
·生物技术· 北方 园艺2006(1)：98—100 

番茄组织培养及其农杆菌介导类胡萝卜素 
合成酶基因LvcB的遗传转化 
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摘 要：LycB(番茄红素p一环化酶)基因是类胡萝卜素生物合成过程中关键酶之一，位于合成代谢的重 

要分枝点上，直接影响8胡萝 卜素的合成。通过农杆菌介导法，利用LycB基因转化重要果菜两用作物—— 

番茄。经PCR及 PCR—Southem分子检测证明，目的基因 LycB 已整合进番茄基因组中。 

关键词：LycB基因；番茄：根癌农杆菌；类胡萝 卜素；组织培养 

中图分类号：$641·203·6 文献标识码：A 文章编号：1001—0009(2006}01—0098—03f 

类胡萝 卜素是广泛存在于 自然界的一类色素，通常是指 

胡萝 卜素和叶黄素两大类色素的总称。绝大多数类胡萝 卜素 

呈现绚丽的红、橙或黄色，至今已发现 600多种天然的类胡萝 

卜素。类胡萝卜素，尤其是 8一胡萝 卜素不仅是维生素A的 

前体，且还具有延缓衰老、增强人体免疫力、预防心血管疾病 

和防癌抗癌等作用。 

类胡萝 卜素与人类的健康密切相关，随着人们对其认识 

的加深，人类对其需求也越来越大。但人体自身不能合成类 

胡萝 卜素，果蔬是其重要来源。番茄是人们喜食的果菜两用 

作物，类胡萝 卜素的含量是番茄品质和营养价值高低的主要 

标志。本实验采用根癌农杆菌介导技术，将 LycB基因导入 

番茄，通过基因工程手段调控其类胡萝 卜素的合成，提高番茄 

口一胡萝 卜素的含量，满足人类对健康的需求，以期为番茄品 

质基因工程育种奠定基础。 

1 材料与方法 
1．1 材料 

植物材料为东农 704、东农 708、东农709三个品种，种子 

由东北农业大学李景富教授惠赠。 

1．2 菌株和质粒 

根癌农杆菌菌株为 EHA101，所含质粒上构建有 目的基 

因 LycB和植物抗性筛选标记潮霉素磷酸转移酶基因Hyg。 

均由季静教授提供。 

1．3 方法 

1．3．1 植物材料的培养 3个番茄品种的种子用 70％酒精、 

0．1％升汞溶液消毒后，接种到 1／2Ms培养基上，于25℃、光 

照 16 h(小时)条件下培养。待无菌苗两片子叶完全展开，取 

子叶(切成5 mmx5 mm大小)、茎段(5 mm左右)作为外植 

体，预培养后用于转化。 

1．3．2 潮霉素筛选浓度的确定 取东农 704、东农 708、东农 

709三个品种的子叶和茎段进行潮霉素浓度筛选试验。潮霉 

素浓度分别为0 mg／L、5 mg／L、10 mg／I 、15 mg／L、20 mg／L、 

25 mg／L和30 mg／L(毫克／升)，三次重复。培养 2～3周后 

调查出愈率。 

1．3．3 农杆菌介导转化 实验采取改良“叶盘法”进行农杆 
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菌转化。从YEB平板上挑取单菌落接种于液体YEB培养基 

(YEB液体培养基 +100 t~mol／L乙酰丁香酮，含卡那霉素 3O 

mg／I (毫克／升)，壮观霉素 100 mg／L(毫克／升))中，于28℃、 

160 rpm振荡培养过夜。菌液培养至对数生长期时，离心搜 

集菌体，制备成 OD60o值为 0．5～0、6的农杆菌菌液。在诱导 

培养基上(参照张秀海等)预培养的外植体放入农杆菌菌液中 

浸泡10 rain 15 rain(分钟)，然后转入共培养基(诱导培养基 

+100／~mol／L乙酰丁香酮)黑暗条件下共培养2 d(天)，再转 

移到脱菌筛选培养基(诱导培养基+10～15 mg／L潮霉素+ 

400 mg／I (毫克／升)头孢霉素)上，在 25℃、日光照 16 h(小 

时)条件下诱导抗性愈伤组织和抗性芽的产生，待抗性芽的茎 

长至2 cm～3 cm(厘米)时，从基部切下转入生根培养基(1／ 

2MS+IBA1．0 mg／I +5 mg／L(毫克／升)潮霉素)，生根后的 

抗性植株再移栽至花盆培养。 

1．3．4 抗性植株的 PCR检测 按 SDS方法提取抗性植株和 

未转化对照植株基因组 DNA进行PCR检测。 

LycB基因的引物为：引物 1：5 一CTC GAG AAAAGA 

GAG GCT GAA oCT GGA TCC ATG GATA(’T TTA GTG 

AAAACT CCA一3 ，弓l物 2：5 一GC GGC CGC 1vrA TTC 

TTT GTCCCG CAA TAAGTT 一3 。 

LycB基因PCR反应程序：94℃变性 2 min(分钟)；94℃ 

变性 1 min(分钟)，61℃退火1 min(分钟)，72℃延伸2 min， 

设置 3O个循环；72℃延伸 10 min(分钟)。扩增产物在含 EB 

的0．8％的琼脂糖凝胶上 4O V电泳 1 h(小时)，凝胶成像仪 

观察并照相。 

1．3．5 抗性植株的PCR—Southern检测 采用地高辛标记 

和检测试剂盒以随机引物法标记探针。PCR扩增阳性质粒、 

PCR阳性植株与未转化植株基因组 DNA片段，然后经转膜、 

预杂交、杂交、洗膜、封闭、平衡、自显影，最后观察并照相。 

2 结果与分析 

2．1 番茄不同品种和外植体对愈伤组织形成及分化的影响 

番茄作为一种模式植物，其组织培养得到了广泛研究。 

已有的研究证明，激素是影响番茄愈伤形成的重要 因素，并 

且，不同品种和外植体的诱导率存在较大差异。本试验选用 

3个品种、两种外植体诱导出愈和芽的产生，结果见表。 

由表可知，3个品种的番茄的两种外植体都以高频率形 

成愈伤组织，出愈率均达 100％；而分化率却有差别，3品种中 
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东农 704分化率较高，子叶、茎段分化率分别为 91％、95％， 

东农 708较低，其子叶、茎段的分化率为 72％、81％，且三品 

种茎段的分化率均高于子叶。目前，番茄遗传转化受体多采 

用子叶，从本研究结果看，茎段也是很好的取材部位，将对其 

作进一步的研究。 

不同品种和外植体对番茄愈伤形成及分化的影响表 

2．2 潮霉素(Hyg)筛选浓度对番茄出愈率的影响 

3个品种的番茄子叶与茎段在没有加入潮霉素时愈伤的 

诱导率均达 100％，而当加入不同浓度的 Hyg时对番茄子叶 

与茎段愈伤组织的诱导有 明显的不同程度的抑制作用(图 

1)。当Hyg浓度为 5 mg／L(毫克／升)时，东农 704、东农708、 

东农 709茎段出愈率分别为 44．4％、33．3％、38．1％，子叶出 

愈率分别为23．3％、21．1％、23．3％，Hyg浓度为 10 mg／L(毫 

克／升)时，三者的茎段、子 叶出愈率分别为 8．9％、6．7％、 

6．7％和 8．7％、3．3％、3．3％，而 当 Hyg浓度达到 15 mg／L 

(毫克／升)时，三者出愈率均为0，愈伤形成完全受到抑制，且 

外植体开始变白、变褐并萎缩。因此 可选择 15 mg／L(毫克／ 

升)Hyg浓度为筛选浓度。 
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图 l 潮霉素浓度对番茄出愈率的影响 

图2 转化番茄子叶形成抗性愈伤组织 

A：对照(未转化筛选) B：转化子叶 

图 3 转化番茄(茎段l形成抗性芽 

A：对照(未转化筛选) B：转化茎段 

2．3 抗性植株的获得及分子检测结果 

转化后的子叶、茎段经 2～3周潮霉素筛选产生抗性愈伤 

(图2)，4～5周获得抗性芽(图 3、4)，进一步发育成抗性苗 

(图 5)。 

从抗性植株和未转化对照植株叶片提取总 DNA作为模 

板进行 PCR扩增，未转化植株为阴性对照，质粒为阳性对照。 

图 6结果表明，转基因植株扩增出的片段与质粒扩增出的目 

的片段2kb大小一致，而阴性对照植株却未扩增出相应的特 

异条带，由此初步证实，目的基因LycB已转入到番茄中。 

1：阳性质粒 

b 

图7 转基因番茄的PCR—Southern检测 

M：XDNA／EcoRI+HindⅢ 

l：阳性质粒 2：未转化植株 3～5：转化植株 

对PCR阳性植株提取基 因组 DNA进一步做 PCR— 

Southern检测，结果见图 7，PCR阳性植株 DNA扩增片段与 

质粒 DNA扩增特异片段处于同一位置，而阴性对照植株则 

没有杂交信号，说明被检测阳性植株扩增出的PCR条带确实 

为特异性的目标带，证明LycB基因确实已整合进番茄再生 

植株基因组中。 

3 讨论 
番茄是一种人们十分喜爱的果菜两用作物。自从 1993 

年美国CaLgene公司延熟保鲜转基因番茄被批准商业化生产 

后，番茄的遗传转化研究在抗病毒、抗病虫害、抗除草剂、抗 

冻、延长贮存期、改善风味等方面得到了发展，在改进番茄品 
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质方面也取得进展，且品质特性已成为一个番茄品种市场竞 

争力的首要因素。在国外人们对类胡萝 b素的研究已相当活 

跃，而我国起步晚，发展缓慢。本实验所用的 LycB基因是类 

胡萝卜素生物合成过程中关键酶之一，位于类胡萝 素生物 

合成途径的重要分枝点上，直接影响到p一胡萝 b素的合成。 

利用农杆菌介导法，将 LyeB基因导人番茄，为提高其p一胡 

萝 卜素的含量，培育优质番茄品种奠定了理论和物质基础。 

目前，国内尚未见这方面的研究报道。 

在植物遗传转化中，高效而完整的遗传转化体系是植物 

转基因成功的保证。本实验不同番茄品种在同一培养基上获 

得了不同的分化率，说明材料是影响番茄组织培养效果的一 

个重要因素。因此，对不同材料选择适宜的、高效的组织培养 

体系尤为重要。 

本实验所用的筛选剂为潮霉素 Hyg，Hyg是一种很强的 

细胞生长抑制剂，普遍用作对单子叶植物的选择标记，如在玉 

米遗传转化时，Hyg的使用浓度一般在5 mg／L--20 mg／L(毫 

克／升)，有的高达50 mg／L(毫克／升)。为抑制杀死非转化细 

胞，同时又保证转化细胞能正常生长，必须确定合适的Hyg 

筛选浓度。本实验研究结果表明，番茄对Hyg非常敏感，当 

达到 15 mg／L(毫克／升)时，外植体根本不能产生愈伤组织。 

因此，确定Hyg使用浓度为15 mg／L(毫克／升)。马英等在用 

Hyg作为番茄转化筛选剂时，使用浓度为10 mg／L～20 mg／L 

(毫克／升)，说明不同的材料对Hyg的敏感性差别很大。 

在番茄转基因研究中，主要采用农杆菌介导的改良“叶盘 

法”进行转基因。与农杆菌介导法相比，花粉管通道法不仅操 

作简便、成本低廉、转化受体可直接得到种子，且又可避开组 

织培养继代繁琐、再生植株移栽成活较难等障碍。自1988年 

周光宇等报道了通过花粉管通道法进行分子育种的方法以 

来，已在棉花、水稻、大豆、茄子、黄瓜等作物中应用，番茄也有 

成功报道，黄永芬(1997)将一美洲拟鲽抗冻蛋白基因(alp)导 

入番茄，王傲雪(2002)将抗病毒基因导人番茄。因此，利用花 

粉管通道法将 LycB基因导入番茄可能也是一种简便有效的 

转化方法，值得进一步探讨。 

影响类胡萝 b素生物合成的酶较多，本实验仅研究了其 

中关键酶之一——I ycB，而将多个基因一起导人番茄将是进 
一 步研究的方向。 
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平贝病、．虫、．草害防治技术 

李 永 慧，鹿 冬 梅 

刘 艳，顾 言 

平贝是尚志市冷凉湿润气候条件下特有的山野药用资 

源，随着中药市场的日益活跃，其干贝价格已经达到百元以 

上，效益十分可观。近年来，尚志市的农业科研人员按照山区 

气候特点进行平贝仿生栽培获得成功，盛产期平均每 667 m2 

(平方米)效益可以达到 0．6万元以上，为农民致富开辟了一 

条新路。在平贝栽培中，病、虫、草害防治是栽培平贝成功的 

关键技术，现将主要技术要点做以简要介绍。 

1 田间除草 

1．1 早春除草 平贝除草采用封闭型除草剂。由于平贝出 

苗早，喷施封闭除草剂时，喷到苗上产生药害，所以可以采用 

毒土施药。当平贝出苗5 cm(厘米)高前未放叶时用33％施 

田补250 ml(毫升)，兑 15 kg(公斤)水拌 300 kg(公斤)细土， 

闷 2 h～3 h(小时)撒于300 m2(平方米)平贝畦上。如果平贝 

畦面土壤干燥撒完毒土后，可小量浇一次水效果更好。 

1．2 夏季除草 当平贝地上部分自然落秧后除掉死秧和杂 

草或平贝起收后，平整畦面，可种植早熟品种大豆、绿豆、红小 

豆类，并用33％的施田补 125 ml(毫升)兑水 15 kg(公斤)喷 
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施600 m2(平方米)畦面进行封闭除草。 

2 病害防治 

平贝病害主要有锈病、灰霉病等，要做好病害预防和防治 

工作。 

2．1 平贝锈病 锈病症状为叶背、叶柄、茎基上先出现许多 

黄褐色小疱，小疱成熟后散发黄色孢子。防治用15％三唑酮 

粉剂800倍液或20％三唑酮乳油1 000倍液喷施 2次，每隔 

7 d--10 d(天)一次。 

2．2 平贝灰霉病 症状为叶片染病初生暗绿色小点，病斑扩 

展后中央黄褐色，四周暗绿色，病斑四周有黄色晕圈，病斑处 

叶脉坏死，病斑向两端扩展，形成长条枯死斑。茎部染病时初 

生暗绿色病斑，扩展后绕茎一周致植株枯死。防治用 50％速 

克灵粉荆800倍液或 50％扑海因粉剂600倍液喷施 2—3次。 

2．3 平贝鳞茎黑腐病 症状为鳞茎变黑，严重时干腐，表面 

形成许多粒大小的黑色颗粒。防治方法在苗期用50％福美 

双500倍和50％多茵灵500倍混合药液浇灌，每平方米浇灌 

1．5 kg(公斤)药液。如结舍80％磷铝 600倍或69％琥乙磷 

铝 500倍液喷施 2—3次效果更佳。 

3 虫害防治 

平贝虫害主要是红蜘蛛和蚜虫。要采用高效低毒或生物 

杀虫剂，如5％氯氰菊酯1 000倍液、1％阿维菌素3 000倍液 

或800倍液强敌312喷施，效果表现良好。 

(黑龙江省尚志市亚布力镇农业综合服务中心， 

150631) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

