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紫丁香花香成分鉴定及关键TPS基因的功能分析
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摘要： 萜烯合成酶（TPS，terpene synthase）基因是萜类化合物生物合成途径中的关键基因，其在植物萜烯代谢中起到重要

的作用。本研究以紫丁香（Syringa oblata Lindl. ex Carr.）花瓣为材料，在优化固相微萃取花香化合物条件的基础上，对4个不

同花发育时期（花蕾期、初开期、盛开期和衰败期）的花香化合物进行鉴定分析；结合基因组和转录组数据筛选到了SoTPS2和

SoTPS3关键候选基因，并对其进行克隆和功能研究。结果表明：（1）最适的萃取条件为30 ℃萃取40 min；4个花发育时期的花

香总释放量呈先升高后下降的趋势，盛花期达到最高；4个时期中萜烯类化合物的释放量占花香总释放量的比例均最高，其中

以单萜罗勒烯的释放量最高。（2）SoTPS2和SoTPS3基因编码区长度分别为1731 bp和1779 bp，编码氨基酸分别为576个和592

个，编码的蛋白具有Terpene_cyclase_plant_C1保守结构域，属于 Isoprenoid_Biosyn_C1超家族；实时荧光定量表明2个基因均

在花瓣中表达量最高，在不同花发育时期表达量均呈先升高后下降趋势，在盛开期表达量最高，与单萜罗勒烯的释放量呈正相

关。（3）在金鱼草（Antirrhinum majus L.）花瓣中异源瞬时过表达SoTPS2和SoTPS3基因，发现罗勒烯释放量与对照组相比分别

显著增加10.91倍和23.67倍。综上表明，紫丁香花香主要成分为单萜类化合物，SoTPS2和SoTPS3可以影响紫丁香单萜化合

物，尤其是罗勒烯的合成。
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Abstract：Terpene synthase （TPS） gene is a key regulator gene in the biosynthesis pathway of terpenoids， 

playing a crucial role in plant terpene metabolism. In this study， the floral fragrance components of lilac petals at 

different flower development stages （including bud stage， beginning stage， blooming stage and withering stage） 

were identified and analyzed on the basis of optimizing the floral conditions of headspace solid-phase 

microextraction （HS-SPME）. The key candidate genes of SoTPS2 and SoTPS3 were identified by combining 

genome and transcriptome data， and their isolation and preliminary functional investigation were carried out. The 

results showed that： （1） The optimal extraction condition was 30 °C for 40 min by analyzing the difference of 

types and release amount of volatile compounds under different extraction temperature and time. The total release 

of floral fragrance showed a trend of first increasing and then decreasing during the four flower development 
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stages， and the peak （highest level） was observed at full flowering stage. Terpene compounds accounted for the 

highest proportion in total of floral compoents in the four periods， and the monoterpene ocimene was the highest. 

（2） The open reading frames （ORF） of SoTPS2 and SoTPS3 genes were 1731 bp and 1779 bp， respectively， 

encoding 576 and 592 amino acids. The deduced proteins have Terpene_Cyclase_Plant_C1 conservative 

structural domain， belonging to Isoprenoid_Biosyn_C1 superfamily. The highest transcripts of the two genes 

were detected in the petals via real-time PCR， and the increased expression was first detected followed by a 

decrease along with the flower development stages. The gene expressions positively correlated with the release of 

ocimene. （3） Through the transient overexpression of SoTPS2 and SoTPS3 genes in the petals of Antirrhinum 

majus， we observed 10.91 and 23.67-fold increased on the release of ocimene， respectively， compared with the 

unoverexpressed group. Collectively， the main components of floral fragrance in lilac petals are monoterpenes， 

and SoTPS2 and SoTPS3 as downstream regulating genes can contribute the synthesis of monoterpenes， 

especially ocimene.
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释放花香是开花植物的一个重要特征，在植物

繁衍、防御以及植物间的相互作用等方面具有重要

的生物学意义。此外，花香作为衡量花卉品质的重

要指标，对提升花卉的观赏价值和经济价值具有重

要意义。近年来，从花香植物中提取精油、香料作

为香水和化妆品的原料也成为发展趋势。植物花

香化合物主要分为萜烯类化合物、苯丙酸类/苯环型

化合物和脂肪酸衍生物3大类［1］。萜烯类化合物是

植物挥发物中最大的一类，其中单萜是许多植物花

香的主要成分［2-5］。目前已清楚，萜烯化合物的生物

合成途径有两条：一条是质体内的甲基赤藓糖醇磷

酸（MEP， methylerythritol phosphate）途径，主要参

与单萜的合成；另一条是胞质内的甲羟戊酸（MVA， 

mevalonic acid）途径，主要介导倍半萜的合成［6-7］。

萜烯合成酶（TPS， terpene synthase）位于萜烯

生物合成途径的终端，直接参与萜烯产物合成，其

在植物萜烯代谢中起到至关重要的作用［6］。迄今，

大多数TPSs基因是从营养组织和果实中分离出来

研究它们的防御作用［8］。然而，从植物进化和物种

形成的角度看，植物花器官释放的香气在吸引传粉

者方面发挥着至关重要的作用，与其他花性状结

合，决定了植物授粉方式。近年来，在小苍兰

（Freesia hybrida （Jacq.） Klatt）、百 合（Lilium 

brownii var. viridulum Linne）等花器官中克隆出了

TPS 基因，并证明其在萜烯合成中的作用［8-10］。例

如，在小苍兰花瓣中鉴定出的TPS基因，催化了芳樟

醇、橙花叔醇、月桂烯和罗勒烯等多个萜烯挥发物

的合成［8］；在百合中，LiTPS2过表达烟草能促进单萜

的产生，并能有效地调节百合品种的香气［9］；在耧斗

菜（Aquilegia viridiflora Pall）中 ，TPS7、TPS8 和

TPS9分别主要产生（+）-柠檬烯、β-倍半水芹烯和蒎

烯，与耧斗菜属植物花朵的主要萜类化合物基本一

致［11］。因此，研究TPS基因的表达模式和调控机制

对揭示萜烯类花香化合物的合成释放机理具有重

要意义。

紫丁香（Syringa oblata Lindl. ex Carr.）隶属于

木犀科（Oleaceae）丁香属（Syringa），花香浓郁、花色

雅致、姿态优美，抗逆性强，是我国北方常见的庭园

观赏植物，也是研究植物花香的优良材料。近些

年，对紫丁香花香的研究发现，萜烯类化合物是其

主要的花香成分［12-14］，但对萜烯合成中哪些 TPS基

因起关键作用尚不清晰。本课题组前期基于紫丁香

4个不同花期的花瓣转录组数据和基因组数据［15］，筛

选到了表达量高、差异表达倍数 fold≥2且与单萜成

分释放规律一致的 2 个关键候选基因 SoTPS2 和

SoTPS3。为此，本研究利用顶空固相微萃取（HS-

SPME， headspace solid phase microextraction）结合

气相色谱-质谱联用（GC-MS， Gaschromatography-

Mass spectrometry）的方法，以紫丁香花瓣为材料对

不同温度和时间的萃取条件进行优化，在此基础上

对不同花发育阶段的花香成分进行鉴定分析；克隆

候选基因SoTPS2和SoTPS3，进行生物信息学分析，

采用荧光定量PCR技术检测基因时空表达模式，并

通过异源瞬时过表达方法验证其功能。研究结果

将为紫丁香花香化合物合成和遗传调控提供理论

依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

供试材料紫丁香采集于北京农学院丁香种质
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资源圃。在紫丁香开花期间，选择晴朗无风的上午

9∶00-10∶00 分别采集 4 个不同花期（花蕾期、初开

期、盛开期和衰败期）的植株前后左右不同方位的

花瓣用于花香成分测定，花期分类及采样标准参考

Ma等［15］的分类方法。采集 4个花发育阶段的花瓣

和盛开期的根、茎、叶、花瓣和花萼共5个组织，每个

样本 3个生物学重复，迅速在液氮中冷冻，于-80℃

冰箱储存。瞬时过表达所用材料为购买于美国泛

种子公司（PanAmerican Seed Co.， West Chicago， 

Illinois）的 金 鱼 草 马 里 兰（Antirrhinum majus L. 

‘Maryland’）。

1.2　花香的采集与分析

采用顶空固相微萃取（HS-SPME）技术采集花

香，主要步骤为：用 20 mL样品瓶装好 0.5 g花瓣鲜

样，加入 5 μL内标（10 mL无水乙醇+1 μL 3-辛醇），

水浴平衡 5 min后将萃取头插入萃取瓶，推出萃取

纤维至花朵上方 1 cm 处，进行萃取。设置 25 ℃、

30 ℃、35 ℃的萃取温度和35 min、40 min、45 min的

萃取时间。采集同一个花序轴上大小相近的花瓣

分成 3组作为生物学重复，每个样本按照上述程序

重复测定花香3次作为技术重复。设置空白顶空进

样瓶作对照。

利用气相色谱-质谱联用仪（GC-MS）鉴定花香

化合物种类及其释放量。使用 NIST08 数据库，对

各化合物成分进行定性分析，根据内标法进行定量

分析，通过气相色谱-质谱联用（GC-MS）软件计算

相对峰面积。

1.3　RNA的提取及实时荧光定量分析

采用液氮研磨法将采集到的不同花发育时期

的花瓣磨成粉末，参照RNA提取试剂盒（艾德莱生

物科技有限公司，北京）说明书提取RNA，并通过2 %

琼脂糖凝胶电泳检测质量；使用艾科瑞Evo M-MLV

反转录试剂盒（艾科瑞生物工程有限公司， 湖南）获得

cDNA，于-20 ℃冰箱备用，方法参照试剂盒说明。

以反转录的 cDNA为模板，设计特异性定量引

物（表 1），使用 Bio-Rad 公司荧光定量 PCR 仪 Mini 

Option进行实时荧光定量（qRT-PCR）扩增，扩增体

系为 25 μL，包含 12.5 μL 的 SYBR Green Pro Taq 

Mix（全式金生物技术有限公司，北京），1 μL 的

cDNA，各 1 μL的正反向引物和 9.5 μL无酶无菌的

水。设置反应程序为94 ℃ 30 s；94 ℃ 5 s；55 ℃ 15 s；

72 ℃ 10 s，40 个循环。设置 3 次生物学重复，

SoActin-F/R作为内参基因，采用2-ΔΔCT 方法［16］计算基

因的相对表达量。

1.4　基因的克隆及生物信息学分析

根据课题组已有基因组和转录组数据［15］，利用

Snapgene软件设计SoTPS2和SoTPS3基因克隆引物

（表 1），PCR 扩增体系（使用 ApexHF HS DNA 

Polymerase FS Master Mix，艾科瑞生物工程有限公

司，湖南）和程序参照 Li 等［17］方法。PCR 产物经

1.2 %琼脂糖凝胶电泳检测，DNA凝胶回收试剂盒

（擎科生物科技股份有限公司， 北京）回收目的片

段，连接到Pclone007载体（艾科瑞生物工程有限公

司，湖南）转化到大肠杆菌DH5α（上海唯地生物技

术有限公司，上海）中。菌落PCR筛选阳性克隆送

往睿博兴科生物公司测序。

表1　本研究中所用引物

Table 1　Primers used in the study

引物名称

Primer name

SoTPS2-F

SoTPS2-R

SoTPS3-F

SoTPS3-R

qSoTPS2-F

qSoTPS2-R

qSoTPS3-F

qSoTPS3-R

qSoActin-F

qSoActin-R

引物序列（5'-3'）

Primer sequence （5'-3'）

ATGGCAGTCTACAAGATCTTCTC

CTATGACCTACGAATTGTGGCA

ATGGCACATATCATCCAACTCC

CTATGGCTGCGTCAATTGAATAGG

GGTTTGCTTCAGGGCACTTG

CATCCACCTGAACGGTTCCA

AAAGAAGTTGGAGGAGGCGG

CTAAACCGGTATCCCAGGCC

TGGAATGTGCTGAGAGATGC

TGCTGACCGTATGAGCAAAG

用途

Utilization

基因克隆

荧光定量表达

内参引物
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使用在线网站NCBI（https：//www.ncbi.nlm.nih.

gov）BLAST 工具比对基因核苷酸序列相似性；用

DNAMAN 软件比对氨基酸序列；用在线网站

ExPASy（http：//web.expasy.org/protparam/）分析蛋白

质理化性质；用在线网站NPSA（http：//npsapbil.ibcp.

fr/cgibin/secpred_sopma.pl）预测蛋白质二级结构；用

在线网站SWISS-MODEL（https：//swissmodel.expasy.

org/）预测蛋白质三级结构；用NCBI网站CD-Search

工具分析蛋白质保守结构域；用MEGA7软件构建

系统进化树。

1.5　基因瞬时过表达

将拟过表达基因（SoTPS2、SoTPS3）的 CDS 序

列构建到pNC-Cam3304-35S载体（中国热带农业科

学院热带生物技术研究所言普博士提供）中，得到

pNC-Cam3304-35S-SoTPS2（简称：35S-SoTPS2）和

pNC-Cam3304-35S-SoTPS3（简称：35S-SoTPS3）重

组载体，以pNC-Cam3304-35S（简称：35S）的空载体

作为对照，将重组载体和空载体转入农杆菌感受态

GV3101 中培养扩繁，收集菌体后用侵染液重悬，

OD600 值调为 0.8~1.2，将含有 pNC-Cam3304-35S-

SoTPS2、 pNC-Cam3304-35S-SoTPS3 和 pNC-

Cam3304-35S载体的侵染液避光孵育 3 h。用 1 mL

针孔注射器侵染金鱼草花瓣背面，在黑暗条件下培

养 1 d 后正常光照 4~6 d 左右，待花朵盛开状态时

进行花香成分测定，同时测定相关基因的表达

水平。

1.6　数据统计分析

用于统计分析的数据均进行了 3 次生物学重

复，对于紫丁香不同器官和不同开花时期花瓣中 

SoTPS2 和 SoTPS3 的表达水平，采用 SPSS 27.0.1 

软件中的 one-way ANOVA 进行，对于基因的沉默

效率和过表达效率检测，采用 t 检验方法，同时使用

该软件进行可视化（**P < 0.01，***P < 0.001，

****P < 0.0001）。

2　结果与分析

2.1　顶空固相微萃取条件优化

当萃取温度为 25 ℃时，随萃取时间的增加，花

香释放量和挥发物种类均呈上升趋势（图1A），因此

25 ℃时最适的萃取时间为 45 min。当萃取温度为

30 ℃和35 ℃时，萃取时间未达40 min前，花香释放

量和挥发物种类逐渐增加，40 min后花香释放量和

挥发物种类呈减少的趋势（图1B，C），表明萃取40 min

后，萃取头上已经吸附的花香成分开始分解，出现花

香释放量降低的现象，因此40 min是30 ℃和35 ℃萃

取的最适时间。

萃取温度为 30 ℃时花香释放量大于 25 ℃和

35 ℃，表明一定温度的升高可以加大挥发物的扩散

从而加快吸附速度，当萃取达到平衡时，温度再升

高可能导致挥发物在涂层和样品中的分配系数减

小，灵敏度降低，导致吸附减少。因此，紫丁香最适

的花香固相微萃取条件为30 ℃萃取40 min。

2.2　不同花发育时期花香成分测定

4个花发育时期的花香总释放量呈先升高后下

降的趋势，盛开期达到最高，其释放量约为初开期

和花蕾期的40倍。在4个花发育时期，萜烯类化合

物的释放量占总释放量比例均最高，分别为78.99 %、

67.42 %、85.61 %和83.49 %，在盛开期萜烯类化合物

释放量达到最大值（图2）。萜类化合物中含量最高

的 5 种成分分别是罗勒烯（1，3，6-Octatriene，3，7-

Dimethyl-）、反式罗勒烯（1，3，6-Octatriene，3，7-

Dimethyl-，（E）-）、别罗勒烯（2，4，6-Octatriene，2，6-

Dimethyl-）、蒎烯（（1R）-（+）-alpha-Pinene）和丁香醇

A， B， C， D（Lilac alcohol，丁香醇A与丁香醇B/C/D

A：25 ℃；B：30 ℃；C：35 ℃

图1　不同萃取温度和时间花香释放量和种类的变化

Fig. 1　Comparison of volatile species and release amount at different extraction temperatures and times
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互为同分异构体），均为单萜化合物。罗勒烯和丁

香醇在 4 个花发育时期呈现出先升高后下降的趋

势，在盛开期释放量为最高；反式罗勒烯和别罗勒

烯前 2个时期释放量极低甚至未检测到，盛开期和

衰败期释放量均呈现上升趋势；蒎烯在花蕾期的释

放量最高，随着花的发育释放量也呈现下降趋势，

在衰败期的释放量最低（图3）。

2.3　SoTPS2和SoTPS3基因克隆和生物信息学分析

以 紫 丁 香 的 cDNA 为 模 板 PCR 扩 增 获 得

SoTPS2 和 SoTPS3 基因的开放阅读框（ORF）全长，

分别为1731 bp和1779 bp；全长序列分别编码576个

和592个氨基酸（图4）。SoTPS2和SoTPS3蛋白的相

对分子质量分别为66.6 kD和67.97 kD，等电点分别

为5.97和5.98，带负电荷的残基（Asp+Glu）数分别为

75和 74，带正电荷的残基（Arg+Lys）数分别为 64和

65，不稳定系数分别为36.21和41.76，平均亲水性分

别为-0.315和-0.279，表明SoTPS2是稳定亲水蛋白，

SoTPS3为不稳定的亲水蛋白。SoTPS2和SoTPS3蛋

白均含有Terpene_cyclase_plant_C1保守结构域，属

于 Isoprenoid_Biosyn_C1 超 家 族 。 SoTPS2 和

SoTPS3 蛋白的二级结构预测，α-螺旋占比分别为

67.19 %和66.05 %，无规则卷曲占比分别为24.65 %

和28.04 %，为主要的蛋白二级结构。

SoTPS2和SoTPS3与其他物种的氨基酸进行同

源性比对及系统进化树分析，表明SoTPS2与金鱼草

的罗勒烯合酶（AmTPS2）和月桂烯合酶（AmTPS1）

相似性最高；SoTPS3与桂花（Osmanthus fragrans L.）

的反式罗勒烯合酶（OfTPS1/2）以及油橄榄（Olea 

europaea L.）的萜类合酶（OeTPS3）相似性最高（图

5，6）；SoTPS2和SoTPS3的蛋白序列均含有DDXXD

和（N， D）D（L， I， V）X（S， T）XXXE两个萜类合酶高

度保守的氨基酸基序。系统进化树还显示，SoTPS2

属TPS-g亚家族，SoTPS3属TPS-b亚家族（图6）。

图2　4个花发育时期不同类成分的相对含量

Fig. 2　The releative content of different categories in petals of four development stages

图3　紫丁香4个花发育时期萜烯类化合物释放量

Fig. 3　Terpenoids released in four development periods of S. oblata
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2.4　SoTPS2和SoTPS3基因的时空表达分析

SoTPS2 和 SoTPS3 基因具有表达差异性（P＜

0.05）。qRT-PCR结果显示，2个基因在4个不同花发育

时期表达量呈先上升后下降的趋势，均在盛开期达到

最高，盛开期SoTPS2表达量是初开期的5.39倍，衰败

期下降回初开期表达水平，盛开期SoTPS3表达量是初

开期的37倍，衰败期下降至初开期的21.4倍；盛开期的

不同组织里，SoTPS2和SoTPS3基因在花瓣的表达量

显著高于其他组织，在茎和叶中几乎无表达（图7）。

2.5　瞬时过表达SoTPS2和SoTPS3基因对单萜释

放的影响

利 用 金 鱼 草 花 瓣 瞬 时 过 表 达 SoTPS2 和

SoTPS3 基因，分析基因的表达量和单萜化合物释

放量的变化（图 8）。结果显示，过表达株系中，2个

基因的表达量相较于对照组（35S）分别增加了约

6 倍和 7 倍；相较于对照组，过表达组的单萜类化

合物释放量也均有所上升，过表达 SoTPS2 后，罗

勒烯、别罗勒烯和反式罗勒烯分别增加了10.91倍、

2.44倍、3.07倍；过表达 SoTPS3单萜释放量增加最

多，其中罗勒烯、别罗勒烯、反式罗勒烯分别增加

了 23.67 倍 、3.39 倍 、5.18 倍 。 上 述 结 果 表 明

SoTPS2 和 SoTPS3 基因对紫丁香单萜花香化合物

的合成释放有重要作用，尤其是对罗勒烯，与其释

放量呈显著正相关。

                  10        20        30        40        50        60        70        80        90

1         ATGGCACATATCATCCAACTCCCACCCCTTGGTTCCTCTTTCATTCAAAACCTTCCCGAACAAATTGTGAAAAAAGCTATTGGTAGCATT

1          M  A  H  I  I  Q  L  P  P  L  G  S  S  F  I  Q  N  L  P  E  Q  I  V  K  K  A  I  G  S  I 

                 100       110       120       130       140       150       160       170       180

91        GAACGGAGGTGGCGAATACGTTGTGTTGCAAGTGAACAAACTAACAACTTGATTAGTACAAATCAGCATTCCGGTTATTATAAACCGAGT

31         E  R  R  W  R  I  R  C  V  A  S  E  Q  T  N  N  L  I  S  T  N  Q  H  S  G  Y  Y  K  P  S  

                 190       200       210       220       230       240       250       260       270

181       TCTTGGACTCATGAGTTCGTAATGTCTCTCATGAATGATAGTGGGAAGAAAGCCCGAAAGGAGAGTAGCATAAAGAAGTTGGAGGAGGCG

61         S  W  T  H  E  F  V  M  S  L  M  N  D  S  G  K  K  A  R  K  E  S  S  I  K  K  L  E  E  A  

                 280       290       300       310       320       330       340       350       360

271       GTGAATTACATGCTTGACGATGAAGCCACGGCGCCGTTGGACACACTTCAATTAATTGATGATATTCAACGTCTAGGCCTGGGATACCGG

91         V  N  Y  M  L  D  D  E  A  T  A  P  L  D  T  L  Q  L  I  D  D  I  Q  R  L  G  L  G  Y  R  

                 370       380       390       400       410       420       430       440       450

361       TTTAGAGAGGGTACAAAATGTGCCCTCGAAAGAATTATATGTTCTGAAAATGTGATGAAGAAAATGGACCATAGTATTCATACTTGTGCT

121        F  R  E  G  T  K  C  A  L  E  R  I  I  C  S  E  N  V  M  K  K  M  D  H  S  I  H  T  C  A  

                 460       470       480       490       500       510       520       530       540

451       CTCTGCTTCACCCTCCTCAGACAACATGGATACGAGGTTTCTGCAGACATTTTCGAGAATTTCAAGGACCACAATGGAAATTTCAAGGGA

151        L  C  F  T  L  L  R  Q  H  G  Y  E  V  S  A  D  I  F  E  N  F  K  D  H  N  G  N  F  K  G  

                 550       560       570       580       590       600       610       620       630

541       AGCCTAACCCAGGATATCCCTGGAATGTTAAGGTTGTATGAAGCTTCACATGTTGCATATAAAGGGGAGAATATATTAAATGAGGCCAGA

181        S  L  T  Q  D  I  P  G  M  L  R  L  Y  E  A  S  H  V  A  Y  K  G  E  N  I  L  N  E  A  R  

                 640       650       660       670       680       690       700       710       720

631       GAATTCACAACTATGAACCTCAAAGAAATGCTGGGAAAAATTGACAAGAAAATGGGTGCACAAGTGAGCCATGCCTTGGATATTCCATTT

211        E  F  T  T  M  N  L  K  E  M  L  G  K  I  D  K  K  M  G  A  Q  V  S  H  A  L  D  I  P  F  

                 730       740       750       760       770       780       790       800       810

721       CAGTGCAGAATGCAGAGGCTAGAAGCCAGGTGGAATATTGAAGCATACAGTAAAAAAGATGAGGCAAATCAATTGCTGCTTAAACTAGCG

241        Q  C  R  M  Q  R  L  E  A  R  W  N  I  E  A  Y  S  K  K  D  E  A  N  Q  L  L  L  K  L  A  

                 820       830       840       850       860       870       880       890       900

811       AAGTTGGATTTCAACCTGGTCCAATCCATGCTTCAAAGAGATCTCCAACAAGTCTCGTGTTGGTGGAAGGATGTGGGCTTGGCAAATAAG

271        K  L  D  F  N  L  V  Q  S  M  L  Q  R  D  L  Q  Q  V  S  C  W  W  K  D  V  G  L  A  N  K  

                 910       920       930       940       950       960       970       980       990

901       TTGCACTTTGCAAGAGACAGGCTGATGGAGAGCTTCTTTTGGTCAGTTGGAATGGTATTTGAACCACAGTTTAGTGAATGCCCAAAAGGT

301        L  H  F  A  R  D  R  L  M  E  S  F  F  W  S  V  G  M  V  F  E  P  Q  F  S  E  C  P  K  G  

                1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080

991       TTAACCAAAGTGGTTAAGTTAATCACTGTCACAGACGATGTCTATGATGTCTATGGCTCTCTTGAAGAACTCGAACAATTTACTGATGCT

331        L  T  K  V  V  K  L  I  T  V  T  D  D  V  Y  D  V  Y  G  S  L  E  E  L  E  Q  F  T  D  A  

                1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170

1081      GTTGCCAGATGGGATATCAATGCTTTGCAGTATCTTCCTGACAGCATGAAGATATGCTTTTTAGCTCTTTACAATACTGTTAATAACATG

361        V  A  R  W  D  I  N  A  L  Q  Y  L  P  D  S  M  K  I  C  F  L  A  L  Y  N  T  V  N  N  M  

                1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260

1171      GCATATGATGTTCTTAAGGAACAAGGTCAGGTCATCCTTCCTCAGCTCACAAAAGTGTGGGCAGATTTATGCAAACTGTTCTTAAAGGAA

391        A  Y  D  V  L  K  E  Q  G  Q  V  I  L  P  Q  L  T  K  V  W  A  D  L  C  K  L  F  L  K  E  

                1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350

1261      GCGCAATGGAGTTACAATAAACATATACCTACTGTTGACGAGTATCTCGGTAGTGGATGGTTATCATCATCTGGACCGCTTCTTCTTGTT

421        A  Q  W  S  Y  N  K  H  I  P  T  V  D  E  Y  L  G  S  G  W  L  S  S  S  G  P  L  L  L  V  

                1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440

1351      CATGCCTACTTTCTAATGGATAAAAATATTACAAATGAAGCCCTAGAATGCATCAGTAGTTACCCAGCTCTCTTACGCTACCCATCCACA

451        H  A  Y  F  L  M  D  K  N  I  T  N  E  A  L  E  C  I  S  S  Y  P  A  L  L  R  Y  P  S  T  

                1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530

1441      ATTTTTCGTCTTTGCAATGATTTAAGTTCCTCAAAGGCAGAGATCGAGAGGGGTGAAACTGCAAATGCAATTTCATGTTACATGCATGAA

481        I  F  R  L  C  N  D  L  S  S  S  K  A  E  I  E  R  G  E  T  A  N  A  I  S  C  Y  M  H  E  

                1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      1620

1531      AATGGTGTTTCTGAGGAAGTTGCCCGTGAATACATTAGGAGTTTGATCGATGAGAACTGGAAGATGATGAATAAAGAATTGGTTTCGAAT

511        N  G  V  S  E  E  V  A  R  E  Y  I  R  S  L  I  D  E  N  W  K  M  M  N  K  E  L  V  S  N  

                1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700      1710

1621      TCCCTTTTCAGCAAGTCCTTTATTGAGATAGCCATGAACCTTGCTCGAATAGCTCAGTGTCACTACCAGTACGGAAACGCTCACAGTGAT

541        S  L  F  S  K  S  F  I  E  I  A  M  N  L  A  R  I  A  Q  C  H  Y  Q  Y  G  N  A  H  S  D  

                1720      1730      1740      1750      1760      1770

1711      CCAAATGACATAACGAGAAATCGAGTTTTGTCGGTTATTATTGAGCCTATTCAATTGACGCAGCCATAG

571        P  N  D  I  T  R  N  R  V  L  S  V  I  I  E  P  I  Q  L  T  Q  P  *                       

                  10        20        30        40        50        60        70        80        90

1         ATGGCAGTCTACAAGATCTTCTCGTCTTTACCCAGCCACTGTTACATTCATACAAAAATTGCAGATAATGGACATAGGAGACCATCTCTT

1          M  A  V  Y  K  I  F  S  S  L  P  S  H  C  Y  I  H  T  K  I  A  D  N  G  H  R  R  P  S  L 

                 100       110       120       130       140       150       160       170       180

91        GTTGCATGTAGAGCTAATCCTCAGAAATGGACCATTCTTGAAGCAACTTCTGACCTCTCTAAACTACATCAAATTATTCAGAATGGACAG

31         V  A  C  R  A  N  P  Q  K  W  T  I  L  E  A  T  S  D  L  S  K  L  H  Q  I  I  Q  N  G  Q  

                 190       200       210       220       230       240       250       260       270

181       AGTTTTAAGGATGAATTTTCCATGGAATATGACCAAAAACTGAAGGATGTCAGGGAATTATTGAAATCAGGGAAATTCGAAAATCCAACA

61         S  F  K  D  E  F  S  M  E  Y  D  Q  K  L  K  D  V  R  E  L  L  K  S  G  K  F  E  N  P  T  

                 280       290       300       310       320       330       340       350       360

271       GAAAGCTTAATGTTGGTGGATTCTATACAGAGACTCGGTATTGAATACCATTTTCAGGAAGAGATTGAATCAGTTATTCGGCAACATTAC

91         E  S  L  M  L  V  D  S  I  Q  R  L  G  I  E  Y  H  F  Q  E  E  I  E  S  V  I  R  Q  H  Y  

                 370       380       390       400       410       420       430       440       450

361       ATGGAAACCAGAACTTGTTTTGATGTATACTCGTATTGCAATCTTCACGATCTTTCACTTTTCTTCAGACTCTTGAGACAACATGGTTTT

121        M  E  T  R  T  C  F  D  V  Y  S  Y  C  N  L  H  D  L  S  L  F  F  R  L  L  R  Q  H  G  F  

                 460       470       480       490       500       510       520       530       540

451       TTCATTCCCGCAGACATATTCAACAACTTCAAGGGAAAAGATGGGATGTTTGAAGAGAAATTAACGCAAGATATCAGAGGATTGATGGAA

151        F  I  P  A  D  I  F  N  N  F  K  G  K  D  G  M  F  E  E  K  L  T  Q  D  I  R  G  L  M  E  

                 550       560       570       580       590       600       610       620       630

541       TTGTATGAAGCTGCGCAGCTAGTGACAGAAGGAGAAGATATTCTTGATGAAGCAGCAAAATTCAGTAGCCAATTTGTTAGTAACATATTG

181        L  Y  E  A  A  Q  L  V  T  E  G  E  D  I  L  D  E  A  A  K  F  S  S  Q  F  V  S  N  I  L  

                 640       650       660       670       680       690       700       710       720

631       AAGCATCCTTATCACAAAAGCATTGCAAGGTTTACTGCAAAGAAGTATATTAGAGATTTCCAAGGCATAAATGGATGGGAAAAAACATTG

211        K  H  P  Y  H  K  S  I  A  R  F  T  A  K  K  Y  I  R  D  F  Q  G  I  N  G  W  E  K  T  L  

                 730       740       750       760       770       780       790       800       810

721       AAAGAGCTCGCAATAATGGATTTTTCCTTGGCACAGACCGCCAACAAACAAGAACTTGCCCAAATTTCCAAGTGGTGGAAAGACCTTGGC

241        K  E  L  A  I  M  D  F  S  L  A  Q  T  A  N  K  Q  E  L  A  Q  I  S  K  W  W  K  D  L  G  

                 820       830       840       850       860       870       880       890       900

811       TTGGCTCGGGAGTTTAAGCATGCCAGGAACCAACCATTAAAATGGTATACTTGGTCCATGGCCTCCCTAAGTGATCCAAGCATGTCGGAG

271        L  A  R  E  F  K  H  A  R  N  Q  P  L  K  W  Y  T  W  S  M  A  S  L  S  D  P  S  M  S  E  

                 910       920       930       940       950       960       970       980       990

901       CAAAGGCTCGAGCTCACCAAATCCATCGCATTCATTTACATAATAGATGACATTTTTGATCTTTATGGGACACCAGAAGACCTAACCGTC

301        Q  R  L  E  L  T  K  S  I  A  F  I  Y  I  I  D  D  I  F  D  L  Y  G  T  P  E  D  L  T  V  

                1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080

991       TTTACCCAAGCTGTACACAGGTGGGACTATGCAGCCGTTGACATGTTACCAAAACCTTGGAAGATGTGTTACAAGGCACTTCTTGACACC

331        F  T  Q  A  V  H  R  W  D  Y  A  A  V  D  M  L  P  K  P  W  K  M  C  Y  K  A  L  L  D  T  

                1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170

1081      ACAAATGATATAGGCTGCATGATCTACAAAAAGCACGGATATAATCCCATCAATTTTCTAAAATCAACGTGGGCAAGTCTGTGTGACGCA

361        T  N  D  I  G  C  M  I  Y  K  K  H  G  Y  N  P  I  N  F  L  K  S  T  W  A  S  L  C  D  A  

                1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260

1171      TTCCTAGTAGAAGCTAAATGGTTTGCTTCAGGGCACTTGCCAACTTCCCATGAATACCTAGAAAATGGGAAGGTGAGTTCAGGAGTACAT

391        F  L  V  E  A  K  W  F  A  S  G  H  L  P  T  S  H  E  Y  L  E  N  G  K  V  S  S  G  V  H  

                1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350

1261      GTGGTGCTCGTCCACCTCTTCTTTCTTTTGGGAATCAATGGAACCGTTCAGGTGGATGATATATCAGCACTCATATCCTCTGTGGCTGCT

421        V  V  L  V  H  L  F  F  L  L  G  I  N  G  T  V  Q  V  D  D  I  S  A  L  I  S  S  V  A  A  

                1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440

1351      ATTCTCCGTCTCTGGGATGACTTTGGAAGTGCTAAGGATGAGCAGCAAGATGGAAACGATGGTTCGTACATAGAGTGCTACTTGAAAGAG

451        I  L  R  L  W  D  D  F  G  S  A  K  D  E  Q  Q  D  G  N  D  G  S  Y  I  E  C  Y  L  K  E  

                1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530

1441      AATCCAGGATCAACAGTTGAGATTGCGCGAGAGCGTGTTGTTGATATGATATCAAGTGAATGGAAGCGACTTAACAAGGAGTGTTTTCGT

481        N  P  G  S  T  V  E  I  A  R  E  R  V  V  D  M  I  S  S  E  W  K  R  L  N  K  E  C  F  R  

                1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      1620

1531      TTAACTCAAAATCAATCAAGTTCATCTTTCACAAAAGCTTCTTTTAATCTTGCAAGAATGGTCCCTCTAATGTACAGTTACGATGACAAC

511        L  T  Q  N  Q  S  S  S  S  F  T  K  A  S  F  N  L  A  R  M  V  P  L  M  Y  S  Y  D  D  N  

                1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700      1710

1621      CAACAGCTCCCAGTACTTGAAGAGTTCATCAAATCCACACTATTTGATGATACATTCTTGGTGCACCATCCAGCACAACTGATGAAGAAT

541        Q  Q  L  P  V  L  E  E  F  I  K  S  T  L  F  D  D  T  F  L  V  H  H  P  A  Q  L  M  K  N  

                1720      1730

1711      GCCACAATTCGTAGGTCATAG

571        A  T  I  R  R  S  *                                                                       

A B

A：SoTPS2；B：SoTPS3

图4　紫丁香SoTPS2和SoTPS3基因序列全长及编码氨基酸序列

Fig. 4　Full-length sequences and coding amino acids of SoTPS2 and SoTPS3 of S. oblata
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黑色、红色、蓝色部分分别表示同源性=100 %、≥75 %、≥50 %；红框为基序DDXXD和DXXXXE

A：SoTPS2；B：SoTPS3；The black， red， and blue parts represent homology =100 %， ≥75 %， ≥50 %， 

respectively； Red boxes are the DDXXD and DXXXXE motifs

图5　紫丁香SoTPS2和SoTPS3与其他植物TPS蛋白同源性比对

Fig. 5　Comparison of amino acid sequences encoded by SoTPS2 and SoTPS3 of S. oblata with other plant homologs

图6　紫丁香SoTPS2、SoTPS3与其他物种的系统进化树

Fig. 6　Phylogenetic trees of SoTPS2 and SoTPS3 of S. oblata
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3　讨论
因花香比花形、花色等表观植物性状更复杂，

所以快速准确地对植物花香进行采集在研究进程

中尤为重要［18］。目前花香化合物的采集方法主要

包括萃取法、蒸馏提取法和顶空法3大类［19］，其中顶

空固相微萃取和动态顶空是最常用的2种方法。近

年来，固相微萃取作为一种高效、无溶剂的分析方

法，被广泛应用于观赏植物的挥发性成分的分

析［20-21］。萃取温度和时间等因素影响该方法的萃取

效果，优化条件可以明显改善试验效果［22］。为了更

准确地检测紫丁香花香成分并定量分析花香释放

A：SoTPS2；B：SoTPS3；左：基因相对表达量；右：单萜化合物相对释放量；**表示在P＜0.01水平上差异显著

A： SoTPS2； B： SoTPS3； Left： Gene releative expression； Right： Releative release of monoterpene compound； 
**indicate significant difference at the level of P＜0.01

图8　金鱼草中瞬时过表达SoTPS2和SoTPS3后基因表达量及单萜化合物释放量

Fig. 8　Gene releative expression and monoterpene compound release after transient overexpression of 

SoTPS2 and SoTPS3 in A.majus ‘Maryland’

不同的小写字母表示组间在0.05水平上差异显著

A： SoTPS2； B： SoTPS3； Different normal letters mean significant differences at 0.05 level

图7　紫丁香SoTPS2和SoTPS3在不同花发育时期和不同组织中的相对表达量

Fig. 7　SoTPS2 and SoTPS3 genes releative expression level in different 

development stages and in different tissues of S. oblata
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规律，本研究通过前期预实验后，选定 10∶1的分流

比，并选取 25~35 ℃为萃取温度范围，35~45 min为

萃取时间范围。运用优化后的萃取条件对紫丁香4

个花发育时期的花香成分进行测定，花香释放量呈

先升高后降低的趋势，盛开期花香释放量最高；4个

时期花香的主要化合物均为萜烯类化合物，与回瑞

华等 ［14］的研究结果一致。

萜烯合酶作为萜烯合成最后一步的关键酶，虽

然其基因序列具有一定的保守性，但TPS蛋白在进

化过程中及在不同的植物中具有多样性，其家族成

员中包含了 100多个基因，对萜烯化合物的合成种

类具有直接的决定作用［23-24， 11］。萜烯合酶基因家族

分为 7个亚家族（TPS-a~TPS-g），其中TPS-a、TPS-b

和TPS-g为被子植物特有的亚家族，分别负责催化

产生倍半萜、环形单萜、非环形单萜和倍半萜［25］。

在天竺葵（Pelargonium hortorum Bailey）中发现了 4

个萜烯合酶，其中来自TPS-g亚家族的香叶醇合酶，

主要负责玫瑰香型的单萜生物合成［26］；在百合中发

现了属于 TPS-g 亚家族的 LiTPS2 并过表达烟草

（Nicotiana tabacum L.）发现单萜芳樟醇的释放显著

升高［9］。本研究中紫丁香 SoTPS2 聚类在 TPS-g 亚

家族，与拟南芥（Arabidopsis thaliana L.）的芳樟醇

合酶、金鱼草的月桂烯合酶和罗勒烯合酶聚在同一

分支，表明其可能催化生成单萜类化合物。TPS-b

亚家族包含被子植物的单萜合酶基因，在桂花中

OfTPS3聚类到TPS-b亚家族，催化生成单萜化合物

罗勒烯［27］；小苍兰中的FhTPS1和FhTPS2也聚类到

TPS-b亚家族，分别催化生成单萜化合物芳樟醇和

α-松油醇［8］。本研究中紫丁香 SoTPS3蛋白也聚类

在 TPS-b 亚家族，其蛋白氨基酸序列 N 端不含

RRX8W环化结构域，表明SoTPS3可能催化生成链

状单萜类化合物。

目前紫丁香尚未建立成熟的遗传转化体系，异

源植物中转基因功能验证是常用方法。冯楠［28］在

蜡梅（Chimonanthus praecox L.）中克隆了单萜合酶

基因 CpTPS16 和倍半萜合酶基因 CpTPS5，在烟草

中瞬时过表达可以产生芳樟醇和石竹烯；刘偲等［29］

将桂花萜烯合酶基因OfTPS5异源瞬时过表达于烟

草叶片，证明其可催化形成芳樟醇；Wang 等［30］将

VvDXS、VvDXR和VvTPS56基因分别和共同瞬时过

表达烟草叶片，3个基因均可促进多种单萜化合物

合成，共同过表达效果比单一基因促进效果更明

显，VvTPS56比上游 2个基因促进效果更明显。为

了更清楚地了解SoTPS2和SoTPS3基因对萜类化合

物的作用，本研究利用异源过表达方法，在花香模式

植物金鱼草花瓣中瞬时过表达SoTPS2和SoTPS3，发

现这 2个基因对金鱼草花香主成分罗勒烯、月桂烯

和反式罗勒烯等单萜化合物的产生有促进作用，其

中SoTPS3对单萜化合物罗勒烯的释放量影响更大。

本研究发现SoTPS2和SoTPS3基因均可以调控多种

单萜化合物，可能由于萜烯合酶的复杂性，在同一

物种中不同萜烯合酶可以催化生成相同的产物，且

有的萜烯合酶可以催化同一底物生成多种萜类化

合物［8， 29］。

综合所述，SoTPS2 和 SoTPS3 基因均参与单萜

类化合物合成，初步明确了其对紫丁香萜烯类化合

物合成的促进作用，为紫丁香在萜烯化合物合成机

制的研究奠定了基础。
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