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黄瓜花叶病毒外壳蛋白基因转化番茄的研究
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摘要:通过根癌农杆菌介导 , 采用叶盘转化法 ,探讨了黄瓜花叶病毒外壳蛋白(CMV-CP)基因导入番茄栽培品种`红

宝石' 的适宜条件.结果表明:适宜的卡那霉素(Km)浓度 、根癌农杆菌浓度 、根癌农杆菌感染时间以及共培养时间
分别为 35 mg/L、D600约 0.5 、10～ 15 min和 2～ 3 d;将诱导形成的抗性愈伤组织转接到含有 35 mg/L Km 的分化培养

基和生根培养基中使其分化不定芽和生根 , 获得了抗Km 的番茄再生植株.对再生植株进行再次离体培养抗Km 鉴

定和 PCR分子检测 , 初步证明 CMV-CP基因已导入番茄再生植株的基因组中.
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　　番茄病毒病是影响番茄产量和品质的主要病害
之一.已报道的危害番茄的病毒种类有 20多种 ,其
中黄瓜花叶病毒(CMV)是番茄病毒病中发生最为普
遍 、危害最为严重的毒源种类[ 1] .长期以来 ,蔬菜育
种者试图通过常规育种和远缘杂交手段解决这一世

界性病害 ,但由于栽培品种中缺乏对 CMV具有抗性

的材料 ,以及利用番茄野生种或茄属类番茄茄时存
在远缘杂交诸多障碍 ,致使通过该手段尚鲜见有育

成品种的报道.近 10多年来 ,随着分子生物学研究
的发展 ,利用基因工程技术为防治植物病毒病开辟
了一条新途径.通过根癌农杆菌介导 ,将黄瓜花叶病
毒外壳蛋白(CMV-CP)基因导入番茄 ,已被证明是减
轻番茄发生黄瓜花叶病毒病的有效方法[ 2 ,3] .本研
究以广东和广西两省区种植面积较大的`红宝石' 番
茄品种为供试材料 ,探讨根癌农杆菌介导转化番茄
的影响因素 ,试图建立根癌农杆菌介导转化番茄的

实验体系 ,为利用基因工程技术提高番茄抗 CMV 能

力提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　植物材料

番茄(Lycopersicon esculentum var.Hongbaoshi)种
子经 φ=75%酒精 30 s , φ=7%饱和次氯酸钠 15

min表面消毒后 ,用灭菌蒸馏水冲洗 3 次 ,然后接种
于1/2MS基本培养基上进行培养.取发芽 7 ～ 10 d

的无菌苗的子叶作为转化材料.
1.2　根癌农杆菌菌种及其培养

根癌农杆菌菌株为 LBA4404 ,内含一个 NPTⅡ基
因作为卡那霉素(Km)抗性筛选的标记基因和一个长
度为 740 bp的 CMV-CP 基因 ,由华南农业大学资源

环境学院李华平教授提供.
菌种接种于添加 Km 35 mg/L的 LB液体培养基

中 ,放到 28℃、150 r/min 摇床中培养 14 h , 至菌液

D600为 0.8 ～ 1.0.

1.3　番茄外植体的培养以及 CMV-CP基因的转化

取培养 7 ～ 10 d无菌苗的子叶 ,用解剖刀切去子
叶两端再横切成 2块 ,作为离体培养的外植体及转
化受体.对照的子叶外植体接种到 15#分化培养
基[ 4](MS大量元素 、铁盐+H 微量元素 、有机成分+
0.2 mg/L IAA+2mg/L 6-BA+6 g/L 琼脂+30 g/L 蔗
糖 ,pH 5.8.下同)上 ,然后将分化形成的 2 ～ 3 cm 长

的不定芽转到生根培养基[ 4](1/2MS+0.5 mg/L IBA

+6 g/L琼脂+30 g/L蔗糖 ,pH 5.8.下同)中使其生
根.CMV-CP基因转化时 ,子叶外植体首先接种到添
加不同浓度 Km(0 、25 、35 、50 、75和100 mg/L)的 15#
分化培养基上 ,筛选出适宜的 Km 浓度.再将子叶外
植体放入用 MS 液体培养基稀释不同倍数(1倍 、10
倍 、20倍 、50 倍和 100倍)的农杆菌菌液中浸泡(5 、
10 、15 、20和 30 min).倒掉农杆菌菌液后用灭菌滤纸
吸去子叶外植体表面过多的菌液 ,接种到 15#分化

培养基上进行共培养(1 、2 、3和 4 d).随后再转到选
择分化培养基(15#分化培养基+500 mg/L 羧苄青
霉素+35mg/L Km ,pH 5.8.下同)上培养20 d左右.
将获得的抗性愈伤组织转移到相同的选择分化培养

基上分化不定芽.待抗性不定芽长至 2 ～ 3 cm

时 ,将其转入选择生根培养基(生根培养基+35mg/L
Km ,pH 5.8.下同)中诱导根的形成.
1.4　番茄再生植株的抗 Km鉴定以及 PCR检测

(1)再生植株的抗 Km 鉴定:将在选择生根培养
基中生根的再生植株叶片切成 0.5 cm×0.5 cm大小

的切块 ,再次接种到选择分化培养基上 ,培养 30 d

后 ,观察抗性愈伤组织及不定芽的分化形成情况.

(2)再生植株的 PCR检测:切取在选择生根培养
基中生根的再生植株和对照离体培养植株的叶片

1.0 g ,参照Hadidi等[ 5]的方法分别提取植株总 DNA.
质粒 DNA的提取和纯化用碱裂解法[ 6] .根据 CMV-
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CP基因序列[ 7]设计并合成 PCR 2个引物(由上海生物

工程 公 司 合 成), 引 物 1:5' CATCGACCATGGA-
CAAATCAAC 3' ;引物 2:5' CTCTCCATGGCGCATTCA 3' .

以抗性再生植株和对照离体培养植株的总 DNA

及质粒DNA为模板 ,加入 2个引物 、反应缓冲剂 、Taq

酶和 dNTP 后 ,用 PCR仪扩增 CMV-CP基因.PCR扩
增产物在 10 g/L琼脂糖凝胶上电泳并成像.

2　结果与分析

2.1　番茄子叶离体培养再生植株

子叶外植体经培养 1 周左右 ,在切口处便产生

肉眼可见的愈伤组织 ,第 2周分化形成绿色小芽点 ,
第3周伸长形成不定芽 ,共接种了 65个子叶外植体 ,

其中 51个分化出不定芽 ,不定芽分化率达 78.4%,
而且 ,平均每个外植体可分化出 5.6个不定芽.待不

定芽长至 2 ～ 3 cm时 ,将其转到生根培养基中 ,5 d后

开始长根 ,并逐渐形成完整的再生植株.

2.2　CMV-CP基因的转化及 Km抗性植株的再生

　　(1)番茄子叶外植体对 Km的敏感性:不同 Km

浓度对抑制未转化子叶外植体形成愈伤组织的结果

(表1)表明 , 35 mg/L 的 Km 能够完全抑制未转化的

子叶外植体形成愈伤组织.因此 ,在分化培养基中可
以添加35 mg/L Km作为抗性筛选压.

(2)根癌农杆菌浓度及感染时间对筛选获得抗
性愈伤组织的影响:用高浓度(稀释 1倍)菌液感染

115个子叶外植体时发现 ,在 1 min内 ,几乎所有子叶
外植体均出现萎蔫和颜色变暗的现象 ,共培养 2 d

后 ,大多数褐变死亡 ,选取其余绿色外植体转接到选

择分化培养基上进行培养 ,随后全部也褐变死亡;而
用稀释50倍和 100倍的菌液分别感染 150和 101个

子叶外植体 15 min后 ,外观上几乎没有变化 ,在随后
的选择培养过程中 ,子叶外植体只膨大 ,没有形成愈

伤组织;当用稀释10倍和 20倍的菌液感染子叶外植

体15 min后 ,在切口处出现稍稍萎蔫 ,但仍然保持绿
色 ,分别对 159和 180个子叶外植体进行了稀释 10

倍和 20倍浸菌处理 ,结果在选择培养过程中分别有
3和 9个子叶外植体形成了抗性愈伤组织.同时 ,用

稀释 20倍的农杆菌菌液进行不同感染时间对筛选

获得抗性愈伤组织的结果表明 ,感染时间以 10或 15

min为宜 ,试验分别对 841和 783个子叶外植体进行

了10和 15 min的浸菌处理 ,共培养 2 d转接到选择

分化培养基上 ,随后分别有 8和 10个子叶外植体形

成了抗性愈伤组织;但感染时间为 5 、20 或 30 min

时 ,子叶外植体在选择培养过程中均未形成愈伤组
织 ,而且 ,当感染时间超过 20 min 时 ,子叶外植体在

选择分化培养基上培养 2周左右 ,大部分外植体褐
变死亡 ,培养基污染也较为严重.因此 ,初步认为用

稀释10 ～ 20倍的根癌农杆菌菌液感染番茄子叶外植

体10 ～ 15 min对转化番茄是适宜的.

表 1　番茄子叶外植体对卡那霉素(Km)敏感性试验

Tab.1　Kanamycin sensitivity of tomato cotyledon explants

ρ(Km)

/(mg·L-1)

接种外植

体数 no.of
explants cultured

形成愈伤组织的外

植体数 no.of explants

producing callus

外植体状

况 condition

of explants1)

0 55 49 +++
25 66 2 +
35 66 0 -
50 64 0 -
75 65 0 -
100 63 0 -

　1)̀ +++' 示能正常形成愈伤组织;̀+' 示大多数只膨大不
形成愈伤组织;̀-' 示完全不能形成愈伤组织 、变褐色死亡

　　(3)根癌农杆菌与番茄子叶外植体共培养时间

对筛选获得抗性愈伤组织的影响:分别对 102 、110 、

83和 105个子叶外植体与根癌农杆菌进行共培养 1 、

2 、3和 4 d ,结果共培养 1 d 时 ,子叶外植体在选择培

养过程中只膨大 ,没有形成愈伤组织;而共培养 4 d

后 ,大部分子叶外植体褐变死亡 ,只有少数外植体能

转到选择分化培养基上培养 ,且在随后的培养过程

中均未形成愈伤组织;将子叶外植体与农杆菌共培

养2和 3 d ,在随后的选择分化培养基上分别有 2和

1个子叶外植体形成了抗性愈伤组织.表明共培养 2

～ 3 d较有利于筛选获得抗性愈伤组织.

(4)抗性愈伤组织分化不定芽及其生根:将在选

择分化培养基上诱导形成的其中 22个抗性愈伤组

织转到相同培养基继续培养 30 d后 ,其中 18个愈伤

组织分化形成 32个不定芽.再将生长良好的 9个不

定芽从基部剪下转到选择生根培养基中 ,培养 10 d

后 ,其中 6个不定芽开始形成根 ,随后长成完整的再

生植株;其余 3个不定芽没有形成根 ,随后死亡.

2.3　再生番茄植株的抗 Km鉴定以及 PCR检测

对在选择生根培养基中获得的其中 4株抗性再

生植株进行抗 Km 鉴定及 PCR检测的结果表明 ,两

种方法所得结论一致 ,即总共培养了来自 4 株不同

再生植株的 15个叶片外植体 ,其中有来自同一再生

植株的 4个外植体形成了抗性愈伤组织并分化出不

定芽 ,而来自另外 3株再生植株的 11个外植体未能

形成愈伤组织 ,叶片外植体在选择分化培养基中逐

渐变褐后死亡;同样 ,以质粒 DNA为阳性对照 、未转

化的离体再生植株叶片的总 DNA为阴性对照 ,与上

述4株抗性再生植株叶片的总 DNA 进行 PCR扩增

的结果表明 ,阳性对照及 4株再生植株中的 1株(与

抗Km鉴定出的植株相同)扩增出了预期的 740 bp的

DNA片段 ,而未转化植株及 4株再生植株中的另外 3

株没有扩增出该 DNA片段(图 1).初步证明CMV-CP

基因已整合到其中的 1 株番茄再生植株的基因

组中.
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　　1:PCR分子量标记　 PCR marker;2:阳性对照(质粒 DNA)　

positive control(plasmid DNA);3～ 6:抗Km 再生植株　kanamycin-resistant

plantlet;7:阴性对照 negative control

图 1　PCR扩增检测结果

Fig.1　PCR amplification results

3　讨论

采用根癌农杆菌介导叶盘直接浸泡法进行外源

基因转化时 ,根癌农杆菌浓度 、外植体浸菌时间及根

癌农杆菌与外植体共培养时间对转化有较大影响.

李华平等
[ 7]
报道在对烟草进行转化时 ,转化效果较

好的农杆菌浓度为稀释 10倍 ,而稀释 100倍则偏低 ,

不稀释易造成污染.本试验结果与此基本一致.有

关农杆菌感染番茄外植体的适宜时间 ,也存在较大

差异 ,傅荣昭等[ 8]认为感染时间在数秒至数分钟内 ,

以叶盘边缘稍微湿润为宜.Xue 等[ 2] 将番茄外植体

在农杆菌菌液中浸泡 15 min ,获得了高抗 CMV-WL

的转基因植株.本试验中也发现 ,农杆菌感染时间与

农杆菌浓度有关(结果待发表).农杆菌与外植体共培

养时间通常以2 ～ 3 d为宜 ,但也与农杆菌浓度 、温度 、

植物材料有关 ,本试验的结果与傅向东等[ 9]用农杆菌

转化烟草的结果一致.关于转基因植株的检测方法 ,

PCR具有快速 、DNA用量少 、适用于早期检测的优点 ,

但有时会产生检测误差.本试验将获得的抗性再生植

株进行再次离体培养抗Km鉴定取得与PCR检测一致

的结果 ,它的可靠性则有待进一步研究.
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Studies on Transformation of Lycopersicon esculentum

with Cucumber Mosaic Virus Coat Protein Gene

HU Kai-lin , FU Qun-mei , WANG Guo-ping , HU Zhi-qun
(College of Horticulture , South China Agric.Univ., Guangzhou 510642 , China)

Abstract:By means of the leaf disk transformation with the help of Agrobacterium tumefaciens , several factors for trans-

ferring cucumber mosaic virus coat protein(CMV-CP)gene into tomato cultivar `Hongbaoshi' were studied.The results

showed that the appropriate concentration of kanamycin(Km), the concentration of A.tumefaciens , the soaking time in

liquid medium containing A.tumefaciens and the co-cultivation time were 35 mg/L , D600≈0.5 , 10 ～ 15 min and 2 ～

3 d respectively.Calli from cotyledon explants grown on the medium containing 35mg/L Km were transferred to the same

medium for shoot regeneration , Km-resistant plantlets were obtained on the root-inducing medium.By testing the Km-re-

sistant ability of transformed plantlets cultured on the medium with 35 mg/L Km again and performing PCR assay , it was

confirmed preliminarily that the CMV-CP gene was integrated into the genome of tomato plantlet.

Key words:Lycopersicon esculentum ;Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation;CMV-CP gene
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