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茄红素-Β-环化酶反义 RNA 基因对烟草的遗传转化
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　　[摘　要 ]　采用农杆菌介导的叶盘法, 用胡萝卜茄红素2Β2环化酶反义 RNA 基因对烟草 SR I 野生类型种及

Xanth i 品种进行了遗传转化。GU S 检测结果表明, 胡萝卜茄红素2Β2环化酶反义RNA 基因对两个不同烟草材料的

遗传转化率均为 41. 7% ; Xanth i Sou thern 杂交的阳性率为 67% ; 转基因烟草当代叶片组织中茄红素和胡萝卜素含

量与对照植株不同。
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　　近年大量研究发现[1 ] , 茄红素的强抗氧化特性

不仅对植物光合作用器官具有保护作用, 更重要的

是对人类的营养和保健及一些癌症的预防具有很高

的价值, 但在自然状态下, 多数植物中的茄红素含量

均较低。因此, 如何提高植物中茄红素的含量, 已成

为研究的主攻方向。由于茄红素是植物类胡萝卜素

代谢的中间产物, 类胡萝卜素代谢属于植物类异戊

二烯合成代谢的一部分。类异戊二烯合成代谢是一

个极其复杂而庞大的代谢系统, 受到发育阶段和生

长环境等诸多因素的影响[2 ]。因此, 通过外部因子来

调节类胡萝卜素代谢和积累很难奏效。

生物基因工程技术使通过基因操作来调节植物

类胡萝卜素代谢、提高茄红素含量成为可能。有人[3 ]

已经进行了这方面的尝试, 将光合细菌八氢番茄红

素脱氢酶基因 (crtI ) 转入番茄中, 希望提高茄红素

的含量, 结果茄红素的含量没有提高, 胡萝卜素的含

量却比对照提高了 3. 5 倍。因为茄红素是胡萝卜素

的合成前体物, 如果顺向增强有关茄红素合成酶的

表达, 而不阻断茄红素向胡萝卜素的转化, 就很难达

到提高茄红素含量的目的。尽管提高茄红素含量的

目的没有达到, 但给进一步通过转基因提高植物茄

红素含量的研究提供了新的思路。本研究试图通过

反义RNA 技术, 抑制茄红素向胡萝卜素的转化, 达

到提高茄红素含量的目的。

1　材料与方法

1. 1　载体构建与农杆菌的转化

　　利用国家蔬菜系统工程中心品质改良实验室克

隆的胡萝卜茄红素2Β2环化酶基因 ( ly c2b) , 构建了包

含该基因 5′端非编码区在内的 397 bp 反义RNA 基

因和 GU S 报告基因的植物表达载体 (pB IL 25) , 大

约 12. 8 kb, 载体图谱如下。

→ 35s　　an ti2ly c2b25　　nos　　35s　　g us　　nos ←

采 用 三 亲 杂 交 法[4 ] 转 化 根 癌 农 杆 菌
(A g robacterium tum ef aciens)到 GV 3101 中。

1. 2　遗传转化与植株再生

挑选含有 pB IL 25 的 GV 3101 单菌落进行液体

培养, 当OD 600= 0. 5 左右时, 4 ℃, 5 000 röm in 离心

10 m in, 弃上清液, 沉淀菌体重悬于 1ö2 M S 液体培

养基中。

以 SR I 和Xan th i 为材料, 从 7～ 10 d 苗龄的无

菌苗上采幼嫩健康的叶片, 去掉主叶脉, 切成 0. 5～

1. 0 cm 2小片, 浸入上述菌液 20～ 30 m in, 在无菌滤

纸上吸干菌液, 转移至共培养基M S+ 0. 5 m göL 62
BA 上, 28 ℃, 2～ 3 d 后转至诱芽培养基M S+ 0. 5

m g öL 62BA + 100 m göL Kan+ 250 m göL Carb 上,

置于 25 ℃, 光照条件下进行诱芽培养, 当芽长 1 cm

左右时, 切芽并将其转入生根培养基 M S +

0. 2 m göL NAA + 100 m göL Kan+ 250 m göL Carb

中, 同时进行 GU S 检测, 当根长出并有 3～ 4 片叶

时, 将幼苗转入完全苗发育培养基 1ö2 M S + 100

m göL Kan + 250 m göL Carb, 当幼苗有 4～ 5 片叶

时, 开始练苗, 移入蛭石或直接移入无菌营养土, 温

室条件下生长。成株后, 取叶片进行鉴定。

1. 3　转基因植株的检测与鉴定

GU S 检测　用甲醇∶X2gluc 贮存液体积比为
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1∶4 配制成 X2gluc 工作液, 从植株上随机取 1 片

叶子, 加入适量的工作液于 37 ℃过夜, 用体积分数

70% 的酒精脱色。

Sou thern 杂交　采用CTAB 法提取烟草 GU S

检测阳性株和未转化植株的总DNA [5 ]。取 8～ 10 Λg

DNA 用 H indË 消化, 阳性对照 pB IL 25 同样消化,

消化完全的酶切液用 0. 8% 琼脂糖凝胶, TBE 缓冲

液, 30 V 电泳过夜。用碱转移法转膜[6 ] , 转至

N ybond2N + 尼龙膜上。用放射性标记法进行杂交,

杂交由中国科学院遗传研究所完成。

茄红素及胡萝卜素含量的测定　具体方法参照

N ish i 等[7 ] 的方法, 用 U 2340 Spectropho tom eter

H ITA CH I (Japan) 分别测定 445, 470 nm 处的光吸

收值, 茄红素和胡萝卜素含量分别用 470, 445 nm

处的光吸收值表示。

2　结果与分析

2. 1　GU S 检测

　　报告基因是一种编码可被检测的蛋白质或酶的

基因, 该基因的表达产物非常容易被鉴定出来。所

以, 通常在转基因过程中将其与目的基因相融合, 以

便对转化体进行随时筛选减少工作量及盲目性。

GU S (Β2葡萄糖苷酸酶)基因是最常用的一种报告基

因, 由于植物体中不存在此基因, 没有检测背景问

题, 而且表达稳定、检测结果明显易见, 所以广泛用

于植物转化体的检测。对烟草转化体在不同发育阶

段进行跟踪检测, 结果见表 1。
表 1　烟草转基因植株不同发育阶段的 GU S 检测

T able 1　GU S test fo r infected

tobacco p lan ts at differen t stages

类型
T ype

发育时期
Stage

检测数
T ested
p lan ts

检出数
N um ber of

po sit ive
p lan t

检出率ö%
Po sitive

rate

Xan th i
幼芽 Bud 24 12 50. 0

成株 P lan t 24 10 41. 7

SR I
幼芽 Bud 24 6 25. 0

成株 P lan t 24 10 41. 7

　　从表 1 可以看出, 在 Xan th i 的 24 株被检植株

中, 幼芽期阳性株有 12 株, 成株期阳性株 10 株, 在

这 10 株当中有 4 株在幼芽期未被检出, 而幼芽期检

出的 6 株阳性株在成株期却表现为阴性。SR I 也有

类似的情况。这说明 GU S 基因的表达具有阶段性,

而且在不同植株中的表达强弱也不同 (图 1) , 2 号植

株叶片表达强于 1 号植株。所以, 在转基因植株的

GU S 检测中, 一方面要注意进行多次检测, 另一方

面, 不能将某次检测呈阴性的植株轻易抛弃掉, 造成

阳性植株的丢失。

2. 2　Sou thern 杂交结果

以目的基因为探针 (397 bp ) , 并用32P 标记, 用

CTAB 法提取总DNA , 用H indË 消化 pB IL 25 质粒

及未进行转化的烟草植株和部分 GU S 检测阳性株总

DNA , 电泳转膜, 进行 Sou thern 杂交, 结果如图 2。

图 1　烟草转基因植株 GU S 检测结果
1～ 2. GU S 检测阳性; 3. GU S 检测阴性

F ig. 1　GU S test of Xanth i infected p lan ts
1- 2. L eaves po sit ive to GU S test;

3. L eaves negative to GU S test
　
　
　

　

图 2　转基因Xanth i 植株总DNA 的 Southern 杂交结果
1. ΚDNA öH indË + E coR É 分子质量标准; 2. + CK (pB IL 25öH indË ) ;

3. - CK (未转化株) ; 4, 7～ 10. 已转株; 5～ 6. 未被转化株

F ig. 2　Southern b lo t hybridizat ion of genom ic DNA

from Xanth i p lan ts po sit ive to GU S test
1. ΚDNA öH indË + E coR É m arker; 2. + CK (pB IL 25ö

H indË ) ; 3. - CK; 4, 7- 10. T ransgen ic p lan ts;

5- 6. non2transgen ic p lan ts

　　由图 2 可见, 在被检的 6 株中共有 4 株显示为

转基因植株, 阳性率为 67% , 其中 2 株是在成株期

检测出来的 GU S 阳性株, 4 株是在幼芽期检测出来

的GU S 阳性株。杂交带位置和条数的不同, 说明T 2
DNA 整合在烟草染色体上的位点不同和拷贝数不

同,L ine 4 的拷贝数为 1,L ine 7 的拷贝数为 3,L ine
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8 的拷贝数为 2,L ine9 和 10 的拷贝数为 3。

2. 3　转基因植株当代的表现

用丙酮法对 Sou thern 杂交阳性株叶片中茄红

素及胡萝卜素含量测定结果如图 3。由图 3 可以看

出, 未转化的烟草植株 (第 1 株) 中茄红素含量低于

胡萝卜素。在 2 株转基因植株中, 有 1 株 (第 2 株)茄

红素含量高于胡萝卜素含量; 另 1 株 (第 3 株) 茄红

素和胡萝卜素的相对含量与对照植株相同, 表现为

茄红素含量低于胡萝卜素含量, 但是茄红素含量的

绝对值高于对照植株, 而胡萝卜素含量绝对值低于

对照。转基因植株与对照植株相比, 茄红素含量的绝

对值明显提高。这些变化可能就是胡萝卜茄红素2Β2
环化酶反义 RNA 基因表达的结果, 转基因植株间

的差异可能由转入基因的位点及拷贝数不同所致。

从外部特征看, 阳性株与对照植株的外部特征及生

长势之间没有明显的不同。

图 3　转基因烟草茄红素及胡萝卜素含量的变化

1. 未转化植株; 2, 3. 转基因植株

F ig. 3　Conten ts of lycopene and caro tene

in transgen ic tobacco p lan t

1. N on2trangen ic p lan t; 2, 3. T ransgen ic tobacco p lan ts

3　讨　论

反义技术又称反义RNA (A n ti2sen se RNA ) 技

术, 是近年来刚发展起来的一种分子生物学新技术,

这项技术在基因的定向表达、调控及基因功能研究

等方面具有很重要的作用[8 ]。根据靶基因序列设计

一段与靶基因mRNA 互补的RNA (反义 RNA ) 或

是编码与靶基因mRNA 互补的RNA 的基因 (反义

RNA 基因) , 将反义RNA 或反义RNA 基因导入受

体细胞, 通过反义RNA 与靶基因mRNA 特异性的

互补结合, 抑制靶基因mRNA 的翻译与加工, 实现

对靶基因表达的抑制或阻断[8 ]。有研究表明[9 ] , 在真

核生物中对应于 5′端非编码区的反义RNA 可能比

针对编码区的反义RNA 更有效。笔者根据这些原

理设计和构建了胡萝卜茄红素2Β2环化酶反义RNA

基因, 并对烟草进行了遗传转化, 希望通过该基因在

烟草细胞中转录出一段茄红素2Β2环化酶mRNA 的

反义 RNA , 并与烟草的茄红素2Β2环化酶基因

mRNA 结合, 抑制烟草茄红素2Β2环化酶基因的表

达, 使烟草类胡萝卜素代谢过程停留在茄红素, 而不

进一步转化为胡萝卜素。

从本研究结果可以看出, 转入的基因对烟草当

代植株的茄红素和胡萝卜素合成代谢已表现出一定

的影响, 而且这一结果与预期目标相吻合。只是转入

基因对烟草不同植株茄红素和胡萝卜素代谢的影响

不同, 对照杂交结果, 这 2 株都有 3 个以上的目的基

因拷贝, 但转基因的表现型却不同, 这也是植物转基

因中普遍存在的现象[10 ]。然而对于植株 (第 3 株)中

茄红素与胡萝卜素只是绝对量有变化而两者的相对

关系与对照并无区别, 转入的基因是否是导致这一

结果的直接原因尚需进一步研究。

烟草是一种非积累茄红素和胡萝卜素的植物,

这 2 种物质仅仅是烟草合成光合作用所需类胡萝卜

素的中间物质。如果茄红素2Β2环化酶基因被完全抑

制, 那么, 光合作用所需的环化类胡萝卜素就不能合

成, 光合作用将无法进行甚至会导致植株的死亡。实

际上, 转基因植株与对照植株的外部特征和生长状

况几乎没有区别。这可能预示着转入基因对烟草茄

红素2Β2环化酶只有部分的抑制作用, 不至于影响其

光合作用的正常进行。这与反义技术或 PT GSö

RNA i (RNA in terference)的作用特点相一致[8, 10 ]。

致谢: 对曹宛虹和刘敬梅女士在杂交方面的帮助特表谢忱。
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T ran sfo rm at ion of an t i2lyc2b in carro t to tobacco

L IANG Yan 1,W ANGM ing1, CHEN Hang2, CHEN Da-m ing2

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 N ationa l V eg etable S y stem E ng ineer Cen ter,B eij ing 100081, Ch ina)

Abstract: T ran sfo rm at ion of an t i2lyc2b in carro t to tobacco variet ies SR I and Xan th i w as done by

infect ing leaf p la tes w ith A g robacterium tum ef aciens carrying exp ression vecto r of the gene. GU S test and

Sou thern hyb rid iza t ion revealed that the ra tes of t ran sfo rm at ion basing on the GU S test w ere all 41. 7% ;

Sou thern hyb rid iza t ion of Xan th i p lan ts po sit ive to GU S test show ed the tran sfo rm at ion ra t io w as 67%.

A nalysis on the con ten ts of lycopene and caro tene in Xan th i t ran sgen ic p lan ts indica ted that there w ere

differences no t on ly betw een tran sgen ic and non2t ran sgen ic p lan ts bu t a lso betw een tw o differen t

t ran sgen ic p lan ts.

Key words: tobacco; an t i2lyc2b; t ran sfo rm at ion
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Study on in v itro se lect ion fo r g lypho sa te2resistan t ca llu s of garlic

ZHANG En -rang, CHENG Zh i-hui
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricltu re and F oresty , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Fou r d ifferen t eco typ ic garlic cu lt ivars: Gailiang, J in tang early, Cangshan and Eu rope 01 w ere

cho sen fo r th is experim en t. T heir sto re2leaf w ith part of stem p la te and callu s estab lished from it w as u sed

to select g lypho sate2resistan t on so lid M S m edium con ta in ing gradually increased concen tra t ion s of

Glypho sate from 0. 02% , 0. 04% , 0. 06% , 0. 08% to 0. 10%. T he resu lts show that Glypho sate inh ib ited

callu s grow th comp letely in all tested concen tra t ion levels; d irect select ion on m edium con ta in ing differen t

concen tra t ion of Glypho sate show ed that ca llu s of fou r cu lt ivars a ll had Glypho sate2resistan t a t low er

concen tra t ion (< 0. 04% ) of Glypho sate; Glypho sate2resistan t of ca llu s enhanced obviou sly w hen selected

by step 2to2step increasing concen tra t ion of Glypho sate from M S m edium. T he su rvival ra te of callu s of fou r

garlic cu lt ivars on m edium con ta in ing 0. 06% glypho sate w as in the range of 10. 3%～ 18. 2% ;M en su ra t ion

of grow th ra te indica tes that ca llu s developm en t w as good. Som e callu s w ere su rvivo r on m edium

con ta in ing 0. 08% and 0. 10% Glypho sate. Stab ility test of g lypho sate2resistan t show ed the induced

glypho sate2resistan t cou ld keep fo r a long t im e.

Key words: garlic; ca llu s; varia t ion; select ion of g lypho sate2resistan t
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