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苹果脂氧合酶基因 MdLOX1a 的同源克隆与功能验证

岳璇璇，王庆鹏，房鸿成，胡甲飞，苏梦雨，王　楠，张宗营，陈学森
（山东农业大学园艺科学与工程学院 / 作物生物学国家重点实验室，泰安 271018）

摘要：脂氧合酶是脂肪酸代谢途径中的关键酶，在植物生长发育、响应环境胁迫、合成香气物质等方面起着重要作用。本

试验以紫红 3 号叶片诱导的红色愈伤组织为试材，对 MdLOX1a 基因及其部分启动子序列进行扩增。测序发现 MdLOX1a 的

开放阅读框为 2592 bp，编码 863 个氨基酸，预测其蛋白分子量为 97.69 kD，等电点为 5.14。MdLOX1a 定位于苹果基因组的第

9 号染色体，由 8 个外显子与 7 个内含子构成。氨基酸序列进化树分析表明，MdLOX1a 与 Pb9S-LOX5 在同一进化枝。此外，

克隆获得 MdLOX1a 启动子序列 1058 bp，启动子元件预测表明该启动子包括响应多种胁迫的顺式作用元件。亚细胞定位发

现，MdLOX1a 在细胞膜与细胞核上均有定位。组织差异分析表明，MdLOX1a 基因在果皮中的表达量最高，在花和果肉中次

之；同时随着果实成熟 MdLOX1a 基因的表达量上调并且短时间光照能够诱导 MdLOX1a 基因表达，低温（16 ℃）以及不同浓

度的外源 ABA 处理后，MdLOX1a 基因的表达量均明显降低。过表达 MdLOX1a 验证发现较于对照组，实验组香气各成分有

不同程度增加，说明 MdLOX1a 与香气物质的合成有关。
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Homologous Cloning and Expression Analysis of Apple 
Lipoxygenase Gene MdLOX1a
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Abstract：Lipoxygenase is a key enzyme involved in the pathway of fatty acid metabolism，and plays an 
important role in the growth and development of plants，responses to environmental stresses and the synthesis of 
aroma components. In this study，the red callus from the leaves of ‘Zihong 3’ was used for PCR amplification 
of the MdLOX1a gene and its partial promoter sequence. Sequencing analysis revealed that MdLOX1a has an 
open reading frame of 2592 bp encoding for 863 deduced amino acids，with a predicted protein molecular weight 
of 97.69 kD and the isoelectric point of 5.14. The MdLOX1a gene was found to be localized on chromosome 9 
of the apple genome，consisting of 8 exons and 7 introns. Phylogenetic tree analysis with amino acid sequence 
indicated that MdLOX1a and Pb9S-LOX5 were assigned within the same branch. In addition，we obtained 
the MdLOX1a promoter sequence with a length of 1058 bp，which contained several cis-acting elements in 
response to various stresses. Subcellular localization revealed that MdLOX1a was localized on both the cell 
membrane and the nucleus.The tissue disparity analysis showed that the expression level of MdLOX1a gene was 
abundant in the pericarp，followed by flower and pulp. The expression of MdLOX1a gene gradually increased 
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脂氧合酶（LOX，lipoxygenase）是一类含非血

红素铁的双加氧酶，广泛存在于动植物和微生物 
中［1］，此类物质属于脂氧合酶超家族，以多基因

家族的形式存在于植物中，由于在不同植物中的

表达情况不同，LOX 基因在功能上也产生相应差

异。近年来，LOX 基因已在大豆［2］、黄瓜［3］、甜 
瓜［4］、猕猴桃［5-6］、番茄［7］、桃［8］、柿子［9］、甘蔗［10］、

苹果［11］等多种物种中进行了研究，指出 LOX 基因

参与植物响应胁迫、果实成熟、香气物质合成、果实

软化等过程。在富平柿研究中，DkLOX3 基因经外

源 ABA 处理后诱导表达，然而在外源赤霉素（GA，

gibberellins）与水杨酸 （SA，salicylic acid）处理后

该基因表达被抑制［9］；甘蔗 ScLOX1 在 NaCl、PEG
处理下诱导表达［10］；辣椒中，茉莉酸甲酯（MeJA，

methyl jasmonate）、SA 和过氧化氢（H2O2，hydrogen 
peroxide）均诱导 CaLOX2 基因上调表达，低温抑

制其表达［12］；现有研究发现 LOX 参与茉莉酸的合

成，茉莉酸影响种子萌发进而提高植物对干旱的耐

受能力［13］。以上研究表明，脂氧合酶基因 LOX 参

与多种植物抵御生物与非生物胁迫的过程从而调

控植物生长发育，但在苹果中的研究较少。另外，

脂氧合酶是脂肪酸氧化途径中的第一个关键酶，主

要通过催化亚麻酸（LeA，linolenic acid）和亚油酸

（LA，linoleic acid）等不饱和脂肪酸的加氧反应生

成氢过氧化物（HPOs，hydroperoxides），随即被继续

代谢，产生具有不同生物学功能的化合物，包括含有

6 个碳原子的醛类和醇类（C6 GLVs，C6 green leafy 
volatiles）以及茉莉酸（JA，jasmonic acid）［13］等化合

物，其中 C6 GLVs 依次经醇脱氢酶（ADH，alcohol 
dehydrogenase）、醇酰基转移酶（AAT，alcohol acyl 
transferase）催化形成酯类物质，以上即为大部分植

物香气物质合成的脂肪酸途径。近几年报道表明，

脂氧合酶基因参与植物香气挥发性物质的生成，黄

瓜 品 系 EP326 与 DE843 报 道 提 出 Csa007837 基

因对控制黄瓜果实芳香物质的合成起到了关键作

用［3］；在烟草中的研究表明，香气物质己醛与（３-
Ｚ）- 己烯醛的合成依赖 NaLOX2 的参与，下调该

基因表达则会减少 GLVs 生成［14］；在桃［15］与猕

猴桃［5］中也发现 LOX 基因参与 C6 醛类相关物质

合成的过程；还有报道指出，过表达 CmLOX03 后

薄皮甜瓜的脂类香气物质含量增多，但 CmLOX04
未有此结果［16］。近期苹果中也有相关报道，Vogt 
等［17］提出 MdLOX1a 和 MdLOX5e 是苹果果实香气

挥发性物质产生的候选基因，同时，本课题组发现，

红心 9 号与红心 7 号 2 个苹果株系在贮藏期间，随

着香气总物质含量的增多，LOX 基因表达量也逐渐

升高［1］，但均未进行深入的机理研究。基于前人的

结论，本试验将对 MdLOX1a 展开进一步探讨，为揭

示 MdLOX1a 调控香气物质合成机理和提高果实品

质提供理论依据。

苹果（Malus domestica（Suckow）Borkh.）系蔷

薇科苹果亚科苹果属，因其风味特殊、色泽鲜艳及营

养价值较高等倍受欢迎［18］。近年来，随着现代分子

生物学技术的应用，苹果遗传育种及果实品质性状

发育的分子机理是研究热点之一，本课题组利用以

新疆野苹果和它的红肉变型为亲本而建立的杂种

分离群体为试验材料，开展在果实品质形成和调控

机理等多方面的研究［19-20］。本研究以紫红 3 号红

肉愈伤为试材，克隆得到 MdLOX1a 基因编码区全

长并对其进行生物信息学分析、表达分析、亚细胞

定位及过表达 MdLOX1a 的功能验证，为深入研究

MdLOX1a 基因功能奠定基础，并为改善红肉苹果果

实品质提供理论支持。

1　材料与方法

1.1　试验材料及处理

试验于 2018 年在山东农业大学作物生物学国

家重点实验室和聊城冠县育种基地完成。选材为

新疆红肉苹果的杂交后代美红［21］、紫红 3 号愈伤组

织与王林苹果愈伤组织。于聊城冠县育种基地取

杂种后代的果实、根、茎尖、花与叶片，液氮冷冻，保

存于超低温冰箱。将长势一致的红色愈伤组织（以

新疆红肉苹果与富士苹果杂交的 F1 分离群体中选

出紫红 3 号的红色展开幼嫩叶片为外植体诱导）接

with fruit ripening，and its transcription has been induced under continuous light treatment. The expression  
of MdLOX1a gene was significantly reduced after low temperature （16 ℃） and exogenous ABA treatment at different 
concentrations. The overexpression of MdLOX1a showed that the transgenic lines showed the induction of the aromatic 
components in relative to the control lines，suggesting that MdLOX1a might associate with the synthesis of aroma  
components.

Key words：apple；MdLOX1a；expression analysis；subcellular localization；functional verification
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种至继代培养基［22］，每天给予 16 h 光照与 8 h 黑暗， 
24 ℃培养；在生长 15 d 左右时各进行低温（16 ℃）

与光照（持续光照）处理，分别在 0 h、2 h、4 h、8 h、
12 h、24 h、48 h 取样，液氮速冻后 -80 ℃保存；在生

长 15 d 左右时进行外源脱落酸（ABA，abscisic acid）
的处理，浓度分别为 0、60、120、180、240、300 µmol/L， 
4 d 时取样，液氮速冻后 -80 ℃保存。以上每个处理

至少进行 3 次生物学重复。

1.2　总 DNA 提取与实时荧光定量分析

总 RNA 的提取参照康为世纪 OminiPlant RNA 
Kit 操作说明。反转录合成 cDNA 使用 RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis Kit（Fermentas）试剂

盒。实时荧光定量 PCR（qRT-PCR，quantitative real-
time PCR）使用伯乐 CFX96 荧光定量仪，包括 Tip 
Green Qpcr SuperMix（荧光定量预混液）10.0 μL、
ddH2O 7.0 μL、cDNA 模 板（50 ng/mL）1.0 μL、

上下游引物各 1.0 μL（5 mmol/L），总反应体系为 
20.0 μL。运行程序为：预变性 95.0 ℃ 30 s；变性

95.0 ℃ 5 s，退火 58 ℃ 10 s，延伸 72.0 ℃ 30 s，40~45
个循环。每个样孔设置 3 个重复。将苹果肌动蛋白 
MdActin［23］作为 qRT-PCR 数据分析内参，荧光定量

数据依据 Kenneth 等［24］的方法处理分析。参照康

维世纪 Plant Genomic DNA Kit 操作说明提取苹果

基因组 DNA。

1.3　MdLOX1a 克隆与生物信息学分析

于 NCBI（https：//blast.ncbi.nlm.nih.gov）查 找 
MdLOX1a 基因序列及起始密码子上游的启动子序列，

编码该蛋白的基因序列号为 LOC103411221，设计基因

上下游引物 F（5′-ATGTTGCACAACCTGCTTG-3′）和

R（5′-TTAGATAGAGACGCTGTTGGGA-3′） （表 1），以 
cDNA 为 模 板 利 用 RT-PCR（RT-PCR，reverse transcrip-
tion-PCR）技术克隆编码区全长。设计启动子上下 
游引物 F（5′-TCGGGAGGAAAAATCGGGT-3′）和 R

（5 ′-TGTGTTCTAGTTTCCAAGAACTAATTAAGC-3 ′） 
（表 1），以 DNA 为模板利用 RT-PCR 技术扩增。具

体 反 应 体 系：14.5 μL ddH2O、5 μL 5×HF Buffer、
2.5 μL 10 mmol/L dNTP、1 μL 模板、上下游引物各 
1 μL、0.5 μL 酶。MdLOX1a 的 RT-PCR 克 隆 程 序

为：98 ℃ 30 s；98 ℃ 10 s，58.5 ℃ 30 s，72 ℃ 120 s，
35 个循环；72 ℃ 10 min。MdLOX1a 启动子的扩增

程序同上，仅第 2 阶段孵育 30 s 时温度设为 60 ℃。

扩增产物经电泳回收目的条带，连接 pLB（VT205）
载体送测序。通过 Expasy 网站对 MdLOX1a 蛋白

进行理化性质分析，用 NCBI 网站进行 MdLOX1a
基因组结构的构建，使用 MEGA 5.1 软件构建系

统进化树，并用 PlantCARE（http：//bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/plantcare/htmL/）数据库对

MdLOX1a 部分启动子的顺式作用元件进行预测。

表 1　基因克隆及 qRT-PCR 引物序列
Table1　Primers for gene cloning and qRT-PCR and the sequences
引物名称

Name of primers
正向引物（5′-3′）

Forward primers（5′-3′）
反向引物（5′-3′）

Reverse primers（5′-3′）
MdLOX1a
MdLOX1a-PRI101（F：Sma1/R：Kpn1）
MdLOX1a-pET32a（F：EcoRV/R：Xho1）

ATGTTGCACAACCTGCTTG
CCCGGGATGTTGCACAACCTGCTTG 
GATATCATGTTGCACAACCTGCTTG

TTAGATAGAGACGCTGTTGGGA
GGTACCGATAGAGACGCTGTTGGGA

CTCGAGTTAGATAGAGACGCTGTTGGGA
ProMdLOX1a GAATTCTCGGGAGGAAAAATCGGGT GTGTTCTAGTTTCCAAGAACTAA
MdLOX1a-（qRT） GGACTAACAGTGGATGAG GAGAGTTCTGCTACCATAG
MdActin TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACT TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC

1.4　载体构建和亚细胞定位

为进一步验证 MdLOX1a 蛋白的位置，设计所

用上下游引物（表 1），将 CDS 去终止密码子后连接

pRI101-AN 载体，构建 35S∶MdLOX1a-GFP 融合载

体并转化根癌农杆菌（Agrobacterium tumefaciens） 
LBA4404 感 受 态 细 胞，试 验 具 体 方 法 参 照 Xu 
等［25］，以 PRI101-GFP 载体转化根癌农杆菌的王林

愈伤组织作为对照组。利用 4′，6- 二脒基 -2- 苯
基吲哚（DAPI，4′，6-diamidino-2-phenylindole）对

细胞核染色，并使用荧光显微镜（Olympus BX53F，
Tokyo，Japan）检测。

1.5　香气挥发性成分测定

以王林愈伤为试验对照，过表达 MdLOX1a
王林愈伤为实验组。称取 5 g 样品，以三壬酮 

（0.4 mg/mL）为内标，利用顶空固相微萃取使用

GCMS-QP2010 Plus（SHIMADZU）气 相 色 谱 - 质
谱联用仪检测香气物质，对照组与实验组各设置 3
个重复，初步检测结果使用 NIST17-1、NIST17-2 及

NIST17S 谱库进行检索，并用面积归一化的方法计

算各成分以内标为参照的相对含量，具体计算方法

参照刘静轩等［11］。
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1.6　数据分析

数据处理及制作图表使用 Excel 2010 软件，显

著性分析使用 DPS 数据处理系统软件。

2　结果与分析

2.1　MdLOX1a 启动子克隆及作用元件分析

以紫红 3 号愈伤 DNA 为模板克隆得到一条

大小约 1100 bp 的条带（图 1）。对该条带胶回收

测序，获得该基因部分启动子序列 1058 bp，并利

用 PlantCARE 数据库对其顺式作用元件进行预测。

预测结果显示（表 2），MdLOX1a 启动子上有响应

ABA（ABRE）、低温（LTR）、光（G-Box）等顺式作

用元件，推测 MdLOX1a 响应 ABA、低温与光照等

胁迫。

图 1　MdLOX1a 启动子扩增
Fig.1　PCR amplification of MdLOX1a promoter

表 2　MdLOX1a 部分启动子顺式作用元件预测结果
Table 2　Prediction of cis-acting elements in MdLOX1a 

partial promoter
顺式作用元件

Cis-acting element
序列

Sequences
功能

Function

ABRE ACGTG 参与脱落酸反应的

顺式作用元件

LTR CCGAAA 参与低温反应的顺式

作用元件

MBS CAACTG 干旱诱导的 MYB 结

合位点

TGACG-motif TGACG 参与 MEJA 反应的

顺式调节元件

O2-site GATGATGTGG 参与玉米醇溶蛋白代

谢调控的顺式调节 
元件

G-Box CACGTT 参与光响应的顺式调

节元件

Sp1 GGGCGG 光响应元件

GT1-motif GGTTAA 光响应元件

Chs-Unit 1 m1 ACCTAACCCGC 光响应元件的一部分

2.2　MdLOX1a 基因编码区的克隆及生物信息学的

分析

以紫红 3 号愈伤 cDNA 为模板，利用 RT-PCR
技术得到一条大小约 2600 bp 的条带（图 2）。对克

隆片段进行胶回收测序，发现该基因的开放阅读框

长度为 2592 bp，蛋白理化性质分析显示其编码 863
个氨基酸，蛋白质分子质量为 97.69 kD，理论等电点

为 5.14。

图 2　MdLOX1a 编码区全长 RT-PCR 克隆
Fig.2　Full-length RT-PCR isolation of 

MdLOX1a encoding region

2.3　MdLOX1a 的基因组结构及进化树分析

利用 NCBI 数据库分析 MdLOX1a 基因所在的

染色体位置和基因结构。MdLOX1a 位于苹果基因

组的第 9 号染色体上，由 8 个外显子与 7 个内含子

构成（图 3）。对来自不同物种的 LOX 基因构建系

统发育进化树（图 4），通过系统进化树分析发现，

MdLOX1a 与 MdLOX7a、MdLOX2a、MdLOX5a 在不

同进化枝上，亲缘关系较远，与 Pb9S-LOX5 在同一

个进化枝上，两者的亲缘关系最近，表明 MdLOX1a
与 Pb9S-LOX5 功能相似。

图 3　MdLOX1a 基因组结构
Fig.3　Genomic structure of MdLOX1a

2.4　MdLOX1a 基因表达特性分析

对红肉苹果进行时空表达分析，结果显示：

MdLOX1a 在被检测组织中均表达，且在果皮中的
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表达水平最高，显著高于在其他组织中的表达；在

花和果肉中的表达量次之，在茎尖和叶中的表达量

最低，组织特异性显著（图 5A）。另外，MdLOX1a
的表达水平随着果实成熟逐渐上调，在花后 145 d

时其表达量最高，显著高于花后 30 d、60 d、90 d、
120 d（图 5B）。因此 MdLOX1a 具有组织表达特异

性，并与果实成熟密切相关，但具体作用机理有待进

一步研究。

图 4　MdLOX1a 系统进化树分析
Fig.4　Phylogenetic analysis of MdLOX1a

小写字母表示指标间差异显著（P < 0.05），下同

Lowercase letters indicate significant differences between the indicators（P < 0.05），the same as below

图 5　MdLOX1a 组织表达特异性及发育期表达分析
Fig.5　Tissue expression specificity and developmental expression analysis of MdLOX1a

2.5　胁迫条件下 MdLOX1a 的表达分析

荧光定量分析发现，经外源 ABA 与低温处

理，MdLOX1a 与对照相比均显著下调。经 ABA
处理后，MdLOX1a 表达水平随 ABA 浓度的增加

先下降后上升，但其表达水平总体仍为下调，其中 
240 μmol/L ABA 处理时 MdLOX1a 表达下调最明

显，相比对照下降约 4 倍（图 6A）；持续光照处理

后，MdLOX1a 的表达在 4 h 内急剧上调，4~12 h 内

迅速下调，而在 24 h 后转录水平基本保持稳定，

整体呈现先上升后下降而后稳定的趋势，不仅如

此，持续光照 4 h 时，MdLOX1a 的表达水平约为

对照处理的 5 倍（图 6B）；在低温（16 ℃）处理过

程中，MdLOX1a 的表达水平快速下降且缓慢上调

并趋于稳定，其中，MdLOX1a 的表达量在低温处

理 12 h 时达到最低，相较对照下降约 6 倍，且在 
12 h 后，MdLOX1a 的表达水平略微上调且趋于稳

定（图 6C）。因此，MdLOX1a 可能通过响应不同的

生物胁迫与非生物胁迫进而参与苹果脂肪酸代谢的 
过程。

2.6　MdLOX1a 蛋白亚细胞定位

将去终止密码子后的 MdLOX1a 编码序列

利用 Sma Ⅰ和 Kpn Ⅰ双酶切与亚细胞定位载体

pRI101-AN 定向连接，成功构建带有 GFP 标签的 
pRI101-MdLOX1a 重组质粒。将带有 GFP 标签的
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空 pRI101-AN 载体作为对照（图 7A）。实验组与对

照组融合蛋白分别转化王林原生质体，并使用荧光

显微镜观察。检测到实验组不仅在细胞核出现 GFP
绿色荧光，而且在细胞膜中也出现相同荧光，但细胞

质内无 GFP 荧光；对照组中，在细胞内均能观察到

GFP 荧光，DAPI 染色并合并图层后发现，DAPI 蓝光

与实验组细胞核位置处的 GFP 绿色荧光重合，表明

MdLOX1a 蛋白定位于细胞膜与细胞核上（图 7B）。

图 6　胁迫条件下红色愈伤组织中 MdLOX1a 的表达模式
Fig.6　Expression pattern of MdLOX1a in red callus under stresses

图 7　MdLOX1a 蛋白在过表达王林原生质体中定位
Fig.7　Localization of MdLOX1a protein of protoplasts in overexpressed ‘Orin’

2.7　MdLOX1a 基因在过表达王林愈伤组织的功能

分析

荧光定量结果显示，在过表达 MdLOX1a 的王

林愈伤组织中，MdLOX1a 的表达量是在野生型王

林愈伤组织中的 17.6 倍（图 8A）；同时，对二者香

气挥发性成分分析发现，与野生王林愈伤相比，过表

达 MdLOX1a 基因的愈伤组织中醛类物质提高 1.43
倍，酮类物质提高 3.2 倍，醇类物质提高 1.31 倍，酯

类物质提高 1.50 倍，过表达 MdLOX1a 后香气总挥

发性成分较对照均有不同程度增加（图 8B），此结果

表明 MdLOX1a 基因促进香气挥发性物质的合成。

3　讨论

前人研究发现 LOX 基因具有显著的 PLAT 保

守结构域［26］，该结构域存在于各种膜或脂质相关蛋

白中，具有防御病原体、调控代谢、介导脂质或与膜

结合蛋白的相互作用［27］，LOX 蛋白主要存在于叶

绿体［28］、脂质体［29］、液泡［30］、质体［31］等部位。本

研究从紫红 3 号愈伤组织中克隆得到 MdLOX1a 基

因，并转化王林原生质体，经亚细胞定位发现该基因

定位于细胞核与细胞膜上，推测该基因在不同部位

发挥作用。
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近年来，水果的品质研究逐渐成为热点［32-33］，

香气品质作为品质之一被广泛关注，其结构基因的

功能也被相继鉴定。在马铃薯［34］和番茄［7］研究

中，反义转 LOX 基因后挥发性物质含量均降低，然

而本试验过表达 MdLOX1a 基因并转化王林苹果

愈伤组织后发现，实验组中总香气物质含量较对

照组增多，与汤雨凡［16］研究结论一致，说明脂氧合

酶基因 MdLOX1a 对香气物质合成具有促进作用。

另外，低温贮藏显著降低了蜜桃的挥发性成分含 
量［35］，也延缓了苹果香气成分变化［36］，在低温下辣

椒 CmLOX03 的转录水平下调，富平柿在低温贮藏

过程中 DkLOX3 同样受到抑制［9］，本研究也得到相

同结果，MdLOX1a 的表达在低温环境下受到抑制，

与此同时在获得的启动子序列中发现存在低温响应

元件（LTR）。有报道指出，在刚毛 柳研究中，鉴

定出 LTRE1 为 ThbHLH1 在启动子上的结合位点之 
一［37］，大麦 HvCBF1 通过与基因启动子上 LTR
元件结合调控低温应答［38］。此结论在苹果花

青苷合成方面也有报道，响应低温的转录因子

MdbHLH3 与 花 青 苷 合 成 的 结 构 基 因 MdUFGT
启动子上的 LTR 元件结合［39］，促进低温下花

青 苷 积 累，最 近 的 报 道 同 样 指 出 MdbHLH3 与

MdBBX20 启动子上的 LTR 元件结合促进花青苷

合成［40］。基于以上研究结论，推测香气物质合

成途径中也存在类似的调控机制，相关研究在苹

果脂氧合酶基因调控果实香气物质合成方面未

见报道，这将成为后期主要研究目标，为阐明低

温延长苹果香气品质提供初步理论依据，也为深

入研究 MdLOX1a 在果实品质形成中的功能奠定 
基础。
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