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　 　 摘要:根据已构建苦瓜果实均一化文库中获得的 １ 个与 β￣Ｇａｌ 基因相关的 ＥＳＴ 序列ꎬ采用经 ３′ＲＡＣＥ 技术ꎬ克隆获得 １ 个

苦瓜 β￣Ｇａｌ 基因的 ｃＤＮＡ 序列 ＭｃＧＡＬꎬ全长为 ２２６１ ｂｐꎬ开放阅读框 ２１６０ ｂｐꎬ编码 ７１９ 个氨基酸ꎮ 该基因在 ＧｅｎＢａｎｋ 基因数据

库的登录号为 ＡＦＤ５４９８７ １ꎮ 应用生物信息学软件对 ＭｃＧＡＬ 氨基酸序列分析表明ꎬＭｃＧＡＬ 含有糖苷水解酶家族 ３５ 的保守结

构域 Ｇ￣Ｇ￣Ｐ￣[ＬＩＶＭ] ￣ｘ￣Ｑ￣ｘ￣Ｅ￣Ｎ￣Ｅ￣[ＦＹ]ꎬＣ 端不含凝集素结构域ꎮ 二级结构显示ꎬ该酶含有 α￣螺旋 (１９ ８９％ )、伸展链

(２６ ９８％ )、β￣转角(６ ５４％ )和无规卷曲(４６ ５９％ )ꎮ ＭｃＧＡＬ 氨基酸序列与鹰嘴豆、苜蓿、绿豆、大豆、羽扇豆的氨基酸序列的

同源性分别达到 ７３％ 、７３％ 、７３％ 、７２％和 ７１％ ꎮ 亚细胞定位结果表明ꎬＭｃＧＡＬ 定位在线粒体膜上ꎮ 荧光定量结果表明ꎬＭｃ￣
ＧＡＬ 在果实绿熟期表达量最高并随之下降ꎬ该基因可能与果实成熟软化初期相关ꎮ
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　 ６ 期 高　 山等:苦瓜果实 β￣半乳糖苷酶基因的克隆、表达及亚细胞定位

苦瓜(Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｃｈａｒａｎｔｉａ Ｌ. )是葫芦科苦瓜属

的一个栽培种ꎬ以鲜食嫩瓜为主ꎬ在我国、日本、印度

和东南亚各国均有种植ꎬ是夏季重要的瓜类蔬菜之

一[１]ꎮ 但是苦瓜为呼吸跃变型果实[２]ꎬ果实采收后

极易发生软化、果肉变黄并迅速腐烂的现象ꎬ从而丧

失商品价值ꎬ成为制约苦瓜产业发展的一个大难题ꎮ
因此ꎬ延缓苦瓜果实的成熟软化ꎬ提高苦瓜采后货架

期是十分必要的ꎮ
β￣半 乳 糖 苷 酶 ( β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅꎬ β￣Ｇａｌꎬ ＥＣ

３ ２ １ ２３)是一个与细胞壁降解相关的酶ꎬ能够从

β￣半乳聚糖支链非还原末端切除 β￣半乳糖残

基 [３] ꎬ既能降解果胶和半纤维素ꎬ又能降解糖蛋

白和糖脂ꎬ使细胞壁中一些组分变得不稳定ꎬ促
使细胞壁膨胀进而软化 [４] ꎮ 不仅为植物的快速

生长发育释放储存的能量ꎬ还参与衰老进程中细

胞壁降解ꎬ以及多糖和细胞壁组分的代谢循环过

程中多糖、糖蛋白以及半乳糖脂末端半乳糖残基

的水解ꎬ释放游离半乳糖ꎮ 在种子、幼苗、花粉和

果实等植物生长发育各阶段均可以检测出 β￣半
乳糖苷酶的活性和基因的表达ꎮ 研究表明ꎬβ￣Ｇａｌ
基因表达量随着苹果的软化而增加 [４] ꎬ并与日本

梨的软化密切相关 [５] ꎬ至少有 ７ 个番茄 β￣半乳糖

苷酶基因在果实发育过程中表达 [６] ꎬ其中 ＴＢＧ４
可能对果实软化起重要作用ꎬ在转基因番茄中ꎬ
通过反义 ＲＮＡ 技术抑制 β￣半乳糖苷酶( ＴＢＧ４)
的表达ꎬ番茄的果实硬度增加[７]ꎮ 人们还相继从草

莓[８]、脐橙[９]、猕猴桃[１０]、桃[１１]、番木瓜[１２]、香蕉[１３]

和枣[１４]等果实中克隆出与软化相关的 β￣Ｇａｌ 基因

并进行了相关的研究ꎬ但目前苦瓜中未见该基因的

相关报道ꎮ
本试验从已构建的苦瓜果实均一化文库中获得

目标基因 ＥＳＴ 序列ꎬ以此为基础ꎬ通过 ３′ＲＡＣＥ 克隆

该基因的全长ꎬ通过对其序列、亚细胞定位和表达模

型的分析ꎬ旨在从分子水平阐明苦瓜果实成熟软化

机制ꎬ为控制苦瓜采后软化提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

本试验以福州市蔬菜科学研究所的苦瓜强雌性

系 ２４￣Ｋ 为材料ꎬ于 ２０１１ 年 ３ 月 ７ 日种植于福州市

闽侯南通镇试验地ꎬ６ 月 ２ 日采收苦瓜结果盛期授

粉后 １ ｄ 果实、授粉后 ５ ｄ 果实、授粉后 １０ ｄ 果实和

授粉后 １８ ｄ 果实ꎮ
ＲＮＡ 提取剂 Ｔｒｉｚｏｌ 购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ试验中

均一化文库构建的试剂盒 ＳｍａｒｔＴＭ ｃＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 和 ＬＡ Ｔａｑ 购自 Ｃｌｏｔｅｃｈ 公司ꎻ逆转

录酶、菌株 ＤＨ１０Ｂ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＤＳＮ 酶购自

Ｅｖｏｒｇｅｎ 公司ꎮ ＰＣＲ 引物由华大生物公司合成ꎻ目
的基因片段回收与 Ｒｅａｌ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ( ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)
ＰＣＲ 试剂盒购自天根生化科技有限公司ꎮ 菌株

ＤＨ５αꎬ亚细胞定位载体 ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋ ＧＦＰꎬ由本实

验室保存ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 果实成熟软化处理　 采收同一时期人工授

粉、相同生长节位、大小一致的商品瓜(授粉至采

收 １８ ｄ)放在保鲜盒中室温放置ꎬ进行成熟软化处

理ꎮ 设置 ４ 个处理ꎬ(１)对照:授粉 １８ ｄ 后果实ꎬ
即商品成熟绿果期ꎻ(２)１ / ４ 果实转黄:瓜蒂端颜色

由翠绿色转为浅黄间绿色ꎬ转色面积达 １ / ４ 果面ꎬ即
软化初期ꎻ(３)１ / ２ 果实转黄ꎻ(４)果实全部转黄ꎮ
将上述样品ꎬ切成 ０ ５ ~ ０ ８ ｃｍ３ 的小块ꎬ用液氮速

冻ꎬ放置 － ８０ ℃冰箱备用ꎮ
１ ２ ２　 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法分

别提取不同成熟软化处理、以及授粉后 １ ｄ、５ ｄ、
１０ ｄ和 １８ ｄ 果实总 ＲＮＡꎬ利用紫外分光光度计检测

ＲＮＡ 浓度和质量ꎬ按照 ＴａＫａＲａ 第 １ 链合成试剂盒

说明ꎬ使用 ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)引物合成单链 ｃＤＮＡ 用于荧光

定量 ＰＣＲꎬ单链 ｃＤＮＡ 置 － ８０ ℃保存备用ꎮ
１ ２ ３　 苦瓜果实均一化 ｃＤＮＡ 文库的构建　 参照

郑鸿昌[１５]方法ꎬ以苦瓜 １ / ４ 转黄时的果实为材料ꎬ
采用 ＤＳＮ 均一化与 ＳＭＡＲＴ 技术相结合ꎬ构建苦瓜

果实均一化全长 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 经检测ꎬ该文库的转

化效率为 ３６０ 万个菌落 / μＬ 连接产物ꎬ其平均插入

片段大小为 １ ４ ｋｂꎬ重组率为 ９８. ０％ ꎮ 经菌落检测

后ꎬ随机挑取 ７６８ 个 ｃＤＮＡ 克隆ꎬ提取质粒 ＤＮＡꎬ送
上海英骏生物技术公司以 Ｍ１３Ｆ 测序引物进行单次

测序[１６]ꎮ
１ ２ ４　 ＭｃＧＡＬ 基因克隆　 测序完成后ꎬ对获得的

ＥＳＴ 序列在 ＮＣＢＩ 数据库中进行同源核苷酸和蛋白

序列对比ꎬ并进行注释及功能分析ꎮ 根据测序结果ꎬ
获得 １ 个可能与 β￣Ｇａｌ 基因相关的 ＥＳＴ 序列ꎮ 对该

ＥＳＴ 在 ＮＣＢＩ 数据库中进行核苷酸的同源比对发

现ꎬ该 ＥＳＴ 的 ３′端不完整ꎬ根据获得的 ５′端序列设

计了一条正向的 ３′ＲＡＣＥ 引物 ＭｃＧＡＬ￣５￣Ｐꎬ与文库

构建的 ３′接头引物 ３ＤＳＨ２ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ将获得

的目 的 条 带 进 行 胶 回 收ꎬ 克 隆 到 ＴＡＫＡＲＡ 的

ｐＭＤ１８￣Ｔꎬ筛选出阳性克隆ꎬ再由上海英骏生物技术

公司测序ꎮ
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１ ２ ５ 　 ＭｃＧＡＬ 基因生物信息学分析 　 用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ 软件拼接序列ꎬ利用 ＤＮＡＳｔａｒ 的 ＥｄｉｔＳｅｑ 程序

分析克隆序列ꎬ由在线软件 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 寻找最大开

放阅读框ꎬ设计 ｃＤＮＡ 全长引物 ＭｃＧＡＬ￣ＯＲＦ￣Ｆ 和

ＭｃＧＡＬ￣ＯＲＦ￣Ｆꎬ进行 ｃＤＮＡ 全长 ＰＣＲ 扩增ꎬ将获得

的目的条带进行胶回收、测序及验证ꎮ 根据 Ｂｌａｓｔｎ
和 Ｂｌａｓｔｐ(ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)
对核苷酸和蛋白质序列进行同源性分析ꎻ采用 Ｍｅｇａ
５ ０１ 软件绘制系统进化树ꎻ利用在线软件 ＳＯＳＵＩ、
Ｓｉｇｎａｌ ３ ０、ＴＭＨＭＭ、ＴａｒｇｅｔＰ １ １、ＳＯＰＭＡ 等(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ)ꎬ分析 ＭｃＧＡＬ 的蛋白结构、疏
水性、跨膜结构、磷酸化位点以及二级结构ꎮ
１ ２ ６　 ＭｃＧＡＬ 基因亚细胞定位　 根据获得的全长

序列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ３ 软件设计引物 ＭｃＧＡＬ￣ＧＦＰ￣Ｆ 和

ＭｃＧＡＬ￣ＧＦＰ￣Ｒ 分别带有酶切位点 ＸｂａⅠ/ ＫｐｎⅠ的

引物ꎬ扩增 ＭｃＧＡＬ 基因完整的开放阅读框ꎬ将扩增

产物回收纯化后ꎬ连接到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体上ꎬ用 ＸｂａⅠ
和 ＫｐｎⅠ双酶切处理ꎬ回收目的片段ꎬ克隆到瞬时表

达载体 ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋ ＧＦＰ 上ꎬ 并转化到农杆菌

ＧＶ３１０１ 中ꎬ接着 ＰＣＲ 扩增以及酶切检测ꎬ筛选阳性

克隆ꎬ并对阳性克隆进行测序验证ꎮ 测序无误后ꎬ挑
取经 ＰＣＲ 检测含有目的质粒的单克隆农杆菌ꎬ
２８ ℃、１０ ｍＬ 摇菌 １２ ｈꎻ分光光度计检测菌液的

ＯＤ６００ꎬ用渗透培养基(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＭＥＳꎬ２００ μｍｏｌ / Ｌ ＡＳꎬｐＨ ５ ４)将 ＯＤ 值调至 ０ ８ꎬ然
后将调好 ＯＤ 值的菌液用不带针头的注射器注入本

氏烟草(Ｎ. ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)叶片下表皮ꎻ将注射过的烟

草放在温室正常生长 ３ ｄꎻ在激光扫描共聚焦显微镜

(Ｚｅｉｓｓ ＬＳＭ ５１０ ＭＥＴＡ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ)下观察

发光情况[１７]ꎮ
１ ２ ７　 ＭｃＧＡＬ 基因的表达分析 　 分别提取苦瓜

强雌系 ２４Ｋ 的不同成熟期的果实等组织的总

ＲＮＡꎬ以反转录的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ设计引物 ＭｃＧＡＬ￣
ＲＴ￣Ｆ 和 ＭｃＧＡＬ￣ＲＴ￣Ｒꎬ以苦瓜环素基因[１８] ( Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号 ＨＱ１７１８９７)ꎬ作为内参基因ꎬ其引物

为 ＭｃＣＹＰ￣ＲＴ￣Ｆ 和 ＭｃＣＹＰ￣ＲＴ￣Ｒꎬ研究 ＧＡＬ 基因在

果实不同发育时期以及不同成熟软化期的表达情

况ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析在 ＡＢＩ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上

进行ꎬ每个样品 ３ 次重复ꎮ ２０ μＬ ＰＣＲ 扩增体系

为:１０ μＬ ２ × Ｒｅａｌ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 混合液、５ ~ １０ ｎｇ ｃＤ￣
ＮＡ、上下游引物各为 ０ ５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 调至 ２０ μＬꎮ
反应程序为:９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 １５ ｓꎬ
６０ ℃退火 ３４ ｓꎬ４０ 次循环ꎮ 采用 ２￣△△Ｃｔ (Ｌｉｖａｋ)法

计算相对表达量ꎮ

表 １　 用于基因克隆和表达分析的特异性引物

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

编号 Ｃｏｄｅ 序列(５′￣３′)Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

ＭｃＧＡＬ￣５￣Ｐ ＣＣＡＡＧＧＡＴＧＧＧＴＴＡＧＴＧＧＡＧＣＡＡ

３ＤＳＨ２ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＴＣＡＴＣＴＡＴＧＴ
ＣＧＧＧＴＧＧＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＣＣＴ１５ＶＮ

ＭｃＧＡＬ￣ＯＲＦ￣Ｆ ＡＴＧＴＣＡＡＡＧＴＧＴＧＴＧＣＴＧＴＴ

ＭｃＧＡＬ￣ＯＲＦ￣Ｒ ＣＴＡＴＧＧＧＧＡＣＣＴＣＴＴＡＡＣＣＡ

ＭｃＧＡＬ￣ＧＦＰ￣Ｆ ＴＣＧＡＴＡＡＴＧＴＣＡＡＡＧＴＧＴＧＴＧＣＴＧＴＴ

ＭｃＧＡＬ￣ＧＦＰ￣Ｒ ＡＣＴＡＧＴＣＴＡＴＧＧＧＧＡＣＣＴＣＴＴＡＡＣＣＡ

ＭｃＧＡＬ￣ＲＴ￣Ｆ ＴＧＧＡＡＴＡＣＣＣＡＡＴＡＴＧＡＣＣＴＡＣＣＡＣ

ＭｃＧＡＬ￣ＲＴ￣Ｒ ＧＡＡＡＧＣＣＡＣＣＡＡＡＡＴＧＡＡＣＴＡＡＣＣ

ＭｃＣＹＰ￣ＲＴ￣Ｆ ＧＧＣＡＡＡＣＣＣＴＡＡＡＧＴＴＴＴＣＴＴＣＧ

ＭｃＣＹＰ￣ＲＴ￣Ｒ ＧＡＴＧＡＧＣＣＣＴＴＧＴＡＡＴＧＡＡＧＴＧＧ

２　 结果与分析

２ １　 苦瓜 ＭｃＧＡＬ 基因 ｃＤＮＡ 全长的获得

从已构建的成熟软化期苦瓜果实均一化文库

中ꎬ随机选取 ７６８ 个克隆进行了 ５′端测序ꎬ获得 ６８４
条有效序列ꎬＥＳＴ 平均长度为 ７２６ ｂｐꎮ 通过注释及

功能分析ꎬ发现有 １ 个 ＥＳＴ 序列ꎬ与 β￣Ｇａｌ 基因存在

６１ ２％同源性ꎮ 以 ＭｃＧａｌ￣５￣Ｐ 和 ３ＤＳＨ２ 为引物ꎬ该
质粒为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ经测序、拼接和序列分

析ꎬ得到苦瓜果实的 β￣半乳糖苷酶基因 ｃＤＮＡ 全长

序列ꎮ 该序列全长为 ２２６１ ｂｐꎬ其 ５′端有 １３０ ｂｐ 的

非翻译区(５′ＵＴＲ)ꎻ３′端有 ３２４ ｂｐ 的非翻译区(３′
ＵＴＲ)ꎬ在终止子 ＴＡＧ 后含非常保守的 ＡＡＴＡＡＡ 序

列区域ꎬ片段末端含有 ｐｏｌｙ(Ａ)序列(图 １)ꎮ 根据

上述特征判断ꎬ获得了苦瓜 β￣半乳糖苷酶基因的完

整 ｃＤＮＡ 序列ꎬ命名为ＭｃＧＡＬꎬ其序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 登

记号为 ＡＦＤ５４９８７. １ꎮ
２ ２　 苦瓜 ＭｃＧＡＬ 氨基酸序列的生物信息学分析

经在线软件 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析ꎬＭｃＧＡＬ 的开放阅

读框为 ２１６０ ｂｐꎬ编码 ７１９ 个氨基酸ꎮ 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
软件预测所编码的蛋白质分子式为 Ｃ３６６４ Ｈ５５２６ Ｎ９４４

Ｏ１０３５Ｓ３１ꎬ相对分子量为 ８０ ３５ ｋＤꎬ理论 ｐＩ 值为

８ ３４ꎬ属碱性蛋白ꎮ
经 ＳＯＳＵＩ 分析发现ꎬＭｃＧＡＬ 是膜蛋白ꎬ有 １ 个

跨膜螺旋ꎮ 用 Ｓｉｇｎａｌ ３ ０ 预测该蛋白的跨膜区识别

信号肽的可信度达 ０ ９１８ꎮ 利用 ＴＭＨＭＭ 分析表

明ꎬ距 Ｎ 端 １ ~ ４ 位氨基酸位于膜内ꎬ５ ~ ２４ 位氨基

酸位于跨膜螺旋区ꎬ２５ ~ ７１９ 位氨基酸位于膜外ꎮ
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阴影表示糖苷水解酶家族 ３５ 的保守结构域

Ｔｈｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｙｌ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ３５ ｗａｓ ｐａｉｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｄｏｗ

图 １　 苦瓜 β￣半乳糖苷酶基因(ＭｃＧＡＬ)
全长 ｃＤＮＡ 序列及预测氨基酸序列

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ

ｃｈａｒａｎｔｉａ Ｌ. β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ

采用 ＴａｒｇｅｔＰ １ １ 预测 ＭｃＧＡＬ 氨基序列导肽表

明ꎬ该序列无叶绿体转运肽(０ ０１７)、线粒体目标肽

(０ ０８０)ꎬ可能含有分泌途径信号肽(０ ８７９)ꎮ 利用

ＮｅｔＰｈｏｓ ２ ０ 分析表明ꎬ该基因共有 ３３ 个磷酸化位

点ꎬ其中 １５ 个丝氨酸位点、１０ 个酪氨酸位点、８ 个苏

氨酸位点ꎮ
用 ＳＯＰＭＡ 软件对 ＭｃＧＡＬ 蛋白二级结构预测ꎬ

结果有 １４３ 个氨基酸参与了 α￣螺旋ꎬ占所有氨基酸

的 １９. ８９％ ꎻ有 １９４ 个氨基酸参与形成伸展链ꎬ占
２６ ９８％ ꎻ有 ４７ 个氨基酸参与 β￣转角ꎬ占 ６ ５４％ ꎻ有
３３５ 个氨基酸参与形成无规卷曲ꎬ占 ４６ ５９％ ꎮ

ＮＣＢＩ 保守域分析表明ꎬＭｃＧＡＬ 属于糖基水解酶

的 ３５ 基因家族(Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ３５)成员ꎬ
保守序列为 Ｇ￣Ｇ￣Ｐ￣[ ＬＩＶＭ] (２)￣ｘ (２)￣Ｑ￣Ｘ￣Ｅ￣Ｎ￣Ｅ￣
[ＦＹ] [９](图 １ 灰色方框部分)ꎮ 将 ＭｃＧＡＬ 与来自

１２ 个物种的 ２９ 个氨基酸序列比对ꎬ结果表明它们

之间存在较高的同源性ꎬβ￣Ｇａｌ 氨基酸序列间的 Ｎ
端序列相对较保守ꎬ而 Ｃ 端序列存在有无 ｌｅｃｔｉｎ 结

构域差异ꎮ 系统进化分析显示ꎬβ￣Ｇａｌ 被聚为 ３ 大

类群(图 ２)ꎬＭｃＧＡＬ 氨基酸序列与豆科植物 β￣Ｇａｌ 在
进化树中聚在第Ⅲ类中的一个分支中ꎬ这个分支中的氨

基酸序列Ｃ 端不含 ｌｅｃｔｉｎ 结构域ꎮ ＭｃＧＡＬ 氨基酸序列

与鹰嘴豆、苜蓿、绿豆、大豆、羽扇豆的氨基酸序列的同

源性分别达到 ７３％、７３％、７３％、７２％和 ７１％ꎮ
２ ３　 苦瓜 ＭｃＧＡＬ 基因的亚细胞定位

将 ＭｃＧＡＬ 的 ｃＤＮＡ 克隆到瞬时表达载体 ｐ￣ｓｕ￣
ｐｅｒ１３００ ＋ ＧＦＰ 上ꎬ经测序无误后ꎬ将 ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋
ＭｃＧＡＬ￣ＧＦＰ 载体与 ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋ ＧＦＰ 空载体分别

转化到农杆菌中并注射至本氏烟草叶片表皮中ꎬ通
过激光共聚焦显微镜观察ꎮ 结果如图 ３ 所示ꎬ转 ｐ￣
ｓｕｐｅｒ１３００ ＋ ＧＦＰ 空载体(对照)的烟草叶片表皮细

胞内ꎬ由 ｓｕｐｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅｒ 驱动的 ＧＦＰ 在细胞各个部位

均有表达ꎻ而转 ＭｃＧＡＬ ＋ ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋ ＧＦＰ 的烟草表

皮细胞内绿色荧光呈现较均匀的点状分布ꎬ从定位结

果中可以看出ꎬＭｃＧＡＬ 可能定位在线粒体中ꎮ
２ ４　 苦瓜 ＭｃＧＡＬ 基因的表达差异分析

荧光定量 ＰＣＲ 分析表明ꎬ在不同时期苦瓜果实

中均检测到苦瓜 ＭｃＧＡＬ 基因的表达ꎬ但表达量存在

显著性差异ꎮ 苦瓜果实在幼果期(授粉后 １ ｄ)、果
实膨大初期(授粉后 ５ ｄ)ＭｃＧＡＬ 基因的表达量较

低ꎬ果实膨大中期(授粉后 １０ ｄ)表达量较高ꎮ 苦瓜

ＭｃＧＡＬ 基因在商品成熟绿果期(授粉后 １８ ｄꎬＣＫ)表
达量最高ꎬ显著高于果实的其他阶段ꎬ差异有统计学

意义ꎮ 苦瓜 ＭｃＧＡＬ 基因随着果实成熟表达量逐渐

降低ꎬ在 １ / ４ 转黄的果实(成熟软化前期)中表达量

较高ꎬ显著高于成熟软化中后期的表达量ꎬ差异有统

计学意义ꎮ
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图 ２　 苦瓜 ＭｃＧＡＬ 与其他 β￣Ｇａｌ 同源基因的聚类分析

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＭｃＧＡＬ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ａ:融合蛋白 ＭｃＧＡＬ ＋ ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋ ＧＦＰ
在烟草叶片表皮细胞中的亚细胞定位ꎻＢａｒ:２０ μｍｏｌ / Ｌ

Ｂ:融合蛋白 ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋ ＧＦＰ
在烟草叶片表皮细胞中的亚细胞定位ꎻＢａｒ:２０ μｍｏｌ / Ｌ
Ａ:Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｃＧＡＬ ＋ ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋

ＧＦＰ ｉｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ. Ｂａｒ:２０ μｍｏｌ / Ｌ
Ｂ:Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ｓｕｐｅｒ１３００ ＋

ＧＦＰ ｉｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ. Ｂａｒ:２０ μｍｏｌ / Ｌ

图 ３　 苦瓜 ＭｃＧＡＬ 在烟草叶片表皮细胞中的亚细胞定位

Ｆｉｇ. ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｃＧＡＬ ｉｎ
ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ

１:授粉后 １ ｄ 果实ꎻ２:授粉后 ５ ｄ 果实ꎻ３:授粉后 １０ ｄ 果实ꎻ

４:授粉后 １８ ｄ 果实ꎻ５:１ / ４ 黄果实ꎻ６:１ / ２ 黄果实ꎻ

７:全黄果实ꎮ 大、小写字母分别表示差异达显著水平

(Ｐ < ０ ０５ 和 Ｐ < ０ ０１ )

１:Ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ １ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎬ２:Ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ ５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎬ

３:Ｆｒｕｉｔ ｏｆ １０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎬ４:Ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ １８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎬ

５:Ｆｒｕｉｔ ｄｕｒｉｎｇ ａ ｑｕａｒｔｅｒ ｙｅｌｌｏｗ ｓｔａｇｅꎬ６:Ｆｒｕｉｔ ｄｕｒｉｎｇ ｈａｌｆ ｙｅｌｌｏｗ ｓｔａｇｅꎬ

７:Ｆｒｕｉｔ ｄｕｒｉｎｇ ｙｅｌｌｏｗ ｓｔａｇｅ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ａｔ Ｐ < ０ ０１ ａｎｄ Ｐ < ０ ０５ ｌｅｖｅｌｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ４　 ＭｃＧＡＬ 在苦瓜果实不同成熟时期的定量表达

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｃＧＡＬ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｕｒｅ
ｓｔａｇｅ ｏｆ ｆｒｕｉｔｓ
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　 ６ 期 高　 山等:苦瓜果实 β￣半乳糖苷酶基因的克隆、表达及亚细胞定位

３　 讨论

本试验从课题组前期已构建苦瓜果实均一化文

库中获得的 １ 个与 β￣Ｇａｌ 基因相关的 ＥＳＴ 序列ꎬ通
过经 ３′ＲＡＣＥ 技术从苦瓜果实中克隆到 ＭｃＧＡＬ 基

因ꎬ氨基酸序列比对表明ꎬ该基因与已登录的其他物

种的同源性在 ７０％以上ꎬ说明该基因在物种进化上

具有较高的保守性ꎮ
研究表明ꎬ β￣Ｇａｌ 基因属于多基因家族ꎮ 植物

β￣Ｇａｌ 基因分为 ２ 个类群ꎬ其中类群Ⅰ的氨基酸序列

７１２ ~ ７３１ 个ꎬＣ 端不含凝集素结构域( ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｄｏ￣
ｍａｉｎ)ꎬ类群Ⅱ氨基酸序列 ８３２ ~ ８８８ 个ꎬＣ 端含凝集

素结构域ꎮ ＭｃＧＡＬ 基因编码 ７１９ 个氨基酸ꎬ包含有

该基因含有糖苷水解酶家族 ３５ 的保守结构域ꎬ但 Ｃ
端不包含凝集素结构域ꎬ结果表明 ＭｃＧＡＬ 基因属植

物 β￣Ｇａｌ 基因的类群Ⅰꎮ 氨基酸序列的同源性及系

统进化分析结果表明ꎬＭｃＧＡＬ 基因与豆科植物的 β￣
Ｇａｌ 基因具有较高的同源性ꎮ 本试验采用烟草瞬时

表达法发现 ＭｃＧＡＬ 定位在线粒体膜上ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 分析表明ꎬＭｃＧＡＬ 基因在果实膨

大中期表达较高ꎬ绿熟期表达量最高ꎬ软化初期表达

量次之ꎬ说明该基因与果实的早期成熟软化有关ꎮ
这个结果与番木瓜中同样缺乏 Ｃ 端凝集素结构域

的果实特异 β￣Ｇａｌ 基因 ｐＢＧ(ｂ) [１９]相似ꎮ 这也暗示

了在苦瓜成熟软化过程中ꎬ应该还有其他的 β￣Ｇａｌ
家族成员发挥降解细胞壁的作用ꎬ值得进一步研究ꎮ
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[２１]　 Ｊｉａｎｇ Ｈ ＦꎬＬｉａｏ Ｂ ＳꎬＲｅｎ Ｘ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ
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[２２]　 黄莉ꎬ任小平ꎬ张晓杰ꎬ等. ＩＣＲＩＳＡＴ 花生微核心种质农艺性

状和黄曲霉抗性关联分析 [ Ｊ] . 作物学报ꎬ２０１２ꎬ３８ ( ６ ):
９３５￣９４６

[２３]　 Ｚｈａｏ Ｙ ＬꎬＰｒａｋａｓｈ Ｃ ＳꎬＨｅ Ｇ Ｈ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｐｉｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ( ＳＳＲ)ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｐｅａｎｕｔ

ｆｒｏｍ ｐｕｂｌｉｃ ｄａｔａｂａｓｅ. [ Ｊ ] . ＢＭＣ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｎｏｔｅｓ ２０１２ꎬ ５:
３６２￣３６９

[２４] 　 Ｓｈｉｒａｓａｗａ ＫꎬＫｏｉｌｋｏｎｄａ ＰꎬＡｏｋｉ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ａｎｄ ｔｒａｎｓ￣
ｐｏｓｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｉｎ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｐｅａ￣
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[２５] 　 Ｓｈｉｒａｓａｗａ ＫꎬＢｅｒｔｉｏｌｉꎬＤ ＪꎬＶａｒｓｈｎｅｙ Ｒ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｃｏｎ￣
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