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　　摘要：为探讨咖啡酸－Ｏ－甲基转移酶关键基因（ＳｌＣＯＭＴ１）在番茄不同生育期和组织器官中的表达特异性和褪
黑素含量变化，采用ＲＴ－ＰＣＲ技术从矮生型番茄Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ叶片中克隆了ＳｌＣＯＭＴ１基因，其全长１０７４ｂｐ，编码３５７
个氨基酸。生物信息学分析结果表明，ＳｌＣＯＭＴ１蛋白具有ＳＡＭ（Ｓ－腺苷甲硫氨酸）依赖型甲基转移酶超家族典型的
保守结构域，不含跨膜结构，是一种稳定的高脂溶性蛋白，含有３１个磷酸化位点，二级结构以 α螺旋为主。系统进化
树和保守基序分析结果表明，该蛋白序列与茄科的辣椒和马铃薯具有较高的亲缘关系且含有相同的保守基序。荧光

定量ＰＣＲ和内源褪黑素含量分析结果表明，ＳｌＣＯＭＴ１和褪黑素在番茄不同组织器官中均有表达和积累，分别在开花
后５ｄ、花苞中表达量最高，在其他组织中ＳｌＣＯＭＴ１的表达和褪黑素含量之间存在一定的相关性。本研究结果可为深
入研究ＳｌＣＯＭＴ１基因的生物学功能提供理论依据。
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　　褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ）化学名为 Ｎ－乙酰基 －５－
甲氧基色胺（Ｎ－ａｃｅｔｙｌ－５－ｍｅｔｈｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ），分
子式为 Ｃ１３Ｈ１６Ｎ２Ｏ２，相对分子质量为２３２．２７，是一
种高度保守的小分子色氨酸吲哚类衍生化合物。

由褪黑素及其代谢产物组成的持续性清除活性氧

（ＲＯＳ）或活性氮（ＲＮＳ）的过程被称为自由基清除
级联（ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｃａｓｃａｄｅ）［１］。据估计，
通过这种自由基级联清除，１分子的褪黑素可以清
除多达１０个ＲＯＳ或 ＲＮＳ分子，这使得褪黑素能够
在较低的剂量下也能够有效保护生物免受氧化应

激［２－３］。研究表明，外源褪黑素的应用可以减缓不

同非生物胁迫诱导的衰老，因此也被称为植物非生

物胁迫的通用调节剂［４－６］。除此之外，褪黑素还作

为一种多功能信号分子，参与植物昼夜节律［７］、外

植体生长、开花［８］和种子萌发［９］等生理过程。

近年来，植物褪黑素合成途径已被阐明。植物

褪黑素的合成主要由６种不同的酶参与，包括色氨
酸脱羧酶（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，简称 ＴＤＣ）、色
氨酸羟化酶（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，简称 ＴＰＨ）、色
胺 ５－羟化酶（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ５－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，简称
Ｔ５Ｈ）、血清素 Ｎ－乙酰基转移酶（ｓｅｒｏｔｏｎｉｎＮ－
ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简称ＳＮＡＴ）、乙酰５－羟色胺甲基
转移 酶 （ａｃｅｔｙｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简 称
ＡＳＭＴ）、咖啡酸－Ｏ－甲基转移酶 （ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄＯ－
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简称ＣＯＭＴ）［８］。根据 Ｂｙｅｏｎ等的
研究［１０］，ＣＯＭＴ与 ＡＳＭＴ同属于 Ｏ－甲基转移酶家
族，能够甲基化苯丙烷类化合物、黄酮类化合物和

生物碱，而能够甲基化 Ｎ－乙酰血清素的 ＣＯＭＴ则
被重新命名为ＣＯＭＴ１。过表达番茄咖啡酸－Ｏ－甲
基转移酶基因（ＳｌＣＯＭＴ１）提高了番茄内源褪黑素
的含量，并通过提高抗坏血酸（ＡＳＡ）－谷胱甘肽
（ＧＳＨ）循环减轻多菌灵带来的药害［１１］。而通过病

毒诱导的基因沉默（ＶＩＧＳ）技术沉默 ＳｌＣＯＭＴ１基因
减少了内源褪黑素的含量，并加剧了番茄在高温胁

迫下诱导的衰老［１２］。

番茄（Ｓｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）是我国重要的经济
作物，同时也是茄科的模式作物。Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ作为
一种小型栽培品种具有株型小和生长周期短等特

点，被广泛用作番茄研究的模式作物［１３］。目前，关
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于ＳｌＣＯＭＴ１基因的研究主要集中在番茄栽培变种
ＡｉｌｓａＣｒａｉｇ中［１４］。本试验以研究较少的番茄品种

Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ作为试验材料，通过设计特异性引物，
克隆 ＳｌＣＯＭＴ１基因。利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ技术和酶联
免疫法探讨ＳｌＣＯＭＴ１基因在不同组织器官、不同生
育时期的表达模式和褪黑素含量变化，以期为深入

研究ＳｌＣＯＭＴ１基因的功能以及番茄的抗逆育种和
栽培提供借鉴和参考。

１　材料与方法

１．１　番茄幼苗的培养
２０２１年９月，于贵州大学农学院园艺系实验室

将番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍｖａｒ．Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ）种
子经过５０℃的无菌水温汤浸种１０ｍｉｎ后，在恒温
２５℃的黑暗条件下进行催芽。２ｄ后将萌发的种子
置入装满基质的５０穴穴盘中，并置入培养室中进行
培养，２叶１心后将番茄幼苗移栽至１０ｃｍ宽的圆
形营养钵中，并置于贵州大学农学院园艺系温室

中，每５ｄ施用１次霍格兰德营养液，培养室温度为
恒定２５℃，光暗周期为１６ｈ／８ｈ。
１．２　样品的取样分析

分别取４叶１心番茄幼苗的同一叶位的幼叶、
成熟叶和衰老叶为待测叶片样品；在花期分别取花

苞、正在开放的花和开放后５ｄ衰老的花为待测花
样品；在结果期分别取绿熟期、破色期、红熟期的番

茄果实为待测果实样品。所有样品从正常生长的

番茄植株上取下后迅速用液氮速冻后置于 －８０℃
超低温冰箱中保存备用。

１．３　番茄总ＲＮＡ提取及逆转录
使用ＲＮＡ提取试剂盒（ＤＰ４３２，北京天根）对番

茄样品进行总ＲＮＡ的提取，通过１％琼脂糖凝胶电
泳确定 ＲＮＡ质量。使用 ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒
（ＫＲ１１８，北京天根）完成 ＲＮＡ的逆转录。获得的
ｃＤＮＡ保存在－２０℃的冰箱中待用。
１．４　ＳｌＣＯＭＴ１基因的克隆

从番茄基因组数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ．
ｎｅｔ／）中获得 ＳｌＣＯＭＴ１基因（Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０８０１８０）的蛋
白质编码区（ＣＤＳ）序列，通过Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计全长引
物并使用Ｐｒｉｍｅｒ－ＢＬＡＳＴ进行检测引物特异性后交
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。以番

茄叶片 ｃＤＮＡ为模板，在 ＢＩＯ－ＲＡＤＴ１００Ｔｈｅｒｍａｌ
Ｃｙｃｌｅｒ平台进行 ＲＴ－ＰＣＲ克隆 ＳｌＣＯＭＴ１基因序
列，反应总体系为２０μＬ，其中ｃＤＮＡ２μＬ，正、反引
物各 ０．５μＬ，２×ＴａｑＰＣＲ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７μＬ；ＰＣＲ
反应程序：９４℃ 预变性 ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃ ５ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃ 延伸５ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳分离，回收所需
的条带并连接到ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体上交由北京擎
科生物科技有限公司进行测序。ＳｌＣＯＭＴ１基因克
隆所使用的引物见表１。

表１　本研究中使用的引物

基因 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′） 用途

ＳｌＣＯＭＴ１ ＡＴＧＧＧＴＴＣＡＡＣＡＡＧＣＣＴＡＡＣＴＣＡ ＴＣＡＣＴＴＧＧＴＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＡＴＣＣＡ 分子克隆

ＳｌＣＯＭＴ１ ＴＧＣＴＧＧＡＴＣＧＡＡＴＧＣＴＴＡＧＧＣＴＴＣ ＧＧＧＣＡＡＣＧＧＡＡＡＣＡＣＣＡＴＣＧＧ ｑＲＴ－ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ ＴＧＧＴＣＧＧＡＡＴＧＧＧＡＣＡＧＡＡＧ ＣＴＣＡＧＴＣＡＧＧＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴ 内参

１．５　ＳｌＣＯＭＴ１蛋白的生物信息学分析
通过番茄基因组数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ．

ｎｅｔ／）获得ＳｌＣＯＭＴ１（Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０８０１８０．２．１）编码的碱
基序列和氨基酸序列；使用 ＮＣＢＩ中的 ＢａｔｃｈＣＤ－
Ｓｅａｒｃｈ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）搜 索
ＣＯＭＴ１蛋白质保守结构域，拟南芥和西瓜的
ＣＯＭＴ１蛋白序列分别参考 Ｂｙｅｏｎ［１０］、Ｃｈａｎｇ等的序
列［１５］，经过 ＭＵＳＬＥ多序列比对后使用 ＴｂｔｏｏｌｓＭＳＡ
ｔｒｉｍｍｅｒ修剪后进行可视化；使用 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）分析 ＳｌＣＯＭＴ１蛋白的理化性质；
使用 ＴＭＨＭＭ２．０（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．
ｄｋ／）预测ＳｌＣＯＭＴ１蛋白的跨膜区域；使用 ＮＣＢＩ的

ＰｒｏｔｅｉｎＢＬＡＳＴ工具寻找同源蛋白序列，通过
ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多序列比对后使用 ＭＥＧＡ（Ｖ．１０．２．
６）采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树
（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ＝１０００）；使用 Ｐｌａｎｔ－ｍＰｌｏｃ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｓｂｉｏ．ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）预测亚细胞定位；用
ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／）和 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预 测
ＳｌＣＯＭＴ１的二级及三级结构。
１．６　番茄内源性褪黑素含量的检测

分别精确称取 ０．３ｇ番茄各组织样品，添加
３ｍＬ磷 酸 缓 冲 溶 液，在 冰 上 研 磨 成 匀 浆，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清液。按照植物褪黑
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素（ＭＴ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（深圳子科生物科技有限公
司）说明书上的方法检测褪黑素含量，在多功能酶

标仪 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ（赛默飞世尔科技公司）测定
４５０ｎｍ波长下上清反应液的吸光度，计算不同组织
中内源性褪黑素的含量，每个组织部位含３次生物
学重复。结果通过 ＤＰＳ软件采用最小显著性差异
（ＬＳＤ）法检验不同组织内源性褪黑素含量的差异显
著性（α＝０．０５）。
１．７　ＳｌＣＯＭＴ１基因的表达模式分析

用ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 ＳｌＣＯＭＴ１基因在不同组织
的表达情况。以 Ａｃｔｉｎ（Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０７８４００）为内参基
因，用ＳＹＢＲ－Ｇｒｅｅｎ染料在 ＦＱＤ－９６Ａ（ＢＩＯＥＲ，杭
州）平台进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ。体系及步骤参照周露等
的方法［１６］，用２－ΔΔＣＴ法计算相对表达倍数。每个处
理３次生物学重复，每次生物学重复３次技术重复。
结果通过ＤＰＳ软件用ＬＳＤ法检验不同组织或处理间
ＳｌＣＯＭＴ１基因相对表达量的差异显著性（α＝０．０５）。

２　结果与分析

２．１　ＳｌＣＯＭＴ１基因克隆及序列分析
为了从番茄中获得 ＳｌＣＯＭＴ１基因，以成熟

Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄叶片的 ｃＤＮＡ为模板，使用特异性
的ＳｌＣＯＭＴ１引物（表１）进行 ＰＣＲ，在１２％的琼脂
糖凝胶上检测到预期大小的条带（图１），并对其进行
测序和特征分析。ＳｌＣＯＭＴ１基因全长为１０７４ｂｐ，编

码３５７个氨基酸。保守结构域分析结果表明，与其
他ＣＯＭＴ１类似，番茄 ＳｌＣＯＭＴ１蛋白序列在第２８～
７９氨基酸和第１３４～３３８氨基酸处分别含有二聚化
保守结构域和甲基转移酶２保守结构域，属于 ＳＡＭ
（Ｓ－腺苷甲硫氨酸）依赖型甲基转移酶超家族成员
（图２），表明该基因在不同物种中较为保守。多序
列比对结果（图３）表明，番茄 ＳｌＣＯＭＴ１的 Ｓ－腺苷
甲硫氨酸（ＳＡＭ）结合位点、催化残基和酚类底物结合
位点，都显示出较高保守性。根据ＥｘＰＡＳｙ预测对蛋
白质理化性质进行分析，结果表明，ＳｌＣＯＭＴ１蛋白分
子量为３８．９５ｋｕ，结构式为 Ｃ１７４６Ｈ２７４０Ｎ４４８Ｏ５１３Ｓ２３，理
论等电点（ＰＩ）为５．６３，负电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）总数
４１个，正电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）总数３３个。不稳定
系数为２９．２０，属于稳定蛋白。脂肪系数为８８．２６，
表明ＳｌＣＯＭＴ１蛋白脂溶性很强。

２．２　ＳｌＣＯＭＴ１蛋白亲水性分析
用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ对ＳｌＣＯＭＴ１蛋白亲水性预测结果

（图 ４）表明，ＳｌＣＯＭＴ１的亲水性均值（ＧＲＡＶＹ）为
００２０，表明该蛋白为疏水性蛋白。其中，多肽链第
１２０位的脯氨酸具有最高的疏水性（２．３４４），第３２４
位的精氨酸具有最高的亲水性（－２．７００）。
２．３　ＳｌＣＯＭＴ１跨膜结构预测

通过 ＴＭＨＭＭ２．０对番茄 ＳｌＣＯＭＴ１进行蛋白
质跨膜区域预测，结果（图５）表明 ＳｌＣＯＭＴ１蛋白不
含有跨膜区域，属于非跨膜蛋白。

２．４　ＳｌＣＯＭＴ１蛋白磷酸化位点预测
使用ＮｅｔＰｈｏｓ预测了ＳｌＣＯＭＴ１蛋白的磷酸化位

点，结果（图６）表明，ＳｌＣＯＭＴ１含有预测的磷酸化位
点３１个，其中丝氨酸磷酸化位点１８个；苏氨酸磷酸
化位点１１个；酪氨酸磷酸化位点２个。
２．５　ＳｌＣＯＭＴ１亚细胞定位预测

使用Ｐｌａｎｔ－ｍＰｌｏｃ预测 ＳｌＣＯＭＴ１的亚细胞定
位，结果表明，ＳｌＣＯＭＴ１定位于叶绿体中。
２．６　ＳｌＣＯＭＴ１蛋白的二级、三级结构预测

使用ＳＯＰＭＡ预测ＳｌＣＯＭＴ１蛋白的二级结构（图
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７），在ＳｌＣＯＭＴ１的二级结构中，α螺旋占４５１０％，
无规则卷曲占３２．７７％，延展链占１５．４１％，β转角
占６．７２％，推测 ＳｌＣＯＭＴ１蛋白主要由 α螺旋和无
规则 卷 曲 组 成。使 用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预 测
ＳｌＣＯＭＴ１蛋白的三级结构，结果见图８。
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２．７　ＳｌＣＯＭＴ１的系统发育树及保守基序分析
通过系统发育树及 ＭＥＭＥ保守基序分析

ＳｌＣＯＭＴ１，结果（图９）表明，番茄ＳｌＣＯＭＴ１与同科的
辣椒和马铃薯具有较高的亲缘关系且具有相同的

保守结构域数量。

２．８　ＳｌＣＯＭＴ１在番茄不同组织器官中的表达模式
及褪黑素含量变化

采用ｑＲＴ－ＰＣＲ技术，笔者检测了不同发育阶
段的番茄叶片、花和果实中 ＳｌＣＯＭＴ１基因的相对表
达量、内源性褪黑素的含量。结果（图 １０）表明，
ＳｌＣＯＭＴ１基因在番茄幼叶、成熟叶、衰老叶、花苞、
开放当天的花、开放后５ｄ的花、绿熟果、破色期果

实、红熟果等不同组织器官中都有表达，而且表达

量不同。在叶片和果实的不同发育阶段，ＳｌＣＯＭＴ１
的表达随着叶片和果实器官的发育其相对表达量

显著降低。不同组织器官中内源褪黑素的含量变

化也表现出类似的变化趋势，表明番茄叶片和果实

中ＳｌＣＯＭＴ１基因的表达与内源褪黑素的生物合成
密切相关。而在花器官中，ＳｌＣＯＭＴ１的表达随着花
的发育呈现出先下调后上调的变化趋势，并在衰老

花（开放后５ｄ的花）中表达量最高。而衰老花的内
源褪黑素含量与其他时期的花之间没有显著差异，

表明褪黑素在花发育进程中发挥的功能可能有别

于其他组织。

３　讨论与结论

褪黑素是一种重要的信号分子，在植物响应非

生物和生物胁迫中具有多种生理功能［１９］。番茄

ＳｌＣＯＭＴ１是与拟南芥褪黑素合成相关的 ＡｔＣＯＭＴ１
核苷酸序列最相似的基因，通过过表达和基因沉默

技术证明了 ＳｌＣＯＭＴ１与番茄褪黑素合成有关［１４］。

本研究发现ＳｌＣＯＭＴ１在Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ不同时期的组
织器官中表达水平与内源性褪黑素的含量存在一

定的关联，并在幼嫩组织中ＳｌＣＯＭＴ１的相对表达和
褪黑素含量最高，这可能与ＳｌＣＯＭＴ１参与组织发育
以及褪黑素的代谢水平有关，因为这些组织的代谢

活动较高。Ｏｋａｚａｋｉ等采用酶联免疫吸附剂测定
（ＥＬＩＳＡ）方法［２０］，在 Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ所有器官中均检
测到褪黑素含量在１．５～６６．６ｎｇ／ｇ之间，种子中褪
黑素的含量最高，其次是发芽后生长４ｄ的幼苗，叶
片中的含量高于花中的含量。Ｌｉｕ等采用实时荧光
定量ＰＣＲ方法［１４］检测 ＡｉｌｓａＣｒａｉｇ番茄中 ＳｌＣＯＭＴ１
的时空表达情况。结果表明，ＳｌＣＯＭＴ１在番茄的
根、芽、叶、花、果实等组织中具有时空特异性，在这

些组织中表达水平不同。在根中表达量最低，在果

实中表达量最高，说明ＳｌＣＯＭＴ１可能参与了果实发
育的调控。本研究结果是 Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ正在开放的
花和开放后５ｄ的花中褪黑素含量高于成熟叶片，
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红熟果中的褪黑素含量显著低于绿熟果，这与 Ｌｉｕ
等的研究结果［１４，１９］不太一致，这可能与分析的样

品、植株生长发育的状态不同有关。Ｏｋａｚａｋｉ等的研
究是取包括花苞到开放了的花，也就是全部花的混

合样品进行分析；他们对不同成熟阶段的果实褪黑

素含量分析结果表明，进入绿熟阶段后，随着果实

的进一步成熟，果实中褪黑素含量有所增加，但是

差异并不显著［１９］。Ｌｉｕ等没有对 ＳｌＣＯＭＴ１的表达
量进行差异显著性分析［１４］。本研究和Ｏｋａｚａｋｉ等的
研究［１９］一致表明在番茄叶、花、果实中均检测到褪

黑素，且褪黑素在幼叶中的积累量高于成熟叶，并

和Ｌｉｕ等的研究［１４］一致表明，褪黑素在番茄花中的

积累量高于叶片。褪黑素的浓度因番茄发育阶段

的不同而不同，表明褪黑素在番茄发育过程中起着

作用，可能参与番茄成熟的一些过程。

番茄ＳｌＣＯＭＴ１蛋白具有 ＳＡＭ（Ｓ－腺苷甲硫氨
酸）依赖型甲基转移酶超家族典型的保守结构域，

不含跨膜结构，是一种稳定的高脂溶性蛋白。

ＳｌＣＯＭＴ１基因及褪黑素在矮生型番茄 Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ
的叶片、花、果实等不同组织器官中都有表达和积

累，ＳｌＣＯＭＴ１的表达和内源褪黑素生物合成在番茄
不同发育时期的叶片和果实之间存在一定的相关

性，并在幼嫩组织中检测到ＳｌＣＯＭＴ１较高表达和褪
黑素积累，这可能与ＳｌＣＯＭＴ１参与组织发育以及褪
黑素的代谢水平有关，ＳｌＣＯＭＴ１在花发育过程中的
生物学功能将是进一步研究的重点。
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