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农业生物技术                                                              

重组马铃薯X病毒注射番茄果实高效表达胸腺素α1 

牛颜冰 1, 史正文 1, 王德富 1, 姚敏 1, 乔木 1, 郭平毅 2 
1 山西农业大学生命科学学院, 太谷 030801  
2 山西农业大学农学院, 太谷 030801 
摘  要: 植物病毒载体表达外源蛋白表达水平高、表达速度快、宿主范围广。本研究用马铃薯 X 病毒(PVX)载体在番茄

果实中表达胸腺素α1(Tα1), 是一种快速高效生产医用蛋白的新方法。将 pGEM-T-Easy-Tα1 质粒酶切, 获得大约 100 bp

大小的 Tα1 基因片段, 并将该片段与 PVX 载体(pGR-107)连接, 用 Sal I 和 Cla I 酶切鉴定, 筛选出阳性重组体。进一步

将重组质粒转化根癌农杆菌 GV3101, 用农杆菌注射法(Agroinjection)侵染不同生长阶段的番茄果实, 用 ELISA 检测外

源蛋白 Tα1 的表达水平。结果表明已成功构建了 pGR107-Tα1 表达载体, 在农杆菌的菌液密度(OD600 值)为 1.0、番茄植

株开花后 2 周半到 3 周时侵染番茄果实, Tα1 的表达量最大。 

关键词 : 番茄 , 果实 , 胸腺素α1 基因 , 马铃薯 X 病毒 (PVX)表达载体  

High expression of thymosin alpha 1 by injecting recombinant 
PVX vector into the tomato fruit 
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Abstract: For expression of foreign genes in plant, plant virus vector provides many advantages, such as high expression level, 
short expression period and wider plant hosts. In the present study, we report the expression of thymosin alpha 1 (Tα1) in tomato 
fruits by potato virus X (PVX) vector. Tα1 gene fragment from plasmid pGEM-T containing Tα1 gene was cloned into plant virus 
vector pGR107 and the resulting pGR107-Tα1 plasmid was confirmed by digestion with Sal I and Cla I. To express the Tα1 protein, 
Agrobacterium tumefaciens GV3101 transformed with pGR107-Tα1 was directly injected into tomato fruits through the fruit stylar 
apex at different developmental stages. The ELISA results showed that Tα1 protein was expressed successfully in fruits, and the 
highest expression level was obtained from 2.5–3 week-old tomato fruits inoculated by bacterium at 1.0 OD600 density. 

Keywords: tomato, fruit, thymosin alpha 1(Tα1) gene, potato virus X vector 

胸腺素α1(Tα1)能促进淋巴 T细胞分化、成熟以

及增强机体的免疫力, 常用于治疗乙肝、艾滋病和

恶性肿瘤等[1−4]。临床上应用的 Tα1粉针剂主要由化

学法合成, 生产效率低下、价格昂贵[5,6]。植物病毒

载体系统在植物中表达外源蛋白, 表达水平高、表

达速度快。Obrien 等[7]将含有重组马铃薯病毒载体

的农杆菌浸润烟草叶片, 在烟草中表达了儿童病毒

性胃肠炎疫苗VP6; Orzaez等[8]将含有植物病毒表达
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载体的农杆菌通过花柱顶点注射一定生长阶段的番

茄果实 , 在番茄果实中表达了重组的免疫球蛋白

A(IgA), 但未提及表达量最高时的菌液密度和果龄; 

而周晓馥等[9]用马铃薯 X 病毒载体浸润烟草叶片诱

导烟草 rbcS 基因沉默的研究表明, 农杆菌菌液密度

(OD600值)和受体植株的苗龄是影响瞬时表达效果的

2 个重要因素。基于农杆菌浸润法(Agroinfiltration)

是通过侵染受体植株的叶片, 使外源蛋白在整株植

物中系统表达; 农杆菌果实注射法(Agroinjection)是

通过注射不同生长阶段的果实, 使外源蛋白在果实

中局部高效表达[10]。据此, 本试验采用不同农杆菌

菌液密度来直接侵染不同生长阶段的番茄果实 , 

完善 Orzaez 等所创建的方法 , 进而建立外源蛋白

在番茄果实中高效表达的农杆菌直接注射番茄果

实的优化体系 , 开辟临床上应用的 Tα1 粉针剂生

产的新途径。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  番茄材料 

早丰, 购自山西农业大学科技市场。 

1.1.2  菌种和质粒 

质粒 pGR-107、根癌农杆菌菌株 GV3101 由英

国 Sainsbury 实验室 Baulcomb 教授惠赠; 含胸腺素

α1 基因片段的 pGEM-T-Easy 质粒由浙江大学生物

技术研究所周雪平教授惠赠 ; 大肠杆菌受体菌株

DH5α由本实验室保存。 

1.1.3  抗体 

胸腺素α1(Tα1)兔抗血清由厦门大学生物技术

学院惠赠; 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 购自

宝泰克生物技术有限公司。 

1.1.4  其他 
限制性核酸内切酶 Sal I和 Cla I, T4 DNA连接

酶, DNA marker DL2000购自宝泰克生物技术有限
公司; 快速凝胶回收试剂盒购自 Promega, 其余试
剂为进口或国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  马铃薯 X病毒表达载体 pGR107-Tα1的构建 

将含胸腺素α1基因片段的 pGEM-T Easy质粒, 

用 Sal I和 Cla I双酶切, 凝胶电泳后回收目的片段; 

随后用 Sal I和 Cla I将 pGR-107载体切成线性, 建

立连接反应体系, 10 μL反应体系中含 1 μL 10倍连

接反应缓冲液, 2 μL pGR-107线性载体, 2 μL插入片

段, 1 μL T4 DNA连接酶, 置于 16oC水浴锅过夜。构

建重组载体, 其构建示意图见图 1。 

 
图 1  载体 pGR107-Tα1 的构建示意图 
Fig. 1  Plasmid construction of pGR107-Tα1. 
 

将重组质粒转化大肠杆菌 DH5α, 卡那霉素筛

选出阳性白色菌落 , 提取 pGR107-Tα1 重组质粒 , 

用 Sal I和 Cla I双酶切鉴定。 

1.2.2  农杆菌转化 

用冻融法将 pGR107-Tα1 重组质粒转入农杆菌

GV3101, 进而筛选出重组子。 

1.2.3  农杆菌注射番茄果实表达胸腺素α1(Tα1)体

系的优化 

1) 番茄果实:  选取不同生长阶段 , 发育良好

的番茄果实作为试验对象。 

2) 试验设计:  农杆菌菌液密度、番茄果龄是影

响胸腺素α1在番茄果实中表达的 2个关键因素。在

试验中, 番茄果实的侵染时间被分为 5 个阶段, 即

番茄植株开花后 1~2 周为第 1 阶段, 2~2.5 周为第 2

阶段, 2.5~3周为第 3阶段, 3~3.5周为第 4阶段, 3.5~4

周为第 5 阶段。农杆菌注射液的密度(OD600)共设置

了 0.6、0.8、1.0、1.2、1.4 五个梯度。试验采用 2

因素、5 水平析因分析, 共设 25 个处理, 每个处理

重复 4次(表 1), 同时设对照组。 

表 1  试验设计 
Table 1  Arrangement of the experiment 

 OD600 Time (week) 

1 0.6 1~2 

2 0.8 2~2.5 

3 1.0 2.5~3 

4 1.2 3~3.5 

5 1.4 3.5~4 
 

1.2.4  农杆菌侵染番茄果实的方法 

从含有筛选抗生素的 YEP 平板上选取单克隆, 
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28oC过夜培养, 之后取 5 mL培养液加入 50 mL的

诱导培养基[0.5%牛肉浸出粉、0.1%酵母浸出粉、

0.5%蛋白胨、0.5% Suc、2 mmol/L 的 MgSO4、      

20 μmol/L的乙酰丁香酮、10 mmol/L的 2-(N-吗啡啉)

乙磺酸, pH 5.6]中过夜培养。第 2天, 离心收集菌体

沉淀, 之后加入 10 mmol/L的 MgCl2、10 mmol/L的

MES、200 μmol/L的乙酰丁香酮, 在室温下以 20 r/min

培养 2 h。当渗透液符合要求时, 用 0.5 mm×16 mm

的注射器侵染处于不同生长阶段的番茄果实。将注

射器针头通过花柱顶点扎入番茄果实约  3~4 mm, 

同时渗透液被轻轻推入果实(图 2)。观察注射后的番

茄果实, 在渗透区域会有微小的颜色变化。当渗透

液通过花萼顶端的排水器溢出时, 表明整个果实已

被渗透, 停止注射。 

 

图 2  农杆菌通过花柱顶点注入番茄果实的方法 
Fig. 2  Injection of Agrobacterium cultures through the fruit stylar 
apex. 
 

1.2.5  ELISA检测 

试剂: 包被液: 0.05 mol/L pH 9.6 的碳酸缓冲

液; 洗涤液: pH 7.4 PBS-Tween-20(0.05%); 封闭液: 

0.2% 酪蛋白溶液; 底物溶液: TMB 溶液(使用前用

pH 5.0磷酸盐-柠檬酸缓冲液配制); 终止液: 2 mol/L 

H2SO4。 

待测样品的制备: 番茄果实的采收期分为绿熟

期、转色期、坚熟期和完熟期。处于绿熟期的番茄, 

果实已发育成熟 , 这一时期采收的果实质地较硬 , 

耐贮存。本试验摘取绿熟期的番茄果实样本, 整个

打碎, 之后称取 1.0 g样品, 加 5 mL包被液, 4oC静

置 4 h以上, 5000 r/min离心 15 min, 取上清液待测。 

酶标板紫外处理: Boudet 等[11]发现聚苯乙烯酶

标板经过紫外照射处理后, 能有效地增加酶标板对

Tα1 的吸附作用, 提高检测灵敏度, 同时本底没有

因处理而增加。基于此, 在使用前将 96孔酶标板置

于紫外灭菌灯下, 使酶标板上口边缘距灯管 10 cm, 

室温照射 20 min, 以提高酶标板的吸附能力。 

 
图 3  表达载体的酶切鉴定 
Fig. 3  Characterization of expression vecters by restriction 
enzyme. M: DNA marker DL2000; 1: pGR107-Tα1/Sal I and Cla I. 

 

图 4  农杆菌菌液在番茄果实中的分布 
Fig. 4  Extent of agroinfiltration of tomato fruits. Fruit slices 
from tomato agroinjected with methylene blue-stained bacteria 
(A) and with an unstained culture (B). 
 

ELISA法测定程序: 取特定抗原(标准 Tα1及待

测样品)溶液 100 μL, 加入酶标板反应孔中, 每个样

品重复 3 次, 置于 4oC冰箱包被过夜。用 100 μL的

洗涤液洗涤 3 次, 每次 3 min, 沥干。加入 100 μL 封

闭液, 37oC封闭 1 h, 洗涤 3次。每孔加入一定稀释

倍数的兔抗 Tα1 IgG抗体 100 μL, 37oC保温 1 h, 洗
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涤 3 次。加入稀释 1000 倍的辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔 IgG, 37oC作用 1 h, 洗涤 5次, 每次    5 

min。加入 TMB 显色液 100 μL, 37oC避光显色  10 

min。加入 50 μL 终止液终止反应。在酶标仪

(SUNRISE)上测定各孔的光密度值 , 测定波长为 

450 nm。以未侵染的正常番茄果实作为阴性对照组, 

检测方法同上。 

2  结果与分析 

2.1  重组马铃薯 X 病毒表达载体 pGR107-Tα1 的

酶切鉴定 
提取已构建成功的 pGR107-Tα1 重组质粒, 用

Sal I和 Cla I双酶切鉴定, 酶切产生大约 100 bp的目

的片段及 pGR107载体片段(图 3)。 

2.2  番茄果实中菌液的分布 
用亚甲基兰把农杆菌侵染液染成蓝色, 注射番

茄果实, 观察番茄果实的横切面, 发现在果实中心

的薄片上, 胎座上, 果皮上都有蓝色的亚甲基兰着

色, 但种子和子房室没有着色。而且, 染色的农杆菌

优先积聚在番茄果实的胎座上, 其次才是番茄果实

中心的薄片和果皮(图 4)。 

2.3  建立 PVX 重组载体表达 Tα1 的优化体系 
2.3.1  试验结果 

结果表明: 第 1 阶段, 即番茄植株开花后 1~2

周被侵染的番茄果实, 大部分在没有成熟时就脱落

了。其原因可能是处于开花期后 1~2 周的番茄果实

果龄较小, 经受不住农杆菌给植物组织带来的伤害, 

所以容易脱落。番茄果实注射的第 5 阶段, 即番茄

植株开花后 3.5~4 周, 其成熟果实中 Tα1 的 ELISA

检测值与阴性对照组几乎相同, 表明外源蛋白并没

有在番茄果实中表达。其原因可能是番茄植株开花

后 3.5~4 周是番茄果实成熟的后期, 这时果实基本

停止膨大, 仅着重于果实内部物质的转化[12]。因此, 

在这一阶段外源蛋白很难在番茄果实中表达。 

试验中农杆菌侵染液的密度 (OD600)共设置了

0.6、0.8、1.0、1.2、1.4五个梯度。当农杆菌侵染液

密度为 0.6 时, 绝大部分番茄果实中几乎检测不到

Tα1, 表明当农杆菌密度 OD600值为 0.6 时, 瞬时表

达效果不佳。当农杆菌密度 OD600为 1.4时, 番茄果

实中农杆菌侵染过的区域变黄、变脆, 最后坏死。

其原因可能是农杆菌的密度过大时, 对植物组织毒

害作用较大, 不利于外源蛋白的表达。 

2.3.2  数据分析 

试验结束时, 剔除脱落、坏死等不良番茄果实

后, 共获得 36个侵染成功的番茄果实样本。针对 36

个样本, 进行 2因素(菌液密度、番茄果龄)、3水平(菌

液密度分别为 0.8、1.0、1.2; 番茄果龄分别为 2~2.5

周、2.5~3周、3~3.5周)的析因分析, 采用 SPSS12.0

统计软件进行数据处理, 以 P<0.05认为差异有统计

学意义。 

析因分析结果显示: 注射时间因素间差异、菌

液密度因素间差异、交互作用差异均有统计学意义

(P < 0.05)。农杆菌注射番茄果实表达 Tα1的优化体

系为: 农杆菌的密度(OD值)为 1.0、番茄植株开花后

2.5~3 周时侵染番茄果实, 胸腺素α1 的表达量最大

(表 2、3)。 

表 2  胸腺素 Tα1 表达量 
Table 2  Expression concentration of Tα1 

Treatment OD600 Week Tα1 (ng/g) 

1 0.8 2~2.5 6.800 

2 0.8 2.5~3 6.972 

3 0.8 3~3.5 7.150 

4 1.0 2~2.5 7.875 

5 1.0 2.5~3 9.361 

6 1.0 3~3.5 7.425 

7 1.2 2~2.5 8.025 

8 1.2 2.5~3 8.176 

9 1.2 3~3.5 7.091 

表 3  影响 Tα1 表达量的析因分析 
Table 3  Factorial analysis of two-factor effect on Tα1 
expression 

 
 

  
 

 9.540  4.770 11.241* 

 5.526  2.763 6.511* 
 5.696  1.424 3.356* 
 11.458  0.424  
 2140.594    

*P < 0.05 
 

3  讨论 

研究者已分别在大肠杆菌、酵母和转基因螺旋

藻中表达了 Tα1。与细菌、酵母表达系统相比, 植

物生物反应器具有种植简单, 不需要昂贵的发酵设

 

Source Type III sum
of squares df 

 

Mean square 
 

F 

OD600 
Week 

OD* W 
Error 
Total 

2 
2 
4 

27 
36 
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备, 且外源蛋白能在植物细胞中进行翻译后加工等

优点; 与转基因植物稳定表达外源蛋白相比, 植物

病毒表达载体系统介导的植物生物反应器, 由于病

毒的增殖速度快, 外源蛋白不仅表达量大, 而且表

达速度快。 

随着植物基因工程技术的发展, 番茄(肉质果实

的模式植物)有望成为生产口服疫苗和免疫蛋白的

“植物工厂”。植物病毒表达外源蛋白, 具有转化途

径简单、可快速得到外源蛋白等优点。但是, 采用

农杆菌浸润法侵染受体植物的叶片, 使外源蛋白在

整株植物中系统表达, 其不足之处是外源蛋白不能

在特定的植物组织中大量表达。如何将植物病毒表

达外源蛋白的技术很好地应用到番茄果实？农杆菌

果实注射技术解决了这一难题。本实验将植物病毒

表达外源蛋白和农杆菌果实注射两项技术相结合 , 

成功地在番茄果实中表达了外源的胸腺素α1。针对

农杆菌菌液密度、番茄果龄是影响胸腺素α1在番茄

果实中表达的 2 个关键因素, 本实验采用不同的农

杆菌菌液密度来侵染不同生长阶段的番茄果实, 筛

选出最佳菌液密度和最佳侵染时间, 进而建立起外

源蛋白在番茄果实中高效表达的农杆菌直接注射番

茄果实的优化体系, 即农杆菌菌液的密度(OD)值为

1.0、番茄植株开花后 2.5~3周时注射番茄果实, Tα1

的表达量最大。 
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