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甜蛋白 Brazzein 基因在番茄果实中的特异表达 
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摘要: 西瓜(Citrullus vulgaris S.)来源的 AGPL1 启动子在番茄(Lycopersicon esculentum L.)果实中具有较强的特

异性驱动功能。将该启动子与甜味蛋白基因 Brazzein 融合构建植物表达载体, 通过根癌农杆菌(Agrobacterium 
tumefaciens)介导法成功地进行了对番茄的遗传转化, 获得转化植株。组织化学法、PCR 特异扩增、Southern 杂

交分析及 RT-PCR 检测, 表明 Brazzein 基因已整合到转基因番茄植株基因组中并且稳定表达。通过 AGPL1 果

实特异启动子的调控 , 在不改变果实其他性状的前提下提高了番茄果实甜味品质 , 并为甜蛋白的生产提供   
经验。 
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Abstract: The AGPL1 (ADP-glucose pyrophosphorylase large subunit 1) promoter from watermelon (Citrullus vulgaris 
S.) has proved to exhibit fruit-specific expression patterns in tomato (Lycopersicon esculentum L.). A plant expression vec-
tor harboring sweet-taste protein, Brazzein, directed by AGPL1 promoter, was constructed and transferred into tomato plants 
through Agrobacterium-mediated transform methods. Histochemical staining assay, PCR screening, Southern blotting 
analysis and RT-PCR analysis showed that Brazzein gene was successfully integrated into the genome of transgenic tomato 
plants with stable expression. Sweet-taste fruits were produced under control of fruit-specific AGPL1 promoter, whereas 
other parameters of fruit quality were largely unchanged. 

Keywords: tomato; sweet protein Brazzein; genetic transformation; fruit-specific; AGPL1 promoter 

关于天然存在蛋白具有甜味的报道已有多年的

历史。该类蛋白高甜度、低热量, 而且具有不易诱
发糖尿病、肥胖症等优点, 逐渐成为蔗糖等传统甜
味物质的替代品, 其商业需求日益增长[1]。但提取自
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热带植物果实的天然甜蛋白产量有限, 远远不能满足
人们的需求。因此, 利用基因工程技术将甜蛋白基因
转入常见蔬菜中并使其表达, 用以提高可食用器官的
甜味品质并生产大量甜味蛋白具有特别的研究意义。 

目前人们已经从热带植物的果实中发现

Thaumatin、Monellin、Mabinlin、Pentadin、Curculin
和Brazzein等 6 种甜味蛋白[2~6]。其中, 甜蛋白基因
Brazzein来源于热带植物Pentadiplandra brazzeana 
B.[5], 该基因编码蛋白由 54 个氨基酸残基组成, 分
子量为 6.5 kDa, 其甜度是相同质量蔗糖的 500~2000
倍, 而且水溶性好, 80℃高温下处理 4 h仍能保持甜味, 
成为已知甜蛋白中最具应用前景的一种[6]。在玉米种

子中表达Brazzein基因生产甜蛋白已有成功报道[7]。 
番茄果实作为日常生活中一种重要的食用器官, 

通过转基因技术改善果实品质已经有许多报道, 如
改变果实硬度、提高营养成分含量等。在与品质改

良相关的研究中多以提高类胡萝卜素含量或其他营

养成分为主。在与增加甜度相关的研究中, 仍然以
提高蔗糖等碳水化合物成分为主[8,9]。本研究中, 我
们根据甜蛋白高甜度、低热量的特点, 利用果实特
异性启动子AGPL1 驱动Brazzein基因构建植物表达
载体, 通过农杆菌介导法对番茄进行遗传转化, 使
该基因在番茄果实中定向表达, 在不明显影响其他
性状的前提下, 获得在果实中特异表达的转基因番
茄植株。为改善番茄果实风味品质提供了新思路 , 
又为植物生产甜蛋白的基因工程作出探索。 

1  材料和方法 

1.1  质粒和菌株 

Brazzein基因根据文献报道人工合成[10]。pBI221
质粒含CaMV 35S启动子驱动的gusA基因和Nos终止
子 , pBI221-B质粒含 CaMV 35S启动子驱动的
Brazzein基因和Nos终止子 , 重组质粒pBSPA-12 含
有果实特异调控功能的AGPL1启动子 1 197 bp片段, 
根癌农杆菌GV3101 由本实验室保存甘油菌; 番茄品
种 (Lycopersicon esculentum)由香港中文大学Samuel 
Sun教授提供。 

1.2  无菌苗的获得及小植株的诱导  

番茄转化采用子叶盘转化法 [11]。番茄种子用

10% NaClO灭菌 20 min, 无菌水冲洗 3 次, 播种于
MS培养基上, 黑暗下 26℃萌发。4 d后移至光下待子

叶完全展开。子叶切去尖端和基部, 剩余部分切成
0.5 cm2小片置于MS1 培养基上 ( MS+2 mg/L 
ZT+0.05 mg/L IAA+蔗糖 30 g/L, pH 5.8, 琼脂 0.4%), 
于 26℃预培养 2 d。 

收集培养至对数生长期根癌农杆菌, 用 MS 液
体培养基重新悬浮。预培养后的外植体浸入菌液中

30 min, 放入共培养培养基上( MS+2 mg/L ZT+0.05 
mg/L IAA+蔗糖 30 g/L, pH 5.8, 琼脂 0.4%)。2 d后
转入筛选培养基上 ( MS+2 mg/L ZT+0.05 mg/L 
IAA+75 mg/L Kan+400 mg/L Car+蔗糖 30 g/L, pH 
5.8, 琼脂 0.4%)。20 d后转化的外植体出现小芽分化, 
将带叶柄的芽切下放入生根培养基( MS+0.1 mg/L 
IAA+75 mg/L Kan+400 mg/L Car+蔗糖 30 g/L, pH 
5.8, 琼脂 0.4%), 20 d小植株转入营养土中培养, 植
株长至 30 cm后炼苗移栽。 

1.3  基因组 DNA提取及 PCR扩增 

从卡那霉素抗性植株上剪取叶片, CTAB 法提
取基因组 DNA。根据 gusA 基因序列设计引物进行
PCR 检测, 引物序列为 gusA-sense: 5′-GTCAGTGG 
CAGTGAAGGG-3′; gusA-anti: 5′-TGGTATCGGTG 
TGAGCGT-3′。 

1.4  GUS组织化学染色 

GUS染色的材料于染色缓冲液[GUS染色液: 50 
mmol/L Na2HPO4 pH 7.0, 0.5% Triton X-100, 10 
mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L K3Fe(CN)6, 0.5 mmol/L 
K4Fe(CN)6 和 2 mmol/L X-Gluc]中抽真空 15~20 min。
37℃温育 16~18 h, 染色材料于固定液(固定液: 60%
无水乙醇, 5%冰乙酸, 3.7% 多聚甲醛)中固定 2 h, 
然后于 70%(v/v)乙醇中脱色[12]。 

1.5  转基因植株的 Southern blotting分析 

Southern blotting等方法参见分子克隆实验指南
(第三版) [13]; 基因组DNA由EcoRⅠ酶切过夜, gusA
基因片段和Brazzein基因为探针。 

1.6  总 RNA提取及 RT-PCR检测 

以绿熟期番茄果实为材料 , Trizol 法提取总
RNA, Oligo-d(T)进行反转录; 根据 Brazzein 基因设
计特异引物进行检测 , 引物序列为 sense: 5'-ATG 
GATAAATGTAAAAAAGT-3'; anti: 5'-CTAGTATT 
CGCAGTAGTCGC-3'。 
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1.7  果实提取液甜度检测 

精确称取 5 g转基因番茄成熟期果实研磨成匀浆, 
去离子水定容至 50 mL, 以未转基因番茄植株的果实
为对照, 分两组对样品进行甜度品尝鉴定, 重复 3次。 

2  结果与分析 

2.1  转化载体的构建 

图 1所示为 pBI121-12B质粒。Brazzein基因由
AGPL1启动子 1 197 bp片段驱动, 启动子两端分别
具有 HindIII和 XbaⅠ酶切位点, 基因下游为 Nos终
止子。CaMV 35S 启动子驱动 gusA 标记基因, Nos
启动子驱动 nptⅡ筛选基因。图 2 为表达载体
pBI121-12B质粒 3个克隆的酶切鉴定。其中, HindⅢ
和 PstⅠ酶切时以 AGPL1 启动子和 Brazzein 基因释
放出 1.5 kb片段, 与载体内部的 PstⅠ酶切位点共释
放出 4 923 bp、1 947 bp等条带。 
 

 
 

图 1  AGPL1 启动子驱动 Brazzein 基因的植物双元表达

载体的构建 
 

 
图 2  植物表达载体 pBI121-12B 质粒 DNA 的酶切鉴定  

1~3: HindⅢ+PstⅠ双酶切鉴定; M1: DL2000 Marker。 

2.2  转化苗的生长 

番茄子叶外植体切成小段, 在根癌农杆菌中转化
后于筛选培养基中培养, 20 d 后切口周围部分发生绿
色或淡黄色愈伤, 并在切口处长出丛生芽。经过多次
继代筛选, 未转化的丛生芽部分开始停止生长, 当转
化的小芽长至 1.5~2 cm并带有明显茎段发生时, 将其
切下移至含抗生素的培养基上诱导生根。阳性芽生根

后迅速长成正常植株。当植株生长到 15~20 cm时移到
蛭石中培养, 适时炼苗移栽并进行检测。 

2.3  转基因番茄的鉴定 

2.3.1  组织化学染色法检测  

植物表达载体 pBI121-12B 携带有 gusA 报告基
因, 因此可以用组织化学染色法进行初步检测。图 3
所示 , 在未转基因番茄植株叶片中未见蓝色出现 , 
而在转化植株( 图 3, A-E)的叶片中均有不同程度的
蓝色, 说明外源基因 gusA已经整合到番茄植株染色
体中并进行了稳定表达, 判断为阳性转基因植株。 

2.3.2  转化番茄植株的 PCR 检测  

取 GUS 检测为阳性的番茄植株的幼嫩叶片少
许, 提取番茄基因组DNA作为 PCR反应的模板, 利
用 gusA基因内部一对特异引物进行 PCR扩增检测。
根据图 4 的电泳结果可知, GUS 染色阳性植株可扩
增出 551 bp的特异条带, 而未转化的番茄植株中则
不能扩增出相应条带。 

2.3.3  转化番茄植株的 Southern blotting 分析 

对上述检测为阳性的转化植株提取 DNA 进行
Southern blotting分析。从图 5杂交结果可以看出, 转
化植株与 gusA 基因 500 bp 片段杂交时均有杂交带
出现, 而在未转基因番茄植株中未见明显杂交条带
出现, 表明 gusA 报道基因已经整合到番茄基因组
DNA中; 而以 Brazzein基因为探针对转化番茄进行
Southern blotting 分析时发现, Brazzein 基因已经整
合到番茄基因组 DNA中。而在不同株系中杂交条带
出现的位置和数目也不相同, 表明在不同株系中目
的基因的整合位置也不同, 而且部分以单拷贝形式
存在 ,  可以将阳性转化植株进行下一步的验证。 

2.3.4  转化番茄果实的 RT-PCR 检测及甜度鉴定 

将 Southern blotting 后鉴定的阳性转化果实提
取总 RNA, 反转录后进行目的基因的 PCR扩增。如 
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图 3  转化番茄植株叶片的 GUS 染色 
A~E: 转化番茄植株叶片; CK: 未转基因番茄植株叶片。 

 

 
图 4  转化番茄植株的 PCR 检测 
M: DL2000 Marker; 1~5: 转基因番茄植株; 6: 未转基因番茄植株。 

 

 
 

图 5  转化番茄植株的 Southern blotting 分析 
A: gusA为探针; B: Brazzein 基因为探针; M: Marker; 1: 线性化载体
pBI121-12B 为阳性对照 ; 2~4: 转化番茄植株 ; 5: 未转基因番茄   
植株。 

图 6所示, 在阳性植株中都有 177 bp的目的条带出
现, 而未转基因番茄果实中则未见条带出现。因此
判断 Brazzein 基因整合到番茄基因组中, 并开始在
番茄果实中稳定表达。 
 

 
 

图 6  转化番茄果实的 RT-PCR 检测 
M: DL2000 Marker; 1~5: 转基因番茄果实; 6: 未转基因番茄果实。 
 

选取 RT-PCR检测为阳性并且相同成熟度的番茄
果实提取粗蛋白, 与未转基因番茄果实比较甜度。结
果表明 5 个转化株系的番茄果实都有不同程度的甜味
提高, 但甜度提高倍数较难测定。因此确定甜蛋白的
产率, 及精确的甜度相关检测将是下一步工作内容。 

3  讨 论 

甜蛋白作为一种天然的新型甜味剂, 甜度高、热量
低, 又不易被细菌所利用, 所制成的食品适于糖尿病患
者食用, 成为食品中营养性碳水化合物的替代品。因
此, 研究甜蛋白基因在番茄中的表达, 可以探讨增加
甜度、改善果实风味或生产甜味蛋白的可能性[7]。 

利用生物手段改良果实品质、生产目的蛋白 , 
在近些年的植物基因工程中取得了显著进步。大量

与提高果实品质相关的基因(如类胡萝卜素和类黄
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酮含量等)相继转入到番茄等植物中并得到稳定表
达[14]。但在目前基因工程中, 为提高目的基因在植
物体内的产率, 多使用组成型强启动子。外源基因
的组成型高效表达往往造成植物体内营养的大量消

耗, 对于植物的农艺性状也产生了不良的影响[15]。

而特异性启动子能操纵目的基因在果实中的特定表

达, 为生产目的蛋白( 如抗体、生物制药、口服疫苗
等)应用开辟了广阔的前景[16]。 

本实验中, 我们应用的AGPL1 启动子是从西瓜
中克隆得到的ADP-葡萄糖焦磷酸化酶大亚基基因
的启动子, 已经证明能引导报道基因在番茄等果实
中高效地定向表达, 是一种新型的果实特异性启动
子[17]。因此由该特异性启动子驱动Brazzein基因在果
实内的定向高效表达, 以求获得目的蛋白在果实内
的高效积累。本实验的番茄转化植株经过组织化学

染色、Southern blotting分析等对转化植株进行鉴定, 
表明该甜蛋白基因已经整合到番茄基因组中。对阳

性株系的RT-PCR检测表明 , 在果实特异启动子的
驱动下 , 只在转化果实中检测到了Brazzein基因的
表达。在转化番茄植株与对照植株生长过程中, 株
高、叶片和果实外形等均未出现矮化、丛生、果实

发育畸形等异常现象(资料未发表)。在此基础上对转
化果实进行了甜度分析, 初步鉴定果实的甜味品质
与未转基因番茄果实相比获得了改善。但是, 由于
目前甜度测定方式主要为人工品尝法, 具有较大的
主观性, 不同测定人之间的个体差异造成甜度测定
结果的误差范围较大。因此, 规范化甜味蛋白的测
定程序还有待于进一步研究。 

由果实特异 AGPL1启动子驱动甜蛋白 Brazzein
基因在番茄中进行了遗传转化, 结果表明该基因定
向在果实中稳定表达, 而且所获得的转化植株未见
其他性状明显改变, 为提高果实甜味品质、人工生
产甜味蛋白做出了初步探索。 
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