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烟草合子时期特异表达基因的克隆与分析
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（长江大学生命科学学院，湖北荆州４３４０２３）

　　摘要：在烟草合子中克隆到１种新型的未知功能基因 ＮｔＺＥ５８３，编码包含有９１个氨基酸残基的多肽链。生物信
息学分析显示：该蛋白的Ｎ端含有１段疏水性信号肽，但在其他物种中没有发现同类蛋白。ＮｔＺＥ５８３－绿色荧光蛋白
（ＮｔＺＥ５８３－ＧＦＰ）融合蛋白亚细胞定位显示，该蛋白可能存在于液泡中。利用染色体步移技术获得该基因５′端上游３
８６６ｂｐ的侧翼序列（启动子和５′ＵＴＲ），经检测发现，具有较强的启动子活性。研究结果为进一步研究该基因在烟草早
期胚胎发生中的功能奠定了基础。

　　关键词：烟草；合子；液泡；基因克隆；信号肽
　　中图分类号：Ｓ５７２．０１；Ｑ７８５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０５－００６５－０４

收稿日期：２０１５－０４－２９
基金项目：长江大学自然科学基金（编号：２０１４ＮＳＦＹ０２３）。
作者简介：罗　岸（１９８４—），男，湖北荆州人，博士，讲师，研究方向为
植物生殖发育。Ｅ－ｍａｉｌ：Ａｎｌｕｏ＠ｗｈｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　被子植物的受精过程被称为双受精，即来自同一花粉的
２个精子同时进入胚囊，１个与卵细胞结合形成二倍体的合
子，另２个与中央细胞结合形成三倍体的胚乳母细胞。受精
完成后，胚胎逐渐形成基本的形态和生理结构［１］，而胚乳则

在此过程中扮演支持者的角色［２－３］。

对于受精和早期胚胎发生过程的分子机制在动物中研究

得比较深入，但是在植物中由于技术手段的限制导致对这方

面的认识一直有许多空白。因为植物的受精和胚胎发生过程

都存在于深埋在植物孢子体内的胚囊中，所以很难对整个过

程直接进行观察并了解背后的分子机制。随着现代生物学技

术的发展，目前已能获得玉米、拟南芥、大米、大麦等一些植物

的配子、合子和早期胚胎；此外，这些植物中与生殖发育息息

相关的细胞ｃＤＮＡ文库、转录谱等也已陆续获得［４－７］。这些

进展对于研究植物的受精和胚胎发生过程起到了推动作用。

为了探索受精和早期胚胎发生的分子机制，特别是早期

胚胎发生中的表观调控机制、合子不等分裂、细胞间通信等重

大问题，笔者所在实验室用前期建立的胚胎分离技术［８－９］和

ＳＭＡＲＴＴＭｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ试剂盒构建了烟草合子和
卵细胞的ｃＤＮＡ差减文库，通过筛选获得了许多在合子时期
特异表达的基因［１０］。对其中１个具有信号肽结构的未知基

因ＮｔＺＥ５８３进行克隆和染色体步移，获得了其完整ＣＤＳ序列
和有活性的５′侧翼调控序列，为进一步利用基因敲除和过表
达技术来研究其在烟草早期胚胎发育中的作用打下基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株与质粒　绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）融合蛋白表达载
体，ＧＦＰ核定位表达载体在ｐＡＲＴ２７载体上改造而成，由武汉
大学彭雄波副教授提供。大肠杆菌ＤＨ５α感受态为笔者所在
实验室自制。

１．１．２　植物材料　试验材料为野生型烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａ
ｃｕｍｖａｒ．ＳＲ１），种植于长江大学生命科学学院所属温室内，
室温２５℃，光照时间１６ｈ。
１．１．３　主要试剂　普通 ＤＮＡ片段回收试剂盒、琼脂糖凝胶
回收试剂盒、质粒小提试剂盒（天根生化科技有限公司）；

ＤＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ公司）；ＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｅ
ＷａｌｋｅｒＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）；ＤＮＡ聚合酶 ＥｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ公
司）；ＤＮＡ聚合酶ＰｈｕｓｉｏｎＨｉｇｈ－ＦｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅｈｅ、限
制性内切酶（ＮＥＢ公司）；Ｔ４ＤＮＡｌｉｇｎａｓｅ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；Ｄｙ
ｎａｌｂｅａｄｓｍＲＮＡＤＩＲＥＣＴＭｉｃｒｏＫｉｔ（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；
ＳＭＡＲＴｅｒ ＰｉｃｏＰＣＲｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　烟草 ｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ文库的构建和 ＮｔＺＥ５８３基因５′
侧翼区的克隆　取烟草幼叶，按照 ＤＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒
的要求提取ＤＮＡ。用ＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｅｒ试剂盒构建
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ｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ文库，检测合格后按照试剂盒要求设计 ＧＳＰ
引物。反应体系和反应条件参照试剂盒要求，引物退火温度

灵活掌握，得到目的片段后送样测序，引物序列详见表１。

表１　５′侧翼区扩增所需引物

扩增批次 编号 引物序列（５′→３′）
第１轮 ＧＳＰ１ ＣＴＴＣＴＧＧＴＧＣＧＴＡＴＧＡＴＡＧＣＴＣＣＧＡＴＡＣ

ＧＳＰ２ ＡＧＡＣＴＣＴＧＧＣＡＣＣＣＣＴＴＧＡＧＴＴＡＡＴＧＡＡ
第２轮 ＧＳＰ１ ＡＡＡＧＡＴＣＣＴＣＣＡＡＣＡＡＡＴＴＣＡＡＧＣＡＣＴ

ＧＳＰ２ ＴＣＣＡＴＡＡＡＣＡＡＣＡＡＴＣＡＴＧＴＣＡＣＣＡＧＣ
第３轮 ＧＳＰ１ ＣＴＧＣＣＴＴＧＴＧＧＡＣＴＣＣＧＡＡＡＴＣＴＡＣＣＧ

ＧＳＰ２ ＣＡＡＣＣＣＴＡＧＣＡＡＧＣＡＴＧＡＴＣＡＡＣＡＡＣＡ

１．２．２　烟草合子的分离与少量细胞ＲＴ－ＰＣＲ　用酶解－研
磨法分离得到５０个烟草合子［８－９］。按照 ＤｙｎａｌｂｅａｄｓｍＲＮＡ
ＤＩＲＥＣＴＭｉｃｒｏ试剂盒的说明分离出合子的 ｍＲＮＡ，并使用
ＳＭＡＲＴｅｒ ＰｉｃｏＰＣＲｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ试剂盒制成合子 ｃＤＮＡ
库。在已知ＥＳＴ序列２端设计检测引物扩增 ＮｔＺＥ５８３基因
ＣＤＳ序列，扩增产物经电泳检测正确后送样测序，引物序列
详见表２。

表２　ＣＤＳ扩增引物

编号 引物序列（５′→３′）
ＣＤＳ－Ｆ１ ＡＴＧＡＣＡＡＡＡＴＣＡＡＣＣＡＡＴＧＴＴＴＴＧＧ
ＣＤＳ－Ｒ１ ＴＣＧＡＡＴＧＣＡＴＧＡＧＣＣＴＴＴＡＴＣＧ

１．２．３　ＮｔＺＥ５８３－ＥＧＦＰ融合蛋白和 ＥＧＦＰ核定位表达载体
的构建　依据已知序列，分别设计用于扩增 ＮｔＺＥ５８３基因的
５′侧翼区和ＣＤＳ的引物，并在５′端添加酶切位点，引物序列
见表３。用ＣＤＳ－Ｆ２／ＣＤＳ－Ｒ２引物，在烟草合子ｃＤＮＡ库中
扩增 ＣＤＳ序列；用 ＰＲＯ－Ｆ／ＰＲＯ－Ｒ在烟草基因组中扩增
ＮｔＺＥ５８３基因侧翼序列（启动子和５′ＵＴＲ）。对目的条带回收
后进行双酶切，并分别连入 ＮｔＺＥ５８３－ＧＦＰ融合蛋白表达载
体、ＧＦＰ核定位表达载体。

表３　载体构建所需引物

编号 引物序列（５′→３′）
ＣＤＳ－Ｆ２ ｎｎｎｎＣＴＧＣＡＧＡＴＧＡＣＡＡＡＡＴＣＡＡＣＣＡＡＴＧＴＴＴＴＧＧ
ＣＤＳ－Ｒ２ ｎｎｎｎＡＡＧＣＴＴＴＣＧＡＡＴＧＣＡＴＧＡＧＣＣＴＴＴＡＴＣＧ
ＰＲＯ－Ｆ ｎｎｎｎＧＧＴＡＣＣＣＡＴＴＧＴＧＡＴＧＴＧＡＧＡＴＡＴＡ
ＰＲＯ－Ｒ ｎｎｎｔｃｔａｇａＣＧＴＡＡＡＴＡＡＣＴＡＴＡＣＴＴＧＴＴＡＴＧＣＣ

１．２．４　ＮｔＺＥ５８３－ＧＦＰ融合蛋白亚细胞定位和 ＮｔＺＥ５８３启
动子活性的观察　应用基因枪法将构建好的 ＮｔＺＥ５８３－ＧＦＰ
融合蛋白表达载体和ＥＧＦＰ核定位表达载体转导入洋葱表皮
细胞，培养２４ｈ后用普通荧光显微镜观察。
１．２．５　生物信息学分析　用 Ｏｍｉｇａ分析 ＥＳＴ序列的开放阅
读框。用Ｐｒｏｔｐａｒａｍ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件预测蛋白质的氨基酸组成
和理论等电点等基本理化性质，并通过 ＳＯＰＭＡ软件预测其
二级结构。分别用ＰＳＯＲＴ、ＳｉｇｎａｌＰ软件预测蛋白质的亚细胞
定位和信号肽。

２　结果与分析

２．１　烟草早期胚胎的分离
植物的胚胎发育过程发生在母体组织中。由于母本组织

的干扰，通常难以有效地获取正在发育的胚胎细胞。目前通

过酶解和显微操作已经能够精确地分离出烟草 ＳＲ１胚珠中
合子发育时期的胚囊（图１－Ａ）。合子为胚囊细胞所包裹，
必须进行２次酶解和显微操作才能获得未附带母体组织的完
整的合子（图１－Ｂ）。图１结果显示：经过酶解和显微操作分
离后的合子形态正常，背景清晰无杂质，这说明分离的合子状

态良好且无母体组织污染，可以用于后续少量细胞 ｍＲＮＡ的
提取和ｃＤＮＡ库的制作。

２．２　ＮｔＺＥ５８３基因在合子中的检测
根据笔者所在实验室之前获得的烟草合子ｃＤＮＡ文库信

息，已知烟草合子中存在 ＮｔＺＥ５８３基因的表达。ＮｔＺＥ５８３基
因ＥＳＴ序列长度为４４９ｂｐ，Ｏｍｅｇａ软件分析显示，该基因拥有
１个２７３ｂｐ的开放阅读框，可以在合子 ｃＤＮＡ库中得到扩增
（图２）。经过ＮＣＢＩ数据比对发现，尚无类似基因存在于其
他物种中，表明ＮｔＺＥ５８３基因属于１个未知功能的、在早期胚
胎发育时期表达的新型基因。

２．３　ＮｔＺＥ５８３蛋白一级结构预测分析
运用软件对ＮｔＺＥ５８３蛋白进行生物信息学分析，结果显

示：ＮｔＺＥ５８３蛋白的分子量为 ９．７８５３ｋｕ，理论等电点为
８．４６，属于碱性蛋白。该蛋白多肽链包含９１个氨基酸残基，
含１８种基本氨基酸类型，不含组氨酸、色氨酸，其中丝氨酸含
量最高，占１６．５％。氨基酸一级结构预测分析表明：ＮｔＺＥ５８３
蛋白拥有８个正电荷残基、５个负电荷残基，该蛋白脂肪系数
为７２．８６，不稳定性指数为５０．０７，平均总疏水性为０．２８６，预
测为疏水性蛋白，且不太稳定（表４）。
２．４　ＮｔＺＥ５８３蛋白二级结构的预测

蛋白质多肽链自身通过氢键沿一定方向盘绕、折叠而形

成的构象称为蛋白质二级结构，α－螺旋、β－转角等属于蛋
白质的基本二级结构。正确的二级结构有助于蛋白质正常履
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表４　ＮｔＺＥ５８３基因编码的氨基酸一级结构预测分析结果

一级结构特征
氨基酸数量

（个）

分子质量

（ｋｕ）
理论等

电点

负电荷残基

（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）数（个）
正电荷残基

（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）数（个） 脂肪系数
不稳定性

系数

平均总

疏水性

预测结果 ９１ ９．７８５３ ８．４６ ５ ８ ７２．８６ ５０．０７ ０．２８６

行其在细胞生命活动中的功能。软件分析显示，ＮｔＺＥ５８３蛋
白的二级结构有３种形式，分别为 α－螺旋、无规则卷曲、延
伸链，分别占１８．６８％、５２．７５％、２８．５７％）。图３结果显示，
无规则卷曲这类二级结构在 ＮｔＺＥ５８３蛋白中最多，α－螺旋
主要集中在蛋白的Ｎ端，而延伸链则在蛋白中零星分布（表
５、图３）。

表５　ＮｔＺＥ５８３蛋白二级结构的预测

二级结构类型 氨基酸残基数目（个） 占比（％）
α－螺旋 １７ １８．６８
延伸链 ２６ ２８．５７
β－转角 ０ ０
无规则卷曲 ４８ ５２．７５

２．５　ＮｔＺＥ５８３蛋白信号肽的预测与蛋白亚细胞定位的分析
用Ｐｓｏｒｔ软件对ＮｔＺＥ５８３蛋白亚细胞分布进行预测，发现

最可能分布在膜外。同时用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件预测 ＮｔＺＥ５８３蛋
白Ｎ端的氨基酸发现，其具有较强的疏水性；用 ＳｉｇｎａｌＰ软件
预测ＮｔＺＥ５８３蛋白发现可能存在信号肽，并在第２４、第２５个
氨基酸之间剪切（图４）。为了进一步分析ＮｔＺＥ５８３蛋白的亚
细胞定位，采用融合蛋白载体瞬时转化洋葱表皮细胞。由图

５可以看出：３５Ｓ启动子驱动的ＧＦＰ蛋白在细胞中均匀分布，
而３５Ｓ启动子驱动的ＮｔＺＥ５８３－ＧＦＰ融合蛋白则主要分布在
细胞质的液泡中，暗示ＮｔＺＥ５８３蛋白的亚细胞定位受其 Ｎ端
的信号肽控制。

２．６　ＮｔＺＥ５８３基因的５′侧翼序列在早期胚胎时期的活性
以 ＥＳＴ序列为基础，通过染色体步移技术共获得

ＮｔＺＥ５８３基因起始密码子ＡＴＧ前共３８６６ｂｐ的侧翼序列。为

验证其启动活性，扩增了其中的２７２５ｂｐ（包括部分启动子、
全部５′ＵＴＲ序列）接入 ＧＦＰ核定位载体，采用基因枪将载体
注射入洋葱表皮细胞中进行观察。荧光显微镜中可以看到，

洋葱表皮细胞的细胞核中有清晰可辨的绿色荧光（图６），表
明所获基因的５′侧翼序列确实具有较强的启动子活性。

３　讨论

在烟草合子中表达的 ＮｔＺＥ５８３基因含有２７３ｂｐ的 ＣＤＳ
区，其编码的蛋白质作为一种未知功能的新型蛋白，在 ＮＣＢＩ

数据库收录的双子叶和单子叶植物的基因信息中均未发现，

其可能在烟草合子的发育过程中起着某种独特的作用。对新

获得的ＮｔＺＥ５８３蛋白序列进行分析表明，该蛋白具有信号肽；
将ＮｔＺＥ５８３蛋白与ＧＦＰ蛋白融合后在洋葱表皮细胞中观察
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其亚细胞定位，发现它极有可能定位于细胞的液泡中。

植物细胞相对于动物细胞而言，普遍含有液泡这一特殊

的细胞器［１１－１３］。液泡由单层质膜包围而成并充满液体，与植

物细胞的各种重要的生命活动息息相关，如参与细胞渗透压

和膨压的维持与调节、帮助稳定细胞内ｐＨ值、消除由某些有
毒物质导致的毒害作用、存储营养物质及其多种代谢产物、保

证细胞生物合成原料的稳定供应等。

　　ＮｔＺＥ５８３基因的发现表明，在烟草合子的发育过程中有
一种独特的未知功能的蛋白存在于液泡中并发挥了重要作

用。本研究利用染色体步移技术对 ＮｔＺＥ５８３基因的５′侧翼
序列进行了克隆，将包括启动子、５′ＵＴＲ区的序列连接 ＧＦＰ
后瞬时转化洋葱表皮细胞，能观察到极强的绿色荧光。说明

获得的表达调控序列具有较强的启动子活性，为今后使用

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）和过表达等基因功能分析手段对 ＮｔＺＥ５８３
基因在合子发育中的功能进行研究提供了帮助，将丰富我们

对植物早期胚胎发生过程中的分子调控机制的认识。

４　结论

本试验成功克隆了烟草合子表达基因 ＮｔＺＥ５８３，并获得
了具有启动子活性的５′侧翼序列，为阐明 ＮｔＺＥ５８３基因参与
早期胚胎发生的机制奠定了基础。
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３　结论

由本试验结果可知，桃抗重茬砧木 ＧＦ６７７茎段初代最佳
培养基为Ｆ１４＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ；继代增殖最
佳培养基为 Ｆ１４ ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＧＡ３；不定芽在１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ生根培养基
上培养３０ｄ后生根率为８９．４０％，移栽成活率达６０％。
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