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芹菜 ＡｇＬＩＭＳ 基因的克隆和生物信息学
分析及其表达特性

贾丽丽ａꎬｂꎬｃꎬ 尹　 莲ａꎬｂꎬｃꎬ 刘洁霞ａꎬｂꎬｃꎬ 王　 昊ａꎬｂꎬｃꎬ 沈　 迪ａꎬｂꎬｃꎬ 冯　 凯ａꎬｂꎬｃꎬ 熊爱生ａꎬｂꎬｃꎬ①

(南京农业大学: ａ. 园艺学院ꎬ ｂ. 作物遗传与种质创新国家重点实验室ꎬ
ｃ. 农业农村部华东地区园艺作物生物学与种质创制重点实验室ꎬ 江苏 南京 ２１００９５)

摘要: 以芹菜(Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.)品种‘六合黄心芹’(‘Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ’)和‘津南实芹’(‘ Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’)
为研究对象ꎬ分别克隆获得芹菜柠檬烯合酶基因ꎬ命名为 ＡｇＬＩＭＳꎬ其开放阅读框长 １ ８００ ｂｐꎬ编码 ５９９ 个氨基酸ꎮ
结果显示:２ 个芹菜品种的 ＡｇＬＩＭＳ 基因核苷酸序列存在 ２ 个位点的差异ꎬ其编码的氨基酸序列也存在 ２ 个位点的

差异ꎻＡｇＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸序列在第 ５０ 至第 ５８６ 位存在植物萜类合酶(Ｔｅｒｐｅｎｅ ｃｙｃｌａｓｅ ｐｌａｎｔ Ｃ１)保守区域ꎬ具
有典型的类异戊二烯合成酶(Ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ Ｂｉｏｓｙｎ Ｃ１)超家族结构域ꎮ ２ 个芹菜品种的 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的理论相对分子

质量分别为 ６９ １２０ 和 ６９ １９０ꎬ理论等电点均为 ｐＩ ５.５２ꎮ ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的氨基酸序列中ꎬ亲水性氨基酸比例高于疏水

性氨基酸ꎻ其二级结构主要由 α 螺旋和无规则卷曲构成ꎬ但 α 螺旋、延伸链和 β 转角的比例在 ２ 个芹菜品种间略有

差异ꎻ其三级结构均含有 １ 个 β 折叠ꎬ但 α 螺旋数量在 ２ 个芹菜品种间略有差异ꎮ ＡｇＬＩＭＳ 基因与多种植物 ＬＩＭＳ 基

因编码的氨基酸序列一致性为 ６１.３３％ꎻ在系统树上ꎬ２ 个芹菜品种与同科种类的进化关系较近ꎬ而与其他科木本种

类的进化关系较远ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果显示:ＡｇＬＩＭＳ 基因在 ２ 个芹菜品种的叶片、叶柄和根中均能表达ꎬ其相对表达

量在叶片中最高、在根中最低ꎬ且在不同组织间差异显著ꎻ该基因在‘六合黄心芹’不同组织中的相对表达量总体上

显著高于‘津南实芹’ꎮ 在高温(３８ ℃)、低温(４ ℃)、干旱(质量体积分数 ２０％ＰＥＧ６０００)和高盐(０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＮａＣｌ)条件下ꎬ２ 个芹菜品种 ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量呈现不同的变化趋势ꎻ总体上看ꎬ‘津南实芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因

的相对表达量均不同程度升高ꎬ而品种‘六合黄心芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量则在高温和干旱条件下显著升高ꎮ
综合分析结果表明:２ 个芹菜品种的 ＡｇＬＩＭＳ 基因核苷酸序列及其编码的氨基酸序列差异很小ꎻＡｇＬＩＭＳ 蛋白为中

性、亲水性蛋白ꎬ其进化具有一定的保守性ꎻＡｇＬＩＭＳ 基因在芹菜中的表达具有组织特异性ꎬ且在受到非生物胁迫时

其表达特性发生变化ꎬ但这种变化效应存在品种间差异ꎮ
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ｆｒｏｍ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ａｌｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓꎻ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ ‘Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ’ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｗｏ Ａ.
ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ａｒｅ ｖｅｒｙ ｓｍａｌｌꎻ ＡｇＬＩＭＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｎｅｕｔｒａｌ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｉｓ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｍｅ ｄｅｇｒｅｅꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ａ. ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ ｉｓ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃꎬ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｖａｒｙ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｎｇ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ ｌｉｍｏｎｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ (ＬＩＭＳ ｇｅｎｅ)ꎻ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

　 　 芹菜(Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.)ꎬ也即旱芹ꎬ隶属于

伞形科(Ａｐｉａｃｅａｅ)芹属(Ａｐｉｕｍ Ｌｉｎｎ.) [１]ꎬ是重要的叶

菜类蔬菜作物之一ꎮ 芹菜属于冷凉性蔬菜ꎬ最适种植

温度为 １５ ℃ ~ ２０ ℃ [２]ꎬ温度是影响芹菜产量和品质

的重要因子之一ꎬ高温和低温均会引发如烧心、空心

和叶柄开裂等常见病害ꎬ进而影响芹菜的产量和品

质ꎮ 干旱和高盐等非生物胁迫也会对芹菜的产量和

品质有较大的影响ꎮ
萜类化合物种类繁多、结构多样ꎬ是植物次生代

谢产物中种类最多的一类[３]ꎬ在植物生长发育调控

和响应外界环境胁迫时有重要作用[４－６]ꎮ 在生物和

非生物胁迫下ꎬ萜类化合物均可被诱导以启动防御反

应ꎮ 例如:在高温条件下ꎬ冬青栎(Ｑｕｅｒｃｕｓ ｉｌｅｘ Ｌｉｎｎ.)
利用单萜清除细胞内的自由基团和活性氧等ꎬ同时产

生大量的挥发性单萜降低树体温度以减少高温伤

害[７]ꎻ在氧化胁迫下ꎬ单萜还可通过降低臭氧含量缓

解氧化伤害[８]ꎮ 萜类化合物是伞形科植物挥发油的

主要组成成分之一ꎬ其在植物防御非生物胁迫过程中

的作用为伞形科植物抗逆性研究提供了新的方向和

思路ꎮ
柠檬烯是萜类化合物中结构最简单的环状功能

单萜ꎬ是许多环状萜类化合物形成的前体物质ꎮ 已有

研究表明:柠檬烯合酶可作为研究环状单萜合酶的模

式酶[９]ꎮ 自 １９９３ 年 Ｃｏｌｂｙ 等[１０] 从留兰香 (Ｍｅｎｔｈａ
ｓｐｉｃａｔａ Ｌｉｎｎ.) 中克隆获得第 １ 个柠檬烯合酶基因

(ＬＩＭＳ 基因)以来ꎬ研究者陆续从水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌｉｎｎ.)、薄 荷 ( Ｍｅｎｔｈａ ｈａｐｌｏｃａｌｙｘ Ｂｒｉｑ.) 和 雷 公 藤

(Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ Ｈｏｏｋ. ｆ.)等植物中克隆获得柠

檬烯合酶基因ꎬ并对其功能进行了初步研究[１１－１３]ꎮ
而芹菜中柠檬烯合酶基因的功能和表达特性ꎬ以及在

非生物胁迫条件下该基因在芹菜抗逆性诱导和调控

中的作用ꎬ人们尚未有清晰的了解ꎮ
鉴于此ꎬ作者以芹菜品种‘六合黄心芹’ (‘Ｌｉｕｈｅ

Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ’)和‘津南实芹’ (‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’)为研

究对象ꎬ克隆获得其 ＬＩＭＳ 基因ꎬ并采用生物信息学

分析方法对该基因及其编码的蛋白质的结构和功能

４２
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进行分析ꎻ采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术检测该基因的相对表

达量在不同组织及不同胁迫条件下的变化ꎬ为进一步

研究芹菜对逆境胁迫的抗性机制提供基础研究数据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试芹菜品种‘六合黄心芹’和‘津南实芹’的种

子均保存于南京农业大学作物遗传与种质创新国家

重点实验室伞形科蔬菜作物实验室ꎮ
于 ２０１９ 年 ２ 月将种子播种并置于人工气候生长

室内ꎬ参照文献[１４]设置培养条件ꎬ待幼苗长至 ２ 月

龄时ꎬ分别取近植株顶部的 ３ 或 ４ 枚叶片(茎叶)以

及叶柄(中上部)和根各 ０.５ ｇꎬ立即用液氮速冻并保

存于－８０ ℃冰箱中ꎬ用于总 ＲＮＡ 提取、ｃＤＮＡ 合成及

基因表达分析ꎬ取样设置 ３ 个生物学重复ꎮ 参照文献

[１４]的实验设计ꎬ并采用相同的培养条件ꎬ对 ２ 月龄

苗分别进行低温(４ ℃)、高温(３８ ℃)、干旱(质量体

积分数 ２０％ＰＥＧ６０００)和高盐(０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ)处
理ꎬ处理 ２４ ｈꎻ每处理 ５ 盆ꎬ每盆 ６ 株ꎬ共 ３０ 株ꎻ分别

在处理 ０(ＣＫ)、１、２、４、８ 和 ２４ ｈ 时ꎬ取近植株顶部的

３ 或 ４ 枚叶片ꎬ立即用液氮速冻并保存于－８０ ℃冰箱

中ꎬ用于 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎬ采样时每处理设置３ 个生物

学重复ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成　 分别取 ２ 个芹菜

品种的叶片ꎬ用 ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 总 ＲＮＡ 提

取试剂盒〔天根生化科技(北京)有限公司〕提取总

ＲＮＡꎬ并用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 反转录试剂盒

〔宝生物工程(大连)有限公司〕将总 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡꎮ 具体操作过程见试剂盒说明书ꎮ
１.２.２ 　 基因克隆 　 基于芹菜转录组和基因组数据

库[１５－１６]ꎬ检索获得 ＡｇＬＩＭＳ 基因ꎻ根据该基因序列分

别设计正向引物(５′－ＡＴＧＧＣＴＣＴＴＧＣＡＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣ
ＡＧＡ－３′)和反向引物(５′－ＴＴＡＴＣＴＡＴＣＡＴＴＣＣＣＡＡＴＡ
ＡＧＡＧＴＴ－３′)ꎮ ＰＣＲ 扩增体系总体积 ２０.０ μＬꎬ包括

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ〔宝生物工程(大连)有限公

司〕１０.０ μＬ、双蒸水 ７.０ μＬ、５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｃＤＮＡ 模板

１.０ μＬ 及 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的正向和反向引物各 １.０ μＬꎮ
扩增程序为:９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性 ３０ ｓ、
５４ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物交由南京金斯瑞生物科技有限

公司进行测序ꎮ
１.２.３　 生物信息学分析　 采用 ＢｉｏＸＭ ２.６ 软件对克

隆获得的 ＡｇＬＩＭＳ 基因进行序列分析ꎻ采用 ＮＣＢＩ 数

据库中的 ＢＬＡＳＴｐ 工具对 ＡｇＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸

序列的保守域进行预测ꎬ并获得其他植物 ＬＩＭＳ 基因

编码的氨基酸序列ꎻ 采用 ＤＮＡＭＡＮ ６. ０ 软件对

ＡｇＬＩＭＳ 基因与其他植物 ＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸序

列进行多重比对ꎬ并进行亲水性和疏水性分析ꎻ采用

ＭＥＧＡ ５.２ 软件绘制 ＡｇＬＩＭＳ 基因与其他植物 ＬＩＭＳ
基因编码的氨基酸序列的系统进化树ꎻ使用 ＥｘＰＡＳＹ
数据库和序列处理在线工具包(ＳＭＳ) (ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.
ｂｉｏ－ｓｏｆｔ.ｎｅｔ / ｓｍｓ / )分析 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的理论相对分子

质量、氨基酸组成和理论等电点等ꎻ通过 ＳＯＰＭＡ 网

站(ｈｔｔｐｓ:∥ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ－ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.
ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)对 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的二级结

构进行在线预测ꎻ通过 ＣＰＨｍｏｄｅｌｓ ３.２ 网站(ｈｔｔｐ:∥
ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＣＰＨｍｏｄｅｌｓ / ) 在 线 建 立

ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的三级结构模型ꎮ
１.２.４ 　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析 　 根据 ＡｇＬＩＭＳ 基因测序结

果ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６.０ 软件设计荧光定量引物ꎬ
正向引物序列为 ５′ － ＴＴＧＧＴＧＧＡＧＧＣＴＣＧＧＴＧＧＴＴ －
３′ꎬ反向引物序列为 ５′－ＴＧＣＴＴＣＡＴＣＡＣＴＧＣＴＧＣＣＣＡＴ
ＴＴ－ ３′ꎻ以芹菜 ａｃｔｉｎ 基因作为内参基因[１７]ꎬ使用

ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测系统分析 ＡｇＬＩＭＳ 基因的表达水平ꎮ
反应体系总体积 ２０.０ μＬꎬ包括 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的正向

和反向引物各 ０.４ μＬ、Ｈｉｅｆｆ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ(上海翊圣生物科技有限公司) １０.０ μＬ、双蒸水

７.２ μＬ 和 ５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ｃＤＮＡ 模板 ２.０ μＬꎮ 扩增程序

为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０ ｓ、５５ ℃ ~ ６０ ℃
退火 ２０ ｓ、７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 采用 ２－ΔΔ Ｃｔ

法[１８]计算 ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量ꎮ
１.３　 数据处理分析

用 ＥＸＣＥＬ ２０１０ 和 ＳＰＳＳ ２４.０ 软件对 ＡｇＬＩＭＳ 基

因的相对表达量数据进行整理分析ꎬ采用单因素方差

分析法和 Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 多重比较法进行差异显著性

分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＡｇＬＩＭＳ 基因的克隆和测序结果

克隆和测序结果显示:ＡｇＬＩＭＳ 基因的开放阅读

框长 １ ８００ ｂｐꎬ编码 ５９９ 个氨基酸ꎮ 芹菜品种‘六合

５２
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黄心芹’和‘津南实芹’ ＡｇＬＩＭＳ 基因核苷酸序列有

２ 个碱基位点的差异ꎬ分别为第 ９５４ 位的 Ｃ 和 Ａ 以及

第１ ６９３位的 Ａ 和 Ｇ(图 １)ꎬ核苷酸序列的差异导致

其编码的氨基酸位点发生改变ꎬ分别为第 ３１８ 位的丝

氨酸(Ｓｅｒ)和精氨酸(Ａｒｇ)以及第 ５６５ 位天冬酰胺

(Ａｓｎ)和天冬氨酸(Ａｓｐ)ꎮ 保守域预测结果(图 ２)显
示:ＡｇＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸序列在第 ５０ 至第 ５８６

位存在植物萜类合酶(Ｔｅｒｐｅｎｅ ｃｙｃｌａｓｅ ｐｌａｎｔ Ｃ１)保守

区域ꎬ具有典型的类异戊二烯合成酶 ( Ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ
Ｂｉｏｓｙｎ Ｃ１)超家族结构域ꎮ
２.２　 ＡｇＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸序列的生物信息学

分析

２.２.１　 同源性比对和系统进化分析 　 芹菜品种‘六
合黄心芹’和‘津南实芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因与其他 １３ 种

方框内序列为有差异的核苷酸位点及对应的氨基酸位点 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｘｅｓ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅｓ. ∗:
终止密码子 Ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ.

图 １　 芹菜品种‘六合黄心芹’(Ａ)和‘津南实芹’(Ｂ)的 ＡｇＬＩＭＳ 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ’ (Ａ) ａｎｄ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ (Ｂ) ｏｆ

Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

图 ２　 芹菜 ＡｇＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸序列的保守域预测结果

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.
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植物 ＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸序列的多重比对及系

统进化分析结果分别见图 ３ 和图 ４ꎮ 多重比对结果

(图 ３)显示:ＡｇＬＩＭＳ 基因与其他植物 ＬＩＭＳ 基因编码

的氨基酸序列一致性为 ６１.３３％ꎬ且均含有萜类合酶

氨基酸序列的 ２ 个高度保守域 ＲＲＸ８Ｗ 和 ＤＤＸＸＤꎮ
在系统进化树(图 ４)上ꎬ２ 个芹菜品种首先聚在

一起ꎬ 并与同科种类细叶糙果芹 〔 Ｔｒａｃｈｙｓｐｅｒｍｕｍ
ａｍｍｉ (Ｌｉｎｎ.) Ｓｐｒａｇｕｅ〕聚在同一小分支中ꎬ与同科植

物胡萝卜(Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ ｖａｒ. ｓａｔｉｖａ Ｈｏｆｆｍ.)聚在同一

大分支中ꎬ说明同科植物的进化关系较近ꎻ而与其他

科木本种类ꎬ如枣(Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ Ｍｉｌｌ.)、欧洲栓皮栎

(Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｅｒ Ｌｉｎｎ.)、胡桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ.)和木

方框内序列为保守域 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｘ ａｒｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓꎻ 黑色表示同一位点的氨基酸完全一致ꎬ白色表示同一位点的氨基酸不完全一
致 Ｂｌａｃｋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｉｔｅ ａｒｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｃａｌꎬ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｉｔｅ ａｒｅ ｎｏｔ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ.

Ａｃ: 中华猕猴桃 Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｐｌａｎｃｈ.ꎻ Ｃｓ: 茶树 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｋｕｎｔｚｅꎻ Ｖｖ: 葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｑｓ: 欧洲栓皮栎 Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｅｒ
Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｑｌ: 加州白栎 Ｑｕｅｒｃｕｓ ｌｏｂａｔａ Ｎéｅꎻ Ｊｒ: 胡桃 Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｚｊ: 枣 Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ Ｍｉｌｌ.ꎻ Ｍｅ: 木薯 Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｃｒａｎｔｚꎻ Ｐｅ: 胡杨
Ｐｏｐｕｌｕｓ ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ Ｏｌｉｖ.ꎻ Ｃｊ: 金柑 Ｃｉｔｒｕｓ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｔｈｕｎｂ.ꎻ Ｈｓ: 木槿 Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｓｙｒｉａｃｕｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａｇ１: ‘六合黄心芹’‘Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ’ꎻ Ａｇ２:‘津南实
芹’‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ꎻ Ｄｃ: 胡萝卜 Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ ｖａｒ. ｓａｔｉｖａ Ｈｏｆｆｍ.ꎻ Ｔａ: 细叶糙果芹 Ｔｒａｃｈｙｓｐｅｒｍｕｍ ａｍｍｉ (Ｌｉｎｎ.) Ｓｐｒａｇｕｅ.

图 ３　 芹菜 ＡｇＬＩＭＳ 基因与其他植物 ＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸序列的多重比对结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ

ＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

７２
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Ａｃ: 中华猕猴桃 Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｐｌａｎｃｈ.ꎻ Ｃｓ: 茶树 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
(Ｌｉｎｎ.) Ｋｕｎｔｚｅꎻ Ｖｖ: 葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｑｓ: 欧洲栓皮栎 Ｑｕｅｒｃｕｓ
ｓｕｂｅｒ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｑｌ: 加州白栎 Ｑｕｅｒｃｕｓ ｌｏｂａｔａ Ｎéｅꎻ Ｊｒ: 胡桃 Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ
Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｚｊ: 枣 Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ Ｍｉｌｌ.ꎻ Ｍｅ: 木薯 Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｃｒａｎｔｚꎻ
Ｐｅ: 胡杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ Ｏｌｉｖ.ꎻ Ｃｊ: 金柑 Ｃｉｔｒｕｓ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｔｈｕｎｂ.ꎻ Ｈｓ:
木槿 Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｓｙｒｉａｃｕｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａｇ１: ‘六合黄心芹’‘Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ’ꎻ
Ａｇ２: ‘津南实芹’‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ꎻ Ｄｃ: 胡萝卜 Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ ｖａｒ. ｓａｔｉｖａ
Ｈｏｆｆｍ.ꎻ Ｔａ: 细叶糙果芹 Ｔｒａｃｈｙｓｐｅｒｍｕｍ ａｍｍｉ (Ｌｉｎｎ.) Ｓｐｒａｇｕｅ.

图 ４　 芹菜 ＡｇＬＩＭＳ 基因与其他植物 ＬＩＭＳ 基因编码的氨基酸序列的
系统进化树
Ｆｉｇ. ４ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ
ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ
ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

槿(Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｓｙｒｉａｃｕｓ Ｌｉｎｎ.)等的进化关系较远ꎮ
２.２.２　 氨基酸组成和理化性质分析 　 芹菜品种‘六
合黄心芹’和‘津南实芹’ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的氨基酸组成

和理化性质见表 １ꎬ该蛋白的亲水性和疏水性见图 ５ꎮ
由表 １ 可见:２ 个芹菜品种的 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白均由

５９９ 个氨基酸组成ꎬ理论相对分子质量分别为 ６９ １２０
和 ６９ １９０ꎬ理论等电点均为 ｐＩ ５.５２ꎻ二者的总平均疏

水性略有差异ꎬ分别为－０.２６３ 和－０.２６９ꎻ２ 个芹菜品

种的 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的酸性、碱性、脂肪族和芳香族氨

基酸所占比例均相同ꎬ 表明这 ２ 个芹菜品种的

ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的相似度极高ꎮ 此外ꎬ组成 ＡｇＬＩＭＳ 蛋

白的氨基酸中ꎬ酸性氨基酸与碱性氨基酸的比例相

同ꎬ均为 １４％ꎬ表明 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白为中性蛋白ꎮ
由图 ５ 可见:在 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的亲水性区域ꎬ第

４６１ 位的谷氨酸(Ｇｌｕ)的亲水性最强ꎻ在该蛋白的疏

水性区域ꎬ第 ５５１ 位的亮氨酸(Ｌｅｕ)的疏水性最强ꎮ
组成 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的氨基酸中ꎬ亲水性氨基酸所占比

例为 ５８.３％ꎬ疏水性氨基酸所占比例为 ４１.７％ꎬ据此

推测 ＡｇＬＩＭＳ 为亲水性蛋白ꎮ
２.２.３　 蛋白质二级和三级结构预测结果　 对 ２ 个芹

菜品种‘六合黄心芹’和‘津南实芹’ＡｇＬＩＭＳ 蛋白二

表 １　 ２ 个芹菜品种 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的氨基酸组成和理化性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

氨基酸数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

理论相对分子质量
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ

理论等电点
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ
ｐｏｉｎｔ (ｐＩ)

各类氨基酸的比例 / ％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｙｐｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

酸性
Ａｃｉｄｉｃ

碱性
Ｂａｓｉｃ

脂肪族
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ

芳香族
Ａｒｏｍａｔｉｃ

总平均疏水性
Ｇｒａｎｄ

ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ

六合黄心芹 Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ ５９９ ６９ １２０ ５.５２ １４ １４ ２３ １０ －０.２６３
津南实芹 Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ ５９９ ６９ １９０ ５.５２ １４ １４ ２３ １０ －０.２６９

图 ５　 芹菜 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白的亲水性(Ａ)和疏水性(Ｂ)
Ｆｉｇ. ５　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ (Ａ) ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ (Ｂ) ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.

级结构进行预测ꎬ结果显示:在‘六合黄心芹’和‘津
南实芹’的 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白二级结构中ꎬα 螺旋分别占

６５.９４％和 ６５.７８％ꎬ延伸链分别占 ２. ８４％和 ３. １７％、

β 转角分别占 ３. １７％和 ３. ０１％ꎬ无规则卷曲分别占

２８.０５％和 ２８.０５％ꎬ２ 个芹菜品种间差异不明显ꎻ总体

来说ꎬＡｇＬＩＭＳ 蛋白二级结构主要由 α 螺旋和无规则
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卷曲构成ꎮ
三级结构模型(图 ６)显示:‘六合黄心芹’和‘津

南实芹’的 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白三级结构均含有 １ 个 β 折

叠ꎬ但 ２ 个芹菜品种 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白三级结构中 α 螺旋

数量有差异ꎬ‘六合黄心芹’含 ２５ 个 α 螺旋ꎬ‘津南实

芹’含 ２３ 个 α 螺旋ꎮ

图 ６　 芹菜品种‘六合黄心芹’(Ａ)和‘津南实芹’(Ｂ)的 ＡｇＬＩＭＳ 蛋白三级结构
Ｆｉｇ. ６　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ’ (Ａ) ａｎｄ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ (Ｂ) ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.

２.３　 ＡｇＬＩＭＳ 基因表达特性的差异和变化

２.３.１　 在不同组织中相对表达量的差异　 在芹菜品

种‘六合黄心芹’和‘津南实芹’不同组织中 ＡｇＬＩＭＳ
基因的相对表达量差异见表 ２ꎮ 结果显示:ＡｇＬＩＭＳ
基因在 ２ 个芹菜品种叶片、叶柄和根中均有表达ꎬ但
相对表达量存在显著(Ｐ<０.０５)差异ꎬ均表现为在叶

片中最高、在叶柄中次之、在根中最低ꎮ 在‘六合黄

心芹’叶片和根中 ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量显著高

于‘津南实芹’ꎬ但在其叶柄中 ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表

达量与后者无显著差异ꎮ
２.３.２　 非生物胁迫条件下相对表达量的变化　 在非

生物胁迫条件下芹菜品种‘六合黄心芹’和‘津南实

芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因相对表达量的变化见表 ３ꎮ
在高温(３８ ℃)条件下处理 １ ~ ２４ ｈꎬ‘六合黄心

芹’和‘津南实芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量总体随

表 ２ 　 ２ 个芹菜品种不同组织中 ＡｇＬＩＭＳ 基因相对表达量的比
较(􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ. (􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

在不同组织中的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

叶片 Ｌｅａｆ 叶柄 Ｐｅｔｉｏｌｅ 根 Ｒｏｏｔ

六合黄心芹 Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ ３.５６±０.０２Ａａ １.０１±０.１３Ａｂ ０.０５±０.０１Ａｃ
津南实芹 Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ ２.５２±０.３５Ｂａ １.００±０.０３Ａｂ ０.０２±０.０１Ｂｃ

　 １)同行中不同的小写字母表示同一品种不同组织间差异显著
(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
(Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｕｌｔｉｖａｒ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ 同
列中不同的大写字母表示同一组织不同品种间差异显著
( Ｐ<０.０５ ) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ < ０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓ.

处理时间的延长呈波动升高的趋势ꎬ在处理 ２４ ｈ 达

到最大值ꎬ分别为处理 ０ ｈ 的 １０.５ 和 ８.１ 倍ꎬ且差异

显著ꎮ
在低温(４ ℃)条件下处理 １ ~ ２４ ｈꎬ‘六合黄心

芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量呈小幅波动变化ꎬ但总

体无显著差异ꎮ ‘津南实芹’ ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表

达量则随处理时间的延长呈先升高后降低的变化趋

势ꎬ总体差异显著ꎻ在处理 ４ ｈ 达到最大值(为处理

０ ｈ的 ２.５ 倍)ꎬ在处理 ２４ ｈ 降至最低(较处理 ０ ｈ 降

低 ５１.５％)ꎮ
在干旱(质量体积分数 ２０％ＰＥＧ６０００)条件下处

理 １~２４ ｈꎬ‘六合黄心芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量

在处理 ０ ~ ４ ｈ 内无显著变化ꎬ但之后急剧上升ꎬ且在

处理 ２４ ｈ 达到最大值ꎬ为处理 ０ ｈ 的 １６.８ 倍ꎮ ‘津南

实芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量则随处理时间的延

长呈波动升高的变化趋势ꎬ且与处理 ０ ｈ 差异显著ꎻ
其中ꎬ在处理 １~８ ｈ 小幅波动ꎬ但在处理 ２４ ｈ 急剧升

高并达到最大值ꎬ为处理 ０ ｈ 的 ３０.７ 倍ꎮ
在高盐(０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ)条件下处理 １~２４ ｈꎬ

‘六合黄心芹’ ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量随处理时

间的延长呈先升高后波动降低的变化趋势ꎬ其中ꎬ在
处理 １ 和 ２ ｈ 显著升高ꎬ分别为处理 ０ ｈ 的 ６.９ 和 ２.８
倍ꎻ而在处理 ４ ~ ２４ ｈ 降低ꎬ且与处理 ０ ｈ 无显著差

异ꎮ ‘津南实芹’ ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量则随处

理时间的延长呈波动升高的变化趋势ꎬ且与处理 ０ ｈ
差异显著ꎬ在处理 ２４ ｈ 达到最大值ꎬ为处理 ０ ｈ 的

１４.３倍ꎮ

９２
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表 ３　 非生物胁迫条件下 ２ 个芹菜品种 ＡｇＬＩＭＳ 基因相对表达量的变化(􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ. ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ (􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

不同处理时间‘六合黄心芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ‘Ｌｉｕｈｅ Ｈｕａｎｇｘｉｎｑｉｎ’ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

０ ｈ １ ｈ ２ ｈ ４ ｈ ８ ｈ ２４ ｈ

高温 Ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (３８ ℃) １.０１±０.１８ｄ ２.１９±０.１５ｃ ３.１９±０.３６ｂ ２.４６±０.４７ｃ ２.２３±０.３１ｃ １０.６１±０.１０ａ
低温 Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (４ ℃) １.０１±０.１８ａｂ １.１２±０.１５ａ ０.７３±０.２６ｂ ０.６９±０.１６ｂ ０.８８±０.１９ａｂ １.１０±０.１５ａ
干旱 Ｄｒｏｕｇｈｔ (ｍ / Ｖ ２０％ＰＥＧ６０００) １.０１±０.１８ｃ １.０２±０.０５ｃ １.１９±０.１４ｃ ０.３３±０.１０ｃ ３.８２±１.７７ｂ １６.９６±０.０２ａ
高盐 Ｈｉｇｈ ｓａｌｔ (０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ) １.０１±０.１８ｃ ６.９６±０.４２ａ ２.８５±０.３７ｂ ０.６１±０.１４ｃ ０.７０±０.０５ｃ ０.６０±０.１０ｃ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

不同处理时间‘津南实芹’ＡｇＬＩＭＳ 基因的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｇＬＩＭＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

０ ｈ １ ｈ ２ ｈ ４ ｈ ８ ｈ ２４ ｈ

高温 Ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (３８ ℃) １.０１±０.１４ｅ １.７１±０.１７ｄ ６.８８±０.５４ｂ ５.３８±０.０８ｃ ７.７０±０.６０ａ ８.１７±０.１９ａ
低温 Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (４ ℃) １.０１±０.１４ｃ １.１７±０.０９ｃ １.８４±０.１４ｂ ２.４９±０.２２ａ １.９１±０.２６ｂ ０.４９±０.１８ｄ
干旱 Ｄｒｏｕｇｈｔ (ｍ / Ｖ ２０％ＰＥＧ６０００) １.０１±０.１４ｅ ６.２２±０.４６ｂ ３.９３±０.６４ｃｄ ４.５３±０.４０ｃ ２.７５±０.５７ｄ ３１.０４±１.５０ａ
高盐 Ｈｉｇｈ ｓａｌｔ (０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ) １.０１±０.１４ｅ ５.４０±０.２７ｃ ３.７６±０.２０ｄ ４.２６±０.４５ｄ ７.８６±０.３８ｂ １４.４２±０.４４ａ

　 １)ｍ / Ｖ: 质量体积分数 Ｍａｓｓ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ. 同行中不同的大写字母表示差异显著(Ｐ< ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

３　 讨论和结论

柠檬烯合酶基因在植物中普遍存在ꎬ但不同植物

种类的柠檬烯合酶基因序列差异较大ꎬ且功能存在差

异ꎮ 本研究从芹菜品种‘六合黄心芹’和‘津南实芹’
中均克隆获得芹菜柠檬烯合酶基因 ＡｇＬＩＭＳꎬ但 ２ 个

芹菜品种的 ＡｇＬＩＭＳ 基因碱基序列存在 ２ 个位点的差

异ꎬ进而使其编码的氨基酸序列也存在 ２ 个位点差

异ꎬ这种差异可能与栽培地的环境条件差异以及品种

间的遗传差异有关ꎬ但环境因子对该基因功能的影响

尚不清楚ꎬ还需进一步深入研究ꎮ 此外ꎬ多重比较和

系统进化分析结果显示:同科植物 ＬＩＭＳ 基因编码的

氨基酸序列遗传一致性较高ꎬ且在系统树上首先聚在

一起ꎬ说明同科植物的 ＬＩＭＳ 蛋白亲缘关系更近ꎬ且
该基因编码的氨基酸序列具有一定的保守性ꎮ

柠檬 烯 合 酶 在 甜 橙 〔 Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｏｓｂｅｃｋ〕、水稻和薄荷等植物中广泛存在[１９－２１]ꎬ且在

植物中呈不均衡分布ꎮ Ｃｉｔｒｕｓ ｕｎｓｈｉｕ Ｍａｒｃ.中柠檬烯

合酶基因 ＣｉｔＭＴＳＥ１ 在花中特异性表达[２２]ꎮ 本文研

究也发现 ＡｇＬＩＭＳ 基因在‘六合黄心芹’和‘津南实

芹’不同组织中表达存在较大差异ꎬ在叶片中的相对

表达量显著高于叶柄和根ꎬ具有明显的组织特异性ꎮ
高温、低温、干旱和高盐等非生物胁迫对芹菜产

量和品质均有不同程度的影响[２３]ꎮ 萜类化合物作为

植物体内重要的次生代谢产物ꎬ能够直接或间接参与

植物的防御反应[２４]ꎮ 高温可诱导冬青栎释放大量的

单萜[７]ꎻ干旱处理下ꎬ与玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ.)抗逆性

相关的 ２ 个倍半萜合酶基因 ＺｍＴＰＳ６ 和 ＺｍＴＰＳ８ 的

表达量在玉米品种‘Ｍｏ１７’中上升ꎬ而在品种‘Ｂ７３’
中下调[２５]ꎻ 对拟南芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ.〕中控制合成萜类化合物的直接前体物质法尼

基焦磷酸基因进行沉默处理会导致拟南芥非生物胁

迫应激反应的调控失常[２６]ꎮ 这些研究结果均表明植

物在受到生物与非生物胁迫时会释放单萜和倍半萜

等挥发性物质进行间接防御ꎬ同时诱导相关基因的表

达ꎮ 在本研究中ꎬ对 ２ 个芹菜品种进行高温(３８ ℃)、
低温(４ ℃)、干旱(质量体积分数 ２０％ＰＥＧ６０００)和高

盐(０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ) 胁迫处理ꎬ２ 个芹菜品种的

ＡｇＬＩＭＳ 基因均有不同程度的表达ꎬ但相对表达量随

处理时间延长呈现不同的变化趋势ꎻ总体上看ꎬ在
４ 种非生物胁迫处理下‘津南实芹’的 ＡｇＬＩＭＳ 基因相

对表达量不同程度升高ꎻ而‘六合黄心芹’的 ＡｇＬＩＭＳ
基因相对表达量在高温和干旱胁迫下显著升高ꎬ但经

低温和高盐处理后变化幅度不大ꎮ 表明芹菜在受到

非生物胁迫时其 ＡｇＬＩＭＳ 基因参与对逆境胁迫的生

理响应ꎬ但该响应效应存在品种间差异[２７]ꎮ
综合分析结果表明:从芹菜不同品种中均能克隆

获得 ＡｇＬＩＭＳ 基因ꎬ但不同品种间该基因的序列及其

编码的氨基酸序列略有差异ꎻ该基因与同科植物的

ＬＩＭＳ 基因具有较高的一致性ꎮ ＡｇＬＩＭＳ 基因在芹菜

不同组织中均有表达ꎬ但在叶片中相对表达量较高ꎻ

０３
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经过高温、低温、干旱和高盐胁迫处理后ꎬＡｇＬＩＭＳ 基

因的表达特性发生变化ꎬ但 ２ 个芹菜品种 ＡｇＬＩＭＳ 基

因的表达特性存在差异ꎮ 表明该基因在芹菜抵御非

生物胁迫的过程中发挥重要的调控作用ꎬ但 ＡｇＬＩＭＳ
基因的表达特性存在组织特异性和品种差异性ꎮ

本文通过对芹菜 ＡｇＬＩＭＳ 基因的克隆和生物信

息学分析及其表达特性的研究ꎬ为明确萜类合酶基因

在芹菜逆境响应中的作用提供了依据ꎮ 但植物对非

生物胁迫的响应机制相互关联且非常复杂ꎬ仅研究其

中某个基因无法全面阐述植物响应逆境胁迫的调控

途径和代谢机制ꎬ因而ꎬ后续将扩大芹菜品种数量ꎬ针
对多个与植物抗逆性相关的基因开展深入研究ꎮ
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