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苦瓜 MAP30 基因克隆与单倍型分析*
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摘要: 【目的】以揭示苦瓜 MAP30 完整基因结构及单倍型为目的，为研究 MAP30 基因表达调控机制提供参

考。【方法】以 34 份苦瓜初级核心种质为材料，参考苦瓜基因组序列，克隆 MAP30 基因，利用多种生物信

息学软件分析苦瓜 MAP30 完整基因结构及单倍型。【结果】苦瓜 MAP30 基因全长 920 bp，包括 52 bp 的 5′-
UTR，7 bp 的 3′-UTR，861 bp 的 ORF，无内含子序列，编码 286 个氨基酸。系统进化分析表明：MAP30 蛋白

与葫芦科其他植物的 RIPs 蛋白亲缘关系较远，MAP30 蛋白在苦瓜属植物中保守性较强。通过比较 34 份苦瓜

种质资源 MAP30 基因序列，共发现 6 个 SNP 位点，第 1 个 SNP 位于 5′-UTR 区，其余 5 个 SNP 位于编码

区。SNP 分组发现：34 份苦瓜种质资源 MAP30 基因共存在 3 种单倍型。3 种单倍型编码的氨基酸序列比对显

示：共存在 3 个氨基酸变异位点，分别是第 2 位 M/V、第 69 位 R/H、第 74 位 N/D，3 个氨基酸变异位点分别

对应于第 2、3、4 SNP 位点，第 5、6 SNP 位点并未引起氨基酸的改变。【结论】本研究克隆了 MAP30 完整

基因结构并分析了 MAP30 蛋白与葫芦科其他植物的 RIPs 蛋白的亲缘关系，另外分析了不同苦瓜种质

MAP30 基因 SNP 分布情况及单倍型种类。
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The Cloning and Haplotype Analysis of MAP30 Gene
from Bitter Gourd
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Abstract: ［Purpose］The aim of this  study was to reveal  the complete gene structure and haplo-
types of MAP30 in bitter gourd, expected to provide reference for studying the regulation mechanism
of MAP30 gene expression.［Method］Taking the primary core collection of bitter gourd as materi-
al,  the MAP30 gene was cloned through referring to the genome sequence of bitter  gourd,  the com-
plete  gene  structure  and  haplotypes  of MAP30 were analyzed  through  adopting  bioinformatic  soft-
wares.［Results］The MAP30 gene was 920 bp in length, including 52 bp 5'-UTR, 7 bp 3'-UTR and
861  bp  ORF,  with  no  intron,  encoding  286  amino  acids.  Phylogenetic  analysis  showed  that  the
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MAP30 protein was far from the RIPs protein of other plants of Cucurbitaceae family, so the MAP30
protein was highly conserved in the momordica genus. 6 SNP loci were found through comparing the
MAP30 gene sequences of 34 bitter gourd germplasm, the 1st SNP was located in the region of the 5'-
UTR,  and  the  remaining  5  SNPs  were  located  in  the  coding  region.  There  were  3  haplotypes  of
MAP30 gene in 34 bitter gourd germplasm through SNP grouping. Three amino acid mutations were
found according to comparing the amino acid sequences encoded by the 3 haplotypes. They were M/V
in the 2nd loci, R/H in the 69th, and N/D in the 74th, respectively, which were corresponding to the 2nd,
3rd and 4th SNP loci,  the 5th and 6th SNP loci did not cause amino acid changes.［Conclusion］The
complete gene structure of MAP30 had been cloned, and the relationship between MAP30 protein and
RIPs  of  other  cucurbit  plants  had  been  analyzed.  In  addition,  the  SNPs  distribution  and  haplotype
types of MAP30 gene in different bitter gourd germplasm had also been analyzed.
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苦瓜 (Momordica  charantia L.) 属于葫芦科

(Cucurbitaceae) 苦瓜属一年生蔓生草本植物。苦

瓜不仅营养成分丰富，其所含的药理活性成分具

有抗肿瘤[1]、消炎[2]、提高人体免疫力[3]和降血糖[4]

等多种功效。核糖体失活蛋白 (ribosome-inactiv-
ating protein，RIP) 广泛存在于植物中，具有破坏

核糖体抑制蛋白质生物合成的功能。 LEE-
HUANG 等 [5]从苦瓜种子和果实中分离到一种分

子量为 30 ku 的 I 型核糖体失活蛋白 MAP30 (Mo-
mordica  anti-HIV protein  of  30  ku)。MAP30 蛋白

具有抑制 HIV、HSV、HBV 等病毒的活性 [6-8]，

针对病毒感染细胞及病毒本身均可作为攻击靶

点，且对正常细胞无明显毒性，这决定了 MAP30
蛋白抗病毒的广谱性。另外，MAP30 蛋白还具

有抗生育、抗肿瘤等药理活性[9]。

以往研究者多采用 MAP30 编码序列构建载

体重组表达 MAP30 蛋白，进而研究其生物活

性。林育泉等 [10]采用大肠杆菌表达系统表达

MAP30 并验证了其对肿瘤细胞株的抑制作用。

樊剑鸣等 [11]将苦瓜 MAP30 基因转化到大肠杆

菌，表达的 MAP30 蛋白能抑制镰刀菌的生长。

樊剑鸣等[12]研究表明：在毕赤酵母中表达的苦瓜

MAP30 蛋白能够诱发胃腺癌细胞的凋亡。FAN 等[13]

研究表明：重组 MAP30 蛋白能够有效抑制肝炎

病毒。朱振洪等[14]研究证明：重组 MAP30 蛋白

对人胃癌细胞具有明显抑制作用。张黎黎等[15]成

功地构建了 MAP30 表达系统，并实现了可溶性

表达，可用于抗体-毒素肿瘤靶向药物合成。韩晓

红等[16]研究表明：重组 MAP30 蛋白可以诱导人

食管癌细胞株凋亡。邱华丽等[17]的研究结果证实

重组 MAP30 蛋白可诱导乳腺癌细胞凋亡。王美

娜等[18]成功表达了可溶性重组蛋白 MAP30，并证

明有很好的抑菌活性。有关 MAP30 基因结构和

单倍型的研究鲜有报道。本研究拟通过 NCBI 数
据库获得 MAP30 基因编码序列，通过与苦瓜基

因组序列进行比对寻找目标区域，在目标区域两

侧设计引物，获取完成的 MAP30 基因序列，分

析基因结构及编码蛋白结构；通过同源比对构建

系统进化树，分析 MAP30 蛋白与其他 RIPs 蛋白

的亲缘关系；比较不同苦瓜种质资源 MAP30 基

因序列，分析 MAP30 基因单倍型，并对不同单

倍型编码的蛋白质序列进行分析，以期为研究

MAP30 基因表达调控机制和不同单倍型编码蛋白

功能差异提供依据。

1   材料与方法

1.1    材料

供试苦瓜材料共 34 份，来源于苦瓜初级核

心种质库 [19]，材料来源见表 1。试验于 2016 年

9 月初在中国热带农业科学院热带作物品种资源

研究所试验基地进行，将供试苦瓜种子用 50 ℃
温水处理 30 min，常温浸种 12 h 后，播种于营养

钵中，按照常规方法管理。待苦瓜长至 3 叶 1 心

时，摘取叶片贮于−20 ℃ 冰箱备用。

1.2    方法

1.2.1   基因组 DNA 提取

采用改良的 CTAB 法[20]提取待测苦瓜材料的

基因组 DNA。
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1.2.2   MAP30 基因克隆

根据 GenBank MAP30 编码序列 S79450 比对

苦瓜基因组序列 [21]，确定 MAP30 基因所在的区

间，为了获得完整的 MAP30 基因组序列，利用

软件 Primer  5.0 在编码序列的两侧设计引物

(表 2)，共设计 3 对引物 MAP30TD1、MAP30TD2
和 MAP30TD3，首先对 3 对引物组合分别进行

PCR 扩增，选择扩增条带清晰，目标条带单一的

引物组合获取编码序列在内的 1 kb 左右的序列，

采用离心柱型琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒

(Omega  Gel  Extraction  Kit，美国 ) 回收目的条

带，将目的条带连接到北京全式金生物技术有限

公司的 pEASY-T5 载体上，转化感受态细胞

Trans1-T1，筛选出阳性克隆，委托广州英韦创津

生物科技有限公司测序。

PCR 反应体系为 20 μL，其中包括 12 μL Pre-
mix TaqTM(宝生物工程有限公司 )，1  μmol/L 引

物，150 ng 模板 DNA。扩增程序为 94 ℃ 预变

性 5 min；94 ℃ 变性 1 min，55 ℃ 退火 1 min，
72 ℃ 延伸1.5 min，35 个循环；72 ℃ 终延伸10 min；
PCR 产物保存于 10 ℃。20 μL 扩增产物与 3 μL
上样缓冲液，2 μL UltraPower DNA 染料混合经

1.5% 琼脂糖凝胶于 110 V 电泳 30 min，显色进行

带型统计。

1.2.3   MAP30 基因生物信息学分析

利用在线软件 FGENESH  (http://linux1.soft-
berry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=pro-
grams&subgroup=gfind) 分析 MAP30 基因结构。

利用在线软件 ProtParam、ProtScale、SignalP 4.1、
TMHMM、 JPRED  4、 PSIPRED、 InterPro 分 析

MAP30 基因编码蛋白的氨基酸序列、亲疏水性、

信号肽、跨膜结构等。根据 MAP30 蛋白序列在

线进行 BLASTP 同源性搜索，获得与 MAP30 相

似度较高的其他物种的蛋白序列，采用 MEGA 6.06
软件基于邻近相连法绘制系统进化树，并进行

Bootstrap 检测，系统树分支的置信度，采用重复

抽样分析方法，重复抽样次数为 1 000 次。
1.2.4   MAP30 基因单倍型分析

以不同苦瓜材料基因组 DNA 作为模板，以

MAP30TD1、MAP30TD2 和 MAP30TD3 为引物

进行初步筛选，选择能够在 34 份苦瓜材料中成

功扩增的引物组合 MAP30TD3 进行后续研究，

回收目的片段进行连接、转化和测序，采用

BioEdit 软件进行多序列比对、分组，分析

MAP30 基因单倍型。

2   结果与分析

2.1    MAP30 基因全长的克隆

采用 MAP30TD3 引物组合对 Y5 苦瓜材料进

行 PCR 扩增，目的片段经回收、连接、转化、测

序，共获得 1 030 bp 的序列，序列经 FGENESH
基因结构分析表明：MAP30 基因全长 920  bp
(图 1、 2)， 5 ′-UTR 长 52  bp， 3 ′-UTR长 7  bp，
ORF 长 861 bp，无内含子序列。

 

表 1   供试苦瓜材料

Tab. 1    The test materials of bitter gourd
 

种质编号 No. 来源 origin 种质编号 No. 来源 origin

Y5、Y7、Y16 日本 Japan Y108 湖南 Hunan

Y39、Y43、Y50 广东 Guangdong Y112、Y113、Y115、Y121 广西 Guangxi

Y58 江西 Jiangxi Y122、Y124、Y131、Y134、Y139 福建 Fujian

Y60、Y66、Y69、Y72、Y77 海南 Hainan Y140、Y141、Y144 斯里兰卡 Sri Lanka

Y83、Y85、Y87、Y90 泰国 Thailand Y146、Y147、Y153 印度 India

Y96、Y100 云南 Yunnan

 

表 2   扩增苦瓜 MAP30 基因引物序列

Tab. 2    The primers used for amplifying MAP30 gene
 

引物名称 primer name 正向引物序列 (5′→3′) forward primer sequence 反向引物序列 (5′→3′) reverse primer sequence

MAP30TD1 GCAAAGAAACTACGGT CGATATGGGTGGATTA

MAP30TD2 TCGAACTCATCAAATT ACATGAACATGCCTTA

MAP30TD3 TATTTTTACTATCTATAATTAA TATTTCATAAATAAAAAAAAAGACA
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2.2    MAP30 基因编码氨基酸序列的生物信息学

分析

FGENESH 分析结果表明：MAP30 基因编码

286 个氨基酸。ProtParam 软件分析表明：MAP30
蛋白分子式为 C1468H2306N372O423S4，氮端为 Met，
相对分子量 32 ku，理论等电点 pI 为 9.08，负电荷

残基 (Asp+Glu) 为 24 个，正电荷残基 (Arg+Lys)
为 29 个，脂肪系数为 101.99，总平均亲水性为

0.076，不稳定指数为 29.49，属于稳定蛋白，半

衰期大于 10 h。经 ProtScale 软件分析，4 个高分

值峰 (Scale>1.0)，分别分布在 5~18、83~93、150~
157、 171~177 等区域，属于高疏水性区域，

13 个低分值峰 (Scale<0)，分别分布在 21~27、
32~46、51~55、64~67、97~115、121~147、162~
168、 180~202、 210~216、 225~236、 238~249、
251~255、266~274 等区域，属于高亲水区域，推

测该蛋白为亲水性蛋白。SignalP 4.1 分析发现：

MAP30 具有信号肽，属于分泌蛋白，切割位点

位于第 23 和 24 氨基酸之间。采用 TargetP  1.1
对 MAP30 蛋白进行亚细胞定位预测，结果显

示 ： MAP30 蛋 白 定 位 在 分 泌 路 径 (SP 值 为

0.941)。TMHMM 程序分析发现：MAP30 蛋白不

含跨膜结构域。结合 JPRED4 和 PSIPRED 预测

MAP30 蛋白二级结构显示：MAP30 蛋白包含有

13 处 α-螺旋，12 处 β-折叠，7 处 β-转角。该氨

基酸序列 24~263 区间具有核糖体失活蛋白结构

域。经 UniProtKB 分析，MAP30 存在 4 个 RNA
N-糖苷酶活性位点，分别位于第 93、132、181
和 184 位点。

2.3    MAP30 蛋白系统进化树分析

MAP30 (Y5) 蛋白质序列经 NCBI 数据库比

对结果表明：与苦瓜 RIP AAB35194.2 的相似性

为 99%，与胶苦瓜 (Momordica balsamina) 的 RIP
(P29339.1) 相似性为 99%，与南瓜 (Cucurbita mos-
chata) RIP (3BWH_A) 相似性为 64%，与栝楼 (Tri-
chosanthes kirilowii) karasurin RIP (P24478.2) 相似

性为 60%，与栝楼 trichomislin RIP (AAS92579.1)
相 似 性 为 61%， 与 栝 楼 天 花 粉 蛋 白 (TCS)
(AAA34206.1) 的相似性为 61%，与蛇瓜 (Trichos-
anthes anguina) Trichoanguin RIP (P56626.2) 的相
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图 1    MAP30 基因结构

Fig. 1    The gene structure of MAP30

 

 

CTATAAATACCATGATTGAGATACTCATATTCGAACTCATCAAATTAGAAAAATGATGAAATGCTTACTACT

TTCTTTTTTAATTATCGCCATCTTCATTGGTGTTCCTACTGCCAAAGGCGATGTTAACTTCGATTTGTCGAC

TGCCACTGCAAAAACCTACACAAAATTTATCGAAGATTTCAGGGCGACTCTTCCATTTAGCCATAAAGTG

TATGATATACCTCTACTGTATTCCACTATTTCCGACTCCAGACGTTTCATACTCCTCAATCTCACAAGTTAT

GCATATGAAACCATCTCGGTGGCCATAGATGTGACGAACGTTTATGTTGTGGCCTATCGCACCCGCGATGT

ATCCTACTTTTTTAAAGAATCTCCTCCTGAAGCTTATAACATCCTATTCAAAGGTACGCGGAAAATTACAC

TGCCATATACCGGTAATTATGAAAATCTTCAAACTGCTGCACACAAAATAAGAGAGAATATTGATCTTGGA

CTCCCTGCCTTGAGTAGTGCCATTACCACATTGTTTTATTACAATGCCCAATCTGCTCCTTCTGCATTGCTT

GTACTAATCCAGACGACTGCAGAAGCTGCAAGATTTAAGTATATCGAGCGACACGTTGCTAAGTATGTTG

CCACTAACTTTAAGCCAAATCTAGCCATCATAAGCTTGGAAAATCAATGGTCTGCTCTCTCCAAACAAATA

TTTTTGGCGCAGAATCAAGGAGGAAAATTTAGAAATCCTGTCGACCTTATAAAACCTACCGGGGAACGG

TTTCAAGTAACCAATGTTGATTCAGATGTTGTAAAAGGTAATATCAAACTCCTGCTGAACTCCAGAGCTA

GCACTGCTGATGAAAACTTTATCACAACCATGACTCTACTTGGGGAATCTGTTGTGAATTGAAAGTTTA 

>MAP30 gene sequence

 
注：ATG. 起始密码子； TGA. 终止密码子。

Note: ATG. initiation codon; TGA. termination codon.

图 2    MAP30 基因序列

Fig. 2    The gene sequence of MAP30
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似性为56%，与栝楼Trichobakin RIP (BAA92530.1)
的相似性为 62%，与异株泻根 (Bryonia  dioica)
RIP (P33185.3) 的相似性为 58%。

利用 MEGA 6.06 软件，将 MAP30 (Y5) 蛋白

与其他 9 种 RIP 蛋白进行系统发育树构建 (图 3)。
结 果 表 明 ： 苦 瓜 MAP30  (Y5) 蛋 白 与 苦 瓜

(AAB35194.2)、胶苦瓜 (P29339.1) 聚为一组，亲

缘关系最近，分化时间较晚。栝楼 P24478.2、

BAA92530.1、 AAA34206.1、 AAS92579.1 四 种

RIP 蛋白聚为 1 组，可能由种内基因重复产生。

蛇瓜 (P56626.2)、南瓜 (3BWH_A)、异株泻根

(P33185.3) 的分化时间较早，与 MAP30 (Y5) 蛋白

的亲缘关系较远，亲缘关系的远近可能与对应蛋

白质功能的相似性有关。该进化关系分析表明：

苦瓜 MAP30 蛋白在苦瓜属植物中保守型较强，

而与葫芦科其他植物 RIP 蛋白相比，保守性较差。

2.4    MAP30 基因单倍型分析

以 MAP30TD3 为引物，以其余 33 份苦瓜种

质基因组 DNA 为模板进行扩增，回收目的片段

进行测序，以 MAP30 (Y5) 为参考序列进行比

对，共发现 6 个 SNP 位点，分别是+33 位点的

G/A，+56 位点的 A/G，+258 位点的 G/A，+272
位点的 A/G， +340 位点的 C/G， +712 位点的

A/C，第 1 个 SNP 位于 5 ′-UTR 区，其余 5 个

SNP 位于编码区 (图 4)。通过 SNP 分组发现：

34 份苦瓜种质资源 MAP30 基因共存在 3 种单倍

型 。 其 中 Y5、 Y7、 Y16、 Y39、 Y58、 Y60、
Y66、 Y77、 Y83、 Y96、 Y100、 Y112、 Y121、
Y122、 Y134 属 于 第 1 组 ； Y43、 Y50、 Y90、
Y108、Y113、Y115、Y140、Y141、Y144 属于

第 2 组，第 3 组存在 1 个 SNP 位点，+258 位点

的 G/A；Y69、Y72、Y85、Y87、Y124、Y131、
Y139、Y146、Y147、Y153 属于第 3 组，第 3 组

共 包 括 5 个 SNP 位 点 ， 分 别 是 +33 位 点 的

G/A， +56 位 点 的 A/G， +272 位 点 的 A/G，

+340 位点的 C/G，+712 位点的 A/C。

以 MAP30 (Y5) 编码的蛋白质序列为参考，

对 3 种单倍型编码的蛋白质进行比对显示：共存

在 3 个氨基酸变异位点，分别是第 2 位 M/V、第

69 位 R/H、第 74 位 N/D (图 5)，3 个氨基酸变异

位点分别对应于第 2、3、4 SNP 位点，第 5、6
SNP 位点并未引起氨基酸的改变。

3   讨论

苦瓜在医药、保健食品、食品加工等方面都

有非常广阔的应用前景，得到了许多国家的高度

重视。在中国，随着人们生活水平的提高，全民

健康意识逐步加强，苦瓜作为一种优质的药食兼

用的植物资源得到越来越多的认可[22]。

MAP30 是从苦瓜果实和种子中分离纯化得

到的一种单链、I 型核糖体失活蛋白，在体外具

有 RNA N-糖苷酶活性，可作用于 28S rRNA 使

核糖体因不能结合延伸因子而终止蛋白质的翻

译[23-24]。MAP30 不但具有抗肿瘤、抗菌、抗病毒

等多种生物学活性，而且 MAP30 可以特异地抑

制受病毒感染的细胞和肿瘤转化细胞，诱导凋

亡，对正常细胞无毒副作用，临床应用价值显

著[25-26]。为了进一步明确 MAP30 基因结构，本试

验从苦瓜中克隆出全长 MAP30 基因序列，包括
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图 3    苦瓜 MAP30 (Y5) 与其他物种 RIP 蛋白的系统进化分析

Fig. 3    Phylogenetic relationship among MAP30 (Y5) and RIP proteins from other plants
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52  bp 的 5 ′-UTR， 7  bp 的 3 ′-UTR， 861  bp 的

ORF，以往研究多集中在编码序列，本研究获取

的 MAP30 基因 5 ′-UTR 和  3 ′-UTR 区可为研究

MAP30 基因的表达调控奠定基础。蛋白结构分析

发现 MAP30 蛋白存在核糖体失活蛋白结构域和

4 个 RNA N-糖苷酶活性位点，进一步证明该蛋

白属于核糖体失活蛋白。

将 MAP30 (Y5) 蛋白与其他 9 种 RIP 蛋白进

行系统进化分析。结果表明：苦瓜 MAP30
(Y5) 蛋白与苦瓜 AAB35194.2、胶苦瓜 P29339.1
核糖体失活蛋白聚为一组，亲缘关系最近，分化

时间较晚。其中苦瓜 AAB35194.2 为已报到的

MAP30 蛋白序列[5]，MAP30 (Y5) 与 AAB35194.2
的相似性达 99%，进一步验证了本研究克隆的基

因为 MAP30 基因。葫芦科其他植物的 RIP 蛋白

与 MAP30 蛋白亲缘关系较远，该研究结果表明：

苦瓜 MAP30 蛋白在苦瓜属植物中保守性较强。

通过分析 34 份苦瓜种质 MAP30 基因序列，

共发现 6 个 SNP 位点，其中第 1 个 SNP 位于 5′-
UTR 区 ， 其 余 5 个 SNP 位 于 编 码 区 。 通 过

SNP 分组发现，34 份苦瓜种质资源共存在 3 种单

倍型。与以往发表的 MAP30 基因序列相比，其

中第 1、 2、 4、 5  SNP 位点从未报道，第 3
SNP 位点在 DQ643968.1 中存在，第 6 SNP 位点

在 S79450.1 中存在[5]，这种核苷酸水平的单碱基

变化，尤其位于 5 ′-UTR 区的 SNP，是否会对

MAP30 基因的表达存在调控有待于进一步研究。

对 MAP30 3 种单倍型编码的蛋白质进行比对显

示，共存在 3 个氨基酸变异位点，3 个氨基酸变

异位点分别对应于第 2、3、4 SNP 位点，氨基酸

变异位点是否影响 MAP30 蛋白的功能特性还有

待于进一步研究。
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