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*目的+研究用红花愈伤组织建立红花悬浮细胞培养体系的条件(并利用红花悬浮细胞通过农杆菌介

导转化法表达
VB$%

复合片段抗体)*方法+以红花子叶为外植体(研究不同种类激素组合对愈伤诱导率的影响(筛

选优质愈伤组织进行悬浮培养(探索不同初始接种量,蔗糖质量分数,水解酪蛋白质量浓度对红花悬浮细胞生长的影

响)将
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复合片段抗体基因两端引入
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酶切位点(并将其与
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和
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Z,40,

载体相连(构建
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克隆载体和
J
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表达载体(再将构建的
J

Z,40,CVB$%

表达载体转入根瘤农杆菌(利用根瘤

农杆菌介导红花悬浮细胞转化法表达
VB$%

复合片段抗体)*结果+红花子叶愈伤诱导最佳条件为
W=Y/55$
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)悬浮细胞体系培养最佳条件为不加琼脂粉的
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VB$%

表达载体构建成功(且目的蛋白在红花悬浮细胞中成功表达)*结论+成功构建了红花悬浮细胞培养体系(并用

该体系成功表达了
VB$%

复合片段抗体)
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"的
#

年生草本植物(具特异

香气(味微苦'以花片长,色鲜红,质柔软者为佳(主

产河南,浙江,四川等地'具有活血通经,去瘀止痛等

功效%

#CE

&

)目前(红花已经成为最重要的双子叶模

式植物%

!

&

(主要用其来进行植物发育,生物学及分

子遗传学研究等)红花种子在人工条件下很容易培

养出幼苗(其茎,子叶,根等组织均可作为愈伤诱导

材料(能够通过摇瓶法用愈伤组织建立悬浮细胞%

"

&

体系)而悬浮细胞是良好的试验材料(在研究植物

遗传转化,体细胞胚胎发生,人工诱变,生物反应器

等方面都有巨大的应用潜力(因此基于红花悬浮细

胞培养进行细胞和分子生物学研究(已成为新的热

点)

VB$%

是一种磷酸化蛋白质分子(分子质量为
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(
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(属于
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次跨膜的蛋白质超家族(为
Z

淋

巴细胞表面特有的分化抗原)

VB$%

分子具有不易

脱落,与抗体结合后不内化,在人体血清中无游离形

式存在等特征%
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(因此作为治疗
Z

细胞淋巴瘤的理

想作用靶点而受到人们的关注)目前(关于
VB$%

的抗体药物陆续被批准上市(但由于生产成本较高(

价格越来越昂贵)

VB$%

复合片段抗体蛋白的分子质量约为
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为信号分泌肽基因(且
4>7:

为单链抗体基

因(

4>7:

通过基因重组技术将抗体的轻链可变区与

重链可变区通过一段
#%

(

$"

个氨基酸的柔性肽段

连接在一起(这种抗体仍然具有对抗原表位的特异

性识别能力'同时因其分子质量相对较小(因此可以

更容易穿透肿瘤细胞%

L

&

)这种
VB$%

复合片段抗体

基因表达出的复合蛋白(不仅可以提高重组抗体在

血液中的半衰期(还保留了其激活下游信号通路的

能力(在科研和临床应用中已经成为了一种有力工

具%

#%C##

&

)本研究利用
X8V"&C5-3C4>7:CVB$%

!

5-3C

4>7:CVB$%

(文中简称为
VB$%

"为模板%
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(采用

XVU

技术获得抗
VB$%

复合片段抗体基因(构建

J

?5=QCO#CVB$%

克隆载体与表达载体
J

Z,40,C

VB$%

(并将
J

Z,40,CVB$%

载体转入感受态根瘤农杆

菌
?̀ 5#%"

中(通过农杆菌介导转化法将上述重组

质粒转入红花愈伤组织(建立红花悬浮培养体系并

初步检测出目的蛋白)

本试验研究了几种条件下红花悬浮细胞的生长

特性(并用红花悬浮细胞表达
VB$%

复合片段抗体(

对其遗传转化体系%

#E

&进行验证(旨在摸索出维持红

花悬浮细胞正常稳定生长与遗传转化的培养技术(

并为红花悬浮细胞进一步的遗传操作提供良好的受

体材料和科学依据)
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载体,大肠杆菌
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和根瘤农杆菌
?̀ 5#%"

均由

吉林农业大学生物反应器与药物开发教育部工程研

究中心提供与保存)
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复合片段抗体基因根据
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本试验所用的各种限制性内切酶,连接酶,质粒

提取试剂盒,切胶回收试剂盒等(均购自
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自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司)
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红花愈伤组织的诱导与增殖
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苗子叶为外植体(以
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为基础培养基(按表
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方案

分别添加对应的激素(每组接种
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强度
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次(统计诱导率)将诱导率最高与愈伤生长

最好的一组定为愈伤诱导最佳方案(并将此方案中

的生长激素质量浓度减半作为继代培养基(继代培

养
!

(

"

代后(挑选质地疏松,淡黄色,不透明的愈伤

组织%

#!

&用于悬浮细胞培养)

诱导率
h

!每组子叶诱导出的愈伤组织平均数

量$
$%

"

f#%%g

)

表
#

!

红花愈伤组织诱导与增殖的激素添加组合

O,]-3

!

(̀*K(+3,@@909(+4>13K3(.>,--)49+@)>09(+,+@9+>*3,49(+ K

S

#

[

组别

T*()

J

DCZ5 /55

组别

T*()

J

DCZ5 $

(

!CB

组别

T*()

J

$

(

!CB NO

/# %<" %<" B# %<" %<" N# #<% %<#

/$ %<" #<% B$ %<" #<% N$ #<% %<$

/E %<" #<" BE %<" $<% NE #<% %<E

/! %<" $<% B! %<" E<% N! #<% %<!

/" %<" $<" B" %<" !<% N" #<% %<"

#<E

!

红花悬浮细胞培养体系的初步建立

将
$

S

黄色,质地疏松,不透明的红花愈伤组

织(放入装有
"%K[ W=

液体继代培养基!

WE

"的

#%%K[

三角瓶中(于!

$"k%<#

"

^

,

#$%*

$

K9+

摇床

上暗培养
#$

(

#!@

(培养基经孔径
%<#!&KK

!

#%%

目"不锈钢滤网过滤(除去大的细胞团(剩余部分置

于新鲜培养基中继代培养(继代时新,旧培养基加入

体积比为
E_#

(

#$

(

#!@

继代
#

次(

E

次之后(在显

微镜下可观察到大量红花悬浮单细胞%

#!

&

(表明初步

建立了红花悬浮细胞培养体系)

#<!

!

红花悬浮细胞培养条件的优化

#<!<#

!

生物量的测定
!

将红花悬浮细胞培养液经

!%%%*

$

K9+

离心
$"K9+

(取沉淀细胞置于烘箱
D%

^

烘干至恒质量(称得其干质量即为生物量)

#<!<$

!

初始接种量对悬浮细胞生长的影响
!

取

#<%

(

#<"

(

$<%

(

$<"

(

E<%

S

新鲜悬浮培养物(分别接种

到装有
"%K[

新鲜继代培养基!

WE

"的
#%%K[

三

角瓶中(每
!@

测
#

次生物量(直到细胞停止增殖(

E

次重复)绘制不同初始接种量处理的生物量增殖率

随培养时间变化的曲线(确定悬浮培养的最佳初始

接种量)

#<!<E

!

蔗糖质量分数对悬浮细胞生长的影响
!

取

上述最佳接种量(将质量分数分别为
%<"g

(

#g

(

$g

(

Eg

(

!g

的蔗糖装入有
"%K[

新鲜继代培养基

!

WE

"的
#%%K[

三角瓶中(每
!@

测
#

次生物量(直

到细胞停止增殖(

E

次重复)观察悬浮细胞生长情

况(绘制不同蔗糖质量分数处理的生物量随培养时

间变化的曲线(确定悬浮培养的最佳蔗糖用量)

#<!<!

!

水解酪蛋白质量浓度对悬浮细胞生长的影

响
!

取最佳初始接种量克数(将质量浓度分别为

$%%

(

!%%

(

D%%

(

M%%

(

#%%%K

S

$

[

的水解酪蛋白装入

有
"%K[

新鲜继代培养基!

WE

"的
#%%K[

三角瓶

中(每
!@

测
#

次生物量(直到细胞停止增殖培养(

E

次重复)观察悬浮细胞生长情况(绘制不同水解酪

4::

西北农林科技大学学报!自然科学版" 第
!"

卷



蛋白质量浓度处理的生物量随培养时间的变化曲

线(确定悬浮培养的最佳水解酪蛋白质量浓度)

#<"

!

VB$%

表达载体的构建

#<"<#

!J

?5=QCO#CVB$%

克隆载体的构建
!

取

VB$%

复合片段抗体基因(以已加
H>'

#

和
!/-U

#

酶切位点的引物进行
XVU

扩增)扩增片段预期长

度为
#!M$]

J

(

XVU

程序依次为#

L! ^

预变性
E

K9+

'

L!^E%4

(

"D^E%4

(

&$^L%4

(

$"

个循环'

最后
&$^

延伸
#%K9+

'

!^

保存)将扩增后的目的

基因与克隆载体
J

?5=QCO#

于
$"^

连接
#"K9+

(

转化大肠杆菌(并在含有硫酸卡那霉素的大肠杆菌

固体培养基上均匀涂布后过夜培养)然后挑选单菌

落在大肠杆菌液体培养基中摇菌培养(再进行菌液

XVU

与双酶切(用
#<%g

琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增

产物(鉴定正确的送于苏州金唯智公司测序(测序正

确即代表克隆载体构建成功(命名为
J

?5=QCO#C

VB$%

)

#<"<$

!J

Z,40,CVB$%

表达载体的构建
!

取含有克

隆载体
J

?5=QCO#CVB$%

的菌液与含
J

Z,40,

表达

载体质粒的菌液进行摇菌(提取质粒(分别用
H>'

#

和
!/-U

#

双酶切(获得目的基因与表达载体(将目

的基因与表达载体加到含有连接酶的
])..3*

中(

!

^

过夜连接)转化大肠杆菌感受态(挑取单菌落摇

菌(提取质粒)进行菌液
XVU

与双酶切鉴定(

XVU

程序依次为'

L!^

预变性
EK9+

'

L!^E%4

(

"D^

E%4

(

&$^L%4

(

$"

个循环'最后
&$^

延伸
#%K9+

'

!^

保存)将鉴定正确的
XVU

产物送于苏州金唯

智公司测序(测序正确(即表明
J

Z,40,CVB$%

表达载

体构建成功)将含有
J

Z,40,CVB$%

表达载体的大肠

杆菌摇菌培养提取质粒(将质粒转入根瘤农杆菌

?̀ 5#%"

感受态细胞(若
XVU

验证正确(其菌液即

可用于侵染红花)

#<D

!

转基因红花悬浮细胞的获得

取根癌农杆菌
?̀ 5#%"

菌液置于
"%K[

含

#%%K

S

$

[

硫酸卡那霉素和
"%K

S

$

[

利福平的
Q?X

培养基中(

$M^

,

$%%*

$

K9+

恒温振荡培养过夜(当

菌液
FB

值为
%<D

(

%<M

时收集菌液(待用)切下红

花无菌苗的叶片投入到该菌液中(侵染
#%K9+

(倒

去菌液后(将外植体置于无菌滤纸上吸去多余菌

液(再转入共培养培养基!

W#

"中(于
$"^

黑暗条件

下共培养
&$1

(然后转到抑菌培养基!

W!

"中抑菌培

养
$%@

(诱导分化出愈伤组织后接种到
W$Y#%%

K

S

$

[

头孢噻肟钠盐
Y#%%K

S

$

[

硫酸卡那霉素
Y$

K

S

$

[

草胺磷的培养基中继代培养
!

(

"

代)获得

的愈伤组织一部分放在
WE

培养基中进行液体摇瓶

培养(其余部分继续培养(继代
E

次后获得转基因红

花悬浮细胞)

#<&

!

转基因红花悬浮细胞的检测

#<&<#

!

XVU

检测
!

取悬浮细胞过滤物
%<"

S

(进行

XVU

扩增)

XVU

反应程序为#

L!^

预变性
EK9+

'

L!^E%4

(

"D^E%4

(

&$^L%4

(

E%

个循环'最后

&$^

延伸
#%K9+

)用
#<%g

琼脂糖凝胶电泳鉴定

XVU

扩增产物(鉴定正确的初步认定为转基因悬浮

细胞)

#<&<$

!

\3403*+C]-(0

检测
!

取
%<"

S

经孔径
%<#!&

KK

镍网过滤的转基因悬浮细胞(放入
#<"K[

离心

管中(液 氮 速 冻 后 充 分 研 磨(加 入
#%%

'

[ "%

KK(-

$

[O*94C̀ V-

!

J

`M<%

"进行溶解(冰浴
E%K9+

(

加入适量
"f-(,@9+

S

])..3*

(沸水浴
#%K9+

(

#$%%%

*

$

K9+

离心
#%K9+

(取上清液(使用
#$g=B=CX5T?

分离胶进行分离)根据分子质量大小对凝胶进行分

割(在恒流
E%%K5

条件下转
XAB7

膜
D%K9+

(用

OZ=O

清洗
$

次(每次
#K9+

)加入
$%K[

封闭液

!质量分数
"g

脱脂奶粉(

OZ=O

"于孵育盒中(

E&^

封闭
#1

(用
OZ=O

清洗
$

次(每次
#K9+

)使用封

闭液
$%%%

倍稀释
`UXC>(+

H

)

S

,03@T(,05+09C̀ )C

K,+G

S

T

!

.

>1,9+4

J

3>9.9>

"抗体(

E&^

孵育
#<"1

(

用
OZ=O

清洗
!

次(每次
"K9+

)配制
=)

J

3*=9

S

C

+,-

"

\340X9>(V13K9-)K9+34>3+0=)]40*,03

显色

液(孵育
#K9+

后于暗室进行曝光(保存图片)

$

!

结果与分析

$<#

!

红花悬浮细胞系的建立及显微观察

松散,淡黄色,不透明的愈伤组织是适宜进行植

物细胞悬浮培养的材料(通过轻微的机械振荡(即可

获得单细胞或由几个细胞组成的悬浮细胞系)图
#

为红花无菌苗,愈伤诱导,成熟愈伤,悬浮细胞与悬

浮细胞显微形态转化流程图)从图
#

可见(红花愈

伤形态及悬浮细胞显微形态符合悬浮细胞特点(说

明红花悬浮细胞体系建立成功)

$<$

!

红花悬浮细胞系培养条件的优化

$<$<#

!

激
!

素
!

不同激素种类及其质量浓度对红

花愈伤诱导影响较大(在低质量浓度激素作用下(悬

浮细胞分裂较慢(细胞活力较低(愈伤诱导效率低'

过高质量浓度激素对悬浮细胞的生长则有抑制作

用%

#"

&

(愈伤诱导效率低)如图
$

所示(当诱导激素

为
$K

S

$

[/55Y%<"K

S

$

[DCZ5

!

/!

组",继代激

素为
#K

S

$

[/55Y%<"K

S

$

[DCZ5

时(愈伤诱导
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效率最高(即诱导率最高(且继代愈伤大多呈疏松, 淡黄色愈伤)

5<

无菌幼苗'

Z<

初代诱导的愈伤组织'

V<

继代后成熟的愈伤组织'

B<

悬浮细胞'

?<

悬浮细胞显微镜图!

!%f

"

5<=03*9-3433@-9+

S

4

'

Z<O133,*-

;S

3+3*,09(+(.>,--)49+@)>09(+

'

V<O13K,0)*30*,+4

S

3+3*,09(+,-(.>,--)4

'

B<O134)4

J

3+49(+>3--4

'

?<O13K9>*(

S

*,

J

14(.4)4

J

3+49(+>3--4

!

!%f

"

图
#

!

红花幼苗到悬浮细胞的培养流程

79

S

<#

!

V)-0)*9+

SJ

*(>34434(.4,..-(23*.*(K433@-9+

S

0(4)4

J

3+49(+>3--

各组激素方案与表
#

同

O134>13K3(.1(*K(+34940134,K3,4O,]-3#

图
$

!

不同激素对红花愈伤诱导率的影响

79

S

<$

!

?..3>04(.@9..3*3+01(*K(+34(+9+@)>09(+*,03(.4,..-(23*>,--)4

$<$<$

!

初始接种量
!

悬浮细胞生长启动需要一个

最低的细胞起始密度(即临界值(当接种量小于临界

值时(细胞容易自溶%

#D

&

(细胞分裂困难(生长较慢'

当接种量大于临界值时(细胞增殖才比较明显(且随

着细胞密度的增加(营养物质消耗速度加快(因此接

种量成为影响细胞生长的重要因素%

#&

&

)如图
E

所

示(当接种量较少时(细胞适应期较长(红花悬浮细

胞相对增殖速度较慢'随着接种量的增加(细胞生物

量增殖率不断提高(在接种量为
"%K[

培养基中

$<"

S

时(细胞生物量增殖率可达最大值
$D#<Dg

)

由此得出红花最适接种量为
"%K[

培养基中
$<"

S

)

$<$<E

!

蔗糖质量分数
!

蔗糖不仅是悬浮细胞生长

的碳源主要来源(更是渗透压调节剂%

#M

&

(因此适量

的蔗糖对悬浮细胞生长十分重要)如图
!

所示(当

蔗糖质量分数为
%<"g

时(红花悬浮细胞开始生长
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较快(至
#$@

时生长速度减慢(可能是因为此时碳

源不足'随着蔗糖质量分数增高(细胞生长迅速(在

蔗糖质量分数为
$g

时达到最大'当蔗糖质量分数

为
!g

时细胞生长速度减慢(且
$g

与
Eg

差异不

大(因此培养基中添加质量分数
$g

的蔗糖最适合

红花悬浮细胞生长)

图
E

!

初始接种量对红花悬浮细胞生长的影响

79

S

<E

!

?..3>04(.9+(>)-,09(+,K()+0(+

S

*(201(.

4,..-(23*4)4

J

3+49(+>)-09:,*4

图
!

!

蔗糖质量分数对红花悬浮细胞生长的影响

79

S

<!

!

?..3>04(.4)>*(43K,44.*,>09(+(+

S

*(201(.

4,..-(23*4)4

J

3+49(+>)-09:,*4

$<$<!

!

水解酪蛋白质量浓度
!

水解酪蛋白对红花

悬浮细胞生长有促进作用(一般其质量浓度在
#%%

(

#$%%K

S

$

[

%

#L

&

)如图
"

所示(当水解酪蛋白质量浓

度为
$%%K

S

$

[

时(悬浮细胞开始缓慢生长(随着水

解酪蛋白质量浓度增大(细胞生长较为迅速(当水解

酪蛋白质量浓度为
M%%K

S

$

[

时(细胞生长最快)

可见水解酪蛋白对红花悬浮细胞生长起一定促进作

用(且其质量浓度以
M%%K

S

$

[

为宜)

$<E

!

红花
VB$%

表达载体的构建

图
DC5

与图
DCZ

分别为
J

?5=QCO#CVB$%

克隆

载体构建的
XVU

与双酶切验证结果(其琼脂糖凝胶

电泳均有目的片段(送于苏州金唯智公司测序(结果

正确(即表示克隆载体构建成功)

图
"

!

水解酪蛋白质量浓度对红花悬浮细胞生长的影响

79

S

<"

!

?..3>04(.1

;

@*(-

;

d3@>,439+K,44.*,>09(+(+

S

*(201(.4,..-(23*4)4

J

3+49(+>)-09:,*4

W#<$%%%]

J

B/5 W,*I3*

'

W$<#%%%%]

J

B/5 W,*I3*

'

#<

阴性对照'

$<

样品

W#<$%%%]

J

B/5 W,*I3*

'

W$<#%%%%]

J

B/5 W,*I3*

'

#</3

S

,09:3>(+0*(-

'

$<=,K

J

-3

图
D

!J

?5=QCO#CVB$%

克隆载体构建的
XVU

!

5

"和双酶切!

Z

"鉴定结果

79

S

<D

!

XVU

!

5

"

,+@@()]-3@9

S

3409(+

!

Z

"

*34)-04(.

J

?5=QCO#CVB$%>-(+9+

S

:3>0(*
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!!

图
&C5

与图
&CZ

分别为
J

Z,40,CVB$%

表达载体

构建的
XVU

与双酶切验证结果(其琼脂糖凝胶电泳

均有目的片段(送于苏州金唯智公司测序(结果正

确(即表示表达载体构建成功)

!!

图
M

为
J

Z,40,CVB$%

表达载体转化
?̀ 5#%"

根瘤农杆菌的
XVU

验证结果(其琼脂糖凝胶电泳有

目的片段(说明转化成功)
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J
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图
&

!J

Z,40,CVB$%

表达载体构建的
XVU

!

5

"和双酶切!

Z

"验证结果

79

S

<&

!

XVU

!

5

"
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S

3409(+

!

Z

"

*34)-04(.
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样品
=,K

J
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图
M

!J

Z,40,CVB$%

表达载体转化
?̀ 5#%"

根瘤农杆菌的
XVU

验证结果
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红花的转化与检测

用根瘤农杆菌
?̀ 5#%"

菌液侵染红花子叶(然

后通过共培养,抑菌培养,草胺磷筛选及继代培养筛

选出愈伤组织(建立悬浮细胞(继代
E

次(进行
XVU

与
\3403*+C]-(0

检测(结果如图
L

和图
#%

所示)由

图
L

和图
#%

可以看出(目的基因条带大小为
#!M$

]

J

(

VB$%

复合片段抗体蛋白分子质量为
"E<EI)

(

XVU

与
\3403*+C]-(0

检测结果表明(目的基因和目

的蛋白条带与预期大小一致(因此可判定转基因悬

浮细胞系构建成功)
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样品
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图
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转基因红花悬浮细胞的
XVU

验证结果
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转基因红花悬浮细胞的
\3403*+C]-(0

检测结果
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\3403*+C]-(00340*34)-04
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讨
!

论

植物悬浮细胞具有良好的分散性,均一性,生长

迅速等特点(已被广泛应用于细胞学,生理学,生物

化学及分子生物学等研究领域)同时(悬浮细胞为

从细胞水平上进行植物遗传操作提供了理想的材

料(如快速筛选突变体,分离原生质体,杂交细胞,转

基因,调控次生代谢产物等%

$%C$E

&

)本试验为充分利

用红花悬浮培养体系表达
VB$%

复合片段抗体(优

化了红花悬浮培养体系(通过研究影响红花悬浮细
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胞培养的几个重要因素(建立了较好的红花悬浮细

胞系(获得了
VB$%

红花悬浮细胞转基因细胞系(验

证了利用红花悬浮细胞表达药用蛋白的可行性)此

结果对将红花悬浮细胞用作植物反应器生产
VB$%

抗体蛋白奠定了良好的基础)

目前(国内研究者大多利用大肠杆菌系统表达

蛋白(但这会出现复性困难且易产生包涵体(而利用

动物细胞表达又易被自身病原体污染%

$!

&

)虽然利

用植物植株表达无上述问题(但生长周期太长(不适

合大量生产(因此生长周期短且可控性强的植物悬

浮细胞成为生产药用蛋白的理想材料之一)目前已

有在小鼠体内利用基因重组抗原研制人
VB$%

单克

隆抗体的报道%

$"

&

(但未见利用红花悬浮细胞表达

VB$%

抗体的研究文献)本研究构建了
J

Z,40,C

VB$%

植物表达载体(并建立了红花悬浮细胞培养

体系(利用红花悬浮细胞表达出了
VB$%

复合片段

抗体(这为大规模生产
VB$%

抗体蛋白提供了可能)
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