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摘要: 以2个高代自交系粉果番茄MLK1和红果番茄FL1为材料, 利用实时荧光定量PCR技术及色差仪法, 对果实成熟过程中

4个时期的番茄红素含量分析及八氢番茄红素合成酶(Psy1和Psy2)和番茄红素环化酶(Lcy)基因的表达进行研究。结果表

明, 在番茄果实成熟的过程中, 番茄红素的含量也逐渐增高, 在完熟期达到最高, 且红果中的含量高于粉果中的。在2个番

茄品种果实不同部位中, Psy1、Psy2和Lcy基因在果实逐渐成熟的过程中转录水平均逐渐增加, 在完熟期表达量最高, 且红

果FL1中的表达量高于粉果MLK1表达量, 果实中Psy基因的表达量高于Lcy基因的表达量。
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Abstract: Two tomato cultivars red fruit FL1 and pink fruit MLK1 with significant difference in lycopene con-
tent were used for the study of the lycopene content and the gene expression of phytoene synthase (Psy1 and 
Psy2) and lycopene cyclase (Lcy) in different organs and at four development stages of fruits. The results 
showed that the content of lycopene gradually increased in tomato fruit ripening process and was the highest in 
the ripe stage, the content of lycopene in red fruit FL1 was higher than that in pink fruit MLK1 tomato. Three 
genes were expressed in different parts of the two varieties tomato fruits in the transcription level and the ex-
pression levels were the highest at the ripe stage. The genes expression of red fruit FL1 was higher than those in 
pink fruit MLK1. Psy gene expression level was higher than the expression levels of Lcy gene in the same vari-
eties of fruit. 
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番茄红素(lycopene)是植物合成的一种天然类

胡萝卜素。它广泛存在于番茄、西瓜、柚、胡萝

卜、南瓜、番木瓜和番石榴等蔬菜水果中, 而番

茄中的含量最高, 每100 g鲜重含量为0.2~20 mg。
番茄红素是胡萝卜素的异构体, 通过类异戊二烯

代谢途径合成, 可以在环化酶的作用下转变成δ-胡
萝卜素、γ-胡萝卜素、α-胡萝卜素、β-胡萝卜

素、叶黄素、玉米黄素、紫黄质、新黄素等类胡

萝素。八氢番茄红素合成酶(phytoene synthase, 
Psy)是植物类胡萝卜素生物合成中促进番茄红素

合成的上游关键酶, 催化两分子的牻牛儿基牻牛

儿基焦磷酸(geranylgeranyl pyrophosphate, GGPP)
缩合形成八氢番茄红素, 由Psy基因编码, 在番茄中

已获得2个编码基因(Fraser等1999; Kato等2004)。
番茄红素β-环化酶(lycopene β-cyclase, Lcy)基因从

拟南芥(GBAN L40176)中分离得到, 随后陆续从辣

椒(GBAN X86221)、番茄(GBAN X86452)、烟草

(GBAN X81787)和黄水仙(GBAN X98796)中分离

到, 该酶催化番茄红素分子的2个末端形成β环, 即
为β-胡萝卜素(许昌杰和张上隆2000; 朱长甫等

2004)。
目前, 国内外对番茄红素的生理功能、保健

功能及其提取工艺方法研究较多, 针对高番茄红

素品种选育的研究也主要以加工番茄为材料

(Shewmaker等1999; Hirschberg 2001; Kabelka等
2004; Bramley 2002; Gallagher等2004; 吕鑫等
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2009), 但就番茄果实不同部位、不同时期的番茄

红素含量变化与番茄红素合成基因表达分析的相

关性研究在国内外鲜有报道。本文以2种果色不

同的鲜食番茄品种为试材, 采用色差法估测了番

茄果实成熟过程中不同部位的番茄红素含量, 同
时利用实时荧光定量方法检测了番茄红素代谢过

程的3个酶基因的表达, 根据相关性分析确定番茄

果实发育过程中番茄红素积累的关键酶, 了解掌

握它们在各个时期的表达量, 为类胡萝卜素在各

个时期的调控提供研究信息, 为进一步了解番茄

果肉类胡萝卜素积累特点奠定基础。

材料与方法

1  材料与试剂

供试材料为沈阳农业大学蔬菜分子育种实验

室经过多年培育获得的性状表现稳定的高代自交

系粉果类番茄(Solanum lycopersicum Mill.) MLK1

和红果类番茄FL1。

RNA提取试剂盒RNAprep pure购自宝生物工

程(大连)有限公司, RNase I、2.5×RealMasterMix/ 
20×SYBR solution和PCR系列试剂均购自大连Ta-
KaRa公司。

2  试验方法

分别于植株绿熟期(果实充分长大, 果实顶部

由绿色转为白色, 但还没有着色)、转色期(果实顶

部着色程度达到1/4左右)、成熟期(果实颜色进一

步发展, 红色由顶部扩展到果腹部, 进而颜色扩展

到整个果实, 果实肩部只留少许绿色)、完熟期(果
实完全成熟, 且果肉开始软化) 4个时期取果实的

果柄、胶质胎座、心室隔壁和中果肉, 取样后样

品立即置于液氮内, 用于总RNA的提取, 而果实中

剩下的部分用CR-400全自动色差仪(圣光仪器有

限公司)分别测量果柄、胶质胎座、心室隔壁和中

果肉的L、a和b值, 每样品取3个果实, 并分别求出

a/b值。番茄红素含量测定采用孟昭娟等(2006)的
丙酮甲苯分析方法。

2.1  总RNA的提取及反转录cDNA
取50 ng~2 μg的总RNA, 加入5 µL 2.5 mmol·L-1 

dNTPs、1 µL 10 µmol·μL-1 Oligo d(T)15彻底混匀后

于65 ℃下变性5 min后, 迅速置于–20 ℃冷却2 min。
再加入5 µL 5×M-MLV Reaction Buffer、1 µL M-MLV 
Reverse Transcriptase和1 µL Recombinant RNasin 
Ribonuclease Inhibitor, 用RNase-free ddH2O补充到 
25 µL, 混合液于37 ℃下保温62 min, 70 ℃下保温 
15 min, 将反转录得到的cDNA于–20 ℃保存, 以备用

于实时荧光定量分析。

2.2  实时定量RT-PCR 
将上述得到的cDNA稀释4倍后取2 µL, 并分别

与2 µL引物(2 µmol·L-1, 表1)及9 µL 2.5×RealMaster-
Mix/20×SYBR solution、7 µL ddH2O混匀后, 采用

AB (Applied Biosystems) 7500 Real Time PCR Sys-
tem和软件7500 software v2.0.1对样品cDNA进行

相对定量分析, 用2-ΔΔCT
法, 3次重复, 其中Actin作为

内参基因。

2.3  数据处理

试验数据用Excel、DPS软件进行标准误差分

析及相关性分析。试验重复3次。

实验结果

1  番茄果实成熟过程中番茄红素含量的变化

本研究首先将色差值与利用分光光度计方法

测定的番茄红素含量进行相关性分析, 根据表2数
据得出, 在红果中色差值a/b与番茄红素含量的相

关系数为0.9725, 在粉果中为0.9471, 均达到了极

显著正相关。这与已有研究根据色差计的读数估

测果实中番茄红素的含量相一致(Arias等2000; 王
辉等2010)。因此本实验后续番茄红素含量均以色

差值a/b表示。根据色差计的读数估测果实中番茄

表1  实时荧光定量RT-PCR所用引物

Table 1  Primers of real-time fluorescence quantitative RT-PCR

 基因名称 正向引物 反向引物

 Actin 5' TGTCCCTATTTACGAGGGTTATGC 3' 5' AGTTAAATCACGACCAGCAAGAT 3'
 Psy1 5' TGGCCCAAACGCATCATATA 3' 5' CACCATCGAGCATGTCAAATG 3'
 Psy2 5' GTTGATGGCCCTAATGCATCA 3' 5' TCAAGCATATCAAATGGCCG 3'
 Lcy 5' TCGTTGGAATCGGTGGTACAG 3' 5' AGCTAGTGTCCTTGCCACCAT 3'
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红素的含量, 这对于以提高番茄红素含量为主要

目标的优质育种具有重要意义, 育种者可以通过

色差计来快速方便的初选高番茄红素的优良基因

型。

由表3可知, 在果实发育成熟过程中, a/b值逐

渐增大, 在完熟期达最高, 且在完熟期同一部位红

果FL1的a/b值比粉果MLK1的大。在绿熟期时两果

实中胶质胎座的a/b值较大, 而且在进入转色期时, 
其a/b值增加得也快, 说明番茄果实中红色最先积

累于胶质胎座 ,  番茄红素在胶质胎座中合成最

早。进入转色期后, 中果肉的a/b值增长加快, 到完

熟期时为最高, 同时也高于果实的其他部位, 这说

明番茄红素含量决定着番茄果实(生理成熟期到完

熟期)颜色的深浅。

表2  不同成熟时期番茄果实色差值与番茄红素含量的关系

Table 2  The relationship between the color readings and lycopene content in different maturation periods of tomato fruit

 果实 MLK1 FL1

 发育 
a值 b值 a/b值

 番茄红素含量/ 
a值 b值 a/b值

 番茄红素含量/
 时期    mg·100 g-1 (FW)    mg·100 g-1 (FW)

 绿熟期 –12.68±1.04 14.30±0.83 –0.89±0.03 0.04 –7.46±0.92 23.85±2.34 –0.31±0.07 0.01 
 转色期 –2.61±0.09 16.51±0.84 –0.16±0.02 0.05 0.02 22.90±1.38 0.01  0.21±0.02
 成熟期 5.52±0.24 17.59±0.90 0.31±0.05 0.55±0.04 12.18±0.82 19.98±1.45 0.61±0.03 1.50±0.08
 完熟期 13.97±0.48* 9.91±0.94 1.41±0.09* 1.61±0.09 26.19±2.40* 16.52±1.34 1.59±0.12* 5.68±0.36*

      *表示在0.05水平上差异显著。下表同此。

表3  不同成熟时期两种番茄果实各部分色差a/b值

Table 3  The a/b value of different parts in different maturation periods of two tomato fruit

 
果实部位

 MLK1 a/b值 FL1 a/b值
  绿熟期 转色期 成熟期 完熟期 绿熟期 转色期 成熟期 完熟期

 果柄 –0.41±0.01 –0.03±0.01 0.32±0.04 0.76±0.05 –0.32±0.03 –0.04 0.49±0.04 0.96±0.08
 胶质胎座 –0.04 0.17±0.01* 0.94±0.14* 1.18±0.09 –0.01  0.26±0.02* 0.85±0.07* 1.34±0.09
 心室隔壁 –0.54±0.05 0.09±0.01 0.71±0.09 1.09±0.07 –0.55±0.04 0.05 0.51±0.03 1.31±0.04*

 中果肉 –0.45±0.04 –0.34±0.02* 1.19±0.10* 1.31±0.09 –0.59±0.05 0.09±0.01 1.38±0.10* 1.64±0.10

    

2  番茄果实成熟过程中Psy1、Psy2和Lcy基因的表

达变化

由图1-A可知, 在绿熟期2个番茄品种果柄、

胶质胎座、心室隔壁和中果肉中均能检测到Psy1
和Psy2基因转录水平的表达, 但其表达量均较小, 
且在不同品种、不同部位没有明显的差异。说明

果实尚未着色或着色不明显, 与表3中a/b值均为负

数一致, 果实中Psy基因的表达量很少, 番茄红素合

成很少或还未合成, 导致果实偏青。Lcy在两果实

各部分中也均有表达。

番茄果实进入转色期(图1-B)以后, Psy1和
Psy2基因的表达量稍有增加, 但增加量不是很多, 
增加水平几乎一致, 这就为番茄果实着色做了合

成酶的积累, 以促使番茄红素的合成。Lcy基因的

表达量在两果实不同部位中表达量趋势不一致, 

但整体上均呈现上升趋势。

从图1-C中可知, Psy1和Psy2基因的表达量在

两果中均有明显的增加, 尤其在中果肉中增加量

较多, 但是红果FL1的表达量始终多于粉果MLK1, 
同时在表3中a/b值也快速增大, 果实红色加深, 番
茄红素合成加快。Lcy的表达量大体上继续也呈现

上升趋势, 但整体上其上升的趋势要低于番茄红

素合成酶上升的趋势。因此可以看出, 在果实成

熟过程中番茄红素的合成量远高于番茄红素的降

解量, 从而导致番茄果实不断的加深。

由图1-D可知, Psy1和Psy2基因在两果实中均

有不同程度的表达, 且不同部位之间表达量有明

显不同, 整体上均呈现上升趋势, 但上升的趋势较

成熟期稍缓慢。红果FL1中Psy1和Psy2基因的表

达量均明显高于粉果MLK1, 因此Psy基因可能在调
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图1  成熟时期番茄不同部位Psy1、Psy2和Lcy基因相对表达含量

Fig.1  The relative expression levels of Psy1, Psy2 and Lcy gene during maturation periods in different parts of tomato fruit
A为绿熟期; B为转色期; C为成熟期; D为完熟期。**表示在0.01水平上差异显著; *表示在0.05水平上差异显著。
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控番茄果肉颜色形成中起重要作用。Psy基因的

表达量在中果肉中持续增加, 且明显高于果实其他

部分的表达量, 这与色差计的测量结果相吻合。

3  番茄红素含量与基因表达的相关性分析

由表4可知, 两种番茄果实成熟过程中, 不同

部位番茄红素积累与番茄红素合成代谢的相关基

因表达相关性有差别, 其中Psy1和Psy2基因表达

对两果实中果肉番茄红素含量的积累是呈显著的

正相关性, 即该基因在两种果实中果肉部位表达

愈强, 番茄红素的积累量愈多。Lcy基因在两个果

实中不同部位与番茄红素含量存在不同程度的相

关性, 但差异不显著。这一结果表明Psy1和Psy2
基因是两种番茄果实中果肉部位积累番茄红素的

关键基因。另外Psy1在红果FL1的胶质胎座中的

表达也与该部位的番茄红素积累呈显著的正相

关。

讨　　论 

已有研究表明, 番茄果实成熟过程中, 叶绿体

转化为有色体, 类胡萝卜素含量上升, 这主要是由

于番茄红素含量增加的结果(Fraser等1994)。本文

结果也表明番茄果实中的番茄红素积累是由于转

色期后合成番茄红素上游的Psy基因表达增强以及

转化番茄红素生成胡萝卜素的Lcy基因表达减弱的

结果。不同果实部位的类胡萝卜素组成含量不同, 
成熟期番茄红素主要存在中果肉(表3), 而在果实

内部如胶质胎座和心室隔壁等部位则较少, 这表

明光照条件影响了果实成熟期番茄红素的积累。

这也可能是由于不同酶活性在果实发育不同阶段

和果实不同部位存在差异, 因此, 酶基因的表达可

能与时间和空间有关。Psy是类胡萝卜素合成途径

中的限速酶之一, 该酶充分表达就会导致八氢番

茄红素的累积, 最终影响类胡萝卜素的合成, 所以

Psy在植物的花和果实显色中起着重要作用。大多

数植物都表达单一的Psy基因, 而番茄、烟草、玉

米和水稻等少数植物中有2个表达有差异的Psy基
因, 即Psy1和Psy2, 其表达具有器官或质体特异性

(Bramley等1992; Rosati等2000)。番茄红素生物合

成主要受到植物个体发育阶段的调节, 如在番茄

的叶、花、果中, Psy和Lcy的表达量不同, 在果实

成熟过程中、尤其是进入转色期以后Psy和Lcy基
因的表达量迅速增加。3个基因在果实发育的不

同时期都有表达, 说明了它们在高等植物类胡萝

卜素代谢中的重要作用。

Corona和Fernie (2006)研究发现, 在番茄进入

转色期以后, Psy1的mRNA表达水平显著提高, 而
参与下游合成的Lcy等基因表达水平下降。在本文

中, 对2种果色的鲜食番茄品种果实发育成熟过程

中不同时期的Psy基因表达进行分析, 发现Psy基因

在番茄不同组织器官中的表达具有明显差异; 在2
个品种的成熟果实中, Psy基因表达量存在差异, 红
果中的表达量高于粉果, 表明Psy基因可能在调控

番茄果肉颜色形成中起重要作用。对2种番茄品种

的果实发育成熟过程中的Lcy基因表达进行分析, 
结果发现其表达量不及Psy基因, 表明Lcy基因不是

2个番茄品种果实颜色产生差异的关键原因。

目前虽已分离和鉴定了多种植物类胡萝卜素

生物合成途径的酶基因, 并且植物类胡萝卜素基

因工程也取得了可喜的进展。但仍缺乏对植物体

内类胡萝卜素生物合成的调控机制以及类胡萝卜

素生物合成基因的表达调控机制的认识, 因此阐

明植物体内类胡萝卜素合成相关基因表达调控的

机制是非常重要和迫切的。本文已利用高代自交

系为材料, 利用分子标记技术对番茄红素性状进

表4  果实发育时期番茄各部位番茄红素含量与基因表达相关性的分析

Table 4  Correlation among lycopene content and gene expression 
 during different maturation periods in various parts of tomato fruit

 
果实部位

 Psy1 Psy2 Lcy
  MLK1 FL1 MLK1 FL1 MLK1 FL1

 果柄 0.8161 0.8297 0.4978 0.8121 –0.1347 0.2507
 胶质胎座 0.758 0.9422* 0.7920 0.8716 –0.4286 0.2269
 心室隔壁 0.6973 0.7500 0.7176 0.8010 0.0501 –0.0845
 中果肉 0.9119* 0.9422* 0.9255* 0.9537* 0.3220 0.6891
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行QTL分析, 期望获得新的类胡萝卜素合成调控的

位点。
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