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摘 要：幽门螺旋杆菌（!"#$%&’(%)"* +,#&*$，G9）感染是慢性胃炎和消化性溃疡的主要病因，与胃癌和胃粘膜相关淋巴

组织（H1IJ）淋巴瘤的发生也密切相关。目前所用的疫苗制造成本高、运输费用贵，然而利用转基因植物生产的植

物疫苗成本低廉、服用方便是现有疫苗的良好替代品。将 G9 相关蛋白与免疫佐剂 2JK 的融合基因（ %)’5 #$-."*5 %(/0
和 %)’5 #$-."*51*"2）利 用 L2M、酶 切、连 接 等 一 系 列 方 法 从 载 体 9#(%%5NO2I2P 和 9#(%%5NO2IQP 中 重 组 到 载 体

921HKR1$(%# 中（含 (3S 启动子），重组载体分别命名为 9$(%#5(3S2I2P 和 9$(%#5(3S2IQP。通过冻融法将载体导入

农杆菌 4G1#%3 菌株中，以农杆菌介导的方法，将重组载体 9$(%#5(3S2I2P 和 9$(%#5(3S2IQP 转化烟草黄苗榆和心

叶烟，获得了具有卡那霉素抗性再生植株，经过酶切、L2M、TQS 染色和 L2M5SE-U;*,A 鉴定结果表明，目的基因分别正

确插入载体中并稳定整合到植株中，为利用植物反应器生产幽门螺杆菌疫苗奠定了坚实的基础。
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幽门螺杆菌（!"#$%&’(%)"* +,#&*$，G9）感染已被公

认为慢性胃炎、胃十二指肠溃疡的重要病因，与胃

癌、胃黏膜相关性淋巴组织（H1IJ）淋巴瘤的发生密

切相关，被世界卫生组织列为 R 类致癌原［#］。无论

在发达国家还是发展中国家，G9 的感染率都较高。

人体感染 GL 后体内尽管有强烈的局部和全身免疫

反应，但并不能有效清除感染，相反能引起机体发生

免疫病理反应。目前 G9 的根治性治疗方案是联合

应用质子泵、钮剂、抗 生 素 的“三 联”或“四 联”疗

法［$］。但 G9 感染范围广，治疗费用较高，药物治疗

存在一定的不良反应，停药后易复发，而且随着抗生

素的普遍应用，耐药菌株逐渐增多等因素，使以上治

疗的临床应用受到较大限制。利用植物反应器来生

产抗 G9 疫苗不仅具有较高的科研价值，而且具有

巨大的经济效益和社会效益。

G9 疫苗的预防和治疗关键作用在于其激发机

体的 免 疫 保 护。 细 胞 毒 素 相 关 基 因（ </UEUEO7A5
.WWE<7.U*@ D*A* 1，2.D1）是 G9 的主要毒力因子，与

很多胃病的发生有着密切的关系［( ’ 3］，有很强的免

疫原性。G9 尿素酶（Q,*K）作为幽门螺杆菌的定植

因子和毒力因子，在 G9 感染过程中其独特的作用，

为 G9 在胃内生存所必需。尿素酶同样能引起较强

的免疫原性。2JK 是霍乱毒素的非毒性部分，有很

强的免疫原性，全长约 (B%+9，口服时 2JK 与 1D 蛋

白结合时能够增强鼠科动物特异性 1D 体液免疫反

应［F］，另外利用 <U+ 作为免疫佐剂能够诱导所辅助

的蛋白产生相应部位的特异 1D 分泌 RD1［"，B］增强免

疫效力。

本实验构建了 2.D1、Q,*K 与 2JK 的融合基因

的植物表达载体，并且鉴定了外源融合基因的整合

情况，为利用植物反应器生产疫苗奠定了基础。

* 材料和方法

* +* 材料

*,*,* 烟草：“黄苗榆”（普通烟）和心叶烟，由浙江

大学生命科学学院陈集双教授惠赠。

*,*,- 菌种：大肠杆菌（34%5"*$%5$( %&#$）XG3!，根癌

农杆菌（0/*&’(%)"*$16 )16"7(%$"-）4G1#%3，由中国水

稻研究所农业部生物学重点实验室提供；改造后的

921HKR1#(%# 质粒，由中国农业大学张世宏博士提

供。9#(%%5NO2I2P 及 9#(%%5NO2IQP 质粒载 体 由

浙江大学医学院病原生物学研究所方平楚教授、姜



云水 硕 士 等 克 隆 构 建［!］。"#$%&’$()*+ 质 粒、含

#,%- )./ 启动子调控的报告基因 !"# 和筛选标记

基因 $%&!（卡那霉素抗性基因），由中国科学院上海

植物生理生态所植物分子遗传国家重点实验室张景

六研 究 员 惠 赠。重 组 质 粒 "()0)./#1#2 和 "()0
)./#132 由本实验室构建，将构建好的质粒载体通

过冻融法转化农杆菌，用于植物的遗传转化。

!"!"# 试剂：’() 酶购自北京鼎国生物技术有限公

司，4256 和 卡 那 霉 素（7,8,9:;<8，79）购 自 上 海

/,8=>8 公司，琼脂糖（&<>?@AB ,=,C>A@）由上海 D<B> 有

限公司分装。明胶 6E:B,=@F 和利福平（G<H,9"<;<8，

G<H）为 /<=9, 公司产品，潮霉素（E:=C>9:;<8 &，I:=）为

G>;E@ 公司产品。蛋白胨 5C:"B>8@、酵母提取物 D@,AB
@JBC,;B 为 KLK’M 公司产品。其它常用化学试剂均为

国产或进口分析纯。

!"$ %&’ 引物设计

*&+ 和 *(!, 的检测引物根据 N@8&,8O 公布的序

列（3(.PQ!，$&*+.R+P）进行设计，"-./ 的检测引物

是根据载体 "+)**0SJ#132 测序的结果进行设计，

以上引物均由上海 /,8=>8 公司合成。引物序列分

别为：;BT+：.U05#55#$N#$5$5N#$#$5NN$0)U；;BT(：

.U0#$$5#N#$5N$NN#N5550)U；VC@&+：.U0NN#$$N$
#555N$NNN$$N0)U；VC@&(：.U05$N5NN$$N#NNN#$
N$$5N550)U；;,=$+：.U0#5#N#$$#5$$NNN$$N$$5
$#N0)U；;,=$(：.U0##5#$$#$5$$NNN$$N$$5 $#N0
)U；01("0;BT.U：.U0N#N###NNN$5N$55$$$55$$$
$555NN0)U；0(* "0VC@&)U：.U0N$#N$N#5##5$N$$
$$5N#5$$$N$N55N0)U；0(*"0;,=$)U：.U0N$#N$N#
5#5#$#5#5$$$5N#5#5#N5550)U。
!"# ()* 重组

质粒提取、酶切、连接、转化按文献［+*］进行。

!"+ 烟草的转化及转基因植株的培养

碱法小量提取构建好的重组质粒 M2$，用液氮

冻融法转化根癌农杆菌 WI$+*.。挑取数个菌落提

取质粒，6#G 及酶切鉴定，将鉴定后正确的菌落用于

转化烟草；取室温生长的烟草叶片流水冲洗数小时，

*X+YZ升汞灭菌 [9<8，无菌水冲洗 ) \ . 次。在无菌

的条件下，用剪刀将叶片剪成约 *X. ] *X.;9( 大小

的叶盘，至于诱导培养基上光照与培养 (4；取 23P**

约 *XP \ *X[ 的菌液与烟草叶盘在室温下悬浮培养

+* \ +.9<8，并不时晃动，用无菌纸吸干多余的菌液，

置于共培养基上 (P^暗培养 )4 后置于含有抗生素

的一次选择分化培养基上，光照培养 ) 周转入二次

选择分化培养基（两周更换一次），约 ) 周后可见分

化苗；当不定芽长至 + \ (;9 时，将不定芽转移至不

含激素的生根培养基中，将根系发达的转化植株炼

苗后移入土壤中温室下培养。

!", %&’ 方法快速鉴定转化植株

用改良后的 #5$& 方法提取烟草叶片 M2$，利

用 "-./、*(!, 和 *&+ 这 ) 对 引 物 进 行 6#G 检 测。

6#G 反应条件：!R^ .9<8；!R^ )*A，.[^ )*A，Q(^
+9<8，反应 ). 个循环；Q(^延伸 +*9<8。

!"- 报告基因的检测

N3/ 基因表达的检测参照 _@HH@CA>8（+![Q）［++］组

织化学染色，L0NFV; 染色配方：L0NFV; +9=Z91，(Y
（-Z-）甲醇，7R‘@（#2）P *X.99>FZ1，*X+Y（-Z-）5C<B>8
L0+**，"IQX* 磷酸缓冲液 *X+9>FZ1。将转化后形成

的愈伤组织和再生苗的叶片用蒸馏水充分洗涤 . \
P 次，滤纸吸干，浸泡在 L0NFV; 染色液中染色过夜。

叶片用 Q*Y乙醇脱色。

!". %&’/01234567 杂交

按照 W#1 />VBE@C8 杂交试剂盒的说明进行探针

的制备及各步杂交，将杂交好的膜包裹与保鲜膜中，

轻抚去气泡。暗室中将膜的正面置于一张 L 光片

上，压片 (E，严防曝光；暗中取出胶片于显影液中洗

片 (9<8 左右；在清水中漂洗 +9<8，再于定影液中定

影，至胶片通明条带清晰可见为止。

图 ! 改造后的质粒载体 8!#9!/#,0&&!)
‘<=a+ G@;>8ABCV;B<>8 b@;B>C "+)*+0)./##+2a

$ 结果

$"! 融合基因载体的构建

将含有目的基因的载体 "+)**0SJ#132 用4%$"和

56$4#进行双酶切，同时将原始质粒载体 "()*+ 用

相同 的 酶 进 行 酶 切 后 连 接，再 将 来 自 "+)*+0
)./##+2（图 +）质粒载体的 )./ 启动子插入重组质

粒 "()*+ 中的目的基因之前，得到含有融合基因

*) #IW2N #E,8= .& (7 a Z,*&( 86*-9+6979!6*( 06$6*(（(**Q）RQ（+）



!"#!$%&’ 及 "#$ 启 动 子 的 植 物 表 达 载 体 %&"!
"#$’()*（图 &!+）。将植物表达载体 %&"!"#$’()*
和 %,"--!./’(’* 同时用 ()*!及 +,"!进行双酶切

后连接，得到含有融合基因 !"#!!-./ 的植物表达载

体 %&"!"#$’(’*（图 &!0）。

图 ! 重 组 植 物 表 达 载 体 "!#$#%&’()*（+）和 "!#$
#%&’)’*（,）-$.*+ 区域图谱

1234 & $56785769: ;< 5=9 >!?*+ 6932;@ ;< 5=9 698;AB2@C@5 %DC@5

9/%69::2;@ E985;6: %&"!"#$’(’* C@F %&"!"#$’()*4 (0： 5=9 D9<5

B;6F96；G0：5=9 623=5 B;6F96，F9<2@9: 5=9 B932@@2@3 C@F 5=9 9@F ;< 5=9

?*+ 56C@:<9662@3 6932;@ 2@5; 5=9 %DC@5；"#$%：8C7D2<D;H96 A;:C28 E267:

"#$ %6;A;596；*%5：@;%CD2@9 :I@5=C:9 39@9 %6;A;596；*5：@;%CD2@9

:I@5=C:9 39@9 %;DICF9@IDC52;@ C@F 56C@:862%52;@ 596A2@C5;6 :259；J)$："!

3D7876;@2FC:9 8;F2@3 6932;@ ;< 5=9 BC85962CD；.$,+：$01+ 39@9；*)"22

39@9：9@8;F9: @9;AI82@ %=;:%=;56C@:<96C:94

图 # 烟草遗传转化全过程图

1234" ?2<<969@5 :5C39: 2@ 5;BC88; 39@9528 56C@:<;6AC52;@ %6;89::4 +：K69!87D5769 ;< 5;BC88; D9CE9: ;@ 2@F782@3 A9F27A；0：>6C@:<;6A9F 9/%DC@5:

87D5769F ;@ 8;!87D52EC52;@ A9F27A；’：G9:2:5C@5 :=;;5: ;< 5;BC88; 6939@96C59F <6;A D9CE9: ;< 5;BC88;；?：>6C@:39@28 :99FD2@3: 36;H2@3 ;@ 6;;52@3

A9F27A；L：>6C@:39@28 :99FD2@3: 36;H2@3 ;@ E96A287D259；1：>6C@:39@28 5;BC88; 2@ 3699@=;7:9；J：>6C@:39@28 5;BC88; 2@ <D;H96 4

!/! 转化植株再生芽的获得、伸长、生根及成熟

用根癌农杆菌浸润法对烟草外植体进行转化。

对转化芽做伸长及生根培养，并将根系发达的植株

转至土壤于自然条件下培育至成熟（图 "）。

!/# 转化植株的鉴定

!/#/0 J)$ 报告基因的检测：分别取普通烟非转化

植株的叶片和 M 株转基因植株的叶片，剪成小片，用

J)$ 染色液浸泡过夜，用乙醇脱色后观察，在 M 株转

基因烟草叶片中均检测到了 J)$ 基因的表达（图

N），而对照叶片无蓝色斑点。

转化后得到的抗性芽，在生根培养过程中，有些

芽基部形成较多的愈伤组织而阻止了芽的正常生

根，对这些抗性愈伤组织进行 J)$ 染色，观察到了

大量蓝色斑点（图 N）。

图 1 2(& 基因在转基因烟草叶片和愈伤组织中的表达

1234N J)$ 9/%69::2;@: 2@ 5;BC88; D9CE9: C@F 8CDD2 C<596 56C@:<;6AC52;@4

’O：*;@!56C@:39@28 5;BC88; D9C<； >!D9C<： >6C@:39@28 5;BC88; D9C<；

>!8CDD7:：>6C@:39@28 5;BC88; 8CDD7: 52::794

!/#/! 转基因植株的 K’G 检测：以烟草叶片基因

组 ?*+ 为模板，进行 K’G 扩增，%&"!"#$’(’* 转化

后得到的 ,# 株植株中有 ,& 株都检测到了基因 !-./
（M#&B%）和 !"# 基因片段，大小与理论相符，K’G 阳性

率为 P-Q。其中有一株植株检测到了 !"# 基因片段

（"&&B%）而未检测到 !-./ 基因片段。

对 %&"!"#$’()* 转化后得到的 && 株烟草进行

外源基因片段的 K’G 扩增，其中 ,R 株同时检测到

了 $%&’ 基因（SM&B%）和 !"# 基因片段，而有 , 株未能

,"程 畅等：含幽门螺杆菌 ’C3+、)690 蛋白与霍乱肠毒素 0 亚单位（’>0）融合基因的植物表达载体的构建及遗传转化 4 T微生物学报（&--S）NS（,）



检测到这两个基因片段，!"# 阳性率为 $%&’(。此

外还发现 ) 号植株只检测到了 !"# 基因片段，而 * 号

植株只检测到了 $%&’ 基因片段。

!"#"# 转基因植株的 !"#+,-./0123 杂交鉴定：!"#
扩增得到目的基因 !"# 45567 的片段，纯化回收后定

量，稀释至 )839:!;，严格按照试剂盒操作标记探针

和 <=2>12。选取 4 株 !"# 阳性植株，以基因组 ?@A
为模板，用 B8!; 体系进行 !"# 扩增，然后将 !"# 产

物进行琼脂糖凝胶电泳。电泳时将 !"# 扩增后所

得的反应液直接以 B8!; 上样。电泳后将 ?@A 转移

至尼龙膜上，与探针杂交（图 B）。

图 $ 转 %!#&#$’()(* 烟草植株 +(,&’-./0123 杂交检测

CD9EB !"#+,-./0123 =3=FGHDH -I /2=3H913DJ /-6=JJ-HE

# 讨论

K7 通常是胃粘膜组织的局部感染，其抗感染能

力取决于粘膜免疫力，血清抗体仅有诊断价值，这决

定了 K7 疫苗必须是口服的。虽然单独服用保护性

抗原也具有一定的免疫原性和免疫效应，但实验已

证明辅以佐剂能增强免疫效果［)5，)4］。"LM 一向被认

为是有效和可靠的免疫佐剂。"LM 简单地与抗原混

合进行免疫时，所产生的抗体效价远不及与抗原化

学偶联后进行免疫时所产生的效价高［)’］，但是化学

交联存在着反应条件剧烈、交联效率低等缺点，所以

通过基因融合技术使疫苗抗原与 "LM 融合，可方便

操作又起到良好的免疫佐剂作用。

本文目的在于构建能在植物中高效表达 !"#+
!()* 和 !"#+$%&’ 融合基因的植物表达载体。因此采

用了 酶 切 位 点 丰 富、拷 贝 数 高、连 接 效 率 高 的

+,*-’.* 系列载体，为了进一步提高目的基因的表

达，插 入 的 外 源 基 因 由 "=<N4B, 启 动 子 控 制，

"=<N4B, 启动子含有一个双增强子序列，许多报道

表明双增强子能增强启动子活性。为了提高融合基

因的保真性，载体重组过程中选用酶切的方式避免

!"# 扩增中出现的碱基突变现象。

文中 K7 相关蛋白基因都是连接在 !"# 和 /012&%
基因之后，利用 !"# 基因的目的是在于其能够提高

目的蛋白表达后的免疫活性，从而提高口服疫苗的

口服效果。,()*、3%&’ 基因比 !"# 基因长很多，考虑

到表达量及其空间构象的问题，因此在 !"# 和 ,()*、

3%&’ 基因之间加入了一段柔性的连接肽序列（图

5），这有利于两个基因所编码的蛋白质各自保持原

有的构像，不影响融合蛋白活性的发挥。

通过根癌农杆菌介导的遗传转化方法获得转化

植株，在转化植株的 !"# 检测结果中我们发现有几

株材料出现了融合基因部分整合的现象，可见农杆

菌在介导外源基因转化时可能会发生片段缺失或转

移现象。CF=O.39［)B］认为如果外源基因整合在一个

有高度转座活性的区域可能会导致外源基因的丢

失。PQ, 瞬时染色（图 ’）和 !"#+,-./0123（图 B）的结

果进一步证明了外源基因已整合入烟草植株的基因

组中。!"#+,-./0123 中目的基因杂交条带位置稍有

不同，这可能是由于插入片段的位置不同引起的。

这些结果充分说明，4 种载体携带的两种融合基因

大部分能很完整的整合进入转基因植株的基因组

中，阳性率较高。

综上所述，本研究构建了高效的植物表达载体，

为利用植物反应器来生产疫苗奠定了基础，植物疫

苗的关键是外源基因能够在植物体内正常表达和表

达量的问题。由于基因沉默现象的存在，即使外源

基因整合到了植物染色体上，外源基因也不一定能

够表达。所以转基因烟草中是否有融合蛋白的表达

以及表达出来的蛋白是否有免疫原性，有待进一步

试验来证明。后续的试验正在进行中，相信不久后

植物疫苗将会发挥其巨大的潜力。
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