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摘要 : 采用 PCR 技术从番木瓜基因组中克隆了 proteinase omega 基因的部分序列及其 5′侧翼序

列。序列分析表明 , 克隆到的基因序列与 GenBank 中的序列同源性为 96% , 长 1039 bp 的 5′

端侧翼序列在 GenBank 数据库中没有同源片段。预测 5′端侧翼序列有两处基础启动子区域 ,

转录起始位点 (TSS ) 分别为是 A , T。在基础启动子区域都存在 TATA-box, 上游发现多处

CAAT-box , G-box , I-box 等顺式作用元件和 AT 富含区。构建了植物表达载体并用基因枪轰击

番木瓜的叶组织 , GUS 基因瞬间表达结果表明 , 该长 1 039 bp 的 5′端侧翼序列具有驱动 GUS

基因在乳管中表达的功能。该启动子的发现对进一步研究启动子的功能和开发番木瓜作为生

物反应器具有重要意义。
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Abstract: Proteinase omega was a kind of proteinase in papaya ( Carica papaya L .) laticifers . A 5′

flanking sequence and partial gene sequence of proteinase omega were isolated from the genomic DNA via

PCR technology . DNA sequence analysis and homology comparison indicated that it had 96% homology

with the proteinase omega gene which had been submitted to GenBank . The two core promoter regions and

some upstream regulatory elements in the fragment were analysed using the software of PROMOTER PRE-

DICTION and PLANT CARE . Transcriptional start sites ( TSS ) were A , T respectively . TATA-box ,

CAAT-box , G-box, I-box, AT rich regions and other cis-elements were found in the promoter in identical

positions common to all promoter sequence regions . Compared with the data in GenBank , the results
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showed that a new promoter was obtained , and its GenBank accession number was AY695444 . Binary

vectors were constructed through fusing 1039 bp 5′flanking region of proteinase omega gene with the GUS

gene, Transient GUS expressions were observed in papaya leaves transferred via particle bombardment .

GUS activities were detected only in laticiferious cells .
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番木瓜 ( Carica papaya L .) 是著名的热带果蔬 , 鲜果外观美丽 , 色香味俱佳 , 素有

“岭南佳果”之称 , 在我国南方地区大面积种植。除了食用之外 , 番木瓜还具有极其重要

的工业应用价值 , 含量丰富的木瓜蛋白酶类物质在科研、食品加工、医疗、化妆品、美容

等方面有着十分广泛的应用 ( 夏杏洲和胡雪琼 , 2002 )。大量研究表明番木瓜是一种集营

养、防病、抗癌、保健、美容于一体的有百益而无一害的果之珍品 ( 夏杏洲和胡雪琼 ,

2002; 刘因华和曹志红 , 2004; Pendzhiev , 2002; Mikhalchik 等 , 2004)。

番木瓜酶学及相关生物技术研究亦是近年来相当活跃的一个领域 (吴显荣 , 1999 )。

proteinase omega ( E .C. 3 . 4 . 22 .30 , 也称为 papaya peptidase A) 是木瓜胶乳主要的 4 种巯基

蛋白酶 (木瓜蛋白酶、木瓜凝乳蛋白酶、甘氨酰内切酶和 proteinase omega ) 中重要的一

种 , 有助于分解胃肠道中的动物蛋白质 , 具有极好的助消化功效。由于纯化较为困难 , 使

得它的研究晚于其他的蛋白酶类。1988 年 , Dubois 等分析了它的多肽链氨基酸组成 , 发现

与 papaya 的同源性为 69 .8% ( Dubois 等 , 1988 ) , 后来一些学者相继纯化得到了 proteinase

omega , 并根据氨基酸序列建立了三维结构模型 ( Topham 等 , 1991; Sumner 等 , 1993 ) ,

1998 年进一步研究了酶学动力学 (Yoshihide 等 , 1998)。

proteinase omega 蛋白在乳管中特异表达的特性使番木瓜很适合作为生物反应器 , 即利

用基因工程技术 , 构建具有乳管特异表达活性的外源基因转化载体 , 将外源基因转入番木

瓜并在乳管中特异表达 , 从而使番木瓜变为药物生产工厂 , 张更林等 (2003 ) 就番木瓜作

为抗结核病口服疫苗作了尝试性工作。目前 , 虽然该酶已进行了克隆和转化研究 ( Revell

等 , 1993) , 但基因的表达调控方式的研究尚未见到报道 , 因此 , 分离、克隆高效表达的、

分泌量大的 proteinase omega 基因启动子 , 揭示基因的表达及调控的分子机制 , 构建高效的

表达载体 , 提高外源基因表达水平 , 对大量表达外源药物蛋白 , 开发番木瓜作为一种植物

疫苗具有十分重要的意义。

1  材料与方法
1 .1  材料及菌种

番木瓜品种为“穗中红” ( Carica papaya L .‘Sui Zhong Hong’) 取自本所温室。大肠杆菌 Escherichina

coli DH5α为本室保存。

1 .2  试剂

克隆载体 pGEM-T-easy、Wizard DNA clear up 回收试剂盒购自 Promega 公司 , 限制性内切酶、T4 -DNA

连接酶、Genome Walking Kit 等购自大连宝生物公司 , 其他生化试剂为国产分析纯。

1 .3  方法

1 .3 .1  启动子的克隆

1 .3 .1.1  总 DNA 的提取、PCR 引物的设计与合成  以番木瓜幼嫩的叶片为试材 , 采用改良的 CTAB 法
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(傅荣昭等 , 1994) 提取总 DNA。根据报道的木瓜 proteinase omega 基因 (登录号 : X66060) 的 cDNA 序列

设计 Genome Walking 的下游引物 , 由上海生工生物工程公司合成 , 引物序列为 :

S1 : 5′cagcaaacacatttaatccaagcca 3′, S2 : 5′gcttcaacatccacgattcaaatagctg 3′.

为了获得更长的启动子序列 , 进一步设计合成两个引物 :

S11: 5′ctaaatttgttccacacgtggtatgtataag 3′, S22 : 5′tactgggagcaaaaattgcatagaaac 3′.

大连宝生物试剂盒提供的两个接头引物 (上游引物 ) 为 :

C1: 5′gtacatattgtcgttagaacgcgtaatacgactca 3′, C2: 5′cgttagaacgcgtaatacgactcactatagggaga 3′.

为进一步确认启动子位于 proteinase omega 基因的上游 , 根据第一次得到的片段序列设计了扩增下游

基因的正向引物 P1 : 5′gatggcatcaactcataaaaaaactg 3′, 根据查得所有番木瓜蛋白酶类基因序列的保守序列 ,

设计下游引物 P2: 5′taccgcatgaaccctgatgtc 3′。

1 .3 .1.2  基因组的酶切、PCR 反应 , 克隆、测序  参照宝生物工程公司 Genome Walking、Promega 公司试

剂盒说明进行。酶切鉴定选出重组质粒纯化后 , 寄送宝生物工程公司测序。

1.3.1.3  序列的同源性搜索  序列的同源性分析采用 BLASTN 软件完成 (网址为 : http:�/�/www.ncbi.nlm.nih .gov�/

blast ) , 用 BANKIT 程序申请序列登录号 , 同时提交在线启动子分析软件 , 并进行转录启始位点查找。

1 .3 .2  启动子功能的研究鉴定

1 .3 .2.1  表达载体的构建  采用 PCR 方法获得启动子片段 , 为克隆方便 , 在引物中设计两个酶切位点

SalⅠ和 NcoⅠ。设计的引物序列为 :

QDZ1 : 5′tta - 旷GTCGACgaattccggcacggcg 3′, QDZ2: 5′att - 旷CCATGGtgtgacactagc 3′

      SalⅠ               NcoⅠ

以含有全长启动子序列的质粒为模板 , 用两个引物扩增获得基因 5′端启动子序列 PCR 片段 , 回收后

分别与同样经过酶切的载体 pCAMBIA1301 大片段连接。

1 .3 .2.2  基因枪介导的 GUS 基因瞬间表达  取大田栽培的番木瓜幼苗的嫩叶 , 70 %的酒精擦拭 , 灭菌蒸

馏水冲洗数次后凉干。将幼叶稍加修整平铺于用液体 MS 培养基 + 0 .5 mol�/L 的甘露醇浸湿的滤纸上 , 置

28℃摇床暗培养 24～48 h。

微弹的制备、轰击、GUS 组织化学染色等参见 Bio-Rad 公司基因枪操作规范及文献 ( Jeffersonr , 1987)。

2  结果与分析

2 .1  启动子片段的克隆

经两轮巢式 PCR 反应 , 获得了一个片段 , 命名 5B - 700 (图 1: A) , 回收、连接、鉴

定、测序 , 发现 5B - 700 实际全长为 921 bp。为获得更长的基因上游序列 , 根据测序结果

设计再向上游扩增的引物 S11、S22 , 分别以 C1、S11 和 C2、S22 为引物 , 再进行两轮 PCR

反应 , 获得了一个约 600 bp 的片段 , 命名为 1BII - 600 ( 图 1: B) , 测序实际长 619 bp, 与

第一次得到的 921 bp 的片段进行拼接 , 所获得的全长序列为 1 202 bp (图 2 中引物 S2 以前

的部分 )。为获得下游的基因片段 , 以番木瓜基因组 DNA 为模板进行扩增 , 将 得 到 的 约

1 100 bp 的产物测序 , 实际长 1 054 bp (图 1: C) 。将该片段序列与以上两次测序结果拼接

后 , 得到的片段全长为 1 505 bp (图 2) 。

2 .2  启动子序列的确认及分析

将 3 次拼接后得到的全长片段 , 登录 NCBI 并进行 BLASTn , 发现该长 1 505 bp 片段的

基因编码区 466 bp 序列与已报道的番木瓜 proteinase omega cDNA ( 登录号 : X66060 ) 序列

的 5′端碱基同源性为 96% , 与 papain 基因的同源性为 87%。片段的 5′端长 1 039 bp 的序列
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在 GenBank 数据库中没有任何同源片段 , 表明该片段为 proteinase omega 基因的 5′端侧翼序

列 , 并且为首次克隆到。递交 GenBank 数据库 , 登录号为 AY695444。

图 1  番木瓜基因组 PCR 扩增结果

A . PCR 扩增获得 5B - 700; B . PCR 扩增获得 1BⅡ- 600 产物 ; C . 以番木瓜基因组 PCR 扩增得到 proteinase omega 基因

及其 5′端侧翼序列 ; 1 . 泳道为扩增得到的 5B - 700; 5 , 6 . 泳道为扩增得到的 1BⅡ- 600 产物 ; 2 , 3 , 7 , 8 . 泳道

为巢式 PCR 第一次扩增的结果 ; 10 , 11 . 泳道为扩增得到的 proteinase omega 基因及其 5′端侧翼序列 ; 4 , 9 , 12 .

泳道为分子量标准 ( 分别为 DL2000 , DL2000 , DL15000 + 2000)

Fig . 1  Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified from the papaya genomic DNA

A . The nested PCR products amplified from the genomic DNA digested with XbaI ; B . The nested PCR products amplified from

the genomic DNA digested with EcoRI ; C . The gene and promoter fragment amplified from the papaya genomic DNA

1 , 5 , 6 lane : The second PCR products , 5B - 700 and 1BⅡ- 600 fragments; 2 , 3 , 7 , 8 lane : The first PCR products; 10 , 11

lane : The gene and promoter fragment , 1100 bp ; 4 , 9 , 12 lane : Marker ( DL2000 , DL2000 , DL15000 + 2000)

采用启动子预测软件 plant CARE 对该启动子序列进行分析 , 结果表明 , 在翻译起始密

码子上游存在着多个可能的 TATA-box ( TATA-box 的一致序列为 TATA ( A�/T) ATA ) 和

CAAT-box。再利用 Berkeley Drosophila Genome Project 软件分析 , 发现全序列共有两个基础

启动子区 , 分别位于 905～955 bp , 947～997 bp 区 ( 图 2 的单划线区 ) , 可能性分别为 0 .79

和 0 .66 , 在这两个基础启动子区的前端分别具有启动子的另一个关键的启动子元件 CAAT-

box。进一步对 5′上游远端调控序列进行分析 , 还发现多个 G-box , I-box , AT1-motif 等光响

应元件 , 其中 G-box 序列是广泛存在于植物基因启动子区的一类顺式调控元件 , 是 bZIP 蛋

白与核 DNA 相结合的位点 , 在基因的转录调节中占着十分重要的地位 ( Harter 等 , 1994;

Kircher 等 , 1999)。另外还发现许多明显的逆境应答调控元件 , 如 ERE 是乙烯响应元件 ,

ABRE 是 ABA 响应元件 , HSE 是热激响应元件 , WUN-motif 是伤害响应元件等重要的顺式

作用元件。在此调控序列 830～838 bp 的负链中还含有一个的 AT 丰富序列 ( TAAAatatt ) ,

AT 富含区广泛存在于植物启动子中 , 能与植物细胞核内存在的 AT 丰富序列结合蛋白作

用 , 对基因的表达可能起调控作用 ( Holk 等 , 1996)。

2 .3  启动子驱动 GUS 基因在番木瓜叶组织中的瞬时表达

以含有全长启动子序列的质粒为模板 , 用引物 QDZ1、QDZ2 扩增获得了基因 5′端启动

子序列约 1 039 bp PCR 产物 (图 3) , 回收后分别与同样经过酶切的载体 pCAMBIA1301 大

片段连接 , 并将重组质粒命名为 pCAMBIA1039。
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图 2  番木瓜 proteinase omega 酶基因的启动子序列及其分析

下线为预测的基础启动子序列 , 较大的黑体字母为预测的转录起始位点 , 阴影部分为基因编码区 , 斜体部分为设计

的引物序列 , 方框内为 TATA - box, CAAT-box 元件和翻译起始密码子 ATG

Fig . 2  The sequence of proteinase omega promoter and its analysis of Carica papaya L .

The gene code region , primers sequence , the core promoters predicted by the software of promoter prediction , the predicted transcription

start sites ( TSS ) , start code ATG and TATA - box , CAAT-box , are indicated by underlines , shadow, italic letters ,

single underline, black and large letters , and frame respectively

采用基因枪轰击法将植物表达载体 pCAMBIA1039、对照载体 pCAMBIA1301 和不用

DNA 包被的金粉作为空白对照转入番木瓜叶片组织 , 轰击后暗培养 2 d , 经 X-Gluc 染色、

脱色后 , 在显微镜下观察 GUS 组织化学染色情况。结果表明 , 启动子片段能驱动 GUS 基因
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图 3  启动子片段的扩增

Fig . 3  The amplification of

promoter . 1 , 2 .PCR products

M marker (DL2000 )

 �的表达 , 在轰击部位均出现较多的蓝色斑点 ( 图 4: B) , 但 GUS

染色部位有一定差异 , 主要分布在叶脉维管组织中 , 在叶肉组织

染色较少 , 而 35S 驱动的 GUS 基因表达在叶脉、叶肉组织中没有

较明显的差异 ( 图 4: A) , 因此初步推断该 1 039 bp 的启动子可

能具有乳管特异性。

3  讨论

植物是继细胞培养、动物乳腺组织之后做为另一种新型的生

物反应器而日益受到人们青睐的 , 植物启动子作为最主要的一种

转录调节因子 , 对于外源基因的表达非常重要。

本研究从“穗中红”番木瓜基因组中扩增获得了一个具有启

动子特征的特异序列 , 经克隆、测序及序列同源性搜索后证实 ,

其序列的 3′端与 proteinase omega 基因编码区同源性为 96% , 而 5′

端没有同源片段 , 是一个新的 5′端调控序列 , 递交 GenBank 数据库 , 登录号 AY695444。

图 4  启动子驱动 gus 基因在番木瓜叶片中的瞬时表达

A . 植物表达载体 ; B . pCAMBIA1301 的瞬时表达 ;

C . 空白对照

Fig . 4  GUS transient expression in bombarded papaya leaves

A . driven by CaMV 35S promoter ; B . driven by laticiferious

specific promoter ; C . control

 �  分析发现获得的启动子序列含有多个顺

式作用因子元件 , 如 G-box 和其他许多明显

的逆境应答调控元件等 , 它们的功能尚需进

一步验证。在大多数已研究过的植物启动子

中 A�/T 富含序列都和基因转录活性的正调控

有关 ( Bustom 等 , 1989; Tjaden 等 , 1994;

Yamamoto 等 , 1995 ) 。是 否 由 于 proteinase

omega 基因启动子 830～838 bp 的负链中含有

A�/T 富含序列 , 使得该启动子片段具有调控

基因表达的功能 , 还有待进一步的探讨。

proteinase omega 基因的启动子功能的瞬

时表达研究中 , 在 5′端调控序列调控下的

GUS 表达水平 (表达载体 pCAMBIA1039 ) 较

对照 pCAMBIA1301 中的 35S 启动子驱动的 GUS 基因表达为高 , 而非转化组织中无 GUS 表

达。观察发现 GUS 染色主要分布在叶脉的组织中 , 初步推断该启动子可能具有乳管特异
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性。分析启动子片段 , 发现 pCAMBIA1039 包括所预测的顺式作用元件和两个基础启动子

序列 , GUS 基因的较高表达水平及乳管特异性是否为在两个基础启动子的协同驱动下的结

果 , 尚需进一步研究。

本研究的下一步工作是分离更长的 5′启动子区域的上游序列 , 并对该序列进行系列缺

失 , 构建包含不同长度的启动子缺失片段的植物表达载体 , 通过转基因研究 , 确定增强子

区和启动子活性区等 , 并在此基础上构建高效表达载体 , 驱动有重要免疫功能的外源蛋白

的高效表达 , 开发番木瓜使其成为一种植物疫苗。
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