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中加小钢珠打成匀浆棳离心后取上清液测定 斍斦斢
表达活性棳每个设定棾个重复棳并设定对照暎其中

斍斦斢酶活力测定椇从上清液中吸取椀棸毺斕至椀棸毺斕
斍斦斢反应液 棬棽旐旐旓旍暏斕棴棻斖斦斍棭中棳棾椃曟反应

棽棸 旐旈旑棳 加 入 椆棸棸 毺斕 反 应 终 止 液 棬棸灡棽 旐旓旍
斘斸棽斆斚棾棭并用荧光分光光度计 棬斣旇斿旘旐旓斊旈旙旇斿旘灢
棾椃棿棭测定暎总蛋白含量的测定使用斢旓旍斸旘斺旈旓公司

斅旘斸斾旀旓旘斾蛋白浓度测定试剂盒进行暎
棽暋结果与分析

棽灡棻暋水稻斠斆斄基因叶绿体转运肽序列预测分析

将水稻 斠斆斄 基因氨基酸序 列利用 斣斸旘旂斿旚斝
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棬旇旚旚旔椇棷棷旝旝旝棶斻斺旙棶斾旚旛棶斾旊棷旙斿旘旜旈斻斿旙棷斣斸旘旂斿旚斝棭预

测棳发现全长棿椂椂斸斸序列中具有叶绿体转运肽棳
并且切割位点可能位于第棿椃个残基附近 棬图棻棭暎

因此推测水稻 斠斆斄 斣斝的切割位点为棿椄 棬斄旍斸棭灢
棿椆 棬斕旟旙棭棳这段转运肽碱基长度为棻棿棿斺旔棳并将

其命名为 斠斆斄斣斝暎

图棻暋斣斸旘旂斿旚斝预测分析结果

斊旈旂灡棻暋斠斿旙旛旍旚旓旀斣斸旘旂斿旚斝斸旑斸旍旟旙旈旙
注椇斕斿旑棶为提交的水 稻 斠斆斄 氨 基酸 序列长 度椈斻斣斝棶为 该序列 含有叶 绿体 转运肽 的概 率椈
斣斝旍斿旑棶为该序列叶绿体转运肽可能的切割位点暎

棽灡棽暋载体构建

棽灡棽灡棻暋注射烟草瞬时表达载体的构建暋通过融合

斝斆斠将 斠斆斄斣斝和 斍斊斝融合起来棳根据 斠斆斄斣斝
序列设计融合 斝斆斠 引物棳以合成 斠斆斄斣斝 为模

板棳扩增目的片段暎其中正向引物 斠斆斄斣斝灢斊 为

椀曚灢斄斣斄斍斣斣斄斄斆斄斣斍斍斆斣斍斆斣斍斆斆斣斣斆斣斆斆灢棾曚
棬含 毄限制性内切酶位点棭棳反向引物 斠斆斄斣斝灢
斠 为椀曚灢斣斆斆斣斆斍斆斆斆斣斣斍斆斣斆斄斆斆斄斣斍斍斆斆斄斣灢
斆斄斆斆斣斣斍斄斄斆斆斣灢棾曚 棬含 棽棸斺旔斍斊斝 首 序 列棭暎
扩增产物棳回收目的片段棻椃棾斺旔暎同时根据 斍斊斝
序列设计融合 斝斆斠 引物棳以旔斍斈灢斍斊斝载体质粒

为模板棳扩增 斍斊斝片段暎其中正向引物 斍斊斝灢斊 为

椀曚灢斄斆斄斍斍斣斣斆斄斄斍斍斣斍斄斣斍斍斆斆斄斣斍斍斣斍斄斍灢
斆斄斄斍斍斍斆斍斄斍斍斄斍灢棾曚 棬含棽棸斺旔斠斆斄斣斝 尾序

列棭棳反向引物 斍斊斝灢斠 为 椀曚灢斣斣斄斆斣斣斍斣斄斆斄灢
斍斆斣斆斍斣斆斆斄斣斍灢棾曚暎扩 增产物棳回 收目的 片段

椃棿棸斺旔暎将获得的棽个目的片段进行融合 斝斆斠拼

接棳得 到 斠斆斄斣斝椇斍斊斝 目 的 片 段 椆棻棾斺旔暎经

毄限制性内切酶酶切补平后与经 斎毄和

毄双酶切后 斣棿外切酶补平的旔斍斈灢斍斊斝载体片

段连接棳构建 斆斸斖斨棾椀斢强启动子驱动 斠斆斄斣斝曀
斍斊斝 的 烟 草 瞬 时 表 达 载 体 斝斍斈灢斠斆斄斣斝灢斍斊斝
棬图棽棭暎
棽灡棽灡棽暋 转 化 水 稻 稳 定 表 达 载 体 的 构 建 暋 载 体

旔棻棾棸棸灢斄斍斢经 毄限制性内切酶酶切 斣棿外切酶

补平后与合成的斠斆斄斣斝片段连接棳构建斄斻旚旈旑启

动子驱动 斠斆斄斣斝椇斍斦斢斄 的水稻稳定表达载体

旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢如 棬图棾棭暎

图棽暋瞬时表达载体旔斍斈灢斠斆斄斣斝灢斍斊斝图谱

斊旈旂灡棽暋斖斸旔旓旀旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘旔斍斈灢斠斆斄斣斝灢斍斊斝

棽灡棾暋报告基因斍斊斝的表达和亚细胞定位

荧光显微镜观察烟草叶肉细胞的原生质体棬图
棿棭暎在棿椃棸暙棿椆棸旑旐 的激发光下棳野生型仅在大于

椀椂棸旑旐处出现叶绿体自发荧光棬红色棭棳在 斍斊斝发

射光波段椀棸椀暙椀棾棸旑旐 没有任何信号棬图棿棳斄暙
斆棭棳而旔斍斈灢斍斊斝转基因植株的原生质体在该波段

出现棳斍斊斝荧光棬绿色棭在细胞质中呈弥散状分布

棬图棿棳斈暙斊棭暎在旔斍斈灢斠斆斄斣斝灢斍斊斝转基因植株的

椃椆第棽期 李暋想等椇水稻 斠旛斺旈旙斻旓激酶基因叶绿体转运肽增强转基因表达



图棾暋稳定表达载体旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢图谱

斊旈旂灡棾暋斖斸旔旓旀旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢

图棿暋转基因烟草叶肉细胞原生质体的斍斊斝荧光观察

斊旈旂灡棿暋斊旍旛旓旘斿旙斻斿旑斻斿斾斿旚斿斻旚旈旓旑旈旑旚旇斿旚旘斸旑旙旂斿旑旈斻斣旓斺斸斻斻旓旔旘旓旚旓旔旍斸旙旚旓旀旐斿旙旓旔旇旟旍旍斻斿旍旍旙
注椇斄暙斆为野生型植株原生质体斍斊斝荧光观察椈斈暙斊为转基因旔斍斈灢斍斊斝植株斍斊斝荧光观察椈斍暙斏为转基

因旔斍斈灢斠斆斄斣斝灢斍斊斝植株 斍斊斝荧光观察椈斄暍斈暍斍为普通明场观察椈斅暍斉暍斎为 斍斊斝绿色荧光椈斆暍斊暍斏
为叶绿体自发荧光和斍斊斝绿色荧光叠加暎图中标尺为棻棸毺旐暎

原生质体中棳斍斊斝荧光信号与叶绿体自发荧光信号

共定位于叶绿体中棬图棿棳斍暙斏棭暎因此基因 斠斆斄编

码蛋白的 斘端棿椄斸斸能够将 斍斊斝转运进入叶绿体棳
为叶绿体转运肽暎
棽灡棿暋转基因植株的获得及其 斍斦斢蛋白表达水平

检测

暋暋将质粒旔棻棾棸棸灢斄斍斢与旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢分

别电击导入农杆菌 斕斅斄棿棿棸棿棳农杆菌介导法转化

日本晴棳对再生植株进行分子检测 棬图椀棭棳阳性

植株数分别为棻棻株和棻棽株暎
将阳性植株进行 斍斦斢组织化学染色棳挑选

斍斦斢组织化学染色表达一致的阳性克隆各椃株进

行 斍斦斢 酶 活 分 析 棬图 椂棭棳结 果 表 明 转 化 质 粒

旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢的转基因水稻叶片的 斍斦斢蛋

白表达水平是转化质粒旔棻棾棸棸灢斄斍斢的棿灡棽倍左右

棬表棻棭暎
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图椀暋旔棻棾棸棸灢斄斍斢和旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢转基因植株斝斆斠检测

斊旈旂灡椀暋斝斆斠斸旑斸旍旟旙旈旙旓旀旚旇斿旔棻棾棸棸灢斄斍斢斸旑斾旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢旚旘斸旑旙旂斿旑旈斻旔旍斸旑旚旙
注椇斖 为斈斘斄标准分子量椈泳道棻暙椄为转基因植株椈斪斣为野生型日本晴作为阴性对照椈斆斔为空白对照椈斝为

旔棻棾棸棸灢斄斍斢质粒作为阳性对照暎

图椂暋斍斦斢酶活性定量分析

斊旈旂灡椂暋斍斦斢斸斻旚旈旜旈旚旟斸旑斸旍旟旙旈旙
注椇旔棻棾棸棸灢斄斍斢为旔棻棾棸棸棴斄斍斢转基因植株 椈旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢为旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢转基因植株椈斘斆为 野生型日本晴暎

表棻暋转基因水稻的斍斦斢酶活分析

斣斸斺旍斿棻暋斍斦斢斸斻旚旈旜旈旚旟斸旑斸旍旟旙旈旙旓旀旚旘斸旑旙旂斿旑旈斻旘旈斻斿

质粒表达载体 斍斦斢酶活力平均值
棬棿灢斖斦旔旐旓旍暏旐旈旑棴棻暏旐旂棴棻棭

检测
克隆数

旔棻棾棸棸灢斄斍斢 棻棸椃棾灡棾暲棽棿椃灡棾斸 椃
旔棻棾棸棸灢斠斆斄斣斝灢斄斍斢 棿棿椄棻灡棽暲棻棾椃棾灡棽斺 椃

注椇同列数据后不同小写字母表示差异显著棬 椊棸灡棸棸棽棭暎

棾暋讨暋论

本研究利用转运肽预测网站对棻棸多条可能的

水稻叶绿体转运肽进行分析后棳挑选可能的叶绿体

转运肽融合报告基因 斍斊斝构建表达载体棳通过烟

草叶肉细胞原生质体瞬时表达实验分析棳进一步验

证其功能暎试验结果证实水稻 斠斆斄 基因叶绿体转

运肽的切割位点为棿椄 棬斄旍斸棭灢棿椆 棬斕旟旙棭棳碱基长

度为棻棿棿斺旔暎融合水稻斠斆斄基因的叶绿体转运肽

和报告基因 斍斦斢棳转化水稻日本晴后阳性株的

斍斦斢酶活定量分析发现椇融合叶绿体转运肽的转

基因株的 斍斦斢蛋白表达水平是无叶绿体转运肽的

转基因株的棿灡棽倍左右暎可见该转运肽不仅具有转

运外源基因到叶绿体定位的功能棳还能提高外源基

因的表达暎
对于外源基因 斘 端融合叶绿体转运肽能提高

转基因植株中外源基因表达的机理归纳起来有棽
种椇一是由于将外源基因靶向细胞器中能够形成富

集效应暎例如 斪斸旑斾旍旚等椲棻棿椵发现当种子的蛋白通过

转基因在叶片中表达时棳表达量都很低暎但是将这

些异源蛋白定位于内质网时能够提高这些蛋白的表

达量暎二是叶绿体转运肽的核酸序列让外源基因的

椆椆第棽期 李暋想等椇水稻 斠旛斺旈旙斻旓激酶基因叶绿体转运肽增强转基因表达



旐斠斘斄更稳定暎比如斈斿斄旍旐斿旈斾斸等椲棻椀椵发现在融合

有叶绿体转运肽时棳编码新霉素转磷酸酶栻和草丁

膦乙酰转移酶的外源基因在转基因植物的叶片中具

有更高的 旐斠斘斄稳定性暎
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