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摘要 : 将口蹄疫病毒外壳蛋白 VP1 基因克隆到植物表达载体 pBI121 , 并转化到根癌农杆菌

( Agrobacterium tumefaciens) 菌株 LBA4404 中 , 采用叶盘转化法转化柱花草 ( Stylosanthes spp .)

栽培品种热研二号柱花草 ( S. guianensis cv . Reyan Ⅱ ) , 获得了转基因植株 , 经 PCR、PCR-

Southern blot和 Southern blot分析表明 : VP1 基因已整合到转基因柱花草植株的核基因组中。

经 RT-PCR、Northern blot分析表明 : VP1基因已在转基因柱花草中获得转录。
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Abstract: Tender leaves of Stylosanthes guianensis cv . Reyan Ⅱ were transformed with Agrobacterium

tumefaciens LBA4404 carrying the gene VP1 coding food-and-mouth disease virus outer capsid protein . Af-

ter 3 times kanamycin-resistant selection , the regenerated plantlets were analyzed further by PCR, PCR-

Southern blot and Southern blot, the results confirmed that the VP1 gene were integrated in the genome .

The results of RT-PCR and Northern blot of transgenic plants showed that VP1 gene was transcribed in

transgenic plants .
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口蹄疫 ( food-and-mouth disease , FMD) 是由口蹄疫病毒 ( food-and-mouth disease virus ,

FMDV) 引起的一种偶蹄类动物共患的烈性传染病 , 世界上每年都有流行的报道 , 造成巨

大的经济损失 , 严重影响各国的对外贸易 , 国际兽疫局 (OIE) 将其列为 A类家畜传染病

之首 (Yang等 , 1999; Gibbens 等 , 2001; Knowls 等 , 2001)。防控口蹄疫最行之有效的方

法是易感动物接种预防。目前 , 用于防控口蹄疫的疫苗是 FMDV灭活苗及减毒苗 , 其最大
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缺点是有时病毒灭活不彻底 , 残留的活病毒会引起新的疫情爆发或在使用的过程中毒性恢

复造成更严重的疫情流行 ( Beck and Strohmaier, 1987 )。因此 , 各国纷纷研制基因工程疫

苗、合成肽疫苗、DNA疫苗等 , 但这些疫苗因受免疫效果 , 价格昂贵或接种方式等的限

制而未能很有效的达到预防口蹄疫的目的。随着生物学技术的发展和植物细胞培养及再生

方法的完善 , 人类在成功改变植物遗传性状的同时 , 尝试着将转基因植物转变为人类所需

昂贵药品的廉价“生产工厂”, 如利用植物细胞来表达细菌性或病毒性病原体的植物口服

疫苗 ( Walmsley and Amtzen, 2000) , 我们也做了一些尝试性的工作 (沈文涛等 , 2004; 张

更林等 , 2003)。这种疫苗不仅改变了传统的疫苗生产方式和接种手段 , 而且大大降低了

疫苗的生产成本 , 给免疫预防领域带来了生机。FMDV VP1 蛋白是口蹄疫病毒的外壳蛋白

和中和抗原 , 含有 T、B细胞表位。本研究使 VP1 基因在优良的热带牧草—热研二号柱花

草中表达 , 以期获得具有免疫原性的、可饲的口蹄疫植物疫苗 , 将为防治口蹄疫提供一种

方便、廉价、安全、有效的新型疫苗 , 具有潜在的经济和社会价值。

1  材料与方法
1 .1  植物材料

柱花草品种 ( Stylosanthes spp .) : 热研二号柱花草 ( S. guianensis cv . Reyan Ⅱ ) , 由中国热带农业科学

院热带牧草研究中心提供。培养无菌苗 , 取刚长出两片真叶用作转化的外植体。

1 .2  质粒

根癌农杆菌 ( Agrobacterium tumefaciens) 菌株 LBA4404 , O 型口蹄疫外壳蛋白 VP1 基因由本课题组克

隆及进行改造得到 , 构建植物表达载体 pBI121�/VP1 (周鹏等 , 2004) (图 1)。

1 .3  重组农杆菌介导的柱花草遗传转化

转化方法参照王关林和方宏筠 (1998)。取刚长出两片真叶的无菌苗的真叶 , 在芽的分化培养基 M1 :

MS + 6 - BA 4.0 mg�/L + NAA 1.0 mg�/L上暗预培养 2 d , 用经乙酰丁香酮预处理的重组农杆菌抽真空浸入法

侵染 , 在加有脯氨酸的M1 上看护暗培养 2 d , 转入含有 Kanamycin (卡那霉素 , Kan) 75 mg�/L, Carbenicillin

(羧苄青霉素 , Cb) 400 mg�/L的 M1 选择培养基上 , 诱导芽再生。再生芽转接到 M2 : MS + 6 - BA 0 .1 mg�/L

+ NAA 0.01 mg�/L + Kan 75 mg�/L + Cb 400 mg�/L上继代培养和进一步筛选。经 3 次继代和筛选后 , 待芽长到

2～3 cm时切下 , 在 M3 : MS + 6 - BA 0.05 mg�/L + Kan 25 mg�/L + Cb 400 mg�/L上诱导生根。将根系生长良好

的转化植株移入温室中种植。

1 .4  转基因植株的鉴定分析

1 .4 .1  PCR 及 PCR-Southern blot检测  采用 CTAB法提取转化植株的总基因组 DNA。 VP1基因的引物由上

海生物工程服务有限公司合成。

5′端引物 P1: 5′TCGAGCTCTCTTTACAAG 3′

3′端引物 P2: 5′GTACTAGTATGGCTACCTCC 3′

扩增条件 : 94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 s, 41℃退火 30 s, 72℃延伸 60 s, 进行 30 个循环 ; 72℃延

伸 7 min; 将 PCR产物作琼脂糖电泳。然后将电泳胶进行 Southern印迹转移、杂交 , 方法参照王关林和方

宏筠 (1998)。实验使用 Boehringer Mannheim公司生产的 DIG DNA Labeling and Dectection Kit , 以 VP1 基因

片段 (约 693 bp) 为模板进行探针标记。

1 .4 .2  Southern blot检测  提取 PCR-Southern blot阳性柱花草植株总 DNA约 25μg , 用 ScaⅠ和 EcoRⅠ 37℃

酶切过夜。电泳后 , 进行 Southern印迹转移、杂交。

1 .4 .3  RT-PCR检测  利用 RNA提取纯化试剂盒 (上海华舜生物工程有限公司 ) 提取 Southern blot阳性转
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基因植株总 RNA, 用 RT-PCR试剂盒 ( Boehringer Mannheim公司 ) 进行反转录 , 再以反转录产物为模板 ,

P1和 P2为引物进行 PCR扩增。

1 .4 .4  Northern blot检测  用异硫氰酸胍法提取 RT-PCR阳性转基因植株总 RNA。变性电泳、进行 North-

ern 印迹转移、杂交。

1 .4 .5  SDS-PAGE电泳和考马斯亮蓝 R-250 染色检测  采用改良丙酮沉降法提取柱花草转化植株的总蛋

白 , 进行 10% SDS-PAGE电泳 , 电泳后的胶进行考马斯亮蓝 R-250 染色分析。

1 .4 .6  转基因柱花草 T1 代的遗传分析  选取转基因单株自交后代正常发育种子 T1 (100 粒 ) , 将种子表

面消毒后播种到含 150 mg�/L Kan 的MS筛选培养基上 , 以未转化柱花草植株的种子作为对照。2 周后分析

抗性绿苗和播种数的比例 , 以确定其遗传分离比。选择长势良好的绿苗进行 PCR 分析 (同 1 .4 .1) , 检测

目的基因 VP1 与 Kan抗性筛选基因 NptⅡ是否在后代中协同分离。

2  结果与分析

2 .1  载体的构建

为了方便克隆 , 在设计 PCR 引物时引进能够连接到植物表达载体上的克隆位点 SpeⅠ

和 SacⅠ , 经 PCR、pGEM-T载体克隆 , 得到了 pTVP1 克隆 , 基因测序结果表明 VP1 获得

了正确的设计改造。利用 SacⅠ和 XbaⅠ切除含高效启动子 CaMV35S的 pBI121 上的 GUS

基因 , 同时用 SpeⅠ (与 XbaⅠ是同裂酶 ) 和 SacⅠ酶消化 pTVP1 克隆载体获得 VP1 基因

片段。在 T4-DNA连接酶的作用下 , 将线性化质粒和酶切后的 VP1 基因片段连接成新的重

组质粒 pBIVP1。这样 VP1基因 5′端是 CaMV35S启动子 , 3′端是 NOS终止子 , 卡那霉素抗

性作为转化植株的筛选标记 , 具体构建见图 1。

图 1  表达载体 pBIVP1 的构建示意图

Fig . 1  The construction of pBIVP1 recombinant

2 .2  转化与植株再生

经预培养 2 d的柱花草真叶用工程根癌农杆菌侵染后 , 转接到芽分化培养基上 , 看护

共培养 2 d , 然后再转移到选择性芽分化培养基上 , 经过约 7 d 的选择培养后 , 大部分外植

体黄化或褐化 , 逐渐死亡。少数真叶伤口的基部能长出黄绿色的愈伤组织 , 约 7 d 后分化

出绿色芽点。将有芽点的外植体转接到继代培养基上进行继代及抗性筛选。3 次继代和筛

选后 , 待芽长到 2～3 cm时 , 切下转入生根培养基 , 当根系发育良好后 , 移入温室。本研

究共获得 34 株抗性转化再生柱花草植株。
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2 .3  柱花草转化株的 PCR和 PCR-Southern blot检测

对获得的抗性转化再生苗用 P1、P2一对引物进行 PCR 扩增和 PCR-Southern blot 检测 ,

有 27 株转化株植株 PCR扩增出预期的 693 bp 左右的电泳带 , 且 PCR-Southern blot 也呈阳

性 , 而未转化的柱花草植株则无特异性扩增带 , 初步证明 VP1 基因已导入柱花草植株 ,

部分检测结果如图 2 ( a, b )。

图 2  柱花草转化植株的 PCR (a) 和 PCR-Southern blot ( b ) 检测结果

Fig . 2  PCR (a) and PCR-Southern blot ( b) analysis of transgenic Stylosanthes spp .

Lane 1: DL2000 Marker; Lane 2: pBIVP1; Lane 3: non-transformed Stylosanthes spp .; Lane 4-11: transformed Stylosanthes spp .

2 .4  柱花草转化株的 Southern blot检测

对 PCR 和 PCR-Southern blot 检测为阳性的转化柱花草植株进一步进行 Southern blot 分

析。以回收的地高辛标记的 VP1 基因作为探针 , 对柱花草总 DNA以 ScaⅠ和 EcoRⅠ酶切

消化 , 印迹杂交。共有 21 株转化柱花草的泳道出现杂交信号 , 而作为阴性对照的非转化

植株未出现杂交信号。根据阳性对照片段的大小推算 , 转化植株的杂交目的带大小约 1 .8

kb (CaMV35S～850 bp + VP1～693 bp + NOS Ter～250 bp) , 这证明启动子 CaMV35S, VP1 基

因 , 终止子 NOS Ter 已经整合到转基因柱花草植株核基因组中 , 部分结果如图 3。

图 3  柱花草转化植株 Southern blot检测结果

Fig . 3  Southern blot analysis of transformed Stylosanthes spp .

Lane 1: pBI121�/VP1�/ScaⅠ + EcoRⅠ ; Lane 2: non-tranformed Stylosanthes spp . DNA�/ScaⅠ + EcoRⅠ ; Lane 3-12:

tranformed Stylosanthes spp . DNA�/ScaⅠ + EcoRⅠ

2 .5  RT-PCR检测

对 Southern blot阳性的植株进行 RT-PCR 分析 , 初步表明有 11 株转基因植株中 VP1 基

因在转录水平上获得表达 , 部分结果如图 4。从图 4 可以看出有部分转基因植株在转录水

平上发生了转基因沉默。
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图 4  转基因植株 RT-PCR 检测结果

Fig . 4  RT- PCR analysis of transgenic Stylosanthes spp .

Lane 1: DL2000 Marker; Lane 2-10 : transgenic Stylosanthes spp .; Lane 11: non-transgenic Stylosanthes spp .; Lane 12: pBIVP1

2 .6  Northern blot检测

对 RT-PCR 阳性的植株进行 Northern blot 分析 , 表明 RT-PCR 为阳性的 11 株转基因植

株中 VP1基因在转录水平上有 10 株获得表达 , 结果如图 5。

图 5  转基因植株 Northern blot 检测结果

Fig . 5  Transcript analysis of transgenic Stylosanthes spp .

Lane 1: non-transgenic Stylosanthes spp .; Lane 2-12: transgenic Stylosanthes spp .

2 .7  SDS-PAGE电泳和考染检测

对 Northern blot阳性植株采用改良丙酮沉降法提取柱花草植株的总蛋白 (谷瑞升等 ,

1999)。然后进行 SDS-PAGE 电泳和考马斯亮蓝 R-250 染色分析 , 从考染的图片上可以看出

有约 25 .4 kD的目的蛋白条带出现 , 初步表明口蹄疫外壳蛋白 VP1 在 9株转基因柱花草中

得到了表达 , 由于表达量较低或上样量不够 , 只有很淡的目的带出现 , 部分结果如图 6。

2 .8  转基因柱花草植株 T1 代遗传分析

选取转基因单株自交后代发育正常种子 T1 (转 pBIVP1 和非转化植株种子各 100 粒 ) ,

在含 150 mg�/L Kan 的筛选培养基 MS上培养 , 2 周后 , 通过对种子的萌发数 , 绿苗数和白

苗数的统计 , 最终获得的转基因柱花草植株自交子代 Kan 抗性分离情况见表 1。统计分析

结果表明 , 转基因柱花草植株自交子代出现 Kan 抗性分离 , 各自分离比例 , 经卡方 (λ
2

)

适合性分析表明 , 呈 3∶1 分离 , 符合孟德尔分离规律。且 NptⅡ基因片段也插入转基因柱

花草植株基因组中 , 并能传递给后代。选择部分长势良好的 T1 代绿苗进行 PCR 分析 (如

图 7 ) , PCR结果皆为阳性 , 表明目的基因 VP1 皆整合在这些抗性子代绿苗中 , Kan 抗性

基因和 VP1紧密连锁。
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图 6  SDS-PAGE 电泳和考染检测结果

Fig . 6  Expression analysis of transgenic Stylosanthes spp .

by SDS-PAGELane 1 , 2 , 9 , 10 : non-transgenic Stylosan-

thes spp .; Lane 5: protein molecular weight Marker; Lane

3 , 4 , 6 , 7 , 8 : transgenic Stylosanthes spp .

 �表 1  转基因柱花草植株自交子代 Kan抗性的遗传分析

(自由度 DF = 1)

Table 1  Heredity analysis of Kan-resist of T1 of

transgenic Stylosanthes spp .

编号 播种数 萌发数 绿苗数 白苗数 λ2 �(3∶1) P (1 �)

1 �100 �85 �74 �11 �0 �. 053 < P0 q.05

CK 100 �19 �0 �0 �- -

图 7  部分转基因柱花草植株抗性自交 T1 代 PCR检测结果

Fig . 7  PCR analysis of T1 filial generation of transgenic

Stylosanthes spp . Lane 1 : DL2000 Marker ; Lane 2: non-

transgenic Stylosanthes spp .; Lane 3-17 : transgenic

Stylosanthes spp .

3  讨论

植物可饲疫苗是通过诱导黏膜免疫反应来达到预防疾病为目的的一种新型疫苗 , 与目

前主要采用黏膜外接种的疫苗相比 , 其具有以下优点 : 1 ) 能有效的诱导黏膜免疫反应 ,

更好的抵制病原物入侵 (Yu and Langridge , 2000; Haq等 , 1995 )。目前 , 应用的疫苗主要

采用肌肉注射等肠外途径接种。肠外接种途径对发展系统免疫是有效的 , 但其产生的免疫

力不能扩展到黏膜表面 , 而病原菌又主要通过黏膜途径进入人和动物体内。黏膜表面的保

护性抗体主要是就地合成 , 而不是来自系统的抗体池。因此 , 通过黏膜接种的绿色植物疫

苗比通过注射产生的黏膜免疫反应效果更佳。2) 具有优良的表达系统。与微生物发酵、

动物细胞和转基因动物等生产系统相比 , 生产绿色植物疫苗的植物表达系统具有成本低 ,

培养条件、遗传操作简单 , 只需增加耕种面积就能扩大其产量 , 且储存和运输方便 ; 生产

的蛋白能正确的加工、折叠 , 有较好的免疫效果 ; 安全性高 , 避免了污染动物病毒的问

题 ; 可通过植物杂交的方法实现基因重组 , 较方便的生产一种高效多价疫苗。3 ) 使用方

便。只需口服或饲喂就可以达到接种的目的 , 便于推广使用。本研究初步确定获得了表达

口蹄疫病毒外壳蛋白 VP1 的转基因植株 , 为这种在全世界范围内流行 , 采用传统疫苗存

在潜在传播口蹄疫病毒危险性的可怕病毒的防治提供了另一条更好的途径 , 具有一定的应

用前景。

FMDV VP1 蛋白中 141～160 aa和 21～40 aa分别是最主要的 T细胞表位和 B细胞表位 ,

决定病毒的血清型 , 并可以诱导中和抗体 , 因此成为 FMDV绿色植物疫苗的首选抗原。

VP1基因已经转化到拟南芥、烟草、苜蓿、马铃薯等植物中 , 并具有较好的免疫效果
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(Carrillo 等 , 1998; Wigdorovitz等 , 1999; Wigdorovitz等 , 1999; Carrillo 等 , 2001 )。柱花草

是一种优良的热带牧草 , 以它为受体生产口蹄疫可饲疫苗有着无可比拟的优越性。虽然通

过 RT-PCR, Northern blot及 SDS-PAGE 电泳、考染检测分析发现有部分转基因植株目的基

因在转录及翻译水平上出现了转基因沉默 , 但绝大部分转基因植株都转录并翻译出 FMDV

VP1蛋白 , 而且转基因植株当代及 T1 代生长发育都跟非转基因植株一样 , 没有发现任何

变异植株 , 初步证明在柱花草中表达 FMDV VP1 蛋白存在可行性。本研究在进行下一部检

测的同时 , 在转化体系、提高表达量、免疫效果、转基因安全筛选标记等方面进行探索 ,

力求找到更有效、安全的柱花草植株疫苗生产系统。
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