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番茄 !"#$%!!"#&’%( 基因的分子克隆及其对植物耐热性的影响
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摘 要 U=V"##WG’<X是 G’<蛋白家族的一员，具有分子伴侣功能，与细胞“获得耐热性（+2Y-3.15 9A1.>&9&’1.+,21）”相关。从番茄
2Z)6文库中筛选到长度达 H"TT ?<的 2Z)6，依据最长的开放读码框推导出的多肽含 K:#个氨基酸残基，分子进化分析结果表
明该蛋白属于 U=V"##WG’<X家族，因其计算分子量为 ""# CZ，所以命名为 S1U=V""#WG’<X。实验证明，3%:&;""#W!,;. 在番茄叶
片中没有组成型表达，为热诱导型基因，其编码蛋白定位于叶绿体基质。利用农杆菌介导法，将 G+[% H;= 驱动的反义
3%:&;""#W!,;. 2Z)6片段导入番茄，高温下转反义基因的番茄株系中 3%:&;""#W!,;. >0)6水平明显低于对照，转基因株系的
V=!对高温胁迫更加敏感，说明 U=V""#WG’<X在植物耐热性方面起重要作用。
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G’<（G+813,&’/932 <.&91+81）蛋白广泛存在于原核
及真核生物中，是一个庞大的蛋白质家族（包括

G’<6 _ Z、[、)、‘ 和 O 等），在细胞内承担多种功

能［"］。多数 G’<蛋白是 6@V依赖型蛋白酶，而 G’<X
不具备蛋白酶结构域，不能水解蛋白质，但具有 6@V
酶活性和分子伴侣活性，能瓦解蛋白质聚集体，并协



同其它的分子伴侣修复变性蛋白质［!］。"#$% 可被
高温诱导，是热激蛋白质的一种，按照热激蛋白质的

分类标准（按分子量大小），"#$%属于 &’()** 热激
蛋白质家族，因此也命名为 &’()**+"#$%。

"#$% 与细胞耐热性有关。突变大肠杆菌
（!"#$%&’#$’( #)*’）+*,-，造成突变株的“基础耐热性”
（突然受到致死性高温的处理，细胞表现出的耐热

性）显著下降，但“获得耐热性”（经历非致死高温处

理后，细胞提高了对致死性高温的抗性）并没有降

低［,］。而突变酵母（ .(##$(&)/0#%" #%&%1’"’(%）胞质的
2",)*-++*,-，不但降低了细胞“基础耐热性”［-］，而
且突变株丧失了“获得耐热性”［.］。/0123345［6］等发
现 &’()**+"#$%可以保护蓝藻（ .03%#$)#)##4" 3$7）(’
!免受高温伤害，并认为这种保护作用源于
&’()**+"#$%的分子伴侣活性。
植物胞质 &’()*)+"#$%是植物抗高温胁迫的必

需蛋 白 质［8］。大 豆（ 5*0#’3% /(6）［9］和 拟 南 芥
（7&(8’9),"’" :$(*’(3(）［:］2",)*)++*,- 均可以恢复酵
母 2",)*-++*,- 突变体的“获得耐热性”，这表明高
等植物 &’()*)+"#$%与酵母 &’()*-+"#$%在功能上
互补。&45;和 <1=0#15;［)*］发现拟南芥 >4?)@)突变株
（细胞质型 2",)*)++*,- 基因的错义突变）对高温十
分敏感，热锻炼后突变株的耐热性没有明显增加，即

突变株丧失了“获得耐热性”；AB=1?3C>［))］利用反义
DEF方法抑制拟南芥 2",)*)++*,- 的表达，也获得
了同样的结果，证明植物胞质 &’()*)+"#$% 在植物
耐热，特别是“获得耐热性”方面起重要作用。

’>G045［)!］从利马豆中克隆到一个可能定位叶绿
体的 2",)**++*,- 基因，并推测该基因的表达与植
物的热适应过程相关，但没有对其功能进行详细研

究。本文报道了番茄 ;%2",))*++*,- CHEF 的分子
克隆，证明 I=&’())*+"#$% 蛋白定位于叶绿体基质
中，在番茄叶片中没有组成型表达，是典型的热诱导

型基因。利用农杆菌介导法，将 "GJ< ,.’启动子驱
动的反向 ;%2",))*++*,- CHEF 片段导入番茄，
E40?>=05分析表明，高温下转基因株系中 ;%2",))*+
+*,- KDEF水平明显低于对照，热适应后转基因番
茄 (’!的获得耐热性也明显低于对照，说明叶绿体
&’())*+"#$%在植物获得耐热性方面起重要作用。

! 材料与方法

!"! 材料
番茄：中蔬四号，购自中国农科院；所用质粒和

菌种均为本实验室保存。("D扩增引物见表 )。

表 ! #$%扩增所用的引物及其序列
&’()* ! #+,-*+ .*/0*12*. 0.*3 45+ 67* #$% ’-8),4,2’6,51
"453?0BC? (01K=0 ’=LB=5C=

F
.M@"FFNNFFO""OON"FO"N""FN@,M

.M@O"""O"NFNNFO"OONFO"FFOFF"@,M

%
.M@FFOOFF"""O"F"OFFFNNN@,M

.M@O"ONNFO""N"FF"FFOON"OON@,M

"
.M@OFNOFNOFN"O"OONOFO"O@,M
.M@OFFNFN"O"O"F"OFOFNNN"@,M

H
.M@ONNFO""N"FF"FFOON"OON@,M
.M@OFFNFN"O"O"F"OFOFNNN"@,M

!"9 方法
!"9"! 番茄 2",))*++*,- 基因的分子克隆：对番茄
CHEF文库［),］的 )*** 个 /’O数据进行分析，发现 )
个类似 2",))*++*,- 的 CHEF 片段（!,)* P$），以此
CHEF的 .M端 9** P$ HEF片段为探针，筛选 CHEF文
库，获得全长的番茄 2",))*++*,- CHEF，并命名为
;%2",))*++*,-（N=5%G52注册号 F%!)::,:）。
!"9"9 ’4B?>=05 和 E40?>=05 分析：以番茄成熟叶片
为实验材料提取基因组 HEF［)-］，然后分别用
!#)D"，!#)D # 和 2’3Q $ 完 全 酶 切。选 取
;%2",))*++*,- 基因 .M端 8:. P$ 的 HEF片段（该片
段包括 .M ROD 区，叶绿体信号肽编码区和部分
2",)**++*,- 基因在进化上的高变异区），用%@,! (@
Q"O(标记探针，在高度严谨的条件下，6. S杂交过
夜（杂交液组成为：*T. K4#+I磷酸缓冲液，8U ’H’，
)* KK4#+I /HOF，)**&;+KI鲑精 HEF），然后在高度
严谨的条件下，依次用 6. S的 - V ’’"+*T)U ’H’、!
V ’’"+*T)U ’H’和 ) V ’’"+*T)U ’H’洗膜，每次 )*
W ). K15，利用 X光片曝光。
用异硫氰酸胍法提取番茄成熟叶片的总

DEF［).］，参照上述 ’4B?>=05 杂交的制备探针方法和
杂交条件，进行 E40?>=05杂交。
!"9": 抗体的制备：以 ;%2",))*++*,- CHEF 为模
板，利用 ("D扩增 ;%2",))*++*,- 的 "端特异区（编
码 &’())*+"#$%的 Y#=:8至 (04!,8区间的肽链），("D所
用引物为（F）。("D扩增片段经 !#)D"和<$)"双
酶切后，与 $N/X@6(@!载体连接，转化 %I!)（H/,）菌

株，用 *T)KK4#+I Y(ON诱导融合蛋白表达，产生的融
合蛋白经谷胱甘肽 ’@转移酶（N’O）F;G043=亲和柱纯
化后用作抗原，免疫新西兰兔。

!"9"; I=&’())*+"#$% 的 Z=3?=05 分析：用缓冲液
（)* KK4#+I O013@&"# $& 9T*，) KK4#+I (J’[）研磨植
物叶片，研磨液经离心后，上清液中的蛋白质为可溶

性全蛋白质。提取的蛋白质用 %0GQ\40Q 法定量，然
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后与等体积的 !"!#$%&’样品缓冲液混合，将等量
的蛋白质样品用 () !"!#$%&’ 分离后，进行
*+,-+./分析。
取 0叶期的番茄幼苗，暗培养 12 3，采集嫩叶，

提取叶绿体蛋白质和叶绿体基质蛋白质［45］，将等量

的蛋白质样品用 () !"!#$%&’分离后进行 *+,-+./
678-分析。
!"#"$ 反义表达载体的构建及番茄的转化：先以
!"#$%449:&’%( ;"<% 为模板，$=> 扩增 !"#$%449:
&’%(的 4 ? @@9 6A "<%片段（$=>扩增引物（B），扩
增片段包括 !"#$%449:&’%( ;"<% 的 0CDE> 区和叶
绿体信号肽编码区，是 !"#$%449:&’%( 的特异区），
扩增 的 片 段 经 ()*F ! 酶 切 后，正 向 连 入
AB7G+!;.HA-+.,（!I）载体，所构建的载体命名为 AB!#
4。再扩增 !"#$%449:&’%( ;"<%的 @914 ? @422 6A区
（$=>引物为（=），该区域对应 !"#$%449:&’%( J><%
的 @CDE>区，含 $87K%加尾信号），扩增产物经 !L;!
和 +,)!双酶切后，连入 AB!#4载体，产生 AB!#1载
体。利用 -).!和 /%0!双酶切 AB!#1载体，切出的
插入子连入植物表达载体 A>MI1，构建成反义
!"#$%449:&’%( 植物表达载体，形成 =LNO @0! P 反
向 !"#$%449:&’%( ;"<%片段 P !"#$%449:&’%( 的 @C
DE>序列的反义 ><%表达载体。利用冻融法将构
建的反义 !"#$%449:&’%( 植物表达载体导入农杆菌
QB%2292，供番茄转化之用。
利用农杆菌介导的叶圆盘法转化番茄［4R］（中蔬

四号，由中国农科院提供），获得的转基因幼苗移至

田间育种，收获的 E4 代转基因番茄种子，在含 09

"S:JQ卡钠霉素的 N!培养基上萌发，选取能够生长
侧根的幼苗，继续育种，直到获得纯合转基因番茄。

!"#"% 转基因植株的分子鉴定：提取转基因番茄叶
片基因组 "<%，利用外源片段特异引物（"）进行
$=>扩增。扩增产物稀释 499 倍后，进行 !8G-3+./
杂交分析。

将转基因植株经 @( T热激处理 1 3后，提取叶
片总 ><%，参照方法 4U1进行 <8.-3+./杂交分析。
!"#"& 转基因番茄叶片光系统!耐热性分析：选用
纯合的转基因番茄植株和未转基因的对照番茄植

株，播种在营养钵中，在光照培养箱中培养至 0 叶
期，经各种高温处理后，移至 1( T恢复 41 3，暗适应
@9 JH/后，用 VN!1脉冲调制式荧光仪（FL/,L-+;3）测
定 $!#荧光参数，按照以下公式计算 $!#最大光化
学效率：1W :1J X（1J Y 19）:1J（19 为暗适应下初

始荧光；1J 为暗适应下最大荧光）。

# 结果及分析

#"! 番茄 !"#$%!!’(&’%( 基因的分子克隆、表达特
性及其蛋白质在叶绿体中的定位分析

!"#$%449:&’%( ;"<%片段全长 @422 6A，最长开
放读码框包含 1Z22 6A，据此推导的多肽含 Z(9个氨
基酸残基，计算的分子质量为 449 ["。EL.S+-$软件
预测，Q+F!$449:=7AB蛋白前体含有一个由 R5 个氨
基酸组成的叶绿体穿膜导肽，预测可靠率为

ZRU1)，预测可信度为最高级。*+,-+./#678--H/S分析
表明，在叶绿体和叶绿体基质中均存在 Q+F!$449:
=7AB。为更精确地测定细胞中 Q+F!$449:=7AB的分
子质量，我们利用 () !"!#$%&’ 对 Q+F!$449:=7AB
进行电泳分离，实测 Q+F!$449:=7AB的分子质量 ZR
["（图 4），小于计算的蛋白前体分子质量 449 ["，符
合理论计算的成熟 Q+F!$449:=7AB 蛋白分子质量
（不包含由 R5个氨基酸组成的信号肽）。以上结果
均表明，Q+F!$449:=7AB为叶绿体蛋白质。

图 4 Q+F!$449:=7AB蛋白的 *+,-+./分析
VHS\ 4 *+,-+./ 678--H/S L/L7K,H, 8] Q+F!$449:=7AB

E3+ A7L/- A.8-+H/, L/^ A.8-+H/ JL.[+.,（7L/+ N）_+.+ ,+AL.L-+^ 6K ()
!"!#$%&’，L/^ -3+/ ,G6‘+;-+^ -8 *+,-+./#678--H/S（QL/+ 4#2）\ E3+
A7L/- A.8-+H/, _+.+ +a-.L;-+^ ].8J 7+LW+ -.+L-+^ L- @(T ]8. 1 3（7L/+ 4），
].8J AG.H]H+^ ;378.8A7L,- H/ /8.JL7 -8JL-8 7+LW+, S.8_/ L- 1(T（7L/+ 1），
].8J AG.H]H+^ ;378.8A7L,- H/ -3+ -8JL-8 7+LW+, -.+L-+^ L- @(T ]8. 1 3（7L/+
@）L/^ ].8J ;378.8A7L,-H; ,-.8JL ].8J -8JL-8 7+LW+, -.+L-+^ L- @(T ]8. 1 3
（7L/+ 2），.+,A+;-HW+7K\

番茄基因组含有 @ 个 !"#$%449:&’%( 基因拷贝
（图 1），!"#$%449:&’%( 没有组成型表达，是典型的热
诱导基因，!"#$%449:&’%( 转录和翻译的临界温度均

20 &230"$" 45670)’ 58 (359".205’5:; 生物工程学报 1995，O87U11，<8U4



为 !" #，!"#$%$$%&&’() 表达高峰的温度是 !’ #，
温度高于 "% #时，!"#$%$$%&&’() 表达略有下降
（图 !），!"#$%$$%&&’() 呈现热激蛋白的表达特征。

图 ( !"#*($$%&&’()的 )*+,-./0杂交
1234 ( )*+,-./0 -56/27289,2*0 909:5;2; *< !"#$%$$%&&’()

=-. 3.0*>2? @AB（$%!3）C9; 723.;,.7 C2,- +,-D"（:90. $），#./7#
（:90. (）907 +,-D$（:90. !）4E 2; @AB >9/F./ 4

图 ! 不同的温度处理番茄 ( -后，番茄叶片中
!"#*($$%&&’() 的 >DAB和蛋白质水平

1234 ! =-. :.G.:; *< >DAB 907 H/*,.20 *< !"#$%$$%&&’()
20 ,*>9,* :.9G.; 9<,./ ( - ,/.9,>.0, 9, 72<<./.0,

,.>H./9,+/.; 2072?9,.7 20 ,-. <23+/.
B：/DAB；I：A*/,-./0 -56/27289,2*0；J：K.;,./0 909:5;2; *< L.M)N$$%&
J:HI 20 H+/2<2.7 ?-:*/*H:9;, 4

!"! 转反义 #$%&基因植株的获得及分子鉴定
利用农杆菌介导法转化番茄，共获得 $O个独立

转化株系，其中有 $" 个转化系收获种子，O 个转化
系获得纯合的 =! 代。NJD 和 NJDP)*+,-./0 鉴定结
果表明，纯合转化系均可扩增出预期的约 Q(% 6H
@AB片段，说明反义 @AB片段已经整合在转基因株
系的基因组 @AB上（图 "）。

Q叶期的番茄植株经 !’ #高温处理 ( -后提取
总 DAB，进行 A*/,-./0 杂交，发现转基因植株

图 " 转反义 !"#*($$%&&’()植株的 NJD（B）
和 NJDP)*+,-./0（I）鉴定

1234 " R7.0,2<2?9,2*0 *< !"#$%$$%&&’() 90,2;.0;.
,/90;3.02? H:90,; 65 NJD（B）907 NJDP)*+,-./0

6:*,,203 909:5;2;（I）
JS：0*0P,/90;3.02? H:90,；=N： ,/90;3.02? H:90,;，E：@L(%%% @AB
>9/F./（=9S9D9）4

（=/90;3.02? N:90,;，=N）的内源 !"#*($$%&&’() 的
>DAB的含量明显低于对照，其中 =N$、=N( 和 =NO
转化系的内源 !"#*($$%&&’() >DAB下降十分明显
（图 Q），=N"和 =N$O的内源 !"#*($$%&&’() >DAB水
平也明显低于对照，说明利用反义 DAB技术抑制内
源 !"#*($$%&&’() 的表达获得预期的结果，内源
!"#*($$%&&’() >DAB 水平下降最明显的 =N$、=N(
和 =NO转化系也将用于以下的 N)%耐热性分析实
验。而整合 HDTS ( 空载体的转基因植株的
!"#*($$%&&’() >DAB水平与 JS相同，说明转基因
番茄 !"#*($$%&&’() >DAB 水平的下降源于反义
DAB的出现。

图 Q !’#热激 ( -后，对照和转基因番茄
植株中 !"#*($$%&&’()的 >DAB水平

1234 Q =-. >DAB :.G.:; *< !"#*($$%&&’() 20 0*0P,/90;3.02?
907 72<<./.0,29: :20.; *< ,/90;3.02? ,*>9,* 9<,./
-23- ,.>H./9,+/. ,/.9,>.0, 9, !’ # <*/ ( -

B：A*/,-./0 6:*,,203；I： /DAB；JS： 0*0P,/90;3.02? H:90,； =N：
,/90;3.02? H:90,;；UJ：G.?,*/ ?*0,/*: 4

!"’ 热胁迫对番茄幼苗叶片 ()!的影响
叶绿素可变荧光与最大荧光的比值（0G &0>）反

映了 N)%的最大光能转化效率，0% 是 N)%反应中
心处于完全开放时的最小荧光产额，高温造成 N)%
损伤，导致 0G &0> 值下降，0% 升高

［$’］。番茄幼苗经
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!"#热适应 $%后，移至更高温度的环境中处理 $%，
测定叶绿素荧光。结果发现，随胁迫温度逐步升高，

番茄幼苗叶片的 !& ’!( 逐步下降，其中 !个转基因
番茄株系的 !& ’!( 下降程度大于对照番茄植株，当

胁迫高温达到 )*#时，三个转基因番茄株系的 !& ’
!( 分别降低了 +",-.、$$,-. 和 $$,-.，而对照的

!& ’!( 仅下降 ++,".（图 *）。以 !/ 为参数，其结果

是，高温胁迫下转基因番茄的 !/ 升高更快，当经历

)*#胁迫后，转基因番茄的 !/ 值分别升高 )0,1.、

)1,!.和 --.，而对照的 !/ 仅上升 $*,".（图 0）。
以上 !& ’!( 和 !/ 数据变化表明，转基因番茄植株

的能量转换机构 23!比对照番茄植株的23!更易
受到高温伤害。

将上述处理的幼苗再移至 $"#条件下恢复
+$%，测定 !& ’!( 和 !/ 值。结果发现，对照番茄的

!& ’!( 值可恢复至热处理前的 1-.，而 !个转基因
番茄株系的 !& ’!( 值仅分别恢复到热处理前的

"0,1.、"-,-. 和 1/.（图 *）；恢复 +$%后对照番茄
的 !/ 值比热处理前高 +/,1.，而 ! 个转基因番茄
株系的 !/ 值比热处理前高 )0,1.、)1,!.、--.（图

0），说明高温造成 23!损伤，转基因番茄比对照番
茄的 23!更难被修复。

! 讨论
高等植物 432+//’5678 是一个蛋白家族，其中

关于细胞质型 432+/+’5678研究报道较多，已经从
拟南芥、大豆、玉米、小麦和烟草等植物［+$］中克隆到

细胞质型 "#$+/+’%&$’ 基因。9:;<=;6［+1］利用分子系
统进化方法分析了拟南芥 432+//’5678家族，发现
拟南芥 "#$+//’%&$’ 家族共有 " 个基因，其中 ! 个
定位于细胞质，-个可能定位于质体，但至今没有关
于拟 南 芥 质 体 型 "#$+//’%&$’ 的 研 究 报 道。
3%;<>?［+$］从利马豆中克隆到一个可能是叶绿体型的
"#$+//’%&$’ 基因，并推测该基因的表达与植物的热
适应过程相关，但没有对其功能进行详细研究。我

们从番茄 @AB9文库中克隆到编码全长 CD432++/’
5678蛋白的基因，利用生物信息学和实验方法证明
该蛋白定位于叶绿体。

植物生长发育过程中经常遇到高温胁迫，叶绿

体极易被高温损伤，其中叶绿体的光系统!（23!）
对高温胁迫十分敏感［$/］。植物在进行光合作用时，

捕光色素吸收的光能传递到光化学反应中心后，一

部分光能用来进行光化学反应，一部分吸收的光能

图 * 高温处理对番茄叶片 !& ’!( 的影响

EF:G * HIID@J >I %F:% JD(7D<;JK<D >? !& ’!( >I J>(;J> 6D;&DL
M%D <D;6 6F?DL F?NF@;JDN J%;J J%D @>?J<>6 76;?JL ;?N ;?JFLD?LD J<;?L:D?F@
76;?JL =D<D J<D;JDN ;J !" # I>< $ %，;?N L%FIJDN F?J> :<>=J% @%;(OD< I><
$ % =FJ% J%D NFIID<D?J JD(7D<;JK<DL F?NF@;JDN >? P ;FLQ ;?N J%D? !& ’!(

=;L (D;LK<DNG M%D N;L%DN 6F?DL 7<DLD?JDN J%;J J%D 76;?JL J<D;JDN ;J )*#
I>< $ % =D<D L%FIJDN F?J> J%D :<>=J% @%;(OD< ;J $"# I>< +$ % >I <D@>&D<R
;?N J%D? !& ’!( =;L (D;LK<DNG M%D 6F:%J ND?LFJR F? :<>=J% =;L $///
CKQ J%<>K:%>KJ J%D DQ7D<F(D?JLG
5S：B>?TJ<;?L:D?F@ 76;?J；M2：M<;?L:D?F@ 76;?JL；U5：UD@J>< @>?J<>6 G

图 0 高温处理对番茄叶片初始荧光 !/ 的影响

EF:G 0 HIID@J >I %F:% JD(7D<;JK<D >? !/

M%D DQ7D<F(D?J @>?NFJF>?L =D<D FND?JF@;6 J> J%>LD NDL@<FODN F? EF: * G
5S：B>?TJ<;?L:D?F@ 76;?J；M2：M<;?L:D?F@ 76;?JL；U5：UD@J>< @>?J<>6

以热的形式耗散掉，称为非辐射能量耗散，还有一部

分能量则以叶绿素荧光的形式耗散掉，即辐射能量

耗散［$+］。正常情况下，大部分吸收的光能（约 "/.
V 1/.）用来进行光化学反应，仅有少部分以热或荧

*- %()*+#+ ,-./*0& -1 ’)-2+3(*-&-45 生物工程学报 $//*，U>6,$$，B>,+



光的形式耗散掉（分别为 !" # $!"和 %&!" #
’"）［’’］。但当植物受到胁迫时，光化学反应下降，
而热耗散和叶绿素荧光形式的耗散增加 (因此叶绿
素荧光的变化可以反映植物受胁迫后 )*!的损失
情况。叶绿素荧光参数 !+ ,!- 值（)*!原初光能转

化效率）和 !% 值（)*!反应中心处于完全开放时的
最小荧光产额）常被用作植物被高温损伤或抗高温

的生理指标［’.］。胁迫导致 )*!受损，表现为 !+ ,!-

值下降，!% 上升。

高温下，叶绿素荧光的 !+ ,!- 和 !% 值的变化

（图 /，0）说明，不但转基因番茄的“获得耐热性”明
显低于对照番茄，而且被高温损伤的 )*!也更难被
修复。鉴于 1234在原核生物［.］及酵母［!］、蓝藻［/］中
的分子伴侣功能及 5*)$%%,1234结构上的高度保守
性，我们认为 67583$%%,1234也具备分子伴侣活性，
导致转反义 "#$%&$%%,’(&) 番茄株系变得更加热敏
感的原因可能是，在（.9:）热锻炼过程中，对照番茄
的内源 "#$%&$%%,’(&) 被诱导表达，67583$%%,1234
可能是利用其分子伴侣活性，瓦解高温造成的蛋白

聚集体，从而保护 )*!免受高温伤害；而转基因番
茄的内源 "#$%&$%%,’(&) 的表达受到了抑制（图 !），
缺少 5*)$$%,1234的保护，)*!更易受高温胁迫的
伤害，这说明 5*)$$%,1234在植物体叶绿体耐热中
起重要作用。
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