
书书书

武兆云，孙聚涛，张智强，等．普通烟草茉莉酸生物合成途径３个基因的分子克隆、表征和表达分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（１８）：７５－８１．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．１８．０１２

普通烟草茉莉酸生物合成途径３个基因的分子克隆、
表征和表达分析

武兆云，孙聚涛，张智强，薛　刚，杨铁钊
（河南农业大学烟草学院，河南郑州４５０００２）

　　摘要：以普通烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）为材料，同源克隆烟草 ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和 ＮｔＡＯＣ基因，对其序列进行分
析，构建过表达载体和进行低钾胁迫表达分析。蛋白质序列比对和进化树分析结果表明，ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ分别属于植物
脂氧合酶（ＩＰＲ００１２４６）、细胞色素 Ｐ４５０（ＩＰＲ００２４０３）家族，其中 ＮｔＡＯＣ具有异构酶活性（ＧＯ：００１６８５３）。根据氨基酸
序列预测结果，ＮｔＡＯＳ、ＮｔＡＯＣ定位于叶绿体，而ＮｔＬＯＸ定位于细胞质。为了对基因功能进行研究，构建３个基因的过
表达载体。ｑＲＴ－ＰＣＲ分析结果表明，在缺钾条件下，与低钾不耐受（敏感）基因型烟草品种相比，耐低钾基因型中
ＮｔＬＯＸ在转录物水平升高得更早且持续时间更长。因此，ＮｔＬＯＸ的表达水平可能与烟草植物对低钾胁迫的抗性密切
相关。研究结果为揭示ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和ＮｔＡＯＣ在低钾胁迫中的分子机制奠定了研究基础。
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　　茉莉酸主要包括茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）及其前体
茉莉酸（ＪＡ）。作为植物生长调节剂，茉莉酸在植物
生长发育过程中起着明显作用，如种子萌发、花粉

发育等，并能应对病原体感染、机械和害虫、非生物

胁迫等［１－３］。ＪＡ生物合成途径始于 α－亚麻
酸［１－４］，由质体内的１３－脂肪氧化酶（ＬＯＸ）催化，
游离α－亚麻酸转变成１３－氢－过氧十八碳三烯酸
［１３－（ＯＯＨ）－１８∶３］。随后，丙二烯氧化合酶
（ＡＯＳ）将１３－（ＯＯＨ）－１８∶３转化为高度不稳定
的丙二烯氧化中间体，随后该中间体受到丙二烯氧

化环化酶（ＡＯＣ）的作用，产生１２－氧代植物二烯酸
（１２－ｏｘｏｐｈｙｔｏｄｉｅｎｏｉｃａｃｉｄ，１２－ＯＰＤＡ）。ＯＰＤＡ随
后从质体输送到过氧化物酶体中，在过氧化物酶体

中，ＯＰＤＡ被ＯＰＤＡ还原酶３（ＯＰＲ３）还原，然后经过
３轮β－氧化，产生ＪＡ［５－６］。

ＪＡ与植物非生物胁迫密切相关。在非生物胁

迫中，干旱对农作物产量的制约最大。关于玉米的

研究结果表明，在干旱胁迫下，４个ＬＯＸ转录本的表
达量呈上调趋势，在伸长组织、成熟组织中的表达

量最高。在干旱条件下，植物的整体ＬＯＸ活性和丙
二醛（ＭＤＡ）含量与 ＬＯＸ转录水平之间存在密切关
系。因此可见，茉莉酸含量可能会随脂质氧化胁迫

而增加，因为茉莉酸的生物合成包含氧化脂合

成［７］。缺氧对植物生长有严重的不利影响，并会造

成严重的农业损失。最近的研究结果表明，外源茉

莉酸甲酯可以增强野生型拟南芥对再氧化的耐受

性，并且在ＪＡ生物合成过程中的 ａｏｓ突变体对再氧
化表现出更高的敏感性［８］。铝毒性是限制酸性土

壤作物生产的另一个主要因素。根据 ＪＡ生物合成
或信号传导中突变缺陷的表型分析结果，ＪＡ在调节
铝胁迫下的根生长抑制中发挥作用，外源施用ＪＡ增
强了铝胁迫下的拟南芥根生长抑制［９］。

作为植物生长和发育的关键大量营养元素，钾

参与许多生理过程，包括酶激活、膜电势维持、电中

和、气孔运动和渗透调节［１０］。迄今还没有文献阐明

ＪＡ信号在植物缺钾中的作用，本研究旨在分析
ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和 ＮｔＡＯＣ基因的分子特性和表达模
式，了解其在烟草低钾胁迫下的调控作用，从而揭

示ＪＡ合成途径参与烟草低钾胁迫的分子机制。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料和培养　将表面消毒的烟草种子
（品种：ＮＤ２０２、ＮＣ８９）播种在无菌培养皿中。ＮＣ８９
属于耐低钾品种，ＮＤ２０２属于低钾敏感品种。将烟
草种子置于 Ｋ＋充足（Ｈｏａｇｌａｎｄ配方，Ｋ＋浓度为
６ｍｍｏｌ／Ｌ）或低Ｋ＋（记为ＬＫ，Ｋ＋浓度为１２５μｍｏｌ／Ｌ）
的培养基上。ＬＫ培养基由 Ｈｏａｇｌａｎｄ培养基改良而
成，添加１％（质量浓度）琼脂。

将幼苗置于相对湿度为 ７０％的生长室中，在
２８℃ 条件下光照培养１６ｈ，然后在２１℃条件下黑
暗培养８ｈ。光照度约为１００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），７ｄ后
收获新鲜的根，用于基因克隆。本试验于 ２０２１年
３—８月在河南农业大学烟草学院育种试验室开展。
１．２　方法
１．２．１　基因克隆　使用 ＡｔＬＯＸ２（Ａｔ３ｇ４５１４０）、
ＡｔＡＯＳ（Ａｔ５ｇ４２６５０）、ＡｔＡＯＣ（Ａｔ３ｇ２５７６０）核苷酸序列
作为查询序列，进行 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ搜索（ｈｔｔｐｓ：／／
ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ），旨在识别烟草核
苷酸收集 ＮＲ／ＮＴ数据库中包含 ＡｔＬＯＸ２、ＡｔＡＯＳ和
ＡｔＡＯＣ直向同源物的序列，从而搜寻出 ＮｔＬＯＸ１
（Ｘ８４０４０）、ＮｔＡＯＳ（ＡＢ７７８３０４）和ＮｔＡＯＣ（ＡＪ３０８４８７）。

用３对引物进行 ＰＣＲ扩增：ＮｔＬＯＸ１，上游引物
５′－ＣＧＴＴＴＴＴＣＴＴＧＧＡＡＧＧＴＴＡＴＴＧＡＧＡＧＡＧ－３′，
下游引物５′－ＡＣＡＡＴＴＴＡＧＡＡＣＴＧＧＧＣＡＣＴＴＴＧＴ
Ｇ－３′；ＮｔＡＯＳ，上游引物５′－ＡＴＧＧＣＡＧＴＡＧＣＡＡＣＡＧ
ＣＡＡＣ－３′，下游引物５′－ＣＴＡＡＧＣＴＣＴＣＴＴＣＡＡＡＧＡ
ＧＧＴＴＡＴＡＧ－３′；ＮｔＡＯＣ，上游引物５′－ＣＣＡＡＣＡＣＡＴ
ＴＴＧＣＡＡＧＴＴＣＡＴＴＣＣ－３′，下游引物５′－ＡＧＡＧＧＡＡ
ＡＣＧＡＴＧＡＡＣＴＴＡＣＡＴＴＧＧ－３′。

从普通烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）ｃＤＮＡ模板
中扩增全长 ｃＤＮＡ，使用扩增整个 ｃＤＮＡ序列的引
物，然后将ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和ＮｔＡＯＣ的扩增片段克隆
到ｐＭＤ－１９ＳｉｍｐｌｅＴ载体（ＴａＫａＲａ）中进行测序
分析。

１．２．２　生物信息学分析　用 ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多序列
比对分析，用ＭＥＧＡ７构建 ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和 ＮｔＡＯＣ
进化树［１１］，设 １０００次重复，使用默认参数。用
ＡＮＴＨＥＲＰＲＯＴ进 行 氨 基 酸 序 列 分 析［１２］。用

Ｉｎｔｅｒｐｒｏ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｉｎｔｅｒｐｒｏ／）扫描蛋
白质序列以获取结构信息，用 ＴａｒｇｅｔＰ１．１服务器
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴａｒｇｅｔＰ／）分析预

测包含 Ｎ端前序的序列［１３］。用 ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）确认３种酶可能的亚细
胞定位［１４］。采用全自动蛋白质结构同源建模服务

器 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行 ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和 ＮｔＡＯＣ的三级
结构预测［１５］。

１．２．３　过表达载体的构建　ＰＣＲ生成的包含
ＮｔＬＯＸ开放阅读框（ＯＲＦ）的 ＫｐｎＩ－ＫｐｎＩ片段、包含
ＮｔＡＯＳ开放阅读框的 ＰｓｔⅠ －ＰｓｔⅠ片段和包含
ＮｔＡＯＣ开放阅读框的 ＫｐｎⅠ －ＰｓｔⅠ片段已被亚克
隆到质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５．１－ＧＵＳＰｌｕｓ上。使用的
引物如下：ＮｔＬＯＸ，上游引物５′－ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＴＴ
ＴＣＴＴＧＧＡＧＡＡＧＡＴＴＧＴＧ－３′，下游引物５′－ＧＧＧＧＴ
ＡＣＣＣＴＡＴＡＴＧＡＣＡＣＡＣＴＧＴＴＡＧＧ－３′；ＮｔＡＯＳ，上游
引物５′－ＡＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧＣＡＧＴＡＧＣＡＡＣＡＧＣＡＡ
Ｃ－３′，下游引物 ５′－ＡＡＣＴＧＣＡＧＣＴＡＡＧＣＴＣＴＣＴＴＣ
ＡＡＡＧＡＧＧＴ－３′；ＮｔＡＯＣ，上游引物５′－ＧＧＧＧＴＡＣＣＡ
ＴＧＧＣＣＡＣＴＧＣＣＴＣＣＴＣＡＧ－３′，下游引物５′－ＡＡＣＴ
ＧＣＡＧＴＣＡＡＴＴＡＧＴＧＡＡＡＴＴＴＴＴＣＡＧＧ－３′。引物
Ｍ１３－Ｒ用于识别片段插入方向，基因融合表达由
ＣａＭＶ３５Ｓ启动子控制。
１．２．４　表达分析　在处理 ３、４、５、６周后（ｗｅｅｋｓ
ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＷＡＴ）收获幼苗。ＴＲＩｚｏｌ 试剂

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）用于从植物样品中提取
ＲＮＡ。用基因特异性引物对目的基因 ＮｔＬＯＸ、
ＮｔＡＯＳ、ＮｔＡＯＣ和 ＮｔＡｃｔｉｎ（登录号：ＸＭ＿０１６６１８６５８）
进行ｑＲＴ－ＰＣＲ。在 ＰＣＲ中，使用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑⅡ （ＴａＫａＲａＣａｔ．ＲＲ８２０Ａ）试剂盒配制反应
溶液，使用ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ系统（应用生物系统）进行
ＰＣＲ，共设 ３次技术重复。将表达水平标准化为
ＮｔＡｃｔｉｎ，然后使用 方法计算倍数变化［１６－１７］。将以

下基因特异性引物对用于 ｑＲＴ－ＰＣＲ：ＮｔＬＯＸ，５′－Ｔ
ＧＣＣＣＴＣＡＧＴＴＣＴＴＧＡＴＧＧＡＧＴ－３′和５′－ＣＴＴＴＧＣＴ
ＧＣＧＴＴＴＣＣＣＴＴＧＴ－３′；ＮｔＡＯＳ，５′－ＧＴＴＣＧＴＣＣＣＡＴ
ＴＡＣＡＣＴＣＴＣ－３′和５′－ＡＧＧＡＴＣＧＧＡＡＡＡＣＴＣＴＴＧ
ＣＣ－３′；ＮｔＡＯＣ，５′－ＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＴＣＣＡＡＧＴＣＡＴ－
３′和５′－ＣＣＣＣＴＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＧ－３′；和
ＮｔＡｃｔｉｎ，５′－ＡＡＧＧＧＡＴＧＣＧＡＧＧＡＴＧＧＡ－３′和５′－
ＣＡＡＧＧＡＡＡＴＣＡＣＣＧＣＴＴＴＧＧ－３′。

２　结果与分析

２．１　序列的克隆和生物信息学分析
在普通烟草中鉴定了 ＪＡ合成途径中３个关键
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的基因，分别为 ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和 ＮｔＡＯＣ。ＮｔＬＯＸ长
２８３１ｂｐ，有１个可编码８６２个氨基酸的 ＯＲＦ，其相
对分子量为９７．６ｋｕ。ＮｔＡＯＳ、ＮｔＡＯＣ的长度分别为
１５６９、９８３ｂｐ（图１）。ＮｔＡＯＳ、ＮｔＡＯＣ分别编码５２２、
２４５个氨基酸的 ＯＲＦ，相对分子量分别为 ５８．９、
２６．５ｋｕ。　

　　 ＮｔＬＯＸ与来自普通烟草、番茄 （Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）、辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍ）和渐狭叶烟

草（Ｎ．ａｔｔｅｎｕａｔｅ）的脂肪氧化酶具有最大的相似度。
烟草脂氧合酶与白黄麻（Ｃｏｒｃｈｏｒｕｓｃａｐａｓｕｌａｒｉｓ）具有
更 高 的 同 一 性，ＮｔＬＯＸ 与 ＣｃＬＯＸ（登 录 号：
ＯＭＯ６２５６１）的氨基酸序列同一性为７３％。

ＮｔＡＯＳ与来自普通烟草、马铃薯 （Ｓｏｌａｎｕｍ
ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）、辣椒和渐狭叶烟草的丙二烯氧化合酶具
有最高的相似度。ＮｔＡＯＳ与甜瓜具有较高的氨基酸
序列同一性，ＮｔＡＯＳ与 ＣｍＡＯＳ１（登录号：ＮＰ＿
００１３１５３７５）之间有６８％的氨基酸序列同一性。

ＮｔＡＯＣ与来自普通烟草、马铃薯、番茄、莨菪
（Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓｎｉｇｅｒ）和长春花（Ｃａｔｈａｒａｂｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ）
的脂肪氧化酶具有最大的相似性。烟草 ＡＯＣ与蒺
藜苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ）的同一性更高，ＮｔＡＯＣ
与ＭｔＡＯＣ（登录号 ＣＡＩ２９０４６）的氨基酸序列同一性
为６５％。

图２－Ａ显示了ＮｔＬＯＸ与其他植物物种特征蛋
白之间的关系，其中 ＮｔＬＯＸ与 ＮｂＬＯＸ之间的关系
最密切。图２－Ｂ显示了ＮｔＡＯＳ与其他植物物种特
征蛋白之间的关系，其中 ＮｔＡＯＳ与 ＮａＡＯＳ之间的
关系最密切。图２－Ｃ显示了ＮｔＡＯＣ与其他植物物
种的特征蛋白之间的关系，其中 ＮｔＡＯＣ与 ＳｔＡＯＣ、
ＳｌＡＯＣ、ＨｎＡＯＣ、ＬｃＡＯＣ之间的关系最密切。

２．２　ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和ＮｔＡＯＣ的结构分析
Ｉｎｔｅｒｐｒｏ序列分析和分类结果显示，ＮｔＬＯＸ属于

植物脂肪氧化酶家族（结构域编号：ＩＰＲ００１２４６）。
ＮｔＬＯＸ包含 ３个域：ＰＬＡＴ／ＬＨ２域（结构域编号：
ＩＰＲ００１０２４，１７～１７３位氨基酸）、结构域 ３（结构域
编号：ＩＰＲ０２７４３３，２８９～３７８位氨基酸）和Ｃ端（结构
域编号：ＩＰＲ０１３８１９，１６３～８６２位氨基酸）（图 ３－
Ａ）。此外，在ＮｔＬＯＸ的５１８～５３２位氨基酸处发现
了１个铁结合位点。ＧＯ途径和分子功能预测结
果［１８］表 明，ＮｔＬＯＸ 参 与 氧 化 还 原 过 程 （ＧＯ：
００５５１１４、００１６７０２）。ＮｔＡＯＳ是细胞色素 Ｐ４５０、Ｅ

类、Ⅳ组（结构域编号：ＩＰＲ００２４０３）家族成员（图３－
Ｂ）。结构域分析结果表明，ＮｔＡＯＳ的５７～５０６位氨
基酸将其归类为 ＳＳＦ４８２６４超家族的一部分。与
ＮｔＬＯＸ类似的是，ＮｔＡＯＳ参与氧化还原过程（ＧＯ：
００５５１１４、００１６７０５）。结构域分析结果显示，ＮｔＡＯＣ
的７３～２４５位氨基酸可能编码属于ＳＳＦ１４１４９３超家
族的域。分子功能分析结果表明，ＮｔＡＯＣ具有异构
酶活性（ＧＯ：００１６８５３，图３－Ｃ）。
　　蛋白激酶 Ｃ、酪氨酸激酶和酪蛋白激酶Ⅱ诱导
的磷酸化以及 Ｎ－肉豆蔻酰化位点在 ＮｔＬＯＸ、
ＮｔＡＯＳ和 ＮｔＡＯＣ中高度保守。除了所有３种蛋白
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质共有的位点外，笔者还在 ＮｔＬＯＸ中发现了另外２
个位点，即 Ｎ－糖基化位点、依赖于 ｃＡＭＰ和 ｃＧＭＰ
的蛋白激酶磷酸化位点。

使用ＴａｒｇｅｔＰ１．１服务器分析 ＮｔＬＯＸ的亚细胞
定位，分别获得了概率值为 ０．１３４、０．０９３和０．０４０
的叶绿体转运肽（ｃＴＰ）、线粒体靶向肽（ｍＴＰ）和信
号肽（ＳＰ）。ＮｔＡＯＳ的ＴａｒｇｅｔＰ１．１分析得出的 ｃＴＰ、
ｍＴＰ、ＳＰ概率值分别为 ０．８０２、０．１４８、０．１２７，表明
ＮｔＡＯＳ最有可能位于叶绿体上。ＮｔＡＯＣ的 ＴａｒｇｅｔＰ
１．１分析得出的ｃＴＰ、ｍＴＰ、ＳＰ概率值分别为０．９５４、
０．０４４、０．００５，表明 ＮｔＡＯＣ位于叶绿体中。ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ被用于进一步预测蛋白质的亚细胞定位。
结果显示，ＮｔＡＯＳ、ＮｔＡＯＣ明确定位于叶绿体上，而
ＮｔＬＯＸ定位于细胞质上。不同 ＬＯＸ蛋白在不同细
胞器中发挥着不同的作用，拟南芥基因组至少包含

４个ＬＯＸ基因，其中 ＡｔＬＯＸ１位于细胞质中，ＡｔＬＯＸ２

位于质体基质中。与 ＡｔＬＯＸ２类似的是，ＡｔＬＯＸ３、
ＡｔＬＯＸ４包含叶绿体转运肽序列，但它们被视为质
体［１９］。在叶片衰老的过程中，ＡｔＬＯＸ１的表达量明
显升高，而ＡｔＬＯＸ２的表达量急剧下降［１９］。

ＮｔＬＯＸ的ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预测结果表明，该蛋
白质与大豆脂氧合酶（ＬＯＸ－３）１ｒｒｌ．１相似，在氨基
酸模型－模板范围内具有 ６５．３３％的序列同一性
（２５～８６２位氨基酸，图４－Ａ）。ＮｔＡＯＳ的全自动蛋
白质结构同源性建模结果表明，该蛋白质与拟南芥

ＡＯＳ３ｄｓｉ．１具有结构相似性，在氨基酸模型 －模板
范围内（５７～５２２位氨基酸）中具有６８．６３％的序列
同一性（图４－Ｂ）。ＮｔＡＯＣ的蛋白质结构同源性建
模结果表明，它在结构上与拟南芥 ＡＯＣ２４ｃｑ６．１相
似，在氨基酸模型 －模板范围内（７３～２４５位氨基
酸）具有６７．４３％的序列同一性（图４－Ｃ）。

２．３　过表达载体的构建
将限制酶消化位点引入开放阅读框中，ＫｐｎⅠ－

ＫｐｎⅠ、ＰｓｔⅠ－ＰｓｔⅠ和 ＫｐｎⅠ －ＰｓｔⅠ位点分别被引
入 ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和 ＮｔＡＯＣ。每个基因序列通过
ＰＣＲ扩增（图５－Ａ），每个片段用相应的限制酶消

化（图 ５－Ｂ）。将限制性片段亚克隆到质粒
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５．１－ＧＵＳＰｌｕｓ中。用扩增基因序列的
引物鉴定成功转化的含有所需质粒的菌落（图５－
Ｃ）。其中引物 Ｍ１３－Ｒ用于确定 ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ的
插入方向。存在扩增片段表明插入片段处于正向
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（ＮｔＬＯＸ对应图５－Ｄ，ＮｔＡＯＳ对应图５－Ｅ）。
２．４　ＮｔＬＯＸ、ＮｔＡＯＳ和ＮｔＡＯＣ的表达分析

在钾充足的条件下，烟草 ＮＤ２０２的基因型比
ＮＣ８９的基因型积累了更多的钾。然而，ＮＤ２０２比
ＮＣ８９对低钾胁迫更敏感。有趣的是，在 ＮＤ２０２、
ＮＣ８９植物中，ＮｔＡＯＳ、ＮｔＡＯＣ在钾充足条件下的表
达水平高于低钾条件（ＮＤ２０２对应图６－Ａ、图６－
Ｃ；ＮＣ８９对应图６－Ｂ、图６－Ｄ）。在钾充足条件下，
ＮＣ８９的ＮｔＬＯＸ相对表达水平在４、５、６ＷＡＴ时分别
是０．７６、２．５５、１．８３倍（图６－Ｂ、图６－Ｄ）。在缺钾
条件下，ＮＤ２０２的ＮｔＡＯＳ、ＮｔＡＯＣ表达水平在４、５、６
ＷＡＴ没有明显变化（图６－Ｃ）。然而，在相同条件
下，ＮｔＬＯＸ在５ＷＡＴ转录水平下表达水平明显增加
（图６－Ｃ），ＮＣ８９在４ＷＡＴ的ＮｔＬＯＸ相对表达水平
明显改变并持续到 ６ＷＡＴ。值得注意的是，ＮＣ８９
的ＮｔＬＯＸ相对表达水平在 ４、５、６ＷＡＴ时分别是
３２４、２．３８、５．４１倍（图６－Ｄ）。上述结果表明，无
论植物的基因型如何，在钾充足的条件下，ＮｔＡＯＳ、
ＮｔＡＯＣ的表达量都会增加（图６－Ａ、图６－Ｂ）。在
缺钾条件下，与ＮＤ２０２敏感基因型相比，ＮＣ８９耐受
基因型 ＮｔＬＯＸ的表达更为及时，并持续更长时间。
因此可见，ＮｔＬＯＸ的表达水平可能与植物对低钾胁
迫的抗性相关。

　　有文献报道了拟南芥铝胁迫３ｈ时，与根中 ＪＡ
合成相关的基因上调表达，如 ＡＯＳ、ＡＯＣ３和 ＯＰＲ３。

当铝胁迫持续６ｈ时，ＡＯＳ、ＡＯＣ３和ＯＰＲ３的表达水
平下降。然而，铝胁迫对与ＪＡ生物合成相关的其他
基因的表达没有影响，如 ＬＯＸ２、ＡＯＣ１和 ＡＯＣ２［９］。
据报道，缺钾植物中 ＪＡｓ、羟基 －１２－氧代－十八碳
二烯酸和１２－氧代 －植物二烯酸的水平高于钾充
足的植物。在低钾胁迫下，１３－ＬＯＸ途径中的营养
储存蛋白（ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｓｔｏｒａｇｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＳＰ）、ＬＯＸ２和
其他酶的转录水平增加。与对照相比，在Ｎ、Ｐ或Ｃａ
缺乏条件下生长２周的植物中，ＬＯＸ２或 ＶＳＰ２的转
录水平没有增加。然而，在缺钾植物中，ＬＯＸ２、ＶＳＰ２
转录本大大增加，分别编码 ９－ＬＯＸ和另一种
１３－ＬＯＸ，同种型的ＬＯＸ１、ＬＯＸ３没有太大变化［２０］。

本研究结果也表明，并非所有ＪＡ合成相关基因都对
低钾胁迫能作出反应（图 ６－Ｃ、图６－Ｄ）。

３　结论与讨论

越来越多的研究发现，ＪＡ在非生物胁迫中具有
重要作用［７，２０－２３］。淹水会导致植物缺氧，淹水后暴

露于氧气（即再充氧）中称为复氧。参与茉莉酸合

成途径的基因（包括ＬＯＸ１－６、ＡＯＳ和 ＡＯＣ１－４）的
转录水平在复氧过程中上调。外源性 ＭｅＪＡ的应用
提高了拟南芥对复氧胁迫的耐受性，而缺乏 ＪＡ合
成（如 ｌｏｘ２－Ｓ和 ａｏｓ）和信号通路（如 ｊａｒ１－１和
ｃｏｉ１－２）的突变体对复氧的敏感性增加。ＭＹＣ２编
码ＪＡ信号传导所必需的关键转录因子。与野生型
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相比，ＭＹＣ２－ＯＥ显示出较少的损伤，而 ｊｉｎ１－９、
ｍｙｃ２－２突变体在再充氧 ４ｄ后显示出更多的损
伤。这些发现表明，ＪＡ通过激活抗氧化防御系统，
成为植物对淹没后复氧反应必不可少的主要上游

信号分子，这反过来又有助于减轻复氧引起的氧化

损伤，进而提高植物对复氧胁迫的耐受性［８］。

干旱是作物生产力的主要限制因素。近期的

研究发现，ＪＡ途径参与了玉米的干旱胁迫。关于玉
米微阵列的研究发现，在干旱胁迫下，编码 ＬＯＸ同
种型的６种 ＬＯＸ酶中的 ４种酶的基因（即 ＬＯＸ２、
ＬＯＸ６、ＬＯＸ１０和 ＬＯＸ１１）的表达水平提高，在伸长、
成熟组织中 ＬＯＸ２、ＬＯＸ１０的表达水平最高。总
ＬＯＸ活性和 ＭＤＡ含量紧随响应干旱的 ＬＯＸ转录
谱，向叶的成熟部分增加，表明干旱在叶片的所有

区域诱导氧化损伤，成熟组织表现出最强的反应。

这些结果表明干旱胁迫会对叶片所有部分造成氧

化损伤，在成熟组织中观察到最强的反应。有研究

者观察到随着叶片的成熟脂质过氧化，部分ＬＯＸ活
性增强。这些结果可以支持茉莉酸的产生是因为

茉莉酸生物合成涉及通过脂质氧化合成脂氧合物

（ｏｘｙｌｉｐｉｎｓ），特别是 ＬＯＸ６，其转录水平在胁迫条件
下被显著诱导，这是造成根中胁迫诱导茉莉酸积累

的原因［７］。

凭借与生长素、乙烯的相互作用，茉莉酸对调

节环境胁迫下的根系生长发育极为有益。例如，由

于盐分胁迫，水稻生长普遍受到限制。ａｏｃ突变体
对盐胁迫表现出较弱的敏感性。Ｏｓ－ｃｐｍ２和ｈｅｂｉｂａ
突变体可以在其叶片中积累少量 Ｎａ＋，并且可以更
好地清除盐胁迫所产生的活性氧。在应激传导中，

野生型叶片及ＪＡ突变体可以积累相似数量的脱落
酸。在宽型叶片中，ＪＡ及其氨基酸结合物（ＪＡ－异
亮氨酸）的水平变化不大。相比之下，野生型强烈

诱导ＪＡ前体１２－ＯＰＤＡ对盐胁迫作出反应，这在突
变体中没有出现。突变体中１２－ＯＰＤＡ的缺失不仅
与普遍增加的活性氧清除活性相关，而且与抗氧化

途径中特定酶的更高活性相关［２４］。外源ＪＡ加强了
对铝诱导的根生长的抑制。此外，根据ＪＡ生物合成
或信号传导缺陷突变体的表型分析结果，ＪＡ参与调
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节了铝诱导的根生长抑制［９］。总之，ＪＡ对于植物生
长的调节是复杂的。

ＪＡ对非生物胁迫具有重要意义。本试验基于
ｑＲＴ－ＰＣＲ分析了在缺钾条件下２种基因型品种ＪＡ
合成途径 ３个基因的表达模式，耐低钾基因型
ＮｔＬＯＸ表达水平升高更早且持续时间更长，表明
ＮｔＬＯＸ的表达水平可能与低钾胁迫的耐性相关。
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