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　　摘要：漆酶（ＬＡＣ）是植物木质素生物合成中催化木质素单体聚合的关键酶，在调控植物生长发育和胁迫响应中发
挥着重要作用。对枳漆酶基因家族进行鉴定和分析，并探究其在盐胁迫下的表达模式，可为进一步研究枳漆酶基因功

能提供重要的参考信息。采用生物信息学手段鉴定枳漆酶基因家族成员，对其家族成员的理化性质、基因结构、系统

进化关系、启动子顺式作用元件等进行分析，并通过ｑＲＴ－ＰＣＲ方法分析其盐胁迫表达模式。结果表明，枳基因组中
共有２０个ＬＡＣ基因家族成员，其中１８个分布在５条已知染色体上，２个分布在未知染色体上，被预测定位到细胞膜
和细胞核中；共有６～１４个外显子，５～１３个内含子，９～１１个ｍｏｔｉｆ；系统进化树分析结果显示，２０个枳ＬＡＣ基因家族
成员与１７个拟南芥ＬＡＣ基因家族成员共分成７个亚组，２０个枳ＬＡＣ基因家族成员分布在其中的６组；２０个枳 ＬＡＣ
基因家族成员与拟南芥ＬＡＣ基因间存在１９对共线性关系；启动子区域含有２４种顺式作用元件，其中厌氧诱导元件、
干旱响应元件和茉莉酸甲酯响应元件数量最多；１６个枳ＬＡＣ基因在盐胁迫下显著上调表达，推测枳漆酶基因参与了
盐胁迫响应。
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　　漆酶（Ｌａｃｃａｓｅ，ＬＡＣ，ＥＣ１．１０．３．２）是一种含铜
的多酚氧化酶，属于铜蓝氧化酶家族，可催化酚类

等多种底物的氧化，并将氧气还原成水［１］。漆酶最

早在１８８３年由日本学者 Ｙｏｓｈｉｄａ从漆树的漆液中
发现［２］，之后在细菌、真菌、昆虫和其他植物中陆续

发现［３］。已有研究发现，漆酶参与植物细胞壁木质

素生物合成途径的最后阶段，即木质素单体的聚

合［４］。因此，漆酶在植物生长发育、生物和非生物

胁迫响应中具有重要的调控作用［４］。

漆酶由多基因编码，随着众多植物基因组数据

的公布，不少物种已经完成了漆酶基因家族的鉴

定。例如，在模式植物拟南芥中，１７个漆酶基因被
鉴定出来，其中ＡｔＬＡＣ４、ＡｔＬＡＣ１１和 ＡｔＬＡＣ１７与木质
素合成有关［５－６］；在水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）基因组中，共
有３０个 ＬＡＣ［７］；在柳枝稷草（Ｐａｎｉｃｕｍｖｉｒｇａｔｕｍ）中
共鉴定出４９个ＬＡＣ［８］；在梨（Ｐｙｒｕｓｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ）中
共鉴定出４０个ＬＡＣ［９］；在茶树（Ｃａｍｅｌｌｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ）中
共鉴定出４３个 ＬＡＣ［１０］；在荔枝（Ｌｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉ）中

共鉴定出 ６１个 ＬＡＣ［１１］；在桃（Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ）、茄
（Ｓｏｌａｎｕｍｍｅｌｏｎｇｅｎａ）中皆鉴定出４８个 ＬＡＣ［１２－１３］。
值得注意的是，漆酶基因在逆境胁迫中的作用正获

得越来越多的关注。一般而言，漆酶基因在胁迫下

会富集表达，特别是在盐胁迫条件下。例如，玉米

ＺｍＬＡＣ１、拟南芥 ＡｔＬＡＣ２、水稻 ＯｓＣｈＩ１和胡萝卜
ＤｃＬＡＣ１在盐胁迫下都显著上调表达，而过表达漆酶
基因能提高植物的耐盐性［１４－１７］。

柑橘是世界第一大果树，也是我国栽培面积最

大、经济价值较高的果树。然而柑橘以露地栽培为

主且对环境条件要求较高，易受多种生物、非生物

逆境胁迫的影响，极大程度地限制了我国柑橘产业

的良性健康发展。因此，亟待开展柑橘抗逆基因挖

掘与鉴定研究［１８－２１］。枳是芸香科枳属小乔木，具有

抗寒、抗旱、适应性强等优点，是我国目前应用最

多、最广的柑橘砧木。本研究根据已公布的枳基因

组数据［２２］，采用生物信息学手段鉴定枳漆酶基因家

族成员，分析其理化特征、基因结构、系统进化关

系、启动子顺式作用元件和盐胁迫表达模式，以期

挖掘与盐胁迫响应相关的漆酶基因，为枳ＬＡＣ基因
功能研究提供理论基础。
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１　材料与方法

１．１　试验时间与地点
本试验于２０２２年３月在扬州大学园艺园林学

院实验室内完成。

１．２　枳漆酶基因家族的鉴定
枳（ＰｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａＬ．）基因组序列、蛋白质

序列及其注释信息均下载自 ＣＰＢＤ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｃｉｔｒｕｓ．ｈｚａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）。从植物参考基因组数据库
Ｅｎｓｅｍｂｌ（ｈｔｔｐ：／／ｐｌａｎｔｓ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ）中下载拟南芥
的基因组相关数据（基因组序列和注释信息）。

以拟南芥的 １７个 ＬＡＣ蛋白序列作为查询序
列，设置检索阈值（Ｅ－ｖａｌｕｅ）为１０－５，通过 ＴＢｔｏｏｌｓ
软件的ＢＬＡＳＴ功能搜索枳蛋白数据库，获得候选枳
ＬＡＣ蛋白序列，通过 ＮＣＢＩ、ＳＭＡＲＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）进行蛋白保守结构域
的鉴 定。通 过 在 线 工 具 Ｅｘｐａｓｙ－ＰｒｏｔＰａｒａｍ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）对枳 ＬＡＣ基
因家族成员进行蛋白质理化性质预测。使用在线

软件Ｐｌａｎｔ－ｍＰＬｏｃ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｂｉｏ．ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／
ｂｉｏｉｎｆ／ｐｌａｎｔ－ｍｕｌｔｉ／）对枳 ＬＡＣ蛋白家族进行亚细
胞定位预测。

１．３　枳ＬＡＣ基因家族基因结构和ｍｏｔｉｆ分析
通过在线工具 ＭＥＭＥ（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｍｅ－ｓｕｉｔｅ．

ｏｒｇ／ｍｅｍｅ／ｔｏｏｌｓ／ｍｅｍｅ）进行ｍｏｔｉｆ分析，ｍｏｔｉｆ数目设
置为１０个，其他均为默认值，利用ＴＢｔｏｏｌｓ软件对基
因结构和ｍｏｔｉｆ数据进行可视化作图。
１．４　枳和拟南芥ＬＡＣ基因家族的系统进化树分析

使用枳、拟南芥的ＬＡＣ蛋白序列，用ＭｅｇａＸ进
行多 序 列 比 对，并 用 最 大 似 然 法 （Ｍａｘｉｍｕｍ
ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）构建系统进化树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ参数设置
为１０００，其他参数选择默认值。用Ｅｖｏｌｖｉｅｗ在线软
件对系统发生树进行编辑和美化。

１．５　枳和拟南芥ＬＡＣ基因家族的共线性分析
用ＭＣＳｃａｎＸ程序对枳、拟南芥的基因组信息进

行比对，并通过 ＴＢｔｏｏｌｓ软件的 ＭｕｌｔｉｐｌｅＳｙｓｔｅｎｙＰｌｏｔ
工具分析其共线性关系。

１．６　枳ＬＡＣ基因启动子顺式作用元件分析
选取枳ＬＡＣ基因转录起点上游２０００ｂｐ的序

列作为启动子区域，利用在线工具 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／
ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／）获得每个枳 ＬＡＣ基因启动子区域
中所有的顺式作用元件，并筛选出重要的响应元

件，进行统计分析。

１．７　植物材料和盐胁迫处理
选择发育一致的４５日龄枳幼苗，将幼苗在含有

３００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠的溶液中进行盐胁迫处理，处理
后０～５ｄ采收根系。所有样本直接收集到液氮中，
于－８０℃保存，直至提取ＲＮＡ。每个试验设３个生
物学重复，每个重复采５株幼苗样品。
１．８　ＲＮＡ提取和ｑＲＴ－ＰＣＲ检测

采用乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）法提取总 ＲＮＡ，用
凝胶电泳和生物分析仪检测 ＲＮＡ质量，用
ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ逆转录酶（ＴａＫａＲａ公司产品），具体操作
参照制造商的说明书。ｑＲＴ－ＰＣＲ的基因特异性引
物序列见表１。以２μＬｃＤＮＡ为模板，用 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ Ｐｌｕｓ（２×）（ＴａＫａＲａ公司产品）
进行２５μＬＰＣＲ反应，每个引物浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。
采用 ＣＦＸ９６实时荧光定量 ＰＣＲ仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ）进
行 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测，以柑橘 β肌动蛋白基因
（ＡＣＴＢ）为内控基因。反应过程如下：９５℃预变性
３ｍｉｎ；９５℃延伸时间３０ｓ，根据特定引物设置的退
火温度（Ｔ）下退火３０ｓ，共４０个循环。聚合酶链式
反应结束后，于６５～９５℃进行熔化曲线分析。所有
ｑＲＴ－ＰＣＲ分析重复３次。采用２ΔΔＣＴ法评估基因的
表达水平。

２　结果与分析

２．１　ＬＡＣ基因家族成员鉴定及其对应蛋白的理化
性质预测

通过ＢＬＡＳＴ和保守结构域鉴定方法，共在枳基
因组中发现２０个 ＬＡＣ基因成员（表２），根据其在
染色体的分布将其命名为 ＰｔｒＬＡＣ１～ＰｔｒＬＡＣ２０（图
１）。其中，ＰｔｒＬＡＣ１位于 ３号染色体上，ＰｔｒＬＡＣ２、
ＰｔｒＬＡＣ３位于４号染色体上，ＰｔｒＬＡＣ４、ＰｔｒＬＡＣ５位于
５号染色体上，ＰｔｒＬＡＣ６～ＰｔｒＬＡＣ１３位于６号染色体
上，ＰｔｒＬＡＣ１４～ＰｔｒＬＡＣ１８位于 ８号染色体上，
ＰｔｒＬＡＣ１９、ＰｔｒＬＡＣ２０位于未知染色体上。枳 ＬＡＣ基
因编码的氨基酸长度介于５５３～１１１２之间，相对分
子量介于６０．５５～１２０．８２之间，等电点介于５．０２～
９．８８之间，亲水性介于 －０．２４７～０．０００之间。此
外，枳ＬＡＣ蛋白的不稳定系数位于 ２６．００～３８．１４
范围，都低于４０．００，表明这２０个 ＬＡＣ基因成员都
是稳定的。用在线软件 Ｐｌａｎｔ－ｍＰＬｏｃ进行亚细胞
定位预测，结果显示，所有枳 ＬＡＣ蛋白都位于细胞
膜上，此外，发现ＰｔｒＬＡＣ７位于细胞核上。这揭示枳
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表１　ＰｔｒＬＡＣｓ的定量引物序列

基因名称 上游引物序列（５′→３′） 下游引物序列（５′→３′）

ＰｔｒＬＡＣ１ ＡＧＡＣＣＧＴＧＡＡＣＧＴＣＣＴＴＧＴＣ ＡＡＴＧＴＡＧＣＧＧＧＴＡＡＧＧＣＧＡＧ

ＰｔｒＬＡＣ２ ＡＴＧＣＴＡＧＧＡＣＣＴＧＧＣＣＡＡＡＣ ＣＡＧＧＧＣＡＡＧＧＧＧＣＡＧＡＴＴＴＡ

ＰｔｒＬＡＣ３ ＧＣＣＡＡＡＣＣＡＣＡＡＡＴＧＣＣＣＴＴ ＴＴＧＡＧＧＡＡＡＡＣＧＣＧＡＣＣＧＴＡ

ＰｔｒＬＡＣ４ ＴＣＡＣＣＣＣＡＴＡＧＡＴＧＴＣＣＣＧＴ ＡＴＴＣＧＧＣＣＣＴＴＣＡＣＡＣＧＡＡＴ

ＰｔｒＬＡＣ５ ＧＣＧＧＡＴＧＧＧＴＴＧＣＴＡＴＡＣＧＡ ＧＡＧＡＣＴＧＧＡＣＡＧＣＣＴＧＣＡＡＴ

ＰｔｒＬＡＣ６ ＡＴＴＡＡＣＧＧＡＣＡＡＣＣＧＧＧＡＣＣ ＧＴＧＧＴＴＴＧＧＣＣＴＧＧＡＧＣＴＡＴ

ＰｔｒＬＡＣ７ ＧＡＡＡＧＧＣＡＡＧＧＴＣＡＣＴＣＣＧＡ ＡＡＡＣＴＣＴＴＣＧＧＡＧＣＣＴＣＧＴＧ

ＰｔｒＬＡＣ８ ＡＣＧＴＴＴＴＧＣＴＧＡＡＡＧＣＣＧＡＣ ＧＡＣＧＡＴＧＣＣＴＣＴＣＧＴＧＧＴＡＧ

ＰｔｒＬＡＣ９ ＴＣＴＧＧＧＣＡＧＡＴＧＧＡＣＣＡＡＡＣ ＣＧＣＡＧＣＡＴＴＧＡＧＡＴＧＴＧＡＧＣ

ＰｔｒＬＡＣ１０ ＴＣＣＣＣＧＴＴＣＧＡＧＴＡＣＡＧＴＣＴ ＡＡＧＧＧＴＴＴＧＴＴＣＣＡＡＧＧＣＣＡ

ＰｔｒＬＡＣ１１ ＡＣＴＴＧＣＣＡＡＧＧＡＣＣＣＡＡＣＡＡ ＣＡＣＣＡＴＡＡＴＧＴＴＧＣＴＣＧＧＣＧ

ＰｔｒＬＡＣ１２ ＴＧＴＴＴＣＧＧＡＴＧＣＧＴＡＣＡＣＣＡ ＣＧＴＡＡＡＣＧＧＣＡＴＣＡＧＣＴＴＣＧ

ＰｔｒＬＡＣ１３ ＣＡＣＴＣＧＧＡＡＣＡＡＧＧＣＴＣＡＧＴ ＡＴＣＣＴＣＣＡＧＴＣＧＧＡＡＣＴＣＣＡ

ＰｔｒＬＡＣ１４ ＴＣＡＣＧＧＴＡＧＧＣＣＴＡＧＧＡＡＣＡ ＴＧＴＴＡＴＴＧＧＧＴＧＧＡＧＴＧＣＣＣ

ＰｔｒＬＡＣ１５ ＣＣＣＡＡＡＣＧＴＣＴＣＴＧＡＴＧＣＣＴ ＣＴＧＧＧＧＴＧＡＴＡＡＣＣＡＧＣＧＴＴ

ＰｔｒＬＡＣ１６ ＣＣＡＣＴＴＣＡＡＡＧＣＡＣＡＣＡＧＧＣ ＴＡＧＣＡＡＣＡＡＣＡＣＧＡＧＧＡＣＣＣ

ＰｔｒＬＡＣ１７ ＡＣＣＧＴＧＣＴＣＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴ ＣＧＣＧＴＴＴＡＧＧＣＡＡＧＡＴＧＡＣＧ

ＰｔｒＬＡＣ１８ ＡＧＧＣＴＴＴＡＡＴＧＡＣＡＣＣＧＣＣＡ ＣＡＴＣＴＧＧＧＧＣＴＧＴＴＣＧＧＡＴＴ

ＰｔｒＬＡＣ１９ ＧＣＣＴＧＧＧＡＡＡＡＣＣＴＡＣＣＴＣＣ ＣＴＧＧＧＧＴＧＡＴＧＡＧＣＡＣＡＡＣＴ

ＰｔｒＬＡＣ２０ ＧＣＣＴＧＧＧＡＡＡＡＣＣＴＡＣＣＴＣＣ ＣＴＧＧＧＧＴＧＡＴＧＡＧＣＡＣＡＡＣＴ

表２　枳ＬＡＣ家族成员的基本信息

基因名称 基因编号 染色体
氨基酸长度

（ａａ）
相对分子量

（ｋｕ） 等电点 亲水性 不稳定系数
亚细胞定位

预测

ＰｔｒＬＡＣ１ Ｐｔ３ｇ０３３９３０．１ Ｃｈｒ３ ５７１ ６３．８６ ６．９６ －０．１１３ ３６．６２ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ２ Ｐｔ４ｇ０２１０５０．１ Ｃｈｒ４ ５７９ ６４．０１ ８．６２ －０．１５４ ３３．２６ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ３ Ｐｔ４ｇ０２２２７０．１ Ｃｈｒ４ ５５３ ６０．８６ ９．１０ －０．０１５ ２６．００ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ４ Ｐｔ５ｇ００５７４０．１ Ｃｈｒ５ ５８３ ６５．０２ ５．０２ －０．１８４ ３４．８７ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ５ Ｐｔ５ｇ０２２２２０．１ Ｃｈｒ５ ５７９ ６４．３１ ６．３５ －０．０９３ ３６．４１ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ６ Ｐｔ６ｇ０１３５３０．１ Ｃｈｒ６ ５５５ ６０．５５ ９．４６ －０．０２６ ３５．３１ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ７ Ｐｔ６ｇ０１３９３０．１ Ｃｈｒ６ １１１２ １２０．８２ ７．１７ －０．２４７ ３５．１４ 细胞膜、核

ＰｔｒＬＡＣ８ Ｐｔ６ｇ０１３９７０．１ Ｃｈｒ６ ５６６ ６２．２４ ７．３３ －０．０４４ ３３．５６ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ９ Ｐｔ６ｇ０１３９８０．１ Ｃｈｒ６ ５６８ ６２．７２ ８．５９ －０．０８９ ３７．６４ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１０ Ｐｔ６ｇ０１４９５０．１ Ｃｈｒ６ ５７８ ６３．９１ ９．４４ －０．０５６ ２９．４２ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１１ Ｐｔ６ｇ０１４９６０．１ Ｃｈｒ６ ５８１ ６４．４４ ９．８８ －０．１６２ ３１．００ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１２ Ｐｔ６ｇ０１４９９０．１ Ｃｈｒ６ ５７８ ６４．２６ ９．１３ －０．１４１ ２９．２６ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１３ Ｐｔ６ｇ０１８０２０．１ Ｃｈｒ６ ６８６ ７６．１７ ６．２６ －０．０８１ ３８．１４ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１４ Ｐｔ８ｇ００８９５０．１ Ｃｈｒ８ ５８０ ６３．８２ ８．９６ －０．０３０ ２９．４０ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１５ Ｐｔ８ｇ００９２６０．１ Ｃｈｒ８ ５７７ ６３．６３ ８．９９ －０．０２９ ２８．４６ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１６ Ｐｔ８ｇ０１０５４０．１ Ｃｈｒ８ ５８３ ６４．４６ ９．３４ －０．０９１ ３１．２０ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１７ Ｐｔ８ｇ０１１５３０．１ Ｃｈｒ８ ５５７ ６１．１８ ９．２３ ０．０００ ２９．７２ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１８ Ｐｔ８ｇ０１２５５０．１ Ｃｈｒ８ ５７８ ６４．４７ ９．２９ －０．１４０ ３６．９８ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ１９ ＰｔＵｎ００５３００．１ ＣｈｒＵｎ ５８２ ６４．４２ ９．６１ －０．０３２ ３２．７５ 细胞膜

ＰｔｒＬＡＣ２０ ＰｔＵｎ０３４０１０．１ ＣｈｒＵｎ ５８２ ６４．４２ ９．６１ －０．０３１ ３２．３７ 细胞膜
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ＬＡＣ蛋白可能参与细胞壁的木质素合成。
２．２　枳ＰｔｒＬＡＣ基因结构和ｍｏｔｉｆ分析

如图２所示，枳 ＬＡＣ基因共有 ６～１４个外显
子、５～１３个内含子。总体而言，基因之间的基因结
构差异较小，多数为６个外显子、５个内含子。基因
结构比较特殊的基因为 ＰｔｒＬＡＣ７、ＰｔｒＬＡＣ１３，有较多

外显子、内含子。Ｍｏｔｉｆ分析发现，枳 ＬＡＣ蛋白含有
９～１１个 ｍｏｔｉｆ。除 ＰｔｒＬＡＣ７、ＰｔｒＬＡＣ１３外，所有枳
ＬＡＣ蛋白具有相同Ｍｏｔｉｆ。有趣的是，ＰｔｒＬＡＣ１３缺失
ｍｏｔｉｆ２，而ＰｔｒＬＡＣ７相较于其他枳 ＬＡＣ基因家族成
员多１个ｍｏｔｉｆ８。
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２．３　系统进化树及共线性分析
为了探究枳 ＰｔｒＬＡＣ基因与模式植物拟南芥的

进化关系，构建它们的系统进化树（图３）。根据进
化树的结果，将其分为 ７个亚组。ＰｔｒＬＡＣ１０、
ＰｔｒＬＡＣ１１、ＰｔｒＬＡＣ１２、ＰｔｒＬＡＣ１４、ＰｔｒＬＡＣ１５、ＰｔｒＬＡＣ１６、
ＰｔｒＬＡＣ１９和 ＰｔｒＬＡＣ２０在第１组；ＰｔｒＬＡＣ３、ＰｔｒＬＡＣ６、
ＰｔｒＬＡＣ１３和ＰｔｒＬＡＣ１７在第２组；ＰｔｒＬＡＣ１在第４组；

ＰｔｒＬＡＣ７、ＰｔｒＬＡＣ８和 ＰｔｒＬＡＣ９在第 ５组；ＰｔｒＬＡＣ４在
第６组；ＰｔｒＬＡＣ２、ＰｔｒＬＡＣ５和 ＰｔｒＬＡＣ１８在第 ７组。
上述结果表明，枳ＬＡＣ基因家族可能存在功能多样
性。共线性分析结果显示，枳和拟南芥ＬＡＣ基因间
存在１９对共线性关系（图４），暗示这些 ＬＡＣ基因
对可能来自共同的祖先，具有相似的功能。

２．４　启动子区域顺式作用元件分析
顺式作用元件分析结果表明，枳ＬＡＣ基因启动

子区域共有２４种顺式作用元件，包括生长发育元

件、激素响应元件和逆境响应元件三大类型（图５）。
其中逆境响应元件类型最多，共有１１个。生长发育
元件主要有分生组织特异性元件（ＣＡＴ－ｂｏｘ，７０％
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ＬＡＣ成员）和玉米醇溶蛋白代谢调控元件（Ｏ２－
ｓｉｔｅ，３５％ ＬＡＣ成员）。激素响应元件主要有茉莉酸
甲酯响应元件（ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ或 ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ，
９０％ ＬＡＣ成员）、脱落酸响应元件（ＡＢＲＥ，８０％
ＬＡＣ成员）和生长素响应元件（ＡｕｘＲＲ－ｃｏｒｅ，５０％

ＬＡＣ成员），表明枳 ＬＡＣ基因可能受到多种激素的
调控表达。逆境响应元件主要有厌氧诱导元件

（ＡＲＥ，所有 ＬＡＣ成员）、干旱响应元件（ＭＢＳ，９０％
ＬＡＣ成员）和低温响应元件（ＬＴＲ，５０％ ＬＡＣ成员），
暗示枳ＬＡＣ基因可能响应多种逆境胁迫。

２．５　盐胁迫处理对枳ＬＡＣ基因表达的影响
已有研究发现，多种植物的ＬＡＣ基因在盐胁迫

下诱导表达［１４－１７］。因此，本研究采用ｑＲＴ－ＰＣＲ方
法分析所有枳 ＬＡＣ基因在盐胁迫处理下的表达模
式。如图６所示，盐胁迫处理使得８０％的枳ＬＡＣ基
因在不同时间点显著上调表达，其中多数集中在处

理后第１天（ＰｔｒＬＡＣ３、ＰｔｒＬＡＣ５、ＰｔｒＬＡＣ６、ＰｔｒＬＡＣ１０、
ＰｔｒＬＡＣ１１、ＰｔｒＬＡＣ１３、ＰｔｒＬＡＣ１５和 ＰｔｒＬＡＣ１８）和第 ５
天 （ＰｔｒＬＡＣ１、ＰｔｒＬＡＣ４、ＰｔｒＬＡＣ９、ＰｔｒＬＡＣ１４ 和

ＰｔｒＬＡＣ１９），仅ＰｔｒＬＡＣ２、ＰｔｒＬＡＣ７、ＰｔｒＬＡＣ１２、ＰｔｒＬＡＣ１７
的相对表达量出现下调。值得注意的是，ＰｔｒＬＡＣ９
的相对表达量在处理５ｄ时急剧升高（约为初始值
的４７倍）。由此推测，ＰｔｒＬＡＣ９基因是盐胁迫响应
的关键ＬＡＣ基因之一。

３　讨论与结论

植物漆酶参与木质素单体的聚合，从而影响木

质素合成和组分，在植物的生长和发育、应答生物

或非生物胁迫反应中具有重要调控作用。迄今，尚

未见关于枳漆酶基因家族的研究报道。本研究通

过生物信息学方法在枳中共鉴定出２０个ＬＡＣ基因
（ＰｔｒＬＡＣ１～ＰｔｒＬＡＣ２０）。但对多数植物而言，枳ＬＡＣ
基因成员的数目较少［７－１３］。枳 ＬＡＣ基因在染色体
上的分布不均匀，较集中在第６号、８号染色体上，
与甜橙ＬＡＣ基因的染色体定位一致［２３］；共有６～１４
个外显子、９～１１个 ｍｏｔｉｆ，主要定位在细胞膜上，这
些特征在不同物种之间的差异较大［７－１３，２３］。值得

注意的是，ＰｔｒＬＡＣ７定位到细胞膜和细胞核上，且多
１个ｍｏｔｉｆ８，暗示该基因可能具有特殊功能。

在本研究中，枳ＬＡＣ基因启动子区域的顺式作
用元件分析结果显示，其启动子区域含有２４种顺式
作用元件，包括生长发育元件、激素响应元件和逆

境响应元件，暗示着枳ＬＡＣ基因可能受到多种植物
激素和环境逆境诱导，并参与植物生长发育过程调
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控。对于不同植物而言，ＬＡＣ基因启动子区域的顺
式作用元件在数量、种类上具有一定差异，尤其是

富集的顺式作用元件种类［８，１０，２４］。例如，茶树 ＬＡＣ
基因主要富集厌氧诱导响应元件、茉莉酸甲酯和乙

烯响应元件［１０］；多数柳枝稷草 ＬＡＣ基因存在脱落
酸响应元件、茉莉酸甲酯响应元件和干旱响应元

件［８］；枳ＬＡＣ基因富含干旱响应元件、厌氧诱导响
应元件和茉莉酸甲酯响应元件。但上述预测的顺

式作用元件有待通过试验验证。

系统进化树分析将２０个枳ＬＡＣ基因家族成员
与１７个拟南芥 ＬＡＣ基因家族成员分成７个亚组，
与前人的研究结果［９，２３］一致。同一亚组的枳 ＬＡＣ
基因与拟南芥 ＬＡＣ基因可能具有相同或相似的功

能。考虑到 ＡｔＬＡＣ４、ＡｔＬＡＣ１１和 ＡｔＬＡＣ１７与木质素
合成有关，笔者推测 ＰｔｒＬＡＣ６和 ＰｔｒＬＡＣ１７（与
ＡｔＬＡＣ４聚类）、ＰｔｒＬＡＣ１３（与 ＡｔＬＡＣ１１聚类）及
ＰｔｒＬＡＣ１４和 ＰｔｒＬＡＣ１５（与 ＡｔＬＡＣ１７聚类）参与枳木
质素生物合成。此外，ＡｔＬＡＣ７、ＡｔＬＡＣ８和 ＡｔＬＡＣ９这
３个基因在缺铁、创伤或盐胁迫下上调表达［２５］。因

此，我们预测同一亚组下的 ＰｔｒＬＡＣ７、ＰｔｒＬＡＣ８和
ＰｔｒＬＡＣ９可能与胁迫响应相关。本研究的 ｑＲＴ－
ＰＣＲ分析结果显示，ＰｔｒＬＡＣ８、ＰｔｒＬＡＣ９在盐胁迫下
显著上调表达，而ＰｔｒＬＡＣ７显著下调表达，可见这３
个基因确实与盐胁迫响应相关，但它们是否参与枳

盐胁迫响应调控尚不清楚。目前笔者所在本课题

组正在进行 ＰｔｒＬＡＣ９的功能鉴定研究，有望进一步
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揭示其功能。
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