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白木香丙二烯氧化物合酶基因的表达分析 
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摘要: 茉莉酸 (jasmonic acid, JA) 为植物防御反应的重要信号分子, 其生物合成途径的关键酶是丙二烯氧
化物合成酶 (allene oxide synthase, AOS)。本研究以白木香 (Aquilaria sinensis) 为材料, 设计特异引物, 克隆了白
木香 AsAOS1基因的 cDNA序列, 并进行氨基酸序列分析、原核表达和纯化、组织特异性分析及非生物胁迫和激
素诱导表达分析。白木香 AsAOS1基因的开放阅读框 (ORF) 长 1 575 bp, 编码 524个氨基酸, 其蛋白分子质量是
58.70 kDa。AsAOS1蛋白包含细胞色素 P450的保守区域。系统进化树显示 AsAOS1蛋白与甜橙 (Citrus sinensis) 
AOS蛋白同源性较高。构建原核表达载体 pET28a-AsAOS1 并在大肠杆菌 BL21(DE3) 菌株中成功表达 AsAOS1
重组蛋白, 利用 Ni2+亲和色谱纯化得到可溶性 AsAOS1 重组蛋白。荧光定量 PCR 结果显示 AsAOS1 基因在茎中
表达最高, 根次之, 叶中表达最低。盐、低温和重金属胁迫能够诱导白木香愈伤组织中 AsAOS1 基因表达, 诱导
12 h表达量达到最高; 激素茉莉酸甲酯、水杨酸和脱落酸诱导后, 愈伤组织中AsAOS1基因的表达量明显上升, 而
干旱胁迫和赤霉素处理对本 AsAOS1 基因的表达量影响不大。本研究为进一步研究茉莉酸途径在白木香结香机
制和植物防御反应中作用奠定基础。 

关键词: 白木香; 丙二烯氧化物合酶; 茉莉酸; 原核表达; 表达分析 
中图分类号: R931       文献标识码: A       文章编号: 0513-4870 (2017) 12-1962-08 

Expression analysis of allene oxide synthase gene from Aquilaria sinensis 

FENG Ying-ying1†, ZHANG Zhong-xiu2†, DONG Xian-juan1, LIU Xiao1,  
YAN Ya-ru1, WANG Jin-ling1, WANG Xiao-hui1*, SHI She-po1* 

(1. Modern Research Center for Traditional Chinese Medicine, School of Chinese Materia Medica,  
Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100029, China;  2. Institute of Chinese Materia  

Medica, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 100700, China )  
 

Abstract: Jasmonic acid (JA) is an important signal molecule involved in plant resistance, and allene oxide 
synthase (AOS) is a key enzyme in the biosynthesis of jasmonates.  In this study, a full-length cDNA of AsAOS1 
gene was cloned from Aquilaria sinensis.  Meanwhile, the sequence analysis, prokaryotic expression, purification, 
tissue-specific expression analysis and expression analysis under different abiotic stresses and hormone treatments 
were performed.  The open reading frame (ORF) of AsAOS1 gene was 1 575 bp, encoding a protein of           
524 amino acid residues, with a predicted molecular mass of 58.70 kDa.  AsAOS1 protein possessed the         
conserved sequences of cytochrome P450 (CYP450).  The phylogenetic analysis indicated that AsAOS1 protein 
had the highest level of homology with AOS protein of Citrus sinensis.  The recombinant AsAOS1 protein was 
successfully expressed in Escherichia coli BL21(DE3) cells using the prokaryotic expression vector pET28a-      
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AsAOS1 and the recombinant AsAOS1 was purified by Ni 2+ affinity chromatography.  Expression analysis      
results in different tissues showed that AsAOS1 was primarily observed in stems, and then roots, followed by 
leaves.  AsAOS1 transcript level was significantly induced after 12 h treatment of NaCl, cold temperature and 
CdCl2.  Furthermore, AsAOS1 expression level was enhanced upon methyl jasmonate (MeJA), salicylic acid (SA) 
and abscisic acid (ABA) treatment.  However, mannitol and gibberellin (GA3) treatments had little influence on 
the expression level of  AsAOS1.  These results provides valuable insights into the role of JA in the mechanism 
of agarwood formation and plant resistance. 
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白木香 Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg 是我国生
产名贵药材沉香的唯一植物来源, 已经被列为国家
二级濒危保护植物[1]。沉香是我国传统名贵中药, 具
有行气止痛、温中止呕、纳气平喘等功效, 多用于治
疗胸腹胀闷疼痛、胃寒呕吐呃逆、肾虚气逆喘急[2]。

药理研究结果表明, 沉香具有消化系统和中枢神经
系统的保护作用。另外, 沉香是一种名贵香料, 具有
龙涎香与檀香混合物的香味, 至今仍旧无法复制这
种香味[3]。健康的白木香在自然条件下并不能产生沉

香, 在受到雷劈、虫咬、真菌侵染等伤害时才能够产
生沉香, 但是沉香形成的分子机制一直没有揭示, 严
重制约高效人工结香技术的建立[4]。化学成分分析结

果表明, 决定沉香品质的主要成分是倍半萜类物质
和苯乙基色酮类物质[5]。茉莉酸甲酯能够诱导白木香

及白木香愈伤组织和悬浮细胞产生倍半萜类物质[5, 6], 
而盐胁迫能够诱导白木香悬浮细胞及愈伤组织中苯

乙基色酮物质的产生[7], 因此沉香结香机制与茉莉酸
途径及植物防御反应密切相关。 

茉莉酸 (jasmonic acid, JA) 及其甲酯衍生物茉
莉酸甲酯 (methyl jasmonate, MeJA) 是植物重要的
生长调节剂, 在植物生长过程中起到调控作用。一方
面茉莉酸可以调节植物的生长发育, 如种子的萌发
与生长、器官的生长发育及植物的衰老与凋亡等[8−10], 
另外一方面茉莉酸还参与植物的生物胁迫和非生物

胁迫的防御反应[11−13]。JA 的生物合成途径也称为类
十八烷生物合成途径 : 亚麻酸经脂氧合酶  (lipoxy-
genase, LOX) 催化合成 13(S)-氢过氧化亚麻酸 
(13-hydroperoxylinolenic, 13-HPOT), 13-HPOT 在丙

二烯氧化物合成酶  (AOS)、丙二烯氧化物环化酶 
(allene oxide cyclase, AOC)等酶类的催化下生成 10, 
11-二氢-12-氧植物二烯酸 (12-oxo-phytodienoic acid, 
OPDA)[10, 14]。OPDA再经过三次 β氧化后生成 JA[15], 
因此, AOS 是植物体内茉莉酸合成途径的关键酶。
AOS属于 P450超基因家族中的一员, 普遍存在于植
物组织中, 通过调控 JA 的生物合成而参与调节植物

的许多生理过程[16−18]。在水稻中的研究表明水稻虫

害能够诱导 AOS基因的表达, 而水稻中 AOS2基因的
过量表达能够提高水稻内源 JA 含量, 诱导病程相关
PR 基因表达及增强对稻瘟病的抗性[19−21]; 伤害胁迫
能够诱导番茄叶片中 AOS基因的表达[22]。因此 AOS
基因表达对提高植物对物理环境的适应和种间竞争

力, 增强植物防御反应具有重要作用。目前在许多种
植物中克隆了 AOS 基因并进行了相关功能的研究, 
在白木香中也克隆得到了 AsAOS1基因的序列, 并且
研究表明其作为关键酶参与茉莉酸甲酯诱导的沉香

特征性成分倍半萜类化合物的生物合成[5]; 但是目前
关于AsAOS1蛋白的原核表达及 AsAOS1基因在其他
非生物胁迫和激素处理下的表达分析等方面均无报

道。而研究 AOS 的原核表达及在非生物胁迫和激素
处理下的表达方式有利于研究 AOS 的生物合成功能
及在植物防御反应中的重要作用, 同时有利于阐明
白木香结香机制。因此, 本研究根据 NCBI中的已知
白木香 AsAOS1 基因序列, 通过 RT-PCR 获得序列全
长, 对其序列特征进行生物信息学分析, 并进行原核
表达及纯化, 通过实时荧光定量 PCR 技术分析其在
不同组织中的表达差异, 并研究其在受到盐、干旱、
冷及重金属胁迫和外源茉莉酸甲酯、水杨酸、脱落酸

和赤霉素处理不同时间愈伤组织中的表达及积累情

况, 为研究沉香结香机制及植物的防御反应机制奠
定基础。 
 

材料与方法 
材料  白木香种苗从广州移植, 现种植于北京

中医药大学中药现代研究中心 3 年, 采集 6 月份的    
白木香的根、茎及叶提取总 RNA, 检测 AsAOS1 基      
因在不同器官中的特异性表达。利用白木香叶片和茎

尖诱导的愈伤组织, 选取长势相同的白木香愈伤组
织, 分别经 NaCl (150 mmol·L−1)、低温 (4 ℃)、CdCl2 
(500 µmol·L−1)、甘露醇 (750 mmol·L−1) 4种非生物
胁迫及脱落酸 (ABA) (150 µmol·L−1)、茉莉酸甲酯 
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(150 µmol·L−1)、赤霉素 (GA3) (150 µmol·L−1)、水杨
酸 (SA) (150 µmol·L−1) 4种外源激素处理, 在处理后
12、24、36、48 h 提取 RNA作为样品检测 AsAOS1
基因在各种处理下的表达差异。所用菌种为大肠杆菌 
(Escherichia coli) DH5α、BL21(DE3), 购自天根生物
科技有限公司; pET28a (Novagen) 由本实验室保存。 

白木香组织及愈伤组织中总 RNA 的提取和

cDNA的合成  按照 EASYspin Plus 植物 RNA快速
提取试剂盒 (Aidlab, 中国) 实验操作步骤进行植物
总 RNA提取, 利用 NanoDrop 2000C检测 RNA浓度, 
同时利用 1.2%  琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性
和质量。利用 Sigma公司的反转录酶 M-MLV将白木
香的总 RNA 反转录为第一链 (cDNA), 反转录的条
件按照说明书进行。 

AsAOS1基因序列全长克隆  根据从 NCBI数据
库中获得的 AsAOS1基因序列全长, 设计合成特异性
引物, 引物序列为 AOS1: ATGGCATCTTCAGCTGT   
GTCTTTCTGC, AOS2: TCAAAAGCTAGCTCTCTTC   
AACGAC。以白木香总 RNA 的反转录产物为模板, 
按照下列体系对白木香中 AsAOS1 基因进行扩增: 
cDNA 1 µL, LA-Taq (2.5 U·µL−1) 0.5 µL, 10×LA-Taq 
buffer 5 µL, dNTP Mix (2.5 mmol·L−1) 4 µL, 10 µmol
引物各 1 µL, 终体积为 50 µL。反应: 94 ℃预变性     
5 min; 然后进行 30个循环, 94 ℃ 40 s, 59 ℃ 30 s,     
72 ℃ 2 min 30 s, 程序循环结束后 72 ℃延伸反应     
10 min, 4 ℃保存。1%  琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物, 
利用 Biomega 胶回收试剂盒回收 PCR产物。将回收
后的 PCR产物与 pMD19-T连接, 转化到 DH5α菌株, 
在氨苄抗性的平板上进行筛选, 并经过菌落 PCR 检
测后送上海英潍捷基公司测序。 

白木香 AsAOS1 的序列分析  利用 NCBI 中
ORF Finder确定 AsAOS1开放阅读框, 在 NCBI数据
库中进行同源性检索 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 
用 DNAMAN对序列进行多重比对, 并在MEGA6中
构建系统进化树。 

AsAOS1 原核表达载体的构建及异源表达  利
用引物 AOS-1B (序列为: CGCGGATCCATGGCATC    
TTCAGCTGTGTCTTTCTGC) 和 AOS-2E (序列为: 
CCGGAATTCTCAAAAGCTAGCTCTCTTCAACGAC) 
扩增 AsAOS1基因的序列全长, 用 BamH I和 EcoR I
双酶切包含有目的基因AsAOS1的 PCR产物, 将其构
建到表达载体 pET28a 上, 转入大肠杆菌 DH5α 感受
态细胞, 挑取经扩增筛选、测序鉴定正确的单克隆; 
提取质粒 pET28a-AsAOS1转入大肠杆菌 BL21(DE3) 

感受态细胞。挑取单菌落接种于含有 50 μg·mL−1卡

那霉素的 LB 液体培养基中, 37 ℃活化过夜; 活化菌
液按 1∶100比例加入到适量新鲜含有 50 μg·mL−1卡

那霉素的 LB 液体培养基中, 37 ℃振荡培养至 OD600

达 0.6左右, 加异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG) 至
终浓度 0.8 mmol·L−1。先 180 r·min−1、37 ℃振荡培养

至 OD600达 0.4～0.6, 调节温度至 25 ℃振荡培养 16 h
诱导 AsAOS1过度表达; 4 ℃、12 000 r·min−1离心收集

大肠杆菌菌体之后, 悬浮于 40 mmol·L−1 KPB缓冲液 
(pH 7.9, 含有 100 mmol·L−1 NaCl、5 mmol·L−1咪唑) 
中。将菌体置于冰上, 用超声破碎仪 (Colo Parmer) 
来破碎细胞, 破碎液高速离心 30 min 以上。取上清    
液, 利用镍离子亲和色谱柱纯化 AsAOS1蛋白, 先以
20 mmol·L−1 KPB缓冲液 (pH 7.9, 含有 500 mmol·L−1 
NaCl 和 40 mmol·L−1 咪唑) 洗脱以去除杂蛋白, 再     
以 15 mmol·L−1 KPB缓冲液 (pH 7.5, 含 10%  甘油和     
500 mmol·L−1咪唑) 洗脱目的蛋白, 洗脱液用Millipore
滤膜 (30 kDa, Millipore) 浓缩至约 2 mL, 最终目的
蛋白保存在 20 mmol·L−1 KPB 缓冲液 (pH 7.5, 含
10%  甘油和 1 mmol·L−1 EDTA) 中。利用 SDS-PAGE
和Western blot检测重组蛋白表达。 

白木香 AsAOS1 基因在不同组织和不同的胁迫/
激素处理时间的表达分析  利用实时荧光定量 PCR 
(quantitative real-time PCR, qRT-PCR) 的方法检测白
木香不同组织中 AsAOS1 基因表达情况和不同胁迫    
处理和激素处理时间的表达情况。分析使用 SYBR 
Green I荧光染料法, 在 qRT-PCR仪上进行。选取白
木香 GAPDH 基因作为目标基因定量表达的内参基     
因, 引物序列见表 1。每个样品, 重复 3 次。反应体
系中含有 10 µL STBR Premix Ex Taq 酶、上下游引     
物 (10 µmol·L−1) 各 0.4 µL、模板 0.5 µL, 总体系为
20 µL。反应程序是: 95 ℃预变性 3 min, 95  ℃变性      
30 s, 60 ℃退火/延伸 30 s (每次循环后采集荧光),     
40个循环后, 95 ℃变性 10 s, 65～95 ℃做熔解曲线分

析, 每个温度以每步 0.5 ℃上升, 每个温度停留 5 s。
根据熔解曲线判断 RT-PCR产物的特异性, 相对定量
分析采用 2−ΔΔCt方法进行分析。 
 
Table 1  Primers sequence  

Primer 
name 

Primers sequence (5'−3') 
Estimated ampli- 
fication length/bp  

AOS-3 ATCCGTCCTCAGTTCCAATG 151 

AOS-4 CTCTCTATCAGAAGGTCCATCCTC  

GAPDH-1 CTGGTATGGCATTCCGTGTA 161 

GAPDH-2 AACCACATCCTCTTCGGTGTA  
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结果与分析 
1  白木香 AsAOS1基因全长 cDNA的克隆 

通过分析 NCBI数据库中数据和文献数据, 以白
木香愈伤组织 cDNA为模板, 进行 PCR扩增, PCR产
物约为 1 600 bp, 与预期大小相符, 电泳结果如图 1
所示, 将 PCR产物连接到 pMD19-T 载体上, 测序后
获得的基因序列与 NCBI数据库中序列一致, 序列长
度为 1 575 bp, 包含 AsAOS1基因的完整 ORF框, 编
码 524个氨基酸。 
2  AsAOS1蛋白氨基酸序列分析 

通过 NCBI 数据库中 Blast 结果显示 (图 2), 该
序列与其他植物物种中的AOS具有较高的同源性, 与
野茶树 (Camellia sinensis)、川桑 (Morus notabilis)、
枣 (Ziziphus jujuba)、可可 (Theobroma cacao)、胡杨 
(Populus euphratica)、烟草 (Nicotiana tabacum) 分别
有 73%、71%、72%、74%、71%、69%  相似; 通过
多序列比对结果显示, AsAOS1蛋白具有 P450家族的

特征序列: ① 高度保守的 I-helix region, 该结构的
作用是在血红素表面形成氧结合袋, 序列式GXXXT, 
其中 G 和 T 的作用是结构氧分子, 但是在白木香中    
的序列转变为 GXXXI, 而植物中 P450 酶不需要结    
合氧原子, 因此在白木香中结合氧原子的T转变为 I。
② C 末端具有高度保守血红素结合结构域, P450 家 
 

 
Figure 1  PCR amplification of AsAOS1 gene.  M: DNA marker; 
1: PCR product of AsAOS1 gene 

 

 
Figure 2  Multiple sequence alignment of AsAOS1and AOS from other plant species.  The CYP74 conserved sequences are under     
the red line.  The highly conserved I-helix region, heme-binding domain (the heme-binding C is marked by arrowhead) and the highly 
conserved ETLR motifs of the CYP74A enzymes are boxed.  As:  Aquilaria sinensis ; Cs: Camellia sinensis; Mn: Morus notabili; Zj: 
Ziziphus jujub; Tc: Theobroma cacao; Pe: Populus euphratica ; Nt: Nicotiana tabacum  
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族的保守结构序列为 FXXGXXXCXG  , C为血红素结
合位点, 而 CYP74A 酶类的保守区序列演变为 P-V-    
NKQCAG  , 白木香中的序列为 P-L-NKQCAG。③ 具

有 CYP74A酶类高度保守的 ETLR结构域。白木香中
序列演变为 EALR。为了进一步了解白木香 AsAOS1
蛋白可能的功能和在植物 AOS 家族中的进化位置, 
从 NCBI blastp 的比对结果中选取来源于其他植物    
的 21条 AOS蛋白序列, 包括乔木类植物甜橙、橡胶
等, 模式植物拟南芥、玉米、烟草等, 以及其他植物
如茄、苜蓿等利用 MEGA6.0 构建了系统进化树 (图
3)。从图 3可以看出, 白木香 AsAOS1与甜橙 (Citrus 
sinensis) AOS蛋白亲缘关系比较接近。 
3  AsAOS1原核表达分析 

将原核表达载体 pET28a-AsAOS1质粒转化大肠
杆菌 BL21(DE3) 后, 通过预实验探索及 SDS-PAGE
电泳检测蛋白是否可溶并确定最佳诱导条件, 使用
终浓度为 0.8 mmol·L−1 IPTG 于 25 ℃下诱导 16 h       
达到最佳效果。由于 AsAOS1 在其氨基酸序列的 N
端带有一个 6 个 His (组氨酸) 的标签, 用镍离子亲     
和色谱柱纯化 AsAOS1 蛋白, 用 Millipore 滤膜浓缩
蛋白, 最终目的蛋白保存在 20 mmol·L−1 KPB 缓冲
液。利用 SDS-PAGE 检测发现在 60 kDa 以上出现       
3 条蛋白条带, 利用 Western blot 检测目的条带, 位     
于 60 kDa 左右的条带是 AsAOS1 蛋白纯化的条带 
(图 4)。 

4  AsAOS1基因器官特异性表达分析 
利用荧光定量 PCR 检测 AsAOS1 基因的组织特

异性表达, 结果显示 AsAOS1基因在白木香所有组织
中均有表达, 在茎中表达最高, 根次之, 在叶中表达
最低, 说明 AsAOS1基因表达具有器官特异性 (图 5)。 
5  AsAOS1 基因在不同非生物胁迫和激素诱导下的
表达分析 

茉莉酸是植物重要的激素, 当植物受到外界环
境胁迫时, 体内的茉莉酸及其衍生物的含量显著增
加, 启动抗逆基因的表达, 从而导致代谢途径的变    
化, 使植物产生各种化学防御物质, 而白木香中产生 
 

 
Figure 4  SDS-PAGE and Western blot analysis of recombinant 
AsAOS1 protein.  A: SDS-PAGE analysis of recombinant AsAOS1 
protein.  M: Marker; 1: Purified recombinant AsAOS1 protein; 
2: The total protein of E. coli containing pET28a-AsAOS1 plasmid 
after induction; 3: Purified empty vector control; 4: The total 
protein of E. coli containing pET28a plasmid after induction.  B: 
Western blot analysis of recombinant AsAOS1 protein.  M: 
Marker; 1: Recombinant AsAOS1 protein sample; 2: Empty      
vector control 

 

 
Figure 3  Phylogenetic analysis of AOS proteins from plants 



 冯莹莹等: 白木香丙二烯氧化物合酶基因的表达分析 · 1967  · 

 

 
Figure 5  Relative expression level of AsAOS1 gene in different 
tissues.  Note: Repeat 3 samples, each for 3 times 

 
的具有药用价值的次生代谢产物, 倍半萜类和苯乙
基色酮类化合物是沉香的主要特征性成分, 也是参
与植物防御反应的重要物质。白木香在自然条件下结

香时间比较长, 因此不利于结香机制研究的进行, 本
实验室利用白木香的茎和叶构建了愈伤组织体系, 通
过茉莉酸甲酯和盐胁迫能够诱导产生与自然条件下

结香形成的沉香倍半萜类和苯乙基色酮类物质, 而且
以前的实验结果表明愈伤组织细胞具有全能性, 利
用愈伤组织研究植物基因的功能在很多文献中都有

报道。因此在本研究中, 对白木香的愈伤组织分别进
行盐、干旱、低温及重金属处理, 以相同生长情况下
未进行任何处理的愈伤组织做对照, 不同时间点取
样提取 RNA后进行实时荧光定量 PCR分析, 检测茉
莉酸甲酯途径的关键基因 AsAOS1的表达水平, 结果
显示盐、低温和重金属胁迫都诱导 AsAOS1基因的表
达, 3种胁迫诱导都是在 12 h诱导 AsAOS1表达量最
高, 分别是对照的 5、6、12 倍, 之后 48 h内的表达
量逐渐降低, 说明重金属胁迫对 AsAOS1基因影响最
大 (图 6)。而利用甘露醇模拟干旱条件, 发现 AsAOS1
基因的表达与对照相比, 略有降低, 说明干旱胁迫对
白木香中 AsAOS1基因的表达影响微弱 (图 6)。 

已经报道的大麦、拟南芥、青蒿及长春花的 AOS
基因能够被茉莉酸甲酯、水杨酸诱导, 说明植物激素
的调控可能是交叉作用的。本研究中对白木香的愈 
 

 
Figure 6  Relative expression level of  AsAOS1 gene under     
different abiotic stress in Aquilaria sinensis calli.  Note: Repeat 
3 samples, each for 3 times 

伤组织进行茉莉酸甲酯、水杨酸、脱落酸和赤霉素处

理, 实验结果表明, 茉莉酸甲酯诱导 AsAOS1 基因的
表达, 在 12 h达到最高, AsAOS1基因的表达量是对
照的 6.2倍, 之后逐渐下降 (图 7)。水杨酸和脱落酸处
理后使 AsAOS1基因表达量上升, 在 24 h表达量到达
最高点, 之后逐渐降低, 48 h 降低到正常水平, 而赤
霉素对 AsAOS1的表达没有明显的影响 (图 7)。 
 

 
Figure 7  Relative expression level of  AsAOS1 gene under     
different hormone treatment in Aquilaria sinensis Calli.  MeJA: 
Methyl jasmonate; SA: Salicylic acid; ABA: Abscisic acid; GA3: 
Gibberellin.  Note: Repeat 3 samples, each for 3 times 
 

讨论 
近年来药用植物的次生代谢一直是研究的热点, 

而且次生代谢产物常具有较高的药理活性和药用价

值, 因此致力于提高植物体内次生代谢产物的研究
也不断被发现。AOS是茉莉酸生物合成的关键酶, 而
茉莉酸能够调控白木香中决定沉香品质的倍半萜类

物质的生物合成[6], 同时研究表明在盐胁迫条件下能
够诱导产生苯乙基色酮的生物合成[7], 因此研究白木
香的AsAOS1基因的原核表达和在不同非生物胁迫和
激素处理下的表达分析, 有利于研究 AsAOS1基因体
外的生物合成功能和在植物防御反应中的作用, 为
进一步研究AsAOS1基因在白木香的结香过程中的作
用奠定基础。 

目前已经从多种植物中分离得到 AOS 基因, 本
研究根据 NCBI 的序列, 通过 qRT-PCR 的方法从白    
木香的愈伤组织中分离得到该序列, 白木香 AsAOS1
与其他物种中的 AOS具有较高的同源性, 具有 P450
家族应有的保守序列。本研究首次在大肠杆菌中表    
达了白木香的 AsAOS1 蛋白, 希望能够在蛋白水平
研究白木香中 AsAOS1 蛋白的生物学功能和体外研
究 AsAOS1 蛋白的生物合成功能。P450 家族蛋白在
大肠杆菌中表达时则大部分以包涵体形式存在, 溶
解度比较低 [23, 24], 本研究通过构建原核表达载体
pET-28-AsAOS1在 BL21(DE3) 菌株中诱导表达了白
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木香 AsAOS1 蛋白, 而且重组蛋白 AsAOS1 在表达   
菌中能够以可溶性蛋白存在 , 因此为进一步研究
AsAOS1的功能奠定基础。 

研究表明, AOS基因表达具有组织特异性, 在水
稻中 AOS基因主要在根中表达[20, 21]。长春花中, AOS
在根中表达量最高, 在老叶中表达较高, 但是在幼花
中表达最低[25]。本研究表明, 白木香的 AsAOS 基因
具有器官特异性, 在茎中表达量最高, 根次之, 叶中
的表达量最少。茉莉酸作为植物体内广泛存在的植物

激素, 能够作为信号分子参与植物的抗逆反应。以前
的研究表明病虫害、机械伤害、低温、干旱等能够诱

导 AOS 基因的表达[11−13, 26]。而盐、干旱、低温和重

金属是植物生长过程中最常见的非生物胁迫, 本研
究表明 , 盐、低温和重金属胁迫能够促进白木香
AsAOS1 基因的表达, 而且重金属铬对 AsAOS1 基因
的表达水平影响最大。实验结果表明 AsAOS1基因参
与植物的防御反应, AsAOS1 基因也可能与盐胁迫诱
导的沉香特征性成分苯乙基色酮的生物合成相关。 

AOS基因的表达能够受到外源的茉莉酸、水杨酸
等诱导, 长春花 AOS 表达受到外源茉莉酸甲酯的诱
导[27], 拟南芥、大麦中的 AOS 基因受到水杨酸的诱
导[27, 28]。茉莉酸、水杨酸、脱落酸和赤霉素在植物防

御反应中起到重要作用, 因此本研究中利用外源的
茉莉酸、水杨酸、脱落酸和赤霉素处理白木香的愈伤

组织, 白木香中 AsAOS1基因能够被外源的茉莉酸甲
酯、水杨酸和脱落酸诱导, 但是赤霉素对其表达影响
不大, 本研究首次表明除了茉莉酸甲酯和水杨酸外, 
脱落酸影响白木香中 AsAOS1基因的表达, 以前的文
献报道水杨酸也能够诱导沉香特征性成分的产生[29], 
本实验结果预示沉香特征性成分的生物合成可能受

到多种激素交叉调控, AsAOS1 基因在沉香特征性成
分生物合成过程中起重要作用。AsAOS1 基因的蛋白
表达及非生物胁迫和激素处理下的表达分析, 为进
一步研究白木香结香的分子调控机制奠定基础, 同
时有利于丰富植物的防御反应的研究。 
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