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0 引言

牛病毒性腹泻病毒（BVDV）呈世界性分布，

BVDV易感动物较多，如鹿、牛、猪、羊等，且它们间可

相互传染[1-5]。该病毒引起的疾病全年均可发生，且动

物感染BVDV阳性率逐年提高[6,7]。BVDV可导致动物

的病毒性腹泻、粘膜病、繁殖力下降、持续性感染与免

疫耐受、血小板减少和出血性综合症等多种临床症状，

BVDV还可导致非典型性猪瘟，给鹿业和奶牛业及养

猪业造成极大的危害[8]。但由于BVDV灭活苗免疫原

性较差、保护力低，BVDV活毒苗不安全原因，到目前

为止国内还没有正式的国产BVDV疫苗可供使用[9-10]。

转基因植物疫苗具有低成本、安全、有效、使用方便等

优点，但由于栽培受环境等因素的影响，不适合工业化

生产[11-12]。本研究以可工业生产的人参发根作为生物

反应器，不仅可以表达BVDV保护性抗原基因，还可

产生人参皂甙等免疫佐剂增强物质[13]，从而为药用植

物与疫苗联合应用开辟新思路。

1 材料和方法

1.1 材料

菌株：发根农杆菌 (Agrobacterium rhizogenes)A4

(pBI121/E0)菌株由本实验室构建和保存。2年生人参

根、茎、叶取自吉林农业大学药植园。

主要试剂：ExTaq、dNTPs、MarkerDL2000、特异性

引物、琼脂糖等均购自大连宝生物技术有限公司；YEB
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摘 要：将重组鹿源BVDV基因E0植物表达载体（pBI121/E0），通过发根农杆菌Ri介导，用叶盘法转化得

到人参发根，分别用PCR、RT-PCR检测其转化情况。结果表明：获得了转鹿源BVDV基因E0人参发根，

鹿源BVDV基因E0已整合到人参发根基因组中并得到了转录，为研制转基因人参发根疫苗提供了科学

依据和材料。
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Transformation and Molecular Detection of BVDV Gene E0 in Ginseng Hairy Roots
Li Ran, Zang Pu, Gao Yugang, Ma Lin,Wang Yaxing, Li Xue, Li Ping, Zhang Lianxue

(Collage of Traditional Chinese Medicine, Jilin Agricultural University, Changchun 130118)
Abstract: Ginseng hairy roots were induced by leaf disc method, and recombinant plant expression vector
(pBI121/E0) of BVDV gene E0 of deer was transformed into ginseng hairy roots by Agobacterium rhizgenses
with Ri-plasmid. E0 in ginseng hairy roots was detected by PCR, RT-PCR methods. The results indicated that
E0 transgenic ginseng hairy roots were obtained. E0 was transferred into Ginseng hairy roots, and expressed in
ginseng hairy roots.
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培养基、MS培养基所需试剂等均购自北京鼎国生物

技术有限公司；植物总DNA和RNA提取试剂盒购于

天根公司。

1.2 方法

1.2.1 发根农杆菌 A4(pBI121/E0)菌株的培养 诱导发

根前，A4(pBI121/E0)菌株接种在YEB固体培养基上划

线培养，27℃活化 3次，挑取平板上的单菌落，接种在

25 mL YEB液体培养基中，27℃、110 r/min摇床上培养

过夜，备用。

1.2.2 人参发根的诱导与筛选 取生长健壮的2年生人

参根、茎、叶，用肥皂水洗净，70%酒精及 0.1%氯化汞

消毒，无菌水冲洗3次，将其分别切成2~3 mm的薄片，

置于无激素的MS固体培养基上预培养 1~2天。利用

无菌注射器将培养过夜的微量A4（pBI121/E0）菌液直

接滴加在上述预培养的根片上，在25℃下暗培养诱导

发根。将长至 l cm 左右的小发根切下，接于含有

500 mg/L氨苄青霉素的MS基本培养基上进行灭菌处

理。每隔 5~7天转移 1次，直至无细菌生长。无菌的

发根培养在不含激素的MS和 1/2MS固体培养基上，

每4周继代1次。

1.2.3 发根的分子检测 采用天根总DNA和RNA提取

试剂盒提取人参发根DNA和RNA。根据已报道E0基

因序列保守区，分别设计并合成特异性引物，使用

PCR和RT-PCR检测该基因在人参毛状根基因组中是

否得到了整合和转录。

2 结果与分析

2.1 人参发根的诱导与筛选结果

发根农杆菌A4（pBI121/E0）菌株成功诱导出人参

发根，该发根在固体和液体培养基上得到很好的继代

（图1）。

2.2 人参发根DNA的PCR检测

以人参发根DNA为模板进行 PCR检测，电泳结

果显示（图 2），人参发根DNA扩增出约 705 bp条带，

证明E0基因已整合到人参发根基因组中。

2.3 人参发根总RNA提取及RT-PCR检测

使用天根植物总RNA提取试剂盒提取人参发根

的总RNA，对提取的总RNA进行琼脂糖凝胶电泳检

测（图 3），证明提取到了质量较高的人参发根RNA。

以人参发根RNA为模板进行反转录得到 cDNA并进

行 RT-PCR，电泳结果显示扩增出约 705 bp 条带（图

4）。证明E0基因已整合到人参发根基因组中并在人

参发根基因组中得到了转录。

3 结论与讨论

本研究成功构建了重组鹿源BVDV分离株E0基

因植物表达载体（pBI121/E0），通过发根农杆菌 Ri 介

导，用叶盘法获得了转鹿源BVDV基因E0人参发根，

鹿源BVDV基因E0已整合到人参发根基因组中并得

图1 液体培养基上继代培养的人参发根

←2000 bp
←1500 bp

←1000 bp
←750 bp
←500 bp

←250 bp
←100 bp

1,3,4,5,6:人参发根DNA的PCR结果；2:空白组；7:DL2000

图2 人参发根E0基因的PCR检测结果

←28s RNA

←18s RNA

图3 人参发根总RNA的电泳检测

←2000 bp
←1500 bp

←1000 bp
←750 bp

←500 bp

←250 bp

←100 bp

1,2,3,4:人参发根DNA的RT-PCR结果; 5:DL2000

图4 人参发根中E0基因的RT-PCR检测
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到了转录。

牛病毒性泻病毒（BVDV）是严重危害鹿、牛、猪等

养殖业的病原之一。BVDV灭活苗虽然安全性好，但

是由于灭活苗免疫原性较差，它对保护胎儿的有效性

方面很多学者存在置疑，Zimmer G.M.等[14]报道间隔3

周免疫两次灭活苗对牛群只提供了 60%的保护力。

BVDV活毒疫苗虽然可以刺激机体产生较高滴度的抗

体，对胎儿也具有一定的保护力，但是从活毒疫苗问世

至今，它的安全性问题一直是人们关注的焦点。早在

1965年就有接种活毒疫苗后引起粘膜病的报道。活

毒疫苗的安全性主要存在两方面的问题,一是会感染

胎儿引起或多或少的临床症状，二是还会引起免疫抑

制作用 [15]。活毒疫苗还可能存在NCP型BVDV污染

的问题，接种了这种污染的疫苗极容易引起发病和免

疫失败[16-18]。王新平报道应用BVDV弱毒苗后该病仍

有流行的可能。可见在BVDV疫苗的研制方面还需

要开展很多工作，基因工程疫苗研制已成为研究热点。

1993年Reddy等[19]提出可以通过增加E2基因的数

量和用细胞介素做为佐剂等方法来提高疫苗的有效

性。1996年Bolin和Ridpath、1997年Bruschke等先后

报道了 BVDV E2基因疫苗的研制。Christianne J.M.

等[20]1999年报道了多价的E2基因疫苗可以部分抵抗4

个同源株的攻击，但保护率不高。Isabelle Nobiron等[21]

报道了编码仅含有E2糖蛋白的DNA疫苗抵抗同源病

毒的攻击，使得 50%左右的实验动物未发生病毒血

症。郜玉钢将梅花鹿源BVDV CCSYD株E0基因分别

用原核表达质粒 pET28a和真核表达质粒 PVAX 1中

进行了表达，研制的梅花鹿源CCSYD株E0基因苗免

疫家兔产生了体液免疫和细胞免疫应答，其免疫源性

比灭活苗效果好[22-25]。何海娟[26]将VEDEVAC-Like株

BVDV E0，E1和E2基因在原核表达载体 pGEX-6P-1进

行了表达。吴立君[27]将VEDEVAC株BVDV E0基因在

杆状病毒表达系统和毕赤酵母表达系统中进行了表

达。吴明福 [28]将C24V株BVDV E2基因在真核表达载

体上 pcDNA3.l(+)进行了表达。徐兴然 [29]使长春 184

株BVDV E2基因在原核表达载体 pET28a中进行了表

达。基因E0和E2均为其保护性抗原基因，但E2基因保

守性低，是BVDV逃逸的主要原因，而E0基因保守性

高，更适合做基因工程疫苗。

研究表明人参皂苷对新城疫、禽流感、狂犬病、口

蹄疫等病毒疫苗有免疫增强的作用[30-32]。发根农杆菌

A4菌株诱导人参产生发根诱导率为 31.6%，且诱导的

发根系R9923人参发根总皂苷含量达15.2 mg/g，其中

人参皂苷Rb1的含量为68.3%（10.38 mg/g），超过栽培6

年生人参根中Rb1含量(6.45 mg/g)，比3年生栽培人参

中 Rb1 含量高 1.3 倍。人参发根还可进行工厂化培

养。用构建成的LBA4404（pBI rolC）工程菌转化人参

子叶，可获得发根的表达[33-38]。可见，人参是转基因植

物的理想材料。人们将人胰岛素、乙肝病毒表面抗原、

人干扰素在人参愈伤组织中进行了表达[39-42]。综上，在

研制BVDV各种疫苗方面，国内外均做了大量有价值

的工作，但多集中在亚单位疫苗和核酸疫苗方面上，而

BVDV转基因植物疫苗的研究尚未见报道。本研究建

立了人参发根的表达系统，为利用人参发根生产转基

因植物疫苗打下坚实基础，为珍贵药用植物与疫苗联

合应用开辟新思路。本研究选用的鹿源BVDV保护

性抗原基因E0具有较高的保守性，对不同BVDV毒株

均有预防作用，对鹿更有免疫针对性。

本研究虽然成功构建了重组鹿源BVDV分离株

E0基因植物表达载体(pBI121/E0)，通过发根农杆菌Ri

介导，用叶盘法获得了转鹿源 BVDV 基因 E0人参发

根，使鹿源BVDV基因E0整合到人参发根基因组中并

得到了转录，但其能否获得高效表达和是否具有强免

疫原性及其机理尚需进一步的研究。通过比较发现，

所培养的转BVDV E0基因人参发根的根系比普通人

参发根的根系发达，可能与转入BVDV E0基因有关，

但其机理目前尚不清楚，有待进一步研究。
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