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ＭａＣａＭ和 ＭａＣＡＭＴＡ３基因在热处理
诱导香蕉抗冷性中的作用
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　　摘要：为了探讨ＭａＣａＭ和ＭａＣＡＭＴＡ３基因在热处理诱导香蕉抗冷性中的作用，将香蕉经５２℃热水处理３ｍｉｎ后
于７℃贮藏５ｄ，测定脯氨酸含量，利用实时荧光定量ＰＣＲ分析ＭａＣａＭ和ＭａＣＡＭＴＡ３基因在香蕉热处理和低温贮藏
中的表达情况。结果表明，香蕉果实经热激处理后在７℃贮藏时，其脯氨酸含量一直明显高于对照处理。７℃低温诱
导香蕉果实的ＭａＣａＭ基因表达在１ｈ迅速升高至最大值，之后又在４ｈ迅速下降，后期维持在一个较低的水平。而经
热激处理后在７℃贮藏的香蕉果实，其 ＭａＣａＭ基因表达高峰推迟出现在４ｈ，除７℃贮藏１、４ｈ外，热激处理的
ＭａＣａＭ基因表达均高于对照。热处理能诱导香蕉果实 ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达在处理后３ｈ内迅速增强，７℃贮藏下
ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达呈现先下降后上升再下降的趋势，而经过热激处理后在７℃贮藏的香蕉果实，除７℃贮藏１、４ｈ
外，其ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达均高于对照。ＭａＣａＭ和ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达增强可能参与了热处理诱导香蕉果实产生
的抗冷性。
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　　香蕉果实在贮藏温度低于１２℃时即发生冷害，难以采用
较低的温度来延长贮运期［１－２］。热处理是提高果蔬抗冷性的

最有效的采后处理措施之一［３］，但热处理诱导的抗冷机制目

前尚不明确。钙调素（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，ＣａＭ）是植物中重要的第二
信使，ＣＡＭＴＡ（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒ）／ＳＲ
（ｓｉｇｎａｌｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒ）是一类广泛存在于真
核生物中的含有 ＣａＭ结合位点的转录因子家族。ＣａＭ和
ＣＡＭＴＡ在植物响应逆境中起调节作用，对香蕉 ＣａＭ和
ＣＡＭＴＡ的深入研究，有助于进一步了解香蕉钙信号系统调节
的分子机制，有助于揭示热处理提高香蕉果实抗冷性的作用

机理。ＣａＭ参与了植物对高温、低温胁迫等的响应，并且在
植物细胞对胁迫的适应过程中起重要调节作用［４－５］。热、冷、

干旱等多种胁迫都能诱导 ＣＡＭＴＡ基因上调表达［６－７］。拟南

芥ＣＡＭＴＡ３能同ＣＢＦ２（Ｃ－ｒｅｐｅａｔｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）
启动子区域ＣＭ２序列（ＣＣＧＣＧＴ）结合，激活 ＣＢＦ２等基因的
表达，从而提高拟南芥的抗冷性［８］。笔者所在课题组的前期

研究结果表明，采用５２℃热水处理香蕉果实３ｍｉｎ，能有效减
轻香蕉果实的冷害症状［９－１０］，但有关 ＣａＭ和 ＣＡＭＴＡ在热水
处理诱导香蕉抗冷性中的作用目前还不明确。分析 ＣａＭ和
ＣＡＭＴＡ基因在香蕉热处理和低温贮藏中的表达情况，探讨这
２个基因在热处理诱导香蕉抗冷性中的作用，为有效延长香
蕉贮运期提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料及处理
香蕉品种为巴西（Ｍｕｓａｓｐｐ．ＡＡＡＧｒｏｕｐｃｖ．ｃａｖｅｎｄｉｓｈ），

采自广东省广州市番禺香蕉园，及时运回广东省果蔬保鲜重

点实验室。挑选七成饱满、大小均匀、无病虫害及机械损伤的

单个香蕉，先后用０．１％漂白粉和０．０５％咪鲜胺锰盐可湿性
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粉剂各浸泡５ｍｉｎ，晾干后备用。
热水及低温贮藏处理：将香蕉果实浸入热水处理机（体

积４００Ｌ）中，温度５２℃，时间３ｍｉｎ。热水处理后将香蕉果实
放入２０℃恒温箱中贮藏３ｈ，然后置于７℃下贮藏５ｄ；对照
处理的香蕉在２０℃恒温箱中贮藏３ｈ，然后置于７℃下贮藏
５ｄ。每个处理１００个香蕉，定期取样备用。取样时间点为：
２０℃下０、０．５、１．５、３．０ｈ；７℃下１．０、４．０、８．０、２４．０、４８．０、
１２０．０ｈ。
１．２　试验方法
１．２．１　脯氨酸含量测定　参照Ｄｅｍｉｒａｌ等的试验方法［１１］，略

有改动。取香蕉果皮０．５ｇ，用５ｍＬ３％磺基水杨酸提取，沸
水浴１０ｍｉｎ，冷却。５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液待测。
测定：取２ｍＬ上清液，加２ｍＬ水、２ｍＬ３％磺基水杨酸、２ｍＬ
冰乙酸和４ｍＬ２．５％茚三酮，沸水浴显色３０～６０ｍｉｎ，冷却。
加４ｍＬ甲苯萃取，静置后取甲苯相测定５２０ｎｍ下的吸光度
（以甲苯为空白对照）。根据下式计算脯氨酸含量：单位鲜质

量样品中脯氨酸含量（μｇ／ｇ）＝２．５Ｃ／Ｗ，式中：Ｃ为样品脯氨
酸浓度，μｇ／ｍＬ；Ｗ 为样品质量，ｇ；２．５表示溶液体积
为 ２．５ｍＬ。
１．２．２　实时定量引物设计　根据已经克隆得到的 ＭａＣａＭ
和ＭａＣＡＭＴＡ３基因序列，设计实时定量引物，验证后备用。
引物序列为 ＭａＣａＭ（５′－ＡＣＣＧＡＡＧＣＴＧＡＧＣＴＡＣＡＧ－３′、
５′－ＡＴＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴＧＣＧＡＧＣ－３′）和ＭａＣＡＭＴＡ３（５′－ＧＣＡＡ
ＡＴＧＧＴＣＡＣＡＡＡＧＧＣ－３′、５′－ＧＡＧＡＡＧＣＡＴＴＣＣＧＡＡＣＡＧ－３′）。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）　采用 ＴＯＹＯＢＯ
ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤＳＹＢＲ ｑＰＣＲＭｉｘ进行ｑＲＴ－ＰＣＲ扩增。反
应体系为 ２０．０μＬ，即 ＳＹＢＲ－ＧｒｅｅｎＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０．０μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．２５μＬ，稀释的ｃＤＮＡ
２．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ。扩增程序：９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，
５９℃１０ｓ，７２℃ ２０ｓ，４０个循环。为了确认产物的质量和引
物的特异性，在溶解曲线中分析产物的 Ｔｍ（分析溶解温度为
６５～９５℃）。所有ｑＲＴ－ＰＣＲ结果根据内参基因Ａｃｔｉｎ１进行
Ｃｔ值校准，再利用２

－ΔΔＣｔ计算目的基因的相对表达量，重复

３次。
１．３　数据处理

采用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１２．５制作折线图。

２　结果与分析

２．１　热激处理及热激后低温贮藏对脯氨酸含量的影响
前期研究表明，７℃（冷害温度）下，香蕉果实在处理后

５ｄ已经出现明显的冷害症状，利用５２℃热水处理（ＨＷＤ）
３ｍｉｎ能有效提高香蕉果实在 ７℃低温贮藏中的抗冷
性［９－１１］。从图１可知，对照香蕉果实的脯氨酸含量在７℃下
呈现缓慢上升的趋势。热激处理后在２０℃贮藏期间，香蕉果
实的脯氨酸含量小幅度逐渐增加，且脯氨酸含量略高于对照。

当热激后的香蕉果实转入７℃下１ｈ时，脯氨酸含量迅速增
加至２０℃贮藏时的３倍左右，之后呈现出下降上升再下降的
趋势，在整个７℃低温贮藏期间，热激处理的香蕉果实其脯氨
酸含量一直明显高于对照。

２．２　热激处理及热激后低温贮藏对ＭａＣａＭ表达的影响
从图２可知，对照处理的ＭａＣａＭ基因表达在７℃下１ｈ

迅速升高至最大值，之后又在７℃ ４ｈ迅速下降，后期持续在
同一个水平，但表达量仍高于２０℃下的表达量。香蕉果实经
过ＨＷＤ处理后，ＭａＣａＭ基因表达呈现快速升高的趋势，在
２０℃下３ｈ达到一个高峰，ＭａＣａＭ基因表达量约为对照的２
倍。当热激后的香蕉果实中转入 ７℃低温贮藏 １ｈ时，
ＭａＣａＭ基因表达量迅速下降至０ｄ的水平，这与对照的表现
相反。７℃低温４～８ｈ时，ＭａＣａＭ基因表达量迅速增强至最
高峰，之后逐渐下降。除 ７℃贮藏 １、４ｈ外，热激处理的
ＭａＣａＭ基因表达量均高于对照。

２．３　热激处理及热激后低温贮藏对ＭａＣＡＭＴＡ３表达的影响
从图３可知，对照处理的ＭａＣＡＭＴＡ３基因在７℃贮藏下

１～８ｈ呈现逐渐下降趋势，７℃贮藏８～２４ｈＭａＣＡＭＴＡ３基因
表达又增强至２０℃贮藏时的水平，之后又开始逐渐下降。香
蕉经ＨＷＤ处理后３ｈ，ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达逐渐升高至最大
值，约是对照处理的 １．４倍，然而当果实转入 ７℃后 １ｈ，
ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达量出现短暂而迅速的下降，且低于对照。
之后其表达量逐渐上升，在７℃８～２４ｈ达到一个高峰，之后
又开始逐渐下降。除 ７℃贮藏 １、４ｈ外，ＨＷＤ处理的
ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达均高于对照。

３　结论与讨论

脯氨酸含量的积累与果实抗冷性的提高密切相关［１２］。

桃果实中较高的脯氨酸含量明显提高了桃果实的抗冷性，而

且用外源５ｍｍｏｌ／Ｌ脯氨酸处理桃果实，能明显降低桃果实冷
害指数，缓解其冷害症状的发生［１３］。１０ｍｍｏｌ／Ｌ甜菜碱处理
可提高黄瓜果实中脯氨酸含量，从而减轻黄瓜果实贮藏期间

的冷害［１４］。外源ＮＯ处理能够通过促进香蕉果实脯氨酸积
累和增强体系的抗氧化性，进而减轻香蕉冷害［１５］。本研究也
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发现，热激能在处理后３ｈ内轻微增加香蕉果实脯氨酸的含
量，而当果实经热激处理后在７℃低温贮藏时，其脯氨酸含量
一直明显高于对照处理，说明热激诱导的脯氨酸大量积累与

香蕉果实的抗冷性密切相关。

热激处理能在短时间内迅速激活ＣａＭ的表达。例如，拟
南芥幼苗经过 ３７℃热激后，其 ＡｔＣａＭ３基因表达水平在
２０ｍｉｎ内迅速增加并达到最大值，在３０ｍｉｎ后逐渐下降［１６］。

３７℃处理玉米幼苗后，其 ＣａＭ１－２的表达在１０ｍｉｎ后开始
迅速增强［４］，本研究也发现，香蕉果实经过热激处理后，

ＭａＣａＭ基因表达呈现快速升高的趋势，在处理后３ｈ达到一
个高峰。ＣａＭ也参与了植物的低温胁迫反应。例如，茶树在
４℃低温胁迫下，ＣｓＣａＭ１与 ＣｓＣａＭ２基因的表达量从３ｈ开
始逐渐上升，于２４ｈ达到最大值［１７］。４℃低温能诱导小麦幼
苗ＴａＣａＭ５的表达量在１ｈ后迅速升高，３ｈ达到最高峰，之
后又迅速下降至处理前的水平［１８］。本研究结果与之类似，

７℃ 低温诱导香蕉果实的ＭａＣａＭ基因表达在１ｈ迅速升高
至最大值，之后又在４ｈ迅速下降，后期维持在一个较低的水
平。而经热激处理后在７℃低温贮藏的香蕉果实，ＭａＣａＭ基
因表达高峰推迟出现在４ｈ，除低温贮藏１、４ｈ外，热激处理
的ＭａＣａＭ基因表达均高于对照。以上结果说明，ＭａＣａＭ可
能参与了热激处理诱导香蕉果实抗冷性的过程。

热处理和低温都能诱导ＣＡＭＴＡ基因的表达。４２℃热处
理能诱导拟南芥幼苗的 ＡｔＣＡＭＴＡ１、ＡｔＣＡＭＴＡ２、ＡｔＣＡＭＴＡ３、
ＡｔＣＡＭＴＡ５、ＡｔＣＡＭＴＡ６这５个基因在１５ｍｉｎ开始上调表达，尤
其是ＡｔＣＡＭＴＡ１、ＡｔＣＡＭＴＡ５、ＡｔＣＡＭＴＡ６这３个基因在热处理
４ｈ内均维持较高的表达水平。类似地，４℃低温也能诱导拟
南 芥 幼 苗 ＡｔＣＡＭＴＡ１、ＡｔＣＡＭＴＡ２、ＡｔＣＡＭＴＡ３、ＡｔＣＡＭＴＡ５、
ＡｔＣＡＭＴＡ６这 ５个基因的上调表达，尤其是 ＡｔＣＡＭＴＡ１、
ＡｔＣＡＭＴＡ３、ＡｔＣＡＭＴＡ５、ＡｔＣＡＭＴＡ６这４个基因在低温处理４ｈ
内均保持较高的表达水平［６］。本研究也发现，热处理能诱导

香蕉果实 ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达在处理后 ３ｈ内迅速增强，
７℃ 低温贮藏下 ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达呈现先下降后上升再
下降的趋势，而经过热激处理后在７℃低温贮藏的香蕉果实，
除低温贮藏１、４ｈ外，ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达均高于对照。说
明热激处理诱导ＭａＣＡＭＴＡ３基因较高的表达水平，可能参与
了热激处理诱导香蕉果实产生的抗冷性。

热处理能诱导香蕉果实在低温贮藏中的脯氨酸含量升

高，从而提高果实抗冷性。ＭａＣａＭ和 ＭａＣＡＭＴＡ３基因可能

参与了热激处理诱导香蕉果实产生的抗冷性。
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