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香蕉抗逆相关基因 MaERF 的克隆与表达分析 
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摘  要：根据已获得的 AP2/ERF 基因片段，通过 RACE 方法获得一个香蕉 ERF 基因完整编码区序列，

命名为 MaERF。该基因 cDNA 全长 1 611 bp，其中开放阅读框 1 128 bp，编码 376 个氨基酸，包含一个

保守的 AP2/ERF 结构域，基因组序列全长 2 881 bp，含有一个内含子，剪切位点符合“GT-AG”规则；

系统进化树表明该基因属于植物 ERF 转录因子家族的 B2 亚群。半定量 RT-PCR 分析表明，该基因在香蕉

各个器官中均有表达，其中在根和叶中的表达量较低，而在果实和花中的表达较高；实时荧光定量

Real-time PCR 检测表明，受尖孢镰刀菌侵染及低温胁迫后，香蕉中该基因表达明显上调，推测其在香蕉

胁迫反应中可能发挥重要作用。 
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Abstract：A full length cDNA named MaERF which was cloned from banana on the basis of a 

AP2/ERF fragment combined with RACE technology. The full cDNA of this gene was 1 611 bp，the open 

reading frame was 1 128 bp and coded a polypeptide of 376 amino acids. This gene had one typical 

AP2/ERF domain. The genome sequence full-length of this gene was 2 881 bp，and contained one intron 

splice site according to the rules of the“GT-AG”. The phylogenetic tree shows that the gene belongs to B2 

subsets of ERF genes，and they are more involved in plant stress reactions. Semi-quantitative RT-PCR 

analysis showed that the gene was expressed in various organs of the banana，with lower the amount of 

expression in the roots and leaves，while high expression in fruit and flowers；Fluorescence quantitative 

real-time PCR detection showed this gene had high expression with Fusarium oxysporum and low 

temperature stress，so this gene may play an important role in bananas stress reaction. 
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植物在长期进化过程中形成了复杂有效的防卫系统，当植物受到胁迫后，产生的应激信号会传

递给转录因子，转录因子与相应的顺势作用元件相结合，从而启动相关下游防卫基因的表达（莫纪

波 等，2011）。乙烯应答因子结合蛋白（ethylene responsive factor binding protein，ERF）是 AP2/ERF

转录因子超家族的一个主要亚家族，是植物特有的一类转录因子，特征是其蛋白序列中含有一个高

度保守由 58 或 59 个氨基酸组成的 ERF 结构域（Ohme-Takagi & Shinshi，1995）。近年来的研究表

明，ERF 转录因子在调节植物生物及非生物胁迫反应中发挥重要作用（Gutterson & Reuber，2004；

Marsch-Martinez et al.，2006）。拟南芥 AtERFs 的表达受乙烯、病原体、低温和干旱等条件的诱导并

参与逆境胁迫应答反应（Kizis et al.，2001）；过量表达 AtERF1 可以提高拟南芥对腐生性真菌如灰

霉菌的抗性（Brrocal-Lobo et al.，2002）。辣椒 CaJERF1 可能通过多种信号途径，在高盐、低温等

逆境胁迫应答中发挥作用（张秋平 等，2012）。烟草 TERF2 通过乙烯信号途径调节植株对低温的抗

性（Zhang & Huang，2010）。番茄 JERF3 在百合中超表达，可以提高转化植株抗盐害的能力（杨宇

红 等，2007）。 

香蕉栽培品种多为三倍体，不能通过常规杂交育种的方法进行品种改良，运用转基因手段进行

香蕉育种成为一种有效方法，因此挖掘香蕉自身抗性相关基因，并研究其机理成为首先要做好的工

作之一。本研究在香蕉抑制差减杂交库中获得 AP2/ERF 片段基础上，通过 RACE 技术获得一个 ERF

亚族 B2 组基因，对其进行生物信息学分析，同时监测其在香蕉枯萎病病原菌和低温胁迫下的表达

情况，为了解该基因功能提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

2012 年初于中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所采集‘巴西’蕉的根、叶、果皮、苞

片、花蕾，清洗后液氮中速冻，–80 ℃保存备用。大肠杆菌 DH5α由中国热带农业科学院品种资源

研究所快繁中心提供；PCR 克隆载体为 pMD-18T 购于 TaKaRa 公司。 

1.2  目的基因的克隆及序列分析 

采用 CTAB 法提取香蕉果皮总 RNA，用 Promega 公司的反转录试剂盒合成 cDNA，操作均按试

剂盒说明进行。根据已获得的香蕉 AP2/ERF 片段，设计 RACE 引物，5′RACE 外侧引物 GSP5：

5′TCAGAGGACCACCATTTTC3′；5′RACE 内侧引物 NGSP5：5′ACCTCATGTTCCCAACCAAA3′；

3′RACE 外侧引物 GSP3：5′GCAAGAAAGCCAAGGTGAAC3′；3′RACE 内侧引物 NGSP3：5′AAAAGC 

GCCTCACGAAATTA3′，以香蕉果皮 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳

分析，回收，连接到 pMD-18T 载体上进行测序。根据拼接的 MaERF 基因序列设计引物 5′AGCAG 

TGGTATCAACGCAGAG3′和 5′GCTTAAGCACATTAATCATT3′，分别以香蕉 cDNA 和 DNA 为模板，

扩增 MaERF 基因全长序列，所得结果在 NCBI 上进行 BLAST 比对，利用 DNAMAN 等软件进行序

列分析。 

1.3  MaERF 在不同器官中的表达分析 

分别提取香蕉根、叶、果皮、苞片、花蕾总 RNA，反转录第一链，设计基因特异引物 5′CCCAC 

CAAACAACCTATGAG3′和 5′CACAGGTCCACTCCACTTTC3′，以反转录产物为模板进行半定量

RT-PCR，以香蕉 Actin 基因为内标，引物为 5′ACAGTGTCTGGATTGGAGGC3′和 5′GCACTTCATGTG 

GACAATGG3′。 
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1.4  MaERF 在逆境胁迫下的表达分析 

病原菌胁迫：香蕉组培袋装苗注入孢子浓度为 106 · mL-1 尖胞镰刀菌 4 号小种孢子液 1 mL，分

别在处理 6、12、24、48、72 和 96 h 时，剪取根并用液氮迅速冷冻，–80 ℃保存备用。 

低温胁迫：将香蕉组培袋装苗放入 4 ℃条件下分别在处理 1、3、6、12、24、48 和 72 h 时，

剪取根和叶并用液氮迅速冷冻，–80 ℃保存备用。 

利用 Thermo Fisher PIKO-REAL 96 实时定量 PCR 仪对各胁迫取样点的 cDNA 模板进荧光相对

定量Real-time PCR分析。引物为5′CGATCATTTCCGACCTCATT3′和5′CCGCTCCTCCTCTTCTTCTT3′。 

2  结果与分析 

2.1  MaERF 基因 cDNA 和 DNA 全长的克隆 

根据已获得的 EST 片段设计 RACE 引物扩增香蕉 MaERF 基因全长，5′-RACE 和 3′-RACE 分别

得到大约 800 bp 和 750 bp 的条带，将扩增产物连接、测序，拼接得到 1 728 bp 的全长 cDNA 序列，

为进一步确定拼接的正确性，根据拼接全长设计特异性引物，PCR 扩增，得符合大小的片段连接、

测序，与拼接全长进行比对，最终得到一个正确的 1 611 bp 的全长 cDNA 序列。该基因含有一个 1 128 

bp 的开放阅读框，5′非编码区长 146 bp，3′非编码区长 302 bp（图 1）。 

 

 

      

      

      

      

      

      

      

      

      

 

 

 

 

 

 
 

 

图 1  MaERF 核苷酸序列和推测的氨基酸序列 

方框中 ATG 表示起始密码子，TGA 表示终止密码子。 

Fig. 1  cDNA sequence and deduced amino acid sequence of MaERF 

ATG in the box means initiator codon，TGA in the box means terminator codon. 

 

基因组扩增得到约 2 881 bp 的条带，经测序 MaERF 基因存在一个内含子，长 1 753 bp，起始密

码子 ATG 定义为+1，内含子则位于+256 ~ +2 008，内含子的剪切位点符合“GT-AG”规则（图 2）。 
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图 2  MaERF 基因 DNA 结构示意图 

Fig. 2  The DNA structure analysis of MaERF 

 

2.2  MaERF 基因同源性比较 

根据 MaERF 的 cDNA 序列推测该基因编码的蛋白由 376 个氨基酸组成，分子量 42 149.5 D，等

电点 4.65。在 NCBI 上进行保守结构域分析表明：该基因存在 1 个 ERF 转录因子家族特有的 AP2/ERF

结构域，推断该基因为植物 ERF 转录因子家族成员。MaERF 氨基酸序列与 NCBI 登录的其他物种

的 ERF 氨基酸序列对比分析表明：MaERF 的 AP2/ERF 保守域序列与其他 ERF 转录因子的 AP2/ERF

保守域序列具有较高的一致性（图 3），但是全长氨基酸序列的一致性有限。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 3  MaERF 蛋白保守域序列与其他 ERF 蛋白保守域序列对比 

AP2/ERF 结构域用黑线表示。 

Fig. 3  Comparison of the conserved domains sequence of MaERF with others 

The conserved region AP2/ERF structure was emphasized with black line. 

At：Arabidopsis thaliana（AEE33024）；Gm：Glycine max（NP001236578）；Zm：Zea mays（NP001148691）； 

Ma：Musa acuminata（AFP25469，ARP25470）. 

 

2.3  系统进化树分析 

利用 MEGA5.0 软件最大似然法，将 MaERF 预测蛋白与 GenBank 上登录的不同物种的 ERF 进

行系统树分析，图 4 表明 MaERF 与小麦（Triticum aestivum，TaERF，AEV91152.1），甜椒（Capsicum 

annuum，CaPF1，AAP72289），樱桃番茄（Solanum lycopersicum，JERF3，AAQ91334）ERF 蛋白的

亲缘关系较近，属于植物 ERF 转录因子家族的 B2 亚群，这一亚群的基因多参与植物的逆境胁迫反

应，其在香蕉中的具体功能还需进一步证实。 
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图 4  MaERF 与其他物种 ERF 蛋白的系统进化树分析 

At：拟南芥；Mt：蒺藜苜蓿；Sl：樱桃番茄；Nt：烟草；Os：水稻；Ta：小麦；Ca：甜椒；Ma：香蕉。 

Fig. 4  Phylogenetic tree of MaERF and previously reported ERF protein 

At：Arabidopsis thaliana；Mt：Medicago truncatula；Sl：Solanum lycopersicum；Nt：Nicotiana tabacum； 

Os：Oryza sativa；Ta：Triticum aestivum；Ca：Capsicum annuum；Ma：Musa acuminata. 

 

2.4  半定量 RT-PCR 分析 MaERF 在不同器官的表达 

半定量 RT-PCR 分析结果显示，MaERF 在香蕉不同器官中均有表达，在生殖器官中的表达量明

显高于其在营养器官中的表达（图 5）。 

2.5  MaERF 基因在逆境条件下的表达 

尖胞镰刀菌 4 号小种侵染香蕉幼苗根部后，MaERF 在根部的表达在 72 h 内持续升高，最高为

未处理的约 6.5 倍，72 h 后又开始下降（图 6）。 

 
 

 

 

图 6  尖胞镰刀菌 4 号小种侵染不同时间 MaERF 基因 

在根部的表达 

Fig. 6  Expression pattern of MaERF gene in root with  

pathogen infection 

图 5  MaERF 基因在不同器官中的表达模式 

Fig. 5  Expression pattern of MaERF gene  

in different organs 
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4 ℃处理香蕉组培苗，MaERF 在根部表现为 1 h 的其表达量就有明显升高，24 h 后开始降低；

叶片表现为 1 h 开始升高，12 h 达到最大值，之后开始降低（图 7）。 

上述结果表明 MaERF 基因可能参与了香蕉逆境条件下的抗逆反应。 

图 7  4 ℃处理不同时间 MaERF 基因的表达  

Fig. 7  Expression pattern of MaERF gene with 4  treatment℃  

3  讨论 

本试验中通过 RACE 技术从香蕉中获得一个 ERF 基因全长，该基因编码的蛋白质含有一个保守

的 AP2/ERF 结构域，属于 AP2/ERF 家族的 ERF 亚家族转录因子。同源比对发现，该基因与已知的

两个香蕉 ERF 基因具有较高的同源性，系统进化树分析表明，该基因属于 ERF 亚家族的 B2 亚群，

同时与该亚群均在 AP2/ERF 结构域的 5′端含有一个内含子（Nakano et al.，2006）的特征相吻合，

由此可以推断获得的序列为一个新的香蕉 ERF 基因。 

ERF 转录因子是植物特有的一类转录因子，大量研究表明，其参与了植物对病原菌及一些非生

物胁迫的应答反应。稻瘟病菌（Magnaporthe grisea）侵染水稻能诱导OsBIERF1、OsBIERF3、OsBIERF4

和 OsEBP2 等 ERF 基因的表达（Cao et al.，2006a；Lin et al.，2007）。多数 ERF 基因过量表达后，

能增强病害的抗性（Chen & Guo，2008；Zhang et al.，2009）；烟草中过量表达 OsBIERF3 可增强其

对野火病（Pseudomonas syringe pv. tabaci）、病毒病等病害的抗性（Cao et al.，2006b）；小麦过量表

达近似种种间偃麦草 TiERF1 基因，可以增强对纹枯病菌（Rhizoctonia cerealis）抗性（Chen et al.，

2008）。烟草中的 ERF 转录因子 Tsi1，可以被干旱、水淹和盐胁迫诱导表达；Tsi1 的过量表达可以

提高植株对高盐和病原菌的抗性（Park et al.，2001）；茶树 ERF 基因受低温、乙烯、脱水、NaCl 等

上调表达（陈林波 等，2011）。本研究中 MaERF 在香蕉各器官中均有表达，但在根和叶中的表达

量较低，植株在香蕉枯萎病胞镰刀菌 4 号小种和低温胁迫下，该基因在根和叶中的表达明显提高，

表明该基因可能参与了香蕉的抗逆应答，该结果为进一步了解香蕉的抗逆机理，为香蕉抗逆育种提

供了理论依据。水稻 FZP 与玉米中的一个 ERF 基因高度同源，其可以促进花分生组织的形成

（Komatsu et al.，2003；Yi et al.，2005）。在本研究中 MaERF 在生殖器官中的表达量明显高于营养

器官，其是否与植株生长发育有关，还有待进一步研究。 
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