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摘　要:由于绿色荧光蛋白可在活组织或细胞中直接检出 , 因而近年已在转基因植物的研究中用作报告基因 ,
这样可在植物生长的任何阶段进行活体筛选和鉴定。本研究利用线粒体定位序列对改良 gf p 基因在转基因烟草

中的表达进行了观察 , 结果表明:将 GFP直接在细胞质中大量表达会对植物细胞产生毒性 , 从而影响植物细胞

的分化 , 而将其定位在线粒体中 , 则从转化细胞产生植株的频率明显增高。
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　　近年来在转基因动植物的研究中 , 常使用从水

母 (Aequorea v ictoria)来源的绿色荧光蛋白

(g reen fluorescent protein , GFP)作为 报告 基

因[ 1 ,2] 。GFP 是荧光编码在氨基酸内的惟一蛋白

质 , 它在异源细胞内可自发形成生色基团而无需特

殊的辅助因子 , 但野生型 GFP (w tGFP)的荧光

强度偏低 , 而且其发射光谱也不适合一些仪器如传

统的荧光显微镜或 FACS (fluorescence activated

cell sorter)的检测[ 3] 。为增强 GFP 的荧光强度或

光谱特性 , 提高其在真核生物细胞中的表达强度 ,

许多作者对 gfp 基因进行了改良 。Heim 等
[ 4]
将

Ser_65分别突变成 Ala、 Leu 、 Cys 、 Thr , 发现突

变体都在 470 ～ 490 nm 处有单一的吸收峰 , 荧光

强度比w tGFP 增加 4 ～ 6倍 , 且 Ser_65_Thr 突变株

(S65T)的吸收 (490 nm)和发射 (510 nm)波长

均有所增加 , 且翻译后氧化形成生色基团的速度也

提高了 4倍 。本研究所用突变体含有 S65T 位的突

变[ 5] 。本研究对这一改良 GFP 突变体在转基因烟

草细胞及线粒体中的表达情况进行了观察 , 以期为

GFP 在转基因植物中的利用提供参考 。

1　材料与方法

1.1　材　料

实验 所 用 烟 草 品 种 为 N_28 (Nicotiana

tabacum cv.N-28)。大肠杆菌 (Escherichia col i)

菌株为 Top10;农杆菌 (Agrobacterium tumefa-

ciens)菌株为 LBA4404。质粒 pRHK2 和 pRHK4

由 Rainer H.Kohler惠赠[ 5] 。

1.2　质粒 pRHK2与 pRHK4的鉴定

根据质粒图谱提供的酶切位点 , 分别用 EcoRⅠ+

HindⅢ双酶切后 , pRHK2 出现 11 kb 及 1.7 kb

(35S35SAMV+mgfp4+NOS)二条带;pRHK4出现

11 kb及大约 1.9 kb(35S35SAMV+coxⅣ+mgfp4+

NOS)的片段 , 该质粒带有线粒体定位序列 coxⅣ。二

者均与原始图谱相符 (图 1)。用直接导入法将这二个

植物表达载体转入农杆菌 LBA4404中。

图 1　植物表达载体 pRHK2 和 pRHK4 的结构示意图

Fig.1　Schematic diag ram of plant expression vectors pRHK2

and pRHK4 used fo r tobacco transformation

1.3　植物转化

选取在 MS 培养基上生长的烟草试管苗健壮叶
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片 , 用打孔器将其打成 5 mm 直径叶圆片 , 放入

MS+BA (1 mg/L)+ NAA (0.1 mg/L)的培养

基上预培养48 h , 随后分别与含不同植物表达载体

的农杆菌共培养 48 h 。共培养后 , 将外植体转移到

含Cefradium (Cef)500 mg/L 和 kanamycin (Km)

100 mg/ L的同样培养基上进行筛选和分化 , 每 2

周继代培养 1次 。3周后陆续将从叶圆片边缘分化

出的正常幼苗 (1 ～ 2 cm 高)切下 , 转入 MS +

NAA (0.2 mg/ L)+Km (100 mg/L)+Cef (200

mg/ L)的培养基上诱导根的发生 , 1周至 10 d 左

右转入 MS+Km (100 mg/ L)+Cef (200 mg/L)

的培养基上让根和苗进一步生长 , 打开瓶盖使健壮

完整小苗炼苗 3 d后移栽入土。

1.4　DNA/DNA分子杂交实验

点杂交参照 Sambrook 等[ 6] 的方法进行:取 5

μg 植物总 DNA , 以用 Hind Ⅲ+EcoR Ⅰ双酶切质

粒 pRHK2 回收的 1.7 kb 片段为探针 , 分别与

pRHK2和 pRHK4转化后的植株 DNA杂交 。

1.5 GFP 的观察

1.5.1　原生质体的制备　取转基因植株及对照植

株的幼嫩叶片剪碎 , 放入培养皿中 , 加入 25 mL

原生质体分离酶液 (配制方法:ρ=1% Cellulase

onozuka R_10 , ρ=0.1% Macerozyme R_10 , 溶于

原生质体分离缓冲液中)。以 20 ～ 30 r/min 于 28

℃轻摇4 ～ 6 h , 在倒置显微镜下观察原生质体分离

情况 , 将分离良好的原生质体悬液用 60 ～ 80 μm

孔径的筛网过滤 , 滤液经 600 r/min 离心 5 min ,

除去上清酶液 , 在离心管内加入 2 mL 原生质体分

离缓冲液重悬沉淀 , 然后在管底缓缓加入 ρ=16%

蔗糖溶液 , 800 r/min 离心 l0 min , 吸取漂浮在蔗

糖溶液与分离缓冲液中间界面上的原生质体 , 用分

离缓冲液洗涤 , 600 r/min离心 3 min , 去上清液 。

反复洗涤 2 ～ 3次后 , 用分离缓冲液重悬沉淀 。原

生质体分离缓冲液的配制:ρ=0.07% 2N_(吗

啉)_乙基磺酸 , w =0.1% CaCl2 , w =0.11%

Na2HPO4 , 0.5 mol/L 甘露醇 , pH 5.8 。

1.5.2　植物粗蛋白的提取　准确称取转基因植物

及对照植物材料各 0.5 g , 置液氮中迅速研磨成粉 。

将冻粉转入 eppendorf 管中 , 加入 0.5 mL 抽提液

(50 mol/ L Tris_HCl , w=0.029%NaN3 , pH 9.5),

混匀 , 4 ℃抽提过夜 , 14 000 r/min 离心 5 min ,

取上清立即用于荧光分光光度仪的分析 。

1.5.3　绿色荧光的观测

(1)荧光显微镜 (BH2_RFC , Olympus)观察:

按荧光显微镜的说明对材料进行观察及拍照 。

(2)荧光分光光度仪 (F_4500 Fluo rescence

Spectropho tometer , HITACH)分析:植物抽提的

粗蛋白立即用于荧光分光分析 , 采用 380 nm 为激

发光和 400 nm 的滤光片 。

(3)手提长波紫外灯观察:于黑暗处用长波紫

外灯照射 , 直接观察。

2　结果与讨论

2.1　转基因植物体的获得及分子检测

转化后培养 10 d 左右观察发现 , 部分叶圆片

外植体的边缘有绿色或黄绿色的愈伤出现 , 3周后

陆续有小芽在叶盘边缘长出 。

pRHK2 与 pRHK4 转化烟草后的再生频率有

较为明显的差异。在转化时 , 外植体经预培养后分

成两组 , 分别同时与含 pRHK2 的农杆菌或含

pRHK4的农杆菌共培养 , 并尽可能保持两者转化

条件的一致性 。结果表明:pRHK2 与 pRHK4 转

化烟草后均能获得再生植株 , 但 pRHK4转化后的

植株再生频率要高得多。由于 pRHK2 与 pRHK4

所用的启动子都是 35S35SAMV , 它比 35S启动子

的表达强度提高了 20倍[ 5] , 因此能高水平地表达

GFP 蛋白 , 二者的差别在于在 pRHK4中的 mgfp4

基因前接有一线粒体定位序列 , 而在 pRHK2中没

有 , 因此pRHK2转化后的GFP 的分布是遍布在整

个细胞质中的 , 在实验中也发现 , 在烟草的再生过

程中 , 有一些在长波手提紫外灯照射下能发出明亮

绿色荧光的愈伤 , 但不能再生成植株 , 这可能是由

于高水平的 GFP 表达对植物造成毒性从而影响植

株再生的。在水母的光细胞中 , GFP 是汇集在细

胞质的颗粒体中 , 因而可耐受高水平的 GFP[ 7] ,

pRHK4转化的植株中 , 其 GFP 是在 cox Ⅳ的指导

下定位到线粒体中 , 与水母光细胞中的机制类似 ,

因此降低了对植物细胞的毒性 。这与 Haseloff 等

(1997)通过将GFP定位到内质网的结果类似[ 8] 。

为了确证 gfp 基因整合到植物基因组中 , 用

DNA斑点杂交 (Dot blot)方法进行了检验 。分别

从用 pRHK2和 pRHK4 转化后的 Km 抗性植株中

提取植物总 DNA , 点样在尼龙膜上 。用相应的探

针与之进行点杂交分析 。结果表明:用 pRHK2和

pRHK4转化的大部分抗性植株都出现杂交阳性信

号 , 而仅小部分转化的抗性植株没有出现杂交信号

(图 2)。

2.2　GFP 在植物中表达的荧光显微镜观察

荧光显微镜是目前观察 GFP 绿色荧光的主要

手段 , 它能直观地获得观察结果 , 因而可作为转化

子的筛选手段 , 但它要求材料能透光 (如原生质体

或透明愈伤组织等)。

49　第 3 期 贺竹梅等:线粒体定位序列介导的绿色荧光蛋白基因在烟草中表达的分析



图 2　转基因烟草的点杂交结果

F ig.2　Results of dot blot of transgenic tobacco

A1　质粒 pRHK2;A2　未转化的对照植物;

A3_D12　Km 抗性植株

mgfp4是针对拟南芥会把 gfp 基因 383-463

之间的核苷酸序列当作内含子剪切
[ 8]
, 而在不改

变氨基酸序列的前提下 , 对 gfp 基因的密码子进

行了改造 , 即将其密码子更换成植物偏好的密码

子 , 再加上S65T 的突变而成 。将转基因植物的叶

肉细胞制成原生质体 , 在荧光显微镜下观察发现 ,

所有的转基因植物细胞中都有清晰可见的绿色荧

光 。从图 3可以清楚地看到 pRHK2转化的细胞其

绿色荧光的分布是片状的遍布于整个细胞质中 (图

3b), 而 pRHK4 转化的烟草细胞中的绿色荧光是

以点状分布的 , 其绿色荧光仅出现在细胞的某些部

位而非遍布于整个细胞质 (图 3a), 这是因为在

pRHK4中 mgfp4基因前面加上了一小段酵母细胞

色素氧化酶Ⅳ亚基线粒体转移肽—coxⅣ, 它能在烟草

中有效地将GFP定位到线粒体
[ 5]
, 由于我们所用的荧

光显微镜放大倍数有限 , 未能做进一步的线粒体结构

观察。在显微镜下观察到的红色为叶绿素所发的荧

光 , 未转化的植物细胞只观察到红色荧光 (图 3c)。

图 3　转 GFP烟草植株的原生质体绿色荧光显微观察

Fig.3　Fluorescent microscopy comparison of green fluo rescence of protoplasts

a　用 pRHK4转化;b　用 pRHK2转化;c　未转化对照

　　不管是用 mgfp2还是 mgfp4转化 , 在整个生

长发育过程 , 即从外植体边缘长出小芽到长成小

苗 , 再移栽入土到开花 , 均能观察到 GFP 相关的

绿色荧光 , 说明在当代中我们所用的 gfp 是能稳

定表达的 。

2.3　荧光分光光度计分析结果

取等质量的植株鲜嫩叶片粗提总蛋白后 , 立即

用荧光分光光度计进行检测发现 , 未转化的对照植

物粗提蛋白中带有自发荧光物质 , 在蓝光 (450

nm)处有一发射峰 , 而转化的植物也都保留了此

发射峰 , 但绿色荧光的强度都有不同程度的增加 。

从图 4看到 , pRHK2转化后的烟草叶抽提物中绿

色荧光比用 pRHK4转化所获得的提取物的绿色荧

光要强 , 这可能是由于蛋白提取过程中 , 一部分线

粒体定位蛋白未被充分提取出来所造成的。另一方

面 , 由于外源基因在植物中的表达水平受很多因素

的影响 , 即使同一外源基因转化 , 在获得的转基因

植物的不同株系之间其表达水平也有差异 。因而 ,

目前还难以确定线粒体定位序列对外源基因在植物

中的表达量是否存在影响 , 还需要进一步的实验验

证 , 但加入细胞器定位序列 (如 cox Ⅳ)对于获得

转基因植株是有帮助的 。

图 4　GFP转基因烟草的荧光分光分析

F ig.4　F luorescence spectropho tometric analy sis of

GFP expression in transgenic tobacco

c　未转基因对照植物;

p2 和 p4　分别用 pRHK2和 pRHK4 转化所得植物
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Abstract:Using the g reen fluorescent protein(GFP)f rom Aequorea victoria as a reporter enables transgenic

plant cells and tissue to be screened in vivo at any g row th stage , so it has begun to be widely used in making

transgenic plants.Modified GFPs can increase the f luorescence coef ficients and improve expression characteris-

tics or alter spectral properties.In this study , the expression of modified gfp gene w as analyzed with or w ithout

mitochondrial transi t pept ide in transgenic tobacco.The result show n thaf w as is some deleterious ef fect on dif-

ferentiation of transgenic tobacco cells when GFPs directly exist in cy toplasm , but the f requency of plant regen-

erat ion f rom transgenic cells increased significant ly w hen GFP w as tag ged into mitochondria.gfp gene w as very

useful to detect gene expression in location of o rganelle or cells or organs exactly and plant genetic t ransforma-

tion , which is better than gus gene.

Key words:modified green fluorescent protein;reporter gene;mitochondria;tobacco
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