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香蕉果实 SMART eDNA文库的构建及 

利用 PCR方法筛选香蕉Actin2基因 

徐碧玉，苏 伟，张建斌，刘菊华，金志强 
(中围热带农业科学院生物技术研究所：热带作物生物技术国家重点实验室，海口571101) 

摘要 ：利用 SMART(switching mechanism at 5’end ofRNA transcript)技术，提取果实少量总 RNA，经 15-25轮 LD- 

PCR扩增获得全长 ds．eDNA，构建了海南主栽的食用香蕉巴西蕉 (Musa A从 Group Cavendish)果实的 eDNA文库。 

所构建的文库容量为 5X106 Pfu ml一1，重组率 93％。利用此 eDNA文库，采用 96孔板PCR法筛选香蕉 Actin2基因，测序 

结果显示，序列全长 1 723 bp，编码区长 1 134 bp，编码 378个氨基酸，与蝴蝶兰Actin2基因序列同源率达 83％，已递 

交GenBank，接受号692696。 
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The Construction of SM ART cDNA Library from Banana Fruit and 

the Screening of Actin2 Gene by Using PCR Method 
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Abstract： In this Paper， SMART (switching mechanism at 5’end of RNA transcript)was used in the 

construction of cDNA library of postharvested banana fi'uit．Total RNA was isolated from banana fruit after 

harvested for 2 days and cDNA was synthesized by using l 5-25 round LD-PCR (Long-distance PCR)．Full 

length of amplified ds··cDNA(Double··strained complement DNA)was obtained and used in the construction of 

cDNA library afterward．The capacity ofthe library was measured to be 5×10 Pfu mrI-with 93％ recombinant．A 

cDNA was amplified by using PCR with this library diluted in 96一well-plate as templates． The sequence of this 

CDNA shows 83％similarity to A ctin2 gene in the NCBI database(Accession No．692696)． 
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Actin2 gene 

香蕉为重要的热带水果，被联合国粮农组织确 

认为世界第四大粮食作物【l1。香蕉果实是典型的呼 

吸跃变型，具有明显的后熟阶段且不耐储藏[21。香蕉 

采后生理学与分子生物学研究表明，果实在后熟过 

程中涉及到复杂的生理生化变化[3oq。并有一系列新 

的基因表达[7_“】。为了深入、系统地研究香蕉果实成 
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熟的生理学与分子生物学机理，构建香蕉果实 

cDNA文库是非常必要的。 

香蕉果实富含淀粉、果胶、酚类及多糖物质，高 

质量、数量的 RNA的提取较为困难I 2]，影响所构 

建文库的基因片段的数量和长度。同时，常规建 

库方法用 oligo(dT)作引物反转录 SS—eDNA(Single— 
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strained complement DNA)，当mRNA较长或其 5’ 

端存在 二级 结构 时 ，反转 录 酶会提 前 终止 反 

转录，对应于 mRNA 5’端的信息会丢失，较难获得 

全长cDNA，使文库的质量大受影n~[13]。本实验采用 

CLONTECH公司的 SMART技术构建香蕉果实 

cDNA文库 ，该方法是基于 PCR基础上的一种 

cDNA合成的文库构建方法，其特点是用少量总 

RNA (50一l 000 ng)经 l5—25轮 LD．PCR (Long． 

distance PCR)扩增即获得几微克的全长 ds．cDNA 

(Double．strained complemant DNA)，同时保持了原 

始信息[14]1。该技术产生的SS．cDNA富含 mRNA完整 

的 5’非翻译区 (Untranslated region，UTR)，也省略 

了合成接头的连接、甲基化等操作步骤，更易获得 

全长基因[ ]。 

传统的从文库筛选 目的基因的方法为噬菌斑 

原位杂交，该方法工作量大、刷期长，费用高，须用 

同位素标记，且假阳性克隆数量较多 ；而 PCR筛 

选方法利用了PCR反应快速、灵敏的特点，使筛选 

时问大大缩短，筛选的准确性明显提高旧。本文介绍 

采用 SMART技术构建香蕉果实 cDNA文库，并与 

PCR技术相结合筛选目的基因的方法，目的是建立 
一

种高质量、快速构建 cDNA文库及筛选方法，为 

研究从文库中快速筛选与香蕉果实发育相关基因 

提供科学依据，为研究与果实后熟相关基因的功能 

奠定基础 。 

肌动蛋白(Actin)是微幺幺的结构成分，广泛存 

在于真核细胞中。该基因为多基因家族[18-20]，根据表 

达部位的差异分为营养和生殖两种类型[21]，营养型 

只在幼苗、成熟植株的根、茎、叶及花器官复合体的 

某些部位表达；生殖型则在生殖器官如花、胚珠、种 

子及果实等部位表达。最新的研究表明Actin基因 

还在信号转导过程 中具有信号感受和应答的作 

用 。本文从香蕉果实 cDNA文库中筛选到Actin2 

基因，今后将通过对该基因功能的研究，进一步揭 

示该基因与香蕉果实发育间的关系。 

1材料和方法 

1．1植物材料 

香蕉为巴西香蕉(Musa AAA Group Cavendish)， 

采 自中煤绿原农业开发公司海南临高美台香蕉种 

植基地。果实采后于25℃下放置48 h。 

1．2试剂 

SMARTTM PCR cDNA Library Construction Kit 

为 CLONTECH Laboratories Inc．产品，MaxPlaxTMk 

噬菌体包装蛋白购 自Epicentre公司，RNA提取试 

剂购 自Sigma公司，其它试剂均为分析纯或化学 

纯。 

1．3 RNA提取 

香蕉果实 RNA提取方法参照 wan 的热硼酸 

法 。 

1．4 SMART cDNA 文库构 建 

根据试剂盒提供方法合成第一链 cDNA和被 

PCR放大的第二链 cDNA。然后经过蛋白酶 K消 

化，Sfi I酶切，过柱分离并收集大于 500 bp的双链 

cDNA。和载体 hTriplEx2的左右臂在 l 6"C下连接 

过夜。最后按照 Epicentre公司提供的MaxPlaxTMk 

噬菌体包装蛋白说明书进行包装。 

1．5文库质量检测 

按照 SMARTTM PCR cDNA Library Construction 

Kit说 明书的方法检查文库的滴度 。将包装得 

到的cDNA文库按 l：5，l：l0，l：l 5，l：20进行稀释， 

然后各取 l l与用 l0 mmol／L硫酸镁重悬过夜培 

养 的大肠杆 菌 XL1．Blue 0．2 ml混合，37。C吸 附 

1 5 min。再与含 有 IPTG(Isopropy1．B．D．Thiogalac． 

toside 50 Ixg ml )和 X．gal f5．Bromo．4．Chloro．3． 

Indolyl—p—Galactoside 50 g ml )的 5 ml上层琼脂混 

匀，倒在经过 37℃放置 1 h的 LB(Luria．Bertani 

medium)平板上，37~C培养 l0 min，然后将其倒置 

在 37。C温床培养 6—8 h，待噬菌体长出后，计数蓝白 

噬菌斑，计算香蕉果实cDNA文库滴度。 

随机挑取 10个噬菌斑与大肠杆菌BM25．8环 

化培养，铺平板。挑取经环化的大肠杆菌单菌落，提 

取质粒 DNA，进行 PCR扩增以检验文库质量。 

1．6利用 96孔板 PCR法从文库筛选香蕉 Actin2基 

因 

利用我们构建的香蕉采后 48 h与 0 h果实抑 

制缩减文库(Suppression Subtractive Hybridization， 

SSH)中获得的 Actin2基因片段序列(521 bp)设计 

5’和 3’引物 。5’primer：TGTCGCAATTCAGGC． 

AGTC；3’primer：GCCAACATGGTTGATCCACC。 

以该香蕉果实 cDNA文库为模板进行 PCR反 

应。反应体系：1 Ixl cDNA库液；1 Ixl 10 Ixmol／L 5’ 

引 物 ；1 Ixl 10 Ixmol／L 3’引 物 ；2．5 l 10 xPCR 

buffer；0．5 l 10 mmol／L dNTP；0．5 polymerase 
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c5U )， 水 25 1反 条件：94=c变‘ 3min： 

94"C 45 s．58℃ 45 S．72℃ I 50min，30改艄lf1I；72℃ 

延伸 10min 

PCR一 ：物绎 1僵琼晰槠凝胶 脉，执得大小约 

520 bp 1'1'9条 _̈f 凡 、十̈ I J llj将 1 I f‘ 液 

稀释 的俯毁． lj』f．述 PCR反l ．啼选能⋯日 

的带的最 尺稀秆 情数 ． 

筇 轮 96扎扳筛选：参照 豫 膏法 I 取域 

凡怖 秆 倍数 f I1 液 l ． ．JJlI 400 1． 

f x L】．blue)灌 ，37℃培拌 30 I'rlin 然J 在96扎 

1挝培 球板的母孔 l1八250 LB跻液和 4 嗡 

体 l宿 1-茼混合液 37℃培乔液 l*墉非板放八 

37℃摇l}来，I 5()r rnirt 培猝 8 9 h．嫩 9̂ 丁L扳 剁的 

母扎培养做 s 惺 j，l 雠列晌 台搬作楼板进" 

PCR反 ，反惠条什 从文,ffl~·{ 选 _lfl勺”段,fll 

同 根 列f1~1 PCR 。，果，筛选；1 I一 ．以阳- ．列 

的符孔被n 挂扳 重 述PCR，挪越 性扎。 

．轮 96扎扳筛选：第 轮筛选⋯的m性扎 

I【l勺溶液作怖秆倍数筛选 ．J『拨以} 进行第一轮 

列 I』孔 的 选 ． 

经过 ．轮96孔扳筛选，将 扎的溶液稀释 

1o0倍铺’ 扳，随即挑收拙市的噼l 伟提墩 DNA， 

以此DNA为幞板逊t J PCR b己应．反l遁条件同 J 

筛选卜j的啦 体，经 J人JJ身Il=1_ BM25 8 sq,,P~J8：养 

后送 I．脚 物技术彳『 公刊删序， 

2结 年̈分析 

2．I香蕉果实 RNA提取 

RNA质【I}的高低亢接影illi,J．,p~d矬史 的质量。提 

墩的香燕 吱 RNA纤 I％琼脂杯}凝胶电泳观察， 

RNA觅粘， 紫外分光圪艘 t删定总RNA含量为 

2 3 gtel。、OD IOD 为 】．86，丘 DNA、蛋 白质污 

染，满足反转录 eDNA的需要( ¨． 

i刮 I 、总 RNA }U 

Fig l E1cctr ph0 t。gm n1 ufIotM RNA I'i'lliu banana liu 

2．2连接产物的体外包装和效价分析 

包装 的连接， 物，形成 r携带外源 eDNA片 

段的完整I艨茼体，以小I 浓J变的慌 体侵染受体前 

(大且身十r菌 XLI—bllie)，涂 在龠彳丁X—gal和 IPTG 

fn LB‘r板 形成监笆年̈透 r!l J菌蜥 ( 2) 从透明 

数量计算此文l4-的滴度为 5×]0 P ml一，五 l牢 

93徭 随 挑取透llJJ噬阿娜．提墩质粒，粹 PCR鉴 

定．插 入"段大小在 500一I 800 bp(罔 3)，平均大 

小尢 l 200 bp ：̂彳l。 

2 再熊 eDNA ≈J 

Fig 2 eDNA library
．

ofbanana fruit 

( 头a} ⋯性 j~lTJ{精 b̈  R】中兰 Blue spotlarrow a)． 

and Iransparent ot[a玎0w b)reprcsenl negative and positive clones 

respc'cfively 

我 J构建的香蕉果实sMART eDNA文库 

利用其独特的蓝白筛选，计算出l掬建的文库阳性率 

为 93％，符合建库要求 试剂盒提供的环化大肠杆 

菌BM25．8 j噍 体混合培养既可使几的片段通过 

内切连接酶的作用直接连接到大肠杆菌载体上，用 

于测序．省去 r传统文库中需要酶切、连接、转化等 

步骤 

2．3 PCR筛选 cDNA文库 

以库液为摸板，扩增出日的摹 片段．大小为 

520 bp左 (图4) 稀释 l00倍库液经过两轮 96 

扎板 PCR筛选 (图 5)，获得 了经过富集的含有大 

最 陛噬 体的孔 (噬菌体)液。取第二轮 D孔的 

噬菌体液铺甲板，随机挑取了20个单独噬菌斑，与 

^肠杆 BM25 8环化培养，环化后的菌液涂平板， 

每板挑墩单菌落，提取质粒DNA．经 PCR鉴定，选 

取几的皋[捌屯隆进行删序 

96孔板PCR筛库法，利用 PCR快速、灵敏的 
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3 i．il~舒⋯ 陋 PCR持洲1 

l"ig 1 P(R~cpzening ofparhal positive clones 

M：DL21)0nMarker=l IK [fl 蠕定 [dentificalion ofposilive clones 

第 【3卷 

4 ll lI段 PCRIb_诛 

Fi 4 ¨ cc【r0pl_。瞅 0 oftarget 

gene ffagmcnt by PCR 

M ．I)L2000 M &rker： 

1： f n2 ⋯ l均JI断 

rhe fragment 0I A，li,t2 gene 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1l 12 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 

前 】轮 州 l 

Fhe ri rst round ot Ifne l R 

第 g轮列I-ER 

The Second round nf 1 i rio l CR 

A B C D E F G H A B C 13 E F G H 

瓤 J轮孔 PCR 

[he I I r t r{lnntl【l{ w l1 PCR 

第2轮扎 PCR 

he gec c~nd round 01 wel【 PER 

5 9ri扎 啼选H j 浊I 

g 5 E【cc1r0Ph0rc【0gram oftarget gene by using 96一'~ell—plate~creening m~lhod 

特J ．儿经过曲轮 PCR就将 I If1"2 J 因cDNA富集 

剑较I 水 ，惟个j』 Jl需 2 d叫I'll J： 时PCR所 

JI J DNA埭台耐价格便。 ， ‘Jf0统的标记探针 

杂交 选 比 符lll』．省钱． _l_ll_ r1的基 充降 

『_lcJ寓集，获料的闭- 兜降牢较l 

2．4 Actin 2基园测序 

删序结粜 ，序列的 K 1 723 bp 编 

长度为 Il34 b p_ 递交OcnBank，接受号692696 

fAccession No．692696) 进 行 BLASTn比较 ， 

编码Ix 编号AF24671 5(蝴蝶 ¨tin2)及编 

AY096397(拟向粹A sin2) f 列『刊源率分别为 

83％取I 8I皤一图6)．浚攮 编码378个氨堆暧 对 

A ctin2牡 的研究仪 讨 南 中 报道，与根毛的 

发 自关 我们允隆的香蕉A tin2螭因最_}』J的 

段柬白丁采后 剌果实抑制缩减文库，-坟推 

测其在 发育过程中 柏 定的件}n，其功能 

待进 步删究验证 
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1 ATGGCGGACGATGGATATATCCAGCCTCTTGTTTGTGACAATGGTAcTGGAATGGTCAAGGC rGGATTTGcTGGTGATGATGC 

士 ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 ATGGCGGACGTTGATGATATTCAGCCTCTTGTTTGCGATAATGGAACTGGAATGGTTAAGGCTGGATTTGCTGGTGATGATGC 

1 ACCTAGAGCAGTGTTTCCCAGTATTGTTGGCAGACCTCGTCACACTGGTGTTATGGTTGGGA'IW~ GCCAAAAAGATGCTTACG 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 ACCCAGAGCTGTGTTCCCAAGCATTGTAGGCCGACCTCGTCACACTGGTGTCATGGTTGGCATGGGCCAAAAGGATGCTTATG 

l TTGGTGATGAAGCTCAGTCCAAGAGAGGTATCCTCACCrI'，rGAAGTATCCAATCGAGCACGGAATTGTGAGCAATTGGGATGAC 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 TGGGAGATGAAGCTCAATCTAAAAGAGGTATCCTAACCTTGAAATATCCTATTGAGCACGGAATTGTAAGCAACTGGGATGAT 

1 ATGGAAAAGATTTGGAATCACACCTTTTGCAATGAGCTCCGTGTAGCTCCTGAGGAGCACCCGATCCTTTTGACTGAGGCTCC 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 ATGGAA芦LAGAfrT个GGCATCACACCTT1 -ACAACGAGCfrCCGfrG个frGCCCCTGA0GAGCACCCTGTACfrCTTAAC个GAAGCCCC 

l rCTTAATCCCAAGGCTAACAGAGAGAAGATGACTCAGATCATGTTTGAAAGTTTTAATG I'GCCTGCAATGTA rGTCGCAATTC 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 TCTCAATCCCAAGGCAAACAGAGAAAAGATGACGCAGATTATGTTTGAGACTTTCAACGTGCCTGCCATGTATGTTGCCATTC 

1 AGGCAGTCCTTTCCCTCTATGCTAGTGGCCGAACAACTGGTATCGTGCTGGACTCTGGTGATGGTGTCAGCCATACTGTTCCC 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 AAGCTGTTCTTTCCCTATATGCTAGTGGCCGTACAACTGGTATTGTACTCGA'ITCTC4~TGATGGTGTCAGTCACACCGTTCCT 

1 ATTTATGAAGGATATGCACTACCTCATGCCATTCTCCGTTTGGATCTTGCTGGCCGTGATCTCACGGATGCACTCATGAAGATC 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 ATTTATGAGGGTTATGCACTTCCTCATGCCATCCTTCGATTGGACCTGGCTGGCCG-GGACCTCACAGACTCATTGATG~ TA 

1 CTTACAGAGAGAGGTTATTCGTTCACTACAACTGCAGAACGGGAAATTGTAAGGGACATAAAAGAGAAGCTTGCATATGTAGCC 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 CTCACTGAGAGAGGATACTCTTTCACAACCACTGCGGAGCGTGAAATTGTTAGGGACATCAAGGAGAAGCTAGCCTATGTAGCC 

1 CTTGATTATGAACAGGAGCTGGAGACTGCCAAGACTAGCTCTGATGTGGAGAAGAGCTTTGAACTCCCAGATGGGCAGGTCATT 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 CTTGATTATGAGCAAGAGCTGGAAACTTCCAAGAGCAGCTCTTCAATAGAAAAAAGCTACGAGCTTCCCGATGC4~CAGGTTATT 

1 ACTATTGGTGCTGAGAGATTTAGGTGCCCGGAGGTCCTCTTCCAGCCATCATTGATT~ ATGGAAGCTGCTGGAATCCATGAG 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 ACTATTGGGGCTGAGAGATTCAGGTGCCCCGAGGTTCTCTTCCAGCCATCTCTGATTGGAATGGAAGCTGCTGGCATCCATGAG 

1 ACCACATATAATTCCATTATGAAATGTGATGTTGATATCAGGAAAGATTTGTAT~ AACATCGTGCTCAGTGGTGGATCAACC 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 士 
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1 GAGTACGAG~ TCTGGCCCAGCAATTGTCCATCGGAAATGCTTCTGA 

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 

2 GAGTATGATGAATCTGGTCCAGCTATTGTCCATAGGAAATGCTTCTGA 

图6香蕉与蝴蝶兰Aetin2同源性比较 

Fig．6 Identity comparison ofActin2 gene ofbanana with that ofPhalaenopsis 

h香蕉 Banana；2：蝴蝶兰Phalaenopsis； 不同核苷酸The different nucleotides 
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