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　 　 摘要:　 为探究芳樟醇合酶基因(ＬＩＳ)在薰衣草萜类物质代谢调控中的功能ꎬ本研究采用农杆菌介导法对高产

精油品种杂薰衣草(Ｌａｖａｎｄｕｌａ×ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ)叶片进行遗传转化ꎬ获得过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株ꎻ通过分析其萜类

合成途径中相关基因的表达量以及萜类化合物含量的变化ꎬ验证 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因在薰衣草中的功能ꎮ 结果表

明ꎬ与野生型(ＷＴ)薰衣草相比ꎬ过表达 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因均能显著提升薰衣草中单萜芳樟醇和薰衣草醇的含量

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ同时过表达 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因植株中类胡萝卜素含量不同程度提升ꎻ而单萜乙酸薰衣草酯含量不同

程度下降ꎬ过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因植株中樟脑含量显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 因此ꎬＬｉＬＩＳ 基因在薰衣草萜类物质代谢合成中

发挥重要作用ꎬ本研究结果可以为薰衣草品种改良提供理论基础及基因资源ꎮ
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　 　 芳樟醇是一种挥发性单萜化合物ꎬ存在于多种芳

香植物的精油中ꎬ具有清甜的花香和果香气味ꎬ是香

精、香水的重要成分[１]ꎬ同时芳樟醇还有抗菌[２]、消
炎[３￣４]、抗氧化[５]等多种生物活性ꎮ 唇形科植物因富

含特殊香气和精油被广泛应用于洗护日化、医药等多

８０８



个领域[６]ꎬ薰衣草(Ｌａｖａｎｄｕｌａ)是重要的唇形科香料

作物ꎬ其精油成分主要由芳樟醇等多种挥发性萜类物

质组成[７]ꎬ还包括薰衣草醇、乙酸芳樟酯、乙酸薰衣草

酯、樟脑、１ꎬ８￣桉叶素、β￣石竹烯等ꎮ 植物中合成萜类

物质主要为甲基赤藓醇￣４￣磷酸(ＭＥＰ)途径和甲羟戊

酸(ＭＶＡ)途径ꎬ２ 个途径经过一系列关键酶反应后合

成异戊烯基焦磷酸(ＩＰＰ)和二甲基烯丙基焦磷酸

(ＤＭＡＰＰ)ꎬ之后由 ＩＰＰ 和ＤＭＡＰＰ 合成萜类物质的前

体物质香叶基焦磷酸(ＧＰＰ)、香叶基香叶基焦磷酸

(ＧＧＰＰ)及法尼基焦磷酸(ＦＰＰ)ꎬ最终由萜烯合酶

(ＴＰＳ)催化合成不同的单萜、二萜及倍半萜等萜类物

质ꎬ因此 ＴＰＳ 基因的种类决定了合成萜类物质的丰富

度[８]ꎬＣｈｅｎ 等[９]将已鉴定的 ＴＰＳ 基因分为 ７ 个亚族ꎮ
芳樟醇合酶(ＬＩＳ)属于萜类合酶家族的单萜合酶ꎬ可
以将 ＧＰＰ 催化合成芳樟醇ꎮ 目前已从仙女扇(Ｃｌａｒ￣
ｋｉａ ｂｒｅｗｅｒｉ) [１０]、小苍兰(Ｆｒｅｅｓｉａ) [１１]、萱草(Ｈｅｍｅｒｏｃａｌ￣
ｌｉｓ ｆｕｌｖａ) [１２] 等多种植物中克隆到 ＬＩＳ 基因ꎮ Ｌｅｗｉｎ￣
ｓｏｈｎ 等[１３]发现过表达仙女扇 ＬＩＳ 基因的番茄中芳樟

醇的含量上升ꎬ改变了番茄的风味品质ꎻＭｅｎｄｏｚａ￣
Ｐｏｕｄｅｒｅｕｘ等[１４]发现过表达仙女扇 ＬＩＳ 基因的宽叶薰

衣草中芳樟醇含量显著上升ꎬ但薰衣草的表型未发生

变化ꎻ张雪荣[１５] 和赵钟鑫[１６] 均从薰衣草中克隆到

ＬＩＳ 基因ꎬ并分析了它们的基因结构ꎬ但并未验证它们

对薰衣草萜类物质含量的影响ꎮ 此外ꎬＨｅ 等[１７] 发现

沉默烟草 ＮａＬＩＳ 基因后芳樟醇含量下降ꎬ同时烟草害

虫的天敌捕食率下降ꎻ肖玉涛[１８] 发现沉默水稻中的

ＯｓＬＩＳ 基因后芳樟醇含量下降ꎬ导致水稻害虫褐飞虱

更多在 ＯｓＬＩＳ 基因沉默植株中产卵ꎬ表明芳樟醇还可

以参与植物对害虫的防御反应ꎮ
Ｇｕｉｔｔｏｎ 等[１９]认为薰衣草中存在萜类物质数量及

分布差异ꎬ可以作为研究萜类物质代谢调控机制的理

想模型ꎬ因此验证萜类物质合成相关基因在薰衣草中

的功能ꎬ进而调控薰衣草中关键萜类物质的含量ꎬ对
解析薰衣草萜类物质代谢调控机制及提升薰衣草精

油品质至关重要ꎮ 本课题组已根据宽叶薰衣草(Ｌａ￣
ｖａｎｄｕｌａ ｌａｔｉｆｏｌｉａ)和狭叶薰衣草(Ｌａｖａｎｄｕｌａ ａｎｇｕｓｔｉｆｏ￣
ｌｉａ)的芳樟醇合酶基因序列在 ２ 个品种的杂交

种———杂薰衣草中克隆到 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因ꎬ并
通过体外酶活性试验初步验证了 ２ 个基因均能够将

底物 ＧＰＰ 催化合成芳樟醇[２０]ꎮ 本研究基于已克隆

并构建的 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因的 ２ 个过表达载体及

杂薰衣草的再生体系ꎬ利用农杆菌介导法开展了杂薰

衣草的遗传转化ꎬ通过分析转基因株系中萜类物质合

成相关基因表达量和萜类物质含量的变化情况ꎬ验证

ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因在杂薰衣草萜类物质合成中的

功能ꎬ为薰衣草品种改良提供理论基础及基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

杂薰衣草(Ｌａｖａｎｄｕｌａ×ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ)由新疆农业大

学陆港校区薰衣草资源圃提供ꎮ 过表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１￣ＬｉＬＩＳ１ 和 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１￣ＬｉＬＩＳ２ 的农

杆菌菌株均为新疆农业大学薰衣草研究所保存ꎮ
１.２　 薰衣草遗传转化及阳性植株的鉴定

选取幼嫩且生长良好的杂薰衣草叶片ꎬ根据克热

木汗􀅰吾斯曼等[２１] 的方法消毒后在预培养基(培养

基中添加 ２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ ６￣苄氨基嘌呤、０􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ萘乙酸)
中暗培养 ２ ｄꎬ随后将叶片在重悬后 ＯＤ６００为０.６~ ０􀆰 ８
的农杆菌菌液(添加 ２０ ｍｇ / Ｌ乙酰丁香酮)中浸泡８~
１０ ｍｉｎꎬ用无菌滤纸吸去叶片表面多余菌液后置于覆

盖无菌滤纸的预培养基中暗培养 ２ ｄꎬ随后将其转入

筛选培养基(培养基中添加 ２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ ６￣苄氨基嘌呤、
０􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ萘乙酸、２００ ｍｇ / Ｌ头孢霉素、２０ ｍｇ / Ｌ卡那霉

素)中ꎬ每隔 ２１ ｄ 继代培养 １ 次ꎬ直至获得抗性植株ꎮ
将抗性植株移至生根培养基(培养基中添加 ２００

ｍｇ / Ｌ头孢霉素、２０ ｍｇ / Ｌ卡那霉素)中培养ꎬ待生根后

采用十六烷基三甲基溴化铵(ＣＴＡＢ)法提取抗性植株

叶片的 ＤＮＡꎬ以 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ 载体上特异性片段

Ｂａｒ 基因的引物进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ获得阳性植株ꎬ待阳

性植株长至３~ ５ ｃｍ 进行炼苗并移栽至泥炭土 ∶ 蛭

石 ∶ 珍珠盐为７ ∶ ３ ∶ １(质量比)的基质中培养ꎮ
１.３　 目的基因及萜类物质合成相关基因表达量的

检测

　 　 采用三异氰酸胍￣酚￣氯仿(Ｔｒｉｚｏｌ)法提取阳性

植株叶片的总 ＲＮＡꎬ以反转录的 ｃＤＮＡ 为模版ꎬβ￣
Ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ检测目的基因 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 的

表达量ꎬＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 的荧光定量引物参照龚林

涛等[２０]采用的引物ꎬ结果采用 ２－△△Ｃｔ法计算基因表

达量ꎬ用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.１ 软件进行显著性分析

并绘图ꎬ选取与野生型(ＷＴ)杂薰衣草相比目的基

因表达量显著上升的株系进行后续试验ꎮ
选取过表达 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因株系的 ｃＤＮＡ

为模版ꎬβ￣Ａｃｔｉｎ 基因为内参ꎬ分析过表达 ＬｉＬＩＳ１ 和

ＬｉＬＩＳ２ 基因株系对萜类物质合成相关基因表达的影

９０８张明浩等:芳樟醇合酶基因(ＬＩＳ)在薰衣草萜类物质合成中的功能分析



响ꎬ其中狭叶薰衣草与萜类物质合成相关基因

ＬａＨＤＲ１、ＬａＭＣＳ、ＬａＨＭＧＳ３、ＬａＭＶＤ１、ＬａＭＶＤ２、ＬａＧＧ￣
ＰＰＳ４、ＬａＦＰＰＳ２ 的荧光定量 ＰＣＲ 引物参照康凯程[２２]

的报道ꎬＬａＧＧＰＰＳ５ 基因的荧光定量 ＰＣＲ 引物参照岳

俊齐等[２３] 的报道ꎬＬａＢＡＨＤ６３、ＬａＢＡＨＤ１０４ 基因的荧

光定量 ＰＣＲ 引物参照 Ｚｈａｎｇ 等[２４] 的研究ꎻ杂薰衣草

中与萜类物质合成相关基因 ＬｉＢＤＨ３Ｉ、ＬｉＢＤＨ４ 的荧

光定量 ＰＣＲ 引物参照石雷等[２５] 的研究ꎬＬｉＧＧＰＰＳ、
ＬｉＧＰＰＳ.ＳＳＵ、ＬｉＦＰＰＳ、ＬｉＬＰＰＳ、ＬｉＡＡＴ３ 基因的荧光定

量 ＰＣＲ 引物根据美国国家生物技术信息中心(ＮＣ￣
ＢＩ)公布的杂薰衣草基因序列进行设计ꎬ上述基因荧

光定量 ＰＣＲ 引物序列见表 １ꎬ计算出过表达植株各基

因相对表达量后取对数值并绘制热图ꎮ
１.４　 挥发性萜类化合物含量的测定

分别取杂薰衣草过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因株系、过表

达 ＬｉＬＩＳ２ 基因株系及野生型(ＷＴ)株系的叶片各

０􀆰 ０５ ｇꎬ送至中国科学院新疆生态与地理研究所采

用固相微萃取气质联用技术(ＨＳ￣ＳＰＭＥ￣ＧＣ / ＭＳ)对
挥发性萜类化合物进行测定ꎮ
１.５　 其他萜类化合物及酶活性的测定

采用植物类胡萝卜素检测试剂盒(北京索莱宝

科技有限公司产品)测定薰衣草过表达株系以及野

生型株系叶片中类胡萝卜素的含量ꎮ 取薰衣草过表

达株系及野生型株系叶片各 ０􀆰 ２ ｇꎬ用液氮充分研磨

后按照１ ∶ ９ 比例加入 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ预冷的磷酸盐缓

冲液(ＰＢＳ)１􀆰 ８ ｍＬꎬ４ ℃、８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ
取上清液备用ꎮ 另取上述上清液ꎬ采用酶联免疫吸

附测定法(ＥＬＩＳＡ)ꎬ通过美桂生物科技有限公司的

试剂盒分别测定脱落酸(ＡＢＡ)含量、赤霉素(ＧＡ)
含量以及芳樟醇合酶(ＬＩＳ)活性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 薰衣草阳性植株鉴定

薰衣草转基因植株 ＰＣＲ 检测结果(图 １、图 ２)显
示ꎬ总共获得 １１ 株转 ＬｉＬＩＳ１ 基因阳性植株ꎬ４ 株转

ＬｉＬＩＳ２基因阳性植株ꎮ 对这些株系进行实时荧光定量

聚合酶链式反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)的结果(图 ３)表明ꎬＬｉＬＩＳ１
基因在第 ３、４、７、９、１１ 植株中的表达量显著高于野生型

(ＷＴ)(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ分别为野生型的 ３􀆰 ４０ 倍、２􀆰 １４ 倍、
２􀆰 ６１ 倍、３􀆰 ２８ 倍和 ２􀆰 ９７ 倍(图 ３Ａ)ꎻＬｉＬＩＳ２基因在第 １~
３ 植株中的表达量显著高于野生型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ分别为

野生型的 ２􀆰 ３５ 倍、３􀆰 ８８ 倍和 ２􀆰 ８８ 倍(图 ３Ｂ)ꎮ

表 １　 本试验所需引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

基因名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　

Ｂａｒ Ｆ:ＡＣＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＣＡＣＴＡＣＡＴＣＧ

Ｒ:ＧＣＴＧＣＣＡＧＡＡＡＣＣＣＡＣＧＴＣＡＴＧ

β￣Ａｃｔｉｎ Ｆ:ＧＧＴＡＧＣＴＣＣＡＣＣＴＧＡＧＡＧＧＡＡＧＴ

Ｒ:ＧＣＣＴＴＴＧＣＡＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＴ

ｑ￣ＬｉＬＩＳ１ Ｆ:ＡＡＴＡＧＧＣＣＴＧＣＡＧＣＴＴＡＴＡＡＣＣＡＴ

Ｒ:ＴＧＧＣＧＣＧＧＣＴＴＴＧＡＡＧ

ｑ￣ＬｉＬＩＳ２ Ｆ:ＡＡＴＣＧＧＣＣＧＡＣＴＴＣＣＴＧＡＡＴ

Ｒ:ＴＣＧＧＡＡＡＣＡＡＡＧＴＴＧＴＧＧＡＴＴＧ

ｑ￣ＬａＭＣＳ Ｆ:ＧＣＡＴＣＴＡＡＧＴＴＣＣＣＡＡＧＣＴＣＧ

Ｒ:ＣＣＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＴＧＴＴＡＣＴＧＣ

ｑ￣ＬａＨＤＲ１ Ｆ:ＴＧＣＣＧＴＴＣＴＴＧＡＧＴＴＧＣＡＴＣ

Ｒ:ＧＧＧＡＣＣＴＴＧＡＧＡＧＡＧＴＴＧＧＴ

ｑ￣ＬａＨＭＧＳ３ Ｆ:ＧＡＡＣＡＴＣＣＡＴＴＣＡＧＣＣＴＧＴＣＣ

Ｒ:ＧＧＴＧＡＧＡＴＡＧＴＡＣＧＴＣＣＣＴＧＧ

ｑ￣ＬａＭＶＤ１ Ｆ:ＧＴＣＡＣＧＣＡＴＴＣＣＡＧＡＴＧＴＡＣＴＡＣ

Ｒ:ＴＧＧＡＴＴＴＧＴＣＡＡＧＴＧＧＡＴＣＡＴＧＧ

ｑ￣ＬａＭＶＤ２ Ｆ:ＣＣＣＡＧＣＡＴＣＡＡＡＧＧＴＡＴＡＡＧＣＣ

Ｒ:ＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＧＴＡＣＣＡＡＡＧＣＧＴ

ｑ￣ＬａＧＧＰＰＳ４ Ｆ:ＧＴＣＧＣＴＡＧＴＡＴＣＣＴＣＴＣＣＧＧ

Ｒ:ＧＴＣＴＣＴＣＡＴＣＣＡＣＧＡＣＧＡＣＴ

ｑ￣ＬａＧＧＰＰＳ５ Ｆ:ＣＣＧＡＴＧＴＧＧＧＡＴＴＧＡＡＧＡＣＡＴＴＡＧ

Ｒ:ＴＣＡＡＣＴＴＣＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＡＴＣＡＣＴ

ｑ￣ＬａＦＰＰＳ２ Ｆ:ＣＧＴＣＧＴＧＴＧＴＧＴＧＡＧＴＴＡＴＣＣ

Ｒ:ＣＴＧＣＴＴＴＣＧＡＧＴＧＧＡＣＴＧＡＴＧ

ｑ￣ＬａＢＡＨＤ６３ Ｆ:ＧＧＧＡＣＡＴＣＣＴＣＧＴＣＧＣＣＴＴＴＡＴ

Ｒ:ＴＴＣＣＡＣＴＴＴＡＣＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＣＡ

ｑ￣ＬａＢＡＨＤ１０４ Ｆ:ＧＡＧＧＧＧＧＴＧＧＴＴＴＴＴＧＴＧＧＡ

Ｒ:ＧＧＴＴＧＡＡＴＧＧＡＡＧＧＧＧＣＴＧＴ

ｑ￣ＬｉＢＤＨ３Ｉ Ｆ:ＴＴＡＣＴＴＣＴＣＣＧＴＧＡＴＧＧＧＣＧ

Ｒ:ＣＣＡＡＴＣＡＴＣＧＣＣＣＴＴＧＴＴＣＧ

ｑ￣ＬｉＢＤＨ４ Ｆ:ＧＧＴＡＧＣＣＣＴＡＡＴＡＡＣＣＧＧＣＧ

Ｒ:ＴＴＴＣＣＧＴＡＡＧＴＧＧＡＧＡＣＣＧＣ

ｑ￣ＬｉＧＧＰＰＳ Ｆ:ＧＧＴＣＴＴＣＧＧＣＧＡＧＧＡＴＧＴＣＧ

Ｒ:ＣＧＴＣＣＣＧＡＴＣＧＡＣＴＴＴＧＣＣＡ

ｑ￣ＬｉＧＰＰＳ.ＳＳＵ Ｆ:ＣＡＴＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＣＧＴＣＴＣＣ

Ｒ:ＧＧＣＴＧＡＧＧＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧ

ｑ￣ＬｉＦＰＰＳ Ｆ:ＴＧＣＴＧＧＡＣＴＴＧＴＴＣＡＡＣＧＡＧＧＴＧ

Ｒ:ＣＧＣＣＡＴＧＡＧＣＡＡＣＧＣＡＣＡＡＧ

ｑ￣ＬｉＬＰＰＳ Ｆ:ＧＴＧＴＴＣＧＡＣＴＴＴＧＧＣＴＧＣＧＡ

Ｒ:ＧＡＧＣＣＡＧＧＣＴＡＡＣＡＡＧＧＧＣＡＴ

ｑ￣ＬｉＡＡＴ３ Ｆ:ＴＧＧＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡＧＧＣＡＣＧＡ

Ｒ:ＴＧＡＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＡＧＣＣＧＴＡ
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Ｍ:２ ０００ ｂｐ ＭａｒｋｅｒꎻＰＣ:阳性对照ꎻＮＣ:阴性对照ꎻｐＣＡＭＢＩＡ３３０１￣ＬＩＳ１:转 ＬｉＬＩＳ１ 基因薰衣草植株ꎮ
图 １　 转 ＬｉＬＩＳ１ 基因薰衣草植株 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｖｅｎｄｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＬｉＬＩＳ１ ｇｅｎｅ

Ｍ、ＰＣ、ＮＣ 见图 １ 注ꎻｐＣＡＭＢＩＡ３３０１￣ＬＩＳ２:转 ＬｉＬＩＳ２ 基因薰衣草植株ꎮ
图 ２　 转 ＬｉＬＩＳ２ 基因薰衣草植株 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｖｅｎｄｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＬｉＬＩＳ２ ｇｅｎｅ

Ａ:过表达薰衣草中 ＬｉＬＩＳ１ 基因的相对表达量ꎻＢ:过表达薰衣草中 ＬｉＬＩＳ２ 基因的相对表达量ꎮ ＷＴ:野生型植株ꎻＬｉＬＩＳ１￣１~ ＬｉＬＩＳ１￣１１:过表达

ＬｉＬＩＳ１ 基因植株 １~１１ꎻＬｉＬＩＳ２￣１~ ＬｉＬＩＳ２￣４:过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因植株 １~４ꎻ图柱上∗表示与野生型植株相比差异达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ图柱

上∗∗表示与野生型植株相比差异达到极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ３　 过表达薰衣草中目的基因的相对表达量

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌａｖｅｎｄｅｒ

２.２　 过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中萜类物质合

成相关基因的表达

　 　 为分析过表达 ＬｉＬＩＳ１、ＬｉＬＩＳ２ 基因对薰衣草萜类

物质合成关键途径———甲基赤藓醇￣４￣磷酸(ＭＥＰ)途
径和甲羟戊酸(ＭＶＡ)途径相关基因表达量的影响ꎬ
对其表达水平进行分析ꎬ结果(图 ４)发现ꎬ过表达

ＬｉＬＩＳ１ 基因显著上调了杂薰衣草 ＭＥＰ 和 ＭＶＡ 途径

中关键合成酶编码基因的表达量ꎬＭＥＰ 途径中

ＬａＭＣＳ 和 ＬａＨＤＲ１ 基因的表达量分别为对照的２.６１~
４􀆰 ６３ 倍、１.６８~ ２􀆰 ３４ 倍ꎬＭＶＡ 途径中的 ＬａＨＭＧＳ３、
ＬａＭＶＤ１ 和 ＬａＭＶＤ２ 基因表达量分别为对照的１.６５~

１􀆰 ９７ 倍、２.６４~３􀆰 ６９ 倍和２.１４~３􀆰 ３８ 倍ꎻ下游编码合成

单萜类前体物质香叶基焦磷酸(ＧＰＰ)、合成二萜及四

萜前体物质香叶基香叶基焦磷酸(ＧＧＰＰ)相关基因

的表达量均上升ꎬ其中 ＬｉＧＰＰＳ.ＳＳＵ 基因的表达量为

对照的２.２８~ ３􀆰 ２２ 倍ꎬＬａＧＧＰＰＳ４、ＬａＧＧＰＰＳ５ 和 ＬｉＧ￣
ＧＰＰＳ 基因的表达量分别为对照的４.２１~ ９􀆰 ９１ 倍、
２.７５~６􀆰 ９２ 倍和３.０５~ ５􀆰 ８７ 倍ꎮ 此外ꎬ在杂薰衣草

中存在一条特殊的合成路径ꎬ由二甲基烯丙基焦磷

酸(ＤＭＡＰＰ)和异戊烯基焦磷酸( ＩＰＰ)直接合成薰

衣草醇二磷酸( ＬＰＰ)ꎬ再由薰衣草醇二磷酸合酶

(ＬＰＰＳ)催化合成薰衣草醇[２６]ꎬ过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因

１１８张明浩等:芳樟醇合酶基因(ＬＩＳ)在薰衣草萜类物质合成中的功能分析



后 ＬｉＬＰＰＳ 基因的表达量显著上调(Ｐ<０.０５)ꎬ而参

与合成倍半萜前体物质法尼基焦磷酸 ( ＦＰＰ ) 的

ＬａＦＰＰＳ２ 和 ＬｉＦＰＰＳ 基因表达量没有发生显著变化

(Ｐ>０.０５)ꎬ直接合成单萜类物质的相关基因中ꎬ将
薰衣草醇催化合成乙酸薰衣草酯的 ＬｉＡＡＴ３ 基因的

表达量在过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因植株中下降ꎬ而其他酰

基转移酶基因 ＬａＢＡＨＤ６３ 和 ＬａＢＡＨＤ１０４ 的表达量

均未发生显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ合成樟脑相关的 ＬｉＢ￣
ＤＨ４、ＬｉＢＤＨ３Ｉ 基因中只有 ＬｉＢＤＨ４ 基因的表达量显

著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 在过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因后上述基

因表达量变化与过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因基本一致ꎬ其中

ＬａＭＣＳ 和 ＬａＨＤＲ１ 基因表达量分别为对照的１.７１~
２􀆰 ３４ 倍 和 １.９２~ ２􀆰 ６８ 倍ꎬ ＬａＨＭＧＳ３、 ＬａＭＶＤ１ 和

ＬａＭＶＤ２ 基因的表达量分别为对照的２.４２~２􀆰 ９７ 倍、
１.９６~２􀆰 ４５ 倍和１.９１~ ２􀆰 ４０ 倍ꎬＬｉＧＰＰＳ.ＳＳＵ 基因的

表达量为对照的１.９５~ ３􀆰 １９ 倍ꎬ ＬａＧＧＰＰＳ４、 ＬａＧＧ￣
ＰＰＳ５ 和 ＬｉＧＧＰＰＳ 基因的表达量分别为对照的

２.０４~ ２􀆰 ３６ 倍、 ２.３０~ ３􀆰 ２３ 倍 和 ２.３１~ ３􀆰 ０６ 倍ꎬ
ＬｉＬＰＰＳ 基因的表达量为对照的２.９１~ ３􀆰 ５１ 倍ꎬＬａＦ￣
ＰＰＳ２ 和 ＬｉＦＰＰＳ 基因的表达量未发生显著变化(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎬＬｉＡＡＴ３ 基因的表达量显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
ＬａＢＡＨＤ６３ 和 ＬａＢＡＨＤ１０４ 基因的表达量也未发生

显著改变(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ而 ＬｉＢＤＨ３Ｉ 和 ＬｉＢＤＨ４ 基因的

表达量均出现了下降ꎮ 以上结果表明ꎬ过表达

ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因后对合成萜类物质途径中的部

分关键基因的表达产生了不同程度的影响ꎮ

ＬｉＬＩＳ１￣３、ＬｉＬＩＳ１￣４、ＬｉＬＩＳ１￣７、ＬｉＬＩＳ１￣９、ＬｉＬＩＳ１￣１１、ＬｉＬＩＳ２￣１、ＬｉＬＩＳ２￣２、ＬｉＬＩＳ２￣３ 分别表示过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因植株 ３、４、７、９、１１ 以及过表达 ＬｉＬＩＳ２
基因植株 １、２、３ꎮ ∗表示与野生型植株相比差异达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示与野生型植株相比差异达到极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

图 ４　 过表达 ＬｉＬＩＳ１、ＬｉＬＩＳ２ 基因薰衣草中萜类物质合成相关基因的表达量

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌａｖｅｎｄｅｒ ｐｌａｎｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＬｉＬＩＳ１ ａｎｄ ＬｉＬＩＳ２

２.３　 过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中挥发性萜类

物质的含量

　 　 如图 ５ 所示ꎬ野生型(ＷＴ)杂薰衣草叶片中

芳樟醇和薰衣草醇相对含量分别为 １􀆰 ９３％ 和

０􀆰 ６３％ꎬ在过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因后其相对含量分别

增加至２􀆰 ４８％ ~ ３􀆰 ４８％、０􀆰 ７８％ ~ ０􀆰 ９５％ꎬ均显著

高于野生型(Ｐ< ０􀆰 ０５) ꎻ野生型杂薰衣草叶片中

乙酸 薰 衣 草 酯 相 对 含 量 为 ０􀆰 ６８％ꎬ 而 过 表 达

ＬｉＬＩＳ１ 基因后其相对含量全部下降ꎬ其中ＬｉＬＩＳ￣７、
ＬｉＬＩＳ￣１１ 植株叶片中乙酸薰衣草酯相对含量显著

下降(Ｐ<０􀆰 ０５) ꎻ此外ꎬ过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因杂薰衣

草叶片中乙酸芳樟酯相对含量、樟脑相对含量、
１ꎬ８￣桉叶素相对含量、β￣石竹烯相对含量与野生

型相比均无显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５) ꎮ
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∗表示与野生型(ＷＴ)相比差异达显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示与野生型(ＷＴ)相比差异达极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ５　 过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因薰衣草植株中挥发性萜类物质含量

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｉｎ ｌａｖｅｎｄｅｒ ｐｌａｎｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＬｉＬＩＳ１ ｇｅｎｅ

　 　 如图 ６ 所示ꎬ野生型杂薰衣草叶片中芳樟醇和

薰衣草醇相对含量分别为 ０􀆰 ６８％和 ０􀆰 １８％ꎬ过表达

ＬｉＬＩＳ２ 基因植株中其相对含量分别增加至１􀆰 ４５％~
１􀆰 ７１％、０􀆰 ３７％~０􀆰 ４０％ꎬ显著或极显著高于野生型

(Ｐ<０􀆰 ０５、Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ野生型杂薰衣草叶片中樟脑相

对含量为 １３􀆰 ２％ꎬ而过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因植株中其相

对含量降至８􀆰 ４４％~ ９􀆰 ７３％ꎬ显著低于野生型(Ｐ<

０􀆰 ０５)ꎻ过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因后乙酸薰衣草酯相对含

量与野生型相比均下降ꎬ其中 ＬｉＬＩＳ２￣３ 植株乙酸薰

衣草酯相对含量显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ此外ꎬ过表达

ＬｉＬＩＳ２ 基因后乙酸芳樟酯相对含量、１ꎬ８￣桉叶素相

对含量、β￣石竹烯相对含量与野生型相比无显著变

化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

∗表示与野生型(ＷＴ)相比差异达显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示与野生型(ＷＴ)相比差异达极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ６　 过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因薰衣草植株中挥发性萜类物质含量

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｉｎ ｌａｖｅｎｄｅｒ ｐｌａｎｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＬｉＬＩＳ２ ｇｅｎｅ

２.４　 过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中其他萜类物

质含量及酶活性

　 　 如图 ７Ａ 所示ꎬ野生型杂薰衣草叶片中类胡萝

卜素含量为 ０􀆰 １４ ｍｇ / ｇꎬ与野生型相比ꎬ过表达

ＬｉＬＩＳ１ 基因薰衣草第 ３、第 ７、第 １１ 植株叶片中类胡

萝卜素含量显著或极显著提升(Ｐ<０􀆰 ０５、Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ
过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因的薰衣草植株叶片中类胡萝卜

素含量均显著或极显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０５、Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ
从图 ７Ｂ、图 ７Ｃ 可知ꎬ过表达 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因薰

衣草植株中与植物胁迫响应相关的脱落酸含量、与
植物生长发育相关的赤霉素含量均未出现显著变化

(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 芳樟醇合酶活性分析结果(图 ７Ｄ)显

示ꎬ野生型杂薰衣草植株中芳樟醇合酶活性为

１􀆰 ２１ Ｕꎬ过表达 ＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因植株中芳樟醇

合酶活性与野生型相比均极显著增加(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

３　 讨 论

甲基赤藓醇￣４￣磷酸(ＭＥＰ)和甲羟戊酸(ＭＶＡ)通
过一系列限速酶催化合成香叶基焦磷酸(ＧＰＰ)ꎬ再由

单萜合酶合成不同的单萜化合物ꎬ因此ꎬ单萜合酶的表

达调控对植物萜类物质代谢途径有重要影响ꎮ 本研究

中过表达 ＬｉＬＩＳ１和 ＬｉＬＩＳ２基因后薰衣草植株中芳樟醇
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Ａ:过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中类胡萝卜素含量ꎻＢ:过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中脱落酸(ＡＢＡ)含量ꎻＣ:过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株

中赤霉素(ＧＡ)含量ꎻＤ:过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中芳樟醇合酶(ＬＩＳ)活性ꎮ ＷＴ、ＬｉＬＩＳ１￣３、ＬｉＬＩＳ１￣４、ＬｉＬＩＳ１￣７、ＬｉＬＩＳ１￣９、ＬｉＬＩＳ１￣１１、ＬｉＬＩＳ２￣
１、ＬｉＬＩＳ２￣２、ＬｉＬＩＳ２￣３ 分别表示野生型植株、过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因植株 ３、过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因植株 ４、过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因植株 ７、过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基

因植株 ９、过表达 ＬｉＬＩＳ１ 基因植株 １１、过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因植株 １、过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因植株 ２、过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因植株 ３ꎮ ∗表示与野生型

(ＷＴ)相比差异达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示与野生型(ＷＴ)相比差异达到极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ７　 过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中其他萜类物质含量及酶活性

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｌａｖｅｎｄｅｒ ｐｌａｎｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ＬｉＬＩＳ ｇｅｎｅ

含量与野生型(ＷＴ)相比均显著提升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ编
码 ＭＥＰ 和 ＭＶＡ 途径部分关键酶的基因表达量、合
成单萜前体物质 ＧＰＰ 的基因表达量均上升ꎬ同时上

调了 ＬｉＬＰＰＳ 基因表达并促进了薰衣草醇的合成ꎮ
赵耘霄[２７] 研究发现ꎬ过表达 ＬｃｕＧＰＰＳ.ＳＳＵ１ 的山鸡

椒叶片中 ＬｃｕＨＭＧＳ１、ＬｃｕＤＸＳ３、ＬｃｕＤＸＲ 基因的表达

量均显著上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ Ｙａｏ 等[２８]发现过表达 Ｓｓ￣
ｄＴＰＳ 的拟南芥中 ＡｔＤＸＳ 和 ＡｔＧＧＰＰＳ 基因的表达量

显著上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ同时也提升了下游产物脱落酸

的含量ꎮ Ｐｏｋｈｉｌｋｏ 等[２９] 发现 ＭＥＰ 途径下游物质的

积累会导致拟南芥中 ＤＸＳ 基因表达量上升ꎮ 说明

在薰衣草中下游单萜物质含量的上升同样可以通过

反馈调节上游萜类物质途径关键酶基因表达量的上

升ꎮ 然而ꎬ过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中其他单

萜物质乙酸芳樟酯含量与野生型相比未发生显著变

化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ乙酸薰衣草酯含量出现下降ꎬ尽管它

们的前体物质芳樟醇和薰衣草醇的含量显著上升

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但催化醇类物质合成酯类物质的酰基转

移酶基因 ＬａＢＡＨＤ６３ 和 ＬａＢＡＨＤ１０４ 的表达量未发

生显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ催化乙酸薰衣草酯合成的酰

基转移酶基因 ＬｉＡＡＴ３ 表达量下降ꎬ推测 ＬＩＳ 基因还

下调了其他酰基转移酶基因的表达ꎮ 过表达 ＬｉＬＩＳ
基因植株中未改变乙酸芳樟酯含量ꎬ但降低了乙酸

薰衣草酯含量ꎮ 过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因薰衣草植株中

由 ＧＰＰ 合成的樟脑含量出现了下降ꎬ这是由于过表

达 ＬｉＬＩＳ２ 基因后下调合成樟脑的 ＬｉＢＤＨ４ 基因的表

达ꎬ同为合成樟脑的 ＬｉＢＤＨ３Ｉ 基因也受到 ＬｉＬＩＳ２ 基

因的影响ꎬ说明 ＬｉＬＩＳ２ 基因能通过影响合成樟脑的

基因表达进而降低樟脑的含量ꎮ 在过表达 ＬｉＬＩＳ 基

因后ꎬＧＰＰ 被更多用于合成芳樟醇ꎬ因此底物竞争

也可能是造成樟脑含量下降的原因ꎮ
　 　 ＭＶＡ 途径的下游产物法尼基焦磷酸(ＦＰＰ)是合

成倍半萜和三萜的前体物质ꎬ柯铃钰等[３０]发现过表达

ＬＩＳ 基因的甘草中三萜物质甘草酸含量下降ꎬ因此推测

ＭＶＡ 途径合成的异戊烯基焦磷酸(ＩＰＰ)流向了 ＭＥＰ
途径ꎬ导致 ＦＰＰ 含量及三萜物质含量下降ꎮ 本研究过

表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植株中ＭＶＡ 途径合成关键酶基

因的表达量均上升ꎬ但合成 ＦＰＰ 的 ＬａＦＰＰＳ２和 ＬｉＦＰＰＳ
基因表达量及倍半萜 β￣石竹烯的含量未发生变化ꎬ表
明ＭＶＡ 途径合成的 ＩＰＰ 同样流向了 ＭＥＰ 途径ꎬ但并
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未改变 ＦＰＰ 的含量及下游萜类物质的含量ꎮ
Ｍｅｎｄｏｚａ￣Ｐｏｕｄｅｒｅｕｘ 等[１４]发现过表达 ＡｔＤＸＳ 基因

的拟南芥中类胡萝卜素含量上升ꎬ但过表达 ＡｔＤＸＳ 基

因的薰衣草中类胡萝卜素含量未发生变化ꎮ 本研究发

现过表达 ＬｉＬＩＳ 薰衣草植株中合成类胡萝卜素及部分

植物激素(脱落酸、赤霉素)前体物质香叶基香叶基焦

磷酸(ＧＧＰＰ)的 ３ 个基因表达量及叶片中类胡萝卜素

的含量增加ꎬ其中过表达 ＬｉＬＩＳ２ 基因的植株中均达到

显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但过表达植株的叶色未发生变化ꎬ
推测在叶片中类胡萝卜素含量与叶绿素含量的比例改

变不足以改变叶色ꎮ 然而ꎬ过表达 ＬｉＬＩＳ 基因薰衣草植

株中的 ＡＢＡ 含量和 ＧＡ 含量均未发生显著变化(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎬ推测下游的萜类衍生物并未受到 ＬＩＳ 基因的影

响ꎮ ＧＧＰＰ 作为参与调节植物生长发育等多种生理过

程的重要节点[３１]ꎬ相关基因在薰衣草中的表达调控仍

需要进一步研究ꎮ 岳俊齐等[２３]发现 ＬａＧＧＰＰＳ５ 基因编

码产物具有ＧＰＰＳ 的活性进而合成单萜物质ꎻ也有研究

发现 ＬｉＧＰＰＳ.ＳＳＵ(小亚基)可以改变 ＧＧＰＰＳ 的活性使

ＧＧＰＰ 转向合成 ＧＰＰ[３２]ꎬ本研究过表达 ＬｉＬＩＳ 薰衣草植

株中编码 ＧＧＰＰＳ 和 ＬｉＧＰＰＳ.ＳＳＵ 的基因表达量均上

调ꎬ因此ꎬＧＧＰＰ 被催化合成 ＧＰＰ 也可能是芳樟醇含量

上升的原因ꎮ

４　 结 论

本研究结果表明ꎬＬｉＬＩＳ１ 和 ＬｉＬＩＳ２ 基因在杂薰衣

草萜类物质合成中发挥重要作用ꎬ其表达水平的上调

可以促进薰衣草叶片中芳樟醇和薰衣草醇的合成ꎬ降
低乙酸薰衣草酯的含量ꎻＬｉＬＩＳ２基因对薰衣草萜类物质

合成的影响更显著ꎮ 本研究为解析薰衣草萜类物质代

谢调控机理及种质创新提供了研究基础ꎮ
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