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　　摘要：将拟南芥ＥＲＡ－１基因除信号肽外的剩余编码序列克隆到原核表达载体ｐＥＴ２８ａ上，转化到大肠杆菌ＢＬ２１
（ＤＥ３）中表达，发现表达的目的蛋白位于包涵体中，大量表达目的蛋白并用镍柱亲和层析法进行纯化，获得足量的重
组蛋白后将其作为抗原免疫家兔，获得抗血清。用重组蛋白亲和纯化抗血清中的 ＥＲＡ－１多克隆抗体。利用野生型
拟南芥、ＥＲＡ－１敲除突变系和ＥＲＡ－１过表达系的叶片总蛋白进行免疫印迹试验，检测 ＥＲＡ－１多克隆抗体的特异
性，发现纯化后的ＥＲＡ－１多克隆抗体（１∶１０００体积比稀释）能特异地检测到拟南芥中的ＥＲＡ－１蛋白。本试验成
功制备了ＥＲＡ－１蛋白的多克隆抗体，可以用于今后对ＥＲＡ－１基因功能的研究。
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　　ＥＲＡ（Ｅｅｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｒａｓ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，简称ＥＲＡ）基因最
早在大肠杆菌中发现，因其蛋白序列与真核生物的大鼠肉瘤

（Ｒａｓ）蛋白相似度高，所以命名为 ＥＲＡ［１］。但随后的研究表
明，ＥＲＡ与Ｒａｓ蛋白序列相似性主要集中于Ｎ端的ＧＴＰ酶结
构域，而其Ｃ端与包括Ｒａｓ在内的其他小ＧＴＰ酶不具有同源
性，因而把它列为一类新的小ＧＴＰ酶。对大肠杆菌ＥＲＡ功能
的研究表明，该基因是大肠杆菌生存繁殖所必需的［２］。大肠

杆菌ＥＲＡ表达量降低突变体表现为细胞分裂异常、细胞增长
呈丝状、拟核数目增多，表明ＥＲＡ在染色体分离后，胞质分裂
前发挥重要作用［３－４］。另有研究表明，ＥＲＡ的 Ｃ端能与核糖
体１６ＳＲＮＡ结合，对核糖体小亚基的组装成熟起重要作
用［５－６］。细菌的ＥＲＡ蛋白序列具有高度保守性，不同种类细
菌的ＥＲＡ蛋白可以互补大肠杆菌ＥＲＡ的功能［７－８］。

真核生物的ＥＲＡ基因起源于原核生物，真核生物的ＥＲＡ
蛋白序列与原核生物具有高度相似性，大多分布于线粒体或

叶绿体中［９］。人类ＥＲＡ同源蛋白 ＥＲＡＬ１定位于线粒体［１０］，

能与线粒体 １２ＳｒＲＮＡ结合，参与核糖体小亚基的组装［１１］。

ＥＲＡＬ１功能缺陷细胞从Ｇ１期进入到 Ｓ期受阻，进而引发细
胞凋亡［１２］。拟南芥ＥＲＡ家族有２个成员 ＥＲＡ－１及 ＥＲＡ－
２，亚细胞定位研究表明ＥＲＡ－１定位于叶绿体，而ＥＲＡ－２定
位于线粒体［１３］。目前植物中 ＥＲＡ的功能尚未见报道，为了
方便研究ＥＲＡ－１在拟南芥叶绿体中的功能，将拟南芥ＥＲＡ－
１基因在大肠杆菌中表达，获得重组 ＥＲＡ－１蛋白经过纯化
后免疫家兔制备多克隆抗体。ＥＲＡ－１多克隆抗体的成功制
备，为后续研究ＥＲＡ－１的生物学功能提供了条件。

１　材料与方法

１．１　材料
野生型拟南芥、ｅｒａ－１－１纯合突变体、ＥＲＡ－１过表达株

系（ＥＲＡ－１ＯＥ－１、ＥＲＡ－１ＯＥ－１３、ＥＲＡ－１ＯＥ－４、ＥＲＡ－１ＯＥ－５）均为
Ｃｏｌｕｍｂｉａ－０生态型背景，由笔者所在实验室保存。

试验中使用的限制性内切酶、Ｔ４连接酶等各种酶类均购
自ＴａＫａＲａ。琼脂糖凝胶回收试剂盒、质粒小提试剂盒等购自
天根生化科技（北京）有限公司。Ｈｉｓ标签蛋白纯化柱填料Ｎｉ
琼脂糖凝胶６ＦａｓｔＦｌｏｗ购自 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ。完
全弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂为Ｓｉｇｍａ公司产品；ＨＲＰ标记的
羊抗兔抗体Ｇ＆Ｒ购自北京康为世纪生物科技有限公司；蛋白
免疫印迹化学发光试剂盒购自 Ｂｉｏ－Ｒａｄ。其他试剂均为进
口或国产分析纯试剂。

ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ－ＥＲＡ－１为包含ＥＲＡ－１基因编码区全长序列
的重组质粒，该质粒及原核表达载体ｐＥＴ２８ａ、大肠杆菌Ｔｏｐ１０感
受态细胞和ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株均由笔者所在实验室保存。
１．２　方法
１．２．１　原核表达载体的构建　以质粒 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ－ＥＲＡ－１
为模板，设计引物Ｆ１、Ｒ１，ＰＣＲ扩增ＥＲＡ－１除去叶绿体定位
信号肽序列的剩余编码区序列。回收的ＰＣＲ产物经ＢａｍＨⅠ
酶切后连入ｐＥＴ２８ａ表达载体，转化大肠杆菌Ｔｏｐ１０。挑选阳
性克隆提质粒，用ＢａｍＨⅠ酶切鉴定是否有目的片段插入，再
用ＨｉｎｄⅢ酶切鉴定插入方向。将酶切鉴定正确的重组质粒
送去测序，测序验证正确的重组质粒命名为 ｐＥＴ２８ａ－ＥＲＡ－
１。所用扩增引物序列为：Ｆ１，５′－ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＡＡＴＣＡ
ＣＡＴＣＴＣＣＡＧＧＣＧＣＡＣ －３′；Ｒ１，５′－ ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＣＴＡ
ＣＡＴＡＧＣＴＣＧＧＡＴＣＴＧＴＣＣ－３′（下划线部分为ＢａｍＨⅠ酶切位点）。
１．２．２　重组蛋白的原核表达分析　将重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－
ＥＲＡ－１转化至ＢＬ２１（ＤＥ３）宿主菌，挑取阳性单克隆，接种于
含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ培养液中过夜培养，次日按体积
比１∶１００接种至２５ｍＬ含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ培养液
中，２００ｒ／ｍｉｎ、３７℃摇床培养至Ｄ６００ｎｍ达到０．５～１．０，取１ｍＬ
诱导前菌液，离心，弃上清，沉淀重悬于 ５００μＬ裂解液
［５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ值８．０）、３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ］中，留
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作诱导前对照。然后加入异丙基 －β－Ｄ－硫代吡喃半乳糖
苷（Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβ－Ｄ－１－Ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，简称 ＩＰＴＧ，终
浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ），继续３７℃摇培４ｈ，摇培结束后取出 １ｍＬ
菌液，处理同诱导前的１ｍＬ菌液。将剩余的诱导后的菌液离
心，沉淀重悬于１１．５ｍＬ裂解缓冲液中，冰浴，超声波破碎，结
束后离心，收集上清，将沉淀部分溶解在１１．５ｍＬ裂解缓冲液
中。分别取５μＬ诱导前菌体总蛋白、诱导后菌体总蛋白、诱
导破菌后上清蛋白、诱导破菌后沉淀蛋白样品液进行 １０％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，分析重组蛋白的表达形式。
１．２．３　重组蛋白的大量表达和亲和纯化　挑取含重组质粒
ｐＥＴ２８ａ－ＥＲＡ－１的阳性克隆，按照“１．２．２”节中的方法摇
培、诱导，获得１Ｌ表达重组蛋白的菌液；破菌，离心，将获得
的沉淀用含有８ｍｏｌ／Ｌ尿素的裂解缓冲液溶解，离心，收集上
清液。上清液经０．２２μｍ滤膜过滤后与１ｍＬＮｉ琼脂糖凝胶
６ＦａｓｔＦｌｏｗ填料孵育 ３０ｍｉｎ，然后转入层析柱中；用
２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液洗涤杂蛋白，然后依次用２ｍＬ咪唑液
（１００、２００、４００ｍｍｏｌ／Ｌ）洗脱重组蛋白，每个浓度的咪唑洗脱
液分２管收集（１支管１ｍＬ）。将不同浓度咪唑液洗脱的蛋
白及０２５ｍｇ／ｍＬ牛血清蛋白（ＢＳＡ）进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，
以检测重组蛋白的纯度和浓度。

１．２．４　抗血清的制备及验证　将纯化后的 ＥＲＡ－１重组蛋
白测定浓度，作为抗原免疫家兔。首免按２００μｇ／只，加入等
体积弗氏完全佐剂涡旋混匀后，背部多点皮下注射［１４］。之后

每２周进行１次加强免疫，蛋白用量按１００μｇ／只，佐剂使用
弗氏不完全佐剂。３次加强免疫之后，心脏采血并收集血清。

将纯化后的重组蛋白进行梯度稀释，然后分别取 １００、
１０、１ｎｇ进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。蛋白样品经半干法转移到硝
酸纤维素膜上，封闭液（５％脱脂牛奶／ＴＢＳＴ）室温封闭 １ｈ
后，加入经封闭液稀释的抗血清（１∶５０００）室温孵育１ｈ；用
ＴＢＳＴ［２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值７．５）、１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、
０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０］洗涤 ３次；用 ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶１００００稀释）室温孵育１ｈ后，再用ＴＢＳＴ洗涤３次；ＥＣＬ
显色处理，化学发光仪成像［１５］。

１．２．５　多克隆抗体的纯化　将１ｍｇ纯化后的重组蛋白进行
１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，转膜，番红染色。然后将重组蛋白条
带从ＮＣ膜上切下，用１００ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸／ＨＣｌ（ｐＨ值２．５）洗
膜５ｍｉｎ，然后用ＴＢＳ［２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ值７．４）、５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，００５％ Ｔｗｅｅｎ２０］洗２次，每次２ｍｉｎ。５％脱脂牛奶室
温封闭１ｈ后，取５ｍＬ抗血清加入到５ｍＬＴＢＳ中，与膜在摇
床上４℃过夜孵育。保留上清，将膜先用ＴＢＳ洗涤２次，再用
ＰＢＳ［２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠（ｐＨ值７．２），１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ］洗涤２
次。洗脱抗体时加入１ｍＬ甘氨酸，孵育１０ｍｉｎ，然后将洗脱液
移入新管中并加入１００μＬＴｒｉｓ（ｐＨ值８．０）使ｐＨ值调到７．０。
１．２．６　植物叶片总蛋白中 ＥＲＡ－１的检测　将拟南芥种子
点种于泥炭营养土上，４℃放置２ｄ诱导种子萌发，然后在
２２℃ 持续光照下培养。

当植物生长到２周大时，每株植物取２张真叶于１．５ｍＬ
离心管中，记录管中叶片的质量，液氮中研磨。根据管中叶片

的质量，加入对应体积的蛋白抽提液［０．１２５ｍｇ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ值
６．８）、２０％葡萄糖、４％ ＳＤＳ、１％ β－巯基乙醇］，使得蛋白抽
提液终浓度为０．１ｍｇ／μＬ，充分研磨成匀浆；最后将样品于

６５℃ 加热２ｈ，离心，取上清。将上清及１０ｎｇ重组蛋白进行
１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，用“１．２．５”节中纯化得到的多克隆抗
体（１∶１０００稀释）进行蛋白免疫印迹检测。

２　结果与分析

２．１　重组质粒ｐＥＴ２８ａ－ＥＲＡ－１的构建
阳性质粒酶切鉴定结果如图１所示，用 ＢａｍＨⅠ酶切鉴

定，获得的质粒骨架及插入片段大小符合预期（１．１６、
５．３ｋｂ）；用 ＨｉｎｄⅢ鉴定是否为正向插入（插入片段和
ｐＥＴ２８ａ质粒上各有１个 ＨｉｎｄⅢ酶切位点，若正向插入两者
距离约为１．０８ｋｂ），酶切结果符合正向插入。将酶切鉴定正
确的质粒送去测序，所测得的序列与预期完全一致。

２．２　目的蛋白在大肠杆菌中的表达分析
将构建好的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ＥＲＡ－１转化大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株，挑取单菌落接种于ＬＢ培养基上，培养至对
数生长期时加 ＩＰＴＧ诱导，收集诱导前及诱导后的菌体经
１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测。结果如图２中１、２泳道所示，与诱导
前相比，诱导后的菌液在５０ｋｕ附近多出明显的蛋白条带，符
合预期，说明目的蛋白已成功表达。在进行大量表达和纯化

之前，须对目的蛋白的可溶性进行分析，因此将诱导后的大肠

杆菌细胞经超声破碎，分离上清液和沉淀，并将沉淀溶于裂解

液中，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，结果如图２中３、４泳道所示，所
表达的重组蛋白质几乎全部在沉淀中，以包涵体的形式存在。

２．３　Ｈｉｓｘ６－ＥＲＡ－１蛋白的大量表达与亲和纯化
在获知重组蛋白主要以不溶性的包涵体形式存在后，开

始大量诱导表达重组蛋白，并将获得的包涵体溶解于含

８ｍｏｌ／Ｌ尿素的裂解液中，通过镍琼脂糖亲和柱分离，再用不
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同浓度的咪唑液洗脱。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果如图３所示，第１支
管１００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液（泳道４）中的目的蛋白浓度最高，
用０．２５ｍｇ／ｍＬＢＳＡ对该管洗脱液中的蛋白浓度进行粗定
量，结合软件分析其蛋白浓度大于１ｍｇ／ｍＬ，可用于后续免疫
家兔试验。

２．４　抗血清的制备与检测
利用纯化得到的Ｈｉｓｘ６－ＥＲＡ－１重组蛋白免疫家兔，将

获得的抗血清作免疫印迹试验，分析其结合抗原有效性。结

果表明，Ｈｉｓｘ６－ＥＲＡ－１抗血清１∶５０００稀释后，能够清晰地
检测到１０ｎｇ的Ｈｉｓｘ６－ＥＲＡ－１重组蛋白（图４）。

２．５　免疫印迹法检测植物叶片总蛋白中的ＥＲＡ－１
用ＣｈｌｏｒｏＰ预测表明，具有４２７个氨基酸残基的 ＥＲＡ－１

蛋白的前３９个氨基酸残基为叶绿体定位信号肽，切去前３９
个信号肽的成熟野生型 ＥＲＡ－１蛋白的分子量约为
４２．８８ｋｕ，而ｐＥＴ２８ａ－ＥＲＡ－１载体表达的加上 Ｈｉｓｘ６标签的
重组ＥＲＡ－１蛋白大小约为４７．９ｋｕ。提取ＷＴ、ｅｒａ－１－１纯
合突变体及ＥＲＡ－１过表达株系 ＥＲＡ－１ＯＥ－１、ＥＲＡ－１ＯＥ－１３、
ＥＲＡ－１ＯＥ－４、ＥＲＡ－１ＯＥ－５的叶片总蛋白，并用１０ｎｇ的 Ｈｉｓｘ６－
ＥＲＡ－１重组蛋白抗原作为阳性对照，与经重组蛋白 Ｈｉｓｘ６－
ＥＲＡ－１亲和纯化过的多克隆抗体（１∶１０００稀释）进行免疫
印迹试验。结果如图５所示，野生型、过表达株系在预期分子
量大小（４２．８８ｋｕ）位置附近出现了２条带，而ｅｒａ－１－１纯合
突变体没有对应条带。野生型、过表达株系都出现２条特异
性条带，说明ＥＲＡ－１在植物体内可能有２种不同的存在形
式。本试验所制备的多克隆抗体能清晰地检测到植物叶片总

蛋白中的ＥＲＡ－１，并在负对照ｅｒａ－１－１突变体中无特异性
带的产生，可满足后续试验的需求。

３　结论与讨论

ＥＲＡ基因在原核生物及真核生物中广泛存在，并具有很
高的保守性。对大肠杆菌及人的ＥＲＡ的研究都表明，ＥＲＡ在
核糖体小亚基的成熟过程中起重要作用，参与细胞周期调控，

然而ＥＲＡ蛋白在植物中的功能却鲜有报道。本试验通过原
核表达重组蛋白，抗体制备和抗体的亲和纯化成功获得了拟

南芥 ＥＲＡ－１蛋白的多克隆抗体，为后续深入研究植物
ＥＲＡ－１的生物学功能提供了条件。
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　　摘要：在生理条件下，植物铵的吸收主要由定位于细胞膜上的铵转运蛋白（ａｍｍｏｎｉｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＡＭＴ）介导完成，
研究模式植物拟南芥ＡＭＴ的功能特性及调控机制对于解析植物的铵吸收过程具有重要意义。本研究克隆了拟南芥
ＡｔＡＭＴ１．３并将其在蛙卵异源系统中表达，电生理结果表明，ＡｔＡＭＴ１．３是一个典型的对铵有高度选择性、高亲和的铵
吸收系统［Ｋｍ＝（２５．５±３．２）μｍｍｏｌ／Ｌ］。同时，ＡｔＡＭＴ１．３也能介导铵的同系物甲基铵的吸收［Ｋｍ ＝（３．３±

０．２）ｍｍｍｏｌ／Ｌ］，对铵和甲基铵的吸收具有浓度依赖性和电压依赖性。ＡｔＡＭＴ１．３的铵转运能力不受ｐＨ值调控，它的
转运底物是ＮＨ４

＋，运输机制是ＮＨ４
＋单向运输。

　　关键词：拟南芥；铵转运蛋白ＡｔＡＭＴ１．３；介导；电生理；功能特征；铵吸收系统；运输机制
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作者简介：郝东利（１９８７—），男，河南周口人，博士，从事分子植物营
养学研究。Ｔｅｌ：（０２５）８６８８１５５３；Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｌｈａｏ＠ｉｓｓａｓ．ａｃ．ｃｎ。

通信作者：苏彦华，博士，教授，研究员，从事植物营养与分子生物学

研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｈｓｕ＠ ｉｓｓａｓ．ａｃ．ｃｎ。

　　铵态氮是植物能够直接吸收的重要无机氮素形态。模式
植物拟南芥是一种喜铵植物，在相同浓度供应下，铵态氮的吸

收速率高达硝态氮的２０倍［１］，植物对铵的吸收主要是由铵转

运蛋白（ＡＭＴ）介导的［２－４］。拟南芥基因组中一共有 ６个
ＡＭＴ，即 ＡｔＡＭＴ１．１、ＡｔＡＭＴ１．２、ＡｔＡＭＴ１．３、ＡｔＡＭＴ１．４、
ＡｔＡＭＴ１．５、ＡｔＡＭＴ２［５］。除了 ＡｔＡＭＴ１．４专一地在花粉和花
粉管中表达外［６］，其他５个 ＡＭＴ在根部均有表达［５，７］。拟南

芥突变体试验证明，３个 ＡｔＡＭＴ１（ＡｔＡＭＴ１．１、ＡｔＡＭＴ１．２、
ＡｔＡＭＴ１．３）贡献了约 ９０％的铵吸收，其中 ＡｔＡＭＴ１．１和
ＡｔＡＭＴ１．３各贡献了约 ３０％［３，５］，ＡｔＡＭＴ１．２贡献率略小
（１８％～２６％）［５］。ＡｔＡＭＴＳ通过时空定位以及对铵亲和力的
差异来满足拟南芥生长合适的氮素需要［５］。简单来说，

ＡｔＡＭＴ１．１、ＡｔＡＭＴ１．３和ＡｔＡＭＴ１．５主要定位于表皮细胞，其
对铵的亲和力很强，三者负责将铵从土壤溶液中吸收到根内

并通过共质体途径运输；而ＡｔＡＭＴ１．２主要定位于内皮层，且
对铵的亲和力相对较低，通过质外体途径运输的铵受阻于凯

氏带，此时ＡｔＡＭＴ１．２将其运进细胞，进入共质体途径，最终
完成同化或木质部的输送。由于植物体的复杂，将单个铵转

运蛋白在异源系统中表达更有利于研究其转运、调控机制。

酵母和蛙卵是２种常用的表达系统，酵母铵吸收缺失突变体
３１０１９ｂ不能在 ＜５ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４

＋作为唯一氮源的培养基上

生长［８－９］，转入任意一个ＡｔＡＭＴ１均能使其恢复生长，再次证
实了它们直接吸铵的功能［５－６，１０－１１］。蛙卵系统除了能够验证

其吸铵功能外，还有一个重要的作用就是可以用来解析其转

运机理。虽然植物ＡＭＴ１之间同源性很高，但是其转运机理
却大不相同［１２］，目前对于ＡｔＡＭＴ１．３的蛙卵电生理功能特征
研究尚缺少。本试验克隆了ＡｔＡＭＴ１．３并将其在蛙卵系统中
进行表达，通过电生理技术研究其离子选择性，对铵及其同系

物甲基铵的亲和性、ｐＨ值响应，初步阐明了 ＡｔＡＭＴ１．３的运
输机制及功能特征。

１　材料与方法

１．１　材料
拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ）、大肠杆菌 ＤＨ５α和蛙卵表达载体

ｐＣＩ由笔者所在实验室保存，非洲爪蟾由笔者所在实验室饲
养；ＰＣＲ扩增高保真酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４连
接酶、限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ购自 ＮＥＢ公司；引物由
上海英骏生物技术有限公司合成；胶原酶 Ａ购自 Ｒｏｃｈｅ公
司；电生理用试剂购自 Ａｍｅｒｅｓｃｏ公司；双电极电压钳设备购
自Ａｘｏｎ公司。放大器型号为ｐＣｌａｍｐ９００Ａ，数模转换型号为
Ｄｉｇｉｄａｔａ１４４０，质粒注射仪器型号为 Ｎａｎｏｌｉｔｅｒ２０００。
１．２　ＡｔＡＭＴ１．３开放阅读框的扩增及表达载体的构建

取冻存的拟南芥样品约１００ｍｇ，液氮研磨，根据说明书
提取ＲＮＡ。利用反转录试剂合成 ｃＤＮＡ第 １链，ＡｔＡＭＴ１．３
序列登录号为 Ａｔ３ｇ２４３００．１。以 ｃＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩
增。引物序列：Ｐ１，５′－ＧＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＡＧＧＡＧＣＡＡＴＡＡ
ＣＡＴＧＣ－３′；Ｐ２，５′－ＧＴＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＡＣＧＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧ
ＴＡＧＣ－３′。ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ １ｍｉｎ，
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