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　 　 摘要:　 嗜热纤维素降解酶在植物中的表达对促进纤维素降解ꎬ提高生物质资源化利用具有重要作用ꎮ 本研

究采用来源于解纤维素热酸菌(Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｓ)的嗜热内切葡聚糖酶基因(Ｅ１)ꎬ基因序列优化后ꎬ构建了

５ 种带有不同亚细胞定位信号肽的目的基因植物表达载体ꎬ分别将嗜热内切葡聚糖酶(Ｅ１)定位到细胞质、质外体、
内质网、叶绿体和线粒体等亚细胞结构中ꎮ 通过农杆菌介导的瞬时表达技术ꎬ利用洋葱表皮和烟草叶片进行定位

表达研究ꎬ观察到在信号肽的引导下ꎬ基因表达产物在相应的亚细胞结构中正确定位ꎮ 本研究为进一步探索 Ｅ１ 不

同定位表达在秸秆高效转化和资源化利用中的作用奠定了基础ꎮ
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　 　 农作物秸秆是自然界中储量丰富的可再生

资源ꎬ具有来源广泛、成本低廉等特点ꎮ 中国秸

秆资源十分丰富ꎬ每年农作物秸秆的总量约为

６× １０ ８ ~ ８× １０ ８ ｔ[１￣２] ꎬ 约 占 世 界 秸 秆 总 量 的
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２０％ [３] ꎮ 秸秆资源的充分利用ꎬ有利于减少秸秆

丢弃甚至焚烧带来的环境污染ꎬ降低化石能源消

耗ꎬ对中国国民经济的可持续发展具有重要意

义 [４￣６] ꎮ 木质纤维素是农作物秸秆的主要成分ꎬ
由纤维素、半纤维素和木质素组成ꎬ以分子化学

键的形式紧密连接ꎬ形成天然的抗降解屏障 [７] ꎬ
限制秸秆的降解利用ꎮ 传统的木质纤维素利用

成本较高ꎬ效率有限ꎬ而且极易造成二次环境污

染ꎬ阻滞其产业化的快速发展ꎮ
纤维素降解酶在植物中表达重组ꎬ能够减少

木质纤维素转化过程中酶制品的添加量ꎬ提高降

解酶的作用效率ꎬ降低木质纤维素降解的成本ꎬ具
有重要的应用前景和学术价值ꎮ 其中ꎬ嗜热纤维

素降解酶的活性温度远高于植物正常生长的温

度[８] ꎬ受到相关科研工作者的广泛重视ꎮ 但仍有

研究结果[９￣１０]表明ꎬ由于嗜热纤维素降解酶在常温

下仍有一定活性ꎬ在植物中的表达会干扰植物细

胞壁组织结构ꎬ导致植物抗逆性降低ꎬ组织器官坍

塌或植株矮化畸形ꎬ造成产量下降甚至植株死亡

的后果ꎬ制约嗜热纤维素降解酶在作物和能源植

物遗传改良中的应用ꎮ
为避免转基因对植物正常生长的影响ꎬ不少研

究者采用定向胞外或细胞器积累表达的策略ꎬ目的

基因产物被限制在特定的器官、亚细胞结构中[１１]ꎮ
亚细胞定位对促进蛋白质表达ꎬ明确蛋白质功能具

有重要作用[１２￣１３]ꎮ 利用这一策略能明确嗜热纤维

素降解酶定位表达对植物细胞壁的影响及其对植物

秸秆降解的效率ꎬ保证植物正常生长ꎬ以实现秸秆高

效降解利用的目的ꎮ
本研究拟在植物不同的亚细胞结构中ꎬ对来

源于解纤维素热酸菌 ( Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｓ)
的嗜热内切葡聚糖酶基因( Ｅ１) 进行定位表达ꎮ
通过农杆菌介导的瞬时表达技术ꎬ利用洋葱表皮

和烟草进行目的基因定位研究ꎬ在倒置荧光显微

镜下观察基因表达产物的亚细胞定位ꎬ以期为进

一步探索嗜热内切葡聚糖酶( Ｅ１)不同的定位表

达在秸秆高效转化和资源化利用中的作用奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

１.１.１　 植物材料 　 本氏烟(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)

由云南省烟草农业科学研究院提供ꎮ 洋葱(Ａｌｌｉｕｍ
ｃｅｐａ Ｌ.)购于本地菜市场ꎮ
１.１.２　 试验试剂　 限制性内切酶(Ｎｏｔ Ｉ、Ｎｃｏ Ｉ、Ｘｂａ Ｉ
和 Ｓａｌ Ｉ)购自 ＮＥＢ 有限公司ꎬ内质网红色荧光探针

(ＥＲ￣Ｔｒａｋｅｒ ＲｅｄꎬＮＯ. Ｃ１０４１)购自碧云天生物技术

有限公司ꎬ线粒体红色荧光探针(ＭｉｔｏＴｒａｋｅｒ􀅸 Ｄｅｅｐ
Ｒｅｄ ＦＭꎬＮＯ. ４０７４１ＥＳ５０)购自上海翊圣生物科技有

限公司ꎬ叶绿体红色荧光染色菌液由江苏省农业科

学研究院提供

１.２　 试验方法

１.２.１ 　 Ｅ１ 基因序列优化与合成 　 利用在线软件

Ｇｒａｐｈｉｃａｌ Ｃｏｄｏｎ Ｕｓａｇｅ Ａｎａｌｙｚｅｒ 对 Ｅ１ 基因的密码子

偏好性进行分析ꎬ并根据禾本科模式植物水稻(Ｏｒｙ￣
ｚａ ｓａｔｉｖａ)的密码子偏好性优化 Ｅ１ 基因序列ꎬ确保

每个密码子的偏好率均高于 １０％ꎬ尤其是 Ｎ 端密码

子的偏好率大于 ２０％ꎮ 在 Ｅ１ 基因的 Ｎ 端和 Ｃ 端分

别添加了 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 酶切位点ꎮ
１.２.２　 植物亚细胞定位表达载体的构建 　 优化后

的 Ｅ１ 基因经过 Ｎｏｔ Ｉ 和 Ｎｃｏ Ｉ 双酶切ꎬ分别与 ５ 个

不同亚细胞定位信号肽的 ＩｍｐａｃｔＶｅｃｔｏｒｓ 载体连接ꎬ
构建成 Ｅ１￣ＩＶ１.１ ~ Ｅ１￣ＩＶ１􀆰 ５ 系列载体ꎬ其中载体编

号 １􀆰 １ 表示不含有信号肽ꎬ１􀆰 ２ 表示通过内质网分

泌的胞外信号肽ꎬ１􀆰 ３ 表示内质网滞留信号肽ꎬ１􀆰 ４
表示叶绿体信号肽ꎬ１􀆰 ５ 表示线粒体信号肽ꎮ 利用

ＰＣＲ 技术将上述载体中信号肽￣Ｅ１ 基因序列扩增ꎮ
根据载体序列设计的 ＰＣＲ 扩增引物分别为:正向扩

增引物(１. １Ｓ) ５′￣ＧＴＣＣＡＴＴＣＣＴＣＣＴＡＡＧＴＡＴＣＴＡＧＡＡ￣
３′ꎬ反 向 扩 增 引 物 ( １. １Ａ) ５′￣ＧＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＧＣ￣
ＣＧＣＧＣＴＣＧＣＧＧＣＧＣＡＣＧＣＡＡ￣３′ꎬ反向扩增引物(１.３Ａ)
５′￣ＧＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＧＡＡＧＴＴＣＧＴＣＣＴＴＧＴＧＡ￣３′ ( 其 中

下划横线部分表示酶切位点ꎬ斜体部分表示保护碱

基)ꎮ 将纯化后的 ＰＣＲ 产物分别双酶切ꎬ然后连接

到 Ｃａｍ３５Ｓ￣ＧＦＰ 植物表达载体中ꎬ构建表达含有信

号肽和 Ｅ１￣ＧＦＰ 融合蛋白质的植物亚细胞器定位表

达载体ꎮ
１.２.３　 农杆菌感受态细胞的制备、转化　 根癌农杆

菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ＥＨＡ１０５)感受态细胞

制备和转化参照王关林等[１４]的方法进行ꎬ转化后在

ＹＥＢ 固体选择培养基(含有 ５０ μｇ / ｍｌ利福平和 １００
μｇ / ｍｌ卡那霉素)中倒置暗培养 ４８ ｈꎬ分别挑取转化

的农杆菌单菌落ꎬ用材料与方法 １.２.２ 中引物 １.１Ａ、
１.１Ｓ 和 １.３Ａ 进行菌落 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
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１.２.４　 烟草与洋葱表皮细胞的转化及荧光倒置

显微镜观察 　 本研究选用洋葱和烟草 ２ 种试验

材料进行农杆菌介导和亚细胞定位分析ꎮ 用洋

葱表皮细胞进行细胞质和质外体定位表达分析ꎬ
采用烟草叶片进行内质网、叶绿体和线粒体定位

表达分析ꎮ
１.２.４.１　 农杆菌介导的洋葱瞬时表达系统　 取无菌

的洋葱表皮切至大小约 １ ｃｍ２ꎬ于固体 １ / ２ ＭＳ 培养

基中 ２８ ℃暗培养 ２４ ｈ 后ꎬ用含 １ / ２ ＭＳ 渗透培养基

[１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ２￣(Ｎ￣吗啉)乙磺酸ꎬ
１００ μｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮]重悬后[１３]的重组农杆菌侵

染 １５ ｍｉｎꎬ共培养 ４８ ｈ(２５ ℃ꎬ３２ ｈ 光照ꎬ１６ ｈ 黑

暗)ꎮ 将洋葱表皮细胞清洗干净ꎬ并制片用于荧光

倒置显微镜观察ꎮ 用 ３０％蔗糖溶液浸泡侵染过的

洋葱表皮细胞 １０ ｍｉｎꎬ使其发生质壁分离ꎬ用于质外

体表达融合蛋白质的验证观察ꎮ
１.２.４.２　 农杆菌介导的烟草瞬时表达系统　 离心重

组农杆菌ꎬ收集ꎬ用 １ ｍｌ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＭｇＣｌ２重新悬

浮洗涤菌体后ꎬ离心弃去上清液ꎬ采用渗透培养

基[１３][１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ２￣(Ｎ￣吗啉)乙
磺酸ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ乙酰丁香酮]重新悬浮菌体ꎬ于 ２５
℃下避光静置 ４ ｈꎮ 选取成熟的烟草叶片ꎬ避开叶

脉ꎬ从下表皮将菌液缓慢均匀地注射入烟草叶片ꎮ
避光 １２ ｈ 后ꎬ培养 ４８ ｈ(温度 ２５ ℃ꎬ光照 ３２ ｈꎬ黑暗

１６ ｈ)ꎮ 亚细胞定位荧光探针于观察前注射于烟草

叶片下表皮ꎬ注射后避光 ３０ ｍｉｎꎬ撕取叶片下表皮细

胞ꎬ制片ꎬ用荧光倒置显微镜观察ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｅ１ 基因优化

目的基因在异源表达前ꎬ通常要进行外源目的

基因的优化处理ꎮ 优化密码子偏好性分析结果(表
１)显示ꎬ７ 种氨基酸(１１４ 处)的密码子在植物中的

相对适应性较低ꎬ平均为 ４５％ꎮ 通过基因优化后ꎬ
共计改变了 １５０ 个碱基序列ꎮ 优化后密码子序列的

平均相对适应性提高到 ９１％ꎬ有利于 Ｅ１ 基因高效

稳定表达ꎮ
２.２　 植物不同亚细胞定位表达载体的构建和验证

以带有不同亚细胞定位信号肽的 ＩｍｐａｃｔＶｅｃ￣
ｔｏｒｓ 系列载体为基础ꎬ成功构建含有信号肽和 Ｅ１￣
ＧＦＰ 融合蛋白质的植物亚细胞定位表达载体(图

１) ꎮ

表 １　 Ｅ１ 基因优化及密码子的相对适应性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅ１ ｇｅｎｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｄｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ

氨基酸　
密码子

优化前 优化后

相对适应性(％)

优化前 优化后

氨基酸
数量

精氨酸 ＣＧＣ ＣＧＧ ２０ ２６ ７

天冬氨酸 ＧＡＣ ＧＡＴ ４７ １００ ２０

组氨酸 ＣＡＣ ＣＡＴ ６４ １００ ５

亮氨酸 ＣＴＧ ＣＴＣ ４２ ６５ １６

脯氨酸 ＣＣＧ ＣＣＴ ４７ １００ ３１

丝氨酸 ＡＧＣ ＴＣＴ ４６ １００ １８

缬氨酸 ＧＴＣ ＧＴＴ ４８ １００ １７

　 　 采用双酶切技术对 ＩｍｐａｃｔＶｅｃｔｏｒｓ￣Ｅ１ 载体进行验

证ꎬ用 Ｎｏｔ Ｉ 和 Ｎｃｏ Ｉ ２ 种限制性核酸内切酶进行双酶

切ꎬ酶切产物的琼脂糖凝胶电泳图(图 ２Ａ)显示ꎬＥ１
基因的片段大小为１ ５７６ ｂｐꎬＩｍｐａｃｔＶｅｃｔｏｒｓ 系列空载

体大小约为４ ７００ ｂｐꎬ经测序ꎬＥ１ 基因片段已完全插

入到 ＩｍｐａｃｔＶｅｃｔｏｒｓ￣Ｅ１ 融合载体中ꎮ 对双元植物表达

载体 Ｅ１￣ＩＶｓ￣ＧＦＰ 进行 ＰＣＲ 扩增验证(所用引物同材

料与方法 １.２.２)ꎬ琼脂糖凝胶电泳结果(图 ２Ｂ)表明ꎬ
Ｅ１ 基因(带有不同信号肽基因序列)的片段大小约为

１ ５７６ ｂｐꎬ与理论预测结果完全一致ꎮ
２.３　 亚细胞定位分析

Ｅ１ 基因已插入到 Ｃａｍ３５Ｓ 启动子和绿色荧光

蛋白质基因(ＧＦＰ)中ꎬ形成融合表达载体ꎮ 为了确

定带有绿色荧光的目的蛋白质是否在细胞中特定部

位实现了表达ꎬ将融合表达载体利用农杆菌介导法

转化到洋葱表皮细胞和烟草叶片中ꎬ并用荧光倒置

显微镜进行观察ꎮ
２.３.１　 Ｅ１ 基因的细胞质定位表达分析　 不带有信

号肽的 Ｅ１ 融合蛋白质在洋葱表皮细胞中的定位表

达如图 ３ 显示ꎬ荧光倒置显微镜观察发现ꎬ不带有信

号肽的 Ｅ１￣ＩＶ１.１￣ＧＦＰ 表达载体在洋葱表皮细胞的

细胞质中均实现了表达ꎮ 由于洋葱表皮细胞中含有

液泡ꎬ故 ＧＦＰ 绿色荧光蛋白质在细胞膜内侧近膜区

域表达较为充分ꎮ
２.３.２　 Ｅ１ 基因的质外体定位表达分析　 带有分泌表达

信号肽的 Ｅ１ 融合蛋白质在洋葱表皮细胞中的定位表

达如图 ４ 显示ꎬ荧光倒置显微镜观察发现ꎬ带有分泌表

达信号肽的Ｅ１￣ＩＶ１.２￣ＧＦＰ 表达载体在洋葱表皮细胞的

细胞壁上实现了表达ꎬ与分泌表达信号肽的定位位置

完全一致ꎬ说明目的蛋白质已分泌至膜外区域ꎮ
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Ａ:植物表达载体构建流程ꎻＢ:含有不同信号肽的 Ｅ１ 基因结构ꎮ Ｎｏｔ Ｉ、Ｎｃｏ Ｉ、Ｘｂａ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 均表示限制性核酸内切酶的酶切位点ꎻＣａＭＶ３５Ｓ:
３５Ｓ 启动子ꎻＧＦＰ:绿色荧光蛋白基因ꎻＬＢ:ｌｅｆｔ ｂｏｒｄｅｒ 载体导入基因片段的左侧边界ꎻＲＢ:ｒｉｇｈｔ ｂｏｒｄｅｒ 载体导入基因片段的右侧边界ꎻＫａｎａ:抗
卡那霉素的基因片段ꎻＡｍｐ:抗氨苄青霉素的基因片段ꎻＳＰ:信号肽ꎻＳＰＳ:分泌型信号肽ꎻＥＲＲ:内质网滞留信号肽ꎻＳＰＣ:叶绿体信号肽ꎻ
ＲＳＳＵＩ:Ｒｕｂｉｓｃｏ 小亚基蛋白质内含子ꎻＳＰＭ:线粒体信号肽ꎮ

图 １　 植物表达载体的构建

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ
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Ａ: ＩｍｐａｃｔＶｅｃｔｏｒｓ￣Ｅ１ 质粒双酶切产物琼脂糖凝胶电泳ꎻＢ: Ｅ１￣ＩＶｓ￣ＧＦＰ 质粒 ＰＣＲ 扩增产物琼脂糖凝胶电泳ꎮ
图 ２　 酶切及 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ａ:明场图ꎻＢ:绿色荧光图ꎻＣ:叠加图ꎮ
图 ３　 不带有信号肽的 Ｅ１￣ ＧＦＰ 融合蛋白质在洋葱表皮细胞中的定位

Ｆｉｇ.３　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ１￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

Ａ:明场图ꎻＢ:绿色荧光图ꎻＣ:叠加图ꎮ
图 ４　 带有分泌表达信号肽的 Ｅ１￣ＧＦＰ 融合蛋白质在洋葱表皮细胞中的定位

Ｆｉｇ.４　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ１￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

２.３.３　 Ｅ１ 基因的内质网定位表达分析　 带有内质

网定位信号肽的 Ｅ１ 融合蛋白质在洋葱表皮细胞中

的定位表达如图 ５ 显示ꎬ将带有内质网定位蛋白质

的 Ｅ１￣ＩＶ１.３￣ＧＦＰ 表达载体导入烟草叶片中ꎬ采用

ＥＲ￣Ｔｒａｋｅｒ Ｒｅｄ 内质网红色荧光探针进行细胞染色ꎮ
荧光倒置显微镜观察发现ꎬ绿色荧光蛋白质的分布

范围与红色荧光完全一致ꎬ表明带有 ＧＦＰ 荧光标记

目的蛋白质的主要表达位置是内质网ꎮ

２.３.４　 Ｅ１ 基因的叶绿体定位表达分析　 带有叶绿

体表达信号肽的 Ｅ１ 融合蛋白质在烟草叶肉细胞中

的定位表达如图 ６ 显示ꎬ将带有叶绿体定位信号肽

序列的 Ｅ１￣ＩＶ１.４￣ＧＦＰ 表达载体导入烟草叶片中ꎬ采
用叶绿体红色荧光探针进行细胞染色ꎬ荧光倒置显

微镜观察发现ꎬ绿色荧光蛋白质的分布范围与红色

荧光完全一致ꎬ说明带有 ＧＦＰ 荧光标记的目的蛋白

质在叶绿体上获得了充分表达ꎮ
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Ａ:明场图ꎻＢ:绿色荧光图ꎻＣ:红色荧光图ꎻＤ:红色荧光与绿色荧光叠加图ꎮ
图 ５　 带有内质网表达信号肽的 Ｅ１￣ＧＦＰ 融合蛋白质在洋葱表皮细胞中的定位

Ｆｉｇ.５　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ１￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

Ａ:明场图ꎻＢ:绿色荧光图ꎻＣ:红色荧光图ꎻＤ:红色荧光与绿色荧光叠加图ꎮ
图 ６　 带有叶绿体表达信号肽的 Ｅ１￣ＧＦＰ 融合蛋白质在烟草叶肉细胞中的定位

Ｆｉｇ.６　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ１￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｍｅｓｏｐｈｙｌｌ ｃｅｌｌｓ

２.３.５　 Ｅ１ 基因的线粒体定位表达分析　 带有线粒

体定位表达信号肽的 Ｅ１ 融合蛋白质在烟草叶肉细

胞中的定位表达如图 ７ 显示ꎬ将带有线粒体定位信

号肽序列的 Ｅ１￣ＩＶ１.５￣ＧＦＰ 表达载体导入烟草叶片

中ꎬ采用 ＭｉｔｏＴｒａｋｅｒ 线粒体红色荧光探针进行细胞

染色ꎬ荧光倒置显微镜观察发现ꎬ绿色荧光蛋白质的

分布范围与红色荧光完全一致ꎬ表明带有 ＧＦＰ 荧光

标记的目的蛋白质在线粒体上获得了充分表达ꎮ

Ａ:明场图ꎻＢ:绿色荧光图ꎻＣ:红色荧光图ꎻＤ:红色荧光与绿色荧光叠加图ꎮ
图 ７　 带有线粒体表达信号肽的 Ｅ１￣ＧＦＰ 融合蛋白质在烟草叶肉细胞中的定位

Ｆｉｇ.７　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ１￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｍｅｓｏｐｈｙｌｌ ｃｅｌｌｓ

３　 讨 论

植物中木质纤维素的难降解性是生物质能源商

业可行性的主要限制因素ꎮ 近几年ꎬ植物基因工程

技术得到了广泛重视ꎬ成为改造能源植物以及促进

木质纤维素高效降解的重要手段[１５]ꎮ Ｅ１ 基因是嗜

热纤维素降解酶基因家族中的关键基因[１１]ꎬ对 Ｅ１
基因亚细胞的定位表达进行研究具有重要意义ꎮ 相

关研究结果[１１ꎬ１６] 表明ꎬ在实际生产应用过程中ꎬＥ１
蛋白质重组纤维素酶的最适活性温度在 ６０ ℃以上ꎬ
其贮存稳定性和热稳定性均较好ꎮ

本研究成功构建了带有 ５ 种不同信号肽编码序

列 Ｅ１￣ＩＶｓ￣ＧＦＰ 系列植物表达载体ꎬ并在植物体内实

现了不同的亚细胞定位表达ꎮ 细胞质和细胞间隙是

植物细胞生命活动的重要场所[１７]ꎮ 耐高温纤维素降

解酶在玉米细胞的质外体中表达ꎬ重组纤维素酶的表

达量占可溶性总蛋白质的 ２. １％ꎬ并获得了 ８４５
ｍＵ / ｍｇ总蛋白质的酶活性ꎬ这是迄今为止得到的较高

活性[１８]ꎮ 本研究结果为嗜热内切葡聚糖酶在细胞质

和细胞间隙中的蛋白质功能和表达效果研究奠定了

基础ꎮ 内质网作为重要的植物细胞器ꎬ密切参与蛋白

质的合成过程ꎬ是重要的蛋白质运输通道ꎮ 内质网定
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位信号肽(ＫＤＥＬ)可以使蛋白质从高尔基体回流到内

质网ꎬ从而使蛋白质定位于内质网中[１９]ꎮ 本研究采

用 ＫＤＥＬ 定位信号ꎬ取得了较好的内质网定位效果ꎮ
线粒体与细胞呼吸、细胞凋亡[２０]等关系密切ꎬ某些蛋

白质通过破坏细胞线粒体的功能从而影响植物的正

常生长[２１]ꎬ因此关于线粒体的研究是嗜热内切葡聚

糖酶对植物生长发育影响研究的重要组成部分ꎮ 本

研究利用酵母菌 ＣｏｘＩＶ 分泌信号在线粒体基质中传

递蛋白质[２２]ꎬ将目的蛋白质与酵母 ＣｏｘＩＶ 信号肽的

前 ４ 个氨基酸融合ꎬ以保证目的蛋白质的正确定位ꎮ
叶绿体是植物细胞进行光合作用的细胞器ꎬ是植物进

行糖类合成的重要场所ꎬ在植物的生长发育过程中起

着不可替代的作用ꎮ 导入叶绿体的外源基因必须在

适当调控蛋白质[２３] 的控制下才能在叶绿体中表达ꎬ
本研究利用菊花小亚基蛋白质的分泌信号将蛋白质

输送到叶绿体基质中ꎬ与 Ｒｕｂｉｓｃｏ 蛋白质的前 １１ 个氨

基酸融合ꎬ确保信号肽的正确加工ꎮ
本研究结果表明ꎬＥ１￣ＧＦＰ 融合蛋白质集中分布

在信号肽所对应的细胞器内ꎬ在细胞质和线粒体中

表达荧光强度较高ꎬ具有较好的表达效果ꎮ 以上研

究结果为 Ｅ１ 基因在植物中的不同亚细胞定位表达

及植物木质纤维素的高效降解利用提供了理论依据

和研究基础ꎮ
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３５２１李齐东等:嗜热内切葡聚糖酶(Ｅ１)植物亚细胞定位表达载体的构建及验证


