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葡萄糖氧化酶 ( GO ) 基因在番茄中的遗传转化
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摘　要 : 将来自黑曲霉的葡萄糖氧化酶 ( glucose oxidase, GO ) 基因与病原诱导启动子 Prp121融合 ,

构建了植物表达载体 pCPGO, 该载体具有抗除草剂 PPT选择标记。经农杆菌介导转入番茄自交系 , 获得了

阳性转基因植株 58株 , Southern杂交结果表明 , GO基因已整合到番茄基因组中。通过淀粉 - KI显色反应

和定量检测 , 表明 GO基因已经表达。转基因植株花器及开花正常 , 种子一旦萌发 , 其生长、发育各时期

均正常。但结实率有所减少 , 种子萌发率有所降低。用番茄叶霉病 ( Fulvia fu lva) 病原菌 1121314生理小

种侵染 T1代转基因植株 , 结果显示转基因番茄植株的抗病性有不同程度的提高 , 多数发病时间推迟 , 病情

明显减轻。经测定与抗病性相关的几个指标 , 结果转基因番茄叶片中 SOD、POD、CAT的活性和蛋白质含

量均增高。
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Abstract: The p lant exp ression vector pCPGO, comp rising a GO gene from A sperg illus n iger driven by

p rp121 p romoter and containing a selectable marker bar gene for resistance to the herbicide phosphinothricin,

was constructed. Five tomato inbred lines were transformed via A grobacterium tum efaciens mediated method

and 58 transgenic tomato p lants were obtained. PPT resistance, PCR detection and Southern blot analysis

showed that the GO gene was integrated into tomato genome. Exp ression of the GO gene was verified by KI2
Starch staining and measurement of H2O2 content. The transgenic tomato flowered normally, whereas compared

with wild2type p lants, the seed set in transgenic tomato was fewer and the germ ination rate of seeds was less.

After germ ination, the transgenic p lants showed normal development. T1 tomato p lants infected with Fulvia fu l2
va showed enhanced disease resistance, delayed disease symp tom s and reduced leaf lesions to different extent.

The activity of SOD, POD and CAT and the content of soluble p rotein were increased. These results indicated
that overexp ression of GO gene in transgenic tomato p lants imp roved disease resistance.

Key words: Glucose oxidase; Transformation; Transgenic tomato; Fu lvia fu lva; Resistance index

植物在抵御病原侵染时产生一系列的防御反应。在病原侵染的位点上坏死斑的形成与诸如细胞壁

的加固、植保素合成及病程相关蛋白的积累等防御反应相关联。在植物和病原菌的互作中 , 最早响应

之一是 O
·
2 ( Superoxide) , OH

- (Hydroxy radical) 和 H2 O2等活性氧类的大量急剧产生 , 推测这种活

性氧类的迸发是由超敏反应 (HR) 介导的〔1〕。借助 HR的诱导 , 在系统获得性抗性中 , H2 O2曾被假

设为第二信使 , 对病原菌具有广谱的抗性〔2, 3〕。为减少过氧化氢酶的产生而作的转基因烟草与转 GO
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基因烟草有同等水平的 H2 O2 , 进一步支持了 H2 O2在植物防御中的调节作用
〔4, 5〕。

GO是一种可以催化β2D -葡萄糖氧化生成 H2 O2的葡萄糖氧化酶。很多真菌产生 GO , 作为一种

拮抗微生物用于生物防治 , 是因为 H2 O2能有效地抑制细菌和真菌的生长
〔6, 7〕。GO的这种特性为抗病

植物的选育提供了一条新的途径〔8～10〕。虽然在转基因植物中由 GO产生的 H2 O2是否能够诱导植物的

防御体系尚不清楚 , 但转基因植物显示出对病原菌的广谱抗病性已在很多试验中得到证实〔8, 11～13〕。

为提高番茄的抗病性 , 我们用黑曲霉中克隆的 GO基因构建了病原诱导启动子 Prp21驱动的植物表达
载体 , 并转入番茄中 , 研究不同番茄自交系转基因后的表达情况 , 并测定了与抗病性相关酶的活性。

1　材料与方法

111　材料

番茄自交系 Pr1、Pr3、Pr5、Pr6、Pr10由烟台农业科学院蔬菜研究所提供。大肠杆菌 DH5α、农

杆菌 LBA4404、克隆载体 pCAMB IA33002Tnos和含有病原诱导启动子 Prp121的质粒 pPRPGO均由北京

大学蛋白质工程与植物基因工程国家重点实验室提供。供试番茄叶霉病菌购于中国农业科学院蔬菜花

卉研究所。PCR试剂盒购自上海 Sangon公司。PCR D IG Probe Synthesis Kit、D IG2labeled Marker和 D IG

Detection System Kit购自 Roche BM公司。

112　无菌苗的准备

先用 70%的酒精浸泡 015～1 m in, 再用 017%的次氯酸钠溶液表面消毒灭菌 20 m in左右 , 用无菌

水冲洗 3～4次 , 播种在 1 /2MS培养基上 , 25～28℃培养 2～4 d, 种子萌发 6～10 d子叶完全展开。

113　GO基因植物表达载体的构建

将北京大学蛋白质与基因工程国家重点实验室提供的含黑曲霉 GO基因和病原诱导启动子的质粒

pPRPGO , 用 B am H I单酶切 , 切出 213 kb的 Prpgo小片段。插入含有 phosphinothricin抗性选择标记的

克隆载体 pCAMB IA33002Tnos的 B am H I酶切位点上 , 用 T4DNA L igase连接 , 通过 X baⅠ酶切鉴定 ,

得到与图 1结构相同正向连接的植物表达载体 , 命名为 pCPGO。通过冻融法将 pCPGO转入农杆菌

LBA4404中。

图 1　植物表达载体 pCPGO

F ig. 1　Schema tic d iagram of the plan t expression vector pCPGO

114　不同番茄品系的遗传转化

用叶盘法将载有 pCPGO的农杆菌 LBA4404转化番茄。将事先培养好的番茄子叶切去叶尖和基

端 , 切成 015 cm
2

, 正面朝下置于 MSⅠ培养基 〔MS + 2 mg/L ZT (玉米素 ) + 015 mg/L IAA (吲哚乙

酸 )〕上 , 28℃暗培养 2 d。之后将预培养的外植体浸入用 MS液体培养基稀释的根癌农杆菌悬浮液

中 , 015 h后 , 用无菌滤纸吸去外植体表面多余的菌液 , 转回到 MSⅠ上共培养 2～3 d。转移至筛选培

养基 MSⅡ 〔MS + 2 mg/L ZT + 015 mg/L IAA + 1 mg/L PPT ( Phosphinothricin) + 300 mg/L Cb (Car2
benicillin)〕上筛选分化芽。20～30 d当转化的抗性芽长至 115～210 cm时 , 将芽切下放入 MSⅢ培养

基 (1 /2MS + 015 mg/L IAA + 1 mg/L PPT + 300 mg/L Cb) 中诱导生根。35 d左右 , 将再生的 T0代小

植株直接移入装有草炭和蛭石的营养钵中 , 遮荫保湿炼苗 3～5 d, 在温室自然光照下生长。收取 T0

代种子 , 进行种子结实率和萌发率测定 , 同时用 CTAB法提取 DNA进行 PCR检测。

115　转基因番茄的 Southern杂交

用 CTAB法提取具除草剂抗性和 PCR检测阳性的部分转化植株的总 DNA。用限制性内切酶 H ind
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Ⅲ完全酶切 40μg总 DNA , 经 110 %琼脂糖凝胶电泳分离 , 用 014 mol/L的 NaOH作为转移缓冲液 ,

用毛细管法转移到带正电荷的尼龙膜上 , 用 D IG标记的 GO基因片段作为探针 , 按照 D IG DNA Detec2
tion Kit说明书进行 Southern杂交。

116　转基因番茄植株中 H2 O2的定性及定量检测

转基因番茄叶片 H2O2的检测按照 O lson等的方法。转基因植株叶片经叶霉病菌 ( Fulvia fu lva )

1121314号生理小种诱导后 , 取没发病的叶片用打孔器打孔 , 叶圆片放置在淀粉 - KI培养基 (215%

淀粉、50 mmol/L KI、1 %琼脂糖 ) 上。置室温 (25℃左右 ) 培养 , 每隔 1 h观察叶片颜色的变化。

H2 O2的定量采用超氧钛法。取 015 g番茄叶片加入 2 mL预冷的丙酮 , 于研钵中研磨。过滤去碎

片 , 取 1 mL溶液 , 加 011 mL钛试剂 (20%四氯化钛溶于浓盐酸中 ) , 充分混匀后加入 012 mL浓氨

水。10 000 ×g离心 10 m in, 弃上清液 , 沉淀用 2 mol/L的硫酸溶解 , 测定 415 nm下的吸收峰。同时

测已知浓度的 H2 O2和钛试剂形成的超氧钛的 OD值 , 绘制标准曲线。

117　转基因番茄的抗病性鉴定

将转基因番茄 T0代收获的种子与对照非转基因番茄种子播种在消毒的土壤中 , 当幼苗长至 4～5

片真叶时 , 用小型喷雾器将事先制备好的叶霉菌 ( Fu lvia fu lva ) 1121314号生理小种的孢子悬浮液

(106个孢子 /mL) 喷于叶背面 , 保持湿度第 1天 100% , 以后 85%～100% , 温度控制在 24℃左右。

14 d后调查发病情况。叶霉病分级标准参照冯兰香等的方法〔14〕。病情指数计算方法参照方中达〔15〕的

《植病研究方法》。

118　抗病性相关指标的测定

不同自交系的转基因 T0代和未转基因番茄植株长至 6～7片叶时 , 接种叶霉病菌 2 d后 , 取第 4

片叶进行抗性相关酶 SOD、POD和 CAT活性及蛋白质含量测定。SOD采用 NBT硝光还原法 ; POD采

用愈创木酚法 ; CAT的活性用 H2 O2法 ; 蛋白质含量采用考马斯亮蓝法 , 具体参照赵世杰等〔16〕的方

法。

2　结果与分析

211　GO基因植物表达载体的构建

将 pPRPGO用 B am H I单酶切 , 经 1 %琼脂糖凝胶电泳回收带有病原诱导启动子的 GO基因片段

(2 300 bp)。克隆到 pCAMB IA33002Tnos载体的 B am H I酶切位点上 , 得到 pCPGO。用 Xba I酶切切出

015 kb和 1015 kb的片段 , 表明连接方向正确。

212　番茄的遗传转化

将构建好的植物表达载体 pCPGO经热击法转入大肠杆菌 DH5α, 冻融法转入农杆菌 LBA4404。用叶

盘法转化番茄自交系材料。结果见表 1, 在番茄自交系转化过程中发现 , 不同自交系愈伤组织的诱导率

和转化率不同 , 各自交系间的差异均达到极显著水平。抗性愈伤分化芽和生根的时间明显长于已往用杂

交种进行的转化。将经 PPT抗性筛选的小苗诱导生根后转入土壤中 , 能正常开花结果 (图 2)。

表 1　pCPGO番茄的遗传转化

Table 1　Tran sforma tion of toma to inbred lines

受体品系
Inbred lines

接种外植体数 No. of
exp lants inoculated

获得 pp tR植株数 No. of

pp tR p lantlets obtained

再生植株的外植体数 No. of
exp lants p roducing p lantlets

生根的外植体数
No. of exp lants rooted

转化率 3 Transformation
frequency( % )

Pr1 36 21 18 10 27178 c C
Pr3 36 10 5 5 13189 e E

Pr5 34 28 26 13 38124 b B
Pr6 27 15 13 13 48115 a A
Pr10 67 38 33 12 17191 d D

　　3转化率 = (生根的外植体数 /接种外植体数 ) ×100% ; 不同大小写字母分别表示 0101和 0105水平显著差异。
3 Transformation frequency = (No. of exp lants rooted /No. of exp lants inoculated ) ×100% ; Cap ital letter rep resents significant difference

at the 0101 and 0105 level, respectively.
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图 2　转基因番茄植株的再生及开花结果

1. 生芽 ; 2. 生根 ; 3. 开花 ; 4. 结果。

F ig. 2　Regenera tion, flower ing and fru it setting of tran sgen ic toma to plan ts

1. Shoot regeneration; 2. Rooting of transgenic tomato; 3. Florescence of transgenic tomato; 4. Fruit setting of transgenic tomato.

213　转基因番茄的 Southern杂交分析

经农杆菌转化和 PPT选择共获得 58株转基

因植株 , 其中 Pr1 12株、 Pr3 6株、 Pr5 15株、

Pr6 13株、Pr10 15株。从 58株转基因植株叶片

中提取总 DNA, PCR均可扩增出 110 kb的目的条

带。随机取 5株进行 Southern杂交分析 , 用 pCP2
GO载体上包括 GO基因在内的 H indⅢ完全酶切 ,

以 D IG标记的 110 kb GO基因片段为探针进行

Southern杂交 , 受检的 5个转基因植株中 4株有

杂交信号 (图 3)。

214　转基因番茄 GO基因表达的定性和定量检测

转 GO基因植株在病原诱导下叶片中可产生

H2 O2 , H2 O2能氧化 KI形成 I2 , 在淀粉存在时显

蓝色。据此进行 GO基因的定性鉴定。在 5个不

同的品系中 , 有一个品系 Pr521叶盘放置 3 h后出

现蓝色反应 (图 4中 e)。另一个品系 Pr323于 4 h

后出现蓝色反应 (图 4中 h)。其余 3个品系 Pr62
6、Pr1027、Pr125于 25 h后才有蓝色出现。随着

时间的加长 , 蓝色变深 , 范围增大 , 但对照非转

基因植株 (图 4中 a、b) 和未经病原诱导的转基

因植株 (图 4中 c) 30 h后仍没有颜色反应。显

色鉴定结果表明 , 不同品系的转基因植株经同种

病原诱导后 , 其表达的时间和强度存在较大的差

异 , 而且 GO基因的表达受到病原诱导启动子的

调控。

为定量检测各转基因番茄植株叶片中的

H2 O2 , 将各转基因植株接种叶霉病菌 , 至刚发病

图 3　部分转基因番茄植株的 Southern杂交分析

W T: 非转基因植株 ; 1～5: 转基因植株。

F ig. 3　Genom ic Southern blot ana lysis of T0 toma to

tran sforman ts

W T: Non2transgenic tomato; 1 - 5: T0 tomato transformants.

1: Pr122, 2: Pr323, 3: Pr625, 4: Pr1028, 5: Pr521.

图 4　转基因番茄叶片中 H2O 2的定性检测

a, b. 非转基因番茄叶片 ( a: Pr3, Pr5) ; c. 转基因番茄未经

Fulvia fulva诱导 ( c: Pr521) ; d～h. 转基因番茄经 Fulvia fulva

诱导 ( d: Pr1027, e: Pr521, f: Pr626, g: Pr125, h: Pr323)。

F ig. 4　H2O 2 production in leaf d iscs of tran sgen ic toma to plan ts

a, b. Non2transgenic tomato p lants; c. Transgenic tomato p lant not

induced with Fulvia fu lva; d - h. Transgenic tomato p lants induced

with Fulvia fu lva.

时取未发病叶片 , 采用超氧钛法进行测定。结果 (图 5) 表明 H2 O2含量在各转基因株间差异较大 ,

在 192100～495108μmol/L之间。其中 Pr521含量最高为 495108μmol/L , Pr323为 410μmol/L。比非

转基因番茄提高 5倍左右 , 而其它植株 Pr125、Pr626和 Pr1027均在 200μmol/L左右。用 H2O2在体外

进行淀粉 - KI检测试验 , 结果只有当 H2 O2达到 200μmol/L时 , 方可观察到蓝色反应。因此本试验

924



园　　艺　　学　　报 32卷

中 Pr521和 Pr323经 3～4 h出现蓝色反应 , 而其他

3株 25 h才出现蓝色反应 (图 4)。这可能与基因

表达量多少有关。定性和定量检测结果相一致。

215　结实率和种子萌发率的测定

随机选取 10株 Pr1的 T0代番茄植株 , 在自然

条件下均能正常开花结实 , 且花器官正常 , 至种

子成熟时调查其结实率。与未转基因植株 (组培

苗 ) 相比 , 所有转基因植株的结实率都有不同程

度的减少。将种子播种在 MS培养基上 , 28℃暗

培养 4周 , 调查发芽率。结果 (图 6) 表明转基

因番茄种子萌发率均有不同程度的降低。其它 4

个自交系也有类似的结果。其原因可能是在种子

形成时葡萄糖积累 , 或种子萌动时贮藏的淀粉水

解为葡萄糖 , 致使过量表达的 GO将更多的葡萄

糖转化为 H2 O2 , H2 O2量的增加反过来影响了种

子形成或抑制了种子的萌发。

转基因植株 Pr121、 Pr122、 Pr123、 Pr124、
Pr125、 Pr126、 Pr127、 Pr128、 Pr129、 Pr1210, 结

籽数分别为 33、41、49、52、21、26、59、38、

39、47粒 , W T (未转基因植株 ) 为 116粒。

216　转基因植株的抗病性鉴定

将转基因番茄 Pr1、Pr3和 Pr5 T0代自交后代

的 5个株系接种叶霉病菌株 , 15 d后每个株系调

图 5　转基因番茄中 H2O 2的含量

F ig. 5　H2O 2 con ten t in tran sgen ic and non2tran sgen ic

toma to plan ts

图 6　转基因番茄种子 ( T0 ) 萌发率

F ig. 6　Germ ina tion ra te of T0 tran sgen ic toma to plan ts

查 10株的发病情况 , 结果表明 , 与对照相比转基因番茄叶霉病发病症状大大推迟。对照接种 14 d在

老龄叶片上 , 出现明显的带有霉层的病斑 , 大多数有 3个病斑以上 , 以后逐渐发展至全株。而转基因

　　　 表 3　转基因番茄抗病性鉴定

Table 3　Resistance to F u lvia fu lva of tran sgen ic toma to lines

番茄自交系
Tomato line

病情指数 D isease index

15 d 18 d 22 d

番茄自交系
Tomato line

病情指数 D isease index

15 d 18 d 22 d

番茄自交系
Tomato line

病情指数 D isease index

15 d 18 d 22 d

Pr122 3133 4144 5156 Pr321 5156 7178 7178 Pr521 8189 12122 14144
Pr123 5156 7178 8189 Pr323 13133 17178 15156 Pr523 17178 18189 22122
Pr125 15156 17178 2010 Pr325 15156 20100 17178 Pr524 4144 7178 10100
Pr127 7178 8189 10100 Pr326 17178 22122 20100 Pr528 20100 22122 23133
Pr129 18189 20100 22122 Pr327 20100 22122 20100 Pr529 7178 8189 12122

W T 36167 38189 40100 W T 35156 40100 43133 W T 37178 40100 44144

　　W T: 未转基因植株 Non2transgenic。

植株 Pr524株系几乎没有发病 , 只有 5株出现退

绿色病斑 , 其它 4个株系均发病 , 但是病斑小 ,

且霉层明显稀疏 , 再过 7～10 d霉层逐渐消失 ,

形成退绿色黄斑 , 病斑大小不再扩展 , 也不再向

其它叶片侵染 (表 3)。结合定性定量结果 (图

4、图 5) , 发病的轻重与 H2 O2的表达量有明显的

相关性 (表 4)。

表 4　抗病性与 H2O 2量的相关性

Table 4　Correla tion of resistance and H2O 2 con ten t

处理
Treatment

病情指数 D isease index

15 d 18 d 22 d
平均数
Average

H2O2

(μmol/L)

Pr521 　 5156 　8189 10100 8115 495108
Pr323 　13133 17178 15156 15156 410
Pr125 　15156 17178 20100 17178 200106
Pr626 　17178 20100 20100 19126 199169
Pr1027 　20100 22122 22122 21148 192
r相关系数 - 019133 - 01841 - 019653 3
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　3期 王全华等 : 葡萄糖氧化酶 (GO ) 基因在番茄中的遗传变化　

217　GO基因导入对番茄植株体内抗病性相关酶活性的影响

SOD、POD、CAT和可溶性蛋白质 ( Soluble p rotein) 是与抗病性相关的几项指标〔19〕, 前 3种是

生物体内重要的保护酶 , 对氧自由基起清除作用并防止膜质的过氧化。GO基因转入番茄后 , 在叶霉

病病原菌的诱导下 , 各转基因植株叶片中 CAT、POD、SOD活性和可溶性蛋白含量均有较大的增加。

只是不同株系增加的幅度有所不同。其中 SOD增幅最大的是 Pr1028, 比对照增加 160190% , 其它 4

个株系 Pr122、Pr323、Pr521和 Pr623增幅在 78179%～122130%之间 ; POD、CAT和可溶性蛋白的增

幅分别在 31106%～104115%、18120%～197157%和 27191%～159152%之间 (图 7、图 8)。

图 7　转基因番茄叶片中 SOD、POD的活性

F ig. 7　SOD, POD activ ity in tran sgen ic toma to lines

图 8　转基因番茄叶片中 CAT的活性和可溶性蛋白质的含量

F ig. 8　CAT activ ity and soluble prote in con ten t in

tran sgen ic toma to lines

3　讨论

本研究将带有病原诱导启动子的葡萄糖氧化酶基因转入 5个番茄自交系材料中 , 获得了 58株转

基因植株。接种叶霉病菌后 , 5个转基因自交系的抗性均比对照有较明显提高。这一结果说明能够通

过转基因手段实现 H2 O2的产生 , 从而提高植物的抗病性。但是所有转基因番茄植株的结实率和种子

萌发率均有不同程度的降低 , 这可能是在种子形成或种子萌动时 , 过量表达的 GO作用于葡萄糖产生

较多 H2 O2的毒害作用 , 从而限制了种子发育和胚发育〔9〕。前人也有关于转 GO基因植物发生毒害作

用的报道。Lee等〔11〕的研究结果表明 , 转 GO基因的甘蓝和烟草 , 当组成性表达或由具体的信号传

导时 , 也发生了结籽率减少 , 发芽率降低的毒害作用。Doke〔17〕的研究认为 H2 O2在细胞内可以经

Fe离子催化生成羟基自由基 , 它可能引起细胞内酶活性的降低及细胞的衰老死亡 , 对植物有一定

的伤害。

本试验采用农杆菌介导法侵染番茄叶盘 , 结果发现 , 不同番茄自交系由于遗传型的不同 , 其遗传

转化率存在较大差异。因此转化前一定要摸索好最佳的遗传转化条件 , 特别是植物选择标记的最佳浓

度。本试验采用 PPT作为转基因植物的选择标记。与选择卡那霉素抗性的 NPT2Ⅱ相比 , 遗传转化难

度较大 , 特别是不同类型的番茄自交系对 PPT的敏感程度差异较大。因为 PPT对番茄愈伤组织的诱

导、生长分化和生根均有强烈的抑制作用 , 不利于番茄的正常生长 , 在高浓度下 , 番茄愈伤组织诱

导、生长分化以及生根完全受到抑制 , 甚至死亡〔18〕。但是 PPT不存在对环境的安全释放问题 , 因此

国内外正利用 PPT作为转基因植物的选择标记。
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本试验接种番茄叶霉病菌的结果表明 , 转基因番茄 3个自交系的后代抗病性确实有较大的提高 ,

只是不同株系间抗病性差异也较大。可能是 GO基因表达量的差异 , 导致诱导防御基因表达的差异。

我们测定了 SOD、POD、CAT等与抗性相关的酶和可溶性蛋白质的含量 , 结果当病原诱导时 , 这些抗

性指标都有所增加。这些结果说明利用基因工程手段使植物产生抗病性是可行的。我们已收获 T0代、

T1代、回交 BC1代种子 , 将进一步验证其后代的抗病性、该基因的遗传规律以及抗病机理。
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