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番茄筋腐病抗感材料果实中 ＣＡＤ基因的表达与分析
李　芬，王　辉，李文丽，王　富

（青岛农业大学园艺学院／青岛市园艺植物遗传改良与育种重点实验室，山东青岛２６６１０９）

　　摘要：以筋腐病易感高代自交系Ｃ２８５和抗病高代自交系Ｐ３１的果实为材料，研究了番茄果实不同发育时期木质
素含量的差异、果实中ＣＡＤ基因的预测及２个ＣＡＤ基因的相对表达。结果表明，Ｃ２８５果实中木质素含量在转色期时
达到峰值，红熟期略有降低，而Ｐ３１果实中的木质素含量在绿熟期、转色期及红熟期变化较小，绿熟期含量最低、红熟
期最高；利用拟南芥ＣＡＤ基因作为参考基因，在番茄中共查询到５个ＣＡＤ旁系同源基因，且在核酸水平与拟南芥中同
源基因间的一致性为 ６６．７％；５个 ＣＡＤ基因在 ２份材料中存在 １３个突变位点，其中 Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７５９０（ＣＡＤ５９０）和
Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４４０（ＣＡＤ４４０）突变位点较多；ＣＡＤ５９０和ＣＡＤ４４０在Ｐ３１的绿熟期和转色期相对表达量较为稳定，在红熟期
则大幅升高，而２个基因在Ｃ２８５中则均呈下降趋势，其中ＣＡＤ４４０降幅更大；绿熟期ＣＡＤ５９０和ＣＡＤ４４０在Ｃ２８５中相
对表达量与Ｐ３１相比分别高出２倍和５倍，转色期Ｐ３１中ＣＡＤ５９０和ＣＡＤ４４０则分别高于Ｃ２８５同期的表达量，其增幅
分别为４４．４％、１３０％、１７０％；而红熟期２个基因的相对表达量在Ｐ３１材料中差异较小。因此推断ＣＡＤ基因的表达与
木质素含量之间存在一定关系。

　　关键词：番茄；筋腐病；木质素；肉桂醇脱氢酶（ＣＡＤ）；基因表达与分析
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　　随着人们对于番茄需求量的增加，番茄的栽培面积在不
断扩大，尤其是设施栽培面积逐年增加，但病害也层出不穷，

近年来，番茄筋腐病成为严重制约番茄生产的一类生理性病

害，影响番茄果实的商品价值，成为迫切需要解决的问题。番

茄筋腐病，也称条腐病，一般发生在冬、春季的设施保护地与

露地，主要危害果实，但叶片和茎在外观上并无明显变化。

１９２１年，这种病害被首次提及，随后在世界上广为报道。
Ｂｅｗｌｅｙ等得出番茄筋腐病产生的重要因素是缺钾［１］。但同

时有研究表明仅多施钾肥不能彻底解决问题。１９５８年，日本
的农学家首次在该国发现番茄筋腐病，随后发现致病的其中

一个关键原因是保护地长期连作。该病在果实上表现出褐变

型筋腐果与白变型筋腐果２种类型。研究发现引起番茄筋腐
病发生的因素包括番茄品种、温度、光照时间、光照度、ＣＯ２含
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量、土壤理化性质、施肥种类等。

木质素（ｌｉｇｎｉｎ），是酚类多聚体，植物体内的大分子物质，
由肉桂醇单体集聚而成，有运输水分与矿物质、增强机械强度

及抵御不良环境的作用。木质素的生物合成途径由２步组
成：在细胞质中，通过一系列酶催化，苯丙氨酸或酪氨酸逐步

转化为木质素单体，然后被转运到细胞壁通过脱氢聚合成木

质素［２］。肉桂醇脱氢酶（ｃｉｎａｍｙｌａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，简称
ＣＡＤ）是木质素合成途径中最早研究的酶类之一，主要在木
质素单体合成过程中的最后一步起作用［３－４］。ＣＡＤ基因存在
同源基因，拟南芥中 ＣＡＤ类似基因有 １７个，９个基因
（ＡｔＣＡＤ１～ＡｔＣＡＤ９）与烟草和火炬松存在７０％相似，为真正
ＣＡＤ基因，余下８个基因（ＡｔＣＡＤ１０１～ＡｔＣＡＤ１０８）为相似基
因［５］。大多数植物中，ＣＡＤ底物类似物被抑制活性后，植物
抗病能力减弱，易感染病原菌。

目前，ＣＡＤ对木质素的合成、调控已取得较好成效，主要
在杨树、水稻、小麦中的改良品种、抗病方面的研究，但 ＣＡＤ
基因的表达与分析对番茄筋腐病所产生的影响以及如何指导

番茄育种的报道还非常少。因此本试验以番茄筋腐病易感高

代自交系Ｃ２８５和抗病高代自交系 Ｐ３１为试验材料，通过对
木质素代谢关键基因ＣＡＤ的分析，研究番茄筋腐病果实与正
常果实在相对基因表达量上的差异分析；研究抗感番茄筋腐

病果实在绿熟、转色及红熟期果实中基因 ＣＡＤ的表达，探讨
番茄筋腐病发生过程中木质素生物合成与哪些基因的异常表

达有关，从而揭示筋腐病发生的分子机制，达到从分子角度进

行预防的目的。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选用的２份番茄材料为青岛农业大学大学园艺学院番茄

课题组提供的筋腐病易感高代自交系 Ｃ２８５和抗病高代自交

系Ｐ３１。
１．２　试验方法
１．２．１　木质素含量测定方法　本试验中通过木质素（ｌｉｇｎｉｎ）
含量试剂盒（苏州科铭生物技术有限公司）测定木质素含量。

１．２．２　ＣＡＤ基因的预测及突变位点分析　参考拟南芥 ＣＡＤ
基因家族的９个基因，从番茄的基因组中去找同源基因。系
统进化树采用 Ｍｅｇａ４．０的 ＮＪ（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）法。直系和
旁系同源基因的一致性采用 Ｎｅｅｄｌｅ程序（ｈｔｔｐ：／／ｅｍｂｏｓｓ．
ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／）。突变位点分析主要依据 Ｐ３１和 Ｃ２８５这２
份材料的重测序数据。

１．２．３　荧光定量分析方法
１．２．３．１　植物总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成　本试验中通
过ＥＡＳＹｓｐｉｎ植物 ＲＮＡ快速提取试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）进
行。ｃＤＮＡ的合成采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ试剂盒。
１．２．３．２　ＣＡＤ基因引物设计　针对 ＣＡＤ基因在２份材料中
的突变位点分析，筛选出 ２个突变位点较多的同源基因
Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７５９０（ＣＡＤ５９０）和Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４４０（ＣＡＤ４４０），采用
Ｐｒｉｍｅｒ３软件进行引物设计，扩增片段长度设定在 １８０～
２５０ｂｐ，引物长度为２０ｂｐ左右，退火温度为６０℃，所设计的
引物如表１所示。内参基因选用Ａｃｔｉｎ，引物信息（Ｆ：５′－ＣＡＡ
ＡＣＧＡＧＡＡＴＴＧＣＣＴＴＧＧＴ－３′，Ｒ：５′－ＣＴＴＡＡＣＡＴＣＣＧＣＡＣＣＡＡＣ
ＣＴ－３′），扩增片段长度为２３３ｂｐ，退火温度为６０℃。
１．２．３．３　荧光定量ＰＣＲ　以番茄果实ｃＤＮＡ为模板，荧光定
量 ＰＣＲ 仪 选 用 Ｒｏｃｈｅ（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０）。反 应 体 系
（２０．０μＬ）：ＲＮＡ的反转录反应液（ｃＤＮＡ溶液）１．６μＬ，
１０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ，０．８μ正向引物，０．８μ反向引
物，６．８μＬｄＨ２Ｏ。反应程序：９５℃ ３０ｓ；ＰＣＲ反应４０循环
（９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ）；熔解。试验设置３次重复，反应结束
后分析荧光值变化曲线和熔解曲线。

表１　引物序列

酶名称 基因名称
片段长度

（ｂｐ） 引物序列（５′→３′）

ＳｌＣＡＤ Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７５９０ ２２４ Ｆ：ＴＡＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡＡＣＡＡＧＣＡＧ；Ｒ：ＣＡＧＣＴＣＣＴＡＧＧＴＧＧＴＣＣＡＡＧ
Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４４０ ２５０ Ｆ：ＴＧＴＴＣＡＴＣＡＧＣＧＣＴＴＴＧＴＴＣ；Ｒ：ＣＴＴＧＧＴＧＡＴＧＧＣＣＴＣＡＴＣＴＴ

１．２．３．４　数据处理与分析　采用２－ΔΔＣＴ法计算目的基因的
相对表达量；采用Ｅｘｃｅｌ２０１０和ＤＰＳ７．０５进行数据处理分析
及作图。

２　结果与分析

２．１　不同番茄果实发育过程中木质素含量的比较
由图１可知，番茄感病高代自交系Ｃ２８５果实中木质素含

量在转色期时达到峰值，红熟期略有降低，而Ｐ３１果实中的木
质素含量在绿熟期、转色期及红熟期变化较小，绿熟期含量最

低、红熟期最高。

２．２　番茄中ＣＡＤ基因的预测
在番茄基因组（ＳＬ３．０）及注释基因的基础上，针对拟南

芥中ＣＡＤ家族基因，采用 ＢＬＡＳＴＮ和 ＢＬＡＳＴＰ程序对番茄中
木质素生物合成基因进行了鉴定。笔者在番茄中共搜索到５
个同源基因，分布于番茄染色体１、３、１１、１２等４条染色体中，

番茄 ＣＡＤ基因与拟南芥相应基因间在蛋白质水平上保持
６１．５％～７３．０％的一致性，平均为６６．７％（表２）。
　　拟南芥中ＣＡＤ家族成员有９个基因，且功能均已通过验
证，该家族基因也有串联重复基因簇出现（ＣＡＤ６、ＣＡＤ７和
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表２　番茄中鉴定出的ＣＡＤ基因

Ｓｏｌｙ编号 一致性

（％）

Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７５９０ ６４．５
Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０１１３４０ ６１．５
Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０１１３３０ ６２．５
Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４４０ ７３．０
Ｓｏｌｙｃ１２ｇ０５５８２０ ７１．５

ＣＡＤ８）。通过序列比对发现在番茄中存在５个同源基因，同
时也 有 串 联 重 复 基 因 簇 的 出 现 （Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０１１３３０和
Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０１１３４０）。系统进化分析发现（图２），２个串联重复
基因簇聚在一个分支，这暗示ＣＡＤ在拟南芥和番茄中可能经
历了相似的进化途径。Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４４０与 ＣＡＤ９、ＣＡＤ２及
ＣＡＤ３聚为一簇且与 ２个串联重复基因簇亲缘关系较近；
Ｓｏｌｙｃ１２ｇ０５５８２０与ＣＡＤ１聚在一起，两者可能为直系同源基
因；Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７５９０则与ＣＡＤ４和ＣＡＤ５亲缘关系较近。

２．３　不同番茄材料中ＣＡＤ基因的变异分析
２份材料重测序数据（表３）显示，５个 ＣＡＤ基因中有１３

个ＳＮＰ（单核苷酸多态性）或 ＩｎＤｅｌ（插入缺失标记）位点，且
绝大 多 数 突 变 位 点 分 布 在 基 因 间 区 或 内 含 子 区。

Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７５９０和Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４４０在２份材料中存在的变异
位点较多，分别为４个和５个，突变位点多有可能在基因表达
水平产生影响。

表３　不同材料中ＣＡＤ基因的变异分析

基因编号 起始碱基位置 终止碱基位置 参照 Ｃ２８５ Ｐ３１ 所在区域

Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７５９０ ９５０８９５７５ ９５０８９５７５ Ｃ Ｃ ＣＡ 基因间区

９５０９１３０２ ９５０９１３０２ Ｃ ＣＴ Ｃ ５′ＵＴＲ　
９５０９４９３８ ９５０９４９３９ ＧＴ Ｇ ＧＴ 基因下游

９５０９５６６７ ９５０９５６６７ Ｃ Ｔ Ｃ ３′ＵＴＲ　
Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０１１３４０ ４３９０３２８ ４３９０３２８ Ｃ Ｃ ＣＴ 内含子区

４３６７２０９ ４３６７２０９ Ｔ ＴＡＡ Ｔ 内含子区

Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０１１３３０ — — — — — —

Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４４０ ５０９２２９３０ ５０９２２９３０ Ｇ Ｇ Ｔ 基因间区

５０９２５０８２ ５０９２５０８２ Ｃ Ｔ Ｃ 基因间区

５０９２７８９９ ５０９２７８９９ Ｃ Ａ Ｃ 基因间区

５０９３３４２８ ５０９３３４２８ Ｇ ＧＡＡ Ｇ 基因间区

５０９４１３６７ ５０９４１３６７ ＴＡ Ｔ ＴＡ 基因间区

Ｓｏｌｙｃ１２ｇ０５５８２０ ６１８１１５３８ ６１８１１５３８ Ｔ Ｔ ＴＡＡＡ 基因上游

６１８２０６９６ ６１８２０６９６ Ａ ＡＴ Ａ 基因间区

　　注：“—”表示无变异。

２．４　不同番茄果实中ＣＡＤ基因的表达
２．４．１　不同番茄果实发育过程中ＣＡＤ的表达与分析　在果
实发育过程中２番茄ＣＡＤ基因的相对表达量见图３，ＣＡＤ５９０
和ＣＡＤ４４０在Ｐ３１的绿熟期、转色期和红熟期相对表达量较
为稳定；而２个基因的表达在 Ｃ２８５中则均呈下降趋势，其中
ＣＡＤ４４０降幅更大。

２．４．２　不同番茄果实相同发育阶段ＣＡＤ的表达与分析　木
质素生物合成关键基因 ＣＡＤ在２份材料中的相对表达结果
（图４）显示，绿熟期 ＣＡＤ５９０和 ＣＡＤ４４０在 Ｃ２８５中相对表达
量与Ｐ３１相比分别高出约２倍和５倍；转色期Ｐ３１中ＣＡＤ５９０
和ＣＡＤ４４０则分别高于 Ｃ２８５同期的表达量，其增幅分别为
１３０％和１７０％；就红熟期而言，２个基因的相对表达量在Ｐ３１
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材料中差异较小。

３　讨论与结论

本研究以拟南芥中 ＣＡＤ基因家族的９个基因作为参考
基因，在番茄中共查询到５个 ＣＡＤ旁系同源基因，且在核酸
水平与拟南芥中同源基因间的一致性为６６．７％；５个ＣＡＤ基
因在２份材料中有１３个存在突变位点，其中 Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７５９０
和Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４４０在２份材料中存在的变异位点较多。番茄
抗病材料Ｐ３１和感病材料Ｃ２８５的果实中木质素含量在不同
生育阶段均有差异，感病材料 Ｃ２８５中木质素含量在转色期
时达到峰值，红熟期略有降低；抗病材料Ｐ３１中的木质素含量
在３个时期变化较小，绿熟期含量最低、红熟期最高。说明抗
病材料 Ｐ３１在番茄生长过程中，ＣＡＤ基因表达正常，木质素
含量相对稳定，而感病材料 Ｃ２８５在每个时期其木质素含量
不如抗病材料 Ｐ３１稳定，ＣＡＤ基因存在变异所致，这与已有
研究结果［８－９］一致。

本研究结果表明，ＣＡＤ５９０和ＣＡＤ４４０在Ｐ３１的绿熟期和
转色期相对表达量较为稳定，在红熟期则大幅升高；而２个基
因的表达在 Ｃ２８５中则均呈下降趋势，其中 ＣＡＤ４４０降幅更
大。绿熟期ＣＡＤ５９０和ＣＡＤ４４０在感病材料Ｃ２８５中相对表达
量与Ｐ３１相比分别高出 ２倍和 ５倍，转色期也分别提高了
１３０％和１７０％，而红熟期２个基因的相对表达量在２份材料
中差别较小。同一基因在不同材料中同一时期表达不同，不

同基因在同一材料同一时期也不尽相同，这与朱金鑫等的研

究结果［１０－１１］一致。
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