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重组人成纤维细胞生长因子 21对胡萝卜 
遗传转化的研究 
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摘  要：人成纤维细胞生长因子 21 (FGF21) 是肝脏合成的一种可分泌多肽，对糖脂代谢的调控具有重要作用。

以胡萝卜(Daucus carota L.) 七寸人参品种为试验材料，用含重组人成纤维细胞生长因子 21（rhFGF21）质粒 p1390 

RⅡ的根癌农杆菌 LBA4404对胡萝卜进行了遗传转化实验。PCR扩增和Western blot结果表明外源基因 FGF21已

成功转入胡萝卜基因组中。此研究为今后用胡萝卜产业化表达生产 FGF21提供参考。 
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GENETIC TRANSFORMATION OF RECOMBINANT HUMAN 
FIBROBLAST GROWTH FACTOR 21 (HFGF21) ON DAUCUS CAROTA L. 
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Abstract: Human fibroblast growth factor 21 (hFGF21), found in the mouse embryo, is a new member of 
fibroblast growth factor family. It is synthesized in the liver as secreting protein. In this study, Daucus carota L. 
hypocotyl was used as experimental materials. Recombinant human fibroblast growth factor 21 (rhFGF21) was 
introduced into D. carota via Agrobacterium tumefaciens-mediated method. The regenerated hygmycin resistant 
plantlets were confirmed by PCR and Western blotting. The results provided an experimental basis for large-scale 
production of FGF21. 
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成纤维细胞生长因子 21（Fibroblast growth 

factor 21， FGF21）是在小鼠胚胎中发现的成纤维

细胞生长因子家族的一个新成员，是肝脏合成的一

种可分泌多肽[1]。在糖脂代谢调控方面，FGF21可

降低血糖和血脂，且不会导致低血糖，是治疗Ⅱ型

糖尿病的理想药物[2-3]。 

目前，通过微生物发酵获得的大部分药用蛋白

都存在生产成本高昂的问题。利用植物生物反应器

表达动物来源的蛋白，可大大降低外源活性蛋白的

生产成本，且具有许多微生物表达系统所没有的优

点，如植物属于真核生物，能进行有效的蛋白翻译

后加工；转基因植物不含致病微生物或其它潜在的
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病原因而安全性好；植物属再生资源，生成规模不

受限制，某些可食药物还可节约下游加工开支等。

因此，利用植物基因工程使 FGF21 能够在植物中

获得表达，对未来 FGF21 的产业化研究具有一定

重要意义[4]。 

胡萝卜(Daucus carota L.)是世界上最重要的蔬

菜作物之一，是一种遗传模式作物和农杆菌转化系

统的转基因受体。胡萝卜的肉质根可作为外源可溶

性蛋白高水平稳定表达的优良载体[5]。目前，国内

外尚未见以胡萝卜为生物反应器生产 FGF21 蛋白

的研究报道。本研究以七寸人参胡萝卜为实验材

料，将 FGF21 蛋白编码基因转入胡萝卜中，以胡

萝卜为生物反应器生产FGF21蛋白，旨在为FGF21

蛋白生产提供一个高效的系统。 

1 材料和方法  

1.1 材料  

1.1.1  植物材料  

七寸人参胡萝卜种子购自杭州金科园艺种苗

技术服务部。将胡萝卜种子搓去种毛，用自来水清

洗数遍，再于室温下用来水浸泡种子过夜。选取籽

粒饱满、大小均一的胡萝卜种子经 70 %乙醇浸泡

30 s，无菌水冲洗 3次，再用 0.1% 升汞浸泡 10 min，

无菌水冲洗 4~5次后接种于不含任何激素的MS固

体培养基上，于 16 h/d、2500 lx光照，（25 ± 1）℃

条件下培养成无菌苗作为供试材料。 

1.1.2 菌株及质粒 

根瘤农杆菌 LBA4404，植物表达载体质粒

p1390-RⅡ（图 1），以上均由本实验保存。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，Western blotting试剂盒购于 Roche 公司。 
 

 
图 1 植物表达载体 p1390RⅡ结构示意图 

Fig. 1  The illustration diagram of plant vector p1390RⅡ 
expressing FGF21 

 

1.1.3  培养基 

 无菌苗培养基：MS 基本培养基；愈伤组织诱

导培养基：MS + 0.1 mg/L 2,4-D + 0.1 KT；体细胞

胚诱导培养基：MS + 0.2%（WT）酵母提取物。 

1.2 方法 

1.2.1  农杆菌介导的转化条件优化 

（1）抑菌抗生素浓度的筛选：将预培养 2 d的

外植体浸入菌液(OD600) = 0.6，侵染 10 min后倒掉

菌液，并将外植体用无菌滤纸吸干残留菌液，接种

到不含激素的MS共培养基上，于 25℃黑暗条件下

共培养 2 d，转接到添加抑菌抗生素羧苄青霉素浓

度为 0、100、200、300、400 mg/L的愈伤组织诱导

培养基中培养 1 周，之后转入含潮霉素（Hyg）筛

选愈伤组织诱导培养基中，每 2周继代 1次，直至

筛选出抗性愈伤组织，再将此抗性愈伤组织接种到

含潮霉素的体细胞胚诱导培养基上诱导体细胞胚，

培养条件 25 ℃，16 h/8 h（光/暗），光照强度 2500 lx。

当体细胞胚分化成熟并长至 5~8 cm高时经一周炼

苗，即可进行移栽。 

（2）潮霉素筛选浓度的确定：待下胚轴在愈

伤组织诱导 1 w后转入到含筛选抗生素潮霉素浓度

分别是 0、2、4、6、8 mg/L的愈伤组织诱导培养基

上，3 周后进行观察对比，筛选出合适的潮霉素抗

性浓度。 

1.2.2 转基因植物的检测 

（1）植物基因组 DNA提取及 PCR检测。植物

总 DNA的提取参考 CTAB法进行。以未经转化的

植物作阴性对照，以质粒 pCAMBIA1390-RⅡDNA

为阳性对照进行 PCR 检测，引物设计为上游引物

P1：5′ - CACCCAATTCCAGATTCTTCTCC-3′；下

游引物 P2：5′ - TTAAGAAGCGTAAGATGGAG - 3′。

PCR扩增条件为循环参数：94 ℃ 预变性30 s，60 ℃ 退

火 30 s，72℃延伸 30 s，30个循环，最后 72℃ 2 min。 

（2）植物蛋白质的提取及 Western blotting 检

测。准备 100 g的转基因与非转基因胡萝卜直根，

剪碎后液氮冷冻，于 4倍冷冻缓冲液下碾磨匀浆，

于 4 ℃下，1000 g离心 15 min，上清液用于 western 

blotting 分析。将上清液用于 SDS-PAGE 电泳结束
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后，将胶上的蛋白转移到硝酸纤维膜上，首先用封

闭液封闭过夜，将一抗（羊抗 FGF-21）用 TBST

（1:2000）稀释，将膜蛋白面朝下放于一抗液面上，

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（兔抗羊）

1:5000 稀释，方法同一抗；再将发光液 A 液和 B

液 1:1 混合，将蛋白面朝下于混合液充分接触，于

暗室中进行曝光 30~60 s左右。 

2  结果与分析 

2.1  潮霉素(Hyg)筛选浓度的确定 

实验中成功转化的融合基因可使植物细胞对

潮霉素产生抗性，确定转化植株对潮霉素的耐受能

力可帮助筛选阳性转基因植株。本实验外植体在含

有潮霉素的培养基上培养 3 w后试验结果表明，在

不添加 Hyg 的培养基上胡萝卜下胚轴愈伤组织诱

导率最高，当 Hyg浓度为 2 mg/L和 4 mg/L时，下

胚轴外植体愈伤组织生长正常；当培养基中 Hyg浓

度为 6 mg/L时，下胚轴愈伤组织生长情况受到明显

抑制，甚至部分外植体处于濒死状态；当 Hyg浓度

上升到 8 mg/L时，下胚轴明显变黑，愈伤组织停止

生长，最终褐化死亡(图 2)。因此，将胡萝卜下胚轴

Hyg筛选浓度确定为 6 mg/L。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A: 0.0 mg/L Hyg  B: 2.0 mg/L Hyg  C: 4.0 mg/L Hyg；D: 6.0 mg/L Hyg  E: 8.0 mg/L 

图 2 不同 Hyg浓度培养基上下胚轴的愈伤组织诱导 

Fig.2 The induction of callus in the medium containing different Hyg concentrations 
 
2.2 抑菌剂羧苄青霉素（Carb）浓度的选择 
从表 1中可以看出，不添加 Carb的 1组，抑菌

率为 0，农杆菌过度生长，使外植体全部死亡。2~5
组随着添加的 Carb浓度升高，农杆菌被逐渐抑制，

外植体的死亡率逐渐降低。但第 6组出现外植体死
亡率升高，而愈伤组织诱导率也降低，Carb选择浓
度定为 400 mg/L。 

 

A B C 

D E 
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表 1 Carb对农杆菌抑菌效果及愈伤组织诱导的影响 
Table 1  Effect of different concentration of Carb on the 

anti-Agrobacterium and the induction of callus 

组别 
Carb

（mg/L） 
外植体死亡率

(%) 
愈伤组织诱

导率(%) 
抑菌率（%） 

1   0.0  100 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
2 100.0  84.02 ± 0.22 15.29 ± 0.08 10.38 ± 0.09 
3 200.0  74.77 ± 0.24 12.22 ± 0.05 22.70 ± 0.15 
4 300.0  20.16 ± 0.20 11.35 ± 0.10 64.32 ± 0.23 
5 400.0  9.37 ± 0.06 9.71 ± 0.21 81.92 ± 0.26 
6 500.0  14.83 ± 0.12 4.51 ± 0.12 89.62 ± 0.41 

 
2.3  胡萝卜的 PCR鉴定 
经潮霉素初筛共获得 21株抗性植株，剪取抗性

植株的叶片和非转基因植物的叶片提取 DNA，PCR
扩增检测到目的条带 589 bp处有 2个条带（图 2），
结果表明有 2 株可能为阳性植株，其转化频率为
9.52%，PCR鉴定结果初步表明 rhFGF21可能已转
入胡萝卜基因组中。 

 
 

M．DNA marker；1.阳性质粒 p1390RⅡFGF21；2-7.转基因植株；8. 非

转基因植株 

图 3 转基因胡萝卜植株的 PCR检测 

Fig. 3 Identification of transgenic plants by PCR amplification 
 
2.4 胡萝卜的Western blot检测 

由于 PCR扩增可能会出现假阳性，因此，为了
进一步证实外源基因 rhFGF21 已经转入到胡萝卜
的基因组中，本实验对 PCR鉴定为阳性的植株肉质
根再提取总蛋白进行Western blot 检测外源基因表
达产物，检测结果显示在 20 KDa处有 1条明显的
目的条带（图 3），而非转基因胡萝卜肉质根中没有
特异性的条带出现，该结果表明 FGF21蛋白已在转
基因胡萝卜中得到了表达，并显示出良好的抗原性。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
1.非转基因植株；2.转基因植株；3.大肠杆菌 LBA4404来源的 rhFGF21

蛋白 

图 4 转基因胡萝卜植株的 western blotting检测 

Fig. 4 Western blotting for transgenic plants 
 

3  讨论 

影响植物转化的因素较多，我们前期的实验研

究已经探索出以胡萝卜子叶和下胚轴为外植体再

生植株的条件体系，并培养得到了胡萝卜最高的出

愈率可以达到 100%的愈伤诱导体系[6]，以及从愈伤

组织中诱导出高频率体细胞胚的条件体系[7]。张娅
[8]等发现以胡萝卜下胚轴为转化外植体过程中，萌

发 7~10 d 后的无菌苗下胚轴植物细胞处于活跃分
化的状态，易于转化。本研究试验采用 5 d苗龄的
下胚轴作为转化受体，其再生周期短、再生率高、

对农杆菌很敏感等特点，可以提高转化率[9]。在筛

选转化子的过程中，添加抑菌抗生素可防止农杆菌

大规模生长而影响转化效率，不同基因型的植物选

用不同的抗生素[10]。羧苄青霉素有明显的抑菌效

果，可提高转化效率，但浓度过高也会显著抑制植

物的生长[11]。 
本研究发现，在抑菌培养基中添加 400 mg/L

羧苄青霉素作为抑菌剂，抑菌效果较好，但培养时

间过长对再生植株生长有副作用，因此，在农杆菌

得到较好抑制后，要逐步降低羧苄青霉素的浓度，

以保证转化子的正常生长。潮霉素在植物遗传转化

过程中起筛选子的作用，探索潮霉素筛选的临界

 
—20 KD 

1     2      3 
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值，对降低再生苗的假阳性率非常重要[12]。本研究

经过浓度梯度筛选试验，最终确定潮霉素 6 mg/L
为该试验筛选的临界浓度。 
利用植物表达外源医用蛋白或多肽是近年来研

究的一个热点，尤其是当这些蛋白或多肽来源有

限，成本高昂时，人们试图寻找一条用植物来低廉、

高效的表达生产途径，用植物成功表达外源医用蛋

白或多肽的研究[13-14]预示着这条途径的可行性。本

实验中，外源蛋白 rhFGF21按照预期设想成功地在
胡萝卜中表达，这预示着利用胡萝卜表达外源蛋白

FGF21 的可行性，为今后的产业化生产奠定了基
础。 
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