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cp4-epsps 基因在毕赤酵母中的表达及鉴定 
 

赵慧，毛碧绮，梁治成，龚石娣 

（华南农业大学材料与能源学院，广东广州 510640） 
摘要：为建立一种新的外源蛋白安全评估方法，构建转外源基因酵母是关键步骤。本研究以来源于转基因作物的抗除草剂合成

酶蛋白 CP4-EPSPS 为研究模板，首先通过基因优化和化学合成获得 cp4-epsps 基因，优化后基因密码子适用性指数(CAI)为 0.85，GC

含量为 52%。目的基因克隆至毕赤酵母表达载体 pPICZb，经鉴定筛选正确的重组载体 pPICZb-EPSPS 电击转化至毕赤酵母 GS115，

cp4-epsps 基因通过同源重组方式整合至酵母基因组，PCR 扩增酵母基因组筛选得到在正确位点发生同源重组的 4 株阳性菌株。随后，

各阳性菌株分别于 28 ℃、250~300 r/min 培养，0.5%甲醇诱导 4 d 后，提取各组菌株总蛋白，采用 SDS-PAGE 和 western blotting 鉴定

CP4-EPSPS 表达的正确性。CP4-EPSPS 单克隆抗体及载体标签 C-MYC 单克隆抗体的 western blotting 结果一致显示 cp4-epsps 基因在

毕赤酵母 GS115 中成功获得表达，大小约 50 ku。本实验成功构建了转 cp4-epsps 基因的毕赤酵母基因工程菌，为下一步开展转基因

作物 CP4-EPSPS 成份的安全评价奠定基础。 
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Abstract: Constructing the genetically modified (GM) Pichia pastoris stains is the key step forestablishing a new method to assess the 

safety of foreign protein . Based on the research model of the 5-enolpyruvyl shikinmate-3-phosphate synthase derived from Agrobacterium CP4 

strain (CP4-EPSPS), the cp4-epsps gene was chemically synthesized after optimizing thecodon usage bias. The codon adaption index (CAI) of 

optimized sequence was 0.85, and the GC content of optimized sequence was 52%. Cp4-epsps gene was amplified by PCR and cloned to the 

expression vector pPICZb of Pichia pastoris GS115 through homologous end-joining, and the recombinant vector pPICZb-EPSPS was 

constructed. The correct recombinant vector was transferred into GS115 strain through electroporation, and four positive strains were screened 

through the right site via PCR. Then, those positive strains were induced by 0.5% methanol for four days at 28 ℃, 250~300 r/min. Finally, the 

expression of cp4-epsps in GS115 was identified from CP4-EPSPS monoclonal antibody and C-MYC monoclonal antibody by SDS-PAGE and 

western blotting. The results showed that the target gene was expressed in GS115 strain and MW of protein was 50 ku, which coincided with the 

theoretical results. In conclusion, the construction of transgenic Pichia pastoris GS115 strains is beneficial for the safety assessment of 

transgenic CP4-EPSPS synthase in GM crops. 

Key words: Cp4-epsps gene; Pichia pastoris; transgenic ingredients; safety assessment 

 

转基因(transgenic modified，GM)作物是农业领域

的一项重要科技成果，对于粮食实现增产有重要作用
[1]。中国在棉花、水稻和玉米等作物的转基因研究方

面已形成了自己的特色和优势[2]。然而，由于目前转

基因成份诱发的非预期效应不明确，安全评价结果争

议大。目前全球商业化种植的转基因作物常见性状之

一是抗除草剂，抗除草剂基因中以来源于土壤农杆菌

（Agrobacterium sp.）CP4 株系的 epsps（5-enolpyruvyl  
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shikimate-3-phosphate synthesis，cp4-epsps）合成酶基

因的使用最为广泛，该酶对除草剂草甘膦有高抗性。

随着基因工程技术的发展，也衍生出多种修饰的

cp4-epsps 转基因作物[3]。由于该基因主要用于大豆玉

米等食用性作物，伴随产生的食品安全问题也引起人

们极大的关注。 
目前该转基因作物食用性安全评价方法是由欧洲

食品安全机构(European Food Safety Authority，EFSA)
提出，必须对啮齿类动物进行为期 90 d 的喂食观察，

如果 90 d 内动物连续食用该转基因食物，其各项生理

生化指标未显异常，则被认为安全[4]。很多研究按照

上述方法评价了多种转基因作物的安全性，结果显示
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“90 d 内无明显数据表明该转基因作物对鼠（猪）有

害”[5~12]。与此同时，另一些科学家在此基础上延长喂

食时间或增加转基因成份 CP4-EPSPS 的浓度后发现，

小鼠的淋巴细胞、肠抗感染能力和肝细胞代谢率等多

项检测指标出现波动[13~16]，并且有研究观察期长达 2
年，但结果体内代谢差异不明显，更无法确定这些变

化是否与毒性相关[17]。另外据调查发现[18,19]，国内消

费者对转基因作物的最大担忧就是非预期效应。由此

可见，改良转基因成份如 CP4-EPSPS 等的安全评价工

作，减少争议结果是转基因作物安全性评价工作中最

重要的一环。 
但就目前的评价方法和评价结果来看，还存在几

点不足：（1）目前研究方式使得动物暴露于外源蛋白

的有效浓度太低，动态代谢浓度差异不明显，非预期

效应不易被激发，无法深入研究；（2）实验耗时长达

两年，在长期喂养中因各种原因导致大鼠死亡，最后

无法结合病理检测分析代谢数据，因而仍然无法判断

是否存在非预期效应；（3）转基因作物缺乏严格的非

转基因作物作为阴性对照。 
针对上述问题，新的评价方法要解决以下几个问

题：（1）能放大转基因蛋白的暴露浓度，继而能放大

动态代谢变化；（2）缩短评价周期，建立筛选平台，

能同时对大量转基因作物的外源基因或蛋白进行评

价。 
通过毕赤酵母表达获的重组蛋白与高等动植物细

胞表达系统获得蛋白具有相似的结构和生物活性。本

实验选择 pPICZb 诱导型载体来实现重组蛋白在酵母

胞内的可控表达。构建的转 cp4-epsps 基因酵母工程菌

具有以下特点：（1）安全性高。大量研究表明毕赤酵

母表达系统被广泛用于人源性疫苗研究[20,21]，喂食动

物不会产生毒性反应；（2）剂量可控。可以控制酵母

细胞的喂食浓度(OD 值)，提高单位时间内转基因成份

CP4-EPSPS 的喂食浓度，使得动物暴露于外源蛋白的

浓度得以放大，有利于体内代谢浓度差异放大；（3）
有严格的非重组酵母菌株作为转 cp4-epsps 基因酵母

的阴性对照；（4）与构建转基因作物相比，构建转基

因酵母简单易操作[22,23]，能在短时间内同时构建多种

外源基因蛋白重组酵母菌株，便于进一步的评价工作。

因此期望构建高通量和短周期的外源蛋白评价平台，

成功构建转 cp4-epsps 基因酵母是关键第一步。 

1  材料与方法 

1.1  原料（材料、菌株和质粒等） 

毕赤酵母（Pichia pastoris）GS115 菌株及表达载

体 pPICZb 均购自 Invitrogen；大肠杆菌 DH5α菌株由

本实验室保存；cp4-epsps 基因由苏州金唯智生物科技

有限公司优化合成；EcoRV、HindIII 和 SacI 限制性内

切酶、PrimeSTAR HS 高保真聚合酶（R010Q）、

In-Fusion HD (639633)等购至大连宝生物工程公司；质

粒小量提取试剂盒购自 Sigma-Aldrich 公司；抗

CP4-EPSPS 单 克 隆 抗 体 购 自 Fitzgerald( 货 号

10R-10541)；CP4-EPSPS 转基因作物的检测试纸条由

农业部转基因植物环境安全监督检测测试中心惠赠；

C-MYC 单克隆抗体和 Rabbit anti-mouse IgG-HRP 均

购自 Santa Cruz；PVDF 膜购自 Merck Millipore。 

1.2  方法 

1.2.1  pPICZb-EPSPS 重组表达载体的构建 
根据 Genbank KP212901.1 序列设计 cp4-epsps 基

因，并根据毕赤酵母 Pichia pastoris 偏好性优化

cp4-epsps 基因密码子，同时使 GC 含量保持于

30~70% ， 基 因 设 计 同 时 考 虑 Kozak 序 列

(GCCACCAUGG)和同源重组位点 sfuI (TTCGAA)和
XbaI(TCTAGA)。优化软件 OPITIMIZE 由苏州金唯智

生物科技有限公司提供，同时化学合成获得 cp4-epsps
基因，PrimeSTAR HS 高保真聚合酶扩增目的基因，

反应体系为：pUC57-EPSPS 质粒（250 ng/mL）1 μL，
5×Buffer(Mg2+)10 μL，dNTP Mixture(各 2.5 mM)4 μL，
上下游引物（20 pmol/μL）各 0.5 μL，DNA 聚合酶 0.5 
μL。反应条件为 98 ℃ 10 s，55 ℃ 10 s，72 ℃ 1 min，
30 循环。pPICZb 和目的基因分别采用用 sfuI 和 XbaI
酶切纯化，采用 In-Fusion HD 克隆试剂盒将 cp4-epsps
基因整合至 pPICZb 载体，构建 pPICZb-EPSPS 重组

载体，反应体系为 pPICZb（50 ng/μL）1 μL，目的基

因（约 80 ng/μL）1 μL，5×In-Fusion HD Enzyme Premix 
2 μL，加 dH2O 至 10 μL，50 ℃反应 10 min，随后取 1 
μL 转化 E.coli DH5α感受态，筛选提取阳性克隆质粒，

进一步鉴定载体的正确性。 
1.2.2  pPICZb-EPSPS 重组载体的鉴定 

提取 pPICZb-EPSPS 重组质粒，使质粒终浓度为

250 ng/μL。采用 EcoRⅤ和 HindIII 双酶切鉴定该重组

质粒，反应体系为 20 μL (ddH2O 12 μL，10×Quickcut 
buffer 2 μL，EcoRV 0.5 μL，HindIII 0.5 μL，

pPICZb-EPSPS 载体 5 μL，37 ℃反应 20 min，电泳鉴

定正确的菌株，提取质粒用于测序（苏州金唯智生物

科技有限公司）鉴定 cp4-epsps 基因序列有无突变，是

否与理论设计序列完全一致。 
1.2.3  转 cp4-epsps 重组毕赤酵母的筛选及鉴

定 
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根据 Invitrogen 公司提供载体 pPICZb 克隆手册

（货号：V190-20）完成重组毕赤酵母的筛选。 
电击转化：采用 YPD 培养基培养菌株 GS115 至

OD600约 1.3~1.5 时收集细胞，采用预冷 1 mol/L 山梨

糖醇重新溶解悬浮该酵母细胞，以制备酵母感受态备

用；SacI 酶切线性化已重组载体 pPICZb-EPSPS，电

击转化至酵母感受态细胞中，电压 1800 V，瞬时电击

后取出，立即加入 1 mL 预冷山梨糖醇并置于 30 ℃孵

化 2~4 h 后取 200 μL 涂布于含有 Zecoin 浓度（50 
μg/mL）的 YPDS 平板，30 ℃中培养 2~3 d，直至菌

落形成。挑选 10~20 个菌落至新鲜 YPD（Zecoin+）液

体培养基中，30 ℃培养过夜，提取酵母总基因组采用

PCR 鉴定目的基因的存在，得到的阳性菌株分别编

号。 
PCR 检测：25 μL 体系(ddH2O 17 μL，dNTP Mix 2 

μL，10×PCR buffer 2.5 μL，5’AOX1 引物 1 μL，3’AOX1
引物 1 μL，总基因组 1 μL，Taq 聚合酶 0.5 μL)，94 ℃ 
1 min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1.5 min，25 循环。各取 5 μL
反应液进行凝胶电泳。 
1.2.4  cp4-epsps 基因在酵母中的表达 

分组：空白对照组 A 为宿主细胞菌株 GS115，阴

性对照组 B 为转化空载体 pPICZb 重组酵母菌株以及

实验组 C 为转化重组载体 pPICZb-EPSPS 的重组酵母

菌株。 
根据 Invitrogen 公司提供毕赤酵母表达手册（货

号：K1740-01）完成重组毕赤酵母诱导表达。 
诱导表达：分别将空白对照组 A、阴性对照组 B

和实验组 C 酵母菌株接种至含有 25 mL BMGY 培养

基中，28~30 ℃、250~300 r/min 恒温振荡培养 16~18 h
至 OD600约 4，收集细胞，弃上清，用新鲜的 BMMY
培养基 100~200 mL 重悬菌体沉淀到 OD600为 1.0，然

后各组分别取50 mL重悬液转移至250 mL三角瓶中，

28~30 ℃、250~300 r/min 开始诱导表达：每隔 24 h 补

加 100%甲醇至终浓度为 0.5%，诱导培养 4 d 后，各

组分别取菌液 12000 r/min 离心，检测 OD600，离心 5 
min，待提取蛋白。 

蛋白提取：每 20 OD600 样品离心去上清后加入

150 μL 裂解缓冲液重悬，加等量酸洗玻璃珠(0.5 mm)，
涡旋 30 s，冰上孵育 30 s，重复 8 次，4 ℃离心 10 min，
将上清转移至干净的微量离心管中，取 50 μL 上清，

加等体积 2×SDS 上样缓冲液煮沸，待蛋白电泳。 
1.2.5  CP4-EPSPS 蛋白的 western blotting 鉴定 

采用 SDS-PAGE 分离蛋白样品，同时 PVDF 膜采

用甲醇预处理 3~5 s，放至转印液浸润半小时。电泳结 
 

束后取出凝胶，通过电转移将蛋白转移至 PVDF 膜，

低温操作，100 V 恒压 60~120 min，取出杂交膜，TBST
漂洗 5 min 三次，5%脱脂奶粉溶液室温封闭 1 h，TBST
洗膜三次，加入 CP4-EPSPS 单克隆抗体(1:500) 4 ℃过

夜，TBST 洗膜三次，Rabbit anti-mouse IgG-HRP 
(1:5000)稀释液 37 ℃孵育 1 h，TBST 洗膜，放至暗盒，

显影。 

2  结果与分析 

2.1  pPICZb-EPSPS重组载体构建 

 
图1 pPICZb-EPSPS重组载体构建流程图 

Fig.1 The construction of pPICZb-EPSPS vector 
图 1 为 pPICZb-EPSPS 重组载体构建流程图。其

中化学合成的 cp4-epsps 基因首先克隆在 pUC57 载体

上。pPICZb 载体大小为 3328 bp，载体上 SfuI 和 XbaI
位点为 cp4-epsps 基因的同源重组位点，HindIII 和

EcoRV 位点为 pPICZb-EPSPS 重组载体的鉴定位点。 

2.2  cp4-epsps基因的优化及扩增 

为提高 mRNA 的稳定性及蛋白表达效率[24,25]，须

根据毕赤酵母细胞 Pichia pastoris 的偏好性进行

cp4-epsps 基因密码子优化，减小稀有密码子的使用，

提高最优密码子在基因序列中的比例，同时使基因的

GC 含量保持在 30~70%之间，丰富的 GC 含量可大大

提高该基因的表达水平[26]，低水平 GC 含量将限制基

因转录[26,27]。基因优化结果见图 2 和图 3，优化序列

见附件 1。 
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图2 密码子适用性指数 

Fig.2 Codon Adaptation Indexes (CAI) 

注：该图为基因序列各密码子的利用率分布图。一般认为

当 CAI 为 1.0 时，基因表达水平最为理想，CAI 值越高，其表

达水平越高。 

 

 
图3 不同利用率密码子在基因中的百分含量 

Fig.3 Frequency of Optimal Codons (FOP) 

图 2 为基因序列中各密码子的利用率分布图，由

密码子适用性指数（Codon adaption index，CAI）表

征。通常认为，当 CAI 为 1.0 时，是菌株表达最理想

状态，其表达水平最高，当 CAI>0.9 时，表达水平理

想。图 2 结果所示，序列经优化后，其 CAI 值由 0.77
增加至 0.85，表明理论表达水平将得到提高。 

图 3 为不同利用率密码子的百分含量。由图可知，

原始序列中利用率在 90~100%的密码子所占比例约

50%，序列经优化后，所占比例大于 55%，提高了利

用率在 90~100%的密码子的含量，同时利用率在

70~80%，60~70%和 50~60%的密码子的含量相应提

高。序列经优化后，大大降低了稀有密码子的比例。

研究表明[25]当最优密码子含量低于 40%时，mRNA 的

平均半衰期为 5.4 min，当最优密码子含量高于 70%
时，mRNA 的平均半衰期为 17.8 min，可见密码子的

优化对稳定 mRNA 有重要作用。 
经过优化，序列中平均 GC 含量由最初 49%提高

至 52%。KudlaG 等[26]研究比较了同一基因 GC 丰富序

列和 GC 贫乏序列在哺乳动物细胞中的表达情况，发

现GC 含量丰富的序列更易进行有效的转录或 mRNA
的加工处理，GC 含量丰富的序列通过提高 mRNA 的

稳定性从而提高基因的表达水平。在基因优化过程中

同时还去除 A/T 或 G/C 重复序列，避免 mRNA 形成

发夹结构或其它特殊结构，防止 mRNA 过早终止翻译
[28,29]。 

最后，基于 Genbank KP212901.1 cp4-epsps 基因

序列(1368 bp)，GS115 菌株偏好性和载体要求，通过

PCR 扩增在 ATG 上游增加 Kozak 序列和同源重组位

点序列和酶切位点，目的基因大小增加至 1380 bp。根
据 Kozak 规则[29,30]，在基因 AUG 上游增加 Kozak 可

显著提高转录和翻译效率。 
目的基因合成后克隆至 pUC57 载体上，通过 PCR

反应获得含有 Kozak 序列，同源重组点和 SfuI 以及

XbaI 酶切位点的基因。PCR 扩增结果见图 3，片段大

小与理论结果相符。 

2.3  pPICZb-EPSPS载体构建及鉴定 

 
图4 cp4-epsps基因扩增 

Fig.4 The PCR results of cp4-epsps gene 
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注：1 为 cp4-epsps 基因扩增条带，M 为 DL5000。 

 
图5 pPICZb-EPSPS载体双酶切鉴定结果 

Fig.5 The identification results of pPICZb-EPSPS vector 
注：1 为HindIII和EcoRV 酶切后鉴定结果，M为DL5000。 

由图 1 可知，pPICZb 空载体大小为 3328 bp，其

中HindIII位点位于第873 bp，EcoRV位点位于第2337 
bp，当采用 HindIII 和 EcoRV 酶切空载体时，产生的

两条带大小分别约为 1860 bp 和 1460 bp；当大小为

1380 bp 的目的片段 cp4-epsps 整合至位于 HindIII 和
EcoRV 位点间的 sfuI 和 xbaI 酶切位点后，采用 HindIII
和EcoRV酶切片段，则产生的两条带大小分别为 1860 
bp 和 2770 bp。根据酶切结果（图 4），显示 cp4-epsps
成功克隆至 pPICZb 载体中，但需进一步测序判断重

组载体中目的基因序列与理论设计序列是否一致。测

序结果显示与理论相符，无基因突变，结果显示

pPICZb-EPSPS 载体构建成功。 

2.4  转 pPICZb-EPSPS基因毕赤酵母的鉴定 

 
图6 酵母基因组的PCR鉴定筛选 

Fig.6 Selection and identification of genomic DNA derived from 

yeast strains 

注：M 为 DL5000 marker；泳道 5、6、9、10 为 PCR 鉴

定的阳性克隆结果，一条带约为 2.2 kb，另一条带约为 1620 bp，

所对应的菌株编号为 7，8，11，12 号；泳道 1、4、7、8、11、

12 为阴性鉴定结果；泳道 2、3 为阳性对照，产生一条约 2.2 kb

的条带。 

用 SacI 单酶切线性化重组质粒 pPICZb-EPSPS，
载体的线性化可提高基因重组至酵母基因组的机率，

而外源基因重组至基因组可提高基因遗传的稳定性。

外源基因是否成功重组至基因组，需要通过提取酵母

基因组和 PCR 实验加以验证。cp4-epsps 基因导入酵

母后，同源重组位点仅发生在 AOX1 处，在正确位置

发生同源重组的转基因酵母可用 5’AOX1 和 3’AOX1
通用引物扩增酵母基因组，由于 GS115 是 Mut+型，

阳性克隆子的酵母基因组的 PCR 结果会产生两条带，

一条是约 2.2 kb 的 AOX1 基因，另一条带略大于目的

基因约 1620 bp；PCR 扩增结果未出现两条带表明为

阴性克隆，或重组位点不发生在 AOX1 处。由图 6 可

判断泳道 5、6、9 和 10 对应的酵母菌株为阳性克隆，

即目的基因成功整合至酵母基因组，克隆子编号分别

为 7、8、11 和 12 号。 

2.5  cp4-epsps 基因在酵母中的表达及 western 

blotting鉴定 

2.5.1  SDS-PAGE 电泳分离重组酵母蛋白 

 
图7 cp4-epsps在酵母中的表达和SDS-PAGE电泳 

Fig.7 SDS-PAGE electrophoresis and the expression of the 

cp4-epsps gene in Pichia pastoris 

注：1 为阴性酵母 GS115 蛋白提取物；4 为 pPICZb 空载

体转化酵母的蛋白提取物；2、3、5 和 6 分别对应克隆子 7、8、

11 和 12 的酵母细胞提取物；M 为蛋白低分了量 marker。 

通过SDS-PAGE和western blotting确认 cp4-epsps
基因在酵母中的表达。成熟的 CP4-EPSPS 蛋白大小约

47.6 ku，pPICZb 中 C 末端的 C-MYC 标签大小约 2.5 
ku，通过该载体表达获得的重组蛋白应为 CP4-EPSPS- 
MYC 融合蛋白，大小应约为 50 ku。由图 7 的

SDS-PAGE 可知，在大约 50 ku 处有一条与阴性对照

和空载体转化酵母对照明显不同的条带，但其特异性

还需通过 western blotting 鉴定。 
2.5.2  CP4-ESPSP 蛋白的 western blotting 鉴定 

采用 CP4-EPSPS 蛋白的单克隆抗体进行 Western 
blotting，图 8a 结果显示在 50 ku 和小于 50 ku 处均有

特异性条带出现两者进一步通过载体标签 C-MYC 单

克隆抗体的 western blotting 结果确定特异性。图 8b
结果显示在 50 ku 附近有特异性条带，与图 8a 箭头所
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指条带一致，从而可以判断 50 ku 的条带为特异性条

带，这一结果与理论值相符，从而可以认为目的基因

cp4-epsps 在毕赤酵母中得到了正确表达。 

   
图8 CP4-EPSPS重组蛋白的Western blotting检测 

Fig.8 The western blotting results of the CP4-EPSPS 

recombinant protein  

注：a 采用 CP4-EPSPS 蛋白单克隆抗体进行的 western 

blotting 鉴定结果，有 50 ku 大小的特异性条带；b 采用 C-MYC

标签单克隆抗体进行的 western blotting 鉴定结果，有 50 ku 大

小的特异性条带。 

图 8a 中还存在另一明显条带，大小推测约为 47 
ku，与不带 C-MYC 标签的蛋白大小相似，也与该基

因在原核大肠杆菌表达系统中的表达大小一致[31,32]，

并且该条件与阴性对照及图 8b 中结果对比提示，该条

带也应为阳性菌株中的特异性条带，推测重组酵母中

可能有丢失 C-MYC 标签的重组 CP4-EPSPS 蛋白存

在，或有被轻微降解的 CP4-EPSPS 蛋白存在。 

3  结论 

为提高重组蛋白 CP4-EPSPS 在酵母中的表达量，

本实验首先根据毕赤酵母的偏好性，基因序列中最优

GC 含量、稳定 mRNA 结构等要素等优化合成

cp4-epsps 基因，然后通过同源重组使外源基因整合至

酵母基因组，提高基因遗传的稳定性，最后通过

CP4-EPSPS 单克隆抗体和 C-MYC 标签单克隆抗体确

定 CP4-EPSPS 表达的特异性条带，从而确认外源基因

表达的正确性。至此，可以认为 cp4-epsps 基因在毕赤

酵母中获得了成功表达。本实验室构建的转 cp4-epsps
基因酵母在后期可以通过浓度控制和外源蛋白的活性

控制进一步研究 CP4-EPSPS 蛋白剂量与外源蛋白安

全性，蛋白活性与外源蛋白安全性的关系，这是后期

建立高通量的外源蛋白安全评价平台的关键步骤。 
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附件 1 

cp4-epsps 基因优化序列： 
ATGTTGCATGGTGCCTCCTCCAGACCTGCTACTGCTCGTAAGTCTTCCGGATTGTCTGGAACCGTCCGT

ATCCCAGGTGATAAGTCCATCTCCCACCGTTCCTTCATGTTCGGTGGTTTGGCCTCTGGAGAGACCAGAAT
TACCGGTTTGTTGGAAGGTGAAGACGTCATCAACACCGGTAAGGCTATGCAGGCTATGGGTGCTAGAATC
CGTAAGGAAGGTGACACCTGGATTATCGACGGAGTCGGAAACGGTGGTCTTTTGGCTCCTGAGGCCCCTTT
GGATTTTGGAAACGCTGCCACCGGTTGCAGACTTACCATGGGTCTTGTCGGAGTCTACGACTTCGACTCCA
CCTTCATTGGTGACGCTTCCTTGACCAAGCGTCCAATGGGTAGAGTCTTGAACCCATTGCGTGAGATGGGT
GTTCAGGTTAAGTCTGAGGACGGTGACAGATTGCCTGTCACCTTGAGAGGTCCTAAGACCCCAACCCCAAT
TACCTACCGTGTCCCTATGGCCTCTGCTCAAGTTAAGTCTGCCGTCTTGTTGGCCGGTTTGAACACTCCAGG
AATCACCACTGTCATCGAGCCTATTATGACTTGCGACCACACCGAGAAAATGTTGCAGGGTTTCGGTGCTA
ACTTGACCGTTGAAACCGACGCCGACGGAGTTAGAACTATTAGATTGGAGGGTAGAGGTAAATTGACTGG
TCAGGTCATCGATGTTCCAGGAGATCCATCCTCCACTGCTTTCCCACTTGTCGCTGCTTTGTTGGTCCCAGG
TTCCGACGTTACCATTTTGAACGTTTTGATGAATCCAACCAGAACCGGATTGATTTTGACTTTGCAAGAAA
TGGGTGCCGACATCGAGGTCATCAACTTGAGATTGGCCGGTGGTGAGGATGTCGCTGATCTTCGTGTCCGT
TCCTCTACCTTGAAGGGTGTTACCGTCCCAGAGGATCGTGCCCCTCCAATGATCGACGAGTACCCAATCTT
GGCTGTCGCTGCTGCTTTCGCTGAAGGTGCCACTGTTATGAACGGATTGGAGGAGTTGCGTGTCAAGGAAT
CTGACAGATTGTCTGCCGTCGCCAACGGATTGAAGTTGAACGGTGTCGATTGCGACGAGGGTGAGACTTCT
TTGGTCGTTAGAGGTCGTCCAGACGGTAAGGGTTTGGGTAACGCTTCTGGTGCTGCTGTTGCTACCCACTT
GGACCACAGAATCGCCATGTCCTTCTTGGTCATGGGATTGGTCTCCGAAAACCCAGTCACCGTCGACGACG
CTACCATGATTGCTACTTCCTTCCCTGAGTTTATGGACTTGATGGCCGGTCTTGGTGCTAAGATCGAGTTGT
CCGATACCAAGGCTGCT 

CP4-EPSPS 氨基酸序列： 
MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKSISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTGKAMQAMGARIR

KEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQ
VKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVE
TDADGVRTIRLEGRGKLTGQVIDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN
LRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSAVANGL
KLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFM
DLMAGLGAKIELSDTKAA 


