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转亚洲É型口蹄疫病毒V P 1基因烟草研究
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　　[摘　要 ]　将亚洲É型口蹄疫病毒结构蛋白V P 1基因克隆到植物表达质粒 pB in438中,构建了植物表达载体

pB in2V P1,通过根癌农杆菌叶盘转化法,将亚洲É型口蹄疫病毒结构蛋白V P1基因导入N C89烟草基因组中,对经

卡那霉素筛选获得的 20株抗性植株,进行 PCR 和R T 2PCR 检测。结果表明,抗性烟草植株中已整合了V P 1基因。
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Abstract: T he recom b inan t p lan t exp ression vecto r pB in2V P1 w as con structed by in sert ing the target

gene V P1 of foo t2and2mou th disease viru s of A sia É in to pB in 438 vecto r, and tran sfo rm the exp lan ts of

tobacco leaves by agrobacterium 2m ediated m ethod. Tw en ty kanam ycin resistan t t ran sfo rm an ts w ere select2
ed. PCR and R T 2PCR detect ion show ed that V P 1 gene w as in tegra ted in to the genom e of tobacco.
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　　口蹄疫 (Foo t2and2M ou th disease, FM D )是由

口 蹄 疫 病 毒 ( Foo t2and2M ou th disease viru s,

FM DV )引起的偶蹄动物的一种急性、热性、高度接

触性烈性传染病[1 ] , 被世界动物卫生组织 (O IE )列

为A 类疾病之首。目前,对该病的防制措施主要是

疫苗接种,但传统疫苗的安全性并不十分理想,由疫

苗引发的口蹄疫时有报道[2 ]。因此,研制安全有效的

新型口蹄疫疫苗成为目前亟待解决的首要问题。有

研究表明, V P 1基因是 FM DV 主要的抗原基因,含

有 T , B 细胞抗原表位,能诱导机体产生中和抗体,

是研制 FM DV 基因工程亚单位疫苗的靶基因[3 ]。随

着转基因技术的日臻成熟,利用转基因植物制备口

蹄疫疫苗的研究已取得了较大进展。Carrillo 等[425 ] ,

W igdo rovitz 等[6 ]用O 型 FM DV V P 1 基因的植物

双元载体分别转化拟南芥、苜蓿和马铃薯,获得了整

合V P 1 基因的转基因植物,并且V P 1 基因在植物

中得到表达,其表达产物能够诱导动物机体产生特

异性免疫应答。国内此方面的研究还处于探索阶段,

尚未见成功的报道。为此, 本研究将亚洲É 型

FM DV V P 1抗原基因重组到植物表达载体中,在根

癌农杆菌 GV 3101的介导下,成功地将V P 1基因整

合到烟草基因组中,为进一步探索利用转V P 1抗原
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基因植物生产预防 FM D 的高效、低成本新型“口服

疫苗”奠定了基础。

1　材料与方法
1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株、质粒与烟草　大肠杆菌 JM 109、

DH 5a,根癌农杆菌 GV 3101,植物表达载体 pB in438

和烟草N C89 无菌苗,均由中国农业科学院兰州兽

医研究所免疫实验室保存。

1. 1. 2　主要试剂　限制性内切酶 B am H É 和

S a lÉ , T aq DNA 聚合酶及 T 42DNA L igase 购自

P rom ega 公司; RNA 提取试剂盒为Q IA GEN 公司

产品; 62苄氨基嘌呤 (62BA )、乙酰丁香酮 (NAA )、卡

那霉素 (Kan)、链霉素 (Str)、羧苄青霉素 (Car)及利

福平 (R if)均购自 Sigm a 公司;M S无机盐为分析纯。

1. 1. 3　培养基　M S0:M S基本成分+ 30 göL 蔗糖,

pH 5. 8; 共培养培养基 ( TC ) : M S + 100 m göL
62BA + 100 m göL NAA ; 分化培养基 (TB ) : M S +

100 m göL 62BA + 100 m göL NAA + 200 m göL
Kan+ 500 m göL Car; 继代培养基 (TM ) : M S+ 100

m göL NAA + 200 m göL Kan+ 500 m göL Car; M S

生根培养基:M S+ 100 m göL NAA + 30 göL 蔗糖+

200 m göL Kan。

1. 2　引物设计与合成

根据V P 1 基因序列和植物表达质粒 pB in438

上的多克隆酶切位点,设计 1对特异性引物,上游引

物设有B am H É酶切位点和增强黏膜免疫的 Kozak

序列,下游设有 S a lÉ 酶切位点和内质网识别序列。
引物序列如下:

上游引物 P1: 5′2CGG GA T CCA A CA A T G

GCC CGC CAA CA G A CT A CC A CC23′;

下游引物 P2: 5′2GCG TCG A CT A GC TCA

TCT T TC TCA GA C AA G GTC T GT T TC TCA

GG23′。

引物由大连宝生物工程有限公司合成。

1. 3　FM DV V P 1基因的克隆及鉴定

按照Q IA GEN 公司的 RNA 提取试剂盒说明

书从 FM DV 中提取 RNA , 以 P2 为引物对所提的

RNA 进行反转录合成 cDNA。以所获得的 cDNA 为

模板,以 P1和 P2为引物进行 PCR 扩增, PCR 反应

体系如下: cDNA 模板 10 ΛL , 10× PCR Buffer

(M g2+ free ) 5 ΛL , M gC l2 ( 25 mmo lömL ) 3 ΛL ,

dN T P (2. 5 mmo löΛL ) 4 ΛL , P 1 (50 pmo löL ) 0. 5

ΛL , P 2 (50 pmo löL ) 0. 5 ΛL , 灭菌去离子水 26. 5

ΛL。扩增条件为: 94 ℃变性 5 m in; 94 ℃ 1 m in,

56 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in, 30 个循环; 72 ℃延伸 10

m in。PCR 扩增产物用 10 göL 琼脂糖凝胶电泳检
测。产物纯化回收后送大连宝生物有限公司测序。

1. 4　FM DV V P 1 基因重组植物表达载体 pB in2
V P 1的构建

　　植物表达载体 pB in438 用B am H É 和 S a lÉ 双
酶切后,进行 10 göL 琼脂糖凝胶电泳,回收大片段,

与经同样酶切处理的V P 1 基因用 T 42DNA L igase

16 ℃连接过夜,构建表达载体pB in4382V P 1。将连接

产物转化大肠杆菌DH 5Α。挑取单菌落于LB 液体培

养基中培养过夜,用碱裂解法提取质粒,对所提取的

质粒分别进行双酶切和 PCR ,并用 10 göL 琼脂糖凝
胶电泳鉴定重组克隆。将以阳性重组质粒为模板的

PCR 产物寄至大连宝生物工程有限公司测序。用三

亲交配法[728 ]将构建好的植物表达载体 pB in2V P 1转

化到根癌农杆菌GV 3101中,以备烟草转化使用。

1. 5　烟草转化及转基因植株的培养

按照文献[ 9 ],用叶盘法转化烟草品种N C89。挑

取根癌农杆菌单菌落接种于 5 mL YEB 培养基 (含

25 m göL 利福平、25 m göL 链霉素、200 m göL 卡那
霉素)中,于 28 ℃、220 höm in 振荡培养 12 h。取农杆

菌培养物 2 mL ,加入 20 mL 上述YEB 培养基,同样

条件继续培养 12 h, 2 000 röm in 离心 5 m in, 沉淀

(菌体)用无菌M S0 培养基悬浮, 并稀释至OD 600≈

200。将生长旺盛的烟草无菌苗叶缘切去,将叶片切成

1 cm 2 大小的小片,然后用稀释好的农杆菌菌液侵染

10 m in,取出叶片用无菌滤纸吸干表面菌液,背面朝

上置于 TC 上,于 25 ℃暗培养 2 d 后移至 TB 上,光

照培养 10 d 后移至 TM 继代培养,待分化出的小芽

长至 2～ 3 cm ,将其切下转接 TR 培养基。

1. 6　转基因烟草的检测

1. 6. 1　PCR 检测　按照文献[ 10 ]SD S法并稍作改

进。提取转基因烟草的基因组DNA 作为模板, 以

P1, P2引物进行 PCR 扩增。扩增条件为: 94 ℃变性

5 m in 后, 94 ℃ 1 m in、58 ℃ 1 m in、72 ℃ 1 m in, 30

个循环; 72 ℃延伸 10 m in。PCR 产物用 10 göL 琼脂
糖凝胶电泳检测。同时,以未进行转化的烟草植株按

同样方法进行试验,以其 PCR 产物作为对照。将阳

性植株的 PCR 产物送大连宝生物工程有限公司测

序,以确定其中是否整合有完整的V P 1基因。

1. 6. 2　R T 2PCR 检测　用Q IA GEN 公司的植物

RN easy M in i K it RNA 提取试剂盒,直接提取烟草

总RNA ,以 P2为引物,对所提取的RNA 进行反转
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录合成 cDNA。再以其为模板, P1, P2 为引物进行

PCR 扩增, 扩增方法同 1. 2. 2, 扩增产物用 10 göL
琼脂糖凝胶电泳检测。

2　结果与分析
2. 1　FM DV V P 1基因的获得

　　利用R T 2PCR 方法获得的扩增产物,经 10 göL
琼脂糖凝胶电泳检测后,在大约 670 bp 处有明亮条

带 (图 1) ,与预期结果相符。扩增产物测序结果表

明,获得了完整的V P 1 基因,并在基因两侧含有正

确的酶切位点和修饰序列。

图 1　FM DV V P 1基因R T 2PCR 产物的电泳结果
1～ 2. V P 1基因扩增产物;M. DNA 分子量标准

F ig. 1　A gro se electropho rsis of R T 2PCR V P 1 gene

1- 2. R T 2PCR p roducts of V P 1 gene;M. 100 bp DNA ladder M arker

图 2　重组植物表达载体 pB in2V P 1的 PCR 及酶切鉴定

M. DNA 分子量标准; 1. 重组植物表达载体 pB in2V P 1; 2. 植物表达载体

pB in 438; 3. pB in2V P 1 PCR 扩增产物; 4. pB in2V P 1双酶切产物

F ig. 2　 Iden tificat ion of recom binan t

p lasm id by PCR and restrict ion digest ion

M. DNA M arker; 1. R ecom binan t p lasm id pB in2V P 1; 2. P lasm id pB in 438;

3. PCR iden tification of pB in2V P 1; 4. R estriction iden tification of pB in2V P 1

2. 2　FM DV V P 1 基因植物重组表达载体 pB in2
V P 1的 PCR 及酶切鉴定

　　由图 2可知,构建的重组载体条带较空的植物

表达载体条带滞后,且以重组载体为模板的 PCR 产

物长度和酶切后的小片段长度一致, 约为 670 bp ,

与V P 1基因大小相符。测序结果表明,V P 1基因正

确插入到pB in438中。由此可知,重组植物表达载体

pB in2V P 1构建成功。

2. 3　转 FM DV V P 1基因烟草的 PCR 扩增

由图 3 可知,所有转化植株均能扩增出一条约

670 bp 的条带,而从非转化植株中不能扩增出此目

标条带 (图 3)。测序结果表明,转化的烟草植株中整

合有V P 1基因。

图 3　转 FM DV V P 1基因烟草的 PCR 检测结果
1～ 3. 不同植株转基因烟草; 4. 阳性对照 (pB in 4382V P 1质粒

PCR 产物) ; 5. 阴性对照 (未转化烟草N C89) ;M. DNA 分子量标准

F ig. 3　PCR analysis of transgen ic tobacco p lan ts
1- 3. D ifferen t transgen ic tobacco p lan ts;

4. Po sitive con tro l; 5. N egative con tro l;M. DNA M arker

图 4　转 FM DV V P 1基因烟草的R T 2PCR 检测结果
1～ 3. 不同植株转基因烟草; 4. 阳性对照

(pB in 4382V P 1质粒 PCR 产物) ;M. DL 2000分子量标准

F ig. 4　R T 2PCR analysis of transgen ic tobacco p lan ts
1- 3. D ifferen t transgen ic tobacco p lan ts;

4. Po sitive con tro l;M. DL 2000 M arker
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2. 4　转 FM DV V P 1基因烟草的R T 2PCR 检测

由图 4可知,经 10 göL 琼脂糖凝胶电泳发现,在

670 bp 的位置有很亮的条带,与目的片段长度一致,

说明烟草植株中已经整合有V P 1基因,且已经转录。

3　讨　论

口蹄疫病毒属于小RNA 病毒科, 口蹄疫病毒

属,有 7个血清型,各型之间无交叉保护反应。亚洲

É型 FM DV 主要流行于亚洲地区,对我国已构成严

重威胁。自从 1992年M ason 等[11 ]提出利用转基因

植物生产动物疫苗的新思路以来,已经有诸多的研

究进一步证明了利用转基因植物作为“工厂”生产疫

苗[12214 ]或亚单位疫苗[15216 ]的可行性。与传统的疫苗

相,植物转基因疫苗是一种经济安全的疫苗,其运输

和储存不需要特殊的冷链系统,且通过口服免疫使

用很方便,易于推广普及。转基因植物疫苗已成为新

型疫苗中最具有发展前景的一种疫苗,是目前世界

各国新型疫苗研究的热点之一。FM DV 的血清型和

变异株较多,且各型间无交叉保护,因此对 FM D 的

防制应包括对各血清型疫苗的开发。Kupper等[3 ]研

究表明, V P 1基因是 FM DV 主要的免疫原基因,能

诱导机体产生中和抗体。鉴于此,本研究选用对我国

已构成严重威胁且研究相对较少的亚洲É 型

FM DV ,用其结构蛋白V P 1基因转化模式植物——

烟草,开展了转基因植物疫苗的初步研究。

本研究对构建的重组植物表达载体 pB in2V P 1

进行了酶切、PCR 扩增及核苷酸序列测定, 结果显

示序列中含有完整的 K oz ak 有效翻译起始基序、起

始密码子A T G、和相关限制性酶切位点等,表明成

功构建了转亚洲É型 FM DV V P 1基因的植物表达

载体 pB in2V P 1。利用农杆菌介导法将其导入烟草,

经卡那霉素筛选获得抗性植株, 通过 PCR 和 R T 2
PCR 方法分别从复制和转录水平进行目的基因检

测,结果发现,所检测的 20 株转基因烟草植株均为

阳性,说明已成功获得了转V P 1基因的烟草。下一

步的研究工作是利用所构建的载体继续探索转化条

件,扩大转化的受体范围,进一步从表达水平及动物

免疫效果探索 FM DV 转基因植物疫苗的可行性。
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