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　　摘要 :采用高盐低 pH值法、分步离心法、SDS法、CTAB法、改良 CTAB法提取毛粉 802番茄幼苗基因组 DNA ,其中

改良 CTAB法提取的 DNA效果最好 ,以此 DNA为模板 ,用特异性引物进行 PCR扩增 ,得到了预期大小的片段 ,将目的

片段回收 ,克隆进 pMD182T Simple Vector载体 ,经 PCR及酶切检测具有与目标片段长度相符的插入片段 ,构建的重组

pMD182E8载体经测序结果分析显示 ,番茄果实特异性 E8启动子序列具有高度保守性 ,与 GenBank上发表的 E81. 1启

动子同源性为 99. 1 % ,说明成功获得了果实特异性 E8启动子基因 ,为实现外源基因在转基因桃果实中特异性表达做

准备。
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Abstract :The DNA was extracted from cotyledons of tomato Maofen 802 by high salt and low pH ,step by step acen2
tric ,SDS ,CTAB and improved CTAB method. The improved CTAB method was the best method in the DNA extract . We

use this DNA as stencil and amplified by PCR ,the product of which was reclaimed and subcloned into pMD182T Simple

Vector. After identification by PCR and restriction enzymes ,the recombinant pMD182E8 vectors were subjected to se2
quence analysis. As indicated by homology analysis ,the resultant tomato fruit2specific E81. 1 promoter was highly conser2
vation ,with GenBank submission ,proved to share 99. 1 % homology. Therefore ,tomato fruit2specific E8 promoter has been

successfully cloned ,thus making possible the subsequent research in transgenic peach.
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　　启动子是 DNA分子与 RNA聚合酶特异结合的

部位 ,是最主要的一种转录调节因子 ,对于外源基因

的表达非常重要。在基因表达的调控中 ,转录的起

始是个关键。某个基因是否表达决定于特定的启动

子的起始过程[1 ]。

果实特异性启动子可以控制外源基因在植物果

实中高效表达 ,避免外源基因在植物的其他部位表

达 ,减少对植物的不利影响。主要蔬菜如番茄、辣

椒 ,瓜果类如甜瓜、桃子等的主要食用部位均为果

实。因此 ,利用果实特异性启动子控制外源基因在

果实中特异表达具有重要理论和实践意义[2 ]。本试

验的目的是获取番茄果实特异性 E8 启动子基因 ,

为实现外源基因在转基因桃子中果实特异性表达做

准备。

1　材料和方法

1. 1　种子、菌种、质粒与主要试剂

毛粉 802 番茄种子 (甘肃省种子公司) , E. coli

菌株 DH5α(甘肃农业大学测试中心提供) ,pMD182T

Simple Vector (宝生物工程有限公司) , IPTG和 X2Gal

(宝生物工程有限公司) ,B型小量 DNA片段快速胶

回收试剂盒 (北京博大泰克生物基因技术有限责任

公司) ,DNA限制性内切酶 (北京博大泰恒有限生物

公司) , Taq 酶和氨苄青霉素 (宝生物工程有限公
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司) 。

1. 2　毛粉 802番茄幼苗的培养及番茄基因组 DNA

的提取

取毛粉 802番茄种子 ,清洗后清水浸泡过夜 ,次

日搓洗种子 ,以便洗掉种皮外抑制萌发的酸性物质 ,

部分种于营养盘中 ,室温培育 ;部分铺于湿润的纱布

上 ,保鲜膜覆盖 ,室温培育 ,待种子长出 3片小叶即

可采集叶片提取基因组 DNA。

番茄基因组 DNA的提取采取了 5 种不同的方

法 ,分别是高盐低 pH值法[3 ]、分步离心法[4 ]、SDS

法[5 ,6 ]、CTAB 法[7 ,8 ]、改良 CTAB 法[9 ,10 ]。用 1 %的

琼脂糖电泳进行鉴定。

1. 3　E81. 1启动子基因的克隆

1. 3. 1　引物设计 　根据 Deikman等[11 ,12 ]报道的番

茄 Cherry种的果实特异性 E8启动子序列 ,用分子生

物学软件 Oligo6. 0设计 2条 PCR引物 ,引物合成由

博大泰恒有限公司完成 ,分别为 PE21 :5′2gCAAGCT2
TA GGAATTTCACGAAATCG23′引入 Hind Ⅲ酶切位

点 ; PE22 : 5′2CgGGATCCTCTTTTGCACTGTGAATGAT23′

引入 BamHⅠ酶切位点。

1. 3. 2　目的基因的 PCR扩增及其产物纯化　在 25

μL反应体系中加 10×PCR Buffer 215μL ;25 mmol/ L

MgCl2 115μL ;215 mmol/ L dNTP 4μL ;10μmol/ L PE21

015μL ;10μmol/ L PE22 015μL ;模板DNA 015μL ;Taq

酶 015μL ;ddH2O 补至 25μL。PCR循环条件 :95℃

预变性 3 min ;94℃变性 1 min ,56℃退火 50 s ,72℃延

伸 75 s ,30个循环 ;再 72℃10 min ;4℃保存。反应结

束后在 1 %琼脂糖凝胶上电泳检测 ,将符合要求的

扩增产物 30～50μL 上样到同一个点样孔中 ,采用

“DNA片段快速胶回收试剂盒”从琼脂糖凝胶中切

胶回收目的 DNA片段 ,方法参见说明书。

114　重组载体的构建、筛选及鉴定

按 TaKaRa 公司 pMD182T Simple Vector 载体操

作手册 ,将上述回收产物克隆进 pMD182T Simple

Vector ,将连接产物转化大肠杆菌 DH5α感受态细

胞 ,接种到含有 Ampicillin/ IPTG/ X2gal 的固体 LB 平

板上 ,培养 14～16 h ,用蓝白斑进行初步筛选 ,挑蓝

斑和白斑单菌落于氨苄青霉素抗性的 LB液体培养

基中 ,37℃300 r/ min震荡培养过夜 ,点斑保存菌 ,取

菌液用碱法小批量提取质粒 ,用蓝斑做对照进行电

泳 ,筛选滞后质粒 ,初步判断提取的质粒是否含有外

源基因。用 PCR和酶切检测法鉴定重组质粒 ;将含

有目的片段的重组质粒记作 pE82T ,重组子阳性克

隆菌单菌落再摇菌 ,培养物制备甘油 (25 %) 管 ,

- 70℃保存备测序 ,序列同源性由 DNAMAN 软件

完成。

2　结果与分析

2. 1　基因组 DNA的提取

本试验采取的 5种不同的提取番茄基因组 DNA

方法中 ,改良 CTAB 法的提取效果较为理想 ,DNA带

型整齐、清晰 ,且无降解 ,基本没有 RNA和其他杂质 ,

适于后续的分子生物学操作 (图 1)。从图 1还可以看

出 ,幼叶提取DNA的效果普遍好于老叶。

M. DNA marker ;1 ,2.高盐低 pH值法 ;3 ,4.分步离心法 ; 5 ,6. SDS法 ;

7 ,8. CTAB法 ; 9 ,10.改良 CTAB法 ;1 ,3 ,5 ,7 ,9.培养 30 d的叶片 ; 2 ,

4 ,6 ,8 ,10.培养 10～15 d的叶片

M. DNA marker ;Lane 1 ,2. High salt and low pH method ;Lane 3 ,4. Step by

step acentric method ; Lane 5 ,6. SDS method ; Lane 7 ,8. CTAB method ;Lane

9 ,10. Improved CTAB method ;Lane 1 ,3 ,5 ,7 ,9. 30 d cotyledons of tomato ;

Lane 2 ,4 ,6 ,8 ,10. 10 - 15 d cotyledons of tomato

图 1　番茄基因组 DNA提取
Fig. 1　Tomato genomic DNA extraction

1 ,2. DNA 4μL ,引物 1. 0μL ,Taq酶 0. 5μL ,0. 75μL ;3 ,4. DNA 1μL ,引

物 015μL ,Taq酶 015μL ,0175μL ;5 ,6. DNA 015μL ,引物 015μL ,Taq

酶 015μL ,0175μL ;M. DNA marker

Lane 1 ,2. DNA 4μL ,primer 110μL ,Taq 015μL ,0175μL ;Lane 3 ,4. DNA

1μL ,primer 015μL ,Taq 015μL ,0175μL ;Lane 5 ,6. DNA 0. 5μL ,primer

0. 5μL ,Taq 0. 5μL ,0175μL ;M. DNA marker

图 2　PCR反应体系优化筛选
Fig. 2　PCR selection of reactive system

2. 2　PCR反应体系的优化及目的片段的 PCR扩增

以改良 CTAB 法提取的番茄基因组 DNA 为模

板 ,采用不同浓度的模板和引物对目的片段进行扩

增 ,从节约成本和扩增效果 (图 2)可看出最优的反

应体系为 : 10 ×PCR Buffer 2. 5μL ; MgCl2 1. 5μL ;
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dNTP 4μL ;PE21 0. 5μL ; PE22 0. 5μL ;模板 DNA 0. 5

μL ;Taq酶 0. 5μL ; ddH2O补至 25μL。扩增得到了

预期大小的约 1 100 bp 片段 (图 3) 。

1 ,2 ,3 ,4. PCR扩增结果 (≈1. 1 kb) ;M. DNA marker

Lane1 ,2 ,3 ,4. PCR product of tomato fruit2specific E81. 1 promoter

fragment ;M. DNA marker

图 3　果实特异性 E81. 1启动子 PCR扩增

Fig. 3　PCR amplification of tomato fruit2specific

E81. 1 promoter

1.对照 (蓝斑) ; 2 ,3 ,4.滞后质粒 (白斑) ;5 ,6.假阳性质粒 (白斑)

Lane 1. Comparison(blue) ;Lane 2 ,3 ,4. Plasmid of delay(white) ;

Lane 5 ,6. False recombinant plasmid(white)

图 4　重组子滞后质粒筛选

Fig. 4　Select recombinant of delay

2. 3　重组子的筛选与鉴定

对扩增得到的预期片段采用切胶回收法回收连

接到克隆载体 pMD182T Simple Vector ,导入宿主菌 E.

coli DH5α,经蓝白斑筛选、滞后质粒鉴定 (图 4)后 ,其

重组质粒用 PCR扩增方法 (图 5的 1 ,2 ,3泳道)和酶

切方法 ( HindⅢ、BamH I双酶切 ,图 5的 4 ,5 ,6泳道)

进行鉴定均得到分子大小符合的片段 ,说明扩增片段

已成功连接于 pMD182T Simple Vector载体中。

1 ,2 ,3为果实特异性 E81. 1启动子基因重组质粒 PCR结果 ;

4 ,5 ,6为果实特异性 E81. 1启动子基因重组质粒双酶切结果

Lane 1 ,2 ,3. PCR product of E81. 1 promoter fragment ;Lane 4 ,5 ,6. pMD182
T2E81. 1/ HindⅢ+ Bam HⅠ;M. DNA marker

图 5　果实特异性 E81. 1启动子基因重组质粒
PCR及酶切鉴定图

Fig. 5　Identification with PCR and restriction enzymes

of the recombinant plasmid containing tomato fruit2specific

E81. 1 promoter gene

2. 4　测序及序列分析结果

含 E81. 1启动子基因的 pMD182E8重组质粒测

序结果 ,经 DNAMAN分析软件进行同源性比对 ,显

示所获得 E81. 1 启动子的 DNA 序列与目的 E81. 1

启动子同源性为 99. 1 %。分析结果如下 :

3　讨论

目前报道的转基因试验所用的启动子多为组成

型启动子 ,外源基因在转基因植物中所有的发育阶

段和所有的部位都能表达 ,外源基因在植物内持续

高效的表达 ,往往会造成植物形态的改变 ,严重的则

影响到植物的正常生长发育。因此 ,本试验中克隆

了果实特异启动子 E8 ,其目的是使目的基因在果实
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中表达 ,而不在其他组织、器官中表达。

E8启动子是Lincoln等于 1987年发现的番茄果

实特异性启动子 ,它是乙烯应答性基因的启动子 ,

Deikman等[11 - 14 ]对其进行了系统的分析研究证实 ,

- 409～ - 263 bp 可控制 E8基因在果实成熟过程中

特异表达[15 ] , - 1 088～ - 863 bp 为 DNA蛋白的有

效结合区域 ,去除该区域将显著降低成熟果实中 E8

mRNA的含量。Good等[16 ]用番茄果实特异性 E8启

动子 ,显著提高了转基因番茄中腺苷甲硫氨酸水解

(SAMase)的表达量。Krasnyanski 等[17 ]将 E8启动子

与报道基因 uidA 相连 ,导入番茄中 ;在 T0 , T1 植株

果实和叶子中分析β2葡糖醛酸糖苷酶 (β2glucuron i2
dase ,GUS)活性 ,发现 E8控制的 uidA 基因只在番茄

果实里表达。Sandhu等[18 ]的研究也证实了 E8启动

子具有良好的驱动外源基因表达的活性。最近 ,

Yakoby等[19 ]用 E8 启动子研究扩增促进序列 (Am2
plification prom oting sequence ,APS)对外源基因表达

的影响 ,结果显示 ,APS可以促进外源基因在果实中

特异高效表达。

正是基于以上理论基础 ,本试验扩增了番茄果实

特异性启动子 E8基因 ,为实现外源基因在转基因桃

子果实中特异性表达做准备。本研究自我国毛粉 802

番茄基因组DNA中成功扩增获得了番茄果实特异性

E81. 1启动子基因 ,经克隆、测序及序列同源性搜索

后证实 ,其序列与所报道的番茄 Cherry种的 E8基因

序列相比较 ,有 8个核苷酸不同 ,其核苷酸的同源性

为 99. 1 % ,说明 E8启动子区序列呈现高度保守。导

致这些不同的原因大概有 2 个方面 :第一 ,可能是

PCR扩增时产生的错误 ,在 PCR过程中变性温度、退

火温度、延伸温度都会影响特异性 ,本试验用的是普

通 Taq 酶 ,不像高保真酶能保证有较高的可靠性 ;第

二 ,可能是同一物种不同品种之间的单核苷酸差异 ,

研究结果表明 ,不同遗传型栽培番茄 E8启动子间的

核苷酸虽然存在一定差异 ,但相似系数均在 98 %以

上[20] ,但个别碱基的不同将不会影响 E8基因作为果

实特异性启动子的功能 ,以上说明 ,我们已获得了果

实特异性启动子 E8基因。
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