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干旱和盐胁迫对向日葵叶片蜡质积累的
影响及蜡质烷烃合成基因的克隆

隗正阳ꎬ安沛沛ꎬ吴洪启ꎬ刘　 乐ꎬ肖恩时ꎬ景　 兵ꎬ王中华
(西北农林科技大学农学院ꎬ陕西 杨凌 ７１２１００)

摘　 要:植物表皮蜡质在植物逆境胁迫响应中发挥重要作用ꎮ 为了研究干旱和盐胁迫对向日葵叶片蜡质积累

的影响ꎬ对三周龄向日葵分别进行干旱和盐胁迫处理ꎬ７ ｄ 后提取蜡质并利用气相色谱－质谱联用仪进行分析ꎮ 结果

表明:向日葵幼苗叶片蜡质主要由初级醇、烷烃和脂肪酸组成ꎬ其含量分别占蜡质总含量的 ７９％、１０％和 ９％ꎮ 干旱

和盐胁迫均没有改变向日葵幼苗叶片蜡质的组成ꎬ但是能够显著提高蜡质总含量ꎬ与对照相比ꎬ分别增加了 ８.８％和

８.５％ꎮ 所有蜡质组分中ꎬ烷烃含量变化最大ꎬ分别在干旱和盐胁迫后较对照增加了 ６２.５％和 ４７.０％ꎬ表明了向日葵幼

苗叶片蜡质组分中ꎬ烷烃积极响应干旱和盐胁迫ꎮ 为进一步研究参与向日葵蜡质烷烃合成的基因ꎬ在向日葵基因组

中进行同源检索ꎬ共获得 ６ 个差异表达的候选基因ꎬ克隆了两个在叶片中表达水平较高的 ＨａＣＥＲ１－１ 和 ＨａＣＥＲ３－１ꎮ
测序结果显示ꎬＨａＣＥＲ１－１ 和 ＨａＣＥＲ３－１ 编码区长度分别为 １ ８６９ ｂｐ 和 １ ６７４ ｂｐꎬ编码 ６２２ 个和 ５５７ 个氨基酸的蛋白

质ꎮ 利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术进一步分析了 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 溶液处理下 ＨａＣＥＲ３－１ 的表达水平ꎬ结果显示ꎬ在处理后的 １２ ｈ
时ꎬＨａＣＥＲ３－１ 在叶片中的表达分别增加了 １１ 倍和 ３.５ 倍ꎬ表明 ＨａＣＥＲ３－１ 的表达受到干旱和盐胁迫的诱导ꎮ 本研

究为解析向日葵蜡质响应渗透胁迫和烷烃合成机制奠定了分子基础ꎮ
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ａｌｋａｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ.
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　 　 植物表皮蜡质覆盖在植物表皮细胞最外层ꎬ是
由超长链脂肪酸及其衍生的醇、烷烃、醛、酮等组成

的疏水性混合物ꎬ其主要功能是限制植物非气孔水

分流失ꎬ进而提高植物抗旱性[１－３]ꎮ 同时表皮蜡质

还可使植物免受紫外线伤害及减少植物表面空气

污染物的沉积ꎬ在植物育性、植物－病原菌互作方面

也具有重要作用[４－７]ꎮ
植物叶表皮蜡质的积累是植物体内重要的生

理过程ꎬ受环境胁迫的影响较为严重[８]ꎮ 通常情况

下ꎬ干旱和盐胁迫能够导致叶片蜡质显著增加ꎮ Ｋｏ￣
ｓｍａ 等[５]研究发现ꎬ干旱和盐胁迫 ８ｄ 后拟南芥叶片

蜡质总含量分别增加了 ８０％和 ７５％ꎻ所有蜡质组分

中ꎬ烷烃含量增加最明显ꎬ可分别增加 ９８％和 ９３％ꎮ
这种变化与角质层渗透性降低有关ꎬ并且可能有助

于植物在水分缺失条件下生长ꎮ 同样ꎬ干旱胁迫后

胡杨、盐生水芹和番茄等植物叶片蜡质明显增加ꎬ
而这种变化也是由烷烃组分含量增加导致[９－１１]ꎮ 以

上研究表明ꎬ蜡质组分中烷烃在植物响应干旱和盐

胁迫中起着重要作用ꎮ 然而ꎬ烷烃作为植物表皮蜡

质的重要组成成分ꎬ其合成的具体机制仍不清

楚[１２－１３]ꎮ 在拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) 和玉米

(Ｚｅａ ｍａｙｓ)相应突变体中的研究证明了 ＣＥＲ１ 和

ＣＥＲ３ 及其同源基因在烷烃合成中的重要作用ꎬ拟南

芥中改变 ＣＥＲ１(Ａｔ１Ｇ０２２０５)和 ＣＥＲ３(Ａｔ５Ｇ５７８００)的
表达都直接影响其烷烃含量[７]ꎮ 在豌豆(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉ￣
ｖｕｍ)和蓝藻(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)的研究中证明烷烃的合

成需要两个步骤:首先脂酰辅酶Ａ 还原酶将脂酰辅酶

Ａ 转化为中间体醛ꎬ然后醛脱羰基酶催化中间体醛脱

羰基生成烷烃[１４－１５]ꎮ 基于蓝藻中烷烃合成的步骤及

拟南芥突变体表型的研究ꎬＣＥＲ１ 蛋白被认为是一种

催化醛脱羰基酶ꎬ而 ＣＥＲ３ 蛋白被认为是一种可以将

脂酰辅酶 Ａ 还原为醛的酶[６ꎬ ７]ꎮ Ｂｅｒｎａｒｄ 等[１６] 利用

改造的酵母证明了 ＣＥＲ１ 和 ＣＥＲ３ 蛋白能够相互作用

形成二聚体酶复合物ꎬ并在辅助因子 ＣＹＴＢ５ 的促进

作用下将脂酰辅酶 Ａ 转化为烷烃ꎮ
向日葵(Ｈｅｌｉａｕｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌ.)是我国干旱、半

干旱地区的重要油料作物ꎬ干旱、盐胁迫能够导致

向日葵产量和种子含油量大幅下降ꎬ是限制向日葵

生产的主要因素[１７]ꎮ 目前关于向日葵表皮蜡质与

干旱和盐胁迫的研究鲜有报道ꎬ因此探究胁迫条件

下向日葵表皮蜡质的变化ꎬ挖掘表皮蜡质相关合成

基因的工作尤为必要ꎮ 本研究拟分析向日葵叶片

表皮蜡质的组成及其在干旱和盐胁迫下的变化ꎬ在
向日葵基因组中检索到 ６ 个烷烃合成候选基因ꎬ分
析候选基因的组织表达谱ꎬ并在向日葵叶片中克隆

其中的两个候选基因 ＨａＣＥＲ１－１ 和 ＨａＣＥＲ３－１ꎬ利
用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析 ＨａＣＥＲ３－１ 基因在胁迫下的表达

量变化ꎬ研究成果可望为后续研究向日葵中烷烃合

成机制奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试材料为油用向日葵(Ｈｅｌｉａｕｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌ.)
高代自交系‘ＳＫＹ０２Ｒ－３２’ꎮ 供试材料种植于 １０ ｃｍ
× １０ ｃｍ 的塑料花盆内ꎬ在培养箱(ＧＤＮ 型ꎬ宁波)
内培养ꎬ光周期为 １６ ｈ / ８ ｈꎬ温度为 ２２℃ / ２１℃ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 干旱、盐胁迫下向日葵叶片表皮蜡质提取　
对三周龄的向日葵进行缺水、２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１氯化钠

(ＮａＣｌ)、１５％ 聚乙二醇 ６０００(ＰＥＧ６０００)和 Ｈ２Ｏ(对
照组)处理ꎬ除缺水处理外各溶液均取 １００ ｍＬ 浇灌

根系ꎬ处理一周后剪取所有叶片提取表皮蜡质ꎬ每
个处理设 ３ 个生物学重复ꎬ利用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算叶

面积ꎬ用氯仿浸提表皮蜡质同时加入 ２０ μｇ Ｃ２４烷烃

作为内参ꎬ浸提液过滤至烧杯内ꎬ挥发至 ０.５ ~ １.０
ｍＬ 时转移到 ＧＣ 瓶内ꎬ利用氮吹仪吹干ꎬ然后加入

４０ μＬ 吡啶和 ４０ μＬ ＢＳＴＦＡ[ＮꎬＯ－双(三甲基硅烷

基三氟乙酰胺)]混匀并置于 ７０℃水浴锅内反应 ６０
ｍｉｎꎬ反应结束用氮气吹干 ＧＣ 瓶内液体ꎬ最后加入

８００ μＬ 氯仿用于气相色谱—质谱联用仪(ＧＣ－ＭＳꎬ
ＧＣＭＳ－ＱＰ２０１０Ｓꎬ日本岛津)分析ꎮ
１.２.２　 ＧＣ－ＭＳ 分析　 利用气相色谱—质谱联用仪检

测浸提的蜡质混合物获得各成分的离子峰ꎬ通过检索

质谱数据库对各离子峰进行定性ꎬ利用 Ｌａｂ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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软件对各离子峰进行积分ꎬ获得峰面积ꎬ根据 Ｃ２４内标

的加入量对所有成分进行定量分析ꎮ 计算公式如下:
Ｍ＝(２０􀅰Ｓ峰) / (Ｓ叶􀅰Ｓ内标) (１)

式中ꎬＭ 表示表皮蜡质某一成分绝对含量 ( ｎｇ􀅰
ｃｍ－２)ꎬＳ峰表示该成分离子峰面积(ｃｍ２)ꎬＳ叶表示该

样品叶片表面积(ｃｍ２)ꎬＳ内标表示 Ｃ２４烷烃的离子峰

面积(ｃｍ２)ꎮ
１.２.３　 烷烃合成候选基因生物信息学分析 　 利用

拟南 芥 烷 烃 合 成 基 因 ＡｔＣＥＲ１ ( ＡＴ１Ｇ０２２０５ ) 和

ＡｔＣＥＲ３ ( ＡＴ５Ｇ５７８００ ) 序 列 在 向 日 葵 数 据 库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｈｅｌｉａｇｅｎｅ.ｏｒｇ / )中检索相应同源基因ꎬ
利用在线工具 Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ)分析蛋

白结构域并利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 作图ꎬ运用 ＭＥＧＡ６ 软件的

邻位相连法构建系统进化树ꎮ
１.２.４　 烷烃合成候选基因表达模式分析 　 在向日

葵转录组数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｌｉｐｍ － ｂｒｏｗｓｅｒｓ. ｔｏｕｌｏｕｓｅ.
ｉｎｒａ. ｆｒ / ｐｌａｎｔｓ / ＦＡＴＡＬ / ｃｇｉ / ＨＥＬＡＮ. ｃｇｉ) 中下载烷烃

合成候选基因的表达谱数据ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件对数

据进行可视化ꎮ
１.２. ５ 　 ＨａＣＥＲ１ － １ 和 ＨａＣＥＲ３ － １ 的克隆 　 利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 进行引物设计(表 １)ꎬ以‘ＳＫＹ０２Ｒ
－３２’叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ将扩增产

物 纯 化 回 收 后 备 用ꎮ 利 用 Ｘｂａ Ⅰ 酶 将

ｐＣＡＭＢＩＡ２３００ 载体线性化ꎬ 用无缝克隆试剂盒

(ＤＴ１０１－０１ꎬＤｉＮｉｎｇꎬ北京)将目的片段与载体连接

后转化大肠杆菌感受态 ＤＨ５αꎬ进行抗性筛选ꎬ挑选

单克隆ꎬＰＣＲ 鉴定后送往上海生工生物股份有限公

司测序ꎮ 测序正确的菌液扩大培养后用质粒小提

试剂盒(ＳｔａｒＰｒｅｐꎬＧｅｎＳｔａｒꎬ北京)提取质粒“ ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ２３００－ＨａＣＥＲ１”和“ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－ＨａＣＥＲ３”ꎮ
１.２.６ 　 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 处理下 ＨａＣＥＲ３－１ 的表达分

析　 分别用 ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＮａＣｌ(溶剂为 Ｈ２Ｏ)、１５％
ＰＥＧ６０００ 和 Ｈ２Ｏ(对照组)１００ ｍＬ 浇灌四叶期向日

葵幼苗ꎬ处理 ３、６、１２、２４ ｈ 时剪取叶片ꎬ每个处理取

３ 个生物学重复ꎬ利用 ＲＮＡ 提取试剂盒(贝贝生物

科技有限公 司 ) 提 取 ＲＮＡꎬ 反 转 录 合 成 ｃＤＮＡ
(Ｖａｚｙｍｅꎬ南京)用于 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎬ使用 ＱｕａｎｔＳ￣
ｔｕｄｉｏ３(美国)进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎬ每个反应设置 ３
个技术重复ꎬ反应体系及反应程序按照北京康润诚

业生物科技有限公司的实时荧光定量试剂盒

(Ａ３１１ꎬ康润诚业ꎬ北京)说明书确定ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法

计算基因的相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 干旱、盐胁迫下向日葵叶片表皮蜡质分析

为了研究干旱及盐胁迫对向日葵幼苗表皮蜡

质的影响ꎬ提取了胁迫处理后向日葵的叶表皮蜡质

进行了 ＧＣ－ＭＳ 分析ꎮ 图 １ 显示ꎬ正常状态下三周

龄向日葵幼苗叶片表皮蜡质主要成分为初级醇、烷
烃和脂肪酸等ꎬ初级醇含量达到 ０.９８８ μｇ􀅰ｃｍ－２ꎬ约
占叶片蜡质总量的 ７０％~８０％ꎬ烷烃含量为 ０.１２ μｇ
􀅰ｃｍ－２ꎬ占 １０％ ~ １４％ꎬ脂肪酸含量为 ０. １１４ μｇ􀅰
ｃｍ－２ꎬ占 ９％ ~ １３％ꎮ 初级醇共鉴定到 ６ 种ꎬ烷烃鉴

定到 １１ 种ꎬ脂肪酸鉴定到 ６ 种ꎮ 碳链长度分析结果

显示ꎬ初级醇的碳链长为 ２２－３４ꎻ烷烃碳链长为 ２５－
３５ꎬＣ２７和 Ｃ２９ 烷烃含量最高ꎻ脂肪酸碳链长为 １６ －
２８ꎮ 缺水、氯化钠和 ＰＥＧ 的处理均能提高向日葵叶

片表皮蜡质总量ꎬ且缺水和氯化钠处理下表皮蜡质

总量升高最为显著ꎬ分别提高了 ８.８％和 ８.５％ꎬ其中

升高的主要是烷烃和脂肪酸的含量ꎬ缺水和盐胁迫

处理下ꎬ烷烃单位叶面积升高量分别为 ６２. ５％和

４７％ꎬ脂肪酸升高量为 ４５％和 ４９％(表 ２)ꎮ
２.２　 烷烃合成候选基因生物信息学分析

利 用 拟 南 芥 烷 烃 合 成 基 因 ＡｔＣＥＲ１
(ＡＴ１Ｇ０２２０５)和 ＡｔＣＥＲ３(ＡＴ５Ｇ５７８００)序列在向日

葵基因组中进行同源比对ꎬ共获的 ３ 个 ＡｔＣＥＲ１ 同

源基因和 ３ 个 ＡｔＣＥＲ３ 同源基因ꎬ 将其命名为

ＨａＣＥＲ１－１(ＨａｎＸＲＱｒ２＿Ｃｈｒ１６ｇ０７６３９３１)、ＨａＣＥＲ１－
２ ( ＨａｎＸＲＱｒ２ ＿ Ｃｈｒ１５ｇ０７１４８３１ )、 ＨａＣＥＲ１ － ３
(ＨａｎＸＲＱｒ２＿Ｃｈｒ１３ｇ０５７０４１１)、ＨａＣＥＲ３－１(ＨａｎＸＲＱｒ２＿

表 １　 研究中使用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

正向引物(５’－３’)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物(５’－３’)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

用途
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

Ｈ１ ＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴＣＧＡＴＴＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＴＣＣＴＧＧＡＴＴＴＣ ＣＣＴＴＴＧＣＣＣＡＴＧＧＣＴＴＴＡＧＴＴＴＧＡＴＴＴＧＧＴＴＡＴＡＧＧ ＨａＣＥＲ１－１的克隆
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＨａＣＥＲ１－１

Ｈ３ ＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴＣＧＡＴＴＡＴＧＣＴＴＴＴＣＡＴＡＡＡＴＣＧＡＡＡＴＣ ＣＣＴＴＴＧＣＣＣＡＴＧＧＣＴＴＴＡＡＡＣＣＧＧＣＴＴＧＡＡＣＣＣＡＴＧＴ ＨａＣＥＲ３－１的克隆
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＨａＣＥＲ３－１

ｑＨ３ ＧＡＧＣＣＡＴＣＧＣＣＣＴＴＴＡＣＴ ＴＣＣＡＴＴＴＧＣＣＡＡＴＴＡＴＣＣＡ ｑＲＴ－ＰＣＲ
ＨａＡｃｔｉｎ ＡＴＣＡＧＧＡＧＡＣＡＧＡＴＧＡＡＡＧＣＧ ＣＣＣＡＡＡＧＴＡＣＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧ 内参基因 Ａｃｔｉｎ
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表 ２　 不同处理下向日葵叶片表皮蜡质各组分的含量
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｔｉｃｕｌａｒ ｗａｘ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

ｉｎ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ｌｅａｖｅｓ / (μｇ􀅰ｃｍ－２)
组分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
对照
ＣＫ

干旱
Ｄｒｏｕｇｈｔ

氯化钠
ＮａＣｌ

聚乙二醇
ＰＥＧ

脂肪酸
Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ０.１１４±０.０２１ ０.１６５±０.０２５∗ ０.１７０±０.００３ ０.１３４±０.００４

烷烃 Ａｌｋａｎｅｓ ０.１２０±０.０１２ ０.１９５±０.０１４∗∗０.１７６±０.０２１∗ ０.１４０±０.００６∗

初级醇
Ｐｒｉｍａｒｙ ａｌｃｏｈｏｌｓ ０.９８８±０.００４ ０.９５７±０.０４６ ０.９７２±０.０２３ ０.９７９±０.０１０

其他 Ｏｔｈｅｒｓ ０.０２７±０.００２ ０.０４１±０.００４∗ ０.０３７±０.００５ ０.０３２±０.００３∗

总量 Ｔｏｔａｌ ｌｏａｄ １.２４９±０.０３０ １.３５９±０.００３∗ １.３５６±０.０２９∗ １.２８４±０.００９

　 　 注:∗表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ∗∗ ｒｅｐｒｅ￣

ｓｅｎｔｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０１) .

Ｃｈｒ０２ｇ００４９２７１ )、 ＨａＣＥＲ３ － ２ ( ＨａｎＸＲＱｒ２ ＿
Ｃｈｒ０６ｇ０２６２６７１ ) 和 ＨａＣＥＲ３ － ３ ( ＨａｎＸＲＱｒ２ ＿
Ｃｈｒ０５ｇ０２０２９５１)ꎮ 氨基酸序列分析发现这 ６ 个序列

与其他物种中的同源序列都含有两个完整的保守

结构域－脂肪酸脱氢酶超家族(ＦＡ＿ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)和

Ｗａｘ２＿Ｃ(图 ２)ꎬ说明这两个结构域对于烷烃的合成

至关重要ꎮ 系统进化树分析表明 ３ 个 ＨａＣＥＲ１ 蛋白

能够与其他物种 ＣＥＲ１ 同源蛋白聚为一类ꎻ３ 个

ＨａＣＥＲ３ 蛋白同样与其他 ＣＥＲ３ 同源蛋白聚为一

类ꎻＨａＣＥＲ３－１ 与拟南芥 ＡｔＣＥＲ３ 的进化关系最近ꎻ
同时向日葵的这 ６ 个蛋白与双子叶植物亲缘关系更

近(图 ２)ꎮ

　 　 注:柱形图下方各数字表示该化合物所含碳原子数

Ｎｏｔｅ:Ｎｕｍｂｅｒ ｂｅｌｏｗ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｏｌｕｍｎ ｉｓ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｎ ａｔｏｍ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

图 １　 干旱、盐胁迫下向日葵叶片表皮蜡质主要组分

Ｆｉｇ.１　 Ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ｌｅａｆ ｃｕｔｉｃｕｌａｒ ｗａｘ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

２.３　 烷烃合成候选基因表达模式分析

通过转录组数据库获得各基因在不同组织中

表达的 ＲＰＫＭ 值ꎬ结果显示 ６ 个基因在根中的表达

都很低ꎬ在茎中只有 ＨａＣＥＲ３－ １ 和 ＨａＣＥＲ３ － ２ 表

达ꎬ在叶片中 ＨａＣＥＲ１－１ 和 ＨａＣＥＲ３－１ 两基因的表

达量最高ꎬ可能参与了叶片中烷烃的合成ꎮ 而在向

日葵花冠中 ＨａＣＥＲ１－２、ＨａＣＥＲ１－３、ＨａＣＥＲ３－２ 和

ＨａＣＥＲ３－３ 均有较高的表达量(图 ３)ꎮ
２.４　 ＨａＣＥＲ１－１ 和 ＨａＣＥＲ３－１ 的克隆

对候选基因 ＨａＣＥＲ１ － １ 和 ＨａＣＥＲ３ － １ 进行

ＰＣＲ 扩增后ꎬ其目的片段与预期大小一致ꎬ约 １ ７００
ｂｐꎮ 经测序两个基因的 ＣＤＳ 序列分别为 １ ８６９ ｂｐ
和 １ ６７４ ｂｐ(图 ４)ꎬ分别包含一个完整开放阅读框ꎬ
编码氨基酸个数分别为 ６２２ 和 ５５７ꎮ
２.５　 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 处理下 ＨａＣＥＲ３－１ 的表达分析

ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果表明ꎬＨａＣＥＲ３－ １ 的表达受到

ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 诱导ꎬ在 １２ ｈ 内随着处理时间的增加ꎬ

基因的表达量均呈逐渐上升的趋势ꎬ在第 １２ ｈ 时表

达量达到最大值ꎬ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 溶液的处理可

以使 ＨａＣＥＲ３－１ 增加 １０ 倍以上ꎬ１５％ ＰＥＧ６０００ 溶液

的处理可以使其增加 ３ 倍以上ꎻ在第 ２４ ｈ 时基因的

表达量下降ꎬ但仍高于 ０ ｈ(图 ５)ꎮ 由此推测 ＨａＣＥＲ３
－１ 在响应干旱及盐胁迫过程中起重要作用ꎮ

３　 讨论与结论

不同植物的表皮蜡质组分及比例均有不同ꎬ拟
南芥叶片表皮蜡质主要由烷烃、醇类和脂肪酸组

成ꎬ小麦叶片表皮蜡质中主要为初级醇、烷烃和二

酮ꎬ番茄叶片表皮蜡质主要由烷烃、初级醇和三萜

类组成ꎬ糜子的表皮蜡质主要是初级醇和烷烃ꎬ约
占蜡质总量的 ９５％[１８－２１]ꎮ 本研究通过 ＧＣ－ＭＳ 技术

分析了油葵自交系‘ＳＫＹ０２Ｒ－３２’叶片的表皮蜡质

组分ꎬ发现向日葵幼苗表皮蜡质主要成分为初级

醇、烷烃和脂肪酸等ꎮ

９５第 ６ 期　 　 　 隗正阳等:干旱和盐胁迫对向日葵叶片蜡质积累的影响及蜡质烷烃合成基因的克隆



　 　 注:除向日葵外ꎬ其他物种蛋白 ＩＤ 如下 ＡｔＣＥＲ１(ＮＰ＿００１１８４８９０.１)ꎻＡｔＣＥＲ１－ｌｉｋｅ１(ＮＰ＿１７１７２１.３)ꎻＡｔＣＥＲ３(ＮＰ＿
２００５８８.２)ꎻＢｎＣＥＲ１(ＸＰ＿０１３７２２１９９.１)ꎻＺｍＧＬ１(ＯＮＭ５５１１９.１)ꎻＯｓＧＬ１－１(ＸＰ＿０１５６５１４４６.１)ꎻＯｓＧＬ１－２(ＸＰ＿０１５６２３２１４.
１)ꎻＯｓＧＬ１－３(ＸＰ＿０１５６４１６３８.１)ꎻＯｓＧＬ１－４(ＸＰ＿０１５６２７６１８.１)ꎻＯｓＧＬ１－ ５(Ｑ７ＸＤＩ３.１)ꎻＯｓＧＬ１－ ６(ＸＰ＿０１５６２４７３８.１)ꎻ
ＯｓＧＬ１－７ (ＣＡＥ０３３９０.２)ꎻＣｓＣＥＲ１(ＸＰ＿００４１５３２００.１)ꎻＣｓＣＥＲ３(ＸＰ＿００４１４９８７９.１)

图 ２　 系统进化树和蛋白保守结构域图
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ３　 基因组织表达谱
Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ

ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

　 　 　

图 ５　 胁迫下 ＨａＣＥＲ３－１ 的表达量变化
Ｆｉｇ.５　 ＨａＣＥＲ３－１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

图 ４　 ＨａＣＥＲ１－１ 和 ＨａＣＥＲ３－１ 的序列
Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨａＣＥＲ１－１ ａｎｄ ＨａＣＥＲ３－１
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　 　 在许多植物中干旱胁迫能够诱导植物单位叶

面积表皮蜡质含量的提升ꎬ包括拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)、 玉 米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ )、 小 麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ)、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔｏｂａ￣
ｃｕｍ)等[５ꎬ ２２－２６]ꎮ 本试验对向日葵干旱及盐胁迫后

的叶片表皮蜡质进行分析ꎬ发现干旱胁迫和盐胁迫

均能提高向日葵叶片单位面积蜡质总量ꎮ 虽然较

多研究表明植物表皮蜡质与其抗旱性密切相关ꎬ但
是表皮蜡质组分、结构与植物抗旱性的关系仍然缺

乏深入研究[２７]ꎮ Ｌｅｉｄｅ 等[２８] 发现角质层透水性与

角质层的厚度无关ꎬ而是与其特定组分如烷烃有

关ꎮ Ｐａｒｓｏｎｓ 等[２９] 在辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 采后

失水率有关的研究中同样发现ꎬ辣椒采后失水率的

高低与蜡质总量无关ꎬ而与烷烃比例呈负相关ꎮ
Ｋｉｍ 等[３０]对 １８ 个芝麻品种进行缺水处理ꎬ之后分

析了这些品种的叶片表皮蜡质变化ꎬ结果显示这些

品种的叶蜡中平均 ５９％为烷烃ꎬ干旱胁迫后叶蜡总

量增加 ３４％ꎬ其中主要是烷烃的增加ꎮ 本研究发现

干旱和盐胁迫后向日葵叶片表皮蜡质总量有明显

提升ꎬ其中烷烃含量的提高最为明显ꎬ推测烷烃对

向日葵响应干旱、盐胁迫ꎬ提高保水能力具有重要

意义ꎮ
Ｅｃｅｒｉｆｅｒｕｍ(ＣＥＲ)家族是胁迫条件下调控表皮

蜡质合成的主要基因家族之一ꎬ目前 ＣＥＲ 基因在拟

南芥、小麦、玉米、番茄(Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ)、黄
瓜 ( Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ) 等植物中都有报道[６ꎬ ３１－３４]ꎮ
ＣＥＲ１ 和 ＣＥＲ３ 蛋白被认为是烷烃合成途径的关键

酶[７ꎬ １６ꎬ ３５]ꎮ 二者在表达模式、结构域方面有许多相

似之处ꎬ如两种蛋白的 Ｎ 端都有一个富含组氨酸的

结构域－脂肪酸脱氢酶超家族ꎬＣ 端都有一个 ＷＡＸ２
结构域[９]ꎬ本研究在向日葵数据库内共检索到 ３ 个

ＣＥＲ１ 同源蛋白和 ３ 个 ＣＥＲ３ 同源蛋白ꎬ６ 个蛋白序

列均有完整的保守结构域ꎬ并且系统进化树表明 ６
个蛋白与已知的 ＣＥＲ１ 和 ＣＥＲ３ 同源蛋白进化关系

较近ꎮ 通过转录组数据分析 ６ 个基因的表达谱ꎬ发
现在根、 茎和叶组 织 中 表 达 的 有 ＨａＣＥＲ１ － １、
ＨａＣＥＲ３－１ 和 ＨａＣＥＲ３－２ꎬ推测这三个基因在向日

葵叶片合成烷烃的过程中起作用ꎮ 本研究克隆了

其中两个烷烃合成候选基因ꎬ命名为 ＨａＣＥＲ１－１ 和

ＨａＣＥＲ３－１ꎬ其 ＣＤＳ 长分别为 １ ８６９、１ ６７４ ｂｐꎮ 利用

ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析了 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 处理下 ＨａＣＥＲ３－１
的表达量变化ꎬ发现 ＨａＣＥＲ３－１ 的表达有明显的上

调ꎮ 因此推测 ＨａＣＥＲ３－１ 可能参与向日葵叶片中

烷烃合成ꎬ在向日葵响应干旱和盐等胁迫ꎬ适应缺

水环境的过程中具有重要作用ꎮ

干旱和盐胁迫是限制植物生产力的主要因素

之一ꎬ转基因育种和分子设计育种是培育抗旱耐盐

品种最经济有效的途径之一ꎬ因此发现和挖掘向日

葵抗逆基因至关重要ꎮ 本研究分析了向日葵幼苗

叶片表皮蜡质组成及干旱、盐胁迫下其表皮蜡质的

变化ꎬ并克隆了两个烷烃合成候选基因 ＨａＣＥＲ１－１
和 ＨａＣＥＲ３－１ꎬ利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术分析了胁迫下

ＨａＣＥＲ３－１ 的表达量变化ꎬ为后续深入研究向日葵

烷烃合成的机制奠定基础ꎮ
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