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[摘要 ] � 将编码禽流感病毒 H 5N1亚型 HA基因 ( H5HA)的 cDNA片段与 C aMV35S启动子融合, 通过农杆菌介

导法转化马铃薯. 分别用 PCR, RT-PCR和W estern斑点杂交方法对重组 H 5HA基因在马铃薯植株中的表达情况

进行分析. 实验结果表明,获得的 12株转基因植株中, 11株为阳性. W estern斑点杂交检测表明 H5HA重组蛋白

已在马铃薯体内表达. 这一结果将为利用马铃薯作为生物反应器生产禽流感口服疫苗提供理论依据.
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Abstrac t: In th is study, we exp lo re the possibility o fH 5HA gene expression in po tato plant. TheH5HA-encod ing cDNA

fragm en t is fused to the sequence o f CaMV35S prom ote r. One pota to cultiv ar( cv. Desiree) is used forAgrobacter ium-

m ed iadate transfo rm ation w ith pB IN19 /35S-H 5HA. Twe lve transgen ic, roo ting shoo ts are obta ined and m ultip lied. The

expression of H 5HA gene in transgenic plants is analyzed by PCR, RT-PCR and W este rn dot-b lotting. The resu lts show

tha tH 5HA gene is successfully expressed in the eleven transfom ed po tato plants, suggesting the possib ility of using po ta-

to as a b ioreactor fo r production o f ora l av ian flu vacc ine.
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� �近年来,高致病性禽流感在我国及世界上许多国家爆发流行, 给养禽业造成了巨大的经济损失, 同时

由于禽流感具有直接感染人的能力, 也给人类健康造成了巨大的威胁
[ 1, 2 ]

.

禽流感是由禽流感病毒 (Av ian in fluenzaV irus) 引起的急性传染病,病毒的毒力由多基因决定,但一般

认为血凝素 (HA )基因起主导作用
[ 3, 4]

.到目前为止,已分离得到 15个血凝素 (H1~ H15)亚型.其中, H 5、

H7亚型为高致病性流感病毒
[ 5, 6]

.血凝素是构成流感毒囊膜纤突的主要成分之一,其功能是结合宿主唾

液酸类的细胞受体,帮助病毒吸附及穿透宿主胞膜,从而逃脱宿主免疫系统的监视
[ 4, 7 ]

.但血凝素也可刺

激机体产生中和抗体来中和病毒的感染力,而且可以刺激机体产生体液免疫反应,对宿主抵抗禽流感起着

决定性的保护作用
[ 8]

. 由于血凝素具有的这一特性,使得研制血凝素基因工程疫苗成为禽流感病毒疫苗

的研究热点.

随着基因工程技术的发展,利用转基因植物生产口服疫苗来抵制病毒对人类和饲养家禽的感染已有

不少成功的例子.如在 1998年,美国康奈尔大学的研究人员将一种最易引起腹泻的大肠杆菌毒素基因的
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片段插入到马铃薯基因组中,用转基因马铃薯块茎粗提物给 11位供试者食用 3周后,其中 10位体内产生

了大肠杆菌毒素的抗体
[ 9]

.

马铃薯是世界性的粮食和蔬菜兼用作物, 目前被众多学者认为是用于生产口服基因工程疫苗较理想

的植物材料之一
[ 10]

.

为此,本文以马铃薯为材料,通过农杆菌介导的方法将禽流感病毒 H5N1亚型的血凝素基因 H5HA转

入马铃薯植株中,并对重组基因在马铃薯体内的表达进行研究,以期为利用马铃薯作为生物反应器生产口

服疫苗提供理论依据.

1�材料

1�1�植物材料
� �马铃薯品种 Desiree组培苗由南京农业大学生命科学学院杨清教授提供.

1�2�菌株与质粒
大肠杆菌 DH5�、农杆菌 EHA105、Pcamb ia1301、pB IN19质粒以及禽流感病毒 H5HA基因由江苏省环

洪泽湖生态农业重点实验室保存.

2�方法

2�1�植物表达载体的构建
� �植物表达载体 pBIN 19 /35S-H5HA的构建是从 pB IN19 /H5HA质粒开始,该质粒带有 H5HA基因的编

码序列 (H 5HA Sal I-BamH I片段 )和烟脂碱合成酶 (Nos)基因的终止子 ( Nos Sac I-E coR I片段 ) .

依据 Pcamb ia1301质粒中的 CaMV 35S启动子序列, 利用 pr imer 5�0软件设计一对特异性引物 35S1

( 5�-TGGAGTCAAAGCTTCATGGAGTCAAAGA-3�) 和 35S2 ( 5�-ATAATAGTCGACAGTCCCCCGTGTTCT-

3�),在 35S1引物中引入H ind III位点 (黑体划线部分 ), 在 35S2中引入 Sal I酶切位点 (黑体划线部分 ) .

以 Pcambia1301质粒中的 35S启动子序列为模板,利用 Taq聚合酶进行 35S启动子片段的 PCR扩增. PCR

反应条件为: 94�预变性 3m in, 94�变性 1m in, 55�退火 30 s, 72�延伸 1 m in, 29个循环, 72� 10 m in.用

Sal I和 H ind III核酸内切酶分别消化 pB IN19 /H5HA质粒 DNA和 35S启动子的 PCR扩增产物,分别回收

质粒 DNA和 35S启动子条带,将 35S启动子片段插入到 pB IN19质粒载体的H ind III和 Sal I位点之间,得

到植物表达载体 pB IN19 /35S-H 5HA (图 1) .

得到的重组植物表达载体经酶切鉴定后进行核苷酸序列分析 (南京金思特生物公司 ) .测序结果表明

重组基因的序列结构、读码结构及插入序列方向均正确.

2�2�外植体的准备
用生长 4周左右的马铃薯无菌苗, 切取长 0�8 cm左右不带腋芽的茎段,接种于培养基 (M S+ 0�1mg /L

2, 4- D+ 1�0 mg /L BA
[ 11]

)上预培养 2~ 3 d,培养条件: 28� ,光照时间 16 h /d,光照强度 2 000 lx.

2�3�农杆菌菌液的制备
在新鲜平板上挑取带有 pBIN 19 /35S- H5HA质粒的农杆菌 EHA105单菌落,接种于含 100 mg /L利福

平和 50 mg /L卡那霉素的 30mL LB培养基中,在 28� , 210 r/m in, 黑暗振荡培养至农杆菌 A 600值为 0�6~

0�8,将菌液转移至离心管中,在 5 000 r/m in下离心 10 m in,收集菌体,然后用 M S液体培养基重新悬浮菌

体,使菌液的 A 600值稀释为 0�3~ 0�4.

2�4�农杆菌介导的马铃薯遗传转化及植株再生
取预培养 2~ 3 d的马铃薯茎段,在制备好的农杆菌菌液中浸染 10 m in, 倒掉菌液后,将茎段转移到无

菌滤纸上吸去多余的菌液,然后将茎段转至共培养培养基 (M S + 0�1 mg /L 2, 4- D + 1�0 mg /L BA + 50�0
�mo l/L AS

[ 11]
)上共培养 2~ 3 d.待茎段周围开始出现白晕时,转至愈伤培养基 (MS+ 0�1mg /L 2, 4- D +

1�0mg /L BA+ 250�0mg /L cefo
[ 11]

)上继续培养. 当愈伤长至一定大小时,将其转移至分化培养基 (M S+

1�0mg /L GA + 1�0 mg /L ZT + 250�0 mg /L cefo+ 50�0 mg /L Kan
[ 11 ]

)上, 待芽长至 1�0~ 1�5 cm高时,将芽

转移置于生根培养基 (M S+ 250�0 mg /L cefo+ 50�0mg /L K an
[ 11]

)上诱导生根.
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2�5�转基因植株的检测
2�5�1� PCR检测

� �分别以转基因和对照马铃薯叶片为材料, 用 CTAB法
[ 12]
提取基因组 DNA,根据禽流感病毒 H5HA基

因两端的序列设计一对特异性引物:

H5HA 1( GCTCCTCGGAAACCCTATGTGTGAC )和 H 5HA2( CCTGCCATCCTCCCTCTATAAAACCT) ,分别

以提取的基因组 DNA为模板,利用 Taq聚合酶进行 PCR扩增. PCR反应条件为: 94�预变性 3 m in, 94�

变性 1 m in, 59�退火 30 s, 72�延伸 1m in, 29个循环, 72� 10m in.扩增产物用 1%的琼脂糖凝胶检测.

2�5�2� RT-PCR检测

根据 PCR检测结果, 将转基因阳性植株和非转基因植株分别用 EZ Spin Column Tota l RNA Isolat ion

K it试剂盒 (美国 BB I公司 )进行总 RNA的提取,然后以其作为模板,用 AMV One Step RT-PCR试剂盒 (美

国 BB I公司 )进行 RT- PCR反应.操作按 BB I公司产品说明书进行.

2�5�3�W estern斑点杂交分析

对禽流感病毒 H5HA重组蛋白质在转基因马铃薯中表达的分析采用W estern斑点杂交方法
[ 13]

.

2�5�3�1�植物蛋白样品的制备

根据 RT-PCR检测的结果,用 SDS提取法
[ 14]
提取马铃薯转基因植株和非转基因植株的蛋白质.

2�5�3�2�蛋白质的斑点杂交
取 10�L蛋白质样品液, 直接上样至 NC膜上 (美国 M illiper公司 ) ,以非转基因植株的蛋白质样品液

作为对照, 待样液干燥后,将 NC膜置于 50mL封闭液 [ 50mL PBST缓冲液 ( PBS+ 0�05% Tween20) + 0�5 g

脱脂奶粉 ]中室温下过夜封闭. 次日, 用 10 mL PBST缓冲液洗膜 4次, 每次 10 m in.随后加入 1�500的 PBS

( 0�8% N aC l+ 0�02% KC l+ 0�144% Na2HPO 4 + 0�024% KH 2PO 4, pH7�4)缓冲液稀释的一抗 Ant-i h5n1 he-

magg lut in in o fA Influenza V irusM onoclonalAntibody(美国 G enScript Corporat ion公司 ) ,室温震摇 2 h. PBST

缓冲液洗膜 3次,每次 5 m in.加入 1�200的 PBST缓冲液稀释的二抗阳抗小鼠 IgG - HRP (南京 Key GEN

公司 ), 室温下震摇 2 h. PBST缓冲液清洗 3次, 每次 5 m in.最后加入显色液 ( 10 mL 0�05 mo l/L Tris-HC ,l

pH 7�6+ 0�01mL 30% H 2O2 + 6mg 3, 3�二氨基联苯胺四盐酸 )显色 2~ 3m in,待颜色出现后,加入蒸馏水

终止显色反应.

3�结果与讨论

3�1�植物表达载体构建
� �在构建 H5HA基因植物表达载体时,分别在 H 5HA基因的 5�和 3�融合了 35S启动子和烟脂碱合成酶

(N os)基因的终止子.重组基因插入 pB IN19双元植物表达载体中 (见图 1),得到质粒 pB IN19 /35S-H5HA.

3�2�马铃薯转基因植株的获得
用农杆菌介导的方法将质粒 pB IN19 /35S-H 5HA转入 Desiree马铃薯植株中,经 NPT II抗性筛选后,获
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得 12个转基因株系.每个株系扩繁 25株, 以非转基因的植株作为对照, 同时置于培养箱中培养, 转基因植

株在生长期间其表型与对照没有明显差异.

3�3�转基因植株的 PCR检测

取 K an抗性再生植株,提取其基因组 DNA, 以质粒 pBIN 19 /35S-H5HA作阳性对照,以未转化植株为

阴性对照,用特异性引物进行 PCR扩增, 结果见图 2.从图 2可以看出, 12株转基因植株中有 11株 (株系 2

~ 12)的基因组中扩增到一条与阳性对照同样大小 ( 857 bp)的片段,而阴性对照植株未扩增出相应的片

段,初步证明禽流感病毒 H 5HA基因已经整合到转基因马铃薯基因组 DNA中.

3�4�转基因植株的 RT-PCR检测

取转基因株系 2~ 6和 8~ 12的植株 (株系 7因

污染死亡 ), 提取其总 RNA,以未转化植株为阴性对

照,用特异引物进行 RT-PCR检测, 检测结果见图

3. 由图 3可以看出,所有被检测的 10个转基因株系

经 RT-PCR扩增,均得到 1条与预期长度一样大小

( 857 bp)的扩增条带, 而对照植株未扩增出相应条

带.这一结果表明, 禽流感血凝素基因 H5HA在马

铃薯体内已得到转录.

3�5�转基因植株的Western斑点杂交

从 10个转基因株系和对照植株中提取总蛋白

质,对重组蛋白在马铃薯植株中的表达水平用 Anti

- h5n1 hemagg lut in in ofA InfluenzaV irusM onoclonal

Ant ibody抗体进行 W estern斑点杂交分析. 重组蛋

白相对表达水平的估计是通过 NC膜上蛋白显色斑

点颜色深浅比较得出的,分析结果如图 4所示. 从图中可以看出, 除对照以外 10个转基因株系均检测到

H5HA重组蛋白的表达.株系 2杂交斑点显示的颜色最深, 株系 6和 8最浅, 由此可知, H5HA蛋白在转基

因株系 2中的表达水平高于其他株系,约为株系 6和 8的 3倍. 这主要是由于目的基因在马铃薯基因组

DNA中随机插入所导致的.本研究成功地利用转基因马铃薯表达了禽流感血凝素蛋白, 为利用马铃薯作

为生物反应器生产禽流感口服疫苗提供了理论依据.但能否在此基础上进一步提高禽流感重组基因的表

达水平还有待于研究和探讨.
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