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M AR调控的胰岛素样生长因子 2Ⅰ转化甘蓝的研究
张应华 1, 2 　王小佳 13

(1 西南农业大学园林园艺学院 , 重庆市蔬菜学重点实验室 , 重庆 400716; 2 云南农业大学园林园艺学院 , 昆明 650201)

摘 　要 : 采用根癌农杆菌介导法 , 将表达框两翼构建了核基质结合区 (matrix attachment region, MAR)

的胰岛素样生长因子 2Ⅰ ( Insulin2like Growth Factor2Ⅰ, IGF2Ⅰ) 基因导入甘蓝中 , 在含卡那霉素的培养基

上连续 4次筛选 , 通过 10个批次的转化试验 , 获得 25株抗性植株 , PCR检测均呈阳性 , 随机选取 5株进

行基因组 Southern杂交 , 结果有 3株出现了杂交带 , 表明 IGF2Ⅰ基因已成功整合到甘蓝基因组中。
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Abstract: Hypocotyl exp lants of 7 day2old cabbage (B rassica oleracea L. var. capita ta L. ) seedlings

were p re2cultured on bud induction medium (MS + BA 3 mg/L + NAA 011 mg/L ) for two days. The ex2
p lants were then infected with A grobacterium tum efaciens strain EHA105 harboring a p lasm id vector containing
IGF2Ⅰ gene that flanked by matrix attachment regions (MAR s) isolated from the genome of tobacco (N icoti2
ana tabacum L. ). After two days of co2culture, the exp lants were transferred onto agrobacterium2supp ressive

medium (MS +BA 3mg/L +NAA 011 mg/L + Cb 400 mg/L) and cultivated for six days. Through four times
of kanamycin2resistant selected culture (MS +BA 3 mg/L +NAA 011 mg/L + Km 5 mg/L + Cb 400 mg/L) ,
25 resistant shoots were obtained from 10 transformation experiments with total 15 200 exp lants. Some of the

resistant regenerated p lants were tested by PCR analysis and Southern blot, which showed IGF2Ⅰ gene was

integrated into cabbage genome.
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1　目的、材料与方法

胰岛素样生长因子 2Ⅰ ( IGF2Ⅰ) 是一种多功能细胞增殖调控因子 , 在神经损伤、糖尿病、生长

迟滞、骨质疏松等疾病的治疗中具有广阔的应用前景〔1〕。 IGF2Ⅰ主要存在于人和动物的血液中 , 但其

含量非常低 , 靠纯化天然物质 , 无法满足临床利用需要 , 通过基因工程生产 IGF2Ⅰ, 可望满足人类

治疗和保健的需求。

甘蓝 (B rassica oleracea L. var capita ta L. ) 材料为自交系 93131, 农杆菌菌株为 EHA105, 转化所

用表达载体为 pBM IGF IM , IGF2Ⅰ基因是根据甘蓝基因密码偏爱性设计的 , 并将起始密码 ATG周围序

列修饰成有利于在植物中转录和翻译的 Kozak序列。为提高转基因植株中目的基因的表达水平 , 用

PCR方法从烟草中克隆了一段 688 bp的核基质结合区 (MAR)〔2〕
, 构建到表达框的两翼 , 表达载体

结构见图 1, 箭头表示 MAR以相同方向排列。
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图 1　植物表达载体 pBM IGF IM 结构示意图

F ig. 1　D iagram of plan t expression vector

甘蓝种子用 70%乙醇消毒 30 s, 011%升汞液浸泡 10 m in, 无菌水冲洗 4次 , 播于 1 /2MS固体培

养基。切取发芽 7 d的幼苗下胚轴 , 在分化培养基 MS +BA 3 mg/L +NAA 011 mg/L上预培养 2 d, 培

养的光照强度为 3000 lx, 光照时间 16 h /d, 温度 (25 ±2) ℃ (下同 )。农杆菌在含卡那霉素 ( Km )

50 mg/L和链霉素 ( Str. ) 40 mg/L的 YEB培养基上振荡培养过夜 (28℃, 225 r/m in) , 次日用相同

培养基稀释 50倍 , 继续培养 4 h至对数生长期 , 4000 r/m in离心 5 m in收集菌体 , 然后用 MS +乙酰

丁香酮 (A s) 150 mg/L悬浮 , 侵染经预培养的外植体 3～4 m in, 无菌滤纸吸干后 , 重新接回预培养

培养基中 , 黑暗条件下共培养 2 d。将共培养后的外植体转到含羧苄青霉素 (Cb) 400 mg/L的分化

培养基上进行抑菌培养 6 d, 再转到 MS +BA 3 mg/L +NAA 011 mg/L + Km 5 mg/L + Cb 400 mg/L的

筛选培养基中培养。

用 CTAB法提取抗性植株 DNA, 未经转化植株作阴性对照 , 进行 PCR检测。Southern杂交用 ECL

核酸标记与检测试剂盒 (Amersham) 操作规程进行 , DNA提取用上海生工植物 DNA抽提试剂盒 , 每

个样品 DNA取 10～15μg, 以未转化植株作阴性对照 , H ind III单酶切 , 60 V电泳 3 h后用 B io2Rad

785型真空转膜仪转到尼龙膜上 , CL21000紫外交联仪将其固定。质粒中切下的一段包含目的基因的

片段 , 用辣根过氧化物酶标记后作探针 , 进行杂交。

2　结果分析与讨论

211　转化植株的获得

在筛选培养基上培养 20～30 d后 , 外植体开始分化出不定芽 , 绝大多数为白色 , 只有少数为正

常的绿色 (图 2) , 切下生长正常的绿色幼芽 , 转到相同选择培养基上继续进行抗性筛选 , 1周后其

大部分又慢慢白化 (图 3) , 将少数保持绿色的芽再转到筛选培养基上筛选 , 经连续 4次筛选培养后 ,

以独立抗性芽为单位 , 扩繁成无性系 , 并转入生根培养基 (MS + NAA 011 mg/L + Km 6 mg/L + Cb

250 mg/L) 中生根。转化苗经 2～3 d炼苗后 , 移栽到营养钵中。本研究共进行了 10个批次试验 , 由

于所采用的甘蓝材料对 Km太敏感 , 筛选较困难 , 转化 15 200个外植体 , 只获得了 25个抗性植株 ,

转化效率很低。

图 2　外植体上分化出的不定芽 , 绝大多数都

是非抗性的白化苗

F ig. 2　M ost of adven titious buds are non2

resistan t a lb ino ones

图 3　在 Km 5 m g /L的筛选培养基上的转化苗 (右 )

和非转化苗 (左 )

F ig. 3　Com par ison of tran sgen ic plan tlet ( r ight) and

non2tran sgen ic plan tlet ( left) on the selective

m ed ium ( con ta in ing Km 5 m g /L )
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212　转化植株的分子检测

经 PCR检测 , 25株抗性植株都能扩增出预期的目标片段 , 部分植株 PCR扩增结果见图 4。随机

选取 5株抗性植株 (不同株系 ) 进行 Southern blot分析 , 结果有 3株出现了杂交带 , 另外 2株则没有

杂交带 (图 5) , 可见 PCR检测虽然简便快速 , 但易出现假阳性 , 因此对于转基因植株的鉴定 , PCR

方法只能作为初步结果 , 尚需作进一步检测分析才能确定其是否属于转基因植株。

图 4　部分转化植株的 PCR检测

M. Marker; 1. 阳性对照 ; 2. 阴性对照 (未经转化植株 ) ;

3～7为转化植株。

F ig. 4　PCR ana lysis of partia l tran sform ed plan ts

M. Marker; 1. Positive control; 2. Negative control

( untransformed p lant) ; 3 - 7. Transformed p lants.

图 5　转基因植株的 Southern杂交检测

1. 阳性对照 (含 IGF2I的质粒片段 ) ; 2. 阴性对照

(未经转化植株 ) ; 3～7为转化植株。

F ig. 5　Southern blot ana lysis of tran sform ed plan ts

1. Positive control; 2. Negative control ( untransformed

p lant) ; 3 - 7. Transformed p lants.

　　利用转基因植物作为生产药物的反应器 , 因其上游生产较为简单 , 直接食用可以大大降低生产成

本 , 但目前存在着表达效率低下和遗传性不稳定问题 , 而且宿主植物仅局限于马铃薯、番茄和烟草等

几种常用的模式植物上〔3〕
, 本试验通过偏爱密码选用及 MAR引入所构建的高效植物表达载体转化甘

蓝 , 成功获得了 IGF2Ⅰ转基因植株 , 为通过 DNA重组技术生产 IGF2Ⅰ提供了一条新的可能途径。
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