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　　[摘　要 ]　报道了鲑鱼降钙素基因植物表达载体的构建及其向烟草的遗传转化。由鲑鱼降钙素的链霉菌表达

载体 pM S680, 通过限制性内切酶B am H É 和 H indË 双酶切后将其克隆至中间载体 pA R T 7, 获得中间表达载体

pA R T 72sCT , 从而给目的基因加上启动子和终止子, 将限制性内切酶N ot1 酶切 pA R T 72sCT 得到的带有启动子和

终止子的目的基因片段克隆至载体 pA R T 27, 得到鲑鱼降钙素基因的植物表达载体 pA R T 272sCT。通过农杆菌介

导的叶盘法将其转至烟草, 经 PCR 检测已得到转基因植株。
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　　随着基因工程技术的发展, 利用转基因植物生

产基因工程疫苗和药用重组蛋白是目前植物基因工

程研究的一大热点。利用转基因植物生产药用重组

蛋白, 除了能正确转录加工基因产物以外, 最大的优

点是比细菌发酵和细胞培养生产方式更经济实惠,

在筛选到高效表达的植株后, 只需增加种植面积就

可扩大产量, 因而易于形成产业化, 而且种子易于贮

存, 有利于重组蛋白的生产和运输, 同时降低了药品

的生产成本, 简化了用药途径, 更便于在贫困地区和

第三世界推广[1 ]。据不完全统计, 迄今为止, 国外已

经有几十种药用蛋白质或多肽在植物中得到成功表

达, 其中包括人的细胞因子、表皮生长因子、促细胞

生长素、干扰素、生长激素、单克隆抗体和可作为疫

苗用的抗原蛋白等[2～ 4 ]。一些研究机构或公司已开

始从这些药物蛋白的生产中获得巨大经济效益[5 ]。

降钙素 (Calciton in, CT ) 是由 32 个氨基酸组成

的肽类激素, 其主要功能是在人体内调节钙磷代谢,

抑制破骨细胞的活性, 保护骨骼。所有动物都能产生

降钙素, 在哺乳动物中由甲状腺产生, 在低等脊椎动

物中由后鳃体产生, 其中由后鳃体产生的降钙素如

鲑鱼降钙素 (sa lmon calciton in, sCT ) 在人体内的活

性比哺乳动物降钙素活性高 30～ 50 倍[6 ]。随着我国

人口的老龄化, 对降钙素的需求日益增加, 探讨用植

物基因工程手段大规模生产降钙素的新途径具有重

要的理论和实践价值。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株和质粒　E. coli DH 5Α, A . tum ef aciens

C58, 质粒载体 pA R T 7, pA R T 27 由国家蔬菜系统

工程中心种质改良实验室提供, 携带有鲑鱼降钙素

基因的质粒 pM S680 由中国医学科学院李元教授惠

赠。

1. 1. 2　转化材料　所用烟草 SR IW ild type 无菌

苗由国家蔬菜工程中心种质改良实验室提供。

1. 1. 3　试　剂　所用的酶、常规化学试剂均购自

P rom ega 公司, 大连宝生物公司等。

1. 1. 4　引　物　根据已发表的鲑鱼降钙素基因的

核苷酸序列设计引物, PCR 引物由北京赛百盛公司

合成。

上游引物 P 1: 5′GCA TCG A T G T GC TCC

AA C CTC A GC A CC 3′;

下游引物 P 2: 5′GCG GA T CCT A CT A GC

CCG GCG TA C CA C T TC CCG 3′。

1. 1. 5　培养基　以M S 培养基为基本培养基附加

质量分数为 0. 8% 琼脂, 3% 蔗糖。

共培养培养基:M S+ 0. 5 m göL 62BA ;

诱芽培养基:M S+ 0. 5 m göL 62BA + 75 m göL
Km + 300 m göL Carb;

生根培养基: 1ö2 M S+ 75 m göL Km。
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1. 2　方　法

1. 2. 1　DNA 的制备和重组质粒的构建　质粒的提

取、酶切和连接方法参照文献 [ 7 ], 质粒的纯化采用

W izardp lus DNA 纯化试剂盒进行。将 pM S680 利用

限制性内切酶H indË , B am H É 进行酶切获得目的

基因片段 sCT , 同时将中间载体 pA R T 7 用 H ind

Ë、B am H É 酶切, 把目的基因片段通过 T 4 DNA 连

接酶克隆至质粒 pA R T 7, 获得中间表达载体

pA R T 72sCT; 然后将质粒 pA R T 72sCT 用N ot 1 酶

切, 从而获得带有CaM V 35S 启动子和N o s 终止子

的目的基因片段, 将其克隆至N ot 1 酶切的质粒载

体 pA R T 27, 获得植物表达载体 pA R T 272sCT (图

1)。采用基因脉冲导入仪导入农杆菌C58。

图 1　植物表达载体 pA R T 272sCT 构建示意图

F ig. 1　Construction of tobacco vecto r pA R T 272sCT

1. 2. 2　根癌农杆菌介导的叶盘法转化烟草　将含

有重组质粒pA R T 272sCT 的农杆菌C58 在 YEB 培

养基, 28 ℃, 210 röm in, 振荡培养至OD 600 = 0. 3～

0. 5; 4 ℃, 6 000 röm in 离心 8 m in,M S 液体 1∶1 重

悬, 烟草无菌苗叶片去掉主脉切成 0. 5～ 1 cm 2 小

片, 菌液中浸染 30 m in, 灭菌滤纸吸干菌液, 接种至
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M S+ 0. 5 m göL 62BA 的共培养培养基, 28 ℃培养 2

d 后, 接种至M S+ 0. 5 m göL 62BA + 75 m göL Km

+ 300 m göL Carb 的诱芽培养基, 置光下 25 ℃培养

10 d 左右, 芽长至 1～ 1. 5 cm 时切下, 接种于 1ö2

M S+ 75 m göL Km 的生根培养基生根。生根后的再

生苗移植到营养土的苗钵中, 温室栽培。随机取苗钵

中的烟草再生植株进行叶片鉴定。

1. 2. 3　转基因植株的鉴定　 (1) 植物总DNA 的粗

提液的微量制备。取 5～ 10 m g 叶片, 置 Eppendo rf

管中, 加入 50～ 100 ΛL 0. 5 mo löL N aOH , 用玻璃棒

研碎, 5 000 röm in 离心 2 m in, 取 5 ΛL 上清液转入

另一新的 Eppendo rf 管中, 加入 100 mmo löL T ris2
HC l 溶液至 50～ 500 ΛL , 备用[8 ]。 (2) PCR 鉴定。取

1 ΛL 植物DNA 提取物, 加入 PCR 反应体系中, 直

接进行 PCR 反应, 反应程序为: 96 ℃, 10 m in;

94 ℃, 1 m in; 40 ℃, 80 s; 72 ℃, 1 m in (5 个循环) ;

94 ℃, 1 m in; 51 ℃, 70 s; 72 ℃, 1 m in (30 个循环) ;

72 ℃, 10 m in。质量分数 2% 的琼脂糖凝胶检测扩增

结果, 有 sCT 基因片段的为阳性植株。

2　结果与分析

2. 1　sCT 基因植物表达载体的构建

2. 1. 1　重组质粒的酶切鉴定　将构建的中间载体

pA R T 72sCT 用B am H É 和 H indË 双酶切, 质量分

数 0. 7% 琼脂糖凝胶电泳检测。结果表明, pA R T 72
sCT 经双酶切后可分为 2 个片段, 大小分别为 3. 9

kb 和 117 bp , 与载体片段和目的基因片段大小相等
(图 2)。将植物表达载体pA R T 272sCT 用N ot 1 酶

切后可分为 2. 2 和 10. 9 kb 2 个片段, 与目的片段

和载体片段大小相符, 表明植物表达载体构建成功
(图 3)。

图 2　质粒 pA R T 72sCT 酶切图谱
1～ 4. 质粒 pA RT 72sCT öB am H É + H indË ;

5. 质粒 pA RT 72sCT; 6. DL 22000 分子量标准

F ig. 2　C lony screen ing of pA R T 72sCT
1～ 4. pA RT 72sCT öB am H É + H indË ;

5. pA RT 72sCT p lasm id; 6. DL 22000 m arker

图 3　质粒 pA R T 272sCT 酶切图谱
1. DL 215000 分子量标准; 2～ 4. 质粒 pA R T 272

sCT öN ot 1; 5. 质粒 pA R T 272sCT

F ig. 3　C lony screen ing of pA R T 272sCT
1. DL 215000 m arker; 2～ 4. pA R T 272sCT öN ot 1; 5. pA R T 272sCT

2. 1. 2　序列测定　纯化的重组质粒 pA R T 272sCT

由上海生物工程公司代为测序。测序结果表明, 重组

质粒 pA R T 272sCT 中含有 sCT 基因序列, 且在起

始密码子和终止密码子之间的序列无移码和错码。

2. 2　转基因植株的鉴定

将 75 m göL 卡那霉素培养基初筛的转基因烟

草植株用碱抽提的方法快速制备 DNA , 并且用

PCR 扩增目的基因片段, 电泳检测, 有 sCT 基因片

段的为转基因植株 (图 4)。检测结果表明, 烟草转化

率达 20%。

图 4　PCR 鉴定转基因烟草植株

1. DL 22000 分子量标准; 2. sCT 基因为阳性对照;

3. 未转化株为阴性对照; 4～ 5. 未转化株;

6～ 7. 转基因植株

F ig. 4　PCR analysis of transgen ic tobcco p lan ts

1. DL 22000 m arker; 2. sCT gene as a po sit ive con tro l; 3. N on2

transgen ic tobacco as anegative con tro l; 4～ 5. Failed transgen ic

tobacco; 6～ 7. T ransgen ic tobacco

3　讨　论

根癌农杆菌能将自身的 T i 质粒两边界序列之
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间的片段 (称为转移DNA 片段, 即 T 2DNA 片段)整

合进植物基因组并进行表达。据此人们构建了许多

植物基因表达载体, 即在两边界序列之间插入外源

基因与调控序列, 这是植物基因表达载体的基本结

构。选择标记基因常用新霉素磷酸转移酶 (N PT 2Ê )

基因, 它与胭脂碱合成酶 (N o s) 的启动子相连, 目的

基因常用花椰菜花叶病毒 (CaM V ) 35S 的启动子,

该启动子在大多数植物细胞内都能启动外源基因的

表达。使用这一表达载体调控疫苗基因在植物内表

达已获成功, 如狂犬病毒糖蛋白基因。本研究采用这

一方法构建了鲑鱼降钙素基因的表达载体

pA R T 272sCT , 转入烟草, PCR 检测表明 sCT 基因

已整合至烟草基因组中。至于其蛋白的表达量, 还有

待于进一步研究, 若表达量过低, 将考虑选择合适的

启动子、增强子等调控元件以提高其蛋白的表达量。

烟草是转基因研究的模式植物, 作为外源基因表达

的受体已有很多报道, 如HB sA g 基因[9 ] ,L T 2B [10 ]基

因和 spaA 基因等都得到了成功表达。试验证明, 烟

草作为外源基因表达系统所表达的重组蛋白能够正

确装配, 并具有特定的生物活性, 但烟草含有尼古丁

等一些有害人体健康的生物碱, 这增加了重组蛋白

纯化的难度。本研究选择烟草也只是作为模式植物

来研究, 同时以生菜、胡萝卜为转基因试材的研究也

已得到转基因植株, 关于鲑鱼降钙素基因向蔬菜的

遗传转化研究正在进行之中。
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Abstract: T h is paper repo rted the con struct ion of the recom b inan t exp ression p lasm ids of sa lmon calci2
ton in gene fo r the first t im e. A gene coding fo r sa lmon calciton in (sCT ) w as ob ta ined from its st rep tom yces
vecto r pM S680 by digest ion of rest rict ion enzym e B am H É and H indË . T he gene coding w as cloned in to
vecto r pA R T 27 to genera te p lan t exp ression vecto r pA R T 272sCT. T he infect ion of A g robacterium tum ef a2
ciens w as u sed to tran sfo rm tobacco p lan t, PCR of tran sfo rm ed tobacco DNA demon stra ted the in tegrarion
of sCT exp ression vecto r in to the tran sgen ic tobacco genom e.

Key words: sa lmon calciton in; gene; p lan t exp ression vecto r; tobacco; gene tran sfo rm

46 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 30 卷


