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摘要 为了建立利用小麦生产禽流感口服疫苗的方法,选择禽流感病毒 H5N1亚型表面抗原 HA 基因,与
谷类作物启动子构建小麦表达载体,经基因枪法转入我国小麦栽培品种郑9023幼胚,在含5mg/L草铵膦愈伤

诱导培养基和分化培养基及含4mg/L草铵膦生根培养基上筛选后,PCR鉴定获得转 HA 基因植株,Southern
杂交分析转基因T1 代植株证实,外源 HA 基因确已整合到小麦基因组中。

关键词 禽流感病毒;基因枪转化;小麦;植物生物反应器

中图分类号 S512.150.353  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2011)03-0266-04

  禽流感(avianinfluenza,AI)是 A型流感病毒

引起的一种禽类传染病,突发率和死亡率高,不仅给

世界养禽业带来巨大经济损失,而且禽流感亚型病

毒可突破种间障碍,感染人并导致患者死亡,严重威

胁人类生命安全[1-2]。因此,研究和高效、安全、价格

低廉的禽流感疫苗生产技术具有重要意义。血凝素

蛋白(HA)是禽流感病毒表面的一种膜蛋白和最主

要的表面抗原,是病毒基因合成产物中相对分子质

量最大的糖蛋白,既能诱导机体产生特异抗体,也在

病毒吸附及释放出芽过程中起关键作用[1-3]。
疫苗免疫是目前采用的禽流感疫情防治主要手

段,包括灭活全病毒疫苗、重组活载体疫苗、核酸疫

苗[3]等。随着生物药业(molecularfarming,或 mo-
lecularpharming)技术的发展及应用[4-6],用生产成

本低、安全性高、便于储藏和运输等优点的植物作为

生物反应器生产疫苗已成为当今分子生物技术研究

的热点,一些具有重要价值的疫苗或抗体已在烟草、
马铃薯、番茄、香蕉、玉米、苜蓿、拟南芥、百脉根等植

物中表达[5-10]。
本研究利用遗传转化技术,将禽流感病毒表面

抗原 HA 基因转化小麦,经筛选鉴定获得了整合

HA 基因的转基因小麦株系。

1 材料与方法

1.1 试验材料

含H5N1亚型禽流感病毒湖北菌株(A/chick-
en/Hubei/327/2004)表面抗原血凝素(HA)基因,
由华中农业大学动物科技学院金梅林教授惠赠,经

PCR从拟南芥表达载体中扩增 HA 基因后[9],与玉

米Ubiquitin启动子连接,构建小麦表达载体pBAR-
LYA。T4DNA连接酶、各种限制性内切酶购自大

连宝生物公司,高保真DNA聚合酶购自东洋纺生

物科技有限公司,DNA回收试剂盒购自杭州维特洁

公司,引物由上海生工合成。其他常用试剂、培养基

为国产分析纯试剂。供试小麦品种郑9023、大肠杆

菌DH5α由笔者所在的实验室提供。愈伤诱导培养

基、分化培养基及生根培养基参照文献[11],愈伤诱

导及 分 化 培 养 基 的 草 铵 膦(L-phosphinothricin,

PPT)质量浓度为5mg/L,生根培养基的草铵膦质

量浓度为4mg/L。
1.2 基因枪转化及转基因植株再生

1)取材及愈伤诱导。取小麦开花后13~15d
的麦穗,剥出幼嫩颖果,经70%乙醇消毒30s,无菌

水冲洗2~3次,然后用0.1% HgCl2 消毒5~
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8min,无菌水冲洗3~5次。剥取幼胚,将幼胚转至

MSI诱导培养基上。在25℃黑暗条件下培养5~
7d,用于基因枪转化。

2)基因枪转化及转基因植株筛选。以Bio-Rad
基因枪按文献[11]方法转化幼胚和恢复培养后,将
愈伤转至含5mg/LPPT的筛选培养基中,25℃光

照条件下筛选2轮,抗性愈伤分化出绿芽,将绿芽转

至含4mg/LPPT的生根筛选培养基中培养,选择

根系健壮的绿苗置于4℃春化2周后移栽至土钵

中,于16h光照、20℃条件下生长。
1.3 转基因植株 PCR 鉴定

用CTAB法提取小麦叶片基因组DNA[11],以

HA-P1 (AACCTTGGATCCATGGAGAAAAT-
AGTGCTT)和 HA- P3(AGGAGGGCTTTC-
CCAGGTAT)为引物,进行PCR扩增,可产生487
bp的 HA 基因特异DNA片段。扩增条件为:95℃
预变性4min,94℃变性40s,58℃复性40s,72℃
延伸40s,34个循环,72℃延伸8min。PCR产物

在1.0%的琼脂糖凝胶上电泳检测。

1.4 转基因植株 Southern 鉴定

对PCR鉴定为阳性的转基因植株和未转化对

照植株,取约15~20μg基因组DNA经 HindⅢ酶

切、电泳,以α-P32dCTP标记的Ubiquitin启动子基

因为探针进行Southern杂交[11]。

2 结果与分析

2.1 基因枪转化及植株再生

取开花后13~15d的麦穗,剥出小麦幼胚,盾
片向上接种于愈伤诱导培养基中培养5~7d,诱导

形成愈伤组织(图1-A),用于基因枪转化;转化的愈

伤恢复培养2~3周后开始分化出胚性愈伤组织(图

1-B);胚性愈伤在筛选培养基中培养2~3周,少数

愈伤组织可分化形成绿芽(图1-C),将绿芽转入生

根筛选培养基培养3~4周(图1-D),存活下来的绿

苗转至生根培养基上培养,直至长出新根系(图

1-E);筛选获得的幼苗春化后移栽到土钵中,于温室

生长至开花结实(图1-F)。

 A.离体幼胚诱导培养5~7d后形成愈伤Callusoninductionafter7days;B.恢复培养后的愈伤Thestateoftransformantsafter10

days;C.分化筛选2~3周后分化出绿色小芽PlantregenerationfromcallusonPPTselectionmedia;D.筛选3~4周后的幼苗 Re-

generatedresistantplantsonPPTselectionmedia;E.抗性苗生根Rootregenerationoftransformedwheat;F.在温室生长并正常结实

的转基因植株 Transgenicplants.

图1 转基因小麦的筛选及生长

Fig.1 Wheattransformationandgrowthoftransgenicplants
2.2 转基因小麦 PCR 鉴定

根据在生根培养基中幼苗的生长状态,选择根

系发育良好的 T0 代健壮幼苗,取叶片提取基因组

DNA,同时提取未转化对照植株叶片DNA,以禽流
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感表面抗原 HA 基因特异引物 HA-P1和 HA-P3
进行PCR扩增。结果表明,在筛选出来的植株中,
有3株产生487bp的特异DNA片段,而未转化的

野生型植株及其他对照均没有PCR产物(图2),表
明这些转基因植株的基因组中含有目的基因。

 M.100bpDNA分子质量标记;泳道1~3.阳性植株;泳道4.水对

照;泳道5.阴性对照。M.100bpDNAladdermarker;Lanes1-3.

Positives;Lane4.Water;Lane5.Negativecontrol.

图2 T0 代转基因植株的PCR鉴定

Fig.2 PCRidentificationoftransgenicT0plants

2.3 转基因植株 Southern 鉴定

为了进一步验证转基因小麦基因组中确实含有

转入的 HA 基因,将上述PCR鉴定筛选获得的阳

性转基因植株自交产生T1 代,种植后取T1 代植株

叶片提 取 基 因 组 DNA,经 HindⅢ 酶 切 后 进 行

Southern杂交,以Ubiquitin启动子为杂交探针,结
果如图3所示,在转基因株系中检测到杂交信号带,
而未转化的野生型植株则没有信号,这个结果证

明,本研究中的禽流感病毒表面抗原 HA 基因,确
实已经整合到小麦的基因组中,也可遗传到下一

个世代,而且在该转基因株系的基因组中仅具有

1个拷贝。

 泳道1.转基因植株;泳道2.未转基因植株。Lane1.Trans-

genicplant;Lane2.Non-transgenicplant.

图3 T1代转基因小麦Southern杂交

Fig.3 SouthernblotoftransgenicT1plants

3 讨 论

植物作为生物反应器具有经济、安全、可靠等优

点。小麦既为人类食用,也可用作禽类饲料,小麦籽

粒容易储藏运输,利用麦类作物表达的动物疫苗,可
随种子蛋白在室温保存而不丧失活性,疫苗生产成

本低,特别适合于边远地区应用。如能筛选获得高

效表达禽流感病毒抗原的小麦株系,收获的籽粒可

以直接用作禽类饲料,饲喂动物后诱导动物机体产

生特异抗体,从而增强动物的抗禽流感能力,降低感

病机率,保障养禽业的发展。
本研究将禽流感主要表面抗原 HA 基因成功转

入小麦基因组中,并在转基因T1 代中检测到转基因

的存在,为进一步筛选高效表达禽流感疫苗的小麦材

料奠定了基础。
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Abstract Todevelopamethodfortheproductionofavianinfluenzaproteinsinwheatasanoral
vaccine,ageneencodinghemagglutinin(HA)ofavianinfluenzaH5N1wasconstructedinawheatex-
pressionvectorwithpromoterofcerealcrops.TheconstructedvectorDNAwasbombardedintoimma-
tureembryosofanelitewheatcultivarZheng9023.Callusesinducedonmediasupplementedwith
5mg/Lphosphinothricin(PPT)werescreenedandtransferredtomediacontaining4mg/LPPTfor
rootingandregeneration.ThePPT-resistantgreenplantletsderivedfromtherootingmediawereidenti-
fiedbyPCR,andthetransgenicwheatplantscarryingtheHAgenewereobtained.Southernblotanaly-
sisofT1transgenicplantsdemonstratedthattheHAgenewasindeedintegratedintothewheatgenome
withasinglecopyintegrationpattern.Theseresultsprovidematerialsforfurtherinvestigatingexpres-
sionofavianinfluenzaHAgeneandaccumulationofitsproteininwheatseeds.

Keywords avianinfluenza;bombardment;wheat;plantbioreactor
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