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摘要  [ 目的] 克隆分析香蕉中14-3-3 蛋白编码基因。[ 方法] 采用PCR 与RACE 技术相结合的方法克隆香蕉14-3-3 基因 , 并进行CDNA
测序及同源性分析。[ 结果] 所克隆cDNA 全长866 bp , 编码197 个氨基酸残基 , 具有植物14-3-3 蛋白基因的特征结构域 , 并与其他植物来
源的14-3-3 蛋白具有很高的序列相似性 ,将其命名为 Ma-14-3-3d( Musa acuminate 14-3-3gene) 。[ 结论] Ma-14-3-3 d 蛋白与来源于单子叶
植物的14-3-3 蛋白位于同一进化枝上。
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Abstract  [ Objective] The ai mof the studyis to clone and analyze the gene encoding 14-3-3 proteinfrombanana .[ Method] Together with PCR amplifi-
cation,RACE( rapid amplification of cDNA ends) technique was employed to clone 14-3-3 gene frombanana ;then the amplified sequence was sequenced
and homologically analyzed .[ Result] A newcDNA homologous with 14-3-3 protei n genes were obtained by RT-PCR and RACE ( rapid amplification of
cDNA ends ) approaches .The full length of this cDNA was 866 bp encoding 197 amino acids .Alignment of deduced amino aci d sequence withthose from
other plants revealed that the cDNA shared high homology with14-3-3 protein genes fromother plants ,and was designated as Musa acumi nata 14-3-3 gene
( Ma-14-3-3 d) .Phylogenetic analysis reveals that Ma-14-3-3 d has closer genetic relationship withthose from monocotyledonspecies thanthose fromoth-
er species .[ Conclusion] Ma-14-3-3 d belongs to the same lineage of 14-3-3 from monocotyledon .
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  14-3-3 蛋白是广泛存在于真核生物细胞中一类多基因家

族蛋白, 结构高度保守, 分布于细胞内不同区域, 参与调控细

胞内各种生命代谢过程[ 1 - 2] 。14-3-3 蛋白在四级结构上形成

高度螺旋化的杯状二聚体蛋白, 内部形成带有负电荷的两性

结构域槽, 构成这个槽的α螺旋的一级氨基酸序列在所有的

物种之间非常保守[ 3] 。这种保守的两性结构域槽使得14-3- 3

蛋白二聚体可以与具一定特征序列的靶蛋白配体相结合。

14-3- 3 蛋白与目标靶蛋白的结合随着细胞内环境的改

变而变化 , 且调控多种目标靶蛋白。大麦中有100 多种蛋白

质可 与 14-3-3 蛋 白发 生 作用, 包 括各 种蛋 白激 酶[ 4 - 6] 、

酶[ 7 - 11] 、受体[ 12] 、支架蛋白、细胞周期调控蛋白[ 13] 、转录因

子[ 14 - 16] 和凋亡因子、线粒体/ 叶绿体前体蛋白以及植物激素

信号转导过程的中介调节因子等[ 2 ,12 ,17 - 20] 。所以植物的

14-3- 3蛋白具有多种调控功能, 与碳、氮代谢过程中的许多关

键酶相结合进而调控着植物的碳、氮的代谢[ 7 - 11] , 与质膜

H+- ATP 酶相结合调控着物质的跨膜运输过程[ 6 ,10] , 与多种

蛋白激酶结合参与调控着细胞的许多信号转导活动[ 5 - 6] , 与

许多转录因子结合调控着基因的转录[ 14 - 16] , 参与植物对生

物以及非生物的胁迫响应[ 21 - 22] 。

香蕉是一种重要的热带、亚热带水果, 改良其品质为香

蕉科学研究的一项主要内容。克隆香蕉中与生长发育相关

的基因 , 是从分子水平探索香蕉果实发育调控机理的必要途

径。香蕉14-3- 3 蛋白可能在果实发育、品质形成及响应各种

逆境反应过程中起着重要的调控功能。鉴于此, 笔者通过设

计兼并引物, 利用降落PCR 方法结合RACE 技术克隆了香蕉

中的1 个14- 3-3 蛋白基因的同源 c DNA 全长序列 , 对该序列

进行了初步的生物信息学分析, 为进一步研究香蕉14-3- 3 蛋

白对其果实生长发育、在果实采后成熟过程中及在病原菌防

卫反应中的调控规律奠定了基础。

1  材料与方法

1 .1  材料 香蕉叶片和果实采自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。香蕉果实cDNA 文库由该

研究组构建[ 23] ; 大肠杆菌菌株由金志强实验室保存; 琼脂糖

凝胶电泳产物回收纯化试剂盒购自 QIAGEN 公司; 克隆载体

pMD18- T Vector 与T4 DNA 连接酶购自TaKaRa 公司 ; Taq DNA

聚合酶与DNA marker 购自申能博采公司; 反转录试剂盒购自

Fermentas 公司; 其他试剂均为国产分析纯。

1 .2 香蕉总 RNA 的提取和反转录  香蕉叶片及果实总

RNA 的提取按照改良CTAB 方法[ 24] 进行。所获总 RNA 用紫

外分光光度计进行定量后, 取2 μg 进行反转录合成 cDNA 第

一链, 方法参照 Fermentas 反转录试剂盒使用说明。

1 .3 全长cDNA 克隆  根据 GenBank 中已经登录的其他植

物14-3-3 蛋白基因的核苷酸序列, 以保守结构区域设计一对

兼并引物, 其上游引物为P1 :5′- NGARCARGCNGARMGNTAYG-

3′, 下游引物为 P2 :5′- GANGTCCANARNGTNARRTTR-3′。采用

降落PCR 方法以香蕉叶片RNA 反转录的单链c DNA 为模板 ,

克隆14-3-3 蛋白基因的部分 cDNA 片段。PCR 反应体系为 :

10×PCR buffer 2 .5 μl ,Mg2 +( 2 .5 mmol/ L) 1 .5 μl ,cDNA 文库库

液1 μl , 上游引物( 10 mmol/ L) 1 μl , 下游引物( 10 mmol/ L) 1

μl ,dNTPs( 2 .5 mmol/ L) 0 .5 μl , Taq 酶( 5 U/ μl ) 0 .3 μl , 加ddH2O

至总体积25 μl 。降落 PCR 的反应程序如下:94 ℃预变性5

min 后, 先进行10 个循环的降落PCR 反应,94 ℃预变性50 s ,

退火温度由60 ℃降到50 ℃, 每个循环降1 ℃, 时间45 s ,

72 ℃延伸45 s ; 再以94 ℃预变性50 s ,50 ℃退火45 s ,72 ℃延

伸45 s , 进行30 个循环常规PCR 反应,72 ℃终延伸10 min。
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注 : M,marker ;1 , 兼并引物PCR 产物。

Note :M, Marker ;1 ,PCR amplification products by
using degenerate pri mers .

图1 兼并引物PCR 扩增产物电泳结果
Fig .1 Theelectrophresis results of PCRam-

plification by using degenerate pri mers

注 : M,marker ;1 ,5′RACE PCR 产物。

Note :M,Marker ;1 ,Product of 5′RACE PCR am-
plification .

图2 Ma-14-3-3d 5′RACE PCR 扩增产物
电泳结果

Fig.2  The results electrophresis of 5′RACE
PCRamplificationfor Ma-14-3-3d

注 :M,marker ;1 ,3′RACE PCR 产物。
Note : M,Marker ;1 ,Product of 3′RACE PCR am-

plification .

图3  Ma-14-3-3d 3′RACE PCR 扩增产物
电泳结果

Fig .3  The electrophresis results of 3′RACE

PCRamplificationfor Ma-14-3-3d

注 : 图中基因所属物种及对应序列号为 : 拟南芥 AtGF14omega ,AAA96253 ; 人1433z ,U28964 ; 百合 14-3- 3-1 ,EF397607 ; 小鼠14- 3-3 epsilon ,AF83478 ; 烟

草14- 3-3c- 2 ,BAD12172 ; 水稻14- 3-3e ,AJ276594 ; 小麦 Ta WI N1 ,BAB11739 ; 西红柿TFT3 ,P93209 ; 玉米ZmGF14- 6 ,P49106 。黑色区域部位的氨基酸

序列同源一致性最高 , 灰色区域部位同源性较高。

 Note :The corresponding species for accession number inthe figure are as follows .Arabidopsis AtGF14omega ,AAA96253 ;Human 1433z ,U28964 ;Lily 14-3- 3-1 ,

EF397607 ;Mouse14-3-3 epsilon ,AF83478 ;Tobacco 14- 3-3c- 2 ,BAD12172 ;Rice 14- 3-3e ,AJ276594 ; Wheat Ta WI N1 , BAB11739 ;Tomato TFT3 ,P93209 ;

Maize ZmGF14-6 ,P49106 .Black area denotes highest homology of amino acid sequence ,gray area denotes higher homology of amino acid sequence .

图4 Ma-14-3-3d 推导的氨基酸序列与其他植物和人类及小鼠的14-3-3 蛋白氨基酸序列多重比对结果

Fig.4 Theresults of multiple sequence alignment among putative amino acid sequence of Ma-14-3-3d and amino acid sequences of 14-3-3 proteins

fromother plants,humanand mouse
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  根据上述兼并引物克隆到的香蕉14- 3-3 蛋白同源基因

的c DNA 片段, 采取RACE( Rapid amplification of cDNA ends) 技

术克隆该c DNA 片段的全长序列。分别设计5′RACE 的下游

引物和3′RACE 的上游引物,5′RACE 的下游引物为5′- CAAA-

GAGTCAGGTTGTCAC-3′, 3′RACE 的上 游引 物为 5′- AACAC-

CTTCTCCGCCTACAAGG-3′。5′RACE 的上游引物为香蕉果实

c DNA 文库的接头引物ptr5′:5′- CTCCGAGATCTGGACGAGC-3′,

3′RACE 的下游引物为文库的接头引物 ptr3′: 5′- TAATAC-

GACTCACTCACTATAGGG -3′。以香蕉果实的 cDNA 文库库液

为模板进行5′末端和3′末端的 c DNA 片段扩增。反应程序

为:94 ℃预变性5 min 后,94 ℃变性50 s ,55 ℃退火45 s ,72 ℃

延伸45 s , 共35 个循环,72 ℃终延伸10 min。

1 .4 cDNA 序列测定及分析 使用兼并引物扩增获得的 cD-

NA 片段产物、cDNA5′和3′末端产物经琼脂糖凝胶电泳后, 采

用TIANgel Mini/ Midi Purification Kit 试剂盒回收目的片段, 然

后克隆到pMD18- T 载体上, 进行序列测定( 上海生工生物工

程有限公司) 。用 Vector NTI9 .0 软件进行多序列比对分析 ,

用 MEGA3 .1 软件的 NJ( Neighbor- Joining) 法构建系统进化树。

2  结果与分析

2 .1 香蕉叶片同源cDNA 片段的克隆  采用兼并引物和降

落PCR 技术以香蕉叶的单链 cDNA 为模板克隆扩增香蕉

14-3- 3蛋白的基因的同源 cDNA 片段。PCR 扩增产物大小约

为650 bp 左右,PCR 扩增产物的电泳结果如图1 所示。PCR

产物测序后, 通过NCBI 中 BLASTX 软件分析发现该c DNA 片

段与其他植物14-3-3 蛋白基因有很高的同源性, 为香蕉14-3-

3 蛋白基因。

2 .2  Ma14-3- 3d 基因全长cDNA 的克隆  在获得 cDNA 片

段的基础上, 以香蕉果实c DNA 文库库液为模板进行5′RACE

及3′RACE 的PCR 扩增。如图2 所示,5′RACE PCR 产物为

900 bp 左右;3′RACE PCR 扩增产物为480 bp 左右( 图3) 。

  扩增所获5′和3′末端产物经序列测定分析拼接后得到

长866 bp 的 c DNA 序列。通过 BLASTX 软件分析表明, 该

c DNA 编码蛋白的氨基酸序列与其他植物的14-3-3 蛋白的氨

基酸序列具有很高的同源性。

2 .3  Ma-14- 3-3d 基因序列分析  BLASTX 软件分析表明

( 图4) , 该c DNA 序列内部有一段缺失, 所以该c DNA 编码的

氨基酸序列与其他物种相比同源性相对较低。与马铃薯

( Sol anu mtuberosum) 的14-3-3 蛋白16R( AAL50217) 的同源一致

性为62 % , 相似性为68 % ; 与西红柿( Lycopersicon esculent um)

的14- 3-3 蛋白6( TFT6) ( AAL04424) 的同源一致性为63 % , 相

似性为69 % ; 与西红柿14-3-3 蛋白5( TFT5) ( CAA65148) 的同

源一致性为61 % , 相似性为69 % ; 与烟草( Nicoti ana tabacum)

14- 3-3 a-1 ( BAD12168) 的同源一致性为59 % , 相似性为68 % ;

与拟南芥( Arabidopsis thali ana ) GF14omega( AAA96253) 的同源

一致性为59 % , 相似性为67 % ; 与小麦( Triticum aestivum)

TaWIN2( BAB11740) 的同源性一致性为56 % , 相似性为66 % 。

与烟草14-3-3 e-1( BAD12176) 的同源性一致性为57 % , 相似性

为66 % ; 与大麦( Hor deum vul gare ) 的 14- 3-3 蛋白 Hv14- 3-3E

( ABC00201) 的同源性一致性为57 % , 相似性为67 % ; 玉米

( Zea mays) GF14- 6( AAB33304) 的同源性一致性为57 % , 相似

性为64 % 。因此, 笔者认为该 c DNA 编码香蕉中的14-3- 3 蛋

白命名为 Ma-14-3 -3 d( Musa acumi nat a 14-3-3 d) 。

  在序列比对的基础上构建系统进化树, 以确定 Ma-14-

3 -3 d 在系统进化中的地位。结果如图5 所示 , Ma-14-3 -3 d

与来自单子叶植物如小麦、大麦、水稻和百合的14-3-3 基因

的氨基酸序列亲缘关系较近, 并处于同一进化枝上, 说明该

基因的进化与物种的进化可能相一致。

图5 Ma-14-3-3d 推导的氨基酸序列与其他植物14-3-3 蛋白氨

基酸序列的系统进化树

Fig .5 Phylogenetic treeof deduced amino acid sequence of Ma-14-

3-3d and amino acidsequences of 14-3-3proteins fromother

plants

3  讨论

14-3-3 蛋白在植物器官发育、形态建成及对不同逆境生

理条件的反应中具有很重要的作用。酵母的2 个14-3-3 蛋

白( BMh1 和 BMh2) 基因缺失可导致致死突变 ; 有研究表明 ,

植物同源的14-3-3 蛋白基因能使酵母的致死突变体 bmh1∶

bmh2 复活[ 25 - 26] ; 在水稻中,14-3-3 蛋白编码基因 Osgf14- c 和

Osgf14 -e 能 完 全 弥 补 酵 母 的 BMh1 和 BMh2 的 功 能 , 而

Osgf14 -b 则没有这种基因互补的功能[ 27] 。

经多重序列比对分析发现 , Ma-14 -3- 3d 推导的氨基酸

序列与马铃薯、西红柿、烟草、拟南芥、大麦、小麦和玉米等植

物14-3- 3蛋白的氨基酸序列的同源性较高, 推测其也具有其

他植物14-3- 3 蛋白的功能及广泛结合不同目标靶蛋白的潜

力。系统遗传进化分析发现 , Ma-14 -3- 3d 与单子叶植物小

麦生长发育必需的14-3-3 蛋白TaWIN2 的亲缘关系较近 , 并位

于同一进化枝上, 这表明香蕉的14-3- 3 蛋白可能是维持香蕉

生长发育的一种必需的功能调控蛋白。该研究为进一步探

索14-3-3 蛋白对香蕉生长发育调控机理奠定了基础。
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3  讨论与结论

Garnier - Robson 法,Chou - Fasman 法和 Karplus - Schulz

法所预测蛋白质的二级结构有一定差异。但预测结果均表

明尼罗罗非鱼 DMRT 蛋白 N 端第31 ～56 、68 ～75 、110 ～116 、

209～211 区段和第239～243 区段可能为α螺旋中心;N 端第

95 ～99、177～183、225～234 区段和第251 ～254 区段可能是β

折叠中心。综合分析结果表明 DMRT 蛋白分子N 端第5 ～6 、

40～44、105 ～107、112 ～116 、189 ～190 、202 ～203 区段和第

210～215 区段及11 ～17、47 ～55 、84 ～94 ,97 ～110 、182 ～190 、

198～206、229 ～240 区域, 有较柔软的结构。这些区段有可能

进行一定幅度的摆动或折叠而形成较复杂的三级结构。

Kyte - Doolittle 方案,Emini 方案和Jameson- Wolf 方案预测

结果综合分析,DMRT 蛋白 N 端第1～15 、37～47 、99 ～120 、161

～165 、172 ～176、181 ～192 区段和第196 ～215 区段可能为 B

细胞表位。根据 Garnier - Robson 法,Chou - Fasman 方法和

Karplus - Schulz 方法的预测结果, 在DMRT 蛋白分子N 端第1

～15 、37 ～47 、99 ～120、181～192 区段和第196 ～215 区段内或

附近都有柔性区域。所以 , 这几个区段内或附近很可能为 B

细胞表位优势区域。

蛋白质中某段氨基酸序列能否诱导体内产生抗体与其

是否位于蛋白表面, 亲水性和机体免疫状态等有关。该研究

的分析是基于单个氨基酸的性质 , 缺少对氨基酸残基之间力

的相互作用分析, 所以预测抗原表位尤其是构象依赖性表位

有一定的局限性。该研究仅对 DMRT 蛋白的候选表位进行

初步筛选, 其效果必须通过分子生物学试验来确认。
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