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摘 要: 通过根癌农杆菌 ( Agrobacterium tumefaciens) 介导, 利用特异表达的 phaseolin 基因

的启动子与人类野生型抗癌基因 p53 构建嵌合基因, 对 美味樱桃 番茄进行遗传转化, 获

得转化番茄再生植株。通过组织化学法、PCR扩增及 Southern 杂交检测, 证明人类野生型 p53

基因已整合到转基因番茄植株的基因组。
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1 目的、材料与方法

抗肿瘤基因 p53是现在癌基因研究中最引人注目的肿瘤抑制基因!1∀, 引入野生型 p53

基因可能是基因治疗癌症潜在的有效方法!2~ 4∀。目前野生型或突变型 p53基因或蛋白可通

过动物或微生物途径获得, 尚未见其在植物中表达的报道。本研究拟通过土壤农杆菌的感

染, 将人类野生型 p53基因转入番茄, 以研究其在番茄中的整合、表达等生物学表现, 希

望获得表达 p53基因的植株, 以探索借助番茄作为生物反应器生产野生型 p53蛋白的可能

性。

以 美味樱桃 番茄无菌苗子叶作为转化外植体, 根癌农杆菌 ( Agrobacterium tumef a

ciens ) 菌株为 GV3101, 高效表达载体 pBI121p53ph由目的基因 p53与含高效启动子的表达

载体 pBI121连接 (图 1)。

采用农杆菌介导的叶盘共培养转化法, 方法如下: 切取叶盘放于 MS+ ZT 2. 0 ( mg/ L,

下同) + IAA 0. 05培养基, 25 # 光下预培养 24 h; 预培养的外植体在菌液中浸泡 30 min,

无菌纸吸干菌液, 将外植体转入选择诱芽培养基, 置于28 # 暗处共培养 2 d后, 25 # 光培

养; 选择诱芽培养基为MS+ ZT 2. 0+ IAA 0. 05+ Kanamycin (卡那霉素, Km) 50+ Carbeni

cillin (羧苄青霉素, Cb) 250, 生根培养基为MS+ IAA 0. 1+ Km 50+ Cb 100, 培养基中琼

脂浓度为 8 g/ L, 蔗糖浓度为 30 g/ L。对经过 Km 抗性鉴定的转化植株进行 GUS 染色、

PCR扩增、Southern杂交检测。

2 结果与分析

2. 1 转化苗的生长

对照外植体的诱芽率在 85%以上, 用于转化的外植体的诱芽率较低。在添加Km的选

择培养基上, 大部分外植体黄化逐渐死亡, 只有少数外植体培养2周后出现小芽点, 3~ 4



周后逐渐分化出幼叶, 形成小芽。待芽长出 2~ 3枚叶片时, 切下芽转入生根培养基, 幼

芽逐渐生出新叶长成幼苗, 当幼苗根系发达后移入温室。整个诱导、培养过程中都有 Km

选择压力存在。

图 1 载体质粒 pBI121p53ph的构建图

Fig. 1 Construction of vector plasmid pBI121p53ph

2. 2 组织化学染色法检测

植物表达载体 pBI121p53ph携带有 GUS报告基因, 因此可通过组织化学染色法进行初

步检测。本试验以 X gluc为底物, 染色结果显示阳性植株的叶片呈蓝色。

2. 3 PCR扩增筛选

取GUS检测初步确定的转化番茄植株再进行 PCR 扩增检测。出现大小为 1. 2 kb 的

p53编码序列的特异条带 (图 2) , 表明在该植株中有目的基因片段存在。

2. 4 Southern杂交分析

用经PCR检测的转化番茄植株叶片提取总DNA, 限制性内切酶 EcoRI酶切后转膜, 进

行Southern杂交, 结果如图 3所示。转化番茄植株有杂交带出现, 说明 p53基因已经成功

整合到番茄的基因组中, 最终获得 5株转基因番茄植株。

图 2 转基因番茄植株的 PCR检测

M. DNA/ Hi nd III+ EcoRI 双酶切分子量标准;

1~ 3转化番茄植株的不同株系。

Fig. 2 PCR analysis for transgenic tomato plants

M. DNA/H ind III+ EcoR I marker;

1- 3. Different lines of transgenic tomato plants.

图 3 转基因番茄植株 Southern blot 检测结果

1. 转化番茄植株; 2. 非转化番茄植株 (对照) ;

3. DNA/H ind III+ EcoR I 双酶切分子量标准。

Fig. 3 Southern blot analysis of transgenic tomato plants

1. Transgenic tomato plant ; 2. Untransgenic tomato

plant ( Control) ; 3. DNA/H indIII+ EocRI marker.
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Preliminary Study on Transformation of Tumor Suppressor Gene p53 into Tomato
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Abstract: The strain GV3101 of Agrobacterium tumerf aciens harboring a plasmid carrying a human wild type tumor

suppressor gene p53 driven by the promoter of phaseolin was used to transform cv. Meiwei Cherry of tomato. Leaves of

transgenic tomato plants were used for assaying the existence of foreign gene. Results of histochemical assay, PCR

amplification and Southern blotting showed that the human wild type p53 gene was integrated into the genome of trans

genic tomato plants.
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