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环境胁迫和乙烯对番茄 ACO1基因表达的影响 
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摘 要：克隆番茄 ACC氧化酶 l(LeACO1)基因特异片段 ，以此作为探针，与经过干旱和干旱后复 

水、淹水、伤害、不同温度等胁迫环境及 乙烯处理的番茄总 RNA进行 Northern 杂交，杂交结果表 明， 

LeACO1基因的表达被干旱抑制，被复水、外源乙烯强烈诱导；淹水处理对叶片中该基因的表达无影响， 

而强烈诱导其在茎中的表达；37℃高温处理可以诱导LeACO1基因在番茄茎中的表达；伤害对该基因的 

表达没有明显影响． 
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乙烯是一种重要的植物激素，对植物的调节作用 

主要通过对内源乙烯生物合成的调节来实现  ̈J． 

ACC氧化酶(ACO)是乙烯生物合成途径中的一个关 

键酶，催化 l一氨基环丙烷 一l一羧酸(ACC)氧化生成 

乙烯．ACO最早由Hamilton等人发现 J，并命名为乙 

烯形成酶(ethylene—forming enzyme)，之后人们又陆续 

从桃 引、花椰菜 引、香蕉 引、甘 、美洲黑杨[81等植 

物中分离出了ACC氧化酶基因．现有研究表明，ACO 

由多基因家族编码，在番茄中至少包括 5个家族成 

员 川 ，即 LeACO1、 LeAC02、 LeAC03、IeAC04、 

I_eAC05等，其表达具有明显的组织特异性．Barry等 

人 对番茄 IeACO1，LeAC02、LeAC03基因在果实成 

熟、叶片衰老、花发育过程中的表达模式做了较为详细 

的研究 ，发现 LeACO1主要在成熟番茄果实中表达 ， 

LeAC02主要在与花粉囊有关的组织中表达，LeAC03 

主要表达于花器官中．Nakatsuka等[1叫发现 LeAC04与 

LeACO1一样，在果实发育过程中大量表达．但是到目 

前为止，没有关于环境胁迫(除伤害)和外源乙烯对番 

茄 ACO基因表达影响的研究报道．为此，在实验中，根 

据NCBI上发布的番茄LeACO1基因序列设计引物，从 

野生型番茄基因组 DNA中 PCR扩增出LeACO1基因 

特异片段，并以此制备探针，采用 Northern杂交技术， 

研究乙烯反应突变体番茄 Nr，rin以及伤害、干旱、复 

水、淹水、温度等环境胁迫和外源乙烯对其表达的影 

响，阐明该基因与乙烯以及环境胁迫之间的关系，为深 

人研究番茄 ACO基 因的调控功能提供一定的科学 

依据． 

1 材料和方法 

1．1 番茄材料与栽培 

野生型番茄品种(Lycopersicon esculentum Mil1．CV 

Ailsa Craig，AC“)；乙烯生成和果实成熟均受抑制的 

番茄突变体(ripening inhibitor，rin)；乙烯不敏感型番 

茄突变体 (Never—ripening，Nr)；野生型 番茄 品种 

AC“是突变体 rin和 Nr的近等基因系，均为英国诺 

丁汉大学 Donald Grierson教授惠赠．所有番茄材料均 

采用营养钵在温室条件下栽培． 

1．2 试 剂 

Taq酶、PMD18一T载体、限制性内切酶 ／-／／nd11I和 

Xba I(购自大连宝生物工程有限公司)；DNA凝胶回 

收试剂盒和DNA标准D2000(购白天为时代科技有限 

公司)；放射性同位素 —t,3 一dCTP(购自北京福瑞生 

物工程公司)；Hybond—N 膜及随机引物标记试剂盒 

(购自Amersham Biosciences公司)；寡聚核苷酸引物 

合成和序列测定委托上海英骏生物技术有限公司． 
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1．3 方 法 

1．3．1 果实的采收 

按照授粉后的天数计算，分别采收不同时期的果 

实进行研究．约在 2O～35 d之间的番茄果实均称为幼 

果，即Immature Green果实(简称 IMG)；35 d之后番茄 

果实已充分膨大，但果皮全是青绿色，称为青熟期果 

实，即Mature Green果实(简称 MG)；果实的顶端开始 

由青绿色变黄白色，称为破色期果实，即Breaker果实 

(简称 B)；B+1(B时期后第 1 d)，B+4(B时期后第 

4 d，果实由黄色变成红色，已成熟)等． 

1．3．2 环境胁迫和乙烯处理番茄植株 

1)伤害处理 

收取生长了一个月的 AC“ ，Nr，rin植株的成熟 

叶片，用刀片划碎，分别于0 h，2 h，6 h取样． 

2)干旱与复水 

将在温室栽培条件下正常生长一个月的 AC“番 

茄植株连续6 d断水处理，使整个植株处于严重萎焉 

状态，分别收集植株的根、茎和叶片为萎焉样品．第7 d 

恢复水分供应 ，浇水后的2 h、4 h、8 h和 24 h分别收 

集植株的根、茎和叶片． 

3)淹水处理 

正常生长一个月的 AC“ 番茄植株，连同营养钵 
一 起置于敞口容器中，保持根部及根部以下被水淹没， 

分别于淹水后 1 d，3 d,5 d取样茎和叶片．． 

4)不同温度处理 

将正常培养1个月的AC”番茄植株放置于4℃， 

22℃，37 cI=条件下，分别于放置后的4 h，8 h，24 h从 

茎、叶取样． 

5)乙烯处理 

使用外源乙烯处理 AC“番茄 MG时期果实样 

品，处理方法参照寇晓虹等【1 的描述． 

1．3．3 番茄样品基因组 DNA和总RNA的提取 

AC“幼叶基因组 DNA的提取和以上各种方法处 

理过的番茄样品总RNA的提取按照参考文献[13]中 

的描述进行． 

1．3．4 番茄 LeAC01基因特异片段的克隆 

根据 NCB1和TIGER上公布的I_eACO1(GenBank 

登 录 号：X58273)，／_eACO2(GenBank 登 录 号： 

Y00478)，I_eAC03(GenBank登录号：Z54199)、LeACO4 

(GenBank登录号I AB013101)、I_eAC05(TIGER登录 

号：TC158405)基因序列进行同源性比较，其3’端序列 

的同源性相对较低，根据 I．eAC01基因3’端特异性较 

高的序列设计一对引物，上游引物：5 一 I-从 CGG GAA 

GTA CAA GAG TG一3 ；下游引物：5 一CTA CCA TAC 

ATA AGA AGA GCA A一3，’以 AC一幼叶基因组 DNA 

为模板进行 PCR扩增．扩增产物经回收、纯化后，连接 

到PMD18一T载体上，然后转化感受态大肠杆菌 

JM109，并进行Ot一互补筛选．提取转化子质粒 DNA， 

采用限制性内切酶 胁 Ⅲ和 Xba I进行双酶切验证， 

挑取阳性转化子菌落进行序列测定． 

1．3．5 Northern杂交 

以克隆的 I_eACO1基因特异片段为模板，用同位 

素Ot—P32dCTP制备探针，将此探针与经甲醛变性胶电 

泳后的各种番茄样品总RNA各2O g进行杂交，其操 

作过程按《分子克隆实验指南》̈ 描述进行． 

2 结果与分析 

2．1 番茄I_eAC01基因特异片段的克隆 

根据 GenBank上公布的 I_eACO1基因序列设计引 

物，以 AC“ 基 因组 DNA 为模板，PCR扩增 出约 

450 bp的 I_eAC01基因特异片段 (如图 1所示)．该 

PCR产物经克隆、测序后，测序结果表明，所获得的基 

因片段为正确的I_eACO1目标片段． 
1 2 

2000bp 

1000 bp 

750bp 

500 bp 

250 bp 

100 bp 

——一 450 bp 

图 1 I_eAC01基因片段的PCR扩增电泳图 

2．2 Northern杂交结果与分析 

2．2．1 在 AC“番茄果实发育过程中I_eACO1基因的 

表达 ． 

在AC“番茄果实发育过程中，从授粉后第 5 d 

(5dpa)至MG时期，LeACO1基因的转录信号几乎检测 

不到，随着AC“番茄果实成熟度的不断增加，直到B 

蚤 复量 蓄萤呈∞苫 基 三苫 三耋 
果实 

图2 AC“番茄果实成熟过程中~eACO1 

基因表达量的变化 
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时期，LeACO1有较强的表达，并于 B+1时期达到最 

强，之后该基因的mRNA表达逐渐趋于稳定且无明显 

差异(见图2)． 

2．2．2 AC～、Nr和 rin番茄果实中LeACO1基 因的 

表达 

在野生型番茄(AC“)中，随着果实成熟度的不 

断增加，LeACO1的表达量也随之逐渐加强；在乙烯不 

敏感型突变体(Nr)果实成熟过程中也有类似的表达 

趋势，但不同的是 B时期后，该基因的表达量就基本 

保持恒定，这可能由Nr成熟果实对乙烯不敏感造成 

的；在乙烯生成和果实成熟均受抑制的番茄突变体 

(rir,)果实发育过程中，B+4时期表达最强，IMG时期 

次之，B时期最弱，这可能由 果实发育过程中乙烯 

生成量减少和果实成熟受到抑制引起(见图3)． 

警呈酋苫塞望酋苫塞呈闺苫 

l果N 实 l rim A( l Nr l 

图3 AC一 、Nr、lin番茄果实中LeACO1基因表达的差异 

2．2．3 伤 害处理对 AC～、Nr和 rin番茄叶片 中 

LeACO1基因表达的影响 

AC～ 、Ⅳr和r／n番茄叶片经过伤害处理后，6 h之 

内I．eACO1基因的表达量没有明显变化，甚至几乎检 

测不到信号(见图4)，说明伤害处理对 AC” 、Ⅳr和 

r／n番茄叶片中t．eACO1基因表达无影响． 

舌 舌 舌 辱 舌 言 { 舌 

片l 

图4 伤害处理对 AC” 、Nr和 rin番茄叶片中 

LeACO1基因表达的影响 

2．2．4 干旱及复水处理对 AC一 番茄植株各部位 

I．eACO1基因表达的影响 

在萎焉植株中，I．eACO1基因在根、茎、叶3个部位 

的表达量均极低；在根部，恢复浇水后2 h，该基因的表 

达水平明显增强，并随着复水时间的增加，表达量逐渐 

降低，直到与对照(正常状态生长的AC一番茄植株根 

部)中的表达量相当；在茎部，复水2 h时，I．eACO1基 

因表达量有所加强，但表达量同样随着复水时间的增 

毛 
寸  。c u  

(a)根 

蓄 0 

’ 辱 { 
∞  U  

(c)叶 

Wilted(萎焉植株)；Control(正常生长的植株)； 

2 h，4 h,8 h，24 h(复水处理后 2 h，4 h,8 h，24 h植株) 

Control：正常 AC“ 番茄茎叶 

图5 干旱与复水处理分别对番茄 AC一株系根、茎、叶 

中LeACO1基因表达的影响 

加而降低，复水 24 h时的表达量与萎焉茎和对照茎相 

差无几；叶片中，萎焉时和正常生长的植株叶片中该基 

因的表达量都很低，随着复水时间的增加 LeACO1基 

因的表达量略有增加．由此可见，I．eACO1基因在番茄 

根、茎、叶中的表达量较低，干旱抑制该基因在这些部 

位的表达，而复水能强烈诱导其表达． 

2．2．5 淹水对番茄 AC～株 系茎、叶中I．eACO1基因 

表达的影响 

在正常生长的AC”植株茎和叶中，I．eACO1基因 

的表达水平都很低；淹水处理 AC“植株茎 1 d后， 

I．eACO1基因表达量急剧增强，其表达强度一直维持到 

淹水3 d和5 d；淹水处理AC～植株叶片 1 d至5 d， 

I．eACO1基因的表达几乎不受影响，与正常生长AC～ 

植株叶片中的表达差异不大．由此可以推测，淹水处理 

可以强烈诱导 I．eACO1基因在番茄植株茎部的表达， 

但对叶片中该基因的表达影响不大． 

2．2．6 不同温度处理对 AC一番茄植株 I．eACO1基因 

表达的影响 

AC一番茄茎在 4℃和 22℃条件下处理 4 h到 

24 h，LeACO1基因的表达量均没有明显变化，在 37℃ 
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1 d、3 d、5 d：淹水处理后 1天 、3天 、5天的 AC一 番茄茎或叶 ； 

图6 淹水处理对番茄 AC一 植株茎、叶中 LeACO1 

基因表达的影响 

条件下处理8 h到24 h后，该基因的表达水平大大提 

高，由此说明高温处理可以诱导LeACO1基因在番茄 

茎中的表达，不过存在一个滞后效应；AC”番茄叶片 

在不同的温度下处理不同的时间，I_eACO1基因的表达 

量都很低，几乎没有明显变化． 

{辱 乏 乏主 

堇 蚤 ： ≤ 

{辱 辱 乏 主 主翥 一 

釜 
叶 

图7 不同温度下 Ac” 番茄茎、叶中I_eACO1 

基因的表达差异 

2．2．7 乙烯处理对 AC“番茄 LeACO1基因表达的 

影响 

经乙烯处理的AC一番茄MG时期果实中，LeACO1 

基因的表达量迅速增加(见图8)，由此可见，外源乙烯能 

够诱导l_a4CO1基因在番茄MG时期果实中表达． 

一  
墨■ 
a b 

MG 果实 

8：未经乙烯处理 MG时期果实．b：乙烯处理的 MG时期果实 

图 8 外源乙烯对 AC”番茄 MG果实中 

LeACO1基因表达的影响 

3 讨 论 

通过对 AC”番茄的研究发现，LeACO1基因主要 

在成熟果实内表达，在根、茎、叶中的表达量极低 ，该结 

果与 Barry等【9 的研究结果一致．与 AC”番茄相 比， 

由于 Nr番茄对乙烯不敏感，rin番茄中能感知到的内 

源乙烯量很少，该基因在这些果实中的表达明显减弱， 

此外，外源乙烯对LeACO1基因表达有明显诱导作用． 

进一步验证了乙烯对番茄 LeACO1基因的表达起重要 

的调控作用． 

从一系列环境胁迫对LeACO1基因表达的影响可 

以看出，伤害对该基因的表达没有明显影响，这与Bar- 

ry等 的报道相反，这可能与取材不同有关，实验中 

取成熟叶作为研究对象，而 Barry等的研究对象为幼 

叶；干旱抑制该基因在番茄根、茎、叶的表达，而复水能 

强烈诱导其表达；淹水处理虽然对叶片中该基因的表 

达无影响，而强烈诱导了 LeACO1基因在番茄茎中的 

表达；37℃高温处理可以诱导LeACO1基因在番茄茎 

中的表达，而对叶片中该基因的表达无影响． 

目前，人们已克隆了瓜 引、绿_fit”】、马铃薯 埔】、 

烟草 等物种内 ACO基因家族各成员，并研究了这 

些成员在伤害、温度变化、激素等方面的表达模式，不 

仅各物种间各成员的表达差异很大，而且同一物种内 

各成员的表达模式各不相同，可能 ACO基因家族各成 

员的表达调控由不同的调控系统影响．实验中研究了 

LeACO1基因在外源乙烯和各种环境胁迫中的表达模 

式，而其它番茄ACO基因家族成员的表达模式很可能 

与之有较大差异，这些差异引起的原因何在，还有待进 
一 步研究． 
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Effect of Environmental Stress and Ethylene on the 

Expression of LeACO1 Gene 

HU Zong一|i，CHEN Guo—ping，LV Li-juan，CHEN Xu·qing，YAN Bo 

(College of Bioengineering，Chongqing University，Chongqing，400030，China) 

Abstract：The spe cie ACC oxidase 1 gene fragment of tomato was cloned and pI．epaI．ed for a pmbe which was used to 

hybridize with total RNAs that were extracted from the materials treated with ethylene and different environmental stres· 

ses，such as drought，water recovery，flood，wound an d temperature，respectively．Northern blot an alysis indicated that 

the expression ofLeACO1 was restrained by drought，while stron0y induced by water recovery and exogenous ethylene． 

After treated by flood stress，the expression level ofLeACO1 in leaves had no distinctively changes，while its expression 

level in stems was rapidly increased． Moreover，the expression of I~ CO1 in tomato stems could be induced at the tern· 

perature of 37 degree．In addition，wounding had no influence on the expression of LeACO1． 

Key words：environmental stress；ethylene；ACC oxidase 1(ACO1)；tomato 
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