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本科期间我有幸入选了复旦大学生命科学学院的拔尖人才才计划。在此期

间，我在 AIBS 课上从蔡亮老师，缑金营老师，鲁伯埙老师，任国栋老师，吴

晓辉老师等有想法，敢创新的老师身上学到了很多，让我领略到了什么是真正

的科研，以及怎么真正做科研。而在杨金水教授课题组学习的过程中，我也从

一个什么都不懂的菜鸟，逐渐成长为一个具备基础科研素养的科研新手。 

我在本科期间只是做了一些微小的工作，实在不值一提，但我可以很自豪

的说我是付出过的。 

困难是客观存在的，但也不是不能克服的，惟愿不忘记自己的初心。 

祝复旦生科院的拔尖人才计划越来越好。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3	
	

研究结果 
1.1  MOF 基因全长序列的克隆 

MOF 基因在 NCBI 数据库中： 

1．Oryza sativa Japonica Group cDNA, clone: J075152G12, full insert sequence 

Sequence ID: dbj|AK288055.1| 

2．PREDICTED: Oryza sativa Japonica Group putative MYST-like histone 

acetyltransferase 1 (LOC4343971), transcript variant X1, mRNA 

Sequence ID: ref|XM_015789227.1| 

3．PREDICTED: Oryza sativa Japonica Group putative MYST-like histone 

acetyltransferase 1 (LOC4343971), transcript variant X2, mRNA 

Sequence ID: ref|XM_015789228.1| 

（以上三组结果匹配度均为 100%） 

1.1.1 MOF 基因前 300 碱基对的获取 

所使用的引物信息： 

MOF-1 

F：ATGGGAAGCATGGAGGCG 

R：CTCATCGAGCCTCCTATTGAACT 

MOF 基因前 300 碱基对的 GC 含量综合在 70%以上，通过常规 PCR 方

法无法扩增，故通过化学合成的方法获取。同时为了便于后续实验中通

过 overlapping PCR 拼接的方式获取全长序列，在化学合成的过程中进行

了降低 GC 含量但不改变蛋白质序列的密码子优化。 

 

 

 

 

 
图 1 前 300 碱基对 MOF 基因序列比对，未优化序列在上，优化后序列在下。 
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图 2 前 300 碱基对对应的 MOF 蛋白序列比对，未优化序列在上，优化后序列在

下。 

经 GC Calculator 计算（http://www.endmemo.com/bio/gc.php），未优化序

列 GC 含量为 72.57%，优化后序列 GC 含量为 61.65% 

（以上比对结果来自 Vector NTI 11.0 软件） 

1.1.2 MOF 基因后 1200 碱基对的扩增 

提取水稻明恢 63 系列的植物总 RNA，逆转录为 cDNA 后，以 cDNA 为

模板进行 PCR 扩增获得 MOF 基因后 1200 碱基对。 

所使用的引物信息： 

MOF-2 

F：CGTCCACTACACCGAGTTCA 

R：TGAGGGAGAAAGAGAGGGGG 

MOF 基因后 1200 碱基对 GC 含量稍低于前 300 碱基对，经过尝试，成

功以明恢 63 系列水稻的 cDNA 中通过 PCR 的方法获得了后 1200 碱基对

的序列，且经过测序验证正确无误。 

1.1.3 MOF 全长序列的拼接 

以 MOF 基因前 300 碱基对序列和 MOF 基因后 1200 碱基对序列同时作

为模板（以上两段序列有 37 个碱基对的重复序列），并设计 MOF 序列

全长引物，以 over-lapping PCR 的方式成功扩增到 MOF 基因的全长序

列。 

获取全长序列的引物信息： 

MOF-3 

F：ATGGGAAGCATGGAGGC 

R：TTAGCCTTGTTCCTTGTAGGG 
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图 3 MOF 基因全长序列示意图 

 

图 4 MOF 全长序列电泳图。左：MOF 全长序列。右：DL2000 DNA Ladder 

1.2 MOF 基因重组质粒的构建  

将 MOF 全长序列两段加 A 尾后连接至 pMD19-T克隆载体上。 

 

1.3 MOF 基因植物表达载体的构建 

添加酶切位点的引物信息： 

F 端引物前添加 BamH I 酶切位点  R 端引物前添加 EcoR I 酶切位点。（GC

为保护碱基） 

MOF-4 

F：GC GGATCC ATGGGAAGCATGGAGGC 

R：GC GAATTC TTAGCCTTGTTCCTTGTAGGG 

 

 

 

37 个碱基对的重复序列	

2000bp	
	
1000bp	
750bp	
500bp	
	
250bp	
100bp	
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图 5 pCAMBIA 1306 载体及其多克隆位点示意图。 
（所使用的 pCAMBIA 1306 载体为该系列载体改造后获得的，按照该系列载体的命名

规则，1 代表转基因植物的潮霉素抗性，3 代表转基因细菌的卡那霉素抗性，0 代表

pUC18 polylinker，6 代表 Flag fusion 报告基因。） 
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1.4 MOF 基因转化农杆菌 GV3101 
将含有 MOF 基因全长序列的植物表达载体转化至农杆菌 GV3101. 
 

 
图 6 转化表达载体的农杆菌 GV3101 经过平板筛选可获得单克隆 
 

1.5 浸染法转化拟南芥花序 

用转化了含有 MOF 序列的 pCAMBIA 1306 载体的农杆菌 GV3101 以浸染法

转化拟南芥花序。 

 

1.6 转化后的拟南芥进行平板筛选 

对 T0代进行筛选后再连续进行 T1，T2两代筛选。 
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图 7	MOF 转基因拟南芥的 T2代平板筛选（平板添加潮霉素）。左图：杂合子植株。右图：纯

合子植株。选取纯合子植株进行下一步实验。	
	

1.7	 提取平板筛选后的拟南芥基因组 DNA 进行 PCR验证转基因阳性	

所使用的引物信息：	

HYG-2 

F：CCGTCAACCAAGCTCTGATA 

R：GCCGATGGTTTCTACAAAGA 

使用以上引物所扩增的片段大小为683个碱基对	

该序列片段为 1306载体中潮霉素抗性序列的一部分。	

	
图 8 PCR 产物检测提取的纯合子 MOF 转基因阳性拟南芥植株基因组 DNA 的电泳结果。从

左到右：标准 DNA Ladder 5000 ， MOF-21， MOF-23， MOF-24， MOF-31， WDR5-23， 
WDR5-24， MOF-11， MOF-12， MOF-13， MOF-14， MOF-22， MOF-25， 和空白对

照。空白对照为在 PCR 过程中以 ddH2O 作为模板所获得的结果。 
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1.8	 提取平板筛选后的拟南芥的 MOF 蛋白进行 Western Blot 以验证蛋白表达	

	
图 9 纯合子 MOF 转基因阳性拟南芥植株的 MOF 蛋白 Western Blot 结果。从左到右：MOF-
21， MOF-23， MOF-24。（该实验于苏伟教授实验室完成。）确定 MOF-23， MOF-24 为阳

性植株，可用于后续试验。 
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讨 论 
2.1 乙酰化及乙酰转移酶在表观遗传学中的重要地位 

表观遗传学作为当下生命科学中最前沿的研究领域，备受瞩目与重视。乙酰化

及乙酰转移酶在其中的重要地位更是毋庸置疑。在可预见的未来，MOF 等乙酰

转移酶在表观遗传学中的研究会映射到更多的诸如肿瘤发生的具有广阔前景的

领域。故这方面研究的重要性不言而喻。 

 

2.2 MOF 基因的总体研究情况回顾 

2.2.1 动物中的 MOF 基因 

MOF 基因在动物如果蝇，小鼠，人细胞系，都有较深入的研究。而对 MOF 的

功能的初步的认识，如肿瘤发生，DNA 损伤修复，细胞凋亡等方面的研究也进

一步印证了对 MOF 的研究的重要性[11,12,13,14,20,21,22]。 

2.2.2 植物中的 MOF 基因 

在植物中，MOF 以及 MYST 家族其他乙酰转移酶的研究无论是水稻还是拟南

芥，都仍处于起步研究阶段。但从已有研究来看，MOF 基因不论在动物和植物

之间较为保守，有较强的同源性[15,16]。可见，MOF 基因在植物中的研究仍有大

片空白，故可以认为在这方面的工作具有开创性和创新性。从已知研究来看，

MYST 家族乙酰转移酶在植物的配子发育过程中可能起到重要作用，故这方面

研究在也具有一定的农业方面的应用前景[15]。 

 

2.3 本实验结果评价 

本实验从 MOF 基因的克隆扩增开始，经历植物载体的构建，拟南芥转化，植

株转基因阳性鉴定，最终获得了 MOF 转基因阳性的拟南芥植株，为后续研究

打下了基础。 

本实验中使用的是水稻品种明恢 63 系列，属于籼稻，而 NCBI 数据库中的水稻

相关数据以粳稻为主，且大多为日本晴（O．Sativa L．spp．japonica），但由于

MOF 序列在籼稻和粳稻之间具有保守性，而实验结果也证明使用明恢 63 系列

作为实验材料得出的 MOF 序列信息也适用于日本晴，故水稻品种的差别不影

响实验结果的得出。 
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2.3.1 MOF 基因全长的克隆 

本实验中 MOF 基因全长的克隆扩增是两部分分步完成的，其中 GC 含量较高的

前 300 碱基对由化学合成而得到，后 1200 碱基对以 cDNA 为模板通过 PCR 反

应得到。而之后的 overlapping PCR 则将两端序列连接。 

2.3.2 MOF 基因的植物表达载体构建 

本实验成功使用改造后的 pCAMBIA1306 载体作为拟南芥表达载体。 

2.3.3 植物表达载体转化农杆菌并以浸染法转化拟南芥花序 

本实验成功植物表达载体转化农杆菌并用农杆菌转化拟南芥。 

2.3.4 检测拟南芥转基因阳性 

本实验成功通过 PCR 的方法检测基因组水平上的转基因阳性，以及在合作实验

室以 Western Blot 的方法检测蛋白水平的转基因阳性。 

 

2.4 本实验研究结果的意义 

本实验从对 MOF 基因的克隆开始，通过植物表达载体的构建，到转基因阳性

植株的获得，为之后研究 MOF（及其他候选蛋白如 MLE, WDR5）和该

lncRNA 的互作提供了实验基础与实验材料。同时 MOF 转基因阳性拟南芥植株

的获取也使得后续的植物生理学实验成为可能。而 MOF 及其他候选蛋白与我

们所发现的 lncRNA 的互作目前正由杨金水教授实验室王莹博士与我校苏伟教

授合作通过 CHIP，RIP 的手段进行互作验证相关实验，我本人也有参与。而从

MOF 与 lncRNA 互作的角度看，MOF 作为候选蛋白之一与我实验室发现的

lncRNA 的互作的有关研究有可能填补表观遗传学在这部分的空白，甚至真正解

答基因组转录水平远高于编码蛋白基因转录水平的疑问。 

 

2.5 存在的问题及展望 

本实验仅获取了 MOF 基因的转基因阳性植株，而并未对其进行激素筛选等植

物生理学方面的研究，故后续的表型研究应继续进行。也可以从转录组的层面

对 MOF 转基因阳性植株进行研究。植物中 MOF 蛋白是否具有和果蝇，小鼠，

人细胞系中类似的调节转录水平的功能也有待进行而植物 MOF 和动物中 MOF

蛋白的异同的研究也可以使下一步的研究方向。 
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MOF 及其他候选蛋白与我们所发现的 lncRNA 的互作研究在现在正在进行。 

同时 MOF 在水稻中的相关研究仍需继续进行。目前，在水稻（明恢 63 系列）

中的的 MOF 转基因植株的转化已完成，其种植于海南完成，现已收获第一批

种子。第一批种子将继续种植于海南及江苏太仓等地以进行后续研究。 
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