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摘 要

香蕉是世界上最重要的水果之一，被联合国粮农组织确定为世界第四大粮食作物。

在香蕉生长发育过程许多逆境，如涝害，低温等都会影响都香蕉苗的生长发育，从而影

响了香蕉果实的产量；香蕉果实是一种典型的呼吸跃变型果实，其采后成熟过程关系着

香蕉果实的品质和货架期的长短。乙醇脱氢酶(alcohol dehydrogenase，ADH，E．C．1．1．1．1．)

广泛分布于各类植物器官组织中，与植物逆境生理、植株生长发育、果实采后成熟衰老

和芳香物质的生物合成等过程密切相关。因此研究乙醇脱氢酶和香蕉幼苗的逆境生长以

及香蕉果实的采后成熟之间的关系，为我们培育更加具有抗逆性的香蕉品种以及发展改

良创新采后保鲜和催熟技术具有重要意义。

本实验室于2003年采用抑制差减杂交的方法在香蕉采后成熟早期差异表达的低丰

度eDNA序列，获得289个克隆。BlastX显示，有一个500bp的片段和其他植物的ADH

基因相似性很高，为此我们设计兼并引物对ADH基因进行全长扩增，PCR电泳结果发

现有两条很特异的带，测序结果表明，他们都属于ADH家族，分别命名为MaADHl

和MaADH2。在此基础上，我们采用RACE技术从香蕉果实eDNA文库中分离获得

MaADH2 eDNA全长，经序列测定和同源性分析表明，该eDNA全长为1140bp，含完

整的开放阅读框，编码379个氨基酸残基，BlastX分析表明，该eDNA推导的氨基酸

序列与拟南芥、蓖麻、水稻有较高的一致性，(92％、92％、91％)。保守结构域分析表

明，MaADH2含有ADHN superfamily和NADB—ROssmann superfamily两个保守结构位

点，这与典型的ADH基因的结构域相符。采用RT-PCR的方法对其在香蕉各器官的表

达情况分析表明，该基因在香蕉的根、茎、叶、花、果实中均有表达。其中，茎、叶、

花、果的表达量较低并且差异不明显，根中的表达量较高。所以，MaADH2可能在香

蕉不同的生长发育中起作用。

为研究MaADH2与香蕉采后乙烯生物合成的关系，在正常成熟、乙烯诱导成熟和

1-MCP抑制成熟的条件下，测定了香蕉果实采后不同阶段的乙烯释放量并采用荧光定

量PCR的方法研究了MaADH2在香蕉果实采后不同成熟阶段的表达情况。结果表明，

乙烯在诱导果实成熟时并没有诱导MaADH2基因的表达量上升，而1-MCP在抑制成熟

时，并没有随着内源乙烯被抑制而MaADH2基因的相对表达量下降。

为了研究MaADH2与香蕉果实外源ABA之间的关系，在正常成熟，ABA诱导成

熟的条件下，用荧光定量PCR的方法研究了MaADH2在香蕉果实采后不同成熟阶段的

表达情况。结果表明，ABA推迟了MaADH2的相对表达量达到最大值的时间。

为了研究香蕉幼苗在逆境胁迫下MaADH2的表达情况，采用RT-PCR方法研究了

该基因在伤害胁迫、盐胁迫、低温胁迫下的表达情况；采用实时荧光定量PCR的方法



研究了该基因在干旱胁迫及涝害胁迫下的表达情况。结果表明：伤害胁迫条件下，

M副也H2基因在香蕉幼苗叶片中下调表达；盐胁迫条件下，MaADH2基因在香蕉幼苗

叶片中上调表达；在低温胁迫下，MaADH2基因在香蕉幼苗叶片中上调表达；在干旱

胁迫下，轻度干旱诱导了香蕉幼苗根中MaADH2基因的表达，但是随着干旱程度的增

加，MaADH2基因的相对表达量降低；在涝害胁迫下，涝害胁迫诱导了MaADH2在根

中的表达，且在涝害胁迫24小时时，MaADH2的相对表达量达到最大值，而在叶中，

MaADH2相对表达量变化很小。我们对正常生长的香蕉幼苗根和涝害胁迫下的香蕉幼

苗根中的MaADH2和MaPDC活性进行测定发现，在正常生长的香蕉幼苗根中MaPDC

和MaADH2活性维持在很低的水平，而在涝害胁迫下的香蕉幼苗根中，MaADH2和

MaPDC活性上升，且在24小时达到高峰，然后下降。

根据以上的研究结果，得出了以下结论：我们所克隆的MaADH2基因和香蕉果实

的成熟无关，与香蕉的逆境生理密切相关。

关键词：香蕉(Musa acuminataL．AAA group CV．Brazilian) MaADH2；克隆；果实成

熟；胁迫；表达分析
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Abstract

Banana is one of the most important fruit in the world，which iS ranked as the world’S

fourth most important food crop．Some adversity,such as waterlogging and low temperature

and SO on，affect banana seedling growth and fruit production during banana growth and

development．Banana fruit is a typical climacteric fruit，which concerns with banana fruit

quality and shelf life．Banana seedling growth and fruit ripening have a direct impact on the

development of the banana industry．Alcohol dehydrogenase(alcohol dehydrogenase，ADH，

EC 1．1．1．1．)widely distributed in various organs and tissues ofplants．ADH Was found to play

important roles in plant stress tolerance，growth，development，fruit ripening，senescence and

aromatic biosynthesis．So，investigating the relationship between ADH and banana seedling

growth and fruit ripening is an important issue，which will offer US more resistant banana

seedlings and improve post-harvest preservation and ripening technology．

In order to gain a better understanding ofthe mechanism aboutbanana postharvest

ripening，we isolate differentially cDNAs at the early stage ofbanana ripening by suppression

subtractive hybridization．A total of 289 clones in the SSH library are sequenced．BlastX

showed that a 500bp fragment was very similar with other plantsADH gene．We designed

degenerate primers to obtain two full-length ofADHs named MaADHl and MaADH2．The．

full length ofMaADH2 is 1 140 bp with a complete open reading frame，encoding 379 amino

acids that shared hi曲identities of 92％，92％and 91％with that from Arabidopsis thaliana,

Ricinus communis，Oryza sativa respectively．Conserved domain analysis showed that this

eDNA containtwo conserved sites，ADH_N superfamily and NADB—ROssmann superfamily,
which are typicalADH gene domain match．Reverse transcriptase—polymerase chain reaction

(RT-PCR)analysis showed that MaADH2 was expressed in root，stem，leave，flower and

fi'uit．The expression level was higher in roots than other organs．Therefore，MaADH2 may

play a certain role in different physiological processes．

In order to investigate the relation between MaADH2 and banana ripening，we measured

the ethylene production and analysed the expression level ofMaADH2 at different stages

with the treatment of ethylene and 1-MCP．The results showed that ethylene induced the

banana fruit ripening but did not induce MaADH2 expression．1-MCP inhibited banana fruit

ripening．However,the expression ofMaADH2 did not decrease when the endogenous

ethylene Was inhibited．

In order to study the relation between MaADH2 and exogenous ABA in banana fruit

ripening，we analysed the expression level ofMaADH2 at different stages with the treatment

III



of ABA．The results showed thatABA delayed the expression level ofMaADH2 to reach a

maximum value．

To research the relationship between MaADH2 and under-stress banana seedlings，We

used RT-PCR to analyse the expression level ofMaADH2 in leaves at injury stress，salt stress，

low temperature stress．We used real-time QPCR to analyse the expression level ofMaADH2

in leaves and roots at drought stress and waterlogging stress．Results showed that the injury

stress negatively regulated MaADH2expression．Salt stress up—regulated it．Low temperature

induced it．Mild drought stress induced the expression level ofMaADH2，but it is down with

drought increasing．Waterlogging stress induced the expression level ofMaADH2 in roots，

but it changed little in leaves．We measur@．圮l MaADH2 and MaPDC activity in normal roots

andwaterlogging stress roots and found that MaADH2 and MaPDC activities peaked at 24

hours，then declined under waterlogging stress in banana roots．

According to these results，theMaADH2 gene was not related to fruit ripening but closely

related to various of stress．

Keywords：Musa acuminata L．AAA group CV．Brazilian； MaADH2；clone；fruit

ripening；stress；expression analysis
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1．刖舌

1．1香蕉概述

香蕉是热带、亚热带发展中国家的最重要作物之一。中国的香蕉产量居世界第四位，

在海南、广东、云南、广西、福建、台湾等地区大面积种植。香蕉及部分大蕉是鲜食水

果中消费量最大的水果，煮食蕉则是产蕉区人民的主要粮食来源。因此发展香蕉生产有

助于解决这些地区普遍存在的粮食短缺及经济落后等问题。出于对香蕉研究的巨大经济

效益和应用前景的考虑，联合国粮农组织(FAo)将香蕉列为世界第四大粮食作物，并

设立了香蕉改良计划(BananaImprovementProgram)，以及国际香蕉改良网络(The

Intemational Network for the ImprovementofBanana and Plantain INIBAP)，并已取得了很

大进展。

香蕉在热带和亚热带地区农业和社会发展中具有重要的作用。从世界范围看，香蕉

贸易是这些地区发展中国家换取外汇的主要方式之一。据统计，2001年世界香蕉出口

值42．38亿美元，其中发展中国家从中获取了85．5％。香蕉的出口量由1997年的15％上

升到2001年的20．4％，并且目前仍在逐年递增，因此发展香蕉生产，增加出口，可以

有助于发展中国家解决贫困问题，促进其经济的发展。就我国的情况来看，相对于其它

地区，热带农业在大宗粮、棉、油作物方面远远不及温带地区。而在热带水果方面却比

其它地区有更大的优势。在我国农业产业结构调整中，热带水果在热带农业中的地位也

将越来越重要。尤其重要的是加入WTO后，在国际竞争中，热带水果比其它大宗粮食

作物及其产品更具有竞争优势。因此热带水果的发展，可扩大出口或替代进口，可能带

动热带地区大农业的重心逐步向以热带水果为代表的热带作物方向转移。而香蕉作为世

界上产量最大的水果，在其中发挥着龙头作用。大力发展香蕉产业，是我国热带地区农

民脱贫致富的好门路。

1．2香蕉成熟过程与香蕉品质形成的关系

香蕉果实成熟过程十分复杂，涉及许多复杂生理生化变化，它对香蕉品质形成具有

非常重要的作用。一般对香蕉果实成熟过程可以分采前果实生长发育和采后果实的成

熟。香蕉果实采前的生长发育为单S型，分为三个时期：I期，抽蕾后4周之前为细胞

分裂期；II期，抽蕾后4--一12周为细胞膨大期；Ⅲ期，抽蕾后12～15周为(成熟期)。

香蕉在不同的生长发育期，其果肉的内部发生着复杂的生理生化变化。在Peumans研究

过程中发现香蕉果实早期发育到成熟阶段蛋白质的含量和种类发生着剧烈的变化，如三

类几丁质酶和几丁质酶相关的蛋白在果实发育的早期阶段含量很高，尤其是三类几丁质

酶占总蛋白的40％以上，伴随着果实的成熟三类几丁质酶含量逐渐下降，而成熟相关蛋

白的种类和含量却逐渐增加，如甜蛋白、葡聚糖酶等(Peumans et a1． 2002)。除了蛋

白含量和成份变化以外，香蕉果实发育至成熟阶段的其它物质如：果胶、有机酸、芳香



物质和维生素的含量也生相应的变化。另外，果实外观形态的改变也随着果实生长发育

及成熟而改变，如果实颜色，果实硬度，大小。这些物质的改变必定影响到香蕉果实品

质的形成。在商业生产上，一般是在绿熟期采收香蕉。这种香蕉果实从食用品质的角度

讲尚未成熟，需要进行后熟过程才具备最佳的食用品质。香蕉是典型的呼吸跃变型果实，

其采后成熟过程同样涉及许多生理生化变化，包括淀粉转变为糖、结构性碳水化合物的

降解、多酚的降解、乙酸异戊酯的增加和叶绿素的降解，这些变化直接影响香蕉果实的

硬度、涩味、香气、颜色等品质，进而影响到香蕉的商品价值。因此，研究是香蕉果实

成熟过程与香蕉品质形成的关系，将为人工控制香蕉成熟过程及改善香蕉品质方面发挥

着重要作用，也是发展香蕉生产和提高香蕉经济效益的重要保证。

1．3果实成熟的生理学与分子生物学研究概述

1．3．1乙烯与果实成熟

乙烯是一种十分重要的植物激素，它调控植物生长和发育的许多方面，如种子萌发、

幼苗生长、开花、果实成熟和器官衰老等。乙烯促进果实成熟的研究，最早始于1924

年，Denny观察到乙烯对诱导果实成熟有很高的效率。1934年Gane提出乙烯是果实成

熟时的产物，乙烯的存在也许造成了果实相互促进成熟的效应(Biale et a1．1964)。与

此同时，鼬dd和West(Zarembinski et a1．1993)发现采后的苹果放出的二氧化碳量一

度下降至最低，随后又很快上升，最后又下降的现象，他们称之为“跃变”(The

climateric)。在呼吸跃变同时伴随出现其它与成熟有关的变化，如果实颜色、化学成分、

细胞及组织结构等。同样的现象在包括梨、香蕉、番茄等的许多果实中也有发现。而另

一些果实，如柑桔、草莓、葡萄等在成熟过程中没有明显的呼吸高峰出现。据此Biale

(1964)把不同果实分为“跃变型”(Climacteric)和“非跃变型”(Non．climacteric)两大

类。跃变型果实在成熟期间出现明显的呼吸高峰，而非跃变型果实则无此高峰。两类果

实的本质区别可归纳为三点：(1)跃变型果实的呼吸高峰以乙烯为先导，非跃变型果实

则不然；(2)两类果实对外源乙烯的反应有本质的不同。跃变型果实在外源乙烯的的触

发下，产生内源乙烯的自我催化，即外源乙烯使自然的呼吸峰提早出现。非跃变型果实

的呼吸强度只受外源乙烯的影响，没有内源乙烯的自我催化功能；(3)跃变型果实在成

熟时发生一系列急速的成分上的变化，并且这种变化与乙烯有关，非跃变型果实的这种

变化与乙烯无关。但是，一个有趣的现象是，虽然非跃变型果实成熟时没有呼吸上升高

峰，但外源乙烯处理能促进呼吸增加，同时也能促进诸如叶绿素破坏，组织软化，多糖

水解等变化(McGarvey et a1．1995；Yang．1985)。

McMurchie等根据两类果实对丙烯(乙烯类似物，代替乙烯作用)处理时其乙烯生

成反应不同，提出跃变型果实中乙烯生成有两个调节系统。系统I负责跃变前果实中低

速率的基础乙烯生成；系统II负责跃变时乙烯自我催化而大量形成的乙烯，有些品种
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短时间内系统Ⅱ形成的乙烯可比系统I增加几个数量级，非跃变型果实乙烯生成速率相

对较低，变化平稳，整个成熟过程中只有系统I活动，缺乏系统Ⅱ。

在果实的组织中存在乙烯的受体尚缺乏直接的证据。推测，果实中同样存在与营养

体中相似的乙烯受体，它可能是一种含Zn2+或Cu+的金属蛋白。由于乙烯的作用依赖于

氧，推测这种金属蛋白受体只有被一种氧化酶氧化成氧化态后才能被乙烯激活，进而引

起有关基因的活化和一系列代谢上的变化。Ag+与Zn2+和Cu+的结构相似，可取代Zn2+

或Cu+与金属蛋白结合，使乙烯一受体复合物失活，从而抑制乙烯原初反应的发生，这

可能是Ag+具有拮抗乙烯的作用、被广泛用于花卉保鲜的原因。概括地说，乙烯在果实

成熟过程中有双重的作用：其一是它激活一些基因，这些基因的产物是果实成熟所必须

的。乙烯的这种作用具有发育的阶段性和组织上的特异性。其二是它调节由发育信号所

调节mRNAs(如聚半乳糖醛酸酶)的翻译。此外，乙烯还可以通过调节转录后的某些过

程(如mRNA在细胞质内的运输)来调节与果实成熟有关的基因的表达。

1．3．2乙烯与香蕉的成熟

香蕉属于典型的跃变型果实(曾骧．1992)。许多实验都证明香蕉的成熟过程是由

乙烯所诱导，并产生呼吸高峰(Abeles．1973；Burg et a1．1962)。Dominguez和Vendrell

对香蕉果实采后的乙烯释放速率，乙烯形成酶(ethylene forming enzyme，EFE)活性，

呼吸强度，果皮和果肉的ACC含量进行了较为系统的研究。研究结果表明：在香蕉成

熟过程中，乙烯生成量的提高稍早于呼吸跃变和其它生理过程，如淀粉水解，叶绿素的

降解。ACO活性的增加先于其它明显的生理变化之前，说明内源乙烯浓度提高到一定

水平后，就可以诱导跃变。果皮和果肉在成熟过程中的作用是不同的。果皮几乎不产生

乙烯，果肉乙烯生成量较大，而且果皮所发生的变化是由果肉诱导的。在香蕉后熟过程

中，ACO活性的增加发生在乙烯生成量增加之前，ACO活性的增加导致乙烯峰出现，

其活性随后降低，这可能是通过调节该酶的辅因子，如维生素C、一些离子等的浓度来

实现的(Liu et a1．1999)。在跃变期前香蕉中ACC含量低，表明ACC限制着香蕉乙烯自

我合成过程的启动。ACO增加与乙烯生成同步，但当ACC含量达到最大值时，乙烯产

量开始下降(Domingue et a1．1993)。已有的研究结果表明，ACO的活性是启动乙烯自

我催化合成的关键因子，当乙烯合成开始增加时，则诱导ACS活性增加，ACC含量提

高，ACC氧化酶活性同时进一步提高，乙烯自我催化作用开始进行(Liu et a1．1985)。

1．3．3 ABA与果实成熟

脱落酸(ABA)也是植物体内一种重要的内源激素，具有促进种子休眠、气孔关闭

和器官脱落等生理功能，但有关ABA对果实成熟的生理作用的报道却并不多。ABA作

为一种内源激素在发挥其生理功能前必须与其受体蛋白(或称结合蛋白)结合。现已证

明ABA结合蛋白广泛存在于气孔保卫细胞膜上，根尖与叶肉细胞内也存在ABA结合



蛋白。但直到近几年才发现果肉细胞中也存在符合受体结构特性的ABA特异结合蛋白，

同ABA浓度在果实发育成熟过程中有规律性变化一样，ABA结合蛋白与ABA的亲和

力和最大容量在果实发育成熟的不同阶段也有相似的规律性变化。在果实始熟时结合蛋

白对ABA的亲和力显著提高，这可能是ABA启动果实成熟的前提。利用ABA处理果

实，可以诱导果实的成熟，对跃变型果实可以使乙烯呼吸高峰提前。目前对果实成熟有

效生理调控的化学药剂还很少，并且对其调控机理的研究更少，而且大多都集中在跃变

型果实研究。对于非跃变型果实，其成熟与外源激素的相关性及机调控机理，及是否能

启动此类果实的成熟，这些问题长期以来一直成为植物生理学家和园艺学家关注的热点

之一。

1．3．4果实成熟过程中的基因表达调控

果实生长发育中基因的表达调控对果实的成熟具有非常重要的作用。果实成熟的关

键酶ACC氧化酶(ACO)和ACC合成酶(ACS)基因均已被克隆，通过对克隆到的

基因ACO和ACS研究发现，其在乙烯生物合成及信号转导过程中起非常重要的作用。

成熟发生时，体内ACO的活性快速升高，然后急剧下降。在跃变前可以检测到ACO

基因(MAAC01)的表达，随着跃变的发生表达量也升高，并在随后的成熟过程中依

然维持一个相对高的表达量。Argueso等指出ACS是乙烯生物合成关键酶，而在像果实

成熟这样的高浓度乙烯的条件下，ACO才往往是乙烯生物合成的限速步骤。因此可以

推测果实采后成熟过程中诱导成熟的乙烯生物合成是受乙烯生物合成关键酶基因在转

录水平上调控的，而且在乙烯生物合成的不同阶段是受基因家族不同成员的调控，其中

MaACSl是在跃变发生时起调控作用，MaAC01是在跃变前起调控作用，并于跃变时

表达量也迅速提高。成熟果实中乙烯的生物合成是以反馈方式进行自我调控，在果肉中

是负反馈的，在果皮中是正反馈的(Argueso et a1．2007)。与成熟相关的其它作用蛋白

酶类如M．Torki获得的PG是主要的细胞壁水解酶之一，作用于植物细胞壁和胞间层的

果胶。果胶参与很多植物生长发育过程，是细胞壁中的一种重要的多糖形式，在果实成

熟时通过溶解和解聚两种作用而被降解，有很多酶(如果胶溶酶pectolytic enzymes、果

胶裂解酶pectate lyase)参与果胶的结构修饰，PG对果胶的水解作用能促进其它细胞壁

水解酶的活性(]M．Todd et a1．1999)。依据PG参与的3个生理生化过程如果实成熟、组

织脱落和花粉粒发育。EGase是一般所指的纤维素酶(ceUulase)，它的系统名称是D．

(1—4)一葡聚糖．4．葡萄糖水解酶。EGase的活性与细胞壁软化的几个过程有关，如细

胞伸长、组织脱落和果实软化。Bruxelles等报道番茄、鳄梨和草莓的果实软化伴随着

EGase活性的上升和木葡聚糖平均分子量的降低。先后已从鳄梨、番茄、胡椒和草莓中

克隆到成熟相关的EGase的eDNA。并推断其为基因家族编码，不同物质间的EGase

同源性不同(Bruxelles et a1．1994)。另外如S一腺苷一L．氮氨酸合成酶

((S．Adenosyl．L．methionine synthetase，SAM．s)，NADH脱氢酶、几丁质酶等的克隆。
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生、种子萌发、果实发育及采后成熟过程进行研究，发现ADH与这些过程密切相关

(Chcrvin ct a1．1999)。ADH基因被如缺氧、脱水和低温等逆境胁迫诱导表达已有很多

报道，如基因的结构和启动子元件(Dolferus．1994；Bruxelles et a1．1996)、器官特异性

表达(Newman et a1．1992；Ingersoll et a1．1994)和信号转导机制(Dolferus．1994；Chung

et a1．1999)等。

ADH基因已经在拟南芥、水稻、番茄、甜瓜等植物中被克隆，结果表明，该基因

存在于植物各组织中，其表达变化在果实发育，外界刺激及果实成熟中呈现出差异表达。

ADH蛋白也在草莓、番茄、柑橘、大麦、茶叶等被分离纯化。它们大部分为含锌

蛋白，其含量为2个Zn／亚基。而ADH蛋白亚基中包含的两个锌原子中，有一个处于

酶活性中心，为其维持生物活性所必须，另外一个则有利于酶分子的稳定，通过X一射

线分析已经明确了Zn结合的催化位点所必须的3个氨基酸残基分别为Cys(46)、Cys

(174)、His(67)，而第二个Zn原子结合于Cys(97)、Cys(100)、Cys(103)和Cys

(111)这四个氨基酸残基上(Vallee et a1．1990)。

但是在香蕉中，还未见报道，因此，研究香蕉中该基因与外界刺激及果实成熟是一

个值得探讨的课题。

1．4．2 ADH和植物器官发育的关系研究

在植物的发育过程中，胚的发育、种子的萌发以及植物的生长等都有可能与ADH

的存在密切关系。但由于ADH广泛分布于各植物种类和各种植物器官组织中，其产生

的作用也各有不同，在植物的离体培养再生中、在果实正常的生长发育过程中、在果实

采后成熟及芳香物质的合成中，出现的ADH基因的高表达及其ADH活性的快速上升

却与厌氧机制无关。现将ADH与植物器官发育的关系做简单介绍：

ADH与种子发育的关系：生长中的种子种子库器官，促使代谢过程中的同化产物

由韧皮部向其运输。因而种子的发育主要以异养为主，线粒体呼吸代谢过程中所产生的

ATP是其主要的能量供应来源。因此，用于呼吸作用的代谢底物量的多少是其呼吸作用

的限制因子，然而，除了糖等能量物质，氧气也是线粒体呼吸作用的底物，并且也会成

为其限制因子。Rolletschek等用微感应器检测蚕豆和豌豆豆荚不同部位的含氧量，证明

了胚发育的低氧环境以及胚内部的低含氧量。在胚发育过程中，由于种皮的存在使得呼

吸作用的氧气供应不足。Yeung等通过对发育中的菜豆种子进行ADH组织化学定位研

究发现：菜豆的种子在发育至子叶之前，ADH在种皮中具有很高的活性。同时胚的ADH
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活性随种子的发育进而增加，同时ADH的存在起着代谢方式调整的作用(Yeung．1997)。

对大麦糊粉层ADHl基因表达研究发现，随着谷粒发育，ADHl的活性水平、和mRNA

的水平著增加。同时，发现ADH基因的表达还受ABA／GA的互作调控。用ABA处理

后，其mRNA水平显著增加。而GA处理后，ADH的mRNA水平下降(Maenieol et

a1．2001)。Rolletschek等通过对蚕豆的研究发现：在种子发育的前期，ADH活性和乙

醇生成量最高，但随着发育的进程，ADH活性和乙醇生成量都开始下降，为种子的前

期发育提供代谢的能量(Rolletschek et a1．1999)。郭志雄等人研究了龙眼胚胎发生发育

过程中ADH活性进行了研究发现，从胚性愈伤组织到子叶胚阶段，ADH活性下降，同

工酶谱分析也证明了该结论的正确性，表明ADH与胚胎发育相关(郭志雄．2006)

ADH与种子萌发：在部分高等植物的种子萌发过程中，ADH活性表现为早期上升

而后快速下降的变化(Toyomasu et a1．1995)。通过示差筛选，从GA3处理的莴苣种子

中分离得到两个eDNA克隆，eLRG5和cLRGl l。Northem bolt分析发现，GA处理10

小时后，这两个基因在mRNA水平上会上升，并且以后的8小时内能维持高水平；而

对照在该时期，它们在mRNA水平逐步降低。对eLRG5进行序列分析，发现该基因的

所编码的氨基酸与ADH有很高的同源性。在拟南芥种，ADH蛋白水平在整个萌发过程

中则保持稳定。

ADH与植物的离体再生：研究发现，在悬浮培养的细胞或离体培养的愈伤组织中，

． ADH表现出很高的活性，尤其是在分裂期的悬浮培养细胞和愈伤组织(Li et a1．1996)。

在离体培养的细胞中，ADH活性并没受低氧环境的调节(Li et a1．1996)。高活性的ADH

在细胞培养过程中具有重要意义。培养基的蔗糖在被细胞吸收后很快会被水解为葡萄糖

和果糖，然后进入糖酵解，生成丙酮酸，大部分的丙酮酸又会转变为乙醇(Ashihara et

a1．1988)。在水稻的细胞培养中，从培养基吸收的蔗糖接近40％被转化为乙醇(Wasternack

et a1．1985)。在大麦的离体培养中，成熟胚可被诱导产生4种不同的愈伤组织：松软水

化的愈伤组织、表面紧密的愈伤组织、仅能长根和仅能长牙的愈伤组织。通过同工酶谱

分析发现，ADH在紧密的愈伤组织和仅能长根的愈伤组织中活性很强且酶谱特征相同。

但在松软的愈伤组织中，并没有检测ADH活性(Li et a1．1992)。在葡萄体细胞胚胎发

生过程中，对ADH进行酶谱带分析，发现ADH谱带在胚性愈伤组织中显色很深，且

活性是上升(Martinelli et a1．1993)。

ADH与果实的生长发育：乙醇脱氢酶(ADH)在果实的生长发育中起到一定的作

用，可参与鳄梨(Kanellis et a1．1991)的成熟调节等多种生理生化代谢。乙醇脱氢酶

(ADH)在柿果实脱涩过程中也起着重要作用(Yamada et a1．2002)。在番茄中还发现了

一个仅在花药发育后期表达的ADH基因。Tesniere等(Tesniere et a1．2000)在葡萄的

果实生长发育中克隆3个ADH基因，分别为VvADHl、VvADH2、VvADH3。通过Northern

表明VvADHl和VvADH3的mRNA仅在浆果发育的早期有短暂的累积；而一旦进入

转熟期，VvADH2产生过量表达。后来进一步分析表明，在浆果发育过程中，果实中
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ADH基因主要就是VvADH2。浆果进入转熟期后，ADH活性的上升与VvADH2表达

相一致。其中VvADH2基因的表达水平和ADH的活性成正相关。当用1-MCP处理后

发现可以抑制VvADH2的表达水平和ADH的活性。同时用2．CEPA处理并在厌氧的条

件下发现可以提高VvADH2的表达水平和ADH的活性(Tesniere et a1．2004)。Catherine

等(Catherine et a1．2003)研究发现在葡萄浆果中和悬浮细胞中发现乙烯信号的传导可

能涉及控制VvADH2的表达水平和ADH的活性。当用1-MCP处理后可以抑制VvADH2

的表达水平和ADH的活性。同是2．CEPA处理并在厌氧的条件下发现以提高VvADH2

的表达水平和ADH的活性。Daniel在研究两个同源性很低的哈密瓜ADH基因

Cm．ADHl和Cm．ADH2时发现用1-MCP处理可以抑制ACC氧化酶表达，同时也抑制

Cm—ADH基因的表达。乙烯处理则可以提高Cm—ADH和ACC氧化酶的表达水平，同时

Cm-ADH参与调节果实中芳香物质的合成(Daniel．2006)。在香蕉中，ADHl基因参与

调控香蕉果实采后乙烯的生物合成，从而来调控果实成熟(宁文彬．2009)。

ADH与花粉发育：烟草在花粉萌、小孢子发育发过程中，在正常生长的烟草的叶

片和根中ADH基因的表达量基本检测不到，花中的萼片，花柱、子房、花瓣、花丝

ADH基因的表达水平也很低，但是在花粉中的表达水平很高。在小孢子发育过程中，

ADH基因的表达迅速增加，当花粉成熟时，其表达量才会降低。同时，在花粉的离体

萌发中，乙醇的累积速率增加显著，花粉呼吸商维持在高水平，三分之二的呼吸代谢底

物进入乙醇发酵途径(Bucher et a1．1995)。

1．4．3 ADH和逆境胁迫关系的研究进展

植物在生长发育过程并不是一帆风顺，在这个过程中，许多不利环境因素影响着植

物的生长发育。ADH是一种缺氧条件所诱导的应激酶，在植物细胞内也维持有一定活

性，可能对拉动糖酵解和维持细胞内NADH水平有一定作用。植物ADH基因表达具

有组织特异性，在植物中不同时期，不同部位的ADH基因表达不同，同时ADH表达

水平还受不同的物理条件如：脱水、低温、以及缺氧制约。

James R等通过调节氮气和氧气的比例先使玉米根尖处于低氧环境进行短期处理，

然后再把经过低氧短期处理后的玉米根尖和正常生长的玉米根尖置于严格厌氧的环境

中，结果发现未经过处理的玉米根尖在严格厌氧条件下存活了6个小时，而经过处理的

存活了18个小时，乙醇含量以及ATP的量比未经短期低氧处理的根尖高许多的，ADH

活性也明显增加(James et a1．1994)。Rolletschek等用微感应器检测蚕豆和豌豆豆荚不

同部位的含氧量，证明了胚发育的低氧环境以及胚内部的低含氧量。在胚发育过程中，

由于种皮的存在使得呼吸作用的氧气供应不足(Rolletschek et a1．1999)。Yeung等通过

对发育中的菜豆种子进行ADH组织化学定位研究发现：菜豆的种子在发育至子叶之前，

ADH在种皮中具有很高的活性。由于菜豆种胚被种皮宝贝，同时种子又被豆荚包被，

因此，种子处于一定的厌氧环境中，而种皮内ADH的高活性，为处于厌氧中的胚胎发
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育提供了必要的能量(Yamadaet a1．2002)。在莴苣种子的萌发过程中，由于种子被种皮

包裹，使种子萌发处于厌氧环境，造成了ADH的表达量增力l(Toyomasu et a1．1995)。

从大豆中克隆得到了个不同而又与ADH高同源的eDNA，Northern印迹显示，这3个

ADH基因具有不同的表达特性，其中的一个表现为在幼苗的各器官中组成型表达，能被

厌氧胁迫所诱导；而另一个只在厌氧器官中表达；第三个ADH基因主要在厌氧根系中

表达。赵森等通过荧光定量PCR的方法研究了水稻中ADH基因在涝害胁迫下的表达，

发现ADH基因在涝害胁迫4小时前表达量都很低，但是在4小时候，其表达量上升并

在涝害胁迫8小时时达到高峰，然后下降(Zhao et a1．2008)。在拟南芥中，ADH的过

量表达提高了拟南芥根对低氧环境的适应性。吴庆功等人通过半定量PCR的方法研究

了涝害胁迫下薏苡ADH和PDC表达量的变化，发现ADH涝害诱导了ADH基因和PDC

基因在根中的表达，在涝害胁迫下，ADH在mRNA水平于2小时的时候开始累积并在

4小时的时候达到高峰，然后下降，ADH活性在涝害胁迫6小时达到高峰，然后降低

(吴庆功．2006)。据Bruxelles等研究报道在正常的光照条件下，低温逆境和ABA诱

导的ADH基因表达主要发生在根部、黄化叶以及置于暗处诱导愈伤组织的叶片外植体

中，而在其它部位表达量很低或不表达(Bmxelles．2002)。黑暗条件对ADH的诱导表

达却有一定普遍性。通过把拟南芥ADH基因的启动子与GUS报告基因构建成融合基

因，通过研究该CADH．GUS，发现该启动子中含4个区域是逆境诱导表达必须的，其

中以区域4最典型，区域3包含两个区G．box．1和G-box．2，它们的作用是结合调节蛋

白，其中G-box．1显著降低低温胁迫并在一定程度上降低脱水胁迫的诱导表达水平，

G-box．2的突变促进了非诱导状态下的高水平表达，但对缺氧反应没有影响。而区域2

对于胁迫处理产生高表达是必须的(Dolferus．1994)．对拟南芥的ABA突变体(abal和

abi2)进行脱水处理，发现ADH基因的诱导表达水平降低，而低氧处理使abal突变体

ADH基因的表达水平增加，但对abi2没影响，但是低温处理对这两个突变体中ADH

的表达水平没影响。结果显示，虽然脱水和低温处理诱导了ADH基因的表达需要相同

的启动子元件，但其诱导表达的途径是不相同的(Bruxelles et a1．1996)。低温处理的水

稻和玉米幼苗，发现ADH无论是在mRNA水平还是在蛋白水平都会增加，组织化学染

色显示，玉米的初生根和水稻根系，水稻的茎干和叶片，其ADH活性能被低温诱导。

ADH基因的诱导表达表明，低温处理类似厌氧反应，使植物能量代谢发生改变，从而

使其对逆境的适应(Christie et a1．1991)。

总结上述研究结果：在果实成熟中，ADH通过催化醇和醛之间的转变而在果实成

熟中起作用。在植物器官的发育过程中，ADH参与糖酵解为植物提供能量以及通过调

节生物体内的物质代谢。在逆境胁迫(特别是厌氧)条件下，植物通过ADH参与的乙

醇代谢途径而获得能量，同时也减少了乙醛对植物体的伤害。

1．5逆境与香蕉的生长发育



香蕉属于典型的热带植物，其生长发育过程并不是一帆风顺的过程，许多逆境都会

影响香蕉的生长发育。低温逆境与香蕉的生长发育，香蕉是低温特敏感植物，当外界温

度降低到10℃左右的低温时就开始出现寒害，香蕉受到寒害胁迫时，主要表现为叶片

凋萎和黄化，细胞内代谢失常，包括蛋白质合成量减低、光合作用和呼吸作用变缓以及

细胞结构受损等(何伟等．2009；张志刚等．2010)。水分逆境与香蕉生长发育，水分

逆境分为水分过多或水分过少。水分过多会使植物根部组织缺少氧气，因此限制根部的

呼吸作用。缺水会使水分由叶片过量散失，产生脱水逆境。香蕉属于典型的热带需水植

物，但它对水分胁迫又很敏感，热带地方由于受环境因素的影响，降雨量变化很大，而

降雨量过多或过少都会影响香蕉的生长发育。当香蕉受到水分胁迫时，会造成细胞膜正

常结构发生改变、细胞液浓度发生改变，从而造成代谢紊乱(王宇超等．2010)；盐分

逆境与香蕉的生长发育，土壤中的离子浓度过高(主要为钠离子和氯离子)，会使香蕉

根部的渗透压调节功能散失，导致体内的水分代谢紊乱(吴雪霞．2009；杨剑超等．2009)。

伤害逆境与香蕉的生长发育，在香蕉生长的热带地区，由于季风的影响，香蕉组织会受

到自然力的伤害，香蕉的水分代谢和能量代谢在受到伤害的短时间内会受到影响。

1．6研究内容
‘

1)克隆香蕉中MaADH2基因：利用RACE技术从香蕉果实eDNA文库中克隆MaADH2

基因。

2)探讨MaADH2基因与乙烯生物合成的关系：通过分析正常成熟、外源乙烯诱导和

1-MCP抑制成熟的香蕉果实中MaADH2基因的表达情况，初步判定MaADH2基因是

否参与调控乙烯生物合成过程。并通过分析MaADH2与乙烯生物合成关键酶基因的表

达调控关系，从而更进一步确定MaADH2与乙烯生物合成的关系。

3探讨MaADH2基因与香蕉果实采后成熟及果实品质的关系：在不同处理条件下，分

析MaADH2基因在香蕉采后成熟过程中的表达情况，判定MaADH2基因是否与香蕉果

实采后成熟有关。

4)探讨ABA处理香蕉果实对MaADH2基因表达的影响：在ABA处理和正常成熟条件

下，分析MaADH2基因在ABA处理和正常成熟下的表达。

5)探讨香蕉幼苗在干旱胁迫下，ADH2基因的表达变化：在不同干旱程度下，分析

MaADH2基因在干旱胁迫和正常生长下的表达。

6)探讨香蕉幼苗在低温胁迫下，ADH2基因的表达变化：在不同低温条件下，分析

MaADH2基因在低温胁迫和正常生长下的表达。

7)探讨香蕉幼苗在盐胁迫下， ADH2基因的表达变化：在不同盐离子浓度下，分析

MaADH2基因在盐胁迫和正常生长下的表达。
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8)探讨香蕉幼苗在涝害胁迫下，ADH2基因表达及其酶活性的变化：在不同涝害胁迫

时间下，分析MaADH2基因在涝害胁迫和正常生长下的表达，并测定ADH2酶活性以

及PDC酶活性，通过对MaADI-12基因的表达量及其ADH2和PDC酶活性的变化，分

析MaADH2基因和涝害胁迫的关系。

1．7研究目的意义

通过对香蕉乙醇脱氢酶基因的eDNA全长克隆和生物信息学分析，非生物胁迫下分析

该基因在mRNA水平上的变化的分析，为我们培育更加具有抗逆性的品种奠定基础。

1．8技术路线

2．实验材料、试剂及仪器

2．1实验材料
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香蕉果实从中国热带农业科学院热带生物技术研究所澄迈香蕉种植园获得，果实、

花、根和叶均取自同一植株。香蕉果实eDNA文库由本室构建(徐碧玉等．2005)；该

文库以采后各天的香蕉果肉为材料提取RNA，然后用SMART试剂盒反转录为双链

eDNA而建成的：提取香蕉基因组DNA的材料采自本实验室试验地的巴西香蕉(M．AAA

Group)叶片；测定香蕉采后乙烯及呼吸强度的材料为巴西香蕉(M．AAAGroup)果实，

采自广州市效区的一个香蕉园，采收时果实饱满度约为7—8成，采后马上用液氮冻上一

个果备用。采后于当天运至华南农业大学园艺学院生理实验室，将香蕉去轴落梳，分成

单个蕉指后，挑大小均匀，无病虫及机械伤的果实，先用59／L的漂白粉处理10min，

晾干，再用O．1％的多菌灵浸泡10min，晾干放置在25℃通风的恒温箱中，每隔24hour

取一次样备用。测完的样品用液氮速冻，放在．75。C度冰箱备用；提取的RNA的材料中

的香蕉的根、茎、叶和花来自本实验室试验地，而香蕉0天、采后2天、6天、10天、

12天、14天的果实为储藏在25℃的采收时果实饱满度约为7．8成的香蕉果实。

香蕉幼苗为组培苗，购自中国热带农业科学院组培中心。

2．2实验试剂

pMDl9．T Vector为Takara公司的产品；各种内切酶为Takara公司的产品；弗氏完

全和不完全佐剂为Sigma公司的产品；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购于中杉金桥

公司；碱性磷酸酶标记的羊抗兔二抗为华美公司的产品；细菌用胰化蛋白胨和酵母提取

物为OXOID公司的产品；丙烯酰胺为Amreseo公司的产品；硝酸纤维膜为BBI公司的

产品；96孔酶标板为Coming costar的产品；核酸Marker为申能博彩公司的产品；蛋白

Marker为天为时代公司的产品；透析袋为SPECTRUM公司(美国)的产品；PCR相关试

剂购于上海申能博彩生物科技有限公司；反转录酶购自INVITROGEN公司；反转录试

剂购自PROMEGA、TAKARA公司；其它生化试剂和常规试剂均为超纯或分析纯，为

广州化学试剂厂的产品。



2．3实验仪器

表1主要仪器

Table 1 The main apparatus

名称 型号 生产厂家

台式冷冻离心机

PCR扩增仪

恒温混匀器

电泳仪

低温循环水浴

紫外分光光度计

凝胶扫描系统

恒温水浴箱

恒温摇床

真空干燥系统

全自动酶标仪

超净工作台

灭菌锅

Digital PH meter

磁力搅拌器

超声波破碎仪

生物恒温摇床

MIlQ．Wzzk

T1 Thermocycle

砀ermomicro Lomsort

2301

Polyscience9 1 06

DU．800

Wllite／IⅣ，TMW．20

2219

(}27 EKISO

DNAl0

ELX800

YJ．875

HVE．25 10

5938．10

SH．3

VCXl 30PB

S16R

MⅡ<RO

Biometra

Eppendorf

LKB

Polyscience

BECKhL气N
i

Alpha Innotech

LKB

N．J

Savant

美国BIO．TEK

吴江市净化设备

HIRAYAMA

Cole．Parmer

北京金贸德
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3．材料处理

3．1香蕉果实的不同处理

将采收成熟度一致、饱满度约为7—8成、生长期为110天的果实，将香蕉去轴落梳，

分成单个香蕉果指，挑选大小均匀，无病虫害及机械损伤的果实，去掉顶部的干花，并

用0．1％次氯酸钠进行表面消毒10 min。取出晾干一个晚上，随机选取3个果实装进一

个保鲜盒中，每个处理准备12个盒。

外源乙烯处理：利用采后0天单蕉指密闭注射100ul／L乙烯，于22℃放置18h后开

盖，分别取采后天数为0天、1天、2天、3天、4天、5天、6天、7天的香蕉果实用

以进行后续实验(Liu et a1． 1999)。

1一甲基环丙烯(1一MCP)处理：利用采后0天香蕉果指，按1u／L的量称取1-MCP粉

未加水，于22。C条件下密闭18h。分别取采后天数为0天、2天、4天、6天、8天、10

天、12天、14天、16天、18天的果实进行后续实验(Seemi et a1．2004)。

脱落酸(ABA)处理：取晾干后的果实60个，浸在含100uM的ABA溶液中，6

小时后取出晾干，置于22。C恒温箱中。按果皮颜色成熟度随机取3个果用于测硬度，

测完的样品用液氮速冻，放在．80℃度冰箱备用。

3．2香蕉幼苗不同胁迫的处理
‘

i

干旱胁迫处理：以正常生长的五叶龄香蕉幼苗土壤水势为对照，把干旱程度分为3

个等级，轻度干旱，中度干旱和重度干旱。为了减小误差，每个点处理3棵幼苗。叶片

取中间两个，用自来水冲洗干净，然后用滤纸除去根表面的水分，立即用液氮冷冻，置

于．80度冰箱中备用。

低温胁迫处理：以正常生长的五叶龄香蕉幼苗，模拟低温环境，分别把香蕉幼苗置

于，5度、7度、10度、15度的低温环境中2小时，然后取样。叶片取中间两个，用自

来水冲洗干净，然后用滤纸除去叶片表面的水分，立即用液氮冷冻，置于-80度冰箱中

备用。

盐胁迫处理：以正常生长的五叶龄香蕉幼苗，模拟高盐环境，用1M的NaCl溶液

处理香蕉幼苗，然后在胁迫oh、2h、4h、6h时取样。叶片取中间两个，用自来水冲洗

干净，然后用滤纸除去叶片表面的水分，立即用液氮冷冻，置于一80度冰箱中备用。

伤害胁迫处理：以正常生长的五叶龄香蕉幼苗，模拟外界对香蕉幼苗造成的伤害，

用剪刀除去香蕉叶片，然后再Oh、1h、3h、6h、12h时取样。叶片取中间两个，用自来

水冲洗干净，然后用滤纸除去叶片表面的水分，立即用液氮冷冻，置于．80度冰箱中备

用。



涝害胁迫处理：模拟自然界的涝害，把正常生长的五叶龄香蕉幼苗置于水中，水刚

好淹没球茎。然后按照oh、6h、12 h、24 h、36 h、48 h取样。为了减小误差，每个点

处理3棵幼苗。叶片取中间两个，用自来水冲洗干净，然后用滤纸除去叶片表面的水分，

立即用液氮冷冻，置于一80度冰箱中备用。根用自来水冲洗干净，用滤纸除去根上的水

分，立即用液氮冷冻，置于．80度冰箱备用。

4．方法

4．1香蕉果实采后乙烯释放量的测定

正常成熟和抑制成熟的采后Od，2d，4d，6d，8d，10d，12d，14d，16d，18d，以

及诱导成熟的采后od，1d，2d，3d，4d，5d，6d测定乙烯的释放量。测定前，将果实

放入密封罐中，闷罐3小时，用lmL注射器抽出气体，每罐抽4针，用日本岛津GCl7A

型气相色谱仪测定果实乙烯释放量。气相色谱的工作条件为：火焰离子化检测器(Fn3)，

载体为60．80目A1202，柱温90度，进样气温度100度，载气为N2，流速为25mL／min。

(李雯．2003)

4．2香蕉果实采后成熟度的划分

根据Stover和Simmonds的标准(Smver and Simmonds 1987)，在香蕉采后成熟研

究中，果实达到绿色成熟期采收，置于室温下(22--26 oC)让其自然成熟。香蕉果实成熟

度被分成7个成熟阶段：全绿期，黄色出现期，绿多于黄，黄多于绿，稍微绿色存在，

全黄期，全黄并有黑色斑点。这7个时期分别定为香蕉果实成熟的7个成熟度。

4．3涝害胁迫下MaADH2和MaPDC活性的测定

Ma-ADH2和Ma-PDC活性测定：乙醇脱氢酶(ADH)活性测定(参考David等人

1994的方法)：反应混合液含940I_tL 50 mmol／LTES缓冲液(PH7．5 O．15mmol／L

NAD+)，501xL酶提取液，用10此乙醇(40％)启动反应。在340nm处检测吸光值(OD

值)的变化，以每分钟OD值变化0．01为一个酶活单位。

丙酮酸脱羧酶(PDC)活性测定(参考David等人1994的方法)：反应混合液

含940I-tL 50mmol／L MES缓冲液(PH6．8，含25mmol／L NaCl，lmmol／LMgCl2，0．5mmol／L

TPP,2mmol／L DTT，O．1 7mmol／L NAD+，50mmol／L草氨酸钠)，501xL酶提取液，用1 01xL

丙酮酸启动反应，在340nm处检测吸光值的变化，以每分钟OD值变化0．01为一个酶

活力单位。酶液蛋白含量按考马斯亮蓝法测定。酶活性以U／mg Protein表示。

4．4香蕉不同器官总IⅢA提取

采后0天果实，花，根，茎，叶切成小块立即置于液氮中，于．80℃冰箱保存用于

总RNA提取。RNA提取参照改良的CTAB方法(李燕强等．2005)。
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1)提取缓冲液(2．5％CTAB，100raM Tris-C1，pH8．2，1．4M NaCI，20mM EDTA，pH8．O)

用前加入D．巯基乙醇至终浓度为2％，将其预热至65。C。

2)每39香蕉材料加入2mL 40％的PVP磨成粉未，加入到20mL提取缓冲液，用

力混匀，65。C中放置20min，每隔5．10min混匀1次。

3)之后冷至室温，用等体积的氯仿抽提，25。C以12000rpm离心15min。

4)上清液加8MLiCl至终浓度为3M(0．6体积)，．20。C中放置4h。4。C下以12000rpm

离心20min，沉淀RNA。

5)沉淀用5mL的DEPC处理水溶解，再用等体积的水饱和酚或酸酚，氯仿顺序抽

提。

6)上清液加1／10体积3MNaAe和3倍体积无水乙醇放在．80*0冰箱里沉淀2小时

或以上。然后4*C下以最大速度离心20min沉淀RNA。沉淀物用70％乙醇洗涤2次，

真空干燥后溶于RNase—free水中。

7)用1．2％琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整性，用紫外分光光度计测定提取的RNA

在260nm、280nm及230nm处的光吸收值，确定RNA的纯度及浓度。

所需试剂的配制：

1)DEPC．H20的配制

在Mili．Pore纯水中加入O．1％的DEPC，混匀，于37。C中保温过夜，121℃高压灭

30min。

2)鼬蛆提取缓冲液

100mM Tris—CI(pH8．2)

1．4M NaCl

20mM EDTA(pH8．O)

2％ CTAB

(其中瞄s．CI(pH8．2)的母液为1M，而EDTA(pH8．O)的母液为O．5M)
3)1M Tris—HCI(pH 8．2)

称取129Tris，加入80mL RNase．free水，用浓盐酸调节pH值达到8．2

4)O．5 mol／L EDTA(pH 8．O)

称取18．6l g EDTA．Na2·2H20，加入80mLRNase．free水和2．Og左右的固体NaOH，

于磁力搅拌器上搅拌至固体完全溶解后，用NaOH溶液将pH值准确调至8．0。用

RNase．free水定容到1 00mL。

5)3M NaAc(pH5．2)

称取61．529NaAc，加DEPC．H20至250mL，搅拌溶解，用冰乙酸调至pH5．2，121。C

高压灭菌20min。

6)70％乙醇

加75mL的DEPC．H20于175mL的无水乙醇中。
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7)8M LiCl

称取84．789的LiCl加DEPC水至250mL，高压灭菌。

8)5xMOPS电泳缓冲液

0．1mol／L MOPS(pH 7．o)、40 mmol／LNaAe、5 mmol／LEDTA(pH 8．O)。

4．5果实采后不同阶段总RNA提取

取采后0d，2d，6d，10d，12d，14d，16d的香蕉果实，乙烯诱导成熟的采后Od，

2d，4d，6d，8d，10d的香蕉果实，切成小块立即于液氮中冻透放入．80℃冰箱中用于总

RNA提取。提取方法同3．3．3。

4．6 eDNA第一链的合成

取4“g总RNA，用Invitrogen的SuperScriptTM III Reverse Transcriptase合成eDNA

第一链，具体操作如下：

1)在无RSase的0．2mL离心管中加入以下组分：

Oligo(dT)20(50lxM)

Total RNA(4p,g)

10mM d】q1[’P Mix

DEPC处理水

1此

9pL

11．tL

21．tL

总体积 13I-tL

2)混匀，65"C力H热5min，冰上冷却至少lmin；

3)瞬时离心，收集管壁上液滴至管底，并加入：

5 xFirst—Strand Buffer 4uL
■

O．1M DTT 1pL

RNaseOUTTM Recombination RNase Inhibitor(40units／l上L) l¨L

SuperScriptTM III RT(200units／I．tL)0．5lxL

总体积 201．LL

4)用枪混匀，50℃保温30．60min；

5)70℃放置15min使反应失活；

6)直接用于PCR或置于．20℃保存备用。

4．7 MaADH2基因的克隆与生物信息学分析
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4．7．1从香蕉果实cDNA文库中克隆MaADH2基因5’端

4．7．1．1引物设计

根据SSH获得的基因片段，然后利用BLASTx进行分析，发现BR24．3的3’端包

含终止密码子TGA。根据已知序列用Primer Premier 5设计两条扩增5’端的RACE引物

交由上海生物工程有限公司合成。其中BR24—3 pl是外引物，BR24—3 P 2是内引物。

BR24—3 p1：5’一G￡CACGCCTACG—江．AACTGATG一3’

BR24—3 p2：5’一GCA：rACGAGGAAACGAGGGGTC一3’

接头引物PTR5’：5’--CTCCGAGATCTGGACGA(圮一3’

4．7．1．2 PCR反应

在0．2mL离心管中依次加入：eDNA文库库液1．01xL，10xBuffer(含2．5mM M92+)

2．51xL，dNTP(dA／G／C／TTP：10mMeaeh)0．5此，ptr5’(10pM)1．0“L，BR24—3 pl(10pM)

1．09L，Taq聚合酶(5u／gL)O．3此，ddH2018．7此，总体积25．O此轻弹混匀，瞬时离心收

集管壁上的液滴至管底。反应程序：94℃，7min，94℃，lmin，55℃，45s，72℃，lmin，

72℃，10min共40个循环。该体系是扩增目的基因5’端片段的第一轮反应体系，第二

轮把BR24．3 p1换成BR24—3 p2，模板是第一轮PCR产物稀释100倍。PCR产物经1％

琼脂糖凝胶电泳检测。

4．7．1．3目的片段的回收

用TIANGEN的琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒回收：

1)将单一的目的DNA条带从琼脂糖凝胶中切下(尽量切除多余部分)放入干净

的离心管中，称取重量。

2)向胶块中加入3倍体积溶胶液PN(如果凝胶重为0．19，其体积可视为1001xL，

则加入3001xL溶胶液)，50℃水浴放置10分钟，其间不断温和地上下翻转离心管，以

确保胶块充分溶解。如果还有未溶的胶块，可再补加一些溶胶液或继续放置几分钟，直

至胶块完全溶解(若胶块体积过大，可先将胶块切成碎块)。

3)将上一步所得溶液加入一个吸附住CA2中(吸附柱放入收集管中)，13000rpm

离心30秒，倒掉收集管中的废液，将吸附管重新放入收集管中。

4)向吸附柱中加入7001xL漂洗液PW(使用前请先检查是否已加入无水乙醇)，

13000rmp离心30秒，倒掉废液，将吸附柱重新放入收集管中。

5)向吸附柱中加入5009L漂洗液PW，13000rpm离心30秒，倒掉废液。将离心

吸附柱CA2放回收集管中，13000rpm离心2分钟，尽量除去漂洗液。将吸附柱置于室

温或50"C温箱数分钟，彻底地晾干，以防止残留的漂洗液影响下一步的实验。

6)将吸附柱放到一个干净离心管中，向吸附膜中间位置悬空滴加适量65--70"C水

浴预热的洗脱缓冲液EB，室温放置2分钟。13000rpm离心1分钟收集DNA溶液。

7)为了提高DNA的回收量，可将离心得到的溶液重新加回离心吸附柱中，重复

步骤6。(CA2柱的洗脱体积不应小于301xL过小影响回收效率)
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DNA浓度及纯度检测：

回收得到的DNA片段可用琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度剂检测浓度与纯度。

DNA应在OD260处有显著吸收峰，OD260值为1相当于大约50肛g／mL双链DNA、

401xg／mL单链DNA。

OD260／OD280比值应为1．7—1．9，如果洗脱时不使用洗脱缓冲液，而使用去离子

水，比值会偏低，因为PH值和离子存在会影响光吸收值，但不表示纯度低。

4．7．1．4回收产物与pMD20．T vector连接(参照TaKaRa说明书)

pMD20-T vector(50ng／lxL) 1．01-LL

回收产物(1 OOng／¨L) 3．0ItL

Solution I 5．0rtL

ddH20 1．01xL

总体积 10．0此

混匀后瞬时离心，将管壁上的液滴收集到管底，16℃连接12—16小时。

4．7．1．5 E．coli DH5a感受态细胞的制备

参照分子克隆实验指南(黄培堂2002)

1)挑取保存于LB固体培养基上的E．coli DH5a单菌落接种于液体LB培养基(不加

抗生素)中，37"C，300rpm，培养过夜。次日按l％的体积转入新鲜的液体LB培养基中，

37℃，摇动培养1—2小时，至OD600约为0．3。

2)将菌液转入10mL灭菌离心管中，于冰上放置10min。

3)4"C，5000rpm离心10min，去上清，回收菌体。

4)}JI入3—5Il儿冰预冷的0．1M CaCl2，重悬菌体，冰上放置30min。

5)离心回收菌体，以0．4mL冰预冷的O．1M CaCl2重悬菌体，所得即为感受态宿主

菌。

4．7．1．6连接产物转化E．coli DH5a

参照分子克隆实验指南(黄培堂2002)

1)取连接产物5．0I-tL加入100pL感受态细菌中，冰浴30min。同时设对照：正对照，

标准质粒DNA及感受态细菌；负对照，不加质粒的感受态细胞。

2)42。C热激90sec，立即放回冰浴中。5min后补加500mL LB液体培养基(无抗生素)，

37℃，200rpm，摇动培养40--60min。

3)取200pL转化菌均匀涂布于含50lxg／mL氨苄青霉素的LB固体培养基上。

4)平板上液体被吸收后，倒置平板，于37*C培养约12小时，观察平板上细菌的生

长情况。

4．7．1．7重组质粒DNA的小量提取

参照分子克隆实验指南(黄培堂2002)

18



的3 mL液体LB培养基中，37"(2，300

4"C，13000 rpm离心1 rain，收集菌

31每个离心管中加入冰预冷的溶液I IOOBL，使菌体分散混匀。

4)每管各加入新配制的溶液II 200pL，缓慢倒转5次，混匀，冰浴5 rain。

5)每管各加入150pL冰预冷的溶液Ⅲ，倒转几次混匀，冰浴10 min。

6)4℃，12000 rpm，离心10 rain。

7)取上清，加2倍体积的无水乙醇，混匀后-20"C放置20 min。

8’14℃，12000 rpm，离心10 rain得到质粒DNA沉淀。

9)70％7,醇洗涤沉淀一次，4"C 12000 rpm离心5 rain，弃上清，沉淀物真空干燥。

10)将沉淀溶于20肛TE(pH8．O)，加入1IxLRNase(10I-tg／IxL)消除小分子RNA，贮于

．20℃备用。

?4．7．1．8重组质粒的PCR和酶切鉴定及测序

， 1)PCR反应体系同3．7．1．2，反应程序同3．7．1．3

2)重组质粒双酶切鉴定

在0．2mL离心管中加入以下试剂：

重组质粒(900ng／“L) 2．0pL

EcoR I(1 5u／lxL)0 ．5p,L

HindlII(15u／lxL)0 ．51xL

10xbufferM 1．0此

ddH20 6．0肛L

总体积lOlL

混匀后，稍稍离心，37*(2温浴3h，然后将酶切产物在1％琼脂糖凝胶中电泳，与

PCR鉴定结果结合分析判断是否有相应的片段插入。测序由上海生物工程有限公司完

成。

4．7．2 MaADH2 cDNA全长克隆

4．7．2．1引物设计

根据5'RACE所获得的序列及MaADH2 cDNA的已知片段拼接设计两条引物

BR24-(3)5’：TCCTCTCCTTCCGTAATGGC；

BR24一(3)3’： GCGTGCTTGCTTTGCAACCATGA；

4．7．2．2 PCR反应
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在0．2mL离心管中依次加入：eDNA文库库液1．0ItL，10xBuffer(含2．5mM

M92+)2．5此，dNTP(dA／G／C／TTP：10mMeach)0．51xL，BR24一(3)5’(10pM)1．01xL，BR24-(3)3’

(10pM)1．0lxL，Taq聚合酶(5u4tD 0．3此，ddH2018．7此，总体积25．0此轻弹混匀，瞬时

离心收集管壁上的液滴至管底。反应程序：94"C，7min，94℃，lmin，55"0，45s，72℃，

lmin，72℃，10min共40个循环。PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳检测。
4．7．2．3 PCR产物回收、连接、转化及重组质粒的提取鉴定
实验步骤参考4．7．1．3．4．7．1．8。

4．7．3生物信息学分析

采用DNAMAN软件对香蕉MaADHl各成员的核苷酸序列进行比较分析，

DNASIS2．6进行氨基酸的同源性比较分析，运用NCBI Blastx

(http：／／www．ncbi，nlm．nih．gov／BLAST／)进行基因的同源性分析，并从中选取同源性较高的

序列用Vector NTI软件进行氨基酸序列的多重比对。利用ORF Finder在线

(http：／／www．ncbi，nlm．nih．gov／ORF／)分析软件分析ADH基因eDNA序列的开放阅读框和

编码的蛋白质序列，利用conserve domainresearch(http：／／www．ncbi，nlm．nih．gov／CONSER

DOMAIN RESEARCH0分析保守结构域。根据植物中ADH基因家族中已发表序列，用

MEGA3．1软件的邻位相连法(Neighbor-Joining，NJ)法构建系统进化树。另外，用

GENSCAN软件(http：／／www．／genscan／)分析MaADH2基因eDNA序列的开放阅读框。

4．8半定量RT-PCR

4．8．1 cDNA第一链的合成

1)取41xg总RNA，用Invitrogen的SuperScriptTM Ill Reverse Transcriptase合成eDNA

第一链，具体操作如下：

在无Rnase得0．2mL离心管中加入以下组分：

Oligo(dT)20(50I_tM) l皿

Total RNA(4l_tg) 9止

10mM dNTPMix 1此

DEPC处理水 2此

总体积 13I_tL

2)混匀，65℃加热5min，冰上冷却至少lmin；

3)瞬时离心，收集管壁上液滴至管底，并加入：

5 xFirst—Strand Buffer 41xL

O．1MDTT l儿

RNaseOUTTM Recombination RNase Inhibitor(40units／J-tL) 1此



SuperScriptTM III RT(200tmits／1．tL) 0．51xL

总体积 20I-tL

4)用枪混匀，50℃保温30—60min；

5)70*(2放置15min使反应失活；

6)直接用于PCR或置于一20"(2保存备用。

4．8．2 ImPCR引物设计

根据香蕉的MAACTINl基因的序列设计Actl引物：

A1：5’一CGAGGCTCAATCAAAGA一3’

A2：5’一ACCAGCAAGGTCCAAAC一3’

MaADH2已知的eDNA序列，在非保守区设计一对引物，

MaADH2 Sl：5’一CATCAGrTATCGTAGGCGTGG一3’

MaADH2 S2：5’一GCArACGAGGAAACGAGGGGTC一3’

4．8．3 PCR反应

在0．2mL离心管中加入以下成分：eDNA第一链1．01．tL，10xBuffer(M92+)(2．5mM)

2．5此，dNTP(dA／G／C／TTP：10mMeaeh)0．5btL，MaADH2 S1(10pM)1．0laL，MaADH2

S2(10pM)1．OlxL，Taq聚合酶(5u／rtL)O．3此，ddH20 16．7肛L，总体积25．0“L。。该体系是

用于扩增目的基因ADH2的，内参基因Ma-actl与它相同，只将两引物换为A1和A2

即可。反应程序：94。C3min，94"C30s，55"C30s，72。C30s，72"C5 min，28个循环，该

反应程序为目的基因和内参基因共有。

4．9荧光定量RT-PCR分析MaADH2

4．9．1 eDNA第一链的合成

操作过程同4．8．1

4．9．2荧光定量PCR的引物设计

首先用NCBI的保守结构域分析软件分析MaADH2和Ma-aetinl的保守结构，确

保所设计引物的扩增片段位于非保守区；然后根据荧光定量PCR的引物设计原则，设

计引物。

Ma-actinl扩增长度为379bp，引物序列为：

ACTIN5’：5’CAGTGGTCGTACAACTGGT芦汀3’

ACTIN3’：5’ATCCTCC从TCCAGACACTGT 3’

MaADH2扩增长度为298bp引物序列为

MaADH2 P】：5’一CATCAGTTATCGTAGGCGTGG一3’
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MaADH2 P2：5’一GCAIACGA‘×iA AACGA‘孔“i G．I’C一3‘

4．9．3荧光定量PCR的反应体系和反应程序

在Stratagene的Mx3000P仪器上进行荧光定量PCR。在0．2mL的PCR反应管中加

入SYBR Premix Ex Taq(2x)(TAKARA)12．51xL、Rox reference

Dye II(50x)(TAKARA)0．5此、5州的一对引物各O．75此，eDNA样品llxL，然后用水补
足至25此(五个基因的反应体系除引物不同外其它试剂是相同的)。

每个样品既要用于扩增目的基因MaADH2，又要扩增内参基因MaACTl，各个基

因的扩增都做三个重复。实际加样时，为减小误差，各PCR反应管中共有的试剂可加

在一起然后分装。加样完毕，进行荧光定量PCR。

按照94"C预变性3rain，94℃变性7s，55℃退火15s，72℃延伸20s，共40个循环

的反应程序进行扩增(两个基因的反应程序是一致的)，并于每个循环的延伸阶段采集

荧光信号。反应结束后做94℃--55℃的融解曲线分析。

4．9．4荧光定量PCR的定量方法

采用2．△ACT相对定量方法(Livak ct a1．，2001)研究三个基因表达量的差异，该

方法无需制作标准曲线，将Od的eDNA模板视为对照样品，其它天数的视为不同处理

的样品，以看家基因MaActl为内参基因，仪器自带的分析软件即可自动生成表达变化

的曲线。

5结果

5．1 MaADH2基因的克隆

5．1．1 MaADH2基因5’端的克隆

已测序的eDNA文库中的675bp片段通过序列比对发现，该序列的3’端包含TGA

终止密码子。我们在以此为基础设计合成了用于5'RACE的扩增引物，从香蕉eDNA文

库中克隆该基因5’序列，PCR结果测序表明，该片段为827bp，包含ATG起始密码子。



M 1 2

图1 MaADH2 5’端序列PCR扩增

M：Marker；1、2：MaADH2片段

Fig．1 Product of MaGADl gene 5'RACE amplification

M：Marker；1、2：The segment of MaADH2

5．1．2 MaADH2 cDNA全长克隆

根据MaADH2的已知序列及5"-RACE所获得的序列拼接后设计2条引物从香蕉果

实eDNA文库中克隆该基因eDNA全长。PCR及测序结果显示，该基因eDNAORF为
1140 bp(图8)。

2000bp

1000bp

750bp

2 3

图2 MaADI-12 cDNA序列PCR扩增

M-Marker：1，2：MaADH2 cDNA；3：阴性对照

Fig．2 Product of MaADH2 gene cDNA amplification

M：Marker；1,2：MaADH2 cDNA；3：negative control

5．2 MaADH2基因的序列分析
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5．2．1生物信息学分析

利用生物信息学数据库和互联网上的软件对MaADH2的cDNA进行分析。通过

ORF FiIlder和GENACAN软件分析表明该cDNA序列ORF为1140 bp，有一个翻译起

始密码子ATG， 相同读码框内有一个终止密码子TGA，表明此序列是一个全长基因，

其ORF编码379个氨基酸，ProtParam分析表明该基因编码的蛋白分子量为40．7KDa，

等电点7．09，：NetPhos 2．0 Server对MaADH2的翻译后修饰预测，发现在4个Tyr,4个

Ser，4个Thr发生了磷酸化；ProtScale预测香蕉MaADH2氨基酸序列的疏水性／亲水性，

发现该氨基酸为亲水性氨基酸。

MATQGRVITCKAAVAWEANKPLVIEDVQVAPPQAGEVRIKILFTALCHTDAYTWSGKDPE

GLFPCILGHEAAGIVESVGEGVTEVQPGDHVIPCYQAECRECKFCKSGKTNLCGKVRLAT

GVGVMLNDRKSRFSVNGKPIYHFMGTSTFSQYINrVHDVSVAKIHPQAPLEKVCLLGCGVPTGLGA

V、7l僚I丑U(VEAGs】帆IFGLGTVGL—CVAEGAKTAGASRIIGVDIDSKKFDIAKKFGV
NEFVNPKDHDKPIQQVIVDLTDGGVDYSFECIGNVSVMRAALECCHKGWGTSVIVGVAASGQEIS

TRPFQLVTGRVWKGTAFGGFKSRSQVPWLVDKYMNKEIKVDEYITHTMTLEDINKAFDLMHEGG

CLRCVLALQP

图3 MaADH2核昔酸序列及其推导的氨基酸序列

Fi93 nuclear acid and deduced amino acid sequence ofMaADH2

囤”-1-GenBank～了围j撕二‘匝匦回

L托g瞧379 312固E]堕垂亟堕亟鎏日

Frame from to L髓gah
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+2■407．．733 327
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．1●874一l∞8 225
o●903～王094 192

+3■8．49一l昭7 189
+3— 3—179 177

+3●558—677 120

+2—269—3矜ln

GENSCAN predicted genes in sequence攫mpm3一tS_lO-t
1：33：19．fasta

L-山^·J—．-‘-‘J——--‘-l-．—--‘_上^一 kb
0。0 0．5 I．0

图4采用GENSCAN和ORF FINDER对MaADH2 cDNA序列分析结果

Fig．4 Analysis of MaADH2 eDNA by using GENSCAN and ORF FINDER



5．2．2同源性比较

Nueleotide分析表明：M剐∞H2 cDNA推导的氨基酸序列与拟南芥(BAB09054)、

蓖麻(EEF28759)、水稻(儿蛆19117)、玉米(ACG32791)、马铃薯(ABB72806)有

较高的一致性，分别为92％、92％、91％、90％、90％。多序列比对发现，Ma-ADH2 eDNA

推导的氨基酸序列具有相似的保守区域和活性结合区域。保守结构域分析发现，

Ma-ADH2 eDNA推导的氨基酸序列有两个保守结构域：分别是ADH N superfamily和

NADB ROssmann superfamily，是一个依赖于锌离子的蛋白，属于脱氢酶家族。
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图5采用CONSERVED DOMAIN对MaADH2 eDNA序列分析结果

Fig．5 Analysis of MaADH2 eDNA by using CONSERVED DOMAIN
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图6： MaADH2编码氨基酸序列的多序列比较

A．ADH—N superfamily；B．NADB_ROssmann superfamily；a b c d e f g与Zn2+结



合位点；

Ma-ADH2．香蕉：At-ADH3．拟南芥(BA肋9054)；At-GDFADH3．拟南芥(CA蜗7973)；Bj．GSNOR．

芥菜(ACR40091)；Os-ADH3．水稻(AABl9117)：Zm-ADH3．玉米(ACG32791)；Zm-GDFADH．

玉米；Pt-GDFADH．毛果杨(XP_002301836)；Rc-ADH．蓖麻(EEF28759)；St-ADH3．马铃薯

(ABB72806)

Fig．6 Multiple sequence alignment of Ma-ADH2 Putative amino acid sequence

A and B：The active ofADHs：a b c d e f g：The consensus motif for the binding of zinc

Ma-ADH2．Musa acuminate；At-ADH3·Arabidopsis thaliana(BAB09054)；At-GDFADH3．

Arabidopsis thaliana(CAA57973)I Bj-GSNOR．Brassica juncea(ACR40091)：Os-ADH3．Oryza

sativa(AABl9117)；Zm-ADH3．Zea mays(ACG32791)：Zm-GDFADH．Zea mays；Pt-GDFADH．

Populus trichocarpa(XP_002301836)．Rc-ADH．Ricinus communis(EEF28759)；St-ADH3．Solanum

tuberosum(ABB72806)

5．2．3进化树分析

根据植物中ADH已发表序列，用NJ法构建系统发生树，以确定MaADH2系统进

化中的位置。结果(图7)表明，MaADH2与AtADH3(Arabidopsis thaliana)亲缘关

系很近，并与其它植物的ADH基因At．GDFADH3(Arabidopsis thaliana)、Bj—GSNOR

(Brassicajuneea)共同组成一个单元的进化枝。
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图7．香蕉Ma-ADH2与其他植物同源的ADH氨基酸序列通过Clustal W软件构件系统树

Ma-ADH2．香蕉；At-ADH3．拟南芥(BAB09054)；At-GDFADH3．拟南芥(CAA57973)；Bj．GSNOR．

芥菜(ACR40091)；Os-ADH3．水稻(AABl9117)；Zm-ADH3．玉米(AcG82791)：Zm-GDFADH．

玉米；Pt-GDFADH．毛果杨(XP_002301836)；Re-ADH．蓖麻(EEF28759)；St-ADH3．马铃薯

(ABB72806)

Fig 7 Phylogenetic tree generated by ClustalW analysis based on ADH amino acid sequence from

banana and other plants．

Ma-ADH2Alusa acum跏ate；At-ADH3．Arabidopsis thaliana(BAB09054)：At-GDFADH3．

Arabidopsis thaliana(CAA57973)：Bj-GSNOR．Brassicajuncea(ACR4∞91)；Os-ADH3．Oryza sativa

(AABl9117)；Zm-ADH3．Zea mays(ACG32791)：Zm-GDFADH．Zea mays；Pt-GDFADH．Populus

trichocarpa(XP 002301836)；Rc-ADH．Ricinus communis(EEF28759)；St-ADH3．Solanum

tuberosum(ABB72806)

5．3 MaADH2基因在香蕉不同器官的差异表达
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中，茎、

可能在

图8香蕉MaADH2基因组织特异性表达

R、C、L、F、FR分别代表香蕉根、茎、叶、花、果实

Fig．8 Expression ofMaADH2 in different organs

R．Root；C．Corm；L．Leaf；F．Flower；风Fruit

5．4乙烯、1-MCP处理条件下MaADH2基因在香蕉采后不同成熟度

的表达量变化

根据表2和图9可知，在正常成熟时，MaADH2的相对表达量在成熟度IⅡ时达到

高峰，相对值从0．80变化到1．9，然后下降。在乙烯诱导成熟时，MaADH2的相对表达

量在成熟度Ⅵ时达到最大值，相对值从O．65增加到3．85，然后降低。在1-MCP抑制成

熟时，MaADH2的相对表达量在成熟度Ⅵ时达到高峰，相对值从0．2上升到1．5。但是

当我们对这些数据进行方差分析，结果显示：乙烯处理，正常成熟，以及1-MCP处理，

MaADH2基因的相对表达量变化差异并不显著。

表2各种处理的成熟度所对应的天数

Table2 The days of ripening degree

=
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图9． MaADH2基因荧光定量结果

Fig．9 Real-time QPCR result of MaADI-12

5．5香蕉采后果实乙烯释放速率的变化规律

I图正常l
l口乙烯l
I一1一ICPIl

从图10可以看出：香蕉果实正常成熟条件下，采后早期(O一8d)乙烯的释放量是很低，

变化范围为O．1—0．2，而到了采后10d，乙烯的生物合成即开始明显的增加到2．6，即乙

烯大量合成启动。在采后14d达到峰值26．2，约是10d的10倍，从14d到18d一直呈

直线下降，在采后18d下降到2．6。外源乙烯诱导成熟时，乙烯释放量在采后1d为2．4，

在采后2d为19．3，在采后3d达到最大值29．1，这表明内源乙烯的生物合成在第1--2d

即开始启动，于采后3d即达到最大值。但乙烯的释放规律在两种处理条件下是相同的，

先上升后下降。1-MCP抑制成熟时乙烯释放量明显减少，维持在O．1．0．4，呈缓慢上升

的趋势增加。
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图11 MaADH2基因荧光定量结果

Fig 11 Real—time QPCR result ofMaADH2

5．7香蕉幼苗在伤害胁迫下，MaADH2基因在香蕉幼苗叶片中的表达

特征 ：

Ck lh 3h强 12h

图12 MaADH2基因半定量RT-PCR结果

Fig 12 RT-PCR result of MaADH2

在伤害胁迫下，相对于正常生长的香蕉幼苗，MaADH2基因在叶片中的表达量在

伤害胁迫1小时其相对表达量程下降趋势，但是随着伤害胁迫时间的延长，其表达量会

升高。也就是说伤害胁迫在短期内可以抑制MaADH2基因的表达。

5．8香蕉幼苗在盐胁迫下，MaADH2基因在叶片中的表达特征

M|，；AD}】E12

M_．再ctl

图13 MaADH2基因半定量RT．PCR结果

Fig 13 RT-PCR result of MaADH2
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从图13可以看出，在正常情况下，香蕉叶片中MaADH2基因的相对表达量很低，

但是当盐胁迫后，MaADH2基因的表达量程上升趋势。

5．9香蕉幼苗在低温胁迫下，MaADH2基因在叶片中的表达特征

萎冱I-^D丑c2

Ma-Aet

ck S 7 lO 15

图14 MaADH2基因半定量RT-PCR结果

Fig 14 RT-PCR result of MaADH2

从图14可以看出，低温能够被诱导MaADH2基因的表达。在外界温度为5

摄氏度时候，其表达量很低；在7摄氏度的时候，其表达量会上升；当外界温度为15

摄氏度时候其表达量达到高峰。

5．10香蕉幼苗在干旱胁迫下，MaADH2基因在根中的表达特征

从图15可以看出，正常生长香蕉幼苗，MaADH2基因在根中的相对表达量为1，

轻度干旱胁迫下，MaADH2基因在根中的相对表达量上升到5．78。但是随着干旱程度

的增加，MaADH2基因的相对表达量程下降趋势，在中度干旱时其相对表达量下降到

0．95，而在重度干旱时，其相对表达量为O．18。

正常生长 轻度干旱 中度干旱 重度干旱

图15 MaADH2基因在干旱胁迫下的荧光定量结果

Fig 15 Real-time QPCR result of MaADH2

5．11香蕉幼苗在涝害胁迫下，MaADH2基因在根和叶中的表达以及

MaADH2和MaPDC酶活性的变化

5．11．1Ma．ADH2基因在涝害胁迫下叶片中的表达变化

警lt{
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图16香蕉Ma-ADH2基因在涝害胁迫下香蕉幼苗叶中的表达

Fig．16 Expression of Ma-ADH2 banana leaves under waterlogging stress

由图16可知，与正常生长的相比，在涝害胁迫下的香蕉幼苗叶片中，Ma-ADH2基

因在叶片中的相对表达量维持在一个很低的水平。在涝害胁迫oh时，其相对表达量为

1．12，6h时为1．35，12h时为1．13，24h时为1，36h时为1．12。当我们对其进行方差分析

发现，它们之间的差异并不显著。 ：

5．11．2 Ma．ADH2基因在涝害胁迫下香蕉幼苗根中的表达变化

Oh 6h 12h 24h 36h 48h

图17．Ma-ADH2基因在涝害胁迫下香蕉幼苗根中的表达

Fig 17 Expression of Ma-ADH2 in banana roots under waterlogging stress

由图17可知，在涝害胁迫下Oh时，MaADH2基因在香蕉幼苗根中的的相对表达

量很低，在涝害胁迫6h时其相对表达量开始上升，相对值由1．O变化到75．12，在12h

时，其相对表达量由6h的75．12变化为时逐渐上升到119．81，在涝害胁迫24h时，其

相对表达量达到高峰，其相对表达量增加到312．29，然后下降。

5．11．3涝害胁迫下香蕉幼苗根中Ma．ADH2和Ma．PDC活性变化
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图18．涝害胁迫下MaADH2和MaPDC活性分析

Fig 18．MaADH2 and MaPDC enzymes activity assaying under waterlogging stress

由图18可知，无论是ADH还是PDC在根中都表现出相当高的活性，且对涝害胁

迫信号敏感。ADH在涝害胁迫24小时的时候达到最大值，由0小时的31．51U／mg Protein

上升到170．01U／mg Protein，上升了接近5．5倍；PDC在涝害胁迫24小时时候达到最大

值，由0小时的15．55U／mg Protein上升到120．96U／mg Protein，上升了接近8倍。尽管

PDC上升的幅度比较大，但是，就整体来讲，各个时间点对应的PDC活性都比ADH

活性低。

6．讨论

6．1 MaADH2基因的克隆与序列分析

本研究克隆了香蕉ADH2 eDNA全长，该eDNA编码379个氨基酸残基。对

Ma-ADH2进行序列分析发现，该cDNA推导的氨基酸序列含有ADH_N superfamily和

NADB ROssmann superfamily两个保守结构位点，与玉米，拟南芥等一致；通过对其所

编码的氨基酸序列分析，发现它属于高度保守的带锌脂的中链乙醇脱氢酶。这类蛋白的

部分氨基酸残基具有位点保守性：Cys-50，His-72，Cys-178，cys一100，103，106，114

结合了两个Zn原子，Cys．101，104，107，115形成两个二硫键，无论是在动物还是植

物中这些氨基酸残基都十分保守，而230位的Asp则可能和NAD的脱氢相关(Eklund

et a1．1976；Yokoyama．1993；Fan et a1．1991)。而这些位点，我们可以在Ma-ADH2

推导的氨基酸序列中找到(图6)。这些结果表明，我们所克隆的是一个香蕉二类的乙

醇脱氢酶基因的eDNA全长。

6．2 MaADH2基因在香蕉采后不同器官的差异表达分析

当植物受到逆境胁迫时，细胞内Ca+水平发生变化，ADH的转录物含量会发生改
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变。而ADH转录物含量的变化，对植物的逆境生存起着重要作用(Chervin et a1．1999；

Daniel．2006)。所以，植物ADH基因通常在许多不同的组织中都有表达，在不同的

刺激和面对不同的生理过程时表现出表达差异(吴庆功．2006)。Ma-ADH2基因的组织

特异性表达分析表明，该基因在香蕉的根、茎、叶、花、果实中均有表达。其中，茎、

叶、花、果的表达量较低并且差异不明显，根中的表达量较高。所以，香蕉ADl4_2基

因可能在不同的生理过程中起着一定的作用，而且可能和根部的生理作用相关。

6．3乙烯、1．MCP处理条件下MaADH2基因在香蕉采后不同成熟度差

异表达与内源乙烯释放的关系

从表2，图9，图10可知在乙烯诱导香蕉果实成熟时，乙烯的释放量在成熟度I的

时候开始上升，在成熟度III的时候乙烯的释放量达到最大值，然后下降；而MaADH2

基因的相对表达量在成熟度V的时候开始上升，并在成熟度Ⅵ的时候达到最大值。在香

蕉果实的正常成熟过程中，乙烯释放量在成熟度III的时候开始上升，在成熟度Ⅵ的时候

达到高峰；MaADH2基因的相对表达量在成熟度I的时候开始上升，在成熟度II的时

候达到高峰。1-MCP抑制香蕉果实成熟时，乙烯的释放量从成熟度I到成熟度Ⅶ都维

持在一个相对低的水平，而MaADH2基因的相对表达量则在成熟度I的时候开始上升，

在成熟度Ⅵ的时候达到高峰。当我们对这三种处理下的MaADH2基因的相对表达量进

行方差分析时发现，MaADH2基因的相对表达量之间差异并不显著。

出现这种结果，可能的原因有以下几个方面：其一、该基因启动予的核心区域没有

乙烯受体的顺式作用元件，从而使该基因在果实成熟中不起作用。其二、该基因在水稻、

玉米等植物中是多基因编码，在香蕉和番茄种也可能是多基因家族编码的，家族中不同

成员的ADH基因的结构、功能和作用方式不同。

6．4 ABA处理条件下M啦DH2基因在香蕉采后不同成熟度时的差异表

达

从图11可知，ABA处理的香蕉果实，MaADH2基因的表达量在成熟度I到成熟度

Ⅳ都维持在很低的水平，且变化不大，从成熟度V开始上升，到成熟度Ⅶ的时候达到高

峰。正常成熟的香蕉果实在成熟度II的时候，MaADH2的相对表达量达到高峰，然后

下降。但是从成熟度V到成熟度VII，ABA处理的香蕉果实，MaADH2基因的表达量高

于正常成熟时的表达量。当我们对这两组数据进行方差分析时发现，ABA处理以及正

常成熟的香蕉果实，MaADH2基因的相对表达量之间差异并不显著。出现这种情况的

原因可能有以下几点：一、在香蕉果实中，ABA并没有诱导MaADH2基因的相对表达

量上升；二、可能是加样误差造成；三、MaADH2和香蕉果实的成熟无关。



表达

伤害胁

迫时间的延长，MaADH2基因的相对表达量程上升趋势，但是，其相对表达量低于正

常叶片中的相对表达量。这可能是伤害暂时影响了香蕉幼苗的正常生理代谢，当随着时

间的延长，香蕉幼苗又逐渐适应了这个环境，然后MaADH2基因的相对表达量也逐渐

趋近正常生长时的相对表达量。

盐胁迫正调控于MaADH2基因的表达，随着盐胁迫时间的延长，MaADH基因的

相对表达量程上升趋势。这可能是在盐胁迫降低了土壤溶液的渗透势，使香蕉根尖的吸

水能力受到土壤中盐离子浓度的影响，从而造成香蕉幼苗供水不足，同时叶片的蒸腾速

率速率也会受到影响，但植物叶片过度失水时，会造成气孔关闭，光合作用速率收到影

响，离子间对载体的竞争，会造成细胞内环境的变化，许多生化反应受到影响，这会造

成植物体内的能量供应不足，而细胞为了正常生长，不得不采取另一种获取能量的方式

(潘瑞炽．2005；杨国会． 2009)。

低温胁迫诱导MaADH2基因的表达，当外界温度降低到7和15度时，MaADH2

基因的相对表达量明显升高，但当外界温度继续下降到5度时，MaADH2基因的相对

表达量接近正常生长时的表达量。这可能是由于气温降低，会使水在细胞中的存在方式

受到影响，从而影响香蕉幼苗叶片细胞中的水份代谢，继而影响到能量代谢；但是当温

度降到5度时，香蕉幼苗叶片中膜结构会发生变化，从而使代谢活动中的酶活性受到影

响，呼吸速率明显减弱，同时也会导致能量代谢减弱(徐燕．2007；贾凤勤．2009)。

6．6 MaADH2基因在干旱胁迫下香蕉幼苗根中的表达

从我们的结果可以看出，轻度干旱可以诱导MaADH2基因的表达，但是当随着干

旱程度的增加，MaADH2基因的相对表达量程下降的趋势。这可能是由于香蕉幼苗受

到轻度干旱胁迫时，植物细胞中的水势高于土壤中的水势，从而造成根尖细胞的吸水能

力下降，从而使细胞液的粘稠度增加，使细胞内生化反应速率降低，从而导致能量代谢

受到抑制，而这时，根尖细胞为了能够完成正常的生命活动，可能会采取其他获取能量

的方式，例如，无氧呼吸。但是当随着干旱程度的增加，细胞会失水，从而造成植物细

胞液的粘稠度升高，细胞内的代谢活动减弱，在此时，植物可能会采取一序列的自我保

护措施，例如，减少叶片的蒸腾速率，降低体内的物质代谢和能量代谢活动(牛翠

娟．2007；刘培等．2010)。

6．7 MaADH2基因在涝害胁迫下香蕉幼苗根禾nn-I-中的表达

涝害是引起植物根系缺氧的主要因素之一，在涝害胁迫下，植物根系主要是通过无

氧呼吸获取能量。乙醇脱氢酶和丙酮酸脱羧酶作为无氧呼吸过程中的关键酶。在许多植

物中，和无氧呼吸相关的乙醇脱氢酶基因都已被克隆，但在香蕉中，还未见报道。我们
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的结果表明，在涝害胁迫下的香蕉幼苗的叶中，香蕉ADH2基因的相对表达量则变化

很小。在根中，香蕉ADH2基因的相对表达量在涝害胁迫24小时候达到高峰，而

Ma．ADH2和Ma-PDC的酶活性则在涝害胁迫6小时时候急剧上升，且在24小时达到

高峰；但在相对应的时间点，M舢H2活性明显高于Ma-PDC活性。在缺氧状态下，
玉米根尖的ADH基因mRNA的表达量在短期内迅速升高，在6小时时候达到最高，其

后下降(Malcolm ct a1．1994)。在水稻中，赵森等通过荧光定量PCR的方法研究了水稻

中ADH基因在涝害胁迫下的表达，发现ADH基因在涝害胁迫4小时前表达量都很低，

但是在4小时候，其表达量上升并在涝害胁迫8小时时达到高峰，然后下降(Zhao et

a1．2008)。在薏苡根中，ADH基因的mRNA表达量在涝害4小时候达到高峰，然后逐

步下降，而ADH酶活性的变化则在涝害胁迫6小时时达到高峰；PDC酶活性在第10

个小时达到高峰；在叶中，ADH mRNA的相对表达量随着淹水时间的改变，基本没什

么变化(吴庆功．2006)。这和我们所得出的结论较为一致，无氧或低氧可能诱导了ADH2

基因mRNA含量的上升，从而导致无氧呼吸中的关键酶ADH和PDC活性的变化。而

对于ADH／PDC活性的高比例主要原因可能是：为了防止乙醛的生成，从而减轻乙醛对

植物细胞的伤害。但是在薏苡中，ADH的相对表达量是在涝害胁迫4小时时达到高峰，

ADH的酶活性在6小时时候达到高峰；PDC酶活性在10小时达到高峰(吴庆功．2006)，

而我们的结果显示ADH的相对表达量在24小时候达到高峰，而ADH和PDC的酶活

性也是在24小时达到高峰，这说明香蕉比薏苡耐涝。

7．结论

1首次从香蕉中克隆了MaADH2基因

在香蕉果实eDNA文库中通过PCR的方法帅选了一条命名为MaADH2的1140bp
的eDNA片段，该eDNA推导的氨基酸序列含有ADH N superfamily和
NADB ROssmann superfamily两个保守结构位点；通过对其所编码的氨基酸序列分析，

发现它属于高度保守的带锌脂结构的中链乙醇脱氢酶，和其他植物的ADH基因有较高
的同源性和特定氨基酸的位点保守性。

2首次从mRNA水平证明了MaADH2基因的表达属于组成型表达。且在根中相对表达

量较高

RT-PCR分析表明，MaADH2基因在香蕉的不同器官中均有表达，但是在根中相对

表达量较高。

3首次证明MaADH2基因和香蕉果实采后成熟无关

我们通过测定不同激素处理条件下(乙烯催熟，1-MCP抑制成熟)不同成熟度下

乙烯的释放量和MaADH2基因的相对表达量，并对MaADH2基因的相对表达量进行方
差分析发现，乙烯在诱导果实成熟时并没有诱导MaADH基因的表达量上升，而1-MCP

在抑制成熟时，并没有随着内源乙烯被抑制而相对表达量下降。

4首次证明了外源ABA抑制了MaADH2基因在香蕉果实中的表达
实时荧光定量PCR分析表明， MaADH2基因的相对表达量在正常成熟的香蕉果

实中在成熟度II的时候达到高峰，而ABA处理的香蕉果实在成熟度Ⅶ的时候达到高峰，

其相对表达量峰值和正常成熟时的相对表达量峰值差异不显著。也就是说ABA推迟了



MaADH2的相对表达量达到峰值的时间。

5证明了伤害胁迫负调控香蕉幼苗叶片中MaADH2基因的表达

6盐胁迫诱导了香蕉幼苗叶片中MaADH2基因的表达，
7低温胁迫和香蕉幼苗叶片中MaADH2基因的表达相关
8干旱胁迫诱导了香蕉幼苗根中MaADH2基因的表达

9首次证明了涝害胁迫能诱导MaADH2基因在香蕉幼苗根中的表达，并诱导了
MaADH2和MaPDC的活性上升；在叶片中，MaADH2基因的表达量和涝害无关。
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