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摘要：【目的】基于紫花苜蓿 Medicago  sativa 高异黄酮合成酶基因 ChOMT，构建转基因高异黄酮番茄 Solanum
lycopersicum 植株，从而实现番茄的营养强化。【方法】利用农杆菌 Agrobacterium tumefaciens 介导法将 ChOMT 转入番

茄，通过聚合酶链式反应 (PCR) 和荧光检测进行转基因鉴定，进一步采用植物广泛靶向代谢组学技术和多元统计分析方

法，对高异黄酮相对含量进行精准定量分析。【结果】经 PCR 和荧光检测获得 ChOMT 转基因阳性植株，与野生型相

比，高异黄酮相对含量显著提升，其中 (3RS)-5,7-dihydroxy-3-(2-hydroxy-4-methoxybenzyl)-chroman-4-one(HIF1) 在转基因

番茄叶片中的相对含量为 57 019，对比野生型叶片中的相对含量 (220) 增加了 260 倍，5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxybenzyl)-
chroman-4-one(HIF2) 在转基因番茄果实中的相对含量为 15 849 985，对比野生型的相对含量 (3 849) 更是提高了 4 000 余

倍。【结论】成功获得了 ChOMT 转基因番茄，不仅为解析 ChOMT 在植物体内的催化功能提供了理论依据，同时也为培

育高异黄酮遗传改良番茄品种奠定了重要的种质资源基础。图 7 参 28
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Overexpression of Medicago sativa ChOMT gene in constructing
homoisoflavone-enriched tomatoes

ZHANG Yang1，ZHU Yan1，HAN Zhigang1，YANG Meisen2，SI Jinping1，CHEN Donghong1

（1. State  Key  Laboratory  of  Forest  Food  Resources  Exploration  and  Utilization/National  Innovation  Alliance  of

Polygonatum Industry,  Zhejiang  A&F University,  Hangzhou 311300,  Zhejiang,  China; 2. Xiushan  Chinese  Medicinal

Materials Industry Center of Chongqing, Chongqing 409000, China）

Abstract: [Objective] This  study  aims  to  construct  transgenic  homoisoflavones  tomato  (Solanum
lycopersicum)  plants  based  on  the  homoisoflavones  synthase  gene ChOMT from  alfalfa  (Medicago  sativa),
thereby achieving nutritional fortification of tomatoes. [Method] ChOMT gene was introduced into tomatoes
using Agrobacterium-mediated  transformation.  Transgenic  identification  was  carried  out  through  PCR  and
fluorescence  detection.  Furthermore,  plant-wide  targeted  metabolomics  technology  and  multivariate  statistical
analysis  methods  were  employed  for  precise  quantitative  analysis  of  homoisoflavones  content. [Result]
Through PCR and fluorescence detection, positive transgenic plants of ChOMT were obtained. Compared with
the  wild  type,  the  content  of  homoisoflavonoids  significantly  increased.  Among  them,  the  relative  content  of
(3RS)-5,7-dihydroxy-3-(2-hydroxy-4-methoxybenzyl)-chroman-4-one  (HIF1)  in  the  leaves  of  transgenic
tomatoes was 57 019, which was 260 times higher than the relative content of 220 in the leaves of the wild type.
The  relative  content  of  5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxybenzyl)-chroman-4-one  (HIF2)  in  the  fruits  of  transgenic 
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tomatoes was 15 849 985, which was over 4 000 times higher than the relative content of 3 849 in the wild type.
[Conclusion] ChOMT transgenic  tomatoes  are  obtained,  which  not  only  provides  a  theoretical  basis  for
analyzing  the  catalytic  function  of ChOMT in  plants,  but  also  lays  an  important  foundation  of  germplasm
resources for breeding genetically improved tomato varieties with high homoisoflavonoid content. [Ch, 7 fig. 28
ref.]
Key  words: homoisoflavones; tomato; Agrobacterium-mediated  method; ChOMT; metabolome; molecular
farm

高异黄酮是类黄酮化合物中结构特殊的一类，其母体结构 (C6-C3-C1-C6) 比异黄酮 (C6-C3-C6) 多
1 个碳原子，具有独特的 9 号碳骨架。这种特殊的结构使高异黄酮表现出显著的抗氧化[1] 和抗糖尿病活

性[2−4]，在医药和功能性食品领域具有重要应用潜力[5]。然而，高异黄酮在植物中的分布较为有限，主要

在 天 门 冬 科 Asparagaceae 和 豆 科 Fabaceae 植 物 中 被 发 现 ， 在 蓼 科 Polygonaceae、 马 齿 苋 科

Portulacaceae 等植物中仅有少量存在[6−8]。目前，已从植物中分离鉴定出 300 多种高异黄酮，其中从豆科

植物中分离出 92 种，尤以苏木属 Caesalpinia 植物最为丰富，已经分离出近 30 种高异黄酮；从天门冬科

植物中分离出 200 多种，其中麦冬 Ophiopogon japonicus 是高异黄酮的重要天然来源 [9]，已鉴定出近

60 种高异黄酮；从黄精属 Polygonatum 植物中分离出 39 种高异黄酮，其中以多花黄精 Polygonatum
cyrtonema 最多，已鉴定出 17 种高异黄酮[10−11]。

尽管高异黄酮的分离鉴定研究已取得一定进展，但其生物合成途径的研究仍较为匮乏。现有研究表

明，查尔酮可能是高异黄酮生物合成的前体物质 [12−13]。紫花苜蓿 Medicago sativa 的 ChOMT(Chalcone
O-methyltransferase) 基因在大肠埃希菌 Escherichia coli 外源表达系统中能够催化 2′,4′,4-三羟基查尔酮的

2′-OH 甲基化，生成 4,4′-二羟基-2′-甲氧基查尔酮[14]。这一发现为 ChOMT 基因的功能研究奠定了基础，

同时也为利用合成生物学手段高效异源合成高异黄酮提供了可能。

在植物合成生物学研究中，选择合适的宿主生物 (即“底盘”) 是设计阶段的关键之一[15]。目前，已

开发的底盘植物包括烟草 Nicotiana tabacum[16]、水稻 Oryza sativa[17]、番茄 Solanum lycopersicum[18]、拟南

芥 Arabidopsis thaliana 等多种植物。其中，番茄因其丰富的遗传资源、成熟的遗传转化体系以及完善的

基因组数据库[19−21]，成为合成生物学研究的理想底盘植物。此外，番茄在商业化种植中具有广泛的应用

基础，因此，本研究选择番茄作为高异黄酮的合成底盘，旨在构建高异黄酮营养强化的番茄植株，为高

异黄酮的高效生产和应用提供新的途径。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

番茄品种‘Micro Tom’于 2023 年种植于植物生长发育培养室，种子由浙江农林大学森林药材课题

组扩繁保存，大肠埃希菌 Escherichia coli DH5α 和农杆菌 Agrobacterium tumefaciens GV3101 购自上海唯

地生物技术有限公司，MS 来自于 phytotech 公司的 M519 系列。LB 培养基：质量分数为 1.0% 胰蛋白

胨，质量分数为 0.5% 酵母提取物，质量分数为 1.0% 氯化钠；酵母膏肉汤培养基 (YEP)：质量分数为

1.0% 胰蛋白胨，质量分数为1.0% 酵母提取物，质量分数为0.5% 氯化钠；1/2MS0 培养基： MS 2.21g，琼脂7.2g，水

1 000 mL，pH 5.8~6.0；MS0-AS 溶液：MS 4.43 g，蔗糖 30 g，水 1 000 mL，pH 5.8~6.0，高温灭菌后，

加 1 mL 乙酰丁香酮 (AS)。MS0 培养基：MS 4.43 g，蔗糖 30 g，琼脂 7.2 g，水 1 000 mL，pH 5.8~6.0。 

1.2    植物表达载体的构建

植物表达载体为改造过的 pCAMBIA1380 质粒，由森林食物资源挖掘与利用全国重点实验室保存。

紫花苜蓿 ChOMT 基因目的序列来自美国国家生物技术信息中心 (NCBI) 网站 (登录号 L10211)，以紫花

苜 蓿 cDNA 为 模 板 ， 设 计 在  5 ′ 端 引 入 酶 切 位 点 及 保 护 碱 基 的 特 异 引 物  ChOMT-F-XbaI： 5 ′ -
TCAGATCTGAGAGAACACGGGGGACTGTCGAC-3′，ChOMT-R-SalI：5′-TCGTCGACGTTTGTGCCGCTG
CCCTTGTCATC-3′进行扩增，得到的目的片段经双酶切法装入 pCAMBIA1380，并测序验证。构建的表

达载体如图 1。
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图 1    pCAMBIA1380-ChOMT 质粒图谱
Figure 1    Plasmid Map of pCAMBIA1380-ChOMT

  

1.3    农杆菌介导法转化番茄 

1.3.1    将目的基因转入农杆菌    将重组质粒 pCAMBIA1380-ChOMT 采用热击法转到农杆菌菌株 GV3101
中。具体转化步骤如下：取 2 μL 重组质粒加入到 GV3101 感受态细胞中；迅速放入液氮中冷冻 5 min，
37 ℃ 热击 5 min，冰浴 5 min；加入 600 μL LB 培养基，28 ℃ 振荡培养 3~4 h；吸取上述菌液 100 μL 涂
布于 YEP+25 μg·mL−1 利福平+100 μg·mL−1 卡那霉素的固体培养基上，30 ℃ 培养 2~3 d。挑取单克隆，

用基因特异性检测引物进行 聚合酶链式反应 (PCR) 鉴定，得到的阳性克隆用于番茄转化。 

1.3.2    农杆菌转化番茄    ①种子灭菌。在超净工作台中，将称量好的番茄种子倒入灭过菌的 100 mL 锥

形瓶中，加体积分数为 75% 的乙醇，摇晃 30 s，用无菌水洗 2 遍，质量分数为 2.0% 次氯酸钠溶液浸

泡，在摇床上摇 1 h，用无菌水洗 5 遍，放 4 ℃ 冰箱过夜。②外植体的获取。将灭菌后的种子在超净工

作台上播到 1/2MS0 培养基中，播种 5 d 后，番茄 2 片子叶完全展开且没有真叶长出，即可剪下子叶，

置于 MS0-AS 溶液的玻璃皿中，待所有子叶剪完后，转移到铺有滤纸的 A1 共培养培养基 [(MS0 + 2.0
mg·L−1ZT + 0.1 mg·L−1 吲哚乙酸 (IAA)] 上，叶面朝上，锡纸包裹后置于黑暗条件下预培养 2 d。③农杆

菌侵染。将携带目的基因的农杆菌 GV3101(pCAMBIA1380-ChOMT) 震荡培养过夜，4 000 r·min−1 离心

10 min，收集菌体，用 MS0-AS 溶液重悬至 D(600)=0.3，与上述预培养的外植体共孵育 15 min，叶背朝

上转接到 A1 共培养培养基上，黑暗过夜共培养。④脱分化与再分化。将 A1 中的叶片转接到 A2 愈伤诱

导培养基 [MS0 +2.0 mg·L−1 玉米素 (ZT) + 0.1 mg·L−1IAA + 100.0 mg·L−1 卡那霉素 +300.0 mg·L−1 替门汀

(Timentin)] 中，叶面朝上培养 50 d，待愈伤长出后，转移至 A3 芽诱导培养基 (MS0+1.0 mg·L−1ZT + 0.1
mg·L−1IAA + 50.0 mg·L−1 卡那霉素+ 50.0 mg·L−1 替门汀)中，在 A3 培养基中培养 30 d 左右，待小苗长

到 5 cm，转移到 A4 根诱导培养基 (1/2MS0 + 0.3 mg·L−1IAA + 30.0 mg·L−1 卡那霉素 + 150.0 mg·L−1 替门

汀) 中进行生根培养，10 d 左右即可生根，进行土壤移栽。 

1.4    代谢组样品准备与分析

分析叶片和果实品质时，每个样品的果肉各用 5 mL 冻存管取样，装好样品后，将其快速放入液氨

中，然后移至−80 ℃ 超低温箱保存。代谢组学分析样品的提取流程参照王莎等[22] 的方法，将提取好的样

品保存于进样瓶中，利用超高效液相色谱 (UPLC，Shim-pack UFLC SHIMADZU CBM30A) 和串联质谱

(MS/MS，Applied Biosystems 4 500 QTRAP) 对样本进行物质分离和鉴定。 

1.5    代谢组质控样本与数据分析

质控样本 (QC) 为 3 组分析样品提取物的等量混合物。检测分析时，每 10 个分析样本中插入 1 个质

控样本。代谢组数据分析基于京都基因和基因组数据库 (KEGG) 化合物数据库和 MetWare 数据库，以及

多反应监测 (MRM) 开展样品代谢物的定性和定量质谱分析，代谢物鉴定 MS 容差和 MS2 容差设置为 20
mg·kg−1，代谢物的定量利用三重四极杆质谱的多反应监测模式分析完成。获得不同样本的代谢物质谱

分析数据后，对所有物质质谱峰进行峰面积积分，并对其中同一代谢物在不同样本中的质谱出峰进行积

分校正.。利用 Analyst 1.6.3 软件处理质谱数据，每个色谱峰的峰面积代表对应物质的相对含量。采用多

元统计分析，对 3 组样品进行主成分分析和聚类分析，根据正交偏最小二乘法判别分析法 (OPLS-DA) 预
测模型的可靠性。采取将变化倍数和 OPLS-DA 模型的变量重要性投影 (VIP) 相结合的方法筛选差异代

谢物，变化倍数为 2 倍以上或 0.5 倍以下，OPLS-DA 的 VIPz1 则认为差异显著。 

2    结果与分析
 

2.1    番茄遗传转化苗的获得

将构建好的重组质粒 pCAM1380-ChOMT 活化后，利用农杆菌介导的叶盘转化法转化 MicroTom 番

茄叶片。经农杆菌侵染的番茄叶片在 MS 培养基上暗培养 2~3 d 后，转到筛选培养基上 (图 2A)。经历
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2~4 周培养后番茄叶缘开始分化出愈伤组织 (图 2B)，期间通过更换新的培养基确保愈伤组织不断分化长

大 (图 2C)，培养 7~8 周开始产生抗性丛苗 (图 2D)。切下完整抗性丛苗接种到生根培养基，经过 2~3 周

的培养丛苗开始生根并正常生长 (图 2E)。当番茄生根 2 周后可进行移栽 (图 2F)。共得到 6 株转化番茄。
  

A B C

D E F

A. 使用农杆菌处理完的番茄外植体； B. 长出愈伤组织的番茄外植体； C. 外植体的愈伤组织不断分化变大的形态；
D. 愈伤组织分化出丛苗； E. 诱导丛苗生根；F. 将生根的转基因苗移栽到土壤。

图 2    转基因番茄幼苗获取过程
Figure 2    Acquisition process of the transgenic tomato seedlings

  

2.2    转化番茄植株 PCR鉴定

以转化的 6 株番茄 DNA 为模板，未转化番茄 DNA 为阴性对照，对目的基因进行 PCR 检测，发现

转化番茄扩增出的条带略大于 1 000 bp，与目的基因 1 119 bp 大小一致 (图 3A)。
  

2 000 bp

1 000 bp

M 1 2 3 4 5 6 ck

野生型 ChOMT

M. DNA marker，1~6. 6株转基因番茄，ck. 野生型(对照)。

A B

图 3    转基因植株的 PCR 及荧光鉴定
Figure 3    PCR and fluorescence identification of the transgenic plants

  

2.3    转化番茄植株荧光鉴定

转化的质粒中携带有 GFP 报告基因，所以转化的番茄在 450~490 nm 蓝光波长下会发出绿色的荧

光，将转化长大的番茄放在析浦手持式单波长荧光手电筒 GFPfinder-2 101 照射下，发出绿色荧光，野生

型番茄无绿色荧光 (图 3B)。因此，荧光检测进一步证明 ChOMT 转基因番茄构建成功。 

2.4    转基因 ChOMT番茄中高异黄酮的相对含量

图 4 为混样质控 (QC) 样本的总离子流图 (TIC) 及多反应监测模式 (MRM) 代谢物检测多峰图

(XIC)，横坐标为代谢物检测的保留时间 (RT)，纵坐标为离子检测的离子流强度 (单位为 cps，count per
second)。MRM 代谢物检测多峰图展示了样本中能够检测到的物质，每个不同颜色的色谱峰代表检测到

的 1 个代谢物。通过三重四极杆筛选出每个物质的特征离子，在检测器中获得特征离子的信号强度，用

MultiQuant 软件打开样本下机质谱文件，进行色谱峰的积分和校正工作，每个色谱峰的峰面积代表对应

物质的相对含量，最后导出所有色谱峰面积积分。
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基于本地高异黄酮代谢数据库，通过三重四极杆筛选出高异黄酮的特征离子，根据代谢物二级质谱

信息，鉴定出 ChOMT 转基因番茄苗中新产生的 2 种高异黄酮  (3RS)-5,7-dihydroxy-3-(2-hydroxy-
4-methoxybenzyl)-chroman-4-one  (HIF1) 和  5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxybenzyl)-chroman-4-one  (HIF2)。结构

如图 5 所示。
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O

HO HO HO
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图 5    2 种高异黄酮化学结构式
Figure 5    Chemical structural formulas of two kinds of homoisoflavones

根据代谢物保留时间与峰型的信息，并对高异黄酮 HIF1 和 HIF2 检测到的色谱峰进行校正，进行相

对含量测定。高异黄酮 HIF1 和 HIF2 在番茄野生株系中相对含量极低，在 ChOMT 转基因植株中相对含

量均显著升高。其中，HIF1 在转基因番茄叶片中的相对含量为 57 019，比野生型叶片中的相对含量

(220) 增加了 260 倍，转基因番茄叶片与果实中的 HIF1 都显著高于野生型 (P＜0.05，图 6A)。HIF2 在转

基因番茄果实中的相对含量为 15 849 985，对比野生型的相对含量 (3 849) 更是提高了 4 000 余倍，转基

因番茄叶片与果实中的 HIF2 都极显著高于野生型 (P＜0.001，图 6B)。上述研究结果充分证实了紫花苜

蓿 ChOMT 基因的导入，成功构建了高异黄酮营养强化番茄。
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图 6    野生型与转基因番茄中高异黄酮相对含量
Figure 6    Relative contents of homoisoflavones in wild-type and transgenic tomatoes

  

3    讨论

随着“健康中国”战略的深入推进，“药补不如食补”“食物即药物”的理念已深入人心，通过日
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图 4    MRM 代谢物检测正负离子多峰图
Figure 4    Multi-peak diagrams of positive and negative ions for MRMg metabolite detection
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常饮食改善健康状况、预防甚至治疗疾病已成为社会与市场的关注热点。已有研究发现：天然高异黄酮

是一种结构特殊的黄酮类化合物，其碳骨架比常见黄酮多 1 个碳原子，具有显著的降血糖[2−4]、调节免

疫、抗氧化[1]、抗肿瘤[23–24]、抗病毒等多种生物活性。然而，天然高异黄酮在植物中含量较低且提取成

本高昂，严重制约了其营养价值开发和综合利用。近年来，番茄因其丰富的遗传资源和高效的遗传转化

体系，已成为合成生物学研究的重要底盘植物，已被成功用于生产辣椒素、甜菜碱、迷迭香酸等多种天

然产物 [25]。如通过异源转入 CYP76AD6 基因，在番茄中合成了帕金森药物 L-DOPA[18]；通过启动

BCAT、CS 基因及多个辣椒素生物合成关键基因 (如 C4H、COMT、Kas 和 AMT)，实现了辣椒素的高

效、低成本生产[25]。在医学应用领域，番茄也展现出巨大潜力。如利用转基因番茄作为生物反应器，成

功表达并正确折叠具有活性的人胰岛素分子，为口服胰岛素预防 I 型糖尿病提供了新途径[26]。从葡萄

‘雷司令’ Vitis vinifera ‘Riesling’中克隆到芪合酶基因，利用农杆菌介导法成功转化出富含白藜芦醇

的番茄，其果实白藜芦醇含量显著提高，可用于抗癌、抗炎症等[27]。此外，在改善番茄果实品质方面也

取得了显著进展。如在番茄中过表达番茄 SlMYB75 基因使鲜果花青素质量分数达到 1.86 mg·g−1，同时

显著提高了酚类物质、类黄酮和可溶性固形物，分别为野生型的 2.6、4.0 和 1.2 倍[28]，为提升番茄的感

官和营养品质提供了快速改良方案。由此可见，通过引入外源或内源基因定向遗传改良番茄品质或作为

底盘合成关键功效物质展现出广泛的应用前景。高异黄酮作为一种具有重要生物活性的成分，仅在豆科

和天门冬科等少数植物中特异存在，本研究通过利用紫花苜蓿高异黄酮合成通路基因 ChOMT，成功培

育出高异黄酮营养强化的转基因番茄。与野生型相比，转基因番茄中高异黄酮的相对含量显著提升，为

番茄及其他粮食作物的高异黄酮遗传改良提供了重要范例。 

4    结论

本研究通过转化外源高异黄酮合成关键基因提高其在番茄中的含量来改善果实品质，不仅能够满足

消费者对高营养价值食品的需求，还能为人类健康带来积极影响。同时，研究结果也进一步验证了

ChOMT 在高异黄酮生物合成中的关键角色，为未来高异黄酮的高效生产和综合利用提供了理论支撑。
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