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拟南芥翻译延伸因子 EF1A的亚细胞定位研究 

陈 燕，王伟倩 ，张红莉 ，夏群芳，孙恒吉，李瑞沙，郑 帮，周树敏，张 卫 

(上海大学 生命科学学院；上海市能源作物育种及应用重点实验室，上海 200444) 

摘 要 ：探讨了拟南芥的翻译延伸因子EF1A的亚细胞定位．以Col野生型拟南芥的eDNA为模板，通过高保 

真 KOD扩增酶获得 2 363 bp的拟南芥转录延伸因子 EFIA基因片段，将其与GFP融合后共同连入 p1300表达载 

体，利用农杆菌侵染法将 p35S：GFP和p35S：EF1A：：GFP转入野生型拟南芥中，观察转基因植物细胞中 GFP 

的表达情况．结果显示 ：p35S：GFP转基因植物中，细胞核中 GFP荧光强度显著高于细胞质 中荧光强度，但是在 

p35S：EF1A：：GFP转基因植物中，细胞核中荧光强度与细胞质中荧光强度无显著差异，说明在进行蛋白翻译时 

细胞质中的 EF1A含量显著高于细胞核中，这也为翻译延伸因子 EF1A的亚细胞定位提供了实验依据． 
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蛋白质的生物合成可分为 3个基本阶段：起始，延伸和终止．翻译的延伸需要几个可溶性蛋白的参与，这 

些蛋白称为 eEFs[1]，蛋白质的翻译场所主要在细胞质内的核糖体中进行．翻译延伸因子 1A(elongation fac- 

tor 1 alpha，EF1A)是参与蛋白翻译延伸的重要蛋白质，EF1A有 3个结构域，结构域 I与 GTP结合，结构 

域Ⅱ和Ⅲ结合 tRNAE ．EFIA是细胞内广泛存在的含量较多的蛋白，占正常细胞总蛋白的 1 --2 ，EF1A 

基因的表达调控十分保守．EFIA除了参与蛋白质翻译外，还有许多非常重要的功能，比如参与信号传导 、翻 

译控制、细胞凋亡、细胞骨架组成等l_3]．本实验 以 p35S过量表达 EF1A ：：GFP融合蛋 白，旨在确定拟南芥 

翻译延伸因子 EF1A的亚细胞定位，为 EF1A的进一步研究提供理论依据和思路． 

1 材 料 

1．1 植物材料 

实验中所用到的野生型拟南芥植物为 Columbia(Co1)生态型．人工光照培养室培养，温度 22℃，光照 

16 h／黑暗8 h，相对湿度 7O ]，定期浇水和补充营养液．营养液由上海永通化工有限公司生产． 

植物培养介质为蛭石：黑土(3：1)．植物种子先在 4。C冷库进行低温处理，以提高种子的萌发率，4 d后 

置于人工光照培养间进行培养 ，待生长至两片真叶后进行移植并继续培养． 

1．2 菌体和载体 

TG1(E．Coli)：大肠杆菌，用于表达载体构建及质粒转化等实验．TG1感受态由上海迈其生物科技有限 

公 司提供 ；GV3101(Agrobacterium tumefaciens)：根癌农杆菌 ，用于介导外源基 因侵染转 化拟南芥植 物， 

GV3101超级感受态由本实验室 自制 ；p35S：：GFP的表达载体 由本实验室提供并保存． 

2 方 法 

2．1 拟南芥总eDNA的获得 

2．1．1 植物总RNA的提取 采用 QIAamp R Viral RNA Mini Kit试剂盒．试剂盒购自Qiagen生物公司． 
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2．1．2 植物总 RNA的反转录 RNA反转录所用试剂盒购 自 TaKaRa生物科技公司．具体操作按下列组分 

配制 RT反应液(反应液配制在冰上进行)：5×PrimeScript RT Master Mix(for Real Time)使用量2 L，To— 

tal RNA使用量 l L；RNase Free fldH2O使用量 7 L． 

反应体系可按需求相应放大，1O L反应体系可最大使用 500 ng的 TotalRNA． 

反转录反应条件如下：37。C 15 min(反转录反应)；85。C，5 s(反转录酶的失活反应)；4℃(保存)． 

2．2 引物和试剂 

在 www．arabidopsis．org网站下载 EFIA基因的序列，并依据基因序列设计 PCR(Polymerase Chain 

Reaction)扩增引物在上下游引物两端分别加上 XbaI和BamHI酶切位点，实验所用引物如表 1所示．本实 

验所用引物均由上海生工生物工程股份有限公司进行合成． 

表 1 实验 引物序 列 

PCR扩增采用 Takara公司的高保真 KOD酶．PCR扩增参数为 ：94℃ 2 min；98℃ 30 S(变性)；68。C 

3O s／K(延伸)；72℃ 10 min；10℃ 10 min；33次． 

将扩增所得的目的片段以 taq酶加“PolyA”尾加“PolyA”尾后进行胶回收操作 ，胶 回收试剂盒由 Takara 

公司生产．将含目的DNA片段的胶回收产物连入 pMD18一T载体进行测序，pMD18一T载体和连接酶 so— 

lution I由 Takara公司生产． 

连接体系(10 L)如下：目的片段 1．5；T载体 0．5；Solution I：5 uL；ddH20：3 L． 

其中 Solution I连接酶内含 T4 DNA连接酶为试剂盒 内配套试剂．实验 中所有 TA Cloning Vector均 

由上海美吉生物医药科技有限公司完成测序 

测序结果在 NCBI网站(http：／／blast．ncbi．nlm．nih．gov)使用 BLAST程序进行序列比对分析． 

2．3 表达载体构建流程 

表达载体 p35S：EF1A：：GFP的构建根据郑帮等 的方法进行． 

2．4 表达载体对野生型拟南芥的转化 

将构建好 的表达载体采用热激转化法转入农杆菌 GV3101，并对 培养 出来的农杆菌菌落进行阳性克 隆 

的筛选和鉴定，农杆菌转化方法详见参考文献[6-7]．将转入表达载体的农杆菌阳性克隆菌株依次进行划板、 

挑选单克隆、少量培养(5 mI )、大量培养(250 mI )后，侵染转化野生型拟南芥植株，植物转基因具体步骤详 

见参考文献 ]． 

2．5 转基因阳性苗的筛选 

收取转化植株 的种子干燥处理后 ，用含 50 p~g／mI 潮霉素的抗性平板进行转基因阳性苗筛选 ，将所获的 

转基 因阳性苗移植培养． 

2．6 转基因拟南芥的 PCR检测 

以转基因拟南芥叶为材料 ，采用 SDS法提取基因组 DNA，该提取方法根据 Dellaporta，Wood和 Hicks 

的方法改进而成 ，检测转基 因拟南芥所用引物如表 1所示． 

2．7 转基因植物的荧光观察 

取转基因拟南芥第 3～5片真叶，用超纯水冲洗后 ，制成临时装片 ，用蔡司 LSM710共聚焦显微镜进行 

荧光观察及表型鉴定所获图片利用蔡司2．0图形分析软件进行分析． 
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Two-Dimensional Cellular Automata based Simulation 

of the Formation of Aerobic Granular Sludge 

HAI Benzhai 。W ANG Hailei 

(a．Colledge of Compute Science＆Tech向o10gy；b．College of Life Sciences， 

Henan Normal University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：The formation mechanism and environmental conditions of the aerobic granular sludge becomes the target of 

many researchers．W ith the method of cellular automata this paper gives a model of formation of an aerobic granular sludge． 

The simulation results show that the model effectively reveals the formation mechanism of aerobic granular sludge，the reliabili— 

ty of the model was verified，the results amplified has an important guiding significance for the aerobic granular sludge industri— 

alization． 

Keywords：cellular automata；aerobic granular sludge；wastewater treatment 
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Subcellular Localizationoftranslation Elongation 

Factor EFIA in Arabidopsis Thaliana 
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ZHENG Bang，ZHOU Shumin，ZHANG W ei 
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Abstract：The subcellular 1ocalization of the translation elongation factor EF1A of Arabidopsis was investigated in this 

study．The 2 363 bp cDNA fragment of the Arabidopsis translation elongation factort EFIA was cloned by KOD reaction from 

Arabidopsis Columbia．With GFP fusion，the gene fragmentconstructed into the p1300 vector，Then the p35 S：GFP and 

p35S：EF1A ： GFP were trans fotreated into Col ecotypes ArabidopsisbyAgrobacterium—mediation．GFP expression in 

— transgenic plants cell was observed and showed that 35 S：GFP transgenic plants exhibited a significantly high GFP fluoresence 

in the nucleus than in cytoplasm，but in p35S：EF1A ： ：GFP transgenic plants。the fluorescence intensity in nucleus was simi— 

lar to cytoplasm．These results suggested that during protein translation，EF1A Content in cytoplasm is higher than in nuc1eus
． 

Furthermore，the subcellular localization of EF1A also been revealed in this study
． 

Keywords：Arabidopsis thaliana；translation elongation factor；EF1A；GFP 


