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摘要: 将乙肝病毒表面抗原 (HB sA g)基因与CaMV 35s启动子及 nos终止子构建植物表达载体 p1301HB s,直接法转入根癌

农杆菌 EHA 105 ( A g robacterium tum ef aciens ) ,以该菌株介导叶盘法转化番茄,得到抗潮霉素的再生植株. 抗性苗总DNA

经 PCR、Southern 斑点杂交证实目的基因已整合到番茄基因组中, E IL SA 检测证明在番茄中正确表达了乙肝表面抗原蛋

白.
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Abstract: P lan t binary exp ression vecto r p1301HB s, w h ich con tained CaMV 35s p romoter, HB sA g gene and Tnos, w as direct2
ly in troduced in to A . tum ef aciens EHA 105. W ith“leaf disk”m ethod, tom ato p lan ts m edicated by EHA 105 w ere transfo rm ed

and hygrom ycin2resistan t p lan tlets w ere obtained. The results of PCR and Southern do t blo tting of tom ato genom ic DNA

demonstrated that the target gene w as in tegrated in to the genom e of tom ato p lan ts. The exam ination of EL ISA suggested the

HB sA g gene w as exp ressed correctly in transgen ic tom ato p lan ts.
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随着植物生物技术的发展,利用转基因植物生产基因工程疫苗已成为一个重要的研究和开发领域. 与

微生物发酵、动物细胞培养及转基因动物等系统生产疫苗相比,它具有许多优越性: (1)植物细胞培养简

单,易成活,利于遗传转化操作; (2)植物种植简单,扩繁容易,种子易于贮存,有利于重组蛋白的生产和运

输; (3)植物细胞是真核细胞,有与动物细胞相似的结构和功能,有利于重组蛋白的正确装配和表达; (4)植

物口服疫苗可简化或避免下游加工程序; (5)植物病毒不感染人体,较为安全.

乙型肝炎是严重危害人类健康的传染病之一. 乙型肝炎病毒表面抗原 (HB sA g)可刺激机体产生对乙

肝病毒的保护性抗体,为现有商业疫苗的主要成分. 目前,其基因已在烟草[1, 2 ]、马铃薯[3, 4 ]中表达,并具有

免疫原性. 但烟草不能口服,马铃薯亦不能生食,熟食又会破坏蛋白质疫苗,再者,用非生食植物表达的疫

苗往往需要提纯加工后方可使用. 因此,用番茄、香蕉等可生食果蔬生产口服乙肝疫苗更具意义. 番茄营养

丰富,富含V c,在全世界种植广泛,是人们喜爱的可生食蔬菜,又堪称转基因研究的模式植物,因而是研制

植物口服疫苗的理想载体. 目前番茄的转基因研究多限于品质改良、抗性育种及保鲜等方面[5 ] ,用于生产

医药蛋白尤其是生产疫苗方面的研究极少. 1995年,M cGarvey [6 ]在番茄中表达了狂犬病病毒糖蛋白 (G2蛋
白)基因; 我国赵春晖等[7 ]构建了含与不含前导序列的乙肝病毒表面抗原植物表达载体,并借助农杆菌介

导将其导入番茄,得到转基因植株,其中不含前导序列的转基因植株中检测到了HB sA g的表达,但均未见

有关免疫原性的报道.
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本研究以番茄为受体,将乙肝病毒表面抗原基因导入番茄,以期为深入研究外源基因表达产物的免疫

活性以及利用番茄生产乙肝或其他植物口服疫苗提供实验基础和理论指导.

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株和质粒　大肠杆菌DH 5Α、JM 101,根癌农杆菌 EHA 105 (无抗性 ) ,中间载体 pBPF8 7 (Amp r)

(含CaM V 35S启动子、8 增强子及 nos终止子)及 pCAM B IA 1301植物双元质粒,含有植物抗性筛选标记

潮霉素磷酸转移酶基因 (H yg)、报告基因 Β2葡糖苷酸酶基因 (Gus)及质粒抗性标记基因 (Kan r) ,均为本实

验室保存. 乙肝表面抗原 (HB sA g)小蛋白基因 (HB sA g2s)由本实验室克隆得到.

1. 1. 2　酶和生化试剂　主要工具酶和生化试剂购自 P rom ega、Sigm a 及上海 Sangon 公司. 潮霉素 (hy2
grom ycin ) 购自 Calbiochem 2novabiochem 公司, X2gluc (GU S 染液) 购自 Am res 公司. 乙肝表面抗原

(HB sA g)酶联检测试剂盒由北京万泰生物药业有限公司提供.

1. 1. 3　番茄种子　“羞女”品种购自厦门农友种苗有限公司.

1. 1. 4　培养基　有 1ö2M S+ 0. 8%A gar+ 3% Suc (M 1)、M S+ ZT 1+ IAA 1+ 0. 8%A gar+ 3% Suc ( M 2)、M 2+

Cef500+ H yg10 ( M 3)、M 2+ Cef500+ H yg20 ( M 4)及M S+ IAA 2+ 0. 8%A gar+ 3% Suc+ Cb200+ H yg20 ( M 5).

1. 2　方法

1. 2. 1　植物双元表达载体的构建和农杆菌转化　从 pGEM 2T 2HB s上用Xho IöEcoR I切下HB sA g 小蛋白

基因片段 (约 480 bp) ,同样酶切载体 pBPF8 7,回收载体片段 (约 4. 3 kb) , T 4DNA 连接酶连接基因和载体

片段,得到中间载体 pBHB s. 然后用 P st I酶切该中间载体,回收含有“P35S+ HB sA g2s+ T nos”的片段,同

时用相同酶切载体 pCAM B IA 1301,回收载体片段,用 T 4DNA 连接酶连接得到植物表达载体 p1301HB s,

经鉴定后以直接法转入农杆菌 EHA 105.

1. 2. 2　叶盘法转化番茄及转基因番茄苗的再生　番茄种子经体积分数为 75%的乙醇消毒 30 s,以体积分

数为 20%的次氯酸钠消毒 20 m in,无菌水漂洗 5次后在M 1 培养基上播种、发芽. 取播种后 7- 12 d 的番

茄幼苗子叶及下胚轴,在M 2 培养基上预培养 2- 3 d后按Horsch et al[8 ]的叶盘法进行转化. 在含卡那霉素

(50 m g·L - 1)的 YEB 培养基上扩繁带目的基因的农杆菌 EHA 105,浸染番茄无菌苗子叶 20 m in,将外植

体置于M 2 培养基上, 28 ℃暗培养 3 d后,转移到M 3 上培养, 1周后再转到M 4 培养基上筛选. 其后每隔 15

d 在M 4 上继代 1次,并逐渐减少头孢霉素 (Cef)的用量. 25 ℃、16 h 光周期培养. 一般 2周后可长出愈伤

组织, 3- 4周后长出小芽,待小芽长至约 1 cm 时移入M 5 培养基上生根,根系发达后移栽到土壤栽培.

1. 2. 3　转基因番茄植株的鉴定

报告基因GU S的检测:分别取转化体和非转化体组织,用X2gluc染液 37 ℃温浴 12 h 后,以无水乙醇

脱色,解剖镜下观察 GU S表达的蓝斑.

植物总DNA 提取采用CTAB 法[9 ].

PCR 检测: PCR 引物由上海基康公司合成. 上游引物 SSP: 5’2A T GGA GAA CA TCA CA TCA 23’,下游

引物 ΑR: 5’2GGA TCCT T T T GCGGAA GCCCA 23’.

扩增条件: 94 ℃预变性 10 m in,随后按一定条件 (94 ℃变性 50 s, 48 ℃复性 45 s, 72 ℃延伸 50 s)循环

40次后, 72 ℃延伸 7 m in.

Southern 斑点杂交: 用 10×D IG2dN T Pm ix 代替 dN T P, PCR 扩增制备HB s2D IG 探针. 经纯化的植物

的总DNA 在 0. 1 mol·L 21的N aOH 溶液中 94 ℃变性 5 m in. 取 6 ΛL 该溶液点于尼龙膜,以 p1301HB s为

阳性对照,非转化体总DNA 为阴性对照. 预杂交 4 h,杂交 12 h,A P2D IG包被 2 h,洗膜后显色.

EL ISA :按文献[ 9 ]的方法提取植物蛋白. 以双抗体夹心法检测植物蛋白提取液中的HB sA g.
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　1. DNA m arker: DL 215000; 2.
　p l301HB s

　图 1　p1301HBs酶切鉴定
　 (PstÉ )
　F ig. 1　Restriction endonuclease
　analysis of p1301HB s(P stÉ )

2　结果与分析

2. 1　表达载体 p1301HBs的鉴定

用 P stÉ 酶切 p1301HB s后得到约 2400 bp 的片段. 说明HB sA g 基因已

经正确插入植物表达载体中 (图 1).

2. 2　转基因植株报告基因 (GUS)的检测结果

浸染过农杆菌 EHA 105 的番茄子叶及下胚轴,在含 20 m g·L - 1的潮霉

素培养基上筛选约 7 周后得到抗性苗 (图 2) ,移栽后部分植株已经成活 (图

3).

对得到的抗性植株的叶片进行 GU S活性检测,经乙醇脱色后,阳性组织

仍为蓝色,非转化株叶片呈无色 (图 4、5) ,说明外源 GU S 基因已在番茄中表

达.

2. 3　目的基因的 PCR检测及 Southern 点杂交

以 3 ΛL 植物总DNA 为模板, SSP、ΑR 为扩增引物,质粒 p1301HBS为阳

性对照,非转化植株为阴性对照. 从 14个株系 GU S阳性抗性苗中,随机检测了 7株. 结果表明,转化株扩

增出的片段与质粒扩增出的目的片段 (约 480 bp)大小一致,而阴性对照株未扩增出相应的条带,初步证实

目的基因已整合到植物基因组中 (图 6).

图 2　转化植株　　　　　　　　　　　　　　　　　　　图 3　移栽成活的转化株

F ig. 2　T ransgenic p lant　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F ig. 3　T ransp lanted transfo rm ant

图 4　转化体叶片 GUS检测　　　　　　　　　　　　　图 5　非转化体叶片 GUS检测

F ig. 4　Gus analysis of transfo rm ed leaf　　　　　　　　　　　　F ig. 5　Gus analysis of untransfo rm ed leaf
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　　以D IG2DA T P 标记的HB sA g DNA 作为探针,对转化植株的总DNA 进行杂交,同样设阴、阳性对照.

随机取出的 6株抗性苗的转化植株均有杂交斑点,非转化株未见杂交斑点 (图 7) ,进一步证实目的基因已

经整合到番茄基因组中.

1. M ark: DL 22000, 2. p1301HB s, 3. 非转化株DNA ;　　　　　　　　　　　　 1. 未转化株系总DNA ; 2. p1301HB s;

4- 10. 转化株DNA. 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3- 8. 转化株系总DNA.

图 6　基因组总DNA PCR　　 　　　　　　　　　　　　　　　　图 7　基因组DNA 斑点杂交
F ig. 6　PCR p roducts of gemonic DNA　　　　　　　　　　　　　　　　　 F ig. 7　Dot blo tting of to tal DNA of tom ato

　HB sA g+ :乙肝表面抗原阳性血清; HB sA g- :乙肝表面抗原阴性
　血清; T 0:非转化体株系; T 1- T 7:转化体株系; TR: 3株转化株的
　根; T S: 3株转化株的茎; TL : 3株转化株的叶.

　图 8　转化株系 HBsAg表达的 EL ISA 检测结果
　F ig. 8　Results of EL ISA of transfo rm ants

2. 4　转化株中目的基因表达活性的检测

2. 4. 1　转化株系HB sA g表达的 EL ISA 的检测　以

GU S检测为阳性的 7株番茄的蛋白粗提液 (0. 1 g·

mL 21) ,与HB sA g的抗体反应,在酶联免疫检测仪上

测D (450 nm )值. 另外随机取 3株转化株,与其混合

后分别测其根、茎、叶的总蛋白,进行 EL ISA 分析,

结果见图 8. 从图 8 可见: 被检测的 7 株 GU S 阳性

苗中, HB sA g 均有明显表达; 各株系间HB sA g 的表

达量存在较大差异, 这与 GU S 基因的表现是一致

的. 说明外源基因随机插入使外源基因表达量出现

差异,故应选择高表达量的株系进行扩繁.

2. 4. 2　表达量的测定　将各株系蛋白粗提液稀释成

2N 倍 (N = 1, 2, 3, 4, 5, 6) , HB sA g 抗原的标准蛋白

质量浓度为 1 ng·mL - 1. 当样品的D (450 nm )值和

标准样相同或接近时,粗提液中蛋白含量为 2N ng·mL 21. 再根据取样量、样品的可溶性蛋白含量,计算出

HB sA g 的相对含量 (表 1).

　　根据 EL ISA 检测结果: 1 g 新鲜植物组织中HB sA g 的平均含量约为 78. 75 ng; 不同转化株系含量不

同,变化幅度为 40- 160 ng·g21. 不同组织器官HB sA g含量也不同,根中较高,叶中次之,茎中最少.

3　讨论

番茄作为口服疫苗的突出优点是可以鲜食,无需受热加工,但番茄本身积累蛋白质的能力较差,外源

蛋白的表达量更低. 本实验中,转基因植株目的蛋白平均表达量仅为 78. 75 ng·g21,检测到的最大表达量

也仅为 160 ng·g21. 但人们可以通过改进表达策略,如采用强启动子、增强子及调控序列来提高表达量.

M ason et al[1 ]研究表明: HB sA g基因不经修饰而直接插入植物表达载体 (PB I121)时,转基因烟草中每克总

可溶蛋白含有 6 ng HB sA g;将表达载体的CaM V 35S启动子与烟草刻蚀病毒 5’ 末端重复序列 (T EV lead2

er)相连,作为HB sA g基因的启动子, HB sA g的表达量在转基因烟草中增加到 66 ng,其含量提高了 11倍.
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　表 1　HBsAg在转基因番茄中表达量估算1)

　Table 1　Amount of HB sA g exp ressed in transfo rm ants

D (450 nm ) Θ(HB sA g)
ng·mL 21

Θ(可溶性蛋白)
m g·mL 21

活性HB sA g占可

溶性蛋白含量ö%

w (HB sA g)
ng·g21

T 1 1. 535 6 0. 570 1. 05×10- 3 60

T 4 1. 370 4- 6 0. 456 1. 10×10- 3 40- 60

T 5 3. 329 16 0. 622 2. 57×10- 3 160

T 6 0. 756 4 0. 232 1. 72×10- 3 40

T 7 3. 117 12 0. 545 2. 20×10- 3 120

根 2. 019 8- 10 0. 418 2. 15×10- 3 80- 100

茎 0. 772 4 0. 248 1. 61×10- 3 40

叶 1. 945 6- 8 0. 484 1. 45×10- 3 60- 80

T 0 0. 037 - - -

HB sA g+ 2. 988 + - -

HB sA g- 0. 024 - - -

HB sA gu 0. 138 1 - -

　　1) T 1、T 4、T 5、T 6、T 7:转化植株; T 0:非转化株; HB sA g+ :阳性对照血清; HbsA g- :阴性血清;

　　HB sA gu:标准阳性血清 (1 ng·mL 21).

已有的研究表明, 转

基因植物口服疫苗是

可行且安全的. 它使

用方便,费用低廉,有

许多其它疫苗不可替

代的优点. 尽管这项

技术在短期内还难以

产生巨大的商业价

值, 但目前人们在植

物基因工程领域所取

得的进展表明, 采用

转基因植物生产基因

工程疫苗必将为各种

廉价疫苗的生产和运

输开拓更广阔的前

景.
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