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果实特异性 !"#$ 介导的 !"# 基因沉默来增加番茄中番茄红素的含量
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摘 要 根据 Q/@U,@V 中番茄的番茄红素!F环化酶（402）基因序列和八氢番茄红素去饱和酶基因（?9&）启动子序列设计特异

引物从番茄基因组 W*9 中分别扩增出了 402 基因的高度保守的长 "#!5: 的 W*9 片段和长 7$G# 的 ?9& 启动子片段。根据

.*91 的原理，将 402 基因的 W*9 片段以正反两个方向通过一段内含子序列连接在一起形成 .*91 片段，将该片段与 ?9& 启动

子一起插入到 :&>C!#!# 的表达载体中，通过农杆菌介导的方法转化番茄，获得转基因植株 % 棵，X>. 检测证实外源片段已成

功导入番茄基因组中。收获转色期后 !#3 左右的完全成熟的番茄果实提取番茄红素进行含量分析，结果显示：转基因番茄果

实中番茄红素的含量极大的增加了。上述结果表明：通过 .*91 果实特异性的抑制类胡萝卜素代谢途径中生物合成酶基因的

表达能够极大的增加番茄果实中番茄红素的含量。这为通过基因工程手段提高番茄果实中的营养价值提供了参考。
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番茄（ 420(:%*&#0($ %&0),%$/)@ +1(( )）果实是类胡

萝卜素的主要食物来源之一，其中尤以番茄红素

（(-0’:/@/）为主，番茄中番茄红素的含量最高，其含

量可达 " _ 7H4A‘7##A［7］。近年来国内外许多研究和

调查表明：番茄红素可以猝灭活性氧类物质和清除

自由基，保护细胞内的脂类、脂蛋白、蛋白质和 W*9



等生物大分子免受氧化破坏［!，"］，因此具有抗癌、防

癌、防止心血管疾病、保护皮肤等优越的生理功能。

番茄红素在西方饮食中非常盛行，已被许多国家批

准使用于食品、化装品和药品［#］。

让类胡萝卜素合成途径中的早期酶———八氢番

茄红素合成酶（!"#）基因过量表达来增加番茄果实

中番茄红素的含量是一种常规的方法，但该技术容

易引起外源基因与内源基因的共抑制［$］，并且可能

导致植株矮化［%］。通过反义 &’( 技术抑制内源基

因的表达也是基因工程调控的手段之一，但该技术

不能完全抑制目的基因的表达［)］，因此所得到的抑

制效果不是很理想。&’( 干涉（&(’ *+,-./-.-+0-）是

由双链 &’( 引起的强烈、特异的基因沉默，植物的

转基因研究表明［1，2$］：导入含有内含子的能转录成

双链 &’( 的 3’( 片段的反向重复序列能实现特异

基因的完全沉默，因此，&’(* 现象被发现后，逐渐取

代反义 &’( 成为基因沉默的主要手段，45+65［7］等

采用 &’(* 技术结合果实特异性启动子抑制内源光

形 态 建 成 调 控（ -+896-+9:; <=9,9>9.<=96-+-;*-
.-6:?5,5.@）基因（A3BA2）的表达增加番茄果实的番茄

红素获得了成功。但目前国内外还没有通过 &’(*
技术果实特异性的抑制番茄红素!C环化酶（ $%#）基

因的表达来增加番茄果实中番茄红素含量的报道。

本实验拟通过果实特异性的 &’(* 技术抑制类

胡萝卜素代谢途径中 $%# 基因的表达进而抑制番茄

红素的降解来增加番茄果实中番茄红素的含量，研

究 &’(* 抑制类胡萝卜素代谢途径中生物合成酶基

因表达在提高番茄红素含量的中作用；本实验旨在

探索一种高效、快速的提高番茄红素含量的方法。

! 材料和方法

!"! 材料

纯系 番 茄 品 种 由 本 实 验 室 保 存；大 肠 杆 菌

（ &"%’()*%’*+ %,-* ） 菌 株 DE2CF?:-、 农 杆 菌

（./),0+%1()*23 123(4+%*(5"）菌株 EG(##H# 均为本实验

保存材料，克隆载体 <I321CA 购自 A5J5&5；植物表

达载体 <KLA!H!H（用新霉素磷酸转移酶"（ 561"）

基因替换掉 <L(IGM(2"H2 质粒载体中潮霉素磷酸

转移酶（’61）基因）由本实验室构建；其他相关试剂

购自上海生物工程公司。

!"# 番茄 !"# 启动子及 $%& 片段的克隆及序列测定

以生长良好的番茄植株的幼叶为材料，采用

LA(G 法提取番茄基因组 3’(。根据 4-+G5+N 中番

茄的 !7" 启动子序列（O#%727）设计特异引物 P2：$Q

4(4 L(4 4A( ((( 4LA AL( (A4 LLL A( "Q；P!：$Q
4A4 L(4 ((L L(L ALL LA( A(A LAA LA "Q以番茄

3’( 为 模 板 进 行 PL& 扩 增。反 应 体 系 为：!R$#E
2H S P/: F://-.（ I6! T !H>>9?UE ）， HR$#E 8’AP

（2H>>9?UE），2#E 上游引物（2H<>9?UE），2#E 下游引物

（2H<>9?UE），HR!#E P/: 3’( 聚 合 酶（$:U#E），模 板

3’( 为 2#E（2HH+6U#E），加 88V!W 到 !$#E。PL& 反

应条件为：7#X预变性 ">*+；7#X变性 #H;，$#X退火

#H;，)!X延伸 !>*+ "H;，"H 个循环，最后 )!X延伸

1>*+。PL& 产物在 2Y的琼脂糖凝胶上电泳检测。

根 据 4-+G5+N 中 番 茄 的 $%#G 基 因 序 列

（D1%#$!）和 $%#B 基因序列（Z2#"1)）设计同源引物

P"：$QLA( A44 A4A AA4 44A 44( A4 "Q；P#：$Q4A4
LAL 4(A 4L( (LA 44L AAL ALA ( "Q以番茄 3’( 为

模板进行 PL& 扩增，反应体系同扩增 !7" 启动子一

样，PL& 反 应 条 件 为：7#X 预 变 性 ">*+；7#X 变 性

#H;，$"X退火 #H;，)!X延伸 2>*+，"H 个循环，最后

)!X延伸 1>*+，PL& 产物在 2R$Y的琼脂糖凝胶上

电泳检测。

回收目的片段，做 A( 克隆，PL& 鉴定阳性克

隆，获得重组载体 <I3CE0@、<I3CP8;，取阳性克隆送

上海生工生物技术公司进行序列测定，同时设计特

异引物从 <L(IGM(2"H2 表达载体的 4O[ 基因分离

内含子片段。

!"$ 载体构建

8+-$酶切 <I3CE0@ 后，用 J?-+9\ 大片段补平

粘性末端，再用 9+3V$酶切纯化后的补平产物，电

泳回收 "2! 左右的 $%# 小片段，将 $%# 片段插入到

&%-2"%" T 9+3V$酶切后的 <I3CE0@ 载体中，构建

成不含内含子的 $%# 片段正反向连接的重组载体质

粒 <I3C;.E0@。9+3V$将 <I3C;.E0@ 载体质粒酶切

去磷酸化后，与 9+3V$和 9/-"酶切 PL& 获得的

内含子产物后的小片段连接构建成 &’(* 的中间克

隆载体 <I3C&’(*。然后从 <I3C&’(* 载体上切下

&’(* 片段，从 <I3CP8; 载体上切下 !7" 启动子同时

插入到 <KLA!H!H 中，构建成果实特异性植物表达载

体 <KLAC&’(*。热激法将该载体转化大肠杆菌感受

态 DE2CF?:-，含 $H>6UE 的氨苄青霉素的 EG 培养基

上筛选阳性克隆，PL& 检测阳性克隆，提取阳性克隆

的质粒进行酶切鉴定，冷冻法将鉴定正确的质粒转

入农杆菌 EG(##H#，] 1HX储存备用。

!"% 番茄子叶的遗传转化

番茄遗传转化参考文献［2H］，稍作修改。将番

茄种子用肥皂水清洗 ! ^ " 次，尽量洗去表皮的粘附

H"# :’*5("( ;,2)5+- ,4 9*,1(%’5,-,/# 生物工程学报 !HH)，K9?R!"，’9R"



物及绒毛，然后用 !"#的次氯酸钠消毒 $"%&’，再用

灭菌水漂洗 $ 次。接种于 !() *+ 培养基上，暗培养

) , $-，直 到 番 茄 种 子 发 芽 后，于 )./，光 照 强 度

!0""12，!34 光(04 暗的光周期条件下培养直到子叶

完全展开（大概 5-）。切取无菌苗的子叶于分化培

养基（*+ 6 "7)%8(9 :;; 6 !%8(9 3<=; 6 $# +>?@ABC）
上预培养 )-，用液体 *+ 培养基重悬农杆菌至 !"3""

D "7.，浸染预培养后的子叶 0 , !"%&’，灭菌滤纸吸

干多余的菌液，接到分化培养基上，黑暗条件下共培

养 )-，转入抑菌培养基（*+ 6 "7)%8(9 :;; 6 !%8(9
3<=; 6 $# +>?@ABC 6 $""%8(9 羧苄青霉素 EF）上培养

5-，然后转入选择培养基（*+ 6 "7)%8(9 :;; 6 !%8(9
3<=; 6 +>?@ABC 6 $""%8(9 羧苄青霉素 EF 6 ."%8(9 的

卡拉霉素 GH’）上进行抗性筛选，每 ) 周继代 ! 次，

其间每次降低 EF 的浓度。待抗性芽长到) , $?%后

切下抗性芽，插入到生根培养基（*+ 6 "7I8(9 :;;
6$# +>?@ABC 6 ."%8(9 的卡那霉素 GH’）上诱导生

根，一个星期后便能长出根系，等根长到$ , I?%后，

将生根后的植株开瓶炼苗 $ , .-，然后移栽到大棚

中让其自然生长直到结果。

!"# 转基因植株的检测

JEK 检测：提取卡那霉素抗性植株及非转基因

植株（阴性对照）的总 LM;，进行 JEK 检测。JEK 引

物用 J$ 单引物进行扩增，反应体系同扩增 #$% 片段

一样，反应条件只由 5)/延伸 !%&’ 变为 5)/延伸

)%&’ 外，其他条件不变。

!"$ 番茄红素的测定

番茄红素的提取和测定参照 NH’8H［O，!!］的方法，

收获转色期 )"- 后的完全红熟的番茄果实每株 )
个，研磨成糊以后，每株称取 !"8 番茄糊，加入适量

的氯仿在 $./避光提取 I4，离心，转移下层液体至

一新的 ."%9 的离心管中，向番茄残渣中再加入适

量氯仿重复抽提 $ 次，最后用氯仿定容到 ."%9。用

><!0"" 紫外分光光度计在 .")’%［!)］的波长下测定番

茄红素含量，由于番茄红素标准品价格昂贵，且本身

稳定性差，不宜长期保存，因此，本实验用苏丹红!
代替番茄红素标准品制作标准曲线［!$］。

% 结果

%"! 番茄 !"# 启动子及 $%& 片段的克隆及序列测定

根据所设计的特异引物从番茄基因组中分别获

得了长 $")FP 的 #$% 片段（图 !）和长 !5O"FP 的 &’(
启动子片段（图 )），同时从 PE;*=:;!$"! 载体中的

NQ+ 基因中分离了一段内含子片段。测序结果表明

所扩增的片段与 NC’=H’R 中所发表的序列一样。

图 ! 引物 J! 和 J) 扩增产物

S&8T! JEK P@A->?U AV P@&%C@ J! H’- J)
*：!""FP LM; 1H--C@ P1>B；!，)：JEK P@A->?U AV J!33 H’- J!35T

图 ) 引物 J$ 和 J$ 扩增产物

S&8T) JEK P@A->?U AV P@&%C@ J$ H’- JI
*：!""FP LM; 1H--C@ P1>B；!，)：JEK P@A->?U AV J!3I H’- J!3.T

%"% 植物表达载体的构建

由于农杆菌浸染过程中 W<LM; 之间的片段较

小更容易进入植物基因组中［!"］，因此在构建载体

时，本实验用 &’( 启动子和 KM;& 片段替换掉 PXEW<
)")" 载体中 NQ+ 基因及其 $.+ 启动子，减少了 W<
LM; 中其它非目的基因的干扰。获得的植物表达

载体质粒经 JEK 扩增和酶切能得到大小一致的目

标片段，表明所构建的载体完全正确。

%"& 转基因植株的获得

在农杆菌浸染过程中，农杆菌太浓，在后来的培

养中外植体容易褐化、坏死；农杆菌太稀获得的抗性

植株的机会就减少，因此，应适当掌握农杆菌的浸染

浓度。本实验结果认为用液体 *+ 培养基重悬农杆

菌是很必要的，可以降低农杆菌对外植体的毒害，增

加外植体的成活率。选择培养后的番茄子叶外植体

在抗性培养基上培养 ) 周后部分外植体的伤口变褐

变黄或是长出白色的愈伤组织，最后在选择培养中

褐化、坏死了，部分外植体在选择培养中能长出致密

的绿色愈伤组织，! 个月后能形成正常的绿芽，在含

GH’ 的生根培养基中也能形成根系发达的植株。

%"’ 转基因植株的检测

通过抗性筛选获得了 5 株转化再生植株，分别

!$I万 群等：果实特异性 KM;& 介导的 #$% 基因沉默来增加番茄中番茄红素的含量



提取这 ! 株植株的 "#$ 进行 %&’ 检测，其中 ( 株

扩增出了预期的和质粒（阳性对照）中扩增的一样的

片段，而阴性对照没有出现此带（图 )），表明外源基

因已经整合到了番茄基因组中。将 %&’ 鉴定为转

基因的植株炼苗后，移载到大棚中让其自然生长直

到结果，获得了转基因番茄果实（图 *）。

!"# 转基因植株的番茄红素分析

由于番茄红素不稳定，见光易分解，因此提取及

测定过程都应尽量在避光条件下进行。以每+,,-

图 ) 转基因番茄植株的 %&’ 特异扩增检测

./-0) %&’ 123445/5- 67 83951-45/2 86:986 ;<9581
=：!"#$>!"#’" ? $%&@# :93A43；+ B (：83951-45/2 86:986 ;<9581；

C：54-98/D4 265836<；!：;61/8/D4 265836< 0

图 * 转基因番茄植株的表现

./-0* EF4 ;F4568G;41 67 83951-45/2 86:986 ;<9581
$：/::98H34 73H/8 736: 56I83951-45/2 ;<9581；J：/::98H34 73H/81 736: 56I83951-45/2 ;<9581；&：7H<<I3/;4 73H/8 736: 56I83951-45/2 ;<9581；"：7H<<I

3/;4 73H/8 736: 83951-45/2 ;<95810

鲜重番茄果实中番茄红素含量为纵坐标，以转基因

植物及非转基因植株为横坐标绘制坐标图（图 (）。

测定结果表明所获得的 ( 株转基因番茄果实的番茄

红素测定都比非转基因番茄果实中番茄红素高，其

中 + 号转基因番茄果实中番茄红素含量增加最多，

比对照增加了 )KL 倍，( 株番茄果实中番茄红素含

量平均比对照增加了 LKM, 倍。

图 ( 每 +,,- 鲜重番茄果实中的番茄红素含量

./-0( EF4 <G26;45 2658458
&N：54-98/D4 265836<；+ B (：8F4 <G26;45 2658458 67 83951-45/2 ;<95810

$ 讨论

番茄红素可以预防和调节多种疾病，并且对人

体没有任何毒副作用，因此被认定为营养型保健食

品。天然番茄果实中番茄红素的含量很低，基本满

足不了人的生理需要，一个成年人一天需摄入 + B
LA- 番茄或胡萝卜，才能正常的调节人体的生理机

能［*］。通过常规育种增加番茄红素的含量费时又费

力，并且目的性不强，而通过基因工程手段改造类胡

萝卜素的合成途径来增加番茄红素含量是一个方便

又快捷的方式。

目前通过基因工程增加番茄红素多是增加外源

’() 基因［C］和 "*+"［(］基因的表达来获得的，但由于

基因的共抑制、竞争前体物质"牛儿焦磷酸（OO%%）

和组 成 型 启 动 子 等 原 因，番 茄 红 素 都 没 有 增 加。

.39143［+*］等 将 细 菌 的 八 氢 番 茄 红 素 合 成 酶 基 因

（ "*+J）在果实特异性启动子（%O 启动子）调控下转

入番茄来增加番茄红素含量，但还是存在共抑制，番

茄红素只有少量的增加，而通过 ’#$/ 技术来增加

番茄红素，便可避免上述问题，并且没有带入其他外

源基因，因此，比一般的转基因产品更容易被公众

接受。

’#$/ 具有高度的特异性，只引起与 @1’#$ 同

源的 :’#$ 的降解，在 L+ B L) 个核苷酸中只要改变

一个 核 苷 酸，就 可 以 使 该 1/’#$ 序 列 不 对 靶 向

:’#$ 起作用［+(］。由于番茄红素是由$I环化酶和%I
环化酶两条途径转化为其它的类胡萝卜素的，因此

为了完全阻止番茄红素的转化，本实验分析了 ,")$
和 ,")%的基因序列，找到这两个基因的完全保守区

域确定为干扰的目标区域。很多研究结果充分证明

内含子与基因表达调控有关，而且起到提高基因表

达水平的作用［+(，+C］，因此为了达到最大的干扰效果，

本实验根据植物的 ’#$ 依赖型 ’#$ 聚合酶（’@’%）

介导的沉默机理设计 ’#$/ 载体的构建方案：即通

过一段内含子把 ,") 基因 "#$ 片段的 )P端以正反

两个方向连接起来，并且内含子的方向与基因转录

L)* -.%&/(/ 0#1*&23 #4 5%#+/".&#3#6) 生物工程学报 L,,!，Q6<KL)，#6K)



的方向一致构建 !"#$ 干扰片段。

目前，报道的转基因实验中所用的启动子多为

组成型启动子，如 %&’()*+，在它的调控下，外源基

因在转基因植物中所有的发育阶段和所有的部位都

能表达；对于需要组织特异性表达的基因来说，在该

启动子调控下表达造成营养浪费而导致植株生长不

良，,-&.［/］等将番茄 !"# 基因在组成型启动子调控

下转入番茄，结果幼果异常生长，植物矮化。因此，

在生物工程研究中对于组织或器官特异性启动子的

需求是很大的，目前也越来越受到研究人员的重视。

目前对于番茄的 01 基因［23］、04 基因［24］、多聚半乳

糖醛酸酶（56）基因［27］和 8#22 基因［89］的果实特异

性启动子有一定的研究，01、04 启动子番茄果实发

育的后期的表达量降低直到没有作用［82］；8#22［88］和

56 启动子在果实的早期就开始表达，为了使 $%# 基

因在番茄果实发育期间都被抑制，这就需要在果实

发育期间都表达的启动子来调控 !"#$ 片段的表

达。因此本实验采用类胡萝卜素合成过程中自身所

有的启动子来调控 !"#$ 片段的表达便可以在番茄

果实发育的整个过程中都能使 $%# 基因沉默。
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