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香蕉 trihelix转录因子MaGTL1a的分离及特性
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摘 要：【目的】研究香蕉MaGTL1a转录因子的特性及其基因表达规律，探讨MaGTL1a转录因子在香蕉果实成熟过程

中的作用。【方法】以香蕉果肉 cDNA为模板，采用RT-PCR获得MaGTL1a序列；利用烟草瞬时表达法和酵母系统分析

MaGTL1a亚细胞定位和转录调控活性；通过实时荧光定量PCR分析MaGTL1a在香蕉果实成熟过程中的表达；运用烟

草BY2悬浮细胞瞬时表达法研究MaGTL1a启动子活性。【结果】MaGTL1a cDNA序列含有1个2 283 bp的开放阅读框，

编码761个氨基酸，属于 trihelix转录因子的GT-2亚家族；亚细胞定位和转录活性分析显示，MaGTL1a定位于细胞核，

并在酵母和植物体内具有转录激活活性；实时荧光定量PCR和启动子活性试验表明，MaGTL1a转录水平和启动子活

性均受乙烯诱导，并且MaGTL1a转录水平随着香蕉果实的成熟进程而明显增强。【结论】MaGTL1a是一个受乙烯诱导

和核定位的转录激活子，可能参与了香蕉果实成熟的调控。
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Identification and characterization of a trihelix transcription factor
MaGTL1a from banana
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vation，Ministry of Education·Guangdong Provincial Key Laboratory of Postharvest Science of Fruits and Vegetables，Guangzhou 510642,

Guangdong, China)

Abstract:【Objective】The trihelix transcription factors, also known as GT factors, are plant-specific tran⁃
scription factors with conserved trihelix DNA-binding domains that bind specifically to the GT elements
in promoters of light regulated genes. The trihelix transcription factors can be further divided into five
clades, namely GT-1, GT-2, SH4, GTγ and SIP1, on the basis of their sequence structure. To date, the tri⁃
helix transcription factors have been identified and characterized in various plant species, such as pea,
Arabidopsis, rice, maize, tomato, and chrysanthemum. A large number of studies indicated that trihelix
transcription factors played an essential role in the regulation light-responsive genes, and different devel⁃
opmental processes of growth and development of flowers, embryos, seeds, stomata and trichomes, as well
as the adaptation to environmental stimuli like salt and pathogen stresses. However, little information was
available on the involvement of the trihelix transcription factors in the ripening of fleshy fruits, especially
in economical fruit crops such as banana. Therefore, the aims of this study were to isolate a trihelix tran⁃
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scription factor from banana fruit (MaGTL1a), and investigate its subcellular localization and transcription⁃
al activation activity. Moreover, the gene expression during banana fruit ripening and the promoter activity
of MaGTL1a were also analyzed, in an effort to elucidate the possible roles of MaGTL1a in the ripening of
banana fruit.【Methods】Total RNA was extracted from banana pulp using the hot borate method and the
first strand cDNA was synthesized. RT-PCR was performed to isolate the full-length cDNA of MaGTL1a.

Bioinformatics analysis was conducted to analyze the sequence characteristics of MaGTL1a. Phylogenetic
tree was constructed using the MEGA 6.0 software to investigate the evolutional relationship between
MaGTL1a and other trihelix transcription factors from other plant species. Agrobacterium-mediated tran⁃
sient expression in Ben’s tobacco leaves was used to assess the subcellular localization and transactiva⁃
tion activity of MaGTL1a. Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) was carried out to monitor the expres⁃
sion pattern of MaGTL1a during fruit ripening of banana. Promoter of MaGTL1a was isolated using ba⁃
nana genome DNA as template, and its promoter activity was tested using transient expression in tobacco
BY2 protoplasts via the PEG method.【Results】A trihelix gene (GSMUA_Achr4G24780_001) was isolat⁃
ed from banana fruit using the RT-PCR technology. A BLAST search of GenBank revealed that the pro⁃
tein encoded by this gene shared 59%, 58%, 53%, 47% and 44% identity with Elaeis guineensis EgGTL1-
like isoform (XP_010933772.1), Phoenix dactylifera PdGTL1-like isoform (XP_008791630.1), Nelumbo
nucifera NnGTL1-like isoform (XP_010250883.1), Populus tremula PtGTL1 (AER42647.1) and Ricinus

communis RcGTL1-like isoform (XP_002518968.1), respectively, at amino acid level and thus the gene
was designated as MaGTL1a. The cDNA of MaGTL1a had an open reading frame (ORF) of 2 283 bp in
length which encoded a peptide of 761 amino acid residues with calculated molecular weight (MW) of
82.70 ku and predicted isoeletric point (pI) of 6.07. Moreover, comparison of the protein sequence with
other trihelix transcription factors from other plant species showed that MaGTL1a consisted of two trihelix
DNA-binding domains at its N-terminal and C-terminal regions respectively, and a typical feature of GT-
2 clade of trihelix members, which implied that MaGTL1a might belong to GT-2 clade. Phylogenetic anal⁃
yses exhibited that the plant trihelix transcription factors could be grouped into five clades, namely GT-1,
GT-2, SH4, SIP1 and GTγ, where MaGTL1a of banana together with those of Oryza sativa OsGT-2, Popu⁃
lus tomentosa PtaGTL1 and Arabidopsi thalianas AtGTL1 fell into GT-2 clade. Subcellular localization in⁃
dicated that the green fluorescence signal of MaGTL1a-GFP fusion protein was exclusively observed in
the nucleus of the tobacco epidermal cell, as other reported trihelix transcription factors, indicating that
MaGTL1a might function in nuclear compartments. Furthermore, transcriptional activation activity assays
demonstrated that MaGTL1a possessed transcriptional activation ability in yeast and in plant, implicating
its role as a transcriptional activator. Importantly, RT-qPCR analyses revealed that the accumulation of
MaGTL1a transcript was obviously induced by ethylene, with increasing trends along with the progression
of banana fruit ripening, which was in accordance with its expression pattern in our DGE data. In addition,
the activity of MaGTL1a promoter was activated by exogenous ethylene application when transiently ex⁃
pressed in tobacco BY2 protoplasts, further supporting the roles of MaGTL1a involved in fruit ripening.
【Conclusion】MaGTL1a was an ethylene-inducible and nucleus-localized transcriptional activator likely
involved in the modulation of banana fruit ripening, which expanded our understanding on trihelix tran⁃
scription factors in regulating fruit ripening and the transcriptional controlling networks of ripening of ba⁃
nana fruits. Further experiments such as identification of MaGTL1a’s target genes are needed to fully ex⁃
plore the biological functions of MaGTL1a in relation to fruit ripening of banana.
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香蕉（Musa acuminata）属芭蕉科芭蕉属，是世界

上热带、亚热带最主要的水果之一[1-2]。香蕉在我国

广东、海南等地大面积种植，在我国的水果生产中占

有重要的位置[3]。然而，香蕉为典型的呼吸跃变型果

实，在常温下1周左右即出现呼吸高峰，导致果实迅

速成熟，货架期短；近年来，我国香蕉采后损失严重，

香蕉采后损失率约为 50%，远远高于中国果蔬采后

的平均损耗率 25%和发达国家 5%的水平[4]。因此，

研究香蕉果实成熟的分子机制，对于有效延长香蕉

果实货架期和维持果实采后品质具有十分重要的应

用前景。

转录因子调控果实成熟是当前的研究热点。目

前发现参与香蕉果实成熟的转录因子包括MADS-
box[5]、EIN3/EIL[6]、ERF[7]、NAC[8]、Dof[9]和BSD[10]等。最

新研究发现，在香蕉果实中抑制 MaMADS1 或

MaMADS2的表达可以延缓颜色和质地等的变化，延

缓并减少乙烯的生成，从而延迟果实成熟和延长货

架期；而外源乙烯处理可以恢复转基因果实的正常

成熟症状，为采用转基因方式调控转录因子的表达

而延长果实贮藏期提供了参考[11]。此外，转录因子

介导的转录调控机制在果实成熟过程中起着重要的

作用，如ERF可转录调控乙烯生物合成而参与果实

成熟 [7]，Dof可转录抑制果实软化和香气合成基因 [9]

等。因此，研究更多的转录因子在果实成熟中的生

物学功能及其转录机制对于揭示果实成熟的转录调

控网络具有重要的意义。鉴于植物转录因子是一个

庞大的基因家族，如拟南芥基因组至少含有1 533个
转录因子 [12]，香蕉基因组至少含有 3 155个转录因

子[13]等，其他调控果实成熟相关的转录因子仍有待

进一步研究和挖掘。

trihelix转录因子因其DNA结合域含有3个串联

的螺旋结构（螺旋-环-螺旋-环-螺旋）而得名，并且

该结合域能特异识别并结合GT元件，因此该家族又

被称为GT因子家族[14]。trihelix转录因子成员GT-1
首次从豌豆叶片被鉴定出来，它能特异结合 rbcS-3A

启动子中的光应答调控 GT 元件（核心序列：5’-
GGTTAA-3’）[15]。随后在拟南芥[16]、水稻[17]、番茄[18]、

菊花[19]等相继鉴定出 trihelix的同源基因。大量研究

表明，trihelix转录因子参与了植物生长发育过程，包

括光应答基因的调控[15]、花器官形态建成[20]、种子离

层[21]等，以及应答逆境胁迫，包括冷害[17]、干旱[22]和高

盐[23]等非生物胁迫和病原体胁迫[22]等生物胁迫。但

是，trihelix转录因子是否参与调控果实成熟进程仍

不明确。

因此，笔者从课题组早期建立的香蕉成熟差异

基因表达数据库中筛选并获得了1个与成熟相关的

trihelix转录因子（GSMUA_Achr4G24780_001），命名

为MaGTL1a，并分析了其亚细胞定位、转录活性等

特性；进一步研究了MaGTL1a在果实成熟进程中的

表达水平和启动子活性，以期探讨 trihelix转录因子

调控香蕉果实成熟的可能机制。研究结果可为香蕉

果实成熟的转录调控机制提供有用信息，同时也丰

富了 trihelix转录因子的功能研究。

1 材料和方法

1.1 供试材料

供试香蕉为‘巴西’品种（Musa spp. AAA group
‘Brazil’），采购于广州市番禺区香蕉种植场。采收

七八成饱满度的香蕉（夏季断蕾后 70~80 d）立刻运

回实验室。采回的香蕉被分成单个蕉指后，挑选饱

满度和大小基本一致且没有机械伤和病虫害的果

实，经施保功杀菌剂处理后晾干备用。

1.2 果实处理

将上述香蕉分成 3组，第 1组为自然成熟（对

照），将果实放入22 ℃冷库恒温贮藏使其自然成熟，

分别在第 0、1、3、5、7、12、15、18和 21天取样。第 2
组为丙烯催熟处理，用1 000 μL·L-1的丙烯在密封袋

中对果实进行16 h的催熟，之后敞开密封袋，将香蕉

果实置于 22 ℃冷库贮藏，分别在第 0、1、3、5和 7天

取样。第 3 组为 1-MCP 抑制成熟处理，用 0.5
μL·L-1 1-MCP密闭处理16 h后，取出果实放入22 ℃
冷库贮藏，分别在第 0、1、3、5、7、12、15、18、21、27、
30、33和36天取样。取样时选取3个香蕉果实的果

肉，3次重复，用液氮速冻后贮存于-80 ℃备用。

1.3 香蕉果实RNA提取及第1链cDNA合成

采用热硼酸法 [24]，从香蕉果肉混合样品中提取

总RNA。以香蕉果实总RNA为模板，采用Reverse
Transcriptionase M-MLV（RNase H-）试剂盒（TaKaRa
公司）反转录合成 cDNA第 1链，用于后续基因克隆

和荧光定量PCR分析。

1.4 MaGTL1a基因克隆和生物信息学分析

从本课题组的香蕉果实成熟差异基因表达谱中

挑 选 1 个 表 达 上 调 的 trihelix 转 录 因 子

（GSMUA_Achr4G24780_001），命名为MaGTL1a。从
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该基因的起始密码子和终止密码子附近设计特异引

物（表 1）进行 PCR扩增、TA克隆及测序，最终获得

MaGTL1a序列。利用ExPASy在线工具（http://www.
expasy.ch/tools/pi_tool.html）对MaGTL1a基因编码的

蛋白质进行氨基酸基本特性分析。运用在线

SMART 软件（http://smart.embl-heidelberg.de/）预测

蛋白结构域。利用 Clustal X1.83 和 Gendoc 以及

DNAMAN软件进行不同物种间同源基因的氨基酸

表 1 本文所用引物序列

Table 1 The primer sequences used in this study

引物用途
Primer usage
全长扩增
Full length amplification
实时荧光定量PCR
Real time quantitative PCR

转录活性分析
Transcriptional activity analysis
亚细胞定位
Sub-cellular localization
启动子克隆
Promoter amplification
启动子活性
Promoter amplification activity analysis
酵母转录激活
The yeast transcriptional activity analysis

引物名称
Primer name
MaGTL1a-full

MaACT1-RT
MaGTL1a-RT

MaGTL1a-pBD

MaGTL1a-GFP

MaGTL1a-pro

MaGTL1a-pro-0800

pGBKT7- MaGTL1a

引物序列
Primer sequence（5’-3’）
F: ATGCAACAGCAGAAAGCA
R: CTATTGAACTATGGCCAAGAA
F: GAGGCACCAGTCCGTAGATAGC
R: CCGCCAGATGAAGGTACAACAT
F: ATCCACCTCCCAATCAACAGA
R: GAAACCTCGCCGCCCTC
F: TCGCCGACCGGTAGGCCT ATGCAACAGCAGAAAGCA
R: AACCAGAGTTAAAGGCCTTTGAACTATGGCCAAGAA
F: CAAATTCGCGACCGGT ATGCAACAGCAGAAAGCA
R: TGCTAGTCATACCGGTTTGAACTATGGCCAAGAA
F: CATCCTAAAACCTTAACGACTGTG
R: GACCCTGCTTTCTGCTGTTGCAT
F: TATAGGGCGAATTGGGTACCCATCCTAAAACCTTAACGACTGTG
R: TTGGCGTCTTCCATGGGACCCTGCTTTCTGCTGTTGCAT
F: CATGGAGGCCGAATTCATGCAACAGCAGAAAGCA
R: GCCGCTGCAGGTCGACGCTATTGAACTATGGCCAAGAA

内切酶
Restriction
enzyme

Stu I

Age I

Kpn I
Nco I

EcoR I
Sal I

序列比对，并结合MEGA6.0软件构建系统进化树。

1.5 亚细胞定位

所用载体为带绿色荧光蛋白（GFP）的 pEAQ[英
国George P. Lomonossoff博士（Department of Biologi⁃
cal Chemistry，John Innes Centre，Norwich Research
Park）惠赠]。根据MaGTL1a基因的 ORF和 pEAQ-
GFP载体图谱设计定位引物（表 1）。获得正确的阳

性克隆，经测序验证后，采用电穿孔仪电转法转化到

农杆菌GV3101，参考Sainsbury等[25]的方法进行。挑

取农杆菌单菌落分别置于含卡那霉素（50 mg·L-1）和

庆大霉素（40 mg·L-1）的YEB液体培养基中，于摇床

中 28 ℃ 200 r·min-1孵育 24~36 h，PCR鉴定阳性克

隆。将阳性克隆农杆菌单菌液培养至 OD600=0.8~
1.0，10 000 r·min-1离心 1 min，收集菌体，用侵染缓

冲液（10 mmol·L-1 MES-KOH，10 mmol·L-1 MgCl2，
0.1 mmol·L-1 乙酰丁香酮）重悬菌体至OD600为 0.5~
0.6，室温静置 2~3 h后将重悬菌液注射到本氏烟草

（Nicotiana benthamiana）叶片背面，培养室培养 2 d
后，取约1 cm2的叶片材料在荧光显微镜下观察GFP
信号并拍照记录。

1.6 转录活性分析

MaGTL1a转录活性分析分别采用酵母和植物

系统进行。酵母系统：采用Matchmaker Gold Yeast
Two-Hybrid System试剂盒（Clontech公司），选取合

适的酶切位点，将MaGTL1a基因全长克隆至 pGB⁃
KT7载体上，并保证构建后的重组质粒读码正确。

在 LiAc介导下将质粒转入酵母 Y2HGold菌株中，

30 ℃下培养3 d之后，如果酵母在SD/-Trp平板上面

有生长，则挑取单克隆涂布在SD/-Trp-His-Ade/Kan
平板上。再经 30 ℃培养 3 d之后如果有生长，则向

酵母菌落上面滴加X-α-gal溶液并观察酵母颜色的

变化。如果 10 min后酵母变蓝，则说明转入的重组

BD质粒激活了酵母内下游报告基因的表达，加入

BD载体中的目的蛋白具有转录激活能力。

植物系统：将MaGTL1a基因全长克隆至含有

GAL4BD的 pEAQ载体 [25]作为本试验的效应基因载

体（pBD-MaGTL1a），以 pBD-VP16和空载体（pBD-
Empty）分别作为本试验的正、负对照。报告基因载

体为本实验室改造的含双荧光素酶的 pGreenII
0800-LUC载体[9]。按照前面所述的农杆菌侵染法，

将含效应基因（effector）和报告基因（reporter）的农

杆菌共侵染本氏烟草叶背面，培养2~3 d后，采用双

荧光素酶检测试剂盒（Promega）测定烟草叶片的 2
个报告基因 LUC和REN表达后发生的荧光量比值
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（LUC/REN）（反映MaGTL1a的转录活性），具体参考

Ba等 [10]的方法完成。测定仪器为 Thermo的荧光分

光光度计，参考试剂盒说明书（Promega）进行，每对

组合6次重复。

1.7 Real-time定量PCR（qRT-PCR）分析

根据MaGTL1a基因全长序列，设计荧光引物，

MaActin1作为内参基因[26]。qRT-PCR使用的荧光染

料 为 TaKaRa SYBR Green I，仪 器 为 Bio- Rad
CFX9600。20 μL qRT-PCR反应液中含有 40 ng的
cDNA和 5 μmol·L-1基因特异引物。qRT-PCR溶液

配制具体操作过程见 SYBR Green I试剂盒（TaKa⁃
Ra）说明书，并用相对定量软件对 PCR结果的溶解

曲线和标准曲线进行分析、定量。荧光定量反应程

序：95 ℃预变性3 min后，95 ℃变性5 s，55 ℃退火10
s，72 ℃延伸30 s，40个循环。溶解曲线分析从60 ℃
至 95 ℃，第 1步维持 45 s，以后每升高 1 ℃维持 5 s。
荧光定量引物见表1。
1.8 启动子分离和元件分析

利用 DNeasy Plant Mini Kit 试剂盒（Qiagen）提

取香蕉幼叶基因组DNA。根据香蕉基因组数据库

序列（http://banana-genome-hub.southgreen.fr/），找到

MaGTL1a的启动子序列并设计引物（表 1），以DNA
为模板进行PCR扩增，目的片段经测序后获得确定

的启动子序列。通过 PlantCARE（http://bioinformat⁃
ics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）在线软件进

行启动子区域中的元件分析。

1.9 启动子活性检测

参考 Ba等 [10]启动子活性检测方法，将克隆的

MaGTL1a的启动子连接到Hind III和BamH I双酶切

的 pGreenII 0800-LUC载体上（所用引物见表 1），然

后采用 PEG介导法转化烟草BY2悬浮细胞系原生

质体中，参考徐群刚等[27]的方法进行。采用双荧光

素酶报告基因系统，在烟草 BY2 悬浮细胞中对

MaGTL1apro-pGreenII 0800-LUC的启动子活性进行

分析。瞬时表达MaGTL1apro-pGreenII 0800-LUC
后的BY2原生质体包括对照组（0 mmol·L-1乙烯利）

和处理组（乙烯处理，0.8 mmol·L-1乙烯利），经过 14
h孵化，通过测定LUC/REN的值来获得MaGTL1a启

动子活性。每对组合6次重复。

2 结果与分析

2.1 香蕉MaGTL1a基因克隆与序列分析

根据课题组构建的香蕉果实成熟差异基因表达

谱，从中挑选了 1个在成熟衰老过程中表达较明显

上调的 trihelix转录因子。以香蕉果肉 cDNA为模板

进行RT-PCR扩增，获得1条长度为2 283 bp的目的

条带，经测序获得其全长序列。将该序列放在NCBI
中进行 Blast同源性分析，结果显示该序列与棕榈

GTL1同源基因（XP_010919359.1）的同源性最高，为

60%，因此命名为 MaGTL1a。MaGTL1a 编码一条

761个氨基酸、分子质量为 82.70 ku、等电点为 6.07
的多肽链。运用在线 SMART软件（http://smart.em⁃
bl- heidelberg.de/）预测蛋白结构域，结果表明，

MaGTL1a在N端和C端各含有 1个 trihelix SANT保

守结构域，分别由第 95的苏氨酸（T）起到 157的赖

氨酸（K）和第481位的丝氨酸（S）起到543位的赖氨

酸（K）组成（图1）。进一步对MaGTL1a的2个SANT
保守结构域分析，发现它们均符合 trihelix转录因子

的DNA保守结合功能域特征，即含有 3个 α-螺旋

（图2）。利用MEGA 6.0对MaGTL1a和其他物种 tri⁃
helix同源基因构建系统进化树，发现植物 trihelix可
以分为GT-1、GT-2、SH4、SIP1和GTγ 5个亚家族，

与前人的研究相一致 [14]；其中，MaGTL1a与水稻的

OsGT-2、毛果杨的 PtaGTL1、拟南芥的AtGTL1的亲

缘关系较近，并归类于 trihelix转录因子家族中的

GT-2亚族成员（图3）。
2.2 MaGTL1a的亚细胞定位

为明确 MaGTL1a 的亚细胞定位情况，构建

了 MaGTL1a 的 C 端 融 合 GFP 表 达 载 体 35S::
MaGTL1a-GFP，采用农杆菌侵染法使其在烟草叶片

背面瞬时表达（图4）。在35S::GFP载体转化的烟草

叶片细胞中，GFP荧光信号分布在整个细胞中，而转

化了 35S::MaGTL1a-GFP载体的烟草细胞中只在细

胞核处检测到绿色荧光信号，表明MaGTL1a主要定

位于细胞核，是核定位蛋白，这一结果与其氨基酸序

列含有核定位信号（NLS）相符（图2）。
2.3 MaGTL1a具有转录激活活性

为了检测MaGTL1a是否具有转录激活活性，笔

者采用GAL4系统在Y2H Gold酵母中分析MaGTL1a
的转录激活活性。含 pGBKT7-MaGTL1a、阳性对照

pGBKT7- 53 + pGADT7- T 以及空载体 pGBKT7 的

Y2H Gold酵母菌株均能在 SD/-Trp培养基上生长，

说明外源质粒顺利转入酵母。将转入外源质粒的酵

母菌株接种在营养缺陷型培养基 SD/-Trp-Ade-His
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果 树 学 报 第34卷

下划线和五角形表示 trihelix 结构域。

The underline and pentagon represent for the trihelix domain.
图 1 MaGTL1a氨基酸序列（A）和蛋白结构示意图（B）

Fig. 1 Amino acid sequence（A） and schematic diagram（B） of MaGTL1a

上，结果显示转入pGBKT7-MaGTL1a和转入阳性对

照 pGBKT7-53+pGADT7-T的酵母菌株可以正常生

长，且经X-α-Gal活性检测均变蓝，而阴性对照pG⁃
BKT7空载不能生长（图5），表明MaGTL1a在酵母内

都具有转录激活活性。

为了进一步验证MaGTL1a是否也在植物体内

具有转录激活活性，我们利用双荧光素酶报告基因

测试系统（dual luciferase-reporter assay，DLR）在烟

草叶片背面检测MaGTL1a的转录激活活性。图6显
示，MaGTL1a蛋白调控的报告基因表达量明显高于

阴 性 对 照 ，约 为 阴 性 对 照 的 3.01 倍 ，这 说 明

MaGTL1a在植物体内具有转录激活活性，与酵母系

统获得的结果（图 5）相符合，推测MaGTL1a是一个

转录激活子。

2.4 MaGTL1a在香蕉果实成熟过程中的表达分析

香蕉为跃变型果实，在果实成熟时释放大量的

乙烯。笔者前期研究[28]表明，自然成熟的香蕉果实

在第 15天开始释放乙烯，此时成熟启动，第 18天出

现乙烯高峰；丙烯处理的香蕉果实成熟加快，第1天
开始释放乙烯，第3天出现乙烯高峰；1-MCP处理的

香蕉果实成熟延迟，第 30天开始释放乙烯，第 33天
出 现 乙 烯 高 峰 。 利 用 qRT- PCR 技 术 分 析 了

MaGTL1a在3种不同成熟进程（包括自然成熟、丙烯

催熟和1-MCP延缓成熟）果实中的表达特征。结果

显示，MaGTL1a的表达在果实成熟前期（内源乙烯

释放前）都维持在较低水平，但随着果实成熟进程

A

B

0 100 200 300 400 500 600 700
95~157 aa 481~543 aa

940
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数值表示分支长度，MaGTL1a 蛋白用“●”标出。登录号如下。拟南芥：AtGT-3a. At5g01380；AtGT-3b. At2g38250；AtGT-1. At1g13450；At⁃
GT- 4. At3g25990；AtGT- 2. At1g76890；AtGTL1. At1g33240；AtGT2L. At5g28300；AtPTL. At5g03680；AtSH4- like1. At2g35640；AtSH4- like2.
At1g31310；AtASIL1. At1g54060；AtASIL2. At3g14180；AtFIP2. At4G17060。 水 稻 ：OsGT- 2. CAA48328；OsGTγ- 1. CAA48328；OsGTγ- 2.
Os11g06410；OsGTγ-3. Os12g06640；OsGTγ-4. Os01g21590。大豆：GmGT-2A. EF221753；GmGT-2B. EF221754。白杨：PtaGTL1. JN113092。香

蕉：MaGTL1a. GSMUA_Achr4G24780_001。
The value represents branch length，and MaGTL1a is indicated by solid cycle. Accession numbers as follows. Arabidopsis thaliana: AtGT- 3a.

At5g01380; AtGT-3b. At2g38250; AtGT-1. At1g13450; AtGT-4. At3g25990; AtGT-2. At1g76890; AtGTL1. At1g33240; AtGT2L. At5g28300; AtPTL.
At5g03680; AtSH4-like1. At2g35640; AtSH4-like2. At1g31310; AtASIL1. At1g54060; AtASIL2. At3g14180; AtFIP2. At4G17060. Oryza sativa: Os⁃
GT- 2. CAA48328; OsGTγ- 1. CAA48328; OsGTγ- 2. Os11g06410; OsGTγ- 3. Os12g06640; OsGTγ- 4. Os01g21590. Glycine max: GmGT- 2A.
EF221753; GmGT-2B. EF221754. Populus tomentosa: PtaGTL1. JN113092. Musa acuminate: MaGTL1a. GSMUA_Achr4G24780_001.

图 3 MaGTL1a与其他物种 trihelix蛋白的进化关系

Fig. 3 Phylogenetic tree of MaGT1a and trihelix proteins from other species

A. N 端 trihelix DNA 结合域氨基酸序列比对；B. C 端 trihelix DNA 结合域氨基酸序列比对。虚线和实线分别表示 α-螺旋和核定位信号。

AtGT- 2、AtGTL1、AtGTL2、DF1、GmGT- 2A、MaGTL1a 的 登 录 号 分 别 为 At1g76890、At1g33240、At5g28300、BAB41080.1、EF221753、
GSMUA_Achr4G24780_001。

A. N-terminal trihelix DNA-binding domains; B. C-terminal trihelix DNA-binding domains. α-helix and nuclear localization sequence（NLS）are in⁃
dicated by dotted and solid lines，respectively. Accession numbers of AtGT- 2，AtGTL1，AtGTL2，DF1，GmGT- 2A，MaGTL1a are At1g76890l，
At1g33240，At5g28300，BAB41080.1，EF221753 ，GSMUA_Achr4G24780_001，respectively.

图 2 MaGTL1a与其他物种 trihelix的 3螺旋 DNA结合域比较

Fig. 2 Amino acids alignment of DNA-binding domains from MaGTL1a and trihelix proteins from other species

AtGT-2ATGTL1ATGTL2DF1GmGT-2AMaGTL1a

AtGT-2ATGTL1ATGTL2DF1GmGT-2AMaGTL1a
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B
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标尺为 30 μm。Bar=30 μm.
图 4 香蕉MaGTL1a蛋白在烟草叶片表皮细胞中的亚细胞定位

Fig. 4 Subcelluar localization of MaGTL1a in tobacco leaf epidermal cells

图 5 MaGTL1a在酵母内的转录活性分析

Fig. 5 Transcriptional activity of MaGTL1a in yeast cells

（内源乙烯释放）而显著提高，在自然成熟的21 d、丙
烯催熟的 3 d和 1-MCP延缓成熟的 33 d达到最大

值，分别为 0 d时的 100、49和 75倍（图 7）。以上结

果表明，MaGTL1a受（内源）乙烯上调诱导，并可能

在香蕉果实成熟过程中起到调节成熟的作用。

2.5 MaGTL1a启动子活性分析

为了深入了解MaGTL1a调控香蕉果实成熟的

作用机制，进一步分离其启动子。从表2可以看出，

MaGTL1a启动子含有丰富的顺式作用元件，包括低

温应答的元件（核心序列为CCGAAA）、响应生长素

的TGA元件（核心序列为AACGAC）、响应赤霉素的

GARE元件和P-box元件（核心序列分别为AAACA⁃
GA和CCTTTTG）、响应茉莉酸的CGTCA-motif（核心

序列为CGTCA）、WRKY的结合元件W-box、MYB的

结合元件等。并且MaGTL1a启动子含有1个乙烯反

应 元 件 ERE（核 心 序 列 为 ATTTCAAA），推 测

MaGTL1a启动子可能响应乙烯诱导。

利用DLR系统（图 8-A），通过在烟草BY2原生

质体瞬时表达MaGTL1a pro-pGreenII 0800-LUC来

研究MaGTL1a启动子活性（图 8-B）。结果显示，瞬

时表达MaGTL1a pro-pGreenII 0800-LUC后的 BY2
原生质体经乙烯利处理后的报告基因表达量显著高

于未处理的对照，约为对照的 3.1倍，表明MaGTL1a

启动子可能受乙烯激活，与MaGTL1a在香蕉果实成

熟过程受乙烯诱导一致，进一步说明MaGTL1a可能

参与香蕉果实成熟调控。

明场Bright field 暗场Dark field 叠加场Merge

35S::GFP

35S::MaGTL1a-GFP

Transcriptional activity
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A. 瞬时表达分析载体；B. 相对 LUC 荧光酶活性与 REN 荧光酶活性比值代表的 MaGTL1a 转录活性。

A. Constructs used in the transient expression assay; B. Transcriptional activity of MaGTL1a as revealed by relative LUC/REN ratio.
图 6 MaGTL1a在植物体内转录活性分析

Fig. 6 Transcriptional ability of MaGTL1a in planta

图 7 MaGTL1a在 3种不同成熟进程的香蕉果实中的表达

Fig. 7 Expression level of MaGTL1a in banana fruit with three different ripening characteristics

表 2 香蕉MaGTL1a启动子元件分析

Table 2 Analysis of main regulatory motifs of MaGTL1a promoter

元件名称 Cis-acting element name
W-box
MYBRS
CGTCA-motif
ERE
GARE-motif
LTR
MYBS
TGA-element
P-box

序列 Sequence
TGAC
AACCA
CGTCA
ATTTCAAA
AAACAGA
CCGAAA
CAACTG
AACGAC
CTTTTG

位置 Location
27(+); 657(+)

902(+);
1 013(+)
412(-)

1 089(+)
1 234(+)
943(-); 1 007(+)
14(+);288(+)

423(+)

作用 Function
WRKY识别位点 WRKY binding site
MYB识别位点 MYB binding site
茉莉酸响应 Jasmonic acid-responsive
乙烯响应元件 Ethylene-response element
赤霉素响应元件 Gibberellin-responsive element
低温应答 Low temperature-responsive
MYB识别位点 MYB binding site
生长素响应 Auxin-responsive
赤霉素响应元件 Gibberellin-responsive element

注：+表示在正义链上；-表示在负义链上。

Note：+ indicated at the positive-sense strand;- indicated at the negative -sense strand.
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3 讨 论

Trihelix是植物最早发现的转录因子之一，因其

保守结构域含有3个串联的α-螺旋而得名。目前报

道 trihelix转录因子在植物光形态建成、不同器官如

花、气孔、表皮毛、胚胎和种子等发育过程，以及在冷

胁迫、干旱胁迫、盐胁迫和病害等非生物和生物胁迫

反应中起着重要调控作用[14]。但目前有关果实成熟

衰老相关 trihelix转录因子的分离及其调控机制的

研究较少。笔者从香蕉果实成熟表达谱中筛选了一

个 trihelix转录因子，并命名为MaGTL1a。生物信息

学分析表明，MaGTL1a属于GT-2亚族，并具有该亚

族典型的结构特征，即包含 2个 trihelix 保守结构

域 。 与 其 他 报 道 的 trihelix 转 录 因 子 [29] 类 似 ，

MaGTL1a也主要定位于细胞核内，表明MaGTL1a可
能在细胞核内参与调控下游基因的转录。与本研究

结果不同的是，拟南芥GT-4则定位在细胞质和细胞

核区域 [30]，这可能与GT-4行使其他功能有关。此

外，MaGTL1a在酵母和植物细胞内具有转录激活活

性，暗示MaGTL1a可能作为转录激活子激活果实成

熟相关的下游基因的表达。有趣的是，拟南芥At⁃
GT2L在酵母体内也具有转录激活能力，并且该激活

能力位于N端（1~383 aa）[31]，而GT-4的转录激活能

力位于C端（114~373 aa）[30]。

本研究发现，MaGTL1a在香蕉 3种不同成熟进

程中，表达均随着香蕉果实成熟进程而增强，推测

MaGTL1a 受（内源）乙烯诱导上调表达。另外，

MaGTL1a启动子含有乙烯反应元件，并且受乙烯诱

导激活，与它的转录水平一致，进一步证实了 trihelix
转录因子不仅参与植物器官生长发育，而且还参与

果实的成熟衰老调控，拓展了 trihelix转录因子的生

物学功能研究领域。转录因子参与果实成熟主要是

通过转录调控一系列下游靶基因的表达，后续试验

如挖掘MaGTL1a的下游靶基因等将会对揭示 trihe⁃
lix转录因子调控果实成熟机制非常有意义。值得

注意的是，拟南芥 trihelix转录抑制子ASR3被MPK4
磷酸化修饰后，增强了其DNA结合能力从而促进

ASR3对下游靶基因的抑制[32]。因此，香蕉MaGTL1a
是否存在翻译后修饰，及其对下游基因调控能力的

影响等，需要进一步研究。

4 结 论

香蕉 trihelix转录因子MaGTL1a是一个核定位

的转录激活子，在香蕉果实成熟过程中受果实成熟

和乙烯释放诱导而显著上调表达，推测MaGTL1a可

能参与香蕉果实成熟的调控，为采用分子生物学手

段调控香蕉果实成熟提供参考依据。
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