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根癌农杆菌介导的人骨形成蛋白23成熟肽
基因向油菜转化的研究
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张大鹏,郭蔼光
(西北农林科技大学 生命科学学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　用根癌农杆菌 (A g robacterium tum ef aciens)共培养法,将骨形成蛋白23成熟肽 (hBM P23m )基因导

入甘蓝型自交系油菜 (B rassica nap us L. )品种秦油23号,并获得了 hBM P23m 基因整合到油菜基因组中的植株。试

验所用外植体为油菜 4～ 5 d苗龄的下胚轴;根癌农杆菌为LBA 4404,其 T i质粒pCAM B IA 2hBM P3m 含 hBM P23m

基因。切取 2 mm 左右的下胚轴侵染根癌农杆菌后在分化培养基 (M S+ 5. 0 m göL 62BA + 0. 3 m göL NAA )上共培

养 2 d,然后转到附加 25 m göL 潮霉素和 500 m göL 羧苄青霉素的分化培养基上。切下分化出的茎芽,插入附加 25

m göL 潮霉素的生根培养基 (M S+ 0. 4 m göL IBA )中,形成完整的植株。经 PCR 检测和 Southern b lo t 分析,证实

hBM P23m 基因已插入到油菜细胞基因组中。

[关键词 ]　人骨形成蛋白23成熟肽 (hBM P23m ) ;油菜;下胚轴;根癌农杆菌

[中图分类号 ]　Q 813. 1+ 2　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2004) 0520041204

　　利用基因工程技术将一些药用蛋白基因导入植

物,从而使植物能够大量生产这类药用蛋白,这已经

成为目前植物基因工程研究的一个重要方向[1 ]。通

过这种方式,不仅可以大大降低本来昂贵的药品生

产成本,而且简化了贮存方式。因此,国际植物基因

工程研究的一个新的发展趋势,就是利用转基因植

物来生产药物,如用转基因马铃薯生产人的血清蛋

白,用转基因烟草和番茄生产人的胰岛素等[1 ]。本研

究利用构建好的人骨形成蛋白23 成熟肽 (hBM P2
3m )基因的植物表达载体 pCAM B IA 2hBM P3m , 通

过 根 癌 农 杆 菌 ( A g robacterium tum ef aciens

LBA 4404)介导法转化油菜,期望将 hBM P23m 基因

转入植物并能进行表达,为植物医药基因工程研究

作一定探索。

1　材料与方法

1. 1　植物材料

　　供试的甘蓝型油菜为秦油23号。种子经表面灭

菌后接种到无激素的M S 培养基上,萌发 5 d 左右

切取下胚轴,作为组织培养和遗传转化的起始材料。

1. 2　根癌农杆菌

根癌农杆菌 (A g robacterium tum ef aciens)菌株

为LBA 4404 (pRO K2, pCAM B IA 2hBM P3m )。质粒

pCAM B IA 2hBM P3m 含 hBM P23m 基因和 H yg 标

记基因 (图 1)。质粒由本研究室构建。

图 1　植物表达载体 pCAM B IA 2hBM P3m T 2DNA 结构

F ig. 1　Sketch m ap of T 2DNA of p lan t exp ression vecto r pCAM B IA 2hBM P3m

　　质粒 pCAM B IA 2hBM P3m 起初保存于大肠杆

菌中,碱裂解法提取后通过电击法 (电压 2. 5 kV ,电

容 25 ΛF, 阻抗 400 8 ) , 将质粒转化到根癌农杆菌

LBA 4404 中。在含 50 m göL R if 和 50 m göL Kan 的

YEB 培养基中进行筛选培养。参照文献[ 1 ]提取阳

性克隆农杆菌中的小质粒,质粒经H ind Ë酶切,电

泳鉴定, 确定是否得到含双元载体的根癌农杆菌

LBA 4404 (pRO K2, pCAM B IA 2hBM P3m )。
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根癌农杆菌 LBA 4404 (pRO K2, pCAM B IA 2
hBM P3m )在加有 50 m göL R if 和 50 m göL Kan 的

YEB 培养基上划线培养和保存。转化试验之前挑取

单菌落接种到 50 mL YEB 液体培养基中,于 28 ℃

振荡培养 (200 röm in)过夜。

1. 3　培养基[2 ]

YEB 培养基: 蛋白胨 5. 0 göL + 酵母提取物

1. 0 göL + 牛肉膏 5. 0 göL + 硫酸镁 2. 0 mmo löL ,

pH 7. 0; 诱导培养基M S1:M S+ 62BA 5. 0 m göL +

NAA 0. 2 m göL + 琼脂粉 7. 0 göL , pH 5. 8; 再生筛

选培养基M S2:M S1+ 羧苄青霉素 500 m göL + 潮霉

素 25 m göL ;生根培养基M S3:M S+ IBA 0. 3 m göL
+ 琼脂粉 7. 0 göL + 羧苄青霉素 200 m göL + 潮霉

素 25 m göL , pH 5. 8。

1. 4　PCR 引物

扩增 hBM P23m 基因的特异性引物, 由上海博

亚生物公司合成,分别为:

P rim er 1 (P lus) : 5′2GGAA TTCTTA TCTA GCGCAA G23′;

P rim er 2 (M inus) : 5′2GGAA GCTTA TGA GCCA GA CGCTCCAA T 2
3′。

1. 5　油菜农杆菌介导的遗传转化

1. 5. 1　选择压力的确定[3 ]　将未转化的外植体分

别转入含潮霉素 (H yg) 0, 5, 10, 15, 20 和 25 m göL
的诱导培养基M S1 上培养,培养温度为 (26±1)℃,

光照为 16 höd。

未转化的油菜外植体在含有 20 m göL 潮霉素
的诱导培养基上不能生成愈伤组织,考虑到利用农

杆菌转化外植体过程中经常会出现转基因的嵌合体

或所谓的“假阳性”现象,本试验最后将选择压力定

在 25 m göL。
1. 5. 2　共培养　将含 hBM P23m 基因的农杆菌单

菌落置于 YEB 培养基中,在 28 ℃, 200 röm in 条件

下培养约 24 h, 用不含琼脂粉的液体培养基稀释

30～ 50倍,将油菜下胚轴置于稀释后的菌液中浸泡

1～ 2 m in,取出用无菌滤纸吸干菌液,转入诱导培养

基M S1,在温度 (26±1) ℃,光照 16 höd 的条件下

培养 2 d。

1. 5. 3　再生筛选培养　将共培养 2 d 后的材料转

入再生筛选培养基M S2,培养条件同 1. 5. 2,每 10～

15 d 更换 1次培养基。

1. 5. 4　生根培养　当筛选培养基上愈伤组织长出

2. 0 cm 左右的新芽时,切取小芽将其转移至生根培

养基上进行生根培养,培养条件同 1. 5. 2。

1. 6　转化植株的 PCR 检测和 Sou thern b lo t 分析

1. 6. 1　再生植株的 PCR 分析　采用 CTAB 方

法[4 ] , 分别从转化植株和非转化植株叶片中提取

DNA 作为模板,用 PCR 技术[5 ]扩增再生植株基因

组DNA ,以检测 hBM P23m 基因是否已经整合到油

菜基因组中。取 1 ΛL 抗性植株总DNA 作为模板,

以 P rim er 1 和 P rim er 2 为引物, 按以下程序进行

PCR 扩增: 95 ℃ 2 m in; 94 ℃ 1 m in, 58 ℃ 1 m in,

72 ℃ 1 m in,循环 30次; 72 ℃ 10 m in 扩增后,以质
粒DNA 为阳性对照,以非转化植株的DNA 为阴性

对照,用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 6. 2　Sou thern b lo t 分析　采用武汉博士德公司

的试剂盒并按其使用说明书操作。以上述PCR 扩增

产物为模板,用地高辛为标记物进行随机标记得到

探针。转化植株的基因组DNA 用H ind Ë酶切后,

在0. 8%琼脂糖凝胶上电泳 5 h。DNA 片段分开后
通过毛细作用转印至硝酸纤维素膜上,再用标记好

的探针进行杂交、染色。

2　结果与分析

2. 1　携带目的基因的质粒向根癌农杆菌的转化及

其鉴定

图 2为大肠杆菌和农杆菌中的质粒经H ind Ë
酶切的电泳图谱。由图 2可见,质粒酶切后出现 2条

带, 通过计算机辅助分析, 条带的分子量分别约为

11 000 bp 和 1 400 bp ,这与质粒在酶切位点切割后
应有的理论值接近,而且 2 种宿主菌的质粒酶切电

泳结果基本相同。因此可以证明,通过电击法已将质

粒 pCAM B IA 2hBM P3m 转入农杆菌, 携带 hBM P3m 基

因的农杆菌能够用于遗传转化。

图 2　H indË酶切筛选 pCAM B IA 2hBM P3m

M. 标准分子量; A. 大肠杆菌中的质粒; B. 农杆菌中的质粒

F ig. 2　Screen ing of pCAM B IA 2hBM P3m

co lony by H indË digest ion

M. DNA m arker DL 15000+ DL 2000; A. P lasm id

from E. coli; B. P lasm id from A . tum ef aciens

2. 2　根癌农杆菌感染和抗性植株的再生

油菜下胚轴与农杆菌共培养 2 d 后,移至附加
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羧苄青霉素 500 m göL 和潮霉素 25 m göL 的再生选
择培养基上进行培养。15 d 后,下胚轴的末端切口

膨大, 陆续长出大小不均一的愈伤组织; 50 d 后可

以看到芽的分化 (图 3)。而未经感染的外植体则无

芽的分化,并且白化死亡。

将分化出的芽切下,接入加有潮霉素 25 m göL
和羧苄青霉素 200 m göL 的生根培养基中, 诱导生

根。约 13 d 即可看到根的形成, 得到抗性植株

(图 4)。

图 3　带有抗性芽的外植体

F ig. 3　Exp lan t w ith resitan t shoo ts

图 4　生根培养基上的转化植株

F ig. 4　P lan t roo ting m edium

2. 3　转化体的鉴定

2. 3. 1　油菜转化体的 PCR 分析　以质粒 pCAM 2
B IA 13012hBM P3 为阳性对照, 以未转化植株叶片

DNA 为阴性对照,对转化植株进行 PCR 检测。结果

表明,阳性对照及转化植株扩增出 400 bp 的条带,

而阴性对照没有此条带 (图 5) ,证明外源 hBM P23m

基因已经整合到油菜基因组中。

图 5　转基因油菜的 PCR 检测

M. 标准分子量; 1～ 6. 不同转基因油菜植株; 7. 阳性对照

(质粒 pCAM B IA 2hBM P3m ) ; 8. 阴性对照 (未转化油菜)

F ig. 5　PCR analysis of transgen ic p lan t

M. M arker; 1- 6. D ifferen t transgen ic p lan ts;

7. Po sit ive con tro l (pCAM B IA 2hBM P3m ) ;

8. N egative con tro l(un transfo rm ed)

2. 3. 2　Sou thern b lo t 分析　取经 PCR 鉴定、证明

外源 hBM P23m 基因已经整合到油菜基因组中的转

化体进行 Sou thern b lo t 分析,结果见图 6。

从图 6可以看出,植物DNA 经H ind Ë酶消化
后出现多条杂交带, 说明存在多个插入位点, 即

hBM P3m 基因已整合到油菜基因组中。

图 6　转基因植株基因组DNA 的 Southern b lo t 分析

1. 未经转化的植株; 2～ 8. 转化植株

F ig. 6　Southern b lo t analysis of

genom e DNA in transgen ic p lan t

1. N on2transfo rm ed p lan t;

2- 8. T ransgen ic p lan ts

3　讨　论

人骨形成蛋白23 (hBM P23)是骨形成蛋白 (bone

mo rphogenet ic p ro tein s, BM P s)多肽因子家族的成

员,它能诱导机体内的间充质细胞不可逆地分化为

软骨和骨细胞,对骨骼的发育和成年骨损伤的再生

修复起重要作用,因而有良好的临床应用前景[6, 7 ]。
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但是BM P s主要存在于骨组织中,在正常骨骼中的

含量极微,限制了BM P 的基础与应用研究,所以人

们试图通过基因工程技术制备BM P s,并研究其基

因及蛋白质结构。因此,本研究利用油菜的下胚轴作

为遗传转化的外植体, 经潮霉素 (H yg)抗性筛选,

PCR 和 Sou thern b lo t 分析,初步鉴定 hBM P23m 基

因已整合到油菜细胞基因组中。但是,提取转化植株

和非转化植株的总蛋白,通过 SD S2PA GE 却未发现

有目的蛋白表达,推测可能是目的蛋白表达量过低

或者整合到油菜细胞基因组中的 hBM P23m 基因沉

默所致,有待进一步研究。

进行组织培养时,植物细胞会产生乙烯,乙烯积

累到一定浓度,就会影响植物的正常发育。因此可通

过在培养基中加入A gNO 3 来抵制乙烯的产生[8 ] ,或

者通过增加培养基的更换频率来消除这种影响。在

本试验中,采用了这 2种方法,通过比较发现差别不

大。所以后续的试验采用了增加培养基更换频率的

方法。

在试验过程中还发现,外植体下胚轴经农杆菌

侵染后,经过共培养,然后转入再生筛选培养基中,

培养 2周左右,可在切口处产生抗潮霉素愈伤组织。

此程序中共培养时间的长短对转化频率影响很大。

如果共培养时间过长,将导致农杆菌过度生长,随后

的抗菌素很难抑制其生长,从而导致试验失败。共培

养时间过短,则会使农杆菌的 T 2DNA 转移不够完

全,从而使转化频率降低。本试验采用的共培养时间

为 2 d。

此外,用农杆菌侵染下胚轴时,农杆菌的浓度不

宜过高,可控制在OD 值为 0. 2左右; 而且下胚轴侵

染时间不能超过 3 m in,否则容易造成外植体腐化。
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T ran sfo rm at ion of B rassica nap us w ith hum an bone m o rphogenet ic
p ro te in 3 m atu re p ip t ide gene m edia ted by A g robacterium tum ef aciens

ZHANG Da-peng, GUO A i-guang
(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: Seeds of B rassica nap us L. cv.“Q inyou23”w ere su rface2sterilized and germ inated ho rmone2
free M S m edium. A fter fou r to five days, the hypoco tyls w ere excised in such a w ay. T hese hypoco tyls w ere

u sed as the exp lan ts fo r t issue cu ltu re and genet ic t ran sfo rm at ion. A fter 2 days of co2cu lt iva t ion w ith

A g robacterium tum ef aciens st ra in LBA 4404, the p lasm id of w h ich con ta in s gene of hBM P23m , the exp lan ts

w ere tran sferred on to select ion m edium con ta in ing 25 m göL hygrom ycin and 500 m göL carben icillin. A bou t

one mon th, shoo ts em erged from the exp lan ts inocu la ted. T hey w ere excised and tran sferred on to roo t ing

m edium con ta in ing 25 m göL hygrom ycin. W ho le p lan ts w ere ob ta ined. T ran sfo rm at ion w as confirm ed by

PCR and Sou thern b lo t analysis.

Key words: B rassica nap us; hypoco tyls; hum an bone mo rphogenet ic p ro tein 3 m atu re pep t ide (hBM P2
3m ) ; A g robacterium tum ef aciens
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