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玉米ZmAOS 基因家族的鉴定及生物信息学分析
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济南
 

250022)

摘要 为了揭示玉米丙二烯氧化物合酶(Allene
 

Oxide
 

Synthase,AOS)的基因功能和机制,采用生物信息

学方法在玉米基因组水平鉴定AOS 家族成员,并通过实时荧光定量聚合酶链式反应对家族基因非生物胁

迫表达水平进行分析。结果表明:在全基因组水平筛选鉴定出7个玉米AOS 基因;染色体定位分析表明玉

米AOS 家族成员集中分布在4条染色体上;系统进化分析将7个玉米AOS 基因分为4组进化分支,各组内

基因结构和蛋白序列保守,但各组间差异较大,可能存在功能差异;顺式作用元件、逆境表达模式分析表明,
玉米AOS 可能参与玉米生长发育和逆境响应过程;互作蛋白预测结果显示玉米AOS可能通过与LOX、

AOC、HPL、OPR等家族蛋白互作,进而参与茉莉酸通路,以调节植物生长发育,并在响应非生物胁迫中发

挥作用。
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Abstract In
 

order
 

to
 

reveal
 

the
 

gene
 

function
 

and
 

mechanism
 

of
 

Allene
 

Oxide
 

Synthase
 

(AOS),
 

bioinfor-
matics

 

methods
 

were
 

used
 

to
 

identify
 

AOS
 

family
 

members
 

at
 

the
 

maize
 

genome
 

level,
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

AOS
 

genes
 

were
 

analyzed
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

under
 

abi-
otic

 

stress.
 

Finally,
 

seven
 

maize
 

AOS
 

(named
 

ZmAOS)
 

genes
 

were
 

identified
 

at
 

the
 

genome-wide
 

level
 

and
 

distributed
 

on
 

four
 

chromosomes.
 

Furthermore,
 

the
 

seven
 

ZmAOS
 

genes
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

sub-
groups

 

of
 

evolutionary
 

branches,
 

and
 

the
 

gene
 

structure
 

and
 

protein
 

sequences
 

were
 

relatively
 

conserved
 

within
 

each
 

group,
 

but
 

there
 

were
 

large
 

differences
 

between
 

groups,
 

suggesting
 

that
 

there
 

may
 

be
 

func-
tional

 

differences.
 

Besides,
 

the
 

analysis
 

of
 

cis-acting
 

elements
 

and
 

stress
 

expression
 

patterns
 

showed
 

that
 

ZmAOS
 

genes
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

maize
 

growth,
 

development
 

and
 

stress
 

response.
 

And
 

the
 

interaction
 

protein
 

prediction
 

that
 

ZmAOS
 

may
 

interact
 

with
 

LOX,
 

AOC,
 

HPL,
 

OPR
 

and
 

so
 

on,
 

and
 

then
 

participate
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the
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regulate
 

plant
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and
 

development,
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respond
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stress.
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0 引言

茉莉酸(Jasmonic
 

Acid,JA)是一种植物激素,广泛存在于植物体内,调节着植物的生长发育,并且对环

境胁迫做出响应[1]。玉米(Zea
 

mays
 

L.)的AOS 基因家族主要在JA的合成中发挥作用[2]。13-羟基过氧

化物被AOS转化为12,13-环氧-植物烯酸[3]。AOS在这一过程中起关键作用,其催化效率和表达水平直接

影响JA的合成速率。
对植物进行盐处理后,拟南芥[4]、番茄[5]和马铃薯[6]的内源JA含量增加。马铃薯胁迫的转录谱分析显

示,在盐胁迫条件下,JA水平显著升高,以应对盐胁迫的影响[7]。在受到盐胁迫时,盐敏感植物的JA含量

立即持续增加,而耐盐植物的JA含量变化不显著[6]。已有研究发现,在刺槐中,外源添加MeJA后,其超氧

化物歧化酶(Superoxide
 

Dismutase,SOD)和抗坏血酸过氧化物酶(Ascorbate
 

Peroxidase,APX)活性均升

高,从而增强了刺槐的耐盐能力[8]。Faghih等人在草莓中也发现了相似的研究结果[9]。这些证据表明,JA
可能通过增加植物内源激素水平和加强抗氧化系统来减轻盐胁迫的影响。

在双子叶和单子叶植物中,AOSs都被进行了广泛地研究[10],AOS 基因的数量在不同物种之间有所不

同。例如,在拟南芥[11]、亚麻[12]和苜蓿[13]中均分别报道了一个AOS基因。在大麦[14]和番茄[15]中报道了两

个AOS基因,在马铃薯[16]中报道了3个AOS基因。
温度、盐碱、干旱等逆境胁迫限制了野生植物和农作物的地理分布,成为制约生产力的主要因素。不同

植物由于分子机制的不同,对寒冷、盐碱和干旱的耐受性也不相同。玉米是我国最主要的粮食作物,生产潜

力大,经济效益高,但在生长发育过程中,逆境胁迫会严重影响玉米的产量和品质。因此,探究逆境相关基因

的功能对提高玉米抗逆性具有重要意义。目前关于玉米AOS基因家族的研究报道较少,对玉米AOS 家族

基因的全基因组鉴定分析有助于进一步探索AOS家族参与生长发育和逆境胁迫响应的分子机制。本文对

玉米AOS基因的系统发育关系、基因结构、保守基序、顺式元件、染色体分布等进行综合分析,并预测蛋白

互作关系,为进一步探索玉米AOS基因的功能与调控机制提供理论支撑。

1 材料与方法

1.1 玉米AOS基因的鉴定及理化性质分析

玉米AOS基因家族成员的基因组、编码序列(CDS)和氨基酸序列数据均下载于MaizeGDB数据库(ht-
tps://maizegdb.org/)[17]。拟南芥AOS基因家族成员相关数据均下载于拟南芥信息资源(TAIR,https://

www.arabidopsis.org)[18]。水稻、小麦和高粱AOS 基因家族成员相关数据均下载于植物比较基因组学

Phytozome数据库(https://p-hytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)[19]。
根据玉米AOS基因家族的保守结构域PLN02648序列,在NCBI(https://www.nc-bi.nlm.nih.gov)

和Phytozome数据库中通过蛋白质BLAST[20]序列比对,搜索玉米AOS 基因家族的候选蛋白序列,将置信

度E 值小于或等于10-5 的序列确定为最初的候选蛋白。然后利用NCBI的批量保守结构域搜索(Batch
 

CD-Search)工具和InterPro数据库(https://www.ebi.ac.uk/interpro)[21]分析候选蛋白序列的结构域,将
包含AOS基因特有结构域的序列确定为最终的候选蛋白,以此鉴定出AOS 家族基因成员。拟南芥、水稻、
小麦和高粱的AOS基因家族成员也用此方法获取。

在植物基因组数据库Ensembl
 

Plants(http://plants.ensembl.org/index.html)[22]中查找玉米AOS基

因的内含子数量、编码氨基酸长度等。利用蛋白质分析软件(ExP-ASy,https://web.expasy.org/prot-
param/)检索各蛋白的分子量(MW)、理论等电点(pI)和不稳定系数。在网站Plant-PLoc2.0(http://www.
csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/)[23]上预测玉米AOS蛋白的亚细胞定位。

1.2 AOSs基因结构分析

在Phytozome数据库中检索AOS基因家族成员的内含子、外显子、非编码区(UTR)长度、起始位置及
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终止位置,运用基因结构显示软件(GSDS2.0,http://gsds.gao-lab.org/)[24]可视化AOS基因结构。

1.3 AOSs基因家族的系统进化分析

利用MEGA7软件[25]的最大似然法(ML,maximum
 

likelihood)构建玉米、拟南芥、水稻、小麦和高粱

AOS基因家族的系统进化树。其中,自展值Bootstrap设定为1
 

000,位点覆盖截止值Site
 

Coverage
 

Cutoff
设定为95%。最后利用TBtools软件[26]进行优化。在进行植物的基因家族系统发育分析时,通常情况下支

持率大于50%就可以被认为是可信的。

1.4 玉米AOS基因的染色体定位

利用TBtools软件从玉米GFF文件中提取出AOS候选基因的染色体位置信息以及玉米各染色体的长

度信息,利用绘制基因图在线网站(MG2C,http://mg2c.iask.in/mg2c_v2.1/)[27]对玉米AOS 基因的染色

体定位进行可视化,标示每个基因在染色体上面的位置,得到各个基因在染色体上的分布。

1.5 玉米AOS基因的启动子顺式作用元件分析

在Phytozome数据库获取玉米AOS基因家族各成员起始密码子上游2
 

000
 

bp脱氧核苷酸的启动子序

列,使用植物顺式作用调节元件数据库PlantCARE(https://bioinformatics.psb.ugent.be
 

/webtools/

plantcare/html/)[28]对顺式作用元件进行预测和分析,并利用TBtools软件进行可视化。

1.6 AOSs蛋白的保守基序和结构域分析

使用保守基序分析网站MEME(https://meme-suite.org/meme/tools/meme)[29],对AOS基因家族的

蛋白质保守基序进行分析,保守基序个数设置为10,再利用TBtools软件对MEME的分析结果进行可视化。
在NCBI的批量保守结构域搜索程序中输入玉米、拟南芥、水稻、小麦和高粱的AOS蛋白的氨基酸序

列,然后鉴定出蛋白所含有的保守结构域,最后用TBtools软件进行可视化分析。

1.7 玉米AOS的基因克隆

取玉米自交系B73苗期叶片,采用Trizol法提取RNA,并通过反转录得到cDNA,实验方法见文献

[30]。利用Phytozome[19]在线网站获得ZmAOSs的基因序列,并通过Primer
 

Premier
 

5.0设计特异性引

物,以B73的cDNA为模板进行基因克隆,引物序列详见表1。
表1 玉米AOS基因克隆所使用的引物

Tab.
 

1 Primers
 

used
 

for
 

AOS
 

gene
 

cloning
 

in
 

maize

名称 引物序列(5’→3’) 核苷酸产物序列长度/bp

ZmAOS1
F:ATGGCGAGCTCCGACCAT

R:TTACTCGCTGCCCGGACC
1

 

449

ZmAOS2
F:ATGGCGACCTCCGTTCGT

R:TCACTCGCTGCCCGGACC
1

 

449

ZmAOS3
F:ATGGCCACGGCGACCTAC

R:TCAGAAGGTGGCTTTCTTGAGC
1

 

560

ZmAOS4
F:ATGGCCACGGCGACCTAC

R:TCAGAAGGTGGCTTTCTTGAGC
1

 

551

ZmAOS5
F:ATGGCCACGGCGATTTACC

R:TCAGAAGGTGGCTTTCTTGAGC
1

 

536

ZmAOS6
F:ATGGCATCGAAACGAGCCA

R:TCAGGGCTTGACGCTGCTG
1

 

530

ZmAOS7
F:ATGCTGCCGTCCTTCGTGT

R:TCACTGCTGCGCTCCGGC
1

 

509

1.8 ZmAOS1互作蛋白预测分析

在功能性蛋白质关联网络STRING(https://cn.string-db.org)[31]网站预测ZmAOS1的互作蛋白,并
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使用Alphafold3(https://alphafoldserver.com/)[32]预测了ZmAOSs的蛋白结构以及ZmAOS1与其互作

蛋白的互作结构。

1.9 玉米AOS基因的表达热图分析

在MaiZeGDB数据库上,使用qTeller功能,收集玉米AOS基因家族在对照、低温、高温、盐胁迫这四类

条件下的RNA-seq值,利用TBools软件的Graph-HeatMap功能把收集的信息汇聚为热力图以反应出基因

在胁迫条件下的表达水平。

1.10 玉米AOS基因在盐胁迫下的表达模式分析

本研究以玉米自交系B73为研究对象,取生长至两叶一心且长势一致的幼苗进行200
 

mmol/L
 

NaCl处

理,分别在0、6、12、24、36、48
 

h采集叶片,置于液氮速冻,后于-80
 

℃冰箱保存。每组进行3次重复实验,

cDNA获取方法同1.7。
利用在线网站(https://sg.idtdna.com/Scitools/A-pplications/RealTimePCR/)[33]设计实时荧光定量

PCR所需引物,详见表2。以TUB-核糖基化因子作为标准内参,使用SYBR-Green试剂在Bio-Rad
 

CFX
 

ConnectTM
 

上进行RT-PCR反应。采用2-ΔΔCt方法[34]进行计算,所有反应均重复三次。
表2 实时荧光定量PCR所使用的引物

Tab.
 

2 Primers
 

used
 

in
 

real-time
 

PCR

名称 引物序列(5’→3’) 核苷酸产物序列长度/bp

ZmAOS1
F:TCCGCTACGACACATTCAC

R:GGAGGTAGCTTTCGTGACAC
86

ZmAOS2
F:CTCCGTTCGTGGTTTCAGTAG

R:GACTCGAAGTACTTGTCCTGG
126

ZmAOS3
F:GACAAGACGGACCTGTTCAC

R:GTACACCTCGCGGAACTTG
177

ZmAOS4
F:GACAAGACGGACCTGTTCAC

R:GGTCGATGTACGAGAGCATG
82

ZmAOS5
F:TGTGCTTCAACTCCTTCGG

R:GCCTTCATAGTCACCTCGC
148

ZmAOS6
F:CCTCCACAACCTCATCTTCC

R:CGCAAGCCACTTCACGAC
85

ZmAOS7
F:CTTCTCCGTGTTCCTGCC

R:CAGCATCTCGTACACCGTC
172

2 结果与分析

2.1 玉米AOS基因的鉴定及理化性质分析

结合NCBI和Phytozome数据库的BLAST结果,以及蛋白结构域分析结果,最终确定7个ZmAOS 基

因家族成员,基因编号来源于MaizeGDB数据库。
进一步对ZmAOS基因家族成员进行理化性质分析(表3)。结果显示:7个玉米AOS 基因编码蛋白序

列长度为482~519
 

aa;蛋白分子质量为53.03~57.22
 

ku;等电点为5.86~9.06,其中等电点大于7的成员

有5个,小于7的成员有2个;不稳定系数(低于40说明在体外能够稳定存在)为27.11~41.39,表明

ZmAOS蛋白稳定性差异较大。亚细胞定位预测结果表明,ZmAOS1、ZmAOS2、ZmAOS6和ZmAOS7定

位于内质网,ZmAOS3、ZmAOS4和ZmAOS5定位在叶绿体,而JA的前体物质α-亚麻酸,正是在叶绿体中

被催化,并通过一系列的氧化和还原反应被转运到过氧化物酶体[35],这说明ZmAOS3、ZmAOS4和

ZmAOS5很有可能参与这一过程。
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表3 ZmAOS基因家族成员基本信息

Tab.
 

3 Basic
 

information
 

about
 

members
 

of
 

the
 

ZmAOS
 

gene
 

family

基因编号 基因名称 内含子数量/个 氨基酸数量/个 蛋白分子量/u 等电点 不稳定系数 亚细胞定位预测

ZmAOS1 Zm00001d048021 0 482 53
 

034.73 6.54 27.11 内质网

ZmAOS2 Zm00001d028282 0 482 53
 

052.88 7.65 31.75 内质网

ZmAOS3 Zm00001d034186 0 519 57
 

222.59 8.93 41.07 叶绿体

ZmAOS4 Zm00001d034184 0 516 56
 

936.27 8.93 38.82 叶绿体

ZmAOS5 Zm00001d013185 0 511 56
 

584.04 9.06 41.39 叶绿体

ZmAOS6 Zm00001d053586 0 509 55
 

881.03 8.76 41.24 内质网

ZmAOS7 Zm00001d054067 0 502 55
 

441.51 5.86 40.07 内质网

2.2 玉米AOS基因结构分析

对ZmAOS 基因结构进行分析,结果如图1所示。ZmAOS 基因表现出相似的外显子长度,所有的

ZmAOS基因均不含有内含子和非翻译区(UTR)结构,这说明,玉米AOS基因序列具有一定的保守性。

2.3 AOSs基因家族的系统进化分析

为了研究ZmAOS的进化关系,利用玉米(7个)、拟南芥(2个)、水稻(5个)、小麦(6个)和高粱(4个)共

24个AOS蛋白序列构建系统进化树,如图1所示。根据进化树结果分为4组进化分支:第1组的AOS 基

因数量最多,包含8个AOS基因,占基因总数的33.33%;第2组和第3组都包含6个AOS基因,各占基因

总数的25.00%;第4组的AOS基因数量最少,有4个,占基因总数的16.67%。在系统发育分析中,拟南

芥、水稻、小麦、高粱和玉米AOS基因之间的系统发育树存在结构相似性,在真菌[36,37]和动物[38]中,也同样

如此,说明AOS基因具有一个保守的进化过程。

图1 AOS基因家族系统进化分析

Fig.
 

1 Phylogenetic
 

analysis
 

of
 

AOS
 

gene
 

family

2.4 玉米AOS基因的染色体定位及位置分析

染色体定位分析结果见图2,由图可知:7个ZmAOS基因分布在1,4,5和9四条染色体上,其中1号染

色体上基因分布最多,有3个。

2.5 玉米AOS基因的启动子顺式作用元件分析

为了进一步探索玉米AOS基因的功能和调控机制,对7个ZmAOS 基因启动子区域进行顺式作用元

件分析,结果如图3所示。在大多数ZmAOS基因启动子中发现了许多参与激素反应的顺式元件,包括脱落
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酸响应元件(ABRE)、茉莉酸响应元件(TGACG-motif和CGTCA-motif)、水杨酸响应元件(TCA-element
和SARE)、生长素响应元件(TGA-element和AuxRR-core)以及赤霉素响应元件(TATC-box、P-box和

GARE-motif)。在ZmAOS基因启动子中还发现了一些被认为参与环境应激反应的顺式元件,如低温响应

元件(LTR)、厌氧诱导响应元件(ARE)、防御和应激响应元件(富AT和富TC的重复序列)。例如,在
ZmAOS1和ZmAOS3的启动子中发现了参与低温响应的元件,而在ZmAOS4和ZmAOS7的启动子中发

现了防御和应激响应元件。此外,玉米AOS 基因启动子中还有一些与植物生长发育相关的元件,如在

ZmAOS3、ZmAOS4、ZmAOS5和ZmAOS6中均含有分生组织表达元件,这表明ZmAOS 家族可能在分化

过程中也发挥了作用;在ZmAOS2、ZmAOS5和ZmAOS6中发现了胚乳发育的元件;在ZmAOS2和

ZmAOS7中发现了玉米醇溶蛋白代谢调控的元件,这些表明ZmAOS基因可能参与了生长发育过程。

图2 玉米AOS基因染色体定位分析

Fig.
 

2 Chromosomal
 

localization
 

analysis
 

of
 

AOS
 

gene
 

in
 

maize

综上所述,这些基因的启动子区域存在诸多与植物生长发育、激素与环境胁迫响应有关的顺式作用元

件,不同成员之间存在显著差异,表明ZmAOS家族基因功能强大且影响范围广,涉及植物的生长、发育、繁
殖与响应环境信号等过程。

图3 ZmAOS基因启动子区顺式作用元件分析

Fig.
 

3 Analysis
 

of
 

cis-acting
 

elements
 

in
 

the
 

promoter
 

region
 

of
 

ZmAOS

2.6 AOSs蛋白的保守基序和结构域分析

为了进一步鉴定AOS蛋白保守性,利用 MEME网站对玉米、拟南芥、水稻、小麦和高粱共24个AOS
蛋白序列保守基序(motif)进行预测,共发现10个基序,结果见图1,保守基序序列见表4。分析发现,除了

At4G15440.1外,AOS蛋白在玉米、拟南芥、水稻、小麦和高粱中具有非常相似的保守基序,都包含motif1-
motif10,且10个motif的排列顺序基本一致,这说明AOS基因在不同物种间的进化是相对保守的,并且可

能具有相似的机制和功能。
此外,利用NCBI对保守结构域分析,从图1可以看出,AOS家族蛋白只含有1个细胞色素P450结构

域。细胞色素P450(P450,CYP)是含血红素蛋白的一个超大家族,可催化来自所有主要生命领域的生物体

中大量结构不同的内源性和外源性化合物的各种氧化反应。它们的单加氧酶活性依赖于与P450血红素铁
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结合的分子氧的还原裂解,以及在催化循环过程中将两个电子传递到血红素铁[39]。这说明玉米AOS 家族

基因可能与血红素和铁离子结合,并且具有单加氧酶和氧化还原酶的活性。

2.7 玉米AOS的基因克隆

如图4所示,结果显示,在1
 

500
 

bp左右有且只有1条条带,该条带与ZmAOSs基因的CDS序列长度

一致,因此,可能是所需要的目的基因片段。
表4 玉米AOS蛋白保守基序序列

Tab.
 

4 Conserved
 

motif
 

sequence
 

of
 

maize
 

AOS
 

protein

基序序号 基序氨基酸序列

1 LLQYVYWSNGRETESPSVDNKQCPGKNLVVLVGRLLVAEMFLRYDTFTAD

2 KSFPVLFDMDKVEKKDLFTGTYMPSTSLTGGYRVCSYLDPSEPTHTKVKQ

3 MPLVKSVVWEALRMNPPVEFQYGRARRDMVVESHD

4 GIAREEAVHNILFATCFNSFGGMKILFPSLVKWLGRAG

5 FQVKKGEMLFGYQPCATKDPRVFGDTAKE

6 VPGSYGMPFVSAIRDRLDFYYFQGQDKYF

7 PMVLEEPLLHTFHLPPFLVKGDYRALYKYF

8 DFNKLNDVTSFDFIGEAYFGVRPSATDLG

9 HGSTVVRLNMPPGPF

10 FSLLASRKDAVIPAFRSHFSSLLATVESQ

图4 ZmAOSs目的基因扩增

Fig.
 

4 Amplification
 

of
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

ZmAOSs

表5 ZmAOS1互作蛋白分析

Tab.
 

5 ZmAOS1
 

interacting
 

protein
 

analysis

互作基因 基因名称 基因描述 氨基酸长度/aa 互作系数 PTM

Zm00001d029594 ZmAOC1 环氧丙烷环化酶1 238 0.968 0.81

Zm00001d047340 ZmAOC2 环氧丙烷环化酶2 249 0.965 0.7

Zm00001d003533 ZmLOX8 脂氧合酶8 941 0.923 0.6

Zm00001d054067 ZmHPL1 氢过氧化物裂解酶1 477 0.909 0.52

Zm00001d053675 ZmLOX10 脂氧合酶10 905 0.873 0.68

Zm00001d025524 ZmLOX7 脂氧合酶7 929 0.836 0.63

Zm00001d027893 ZmLOX9 脂氧合酶9 908 0.836 0.6

Zm00001d050107 ZmOPR8 12-氧代植物二烯酸还原酶8 399 0.781 0.56

Zm00001d015852 ZmLOX11 脂氧合酶11 911 0.76 0.65

Zm00001d031449 ZmLOX13 脂氧合酶13 956 0.736 0.63

2.8 ZmAOS1互作蛋白预测分析

为了进一步分析玉米AOS基因的作用机制,使用STRING数据库预测了ZmAOS1的互作蛋白,结果

如表5所示。表中的互作蛋白信息显示,ZmAOS1与脂氧合酶(Lipoxygenases,LOX)、环氧丙烷环化酶
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(Allene
 

oxide
 

cyclase,AOC)、氢过氧化物裂解酶(Hydroperoxide
 

lyase,HPL)和12-氧代植物二烯酸还原酶

(12-oxo-phytodienoic
 

acid
 

reductase,OPR)等存在相互作用,这些基因主要参与茉莉酸的合成过程,这表明

ZmAOS1很有可能通过参与茉莉酸通路,以调节植物生长发育,进而在响应非生物胁迫中发挥作用。此外,

Alphafold3的预测结果显示,ZmAOS1与其互作蛋白的预测模板建模pTM分值皆高于0.5,这说明复合物

的整体预测折叠可能与真实结构相似[40],具体的互作结构如图6所示。

注:(a~g)图A-G分别是ZmAOS4、ZmAOS1、ZmAOS2、ZmAOS3、ZmAOS5、ZmAOS6和ZmAOS7的蛋白结构预测。

图5 ZmAOSs蛋白结构预测

Fig.
 

5 ZmAOSs
 

protein
 

structure
 

prediction

  注:(a~j)图A-J分别是ZmAOS1与ZmAOC1、ZmAOC2、ZmLOX8、ZmHPL1、ZmLOX10、ZmLOX7、ZmLOX9、Zm-

LOX11、ZmOPR8和ZmLOX13的互作结构。

图6 ZmAOS1与其互作蛋白的结构预测

Fig.
 

6 Structural
 

prediction
 

of
 

ZmAOS1
 

and
 

its
 

interacting
 

proteins

2.9 玉米AOS基因的表达热图分析

在MaiZeGDB数据库中,使用qTeller功能,收集玉米AOS基因家族在对照、低温、高温、盐胁迫这四类

条件下的RNA-seq值,利用TBtools的Graph-HeatMap功能把收集的信息汇聚为热力图以反应出基因在

胁迫条件下的水平,结果如图7所示。在表达谱中,对照条件下的玉米AOS 基因表达量普遍较低,这意味

着正常生长条件下,这些基因在未受到任何胁迫的诱导时,基础表达水平较低。
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图7 ZmAOS基因表达热力图

Fig.
 

7 ZmAOS
 

gene
 

expression
 

heat
 

map

ZmAOS7在冷胁迫条件下,表达被显著诱导,同时ZmAOS1也

呈现明显上调的趋势,表明这些基因可能在植物对低温的应答中扮

演着重要的角色;ZmAOS1在热胁迫条件下,表达量升高,说明其也

参与了热胁迫应答,但相比冷胁迫,ZmAOS1在热胁迫下的表达上

调程度相对较低;ZmAOS1、ZmAOS2和ZmAOS7在盐胁迫条件

下,表达均有上调,尤其是ZmAOS1,表达被显著诱导,这表明这些

基因在盐胁迫应答中也发挥了重要作用,可能帮助植物调节离子平

衡和渗透压。
综上所述,ZmAOS1在不同胁迫条件下的表达变化揭示了其在

植物胁迫应答中的多功能性,特别是在低温和盐胁迫应答中发挥了

重要作用。

2.10 玉米AOS基因在盐胁迫下的表达模式分析

为了验证ZmAOS在玉米响应盐胁迫中潜在的功能,对玉米自

交系B73进行了渗透诱导,结果如图8所示。与盐处理0
 

h对照组

相比,随着处理时间的延长,ZmAOS1、ZmAOS2和ZmAOS7的表达量均呈现上调趋势,且在处理24
 

h后,
基因的表达量达到峰值,其中ZmAOS7在胁迫处理24

 

h后表达量相对于野生型增加了4倍,其次是

ZmAOS2增加了3倍,最后是ZmAOS1增加了2倍,随后表达量均降低,而ZmAOS3、ZmAOS4、ZmAOS5
和ZmAOS6并不响应盐胁迫诱导,这与2.8的结果基本一致,这表明ZmAOS 基因可能在玉米应对盐胁迫

的反应中发挥作用。

注:“*”“**”分别表示0.05和0.01水平显著差异。

图8 玉米AOS响应盐胁迫的表达模式

Fig.
 

8 Expression
 

patterns
 

of
 

AOS
 

in
 

maize
 

in
 

response
 

to
 

salt
 

stress

3 讨论

本研究通过对玉米AOS 在NaCl胁迫下的表达模式进行分析,发现ZmAOS1、ZmAOS2和ZmAOS7
均呈现先上调后下调的表达趋势,结果表明玉米AOS明显响应了盐胁迫。此外,水曲柳FmAOS 在盐处理

下的表达量不断升高,并在12
 

h时达到高峰;干旱胁迫下,该基因的表达量在处理6
 

h后到达峰值,随后呈

现降低的趋势[41]。在盐处理12
 

h后,白木香AsAOS的表达量同样最高,而干旱处理对AsAOS的表达量几

乎没有影响[42]。在甘蔗中,盐处理24
 

h和PEG处理12
 

h,ScAOS的表达量均达到最大值,且表达量分别是

对照的34.73和25.22倍[43]。唐古特白刺NtAOS在茉莉酸和脱落酸处理24
 

h内,该基因的表达量随处理

时间的延长而降低[44]。曹晏彬等人[45]所克隆到的苹果MdAOS 在MeJA和ABA处理的同一时期内均表

现出先升高,后降低,最后再升高的趋势。综上所述,ZmAOS基因很有可能是通过茉莉酸途径来应答逆境,
这也就解释了为何ZmAOS在胁迫诱导初期能够迅速表达。但关于玉米AOS 基因是否具有应对其他生物

胁迫以及非生物胁迫的作用,以及其他激素对茉莉酸信号通路和茉莉酸合成途径中关键酶的调控机制仍有

254  聊城大学学报(自然科学版) 第1卷



待研究。
此外,玉米AOS基因的启动子顺式作用元件分析结果表明,ZmAOS 家族基因可能在植物的生长、发

育、繁殖与响应环境信号等过程中发挥功能。已有研究表明,在番茄中,茉莉酸途径的活性对雌性和雄性的

生殖功能都是必要的。在雄性发育方面,茉莉酸可以抑制乙烯的合成,从而防止雄蕊的过早干燥[46]。在拟

南芥中,茉莉酸合成或信号传导的缺陷会影响雄蕊丝的伸长、花粉的活力及其裂解过程。值得注意的是,在
雄性不育的COI1突变体中,通过恢复花药和雄蕊丝表皮内COI1基因的表达,上述发育缺陷事件得以恢

复。这表明,表皮中产生的JA依赖性细胞间信号协调了与花粉发育和释放相关的主要事件[47]。重要的是,
茉莉酸类物质也充当受伤营养组织中的发育信号。在拟南芥叶片外植体中,损伤会诱导JA依赖的乙烯反

应因子109(ERF109)的表达,从而增强生长素的合成,进而驱动根的生长[48]。在根系中,Zhou等[49]研究表

明,线虫攻击以及土壤渗透能激活JA通路以增加ERF109的表达。这反过来又激活了ERF115的表达,从
而促进根干细胞的再生。这些研究为AOS衍生的信号分子如何与乙烯在植物发育中共同发挥作用提供了

良好的示例。本研究得到的分析结果中也初步说明了AOS 在玉米生长发育方面的作用,但后续还需进行

组织表达模式分析,用以深入阐述其作用机制。

4 结论

在全基因组水平共鉴定了7个玉米AOS 基因,并对其序列长度、分子量、等电点、亚细胞定位等基本信

息进行分析,得到主要结论:(1)
 

玉米AOS基因家族成员集中分布在4条染色体上,其中1号染色体上基因

分布最多,包含3个成员。(2)
 

系统进化将7个玉米AOS 基因分为4组进化分支,且各组内基因结构和蛋

白序列保守。(3)
 

不同玉米AOS基因启动子区域包含不同数量和种类的顺式作用元件,这表明ZmAOS家

族可能参与植物生长发育并且响应植物的非生物胁迫,这也与诱导表达结果一致。(4)
 

根据互作蛋白推测

ZmAOS1很有可能通过参与茉莉酸通路,以调节植物生长发育,并在响应非生物胁迫中发挥作用。
综上所述,本研究对玉米AOS基因进行了生物信息学分析并初步探讨了该基因对外界盐胁迫下的响

应机制。但ZmAOS在玉米生长发育及逆境应答中的功能尚不清楚。本研究不仅可以为深入探索ZmAOS
的逆境响应机制及功能鉴定奠定理论基础,还可为玉米抗逆基因的发掘及抗性改良育种提供新的思路。
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