特异启动子的研

究，主要集中在番茄中［! " #］，香蕉果实中报道克隆了

$%%氧化酶和 $%% 合成酶基因的启动子［&’，&&］，!"#
基因表达检测证明为果实特异表达。

用 ()*+*,-) .)-/01,0*23及 (452, 1*)-软件对本文
分离的 6527-1基因启动子顺式作用元件分析，该启
动子含有 $689、$:%;+*,0<、%=:%$;+*,0<、(;>*?、
:$:%;>*?、:%$;-4-+-2,、:=$%=;+*,0< 等元件。$689
为脱落酸响应的顺式作用因子 $6$反应元件，此启
动子共有三处含有此元件，因此推测该启动子受

$6$诱导表达。此外还有与茉莉酸响应有关的顺
式调节元件、赤霉素应答相关元件、赤霉素反应顺式

元件、水杨酸反应顺式元件、植物激素响应元件、茉

莉酸响应相关顺式调节元件等，该启动子具有如此

多的激素应答及反应顺式元件，应该是一个受多种

激素调控的启动子。

本研究所获得的 6527-1基因启动子，从现在的
结果看，是一个具有潜力的香蕉果实特异表达启动

子，但由于目前所获得的启动子序列长度有限，我们

正在采用染色体步移的方法，以期获得更长的启动

子序列，采用突变和缺失的方法对这些元件的功能

进行更深入的研究及应用于香蕉的转基因研究中。
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