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乙烯信号通路转录因子 EIL1参与番茄单性结实的机制
钟廷龙，朱拼玉，王雪艳，王团团，李季* ，陈劲枫

( 南京农业大学园艺学院 /作物遗传与种质创新国家重点实验室，江苏 南京 210095)

摘要:［目的］本文旨在探究乙烯信号通路转录因子 EIL1 对番茄果实形成的作用。［方法］以 EIL1 过量表达转基因番茄
( EIL-OX) 、EIL1共抑制表达转基因番茄( EIL-CS) 、EIL1启动子驱动 GUS报告基因的转基因番茄( PE1∷GUS) 和 DＲ5启动
子驱动 GUS报告基因转基因番茄( DＲ5∷GUS) 为材料，采用 ＲT-qPCＲ和 ELISA等技术研究在番茄果实形成过程中 EIL1的
转录变化和生长素水平变化;通过杂交、Ag+处理以及 GUS 染色，分析乙烯和生长素在番茄果实形成过程中的互作机制。
［结果］ＲT-qPCＲ结果显示，在番茄果实形成和成熟的过程中 SlEIL1基因的表达量呈“升高－降低－升高”的趋势。表型分析
发现，EIL-OX植株较矮，叶片小且向地生长，出现大量侧枝，部分花蕾凋亡且植株提前衰老; EIL-CS植株自交形成的胚珠发
育异常，产生无籽果实，同时 ELISA检测表明 EIL-CS植株果实发育过程中生长素含量高于 EIL-OX和野生型植株。GUS染
色结果显示，PE1∷GUS植株 EIL1在萼片中大量表达，DＲ5∷GUS植株生长素主要分布在果柄、萼片处，且授粉后萼片与子
房交接处的生长素含量降低。EIL-OX/DＲ5∷GUS和 Ag+处理的野生型植株中生长素主要出现在果柄处。［结论］EIL1 能
够阻碍生长素从果柄向子房运输，授粉受精或下调表达 EIL1均能解除这种阻碍，提高子房生长素水平，形成果实。
关键词:番茄;单性结实;乙烯;生长素;激素互作
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Mechanism of transcriptional factor EIL1 in ethylene signaling
pathway regulating parthenocarpy in tomato

ZHONG Tinglong，ZHU Pinyu，WANG Xueyan，WANG Tuantuan，LI Ji* ，CHEN Jingfeng

( College of Horticulture /State Key Laboratory of Crop Genetics and Germplasm Enhancement，
Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China)

Abstract: ［Objectives］The objective of this study was to investigate molecular mechanism of SlEIL1 promoted parthenocarpy in
tomato．［Methods］The transgenic tomatoes were chosen as experimental material including EIL1 overexpressing lines ( EIL-OX) ，
EIL1 co-suppression lines( EIL-CS) ，tomato GUS reporter gene driven by the EIL1 promoter ( PE1 ∶∶GUS) and GUS reporter gene
driven by DＲ5 promoter ( DＲ5 ∶∶ GUS) ． ＲT－qPCＲ and ELISA were employed respectively to analyze the changes of mＲNA and
auxin during tomato fruit development． Hybridization，Ag+ treatment and GUS staining were also used to reveal the interaction
mechanism between ethylene and auxin during tomato fruit set． ［Ｒesults］ＲT-qPCＲ suggested that transcription of S1EIL1 gene
expression showed an‘up-down-up’trend from fruit formation to ripening． Overexpression of SlEIL1 in tomato led to a dwarf and
early senescence phenotype with small and geotropic leaf，abundant lateral branch and abortive flowers． Meanwhile，EIL-CS plants
showed abnormal ovule and produced seedless fruits． ELISA analysis showed that the auxin content in fruit of EIL－CS plants was
higher than that of EIL-OX and wild-type plants． GUS staining of PE1 ∶∶ GUS plants showed that SlEIL1 was mainly expressed in
sepals． GUS staining of DＲ5 ∶ ∶ GUS plants showed that the auxin was accumulated in pedicels and sepals，but degraded after
pollination at the fusion site of sepals and ovary． In hybrid of EIL－OX and DＲ5 ∶∶GUS and Ag+ treated wild-type plants，the auxin
was centrally distributed in pedicels．［Conclusions］The findings indicated that EIL1 had an inhibitory function on the transportation
of auxin from pedicel to ovary． The inhibition could be broken by pollination or fertilization，hence the auxin was permitted to enter o-
vary and stimulate fruit set．
Keywords: tomato; parthenocarpy; ethylene; auxin; hormone interaction

单性结实是指植物子房不经授粉 /受精而直接形成果实的现象。在生物进化过程中，植物的无籽果实
比有籽果实更能够吸引食果鸟类的注意力，减少了种子被吞食的概率，对植物的生存和繁衍有重要的生物

学意义［1－2］。在作物生产中，低温阴雨天气会降低花粉活力与数量，导致果实败育，影响瓜果类作物的产
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量，若利用单性结实性则能够避免这些问题［3］。且无籽果实还能解决设施生产中使用虫媒或人工授粉成
本高的问题，有效降低劳动强度，提高经济效益。由于缺少种子，无籽果实果肉更厚，品质更好，果实的储
藏时间和货架期可以有效延长［4－6］。
植物单性结实受到多种激素与环境的共同调控。早在 20 世纪 30 年代，研究者便发现生长素是调控

单性结实的重要激素，在番茄等多种植物的子房柱头上涂抹生长素类物质能够导致子房产生单性结

实［7］。在子房或胚珠中人工表达外源生长素相关基因同样能够诱导单性结实［8－10］。番茄生长素信号通
路相关基因的研究发现，过量表达生长素受体基因 SlTIＲ1 能引起单性结实［11］，而分别下调生长素应答基
因 SlIAA9和 SlAＲF7也能够引起单性结实［12－13］。另外，降低生长素极性运输基因 SlPIN4 的表达也能够形
成单性结实［14］。乙烯是植物生长发育调控的另一种重要激素，既与植物器官的成熟衰老密切相关，也参
与调控花的雌雄性型分化［15］。目前，有关乙烯的研究主要集中在果实的成熟后调控，但有研究发现乙烯
在果实发育过程中也参与了调控。在单性结实番茄品种的开花期，乙烯可以模仿授粉信号，诱导子房中的
生长素合成，促进子房生长，最终形成无籽果实［16］。

EIN3 /EIL是乙烯信号通路中关键转录因子，参与一系列的乙烯应答反应调控。拟南芥突变体研究显
示，EIN3突变严重减弱了植物对乙烯的响应，而过量表达 EIN3 /EIL 会造成植株矮小、早衰等组成性的乙
烯表型。Teiman等［17］研究发现在番茄中下调表达 SlEIL1 能显著降低植株对乙烯的敏感性，使叶片向上
生长，延迟花的衰老和果实的成熟。Li 等［18］进一步观察到在番茄中过量表达 SlEIL1 基因可以引起明显
的乙烯表型，例如花蕾早衰、果实早熟等现象，而共抑制表达( co-suppression) SlEIL1 会形成专性单性结实
表型( obligate parthenocarpy) ，即无论授粉与否果实均为无籽果实［19］。本研究利用 SlEIL1 上调表达和下
调表达转基因材料，开展了乙烯信号通路转录因子 EIL1 参与番茄单性结实的机制研究，为明确乙烯在番
茄单性结实中的作用提供理论基础。

1 材料与方法
1．1 试验材料
供试材料为野生型番茄 ( WT) 、EIL1 过量表达转基因番茄 ( EIL-OX) 、EIL1 共抑制表达转基因番茄

( EIL-CS) 、EIL1启动子驱动 GUS报告基因的转基因番茄( PE1∷GUS) 、DＲ5 启动子驱动 GUS 报告基因的
转基因番茄( DＲ5∷GUS) 、EIL-OX与 DＲ5∷GUS 植株的杂交 F1( EIL-OX /DＲ5∷GUS) ［19］，均由南京农业
大学葫芦科作物遗传与种质创新实验室保存。每种材料取 10株种植于人工气候箱，培养条件:光 /暗时间
为 12 h /12 h，光 /暗温度为 28 ℃ /23 ℃。

EIL-OX和 DＲ5∷GUS的杂交授粉:开花前 2 d对 EIL-OX进行去雄处理并套袋，对 DＲ5∷GUS直接进
行套袋处理。开花当天取套袋的 DＲ5∷GUS 花粉对 EIL-OX 进行授粉，之后套袋处理。果实成熟后收取
杂交种子。

1．2 Ag+处理植株模拟 EIL1下调试验

由于 EIL-CS是专性单性结实表型，并未获得其自交种子。Ag+是乙烯信号细胞膜受体的竞争性抑制

因子，本研究将硫代硫酸银( AgS2O3 ) 作为乙烯抑制剂，开展试验处理。当 WT 和 DＲ5∷GUS 植株进入花
期后，选择开花前 2 d( 花瓣刚转黄色) 的 25个花蕾去雄，使用现配的 100 mg·L－1的 AgS2O3 喷洒花蕾，1周
后进行第 2次喷洒处理。处理在番茄处于暗周期的条件下进行，喷洒量以不滴液为准，完成后套袋标记。
1．3 各发育时期番茄花的 GUS染色
各材料分别取开花前 1 d( 花瓣为明显的黄色但未开花) 、开花当天和开花后 1 d的花蕾各 10个，每个

花蕾保留果柄且去掉能被染色的花药。花蕾使用无菌水冲洗数次，置于 2 mL 离心管中，采用李季［19］的
GUS染色方法进行组织染色，并利用体式显微镜进行观察拍照。
1．4 各发育时期番茄石蜡组织切片
将 50%( 体积分数) 乙醇 90 mL、冰醋酸 5 mL和 38%甲醛( 福尔马林) 5 mL混合配制成植物组织固定

液。每种材料分别在开花前 1 d、当天和开花后 1 d 随机取 5 个样品，去掉果柄和花药，分别置于固定液
中。随后以－25 kPa抽真空，维持 5～10 min，常温固定 24～36 h。样品石蜡切片使用 1% ( 体积分数) 甲苯
胺蓝或番红－固绿染色，切片由南京菲尔特生物技术有限公司制作，每个样品做 3张石蜡切片。
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1．5 EIL1转基因番茄中生长素( IAA)含量的测定
从栽培 10周的成熟植株上分别采取花蕾、花以及幼果期( 花后 4 d) 、绿熟期( 花后 35 d) 、破色期( 花

后 42 d) 和成熟期( 花后 50 d) 的果实各 3 个用于 IAA 含量的测定。采用 ELISA 酶联免疫法测定 IAA 含
量，操作方法参照试剂盒( 上海碧云天生物技术有限公司) 说明书。
1．6 EIL1基因表达分析
采用 Trizol( Invitrogen) 法提取番茄组织总 ＲNA，采用 10 g·L－1琼脂糖凝胶电泳检测纯度，按照

ＲevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 说明书合成 cDNA。采用 SYBＲ Green /ＲOX qPCＲ试剂盒进行
ＲT-qPCＲ，3次重复。基因 SlEIL1 ( 登录号: 543679 ) 的 ＲT-qPCＲ 的引物为 EIL1-F: 5'-CGGAAATCTAC-
CTAGCATTGGATAC-3'和 EIL1-Ｒ: 5'-ACTTCTGGCTGGCTAGTACAAA-3'; 内参基因 SlUbi3 ( X58253 ) 的引
物: Ubi-F: 5'-CAGGACAAGGAAGGGAT-3' 和 Ubi-Ｒ: 5'-ACCGCACTCAGCATTAG-3'，均由南京金斯瑞生物
公司合成。采用 2－ΔΔCT法计算 EIL1基因相对表达量。

图 1 EIL1基因在番茄不同发育时期的表达分析
Fig. 1 Expression analysis of EIL1 gene of tomato

at different development stages
BS:花蕾期 Bud stage; FS:开花期 Flowering stage; 幼果期

Young fruit stage; MGFS:绿熟期 Mature green fruit stage; BrS:破

色期 Break stage; ＲFS: 成熟期 Ｒipen fruit stage． 下同。The

same as follows．

2 结果与分析
2．1 EIL1基因在番茄不同发育时期的表达分析
由图 1可见:在番茄不同发育时期，EIL1 基因的表

达量呈升高－降低－升高的趋势，即在花蕾期较低，开花
期时迅速升高，是花蕾期的 3．5 倍; 开花后 SlEIL1 基因
在果实中的表达量又迅速降低，之后随果实的成熟逐

渐升高，并在果实成熟时达到峰值。
2．2 EIL1转基因番茄的表型鉴定与比较
在植株营养生长阶段，各株系的生长状态无明显

差异，但在进入开花期后，EIL1 基因过量表达的植株，
包括 EIL-OX 和 EIL-OX /DＲ5∷GUS 均表现为植株较
矮，叶片小而内卷并向地生长，侧枝大量出现( 图 2) ;而
EIL-CS植株的株高基本无变化，但叶片较厚，叶面平展
且叶间距增大，无侧芽形成( 图 3) ;进入盛花期后，EIL1
过量表达植株虽然开花数量与野生型无差别，但是部

分花蕾出现凋亡，且生殖后期植株提前衰老( 图 3) 。

图 2 野生型及 EIL1转基因番茄植株表型
Fig. 2 The phenotypes of wild-type and EIL1 transgenic tomato

WT:野生型植株 Wild-type plant; EIL-OX: EIL1过量表达转基因番茄 EIL1 overexpressing transgenic tomato; EIL-CS: EIL1 共抑制表

达转基因番茄 EIL1 co-suppression transgenic tomato; DＲ5∷GUS: DＲ5启动子驱动 GUS报告基因的转基因番茄 Transgenic tomato of GUS

reporter gene driven by DＲ5 promoter; PE1∷GUS: EIL1启动子驱动 GUS 报告基因的转基因番茄 Transgenic tomato of GUS reporter gene

driven by the EIL1 promoter． 下同。The same as follows．

对转基因植株果实的观察发现，过量表达 SlEIL1基因能够促进果实的成熟，但对坐果无影响，EIL-OX
与 WT植株的果实无明显差异( 图 3) 。而在 EIL-CS 植株中，无论是去雄处理还是不去雄处理，其果实均
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可形成无籽果实，表明下调 SlEIL1基因表达会引起番茄的单性结实。Ag+处理不能诱导去雄花蕾形成单

性结实果实，未去雄花蕾在 Ag+处理后所形成的果实与未处理果实在表型上无明显差异( 表 1) 。

图 3 EIL1转基因与野生型番茄的叶、花、果表型比较
Fig. 3 Phenotypes comparison of leaf，flower and fruit in wild-type and EIL1 transgenic tomatoes

表 1 转基因番茄坐果和无籽果实形成数量统计
Table 1 Number statistics of fruit setting and seedless fruits in transgenic tomatoes

处理 Treatment WT EIL-OX EIL-CS Ag+ /WT

未去雄 No emasculation 0 /30 /30 0 /23 /23 26a /26 /26 0 /20 /20
去雄 Emasculation 0 /0 /30 0 /0 /19 22b /22 /22 0 /0 /10
注: 3个数值分别表示无籽果实数( a) 或单性结实果实数( b) 、坐果数、花蕾总数。Ag+ /WT: Ag+处理野生型植株。
Note: Three values indicate the number of seedless fruits ( a ) or parthenocarpic fruits ( b ) ，number of fruits，total number of flower buds，

respectively． Ag+ /WT:WT treated by Ag+ ．

由图 4可见:在 EIL-CS的花蕾中，胚珠的发育较野生型植株明显缓慢，在开花当天未能形成正常胚囊
结构，这可能是 EIL-CS 未去雄花蕾也形成无籽果实的直接原因。另一方面，EIL1 基因的过量表达以及
Ag+处理对胚珠的发育并未造成明显影响。

图 4 野生型(WT)、Ag+ /WT和 EIL1转基因番茄植株开花前子房显微切片
Fig. 4 Paraffin section of ovary before flowering in wild-type(WT) ，Ag+ /WT and EIL1 transgenic tomato plants

红色箭头表示胚囊。Ｒed arrow shows embryosac．

2．3 转基因番茄不同发育时期内源生长素的变化
由图 5可见:从花蕾期到果实成熟全过程，EIL-OX 植株的果实中生长素含量与 WT 没有显著差异。

EIL-CS植株每个时期的生长素含量都显著高于 EIL-OX 和 WT，且生长素含量从花蕾期到绿果期持续上
升，直至果实开始成熟生长素含量才逐渐下降。这说明子房生长素含量较高是 EIL-CS植株形成单性结实
的原因，而下调 EIL1表达可以促进番茄果实中生长素的合成。
2．4 转基因番茄果实 GUS基因表达的组织化学分析
由图 6可见: DＲ5∷GUS植株授粉前生长素主要集中在果柄和萼片; 授粉后，子房中的生长素开始增

加，这可能是由于萼片或果柄处的生长素向子房转运的结果。与 DＲ5∷GUS 相比，EIL-OX /DＲ5∷GUS 除
花托外，不同时期的果实和萼片中均未出现明显染色，表明 EIL1 过量表达可以降低萼片和果实中生长素
水平;采用 Ag+处理后的 DＲ5∷GUS植株的染色结果与 DＲ5∷GUS基本一致，表明仅抑制细胞接收乙烯信
号无法提高生长素水平; PE1∷GUS转基因番茄的 EIL1则主要在萼片和果柄处表达。
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图 5 野生型和 EIL1转基因番茄不同发育时期的生长素含量变化
Fig. 5 Changes of auxin content of wild-type and EIL1 transgenic tomato

at different development stages

图 6 野生型和 EIL1转基因番茄不同发育时期花的 GUS染色观察
Fig. 6 GUS staining of flower at different development stages of wild-type and EIL1 transgenic tomato

蓝色表示检出 GUS活性。Blue indicates detection of GUS activity．
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3 讨论
乙烯和生长素相互作用的研究开展较早，但是对其作用机制仍不清楚。研究发现，生长素能诱导乙烯

合成酶基因表达，从而影响乙烯的生成，另一方面内源乙烯也能促进生长素合成，从而控制根细胞的扩

增［20－23］。Ｒuzicka等［24］和 Stepanova等［25］也认为乙烯主要通过刺激生长素合成和生长素的转运，进一步
影响生长素在植物体内的分布。本文研究发现乙烯在番茄植株形态建成过程中，对生长素的合成或运输
起着负调控作用。我们观察到转基因番茄在早期生长过程中与野生型番茄表型差异不大，但随着植株生
长时间延长，EIL-OX植株出现了顶端优势丧失的现象:大量侧枝长出，侧枝叶片向性恢复正常且侧枝长度
和叶片大小明显超过主茎，而 EIL-CS植株一直表现为主枝生长较强、无侧枝形成。

Vriezen等［26］研究发现在果实形成前乙烯合成相关基因表达水平很高，因此认为乙烯在坐果过程中
可能发挥着生长素拮抗剂的功能，从而保护子房使其保持休眠状态，即阻止授粉 /受精前果实的提前发育。
本研究中的转基因杂交试验能更直观地检测到乙烯与生长素在果实形成过程中的相互作用。EIL-OX /
DＲ5∷GUS植株果实的 GUS染色显示过量表达 EIL1确实能降低萼片和果柄中的生长素水平。值得一提
的是，由于 EIL-CS植株表现为专性单性结实，即无论授粉与否均可形成无籽果实，我们未能获得 EIL-CS /
DＲ5∷GUS的杂交植株，因此本研究采用了 Ag+离子处理 DＲ5∷GUS 植株花蕾的方式来研究抑制乙烯信
号对果实中生长素水平的影响。已有研究报道 Ag+处理部分葫芦科作物的雌花可以诱导单性结实［27－28］，

表明乙烯与果实发育确有关系。但本研究却发现 Ag+离子处理的去雄子房并未形成单性结实果实，同时

GUS染色表明果柄和萼片中的生长素水平也未受到影响。研究发现外源乙烯或乙烯抑制剂处理并不能
影响 EIN3 /EIL的转录［17，29］，暗示 EIL1可能是影响果实中生长素表达和分布的直接调控因子。另外，本
课题组在研究黄瓜单性结实激素调控机制时发现，在多种非单性结实黄瓜材料中采用与本文试验相同浓

度的 Ag+处理，均可以诱导单性结实［28］，预示黄瓜也许是研究果实发育中乙烯 /生长素互作机制更佳的模
式植物。
研究表明 SlEIL1基因的下调会抑制番茄果实的成熟［17］。本研究发现 SlEIL1 基因的下调可以使番茄

果实发育过程中生长素始终处于高水平，引起果实胚珠发育缺陷，进而形成了无籽果实，这与已知的高浓

度生长素会引起番茄单性结实的结论相一致［30］。然而，本试验中内源生长素测定显示，在 EIL-OX番茄果
实器官中的生长素整体水平与野生型无明显差异，但 GUS染色却发现果实形成过程中子房和萼片组织中
的生长素浓度发生了显著变化，说明 EIL基因可能并不影响生长素的代谢，但可以影响生长素在不同组织
中的积累( 或运输) 。因此，我们提出了乙烯－生长素在果实形成过程中可能的互作模式: EIN3 /EIL 的存
在抑制了生长素通过果柄向子房转运的活性。授粉后，一系列的生理变化使 EIN3 /EIL的转录受到抑制并
解除其对生长素向子房运输的抑制作用，能够运输生长素进入子房，并与受精后子房合成的生长素共同促

进果实的发育;而人工下调 EIN3 /EIL的表达，直接解除了其抑制作用，从而提高子房生长素水平，刺激未
受精子房膨大并最终形成单性结实。本文研究初步探明了果实形成过程中生长素水平受到乙烯信号系统
的负调控，但 EIN3 /EIL对生长素运输抑制调控机制还需要进一步研究。
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