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摘    要 

口蹄疫是当今世界上危害最严重的家畜传染病之一。疫苗接种是预防口蹄疫的主要措施。近

年来，随着植物基因工程的发展，用转基因植物表达抗原相对于传统疫苗而言是一种更安全、更

经济的表达系统。本研究将口蹄疫病毒免疫原基因整合进番茄基因组并得以表达，用转基因番茄

叶片蛋白提取液经肌肉途径免疫豚鼠，根据豚鼠抗体水平的消长动态和免疫豚鼠抗强毒攻击的保

护率进行植物疫苗免疫原性的研究，为 FMD转基因疫苗的开发奠定基础。 

此外，由于植物种子生产外源基因工程蛋白质的品质相当稳定，可作为饲料添加剂或口服疫

苗，为优化表达体系，本研究构建了 FMDV结构蛋白 VP1 基因的种子特异性表达载体。具体结

果如下： 

1)构建了O型 FMDV China99株结构蛋白VP1基因的组成型植物双元表达载体 pBin438/VP1

及结构蛋白 P1、非结构蛋白 2A、3C 以及部分 2B 基因的组成型植物双元表达载体

pBin438/P12X3C。VP1基因及起始密码 ATG、内质网引导多肽 SEKDEL共 660个核苷酸，编码

220个氨基酸；P12X3C基因及起始密码 ATG、内质网引导多肽 SEKDEL共 3 018个核苷酸，编

码 1 006个氨基酸，与亲本毒株相应核苷酸序列比较，同源性分别为 100%和 99.6%。 

2)建立了番茄高频转化系统。高频转化系统以 MS 为基本培养基，附加 ZT1.0mg/L 和

IAA0.1mg/L，选 8~10日苗龄的子叶预培养 2d，在活化的根癌农杆菌菌液里侵染 3~5min，于暗处

共培养 2d 后，直接在含卡那霉素再生培养基上筛选培养，形成抗性愈伤并分化出芽。转化率达

18%。 

3)转基因番茄 PCR检测表明：FMDV免疫原基因 VP1和 P12X3C分别整合到番茄基因组中；

RT-PCR结果证实目的基因在转基因番茄的转录水平表达；ELISA检测约 40%的 pBin438/VP1卡

那抗性植株呈阳性，约 25%的 pBin438/P12X3C卡那抗性植株阳性；随机选取部分 ELISA检测阳

性植株进行Western blotting检测，重组蛋白能够与 FMDV抗血清反应。表明 FMDV免疫原基因

VP1和 P12X3C已分别转入番茄基因组并获得表达，且所表达的蛋白具有免疫反应性。 

4)构建了 FMDV结构蛋白 VP1基因的种子特异性表达载体 p7SBin438/VP1，浸花法转化拟南

芥，分子检测表明，VP1 基因已整合进拟南芥基因组并在荚中获得表达，为今后将 FMDV 免疫

基因转入大豆等油料植物种子提供了实验依据。 

5)转基因番茄叶片蛋白提取液免疫豚鼠，第一次免疫后 10d ELISA检测不到 FMD特异性抗

体，第二次免疫后 10d，豚鼠血清抗体水平显著提高并达到第一个高峰，第三次免疫后 21d，抗

体水平达到第二个高峰，其中 pBin438/VP1 转基因番茄第三次免疫豚鼠后 21 天血清效价最高可

达 1:64，攻毒后免疫豚鼠保护率达 80%，pBin438/P12X3C转基因番茄第三次免疫后 21天血清效

价最高可达 1:128，攻毒后免疫豚鼠保护率达 100%。 

 
关键词：口蹄疫病毒，转基因疫苗，免疫原性，豚鼠 
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ABSTRACT 

Foot-and-mouth disease (FMD) is the etiological agent of an important disease of livestock. 

Vaccination is the major method to prevent FMD. But the conventional inactivated vaccines have many 

defects, such as the possibility of virus dissemination, and the virulent recovery of vaccine virus. 

Therefore, it is necessary to develop a safe, efficient and economic FMD vaccine. 

The use of transgenic plants as vectors for the expression of viral and bacterial antigens has been 

increasingly tested as alternative methodology for the production of experimental vaccines. Antigens 

produced in transgenic plants are capable of invoking protective mucosal immune responses against 

important pathogens as it has already been demonstrated. To explore the feasibility of FMD edible 

vaccine, in this study, the immunogen gene of VP1 and P12X3C were transferred into the nuclear 

chromosomal DNA of the tomato plants respectively. In order to evaluate immune response of guinea 

pigs against FMDV, the extracts of transgenic leaves were injected into guinea pigs. According to the 

sera antibody levels and the protection of  the vaccinated guinea pigs against challenge with 100ID50 

FMDV, probed into the immunogenicity of the target protein expressed in transgenic plants. 

Using plant seeds to produce target proteins could be used as food addition or oral vaccines. In this 

study, the structural protein VP1 gene was transformed into Arabidopsis thaliana and expression of  

VP1 in the genome of transgenic Arabidopsis thaliana was performed by molecular biology analysis. 

The main results presented in this thesis are as follows: 

1)The plant constitutive-expression vector pBin438/VP1 with VP1 and pBin438/P12X3C with 

multi-genes of FMDV were constructed respectively, multi-genes P12X3C encode for the FMDV 

O/China/99 genomic regions P1(1A,1B,1C,1D), 2A, 3C and a part of 2B. The sequence of VP1 contain 

660nt including complete VP1, a start codon and microsomal retentional signal sequence SEKDEL. The 

construction of multi-genes P12X3C also contain 3 018nt including full length of P1, 2A, 3C and a part 

of 2B, a start codon and microsomal retentional signal sequence SEKDEL. The percent identity of VP1 

and P12X3C to the same gene from GenBank of FMDV O/China/99 were 100% and 99.6% 

respectively. 

2)The optimal tomato transformation system that was mediated by Agrobacterium fumefaciens 

GV3101 was established. On the base of the efficient regeneration system, factors that affected 

transformation such as the Agrobacterium fumefaciens concentration, infiltration time and transform 

style were optimized. Our protocol of plant transformation system was as follow: from eight to ten days 

post-germination, cotyledon was infiltrated 3~5min and co-cultivated for 48h with an overnight grown 

culture of Agrobaterium Tumefaciens on medium of Murashige and Skoog (MS) adding 1.0mg/L ZT 

and 0.1mg/L IAA. Cotyledons post-culturation with Agrobacterium. Tumefaciens carring pBin438/VP1 

and pBin438/P12X3C were directly placed onto the selective medium containing 50mg/L kanamycin 

and 500mg/L carbenicillin. After six weeks，kanamycin-resistant shoots were removed from calli, and 

transferred to the rooting medium. The frenquency of success transformations reached to 18%. 
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3)After being selected by Kanamysin, a lot of resistant lines of transgenic tomato plants were 

obtained. The presence of the VP1 was detected in the pBin438/VP1 transformed plants by 

amplification of a PCR product of the expected size(650bp) that was regularly absent in the 

non-transformed plants. Additionally, the complete sequence of P12X3C was detected in the 

pBin438/P12X3C transformed plants. RT-PCR of pBin438/VP1 transformed plants and 

pBin438/P12X3C transformed plants indicated that most target cDNA could transcribe normally in the 

transformed tomato plants. After being detected by sandwich-ELISA assays, about 40% pBin438/VP1 

transformed plants and 25% pBin438/P12X3C transformed plants were confirmed to express the 

recombinant protein. Based on sandwich-ELISA and Western Blotting, results showed recombinant 

protein could react with FMDV antisera. In conclusion, the results indicated that the constructed 

constitutive-expression plasmid was functionary; VP1 and P12X3C of FMDV were transformed into 

tomato plants and got expression affirmativel; structural protein VP1 and P1 of FMDV expressed by 

transgenic tomato plants have immunogenicity. 

4)The plant seed-specific expression vector p7SBin438/VP1 was constructed and transformed into 

Arabidopsis thaliana via floral dip, a number of transgenic Arabidopsis thaliana were obtained. 

Molecular biology analysis revealed that VP1 had been inserted into the genome of transgenic 

Arabidopsis thaliana and structural protein VP1 was expressed in pods at high level. These results 

indicated that p7SBin438/VP1 should be a good expression vector and can be used in modification of 

oilseed crops. 

5)Guinea pigs were intramuscular inoculation at days 0，15，and 30 with leaves extracts from 

pBin438/VP1 and pBin438/ P12X3C transgenic tomato lines respectively. Anti-FMDV antibodies were 

elicited and reached a high level ten days after the second inoculation. Furthermore, guinea pigs 

immunized with transgenic leaves extracts developed a strong neutralizing antibody responses and 

antibodies increased further and reached a second peak twenty-one days after the third inoculation. In 

the challenge test, one group of guinea pigs immunized with pBin438/P12X3C were fully protected 

against FMD challenge. Another group of guinea pigs immunized with pBin438/VP1, four out of 

five(80%) animals were protected against FMD challenge. Indirect-ELISA antibody titers reached 1:64 

and 1:128 twenty-one days after the third inoculation respectively. Immunity assay with guinea pigs 

showed that expression product of transgenic tomato had immunogenicity. 

In conclusion, this study may provide the experimental bases of research for transgenic vaccine 

and encouraged further research work on the development of the edible vaccine against FMD derived 

from the transgenic plants. 

 

Key words:  FMDV, transgenic vaccine, immunogenicity, guinea pigs
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第一章 序  言 

1.1 研究背景 

1.1.1 口蹄疫与口蹄疫病毒 

口蹄疫(foot-and-mouth disease,FMD)是偶蹄动物的一种急性、高度接触性传染病，主要感染

猪、牛、羊，尽管该病致死率不高，但由于家畜感染后生产力下降以及引起的动物及畜产品贸易

限制，由此造成严重的经济损失(Pereira et al,1981)。像其他许多传染病一样，口蹄疫的分布与一

个国家或地区的发展水平有关，非洲、亚洲、南美洲的一些国家由于没有充足的财力及有效的控

制措施，致使该病不断流行，北美洲和大洋洲无口蹄疫发生的报道，欧洲在 2001 年之前亦为无

口蹄疫地区。近年来，东南亚地区连年暴发口蹄疫，2000年，在已经很多年没有口蹄疫的日本、

韩国和我国的台湾省也暴发了口蹄疫；在欧洲，有多年研究和防制口蹄疫历史的英国，继 1967

年口蹄疫大暴发后，于 2001年 2月再次暴发口蹄疫，直接经济损失 90多亿英镑，给农业、旅游

和乡村度假业以及其它相关行业的发展造成了严重影响，同时疫情还波及到法国、荷兰和爱尔兰，

造成了巨大的经济损失(Samuel et al,2001;Aggarwal et al,2002)，这几次流行大大刺激了欧洲乃至全

世界加强对口蹄疫的基础研究和防制研究的力度。 

口蹄疫病毒(foot-and-mouth disease virus,FMDV)属于小 RNA病毒科口蹄疫病毒属，FMDV基

因组的中部是一大的开放阅读框，编码一多聚蛋白，开放阅读框由 L 基因、P1 结构蛋白基因、

P2 和 P3 非结构蛋白基因以及起始密码子和终止密码子组成。多聚蛋白经过初级裂解形成

L-P1-2A、2BC、P3三种前体蛋白，16个氨基酸的多肽 2A催化 P1-2A从 2BC连接处顺式切割(Pablo 

de Felipe et al,2003;Claire et al,1999)，次级裂解由 3C蛋白酶完成，P1-2A被 3C蛋白酶催化加工成

VP0、VP3和 VP1，这三种蛋白相互联系并能够自我组装成二十面体的核衣壳，在病毒粒子最后

形成阶段 VP0经成熟裂解成 VP2、VP4，病毒 RNA组装进入 75S的空衣壳形成完整的病毒粒子，

FMDV粒子装配完毕(Abrams et al,1995;Belsham et al,1990;Lopez de Quinto et al,1997)。有报道

(Rowlands et al,1975;Gregory et al,1996;Leticia et al,2001)称病毒衣壳由于包含 VP0、VP3和 VP1,

能够诱导与感染性 FMDV粒子相同的免疫反应。 

1.1.2 口蹄疫疫苗的研究概况 

目前，口蹄疫防疫中普遍使用的是传统的灭活疫苗，生产这种疫苗要动用活病毒，疫苗的不

完全灭活或从疫苗工厂逃逸的病毒有可能引起疫病的新爆发；而且动物免疫后，感染动物与免疫

动物不能有效区分，其局限性日渐突出（Tulasiram et al,1998;Chan et al,2001）。新型疫苗是伴随着

分子免疫学、分子生物学和现代生物工程技术等理论和技术的发展应运而生的，主要指基因工程

技术生产的疫苗，包括亚单位疫苗、活载体疫苗、核酸疫苗、基因缺失疫苗、多肽疫苗及抗独特

型抗体疫苗等（Sobrino et al,2001;Barnett et al,2002）。植物表达系统属真核细胞表达系统，不仅能

进行正确的翻译后加工，可直接食用，易获得多价疫苗，而且廉价安全不需特殊的运输和储藏条
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件，因此被认为是一个比微生物或动物更理想的蛋白生产系统(Schuyler et al,2002; Lutwick et 

al,2000; Lauterslager et al,2002)。 

自 1983 年首次报道植物的遗传转化以来，该项技术己得到广泛应用，并已在一些国家大面

积种植多种转基因植物。这些植物包括抗虫、抗病、抗逆境的棉花、玉米、水稻、大豆、西红柿

等。近年来转基因另外一方面进展是合成有医疗价值的多肽、蛋白质，包括抗原、抗体、生物活

性物质，研制安全、热稳定、可口服并被广泛接受的疫苗是世界卫生组织提出的疫苗研制目标，

这些目标促使人们考虑在转基因植物中生产可食用的基因工程亚单位疫苗。目前，这一领域的研

究主要包括三个方面，一是用植物来生产药用蛋白，二是在植物中表达抗体，三是用植物来生产

疫苗，其中转基因疫苗的研究倍受重视。1992 年 Mason 等人以专利的形式发表了乙肝表面抗原

在转基因植物中表达的文章，提出了转基因植物生产疫苗的新思路(Mason et al,1992)，1995年该

研究小组在 Science上正式发表了关于植物性口服疫苗的实验结果(Haq et al,1995)。虽然植物性口

服疫苗仅仅是转基因植物的一种手段，但在免疫学上则是一次革命。目前，这项研究多处于实验

室研究阶段，但也有少数进入了临床Ⅰ/Ⅱ期试用阶段，具有良好的应用前景，本文将对此作出

阐述。 

1.2 转基因植物疫苗的原理和策略 

转基因植物疫苗（transgenic plant vaccine）的原理就是将病原微生物的主要抗原蛋白在植物

组织或植物病毒中合成，被人或动物摄取后能够使其得到一定的免疫保护，是把植物基因工程技

术与机体免疫机理相结合，生产出能使机体获得特异抗病能力的疫苗(王关林等，2002)。目前，

转基因疫苗中约 80%是由农杆菌介导的表达系统产生，这种表达系统的成功构建是源于根癌农杆

菌是一种寄主非常广泛的土壤细菌，在自然状态下它能通过伤口侵染大多数双子叶植物，导致冠

瘿瘤的发生(Kung et al,1996)。其侵染机理是基于农杆菌体内的 Ti质粒和 vir基因即毒性区两部分

的共同参与，Ti质粒中有一个 DNA片断，称为转移 DNA(Transfer DNA,T-DNA)。大多数双子叶

植物组织受到创伤后，诱导植物细胞分泌某些酚类物质，如乙酰丁香酮（AS）或羟基乙酰丁香酮

(OH-AS),这些酚类物质即成为创伤信号分子或创伤诱导分子，vir基因受到创伤信号刺激后，转录

活化其一系列基因 virA, B, C, D, E, F, G, H等，这些基因的表达产物最终形成膜通道以便于T-DNA

复合物向植物细胞转移，T-DNA复合物通过其左右边界各为 25bp的重复序列以单拷贝或多拷贝

的形式将 T-DNA复合物插入到宿主基因组中，将外源基因与 T-DNA左右臂相连，同样可以将外

源基因整合进植物基因组并得以表达（图 1-1），而且整合进植物基因组的外源 DNA片断能够通

过减数分裂以孟德尔方式传递给后代(Stachel et al,1985;May et al,1995)。 

1.2.1 植物基因转化载体系统的构建 

目前,在植物基因转化中应用最多的 Ti质粒载体系统有两种：共整合载体系统（co-integrated 

vector）和双元载体系统（binary vector）。共整合载体是指 Ti 质粒上编码致瘤基因的序列被一段

pBR322 DNA所取代，带外源基因的 pBR322衍生中间载体由大肠杆菌转入农杆菌后，二者相同

的 pBR322序列发生同源重组，外源基因就整合到 Ti质粒上。双元载体系统是指在一个农杆菌株
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系中含有两个彼此分离的质粒：Mini-Ti 质粒和 helper-Ti质粒，前者含有 T-DNA边界而 Vir基因

缺失，后者含有 Vir区段而 T-DNA缺失。Mini-Ti质粒含有 T-DNA和外源基因重组的多克隆载体

质粒，它既能够在大肠杆菌中复制，又能在农杆菌中进行复制，并能够从大肠杆菌迁移到土壤农

杆菌中，helper-Ti质粒是含有 vir基因的 Ti衍生质粒。共整合载体的重组频率很低，而双元载体

系统的两个质粒接合的频率较高，因此双元载体的遗传转化效率高于共整合载体。 

 

 

 

 

 

1.2.2 转基因植物疫苗表达系统 

1.2.2.1 稳定的核表达系统 

该表达体系是将外源基因构建到适当的表达载体中，在农杆菌介导下随机地插入植物核基因

组中，可以遗传至后代。本方法具有以下优点：一是通过有性或无性繁殖的方法，可以很容易地

获得大量的转基因植株，二是通过有性杂交的方法，可以获得生产多价复合疫苗的转基因植物，

三是通过特异性表达启动子使抗原基因在器官或组织中特异性表达(Horsch et al,1985)。利用植物

的核转化系统可以稳定、长期地生产重组抗原蛋白，有利于可食疫苗的商业生产(Maliga,2003; 

Staub et al,2000)。目前核表达系统主要采用花椰菜花叶病毒 （CaMV）35S组成型表达启动子，

这类启动子表达具持续性，RNA 和蛋白质表达量相对恒定，不表现时空特异性，也不受外界因

素诱导，但该系统表达水平低，特异性的高效表达启动子还不能满足实际需要。另外，核转化生

长周期长，根据转化植物的不同，一般在 3~9个月后才能获得稳定的转化植物进行表达蛋白功能

图 1-1 根癌农杆菌 Ti 质粒转移进植物染色体 

Fig.l transformation of Ti plasmid from Agrobacterium tumefaciens into plant 

chromosome 
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与活性的检测(Schillberg et al,2005)。 

1.2.2.2 暂态表达系统 

该表达体系主要是利用植物病毒为载体将外源基因插入植物病毒基因组中，再用此重组病毒

感染植物，外源基因随病毒在植物体内复制、装配而得以高效表达。在这里外源基因被克隆到植

物病毒基因组中，并在强衣壳蛋白启动子的调控下转录表达重组蛋白，由于在病毒复制过程中，

病毒衣壳蛋白高水平地表达复制，外源基因也随之得到高水平的表达(Gleba et al,2004)。另外一种

方法是通过农杆菌介导的真空渗透法将重组载体转入植物细胞核中，用该方法几天内就可以得到

毫克级的重组蛋白(Kapila et al,1997; Vaquero et al,1999)。 

暂态表达系统表达量高，而且一般认为植物病毒不会传染动物，无交叉感染，相对于稳定表

达系统，真空渗透法几天内就可快速得到结果，但缺点是不能稳定遗传。严格地说，该方法不属

转基因植物的范畴，因为病毒基因并不整合进植物基因组中，通常在核转化之前检验载体构建及

外源蛋白表达情况时采用该方法(Schillberg et al,2005)。 

1.2.2.3 叶绿体表达系统 

尽管叶绿体作为遗传转化的受体有其独有的特点：叶绿体基因组分子量小，便于进行分子遗

传操作；外源基因在叶绿体中定点整合，表达量高；遗传方式为母系遗传；有利于对环境的保护

等(Staub et al,1995;Boynton et al,1988;Daniell et al,2001)。但该表达体系目前仍存在许多亟待解决

的问题，首先叶绿体转化的植物大多为模式植物如烟草、衣藻，因此植物种类的拓展是目前叶绿

体转化首要解决的问题之一，其次叶绿体转化中的同质化，即如何使外源基因完全整合到植物叶

绿体每个 DNA拷贝中，它的解决有助于提高叶绿体遗传转化的表达量。 

1.3 转基因可饲（食）疫苗的免疫机理 

动物及人体的呼吸道、消化道及生殖道黏膜与病原体接触后会引起机体的黏膜免疫反应，在

黏膜的微环境中产生分泌型 IgA抗体和特异的免疫淋巴细胞，从而构成机体防御病原体感染的第

一道屏障。口服疫苗就是以胃肠道黏膜为接种免疫部位，从而使机体在胃肠道黏膜产生局部免疫

应答进而获得全身性的免疫保护(Lauterslager et al,2002; Walmsley et al,2000)。 

许多文献报道，转基因口服疫苗不仅诱导了机体系统免疫反应，而且还诱导了黏膜免疫反应

(Tariq et al,1995 Modelska et al,1998)。诱导黏膜免疫是从 M 细胞识别抗原开始的 (Yu et 

al,2000;Sheikh et al,2000)。黏膜免疫反应过程如下： 

1) 抗原与M细胞表面尚未明确的部位结合； 

2) 抗原被摄入M细胞的吞饮泡； 

3) M 细胞将识别的抗原传递给巨噬细胞，巨噬细胞和其他抗原呈递细胞再将抗原展示给

Th细胞； 

4) 当 Th细胞识别外源的蛋白质片段后，Th细胞协助激活 B细胞，活化的 B细胞转移到肠
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系淋巴结，并在那儿成熟分化为 IgA浆细胞； 

5) IgA在浆细胞内产生，由 J链连接成双聚体分泌出来。当 IgA通过黏膜或浆膜上皮细胞

向外分泌时，与上皮细胞产生的分泌片连接成完整的分泌型 IgA（sIgA），释放到分泌液中，

分布在黏膜或浆膜表面发挥免疫作用。当疾病因子出现时，记忆 Th 细胞一方面刺激胞毒 T

细胞攻击受感染细胞，另一方面迅速刺激记忆 B细胞分泌中和抗体，消灭入侵的病原体。 

口服疫苗最大的障碍是抗原蛋白在胃里被消化，植物细胞的细胞壁和细胞膜起到一个很好的

生物胶囊作用(Biemelt S et al,2003)，以保护细胞内免疫原经过食道、胃时不被消化，当到达小肠

组织时，细胞壁和细胞膜已慢慢开始降解，里面的免疫原释放出来被 M 细胞识别，然后转运给

APC细胞，达到口服免疫的效果。 

1.4 转基因疫苗国内外研究现状 

1992年，随着乙肝表面抗原在烟草中的成功表达，可食用植物疫苗的概念的提出，经过科学

工作者十余年的努力，己有多种用于人类或动物疫苗的蛋白在植物中成功表达(表 1-1)。到目前为

止，在转基因植物中表达用于疫苗研究的抗原主要有大肠杆菌热敏肠毒素 B 亚单位（LT-B）、霍

乱弧菌毒素 B亚单位（CTB）、乙肝表面抗原（HBsAg）、猪传染性胃肠炎病毒 S糖蛋白（TGEV-S）、

诺沃克病毒衣壳蛋白（NVCP）、狂犬病病毒糖蛋白（RV-G蛋白）、口蹄疫病毒（FMDV）结构蛋

白 VP1等，其中研究得最多的是 LT-B。 

选用这些抗原基因主要基于以下 3点理由：有坚实的基础，特别是免疫原性和分子结构清楚；

有标准的检测方法可用，因为外源基因在转基因植物中的整合是随机的，所以必须有灵敏、准确、

可靠的检测技术进行转化植株的筛选，在免疫试验中，还要检测血清和黏膜抗体的反应水平，如

果没有成功的检测方法，是无法进行此项研究的；有广阔的应用前景，这几种植物疫苗一旦研发

成功，有广阔的世界市场，特别适用于第三世界发展中国家。 

1.4.1 大肠杆菌热敏肠毒素 B亚单位（LT-B）在植物中的表达 

1998年，Mason等用 LT-B基因转化烟草和马铃薯，外源基因在转基因植株中均能表达(Mason 

et al,1998)，并有较好的免疫原性。外源基因在烟草中的表达量可达 5µg/g可溶性蛋白，在马铃薯

块茎中可达 30µg/g 可溶性蛋白。用烟草叶浸提物口服免疫小鼠，其 IgA 和 IgG 抗体与用同剂量

细菌性 LT-B 灌服的免疫小鼠完全一致，用转基因马铃薯饲喂小鼠，也都产生了黏膜 IgA 和血清

IgG。与灌服细菌性 LT-B的小鼠相比，饲喂转基因马铃薯的小鼠，其血清 IgG和黏膜 IgA抗体水

平均较高，当用 LT 进行攻击试验时，饲喂试验组小鼠虽没有被完全保护，但免疫保护效果优于

灌服细菌性 LT-B 的对照组。Streatfield 等研究了 LT-B 基因在玉米种子中的表达，外源基因在转

基因玉米种子中的表达量占总可溶性蛋白的 10%，用转基因玉米表达的 LT-B和用纯 LT-B饲喂小

鼠可诱导同样的血清抗体 IgA(Streatfield et al,2002; Streatfield et al,2003)。 

转基因疫苗在动物体内试验的成功，推动了其进入人类临床试验阶段，为进行人类试验提供

了可靠的依据。美国于 1997 年进行了首例植物来源的可食用疫苗的人体临床试验(Tacket et 

al,1998)，在Ⅰ/Ⅱ期临床试验中，志愿人群口服了植物组成性表达合成的 LT-B免疫原的未经烹饪
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的转基因马铃薯，11人服用了 50~100g转基因马铃薯的供试者中有 10人的 LT-B抗体显著上升，

而作为对照组的三人服用了 50g 未转基因的马铃薯，未见一人有任何的 LT-B 特异性抗体应达，

该实验说明植物可食性组织生产的重组 LT-B 可有效的保护免疫原免受胃液消化，免疫原在不用

佐剂的情况下同样能诱导体液和黏膜免疫反应。 

1.4.2 乙肝表面抗原（HBsAg）在植物中的表达 

1992 年，Arntzen 领导的研究小组报道了转基因植物生产乙肝疫苗的研究结果(Mason et 

al,1992)。研究人员将 HBsAg基因转入烟草获得转基因植株，转基因烟草中 HBsAg表达水平为总

可溶蛋白质的 0.01%，从转基因烟草的叶子中提取的 HBsAg组成平均为 22nm的颗粒，其浮力密

度和免疫原性与人和酵母来源的 HBsAg 相似，表明在植物中成功地保持了蛋白质折叠的特性。

以重组的 HBsAg免疫小鼠，其免疫反应与商品化的 HBsAg疫苗相似，产生了 IgM和所有的 IgG

亚基，并使 T 细胞增殖，这表明转基因植物表达的抗原保留了激发 B 细胞和 T 细胞免疫反应的

抗原决定簇。 

Richter 等后来在马铃薯中表达了乙肝表面抗原，将该抗原与口服免疫佐剂霍乱肠毒素 B 亚

单位（CTB）共同免疫小鼠，能引起小鼠免疫反应，该试验表明在转基因植物中表达的非消化道

型人类病原的抗原具有口服免疫原性(Richter et al，2001)。用商品化乙肝疫苗对已经口服转基因

马铃薯的小鼠进行二次免疫，其抗体水平迅速升高，这表明马铃薯中表达的乙肝表面抗原能刺激

机体产生免疫记忆。 

1999年，Kapusta在羽扇豆和莴苣的豆荚和叶片中表达了乙肝表面抗原，并经美国 FDA批准

第一次组织了人类转基因植物疫苗乙肝表面抗原的临床实验(Kapusta, 1999; Anmich, 2001)。二次

免疫两周后，试验组 2/3人体内 IgG抗体水平有明显的增加，二次免疫四周后 IgG抗体水平开始

下降，到第十二周不再下降。在首免后二十周内，服用转基因莴苣的志愿者没有表现出药物的副

作用。 

1.4.3 诺沃克病毒衣壳蛋白（NVCP）在植物中的表达 

诺沃克病毒是病毒性胃肠炎的主要病原，Mason等研究了 NVCP在转基因烟草和马铃薯中的

表达及口服免疫原性，发现转基因烟草中表达的 NVCP与杆状病毒表达的 NVCP具有相似的物理

学特性。转基因烟草的叶提取物中 rNVCP也可以组装成直径 38nm的病毒样颗粒，在蔗糖密度梯

度离心及 SDS/PAGE 中的物理特性与杆状病毒在昆虫细胞中表达的重组蛋白相似。rNVCP 在叶

中的表达量最高可达总可溶性蛋白的 0.23%，在马铃薯块茎中可达 0.37%，烟草中的 NVCP以病

毒样颗粒存在，转基因马铃薯块茎中的 NVCP 仅有一半以颗粒状存在。从叶片中提取的 rNVCP

灌服小鼠(在 1，2，11，28天灌服，剂量 10~80µg)进行口服免疫试验，或用土豆块茎直接饲喂小

鼠(在相同的时间每次饲喂 4g去皮土豆，含 40~80µg NVCP蛋白)，均可产生特异性血清 IgG和分

泌性 IgA抗体，但在摄入同样剂量抗原的条件下，强饲纯化过的抗原的小鼠产生的抗体水平比饲

喂未加工的转基因马铃薯抗体水平高，这可能是由于未加工的转基因马铃薯消化慢，纯度低，而

纯化过的疫苗含有的病毒样粒子多，并且病毒样粒子在消化道内稳定，容易被 M 细胞捕获并递
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呈给位于 Peyer氏结的淋巴细胞（Mason et al,1996)。 

Tacket等报道转基因马铃薯表达的 NVCP能装配成病毒样颗粒(Tacket et al,2000)，并用它作

抗原进行试验，以确定它能否诱导人体产生免疫应答。20位成年自愿者食用了相当于小鼠 2到 3

倍剂量的转基因马铃薯，另 4 人口服野生型马铃薯，试验结果显示 20 个食用了含有诺沃克病毒

核衣壳蛋白转基因马铃薯的自愿者有 19人产生了免疫反应，95%的志愿者产生特异性 IgA抗体，

20%的自愿者产生特异的血清抗体 IgG，6%的志愿者粪便中检测到特异的 IgA抗体。 

目前为止仅有以上三种抗原进行了植物来源的口服疫苗的人体试验，结果都证实，植物细胞

确实能够为免疫原顺利通过消化道提供保护，免疫原在无需佐剂的情况下也会诱导机体产生系统

和黏膜的免疫反应，并且转基因的植物组织被食用后也没有不良的副反应(Gerber et al,2001; 

Biemelt et al,2003;Heribert et al 2003)。 

1.4.4 猪传染性胃肠炎病毒 S糖蛋白（TGEV-S）在植物中的表达 

Gomez等用 TGEV-S蛋白 N端 cDNA或全长 cDNA获得了转基因芥菜和马铃薯，在叶浸提

物中，表达的外源蛋白占可溶性总蛋白的 0.03%~0.06%，两种 cDNA表达水平没有明显区别。用

叶浸提物经肌肉注射免疫小鼠，在 0，15，30 天各一次，每次含总蛋白为 40mg，结果表明免疫

鼠可产生特异性血清抗体，并在蚀斑减少试验中表现了中和活性(Gomez et al,1998)。此后 Gomez

等人进一步将 TGEV的纤突蛋白基因在马铃薯中表达，并进行口服免疫小鼠试验，证实马铃薯表

达的纤突蛋白能刺激小鼠产生良好的免疫应答反应（Gomez et al,2000）。Tuboly等对 TGEV-S蛋

白基因进行了改造和选用强启动子，获得三个转基因植株系，转基因植物 S基因表达产物用酶联

免疫反应(ELISA )和Western Blotting检测表明其大小与预期结果一致，并发现三个转基因植株系

的基因表达量比 Gomez等早期的报道高出 5~10倍，即转基因植物 S蛋白表达量占总可溶性蛋自

的 0.1%~0.2%，且它们最终抗体滴度类似。用转基因叶片提取物经肌肉注射免疫小猪，每周取血

样，用病毒中和试验和 ELISA检测，发现可产生 TGEV特异性抗体，中和抗体效价为 1:8，ELISA

效价达 l:320 以上(Tuboly et al,2000)。 

Streatfield等用玉米对 TGEV的纤突蛋白进行高效表达，表达产物与 TGEV弱毒活苗在平行

条件下饲喂免疫仔猪，然后用 TGEV标准致病毒株进行攻毒，证实转基因疫苗对仔猪的免疫保护

效果优于 TGEV弱毒苗(Streatfield et al,2001)。 

1.4.5 口蹄疫病毒（FMDV）结构蛋白 VP1在植物中的表达 

Carrillo和Wigdorovitzt用 FMDV VP1蛋白基因转化拟南芥及烟草，获得了转基因植株，用

含有重组 VP1 的叶片浸提物免疫小鼠，可诱导产生特异性抗体，这种抗体不仅能与 VP1 发生反

应，而且也能与完整的 FMDV颗粒反应，所有的免疫小鼠都抵抗了 FMD强毒的攻击，而未免疫

或用空载体转化的植株免疫的小鼠全部感染发病(Carrillo et al,1998; Wigdorovitzt et al,1999)。

Wigdorovitzt等在此基础上，将 FMDV VP1结构蛋白基因转化苜蓿，也获得转基因植株，用转基

因苜蓿的叶片浸提物腹腔注射小鼠，或用新鲜叶片直接饲喂免疫，均可诱导产生特异性免疫应答，

腹腔注射免疫的小鼠保护率达 77~80%，饲喂免疫的小鼠保护率达 66~75%(Wigdorovitzt et 
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al,1999;Carrillo et al,2001)，在筛选出的 4株高表达的转基因苜蓿中，VP1与 GUS融合基因在苜

蓿中的表达量占总可溶性蛋白的 0.05~0.1%，免疫小鼠抗强毒攻击的保护率达 100%( Dus Santos et 

al,2002)，2005 年该研究小组又将 FMDV 衣壳蛋白 P1 与非结构蛋白 2A、3C 连接，在转基因苜

蓿得到表达，免疫小鼠抗强毒攻击的保护率达 100%，这一结果支持转基因牧草生产可饲化疫苗

的观点(Dus Santos et al,2005)。 

1.4.6 狂犬病病毒糖蛋白（G蛋白）在植物中的表达 

Modelska等首次报道了植物病毒表达的疫苗经口服免疫后引起黏膜免疫应答，在该实验中重

组的苜蓿花叶病毒表达了狂犬病毒表面抗原，一种免疫方式是把纯化的病毒颗粒灌注入消化道，

另一种方式是用病毒感染的菠菜叶饲喂小鼠，灌注小鼠所用的抗原量是饲喂小鼠的 10 倍，然而

经饲喂小鼠的抗病毒 IgA水平却是消化道灌注免疫小鼠的 2倍。一个合理的解释是：植物细胞的

细胞壁和细胞膜起到一个很好的生物胶囊的作用，以保护细胞内的免疫原经过食道、胃组织时不

被消化液消化掉，当到达小肠组织时，细胞壁和细胞膜已慢慢开始降解，里面的免疫原就释放出

来被M细胞识别，然后转运给 APC细胞，从而成功地达到口服免疫的效果。胃插管给药时含免

疫原的植物材料细胞壁还未降解已到达小肠，多数免疫原无法及时释放出来发挥效应就被排出体

外。一系列的动物实验证明植物表达系统所生产的免疫原具有抗原性，确证了口服转基因植物疫

苗的可行性(Modelska et al,1998; Rose et al,1999)。 

1.5 转基因疫苗存在的问题及未来研究的展望 

1.5.1 外源基因在植物中表达量低 

在稳定表达系统中，外源基因所表达的重组蛋白，大约只占植物中总可溶性蛋白的

0.01%~0.37%，这个表达量作为疫苗生产系统来讲比较低，如何提高转基因植物中目的蛋白的含

量是今后研究的主要方向。转基因植物表达中，限制重组蛋白表达量的因素归纳起来主要有三点：

（1）转化宿主和表达体系固有的特性；（2）重组蛋白的稳定性；（3）转基因表达的水平。主要

包括启动子的活性和特异性，mRNA的稳定性及翻译效率等(Sala et al,2003)。针对以上几点，研

究者进行了多方面的探索，也取得了很大进展，解决的策略主要包括：选用强启动子和增强子、

优化基因的密码子、利用表达产物的细胞定位以及在植物种子或特异组织中积累从而提高目的蛋

白的表达量(Walmsley, 2000;Ma,2001;Koprowski et al,2001)。 

1.5.1.1 使用植物偏爱密码子 

对外源基因进行密码子的优化，尽量使用植物偏爱密码子是克服转基因沉默、增强外源基因

的翻译效率、提高表达量的策略之一。例如Mason对转基因进行了适当的修饰，选用了植物表达

的偏爱密码子，结果大大提高了 LT-B在植物中的表达水平(Mason et al,1998)。为了使外源基因适

于在植物中表达，必要时需重新合成外源基因，苏云金芽孢杆菌(BT)的 cry 基因原来在植物中的
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表达水平是很低的，其蛋白在总蛋白中的含量低于 0.001%，对此基因的序列分析表明其 AT含量

很高，在植物中表达时会遇到许多困难，因为富含 AT 的序列在植物中往往代表着多聚腺苷酸化

(polyA)位点、潜在的内含子、稀有密码子及 RNA 中的不稳定序列等，这样就造成了富含 AT 的

基因编码的 RNA 在植物中不稳定，剪接不正确及翻译的效率低等问题。Perlak 等人重新合成了

cryIA(b)基因序列，将其AT含量由 63%降至 51%，使其蛋白的积累比未改造前提高了 100倍(Perlak 

et al,1997)。 

1.5.1.2 优化先导序列、提高翻译效率 

提高翻译效率同样是调控外源基因表达的重要环节，5’端的翻译先导序列对翻译效率起着重

要作用。在翻译起始时，先导序列与核糖体结合，形成适当的结构识别起始密码子。Kozak(Kozak, 

1987)认为真核核糖体进行翻译的起始部位的共有序列是：GCCGCCA-3/GCCA1UGG4。但在实际

预测中，只需考虑－3 和＋4 的位置即可判断起始密码子起始功能的强弱。只要-3 位出现嘌呤，

那么若在其他位置上出现偏离共有序列的情况只会轻微影响起始效率，如果-3位不出现嘌呤，那

么+4 位上的 G 就成为有效地进行翻译所必不可少的条件，而且这时其他邻近核苷酸的贡献也相

对显著。对植物来说近年来已经形成一个比较理想的翻译起始序列，即 AACAAUGGC，而动物

细胞则是 CACCAUG。 

1.5.1.3 利用表达产物的细胞定位 

外源蛋白积累在一些细胞器中或分泌出细胞外，也可以有效地提高蛋白的积累量，因为这些

区域蛋白酶含量很少，所以蛋白质积累在此比较稳定，而且蛋白质的区域化积累和富集也有利于

对其进行提取。可供选择的区域有内质网、叶绿体及细胞内非原生质间隙处 (Kuroda et 

al,2001;Daniell et al,2002;)。人们已经发现内质网（ER）对植物抗体的组装很重要，这很可能是因

为一些促进蛋白折叠与分子间交联的酶类，如一些分子伴侣和蛋白质二硫键异构酶都集中在内质

网腔中，当对所需要折叠与组装的轻链或重链蛋白加上一段信号肽使其导向内质网，植物可表达

并组装出有活性的全长抗体，一旦两者任一个缺少导向内质网的信号肽，植物中就不能组装出有

功能的全长抗体(Sandhu et al,1999)。如王新国等研究人员在转基因烟草中(王新国等,2000)将霍乱

毒素 B 亚基(CTB)基因的 3’端引入一段内质网引导多肽 SEKDEL，从而大大提高了重组蛋白的

含量，但遗憾的是目前对内质网定位的研究仍较多停留在 KDEL序列上。 

1.5.1.4 利用植物种子或特异组织中积累提高目的蛋白的表达量 

植物组成型启动子引导目的基因在植物的各组织中均有表达，这会消耗植物内源的物质和能

量，可能会给植物的正常生长带来一些不利的影响。而组织特异性启动子也称为器官特异性启动

子，在这些启动子调控下，基因的表达往往只发生在某些特定的器官或组织部位，目前已发现这

类启动子中一般同时存在几种控制组织特异性表达的元件，其表达特异性由这些元件的种类、数

目及相对位置等共同决定。利用组织特异性启动子调控基因表达，不仅可提高目的基因在这些部
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位的表达量，将生物能耗降到最低，而且有利于表达产物的分离。一个典型的组织特异性启动子

是马铃薯块茎启动子，通常只在块茎中表达，有时也在茎秆和根系中表达，但不会在叶片中表达。

例如Mason用马铃薯块茎特异启动子驱动 NVCP在转基因马铃薯块茎中表达，结果表达的 NVCP

的最高含量为可溶性蛋白量的 0.37%，明显高于外源基因在烟草叶片中的表达水平(Mason et 

al,1996)。 

其他一些植物组织特异性启动子有：番茄果实成熟特异性表达的多聚半乳糖醛酸酶启动子、

花粉特异表达启动子、大豆种子特异性启动子等。农作物的种子胚部分含有丰富的可溶性蛋白，

重组蛋白表达量较高，并且能够长期保存，作为动物疫苗极适合饲喂免疫，并且种子蛋白比较容

易分离纯化，这样便能够浓缩重组抗原蛋白，是非常理想的重组蛋白的生产载体，已有关于将外

源基因在植物种子中表达生产重组蛋白的报道(Van Rooijen et al,1995;陈章良,1993)。Moloney等人

建立的油体蛋白分配系统也很成功，油体蛋白是在许多植物种子中特异表达的蛋白，它具有很强

的亲脂性，可以与种子中储存脂类物质的油体结合(Moloney,2003)。利用这一特性，将油体蛋白

的启动子和部分编码区与 GUS 融合表达，融合后的蛋白仍有 GUS 活力，对 GUS 酶活性的检测

证明，至少 85%的融合蛋白分布在油体上，外源蛋白被油体蛋白锚定在油体上，其提取、纯化就

变得很容易了，可以用简单的离心、洗涤的方法得到融合蛋白，再用蛋白酶将外源蛋白切出。这

种方法已成功表达并提纯了抗凝血药物水蛭素，并已接近实用生产阶段(Ben et al,2004;Kuhnel 

2003;Abell et al,2002)。 

1.5.2 如何建立高频再生的遗传转化受体系统是制约研究者开发有应用前景的可饲
疫苗的“瓶颈” 

目前，受体系统中存在的问题是：再生频率低，基因型依赖性强，再生细胞部位与转化感受

态细胞部位不一致，对农杆菌侵染不敏感，还有的植物对农杆菌侵染发生过敏反应导致感染部位

的褐化死亡等，如何建立高频再生的基因转化受体系统是制约研究者开发有意义、有应用前景的

的可饲疫苗的“瓶颈”。此外，转基因植物种类的拓展对今后植物可食（饲）疫苗的商业化应用

有着重要影响，目前，转基因疫苗的受体大多集中在烟草、马铃薯、拟南芥等少数植物上，烟草

作为模式植物，遗传背景研究得较为清楚，基因表达系统已特征化，而且易于种植并大量供应，

但烟草不能直接食用，且烟草中含有尼古丁等一些有害人体健康的生物碱，不能用于口服免疫。

马铃薯是生产可食化疫苗的典型植物，易于转化，有块茎特异性表达启动子，但蛋白质含量低而

且又不能生吃，烹饪又会使重组蛋白变性，造成疫苗失活，如果转基因疫苗表达在植物不能食用

部位，要从中提纯疫苗则困难较多。因此提高转化效率，建立高效的基因转化系统仍然是有待解

决的问题。近几年来用番茄、黄瓜、香蕉等植物生产人用疫苗已成为一个研究热点(Ma et al,2003)，

Ruf报道了外源基因在番茄果实中的表达量占可溶性总蛋白的 20%，这为利用番茄表达系统高效

生产口服疫苗、药剂、抗体提供了理想的技术平台(Ruf et al,2001)。对动物疫苗来说，其首选宿

主就是作为饲料的谷类，如苜蓿、玉米和豆类等作物，种殖广泛、产量高、种子中蛋白相当丰富，

作为动物疫苗极适合饲喂免疫，如 TGEV的 S蛋白在转基因玉米种子中高水平表达。但缺点是转

化效率不高，5~6 个月才能得到有限的种子。预计未来的转基因宿主将处在不断的筛选与优化之

中，呈现多样化的局面，从而满足不同的需要。 
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1.5.3 转基因植物疫苗的免疫原性问题 

尽管转基因疫苗安全性好、生产成本低，但是免疫原性较差，提高转基因疫苗的免疫原性是

发展此类疫苗的当务之急，不解决这个问题，转基因疫苗将没有发展前途。有两个因素应该考虑：

一是植物本身可能含有一些因素会影响或干扰重组蛋白的免疫原性，这需要进一步研究，并找出

解决途径；二是重组蛋白在经历胃肠消化酶的作用后，重组蛋白可能发生降解和破坏，从而影响

免疫原性，解决途径是将抗原基因与优良的黏膜免疫佐剂联合使用，黏膜免疫佐剂一般来源于细

菌的毒素和免疫原，如霍乱毒素 B亚单位(CT-B)和大肠杆菌热敏肠毒素 B亚单位(LT-B)，它们往

往与黏膜细胞表面的糖脂和受体特异结合，可较长时间停留在消化系统，进而激活机体的黏膜免

疫系统(Yu et al,2001;Nemchinov et al,2000)。另外一个提高免疫原性的策略是将抗原蛋白组装成病

毒样颗粒(virus-like particle,VLP)的有序结构，从而在穿过胃液低 pH的环境后，这些颗粒仍能保

持完整，增强免疫原的抗消化作用(Biemelt et al,2003;Warzecha et al,2003)。病毒样颗粒通常由两

个或更多的蛋白质组成，不含有病毒核酸的空壳结构，这些衣壳表面有构象依赖表位，可通过和

病毒感染一样的途径呈递给免疫系统，能有效地诱导产生中和抗体和其它保护性免疫反应。目前，

已证实转基因烟草和马铃薯中表达的人乳头瘤病毒、诺沃克病毒、乙肝病毒的主要衣壳蛋白能够

组装成病毒样颗粒，这为转基因疫苗的研究提出了一个新的思路(Streatfield et al 2003)。至今唯一

成功的基因工程亚单位疫苗是乙肝表面抗原疫苗，其成功的原因是由于表面抗原可以形成病毒样

颗粒，具有良好的免疫原性。 

1.5.4 转基因疫苗可能引起免疫耐受 

一个值得关注的问题是：是否本来应该增强免疫应答的疫苗不仅没起到增强作用反而抑制免

疫应答，几次使用某些蛋白后，可导致机体对这些蛋白的免疫应答停止。食用转基因植物疫苗是

否会诱导免疫耐受，尚待进一步研究。  

总之，已有的研究表明转基因口服疫苗是安全可行的，具有其它疫苗不可替代的优点。尽管

这项技术现在还面临着许多障碍，但它所显示出的诱人前景吸引着越来越多的免疫学家、分子生

物学家和植物学家投身于这个领域，随着科学家们的共同努力和这项技术的不断完善，必将生产

出各种有实用价值的转基因口服疫苗。 

1.6 本研究的目的及意义 

FMDV自然条件下的感染途径主要经动物呼吸道和消化道的黏膜进入机体，极微少的病毒就

可致病，通常 1 到 10 个感染性的病毒颗粒就能引起该病发生(Donaldson et al,1987;Seller et 

al,1971)，因此对易感动物进行黏膜免疫保护是非常重要的。当今有关动物黏膜免疫疫苗的研究也

已成为预防医学的前沿课题之一，研发 FMD 黏膜免疫疫苗具有重要的理论意义和应用价值。而

且通过直接食用 FMD转基因植物进行饲喂免疫是一种新思路，有着良好的应用前景。 

到目前为止所进行的 FMD转基因疫苗的动物免疫试验都是以 BalB/C小鼠为动物模型，未见

到免疫豚鼠或本动物报道，因此本研究的目的是将 FMDV结构蛋白 VP1基因及衣壳蛋白 P1、非
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结构蛋白 2A、蛋白酶 3C（P12X3C）基因与植物组成型启动子相连，构建植物组成型表达载体，

通过农杆菌介导方法转化番茄，使外源基因整合到转基因番茄的基因组中并得以表达，将 ELISA

检测阳性的转基因番茄叶片的蛋白粗提物免疫豚鼠，检测豚鼠体内抗 FMD 特异性抗体的消长动

态及用 100ID50的强毒攻击后免疫豚鼠抗强毒保护力，为今后转基因疫苗的动物试验提供实验数

据，为生产价廉、安全、方便的可饲疫苗探索出一条可行的路子。另外将 FMDV VP1 基因与植

物种子特异性启动子相连，构建组织特异性表达载体，通过农杆菌介导的浸花法（floral dip）转

化拟南芥，使外源基因整合到转基因拟南芥的基因组中，并在特定的器官或组织部位得以表达。

为下一步向豆科植物种子(如大豆)或谷类种子（如玉米)中生产 FMDV 可饲疫苗建立技术平台，

为更好地预防口蹄疫做一些基础性的有价值的工作。 

用植物生物反应器生产疫苗是当今研究的一个热点，由于植物易于转化并能提供廉价的蛋白

质源，因此绿色疫苗的生产具有相当大的潜能。一些生物技术公司正在积极拓展这个领域的研究、

申请专利以及进行绿色抗原的药理学试验，随着转基因技术和基因改造技术的进步，绿色疫苗将

带来传统农业本质上的变革。从长远观点来看，植物作为生产新型疫苗的反应器，代表了新一代

不用打针就可以进行免疫的疫苗，而且其安全、经济的诱人前景在未来的疫苗和药物生产中可能

占一定的地位。目前，研究转基因植物基因工程疫苗最多的国家是美国，几例进入临床研究阶段

的转基因植物疫苗都是由美国大学及研究所研制，我国对转基因植物基因工程疫苗也进行了一些

相关研究，如果我们能够成功开发利用这一生产体系，研制成功一种不需操作活病毒粒子、更安

全、更有效的绿色 FMD 疫苗，使我们在未来绿色疫苗的领域中占有一席之地，最终为疾病的预

防与治疗奠定理论基石，这不仅具有重大的理论意义，而且对提升我国的国际声誉具有重要的政

治经济意义。 
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表 1-1 在转基因植物中表达的具有代表性的亚单位疫苗 

Table 1-1 Subunit vaccine candidates expressed by transgenic plants 

病原/宿主 表达蛋白 转化受

体 

表达水平 疫苗的免疫原性和保

护性 

参考文献 

链球菌 表面抗原 烟草 0.02%TSP/ 小鼠口服免疫具有免

疫原性 

Curtiss等,1990 

细胞合胞体病毒/人 F蛋白 番茄 0.01%FW 口服产生免疫原性 Belanger等,2000 

肠毒素性大肠杆菌/人

类、牲畜 

不耐热性

肠毒素 B

亚单位 

烟草 0.001%TSP/

0.0002%FW

小鼠口服免疫具有免

疫原性 

Haq等,1995 

肠毒素性大肠杆菌/人

类、牲畜 

不耐热性

肠毒素 B

亚单位 

马铃薯

块茎 

0.2%TSP/ 

0.001%FW 

小鼠和人口服免疫具

有免疫原性和保护性 

Haq等,1995;Mason

等,1998;Tacket

等,1998;Lauterslager

等,2001 

肠毒素性大肠杆菌/人

类、牲畜 

CT-B 玉米种

子 

10%TSP/ 

0.1%FW 

小鼠口服免疫具有免

疫原性和保护性 

Streatfield

等,2001,2002,2003; 

霍乱狐菌/人类 CT-B 马铃薯

块茎 

0.3%TSP/ 

0.002%FW 

小鼠和人口服免疫具

有免疫原性和保护性 

Arakawa等,1997,1998 

霍乱狐菌/人类 霍乱全毒

素 

烟草 4%TSP/ 

0.5%FW 

组装成完整的霍乱全

毒素 

Daniell等,2001 

霍乱狐菌/人类 CT-B 番茄 0.04%TSP/ 

0.005%FW 

小鼠和人口服免疫具

有免疫原性和保护性 

Jani等,2002 

人巨细胞病毒 糖蛋白 B 烟草种

子 

0.01%TSP/ 

0.00007%FW

 Tackaberry等,1999 

乙肝病毒/人类 膜表面抗

原 

烟草 0.007%TSP/

0.0008%FW

小鼠腹腔免疫具有免

疫原性 

Mason

等 ,1992;Thanavala 等

1995 

乙肝病毒/人类 膜表面抗

原 

马铃薯

块茎 

0.002%FW 小鼠口服免疫具有免

疫原性 

Richter等,2000;Kong等

2001 

乙肝病毒/人类 膜表面抗

原 

羽扇豆 0.00002%FW 小鼠和人口服免疫具

有免疫原性 

Kapusta等,1999 

乙肝病毒/人类 膜表面抗

原 

莴苣 < 

0.00002%FW

小鼠和人口服免疫具

有免疫原性 

Kapusta等,1999 

丙肝病毒/人类 VP1 与

CT-B 融合

蛋白 

烟草 0.07%TSP/ 

0.005%FW 

具有免疫原性 Nemchinov等,2000; 
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诺沃克病毒/人类 衣壳蛋白 烟草 0.2%TSP/ 

0.03%FW 

能形成病毒样颗粒，具

有口服免疫原性 

Mason等,1996; 

诺沃克病毒/人类 衣壳蛋白 马铃薯

块茎 

0.4%TSP/ 

0.003%FW 

能形成病毒样颗粒，小

鼠和人具有口服免疫

原性 

Mason等,1996;Tacket

等,2000 

人免疫缺陷病毒/人 gp41蛋白 豌豆花

叶 

2%VPW/ 

0.002%FW 

小鼠皮下、口服免疫均

具有免疫原性 

McLain等,1996;Durrani

等,1998;McInerney

等,1999;Porta等,1994 

人免疫缺陷病毒/人 gp41蛋白 烟草 0.03%FW 小鼠皮下免疫具有免

疫原性 

Joelson等,1997; Yusibov

等,1997 

人免疫缺陷病毒/人 核衣壳蛋

白 p24 

烟草 0.4%TSP/ 

0.05%FW 

 Zhang等,2000; 2002; 

狂犬病毒/人、家畜、

野生动物 

糖蛋白 番茄 1%TSP/ 

0.1%FW 

 McGarvey等,1995 

狂犬病毒/人、家畜、

野生动物 

糖蛋白 烟草 10%VPW/ 

0.0005%FW

小鼠腹膜腔免疫、口服

免疫均具有免疫原性

和保护性,人口服后也

具有免疫原性 

Yusibov

等,1997;Modelska

等,1998; Yusibov

等,2002 

口蹄疫病毒/牲畜 结构蛋白

VP1 

拟南芥  小鼠腹膜腔免疫具有

免疫原性和保护性, 

Carrillo等,1998 

口蹄疫病毒/牲畜 结构蛋白

VP1 

苜蓿 0.004%TSP/

0.0005%FW

小鼠腹膜腔免疫、口服

免疫均具有免疫原性

和保护性, 

Dus Santos

等,2002;Wigdorovitz

等,1999; 

口蹄疫病毒/牲畜 结构蛋白

VP1 

马铃薯 0.01%TSP/ 

0.001%FW 

小鼠腹膜腔免疫具有

免疫原性和保护性, 

Carrillo等,2001 

口蹄疫病毒/牲畜 全衣壳蛋

白 P1-3C 

苜蓿  小鼠腹膜腔免疫具有

免疫原性和保护性, 

Dus Santos等,2005 

传染性胃肠炎病毒/猪 S糖蛋白 拟南芥 0.06%TSP/ 

0.008%FW 

小鼠肌肉注射具有免

疫原性 

Gomez等,1998 

传染性胃肠炎病毒/猪 S糖蛋白 马铃薯 0.07%TSP/ 

0.0005%FW

小鼠腹膜腔免疫、口服

免疫均具有免疫原性 

Gomez等,2000 

 

传染性胃肠炎病毒/猪 S糖蛋白 玉米种

子 

2%TSP/ 

0.02%FW 

猪口服免疫具有免疫

原性 

Streatfield

等,2001;Lamphear

等,2002 

传染性胃肠炎病毒/猪 S糖蛋白 烟草 0.2%TSP/ 

0.03%FW 

猪腹膜腔内免疫具有

免疫原性 

Gomez等,2000 

 

TSP：总可溶性蛋白，FW：鲜重，VPW：病毒颗粒重              
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第二章 口蹄疫病毒O/China/99株植物双元表达载体的构建 

由于植物表达系统具有真核生物蛋白合成途径、可直接食用以及廉价安全等特点，正逐渐引

起人们的关注(Mason et al,1992;Haq et al,1995)。近几年国内外利用转基因植物表达 FMDV VP1抗

原蛋白的研究也有报道，阿根廷的一个研究小组将 FMDV的 VP1基因或 VP1部分编码基因分别

转入拟南芥、马铃薯和苜蓿，用转基因植物叶片注射或饲喂实验动物均获得了一定的攻毒保护

(Carrillo et al,1998;2001; Wigdorovitz et al,1999; Dus Santos et al,2002 )。虽然相对于完整病毒粒子

而言，结构蛋白 VP1的抗原性要弱，但已有的研究显示，VP1上集中了较多的抗原位点，由 VP1

的 G-H环（141-160位残基）和 C端 200-213位残基组成的抗原位点 1是病毒诱导抗体产生的主

要成分，环上的氨基酸包含能刺激免疫反应的 T、B细胞表位。此外，由于 FMDV空衣壳包含较

多的抗原位点，与完整病毒粒子具有相似的抗原性，能够诱导与感染性 FMDV 粒子相同的免疫

反应，因此理论上空衣壳对于 FMD新型疫苗的研制是一个很好的选择(Rowland et al,1975)，另外，

16个氨基酸的多肽 2A具有蛋白酶活性，3C蛋白酶能够保证前体蛋白 P1-2A正确裂解成 VP0、

VP3和 VP1，这些蛋白能够自我组装成二十面体的核衣壳。基于以上研究成果，本研究分别构建

了包含有 FMDV O/China/99株结构蛋白 VP1基因的植物表达载体 pBin438/VP1及衣壳蛋白 P1、

非结构蛋白 2A、3C以及部分 2B基因的植物表达载体 pBin438/P12X3C，并对鉴定的阳性重组质

粒进行序列分析，最后通过三亲交配法(王关林等,2002)将 pBin438/VP1、pBin438/P12X3C质粒分

别导入根癌农杆菌 GV3101，成功构建了两个分别包含 FMDV 结构蛋白 VP1 基因及全衣壳蛋白

P12X3C基因的植物双元表达载体，为 FMD可饲疫苗的研制奠定基础。 

2.1 材料和方法 

2.1.1 质粒和菌株 

FMDV O/China/99株结构蛋白 VP1基因的质粒 pGEM/VP1由本室保存，FMDV O/China/99

株衣壳蛋白 P1、非结构蛋白 2A 及部分 2B 基因的质粒 pGEM/P12X 及蛋白酶 3C 基因的质粒

pGEM/3C 由笔者在前期实验工作中获得。根癌农杆菌 GV3101、辅助质粒 pRK2013 和植物组成

型表达质粒 pBin438由中国农业科学院作物所、中国科学院微生物所馈赠，pUC18 DNA载体购

自大连宝生物工程有限公司产品，JM109由本实验室保存。 

2.1.2 主要试剂 

Taq酶，La Taq酶，dNTP，低熔点琼脂糖均为 Promega公司产品。RNA酶(RNase)、限制性

内切酶 BamHⅠ、SpeⅠ、SalⅠ，DL2000 Marker、Agarose Gel DNA Extraction Kit购自大连宝生

物工程有限公司。100bp DNA Ladder Marker、Low Range Ⅱ Marker购自上海生工生物工程有限

公司。氨苄青霉素(Amp)、卡那霉素(Kan)、链霉素(Str)、利福平(Rif)为拜尔迪生物技术有限公司。 
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2.1.3 主要仪器 

超净台、高速冷冻离心机、台式高速离心机、PCR扩增仪(MJ research)、水平式电泳仪、凝

胶成像系统、电子天平、恒温箱、恒温摇床、电热恒温水浴锅及微波炉。 

2.1.4 FMDV VP1基因植物双元表达载体的构建 

pBin438/VP1植物表达载体的构建策略见图 2-1。 

2.1.4.1 表达引物的设计与合成 

根据植物组成型表达质粒pBin438的限制性酶切位点及已经测定的FMDV VP1基因的核苷酸

序列，设计如下引物： 

VPR1：5＇-TAGGATCCAACAATGACCACCTCCACAGGCGAGCCGGCTGAC-3＇ 

引入 BamHⅠ酶切位点、Kozak序列； 

VPR2：5＇TCCGTCGACTAGCTCATCTTTCTCAGACAAGAGCTGTTTCACAGGCGCCAC-3＇ 

引入 SalⅠ酶切位点及内质网引导多肽 SEKDEL。 

2.1.4.2 PCR扩增 VP1基因 

以质粒 pGEM/VP1为模板，以 VPR1和 VPR2为引物进行 PCR扩增反应，反应体系如下： 

扩增体系 总体积 100µL 

灭菌双蒸水 72.5µL 

10×PCR buffer 10µL 

MgCl2（25mmol/L） 6µL 

dNTP（2.5mmol/L) 8µL 

VPR1（50pmol/L) 1µL 

VPR2（50pmol/L) 1µL 

模板 1µL 

混匀，于 95℃水浴变性 10min，冷却后加入 Taq DNA 聚合酶(5u/µL)0.5µL，放入 PCR自动

扩增仪进行扩增，扩增程序为 55℃ 60s、72℃ 90s、94℃ 60s，28个循环后，55℃ 60s、70℃延

伸 10min，以标准 DNA Marker作为分子质量参照物，用 1%琼脂糖凝胶电泳检查所扩增产物的分

子大小。 

2.1.4.3 PCR产物的回收(用生工的 DNA gel extraction kit) 

1) 用琼脂糖凝胶电泳将目的 DNA片段与其它 DNA尽可能分开，然后用于净的手术刀切下

含所要回收 DNA的琼脂块，放入 1.5mL离心管； 
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2) 按每 100mg琼脂糖凝胶加入 400µL Binding Buffer，置于 50~60℃水浴 10min，使胶彻底

融化，加热融胶时，每 2min振荡混匀一次； 

3) 将 UNIQ-5 柱放入 2mL 收集管中，将融化的胶溶液转移到 UNIQ-5 柱中，室温放置两分

钟，8000rpm，室温离心 1min； 

4) 取下 UNIQ-5柱，倒掉收集管中的废液，将 UNIQ-5柱放入原收集管中，加入 450µL Wash 

Solution，8000rpm，室温离心 1min； 

5) 重复步骤 4； 

6) 取下 UNIQ-5柱，倒掉收集管中的废液，将柱放入原收集管中，室温 12 000rpm，1min； 

7) 将柱放入一新的 1.5mL eppendorf管中，在柱子中央加入 30µL Solution Buffer，室温或 37

℃放置 2min。提高洗脱温度有利于提高 DNA洗脱效率； 

8) 12 000rpm，1min，eppendorf管中的液体即为回收的 DNA片段，保存于-20℃。 

2.1.4.4 纯化的 PCR产物双酶切及切胶回收 

回收的 PCR产物用 BamHⅠ和 SalⅠ双酶切，酶切体系如下： 

酶切体系 总体积 20µL 

10×T buffer 3µL 

纯化后的 PCR产物 10µL 

BamHⅠ 1µL 

SalⅠ 1µL 

灭菌双蒸水 5µL 

混匀后，稍离心，于 37℃水浴中酶切 2h。酶切消化后，以 1%的琼脂糖凝胶电泳检查消化结

果，将正确的酶切产物按照凝胶回收试剂盒说明进行回收，具体操作见 2.1.4.3。 

2.1.4.5 pBin438质粒的扩繁、提取、酶切及纯化 

将含有pBin438质粒的 JM109单菌落用无菌牙签挑取接种到5mL LB液体培养基(含100 mg/L 

Kan)中，37℃振荡培养约 12小时至对数生长期。用碱裂解法提取质粒，操作步骤如下： 

1) 取培养好的菌液 1.5mL，5000rpm离心 2min，弃上清，将离心管倒置使上清液全部流尽； 

2) 用 100µL solutionⅠ充分悬浮菌体细胞，室温放置 5min； 

3) 加入 200µL新配制的 solutionⅡ，盖紧瓶盖，缓缓地颠倒离心管数次，以充分混匀内容物，

冰浴 5~l0min； 

4) 加入 150µL预冷的 solutionⅢ，倒置温和振荡，冰浴 5~10min，此时应形成白色絮状沉淀； 

5) 加等量的酚:氯仿，振荡混匀，用微量离心机于 4℃以 12 000rpm离心 2min，将上清转移

到另一离心管中； 

6) 取上层水相，加 1/10体积的 3mol/L醋酸钠(pH5.2)和 2倍体积的预冷无水乙醇，-20℃放

置 lh，4℃ 12 000rpm离心 20min，去上清，沉淀用冰冷的 70%乙醇洗涤，4℃ 12 000rpm
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离心 5min，去上清，干燥； 

7) 用 50µL含无 DNA酶的胰 RNA酶(20µg/mL)的 TE溶解沉淀，贮存于-20℃。 

pBin438质粒的酶切体系如下： 

酶切体系 总体积 40µL 

10×T buffer 6µL 

pBin438 16µL 

BamHⅠ 1.5µL 

SalⅠ 1.5µL 

灭菌双蒸水 15µL 

混匀后，稍离心，于 37℃水浴中酶切 4h，然后用 0.8%琼脂糖凝胶电泳。 

酶切产物的切胶回收同 2.1.4.3。 

2.1.4.6 pBin438质粒和 VP1基因酶切产物的连接和转化 

2.1.4.6.1 连接体系如下： 

连接体系 总体积 10µL 

pBin438酶切产物 1µL 

VP1基因酶切产物 3µL 

2×Ligase buffer 5µL 

T4 DNA Ligase(3u/µL) 1µL 

混匀后稍离心，4℃连接过夜或者 16℃连接 2h。 

2.1.4.6.2 感受态细胞制备(CaCl2法，以下步骤均在严格无菌条件下进行) 

1) -70℃保存的大肠杆菌 JM109接种到 LB固体培养基上，37℃培养 16~20h； 

2) 挑取新活化的菌落接种于 3mL LB液体培养基中，37℃振荡培养 12h； 

3) 取 500µL菌液接种于 50mL LB液体培养基中，37℃振荡培养 2.5h，使 OD值大约为 0.6； 

4) 将培养液转入预冷的 50mL离心管中冰上放置 l0min，在 4℃下 4 300rpm离心 10min； 

5) 弃上清，加入 20mL 预冷的 0.1mol/L 的 CaCl2溶液(滤菌器过滤除菌)，重悬沉淀，冰浴

45min。4℃离心 10min，4 000rpm； 

6) 弃上清，倒置离心管控干残液，用 2mL 预冷的 CaCl2重悬沉淀，每管 200µL 分装，-70

℃或液氮中保存备用。 

2.1.4.6.3 连接产物的转化(采用热激法进行连接产物的转化) 

1) 取一管低温保存的感受态细胞，冰上融化； 

2) 加入 10µL连接产物，轻搅混匀，冰浴 30min； 

3) 42℃热击 90s，迅速冰浴 3~5min； 

4) 加入 800µL液体 LB，37℃振荡培养 lh，使细胞复苏； 

5) 4 000rpm离心 2min，弃部分上清，剩余的重悬沉淀，涂布于 LB培养基(含 100mg/LKan), 
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正面向上放 30min，待菌液完全被培养基吸收后倒置培养皿，37℃培养 16~24h。 

2.1.4.7 植物表达 Mini-Ti质粒 pBin438/VP1的筛选与鉴定 

2.1.4.7.1 碱法少量提取质粒 

从转化平皿中挑选一单菌落，接种于 5mL LB(Kanl00mg/L)液体培养基，37℃振荡培养 16~18

小时后，碱裂解法提取质粒，取 3µL质粒经 0.8%琼脂糖凝胶电泳。 

2.1.4.7.2 Mini-Ti质粒的 PCR鉴定 

以可能重组的质粒为模板，进行 PCR鉴定，空质粒 pBin438为阴性对照，PCR反应同 2.1.4.2。 

2.1.4.7.3 Mini-Ti质粒的酶切鉴定 

以可能重组的质粒为模板进行 BamHⅠ和 SalⅠ双酶切，空质粒 pBin438为阴性对照。方法同

2.1.4.4。阳性重组质粒命名为 pBin438/VP1。将筛选出的阳性质粒送大连宝生物工程有限公司进

行自动化测序，测序结果用 DNAstar软件分析。 

2.1.4.8 三亲交配法将 Mini-Ti质粒 pBin438/VP1导入农杆菌 GV3101 

2.1.4.8.1 三亲交配法 
1) 接种受体农杆菌 GV3101于 50mg/L利福平、25mg/L链霉素的 YEP固体培养基上，28℃

培养至单菌落长出，挑取一个单菌落接种在液体培养基中，28℃振荡培养； 

2) 接种含有“协助”质粒(pRK2013)的大肠杆菌在固体 LB培养基上，37℃培养至单菌落长

出，挑选一个单菌落接种在液体培养基中，37℃振荡培养； 

3) 挑选带有Mini-Ti质粒 pBin438/VP1的大肠杆菌 JM109单菌落在含有 Kanl00mg/L的液体

培养基中 37℃振荡培养； 

4) 三种菌生长到 OD值为 0.5左右时，等体积混合，28℃过夜培养； 

5) 用接种环将菌液涂布在 YEB固体培养基(100mg/L卡那霉素、25mg/L链霉素、50mg/L利

福平)28℃培养 2~3d，直至长出单菌落； 

6) 将长出的单菌落再次转接到含有 100mg/L 卡那霉素、25mg/L 链霉素、50mg/L 利福平的

YEP培养基上，28℃培养。将长出的菌落按常规的碱裂解法提取质粒。 

2.1.4.8.2 双元表达载体的 PCR鉴定 

三亲交配后的转化子用碱裂解法提取质粒，进行 PCR鉴定。PCR反应条件同 2.1.4.2。FMDV

结构蛋白 VP1双元表达载体构建完成。 

2.1.5 FMDV多基因植物双元表达载体 pBin438/P12X3C的构建 

多基因植物表达载体 pBin438/P12X3C的构建策略见图 2-2。 
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2.1.5.1 表达引物的设计与合成 

根据植物表达质粒 pBin438 的限制性酶切位点及已经测定的 FMDVP12X、3C 片段的核苷酸序

列，设计如下引物： 

P1 上游（PR1）：5＇-AGGGATCCAACAATGGTTCAGAAACGACTC-3＇引入 BamHⅠ酶切

位点、起始密码子 ATG和 Kozak序列等元件。 

P1下游（PR2）：5’-GCACTAGTGATTGACATGTCCTCCTG-3＇，引入 SpeⅠ酶切位点。 

3C上游（3C1）：5’-CTACTAGTGGTGCTCCCCCGACTGACTTGC-3＇引入 SpeⅠ酶切位点。 

3C下游（3C2）：5’-ACGTCGACTAGCTCATCTTTCTCAGACTCGTGGTGTGGTTC-3＇引入

SalⅠ酶切位点及内质网引导多肽 SEKDEL。引物由大连宝生物工程有限公司合成。 

2.1.5.2 从质粒中扩增 P12X基因及 3C基因 

以 PR1和 PR2为引物，以 pGEM/ P12X质粒为模板，扩增 P1、2A及部分 2B基因。 

扩增体系 总体积 100µL 

灭菌双蒸水 78.5 µL 

10×PCR buffer 10µL 

dNTP (2.5mmol/L) 8µL 

PR1 (50pmol/L) 1 µL 

PR2 (50pmol/L) 1 µL 

模板 1 µL 

混匀，于 95℃水浴变性 5min，冷却后加入 La Taq DNA聚合酶(5u/µL)0.5µL，混匀，放入 PCR

自动扩增仪进行扩增，扩增程序为 94℃ 1min 、56℃ 1.5min、72℃ 2min、，30个循环后，72℃

延伸 10min。 

以 3C1和 3C2为引物，以 pGEM/3C质粒为模板，扩增 3C基因，扩增体系如下： 

扩增体系 总体积 100µL 

灭菌双蒸水 78.5µL 

10×PCR buffer 10µL 

dNTP(2.5mmol/L) 8µL 

3C1 (50pmol/L) 1µL 

3C2 (50pmol/L) 1µL 

模板 1µL 

混匀，于 95℃水浴变性 5min，冷却后加入 La Taq DNA聚合酶(5u/µL)0.5µL，混匀，放入 PCR

自动扩增仪进行扩增，扩增程序为 94℃ 1min 、57℃ 1min、72℃ 1min、，30个循环后，72℃延

伸 10min。以标准 DNA Marker作为分子量参照物，用 1%琼脂糖凝胶电泳检查所扩增产物的分子

大小。 
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2.1.5.3 中间载体 pUC18/P12X3C的构建 

2.1.5.3.1 目的基因与载体的酶切及连接 

P12X基因与 3C基因按 2.1.4.3方法纯化回收后，分别用 BamHⅠ/SpeⅠ和 SpeⅠ/SalⅠ双酶切，

同时碱裂解法提取 pUC18质粒后用 BamHⅠ/SalⅠ双酶切，酶切体系如下： 

酶切体系 总体积 20µL 

10×K buffer 2µL 

P12X 10µL 

BamHⅠ 1µL 

SpeⅠ 1µL 

灭菌双蒸水 6µL 

 

酶切体系 总体积 20µL 

10×T buffer 3µL 

pUC18 10µL 

BamHⅠ 1µL 

SalⅠ 1µL 

灭菌双蒸水 5µL 

混匀后，于 37℃水浴中酶切 2h，65℃水浴 10min。然后用 1%琼脂糖凝胶电泳。酶切产物的

割胶回收同 2.1.4.3。 

将酶切后的载体 pUC18与 P12X、3C连接，连接体系如下： 

连接体系 总体积 10µL 

pUC18 1µL 

P12X 1.5µL 

3C 1.5µL 

2×Ligase buffer 5µL 

T4 DNA Ligase(3u/µL) 1µL 

混匀后于 4℃连接过夜，连接产物转化 JM109 感受态细胞(同 2.1.4.6.3)，在筛选培养基(含

50mg/L氨苄青霉素、X-gal和 IPTG)上培养，挑斑克隆后，经碱裂解法提质粒，将所提取的质粒

取 5µL进行琼脂糖凝胶电泳。 

2.1.5.3.2 重组质粒 PCR鉴定 

以可能重组的质粒为模板，分别以 PR1/PR2、3C1/3C2、PR1/3C2 为引物扩增 P12X、3C、

P12X3C，以判断目的片断的正确性。空质粒 pBin438为阴性对照，PCR反应条件同 2.1.5.2。 

2.1.5.3.3 重组质粒酶切鉴定 

以可能重组的质粒为模板进行 BamHⅠ/SalⅠ、BamHⅠ/SpeⅠ双酶切以判断目的片段的正确

性。空质粒 pBin438为阴性对照，方法同 2.1.5.3。 

酶切体系 总体积 20µL 

10×H buffer 2µL 

3C 10µL 

SpeⅠ 1µL 

SalⅠ 1µL 

灭菌双蒸水 6µL 
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阳性重组质粒命名为 pUC18/P12X3C。将筛选出的阳性质粒送大连宝生物工程有限公司进行

自动化测序，测序结果用 DNAstar软件分析。 

2.1.5.4 植物表达 Mini-Ti质粒 pBin438/P12X3C的筛选与鉴定 

pUC18/P12X3C重组质粒经碱裂解法提质粒后，用 BamHⅠ/SalⅠ双酶切，酶切体系如下： 

酶切体系 总体积 40µL 

10×T buffer 6µL 

pUC18/P12X3C 16µL 

BamHⅠ 1.5µL 

SalⅠ 1.5µL 

灭菌双蒸水 15µL 

混匀后，稍离心，于 37℃水浴中酶切 2h后，65℃水浴 10min。然后用 1%琼脂糖凝胶电泳，

回收约 3.0kb的 P12X3C基因片段，酶切产物的切胶回收同 2.1.4.3。 

植物表达载体 pBin438的酶切、回收同 2.1.4.5。酶切后的载体与目的基因连接，连接体系如

下： 

连接体系 总体积 10µL 

pBin438 1µL 

P12X3C 3µL 

2×Ligase buffer 5µL 

T4 DNA Ligase(3u/µL) 1µL 

混匀后于 4℃连接过夜。连接产物的转化同 2.1.4.6。重组质粒的电泳、酶切、PCR 鉴定同

2.1.5.2、2.1.5.3，鉴定出的阳性重组质粒命名为 pBin438/P12X3C，将筛选出的阳性质粒送大连宝

生物工程有限公司进行自动化测序，测序结果用 DNAstar软件分析。 

2.1.5.5三亲交配法将 Mini-Ti质粒 pBin438/P12X3C导入农杆菌 GV3101 

2.1.4.5.1 三亲交配法同 2.1.4.8。 

2.1.4.5.2 转化子的 PCR鉴定 

三亲交配后的转化子用碱裂解法提取质粒，进行 PCR鉴定。PCR反应同 2.1.5.2。FMDV多

基因双元表达载体构建完成。 
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2.2 结果与分析 

2.2.1 植物表达Mini-Ti质粒 pBin438/VP1的构建及序列分析 

将目的片段 VP1经 BamHⅠ、SalⅠ双酶切后与经同样处理的载体质粒 pBin438连接、转化，

对转化后经筛选得到的重组质粒 pBin438/VP1用 BamHⅠ、SalⅠ双酶切可切出一条约 650bp的片

段，以酶切正确的质粒为模板进行 PCR扩增，扩增片段与预计大小相符，说明结构蛋白 VP1 已

正确插入到载体中，植物表达Mini-Ti质粒 pBin438/VP1已构建成功(图 2-3)。测序结果表明：FMDV 

VP1 基因与亲本毒株 O/China/99 株的相应编码序列完全一致，同源性为 100%，在构建的

pBin438/VP1质粒中，VP1基因、起始密码 ATG、内质网引导多肽 SEKDEL等共 660个核苷酸，

编码 220个氨基酸。 

2.2.2 FMDV VP1基因植物双元表达载体的构建 

三亲交配后的转化子经抗生素筛选，按照农杆菌质粒提取方法提取质粒 DNA，PCR 可扩增

到 VP1基因，大小与预计片段相符（图 2-4），说明植物表达Mini-Ti质粒 pBin438/VP1已转移到

根癌农杆菌 GV3101，Mini-Ti质粒 pBin438/VP1与根癌农杆菌中的 helper-Ti质粒共同构成植物双

元表达载体。 

2.2.3 植物表达Mini-Ti质粒 pBin438/P12X3C的构建及序列分析 

2.2.3.1 P12X基因与 3C基因的扩增 

以 pGEM/P12X质粒 DNA为模板，以 PR1和 PR2为引物通过 PCR扩增得到约 2 350bp大小

的片段，与预期大小相符，以 pGEM/3C质粒 DNA为模板，以 3C1和 3C2为引物通过 PCR扩增

得到约 650bp的片段，与预期大小相符，说明均扩增到了所需要的条带（图 2-5）。 

2.2.3.2 中间质粒 pUC18/P12X3C的构建 

对重组质粒 pUC18/P12X3C用 BamHⅠ、SalⅠ双酶切后，得到 3 000bp和 2 700bp的片段，

经 BamHⅠ、SpeⅠ双酶切得到 2 300bp和 3 400bp的片段，以酶切正确的质粒为模板，以(PR1、

3C2)、(PR1、PR2)和(3C1、3C2)为引物进行 PCR扩增，分别能扩增出一条约 3 000bp、2 300bp、

650bp的片段，大小与预计的基因编码区片段相符，说明 P12X基因与 3C基因已成功连接并已克

隆至特定的酶切位点（图 2-6）。 

2.2.3.3 Mini-Ti质粒 pBin438/P12X3C的构建及序列分析 

在含卡那霉素的 LB 平板上挑斑克隆后，经碱裂解法提质粒，将重组质粒 pBin438/P12X3C

用 BamHⅠ、SalⅠ双酶切检测插入片段的大小，结果可切出一条 3 000bp的片段，经 BamHⅠ、
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SpeⅠ双酶切后，可切出一条 2 350bp的片段，以酶切正确的质粒为模板，以(PR1、3C2)、(PR1、

PR2)和(3C1、3C2)为引物进行 PCR扩增，分别能扩增出一条约 3 000bp、2 350bp、650bp的片段，

大小与预计的基因编码区片段相符，其结果证明构建正确，说明植物表达 Mini-Ti 质粒

pBin438/P12X3C已成功构建（图 2-7）。 

测序结果表明：FMDV P12X3C基因已正确克隆到植物表达质粒载体上，P12X3C全长 3 018

个核苷酸，编码 1 006个氨基酸，与亲本毒株 O/China/99株的相应编码序列比较，P12X3C基因

与 Genbank上下载的序列同源性为 99.6%。 

2.2.4 FMDV多基因植物双元表达载体的构建 

按照农杆菌质粒提取方法提取质粒 DNA，以(PR1、3C2)为引物扩增 P12X3C基因，标准 DNA 

Marker作为分子量参照物，用 1%琼脂糖凝胶电泳可以清晰地看到约 3 000Kb的 DNA片段,大小

与预计的基因编码区片段相符(图 2-8)，说明植物双元表达载体构建成功。pBin438/P12X3C 是

Mini-Ti 质粒，与农杆菌中的 helper-Ti 质粒共同构成双元表达载体，将结果为阳性的农杆菌菌落

扩繁保种，以备转化植物所用。 

2.3 讨论 

FMDV结构蛋白 P1上携带有刺激机体产生与完整病毒粒子相似的体液免疫和细胞免疫的 T、

B细胞表位，同时 2A蛋白酶和 3C蛋白酶对于P1多聚蛋白形成VP1、VP3和VP0也是必需的(Pablo 

de Felipe et al,2003;Claire et al,1999)，与结构蛋白 VP1相比，病毒全衣壳蛋白 P1及非结构蛋白 2A、

3C(P12X3C)对于新型疫苗而言是一个非常理想的选择，但由于结构蛋白 P1基因、非结构蛋白 2A、

3C及部分 2B基因共编码 1 006个氨基酸，在选题时考虑较大片段的基因转入植物基因组，可能

会对此后的植物遗传转化及表达产生影响，因此笔者在本试验中构建了两种植物表达载体，

FMDV结构蛋白 VP1 基因植物表达载体 pBin438/VP1及全衣壳蛋白 P1 基因、非结构蛋白 2A、

3C 及部分 2B 基因的植物表达载体 pBin438/P12X3C，对重组质粒测序表明，VP1 基因与亲本毒

株 O/China/99株的相应编码序列完全一致，同源性为 100%，在关键的抗原位点没有发生突变或

缺失，P12X3C基因与亲本毒株 O/China/99株的相应编码序列同源性为 99.6%，在关键的抗原位

点没有发生突变或缺失，同时笔者认为试验中选用高保真的聚合酶降低了 PCR 的差错率，提高

了实验的准确性和成功率，这为以后的植物转化提供了重要实验依据。 

实现外源基因在植物中的表达，必须将外源基因连接到特定的植物表达载体上，利用 Ti 质

粒载体系统整合到植物染色体中，这是迄今为止最有效的获得遗传性稳定基因工程植物的方法

(May et al,1995)，该方法是通过农杆菌对植物的侵染作用，将外源基因整合到植物染色体 DNA

上。所谓“双元载体”或称“反式载体”系统是指由两个分别含 T-DNA 和 vir 基因的相容性 Ti

质粒构成的双质粒系统，其中，含 T-DNA 边界但缺乏 vir 基因的 Ti 质粒称为“微型 Ti(Mini-Ti)

质粒”，这是一个广谱质粒或穿梭质粒，即可以在大肠杆菌中复制也可以在农杆菌中复制，质粒

小，含有多克隆位点和选择标记基因 NPTⅡ基因，并具有左右两侧 25bp边界序列。另一个含 vir

区段但缺乏 T-DNA连同两侧边界序列的 Ti质粒称为“辅助 Ti(helper-Ti)质粒”，质粒大约几十个
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Kb，其主要作用是提供反式 vir 功能，激活处于反式位置上的 T-DNA 转移，即通过合成直接介

导 T-DNA 迁移的装置，负责 T-DNA 中间产物的合成、迁移与整合(王关林等,2002)。中间载体

pBin438中的 CaMV 35S启动子是常用的植物表达启动子，为组成型表达，在植物的大部分组织

中能很好地启动外源基因表达；另外，在启动子下游有一段增强子，具有提高外源基因表达量的

作用。pBin438 是常用的 Mini-Ti 质粒，它含有 NPTⅡ，可在植物中表达新霉素磷酸转移酶，使

转化的植物细胞和组织能够在含卡那霉素的培养基上生长，以此作为筛选因子，筛选含有外源基

因的植株。本试验构建的重组植物表达载体 pBin438/VP1 及 pBin438/P12X3C，具有完整的植物

表达调控元件，其 T-DNA 区含有选择性报告基因 NPTⅡ、双 CaMV35S 启动子、Ω增强子、UT

加尾序列及 NOS 终止子等重要元件，将该重组表达载体转入根癌农杆菌 GV3101，与 Ti 辅助质

粒构成植物双元表达载体，通过分子鉴定及测序，证明已成功构建了 FMDV结构蛋白 VP1基因

及全衣壳蛋白 P12X3C基因的植物组成型表达载体，为下一步将目的基因转入植物奠定了基础。 

通过连接 Kozak序列，提高翻译效率。Kozak(Kozak,1987)认为真核核糖体进行翻译的起始部

位的共有序列是：GCCGCCA-3/GCCA1UGG4。对植物来说近年来已经形成一个比较理想的翻译起

始序列，即 AACAAUGGC，而动物细胞则是 CACCAUG。本试验通过在起始密码子 ATG之前添

加 AACA，达到优化先导序列、提高翻译效率。此外，通过在 P12X3C片段的 3＇端引入内质网

引导多肽 SEKDEL，使外源蛋白积累在细胞器中，从而可以有效地提高蛋白的积累量。笔者在本

试验中通过以上策略，达到优化表达框架，提高重组蛋白的表达量的目的。 

由于农杆菌生长缓慢，一般需 2天左右才能长出菌落，这时在分离的菌落中常混杂有一些未

转化的细菌，这对以后的植物转基因工作很不利，因此在初步鉴定后往往需再经 1~2次划平板才

能最后得到纯的克隆，方可用于植物转化。 
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VP1 

BamHⅠ/SalⅠ 
BamHⅠ/SalⅠ 

T4 DNA ligase

图 2-1 组成型表达载体 pBin438/VP1构建策略 

Fig 2-1 The construction of constitutive expression 

vector pBin438/VP1 
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P1-2X 3C

BamHⅠ/SpeⅠ 
SpeⅠ/SalⅠ BamHⅠ/SalⅠ 

T4 DNA ligase  

BamHⅠ/SalⅠ 

BamHⅠ/SalⅠ 
P12X3C 

图 2-2 组成型表达载体 pBin438/P12X3C构建策略 

Fig 2-2 The construction of constitutive expression 

vector pBin438/P12X3C 

T4 DNA ligase  
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图 2-3 pBin438/VP1的酶切及 PCR 鉴定 

M1、M2:DNA marker; 1:重组质粒 pBin438/VP1经 BamHⅠ/SalⅠ双酶切; 

2:重组质粒 pBin438/VP1扩增产物; 3:质粒 pBin438; 4:重组质粒 pBin438/VP1 

Fig 2-3 Agarose electrophoresis analysis of the pBin438/VP1 by enzyme digestion and PCR 

M1:DL2000 Marker; M2:Low RangeⅡ Marker; 1:Recombinant plasmid pBin438/VP1 

digested with BamHⅠ/SalⅠ;  2:PCR products with recombinant plasmid; 

3:Plasmid pBin438;  4:Recombinant Plasmid pBin438/VP1 

图 2-4 VP1 基因双元表达载体的 PCR鉴定 

M:DNA marker;1:根癌农杆菌双元表达质粒; 2:双元表达质粒 VP1的 PCR扩增; 

3: 阴性对照的 PCR扩增 

Fig 2-4  Identification of FMDV VP1 binary expression vector by PCR 

M: DL2000 Marker;  1:.Agrobacterium Tumefaciens plasmid; 

2:PCR products with binary expression plasmid;  3:Negative control 
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图 2-5 P12X与 3C基因的 PCR产物 

M:DNA marker;1:阴性对照的 PCR 扩增; 

2:P12X基因的扩增产物; 3:3C基因的扩增产物 

Fig 2-5 PCR products of P12X and 3C gene 

M:100bp Ladder Plus Marker; 1:Negative control; 

2:PCR products of P12X;  3:PCR product of 3C 

图 2-6 pUC18/P12X3C的 PCR及酶切鉴定 

M:DNA marker;1:阴性对照的 PCR扩增;2:重组质粒 pUC18/P12X3C;3:空质粒 pUC18; 

4:pUC18/P12X3C 经 BamHⅠ和 SpeⅠ双酶切;5:pUC18/P12X3C 经 BamHⅠ和 SalⅠ双酶

切;6.7.8:P12X3C、P12X、3C基因的扩增产物 

Fig 2-6 Identification of pUC18/P12X3C plasmid by PCR and enzyme digestion 

M:100bp Ladder Plus Marker; 1:Negative control; 2:Plasmid pUC18/P12X3C; 

3:Plasmid pUC18;  4:pUC18/P12X3C digested with BamHⅠ/SpeⅠ; 

5:pUC18/P12X3C digested with BamHⅠ/SalⅠ; 

6,7,8:PCR products of P12X3C(3.0Kb),P12X(2.35Kb)and 3C(0.65Kb) 
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图 2-7 pBin438/P12X3C的 PCR及酶切鉴定 

M1.M2:DNA marker; 1:质粒 pBin438;  2:重组质粒 pBin438/P12X3C; 

3:pBin438/P12X3C经 BamHⅠ/SpeⅠ双酶切;4:pBin438/P12X3C经 BamHⅠ/SalⅠ双酶切; 

5:阴性对照 PCR 扩增; 6.7.8:P12X3C、.P12X、3C基因的扩增产物 

Fig 2-7 Identification of pBin438/P12X3C by PCR and enzyme digestion 

M1:100bp Ladder Plus Marker;M2:Low RangeⅡMarker; 1:Plasmid pBin438; 

2:Recombinant plasmid pBin438/P12X3C;3:pBin438/P12X3C digested with BamHⅠ/SpeⅠ; 

4:pBin438/P12X3C digested with BamHⅠ/SalⅠ; 5:Negative control; 

6,7,8:PCR products of P12X3C(3.0Kb),3C(0.65Kb)and P12X(2.35Kb) 

图 2-8：多基因植物双元表达载体的 PCR 鉴定 

M:DNA marker;1:根癌农杆菌双元表达质粒;2:阴性对照的 PCR扩增; 

3:双元表达质粒 P12X3C基因的 PCR扩增 

Fig 2-8: Identification of multi-gene binary expression vector by PCR 

M:100bp Ladder Plus Marker; 1:Agrobacterium Tumefaciens plasmid;  

2:Negative control; 3:PCR products of P12X3C(3.0Kb) 
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第三章 口蹄疫病毒免疫原基因在番茄中的转化 

自 1983年首次获得转基因植物至今，植物基因工程的研究取得了飞速发展，建立在 DNA重

组技术和植物细胞、组织培养技术基础上的植物基因工程，可将各种特殊设计或改造的外源基因

转移到植物染色体内，在分子水平上定向重组遗传物质，从而改良植物性状，培育优质高产的农

作物新品种。而以转基因植物作为生物反应器来生产医药重组蛋白，如药物、抗体、可食性疫苗

等，也成为国际上植物基因工程一个新的发展趋势。当人们能够有效地将免疫基因转到可食用的

植物中并表达在果实内，那么预防接种的过程将变得方便和经济，这对于传染病多发的不发达国

家和地区的疾病预防无疑将是一个福音。因此，以转基因植物生产口服疫苗的研究正在成为一个

热点，虽然存在一些已知和未知因素，但是，这方面的探索具有很大的潜力，一旦取得突破，将

大大降低疫苗生产的成本。 

植物基因转化依赖于一种良好的转化系统，该系统应能有效地将外源基因导入植物受体细胞

并得到表达。根癌农杆菌介导的转化是最常用的基因转化系统，是目前研究最多，机理较清楚，

技术和方法较成熟且广泛应用的转化途径。农杆菌转化受很多因素影响，但成功的转化依赖于农

杆菌与植物细胞间的相互作用。本章从番茄的再生系统出发，确定了外植体类型，筛选了最佳再

生培养基，确定了预培养的培养基、培养时间、浸菌时间及共培养时间等转化条件，建立了番茄

高频转化系统。 

3.1 材料和方法 

3.1.1 植物材料 

黄珍珠番茄、中蔬五号、中蔬六号番茄购自中国农业科学院蔬菜花卉研究所。 

3.1.2 转化载体 

植物双元表达载体 pBin438/VP1及 pBin438/P12X3C。具体构建方法详见第二章。 

3.1.3 试剂的配制 

3.1.3.1 培养基 

细菌培养基为 YEP培养基，植物组织培养的MS基础培养基见附录。 

3.1.3.2 激素 

(1) 吲哚乙酸(IAA)(0.05mg/mL)：取 0.25mg IAA，少量 NaOH溶解，灭菌双蒸水定容至 5m1。 

(2)6-苄基嘌呤(6-BA)(0.5mg/mL)：取 2.5mg BA，少量 NaOH溶解，灭菌双蒸水定容至 5m1。 
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(3)萘乙酸(NAA)(1mg/mL)：取 5mg NAA，少量 NaOH溶解，灭菌双蒸水定容至 5m1。 

(4)玉米素(ZT)(1mg/mL)：取 5mg ZT，少量 NaOH溶解，灭菌双蒸水定容至 5m1。 

3.1.3.3 抗生素 

卡那霉素（Kan）、链霉素（Str）用灭菌双蒸水配为浓度为 100mg/mL的溶液，过滤除菌，羧

苄青霉素（Carb）、头孢霉素（Cef）用灭菌双蒸水配为浓度为 200mg/mL的贮存液，过滤除菌。 

3.1.4 种子的准备和消毒方法的确定 

挑选番茄种子，剔除瘪瘦种子及杂质，取 200~300 粒种子放入 100mL 灭菌三角瓶内。先用

75%的酒精清洗种子。再用 30m1稀释的次氯酸钠或 0.1%的升汞灭菌，期间不断摇动三角瓶，使

灭菌均匀。无菌蒸馏水冲洗 4~5遍，每次浸泡 10min以上，将灭菌后的种子移入MS培养基上，

光强为 1000~1500Lux，光周期为 16h/8h，温度为 26士 2℃，进行无菌苗的培养。 

3.1.5 番茄的再生 

取上述萌发 8~10d番茄幼苗，无菌条件下取下列不同外植体进行再生能力比较实验： 

1) 带柄完整子叶，从子叶柄与下胚轴交界处切取子叶。 

2) 不带柄完整子叶，从子叶片与子叶柄交界处切下。 

3) 下胚轴切段，不带顶芽。 

4) 2/3 子叶，沿子叶基部将子叶切下，从子叶柄端切去 1/3 左右弃之不用，取剩余的 2/3 部

分子叶。 

子叶和叶盘下表面朝下，伤口处插入培养基，放置在含有 6-BA和 IAA的MS培养基上，筛

选再生培养基。 

3.1.6 不同植物激素浓度对番茄子叶再生的影响 

为了优化番茄的再生体系，本实验对 6-BA、ZT和 IAA不同配比模索番茄子叶再生的最优转

化系统。培养条件为：温度 24±2℃，光照强度 2 000Lux，光照时间为 16h/d。 

3.1.7 Kan梯度预实验 

将番茄子叶叶盘各 20片接种在含 Kan 0，20，30，50，75mg/L的MS培养基上，根据出愈、

分化和死亡情况确定转化后筛选转化植株的最佳浓度。 
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3.1.8 番茄子叶的遗传转化 

3.1.8.1 含表达载体的农杆菌菌液的活化 

1) 挑取含双元表达载体的农杆菌单菌落，接种于 5mL附加有 Kan 100mg/L，Rif 50mg/L，

Str 50mg/L的 YEP液体培养基中，28℃，220rpm摇床振荡培养约 2d； 

2) 菌液浓度达到 OD600 为 0.8 时，取培养活化的农杆菌按 1%的比例转接至 l0mL 含 Kan 

100mg/L，Rif 50mg/L，Str 50mg/L的 YEP液体培养基中，28℃，220rpm摇床振荡培养

至 OD600为 0.4~0.6； 

3) 将菌液移至灭菌的离心管中，3 500rpm离心 5min； 

4) 弃去上清，用MS液体培养基重悬菌体细胞，再将重悬后的菌液稀释至 OD值约 0.2~0.3，

即为转化用的侵染液； 

3.1.8.2 外植体的预培养、侵染及共培养 

1) 预培养：切取 8~10d苗龄的子叶外植体，置于筛选的再生培养基上，预培养 0~4d。 

2) 将预培养的外植体投入预先准备好的农杆菌菌液中，室温下不时摇动，使外植体与农杆

菌充分接触，侵染 3~15 min。 

3) 浸染结束后，取出外植体，用滤纸吸干多余的菌液，转入表面铺有一层滤纸的再生培养

基上，于暗处共培养 2~3d。 

3.1.8.3 筛选培养及植株再生 

1） 经共培养的外植体，转至添加抗生素（Carb 500mg/L，Kan 30mg/L）的再生培养基上，

在 25℃/23℃，16h 光照/10h 黑暗的光周期下培养，2 周左右更换新鲜选择培养基，并逐

渐提高卡那霉素的浓度(至 50mg/L)。 

2） 当外植体从愈伤组织上长出芽，芽高 1~1.5cm 时，把再生的抗性芽切下（不带基部的愈

伤组织），转接到含有 Carb500mg/L，Kan50mg/L的生根培养基上诱导生根。当植株长出

健壮的根系，苗高 5~6cm时，开瓶一周炼苗后移载于土壤。 

3.2 结果与分析 

3.2.1 种子消毒方法的确定 

番茄种子外壳比较粗糙，容易残留消毒液，毒性过低灭菌不充分，过高容易造成残留，影响

发芽率。因此对消毒液的种类、浓度及消毒时间有一定的要求，通过对消毒剂不同浓度和时间的

搭配(表 3-1)，比较不同组合的灭菌效果，确定番茄种子最佳消毒方法。 
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表 3-1  不同消毒剂对番茄种子的消毒对照 

Table 3-1 Comparison of sterilization for tomato seeds with different disinfectant 

消毒液 浓度 消毒时间（min） 抑菌效果 萌发率(%) 

次氯酸钠 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

升汞 

10% 

 

 

12% 

 

 

15% 

 

 

20% 

 

 

0.1% 

10 

15 

20 

10 

15 

20 

10 

15 

20 

6 

10 

15 
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10 

15 

+ 
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+ 

++ 

+++ 

+ 

++ 

+++ 

++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

+++ 

0（污染） 

33 

67 

34 

55 

96 

43 

70 

50 

30 

14 

10 

25 

31 

18 

抑菌效果：+抑菌效果差；++抑菌效果较好；+++抑菌效果好 

通过消毒对照试验，0.1%升汞虽然消毒效果比较好，但对种子的伤害比较大，残留很严重，

不容易洗干净，在培养基上发芽率很低，而且升汞对人的毒性很大，考虑到今后要对大量的种子

进行消毒，所以不选用它作为消毒剂。12%的次氯酸钠消毒 20分钟消毒效果很好，残留不多，对

种子的伤害较小，发芽率在 95%以上，15%的次氯酸钠消毒效果也不错，但种子萌发需要的时间

较长，20%的次氯酸钠消毒时间超过 10分钟，种子接在培养基中逐渐变黑，发芽率在 15%以下，

因此，12%的次氯酸钠振荡消毒 20分钟是最佳消毒方法。另外，中蔬五号和中蔬六号番茄种子在

次氯酸钠浓度低、时间短的情况下，消毒不彻底，种子污染严重，而加大次氯酸钠浓度和适当延

长消毒时间又造成种子不萌发，故在以后的试验中淘汰。 

3.2.2 番茄的转化与再生系统 

3.2.2.1 不同外植体的再生能力比较 

理论上讲，植物具有全能性，即任何细胞均具有再生为完整植株的潜力，但在组织培养过程

中并不是所有细胞都能再生出植株。不同组织由于分化程度和生理状态等不同，其脱分化的能力

不同，再生的难易程度是不一样的。分化程度低、幼嫩组织容易再生，反之则再生难。用 8~10

天苗龄的番茄子叶、带柄子叶、下胚轴和 2/3 子叶四种不同外植体进行再生试验，结果表明(表

3-2)其再生能力有明显差异，以 2/3 子叶芽再生频率最高，为 86%，其次为带柄子叶，在以后试
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验中确定以 2/3子叶及带柄子叶为外植体进一步优化再生培养基。 

表 3-2  番茄不同外植体在不同分化培养基上的再生能力比较 

Table 3-2  Comparison on shoot regeneration capacity of different types of explants in tomato 

外植体类型 外植体总数（个） 分化芽 

外植体数（个）  百分数（%） 

芽数/外植体数 

带柄子叶 

不带柄子叶 

下胚轴 

2/3子叶 

50 

50 

50 

50 

36              72% 

11              22% 

10              20% 

43              86% 

2.8 

0.8 

1.2 

3.6 

基本培养基为MS，附加激素 6-BA1.0+IAA0.2(单位为 mg/L，下同)，30天时统计结果。 

3.2.2.2 6-BA、ZT和 IAA配比对子叶再生的影响 

表 3-3  番茄子叶在不同激素配比培养基上的再生比较 

Table 3-3 Comparison of callus induction and shoot regeneration from tomato cotyledons on different medium with 

hormone matching 

培养基类型 外植体总数

（个） 

分化芽 

外植体数（个）  百分数（%） 

芽数/外植体数 

B1 

B2 

B3 

B4 

B5 

B6 

B7 

Z1 

Z2 

Z3 

Z4 

Z5 

Z6 

Z7 

Z8 

Z9 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

17           34% 

22           44% 

14           28% 

10           20% 

11           22% 

17           34% 

15           30% 

46           92% 

43           86% 

43           86% 

41           82% 

44           88% 

36           78% 

42           84% 

37           74% 

31           62% 

1.8 

2.6 

2.4 

2.1 

1.9 

2.2 

1.7 

4.8 

4.0 

3.8 

3.9 

3.6 

2.8 

2.9 

1.3 

0.8 

B1:BA1.0+IAA0.1  B2:BA1.0+IAA0.2  B3:BA1.0+IAA0.5  B4:BA1.0+IAA1.0   

B5:BA2.0+IAA0.2  B6:BA2.0+IAA0.5  B7:BA2.0+IAA1.0  Z1:ZT1.0+IAA0.1   
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Z2:ZT1.0+IAA0.2  Z3:ZT1.0+IAA0.5  Z4:ZT1.0+IAA1.0  Z5:ZT2.0+IAA0.2   

Z6:ZT2.0+IAA0.5  Z7:ZT2.0+IAA1.0  Z8:ZT1.0         Z9:ZT2.0 

在不同浓度的 BA、ZT和 IAA配比的培养基上子叶的再生如表 3-3所示。BA从 1.0~2.0mg/L

且 IAA从 0.2~1.0mg/L时，都能诱导再生出芽，频率为 20%~44%。当用 ZT代替 6-BA进一步做

子叶再生时，再生频率和每个外植体的分化芽数都有所增加，在 ZT 从 1.0~2.0mg/L 且 IAA 从

0.1~l.0mg/L 之间，芽的再生频率为 62~92%，平均每个外植体的芽数为 2.9~4.8 个，表明 ZT 比

BA更有效。无 IAA时，子叶保持绿色，形成愈伤和芽的分化率较低，而且芽生长很慢。以ZT l.0mg/L

和 IAA0.1mg/L配比的培养基是最佳的再生培养基，再生频率高达 92%，每个外植体的芽数达 4.8

个。 

3.2.2.3 外植体对卡那霉素的敏感性试验结果 

卡那霉素筛选浓度的确定对转基因植物的获得非常重要，它可以检测出植物本身的卡那抗

性，并确定农杆菌转化后的卡那筛选浓度。但是，选择压直接影响对转化子的筛选和转化效率，

选择压低时，逃逸多，假转化子增加；选择压高时，真转化子由于未能承受高选择压而同样被抑

制，转化效率降低。卡那霉素(Kan)是双子叶植物常用的选择剂，在番茄子叶耐 Kan 试验中（表

3-4），将番茄子叶叶盘分别接种在含有 Kan 0，20，30，50，75mg/L 的 MS 培养基上，培养 30

天后，在无抗生素培养基上的叶盘长出大量愈伤组织并分化出芽，而在有抗生素培养基上的叶盘

很少诱导出愈伤组织，子叶逐渐黄化，Kan浓度越高，黄化越快，无任何愈伤和芽产生，当 Kan

浓度为 30mg/L时，分化几乎被抑制，叶盘黄化。当 Kan50mg/L及 Kan75mg/L时，外植体一周以

后逐渐褐化、软腐、死亡。表明 Kan30mg/L 就能完全抑制子叶的再生，因此，本研究将 Kan 浓

度 30mg/L定为转化体选择压力。 

番茄植株在不加抗生素的生根培养基上生长良好，根系发达；当在培养基中加入 Kan浓度大

于(包括)50mg/L时，幼苗生长完全受到抑制，没有生根，反而黄化枯死。因此，本研究确定诱导

转化植株生根的 Kan浓度为 50mg/L。 

表 3-4 卡那霉素浓度对番茄子叶再生的影响 

Table 3-4 Effect of Kan concentration on callus induction and shoot regeneration of tomato cotyledons 

Kan浓度(mg/L) 外植体总数（个） 形成愈伤的外植体数（个） 形成芽的外植体数(个) 

0 

20 

30 

50 

75 

20 

20 

20 

20 

20 

19 

4 

0 

0 

0 

16 

2 

0 

0 

0 
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3.2.2.4 预培养时间对番茄子叶转化及再生的影响 

农杆菌对植物带来的损伤很大，如果切下外植体的同时进行侵染，大量外植体会直接死去，

经过预培养阶段使植物对创伤有所适应对提高农杆菌介导的转化率十分重要(表 3-5)。这是因为：

(1)预培养促进细胞分裂。处于分裂状态的细胞更容易接受并整合外源基因；(2)减少杂菌污染；(3)

调整外植体的生理状态，使它们更适应体外培养条件；(4)有利于侵染接种的外植体能与培养基平

整接触。但预培养时间过长，则会增加假外植体的数量，因为芽的分化一旦启动，Kan难以抑制。 

本实验中用未预培养的子叶直接侵染时，伤口褐化严重，没有抗性愈伤形成，预培养 1~4天，

褐化减少。预培养时间较短或较长均不利于转化及再生，时间短，外植体仍然褐化多，时间长，

则伤口有愈合和封闭的趋势，使侵染能力下降。本试验中 4天预培养，抗性愈伤及再生都减少，

2天预培养时，抗性愈伤和抗性芽形成最高，分别为 30%和 20%。因此，预培养 2天比较合理，

在预培养基上垫两张滤纸效果会更好。 

表 3-5 预培养时间对番茄子叶转化及再生的影响 

Table 3-5 Effects of pre-culture time on transformation and regeneration of tomato cotyledons 

预培养时间

（d） 

外植体总数

（个） 

形成抗性愈伤 

外植体数（个） 百分数（%） 

形成抗性芽(个) 

外植体数（个）百分数（%） 

0 

1 

2 

3 

4 

30 

30 

30 

30 

30 

2              6.7 

4              13.4 

9              30 

6              20 

5              16.7 

2            6.7 

3            10 

6            20 

2            6.7 

1            3.3 

3.2.3 转基因番茄卡那霉素抗性植株的获得 

通过上述对影响转化及再生的诸因素分析，确立了番茄子叶的遗传转化体系，将子叶在分化

培养基M1(MS+ZT1.0mg/L+IAA0.1mg/L)上预培养 2d，浸菌 3~5分钟，于分化培养基上共培养 2d，

再在含抗生素的筛选培养基 M2(MS+ZT1.0mg/L+IAA0.1mg/L+Carb500mg/L+Kan30mg/L)上直接

筛选，三周后开始形成抗性愈伤，抗性愈伤在继代过程中，大多数失去分化能力，变得松散，呈

黄褐色，少数愈伤仍为绿色而且紧密，逐渐分化出芽，而对照则完全黄化（图 3-1）。在继代过程

中，逐渐提高卡那霉素的浓度(至 50mg/L)，当芽伸长到 1.5~2.0cm时，转入含抗生素的生根培养

基M3(MS+NAA0.1mg/L+Carb500mg/L+Kan50mg/L)上诱导生根，一般 10~15d后可见抗性芽生根

（图 3-2），待抗性芽长出粗壮且富有弹性的根系后，炼苗后移栽入土，转基因番茄在花盆内生长

良好(图 3-3)。 
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3.3 讨论 

3.3.1 植物细胞的全能性与高效再生转化系统的建立 

一般而言，植物的任何体细胞都具有再生成完整植株的能力，即具有“全能性(totipotency)”。

但实际上并不是所有的细胞都能再生出完整植株。有些细胞由于培养技术不成熟而不能在离体条

件下表现出其全能性，而有些细胞则会由于深度分化而难以逆转。细胞全能性只是一种可能，要

实现这种可能必须满足两个条件：一是将具有较强全能性的细胞或组织离体培养，使其处于独立

发育的状态，从完整植株的抑制性中解脱出来；二是赋予细胞一定的刺激，如在培养基中给予营

养物质、激素等调控物质。 

成功的基因转化首先依赖于良好的植物再生系统的建立，外植体只有具备较强的全能性，并

对选择性抗生素敏感，才能选作基因转化的受体系统。由于植物基因转化的频率较低，一般情况

下只有 0.1%，而进行基因转化的操作，如农杆菌侵染、抗生素使用等，还会使转化植株的再生频

率有不同程度降低，只有具备较强的再生能力和较高的转化率，被转化的外植体才有机会分化出

芽，再生成株。因此，在现有研究经验的基础上，我们对番茄的转化条件作了进一步优化。农杆

菌吸附在细胞表面是 T-DNA 转移及整合的前提，在子叶与农杆菌共培养前，所用的农杆菌应该

用无激素的MS液体培养基稀释到 OD值为 0.2~0.3、侵染时间控制在 3~5min为好。菌液浓度过

高或侵染时间过长都会使植物外植体组织褐化，并且农杆菌污染严重，在以后的筛选中难以控制

本实验发现，当农杆菌浓度过低或侵染时间过短时，外源基因进入子叶外植体细胞的几率很小，

不能承受卡那霉素抗性的筛选，子叶外植体会较早出现枯黄、萎缩等卡那霉素毒性作用现象，最

后死亡。只有在条件适宜的情况下，子叶才会存活较长时间，被诱导出抗性愈伤，最后分化出转

化植株。对转化条件的优化结果使得番茄子叶外植体的抗性芽生成率高达 18%，高于目前国内外

所报道的 10%。 

3.3.2 培养基中不同激素配比对愈伤组织诱导及不定芽分化的影响 

不同的激素种类及其配比是细胞脱分化及再分化的关键，特别是细胞分裂素与生长素的比

例。番茄子叶最初用 NAA时，再生频率比较低，换用 IAA后再生频率大大提高，这可能是在诱

导分化前期，需要较高生长素，进一步分化，需要较低的生长素。IAA容易被降解和破坏，浓度

逐渐降低，适应了分化的要求，而 NAA比 IAA稳定，高浓度 NAA抑制了分化。 

本实验在植物分化培养基中，添加玉米素 1mg/L能够促使叶片高效再生芽，并使叶片保持鲜

绿色，而未添加玉米素的分化培养基不定芽发生较晚，叶片较黄。玉米素为细胞分裂素的一种，

其主要功能是促进细胞分裂，改变顶端优势，促进芽的分化，因此添加玉米素的培养基可使芽的

分化率达到 10%。在植物组织培养中，细胞分裂素与生长素的比例是激素使用的关键，根据培养

目的进行调节，原则是细胞分裂素浓度明显高于生长素则促进细胞脱分化诱导愈伤组织，反之促

进细胞分化。 

本试验中 BA 的作用不及 ZT 强，特别是愈伤组织的诱导分化。由于转化后的再生主要是从

抗性愈伤组织上分化产生抗性芽，但愈伤组织在多次继代培养中会失去分化能力，这就要求用分
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化作用强的分裂素，使愈伤组织在失去分化能力前再生。ZT 不仅能提高子叶的再生频率，也能

增加分化的芽数(表 4)，对于转化后的再生筛选很有利，本试验表明，MS+ZT1.0mg/L+IAA0.1mg/L

的再生培养基对于番茄子叶的再生及转化后的筛选是有效的。 

3.3.3 转化细胞的选择 

虽然选择标记基因对转基因植物并不是必要的，但在遗传转化技术中它是必需的。在经过共

培养的组织中，转化细胞与非转化细胞相比只占少数，两者之间存在竟争，必须施加选择压，以

促进那些转化并表达选择标记基因的细胞分裂、分化和再生，抑制非转化细胞，才能选择出转化

细胞，进而分化成转基因植株。但在离体条件下，由于选择剂作用的准确方式不十分清楚，结果

使选择经常处于非最适条件下，导致了转化频率较低，出现假转化体等。选择压强度和施加时间

是影响转化的重要因素，强度不足，难以筛选出转化体，强度过大，由于基因表达量的限制，转

化体也难以存活，选择压施加早，由于基因还未表达而杀死细胞，未能起到筛选作用，施加晚，

选择效果降低。从文献资料来看，番茄外植体用卡那霉素 50mg/L 的选择压比较普遍，但笔者在

本试验中发现，共培养后的子叶在 50mg/L 的筛选培养基中一周内几乎全部褐化死亡，而在卡那

霉素 30mg/L 时，外植体分化几乎被抑制，叶盘黄化，没在明显的愈伤组织和不定芽分化，四周

后，颜色逐渐变黄，最后死亡，在筛选后期随着转化细胞的分化，逐渐提高卡那的筛选浓度至

50mg/L，愈伤组织在分化培养基上可分化出芽，再生芽在生根培养基上生根并长成幼苗，而未转

化的芽由于不能耐受 Kan 选择压力而逐渐白化死亡。在诱导生根时将部分植株 Kan 浓度提高为

100mg/L，分化芽均有一少部分未能长根，并慢慢枯黄、死亡，这些分化芽可能是假阳性芽。而

正常的转基因植株在附加 100mg/L卡那霉素的生根培养基上也可顺利生根，这样通过生根培养基

提高抗性筛选浓度的再次筛选可进一步降低假阳性的出现。 

3.3.4 预培养对转化率的影响 

农杆菌侵染外植体后，往往引起伤口褐化，这是由于细菌分泌了有毒物质和植物对细菌侵染

引起的过敏反应，严重褐化就意味着细胞的死亡，这对于转基因过程十分不利。虽然农杆菌侵染

引起的褐化是不可避免的，但通过预培养能使外植体对农杆菌侵染产生抵抗能力，从而有效减少

外植体的褐化。另外在预培养时加入激素后显著提高了转化及再生频率，这可能是由于外植体伤

口处于活跃的细胞分裂和脱分化状态，合成细胞壁为农杆菌提供了附着点，有利于 T-DNA 插入

和整合到染色体上。较短的预培养，不能有效改变外植体的褐化程度，较长的预培养，减少转化

频率，并有增加假转化体的可能性，尽管番茄子叶伤口在较长的一段时间内(10d)都有感受性，但

在 48h内转化能力最强，到 96h，由于一种脂肪酸类物质沉淀到伤口上，对侵染造成了物理障碍，

使转化频率下降，本试验表明，以 2d预培养为宜。 

实际操作中还发现子叶柄伤口变黑或外植体褐化与操作有关，子叶经菌液浸泡后用滤纸吸干

多余菌液时动作应迅速，因为风干时间过长易导致切口萎缩，农杆菌将无法进一步侵染，并且被

侵染组织容易失水死亡，转化率下降；另外要在浸过液体MS湿润的滤纸上切取子叶及子叶柄，

切下的外植体需浸在液体MS中，以防切口风干；操作时尽量使用锋利刀片，刀片太钝则切口粗
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糙，愈伤和芽再生都很困难，转化率会降低。 

分析番茄转化及再生的影响因素表明，在MS+ZTl.0mg/L+IAA0.1mg/L的培养基上预培养 2d，

浸菌 3~5min，黑暗处共培养 2d，再在选择培养基上直接用 Kan30mg/L筛选，并逐渐提高卡那筛

选浓度至 50mg/L，转化率达 18%。应用这一体系，将构建好的 FMDV免疫原基因的植物表达载

体通过根癌农杆菌介导的方法转化番茄，获得含有 FMDV结构蛋白 VP1基因及衣壳蛋白 P1、非

结构蛋白 3C（P12X3C）基因的转基因番茄，为 FMD转基因植物疫苗的研制奠定了基础。 
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图 3-1番茄抗性愈伤、抗性芽的筛选 

A:选择培养基上的抗性愈伤;B:未转化的子叶在无抗生素的 MS 培养基上;C: 未转化的子叶在选择培养

基上;D.E:转化后的子叶分化的愈伤及再生芽 

Fig 3-1 Selection of tomaco resistant calli and resistant shoots 

A:Resistant calli formation from transformed cotyledons on selective medium contained Kanamycin; 

B:Non-transformed cotyledons on MS medium; C:Non-transformed cotyledons on selective medium 

contained Kanamycin;  D,E:Calli formation and shoots regeneration from transformed cotyledons of tomato 
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图 3-2番茄转化苗的再生 

F.G: 在含抗生素的生根培养基上的转基因番茄; H:转基因番茄的根; I:未转基因的番茄在含

抗生素的生根培养基上 

Fig 3-2 Selection of regeneration of tomato plants 

F:Transformant of tomato plant on root regeneration medium containing Kanamycin;  

G:Transgenic tomato plant; H:The root of transgenic tomato plant;  

I:.Non-transformed tomato plant on root regeneration medium containing Kanamycin 
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图 3-3移载后的转基因番茄 

A:转基因番茄盛开的花朵; B:转基因番茄的果实; C:转基因番茄的成熟果实 

Fig 3-3 Transgenic tomato plants transplanted in soil 

A: Flowers of transgenic tomato plants; B: Fruits of  transgenic tomato plants; 

C: Some transgenic tomato plants 
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第四章 口蹄疫病毒免疫原基因在番茄中的整合与表达 

基因转化后必须确定外源基因是否整合到植物染色体上，整合的基因是否正常表达。已有许

多方法用于转基因植物的鉴定，通常的分子生物学方法是提取植物基因组 DNA进行 PCR扩增或

Southern杂交分析，确定转基因植株。进行基因表达的分子检测常用的主要有两种途径，一是转

录水平上 mRNA 的表达，即 RT-PCR 或 Northern 杂交分析；二是翻译水平上特异性蛋白质的表

达，即Western Blotting杂交或 ELISA检测外源基因表达蛋白的抗原性。本章主要从上述方面对

外源基因进行检测。转基因植株的获得及初步的分子生物学检测，为进一步研制开发安全、有效

的 FMD转基因植物疫苗奠定了基础，为利用植物作为未来疫苗来源的侯选材料提供了依据。 

4.1 材料与方法 

4.1.1 植物材料 

转基因番茄植株及非转基因番茄植株(见第三章)。 

4.1.2 主要试剂及仪器 

工具酶为 Promega公司产品。植物总 RNA提取试剂盒 RNeasy Plant Mini Kit及 RNase-Free 

DNase Set为 QIAGEN公司产品。牛抗 FMDV多克隆抗体、FMDV标准抗原由本所马军武副研

究员提供，碱性磷酸酶（AP）标记的兔抗牛 IgG为 Sigma公司产品，PAGE电泳试剂、NC膜及

NBT/BCIP均为 AMERSCO和 Sigma产品。CTAB购自北京 Sigma公司。蛋白凝胶电泳 Bio-Rad 

mini-Ⅲ Electrophoresis System及电转移槽为 Bio-Rad公司产品。 

4.1.3 PCR法检测外源基因的整合 

4.1.3.1植株总基因组 DNA的提取 

采用 CTAB法，提取卡那霉素选择压力下筛选的番茄转化植株（pBin438/VP1转基因番茄和

pBin438/P12X3C转基因番茄）及未转基因的番茄植株总 DNA，具体操作步骤如下： 

1) 50~100mg幼嫩叶片在液氮中迅速研磨成粉末； 

2) 将粉末迅速转入一加有 500µL、60℃预热的 DNA提取缓冲液(2%CTAB，1.4mol/L NaCl，

50mol/L Tris-HCI，pH8.0, 20mol/LEDTA)的离心管中； 

3) 加入 50µL 1%偏重亚硫酸钠(Na2S2O5)，25µLβ-巯基乙醇(至终浓度为 1%)； 

4) 65℃温浴 30min； 

5) 冷却至室温，加入 50µL 20%PVP(至终浓度为 1%)轻轻混匀； 

6) 加入等体积的氯仿:异戊醇(24:1)混匀； 

7) 室温，12 000rpm离心 10min； 
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8) 取上清液转入一新的 10mL 离心管，加入等体积的异丙醇和 1/10 体积的 3mo1/LNaAC 

(pH5.2)，颠倒离心管混匀，室温下沉淀 10min； 

9) 用 70%乙醇洗两次，室温干燥； 

10) 将沉淀物溶于 20µL TE溶液(lmol/L Tris-HCI pH8.0，0.lmol/L EDTA)中，-20℃保存备用。 

4.1.3.2 PCR法扩增目的基因和选择性报告基因 

以抗性植株总 DNA 为模板、未转化植物 DNA 为阴性对照、对应质粒为阳性对照，以

VPR1/VPR2为引物扩增 VP1基因，PR1/3C、3C1/3C2为引物分别扩增 P12X3C、3C基因，扩增

体系及条件同 2.1.5.2。随机选取部分转基因植株用引物 NPTⅡ4(GATGGATTGCACGCAGGTTC)

和 NPTⅡ5(AAATCTCGTGATGGCAGGTTGG)进行选择性报告基因 NPTⅡ的扩增，扩增结束后取

5u1反应液用 1%的琼脂糖凝胶电泳分析。 

4.1.4 转基因番茄的 RT-PCR检测 

PCR 分析中表现为阳性的转基因番茄植株按植物总 RNA 提取试剂盒法提取总 RNA，按

RNase-Free DNase Set试剂盒说明消化 DNA，具体操作步骤如下： 

4.1.4.1植物总 RNA的提取 

器皿和容器的处理：所有待用的烧杯、研钵、试剂、离心管、量筒、试剂瓶等都用 0.1%DEPC

水溶液浸泡 12h，然后将离心机、枪头等塑料器皿以及烧杯等玻璃器皿(以及能用高压灭菌的试剂、

溶液)高压灭菌 20min，玻璃和陶瓷制品 180℃干烘 3h； 

1) 剪取番茄植株叶片 100mg，放在液氮中磨成粉末。之后将粉末转入无 RNA酶的、液氮预

冷的离心管中（植物材料不能溶解）； 

2) 加入 450µL裂解缓冲液 RLT（RLT用前必须加入 β-ME），剧烈振荡或 56℃水浴 1~3min； 

3) 将裂解液转移到 2mL的收集管中，最大转速离心 2min，将上清转移到一个新的离心管中，

弃沉淀； 

4) 立即加入 0.5倍体积（225µL）的无水乙醇，充分混匀； 

5) 取上述样品（约 650µL）加到 RNeasy Mini柱中，10 000rpm离心 15s，弃滤液； 

6) 加 350µL RW1 buffer于RNeasy Mini柱中，10 000rpm离心 15sec，弃滤液后，取 10µL DNase

和 70µL RPD buffer 混匀，将混和液加在Mini柱中，室温静置 15min，加 350µL RW1 buffer

于 RNeasy Mini柱中，10 000rpm离心 15s，弃滤液； 

7) 将 RNeasy Mini 柱转移到一干净的 2mL 的收集管中，加 500µL RPE buffer 于柱中，10 

000rpm离心 15s，弃滤液； 

8) 再加入 500µL RPE buffer于柱中，10 000rpm离心 2min，使膜干燥； 

9) 将RNeasy Mini柱移至另一新的 1.5ml的收集管中，管中事先加入 1.5µL RNasin，吸取 30µL

无 RNase水于柱膜中，室温静置 30s，10 000rpm离心 1min洗脱，收集离心液-70℃保存。 
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4.1.4.2 RT-PCR法扩增目的基因 

分别以 VPR2及 PR2为反转录引物，以提取的 pBin438/VP1转基因番茄和 pBin438/P12X3C

转基因番茄植株的基因组 RNA进行反转录，体系如下： 

反转录体系 18µL 

5×AMV buffer 4µL 

dNTP (2.5mmol/L) 1.5µL 

VPR2 (50 pmol/L) 1µL 

模板 11.5µL 

充分混匀后在 70℃水浴中变性 5min，然后加入 AMV反转录酶(10u/µL)2µL，在 42℃水浴中

作用 1h，沸水浴 10min灭活 AMV酶，-20℃冰箱中保存。 

以反转录产物为模板，分别以 VPR1/VPR2扩增 VP1基因，3C1/3C2为引物按前述方法扩增

3C基因，同时以 RNA为模板，直接进行 PCR扩增，检测 RNA中有无 DNA污染。扩增结束后

取 5u1反应液用 1%的琼脂糖凝胶电泳分析。 

4.1.5 转基因番茄表达蛋白的双抗夹心 ELISA检测 

取 100mg转基因番茄叶片加入 400ul样品抽提缓冲液（PBST，0.029%NaN3，pH7.4），研磨，

10 000rpm离心 20min，取上清，同时以标准 FMDV抗原和非转基因植株叶片提取物分别作为阳

性和阴性对照，用双抗夹心 ELISA 法检测目的蛋白的表达。96 孔酶标板用口蹄疫兔阳性血清包

被，4℃冰箱过夜。马血清封闭后，加入 FMDV 标准抗原、RT-PCR 检测阳性植株、非转基因植

株叶片提取物，37℃温育 1h 后，洗涤，加入口蹄疫豚鼠阳性抗血清(1:1600），37℃作用 1h，洗

涤后加入 HRP-兔抗豚鼠 IgG(1:2000)，37℃作用 1h，加入底物 OPD-H2O2于 37℃作用于 15min，

用终止液结束反应，于λ492nm处测光吸收。 

4.1.6 转基因番茄表达蛋白的Western-blotting检测 

植物叶片总蛋白的提取：称取番茄叶片 100mg，液氮中研磨，再加入 150µL蛋白提取缓冲液

(50mmol/L Tris-Cl pH7.5，10mmol/L EDTA，100mmol/L NaCl，0.5%Triton X-100，14mmol/L巯基

乙醇，1mmol/L PMSF)混匀，4℃，12 000rpm离心 20min，上清液中加入等体积 2倍的上样缓冲

液(20%甘油，0.05%溴酚蓝，125mmol/L Tris-CL pH6.8，4%SDS，10%巯基乙醇)，煮沸 5min，

SDS-PAGE凝胶的灌制及电泳参照分子克隆 P906。每一泳道上样 25µL。 

按照 Towbin(1979)方法将蛋白从聚丙烯酰胺凝胶电转移至硝酸纤维素膜(NC)上，常温 25V电

转移 3h。将已转移过的 NC 膜放入 PBST 缓冲液中漂洗一下，转入膜封闭缓冲液

[PBS+3%BSA(W/V)]中，在摇床上室温孵育 2h或 4℃过夜。将封闭缓冲液倒掉，用 PBST洗 2~3

次，每次 5~10min.，用抗体封闭液[PBS+1%BSA(W/V)]稀释牛抗 FMDV的多克隆抗体(1:2 000)，

室温孵育 1h后，用 PBST[PBS+0.05%Tween-20]漂洗三次，每次 5~l0min。加入抗体封闭液稀释的

反转录体系 18µL 

5×AMV buffer 4µL 

dNTP (2.5mmol/L) 1.5µL 

3C2 (50 pmol/L) 1µL 

模板 11.5µL 
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碱性磷酸酶（AP）标记的兔抗牛 IgG抗体(1:15 000)，室温孵育 1h后，用 PBST漂洗 3次，每次

5~10min。闭光条件下，加入 BCIP/NBT 显色液，至条带清晰后，将膜放入蒸馏水中漂洗，终止

显色反应，用水冲洗，观察结果。 

4.2 结果 

4.2.1 转基因番茄的 PCR检测 

以抗性植株叶片总 DNA为模板，质粒 pBin438/VP1、pBin438/P12X3C为阳性对照，非转化

植株为阴性对照，并设置 H2O 为模板的空白对照，用 PCR 方法检测外源基因，结果从 60 株

pBin438/VP1转基因抗性植株中，有 51株出现与质粒所扩增的目的片段大小一致的条带(图 4-1)，

阳性率大于 80%，而非转基因番茄的对照没有扩增出任何特异性条带。进一步对 pBin438/P12X3C

转基因抗性植株进行 PCR扩增，有 26株能够扩增出目的基因（图 4-2），阳性率大于 60%，而非

转基因植株没有扩增出任何特异性条带。初步证实筛选出的抗性植株中有目的基因的整合。 

随机选取 30 株转基因植株用 NPTⅡ4 和 NPTⅡ5 为引物扩增选择标记基因 NPTⅡ，结果有

26株扩增到了 NPTⅡ基因，这 26株中有 21株即可以扩增到 NPTⅡ基因也可以扩增到外源基因，

NPTⅡ和外源基因共转化的植株占所获得的抗性植株的 70%。由此初步证明植物组成型表达质粒

pBin438/VP1和 pBin438/P12X3C的 T-DNA已从农杆菌中转入番茄基因组中。 

4.2.2 转基因番茄的 RT-PCR检测 

对 PCR检测阳性的植株提取总 RNA，以总 RNA为模板进行 RT-PCR，从 pBin438/VP1转基

因植株中扩增出的片段大小约为 650bp，与目的基因大小一致（图 4-3），pBin438/P12X3C转基因

植株中可扩增出 650bp的 3C基因，说明 FMDV免疫基因不仅已整合到转基因番茄基因组中，而

且成功转录（图 4-4）。以总 RNA 为模板进行 PCR，没有扩增出任何条带，排除了 DNA 污染的

可能。 

4.2.3 目的基因在番茄中表达蛋白的 ELISA检测 

提取 pBin438/VP1 转基因番茄植株总蛋白，用双抗夹心 ELISA 检测，结果显示，约 40%的

PCR阳性植株 ELISA检测也呈阳性，25%的 pBin438/P12X3C转基因番茄 PCR阳性植株 ELISA

检测同样呈阳性，对其中的 15株植株的蛋白提取液原液 OD值进行比较分析，结果显示，样品 B、

C、D、E、F、G、H、I、J的 OD值比作为阴性对照的样品 K高 2倍或 2倍以上，说明这几株转

基因番茄均表达出目的蛋白（图 4-5）。 

4.2.4 目的基因表达蛋白的Western-blotting检测 

将 ELISA筛选出的阳性植株叶片蛋白提取液经电泳和转膜杂交后，结果显示：表达蛋白能被

口蹄疫病毒阳性牛血清抗体识别，转 VP1基因的植株在约 24KD处可见较微弱的特异性免疫反应
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条带，与标准 VP1蛋白大小相符，而未转化的对照植株无此杂交带（图 4-6）。说明 VP1基因在

转基因番茄中已表达，且所表达的蛋白具有免疫反应活性。 

随机选取 pBin438/P12X3C 转基因番茄 ELISA 检测阳性的 4 株植株，提取叶片蛋白进行

Western Blotting检测，结果显示有 1株转基因植株在约 24KD和 31KD有特异性免疫条带(图 4-7)。

由此说明在番茄中表达的外源蛋白具有一定的免疫学功能。在植物叶片总蛋白中，有些蛋白也可

与抗 FMDV血清产生交叉免疫反应，所以在Western Blotting分析中，除特异性蛋白分子之外，

还观察到了由非特异抗原抗体结合反应而产生的非特异蛋白分子条带。 

4.3 讨论 

4.3.1 外源基因在植物中的整合 

T-DNA转移包括 T-DNA在农杆菌中被加工、剪切、复制，最后穿过细胞膜转移到植物细胞

并整合进植物基因组的过程。T-DNA的合成是从右边界至左边界，故若右边界缺失，T链的合成

便无法开始，说明右边界在 T-DNA 转入植物细胞中的重要性。在本试验中随机选取 30 株

pBin438/VP1、pBin438/P12X3C 的转基因植株只有 21 株即可以扩增到 NPTⅡ基因也可以扩增到

目的基因，NPTⅡ和外源基因共转化的植株占所获得的抗性植株的 70%，不是所有抗 Kan植株都

能扩增出目的基因的现象表明 pBin438/VP1和 pBin438/P12X3C的 T-DNA在由右边界起始转入植

物的过程中，由于 NPTⅡ基因在构建上靠近 T-DNA 右边界而优先进入到植物细胞中，VP1 基因

距右边界较远可能未能复制合成或插入到番茄基因组中。推测如果把目的基因构建在 T-DNA 区

的右边界，选择标记基因位于其下游，将可能有效的提高筛选到含目的基因的转基因植株的效率。 

4.3.2 外源基因在转基因植物中表达 

将构建的双元表达载体 pBin438/VP1及 pBin438/P12X3C通过农杆菌介导法转化番茄，获得

pBin438/VP1转基因植株 60余株，pBin438/P12X3C转基因植株 40余株，PCR检测阳性率较高。

双抗夹心 ELISA和Western Blotting方法对目的蛋白的表达情况进行检测，结果表明：目的蛋白

在转基因番茄中正确表达，且具有反应原性；对 P12X3C的 Western杂交发现在约 24KD处出现

了一条特异性免疫条带，样品 3除在约 24KD处有一条特异性条带外，在约 31KD处也有一条带，

未转基因植株在相应的位置上没有条带（图 4-7），推测可能是转基因植物中表达的多聚蛋白 P1

在 3C 蛋白酶的裂解作用下，以结构蛋白 VP1、VP0、VP3 单体的形式存在，但是转基因植物中

表达的病毒衣壳蛋白能否组装成病毒样颗粒（VLP）还需进一步的验证。ELISA检测结果不理想，

转基因植株抗原表达量远低于稀释后的口蹄疫病毒抗原量，阳性率低，推测原因可能是因为外源

基因在不同转基因植株个体之间表达差异，虽然基因的表达水平取决于启动子的强度，但它同样

也受到启动子两翼序列的影响。经由农杆菌介导法导入的外源 DNA，对寄主植株染色体的整合

作用是随机发生的。如果转基因是整合在转录活跃的常染色质中，就有可能获得高水平的表达;

相反，如果转基因是插入在重复序列或异染色质区，或是插入在两者的附近，那么其表达活性就

会明显下降。另外笔者认为 ELISA检测阳性率低、重复性不好也可能与植物组成型表达载体导致
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植株不同生长时期、不同生长条件、不同取材部位目的蛋白表达量存在差异有关，或者跟我们的

纯化技术有关，从植物中提取的粗蛋白可能会掩盖部分的表达蛋白或者使部分蛋白发生了降解，

以上结果、结论仅仅是初步的尝试，对表达体系的优化及表达的多聚蛋白能否组装、加工成空衣

壳尚需进一步模索。 

国外转基因疫苗的研究发现，尽管 ELISA检测不理想，但无论饲喂免疫还是注射免疫动物后，

都能诱导动物体内产生特异性抗体，并得到一定的免疫保护。另外，Arakawa和 Tacket也发现既

使在转基因植物中表达的大肠杆菌不耐热肠毒素 B 亚单位(LT-B)蛋白的水平为可溶性蛋白的

0.1%，也可以刺激小鼠产生特异性的保护性抗体（Arakawa et al,1998;Tacket et al,1998），这一点

在我们后续的动物免疫实验中也得到了验证。 

4.3.3 外源基因在植物中表达存在的问题 

外源基因整合到植物基因组后并不一定能有效表达出外源蛋白，有尚未知道的原因使外源基

因不能表达即基因沉默(Brennan et al,1999)，本试验中经 PCR检测阳性的转基因植株未能全部获

得正常转录和翻译，RT-PCR 结果表明，DNA 检测阳性但 RNA 检测阴性的植株可能发生了基因

沉默，另外部分植株 DNA、RNA检测阳性但 ELISA及Western Blottin检测表达量很低甚至不表

达，我们认为可能有几个原因：1）由于受体植物番茄本身含量低，表达产物相对来说也较低，

这是转基因植物疫苗普遍存在的问题，如何提高抗原蛋白在植物中的表达量是今后研究植物表达

抗原的主要任务之一；2）表达的多聚蛋白 P1及蛋白酶 3C分子量很大，在植物体内可能影响表

达量；3）可能是由于导入的外源基因插入到植物基因组中不太活跃的区域引起基因沉默。这种

外源基因在转基因植物中表达受抑制的现象，在植物基因工程中已极为常见，成为植物遗传工程

走向商业化的潜在障碍，受到了较为广泛的关注。 

目前认为，重复序列是基因沉默的普遍诱因，甲基化是基因沉默的直接原因。引起基因沉默

的遗传学机制主要有 4种(Cramer et al,1999;Tuboly et al,2000;Marshall et al,2001)： 

1) 位置效应(position effect)：外源基因在植物基因组中的整合位点是随机的，其表达必然会

受到不同插入位点的遗传背景的影响，因此，同一实验中得到的不同转化植株，外源基

因的表达水平有很大差异，此为“位置效应”。当外源基因整合到甲基化程度高、转录活

性低的异染色体上时，一般不能表达或表达水平低；若整合到甲基化程度低、转录活性

高的常染色体上，其表达也要受两侧基因序列中 GC 碱基对含量的影响。在高 GC 碱基

对序列组成区域，外源基因的插入可能会在此位置产生一个易于识别的甲基化位点，从

而激活甲基化酶，使外源基因甲基化从而导致其转录活性降低。因此，“基因沉默”现象

发生的频率极高。 

2) 重组效应(recombination effect)：外源基因相对于受体植物基因组来讲是“外来侵入者”，

对于外源基因的“侵入”，植物肯定会作出排斥反应来保护自己。现已明确植物基因组存

在的重组和修复系统很容易识别外源基因，使其发生不同程度的重排，从而导致 DNA

的易位、缺失、重复等一系列的结构变化(Rollinson et al,1999)。研究表明，基因的重排

对基因的表达调控有重要作用，外源基因的结构异常导致其失活，出现“基因沉默现象”。 

3) 转录水平的基因沉默(transcriptional gene silence，TGS)：TGS是 DNA水平上基因调控的
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结果，指外源基因无法顺利转录成相应的 RNA而导致沉默。外源基因如果以多拷贝形式

整合到同一位点上，形成正向或反向重复，则不能表达。这可能是由于重复序列间自发

配对，甲基化酶特异识别这种配对结构而使其甲基化，从而抑制表达。另外，外源基因

及其启动子的甲基化、同源基因间的反式失活会导致转录水平的基因沉默。 

4) 转录后的基因沉默(post- transcriptional gene silence，PTGS)：PTGS较 TGS更为普遍，是

指外源基因能够转录成 mRNA，但正常的 mRNA不能积累，即 mRNA一经合成就被降

解，或被相应的反义 RNA蛋白封闭，从而失去功能。这可能是由于同源或重复的基因表

达了过量的 mRNA的结果。过量的 RNA也可能和同源 DNA相互作用导致重新甲基化，

使基因失活(Yu et al,2000)。与转录水平的基因沉默不同，转录后水平的基因沉默具有逆

转性，即受抑基因可以通过减数分裂来恢复表达活性，表现为减数分裂的不可遗传性。 

针对上述基因沉默的机制，可从以下方面加以改进，尽可能地克服基因沉默现象，促进目的

基因的高效表达(Langridge et al,1989;Strohmairer et al,1982;Walmsley et al,2000)： 

1) 外源基因的选择：对外源基因进行密码子的优化，尽量选用植物偏爱密码子，是克服转

基因沉默的策略之一； 

2) 启动子的选择：构建载体时，尽量使用中等强度的启动子，并避免使用具有同源序列的

启动子； 

3) 利用具有组织和发育特性作用的增强子，以诱导正确的去甲基化作用，从而启动基因转

录； 

4) 利用特异性重组系统，以实现外源基因单拷贝、位点特异的整合，避免多拷贝基因所造

成的顺式或反式失活，又避免位置效应所造成的转基因沉默； 

5) 选择单拷贝的转化体：通过 Southern 印迹杂交，在分子水平筛选单拷贝的转化体，并对

其稳定性进行鉴定，以避免多拷贝引起的转基因沉默。 

4.3.4 未来研究的方向 

虽然植物的核转化系统可以稳定、长期地生产重组抗原蛋白，并且方法简单，有利于可饲(食)

用疫苗的商业化生产，但如何提高表达量是今后转基因疫苗研究的主要方向，其中优化基因表达

的策略之一是利用植物种子或特异组织中积累从而提高目的蛋白的表达量，如马铃薯块茎特异启

动子驱动诺沃克病毒衣壳蛋白基因的表达，结果在转基因马铃薯微块茎中，表达蛋白占总可溶性

蛋白的 0.37%，明显高于外源基因在烟草叶片中的表达水平。其他一些植物组织特异性启动子有：

番茄果实成熟特异性表达的多聚半乳糖醛酸酶基因启动子、花粉特异表达基因启动子、大豆种子

特异性启动子等。最近 Ruf等(Ruf et al,2001)成功建立了番茄果实的质体表达系统，可使外源基

因在番茄果实中超量表达（重组蛋白占总可溶性蛋白的 20%），为高等植物果实中高效表达疫苗

蛋白建立了技术平台。因此，优化并改进基因表达框架，选用强启动子和增强子，使其可调控或

可定位表达以增强外源基因的翻译效率是今后转基因疫苗研究的关键。同时，进一步加强对各表

达系统分子生物学基础研究是必要的。检测方法的改进也是目前包括转基因疫苗在内的新型疫苗

面临的主要问题。 
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图 4-1 pBin438/VP1 转基因植株的 PCR 分析 

M:DNA marker;1-4:转基因植株；5：未转基因植株 

Fig 4-1 Detection of the VP1 in transgenic plants using 

PCR 

M: DL2000 Marker; 

1-4:PCR products of transformed plants; 

5:PCR products of Non-transformed plants 

图 4-3 pBin438/VP1 转基因植株 VP1 基因 RT-PCR 分析 

M；DNA Marker;1-4:转基因植株 RT-PCR；5-6:转基因植株

RNA 直接 PCR;7:未转基因植株 RT-PCR 

Fig 4:Detection of transcription of the VP1 in transgenic plants 

using RT-PCR 

M:DL2000 Marker; 

1-4:PCR products of transformed plants after RT reaction; 

5-6:PCR products of transformed plants without RT reaction as 

control for DNA contamination; 

7:PCR products of Non-transformed plants after RT reaction 

图 4-2 pBin438/P12X3C 转基因植株的 PCR 分析 

M:DNA marker;1：未转基因植株；2-5:从转基因

植株扩增 P12X3C；6-8：从转基因植株扩增 3C 

Fig 4-2 Detection of the P12X3C in transgenic plants 

using PCR 

M:100bp Ladder Plus Marker;1:negative control; 

2-5:P12X3C products from transformed plants; 

6-8:3C products from transformed plants 

图 4-4 pBin438/P12X3C 转基因植株 3C 基因

RT-PCR 分析 

M；DNA Marker;1：转基因植株RNA直接 PCR;2-5:

转基因植株 RT-PCR 

Fig 4-4 Detection of transcription of the 3C in 

transgenic plants using RT-PCR 

M:100bp ladder Plus Marker; 

1:PCR products of transformed plants without RT 

reaction as control for DNA contamination; 

2-5:PCR products of transformed plants after RT 

reaction 
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图 4-5 夹心 ELISA检测转基因植物蛋白表达 

A:标准抗原; B-E: pBin438/VP1 转基因植株; 

F-J:pBin438/P12X3C转基因植株; K:未转基因 

Fig 4-5 Quantity of target protein in transformed 

plants tested with sandwich-ELISA 

A:FMDV antigen;  

B-F:pBin438/P12X3C transformed plants;  

H-J:pBin438/VP1 transformed plants; 

K:Non-transformed plants 

图 4-7 结构蛋白 P12X3C 的Western-blotting检测 

M:蛋白分子质量标准; 

1:未转基因植株；2-5:转基因植株 

Fig 4-7 Western-blotting analysis of  target protein 

M:Protein Molecular Weight Marker; 

1:Proteins of Non-transformed plants; 

2-5:Proteins of transformed plants 

图 4-6 结构蛋白 VP1 的Western-blotting检测 

M:蛋白分子质量标准; 

1:未转基因植株；2-8:转基因植株 

Fig 4-6 Western-blotting analysis of target protein 

M. Protein Molecular Weight Marker; 

1:Proteins of Non-transformed plants; 

2-8:Proteins of transformed plants 
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第五章 口蹄疫病毒 VP1基因在转基因拟南芥种子中的表达及
活性检测 

一个世纪以来，许多国家为了预防和控制口蹄疫的发生和流行，对 FMD 疫苗的研究一直没

有间断过。从弱毒疫苗到灭活疫苗，从实验动物疫苗到组织、细胞培养疫苗，通过传统方法生产

的疫苗虽然在一定程度上控制了 FMD 的流行，但由于其具有热不稳定性、成本高以及生产和使

用中的安全隐患等缺点限制了疫苗的推广。现在，随着 DNA重组技术和 FMDV分子生物学的飞

速发展，基因工程亚单位疫苗、合成肽疫苗、活载体疫苗、核酸疫苗的研究相继出现，上述几种

新型 FMD 疫苗中，植物反应器生产的可饲化疫苗不仅克服了灭活疫苗存在的弊端，而且具有生

产成本低、贮存和运输不需要特殊的冷链系统以及使用方便等优点，成为目前新型疫苗研究的热

点(Schuyler et al,2002; Lutwick et al,2000; Lauterslager et al,2002)，但欲要有新的突破，首先应该考

虑如何提高表达量，优化基因表达的策略之一是利用植物种子或特异组织中积累从而提高目的蛋

白的表达量。 

目前在核表达系统中，主要采用花椰菜花叶病毒(CaMV)35S组成型表达启动子，它具有多种

顺式作用元件，这类启动子表达具持续性，RNA和蛋白质表达量相对恒定，不表现时空特异性，

也不受外界因素诱导，在组成型启动子的调控下，不同组织器官和发育阶段的基因表达没有明显

差异，但表达水平低，而且由于植物组成型启动子引导目的基因在植物的各组织中均有表达，这

会消耗植物内源的物质和能量，可能会给植物的正常生长带来一些不利的影响。组织特异性启动

子也称为器官特异性启动子，在这些启动子调控下，基因的表达往往只发生在某些特定的器官或

组织部位，目前已发现这类启动子中一般同时存在几种控制组织特异性表达的元件，其表达特异

性由这些元件的种类、数目及相对位置等共同决定。利用组织特异性启动子调控基因表达，不仅

可提高目的基因在这些部位的表达量，将生物能耗降到最低，而且有利于表达产物的分离（Van 

Rooijen,1995）。笔者在本试验用种子特异性启动子 7S 替换了植物组成型表达载体 pBin438 中的

花椰菜花叶病毒 35S 组成型启动子，构建了 FMDV 结构蛋白 VP1 的种子特异性表达载体

p7SBin438/VP1，在根癌农杆菌菌种 GV3101 的介导下，通过浸花法转化拟南芥（Clough et 

al,1998;Ye et al,1999），转基因拟南芥通过 Kan 抗性筛选后，进一步进行了基因组 PCR 鉴定和

Western Blotting杂交的鉴定，分子检测表明，FMDV结构蛋白 VP1编码基因已整合进拟南芥基

因组并获得表达。本试验利用模式植物拟南芥探索了该载体在植物转化上的应用潜能，为进一步

将 FMDV免疫基因向豆科植物中的转化提供依据。 

5.1 材料与方法 

5.1.1 质粒和菌株 

含 FMDVO/China/99分离株 VP1基因的植物表达Mini-Ti质粒 pBin438/VP1的构建见第二章。

根癌农杆菌 GV3101、辅助质粒 pRK2013由中国农业科学院作物所馈赠，含种子特异性启动子 7S
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的质粒 pUC19/7S由中国科学院微生物所馈赠。 

5.1.2 试剂及植物材料 

工具酶为 Promega公司产品。限制性内切酶 BamHⅠ、SalⅠ、HindⅢ，DL2000 Marker购自

大连宝生物有限公司。100bp DNA Ladder Marker购自上海生工生物工程有限公司。口蹄疫病毒

阳性牛血清由本所马军武副研究员提供，CTAB、碱性磷酸酶（AP）标记的兔抗牛 IgG为 Sigma

公司产品，PAGE电泳试剂、NC膜及 NBT/BCIP均为 AMERSCO和 Sigma产品。植物材料野生

型拟南芥 Columbia 生态型由中国科学院寒区旱区环境与工程研究所植物基因工程实验室安黎哲

研究员馈赠。 

5.1.3 引物的设计与合成 

根据已构建的植物组成型表达 Mini-Ti 质粒 pBin438/VP1 的限制性酶切位点及种子特异性启

动子的核苷酸序列，设计一对扩增种子特异性启动子 7S 的引物：7S5（上游）、7S3（下游），上

游引物中引入一个 HindⅢ的酶切位点，下游引物中引入一个 BamHⅠ的酶切位点。引物由大连宝

生物工程大连有限公司。 

5.1.4 种子特异性表达Mini-Ti质粒 p7SBin438/VP1的构建 

种子特异性表达载体 p7SBin438/VP1的构建策略见图 5-1。 

提取质粒 pUC18/7S，以 7S5 和 7S3 为引物，扩增种子特异性启动子 7S 片段，扩增产物经

HindⅢ、BamHⅠ双酶切后与经同样双酶切回收的 pBin438/VP1 载体大片段连接，转化感受态菌

株 JM109。对转化子进行酶切和 PCR鉴定，阳性克隆命名为 p7SBin438/VP1。将筛选出的阳性质

粒送宝大连宝生物工程有限公司进行自动化测序，测序结果用 DNAstar软件分析。酶切、连接、

转化等操作参见第二章。 

5.1.5 FMDV种子特异性双元表达载体的构建 

采用三亲交配法将测序正确的Mini-Ti质粒 p7SBin438/VP1、辅助质粒 pRK2013和根癌农杆

菌 GV3101融合，在 YEB培养基(Kan100mg/L，Str25mg/L，Rif50mg/L)上，28℃培养筛选并检测

目的基因。具体操作详见 2.1.4.8。 

5.1.6 浸花法(Floral dip)转化拟南芥 

在直径 l0cm的小花盆中装上营养土，然后用改良 Hoagland培养液将营养土浇透，将拟南芥

种子播入小花盆，播种前种子加少量水置于 4℃纯化 2~3d，播好的种子放入 20±2℃、连续光照

的气候室培养，待拟南芥开始抽苔之后，切掉主苔，待侧枝伸出 2~10cm时，顶端有较多未开放

的花苞时进行转化，选择最佳转化时机非常重要。 

在真空渗入前 2d，挑取含 p7SBin438/VP1 的 GV3101 农杆菌单菌落于 5mL 的 YEB 培养基
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(Kan100mg/L，Str25mg/L，Rif50mg/L)中，28℃、250rpm 培养约 2d 后，以 1:100 比例转接到

500m1YEB培养基中，摇培至 OD600约 0.8左右，5 000rpm离心 15min，将离心所得菌体重悬于

渗透介质(1/2MS盐，1倍的 B5维生素，蔗糖 50g/L，MES 0.5g/L，0.044µM 6-BA，200µ1/L Silwet 

L-77，用 KOH调 pH5.7)中，将菌液倒入小烧杯，稀释至 OD600约 0.8左右，将待转化的拟南芥连

同花盆倒浸于渗透介质中，浸泡 3~5min 后，将处理好的拟南芥用高且干净的保鲜膜包起，保持

湿度，黑暗中放置，第二天去掉保鲜膜，放在温室中，并给拟南芥充足水分，营养，继续培养至

种荚开始变黄，大约 4周后，给拟南芥套上信封并放倒，放置一星期左右，将植株上半部分剪下，

放在信封里，待种子彻底干燥后，收种子保存在装有硅胶的 EP管里，待筛选。 

5.1.7 转基因拟南芥 T0代种子的抗性筛选 

将种子在灭菌水里浸泡 30min，倒掉无菌水，加入 70%乙醇放置 30s，倒掉乙醇，无菌水洗

两次，加入 l0%次氯酸钠振荡消毒 l0min后，用无菌水洗 5~6次，将种子重悬于少量无菌水中，4

℃春化 2d后，用 lmL移液器吸取水溶液中的种子，均匀播种于MS培养基上（Kan50mg/L），转

入 20±2℃、连续光照的气候室培养。 

5.1.8 转基因拟南芥的 PCR检测 

取卡那抗性筛选的转基因拟南芥叶片 50mg于液氮中研磨成粉末，用 CTAB法提取总 DNA，

适当稀释后作模板，以 VPR1和 VPR2为引物，按 2.1.4.2方法进行 PCR扩增，同时以未转基因

的叶片作阴性对照。植物基因组 DNA的提取方法及 PCR扩增方法详见第三章和第二章。 

5.1.9 转基因拟南芥Western-blotting检测 

分别提取 50mg PCR阳性转基因拟南芥叶片和荚的总蛋白，液氮研磨，加 150µL蛋白抽提缓

冲液（50mmol/L Tris-CL，pH7.5，10mmol/L EDTA，100mmol/L NaCL，0.5%Triton X-100，14mmol/L

巯基乙醇，1mmol/L PMSF），混匀，4℃，12 000 rpm离心 20min，加入等体积的上样缓冲液，煮

沸 5min，12%SDS-PAGE电泳后，电转移至 NC膜上，封闭、漂洗，用口蹄疫阳性牛血清（1:12 

000稀释）37℃孵育 2h，漂洗后以碱性磷酸酶（AP）标记的兔抗牛 IgG(1:15 000稀释)37℃孵育

1h，膜漂洗后，闭光条件下加入显色液 NBT/BCIP，至条带清晰后，将膜放入蒸馏水中漂洗，终

止显色反应。 

5.2 结果 

5.2.1 种子特异性表达Mini-Ti质粒 p7SBin438/VP1的构建 

种子特异性表达载体的构建流程策略 5-1。 
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HindⅢ/BamHⅠ HindⅢ/BamHⅠ

T4 DNA ligase 

图 5-1 种子特异性表达载体 p7SBin438/VP1构建策略 

Fig 5-1 The construction of plant seed-specific  

expression vector p7SBin438/VP1 

7S
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在含卡那霉素的 LB平板上挑斑克隆后，经碱裂解法提质粒，将Mini-Ti质粒 p7SBin438/VP1

用 BamHⅠ、SalⅠ双酶切检测插入片段的大小，结果可切出一条 650bp的片段，经 HindⅢ、BamH

Ⅰ双酶切后，可切出一条 530bp的片段，以酶切正确的质粒为模板，以(VPR1/VPR2)和(7S5/7S3)

为引物进行 PCR扩增，分别能扩增出一条约 650bp、530bp的片段，大小与预计的片段相符，说

明包含 VP1基因的种子特异性表达Mini-Ti质粒 p7SBin438/VP1已构建成功（图 5-2）。测序结果

表明：FMDV VP1基因已正确克隆到植物表达质粒载体上，与亲本毒株 O/China/99株的相应编码

序列完全一致，同源性为 100%。 

5.2.2 植物种子特异性双元表达载体的构建 

按照农杆菌质粒提取方法提取质粒 DNA，以(VPR1/VPR2)和(7S5/7S3)为引物进行 PCR扩增，

分别能扩增出一条约 650bp、530bp 的片段，大小与预计的片段相符（图 5-3），说明种子特异性

表达载体 p7SBin438/VP1已转移进农杆菌 GV3101，将结果为阳性的农杆菌菌落扩繁保种，以备

转化植物所用，FMDV VP1基因的种子特异性双元表达载体 p7SBin438/VP1构建成功。 
 

 

           

图 5-2质粒 p7SBin438/VP1的酶切及 PCR鉴定 

M1.M2:DNA marker; 1:VP1扩增产物; 2:7S扩增产物; 

3:BamHⅠ/SalⅠ双酶切; 4:HindⅢ/BamHⅠ双酶切; 

5:质粒 p7SBin438/VP1; 6:阴性对照 

Fig 5-2 Identification of p7SBin438/VP1 by enzyme digestion 

and PCR 

M1:100bp DNA Ladder Plus;M2:Low Range Ⅱ Marker;  

1:PCR products of VP1;  2:PCR products of 7S; 

3:p7SBin438/VP1 digested with BamHI/SalI; 

4:p7SBin438/VP1 digested with HindIII/BamHI; 

5:Recombinant Plasmid p7SBin438; 6:Negative control 

图 5-3  双元表达载体的 PCR鉴定 

M:DNA marker;1:阴性对照;2:农杆菌质粒; 

3:7S PCR扩增;4:VP1 PCR 扩增 

Fig 5-3 Identification of Agrobacterium 

Tumefaciens binary plasmid by PCR 

M:DL 2000 Marker;1:Negative control; 

2:Agrobacterium Tumefaciens plasmid; 

3:PCR products of 7S(0.65Kb); 

4:PCR products of VP1(0.53Kb) 
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5.2.3 拟南芥 T0代种子的收获和抗性筛选 

待拟南芥植株生长成熟后，收获其种荚中的种子，按前述的方法进行消毒后，播种于含卡那

霉素 50mg/L的 1/2MS培养基上筛选抗性转化幼苗，大多数幼苗在抗性筛选两周后开始发黄变白，

然后逐渐死亡，抗 Kan的转化幼苗则逐渐长大，生根迅速，而非转化植株则不能生根并开始枯黄

（图 5-4），对照生长良好（5-5）。待抗 Kan 幼苗长出 4~8片莲座叶后移栽到 Hoagland营养液浸

透的营养土里继续培养（图 5-6，图 5-7）。 

5.2.4 转基因拟南芥的 PCR检测 

提取抗 Kan的拟南芥幼苗叶片基因组 DNA，用引物 VPR1/VPR2进行转基因拟南芥目的基因

的检测，图 5-8为 PCR检测结果，在获得的 16株卡那霉素抗性转基因植株中，有 10株可扩增出

VP1基因，阳性率为 62%。由此初步证明种子特异性质粒 p7SBin438/VP1的 T-DNA已从农杆菌

中转入拟南芥基因组中。 

5.2.5 转基因拟南芥的Western-blotting分析 

分别提取转基因拟南芥和未转基因拟南芥的叶片和荚的总蛋白进行Western Blotting检测，结

果如图 5-9所示，有两株转基因拟南芥的荚样品在相应的位置上出现了一条浅带，而对应的叶片

蛋白提取液和未转基因拟南芥的荚在相应位置上没有出现特异性免疫条带，说明种子特异性启动

子 7S引导 VP1基因在转基因拟南芥的荚中得到了高效表达。 

 

 

 

 

 

 

 

图 5-9 Western-blotting检测 

M:蛋白分子质量标准;1:未转基因植株; 

2-3:转基因植株叶片;4-5:转基因植株结的荚 

Fig 5-9 Western-blotting analysis of  target proteins 

M.:Protein Molecular Weight Marker; 

1:Non-transgenic plants;2-3:Leaves of transgenic 

plants;4-5:Pods of transformed plants 

图 5-8 转基因拟南芥的 PCR鉴定 

M: DNA Marker;1-4:转基因植株;5:未转基因植株 

Fig 5-8 Identification of transgenic Arabidopsis 

thaliana by PCR. 

M:100bp Ladder Plus Marker; 

1-4:Transformed plants; 

5:Non-transformed plants 
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5.3 讨论 

自 1985年 Horsch等人首创农杆菌叶盘法转化成功后，应用于基因转化的外植物体种类迅速

增加，作为一种重要的模式植物，拟南芥同时也是一种优良的转化材料(Elke et al,1992; Huang et 

al,1992; Shahla et al,1987;陈璋,1994)。拟南芥植株个体小，种子量大，生长周期短，基因组小且

已全部测定，便于研究(孟金陵,1995;樊妙姬,1992)。拟南芥的浸花法(Floral-dip)主要是刚露白的

花作为农杆菌浸染的感受态细胞，通过表面活性剂 Silwet L-77和蔗糖的高渗作用使农杆菌浸染植

物组织(Clough et al,1998; Kenneth et al,1987)，该法不需要外植体离体再生系统即可获得转化体种

子，避免了烦琐的组织培养过程，而是直接以整株植株为对象，为组织培养困难的植物开辟了一

条新的转化途径。在本实验中，我们用这种方法转化拟南芥得到了转化株，分子检测证明：FMDV

结构蛋白 VP1在拟南芥的荚中得到了表达。 

外源基因表达量不足往往是导致转基因疫苗效果不理想的主要原因，现在用于提高外源蛋白

在转基因植物中的表达量的方法主要有三种：优化外源基因的启动子，修饰转译序列以及使用信

号肽。在植物基因工程中大都使用组成型启动子，对许多双子叶植株的转化，通常使用花椰菜花

叶病毒(CaMV)35S启动子或胭脂氨酸合成酶 nos启动子，在单子叶植物转化中最常用水稻肌动蛋

白 Act启动子、玉米泛素 Ubi启动子和 35S启动子。这类启动子均为高效组成型表达启动子，在

其控制下，外源基因在转基因植物中的表达可维持一个恒定的水平。然而用于生产疫苗抗原的植

物往往要求其在特定时期，特异组织或器官中表达目的蛋白，因此有必要使用组织特异型表达启

动子或诱导型启动子。目前 Richter等使用组织特异型表达启动子 Patatin启动子在马铃薯块茎组

织中成功地表达了乙肝表面抗原和诺沃克病毒衣壳蛋白(Richter et al,2000)。其他一些植物组织特

异性启动子有：番茄果实成熟特异性表达的多聚半乳糖醛酸酶启动子、花粉特异表达启动子、大

豆种子特异性启动子等。农作物的种子胚部分含有丰富的可溶性蛋白，重组蛋白表达量较高，并

且能够长期保存，并且种子蛋白比较容易分离纯化，有利于浓缩重组抗原蛋白，是非常理想的重

组蛋白的生产载体，已有关于将外源基因在植物种子中表达生产重组蛋白的报道(Mason et al,1996;

陈章良,1993)。因此本试验用种子特异性启动子 7S替换了花椰菜花叶病毒 35S组成型启动子，构

建了包含 FMDV VP1基因的种子特异性表达载体 p7SBin438/VP1，利用模式植物拟南芥研究了该

载体在植物转化上的应用，获得了在荚中高效表达结构蛋白 VP1的转基因拟南芥植株，表明 VP1

基因在 7S 启动子的引导下能在转基因植物的荚和种子中高效表达，为进一步将 FMDV免疫基因

向豆科植物中的转化奠定了良好基础。 
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图 5-5 未转基因拟南芥种子在无卡那霉素培养

基上 

Fig.5-5 Non-transgenic plant seeds on MS without 

Kanamycin 

图 5-6 转基因拟南芥T0代种子在卡那霉素培养基

上 

Fig 5-6 Transgenic plant seeds on MS containing 

Kanamycin 

图 5-7 移栽到土壤的转基因拟南芥 

Fig 5-7 Transgenic Arabidopsis thaliana 

transplanted in soil 

图 5-8 转基因拟南芥生长正常 

Fig 5-8 Transgenic Arabidopsis thaliana is 

growing normally 
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第六章 转基因番茄的动物免疫试验 

尽管目前在可饲(食)用转基因疫苗的开发过程中还有许多不肯定因素和技术困难，但是这项

研究的前景仍然是光明的。Mason等用表达 Norwalk病毒核衣壳蛋白的转基因马铃薯喂饲小鼠或

将初步提纯的植物来源的抗原导入鼠胃后，均可在实验动物中检测到特异性 IgG和 IgA，这一结

果与用从昆虫细胞表达系统中提取的 VLP 的动物实验结果相似，表明以上两种来源的病毒颗粒

有相同的抗原性(Mason et al,1996)。Arakawa等在马铃薯中表达了霍乱毒素 B亚单位(CT-B)，用

这种转基因马铃薯喂饲小鼠产生的免疫血清，可以中和霍乱肠毒素对 Vero 细胞的致病作用，动

物实验结果显示，喂饲含 CT-B 马铃薯的小鼠，在用霍乱肠毒素攻击后，60%的小鼠小肠积液减

少(Arakawa et al,1998)。1994年，Mason等将 HBsAg基因转进番茄中，生产出世界上首例植物来

源的可食用乙肝疫苗(Mason et al,1994)，经过研究人员十余年的努力，己经有多种用于人类或动

物疫苗的蛋白在植物中成功表达，转基因疫苗免疫动物后也产生了理想的免疫应答和攻毒保护效

果。近几年国内外利用转基因植物表达口蹄疫病毒 VP1抗原蛋白的研究也有报道，阿根廷的一个

研究小组利用植物表达系统生产的 VP1蛋白免疫小鼠后，能够诱导小鼠产生特异性抗体，并使其

得到有效的免疫保护(Carrillo et al,1998;Wigdoroviz et al,1999;Dus Santos et al,2005)，中国农业科学

院生物技术研究所叶绿体遗传工程室与兰州兽医研究所合作将口蹄疫病毒 VP1 基因导入烟草和

衣藻叶绿体中，并获得表达(Sun et al,2003)。虽然转基因疫苗在对小鼠的免疫试验中取得了可喜

的进展，但目前还未看到口蹄疫转基因疫苗对豚鼠或本动物的免疫效果的报道，本试验将第四章

筛选出的阳性转基因番茄免疫豚鼠，通过间接 ELISA法检测豚鼠特异性中和抗体的动态变化，以

及豚鼠抗强毒攻击的保护力，初步探索了口蹄疫转基因疫苗对实验动物的免疫效果，为进一步研

究口蹄疫可饲疫苗提供有力的实验依据和支持。 

6.1 材料和方法 

6.1.1 植物材料和实验动物 

pBin438/VP1 转基因番茄株系 GBS-1、GBS-3，pBin438/P12X3C 转基因番茄株系 GBL-1、

GBL-2，转空载体的番茄植株及非转基因番茄植株作为阴性对照。 

健康豚鼠(300~500g)由本所实验动物养殖场提供。 

6.1.2 主要试剂 

弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂为 Sigma公司产品。包被抗原、辣根过氧化物酶（HRP）标

记的兔抗豚鼠 IgG、OPD、双氧水等试剂为 ELISA诊断试剂盒所配备。 
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6.1.3 疫苗的制备及免疫剂量 

1) 取 0.5g转基因或非转基因番茄叶片于液氮中研磨，以 1:4(W/V)加入 PBST(pH7.4)混匀； 

2) 12 000rpm，4℃离心 20min，取上清液与佐剂按 1:1混匀乳化(首免用弗氏完全佐剂乳化，

加强免疫用弗氏不完全佐剂乳化)； 

3) 首免每只豚鼠注射 0.4ml(相当于每只 50mg叶鲜重)，加强免疫时每只豚鼠注射 0.8ml(相

当于每只 100mg叶鲜重)。 

上述疫苗制备参考 Carrillo、Dus Santos等(Carrillo et al,2001;Dus Santos et al,2005)方法。 

6.1.4 实验动物免疫 

将豚鼠随机分为六组(5只/组)，将乳化好的疫苗接种于豚鼠的股内侧，分别于 0d、15d、30d

各免疫一次,各组注射试剂及剂量见表 6-1。 

表 6-1  实验动物分组 

Table 6-1 Grouping of guinea pigs 

组别 注射试剂 第一次免疫剂量(FW) 加强免疫剂量(FW) 

A GBS－1株 0.4ml(50mgFW) 0.8ml(100mgFW) 

B GBS－3株 0.4ml(50mgFW) 0.8ml(100mgFW) 

C GBL－1株 0.4ml(50mgFW) 0.8ml(100mgFW) 

D GBL－2株 0.4ml(50mgFW) 0.8ml(100mgFW) 

E pBin438 0.4ml(50mgFW) 0.8ml(100mgFW) 

F 未转基因番茄对照 0.4ml(50mgFW) 0.8ml(100mgFW) 
注：FW：叶鲜重，A、B组为 pBin438/ VP1 转基因番茄，C、D组为 pBin438/ P12X3C转基因番茄，E组为转空载体 pBin438的

番茄，F组为未转基因番茄。 

6.1.5 抗体的监测 

6.1.5.1采血：在免疫前、首免后的第 10d，二免后的第 10d，三免后的第 10d、21d、28d对免疫

豚鼠心脏采血。 

6.1.5.2 FMDV特异性抗体的检测 

以间接 ELISA法测定血清抗体的 OD值。于 96孔酶标板上以 BEI灭活的 O型 FMDV细胞

毒为包被抗原(1:8稀释)，被检豚鼠血清为一抗，过氧化物酶标记的兔抗豚鼠 IgG(1:1 000)为二抗，

于λ492nm处测定每孔的 OD值。 

6.1.6 攻毒试验 

于第三次免疫后第 28天攻毒。豚鼠后跖部皮内穿刺攻毒，每只豚鼠接种 100ID50/0.2mL的 O
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型 FMDV China99株强毒，连续观察 7d。以病变出现的的严重程度作为保护效果的判定：完全保

护为不出现任何病变；部分保护为病变仅发生于攻毒接种的单只脚；不保护为两只及以上脚均出

现病变。保护率(%)=完全保护的豚鼠数/每组豚鼠总数×100。 

6.2 结果 

6.2.1 豚鼠体内 FMDV特异性抗体的动态变化 

每组随机采血 3只，将豚鼠血清 1:4稀释，间接 ELISA测定结果的 OD值如下表 6-2，并将

抗体水平的动态变化用曲线图表示(图 6-1)。 

表 6-2  间接 ELISA检测豚鼠血清 FMDV特异性抗体( X
＿

±SD) 
Table 6-2 Detection of anti-FMDV specific antibodies in the sera from the immunized guinea pigs by indirect ELISA 

组别 A组 B组 C组 D组 E组 F组 

免疫前 0.1842±0.001 0.1510±0.024 0.1253±0.006 0.1725±0.016 0.1415±0.023 0.1605±0.045

首免后十天 0.2214±0.002 0.1625±0.032 0.1800±0.028 0.1548±0.035 0.0960±0.043 0.1130±0.027

二免后十天 0.7170±0.114 0.4428±0.067 0.2136±0.004 0.7256±0.262 0.2060±0.088 0.2360±0.074

三免后十天 0.3820±0.067 0.4857±0.136 0.3844±0.145 0.4284±0.083 0.1765±0.036 0.1584±0.048

三免后 

二十一天 

0.5110±0.245 0.6582±0.283 0.4423±0.038 0.9260±0.254 0.1834±0.084 0.2030±0.001

三免后 

二十八天 

0.4263±0.138 0.4950±0.143 0.3382±0.068 0.6240±0.264 0.2146±0.037 0.1945±0.025

本试验用转基因番茄叶片蛋白提取液免疫健康豚鼠，每 15 天 1 次，共 3 次，同时设空载体

及非转基因番茄叶片为阴性对照组。在 0d，首免后 10d，二免后 10d，三免后 10d、21d、28d各

采血一次，用间接 ELISA检测所取血清的特异性抗体效价。结果表明，转基因番茄叶片提取液对

豚鼠首免后 10天未能用间接 ELISA方法检测出特异性抗体；二免后 10天，除 C组外，A组、B

组、D组豚鼠抗 FMD特异性抗体水平明显提高；三免后 10天，B组特异性抗体没有明显变化，

C组抗体缓慢上长，A组、D组抗体水平有所下降，三免后 21天，A组豚鼠的抗体水平虽然逐渐

攀升，但与二免后的抗体水平相比其峰值较低，B组、C组、D组豚鼠抗体水平较二免后有进一

步提高，尤其是 D组豚鼠的抗体水平提高显著。 

6.2.2 转基因疫苗免疫豚鼠的抗体滴度 

将二免、三免后的豚鼠血清从 1:4开始以 2倍系列稀释，用间接 ELISA方法测定其抗体滴度

(表 6-3)，同时将抗体滴度用 log10倒数的对数表示(图 6-2)。 
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表 6-3 间接 ELISA 检测豚鼠血清 FMDV 特异性抗体 
Table 6-3 Anti-FMDV antibodies of guinea pigs tested with indirect ELISA 

组别 二免后 10d 三免后 10d 三免后 21d 

A组 1:16 

1:8 

1:8 

1:8 

<1:8 

<1:8 

1:16 

1:8 

<1:8 

B 组 1:8 

<1:8 

<1:8 

1:32 

1:16 

<1:8 

1:64 

1:32 

1:32 

C组 <1:4 

<1:4 

<1:4 

1:32 

<1:8 

<1:8 

1:64 

1:16 

<1:8 

D组 1:32 

1:16 

1:8 

1:16 

1:16 

<1:8 

1:128 

1:64 

1:32 

从表 6-3和图 6-2中可看出，三免后血清效价明显升高，pBin438/P12X3C转基因番茄免疫豚

鼠的血清效价比 pBin438/VP1转基因番茄免疫豚鼠的效价高，除Ａ组豚鼠外，Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组

豚鼠三免后 21d的抗体效价明显高于二免后的抗体效价，最高可达到 l:128。说明转基因番茄中

表达的抗原蛋白具有良好的免疫原性。 

6.2.3 攻毒试验 

表 6-4  免疫豚鼠保护率检测 
Table 6-4 Protection against FMDV challenge in guinea pigs 

 豚鼠编号 A组 B组 C组 D组 E组 F组 

保护效果 1号 完全保护 完全保护 完全保护 完全保护 不保护 不保护 

 2号 完全保护 完全保护 完全保护 完全保护 不保护 不保护 

 3号 部分保护 完全保护 完全保护 完全保护 不保护 不保护 

 4号 部分保护 完全保护 部分保护 完全保护 不保护 不保护 

 5号 部分保护 部分保护 部分保护 完全保护 不保护 不保护 

保护率  2/5 4/5 3/5 5/5 0/5 0/5 

表 6-4表明，转基因番茄免疫组的抗病毒能力远远大于非转基因番茄免疫组，尤其 D组，保

护率达 5/5，而空载体 pBin438和非转基因番茄免疫组豚鼠全部发病。 
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 图 6-2第三次免疫豚鼠后 21d的 ELISA抗体滴度 

Fig 6-2 Detection of antibody titers in guinea pigs twenty-one days after the 

third inoculation using ELISA 

图 6-1 豚鼠抗体水平动态变化折线图 

Fig 6-1 Curve of antibodies alternation in guinea pigs 
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6.3 讨论 

国外对 FMD 转基因疫苗的研究做了许多有益的探索，1999年，Wigdorovitzt等将口蹄疫病

毒 VP1 基因与烟草花叶病毒构建的重组表达载体转化烟草叶片，用含有重组 VP1 的叶片蛋白粗

提物免疫小鼠，可诱导产生 FMD特异性抗体，这种抗体不仅能与 VP1发生反应，而且也能与完

整的口蹄疫病毒颗粒反应，所有的免疫小鼠都抵抗了口蹄疫病毒强毒株的攻击，而未免疫或用空

载体转化的植株免疫的小鼠全部感染发病(Wigdorovitzt et al,1999)；该研究小组还将口蹄疫病毒

VP1结构蛋白基因转化苜蓿,也获得转基因植株，用转基因苜蓿的叶片浸提物腹腔注射小鼠，或用

新鲜叶片直接饲喂免疫，均可诱导产生特异性免疫应答，腹腔注射免疫的小鼠保护率达 77~80%，

饲喂免疫的小鼠保护率达 66~75%(Wigdorovitzt et al,1999;Carrillo et al,2001)，在 4株高表达的植

株中，VP1与 GUS融合基因在苜蓿中的表达量占总可溶性蛋白的 0.05~0.1%，免疫小鼠抗强毒攻

击的保护率达 100%( Dus Santos et al,2002)；2005年又将 FMDV全衣壳蛋白基因 P1与非结构蛋

白 2A、3C 连接，在转基因苜蓿得到表达，免疫小鼠抗强毒攻击的保护率达 100%，遗憾的是没

有病毒空衣壳的电镜结果(Dus Santos et al,2005)。 

由于 FMDV结构蛋白 P1上携带有刺激机体产生与完整病毒粒子相似的体液免疫和细胞免疫

的 T、B细胞表位，同时 2A蛋白酶和 3C蛋白酶对于 P1多聚蛋白形成 VP1、VP3和 VP0也是必

需的(Pablo de Felipe et al,2003;Claire et al,1999)，与结构蛋白 VP1相比，病毒全衣壳蛋白对于新型

疫苗而言是一个非常理想的选择，但由于结构蛋白 P1、非结构蛋白 2A、3C及部分 2B蛋白共编

码 1 006个氨基酸，在选题时考虑较大片段的基因转入植物基因组，可能会对此后的植物遗传转

化及表达产生影响。因此本研究构建了两种植物表达载体，FMDV 结构蛋白 VP1 植物表达载体

pBin438/VP1及全衣壳蛋白的表达载体 pBin438/P12X3C，转化番茄后，对转基因植株基因检测和

蛋白检测证实，VP1基因和 P12X3C基因能够整合进植物基因组并表达，同时动物免疫试验的结

果也说明，转基因番茄中表达的 VP1抗原蛋白和全衣壳蛋白具有良好的免疫原性，而且，后者免

疫豚鼠的抗体效价比前者的高，抗强毒攻击的免疫保护效果前者为 40%~80%，后者为 60%~100%。

这为今后的研究工作奠定了良好的基础，为下一步利用植物生物反应器生产廉价可饲（食）用疫

苗提供了一个技术平台。 

转基因疫苗免疫豚鼠的抗体水平检测结果显示，第一次免疫后 10天的血清用 ELISA检测不

到抗体，可能与试验中选用的佐剂有关，本试验中首免用弗氏完全佐剂乳化，加强免疫用弗氏不

完全佐剂，佐剂的使用使抗原蛋白缓慢释放，机体免疫系统产生的抗体水平不会迅速提高，因此，

抗体效价低，ELISA 检测结果为阴性。而第二次免疫后 10 天，A 组、D 组豚鼠血清抗体水平显

著提高并达到第一个高峰，B组抗体缓慢上升，C组仍然检测不到抗体。第三次免疫后 10天，A

组、D组抗体水平较二免有所下降，B组、C组抗体增高缓慢，推测原因可能是抗原蛋白被机体

产生的高水平抗体中和导致抗体滴度下降或增高缓慢；三免后 21 天，D 组抗体水平达到第二个

高峰，B组、C组逐渐攀升并达到一个高峰，而 A组抗体虽然缓慢上升，但最终没能达到二免后

的第一个高峰，造成这一结果的原因可能与抗原蛋白被机体产生的抗体中和后，抗原免疫剂量减

少有关，这一结果与核酸疫苗免疫豚鼠后的抗体变化结果相似(郭慧琛，2004)。另外，从免疫豚

鼠血清抗体动态变化的折线图中也说明一点，本试验的动物免疫程序不理想，免疫程序尚待优化，
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二免与三免的间隔时间太短，建议今后继续动物免疫试验时，第二次免疫后 28 天进行第三次免

疫。 

本试验中 pBin438/VP1转基因番茄与 pBin438/P12X3C转基因番茄都能诱导豚鼠产生 FMDV

特异性抗体，而且随着免疫次数的增加，免疫豚鼠的血清效价逐渐升高，这与 Streatfield(2001)

等报道的相似，肌肉注射时，免疫效力随免疫次数、免疫剂量的增加而加强。本试验中虽然结构

蛋白 VP1与 P12X3C全衣壳蛋白的转基因番茄都能诱导豚鼠产生 FMDV特异性抗体，但效价不

一样，前者第三次免疫后 21天血清效价最高可达 1:64，而后者第三次免疫后 21天血清效价最高

可达 1:128。本试验的 ELISA效价总体较低，这可能与免疫剂量低有关，因为本实验的最高免疫

剂量为 0.1g 番茄叶片，而 Mason (1998)，Lauterslager(2001)，Haq(1995)等报道的免疫剂量均为

5g，Gomez(1998)甚至每次用 40mg可溶性总蛋白进行免疫，因此，为了优化 FMD转基因疫苗的

免疫效果，需要从免疫剂量、免疫方式、免疫程序等多方面考虑以有效地诱导免疫保护。 

目前，转基因疫苗动物免疫实验的研究较多地集中在体液免疫方面，用 ELISA或微量中和试

验检测血清中和抗体，而对细胞免疫方面报道很少，但是，FMD 除体液免疫外，细胞免疫在抗

病毒感染中也起着重要的作用。本试验中，部分免疫豚鼠用 ELISA没有检测到中和抗体，或抗体

效价很低，但能够完全或部分抵抗强毒攻击，推测可能是细胞免疫发挥了作用。对于细胞免疫的

机制还有待今后深入研究。 

6.4 转基因疫苗的应用前景及未来研究的方向 

尽管 FMD VP1抗原蛋白在细菌、酵母、杆状病毒等表达系统中都得到成功表达，但纯化抗

原蛋白的成本十分昂贵，这就限制了基因重组亚单位疫苗的推广应用，而 FMD VP1抗原蛋白在

转基因拟南芥、苜蓿中成功表达，用转基因疫苗免疫 BalB/C 小鼠结果表明：在转基因植物中表

达的抗原蛋白可以刺激机体的系统免疫和黏膜免疫从而产生一定水平的保护性抗体，这为植物生

物反应器大规模廉价生产 FMD可饲用疫苗提供了一条可行的途径（Carrillo et al.1998;Wigdorovita 

et al.1999）。Arakawa(1998)和 Tacket(1998)认为，既使在转基因马铃薯中表达的大肠杆菌热敏肠毒

素 B亚单位(LT-B)蛋白的水平为总可溶性蛋白的 0.1%，也可以刺激小鼠产生特异性的保护性抗体

(Arakawa et al,1998; Tacket et al,1998)，如果我们能够进一步提高 FMDV抗原蛋白在转基因植物中

的表达水平，通过对转基因植物的基因表达、产物的免疫原性和临床评价的进一步研究，有可能

制成免疫效果更好的可饲（食）用疫苗，这一部分工作将在今后继续进行。本研究结果为 FMD

转基因疫苗的研究提供了实验数据，为研制廉价、使用方便、安全有效新型疫苗奠定了实验基础。 

FMDV 自然条件下的感染途径主要经动物呼吸道和消化道的黏膜进入机体(Donaldson et 

al,1987;Seller et al,1971)，因此对易感动物进行黏膜免疫保护是非常重要的。霍乱毒素B亚基（CT-B)

的五聚体结构能够与肠道上皮细胞膜GM1受体结合，以引发机体强大的黏膜免疫反应，因此CT-B

可作为优良的黏膜免疫佐剂与其它抗原蛋白联合使用(Langridge et al,1989; Mckenzie et al,1984)。

将 FMDV抗原基因与 CT-B基因同时构建到植物表达载体中，在转基因牧草中表达并定期喂饲动

物，将为植物反应器表达动物黏膜免疫疫苗提供一条新的思路和研究方向(Hohngren et al,1993; 

Lycke et al,1986; Hondred et al,1999;Sun et al,2003)。 



 

68 

第六章 转基因番茄的动物免疫试验中国农业科学院博士学位论文 

目前，如何提高抗原蛋白的表达量是转基因疫苗面临大规模产业化的一个关键因素，因此，

只有使植物系统表达外源蛋白的水平进一步提高，才能应用这种廉价的植物表达系统生产出可饲

（食）用疫苗。采用组织特异性启动子、以植物偏爱密码子合成抗原基因核苷酸序列等方式（Chong 

et al,1997; Czerkinsky et al,1989），可以有效提高外源蛋白的表达水平，同时表达出能够组装成病

毒空衣壳的病毒样颗粒(VLP)也是今后研究的方向。 
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第七章 结  论 

1. 成功构建了 O 型 FMDV China/99 株结构蛋白 VP1 基因的植物组成型双元表达载体

pBin438/VP1及结构蛋白 P1、非结构蛋白 2A、3C以及部分 2B基因的植物组成型双元表

达载体 pBin438/P12X3C，并证实组成型的启动子 35S能够引导目的基因在转基因番茄中

表达。 

2. 成功构建了 O型 FMDV结构蛋白 VP1基因的种子特异性双元表达载体 p7SBin438/VP1，

分子检测证实种子特异性启动子 7S能够引导 VP1基因在拟南芥的荚中表达。 

3. 对农杆菌转化系统进行了条件优化实验，使得番茄子叶的平均转化效率高达 18%，高于

目前国内外文献所报道的转化率 10%。 

4. 将双元表达载体 pBin438/VP1 及 pBin438/P12X3C 转化番茄，通过卡那霉素抗性筛选、

PCR、RT-PCR检测证实 VP1基因及 P12X3C基因能够整合到番茄基因组中，并且整合的

外源基因得到正确转录。 

5. ELISA检测和Western Blotting检测证实不仅 VP1基因能在番茄中表达，而且 P12X3C基

因也能够在番茄中表达，且表达蛋白能与 FMDV特异的抗血清发生微弱反应，证实利用

植物生物反应器表达抗原蛋白是可行的。 

6. 动物免疫试验的结果肯定了转基因番茄中表达的 VP1 抗原蛋白和 P12X3C全衣壳蛋白具

有良好的免疫原性，pBin438/P12X3C转基因番茄对豚鼠的免疫效果优于 pBin438/VP1转

基因番茄，另外本试验中动物免疫程序尚待优化。 

 

所建立的质粒构建方法、农杆菌转化法、拟南芥基因转化方法、转基因植株鉴定及动物免疫

试验为今后工作提供了可供参考的实验方法和经验，所构建的质粒和获得的转基因植株种子可作

为开展进一步研究工作的实验材料，为实验室的后续工作打下了坚实的基础。 
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附  录 

MS 培养基母液的配制（用时倍比稀释） 

100×大量元素母液 g/L 

NH4N03 82.5 

MgS04 18.5 

KN03 95g 

KH2P04 8.5g 

1000×微量元素母液 g/L 

MnS04.4H20 22.3 

ZnS04.7H20 8.6 

H3B03 6.2 

KI 0.83 

Na2Mo04.2H20 0.25 

COCl2.6H20 0.025 

CuSO4.5H20 0.025 

200×EDTA-Fe元素母液 g/L 

Na2EDTA 7.46 

FeS04.7H20 5.56 

100×钙元素母液 g/L 

CaC12 33.2 

100×维生素母液 g/L 

盐酸硫胺素 0.04 

盐酸毗哆辛 0.05 

肌醇 10g 

烟酸 0.05 

倍比稀释后，加入 3%蔗糖，固体培养基加琼脂粉 0.7%，PH5.8。 

CTAB 抽提液 

CTAB(十六烷基三甲基溴化铵) 2%(w/v) 

Tris.Cl,pH 8.0 100mmol/L 

NaCl 1.4mol/L 

于室温保存(可在几年内保持稳定) 
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拟南芥改良 Hoagland 培养液配方（用时倍比稀释） 

10×大量元素母液 g/2L 

NH4N03 1.06 

MgS047H20 9.82 

KN03 6.8 

KH2P04 1.2 

CaN034H20 17.84 

100×微量元素母液 g/L 

MgCl.6H20 11.15 

ZnS04.7H20 22 

H3B03 38 

MnSO4.H20 0.125 

CuSO4. 1 

100×EDTA-Fe元素母液 g/L 

Na2EDTA 3.73g 

FeS04.7H20 2.78g 
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目的基因VP1序列比较 

 

China/99/VP1  1   ----------ATGACCACCTCCACAGGTGAGTCGGCTGACCCCGTGACTGCCACTGTTGA 50   

                             M  T  T  S  T  G  E  S  A  D  P  V  T  A  T  V  E  

pBin438/VP1   1   GGATCCAACAATGACCACCTCCACAGGCGAGTCGGCTGACCCCGTGACTGCCACTGTTGA 60   

                  BamHⅠ Kozak M  T  T  S  T  G  E  S  A  D  P  V  T  A  T  V  E  

 

China/99/VP1  51  GAACTACGGTGGTGAGACACAGGTCCAGAGACGCCAACACACGGATGTCTCGTTCATATT 110  

                    N  Y  G  G  E  T  Q  V  Q  R  R  Q  H  T  D  V  S  F  I  L  

pBin438/VP1   61  GAACTACGGTGGTGAGACACAGGTCCAGAGACGCCAACACACGGATGTCTCGTTCATATT 120  

                    N  Y  G  G  E  T  Q  V  Q  R  R  Q  H  T  D  V  S  F  I  L  

 

China/99/VP1  111 AGACAGATTTGTGAAAGTAACACCAAAAGACCAAATTAATGTGTTGGACCTGATGCAAAC 170  

                    D  R  F  V  K  V  T  P  K  D  Q  I  N  V  L  D  L  M  Q  T  

pBin438/VP1   121 AGACAGATTTGTGAAAGTAACACCAAAAGACCAAATTAATGTGTTGGACCTGATGCAAAC 180  

                    D  R  F  V  K  V  T  P  K  D  Q  I  N  V  L  D  L  M  Q  T  

 

China/99/VP1  171 CCCTGCACACACTTTGGTAGGCGCGCTCCTCCGTACTGCCACCTACTACTTCGCAGATCT 230  

                    P  A  H  T  L  V  G  A  L  L  R  T  A  T  Y  Y  F  A  D  L  

pBin438/VP1   181 CCCTGCACACACTTTGGTAGGCGCGCTCCTCCGTACTGCCACCTACTACTTCGCAGATCT 240  

                    P  A  H  T  L  V  G  A  L  L  R  T  A  T  Y  Y  F  A  D  L  

 

China/99/VP1  231 AGAAGTGGCAGTGAAACACGAGGGGAACCTTACCTGGGTCCCGAATGGGGCGCCCGAGAC 290  

                    E  V  A  V  K  H  E  G  N  L  T  W  V  P  N  G  A  P  E  T  

pBin438/VP1   241 AGAAGTGGCAGTGAAACACGAGGGGAACCTTACCTGGGTCCCGAATGGGGCGCCCGAGAC 300  

                    E  V  A  V  K  H  E  G  N  L  T  W  V  P  N  G  A  P  E  T  

 

China/99/VP1  291 AGCGTTGGACAACACCACCAATCCAACGGCTTACCACAAGGCACCGCTCACCCGGCTTGC 350  

                    A  L  D  N  T  T  N  P  T  A  Y  H  K  A  P  L  T  R  L  A  

pBin438/VP1   301 AGCGTTGGACAACACCACCAATCCAACGGCTTACCACAAGGCACCGCTCACCCGGCTTGC 360  

                    A  L  D  N  T  T  N  P  T  A  Y  H  K  A  P  L  T  R  L  A  

 

China/99/VP1  351 ACTGCCTTACACGGCACCACACCGTGTCTTGGCTACTGTTTACAACGGGAACTGCAAGTA 410  

                    L  P  Y  T  A  P  H  R  V  L  A  T  V  Y  N  G  N  C  K  Y  

pBin438/VP1   361 ACTGCCTTACACGGCACCACACCGTGTCTTGGCTACTGTTTACAACGGGAACTGCAAGTA 420  

                    L  P  Y  T  A  P  H  R  V  L  A  T  V  Y  N  G  N  C  K  Y  

 

VP1
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China/99/VP1  411 TGGCGAGAGCCCCGTGACCAATGTGAGAGGTGACCTGCAAGTGTTGGCCCAGAAGGCGGC 470  

                    G  E  S  P  V  T  N  V  R  G  D  L  Q  V  L  A  Q  K  A  A  

pBin438/VP1   421 TGGCGAGAGCCCCGTGACCAATGTGAGAGGTGACCTGCAAGTGTTGGCCCAGAAGGCGGC 480  

                    G  E  S  P  V  T  N  V  R  G  D  L  Q  V  L  A  Q  K  A  A  

 

China/99/VP1  471 AAGAACGCTGCCTACCTCCTTCAATTACGGTGCCATCAAAGCCACTCGGGTGACTGAACT 530  

                    R  T  L  P  T  S  F  N  Y  G  A  I  K  A  T  R  V  T  E  L  

pBin438/VP1   481 AAGAACGCTGCCTACCTCCTTCAATTACGGTGCCATCAAAGCCACTCGGGTGACTGAACT 540  

                    R  T  L  P  T  S  F  N  Y  G  A  I  K  A  T  R  V  T  E  L  

 

China/99/VP1  531 GCTTTACCGCATGAAGAGGGCCGAAACATACTGCCCCCGGCCTCTTTTGGCTATTCACCC 590  

                    L  Y  R  M  K  R  A  E  T  Y  C  P  R  P  L  L  A  I  H  P  

pBin438/VP1   541 GCTTTACCGCATGAAGAGGGCCGAAACATACTGCCCCCGGCCTCTTTTGGCTATTCACCC 600  

                    L  Y  R  M  K  R  A  E  T  Y  C  P  R  P  L  L  A  I  H  P  

 

China/99/VP1  591 GAGCGAAGCTAGACACAAACAAAAGATTGTGGCGCCTGTGAAACAGCTTTTG-------- 642  

                    S  E  A  R  H  K  Q  K  I  V  A  P  V  K  Q  L  L          

pBin438/VP1   601 GAGCGAAGCTAGACACAAACAAAAGATTGTGGCGCCTGTGAAACAGCTCTTGTCAGAGAA 660  

                    S  E  A  R  H  K  Q  K  I  V  A  P  V  K  Q  L  L  S  E  K  

 

China/99/VP1  642 ---------------- 642  

                                  

pBin438/VP1   661 AGATGAGCTAGTCGAC 676  

                    D  E  L  SalⅠ 
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目的基因P12X3C序列比较 

 

China/99/P12X3C  1    ----------------------------ATGGGCGCCGGGCAATCCAGCCCGGCGACTGG 32    

                                                   M  G  A  G  Q  S  S  P  A  T  G  

pBin438/P12X3C   1    GGATCCAACAATGGTTCAGAAACGACTCAGAGGCGCCGGGCAATCCAGCCCGGCGACTGG 60    

                      BamHⅠ Kozak M  V  Q  K  R  L  R  G  A  G  Q  S  S  P  A  T  G  

 

China/99/P12X3C  33   GTCACAGAACCAGTCAGGCAACACTGGAAGCATTATCAACAATTACTACATGCAGCAGTA 92    

                        S  Q  N  Q  S  G  N  T  G  S  I  I  N  N  Y  Y  M  Q  Q  Y  

pBin438/P12X3C   61   GTCACAGAACCAGTCAGGCAACACTGGAAGCATTATCAACAATTACTACATGCAGCAGTA 120   

                        S  Q  N  Q  S  G  N  T  G  S  I  I  N  N  Y  Y  M  Q  Q  Y  

 

China/99/P12X3C  93   CCAGAACTCCATGGACACGCAACTTGGTGACAACGCTATTAGCGGAGGCTCCAACGAGGG 152   

                        Q  N  S  M  D  T  Q  L  G  D  N  A  I  S  G  G  S  N  E  G  

pBin438/P12X3C   121  CCAGAACTCCATGGACACGCAACTTGGTGACAACGCTATTAGCGGAGGCTCCAACGAGGG 180   

                        Q  N  S  M  D  T  Q  L  G  D  N  A  I  S  G  G  S  N  E  G  

 

China/99/P12X3C  153  GTCCACGGACACCACCTCCACCCACACAACCAACACTCAGAACAATGACTGGTTTTCAAA 212   

                        S  T  D  T  T  S  T  H  T  T  N  T  Q  N  N  D  W  F  S  K  

pBin438/P12X3C   181  GTCCACGGACACCACCTCCACCCACACAACCAACACTCAGAACAATGACTGGTTTTCAAA 240   

                        S  T  D  T  T  S  T  H  T  T  N  T  Q  N  N  D  W  F  S  K  

 

China/99/P12X3C  213  GCTGGCCAGTTCCGCTTTTAGCGGTCTTTTCGGCGCTCTTCTCGCCGACAAGAAAACCGA 272   

                        L  A  S  S  A  F  S  G  L  F  G  A  L  L  A  D  K  K  T  E  

pBin438/P12X3C   241  GCTGGCCAGTTCTGCTTTTAGCGGTCTTTTCGGCGCTCTTCTCGCCGACAAGAAAACCGA 300   

                        L  A  S  S  A  F  S  G  L  F  G  A  L  L  A  D  K  K  T  E  

 

China/99/P12X3C  273  GGAGACCACTCTTCTCGAGGACCGCATCCTCACTACCCGCAACGGACACACGACCTCGAC 332   

                        E  T  T  L  L  E  D  R  I  L  T  T  R  N  G  H  T  T  S  T  

pBin438/P12X3C   301  GGAGACCACTCTTCTCGAGGACCGCATCCTCACTACCCGCAACGGACACACGACCTCGAC 360   

                        E  T  T  L  L  E  D  R  I  L  T  T  R  N  G  H  T  T  S  T  

 

China/99/P12X3C  333  AACCCAGTCGAGCGTTGGAGTCACTTACGGGTACGCAACAGCTGAGGACTTTGTGAGCGG 392   

                        T  Q  S  S  V  G  V  T  Y  G  Y  A  T  A  E  D  F  V  S  G  

pBin438/P12X3C   361  AACCCAGTCGAGCGTTGGAGTCACTTACGGGTACGCAACAGCTGAGGACTTTGTGAGCGG 420   

                        T  Q  S  S  V  G  V  T  Y  G  Y  A  T  A  E  D  F  V  S  G  

 

P1 
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China/99/P12X3C  393  ACCAAACACATCTGGGCTTGAGACCAGGGTTGTGCAGGCAGAGCGGTTCTTCAAAACCCA 452   

                        P  N  T  S  G  L  E  T  R  V  V  Q  A  E  R  F  F  K  T  H  

pBin438/P12X3C   421  ACCAAACACATCTGGGCTTGAGACCAGGGTTGTGCAGGCAGAGCGGTTCTTCAAAACCCA 480   

                        P  N  T  S  G  L  E  T  R  V  V  Q  A  E  R  F  F  K  T  H  

 

China/99/P12X3C  453  CTTGTTCGACTGGGTCACCAGTGACCCGTTCGGACGGTNCTACCTGCTGGAACTCCCAAC 512   

                        L  F  D  W  V  T  S  D  P  F  G  R  X  Y  L  L  E  L  P  T  

pBin438/P12X3C   481  CTTGTTCGACTGGGTCACCAGTGACCCGTTCGGACGGTGCTACCTGCTGGAACTCCCAAC 540   

                        L  F  D  W  V  T  S  D  P  F  G  R  C  Y  L  L  E  L  P  T  

 

China/99/P12X3C  513  TGACCACAAAGGTGTCTACGGCAGCCTGACTGACTCTTATGCTTACATGAGAAACGGTTG 572   

                        D  H  K  G  V  Y  G  S  L  T  D  S  Y  A  Y  M  R  N  G  W  

pBin438/P12X3C   541  TGACCACAAAGGTGTCTACGGCAGCCTGACTGACTCTTATGCTCACATGAGAAACGGTTG 600   

                        D  H  K  G  V  Y  G  S  L  T  D  S  Y  A  H  M  R  N  G  W  

 

China/99/P12X3C  573  GGATGTTGAGGTCACTGCAGTGGGAAATCAGTTCAACGGAGGATGTCTGTTGGTGGCCAT 632   

                        D  V  E  V  T  A  V  G  N  Q  F  N  G  G  C  L  L  V  A  M  

pBin438/P12X3C   601  GGATGTTGAGGTCACTGCAGTGGGAAATCAGTTCAACGGAGGATGTCTGTTGGTGGCCAT 660   

                        D  V  E  V  T  A  V  G  N  Q  F  N  G  G  C  L  L  V  A  M  

 

China/99/P12X3C  633  GGTGCCAGAACTTTGCTCTATTGACAAGAGAGAGCTGTACCAGCTCACGCTCTTTCCCCA 692   

                        V  P  E  L  C  S  I  D  K  R  E  L  Y  Q  L  T  L  F  P  H  

pBin438/P12X3C   661  GGTGCCAGAACTTTGCTCTATTGACAAGAGAGAGCTGTACCAGCTCACGCTCTTTCCCCA 720   

                        V  P  E  L  C  S  I  D  K  R  E  L  Y  Q  L  T  L  F  P  H  

 

China/99/P12X3C  693  CCAGTTCATCAACCCCCGGACGAACATGACGGCGCACATCACTGTGCCCTTTGTTGGTGT 752   

                        Q  F  I  N  P  R  T  N  M  T  A  H  I  T  V  P  F  V  G  V  

pBin438/P12X3C   721  CCAGTTCATCAACCCCCGGACGAACATGACGGCGCACATCACTGTGCCCTTTGTTGGTGT 780   

                        Q  F  I  N  P  R  T  N  M  T  A  H  I  T  V  P  F  V  G  V  

 

China/99/P12X3C  753  CAACCGCTACGACCAGTACAAGGTACACAAACCTTGGACCCTCGTGGTTATGGTTGTGGC 812   

                        N  R  Y  D  Q  Y  K  V  H  K  P  W  T  L  V  V  M  V  V  A  

pBin438/P12X3C   781  CAACCGCTACGACCAGTACAAGGTACACAAACCTTGGACCCTCGTGGTTATGGTTGTGGC 840   

                        N  R  Y  D  Q  Y  K  V  H  K  P  W  T  L  V  V  M  V  V  A  

 

China/99/P12X3C  813  CCCGCTGACTGTCAACACCGAAGGTGCCCCACAGATCAAGGTCTATGCCAACATCGCCCC 872   

                        P  L  T  V  N  T  E  G  A  P  Q  I  K  V  Y  A  N  I  A  P  

pBin438/P12X3C   841  CCCGCTGACTGTCAACACCGAAGGTGCCCCACAGATCAAGGTCTATGCCAACATCGCCCC 900   

                        P  L  T  V  N  T  E  G  A  P  Q  I  K  V  Y  A  N  I  A  P  
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China/99/P12X3C  873  TACCAACGTGCACGTTGCGGGTGAGTTCCCTTCTAAGGAAGGGATCTTCCCCGTGGCATG 932   

                        T  N  V  H  V  A  G  E  F  P  S  K  E  G  I  F  P  V  A  C  

pBin438/P12X3C   901  TACCAACGTGCACGTTGCGGGTGAGTTCCCTTCTAAGGAAGGGATCTTCCCCGTGGCATG 960   

                        T  N  V  H  V  A  G  E  F  P  S  K  E  G  I  F  P  V  A  C  

 

China/99/P12X3C  933  TAGCGACGGTTACGGTGGTCTGGTGACCACTGACCCAAAGACGGCTGACCCCGCCTACGG 992   

                        S  D  G  Y  G  G  L  V  T  T  D  P  K  T  A  D  P  A  Y  G  

pBin438/P12X3C   961  TAGCGACGGTTACGGTGGTCTGGTGACCACTGACCCAAAGACGGCTGACCCCGCCTACGG 1020  

                        S  D  G  Y  G  G  L  V  T  T  D  P  K  T  A  D  P  A  Y  G  

 

China/99/P12X3C  993  GAAAGTGTTCAATCCACCTCGCAACATGTTGCCGGGGCGGTTCACCAACTTCCTTGATGT 1052  

                        K  V  F  N  P  P  R  N  M  L  P  G  R  F  T  N  F  L  D  V  

pBin438/P12X3C   1021 GAAAGTGTTCAATCCACCTCGCAACATGTTGCCGGGGCGGTTCACCAACTTCCTTGATGT 1080  

                        K  V  F  N  P  P  R  N  M  L  P  G  R  F  T  N  F  L  D  V  

 

China/99/P12X3C  1053 GGCTGAGGCGTGCCCTACGTTTCTGCACTTTGAGGGTGACGTGCCGTACGTGACCACAAA 1112  

                        A  E  A  C  P  T  F  L  H  F  E  G  D  V  P  Y  V  T  T  K  

pBin438/P12X3C   1081 GGCTGAGGCGTGCCCTACGTTTCTGCACTTTGAGGGTGACGTGCCGTACGTGACCACAAA 1140  

                        A  E  A  C  P  T  F  L  H  F  E  G  D  V  P  Y  V  T  T  K  

 

China/99/P12X3C  1113 GACGGACTCAGACAGGGTGCTCGCCCAGTTTGACTTGTCTCTGGCAGCAAAGCACATGTC 1172  

                        T  D  S  D  R  V  L  A  Q  F  D  L  S  L  A  A  K  H  M  S  

pBin438/P12X3C   1141 GGCGGACTCAGACAGGGTGCTCGCCCAGTTTGACTTGTCTCTGGCAGCAAAGCACATGTC 1200  

                        A  D  S  D  R  V  L  A  Q  F  D  L  S  L  A  A  K  H  M  S  

 

China/99/P12X3C  1173 AAACACCTTCCTGGCAGGTCTCGCCCAGTACTACACACAGTACAGCGGCACCATCAACCT 1232  

                        N  T  F  L  A  G  L  A  Q  Y  Y  T  Q  Y  S  G  T  I  N  L  

pBin438/P12X3C   1201 AAACACCTTCCTGGCAGGTCTCGCCCAGTACTACACACAGTACAGCGGCACCATCAACCT 1260  

                        N  T  F  L  A  G  L  A  Q  Y  Y  T  Q  Y  S  G  T  I  N  L  

 

China/99/P12X3C  1233 GCACTTCATGTTCACAGGACCCACTGACGCGAAAGCGCGTTACATGATTGCATACGCCCC 1292  

                        H  F  M  F  T  G  P  T  D  A  K  A  R  Y  M  I  A  Y  A  P  

pBin438/P12X3C   1261 GCACTTCATGTTCACAGGACCCACTGACGCGAAAGCGCGTTACATGATTGCATACGCCCC 1320  

                        H  F  M  F  T  G  P  T  D  A  K  A  R  Y  M  I  A  Y  A  P  

 

China/99/P12X3C  1293 CCCTGGCATGGAGCCGCCCAAAACACCTGAGGCGGCCGCTCACTGCATTCATGCGGAGTG 1352  

                        P  G  M  E  P  P  K  T  P  E  A  A  A  H  C  I  H  A  E  W  

pBin438/P12X3C   1321 CCCTGGCATGGAGCCGCCCAAAACACCTGAGGCGGCCGCTCACTGCATTCATGCGGAGTG 1380  

                        P  G  M  E  P  P  K  T  P  E  A  A  A  H  C  I  H  A  E  W  
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China/99/P12X3C  1353 GGACACAGGGTTGAATTCAAAATTCACATTTTCAATCCCTTACCTTTCGGCGGCTGATTA 1412  

                        D  T  G  L  N  S  K  F  T  F  S  I  P  Y  L  S  A  A  D  Y  

pBin438/P12X3C   1381 GGACACAGGGTTGAATTCAAAATTCACATTTTCAATCCCTTACCTTTCGGCGGCTGATTA 1440  

                        D  T  G  L  N  S  K  F  T  F  S  I  P  Y  L  S  A  A  D  Y  

 

China/99/P12X3C  1413 CGCGTACACCGCGTCTGACGCTGCGGAGACCACAAATGTACAGGGATGGGTCTGCCTGTT 1472  

                        A  Y  T  A  S  D  A  A  E  T  T  N  V  Q  G  W  V  C  L  F  

pBin438/P12X3C   1441 CGCGTACACCGCGTCTGACGCTGCGGAGACCACAAATGTACAGGGATGGGTCTGCCTGTT 1500  

                        A  Y  T  A  S  D  A  A  E  T  T  N  V  Q  G  W  V  C  L  F  

 

China/99/P12X3C  1473 TCAAATTACACACGGGAAGGCTGACGGCGACGCACTGGTCGTTCTAGCTAGCGCCGGTAA 1532  

                        Q  I  T  H  G  K  A  D  G  D  A  L  V  V  L  A  S  A  G  K  

pBin438/P12X3C   1501 TCAAATTACACACGGGAAGGCTGACGGCGACGCACTGGTCGTTCTAGCTAGCGCCGGTAA 1560  

                        Q  I  T  H  G  K  A  D  G  D  A  L  V  V  L  A  S  A  G  K  

 

China/99/P12X3C  1533 GGACTTTGAGCTGCGTCTGCCAGTTGACGCTCGCACGCAGACCACCTCCACAGGTGAGTC 1592  

                        D  F  E  L  R  L  P  V  D  A  R  T  Q  T  T  S  T  G  E  S  

pBin438/P12X3C   1561 GGACTTTGAGCTGCGTCTGCCAGTTGACGCTCGCACGCAGACCACCTCCACAGGTGAGCC 1620  

                        D  F  E  L  R  L  P  V  D  A  R  T  Q  T  T  S  T  G  E  P  

 

China/99/P12X3C  1593 GGCTGACCCCGTGACTGCCACTGTTGAGAACTACGGTGGTGAGACACAGGTCCAGAGACG 1652  

                        A  D  P  V  T  A  T  V  E  N  Y  G  G  E  T  Q  V  Q  R  R  

pBin438/P12X3C   1621 GGCTGACCCCGTGACTGCCACTGTTGAGAACTACGGTGGTGAGACACAGGTCCAGAGACG 1680  

                        A  D  P  V  T  A  T  V  E  N  Y  G  G  E  T  Q  V  Q  R  R  

 

China/99/P12X3C  1653 CCAACACACGGATGTCTCGTTCATATTAGACAGATTTGTGAAAGTAACACCAAAAGACCA 1712  

                        Q  H  T  D  V  S  F  I  L  D  R  F  V  K  V  T  P  K  D  Q  

pBin438/P12X3C   1681 CCAACACACGGATGTCTCGTTCATATTAGACAGATTTGTGAAAGTAACACCAAAAGACCA 1740  

                        Q  H  T  D  V  S  F  I  L  D  R  F  V  K  V  T  P  K  D  Q  

 

China/99/P12X3C  1713 AATTAATGTGTTGGACCTGATGCAAACCCCTGCACACACTTTGGTAGGCGCGCTCCTCCG 1772  

                        I  N  V  L  D  L  M  Q  T  P  A  H  T  L  V  G  A  L  L  R  

pBin438/P12X3C   1741 AATTAATGTGTTGGACCTGATGCAAACCCCTGCACACACTTTGGTAGGCGCGCTCCTCCG 1800  

                        I  N  V  L  D  L  M  Q  T  P  A  H  T  L  V  G  A  L  L  R  

 

China/99/P12X3C  1773 TACTGCCACCTACTACTTCGCAGATCTAGAAGTGGCAGTGAAACACGAGGGGAACCTTAC 1832  

                        T  A  T  Y  Y  F  A  D  L  E  V  A  V  K  H  E  G  N  L  T  

pBin438/P12X3C   1801 TACTGCCACCTACTACTTCGCAGATCTAGAAGTGGCAGTGAAACACGAGGGGAACCTTAC 1860  

                        T  A  T  Y  Y  F  A  D  L  E  V  A  V  K  H  E  G  N  L  T  
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China/99/P12X3C  1833 CTGGGTCCCGAATGGGGCGCCCGAGACAGCGTTGGACAACACCACCAATCCAACGGCTTA 1892  

                        W  V  P  N  G  A  P  E  T  A  L  D  N  T  T  N  P  T  A  Y  

pBin438/P12X3C   1861 CTGGGTCCCGAATGGGGCGCCCGAGACAGCGTTGGACAACACCACCAATCCAACGGCTTA 1920  

                        W  V  P  N  G  A  P  E  T  A  L  D  N  T  T  N  P  T  A  Y  

 

China/99/P12X3C  1893 CCACAAGGCACCGCTCACCCGGCTTGCACTGCCTTACACGGCACCACACCGTGTCTTGGC 1952  

                        H  K  A  P  L  T  R  L  A  L  P  Y  T  A  P  H  R  V  L  A  

pBin438/P12X3C   1921 CCACAAGGCACCGCTCACCCGGCTTGCACTGCCTTACACGGCACCACACCGTGTCTTGGC 1980  

                        H  K  A  P  L  T  R  L  A  L  P  Y  T  A  P  H  R  V  L  A  

 

China/99/P12X3C  1953 TACTGTTTACAACGGGAACTGCAAGTATGGCGAGAGCCCCGTGACCAATGTGAGAGGTGA 2012  

                        T  V  Y  N  G  N  C  K  Y  G  E  S  P  V  T  N  V  R  G  D  

pBin438/P12X3C   1981 TACTGTTTACAACGGGAACTGCAAGTATGGCGAGAGCCCCGTGACCAATGTGAGAGGTGA 2040  

                        T  V  Y  N  G  N  C  K  Y  G  E  S  P  V  T  N  V  R  G  D  

 

China/99/P12X3C  2013 CCTGCAAGTGTTGGCCCAGAAGGCGGCAAGAACGCTGCCTACCTCCTTCAATTACGGTGC 2072  

                        L  Q  V  L  A  Q  K  A  A  R  T  L  P  T  S  F  N  Y  G  A  

pBin438/P12X3C   2041 CCTGCAAGTGTTGGCCCAGAAGGCGGCAAGAACGCTGCCTACCTCCTTCAATTACGGTGC 2100  

                        L  Q  V  L  A  Q  K  A  A  R  T  L  P  T  S  F  N  Y  G  A  

 

China/99/P12X3C  2073 CATCAAAGCCACTCGGGTGACTGAACTGCTTTACCGCATGAAGAGGGCCGAAACATACTG 2132  

                        I  K  A  T  R  V  T  E  L  L  Y  R  M  K  R  A  E  T  Y  C  

pBin438/P12X3C   2101 CATCAAAGCCACTCGGGTGACTGAACTGCTTTACCGCATGAAGAGGGCCGAAACATACTG 2160  

                        I  K  A  T  R  V  T  E  L  L  Y  R  M  K  R  A  E  T  Y  C  

 

China/99/P12X3C  2133 CCCCCGGCCTCTTTTGGCTATTCACCCGAGCGAAGCTAGACACAAACAAAAGATTGTGGC 2192  

                        P  R  P  L  L  A  I  H  P  S  E  A  R  H  K  Q  K  I  V  A  

pBin438/P12X3C   2161 CCCCCGGCCTCTTTTGGCTATTCACCCGAGCGAAGCTAGACACAAACAAAAGATTGTGGC 2220  

                        P  R  P  L  L  A  I  H  P  S  E  A  R  H  K  Q  K  I  V  A  

 

China/99/P12X3C  2193 GCCTGTGAAACAGCTTTTGAACTTTGACCTGCTCAAGTTGGCAGGAGACGTCGAGTCCAA 2252  

                        P  V  K  Q  L  L  N  F  D  L  L  K  L  A  G  D  V  E  S  N  

pBin438/P12X3C   2221 GCCTGTGAAACAGCTTTTGAACTTTGACCTGCTCAAGTTGGCAGGAGACGTCGAGTCCAA 2280  

                        P  V  K  Q  L  L  N  F  D  L  L  K  L  A  G  D  V  E  S  N  

 

China/99/P12X3C  2253 CCCTGGGCCTTTCTTCTTCTCTGACGTCAGGTCAAATTTTTCCAAGTTGGTTGAAACCAT 2312  

                        P  G  P  F  F  F  S  D  V  R  S  N  F  S  K  L  V  E  T  I  

pBin438/P12X3C   2281 CCCTGGGCCTTTCTTCTTCTCTGACGTCAGGTCAAACTTTTCCAAGTTGGTTGAGACCAT 2340  

                        P  G  P  F  F  F  S  D  V  R  S  N  F  S  K  L  V  E  T  I  

2A 

2B 
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China/99/P12X3C  2313 CAACCAGATGCAGGAGGACATGTCAA---CAAGTGGTGCYCCCCCGACTGACTTGCAAAA 2369  

                        N  Q  M  Q  E  D  M  S     T  S  G  X  P  P  T  D  L  Q  K  

pBin438/P12X3C   2341 CAACCAGATGCAGGAGGACATGTCAATCACTAGTGGTGCTCCCCCGACTGACTTGCAAAA 2400  

                        N  Q  M  Q  E  D  M  S  I  SpeⅠ G  A  P  P  T  D  L  Q  K  

 

China/99/P12X3C  2370 GATGGTCATGGGTAACACCAAGCCTGTTGAGCTCATCCTCGACGGGAAGACGGTGGCCAT 2429  

                        M  V  M  G  N  T  K  P  V  E  L  I  L  D  G  K  T  V  A  I  

pBin438/P12X3C   2401 GATGGTCATGGGTAACACCAAGCCTGTTGAGCTCATCCTCGACGGGAAGACGGTGGCCAT 2460  

                        M  V  M  G  N  T  K  P  V  E  L  I  L  D  G  K  T  V  A  I  

 

China/99/P12X3C  2430 CTGCTGCGCCACCGGAGTGTTTGGTACTGCCTACCTTGTTCCTCGTCATCTTTTCGCAGA 2489  

                        C  C  A  T  G  V  F  G  T  A  Y  L  V  P  R  H  L  F  A  E  

pBin438/P12X3C   2461 CTGCTGCGCCACCGGAGTGTTTGGTACTGCCTACCTTGTTCCTCGTCATCTTTTCGCAGA 2520  

                        C  C  A  T  G  V  F  G  T  A  Y  L  V  P  R  H  L  F  A  E  

 

China/99/P12X3C  2490 GAAGTATGACAAGATCATGTTGGACGGCAGAGCCATGACAGACAGTGACTACAGAGTGTT 2549  

                        K  Y  D  K  I  M  L  D  G  R  A  M  T  D  S  D  Y  R  V  F  

pBin438/P12X3C   2521 GAAGTATGACAAGATCATGTTGGACGGCAGAGCCATGACAGACAGTGACTACAGAGTGTT 2580  

                        K  Y  D  K  I  M  L  D  G  R  A  M  T  D  S  D  Y  R  V  F  

 

China/99/P12X3C  2550 TGAGTTTGAGATTAAAGTGAAAGGACAGGACATGCTCTCAGACGCCGCGCTCATGGTGCT 2609  

                        E  F  E  I  K  V  K  G  Q  D  M  L  S  D  A  A  L  M  V  L  

pBin438/P12X3C   2581 TGAGTTTGAGATTAAAGTGAAAGGACAGGACATGCTCTCAGACGCCGCGCTCATGGTGCT 2640  

                        E  F  E  I  K  V  K  G  Q  D  M  L  S  D  A  A  L  M  V  L  

 

China/99/P12X3C  2610 TCACCGTGGGAATCGCGTGCGGGACATCACGAAGCACTTCCGTGATGTGGCAAGAATGAA 2669  

                        H  R  G  N  R  V  R  D  I  T  K  H  F  R  D  V  A  R  M  K  

pBin438/P12X3C   2641 TCACCGTGGGAATCGCGTGCGGGACATCACGAAGCACTTCCGTGATGTGGCAAGAATGAA 2700  

                        H  R  G  N  R  V  R  D  I  T  K  H  F  R  D  V  A  R  M  K  

 

China/99/P12X3C  2670 GAAAGGCACCCCCGTCGTCGGCGTGATCAACAACGCTGATGTTGGGAGACTGATCTTCTC 2729  

                        K  G  T  P  V  V  G  V  I  N  N  A  D  V  G  R  L  I  F  S  

pBin438/P12X3C   2701 GAAAGGCACCCCCGTCGTCGGCGTGATCAACAACGCTGATGTTGGGAGACTGATCTTCTC 2760  

                        K  G  T  P  V  V  G  V  I  N  N  A  D  V  G  R  L  I  F  S  

 

China/99/P12X3C  2730 TGGTGAGGCCCTTACCTACAAGGACATTGTAGTGTGCATGGACGGAGACACCATGCCCGG 2789  

                        G  E  A  L  T  Y  K  D  I  V  V  C  M  D  G  D  T  M  P  G  

pBin438/P12X3C   2761 TGGTGAGGCCCTTACCTACAAGGACATTGTAGTGTGCATGGACGGAGACACCATGCCCGG 2820  

                        G  E  A  L  T  Y  K  D  I  V  V  C  M  D  G  D  T  M  P  G  

3C 
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China/99/P12X3C  2790 TCTCTTCGCCTACAAAGCCGCCACCAAGGCGGGTTACTGTGGAGGAGCCGTTCTTGCAAA 2849  

                        L  F  A  Y  K  A  A  T  K  A  G  Y  C  G  G  A  V  L  A  K  

pBin438/P12X3C   2821 TCTCTTCGCCTACAAAGCCGCCACCAAGGCGGGTTACTGTGGAGGAGCCGTTCTTGCAAA 2880  

                        L  F  A  Y  K  A  A  T  K  A  G  Y  C  G  G  A  V  L  A  K  

 

China/99/P12X3C  2850 GGACGGAGCCGAGACTTTCATCGTCGGCACTCACTCCGCAGGCGGCAACGGAGTTGGATA 2909  

                        D  G  A  E  T  F  I  V  G  T  H  S  A  G  G  N  G  V  G  Y  

pBin438/P12X3C   2881 GGACGGAGCCGAGACTTTCATCGTCGGCACTCACTCCGCAGGCGGCAACGGAGTTGGATA 2940  

                        D  G  A  E  T  F  I  V  G  T  H  S  A  G  G  N  G  V  G  Y  

 

China/99/P12X3C  2910 CTGCTCATGCGTTTCCAGGTCTATGCTGCTTAAAATGAAGGCACACATCGATCCCGAACC 2969  

                        C  S  C  V  S  R  S  M  L  L  K  M  K  A  H  I  D  P  E  P  

pBin438/P12X3C   2941 CTGCTCATGCGTTTCCAGGTCTATGCTGCTTAAAATGAAGGCACACATCGATCCCGAACC 3000  

                        C  S  C  V  S  R  S  M  L  L  K  M  K  A  H  I  D  P  E  P  

 

China/99/P12X3C  2970 ACACCACGAG------------------------ 2979  

                        H  H  E                         

pBin438/P12X3C   3001 ACACCACGAGTCTGAGAAAGATGAGCTAGTCGAC 3034  

                        H  H  E  S  E  K  D  E  L  SalⅠ   
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致  谢 

时光飞逝，三年前那个清爽的秋日去农科院报到的情景仿佛就在昨天，而今天我已在这里为

自己的论文做最后的陈述了，提笔之际，首先衷心感谢我的两位导师—谢庆阁研究员和张永光研

究员的悉心指导和启发。谢先生严谨的学风、孜孜不倦的研学态度及执著的学术追求为学生今后

的工作和学习树立了榜样，感谢张永光研究员在这三年里给予我学习和生活上的关心和支持，张

老师不仅指导我设计试验路线，而且帮助我分析和解决问题，没有他的支持，我不可能在这个全

新的领域里开展课题的研究工作，两位导师在学术上敏锐的洞察力、雷厉风行的工作作风和对科

学的执着追求是我永远开拓进取的榜样。 

感谢兰州兽医研究所所长才学鹏研究员、科管处处长殷宏研究员、病毒室主任刘湘涛研究员

及副主任刘在新研究员及其它领导给予的支持和鼓励！ 

感谢中国科学院寒区旱区环境与工程研究所植物基因工程实验室安黎哲研究员、陈书燕博士

在番茄及拟南芥转化方面提供的指导和帮助！ 

感谢中国农业科学院作物所韩天富研究员、吴存祥副研究员、徐琳硕士及中国科学院微生物

所蔡文启研究员、欧阳青博士提供的质粒！ 

感谢中国农业科学院生物所刘德虎研究员、李刚强老师、徐妙云博士在载体构建和植物转化

方面提供的指导和热心帮助！ 

感谢兰州兽医研究所马军武副研究员及其课题组祁淑云、周广清、林密等同事在 ELISA检测

中给予的巨大帮助和支持！感谢兰州兽医研究所王永录研究员、常慧芸副研究员、方玉珍老师、

蒋守田老师、张维德老师、梁仲副研究员的热心帮助！ 

感谢南京农大王宝琴博士及本课题组王文秀、王炜、孙元、董金杰、吕建亮、刘庆军等师弟

师妹们在试验方面给予的帮助，共同承担课题的日子里配合默契，相处愉快并结下深厚的友谊！ 

感谢远在美国的李丽博士、渠春菁博士、方卫国博士，他们虽然远在异国他乡继续深造，但

仍在关心着我试验的进展，并给了我许多宝贵的经验和建议，冲涌我内心的感动无以言表！ 

感谢兰州兽医研究所郭慧琛博士、刘艳红博士、刘力宽博士、孙士琪博士、包慧芳博士、郭

建宏博士、卢曾军博士、杨彬博士、冯霞博士、袁改玲博士、骆学农博士的热心帮助！ 

感谢中国农业科学院研究生院的老师及兰州兽医研究所科研管理处老师的帮助和支持！ 

最后感谢我的爱人及父母家人多年来对我的关爱和支持，他们给予我生活上的关怀与照顾和

学业上的鼓舞与支持始终是我前行路上无穷的动力源泉！ 

三年的学习和工作短暂而又漫长，其中经历了太多的困难，无数次的失败，正是经过这三年

的磨难，使我学到了分子生物学方面许多新的东西，也积累了很多宝贵的经验。难忘怀一路跋涉

的朋友们，共同品味成功与喜悦、分担挫折苦辛的日子里有她（他）们相伴、相助，求索的路上

脚步变得坚实而轻快。感谢一路走来的朋友，感谢这段学习历程，让他成为我记忆里深刻的一页。 

收笔之际，再次感谢所有曾给予我关心和帮助的人！ 

本研究由国家高技术研究发展计划（863）项目资助（No：2001AA213071） 

本论文在兰州兽医研究所农业部畜禽病毒学重点实验室完成。
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作 者 简 历 

潘丽，女，1974 年 9 月 8 日生，甘肃省天水市人，助理研究员。1997 年毕业于西南农业大

学微生物专业，同年被分到兰州兽医研究所工作，1998年到甘肃农业大学参加在职人员申请硕士

学位学习，2001 年毕业并获得硕士学位，2002 年考取中国农业科学院兰州兽医研究所预防兽医

学专业博士研究生。主要从事动物病毒分子生物学方面的研究，参加农业部高新技术产业化重点

项目―口蹄疫重大疫情监测与毒种库的构建，参加 973子课题“口蹄疫病毒遗传衍化关系的研究”，

对口蹄疫流行毒株进行了 VP1和 3A基因的克隆、测序和序列分析，为口蹄疫流行的疫源分析、

疫苗种毒的筛选以及病毒的遗传变异提供了分子生物学的研究数据。参加十五攻关“口蹄疫 O、

A双价苗的研制”。参加 863子课题“口蹄疫新型疫苗的研究”，主要进行口蹄疫植物反应器亚单

位疫苗的研制。 
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1 潘丽，张永光，王永录等．口蹄疫病毒Ｏ/China/99株多基因植物组成型表达载体的构建及

序列分析．中国人兽共患病杂志，已接受 

2 潘丽，张永光，王永录等．口蹄疫病毒Ｏ/China/99 株结构蛋白 VP1 植物种子特异性表达

载体的构建及农杆菌导入．中国兽医科技，已接受 
 


