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Zm B K ２ L３ 在番茄果实中的特异表达及其功能研究

杨潇怡 ，　隋 　媛 ，　唐晓凤 ，　曹徐绿 ，　岳俊阳 ，　刘永胜
（合肥工业大学 生物与食品工程学院 ，安徽 合肥 　 ２３０００９）

摘 　要 ：文章通过构建玉米 BK２L３基因果实特异表达的过量表达载体 ，对转基因番茄果实进行研究 ，实现以

基因工程手段延长番茄果实货架期的目的 。利用逆转录聚合酶链式反应 （reverse transcription polymerase
chain reaction ，RT-PCR）技术从玉米 cDNA 中扩增出 ZmBK２L３ 基因全长 ，导入启动子为果实特异表达的

T FM７植物表达载体 pBI１２１上 ，经农杆菌介导转入野生型番茄中 ，获得转基因阳性植株 。分别以野生型番茄

和转基因番茄为材料 ，分析 BK２L３在果实中的表达情况 ，观察绿熟期果实果皮细胞壁结构 ，测定红熟期果实

的硬度 、货架期和果皮纤维素质量比 。结果表明 ：转基因番茄果实中 BK２L３的表达量明显高于野生型果实 。

转基因番茄果实的硬度 、果皮纤维素质量比和果皮厚度均比野生型有所提高 ，果实货架期明显增长 。因此 ，

BK２L３基因的过量表达与细胞壁代谢和货架期有关 ，可改良果实的品质 。

关键词 ：BK２L３基因 ；货架期 ；过量表达 ；果实特异表达 ；转基因番茄 ；遗传转化
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Fruit-specific gene expression of ZmBK２L３ in tomato and its function

YANG Xiao-yi ，　 SUI Yuan ，　 T ANG Xiao-feng ，

　 CAO Xu-lu・・ ，　 YUE Jun-yang ，　 LIU Yong-sheng
（School of Bio technology and Food Engineering ，Hefei U niversity of T echnology ，Hefei ２３０００９ ，China）

Abstract ：Fruit-specific overexpression vector of maize BK２L３ was constructed to investigate the effect
of gene engineering on fruit firmness and shelf life ．T he full-length cDNA sequence of maize Zm-
BK２L３ gene was amplified by reverse transcription polymerase chain reaction （RT-PCR） and pBI１２１-
BK２L３ overexpression construction driven by a fruit-specific promoter T FM７ was made to generate
Agrobacerium mediated tomato transformants ．In view of the transgenic tomatoes and the wild type
tomatoes ，the BK２L３ expression in the fruit was analyzed ，the pericarp cell wall structure of fruit at
green ripe stage was observed ，and the firmness ，cellulose content and shelf life of fruit at red ripe
stage were determined ．The result of molecular analysis demonstrated a significant increase of BK２L３
expression in the transgenic tomatoes ．The positive transgenic tomatoes displayed enhanced pericarp
thickness ．The firmness ，cellulose content and shelf life of the transgenic red ripe fruits were higher
than those of the wild type species ．These results demonstrated that fruit-specific overexpression of
maize BK２L３ in tomato could improve fruit quality in terms of cell wall metabolism and shelf life ．

Key words ：BK２L３ gene ；shelf life ；overexpression ；fruit-specific expression ；transgenic tomato ；ge-
netic transformation

　 　 COBRA 基因影响植物细胞壁纤维素和微纤 丝的正确定位 ，对细胞的定向伸长起关键作用［１］
。



COBRA 基因的突变体导致正在伸长的根部组织
细胞性状异常和纤维素含量的明显减低［２］

。 目

前 ，已有多个 COBRA 基因突变体的研究证实 ，纤

维素含量的降低引起明显的易脆表型［３-７］
。 CO-

BRA 基因家族在玉米中有 ９ 个成员［８］
。 通过对

COBRA 基因在植物中的表达分析 ，ZmBK２L３
属于玉米 ZmBK２L 家族成员 ，与拟南芥 A tCOB
具有很高的同源性 ，其编码的蛋白也含有 CCVS
保守基序 、N 端的跨膜信号肽 、C-末端的疏水性
尾部以及 GPI 锚定 ω-位点［９］

。 ZmBK２L３ 在玉
米发育的各个时期与各个器官中均有表达 ，尤其

是在根系组织 、叶片组织 、外果皮和营养器官中有

较高表达量 ，ZmBK２L３ 参与了纤维素合成相关
基因的调控［１０］

。

外源基因在其自身不表达的同时也造成与之

同源的内源基因的沉默的现象称为同源共抑制现

象［１１］
，高度转录的外源基因产生的紊乱 RNA 引

发了 RNA 干涉机制 。 T FM７ 果实特异性 SlCO-
BRA-like-OE转基因植株 ，在生长至绿果时期时 ，

其果实出现了裂果表型［９］
。文献［１０］指出拟南芥

COBRA 基因会发生 １００％ 同源共抑制 。

果蔬的运输 、贮藏 、采后处理 、货架期的延长等

一直是食品保鲜技术关注的问题 。番茄果实硬度

是衡量果实货架寿命长短的重要指标 ，而且可溶性

果胶的含量直接影响番茄果实的硬度［１２］
。因此 ，

本研究通过构建 TFM７启动子的果实特异性表达

载体 ，将外源的玉米 ZmBK２L３基因转入野生型番
茄 ，有效避免转基因植株的同源共抑制现象 ，不产

生裂果表型 ，实现促进基因的高效稳定表达 、减少

株系差异的目的 ，为反向遗传学的进一步研究提供

有价值的参考信息 。通过转基因技术可有效提高

植物细胞壁中的纤维素质量比和果实硬度 ，延长货

架期 。同时 ，通过制作石蜡切片 ，观察果皮细胞壁

结构 ，为玉米 ZmBK２L３基因参与细胞壁的生物合
成假说提供证据 。转基因番茄的营养品质良好 ，实

现了果实品质的改良 。这为进一步使用基因工程

手段解决食品贮藏问题提供了新思路 。

１ 　材料与方法

１.１ 　材料

野生型番茄（Solanum lycopersicum）来自美
国康乃尔大学 T HOM PSON 植物研究所 ；大肠杆

菌 DH５α菌株 、农杆菌 EH１０５ 、番茄果实特异表

达载体 pBI１２１-T FM７ 均为本实验室保存 ；感受

态细胞 T rans１-T１ Chemically Competent Cell 、

克隆载体 pEASY-Blunt Simple Cloning Kit 均购
于 TaKaRa公司 。

Trizol 购自 Invitrogen 公司 ；反转录酶 、Taq
DNA聚合酶 、限制性内切酶和 T４ DNA 连接酶购
于 TaKaRa 公司 ；反转录试剂盒购于 Transgen 公
司 ；质粒提取试剂盒 、琼脂糖凝胶回收试剂盒购自

TIANGEN 公司 ；聚合链式反应（polymerase chain
reaction ，PCR）引物由南京金斯瑞公司合成 ，测序由

南京金斯瑞公司完成 ；组培试剂购于 Sigma公司 ；

其余试剂均为进口分装或国产分析纯产品 。

１.２ 　方法

１.２.１ 　 ZmBK２L３目的基因的克隆
按照 GenBank中玉米 ZmBK２L３序列（登录

号 EF０７８６９８.１ ）设计全长引物 BK２L３-F１ 和
BK２L３-R１及 BK２L３-F２ 和 BK２L３-R２ 引物具
体序列如下 。

BK２L３-F１ ：GCGGCTCTGTATCTATCTGTCG 。

BK２L３-R１ ：CAACT TGAAACT TGCTAAACCTCT 。

BK２L３-F２ ：TCTAGAATGGCGGCGAGCGGCA ，酶切位

点在 TCTAGA（Xba Ⅰ ） 。

BK２L３-R２ ：GAGCTCCACTAATCATGCATAAGCC
AACAGAGC ，酶切位点在 GAGCTC（Sac Ⅰ ） 。

NPT Ⅱ -F ：AGACAATCGGCTGCTCTGAT 。

NPT Ⅱ -R ：TCAT T TCGAACCCCAGAGTC 。

ACT IN-F ：CGAGCAGTGT T TCCCAGTAT T 。

ACT IN-R ：AGCCTGGATAGCAACATACATAG 。

SLBK２L３-F ：CTCCATCCTGCTGTGTATCTCT 。

SLBK２L３-R ：CGTATCAT T TATGCCACCACC 。

以野生型玉米 cDNA 为模板 ，通过巢式 PCR
扩增 ZmBK２L３基因全长编码序列 。 其中 ，PCR
反应条件为 ：９４ ℃预变性 ５ min ；９４ ℃变性 ３０ s ，

５８ ℃退火 ３０ s ，７２ ℃延伸 ８０ s ，２９个循环 ；７２ ℃

延伸 ５ min 。 然后将 PCR 产物与 pEASY-Blunt
载体连接后转化进入大肠杆菌并进行 PCR验证 ，

最后阳性克隆送至南京金斯瑞公司测序 。

１.２.２ 　 ZmBK２L３果实特异过表达载体构建
参照载体 pBI１２１-T FM７ 的酶切位点 ，采用

Sequencher 软件对 ZmBK２L３ 基因序列进行限
制性内切酶分析 ，运用 Primer Premier５软件设计
含有酶切位点的特异引物 。 将已测序正确的

ZmBK２L３全长序列进行 Xba Ⅰ 和 Sac Ⅰ 双酶切

后插入植物表达载体的多克隆位点区域 ，构建成

番茄果实特异的 pBI１２１-T FM７-BK２L３OE 过表
达载体 。将得到的连接产物转化进入大肠杆菌感

受态细胞 ，筛选阳性菌落 ，提取质粒酶切验证 。
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１.２.３ 　番茄的遗传转化及转基因植株的鉴定

将重组质粒 pBI１２１-T FM７-BK２L３-OE 通过
冻融法导入农杆菌 EH１０５ ，在含有利福平和卡那

霉素双抗生素的培养基上 ，２８ ℃暗培养 ２ d ，筛选

阳性菌用以转化野生型番茄 。

将野生型番茄的种子用自来水在 ３７ ℃ 浸泡

１２ h ，然后用 ２０％ 次氯酸钠溶液浸泡 １５ min ，再

经过无菌水漂洗 １０次后播种至 １／２ MS 培养基 。

２５ ℃暗培养 ４ d ，露白后转至光照条件下培养 ，待

子叶展平 ，剪下置于预培养基上培养 ３ d ，接下来

用带有目的基因的农杆菌（经 ２８ ℃过夜培养）侵

染子叶 １０ ～ １５ min 后转入共培养基上培养 ２ d 。

经过不同梯度抗性筛选 ，培育出转基因材料 ，最后

移入温室土壤中栽培 。

以转基因番茄幼苗叶片为材料 ，提取番茄基

因组 DNA 。根据 pBI１２１载体筛选标记基因新霉
素磷酸转移酶基因 N PT Ⅱ （登录号 ：AF４８５７８３）
的序列合成引物 N PT Ⅱ -F 和 NPT Ⅱ -R ，进行

PCR鉴定 。 PCR 反应条件 ：９４ ℃ 预变性 ５ min ；

９４ ℃变性 ３０ s ；６４ ℃退火 ３０ s ，７２ ℃ 延伸 ４５ s ，

２９个循环 ；７２ ℃延伸 ５ min 。

１.２.４ 　半定量 RT-PCR分析
分别提取野生型和转基因 T１ 代番茄绿熟期

果实总 RNA ，经 DNase处理 ，反转录合成第 １条

cDNA ，以此为模板进行半定量逆转录聚合酶链

式反应 （reverse transcription polymerase chain
reaction ，RT-PCR）检测 。 以番茄 ACT IN （登录

号 ：AB１９９３１６.１）作为内参基因 ，设计 BK２L３ 基
因半定量引物 。反应条件 ：９４ ℃ 预变性 ５ min ；

９４ ℃变性３０ s ；６４ ℃ 退火 ３０ s ，７２ ℃ 延伸 ８０ s ，

２４个循环 ；７２ ℃延伸 ５ min 。

１.２.５ 　石蜡切片实验

分别取野生型和转基因 T１代番茄绿熟期果
实 ，选取果实赤道部位的果皮 ，经 FAA 固定 、脱

水至透明 ，石蜡包埋后 ，用石蜡切片机切片 ，制得

厚度为 １０ μm 的石蜡切片 ，固绿染色后 ，在光学

显微镜下观察果皮细胞壁结构 。

１.２.６ 　果皮细胞壁成分提取及分析

分别取野生型和转基因 T１代番茄绿熟期果
实 ，称 １５ g果皮在液氮中充分研磨 ，经 ７０％ 乙醇 、

氯仿甲醇混合液（体积比为 １ ∶ １）、丙酮 、９０％ DM-

SO依次浸提 ，离心 ，去上清 ，用丙酮清洗 ２次后在

３７ ℃烘箱烘干至恒质量 ，保存于真空干燥器中［１３］
。

将提取的果皮细胞壁成分先经酸性水解 ，再

进行浓硫酸脱水 ，在 ６２０ nm 下对其与蒽酮结合

反应后产物进行比色 ，测定细胞壁纤维素质量比 。

１.２.７ 　果皮质构分析及货架期实验

分别取野生型和转基因 T１ 代红熟期番茄果
实 ，选取果实赤道部位三等分点 ，利用物性仪

T A-XT Plus检测果皮硬度 。选用 P／２N 探头 ，以

２ mm／s测速 ，５０％ 应力 ，进行穿刺实验［１０］
。

分别取野生型和转基因 T１ 代红熟期番茄果
实 ，于 ２５ ℃ 温度 、６０％ ～ ６５％ 湿度条件下贮存 。

每隔 ５ d进行称质量 ，计算果实失水率 。

２ 　结果与分析

２.１ 　 ZmBK２L３基因的扩增和测序
经以 BK２L３-F１ 和 BK２L３-R１ 为引物的

PCR 扩增产物凝胶电泳检测 ，扩增产物约为

１ ４００ bp的特异条带 ，结果如图 １所示 ，由图 １可

看出 ，与预期的玉米 ZmBK２L３基因片段大小一
致 。测序结果经比对 ，与 GenBank 的序列一致 。

M — DN A marker DL ２０００ plus 　 １ ．BK２ L３ PCR 扩增产物
图 １ 　 BK２ L３ 基因 PCR 扩增结果

２.２ 　 ZmBK２L３-OE载体鉴定
将 载 体 pEASY-Blunt-BK２L３-OE 和

pBI１２１-T FM７-BK２L３-OE 分别用 Xba Ⅰ 、Sac Ⅰ

双酶切 ，所得到的片段大小均为 １ ４００ bp 左右 ，

结果如图 ２ 所示 ，图 ２ 证明了获得 pBI１２１-
T FM７-BK２L３-OE重组载体 。

M — DL ２０００ plus 　 １ ．Xba Ⅰ 和 Sac Ⅰ 双酶切

图 ２ 　 pBI１２１-T FM７-BK２L３-OE 载体酶切
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２.３ 　转基因植株阳性鉴定

以番茄叶片为材料提取基因组 DNA ，利用

NPT Ⅱ引物进行 PCR 鉴定 ，结果如图 ３ 所示 。

图 ３表明 ，转基因植株扩增出 ８５７ bp 的条带 ，而

阴性对照野生型植株未扩增出 ８５７ bp的条带 ，说

明 N PT Ⅱ基因已整合于植株核染色体组中 。

M — DL ２０００ plus 　 １ ．阳性对照

２ ．野生型 　 ３ ～ ５ ．转基因

图 ３ 　 转基因番茄植株的 PCR 鉴定

２.４ 　 ZmBK２L３表达分析
分别提取野生型和转基因番茄绿熟期果实的

RNA ，利用半定量 RT-PCR方法 ，分析转基因植株

中 ZmBK２L３基因的表达水平 ，结果如图 ４所示 。

由图 ４可知 ，ZmBK２L３基因在野生型番茄果实中
无表达 ，而在 ZmBK２L３-OE转基因番茄果实中有
较好表达 ；同时 ，不同株系的转基因果实表达量有

差异 。

W T — 野生型 　 １ ～ ３ ．转基因

图 ４ 　 转基因番茄 BK２ L３ 表达半定量分析

２.５ 　石蜡切片实验

分别取野生型和转基因 T１代番茄绿熟期果
实 ，选取果实赤道部位的果皮 ，制得石蜡切片后 ，

在光学显微镜下观察果皮细胞壁结构 ，结果如图

５所示 。

图 ５ 　 番茄果皮纤维结构

由图 ５可看出 ，绿熟期转基因番茄果实的果

皮厚度比野生型明显增加 ，而且转基因番茄中果

皮细胞大小均匀 。

２.６ 　细胞壁纤维素质量比

提取番茄细胞壁纤维素成分后 ，每株系取红

熟期番茄果实 ５个 ，共 ３个株系 ，３次重复测定果

实细胞壁纤维素的质量比 ，结果如图 ６所示 。由

图 ６可看出 ，转基因番茄细胞壁纤维素的质量比

野生型提高约 ４２％ 。

W T — 野生型 　 OE１ ～ OE３ ．转基因

图 ６ 　 番茄果实细胞壁纤维素质量比

２.７ 　转基因番茄果皮硬度 、细胞壁结构和货架期

每个株系取红熟期番茄果实 ５ 个 ，共 ３个株

系 ，测定果实硬度 ，每个果实赤道面三等分位置取

平均值 ，结果如图 ７所示 ，转基因番茄果皮硬度比

野生型高约 ４８％ 。

W T — 野生型 　 OE１ ～ OE３ ．转基因

图 ７ 　 番茄果皮硬度分析

每一个株系取红熟期番茄果实 ９个 ，共 ３个

株系 ，失水率结果及果实照片如图 ８所示 。
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（b）
图 ８ 　 番茄果实失水率及货架期实验

由图 ８a可知 ，转基因番茄干质量变化较小 ，

野生型果实在 ２０ d后失水率显著增加 ，果皮开始

皱缩 。 ４０ d后番茄果实照片如图 ８b 所示 ，野生

型果实已发生完全形变 ，水分严重损失 ，而转基因

果实仍形态完好 。

３ 　讨 　 　论

玉米 ZmBK２L３ 基因属于 COBRA 基因家
族 ，广泛涉及调控植物生长发育以及果实成熟和

采后病原体易感性 。 表达模式分析结果表明 ，

COBRA 基因在幼嫩果实组织中表达量较高 ，随

果实成熟度增加 ，其表达量急剧下降［２］
。本文通

过构建转基因载体并转入番茄组织 ，分析 BK２L３
在果实中的表达水平后 ，证实与果实的成熟软化

有一定相关性 。本研究以 ３个不同的转基因番茄

株系为主要研究对象 ，较好地验证了基因的表达

效果 。转基因番茄果实纤维素质量比明显增高 ，

果实硬度增加 ，因此赋予果实更好的坚韧度 ，有效

延长货架期 。

与前人报道的番茄 COBRA-like基因的功能
性基本一致 。这一转基因技术应用于食品行业 ，

实现了以基因工程为手段 ，改善番茄果实品质 ，创

新食品保鲜技术 。本文采用的外源基因转化方式

可消除同源共抑制现象 ，有效避免 RNA 干涉机
制引发的内源基因沉默 ，从而促进基因高效稳定

表达 ，减少转基因株系间差异 ，为遗传学研究提供

了新思路 。
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