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建立稳定表达人 !"#$%&基因的夏枯草细胞克隆

曾庆平" 冯丽玲 杨瑞仪 陈竹华
（广州中医药大学热带医学研究所生物技术研究室，广州 4!$7$4）

摘 要 为了在中药细胞中表达人源有用基因，以增强其特异药理活性，将克隆自人外周血淋巴细胞（EFG）;H*I
的 HI*5:J基因经 5<质粒衍生的中间表达载体 KHLMNN导入携带 KIG77$7质粒的根癌农杆菌 GFI77$7菌株中，并采
用叶盘共培养法转化离体培养夏枯草细胞，经 J’C=/6-D杂交确认 HI*5:J基因在转化细胞基因组中的整合，用 H5 O
EPH扩增、Q6R=6-D印迹杂交和酶联免疫吸附测定（:GNJI）分析转化细胞中 HI*5:J基因的表达，以 EFG的过氧化物
酶活性作为重组 HI*5:J对细胞趋化性诱导的检测指标。结果表明，HI*5:J基因已在转基因夏枯草细胞中整合，
并已形成稳定表达 HI*5:J基因的细胞克隆，为进一步培育具有特异药理活性的转基因夏枯草植株打下了基础。
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趋化因子是一类低分子量（2 T !$UV）诱导分泌
型细胞因子，它们可通过结合细胞表面的趋化因子

受体诱发致炎性免疫应答［!］，并通过受体与配基的

相互作用发挥调节 5细胞趋化作用和促进血管再生
等重要功能［#］，在治疗自身免疫性疾病［%］、抑制器官

移植排斥反应［7］和抗肿瘤［4］等方面具有潜在药用价

值。最近发现，趋化因子受体是人免疫缺陷病毒

（WC;,D <;;CD’B6X<.<6D.Y Z<-CR，WN&）感染人体细胞的
辅助受体，其中 PPH4是 +嗜性毒株（H4病毒）感染
巨噬细胞的辅助受体；P[PH7是 5嗜性毒株（[7病
毒）感染 5细胞的辅助受体［1］。HI*5:J、JV80!等!0
趋化因子通过结合外周血细胞表面受体 P[PH7 或
PPH4产生空间位阻与表达下调效应，可阻断 WN&
进入细胞的通路，并降低高危人群受 WN&感染的危
险［3］。另一方面，高加索人种中的 PPH4 缺陷型
（PPH4 O"%#）对 WN&感染具有抗性，表明趋化因子
与受体的相互作用可以作为抗艾滋病的药物作用靶

点［2］。因此，!0趋化因子在艾滋病的防治上具有潜
在药用价值［"］。

传统清热中草药夏枯草含有两种抗 WN& 有效
成分———夏枯草皂甙及硫酸多糖。体外评价实验证

实，硫酸多糖能显著抑制 +507 细胞中 WN& 的逆转

录酶活性［!$］。为了尝试将特异性抗 WN&基因引入
中草药以提高其抗 WN&感染的增效作用，我们在人
HI*5:J基因克隆、测序和表达的基础上［!! O !%］，将
HI*5:J基因通过根癌农杆菌中间表达载体 KHLMNN
与“解除武装”的 5<质粒 KIG77$7 组成的双元载体
（F<D,-Y Z6.=’-）系统［!7］导入夏枯草培养细胞，形成稳
定表达重组 HI*5:J基因的传代愈伤组织，以便为
今后利用转基因中草药防治艾滋病打下一定的基

础。

’ 材料与方法

’ (’ 重组中间表达载体的构建
根癌农杆菌（ 31*(4+0/%*#)5 /)5%-+0#%$&）GFI77$7

（KIG77$7）菌株和携带花椰菜花叶病毒（P,+&）%4J
启动子的 5<质粒衍生中间表达载体 KHLMNN［!4］由中
国科学院微生物研究所提供。含有 HI*5:J基因的
K50HI* 由我室构建［!1］。将 K50HI* 用 .+5W #、
67$ #（5,M,H,公司）酶切，电泳回收 HI*5:J基因
片段，插入相同酶切的 KHLM $中，获得重组质粒
KH0HI*。以重组质粒转化 VW4%感受态细胞，挑取
单菌落，提取质粒 V*I，用 80(H # \ 9#$B &双酶
切鉴定。



! "# 重组表达质粒导入根癌农杆菌
用 !"#"$% 转化根癌农杆菌感受态细胞，在

&’!()*+利福平（",-）和 .&!()*+卡那霉素（/01）平
板上筛选携带双元载体的根癌农杆菌转化子

+2$33’3（!$+33’3：：!"#"$%）［45］。
! "$ 夏枯草叶盘与根癌农杆菌共培养
将夏枯草（!"#$%&&’ (#&)’"*+）种子播种在 4). 67

培养基上发芽，取 8 9 4’:叶龄的无菌幼苗，将幼叶
剪成 ’;&<* = 4<* 大小，转入 67 培养基（2$ ’;4

!()*+ > .;3#? 4!()*+）中，.&@光照条件下预培养
A:。挑取 BC2平板（/01 .&!()*+ > ",- &’!()*+）上
的根癌农杆菌 +2$33’3（!$+33’3：：!"#"$%）单菌
落，接种于 .’!+ BC2（/01 .&!()*+ > ",- &’!()*+）液
体培养基中，A’@，48’D)*,1培养过夜。取 3’’!+菌
液转接至 .’*+无抗生素 BC2液体培养中，继续培
养 EF，待 ,-E’’!’;3时用于转化。将菌液倒入无菌

带盖离心管内，加盖并封口，3’’’D)*,1 离心 &*,1。
弃上清，加入无菌 67液体培养基，重悬菌体。取出
预培养材料，倒入稀释好的菌液，轻摇 4*,1，立即取
出叶片，置无菌滤纸上吸去多余菌液。将叶片放回

67培养基（2$ ’;4!()*+ > .;3#? 4!()*+）中，加盖并
封口，于 .8@黑暗中培养 A 9 3:，再转入含 &’’*()+
头孢菌素（GH-）的 67 培养基（2$ ’;4!()*+ > .;3#?
4!()*+）上经多次继代培养脱菌。
! "% 夏枯草 &’(的提取与 )*+,-./0杂交
按 CI JI%I$I KL01M ?%$ /,M（N*H(0公司）说明书

提取转化与未转化夏枯草细胞的总 ?%$。在 KG"
反应体系中，按文献［48］所采用的模板、引物及扩增
条件，另加 4;&!+ 2,O#44#:PQK进行 KG"以制备生物
素标记探针，然后按常规进行 7ORMFHD1杂交。
! "1 夏枯草 2’(的提取与 234562扩增及重测序
切取 4’’*(脱菌培养的愈伤组织，放入液氮冻

干后，按柱式总 "%$抽提试剂盒（上海华舜生物工
程公司）说明书提取总 "%$。取总 "%$ 加入 ?%$
酶（Q0/0"0 公司），A5@消化 .’*,1，用等体积苯酚)
氯仿抽提去蛋白，添加乙酸铵（最终浓度 .*OL)+），再
加入 .;&倍量的冷乙醇沉淀，用 5’S乙醇洗涤，&’@
烘干，加入 &’!+ QC溶解。采用 +,-H QH<F1OLO(,HT公
司的 6#6+U逆转录酶在 &’@下逆转录 A’*,1，然后
进行 KG"扩增。按文献［4V］所列引物并采用以下
热循环条件对 <?%$进行扩增：V3@，A’T，&’@，A’T，
5.@，4*,1，共 A& 个循环。以 "$%QC7 基因上游引
物作为测序引物，对 "Q#KG"产物直接进行测序。

! "7 夏枯草蛋白的提取与8.9,./0印迹
按文献［.’］提取总蛋白。在 4’’*(液氮冻干的

转化及对照夏枯草愈伤组织中，加入 .’’!+提取缓
冲液（4’ **OL)+ QD,T#WGL，!W E;’，’;’.S %0%A，

’;’’4S K67X），置冰浴中研成匀浆后，室温下 &’’’
D)*,1离心 4’*,1。取上清，加入 4’’!+样品缓冲液
（4’’*OL)+ QD,T#WGL，!W8;’，.S7?7，4’S甘油，&S巯
基乙醇，’;4S溴酚蓝），煮沸 4’*,1，4’ ’’’ D)*,1 离
心 4’*,1，取 .’!+上清液与 .’!+样品缓冲液混合，
V&@加热 &*,1，经聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、洗
膜、封闭后，依次加入 4 Y 4’’’的一抗（羊抗人 "$%#
QC7 G4V 抗体，701M0 GDRZ）和 4 Y 4’’’ 的酶标二抗
（W"K标记的马抗羊 [(\，]0^TO1 [**1O "HT），最后用
?$2（华美公司）显色。
! ": 夏枯草蛋白中 2(’3;)的 ;<=)(测定
用倍比稀释的 "$%QC7标准品制作标准曲线，

C+[7$测定按文献［.4］进行。经包被、洗涤和封闭
后，每孔加入 5&!+稀释（4 Y 4’’’）的羊抗人 "$%QC7
G4V抗体（701M0 GDRZ），A5@孵育 A’*,1，倾尽封闭液
并洗涤。每孔加入 4’’!+稀释（4 Y4’’’）的 W"K标记
马抗羊 [(\（]0^TO1 [**1O "HT），A5@孵育 A’*,1，倾尽
封闭液并洗涤，然后显色。

! "> 5?<分离与过氧化物酶活性测定［##］

在 4’ *+全血中加入等体积 K27，混匀后缓缓
加至 4’ *+ 淋巴细胞分离液（华美公司）中，.’’’
D)*,1离心 A’*,1，取中、上层之间的细胞，用 K27洗 .
次，离心收集细胞，再用 K27重悬（. = 4’E )*+）。在
VE孔板中，每孔加入 4’’!+ 细胞悬液，然后加入
"$%QC7标准品及植物蛋白提取液。将微孔板置于
3@孵育 A’*,1，加入 QD,MO1 _#4’’ 至终浓度 ’;8S，
A5@孵育 3&*,1，裂解细胞，离心，各取 &’!+上清，至
微孔板中显色。

# 结 果

# "! 重组中间表达载体的构建与酶切鉴定
用 .’/W"和 01$"消化 !Q#"$%和 !"N/#，

分别回收 !Q#"$% 的 "$%QC7 基因小片段和 !"N/
#载体大片段，然后将两个酶切片段用 Q3 ?%$连
接酶连接，获得重组中间表达载体 !"#"$%。经
2*$:$和 345""双酶切，!"#"$%生成 V^‘和 4;&^‘
两个片段，!"N/#用 2*$:$#345""双酶切则产生
V^‘和 4;.^‘两个片段（图 4）。有 "$%QC7基因的酶
切片段与无 "$%QC7基因的酶切片段相差约 A’’‘!，
刚好符合 "$%QC7 基因的实际大小，表明 "$%QC7
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基因已成功插入 !"#$!中。

图 % !"&"’(的双酶切鉴定
)*+,% -./01*2*341*50 52 !"&"’( 67 .5869/ .*+/:1*50

%, !"#$!（!"#"" ; $%&.#）；<, !"&"’(（!"#"" ; $%&.#）；

=, %>>6! 94../?

! "! #$%&’(基因在夏枯草基因组中的整合
为了证实 "’(@AB基因是否已整合在夏枯草基

因组中，从转基因夏枯草细胞提取 C(’，并用
!"#""完全消化，经 B581D/?0 杂交检测 "’(@AB 基
因在夏枯草基因组中的存在，结果如图 <所示。转
化夏枯草 C(’和 !"&"’(均显示阳性杂交信号，而
非转化夏枯草 C(’ 则无杂交信号。由于 !"&"’(
上仅含有一个 !"#""切点，故其酶切产物是包含
!"#$!载体和 "’(@AB基因的线性 C(’，大小约为
%>EFG6（=泳道）。转化夏枯草 C(’经 !"#""消化
后的整合基因片段大小介于 "’(@AB 基因与线状
!"&"’(之间（< 泳道）。杂交结果表明，"’(@AB 基
因已经整合在夏枯草基因组中，但仅有一个拷贝。

图 < 转化细胞 C(’提取物的 B581D/?0杂交
)*+,< B581D/?0 69511*0+ 52 C(’ /H1?431: 2?5I 1?40:25?I/. 3/99:
% , !"#"" .*+/:1*50 52 C(’ 2?5I 050&1?40:25?I/. 3/99:；<, !"#"" .*&

+/:1*50 52 C(’ 2?5I 1?40:25?I/. 3/99:；=, !"#"" .*+/:1*50 52 !"&"’(

!)* #$%&’( 基因在夏枯草细胞中的表达———
#%$水平的检测
为了分析整合在夏枯草基因组中的 "’(@AB基

因能否正常表达，用转化愈伤组织的 "(’进行 "@&
JK"，观察细胞中是否存在由 "’(@AB 基因转录产
生的 I"(’（图 =）。转化愈伤组织总 "(’经 C(’酶
消化后无 JK"扩增产物（泳道 %），表明 C(’酶已将
基因组中整合的 "’(@AB基因完全消化。相反，转

化愈伤组织总 "(’ 的 C(’ 酶消化产物经 "@&JK"
后均有扩增产物生成（泳道 <、=），而且转化愈伤组
织中 "’(@AB基因表达产物的大小与 !@&"’(质粒
中的 "’(@AB基因（泳道 L）相同（约 =>>6!），显示转
基因夏枯草细胞中已合成 "’(@AB I"(’。

图 = 转化细胞 "(’提取物的 "@&JK"扩增
)*+,= "@&JK" 4I!9*2*341*50 52 "(’ /H1?431: 2?5I

1?40:25?I/. 3/99:
% , JK" 4I!9*2*341*50 52 C(4:/&.*+/:1/. 15149 "(’ 2?5I 1?40:25?I/. 3499*；

< , "@&JK" 4I!9*2*341*50 52 C(4:/&.*+/:1/. 40. ./!?51/*0/. 15149 "(’

2?5I 1?40:25?I/. 3499*；

= , "@&JK" 4I!9*2*341*5052 C(4:/&.*+/:1/. 40. 80./!?51/*0/. 15149 "(’

2?5I 1?40:25?I/. 3499*；

L , JK" 4I!9*2*341*50 52 !@&"’(；F,%>>6! 94../?

将上述 "@&JK"扩增产物直接进行测序，以确
认基因序列的正确性，结果如图 L所示。由图可见，
测 序 结 果 与 "’(@AB 基 因 序 列（ M/0N40G
’)<OOPF=）［<=］完全吻合，表明转化愈伤组织的 "@&
JK"扩增产物确实来自 "’(@AB 基因表达产生的
I"(’。

图 L 转化细胞 "@&JK"扩增产物序列分析
)*+,L B/Q8/03/ 40497:*: 52 "@&JK" 4I!9*350: 2?5I

1?40:25?I/. 3/99:
BD4.5R/. 9/11/?: ?/!?/:/01 !?*I/? :/Q8/03/:；BD5?1 9*0/: ?/!?/:/01 *./01*&

349 64:/:

@5!：B140.4?. "’(@AB +/0/ :/Q8/03/；N5115I：B/Q8/03/ 52 "@&JK" 4I&

!9*350:

! "+ #$%&’(基因在夏枯草细胞中的表达———蛋
白质水平的检测

以转化愈伤组织为材料提取总蛋白进行 S/:1&
/?0印迹杂交，以检测其中是否已有 "’(@AB的合成
（图 F）。由印迹图谱可以看出，阳性区带的位置（O
TU 泳道）与 "’(@AB 标准品（% 泳道）相当，表明
"’(@AB基因已在夏枯草细胞中成功实现异源表
达。此外，在 !VU,>条件下提取的转化愈伤组织总
蛋白无阳性信号（= T F泳道），而在 !VO, >条件下提
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取的转化愈伤组织总蛋白的印迹则呈阳性（! " #泳
道），表明植物总蛋白的提取方法对印迹结果有显著

影响。

! "# $%&’()的 (*+)%测定
以 $%&’(法制作 )(*+$’标准曲线，用于待测

样品中 )(*+$’ 的半定量测定（表 ,）。结果表明，
转化愈伤组织（阳性样品）与非转化愈伤组织（阴性

对照）总蛋白的 !-./值分别为 /0122 和 /03,.，由

)(*+$’ 标准曲线查得样品中 )(*+$’ 含量为
,0.4567%左右。

图 . 转化细胞总蛋白的 89:;9<4印迹
=>5?. 89:;9<4 @AB;;>45 BC ;B;DA E<B;9>4: C<B7 ;<D4:CB<79F G9AA:

, ? )(*+$’ :;D4FD<F:；2? +B;DA E<B;9>4 9H;<DG;: C<B7 I4;<D4:CB<79F G9AA:；

3 " .? +B;DA E<B;9>4 9H;<DG;: C<B7 ;<D4:CB<79F G9AA:（EJ#?/）；

! " #? +B;DA E<B;9>4 9H;<DG;: C<B7 ;<D4:CB<79F G9AA:（EJ!?/）

表 , $%&’()的定量测定
’-./0 , 12-3454-4560 -77-8 9: $%&’()

K>AI;>B4
’;D4FD<F )(*+$’
（,// 4567%）

+<D4:CB<79F GDAA>
（LB:>;>M9 :D7EA9）

*B4N;<D4:CB<79F GDAA>
（*95D;>M9 GB4;<BA）

,：, , ?13# / ?122 / ?3,.

,：2 , ?O#/ , ?/,! / ?3-!

,：- , ?!/O / ?12. / ?32,

,：# , ?-22 / ?1!! / ?32/

,：,! , ?2!, / ?11/ / ?3.O

,：32 , ?,32 / ?111 / ?-21

,：!- / ?#13 , ?/.3 / ?3!1

,：,2# / ?#,1 , ?/,. / ?3OO

! "; $%&’()的细胞趋化活性诱导
将 LP%与夏枯草总蛋白提取液共育，然后测定

其过氧化物酶活性（ !-./值），由此判断转化细胞所

合成的 )(*+$’对细胞趋化作用的诱导，结果如表
2所示。

表 ! <=*的过氧化物酶活性测定
’-./0 ! <0>9?5@-70 -A456548 -77-8 9: <=*

!-./（!" Q #）

PAD4R GB4;<BA（LP’） /?,1! Q /?/2#

’;D4FD<F（EB:>;>M9）GB4;<BA（.// 4567% )(*+$’） ,?,-. Q /?,!3

’D7EA9（495D;>M9）GB4;<BA / ?,!# Q /?/.O

’D7EA9 , 2 ?-3! Q /?/31

’D7EA9 2 2 ?3.1 Q /?/2.

’D7EA9 3 2 ?33- Q /?/2/

以上数据表明，转基因夏枯草总蛋白提取液可

使 LP% 的过氧化物酶活性增高，表明其中所含
)(*+$’已诱导中性粒细胞产生趋化作用。这是因
为趋化因子诱导中性粒细胞趋化时，趋化细胞表达

的过氧化物酶或!N葡萄糖醛酸增加，其表达量与趋
化因子的浓度成正比，检测这些物质可间接了解趋

化因子的含量［22］。

B 讨 论
通过培育遗传修饰（S949;>G 7BF>C>GD;>B4，ST）中

药，可将病原体抗原基因、肿瘤抗原基因及其它有用

基因引入中药细胞，育成能口服的转基因疫苗及对

中药原有药理活性产生增效作用的转基因中药［2.］。

目前，利用转基因植物已生产出多种疫苗、抗体和细

胞因子等生物工程药物［2-］。我们开展的转人 )(*N
+$’基因夏枯草永久性细胞克隆的研究，为提高夏
枯草的药用价值提供了可能。迄今为止尚未报道人

)(*+$’基因在植物细胞中的表达。
本研究通过根癌农杆菌共感染系统将 )(*+$’

基因导入夏枯草细胞，并在 K*(、)*(和蛋白质水
平上进行了鉴定。’BI;U9<4杂交结果表明，)(*+$’
基因已成功地整合在夏枯草基因组中，整合拷贝数

为 ,。在转基因植物中，既有插入单拷贝者［2! V 2O］，也

有插入多拷贝者［2# V 21］。不过，大多数转基因失活都

涉及多拷贝基因整合，而且多拷贝的转化易发生

K*(的甲基化修饰［3/］。因此，从这个意义上来说，
单拷贝整合优于多拷贝整合。
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从 !"#$%!产物的测序结果来看，!&’"()基因
全序列（包括信号肽序列）已被忠实地转录出来。从

*+,-+./杂交图谱可以看出，重组 !&’"()与标准品
大小相当，而且具有与标准品类似的趋化诱导活性，

可能表明重组 !&’"()前体中的信号肽已被成功切
除或信号肽的存在不影响趋化活性的诱导，但这一

推论还有待重组蛋白 ’ 末端测序结果的支持。虽
然某种植物蛋白前体能在另一种植物中正常加

工［01］，但人 !&’"()前体能否在植物中转变为成熟
蛋白，则未见报道。

从*+,-+./印迹的技术层面来说，由于 23值对
于蛋白质的溶解度有较大影响，故提取缓冲液的 23
应偏离蛋白质的等电点。蛋白质在细胞内多以离子

键形式结合，选用 230 4 5 的提取液有利于离子键
的解体［06］。夏枯草蛋白的 23 介于 7 4 8 之间，用
2359:的缓冲液可使其偏离等电点，并减弱蛋白质
的结合作用，这样可以大大提高蛋白质的溶解度，从

而改善提取效果，有助于 *+,-+./杂交鉴定。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ 1］ ;<==>?@>/> A，;+<-.>B+ C，A?,+. ;D 3EF</ BG+F?H>/+,：</ E2I<-+D

!""#$% &’()’* +,,#"-%-./，1JJ7，’(：57K L 7:K
［ 6］ 3?.EH !D %G+F?H>/+, M+N?/I >/O@<FF<->?/D 0$1#2’，1JJ8，)*)：K6P

L K6K
［ 0］ ;<./+, C &，",+ Q，R<E-G?>I A ’1 $% D $?@NB@?/<@ </->M?IN I>.+B-+I

<=<>/,- GEF</ !&’"() <F+@>?.<-+, I>,+<,+ >/ -G+ S+T>, .<- <IUEV</-#

>/IEB+I <.-G.>->, F?I+@ D 3-#2"$% -4 5%)")6$% +"(’71).$1)-"，1JJ8，

’+’：6J1: L 6J1J
［ P］ ;+@2+.>? Q &，;E.I>BH A C，R+</+ A $ ’1 $% D "G+ .?@+ ?O -G+ %%

BG+F?H>/+，!&’"()，>/ <BE-+ @E/= <@@?=.<O- .+U+B->?/D 3-#2"$% -4

+,,#"-%-./，6:::，’,(：P51 L P76
［ K］ *</= Q A，C+/= W，X?/= * ’1 $% D %G+F?H>/+, </I -G+>. .?@+ >/ -E#

F?. =.?T-G </I F+-<,-<,>,D 3-#2"$% +,,#"-%-.)6$% 8’19-:7，1JJ8，

--+：1 L 17
［ 5］ C?F, ! *，$+>2+.- ) %D Y/T+@B?F+I =E+,-, T>-G F<,-+. H+N,：G?T

3Z[ E,+, BG+F?H>/+ .+B+2-?., O?. B+@@E@<. +/-.ND ;)2-%-./，1JJ7，

-)(：17J L 1J:
［ 7］ A>BG<+@ ’ S，A??.+ Q $D 3Z[ L 1 +/-.N >/G>M>-?.,：+V<I>/= -G+ >,#

,E+D 0$1#2’ 8’:)6)"’，1JJJ，(：7P: L 7P6
［ 8］ $.+F<BH ; &，)BG<@@ " QD %G+F?H>/+ .+B+2-?.,：=<-+T<N, -? >/O@<F<#

->?/ </I >/O+B->?/D 0$1#2’ 8’:)6)"’，1JJ5，-：117P L 1178
［ J］ )Y’ 3 W（孙晗笑），\(’X S W（冯丽霞），SZ ] %（利奕成）’1

$% D "G+ .?@+ ?O VAZ$!G?F?@?=?E, -? GAZ$#1!?/ GEF</ BG+F?H>/+

.+B+2-?.,D <6)’"6’ =#%%’1)"（科学通报），6::1，.,：P71 L P77
［1:］ %G</= ! )D Z/G>M>->?/ ?O =.?T-G ?O GEF</ >FFE/?I+O>B>+/BN V>.E, )"

()12- MN B.EI+ +^-.<B-, ?O %G>/+,+ F+I>B>/<@ G+.M,D !"1)()2$% &’>

7’$269，1J88，*：150 L 175
［11］ _(’X ‘ $（曾庆平），]&’X ! ]（杨瑞仪），\(’X S S（冯丽玲）

’1 $% D %@?/>/= </I ,+aE+/B>/= ?O GEF</ !&’"() =+/+D 3-#2"$% 4-2

59)"$ !+?<b<@? A2’(’"1)-" $": 6-"12-%（中国性病艾滋病防治），

6:::，’.：6PK L 6P7
［16］ _(’X ‘ $（曾庆平），]&’X ! ]（杨瑞仪），\(’X S S（冯丽玲）

’1 $% D %@?/>/=，,+aE+/B>/= </I >/ V>-.? +^2.+,,>?/ ?O GEF</ !&’#

"() =+/+,D 59)"’7’ 3-#2"$% -4 =)-1’69"-%-./（生物工程学报），

6::1，’/：0PJ L 0K1
［10］ _(’X ‘ $（曾庆平），]&’X ! ]（杨瑞仪），\(’X S S（冯丽玲）

’1 $% D $?@NF?.2G>,F </<@N,>, </I >/ V>-.? +^2.+,,>?/ ?O !&’"()

=+/+,D 59)"’7’ 3-#2"$% -4 <’B#$%%/ @2$"7,)11’: +"4’61)-"（中华性传

播感染杂志英文版），6::1，’：1K L 1J
［1P］ SZ ; Q（李宝健），_(’X ‘ $（曾庆平）D $@</- M>?-+BG/?@?=N：2.>/#

B>2@+, </I F+-G?I,D %G</=,G<：3E/</ )B>+/B+ </I "+BG/>aE+ $EM#

@>,G>/= 3?E,+，1JJ:，22D101
［1K］ )c’X Q ‘（宋俊岐），‘ZY ; )（邱并生），*&’X !（王荣）’1 $% D

"G+ F</>2E@<->?/ </I F?I>O>B<->?/ ?O O.E>- .>2+/>/= MN +^2.+,,>?/ ?O

&%% I+<F>/<,+ =+/+ >/ -?F<-?D 59)"’7’ 3-#2"$% -4 =)-1’69"-%-./（生

物工程学报），1JJ8，’.：00 L 08
［15］ _(’X ‘ $（曾庆平），]&’X ! ]（杨瑞仪），\(’X S S（冯丽玲）

’1 $% D %@?/>/= ?O GEF</ Z\’#!=+/+ </I B?/,-.EB->?/ ?O 2@</- =+/+

+^2.+,,>?/ V+B-?. D 59)"’7’ <6)’"6’ !C712$617（中国学术期刊文摘），

6:::，,：11K6 L 11KP
［17］ *&’X X S（王关林），\&’X 3 ]（方宏筠）D $@</- =+/+->B +/=>#

/++.>/=：2.>/B>2@+, </I -+BG/>aE+,D ;+>U>/=：)B>+/B+ $.+,,，1JJ8，

22DKP0 L KPP
［18］ ]&’X ! ]（杨瑞仪），\(’X S S（冯丽玲），_(’X ‘ $（曾庆

平）D &B->V>-N </<@N,>, ?/ OE,+I +^2.+,,>?/ 2.?IEB- ?O .+B?FM>/</-

GEF</"L %G+F?H>/+ !&’"() =+/+D 59)"’7’ 3-#2"$% -4 =)-69’,)7>

12/ $": 8-%’6#%$2 =)-%-./（中国生物化学与分子生物学报），

6::6，’0：7:P L 7:7
［1J］ _(’X ‘ $（曾庆平），\(’X S S（冯丽玲），]&’X ! ]（杨瑞仪）

’1 $% D ".</,>+/- +^2.+,,>?/ ?O .+B?FM>/</- GEF</ BN-?H>/+ =+/+, >/

-.</,=+/>B F<-+.>< F+I>B< B+@@,D 59)"’7’ @2$:)1)-"$% $": D’2C$%

:2#.7（中草药），6::0，).：50 L 55
［6:］ *&’X X S（王关林），\&’X 3 ]（方宏筠）D $@</- =+/+->B +/=>#

/++.>/=：2.>/B>2@+, </I -+BG/>aE+,D ;+>U>/=：)B>+/B+ $.+,,，1JJ8，

50P
［61］ SZ ] A（李永明），_3&c ] ‘（赵玉琪）’1 $% D $.<B->B<@ F</E<@ ?O

F?@+BE@<. M>?@?=N F+-G?I,D ;+>U>/=：)B>+/B+ $.+,,，1JJJ，22D05: L

050
［66］ )Y’ * A（孙卫民），*&’X 3 ‘（王惠琴）D !+,+<.BG F+-G?I?@?=N

?O BN-?H>/+,D ;+>U>/=：$+?2@+’, 3+<@-G $EM@>,G>/= 3?E,+，1JJJ，2D

1P1
［60］ _(’X ‘ $（曾庆平），]&’X ! ]（杨瑞仪），\(’X S S（冯丽玲）

’1 $% D 3?F? ,<2>+/, M+-<#BG+F?H>/+ !&’"() 2.+BE.,?.，F!’&，

B?F2@+-+ BI,，X+/;</H &\6557K0，G--2：bbTTTD /BM> D /@FD />GD =?Vb
［6P］ X>II>/=, X &@@>,?/ X，;.??H C ’1 $% D ".</,=+/>B 2@</-, <, O<B-?.>+,

O?. M>?2G<.F<B+E->B<@,D 0$1#2’ =)-1’69"-%-./ D 6:::，’0：11K1 L

11K7
［6K］ SZY C（刘涤），3Y _ ;（胡之璧）D &22@>B<->?/ 2.?,2+B-, ?O M>?-+BG#

/?@?=N ?/ 2.?IEB->?/ ?O -.<I>->?/<@ F+I>B>/+D E2-.2’77 )" =)-1’69"-%->

./（生物工程进展），1JJ7，’/：5: L 56

671 生 物 工 程 学 报 1J卷



［!"］ #$% & ’（刘传银），($)* ’ &（田颖川），+,-* & .（沈传光）!"

#$ / &012324 15 )&& 67289:6; <=*) :2> 386 3293?38312 15 5@A38 @3B;2C

324 ?7 386 :2836;26; D*) 32 8@:264;23< 81E:81 B0:286/ %&’(!)! *+,-.

(#$ +/ 0’+"!1&(+$+23（生物工程学报），FGGH，!"：FIG J FK"
［!L］ ’)* ’ &（闫艳春），M$)N & #（乔传令），O,)*. ’（张媛）/

&012324 :2> ;PB@;66312 15 89; >;81P357324 4;2; 32 &7:21?:<8;@3:/

%&’(!)! *+,-(#$ +/ 0’+"!1&(+$+23（生物工程学报），!QQQ，!#：K! J

KR
［!H］ #% D S（鲁瑞芳），#$ T U（李为民），T)*. , ’（王海云）!"

#$ / (9; B@3E:@7 @10; 15 <;28@:0 @;4312 15 ,& J V@1 15 B18:81 ’ B187C

W3@A6 32 672;@436E 15 B0:28 W3@A6;6/ %&’(!)! *+,-(#$ +/ 0’+"!1&(+$+23
（生物工程学报），!QQF，!$：!"K J !"H

［!G］ O,)N & ’（赵存友），’%)* O M（袁正强），M$* , U（秦红敏）

!" #$ / +8A>3;6 12 8@:264;23< 81?:<<1 B0:286 ;PB@;66324 8X1 Y32>6 15

326;<8 @;6368:28 4;2;6/ %&’(!)! *+,-(#$ +/ 0’+"!1&(+$+23（生物工程

学报），!QQF，!$：!LI J !LL
［IQ］ T)*. Z [（王竟雪），+%* ’（孙毅）/ V@14@;66 15 B0:28 4;2;83<

8@:2651@E:8312 ?7 )4@1?:<8;@3AE/ 0’+"!1&(+$+23 0,$$!"’(（生物技术

通报），FGGG，!：L J FI
［IF］ O,N% ’（周岩），($)* ’ &（田颖川），T% \（吴标）!" #$ / $293C

?38312 ;55;<8 15 8@:264;23< 81?:<<1 B0:286 ;PB@;66324 621X>@1B 0;<832

12 89; B1BA0:8312 >;W;01BE;28 15 U7]A6 B;@63<:;/ %&’(!)! *+,-(#$ +/

0’+"!1&(+$+23（生物工程学报），FGGH，!"：FI J FG
［I!］ T)*. . #（王关林），S)*. , ’（方宏筠）/ V0:28 4;2;83< ;243C

2;;@324：B@32<3B0;6 :2> 8;<923^A;6/ \;3_324：+<3;2<; V@;66，FGGH，

BB/KRI

%&’()*+&,-./’ 01 2’()*3 %456.&&.7 89-(/ :;<=%2 >./. +/ !"#$%&&’ (#&)’"*+ ?.** ?*0/.

O-*. M324CV324! S-*. #3C#324 ’)*. DA3C’3 &,-* O9AC,A:
（0’+"!1&(+$+23 4#5+-#"+-3，6-+7’1#$ 8!9’1’(! :()"’","!，;,#(2<&+, =(’>!-)’"3 +/ 6-#9’"’+(#$ %&’(!)! 8!9’1’(!，;,#(2<&+, RFQKQR，%&’(#）

;)&’6(@’ (1 ;PB@;66 328;@;68324 9AE:2 4;2;6 32 9;@?:0 <;006 51@ ?1168324 89;3@ 6B;<353< B9:@E:<10143<:0 :<83W383;6，D)*(-+
4;2; <012;> 5@1E 9AE:2 B;@3B9;@:0 ?011> 07EB91<78;（V\#）ED*) X:6 328@1>A<;> 3281 ? / ",@!/#1’!() 68@:32 #\)KKQK 9:@?1@324
B)#KKQK B0:6E3> W3: 8AE1@C32>A<324（(3）B0:6E3>C>;@3W;> 328;@E;>3:8; ;PB@;66312 W;<81@ BDN‘$$/ :( >’"-+ <A08A@;> A / >,$2#-’)
<;006 X;@; 8@:2651@E;> ?7 0;:5C>36Y <1<A083W:8312 B@1<;>A@; / $28;4@:8312 15 D)*(-+ 4;2; 32 89; 4;21E; 15 8@:2651@E;> <;006 X:6
<1253@E;> ?7 +1A89;@2 ?0188324，:2> ;PB@;66312 15 D)*(-+ 4;2; 32 8@:2651@E;> <;006 X:6 :2:07];> ?7 D(CV&D :EB0353<:8312，
T;68;@2 ?0188324 :2> ;2]7E;C032Y;> 3EEA2161@?;28 :66:7（-#$+)）/ (9; B;@1P3>:6; :<83W387 15 V\# X:6 A8303];> :6 : >;8;<8312
32>;P 15 <;00A0:@ <9;E18@1B36E 32>A<8312 ?7 @;<1E?32:28 D)*(-+/ (9; @;6A086 9:W; 691X2 89; D)*(-+ 4;2; X:6 328;4@:8;> 32
8@:264;23< A / >,$2#-’) <;006，:2> D)*(-+ 4;2;C68:?07 ;PB@;66;> <;00 <012;6 X;@; :W:30:?0;，X93<9 <1A0> B:W; 89; X:7 81 1?8:32
8@:264;23< A / >,$2#-’) B0:286 >;E1268@:8324 6B;<353< B9:@E:<10143<:0 :<83W383;6 /

A.3 B067& D)*(-+，8@:264;23< A / >,$2#-’) B0:286，4;2; ;PB@;66312，<9;E18@1B3< :<83W387

D;<;3W;>：QGCF"C!QQ!

(936 X1@Y X:6 6ABB1@8;> ?7 .@:28 5@1E *:8312:0 +<3;2<; S1A2>:8312 15 &932:（*1/IGHLQL!R）/
!&1@@;6B12>324 :A891@ / (;0：H"C!QCI"RHRK!!C!K!!；S:P：H"C!QCH"ILIRF"；-CE:30：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

8E3?31a 4]98<E/ ;>A/ <2

诚 征 广 告

《生物工程学报》是由中国科学院微生物研究所和中国微生物学会主办的综合性的学术刊物。主要报道我国生物技术领

域科学和技术的新进展和新成果，刊登的内容包括：基因工程、细胞工程、酶工程、生化工程、生物反应器等各个方面，涉及工

业、农业和医学等诸多领域。刊载的文章有 "Qb以上是获“H"I”高技术、国家自然科学基金资助或属“八五”、“九五”攻关及省
部级重大项目的研究论文，为国内从事生物技术的科研人员必读的刊物。

过去的几年，本刊以严谨的态度、诚实的信誉，赢得了厂商和读者的信赖，与许多公司建立了良好的长期合作关系。

《生物工程学报》设有广告专版，真诚欢迎国内外厂商来此发布产品、技术和服务信息，刊登仪器、设备、试剂等方面的广

告。我刊除彩色四封外，还有精美彩色、黑白插页供选择。

需要刊登广告的客户，可电话告知您的 S:P，我们会立即将报价单传真给您，洽商确定版位后，即由科学出版社广告部（我
刊广告代理）与您签定正式的刊登合同。

《生物工程学报》广告联系人：武 文 电话：QFQC"!RRKIQI -CE:30：<_?a 6A2/ 3E/ :</ <2

ILF!期 曾庆平等：建立稳定表达人 D)*(-+基因的夏枯草细胞克隆


