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苎麻生长素结合蛋白 BnABP1 与 GFP 融合在烟草中的表达 
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摘 要：运用已克隆的苎麻生长素结合蛋白 BnABP1 基因 cDNA 及植物表达载体 pCAMBIA1300−GFP，构建了

35S 启动子控制的苎麻 BnABP1 基因编码区段与绿色荧光蛋白(GFP)基因融合表达重组体(pCAMBIA1300− 

GFP−BnABP1)。通过根癌农杆菌介导法将其转化烟草WS38，经抗性筛选和 PCR检测获得了转基因烟草。对转基

因烟草细胞进行荧光显微镜观察，发现在细胞质膜和内膜系统上都有较强烈的荧光信号，进一步证明苎麻生长素

结合蛋白 ABP1已结合在细胞的膜系统上。 
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Abstract: The coding region of a cloned cDNA of Ramie auxin binding protein gene (BnABP1) was inserted into a plant 
expression vector pCAMBIA1300-GFP under the control of promoter CaMV35S to construct a green fluorescent protein 
(GFP) fusion expression vector. The recombinant plasmid named pCAMBIA1300-GFP-BnABP1 was transformed into 
Nicotiana tabacum WS38 via Agrobacterium tumefaciens mediated transformation and transgenic tobacco was obtained 
by screening on antibiotic media and by PCR identification. The transgenic tobacco callus was detected under 
fluorescence microscope and the strongest green fluorescence signals were appeared in plasma membrane and inner 
membrane system. The results showed that Ramie auxin binding protein ABP1 was mostly concentrated in the membrane 
system of cell. 
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生长素参与植物生长和发育的诸多过程，研究

其作用机制对深入认识植物生长发育的生理过程

有重要意义[1−3]。目前已从玉米[4]、陆地棉[5]、辣椒[6]、

烟草 [7]等植物中分离出生长素结合蛋白 ABP1 
(auxin-binding proteins)。有研究表明，ABP1 在植
物生长素的运输过程中具有与生长素结合并转运

到其他组织细胞的功能。笔者以苎麻(Boehmeria 

nivea)[8−9]为材料，运用 RT−PCR，克隆了苎麻生长
素结合蛋白 ABP1 基因 cDNA(GenBank 登录号：
EU195804)，并对其进行了表达分析[10]。在此基础

上将其与绿色荧光蛋白(green fluorescen protein，
GFP) [11−16]融合进行了烟草的遗传转化，以此对目

标蛋白进行标记，更深入探讨该生长素调控的途

径。将已克隆的苎麻生长素结合蛋白 ABP1 基因



 
 

382                      湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hnndxb.com                   2012年 8月 

 

cDNA，亚克隆到  GFP 绿色荧光蛋白表达质粒
pCAMBIA1300−GFP 中，构建了 BnABP1 与 GFP
融合表达载体 pCAMBIA1300−GFP –BnABP1。采用
根癌农杆菌介导的烟草叶盘转化法进行了烟草的

遗传转化。获得的转基因烟草采用荧光显微镜观

察，初步分析了苎麻生长素结合蛋白 BnABP1在细
胞中的定位和分布情况。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

烟草品种 WS38。烟草采用 MS+1.0 mg/L 
6−BA+0.1 mg/L NAA(MS1)进行愈伤组织诱导和发
芽，采用MS+ 0.05 mg/L NAA(MS2)诱导生根。大
肠杆菌 (Escherichia coli)Top10 和根癌农杆菌
(Agrobacterium tumefaciens) LBA4404，克隆的苎麻
BnABP1 基因 cDNA(pMD−BnABP1)质粒由湖南农
业大学细胞生物学实验室保存，pCAMBIA1300− 
GFP质粒由北京生命科学研究所惠赠。 

1.2 方 法 

1.2.1 pCAMBIA1300−BnABP1 的构建及工程根

癌农杆菌的获得 

通过 BioEdit 软件分析苎麻 BnABP1 基因中的

酶切位点，结合 pCAMBIA1300 载体上的多克隆
位点，考虑基因片段的融合表达，目的片段大小约

为600 bp，在克隆载体pMD−BnABP1的上、下游分
别引入 KpnⅠ 和 XbaⅠ 核酸限制内切酶的酶切

位点，设计引物：上游引物 P1，5′−CGGGGTACC 
ATGGGTTGGTCTTCGATTCC−3′；下游引物P2，
5′−TGCTCTAGACAGTTCATCC-TTTTGATGTG−3′。
通过PCR将目的片段从pMD−BnABP1质粒上释放，
将其定向克隆到植物表达载体pCAMBIA1300−GFP 
的35S启动子下游，构建了绿色荧光蛋白植物表达
载体 pCAMBIA1300− GFP−BnABP1。将此表达载
体转化至 E.coli Top10 感受态细胞中，并进行筛选

及酶切检测，采用冻融法将构建正确的表达载体转

化农杆菌 LBA4404。 

1.2.2  农杆菌共培养叶盘法转化烟草 WS38 

将烟草WS38无菌苗幼嫩健壮叶片去主脉，剪

成 0.8 cm × 0.8 cm的叶盘，在MS1培养基上预培养

2 d。工程农杆菌用 YEB 液体培养基摇瓶培养至
OD600=0.6~1.0，将 50 mL培养物 12 000 r/min离心
收集细菌，用 1/2 MS 液体培养基悬浮细菌，使
OD600=0.5~0.6。将预培养的叶盘取出，浸泡在农杆
菌菌液中，190 r/min、28 ℃摇床上共培养 10 min，
放置于顶层置滤纸的培养基上，暗处共培 3 d。洗
涤后将转基因材料接种到含有潮霉素和羧苄青霉

素的培养基上，25 ℃、16 h光照，8 h黑暗交替培
养，抑制农杆菌的生长，同时筛选具有抗性的转基

因愈伤组织。 

1.2.3  苎麻 BnABP1基因转化烟草愈伤组织的检测 

分别取同龄及大小相差不大的转基因及未转

基因烟草的愈伤组织，制备为原生质体，置荧光显

微镜下，利用 GFP 观察生长素结合蛋白 ABP1 在
细胞中的定位情况，并拍照记录。 

2 结果与分析 

2.1 植物表达载体的构建及其检测分析 

对构建的 GFP 植物表达载体 pCAMBIA1300− 
GFP−BnABP1按流程进行重组构建后，转化大肠杆
菌 E.coli Top10，转化细菌经过菌落 PCR扩增检测，
阳性细菌再分离质粒，采用相关的限制性内切酶酶

切分析(图 1)，证实构建的表达载体结构与设计预期
一致。将重组质粒采用液氮冻融法转化根癌农杆菌 

 
M DNA Marker；1 pCAMBIA1300−GFP 对照质粒双酶切； 

2 pCAMBIA1300−GFP−BnABP1双酶切出现预期带；3 pCAMBIA1300 − 
GFP−BnABP1单酶切。 

图 1  pCAMBIA1300−GFP−BnABP1 重组质粒的酶切分析 
Fig.1  Enzymes digestion verify the pCAMBIA1300−GFP−BnABP1 
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LBA4404，经过 PCR检测的阳性根癌农杆菌用于共
培转化。 

2.2  根癌农杆菌载体浸染烟草 

2.2.1  共培养结果 

将烟草无菌苗叶片切割成 0.8 cm × 0.8 cm的叶
盘，在农杆菌液中浸渍 3～10 min后，置于无抗生素
的培养基上共培养 3 d，可观察到叶盘已经开始长
大，一些过于幼嫩、面积较小的叶片可能在操作中

已死亡。这种叶盘呈水浸状或褐化，可弃而不用。

将得到的叶盘转入诱导培养基中诱导愈伤组织，同

时在该培养基中添加 500 mg/L羧苄青霉素作为农杆
菌抑制物和 50 mg/L潮霉素作为转基因筛选。 

2.2.2  诱导愈伤组织情况 

叶盘转入 MS2 培养基中约 1 周后，可以观察
到转基因苗叶盘明显长大，叶盘边缘开始变白，2
周以后，叶盘几乎完全变白，膨大变厚，边缘有凹

凸不平的突起(图 2)。继续培养至 3周，边缘突起变
大，开始产生绿色芽点。 

 
图 2  培养 3 周的叶盘愈伤组织 

Fig. 2  The callus are induced from the leaf plates which 

cultured for 3 weeks 

2.3  转基因植株中 BnABP1 细胞的定位情况 

抗性筛选的烟草愈伤组织，经诱导分化，获得

抗性转基因小苗。取其叶片进行 PCR检测，证实为
阳性转基因植株。取转基因烟草愈伤组织制备游离

细胞，在荧光显微镜下观察，以未转基因烟草组织

为对照。结果发现转基因烟草愈伤组织细胞膜上荧

光强烈，荧光分布在细胞膜、内膜系统上。未转基

因的对照愈伤组织细胞在 509 nm 光波诱导下，能
观察到绿色荧光，但荧光比较微弱，在细胞核上则

比较集中。两相对比，可以判断苎麻生长素结合蛋

白多集中于细胞膜上，在核膜等内膜系统上也有分

布(图 3)。 

  
1 非转基因烟草细胞；2 转基因烟草细胞。 

图 3 烟草细胞荧光观察结果 

Fig. 3  Fluorescence observation of separated callus cells of 

nontransgenic tobacco (1) and transgenic tobacco (2) 

3  讨  论 

用 GFP 进行亚细胞定位简单易行 [17−28]。本研

究中利用 GFP 诱发荧光特性在荧光显微镜下进行
游离细胞荧光观察，发现荧光信号在细胞膜部位最

为强烈，核膜等内膜系统也有明显信号，表明苎麻

生长素结合蛋白 ABP1多集中于细胞的膜系统上。
Macdonald H 等认为，在植物细胞内有大量 ABPl
闲置在内质网上，当受到生长素刺激后，ABPl 会
从内质网上释放出来，并被运输到原生质体膜外。

ABPl 一旦被运转到细胞膜外侧，便与原生质体膜
上的停泊蛋白作用，暴露出生长素结合位点，接受

生长素信号并传递这一信号。另外一种推测是质膜

外表面的 ABP1在没有生长素存在的情况下不具有
结合活性，经生长素诱导后，ABP1构象发生改变，
暴露出 BoxA位点与生长素结合，并迅速翻转移向
细胞内，保持其较高的结合活性，这是生长素从质

膜上开始信号转导的第一步[19−20]。 
近年来关于生长素的研究取得了较大进展。认

为植物生长素信号途径至少包含 2 条相对独立的途
径：一是经细胞内受体 TIR 促进转录因子抑制蛋白
(Aux/IAA)泛素化降解，并由此调控一系列基因表达
的信号途径[21]；二是生长素不涉及基因表达调控的

快速响应信号途径，但此途径目前仍只有片段性了

解[22]。在今后的工作中，笔者拟利用烟草 BY2细胞
系和酵母细胞建立起研究生长素快速响应信号途径

的细胞模型，为揭示该信号途径发生的分子过程提

供理论依据。 

1 ２
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