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口蹄疫病毒抗原决定簇融合基因转化苜蓿

王鸣刚!

!罗茂春(

!彭轶楠!

!卢 真8

!陈 亮8

#

!7

兰州理工大学生命科学与工程学院"甘肃 兰州
98&&"&

$

(7

龙岩学院生物系"福建 龙岩
8$#&!(

$

87

厦门大学生命科学学院"福建 厦门
8$!&&"

%

摘要!通过农杆菌的介导!以携带
:

型和
+

型口蹄疫抗原决定簇融合基因
:

(!

;:

!#

;+

(!

;<=>+

?

的植物表达载体

转化苜蓿"

!"#$%&

'

()&*$+&

#愈伤组织!并再生得到抗性植株$试验建立了苜蓿甘农
!

号愈伤组织再生系统%优化

了农杆菌介导的苜蓿遗传转化系统%获得抗性再生植株
#

棵%

@.0

报告基因在转化的愈伤组织中得到瞬时表达%

抗性植株
)-*

检测结果证实目的基因已经成功整合到苜蓿基因组中$

关键词!口蹄疫抗原决定簇%遗传转化%苜蓿

中图分类号!

0""!

A

B9&8

$

CD#8B(

!!!

文献标识码!

+

!!!

文章编号!

!&&!;&$(D

#

(&!!

%

&';!"#$;&$

"!

!

口蹄疫#

E55F;GHI;J5KFLIMNOGNO

"

PQR

%是由口

蹄疫病毒引起的烈性传染病"主要感染偶蹄目动物"

患病动物在消化道的皮状粘膜&口&舌&唇&蹄间隙和

蹄冠缘&乳房及皮肤的其他无毛发处等部位发生水

泡和溃烂'人和非偶蹄动物也可感染此病"但症状

较轻'由于猪&牛&羊等主要的家畜均可感染此病"

并能形成大规模地流行"所以国际兽疫局将该病列

为
+

类家畜传染病之首(

!

)

'

!D'D

年美国科学家在烟草#

,$%(*$&-&*&.&/

%01

%&马铃薯#

2(3&-01*0."4()01

%等植物上成功

地制造了乙肝疫苗&大肠埃希菌疫苗"用这些植物喂

饲小鼠后"均产生了预防接种的效果"引起了植物

学&微生物学&免疫学&分子生物学等方面专家的极

大兴趣和关注(

(

)

'自第
!

例转基因植物表达系统生

产疫苗出现以来"很多植物疫苗已问世"并在动物和

人体内进行了临床试验'结果表明"植物疫苗在预

防感染性疾病&治疗肿瘤和自身免疫病等方面是可

行有效的(

8

)

'

转基因植物作为生物反应器生产口服疫苗"以

其独特的优越性迅猛发展"其研究和应用开辟了植

物生物技术的新天地'转基因植物口服疫苗将成为

生物制药的重要发展方向(

#;$

)

'

口蹄疫病原为口蹄疫病毒"属小
*3+

病毒科

口蹄疫病毒属"是目前所知病毒中最细微的一级"具

有
9

种不同的血清型'

9

种不同血清型可根据核酸

同源性大小分为两群*

:

&

+

&

-

和
+NMG1

为第
!

群"

0+,!

&

0+,(

&

0+,8

为第
(

群'群内各型同源性达

$&S

"

9&S

"但两群之间同源性仅为
("S

"

#&S

"

各血清型间无血清交叉和交叉免疫现象"各个血清

型又包括多个亚型(

9

)

'

:

型口蹄疫为全世界流行最

广的一个血清型"我国流行的口蹄疫主要为
:

&

+

&

-

三型及
T=

型(

9

)

'

本试验通过农杆菌介导的方法将口蹄疫抗原决

定 簇 融 合 基 因
:

(!

;:

!#

;+

(!

;<=>+

?

转 入 苜 蓿

#

!"#$%&

'

()&*$+&

%品种甘农
!

号中"希望获得转基

因植株'从中选出高表达口蹄疫抗原决定簇融合基

因的植株"期望通过免疫动物获得对口蹄疫病毒的

免疫应答'

!

!

材料与方法

!7!

材料
!

甘农
!

号苜蓿品种由甘肃农业大学草

业学院提供'农杆菌株
2<+!&"

由兰州理工大学

植物细胞 与分 子生物 学实 验室保存'

U

-+Q;

=1+!8&!

双元载体"含
,;R3+

左右边界序列&植物

抗性筛选标记
<),

&抗性标记
3),;

#

&报告基因

@.0

以及多克隆位点#

Q-0

%"由澳大利亚
-+Q;

=1+

实验室提供'

:

型和
+

型口蹄疫抗原决定簇融

合 基 因 #

:

(!

;:

!#

;+

(!

;<=>+

?

%植 物 表 达 载 体

#

U

-+Q=1+!8&!;:

(!

;:

!#

;+

(!

;<=>+

?

%由兰州理工

大学植物细胞与分子生物学实验室构建"结构如图

!

所示'

图
!

!

融合基因
"

#!

$"

!%

$&

#!

$'()&

*

植物表达载体结构

"

收稿日期*

(&!&;&D;8&

!!

接受日期*

(&!!;&#;!#

基金项目*甘肃省教育厅研究生导师基金#

&9&8;!!

%$兰州理
工大学博士基金#

0=&'(&&$&(

%

作者简介*王鸣刚#

!D$(;

%"男"教授"博士"研究方向为植物分
子生物学'

2;JGM6

*

J

?

VGH

?$

!$87>5J



&'

!

(&!!

草
!

业
!

科
!

学 #第
('

卷
&'

期%

!!

植物诱导#继代%培养基和共培养基#

="<

%*

="A(

"

#;R&7!J

?

!

/AW,

#

WMHOFMH

%

&7!J

?

!

/

$筛

选培养基#

="<

<,!

%*

="A(

"

#;R&7!J

?

!

/AW,

&7!J

?

!

/A<

X?

#潮要素%

!J

?

!

/A,MJOHFMH8&&

J

?

!

/

$诱导胚性愈伤组织培养基#

="<

<,(

%*

="A

(

"

#;R&7!J

?

!

/AW,&7!J

?

!

/A<

X?

!J

?

!

/A

,MJOHFMH(&&J

?

!

/

$分化培养基#

="

<,

%*

="A<

X?

!J

?

!

/A,MJOHFMH!&&J

?

!

/

$诱导生根培养基

#

!

!

(Q0

<,

%*

!

!

(Q0

#蔗糖
!&

?

!

/

%

A<

X?

!J

?

!

/A

,MJOHFMH!&&J

?

!

/

'

!7#

方法

!7#7!

苜蓿再生系统的建立
!

取出芽两周的实生苗

叶片作为外植体"平铺至
="<

培养基中'继代一次

后将愈伤组织转至
="

培养基中诱导体胚的分化"

两周继代一次"在淡黄色#或黄绿色%愈伤组织上长

出绿点'待胚状体长成鱼雷状且可清晰地辨认单个

胚状体时"将其单个分离并转至新的
="

培养基中

继续培养'待胚状体发育成小苗并有少数根后"将

小苗移植到
!

!

(Q0

生根培养基中诱导生根"移植

(&I

后统计根生长情况'

!7#7#

苜蓿愈伤组织对潮霉素的基础抗性测定
!

将

苜蓿的愈伤组织放置于含不同潮霉素#

<

X?

Y5J

X

;

>MH

"

<

X?

%质量浓度的
="<

培养基上"观察其生长

状况
(&I

"进而确定最佳潮霉素抗性筛选质量浓度'

!7#7+

转化&筛选和潮霉素抗性植株的再生
!

取新

鲜苜蓿叶片"在
="<

中预培养
#I

"待农杆菌培养至

:R

$&&

约
&7$

时"取
!J/

菌液加到
DJ/Q0

液体培

养基中混匀$将经过预培养的叶片加入到上述混合

液中"放置
(&JMH

'取出侵染后的叶片组织"置于

="<

培养基中"暗处共培养
#

"

"I

后取出叶片"转

移到
="<

<,!培养基中筛选'将筛选
(&I

后的叶片

组织转至
="<

<,(培养基中诱导愈伤组织"并在

="

<,中诱导分化$分化培养基中分化出小苗后将再

生苗移植到
!

!

(Q0

<,中诱导生根'然后"移植到营

养钵中继续生长'

!7#7%

组织化学及分子生物学方法检测
!

@.0

基

因#与口蹄疫基因构建在一起的转入基因%活性的组

织化学染色检测"参照王关林和方宏筠(

'

)的方法'

)-*

检测与分析*融合基因
:

(!

;:

!#

;+

(!

;<=;

>+

?

全长
D&&Z

U

'通过
)YMJOY)YOJMOY"

软件对融

合基因内部序列设计引物"两条引物之间约
"#&Z

U

'

"[

端引物*

"[;,@--,,-,@+-,,-,,,--;8[

$

8[

端引物*

"[;--,@--,-@,-@,-,++-;8[

'

)-*

反应条件为*

D#\

预变性
"JMH

$

D#\

变

性
#"N

"

"(\

退火
#"N

"

9(\

延伸
!JMH

"

8"

个循

环$最后
9(\

延伸
"JMH

'

#

!

结果与分析

#7!

甘农
!

号愈伤组织形成及分化情况
!

甘

农
!

号叶片外植体接种于
="<

培养基中"于
("\

&

!#L

!

I

光照条件下培养诱导愈伤"

(&I

后取其中
9

个重复组统计愈伤数"出愈率为
D"7(S

'有
$"

个外

植体分化出了绿点"分化率达
$!7DS

"分化时间#即愈

伤组织上形成第
!

个绿点所需的时间%为
("

"

8"I

'

#7#

潮霉素的质量浓度对苜蓿叶片愈伤组织

形成的影响
!

结果表明"在
&7"J

?

!

/

的选择压

下"抗性愈伤组织形成情况与对照组无明显差异'

随着潮霉素质量浓度的提高"愈伤组织逐渐变黄"长

势明显减弱'当潮霉素质量浓度为
!J

?

!

/

时"

(&I

后叶片单个外植体部分褐化死亡"部分正常长出愈伤

组织"长出的愈伤组织相对于对照组稍小且黄$当潮

霉素质量浓度加到
(J

?

!

/

时"

(&I

后叶片基本枯

黄"多数不能正常形成愈伤组织#表
!

%'因此"可确定

以甘农
!

号叶片作为转化材料"其愈伤诱导分化潮霉

素的选择压力为
!J

?

!

/

'

表
!

!

不同选择压力对苜蓿叶片愈伤组织形成的影响

潮霉素浓度

#

J

?

!

/

%

(&I

后出愈率

#

S

%

愈伤状况

& !&&7&

大"淡黄色"浆状

&7" !&&7&

大"淡黄色"浆状

!7&

$979

" 较大"黄褐色"浆状

(7& 8&7&

小"褐色"颗粒状

!

注*

"

表示外植体部分褐化死亡"部分形成愈伤组织"该类

也统计为可形成愈伤'

#7+

抗性愈伤组织的筛选及其再生植株的获

得
!

取出在
="<

培养基中预培养
#I

的叶片"将其同

农杆菌菌液混合侵染
(&JMH

"经过在
="<

培养基上
"I

的共培养后"接种于
="<

<,!培养基上进行筛选'经约

!&I

"叶片部分枯黄"某些区域开始突起形成抗性愈伤

组织#图
(+

%"

(&I

后愈伤组织基本覆盖叶片'在

="<

<,(培养基上继代一次后转至
="

<,培养基上"约两

周后抗性愈伤长出绿色的芽点#图
(=

%"并很快的分化

成芽'将芽分离置于新的
="

<,培养基上培养"经过

("

"

8&I

芽逐渐长出叶片"并在基部分化出根#图
(-

%'

最终形成植株
"(

株"出芽率
#D7"S

"其中生根的植株

9#"!
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&'

!

(&!!

有
#'

株"生根率达到
#"79S

#图
(R

%'

#7%

组织化学及分子生物学方法检测

#7%7!@.0

基因在转化后的愈伤组织中的瞬时表

达检测
!

转化愈伤#叶片%组织在培养
8&I

后"取抗

性愈伤组织进行
@.0

基因组织化学染色检测"转

化愈伤组织块表面部分呈现蓝色斑点#图
8

%'

图
#

!

转基因苜蓿再生过程

!

注*

+

为
!&I

左右的抗性愈伤组织$

=

为转移到
="

<,两周后"部分抗性愈伤组织分化出绿点$

-

为由绿色芽点分化出来的植

株$

R

为转基因抗性植株'

图
+

!

,-.

基因在转化愈伤中的瞬时表达"右边为阴性对照#

'#"!
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检测结果
!

以抗性植株叶片分别提取的

基因组总
R3+

为模板"用前面所述引物进行
)-*

扩增#图
#

%"结果表明"抗性植株扩增出长度约为

"#&Z

U

条带"与阳性对照一致"而阴性对照#未转化

植株%未扩增出任何条带'表明目的基因
:

(!

;:

!#

;

+

(!

;<=>+

?

已整合到转化植株的染色体基因组中'

在随即检测的
9

株农杆菌转化再生植株中"有
#

株

呈阳性反应"阳性率为
"97!S

'

图
%

!

转基因抗性植株
/01

扩增结果

!

注*泳道
&

为
R3+ QGY]OY

#

(&&&

%$泳道
!

为阳性对照$泳

道
(

"

"

为抗性植株$泳道
$

为未转化植株'

+

!

讨论

+7!

基因型对愈伤组织的形成与分化的影响

!

愈伤组织的形成受到外植体供体的基因型&培养

基成分&外界环境等诸多因素的影响"是个复杂的过

程'然而"在苜蓿的组织培养中"王鸣刚等(

D

)先前的

研究结果表明苜蓿叶片形成愈伤组织的能力同基因

型关系并不大'在本研究中"曾尝试对陇东等其他

品种进行愈伤诱导"发现陇东苜蓿在
="<

培养基中

极不容易形成愈伤"与前人的研究结果(

!&;!!

)有不相

符之处'

苜蓿愈伤组织的形成大致可分为诱导&细胞分

裂和细胞分化
8

个过程'本研究发现"愈伤组织的

长势与分化能力并无必然关联'愈伤组织有可能单

极疯长"却并不分化'也有愈伤组织表面分化的绿

点不断地细胞分裂"但没有进一步分化成茎叶等结

构'而一些叶片"特别是经过潮霉素筛选的叶片"初

期会枯萎"在
(&

多天后才开始形成愈伤组织并进一

步分化出胚体'在分化能力方面"各个基因型间存

在显著差异#结果未列出%"甘农
!

号是最适合的再

生体系的品种'

+7#

潮霉素对抗性再生的抑制
!

确定选择压力

的要求是*选择性抗生素的浓度既能有效抑制非转

化细胞的生长"使之慢慢死亡"又不能对受体植物细

胞有严重的毒性"影响转化细胞的正常生长分化'

多数研究者采用一步法"即在整个愈伤诱导&分化及

生根过程中采用相同的筛选压"筛选压多选择半致

死浓度"降低抗生素对转化细胞的损害"但是筛选效

率较低'多步筛选法是在外植体最初诱导形成愈伤

的几周采用较低的筛选压"等愈伤长到一定程度后"

提高抗生素的浓度(

!(

)

'也有人采用筛选压浓度先

高后低的方法(

!8

)

"多步法筛选得到的再生苗阳性率

较高"但采用先低后高的筛选压容易产生嵌合体"先

高后低则由于开始筛选压过高"多数细胞无法正常

生长&分化而降低再生率'转基因苜蓿研究中通常

采用
+KNFMH

等(

!#

)建立的一步法"本试验在愈伤形

成&分化及生根过程中均使用
!J

?

!

/

的潮霉素作

为筛选压"初步结果表明阳性率接近
"&S

"筛选效

率较高'但在该质量浓度下"再生苗生根明显受到

抑制"根生长缓慢且很少有根毛的分化"这可能是由

于根组织相对于叶片对潮霉素敏感性更高'

+7+

预培养&农杆菌侵染时间及共培养时间

对转化效率的影响
!

预培养可促进细胞分裂"分

裂状态的细胞更易整合外源
R3+

"从而提高外源基

因的短暂表达和稳定整合率'陈晨等(

!"

)对预培养

影响苜蓿的转化效率的研究表明"预培养
"I

抗性

愈伤的形成率及稳定转化率都最高'本试验在农杆

菌转化前"对叶片进行
#

"

"I

的预培养'

农杆菌侵染外植体时间及共培养时间都会影响

转化效率'在侵染过程中"一方面要使农杆菌充分

接触叶片"另一方面又要将细菌对植物组织的伤害

降低到最小'陈晨等(

!"

)的研究表明"苜蓿叶片侵染

(&JMH

时瞬时表达率及抗性愈伤形成率最高'参

考不同学者的研究方法"本试验选择农杆菌侵染时

间为
(&JMH

'

农杆菌与外植体共培养在整个转化过程中是非

常重要的环节"

,;R3+

的转移及整合都在这一时

期内完成'农杆菌附着后不能立即转化"只有在创

伤部位生存
!$L

后的菌株才能诱发肿瘤"这一段时

间被称为+细胞调节期,

(

!$;!9

)

'因此"共培养的时间

必须大于
!$L

"时间太短不能实现
,;R3+

的转移

和整合'但如果共培养的时间太长"农杆菌过度增

殖会使外植体受到毒害甚至死亡"同时后续试验中

农杆菌也不易被清除'本试验发现"一般共培养
#I

的农杆菌就开始大量生长"继续培养不利于后面叶

D#"!



)*+,+-./,.*+/0-123-2

#

4567('

"

357&'

%

&'

!

(&!!

片的抑菌培养和分化'因此"本试验采用共培养
8

"

"I

后除去叶片表面的农杆菌"置于含
,MJOHFMH

的

培养基中诱导愈伤的形成'

+7%

抗性苗再生过程中的植株异型现象
!

本

试验发现"从愈伤组织分化出的胚体细胞可进一步

分化形成叶片状结构"但该+叶片,较正常植株的叶

片更加粗厚"且体积相对较大'这些异化的结构在

经过一段时间后有些可以在原有结构上重新长出正

常的植株"但是植株与未被农杆菌侵染的正常再生

苗相比显得纤弱'这种情况下"要形成正常的植株

往往要经历更加漫长的时间'因此"本试验对这些

材料提供的培养基渐次降低潮霉素和抗生素的浓

度"以缩短出苗时间'

+72

转单一抗原与融合抗原基因植物的比较

!

RMJGY>LM

等(

!'

)用合成
PQR44)!!#!

"

!"'

和

(&&

"

(!8

片段氨基酸组成的
#&

个氨基酸肽#半胱

氨酸
;

半胱氨酸
;(&&

"

(!8;

脯氨酸
;

脯氨酸
;

丝氨酸
;

!#!

"

!"';

脯氨酸
;

半胱氨酸
;

甘氨酸%"在其中间加上

两个脯氨酸和一个丝氨酸"使多肽折成立体构型"大

大提高了单段肽#

!#!

"

!"';

脯氨酸
;

半胱氨酸
;

甘氨

酸%在豚鼠中的应答水平"并提出了
3;

末端氨基酸

#半胱氨酸
;

半胱氨酸%在提高保护应答中的重要性'

=Y5VH

(

!D

)用化学法合成了
PQR44)!

基因编码的

!#&

"

!$&

及
(&&

"

(!8

位肽段的基因片段"并在大

肠杆菌体内得到了表达"用其免疫牛&猪等都获得了

较好的免疫力'

R5O6

等(

(&

)根据
PQR4+

&

:

&

-

三

型的
4)!

序列分别合成了含各型病毒
4)!

蛋白的

!#!

"

!"'

和
(&&

"

(!8

片段氨基酸残基的多肽'分

别将各多肽与油佐剂混合接种牛和豚鼠上"诱导产

生了高水平的抗同型病毒和抗接种肽的抗体"并且

针对
+

型和
:

型
PQR4

合成的多肽接种的实验动

物能抵抗同型病毒的攻击"但
-

型效果较差'由于

我国流行的口蹄疫主要为
:

&

+

&

-

三型及
T=

型(

9

)

"

综合前人试验结果"本试验构建
:

型和
+

型口蹄疫

特异抗原决定簇融合基因#

:

(!

;:

!#

;+

(!

;<=>+

?

%植

物表达载体"并以此转化苜蓿"期望表达特异抗原"

进行特异保护'
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