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　　[摘　要 ]　以胡萝卜无菌幼苗的下胚轴为外植体, 通过携带 CTB 基因的根癌农杆菌的介导进行转化, 在 Kan

50 m göL 和 Carb 500 m göL 的M S321 固体培养基上诱导形成胚性愈伤组织, 转至 Kan 100 m göL 和 Carb

100 m göL 的M S0 固体培养基上形成植株, 同时还进行了以经过预处理的下胚轴为外植体进行转化的试验, 发现低

温处理 4 d 的下胚轴的抗性愈伤诱导率较高。经 PCR 检测、PCR 2Southern 杂交检测以后, 表明CTB 基因已整合进

胡萝卜的基因组中。R T 2PCR 检测初步证明了CTB 基因的转录。
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　　霍乱弧菌是一种严重威胁人类健康的腹泻致病

菌。霍乱肠毒素是由霍乱弧菌生产的霍乱致病因子,

其由A、B 2 种亚基组成,A 为活性部分,B 亚基为抗

原部分[1 ]。CTB 具有良好的免疫原性, 可刺激机体

产生保护性抗体, 对腹泻提供有效的保护[2 ]。过去人

类获得免疫预防主要是通过疫苗接种, 然而对霍乱

弧菌而言, 粘膜免疫比肠外免疫更有效。因此, 近年

来人们致力于研究利用转基因植物生产疫苗, 尤其

希望利用转基因方法为人类提供廉价、安全的口服

疫苗。至今已有多种疫苗在转基因植物中获得成功

表达, 如乙型肝炎表面抗原[3 ]、H IV 表面抗原、不耐

热的肠毒素B 亚单位[4 ]、重组 CTB [5 ]等, 但大都用

模式植物如烟草或马铃薯等, 需经纯化或加热煮熟

后食用。而胡萝卜可生食, 也可榨汁, 营养价值较高,

同时胡萝卜作为研究体细胞胚发生及组织培养方面

的经典材料, 其转化也有成功的报道, 因此胡萝卜是

研究口服疫苗的理想材料。本研究利用胡萝卜作为

植物材料表达霍乱毒素B 亚基, 以期为利用转基因

植物生产口服腹泻疫苗的研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　植物材料

　　取亲本材料A C93 和A C101 胡萝卜种子, 人工

搓去种子上的刺毛, 体积分数 70% 乙醇震荡 30 s,

10 göL A gNO 3 消毒 30 m in, 用无菌水冲洗 5～ 6

次, 滤纸吸干, 接种至 1ö2 M S 固体培养基上, 26 ℃

黑暗条件下培养 9～ 10 d 后, 切取下胚轴进行转化。

1. 2　质粒和菌株

该质粒由中国科学院微生物研究所方荣祥所长

提供。见图 1。

图 1　PB irc 38 质粒图谱

F ig. 1　T he diagram of PB irc 38

1. 3　植物材料对卡那霉素敏感性的测定

将未经转化的 2 个亲本材料A c93 及A c101 的

外植体分别培养在含 Kan 25, 40, 50, 70, 90, 110,

130 m göL 和不含 Kan 的培养基上, 观察胡萝卜外

植体对卡那霉素的敏感性, 以确定最合适的筛选压。
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1. 4　无菌苗的预处理

参照上海植生所王凌健等[6 ]的研究, 对胡萝卜

幼苗进行如下预处理: 26 ℃ 11 d, 4 ℃ 0 d; 26 ℃

7 d, 4 ℃ 4 d; 26 ℃ 7 d, 4 ℃ 8 d; 26 ℃ 7 d, 4 ℃

10 d。

1. 5　共培养及转化

将胡萝卜下胚轴切成 0. 5 cm 的段, 浸没于

OD 600 为 0. 5～ 0. 6 的菌液中, 30 m in 后取出, 用无

菌滤纸吸去多余的菌液, 接种于含 0. 2 m göL 的

2, 42D 的M S (M S321) 固体培养基上, 于 26 ℃黑暗

条件下共培养 3 d, 至外植体上长出明显的菌液。

1. 6　抗性愈伤组织的诱导和植株再生

共培养后将外植体接种于附加 50 m göL 的

Kan 及 500 m göL Carb 的M S321 固体培养基上,

2～ 3 周后转至附加 50 m göL Kan 及 300 m göL
Carb 的M S321 固体培养基上, 诱导抗性愈伤组织

的 形 成, 1 个 月 后, 将 抗 性 愈 伤 组 织 转 至 含

100 m göL 的Kan 及 100 m göL 的Carb 的M S0 固体

培养基上, 2 周后可观察到黄白色胚状体的形成。

1. 7　植株再生

等黄白色的胚状体长大一些后, 用镊子将其轻

轻拨下, 使其散落在培养基上, 等小植株长至 0. 5～

1. 0 cm 时, 将其接种至新的附加 100 m göL Kan 及

100 m göL Carb 的M S0 培养基上, 2 周内胚根明显

伸长的可视为抗性株。

1. 8　PCR 扩增

1. 8. 1　引物设计　据CTB 序列设计 1 对特异引物

P1 和 P2。

　P1: 5′A CA CCTCAAAA TA T TA CT GA T T 3′;

　P2: 5′CCA T T T GCCA TA CTAA T T GCGG3′。

1. 8. 2　DNA 提取及 PCR 反应　DNA 提取用

CTAB 法。 PCR 反应在 PER K IN ELM ER Gene

Amp PCR System 9600 上进行, 反应条件: 94 ℃ 3

m in, 94 ℃ 1 m in, 54 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in, 30 个循

环, 72 ℃延伸 30 s。PCR 扩增产物用 1% 琼脂糖凝

胶电泳检测。

1. 8. 3 　 PCR Sou thern2b lo t 鉴定　试验使用

Boenginger M annheim 公司生产的D IG2DNA 标记

检测系统, 用引物 P1 和 P2 从 PB irc 38 的质粒中扩

增出 400 bp 的片段, 经琼脂糖凝胶电泳纯化, 采用

随机引物标记法进行D IG 标记后作为杂交探针。用

该对引物从阳性株叶片总DNA 中扩增出 400 bp 的

片段, 经 1. 0% 琼脂糖凝胶电泳, 采用毛细管法转移

至尼龙膜上, 按产品说明书进行杂交和免疫显色。

1. 8. 4　转基因植物的R T 2PCR 鉴定　取阳性株的

幼嫩叶片 0. 1 g, 用异硫氰酸胍法提取叶片的总

RNA , 采用 P rom ega 的O ligdT (15) 及逆转录酶M 2
M LV 反转录出各mRNA 的 cDNA 第一链, 然后依

此为模板, 进行常规 PCR 扩增。

2　结果与分析
2. 1　植物材料对卡那霉素敏感性的测定

将未经转化的A C93 和A C101 的下胚轴分别

培养在含不同质量浓度卡那霉素的M S321 培养基

上, 同时将正在分化胚的愈伤组织及由胚生成的小

植株分别培养在含不同质量浓度的卡那霉素的M S0

固体培养基上。结果表明, 当卡那霉素质量浓度为

25 m göL 时, 下胚轴的端部有少量的愈伤分化, 愈伤

组织上有部分胚分化; 当卡那霉素质量浓度为

50 m göL 时, 下胚轴基本无愈伤分化, 而培养的愈伤

组织还有少量的生长现象, 分化的胚通过愈伤吸收

营养, 有生长现象, 但呈生长不良状, 小植株的胚根

已不能伸长。

为了较严格地筛选抗性株, 将下胚轴诱导愈伤

组织卡那霉素质量浓度定为 50 m göL , 愈伤组织分

化胚和抗性株生长的卡那霉素质量浓度定为 100

m göL。
2. 2　预处理对胡萝卜转化的影响

取不同预处理的胡萝卜下胚轴, 在相同条件下

进行转化试验, 每个处理中下胚轴取相同块数, 经过

共培养、诱胚、继代等一系列培养后, 随机抽取各处

理的卡那抗性株进行检测。结果发现在所进行的转

化试验中, 幼苗经 4 ℃处理 4 d, 从其下胚轴所获得

的抗性愈伤最多, 各处理各接种约 400 块外植体,

4 ℃处理 4 d 的下胚轴的抗性愈伤组织的诱导频率

为 80% , 而其他各处理的抗性愈伤组织的诱导频率

则低于此数值。

图 2　胡萝卜再生株的 PCR 检测

M. DNA 分子量标准; 1. 阳性对照; 2. 阴性对照; 3～ 10. 转化再生株

F ig. 2　PCR detection of regenerated carro t p lan t

M. DNA step ladder; 1. Po sit ive con tro l;

2. N egative con tro l; 3- 10. Regeneration p lan t
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2. 3　转基因胡萝卜的鉴定

2. 3. 1　PCR 鉴定　取转化后正常生长的植株叶片

提取基因组 DNA , 以未经转化的胡萝卜植株的

DNA 为对照, 用引物进行扩增, PCR 检测的结果如

图 2 所示。

2. 3. 2　PCR 2Sou thern 鉴定　使用D IG2DNA 标记

检测系统对随机选取的阳性株进行 PCR 2Sou thern

分析, 结果表明 (图 3) , 从抗性株DNA 扩增的 400

bp 的片段能与探针发生特异结合。证明再生植株的

PCR 阳性结果可靠, 初步确定目的基因已整合到抗

性再生植株的染色体中。

2. 3. 3　转基因植株的R T 2PCR 分析　用提取的转

基因胡萝卜的总 RNA 进行 R T 2PCR 扩增, 检测

CTB 基因在转基因胡萝卜中的转录, 扩增结果如图

4 所示。转基因胡萝卜的RNA 经过反转录后能扩增

出目的条带, 而阴性对照则未扩出相应片段, 初步证

明转基因胡萝卜中有CTB 基因的转录。

图 3　转基因胡萝卜的 PCR 2Southern

1. 阳性对照; 2. 阴性对照; 3～ 8. 阳性株

F ig. 3　PCR 2Southern b lo t of trandgen ic carro t p lan t

1. Po sit ive con tro l; 2. N egative con tro l; 3- 8. Po sit ive p lan t

图 4　转基因胡萝卜的RNA 提取及R T 2PCR

左图: 1. 阴性对照; 2～ 5. 阳性株; 右图:M. H igh DNA m ass ladder 分子量标准;

1. 阳性对照; 2. 空白对照; 3. 阴性对照; 4～ 9. 阳性株

F ig. 4　RNA extraction and R T 2PCR detection of trangen ic carro t p lan t

L eft p late: 1. N egative con tro l; 2- 5. Po sit ive p lan t; R igh t p late:M. H igh DNA m ass ladder;

1. Po sit ive con tro l; 2. B lank con tro l; 3. N egative con tro l; 4- 9. Po sit ive p lan t

3　讨　论

植物遗传工程是建立在有效的载体、受体和有

效的遗传转化方法基础之上的。本研究用胡萝卜作

为受体系统, 一方面是它具有体细胞胚发生能力 (大

都认为体细胞胚属单细胞起源[7 ]) , 有效地减少了嵌

合体的发生, 另一方面, 胡萝卜可生食, 这对研究口

服疫苗具有重要意义。

外植体的生理状态是影响转化效果的重要因

素。本试验中将无菌苗做低温处理, 发现 4 ℃处理 4

d 的无菌苗下胚轴所获得的抗性株 PCR 阳性率较

高, 此结论需做更多的试验进行验证。胡萝卜是通过

体细胞胚发生再生植株, 试验发现, 在分化及脱分化

阶段需用不同的卡那选择压来筛选抗性株。在愈伤

组织的诱导阶段, 将卡那霉素质量浓度定为

50 m göL ; 在诱胚阶段, 将卡那霉素质量浓度定为

100 m göL ; 在再生植株的胚根伸长阶段, 为了较严

格地筛选抗性株, 把卡那霉素质量浓度定为

100 m göL。
本研究中, 通过 PCR 2Sou thern 初步确定了

CTB 基因已整合进基因组中, 也通过R T 2PCR 初步

确定了 CTB 的转录, 还需通过做 Sou thern 杂交准

确确定外源基因整合的拷贝数及通过N o rthern 杂

交确定外源基因的转录量。

[参考文献 ]
[ 1 ]　熊凌霜, 马清钧, 张艳红. 工程菌产霍乱肠毒素B 亚单位的纯化[J ]. 生物化学杂志, 1990, 6 (1) : 27- 31.

[ 2 ]　王新国. 用转基因植物生产霍乱毒素B 亚单位[D ]. 北京: 中国人民解放军军事医学科学院, 1999. 3- 4.

54第 5 期 陈书霞等: 霍乱毒素B 亚基对胡萝卜的遗传转化



[3 ]　N ason H S, L am D M K, A rn tzen C J. Exp ression of hepatit is B surface an tigen in transgen ic p lan ts [J ]. P roc N atl A cad Sci, 1992, 89:

11754- 11759.

[ 4 ]　H aq T A , M ason H S, C lem ents J D , et al. O ral imm unization w ith a recom binan t bacterial an tigen p roduced in transgen ic p lan ts [J ].

Science, 1995, 268: 714- 715.

[ 5 ] 　A rakaw a T , Chong D K X, L angridge W H R. Efficacy of a food p lan t2derived o ral cho lera tox in B subun it vaccine [ J ]. N atu re

B io techno logy, 1998, 16: 292- 297.

[ 6 ]　王凌健, 倪迪安, 陈永宁, 等. 利用转基因胡萝卜表达肺结核疫苗[J ]. 植物学报, 2001, 43 (2) : 132- 137.

[ 7 ]　周俊彦. 植物体细胞在组织培养中产生的胚状体 É . 植物体细胞的胚状体发生[J ]. 植物生理学报, 1981, 7 (4) : 389- 396.

Genet ic t ran sfo rm at ion of CT 2B on carro t
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Abstract: T he hypoco tyl of carro t w ere infected w ith A g robacterium tum ef aciens con ta in ing CTB gene,

the exp lan ts w ere tran sferred to M S321 select ion m edia w h ich con ta ined Kan 50 m göL and carb 500 m göL
to induce em b ryogen ic callu s. T hen the callu s w ere tran sferred to M S0 m edia to fo rm p lan t let, and it w as

found that the tran sgen ic ra te of hypoco tyls w h ich w ere trea ted of low temperatu re w ere h igher in all

t rea tm en ts. PCR , PCR 2Sou thern detect ion of carro t DNA confirm ed that the CTB gene had been in troduced

in to the p lan t genom e. R T 2PCR detect ion show ed p rim arily the tran scrip t ion of CTB.

Key words: cho lera B subun it (CTB gene) ; carro t; genet ic t ran sfo rm at ion
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