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摘  要：白木香（Aquilaria sinensis）为瑞香科（Thymelaeaceae）沉香属（Aquilaria）植物，在受到自然因素（雷劈、

火烧、虫蛀等）或人为因素（砍伤、打洞、接菌等）胁迫下会产生沉香。MADS 转录因子在植物生长发育和逆境胁迫

响应过程中发挥着重要的转录调控作用，但其在白木香中的作用尚不清楚。为了解 MADS 在白木香受到伤害后的胁迫

响应机制，本研究基于白木香转录组数据，绘制表达量热图，筛选并克隆到一条表达差异较大且表达量较高的 MADS

转录因子 AsMADS12 基因，对其结构域、理化性质、系统发育及蛋白二、三级结构等进行分析，并通过实时荧光定量

（RT-qPCR）检测 AsMADS12 基因在茉莉酸甲酯处理不同时间后的表达量以及通过浸染洋葱在激光共聚焦显微镜下观

察 AsMADS12 蛋白亚细胞定位。结果显示：AsMADS12 具有完整的开放阅读框，长度为 678 bp，可编码 255 个氨基酸，

其编码蛋白的分子量为 25.28 kDa，拥有典型的 MEF2_like MADS 结构域，属于 MIKC 型转录因子；AsMADS12 蛋白

的二级结构主要由 52.00%的 α-螺旋、11.56%的延伸链和 36.44%的无规则卷曲组成；系统进化聚类分析发现 AsMADS12

与甜橙（Citrus sinensis）和枳（Citrus trifoliata）的 MADS 聚于同一分支；亚细胞定位试验显示，AsMADS12 蛋白定

位于细胞核；实时荧光定量结果表明，茉莉酸甲酯处理能诱导 AsMADS12 基因的表达，且在处理 24 h 时的表达量最高，

推测 AsMADS12 在白木香结香过程中具有潜在作用。本研究首次完成 AsMADS12 基因的克隆并开展初步探索，为后续

深入研究其是否参与结香过程，以及在生物或非生物胁迫响应中的作用奠定基础，为解析白木香结香的分子调控机制

提供理论依据。 
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Abstract: Aquilaria sinensis, a plant belonging to the genus Aquilaria of the Thymelaeaceae family, can produce agar-
wood when exposed to natural factors (such as lightning strikes, fire, and insect bite) or artificial factors (such as cuts, 

holes, and inoculation of fungi). MADS is a transcription factor that plays a significant role in plant growth and devel-
opment and stress response. However, its function in A. sinensis remains unclear. To elucidate the stress response of 

MADS-box genes in A. sinensis after injury, this study utilized transcriptomic data derived from A. sinensis to expres-
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sion heatmaps and screen for differentially expressed genes, leading to the identification and cloning of a MADS-box 

encoding gene, designated AsMADS12, which exhibited significant differential expression. Comprehensive analyses 
were subsequently conducted on the domain architecture, physicochemical properties, phylogenetic relationships, and 

predicted secondary and tertiary structures of AsMADS12. The expression dynamics of the AsMADS12 at various time 
points after methyl jasmonate (MeJA) treatment were assessed via real-time quantitative PCR (RT-qPCR). Furthermore, 

subcellular localization of the AsMADS12 was determined by transiently expressing in  onion epidermal cells (Agro-
bacterium-mediated infiltration) and observing fluorescence under a confocal laser scanning microscope. Sequence and 

evolutionary analyses revealed that AsMADS12 possessed a complete open reading frame (ORF) of 678 bp, encoding a 
protein of 255 amino acids. The predicted molecular weight of the encoded protein was 25.28 kDa. AsMADS12 con-

tained a typical MEF2-like MADS domain and was classified as a MIKC-type transcription factor. The secondary 
structure of the protein was mainly composed of 52.00% α-helix, 11.56% extended chain, and 36.44% random coil. 

Phylogenetic cluster analysis revealed that AsMADS12 was clustered in the same branch as the MADS of Citrus sinen-
sis and Citrus trifoliata. The subcellular localization experiment showed that the AsMADS12 protein was located in the 

nucleus. The real-time fluorescence quantitative results indicated that methyl jasmonate treatment could induce the ex-
pression of AsMADS12, and the expression level was the highest at 24 hours after treatment. It was speculated that As-

MADS12 might play a potential role in the formation of agarwood in A. sinensis. This study completed the cloning of the 
gene for the first time and conducted preliminary exploration, laying the foundation for further research on whether it 

participates in the formation of agarwood and its role in biotic or abiotic stress responses, thereby providing a theoreti-
cal basis for understanding the molecular regulatory mechanism of agarwood formation in A sinensis. 
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沉 香 是 瑞 香 科 （ Thymelaeaceae ） 沉 香 属

（Aquilaria）或拟沉香属（Gyrinops）植物在受到

自然因素（雷劈、风折、虫蛀等）或人为因素（砍

伤、打洞、接菌等）的影响下产生的含树脂的芯

材[1]。白木香[Aquilaria sinensis（Lour.）Spreng]

又名土沉香，是我国药典法定的沉香唯一基原植

物，广泛分布于我国广东、广西、海南、云南等

南部地区[2-3]。沉香是重要的传统药用资源，其应

用历史可追溯至多国传统医学体系，在中国、印度、

日本及东南亚的医学典籍中均有详实记录[4-5]，该

药材具有调理气机、缓解疼痛、温中和胃、抑制

呕吐等功效，适用于胸腹胀痛、咳喘、风湿痹痛、

高热不退、肾气亏虚等多种证候[2]。沉香的核心

化学组成为倍半萜类和 2-(2-苯乙基)色酮类化合

物，现代药理学研究揭示沉香既能调节中枢神经

功能[6]，具有抗癌、抗氧化、抗抑郁、抑菌及镇静

催眠等作用，临床上可用于支气管疾病、胃病、冠

心病和睡眠障碍等治疗，同时对糖尿病、阿尔茨海

默症等复杂疾病亦有潜在治疗价值[2, 7-10]。由于沉

香兼具药用和经济双重价值，导致沉香属植物长

期遭受过度采伐，致使其野生种群面临灭绝风险，

现已被收录于《濒危野生动植物种国际贸易公约》

附录 II 名录[11]。因此，解决沉香资源短缺问题的

关键在于全面解析白木香的产香机制、创新结香

技术以及提高产香率，从而缓解对野生资源的依

赖并促进可持续利用。 

作为真核生物进化过程中高度保守的转录调

控家族，MADS-box 基因家族成员在植物、动物

及真菌三大类群中普遍存在，广泛参与植物生长

发育，且在应对非生物胁迫和调节植物次生代谢

产物的合成中发挥重要作用 [12]。研究表明，

MADS-box 家族基因可参与调控干旱胁迫、温度

胁迫、盐胁迫以及其他非生物胁迫反应[13]。如番

茄（Solanum lycopersicum）MADS-box 家族基因

SlMADS48 可与干旱相关基因启动子区结合，进

而响应干旱胁迫[14]；小麦（Triticum aestivuml）

中多个 MADS-box 家族基因表达与高温诱导有

关，尤其在高温下 TaMADS26 的过表达可以提高

小麦的耐受性[15]；在盐胁迫下过表达水稻（Oryza 

sativa）OsMADS25 能提高水稻种子的发芽率[16]。

此外，MADS-box 家族基因还被证实参与调控植

物次生代谢产物的生物合成途径。在油菜种子发

育与油脂合成阶段，AGL11 呈现一定表达特征[17]，

而云 南移 [ 木衣 ] （ Docynia delavayi (Franch.) 

Schneid）的 DdMADS42 基因表达趋势与其相似，

基于前期研究，王溪唯等[18]推测 DdMADS42 可能

参与油脂的合成。基于上述调控机制，本研究推

测 MADS-box 家族基因可能同样介导了白木香在
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受到物理损伤或生物胁迫后的应激响应过程，这

种调控作用可能影响沉香次生代谢产物的合成与

积累。 

本研究基于本课题组已有的白木香转录组数

据，结合生物信息学分析，克隆并鉴定 AsMADS12

基因，对该基因编码蛋白的理化性质、进化关系、

结构特征、亚细胞定位等进行分析，并通过 qPCR

检测其在茉莉酸甲酯处理下的表达趋势，为后续

探究 AsMADS12 是否参与沉香形成过程，及其在

生物与非生物胁迫响应中的作用提供理论基础，

有助于解析白木香结香的分子调控机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料种植于中国热带农业科学院植物

园。对白木香茎干进行划伤后用茉莉酸甲酯溶液

沾湿棉花进行包裹处理，在处理 0、3、6、24、

72、120 h 后采集处理样品进行液氮速冻并研磨成

粉，保存于‒80 ℃冰箱备用。 

1.2  方法 

1.2.1  总 RNA 提取与 cDNA 合成  取保存于

‒80 ℃冰箱的白木香叶片样品，置于液氮中冷冻

磨样，提取总 RNA，并通过凝胶电泳检测 RNA

质量，选出清晰、无降解且长度相符的 RNA，测

定其浓度，然后使用反转录试剂盒将白木香 RNA

反转录为 cDNA，产物保存于‒80 ℃超低温冰箱。 

1.2.2  基因的筛选与克隆  结香剂处理能够激活

白木香茎干次生代谢物合成并促进沉香的形成。

本课题组前期研究中已对白木香茎干进行结香剂

处理，并对处理 0、3、6、9 d 后的白木香茎干进

行采样，经转录组测序得到白木香转录组数据[19]。

根据白木香转录组数据库筛出候选 MADS-box 基

因，设计引物（表 1），以白木香叶片 cDNA 为模

版，采用高保真酶进行 PCR 扩增，其产物进行电

泳分离纯化，并以 DNA marker V 作为分子量参

照比对。切取目标大小单一明亮条带，使用胶回

收试剂盒进行凝胶回收纯化，纯化后的 DNA 片

段于 16 ℃进行载体（pMD-19T）连接，连接后产

物全部转入 E.coli DH5α 中，筛选阳性克隆鉴定，

提取质粒并送公司测序验证，将测序正确的质粒

于‒20 ℃保存。 

1.2.3  生物信息学分析  本研究采用多平台联用

对 AsMADS12 蛋白进行全面的生物信息学分析。

利用 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Struct-

ure/cdd/wrpsb.cgi）数据库的工具鉴定保守功能

域；使用 MEGA X64 软件进行 AsMADS12 与其

他物种同源蛋白的多序列比对；借助 NPS@服务

器的 GOR4（https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_ 

automat.pl?page=npsa_gor4.html）二级结构预测模

块解析分子量及等电点等基础理化参数；运用

TMHMM-2.0 （ https://services.healthtech.dtu.dk/ 

services/TMHMM-2.0/）在线软件算法推定跨膜螺

旋拓扑结构；采用 SignalP 5.0（https://services. 

healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/）在线软件

系统识别分泌信号肽序列；基于 NetPhos-3.1

（https://services. healthtech.dtu.dk/services/NetP-

hos-3.1/）平台预测潜在磷酸化修饰位点；最终依

托 SWISS-MODEL（http://swissmodel.expasy. org/）

同源建模服务器构建三级结构。 

1.2.4  重组质粒构建  基于前期目的基因克隆所

得引物，根据 NC 克隆试剂盒加入 NC 接头（表 1）

进行引物合成。以 AsMADS12 基因克隆质粒为模

板进行 PCR 扩增，扩增产物经电泳分离验证，以

DNA Maker Ⅴ作为参照，选择出单一明亮且大小

相符的条带，进行胶回收，将胶回收产物与载体

pNC-Green-SubN 进行连接转化，筛选阳性克隆测

序，提取质粒于‒20 ℃保存备用。 

1.2.5  AsMADS12 亚细胞定位   将连接载体

pNC-Green-SubN 的重组质粒 pNC-Green-SubN- 

AsMADS12 转入 A. tumefaciens GV3101（pSoup- 

p19）中培养，挑选菌落进行 PCR 鉴定阳性菌株

并扩大培养。将扩大培养得到的菌液进行重悬后浸

染洋葱细胞，28 ℃避光培养 2 d 后加入 DAPI 荧光

染料，用激光共聚焦显微镜进行观察，拍照记录。 

1.2.6  AsMADS12 基因表达分析  基于 AsMADS12

基因序列，借助 Integrated DNA Technologies IDT

平台（idtdna.com）在线设计其 RT-qPCR 引物（表

1），以茉莉酸甲酯（MeJA）处理不同时间（0、3、

6、24、72、120 h）的白木香叶片 cDNA 样品为

模板，以白木香 GADPH 为内参基因[20-21]，使用

MX3005P 实时荧光定量 PCR 仪检测 AsMADS12

基因表达量。试验进行 3 次独立重复，并采用

2‒ΔΔCt 法进行相对表达量分析。 

2  结果与分析 

2.1  AsMADS12 基因筛选与克隆 

根据表达量使用 TBtools 进行分析，得到 13

个 AsMADS 基因的 FPKM 值（图 1）。通过热图比 



第 12 期 刘兰舒等：白木香 AsMADS12 基因克隆、亚细胞定位与表达分析 2871 

表 1  引物序列信息 
Tab. 1  Primers sequence information 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5‒3） 
Primer sequence (5‒3) 

AsMADS12-F ATGGCGAGAGAGAAGATTAAGATTAAG 

AsMADS12-R CTACACGAGAGCTAGCGCTAAT 

AsMADS12-NCF AGTGGTCTCTGTCCAGTCCT 
ATGGCGAGAGAGAAGATTAAGATTAAG 

AsMADS12-NCR GGTCTCAGCAGACCACAAGT 
CTACACGAGAGCTAGCGCTAAT 

AsMADS-qF ATGGGATGGACATAGAGGATTTG 

AsMADS-qR CGAGTTGGCTTATCTCCTTCTT 

AsGADPH-F CTGGTATGGCATTCCGTGTA 

AsGADPH-R AACCACATCCTCTTCGGTGTA 

 
较发现，AsMADS12 基因在受到结香剂诱导后的

第 6 天与其他时间相比有所提高，且表达量较高。

以白木香叶片总 RNA 经反转录合成的 cDNA 为模

板 ， 采 用 基 因 特 异 性 引 物 AsMADS12-F/R

（10 μmol/L）进行PCR 扩增，得到一条与AsMADS12

基因片段大致相符且长度约为 600 bp 的条带（图

2）。对 PCR 产物进行胶回收，载体构建转化后进

行测序。测序结果显示，AsMADS12 基因序列长

度为 678 bp。 
 

 
 

图 1  AsMADS 基因的 FPKM 值 
Fig. 1  FPKM of AsMADS 

 

2.2  AsMADS12 生物信息学分析 

AsMADS12 蛋白分子式为 C1087H1811N313O350 

S13，相对分子量约为 25.28 kDa，该蛋白含天冬

氨酸与谷氨酸负电荷总数为 35 个，精氨酸和赖氨

酸正电荷总数为 37 个；pI 值为 8.33，脂肪酸指数

为 82.36，不稳定指数为 44.25。亲水性系数为 

 
 

M: DNA maker V. 

图 2  AsMADS12 基因克隆 
Fig. 2  Cloning of AsMADS12 

 

‒0.578，多肽链存在明显亲水区域，预测为稳定

亲水性蛋白（图 3A）。经 SignaIP 5.0 软件预测，

该蛋白无信号肽剪切位点，属非分泌型蛋白（图

3B ）。 TMHMM server V2.0 软 件 分 析 显 示

AsMADS12 蛋白无跨膜区，属胞外蛋白（图 3C）。

NetPhos 3.1 软件预测结果显示该蛋白存在酪氨

酸、苏氨酸及丝氨酸磷酸化位点（图 3D）。 

2.3  AsMADS12 蛋白结构预测 

AsMADS12 蛋白的二、三级结构预测以及保

守结构域分析显示，AsMADS12 蛋白二级结构由

α-螺旋（52.00%）、延伸链（11.56%）和无规则卷

曲（36.44%）组成（图 4A）。基于 AlphaFold Protein 

Structure Database 构建的三级结构模型（图 4B）

表明，其构象主要由 α-螺旋和无规则卷曲构成，

该预测与二级结构结果相同。AsMADS12 具有典

型的 MADS 结构域特征，即 MEF2_like MADS 保

守域（图 4C）。 

2.4  序列比对及系统进化树分析 

将 AsMADS12 与甜橙（Citrus sinensis）、枳

（Citrus trifoliata）、芒果（Mangifera indica）、莴

苣（Lactuca sativa）、番茄（Solanum lycopersicum）、

柑橘（Citrus x clementina）、白桦（Betula platy-

phylla）、玉米（Zea mays）、小麦（Triticum aes-

tivum）、水稻（Oryza sativa）、辣椒（Capsicum 

annuum）等 11 种植物的 MADS 蛋白序列比对发

现，AsMADS12 与不同植物的 MADS 蛋白具有相

同的特征保守结构域（图 5）。构建 AsMADS12

与其他高同源性植物 MADS 蛋白的系统进化树，

发现 AsMADS12 与甜橙的 CsMADS 和枳的 
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A：AsMADS12 蛋白亲疏水性；B：AsMADS12 信号肽；C：AsMADS12 蛋白跨膜结构；D：AsMADS12 磷酸化位点。 
A: AsMADS12 hydrophilic/hydrophobic prediction; B: AsMADS12 signal peptide;  

C: AsMADS12 transmembrane structure; D: AsMADS12 phosphoric acid site. 

图 3  AsMADS12 蛋白生物信息学分析 
Fig. 3  Bioinformatics analysis of AsMADS12 protein  

 

 
 

A：AsMADS12 蛋白的二级结构，蓝色：α-螺旋，红色：延伸链，紫色：无规则卷曲； 

B：AsMADS12 蛋白的三级结构；C：AsMADS12 蛋白的结构域。 
A: Secondary structure of AsMADS12 protein, blue: alpha helix, red: extended strand, purple: random coil;  

B: Tertiary structure of AsMADS12 protein; C: Domain of AsMADS12 protein. 

图 4  AsMADS12 蛋白结构预测 
Fig. 4  Structure prediction of AsMADS12 protein 

 
CtMADS 聚于同一分支（图 6）。 

2.5  AsMADS12 亚细胞定位分析 

激光共聚焦荧光显微镜分析结果（图 7）显

示，在对照组中，菌液浸染洋葱表皮后在细胞核、

细胞壁中均出现了荧光，而在试验组中仅有细胞

核部位出现绿色荧光，染色后细胞核的蓝色荧光

重合表现为浅蓝绿色荧光。由此可见 AsMADS12

定位于细胞核，且该结果与 WoLF PSORT 软件预

测结果相符。 

2.6  AsMADS12 表达量分析 

为验证 AsMADS12 基因在白木香结香过程中

的表达量变化，本研究用茉莉酸甲酯对白木香茎

杆进行不同时间处理，并通过实时荧光定量 PCR

检测处理后的 AsMADS12 基因表达量，发现经茉

莉酸甲酯处理后的 AsMADS12 基因表达量均有所

提高，且在 24 h 的表达量最高（图 8）。  
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图 5  AsMADS12 氨基酸同源序列比对 
Fig. 5  Amino acid homologous sequence alignment of AsMADS12 

 

 
 

图 6  AsMADS12 与其他植物 MADS 氨基酸序列系统发育树 
Fig. 6  Phylogenetic tree of AsMADS12 and MADS amino acid sequences of other plant 

 

 
 

图 7  AsMADS12 亚细胞定位 
Fig. 7  Subcellular localisation of AsMADS12 

 

3  讨论 

白木香中的次生代谢产物主要以倍半萜和

2-(2-苯乙基)色酮为主，是白木香胁迫响应的产 

物，也是沉香的主要化学成分 [7 ,  22]。已有报道

MAD-box 家族基因在萜类的生物合成中也发挥

重要作用，如 LI 等[23]通过对灵芝（Ganoderma  
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ns 表示无显著差异，**和****分别表示在 0.01 和 

0.0001 水平差异极显著。 
ns indicates no significant difference, ** and **** indicate ex-
tremely significant difference at the 0.01 and 0.0001 probability 

levels, respectively. 

图 8  AsMADS12 在茉莉酸甲酯处理下的表达分析 
Fig. 8  Expression level of AsMADS12 under Ethylene 

releaser treatments 
 

lucidum）中 GlMADS1 的沉默引起灵芝酸的降低

来证明该基因参与调控灵芝酸的合成；LU 等[24]证

明了柑橘（Citrus reticulata Blanco）中的 CrMADS5

可通过直接激活类胡萝卜素生成基因的转录来正

向调控果实中的类胡萝卜素生物合成，此外，还

发现 CrMADS5 可以与 CrMADS6 蛋白相互作用，

并讨论了 CrMADS5-CrMADS6 在果实成熟和类

胡萝卜素积累之间的作用。同样，在番茄（Solanum 

lycopersicum）中的研究表明，通过 RNAi 技术干

扰表达 SlCMB1 基因后，可显著抑制类胡萝卜素

合成关键基因 PSY1 和 PDS 的表达水平，进而降

低果实内类胡萝卜素的积累量[25]。本研究发现经

茉莉酸甲酯处理后的白木香 AsMADS12 基因表达

量明显上升且在 24 h 达到最高。有研究表明热休

克处理诱导白木香悬浮细胞中茉莉酸（JA）合成

相关基因的表达显著上调，伴随细胞内 JA 含量的

增加，倍半萜的含量增加，说明内源 JA 信号在白

木香倍半萜合成中发挥关键作用，可调控植物生

长发育及其次级代谢产物的合成[26-27]。结合上述

研究，推测 AsMADS12 可能通过响应茉莉酸信号，

参与白木香的胁迫响应，对倍半萜或色酮等次生

代谢产物的形成具有调控作用。 

关于转录因子参与调控白木香次生代谢产物

的合成已有报道。AsZFP9 能直接结合激活倍半萜

合成途径中的关键基因 AsHMGR1 和 AsTPS1 的启

动子，促进倍半萜的合成[28]；AsMYC2 通过茉莉

酸信号通路控制 ASS1 表达且参与调控倍半萜生

物合成，而 AsWRKY44 作为一个负调控因子抑制

ASS1 的表达[29-30]；AsERF1 能在干旱、盐等胁迫条

件下被诱导表达并且能够激活 AsTPS1 的表达[31]。

此外，AsPKS 作为 2-(2-苯乙基)色酮合成过程中的

关键基因，转录因子 AsNAC、AsbZIP、AsMYB

均对 AsPKS 有不同的调控作用[32-34]。然而关于转

录因子 MADS-box 家族基因在白木香次生代谢产

物合成中的作用尚未报道，本研究首次对白木香

中 MADS-box 家族基因进行分析，推断其响应茉

莉酸甲酯的胁迫，并且参与白木香次生代谢产物

的合成。这为将来探究该基因是否能够调控白木

香的生物合成过程提供理论支撑，有助于解析沉

香形成的机制，并为选育易结香的优质白木香品

种奠定基础。然而，当前研究尚缺少充分的试验

数据支撑，因此后续计划采用酵母单杂交技术、

双荧光素酶报告基因检测等方法，深入验证该基

因对白木香次生代谢生物合成的调控作用。 
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