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转 PRSV 复制酶基因番木瓜食品安全性的初步评价 *
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摘要 应用生物信息学的方法对转基因番木瓜进行实质等同性分析。将复制酶基因与多个数据库中的花

生、大豆、坚果、牛奶、鸡蛋、鱼类、贝类和小麦等8类过敏源序列进行比对分析,结果未发现连续8个相同的氨基

酸,据此可初步认为转入的复制酶蛋白不是已知的致敏源。将复制酶基因进行原核表达,并纯化复性表达蛋

白,再通过模拟胃肠液消化试验,结果发现纯化的变性蛋白与复性蛋白均能在15s内降解,表明复制酶蛋白能在

人的消化系统内降解,使人体发生过敏的可能性不大。通过液相萃取法,提取转基因与非转基因番木瓜中的一

种内源毒物苄基异硫氰酯(benzylisothiocyanate,BITC),将浓缩后的样品进行气相色谱分析,结果表明BITC的

含量在转基因与非转基因番木瓜中差异不显著。

关键词 番木瓜;番木瓜环斑病毒;复制酶基因;食品安全

中图分类号 S667.9;TS201.6  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2010)03-0381-06

收稿日期:2009-10-09;修回日期:2009-11-17
*国家自然科学基金项目(30370929)资助

** 通讯作者.E-mail:huaping@scau.edu.cn
阮小蕾,女,1973年生,博士,讲师.研究方向:植物病理学.E-mail:ruanxl@scau.edu.cn

  迄今为止,全世界已有40多个可能作为食品来

源的转基因植物获得批准上市,其中有些已进入商

业化生产阶段或处于中试阶段[1-3]。传统食品原料

遗传性状的改变,可能影响其细胞内蛋白质的组成,
结果可能导致有毒物质的产生或引起人的过敏症

状。不自然的食物成分还可能引起损害健康的其他

后果,由此便引发了有关转基因食品安全性的争

议[3]。转基因植物食品安全性的考虑原则是其食品

成分是否与目前市场上销售的食品具有实质等同

性。若某一产品与市售食品具有实质等同性,则应

认为它与市售食品一样安全,不需作进一步的安全

性分析[2-3]。
番木瓜(Caricapapaya)是我国南方的重要果

树,由 番 木 瓜 环 斑 病 毒 (papayaringspotvirus,

PRSV)引起的番木瓜环斑病毒病是一种毁灭性病

害。笔者所在课题组采用转华南地区PRSV 优势

株系Ys的复制酶 (replicase,Rep)基因方法防治番

木瓜环斑病毒病。通过调查T1~T5代转基因植株

的田间抗病性,发现转Rep基因的番木瓜高抗华南

地区PRSV,而且这种抗病性可以稳定遗传[4-5]。笔

者以T5代转基因番木瓜为材料,从食品致敏性、模
拟胃肠液消化试验、天然有毒物质等方面观察转基

因与非转基因番木瓜是否具有实质等同性,并对转

PRSV复制酶基因的番木瓜食品安全性的部分指标

进行了评价,旨在为转PRSV复制酶基因的番木瓜

实现商品化生产提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

转复制酶基因番木瓜的T5代植株由笔者所在

实验室提供;胃蛋白酶、胰蛋白酶购自华美生物工程

公司;液体苄基异硫氰酯(benzylisothiocyanate,

BITC)标准品购于美国Sigma公司,色谱纯;其余常

规分析纯试剂分别购自广州化学厂、汕头化学试剂

厂和上海化学试剂一厂。
1.2 数据来源

过敏源蛋白数据主要来源于美国 NCBI(Na-
tionalCenterforBiotechnologyInformation)(ht-
tp://www.ncbi.nlm.nih.gov)的核酸及蛋白数据

库;ThePIR-InternationalProteinSequenceData
(http://pir.georgetown.edu)、Swiss-Prot(http://

www.ebi.ac.uk/swissprot)、EMBL(TheEurope-
anMolecularBiologyLaboratory)(http://www.
ebi.ac.uk/embl)等蛋白数据库。
1.3 序列比对分析

利用DNAMAN软件的Fastalignment,将转
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入番木瓜的复制酶蛋白序列与过敏源数据库中的过

敏源序列(主要包括花生、大豆、坚果、牛奶、鸡蛋、
鱼、贝类和小麦等8类过敏源)进行比对,看其是否

有连续8个氨基酸相同。
1.4 PRSV Rep 基因的原核表达

将 PRSV 的 Rep基因构建到原核表达载体

pET-28b(+)上,得到重组质粒pET-Rep,再将其

转化到表达宿主菌BL21(DE3)中。加入IPTG至

终浓度为1mmol/L,于37℃进行诱导表达。
1.5 融合蛋白的纯化

按照Novangen公司的 His.tag融合蛋白纯化

手册进行操作。用SDS-PAGE电泳检验蛋白纯化

效果。将 已 纯 化 好 的 蛋 白 洗 脱 液 收 集 后,参 照

Bradford[6]的方法,取少量蛋白进行定量检测,其余

蛋白置于冷冻干燥机干燥后收集备用。
1.6 蛋白复性

参照曹轶梅等[7]的方法并略加改进。将纯化的

蛋白洗脱液用20mmol/LTris-HCl(pH8.0)的溶

液缓慢稀释至终质量浓度为50g/mL,先用50倍

体积的含0.1mmol/LDTT 的20mmol/LTris-
HCl(pH8.0)4℃透析3h以上,并换液1次,继
续透析3h以上;用不含DTT的20mmol/LTris-
HCl(pH8.0)4℃透析3h以上,并换液1次,除
去DTT。再用25倍体积的含1mmol/L还原型谷

胱甘肽、0.2mmol/L氧化型谷胱甘肽、0.3mol/L
L-精氨酸的20mmol/LTris-HCl(pH8.0)4℃透

析过夜。将复性所得的蛋白溶液进行浓缩,加入

4mL的超滤管中,7500r/min离心10min,收集

超滤管底部的蛋白溶液。将复性的蛋白溶液置于灭

菌的干净培养皿中冷冻干燥,最后用微量的灭菌超

纯水溶解,收集复性的蛋白溶液,置于-70℃冰箱

中保存备用。
1.7 模拟胃肠液消化试验

采用2001年FAO/WHO 生物技术食品致敏

性联合专家咨询会议推荐的试验方法并略加改进。
取变性蛋白干粉100g、模拟胃液(pH1.2)和肠液

(pH7.5)40μL于37℃下水浴振荡反应。分别在

处理0s、15s和1min、60min后用4mol/L
NaOH 中和至pH7.0以终止反应,然后加入2倍

上样缓冲液,沸水中加热5min,上样进行SDS-
PAGE。复性蛋白样品采用复性的蛋白溶液,使受

试蛋白质量为100g,处理过程同变性蛋白。
模拟胃液成分:胃蛋白酶0.16g,NaCl0.1g,

HCl调节pH至1.2,定容至50mL,0.22μm 滤膜

抽滤 除 菌;模 拟 肠 液 成 分:胰 蛋 白 酶 0.5g,

KH2PO40.34g,NaOH 调节pH 至7.5,定容至

50mL,0.22μm 滤膜抽滤除菌。
1.8 内源毒物 BITC 的提取与含量测定

采取液相萃取法提取BITC,参照文献[8-10]
中的方法并略加改进。尽量选取生长条件和果实成

熟度一致的样品,称取转基因与非转基因番木瓜青

果种子、青果果肉、熟果种子、熟果果肉各30g,加

50mL灭菌去离子水,用组织捣碎机匀浆,真空抽

滤除去残渣,尽量收集液体。
将收集的滤液置于分液漏斗中,用50mL二氯

甲烷萃取,重复3次。收集下层萃取液,将萃取液过

无水硫酸钠层析柱除水,收集、旋转蒸发浓缩至体积

小于5mL,每个处理3个重复。将浓缩后的样品送

至广州分析测试中心,采用气相色谱法测定BITC
的含量。

所有数据均进行统计分析,并采用统计软件

SASV8.0进行处理,差异显著水平为0.05。

2 结果与分析

2.1 PRSV 序列与过敏源序列的比对分析

将转入番木瓜的 Rep序列与 GenBank、EM-
BL、PIR及SwissProt等数据库中的过敏源序列进

行比对,主要比对花生、大豆、坚果、牛奶、鸡蛋、鱼、
贝类和小麦等8类过敏源。判断同源性的标准是至

少要有8个连续的氨基酸残基相同[11]。序列比对

结果未发现连续8个相同的氨基酸,初步证明转入

番木瓜的复制酶基因翻译出的蛋白质不可能是已知

的过敏源。
2.2 融合基因的诱导表达和包涵体的纯化及复性

将构建好的pET-Rep转化表达宿主菌进行诱

导表达。分别收集诱导时间为1h、2h、3h和4h
的细菌,裂解后上样进行SDS-PAGE,考马斯亮蓝

染色。结果表明,含pET-Rep的宿主菌在37℃进

行诱导表达1h后,可产生1条65u左右特异蛋白

带。这与预期表达的融合蛋白的大小基本相同,且
蛋白表达量随着时间的增长而明显增多。而在大肠

杆菌 BL21(DE3)、携 带 pET-28b(+)空 载 体 的

BL21(DE3)以及没有诱导的转化细胞对照中,该处

都没有明显条带(图1)。

  将表达的融合蛋白进行分析,结果显示融合蛋

白主要存在于菌体沉淀物中,而上清中几乎没有蛋
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 1.IPTG诱导的 E.coliBL21(DE3) BL21(DE3)in-
ductionfor1h;2.IPTG诱导的pET-28b(+) pET-28b
(+)inductionfor1h;3.未诱导的含有pET-Rep的 E.

coliBL21(DE3) pET-Repwithoutinduction;4.蛋白质

分子质量标准 Proteinmarker;5~8.分别由IPTG诱导

1h、2h、3h、4h的含有pET-Rep的E.coliBL21(DE3)

pET-28b(+)inductionfor1h,2h,3h,4hrespectively.

图1 Rep基因原核表达的SDS-PAGE
Fig.1 SDS-PAGEanalysisofrecombinantRepprotein

inE.coliBL21(DE3)

白,这可能与诱导的条件有一定关系。在37℃、

1mmol/LIPTG的诱导条件下,融合蛋白主要以包

涵体的形式存在。Ni-NTA树脂对His标签具有较

强的亲和力。利用融合蛋白中6个组氨酸标签,采
用亲和层析的方法,将表达于包涵体中的融合蛋白

分离、纯化。结果显示亲和层析后仅出现1条大小

为65u的单一蛋白条带(图2),表明亲和纯化的效

果较好,蛋白纯度较高。

 1.蛋白质分子质量标准 Proteinmarker;2~4.亲和层

析收集液 TheproteinpurifiedbyNi-NTAresin.

图2 纯化的融合蛋白的SDS-PAGE
Fig.2 SDS-PAGEanalysisofthepurificatedrecombinant

RepproteininE.coliBL21(DE3)

  将稀释法、透析法与氧化还原法相结合,采用常

规的复性方法进行复性。变性蛋白超滤浓缩时,可
以观察到白色颗粒状蛋白析出,这是由于变性剂尿

素已除去;复性后超滤浓缩时,未见蛋白颗粒析出。

采取冷冻干燥对复性蛋白进行浓缩,干燥后用超纯

水可以溶解蛋白,且蛋白的溶解度以及粘度比复性

前得到明显的提高。因此,可以将其作为复性的依

据,在进行SDS-PAGE检测时,能观察到蛋白的特

异条带。
2.3 模拟消化试验

在模拟胃液及肠液的条件下,纯化的变性蛋白

以及复性蛋白都能在15s内失去活性(图3,图4),
表明复制酶基因表达蛋白在模拟的胃肠液环境中不

稳定,迅速降解。

 1.复性蛋白 RenaturedRepprotein;2.变性蛋白Dena-
turedRepprotein;3.蛋白质分子质量标准Proteinmark-
er;4~6.分别为消化15s、1min、60min的变性蛋白

DenaturedRepproteindigestedfor15s,1min,60min

respectively;7.包涵体对照Inclusionbodies;8~10.分别

为消化15s,1min,60min的复性蛋白 RenaturedRep

proteindigestdfor15s,1min,60minrespectively.

图3 模拟胃液消化变性与复性复制酶的SDS-PAGE
Fig.3 SDS-PAGEanalysisofthedenaturedand

renaturedRepproteinimitatedgastricjuice

 1,2,6.分别为消化15s、1min、60min的变性蛋白

DenaturedRepproteindigestdfor15s,1min,60minre-
spectively;3.复性蛋白RenaturedRepprotein;4.蛋白质

分子质量标准 Proteinmarker;5.变性蛋白 Denatured

Repprotein;7~9.消化15s、1min、60min的复性蛋白

RenaturedRepproteindigestedfor15s,1min,60min

respectively.

图4 模肠液消化变性与复性复制酶的SDS-PAGE
Fig.4 SDS-PAGEanalysisofthedenaturedand
renaturedRepproteinimitatedintestinaljuice
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2.4 内源毒物 BITC 含量的测定与分析

采用液相萃取的方法,从生长条件一致的转基

因与非转基因番木瓜植株的青果种子、青果果肉、熟
果种子、熟果果肉中提取BITC,进行气相色谱分

析。结果显示,种子中的BITC含量远远高于果肉

中的BITC含量,并且随着果实的成熟,BITC的含

量在种子、果肉中都有所减少。另外,通过SASV
8.0分析,可以发现转基因与非转基因的番木瓜青

果种子之间、青果果肉之间、熟果种子之间、熟果果

肉之间BITC的含量并不存在显著差异。试验结果

表明,在内源毒物BITC的含量方面,转基因番木瓜

与非转基因番木瓜具有实质等同性(表1)。
表1 转基因与非转基因番木瓜不同组织部位BITC含量的测定

Table1 Thecontentanalysisofbenzylisothiocyanate(BITC)oftransgenicandnon-transgenicgenepapaya mg/g 

项目
Items

青果种子
Unripeseeds

青果果肉
Unripepulp

熟果种子
Ripeseeds

熟果果肉
Ripepulp

 非转基因
 Non-transgenicgene

0.0533±0.0011 0.0018±0.0004 0.0400±0.0025 0.0008±0.0002

 转基因
 Transgenicgene

0.0567±0.0013 0.0019±0.0002 0.0433±0.0005 0.0010±0.0002

 t测验
 ttest t=1.98,P>0.05 t=0.24,P>0.05 t=1.29,P>0.05 t=0.74,P>0.05

3 讨 论

根据致敏性评价程序,首先判断基因是否来源

于致敏性物种。供试转基因番木瓜中的外源基因有

PRSV的Rep基因、CaMV35S启动子、NOS终止

子、卡那霉素抗性标记基因nptⅡ。35S启动子来源

于CaMV(cauliflowermosaicvirus)。这一病毒能

侵染多种十字花科植物,而在实际生活中人们每天

都在食用各种十字花科蔬菜。据统计,10%的十字

花科蔬菜、50%的花椰菜已经被不同株系的CaMV
感染。每个感染的细胞中都有数千个病毒基因组拷

贝,有裸露的DNA,也有病毒粒子。假如35S启动

子有危险的话,那么食用这些蔬菜要比食用转基因

植物的风险大得多。另外,35S启动子在哺乳动物

中是否有活性还没有任何报道[12]。NOS终止子也

广泛 用 于 多 种 已 商 品 化 的 转 基 因 植 物 中,如 转

PRSVCP基因的番木瓜品种55-1与63-1、孟山都

公司的马铃薯品种BT6与BT10、转草甘磷抗性基

因的大豆品种G94-1、G94-19、G168等。关于卡那

霉素抗性基因nptⅡ,FDA[13]认为nptⅡ基因在番

茄(茄科)、油菜(十字花科)和棉花(锦葵科)上的应

用是安全的。贾士荣[14]也认为nptⅡ及其产物都曾

经做过系统研究,可作为第一个安全使用的标记基

因。
笔者课题组所转的PRSVRep基因,来源于番

木瓜环斑病毒华南优势株系 Ys,其组成与普通

DNA并无差异。DNA本身并无安全性问题[13,15],
而且 在 自 然 界 中,基 本 上 所 有 的 番 木 瓜 都 要 被

PRSV感染,人们在食用番木瓜时,本身包含了Rep

基因在内的PRSV,因此,所转入番木瓜的各种基因

并不来源于致敏性物种。
由于基因修饰食物通常含有新生蛋白质,故其

安全性评价必须包括新生蛋白质的过敏性鉴定。将

转入的外源Rep蛋白的一级结构与过敏源数据库

的8类过敏源序列进行序列相似性分析,未发现有

连续8个相同的氨基酸。因为与T细胞结合的肽

链最短也要求8~9个氨基酸,与IgE结合的抗原决

定基要求的肽链更长[16],因此,发现8个连续相同

的氨基酸这种分析是可信的。因为它分析的是整个

蛋白质的序列,而不仅仅是与已知过敏源的已知抗

原决定簇相似的氨基酸序列。鉴于目前对过敏源的

抗原决定簇的氨基酸序列还未研究清楚,所以较适

宜的方法是分析整个肽链长度上氨基酸的同源性。
当然,这种分析找到的相似氨基酸,也可能与IgE的

结合毫不相干,同时它也不能找到不连续的抗原决

定簇或取决于蛋白质高级结构的构象抗原决定簇,
但食物过敏源的热稳定性说明线性的、连续抗原决

定簇有更大的意义。本试验通过序列比较,初步证

明转入番木瓜的外源Rep基因与已知的过敏源序

列没有8个连续相同的氨基酸,不太可能引起过敏。
大多数过敏源都有抵御胃酸和消化蛋白酶的能

力,因此模拟胃肠液消化试验可以为致敏性评价提

供强有力的证据。消化试验必须在与肠胃道环境吻

合的条件下进行。通常采用美国药典提供的配方,
试验材料可选用外源基因的原核表达产物,也可以

使用转基因食物初提液[17]。若半衰期小于5min,
则认为该产物易消化[17]。

在本试验中,采用Rep基因的原核表达产物,
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用模拟的胃肠液消化变性与复性的表达蛋白。研究

表明蛋白能在15s内降解。另外,阮小蕾等[18]对转

复制酶基因的番木瓜抗性机制的研究发现,病毒接

种以前,Rep基因正常表达,没有发生基因沉默;而
接种病毒后,随即启动了基因沉默。这说明这种基

因沉默是由病毒侵染后诱导产生的,是一种病毒诱

导的基因沉默现象。抗病毒机制表明:在转基因植

株中,自然情况下可能不会有 Rep基因的表达产

物,故将其作为食品应该是安全的。综合分析转入

基因来源、序列相似性比较、模拟胃肠液消化试验等

的结果,可进一步证明本试验供试转入番木瓜的外

源Rep蛋白不大可能引起过敏。
番木瓜中存在一种内源毒物苄基异硫氰酯

(BITC)。本试验通过液相萃取的方法提取转基因

与非转基因番木瓜的内源毒物BITC,检测与分析

后发现种子中的 BITC 含 量 远 远 高 于 果 肉 中 的

BITC含量,并且随着果实的成熟,BITC的含量在

种子、果肉中都有所减少。这与许辅等[10]的结论是

一致的。通过生物统计分析,发现转基因番木瓜与

非转基因番木瓜青果种子之间、青果果肉之间、熟果

种子之间、熟果果肉之间的BITC含量不存在显著

性差异。这表明转基因与非转基因番木瓜在BITC
含量方面具有实质等同性。由于条件有限,提取

BITC时采用液相萃取的方法,在萃取时容易产生

乳化现象[10],收集萃取液、过无水硫酸钠除水柱时

易造成BITC的损失,故测得的BITC含量可能比

番木瓜中实际的BITC含量略低。
夏威夷大学和康奈尔大学测定了转PRSV 外

壳蛋白基因的番木瓜中部分营养元素的含量,如维

生素A、维生素C,并与非转基因番木瓜进行比较,
结果发现转基因与非转基因番木瓜中维生素A、维
生素C的含量虽略有差别,但不存在显著性差异。
魏祥东等[19]测定了T4代转PRSV 复制酶基因番

木瓜中水分、蛋白质、氮、脂肪、还原性糖、维生素A、
维生素C、类胡萝卜素的含量,结果显示与非转基因

对照都无显著性差异。在本研究中,由于时间有限,
未对转复制酶基因番木瓜的营养成分进行分析,但
关于转基因番木瓜中营养成分是否有所变化还需要

进一步研究。
为了进行体外消化试验,必须获得复制酶基因

的原核表达产物复制酶蛋白,故本研究采用目前使

用较多的原核表达系统(pET系统)来进行复制酶

基因的表达。当目的基因被克隆在T7转录和翻译

信号控制的正确相位后,加入IPTG进行诱导,使宿

主菌表达T7RNA聚合酶,进而诱导目的基因以融

合蛋白的形式进行表达。国内学者在大肠杆菌中成

功地表达了一些动物病毒的复制酶蛋白[20-22],但植

物病毒复制酶基因的表达报道较少。本试验首次成

功地将PRSV的复制酶基因构建到pET-28b(+)
表达载体中,SDS-PAGE的分析结果表明,PRSV
复制酶基因在BL21(DE3)中能获得较好的表达。
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PreliminaryEvaluationofFoodSafetyofTransgenic
PapayawiththeReplicaseGeneofPRSV
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Abstract Someindexesoffoodsafetyoftransgenicpapayawiththereplicasegeneofpapayaring-
spotvirus(PRSV)wereevaluatedinthisthesis.Bymeansofbiologicalinformatics,theanalysisbetween
thesequencetransformedtopapayaandtheallergensequencesfromGenBank,EMBLdatabases,PIRda-
tabases,etc.indicatedtherewerenotcontinuouslyeightsameaminoacidscomparedtotheeightclasses
ofallergens,includingpeanut,soybean,nut,milk,egg,fish,shellfishandwheat.Itcouldbeinferredthat
therepsequencetransformedtopapayadidnotcontaintheknownallergens.Thefull-lengthrepgeneof
papayaringspotviruswasclonedintoexpressionvectorpET-28b(+)andthespecificexpressionproduct
waspurifiedbyNi-NTAresin.Someproteinwereattemptedtoberenatured.Throughimitatedgastric
juiceandintestinaljuiceexperiment,ithadbeenfurtherprovedtheproteinproductofRepgenecouldbe
degradedinhumanbeings’digestivesystem,itwasunlikelytocausetothehumanbodytobeallergic.
Fromthetransgenicandno-transgenicpapaya,anendogenouspoisonoussubstancecalledbenzylisothio-
cyanate(BITC)wasrespectivelyextractedbyliquidphaseextraction,concentratedandsenttoChinaNa-
tionalAnalyticalCenter,Guangzhou.Theresultsofgaschromatographyandbiologicalstatisticalanaly-
sisshowedthattherewasnodistinctdifferenceintransgenicandno-transgenicpapaya.

Keywords papaya;papayaringspotvirus(PRSV);replicasegene;foodsafety
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