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#转录因子是植物所特有的基因家族!在调控植物非生物胁迫的反应中具有重要的

作用$为此!研究分析了
!-

个与逆境相关的番茄
!%$

"

&&'!%$(

%基因在不同非生物胁迫下的表达模式$结果表明!

相比于对照 !

(3

个
&&'!%#(

基因可以被干旱胁迫诱导表达 !

(-

个
&&'!%#(

基因可以被高盐诱导表达 !

(.

个

&&'!%#(

基因可以被低温诱导表达 $ 在这些基因中 !

&&'!%#(

&

&&'!%#8

&

&&'!%#.

&

&&'!%#2

&

&&'!%#()

&

&&'!%#(1

&

&&'!%#(.

和
&&'!%#!-

基因的表达可以被干旱&高盐和低温胁迫所诱导!表现出重叠的表达特性!这

种重叠表达的特性预示其在不同非生物胁迫中的功能多效性$ 研究结果为番茄
JK0

转录因子家族抗逆基因的功

能分析奠定了基础$

关键词!番茄'抗逆'

!%#

基因'非生物胁迫'表达分析

中图分类号!
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)
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植物在生长发育过程中经常受到干旱!高盐!

病原菌等非生物和生物胁迫的影响"通常#这些外界

的负面影响会引起植物内在细胞的损伤和植物外

表的改变#从而破坏植物生长的规律和影响作物产

量!"#

"在长期的进化过程中#植物形成了一系列的防

御机制来适应和抵抗各种外界条件胁迫 !$#

"在众多

的机制中#以基因表达的转录调控作用最为明显#

并且在植物的抗逆响应中起着重要作用"

%&'

转录因子是植物中最大且特有的一个转

录因子家族!"

#

()*#

"生物信息学分析表明#水稻基因组

中有
"+,

个成员#拟南芥有
""-

个#烟草和大豆有

"*.

个成员!/),#

"

%&'

家族已被发现在植物各个过程

包括功能叶片衰老!01)22#

!细胞壁的形成 !2$)2(#等方面发

挥着重要的作用" 在多种生物和非生物胁迫响应

中#

%&'

转录因子同样也起着至关重要的作用!2+)2*#

"

!"#

基因家族的功能鉴定和分析研究目前主

要集中在拟南芥和水稻 !2+)2*#

#番茄中大多数成员

的生物学功能仍然未知" 研究发现#番茄
34%&'2

!

34%&'(

!

34%&52

等转录因子有参与番茄抗逆反应

功能!2/)2-#

" 在前期研究中#我们利用植物转录因子数

据库$

67789:;8<=>77?@ABCADE8FGEH@GEC>;D>@HIE868

%和
3J4

数据库$

67789;;KL<MH>LNDCKB>H7;

%鉴定了番茄
%&'

转

录因子#并对
%&'

保守结构域进行分析#共获得了

212

个
%&'

保守结构域#分析了氨基酸序列及其氨

基酸长度#

CO%&

的分子量!等电点#不稳定指数#脂

肪族氨基酸指数#总平均亲水性等 !2P#

"在此基础上#

我们初步鉴定了
P

个番茄
!"$

基因可能与植物所

参与的渗透胁迫和衰老有关#

$+

个番茄
!%$

基因

可能与发育相关#

$1

个番茄
!"$

基因可能与植物

抗逆相关#并命名为
37QHKKR&'!%$

$

&&'!%$

%

!2P#

" 本

研究将对鉴定的
.1

个
&&'!%$(

基因对不同非生物

胁迫的表达模式进行分析#旨在为番茄
%&'

转录因

子家族抗逆基因功能的进一步分析提供信息基础#

为番茄抗逆品种的选育提供候选基因"

2

材料与方法

2E2

植物生长

番茄品种选择苏红
.11(

"将番茄种子散布于湿

润滤纸上#

.* !

培养
."( @

#待发芽后转移至跖石!

泥炭土!珍珠岩$体积比
/#.$2

%的混合基质中#培养

温度为
.1S.* %'

#光照强度为
(1 111 <GI

#光照

2+ 6 ;

黑暗
21 6

"

2E.

非生物胁迫处理

+

周龄番茄幼苗用于干旱!高盐和低温处理"干

旱处理&对正常生长的番茄幼苗停止浇水#使其自

然失水#根据番茄幼苗的干旱程度#分别于第
(

天

$轻度干旱#番茄生长状态良好%!第
/

天$中度干

旱#番茄部分叶片开始萎蔫%和第
,

天$重度干旱#

番茄大部分叶片萎蔫%采集番茄叶片备用"高盐处

理&对叶片喷施
.11 NNL<;4

的
%='<

#使幼苗叶片上

充满了微小的液滴#分别在
(

#

/

和
2. 6

采集番茄叶

片备用"低温处理&将番茄置于
+ %'

的冰箱#分别

在
(

#

/

和
2. 6

采集番茄叶片备用"不经任何处理

的番茄叶片作为对照组"采集不同时间的番茄叶片

样品#液氮冷却后
R-1 %'

下保存备用"

2E( T%&

提取

番茄叶片总
T%&

的提取主要采用
T%&DKL

法"

将
1E. M

冰冻叶片磨成粉末#放入
2E* N4

离心管中#

在离心管中加入
2 N4 T%&DKL

#盖上管盖#剧烈振荡

2* K

# 然后将其放置在室温下
21 ND>

#

+ ! 2. 111 M

离心
21 ND>

#取溶液于新的离心管加
.11 !4

氯仿#

剧烈振荡
2* K

#放置在室温下
21 ND>

#

+ ! 2. 111 M

离心
21 ND>

#取上层水相加入新离心管重复上一步#

之后再次取上层水相加入新的离心管#加异丙醇至

1E* N4

# 室温下放置
21 ND>

#

+ ! 2. 111 M

离心

21 ND>

#收集
T%&

沉淀" 用
1E* N4

质量分数为
-*U

的酒精洗涤沉淀#振荡#

+ ! - *11 M

离心
* ND>

#

室温下放置
* ND>

进行干燥#之后加入焦碳酸二乙

酯$

OVW'

%水溶解
T%&

沉淀#

R-1 %'

下保存备用"

2E+ CO%&

合成

第一链
CO%&

合成试剂盒由
&5X THYHQKH FD7

$

Z=F=Q=

%!

1E$* N4 W'T

管组成#反应体系为
$1 !4

#

依次加入
2 !4 J<DML

$

@Z

%

2P 8QDNHQ

!

21 !4 $ & Z3

反应混合 !

2 !4 ZQ=>K 3CD87 TZ;T[ V>\]NH

!

$ !4

T%&

!

T%=KHR?QHH

水至
$1 !4

混合均匀"反应过程

为&

(1 ! 21 ND>

!

*1 ! (1 ND>

!

,* ! * ND>

!

* !

* ND>

#将新合成的
CRO%&

链
R$1 !

下保存备用"

2E*

实时定量
W'T

为了研究胁迫相关
&&'!%#(

基因在不同非生

孙利军# 等&番茄抗逆相关
!%#

基因对非生物胁迫的响应
/*

' '
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物胁迫下的表达#设计了
!"

个
!!"#$%&

基因的引

物#并以
!'()*+,

基因为内参 #$%&

$ 所用的实时定量引

物序列详见表
'

$

()*

采用
+,)

仪
-./01

系统进行#

采用
!" !2

反应体系#包含
' !2-345

模板%

'" !2

*6789:;76; *<= >6??8 (+,) 9@=?6 A</

%

+,)

正反向引

物!

'" !ABCD2

"各
EFG !2

$ 反应程序为
0G #

预变性

'" A<8

%

1" # 'G 9

%

%! #

延伸
H" 9

#

H"

个循环后使

用溶解曲线进行分析#采用公式
!

I"",* 计算基因的

相对表达量$

$F1

方差分析

实验设置了对照组和处理组#每组处理
J

株#

J

次生物学重复$ 采用的
)45

样品来自于
J

个生物

重复#每一个生物重复来自两株番茄叶位相同的两

片叶片#技术重复
J

次$ 处理间的显著性差异分析

采用
:+::

软件的
*

检验进行统计分析$

!

结果与分析

!F$ !!"-$%&

基因对干旱胁迫的响应

研究了不同的干旱时间下 #干旱胁迫 对

!!"-$%&

基因表达的影响!图
$

"$与对照组相比#

!!"-$%$

%

!!"-$%H

%

!!"-$%G

%

!!"-$%1

%

!!"-$%K

%

!!"-$%0

%

!!"-$%$J

%

!!"-$%$H

%

!!"-$%$G

%

!!"-$%$%

%

!!"-$%$K

%

!!"-$%$0

%和
!!"-$%!E

上

调表达超过
J

倍#表达差异达到极显著水平$ 其中#

!!"-$%$

%

!!"-$%G

%

!!"-$%K

%

!!"-$%0

%

!!"-$%$J

%

!!"-$%$H

和
!!"-$%$%

在轻度干旱的条件下#就

表现出较高的表达水平$

!F! !!"-$%&

基因对高盐胁迫的响应

用
EF$G ABCL2 47,C

溶液喷施番茄叶片后#分

别在
J

#

1

和
'! M

进行表达研究#结果如图
!

所示$

表
'

番茄胁迫相关
!!"-$%&

基因的实时定量引物

*7NF $ *M? ()*I+,) =6<A?69 B. !!"-$% >?8?9

基因编号 基因名称 正向引物 反向引物

:BCO-E!>E1001E !!"-$%$ *,,555*5P**,,,5P5* 5P**P,,5*P**,*55,,

:BCO-E!>EK%0!E !!"-$%! 55P5,,*,,P5P*,,5*5 *,,*,5P,,555,*5555

:BCO-EH>EEG1$E !!"-$%J *PP,**,*55*PP5,55, 5*PP,**P5*P5PP,5*5

:BCO-EH>EE0HHE !!"-$%H *P*P5,55PP5PP**,5P *P*,**PP555**P**P5

:BCOEG>EE%GGE !!"-$%G P*PP*PP*PP*PP*P**, ,5*,5P,5P,,5*5**,5

:BCOEG>E!$E0E !!"-$%1 **PPPP5*P,55P**,*5 ***P**PP**,,*PP***

:BCO-EG>EE%%%E !!"-$%% *P5*P5,,55PP**5,5, *P5P5**P555*P**PP5

:BCO-E1>E1E!JE !!"-$%K 5**,5P**,,P55P5*P, P,*5**5*,,5,,P**P*P

:BCO-E%>EE1KHE !!"-$%0 PP5PP*P5**5*PP*P5P ,555P**P**,P5PP*5P

:BCOE%>EHGEJE !!"-$%$E P**5,*5,55*55*5P,,5 PP,*555*,55,P5,5P5

:BCO-E%>E1JH!E !!"-$%$$ *P55PP*PP5*,5,55*5 *P5P55P5,**5,P5*5P5*

:BCOE%>1JH$E !!"-$%$! 5P**55P***P55PP5PP ,5*5***5,*P***PPP*,

:BCO-EK>EE%E!E !!"-$%$J ,*55PP,*PP5*5,*PP5 P55,*,5*5P,P5PP5,5

:BCO-EK>E%%$$E !!"-$%$H ,***,,,P5P****5P5P P5***PP5**,,*P***P

:BCO-E1>E1$EKE !!"-$%$G 5*,,**,555PP55*P*, ,P5,*P5P55PPP5P5*5

:BCO-$E>E1KKE !!"-$%$1 *PP55*55,P5,P55P,5 P555**PP,55*PP5P,*

:BCO-$E>EKJHGE !!"-$%$% 55P5,P5P**PP55P5*P *,P5*55**PPP555P*P

:BCO-$$>E$%H%E !!"-$%$K *,55,555,,,5*,**,P *,PP,**,PP,*,5,*,*

:BCO-$$>E1GGHE !!"-$%$0 PPP,PP5PP*5*PP55*, ,55P5PP555*PP*PP*P

:BCO-$!>E$J1!E !!"-$%!E P**,5PPP*,5PP,*,5P ,,,P,***,55,**,**,

#I7-;<8 !'()*+, P*,,*,**,,5P,,5*,,5* 5,,5,*P5P,5,55*P**5,,P

11

& &
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与对 照 组 相 比 !

!!"#$%!

"

!!&#$%"

"

!!&#$%#

"

!!&#$%$

"

!!&#$%%

"

!!&#$%!&

"

!!&#$%!'

"

!!&#$'

%!#

"

!!&($%!$

和
!!&#$%"(

上调表达超过
)

倍!

表达差异达到极显著水平!且这些基因对高盐处理

较为敏感!表达量在
) *

就可以达到高峰#

"+) !!&#$%)

基因对低温胁迫的响应

对番茄进行低温处理!分别在
)

!

#

和
!" *

进行

表达研究 !结果如图
)

所示 $与对照组相比 !

!!&#$%!

%

!!&#$%"

"

!!&#$%)

"

!!&#$%&

"

!!&#$%*

"

!!&#$%$

"

!!&#$%,

"

!!&#$%%

"

!!&#$%!!

"

!!&#$%!"

"

!!&#$%!)

"

!!&#$%!&

"

!!&#$%!'

"

!!&#$%!#

"

!!&#$%!$

"

!!&#$%!,

和
!!&#$%"(

上调表达超过

)

倍!表达差异达到极显著水平$

"+& !!&#$%)

重叠表达特性研究

研 究 发 现 !

!!&#$%!

"

!!&#$%#

"

!!&#$%$

"

!!&#$%%

"

!!&#$%!&

"

!!&#$%!'

"

!!&#$%!$

和

!!&#$%"(

基因对干旱"高盐和低温的胁迫都有响

应 $

!!&#$%&

"

!!&#$%,

"

!!&#$%!)

和
!!&#$%!,

对干旱和低温胁迫都有响应!

!!&#$%"

对高盐和低

温胁迫都有响应$

)

讨论

基因的差异表达与其生物学功能有着紧密的

联系$ 如我们前期利用水稻基因芯片数据库! 分析

了水稻
+)#$%)

家族基因在高盐"干旱"低温胁迫后

的表达水平!发现有
'(

!

&'

和
&&

个
+)#$%)

基因分

别对干旱"高盐以及低温胁迫作出响应-%.

$在这些水

稻胁迫响应基因中 !

!#$%!

"

!&#$%"

&

+!#$%#

'%

+)#$%'

%

+)#$%!(

&

+#$%!""

'或
+)#$%(&'

的转

基因过量表达体!显著增强了水稻对干旱%高盐的

平均值表示相对于对照&

/0

'的表达倍数(误差线表示标准差(

1

&

, 2 (+('

'和
11

&

, 2 (+(!

'表示干旱处理相对于对照&

/0

'差异显著水平(

- 3 )

#

图
! !!"($%)

在干旱胁迫下的表达模式

456+ ! 7*8 89:;8<<5=> :?@@8;> =A @*8 !!"($% 68>8< B>C8; @*8 C;=B6*@ <@;8<<

孙利军! 等)番茄抗逆相关
($%

基因对非生物胁迫的响应

干旱胁迫处理时间
DC

基
因
相
对
表
达
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耐受性"#$%!&'

# 此外$过表达水稻
!"#$%(

基因$可以

增强植物对真菌病害稻瘟病菌的抗性 "!)'

#应用病毒

诱导基因沉默 !

&'()

"系统证实了
!#$%#!!

和

!#$%#&#

基因在水稻抗稻瘟菌中的正向调控作

用"!*'

#

+,-./

等"!0'分析了拟南芥
#$%

家族基因对盐胁

迫的响应$从盐胁迫处理后的拟南芥根部组织中

发现
&&

个
#$%

基因的表达发生改变#在
$#$%1#$

%

$#$%100

%

$#$%12!3*+!(

或
$,$-#

的转基因过

量表达体中$增加了拟南芥对干旱的耐受性"!(%!2'

# 拟

南芥中
$,$-#

和
$,$-!

基因已被证明是针对不同

病原体防御反应的负调节因子"!2%!4'

# 在本研究中$鉴

定的
!1

个与逆境相关的番茄
)).#$%"

基因中$

#&

个
)).#$%"

基因可以被干旱胁迫诱导表达 $

#1

个
)).#$%"

基因可以被高盐诱导表达 $

#2

个

)).#$%"

基因可以被低温诱导表达$预示其在应对

不同的非生物胁迫中具有重要的生物学功能#更为重

要的是 $

)).#$%#
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)).#$%2

%

)).#$%$
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和
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基

因的表达可以被干旱%高盐和低温胁迫所诱导$表

现出重叠的表达特性$这种重叠表达的特性预示其

在不同非生物胁迫中的功能多效性#

*

结论

尽管
567

转录因子在不同逆境胁迫中发挥了

重要作用$但作为一个大的转录因子家族$只有少

数几个
567

转录因子的作用是清晰的 $大多数

567

转录因子在植物抗逆机制中的功能$仍需要进

一步探讨# 这也表现出
567

转录因子在转基因育

种中的广泛应用前景# 我们研究了
!1

个与抗逆相

关的
)).#$%"

基因在不同非生物胁迫作用下的表

平均值表示相对于对照!
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#

!

! $ %&'(

"和
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!
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"表示高盐胁迫处理相对于对照!

!"

"差异显著水平#

" - .

$

图
. #$%&'()

在低温下的表达特性

/01+ . 234 456748809: 6;<<47: 9= <34 ##%&'* 14:48 >:?47 <34 @9A? 8<7488

达模式%结果表明%这些基因对不同的非生物逆境

表现出重叠的表达特性%这种重叠的表达特性预示

其在不同的非生物胁迫中的功能多效性%为进一步

的功能分析提供了依据$ 因此%通过改变番茄抗逆

相关
BC!

蛋白活性以及转基因技术有可能得到新

的有价值的品种和转基因番茄新材料$
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