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要$以番茄为材料!采用
?@ABC<A/

杂交技术!分析番茄
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)DEF#(&

#在低温胁迫下的表达模式!以明

确
G7

H

)DEF#(&

在冷胁迫下的分子调控机制!为基因工程在改良番茄品种中的实际应用提供依据'结果显示$"
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下
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)DEF#(&

在番茄根 (茎(花瓣(果实(叶片都有表达!
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低温胁迫下的表达量均增加!表明
G7

H

)DEF#(&

表达受低温诱导'"
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#采用农杆菌侵染构建表达载体并转化番茄获得转基因植株!冷胁迫实验结果显示$转基因植

株在冷胁迫处理的生长状况明显优于对照&另外!冷胁迫下
!

个转基因株系"
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和
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#的最大光化学效率(叶

绿素含量下降幅度明显低于野生型&脯氨酸含量高于野生型&

D2K

含量低于野生型!表明
G7
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)DEF#(&

能够提高番

茄对冷胁迫的耐受性'"
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#通过
5-FL

在线软件预测
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的靶基因为
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!利用
FJ)M3F

技

术分析其表达下调!证明它们被
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负调控'
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个核苷酸!由生物自身基因组转录的内源非编码小



分子
F?K

'植物中
2-=<A)7-\<#
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23W#

#酶剪切

5-F?K

初级转录本"
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A-)5-F?K

#得到
5-F?K

前

体"

9

A<5-F?K

#!再由
23W#

剪切得到
5-F?K

成熟

体'

5-F?K

通过与靶基因
5F?K

的完全或部分

匹配位点结合!抑制该靶基因蛋白的合成或指导该

5F?K

的切断!负调控靶基因的表达)
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DEF#(&

是
5-F?K

大家族中的一员!目前对于
DEF#(&

家

族成员的功能研究也主要集中于对植物生长发育的

调控'如在拟南芥"
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3.3,4*5.*6*

#(水稻
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9*3*,.:*

#及番茄"
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#等

植物中控制植物营养生长向生殖生长的转变!以及

幼年期到成年期的阶段转变)
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'拟南芥
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的超表达引起其靶基因
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GMW

转录因子下调!与野生

型相比!转基因植株莲座叶大量增多!顶端优势丧

失!开花时间推迟!能育性降低)

#"

*
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%*G[DEF#(&

转基因拟南芥中由于过量表达
DEF#(&

而强烈抑制

了
GMW1

与
GMW#*

的表达!植株体型较野生型更

小!莲座叶增多!第
#

片叶原基与第
!

片叶原基之间

的间距增大!开花延迟!

GMW1

(

GMW#*

及其它
GMW

转录因子共同导致这种性状'但关于
DEF#(&

在冷

胁迫下抗逆性表现还未见报道'

相对于
DEF#(&

在植物生长发育调控功能方面

的详尽报道!其在植物非生物逆境胁迫中的分子调

控机制则知之较少'前人研究发现!在胡杨脱水处

理的小分子
F?K

文库中检测到
DEF#*(

序列!并

发现
DEF#(&

在脱水胁迫
$

及
(C

时受抑制)
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'

番茄在世界各地广泛种植!也是中国主要的园

艺蔬菜之一!但冷害经常会使其产量下降!造成较大

的经济损失'为了研究番茄中
5-=A@F?K

在抗逆

方面的功能!本研究以番茄品种+中蔬
$

号,为材料

利用
?@ABC<A/

杂交技术!对番茄
DEF#(&

"

G7

H

)

DEF#(&

#的冷胁迫表达模式进行分析!同时利用农

杆菌侵染的方法获得转基因
%*G[DEF#(&

番茄植

株并验证其抗冷性能力'该研究对分析
G7

H

)

DEF#(&

在冷胁迫下的分子调控机制以及通过基因

工程手段改良番茄具有重要意义'

#

!

材料和方法

+++

!

试验材料

实验材料为番茄品种+中蔬
$

号,!于
!"##

年在

大连民族学院国家民委重点实验室进行'

++>

!

组织及逆境胁迫的表达分析

种子用
*"I

热水进行表面消毒
#"5-/

'浸种

#"C

后!将大小基本一致的番茄种子置于铺有滤纸

的培养皿中!将滤纸用水稍微润湿!上加
#

层湿滤

纸!

!0I

暗中催芽
%

"

*:

'然后将长至
!=5

左右

的番茄幼苗移入花盆栽培'生长约
!

月后番茄长出

第
0

片叶!取其功能叶!液氮冷冻后保存于
'0"I

超低温冰箱备用'各器官基因表达所用材料须将番

茄植株继续培养至开花(结果!分别取其花瓣和果

实!用液氮冷冻后备用'低温表达所用材料须将番

茄植株于
$I

分别处理
!
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#!

(
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(

$0C

并取其

叶片!用液氮冷冻后备用'分别提取不同处理组织

的总
F?K

进行
?@ABC<A/

杂交分析'用限制性内

切酶
<.6:

#

酶切连有
DEF#(&

片段的
F?K

!

#̂

琼

脂糖凝胶电泳!切胶!回收目的片段'采用随机引物

法!按
MA-5<A)6)O</<W6X<7-/

8

G

H

.B<5

说明书进行

探针制备'反应体系为
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$

W

!
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标记
;̀UU<A

"含

随机引物#
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$

W

!

:?JM

混合物
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W

!
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模

板
%"+"

$

W

!

G̀K!+"

$

W

!)

%

)%!M

*

:3JM

"

*"

$

3-

!

%"""3-

%

55@7*+"

$

W

#!

2?K

聚合酶
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W
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W

'混匀后在
!*

"
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下反应
!C

'

++?

!

转基因番茄的获得

将
G7

H

)DEF#(&

片段与载体
9

D2#0)J

连接'

转化大肠杆菌(提取质粒!进行
M3F

和酶切检测!筛

选出正向插入的阳性克隆!用
=)*

&

和
>

2

6

&

限制

性内切酶同时对
9

D2#0)J)G7

H

)DEF#(&

和
9

FPa

'

进行酶切并连接'利用农杆菌介导方法转化番

茄'收获
J

#

种子!

&"̂

酒精消毒
*5-/

!

!+(̂

次氯

酸钠消毒
#"5-/

!最后用灭菌水冲洗
%

"

$

次!将转

基因种子转入含卡那霉素的
DG

灭菌培养基中!置

于光照培养箱"控制温度
!*I

%

#*I

"昼%夜#!光照

时间为
#(C

%

0C

"昼%夜##培养
!

周!筛选出具有卡

那抗性的转基因番茄'获得的
J

!

作为后续生理指

标检测的材料'

++@

!

转基因植株的分子检测

按照
++>

方法对转基因植株进行
?@ABC<A/

杂交

分析!提取蛋白质!制备抗体!进行
S<.B<A/

杂交'

++A

!

转基因植株的生理检测

为得到纯合的转基因株系!转化株要自交
%

代

以上'取
J

"

代种子!表面消毒后播种于含
*"5

8

%

W

卡那霉素固体筛选培养基上!萌发
!

周后!统计绿苗

和黄苗的分离比例!绿苗移栽到土壤中!恒温培养至

成熟!单株收取
J

#

代种子'

J

#

代种子在含
*"

5

8

%

W

卡那霉素的
DG

培养基上进行筛选!其中转基

因植株纯合子不再发生分离!这些植株所结的
J

!

代种子即为转基因植株的纯合系'以生长
(":

的
!
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个
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株系和野生型"

SJ

#番茄为材料!采用英国

MMG

H

.B<5.

公司生产的
3EFKG)!

便携式光合作用

测定系统!在室温和大气
3P

!

浓度下测定
$I

处理

下叶片的最大光化学效率"

"

V

%

"

5

#!光强为
0""

$

5@7

-

5

'!

-

.

'#

!每个处理测定
%

株重复'参照赵

世杰等)

#!

*方法测定
$I

处理下野生型和转基因番

茄叶绿素含量(丙二醛"

D2K

#(脯氨酸含量!每个处

理测定
%

株重复'

++,

!

靶基因预测及表达分析

用
5-FL

在线软件"

CBB

9

$%%

X-@-/U@%+/@X7<+

@A

8

%

5-F?K

%

5-FL+CB5

#来预测番茄
G7

H

)DEF#(&

在拟南芥数据库中的靶基因'半定量
FJ)M3F

对

靶基因
!"#$%#

(

!"#$%!

在野生型与转基因株系

J

!

)*

(

J

!

)#1

中表达进行分析'

!

!

结果与分析

>B+

!

$%

&
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的表达分析

为了解
G7

H

)DEF#(&

在不同器官中的表达情

况!进行了
?@ABC<A/

杂交分析'结果"图
#

#表明!

G7

H

)DEF#(&

在所有器官中均有表达!属于组成型表

达!在叶片中的表达明显强于其他器官!在根中的表

达最弱!说明
G7

H

)DEF#(&

在叶绿素含量高的组织

表达量显著较高'

$I

下
G7

H

)DEF#(&

在不同器官

中的表达明显强于在
!*I

的表达"图
#

#!表明
G7

H

)

DEF#(&

的表达受低温诱导'

为了进一步地研究
G7

H

)DEF#(&

在低温胁迫处

理下不同时间点的表达类型!将番茄植株置于
$I

处理
!

(

$

(

0

(

#!

(

!$

和
$0C

后检测
G7

H

)DEF#(&

的表

达情况'结果表明!在
$I

条件下!

G7

H

)DEF#(&

在

叶片中表达逐渐增加!在
$C

时表达最强!然后逐渐

降低"图
!

#!这进一步证明
G7

H

)DEF#(&

受低温诱导

表达'

图
#

!

G7

H

)DEF#(&

在不同器官不同温度下的表达

b-

8

+#

!

4>

9

A<..-@/@UG7
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)DEF#(&-/:-UU<A</B
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8

6/.6B:-UU<A</BB<5

9

<A6B;A<.
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!

转基因番茄的鉴定

为了鉴定
G7

H

)DEF#(&

在番茄中的表达状况!

随机选取转
G7

H

)DEF#(&

植株
$

个
J

#

代株系"

J

#

)

*

(

J

#

)#1

(

J

#

)!#

(

J

#

)!*

#以 及 野 生 型 植 株 进 行

?@ABC<A/

和
S<.B<A/

杂交!检测
G7

H

)DEF#(&

在番

茄中的表达'结果"图
%

#表明!转基因番茄中
G7

H

)

DEF#(&

基因在转录水平和蛋白水平的表达量都较

野生型明显增加!说明
G7

H

)DEF#(&

已经插入到番

茄染色体中并过量表达'接下来选取表达量最高的

J

#

)*

和
J

#

)#1

株系收获
J

!

种子用于其生理功能的

研究'

>+?

!

转基因植株的性状鉴定

为了研究
G7

H

)DEF#(&

对植物的抗冷性影响!

将转基因番茄和野生型植株低温处理
#!C

!对其性

状进行观察'结果"图
$

#显示$野生型在冷胁迫下

出现了明显的萎蔫现象!而转基因番茄表现出相对

较强的生长状态'

>+@

!

转基因番茄生理指标的表现

为了进一步研究
G7

H

)DEF#(&

对植物的抗冷性

影响!对转基因植株和野生型叶绿素(最大光化学效

率(脯氨酸和
D2K

含量进行
$I

处理
!$C

!结果发

现!野生型和转基因株系的叶绿体含量和最大光化

学效率都降低!但转基因株系的叶绿素含量和最大

光化学效率相对野生型降低较少'其中!野生型叶

绿素含量降低了
&&̂

!

J

!

)*

降低了
$*+&̂

!

J

!

)#1

降低了
%&̂

&野生型的最大光化学效率降低了
!*̂

!

图
!

!

$I

处理下
G7

H

)DEF#(&

在番茄叶片不同时间的表达

b-

8

+!

!

4>

9
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H

)DEF#(&-/B@56B@

7<6V<.6B:-UU<A</BB-5<6B$I

图
%

!

转
G7

H

)DEF#(&

番茄植株的
?@ABC</

和
S<.B<A/

检测

b-

8

+%

!
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H
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J

!

)*

降低了
#*̂

!

J

!

)#1

降低了
#"̂

'

同样!在常温处理的植株中!转基因植株的

D2K

含量与野生型相比无明显差别&而冷胁迫处

理
!$C

后!

D2K

的含量均出现升高趋势!野生型中

D2K

的含量要高于转基因株系'其中野生型

D2K

的含量是
J

!

)#1

株系的
#+$

倍!这说明在冷胁

迫条件下转基因植株膜脂过氧化程度较轻'另外!

在冷胁迫处理下!转基因番茄植株的脯氨酸含量明

图
$

!

低温胁迫"

$I

#

#!C

后野生型和转基因植株的表型

b-

8

+$

!

MC</@B

H9

<@USJ6/:BA6/.

8

</-=B@5@B@

9

76/B.6UB<ABA<6B<:6B$IU@A#!C

显高于野生型'其中
J

!

)#1

株系的脯氨酸含量是野

生型的
#+*

倍!说明转基因植株渗透调节能力强于

野生型"图
*

#'

>BA

!

$%

&

'()*+,-

在转基因番茄中靶基因的表达

分析

为了进一步揭示其具有耐冷性!将
G7

H

)DEF#(&

成熟体序列提交至
5-FL

在线软件系统预测其靶

基因!所预测的靶基因大多为
K

类核因子
cK

"一类

泛素类转录因子!

!"#$%

#!如
!"#$%#

(

!"#$%!

'

同样
!

个转基因株系中
G7

H

)DEF#(&

成熟体都超量

表达了!对预测的靶基因进行分析!发现
!"#$%#

(

!"#$%!

表达都明显下降!说明它们受
G7

H

)DEF#(&

负调控"图
(

#'

图
(

!

野生型"

SJ

#与
G7

H

)DEF#(&

转基因株系

"

J

!

)*

(

J

!

)#1

#中
G7

H

)DEF#(&

靶基因表达分析
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!

J
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)#1

#

图
*

!

转基因植株不同指标的测定

字母代表同一处理不同材料间
"+"*

水平差异显著性
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!

讨
!

论

5-=A@F?K

广泛存在于动植物中已是不可辨驳

的事实'近几年!有关动植物
5-=A@F?K

的研究也

是非常普遍'根据
5-=A@F?K

特有的功能!研究者

发现
5-=A@F?K

在动植物生长(发育(成熟以及各

种生物或非生物胁迫中都具有举足轻重的调控功

能'目前在
%"

个不同物种中发现
G7

H

)DEF#(&

基

因的家族成员!

G7

H

)DEF#(&

成熟体在不同物种中序

列高度保守'植物
5-=A@F?K

成熟体序列与靶基

因之间具有高度的互补匹配特性!前人研究表明

5-=A@F?K

与靶基因相互作用在植物中具有保守

性)

#!)#*

*

'这意味着
DEF#(&

在植物生长发育上发挥

了重要且保守的功能'但关于
DEF#(&

在冷胁迫处

理下是否起到抗冷作用还少有报道'本实验首次对

番茄
G7

H

)DEF#(&

的抗冷性进行研究'

逆境诱导表达是抗逆基因的典型特征)

#()#1

*

'本

实验对
G7

H

)DEF#(&

在常温和冷胁迫下表达情况进

行研究!结果表明
G7

H

)DEF#(&

在所有器官中均有

表达!属于组成型表达!在叶片中的表达明显高于其

他器官!在根中的表达量最低!说明
G7

H

)DEF#(&

在

叶绿素含量高的组织表达量较高'

$ I

下
G7

H

)

DEF#(&

在不同器官中的表达明显高于在
!*I

的

表达!表明
G7

H

)DEF#(&

的表达受低温诱导'为了

进一步了解
G7

H

)DEF#(&

在低温胁迫下的表达趋

势!将番茄叶片置于
$I

处理
!

(

$

(

0

(

#!

(

!$

和
$0C

后进行表达分析'结果表明在不同时间点都有表

达!其中
$C

时表达量最高然后逐渐降低!该结果进

一步证明了其受低温诱导表达'

为研究
G7

H

)DEF#(&

的抗冷功能!构建其表达

载体!在番茄中过量表达该基因!通过
F?K

(蛋白质

水平上验证该基因表达!选用表达量较高的
J

!

)*

和

J

!

)#1

作为后续生理试验对象'该结果为生理指标

检测的准确性提供了重要的理论基础'

为了从表型上观察
G7

H

)DEF#(&

对番茄抗冷能

力的影响!对转基因和野生型番茄进行抗冷性试验!

试验结果显示!

$I

低温胁迫
#!C

下造成转基因植

株和野生型番茄生长都受到抑制!但转基因植株的

生长状况明显优于野生型!证明
G7

H

)DEF#(&

的转

入提高了番茄的抗冷性'

为了进一步验证
G7

H

)DEF#(&

的抗冷性!对
$

I

处理
!$C

后转基因和野生型番茄的叶绿体含量

和最大光化学效率进行比较!结果发现在低温胁迫

下转基因的
!

个株系都显示了较高的叶绿素含量和

最大光化学效率!其中!

J

!

)#1

株系在冷胁迫下叶绿

素含量和最大光化学效率分别是野生型
!+0

和
#+!

倍'说明过量表达
G7

H

)DEF#(&

明显减弱了冷胁迫

对植物光合机构的损害'同样脯氨酸和
D2K

含量

的比较说明过量表达
G7

H

)DEF#(&

提高了番茄的渗

透调节能力和抗细胞过氧化的能力'

G7

H

)DEF#(&

最早的研究成果是参与植物发育的调控!推测其可

能因这种调控间接地提高了植物的抗逆能力'本研

究还通过靶基因预测及表达分析发现
G7

H

)DEF#(&

负调控
!"#$%#

(

!"#$%!

进而达到抗冷的效果'

可推测冷胁迫处理下
G7

H

)DEF#(&

通过下调靶基因

继而影响逆境胁迫相关转录因子
2F4̀ #K

%

3̀ b%

(

2F4̀ !K

的表达!然后
2F4̀

转录因子上调靶基因

?@!1%

的表达使之上调!从而达到抗逆效果)

!")!%

*

'

但关于
G7

H

)DEF#(&

在冷胁迫下耐冷分子机制的推

断及信号转导的网络构建还需进一步的实验研究

证明'

总之!

G7

H

)DEF#(&

是一种受低温胁迫诱导小

F?K

!超表达可以提高番茄的抗冷性'随着工作的

深入!作者将进一步研究其分子机制以及其它小分

子
F?K

在抗冷胁迫中的功能!并为转基因番茄的

实践应用提供更多的理论依据'
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