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NtSKPl一GFP植物表达载体的构建及亚细胞定位
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摘要：用PCR技术扩增NtSKPI基因的编码区。定向克隆至表达载体pCAMBIAl302上构建用于瞬时表

达NtSKPl蛋白的重组质粒。重组质粒经PCR和测序鉴定后用冻融法转入农杆菌LBA4404，进而经农杆菌

LBA4404介导转人烟草悬浮细胞，激光共聚焦显微镜观察确定其亚细胞定位。测序结果表明，插人片段与预

期序列完全一致。与载体形成了一个完整的基因表达盒；亚细胞定位结果表明NtSKPl蛋白在胞浆和核部位

均有分布。
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Abstract：To construction plant expression vector of NtSKPl，the open reading frame of NtSKPl

was amplified by PCR，and was inserted to plasmid pCAMBIAl302．DNA sequencing showed that the

sequence of the recombinant plasmid was correct，Then the recombinant plasmid was transferred into

Agrobacterium tume{nciens strain LBA4404 through freeze-thaw method．To subcellular location the

N￡SK P1．the recombinant plasmid was transformed into the tobacco suspension cells mediated by

Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404，and the location of NtSKPl was detected in both cyto—

plasm and nucleus．
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S期激酶相关蛋白1(S-PHASE KINASE—

ASSOCIATED PROTEINl，SKPl)是真核生物

中普遍存在的一类蛋白，通常与CDC53P／Cull

F—box形成SCF复合体参与泛素蛋白降解途径

调控细胞循环，生物节律，生物抗逆性以及雄性不

育等许多重要反应[1]。如拟南芥Atskpl基因在

茎尖、花序、根的分生组织及叶原基和花原基等分

裂旰盛的组织中呈现高水平表达，在这些分裂活

性高的部位Atskpl基因的mRNA高度累积，因

此Atskpl基因可能是植物细胞维持分裂活性所

必不可少的[2]；另研究表明拟南芥中SKPl参与

的SCF复合体在生长素响应途径中也起着重要

作用口I；西红柿的SKPl对于西红柿抵抗枯萎病

的发作至关重要¨3；大豆包囊线虫侵染大豆可诱
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导大豆SKPl基因的转录，SKPI可能参与大豆

抵御线虫的侵染L51；又SKPl基因与Ⅳ-基因介导

的抗烟草花叶病毒(TMV)病相关[“。综上所

述·植物SKPl基因在植物的生长及抗病性等方

面都起着重要的作用，而NtSKPl基因是本研究

室在探讨壳寡糖对烟草基因表达水平的影响时检

测到的一个可被壳寡糖诱导表达的基因，并对该

基因进行了初步鉴定[7]，但该基因的功能有待深

入研究。本研究即利用PCR技术扩增出N￡一

SKPl的全长编码序列，并定向克隆到携带有绿

色荧光蛋白基因的双元载体pCAMBIAl302，成

功构建了能表达NtSKPl-GFP融合蛋白的重组

质粒，并将其转化烟草悬浮细胞进行瞬时表达，从

而得以通过激光共聚焦对NtSKPl进行亚细胞

定位观察，为进一步研究NtSKPl基因的功能，

探讨其在壳寡糖等信号途径中的作用奠定基础。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1植物材料、菌种和质粒枯斑三生烟草

(Nicotiana tabacum var．Samsun NN)悬浮细胞

系本实验室传代培养。培养基为MS液体培养

基，培养条件：温度25℃，光照12 h，光照强度

1 500 lx，摇床转速110 r／rain，每半个月继代培养

一次，所用细胞培养30代以上；pMDl8一SKPl重

组质粒由本室构建；大肠杆菌TOPl0菌株由上

海复旦大学顾建新教授惠赠；pCAMBIAl302质

粒由中国科学院武汉病毒研究所陈士云研究员惠

赠；农杆菌LBA4404菌株为中国农业大学张宁博

士惠赠；PMD 18-T载体购自宝生物工程(大连)

有限公司。

1．1．2 实验试剂 限制性内切酶、LA Taq DNA

聚合酶、DNA回收纯化试剂盒和T；DNA连接酶

购自宝生物工程(大连)有限公司；DNA Marker

Ⅲ购自北京天为时代科技有限公司；其他试剂均

为国产分析纯；溴化乙啶(Ethidium bromide，

EB)购自Invitrogen公司。

1．1．3引物设计与舍成根据SKPl基因的序

列，并参考pCAMBIAl302 T—DNA fragment的

多克隆位点，设计SKPl基因在植物中过表达的

引物skplSLs和skplSLa，由宝生物工程(大连)

有限公司合成。在引物skplSLs和skplSLa的

5 7端分别引入了BglⅡ和Spe I酶切位点(下划线

部分)，引物序列如下：

SKPI上游表达引物(skplSLs)-5’CGGC—

CAGATCTATGTCCTCCTCAAAGATG 3’

SKPl下游表达引物(skplSLa)-5 GCCG—

CACTAGTCTCAAATGCCCAAGCATT 3’

1．2实验方法

1．2．1 双元表达栽体(pCAMBIAl302-SKPl)

的构建 以pMDl8一SKPI质粒为模板，用引物

skplSLs和skplSLa扩增待表达的SKPI基因

编码区(去掉终止密码子)片段，PCR扩增反应条

件为95℃2 min，94℃15 s，50℃30 s，72℃2

min，4个循环；94℃15 s，68℃30 s，72℃2 min，

30个循环；72℃延伸10 min。将PCR反应的产

物在1％琼脂糖凝胶(含0．5弘g／mL溴化乙锭)中

电泳，以DNA Mark HI做为分子量标准，电泳结

束后在302 nm波长的紫外灯下观察结果拍照并

回从胶中收目的片段。分别用BgI II和Spe J

酶双酶切回收纯化的SKPl基因目的片段和载

体pCAMBIAl302，经1％琼脂糖凝胶电泳分离

后，回收纯化目的片段。用T4DNA连接酶将

SKPl序列连接到双元载体pCAMBIAl302的花

椰菜花叶病毒35S强启动子下游和GFP完全编

码区的上游(流程图见图1)，连接产物转化大肠

杆菌TOPlo并用菌落PCR初步筛选阳性重组质

粒，将PCR鉴定为阳性的克隆提取质粒并送宝生

物工程(大连)有限公司进行测序。

1．2．2农杆菌感受态细胞的制备、转化及鉴定

农杆菌LBA4404感受态细胞制备和表达载体转

入农杆菌参照王关林等的方法进行[83}转化后在

YEB固体选择培养基(附加100}tg／mL卡那霉

素)表面培养1～2 d，挑取pCAMBIAl302一SKPl

质粒转化的农杆菌LBA4404单菌落用skpl SLs

和skpl SI。a为引物进行菌落PCR鉴定，同时用

35S特异性引物检测pCAMBIAl302转化的农杆

菌LBA4404单菌落。

1．2．3烟草悬浮细胞的转化及观察农杆菌培

养按Clough等(1998)方法进行L9]。

烟草细胞的侵染及目的蛋白瞬时表达：将等

体积的农杆菌与处于对数生长期的烟草悬浮细胞

混合黑暗条件下静置培养24～48 h，用Leiea SP2

型激光共聚焦显微镜观察。观察条件为：以488

rlrfl为激发光，激光强度为30％。
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PBR322 ori pBR322 bom site

图1植物表达载体pCABIAl302-SKPI的构建

Fig．1 Construction of the binary pCABIAl302-SKPl

2 结果与分析

2．1 NtSKPl基因的PCR扩增

以质粒pMDl8一SKPl为模板，用引物

skplSI。S和skplSI。a扩增枯斑三生烟草SKPI基

因的编码区序列，电泳检测结果(图2)表明扩增

产物为470 bp，与预期结果相符。

1．分子量标准DNA Marker IR DNA MarkerⅢ}z．Nt

SKPI基因的PCR结果PCR products of NtSKPI

圈2 NtSKPI基因PCR产物琼脂糖凝胶电泳

Fig．2 Agarose electrophoresis of PCR products of SKPl

2．2重组质粒pCAMBIAl302-SKPl的筛选鉴定

用Bg i 11和Spe 1分别双酶切从凝胶中回

收纯化的SKPI基因的片段和双元表达载体

pCAMBIAll302，经琼脂糖凝胶电泳并回收纯化

VSlplasmid

后，用L DNA连接酶连接，将连接产物转化大肠

杆菌，菌落PCR筛选阳性克隆．结果(图3)显示

只有1号克隆没有目的片段的扩增，2-8号克隆

均扩出目的片段为阳性克隆，提取阳性克隆的质

粒并将4号克隆的质粒送宝生物工程(大连)有限

公司测序，序列分析表明插入片段与预期序列完

全一致，并且与载体形成了一个完整的基因表达

盒(图4)。

1．分子量标准DNA Marker nl DNA MarkerIll；2-9．可能

含重组质粒pCAMBIAl302一SKPI的菌落卜8 Colonies 1-8 con—

taining pCAMBIAl302一SKPI possible

图3菌落PCR鉴定重组质粒pCAMBIAl302-SKPI

F．罂3 PCR analysh of recombinant plasmid

pCAMBIAl302。SKPl

2．3农杆菌阳性克隆的筛选鉴定

将测序正确的大肠杆菌单克隆扩大培养提取

 万方数据



4期 张付云等：NtSKPI—GFP植物表达载体的构建及哑细胞定位 ·147·

质粒，并转化农杆菌LBA4404后，随机挑取4个

抗性菌落进行菌落PCR验证，同时将双元载体

pCAMBIA 1302转化农杆菌并进行PCR检测，

结果显示(图5和图6)被检测的菌落均扩增出了

预期大小的目的片段，为阳性克隆，可用于植物组

织的转化。

T封rAAGGAAGTTCA：rTTCATTTGGAGAGAACACGGGGGACTCTTGACCATGGTAGATCT

ATGTCCTCCTCAAAGATGATCGTATTGAAGAGCTCGGACGGCGAGACTTTCGAGGTGG

AGGAAGCGGTGGCTTTGGAATCTCAGACGATAAAGCATATGATTGAAGATGATTGCGC

CGACACCAGCATCCCCCTTCCTAATGTGACCAGCAAAATCTTGGCTAAGGTTATCGAGT

ACTGCAAGCGCCATGTTGATGCTACCAAAACTGAGG^T^^GGCTTCTGAGGATGAGCT

T^AGGGCTTTGATTCTGATTTCGTTAAAGTTGACCAGGCCACCCTATTCGATCTCATCTT

GGCTGCCAACTACTTOAACATCAAGAGCCTGCTTGATCTCACATGTCAAACTGTGGCT

GACATGATTAAAGGGAAGACACCAGAGGAGATCCGGAAGACCTTTAACATCAAG从T
CACTTCACTCCAGAGGAAGAAGAGGAGGTTAGGAGGGAGAATGCTTGGGCATTTGAG

ACTAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATT

AGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTEATGCA

ACATACGG^^^^CTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGG^^AACTACCTGTTCCGTGG

图4 重组质粒pCAMBIAl302一SKPI测序结果

Fig．4 Sequencing result of recombinant plasmid pCAMBlAl302一SKPl

Colonies 1—4 containing pcAMBIAl302一SKPl possible}5．分子量

标准DNA MarkerⅢDNA MarkerⅢ

圈5菌落PCR鉴定含pCAMBIAl302-SKPI

的农杆菌LBA4404阳性克隆

F培5 Screening positive colonies of LBA4404

containing pCAMBIAl302一SKPI by PCR

2．4 目的基因在烟草悬浮细胞中的表达及观察

按照方法1．2．3用农杆菌侵染枯斑三生烟悬

浮细胞，静置培养24～48 h．在I．eica SP2型激光

1：分子量标准DNA MarkerⅢ．DNA MarkerⅢ；2—5：可能

含重组质粒pCAMBIAl302的菌落卜4，colonies 1—4 containing

pCAMBIAl302 possible

图6菌落PCR鉴定含pCAMBIAll302的

农杆菌LBA4404阳性克隆

Fig．6 Screening positive colonies of

LBA4404 containing pCAMBIAl302 by PCR

共聚焦显微镜下观察，结果表明(图7)枯斑三生

烟的SKPl蛋自在胞质和细胞核部位均有分布。

1302质粒的枯斑三生烟悬浮细胞Tobacco cells containing pCAMBIAl302

图7转基因烟草悬浮细胞的激光共聚焦图像

Fig．7 Transgenic tobacco cells detected by confocai microscope
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3 讨论

由于在生命活动中真正起作用的是基因的表

达产物～蛋白质，而蛋白质的功能与其在细胞中的

亚细胞定位密切相关，尤其是对于真核细胞，蛋白

质位于细胞的不同部位所行使的功能也不同，因

此对蛋白质进行亚细胞定位是研究其功能必不可

少的环节之一。因此，为了确定NtSKP]蛋白在

细胞中的存在位置，本实验利用GFP标记方法研

究了NtSKPl亚细胞定位特性。

pCAMBIAl302是一个能同时在大肠杆菌和

农杆菌中复制的双元载体。在其T—DNA区，含

有潮霉素筛选标记和mGFP5报告基因，可以很

方便的筛选转基因植株和快速鉴定外源基因的定

位和表达情况；在其T—DNA区外含有rep和sta

区，可以保证质粒即使在非选择性条件下也可以

在农杆菌中稳定存在[1⋯。在本实验中即将Nt—

SKPl的编码区插入pCAMBIAl302载体的35S

启动子下游，并将NtSKPl的终止密码子去掉，

以表达出N￡SKPl一GFP融合蛋白，实验及测序

结果(图3、图4)证明构建的重组质粒pCAM—

BIAl302一SKPl序列正确且形成一个完整的基因

表达盒可用于转化农杆菌及烟草。转化时用

pCAMBIAl302空质粒作为阳性对照，由于

pCAMBIAl302中的GFP是在35S强启动子下

控制表达的，因此在pCAMBIAl302转化的枯斑

三生烟的悬浮细胞中有GFP表达且均匀分布在

整个细胞中(图7，C)；而在pCAMBIAl302一SKPl

转化的枯斑三生烟的悬浮细胞中SKPl一GFP呈

现不同的分布形式，有的细胞中分布在整个细胞

中但强度较弱(图7，B)，而在有的细胞中虽然在

胞浆也有分布，但细胞的核区荧光强度更大(图

7，A)，这与其他物种SKPl的分布¨Hz]和与其互

作的蛋白酶体分布u3‘163趋势一致，因此推断Nt—

SKPl也是均匀分布在细胞中，可能在细胞分裂

或细胞核修复等特殊状态时更趋于进入核区。这

些结果为NtSKPl基因的鉴定和功能的推测提

供了一定的依据，但是该蛋白在细胞中的分布和

功能以及二者之间的关系有待深入研究。
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