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微型人胰岛素基因载体的构建及其在花生中的表达
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　　摘要：制备和培养含微型人胰岛素基因的转基因花生植株，从而利用转基因花生表达微型人胰岛素。首先按照植
物偏爱密码子设计合成了修饰Ｃ肽的微型人胰岛素基因（ｍｉｎｉｉｎｓｕｌｉｎ，ＭＩ），其中胰岛素Ｂ链通过丙－丙－赖三肽和Ａ
链相连接，在表达载体ｐＢＩ１２１上构建了由花椰菜花叶病毒ＣＡＭＶ３５Ｓ启动子驱动表达微型人胰岛素的重组质粒ＲＩＧ。
质粒ＲＩＧ经农杆菌介导法转化至花生胚和去胚子叶中，抗生素筛选得到转基因花生苗，之后利用 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔ对转基因花生幼叶进行分子生物学鉴定。结果显示，试验优化了农杆菌介导的花生转基因技术，并且得到了转基
因花生苗；分子生物学技术鉴定结果显示，微型人胰岛素基因成功转入花生叶片基因组中，且在花生叶片中表达，其中

以花生胚为外植体长出的再生苗的阳性检测率为２．２７％。目前正在探索微型人胰岛素基因在花生油体中高效表达
的方法，为转基因花生规模化生产微型人胰岛素提供理论基础。
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　　胰岛素是在１９２１年由加拿大人班廷和贝斯特发现的一
种由胰脏内的胰岛β细胞分泌的蛋白质类激素，由 Ａ链和 Ｂ
链２条多肽链通过二硫键连接而成。胰岛素参与调节糖代
谢，控制血糖平衡，可用于治疗糖尿病。截至２０１５年，全球约
有４．１５亿人患有糖尿病，中国和印度的糖尿病患者总数最
高，分别是１．１亿和６９００万人［１］。其中，Ⅱ型糖尿病占糖尿
病发病率的９０％［２－３］。有研究证明，对Ⅱ型糖尿病患者进行

短期胰岛素强化治疗，可使患者的血糖快速达标，并且还可改

善患者的胰岛β细胞功能，使部分患者获得较长的缓解期［４］。

自２０１２年至 ２０１５年，每年有 １５０万 ～５００万人死于糖尿
病［１］，在２０１４年，由糖尿病导致的经济花费约为６１２０亿美
元。截至２０１３年，各种抗糖尿病药物有９类，其中，胰岛素和
胰岛素类似物所占市场份额最高，治疗效果也最好［５］。

现今人们使用的胰岛素大部分都是生物合成人胰岛素及

其类似物［６］。重组人胰岛素制备方法主要分为５类，包括酶
促修饰法［７］，大肠杆菌发酵生产法（其一是Ａ链Ｂ链合成法，
其二是胰岛素原合成法）［８－９］，酵母发酵生产法（丹麦诺和诺

德）［１０－１１］，哺乳动物细胞系生产法［１２］，以及转基因植物生产

法［１３－１６］。分子医药农业（转基因植物生产法）是指通过基因

工程的方法，将需要的重组蛋白基因插入到植物细胞（植物

本身不表达这些重组蛋白），得到转基因植物，然后利用转基

因植物来表达重组蛋白。分子医药农业表达系统包括生物总

量表达系统、悬浮细胞和发根培养系统、叶绿体表达系统、种

子和油体表达系统、果实／蔬菜表达系统以及体细胞胚表达系
统等［１７］。其中，植物油体表达系统中将重组蛋白与油素蛋白
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融合表达，利用油相和水相不相溶易分开的特点，在后期蛋白

纯化过程中可以简单快速地将重组蛋白和其他植物蛋白分

开，极大地降低后期纯化成本［１８］。花生（Ａｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａ）是
我国重要的油料作物［１９－２２］，含油量在４０％ ～６０％，利用花生
油体系统生产重组蛋白具有很好的前景，目前这方面的研究

较少。本研究探索利用转基因花生表达重组蛋白微型人胰岛

素，从而为花生生产重组蛋白提供理论和技术上的准备。

１　材料与方法

１．１　试验材料和试剂
植物材料：花生品种冀花２号、冀花４号、冀花０６０７－５

由河北农林科学院粮油作物研究所花生研究室惠赠，花生品

种大白沙、改良海花１号、四粒红、拔二罐购自玉安种业公司。
工程菌株及质粒载体：根癌农杆菌 （Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）ＬＢＡ４４０４由笔者所在实验室保存。大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受态细胞购自北京博迈德生物基因
技术有限公司。

试剂：卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ）和链霉素（ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ）购
自Ｒｏｃｈｅ公司。培养基所用的无机盐购自天津市科密欧化学
试剂有限公司。所用激素购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司。连接酶和限制
性内切酶购自宝生物工程（大连）有限公司。２×ＥａｓｙＴａｑ

ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ（＋ｄｙｅ）购自北京全式金生物技术有限公司。
琼脂糖凝胶回收试剂盒和质粒小量提取试剂盒购自天根生化

科技（北京）有限公司。蛋白检测一抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，检测二抗购自美国ＫＰＬ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　载体构建　根据相关文献报道，按照植物偏爱密码子
设计合成了修饰 Ｃ肽的微型人胰岛素基因（ｍｉｎｉｉｎｓｕｌｉｎ，
ＭＩ），其中胰岛素Ｂ链通过丙－丙－赖三肽和Ａ链相连接（参
考国际专利 ＷＯ２００４／１１１２４４）。在表达载体 ｐＢＩ１２１上构建
了由花椰菜花叶病毒ＣＡＭＶ３５Ｓ启动子驱动表达微型人胰岛
素的序列。其中水稻信号肽 ＲｉｃｅαＡｍｙ３ＳＰ和微型人胰岛素
融合基因由公司合成，在水稻信号肽和微型人胰岛素之间添

加胰蛋白酶识别序列 Ｋｌｉｐ２７。将融合基因所在质粒和
ＰＢＩ１２１质粒同样用ＢａｍＨⅠ双酶切后，酶切产物经１％琼脂
糖凝胶电泳纯化回收，然后加入ＤＮＡＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔＬＯＮＧ进行
连接反应，４℃连接过夜。第２天取连接产物转化 ＤＨ５α大
肠杆菌感受态细胞中，然后均匀涂布在含卡那霉素的 ＬＢ固
体培养基上，通过抗生素筛选，挑取长出的单菌落进行 ＰＣＲ
鉴定和双酶切鉴定，鉴定正确的菌液送去北京中科希林测序

部进行ＤＮＡ测序。最终测序正确的重组质粒命名为 ＲＩＧ。
质粒ＲＩＧ结构示意图如图１所示。

　　对重组质粒ＲＩＧ进行ＰＣＲ鉴定所用引物见表１。

表１　检测重组质粒ＲＩＧ所用引物

引物
引物序列

（５′→３′）
引物长度

（ｂｐ）

ＲＩＦ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＧＧＴＴＣＴＣＡＡＴＡＣＣＡＴＧＧ ３１
ＣＸ３５Ｓ－ＧＵＳＲ ＣＡＧＡＣＴＧＡＡＴＧＣＣＣＡＣＡＧＧＣ ２０

１．２．２　根癌农杆菌介导的花生遗传体系的建立及优化
１．２．２．１　农杆菌侵染花生去胚子叶的诱导和分化　采用液
氮冻融法将ＲＩＧ质粒转化至农杆菌ＬＢＡ４４０４感受态细胞中。
１．２．２．２　去胚子叶的遗传转化　参考耿丽丽的方法［２３］略有

改动。选用花生品种冀花２号、冀花４号、冀花０６０７－５、大
白沙、改良海花１号。花生去壳后，将花生种子先置于７５％
乙醇中１ｍｉｎ，然后放入０．１％氯化汞中８ｍｉｎ，之后灭菌水洗
４次，置于无菌滤纸上晾干；用无菌手术刀将花生２张子叶分
开去胚后，将去胚子叶放在含噻苯隆的无菌蒸馏水中浸泡。

弃含有噻苯隆的无菌蒸馏水，再用干净的无菌水洗３次。将
已活化的根癌农杆菌ＬＢＡ４４０４菌液离心，４０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ。
弃上清后用等体积的无菌水重悬菌体沉淀，然后将花生去胚

子叶浸泡于重悬液中，过夜侵染。第２天用无菌水清洗花生
去胚子叶３次后，再将去胚子叶正置放于共培养培养基上暗
培养２ｄ。２ｄ后，将去胚子叶转到含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的芽
诱导培养基上，约２周后外植体上产生抗性芽；将抗性芽转移
到含３０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的伸长培养基上，约２周不定芽伸长；
将伸长的诱导芽转到含３０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的生根培养基上，２
周左右生根，有一些生根较迟缓；将生根的小苗进行炼苗，然

后移栽到含营养土和蛭石（营养土和蛭石的体积比为２∶１）
的花盆中，温室培养。

１．２．２．３　去胚子叶非转基因　花生去壳消毒后用无菌手术
刀将花生２张子叶分开并去掉胚，将去胚子叶正置放在芽诱
导培养基上，２周后诱导产生不定芽；将产生不定芽的花生外
植体继代，转移到伸长培养基上，约２周左右，不定芽发生伸
长；将伸长的不定芽转移到生根培养基上，２周左右生根；将
生根的小苗进行炼苗，然后移栽到含有营养土和蛭石（营养

土和蛭石的体积比为２∶１）的花盆中，温室培养。
１．２．２．４　空白对照组处理　花生去壳消毒后，在无菌条件下
用手术刀分开花生子叶并去掉胚，之后将去胚子叶正置于ＭＳ
培养基上培养。

１．２．２．５　农杆菌侵染花生胚的诱导和分化　（１）花生胚转
基因ＲＩＧ。选用花生品种冀花２号，花生种子去壳消毒后，用
灭菌刀将花生胚切下后放在农杆菌（使用含 ＲＩＧ质粒的农杆
菌菌液，摇菌培养至菌液吸光度 Ｄ＝０．６）菌液中侵染 １５～
３０ｍｉｎ，之后无菌水洗４次，共培养４～６ｄ后，转到含头孢的抑
菌培养基上生长１周，１周后分别转到含卡那霉素（５０ｍｇ／Ｌ）
和头孢（３００ｍｇ／Ｌ）的培养基Ａ和培养基Ｄ上进行光培养，转
基因花生幼苗长到２．５ｃｍ左右后转到生根培养基使其生根
（头孢３００ｍｇ／Ｌ，卡那霉素３０ｍｇ／Ｌ）。生根后将花生苗炼苗
后移栽至含有营养土和蛭石（体积比２∶１）的花盆中，温室培
养。（２）花生胚非转基因。选用花生品种冀花２号，种子去
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壳消毒后，无菌条件下用灭菌刀将花生胚切下，分别置于培养

基Ａ和培养基Ｄ上进行光培养；之后转到生根培养基使其生
根。生根后将花生苗炼苗后移栽至含有营养土和蛭石（营养

土和蛭石的体积比为２∶１）的花盆中，温室培养。
所用到的培养基见表２。

表２　花生去胚子叶和花生胚为外植体再生苗所用培养基

培养基类型 培养基组成成分

芽诱导培养基 ＭＳ＋２０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，蔗糖（３０ｇ／Ｌ），琼脂（８ｇ／Ｌ）
伸长培养基 ＭＳ＋５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，蔗糖（３０ｇ／Ｌ），琼脂（８ｇ／Ｌ）
生根培养基 １／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，蔗糖（３０ｇ／Ｌ），琼脂（８ｇ／Ｌ）
培养基Ａ ＭＳ＋４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，蔗糖（３０ｇ／Ｌ），琼脂（８ｇ／Ｌ）
培养基Ｄ ＭＳ＋１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，蔗糖（３０ｇ／Ｌ），琼脂（８ｇ／Ｌ）

１．２．３　花生转化苗的 ＰＣＲ鉴定　当花生转化苗长大后，剪
取花生新鲜叶片，ＳＤＳ法提取叶片基因组后使用 ２×
ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ（＋ｄｙｅ）进行 ＰＣＲ反应。检测 ｍｉｎｉ
ｉｎｓｕｌｉｎ基因的引物见表１，ｍｉｎｉｉｎｓｕｌｉｎ基因长度为３５５ｂｐ。
１．２．４　花生转化苗的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测　
使用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ法提取花生新鲜叶片的全蛋白，之后对提取
的花生叶片全蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检
测。共制备２块胶，所用分离胶浓度是１２％，浓缩胶浓度是
４％，一块胶进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，电泳结束后使用考马斯
亮蓝快速染液进行染色处理，另一块胶跑完电泳后，使用

ＰＶＤＦ膜利用半干式转膜仪进行转膜，转膜结束后，ＴＢＳＴ洗
膜，４次／１０ｍｉｎ，之后用５％奶粉溶液孵育２ｈ进行封闭处理。
加入１∶１０００封闭液稀释的鼠抗人 ｉｎｓｕｌｉｎ一抗，室温慢摇
３０ｍｉｎ后，４℃过夜。第２天取出杂交盒，室温慢摇２ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜，５次／１０ｍｉｎ，加入１∶５０００封闭液稀释的山羊抗鼠二
抗，室温慢摇２ｈ后，ＴＢＳＴ洗膜，５次／１０ｍｉｎ。进入暗室进行
曝光处理。

２　结果与分析

２．１　载体构建
２．１．１　重组质粒 ＲＩＧ的鉴定　使用引物 ＲＩＦ和 ＣＸ３５Ｓ－
ＧＵＳＲ（表１）对构建好的质粒 ＲＩＧ进行 ＰＣＲ鉴定，结果见
图２－Ａ。２条引物覆盖区域包括ｍｉｎｉｉｎｓｕｌｉｎ的序列，目的基
因长度为３５５ｂｐ。使用内切酶 ＨｉｎｄⅢ和 ＳａｃⅠ对构建好的
重组质粒 ＲＩＧ进行双酶切鉴定，结果如图２－Ｂ所示。重组
质粒ＲＩＧ经双酶切后获得大片段约为 １１ｋｂ，小片段约为
３．３ｋｂ，小片段是３５Ｓ启动子驱动包括融合基因和 ＧＵＳ在内
的总序列，酶切结果与预期相符，说明融合基因已克隆到载体

ＰＢＩ１２１上，之后的 ＤＮＡ测序结果进一步证实重组质粒 ＲＩＧ
构建成功，可以进行下一步的花生转化试验。

２．２　根癌农杆菌介导的花生遗传体系的建立及优化
２．２．１　去胚子叶的遗传转化
２．２．１．１　转基因去胚子叶　将花生消毒去胚后，用无菌刀片
将２张子叶分开，经农杆菌侵染后正置于芽诱导培养基上培
养，约２周后发现部分去胚子叶长出簇状芽，继续生长观察，
发现簇状芽在伸长过程中会有部分发褐枯萎，有的去胚子叶

的簇状芽会停止伸长，有的去胚子叶一部分芽枯萎，剩余芽伸

长长成完整植株。去胚子叶转基因花生苗移栽后，发现其比

非转基因花生苗要矮小（图３－Ａ、图３－Ｂ）。
２．２．１．２　非转基因去胚子叶　将花生消毒去胚后，用无菌刀
片将２张子叶分开，正置于芽诱导培养基上培养，约２周后发
现部分去胚子叶长出簇状芽和小叶，继续生长后，簇状芽和小

叶部分有变褐枯萎现象，需要进一步探索原因（图３－Ｃ）。
２．２．１．３　空白对照　将花生去胚后，用无菌刀片将２张子叶
分开，正置于 ＭＳ培养基上进行光培养，经过２个月生长后，
１／２去胚子叶一直未诱导出芽（图３－Ｄ、图３－Ｆ）。图３－Ｄ、
图３－Ｅ中所用外植体品种分别是改良海花１号、大白沙；图
３－Ｆ中是冀花２号、冀花４号、冀花０６０７－５。

２．２．２　花生胚的遗传转化
２．２．２．１　转基因花生胚　将花生胚消毒并进行农杆菌侵染
后置于培养基Ａ和培养基 Ｄ上生长，待小苗长至约２．５ｃｍ
高时转至生根培养基进行生根，观察其生长的整个过程，最终

花生胚全部可以长成完整植株。

２．２．２．２　非转基因花生胚　将花生胚消毒后直接置于培养
基Ａ和培养基Ｄ上生长，待小苗长至约２．５ｃｍ高时转至生
根培养基进行生根，观察其生长的整个过程，最终花生胚全部

可以长成完整植株。

２．３　花生转化苗的ＰＣＲ鉴定
ＳＤＳ法提取花生叶片基因组 ＤＮＡ，利用上下游引物 ＲＩＦ

—４４— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第４期



和ＣＸ３５Ｓ－ＧＵＳＲ对基因组进行 ＰＣＲ检测，目的基因长度是
３５５ｂｐ。从图４中可知，一共获得了６株转基因阳性植株，分
别是４号、１３号、１８号、１９号、２１号、２４号，其中４号、１３号、

１８号、１９号、２１号是由农杆菌侵染花生胚诱导出的转基因花
生苗，２４号是由农杆菌侵染花生去胚子叶诱导出的转基因花
生苗。

２．４　花生转化苗的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测
２．４．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测　融合蛋白（水稻信号肽 ＋微型人
胰岛素＋ＧＵＳ）大小约为７６ｋｕ（图５）。非转基因花生植株样
品上样量分别是１０μＬ（ｎｔ１）和２０μＬ（ｎｔ２），二者在目标区域
未出现条带。４号转基因植株上样量为 ５（４ａ）、１０（４ｂ）、
２０μＬ（４ｃ）；２４号转基因植株上样量为 ５（２４ａ）、１０（２４ｂ）、
２０μＬ（２４ｃ）。４号和２４号转基因苗在７６ｋｕ处有条带，非转
基因苗此处无条带，为了确定人胰岛素是否在转基因花生中

表达，还需对转基因花生植株进行Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ鉴定。

２．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测　图６－Ａ中，所有转基因花生叶
片总蛋白上样量都是３０μＬ，其中转基因植株４号和２４号出
现明显条带，大小正确，４号是用农杆菌侵染花生胚得到的转

基因植株，２４号是用农杆菌侵染花生去胚子叶得到的转基因
植株，两者都出现了条带。正对照胰岛素标准品出现的条带

约在５．８ｋｕ处。图６－Ｂ中，非转基因花生植株样品上样量
分别是１０（ｎｔ１）、２０μＬ（ｎｔ２）。４号转基因花生植株样品上样
量分别是５（４ａ）、１０（４ｂ）、２０μＬ（４ｃ）；２４号转基因花生植株
样品上样量分别是５（２４ａ）、１０（２４ｂ）、２０μＬ（２４ｃ）；胰岛素标
准品上样量是５μＬ。非转基因样品未出现条带，胰岛素标准
品出现的条带在５．８ｋｕ左右，２４号样品在目标区间出现条
带，４号样品则不明显，可能是由于胰岛素分子发生聚合作用
导致单体胰岛素浓度降低。４号和２４号样品在１３０ｋｕ以上
区域均出现条带，推测可能是有蛋白质聚合现象［２４］。

３　讨论与结论

３．１　表达载体中信号肽的作用
在植物表达载体ＲＩＧ中，添加了水稻信号肽序列。根据

１９７５年 Ｂｌｏｂｅｌ和 Ｓａｂａｔｉｎｉ等提出的信号肽假说，分泌性蛋白
Ｎ端序列作为信号肽，指导分泌性蛋白到内质网膜上合成，在
蛋白合成结束之前信号肽被切除。现已确认，指导分泌蛋白

在糙面内质网合成的决定因素是蛋白质Ｎ端的信号肽，信号
识别颗粒以及位于内质网膜上的信号识别颗粒受体。Ｃｈｅｎ
等进行的功能性分析证明，水稻淀粉酶信号肽序列可使水稻

淀粉酶在叶绿体、淀粉体、细胞壁、叶子细胞外小室和悬浮细

胞中表达［２５］，试验中，选用了水稻淀粉酶的信号肽序列来引

导微型人胰岛素在植物中表达，一方面确保微型人胰岛素可
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以准确进入内质网进行合成和修饰，另一方面，观察其在叶片

中的表达情况，以利于以后进行在植物悬浮细胞中表达。

３．２　植物器官再生体系的建立
本研究中分别采用了花生去胚子叶和花生胚作为外植

体，通过培养和筛选从而直接从植物器官再生出了转基因花

生苗，而未经过愈伤组织再生生成转基因苗。这样做的优势

是：培养周期短，无需经过愈伤组织诱导和分化阶段，大大缩

短了培养周期；在诱导愈伤组织过程中，可能会引起体细胞无

性系变异，而由植物器官直接再生可以较好地避免这一点，从

而提高遗传稳定性。但器官直接再生体系得到的转基因苗是

嵌合体植株，需要加大筛选和检测力度［２６］。

３．２．１　农杆菌侵染去胚子叶的诱导和分化　参考耿丽丽的
花生去胚子叶转基因方法［２３］，选用５种花生品种进行试验，
其中包括冀花２号花生种子１５粒、冀花４号花生种子５粒、
冀花０６０７－５花生种子５粒、大白沙花生种子１５粒、改良海
花１号花生种子６粒，最终获得２株转基因苗，这２株转基因
苗来源是冀花２号花生种子和大白沙花生种子。冀花２号花
生种子中有３个去胚子叶发芽，最终只有１个去胚子叶长出
转基因花生苗，另２个去胚子叶长出的芽最终枯萎无法继续
生长，大白沙花生种子中只有１个去胚子叶发芽并最终长成
转基因花生苗，改良海花１号花生种子中有１个去胚子叶有
发芽趋势，但最终枯萎未长成，其余的或是没有诱导出芽或是

芽较小无法继续伸长。所以冀花２号花生种子和大白沙花生
种子较适合用去胚子叶转基因法进行转化。２株转基因苗中
有１株（２４号，来源于冀花２号花生）的基因组 ＰＣＲ检测阳
性，之后全蛋白提取物经由Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测后出现目的条
带，有 １株（２５号，来源于大白沙花生）的 ＰＣＲ检测和
Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测皆未出现目的条带，可能是嵌合体的原因。
利用此方法长出的簇状芽和簇状叶会出现发褐枯萎现象，影

响了转基因苗的生长，目前原因不明，需要进一步探索。转基

因ＲＩＧ组总共用了４６粒花生，共９２个外植体，其中有２个外
植体成苗，２株苗里有１株 ＰＣＲ检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ都呈
阳性。

３．２．２　农杆菌侵染花生胚的诱导和分化　用此方法共得到
４４株转基因花生苗，其中，共有５株转基因花生苗的叶片基
因组经过ＰＣＲ检测显示阳性，只有１株苗（３０号）的全蛋白
提取物经 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测出现目的条带，阳性检测率为
２．２７％，有关外源基因能否稳定遗传，正在进一步研究中。
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［６］ＡｇｇａｒｗａｌＳＲ．Ｗｈａｔｓｆｕｅｌｉｎｇｔｈｅｂｉｏｔｅｃｈｅｎｇｉｎｅ—２０１１ｔｏ２０１２［Ｊ］．
ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，３０（１２）：１１９１－１１９７．

［７］姜　宁，吕　晔，陈执中．重组人胰岛素类似物的研究应用进展
［Ｊ］．食品与药品，２０１２，１４（１１）：４４５－４４７．

［８］冯佑民，张友尚．重组人胰岛素研究的回顾和展望［Ｊ］．生物工
程进展，１９９６，１６（４）：２６－３２．

［９］张　冉．利用油菜油体系统表达重组人胰岛素原的研究［Ｄ］．上
海：上海师范大学，２０１０．

［１０］张友尚．胰岛素生产的回顾与展望［Ｊ］．食品与药品，２００８，１０
（１）：１－３．

［１１］ＴｈｉｍＬ，ＨａｎｓｅｎＭＴ，ＮｏｒｒｉｓＫ，ｅｔａｌ．Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｏｆ
ｉｎｓｕｌｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓｉｎｙｅａｓｔ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙ
ｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９８６，８３（１８）：６７６６－
６７７０．　

［１２］ＹａｎａｇｉｔａＭ，ＨｏｓｈｉｎｏＨ，ＮａｋａｙａｍａＫ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｏｆｍｕｔａｔｅｄ
ｐｒｏｉｎｓｕｌｉｎｗｉｔｈｔｅｔｒａｂａｓｉｃｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅｓｔｏｍａｔｕｒｅｉｎｓｕｌｉｎｒｅｆｌｅｃｔｓｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｕｒｉｎｉｎｎｏｎｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃｅｌｌ－ｌｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，
１９９３，１３３（２）：６３９－６４４．

［１３］ＮｙｋｉｆｏｒｕｋＣ Ｌ，ＢｏｏｔｈｅＪＧ，ＭｕｒｒａｙＥ Ｗ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙａｃｔｉｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ｉｎｓｕｌｉｎｆｒｏｍＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｓｅｅｄｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｊｏｕｒｎａｌ，２００６，４（１）：７７－８５．

［１４］ＭａｒｋｌｅｙＮ，ＮｙｋｉｆｏｒｕｋＣ，ＢｏｏｔｈｅＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｕｓｉｎｇ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｏｉｌｂｏｄｙ－ｏｌｅｏｓｉｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＢｉｏｐｈａｒｍＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，
２００６，１９（６）：３４－４７．

［１５］ＳｉｌｏｔｏＲＭ，ＦｉｎｄｌａｙＫ，Ｌｏｐｅｚ－ＶｉｌｌａｌｏｂｏｓＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｏｌｅｏｓｉｎｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓｔｈｅｓｉｚｅｏｆｓｅｅｄｏｉｌｂｏｄｉｅｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００６，１８（８）：１９６１－１９７４．

［１６］张　昱，张小平，赵凌侠．利用烟草表达重组人胰岛素原的初步
研究［Ｊ］．上海交通大学学报（农业科学版），２０１０，２８（１）：１４－
１８，５２．

［１７］张丹凤，余自青，吴锁伟，等．植物生物反应器在分子医药农业
中的应用［Ｊ］．中国生物工程杂志，２０１６，３６（１）：８６－９４．

［１８］曲　?，李校，于雅琴．利用油体表达系统生产外源重组蛋白
［Ｊ］．中国生物工程杂志，２００７，２７（８）：１１１－１１５．

［１９］周曙东，孟桓宽．中国花生主产区种植面积变化的影响因素
［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１３）：２５０－２５３．

［２０］颜丙囤，侯学会，梁守真，等．花生叶鲜生物量的高光谱估算模
型［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（８）：５９－６２．

［２１］梁克红，朱大洲，孙君茂，等．品种与产地因素对花生营养品质
的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１７）：７３－７６．

［２２］赵会芳，张习金，张永康，等．索氏抽提法测定花生脂肪含量的
方法改进［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１０）：１５４－１５６，１６３．

［２３］耿丽丽．转Ｂｔｃｒｙ８Ｅａ１、ｃｒｙ８Ｈａ１基因花生的研究［Ｄ］．北京：中
国农业科学院，２０１１：５４－７５．

［２４］ＺｈａｎｇＹＳ，ＸｕＹＧ，ＬｉＷ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆａｎｉｍａｌｉｎｓｕｌｉｎ
ｔｈｒｏｕｇｈｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｇｅｌａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ［Ｃ］／／Ｍｏｄｅｒｎｔｒｅｎｄｓｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｅｎｚｙｍｅｒｅｓｅａｒｃｈ．Ｂｅｉｊｉｎｇ，１９９３：２４１－２４３．

［２５］ＣｈｅｎＭＨ，ＨｕａｎｇＬＦ，ＬｉＨＭ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆａｒｉｃｅａｌｐｈａ－ａｍｙｌａｓｅａｎｄｃａｒｇｏｐｒｏｔｅｉｎｓｔｏｐｌａｓｔｉｄｓａｎｄ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓｏｆｐｌａｎｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，
２００４，１３５（３）：１３６７－１３７７．

［２６］蒋　滢．基于大豆种子油体系统表达重组白介素 ＩＬ－２１的研
究［Ｄ］．沈阳：沈阳师范大学，２０１４：３２－３３．
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