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摘要      膜联蛋白(annexin)是一类依赖钙离子的多功能磷脂结合蛋白家族, 在进化上高度保

守, 但不同的膜联蛋白基因的表达模式和蛋白质的亚细胞定位具有特异性。拟南芥中已经鉴定

出8个编码膜联蛋白的基因, 在生长发育和对逆境胁迫响应过程中起作用。已知拟南芥膜联蛋白2
参与根的分泌活动和生长素介导的根的向地性反应, 但作用机制不清楚。蛋白质的亚细胞定位能

为研究其功能和作用机制提供重要参考信息。将编码膜联蛋白2的序列克隆到植物双元表达载体

pCAMBIA1300-mCherry上, 在拟南芥中表达AnnAt2-mCherry。利用荧光蛋白技术、mCherry与绿

色荧光蛋白标记的细胞器标记物共定位技术以及细胞器特异性荧光染料染色技术, 作者研究了膜

联蛋白2的亚细胞定位。结果显示, 膜联蛋白2定位于细胞质、细胞核、高尔基体和内质网中, 表明

该蛋白质可能具有非常重要的功能和复杂的蛋白质翻译与转运调控机制。更多结果发现, 转基因

拟南芥中膜联蛋白2与绿色荧光蛋白标记的微丝骨架存在共定位现象, 推测该蛋白可能通过微丝骨

架调节及微丝骨架介导的囊泡运输参与细胞分泌活动。该文为进一步研究膜联蛋白2蛋白质的翻

译与转运调控以及作用机制提供了实验依据。
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Abstract       Annexin is a highly conserved protein family binding to phospholipids in a calcium-dependent 
manner, while different annexins harbore various gene expression patterns and protein subcellular localizations. 
Eight annexins in Arabidopsis thaliana (AnnAt) have been identified. These annexins play important roles in 
growth, development and responses to stress. Annexin 2 in Arabidopsis thaliana (AnnAt2) is involved in root 
secretion and auxin-mediated geotropism growth of root cells. However, the molecular mechanism remains 
undefined. The subcellular localization of proteins is a crucial cue to explore their biological functions and 
molecular mechanisms. In the current study, the subcellular localization of AnnAt2 was investigated with fusion 
protein expression and colocalization with green fluorescent protein (GFP) of organelles or specific fluorescence 
dyes, respectively. Our results revealed that AnnAt2 was localized simultaneously in cytosol, nuclei, Golgi 
apparatus and endoplasmic reticulums. These data indicates that the translation and transportation of AnnAt2 are 
complex. AnnAt2 was colocalized with actin filaments marked by GFP in transgenic AnnAt2-mCherry Arabidopsis 
lines, suggesting that AnnAt2 might be involved in cell secretion via dynamic regulation of microfilaments and 
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microfilament-mediated vesicles transport in Arabidopsis. These data provide the experimental evidence for further 
studies of protein translation, transport pathways and the functions of AnnAt2. 

Keywords       AnnAt2; subcellular localization; microfilament; Arabidopsis thaliana

膜联蛋白(annexin)是一类钙离子及磷脂结合蛋

白超家族, 广泛分布于真核生物和原核生物中, 在进

化上高度保守。目前已知的膜联蛋白包括动物膜联

蛋白 I、II、III、IV、V、VI、X、VII、VIII、XI和
XXXI、真菌膜联蛋白XIV、植物膜联蛋白和膜联蛋

白相似蛋白(annexin like protein)等多个亚家族[1]。膜

联蛋白的结构高度保守, 其C-端为核心区域, 由4个
或8个高度保守的膜联蛋白重复结构(annexin repeat)
组成, 每个膜联蛋白重复结构由约70个氨基酸重复

序列K-G-X-G-T-{38}-D/E组成。膜联蛋白重复结构

包含5个α-螺旋, 是膜联蛋白与钙离子互作所必需的, 
α-螺旋构成了大多数膜联蛋白的二级结构[2]。膜联

蛋白参与动物的多种细胞过程, 如膜泡转运、离子

运输、细胞骨架重排、细胞分裂和分化及细胞凋亡

等[3]。对植物膜联蛋白了解相对较少, 目前只在豌

豆、拟南芥、棉花、芥菜和水稻等植物中分离出编

码膜联蛋白的基因[4-6]。植物膜联蛋白的C-端含有4
个膜联蛋白重复结构结构, 但N-端相对较短(约10个
氨基酸)。植物膜联蛋白同样受Ca2+、pH、电压和

脂类物质等因素的调节[7], 在胞外分泌、微丝动态调

节、过氧化物酶及胼胝质合酶活性调控和离子运输

等过程中起作用[6,8], 参与植物生长、发育以及对环

境胁迫的响应[9-10]。

不同的膜联蛋白基因表达模式和蛋白质的亚细

胞定位具有特异性。膜联蛋白II主要在人体内皮细

胞、巨噬细胞、骨髓细胞和某些肿瘤细胞中表达。

植物膜联蛋白在分裂中的细胞、萌发中的花粉和种

子、形成和生长中的初生根和侧根、膨大过程中的

块茎、伸长中的棉纤维和衰老过程中的花瓣等多种

器官中表达, 表达量与生长和发育密切相关[11]。膜

联蛋白的表达部位与极性生长关系密切, 一些膜联

蛋白在花粉管、根毛和蕨类植物假根膨胀的顶端区

域表达[4,12]。膜联蛋白在细胞内的亚细胞定位对于

分析其功能和作用机制至关重要。目前研究发现, 
膜联蛋白在细胞质、质膜、线粒体、内质网、高尔

基、细胞核以及植物细胞的液泡膜、叶绿体和乙醛

酸循环(glyoxysome)体均有定位[13-15], 且存在同一个

膜联蛋白在一个细胞的多个细胞器和细胞亚区分布

的情况[1], 表明其蛋白质合成和合成后的转运调控

机制复杂。不同的膜联蛋白亚细胞定位也不完全

相同。如拟南芥膜联蛋白1(annexin 1 in Arabidopsis 
thaliana, AnnAt1)和AnnAt4能够互作, 原生质体瞬时

表达结果表明, AnnAt1和AnnAt4都存在内质网定位, 
但AnnAt1同时还存在细胞质定位[13]。

动物中某些膜联蛋白与肌动蛋白结合, 调节微

丝动态[16]。有些膜联蛋白可以直接结合肌动蛋白调

节微丝骨架的动态, 而有些膜联蛋白必须与肌动蛋

白结合蛋白(actin binding protein)结合形成蛋白质复

合体调节微丝动态[17]。哺乳动物膜联蛋白A2通过结

合G-肌动蛋白和对F-肌动蛋白的末端进行加帽来调

节肌动蛋白的装配[16]。某些植物膜联蛋白也能通过

结合F-肌动蛋白起作用。到目前为止, 已经报道番

茄、西葫芦和含羞草的膜联蛋白在体外实验中能与

F-肌动蛋白结合, 西葫芦膜联蛋白与肌动蛋白的结

合在高盐条件下被解除[18-19]。棉花、含羞草和番茄

膜联蛋白与F-肌动蛋白的结合是钙依赖性的[19]。有

些植物的膜联蛋白可以通过影响与肌动蛋白的结合

来抑制细胞生长, 如在玉米胚芽鞘中, 抑制表皮细胞

的生长能促进膜联蛋白与肌动蛋白的结合[20], 但作

用机制还不清楚。 
拟南芥中已经鉴定出8个编码膜联蛋白的基

因[21], 多个基因都在根、下胚轴、子叶和种子种表

达, 但它们的表达模式并不完全相同[21-22]。拟南芥

AnnAt1和AnnAt2在高度分泌类型细胞根毛的顶端

表达量非常高, 说明AnnAt1和AnnAt2可能参与调控

分泌活动[4]。AnnAt1、AnnAt2、AnnAt4和AnnAt8都
已被证明在拟南芥生长和发育以及响应环境胁迫

过程中起重要作用[13,23-25]。AnnAt1和AnnAt4通过互

作在拟南芥响应盐和干旱过程中起作用, 但二者的

亚细胞定位并不完全相同[13]。最近的研究结果表

明, AnnAt1和AnnAt2在拟南芥响应干旱和高温过程

中起作用, 在45 °C高温下, 突变体annat1和annat2对
热的敏感性明显增强, 且在高温条件下, 双突变体

annat1 annat2中检测不到热激蛋白和细胞质游离钙

离子([Ca2+]cyt)增加的现象[26], 说明AnnAt1和AnnAt2
可能通过Ca2+的信号通路在胁迫过程中起作用。
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AnnAt2基因在拟南芥根、茎、下胚轴、子叶

和花中均有表达, 且在花粉和根的伸长区、根毛

区以及根冠中表达丰富[4,21,23]。AnnAt2的表达受温

度、盐和渗透胁迫调控, 高温诱导该基因表达, 但
低温、盐和渗透胁迫抑制该基因表达[21,26], 说明该

基因在植物响应非生物胁迫中的作用机制非常复

杂。AnnAt2参与根的分泌活动、生长素介导的根的

向地性反应[22,27], 但作用机制尚不清楚。蛋白质的

亚细胞定位对了解其功能机制具有非常重要的参考

作用。本研究通过基因工程和细胞生物学方法, 借
助于荧光蛋白技术和蛋白质共定位技术, 对拟南芥

膜联蛋白2的亚细胞定位进行了研究。结果表明, 该
蛋白质定位于细胞质、细胞核、内质网和高尔基体, 
并与微丝骨架存在共定位, 说明其可能通过调控微

丝骨架在细胞分泌、囊泡运输以及与外界环境的信

号识别和转导过程中起作用。实验结果为下一步深

入研究拟南芥膜联蛋白2的作用机制提供了基础。

1   材料与方法
1.1   实验材料

实验所用拟南芥为哥伦比亚生态型(Arabidopsis 
thaliana, Col)。瞬时表达所用的烟草为本生烟草

(Nicotiana benthamiana)。GFP标记的过氧化物酶体

(CD3-979)、线粒体(CD3-987)和高尔基体(CD3-955)
标记物购自ABRC(http://www.arabidopsis.org)。所

用内质网荧光染料为ER-Tracker™ Green(Invitrogen
公司); 细胞核荧光染料为4′,6-二脒基-2-苯基吲哚

(DAPI)(Sigma公司)。用丝束蛋白(fimbrin)微丝结合

结构域(actin binding domain, ABD)与GFP融合蛋白

(ABD-GFP)标记微丝 [28]。转AnnAt2-mCherry基因拟

南芥与转ABD-GFP拟南芥杂交, 杂交后代用于观察

微丝骨架与膜联蛋白2的共定位。

1.2   实验方法

1.2.1   实验材料培养      拟南芥种子经消毒后播种

于MS(Murashige Skoog)基本培养基, 在4 °C放置2 d
后移至光下萌发, 将7~10 d的幼苗移到培养基质中

于温室中(16 h光照/8 h黑暗, 20 °C)培养。瞬时表达

所用的烟草在室温14 h光照(25 °C)/10 h黑暗(20 °C)
生长4~5周后用于瞬时表达。

1.2.2   载体的构建      首先, 将2个重复的Gly4-Ser作
为linker和mCherry连接, 共同克隆到pCAMBIA1300
载体, 创造pCAMBIA1300-linker-mCherry双元表达

载体。用特异性引物从pLVX-mCherry-C1载体上

扩增mCherry序列, 并分别在5′端和3′端引入Xho I
和Xba I酶切位点。为避免目的蛋白与mCherry间
形成2级结构而影响目的蛋白的翻译后转运, 我们

在mCherry的起始密码子ATG后面引入2个连续的

Gly4-Ser作为linker。引物序列分别为: 5′-GGA TCC 
CTC GAG ATG GGA GGT GGC GGA AGT GGA 
GGT GGA GGC AGT GTG AGC AAG GGC GAG 
GAG GA-3′和 5′-TCT AGA TTA CTT GTA CAG 
CTC GTC CAT GCC G-3′。PCR产物连到克隆载体

(pMD18-T simple)进行测序, 将测序正确的目的片段通

过Xho I/Xba I连入表达载体pCAMBIA1300, 通过35S
启动子表达mCherry。将构建成功的pCAMBIA1300-
mCherry载体分别转化农杆菌菌株LBA 4404(用于在烟

草中瞬时表达)和GV 3101(用于转化野生型拟南芥)。
构建pCAMBIA1300-AnnAt2-mCherry。利用特

异的引物扩增AnnAt2编码区序列(不包括终止密码

子), 在引物5′和3′端分别加Sac I和BamH I的酶切位

点。引物序列为: 5′-GAG CTC CAA CAA TGG CGT 
CTC TCA-3′和5′-GGA TCC ACA GTT AGT AGC ATC 
GCC-3′。提取拟南芥RNA, 以反转录产物cDNA作为

PCR模板, 扩增AnnAt2基因的编码区序列。用相同的

方法构建pCAMBIA1300-AnnAt2-mCherry载体, 表达

AnnAt2-mCherry融合蛋白。用常规方法分别在烟草

中进行瞬时表达和在拟南芥中进行稳定表达。

1.2.3   拟南芥遗传转化和转基因植株筛选及鉴定      
将上述构建好的表达载体pCAMBIA1300-mCherry
和pCAMBIA1300-AnnAt2-mCherry分别转化农杆菌

菌株GV3101, 利用农杆菌介导的方法浸染拟南芥花

序。收获的种子经25 mg/L潮霉素筛选和PCR鉴定

得到T0代拟南芥转基因株系。用稳定遗传的T3代4
个株系的转基因植株进行亚细胞定位观察。

1.2.4   蛋白质的共定位研究      分别采用荧光染料

标记技术和载体共转化技术研究蛋白质共定位。用

10 μg/mL的DNA特异性细胞核荧光染料DAPI对生长

7 d左右的转基因拟南芥幼苗染色5 min。用1 μmol/L
内质网特异性荧光染料ER-Tracker™ Green进行染色

处理, 5 min后观察并照相。共转化方法的过程如下: 
将转化了pCAMBIA1300-AnnAt2-mCherry的农杆菌

与转化了GFP标记的线粒体/过氧化物酶体/高尔基

体标记物的农杆菌, 共同注射温室培养4~5周的本生

烟叶片, 同时注射等体积的35S::P19重悬菌液以增
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强目的蛋白的表达。注射后正常培养2~3 d后撕取

叶片下表皮, 观察荧光蛋白发光情况。

1.2.5   荧光观察和照相      对MS培养基上生长7~10 d
拟南芥转基因幼苗或注射农杆菌后的烟草叶片, 用
Zeiss LSM 510 META型荧光共聚焦显微镜观察荧光

并照相。观察mCherry、GFP、ER-Tracker™ Green和
DAPI的激发光和吸收光波长分别为587/570~640 nm、 
488/505~550 nm、504/511 nm和358/460 nm。

2   结果
2.1   pCAMBIA1300-mCherry载体的表达

我们将mCherry从 pLVX-mCherry-C1克隆到

pCAMBIA1300表达载体, 为防止目的蛋白与mCherry
间形成二级结构, 在mCherry的起始密码子ATG后

面引入2个连续的Gly4-Ser作为linker, 同时引入多

个限制性内切酶位点(见1.2.2)。为了检验构建的

pCAMBIA1300-mCherry载体能正常发光, 首先将该

载体在烟草叶片中进行了瞬时表达。农杆菌注射后

48 h, 用激光共聚焦显微镜观察到mCherry的荧光均

匀分布在细胞的细胞质中(图1A), 说明构建的载体

中mCherry能正常发光。

为了确定构建的 pCAMBIA1300-mCherry载
体能够通过农杆菌菌株GV3101转化拟南芥并稳定

表达, 我们将该载体转化到拟南芥中。通过抗生

素筛选和PCR鉴定, 得到11个T0代转基因株系, 在
转基因的幼苗中均观察到均匀分布的mCherry荧
光(图1B)。以上结果显示, 我们构建的表达载体

pCAMBIA1300-mCherry中的mCherry能正常发光 , 
并且没有出现因蛋白质表达过量而产生堆积的现

象, 说明改造的pCAMBIA1300-mCherry双元表达载

体可以用来进行目的蛋白的亚细胞定位研究。

2.2   拟南芥膜联蛋白2定位于细胞质、细胞核、

内质网和高尔基体

我们将构建的pCAMBIA1300-AnnAt2-mCherry
载体转化烟草, 发现烟草表皮细胞中有mCherry荧光

存在(图1C), 表明载体构建正确, AnnAt2和mCherry
能够作为一个阅读框表达融合蛋白。取4个转基

因拟南芥株系的T3代植株, 观察mCherry的荧光分

布, 发现细胞的细胞质中均存在mCherry荧光(图
1D)。已有报道显示, 拟南芥AnnAt1同时定位于细

胞质和内质网[13], 豌豆膜联蛋白定位于细胞核[29]。

拟南芥亚细胞定位数据库[The Subcellular Location 

of Proteins in Arabidopsis Database (SUBA)]显示 , 
AnnAt2可能的定位位点包括细胞质、细胞核、内质

网、高尔基体、线粒体等细胞器(http://suba.live/)。
为了确定AnnAt2是否定位于细胞核和内质网, 我们

对生长7 d的转AnnAt2-mCherry基因拟南芥幼苗分

别用细胞核荧光染料DAPI和内质网荧光染料ER-
Tracker™ Green进行染色处理。在4个转基因拟南

芥株系中DAPI的荧光和mCherry的荧光均存在共定

位现象(图1E), ER-Tracker的荧光和mCherry的荧光

也存在重叠现象(图1F)。以上结果表明, 拟南芥膜

联蛋白2定位于细胞的细胞核和内质网。

我们发现, 转基因拟南芥细胞的细胞质中有一

些球状的mCherry荧光颗粒(图1D)。SUBA数据库

的信息也显示, 该蛋白可能定位于线粒体、高尔基

体等细胞器(http://suba.live/)。已有研究结果表明, 
膜联蛋白具有乙醛酸循环体、线粒体和高尔基体

定位[15,30]。乙醛酸循环体是一种过氧化物酶体。为

进一步研究转基因拟南芥中这些mCherry荧光呈颗

粒状的结构是否为过氧化物酶体、线粒体和高尔

基体, 我们分别用这3种细胞器GFP标记的标记物与

AnnAt2-mCherry进行共定位研究。在烟草叶片中同

时注射转化了AnnAt2-mCherry的农杆菌和转化了

线粒体/过氧化物酶/高尔基体标记物的农杆菌, 结果

发现, mCherry荧光与线粒体和过氧化物酶体的GFP
荧光不存在共定位(图2A和图2B), 但与高尔基体的 
GFP荧光存在共定位(图2C)。以上结果表明, 拟南芥

膜联蛋白2定位于高尔基体, 但不定位于线粒体和过

氧化物酶体。

2.3   拟南芥膜联蛋白2与微丝骨架共定位

已有研究表明, 某些动物的膜联蛋白直接和肌

动蛋白结合参与微丝骨架的调节, 膜联蛋白中保守

的IRI模体(IRI motif)在与微丝的互作中起作用[31]。

我们对拟南芥中8个膜联蛋白的氨基酸序列进行分

析发现, AnnAt1、AnnAt2、AnnAt6和AnnAt7都含

有该保守IRI模体(图2D)。我们将GFP标记微丝的转

基因拟南芥与表达AnnAt2-mCherry的转基因拟南芥

进行杂交, 观察杂交后代中微丝骨架与AnnAt2的共

定位情况, 发现转基因拟南芥中mCherry荧光与微丝

骨架的GFP荧光存在重叠现象, 两种荧光的Pearson
相关系数(R)达到0.991(图2E), 说明拟南芥中该蛋白

质与微丝骨架存在共定位, 推测拟南芥膜联蛋白2可
能参与微丝的调节作用。
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3   讨论  
虽然膜联蛋白广泛存在于植物、动物和真菌

中, 且蛋白质的同源性较高, 但不同的膜联蛋白其

基因时空表达和蛋白质的亚细胞定位具有较高的

特异性。例如, 拟南芥AnnAt5主要在二细胞之后的

花粉和花粉管形成时高量表达[23]; AnnAt1和AnnAt2
在高度分泌类型细胞(如根毛的顶端和根冠)中表达

量较高[4], 暗示不同的膜联蛋白其生物学功能可能

A~B: 空载体pCAMBIA1300-mCherry在烟草叶片(A)和拟南芥中的表达(B)结果, 说明改造的载体能够分别通过农杆菌LBA4404和GV3101介
导在烟草中瞬时表达和在拟南芥中稳定表达mCherry荧光蛋白; C: 在烟草叶片瞬时表达pCAMBIA1300-AnnAt2-mCherry结果的代表图; D: 转
化AnnAt2-mCherry拟南芥中mCherry表达结果的代表图, 说明AnnAt2能够和mCherry形成融合蛋白, mCherry的荧光可以用于AnnAt2的亚细

胞定位研究; E: 用DAPI染色后的转AnnAt2-mCherry基因T3代拟南芥根细胞, DAPI荧光与mCherry荧光重叠; F: 用内质网特异性荧光染料ER-
Tracker™ Green染色后的转AnnAt2-mCherry基因T3代拟南芥根细胞, mCherry荧光与ER-Tracker的荧光重叠。 
A-B: expression of empty vector pCAMBIA1300-mCherry in tobacco leaves (A) and Arabidopsis (B), indicating that the mCherry can be expressed 
transiently in tobacco leaves and expressed stably in Arabidopsis plants transformed via Agrobacterium strains LBA4404 and GV3101; C: representative 
image of expressing AnnAt2-mCherry in tobacco leaves; D: representative image of expressing AnnAt2-mCherry in transgenic Arabidopsis seedlings, 
suggesting that AnnAt2-mCherry can be expressed as a fusion protein; E: staining with DNA-specific nuclear dye in root cells of T3 transgenic AnnAt2-
mCherry Arabidopsis seedlings, showing the merged fluorescence of DAPI with mCherry; F: mCherry and ER-Tracker fluorescences were overlapped 
in T3 transgenic AnnAt2-mCherry Arabidopsis lines. 

图1   拟南芥膜联蛋白2定位于细胞核和内质网

Fig.1   The nuclear and endoplasmic reticulum localization of AnnAt2
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A: AnnAt2-mCherry和GFP标记的线粒体标记物共表达结果, 2种荧光没有重叠; B: 烟草叶片中共表达AnnAt2-mCherry和GFP标记的过氧化物酶

体标记物, 2种荧光基本不重叠; C: AnnAt2-mCherry和GFP标记的高尔基体标记物在烟草叶片中共表达, mCherry和GFP荧光重叠; D: 拟南芥中

8个膜联蛋白的氨基酸序比对分析, 方框表示保守的IRI模体; E: 转AnnAt2-mCherry拟南芥和GFP标记微丝骨架的拟南芥(转化ABD-GFP基因)杂
交后代中mCherry和GFP的共定位; R: mCherry和GFP共定位的Pearson相关系数。

A: co-expression of AnnAt2-mCherry and GFP marked mitochondria in tobacco leaves, showing that the fluorescences of mCherry and GFP were 
not overlapped; B: co-expression of AnnAt2-mCherry and peroxisome marker in tobacco leaves, no overlapped fluorescence was observed; C: co-
expression of AnnAt2-mCherry and GFP marker of Golgi complex in tobacco leaves, showing the overlapping fluorescence of mCherry and GFP; D: 
amino acid analysis of 8 annexins in Arabidopsis, indicating the conserved IRI motif (box); E: the overlapped fluorescence of mCherry and GFP in 
root cells of hybrid progeny by crossing transgenic AnnAt2-mCherry line with expressing ABD-GFP Arabidopsis plants; R: the Pearson correlation 
coefficient analysis. 

图2   拟南芥膜联蛋白2与高尔基体和微丝共定位

Fig.2   The colocalization of AnnAt2 with Golgi complex and actin
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不同。目前研究已经发现, 膜联蛋白在动物细胞的

细胞质、质膜、线粒体、内质网、高尔基、细胞核

以及植物细胞的液泡膜、叶绿体和乙醛酸循环体

均有定位[13,25,29-30], 并且存在一个膜联蛋白同时在多

个细胞器和细胞亚区定位的情况[1]。已知拟南芥中

AnnAt8定位于细胞质。AnnAt1和AnnAt4存在互作

关系, 都在内质网中表达, 但AnnAt1同时还定位于细

胞质[13,25]。本研究结果表明, AnnAt2同时定位于细胞

质、细胞核、内质网和高尔基体(图1和图2)。Clark
等[4]免疫组织化学实验结果表明, AnnAt2在拟南芥

根毛和根冠中高量表达, 说明AnnAt2可能在拟南芥

根生长发育过程中参与细胞分泌活动。我们的共定

位结果表明, AnnAt2定位于内质网和高尔基体(图1F
和图2C), 为AnnAt2参与细胞分泌活动提供了实验证

据。

通常情况下, 蛋白质在内质网和高尔基体定位, 
表明该蛋白质通过共翻译机制在膜结合核糖体上合

成并进入内质网和高尔基体进行糖基化等修饰, 驻
留在内质网或高尔基体中起作用, 或经囊泡运送到

液泡(溶酶体)、细胞膜或分泌到细胞外起作用。细

胞质和细胞核定位则说明, 该蛋白质在细胞质游离

核糖体上合成后驻留于细胞质, 或在蛋白质自身的

核定位信号序列(nuclear localization signal sequence, 
NLS)引导下进入细胞核起作用[33]。AnnAt1同时存

在细胞质和内质网定位[13], 我们的结果显示, AnnAt2
同时定位于细胞质、细胞核、内质网和高尔基体, 
暗示膜联蛋白蛋白的翻译、翻译后加工以及转运过

程可能受非常复杂的调控。因此, 有必要以此蛋白

质为对象进行深入研究, 以了解这类蛋白质翻译及

转运的调控机制。

细胞质的微丝骨架在植物的生长发育以及对

外界环境的响应中起重要作用[34-35]。有些动物膜联

蛋白与肌动蛋白或肌动蛋白结合蛋白结合, 调节微

丝骨架的动态[8,17]。体外实验结果表明, 某些植物膜

联蛋白也通过结合F-肌动蛋白起作用, 如棉花、番

茄、西葫芦和含羞草的膜联蛋白在体外能与F-肌动

蛋白结合[18-19,31,36]。植物膜联蛋白保守的IRI模体被

认为可能在与F-肌动蛋白结合中起作用。经氨基

酸序列比对我们发现, 在拟南芥的8个膜联蛋白中, 
AnnAt1、AnnAt2、AnnAt6和AnnAt7都含有保守的

IRI模体, 且AnnAt2与微丝骨架存在共定位(图2E)。
微丝骨架是囊泡和细胞器等物质运输的一种“轨道”, 

AnnAt2与微丝骨架的共定位说明, AnnAt2可能在通

过微丝调节囊泡和细胞器等物质的运输过程中起

作用, 有必要进一步研究其作用机制。尽管很多植

物膜联蛋白都有IRI模体, 但实验发现, IRI模体可能

不是膜联蛋白与F-肌动蛋白结合的唯一结构[11,36]。

AnnAt5没有保守的IRI模体, Zhu等[23]通过高速共

沉淀的方法(high-speed co-sedimentation assay)发现, 
AnnAt5与微丝结合, 但过表达AnnAt5的植株用微丝

解聚剂Lat B(latrunculin B)处理并不影响花粉的萌发

和花粉管的生长。AnnAt2是否通过IRI模体与微丝

直接结合、AnnAt2调节微丝骨架的机制以及通过

调节微丝骨架参与的细胞生物学功能都值得进一步

研究。
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