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角质细胞生长因子 2 基因 (KGF2) 的克隆及其对油菜的

遗传转化 

潘国庆 1,2，张爽 3，刘秀明 1，李营 1，张耀方 1，李洪志 1，李海燕 1，李校堃 1 
1 吉林农业大学生物反应器与药物开发教育部工程研究中心，长春 130118 
2 吉林农业大学生命科学学院，长春 130118 
3 中国人民解放军军事医学科学院军事兽医研究所，长春 130062 

摘  要: 近年来，植物表达人源蛋白的研究逐渐增多。本研究以人角质细胞生长因子 (KGF2) 基因 cDNA 为基础，根

据植物偏好密码子进行改造，并利用 PCR 方法合成 KGF2 基因全长 cDNA。在此基础上构建了 KGF2 的植物油体系统

表达载体 p1390-YO-KGF2，并采用农杆菌介导法对甘蓝型油菜无菌苗的子叶进行转化。通过 PCR、Southern 杂交和

Western blotting 检测，证明外源基因 KGF2 已经转入油菜中并得到成功表达。 
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Cloning of Keratinocyte growth factor 2 gene (KGF2) and its  
transformation to Brassica napus L. 
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Abstract:  Recently, more research about the plant bioreactor expressing genes encoding human proteins was reported. In 
the present study, the cDNA of the human gene keratinocyte growth factor 2 (KGF2) was replaced with plant preferred codons 
by PCR, and the modified full-length cDNA was cloned into the plant expression vector pCAMBIA-YO containing the oil-body 
promoter. The fusion construct pCAMBIA-YO-KGF2 was transformed into Brassica napus by Agrobacterium 
tumefacien-mediated cotyledon transformation method. The transgenic seedlings were identified by PCR, Southern and western 
blot analysis all showed that KGF2 gene was successfully expressed in in transgenicBrassica napus. 
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角质细胞生长因子 2 (Keratinocyte growth factor 

2，KGF2) 是成纤维细胞生长因子家族中的一员，

称为 FGF10，由 208 个氨基酸残基组成，N 端是 39

个疏水残基构成的信号肽序列[1]。KGF2 有效促进上

皮细胞的增殖、移行及分化 [2]，并对急慢性炎症、

溃疡、烧伤等损伤的修复有极其重要的作用 [3]，特

别是对放化疗引起的静脉溃疡、溃疡性结肠炎等上

皮组织损伤作用显著[4-5]。KGF2 还参与调控四肢、

肺支气管、牙齿胰腺和脑垂体及皮肤等器官的形成

和发育[6-8]。未来临床上有望成为继表皮细胞生长因

子、碱性成纤维细胞生长因子、血管内皮细胞生长

因子和转化细胞生长因子后，又一个在皮肤、黏膜

各种创伤治疗上有重要前景的蛋白质因子。美国人

类基因组公司 (Human Genome Sciences，HGSI) 针

对慢性溃疡和溃疡型肠炎及癌症化疗后口腔黏膜及

胃肠黏膜损伤引起的炎症等的治疗已进入临床试

验，具有良好的稳定性和安全性 [9]。国内的上海新

生源制药有限公司已经进入临床。 

本实验将利用植物生物反应器的方法，通过油

菜油体表达系统，将克隆的 KGF2 基因与油菜油体

蛋白结合在种子中特异地表达 KGF2 蛋白，为 KGF2

蛋白生产提供一个更为安全、廉价的生产体系，也

为以后将这种方法运用于产油量大、能够获得较大

表达量的油料作物 (如红花) 提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
甘蓝型油菜、大肠杆菌 DH5α、根瘤农杆菌 

(LBA4404)、质粒 p1390yo (pCAMBIA1390-Ycprm- 

Ycoil)) 为本实验室保存；实验所用的各种限制性内

切酶、Pyrobest DNA 聚合酶，T4 DNA 连接酶、凝

胶回收试剂盒、DNA 小量提取试剂盒等均购自

TaKaRa 公司；PCR 引物合成及测序由北京三博远

志完成；植物基因组提取试剂盒购自北京百泰克生

物技术有限公司；DIG High Prime DNA Labeling 

and Detection Starter KitⅠ购自 Roche 公司；6-BA、

2.4-D 等激素购自 Sigma 公司，Goat Anti-FGF10 和

Donkey Anti-Goat 抗体购自 Proteintech Grop.inc。 

1.2  引物设计 
根据 GenBank上所登录的一段 hKGF2基因序列 

(Accession No. AF508782)，按照植物偏好的密码子将

其碱基序列重新改造，采用 Primer5.0 及 Oligo6.0 软

件搭桥法设计 13 条引物，kgpz1-kgpz7 为正向引

物，kgpf1-Kgpf6 为反向引物，每条引物长度为

55~59 bp，由大连宝生物技术有限公司合成。 

1.3  KGF2 基因的扩增 
将设计好的引物进行 PCR，循环程序为：94℃ 

30 s，60  30 s℃ ，72  30 s℃ ，进行 25 个循环；最后 

72℃再延 2 min。经过 7 轮 PCR 扩增，最终获得

KGF2 全长基因。 

1.4  KGF2 基因的农杆菌转化 
将 EcoRⅠ和 BamHⅠ酶切过的基因 (KGF2) 和

用 EcoRⅠ和 BglⅡ酶切过的载体  (P1390-YO) 用

10 μL 体系 16℃连接 2 h，然后转化大肠杆菌，最后

提取质粒由北京三博远志进行测序鉴定。将测序正

确的植物双元表达载体 p1390yoKGF2 通过冻融

法转化入农杆菌菌株 LBA4404，用 PCR 法和酶切法

对转化菌落进行初步鉴定，经鉴定所得到阳性单菌

落即为含目的基因的转化菌株。 

1.5  KGF2 在油菜中的转化 
将种子用 70％酒精和 10％次氯酸钠分别处理

30 s 和 8 min 后放在种子培养基中，切取 4~5 d 龄

无菌苗子叶，将叶片切口浸泡在农杆菌菌液中

8~10 min 后，共培养 3 d，经过抑菌培养，分化培养

和生根培养，最后移栽进行分子水平检测。 

1.6  PCR 鉴定和 Southern blotting 检测 
用 CTAB 法提取转基因植株 DNA，未经转化植

株作阴性对照进行 PCR 检测。使用 kgpz7 和 Kgpf6

两条引物，循环参数为：94℃预变性 30 s，60℃退

火 30 s，72℃延伸 30 s，进行 30 个循环；最后 72  ℃

2 min。将转基因植株、对照亲本和质粒的 PCR 扩增

产物电泳后转移到尼龙膜上，42℃杂交炉中滚动 3 h

进行预杂交，以质粒的扩增产物进行 P32 同位素标

记制备探针，与尼龙膜上的扩增产物杂交，42℃滚

动杂交过夜，洗膜后在暗室中放射自显影 3~4 d。 

1.7  Western blotting 检测 
取约 50 粒转基因油菜的种子加入 100 μL 
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Tris-HCl 缓冲液研磨粉碎，加入等体积蛋白样品缓

冲液 (2×)，沸水浴处理 10 min。12 000 r/min 离心

10 min，吸取中间清液进行 SDS-PAGE 检测。

SDS-PAGE 电泳结束后，将胶上的蛋白转移到硝酸

纤维素膜上，首先用封闭液封闭过夜，将一抗 (Goat 

Anti-FGF10) 用 TBST (1∶2 000) 稀释，将膜蛋白

面朝下放于一抗液面上，不要出现气泡，室温下孵

育 1~2 h 后，用 TBST 在室温下洗 2 次，每次 10 min，

再用 TBS 洗 10 min；二抗  (Donkey Anti-Goat) 

1∶5 000 稀释，方法同一抗；再将发光液的 A 液和

B 液 1∶1 混合，将蛋白面朝下于混合液充分接触并

避免气泡，在暗室中进行曝光 30~60 s 左右为宜。 

2  结果与分析 

2.1  KGF2 基因扩增及转化农杆菌 4404 
将设计好的引物进行 PCR 扩增，得到 540 bp 左

右的特异带 (图 1)，其结果与预期一致，然后与载体 

(图 2) 连接转化大肠杆菌后，进行测序，同时提取质

粒进行酶切鉴定，其结果与预期相符 (图 3)，最后转

化普通农杆菌 LBA4404 用于下一步实验。 

 

图 1  KGF2 基因合成琼脂糖电泳图 
Fig. 1  Identification of the KGF2 product by agarose gel 
electropeoresis. M: DL2000 marker; 1−7: Compound flow of 
KGF2 gene. 

 

图 2  植物表达载体 P1390YOKGF2 质粒图谱 
Fig. 2  Plasmid map of plant transformation vector1390yoKGF2. 

 

 

图 3  重组质粒 p1390-YO-KGF2 酶切鉴定 
Fig. 3  Rest r ic t ion diges t ion analys is  of  recombinant 
plasmid p1390yo KGF2. M: DL2000 marker; 1−3: p1390yo 
KGF2 digested with EcoR /Ⅰ Bgl .Ⅱ  

 
2.2  油菜再生植株的获得与 PCR 检测 

油菜的子叶外植体经过预培养可形成明显的愈

伤组织，约 30％~50％愈伤组织上逐渐有芽点并形

成小芽，愈伤分化出的小芽在抑菌培养基中进行壮

苗培养，然后转入生根培养基中进行生根培养，最

终获得潮霉素抗性的再生植株 (图 4)。对转化得到

的转基因油菜提取基因组，进行 PCR 扩增，得到了

大小为 540 bp 左右的特异带 (图 5)，扩增结果初步

表明目的基因已经整合到油菜基因组中。 

 

图 4  转基因再生植株流程图 
Fig. 4  Obtaining of the transgenic plants. (A) 4 day Brassica 
napus. (B) Strong seedling cultured of Brassica napus 1 cm. 
(C, D) Shoot growing roots. (E) Transplanting of the young 
plants. 

 

图 5  转基因植株的 PCR 鉴定 
Fig. 5  Identification of transformed plants with PCR. M: 
DL2000 marker; 1: positive plasmid control; 2: transgenic 
plant; 3: negative control (ddH2O). 

A B 

C D

E 
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2.3  Southern 杂交和 Western blotting 检测 
将油菜 PCR 扩增产物从凝胶中转移到尼龙膜

上，以 PCR 方法制备的质粒扩增产物为探针进行杂

交，结果 PCR 阳性转化植株 (图 6 泳道 4) 出现杂

交带，泳道 2 未出现杂交带，野生型植株无杂交信

号，进一步从分子水平上证明有 1 棵转基因植株中

含有目的基因 (图 6)。 

在检测的 59 棵再生植株中经过 PCR 检测和

Southern 杂交鉴定有 1 棵植株中含有目的基因

KGF2，转化率约为 1.7％。 

提取阳性植株 T0 代种子的总蛋白，SDS 凝胶

电泳转膜后，进行 Western blotting 检测。结果表明 

(图 7)：来自转基因植株总可溶性蛋白质样都含有

分子量约为 40 kDa 的目的蛋白，与预期结果一致。

从而说明来自转基因植株中目的基因都获得蛋白质

水平上的表达。KGF2 蛋白在油菜种子中有一定量的

表达。 

 

图 6  转化植株的 Southern blotting 分析 
Fig. 6  Identification of the transplants by Southern blotting. 1: 
wild-type plant; 2, 4: transgenic plant; 3: plasmid. 

 
图 7  转基因植株的 Western blotting 分析 
Fig. 7  Identification of the transplants by Western blotting. 1: 
protein of wild-typ plants seed tissue; 2: protein of transformed 
plants seed tissue. 

3  讨论 

油菜是主要的油料作物之一，从 1985 年 Ooms

等[10]获得第一株转基因油菜植株以来，利用油菜作

为植物反应器受体对外源基因的遗传转化得到飞速

的发展，一系列抗病、抗虫、高产的转基因油菜相

继诞生，而且已有部分商品化，但是外源基因在转

基因油菜中的表达和纯化工艺复杂仍是科学家有待

解决的重要难题。 

实验中构建的植物表达载体 p1390YOKGF2 是

以 pCAMBIA1390 为基本骨架，并加入了油菜油体

启动子 (YC promoter) 和油体蛋白基因 (YC oil)，

载体 p1390YOKGF2 的 T-DNA 区域由 2 个转录单元

组成：一个为编码潮霉素的选择标记基因，另一个

为目的基因(编码 KGF2)。控制这两个转录单元的启

动子一个为 CaMV35S promoter 启动子，另一个为油

菜油体启动子 (YC promoter)。潮霉素基因的 3′端为

CaMV35S promoter 终止子，而 KGF2 基因的 3′端为

胭脂碱合成酶(Nos) 终止子。所采用的启动子与终

止子适合于植物表达体系，在转基因植物研究中应

用广泛。20 世纪 70 年代，人们就认识到了密码子

偏好性的重要性 [11]，通过大量生物信息研究证实

不同物种的基因在密码子使用上存在明显的偏好

性 [12-14]。赵耀等[15]通过对玉米 wasy 基因密码子偏好

性分析证明 waxy 基因对一些密码子的使用存在明

显的偏好性，通过密码子改构可以有效提高基因在

宿主中的表达水平。 

本实验成功地转化了油菜外植体并获得了转基

因植株，以 KGF2 为目的基因转化油菜的研究进行

了初步的尝试，首次将角质细胞生长因子 2 (KGF2) 

基因转入到油菜中并获得转基因植株，其转化率在 

1.7％。通过 Southern blotting 和 Western blotting 检

测，证明外源基因 KGF2 在油菜中有一定水平的表

达。以上结果为建立以油菜为生物反应器生产药用

蛋白提供了参考。 
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