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［摘要］ 建立了番茄子叶高频再生体系，优化了农杆菌介导的外源基因转化番茄的条件，将 ’()和 *+,!-!双基

因导入番茄中，以除草剂 (()作为筛选标记，得到 .株转化再生植株 &通过 (/0，0)-(/0检测证明 *+,!-!和 ’()
基因已整合到转基因番茄植株的基因组中，并在转录水平有一定表达 &
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) 引言
乙烯（*+@=<*B*，8)）被认为是“成熟激素”&在呼吸跃变型果实成熟过程中，乙烯起着触发呼吸跃变和促

进果实成熟的作用 &与乙烯的作用相反，细胞分裂素（?=+EI;B;B，/)J）被称为天然抗衰老因子，研究发现细
胞分裂素对大多数植物以及同一植物的不同器官具有广泛的延缓衰老作用［!］&因此，设法促进 /)J的合
成或抑制 8)的产生和作用，能有效地延缓果实的成熟过程，延长果实采摘后的保鲜时间 &

*+,!-!是拟南芥乙烯受体 8)0!在 K末端的三个疏水跨膜区内发生了单个氨基酸残基变化即 /=D46突
变为 ),=的突变体［"］，研究发现 *+,!-!完全丧失了乙烯的结合能力［.］，使细胞中乙烯的信号传导过程阻
断，乙烯诱导效应基因不能被诱导 & ’()基因编码了细胞分裂素生物合成中第一步限速酶———异戊烯基转
移酶（;DEL*B+=<+,:BDM*,:D*，’()）&转 ’()基因烟草已经证实了 ’()基因能使植物体内细胞分裂素含量大大增
加，有效地延缓了叶片的衰老［3］&但细胞分裂素的过量合成也会导致植株在形态发育及其生理生化过程中
的畸型变化［6］&为了解决这一问题，本实验构建了嵌合基因 NO-’()，NO启动子是受生长素专一诱导的 &在
无外源生长素时，NO启动子仅诱导 ’()在根尖、子房和发育的种子中有一定程度的表达；当以外源生长素
诱导时，几乎所有的组织和器官都有很高的表达［4］&因此可以通过施加外源性的生长素来调控 ’()基因的
表达 &
我们构建了含 ’()和 *+,!-!双基因的双元表达载体 H/:PQ.6R *+,!-!-NO;L+-LSSS:D+ &通过农杆菌介导

将 ’()和 *+,!-!双基因导入番茄中，以期获得贮藏性好、品质优良的番茄品种，同时为进一步研究激素在果
实成熟过程中的作用机理建立良好的模型 &

’ 材料和方法

’*’ 材料
番茄（ !"#$%&’()#$* &(#+,&*-+. /),,）品种 )P-/@*,,=-$3-引-!，江苏省农科院提供；根癌农杆菌菌株

8O2!#6，为本室保存菌株；质粒 H/:PQ.6R *+,!-!-NO;L+-LSSS:D+由本室构建（图 !）&该质粒的 )-TK2区段携
带有 NO启动子驱动的 ’()基因，双 /:PQ .6R启动子驱动的 *+,!-!基因和 /:PQ.6R启动子驱动的 S:,基
因 &该质粒有卡那霉素（I:B:9=?;B，J:B）抗性基因 K()"，作为细菌和农杆菌中的筛选标记，S:,基因编码
(()乙酰转移酶，作为植物组织转化筛选标记 & ’()基因来源于根癌农杆菌 );质粒，*+,!-!基因来源于拟南
芥 &
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图 ! 双元表达载体 "#$%&’() *+,!-!-./01+-1222$3+中的 4-567区段

!89 :#;引物设计
!"#基因片断的引物，上游引物：$’%&’&’%%’’’%’&%’&%’&&%(’，下游引物：$’’%&#&’%%%&#%

%&%#’’&&#’’#’(’；)*+,-,基因片断的引物，上游引物：$’#’%%%%’%%#%%#&%&#%#%’%(’，下游引物：$’
%#&%%%%’’#%%&#%%’’&##(’. )*+,-,基因和番茄中同源的 /)0#1,、/)0#12、31、/)0#14、/)0#1$用 5678*-
69:软件进行序列比对，确定引物为 )*+,-,基因特异序列 .
!8’ 培养基及培养条件
植物培养基为 ;<（质量分数为 (=蔗糖，>=琼脂），农杆菌培养基为 ?0@、/@、?#.光照强度 2 AAA 6:，

温度 2$ B 2C，光照周期 ,4 D光 E ,A D暗 .
!8< 方法
,F4F, 根癌农杆菌的电激转化
参考杨华中等的方法［G］，将质粒 H&9;I($< )*+,-,-%JKL*-L@@@98*导入根癌农杆菌菌株 0J’,A$（1KM）中 .

在含有 N9O、1KM的选择培养基上生长 .挑单菌落培养，经菌落 "&1、电泳酶切检测，获得含质粒的工程菌株
0J’,A$.电激条件为：电压 2F$ PI E 5Q，电阻 2AA!，4 R $ Q8.
,F4F2 无菌外植体的获取
番茄种子在无菌水中预浸过夜，4AC水浴 2A QKO，2=次氯酸钠处理 ,A QKO，无菌水清洗 (次，点播于 , E

2 ;<培养基中 .暗培养 2 R ( H待发芽后，光照培养 . ,A R ,2 H后，当幼苗子叶充分展开，但还未有真叶生成
时，选用子叶为外植体 .子叶切除两端，中间部分横向一分为二，切成的小块即叶盘 .
, F4F( 最佳培养基激素组合筛选
以 ;<为基本培养基，分别附加 @’（AF$，,FA，2FA，2F$ QS E /）和 !’’（AF2，AF$，,FA，2FA QS E /），进行拉丁

方正交组合设计，比较番茄子叶离体培养条件下不定芽分化情况 .每种激素浓度配比接种子叶外植体 $A
块，培养条件同上 .观察子叶外植体的生长状况 . (A H后计算不定芽分化率 .实验重复 (次 .
, F4F4 除草剂（""#）敏感性筛选实验
以 ;< T @’ ,FA QS E / T !’’ AF2 QS E /为基本培养基分别附加不同浓度的 ""#（A，,FA，2FA，(FA，4FA

QS E /）.常规方法接种叶盘 .两周后观察愈伤组织生长状况 .
, F4F$ 农杆菌介导的转化
番茄子叶转化参照 JU+85D［>］及叶志彪等［V］的方法并作修改 .叶盘接种于预培养培养基（;< T @’ ,FA

QS E / T !’’ AF2 QS E /）中，叶片正面朝上，预培养 2 H.制备工程菌液用 ;<调节 !" 为 AF, R AF2备用 .用制
备好的工程菌侵染液浸泡预培养 2 H的子叶叶盘，充分浸润 $ QKO，无菌滤纸将叶盘适当吸干，叶片背面朝
上，暗培养 4> R G2 D，培养温度为 2>C .将与农杆菌共培养后的叶盘转接到脱菌培养基（;< T @’ ,FA QS E /
T !’’ AF2 QS E / T羧苄青霉素 $AA QS E /）中，光照培养 . $ H后将叶盘转接于筛选培养基中（;< T @’ ,FA QS E
/ T !’’ AF2 QS E / T羧苄青霉素 $AA QS E / T ""# (FA QS E /），每 ,4 H转接 ,次 .当抗性芽长至 2 5Q左右时，从
外植体上切下，剔净基部愈伤组织，转入生根培养基（, E 2;< T !’’ AF2 QS E / T ""# (FA QS E / T羧苄青霉素
,AA QS E /）中 .待根系发达后，移栽到土壤中 .
, F4FW 再生植株的 "&1分析
按文献报道的方法［,A］提取转化和未转化植株叶片中总 X3’，琼脂糖电泳鉴定纯度及浓度 . 以此为模

板分别用 !"#基因片断、)*+,-,基因片断引物进行 "&1扩增 . "&1反应程序分别为：V4C变性 2 QKO，V4C (A
8，$VC (A 8，G2C $A 8，(A个循环，G2C，G QKO和 V$C变性 2 QKO，V$C (A 8，WAC (A 8，G2C , QKO，(A个循环，
G2C，G QKO.
,F4FG 总 13’提取
以转化植株和未转化植株为材料，按 #+KYU6 +)S)O*（购于 !OZK*+US)O 公司）提供的方法进行 .紫外分光光
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度法测定 !"#的浓度及纯度，再进行甲醛琼脂糖电泳鉴定提取的 !"#质量 $
% &’&( !)*+,!
按 -.公司 +/012342567)8!1912:1 )2;<:42567;:1 提供的 +2/7/4/=*;7*;*>=;<41进行 $以反转录得到的 4."#为

模板，以 172%*%基因片断引物进行 +,!扩增 $

! 实验结果

!"# 最佳生芽培养基激素组合筛选
?*-#浓度在 @&A B C&A D> E F的范围内对愈伤组织的诱导没有明显的差异，子叶叶盘愈伤组织诱导率

均为 %@@G $但当 ?*-#浓度超过 A D> E F时，叶盘愈伤组织的诱导受到抑制，形成愈伤组织的量比其它组合
少且开始变成黄褐色 $陈火英等［%%］也观察到这一现象 $从统计结果（表 %）可以看出，在诱导不定芽形成方
面，低浓度 H##优于高浓度 H##$这可能是番茄内源性生长素浓度比较高所致 $高浓度生长素促进了不定
根的形成因而抑制了芽的分化 $番茄品种 )8*,I122J*K’*引*%愈伤组织形成和不定芽诱导的最佳激素组合
为 ?*-#% & @D> E F L H##@ & CD> E F，此培养条件下叶盘的出愈率为%@@G，不定芽形成率为(M & ’ N C & @G $愈

图 ! 番茄子叶叶盘在 $% & ’( #")

*+ , - & .(( )"! *+ , -培养基中培养

/) 0后不定芽分化

伤组织为淡绿色，结构致密，不定芽分化率高且分化较早（培养约 CA O即开
始分化出绿色芽点），形成的不定芽生长旺盛（图 C）$汤福强等［%C］在研究番
茄子叶外植体芽的分化过程与乙烯释放关系时发现，培养在 83 L ?*-# %&@
D> E F L H## @&C D> E F液体培养基中的叶盘伤害乙烯释放最少 $

表 # 在不同浓度 ’(, .((组合条件下，叶盘不定芽诱导率

H## E（D> E F）
?*-# E（D> E F）

@&A %&@ C&@ C&A
@&C %@&% N C&’! (M&’ N C&@ MA&? N M&’ M&A N %&?
@&A M% N %C&’ ?(&P N ’&( %?&M N %&K %A&@ N P&@
%&@ M?&? N %&( ?(&M N ’&K AM&C N %’&@ %&@ N @&%
C&@ %&PP N @&P C%&C N @&K P&? N @&? %&? N @&C

注：实验结果为 P次实验的平均值，!不定芽诱导率G $

!"! 叶盘对除草剂（112）敏感性实验
++)是一种高效低毒的广谱除草剂 $对于番茄品种 )8*,I122J*K’*引*%，当 ++)浓度为 %&@ D> E F时，仅

在伤口处有少量愈伤组织形成且生长缓慢，出愈率为 (%G，没有不定芽形成；C&@ D> E F时叶盘仅叶脉处稍
有膨大，叶盘持绿率为 ’KG；至 ++)浓度为 P&@ D> E F和 ’&@ D> E F时，叶盘愈伤组织完全不能形成，二周内
叶盘全部变黄 $确定筛选选择压为 ++)浓度 P&@ D> E F$
!"/ 农杆菌感染及子叶外植体培养与再生
农杆菌感染的番茄子叶外植体在选择性芽分化培养基上培养 C周后，大多数叶盘逐渐褪绿，变黄，最

终变褐死亡 $仅有少数在切口处形成少量愈伤组织且生长缓慢，叶盘其它部分逐渐坏死，形成绿岛 $经过大
约 ’周的筛选培养，愈伤组织上形成绿色小芽点分化出不定芽（图 P）$但有的仅分化 % B C片叶片的畸型芽
或叶状芽 $待生长正常的抗性芽长到 % B C 4D时将其切下，转接到生根培养基中生根，直至形成完整的植
株（图 ’）$

图 / 农杆菌侵染后的番茄子叶叶盘在筛选培养基中形成不定芽 图 3 番茄转化再生植株
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!"# $%&基因的 %’(扩增

! " #：分别为 !号泳道，$号泳道，%号泳道，#号

泳道，&’未转化植株对照，泳道 ( ’质粒 )*+阳性

对照

图 ) 番茄转化再生植株（* + # 号）$%& 基因

%’(扩增检测结果

以番茄 ,,- 抗性苗总 )*+ 和未转化植株总 )*+ 为模板，用
.,-基因片断引物进行 ,/0检测（图 &）1阳性对照及转化体 !号、$
号和 #号抗性苗扩增出约 233 45的 .,-编码序列的特异条带 1 %号
没有扩增出 .,-基因的特异条带 1阴性对照也没有出现此条带 1结
果说明 .,-基因已经整合到番茄基因组中 1由于本实验采用了延迟
筛选的方法，所以出现了假转化体 1
!") ,-.*/*基因的 %’(扩增
用 678!9!序列特异性引物对 .,-基因片断引物 ,/0检测阳性

转化株 !号 $号 #号进行 ,/0检测（图 (）1阳性对照及 !号、$号和
#号抗性苗均扩增出预期的 ! !33 45 678!9!序列的特异性条带 1未转
化番茄植株没有特异性条带出现 1初步鉴定 .,-和 678!9!基因均已
整合到植物基因组中 1
!"0 (&/%’(
提取转化体 !号、$号和 #号抗性苗总 0*+1用 678!9!序列特异性引物以 !号、$号和 #号转化株 :)*+

为模板，通过 ,/0扩增得到 ! !33 45的特异性条带（图 2）1以未转化株作为对照，没有此条带出现 1

泳道 ! ’未转化植株，泳道 $ ’质粒 )*+阳性对照，% " &：分别为

泳道 !、$、#
图 0 番茄转化再生植株（*、!、#）,-.*/*基因 %’(扩增检测结

果

! " %：分别为泳道 !、$、#，#’未转化植株对照

图 1 番茄转化再生植株（*、!、#）(23 (&/%’(结果（,-.*/*基

因引物扩增）

4 小结
在本研究中我们采用了农杆菌介导的转化方法将 .,-和 678!9!双基因导入番茄中，以广谱性除草剂

,,-作为筛选标记，获得了转化再生植株 1在实验过程中我们发现：（!）番茄种子经过预浸和 #3;高温处
理，促进了种子发芽，而且出苗一致 1（$）子叶外植体优于下胚轴，子叶不定芽再生率高于下胚轴 1子叶预
培养 $ " % <最好 1未经预培养的子叶叶盘直接侵染时，切口处常有褐化现象 1但预培养时间过长，子叶叶
盘切口已经愈合，也不利于农杆菌吸附 1（%）农杆菌菌液浸泡后的叶盘要用无菌滤纸适当吸干 1农杆菌与
外植体的共培养时间以培养基上出现菌落但叶盘切口处没有明显的褐变现象为准 1（#）筛选方法以延迟
筛选最好 1由于番茄子叶叶盘对 ,,-比较敏感，采用早期筛选的方法很难获得转化植株 1采用延迟筛选即
在脱菌培养 & <后再转到筛选培养基中，由于非转化细胞对转化细胞的滋养作用，促进转化细胞的生长，
保证了一定比率的转化植株形成而又不会产生太多的假转化体 1（&）在生根培养基中需降低羧苄青霉素
的浓度，高浓度的羧苄青霉素不利于根的生长 1张七仙［!$］等的研究也发现高浓度的羧苄青霉素会使甘蓝
再生苗形成的不定根短而细弱 1
果实的成熟是一个非常复杂的过程，是激素水平、矿质养分、水份代谢、脂类代谢、活性氧代谢等因素

综合作用的结果 1在诸多因素中，细胞分裂素调节衰老的作用得到了普遍的肯定，但是其作用机制以及与
其它调节因素（其它激素、矿质营养等）的关系尚不完全清楚 1研究发现，细胞分裂素不仅降低了植物对乙
烯的敏感性，而且抑制了乙烯的合成 1但也有观察表明，低浓度的细胞分裂素促进乙烯的合成 1这些说明在
控制衰老方面细胞分裂素和乙烯之间的相互作用相当复杂 1本实验建立了含 .,-和 678!9!双基因的番茄转
化再生植株，为探明细胞分裂素和乙烯之间的作用、细胞分裂素作用机理、乙烯的信号传导提供了良好的
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模型 !对 "#$和 %&’()(双基因的导入带来的番茄生理性状的改变，我们将作进一步探讨 !
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