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【摘* 要】目的：构建人野生型 U(2 肿瘤抑制基因的植物表达
载体，并建立 U(2 转基因烟草植株. 方法：将人野生型 U(2 肿
瘤抑制基因编码区克隆于 UQN!&，UWX)$+ 和 UNYIWXY$2"!

载体，构建含人野生型 U(2 基因的植物表达载体 UNYI#
WXY$2"! Z U(2，U(2 基因由 $ \ N5I] 2(O 启动子控制表达. 利
用叶盘共培养法经根瘤农杆菌 3^Y!"( 介导转化烟草，获得
转基因烟草植株；用组织化学法，JNK、OF=HM0G9 杂交检测转基
因烟草植株. 结果：经组织化学法，JNK，OF=HM0G9 杂交检测
表明人野生型 U(2 基因已整合到转基因烟草植株的基因组
中，并获得了的转 U(2 基因烟草植株. 结论：成功建立了含人
野生型 U(2 基因的转基因烟草植株，为进一步检测 U(2 基因
的生物活性和开辟生产药用蛋白的新途径奠定了基础.
【关键词】人野生型 U(2 基因；转基因烟草；根瘤农杆菌；基因

转化；抗菌药
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GH 引言
人类癌症中最常见的基因改变是 U(2 基因突变，

它是癌基因研究中重要的肿瘤抑制基因之一，野生型

U(2 基因与细胞周期的生长调节、细胞转化的调节、
[LY复制以及诱导细胞程序性死亡有着密切关
系［! ‘ $］. 本研究利用转基因植物作为生物反应器的
优点，将人野生型 U(2 肿瘤抑制基因构建于植物表达
载体，通过根瘤农杆菌介导的转化方法将其转入烟

草，获得表达人野生型 U(2 基因的转基因植株，为今
后借助转基因烟草或其它转基因植物作为生物反应

器生产人野生型 U(2 蛋白奠定了基础.

IH 材料和方法
I. IH 材料
!. !. !* 质粒、菌株* 人野生型 U(2 肿瘤抑制基因由
赵永同博士惠赠，植物表达载体 UNYIWXY$2"!，根瘤
农杆菌（",;34*21’;&56 156’=*2&’+>）3^Y!"(，大肠杆菌
（3?F16.）[^("，UQN!& 为本实验室保存.
!. !. $* 主要试剂* 各种限制性酶、/5: 聚合酶、质粒
快速提取试剂盒、[LY 胶回收试剂盒等购自 /5,5K5
公司和上海生工生物工程技术服务有限公司；高效地

高辛 [LY标记检测试剂盒购自 KF?M0 IF10?=15G W6F#
?M046?51<公司. 头孢曲松钠购自上海先锋药业公司；
卡那霉素购自华美生物工程公司，其他常规试剂均为

国产分析纯试剂.
!. !. 2 * 培养基* DW 及 IO 培养基按参考文献方法
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配制［!］" 浸染培养基：#$% & ’$（(%%!)*+ , -）& .+/0
1*234 567（%" 8 )9 , -），’$ 和 .+/1*234 567 在浸染前
加入" 共培养基：#$ & :’（; )9 , -）& <’’（%" ; )9 ,
-） & ’$（(%% !)*+ , -）& .+/1*234 567（%" 8 )9 , -）"
选择培养基：#$ & :’（; )9 , -）& <’’（%" ; )9 , - ）
& =>2>)?432（;%% )9 , -）&头孢曲松钠" 头孢曲松
钠浓度依次为 8% )9 , -，;%% )9 , -，;8% )9 , -，@%%
)9 , -，!%% )9 , -，(%% )9 , -，8%% )9 , -，6%% )9 , -"
AB$显色液按参考文献方法配制［(］"
;" ;" (C 植物材料C 烟草（!"#$%"&’& %$(&#)* +, -)%%".
/&0 1"&’%2"）为本实验室保存的无菌苗"
!" "# 方法
;" @" ;C 人野生型 .8! 肿瘤抑制基因植物表达载体的
构建C 人野生型 .8! 肿瘤抑制基因两端酶切位点为
3&*D"和 !$%"，经 3&*D"和 !$%"双酶切后连接
于载体 .BE;F 中，得到重组载体 .BE;F , .8!；分别将
.BE;F , .8! 和 .:G(@6 的质粒用 3&*D"和 45%"双酶
切，经 H( I<’ +39>JK 连接，得到中间载体 .:G(@6 ,
.BE;F , .8!，用 6"’7#和 8#$L"双酶切，回收目的片
段，连接到 .E’#:G’@!%; 载体中，得到植物表达载
体 .E’#:G’@!%; , .8!，提取质粒，酶切鉴定，测序证
实，通过冻融法［(］转化到根瘤农杆菌（ ’91*M>4NK13/)
N/)KO>43K2J ）PD’;%8 中"
;" @" @C 根瘤农杆菌的培养C 挑取含 .E’#:G’@!%; ,
.8! 质粒的根瘤农杆菌单菌落，接种于 ;% )- 附加
@%% )9 , -利福霉素和 ;%% )9 , - 卡那霉素的液体 -:
培养基中（.D Q" %），@7R，;7% 1 , )32恒温振荡培养过
夜" 当培养至菌液 96%%约为 %" 6 时收集菌液，8%%% 1 ,
)32离心 8 )32，沉淀重悬于 @ 倍体积的浸染培养液
中以供转化用"
;" @" !C 烟草的遗传转化C 参照 D*1J4S 等［8］方法，采
用叶盘共培养法进行烟草的遗传转化" 从烟草无菌
苗上选取幼嫩叶片，切成 %" 8 4) T%" 8 4)小片，在农
杆菌浸染液中浸泡 8 )32，用无菌滤纸吸干多余菌液，
将叶片表面向下置于共培养基上，在 @7R暗培养条
件下共培养 ! U ( V" 同时设空根瘤农杆菌 PD’;%8
浸染对照及未浸染对照"
将上述共培养叶片转移至选择培养基上，在每日

光照 ;6 S，光照强度 (%%%+W，@7R条件下进行培养，
诱导抗性愈伤组织的形成" 当愈伤组织长出新生芽
至 ; 4)时，切下小芽转入新的选择培养基诱导分化"
每 ;7 V左右更换一次选择培养基，待根系形成，幼芽
长至 7 U ;% 4)后炼苗，移入温室种植"
;" @" (C 转基因烟草的 AB$ 活性检测 C 取转基因烟
草叶片少许，放入平皿中，加入 AB$ 显色液，使叶片

完全淹没在溶液中，!QR保温 @ S后观察"
;" @" 8C 转基因烟草的 XEL 检测C 参照 EH’: 方法，
分别提取转化植株和未转化植株叶片基因组 I<’，
进行 XEL 扩增，根据 YN0.8! 基因设计上下游引物，
X;： 8Z0EE’’AE’’HAA’HA’HHHA’HA0!Z，X@： 8Z0
A’AHHHHHH’HAAEAAA’AAH’0!Z（引物由上海生工
生物工程技术服务有限公司合成），扩增条件为：

F8R变性 8 )32，F(R !% J，88R !% J，Q@R F% J，!8
个循环，Q@R延伸 ;% )32" XEL反应产物用 ;% 9 , -琼
脂糖凝胶电泳检测"
;" @" 6C 转基因烟草的 $*/NSK12 M+*N检测C 提取 XEL
检测阳性植株的叶片基因组 I<’，用 6"’7#酶切，地
高辛随机引物标记探针并进行 $*/NSK12杂交检测，方
法按照 L*4SK试剂盒说明进行"

"# 结果
"$ !# %&’()*’"+,! - %.+ 植物表达载体的构建# 含
有 @ T E>#[!8$ 启动子、增强子、终止子、报告基因
:)5，卡那霉素抗性基因 ’;%$，左右两侧 @8 M. 边界
序列（图 ;），通过冻融法转化到农杆菌 PD’;%8 中"

图 ;C 植物表达载体 .E’#:G’@!%; , .8!H0I<’结构模式图

"" "# 烟草叶片的转化及转化植株再生体系的建立
@" @" ;C 转基因烟草植株的再生C 浸染过含人野生型
.8! 基因的农杆菌菌液的烟草叶片在附加 @%% )9 , -
头孢曲松钠、;%% )9 , - 卡那霉素的选择培养基上培
养 ;( V左右，叶片边缘处膨大，长出抗性愈伤组织，
将其切下转入新的选择培养基中，抗性芽继续生长，

一部分黄化死亡，另一部分生长为正常的绿色芽，当

不定芽长至 ! U 8 4)时转入新的选择培养基，部分小
苗可长大并产生不定根，发育为完整的再生植株（图

@），即 =)抗性表型的再生植株"
@" @" @C 抗生素头孢曲松钠在转基因烟草中的作用C
当头孢曲松钠的浓度为 @%% )9 , -时，抑菌率、愈伤组
织诱导率和不定芽平均增殖率都达到最高，之后随着

浓度的增加愈伤组织诱导率和不定芽平均增殖率有

所下降"
"" +# 转基因烟草植株的检测C % 具有 AB$ 酶活性
（图 @5），AB$基因已经整合进入烟草基因组，并且能
够稳定表达，与 AB$ 基因相连的目的基因人野生型
.8! 基因也转化到烟草基因组中；& 盆栽的 ;@ 株抗
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性再生植株经 !"# 扩增反应均能扩增出 $%&’ () 的
预期 *+,片段（图 -）；! 对 !"# 检测阳性的转化
植株随机选取 . 株，提取总基因组 *+,显示 /0123456
7802阳性率为 .9: ;<（获得 9 株转基因植株），表明
外源人野生型 );& 基因已经整合到烟草基因组中
（图 ;）:

,：烟草的抗性愈伤组织；7，"：分化的抗性芽；*：转基因烟草的再

生植株；=：移栽后开花的转基因烟草；>：转基因烟草的 ?@/检测（A

为已转化烟草，(为未转化烟草）:

图 BC 转基因烟草植株的再生和 ?@/检测

图 &C 头孢曲松钠对农杆菌的抑制效果和对转基因烟草愈伤
组织及不定芽形成的影响

D：*+, EA5F45；!：阳性对照（ )",D7G,B&%$ H );& 质粒 *+,）；"I：阴

性对照（非转化烟草总 *+,）；$ J $B：转基因烟草植株:

图 -C 转基因烟草的 !"#检测

!：阳性对照（)",D7G,B&%$ H );& 质粒 *+,）；"I：阴性对照（非转化烟

草植株）；$ J .：转基因烟草植株（; 为未转化成功的烟草植株）:

图 ;C 部分转基因烟草总 *+, /0123456 7802检测

!" 讨论
人类 );& 基因的缺失或失活与 ;%<以上肿瘤的

发生、发展相关，基因突变是 );& 基因正常功能丧失
的最主要方式，大量体外培养细胞和动物模型都证实

了外源的 K2L);& 导入后，肿瘤细胞增殖减慢，细胞发
生凋亡，瘤体体积缩小，对放、化疗药物的敏感性增

高［M N 9］: 因此获得大量、廉价、安全且具有正常功能
的 K2L);& 基因便成为 );& 抑癌基因治疗的首要任
务: 利用转基因植物作为生物反应器生产重组药用
蛋白具有常规的微生物发酵、动物细胞和转基因动物

等生产系统不可比拟的潜在优越性，目前已有人胰岛

素、免疫球蛋白、干扰素、人表皮生长因子、尿激酶、葡

萄糖脑苷脂酶、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、人生

长激素脑啡肽等多种药用蛋白在转基因植物中表达

并生产［.］: 本实验构建了人野生型 );& 肿瘤抑制基
因的植物表达载体 )",D7G,B&%$ H );&，该载体具有
完整的植物表达调控元件，如组成型启动子 B O
"ADP&;/，连接外源基因的多克隆酶切位点，卡那霉
素抗性基因 !"#"，标记基因 $%&及左右边界序列，可
与农杆菌中的 QR 辅助质粒构成植物双元表达载体，
适用于根瘤农杆菌介导的植物转化，并获得了大量抗

性植株: 经组织化学法，!"#，/0123456杂交检测，表
明人野生型 );& 基因已整合到转基因烟草植株的基
因组中，获得了含人野生型 );& 基因的烟草转化植
株，为进一步检测 );& 基因的生物活性奠定了基础:
农杆菌介导的基因转化中常用的抑菌抗生素由

于其种类较多，抑菌效果也有差异: 这些抗生素不仅
对农杆菌有杀伤或抑制作用，而且对植物细胞组织同

样有一定的生物效应［’］: 本实验选用的抑菌抗生素
头孢曲松钠为第三代头孢类抗生素，是目前半衰期最

长的头孢菌素之一，属于 #L内酰胺类抗生素，是分子
结构中含有头孢烯结构的合成半合成抗生素，它与青

霉素类结构的不同在于母核 9L氨基头孢烷酸（9L
,",）取代了 ML氨基青霉烷酸（ML,!,），这种差异使
头孢类抗生素可以耐青霉素酶，其作用机理与青霉素

类相似，为繁殖期强效杀菌剂，可与蛋白结合抑制转
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肽酶交联反应，从而阻碍细胞壁粘肽的合成，使细菌

的细胞壁缺损，菌体高渗膨胀裂解，进而诱导粘肽水

解酶激活而溶菌! 本实验中头孢曲松钠在适宜的浓
度下，抑制农杆菌生长的同时能提高烟草愈伤组织诱

导率和丛生芽诱导率，有类似激素的活性!
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经腹胸膜外修补右肝后叶破裂 ! 例
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"# 临床资料# 本组共 & 例，均为男性，年龄 () ] (%（平均 ((）
岁! 例 " 为右下胸部枪弹伤，出血半小时后入院! 头昏，出冷
汗，胸腹胀，心慌，面色苍白，唇发绀，睑结膜苍白，肢冷! 右第
, 肋间锁骨中线外 & 3A 处 )! , 3A ^ )! , 3A圆形创口和背部
第 R 肋间棘突右侧 J! % 3A处 " 3A ^ ( 3A创口，各流血少许，
无溢气；心率 ""* 次 _ A.:，心音弱快! 腹肌紧张，轻压痛，移动
性浊音存在! 抗休克处理! 行右肋缘下斜切口，见腹腔积血约
&%)) AT，右肝叶多发性破裂，仅置管引流，&) H引流血量 "())
AT! 脉转快，血压下降，于静脉麻醉并局麻下切断右第 , 肋软
骨弓，胸膜外分离 , ] R 肋间肌，似“活瓣”牵起暴露右肝叶，见
大量血块堆积，积血约 &))) AT，后叶上段膈面 & 条星形裂伤，
各 * 3A ^ " 3A ^ ( 3A，肝中叶右缘全裂 & 3A，沿脏面纵形伤至
后缘，约 "& 3A ^ ( 3A ^ % 3A，有活动性出血! 以明胶海绵填
塞压迫止血，将游离网膜填入脏面裂伤内，以铬制肠线分别间

断缝扎，将网膜填塞包盖后缘裂伤内! 术后吸氧、抗炎、间断
少量输血，" A8后出院，随访 ") 1 健康! 例 ( 为 & A 高处坠
落，右臀部着地，持续性腹痛 ( H入院! 无昏迷及呕吐，面容痛
苦苍白，唇绀，四肢冷，心率 "") 次 _ A.:! 腹膨隆，肌紧张，全腹
压痛，反跳痛，右侧显著，有移动性浊音，右下腹穿抽出不凝固

血液! P超显示：肝破裂、血腹! 抗休克处理! 于硬膜外麻醉
下，右腹直肌切口进腹，手术未果，随依例 " 方法扩大切口，见

积血 "%)) AT，右肝后叶上段隔面及段间裂处呈“‘”形放射状
多处裂伤，约 ") 3A ^ ( 3A ^ % 3A! 填塞覆盖明胶海绵并以铬
制羊肠线间断缝扎，再以游离网膜填压覆盖，右肝周间隙置管

引流，输血 "()) AT，术后恢复顺利，(( E 后出院，随访 % 1 健
康! 例 & 为右胸腹部摔撞伤，昏迷约 ") A.:，腹痛剧烈，& H 后
入院! 面容痛苦，面色苍白，上腹部横斜擦伤约 () 3A ^ * 3A，
肌紧张，右第 % ] * 肋间压痛，有移动性浊音，肠鸣消失，右下
腹穿抽出不凝固血液! 硬膜外麻醉下右腹直肌切口进腹，手
术未果，随按例 " 方法进行! 见腹腔积血约 ())) AT，右肝叶
缘 ( 3A ^ "! % 3A裂伤，右后叶上下段间横形 R 3A ^ , 3A ^ J
3A破裂，外侧碎裂，星形活动性涌血，肝门后腹膜血肿 % 3A ^
% 3A ^ ( 3A，右肝曲结肠壁血肿 ( 3A ^ ( 3A，置明胶海绵填塞
压迫止血，间断缝扎肝缘裂伤，另游离 "( 3A ^ R 3A 网膜 (
块，包裹明胶海绵数块制成如“鸡蛋卷”状填塞后叶裂伤内，

铬制羊肠线间断缝扎数针止血，少量网膜填塞碎裂伤内! 以 &
条各 "() 3A的铬合碘绷带按先后次序填压并作好“标记”引
出体外固定，置管引流，术后抗感染，纠正低蛋白血症及重度

贫血，及时处理肝肾功能不全、右胸腔积液（外伤性）和切口

裂开等并发症，%% E治愈出院! 随访 % 1健康!

$# 讨论# 本文 & 例均为外伤所致，且均为右肝后叶多发性破
裂［"］! 因初诊医院不能做气管插管麻醉，不能行胸腹联合切
口，故经腹胸膜外径路，切断右肋软骨弓，分离右侧第 , ] R 肋
间肌成为“活瓣式”掀起，直视下处理右肝后叶多发性破裂!
实践证明此法在基层医疗单位麻醉和技术条件受限时，施行

右肝后叶破裂修补是经济，安全和实用的! 不同类型肝破裂
的处理方法迥异，但其原则是清创，修补，引流! 抗休克的同
时，积极手术止血［(］! 对于大部分肝破裂，缝补是有效的方
法，游离网膜是填塞或保护创面的最佳材料，实践证明大网膜

粘附和再生能力强，可促进创伤愈合!
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