
书书书

史东杰，胡金有，朱　华，等．锦鲤基因组数据分析及体色相关基因的筛选［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（１６）：５２－５６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１９．１６．０１１

锦鲤基因组数据分析及体色相关基因的筛选

史东杰１，２，３，胡金有４，朱　华１，２，３，张　欣１，２，３，李荣妮１，２，３，孙砚胜１，２，３

［１．北京市水产科学研究所暨国家淡水渔业工程技术研究中心，北京１０００６８；２．农业部都市农业（北方）重点实验室，北京 １０００９７；
３．渔业生物技术北京市重点实验室，北京１０００９７；４．中国农业大学，北京１０００８３］

　　摘要：为了获得红白锦鲤的基因组信息，筛选与其肤色相关的基因，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术对红白锦鲤皮
肤组织的基因组进行测序，获得１２７．２３Ｇｂｃｌｅａｎｄａｔａ，Ｑ２０碱基比例在９５．５９％及以上，Ｑ３０碱基比例在９０．８１％及以
上，ＧＣ含量为３７．３２％ ～４２．３８％，测序错误率为 ０．０７。与鲤鱼基因组序列进行比对的结果显示，比对效率为
９６．３５％。研究共鉴定了１０４８５７６个ＳＮＰｓ（单核苷酸多态性），其中３．１２百万～５．４０百万个ＳＮＰｓ位于短ｒｅａｄｓ比对
不到的区域，其中变异位点位于外显子区域的有５７９７７８个 ＳＮＰｓ。ＳＮＰ位点分布于锦鲤的５０条染色体上，不包含
ｓｃａｆｆｏｌｄ（染色体骨架）。经ＡＮＮＯＶＡＲ软件进行功能注释，纯合类型的ＳＮＰｓ数量是５７４３１０个，杂合类型的ＳＮＰｓ数量
是４７４２６５个。ＳＮＰｓ位于基因间的数量最多，ＳＮＰｓ位于基因内的外显子区域的多态性最高。通过对８个重要候选基
因注释的理解，发现微管蛋白 ＬＯＣ１０９０４６５３２、ＬＯＣ１０９０４９２１３这 ２个基因与色素颗粒运输有关。其中基因
ＬＯＣ１０９０４６５３２含有突变，而另１个基因ＬＯＣ１０９０４９２１３则不含有任何突变。８个候选基因都含有外显子ＳＮＰ位点，但
是没有发现终止密码子突变。
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　　全基因组重测序是对已知参考基因组序列的物种进行不
同个体间的基因组测序，并在此基础上对个体或群体进行差

异性分析［１］。近年来，随着测序技术的发展，人们已经在众

多水产动物中开展了全基因组测序，目前，鲤鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ
ｃａｒｐｉｏ）［２］、大 黄 鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ）［３］、半 滑 舌 鳎
（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）［４］、大西洋鲑（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）［５］、鲇鱼
（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）［６］、凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）［７］

和牡蛎（ＯｓｔｒｅａｇｉｇａｓＴｈｕｎｂｅｒｇ）［８］等的基因组计划已经完成。
２０１１年，由中国水产科学研究院和中国科学院北京基因组研
究所共同实施的“鲤鱼基因组计划”成功完成了鲤鱼的全基

因组测序，并绘制了鲤鱼基因组框架图谱、基因组物理图谱和

高密度连锁图谱，进而利用各方面的资源和数据实现了鲤鱼

基因组的基因识别定位和精确的功能注释等。全基因组序列

海量数据的获得，为水产基因组辅助育种研究、优良品种的快

速培育提供了重要基础。

锦鲤（ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ．）是经济合作与发展组织
（ＯＥＣＤ）规定的５种试验生物之一，也是我国主养的观赏鱼
类。该鱼隶属于鲤形目（Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）鲤科（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）鲤

属（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ）。锦鲤以其雄健的身躯、绚丽的色彩、华丽的斑
纹、潇洒的泳姿、温顺的习性而享誉世界，被人们称为“水中

活宝石”。该鱼经过几百年的自然分化、基因突变、人工选

育，形成了体色艳丽、斑纹丰富、鳞片迥异等十三大品系１００
余个品种，是目前鲤科鱼类种质资源和基因组资源最丰富的

鱼类。本研究通过对锦鲤进行基因组重测序，与鲤鱼进行参

考基因组比对，以期找到大量单核苷酸多态性位点（ＳＮＰ）、拷
贝数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ，简称 ＣＮＶ）、插入缺失
（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ／ｄｅｌｅｔｉｏｎ，简称ＩｎＤｅｌ）、结构变异（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｖａｒｉａｔｉｏｎ，
简称ＳＶ）等变异信息，分析锦鲤与鲤鱼的遗传多样性，同时研
究锦鲤是否有与驯化选择相关的差异位点，并在测序的基础

上，筛选出与肤色相关的候选基因。本研究不仅对锦鲤基因

组辅助育种研究、体色斑纹定向培育提供了重要基础，而且对

鲤科鱼类的基础研究具有重大意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用红白锦鲤来自观赏鱼产业技术体系北京市创新团

队通州综合试验站。从生长状态良好的健康红白锦鲤成鱼上

取适量皮肤组织样品（设 ３个生物学重复），采用 ＴＩＡＮａｍｐ
ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ（血液／细胞／组织基因组ＤＮＡ提取试剂盒）
进行ＤＮＡ提取，并通过琼脂糖凝胶电泳、ＮａｎｏＤｒｏｐ检测和
Ｑｕｂｉｔ定量进行 ＤＮＡ样本的检测。取样前，采用 ＭＳ－２２２
（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）使试验鱼麻醉后安乐死，并根据我国在科学技
术方面应用的法律法规人性化对待试验动物。

１．２　试验方法
基因组 ＤＮＡ利用 Ｃｏｖａｒｉｓ破碎仪随机打断成长度为

３５０ｂｐ的片段，经末端修复和加 Ａ尾后，片段两端分别连接
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接头制备ＤＮＡ文库。文库构建完成后，先使用 Ｑｕｂｉｔ３．０进
行初步定量，随后使用Ｑｓｅｑ１００对文库的 ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ（插入片
段大小）进行检测，ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ符合预期后，使用Ｑ－ＰＣＲ方法
对文库的有效浓度（２ｎｍｏｌ／Ｌ）进行准确定量，以保证文库的
质量。库检合格后，根据文库的有效浓度及数据产出需求，进

行ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＸＴｅｎＰＥ１５０测序。ＰＥ１５０（Ｐａｉｒｅｎｄ１５０ｂｐ）
指高通量双端测序，每端各测１５０ｂｐ。在构建的小片段文库
中，ｉｎｓｅｒｔＤＮＡ，即插入片段是高通量测序直接测序的单位。
双端测序是对插入片段的两端进行测序的方法，由于插入片

段的长度分布已知，双端测序时不仅可以知道片段两端的序

列，也能知道这两段序列之间的长度，从而便于后续组装和

比对。

对测序获得的ｒｅａｄｓ数据进行质量过滤得到 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，
用于后续生物信息学的分析。将ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与参考基因组进
行比对，基于比对结果，使用 ｓａｍｔｏｏｌｓ［９］进行去重复（ｍａｒｋ
ｄｕｐｌｉｃａｔｅｓ），使 用 ＧＡＴＫ［１０］ 进 行 局 部 重 比 对 （ｌｏｃａｌ
ｒｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ）、碱基质量值校正（ｂａｓｅｒｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ）等处理，再
使用 ＧＡＴＫ 进 行 单 核 苷 酸 多 态 性 （ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＳＮＰ）的小片段插入缺失（ｓｍａｌｌＩｎＤｅｌ）的
检测、过滤，并得到最终的 ＳＮＰ和 ｓｍａｌｌＩｎＤｅｌ的位点集。通
过ＢｒｅａｋＤａｎｃｅｒ［１１］可以得到结构变异（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｖａｒｉａｔｉｏｎ，简称
ＳＶ）数据集，其中一般以插入（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ，简称 ＩＮＳ）和缺失
（ｄｅｌｅｔｉｏｎ，简称ＤＥＬ）为主。对ＳＮＰ、ＩｎＤｅｌ、ＳＶ、ＣＮＶ的检测结
果进行注释，从而实现ＤＮＡ水平差异基因挖掘和差异基因功
能注释等。

１．３　数据处理与分析
将下机数据进行过滤，得到 ｃｌｅａｎｄａｔａ，将其与指定的参

考基因组进行序列比对，得到 ｍａｐｐｅｄｄａｔａ，进行插入片段长
度检验、随机性检验等文库质量评估；进行可变剪接分析、新

基因发掘和基因结构优化等结构水平分析；根据基因在样品

中的表达量进行差异表达分析、差异表达基因功能注释和功

能富集等表达水平分析，从而筛选出与体色相关的功能基因。

２　结果与分析

２．１　红白锦鲤基因组重测序数据质量评估
共完成３个样品的基因组重测序分析，通过高通量测序

法获得１２７．２３Ｇｂｃｌｅａｎｄａｔａ，Ｑ２０碱基的百分比在９５．５９％及
以上，Ｑ３０碱基的百分比在 ９０．８１％及以上，ＧＣ含量为
３７．３２％～４２．３８％，测序错误率为０．０７％。
２．２　红白锦鲤基因组与参考基因组的比对

将红白锦鲤皮肤样品的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与指定的参考基因组
进行 序 列 比 对 （网 址 为 ｆｔｐ：／／ｆｔｐ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｇｅｎｏｍｅｓ），比对软件选择 ＢＷＡ，结果显示，比对效率为
９６３５％（表１）。

表１　与参考基因组比对的结果

样品编号
比对条带数

（条）

比对碱基数

（ｂｐ）
对比效率

（％）
平均测序

深度

Ｓ１－ｒ２ ６９５２７５９４２ １０４２９１３９１３００ ９６．３５ ５８．７２

２．３　红白锦鲤基因组的ＳＮＰ检测及注释
由图１、表２可知，利用重测序变异检测方法得到的结果

显示，以鲤鱼基因组为参考，过滤掉测序深度在１０Ｘ以下的
位点，共鉴定了 １０４８５７６个 ＳＮＰｓ，其中 ３１２万 ～５４０万个
ＳＮＰｓ位于短ｒｅａｄｓ比对不到的区域，变异位点位于外显子区
域的有５７９７７８个ＳＮＰｓ。ＳＮＰ位点分布于锦鲤的５０条染色
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表２　ＳＮＰ注释结果统计

所在区域
ＳＮＰｓ数量
（个）

基因间区 ５３５５２０
基因内（无转录本信息） ４１５１６６
基因上游与下游之间 ２２６０
基因上游区域 ２４２８４
基因下游区域 ２３７６１
基因的５′ＵＴＲ内（ＵＴＲ＿５＿ＰＲＩＭＥ） ５３８５
基因的３′ＵＴＲ内（ＵＴＲ＿３＿ＰＲＩＭＥ） １１９３４
外显子区域 ２９０６１
剪切受体突变 ２４９
外显子与剪切受体之间 ２１
５′ＵＴＲ与３′ＵＴＲ之间（ＵＴＲ５：ＵＴＲ３） １０
非编码ＲＮＡ的外显子区域（ｎｃＲＮＡ－ｅｘｏｎｉｃ） ３９
非编码ＲＮＡ的内含子区域（ｎｃＲＮＡ－ｉｎｔｒｏｎｉｃ） ８８５

　　注：样品为皮肤。

体上，不包含ｓｃａｆｆｏｌｄ（染色体骨架）。用ＡＮＮＯＶＡＲ软件进行
功能注释，结果显示，纯合类型的ＳＮＰｓ数量为５７４３１０个，杂
合类型的ＳＮＰｓ数量为４７４２６５个。ＳＮＰｓ位于基因间的数量
最多，ＳＮＰｓ位于基因内外显子区域的多态性最高，由此可以
看出，与鲤鱼相比，红白锦鲤的变异位点很多，且分布在染色

体的各个位置。

２．４　红白锦鲤肤色相关基因注释及ＳＮＰ分析
通过对８个重要候选基因注释的理解，发现微管蛋白的

２个基因 ＬＯＣ１０９０４６５３２、ＬＯＣ１０９０４９２１３与色素颗粒运输有
关。其中基因 ＬＯＣ１０９０４６５３２含有突变，而另 １个基因
ＬＯＣ１０９０４９２１３则不含有任何突变。８个候选基因都含有外
显子ＳＮＰ位点，但是没有发现终止密码子突变，详见图２、表
３、表４。

３　讨论

在全基因组测序过程中，基因组ＤＮＡ的提取和检测是关

键。通常情况下，ＤＮＡ的检测主要是通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ检测
ＤＮＡ纯度（Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值），用 Ｑｕｂｉｔ对 ＤＮＡ浓度进行精确
定量［１２］。其中 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在 １．８～２．０之间，ＤＮＡ浓
度≥２０ｎｇ／μＬ，总量为 １μｇ以上的 ＤＮＡ样品被用来建库。
在本试验中，红白锦鲤皮肤样品 ＤＮＡ的 Ｑ２０碱基百分比在
９５．５９％及以上，Ｑ３０碱基百分比在９０．８１％及以上，ＧＣ含量
为３７．３２％ ～４２．３８％，测序错误率为０．０７％，可见样品质量
满足建库测序要求，且总量满足２次或者２次以上的建库需
要。对测序获得的ｒｅａｄｓ数据进行质量过滤得到 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，

用于后续生物信息学的分析。将ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与参考基因组进
行比对，基于比对结果，使用 ｓａｍｔｏｏｌｓ［１］进行去重复（ｍａｒｋ
ｄｕｐｌｉｃａｔｅｓ），用ＧＡＴＫ［２］进行局部重比对、碱基质量值校正等
处理，再使用 ＧＡＴＫ进行单核苷酸多态性的小片段插入缺失
（ｓｍａｌｌＩＮＤＥＬ）的检测、过滤，并得到最终的 ＳＮＰ和 Ｓｍａｌｌ
ＩＮＤＥＬ的位点集。通过 ＢｒｅａｋＤａｎｃｅｒ［３］可得到结构变异
（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｖａｒｉａｔｉｏｎ，简称ＳＶ）数据集，其中一般以插入和缺失
为主。并对ＳＮＰ的检测结果进行注释，实现 ＤＮＡ水平差异
基因的挖掘和筛选等。利用基因组比对软件ＢＷＡ［１］，将过滤
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表３　８个候选基因外显子ＳＮＰ数量统计

序号 基因编号
外显子ＳＮＰ数量

（个）

１ １０９０４６５３２ ２６
２ １０９０８５２４４ ２
３ １０９１０７６７０ ２
４ １０９０９１２１５ ４
５ １０９０４９２１３ ０
６ １０９１０２４０６ ３
７ １０９０４７７２８ ６２
８ １０９１１１７３９ ９７

后的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ比对到参考基因组上，统计比对结果。对于
重测序分析而言，比对率以及覆盖度指标能反映样本、建库及

测序以及参考序列等的质量。在本试验中，将 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与
鲤鱼参考基因组序列进行比对，结果显示，ｍａｐｐｉｎｇ率达到
９６．３％，说明测序样本与鲤鱼参考基因组的相似度很高。
　　ＳＮＰ检测主要使用 ＧＡＴＫ软件工具包［２］。根据 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ在参考基因组的定位结果，使用ＳＡＭｔｏｏｌｓ［３］进行去重复
（ｍａｒｋｄｕｐｌｉｃａｔｅｓ），使用ＧＡＴＫ进行局部重比对、碱基质量值
校正等预处理，以保证检测得到的 ＳＮＰ的准确性，再使用
ＧＡＴＫ进行单核苷酸多态性的检测、过滤，并得到最终的 ＳＮＰ
位点集。ＳＮＰ是通过ＡＮＮＯＶＡＲ软件进行注释的。ＳＮＰ分布

表４　候选基因ＬＯＣ１０９０４６５３２基因突变分析

染色体登录号 基因登录号 突变类型 ＳＮＰ类型 ＳＮＰ位置（ｂｐ）
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ 同义突变（ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ） 单核苷酸位点变异（ＳＮＶ） ４８７７８８８
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７７８９１
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７７９３３
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７７９４５
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７８１１９
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７８１７６
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７８２８４
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７８３５９
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７８３８６
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７８３９２
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７８６２３
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８７８８７０
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４５２１
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４５４８
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４５７８
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ 非同义突变（ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ） ＳＮＶ ４８８４６７９
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４７６１
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４７７３
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４７８８
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４７９４
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４８４８
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４８５４
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４８９３
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４９１４
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８４９８５
ＮＣ＿０３１７３９．１ １０９０４６５３２ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ＳＮＶ ４８８５２０８

图通过Ｒ语言ｇｇｐｌｏｔ２包进行绘制展示。在本试验中，将锦鲤
测序数据比对到参考基因组上，以分析 ＳＮＰ位点的分布情
况，为了使ＳＮＰ连续显示，过滤去除了测序深度在１０Ｘ以下
的位点，共鉴定了１０４８５７６个 ＳＮＰｓ，其中３．１２百万 ～５．４０
百万个ＳＮＰｓ位于短ｒｅａｄｓ比对不到的区域，其中变异位点位
于外显子区域的有５７９７７８个 ＳＮＰｓ。此外，统计结果显示，
ＳＮＰｓ位于基因间的数量最多，ＳＮＰｓ位于基因内的外显子区
域的多态性最高，由此可以看出，与鲤鱼相比，红白锦鲤的变

异位点很多，且分布在染色体的各个位置。此外，没有发现外

显子ＳＮＰ位点含有终止密码子突变，因此ＳＮＰ位点并没有影
响基因的正常编码和表达。可是就目前发现的 ＳＮＰ位点而
言，由于鲤鱼基因组缺乏相应的 ＳＮＰ功能注释信息，无法看
出ＳＮＰ位点会对相应基因功能带来何种变化，可能需要进行
进一步的功能验证试验。

鱼类细胞形态变化、定向运动、胞内物质（如色素颗粒）

与“器官”的移迁（有丝分裂、减数分裂中的染色体极向移动）

都与微管蛋白的聚合与解聚相关［１３］。微管是由微管蛋白亚

基组装而成的，每个微管蛋白亚基都是由２个非常相似的球
状蛋白（α－微管蛋白和 β－微管蛋白）结合而成的异二聚
体，这种α－β二聚体是微管组装的基本结构单位［１４］。鱼类

体色的重要调控机制之一是通过微管蛋白对色素颗粒的靶向

运输［１５］。在本试验中，１、５号基因为微管蛋白基因，与色素
颗粒运输有关。鲤鱼基因组 ｇｆｆ的基因信息全部是由美国国
立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站上 Ｇｎｏｍｏｎ预测软件进行
预测的结果，因此该基因组并没有完整、真实的数据来进行支

撑。因此，由ＢＬＡＳＴ得到的这８个候选基因的名称都是以其
在染色体上的位置进行命名的，至于其功能也是由预测软件

进行功能注释的。
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匡　琛１，２，朱晓义１，张　亮１，范世航１，华　玮１

（１．中国农业科学院油料作物研究所／农业农村部油料作物生物学与遗传育种重点实验室，湖北武汉４３００６２；
２．中国农业科学院研究生院，北京１０００８１）

　　摘要：以植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１为基本骨架，以黄色荧光蛋白（ｙｅｌｌｏｗｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，简称ＹＦＰ）为标签蛋
白构建可融合目标蛋白的表达载体，并包含可用于外源基因插入的单一识别位点的核酸酶酶切位点（ＳｐｅⅠ、ＸｂａⅠ、
ＳｍａⅠ、ＢａｍＨⅠ）。为了验证载体的实用性，将构建完成的载体转化到感受态 ＧＶ３１０１农杆菌上，进行菌落 ＰＣＲ鉴
定，再分别瞬时转化烟草下表皮和稳定转化拟南芥。激光共聚焦显微镜观察结果显示，在阳性转基因植株上均观察到

荧光，在阴性对照上没有观察到荧光，表明 ＹＦＰ标签蛋白在转基因受体细胞中能够正常表达。ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１：：ＹＦＰ
载体的成功构建为植物蛋白亚细胞定位及过表达转基因植株等相关领域的研究提供了稳定可靠的通用型载体资源。

　　关键词：多酶切位点；黄色荧光蛋白；通用载体；激光共聚焦；植物基因表征工具
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　　植物表达载体是高等植物基因功能研究中不可或缺的工 具，在后基因组时代具有广泛的应用［１］。植物表达载体可以

用来研究启动子元件、蛋白质互作、亚细胞定位以及组成型表

达。植物双元表达载体的发展和不同农杆菌菌株的选育，使

得农杆菌介导的植物转化系统得到广泛应用［２］。早期的植

物双元表达载体主要是由复制起始位点、２个 Ｔ－ＤＮＡ边界
重复序列之间的部分、大肠杆菌筛选标记、目的基因与启动子

元件及植物筛选标记组成的。植物表达载体的构建方法有传

统的酶切连接法［３］和 Ｔ－ＤＮＡ插入法［４］。随着现代生物技

术的发展，出现了多种新的技术，如 Ｇａｔｅｗａｙ法［５］、不依赖于
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