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　　摘要：为探究ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因在低温胁迫下的功能，为番茄抗寒育种提供理论基础。利用病毒诱导的基因沉
默技术（ＶＩＧＳ），以烟草脆裂病毒（ＴＲＶ２）为载体，构建 ｐＴＲＶ２－ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ沉默载体并侵染番茄幼苗，对野生型
（ＷＴ）、空载组（ＣＫ）以及基因沉默组（ＴＲＶ－ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ）３组番茄植株进行低温处理，并对植株的表型、脯氨酸含
量、可溶性蛋白含量、可溶性糖含量、丙二醛含量及抗氧化酶活性等生理指标进行测定。植株表型结果显示，低温胁迫

下，基因沉默植株表现受冷害程度更明显；抗寒生理指标结果显示，低温胁迫下，基因沉默组的脯氨酸含量、可溶性蛋

白含量、过氧化氢酶活性和过氧化物酶活性比野生型的低，而可溶性糖含量、丙二醛含量以及超氧化物歧化酶活性明

显比野生型的高，说明低温胁迫后基因沉默组植株的细胞受损更严重。通过对沉默植株的抗寒性分析，结果显示

ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默降低了番茄植株的抗寒性。表明 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因响应低温胁迫，参与了调控过程，将
ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因瞬时沉默后，番茄植株的抗寒性下降。
　　关键词：番茄；ＭＹＢ转录因子；ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因；低温胁迫；ＶＩＧＳ；基因功能
　　中图分类号：Ｓ６４１．２０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２３）１９－００２４－０６

收稿日期：２０２２－１２－１７

基金项目：北京农学院科技发展基金（纵向）（编号：ＫＹＺＸ－

２０２２０１０）。

作者简介：张琴林（１９９８—），女，贵州德江人，硕士研究生，主要从事

蔬菜遗传育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１９９４７３４５０９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：张喜春，博士，教授，主要从事蔬菜遗传育种研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｃｈｕｎｚｈａｎｇ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　番茄（ＳｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍＭｉｌｌ．）为茄科番茄
属植物。低温冷害可能发生在番茄生长的各个阶

段，对番茄种子发芽率、幼苗叶片生长、植株根系生

长、花芽分化以及开花坐果等都有影响［１］。因此，

挖掘番茄抗寒相关基因及转录因子，探究低温胁迫

下的基因功能及分子作用机制，对番茄抗寒育种具

有重要意义。近年来，主要围绕番茄生物合成、抗

病虫害和非生物胁迫响应方面展开番茄 ＭＹＢ家族
转录因子的功能研究。刘壮斌的研究结果表明，

ＳｌＭＹＢ１１３基因受赤霉素（ＧＡ）、低温和干旱等多种
胁迫诱导表达，过表达 ＳｌＭＹＢ１１３的转基因番茄株
系叶背呈明显紫色，表明该基因通过促进花青素的

积累来提高番茄植株的耐寒性［２］。番茄 ＳｌＭＹＢ７５
能促进番茄果实挥发性香气的产生，提高花色苷、

酚类和黄酮类物质的含量并加快果实成熟，提高果

实营养品质［３］。番茄 ＳｌＭＹＢ４１过表达株系对低温
更加敏感，而 ＳｌＭＹＢ４１沉默株系使抗氧化酶的活性

提高，增强了番茄低温抗性，ＳｌＭＹＢ４１在低温应答过
程中起负调控作用，其表达受低温、高温和 ＮａＣｌ诱
导［４］。木瓜果肉中克隆出的基因 ＣｐＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ
（命 名 为 ＣｐＭＹＢ１）可 以 与 细 胞 壁 降 解 基 因
（ＣｐＰＭＥ１、ＣｐＰＭＥ２和ＣｐＰＧ５）以及类胡萝卜素生物
合成基因（ＣｐＰＤＳ２、ＣｐＰＤＳ４和 ＣｐＣＨＹ－ｂ）的启动
子结合，进一步研究发现，ＣｐＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ（ＣｐＭＹＢ１）
是转录抑制因子，它可以抑制上述启动子的活

性［５］。沉默病毒诱导的番茄 ＳｌＳＷＥＥＴ１ａ基因使幼
叶中的己糖积累减少约５０％，而成熟叶中的己糖积
累增加了２倍，表明该基因参与糖的转运［６］。瞬时

沉默番茄ＳｌＡＲ基因影响了番茄果实中类胡萝卜素
的积累，番茄红素和总类胡萝卜素含量低，说明该

基因调控类胡萝卜素合成过程［７］。病毒诱导的基

因沉默（ＶＩＧＳ）介导的番茄 ＭＹＢ８０基因沉默使番茄
植株耐寒性降低，说明 ＭＹＢ８０基因表达受低温诱
导［８］。用病毒诱导的基因沉默方法对番茄 ＳｌＩＬＬ１、
ＳｌＩＬＬ５、ＳｌＩＬＬ６的表达进行沉默，结果表明，３个基因
在番茄花梗脱落中起着十分重要的作用［９］。用

ＶＩＧＳ沉默处理谷胱甘肽转移酶（ＧＳＴＵ４３）后，抗氧
化酶活性降低，膜损伤程度高，表明该基因通过降

低膜脂过氧化程度，进而提高番茄低温耐受性［１０］。

本研究中番茄基因 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ（ＬＯＣ１０１２６２９１３）
是从实验室前期番茄低温转录组测序结果中筛选
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出的基因，但在番茄中尚未见关于该基因响应低温

胁迫功能的研究。通过对基因沉默植株的抗寒性分

析检测该基因是否影响番茄植株的抗寒性。运用

ＶＩＧＳ技术瞬时沉默ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因，获得基因沉
默植株，测定低温处理后相关生理指标，进一步探究

ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因的功能，为番茄抗寒育种提供理
论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为番茄品种 Ｏ－３３－１（北京农学院

实验室，品种编号 ６３）。
菌株及试剂：大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α

感受态细胞、ＧＶ３１０１农杆菌感受态细胞购于北京
博迈德基因技术有限公司；限制性内切酶购自

ＴａＫａＲａ公司；抗氧化酶活性［超氧化物岐化酶
（ＳＯＤ）、过氧化物（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活

性］测定试剂盒购于南京建成生物工程研究所，其

他试剂为实验室保存分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　番茄 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因的 ＶＩＧＳ载体构建
　利用番茄基因组数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ．
ｎｅｔ／）中ＶＩＧＳＴｏｏｌ选定番茄 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因片
段，根据插入片段序列设计特异性引物，引物两端

分别加上有酶切位点 ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ的同源臂（表
１）。用限制性内切酶ＸｂａⅠ和ＳｍａⅠ双酶切ｐＴＲＶ２
载体质粒，载体与目的片段分别纯化回收后用同源

重组酶进行连接，构建 ＴＲＶ２－ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ载体
质粒。将连接后的质粒转入大肠杆菌 ＤＨ５α感受
态，涂板３７℃倒置培养，挑取单菌落并摇菌，随后进
行ＰＣＲ验证并对有目的条带的菌液进行测序。从
测序结果完全正确、无点突变的菌液中提取质粒，

利用冻融法转入农杆菌 ＧＶ３１０１感受态细胞中，验
证正确后用于下一步试验。

表１　引物名称及序列

引物名称　　 引物序列（５′→３′）

ＶＩＧＳ４４－ｌｉｋｅＦ ＣＴＴＣＡＴＣＡＧＡＡＴＣＴＴＣＧＣＴＴＴＣＧＧＧ

ＶＩＧＳ４４－ｌｉｋｅＲ ＧＡＡＧＴＡＡＴＣＧＧＧＣＡＡＴＧＧＴＧＧＣ

ｐＴＲＶ２－Ｆ ＧＣＴＴＴＡＴＴＡＴＴＡＣＧＧＡＣＧＡＧＴＧＧ

ｐＴＲＶ２－Ｒ ＧＡＡＣＣＴＡＡＡＡＣＴＴＣＡＧＡＣＡＣＧＧＡＴ

＋＋Ｖ４４－ｌｉｋｅＦ ＡＡＧＧＴＴＡＣＣＧＡＡＴＴＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＡＴＣＡＧＡＡＴＣＴＴＣＧＣＴＴＴＣＧ

＋＋Ｖ４４－ｌｉｋｅＲ ＴＧＴＣＴＴＣＧＧＧＡＣＡＴＧＣＣＣＧＧＧＧＡＡＧＴＡＡＴＣＧＧＧＣＡＡＴＧＧＴＧＧ

　　注：＋＋Ｖ４４－ｌｉｋｅＦ和＋＋Ｖ４４－ｌｉｋｅＲ表示加了同源臂的引物。

１．２．２　番茄 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因的 ＶＩＧＳ侵染体系
构建 分别将转入 ｐＴＲＶ１、ｐＴＲＶ２空载和 ｐＴＲＶ２－
ＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ质粒的农杆菌菌液放入摇床振荡培养
１６ｈ，温度２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ，ＬＢ培养基中加卡那霉
素。待到３种菌液的Ｄ６００ｎｍ＝０．６～１．０时离心收集
菌体，调节侵染液ｐＨ值为５．６，侵染Ｂｕｆｆｅｒ重新悬浮
菌体（２００μｍｏｌ／ＬＡＳ，１０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２），使菌液 Ｄ６００ｎｍ调整到１．０。将 ｐＴＲＶ１分别
与ｐＴＲＶ２和 ｐＴＲＶ２－ＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ菌液以１∶１比
例混合，在室温条件下静置３～４ｈ，注意避光，活化
农杆菌菌液。用１ｍＬ的无针注射器吸取活化后的
菌液，侵染３～４周苗龄番茄叶片和子叶背部，至叶
背面有明显水渍状，之后将番茄幼苗放在人工气候

培养箱（１６℃，６０％ 湿度）黑暗培养２４ｈ，然后将番
茄植株转移至２５℃／２０℃（日／夜），１６ｈ／８ｈ条件
下培养。３组供试番茄植株数：野生型（ＷＴ）３０株；
携带 ｐＴＲＶ２空载组（ＣＫ）及基因沉默组（ＴＲＶ－

ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ）各５０株。
１．２．３　阳性植株鉴定　侵染番茄植株１０ｄ后，利
用Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂盒分别取野生型（ＷＴ）、
空载组（ＣＫ）和基因沉默组（ＴＲＶ－ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ）
植株的新鲜叶片提取 ＲＮＡ。利用反转录试剂盒将
提取好的 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。再以 ｃＤＮＡ为模
板，用ｐＴＲＶ２－Ｆ和ＶＩＧＳ４４－ｌｉｋｅＲ特异引物进行
ＰＣＲ扩增，筛选出沉默组阳性植株，而空载组的引
物为ｐＴＲＶ２－Ｆ和ｐＴＲＶ２－Ｒ。
１．２．４　基因沉默后植株的抗寒性分析　将 ＷＴ、
ＣＫ、基因瞬时沉默组３组番茄植株置于４℃、湿度
６０％、昼—夜１６ｈ—８ｈ的培养条件下低温处理。取
样方法：在低温处理０、５ｄ采集新鲜的番茄叶片，用
于测定叶片生理生化指标进行抗寒性分析，吸光度

值用紫外分光光度计测定。３组番茄植株置于 ４℃
培养箱中低温处理５ｄ后进行表型观察；游离脯氨
酸、丙二醛（ＭＤＡ）、可溶性蛋白和可溶性糖含量按
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《植物生理学实验教程》［１１］和 Ｋｏｎｇ等的方法［１２］测

定；抗氧化酶（ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＳＯＤ）活性用南京建成生
物工程研究所的试剂盒测定；番茄叶片的可溶性蛋

白含量采用考马斯亮蓝 Ｇ－２５０染色法测定。所有
测定保证至少３个生物学重复，最终结果是３次试
验数据的平均值。用 ＳＰＳＳ分析数据，当 Ｐ＜０．０５
时，认为具有显著性差异。

２　结果与分析

２．１　ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因的ＶＩＧＳ载体构建
在番茄基因组数据库网站中用 ＶＩＧＳＴｏｏｌ工具

选定３００ｂｐ左右的ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因插入目的片
段。经酶切连接，构建ｐＴＲＶ２－ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ载体

质粒。用插入片段特异性引物 Ｖ４４－ｌｉｋｅＦ和
Ｖ４４－ｌｉｋｅＲ进行 ＰＣＲ验证并测序，载体验证结果
见图１。３００ｂｐ左右出现目的条带，测序结果比对
正确，证明载体构建成功，可进行下一步试验。

２．２　阳性植株验证
侵染植株 １０ｄ后，取番茄植株新鲜叶片提取

ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ用于特异性引物 ＰＣＲ扩
增，进行阳性植株验证。凝胶电泳结果如图２所示，
４６０ｂｐ处有明亮条带，证明载体已经转入植物体，
得到了阳性植株。经过阳性植株鉴定，共得到

ｐＴＲＶ２空载组２２株，ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默组植
株２４株。

２．３　ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默植株在低温胁迫处理
后的表型变化

将野生型、空载组和基因沉默组放入４℃光照
培养箱低温处理５ｄ。通过表型观察和测定抗寒相
关生理指标，对基因沉默植株进行抗寒性分析。如

图３所示，在常温条件下，沉默株系与野生型番茄植
株生长状况良好，３组无明显差别，植株挺立，叶片
舒展，而经过５ｄ低温处理后，基因沉默植株表现受
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冷害程度更明显，叶片卷曲，萎蔫下垂，下部叶片严

重失水，而野生型番茄冷害症状相对较轻。说明

ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默后植株抗寒性降低。
２．４　低温胁迫下ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默植株抗寒
生理指标的测定

脯氨酸、可溶性糖和可溶性蛋白这３种物质都
是植物体内重要的渗透调节物质，在细胞渗透调节

过程中起着十分重要的作用。从图 ４－Ａ可以得
出，低温胁迫后野生型、空载组和基因沉默组植物

体内的游离脯氨酸含量都增加。在常温条件下，３
组植株间的脯氨酸含量无显著差异。低温处理后，

野生型和空载组的脯氨酸含量显著增加，而基因沉

默组脯氨酸含量略有增加。可能是 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ
基因沉默影响了脯氨酸代谢途径，从而降低了植株

低温耐受性。由图４－Ｂ可以看出，基因沉默组植
株和空载组的可溶性蛋白含量均低于野生型，低温

处理后，３组植株的可溶性蛋白含量均下降，这可能
是低温胁迫影响了蛋白质的合成，野生型可溶性蛋

白含量高，也提高了抗寒性。低温处理后，沉默组

可溶性糖含量高于野生型与空载组，可能是沉默组

植株对低温胁迫更敏感，受到的伤害更大，需要合

成大量的可溶性糖来抵御低温（图４－Ｃ）。丙二醛
是衡量植物氧化胁迫程度的常用指标，具有细胞毒

性。ＭＤＡ的产生会加重细胞膜的损伤，反映了植物
体内膜的过氧化程度。从图４－Ｄ可以看出，基因
沉默组的丙二醛含量高于另外２组，说明基因沉默
组植株体内能积累更多的活性氧含量，细胞受损更

严重。低温前后丙二醛含量只有少量增长，而低温处

理５ｄ后的丙二醛含量刚好达到处理前近似水平。
　　由图５－Ａ可知，超氧化物歧化酶活性经低温
处理后出现下降，野生型明显低于沉默组，可能低

温处理５ｄ后，沉默组植株启动自我保护机制，清除
体内过量的活性氧。由图５－Ｂ可以看出，低温处
理后野生型植株过氧化物酶活性升高，而沉默组过

氧化物酶活性低于常温条件，可能是因为植株受到

低温胁迫，ＰＯＤ活性降低。低温处理后３组植株过
氧化氢酶活性都有升高，野生型高于沉默组，基因

沉默组植株ＣＡＴ活性的上升明显低于野生型，说明
基因沉默组植株具有较强的抗氧化能力，为基因沉

默组植株与野生型的抗氧化比较提供了依据。能

清除更多的活性氧，减小低温对植株的伤害（图５－
Ｃ）。这些结果进一步说明了 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉
默后，植株对低温的敏感性上升。

　　综上所述，由抗寒生理指标测定结果可得，
ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默后，沉默组植株低温耐受性
低于野生型植株，与表型观察结果一致。说明

ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因响应低温胁迫，参与植物体低温
胁迫应答调控过程。

３　讨论

ＶＩＧＳ技术因试验周期短、成本低的特点被广泛
应用于基因功能的探究。病毒诱导的基因沉默效

率受环境温度因素制约［１３］，Ｂｕｒｃｈ等的研究表明，相
对较低的温度可以促使植株尽早开启病毒防御机

制，使植株出现更为明显的沉默表型，同时，病毒侵

染过程也与温度相关，较低温度利于病毒感染植
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株，利于提高沉默效率［１４］。在番茄中，２１℃是病毒
诱导基因沉默的最适温度［１５］。另一个影响因素是

植株侵染时期，研究发现，相较于成熟期植株，幼嫩

的组织或植株更容易被侵染，且有更高的沉默效

率［１６］。本试验中侵染３周苗龄的番茄叶片，侵染后
置于培养箱黑暗环境２４ｈ，温度控制在２０～２５℃，以
提高沉默效率，侵染１０ｄ后鉴定沉默阳性植株，进行
抗寒性分析。经ＰＣＲ验证共得到２４株阳性植株。

利用ＴＲＶ诱导 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默时，基
因沉默组番茄植株受冷害的程度比较严重，说明

ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因参与番茄冷胁迫响应，影响番茄
御冷机制。林多等的试验结果表明处理时间越长，

番茄叶片ＰＯＤ活性越高，且苗期 ＰＯＤ活性比坐果

期高，而２个时期冷敏感程度相近，说明苗期番茄比
坐果期更耐低温［１７］。ＳＯＤ是抗氧化酶清除自由基
的第１个参与者，延缓了自由基对细胞的进一步伤
害，有研究表明根际低氧胁迫下初期 ＳＯＤ活性提
高，而后酶活性随胁迫时间延长逐渐降低［１８］。本试

验中超氧化物歧化酶低温处理后出现下降，野生型

明显低于沉默组，可能低温处理５ｄ后，沉默组植株
启动自我保护机制，清除体内过量的活性氧。低温

后野生型植株过氧化物酶活性升高，而沉默组过氧

化物酶活性低于常温条件，可能是因为植株受到胁

迫，ＰＯＤ活性降低。
丙二醛是植物体内膜脂过氧化产生的有毒物

质。因此，ＭＤＡ含量是膜脂过氧化的一个重要指
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标，代表植物膜的伤害程度。［１９］。张静等试验探究

了不同耐寒性的番茄品种在低温胁迫下丙二醛和

叶绿素含量的变化和差异，结果显示，ＭＤＡ含量随
胁迫时间增加累积，耐寒性强的品种中 ＭＤＡ含量
变化较缓慢［２０］。而游离脯氨酸是植物体内一种维

持细胞渗透压平衡的渗透调节物质。罗丹等探究

了低温胁迫下脯氨酸代谢相关关键酶的活性及脯

氨酸含量的变化，结果表明脯氨酸含量在低温初期

先升高，之后逐渐降低，相关酶活性趋势相同，与脯

氨酸积累呈正相关［２１］。本试验中未低温处理时基

因沉默组、空载组及野生型指标差异不大，低温处

理后，基因沉默组可溶性蛋白含量低于对照组和空

载组，丙二醛含量明显高于野生型和对照组，说明基

因沉默后植株受冷害损伤程度更重。低温处理５ｄ
时野生型和空载组植株脯氨酸含量大幅上升，而基

因瞬时沉默组脯氨酸含量较０ｄ仅有小幅度上升，
可能ＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默后影响了脯氨酸的代
谢，植株抗寒性降低，细胞受损，不能及时调节渗透

平衡。阳性植株生理指标测定结果表明，在低温胁

迫下，基因沉默组植株的脯氨酸含量和可溶性蛋白

含量均低于野生型，而丙二醛含量高于野生型，说

明低温胁迫后基因沉默组植株细胞受损程度更严

重，因此ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默降低了番茄植株的
抗寒性。初步认为番茄 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ转录因子响
应低温胁迫，参与植株低温胁迫应答与调控。

４　结论

本研究构建了 ｐＴＲＶ２－ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ沉默载
体并侵染番茄幼苗，获得基因沉默植株，通过测定

基因沉默植株低温处理后的生理指标进行抗寒性

分析，结果显示ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因沉默降低了番茄
植株的抗寒性。表明 ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因响应了低
温胁迫，参与植物体低温胁迫应答调控过程。本结

果进一步探究了ＳｌＭＹＢ４４－ｌｉｋｅ基因的功能，为番茄
抗寒育种提供理论基础。
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