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摘　要　本研究以番茄长花柱品系Ｔ４３１为材料利用抑制性消减杂交技术（ＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎＳｕｂｔｒａｃｔｉｖｅＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，

ＳＳＨ）构建了低温胁迫下的番茄长花柱突变体ＳＳＨｃＤＮＡ正向差减文库，获得３９８个阳性克隆。经菌液ＰＣＲ和

ＲｅｖｅｒｓｅＮｏｒｔｈｅｒｎＢｌｏｔ杂交方法结合剔除假阳性，利用ＢＬＡＳＴ在ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行序列相似性比对，获得有功

能的ＥＳＴｓ１７３个。通过对所获得的ＥＳＴｓ序列进行功能分类发现，其中参与初级代谢、能量代谢、抗病／防御反应

和信号传导等过程的基因相对较多。此外，还有一些基因参与植物体内蛋白质合成与加工、物质运输、转运调控与

生殖发育等过程。
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茄属植物，是分子生物学研究中模式植物之一。番

茄为自花授粉作物，其正常花器的构造为：花药联合

成筒状，雌蕊的柱头包被于花药之内或与之平齐，从

而保证其接受自身花粉，完成受精作用。而长花柱

型突变体的柱头凸伸于花药之外，难以接受自身花

粉，因此在杂交制种时，将其作为母本，接受父本花

粉，既省去人工去雄的步骤又可提高杂交种子的纯

度，可极大提高番茄制种的经济效益。

Ｔ４３１为一个稳定的番茄长花柱型自交系，但它

的长花柱性状与温度有关，表现为低温下的花柱生

长抑制。Ｔ４３１对低温的敏感时期为花芽分化期
［１］，

但影响其花柱发育的相关因子尚不清晰。目前，在

番茄的雌蕊和雄蕊的形态建成中已鉴定和分离了多

个特异基因［２４］，Ｃｈｅｎ等通过 ＱＴＬ分析，认为番茄

中至少５个基因，包括１个花柱伸长基因、３个雄蕊
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伸长基因和１个花药闭合基因共同决定了柱头的长

短［５］，但关于这些基因的详细信息并未获得。了解

番茄长花柱突变体花柱发育与温度之间的相关关

系，进而了解温度对该突变体花柱发育的分子调控

机制，对于获得稳定的长花柱功能型番茄雄性不育

系至关重要。本研究通过构建低温胁迫下的番茄长

花柱突变体ＳＳＨ 文库并对所获得的ＥＳＴｓ进行比

较分析，期望从中获得与Ｔ４３１花柱发育温敏相关

的ＥＳＴｓ，从而为进一步克隆花柱伸长相关调控基

因，探讨长花柱温敏调控机理提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料

本试验材料为番茄长花柱突变体Ｔ４３１，由东北

农业大学番茄课题组提供。材料处理参考陈丽等的

方法［６］：在花芽分化期（２叶１心期）将苗移入光照

培养箱进行温度处理，低温处理温度（昼／夜）为１８

℃／１０℃，以２８℃／２０℃为对照；将低温处理（１８

℃／１０℃）的番茄 Ｔ４３１定义为Ｅ，将正常温度（２８

℃／２０℃）的番茄Ｔ４３１称为Ｃ，分别在处理３、６和９

ｄ后取材（茎尖生长点组织），液氮速冻，将每次所取

Ｅ和Ｃ分别等量混合，－７０℃冻存备用。

１．２　试验方法

１．２．１　总ＲＮＡ提取与ｍＲＮＡ纯化

采用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 的 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（Ｃａｔ．Ｎｏ．

１５５９６０２６，ＵＳＡ）提取茎尖总ＲＮＡ，按说明书操作。

将检测可用的 ＲＮＡ按照Ｐｒｏｍｅｇａ公司的ＰｏｌｙＡ

ＴｔｒａｃｔｍＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ 试剂盒 （Ｃａｔ．＃Ｚ５２００，

ＵＳＡ）进行 ｍＲＮＡ纯化，产物于质量分数１％ＴＡＥ

琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．２　双链ｃＤＮＡ的合成和抑制消减杂交

按 ＴａＫａＲａ公司产品 ＭＭＬＶ ＲＴａｓｅｃＤＮＡ

ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＣｏｄｅＮｏ．Ｄ６１３０，ＪＡＰＡＮ）说明书进

行操作。犚狊犪Ⅰ酶切、连接接头、２轮杂交和２轮

ＰＣＲ 反 应 均 参 照 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公 司 ＰＣＲＳｅｌｅｃｔＴＭ

ｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ．６３７４０１，ＵＳＡ）说明

书进行。其中 Ｅ为ｔｅｓｔｅｒ，Ｃ为ｄｒｉｖｅｒ进行消减

杂交。

１．２．３　ｃＤＮＡ消减文库构建

将２种差减杂交的第２次ＰＣＲ产物均按照

Ｔａｋａｒａ公司ＤＮＡＦｒａｇｍｅｎｔＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｏｄｅ

Ｎｏ．ＤＶ８０７Ａ，ＪＡＰＡＮ）进 行 纯 化，纯 化 产 物 与

ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体连接，并转化于犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感

受态细胞，通过蓝白斑筛选获得ＳＳＨｃＤＮＡ文库。

１．２．４　文库质量评价

根据蓝白斑筛选阳性克隆，保存菌种。随机挑

取正向文库阳性克隆，重新活化，采用 ＴＩＡＮＧＥＮ

公司质粒提取试剂盒提取质粒，以菌液为模板对插

入片段进行ＰＣＲ扩增检测文库片段大小。

１．２．５　反向Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交初步筛选差异表达

反向Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交筛选阳性克隆，以Ｅ和Ｃ材

料总ＲＮＡ为模板，用 ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ

（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，Ｃａｔ．＃Ｍ１７０１，ＵＳＡ）分别合成正向

探针和反向探针，分别与点在尼龙膜上的正向质粒

ＤＮＡ进行 ＲｅｖｅｒｓｅＮｏｒｔｈｅｒｎＤｏｔＢｌｏｔ，经杂交、洗

膜和显色后，筛选出差异阳性克隆进行测序。

１．２．６　克隆测序和序列同源性分析

经菌液ＰＣＲ和反向Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交筛选出差异

阳性克隆送上海生物工程有限公司进行测序。测序

后，去除载体和接头引物序列，提交ＧｅｎＢａｎｋ进行

核苷酸、蛋白质等序列的同源性分析。

２　结果与分析

２．１　总犚犖犃与犿犚犖犃检测结果

提取的番茄茎尖组织总ＲＮＡ用紫外分光光度

计检测并计算其浓度和纯度，犃２６０／犃２８０在１．８～２．０

之间，表明所提取的总 ＲＮＡ 无蛋白质和 ＤＮＡ污

染，纯度较好。经琼脂糖凝胶电泳检测（图１），２８Ｓ

与１８Ｓ条带荧光亮度接近２∶１，ＲＮＡ条带清晰无

弥散现象，结构完整，未发生降解，表明提取的总

ＲＮＡ质量较好，符合构建文库的质量标准。将检

测可用的ＲＮＡ进行纯化，纯化后的 ｍＲＮＡ呈弥散

状，大小分布在２５０～２０００ｂｐ之间（图２）。

图１　番茄茎尖组织总犚犖犃

Ｆｉｇ．１　ＴｏｔａｌＲＮＡｏｆｔｏｍａｔｏｓｈｏｏｔｔｉｐｔｉｓｓｕｅ

８２
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１为Ｅ样品的ｍＲＮＡ；２为Ｃ样品的ｍＲＮＡ；Ｍ为ＤＬ２０００。

图２　犿犚犖犃电泳检测

Ｆｉｇ．２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍＲＮＡ

２．２　消减杂交与抑制犘犆犚

纯化 ｍＲＮＡ后，合成双链ｃＤＮＡ，经犚狊犪Ⅰ酶

解，酶切后ｃＤＮＡ片段主要分布在２００～１１００ｂｐ

之间，与酶切前相比，酶切后ｃＤＮＡ片段分布范围

明显缩小，说明酶切的效果较好，可以进行接下来的

接头连接和杂交操作，结果如图３。

１为Ｅ的ｃＤＮＡ，２为Ｃ的ｃＤＮＡ；Ｍ为ＤＬ２０００。

图３　犚狊犪Ⅰ酶切前后犮犇犖犃双链对比

Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄｃＤＮＡ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ犚狊犪Ⅰｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

　　将经犚狊犪Ⅰ酶消化的平末端短片段连上接头，

经过２轮杂交２轮ＰＣＲ扩增后，片段主要分布在

２００～７００ｂｐ之间且在３００和４００ｂｐ处有２条较亮

的条带，符合构建ＳＳＨ 文库标准（图４）。

１为正向ＰＣＲ产物；２为反向ＰＣＲ产物；Ｍ为 ＤＬ２０００。

图４　犘犆犚扩增

Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓａｆｔｅｒＰＣＲ

２．３　犛犛犎犮犇犖犃文库质量评价

ＰＣＲ扩增后的ｃＤＮＡ经纯化后连接到ｐＧＥＭ

Ｔｅａｓｙ载体上，并转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细胞中

形成ＳＳＨｃＤＮＡ文库，其中正、反向差减文库中挑

取３９８和３２７个阳性克隆保存。挑取正向ＳＳＨ 文

库中的阳性克隆，以菌液为模板，Ｎｅｓｔｅｄｐｒｉｍｅｒ１

和Ｎｅｓｔｅｄｐｒｉｍｅｒ２Ｒ为引物进行ＰＣＲ扩增，电泳结

果表明插入片段大部分集中在１５０～７００ｂｐ之间，

与ＳＳＨ文库预计插入片断大小一致，可用于杂交筛

选和序列分析（图５）。

９２
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图５　插入片段犘犆犚检测

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｉｎｓｅｒｔｓｆｒｏｍｒａｎｄｏｍｌｙｐｉｃｋｅｄｃｌｏｎｅｓ

２．４　反向犖狅狉狋犺犲狉狀杂交筛选阳性克隆

分别以Ｅ和Ｃ材料的总ＲＮＡ进行逆转录标记

后的ｃＤＮＡ作为正、反向探针，分别与点在尼龙膜

上的正向质粒 ＤＮＡ 进行 ＲｅｖｅｒｓｅＮｏｒｔｈｅｒｎＤｏｔ

Ｂｌｏｔ，经杂交、洗膜和显色后，挑选出在Ｔｅｓｔｅｒ膜和

Ｄｒｉｖｅｒ膜中杂交信号有差异的１８９个克隆进行测序

分析（图６）。

图６　反向犖狅狉狋犺犲狉狀杂交

Ｆｉｇ．６　ＲｅｖｅｒｓｅＮｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

２．５　序列测定结果与分析

将所有测出的序列去除载体序列、两端的巢式

引物序列和低质量序列后，共获得１７３个可利用

ＥＳＴｓ序列，利用率达９１．５％；其中最短的ＥＳＴ序

列为１２３ｂｐ，最长的序列为６１７ｂｐ，平均每个片段

长度为３４１ｂｐ。将上述 ＥＳＴｓ序列在 ＮＣＢＩ中

ＢＬＡＳＴ数据库中分析后发现：有１４０条ＥＳＴｓ序列

具有编码蛋白质的功能，占全部分析ＥＳＴｓ序列的

８０．９％，其余３３条ＥＳＴｓ序列与已知蛋白质同源性

较低或找不到任何同源序列。在１４０条具有编码蛋

白质功能的ＥＳＴｓ序列中１０４条序列的功能已知，

３６条与推测、假想或功能未知的蛋白质具有很高的

同源性。

通过分析发现，这些序列都来源于生物与非生

物胁迫的ｃＤＮＡ文库，而且部分ＥＳＴｓ同时和多种

胁迫条件下的ＥＳＴｓ有同源性。为了进一步了解所

获得的ＥＳＴ序列功能，对这些差异片段进行了功能

分类，发现这些序列基因参与植物体内的各种代谢

反应。其中，初级代谢相关基因１２种，约占８．５％；

能量代谢相关基因９种，约占６．４％；信号传导相关

基因１２种，约占８．５％；抗病与防御相关基因１０

种，约占７．１％。此外还有一些基因参与植物体内

蛋白质合成与加工、物质运输、转运调控与生殖发育

等过程（表１，图７）。

表１列出了部分已知基因的名称和序列号，通

过分析可以看出番茄长花柱突变体在低温敏感时

期，其体内多种代谢途径和生理生化反应发生了改

变，涉及的基因种类多，代谢途径复杂（图７）。在低

温胁迫下，信号传导基因表达，启动抗病与防御体系，

加强能量代谢与物质代谢，调控看家基因的表达。

０３
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表１　部分犮犇犖犃序列犅犾犪狊狋分析

Ｔａｂｌｅ１　ＢｌａｓｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｍｅｃＤＮＡ

序列号 长度／ｂｐ Ｂｌａｓｔ功能分析结果 犈值　　 一致性

光合作用

Ａ２４７ ２９０ Ｒｉｂｕｌｏｓｅ１，５ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ／ｏｘｙｇｅｎａｓｅｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔ ３ｅ１４７ ２８９／２９０（９９％）

Ａ３０５ ３８５ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｐｒｏｔｅｉｎ ２ｅ３１ ２３２／２８６（８１％）

Ａ２９７ ５６７ ＲｕＢＰｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔ １ｅ１４２ ４７４／４８４（９８％）

Ａ１２５ ４９６ Ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ １ｅ２５ ７５／１２５（６０％）

Ａ２２３ １２３ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａ／ｂｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ １ｅ５３ １２１／１２３（９８％）

Ａ３７ ２５５ ＰｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍＩｐｒｏｔｅｉｎ ５ｅ５２ １２０／１２３（９７％）

Ａ１４６ ３５１ ＬｉｇｈｔｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘＩｐｒｏｔｅｉｎ ６ｅ２１ ８０／９１（８７％）

蛋白质相关基因

Ａ２５８ ４１８ Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ６ｅ４７ １１８／１２４（９５％）

Ａ４４ ３０８ ＲｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ７ ２ｅ９４ ２５７／２８９（８８％）

Ａ９２ ５２６ Ｒｉｂｏｓｏｍｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ５ｅ１４３ ３５７／３９５（９０％）

Ａ４０ ３０５ ６０ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ３１ １ｅ６２ ２３６／２８５（８２％）

Ａ５３ １８９ Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ ２ｅ９３ １８９／１８９（１００％）

Ａ１１６ ５６８ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ４ｅ７１ ３９１／４３４（９９％）

Ａ２５１ １４３ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ １ｅ６４ １４１／１４３（９８％）

Ａ６８ ４７３ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃａｒｂｏｘｙｌｔｅｒａｔｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ ７ｅ５９ ４６／６０（７６％）

信号传导

Ａ７３ １８８ ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ｓｅｎｓｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ｅ５５ １５７／１７５（８９％）

Ａ１６３ ４０４ Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ２ｅ４８ ２４７／２７７（８９％）

Ａ８４ ６０９
Ｐｕｔａｔｉｖｅｃａｌｃｉｕｍ ｂｉｎｄｉｎｇ ＥＦｈａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
１ｅ６３ ４９５／５３８（９２％）

Ａ１３４ ２７４ Ｐｕｔａｔｉｖｅ７ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｍＲＮＡ ３ｅ１１２ ２５４／２６８（９４％）

转运调控

Ａ２２７ ３１５ Ｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｎ（ＧＲＸ１） ２ｅ１４４ ３００／３０９（９７％）

Ａ２７８ ３５７ Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｕｍｏｒｐｒｏｔｅｉｎ ８ｅ６６ １４７／１５１（９７％）

Ａ３４ ２５６ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃａｒｒｉｅｒｐｒｏｔｅｉｎ ４ｅ７１ ２２０／２５５（８６％）

Ａ１４２ ２６４ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒｍｕｌｔｉｐｒｏｔｅｉｎ ２ｅ１３４ ２６３／２６３（１００％）

Ａ５ ２５１ Ｈｉｓｔｏｎｅ ４ｅ４６ １９０／２３１（８２％）

Ａ９０ ２８９ Ａｃｔｉｎｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｎｇｆａｃｔｏｒ ７ｅ４９ １９３／２３３（８２％）

Ａ１９３ ５２６ Ｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＤＨＡＲ） ９ｅ６１ １３１／１３１（１００％）

抗病与防御

Ａ３９ １９７ Ｓａｌｔｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ １ｅ８５ １８９／１９７（９５％）

Ａ２９９ ２５２ ＷｏｕｎｄｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＩ ２ｅ６８ ２１８／２５２（８６％）

Ａ７２ １３２ Ｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｐｒｏｔｅｉｎ １ｅ５３ １２８／１３３（９６％）

Ａ４ ２５８ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０ｋｕ １ｅ９６ ２０１／２０４（９８％）

其 他

Ａ１８４ ２８１ Ｍａｒｙｓｔｏｒｙｓｐｒｏｔｅｉｎ（Ｃａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍ） ４ｅ８０ １８１／１８９（９５％）

Ａ２４８ ５９８ ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｃＤＮＡｆｒｏｍＨｏｒｍｏｎｅｔｒｅａｔｅｄＣａｌｌｕｓｏｆｓｔｒａｉｎ ３ｅ３７ ３８４／４６９（８２％）

Ａ２７６ ４９６ ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｃＤＮＡｆｒｏｍＦｌｏｗｅｒｓａｎｄｂｕｄｓｏｆｓｔｒａｉｎ ６ｅ３４ ３０５／３７６（８１％）
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　　１，初级代谢；２，能量代谢；３，蛋白质合成；４，转运相关；５，信

号传导；６，蛋白质加工、储藏、修饰；７，抗病与防御；８，次生代谢。

图７　犛犛犎犮犇犖犃文库犈犛犜狊功能分类

Ｆｉｇ．７　ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＳＴｓ

ｉｎｔｈｅＳＳＨｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙ

３　讨　论

番茄长花柱品系Ｔ４３１的花柱伸长长度受温度

控制，在正常温度下，花柱伸长于花药之外，表现为

不育，但在低温胁迫下，则花柱伸长明显受阻，表现

为可育。其花柱发育的温敏时期为花芽分化期［６］，

在本研究中我们取花芽分化期的Ｔ４３１茎尖作为试

材，通过对正向差减文库的分析发现：

１）信号传导类基因明显增加 番茄长花柱突变

体在遭受低温胁迫后，首先调控发挥信号传导作用

的基因过量表达，本研究发现信号传导相关基因１２

种，其中Ｃａ２＋类蛋白和乙烯合成相关酶类大量增

加。Ｃａ２＋在雄性不育中具有重要的作用，它还作为

第二信使参与低温胁迫下植物的成花过程［７］，不同

类型的雄性不育，其花粉败育的方式不同，Ｃａ２＋的

分布与作用也不同［８９］，而降解酶类、乙烯等在拟南

芥的诱导防卫反应的信号传导中起到了很重要的作

用［１０１１］，本研究中Ｃａ２＋和乙烯合成相关酶类的大量

捕捉，显示了二者作为传导信号启动了Ｔ４３１对低

温逆境的反应进程。

２）系统防御类基因增多 在植物与环境相互作

用的的过程中，植物体内会通过各种代谢途径产生

相应抵抗不良环境的物质。因此，植物在接受外界

胁迫信号（干旱，冷害，盐渍，病原菌等）后，就会产生

防卫反应。在所获得的ＥＳＴｓ中存在很多非生物胁

迫诱导蛋白如干旱诱导蛋白、低温诱导蛋白、冷诱导

蛋白、热休克蛋白等［１２］，它们在植物抗性方面发挥

着重要的作用［１３］。在１０个抗病防御序列里约有一

半的基因来源于非生物胁迫的ｃＤＮＡ文库。这一

结果暗示了生物机体对外界的胁迫反应可能存在着

某些共同的机制。它们将各种代谢途径调节到一个

新的水平，合成出比正常环境条件下更多、更复杂的

产物足以抵抗逆境或防御病害。

３）涉及泛素降解途径的基因明显较多 在植物

遭受低温胁迫后，蛋白质、氨基酸便承担起能量供应

的任务。此外还有多个与蛋白质合成相关的核糖体

蛋白，其中部分核糖体蛋白基因属于看家基因，有研

究证明低温等逆境条件会诱导泛素蛋白与核糖体蛋

白合成［１４１５］，因此，推测本试验中核糖体蛋白基因的

出现可能与长花柱突变体番茄受低温敏感温度的影

响有关。

４）转运调控基因的捕捉 在所构建的ｃＤＮＡ文

库中存在着已经报道的参与表达调控的基因包括谷

氧还蛋白、组蛋白、脱氢抗坏血酸还原酶（ＤＨＡＲ）

和肌动蛋白解聚因子（ＡＤＦ）等多个基因。其中

ＡＤＦ与花粉粒发育和萌发有关
［１６］，组蛋白与基因

的转录调控有关［１７］，而ＤＨＡＲ则与细胞内活性氧

自由基有关［１８］，它们在植物抵御外界不良环境的过

程中都起到了非常重要的作用，在本研究中这几种

类型的转运表达调控因子在番茄ＥＳＴｓ文库中都具

有较高的表达频率，但其具体功能还需进一步确定。

抑制差减文库可用于捕捉植物不同生长阶段或

不同生境条件下差别表达的基因，但该方法存在假

阳性高和工作量大的缺点。本研究中虽然通过文库

构建得到了一些差异表达的表达标签序列（ＥＳＴ），

但对于这些ＥＳＴｓ，可以结合反向文库的结果进行

选择，进而进行全长基因的克隆，并结合转基因技术

及ＲＮＡｉ技术进行基因功能的分析与验证，以确定

调控Ｔ４３１花柱发育的温敏相关基因，这也是下一

步工作的主要方向。
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