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摘 要! 实验在构建口蹄疫病毒 ’.//0 123 4/506 789:19: ;8<59".47;- 结构蛋白 =! 基因植物双元表达载体

’>?@!+!A=!#>?@(!=! 和 >?@!(!B=!-的基础上"以玉米自交系 C%"(#+)"#)!!( 的!型胚性愈伤组织为受体"用农杆菌

介导法和基因枪轰击法转化玉米"获得 +! 株抗性再生植株$ DEA 染色证明外源目的基因在玉米细胞和组织中得到

了表达$ =FG 检测%A/506:<2 HI/0082J 鉴定证实目的基因 =! 已整合到再生植株的基因组中"共获得了 !+ 株转基因玉

米植株"首次进行了 .47; 抗原基因转化玉米的研究&
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口蹄疫是由口蹄疫病毒引起的猪% 牛偶蹄动物

的 一 种 急 性 % 高 度 接 触 性 病 毒 病 & 口 蹄 疫 病 毒

,.47;- 的结构蛋白 =! 为口蹄疫病毒的抗原位点"
其结构蛋白 =! 成熟后裂解为 ;=!%;=(%;=+%;=)"
其 中 ;=! 为 主 要 抗 原 位 点 " 能 诱 导 机 体 产 生 抗

.47; 中的抗体和抗病毒保护性免疫" 是基因工程

疫苗研究的对象&为了制备安全%有效的新型基因工

程疫苗" 人们积极探索 .47; 转基因植物的研究"

收稿日期! (""+$"%$+"
基金项目! (国家植物转基因中试及产业化基地)专项课题,Q%%$?$

""!-"C&+ 资 助 项 目 ,(""!BB(!+"b!-和 吉 林 省 科 学 技 术

厅资助项目,(""+"##($)-
作者简介! 余云舟,!%bC$-"男"硕士研究生"从事植物分子生物学及

植物基因工程研究$

王罡为本文通讯作者$ [:I! ")+!$&%C&#&! &%C#"Cb
]$T18I!R5R52M6/5>c9821KV/T

!%%C 年 F1<<8II/ 等d!e%!%%% 年 O8J3/</W80M 等d(e和 (""!
年F1<<8II/ 等d+e将 .47;$;=! 结构蛋白抗原基因的植

物双元载体分别转化拟南芥%苜蓿和马铃薯"获得整

合了 ;=! 基因的转基因植物$并且 ;=! 基因在转基

因植物中的表达产物能够诱导动物产生特异性免疫

应答$ (""( 年 759 A120/9 等d)e把口蹄疫病毒 ;=! 结

构蛋白 !+# f !&" 多肽,;=! !+# f !&"-基因片段与

DEA 基因融合"转化苜蓿得到转基因植物"通过检

测 DEA"证明该多肽在苜蓿中表达"能诱导动物的

特异性免疫应答$这些研究结果表明"利用植物表达

系统完全有可能生产有效安全的口蹄疫疫苗$ 本实

验构建了含 =! 全长基因的植物表达载体" 用于转

化玉米%马铃薯等植物"以期获得食用性转基因植物

疫苗" 为利用植物生物反应器生产基因工程疫苗进

行了探索性研究$
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! 材料与方法

!"! 植物材料

本 试 验 取 玉 米 自 交 系 "#$%!&’$!’!!% 的 !$ (
!) * 的幼雌穗" 表面用 +),的酒精消毒 !$ -./"再

用 $0!,氯化汞浸泡消毒 !$ -./" 无菌水洗 & ( ) 次

后挑取幼胚接种在诱导培养基上" 诱导出初始愈伤

组织"诱导率达到 #$,以上#将愈伤组织块转入继

代培养基中继代"每两周转一次"诱导出黄色!颗粒

状!型胚性愈伤组织# 胚性愈伤组织在分化培养基

上分化出苗"分化率达到 +$,以上#然后将小苗移

入生根培养基上诱导出再生植株" 待条件适宜时移

栽$
!"# 质粒和菌株

携带有质粒 123!%!4!%123!%!54! 和 123!&!64!
的根癌农杆菌7895!$) 和 :25’’$’;由本人构建7待
发表;& 质粒 123!%!4!%123!%!54! 和 123!&!64! 的

< =>?5 区 见 图 ! 所 示 " 其 中 植 物 表 达 载 体

123!&!64! 中的调控元件包括二个增强子%&)6 启动

子等序列"下游有多联终止密码子等与转录加工%翻

译调控相关序列元件"123!%!54! 为 5@A./ ! 禾本科

特异启动子与 &)6 启动子组成复合启动子&

图 ! 质粒 $%&!#!’!!$%&!#!(’! )*+ $%&!,!-’! 的 ./01( 区

!", 农杆菌介导转化玉米愈伤组织及其抗性筛选

和植株再生

参考本实验室建立的转化体系进行 B)C"并略有

改进与优化&农杆菌浸染后的愈伤组织"在共培养 &
* 后" 转移到含有 &$$ -D E : 头孢霉素和 %$$ ( &$$
-D E : 卡那霉素的继代培养基进行脱菌筛选培养三

代"然后将抗性愈伤组织转到含 )$ ( !$$ -D E : 卡那

霉素分化培养基上分化出苗"待条件适宜时移栽&
!"2 基因枪法转化玉米愈伤组织及其抗性筛选和

植株再生

按照本实验室建立的转化体系进行 BFC"并略有

改进与优化&
!"3 45- 报告基因检测

将农杆菌侵染后共培养 & * 的愈伤组织和基因

枪轰击后培养 ! * 的愈伤组织以及抗性愈伤组织"
转移到 G=HIJ@ 溶液中"&+KL 保温"过夜"在解剖镜

下观察"观察愈伤组织是否有蓝色斑点形成&
!"6 ’78 检测分析

取抗性再生植株和未转化植株叶片" 鼎国试剂

盒小量提取植物基因组 >?5&
根据 ?4<!基因序列和已知 MN>O=4! 基因序

列" 用 >?56<5P 软件分别设计四对引物用于转基

因植株中目的基因的 4LP 检测及 6QIARST/ 杂交分

析& 如下’
外源目的 4! 基因 4LP 扩增引物’ 上游 )=HLU

<5LH5LL5H<5L55HH<5 =&" 下 游 ) =<H<H<L<U
L5LL5LLH<5H<<=&"扩增特异带大小约为 #$$ V1"
代号为 4!#

O4! 基 因 的 引 物 ’ 上 游 )=5LL5LL<LL5L5=
HH<H5H<LHHL<=&" 下游 )=LLL5555HL<H<<<L=
5L5HHLHLL5L5=&" 扩增 F’$ V1 特异带" 代号为

O4!#
4! 基因上游调控元件的引物’上游 )=5HL55H=

<HH5<<H5<H<H5<=&"下 游 )=LH<<HLHHH<5H<U
H5HH5<H=&"扩增 )$$ V1 特异带"代号为 4#

?4<33 基 因 的 引 物 ’ 上 游 )=H55L55H5<HU
H5<<HL5LHL =&" 下 游 ) =<<<L<LHHL5HH5HU
L55HH=&"扩增 &"$ V1 特异带"代号为 ?&

4LP 扩 增 及 HW6 染 色 检 测 质 粒 123!&!64!<=
>?5 区示意图7图 %;&
!"9 基因组 01( -:;<=>?* @A:<<B*C 鉴定

6>6 法大量提取 ! D 4LP 呈阳性的再生植株叶

片和未转化再生植株叶片基因组 >?5& 用 9./* "
酶切基因组 >?5 和阳性对照质粒 123!&!64!"电泳

& 期 %&余云舟等’口蹄疫病毒结构蛋白 4! 基因转化玉米的初步研究



!"" #$ % & 浓度进行选择性筛选! 本实验获得了植物

表达载体 ’()!*!+,! 转化的抗性再生植株共 -. 株"
其中农杆菌转化获得了 -" 株抗性再生植株"而基因

枪转化获得了 . 株抗性再生植株/图 *#图 01! 转化

材料及抗性愈伤组织进行 23+ 染色呈蓝色"表明外

源目的基因能够在玉米细胞和组织中表达!
!"# 抗性再生植株的 $%& 检测

用引物 ,!#4,!#, 和 5 分别对 ’()!*!+,! 转化

的再生植株进行 ,67 检测"结果部分为阳性"扩增

出 8"" 9’ 的特异带:图 .;#<0" 9’ 的特异带/图 <;#
."" 9’ 的特异带/图 =;和 *>" 9’ 的特异带:图 >;"而

对照没有此特异带" 初步证明 ,! 基因已整合到再

生植株基因组中!对 -. 株再生植株的 0 对引物扩增

结果表明"农杆菌转化有 > 株均呈阳性"而基因枪转

化仅有 - 株! 四对引物均扩增出特异带的转基因玉

米植株"表明整个双元载体 7( 和 &( 之间序列均整

合到基因组中"构成一个完整的表达盒! 另外"也获

得 了 ’()!-!,! 和 ’()!-!?,! 转 化 再 生 植 株 各 *
株"用 ,!#4,! 和 5 引物 ,67 检测有 * 株呈阳性!

! 为 质粒 @5?" - 为 水" * 为未转化植株" 0 A = 为转基因植株

B! 为 @2&-""""B- 为 C!- % DEFG )))

图 ’ ($) 引物对 ($* 基因 $%& 检测

后采用电转仪 :()HI7?@1 转移样品 @5? 到尼龙膜

上! 用 4,! 引物扩增质粒 @5? 的回收产物作探针"
用生物素地高辛法进行杂交"具体程序参照 @)2 试

剂盒说明!

图 ! 四对引物 $%& 扩增 +,- 染色检测质粒 ./0*#*-$* 区示意图

- 结果与分析

!"* 农杆菌转化玉米自交系!型胚性愈伤组织遗

传转化体系的建立

为了研究农杆菌介导玉米转化的适宜条件"利

用表达载体 ’()!*!+,! 中携带的 23+ 报告基因"对

农杆菌的侵染浓度#菌株类型#侵染时间#?+:乙酰丁

香酮1浓度及玉米基因型等条件进行了研究! 每次每

个处理取 ." 块愈伤组织"* 次重复"对 23+ 瞬时表

达进行组织化学检测"以每个愈伤为单位"统计产生

蓝色斑的愈伤数"计算其所占百分率"求平均数后作

图! 对农杆菌转化玉米愈伤组织的不同条件进行比

较" 其最优转化条件为感染培养基菌液浓度 H@<""

值为 "J0 A "J."侵染时间 !" A !. #EF"?+ 浓度为 !""
"#KL % &" 建立了农杆菌介导优良玉米自交系!型胚

性愈伤组织高效遗传转化体系:待发表1! 利用这个

转化体系进行 ,! 基因三个表达载体的遗传转化!
!"! 玉米抗性愈伤组织的筛选和植株再生

不同浓度的卡那霉素对玉米愈伤组织的生长有

不同的抑制作用!为了确定有效的选择剂浓度"本实

验设卡那霉素的浓度分别为 "#."#!""#-""#0"" 和

! """ #$ % &"对愈伤组织进行了选择性筛选试验"结

果 愈 伤 组 织 相 应 的 褐 死 率 分 别 为 "#!"M #-"M #
."M#="M和 !""M! 另外"卡那霉素在浓度高时对玉

米愈伤组织的分化具有明显的抑制作用" 因此本实

验以略高于半致死的卡那霉素的浓度作为选择标

准"即 -"" A *"" #$ % &"而在分化培养基中则用 ." A

图 # 转基因植株生根培养 图 1 转基因植株移栽成活

B! ! - * 0 . < B-

8"" 9’
!

! 为质粒 @5?" - 为未转化植株" * A < 为转基因植株

B! 为 @2&-""""B- 为 C!- % DEFG )))

图 2 $* 引物对 $* 基因 $%& 检测

B! ! - * 0 . < = B-

<0" 9’
!
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!"# 转 基 因 玉 米 植 株 基 因 组 $%& 的 ’()*+,-.
/0(**1.2 鉴定

对四对引物 !"# 检测均为阳性的转基因再生

植株基因组 $%& 进行 ’()*+,-. /0(**1.2 鉴定时!取

345676’!6 转化的再生植株! 其中农杆菌转化取 8
株!基因枪转化取 6 株" ’()*+,-. /0(**1.2 鉴 定 9用
:1.; 555 酶切基因组 $%<! 理论上应该产生 7=> ?/
的特异带@结果见图 A!表明 !B# 呈阳性转基因植株

在特定位置出现了较强的杂交信号! 证明了 !6 基

因确已整合到玉米植株基因组中! 获得了转基因再

生植株"

7 讨 论

口蹄疫病毒结构蛋白 !6 为口蹄疫病毒的抗原

位点!成熟后裂解为 C!6#C!8#C!7 和 C!>!接近于

D6 6 8 7 > E F G H

EII /3
!

D 为 $JK8III!6 为质粒 L%<!8 为水!7 为未转化植株

> M H 为转基因植株

图 3 4 引物对 45 基因上游调控元件 467 检测

D6 6 8 7 > E F G

7HI /3
!

D 为 LJK8III!6 为质粒 L%&!8 为水!7 为未转化植株

> M G 为转基因植株

图 8 % 引物对 %49!基因 467 检测

自然感染过程! 可诱导类似于全病毒的抗病毒免疫

反应"研究表明!C!6 转基因植物能够诱导动物产生

特异性免疫应答! 但作为主要抗原位点 C!6 基因!
易突变! 保护性免疫力不强! 易引起免疫耐受等问

题" 金宁一研究员等领导的课题组进行了 !6 基因

重组痘苗病毒和核酸疫苗的研究工作! 已证实 !6
基因作为抗原基因的有效性! 故本实验选用 !6 为

目 的 基 因 转 化 植 物! 以 期 获 得 含 !6 全 长 基 因 的

NDLC 植物基因工程疫苗"
本实验采用玉米作为反应器! 考虑到外源蛋白

在植物体内表达量低#纯化不易等问题!而可以直接

让偶蹄动物饲用玉米!甚至可用作青贮饲料!来提高

少量抗原蛋白的生物学活性! 可以起到更好的免疫

保护作用" 虽然以!型胚性愈伤组织为受体进行的

转化 JO’ 染色率高达 >IP以上!也获得了转基因植

株!但植株再生频率及阳性转化率较低!可能与所用

受体为长期继代愈伤组织! 其感受状态及其分化能

力下降有关!如实验中发现抗性愈伤不易分化出苗"
在 !6 基因转化玉米和马铃薯 QGR基础上!下一步本课

题组正试图利用这些载体继续摸索转化条件! 扩大

转化受体范围!以求建立良好的转化体系!并从表达

水平及免疫试验上探索该植物疫苗的可行性! 为利

用植物生物反应器生产 ND$C 基因工程疫苗进行

了探索性基础研究"
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