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凝集素(lectin)是一种含有非催化结构域并能可逆

结合到特异单糖或寡糖上的植物保守性蛋白 [1]。自

1888年Stillmark首次发现了蓖麻凝集素以来，人们已

经发现了1000多种植物凝集素，并研究了其理化性质
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摘 要：【研究目的】植物凝集素具有重要的生理功能，通过原核表达香蕉凝集素基因(BanLec)并探讨其

功能具有重要意义。【方法】提取了巴西蕉果肉总RNA，利用RT-PCR方法扩增BanLec cDNA 全长序列，

并对该序列进行分析。将BanLec克隆至表达载体pET-30a，并将筛选到的重组质粒转化大肠杆菌BL21

(DE3)菌株中进行诱导表达。【结果】克隆到的BanLec cDNA 序列为 460 bp，开放读码框为 426 bp，编码

142个氨基酸。与其他已知的香蕉凝集素基因相比较，核苷酸和氨基酸序列同源性分别为94%和93%

以上。SDS-PAGE 分析结果表明，经 IPTG 诱导，BanLec基因以融合蛋白形式表达，相对分子量约为 20

kD。【结论】该研究为探讨香蕉凝集素的活性及生化功能等奠定基础。
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Cloning and Expressing BanLec Gene from Pulp in Escherichia coli
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Abstract:【OBJECTIVE】Plant lectin has important in vivo physiological functions, and it is necessary to
expressing BanLec gene in Escherichia coli and investigate its functions.【METHOD】Total RNA was extracted
from Brazile banana pulp, and the BanLec cDNA sequence was amplified with Reverse Transcription
Polymerse Chain Reaction (RT-PCR) and the sequence was analyzed. BanLec was cloned into pET-30a
vector, and the recombinant plasmid pET-BanLec was screened. After transforming into Escherichia coli BL21
(DE3), the protein was induced to express.【RESULT】The Sequence was analyzed with DNAstar software and
the result showed that its open reading frame was 426 bp and encoded a protein with 142 amino acids. The
alignment showed that this gene shared high similarities with other known BanLec genes on the levels of
nucleotides and amino acids (94% and 93%, respectively). The result of SDS-PAGE demonstrated that the
BanLec gene was expressed by induction and the expression products migrated at a size of 20 kD.
【CONCLUSION】This research is helpful for investigating the activities or other physiological functions of
banana lectins.
Key words: banana, BanLec gene, prokaryotic expression
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和结构功能。研究结果显示很多凝集素具有重要的功

能，主要分为以下几方面：(1)对储存物质进行包装、运

输等；(2)作为植物与微生物的共生介质[2-3]；(3)通过识

别并结合病原菌细胞壁上的糖蛋白，以抵御真菌[4-5]，细

菌[6-7]等的入侵；(4)被昆虫取食后，在消化道中释放出

来，与昆虫肠道围食膜上的糖蛋白相结合，从而影响营

养物质的正常吸收[8]，因此具有杀虫能力[9]。已经将凝

集素基因转化进植物中，得到了很好的抗虫效果[10-11]。

(5)成为研究多糖、糖蛋白结构、细胞表面受体、以及相

关酶和糖蛋白的分离纯化等工作的重要工具，在欧洲

等地已被广泛用于对肿瘤的治疗[12]。由此可见植物凝

集素具有重要的生理功能，在农业、医学上具有巨大的

应用前景。

香蕉凝集素是成熟果实中的一种重要蛋白[13]，但

其具体功能尚不清楚。笔者克隆了一个香蕉凝集素基

因，并在大肠杆菌中进行了表达，为探索其活性及生理

功能奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验时间、地点

试验于 2007—2008年在广东省果蔬新技术重点

实验室进行。

1.2 材料

1.2.1 植物材料 香蕉果实采自中国香蕉种质资源圃，

品种为巴西蕉。

1.2.2 主要试剂 限制性内切酶、逆转录酶、pMD18-T

载体、PrimeSTAR HS DNA聚合酶、IPTG、X-Gal均购

自TaKaRa公司。DNA片段回收试剂盒，B型质粒小

量提取试剂盒均购自北京博大泰克生物基因技术有限

公司。氨苄青霉素购自Sigma公司。大肠杆菌菌株为

TG1 和 BL21(DE3)、原核表达载体为 pET-30a，为

NOVOGEN公司产品。

1.3 方法

1.3.1 香蕉果肉总 RNA 的提取和与 cDNA 合成 香蕉

果肉总RNA的提取按Wan等的方法提取[14]。将经检

测为完整的 RNA 反转录成 cDNA，具体步骤参照

TaKaRa逆转录试剂盒提供的操作方案进行。

1.3.2 香蕉果实凝集素基因克隆 根据已公布的香蕉果

实凝集素基因 (AF001527) 序列设计引物：Lectin-f:

(5'-GCAGGATCCATGAACGGAGCGATC-3'，划 线 处

为 酶 切 位 点 ， 下 同)， Lectin-r:

(5'-TGTCTCGAGTTATGGCTCCAAGTAG-3′ )，扩增

了香蕉果实凝集素基因。 PCR 产物回收后与

pMD18-T载体连接，转化大肠杆菌TG1，得到重组子

pMD-BanLec，并送至上海英骏生物技术有限公司(广

州分公司)测序。测序结果利用DNAStar软件和NCBI

网站的nucleotide blast、Blastx进行分析。

1.3.3 原核表达载体的构建及诱导表达 用Bam HⅠ和

XhoⅠ消化 pMD-BanLec质粒，并回收插入片断，与同

样条件消化的 pET-30a载体质粒相连接，连接产物转

化大肠杆菌TG1菌株感受态细胞，筛选阳性克隆。鉴

定正确的克隆再转化进表达宿主菌BL21(DE3)，挑取

阳性菌落，进行诱导表达。诱导表达过程为：挑取单克

隆，接种于含有 1 mmol/L卡那霉素的LB液体培养基

中37 ℃，220 r/min培养过夜，再按1︰100接种量扩大

培养，约 1.5 h 后测 OD600，待 OD600 达 0.6~0.8 时加入

IPTG (300 μg/ml) 继续摇菌 5 h。将细菌培养物冰浴

5 min, 然后以转速 4 000 r/min，4 ℃离心 5 min 收集菌

体。取 1 ml菌液离心所得的菌体，加入 100 µl PBS溶

液，再加入50 µl 5×上样缓冲液，混匀后，煮沸10 min，

12 000 r/min离心1 min，取10 µl上清液进行SDS-PAGE

分析，浓缩胶和分离胶配制参照TaKaRa商品目录上

的方法，后者浓度为 12%。电泳完毕后用考马斯亮蓝

R250进行染色20 min，然后脱色直至蛋白质条带清晰

可见为止。同时，以转化 pET-30a 的大肠杆菌 BL21

(DE3)和不含质粒的大肠杆菌BL21(DE3)作为对照。

2 结果与分析

2.1 香蕉果实总RNA的提取

电泳结果显示，提取的总RNA样品中 28 S、18 S

rRNA 条带清晰完整 (图 1)。紫外分光光度法测定

RNA样品的λ230、λ260和λ280的OD值，结果显示样品的

OD260/OD230值为 2.1，OD260/OD280值为 1.9，这表明提取

的RNA样品基本上排除了多糖、多酚和蛋白质等物质

的污染, 有较好的纯度。

2.2 BanLec基因的克隆及序列分析

以香蕉果肉cDNA为模板进行RT-PCR扩增，获得

了一条约为 460 bp的条带(图 2)。回收目的片段后将

其连接到 pMD-18T 载体上，筛选阳性克隆送公司测

→
→

→

图1 香蕉果实总RNA电泳结果

28S

18S

5S
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序，结果表明，BanLec基因的开放阅读框 (ORF)为426 bp，

编码 142个氨基酸，等电点为 6.6。同源性比较表明，

该 cDNA序列与GenBank 中已登录的其它 BanLec基
因 序 列 (EU055641)、 (AF001527)、 (EU055642)、

(AY103481) 的核苷酸序列同源性分别为 99%、98%、

96%、94%，氨基酸序列与 GenBank 中已登录的其他

BanLec 氨 基 酸 序 列 (ABS86033)、(AAB82776)、

(AAM48480)、(ABS86034) 的同源性分别为 99% 、

97%、94%、93%。

2.3 原核表达质粒的构建及重组子的鉴定

大量提取 pMD-BanLec和 pET-30a 质粒，同时用

BamHⅠ和XhoⅠ双酶切，回收插入片断和消化的表达

载体，将两者按照摩尔比1:3混合后，利用T4连接酶进

行连接，构建重组质粒pET-BanLec。经抗生素、PCR和

酶切三重筛选之后，获得插入正确的BanLec的原核表

达重组质粒。酶切鉴定结果如（图3）所示，经BamHⅠ

和XhoⅠ消化之后，产生出5.3 kb的pET30a载体DNA

片段和约460 bp的插入片段。

2.4 SDS-PAGE分析

将构建的 pET-BanLec载体质粒转化进大肠杆菌

BL21(DE3)感受态细胞中，加入 IPTG进行诱导表达。

将获得的重组蛋白进行SDS-PAGE电泳，与转入空载

体和非转化的大肠杆菌 BL21(DE3)相比较，转化

pET-BanLec重组质粒的宿主菌株过量表达出一分子量

约为20 kD的条带（图4），这和pET-BanLec重组蛋白理

论值基本相当，说明利用原核生物大肠杆菌可以成功

表达出香蕉凝集素蛋白，为进一步研究其活性奠定基

础。

3 讨论

原核表达是最经济、最方便获得目的蛋白质的表

达方法，被广泛应用于表达商业上的重要蛋白。植物

凝集素的生化研究表明，虽然天然状态下的凝集素是

一类高度糖基化的蛋白，但从原核生物与真核生物所

表达的凝集素比较发现：糖基化对于其活性是非必需

的[15]，而且在大肠杆菌中表达分子量为 20 kD左右的

蛋白比较理想，这为在大肠杆菌这类不具备糖基化修

饰能力的原核生物中生产植物凝集素提供了依据。

目前人们对很多植物凝集素的理化性质和结构功

能进行了研究，发现很多都具有重要的功能。金志强

等[13]研究了BanLec基因的表达同时具有发育特异性和

组织特异性，即仅在果实中表达，其他发育阶段和器官

不合成这种蛋白质，而且其表达量随果实成熟度的变

化而变化。因此推断它可能与香蕉果实发育阶段的防

御性有关。但香蕉凝集素的其他理化性质和结构功

能,目前还没有什么研究。笔者通过克隆BanLec基因，

并使其在原核系统中得到大量的表达，将有助于进一

步揭示香蕉凝集素在植物防御及其他理化性质和结构

1 M

 

1 2 3 M 4 5

目的蛋白

31kDa

15kDa

图4 pET-BanLec在大肠杆菌BL21(DE3)中表达的

SDS-PAGE
注：1，2，3：转化 pET-BanLec经 IPTG诱导 5 h的表达；4：空载体

pET-30a转化BL21菌后的表达；5：无质粒转化的BL21(DE3)菌

的表达。M：蛋白质中分子量Marker。

→

1kb
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0.4kb
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1 2 3 4 5 6 M

图3 pET-BanLec酶切鉴定

注：1，2，3：pet-BanLec /Bam HⅠ和XhoⅠ双酶切；4，5：BanLec基
因 pcr 扩增；6：pET-30a/Bam HⅠ和 XhoⅠ双酶切；M:200 bp

marker。

→
→
→

1 kb

0.6 kb

0.4 kb

图2 BanLec基因的扩增结果

注：1: BanLec基因的PCR产物；M:200 bp marker。

→
→
→
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功能, 并为植物抗病、虫基因工程提供有用的素材。

4 结论

笔者提取了香蕉果肉的总RNA，采用RT- PCR方

法扩增了BanLec基因，对其序列进行分析表明，最大

开放读码框为 426 bp，编码 142个氨基酸。与其它已

知的香蕉凝集素基因相比较，核苷酸和氨基酸序列同

源性分别为 94%和 93%以上。将BanLec克隆至表达

载体 pET-30a，并将筛选到的重组质粒转化大肠杆菌

BL21(DE3)菌株，在 37 ℃经 IPTG (300 μg/ml)诱导 5

h，SDS-PAGE电泳分析显示，BanLec基因在大肠杆菌

中成功表达，表达的 BanLec融合蛋白分子量大约为

20 kD。这将有助于进一步研究香蕉凝集素的理化性

质和结构功能，为香蕉凝集素的开发利用奠定基础。
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