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人类免疫缺陷病毒单克隆抗体在小麦胚乳中的表达
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摘要 为了建立利用小麦生产抗人类免疫缺陷病毒(HIV)单克隆抗体的方法,将植物胚乳特异启动子

AsGlo分别与该抗体的重链(HC)和轻链(LC)连接构建小麦表达载体,以基因枪法转入小麦品种扬麦158。转

基因T0~T3代PCR鉴定表明,HC和LC在小麦基因组中共整合和稳定遗传。RT-PCR分析表明,IgG重链和

轻链基因可在小麦胚乳中正常转录。酶联免疫吸附(ELISA)进一步证实了IgG在小麦胚乳中的积累和抗原结

合活性,表明IgG蛋白能够在小麦胚乳中稳定表达,可利用小麦种子生产抗 HIV抗体。
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  人类免疫缺陷病毒(HIV)会造成机体终身感

染,使 免 疫 系 统 失 去 抵 抗 力,最 终 导 致 艾 滋 病

(AIDS)。艾滋病的发病率逐年上升,对人类健康

造成严重威胁,因此 HIV 的预防和控制备受重

视。
随着生物技术的发展,利用植物生物反应器可

以生产疫苗、抗体等多种具有重要功能的蛋白质。

Carrillo等[1]在拟南芥中表达了口蹄疫病毒的结构

蛋白 VP1,这是首次在植物中表达了对病毒性疾病

具有免疫作用的抗原。在植物中成功表达的疫苗还

有SARS-CoVS蛋白[2]、口蹄疫病毒多聚蛋白[3]和

狂犬病病毒核蛋白[4],这些蛋白都具有抗原结合活

性及免疫原性。

Wilde等[5]在马铃薯中表达了全抗体IgGs和

Fab片段。研究表明,马铃薯块茎储存6个月时其

抗体的含量和活性并没有发生显著的变化,绝大多

数分离的IgGs和Fab片段能结合抗原并具有正确

的分子量。Hull等[6]在烟草中表达了炭疽杆菌抗

原特异性单克隆抗体,它在活体内外均具有中和毒

素的活性,表明植物生产的单克隆抗体可以被用来

预防炭疽杆菌。2009年,抗艾美球虫属scFV 抗体

片段在豌豆种子得到稳定表达,口服豌豆种子磨成

的面粉,机体内对寄生虫的抗性要高于服用烟草来

源的纯化抗体,因为种子中的物质能保护抗体免受

胃肠蛋白酶的降解[7]。人类IgG具有 HIV 广谱抗

性,而且可以阻止 HIV 的传播[8],因此在植物中表

达IgG可以为预防和控制 HIV提供新的途径。虽

然在玉米[9]、胡萝卜[10]中分别表达了 HIV 的抗体

和疫苗,但在小麦中的表达未见报道。
小麦是主要粮食作物之一,蛋白质在小麦颖果

中可长期储存而不影响其活性,小麦颖果便于运输

和储藏,因此利用小麦颖果生产抗体具有广阔的市

场前景。本研究的目的是利用基因枪介导法将抗体

基因IgG 转入小麦,获得转基因植株,并在分子水

平上证实目的基因的整合、转录和表达。

1 材料与方法

1.1 材 料

小麦 品 种 扬 麦 158、大 肠 杆 菌 DH5α、质 粒

pBar-LYA和pLYA 由笔者所在的实验室提供,

pBar-LYA载体中抗除草剂基因bar 由 ubiquitin
启动子驱动。抗体IgG重链(HC)和轻链(LC)基因

来自笔者所在的课题组。
1.2 方 法

1)植物表达载体的构建。用EcoRV 和SacⅠ
酶切 HC基因(经笔者所在的实验室优化),回收约

1414bp的目的片段。将回收的目的片段插入到植

物表达载体pBar-LYA 克隆位点SmaⅠ和SacⅠ
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之间,获得 HC 表达载体 pBar-LYA-HC(图 1)。

LC基因经SmaⅠ 和SacⅠ酶切,回收约723bp的

目的片段,并插入到载体pLYA克隆位点SmaⅠ和

SacⅠ之间,获得LC表达载体pLYA-LC(图1)。HC
和LC基因均由燕麦球蛋白启动子 AsGlo驱动。

图1 小麦表达载体pBar-LYA-HC和pLYA-LC质粒图

Fig.1 SchematicrepresentationoftheplantexpressionvectorpBar-LYA-HCandpLYA-LC

  2)培养基。诱导培养基含 MS基本培养基[11],

0.1g/L肌醇,0.2g/L脯氨酸,0.5g/L谷氨酰胺,

0.1g/L水解酪蛋白,20g/L蔗糖,2mg/L2,4-D;
高渗培养基和分化筛选培养基(含5mg/LZT 和

3~5mg/LBialaphos)[12];生根筛选培养基含1/2
MS基本培养基,15g/L蔗糖,0.5mg/LNAA 和

5mg/LBialaphos。凝固剂均为2.5g/Lphytagel,

pH5.8。

3)基因枪介导的转化及转基因植株的筛选。取

开花后11~14d的麦穗,剥取饱满、体被白色绒毛、
呈嫩绿色的未成熟籽粒,用70% 乙醇消毒30s,无
菌水冲洗1次,再用0.1% HgCl2 灭菌6~8min,
无菌水冲洗5次,每次2min。在无菌条件下剥取

半透明状的幼胚(0.8~1.5mm),盾片朝上,接种于

愈伤诱导培养基,于27℃ 恒温箱中暗培养5~7d
后用于转化。

将诱导的愈伤组织先置于高渗培养基4~6h,
再以Bio-Rad基因枪按文献[13]方法进行轰击,轰
击后的愈伤继续高渗16~20h,转至诱导培养基于

黑暗下培养2周。愈伤组织的筛选参照文献[12]
进行,得到的抗性植株经春化后移栽至温室。

4)转基因植株的 PCR 检测。取3~5叶期小

麦幼嫩叶片,用CTAB法提取再生植株和未转化植

株基因组DNA[14]。根据IgG的重链和轻链序列分

别设计引物,HC 引物序列为 H1:5′-TGACGGT-
GTCGTGGAACT-3′,H2:5′-GTACTCCTTGCCAT-
TCAGC-3′;LC 引 物 序 列 为 A1:5′-TCAAGGT-

TCAGTGGCAGTGGATCTG-3′,A2:5′-TGCTTT
GCTCAGCGTCAGGGTG-3′,HC和LC扩增的目的

片段分别为497bp和380bp。采用多重 PCR 同

时扩增 HC和LC 基因,PCR程序为:95℃ 预变性

5min;94℃ 变性30s,64℃ 退火30s,72℃延伸

30s,35个循环,72℃延伸10min,10℃10min。

5)转基因植株的 RT-PCR 检测。取开花后

21d的转基因株系及未转化植株幼嫩籽粒,采用

Trizol法提取总 RNA。以反转录的cDNA为模板,
分别用 HC 和LC 基因的特异引物 H1/H2和 A1/

A2进行RT-PCR扩增,PCR程序同1.2中的4)。

6)IgG蛋白的ELISA检测。取开花后21d的

转基因株系及未转化植株幼嫩籽粒,提取总蛋白。
将籽粒于液氮中研磨后,加入5倍体积PBS提取液

(PBS中添加5mol/LEDTA,1mmol/Lβ-巯基乙

醇,pH7.4),4℃ 振荡2~3h后离心,收集上清保

存于 -20℃ 备用。
取100μL上清包被ELISA板,每个样品3个

重复,分别以小鼠抗人IgG 重链和轻链作为抗体

(均为辣根过氧化物酶标记),用 Bio-Rad酶标仪双

波长(450nm 和 630nm)检 测 各 样 品 的 吸 光

值(D)。

2 结果与分析

2.1 转基因小麦的 PCR 检测

提取小麦叶片DNA,用 HC 和LC 基因特异引

物进行多重PCR检测,在T0代抗性苗中,其中有3
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株为阳性,且同时扩增出497bp和380bp的目的

带(图2-A),表明IgG的 HC 和LC 基因共整合到

小麦基因组中。对 T1代植株的 PCR鉴定表明,所
有 T1代植株均同时检测到 HC 和LC2个基因。

对 T2代和 T3代进行鉴定,所有转基因后代依然可

以同时检测到 HC 和LC2个基因,T2代部分植株的

PCR扩增结果见图2-B。连续3代的PCR鉴定结果

表明,基因 HC 和LC 是连锁的,而且能够稳定遗传。

 A:T1 代 T1generation;B:T2代 T2generation;M:100bpDNA 分子量标记100bpDNAladdermarker;1:水对照 H2Ocontrol;

2:未转化植株 Non-transformedplant;3~10:转基因植株 Transgenicplants.

图2 扬麦158转IgG 基因植株的PCR鉴定

Fig.2 PCRidentificationofY158transgenicplantscontainingIgG

2.2 转基因小麦的 RT-PCR 鉴定

T2代转基因小麦和未转化植株开花后21d时,
分别提取幼嫩籽粒 RNA,用IgG 的重链和轻链特

异引物进行 RT-PCR 扩增。如图3所示,选取的

6株转基因植株均可扩增出预期大小的目的带,而
未转化对照中没有目的带,说明转基因株系的基因

组中不仅整合了目的基因,而且能在胚乳中形成正

常的转录本。

 A:IgG-HC;B:IgG-LC;M:100bpDNA分子量标记100bpDNAladdermarker;1:水对照 H2Ocontrol;2:未转化植株 Non-trans-
formedplant;3~8:转基因植株 Transgenicplants.

图3 扬麦158T2代转IgG 植株的 RT-PCR鉴定

Fig.3 RT-PCRidentificationofY158T2transgenicplantscontainingIgG

2.3 IgG 蛋白的 ELISA 检测

于开花后21d时,取 T3代转基因株系和未转

化植株幼嫩籽粒,提取总蛋白进行 ELISA 检测。
结果表明,转基因株系蛋白提取液的 D 值与阴性对

照相比差异显著(图4)。用IgG重链作为抗体检

图4 ELISA检测转基因小麦中IgG蛋白的表达

Fig.4 ELISAofIgGintransgenicwheatplants

测时,样品的 D 值是对照的3.6倍;IgG 轻链作为

抗体检测时,样品的 D 值是对照的2.5倍,说明种

子中IgG蛋白重链和轻链表达积累量均较高。

3 讨 论

本研究利用基因枪共转化法将单克隆抗体IgG
的重链和轻链基因同时导入小麦基因组。T0代共

得到3株转基因植株,并同时含有IgG 重链和轻

链。连续3代的PCR检测结果表明,HC 和LC 基

因是连锁的,而且能够稳定遗传,说明目的基因已经

整合到小麦基因组中。为检测IgG 在小麦颖果中

的表达情况,取开花后21d的幼嫩籽粒提取RNA,
进行 RT-PCR鉴定,在随机选取的几个样品中都可

以检测到信号,说明IgG 基因在小麦胚乳中能正常

转录。ELISA结果进一步证实小麦胚乳中能产生

正常的IgG分子。
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IgG在体外能够有效的中和 HIV,而且能阻止

HIV病毒在动物模型中的感染[8]。由此可以推测,

IgG可以治疗或抑制 HIV 对人体的感染。为使

IgG更有效的发挥作用,需要对其大量生产。近年

来植物生物反应器发展迅速,为IgG的大批量生产

提供了一种有效途径。植物作为生产系统具有培养

周期较短、成本低、安全、质量高等优点[15],而且产

物一般贮藏在种子、果实和块茎中,便于贮存和运

输[16]。

Rademacher等[9]在玉米胚乳中表达了重组抗

体2G12,此抗体具有 HIV 中和活性,而且并不低

于仓鼠卵巢细胞来源的抗体,在烟草中也曾表达过

HIV有抑制作用的抗体[17],但烟草中含有对人体

有害的物质,玉米虽是主要粮食作物之一,但不及小

麦应用广泛。
选择燕麦球蛋白启动子 AsGlo来驱动IgG 的

表达,AsGlo是胚乳特异启动子,Vickers等[18]曾将

AsGlo成功应用于大麦和小麦,外源蛋白表达量达

到总可溶性蛋白的10% 左右,甚至最高可达25%。
小麦是人类多种食物的原材料,将小麦种子作为生

产IgG的工厂,既经济又安全,而且直接口服转基

因种 子 磨 成 的 面 粉,机 体 的 抗 性 要 高 于 纯 化 的

抗体[7]。
本研究在小麦胚乳中成功表达了抗体蛋白

IgG,小麦种子数量多,贮存方便,而且蛋白质贮存

在种子中不影响其活性,为以后大量纯化抗体用于

动物免疫研究并用于生产奠定了基础。
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Expressionofamonoclonalantibodyagainst
humanimmunodeficiencyvirusinwheatendosperm
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Abstract Toestablishamethodofproducingamonoclonalantibodyagainsthumanimmunodefi-
ciencyvirus(HIV)inwheat,twogenesequencescodingtheheavychainandthelightchainoftheanti-
bodywereseparatelyconstructedinplantexpressionvectorscontaininganendosperm-specificpromoter
fromoatandthenco-introducedintowheatcultivarYangmai158viaparticlebombardment.Polymerase
chainreaction(PCR)analysisoftransgenicwheatplantsfromT0toT3generationsshowedthattheinte-
grationandinheritanceofthetwogeneswerestable.Reversetranscription-PCRanalysisindicatedthat
bothgeneswerenormallytranscribedinwheatendospermoftransgenicplants.Enzyme-linkedimmu-
nosorbentassays(ELISA)furtherconfirmedthattheantibodyproducedintransgenicwheatplantshad
specificantigen-bindingcapability.Theseresultssuggestedthatmammalianantibodycanbestablyex-
pressedinwheatendospermandwheatseedsmaybeusedfortheproductionofantibodywithHIV-neu-
tralizingactivity.

Keywords transgenicwheat;humanimmunodeficiencyvirus;monoclonalantibody;endosperm;

specificexpression
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