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口蹄疫病毒 VP1基因在胡萝卜中的表达
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　　[摘　要 ]　为了生产一种可以直接口服的口蹄疫疫苗,以胡萝卜 (D aucus carota L. var. sa tiva)无菌幼苗下胚

轴诱导的愈伤组织为受体材料,通过农杆菌LBA 4404介导的遗传转化,在CaM V 双 35S 启动子的驱动下,将口蹄

疫病毒 (foo t2and2mouth disease virus, FM DV )结构蛋白V P1基因的活性肽片段 (包括 2个 141～ 160位肽和 1个

200～ 213位肽的基因片段)导入胡萝卜愈伤组织细胞。经 PCR 和 PCR 2Southern 杂交等方法鉴定转化苗,确认口蹄

疫病毒结构蛋白V P1基因已整合到胡萝卜染色体中,转化效率达到 52%。SD S2PA GE 试验结果初步证明,在转化

苗总蛋白中有目的基因表达,胡萝卜种子中可溶性蛋白含量最高,达 3. 57 göL ,而根中可溶性蛋白含量最低,仅有

0. 17 göL ; 靠近心叶的叶片可溶性蛋白含量可达到 1. 475 göL ,而最外部叶片可溶性蛋白含量仅有 0. 37 göL ,相差

近 5倍。Do t2EL ISA 和 EL ISA 检测结果表明,转化苗中表达的口蹄疫病毒结构蛋白V P1可以与 FM DV 灭活疫苗

免疫动物制备的抗体特异结合。以上试验结果证明,口蹄疫病毒结构蛋白V P1基因在转基因胡萝卜中表达成功。
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Abstract: In o rder to p roduce a k ind of o ra l FM DV vaccine, p lan t exp ression vecto r pBFM DV con ta in2
ing V P1 gene fragm en ts (con ta in ing tw o 141- 160 pep t ides and one 200- 213 pep t ide) of foo t2and2mou th

disease viru s (FM DV ) under the con tro l of cau lif low er mo saic viru s (CaM V ) 35S doub le p romo ters w as

con structed. By infected w ith A g robacterium tum ef aciens LBA 4404, the gene fragm en ts w ere tran sferred in2
to carro t ca lli. PCR and PCR 2Sou thern analyses of t ran sgen ic carro t DNA confirm ed that the fragm en ts of

FM DV V P1 gene w ere in troduced in to the p lan t genom ic DNA successfu lly, the ra te of t ran sfo rm at ion w as

up to 52%. T he resu lt of SD S2PA GE show ed that the gene fragm en ts of in terest w ere exp ressed in som e of

the tran sgen ic p lan ts. T he so lub le p ro tein from carro tπs seed is the h ighest, and the quan t ity is up to 3. 57

göL. How ever, the p ro tein from carro tπs roo t is the low est, and the quan t ity is on ly 0. 17 göL. W hatπs mo re,

the so lub le p ro tein from ap ical leaf is up to 1. 475 göL , bu t the p ro tein from ou tw ard leaf is on ly 0. 37 göL.

T he difference betw een the tw o w as mo re than 52fo ld. T he b inding act ivity of the exp ressed p ro tein s to an2
t i2FM DV an tibodies w as confirm ed by u sing Do t2EL ISA and EL ISA. T hese resu lts demon stra ted that the

fragm en ts of FM DV V P1 gene had been exp ressed in tran sgen ic carro ts successfu lly.

Key words: t ran sgen ic carro ts; o ra l vaccine; FM DV V P1 gene

　　口蹄疫 (foo t2and2mou th disease, FM D )是偶蹄 动物的一种急性、发热性、高度接触性传染病,被国
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际兽医局列为头号A 类传染病。该病传播途径多、

传播速度快,曾多次在世界范围内发生大流行。虽然

该病的死亡率不高 (除幼畜外) ,但需要花费大量的

人力、物力和财力来防治,且一旦爆发会造成巨大的

经济损失。因此,世界各国非常重视 FM D 的研究。

口蹄疫由口蹄疫病毒引起。口蹄疫病毒 (foo t2
and2mou th disease viru s, FM DV )属于小 RNA 病

毒科口蹄疫病毒属。V P1基因是 FM DV 主要的免

疫原性基因,它含有B 细胞抗原表位 (141～ 160 位

肽)和 T 细胞抗原表位 (200～ 213 位肽) ,能诱导机

体产生中和抗体[1 ]。

自 20 世纪 80 年代初开始,利用转基因植物生

产口蹄疫疫苗取得了很大进展。Carrillo 等[223 ]将

FM DV V P1 基 因 转 化 到 拟 南 芥 (A rabid op sis

tha liana )和马铃薯中,首次利用转基因植物表达抗

原引起动物产生抗病毒的免疫反应。随后W ig2
do rovitz 等[425 ]将 FM DV V P1 基因转化烟草和苜

蓿,免疫小鼠后均可产生抗病毒特异免疫反应。以上

试验结果极大地促进了口蹄疫疫苗的研究,但由于

转化受体主要集中在一些模式植物上,而烟草的毒

性、马铃薯块茎难以生食等均限制了生产的转基因

植物疫苗直接用于口服。胡萝卜种植广泛,易于组织

培养和转化,可以生食,对人类特别是婴幼儿较为理

想,是生产口服疫苗理想的“生物反应器”。本试验以

胡萝卜为转化受体, 研究了 FM DV 结构蛋白V P1

基因在转基因胡萝卜中的表达情况,为进一步研究

利用转基因植物生产口服疫苗提供了一条新途径。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　胡萝卜　胡萝卜 (D aucus ca rota L. var.

sa tiva)栽培品种Caro l (法国品种) ,由北京市农林科

学院蔬菜研究中心孙盛湘老师惠赠。

1. 1. 2　菌株和质粒　大肠杆菌 (E scherich ia coli)菌

株 Top 10,根癌农杆菌 (A g robacterium tum ef aciens)

菌株LBA 4404,均由安波特基因工程技术有限公司

提供。质粒pBCh,植物表达载体,带有花椰菜花叶病

毒(CaM V )双 35S 启动子, 选择性标记基因N PT Ê
和几丁质酶基因; 质粒pU C19öFM DV ,在pU C19多

克隆位点Sm aÉ处插入 FM DV V P1基因片段 (包括

2 个 141～ 160 位肽和 1 个 200～ 213 位肽的基因片

段) ,均由安波特基因工程技术有限公司提供。

1. 1. 3　主要试剂　DNA 分子质量标准M arker

DL 2000,购自大连宝生物基因工程有限公司; 蛋白

分子质量标准M arker,购自华美生物工程公司。质

粒 DNA 提取试剂盒为 P rom ega 公司 W izard

M in ip rep s DNA Pu rif ica t ion System ,回收DNA 试

剂盒为鼎国公司的DNA 片段快速纯化ö回收试剂
盒, D IG2DNA 标记检测试剂盒为Roche 公司产品。

各种限制性内切酶和修饰酶分别购自 P rom ega 公

司、大连宝生物基因工程有限公司。免疫检测用一抗

为 FM DV 灭活疫苗免疫动物制备的兔抗血清,购自

兰州兽医所; 二抗为辣根过氧化物酶 (HR P)标记的

羊抗兔 IgG,为 P ierce公司产品。

1. 1. 4　引物与测序　FM DV V P1基因片段特异扩

增引物 FF ( 5′2CGG GA T CCG CT G CCA T GG

T TC CAA 23′) 和 FR ( 5′2GGG GTA CCT CCC

TA T TAA T T T GCC A TA GA 23′) , CaM V 35S

P rim er (5′2A GA T TA GCC T T T TCA A T T TCA

GAA 23′) 和 N o s term iner P rim er ( 5′2CGC AA G

A CC GGC AA C A GG23′) ,均由上海生工生物技术

公司完成。测序由上海博亚生物技术有限公司完成。

1. 1. 5　胡萝卜用培养基　种子萌发培养基 1ö2

M S: 1ö2 M S [6 ] + 15 göL 蔗糖+ 8 göL 琼脂, pH

5. 8; 诱导培养基 B 5D: B 5
[7 ] + 1 m göL 2, 42D + 30

göL蔗糖+ 8 göL 琼脂, pH 5. 8; 选择培养基B 5D S:

B 5D + 500 m göL 羧苄青霉素 (Cb) + 100 m göL 氨苄

青霉素 (Km ) , pH 5. 8; 生根培养基M S01:M S+ 100

m göL Km + 50 göL 蔗糖+ 8 göL 琼脂, pH 5. 8。

1. 2　植物表达载体 pBFM DV 的构建

经 B am H É、Kp n É 双酶切从质粒 pU C19ö

FM DV 切下 540 bp 左右的 FM DV V P1基因片段,

回收。将植物表达载体pBCh 用B am H É、Kp nÉ双
酶切,回收大片段,与前面回收的 FM DV V P1基因

连接,组成植物表达载体 pBFM DV ,通过电激法转

化到根癌农杆菌菌株LBA 4404中[8 ]。

1. 3　农杆菌介导的遗传转化

胡萝卜种子经无菌消毒后接种于 1ö2 M S 培养

基上,于 24 ℃、暗培养条件下萌发,待种子萌发 7～

10 d 后, 将无菌苗放于 4 ℃冰箱中低温培养 10 d

后, 切下下胚轴, 切成 0. 5 cm 的截段, 接种于B 5D

培养基上, 于 24 ℃、12 höd 散射光下光照培养, 诱

导愈伤组织,大约 6周后愈伤组织形成,作为遗传转

化的材料。

取根癌农杆菌菌液 (OD 600值为 0. 3～ 0. 5) 20

mL , 4 000 röm in 离心 10 m in,收集菌体后用 5 mL

1ö2 M S液体培养基重悬。将愈伤组织放入菌液中,

静置 10 m in,取出,吸去多余的菌液,接种于覆盖一
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层无菌滤纸的无任何抗生素的M S01培养基上, 26

℃、黑暗条件下共培养 2 d 后,转接到B 5D S 培养基

上,于 24 ℃、12 höd 散射光下光照培养,每 10 d 转

接 1次,待抗性愈伤组织分化出绿色抗性芽后,转接

于M S01培养基上诱导根的形成。待抗性苗形成后,

转接于 1ö2 M S培养基上。

1. 4　转化苗的分子鉴定

1. 4. 1　转化苗的 PCR 检测　用 CTAB 法提取转

化苗基因组DNA [9 ] ,利用引物 FF 和 FR 进行 PCR

初步鉴定。PCR 反应条件为: 95 ℃预变性 10～ 15

m in; 95 ℃变性 30 s, 50 ℃复性 30 s, 72 ℃延伸 30

s, 25次循环;最后再 72 ℃延伸 10 m in。

1. 4. 2　转化苗的 PCR 2Sou thern 检测　使用Roche

公司生产的 D IG2DNA 标记检测系统, 利用引物

CaM V 35S P rim er 和N o s term iner P rim er 从胡萝

卜叶片基因组DNA 中扩增出 1 条约 700 bp 的片

段,采用高盐转移法转移至尼龙膜上,以引物 FF 为

杂交探针,采用末端标记法进行D IG 标记, 对转化

苗进行 PCR 2Sou thern 杂交检测。

1. 5　转化苗的蛋白水平鉴定

1. 5. 1　胡萝卜总蛋白的提取　取胡萝卜新鲜组织

0. 2 g,加液氮研磨至粉末,加入 400 ΛL 蛋白提取缓

冲液 (0. 1 mo löL T ris, pH 7. 2, 20 mmo löL Β2巯基
乙醇) , 4 ℃、10 000 röm in 离心 10 m in, 吸取上

清[10 ] ,取 10 ΛL 用考马斯亮蓝 G250 测定蛋白浓度

后, - 20 ℃冻存。

1. 5. 2　转化苗总蛋白的 SD S2PA GE 银染检测　各

取 60 ΛL PCR 2Sou thern 杂交阳性苗与非转化苗的

叶片和根部蛋白进行 15% SD S2PA GE 银染检测,

银染方法见文献[ 11 ]。

1. 5. 3　免疫酶斑点 (Do t2EL ISA ) 检测　Do t2

EL ISA 检测中以 IPT G 诱导下 FM DV V P1基因在

大肠杆菌中的表达产物为阳性对照,以非转基因植

株总蛋白为阴性对照。将胡萝卜转基因植株、阴性对

照和阳性对照总蛋白直接点在用 PBS 平衡好的硝

酸纤维素膜上进行免疫反应:首先用含 30 göL BSA

的 PBS 封闭膜过夜, 免疫反应的一抗用含 15 göL
BSA 的 PBS 1∶500 稀释, 室温结合 3 h 后, PBST

洗膜 4 次, 每次 3 m in; 二抗用含 15 göL BSA 的

PBS 1∶5 000稀释,室温结合 1 h 后, PBST 洗膜 5

次,每次 3 m in;最后用O PD 显色液显色。

1. 5. 4　EL ISA 检测　EL ESA 检测中阳性对照与

阴性对照的设定同Do t2EL ISA 检测。在 96孔酶标

板中每孔包被约 100 ΛL 总蛋白, 4 ℃包被过夜后,

PBST 洗 1次; 用含 30 göL BSA 的 PBS 37 ℃封闭

2 h 后, PBST 洗 1次; 免疫反应的一抗用含 15 göL
BSA 的 PBS 1∶250 稀释, 室温结合 2 h 后, PBST

洗 3 次,每次 5 m in; 二抗用含 15 göL BSA 的 PBS

1∶750稀释,室温结合 1 h 后, PBST 洗 5次,每次 5

m in;最后用O PD 显色液显色。

2　结果与分析

2. 1　植物表达载体 pBFM DV 的构建与鉴定

　　pU C19öFM DV 经 B am H É、Kp n É 双酶切后
回收大小约为 540 bp 的片段, 与植物表达载体

pBCh 用B am H É、Kp nÉ双酶切后回收的大片段连
接, 构成植物表达载体 pBFM DV , 载体图见图 1

(a) , DNA 序列测序结果无误。用B am H É、Kp nÉ
对植物表达载体 pBFM DV 进行双酶切鉴定, 结果

(图 1 (b) )证明从质粒上可以切下 1条 540 bp 的片

段。最后将构建的植物表达载体 pBFM DV 通过电

激法转化到农杆菌LBA 4404中。

图 1　植物表达载体 pBFM DV 质粒图及其酶切鉴定
a. 植物表达载体pBFM DV 质粒图; b. 质粒载体 pBFM DV 的酶切鉴定;M. M arker DL 2000; 1. 质粒载体 pBFM DV ;

2. 质粒载体 pBFM DV 经B am H É单酶切; 3. 质粒载体pBFM DV 经 Kp nÉ单酶切; 4. 质粒载体pBFM DV 经B am H É öKp nÉ双酶切;

F ig. 1　D iagram of p lan t exp ression vecto r pBFM DV and electropho resis fo r restrict ion m ap
a. D iagram of p lan t exp ression vecto r pBFM DV ; b. E lectropho resis fo r restriction m ap of pBFM DV ;M. M arker DL 2000;

1. pBFM DV ; 2. pBFM DV (B am H É ) ; 3. pBFM DV (Kp nÉ ) ; 4. pBFM DV (B am H É öKp nÉ )
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2. 2　胡萝卜的转化和转化苗的筛选

卡那霉素抗性试验结果表明,在附加 100 m göL
Km 的培养基上接种未经转化的胡萝卜愈伤组织不

能分化出抗性芽。将农杆菌侵染转化的胡萝卜愈伤

组织接种于附加 500 m göL Cb 和 100 m göL Km 的

B 5D S 上,每 10 d 转接 1 次, 4 周后开始分化出绿色

的抗性芽,并继续分化出根,长成抗性植株。

2. 3　转化苗的分子鉴定

2. 3. 1　转化苗的 PCR 鉴定　利用引物 FF 和 FR

PCR 检测再生植株中是否已经成功转化了 FM DV

V P1基因,其 PCR 产物电泳结果如图 2所示。

图 2　转化苗中 FM DV V P1基因的 PCR 检测

M. M arker DL 2000; 1. 阳性对照质粒pBFM DV ;

2. 非转化苗; 3～ 7. 转化苗

F ig. 2　PCR assay of FM DV V P1 gene in transgen ic p lan ts

M. M arker DL 2000; 1. Po sit ive con tro l p lasm id pBFM DV ;

2. N on2transfo rm ed p lan t; 3- 7. T ransgen ic p lan ts

图 2 中阳性对照质粒 pBFM DV 和转化苗在

540 bp 左右可以扩增出特异的条带,而非转化苗未

扩增出目的条带, 初步证明在转化苗基因组DNA

中有 FM DV V P1基因片段存在。共检测 50株抗性

再生植株,其中 26 株可以扩增出特异条带,转化效

率为 52%。

2. 3. 2　转化苗的 PCR 2Sou thern 杂交　使用Roche

公司生产的D IG2DNA 标记检测系统对 PCR 产物

进行 Sou thern 分析。利用引物 CaM V 35S P rim er

和N o s term iner P rim er从胡萝卜叶片基因组DNA

中扩增出 1条约 700 bp 的片段,经 1. 0%琼脂糖电

泳,采用高盐转移法转移至尼龙膜上,按产品说明进

行杂交。结果表明,从抗性植株DNA 扩增出 700 bp

左右的片段能与探针发生特异性结合 (图 3) , 初步

确定该目的基因已整合到抗性再生植株的染色体

中。

图 3　转化苗中 FM DV V P1基因的

PCR 2Southern 杂交检测

1. 阳性对照质粒 pBFM DV ; 2. 非转化苗;

3. 空白对照; 4～ 7. 转化苗

F ig. 3　PCR 2Southern hybridization assay of

FM DV V P1 gene transgen ic p lan ts

1. Po sit ive con tro l p lasm id pBFM DV ; 2. N on2transfo rm ed

p lan t; 3. B lank con tro l; 4- 7. T ransgen ic p lan ts

2. 4　转化苗的蛋白水平鉴定

2. 4. 1　SD S2PA GE 检测结果　各取 60 ΛL PCR 2
Sou thern 杂交阳性苗与非转化苗的叶片和根部蛋

白进行 15% SD S2PA GE 银染检测, 银染结果见图

4。从图 4可以看出,在分子量 20 ku 左右可以看到

目的蛋白的表达,而这条蛋白条带在非转基因植株

中是不存在的,同时在转基因植株的根部蛋白中未

见到目的蛋白的表达,这可能是由于表达量过低造

成的。这对于疫苗的生产十分不利。

在试验中分别选取胡萝卜植株最靠近心叶和最

外面的叶片各 2片,种子、根各 0. 2 g,提取总蛋白,

按照B radfo rd [12 ]的方法测定胡萝卜各器官的总蛋

白浓度,比较它们之间的差异。结果表明,胡萝卜种

子中可溶性蛋白含量最高, 达 3. 57 göL , 而根中可

溶性蛋白含量最低,仅有 0. 17 göL ; 植株叶片中可

溶性蛋白含量多少不一,与选取叶片的部位有关:越

靠近心叶的叶片可溶性蛋白含量越高,可达到1. 475

göL , 而最外部的叶片可溶性蛋白含量仅有 0. 37

göL , 相差近 5 倍, 即越是幼嫩的叶片, 可溶性蛋白

含量越高。所以在今后的鉴定工作中应尽量选择幼

嫩的组织,以提高鉴定的灵敏度,这对于克服胡萝卜

总蛋白浓度低,难于鉴定表达产物存在的困难十分

有帮助。

2. 4. 2　Do t2EL ISA 检测结果　为了检测 FM DV

V P1活性肽基因在转基因植株中的表达情况,应用

免疫酶斑点技术对 10 株转基因胡萝卜表达的目的

蛋白进行检测,结果见图 5。
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图 4　pBFM DV 转基因植株总蛋白的 SD S2PA GE 银染检测

M. 蛋白分子质量标准M arker; CK. 非转基因植株总蛋白;

T r1, T r2, T r4. 转基因植株叶部总蛋白; T r3. 转基因植株

根部总蛋白;箭头所指为表达的目的蛋白

F ig. 4　D etection of the exp ression of FM DV V P1

in transgen ic p lan ts by SD S2PA GE silver2dyed

M. M arker; CK. P ro tein from non2transfo rm ed p lan t;

T r1, T r2, T r4. P ro tein from leaves of transgen ic p lan ts;

T r3. P ro tein from roo t of transgen ic p lan t; A rrow s

indicate the po sit ion of the exp ression of FM DV V P1

图 5　转基因植株的 do t2EL ISA 检测

1A 21D , 2A 22C, 3A 23C. 转基因植株总蛋白; 2D. 阳性对照;

3D. 非转基因植株总蛋白

F ig. 5　D etection of the exp ression of FM DV V P1

in transgen ic p lan ts by do t2EL ISA

1A 21D , 2A 22C, 3A 23C. P ro tein from transgen ic p lan ts;

2D. Po sit ive con tro l; 3D. P ro tein from non2transfo rm ed p lan t

　

　

　

　　从图 5可以看出,阳性对照和 10株转基因植株

的总蛋白中都可以检测到V P1活性肽基因的表达,

从斑点的强弱上可以看出,各转基因植株间表达量

间存在很大差异,而非转基因植株中未检测到该基

因的表达,表明转基因植株表达了目的蛋白。

图 6　转基因植株总蛋白的 EL ISA 检测结果

1. 阳性对照; 2. 阴性对照; 3～ 7. 转基因植株总蛋白;

8. 转基因植株根部蛋白

F ig. 6　R esu lts of EL ISA of p ro tein from transgen ic p lan ts

1. Po sit ive con tro l; 2. N egative con tro l;

3- 7. To tal p ro tein from transgen ic p lan ts;

8. P ro tein from roo t of transgen ic p lan t

2. 4. 3　EL ISA 检测结果　将胡萝卜转基因植株、

阴性对照和阳性对照总蛋白各 100 ΛL ö孔加入 96

孔酶标板中,通过 EL ISA 进行抗原活性检测,结果

见图 6。图 6结果表明,与阴性对照相比,在转基因

植株中表达的目的蛋白具有活性。但是转基因植株

根部总蛋白检测的OD 值低于阴性对照的本底水

平,说明没有活性目的蛋白的存在,这可能是由于表

达的蛋白浓度过低造成的。

3　讨　论

利用转基因植物生产可以口服的疫苗,是近年

来生物领域研究的热点。1992 年M ason 利用转基

因烟草表达了L T 2B 抗原,并提出了植物性口服疫

苗的概念。所谓植物性口服疫苗就是运用转基因技

术, 通过农杆菌将抗原基因 (如口蹄疫病毒抗原基

因、乙肝病毒表面抗原基因等)导入植物细胞,从而

得到带有抗原基因的植物,人类或动物生吃这些植

物就可以达到免疫。经过十几年的发展,转基因植物

疫苗已取得了很大进展[13 ]。胡萝卜作为口服疫苗的

受体,具有很多的优越性:第一,它可以生食,尤其是

适合于婴幼儿;第二,其组织培养和遗传转化体系成

熟,有利于作为“生物反应器”。因此,已有一些研究

以胡萝卜为受体表达抗原片段,如王凌健等[10 ]利用

转基因胡萝卜表达了肺结核疫苗,M arquet2B lou in

等[14 ]利用转基因胡萝卜表达了麻疹病毒疫苗,这些
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研究成果都极大地促进了转基因胡萝卜用于植物性

口服疫苗的研究。

在本试验中, 选择的抗原基因是 FM DV V P1

的活性肽基因。以胡萝卜愈伤组织为转化材料, 2个

月后就可以得到卡那霉素抗性苗,大大缩短了试验

周期。试验中选择的愈伤组织是经低温处理的下胚

轴诱导形成的,与未经低温处理得到的愈伤组织相

比, 转化率可以提高 1 倍, 达到 52%。这与王凌健

等[10 ]的试验结果相似。PCR 和 PCR 2Sou thern 的结

果证明, 目的基因已经插入到胡萝卜基因组DNA

中。随机挑取几株转基因植株,提取根部和叶部总蛋

白,考马斯亮蓝染色结果表明,目的蛋白条带很弱,

在总的可溶性蛋白中所占比例低于 0. 1% (结果未

列出) ; 进一步进行银染,可以清楚地看到目的蛋白

条带,但是在根部总蛋白中始终看不到目的蛋白的

表达,这对于口服疫苗是十分不利的。由于表达量过

低,W estern 检测未见明显的杂交带形成 (结果未列

出)。Do t2EL ISA 和 EL ISA 检测结果表明,表达的

抗原有活性,可以和相应的抗体发生特异性结合。

目的蛋白表达量偏低的问题,一直制约着植物性

口服疫苗的发展, 在本试验中也同样遇到了这个问

题。目前,有许多研究希望解决这一问题,主要的方法

有应用不同的组织特异性或诱导型的启动子,如块茎

特异性启动子、胚乳特异性启动子等,不同的增强子

序列或信号肽序列, 如 T EV 的增强子序列、内质网

滞留序列、液泡定位的信号肽等,而且都取得了一定

的进展[15217 ]。在本试验中,使用双 35S启动子,希望提

高目的蛋白的表达量,但效果并不是十分明显。在进

一步的试验中,可通过优化目的基因的序列和使用特

殊的信号肽序列来提高目的蛋白的表达量。
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