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在拟南芥中的表达
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　　[摘　要 ]　为了使石斑鱼生长激素基因适合在植物中表达,重新合成了石斑鱼生长激素基因,对其密码子进

行了优化,把合成的基因构建于植物表达载体pB I 121上并转化模式植物拟南芥,获得了30个转基因抗性植株。对

24株PCR 阳性苗进行N o rthern b lo tt ing分析,结果表明,鱼类生长激素基因可以在转基因植物中表达,其表达在不

同的转基因植株中存在明显差异,表达最强的植株与最弱的植株相比,二者表达量差异达到 43倍。
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　　生长激素 (GH )是由脑垂体前叶嗜酸性细胞分

泌的一种单一肽链的蛋白质激素,分子质量一般为

22 ku。它是一种具有广泛生理功能的生长调节素,

能影响几乎所有的组织类型和细胞,甚至包括免疫

组织、脑组织及造血系统,主要作用是刺激骨、软骨

细胞的生长和分化, 调节蛋白质、糖及脂肪的代

谢[1 ]。

鱼类生长激素能够促进鱼体生长,加速蛋白质

合成和脂类降解,促进鲑科鱼类和罗非鱼等多种鱼

类的低渗调控和海水适应过程,参与多种促合成代

谢作用,如在鱼、虾人工饲料中常常加入虾头粉以促

进其生长,虾头粉中含有脑垂体产生的生长激素。直

接应用生长激素养殖鱼、虾的试验证明[2 ] ,体外添加

生长激素也能促进鱼、虾的生长,并能提高饵料的转

化效率。鉴于GH 在鱼类养殖领域所具有的巨大应

用前景,鱼生长激素在水产养殖中的应用研究已经

广泛展开。

目前,鱼类生长激素基因工程研究主要集中在

GH 基因的克隆及其在大肠杆菌和酵母中的高效表

达方面,通过外源生长激素在工程菌内的大量表达,

纯化之后可以得到大量的生长激素,将表达的生长

激素浸渍或加入饲料中喂食鱼虾。研究表明[3, 4 ] ,用

基因工程方法生产的重组鱼生长激素具有生物学活

性,能够通过口服经肠道被鱼体吸收,具有很强的促

生长作用。本研究把石斑鱼生长激素转入拟南芥,尝

试利用植物来生产鱼类生长激素的新途径。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　植物材料　用于基因转化的拟南芥由本实

验室保存。

1. 1. 2　菌　株　大肠杆菌E. coli JM 109,农杆菌菌

种GV 3101由本实验室保存。

1. 1. 3　石斑鱼生长激素基因及载体　石斑鱼生长

激素基因原序列由中山大学林浩然院士提供 (Gen2
Bank 登录号A Y038606) ,序列与张为民等[5 ]报道的

一致; pB luescrip t Ê SK (- )及pB I 121载体由本实

验室保存。

1. 1. 4　试剂盒　质粒DNA 提取用P rom ega 公司的

W izardTMM in ip rep s DNA Pu rif ica t ion System ,回收

DNA 用鼎国公司的DNA 片段快速纯化ö回收试剂
盒。

1. 1. 5　酶与化学试剂　各种限制性内切酶和修饰

酶分别购自P rom ega 公司、N ew England B io lab 公

司和Gibco 公司, EB 和A garo se 购自Sigm a 公司,其

他化学药品均为国产分析纯。
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1. 1. 6　引物合成与测序　引物合成由北京奥科公

司完成,测序由上海博亚生物技术有限公司完成。

1. 2　方　法

1. 2. 1　石斑鱼生长激素基因的合成　共设计合成

26个寡核苷酸片段 (平均每段为50 n t) ,合成片段磷

酸化, 体系如下: 基因片段 3 ΛL (10 Λmo löL ) , T 4

PN K 1 ΛL , T 4PN K Buffer (10×) 1 ΛL , 10 mmo löL
A T P 1 ΛL ,灭菌水9. 5 ΛL ,将此体系置于37 ℃合成

反应40 m in。

退火: 分别取 0. 5 ΛL 经磷酸化处理的片段, T 4

PN K Buffer (5×) 6 ΛL ,加灭菌水至 30 ΛL ,然后依

次按90 ℃ 2 m in, 65 ℃ 10 m in, 37 ℃ 10 m in, 25 ℃

5 m in 处理,最后于- 20 ℃保存备用。

连接:取退火体系3 ΛL , T 4 ligase 1 ΛL , T 4 ligase

Buffer (10×) 1 ΛL (约 80 ng) , 处理好pB luescrip t

Ê SK (- )载体 (E coR V , S acÉ 酶切后纯化) 5 ΛL

(约20 ng) ,置于16 ℃培养20 h。电击法转化E. coli

JM 109,涂平皿培养。挑单菌,过夜培养后少量提取

质粒,酶切鉴定获得所需的阳性克隆后测序。

1. 2. 2　植物表达载体构建及农杆菌转化　 (1)载体

构建。将测序正确的克隆用E coR Í和S acÉ酶切,纯

化约为 630 bp 的GH 基因片段; 植物表达载体pB I

121用Sm aÉ和S acÉ酶切,回收约11 kb 的载体。连

接时取3 ΛL GH 基因片断 (约20 ng) , pB I 121载体5

ΛL (约40 ng) , T 4 ligase 1 ΛL , T 4 ligase Buffer (10×)

1 ΛL , 置于 16 ℃培养 20 h。电击法转化 E. coli

JM 109,挑出阳性克隆。

(2)农杆菌转化。取20 ΛL GV 3101感受态细胞,

加入1 ΛL 测序正确的pB I GH 质粒,电击转化后, 28

℃ 250 röm in 恢复培养3 h。取200 ΛL 涂布到YEB

抗性平板上 (Kan 50 m göL , R ef 50 m göL ) , 28 ℃培

养2～ 3 d。从转化的平板上挑取2个单菌落,提取质

粒, PCR 检测。

1. 2. 3　拟南芥转化　挑取 1 个检测正确的农杆菌

单菌落接到YEB 液体培养基中过夜培养,按体积比

1∶400转接到200 mL 新鲜的YEB 液体培养基中生

长至OD 600= 1. 8～ 2. 0,离心收集菌体,用400 mL 1ö
2 M S悬起,加入体积分数0. 05% Silw et L 277,把拟

南芥的花蕾浸入农杆菌渗透液中,抽真空 (0. 85 Pa,

保持5 m in)。转化完毕后,花盆外套上塑料袋,水平

放置,使其在低光强度下生长 24～ 48 h 后, 即可正

常培养。

1. 2. 4　转基因阳性苗筛选　称 25～ 30 m g 种子放

入 1. 5 mL 离心管, 加 1 mL 体积分数 75%的乙醇

(含体积分数0. 05% Tw een 20) ,于摇床上摇10 m in

( 300 röm in) , 离心, 去上清液; 加 1 mL 体积分数

95%的乙醇洗 1次,离心,去上清液; 重复洗 1次; 在

超净台中向洗过的种子加0. 3 mL 体积分数100%乙

醇,移到无菌滤纸上,吹干。将吹干的种子撒到 1ö2

M S 平板 (Kan50 m göL )上, 4 ℃放2 d 后,于22 ℃, 16 h

光照培养。将阳性植株 (T 1 代)移栽到盆中培养,收

集种子进行T 2 代筛选。同样的方法筛选T 3 和T 4 代

转基因苗,直到获得纯系的种子。

1. 2. 5　基因组DNA 的提取及PCR 检测　 (1)基因

组DNA 的提取。拟南芥基因组DNA 的提取方法参

照十六烷基三甲基溴化铵 (CTAB )法。在液氮中研

磨 0. 1～ 0. 2 g 拟南芥叶片,转移至 1. 5 mL 离心管

中, 加入 0. 7 mL CTAB ( 100 mmo löL T ris, 1. 4

mo löL N aC l, 20 mmo löL ED TA , 2% CTAB , 体积

分数0. 1%巯基乙醇) , 60 ℃静置30 m in,加0. 7 mL

体积比为1∶1的酚∶氯仿,颠倒几次, 10 000 röm in

离心 5 m in; 转移上清液至一新的离心管,加等体积

的氯仿∶异戊醇 (24∶1) ,混匀, 10 000 röm in 离心5

m in,转移上清液至一新的离心管,加等体积的异丙

醇,颠倒混匀, 10 000 röm in 离心 10 m in,除去上清

液,用体积分数70%乙醇洗1次,抽干,溶于50 ΛL 的

无菌水中。

(2)转基因植株的PCR 检测。上游引物为35S启

动 子 引 物 ( 5′2TCT GCCGA CA GT GGTCCCAA 2
3′) ,下游引物为GH 引物 (5′2T TA GA GGGTA CA 2
GT TA GCT TC23′) ; 反应体系: 转基因植株 DNA

1 ΛL ( 20～ 50 ng ) , 10×buffer 2 ΛL ; M gC l2 ( 2. 5

mmo löL ) 2 ΛL , T aq 酶 0. 2 ΛL , dN T P ( 2. 5

mmo löL ) 2 ΛL ,引物各加1 ΛL (10 Λmo löL ) ;加无菌

水至20 ΛL。反应条件: 94 ℃ 5 m in, 94 ℃ 45 s, 60 ℃

45 s, 72 ℃ 2 m in; 35个循环; 72 ℃延伸5 m in。

1. 2. 6　N o rthern b lo t t ing　用 PCR 检测阳性的拟

南芥提取总RNA。按 P rom ega 公司的RNA gen ts

To ta l RNA Iso la t ion System k it进行,提取总RNA

约50 Λg, TBE 胶电泳检测其是否有降解,然后用于

N o rthern b lo t t ing, 方法参照植物分子生物学及生

物技术的实用方法[6 ]。

2　结果与分析

2. 1　石斑鱼生长激素的改造

　　将合成的寡核苷酸磷酸化后退火,直接克隆到

pB luescrip t Ê SK (- )载体上, 提取质粒后酶切出

约 660 bp 的条带 (图 1) ,挑选酶切正确的克隆进行
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测序,结果表明,合成的GH 片段与原石斑鱼生长激

素基因的蛋白序列完全一致。将GH 连接到植物表

达载体pB I 121上,获得pB IGH 质粒,酶切及测序结

果表明, GH 已正确插入到pB I 121载体上 (图2)。为

了使来源于石斑鱼的生长激素在植物体内得到有效

表达, 在不改变氨基酸的情况下, 根据 F rederick

等[7 ]报道的原则对GH 基因进行了改造, 把在植物

中使用频率很低的密码子改变为植物优化密码子,

使之适应在植物中高效翻译的要求, GC 比例由原

来的 55. 5%下降到 45. 7% ,符合大多数植物外显子

46%～ 49%的比例; 考虑到真核生物起始密码子附

近的序列会影响翻译起始的效率,因此,合成基因时

使其序列符合Kozak 序列 (AA CAA T GG,其中+ 4

位的G 和- 3位的A 对翻译的准确起始非常重要) ;

采用植物最常用的终止序列CTAAA , 同时注意防

止一些不稳定序列,如A T T TA 和 Po ly (A )加尾信

号序列及其他可能的不稳定序列的出现。

2. 2　转基因植株的获得及分析检测

采用真空渗透法转化 3株拟南芥,收获种子,经

卡那霉素筛选,共获得30个抗卡那霉素的转基因植

株,转化率约为1%。对获得的转基因植株进行PCR

检测, 上游用 35S 引物, 距插入基因的多克隆位点

200 bp; 下游用GH 基因末端引物对转基因植株进

行PCR 检测,可扩增出约830 bp 的DNA 片段, PCR

检测结果表明, 其中有 24 株为阳性苗, 阳性率为

80% (图3)。

图 3　部分转基因植株的PCR 检测

M. 100 bp DNA 分子质量标准;W T. 未转基因的野生型拟南芥; 1～ 9. 转GH 基因拟南芥的不同植株

F ig. 3　PCR detection of part ia l transgen ic p lan t

M. 100 bp DNA L adder;W T. N on2transgen ic w idetype A rabid op sis; 1- 9. D ifferen t transgen ic p lan ts

　　为了进一步分析外源基因GH 在转基因植株中

的表达情况,提取总RNA 进行N o rthern b lo t t ing 分

析。由图4可以看出,在不同转基因植株中GH 的表

达情况存在明显差异,其中5和7号植株表达最强,

2, 4, 6号植株次之, 3号植株最弱。经扫描分析表达

最强的7号植株与最弱的3号植株相比,二者表达量

差异达到43倍 (图5)。
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3　讨　论

由于位置效应、拷贝数的不同及基因沉默等原

因,外源基因在不同转基因植株之间的表达量存在

明显差异,而且外源基因在不同植株之间的表达稳

定性也不相同[8 ] ,因此,需要对获得较多的转基因植

株分别进行分析,才能最终筛选出理想的株系。在不

同转基因植株之间,引起石斑鱼生长激素表达量差

异明显及其表达稳定性的原因,还有待于进一步的

研究分析。

利用微生物基因工程技术大量合成或表达鱼生

长激素作为鱼饲料添加剂,是目前利用生长激素的

主要途径。在细菌中表达的鱼生长激素往往以包涵

体的形式存在,需要纯化和复性[3 ] ,程序复杂,成本

高;利用酵母作为表达体系具有更多的优越性,如有

利于蛋白糖基化,保持外源蛋白的结构、可溶性及生

物活性等。尽管利用基因工程菌表达鱼类GH 均已

获得成功,其表达水平也有很大提高[9 ] ,但由于需要

经过发酵生产,其生产成本仍然比较高。而植物生物

反应器具有植物培养条件简单,植物种植不需要特

殊技术和生产设备,可进行大规模廉价生产等许多

潜在的优势,因而是最经济有效的生产系统;此外植

物在生产过程中不会对环境产生任何污染,并且还

有绿化、美化环境的作用。

利用转基因植物表达鱼生长激素的研究还未见

报道,本研究重新合成石斑鱼生长激素基因,并将其

成功转化到模式植物拟南芥中, N o rthern b lo t t ing

分析表明,石斑鱼生长激素基因在拟南芥中得到明

显表达,但它是否具有天然GH 的生物活性,对鱼类

的生长是否具有促进作用还有待于进一步的研究。

一旦利用转基因植物获得具有生物活性的石斑鱼生

长激素的高效表达,就可直接作为饲料使用,不需要

对GH 进行分离纯化,可大大降低生产成本。
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globe con junct iva) w ere no t ob served, w h ich cou ld be u sed fo r lim bal stem cells t ran sp lan ts; A t the sam e

t im e, the w ho le co rneal lim bal ep ithelium lam ella w ere excised and the cen ter co rneal ep ithelium s w ere

erased w ith a sw ab soaked in physio logica l sa line, there w ere 2 rabb its co rneal su rface p resen ted co rneal ep2
ithelium pheno type, and the o ther 3 p resen ted con junct iva ep ithelium pheno type. T he resu lts are un su re fo r

experim en ta l u se; T he rabb itπs co rneas that w ere removed w ith upper2half of co rneal lim bal ep ithelium

lam ella and erased the cen ter co rneal ep ithelium s w ere tran sparen t w ith in tact co rneal ep ithelium ; In the

app roach, the co rneal and lim bal ep ithelium s w ere bu rned w ith a co t ton sw ab socked in 1 mo löL N aOH ,

there w ere 4 rabb itsπco rneal st rom a happened perfo ra t ion o r u lcer and sym b lepharon, and the o ther one

p resen ted co rneal ep ithelium pheno type. T h is is an app licab le m ethod to create the patho logica l model of

co rneal lim bal stem cell to ta l deficiency.

Key words: co rnea; co rneal lim bal stem cell to ta l deficiency; patho logica l model; rabb its
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Syn thesis of Ep inep helus coioid es grow th ho rm one gene and

its exp ression in A rabid op sis tha liana

X IAO Sheng-ke1, 2,W ANG L e i1, HU Zh i-q iu1, CHEN Y u-quan 2

(1 B iotechnology R esearch Institu te, Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S ciences,B eij ing 100081, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S ciences,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In o rder to enhance the exp ression of Ep inep helus coioid es grow th ho rmone gene in A rabid op 2
sis tha liana , the gene w as fu lly modif ied by op t im izing the codon s acco rd ing to the p referen t ia l codon u sage

in p lan ts. T he syn thesized DNA fragm en t w as cloned in to p lan t exp ression vecto r pB I121 and tran sfo rm ed

in to A rabid op sis tha liana by flo ra l d ipp ing. T he tran sgen ic p lan ts ob ta ined w ere analyzed by PCR and sub2
sequen t ly by N o rthern b lo t t ing, and the resu lts show ed that the modif ied gene w as exp ressed in all the

tran sgen ic p lan ts checked w ith differen t exp ression levels. T he b iggest d ifference in gene exp ression level

betw een tw o of the individual t ran sgen ic p lan ts reached as m uch as 43 fo lds.

Key words: Ep inep helus coioid es; f ish grow th ho rmone; t ran sgen ic; A rabid op sis tha liana
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