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填写说明  
1. 填写本申请书之前请先完成网上申请。网上信息不全者，不作评审。 

2. 本申请书由申请人自行下载填写，并请在填写之前阅读附件《致学生函》

和《FDUROP莙政项目日历》，同时请指导教师（以下简称导师）阅读《致导

师函》。 

3. “申请人信息”及“导师信息”须填写完整。填写后须经导师过目。此

部分信息不全者，不作评审。 

    FDUROP 尊重并保护导师及学生的个人隐私，不会公布除工作需要以外

的个人信息。 

4. 纸质版申请书的“个人声明”处应有学生本人手写签名，“导师推荐意见”

由申请人导师填写。“推荐专家意见”由导师以外的一位具有副教授以上职称

的教师填写。此两项必须手写完成。其余部分可电子文本录入。 

5. 申请人须阅读《FDUROP项目财务制度》，并填写《FDUROP课题预算

表》。《FDUROP课题财务日志》在正式立项后开始填写。 

6. 本申请书电子版（WORD文档）发送至 fdurop@fudan.edu.cn，纸质版一

式二份（原件和复印件），及本人成绩单（由院系教务员打印，并复印一份），

交至本部综合楼 221 室信箱（此页说明及所有附件不交！）。申请书递交时间

为 2014年春季学期第 3周。 

 

附件： 1．致学生函 

       2．致导师函 

       3．FDUROP莙政项目日历 

       4．FDUROP项目财务制度 

联系我们： 

电子邮箱：fdurop@fudan.edu.cn 

FDUROP网站：http://www.fdurop.fudan.edu.cn/  

论坛：http://bbs.fudan.edu.cn/日月光华站 FDUROP版 

人人网公共主页：复旦 FDUROP  

新浪微博：复旦莙政望道 



二、 导师信息 

注：1. 以上内容需请导师过目并确认无误。 

    2. 页面不足可加页填写。 

姓名 葛晓春 工号 22739 

出生年月 1970年 9月 职称 PI副教授 

单位 复旦大学生物化学与分子生物学系 

办公室电话 021-65643672 手机 13918508698 

电子邮箱 xcge@fudan.edu.cn 

个人主页（或个人

介绍网页链接） 
http://life.fudan.edu.cn/s/84/t/296/3f/0b/info16139.htm 

导师简介 

（包括研究方向、

成果、论文等） 

主要研究方向：生物化学与植物分子生物学。拟南芥与水稻

中抗环境胁迫相关蛋白质的功能研究及环境因素胁迫下的植物

生殖发育研究研究拟南芥及水稻中抗生物胁迫及非生物胁迫信

号途径中相关蛋白质的功能；分离鉴定植物中与 ADP核糖修饰

作用相关的蛋白质及研究ADP核糖化对蛋白质功能的调节作用；

干旱胁迫影响作物产量的机制。 

2001 年至今，先后主持国家自然科学基金项目面上项目 4

项，2005 年荣获教育部留学人员基金；2006 年获上海市上海市

浦江人才计划资助，目前主持国家自然科学基金 2项，还承担科

技部国家重大转基因项目两个子项目的工作任务。出版译著《蛋

白质结构与功能入门》（主编）及《植物生理学》（参编）两部。

在同领域有影响的国际刊物上以第一作者或通讯作者身份发表

文章数十篇。 

导师所在 

实验室/教研室/ 

课题组介绍 

课题组现有一名副教授，一名科研助理，两名博士，四名研

究生和一名本科生。 

简述选择该导师的

理由 

葛老师拥有扎实的学术功底和丰富的实验经验，在生物化学

和植物分子生物学研究领域发表过多篇影响因子较高的论文；其

课题组进行植物抵抗逆境胁迫的相关蛋白质的功能和机理的研

究，这也正是我非常感兴趣的。葛老师能对我的实验和研究思路

给予非常细致的指导，这对我的学习和科学研究都有着非常大的

帮助。 
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三、 课题开题报告 

一． 课题的目的和意义 

多聚 ADP-核糖化作用是一种翻译后蛋白修饰作用，通过多聚 ADP-核糖聚

合酶（PARP）的催化，不断地将底物 NAD+的 ADP-核糖基团转移到靶蛋白上，

最终在靶蛋白上形成多聚 ADP-核糖（PAR），这一修饰作用广泛存在于除少数酵

母以外的所有真核生物中，与 DNA 修复、转录调控等众多生物学过程有关。

AtPARP3是存在于拟南芥中的一个植物特异性的 PARP蛋白，为拟南芥中存在的

的 PARP蛋白家族三个成员之一（其他两个成员分别为 AtPARP1和 AtPARP2），

仅在种子中表达，但目前对其生理生化功能了解较少。本研究旨在通过体内体外

检测AtPARP3的多聚ADP核糖化作用的活性来确定该蛋白是否具有相应的酶活

性，研究结果将为深入研究 AtPARP3 在 NAD+代谢过程中的作用及利用拟南芥

的 PARP三突变体来研究 DNA修复及植物细胞死亡调控机制提供基础。 

二．课题研究现状  

动物中对 PARP的研究起步较早。目前发现人类中 PARP蛋白家族有 17个

成员，参与 DNA修复，染色质结构重塑，基因转录调节，细胞分裂，细胞凋亡

等细胞生物学过程[1,2]。这些成员均具有 PARP 催化结构域，但不是所有成员都

具有聚 ADP-核糖化活性，如 HsPARP9和 HsPARP13就不具有酶活性[3,4]。人类

中 HsPARP1，HsPARP2，HsPARP3被发现涉及 DNA损伤反应的修复过程[5]，这

些蛋白均拥有依赖 DNA 的聚 ADP-核糖化作用的活性且能以自身为底物进行修

饰[6,7,8]。 

在植物中对 PARP的研究起步较晚，了解也相对较少。在模式植物拟南芥中，

只发现了三种 PARP蛋白，AtPARP1，AtPARP2，AtPARP3，这三个蛋白的相对

分子量分别为 111.2kDa，72.2kDa，91.4kDa。拟南芥中的 AtPARP1和 AtPARP2

与哺乳动物中 PARP蛋白在氨基酸序列上具有高度相似性，表明它们在功能上可

能与动物中的相似。我们实验室之前已经确认这两个蛋白均具有依赖 DNA的聚

ADP-核糖化的活性，且均受基因毒剂（DNA断裂剂）的诱导，同时 AtPARP1、

AtPARP2 均具有自我修饰的活性，会导致其泳动率发生变化，从而可通过

SDS-PAGE电泳检测出来，但 AtPARP3是否具有此活性，目前还是未知的。突 
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变体的研究表明 AtPARP1和 AtPARP2在 DNA损伤修复，对生物和非生物胁迫 

的反应等生理过程中均扮演重要角色[9]。 

 与 AtPARP1和 AtPARP2相比，AtPARP3有其独特性。首先，微阵列信息

和 EST数据的研究和组织化学染色的结果表明 AtPARP3在种子中特异性表达，

因此可能在种子萌发过程中发挥重要的作用 [10,11]。对一级结构的分析发现

AtPARP3在氨基酸组成上与 AtPARP1、AtPARP2差异甚大，在 PARP催化结构

域上的一些关键氨基酸位点发生了变异，例如 AtPARP1和 AtPARP2催化域中均

存在的 HYE催化三联体位点，在 AtPARP3中第一位组氨酸被半胱氨酸取代，第

二位酪氨酸被缬氨酸取代，这些改变会产生何种影响目前还不清楚[9]。此外，从

蛋白质结构域组成上来看，AtPARP3与 AtPARP1的结构较为相似，两者均具有

PADPR1、BRCT、WGR、PARP催化结构域，但 AtPARP1在 N端还有一个 DNA

结合结构域 DBD，包含两个锌指结构。AtPARP2与 AtPARP3的结构域组成差别

较大，除了 WGR和 PARP催化结构域均存在，AtPARP2在 N端还有两个 SAP

结构域，被认为是与 DNA 或 RNA 结合的结构域。三个蛋白的结构域组成如下

图[12]： 

 

Hashida等人发现 AtPARP3的表达与种子的贮存和生命力的维持有关，但具

体生理生化机制尚不清楚[11]。另外 Hunt 等人发现 NAD+的水平调节与种子的萌

发相关，而种子特异表达的 AtPARP3 可能具有的多聚 ADP-核糖活性能参与

NAD+的调节[13]；此外，推测种子中因活性氧自由基 ROS累积造成 DNA损伤，

其在萌发过程中的修复可能需要 AtPARP3 的参与[11]，因为 DNA 修复过程涉及

多聚 ADP-核糖化作用[9]。因此，AtPARP3是否具有催化多聚 ADP核糖化修饰活

性，对于解释其体内功能特别重要，但目前却没有相关的证据证明其体内体外具

有这样的活性，本研究致力于解决这一问题。 

改自 Briggs A G, Bent A F, Trends in plant science, 16(7): 372-380 ,2011 
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三．课题主要内容和基本思路 

为了检测 AtPARP3催化蛋白质多聚 ADP-核糖化的活性，我们计划一方面通

过在大肠杆菌中异源表达 AtPARP3蛋白，分离纯化后在体外进行多聚 ADP-核糖

化活性检测实验，另一方面利用表达的蛋白制备抗体，体内检测 AtPARP3 的表

达水平及可能具有的自我修饰活性。 

主要实验步骤如下： 

1.表达载体的构建： 

构建表达载体(从萌发的种子中提取总 RNA，设计相应引物扩增 PARP3 的

cDNA，连入载体 PCR-Blunt，测序确定后，酶切，连接入不同的表达载体) 

2.确定最佳表达条件 

利用构建好的表达载体转化不同的大肠杆菌宿主，涂布培养后摇菌，在合适

的诱导条件下用 IPTG诱导表达后超声裂解细胞离心取上清，SDS-PAGE电泳分

析表达情况（以未诱导时的总蛋白相应条带作为对照），以此确定最佳的表达条

件。 

3.大量表达纯化目的蛋白及制备相应的多克隆抗体 

l 根据确定的最佳表达条件大量表达 PARP3 蛋白后，裂解细胞离心获得的上

清液用滤膜过滤后过相应的亲和层析柱，洗脱纯化的蛋白在 1xPBS缓冲液中

4度透析过夜，SDS-PAGE检测纯度。 

l 进行空载体的转化表达纯化后的蛋白用于后续实验对照。 

l 将纯化出来的蛋白送公司制备多克隆抗体。 

4.AtPARP3体外活性检测 

活性检测的基本原理依据 PARP家族蛋白特有的自我聚 ADP-核糖化作用的

活性。向 PAR反应缓冲液中加入 NAD+作为反应底物, 断裂 DNA双链作为反应

诱导物，再加入加入适量纯化的蛋白一定温度下反应分别 0，1，5，15，30，60

分钟后加入预冷的丙酮终止反应，-20度静置沉淀蛋白后离心去上清，SDS-PAGE

电泳分析，若有多聚 ADP-核糖活性，则随着反应时间增加，相应的位置会向上

形成弥散的条带。 

5.AtPARP3体内活性检测 

三组野生型拟南芥种子分别在不作任何处理，一定浓度基因毒剂博来霉素处 
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理，一定浓度博来霉素+多聚 ADP-核糖化作用抑制剂 3-AB处理的条件下，于 

1/2MS 培养基中萌发，提取萌发材料的总蛋白进行 SDS-PAGE 电泳后，进行

western blot，用制备的多克隆抗体杂交，再用二抗显色，观察条带的深浅及弥散

的情况，分析 AtPARP3的表达水平及自我修饰活性。 

难点： 

1. 本实验需异源表达蛋白，需尝试使用不同的载体系统与宿主系统的组合以及

不同的诱导表达条件以确定最佳的表达条件以获得高效表达蛋白。 

2. AtPARP3蛋白因其结构和表达的特殊性，可能需要在特定的反应条件下才能

检测到其活性，因此活性检测试验需摸索不同的反应条件如温度、pH、离子

浓度、反应时间等。 

3. 体内检测 AtPARP3的活性。 

创新点： 

AtPARP3在种子萌发的过程中发挥作用，但是其是否具有多聚 ADP-核糖化

作用目前尚未确认。本实验同时从体外和体内两方面对 AtPARP3 的活性进行检

测，若能检测到 AtPARP3 的多聚 ADP-核糖化作用的活性，将是首次证明

AtPARP3是具有该催化活性的蛋白质。 

 

四．课题研究进展计划 

2014年 3月~2014年 5月，构建不同载体系统的融合蛋白表达载体； 

2014年 5月~2014年 7月，探索不同 

2014年 7月~2014年 9月，大量表达纯化目的蛋白，制备多克隆抗体； 

2014年 9月~2015年 3月载体系统与宿主系统的组合以确定最佳表达条件；，体

内体外活性检测实验。 

五．预期成果： 

确定 AtPARP3是否具有多聚 ADP-核糖化作用。 

    本人郑重声明：所呈交的申请报告是本人在导师指导下独立工作

所取得的成果。除加注说明的引用内容外，本文不包含任何其他个人

或集体的研究成果。 
                      
                   学生签名:   陈威    日期： 2014 年  3  月  15 日 
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五、 推荐意见 

I 导师推荐意见（请您在写推荐意见之前阅读《致导师函》，并手写意见。） 

 

陈威同学大二进入本实验室以来，参加了拟南芥 ADP-核糖化修饰课题相关

的研究工作。他独立地从拟南芥中克隆了 AtPARP3的启动子片段，将它连入了

报告系统并进行了拟南芥转基因工作，获得了阳性植株并对该基因在拟南芥中的

表达部位进行了分析。 

陈威同学对实验有较高悟性，理论基础扎实且动手能力强，他能主动关注并

阅读课题相关文献，积极与导师讨论，有较强的提出问题和解决问题的能力，他

在前期研究工作基础上提出了课题的研究思路，所得结果对于回答 AtPARP3究

竟是否具备与其它 PARPs同样的活性和解释其体内功能有极大帮助，该课题工

作量和难度适中，相信他可以独立完成该项目的研究工作，特此郑重推荐。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                导师： 葛晓春 
 
                                                 2014 年 3月 15日 



 12 

II．推荐教师意见（请您手写） 

陈威同学于大三上学期选修了我开设的遗传学课程，上课认真听

讲，下课积极思考，并最终取得了教好的成绩（A）。从平时上课及

课后完成的作业情况来看，他有着扎实的基础，较强的独立思考和查

找阅读文献的能力。 

此外，陈威同学在葛老师的课题组实习了将近一年时间，对相关

技术已有所了解。他所申请的检测 AtPARP3 体内体外活性的实验，

设计合理，内容适当，有较强的独立性和创新性。因此特此推荐他申

请“莙政基金”。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                             推荐老师：林娟 
 
                                              2014 年 3月 14日 
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六、 评审意见 

 

基 

本 

评 

定 

课题意义：□具有理论和实际意义 

          □具有理论意义 

          □具有实际意义 

          □意义不大 

创新性：□很好     

        □较好 

□一般     

□没有创新之处 

独立性：□自己提出课题方向，在导师指导下

独立完成 

        □参加导师课题组，但是相对独立的

子课题 

        □没有独立的想法和课题 

可行性：□选题大小适中，研究方案设计

合理，切实可行 

        □选题和研究方案尚可，但需要

改进或细化 

        □题目和研究方案需要有较大

调整或改进 

        □选题不合理，研究方案不可行 

资料准备：□完成资料综述或前期调研，包括

第一手资料在内的材料充分 

□资料准备或调研稍显不足 

□资料准备有较大缺陷 

书写规范性：□符合学术规范 

            □规范稍显不足 

            □与学术规范有较大差距 

            □完全不符合学术规范 

综合

评价

与 

建议 

您给学生的评审意见及修改建议： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 14 

 

以下部分仅供 FDUROP管委会决策立项时参考： 
 

 
============================================================ 
以下信息由 FDUROP管委会填写： 

 
是否决定立项：□是    □否 
 

立项时间：        年      月 
 
=======================以下附件均不交======================= 

 
   

您对该课题的熟悉程度：□非常熟悉  □熟悉  □一般  □了解   □不了解 

您对该课题的评分：□ 优秀   □ 良好  □ 一般  □ 很差   □ 非常糟糕 

关于该课题您还有特别需对 FDUROP管委会说明的吗？ 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

立项建议：□同意资助  □小修改后重新申请  □大修改后重新申请    □不同意资助 
 
                                        评审老师： 

                                            日期：      年   月  日 


