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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。

关键词 HI*5:J，转基因夏枯草，基因表达，趋化活性
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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

>P% 生 物 工 程 学 报 %W 卷



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。
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