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中文摘要 

 

香蕉 (Musa spp.) 為大型單子葉草本植物，是臺灣重要的經濟作物。本

研 究 針 對 香 蕉 果 實 後 熟 相 關 MhDnaJ 基 因 ， 進 行 過 量 表 達 

(overexpression)、基因默化 (RNA interference, RNAi)、蛋白質定位 (protein 

localization) 及啟動子活性分析 (promoter activity analysis)，以瞭解香蕉果

實後熟相關蛋白質 MhDnaJ 之功能及其啟動子之表現特性。蛋白質定位質

體以 2 X CaMV 35S 啟動子驅動 MhDnaJ 融合綠色螢光蛋白  (green 

fluorescent protein, GFP) ，分別以阿拉伯芥原生質體轉殖與基因槍法轉殖至

洋蔥表皮細胞，進行暫時性表現分析，以共軛焦顯微鏡觀察，MhDnaJ::GFP

融合蛋白於細胞核內表達。MhDnaJ 啟動子引導報導基因 GUS 之菸草轉殖

植株，經南方氏雜交分析確認均為轉殖株，於 T1 轉殖株播種後 5-30 天啟

動子皆無表現，進一步分析菸草 R1 轉殖株花序與果實不同生長發育階段之

啟動子活性，顯示 MhDnaJ 啟動子於柱頭發育早期 (stages 2-4) 與後期 

(stage 8)、雄蕊發育後期 (stages 8-9) 與果實發育早期 (stages 10-11) 表

現，顯示啟動子活性於花器表現。不同非生物性逆境與生長調節劑誘導處

理，皆無法誘導啟動子表現。 

 

關鍵字：香蕉、熱休克蛋白質、J 蛋白質、阿拉伯芥原生質體、啟動子活 

性分析。 
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Abstract 

 

Banana (Musa spp.), the largest herbaceous monocot flowering plant, is an 

important crop in Taiwan. This research aims to understand gene function of 

banana ripening-associated gene MhDnaJ by employing gene overexpression 

studies and gene silencing through RNA interference strategy. Furthermore, the 

localization of MhDnaJ protein and promoter activity were studied. MhDnaJ 

cDNA was fused with green fluorescence protein gene driven by 2 X CaMV 

35S promoter, transformed to Arabidopsis protoplasts and onion epidermal cells, 

then analyzed by confocal fluorescence microscopy for protein localization. The 

MhDnaJ protein was found to be localized in the nucleus as evidenced by green 

fluorescence. Twelve putative transgenic tobacco plants containing promoter 

construct were confirmed by Southern blot analysis. No expression of MhDnaJ 

promoter was detected in 5 to 30 day-old plants, but was found to be expressed 

in flower (pistil: stages 2-4, 8; stamen: stages 8-9) and fruit (stages 10-11) as 

detected by GUS histochemical staining. None of the abiotic stresses or any 

plant growth regulators could induce MhDnaJ promoter activity. 

 

Keywords: Banana, Heat shock protein, J-protein, Arabidopsis protoplast, 

promoter acativity anaysis. 
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壹、前言 

 

香蕉 (Musa spp.) 屬芭蕉科 (Musaceae)、芭蕉屬 (Eumusa)，大型單子

葉草本植物，為一年生之果樹，是臺灣重要的經濟作物，亦是亞洲、非洲

與拉丁美洲日常飲食中非常重要的主食 (邱和許，2005)。香蕉富含多種維

生素、鉀和鎂，能防止血壓上升及肌肉痙攣，具消除疲勞、助消化、止瀉、

美容、減肥及預防便祕等功效。 

本實驗室從仙人蕉第三級後熟果實 cDNA 庫與基因組庫篩選得到之基

因，其演譯之胺基酸序列經 NCBI 網站資料庫序列比對分析，與熱休克蛋

白質 DnaJ 有較高的同源性，將其命名為 MhDnaJ。 

為瞭解香蕉果實後熟相關基因 MhDnaJ 之啟動子活性與基因功能，本

論文分別以 CaMV 35S 啟動子驅動 MhDnaJ 基因及 RNA 干擾構築，經農桿

菌媒介法轉殖於阿拉伯芥與菸草，進行基因功能分析觀察轉殖株外觀性

狀、受不同生長調節劑及非生物性逆境處理之影響；以 2 X CaMV 35S 啟動

子驅動 MhDnaJ::GFP 融合蛋白，經轉殖至阿拉伯芥原生質體及洋蔥表皮細

胞，進行暫時性蛋白質定位分析，另外轉殖於菸草與阿拉伯芥，進行穩定

性定位分析；以香蕉 MhDnaJ 啟動子驅動 GUS 報導基因，轉殖於菸草與阿

拉伯芥，觀察轉殖株於不同發育階段啟動子之表現，並以不同生長調節劑

及非生物性逆境進行誘導處理，分析啟動子活性。 
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貳、前人研究 

 

一、熱休克蛋白質 

陸生植物為固著生長，必須被動接受所有環境因子，因此在逆境下具

有多種機制以維持細胞內的平衡 (Rajan and D’Silva, 2009)，伴護蛋白 

(chaperones) 的作用為植物逆境反應機制之一，當植株暴露在溫度高於最適

生長溫度 5-10℃時，會大量合成蛋白質，稱為熱休克蛋白質 (heat shock 

proteins, Hsps)，此時大量累積的熱休克蛋白質，會使植物產生特殊的生理

反應，即稱為熱休克反應 (heat shock response, HSR) (Baniwal et al., 2004; 

Kotak et al., 2007)。 

逆境發生時會使植物細胞內蛋白質變性，變性的蛋白質會相互凝集，

使蛋白質失去功能，甚至造成植株死亡，而熱休克蛋白質具有將凝集的變

性蛋白質分離、並且對變性的蛋白質進行重新摺疊，維持細胞內蛋白質的

結構，使逆境下變性的蛋白質恢復正常的功能，提高植株於逆境下的耐受

性，增加植物的存活率 (Wang et al., 2004)。 

    熱休克反應最早發現於對果蠅幼蟲的研究，觀察到將果蠅幼蟲移至高

溫時 (25→30℃)，其巨大唾液腺染色體會形成新的膨脹處 (puff) (Rittossa, 

1962)，後來證實此區域的轉錄作用旺盛，部分新轉錄的 mRNAs 會轉譯合

成熱休克蛋白質 (Tissieres et al, 1974)。 

植物熱休克蛋白質於 1980 年代才開始進行研究，在高溫逆境下，大豆

及菸草組織培養細胞與大豆白化幼苗，細胞內正常的蛋白質合成會被抑

制，進而誘導合成新的蛋白質，這一類的蛋白質與 Rittossa (1962) 研究果

蠅幼蟲巨大唾液腺染色體所合成的蛋白質為同一類，即為熱休克的蛋白質 

(Barnett et al., 1980; Key et al., 1981)。 

    目前已知熱休克蛋白質參與細胞內蛋白質摺疊、運輸、分解、調節蛋
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白質的活性與防止蛋白質的凝集，另外可以幫助因逆境導致變性及不正常

凝集的蛋白質重新摺疊，以維持細胞內蛋白質的結構，使其恢復正常功能，

並且參與多種植物逆境之調控 (Baniwal et al., 2004; Vinocur and Altman, 

2005; Wang et al., 2004)。 

 

二、熱休克蛋白質之種類與特性 

熱休克蛋白質廣泛存在各種生物體中，胺基酸序列具有高度的同源

性，根據其分子量及序列相似性可區分為兩大類：高分子量熱休克蛋白質 

(high-molecular-mass heat shock proteins, HMM Hsps)，分子量約為 60-110 

kDa，包括 Hsp110、Hsp100、Hsp90、Hsp70、Hsp60、Hsp40 等；低分子量

熱休克蛋白質 (low-molecular-mass heat shock proteins, LMM HSPs)，又稱為

小分子量熱休克蛋白質 (small heat shock proteins, sHsps)，分子量約為 15-42 

kDa (Vierling, 1991)。 

 

 (一) sHsps 

    植物具多種 sHSP，種類繁多、變異性較大，但 C 端胺基酸序列相似性

高，具約 90 個胺基酸保守序列，稱為 α-crystallin domain，而根據其在細胞

內不同部位，可分為六類：第一類及第二類位於細胞質中；第三類位於葉

綠體內；第四類位於內質網上；第五類位於內質網以外的內膜系統中；第

六類則位於粒線體內。sHSP 結構為六聚體，主要功能是與變性的蛋白質結

合，防止其相互凝集，並促使 HSP70 對其進行重新摺疊，使變性蛋白質恢

復正常功能 (Haslbeck, 2002; Wang et al., 2004)。 

 

(二) Hsp40/DnaJ/J-protein 

    Hsp40 (DnaJ/J-protein) 熱休克蛋白質因都具有 J-domain故又稱為 
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J-protein，根據胺基酸序列的差異又可分為四類 (type I-IV)，type I為最典型

的 J-protein ，具有 J-domain, G/F region, zinc-finger domain, C-terminal 

domain；type II的J-protein缺少zinc-finger domain；type III的J-protein只具有

J-domain；而type IV為最新一類的J-protein稱為J-like proteins (JLPs) (Rajan 

and D’Silva, 2009)。Type I的J-protein C端胺基酸序列相似性高，具約70個胺

基酸保守序列，稱為 J domain，能與Hsp70/DnaK之ATPase domain結合幫助

Hsp70對變性蛋白質進行重新摺疊。此外，第一型與第二類具peptide-binding 

fragments能與變性蛋白質結合，並將其轉交給Hsp70之功能，而其中第一類

在peptide-binding fragments 內具有Zinc finger motif，能防止變性的蛋白質的

相互凝集 (Fink, 1999; Li et al., 2009; Rajan and D’Silva, 2009)。 

 

(三) Hsp60/GroE 

    Hsp60/GroE 為六聚體的雙環結構，主要可以分為兩類，第一類為 GroE 

chaperonins，發現於細菌、粒線體及葉綠體內；第二類為 CCT chaperonins，

發現於古細菌 (Archaea) 及原核生物細胞質中。Hsp60/GroE 能對新合成的

蛋白質進行摺疊，亦能對變性的蛋白質進行重新摺疊 (Bukau and Horwich, 

1998; Wang et al., 2004)。 

 

(四) Hsp70/DnaK 

    Hsp70/DnaK 之 N 端胺基酸序列相似性高，具 44 kDa ATPase domain，

而 C 端具有約 25 kDa 的 peptide-binding domain，主要功能為對新合成的蛋

白質進行摺疊、對變性蛋白質重新摺疊及負調控熱逆境轉錄因子 (heat 

stress transcription factors, Hsfs) 的活性 (Wang et al., 2004; Li et al., 2009)。 

 

(五) Hsp90 
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胺基酸序列N端具有ATPase domain，在所有真核生物中還具有 charged 

domain，能與變性的蛋白質結合，Hsp90 能對變性的蛋白質進行重新摺疊，

另外還具有負調控熱逆境轉錄因的能力 (Prodromou et al., 1997; Picard, 

2002)。 

 

(六) Hsp100/ClpB 

    Hsp100/ClpB 為六聚體雙環結構，根據 nucleotide binding domain (或稱

ATP-binding domain) 分兩類：第一類有兩個 nucleotide binding domains；第

二類只有一個 nucleotide binding domain，主要的功能為將凝集的變性蛋白

質分離，再藉由 Hsp70/DnaK 進行重新摺疊或是由 protease 將其分解 (Lee et 

al., 2003; Bösl et al., 2006)。 

 

三、植物熱休克蛋白質之作用機制 

當植物遭遇非生物性逆境時，會使細胞內蛋白質變性、相互凝集在一

起，此時會引起熱休克反應，細胞內的熱休克蛋白質大量合成，並開始作

用。植物體內參與逆境反應的主要六類熱休克蛋白質為 Hsp70 (DnaK/Ssa)、

J-protein/Hsp40 (DnaJ/Ydj1)；Hsp60 (GroEL)；Hsp90；Hsp100 (Clp) 與 small 

Hsp (sHsp) (Rajan and D’Silva, 2009)。 

Hsp90 負調控熱逆境轉錄因子 (heat stress transcription factors, Hsfs)，當

逆境發生時，Hsp90 會與熱逆境轉錄因子分離，與變性蛋白質結合進行重

新摺疊，使熱逆境轉錄因子活化，形成三聚體並與熱休克蛋白質基因啟動

子內 heat stress promoter elements (HSE) 之迴文序列結合，熱逆境轉錄因子

磷酸化後促進 mRNA 轉錄，轉譯合成熱休克蛋白質，合成過多的 Hsp70 會

進入核內與熱逆境轉錄因子結合進行負調控，使三聚體分離成單體，或是

進一步將其分解 (Morimito, 1993; Yamada and Nishimura, 2008)；sHsp 會與
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變性的蛋白質緊密地結合，防止發生凝集作用，再經由 Hsp70 進行重新摺

疊 (Haslbeck, 2002)；Hsp100/Clps 能將已經凝集在一起的變性蛋白質分離，

再經由 Hsp70/Hsp40 進行重新摺疊，或是藉由與 protease 將其直接分解 

(Doyle and Wickner, 2008)；Hsp40 上的 peptide-binding fragments 與變性蛋

白質結合後，將變性蛋白質轉交給 Hsp70，而 Hsp40 之 C 端的 J domain 會

與 Hsp70 之 N 端的 ATPase domain 結合，促使 Hsp70 對變性的蛋白質進行

重新摺疊 (Wang et al., 2004)；此外 Hsp60/GroE 也具有對變性的蛋白質進行

重新摺疊的能力，變性蛋白質進入 GroEL 雙環結構中，藉由 GroES 的輔助，

GroEL 雙環結構內 ATP 轉變成 ADP 並對變性的蛋白質進行重新摺疊，最

後 GroES 和環內的蛋白質被彈射出去，但變性的蛋白質可能在未完全重新

摺疊的情況下被彈射出去，於是會再一次進入 GroEL 雙環結構內進行摺疊 

(Bukau and Horwich, 1998; Kusmierczyk and Martin, 2001)。植物在逆境下由

不同的熱休克蛋白質共同作用，維持細胞內蛋白質結構，以發揮正常功能，

增加耐逆境的能力。 

 

四、植物熱休克蛋白質之功能分析 

    在一般生長情況下熱休克蛋白質 Hsp70、Hsp60 與 Hsp40 參與細胞內

新生蛋白質的摺疊 (Martin and Hartl, 1993) 與運輸 (Baniwal et al., 2004)，

在逆境發生時熱休克蛋白質大量表達，穩定細胞內蛋白質結構。 

 

 (一) 高溫逆境下植物熱休克蛋白質之基因表現 

1. 番茄 HsfA1a 

    番茄熱逆境轉錄因子 HsfA1a，分別構築過量表達 HsfA1a 與基因默化

質體，轉殖進入番茄並分析 HsfA1a 對高溫逆境的影響，轉殖株以 1 小時 

45℃ 高溫處理後，基因默化之轉殖株死亡，當處理溫度提高到 1 小時 51℃
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時，番茄未轉殖株也死亡，但過量表達之轉殖株仍可正常生長；於番茄果

實後熟以 42℃高溫處理 2 天，基因默化之轉殖株果實無法正常後熟，結果

顯示過量表達 HsfA1a 之番茄轉殖株具有較高耐熱性，番茄 HsfA1a 對於植

株耐熱逆境的能力扮演重要角色 (Baniwal et al., 2004)。 

 

2. 番茄 LeHSP100/ClpB 

番茄葉綠體 LeHSP100/ClpB 經過 2 小時 38℃高溫處理後大量表達，利

用基因默化技術，構築反義 (antisense) 基因，轉殖進入番茄進行進行高溫

處理，先以 2 小時 38℃處理，再以 2 小時 46℃處理後於 28℃繼續生長，14

天後轉殖株明顯枯萎，21 天後死亡，顯示番茄轉殖株因無法表達

LeHSP100/ClpB，導致植株在高溫逆境處理後死亡 (Yang et al., 2006)。 

 

3. 阿拉伯芥 Hsp101 

過量表達 AtHsp101 之阿拉伯芥轉殖株，在經過 45℃ 60 分鐘處理後未

轉殖株幾乎死亡，結果顯示轉殖株在高溫處理後生長情形都較未轉殖株

好；基因默化 AtHsp101 之阿拉伯芥轉殖株，先以 38℃處理 90 分鐘後再處

理 45℃ 2 小時，於 22℃生長六天後，基因默化轉殖株幾乎全數死亡，顯示

轉殖株於無法正常表達 Hsp101 使耐熱性降低 (Queitsch et al., 2000)。 

 

4. 阿拉伯芥 Hsp90.3 

    過量表達 AtHsp90.3 之阿拉伯芥轉殖株種子，在室溫下於潮溼的濾紙上

吸水 18 小時，再處理 51℃ 30 分鐘後於 22℃下發芽，轉殖株與未轉殖株的

發芽率無明顯差異，但轉殖株發芽天數明顯延後，顯示其種子對熱敏感；

兩週大的阿拉伯芥轉殖株，以 45℃處理後轉殖株耐熱性較差。由於 Hsp90

會負調控 Hsfs，故過量表達 AtHsp90.3 使 Hsfs 於逆境下無法正常作用，導
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致轉殖珠耐熱性較低 (Xu et al., 2010)。 

 

5. 阿拉伯芥 BOB1 

    阿拉伯芥 BOB1 為 sHsp，在經過 1-3 小時 37℃處理後，於根與莖會大

量的表現。將阿拉伯芥 BOB1 與報導基因 GFP 連接後轉殖於阿拉伯芥，分

析其蛋白表達，結果顯示 BOB1 位於細胞質，在高溫下形成 heat shock 

granules，可防止因高溫變性的蛋白凝集；阿拉伯芥突變株 bob1-3 種子發芽

之耐熱性較野生型 Col-O 差，但突變株在轉殖 BOB1:GFP 後因 BOB1 能正

常表達，種子發芽之耐熱性也提高；而突變株 bob1-3 在經過 60 分鐘 45℃

處理後死亡，結果顯示阿拉伯芥突變株 bob1-3 因無法合成 sHSP，導致植株

的耐熱性較差，在高溫逆境處理後死亡。阿拉伯芥 sHsp BOB1 可防止因高

溫變性的蛋白凝集，而突變株 bob1-3 在經過 60 分鐘 45℃處理後，結果顯

示因其基因功能失效，導致植株無法抵抗熱逆境 (Perez et al., 2009)。 

 

6. 葡萄 HSG 

    葡萄 HSG 為 sHsp，過量表達葡萄 HSG 之轉殖株於 22℃暗處理 4 天後，

以 37℃處理 1 小時、22℃處理 1 小時，再處理高溫 45℃ 1 小時，於 22℃生

長 13 天，未轉殖株有枯萎現象，21 天後轉殖株生長良好，而未轉殖株死亡，

但若以以 37℃處理 1 小時、22℃處理 2 天，再處理高溫 45℃ 1 小時，轉殖

株的耐熱性差，顯示葡萄 HSG 需要一段時間累積，瞬間高溫仍會造成植株

受到傷害 (Kobayashi et al., 2010)。 

 

(二) 低溫逆境下植物熱休克蛋白質之基因表現 

    過量表達 ApDnaK (Hsp70) 之白楊轉殖株，於 4℃處理 4 天後，再以

-15℃處理 10 天，再於 4℃處理 5 天後，於 25/22℃生長，兩棵轉殖株之 Fv/Fm
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值 0.38±0.06 與 0.37±0.11 都高於未轉殖株 0.17±0.04，顯示過量表達 ApDnaK 

之白楊轉殖株具有較佳之耐低溫逆境之能力 (Takabe et al., 2008)。 

(三) 乾旱逆境下植物熱休克蛋白質之基因表現 

1. 阿拉伯芥 At-HSP17.6 

    阿拉伯芥之未轉殖株於乾旱處理 14 天後死亡，但過量表達 At-HSP17.6 

之阿拉伯芥轉殖株在經過 17 天的乾旱處理後仍可正常生長，結果顯示過量

表達 At-HSP17.6 之阿拉伯芥轉殖株具有較高耐旱性 (Sun et al., 2001)。 

 

2. 水稻 sHSP17.7 

    水稻在經過 24 小時 42℃高溫處理後，能明顯地提高耐旱性，而未經高

溫處理的植株於乾旱處理 6 天後幾乎全數死亡，分析後顯示高溫處理使其

sHSP17.7 含量增加，於是過量表達稻米 sHSP17.7 進行分析，經過 6 天乾旱

處理後轉殖株約有 50%存活率，而未轉殖株全數死亡，顯示過量表達稻米

sHSP17.7 之轉殖株具有較高耐旱性 (Sato and Yokoya, 2008)。 

 

3. 白楊 ApDnaK 

    過量表達 ApDnaK 之白楊轉殖株，經過 6 天停水乾旱處理，恢復供水

6 天，未轉殖株整株枯萎死亡，再繼續 6 天停水乾旱處理，恢復供水 6 天，

兩棵轉殖株葉片嚴重枯萎，但莖部仍然未枯萎，顯示過量表達 ApDnaK 之

白楊轉殖株具有較佳之耐乾旱逆境之能力 (Takabe et al., 2008)。 

 

(四) 鹽份逆境下植物熱休克蛋白質之基因表現 

1. 阿拉伯芥 At-HSP17.6 

過量表達 At-HSP17.6 阿拉伯芥以 75 mM 之 NaCl 處理 3 週後轉殖株

全數存活，未轉殖株死亡率約 50%，而在處理後轉殖株鮮重也高於未轉殖
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株，結果顯示過量表達 At-HSP17.6 之阿拉伯芥轉殖株具有較高耐旱性及耐

鹽性 (Sun et al., 2001)。 

2. 白楊 ApDnaK 

    過量表達 ApDnaK 之白楊轉殖株，以 0.48 M NaCl 處理 24 小時，以

2000 倍 HYPONEX 灌溉 24-72 小時，兩棵轉殖株在 72 小時後葉片都有枯

黃情形，但未轉殖株整株枯萎死亡，顯示過量表達 ApDnaK 之白楊轉殖株

具有較佳之耐鹽份逆境之能力 (Takabe et al., 2008)。 

 

(五) 重金屬逆境下植物熱休克蛋白質之基因表現 

    過量表達小麥 TaHsfA4a 之水稻轉殖株，於處理 200 μM CdCl2兩週後，

兩轉殖株株高為 8 與 10 公分，明顯的高於未轉殖株的 5 公分，而兩轉殖株

植株內 MT-I-1a 表現量增加，顯示過量表達小麥 TaHsfA4a 能促進植株內合

成金屬硫蛋白 (metallothionein)；基因默化 TaHsfA4a 之水稻轉殖株，則在

處理 150 μM CdCl2兩週後，不論植株鮮重與株高都低於未轉殖株，顯示默

化 TaHsfA4a 後植株對重金屬鎘離子耐受性降低 (Shim et al., 2009)。 

 

五、熱休克蛋白質 Hsp40 (DnaJ /J-protein) 

(一) J-protein蛋白質結構 

1. J-domain 

J-domain是根據大腸桿菌DnaJ而命名，由約70個高度保守胺基酸序列組

成 (Cheetham and Caplan, 1998)，具有四個α-helices (helice I-IV) 的二級結

構，包含兩個較短的helice I, IV與兩反方向平行的helice II, III，而在helice II

後由組胺酸 (Histidine)、脯胺酸 (Proline) 與天門冬胺酸 (Aspartic acid) 所

組成的HPD motif，為J-domain最重要的保守區域，主要的功能為活化Hsp70 

(DnaK/Ssa) 的 ATPase domain (Tsai and Douglas, 1996) ， 協 助 Hsp70 
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(DnaK/Ssa) 對蛋白質進行摺疊與運輸。 

 

2. G/F region 

於type I及II之J-domain後由甘胺酸與苯丙胺酸組成的G/F region功能尚

未確認，而type I之G/F region具有約40-50個胺基酸，較type II 70-120個胺基

酸少，由DnaJ NMR結構推測G/F region具有良好的可塑性，能使J-domain精

確地與Hsp70的ATPase domain作用 (Craig et al., 2006; Cheetham and Caplan, 

1998; Martinez-Yamout et al., 2000)。 

 

3. Zinc-finger domain 

Zinc-finger domain由四個重複的CXXCXGXG motif並分成兩組，中心由

鋅離子所構成  (Martinez-Yamout et al., 2000)，只有 type I的J-protein有

zinc-finger domain，其功能為與變性的蛋白質結合幫助Hsp70進行蛋白質重

新摺疊 (Lu and Cyr, 1998)。 

 

4. C-terminal domain 

J-domain保守性最低的區域為C-terminal domain，其具有兩個β-sheets與

一個短α-helix形成β-sandwich構造，能使J-domain形成二聚體結構，C-terminal 

domain具有與受質結合的能力，另外，形成二聚體結構時能提供一個封閉的

結構，使Hsp70在此結構內作用 (Li et al., 2003)。 

(二) J-protein之基因功能分析 

於抗逆境的研究，表達DnaJ之大腸桿菌能於含0.5 mM NaCl之LB培養基

上生長。阿拉伯芥DnaJ表達於根、莖、葉、花及果莢，但不同植株部位表達

情形不同，其中以葉片表達量最高，根部表達量最低，而過量表達AtDnaJ

之阿拉伯芥轉殖株，花序數比未轉殖株多，葉片較大，葉緣呈鋸齒狀及葉背
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缺少絨毛等特徵，而於120 mM NaCl鹽逆境處理，根長是未轉殖株的1.25倍

長，顯示轉殖株具有較高之耐鹽性 (Zhao et al. 2010)。此外，阿拉伯芥DNAJ 

HOMOLOG 3 (J3) 參與開花訊息的調控，阿拉伯芥j3突變株與基因默化轉殖

株都比未轉殖株晚開花 (Shen et al., 2011)。 
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參、材料與方法 

 

一、試驗材料 

 

(一) 菌種材料 

1. 基因構築使用之勝任細胞菌種為 Escherichia coli (JM109)。 

2. 轉殖使用之農桿菌菌種為 Agobacterium tumerfaciens 品系之 LBA4404 

.(Hoeckema et al., 1983) 與 EHA105 (Elizabeth et al., 1986)。 

 

(二) 植物材料 

1. 阿拉伯芥基因轉殖之材料為 Arabidopsis thaliana L. ecotype Columbia。 

2. 菸草基因轉殖之材料為無菌播種之 Nicotiana tabacum L. cv. W38。 

3. 蛋白質定位暫時性表現分析材料為洋蔥 (Allium cepa L.) 鱗莖表皮組織。 

 

(三) 質體材料 

1. 過量表現分析質體 

    依 pMACS38 之轉譯起始點 (transcription start site) 前序列，設計含有

限制酶 NcoI 切位之引子 (primer) DnaJF (5’-TAACCATGGGACCGGCGT- 

3’)，與引子 M13F (5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’) 共同進行聚合酶連鎖反

應 (polymerase chain reaction, PCR)，得到 958 bp 之片段。此片段經 NdeI

酶切後進行 5’末端突出補平處理，再經 NcoI 酶切，回收 175 bp 之產物，另

外 pGKUa 經 SacI 酶切後進行 3’末端突出切平處理，再經 NcoI 酶切，回收

5520 bp 之產物，將兩回收片段以適當比例混合，進行 DNA 接合反應，得

到中間質體 pGKMhDnaJ-1。中間質體 pGKMhDnaJ-1 與 PCR 片段分別經

NcoI 酶切，回收 5695 bp 與 492 bp 之產物，將兩回收片段以適當比例混合，
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進行 DNA 接合反應，得到質體 pGKMhDnaJ。pGKMhDnaJ 與 pGKU 分別

經 HindIII 酶切，回收 6187 bp 與 2617 bp 之產物，將兩回收片段以適當比

例混合，進行 DNA 接合反應，得到轉殖質體 pGKUMhDnaJ (圖一)。 

 

2. 基因默化分析質體 

    依據 MhDnaJ 與 AtDnaJ 核苷酸序列比對結果，設計含有限制酶 BamHI

與 SalI 切位之寡核苷酸引子  (oligonucleotides primers) siMhDnaJ-S 

(5’-GATCCGAAGGTCTCGAGCTTGATACTTCAAGAGAGTATCAAGCTCGAG

ACCTTCTTTTTG-3’) 與 siMhDnaJ-AS (5’-TCGACAAAAAGAAGGTCTCGAG 

CTTGATACTCTCTTGAAGTATCAAGCTCGAGACCTTCG-3’)，兩引子進行黏合

反應，得到 60 bp 之產物。pGK6-5i-s-1 經 BamHI 與 SalI 酶切共同酶切，回

收 5275 bp 之產物，將此兩回收片段以適當比例混合，進行 DNA 接合反應，

得到中間質體 pGKsiMhDnaJ。pGKU 與 pU35STmCherry 分別經 HindIII 酶

切，回收 2617 bp 與 1902 bp 之產物，另外中間質體 pGKsiMhDnaJ 經 HindIII

酶切，回收 5335 bp，分別將回收片段以適當比例混合，進行 DNA 接合反

應，得到轉殖質體 pGKUsiMhDnaJ 與 pGKmCsiMhDnaJ (圖二)。 

 

3. 蛋白質定位分析質體 

    依 pMACS38 之轉譯起始點前與轉譯終止碼 (stop codon) 後序列，設

計含有限制酶 NcoI 切位之引子 DnaJF (5’-TAACCATGGGACCGGCGT-3’)

與 DnaJ3 (5’-TACAGCTTCATCATCATCGTC-3’)，共同進行聚合酶連鎖反

應，得到 648 bp 之片段，此片段經 NcoI 酶切，回收 160 bp 之產物。依

pU35STgfp 之 轉 譯 起 始 點 前 序 列 ， 設 計 引 子 5GFP 

(5’-ATGGGTAAAGGAGAAGAACT-3’) ， 與 引 子 35S polyA ter 

(5’-CTACTCACACATTATTCTGG-3’) 共同進行聚合酶連鎖反應，得到 802 
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pGKUa
7388 bp

NPTII

LB

RB

GUS

P

T

T

P

Nco I (2971)

Sac I (1107)

                  

pMACS38
3977 bp

MhDnaJ

Nco I (1058)

Nde I (883)

DnaJF (NcoI)

M13F

 
digested with SacI, blunt-end treatment        PCR product using primer DnaJF and M13F digested with NcoI and 

       by Klenow fragment, then digested with NcoI       NdeI for 175 bp and then blunt-end treatment by Klenow fragment 

 

 

  

pGKMhDnaJ-1
5695 bp

NPTII

MhDnaJ-1

T

T

P

P

Nco I (1278)

                 

pMACS38
3977 bp

MhDnaJ

Nco I (1058)

Nde I (883)

DnaJF (NcoI)

M13F

 

            digested with NcoI            PCR product using primer DnaJF and M13F digested with NcoI for 492 bp 

 

 

pGKMhDnaJ
6187 bp

NPTII

MhDnaJ

T

T
P

P

HindIII (820)

               

pGKU
7424 bp

LB

RB

NPTII

T

T

GUS

P

P

Hin dIII

Hin dIII  
           digested with HindIII                                 digested with HindIII for 2.6 Kb 

 

pGKUMhDnaJ
8804 bp

NPTII

T T

LB

RB

MhDnaJ

T

GUS

P

P

P

HindIII (820)

HindIII (3437)

 
圖一、基因過量表現分析之質體pGKUMhDnaJ構築策略 

Fig. 1. The construction strategy of plasmid pGKUMhDnaJ for gene 
overexpression. GUS: β-glucuronidase gene. LB: Left border. NPTII: neomycin 
phosphotransferase II gene. P: CaMV 35S promoter. RB: Right border. T: 
nopaline synthase terminator sequence. 
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BamHI SalI

GATCC GAAGGTCTCGAGCTTGATACTTCAAGAGAGTATCAAGCTCGAGACCTTCTTTTT G
G CTTCCAGAGCTCGAACTATGAAGTTCTCTCATAGTTCGAGCTCTGGAAGAAAAA CAGCT

pGK6-5i-S-1
5337 bp

T

LB

NPTII

P

T

RB

P

BamHI (1139)

SalI (1077)

 
digested with BamHI and SalI for 5275 bp                        annealing siMhDnaJ-S and siMhDnaJ-AS  

 

 

 

pU35STcherry
4568 bp

mCherry

2 X P

TL

T

Hin dIII (407)

Hin dIII (2309)        

pGKsiMhDnaJ
5335 bp

T

LB

NPTII

siMhDnaJ

P

T

RB

P

Bam HI (1137)

Sal I (1077)

     

pGKU
7424 bp

LB

RB

NPTII

T

T

GUS

P

P

Hin dIII

Hin dIII  
digested with HindIII for 1.9 Kb            digested with HindIII                     digested with HindIII for 2.6 Kb 

 

 

 

 

pGKmCsiMhDnaJ
7237 bp

NPTII

mCherry

P

T

LB

siMhDnaJ

TL

T

T

RB

P

2 X P

Hin dIII (824)

Hin dIII (2726)

    

pGKUsiMhDnaJ
7952 bp

P
T

LB

NPTII

siMhDnaJ

GUS

P

T

T

RB

P

HindIII (824)

HindIII (3441)

 
 

圖二、基因默化分析之質體pGKUsiMhDnaJ與pGKmCsiMhDnaJ構築策略 

Fig. 2. The construction strategy of plasmid pGKsiMhDnaJ and 
pGKmCsiMhDnaJ for gene silencing analysis. GUS: β-glucuronidase gene. LB: 
Left border. mCherry: modify cherry fluorescence protein. NPTII: neomycin 
phosphotransferase II gene. P: CaMV 35S promoter. 2 X P: 2-times CaMV 35S 
promoter. RB: Right border. T: nopaline synthase terminator sequence. TL: 
tobacco etch virus translation enhancer. 
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bp 之片段。此片段經 BamHI 酶切後回收 718 bp 之產物。另外 pU35STgfp

經 NcoI 與 BamHI 酶切共同酶切，回收 3809 bp 之產物，將此三回收片段以

適當比例混合，進行 DNA 接合反應，得到中間質體 pU35STJgfp-1。

pMACS38 以引子 DnaJF 與 DnaJ3，共同進行聚合酶連鎖反應，得到 648 bp

之片段，此片段經 NcoI 酶切，回收 492 bp 之產物。中間質體 pU35STJgfp-1

經 NcoI 酶切，回收 4686 bp，將兩回收片段以適當比例混合，進行 DNA 接

合反應，得到質體 pU35STJgfp。pU35STJgfp 與 pGKUa 分別經 HindIII 酶

切，回收 2512 bp 與 7388 bp 之產物，將兩回收片段以適當比例混合，進行

DNA 接合反應，得到轉殖質體 pGKU35STJgfp (圖三)。 

 

4. 啟動子活性分析質體 

    pBI101-PMhDnaJ 質體全長 17 Kb，含有 NOS 啟動子調控之 NPTII 基

因，MhDnaJ 啟動子調控之 gusA 基因，終結子均為 NOS terminator (圖四)。 

 

二、試驗方法 

 

(一) 基因啟動子與胺基酸序列構分析 

1. 基因啟動子序列分析 

    將 λMACS38 轉譯起始點上游之核苷酸序列，以 PlantCARE 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) 資 料 庫 預 測

TATA box 位置，與 TATA box 上游之 cis-acting element 位置。 

 

2. 胺基酸序列分析 

    將 MhDnaJ 胺 基 酸 序 列 ， 以 predictprotein 網 站 資 料 庫

(https://www.predictprotein.org/) 預測二級結構。 
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pMACS38
3977 bp

MhDnaJ

Nco I (1058)

DnaJ3

DnaJF(NcoI)       

pU35STgfp
4527 bp

2 X P

GFP

T

TL

BamHI (2033)

Nco I (1314)

      

pU35STgfp
4527 bp

GFP

TL

2 X P

T

Bam HI (2033)

35S polyA ter

5GFP (100.0%)

 
PCR product of primer DnaJF and DnaJ3   digested with NcoI and BamHI for 3809 bp   PCR product of primer 5GFP and 35S 

 digested with NcoI for 160 bp                                            polyA ter digested with BamHI for 718 bp 

 

pU35STJgfp-1
4686 bp

GFP

T

MhDnaJ-1

T L

2 X P

NcoI (1314)

                 

pMACS38
3977 bp

MhDnaJ

Nco I (1058)

DnaJ3

DnaJF(NcoI)  
          digested with NcoI                      PCR product of primer DnaJF and DnaJ3 digested with NcoI for 492 bp 

 

 

pU35STJgfp
5178 bp

GFPT

T L

MhDnaJ

2 X P

HindIII (407)

HindIII (2919)                  

pGKUa
7388 bp

LB

RB

NPTII

GUS

T

P

P

T

Hin dIII (820)

        
digested with HindIII for 2.5 Kb                                  digested with HindIII 

 

pGKU35STJgfp
9900 bp

NPTII

LB

RB

T

GUS

T

GFP

TL

MhDnaJ

T

P

P

2 X P

Hin dIII (820)

Hin dIII (3332)

 
圖三、蛋白質定位分析之質體pGKU35STJgfp構築流程 
Fig. 3. The construction strategy of plasmid pGKU35STJgfp for protein localization 
analysis. GFP: Green fluorescence protein. GUS: β-glucuronidase protein. LB: 
Left border. NPTII: neomycin phosphotransferase II gene. P: CaMV 35S 
promoter. 2 X P: 2-times CaMV 35S promoter. RB: Right border. T: nopaline 
synthase terminator sequence. TL: tobacco etch virus translation enhancer. 



 

 19

GUS P2 X P

LB

NPTII

RB

GFP PMhDnaJTL T T pA

NPTIIP

LB RB

T P

siMhDnaJ

pAGUS PU6 pA

RB

GUS P NPTIIP

LB

TT PMhDnaJ pA

NPTII2 X P

LB

T P

siMhDnaJ

TL PU6pAmCherry pA

RB

PMhDnaJ GUSP

LB

NPTII T

RB

T

 

圖四、香蕉MhDnaJ基因功能分析表現質體之構築示意圖 

Fig. 4. Schematic diagram of the plasmids for MhDnaJ gene function analysis. 
(A) Overexpression. (B) and (C) Gene silencing. (D) Protein localization. (E) 
Promoter activity. GFP: Green fluorescence protein. GUS: β-glucuronidase 
protein. LB: Left border. mCherry: modify cherry fluorescence protein. NPTII: 
neomycin phosphotransferase II gene. P: CaMV 35S promoter. 2 X P: 2-times 
CaMV 35S promoter. pA: CaMV 35S polyA terminator. PU6: At-C5-U6 snRNA 
gene promoter. RB: Right border. T: nopaline synthase terminator sequence. TL: 
tobacco etch virus translation enhancer. Bars = 1 Kb. 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 

(E) 
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 (二) 轉殖質體之構築 

1. 質體 DNA 之小量製備 

    質體 DNA 之小量製備方法，係修改自 Sambrook (1989) 所提出之方

法。挑取單一菌落接種於 5 mL含抗生素 (50 μg/mL kanamycin or ampicillin ) 

之 LB [10 g/L bacto-tryptone, 5g/L bacto-yeast extract, 5 g/L NaCl (pH 7.5)] 液

體培養基，於 37℃以 120 rpm 旋轉培養 12-16 小時，取 1.5 mL 菌液倒入微

量離心管，於室溫下以 13,200 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5415C) 離心 1 分

鐘，倒去上清液，再重複一次。加入 400 μL STET [8% sucrose, 50 mM 

Na2EDTA, 5% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)] 與 30 μL 10 mg/mL 

Lysozyme [in TEN: 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 10 mM 

Na2EDTA]，混合均勻後於室溫下反應 10 分鐘，以沸水處理 1 分鐘，立即

置於冰上，於 4℃以 13,200 rpm 離心 30 分鐘，以滅菌牙籤挑出沉澱物，加

入 500 μL -20℃之 isopropanol 混合均勻，置於-80℃ 5 分鐘，於 4℃以 13,200 

rpm 離心 10 分鐘，倒去上清液並倒置微量離心管風乾，加入 20-40 μL TE 7.5 

[10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM Na2EDTA] 回溶，於 4℃貯藏備用。 

 

2. DNA 片段回收 

    取 1 μg 質體 DNA 經限制酶酶切後，以瓊脂膠體 (agarose) 進行電泳分

離，於 UV 365 nm 波段下照射膠體，並切下欲回收之 DNA 片段於微量離

心管，秤所切下之膠體重量後，以 UltraClean TM 15 DNA Purification kit 

(MO BIO) 將膠體溶解使 DNA 釋出，並以 glass beads 回收，最後回溶 10 μL 

TE 7.5 [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM Na2EDTA]，於 4℃貯藏備用。 

 

3. 連接反應 

    將欲接合之基因片段 (insert) 與載體 (vector) 完全酶切，跑電泳回收
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後，以適當之比例混合，加入 1/10 體積之緩衝液 (ligation buffer) 與 T4 DNA 

連接酶 (ligase)，於 16℃反應 16-24 小時。 

 

4. 大腸桿菌勝任細胞之製備 

    大腸桿菌勝任細胞之製備方法，係修改自 Alexander (1987) 所提出之

方法。將大腸桿菌 JM109 菌種接種於 M9 (10 g/L Na2HPO4‧7H2O, 3 g/L 

KH2PO4, 0.5 g/L NaCl, 1 g/L NH4Cl, 0.5 M MgSO4, 50mM CaCl2, 0.2% 

glucose, 0.2% thiamine, 30 g/L agar) 固體培養基，於 37℃以培養 24 小時，

挑取單一菌落接種於 25 mL LB 液體培養基，於 37℃水浴以 240 rpm 震盪

培養 16-18 小時，取出 1 mL 菌液接種於 100 mL LB 液體培養基，於 37℃

水浴以 240 rpm 震盪培養至 O.D.600介於 0.45-0.05 之間，置於冰水浴急速冷

卻 30 分鐘，於 4℃以 5,000 rpm (Beckman J2-MC, JA-18 rotor) 離心 10 分鐘，

去上清液，加入與原菌液等體積之 Trituration buffer [100 mM CaCl2, 70 mM 

MgCl2, 40 mM NaOAc (pH 5.5)] 懸浮菌體後，於冰上靜置 15 分鐘，再於 4℃

以 4,5000 rpm (Beckman J2-MC, JA-18 rotor) 離心 10 分鐘，去上清液，加入

與原菌液 1/10 體積之 Trituration buffer 懸浮菌體，分裝 184 μL 菌液至微量

離心管後加入 16 μL dimethyl sulfoxide (DMSO)，以液態氮急速冷凍後保存

於-80℃貯藏備用。 

 

5. 轉型反應 

    轉型反應之方法，係修改自 Hanahan (1983) 所提出之方法。將連接反

應之產物與 200 μL 大腸桿菌勝任細胞混合，於冰上靜置 30 分鐘，於 42℃

水浴進行熱休克 (heat shock) 1 分鐘，置於冰上 1 分鐘後，加入 1 mL LB 液

態培養基，於 37℃水浴以 100 rpm 震盪培養 1 小時，取菌液塗抹於含有抗

生素 (50 μg/mL kanamycin or ampicillin) 之固態培養基上，於 37℃培養
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12-16 小時。 

 

6. 聚合酶連鎖反應 

    聚合酶連鎖反應之方法，係修改自 Jayaraman 等 (1991) 所提出之方

法。取 50 ng 質體 DNA 當作模板，加入 0.25 μM 引子、緩衝液 [10 mM 

Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.001% (w/v) gelatin]、dNTP 

(800 mM)、3 units DNA 聚合酶 (polymerase)，反應總體積為 50 μL，反應

條件為，98℃2 分鐘一個循環，98℃ 30 秒、50℃ 30 秒、72℃ 90 秒共 40

個循環，72℃ 10 分鐘一個循環  (GeneAmp PCR system 2400, Perkin 

Elmer)，聚合酶連鎖反應之產物於 4℃貯藏備用。 

使用之引子： 

DnaJF (5’-TAACCATGGGACCGGCGT-3’) 

M13F (5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’) 

5GFP (5’-ATGGGTAAAGGAGAAGAACT-3’) 

35S polyA ter (5’-CTACTCACACATTATTCTGG-3’) 

 

7. DNA 5’ 末端突出補平反應 

    參照 Promega產品說明，1-4 μg經酶切後之DNA，加入 0.5 mM dNTP/μg 

DNA與 1 Unit Klenow enzyme/μg DNA，於 30℃反應 30分鐘，加入 0.8 μL 0.5 

M EDTA 終止反應。 

 

8. DNA 3’ 末端突出切平反應 

    參照 Promega 產品說明，每 1-4 μg 經酶切後之 DNA，加入 0.5 mM 

dNTP/μg DNA 與 1 Unit Klenow enzyme/μg DNA，於 30℃反應 15 分鐘，加

入 1 μL 0.5 M EDTA 終止反應。 
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9. DNA 定序 

    使用核酸自動定序儀 ABI sequencer 377，進行 DNA 定序，以獲得基因

默化與蛋白質定位轉殖質體之構築。 

 

(三) 質體 DNA 之大量製備 

    質體 DNA 之大量製備之方法，係修改自 Sambrook 等 (1989) 所提出

之方法。將大腸桿菌菌種接種於 LB 固體培養基，於 37℃以培養 12-16 小

時，挑取單一菌落接種於 10 mL 含有抗生素 (50 μg/mL kanamycin or 

ampicillin) 之 LB 液體培養基，於 37℃以 120 rpm 旋轉培養 12-16 小時，將

10mL菌液接種於 1 L含有抗生素 (50 μg/mL kanamycin or ampicillin) 之LB

液體培養基，於 37℃水浴以 240 rpm 震盪培養 24-36 小時。菌液於 4℃以

6,000 rpm (Beckman J2-MC, JA-10 rotor) 離心 15 分鐘，去上清液，加入 18 

mL solution I [50 mM glucose, 10 mM Na2EDTA, 25 mM Tris-HCl (pH 8.0)] 

懸浮菌體，加入 2 mL lysozyme [10 mg/mL in 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)] 與 

40 mL solution II (0.2 N NaOH, 1% sodium dodecyl sulfate) 混合均勻，於室

溫靜置 5 分鐘，再加入 20 mL 預冷之 solution III (3M KOAc, 115 mL/L acetic 

acid) 混合均勻，於冰上靜置10分鐘後，於4℃以7,000 rpm (Beckman J2-MC, 

JA-10 rotor) 離心 15 分鐘，將上清液以尼龍網 (nylon mesh) 過濾，加入 0.6

倍體積之飽和異丙醇 (NaCl-saturated isopropanol) 混合均勻，於冰上靜置 5

分鐘後，於 4℃以 6,000 rpm (Beckman J2-MC, JA-10 rotor) 離心 15 分鐘，

去上清液，先後加入 2 mL 70%酒精與 100%酒精，於 4℃以 5,000 rpm 

(Beckman J2-MC, JA-10 rotor) 離心 5 分鐘，去上清液，風乾後以 10 mL TE 

8.0 [10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM Na2EDTA] 回溶 DNA，加入氯化銫 

(Cesium chloride, CsCl) 調整密度至 1.57-1.59 g/mL，再加入溴化乙錠 

(Ethidium bromide, EtBr) 使總濃度為 38.6 μg/mL，將溶液加入超高速離心
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管，於 20℃以 50,000 rpm (Beckman L8-M, NVT65 rotor) 離心 16 小時後，

以針頭將 DNA 抽出，加入等體積之飽和異丙醇混合均勻，於室溫下以 4,000 

rpm (Beckman Allegra X-12R Centrifuge, SX4750) 離心 3 分鐘，去除上層

EtBr。將溶液裝入透析模內，於 4 L TE (pH 8.0) 中透析 16 小時，去除 CsCl

後，加入 1/10 體積之 3 M NaOAc (pH 5.2) 與 2.5 倍體積之 100%酒精混合

均勻，於 4℃以 7,000 rpm (Beckman J2-MC, JA-13.1 rotor) 離心 10 分鐘，去

上清液，先後加入 2 mL 70%酒精與 100%酒精，於 4℃以 5,000 rpm (Beckman 

J2-MC, JA-13.1 rotor) 離心 5 分鐘，去上清液，風乾後以 TE 7.5 回溶 DNA，

定量後於-20℃貯藏備用。 

 

(四) 阿拉伯芥原生質體轉殖 

1. 原生質體之抽取 

    新鮮配製 10 mL 酵素溶液 (1% cellulose R10, 0.25% macerozyme R10, 

0.4 M mannitol, 20 mM KCl, 20 mM MES)，於 55℃水浴加熱 10 分鐘後，使

溶液冷卻至室溫，加入 10 mM CaCl2與 0.1% BSA。以無痕膠帶將阿拉伯

芥葉片下表皮去除，置於酵素溶液，以 50 rpm 搖晃 1.5-2 小時，將原生質

體吸到小試管，於室溫以 100 g 離心 3 分鐘，去除上清液，加入 2 mL W5 

solution (3 M NaCl, 1M CaCl2, 0.2M KCl, 0.1 M MES, 0.1 M glucose)，輕輕

混勻，於室溫以 100 g 離心 1 分鐘，重複三次，去除上清液，加 2 mL W5，

輕輕混勻，於冰上靜置 30 分鐘。加入 1% BSA 於 well 中進行 coating，30

分鐘後將其倒出。取原生質體懸浮液以血球計數器估算數量，進行轉殖

前，加入 MMg solution [0.8 M mannitol, 1M MgCl2, 0.1 M MES (pH5.7)]，

使原生質體總數為 2-5 × 105/mL。 

 

2. 原生質體之轉殖 

    阿拉伯芥原生質體 PEG 轉殖之方法，係修改自 Yoo (2007) 所提出之方
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法。取 200 μL 原生質體加入 20 μg DNA (1 μg/μL)，再加入 220 μL PEG [PEG 

4000 (Fruka), 0.8 M mannitol, 1 M CaCl2] 混合均勻，於室溫靜置 5 分鐘，加

入 2 mL W5 solution 終止反應，於室溫以 100 g 離心 1 分鐘，吸去上清液，

重複二次，加入 1 mL W5 solution 懸浮原生質體，於 25℃光照培養 18-24

小時，加入細胞核染劑 DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) 染色 30 分鐘，

加入 1 mL W5 solution，於室溫以 100 g 離心 1 分鐘，吸去上清液，重複二

次，以共軛焦顯微鏡 (Leica TCS SP5 Confocal) 觀察。 

 

(五) 基因槍法暫時性表現 

1. 微粒子製備與 DNA 包裹 

    微粒子製備方法，係修改自 Klein 等 (1987) 所提出之方法。秤取 60 mg 

直徑 1 μm 之金粒子，加入 1 mL 70%酒精震盪 5 分鐘，靜置 15 分鐘，於室

溫下以 13,200 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5415C) 離心 5 分鐘，去上清液，

加入 1 mL 無菌水震盪 1 分鐘，靜置 1 分鐘，於室溫下以 13,200 rpm 

(Eppendorf, Centrifuge 5415C) 離心 1 分鐘，重複三次，去上清液，加入 1 mL 

50%甘油 (glycerol) 於-20℃貯藏備用。取出 50μL，依序加入 5 μg DNA、

50 μL 2.5M CaCl2、20 μL 0.1 M spermidine，震盪 5 分鐘，靜置 1 分鐘，於

室溫下以 13,200 rpm 離心 1 分鐘，去上清液，先後加入 140 μL 70%酒精與

100%酒精，於室溫下以 13,200 rpm 離心 1 分鐘，去上清液，最後加入 48 μL 

100%酒精，貯藏備用，每次槍擊使用 6 μL。 

 

2. 洋蔥表皮細胞之基因轉殖 

    以洋蔥鱗莖第 2-4 層表皮組織為材料，使用 Bio-Rad 之氣壓式粒子槍 

(PDS-1000/He partical gun)，槍擊條件為 gap 飛行距離 3/8 inch，microcarrier

飛行距離 8 mm，25 inches-Hg，1100 psi 壓力片，材料距離 stop screen 6 cm，
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槍 擊 後 於 黑 暗 培 養 18-24 小 時 ， 加 入 細 胞 核 染 劑 DAPI 

(4',6-diamidino-2-phenylindole) 染色 30 分鐘，以共軛焦顯微鏡 (Leica TCS 

SP5 Confocal)觀察。 

 

(六) 農桿菌轉型 

1. 農桿菌勝任細胞之製備 

    農桿菌勝任細胞之製備方法，係修改自 Hofgen 與 Willmiter (1988) 所

提出之方法。將農桿菌 (Agobacterium tumerfaciens) LBA4404 與 EHA105

分別接種於 20 mL 含有 100 μg/mL Rifamycin 及 20 μg/mL Streptomycin 與

100 μg/mL Rifamycin 之 YEB 液體培養基 (5 g/L beef extract, 1 g/L yeast 

extract, 5 g/L peptone, 5 g/L mannitol, 0.5 g/L MgSO4, adjusted with 1N NaOH 

to pH 7.5) 中，於 28℃下以 240 rpm 震盪培養 24 小時。分別取出震盪培養

24 小時後之 5 mL 菌液加入 200 mL 含有 100 μg/mL Rifamycin 及 20 μg/mL 

Streptomycin 與 100 μg/mL Rifamycin 之 YEB 液體培養基中，於 28℃下以 

240 rpm 震盪培養至 OD600 為 0.5，將菌液倒入離心管，於 4℃下以 4,200 rpm 

(Beckman J2-MC, JA-10 rotor) 離心 20 分鐘，倒去上清液，以 200 mL 預冷

之無菌水回溶，於 4℃下以 4,200 rpm (Beckman J2-MC, JA-10 rotor) 離心 20

分鐘，重複一次後以 100 mL 預冷之無菌水回溶，再重複一次後以 50 mL

預冷之無菌水回溶，最後菌體以 2 mL 之預冷的 10%甘油回溶，並以 50 μL 

為一轉型單位分裝至 1.5 mL 之微量離心管，以液態氮急速冷凍後保存於 

-80℃貯藏備用。 

 

2. 電穿孔轉型反應 

    農桿菌電穿孔轉型方法，係修改自 Shen 與 Forde (1989) 及所提出之方

法。將農桿菌勝任細胞由-80℃凍箱取出置於冰上解凍後，加入 100 ng 之質
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體 DNA 於冰浴中混合均勻，全部移入 electroporation cuvette (sample volume 

20-70 μL) 中，以 Eelectroporation Amplitude-1.44KV, Pulse Width-99 μsec, 

Number of pulses-10 進行電穿孔，電穿孔後立刻加入 500 μL 於 28℃預熱之 

YEB 液體培養基進入 electroporation cuvette 中，吸放數次後全部移入玻璃

小試管中，於 28℃下培養 1 小時，取出菌液均勻塗抹於含有適當抗生素之 

YEB 培養基，於 28℃下培養 48 小時。 

 

3. 農桿菌質體 DNA 之小量製備 

    農桿菌質體 DNA 之小量製備方法，係修改自 Sambrook (1989) 所提

出之方法。接種單一菌落於 50 mL 含有適當抗生素之 YEB 液體培養基中，

於 28℃下以 240 rpm 震盪培養 48 小時，置於冰上 15 分鐘快速降溫後，於

4℃下以 3,700 rpm (Beckman J2-MC, JS13.1 rotor) 離心 20 分鐘，倒去上清

液並加入 1 mL 冰冷之 TE (pH 8.0) 懸浮菌體，將菌液移至 1.5 mL 之微量

離心管，於室溫下以 13,200 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5415C) 離心 1 分

鐘，倒去上清液後，加入 200 μL 之 Lysozyme [25 mg/mL in solution I (25 mM 

Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM Na2EDTA, 50 mM glucose) ]，震盪 (vortex) 5 分鐘

混合均勻，於冰上加入 400 μL 之 solution II (0.2N NaOH, 1% SDS ) 混合均

勻後於冰上靜置 9-13 分鐘，再加入 300 μL 之 solution III (3 M KOAc) 混合

均勻後於冰上靜置 13-16 分鐘，於 4℃下以 13,200 rpm (Eppendorf, Centrifuge 

5415C) 離心 10 分鐘，吸取上清液至新的 1.5 mL 之微量離心管，加入 500 μL

冰冷的 isopropanol 混合均勻，於-80℃下靜置 5 分鐘，於 4℃下以 13,200 rpm 

(Eppendorf, Centrifuge 5415C) 離心 10 分鐘，倒去上清液，加入 135 μL 之

TE (pH 8.0) 回溶 DNA，加入 100 μL 之 PCI 進行萃取，震盪 1 分鐘混合均

勻，於室溫下以 13,200 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5415C) 離心 1 分鐘，吸

取上層液至新的微量離心管，再加入 100 μL 之 CI (Chloroform/isoamyl 
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alcohol, 24:1) 進行萃取，震盪 1 分鐘混合均勻，於室溫下以 13,200 rpm 

(Eppendorf, Centrifuge 5415C) 離心 1 分鐘，吸取上層液至新的微量離心

管，加入等體積之 4 M ammonia acetate 與 500 μL 之 100%酒精混合均勻，

於-80℃下靜置 5 分鐘沉澱 DNA，於 4℃下以 13,200 rpm (Eppendorf, 

Centrifuge 5415C) 離心 10 分鐘，倒去上清液，加入 200 μL 之 70%酒精，

於室溫下以 13,200 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5415C) 離心 5 分鐘，倒去上

清液，再加入 200 μL 之 100%酒精，於室溫下以 13,200rpm (Eppendorf, 

Centrifuge 5415C) 離心 5 分鐘，倒去上清液後將微量離心管倒置風乾，風

乾後以 10-20 μL 無菌水回溶，於 4℃下貯藏備用。 

 

(七) 阿拉伯芥基因轉殖及轉殖株篩選 

1. 阿拉伯芥花序浸潤轉殖法 

    將阿拉伯芥種子播種於滅菌介質 (泥炭土：珍珠石：蛭石 = 8：1：1) 

中，於 23℃、16 小時光照與溼度 75%之生長箱培養，當植株長出第二對子

葉，開始每星期施用一次 1 mg/L 之花寶 2 號，並剪除提早抽出之花梗，3-4 

週後開始摘心，摘心 2-3 次後花序長約 7-15 公分即可進行轉殖。阿拉伯芥

之基因轉殖方法，係修改自 Bechtold (1993) 所提出之方法。將農桿菌 

(Agobacterium tumerfaciens, EHA105) 接種於含有 100 μg/mL Rifamycin 及 

50 μg/mL Kanamycin 之 YEB 培養基，於 28℃下培養 24 小時，挑取單一菌

落接種於含有 100 μg/mL Rifamycin 及 50 μg/mL Kanamycin 之 YEB 液體培

養基中，於 28℃下以 240rpm 震盪培養 48 小時，再取出 5 mL 菌液加入 500 

mL 含有，100 μg/mL Rifamycin 及 50μg/mL Kanamycin 之 YEB 液體培養基

中，於 28℃下以 240 rpm 震盪培養至 OD600為 0.8，將菌液於 4℃下以 6,000 

rpm (Beckman J2-MC, JA-10 rotor) 離心 10 分鐘，倒去上清液，加入 250 mL

之 infiltration 液體培養基 [1/2 MS basal medium (Murashige and Skoog, 
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1962), 5% sucrose, 2 mg/mL BA, 0.01% Silwet L-77, pH 5.7] 懸浮菌體，轉殖

前先剪除已開的小花與果莢，將植株倒置使所有小花苞都浸泡於菌液中進

行轉殖，將植株殘留的菌液滴乾，用塑膠袋套住植株保持溼度，於 23℃低

光照環境下處理 24 小時，即可拆除塑膠袋並置於生長箱內培養，待第一個

果莢開始褐化即可套袋，約 3 週後即可收種子。 

 

2. 轉殖株之篩選 

    植株完全乾燥後即可收取轉殖阿拉伯芥種子，秤取適量種子置於 1.5 

mL 之微量離心管中，以清水浸泡 30 分鐘，再以無菌水清洗種子 3 次，加

入 1% 漂白水 (含 0.05% Tween-20)，震盪 20 分鐘後去除上清液，再以無菌

水清洗種子 3 次，加入種子量 2 倍體積之無菌水懸浮後，將種子均勻灑佈

於發芽培養基 (1/2 MS basel medium, 1% sucrose, 50 μg/mL Kanamycin, 50 

mg/L Cefotaxime, 0.7% agar, pH 5.7)，1 週後即可區別未轉殖株與有抗性之

T1 擬轉殖株。 

 

(八) 菸草基因轉殖及轉殖株篩選 

1. 菸草葉圓片轉殖法 

    菸草葉圓片轉殖方法，係修改自 Horsch 等 (1985) 所提出之方法。將

農桿菌  (Agobacterium tumerfaciens, LBA4404) 接種於含有 100 μg/mL 

Rifamycin、20 μg/mL Streptomycin 及 50 μg/mL Kanamycin 之 YEB 培養基，

於 28℃下培養 24 小時，挑取單一菌落接種於含有 100 μg/mL Rifamycin、

20 μg/mL Streptomycin 及 50 μg/mL Kanamycin 之 YEB 液體培養基中，於

28℃下以 240 rpm 震盪培養 48 小時，菌液調整 OD600為 0.8，取 20 mL 菌

液倒入玻璃培養皿，將菸草無菌苗葉片切成 1.5 x 1.5 cm2的葉圓片，浸入農

桿菌菌液中 3-5 分鐘進行轉殖，取出葉圓片於無菌吸水紙上瀝乾後，放置
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於 N01B1 培養基 [MS (Murashige and Skoog, 1962), 0.1 mg/L 1-naphthyl 

acetic acid (NAA), 1 mg/L BA, 3% sucrose, pH 5.7, 0.7% agar] 上，於 25℃ 以

16 小時光照環境下共培養 2 天。 

 

2. 轉殖株之篩選與再生 

    將共培養 2 天之菸草轉殖葉圓片取出，浸於含有 250 mg/L Cefotaxime 

之 N01B1 液體培養基中 1 分鐘，取出葉圓片於無菌吸水紙上瀝乾後，放置

於含有 250 mg/L Cefotaxime 與 100 μg/mL Kanamycin 之 N01B1 培養基上，

於 25℃以 16 小時光照環境篩選 3 週，將抽出芽體之葉圓片移至含有 250 

mg/L Cefotaxime與 200 μg/mL Kanamycin之N01B1培養基上，於 25℃以 16

小時光照環境下次篩選，切下約 1 公分長無白化之芽體，扦插於含有 250 

mg/L Cefotaxime 與 200 μg/mL Kanamycin 之 MS 培養基上，於 25℃以 16

小時光照環境下培養，使其發根。 

 

(九) 擬轉殖株之分析 

1. 基因組 DNA 之抽取 

    基因組 DNA 之抽取方法，係修改自 Dellaporta 等 (1983) 所提出之方

法。秤取 0.5-1.0 g 植物材料，以液態氮研磨至粉末狀，加入 15 mL extraction 

buffer [100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM EDTA (pH 8.0), 500 mM NaCl、10 

mM β-mercaptoethanol] 混合均勻，於冰上加入 1 mL 20% SDS，震盪後於

65℃水浴反應 10 分鐘，加入 5 mL 5 M KAOc 混合均勻，於冰上靜置 20

分鐘，於 4℃以 10,800 rpm (Beckman J2-MC, JA-13.1) 離心 20 分鐘，將上

清液以尼龍網過濾至新的離心管中，加入 10 mL -20℃異丙醇，混合均勻，

於-20℃靜置 30 分鐘，於 4℃以 10,800 rpm (Beckman J2-MC, JA-13.1) 離心

15 分鐘，去上清液，風乾後加入 700 μL High-TE [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 

10 mM Na2EDTA] 回溶DNA，將溶液移至微量離心管，於 4℃以 13,200 rpm 
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(Eppendorf Centrifuge 5415D) 離心 10 分鐘，將上清液移至新的微量離心

管，加入 75 μL 3 M NaOAc (pH 5.2) 與 500 μL -20℃異丙醇，混合均勻，

於 4℃以 13,200 rpm 離心 10 分鐘，去上清液，先後加入 70%酒精與 100%

酒精，於 4℃以 13,200 rpm 離心 5 分鐘，去上清液，風乾後加入 100 μL 含

有 10 mg/mL RNase A 之 TE (pH 8.0) 回溶 DNA，於-20℃貯藏備用。 

 

2. 樣品製備 

取 20 μg 基因組 DNA 進行限制酶，於 75℃處理 10 分鐘終止反應，加

入 1/10 倍體積之 4M NaCl 與 2.5 倍體積之 100% 酒精，於-80℃沉澱 30 分

鐘，於 4℃以 13,200 rpm 離心 10 分鐘，去上清液，先後加入 70%酒精與

100%酒精，於 4℃以 13,200 rpm 離心 5 分鐘，去上清液，風乾後加入 25 μL 

TE (pH 8.0) 回溶 DNA，再加入 10 X DNA loading dye，以 0.7%瓊指膠體

進行電泳分離。膠體依序以 200 mL 0.25 N HCl、變性緩衝液 (1.5 M NaCl, 

0.5 M NaOH)、中和緩衝液 [1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl (pH 7.5), 0.5 M 

EDTA (pH 8.0)] 各浸泡處理 15 分鐘二次，以 200 mL 10 x SSC 緩衝液 (1.5 

M NaCl、0.15 M trisodium citrate) 進行轉漬 16-18 小時，將 DNA 轉漬至

Hybond-N 膜上，以 120 mJ/cm2 UV (Spectrolinker XL-1500) 進行

cross-linking 後，於 80℃真空烘箱乾燥 1 小時，於防潮箱貯藏備用。 

 

3. 探針製備 

    探針之製備方法，參照 Feinberg 與 Vogelstein (1983) 所提出之 radom 

primer labeling方法。取25-62.5 ng 變性之DNA當作模板，加入10 X labeling 

buffer {50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 5 mM MgCl2, 2 mM DTT, 0.2 M 

N-[2-hydroxyethy]piperazine-N’-2-[ethanesul-fonic acid] (HEPES), 26 A260 

units/mL random hexadeoxyribonicleotides}、25 μM dATP、25 μM dTTP、25 

μM dGTP、400 μg/μL bovine serium albumin (BSA)、50 μCi [α-32P] dCTP (333 
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nM) 與 5 units Klenow polymerase，反應總體積為 50 μL，於 37℃反應 2 小

時，加入 2 μL 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 終止反應，再加入 8 μL 追蹤染劑 

(50% glycerol, 0.25% bromophenol blue) 混合均勻後，將反應液加入

Sephadex-G50 層析管柱，以微量離心管接取通過之溶液，並使用液態閃爍

計數器 (Beckman LS1801) 測量放射性同位素讀值，選取最高值做為探針。 

 

4. 南方氏雜交分析 

南方氏雜交方法，係修改自 Southern (1975) 所提出之方法。將

Hybond-N 轉漬膜放入預雜交溶液 [6 X SSPE (1 X SSPE: 0.15 M NaCl, 10 

mM NaH2PO4, 1 mM Na2EDTA, pH 7.4), 5 X BFP (1 X BFP: 0.02% BSA, 

0.02% Ficoll-400000, 0.02% PVP-360000), 1% SDS, 10% dextran sulfate, 50 

μg/mL salmon sperm DNA]，於 65℃水浴以 20 rpm 震盪反應至少 2 小時，

將預雜交溶液倒出，加入雜交溶液 [6 X SSPE, 5 X BFP, 0.5% SDS, 250 

μg/mL salmon sperm DNA, 10% dextran sulfate, 3 x 106 cpm/mL 之變性核酸

探針]，於 65℃水浴以 20 rpm 震盪反應 16-18 小時，將雜交溶液倒出，於

室溫以 Wash buffer I 溶液 (2 X SSPE, 0.1% SDS) 20 rpm 震盪處理 15 分

鐘，重複兩次，在於 65℃水浴以 Wash buffer II 溶液 (1 X SSPE, 0.1% SDS) 

20 rpm 震盪處理 15 分鐘，重複兩次，即可於-80℃進行 X 光片壓片 (Kodak 

XAR film)。 

 

5. GUS 活性組織化學染色法 

    GUS 活性組織化學染色之方法，係修改自 Jefferson (1987) 所提出之方

法。植物材料浸泡於含有Triton X-100之緩衝液 [50 mM NaPO4 (pH 6.8), 1% 

Triton X-100]，37℃下處理 2 小時，以緩衝液 (50 mM NaPO4, pH 6.8) 沖洗

三次，加入含 X-gluc 之緩衝液 [50 mM NaPO4 (pH 6.8), 1 mM X-gluc]，以

25 inch-Hg 真空抽氣 5 分鐘二次，回壓後置於 37℃下反應 24 小時，最後以
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70%酒精終止酵素反應及褪去葉綠素，並於室溫下浸泡保存。 

 

(十) 轉殖株之啟動子活性與誘導分析 

1. 無菌播種 

    於無菌操作台，將阿拉伯芥或菸草種子放入微量離心管，加入 70%酒

精震盪清洗 1 分鐘，再以 1%漂白水 (含 0.05% Tween-20) 震盪清洗 15 分

鐘，以無菌水沖洗漂白水 3 次，每次 5 分鐘，加入等體積之無菌水懸浮種

子，播種於含有抗生素 (50 μg/mL Kanamycin) 之 1/2 MS (含 1% sucrose) 固

體培養基，培養於 25℃、16 小時光照及 8 小時黑暗環境。 

 

2. 不同發育階段之啟動子活性分析 

    取無菌播種後 5、10、15、20、25、30 天大與開花之菸草轉殖株，進

行 GUS 活性組織化學染色。 

 

3. 不同非生物性逆境誘導處理 

取無菌播種後 21 天大菸草 T1 轉殖株，以下所列出之逆境進行處理，

除了高溫、低溫與低溫黑暗處理，其他處理皆於 25℃、光照 16 小時、黑暗

8 小時之培養室進行，處理後以 GUS 活性組織化學染色，觀察啟動子表現

情形。 

(1) 高溫逆境處理 

    將菸草 T1 轉殖株含培養基，放入生長箱以 37、42、45℃處理 24 小時。 

 

(2) 乾旱逆境處理 

    將菸草 T1 轉殖株置於乾的濾紙上，處理 3 小時。 
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(3) 低溫處理 

    將菸草 T1 轉殖株含培養基，放入冰箱以 4℃處理 24 小時。 

 

(4) 黑暗處理 

    將菸草 T1 轉殖株含培養基，以鋁箔紙包覆避光處理 24 小時。 

 

(5) 低溫與黑暗處理 

    將菸草 T1 轉殖株含培養基，以鋁箔紙包覆避光，放入冰箱以 4℃處理

24 小時。 

 

(6) 鹽分逆境處理 

    將菸草 T1 轉殖株置於以 300 mM NaCl 浸潤之濾紙上，處理 3 小時。 

 

(7) 淹水逆境處理 

    將菸草 T1 轉殖株自培養基取出，放入小試管以無菌水淹蓋處理 24 小

時。 

 

(8) 機械創傷處理 

    以解剖刀劃傷菸草 T1 轉殖株之葉片製造創傷，再置於以含 1% soucrose

之 1/2 MS 液態培養基浸潤之濾紙上，處理 0.5 或 1 小時。 

 

4. 不同生長調節劑誘導處理 

生長調節劑誘導處理試驗，係修改自 Tsuchisaka 與 Theologis (2004) 及

Wang (2005) 所提出之方法。取無菌播種後 21 天大菸草 T1 轉殖株，置於

以含有以下不同濃度生長調節劑之 1/2 MS液態培養基浸潤之濾紙上進行處
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理 24 小時，處理皆於 25℃、光照 16 小時、黑暗 8 小時之培養室進行，處

理後以 GUS 活性組織化學染色，觀察啟動子表現情形。 

(1) Auxin：20 μM indole-3-acetic acid (IAA) 

(2) Benzyadenine：20 μM BA 

(3) Gibberellin：20 μM GA3 

(4) Abscisic acid：100 μM ABA 

(5) Methyl jasmonate：50 μM MeJA 

(6) Salicylic acid：1 mM SA 

(7) Ethylene：50 μM 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) 
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肆、結果 

 

一、香蕉 MhDnaJ 基因結構分析 

 

(一) 香蕉 MhDnaJ 基因序列分析 

    將 λMACS38基因序列與 pMACS38 cDNA序列比對，顯示香蕉MhDnaJ

基因含 5 個顯子及 4 個隱子 (圖五)，轉譯起始密碼子於第一個顯子，轉譯

終止密碼子於第五個顯子，而顯子與隱子連接處之胺基酸序列，均符合

GT-AG rule (表一)。基因組選殖系 λMACS38 與 pMACS38 分別轉譯出 273

與 217 個胺基酸，比較基因序列與相對應之 cDNA 序列，有一個核苷酸差

異，使第 190 個胺基酸由組胺酸變為精胺酸 (H134R)。比較香蕉 MhDnaJ

與 其 他 物 種 如 阿 拉 伯 芥  (AtDnaJ, NP_565163) 、 水 稻  (OsDnaJ, 

NP_001060336) 、 楊 樹  (PtDnaJ, XP_002302268) 、 蓖 麻  (RcDnaJ, 

XP_002513851) 、 葡 萄  (VvDnaJ, XP_002285821) 和 玉 米  (ZmDnaJ, 

NP_001140575) DnaJ 胺基酸序列的相似性，介於 65.9% - 71.6% 之間，而

與葡萄相似性最高，為 71.6%  (表二)。胺基酸序列分析顯示，香蕉、阿拉

伯芥、水稻、楊樹、蓖麻、葡萄和玉米都具有 J-protein 特有的 J-domain，

另外還有Nuclear localization signal (NLS) 與Nuclear export signal (NES) (圖

六)。親緣樹狀圖分析結果顯示，香蕉 MhDnaJ 在演化上和水稻與玉米的同

源性較高 (圖七)。 

 

(二) 香蕉 MhDnaJ 基因啟動子序列分析 

分析已取得之香蕉 MhDnaJ 基因啟動子序列，以 PlantCARE 資料庫比

對，預測 TATA box 位於於轉譯起始點上游 287-291 bp，序列為 TAATAA，

CAAT box 則位於轉譯起始點上游 518-522 bp，序列為 CAAAT。根據比對
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ggatccagtaaggacaaacccgagcgaccgcccggagcccgaggtattatctccggattt    -3261 
HSE 

aacggactccctacgagcccagctactctttctttggcagcggctcgatgaactagagaa    -3201 
ggagtttcgcaactcgaagggagagctcggggtggacacatatcgaggatctccgttcac    -3141 
accagagatacgagatcacgcggttcccccgaatttccagctcacttctatggacgcata    -3081 

MBS 
cgacggctccattgacctagcggaccatgtcgccgctttccgtgcccaactggcactata    -3021 

AuxRR-core 
tggaacgtctgatgctttaacgtgtaggcgtttcccacgacctgaggggtccagcctaca    -2961 
catggtacggcggcctgaagaccggaacgatcagttcttcggccagctcgccaaggactt    -2901 
cgagctccacttagtgcccatgcccggccaaagccctccgcggcactgctcctcggactc    -2841 
aaacaaagagaggacgagcccctctcacatttcgtggatcgctttgccacgcaaatctga    -2781 
tgcttaccggacactcacccctctctgttagtgcaggcatttatgataggcttgcgacct    -2721 
tccacattcctctggtccctcgcggagcgacctcccacggtagtgccaaaaatgctccag    -2661 

MBS                                            HSE 
cgggctaactgatacatcatagcggaggcctgggcgcggcgcgaggagaagggacgacct    -2601 
ccgaccgtgggctccatgagagaggccaagcatccgcggtggctacccgatgtactcatg    -2541 

HSE 
aaaagaaatctaagccctgccttagtctcttctgagcgaaggttcagtatctgcctgacc    -2481 
cccttttcggctcgcggttggccccagcttaaacccttctgaatctaaatgccttggcca    -2421 
tggactgcccgggtccacctcagcgaggcctgcccggcctaagttgtgtccctcggcctg    -2361 

G-box 
agccacgtccctcggccatggactgcccgggtccacctcagcgcggcctgcccgcatgag    -2301 

G-box 
ttgtgtccctcggcccgagccacgtccctcggccatgcactgcccgagtccacctcagcg    -2241 
cggcctacccgcctgagccatgtccctcggtcgcactctgcccaagtccacctcagcgcg    -2181 
gactatccgcctgagccaagggtcccccgagtccacctctacttggcttgctgaccgagt    -2121 
tgcgctcctcgactacatgttgcccgggcccatgcctgcgcggctagccccgctgcgccg    -2061 
tgctcctcggctgcgtgttgcccaagactacacctacgcggcctgcccgcctgcgtcgtg    -2001 
ttccttagctccatggcctccgagacacacctgcgcggcctgcccacctgcgtcgtgctc    -1941 
ctcggccccatgacccgagacacacctttgcggccagcccgcctgtgtcgtgctcctcgg    -1881 
ctacatgttgcccgagaccacgcctgcgcggcctgcccgtctgcgccgtgttcctcggtc    -1821 
gcacgttgtccgaggccgcaacctctactcggcttcccgacttagttgggctcctcgacc    -1761 
ccatttcccgagccacacctgagcggccagcacgcctacatcgtgctcctcggctccatg    -1701 
ttgcccgagaccacacttgcgcggccagtccgcctgcgtcgtgctcctcggttacacatt    -1641 

CGTCA-motif 
gcccgagaccacgcctgngcggcctgcctgcctgcgtcacactcctcgccttcggctcca    -1581 
tgttcccttcggctccatgttccccgagacctcgtccgtgcgccagcccgtctgaagaca    -1521 
HSE 
gaagccatgcatcagactcctcttatacaacaaccgacgcatagctcctttcaggggggg    -1461 

GATA-motif                           CGTCA-motif 
aatatgataagggtaaaaatggcgatgtgacacgccatgacgtcagccatgtctggacaa    -1401 
cacactgcccgaggaagtcggcattaacacctaactcaggcttggttcttcacgccacgc    -1341 
taaccccatgtcagacgctatcagcctgcctcctgcaagcagccacatcaggtaacatca    -1281 
aactcatctataaataccccagagttctaaacgaacaggggaggaagacaagcacaacgc    -1221 
actcagaggcatcttttcctccaaaaccctctccacattgctaacttgatcgtcggaggg    -1161 
gtcgggccgagctcgggaacggattgggtgcaggtgtgagaggtgtgcctcttcccggac    -1101 
gatgcggcgacgttcctcctgacccgacctcccgacccgaaccaccgtgctcggccgccg    -1041 
ggagaccccgagggacgtcgcccgagatccccgacatccggacccccgaaccgagcagca    0-981 
tcggccccgaggcctcggcttaaaggtgtttacactaacaggatcgaaggcctgtaggag    0-921 
ggtccggcgagtggcgtcccaatcgacggcatggacgaagaccacgctctgtatatagcg    0-861 

CGTCA-motif 
acgagcgcagcgtcaacagcgtcgagttataagtagatctcgaggacgcggtggatcata    0-801 
tcaggggtggagatgactgaggaagagccgtcgtcgccggggccgctgctccgccgccga    0-741 

CGTCA-motif 
agagggctaggtcgtcatggtcttgaatggcgtcgttaccagggggccgctgccgttgct    0-681 
gctgctgttgcttgggctcgggctcgaggccgagctctgtgggaagcggaactactcgga    0-621 

HSE 
ctttctatacgcagaagatattcgattcctgagttgactcggacgagtttggtatgggag    0-561 

 
(Countinued) 
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CATA-box 
gttggatttatctgaaccgtccgtttttcctcggtacacaaataccctattccagcatac    0-501 

ABRE 
ccattcggttactgtctcggtgattgaaacacgtgatggccccatcttaatcagtagaca    0-441 

CGTCA-motif                                   G-box 
agtcggccgtcaagtaacgcacaaacgtcgactaaaagatgaagcacgtcccgcttctgc    0-381 
agctacggccaactcggacaccaactcatgaagtgttcttcatatcgtgtctttcgtacg    0-321 

CGTCA-motif             TATA-box 
cagtccccacgtcagatcgaaatggttcataataatactcgactctcacgaccttttgag    0-261 
gcggaacgagcaacaaagcacagcaccatacagcatttacatcgatcgaggaagcgccac    0-201 
gtacgacgtacagacaccaaatgattcggtcctctcgttcctcgggagacattcctcggg    0-141 
ggagacatttccgtcacgaatctcccaacctccgagccccggaaaaaactcctctcccgg    00-81 
ccatctatttcttcccccaaatcgaaaccgtaacccttaattccaatttccccttctcct   0OO-21 
ttcctcctactgctctcaggATGAGCAGTCTGAGAGTGATTTGCCGCCCGCACGTGGTCG    00+40 

MOOSOOSOOLOOROOVOOIOOCOOROOPOOHOOVOOV 
TCTCCTCTATCTACTGCTGCAGAGGCTACGGTCGCCTAAGGTTCGCGCCCTCCGCCCGGA    0+100 
VOOSOOSOOIOOYOOCOOCOOROOGOOYOOGOOROOLOOROOFOOAOOPOOSOOAOOR 
ATCCTAATCTCCCAATCTCGCACCCGTCGTATGCATCGTCTCCTTTTGTCCTCGATGACT   00+160 
NOOPOONOOLOOPOOIOOSOOHOOPOOSOOYOOAOOSOOSOOPOOFOOVOOLOODOOD 
CCCCGAGGATGGGACCGGCGTCGCGCGCTAATTCGAGGAGGACGCTCACTAGGGTCTCCA    0+220 
SOOPOOROOMOOGOOPOOAOOSOOROOAOONOOSOOROOROOTOOLOOTOOROOVOOS 
ATTGGAACTCCGAGAAGTCGCCTTATGATACCCTTGgtaatttcctcaaagatcatatct    0+280 
NOOWOONOOSOOEOOKOOSOOPOOYOODOOTOOL 
ttggtcctgcccttggaactcacttagatatagtatccaagatctgatttttctatactt    0+340 
caagatccatttatttcagatgaatgagaaaatcacgatagtaagtgtaatattttcctt    0+400 
caatcttcaagtttaagggcgatcaggttctctatcatgctttgtttatgtttatatgca    0+460 
ttttttgtgtgttcttgatcgttcacgatattaaacatgcagAACTGGAAAGGGATGCTG    0+520 
OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOEOOLOOEOOROODOOA 
ATGATGAGAAGATTAAAGCTGCTTATAGAAGATTGGCCAAGTTTTACCACCCAGATGgtt    0+580 
DOODOOEOOKOOIOOKOOAOOAOOYOOROOROOLOOAOOKOOFOOYOOHOOPOOD 
tctctttcaccttcaatatttatagttgaagtttttctactgattgtttttgatgcagtt    0+640 
gttatgctgtcaaattgcttgtaaatttggctacttttcttatcacaaagaccaagtatt    0+700 
tccttttattgaatattaaagtttttactgaaactggaatgaattgatttccccttatac    0+760 
agatgagctactttttcgtttttcatatatgagcattttctcttaccttcttctgtctta    0+820 
acttgatattttccagtaagttcatacttgctagttcatttttgtgtttgtaatatagcc    0+880 
caactgatatatgacataatttactaataatttacagtaaaatgattgctcagtgattgc    0+940 
catgtgagtgaactagaatctttatctgaaagttaagctacctattcaactaaataaata    +1000 
aatacttagatactgtttcttaacataagtattttgatttgctaattgtccttctaggtg    +1060 
caggcattttaaatgctctatcatgcatatagattttgtctgttctgattttgacctatc    +1120 
tgttctgattgctttatttgtccttgttatagtctagtgctatagatttcttttattaat    +1180 
ttttgtgatactttatttctcaagtaaaaagactaactttctgtgtgtctcattaaaagg    +1240 
tatcttaatcttgtgttctcattgtggcatgcttgcatatgatctttgttagatgtatta    +1300 
ttttgtttagtgaaataatgtataacttttggttttgaattttcttgacacagatctcag    +1360 
tatcatataattaaactctttattgtctctttcattgtgtattgaactctagaatcattg    +1420 
ttcgagtttctcgacttgtctcaatctattcttttttcagtatgaaacatgaggtattag    +1480 
ttttttctgttctttttctttctatttgcacttctaataggttatattataaacaatcat    +1540 
tagcaattgctctaagtacccagctgatacttttgttcttgtcttctaaagTTTATGATG    +1600 
OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOVOOYOOD 
GTAGAGGAACTCTTGAGGAAGGAGAAACAGCTGAATCCCGATTTATCAAAATTCAAGCTG    +1660 
GOOROOGOOTOOLOOEOOEOOGOOEOOTOOAOOEOOSOOROOFOOIOOKOOIOOQOOA 
CTTATGAGCTTCTAATAGATGATGAGCAGAGGCGACAATACGACAGAGATCACCATGTCA    +1720 
AOOYOOEOOLOOLOOIOODOODOOEOOQOOROOROOQOOYOODOOROODOOHOOHOOV 
ATCCTATGAAGgtacatattataattttgtatattcgtttacattcttaatctaattatt    +1780 
NOOPOOMOOK 
atgcccattttattgactactttttaattaaccattccatgtcttgtaatgagaggttat    +1840 
gaggttgtttntgctacctcaatcttgccaaaatttctttgtgattattgtttttgtgac    +1900 
caagatgtgtcaaactgactcttttttatctcattcctcttacaatagaaatgttataga    +1960 
gatactttaggaatttacaatacccttgtgtatttaaaaagacttgagaaaataaagttg    +2020 
tgtatttaaaaaggaaaataactaagaagttcatagtataagttttgaatcaaatctaaa    +2080 
taaatattaaataatataattttgtaattttttttgttataaaattgacgaaggatttat    +2140 

(Countinued) 
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ttttgacaataaattcataatgtattgtttacaattaattaataacttagtttttaaaat    +2200 
caatgaatgcaaaaaaattaataatttagtttctgaaaccaattgatattttcttaatac    +2260 
cttatcaattgtaggagaattcttaatcagtatcctaaagttgatggaacatcaactgat    +2320 
gctctaaagttaataaaatattactatttacgtgataggatagcctatagttagtgtttc    +2380 
agatggaagtatatattatagacattgtagatgttaatataaagtttgtgtcacagggtt    +2440 
gtaggttcttagttatatcctgttaaatgtcatggaaagtgacccatgaatttgtcaaag    +2500 
taaaccttaatagagagaaatatgtggtacctaagtttgtaacttgcggagcttttctat    +2560 
gcccttgagcaactgaacaggtccaaaagatatgctaaaaataacaatagtgaagcttcc    +2620 
aagttagtcagtttaaagcagttttatttgcttctgttttatgaaattcctacactgtat    +2680 
atgatctcaaaactatatttatcaggggctaaatataaaaatataaattaatttgaagat    +2740 
ccaacaatggagcgatagggaacacttatattaataccttctcaacacaattagaaagaa    +2800 
aaagaataacattgcacataccataataaaacagctcagttaggttatataaaagtaacc    +2860 
tgtgcatacagaattagcatttgtagttaaccttattaaagagtttatagataatatatt    +2920 
aaaaagttttactgatttaaacttgagaaagcaatccaaatatgcctgtctaccaaaagt    +2980 
gcctccctagagaaagaccgatgatttaatccatatagactttttgtgtaataaaagagg    +3040 
aaggccatatatgtcagcctcacagttggctctgctggccttcaactcttgttaacaaag    +3100 
tagtttactattatgatggtaaccgagagagagatgcagagatacgacacaaccttcaag    +3160 
gtgcataaaggaaagcgagggaggcgagagtgcctcttggccccatttcctctaccctga    +3220 
tatagatacaggttttaaggacatttctcattgccaacactttgattcaactcttttgtg    +3280 
ttattggaaaatttcaccataaatttaattgtatggacatctttataattaatgctatac    +3340 
caaaaatgtgaaatatttgtcatatacaggtgcattactatcagcctcttttattttaga    +3400 
agtaaatggttttctttgtataaattccaacattctttgtgtttgcacctatcagGCTTC    +3460 
OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOAOOS 
CCAGGCATGGATGGAATGGGTGATGAAAAAGCAAAAAGCATTTGATCAGCGTGGTGATAT    +3520 
OOQOOAOOWOOMOOEOOWOOVOOMOOKOOKOOQOOKOOAOOFOODOOQOOROOGOODOOM 
GGCAATTGCTGCTTGGGCTGAACAGCAGCAACATGAGATGAATCTCCGAGCACGTCGTCT    +3580 
OOAOOIOOAOOAOOWOOAOOEOOQOOQOOQOOHOOEOOMOONOOLOOROOAOOROOROOL 
TTCTCGTTCAAAGgtttataagtacattatattatatacaagaatttgtcttgggactgc    +3640 
OOSOOROOSOOK 
ttgaatgccagcaaatagctaactggcacctcattaattcattactgaatgtgcattctt    +3700 
gtggagttgattgacccaaagcttttttcataccattaaataaagacaattttttttgac    +3760 
ataaggactaatgagtagatccattttttaaaaaatgagtgtttaattgtttagtttgac    +3820 
ttactttcaatcctgtgtttctggtgctttactgatgaacgacactccattttattactt    +3880 
tgtcatagcttttacctacttcattgttagtcgcagtctgtcatattaactccaagtagt    +3940 
ataaatcatgatttttgaagtgtgaaaaccatgattactgagtcaattggtctcacgtcg    +4000 
tcgttcattttgttgaaacactatttcattatttttgaatttttgtttgaaatgcaattt    +4060 
agatgtttctaactagatactttctgttttcttcgtattttcattttttcttttttgtcg    +4120 
tcatctgagatgctcccttcatatggctgacactcctgtggtcagggttttactctttta    +4180 
ctgctctcctttcagtgcttattcggcagcattactttcttcctcttaggttcactagca    +4240 
cttggtaaatgtcaccatatttcagATTGATCCTGAAGAAGAGAGGAAGATTTTGGCAAA    +4300 
OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOIOODOOPOOEOOEOOEOOROOKOOIOOLOOAOOK 
GGAGAAGAAAGCATCCATGGAGTACTTCACCAATACCCTGAGAAGACATACACTTGTTCT    +4360 
OOEOOKOOKOOAOOSOOMOOEOOYOOFOOTOONOOTOOLOOROOROOHOOTOOLOOVOOL 
GAAGAAGAGAGATTTAATGCGGAAAAAGGCAGAGGAAGACAAGAAAAGGGTCATTAGTCA    +4420 
OOKOOKOOROODOOLOOMOOROOKOOKOOAOOEOOEOODOOKOOKOOROOVOOIOOSOOQ 
GCTTTTAGCGGCGGAAGGTCTCGAGCTTGATACAGACGATGATGATGAAGCTGTATGATG    +4480 
OOLOOLOOAOOAOOEOOGOOLOOEOOLOODOOTOODOODOODOODOOEOOAOOVOO* 
AATTGTTCATCATATGGGAAAATTTGTTGTACATACAGAGATCTCTTTATTTCTGGTCAT    +4540 
GGAAAGCAGGTAATGAAATCTGTCTAATATTTTTCTCTTAACTGTATCCTATGATATATA    +4600 
TCATTGTTTTATCGGTATAATCTGAAATCAGTACATCTAAATAGAATGATCGAAAATTAG    +4660 
CATGACCCAAcccagtgtttgtcaagtacaaattgttctgattggtctcaatctttcgta    +4720 
tgggtgaagattcaattactgaatgtaatatgaccgcactagca                      .+4764 
 

圖五、香蕉MhDnaJ基因之核苷酸及演繹胺基酸序列 

Fig. 5. The nucleotide and deduced amino acid sequences of the MhDnaJ gene 

from banana. The first nucleotide of putative translation start site is denoted by 
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+1. The numbers for the nucleotide are shown on the right. Starting at the 

translation start site nucleotides in the structural gene sequence are indicated by 

positive numbers, whereas those in the 5’-flanking region are by negative 

numbers. Lowercase letters indicate introns and part of the flanking regions. 

ABRE: abscisic acid responsive element. AuxRR-core: auxin responsive 

element. CGTCA-motif: MeJA-responsive element. GATA-motif: part of a light 

responsive element. G-box: light responsive element. HSE: heat stress 

responsive element. MBS: MYB binding site involved in drought-inducibility. *: 

stop codon. 
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表一、香蕉 MhDnaJ 基因之顯子與隱子連接部位核苷酸及胺基酸序列 

Table 1. MhDnaJ splice-junction nucleotide sequences. The size of each exon and 
intron were determined from the exon-intron boundaries by comparing the nucleotide 
sequence of genomic DNA with the cDNA sequence and according to the GT/AG 
rule of splice junctions. 

 

Exon 

No. 

Exon size 

(bp) 
3’Exon junction 5’Exon junction Exon No.

1 370 2 

  

CCCTTGgtaatt-- (intron 1, 246 bp) --atgcagAACTGG 

.      ...L                                  E O.L  

2 75 3 

  

CAGATGgtttct-- (intron 2, 1014 bp) --ctaaagTTTATG 

..P   D                                 VO. Y  

3 140 4 

  

ATGAAGgtacat-- (intron 3, 1724 bp) --tatcagGCTTCC 

.M  .K                                  A  ..S  

4 138 5 

  

TCAAAGgtttat-- (intron 4, 672 bp) --tttcagATTGAT 

.SO..K                               .I  ..D  

5 405     

*. Bases from exons are shown in capital letters and those from introns in small letters. 

--. Indicates the remaining nucleotides in introns. 
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表二、香蕉、阿拉伯芥、水稻、楊樹、蓖麻、葡萄與玉米 DnaJ 胺基酸序列

相似性 

Table 2. Pairwise comparison (%) of the deduced amino acid sequences among 
DnaJ from Musa spp. Hsien Jin Chiao (MhDnaJ), Arabidopsis thaliana (AtDnaJ, 
accession number: NP_565163), Oryza sativa Japonica type (OsDnaJ, accession 
number: NP_001060336), Populus trichocarpa (PtDnaJ, accession number: 
XP_002302268), Ricinus communis (RcDnaJ, accession number: 
XP_002513851), Vitis vinifera (VvDnaJ, accession number: XP_002285821), 
and Zea mays (ZmDnaJ, accession number: NP_001140575). Amino acid 
sequence were aligned using the AlignX program of Vector NTI 10.0 software. 

 

 MhDnaJ AtDnaJ OsDnaJ PtDnaJ RcDnaJ VvDnaJ ZmDnaJ

MhDnaJ 100       
AtDnaJ 68.8 100      
OsDnaJ 66.3 61.8 100     
PtDnaJ 66.9 67.5 58.0 100    
RcDnaJ 66.7 68.2 61.2 72.3 100   
VvDnaJ 72.0 70.3 62.5 71.4 70.8 100  
ZmDnaJ 68.7 62.9 84.2 59.7 62.9 63.5 100 
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圖六、不同作物之DnaJ胺基酸序列比較 

Fig. 6. Comparison of the amino acid sequences among DnaJ from Musa spp. 

Helix I Helix II 

Helix III Helix IVHPD 

NES 

NLS

J domain 
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Hsien Jin Chiao (MhDnaJ), Arabidopsis thaliana (AtDnaJ, accession number: 

NP_565163), Oryza sativa Japonica type (OsDnaJ, accession number: 

NP_001060336), Populus trichocarpa (PtDnaJ, accession number: 

XP_002302268), Ricinus communis (RcDnaJ, accession number: 

XP_002513851), Vitis vinifera (VvDnaJ, accession number: XP_002285821), 

and Zea mays (ZmDnaJ, accession number: NP_001140575). Amino acid 

sequences were aligned using the AlignX program of Vector NTI 10.0 software. 

Shadings indicate the degree of homology at each position: black= 100%; dark 

gray= 80%; light gray= 60%. Number at the end of each sequence refers to the 

number of amino acid in the sequence. The black lines indicate J domain, red 

lines indicate helix (I-IV), green lines indicate HPD motif (HPD), and blue lines 

indicate nuclear localization signal (NLS) and nuclear export signal (NES) 

conserved amino acid. 
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 RcDnaJ

 AtDnaJ
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05101520  

 

圖七、不同作物之DnaJ胺基酸序列親緣性分析 

Fig. 7. Phylogenetic analysis of the deduced amino acid sequences (from No. 

66-273 amino acid of MhDnaJ) among DnaJ from Musa spp. Hsien Jin Chiao 

(MhDnaJ), Arabidopsis thaliana (AtDnaJ, accession number: NP_565163), 

Oryza sativa Japonica type (OsDnaJ, accession number: NP_001060336), 

Populus trichocarpa (PtDnaJ, accession number: XP_002302268), Ricinus 

communis (RcDnaJ, accession number: XP_002513851), Vitis vinifera (VvDnaJ, 

accession number: XP_002285821), and Zea mays (ZmDnaJ, accession number: 

NP_001140575). Amino acid sequences were analyzed using the AlignX 

program of Vector NTI 10.0 and the Neighbor-joining program of MEGA4 

software. Scale bar below shows the number of amino acid substitution per site. 
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結果顯示，香蕉 MhDnaJ 基因啟動子可能具有多種 cis-acting elements，如

植物荷爾蒙調控因子：植物生長素調控因子 (auxin responsive element, 

AuxRR-core)、離層酸調控因子 (abscisic acid responsive element, ABRE) 與

茉莉酸甲酯調控因子 (MeJA-responsive element, CGTCA-motif)，及非生物

性調控因子：光調控因子 (light responsive element, GATA-motif; G-box)、高

溫調控因子 (heat stress responsive element, HSE) 與乾旱調控因子 (MYB 

binding site involved in drought-inducibility, MBS) 等調控相關之保守序列 

(表三)。 

 

二、香蕉 MhDnaJ 基因功能分析 

 

(一) 過量表達分析 

完成以 CaMV 35S 啟動子驅動 MhDnaJ 基因之轉殖質體構築，電穿孔

轉型至農桿菌，以農桿菌媒介轉殖法進行菸草葉圓片轉殖，經抗生素

(kanamycin) 篩選後取得 12 株菸草擬轉殖株，經抽取基因組 DNA，以 PstI

酶切，並以 MhDnaJ 基因片段為探針，進行南方氏雜交分析，雜交條帶為

1.4 Kb，確認轉殖系編號 1、4、6、9、10 與 14 號為轉殖株 (圖八)。 

 

(二) 基因默化分析 

    經核苷酸序列比對，選取 MhDnaJ 與 AtDnaJ 相同區域，完成以 CaMV 

35S 啟動子驅動 small interference RNA (siRNA) 構築之暫時性表現與轉殖

質體之構築，以農桿菌媒介轉殖法進行阿拉伯芥花序轉殖，目前以抗生素

篩選 T1 轉殖株。 

 

三、香蕉 MhDnaJ 蛋白質定位分析 
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表三、香蕉 MhDnaJ 基因之啟動子序列分析 

Table 3. Analysis of responsive elements in the promoter region of MhDnaJ 
gene from banana. 

Motif 
Sequence in 

MhDnaJ 
Position in 
MhDnaJ 

Regulatory function Reference 

ABRE CACGTG -471～-466 

cis-acting element 
involved in the 
abscisic acid 
responsiveness 

Busk and Pagès, 
1998 

     

AuxRR-core GGTCCAG -2973～-2967
cis-acting element 

involved in auxin 
responsiveness 

Ulmasov et al., 
1995 

     

CGTCA-motif CGTCA 

-1606～-1602
-1420～-1416
-849～-845 
-681～-724 
-433～-429 
-311～-307 

cis-acting element 
involved in MeJA- 
responsiveness 

Rouster et al., 
1997 

     

GATA-motif GATAAGG -1455～-1449 part of a light 
responsive element 

Arguello-Astorga 
et al., 1996 

     

G-box CACGTC 

-2357～-2352
-2280～-2275
-396～-391 
-313～-308 

cis-acting regulatory 
element involved in 
light responsiveness 

William and 
Cashore, 1995 

     

HSE AGAA 

-3204～-3201
-2614～-2611
-2537～-2534
-1521～-1518
-608～-605 

cis-acting element 
involved in the heat 
stress responsiveness

Amin et al., 1988

     

MBS 
CAACTG 
TAACTG 

-3034～-3029
-2655～-2650

MYB binding site 
involved in 
drought-inducibility 

Urao et al., 1993 

- The first nucleotide of the putative translation start site is denoted by +1. 
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RB
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圖八、菸草35Spro::MhDnaJ擬轉殖株南方氏雜交分析 

Fig. 8. Southern blot analysis of putative Nicotiana tabacum 35Spro::MhDnaJ 

transformants. (A) Schematic diagram of restriction map of pGKUMhDnaJ 

plasmid and expected hybridization patterns. NPTII: neomycin 

phosphotransferase II gene. P: nopaline synthase gene promoter. pA: CaMV 35S 

polyA terminator. T: nopaline synthase terminator sequence. GUS: 

β-glucuronidase gene. LB: Left border. RB: Right border. (B) Genomic DNA 

(20 μg) digested with PstI was separated by electrophoresis on a 0.7 % agarose 

gel. Wt: negative control, non-transformant. P: 200 pg plasmid DNA of 

pGKUMhDnaJ served as positive control. 

(B) 

(A) 

1.4 Kb 
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    為瞭解香蕉MhDnaJ蛋白質於細胞內表達位置，以 35Spro::MhDnaJ::GFP

融合螢光蛋白表達質體，進行阿拉伯芥原生質體與洋蔥表皮細胞之暫時性

蛋白質定位分析，以共軛焦顯微鏡觀察，結果顯示 MhDnaJ::GFP 融合蛋白

螢光訊號出現於阿拉伯芥原生質體 (圖九) 與洋蔥表皮細胞 (圖十) 的細

胞核內，與細胞核染劑 DAPI 螢光訊號位置相同 (圖九、十)，顯示香蕉

MhDnaJ 蛋白質於細胞質表達後，胺基酸序列中的 NLS 能正常的將蛋白質

標的至細胞核，使 MhDnaJ 蛋白質累積於細胞核中。 

 

四、香蕉 MhDnaJ 基因啟動子活性分析 

 

(一) 菸草轉殖株基因完整性與基因拷貝數之分子驗證 

    MhDnaJ 啟動子引導報導基因 GUS 之轉殖質體 pBI101-PMhDnaJ，以農

桿菌進行菸草葉圓片轉殖與阿拉伯芥花序轉殖，取得 12 株菸草擬轉殖株與

2株阿拉伯芥T1轉殖株。12株菸草擬轉殖株，經抽取基因組DNA，以HindIII

與 BamHI 酶切，並以啟動子片段為探針，進行南方氏雜交分析，雜交條帶

為 3.5 Kb，確認均為轉殖株 (圖十一)，拷貝數分析結果顯示，轉殖系編號

2、5、9、24 與 33 號之雜交條帶大小分別為 18.4 Kb、7.3 Kb、6.9 Kb、12 Kb

及 14.9 Kb，為具外源基因單一拷貝之轉殖株 (圖十二)。 

 

(二) 菸草轉殖株不同發育階段之啟動子活性分析 

選取單一拷貝之轉植株 Nt-MhDnaJpro::GUS-2 之自交種子進行無菌播 

種，觀察菸草 T1 轉殖株不同發育天數 (5-30 天) 之啟動子活性，結果顯示

啟動子於 5-30 天皆無表現 (圖十三)。 

進一步進行菸草 R1 轉殖株花序與果實不同生長發育階段之啟動子活

性分析，顯示 MhDnaJ 啟動子於柱頭發育早期 (stages 2-4) 與後期 (stage 

8)；雄蕊發育後期 (stages 8-9) 與果實發育早期 (stages 10-11) 表現 (圖十

四、十五)。 
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圖九、香蕉MhDnaJ蛋白質於阿拉伯芥原生質體之細胞內定位 

Fig. 9. Subcellular localization of banana MhDnaJ localization in Arabidopsis 
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leaf mesophyll cell protoplasts. The MhDnaJ::GFP fusion gene inserted into 

vector and transformed into Arabidopsis thaliana (Col-0) protoplasts by 

PEG-method for transient expression. (A) MhDnaJ::GFP accumulation emitted 

green fluorescence. (B) 35S::GFP accumulation emitted green fluorescence. (C) 

(D) Chlorophyll auto-fluorescent emitted red fluorescence. (E) (F) Nuclei 

stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) emitted blue fluorescent. 

(G) Merged image of (A) (C) and (E). (H) Merged image of (B), (D) and (F). (I) 

(J) Bright field microscopic image. GFP signal were observed by laser scanning 

confocal microscope (Leica). Bars = 10 μm. 
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圖十、香蕉MhDnaJ蛋白質於洋蔥表皮細胞之細胞內定位 

Fig. 10. Subcellular localization of banana MhDnaJ localization in onion 

epidermal cells. The MhDnaJ::GFP fusion gene inserted into vector and 

transformed into onion epidermal cells by particle bombardment for transient 

expression. (A) MhDnaJ::GFP accumulation emitted green fluorescence. (B) 

35S::GFP accumulation emitted green fluorescence. (C) (D) Nuclei stained 

with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) emitted blue fluorescent. (E) 

Merged image of (A) and (C). (F) Merged image of (B) and (D). (G) (H) Bright 

field microscopic image. GFP signal were observed by laser scanning confocal 

microscope (Leica). Bars = 50 μm. 
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圖十一、菸草MhDnaJpro::GUS擬轉殖株南方氏雜交分析 

Fig. 11. Southern blot analysis of putative Nicotiana tabacum 

MhDnaJpro::GUS transformants. (A) Schematic diagram of restriction map of 

pBI101-PMhDnaJ plasmid and expected hybridization patterns. NPTII: 

neomycin phosphotransferase II gene. P: nopaline synthase gene promoter. T: 

nopaline synthase terminator sequence. PMhDnaJ: MhDnaJ promoter. GUS: 

β-glucuronidase gene. LB: Left border. RB: Right border. (B) Genomic DNA 

(20 μg) digested with HindIII and BamHI was separated by electrophoresis on a 

0.7 % agarose gel. Wt: negative control, non-transformant. P: 200 pg plasmid 

DNA of pBI101-PMhDnaJ served as positive control. 

(B) 

(A) 

3.5 Kb 
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圖十二、菸草MhDnaJ pro::GUS擬轉殖株之基因拷貝數分析 

Fig. 12. Southern blot analysis for gene copy number of putative Nicotiana 

tabacum MhDnaJpro::GUS transformants. (A) Schematic diagram of restriction 

map of pBI101-PMhDnaJ plasmid and expected hybridization patterns. NPTII: 

neomycin phosphotransferase II gene. P: nopaline synthase gene promoter. T: 

nopaline synthase terminator sequence. PMhDnaJ: MhDnaJ promoter. GUS: 

β-glucuronidase gene. LB: Left border. RB: Right border. (B) Genomic DNA 

(20 μg) digested with HindIII and BamHI was separated by electrophoresis on a 

0.7 % agarose gel. Wt: negative control, non-transformant. P: 200 pg plasmid 

DNA of pBI101-PMhDnaJ served as positive control. 

(B) 

(A) 

> 6.3 Kb 
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 (三) 不同非生物性逆境與生長調節劑誘導之菸草轉殖株啟動子活性分析 

選取無菌播種 21 天之 T1 轉殖株，進行不同非生物逆境與生長調節劑

誘導處理分析，結果不論是非生物逆境之高溫 (42℃/24 hr)、低溫 (4℃/24 

hr)、乾旱 (3 hr)、淹水 (24 hr)、黑暗 (24 hr)、低溫黑暗 (4℃/24 hr)、高鹽 

(300 mM NaCl/3 hr) 與創傷 (0.5、1 hr) 處理或生長調節劑 IAA (20 µM)、

BA (20 μM)、GA (20 μM)、ABA (100 μM)、MeJA (50 µM)、SA (1 mM)、

ACC (50 μM) 處理 24 小時，都無 GUS 活性表現，顯示 21 天之 T1 轉殖株

MhDnaJ 啟動子皆不受上述因子誘導 (圖十六、十七)。 
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圖十三、菸草MhDnaJpro::GUS轉殖株不同發育天數之啟動子活性分析 

Fig. 13. Histochemical analysis of GUS activity in MhDnaJpro::GUS transgenic tobacco. 

Transgenic seedlings different days after sowing were stained for GUS activity. Bars = 2 mm. 

 



 

 57

 

 

 

圖十四、菸草MhDnaJpro::GUS轉殖株花朵發育階段之啟動子活性分析 

Fig. 14. Histochemical analysis of GUS activity in MhDnaJpro::GUS transgenic 

tobacco plants at different developmental stages of flower, pistil, and stamen. 

Bar in flower is 1 cm, in pistil and stamen are 1 mm. 

Flower 

Pistil 

Stamen 

Stage    1  2   3    4     5     .6        7        8        .9 
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圖十五、菸草MhDnaJpro::GUS轉殖株果實與種子發育階段之啟動子活性分析 

Fig. 15. Histochemical analysis of GUS activity in MhDnaJpro::GUS transgenic 

tobacco plants at different developmental stages fruit and seeds with internal 

dissection of capsule. Bar in fruit is 1 cm, and in seeds is 2 mm. 

Stage   10   11    ,12      13      14      ,15     .  16         

Fruit 

Seeds 
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圖十六、菸草MhDnaJpro::GUS轉殖株逆境誘導之啟動子活性分析 

Fig. 16. Histochemical analysis of GUS activity in MhDnaJpro::GUS transgenic 

tobacco seedlings after different abiotic stresses treatment. GUS expression was 

analyzed for twenty-one-day-old seedlings. (A) Untreated plants as negative 

control. (B) 37℃, for 24 hours, light/dark for 16/8 hours. (C) Drought for 3 

hours. (D) 4℃ for 24 hours, light/dark for 16/8 hours. (E) darkness for 24 hours. 

(F) 4℃ in darkness for 24 hours. (G) High salt 300 mM NaCl for 3 hours. (H) 

Flooding in water for 24 hours. (I) Wound on the leaf for 0.5 hours. (J) Wound 

on the leaf for 1 hours. Bars = 5 mm. 

(A) Wt (B) Heat (C) Drought 

(F) Cold/Dark (G) High salt (H) Flooding 

(D) Cold 

(I) 0.5 hr 

(E) Dark 

(J) 1 hr 

Wounding 
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圖十七、菸草MhDnaJpro::GUS轉殖株以植物生長調節劑誘導之啟動子活性分

析 

Fig. 17. Histochemical analysis of GUS activity in MhDnaJpro::GUS transgenic 

tobacco seedlings after different plant growth regulators treatment for 24 hours, 

light/dark for 16/8 hours. GUS expression was analyzed for twenty-one-day-old 

seedlings. (A) Nt35Spro::GUS as positive control. (B) 20 µM IAA. (C) 20 μM 

BA. (D) 20 μM GA. (E) 100 μM ABA. (F) Untreated plant as negative control. 

(G) 50 µM MeJA. (H) 1 mM SA. (I) 50 μM ACC. Bars = 5 mm. 

(A) 35S 

(F) Wt 

(B) IAA 

(G) MeJA 

(C) BA 

(H) SA (I) ACC 

(D) GA (E) ABA 
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伍、討論 

 

一、香蕉 MhDnaJ 基因結構分析 

 

(一) 香蕉 MhDnaJ 基因序列分析 

    香蕉 MhDnaJ 基因結構與阿拉伯芥 (AT1G77930) (Theologis et al., 

2000) 、 水 稻  (Os07g0626400) (Tanaka et al., 2008) 、 楊 樹 

(POPTRDRAFT_816316) (Tuskan et al., 2006) 與蓖麻 (RCOM_1033260) 

(Chan et al., 2010) 皆相同，第二、三及四個顯子核苷酸數目完全相同 (圖十

七)。香蕉 MhDnaJ 基因演繹之胺基酸序列，與葡萄 (XP_002285821) 之胺

基酸相似度最高，為 71.6%  (表三)。J-protein 根據胺基酸序列的差異被分

為四類 (type I-IV)，type I 具有 J-domain, G/F region, zinc-finger domain, 

C-terminal domain；type II 缺少 zinc-finger domain；type III 只具有 J-domain；

而 type IV 為 J-like proteins (JLPs) (Rajan and D’Silva, 2009)。進一步將香蕉

MhDnaJ 、 阿 拉 伯 芥  (NP_565163) 、 水 稻  (NP_001060336) 、 楊 樹 

(XP_002302268)、蓖麻  (XP_002513851)、葡萄  (XP_002285821) 與玉米 

(NP_001140575) 之胺基酸序列進行比對分析，都具有高度保守性的

J-domain，此外，再以 predictprotein 網站資料庫預測，尚具有四區形成 helix

之胺基酸序列，而在 helix II 之後也有關鍵性的 HPD motif，此皆為 J-domain

重要的結構特徵 (Cheetham and Caplan, 1998)，但都不具有 G/F region、

zinc-finger domain 與 C-terminal domain，判斷香蕉 MhDnaJ、阿拉伯芥 

(NP_565163) 、 菸 草  (DQ437539) 、 水 稻  (NP_001060336) 、 楊 樹 

(XP_002302268)、蓖麻 (XP_002513851)、葡萄 (XP_002285821) 與玉米 

(NP_001140575) 應為 type III 之 J-protein (Rajan and D’Silva, 2009)。根據親

緣樹狀圖分析結果可分為兩群，楊樹(XP_002302268)、蓖麻(XP_002513851) 
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ATG TAG

291 8442575 138559140 349113

ATG TAA

364 589 15275 138 80140 689351

ATG TAA

428 79 8775 138 85140 391217

ATG TGA

370 246 67275 1381724140 4051014

TAGATG

479 306 42975 138 342140 35074

200 bp  

圖十八、不同作物DnaJ基因結構比較 

Fig. 18. Comparison of the gene structure among DnaJ from Musa spp. Hsien 

Jin Chiao (MhDnaJ), Arabidopsis thaliana (AtDnaJ, Gene symbol: 

AT1G77930), Oryza sativa Japonica Group (OsDnaJ, Gene symbol: 

Os07g0626400), Populus trichocarpa (PtDnaJ, Gene symbol: 

POPTRDRAFT_816316), Ricinus communis (RcDnaJ, Gene symbol: 

RCOM_1033260). The black squares indicate exons, the v-shaped lines indicate 

introns. ATG: translation start codon. TGA, TAA and TAG: translation stop 

codon. Bars= 200 bp. 

RcDnaJ 

PtDnaJ 

MhDnaJ 

AtDnaJ 

OsDnaJ 
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、阿拉伯芥 (NP_565163) 與葡萄 (XP_002285821) 為一群，屬於雙子葉植

物，香蕉 (MhDnaJ)、水稻 (NP_001060336) 與玉米 (NP_001140575) 則為

單子葉植物，香蕉 MhDnaJ 和水稻與玉米的同源性較高 (圖七)。 

 

(二) 香蕉 MhDnaJ 基因啟動子序列分析 

根據啟動子區域之序列分析，可以預測基因之調控因子與基因特性。

以 PlantCARE 資料庫分析已取得之香蕉 MhDnaJ 基因啟動子序列，根據分

析比對結果顯示，香蕉 MhDnaJ 基因啟動子可能具有多種植物荷爾蒙調控

因子如：植物生長素調控因子 (auxin responsive element, AuxRR-core)，碗

豆 PsPIN1 也具有 AuxRR-core 保守性序列 (Bai and DeMason, 2006)，但不

同於另一個植物生長素調控因子 AuxRE，Auxin reponse factor (ARF) 轉錄

因子會與結合 AuxRE，進一步調控 auxin 相關基因表現 (Liscum and Reed, 

2002)，但到目前為止 AuxRR-core 參與調控 auxin 相關基因表現之機制不明 

(Bai and DeMason, 2006)。香蕉 MhDnaJ 基因啟動子也具有離層酸調控因子 

(abscisic acid responsive element, ABRE)，能與 ABRE binding factors (ABFs) 

轉錄因子結合 (Choi et al., 2000)，調控與逆境相關及生長發育相關基因，如

阿拉伯芥 ABF3 與 ABF4 具有調控鹽類逆境與乾旱逆境相關基因表現；而

ABF2 具有調控 rbcS 基因之能力，過量表達 ABF2 會抑制 rbcS 基因表現，

rbcS 是決定光合作用速率的關鍵酵素，因此於過量表達 ABF2 之轉殖株光

合作用能力較低 (Kim et al., 2004)；棉花熱休克蛋白質 GHSP26 啟動子亦具

有二個離層酸調控因子 (ABRE-like, ACGTG)，以 500 μM ABA 誘導處理 6

小時後，GHSP26pro::GUS 菸草轉殖株之 GUS 活性較未處理高出 2 倍 (Zahur 

et al., 2009)。香蕉 MhDnaJ 基因啟動子還具有六個茉莉酸甲酯調控因子 

(MeJA responsive element, CGTCA-motif)，能與具有 AP2/ERF DNA-binding 

domain 之 ORCA1 及 ORCA2 (Octadecanoid-Responsive Catharanthus) 轉錄
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因子結合 (Menke et al., 1999)，開啟與 JA 訊息傳導相關之防禦機制，如累

積 fungal elicitors 二級代謝物 (Ellard-Ivey and Douglas, 1996)。 

於非生物性調控因子方面，具有光調控因子 (light responsive element, 

GATA-motif; G-box)，G-box element 廣泛存在單子葉及雙子葉與光相關之基

因啟動子，能與 G-Box-Binding Factors (GBFs) 轉錄因子之 bZIP motif 結合 

(William and Cashore, 1995)。此外還具有由 MYB 基因調控之乾旱調控因子 

(MYB binding site involved in drought-inducibility, MBS)，能與阿拉伯芥

Atmyb2 轉錄因子結合，影響乾旱相關基因之調控 (Urao et al., 1993)，棉花

小分子熱休克蛋白質 GHSP26 與月季 (Rosa chinensis) 小分子熱休克蛋白

質 RcHSP17.8 啟動子亦都具有 MYB 基因調控之乾旱調控因子，於乾旱逆

境下啟動子能被誘導表現 (Zahur et al., 2009; Zhang et al., 2011)。香蕉

MhDnaJ 基因啟動子還具有五個高溫調控因子  (heat stress responsive 

element, HSE)，在所有熱休克基因啟動子區域內，都具有一個或多個高溫

調控因子 (Xiao and Lis, 1988)。阿拉伯芥熱休克蛋白質 HSP81-1 啟動子亦

具有一個高溫調控因子，於 22℃時啟動子只在側根表現，但以 35℃誘導處

理 2 小時後，HSP81-1pro::GUS 阿拉伯芥轉殖株全株都有 GUS 活性表現 

(Yabe et al., 1994)。植物有超過二十種熱休克轉錄因子  (heat shock 

transcription factors, Hsfs)，當熱休克轉錄因子於細胞質，為單體屬於不活

化狀態，當進入細胞核內，形成有活性之三聚體，便能與高溫調控因子上

保守序列結合，開啟轉錄作用 (Baniwal et al., 2004)。基因默化番茄熱逆境

轉錄因子 HsfA1a，基因默化之轉殖株以 1 小時 45℃高溫處理後，轉殖株死

亡；當處理溫度提高到 1 小時 51℃時，過量表達之轉殖株仍可正常生長，

結果顯示番茄 HsfA1a 具有在高溫逆境下調控熱休克蛋白質基因的表現 

(Baniwal et al., 2004)。植物熱逆境轉錄因子除了能調控熱逆境相關基因表現

之外，還具有調控其他逆境相關之基因，過量表達小麥 TaHsfA4a 之水稻轉
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殖株，能在 200 μM CdCl2金屬逆境下，調控 MT-I-1a 基因增加表現量，促

進植株內合成金屬硫蛋白 (metallothionein)，使轉殖株有較高之重金屬離子

耐受性 (Shim et al., 2009)。 

比較香蕉 MhDnaJ、楊樹 (POPTRDRAFT_816316) (Tuskan et al., 2006) 

與蓖麻 (RCOM_1033260) (Chan et al., 2010) 啟動子序列上之 cis-acting 

element，顯示三者都具有多個熱逆境轉錄因子，且香蕉 MhDnaJ 與楊樹還

具有一個離層酸調控因子 (ABRE) 與四個光調控因子 (G-box) (表四)。 

 

二、香蕉 MhDnaJ 蛋白質定位分析 

    分析香蕉 MhDnaJ 胺基酸序列，具有 Nuclear localization signal (NLS) 

(Makkerh et al., 1996) 與 Nuclear export signal (NES) 胺基酸序列 (Cour et 

al., 2003) (圖六)，故推測香蕉 MhDnaJ 應有進出細胞核之能力。將香蕉

MhDnaJ 與 GFP 融合，進行阿拉伯芥原生質體轉殖與基因槍法轉殖於洋蔥

表皮細胞，蛋白質定位分析結果顯示，MhDnaJ::GFP 融合蛋白螢光訊號確

實出現於細胞核內 (圖九、十)。與香蕉 MhDnaJ 同為 type III 之 J protein 的

阿拉伯芥 OWL1 (At2g35720)，經以 35S 啟動子驅動 OWL1-GFP，以基因槍

法槍擊洋蔥表皮細胞，進行暫時性定位分析，亦顯示 OWL1-GFP 於細胞質

表達，但會大量累積於細胞核內 (Kneissl et al., 2009)。此外，阿拉伯芥 DNAJ 

HOMOLOG 3 (J3, At3g44110) 為典型 type I 的 J protein 亦具有進入細胞核

的能力 (Shen et al., 2011)；而菸草 Tsip1 亦為 type I 的 J protein，以 35S 啟

動子驅動 Tsip1-GFP，進行阿拉伯芥原生質體轉殖，顯示 Tsip1-GFP 表達於

葉綠體表面，但於 1 mM SA 處理後，Tsip1-GFP 會離開葉綠體表面並移動

至細胞質 (Ham et al., 2006)。然而目前只確認香蕉 MhDnaJ 能進入細胞核

內，至於是否具有出細胞核或移動至其他胞器，還需要作進一步試驗分析。 
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表四、不同作物 DnaJ 啟動子區域反應序列之比較 

Table 4. Comparison of responsive elements in the promoter region among 
DnaJ from Musa spp. Hsien Jin Chiao (MhDnaJ), Populus trichocarpa (PtDnaJ, 
Gene symbol: POPTRDRAFT_816316), and Ricinus communis (RcDnaJ, Gene 
symbol: RCOM_1033260). 
 

Motif Sequence Regulatory function MhDnaJ PtDnaJ RcDnaJ

ABRE CACGTG 
cis-acting element involved in 

the abscisic acid 
responsiveness 

1 1 - 

ARE TGGTTT 
cis-acting regulatory element 

essential for the anaerobic 
induction 

- 3 - 

AuxRR-core GGTCCAG 
cis-acting element involved in 

auxin responsiveness 
1 - - 

AT1-motif AATTATTTTTTATT 
part of a light responsive 

module - 1 - 

CGTCA-motif CGTCA 
cis-acting element involved in 

MeJA- responsiveness 
6 - - 

G-box CACGTC 
cis-acting regulatory element 

involved in light 
responsiveness 

4 4 - 

GARE-motif TCTGTTG  gibberellin-responsive element - 2 - 

GATA-motif GATAAGG 
part of a light responsive 

element 
1 1 - 

HD-Zip 1 CAAT(A/T)ATTG 
element involved in 

differentiation of the palisade 
mesophyll cells 

- 1 - 

HD-Zip 2 CAAT(G/C)ATTG 
element involved in the control 

of leaf morphology 
development 

- 1 - 

HSE AGAA 
cis-acting element involved in 

the heat stress responsiveness
5 7 6 

MBS 
CAACTG 
TAACTG 

MYB binding site involved in 
drought-inducibility 

1 - - 

TC-rich 
repeats 

ATTTTCTTCA  
cis-acting element involved in 

defense and stress 
responsiveness 

- 2 2 

-: Indicates motif lack in promoter region. 
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三、香蕉 MhDnaJ 啟動子活性分析 

為瞭解香蕉 MhDnaJ 啟動子，於不同生長發育階段啟動子表現情形，

選取單一拷貝之菸草轉殖株 Nt-MhDnaJpro::GUS-2 之 T1 種子，無菌播種後

觀察 5、10、15、20、25 與 30 天數之啟動子活性，結果啟動子皆無表現 (圖

十三)，但菸草 R1 轉殖株啟動子於柱頭發育早期 (stages 2-4) 與後期 (stage 

8)、雄蕊發育後期 (stages 8-9) (圖十四) 與果實發育早期 (stages 10-11) 表

現 (圖十五)，顯示香蕉 MhDnaJ 啟動子於花器表現，與此基因由香蕉後熟

果實 cDNA 庫分離得到結果相符。然而阿拉伯芥 type I DnaJ (NP-565533.1)

於根、莖、葉、花及果莢都有 mRNA 表現 (Zhao et al., 2010)；阿拉伯芥 type 

I DNAJ HOMOLOG 3 (J3, At3g44110) 與 type III OWL1 (At2g35720) mRNA

亦是於全株皆有表現 (Kneissl et al., 2009; Shen et al., 2011)，此結果與香蕉

MhDnaJ 啟動子於菸草中的表現相異，顯示 MhDnaJ 基因特性與 type I DnaJ 

(NP-565533.1) 及 J3 (At3g44110) 或同為 type III OWL1 (At2g35720) 不

同，可另就阿拉伯芥進行分析較易比較。另外，本實驗室前人以北方雜交

分析 MhDnaJ 之表現情形，未獲得雜交結果，顯示此基因表現量低，可另

進行 Quantitative real-time PCR，分析香蕉 MhDnaJ 基因於全株之表現情形

做為對照。 
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陸、結語 

 

    本研究已完成香蕉 MhDnaJ 基因結構與啟動子序列分析，並將香蕉

MhDnaJ 啟動子引導 GUS 報導基因之表達質體，轉殖於菸草進行分析，顯

示啟動子活性表現於花器。另外，以 2 X 3S5 啟動子驅動香蕉 MhDnaJ::GFP

融合螢光蛋白，進行暫時性表現分析，確認香蕉 MhDnaJ 蛋白質表達於細

胞核。 

    未來將分析香蕉 MhDnaJ 啟動子引導 GUS 報導基因之阿拉伯芥轉殖

株，以及進行香蕉 MhDnaJ 蛋白質穩定性表達分析，並進一步分析過量表

達與基因默化之菸草與阿拉伯芥轉殖株，確認香蕉 MhDnaJ 基因功能。
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