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摘要:提取成熟香蕉果肉的 RNA并分离 mRNA , 以mRNA 反转录合成 cDNA ,以该 cDNA 为模板 ,设计 expansin的简并

引物 ,进行 RT-PCR(退火温度为 50 ℃).得到的扩增产物纯化后与 pGEM-T-Easy 载体连接 , 转化大肠杆菌 ,任意挑选

2 个阳性克隆 , 进行序列分析 ,结果得到 2 个序列相同的 expansin 的 cDNA基因片段 ,命名为 MA-Exp3(以示与已登录

的香蕉 MA-Exp1和 MA-Exp2的区别).MA-Exp3 中存在 expansin基因的保守区域 , 即 8 个半胱氨酸残基和 3 个色氨

酸残基 ,它编码 177 个氨基酸 ,与 MA-Exp1的核苷酸同源性为 74.2%,氨基酸同源性为 86.4%.
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　　Expansin(膨大素)是 1992年首次从黄瓜幼苗下

胚轴中分离并鉴定的一类能够诱导细胞壁伸展的活

性细胞壁蛋白[ 1] .Expansin 基因的表达量与胚轴[ 1] 、
胚芽鞘[ 2] 、节间[ 3] 、叶片[ 4] 和根系[ 5] 等的生长有关.

果实 expansin的研究工作相对较少 ,其中研究较多的

是番茄及草莓果实.目前已从番茄[ 6～ 7] 、草莓[ 8～ 9] 、
桃[ 10] 、梨(Hiwasa等 ,个人通信)及荔枝(陆旺金等 ,待

发表)等果实中克隆出了 expansin 基因 ,这些基因有

的与果实生长发育有关 ,有的与果实后熟软化相关.
转基因的研究进一步证明 expansin基因在果实软化

中的作用[ 11] , 并且转基因的番茄果实品质不受影

响
[ 12]
.国内对 expansin的报道集中于对棉花及大豆

幼苗的研究[ 13 ,14] .目前 ,基因库中已登录了香蕉 2

个 expansin基因 ,登录的 MA-Exp1(AY083168)的全长

为1 098 bp ,编码 255个氨基酸 , MA-Exp2(AF539540)
为291 bp的基因片段.这里 ,笔者报道香蕉果实一

个新的 expansin基因(将其命名为 MA-Exp3)片段 ,测

定该片段的序列 ,并采用序列分析软件研究该基因
片段与基因库中其他 expansin基因的关系.

1　材料与方法

1.1　材料

供试的香蕉购于自由市场 , 品种为[ Musa sp.

(AAA group ,Cavendish subgroup)cv.Grand Nain] .
1.2　总 RNA的提取及mRNA的分离

总RNA 的提取基本按Wan 等[ 15] 的方法 ,采用

oligod(T)30(Takara ,Shiga , Japan)分离 mRNA ,分离方
法按说明书进行.

1.3　引物设计与合成

引物是根据基因库中已登录的 expansin氨基酸保

守序列设计的.上游引物的序列是:5′-G(GC)(N)CA

(TC)GC(N)AC(N)TT(CT)TA(CT)GG(N)G-3′,下游引
物的序列是:5′-(TC)TGCCA(AG)TT(TC)TG(N)CCCCA

(AG)TT-3′(N=A ,C ,G ,T),两个核苷酸引物对应的氨
基酸序列分别是:A/GHATFYGG 和 NWGQNWQ;引物

由日本Amersham pharmacia 公司合成.

1.4　cDNA克隆及序列分析

以成熟的香蕉果肉 mRNA 为底物 ,反转录合成

单链 cDNA ,采用该单链 cDNA 为模板 ,设计 expansin

的简并引物 ,进行 RT-PCR.RT-PCR条件为:95 ℃5

min ,1个循环 ,再进行 35个循环(95 ℃1 min ,50 ℃2

min ,72 ℃2 min),循环完毕后 ,72 ℃再延伸 10 min;

RT-PCR产物经 10 g/L 琼脂糖电泳后 , 切下目的片
段 ,经回收纯化后与 pGEM-T Easy 载体(Promega ,

Madison , WI)连接 , 转化 JM109 大肠杆菌 , 在 LB/

AMP/ IPTG/X-Gal平板上筛选阳性克隆 ,随机挑选经
EcoRⅠ酶切确认插入的 2个质粒作序列分析.序列

分析采用DSQ-1000(Shimadzu ,Kyoto , Japan)DNA序列

分析仪进行 , 以-21M13 或 M13 作为序列分析的引

物 ,序列分析参照使用手册提供的方法(Amersham

Pharmacia , Little Chalfont ,UK)进行.

2　结果与分析

2.1　RT-PCR产物的扩增

以反转录合成的 cDNA为模板 ,并以 expansin简

并引物为引物 ,作 RT-PCR ,得到 1个与目的片段大小

相当的 530 bp 左 右 的条 带 , 切 下该 条 带 , 经

GENECLEAN Ⅱ药盒回收纯化后 ,与 pGEM T-Easy 载体
连接 ,挑选白色克隆 ,经 EcoRⅠ酶切确认片段插入情

况(图1),再随机挑选插入的 2个质粒进行序列分析.

2.2　序列分析及同源性比较

　　序列分析结果见图2.所挑选的2个质粒序列
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1～ 4:重组质粒酶切　1-4:pLc-Exp+EcoRI ,M:Markers

图 1　重组质粒用 EcoRⅠ酶切结果

Fig.1　The electrophoresis pattern of pGEM-T Easy vector digest-

ed with EcoRⅠof MA-Exp fragments

相同 ,该片段为 531个碱基 ,编码177个氨基酸(将其

定为 MA-Exp3),MA-Exp3片段中存在 expansin 基因

的保守序列 ,即在氨基酸的 N-terminal存在 8个半胱

氨酸残基 ,在C-terminal存在 3个色氨酸残基(注:应

为4个 ,另有 1个色氨酸残基可能存于该片段之外

的3′端).MA-Exp3与已登录的 MA-Exp1的碱基同源

性为 74.2%, 氨基酸同源性为 86.4%(注:由于登

录的MA-Exp2仅为291 bp的片段 ,难以进行同源性

比较),通过与基因库中的其他 expansin 基因氨基酸

同源性相比较 ,发现 MA-Exp3与草莓 FaExp2的同源

性为 92.1%,与番茄 Le-Exp1的同源性为 74%,与桃

Pp-Exp1的同源性为 91.5%(图 3).

图2　香蕉果实 expansin cDNA MA-Exp3 核苷酸序列和由此推

导的氨基酸序列

Fig.2　The nucleotide sequence and deduced amino acid sequence

of MA-Exp3 with primer sequence underlined

图中的基因序列接受号分别是:MA-Exp1:AF539650;Fa-Exp2:159563;Le-Exp1:U82183;Le-Exp2:AF096776;Pp-Exp1:AB029083.＊表示N 端的 8

个半胱氨酸残基 , #表示C端的 3个色氨酸残基

Gene bank accession numbers:MA-Exp1:AY083168;Fa-Exp2:159563 , Le-Exp1:U82183;Le-Exp2:AF096776;Pp-Exp1:AB029083.＊ stands for the eight

conserved cysteine residues in N-terminal and # stands for 3 conserved tryptophan residues in C-terminal

图 3　香蕉果实 expansin基因氨基酸序列与番茄 、草莓和桃等果实 expansin基因氨基酸同源性比较

Fig.3　Alignment of the banana expansin partial amino acid sequences deduced from cDNA sequence between MA-Exp3 and MA-Exp1 , Fa-

Exp2 from strawberry fruit , Le-Exp from tomato fruit and Pp-Exp from peach fruit using the Clustal method of DNASTAR Megalign

(DNASTAR inc.,Madison ,WI)
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3　讨论

过去对香蕉果实软化的研究多集中于对果实果

胶代谢相关酶基因如 PG(多聚半乳糖醛酸酶)[ 16]和

Pectate lyase(果胶裂解酶)
[ 17]
等 ,但这些研究不能解

释香蕉果实软化过程中果肉软化在极短时间内完

成 ,而果皮软化却一直在进行这种生理现象 ,且番茄
转基因的研究表明 ,果胶代谢并非果实软化的关键

酶类
[ 18]
.因此 ,与果实软化有关的半纤维素多糖代

谢的酶基因 ,如 expansin和 XET(木葡聚糖内糖基转

移酶)等基因克隆 、表达及与果实软化关系的研究引
起了人们的关注.目前 ,基因库中已登录了香蕉果实
2个 expansin基因片段 ,我们又克隆出 1个新的 ex-

pansin基因片段 ,这说明 , 香蕉 expansin基因也是一

个由多基因编码的基因家族.基因家族各成员的表

达受植物的发育时期 、环境条件等的影响 ,并且在不
同的条件下具有不同的表达特征;同时 ,双子叶植物

细胞壁半纤维素多糖的主要成分是木葡聚糖(Xy-
loglucan),而香蕉是单子叶植物 ,其果皮果肉细胞壁半

纤维素多糖的主要成分以及在软化过程中的降解 、与
半纤维素多糖代谢相关的酶基因 expansin和XET 在香

蕉果实软化中的作用等我们将会进一步报道.
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Cloning and Sequencing of an Expansin cDNA Fragment in Banana Fruit

LU Wang-jin
(Guangdong Provincial Key Lab.of Postharvest Physiology and Technology of Fruits and Vegetables ,

South China Agric.Univ., Guangzhou 510642 , China)

Abstract:Using PCR degenerate primers designed with reference to the conserved amino acid sequences of known ex-
pansins to amplify cDNA fragments in banana fruit by RT-PCR , a new cDNA fragment named MA-Exp3 was cloned ,
whose fragment was 531 bp encoding 177 amino acids;8 cysteine residues and 3 tryptophan residues which are supposed

to be the characteristics of expansins are conserved in MA-Exp3;MA-Exp3 shared 74.2% and 86.4%homologue with

MA-Exp1 at nucleotide and amino acid levels , respectively.
Key words:banana fruit;expansin;cDNA cloning;sequence 【责任编辑　柴　焰】
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