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乙肝病毒表面抗原基因在花生中的遗传转化及免疫原性检测
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花生是世界上广泛种植的经济作物之一，是我

国第二大食用植物油和蛋白质资源，又是军需民食

的必需品。花生又称长生果，《本草纲目拾遗》中述

及，花生有悦脾和胃，润肺化痰，滋养调气，清咽止痰

的功效。花生含有 =#A左右的蛋白质，营养价值很
高，可与动物性食品鸡蛋、牛奶、瘦肉等媲美，且易于

吸收利用，是理想的生产蛋白疫苗的“反应器”。

植物基因工程在花生改良上的应用研究起步较

晚，但近年来发展很快，相关的组织培养、选择和再

生技术已建立起来。转基因研究国外主要集中在花

生的抗病毒方面，其中包括花生条纹病毒’B0.9(、花
生丛簇病毒’7/9(、花生丛矮病毒’B59(和番茄斑萎
病毒’.0C9(等D"E。品质改良方面@美国科学家正在分
离生物合成脂肪酸的基因，试图通过改变基因的某

些密码子来改变脂肪酸组织组成和含量，改进花生

品质，延长保存时间。目前花生基因工程的大量工作

摘要：首次用花生半胚作为外植体，与农杆菌 -6F"#*’含质粒 G"=#"63H(共培养 * I，再生培养基中通过加入潮霉素
进行抗性筛选，得到抗潮霉素的芽，经芽的伸长、诱导生根获得转化植株。经 B5/、B5/%0:?JKLMN 杂交、0:?JKLMN 点杂交
等分子检测@证实目的基因已整合到花生基因组中，-,10F 检测证实了在花生中表达的 63HFO 具有较好的活性。经初
步定量，花生小芽的蛋白初提液中可溶性蛋白含量 "<#)) O P ,@ 63HFO 小蛋白的含量约占总可溶性蛋白的 #<#=& A，
每克转化植株小芽鲜重含 63HFO 小蛋白约 &<)Q"#%R O。转基因花生植株初提重组蛋白经 6B,5 纯化、浓缩后，注射初
免一次的小鼠，有明显的特异性抗体产生。口服饲喂已免疫但抗体下降至 #<#&*（63HFS -,10F ! 值）3T;S P U 小鼠，发
现有较强的抗体回升，达 =<*)，表明转基因花生疫苗可以加强口服免疫。
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仍多在美、英、澳等发达国家，国内仅有少数单位开

展，用花生作为载体生产口服疫苗的研究鲜有报道。

迄今所见关于在植物中表达乙肝疫苗的报道均集中

在烟草、马铃薯、香蕉和蕃茄上:87374;。烟草的毒性限制

了其实际应用的价值，马铃薯块茎难以生食，而香

蕉、蕃茄则受到本身蛋白含量的限制:<;。本课题选取

花生作为受体植物，研究影响花生转化的各种因素，

建立优化的转基因系统，并进行初步的小鼠实验，评

价利用转基因花生生产疫苗的可行性。

2 材料与方法

212 植物材料
花生泉花一号、汕油（福建农业科学研究所）、鄂花四号、

=>?>（中国农业科学院油料作物研究所）。
218 菌株和质粒
大 肠 杆 菌 @+<!、5A292； 农 杆 菌 "+B29< 无 抗 性 、

!(B4494 为链霉素抗性 （!"C）、B,!2 无抗性。D(EF"= 含
#$"%&’! 启动子、" 因子及 ()* 终止子，抗性标记为 +", C；

D*BA(&B2392 为植物双元质粒载体，含植物抗性筛选标记潮
霉素磷酸转移酶基因 G-./H、报告基因 #I葡糖苷酸酶基因
（/0*）及质粒抗性标记基因G1$(CH 。
213 植物双元表达载体的构建
从 D,"AI#I+(JBK 上用 2-)& L3#)$& 切下 +(JBKG约 >89

MDH，同样酶切载体 D(EF"=7回收载体片段，#4 @’B 连接酶连
接，得到中间载体 D(+(J。4*5& 酶切 D(+(J 和 D*BA(&B2392
分别回收片段和载体，#4 @’B 连接酶连接，得到植物表达载
体 D2392+(J。
214 培养基
基本培养基： A%、!(、-"(；E2= 培养基：A%N<19 OK L !

EC/N29 OK L ! (BN8 OK L ! ’BB；(<’9 培养基：A%N< OK L !
(B；(9’91< 培养基：A%N91< OK L ! ’BB；(2’8 培养基：A%N2
OK L ! (BN8 OK L ! ’BB；-"( 培养基：< K L ! 牛肉膏N2 K L !
酵母粉N< K L ! 蛋白胨N< K L ! 蔗糖N91< K L ! AK%)4·=+8)7
D+=18。
21< 花生成熟半胚再生方法
21<12 外植体的制备 成熟带壳种子用含有洗洁精的自来水
浸泡 2 OPQ，流水冲洗 3 遍，再用 913R氯化汞溶液消毒 >
OPQ，无菌水漂洗 <S? 次，每次间隔 = OPQ，取胚，横向切去胚
根和顶芽只剩 2 L 8 胚（半胚）。
21<18 培养方法 半胚接种到 E2=培养基上，在 8>T、3 999S
4 999 0U 光强，2? V 光照条件下培养，每隔 29 W 更换新鲜培
养基。当有绿色芽点形成后，接种到 (<’9培养基上促进芽分

化及伸长。待有 4S? 片叶时，切下转移到 (9’91<培养基上诱导

生根。24 W 后根开始形成，82 W 后可将根系健壮的小植株移
植于 289T 高温灭菌的无菌土中，置于室温和室内光照条件
下培养所 29 W 左右后，移栽至室外花盆中。
21? 基础抗性的测定、转化及转化体筛选

21?12 花生半胚对抗生素的敏感性试验 分别配制含有潮霉
素浓度梯度为 9、29、89、39、49 OK L ! 及卡那霉素浓度梯度为
9、<9、299、899、399 OK L !的 E2=分化培养，每瓶接种 ?S> 个外
植体，2< W 后更换一次新鲜培养基。接种 29 W 后要注意观察
生长状况，同时观察空白对照直至其分化出小芽为止。

21?18 农杆菌法转化 菌液（6?99值为 91>S219）4 999 C L OPQ
离心 > OPQ，收集菌体后用 2 L 8 A% 液体培养基重悬，4 999
C L OPQ 离心 > OPQ 收集菌体，再用 E2=液体培养基稀释至最终

6?99值为 918S913。将半胚放入农杆菌菌液中，静置 89 OPQ，取
出外植体在滤纸上吸去多余的菌液分别接种于 E2=N918 O/0 L !
*X*08共培养基上，暗培养 < W。
21?13 转化体的筛选 暗培养过后，转接到含 399 OK L ! 头
孢霉素和 399 OK L ! 羧苄青霉素的分化培养基上进行 = W 的
恢复培养，然后再转接到含有 399 OK L ! 头孢霉素、399 OK L !
羧苄青霉素和 89 OK L ! 潮霉素的分化培养基上进行筛选，待
有绿色芽点形成以后转到芽伸长培养基上。

21= 转化体的鉴定
报告基因 /0* 的检测Y取转化体组织用 ZIK06[ 染液 :?; 于

3=T温浴 28 V 后7无水乙醇脱色，解剖镜下观察 /0* 表达的蓝
斑。

E*$ 法检测外源基因的整合Y 用 $)%" 快速一步法抽提
植物总 @’B 进行 E*$ 扩增。扩增条件：\4T 预变性 29
OPQ7 加 7$8 酶后开始 49 个循环 G\4T 变性 <9 J、4>T 复性
4< J、=8T 延伸 <9 JH，=8T 延伸 = OPQ。
点杂交及 E*$I%/6]V^CQ 杂交：+(JBKI@&, 为探针与植

物总 @’B 或 E*$ 产物进行杂交。
21= 植物重组蛋白的免疫原性检测
21=12 植物重组蛋白抗原活性检测及定量 植物蛋白粗提液
通过 "!&%B（乙肝表面抗原酶联检测试剂盒，厦门新创科技有
限公司）进行抗原活性检测及初步的定量。

21=18 小鼠免疫 $口服免疫： 4S? 周龄的 (X0M L [ 小鼠 <
只，每只每天饲喂 < K 抗性愈伤组织；用乙肝病毒免疫过抗体
已经下降至 9198<（+(JBM "!&%B 6 值）小鼠，每天饲喂 < K
愈伤组织；%肌肉注射免疫：4S? 周龄的 (X0M L [ 小鼠 = 只，注
射乙肝基因工程疫苗（卫生部长春生物制品研究所）8 &K L只；
= W 后，3 只用未纯化的转化体植株蛋白混合液，8 只用通过
+E!* 纯化、浓缩后的转化体植株蛋白混合液 499 &0 （约 2
&K +(JBK）注射到四肢肌肉内；其余两只，一只注射非转化体
植株蛋白提取液，另一只不作处理，作为实验对照组。每隔 =
W 从小鼠尾巴采集血液 3S4 滴7加入含 899 &0 生理盐水的 21<
O0 "E 管中。3=T 孵浴 8 V7 4T 放置 8 V7 4 999 C L OPQ 离
心 29 OPQ7收集上清。用 "!&%B 检测血清中抗体的含量。

8 结果与分析

812 花生再生系统的选择
从报道的比较成熟的花生组织培养技术 （以花

生成熟胚、幼嫩叶片、下胚轴、成熟子叶为外植体）中

84?



挑选出小叶、胚轴为外植体，并进一步优化培养基，

与我们首次采用的花生半胚相比较。以花生“泉花一

号”、“汕油”、“鄂花四号”、“!"#"”四个栽培品种（系）
的不同外植体半胚、小叶、胚轴等在其最优的分化培

养基上诱导发芽。结果见表 $。

从表中可以看出半胚品种间差异小，小叶和胚

轴品种间差异大。选择理想的转化受体的原则应易

于再生，有很高的再生频率，并且具有良好的稳定性

和重复性，所以我们选择花生成熟半胚作为遗传转

化的受体。

%&% 花生筛选剂的选择及浓度的确立
本实验所采用的植物表达载体中含有潮霉素磷

酸转移酶基因’!"#!(和抗卡那霉素基因，既能分解
潮霉素，又能分解卡那霉素。绝大多数植物对潮霉素

比对卡那霉素敏感。理论上两者都可以作为转化体

的筛选剂，但卡那霉素不仅会严重抑制未转化组织

的生长，也会影响转化组织的生长，并且产生白化苗

的现象很多。

对潮霉素和卡那霉素两种抗生素的敏感性实验

表明，花生对卡那霉素的基础抗性很高，当卡那霉素

达到 )** +, - . 的浓度时仍然不能有效地杀死组织
细胞。花生对卡那霉素如此高的耐受性会导致假阳

性出现频率增加。潮霉素在 %* +, - .浓度下就可以
完全抑制芽的分化，所以本实验选择潮霉素为筛选

剂，%* +, - .为筛选剂的基础压力（表 %）。

%&) 农杆菌介导的花生遗传转化的条件优化
农杆菌的基因转化过程是细菌和植物互作的过

程。成功的转化不仅需要细菌处于最佳的生长、感染

状态，植物细胞处于易于接受外来 /01 的感受态也
是同样不可忽视的。植物细胞感受态除需要创伤反

应外还与植物激素和 23%4浓度有关。植物激素是信
号传递的第一信使，其功能的发挥还有赖于 23%4的
参与5!6。所以我们试图比较在菌液和共培养基中加入

一定浓度的 2327%和不同共培养时间对转化效率的
影响（表 )）。

结果表明适当浓度 2327%可以有效提高转化效
率。同时我们发现，花生本身的代谢产物有抑制农杆

菌生长的作用，在保证外植体四周有适量但不能过

量菌体的情况下适当地延长共培养的时间，最长的

可达到一周。随着共培养时间的延长转化效率也有

所增长，但考虑到以后的筛选等问题，我们选择了

*&% +87 - . 2327%，共培养时间 9 :为转化条件。
%&; 外源基因整合的检测
%&;&$ 转基因植株获得 花生“鄂花四号”成熟胚
$%*颗，切去两片子叶、胚根和胚芽后，得到的半胚与
农杆菌 <=1$*9 （含质粒 >$)*$=?@1,）在加入 *&%
+87 - . 2327%的 A$!培养基上暗培养 9 :，后接种到含
)** +, - . 头孢霉素和 )** +, - . 羧苄青霉素的 A$!

培养基上进行 ! : 的恢复培养，每瓶接种 $* 颗。然
后再转接到含 )** +, - . 头孢霉素、)** +, - . 羧苄
青霉素和 %* +, - . 的潮霉素的 A$!培养基上进行筛

选。每隔 ! :更换新鲜培养基，转接时丢弃掉变褐死
亡的外植体，$; : 转接时仅剩 9 个部分褐化但还有
少许绿色芽点的外植体，再经过 $; : 后仅有 % 块外
植体，约有 #个小芽。接种到 )** +, - .羧苄青霉素
和 %* +, - .潮霉素 ?90*培养基上进行芽伸长。$* :
后仅有 ) 个芽生长正常B 最后在含 %* +, - . 的潮霉
素的 ?*0*&9培养基上诱导生根。

%&;&% 转基因植株报告基因（$%&）检测结果 对得
到的 )株抗性芽及小叶进行 $%& 活性检测（图 $C;），
经乙醇脱色后，阳性植株的小芽及叶片仍为蓝色，非

表 $ 不同外植体及品种对芽诱导的影响

种（系）
半胚 小叶 胚轴

? - 1 D 2 ? - 1 D 2 ? - 1 D 2
泉花一号

汕油

鄂花四号

!"#"

%" - )%
%E - )%
)* - )%
%E - )%

"!&9
E*&#
E)&9
E*&#

"&#
!&"
E&!
"&$

$$ - ;*
*" - )"
$* - ;*
*E - )!

%!&9
%$&$
%9&*
)9&$

#&"
#&9
9&#
!&)

*" - %;
$* - %;
$! - )9
$) - %;

))&)
;$&#
9)&$
9;&%

!&9
9&"
"&!
#&%

注F1为外植体数，? 为能再生产生多于 ) 个的外植体数；2 为每
个外植体再生的芽数

表 % 卡那霉素、潮霉素不同浓度下对花生半胚芽分化诱导的影响

抗生素 浓度（+, - .( 外植体数 活的外植体数

卡那霉素

潮霉素

*
$**
%**
)**

*
$*
%*
)*

)%
)%
)%
)%
)%
)%
)%
)%

)%
%"
9
*

)%
!
*
*

表 ) 2327% 和共培养时间对转化效率的影响
2327% 浓度’+87 - .( 共培养时间（:( $%& 瞬时表达活性

*
*&$
*&%
*&)
*&%
*&%
*&%
*&%

%
%
%
%
)
;
9
#

G
4
44
4
44
44
444
444

随机取 ; 块转化体经 HI,7JK 缓冲液 )!L 温浴 $% M 后，在
解剖镜下观察。4F表示目测 $%& 表达的蓝斑数、蓝斑颜色
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转化植株的叶片几乎呈无色，说明外源 !"# 基因已
在花生中表达。

81413 目的基因的 :*$ 检测及 :*$ 产物转膜杂交
8 !0 植物总 ;’<=:0>?@ ;’< &A/0>@B/? CB@D为模
板，%:&EFGH<##<<#<,#*<<*<<#<#,#H3 和 %:&$
3GH<##<<<,*<***#<#<*<##HFG为扩增引物。结
果扩增出的片段与预期的基因大小 （F49 IJ）一致

（图 F），而未转化的植株 ;’<没有扩增出相同大小
的条带。以 ;&,HK<#:标记 +(A<L ;’<作为探针，
用 :*$ 扩 增 出 来 的 产 物 进 行 转 膜 杂 交 ，以
J2392+(A 作为阳性对照。结果表明，由转化植株
:*$ 扩增的产物有明显的杂交信号，非转化植株则
无杂交信号，从而进一步证实了目的基因已经整合

到植物基因组中（图 M）。

81414 基因组 ;’< 点杂交检测 以 ;&,HK<#: 标
记 +(A<L ;’< 作为探针，对转化植株的总 ;’< 进
行点杂交，同时以非转化植株作为阴性对照，

J2392+(A作为阳性对照对。结果 3份被检测的转化

图 2 抗性芽 ,N% 检测

图 8 非转化芽 ,N% 检测

图 3 转化体叶片 ,N% 检测

图 F 花生基因组总 ;’<的 :*$产物
2、8、31 转化植株；41 非转化植株；F1质粒 J2392+(A

图 M 花生基因组 :*$H%/6@OPQ? 杂交
2、8、31 转化植株；41 非转化植株；F1质粒 J2392+(A

图 4 非转化体叶片 ,N% 检测

84R



植株都为阳性（图 !），非转化植株未见杂交斑点，证
明目的基因已经整合到花生基因组中。

"#$ 转化植株中目的基因表达活性的检测及定量
取转化植株及非转化植株小芽 %#" &，用 ’()*

法提取蛋白，得到 +#$ ,-蛋白粗提液，取 $% !- 样品
用乙肝表面抗原 ./01) 试剂盒检测 2*3)& 活性，结
果见表 4。

"#5 植物重组蛋白的免疫原性检测
"#5#+ 肌肉注射免疫 465 周龄的 *7-8 9 : 小鼠 !
只，注射乙肝基因工程疫苗 " !& 9只; ! < 后，用经
1.=2>/’ 分离、纯化过的蛋白注射其中 " 只（4%%
!- 9只，约 + !& 2*3)&），另 ? 只注射没有纯化过的
粗提蛋白（4%% !- 9只，约 + !& 2*3)&）；剩余 " 只;+
只注射非转化植株的蛋白粗提液，另 + 只未加处理，
作为对照组。从注射乙肝基因工程疫苗开始，每隔 !
< 采集小鼠血液，用 ./01) 检测其血清中抗体的含
量，抗体变化如图 @。可见对照组 +;" 小鼠抗体上升
趋势很缓慢，于第 !周时，抗体升至 +#+4和 %#A!"；纯
化 +组、"组小鼠抗体上升趋势最为明显，于一月左
右开始上升，在第 !周抗体水平已达到 ?#$@$，?#?5A；
未纯化 + 组、" 组小鼠抗体上升趋势也比较明显，于
第 !周达到了 ?#%!A，"#@4。结果显示，无论是纯化后
的还是没有纯化的植物蛋白都具有同商用基因工程

疫苗类似的免疫原性，注射小鼠后，能够诱导机体产

生抗 2*3)& 抗体。但是未纯化的蛋白注射小鼠后，

有 +只在第 +" <死亡。可能是由于植物粗提蛋白中
存在一些未知的杂蛋白或过敏源所致。

"#5#" 口服免疫 注射免疫结果证实了植物来源的
重组蛋白有很好的免疫原性，但考虑到植物疫苗的

一个特有的优点就是可以直接食用，所以进一步采

用直接饲喂途径。取 ! 只 465 周龄的 *7-8 9 : 小鼠，
其中 "只作为对照组，+只每天只饲喂鼠食 （对照组
+），另一只增加饲喂 $ & 非转化植株的愈伤组织（对
照组 "），其余 $只小鼠每天除正常饲喂鼠食外，每只
增加饲喂 $ & 转化植株愈伤组织。还有 + 只是在以
前注射乙肝病毒，抗体已由 "%%% 年 +" 月时的 ?#A@
（2*3)8 ./01) ! 值）下降到 %#%"$，作为加强组，每
天也添加饲喂转化植物愈伤组织。从饲喂小鼠开始，

每隔 ! <，采集小鼠血液，经 ./01) 检测其血清中抗
体的含量。经过近 "个月的饲喂，其中有 "只分别在
第 @ <、+? <死亡。实验结果见图 A。可以看出，对照
组曲线为近似的平滑水平直线；?只饲喂植物愈伤组
织的小鼠（口服免疫组）在近 " 个月抗体水平也几乎
为 %；加强组小鼠经 " 个月饲喂，于 + 个月左右抗体
开始回升，由 +#+" 至第 ! 周检测时抗体已上升到
?#$4。
实验结果表明，用于免疫加强的小鼠经过近 "

个月的饲喂，抗体有明显的回升，说明转基因植物表

达的外源 2*3)& 具有诱导机体产生特异性抗体的
生物学功能。口服初免的小鼠抗体与对照组小鼠一

样没有明显的抗体产生，可能由于表达的外源蛋白

占植物总蛋白的比例偏低，小鼠每天的食量有限，经

肠胃道消化时，蛋白被消化液酶解成很小的肽段或

游离的氨基酸，失去了原有的免疫原性，经吸收后，

表 4 转化株系 2*3)&表达量测定结果

测定项 !均值
2*3)&活性

含量（B& 9 ,-C

可溶性蛋白

含量 D& 9 /C

活性 2*3)&

占可溶性

蛋白含量DEC

每克鲜重

活性 2*3)&量

DF+%=!& 9 &C
>+

G

>"
G

>?
G

>=

2*3)&G
2*3)&H
2*3)&=

+#%!
+#4"5
%#@4$
%#%5
"#4"A
%#"4"
%#%+A

"%
4%
+5
=
=
=
=

+#%"
+#"+
%#@A
+#%4
=
=
=

%#%"%
%#%?"
%#%+@
=
=
=
=

+#"!
"#4%
+#"+
=
=
=
=

2*3)&G 为阳性对照血清；2*3)&H 为标准阳性血清；2*3)&=为阴性血清；

>+
G、>"

G、>?
G 为转化植株；>=为非转化植株

+、"、?# 转化植株；4# 非转化植株；$#质粒 I+?%+2*3
图 ! 花生基因组 JK)斑点杂交

图 @ 肌肉注射小鼠后血清抗体的变化
对照：乙肝基因工程疫苗初免一次；纯化组 +;"：乙肝基因工程疫苗初
免，纯化的植物蛋白；未纯化组 +;"：乙肝基因工程疫苗初免，未纯化的
植物初提液加强
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具有免疫原性的 +(:;< 达不到直接诱导产生抗体
反应（初次免疫应答）的浓度；加强免疫的小鼠则只

需极少抗原刺激就可以激活初次免疫后机体中存在

的记忆细胞，快速产生再次免疫应答 （或称免疫记

忆）。

总之，把经过粗提、纯化的植物蛋白注射小鼠或

直接用转化的植物愈伤组织饲喂小鼠的实验，均初

步证实了转基因花生中重组 +(:;< 蛋白具有同商
用基因工程疫苗类似的免疫原性，即能够诱导小鼠

产生抗 +(:;<抗体。

3 讨论

以花生的子叶、未成熟子叶、幼芽、下胚轴、幼嫩

叶片等各种组织、器官为外植体的再生研究尽管均

获成功，但所需周期长，容易产生体细胞变异，而且

品种间再生效率变化大 =>?。我们首次挑选再生频率

高，再生周期短的半胚作为转化的受体材料进行实

验，在 @2A培养基上芽的诱导率达 B9 C以上，每个外
植体可再生 > 个以上植株，并且发现在泉花一号、汕

油、鄂花四号、A>D> 四个不同品种间差异很小，是很
理想的再生系统。在转化系统优化方面，挑选出超毒

力农杆菌菌株 "+;29E，通过在菌液和共培养基中加
入 918 F/0 G ! *H*08，延长共培养时间等方法有效地
提高了转化效率。潮霉素筛选得到的抗性植株经

@*$、@*$I%/6JKLMN、%/6JKLMN 点杂交等分子检测，证
实目的基因已整合到花生基因组中。

在过去的研究中，我们曾将 +(:;< 基因转入番
茄和胡萝卜中，经 "!&%;活性定量，表达出的 +(:;<
重组蛋白含量分别为 DO29I> < G < 鲜重和 318O29I> < G
< 鲜重。为进一步提高转基因植株中 +(:;< 蛋白的
含量，我们又建立优化了花生转化体系，成功地利用

花生半胚为受体，获得了转 +(:;< 基因的转基因花
生植株，经 "!&%; 活性定量，表达出的 +(:;< 重组
蛋白含量达 814O29IA< G <鲜重，较番茄和胡萝卜提高
了 EP> 倍。花生转化体口服饲喂已免疫但抗体已明
显下降的 (H0Q G R 小鼠，可见有较明显的抗体回升。
表明转基因花生表达 +(:;< 具有良好的免疫原性。
由于花生更高的表达产量和总蛋白含量，以及更好

的食用性，因此具有成为口服疫苗的更大潜力。
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图 B 饲喂小鼠后血清抗体变化
对照 278：没有饲喂转基因愈伤组织和饲喂非转化植株愈伤组织的小
鼠；免疫组：饲喂转基因愈伤组织的小鼠；加强组：抗体下降后饲喂的

小鼠
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