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沙漠小球藻转植物表达载体的表达预测

汪文伦，王　丹，牟　云，许万云，胡梦薇，高剑峰
（石河子大学生命科学学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：以建立小球藻（沙漠小球藻）表达系统为目的，为利用小球藻重组表达外源蛋白，以及ＧＦＰ荧光特性研究沙
漠中的小球藻生理及理化性质提供基础方法；同时也探索植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＯＣＳ能否在沙漠小球
藻中表达。通过菌落ＰＣＲ验证Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α是否含有目的基因（ＧＦＰ基因）的重组植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－
３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ，然后从Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α中提取也构建完成的重组植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ；利用
电转化的方法将重组植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ转入到小球藻细胞中；将电转的小球藻在含有
１００ｍｇ／Ｌ卡那霉素的ＢＢＭ固体培养基中筛选出单克隆，将单克隆在含有１５ｍｇ／Ｌ卡那霉素的ＢＢＭ液体培养基中扩
大培养，然后利用ＰＣＲ和ＲＴ－ＰＣＲ预测绿色荧光蛋白基因（ＧＦＰ基因）的存在与否和表达情况，再利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
和荧光倒置显微镜观察绿色荧光蛋白表达情况。通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和荧光倒置显微镜观察结果表明绿色荧光蛋白
（ＧＦＰ）在小球藻中表达成功。试验结果表明重组植物表达 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＯＣＳ能够在小球藻中表达外源蛋
白，以及利用ＧＦＰ的荧光特性研究小球藻的生理生化差异；也为小球藻在沙漠环境上的应用提供基础。
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　　微藻是地球上出现最早的生命之一，是一种能利用光合
作用生活和生长的微生物，广泛分布于海洋、陆地、湖泊以及

干旱的沙漠之中。它们的形态各异，呈丝状、球形和椭圆形等

等，只要是有光和潮湿的地方都能找到这些生命的痕迹［１］。

新疆古尔班通古特沙漠是我国第二大沙漠，年降水量 ７０～
１５０ｍｍ，冬季有积雪，其最低温度可达－２５℃，而最高温度可
达３５℃［２］。即使在这样的条件下，也分布着百余种藻类，小

球藻就是其中之一［３］。小球藻和其他生长在沙漠里的藻类

一样，适应了沙漠的极端环境，表现出较强的生命力。

小球藻是绿藻门的一种，细胞呈球形或椭圆形，细胞的大

小在３～８μｍ之间，也是单细胞藻类植物和真核生物的一
种。由于遗传的相对保守性

!

生长快
!

分布广
!

营养要求简

单和成本低廉等特点，是在单细胞水平上研究基因表达及其

生理生化的理想材料。而基因工程也是研究热点之一，目前

的转基因技术有鸟枪法［４］
!

根癌农杆菌介导法［５］和电转化

法［６］。由于电转化法有效率较高、简单、方便、成本低等特

点，在微藻遗传转化过程中也被广泛使用。

启动子是外源基因是否表达的关键，这决定着基因表达

与否及其表达量，所以在小球藻基因工程的研究中也起着至

关重要的作用。目前，ＣａＭＶ３５Ｓ是基因工程中常用的启动子
之一。ＣａＭＶ３５Ｓ是一种花椰菜花叶病毒启动子，能够在植物
表达系统中启动基因的表达［７］，也有研究表明ＣａＭＶ３５Ｓ可以

在小球藻表达外源基因［５，８］。

绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）是由 ２３８
个氨基酸组成的多肽链，分子量约为２７ｋｕ，基因编码序列约
７５０ｂｐ。纯化的ＧＦＰ蛋白与体内表达的 ＧＦＰ蛋白的发光光
谱相似，在蓝光或紫外光激发下，无论其表达在原核或真核细

胞中，都能利用荧光显微镜在不需要其他辅助条件下看见绿

色荧光。绿色荧光蛋白还具有低毒性和不干扰细胞正常生活

等优点，使得 ＧＦＰ在生物研究领域中得到广泛应用。目前
ＧＦＰ已在转基因领域、基因表达的蛋白质定位、细胞定位以及
药物的筛选等诸多方面得到广泛应用［９］。

本试验将利用 ＧＦＰ的特点和已经构建好的重组植物表
达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ，通过电击转化法导
入到细胞中，让其表达绿色荧光。这将为在小球藻中表达外

源蛋白和利用 ＧＦＰ研究其生理及理化性质提供试验的基本
操作和基础；同时也为表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＯＣＳ
在小球藻中的表达做１个预测。

１　材料与方法

１．１　材料
小球藻ＧＴＤ８Ａ１由笔者所在实验室分离、纯化和鉴定得

到；植物表达载体 ＰＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ（带有
ＣａＭＶ３５Ｓ调控下的 ＧＦＰ基因）由石河子大学生命科学学院
黄先忠老师馈赠；大肠杆菌 ＤＨ５α菌株为笔者所在实验室保
存；卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋａｎ）购自北京索莱宝科技有限
公司。

小球藻ＧＴ８Ａ１所用的ＢＢＭ培养基［１０］：ＮａＮＯ３２５０ｍｇ／Ｌ，
ＫＨ２ＰＯ４１７５ｍｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４７５ｍｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ７５ｍｇ／Ｌ，
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ２５ｍｇ／Ｌ，ＮａＣｌ２５ｍｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ５０ｍｇ／Ｌ，ＫＯＨ
３１ｍｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４．９８ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＰＯ４ １１．４２ｍｇ／Ｌ，
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ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ８．８２ｍｇ／Ｌ，ＭｎＣｌ２１．４４ｍｇ／Ｌ，ＭｏＯ３０．７１ｍｇ／Ｌ，
ＣａＳＯ４·５Ｈ２Ｏ１．５７ｍｇ／Ｌ，Ｃｏ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ０．４９ｍｇ／Ｌ，９８％
Ｈ２ＳＯ４２μＬ／Ｌ（可以在以上组中加入１５～２０ｇ琼脂，加入蒸
馏水补至 １Ｌ制成固体培养基，１２１℃灭菌 ２０ｍｉｎ，４℃
保存）。　

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α所用的 ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ，酵母
提取物５ｇ／Ｌ，氯化钠１０ｇ／Ｌ（加去离子水溶解至终体积１Ｌ，
用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调ｐＨ值范围为７．０～７．４，同时加入１５～
２０ｇ琼脂粉，制成固体培养基；在１２１℃高压下灭菌２０ｍｉｎ，
４℃ 保存）。
１．２　方法
１．２．１　藻种培养及其条件　取对数生长末期的小球藻培养
液，按１０％的接种量接入装有１００ｍＬＢＢＭ培养基的２５０ｍＬ
锥形瓶中，置于光照培养箱中静止培养，培养条件为：光照强

度为１００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光暗周期１２ｈ／１２ｈ，培养温度（２３±
０．５）℃。

转化子克隆的筛选：将转化好的小球藻ＧＴ８Ａ１涂布于含
有１００ｍｇ／Ｌ卡那霉素［１］的ＢＢＭ固体平板上，４～５周会有单
克隆长出。然后进行菌落ＰＣＲ检测，得到阳性克隆。

阳性克隆的扩大培养：将阳性克隆接入到含有１５ｍｇ／Ｌ
卡那霉素的ＢＢＭ液体培养基中，进行逐级扩大培养。
１．２．２　提取 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ和 ＧＦＰ引物
设计　ＧＦＰ基因引物设计：从ＮＣＢＩ上得到ＧＦＰ蛋白的序列，
通过Ｐｒｉｍｅｒ５软件从头开始设计ＧＦＰ基因引物，使其能完全
地表达ＧＦＰ蛋白。引物序列如下：ＧＦＰ－Ｆ：５′－ＡＴＧＡＴＧＧＴ
ＧＡＧＣＡＡＧ－３′；ＧＦＰ－Ｒ：５′－ＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ－３′。

ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ载体也由黄先忠老师
实验室构建完成，并且成功地在拟南芥中表达［１１］。也将其保

存到Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α中，在做电击转化之前需要将Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α
进行菌落ＰＣＲ检测后，才能进行扩大培养。然后采用质粒提
取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ）进行提取，其过程见图１。

　　ＰＣＲ反应体系：ｄｄＨ２Ｏ８μＬ，单克隆变性液２μＬ，引物

（ＧＦＰ－Ｆ／ＧＦＰ－Ｒ）２μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴａＫａＲａ，
Ｃｈｉｎａ）８μＬ共 ２０μＬ扩增体系，可以扩增出约 ７５０ｂｐ的
片段。

ＰＣＲ反应条件：９４℃３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物通过１％的琼脂糖
凝胶电泳检测。

１．２．３　电击转化法　取培养４ｄ后的小球藻细胞３～５ｍＬ
（细胞数量控制在１×１０８个／ｍＬ），７５０００ｇ离心 ５ｍｉｎ收集
小球藻细胞后再用无菌的ＢＢＭ培养基清洗３次培养基，然后
分别在５０００、４０００、３０００ｇ下离心以收集比较干净的小球藻
细胞；将收集好的小球藻细胞置于高渗溶液中（甘露醇、山梨

醇各１００μＬ）在冰上处理约１ｈ，后３０００ｇ离心收集比较干
净的小球藻细胞，去掉上清，在沉淀中加入 ｐＨ值为 ７．２的
ＨＥＰＳ电击缓冲液［取２３．８ｇＨＥＰＥＳ溶于 ９０ｍＬ双蒸水中，
采用２ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调ｐＨ值至７．５～８．０，然后用蒸馏
水定容至１００ｍＬ，过滤除菌，分装小瓶（２ｍＬ／瓶），４℃保
存］，将藻细胞稀释成１×１０８个／ｍＬ放置冰上备用；用紫外光
处理干净的电击杯约３０ｍｉｎ，将其放置在冰上备用；按藻细
胞 ∶质粒＝３∶１的比例混匀样本加入到电击杯中，在冰上放
置１０ｍｉｎ后，在电击仪上电击，电击条件为脉冲电压１５００Ｖ，
持续时间０．２ｓ，脉冲距离２ｍｍ；电击后的藻细胞置于含有
３ｍＬ复活培养基的 ６孔板中，在黑暗的条件下复活 ２４～
４８ｈ；７０００ｇ离心１ｍｉｎ收集转化小球藻细胞，再用无菌的
ＢＢＭ培养基清洗３次，然后分别５０００、４０００、３０００ｇ下离心
收集比较干净的小球藻细胞涂布于含有１００ｍｇ／Ｌ卡那霉素
的ＢＢＭ固体平板上，筛选单克隆。培养４～６周后会有单克
隆长出，然后将平板上所长的单克隆用无菌的牙签挑起后置

于１０μＬ的ｄｄＨ２Ｏ中，９５℃预变性后作为ＰＣＲ反应的模板，
用ＰＣＲ检测阳性克隆。

ＰＣＲ反应体系：ｄｄＨ２Ｏ８μＬ，单克隆变性液 ２μＬ，引物
（ＧＦＰ－Ｆ／ＧＦＰ－Ｒ）２μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴａＫａＲａ，
Ｃｈｉｎａ）８μＬ共 ２０μＬ扩增体系，可以扩增出约 ７５０ｂｐ的
片段。

ＰＣＲ反应条件：９４℃３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物通过１％的琼脂糖
凝胶电泳检测。

１．２．４　基因组ＤＮＡ和总 ＲＮＡ的提取及目的基因检测　基
因组ＤＮＡ的提取：采用 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮＰｌａｎｔ
ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ）提取，按照说明书进行提取。

总ＲＮＡ的提取：采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＵＳＡ）进行
提取，按照说明书进行提取。

总ＲＮＡ采用ＴａＫａＮａ的反转录试剂盒反转成 ｃＤＮＡ后，
和总ＤＮＡ一样采用ＰＣＲ检测目的基因。

ＰＣＲ反应体系：ｄｄＨ２Ｏ８μＬ，单克隆变性液 ２μＬ，引物
（ＧＦＰ－Ｆ／ＧＦＰ－Ｒ）２μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴａＫａＲａ，
Ｃｈｉｎａ）８μＬ共 ２０μＬ扩增体系，可以扩增出约 ７５０ｂｐ的
片段。

ＰＣＲ反应条件：９４℃３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物通过１％的琼脂糖
凝胶电泳检测。

１．２．５　绿色荧光蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和荧光检测　经过基
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因组ＤＮＡ和总 ＲＮＡ的检测后。将阳性克隆扩大培养，取
１０～１５ｍＬ的培养藻液７５０００ｇ离心２ｍｉｎ收集转化子的小
球藻细胞后，用无菌的 ｄｄＨ２Ｏ清洗３次，然后利用梯度离心
法：分别再５０００、４０００、３０００ｇ离心５ｍｉｎ后收集到转化子
小球藻细胞，采用蛋白试剂盒提取（ＰｌａｎｔＰｒｏｔｅｉｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ）提取ＧＦＰ蛋白，提取过程按说明书进行。将提取到的蛋
白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测；然后采用荧光倒置显微镜（北京斯
内克创新科技有限公司）进行荧光检测。操作过程按说明书

进行，检测ＧＦＰ蛋白的表达情况。

２　结果与分析

２．１　提取 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ和菌落 ＰＣＲ
检测

通过菌落 ＰＣＲ检测含有 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－
ＯＣＳ载体的 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α菌株，将含有阳性克隆的重组植物
表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ的 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α
进行扩大培养，提取质粒并用于后续试验，过程和结果见图

１、２。

２．２　单克隆ＰＣＲ检测
通过涂布筛选得到的单克隆藻细胞，菌落 ＰＣＲ检测结果

（图３）表明，重组质粒载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ
可能转化进入到小球藻细胞中。

２．３　基因组ＤＮＡ和总ＲＮＡ的提取以及ＰＣＲ鉴定
经过 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

Ｋｉｔ）提取的总基因组 ＤＮＡ，通过 ＰＣＲ检测７５０ｂｐ的 ＧＦＰ基
因片段。总基因组ＤＮＡ检测结果见图４。结果表明 ＧＦＰ基
因整合在小球藻基因组中。

经过ＴＲＩｚｏｌ试剂（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＵＳＡ）提取总ＲＮＡ，结果见图
５－Ａ。然后通过 ＲＴ－ＰＣＲ反转录出 ｃＤＮＡ作为模板，通过
ＰＣＲ检测７５０ｂｐ的ＧＦＰ基因片段，结果见图５－Ｂ，通过结果
预测ＧＦＰ基因整合在小球藻基因组中，同时 ＧＦＰ基因也在
小球藻细胞中转录成功。

２．４　绿色荧光蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和荧光检测
通过植物蛋白提取试剂盒对 ＧＦＰ蛋白提取后，用 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ进行检测，结果见图６。然后将通过梯度离心获得的转
化小球藻细胞，在绿色荧光倒置显微镜下观察其表达结果

（图７）。结果表明 ＧＦＰ蛋白成功表达于小球藻中。说明植
物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ可以在小球藻中表达外源蛋
白，同时也可以做小球藻生理生化的研究载体。

３　讨论

我们都知道绿色荧光蛋白在植物和动物细胞表达成功的

例子不胜枚举，但是在微藻中的研究少之又少。近年，随着微

藻优势及其有关基因组基因测序［１２］开发而来，国内外对此的

研究也越来越热。从国外的研究进展来看，有研究表明 ＧＦＰ
蛋白在莱茵衣藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）细胞中成功表
达［１３－１４］。可以看到国外多是以莱茵衣藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅ
ｉｎｈａｒｄｔｉｉ）作为模式生物来研究外源基因的表达系统；因此，在
国内Ｊｉａｎｇ等研究者以小球藻为模式生物来研究其外源基因
的表达系统，并且和莱茵衣藻进行了表达的相关比较得知，小

球藻表达外源基因系统优于莱茵衣藻［１５］。与此同时，Ｓｏｎｇ等
利用相关的技术和ｐＡｎＦＰ为表达载体，在鱼腥藻（Ａｎａｂｅａｎａ）
中成功表达了绿色荧光蛋白，并通过荧光倒置显微镜观察到

了绿色荧光［１６］。

同样，Ｇｕｏ等利用相似的转基因技术和ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２为
载体，在斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）细胞中成功表达了绿
色荧光蛋白［１７］。由于 ＧＦＰ易于标记和辨认，这使得使用
ＧＦＰ来研究表达系统及其生理生化也越来越重要。然而通
过上面的讨论，知道不同宿主需要不同的表达载体。提示在

进行基因工程的遗传转化研究时，特别是表达一些药用外源

蛋白时，进行表达载体的表达筛选也显得尤为重要，这将确定

最佳的表达载体以及减少不必要的浪费。
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　　目前，有关绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）在小球藻中表达还未见
报道。在本研究中，利用电转化的方法将重组植物表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ－ＧＦＰ－ＯＣＳ导入到小球藻中，通过基因
组ＤＮＡ和总ＲＮＡ的理论分析和预测，得知绿色荧光蛋白基
因可能整合在小球藻基因组中，并且进行了反转录。然后再

通过荧光倒置显微镜证实了ＧＦＰ成功地表达于小球藻中，从
而验证植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－３５Ｓ能够用于小球藻中

表达外源蛋白基因，这对于小球藻这种低等植物来说，将来可

以利用此载体来研究小球藻的生理生化性质和表达外源蛋

白，这也为小球藻利用基因工程商业化和工业化提供基础材

料，同时也为沙漠环境上的开发和利用提供基础技术。
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主要作物中 ＰＡＬ基因家族的鉴定和序列分析
盖江涛，沈建凯，王　鹏

（中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所，海南儋州５７１７３７）

　　摘要：苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ，ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｍｍｏｎｉａ－ｌｙａｓｅ［ＥＣ：４．３．１．２４］）存在于各种植物和部分微生物中，是
与植物抗病性相关的关键酶，具有重要的植物生理意义。采用 ＢＬＡＳＴＰ的方法，依托全基因组数据库，获得了拟南芥
［Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．］、水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）、玉米（ＺｅａｍａｙｓＬｉｎｎ．）、小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬｉｎｎ．）、谷
子［Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ（Ｌ．）Ｐ．Ｂｅａｕｖ．］、大豆［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌｉｎｎ．）Ｍｅｒｒ．］６种植物中的ＰＡＬ基因家族共４５条序列，对其
进行了系统进化分析、生物信息学分析等。分析结果显示：单子叶植物与双子叶植物分别聚集在不同的分支，说明单

子叶植物水稻、玉米、小麦、谷子亲缘关系较近，双子叶植物拟南芥、大豆亲缘关系较近，而单子叶植物与双子叶植物亲

缘关系较远，也说明ＰＡＬ基因的分化在单子叶植物和双子叶植物分化前形成；酸性蛋白质占９３．３％，稳定性蛋白占
９７．８％，有信号肽的蛋白占２．２％，有导肽的蛋白占４．４％，所有蛋白均为有明显跨膜现象的亲水性蛋白；所有 ＰＡＬ基
因亚细胞定位于细胞质中，都有蛋白活性位点。分析结果为进一步研究作物中ＰＡＬ代谢机理提供理论支持。
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　　苯丙氨酸解氨酶（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｍｍｏｎｉａ－ｌｙａｓｅ，ＰＡＬ，
ＥＣ：４．３．１．２４）存在于各种植物和少数微生物中，是目前研究
较多的与植物抗病性相关的酶，与植物抗毒素及酚类化合物

的形成密切相关［１－２］。ＰＡＬ不能直接抵御病虫害，但在植物
体内通过苯丙烷类途径进一步转化为木质素、黄酮、异黄酮、

生物碱等次生代谢产物来增强植株的抗性［３－４］。

１９６１年，Ｋｏｕｋｏｌ等首次记录了高等植物中ＰＡＬ酶的提取
分离［５］，此后关于这种酶的研究迅速展开，目前 ＰＡＬ已从水
稻［６］、小麦［６］等多种植物中得到分离纯化，并对拟南芥［７］、水

稻［８］等植物ＰＡＬ基因进行了ｃＤＮＡ克隆和序列分析。
研究发现，不同种植物中 ＰＡＬ活性不同，如水稻叶的

ＰＡＬ活性远比小麦的高［６］。在同一株植物中，不同的组织部

位ＰＡＬ活性也不同，一般来说越嫩的部位 ＰＡＬ活性越高［９］，

如杨树 ＰＡＬ活性在正在发育的木质部、嫩茎和嫩叶中最
高［１０］。免疫细胞化学研究显示 ＰＡＬ合成于栅栏细胞和海绵
细胞，主要在细胞质和叶绿体内［１１］。组织印迹显示 ＰＡＬ的
ｍＲＮＡ常出现在表皮和微管附近的组织细胞中［１２］。

ＰＡＬ基因参与复杂的植物防御体系［１３］，比如受伤害、病

原菌侵染及光照（红光、白光等）时，ＰＡＬ与植物抗性表现出
明显的相关性。玉米大斑病［１４］、小斑病［１５］、叶斑病［１６］，小麦

赤霉病［１７］，水稻抗 ＵＶ－Ｂ辐射及稻瘟病［１８］、大豆疫霉根腐

病［１９］等的研究中都证实感染病原菌的植物ＰＡＬ活性增强。
在拟南芥中，基因组编码 ４个 ＰＡＬ基因，分别为 ＰＡＬ１

（ＡＴ２Ｇ３７０４０）、ＰＡＬ２（ＡＴ３Ｇ５３２６０）、ＰＡＬ３（ＡＴ５Ｇ０４２３０）、
ＰＡＬ４（ＡＴ３Ｇ１０３４０）。用过量的Ｃｕ处理植物显示ＰＡＬ活性增
加，当同时再增加 Ｓｉ的含量时，ＰＡＬ１、ＰＡＬ２、ＰＡＬ３呈现出相
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