
番茄cry1 基因果实特异性植物表达载体的构建及其转化番茄的研究
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摘要  隐花色素( cryptochrome) 是一类对UV- A/ 蓝光作出应答的光受体。果实特异性植物表达载体是用在番茄果实中特异表达的 Lefsm1
基因的启动子( fsp) 替换质粒pBI121 原有的35S 启动子构建而成( 称为pBI121 fsp) 。将番茄隐花色素家族成员之一cryptochrome1 中465 bp
特异片段导入到植物载体pBI121 fsp 构建成果实特异性表达的RNAi 植物表达载体( pBI121fsp-cry1) ,通过根癌农杆菌介导转入番茄子叶,
经组织培养成功获得转基因植株。为后续对CRY1 与番茄果实中抗氧化剂番茄红素之间的关系研究提供了材料。
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Construction of Plant Expression Vector with Specific Fruit Promoter of Gene Cry1 in Transgenic Tomato
SUN Yanet al  ( Key Laboratory of Bio-resources and Eco-environment of Ministry of Agriculture ,College of Life Sciences , Sichuan University , Cheng-
du, Sichuan 610064)
Abstract  Cryptochrome is one of the UV- A/ blue light photoreceptors . A part of gene cry1 was inserted into the T- DNA of the binary plant expression
vector with pBI121 plasmid ,which contained specific fruit promoter . The cotyledon of tomato was transformed with agrobacteriumtumefaciens EHA105 ,
some regenerated tomato plants were obtained through the tissue culture .
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  植物通过不同的光受体进行光的吸收, 目前已知的光受

体主要有3 大类:UV- A/ 蓝光受体隐花色素( cryptomchrome) 和

向光素( phototropin) 、红光及远红光受体光敏素( phytochrome)

基因家族。隐花色素最早是在拟南芥中发现的[ 1] 。隐花色

素蛋白同光裂解酶蛋白具有高度的同源性, 却并不具有光裂

解酶的 DNA 修复功能[ 2] , 它具有 DNA 裂解酶所不具有的 C

末端区域[ 3] ,Haiyang Wang 等[ 4] 发现了隐花色素蛋白的 C 末

端区域通过与COP1 蛋白直接的相互作用来调控在光下拟南

芥的生长发育。Jian Mao 等[ 5] 发现隐花色素蛋白与COP1 的

相互作用可以控制植物气孔的开闭。已有研究表明在拟南

芥中,隐花色素调控下胚轴的伸长[ 1 ,6 - 7] , 子叶的伸展[ 8] , 花

青素的合成[ 7 ,9 - 10] , 茎的生长及节间的伸长, 以及开花的时

间和植物的向光性[ 11] 。对于拟南芥的cry3 , 目前研究还不甚

明了[ 12] 。目前对于cry 基因家族的研究主要集中在拟南芥 ,

拟南芥作为模式生物有它得天独厚的优势, 但却不利于对

cry 与果实实色素间关系的研究。Leonardo 等[ 13] 利用番茄为

研究对象, 表明cry2 影响番茄的营养生长、开花时间以及抗

氧化剂番茄红素的含量。到底cry1 对番茄红素是否有影响 ,

跟番茄的营养品质调控途径有着怎样的清晰联系,这方面的

研究还未见报道。笔者在已有研究的基础上,通过对番茄果

实中cry1 基因的组织特异性干涉, 期望能够对 CRY1 与果实

色素的联系以及番茄营养品质形成的分子调控机理有更清

晰的认识,以便更好地改造番茄的营养品质。

1  材料与方法

1 .1  材料和试剂 大肠杆菌( Escheri achi a coli ) DH5α, 根癌农

杆菌( Agrobacteriumtumefaciens) 工程菌株 EHA105 含有果实特

异性启动子的pBI121 质粒, 质粒pMD18- T ,pSK。

以番茄无菌苗子叶为试验材料。预培养基: MS + 蔗糖

( 20 .0 g/ L) + 琼脂( 7 .0 g/ L ) ;诱导培养基( 100 ml) :5 ml AB 盐

+ 2 ml MES 缓冲剂+ 2 ml 磷酸钠盐缓冲剂+ 91 ml 1 % 葡萄

糖; 共培养基( 500 ml) :500 ml MS + 1 ml KH2PO4( 100 mg/ ml) + �
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250 μl Kinetin( 0 .2 mg/ ml) + 100μl 2 ,4- D( 1 mg/ ml) + 735μl 乙

酰丁香酮( 10 mg/ ml) ;再生培养基( 500 ml) :500 ml MS + 5 .0 ml

羧卞青霉素钠( 50 mg/ ml) + 1 .0 ml 硫酸卡那霉素( 50 mg/ ml)

+ 1 .0 ml 6- BA( 1 mg/ ml) + 0 .1 ml IAA( 1 mg/ ml) ;生根培养基

( 500 ml) :500 ml MS + 5 .0 ml 羧卞青霉素钠( 50 mg/ ml) + 1 .0

ml 硫酸卡那霉素( 50 mg/ ml) + 1 .0 ml IAA ( 1 .0 mg/ ml ) 。以

上各培养基的pH 值均为6 .0。

1 .2 RNAi 植物表达载体的构建 采用常规DNA 重组技术,

涉及质粒提取、转化酶切、片段回收、连接和重组子的鉴定等

( 图1) 。

图1 RNAi 果实特异性植物表达载体构建线路

  通过查找 NCBI 基因库查到 cry1 基因序列( 序列号为 :

AF130423) , 利用设计的引物( 上游为5′TTGAAGGAAGATGT-
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CAGGTGG 3′下游为5′CCGCCTTGTTGCTATCGTAAC 3′) PCR 得

到2 084 bp 的全长, 之后再利用第2 对引物( 通过 NCBI gene

bank 与其相近的家族基因的 Blast 后选取无同源性的一段设

计的特异引物: 上游为5′TGGCTCATCTTGATTCATCTT 3′下游

为5′TATCAGCATTACTCCAGCCAG 3′) PCR 后得到465 bp 的片

段。再用Pst + XbaI 对回收后的片段进行双酶切, 连接到用

同样双酶切的pMD18- T 载体上, 得到图1 中的pMD18 ,让其在

大肠杆菌 DH5α中扩增, 将质粒回收, 再用 PstI + XbaI 双酶

切,得到的片断连接到中间表达载体pSK 上成为第2 个中间

表达载体pSK1 ,这时利用pMD18- T 上的XhoI 位点, 用 XhoI +

Hind Ⅲ分别双酶切第2 个中间载体pSK1 和cry1 ,连接后成为

第3 个中 间 载 体 pSK2 , 利 用 BamHI + SacI 分 别 双 酶 切

pBI121fsp 植物表达载体和pSK2 ,连接成RNAi 植物表达载体 ,

命名为图1 中的pBI121fsp- cry1。pBI121fsp 是将原有的启动

子用基因Lefsm1[ 14] 的启动子替换( 由汪松虎构建, 未发表) 。

1 .3 番茄的组织培养

1 .3 .1 无菌苗的培养。用10 %次氯酸钠溶液浸泡番茄种子

15 min ,再用无菌水冲洗4～5 次, 用无菌滤纸将种子吸干种

于MS 培养基上,光照1 500 lx ,16 h/ d ,25 ℃,1 周后长出番茄

苗, 在其第1 片真叶长出前取下子叶。

1 .3 .2 子叶预培养。将子叶尖端剪去后再将子叶横剪一分

为二, 并将其反贴于预培养基上培养2 d。

1 .3 .3 愈伤组织的诱导及不定芽的分化。将子叶置于再生

培养基上,1 周后长出愈伤组织, 每3 周换1 次培养基, 继续

培养分化出不定芽。

1 .3 .4 小苗的生根及移栽。当小苗长到3 c m以上就可将其

切下移至生根培养基中生根,1 周便有根长出, 等根发育好

后, 炼苗移出盆栽。

1 .4  番茄的遗传转化  转化采用叶盘法[ 15] , 剪取无菌苗子

叶,预培养2 d , 将带有目的基因的农杆菌28 ℃过夜培养 ,

4 000 r/ min ,10 min ,4 ℃离心, 去除上清后用诱导培养基将农

杆菌稀释到OD= 0 .1 , 再将预培养2 d 后的子叶与稀释后的

农杆菌共培养15 min ,用无菌滤纸吸干后置于共培养基上培

养2 d。然后转入再生培养基上继代筛选培养, 在不定芽长

到3 c m以上切下转入生根培养基中生根。

2  结果与分析

2 .1  pBI121fsp-cry1 重 组 质 粒 的 鉴 定  将 图 1 中 的

pBI121fsp-cry1 质粒转入 DH5α, 让其扩增, 提取质粒后, 用

BamHI + SacI 双酶切该质粒, 以鉴定该植物表达载体构建的

正确性 ,酶切后电泳图见图2。从电泳图可看出,酶切后得到

2 条清晰的条带,一条带大概1 100 bp , 与预期得到的小片段

大小相符,另一条为线型载体的大小。

2 .2 番茄遗传转化体系的建立  以pBI121fsp 为载体, 通过

农杆菌介导法转化番茄。在番茄与农杆菌共培养过程中, 农

杆菌的浓度宜保持在 OD 值0 .1 左右, 之后宜用无菌滤纸将

农杆菌液吸干, 菌液浓度过高以及菌液残留量大都会导致在

后续培养中农杆菌生长过多致使子叶死亡。再生培养基中

激素浓度配比为6- BA2 .0 mg/ L ,IAA0 .2 mg/ L, 硫酸卡那霉素

筛选浓度为100 mg/ L。在继代培养时每3 周换1 次培养基为

宜, 时间太短子叶存活率下降, 时间太长又会导致培养基营

养匮乏 ,材料长得不好。在小苗切下生根时 ,苗高3 c m适宜,

太矮不容易生根, 太高在根系还不发达时植株就可能长太高

以致培养瓶装不下。等苗根系发达后移栽, 移栽后用透明的

瓶子将苗罩住,保持湿度以提高苗的存活率。

注 :DNA 分子量标准物DL2000 marker ;2 .BamHI + SacI 双酶切产物。

图2 pBI121fsp-cry1 重组质粒的鉴定

2 .3 转基因植株的PCR 检测  用 NPTII( 新霉素磷酸转移

酶) 基因的引物( 上游为5′TCTCATGCTGGAGTTCTTCGC 3′下游

为5′GTCACCGACTTGAGCCATTTG 3′) 对获得的转基因植株进

行PCR 检测 ,扩增出857 bp 的特异带, 表明目的基因已插入

番茄基因组中( 图3) 。

 注 :1 .DNA 分子量标准物 Marker III ;2 . 负对照 ;3 . 质粒 ;4 ～6 . 转

基因番茄植株。

图3 PCR 检测转基因再生番茄植株

3  小结

该试验通过农杆菌介导法转化番茄,成功获得了转基因

植株, 后期将会对其后代进行后续分析( 另文发) 。
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  D2 代495 个株系中共有89 个株系至少在某一性状上

发生了变异 , 总变异率为17 .98 % 。其中熟期变异居多, 为

25 个 ,变异率达5 .05 % , 占总变异株系的28 .09 %。其次是

株高和穗位, 变异株系分别为17 和14 个, 变异率为3 .43 %

和2 .82 %。穗长的变异率也较大 , 为2 .63 % 。株型和粒型

变异较明显, 变异率分别为2 .22 % 和1 .82 % 。

2 .3  原位杂交结果  为了验证供体13A 的 DNA 片段是否

整合到受体沈109 的染色体上, 应用原位杂交技术进行验

证。原位杂交技术( insitu hybridization) 的基本原理是: 根据

核酸分子碱基互补配对的原则( A- T ,A- U,G- C) ,将有放射性

或非放射性标记的外源核酸片段( 探针 ,probe) 与染色体上

经过变性后的单链 DNA 片段 , 在适宜条件下互补配对, 结

合形成专一的核酸杂交分子, 再经过相应的检测手段 , 将待

测核酸在染色体上的位置显示出来 , 从而确定待测核酸是

否与探针序列具有同源性 , 达到鉴定靶核酸序列性质的目

的。该试验原位杂交结果见图1。

注 : A. 作为对照的自交系沈109 染色体分裂相上无信号点出现 ;B . 沈109/ 13 A 后代染色体分裂相上有信号点出现 ;C. 箭头指示杂交信号点。

图1 应用原位杂交鉴定玉米中的外源DNA 片段

3  结论与讨论

3 .1  导入后代性状变异广泛  外源 DNA 导入玉米自交系

沈109 后代产生了广泛的变异 , 虽然只跟踪调查了6 个性

状, 但是发生变异的性状不止这些。大体可分为植株形态

( 株型、叶部、穗部等器官形态特征) 变异、生育期( 抽雄期、

散粉期、吐丝期、成熟期) 变异、产量性状( 单穗重、穗长、穗

粗、穗粒数、百粒重) 变异、茎杆性状( 茎粗、倒伏性) 等。其

中, 生育期、株高、穗位等性状变异较大。这与冯世康等

( 2001) 的结果基本一致。

3 .2  变异率问题  采用开苞导入法利用花粉管通道将外

源 DNA 导入玉米自交系中 ,所得到的变异率比通常用的花

粉管通道法大, 与杨立国等( 2005) 的结果一致。其原因可

能是开苞导入法可使外源 DNA 经最短的花粉管通道进入

胚囊。但采用开苞导入法进行基因转导后当代的结实率相

对较低, 这可能是由于采用该法机械损伤较大 , 破坏组织内

部或苞叶, 易造成霉烂 , 从而降低结实率。但如果操作规

范, 导入后半个月内经常晾晒, 可避免结实率低的问题。

3 .3  花粉管通道法的特点  花粉管通道法已成为目前转

基因的有效技术之一, 特别是从育种角度考虑 , 有效地利用

了自然生殖过程, 具以下优点: ①方法简便易行 , 一般育种

工作者均可掌握; ②直接针对成株操作, 避免了组织培养的

诸多限制因素 ;③凡绿色开花植物原则上讲均可适用 , 只需

针对不同的花器构造、开花习性和受精过程 , 确定合适的导

入细则。本试验采用的开苞导入技术就是针对玉米作物的

实际情况独创的一种行之有效的技术。采用的原位杂交技

术验证了开苞导入法在玉米遗传转化应用上是可行的。
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