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细胞分裂素受体基因 ＳｌＨＫ４ 突变对番茄开花时间的影响
刘艳洁ꎬ赵晓冰ꎬ王枫ꎬ丁静∗

(南京农业大学作物遗传与种质创新利用全国重点实验室 /园艺学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本研究旨在解析细胞分裂素受体基因 ＳｌＨＫ４ 突变对番茄开花时间的影响ꎬ为揭示细胞分裂素途径调控植物开

花的分子机制奠定基础ꎮ [方法]以细胞分裂素受体基因 ＳｌＨＫ４ 的 ２ 个纯合突变株系 ｓｌｈｋ４￣４ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 及野生型(ＷＴ)番茄

为材料ꎬ统计各株系开花时间ꎬ并在发芽 ２６ ｄ 后取植株茎尖进行石蜡切片显微观察、响应细胞分裂素的荧光信号检测以及

转录组测序等分析ꎮ [结果] ｓｌｈｋ４￣４ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 突变体的始花节位与 ＷＴ 相同ꎬ但始花时间分别比 ＷＴ 晚 ６ 和 ４ ｄꎮ 与 ＷＴ 相

比ꎬｓｌｈｋ４￣５ 茎尖花分生组织分化推迟ꎬ细胞显著减小ꎬ细胞数目略少ꎻｓｌｈｋ４￣４ 与细胞分裂素响应启动子 ＴＣＳｎ 驱动的绿色荧

光蛋白基因 ＧＦＰ 过表达株系的杂交 Ｆ１ 代茎尖中ꎬ响应细胞分裂素的 ＧＦＰ 荧光信号显著减弱ꎻｓｌｈｋ４￣５ 茎尖中细胞周期正调

控基因 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｂ１￣２ 表达下调ꎬ开花正调控基因 ＦＵＬ２、ＳＯＣ１ 表达上调ꎬ而花发育基因 ＡＧＬ１２ 和 ＡＧＬ１９ 表达下调ꎬ开花调控相

关基因的表达变化趋势与 ｓｌｈｋ４￣５ 开花推迟的性状变化不完全一致ꎮ 差异表达基因(ＤＥＧ)的功能分析显示ꎬ５７.６％具有功

能注释的 ＤＥＧ 是富集于光合作用、呼吸作用、蛋白合成和代谢等相关通路中的结构基因ꎬ其中 ８８.２％在 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖中的表

达下调ꎬ表明 ｓｌｈｋ４ 茎尖的细胞活性很可能弱于ＷＴꎮ [结论]细胞分裂素受体 ＳｌＨＫ４ 的功能缺失导致 ｓｌｈｋ４ 茎尖细胞分裂素

信号减弱ꎬ花分生组织细胞减小ꎬ活性降低ꎬ分化延后ꎬ进而导致 ｓｌｈｋ４ 开花推迟ꎮ ＳｌＨＫ４ 是番茄开花时间的正调控因子ꎮ
关键词:番茄ꎻ细胞分裂素受体ꎻＳｌＨＫ４ꎻ开花时间
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ｗｅａｋｅｒ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｓｌｈｋ４ ｓｈｏｏｔ ａｐｅｘｅｓꎬｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｚｅꎬｒｅｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｄｅｌａｙｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｌｈｋ４
ｆｌｏｒａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍｓꎬａｎｄ ｔｈｕｓ ｄｅｌａｙｅｄ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ ｓｌｈｋ４ ｐｌａｎｔｓ. ＳｌＨＫ４ ｗａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｔｏｍａｔｏꎻｃｙｔｏｋｉｎｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻＳｌＨＫ４ꎻｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ

基于长日照植物拟南芥相关研究ꎬ已发现调控植物开花时间的 ６ 条主要途径ꎬ包括 ３ 条外部途径(光
周期调控、春化作用、环境温度途径)和 ３ 条内源途径(自主途径、年龄途径以及赤霉素途径) [１－３]ꎮ 开花时

间是影响番茄产量和品质的重要因素之一[４]ꎮ 番茄作为日中性植物ꎬ对光周期不敏感[４]ꎬ其开花调控机

制与拟南芥不完全相同ꎮ 通过对突变体和转基因株系等材料的研究ꎬ已鉴定出一系列调控番茄开花的关

键基因ꎮ 如番茄 ＳＦＴ( ｓｉｎｇｌｅ ｆｌｏｗｅｒ ｔｒｕｅｓｓ)是拟南芥 ＦＴ( ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｌｏｃｕｓ Ｔ)的直系同源基因ꎬ其功能缺失会导

致番茄开花延迟ꎬ花器官变小[５]ꎮ ＦＡ( ｆａｌｓｉｆｌｏｒａ)蛋白与拟南芥中 ＬＦＹ( ｌｅａｆｙ)直系同源ꎬ是番茄开花的正调

控因子[６]ꎬ且在开花调控途径中与 ＳＦＴ 是平行关系[６]ꎮ ＭＡＤＳ￣Ｂｏｘ 是调控花发育和开花时间最重要的基

因家族ꎮ 番茄 ＭＡＤＳ￣Ｂｏｘ 基因家族中的 ＳＰ( ｓｅｌｆ￣ｐｒｕｎｉｎｇ)蛋白具有延迟开花的功能[４ꎬ７]ꎻＳＯＣ１( ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
ｏｆ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｔａｎｓ １)蛋白是启动开花的关键一环[６]ꎻＪ２( ｊｏｉｎｔｌｅｓｓ ２) / ＳｌＭＢＰ２１、ＴＭ３、ＳＴＭ３( ｓｉｓｔｅｒ
ｏｆ ＴＭ３)等参与花序分枝的调控[８]ꎻＡＧ(ａｇａｍｏｕｓ)亚家族也已被证明在雄蕊、心皮和胚珠等生殖器官发育

中起关键作用[９]ꎮ
激素是植物开花时间的重要调控因子ꎮ 赤霉素(ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ)具有促进花发育的功能ꎬ番茄赤霉素合成

基因突变体开花延迟[１０]ꎮ 水杨酸(ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ)也具有促进成花的作用ꎬ外施水杨酸可以抑制拟南芥 ＦＬＣ
( ｆｌｏｗｅｒ ｌｏｃｕｓ Ｃꎬ拟南芥开花抑制因子)基因的表达ꎬ使拟南芥开花提前[１１]ꎮ 生长素( ＩＡＡ)参与植物开花调

控的相关途径ꎬ拟南芥生长素信号基因 ＡｔＩＡＡ７ 突变体在短日照下开花延迟[１２]ꎮ
作为主要植物激素之一ꎬ细胞分裂素(ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ)在植物生长发育过程中起着非常重要的作用ꎬ如调节

细胞的分裂与分化、茎和根的生长、顶端优势、果实和种子发育、植物衰老、营养信号传递以及对生物和非

生物胁迫的响应等[１３－１６]ꎮ 拟南芥具有 ３ 个跨膜细胞分裂素受体 ＡＨＫ２(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ２)、
ＡＨＫ３ 和 ＡＨＫ４ꎮ 受体识别细胞分裂素后ꎬ其激酶结构域的保守组氨酸发生磷酸化[１７－１８]ꎬ并通过 ＡＨＰ
(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒ)蛋白作为中间体ꎬ将磷酸基团转移至 Ｂ 型响应调节因子 ｔｙｐｅ￣Ｂ ＡＲＲ
(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ)ꎮ ｔｙｐｅ￣Ｂ ＡＲＲ 调控下游基因表达ꎬ进而调节植物生长发育[１７]ꎮ ３ 个细胞分

裂素受体基因具有不同的表达模式ꎬ其中 ＡＨＫ４ 在根的维管系统中表达ꎻＡＨＫ３ 在地上部表达ꎻＡＨＫ２ 在各

部位中均有微弱表达[１９]ꎮ 研究表明ꎬ细胞分裂素参与调控花分生组织细胞的分裂与分化ꎮ 例如ꎬ拟南芥

细胞分裂素降解基因 ＡｔＣＫＸ３ 和 ＡｔＣＫＸ５ 的双基因突变体具有膨大的花序和花分生组织[２０]ꎻ而 ＡｔＣＫＸ 过

表达拟南芥则开花推迟[２１]ꎮ 目前ꎬ细胞分裂素及其受体在番茄开花调控中的作用还未见报道ꎮ 因此ꎬ本
研究以前期已经获得的番茄细胞分裂素受体基因 ＳｌＨＫ４ 的突变株系[２２] 为材料ꎬ从形态、细胞及分子等层

面解析 ＳｌＨＫ４ 功能缺失对番茄开花时间的影响ꎬ为阐明细胞分裂素及其受体在番茄等日中性植物开花中

的调控机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及生长条件

植物材料包括:１)以番茄品种‘Ｍｉｃｒｏ￣Ｔｏｍ’(野生型ꎬＷＴ)为试验材料ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 基因编辑技

术构建的细胞分裂素受体基因 ＳｌＨＫ４ 的纯合突变体 ｓｌｈｋ４￣４、ｓｌｈｋ４￣５ꎮ 具体构建方法参照陈兆玉等[２２]的研

究ꎮ 以 ＳｌＨＫ４ 起始密码子的 Ａ 为第 １ 位核苷酸计算ꎬｓｌｈｋ４￣４ 突变体在 ｓｇＲＮＡ２ 靶点处缺失了 ＳｌＨＫ４ ＣＤＳ
第 ７００~７０３ ｂｐ 的 ４ 个核苷酸 ＡＡＣＣꎬ而 ｓｌｈｋ４￣５ 突变体分别在 ｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ 靶点处 ＳｌＨＫ４ ＣＤＳ 的第

６０１ 和 ７０４ 位ꎬ插入了 １ 个核苷酸 Ｃ 和 Ｇꎮ ２)基于番茄品种‘Ｍｉｃｒｏ￣Ｔｏｍ’的 ＴＣＳｎ∷ＧＦＰ(细胞分裂素响应

启动子 ＴＣＳｎ 驱动的 ＧＦＰ 绿色荧光蛋白基因)纯合转基因株系 Ｗ２０ꎮ Ｗ２０ 株系的具体构建方法参照樊俊

苗[２３] 的研究ꎮ ＴＣＳｎ 是人工合成的启动子ꎬ被广泛应用于检测植物体内细胞分裂素响应的分布和强

弱[２４]ꎮ 杂交 Ｆ１ 代株系 ＷＴ×Ｗ２０ 和 ｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ 是分别以 ＷＴ、ｓｌｈｋ４￣４ 株系为母本ꎬＷ２０ 为父本杂交获得

的ꎮ 全部试验材料均种植于生长室中ꎬ生长室环境条件为:１６ ｈ 光照(２４ ℃) / ８ ｈ 黑暗(１９ ℃)ꎬ其中光照

强度为 ２００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ꎬ湿度 ６０％ꎮ

５２４
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将 ＷＴ、ｓｌｈｋ４￣４ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 种子置于培养皿中的湿润滤纸上ꎬ在 ２８ ℃黑暗条件下催芽 ３ ｄꎮ 待种子的胚

根长至 １ ｃｍ 左右ꎬ播种于盛有营养土的育苗盆中ꎮ 育苗 １０ ｄ 后ꎬ选取长势一致的番茄苗定植于 １０ ｃｍ×
１０ ｃｍ 方形花盆中ꎮ
１.２　 茎尖切片

在种子发芽后 ２６ ｄꎬ选取代表性 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 植株ꎬ切取 ５ ｍｍ 茎尖ꎬ用福尔马林－乙酸－乙醇(ＦＡＡ)
固定液分别保存于 ２ ｍＬ 离心管中ꎮ 植物组织样品由南京市烁朴生物公司进行精修、脱水、石蜡包埋、显微

切片、番红固绿染色等处理ꎮ
使用显微镜(ＯＬＹＭＰＵＳ)观察处理后的切片ꎬ选取代表平均水平的切片ꎬ送至武汉塞维尔公司进行扫

描ꎮ 使用 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ’ｓ Ｓｌｉｄｅ Ｃｏｎｖｅｒｔｅｒ 软件观察图像ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计细胞数目并测量细胞大小ꎮ
１.３　 番茄茎尖总 ＲＮＡ 提取

取发芽 ２６ ｄ ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 植株 ５ ｍｍ 左右的茎尖ꎬ置于 ２ ｍＬ ＲＮＡ￣ｆｒｅｅ 离心管中液氮冷冻ꎮ 每个株系

取 ３ 个生物学重复ꎬ每个重复 ２５~３０ 个茎尖ꎮ 采用高纯总 ＲＮＡ 快速提取试剂盒(上海浦迪生物科技有限

公司)提取茎尖 ＲＮＡꎬ具体步骤详见说明书ꎮ 所有步骤均需在冰上操作ꎬ防止 ＲＮＡ 降解ꎮ
１.４　 转录组测序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)分析

将 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖 ＲＮＡ 送至华大基因公司进行 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 测序ꎮ 使用 ｈｉｓａｔ２ 软件将测序所得 ｒｅａｄｓ
拼装到番茄 ＳＬ４.０ 版本参考基因组上ꎬ合并所有序列后用 ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ 拼装转录本ꎮ 人工校正软件输出的转录

本(去除过长或重复的转录本ꎬ保留新的基因和新的可变剪接转录本)ꎬ获得新的全基因组注释信息ꎮ 以

新的注释信息为基础ꎬ使用 ｆｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ 软件计算每个基因的 ｒｅａｄｓ 数目ꎮ 为排除重复序列的干扰ꎬ匹配

至多个基因的 ｒｅａｄｓ 不予统计ꎮ 使用 Ｒ 语言中的 ｅｄｇｅＲ 程序进行差异表达基因检验ꎬ标准化方法为 ＴＰＭ
( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ)法ꎮ

以发现错误率( ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｆａｔｅꎬＦＤＲ)≤０.０５ 为筛选标准获得差异表达基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧ)ꎬ并对全部 ＤＥＧ 进行 ＧＯ(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)富集分析和 ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ)通路分析ꎮ 将 ＳＬ４.０ 版本番茄蛋白组序列上传至 ＥＭＢＬ(ｈｔｔｐ: / / ｅｇｇｎｏｇ￣ｍａｐｐｅｒ. ｅｍｂｌ. ｄｅ / )创建

ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 背景文件ꎬ利用 ＴＢＴＯＯＬｓ 软件对 ＤＥＧ 进行分析ꎮ 以 ＦＤＲ≤０.０５ 为标准进行筛选ꎬ获得 ＤＥＧ
富集的 ＧＯ 组别和 ＫＥＧＧ 通路ꎮ 使用微生信网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｃｏｍ.ｃｎ)中的富集气泡图和

ＢＰ、ＣＣ、ＭＦ 三合一选项分别对 ＫＥＧＧ 和 ＧＯ 分析结果作图ꎮ 将所选基因的 ＴＰＭ 值取对数(以 ２ 为底)ꎬ用
ＴＢＴＯＯＬｓ 软件绘制 ＤＥＧ 表达热图ꎮ
１.５　 ＲＮＡ 反转录与实时荧光定量 ＰＣＲ

使用试剂盒 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ ＱＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ(＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒꎬＶａｚｙｍｅ)进行 ＲＮＡ 反转录ꎬ具体步骤详

见说明书ꎮ 反转录所得 ｃＤＮＡ 置于－２０ ℃冰箱保存备用ꎮ 使用 ＣｈａｍＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂

盒(Ｖａｚｙｍｅ)进行实时荧光定量 ＰＣＲ 试验ꎬ具体步骤详见说明书ꎮ 试验设置 ３ 次技术重复ꎬ３ 个生物学重

复ꎬ所用内参基因及目标基因相对表达量的计算采用陈兆玉等[２２]的方法ꎮ 目标基因 ｑＰＣＲ 引物序列详见

表 １ꎮ
表 １　 本试验所用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

基因名称 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ 基因号 Ｇｅｎｅ ＩＤ 正向引物序列 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′) 反向引物序列 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

Ｊ２ Ｓｏｌｙｃ１２ｇ０３８５１０ 　 　 ＴＴＡＣＧＣＡＴＣＴＴＴＧＧＡＣＣＣＧＡ 　 　 ＧＴＧＴＧＣＣＣＡＡＡＴＣＣＴＣＴＣＣＡ
ＳＡＭＴ Ｓｏｌｙｃ０９ｇ０９１５５０ 　 　 ＧＧＧＴＴＧＴＴＣＴＴＣＴＧＧＡＧＣＧＡ 　 　 ＣＣＴＡＡＣＧＡＴＣＧＡＡＡＡＡＴＣＧＣＧＴ

ＳｌＣＡＢ￣６ Ｓｏｌｙｃ１２ｇ００９２００ 　 　 ＡＧＧＧＴＣＧＴＡＧＡＴＧＧＧＣＴＧＡＴ 　 　 ＧＴＴＣＧＧＧＴＧＡＴＣＣＴＣＴＴＣＣＣ
ＳｌＣｈｉ１７ Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０８２９３０ 　 　 ＣＡＡＣＣＡＧＧＣＴＡＣＧＧＴＧＴＣＡＴ 　 　 ＣＣＣＧＧＧＡＧＣＡＡＣＡＴＴＣＡＧＴＡ
ＳｌＣＲＦ４ Ｓｏｌｙｃ０３ｇ００７４６０ 　 　 ＴＣＣＧＧＣＣＡＧＧＴＴＣＡＴＧＴＴＴＣ 　 　 ＴＣＧＣＣＣＴＧＡＣＡＴＴＣＣＴＣＡＡＣ
ＳｌＨＫ４ Ｓｏｌｙｃ０４ｇ００８１１０ 　 　 ＧＧＴＧＧＡＧＣＣＴＴＣＧＡＴＧＴＴＧＡ 　 　 ＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＧＧＴＴＣＴＧＧＴＧ
ＳｌＩＰＴ３ Ｓｏｌｙｃ０１ｇ０８０１５０ 　 　 ＡＣＣＣＴＧＡＴＧＧＣＧＡＴＴＡＣＡＣＧ 　 　 ＴＴＴＧＡＡＧＣＡＴＣＴＴＧＴＣＣＣＧＡＧＴ
ＳｌＩＰＴ４ Ｓｏｌｙｃ０９ｇ０６４９１０ 　 　 ＴＧＧＴＧＧＡＴＣＡＡＧＧＡＡＴＧＧＴＧＧ 　 　 ＡＧＴＴＴＧＣＣＴＧＴＣＣＡＣＧＧＡＡＴ
ＳｌＲＲ￣Ａ２ Ｓｏｌｙｃ０３ｇ１１３７２０ 　 　 ＴＣＧＧＴＧＴＴＧＡＧＣＡＡＧＡＴＣＣＣ 　 　 ＣＡＧＣＴＴＡＡＣＡＧＧＣＴＴＣＡＧＧＡＧＡ
ＳｌＲＲ￣Ａ３ Ｓｏｌｙｃ０５ｇ００６４２０ 　 　 ＧＡＡＧＣＣＧＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＣＡＧ 　 　 ＧＧＴＧＡＡＧＧＣＧＡＧＡＧＡＧＴＴＧＧ
ＳｌＲＲ￣Ａ４ Ｓｏｌｙｃ０６ｇ０４８６００ 　 　 ＧＣＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＧＡＧＧＣＡＧＡＧ 　 　 ＡＧＴＧＡＧＡＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣＡＴＡＡ
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续表 １　 Ｔａｂｌｅ １ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

正向引物序列
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

反向引物序列
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ＳＯＣ１ Ｓｏｌｙｃ０２ｇ００５１１０ 　 　 ＡＧＡＴＴＣＴＡＧＡＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＣＧＴ 　 　 ＴＴＴＧＡＴＡＴＣＴＣＧＣＴＡＣＣＡＴＣＴＧＴ
ＴＭ５ Ｓｏｌｙｃ０５ｇ０１５７５０ 　 　 ＣＴＡＴＧＧＣＣＧＧＣＡＡＡＣＡＡＣＴＣ 　 　 ＡＡＣＣＡＧＣＣＡＧＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴ

　 　 Ｎｏｔｅ:Ｊ２:Ｊｏｉｎｔｌｅｓｓ ２ꎻＳＡＭＴ:Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌ￣Ｌ￣ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻＳｌＣＡＢ￣６:Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ￣ｂ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ６ꎻ
ＳｌＣｈｉ１７:Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ １７ꎻＳｌＣＲＦ４:Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒ ４ꎻＳｌＨＫ４:Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ４ꎻＳｌＩＰＴ３ / ４:Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ３ / ４ꎻＳｌＲＲ￣Ａ２ / Ａ３ / Ａ４:Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ｔｙｐｅ￣Ａ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ２ / ３ / ４ꎻ
ＳＯＣ１:Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｔａｎｓ １ꎻＴＭ５:ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ５.

１.６　 蛋白保守结构域预测

将目标基因蛋白序列提交至 ＩｎｔｅｒＰｒｏ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ / )进行蛋白保守结构域预测ꎮ 若

目标基因蛋白与拟南芥中已知功能的某基因家族蛋白具有相同的保守结构域组成ꎬ且蛋白长度大于 １００
ａａꎬ则认为目标基因属于该基因家族ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变体开花时间分析

种植 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变株系 ｓｌｈｋ４￣４、ｓｌｈｋ４￣５ꎬ并观察各株系的开花时间ꎬ结果发现 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变体

的始花节位ꎬ即第一穗花之前的真叶数目相同ꎬ均在长出第 ７ 片真叶后开第一朵花ꎮ 但 ２ 类株系的始花时

间不同ꎮ ＷＴ 在发芽后约 ２８ ｄ 形成肉眼可见的花苞ꎬ４４ ｄ 左右开第一朵花ꎻｓｌｈｋ４￣４ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 突变体在发

芽后约 ３３ ｄ 长出花苞ꎬ４４ ｄ 时第一穗花的花苞较小ꎬ尚未发育成熟(图 １－ａ)ꎮ 直至 ５０ 和 ４８ ｄ 左右ꎬｓｌｈｋ４￣４
和 ｓｌｈｋ４￣５突变体分别开第一朵花(图 １－ｂ)ꎮ 在相同生长环境下ꎬｓｌｈｋ４ 突变体的开花时间比 ＷＴ 显著推迟ꎮ

图 １　 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变体植株始花时间比较

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄａｙｓ ｔｏ ｆｉｒｓｔ ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ ｓｌｈｋ４ ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ
ａ. ＷＴ 第一穗花开放时各株系花器官状态(标尺:５ ｃｍ)ꎻｂ.各株系开花时间统计(ｎ≥８)ꎮ

ａ. Ｆｌｏｒａｌ ｏｒｇａｎ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｌｉｎｅ ｗｈｅｎ ＷＴ ｆｌｏｗｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｐｅｎｅｄ(ｓｃａｌｅ:５ ｃｍ)ꎻｂ. Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｌｉｎｅ(ｎ≥８) .
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.２　 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变体茎尖细胞比较

为了解析 ｓｌｈｋ４ 突变体开花时间晚于 ＷＴ 的原因ꎬ首先于发芽 ２６ ｄ(ＷＴ 长出花苞前)取 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５
茎尖进行切片观察ꎮ 由图 ２－ａ 可见:２６ ｄ 时 ＷＴ 茎尖顶端花芽的花萼已完全覆盖花分生组织ꎬ花瓣原基分

化较为明显ꎻ而 ｓｌｈｋ４￣５ 顶端花芽的花萼上方未完全覆盖花分生组织ꎬ花瓣原基刚刚分化ꎮ 此外ꎬ与 ＷＴ 相

比ꎬｓｌｈｋ４￣５ 花分生组织细胞的排列更加整齐紧凑ꎮ 对 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖花分生组织中心区域(图 ２－ａ 圆

圈内)细胞数目与细胞大小的分析显示ꎬＷＴ 花分生组织中心区的平均细胞数目为 ８０ 个ꎬ而 ｓｌｈｋ４￣５ 为 ６６
个ꎬ略少于 ＷＴꎻＷＴ 的平均细胞面积为 ７６.２ μｍ２ꎬ而 ｓｌｈｋ４￣５为 ４４.１ μｍ２ꎬ极显著小于 ＷＴ(Ｐ<０.００１ꎬ图 ２－ｂ)ꎮ
这些结果说明ꎬ与 ＷＴ 相比ꎬｓｌｈｋ４￣５ 的茎尖花分生组织较小ꎬ分化较晚ꎮ 由此推测ꎬｓｌｈｋ４ 突变体花分生组

织中细胞的分裂和分化能力可能较弱ꎮ
２.３　 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变体茎尖响应细胞分裂素的荧光信号分析

分别以 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣４ 为母本ꎬ与 ＴＣＳｎ∷ＧＦＰ 纯合转基因株系 Ｗ２０ 杂交ꎬ获得杂交 Ｆ１ 代株系 ＷＴ×

Ｗ２０ 和 ｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ꎮ 观察发芽 ２６ ｄ 的 ＷＴ×Ｗ２０ 和 ｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ 茎尖ꎬ结果(图 ３)发现 ＷＴ×Ｗ２０ 顶端花

芽的花萼已明显分化ꎬ而 ｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ 顶端花芽尚处于花萼原基的分化阶段(图 ３－ｂ)ꎮ 这说明ꎬ与 ｓｌｈｋ４
纯合突变株系花芽分化晚于 ＷＴ 类似ꎬｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ 的花芽分化同样晚于 ＷＴ×Ｗ２０ꎮ 观察 ＷＴ×Ｗ２０ 和
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ｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ 茎尖的 ＧＦＰ 荧光分布发现ꎬＧＦＰ 蛋白在幼嫩的茎和叶原基中表达相对较强ꎬ而在茎尖花芽中

表达相对较弱(图 ３－ａ)ꎮ 不过ꎬＷＴ×Ｗ２０ 顶端花芽及其花分生组织中 ＧＦＰ 荧光信号仍显著强于 ｓｌｈｋ４￣４×
Ｗ２０(图 ３－ｂ)ꎮ 相对荧光值分析显示ꎬＷＴ×Ｗ２０ 顶端花芽中的 ＧＦＰ 荧光均值为 １９.９ꎬ而 ｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ 中为

７.２ꎬ比 ＷＴ×Ｗ２０ 显著降低了 ６３.８％(图 ３－ｃ)ꎮ 以上结果表明ꎬｓｌｈｋ４ 突变体花分生组织中的细胞分裂素信

号强度弱于 ＷＴꎮ

图 ２　 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变体茎尖细胞比较

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ ｓｌｈｋ４ ｍｕｔａｎｔ ｓｈｏｏｔ ａｐｅｘｅｓ
　 　 ａ.发芽 ２６ ｄ 的 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖切片(圆圈所示为进行细胞大小和数目分析的花分生组织中心区域ꎻ标尺:５０ μｍ)ꎻｂ.花分生组

织中心区域细胞数目和细胞大小比较(ｎ＝ ３)ꎮ
ａ. Ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ｓｌｈｋ４￣５ ｓｈｏｏｔ ａｐｅｘｅｓ ａｔ ２６ ｄ ａｆｔｅｒ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ( ｔｈｅ ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ

ｃｅｌｌ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒꎻｓｃａｌｅ:５０ μｍ)ꎻｂ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍ(ｎ＝ ３) .

图 ３　 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变体茎尖响应细胞分裂素的荧光信号比较

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ ｓｌｈｋ４ ｍｕｔａｎｔ ｓｈｏｏｔ ａｐｅｘｅｓ
　 　 ａ.发芽 ２６ ｄ ＷＴ×Ｗ２０ 和 ｓｌｈｋ４×Ｗ２０ 茎尖中响应细胞分裂的 ＧＦＰ 荧光信号(标尺:２００ μｍ)ꎻｂ. 茎尖花分生组织中响应细胞分裂素的 ＧＦＰ
荧光信号(标尺:５０ μｍ)ꎻｃ.相对荧光值分析(ｎ≥６)ꎮ

ａ. Ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ＧＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ＷＴ ×Ｗ２０ ａｎｄ ｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ ｓｈｏｏｔ ａｐｅｘｅｓ ａｔ ２６ ｄ ａｆｔｅｒ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ( ｓｃａｌｅ:２００ μｍ)ꎻ
ｂ. Ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ＧＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ｆｌｏｒａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍｓ ａｔ ｓｈｏｏｔ ａｐｅｘｅｓ(ｓｃａｌｅ:５０ μｍ)ꎻｃ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｕｎｉｔｓ(ｎ≥６) .

２.４　 ＷＴ 与 ｓｌｈｋ４ 突变体茎尖差异表达基因(ＤＥＧ)分析

取发芽 ２６ ｄ ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 植株的茎尖进行转录组测序分析ꎮ 以番茄 ＳＬ４.０ 基因组注释信息及测序

所得拼接转录本为基础ꎬ在 ＷＴ 茎尖中共检测到 ２２ １５９ 个表达基因(以 ＴＰＭ>０.３ 为筛选标准)ꎬ而在

ｓｌｈｋ４￣５ 中检测到 ２２ ４６０ 个表达基因ꎬ略多于 ＷＴꎮ
２.４.１　 细胞分裂素相关基因的转录组与 ｑＰＣＲ 分析 　 根据番茄 ＳＬ４.０ 基因组注释信息、已有文献报
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道[２５－２９]及蛋白保守结构域检验等分析ꎬ鉴定得到番茄基因组中参与细胞分裂素主要途径的基因ꎬ包括细

胞分裂素合成基因 ＳｌＩＰＴ ２７ 个ꎬＳｌＬＯＧ １０ 个ꎬ降解基因 ＳｌＣＫＸ ９ 个ꎬ受体基因 ＳｌＨＫ ３ 个ꎬ响应调节因子基

因 ＳｌＲＲ ２５ 个ꎬ以及应答因子基因 ＳｌＣＲＦ ９ 个ꎮ 分析 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖转录组中这些基因的表达ꎬ结果

(图 ４－ａ)发现ꎬ与 ＷＴ 相比 ｓｌｈｋ４￣５ 中仅受体基因 ＳｌＨＫ４ 的表达量具有显著变化ꎬ下降 ３９.５％ꎬ说明 ＳｌＨＫ４
的移码突变对其表达水平造成了影响ꎻ其余基因的表达均无明显变化ꎮ 选取其中部分基因进行 ｑＰＣＲ 验

证ꎬ发现 ｑＰＣＲ 结果与转录组数据一致ꎬｓｌｈｋ４￣５ 中的 ＳｌＨＫ４ 表达比 ＷＴ 中显著下调 ４８.３％ꎬ其他基因的表

达均与 ＷＴ 无明显差异(图 ４－ｂ)ꎮ 由此推测ꎬｓｌｈｋ４ 突变体茎尖中的细胞分裂素主要通路很可能并未发生

表达水平的显著变化ꎮ

图 ４　 细胞分裂素相关基因的转录组分析与 ｑＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
ａ. 细胞分裂素相关基因热图(∗ꎬＦＤＲ≤０.０５)ꎻｂ. 细胞分裂素相关基因 ｑＰＣＲ 表达分析ꎮ
ａ. Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ(∗ꎬＦＤＲ≤０.０５)ꎻｂ. ｑＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ.

２.４.２　 开花调控相关基因的转录组与 ｑＰＣＲ 分析　 分析 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖转录组中开花调控相关基因

的表达ꎬ包括番茄 ＳＬ４.０ 基因组注释为 ＭＡＤＳ￣Ｂｏｘ 的全部基因以及文献报道中影响番茄开花时间的其他

关键基因[５－７ ]ꎮ 结果(图 ５－ａ)显示ꎬ仅 ４ 个基因在 ｓｌｈｋ４￣５ 与 ＷＴ 之间存在表达差异ꎬ其中ꎬ开花正调控因

子 ＦＵＬ２ 和 ＳＯＣ１ 的表达在 ｓｌｈｋ４￣５ 中分别显著上调了 ２.２ 和 ５.７ 倍ꎬ而调控番茄雄蕊、心皮等花器官发

育的 ＡＧ 亚家族成员 ＡＧＬ１２ 与 ＡＧＬ１９ 的表达ꎬ则分别在 ｓｌｈｋ４￣５ 中显著下调了 ６４.２％和 ５４.９％ꎮ 其余基因

中ꎬＪ２、ＴＭ３、ＴＭ５ 和 ＴＭ２９ 等在 ｓｌｈｋ４￣５ 中略有下调ꎬ但与 ＷＴ 中表达的差异并不显著ꎻ而 ＦＵＬ１ 等其他

ＭＡＤＸ￣Ｂｏｘ 基因的表达在 ＷＴ 与 ｓｌｈｋ４￣５ 之间基本没有差异ꎮ ｑＰＣＲ 检测结果与转录组分析的趋势一致ꎬ与
ＷＴ 相比ꎬｓｌｈｋ４￣５ 中 ＳＯＣ１ 的表达显著上调了 ３.３ 倍ꎻＪ２ 和 ＴＭ５ 的表达分别下调了 ２６.４％、３５.３％ꎬ但差异

９２４
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不显著(图 ５－ｂ)ꎮ 绝大多数花发育及开花调控相关基因的表达在 ｓｌｈｋ４￣５ 与 ＷＴ 茎尖中没有显著差异ꎬ而
极少数有显著差异基因的表达变化趋势与 ｓｌｈｋ４￣５ 开花时间推迟的性状变化并不完全一致ꎮ 这说明ꎬ
ｓｌｈｋ４￣５ 开花时间推迟可能不是由直接调控开花的基因表达变化导致的ꎮ

图 ５　 开花调控相关基因的转录组与 ｑＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ
　 　 ａ. 代表性开花调控相关基因表达热图(∗ꎬＦＤＲ≤０.０５)ꎻｂ. 开花调控相关部分基因的 ｑＰＣＲ 分析ꎮ

ａ. Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ(∗ꎬＦＤＲ≤０.０５)ꎻｂ. ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐａｒｔ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ.

２.４.３　 ＤＥＧ 的功能分析及 ｑＰＣＲ 表达验证　 以 ＦＤＲ≤０.０５ 为筛选标准ꎬ在 ＷＴ 与 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖转录组中

共鉴定得到 ５３５ 个 ＤＥＧꎮ 其中ꎬｓｌｈｋ４￣５ 中表达上调的基因为 ２５２ 个ꎬ下调表达的基因 ２８３ 个ꎬ下调基因约

占 ５２.９％ꎬ略高于上调基因ꎮ 对全部 ＤＥＧ 进行 ＧＯ 富集分析ꎬ结果(图 ６－ａ)显示ꎬ共有 １１３ 个 ＤＥＧ 存在

ＧＯ 注释ꎬ分别富集在 ５７ 个组中ꎬ包括生物过程类 ( ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ) ２５ 个组ꎬ细胞组分类 ( ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)１９ 个组和分子功能类(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)１３ 个组ꎮ 其中ꎬ细胞组分类富集的 ＤＥＧ 最多ꎬ共 ７２
个ꎻ分子功能类富集的 ＤＥＧ 最少ꎬ仅 ２３ 个ꎮ 不过ꎬ分子功能类中富集程度高于平均水平的组多于其他 ２
个大类ꎬ如脂肪酸连接酶活性( ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｌｉｇａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ)、碳水化合物磷酸酶活性(ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ)和辅酶 Ａ 连接酶活性(ＣＯＡ￣ｌｉｇａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ)等组ꎬ表明 ｓｌｈｋ４￣５ 与 ＷＴ 可能在这些功能组别中存在

差异ꎮ 此外ꎬ在 １９ 个细胞组分类的组中ꎬ有 １０ 个与叶绿体或质体相关ꎬ而其中富集的 ＤＥＧꎬ有 ７７.２％的表

达在 ｓｌｈｋ４￣５ 中显著下调ꎬ说明 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖细胞叶绿体 /质体的发育或功能很可能弱于 ＷＴꎮ 生物过程类

的组中ꎬ多磷酸酯的合成 /代谢过程(ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ / ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)和嘌呤核苷酸、嘌呤核糖

核苷酸合成过程(ｐｕｒｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ / ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｏｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)的 ＤＥＧ 富集程度在 ２５ 个组中最高ꎮ
参与这些过程的 ＤＥＧ 中ꎬ有 ８０.０％在 ｓｌｈｋ４￣５ 中的表达显著低于 ＷＴꎬ例如ꎬＡＴＰ 合成酶 γ 亚基(ＡＴＰ
ｓｙｎｔｈａｓｅ γ￣ｓｕｂｕｎｉｔꎬｇＡＴＰｐ２)的编码基因 Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０８０５４０ 在 ｓｌｈｋ４￣５ 中的表达比 ＷＴ 中显著下降 ２２.４％ꎮ 这

些结果表明ꎬｓｌｈｋ４￣５ 茎尖细胞在 ＡＴＰ 等多磷酸酯及核酸合成等方面的活性很可能弱于 ＷＴꎮ
ＫＥＧＧ 通路分析显示ꎬ共有 ５９ 个 ＤＥＧ 富集于 ３９ 条 ＫＥＧＧ 通路中(图 ６－ｂ)ꎮ 根据所涉及的功能ꎬ这

些通路可主要分为 ６ 大类ꎬ包括:线粒体及呼吸作用相关通路、叶绿体及光合作用相关通路、转录和翻译及

氨基酸和蛋白合成 /代谢相关通路、脂类代谢相关通路、植物激素相关通路以及其他通路(图 ７－ａ—ｆ)ꎮ 共

３４ 个结构基因富集在前 ４ 个通路中ꎬ其中 ３０ 个在 ｓｌｈｋ４￣５ 中的表达显著低于 ＷＴꎮ 例如ꎬ三羧酸循环中催

化形成乙酰 ＣｏＡ 的 ＡＴＰ 柠檬酸裂解酶(ＡＴＰ￣ｃｉｔｒａｔｅ ｌｙａｓｅꎬＡＣＬ) 的 Ａ￣２ 亚基编码基因 Ｓｏｌｙｃ０４ｇ０３９６７０
(图 ７－ａ)、叶绿素 ａ￣ｂ 结合蛋白(ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ￣ｂ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＡＢ)的编码基因 Ｓｏｌｙｃ１２ｇ００９２００(图 ７－ｂ)、

０３４
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图 ６　 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４ 突变体茎尖差异表达基因(ＤＥＧ)的 ＧＯ 富集和 ＫＥＧＧ 通路分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ(ＤＥＧ)
ｂｅｔｗｅｅｎ ＷＴ ａｎｄ ｓｌｈｋ４ ｍｕｔａｎｔ ｓｈｏｏｔ ａｐｅｘｅｓ

　 　 ａ. ＧＯ 富集分析(纵坐标为富集程度)ꎻｂ. ＫＥＧＧ 通路分析(横坐标为富集程度)ꎮ
ａ. ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ( ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ)ꎻｂ. ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ( ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ

ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ) . ＢＰ:生物过程 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻＣＣ:细胞组分 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎻＭＦ:分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ.

半胱氨酸合成酶(ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ)基因 Ｓｏｌｙｃ０１ｇ０９４７９０(图 ７－ｄ)等ꎮ 其他通路中的结构基因 ＤＥＧꎬ如促

进水杨酸合成的 Ｓ－腺苷－Ｌ－蛋氨酸依赖的甲基转移酶(Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌ￣Ｌ￣ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ
ＳＡＭＴ) 基因 Ｓｏｌｙｃ０９ｇ０９１５５０ ( 图 ７ － ｅ )、 参与氨基糖及核苷糖代谢的几丁质酶 ( ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ) 基 因

Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０８２９３０(图 ７－ｆ)等ꎬ在 ｓｌｈｋ４￣５ 中的表达也显著低于 ＷＴꎮ ｑＰＣＲ 试验的结果与转录组分析一致

(图 ７－ｈ)ꎮ 这些结果表明ꎬｓｌｈｋ４￣５ 茎尖细胞在光合和呼吸作用、蛋白合成 /代谢等基础物质代谢与能量转

换方面的活性很可能弱于 ＷＴꎮ 此外ꎬ细胞周期正调控蛋白 ｃｙｃｌｉｎ￣Ｂ１￣２ 的编码基因 Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０８９８２０、负调

控因子 ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的编码基因 Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０９０６８０ 和 Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０４４４８０ 在 ｓｌｈｋ４￣５ 中的表达

也均低于 ＷＴ(图 ７－ｇ)ꎬ但负调控因子的编码基因在 ＷＴ 和 ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖中的表达量很低ꎬ所起的作用可能

有限ꎮ 综上ꎬＤＥＧ 的 ＫＥＧＧ 通路分析结果进一步支持了 ＧＯ 富集分析所得推测:ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖细胞的生理

活性与功能很可能低于 ＷＴꎮ 这可能是导致 ｓｌｈｋ４￣５ 开花时间晚于 ＷＴ 的原因ꎮ

３　 讨论

开花时间是影响番茄产量和采收期的重要农艺性状[４]ꎮ 本研究发现ꎬ与 ＷＴ 相比ꎬ细胞分裂素受体突

变体 ｓｌｈｋ４ 茎尖的细胞分裂素信号减弱ꎬ花分生组织细胞减小ꎬ细胞数目略少ꎬ花器官分化较晚ꎬ始花时间

显著推迟ꎮ 已有文献表明ꎬ细胞分裂素是开花的正调节因子[２１]ꎮ 拟南芥细胞分裂素受体基因 ａｈｋ２ ａｈｋ３
ｃｒｅ１ 突变体开花严重推迟ꎬ甚至被完全抑制[３０]ꎮ 但是ꎬ单个拟南芥细胞分裂素受体基因的突变体ꎬ包括

ＳｌＨＫ４ 在拟南芥中的直系同源基因 ＡＨＫ４ 的功能缺失突变体ꎬ其开花时间均未发生显著变化[３０]ꎮ ＴＣＳｎ 是

响应细胞分裂素信号的人工启动子ꎬＴＣＳｎ∷ＧＦＰ 的表达可用于检测植物体内细胞分裂素信号的分布和强

弱[２４]ꎮ 本研究对茎尖细胞分裂素响应荧光信号的观察显示ꎬｓｌｈｋ４￣４×Ｗ２０ 茎尖的细胞分裂素响应荧光显

著弱于 ＷＴ×Ｗ２０ꎬ表明 ｓｌｈｋ４ 突变体茎尖中的细胞分裂素信号途径很可能弱于 ＷＴꎬ从而导致开花时间推迟ꎮ

１３４
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图 ７　 ＫＥＧＧ 通路富集 ＤＥＧ 的转录组与 ｑＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ＤＥＧ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ
　 　 ａ. 线粒体、呼吸作用通路富集的 ＤＥＧꎻｂ. 叶绿体、光合作用通路富集的 ＤＥＧꎻｃ. 脂类代谢通路富集的 ＤＥＧꎻｄ. 蛋白、氨基酸合成 / 代
谢以及转录翻译通路富集的 ＤＥＧꎻｅ. 植物激素相关通路富集的 ＤＥＧꎻｆ. 其他通路富集的 ＤＥＧꎻｇ. 参与细胞周期调控的 ＤＥＧꎻｈ. 随机选

择 ＤＥＧ 的 ｑＰＣＲ 分析ꎮ ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ
ａ. ＤＥＧ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎꎻ ｂ. ＤＥＧ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ａｎｄ

ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻｃ. ＤＥＧ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻｄ. ＤＥＧ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ / ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｒ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎꎻｅ. ＤＥＧ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓꎻ ｆ. ＤＥＧ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐａｔｈｗａｙｓꎻｇ. ＤＥＧ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅꎻｈ. ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ＤＥＧ. ∗∗Ｐ<０.０１.

细胞分裂素促进细胞的生理活性ꎬ例如促进玉米、水稻中胚的细胞分裂[１６] 以及维持植物茎尖干细胞

分裂的活跃性[３１]ꎮ 因此ꎬ本研究中 ｓｌｈｋ４ 花分生组织中心区细胞显著小于 ＷＴꎬ细胞数略少于 ＷＴꎬ这可能

与 ｓｌｈｋ４ 茎尖细胞分裂素信号途径减弱ꎬ导致花分生组织细胞分裂分化能力下降有关ꎮ ＷＴ 与 ｓｌｈｋ４￣５ 突变

体茎尖转录组 ＤＥＧ 的功能分析显示ꎬ５７.６％具有功能注释的 ＤＥＧ 富集于细胞光合和呼吸作用、蛋白合成 /
代谢等基础物质代谢与能量转换通路中ꎬ且在 ｓｌｈｋ４ 中的表达低于 ＷＴꎬ例如 ＡＣＬ 基因(Ｓｏｌｙｃ０４ｇ０３９６７０)、
ＣＡＢ 基因(Ｓｏｌｙｃ１２ｇ００９２００)、ｇＡＴＰｐ２ 基因(Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０８０５４０)等ꎮ 在拟南芥中的研究表明ꎬＡＣＬ 参与柠檬酸

循环ꎬ催化乙酰 ＣｏＡ 的形成ꎬ其表达下调导致植物细胞和器官变小、生长速率变慢[３２]ꎻＣＡＢ 参与叶绿体和

光合作用相关途径ꎬ具有促进细胞中有机物积累的功能[３３]ꎮ 番茄中的 ＡＣＬ、ＣＡＢ 等基因可能具有与其拟

南芥直系同源基因中类似的功能ꎮ 另外ꎬ番茄中的研究表明ꎬｇＡＴＰｐ２ 能够利用光合作用促进 ＡＴＰ 的合

成[３４]ꎮ 这些基因在 ｓｌｈｋ４ 中的表达下调ꎬ意味着 ｓｌｈｋ４ 茎尖细胞的生理活性与功能很可能低于 ＷＴꎬ从而导

致花分生组织分裂分化能力下降ꎬ开花时间推迟ꎮ 此外ꎬｓｌｈｋ４ 突变体的叶片和植株生长也略慢于 ＷＴꎬ开

２３４



　 第 ３ 期 刘艳洁ꎬ等:细胞分裂素受体基因 ＳｌＨＫ４ 突变对番茄开花时间的影响

花前 ｓｌｈｋ４￣４ 第 ７ 片真叶出现的时间比 ＷＴ 晚约 ２ ｄꎬ说明 ｓｌｈｋ４ 茎尖分生组织的活性可能在营养生长阶段

已有所降低ꎮ 单个 ＳｌＨＫ４ 受体基因的突变即引起 ｓｌｈｋ４ 茎尖细胞活性下降ꎬ说明受体 ＳｌＨＫ４ 在调控番茄

茎尖花分生组织细胞活性中具有重要功能ꎮ
本研究中ꎬ参与细胞分裂素主要途径的基因茎尖转录组与 ｑＰＣＲ 分析显示ꎬ与 ＷＴ 相比ꎬｓｌｈｋ４￣５ 茎尖

中只有受体基因 ＳｌＨＫ４ 显著下调ꎬ而其他基因ꎬ如调控内源细胞分裂素含量的 ＳｌＩＰＴ、ＳｌＣＫＸ 等基因ꎬ参与

细胞分裂素信号途径的 ＳｌＲＲ、ＳｌＣＲＦ 等基因的表达均无明显变化ꎮ 这可能是由于细胞分裂素信号途径的

核心转录因子 ｔｙｐｅ￣Ｂ ＳｌＲＲ 仅发生了蛋白磷酸化水平的改变ꎬ而未发生基因表达水平的变化ꎮ 前人研究显

示ꎬｔｙｐｅ￣Ｂ ＳｌＲＲ 基因的表达基本不受细胞分裂素含量变化的影响[２５－２６]ꎬ也与上游细胞分裂素受体基因的

表达水平关系不大[３５]ꎻｔｙｐｅ￣Ｂ ＳｌＲＲ 的转录因子活性主要与其蛋白磷酸化水平有关[１３ꎬ２５ꎬ３６]ꎮ ｓｌｈｋ４￣５ 茎尖

中 ｔｙｐｅ￣Ｂ ＳｌＲＲ 的磷酸化水平是否发生了变化还有待进一步证实ꎮ
另一方面ꎬ转录组分析表明ꎬ仅 ＦＵＬ２、ＳＯＣ１、ＡＧＬ１２ 与 ＡＧＬ１９ 共 ４ 个开花调控相关基因的表达在 ＷＴ

与 ｓｌｈｋ４ 茎尖中具有显著差异ꎮ 这 ４ 个基因均为开花正调控因子[３ꎬ９ꎬ３７]ꎻ然而ꎬ与 ＷＴ 相比ꎬｓｌｈｋ４ 茎尖中

ＦＵＬ２ 和 ＳＯＣ１ 表达较 ＷＴ 上调而 ＡＧＬ１２ 和 ＡＧＬ１９ 表达下调ꎬ与 ｓｌｈｋ４ 突变体开花时间推迟的性状变化不

完全一致ꎮ 已有研究显示ꎬＦＵＬ２ 的功能丧失会导致番茄的始花节位显著增加[３８]ꎮ ｓｌｈｋ４ 突变体的始花节

位与 ＷＴ 相同ꎬ仅始花时间推迟ꎬ因此ꎬＦＵＬ２、ＳＯＣ１ 等开花直接调控因子的表达变化很可能不是造成 ｓｌｈｋ４
开花时间推迟的原因ꎮ 受体 ＳｌＨＫ４ 介导的细胞分裂素信号途径是否直接调控这些开花调控基因有待进

一步研究ꎮ
综上ꎬ本研究发现细胞分裂素受体 ＳｌＨＫ４ 是番茄开花时间的正调控因子ꎬ其功能缺失导致植株茎尖

细胞分裂素信号减弱ꎬ花分生组织细胞减小ꎬ活性下降ꎬ分化推迟ꎬ进而导致开花时间显著晚于 ＷＴꎮ 本研

究为解析细胞分裂素途径调控植物开花的分子机制以及阐明番茄开花时间的调控机制奠定了基础ꎮ
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Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０００ꎬ４１(６):７９１－８０３.
[３７] Ｍｏｏｎ ＪꎬＳｕｈ Ｓ ＳꎬＬｅｅ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＳＯＣ１ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ｇｅｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｓ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｓ ｆｏｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ

Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２００３ꎬ３５(５):６１３－６２３.
[３８] Ｊｉａｎｇ Ｘ ＢꎬＬｕｂｉｎｉ ＧꎬＨｅｒｎａｎｄｅｓ￣Ｌｏｐｅｓ Ｊꎬｅｔ ａｌ. ＦＲＵＩＴＦＵＬＬ￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ[ Ｊ] .

Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ２０２２ꎬ３４(３):１００２－１０１９.
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