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番茄糖基转移酶基因 SlUGT75C1-like 的
功能研究及自然变异分析
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摘    要： 为了解析番茄（Solanum lycopersicum）群体中与木犀草素葡萄糖苷含量相关的自然变异，以 426份番

茄为材料，进行了基于代谢组学的全基因组关联分析（metabolome  Genome-Wide  Association  Study，
mGWAS），发现番茄 SlUGT75C1-like 基因下游的存在一个与番茄木犀草素-7-O-葡萄糖苷含量紧密关联的突

变位点。进一步在 3个亚群的番茄群体中，进行全基因组核苷酸多态性计算，发现 SlUGT75C1-like 所处的区

域在不同亚群中存在明显的差异；进一步分析代谢组和转录组数据相关性发现 SlUGT75C1-like 的转录水平

与木犀草素-7-O-葡萄糖苷的相对含量存在极显著的正相关关系，最后，通过蛋白原核表达获得 SlUGT75C1-
like融合蛋白并利用体外酶活试验证明该基因催化木犀草素的糖基化反应。研究结果说明，番茄

SlUGT75C1-like 基因的自然变异造成了木犀草素-7-O-葡萄糖苷在番茄群体中的含量差异，mGWAS在识别

新的植物代谢基因簇方面具有较大的优势和巨大潜力，在为植物精细育种提供分子基础方面具有重要的应用

价值。
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番茄（Solanum lycopersicum）起源于南美洲的

安第斯地区，被认为是最主要的蔬菜作物，为人类

的膳食营养作出了巨大贡献[1 − 2]。食用番茄可以

预防缓解贫血，治疗消化性溃疡以及高血压[3 − 4]。

此外，番茄作为一种重要的双子叶模式植物，代表

了包括马铃薯、胡椒和茄子在内所有茄科作物的

生物研究和遗传改良的模型。番茄由醋栗番茄

（Solanum pimpinellifolium,  PIM）驯化为樱桃番茄

（Slycopersicum  var.  cerasiforme,  CER），进一步经

过 人 工 选 择 改 良 为 现 代 大 果 番 茄 （Solanum
lycopersicum, BIG）[5 − 6]。番茄及其野生近缘植物

起源于南美洲的安第斯地区，16世纪后在全世界

各地进行传播，随后的迁移和持续的育种选择减

少了番茄的遗传多样性。

黄酮类化合物作为一类重要的植物代谢物，

是以 2-苯基色原酮为母核具有清除自由基、抗氧

化、抗衰老、促进免疫调节、抗肿瘤及预防慢性疾

病的作用。黄酮类化合物广泛分布于芹菜、甜椒、

绿叶蔬菜、柑橘和苹果等水果蔬菜中[7 − 8]。木犀草

素作为一种重要的黄酮类化合物，具有抗炎、抗肥

胖和抗非酒精性脂肪肝等多种生物学功能 [9 − 10]。

研究发现，木犀草素中的酚羟基可以提供氢原子， 
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与细胞产生的过量自由基发生反应形成醌类游离

基中间体，并在酚环共轭作用下趋于稳定，阻断氧

化链反应的传递，防止过氧化反应，避免 ROS对细

胞的损害 [11 − 13]。Choi等 [14] 研究了木犀草素对 2，
2-二苯基-1-吡啶并肼基（DPPH）、一氧化氮（NO）、

过氧亚硝酸盐（ONOO−）及活性氧（ROS）的清除能

力，结果表明，木犀草素对 ROS的清除能力优于异

荭草苷、荭草苷等类似物。

糖基转移酶（glycosyltransferase，GT）在植物

中广泛存在，可催化多种代谢物的糖基化反应生

成寡糖、多糖和糖复合物。这些结构多样性的糖

分子参与和介导从结构、存储到信号传递等生命

活动。糖基转移酶依据氨基酸序列的相似程度、

反应机制、保守序列以及糖苷键的立体化学性等

总共被划分为 114 个家族[15]。人们已在许多植物

中发现大量的糖基转移酶，如胡萝卜（Daucus
carota var. sativa）的花青素 3-O-半乳糖基转移酶 1

（Daucus carotacyanidin 3-O-galactosyltransferase 1，
DcUCGalT1）、芹菜（Apium  graveolens）的花青素

3-O-半乳糖基转移酶 1（Apium graveolens cyanidin
3-O-galactosyltransferase 1，AgUCGalT1）和中国金

莲花（Trollius  chinensis）的黄酮 C-糖基转移酶

（Trollius chinensis 8-C-glucosyltransferase，TcCGT1）
等，这些物质经过糖基化修饰后可能表现出与骨

架不同的生理活性[16 − 18]。然而到目前为止，番茄

中修饰木犀草素的糖基转移酶鲜有报道，因此探

究木犀草素糖苷在番茄中的自然变异与代谢机

制，对后续解析木犀草素途径和品种选育具有重

要意义。

 1    材料方法

 1.1    材料处理及检测   426份番茄材料来自海南

大学热带作物学院，低温液氮取果实样品并冻于

−80 ℃ 低温冰箱。果实样品经冷冻干燥后，采用

BM500 球磨仪研磨成粉末（频率 30 Hz，持续时间

1.5 min）。称取 100 mg 研磨好的干粉样品，加入

1.2 mL 含有 0.1 mg·L−1 利多卡因内标的甲醇提取

液，涡旋 30 s，低温静置 10 min，重复上述操作 3次

后，放入 4 ℃ 冰箱继续萃取代谢产物 12  h，
10  300  r·min−1  4 ℃ 离心 10  min，取上清液并用

0.22 μm的滤膜过滤收集于进样瓶中。

使用 Thermo Scientific™ QExactive Plus-Orbi-
trap高分辨率质谱分析样品，通过比较保留时间

（RT）、前体离子（Q1）和产物碎片信息（MS/MS）来
鉴定代谢物。采用 UPLC-ESI-MS/MS-QTRAP
（AB Sciex QTRAP 6500+）分时段多反应监测模式

（sMRM）对代谢物进行相对定量[19]。

 1.2    基于代谢物检测的全基因组关联分析   共使

用 426份 材 料 的 1,476,413个 SNPs（single  nuc-
leotide polymorphism，单核苷酸多态性）进行全基

因组关联分析（MAF>5%，缺失率<10%）。通过

EMMAX软件计算基因型与表型之间的关系 [20]，

采用 Admixture软件将群体结构矩阵作为随机效

应， emmax-kin计算亲属关系（K）矩阵，命令为

emmax-kin -v -h -s -d 10。进一步利用 GEC 软件

计算独立 SNP 的有效数目，使用 Bonferrini方法

对显著性阈值进行校正，计算出的全基因组显著

性阈值为 P=4.19×10−7（0.05 / N, N 为独立 SNP的

有效数目）。

 1.3    驯化改良分析    利用笔者所在实验室测序

的番茄二代 DNA数据 [6]，通过番茄的遗传地理

背景将番茄分类为野生种（PIM）、地方种（CER）
以及栽培种（BIG）3个群体，并利用 VCFtools软
件分别对 3个群体的全基因组核苷酸多态性进

行计算。

 1.4     番 茄 DNA与 RNA的 提 取    DNA利 用

CTAB法提取不同番茄亚群的基因组 DNA，提取

方法如为：1～2 cm长剪碎的番茄苗叶心幼嫩组织

打磨成粉末；加入 CTAB抽提液裂解；加入氯仿去

除蛋白质，离心后吸上清在无水乙醇中沉淀，

75%乙醇洗涤沉淀；自然风干， ddH2O溶解 DNA。

RNA提取使用 TRIZOL试剂（购自 Invitrogen

公司），从已经测序的番茄品种 Micro Tom叶片中

提取总 RNA（提取方法根据上述 TRIZOL试剂说

明书），利用反转录试剂盒 Supermix（购自北京全

式金公司）将 RNA反转录合成 cDNA，反应条件：

42 ℃ 30 min，80 ℃ 5 s，保存于−40 ℃。

 1.5    基因的克隆与载体构建   以 cDNA为模板，

设计带有 Gateway接头的 PCR特异引物，F:5 ′-
aaaaagcaggcttaATGAAGCATCATCATTT-3′；R: 5′-
agaaagctgggtaTCACAAACTCTCTAA  AA-3 ′使 用

超保真 KOD酶（大连宝日医生物工程有限公司）
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扩增基因的全长 CDS片段。PCR的反应条件：94
℃ 预变性 5  min； 98 ℃ 10  s， 60 ℃ 30  s， 68 ℃
2 min，32个循环；68 ℃ 延伸 5 min。将扩增得到

的 PCR产 物 通 过 Gateway克 隆 技 术 （Thermo
fisher）的 BP反应连入 pDonr207入门载体，转化

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞。菌落 PCR验证以获

得阳性克隆，测序得到含有候选基因的无突变的

正 确 克 隆 （海 口 擎 科 生 物 公 司 ）， 分 别 获 得

pDonr207-SlUGT75C1-like 的入门载体，再通过

Gateway克隆技术的 LR反应连入蛋白表达载体

pGEX-6P-1载体。

 1.6     SlUGT75C1-like的原核表达及纯化    对
SlUGT75C1-like进 行 原 核 蛋 白 表 达 ， 首 先 将

pGEX-6P-1-SlUGT75C1-like 质粒分别转化至大肠

杆菌感受态细胞 BL21（上海唯地生物）中，通过

IPTG诱导使大肠杆菌分别表达出候选基因所编码

的蛋白。进一步收集菌体，加入 Lysis buffer缓冲

液悬浮菌体，置于冰上。使用高压细胞破碎仪（苏

州安拓思纳米技术有限公司）对悬浮菌体进行细

胞破碎。以 SDS-PAGE电泳检测总蛋白和上清中

是否有目标蛋白。剩余蛋白存于−80 ℃ 备用。

蛋白纯化：用 Lysis buffer缓冲液充分洗涤

含有谷胱甘肽琼脂糖 4B琼脂糖（美国 GE Health-
care公司）的纯化柱子，加入含有靶蛋白的上清

液，收集流出液，再次过柱子。用 Lysis buffer缓
冲液（5倍柱体积）充分洗涤柱子。待洗涤充分

后向纯化柱中加入还原型谷胱甘肽洗脱液（上

海生工股份有限公司），每次加 1 mL，同时收集

1 mL穿流液重复 5～6次即可。通过 SDS-PAGE
确认所收集的穿流液中是否含有目标蛋白。依

次获得纯化良好的 SlUGT75C1-like蛋白融合

GST标签蛋白的重组蛋白，将上述蛋白分装保

存于−80 ℃ 冰箱待用。

 1.7     SlUGT75C1-like的 体 外 酶 活 测 定    对
SlUGT75C1-like进行糖基转移酶体外酶活反应，

体系为 10 μL，含有 1 mmol·L−1 的木犀草素底物

1 μL、1.5 mmol·L−1 UGP-glucose 1 μL、500 ng纯化

蛋白、 1  mol·L−1  Tris-HCl缓冲液（pH7.4）1μL和

50 mmol·L−1 的 MgCl2 1 μL，ddH2O补齐至 10 μL，
在 37 ℃ 孵育 30 min后，加入 50 μL预冷的甲醇终

止反应。将反应混合物通过 4 ℃、12 000 r·min−1

离心 10 min，取上清 50 μL用于 LC-MS检测分析。

 2    结果与分析

 2.1    番茄群体代谢组检测及 GWAS定位 SlUG-
T75C1-like 基因    对生长条件时期相同的 426份

番茄果实进行代谢组检测，整合群体重测序数据

进行全基因组关联分析，结果发现，番茄中木犀草

素-7-O-葡萄糖苷的相对含量与 5号染色体的 1个

基因型存在显著关联，结果表明番茄群体中木犀

草素-7-O-葡萄糖苷的自然变异主要受 5号染色体

的位点调控（图 1-a，图 1-b）。对不同品种中的基

因型进行比较分析，发现位于 SlUGT75C1-like
（Solyc05g053820）的上游存在一个 SNP位点拥有

最显著的关联性（图 1-c），进一步分析结果表明

SlUGT75C1-like 中的突变（rs0563858446）与番茄

中木犀草素-7-O-葡萄糖苷含量密切关联（图 1-d），
该基因型为 CC型时，番茄中该代谢物含量极显著

（P < 0.001）高于该基因型为 TT型时的相对含量，

因此这个 SNP可以代表这个基因型的功能多态

性，是 SlUGT75C1-like 的自然遗传变异造成番

茄群体中木犀草素 -7-O-葡萄糖苷含量差异的

原因。

 2.2    Solyc05g053820 基因在番茄群体中驯化改良

和表达量分析   利用笔者所在实验室测序的番茄

二代 DNA数据[6]，通过番茄的遗传地理背景将番

茄分类为野生种（PIM）、地方种（CER）以及栽培种

（BIG）3个群体，分别对 3个群体的全基因组核苷

酸多态性进行计算。分析结果表明，SlUGT75C1-
like 所处的区域在 PIM、CER和 BIG中存在明显

的差异（图 2-a）。这意味着该基因在基因组所在

位置中 PIM亚群番茄变异更为复杂而地方种和栽

培种可能受到人类选择降低了 SNP的多样性，因

此我们认为该基因可能为人类育种选择的关键

位点。

为了进一步确认该基因的确具有修饰木犀

草素的功能，利用 426份番茄代谢组和转录组

数据进行相关性分析。结果表明，SlUGT75C1-
like 的转录水平与木犀草素-7-O-葡萄糖苷的相对

含量存在极显著的正相关（图2-b），表明SlUGT75C1-
like 基因的高转录水平正向推动木犀草素糖苷

的合成。

 2.3    SlUGT75C1-like 基因克隆与载体构建   以番

茄 cDNA为模板，以特异性引物扩增 SlUGT75C1-
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like 的编码序列，琼脂糖凝胶电泳结果显示该片段

约为 1 700 bp（图 3-a）。通过 Gateway反应将目的

片段构建至 pGEX6P-1载体（图 3-b），送至擎科生

物公司进行测序，比对正确即pGEX6P-1-SlUGT75C1-

like 载体构建成功。

 2.4    SlUGT75C1-like 功能验证   为了验证候选基

因 SlUGT75C1-like 的功能，将 pGEX6P-1-SlUGT75-

C1-like 转入 BL21 大肠感受态中表达蛋白。经过

诱导表达和 GST亲和层析获得可用于体外酶活测

定实验的 SlUGT75C1-like-GST 融合蛋白（图 4-a）。

在蛋白体外酶活反应体系中，木犀草素和葡萄糖

基供体用作反应底物，纯化后的蛋白或空载蛋白

进行孵育反应，产物上清用于  LC-MS分析。从

图 4-b可知，加入蛋白的反应产物出现两个明显的

色谱峰，并且其保留时间和碎片模式与推测的糖

基化产物一致；加入空载的反应产物并出现新的

色谱峰，说明 SlUGT75C1-like蛋白能够催化木犀

草素发生糖基化反应。
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图 1    以番茄群体中木犀草素-7-O-葡萄糖苷含量为表型进行全基因组关联分析

（a）木犀草素-7-O-葡萄糖苷碎片谱图；（b）426份番茄检测木犀草素-7-O-葡萄糖苷相对含量基于全基因组的定位分析
结果，红色星号处为 5号染色体上的显著 SNP；（c）SlUGT75C1-like 的基因结构及单个核苷酸多态性位点, CC和 TT为该
SNP位点的 2种基因型；（d）定位结果中 lead SNP: rs0563858446的单倍型差异分析；结果中***代表 P < 0.001。
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图 2    番茄不同品种的核苷酸多样性分析以及转录组与代谢组相关性分析

（a）基于 426份番茄变异组的核苷酸多样性评估，阴影部分 SlUGT75C1-like 基因所在基因组位置。（b）426份番茄群
体中 SlUGT75C1-like 基因转录水平与相应木犀草素-7-O-葡萄糖苷相对含量的相关性分析，基因的转录水平使用每百万外
显子模型每千碱基的转录（Transcripts PerKilobase Million, TPM）方法标准化。
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 3    讨　论

植物代谢组的多样性源于基因组进化、遗传

多样性、发育阶段和环境刺激， mGWAS是鉴定代

谢多样性基础上常见遗传变异的有力工具 [21]。

Klein等[22] 成功地进行了第 1次 GWAS，并确定了

补体因子 H基因的 1个变体与年龄相关性黄斑变

性密切相关。在过去 10年中，将基因组、转录组

及代谢组学联用，从原因和结果两个层次分析生

物体的内在变化，锁定与代谢物变化相关的重要

代谢通路，构建核心调控网络，从而全面探究生物

体的生长发育，从整体水平解释生物学问题，是当

今多组学的研究热点。例如，Shang等人利用 115

个黄瓜品种的苦味性状进行遗传图谱分析，定位

到了控制黄瓜苦味素生物合成的第一步的催化酶

Bi 基因，之后利用多种研究手段共揭示了负责黄

瓜中苦味素生物合成的 9 个基因，其中包含 Bi 在

内的 6 个基因在 6 号染色上聚集排列，形成了苦

味素生物合成的代谢基因簇 [23]；Chen 等 [24] 对

500多份水稻品种中的八百多种代谢物进行了

mGWAS分析，获得 600多个能够控制代谢物自然

变异的显著遗传位点，确定了 36个候选基因并进

行了验证，它们能够调节代谢产物的水平并在生
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图 3    SlUGT75C1-like基因克隆与载体构建

（a）SlUGT75C1-like 基因扩增结果，1号泳道为 SlUGT75C1-like 片段，M为 marker，从大到小依次为 2 000、1 000、
750、500、250、100 bp；（b）SlUGT75C1-like 蛋白表达载体示意图。
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图 4    SlUGT75C1-like蛋白的功能验证

（a）SlUGT75C1-like蛋白的纯化电泳图。1～3号泳道纯化后的 SlUGT75C1-like融合蛋白（红色箭头所示），浓度依次
减弱。M为蛋白 marker，从大到小依次为 180 、130 、100 、70 、55、40 、35 KDa。（b）SlUGT75C1-like 蛋白和木犀草素作
为底物的体外酶活测定。上图为木犀草素为底物加入 SlUGT75C1-like蛋白产生的结果，下图为木犀草素为底物加入空载
体的结果。
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理和营养方面也具有潜在的重要性。在本研究

中，对 426份番茄果实进行代谢组检测，整合群体

重测序数据进行全基因组关联分析，结果发现，番

茄中木犀草素-7-O-葡萄糖苷的相对含量与 5号染

色体的一个基因型存在显著关联，表明番茄群体

中木犀草素-7-O-葡萄糖苷的自然变异主要受 5号

染色体的位点调控。对不同品种中的基因型进行

比较分析，发现位于候选基因 SlUGT75C1-like 的

下游存在一个 SNP单核苷酸多态性位点拥有最显

著的关联性。

在自然界中类黄酮一般由糖基转移酶催化成

糖苷的形式存在，黄酮类化合物的糖基化赋予其

结构的复杂性、分子的溶解性和稳定性及亚细胞

的可运输性[25]。例如，花色素苷的糖基化已被证明

在一系列花卉中对这些色素的溶解性和稳定性起

着关键作用[26]；Zhao等[27 − 28] 的研究表明，多药物

及毒素外排转运蛋白（MATE）对表儿茶素 3′-糖苷

和花青素糖苷具有较高的转运能力。此外，柑橘

类物种的苦味是由区域特异性黄烷酮糖基化引起

的[29]，而黄酮醇 3-O-糖苷已被证明在红茶中赋予涩

味[30]。Liu等[31] 发现，木犀草素在体外实验中能够

表现很好的抗炎作用，而木犀草素葡萄糖苷未能

发挥很好的体外抗炎功能，因此，含有较高木犀草

素含量的植物能够更好地治疗炎症相关疾病。在

本研究验证了 SlUGT75C1-like在体外能够催化木

犀草素糖基化生成木犀草素-O-葡萄糖苷，但在番

茄体内的 2种物质的含量变化及其导致的生理表

型仍有待研究。
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Functional study and natural variation analysis of
glycosyltransferase gene SlUGT75C1-like in tomato

XIANG Lijun,   LAI Jun,   GUO Hao,   YANG Jun,   WANG Shouchuang
（Hainan University, School of Tropical Crops/Key Laboratory of Sustainable Utilization of

Tropical Biological Resources of Hainan Province, Haikou, Hainan 570228, China）

Abstract：In order to analyze the natural  variation related to luteolin glucoside content  in tomato population,
426  tomato  samples  were  used  as  materials  to  performed  metabolome  genome-wide  association  study
(mGWAS)  analysis,  and  found  that  there  was  a  mutation  site  downstream  of  tomato  SlUGT75C1-like  gene
which was closely related to the content of luteolin-7-O-glucoside. Furthermore, the nucleotide polymorphism
of the whole genome was calculated in three subgroups of tomato population, and it was found that the region
where SlUGT75C1-like was located was obviously different among different subgroups. Further analysis of the
correlation between metabolomics and transcriptome data showed that  the transcription level  of SlUGT75C1-
like was positively correlated with the relative content of luteolin-7-O-glucoside. Finally, the fusion protein of
SlUGT75C1-like was obtained by prokaryotic expression of the protein,  and the enzyme activity test  in vitro
showed  that  SlUGT75C1-like  catalyzed  the  glycosylation  of  luteolin.  The  results  indicated  that  the  natural
variation of SlUGT75C1-like gene causes the content difference of luteolin-7-O-glucoside in tomato population.
mGWAS  has  a  large  advantage  and  great  potential  in  identifying  new  plant  metabolic  gene  clusters,  and  is
important in providing the molecular basis for fine plant breeding.
Keywords：tomato；genome-wide association study；luteolin；transcriptome；metabolomics
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