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番茄中维生素Ｅ合成相关基因的
ＶＩＧＳ载体构建及侵染

芦 亮 亮，傅 达 奇，刘 海 萍，王 晓 辉，罗 云 波，朱 本 忠
（中国农业大学 食品科学与营养工程学院，北京１０００８３）

　　摘　要：以番茄为材料，采用ＲＴ－ＰＣＲ技术从番茄果实中克隆了其体内维生素Ｅ合成相关基
因—生育酚环化酶（Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ　ｃｙｃｌａｓｅ　ＶＴＥ１）的部分序列，片段长４２０ｂｐ，序列分析表明，该基因
片段与番茄中生育酚环化酶ｃＤＮＡ序列同源性为９５％，然后通过ＸｈｏＩ、ＫｐｎＩ　２个酶切位点连接
ＶＴＥ１片段和含ＰＤＳ的ｐＴＲＶ２质粒，获得了重组载体ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１，将该重组载体转化农
杆菌ＧＶ３１０１，并侵染番茄。该研究为下一步分析基因沉默后的番茄中维生素Ｅ含量的变化提供
试验材料；为今后通过转基因技术调节番茄果实的维生素Ｅ的合成奠定了基础。
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　　番茄是全世界栽培最为普遍的蔬菜之一，食用方
便，和人类日常膳食息息相关，全世界番茄年产量近
１．２３亿ｔ。番茄果实中维生素Ｃ（Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｃ）含量丰富，
每１００ｇ番茄中含维生素Ｃ　１４ｍｇ，为大家所熟知。但
维生素Ｅ（Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｅ）却很低，每１００ｇ番茄中含维生
素Ｅ　０．４９ｍｇ。维生素Ｅ是一种脂溶性维生素，是最
主要的抗氧化剂之一，能促进性激素分泌，使男子精子
活力和数量增加；使女子雌性激素浓度增高，提高生育
能力，预防流产，对于人体具有重要作用，俗称生育酚。
研究表明番茄中存在维生素Ｅ的生物合成途径，如果
能深入研究其合成机理，找到合成关键控制点，然后通
过转基因技术就能显著提高番茄的维生素Ｅ的含量，
长期食用该类番茄，能有效提高人类健康水平。
目前番茄基因组测序工作已经完成，ＶＩＧＳ技术的

迅速发展等都为研究如何从分子水平鉴定番茄果实中

的维生素Ｅ合成的关键基因奠定了基础。ＶＩＧＳ即病
毒诱导的基因沉默，是指携带目的基因片段的病毒侵
染植物后，可诱导植物内源目的基因沉默，与对照相
比，进而有效研究目的基因的功能。ＶＩＧＳ技术具有方
法简单、适用范围广以及获取结果迅速等优点，已成为
研究功能基因组学以及特定基因功能的有效工具［１］。

迄今为止，已有烟草脆裂病毒（ＴＲＶ）［２］、马铃薯Ｘ
病毒（ＰＶＸ）［３］、番茄金色花叶病毒（ＴＧＭＶ）、苹果潜隐
病毒（ＡＬＳＶ）等，这些载体都已在本杰明烟草植物中成
功沉默八氢番茄红素脱氢酶基因（ＰＤＳ）。其中烟草脆
裂病毒（ＴＲＶ）感染番茄后引起的病症十分轻微，不会
掩盖目的基因沉默表型，因此，该试验选择ＴＲＶ作为
基因沉默载体。
由于ＴＲＶ并不能诱导番茄植株１００％沉默，所以

给取样带来一定难处，而且维生素Ｅ合成相关基因的
沉默不能带来表型和颜色上的变化，为了克服这一问
题，构建ＶＴＥ１和ＰＤＳ基因（八氢番茄红素去饱和酶
基因）的共沉默载体，而ＰＤＳ沉默出现光漂白现象［４］，
便于ＶＴＥ１基因沉默取样，为该研究提供便利。所以
该试验用ＰＤＳ基因作为报告基因，在含有ＰＤＳ基因
的ＴＲＶ载体中插入与维生素Ｅ合成相关的目的基因，
构建沉默载体。
该试验以番茄为材料，克隆了番茄中维生素Ｅ合

成相关基因ＶＴＥ１的片段，构建了携带ＶＴＥ１和ＰＤＳ
报告基因的重组ＴＲＶ２病毒载体用于侵染番茄。旨在
为下一步分析鉴定ＶＴＥ１基因对番茄中的维生素Ｅ合
成的影响奠定了基础，将来用ＶＩＧＳ技术鉴定番茄中
维生素Ｅ合成相关基因并利用转基因控制其维生素Ｅ
含量提供方法。

１　材料与方法
１．１　试验材料
携带ＰＤＳ的ＴＲＶ病毒载体（ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ）由傅

达奇老师（中国农业大学食品科学与营养工程学院）提
供；大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　Ｃｏｌｉ）ＤＨ５ａ为北京全式金生
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物技术有限公司产品；含ｐＴＲＶ１农杆菌ＧＶ３１０１、含
ｐＴＲＶ２质粒的农杆菌ＧＶ３１０１菌种由中国农业大学
食品科学与营养工程学院食品生物技术实验室保存；
侵染所用番茄品种为盆栽红；侵染液：１００ｍＬ渗透液
含 ＭｇＣｌ２溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）１ｍＬ，ＭＥＳ溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）
１ｍＬ，ＡＳ溶液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）４００μＬ，调节ｐＨ至５．６，
用蒸馏水定容至１００ｍＬ。
１．２　目的基因片段的克隆
以市售普通番茄果实为材料，用百泰克公司试剂

盒提取番茄总ＲＮＡ。根据番茄中维生素Ｅ的合成途
径，找到最关键的控制基因ＶＴＥ１。根据ＮＣＢＩ数据库
中公布的番茄ＶＴＥ１的ｃＤＮＡ序列（ＮＭ＿１１９４３０．４）设
计引物，ＰＣＲ扩增片段长度４２０ｂｐ，其上游引物为
ＶＴＥ１Ｆｏｒ　５’－ＧＴＣＡＣＴＣＴＣＧＡＧＣＣＣＡＡＡＡＴＡＧＴＧＣ
ＴＡＡＧＣ－３’；下游引物为ＶＴＥ１Ｒｅｖ：５’－ＧＴＣＡＣＴＧＧＴ
ＡＣＣＡＡＴＴＧＣＡＣＣＴＴＣＡＡＡＴＡＣ－３’。以总ＲＮＡ为模
板，使用Ｐｒｏｍｅｇａ公司Ｍ－ＭＬＶ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试
剂盒反转录合成ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩
增，为了后续载体构建方便，正义引物添加ＸｈｏＩ，反义引
物添加 ＫｐｎＩ位点。２５μＬ扩增体系如下：１７．５μＬ
ｄｄＨ２　Ｏ，２．５μＬ　１０×ｂｕｆｆｅｒ，１μＬ　ｄＮＴＰ，１μＬ正向引物、
１μＬ反向引物、１μＬ反转录产物作为模板、１μＬ　Ｔａｑ
酶。扩增条件为：９６℃预变性３ｍｉｎ后进行３５个循环，
每个循环９４℃变性１ｍｉｎ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸
４０ｓ后，７２℃终延伸１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ扩增产物５μＬ，
１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，用ＤＬ　２　０００Ｍａｒｋｅｒ做参
照，判断扩增产物的分子量大小，８０Ｖ电泳２０ｍｉｎ，放
入成像仪中观察。
１．３　目的基因片段与Ｔ载体连接并进行蓝白斑筛选
用百泰克公司琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒，切

胶回收ＰＣＲ获得的目的基因片段。连接目的基因片
段和Ｔ载体。把重组的质粒转化到大肠杆菌ＤＨ５α感
受态中，涂板过夜，蓝白斑筛选，挑取白色菌落，即含有
阳性重组子的菌落。
１．４　目的片段与ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ连接
提取重组子中的质粒，用酶ＫｐｎＩ和酶ＸｈｏＩ对其

双酶切，并进行对双酶切体系中的目的基因片段ＶＴＥ１
进行液体胶回收。同时用酶 ＫｐｎＩ和酶 ＸｈｏＩ把
ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ双酶切。把经双酶切后的目的基因片段
ＶＴＥ１及ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ进行连接，转化大肠杆菌，经菌
液ＰＣＲ鉴定以及ＸｈｏＩ和酶ＸｈｏＩ双酶切鉴定为重组
子后送至上海生工生物有限公司进行测序。
１．５　侵染液配制及番茄ＶＩＧＳ沉默植株的获得
把经过测序检验符合预想的基因沉默载体

ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１质粒转入农杆菌ＧＶ３１０１中。配
制侵染液参照Ｄｉｅｇｏ　Ｏｒｚａｅｚ［５］的方法，并加以改进。分
别取含ｐＴＲＶ１的农杆菌、含ｐＴＲＶ２的农杆菌、含

ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ的农杆菌以及含ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１的
农 杆 菌 各 １ ｍＬ，分 别 接 种 于 含 有 卡 那 霉 素
（５０μｇ／ｍＬ）、庆 大 霉 素 （５０ μｇ／ｍＬ）和 利 福 平
（１００μｇ／ｍＬ）抗生素的２０ｍＬ　ＹＥＢ培养基中，置于
２８℃空气浴恒温振荡器中，２００ｒ／ｍｉｎ培养８～１０ｈ。
取出菌液，６　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，收集菌体
沉淀，用渗透液重新悬浮菌体，使菌液浓度达到
ＯＤ６００＝１．０，将含有ｐＴＲＶ１载体的悬浮农杆菌液按
１∶１的比例分别与含ｐＴＲＶ２的农杆菌、含ｐＴＲＶ２－
ＰＤＳ的农杆菌、含ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１的农杆菌液混
合。置于２８℃空气浴恒温振荡器中，２０ｒ／ｍｉｎ培养
３ｈ，其中ｐＴＲＶ１载体起辅助作用。把配好的渗透液
分别用喷枪喷入刚长出真叶的番茄叶片中，培育１５ｄ
左右即出现叶片变白的现象。其中被含ｐＴＲＶ２、

ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ的渗透液侵染的番茄为对照组。

２　结果与分析
２．１　番茄中维生素Ｅ合成相关基因生育酚环化酶基
因片段的克隆

利用ＲＴ－ＰＣＲ方法扩增生育酚环化酶ＶＴＥ１基因
的部分序列，琼脂糖凝胶电泳检测结果表明，在４２０ｂｐ
左右扩增出清晰的扩增带（图１），将该扩增片段回收并
克隆入ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ载体。

图１　ＶＴＥ１基因部分序列ＰＣＲ扩增结果
注：１：ＤＬ　２　０００Ｍａｒｋｅｒ；２：ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１。

图２　ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１菌液ＰＣＲ扩增结果
注：１：ＤＬ　２　０００Ｍａｒｋｅｒ；２：ｐＴＲＶ２　ＰＤＳ　ＶＴＥ１。

２．２　重组ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１载体的构建及农杆菌
转化

将构建的重组质粒ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１转化大肠
杆菌，经菌液ＰＣＲ进行初步鉴定为阳性的克隆（图２），
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然后摇菌，提取质粒后进行双酶切鉴定。结果表明，
ＫｐｎＩ和ＸｈｏＩ双酶切出的片段４２０ｂｐ左右，与预期大小
一致。送样测序，测序结果表明，扩增的ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－
ＶＴＥ１基因片段与ＮＣＢＩ数据库中的ＶＴＥ１基因进行序
列比较（图３），结果表明，ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１基因片段
与ＶＴＥ１已知序列（ＮＭ＿１１９４３０．４）同源性为９５％。表
明基 因 沉 默 载 体 ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１ 构 建 正 确。

ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１质粒已转化进上述农杆菌菌株中。
２．３　番茄ＶＩＧＳ沉默植株的获得
经过侵染液侵染的番茄，在继续生长１５ｄ左右

后，ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１试验组和ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ对照组
的番茄相继出现部分叶片变白的现象，表明部分番茄
已被ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１基因和ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ基因沉
默。ｐＴＲＶ２对照组无番茄出现叶片变白的现象。

图３　ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１基因片段与ＮＣＢＩ数据库中的ＶＴＥ１基因进行序列比较

图４　被侵染的番茄植株已出现沉默现象
注：１．ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１基因沉默番茄；２．ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ基因沉默番茄；３．ｐＴＲＶ２对照组番茄。

３　讨论
该研究利用ＰＣＲ方法从番茄中克隆了ＶＴＥ１基

因的部分序列，该基因片段与已知番茄ＶＴＥ１的
ｃＤＮＡ序列同源性为９５％。这可能是由于不同种之间
基因存在多态性引起的。将克隆的ＶＴＥ１克隆入
ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ载体，并转化入农杆菌。目前正在用这
些携带有ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１的农杆菌侵染番茄，被
侵染的番茄植株已出现沉默现象。
　　ｐＴＲＶ２－ＰＤＳ－ＶＴＥ１载体可沉默番茄中的ＶＴＥ１
基因，预计番茄植株内维生素Ｅ的合成会因此而大量
减少。通过测定有沉默现象番茄和对照组番茄果实中
的维生素Ｅ含量，即可证明ＶＴＥ１基因对番茄植株合
成维生素Ｅ的影响。为未来从分子层面调控番茄果实

中的维生素Ｅ含量奠定了基础。
（该文章作者还有左进华，单位同第一作者。）
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番茄 ＥＳＴ－ＳＳＲ 标记 ＰＣＲ 反应体系的优化
韩 明 利１，２，侯 丽 霞１，崔 　 娜２，王 施 慧１，于 志 海２，郭 彩 杰２
（１．山东省农业科学院 蔬菜研究所，山东省设施蔬菜生物学重点实验室，国家蔬菜改良中心山东分中心，山东 济南２５０１００；

２．沈阳农业大学 生物科学技术学院，辽宁 沈阳１１０１６１）

　　摘　要：应用Ｌ１６（４４）正交实验优化番茄ＥＳＴ－ＳＳＲ标记ＰＣＲ反应体系。结果表明：２０μＬ体
系中各反应物最适浓度为：ＤＮＡ模板４５ｎｇ／２０μＬ，引物０．７５μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ

２＋２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ
０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ　ＤＮＡ酶０．５Ｕ／２０μＬ，且 Ｍｇ

２＋对该标记反应体系影响最大。利用５对ＥＳＴ－
ＳＳＲ引物及Ｐ１、Ｐ２基因组ＤＮＡ验证优化体系的可靠性，为该标记在番茄基因组分子标记辅助育
种提供了试验依据。
关键词：番茄；ＥＳＴ－ＳＳＲ；体系优化；ＰＣＲ
中图分类号：Ｓ　６４１．２；Ｑ　７８９　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１１）１６－０１４２－０３

　　番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ　ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ　Ｍｉｌｌ．）是世界上最
重要的蔬菜作物之一，已成为对茄科的模式植物［１］。
随着生物技术的发展和番茄基因组测序工作的进行，
低成本高效率分子标记如ＳＲＡＰ、ＥＳＴ－ＳＳＲ、ＳＮＰ等被
迅速开发并在品种改良中得到应用［２］。

ＥＳＴ－ＳＳＲ标记从ＥＳＴ序列中开发ＳＳＲ位点。大
量ＥＳＴ序列收集于核酸公共数据库中，尤其是番茄
ＥＳＴ序列，到２０１１年１月ＮＣＢＩ（美国国家生物信息中
心）序列总数达２９８　２８９条（Ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｅｓｔ），为开发ＳＳＲ标记提供了快捷、有效和

廉价的途径［３］。ＥＳＴ－ＳＳＲ标记在物种间具有高通用
性，通常都代表某种基因功能，可反映出转录区的差
异，因其本身是功能基因的一部分序列，所以它为功能
基因提供了“绝对”标记。该标记技术已在烟草、水稻、
大豆、鹰嘴豆等植物中有相应的报道［４－５］，但在番茄研
究中鲜有报道。

１　材料与方法
１．１　试验材料

Ｅ－９５Ｆ８（♀）、中华巨粉８号（♂）及Ｆ２代番茄群体均
由山东农业科学院蔬菜研究所提供。快捷型植物基因
组ＤＮＡ提取试剂盒购自北京天根公司；Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、
Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶均购自宝生物工程（大连）有限公司；引
物合成及其他常规试剂均购自上海生工生物工程技术

有限公司；５０ｂｐ　ｍａｋｅｒ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　提取操作依据试剂盒说明，紫
外分光光度法和琼脂糖凝胶电泳进行浓度和纯度
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