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红色荧光蛋白融合表达载体的构建和
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　　摘要：为进一步研究目的蛋白质在细胞内的定位，构建融合了红色荧光蛋白 ｍＣｈｅｒｒｙ或 ｍＳｃａｒｌｅｔ的表达载体。选
取ＶＴＩ１２、ＲａｂＤ２ａ、ＡＲＡ７以及ＳＹＰ６１等４个定位基因来构建红色荧光蛋白融合表达载体。根据ＴＡＩＲ数据库中相关蛋
白质的基因序列设计引物，通过ＰＣＲ技术扩增序列并将其分别连接到已制备好的红色荧光蛋白融合表达载体上，制
备得到质粒后转化入原生质体进行瞬时表达。结果表明，成功构建了 ｐＵＣ１８ＨＥ－ＮｍＣｈｅｒｒｙ－ＶＴＩ１２、ｐＵＣ１８ＨＥ－
ＮｍＣｈｅｒｒｙ－ＲａｂＤ２ａ、ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ－ＡＲＡ７以及ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ－ＳＹＰ６１等４个红色荧光蛋白融合表达载
体，并且成功在拟南芥叶肉细胞原生质体中瞬时表达。
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　　荧光蛋白作为一种分子标签，在细胞内蛋白质的定位以
及动态示踪等方面有着广泛的应用。相较于其他分子标记，

荧光蛋白更加易于和目的蛋白融合，对活细胞毒性小，应用更

加便利。绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）是最早被发现的荧光蛋白，由
日本著名化学家、海洋生物学家下村修从维多利亚水母中首

次发现［１］。ＧＦＰ通过一系列体外分子进化，发展出了多种荧
光波长不同、发光强度更高的荧光蛋白，如 ＥＧＦＰ（增强型绿
色荧光蛋白）、ＢＦＰ（蓝色荧光蛋白）、ＣＦＰ（青色荧光蛋白）
等［２］。这些荧光蛋白极大地丰富了相应的试验体系和技术，

但由于这些荧光蛋白的发射波长均在４４０～５２９ｎｍ［３］，容易
激发胞内物质产生荧光，导致成像时背景较高，限制了这些荧

光蛋白的应用。

１９９９年 Ｍａｔｚ等报道了第一个红色荧光蛋白 ＤｓＲｅｄ
（ｄｒＦＰ５８３）［４］。ＤｓＲｅｄ自香菇珊瑚中分离得到，具有激发和发
射波长较长、细胞内成像背景较低等优点，但在实际应用时常

会以二聚体或四聚体形式出现，对组织、器官和细胞有一定的

毒性，且在空间上限制了一些蛋白质的功能，从而影响了对目

的蛋白的标记［５－７］。为解决 ＤｓＲｅｄ的上述缺陷，在随后的研
究过程中，Ｂｅｖｉｓ等应用多种体外分子进化的手段，对 ＤｓＲｅｄ
进行了一系列的改造，最终得到了稳定地以单体形式存在的

红色荧光蛋白ｍＲＦＰ［８－９］。ｍＲＦＰ有波长较长、半成熟时间较
短、不易聚合等一系列优点，大大拓展了红色荧光蛋白的应用

领域。Ｓｈａｎｅｒ等在 ｍＲＦＰ的基础上，对其发色基团附近的位
点进行突变，经过多轮突变、筛选、加帽加尾等过程得到了

ｍＨｏｎｅｙｄｅｗ、ｍＢａｎａｎａ、ｍＯｒａｎｇｅ、ｍＴａｎｇｅｒｉｎｅ、ｍＳｔｒａｗｂｅｒｒｙ及

ｍＣｈｅｒｒｙ等一系列波长不同的单体红色荧光蛋白［１０］。２０１７
年，Ｂｉｎｄｅｌｓ等以ｍＣｈｅｒｒｙ为模板，经过多轮突变改造得到了一
个新的荧光蛋白ｍＳｃａｒｌｅｔ。这一新的单体红色荧光蛋白在发
光强度、波长、荧光寿命等方面均有更优的性能［１１］。

本研究拟通过构建荧光蛋白融合表达载体，将其转入原

生质体过表达的方式，运用激光共聚焦显微技术来进行目的

蛋白的胞内定位研究。笔者选用 ｐＵＣ１８ＨＥ－ｍＣｈｅｒｒｙ和
ｐＵＣ１８ＨＥ－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ２个不同的红色荧光蛋白表达载体，
选取ＶＴＩ１２、ＲａｂＤ２ａ、ＡＲＡ７以及ＳＹＰ６１［１２］作为定位基因，来构
建４个红色荧光蛋白融合表达载体。将构建好的红色荧光蛋
白融合表达载体转入野生型拟南芥叶肉细胞原生质体中过表

达，之后观察细胞中融合红色荧光表达蛋白的定位情况。

１　材料与方法

１．１　试验时间与地点
　　试验于２０１７年５—８月在西北农林科技大学生命科学学
院郁飞实验室进行。

１．２　材料
１．２．１　植株、细菌和载体　野生型拟南芥植株（Ｃｏｌ－０），由
西北农林科技大学生命科学学院贾敏博士提供；大肠杆菌

ＴＯＰｌ０、红色荧光蛋白融合表达载体 ｐＵＣ１８ＨＥ－ｍＣｈｅｒｒｙ和
ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ，由西北农林科技大学生命科学学院植
物分子遗传实验室保存。

１．２．２　主要工具酶与试剂　限制性内切酶、高保真 ＤＮＡ聚
合酶、牛小肠碱性磷酸酶（ＣＩＡＰ）等均购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４
ＤＮＡ连接酶购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ科技（中国）有限公司；质粒
提取试剂盒、琼脂糖凝胶电泳回收试剂盒均购自天根生化科

技（北京）有限公司；金牌超量无内毒素质粒大提试剂盒购自

康为世纪生物科技有限公司。

１．３　方法
１．３．１　３种红色荧光蛋白的同源性比对　在美国国立生物
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技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
简称 ＮＣＢＩ）数据库中搜索出 ｍＲＦＰ、ｍＣｈｅｒｒｙ和 ｍＳｃａｒｌｅｔ的
ＤＮＡ序列。将这３条ＤＮＡ序列以Ｆａｓｔａ格式输入至ＮＣＢＩ数
据库中的ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ，翻译为蛋白序列。将 ｍＲＦＰ、ｍＣｈｅｒｒｙ和
ｍＳｃａｒｌｅｔ的蛋白序列以 Ｆａｓｔａ格式输入 ＥＭＢＬ数据库的程序
ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ，之后再使用 ＥｘＰａｓｙ上的 ＢｏｘＳｈａｄｅ工具修饰
所得数据，得到序列对比结果。对比结果中黑色部分代表这

３个蛋白一级结构的相应位置上完全相同的氨基酸残基，灰

色部分代表部分相同的氨基酸残基，ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ中星号（）对
应完全相同的氨基酸残基序列，点号（．）对应部分相同的氨
基酸残基序列。

１．３．２　融合表达载体的选取和构建　选取 ＶＴＩ１２、ＲａｂＤ２ａ、
ＡＲＡ７以及ＳＹＰ６１４个定位基因来构建红色荧光蛋白融合表
达载体。根据ＴＡＩＲ网站公布的拟南芥ＶＴＩ１２基因和ＲａｂＤ２ａ
基因的序列设计引物扩增这 ２个基因的 ＣＤＳ（蛋白质编码
区）序列，引物序列如表１所示。

表１　试验所用引物

基因 引物（５′→３′） 备注

ＶＴＩ１２（Ａｔ１ｇ２６６７０） ２６６７０ＢａｍＨⅠ Ｆ：ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＣＧＡＣＧＴＡＴＴＴＧＡＡＧＧＧ ＧＧＡＴＣＣ为ＢａｍＨⅠ酶切位点
２６６７０ＸｈｏⅠ Ｒ：ＣＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＧＡＧＡＡＡＧＣＴＴＧＴＡＴＧＡ ＣＴＣＧＡＧ为ＸｈｏⅠ酶切位点

ＲａｂＤ２ａ（Ａｔ１ｇ０２１３０） ０２１３０ＢａｍＨⅠ Ｆ：ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＴＣＣＴＧＡＧＴＡＣＧＡＣＴＡＴＣ ＧＧＡＴＣＣ为ＢａｍＨⅠ酶切位点
０２１３０ＸｈｏⅠ Ｒ：ＣＡＴＣＴＣＧＡＧＴＣＡＡＧＴＴＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＣＧＴＴＣ ＣＴＣＧＡＧ为ＸｈｏⅠ酶切位点

　　表１中引物由北京六合华大基因科技有限公司合成。以
野生型拟南芥 ｃＤＮＡ为模板，分别用上述引物进行 ＰＣＲ扩
增。将ＰＣＲ产物进行回收后与融合红色荧光蛋白表达载体
ｐＵＣ１８ＨＥ－ｍＣｈｅｒｒｙ分别用ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切，酶切时
在载体中加入１μＬＣＩＡＰ（牛小肠碱性磷酸酶，用于防止载体
自连）；ＡＲＡ７以及ＳＹＰ６１在笔者所在实验室前期工作中已经
合成，故直接与表达载体 ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ分别用
ＢａｍＨⅠ 和ＸｈｏⅠ双酶切即可。将酶切后的片段与载体用Ｔ４
ＤＮＡ连接酶于２２℃恒温器中反应２ｈ，将得到的连接产物与
大肠杆菌ＴＯＰｌ０进行转化后涂布于抗性 ＬＢ培养基上进行抗
性筛选，利用碱性裂解法提取质粒进行酶切验证，将连接正确

的质粒送至华大基因生物科技（深圳）有限公司进行序列测

定。测定序列无误后，用金牌无内毒素质粒大提试剂盒提取

质粒，以获得较高浓度的质粒（＞１ｍｇ／μＬ）。将得到的质粒
保存于－２０℃冰箱内。
１．３．３　原生质体的制备与瞬时转化　首先配制酶解液：向酶
解缓冲液中加入１％ 纤维素酶 Ｒ１０和０．２％果胶酶 Ｒ１０，然
后将酶解液于５５℃水浴１０ｍｉｎ，以促进纤维素酶和离析酶的
溶解并且抑制蛋白酶的活性；待水浴后溶液冷却至室温，加入

１％的１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液、０．０３５％的 β－巯基乙醇和０．１％
的ＢＳＡ（牛血清白蛋白）。将配制好的酶解液用０．４５μｍ滤
膜过滤以除去溶液中的杂质。用锋利的小剪刀剪取３～４周
龄的野生型拟南芥叶片，保留较长的叶柄，且选取平展嫩绿的

叶片。将叶片用清水轻柔冲洗干净后用锋利的刀片切成约

１ｍｍ宽的细条，然后将切好的叶片浸没在适量酶解液中。于
真空干燥罐中抽气３０ｍｉｎ，使酶解液充分浸润叶片。随后在
黑暗环境中 ４０ｒ／ｍｉｎ水平摇晃酶解混合液９０ｍｉｎ，９０ｒ／ｍｉｎ
水平摇晃１ｍｉｎ以释放酶解产生的球状原生质体，此时酶解
液呈绿色。向酶解液中加入１０ｍＬＷ５溶液（含１５４ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ９．０ｇ，１２５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２ １８．３８ｇ，５ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ
０．３７２ｇ，２ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ０．４２ｇ，用 Ｈ２Ｏ定容至 １Ｌ。用
１ｍｏｌ／ＬＫＯＨ调ｐＨ值至５．７，１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ，４℃冷
藏保存），轻柔摇晃后用３５～７５μｍ的尼龙膜将酶解液过滤
到圆底离心管中。４℃低温３００ｒ／ｍｉｎ水平离心５ｍｉｎ，除去
上层清液后用１０ｍＬ冰预冷的 Ｗ５溶液轻柔重悬管底细胞。
如此再次重悬细胞１次后将混合液冰浴４０ｍｉｎ。冰浴时可吸
取少量细胞镜检，检查原生质体是否健康完整。冰浴后将细

胞悬浮液于４℃低温３００ｒ／ｍｉｎ水平离心５ｍｉｎ，用适量ＭＭｇ
溶液（含０．４ｍｏｌ／Ｌ甘露醇７２．８６ｇ，１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３．０５ｇ，
４ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ［２－（Ｎ－吗啡啉）乙磺酸］０．５８ｇ，用 Ｈ２Ｏ定
容至１Ｌ。用１ｍｏｌ／ＬＫＯＨ调 ｐＨ值至５．７，１２１℃高压灭菌
２０ｍｉｎ，４℃冷藏保存）重悬细胞。吸取 ２００μＬ悬浮液于
２ｍＬ离心管中，加入约３０μＬ（质粒浓度１μｇ／μＬ）已制备好
的质粒和２３０μＬ的４０％ ＰＥＧ（聚乙二醇）溶液，轻柔混匀后
室温孵育２５ｍｉｎ。之后加入８００μＬＷ５溶液，轻柔混匀后于
４℃低温 ５００ｒ／ｍｉｎ水平离心５ｍｉｎ，除去上层 ＰＥＧ混合液。
加入１ｍＬＷ５溶液重悬细胞于６孔板中，置于２２℃恒温培养
基中４０ｒ／ｍｉｎ水平摇床上黑暗孵育８～１６ｈ。孵育之后在激
光共聚焦显微镜下观察红色荧光蛋白的表达。

２　结果与分析

２．１　３种红色荧光蛋白的同源性比对及空间结构预测
由蛋白序列比对的结果（图１）可以看出 ｍＲＦＰ、ｍＣｈｅｒｒｙ

和ｍＳｃａｒｌｅｔ３种红色荧光蛋白序列的分子体外进化过程，以
及在体外分子进化的过程中，由 ｍＲＦＰ到 ｍＣｈｅｒｒｙ以及到
ｍＳｃａｒｌｅｔ所进行的加帽、加尾和点突变等改造。
２．２　融合表达载体的构建
２．２．１　ＰＣＲ扩增结果与酶切　在 ＴＡＩＲ网站查找获得拟南
芥ＶＴＩ１２基因和ＲａｂＤ２ａ基因的ｃＤＮＡ序列，以野生型拟南芥
Ｃｏｌ－０ｃＤＮＡ为模板，用带有ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点的引
物，分别扩增出与预期６６９ｂｐ大小吻合的条带以及与预期
６１２ｂｐ大小吻合的条带（图２）。
　　回收目的条带并将目的片段与融合红色荧光蛋白表达载
体ｐＵＣ１８ＨＥ－ｍＣｈｅｒｒｙ均用ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切，酶切后
产生约６６９ｂｐ大小的 ＶＴＩ１２的目的条带、约６１２ｂｐ大小的
ＲａｂＤ２ａ的目的条带以及４．７ｋｂ大小的载体条带（图３），回
收酶切片段。

　　将笔者所在实验室前期工作中已经合成的 ＡＲＡ７以及
ＳＹＰ６１与融合红色荧光蛋白表达载体ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ均
用ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切，酶切后产生约 ６０３ｂｐ大小的
ＡＲＡ７的目的条带、约７３８ｂｐ大小的 ＳＹＰ６１的目的条带以及
４．５ｋｂ大小的载体条带（图４），回收酶切片段。
２．２．２　红色荧光蛋白融合表达载体的鉴定　将带黏性末端
的目的片段与载体相连，取阳性克隆提取质粒，得到质粒后进
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行酶切验证（图５），酶切验证正确无误后进行测序，测序结果
表明 ｐＵＣ１８ＨＥ－ＮｍＣｈｅｒｒｙ－ＶＴＩ１２、ｐＵＣ１８ＨＥ－ＮｍＣｈｅｒｒｙ－
ＲａｂＤ２ａ、ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ－ＡＲＡ７以及 ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔ
ＮＴ－ＳＹＰ６１等 ４个红色荧光蛋白融合表达载体构建成功。
重组质粒基因结构如图６及图７所示。

２．３　原生质体细胞瞬时表达红色荧光蛋白的结果
　　将上述构建好的４个红色荧光蛋白融合表达载体瞬时转
化入已制备好的拟南芥叶肉细胞原生质体中进行过表达，之

后进行共聚焦照相，得到的结果如图８所示。由图８可知，
ｐＵＣ１８ＨＥ－ＮｍＣｈｅｒｒｙ－ＶＴＩ１２、ｐＵＣ１８ＨＥ－ＮｍＣｈｅｒｒｙ－
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ＲａｂＤ２ａ、ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ－ＡＲＡ７以及 ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔ
ＮＴ－ＳＹＰ６１均可在原生质体叶肉细胞中很好地表达。

３　讨论

红色荧光蛋白作为一种分子标签，在蛋白质的细胞内定

位等方面有着广阔的应用前景。与其他胞内蛋白质定位的方

法［１３］相比，构建红色荧光蛋白融合表达载体具有耗时短、易

于观察目的蛋白、操作简便、不影响细胞活性等优点。本试验

构建了４个红色荧光蛋白融合表达载体并在原生质体中瞬时
表达，结果表明，ｐＵＣ１８ＨＥ－ＮｍＣｈｅｒｒｙ－ＶＴＩ１２、ｐＵＣ１８ＨＥ－

ＮｍＣｈｅｒｒｙ－ＲａｂＤ２ａ、ｐＵＣ１８－ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ－ＡＲＡ７以及ｐＵＣ１８－
ｍＳｃａｒｌｅｔＮＴ－ＳＹＰ６１等４个红色荧光蛋白融合表达载体都可
以在拟南芥叶肉细胞原生质体中很好的表达，从而指示目的

蛋白在细胞中的定位和分布。
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