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基因工程

转美洲拟鲽抗冻蛋白基因 ( afp)番茄致死

温度测定及其在生态学上预测
①

傅桂 荣　田艳 艳　　陈　瑛　汪清 胤　黄 永芬②

(哈尔滨师范大学生物系　哈尔滨 )

　　摘要　将转美洲拟鲽抗冻蛋白基因第四代番茄及对照低温锻炼后 ,测定其苗期致死温度 ,发现转

基因各组致死温度较未转基因对照明显降低 1～ 2℃。说明转 AFP基因番茄抗寒力增强 ,为在北方提

早育苗 ,定植 ,提早上市提供条件 ,具有明显经济效益。 对几年来转基因后代的田间形态学观察、记录
的结果进行了有效积温指标的计算 ,推测转基因番茄可能跨过一个积温带 ,扩大其栽培范围。
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③　由黑龙江省气象台提供气象资料

　　番茄属喜温植株 ,育苗期对低温敏感 ,易受伤害。

如何增强番茄抗寒性 ,提早育苗 ,提早成熟成为人们研

究的焦点。 1987年加拿大 Dav ies等人将 AFP基因整

合到 Ti质粒上 ,用叶圆片法转郁金香、烟草、油菜 ,使

油菜获得了一定抗冻能力〔6〕。 以后 Geo rges等人用人

工合成 AFP基因和氯霉素乙酰合成酶的融合基因导

入玉米原生质体获得表达〔4〕。 我们采用花粉管通道法
和子房注射法 ,将整合在 T i质粒上的 AFP基因导入

番茄 ,并通过对 D1代、 D2代田间观察 , South ern杂交

分析 ,同工酶检测及叶绿素、维生素 C及叶圆游离氨

基酸种类及其含量分析 ,以及 D3代叶圆组织电导率

的测定抗寒生态学、形态学及生理学指标说明 , AFP

基因已整合到番茄染色体并表达 ,证明转基因番茄抗

寒能力有所提高。

由沈征言等进行的低温锻炼对番茄幼苗抗寒影响

的研究〔1〕 , Culter等用真空透析法将 AFP基因导入马

铃薯、拟南芥和欧洲油菜 ,使植物自然结冰温度平均降

低 1. 8℃ ,并证明对转基因植物进行低温锻炼可降低

其致死温度。本文通过对转 AFP基因番茄第四代致死

温度测定 ,说明获得了抗寒性转基因番茄可提早育苗。

并通过相应的生态学、气象学生理指标 ,推测转基因品

种在生态学上的新进展。

1.材料与方法
1. 1　材料: 以本实验室转 AFP基因的番茄品种中蔬

四号 ,经 D1代、 D2代 、 D3代鉴定过的 T- 2、 T- 5、 T

- 7、 T- 10、 T- 11各组种子及未转基因的中蔬四号

(对照 )为材料 ,温室播种 ,取 3～ 4片真叶时的幼苗用

于本实验。
1. 2　方法:

1. 2. 1　实验材料的低温锻炼　将转基因各组材料各

取 10株幼苗 ( 90株 ) ,置于室外昼、夜锻炼 5天 ,保持

锻炼温度不低于 2℃ ,最高温度不高于 5℃〔1〕 ,注意防

止幼苗冻害。

1. 2. 2　致死温度的测定　对低温锻炼后的幼苗进行

测定 ,由 3℃开始观察记录各品种死伤情况 (叶子萎蔫

为冻伤 ,叶子呈灰绿色 ,似附有蜡质 ,叶茎折断为致

死 ) ,直至测出不同转基因的品系致死温度。 (因为夜间

温度变化很快 ,注意及时观察和记录 )。

1. 2. 3　转基因番茄有效积温变化的计算

有效积温= ΢Ti - T0

i: 生育期

T: 生育期温度

(包括 3月 20日～ 4月末温室温度、 4月末

～ 5月末温床温度、自然气候③

T0: 番茄的生物学零度。

2　结果与讨论
2. 1　低温锻炼后番茄致死温度的变化

对低温锻炼 5天后的转 AFP基因各组 , T- 2、 T

- 5、 T- 7、 T- 10、 T- 11及未转基因的对照品种中蔬

四号致死温度如表Ⅰ 。

　　从表 1中可以看出 ,对照品种致死温度为 - 5℃ ,

转基因各组致死温度分别为 - 5℃、 - 5. 5℃、 - 6℃、 -
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表 1: 番茄致死温度测定结果
温度

时间

品系

-4℃ -4. 5℃ -5℃ -5℃ -5℃ -5. 5℃-6. 5℃ -6℃ - 6℃ -7℃ -7℃

20′ 50′ 30′ 30′ 40′ 30′ 10′ 30′ 15′ 25′ 30′

中蔬四号 - +

T- 7- A +

T- 7- B +

T- 10- A +

T- 7- C +

T- 2- 0 +

T- 5- 0 +

T- 10- D +

T- 11- A +

T- 10- B +

说明:空白:正常　　　“- ”:伤害　　　　“+ ”:死亡

表中分钟数为该温度下作用的时间 ,后一分钟数是前一

分钟的继续

7℃。通过致死温度数据可以看出 ,转 AFP基因番茄的

品系的致死温度较对照降低 1- 2℃ (其中 T- 11- A,

T- 10- B尤为明显 )。 此结果表明 ,转基因品系的抗

寒能力提高了 ,在实际生产中 ,可以提早移出温室 ,顺

利度过无霜期 ,提早上市 ,具有很大的经济效益。
本实验测定转基因番茄品系致死温度之前进行 5

天的低温锻炼 ,是根据 Adrian. J. Cutle r的报导〔3〕 ,番

茄在低温锻炼后 ,会产生可溶性蛋白。这种蛋白质可以
与植物细胞间隙内游离水份作用 ,使水结冰点降低〔2〕 ,

结冰时形成的冰晶形状对植物组织伤害减小〔5〕 ,减少

对组织膜的损伤 ,缓解结冰速度 ,起到抗低温作用。 本

实验转美洲拟鲽 AFP基因的番茄 ,经低温诱导后会导

致抗冻蛋白基因的表达 ,增加可溶性蛋白的含量 ,使转

基因番茄的抗寒性增强。 上述实验结果也正说明这一

点。

2. 2　转基因番茄有效积温变化及其在生态学预测
根据蔬菜气象学 ,生态学的积温指标 ,以及几年来

对转基因番茄 D1代、 D2代、 D3代的田间观察结果 ,计

算番茄有效积温的变化 ,结果见表 2。

表 2: 对照及转基因各组有效积温的变化

i(天数 ) T0 ΢Ti- T0(有效积温 ) Δ΢

对照品系 3月 20日～ 8月 16日 8℃ 1099. 5

转基因品系 3月 20日～ 8月 9日 8℃ 904. 6
194. 9

　　从表 2中可以看出 ,转 AFP基因番茄所需的有效

积温低于对照近 200,说明转基因品系生育期所需的

有效积温因 AFP基因导入表达而降低 ,可在比哈尔滨

更冷的地区完成生育期。 参照黑龙江省农作物品种生
态区划图规定的积温范围 ,转基因品系可能跨过一个

积温带。同时 ,本实验室以前对 D1代、 D2代进行的田

间观察在形态学上有显著的区别 ,特别是转基因品系

在 1992年和 1993年中 ,果实成熟期最早可提前 8天 ,

平均提前 3～ 4天。这些实验数据也说明转基因品系生
育期可以提前 ,提早成熟。

该转基因品系有效积温下降 ,可扩大栽培范围 ,由

Ⅰ 积温带北移至Ⅱ积温带。但是 ,若得出肯定结论仍需

做大量工作 ,进一步计算生育期各阶段的有效积温 ,而

且需在相应的积温带做栽培、观察、测量等工作 ,有待

进一步研究。
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　　李景富 , 1943年生 , 1967年毕业于东北农学院园艺专业 ,现任东北农业大学教授 ,黑龙江省重

点学科—— 蔬菜学带头人 ,硕士、博士研究生导师 ,蔬菜园艺系主任 ,兼任黑龙江省园艺学会常务理

事等职务。 1992年荣获国务院政府特殊津贴 ,同年被授予国家级有突出贡献中青年专家称号 , 1995
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李景富长期从事蔬菜教学、科研、推广工作 ,发表学术论文 30余篇 ,参加编写国家统编教材 2

部和主编专业著作 3本 ,并为黑龙江省 30多个市县讲课和科技咨询指导 ,培训人员达一万多人次。
科研成果显著 ,先后选育出东农 701、 702、 703、 704、 705、 706、 707等十余个优良番茄新品种 ,已推广

到黑龙江省五十多个市、县和全国 14个省市 ,创经济效益达 7亿多元。 并有多项研究成果获奖:其

中获国家科技进步三等奖 2项 ,黑龙江省科技进步一等奖 1项、二等奖 1项 ,国家轻工业部三等奖 1

项 ,黑龙江省农业科技进步奖 3项 ,哈尔滨市重大效益奖 1项 ,黑龙江省省长特别奖 1项。为黑龙江
省及我国高级蔬菜人才培养和菜蓝子工程建设做出了突出贡献。
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