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含多酶切位点融合黄色荧光蛋白的植物
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（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。
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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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基因序列和连接反应的不依赖序列和连接的克隆方法

（ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｌｉｇａｔｉｏｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｌｏｎｉｎｇ，简称 ＳＬＩＣ）［６］、重
组融合ＰＣＲ技术［７］、一步克隆法［８］、基于竞争性连接原理构

建小片段基因表达载体技术［９］、无缝连接克隆 Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ技
术［１０］和快速克隆ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅ拼接法等［１１］。综合比较上述几

种载体构建的生物技术，基于ＳＬＩＣ原理的一步克隆方法具有
操作简单、效率高、经济实惠及适用范围广等优点，被广泛应

用到植物表达载体的构建中。

ｐＣＡＭＢＩＡ系列双元表达载体是进行植物遗传转化最常
用的表达载体之一，大多数植物功能基因组学研究所用的表

达载 体 都 以 之 为 骨 架［１２－１３］。植 物 表 达 骨 架 载 体

ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１所使用的报告基因是细菌的 β－葡萄糖苷酸
酶基因（β－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ，简称ＧＵＳ）。虽然ＧＵＳ蛋白相对较
易检测，但是检测底物成本高，染色过程会损伤细胞的超微结

构，从而对细胞造成一定毒害，并且反应中间物的扩散会影响

葡萄糖苷酶本身在细胞内的准确定位［１４］。基于 ＧＵＳ蛋白检
测的局限性，目前发展了荧光蛋白标记技术［１４］。与 ＧＵＳ蛋
白相比，荧光蛋白的检测具有以下优点：（１）操作简单，在鉴
定转基因植株时，只需取样制作临时切片，使用荧光显微镜观

察有无荧光，省去了前处理等试验；（２）可以使用活体生物发
光荧光成像系统进行活体检测；（３）对转基因植株的损伤较
小，目前最常用的荧光蛋白是绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，简称ＧＦＰ），它是从维多利亚水母中分离纯化出的一
种可以发出绿色荧光的蛋白［１５］。ＧＦＰ生色基团的形成无种
属特异性，ＧＦＰ蛋白对细胞没有毒害作用，不会影响细胞的正
常生长和功能［１５］。以ＧＦＰ作为选择标记基因，可以很方便地
从大量细胞或组织中筛选出转化细胞和植株，并可追踪外源

基因的分离或亚细胞定位。Ｓｌｅｉｇｈｔ等利用 Ｇｉｂｓｏｎ法成功构
建了Ｃｙａｎ－Ｍｅｇｅｎｔａ－Ｙｅｌｌｏｗ表达载体，并插入启动子、终止
子和核糖体结合位点等元件，从而编码青色荧光蛋白（ＣＦＰ）、
红色荧光蛋白（ＲＦＰ）、黄色荧光蛋白（ＹＦＰ）共 ３种荧光蛋
白［１６］。ＹＦＰ是ＧＦＰ的突变体，与ＧＦＰ相比，ＹＦＰ蛋白的荧光
向红色光谱偏移。ＧＦＰ的最大激发波长为３９５ｎｍ，最大发射
波长为５０９ｎｍ，而ＹＦＰ的最大激发波长为５１４ｎｍ，最大发射
波长为５２７ｎｍ［１７－１８］。ＧＦＰ在非模式植物如油菜中的表达不
稳定，荧光强度弱，较难观察到荧光［１９－２０］。通过基因工程遗

传转化引入ＹＦＰ蛋白，较易观察到稳定的荧光，这可能是由
于ＹＦＰ存在更大的发射波长与激发波长。因此，在非模式植
物的遗传转化中，ＹＦＰ蛋白更具优势［２０－２１］。

基于ＳＬＩＣ技术的原理，可将插入片段 ＰＣＲ产物定向克
隆至任意载体的任意位点，称为一步克隆法，此技术的关键在

于设计带有一步克隆酶切位点接头的引物序列，即在插入片

段ＰＣＲ引物的５′端引入线性化克隆载体末端序列，从而使插
入片段ＰＣＲ产物的５′端和３′端分别带有与载体２个末端对
应的一致序列（１５ｂｐ左右）。本研究利用 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１：：
ＧＦＰ（为笔者所在实验室用ｐＣａｍｂｉａ３３０１、ｐＡＮ５８０载体改造而
来）作为基础载体。本研究用此方法构建了用于非模式植物

的多酶切位点遗传转化通用载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１：：ＹＦＰ。该载
体在Ｔ－ＤＮＡ右边界具有８个酶切位点，其中４个酶切位点
（ＳｐｅⅠ、ＸｂａⅠ、ＳｍａⅠ和 ＢａｍＨⅠ）可用于插入目的基因，
在Ｔ－ＤＮＡ左边界具有１０个可供选择的酶切位点，并且在
ＣａＭＶ３５Ｓ启动子的两端均有多克隆酶切位点，可以根据需要
对启动子进行替换。本研究构建的多酶切位点融合黄色荧光

蛋白通用载体，为研究植物基因功能提供了一种有力工具。

１　材料与方法

１．１　供试材料
本试验均于２０１７年６月起由笔者于中国农业科学院油料

作物研究所功能基因组实验室与农业农村部油料作物生物学

与遗传育种重点实验室独立操作完成。双元表达载体骨架为

ｐＥａｒｌｙＧａｔｅ１０４和ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１：：ＧＦＰ。笔者所在实验室中种
植野生型烟草（ｔｏｂａｃｃｏ）温室的培养条件如下：温度为 ２２℃，
光—暗周期为１６ｈ—８ｈ，光照度为 １１０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），湿度
约为３０％。质粒提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司；凝胶回收试
剂盒与大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α购自北京全式金生物
技术有限公司；ＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ购自 Ｖａｚｙｍｅ公司；感受
态农杆菌ＧＶ３１０１由笔者所在实验室保存。各种生化试剂和
酶分别购自Ｓｉｇｍａ公司、ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｃｅ公司和生工生物工程
（上海）股份有限公司等。此外，根据美国国立生物技术信息

中心 （ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简 称
ＮＣＢＩ）网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）提供的ＹＦＰ标签
蛋白序列（登录号：ＫＪ４１１６３７．１）设计本研究所用引物（表１）。

表１　本研究所用ＰＣＲ引物序列及用途

引物名称
引物序列

（５′→３′）
引物用途

ＹＦＰ－Ｆ ＡＧＧＡＣＣＧＧＴＣＣＣＧＧＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡ ＹＦＰ序列克隆
ＹＦＰ－Ｒ ＴＧＴＡＡＴＴＣＡＣＡＣＧＴＧＴＴＡＡＧＡＴＣＴＴＧＧＡＣＧＡＧＣＴＧＴＡＣＡＡＧＴＡＡ ＹＦＰ序列克隆
ＮＯＳＲ ＡＡＴＣＡＴＣＧＣＡＡＧＡＣＣＧＧＣ 测序引物

１．２　基因克隆
利用携带 ＢａｍＨⅠ、ＢｇｌⅡ一步克隆酶切位点接头的

ＹＦＰ－Ｆ／ＹＦＰ－Ｒ引物，以ｇａｔｅｗａｙ１０４：：ＹＦＰ载体为模板进行
ＰＣＲ扩增，获得带有相应一步克隆酶切位点接头的 ＹＦＰ
序列。

采用 ＫＯＤ（超嗜热原始菌）菌株 ＤＮＡ聚合高保真酶
ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增体系如下：１０μＬ
１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒｆｏｒＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ，６μＬ２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，

２μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４，各２μＬ引物Ｆ／Ｒ（均为１０μｍｏｌ／Ｌ），
８μＬ模板，２μＬＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ（１Ｕ／μＬ），６８μＬ高压灭菌
蒸馏水。分装成４管，２５μＬ／管。ＰＣＲ反应程序如下：９４℃
２ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，６０℃ ３０ｓ，６８℃１ｍｉｎ，３５个循环。
１．３　载体连接重组、转化与菌落ＰＣＲ初步鉴定

选择ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１：：ＧＦＰ合适的克隆位点，并对克隆载
体进行双酶切线性化。将扩增产物与线性化载体进行重组反

应，融合ＹＦＰ载体的反应体系如下：４μＬ５×ＣＥⅡ Ｂｕｆｆｅｒ（ＣＥ
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表示快速克隆酶），５μＬ线性化克隆载体（４２ｎｇ／μＬ），３μＬ
ＹＦＰ扩增产物（６０ｎｇ／μＬ），２μＬ重组酶 ＥｘｎａｓｅⅡ，６μＬ
ｄｄＨ２Ｏ。体系配制完成后，用移液枪上下轻轻吹打混匀，避免
产生气泡。置于ＰＣＲ仪中，于３７℃反应３０ｍｉｎ。待反应完
成后，立即将反应管放置在冰水浴中冷却５ｍｉｎ。

将２０μＬ冷却的反应液加入２００μＬ感受态细胞中，轻弹
管壁数下混匀，在冰上放置３０ｍｉｎ。于４２℃热激４５ｓ，然后
于冰水浴孵育 ２ｍｉｎ。再加入 ４５０μＬＬＢ液体培养基，于
３７℃ 摇菌 ６０ｍｉｎ。吸取菌液均匀涂布在含有卡那霉素
（１００ｍｇ／Ｌ）的固体 ＬＢ平板上，将平板倒置，于 ３７℃过夜
培养。

从培养箱中取出平板，在超净工作台中，使用无菌牙签挑

取单克隆，于含有卡那霉素（１００ｍｇ／Ｌ）的固体 ＬＢ平板上进
行划线培养，编号标记并分别作为鉴定 ＰＣＲ反应体系的模
板，ＰＣＲ扩增，再进行电泳鉴定，观察凝胶成像情况。
１．４　测序鉴定

选择经ＰＣＲ鉴定正确的菌株样品，随机从中挑取４个单
克隆，将ＬＢ液体培养基与卡那霉素按体积比１０００∶１混匀，
于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，送武汉擎科生物技术有限
公司测序，获得测序结果后使用软件 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩＡｄｖａｎｃｅ
１１５３进行分析，判断是否存在突变。
１．５　农杆菌转化

根据测序结果选择序列正确的样品，使用Ａｘｙｇｅｎ质粒提
取试剂盒提取质粒，采用液氮冻融法转化感受态农杆菌，在

５０μＬ感受态农杆菌细胞中加入５μＬ质粒（１００ｎｇ／μＬ），用
移液枪吹打混匀后，放置于冰上５ｍｉｎ，再用液氮速冻１ｍｉｎ，
于３７℃水浴热激５ｍｉｎ，在超净工作台内加４５０μＬ液态 ＬＢ
培养基，于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养４ｈ后涂布在含有卡那
霉素（１００ｍｇ／Ｌ）、庆大霉素（５０ｍｇ／Ｌ）、利福平（１００ｍｇ／Ｌ）的
三抗（下同）固体 ＬＢ平板上，于２８℃倒置培养４８ｈ，挑取单
菌落涂布在新的三抗固体 ＬＢ平板上进行划线培养，并作为
菌落鉴定体系的模板。

１．６　瞬时表达转化
在超净工作台上，用无菌牙签挑取鉴定正确的农杆菌菌

株，加入含有三抗的液体ＬＢ培养基中，于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ培
养６ｈ左右，Ｄ２６０值达到 １．０。此外，从笔者所在实验室
－８０℃ 冰箱中取出保存的细胞核定位 ｍａｒｋｅｒ载体
Ｍｅｃｈｅｅｒｙ－ｍａｒｋｅｒ和有助于共转化的载体ｐ１９，同时加入含有
三抗的液体ＬＢ培养基中，于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养６ｈ
左右，Ｄ２６０值也达到１．０。吸取样品、ｍａｒｋｅｒ、ｐ１９三类载体菌
液各２ｍＬ，于１２０００ｇ离心，弃上清，用转化工作液将菌体重
悬制成悬浮液。１０ｍＬ转化工作液的配方如下：１５μＬ
１００ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮（ＡＳ），５０μＬ０．２ｍｏｌ／Ｌ２－吗啉乙磺
酸（ＭＥＳ），５０μＬ２ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，用去离子水补充总体积到
１０ｍＬ。最终转化工作液由 ３种载体悬浮液按体积比
５∶３∶２混合，即２ｍＬ转化体系配制方法：分别吸取１ｍＬ悬
浮液样品，６００μＬＭｅｃｈｅｅｒｙ－ｍａｒｋｅｒ，４００μＬｐ１９，室温静置
２ｈ。选取野生型烟草４叶期的表面平整、肉质丰满的幼嫩叶
片，用１ｍＬ注射器将转化工作液通过物理压力沿着叶脉组织
打入烟草叶片中，将烟草放置在温室中正常培养３ｄ，再取叶
片进行激光共聚焦观察。

１．７　激光共聚焦观察
使用ＮｉｋｏｎＡ１激光共聚焦平台，以注射器针孔为圆心，

取面积为１ｃｍ２的样品置于载玻片上，用２滴甘油封片并盖
上盖玻片。按照标准探测模式（ＤＵ４）图像拍摄流程采集图
像，并作相关数据分析，图像处理软件的版本为 ＮＩＳ－
ＥｌｅｍｅｎｔｓＡＲ３．１。
１．８　稳定表达转化

与瞬时表达转化类似，取经菌落 ＰＣＲ鉴定正确的菌株，
加入含有三抗的ＬＢ培养基中摇床过夜培养。采用 Ｆｌｏｒａｌｄｉｐ
法转化Ｃｏｌｕｍｂｉａ野生型拟南芥［２］，转化工作液为２００ｍＬ水
溶液体系，加入５％蔗糖及０．０１％的 ＳｉｌｗｅｔＬ－７７（一种有机
硅表面活性剂）。待拟南芥生长到初花期（播种后约 １个
月），取出过夜培养至Ｄ２６０ｎｍ为２．０左右的 ＧＶ３１０１农杆菌菌
株，室温、５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，再用转化工作液将农杆菌
悬浮，直接将拟南芥花絮在转化工作液中浸泡１ｍｉｎ，处理后
浇水覆膜暗处理２４ｈ，光照培养７ｄ后，再根据同样的步骤转
化处理１次。在温室中培养至Ｔ１代，取转基因拟南芥花瓣置
于激光共聚焦显微镜下观察。

２　结果与分析

２．１　黄色荧光蛋白的克隆
利用携带 ＢａｍＨⅠ、ＢｇｌⅡ一步克隆酶切位点接头的

ＹＦＰ－Ｆ／ＹＦＰ－Ｒ引物，以ｐＥａｒｌｙＧａｔｅ１０４：：ＹＦＰ载体为模板进
行ＰＣＲ扩增，获得带有相应一步克隆酶切位点接头的黄色荧
光蛋白序列，电泳结果见图１。

２．２　重组质粒电泳鉴定结果
采用 ＢａｍＨⅠ、ＢｇｌⅡ双酶切植物表达载体 ｐ３３０１：：

ＧＦＰ，切胶回收酶切载体片段，通过一步克隆将骨架载体与
ＹＦＰ连接，并转化感受态 ＤＨ５α，于含有卡那霉素的 ＬＢ固体
培养基上进行筛选，随机挑取单克隆进行 ＰＣＲ鉴定。由图２
可以看出，１～１０号菌株鉴定结果显示均有条带，表明黄色荧
光蛋白已经被成功导入骨架载体中。由图 ３、图 ４可知，
ｐ３３０１：：ＹＦＰ载体在黄色荧光蛋白标签上游有４个可用的常
见限制性内切酶唯一识别位点：ＳｐｅⅠ、ＸｂａⅠ、ＳｍａⅠ、
ＢａｍＨⅠ，这４个常规的限制性内切酶识别位点在 ｐ３３０１：：
ＹＦＰ中均为单一拷贝，由此可任选２个酶切位点，设计带酶切
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位点接头的序列克隆目的基因，可以实现不同植物基因序列

与黄色荧光蛋白基因序列的融合。

２．３　测序结果
对构建的重组质粒进行测序鉴定，测序峰图结果见图５，

以ＮＣＢＩ网站提供的ＹＦＰ标签蛋白序列（登录号：ＫＪ４１１６３７．１）
作为参考序列，使用软件 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩＡｄｖａｎｃｅ１１．５．３进行序
列测定与拼接分析。由结果可知，ＹＦＰ已被完整准确地连入
ｐ３３０１骨架载体中，从而成功构建出了ｐ３３０１：：ＹＦＰ载体。
２．４　酶切验证结果

为了验证 ｐ３３０１：：ＹＦＰ载体酶切位点的可靠性，分别采
用ＳｐｅⅠ／ＢｇｌⅡ、ＸｂａⅠ／ＢｇｌⅡ、ＳｍａⅠ／ＢｇｌⅡ、ＢａｍＨⅠ／
ＢｇｌⅡ双酶切ｐ３３０１：：ＹＦＰ载体，经１．５％琼脂糖凝胶电泳检
测发现，可以获得大小为７００ｂｐ左右的 ＹＦＰ标签蛋白片段
（图６），证明４个常见的限制性内切酶唯一识别位点（ＳｐｅⅠ、
ＸｂａⅠ、ＳｍａⅠ、ＢａｍＨⅠ）准确可靠。

２．５　瞬时表达转化结果
提取测序正确的ｐ３３０１：：ＹＦＰ载体质粒，转化ＧＶ３１０１感

受态农杆菌，进行烟草瞬时表达转化，得到瞬时表达的烟草植

株，进行烟草叶片激光共聚焦观察。为了便于区分荧光蛋白，

在４８８ｎｍ激光器通道下拍摄模式选择绿色，从而使得 ＹＦＰ
激发光拍摄的图像显示为绿色（图 ７、图 ８）。激光共聚焦
ＦＩＴＣ（异硫氰酸荧光素）通道下观察到ＹＦＰ激发光，表明标签
蛋白ＹＦＰ可以在植物体内进行组织泛表达；激光共聚焦
５６１ｎｍ激光器通道下观察到核定位 ｍＣｈｅｒｒｙ红色荧光蛋白
激发光，可以直接指明细胞核覆盖区域；激光共聚焦明场通道

图像显示出植物细胞区域；通过 ＦＩＴＣ与 ＴＲＩＴＣ（四甲基异硫

氰酸罗丹明）双通道复合图像，能够观察到 ＹＦＰ与 ｍＣｈｅｒｒｙ
红色荧光蛋白可以共定位表达并在细胞核区域叠加显示黄

色，表明ＹＦＰ在烟草植株体内成功表达（图７）。
２．６　载体在转基因拟南芥组织细胞中的稳定表达

为了进一步研究载体ｐ３３０１：：ＹＦＰ在转基因植物组织中
的稳定表达情况，本研究观察了转基因拟南芥花瓣周围细胞

中黄色荧光蛋白的表达。在转ｐ３３０１：：ＹＦＰ拟南芥株系的花
瓣等色素积累较少的器官中观察到强烈的荧光，而在野生型

对照植株中均未观察到荧光，说明植物表达载体ｐ３３０１：：ＹＦＰ
携带的 ＹＦＰ在模式植物拟南芥中能够整合并稳定表达
（图８）。　
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３　讨论

植物功能蛋白与荧光蛋白的融合表达是研究功能蛋白在

植物细胞体内定位及其运动特征的有力手段。绿色荧光蛋白

由于能够自发产生荧光团，因此被广泛用作分子和细胞生物

学的荧光标记。早期应用的野生型ＧＦＰ基因具有一定不足，
如ＧＦＰ不仅具有２个激发峰，从而降低了检测特异性，而且
其长波激发峰的强度较低，不易观察。在ＧＦＰ所有的突变体
中，黄色荧光蛋白具有最长的波长，在分子生物学和细胞生物

学中可以用于构成有用的探针，因此 ＹＦＰ的应用范围更广。
本研究将 ｐＡＮ５８０：：ＧＦＰ载体中的 ＧＦＰ与 ｐ３３０１：：ＹＦＰ载体
中的ＹＦＰ比对后发现，克隆的ＹＦＰ相对于ＧＦＰ有９个碱基发
生突变，分别是第６９位的 Ｇ突变成 Ａ，第１９７、１９８位的 ＡＣ
突变成ＧＧ，第２０５位的 Ｇ突变成 Ｃ，第２１７、２１８位的 ＡＧ突
变成ＧＣ，第６１０、６１１位的ＡＣ突变成ＴＡ，第６９５位的 Ａ突变
成Ｔ，从而导致５个氨基酸发生变化，分别是第６６位的苏氨
酸（ＡＣＣ）突变成丙氨酸（ＧＣＣ），第６９位的缬氨酸（ＧＴＧ）突
变成亮氨酸（ＣＴＧ），第７３位的丝氨酸（ＡＧＣ）突变成（ＧＣＣ）
丙氨酸，第２０４位的苏氨酸（ＡＣＣ）突变成酪氨酸（ＴＡＣ）以及
第２３２位的组氨酸（ＣＡＣ）突变成（ＣＴＣ）亮氨酸。本研究用５
个位点突变的ＹＦＰ替换ＧＦＰ基因片段，成功地构建了新型植
物双元表达载体ｐ３３０１：：ＹＦＰ，其表达产物不需要其他底物或

者辅助因子即可被检测。ＹＦＰ替换 ＧＦＰ后荧光活性大大增
强。本研究将ｐ３３０１：：ＹＦＰ载体进行瞬时转化和稳定转化的
试验均观察到强烈的荧光，表明载体的高效可靠性。

用于遗传转化的植物表达载体需要质粒携带的目的基因

与融合标记基因能够与宿主的染色体整合并表达［２２－２５］。高

效的双元表达载体有利于高等植物基因的功能分析，如启动

子分析［２６］、基因沉默和蛋白质定位的荧光蛋白融合分析。如

果多克隆位点中具有唯一的限制性酶切位点，将便于启动子

的置换。遗传编码的荧光标签是蛋白质序列，可以融合到目

的蛋白中使其激发荧光。在分子生物学研究中，植物表达载

体资源远远少于动物、微生物载体资源，本研究构建的植物融

合表达载体ｐ３３０１：：ＹＦＰ含有目的基因必需的启动子及终止
子，同时含有４个可用常见限制性内切酶单一识别的位点，为
外源目的基因引入提供了１２种选择，具有更好的应用价值。
此外，本研究通过接头引物ＰＣＲ法［２７］、基于ＳＩＬＣ原理一步克
隆等方法构建 ｐ３３０１：：ＹＦＰ，与使用商业化 Ｔ载体 ＴＯＰＯ和
ｇａｔｅｗａｙ法构建植物表达载体相比，具有以下显著的优点：（１）
操作简单，使用进口商业化载体前后需要经过２次细菌转化
培养与菌落ＰＣＲ鉴定，而通过本研究方法仅需１次；（２）成本
较低，商业化 ＴＯＰＯ载体费用较高，进口品牌昂贵，若使用
Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ技术构建表达载体，进口试剂盒极为昂贵，而本研
究方法使用的国产品牌价格实惠，仅为进口试剂盒的１／１０左
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右；（３）阳性率高，商业化 ＴＯＰＯ载体假阳性率较高，容易出
现目的基因５′端与３′端连反的现象，而本研究方法经过双酶
切并不会出现连反现象。利用本研究方法构建的植物表达载

体，具有广泛的应用价值。但是，本方法在目的基因两端加酶

切接头时，可能导致引物退火温度偏高，从而影响特异性目的

片段的获得，使得本方法在应用上具有一定的不足。

综上所述，本研究构建的多酶切位点融合黄色荧光蛋白

通用载体，为研究人员提供了操作简单、效率高、经济实惠且

适用范围广的亚细胞定位研究与功能分析工具。植物表达载

体ｐ３３０１：：ＹＦＰ在启动子上游、多克隆位点、终止子下游分别
有３、４、２个单一拷贝限制性内切酶识别位点。该载体可用于

不同外源目的基因和不同蛋白功能表达载体的快速一步克隆

构建，完成外源基因与宿主植株的瞬时转化，进行亚细胞定

位，为植物的基因功能研究与遗传转化提供了新的通用型植

物表达载体工具。
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