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摘 要 抗坏血酸过氧化物酶(ascorbate peroxidase, APX)是清除活性氧(reactive oxygen species, ROS)的
重要酶类。本研究对针刺接种黑粉菌 (Sporisorium scitamineum)后的抗、感基因型甘蔗 (Saccharum
officinarum)进行APX活性测定。结果表明，甘蔗接种黑穗病菌48 h内，抗病品种(崖城05-179) APX活性
显著高于感病品种(柳城03-182) (P＜0.05)。借助电子克隆技术，结合RT-PCR方法，从甘蔗中分离到一个
APX基因，并命名为 ScAPX(GenBank登录号: KJ7565501)。生物信息学分析显示，ScAPX基因全长 1 171
bp，包含一个1 038 bp的完整开放阅读框，编码345个氨基酸。ScAPX编码的蛋白不含信号肽，推测其为
非分泌蛋白，定位于线粒体基质和叶绿体基质中的概率分别为91.1%和88.7%。实时荧光定量PCR检测
结果显示，ScAPX在甘蔗根、芽、叶、蔗皮和蔗髓中均有表达，为组成型表达基因，表达量在蔗皮中最高，叶
中最低，前者是后者的19.7倍；在外源因子处理后0~48 h，ScAPX基因的表达受水杨酸(salicylic acid, SA)、
茉莉酸甲酯(methyl jasmonate, MeJA)、过氧化氢(hydrogen peroxide, H2O2)、脱落酸(abscisic acid, ABA)、氯
化钠(sodium chloride, NaCl)和聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG)诱导，SA、MeJA和H2O2处理后的ScAPX
转录本积累量峰值较外源激素(ABA)和环境(NaCl和PEG)胁迫早。前者的ScAPX转录本变化呈现出胁
迫初期积累量增加，达到峰值后又逐步下降的特点；在同样的测试时间(处理后 24 h)内，ABA、NaCl和
PEG处理后 ScAPX转录本在达到峰值后未见下降。虽然在外源胁迫下，ScAPX表达量变化存在明显差
异，但其表达均表现出正响应上述外源因子对甘蔗的胁迫。本研究为后续深入鉴定该基因的功能与进一

步应用提供基础资料。
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Abstract Ascorbate peroxidase (APX) is one of the important enzymes which can remove the reactive
oxygen species (ROS) in the plant. In this study, APX activity in sugarcane ( Saccharum officinarum) smut
resistant variety (Yacheng05- 179) was significantly higher ( P＜0.05) than that in the susceptible one
(Liucheng03-182) after inoculated with Sporisorium scitamineum within 48 h. ScAPX (GenBank accession No.
KJ7565501) was separated from sugarcane with cloning and RT- PCR technologies. The bioinformatic
analysis showed that the total length of ScAPX gene was 1 171 bp, which contained a complete open reading



过氧化物酶(peroxidase, PX)在生物界中广泛
存在，是植物体中活性较高的一种酶，与光合作用、

呼吸作用和生长素的氧化等相关，其酶活性随着植

物的生长发育发生变化。根据过氧化物酶的来源

不同，可将其分为 3类超家族成员：Ⅰ类是胞内型
PX，包括酵母细胞色素C过氧化物酶(cytochrome
c peroxidase, CCP)、抗坏血酸过氧化物酶 (ascor-
bate peroxidase, APX)和细菌来源的过氧化物酶；Ⅱ
类是来源于真菌的胞外型PX，包括木质素过氧化
物酶(lignin peroxidase, LiPs)和锰过氧化物酶(Mn
peroxidase, MnPs)，在木质素的生物降解中起重要
作用；Ⅲ类是来源于高等植物的分泌型PX，参与多
种不同的生理功能，如机体内毒性过氧化物的清

除、细胞壁的合成、组织愈伤及生长素合成与代谢

等(刘稳等, 2000;刘稳, 2002)。
活性氧(active oxygen, ROS)产生于植物组织

代谢过程中，在正常生理条件下，活性氧含量在氧

化系统调控下处于一定的动态水平 (Dat et al.,
2000)。低浓度的ROS可作为信号分子，调控细胞
中基因的表达，但高浓度的ROS则会导致蛋白质、
膜质、DNA及其他细胞组分的严重损坏。过氧化
氢(hydrogen peroxide, H2O2)是植物体内一种相对
稳定的活性氧，若不能及时清除，可以生成植物体

内最活跃的ROS——羟自由基(OH)。OH寿命极
短，会在短时间内与周围生物分子发生强氧化作

用，产生不同反应性的二级自由基，破坏细胞组

分。APX是PX的标志酶，由4个亚家族组成，分别
涉及叶绿体、线粒体、细胞质和过氧化物酶体基因

亚家族成员(李泽琴等, 2013)。APX作为抗坏血酸

——谷胱甘肽循环机制中消除H2O2的关键酶，可

与抗坏血酸(ascorbic acid, AsA)高度亲和，利用其
提供的电子将 H2O2还原为 H2O(Willekens et al.,
1994; 曾秀存等, 2013)。在AsA存在情况下，低浓
度的APX就可以使细胞内H2O2的浓度降低，从而

使其免受活性氧的伤害。研究人员已在多种植物

如拟南芥(Arabidopsis thaliana)、马铃薯(Solanum tu⁃
berosum)、水稻(Oryza sativa)、西红柿(Lycopersicon es⁃
eulentum)和菠菜(Spinacia oleracea) (Narendra et al.,
2006; 李娜, 2011)等中分离到 APX基因。迄今，虽
然GenBank数据库能检索到 3条甘蔗APX核酸序
列 (GenBank 登录号: KC794939.1、JN591764.1 和
JQ958328.1)，但仅见黄菲等(2013)关于水稻APX基
因的克隆及生物信息学分析的报道。

甘蔗是重要的糖料作物，中国甘蔗种植区主要

集中在广西、云南、广东湛江等湿热地区，真菌性病

害是甘蔗上最严重的病害，并容易流行。同时，甘

蔗80%种植在旱坡地，近年还频繁遭遇寒害，直接
影响其产量和质量。其中黑粉菌(Sporisorium scita⁃
mineum)是一种气传型真菌，其引起的甘蔗黑穗病
是世界各植蔗区最重要的病害，种植抗病品种是控

制该病最经济有效的措施(Wu et al., 2013; Chao et
al., 1990; 龚得明, 陈如凯, 1995; 许莉萍, 陈如凯,
2000)。新台糖 22号是近 10年来中国栽培面积最
大的品种，由于该品种感黑穗病，导致蔗区黑穗病

流行，使甘蔗生产遭受巨大损失 (王伯辉, 2007; Su
et al., 2013)。因此，培育抗逆性甘蔗品种具有重要
意义。考虑到甘蔗为异源多倍体和非整倍体，遗传

背景高度复杂，但却是转基因安全风险等级最低

frame (1 038 bp) and encoded 345 amino acids. The ScAPX contained no signal peptide and belonged to
nonsecretory protein which was likely located in the matrix of mitochondrial (91.1% ) and chloroplast
(88.7%). The results of tissue specificity analysis showed that the highest expression level of ScAPX was in
stem skin which was 19.7 times of that in leaves. The transcript of ScAPX increased under the stresses of
salicylic acid (SA), methyl jasmonate (MeJA), hydrogen peroxide (H 2O2), abscisic acid (ABA), sodium
chloride (NaCl) and polyethylene glycol (PEG). The peak of the ScAPX transcript under the stresses of SA,
MeJA and H2O2 was accumulated during the initial period, which was earlierly found than that under ABA,
NaCl and PEG stresses, and then it declined gradually. The expression pattern of ScAPX in response to ABA,
NaCl and PEG treatments was not clear after 24 h, while the transcripts were kept in the peak at 24 h. Though
the gene expression under the exogenous stresses were different, it was undoubted that ScAPX was positive
response to the external stress. This study provides the basis for further functional analysis and application of
this gene in the future.
Keywords Sugarcane, Sporisorium scitamineum,Ascorbate peroxidase gene(ScAPX),Abiotic stresses, qRT-PCR
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(Ⅰ级)的作物，且转基因甘蔗加工的蔗糖产品中未
能检测到外源基因或蛋白成分(武胜燕, 2009)，因
此，分离抗逆基因具有重要意义。

本研究以受甘蔗黑穗病原菌胁迫 48 h的崖城
05-179蔗芽 cDNA为材料，采用RT-PCR技术，从甘
蔗中克隆获得APX基因，并将其命名为ScAPX。通
过生物信息学方法，对该基因的理化性质、细胞定

位和蛋白结构等进行预测与分析，并借助实时荧光

定量PCR(qRT-PCR)技术分析该基因表达情况，为
甘蔗APX基因的开发利用提供基础资料。

1 材料与方法

1.1 实验材料与处理

供试材料为甘蔗(Saccharum officinarum)抗黑
穗病品种崖城 05-179和感病品种柳城 03-182，采
自国家甘蔗产业技术研发中心试验基地。供试病

原为甘蔗黑穗病菌(Sporisorium scitamineum)，其孢
子采集自柳城 03-182，晾干后在 4 ℃冰箱保存备
用。取表观相对一致的崖城 05-179和柳城 03-182
的蔗茎，参考 Su等(2014)的方法进行催芽培养。
将蔗茎砍成双芽段，清水浸泡 24 h后，置于光照培
养箱中，12 h光照/12 h黑暗，32 ℃培养至芽长
2 cm后，以浓度为 5×106个/mL的甘蔗黑穗病菌孢
子悬浮液针刺接种蔗芽，在 28 ℃下培养，对照以
针刺接种无菌水代替病原孢子，分别于接种后的

0、6、12、24、48、72和 96 h，各取 5个甘蔗芽，用液
氮固定后-80 ℃冰箱保存备用。

组织器官表达分析。田间随机选取 6株处于
成熟期且长势一致的崖城05-179植株，取其白色嫩
根、+1叶(甘蔗最高可见肥厚带的第1叶)、蔗芽、蔗
皮和蔗髓，液氮冻存后，保存于-80℃冰箱。

非生物胁迫分析。甘蔗崖城 05-179离体培养
的组培苗，待其株高达10~20 cm，叶完全展开出现
4~5片叶时，转移到清水中培养，28 ℃下光照 16 h/
黑暗 8 h，复性培养 1周。以 3株为一个重复，进行
如下 6个处理：组培苗叶面分别喷施 25 μmol/L茉
莉酸甲酯(methyl jasmonate, MeJA) (含0.1%乙醇和
0.05%吐温-20, 体积比)、5 mmol/L水杨酸(salicylic
acid, SA) (含 0.01%吐温-20, 体积比)、100 μmol/L
脱落酸(abscisic acid, ABA)、10 mmol/L过氧化氢和
25%聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG)，取样时间
点为 0、6、12和 24 h；另一份组培苗在含有 250

mmol/L NaCl的水溶液中培养，取样时间点为 0、
12、24和 48 h。实验取整株组培苗迅速用液氮固
定，保存于-80 ℃备用。
1.2 甘蔗抗坏血酸过氧化物酶(APX)活性测定

接种黑穗病菌和接种无菌水培养0、6、12、24、
48、72和 96 h的蔗芽材料APX酶活性的测定方法
参考陈珊珊(2012)和孙云等(2008)。

1.3 RNA提取和cDNA合成

用 Trizol® Reagent试剂提取样品总 RNA，取
1.0 μL RNA，经1.0%琼脂糖凝胶电泳检测RNA质
量。根据 Prime-ScriptTM RT Reagent Kit操作说明
书，将RNA反转录合成 cDNA第一链，用1.5%琼脂
糖凝胶电泳检测质量。

1.4 甘蔗APX基因的电子克隆及其 cDNA序列的
分离

以大麦(Hordeum vulgare)APX基因(GenBank登
录号: gi|326528762|)作为查询探针，参考前人的电
子克隆技术 (苏亚春等, 2011)，在甘蔗 EST(ex-
pressed sequence tag)数据库 cultivated sugarcanes
(taxid: 286192)、wild sugarcane(taxid: 62335)、sugar-
cane(taxid: 128810)和 sugarcane(taxid: 4547)中进行
查询与拼接，最终组装获得 ScAPX基因的全长序
列。根据拼接的ScAPX序列，设计特异性扩增引物：
ScAPX-F：5'-CATGGCCGAGCGCCTCGCCG-3'；
ScAPX-R：5'-TGAAAAGCCGGGGACCAGTCCATCT-3'。

并以接种黑穗病菌 48 h的崖城 05-179蔗芽 cDNA
为模板，采用RT-PCR技术进行基因扩增。PCR反
应体系(25 μL)：cDNA 1.0 μL，Ex Taq DNA酶(5 U/μL)
0.125 μL，10 ×Ex Taq Buffer (Mg2 + plus) 2.5 μL，
dNTP Mixture (2.5 mmol/L) 2.0 μL，上/下游引物
(10 μmol/L)各 1.0 μL，ddH2O 17.375 μL。PCR扩
增程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s；50 ℃退
火45 s; 72 ℃延伸1 min，35个循环；最后在72 ℃再
延伸10 min。将反应产物在1%的琼脂糖凝胶电泳
上进行检测，得到长度为 1 000 bp左右的 PCR产
物；胶回收的目的片段与 pMD18-T载体 16 ℃连接
1 h；将上述连接产物转化至大肠杆菌(Escherichia
coli)DH5α菌株的感受态细胞，冰浴30 min，42 ℃热
休克 90 s，迅速置冰上 5 min，然后加入 200 µL LB
液体培养基，置于37 ℃，200 r/min活化1 h，即为转
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化液；于超净台中，取转化液 100 µL涂布于含 100
mg/mL氨苄的LB固体平板培养基上，37 ℃培养过
夜；最后从培养皿中挑取白色单菌落，摇菌，进行菌

液PCR检测，PCR检测呈阳性的菌落送测序确认。

1.5 ScAPX基因生物信息学分析

用 EXPASY 工具中的 Protparam(http://www.
expasy.ch/tools/protparam.html)分析 ScAPX基因编
码蛋白的氨基酸序列组成、分子量、等电点及其编

码蛋白的亲/疏水性等理化性质；TMHMM
Serverv.2.0 软 件 (http://www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM- 2.0/)进行编码蛋白的跨膜结构预测；
DNAStar软件预测其二级结构；psort软件(http://
psort.hgc.jp/form.html)进行编码蛋白亚细胞定位分
析 ；利 用 SOPMA(http://npsa- pbil.ibcp.fr/cgi- bin/
npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html) 和 ExPASy
服务器的SWISS-MODEL(http://swissmodel.expasy.
org/)对目标蛋白进行二级结构和三级结构预测；借
助Vector NTI软件进行不同物种间同源基因的氨
基酸序列比对，并构建系统进化树。

1.6 基因表达模式分析

根据克隆获得的ScAPX序列，设计定量PCR检
测用的特异性引物：

ScAPX-QF：5'-CTTGTCTGGAGCACATACACTTGGA-3'；
ScAPX-QR：5'-TTCTCCGCATAGACCTTGAACTTTG-3'。

以甘油醛 - 3-磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde- 3-phos-
phate dehydrogenase, GAPDH) (GenBank 登录号:
CA254672)作为内参基因，检测该基因的引物为：
GAPDH-QF：5'-CACGGCCACTGGAAGCA-3'；
GAPDH-QR：5'-TCCTCAGGGTTCCTGATGCC-3'。

采用实时荧光定量PCR技术(美国ABI 7500)，
检测 ScAPX基因在不同甘蔗组织和不同外源胁迫
处理样品中的相对表达量。PCR反应体系 (20
μL)：SYBR Primix Ex TaqTM (2×) 7.4 μL，上/下游引
物(10 μmol/L)各 0.8 μL，cDNA 1.0 μL，ddH2O 7.4
μL。PCR反应程序：50 ℃，2 min；95 ℃，10 min；
95 ℃，15 s，60 ℃，1 min，循环40次。每个样品设置
3次重复，以无菌水作对照，实验采用 2-ΔΔCt算法进

行基因表达水平分析。病原接种样品中，为消除机

械损伤对基因表达的影响，ScAPX基因的表达量为
接种样品的表达量减去相应时间点对照(即以无菌
水替代病原的模拟接种)的表达量。

2 结果与分析

2.1 黑穗病菌胁迫下甘蔗APX酶活性的变化

甘蔗接种黑穗病菌后0~96 h过程中APX酶活
性的变化情况见图1。结果显示，崖城05-179在接
种后的 72 h内，APX酶活性总是高于柳城 03-182，
虽然2个甘蔗基因型的APX酶活性最高点都出现
在 48 h，但前者是后者的 3.6倍；病原菌接种 72 h
后，2个甘蔗基因型中APX酶的活性基本已经检测
不到。

2.2 甘蔗ScAPX基因的克隆与生物信息学分析

2.2.1 甘蔗ScAPX基因cDNA全长获取

以 大 麦 APX 基 因 (GenBank 登 录 号: gi|
326528762|)作为查询探针，借助电子克隆技术，结
合RT-PCR反应，从甘蔗中分离到一条APX基因序
列，命名为 ScAPX (GenBank登录号: KJ7565501)。
该序列片段全长1 171 bp，经过ORF Finder软件预
测，其开放阅读框长1 038 bp，推导编码345个氨基
酸残基(图2)。

2.2.2 ScAPX蛋白保守结构域分析

利用NCBI保守结构域数据库(Conserved Do-
main Database, CDD)，对 ScAPX编码蛋白的保守结
构域进行分析，结果显示(图3)，ScAPX属第Ⅰ类过
氧化物酶超家族，含有APX-POD和类植物POD蛋
白保守结构域，为编码多功能酶的基因。Motif
Scan在线预测结果表明，该编码蛋白含有血红素结
合区，丙氨酸在第2~80位氨基酸编码区含量丰富。

2.2.3 ScAPX蛋白的一级结构预测

ScAPX编码氨基酸的一级结构预测结果显示，
该蛋白的等电点为 8.95，为碱性蛋白，理论相对分
子质量约为37.49 kD；该基因编码氨基酸不稳定系
数为46.43，表明该蛋白可能是不稳定蛋白。

2.2.4 ScAPX蛋白的信号肽预测

运用 SignalP 4.0 Server软件预测甘蔗 ScAPX
蛋白的信号肽，结果显示，第 16位丙氨基酸残基
(A)具有最高的信号肽分值(S)0.344，第19位丙氨酸
残基(A)具有最高的综合剪切位点分值(Y)0.184，第
31位丝氨酸残基(S)具有最高的原始剪切位点分值
(C)0.128。由此可知，氨基酸残基的信号肽分值和
原始剪切位点均小于 0.5，故可推测由 ScAPX所编

甘蔗抗坏血酸过氧化物酶基因(ScAPX)的克隆及表达分析
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码的蛋白不存在信号肽或转运能力较低，推测其为

非分泌蛋白，合成后不能进行蛋白转运。这一结果

也证实了该蛋白属第Ⅰ类胞内型过氧化物酶。
2.2.5 ScAPX蛋白亲/疏水性的预测和分析

对ScAPX所编码的氨基酸序列的亲/疏水性进
行预测，结果表明，ScAPX蛋白的总平均疏水指数
为-0.486，位于多肽链的第 66和第 67位的丙氨酸
(A)具有最高分值(1.711)，疏水性最强；第 282位的

谷氨酸(E)具有最低的分值-2.856，亲水性最强。该
多肽链的总平均疏水指数大部分小于0，因此可推
测该蛋白具有高度的亲水性，翻译后所合成的

ScAPX蛋白具有可溶性。

2.2.6 ScAPX蛋白的亚细胞定位预测

应用PSORT工具，在线预测ScAPX蛋白定位
于线粒体基质和叶绿体基质中的可能性最大，概率

分别为91.1%和88.7%；基于MHMM Server v.2.0软
件分析显示 ScAPX 蛋白位于膜外的概率为
98.40%，位于膜内的概率为 1.60%，该蛋白不存在
跨膜螺旋区，因此可以推测ScAPX不是膜蛋白，该
结果进一步为ScAPX蛋白不具备转运肽功能提供
了依据。

2.2.7 ScAPX蛋白的二级结构预测

对 ScAPX蛋白的二级结构进行在线预测(图
4)，发现ScAPX蛋白中形成无规则卷曲所含的氨基
酸残基数为 161个，占总氨基酸残基数的 46.67%；
β-折叠所含氨基酸数目为 19个(5.51%)；延伸链和
α-螺旋所含的氨基酸数目分别为 31个(8.99%)和

图 1 黑穗病菌胁迫下甘蔗APX活性的变化
Figure 1 The enzyme activity of APX under Sporisorium
scitamineum stress in sugarcane
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图 2 甘蔗ScAPX的cDNA序列及其推导的氨基酸序列
Figure 2 Nucleotide acid sequences and deduced amino acid sequences of sugarcane ScAPX gene
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2 atggccgagcgcctcgccgcatccgccgccaccctccgcgcctcggccgccgccgccgccaccccgtccgcgcgccgcgcggcgcgggcc

M A E R L A A S A A T L R A S A A A A A T P S A R R A A R A

92 agccgcgcgttcttcccgccctcgccggcgtcgtcagctcgcgcgcgcgttggcctccgcgccgcgccgtctccgctcccgcagaaggcg

S R A F F P P S P A S S A R A R V G L R A A P S P L P Q K A

182 agggcagtgaggtgcgcggctgtggcggcggcgtctgacgtggctcaggtgaaggccgcgcgcgaggacatcagggagcttctcaggacg

R A V R C A A V A A A S D V A Q V K A A R E D I R E L L R T

272 actcactgccaccccatcctggtacgtctaggatggcatgatgctggtacatatgacaagaatattgaggagtggccacaacgaggtgga

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

362 gctaatggaagcttaagatttgatgttgagttgaaacatggagccaatgctggtctgataaatgctctaaagcttatccaaccaattaag

A N G S L R F D V E L K H G A N A G L I N A L K L I Q P I K

452 gacaagtacccgagtatcatcacttatgcagatttatttcagttggcaagtgctacagcaattgaggaagctggtggcccaaagattcca
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632 cacttgagggaggtattctacagaatgggccttgatgacaaggaaattgttgccttgtctggagcacatacacttggaaggtccaggcct

H L R E V F Y R M G L D D K E I V A L S G A H T L G R S R P

722 gaacggagtggctgggggaaaccagaaacaaaatatactaaaaatggtcctggtgcacctggtgggcaatcatggacagttgagtggctg
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812 agatttgataacagttacttcaaggatatcaaagagaaacgagatcaggatcttctggtcctacctacagatgctgctttatttgaggac
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992 ctgggtgcgaagttccaaccgccgcagggattctctttggatgattagtgcagcaccagagccacagtccctgaaacaggaaaatgctgt
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1182 ccttgaacaggatcaagattcaagaggaaacatataattcattgctcttctcatatcatcgtacaagatggactggtccccggcttttca
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134 个 (38.84% )。由此可推测，无规则卷曲是
ScAPX蛋白二级结构中的大量结构元件，α-螺旋、
β-折叠和延伸链分散于整个蛋白质中。

2.2.8 ScAPX蛋白的三维结构预测

SWISS-MODEL在线预测甘蔗ScAPX蛋白的
三维结构，得到空间构象模拟图，ScAPX与其近缘
属植物谷子 (Setaria italic, XP_004975656.1)、玉米
(Zea mays, NP_001132683.1)和高粱(Sorghum bicol⁃
or, XP_002447862.1)的氨基酸序列一致性分别为
91%、97%和99%。将4种植物APX蛋白模拟图进
行多方位比较(图5)，发现上述4个物种APX蛋白三
维结构中氨基酸序列的螺旋和折叠等空间结构特点

基本相同，说明该类蛋白在序列和结构上较为保守。

2.2.9 ScAPX氨基酸同源性分析

将 ScAPX编码蛋白的氨基酸序列进行Blastp
同源搜索，选取高粱(XP_002447862.1)、玉米(NP_

001132683.1)、谷 子 (XP_004975656.1)、短 柄 草
(Brachypodium distachyon, XP_003579783.1)和水稻
(Oryza sativa, NP_001052844.1) 5 条与 ScAPX氨基
酸序列同源性达80%以上的APX蛋白序列进行同
源性分析。由其系统进化树可以看出，ScAPX基因
编码蛋白与高粱APX蛋白同源性最高，其次是玉
米，同源性分别为 99%和 97%(图 6)。氨基酸多序
列比对结果显示(图 7)，抗坏血酸过氧化物酶基因
的编码氨基酸保守性较高。

2.3 组织特异性表达分析

基于实时荧光定量 PCR技术，对甘蔗各组织
ScAPX含量进行特异性分析。以叶的表达量为参
照基准，采用2-ΔΔCt法对基因表达量进行分析。结果

显示(图 8)，自然生长状态下，ScAPX属组成型表达
基因，在甘蔗的根、叶、蔗芽、蔗皮和蔗髓中均有表

达，但其表达量差异较大，在蔗皮中表达量最高，显

图 4 ScAPX蛋白二级结构预测
Figure 4 Predicted secondary structure of sugarcane ScAPX protein
蓝、紫、红和绿色线条分别代表α-螺旋、无规则卷曲、延伸链和β-转角
Blue, purple, red and green lines represent alapha helix, randomcoil, extended strand and β-turn, respectively

甘蔗
Saccharum officinarum

谷子
Setaria italic

玉米
Zea mays

高粱
Sorghum bicolor

图 5 甘蔗ScAPX与谷子、玉米和高粱的APX蛋白空间构象模拟图对比
Figure 5 The conformation simulated diagrams of APX proteins from Saccharum officinarum, Setaria italic, Zea mays
and Sorghurm bicolor
4个物种APX蛋白三维结构中氨基酸序列的螺旋和折叠等空间结构特点基本相同
Spatial structure characteristics of APX proteins from 4 plant species were similar, such as the spiral and folding structure

图 3 ScAPX蛋白保守结构域预测
Figure 3 The prediction of conserved domain in sugarcane ScAPX protein
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甘蔗Saccharum officinarum KJ7565501

玉米 Zea mays NP_001132683.1

谷子Setaria italic XP_004975656.1

水稻 Oryza sativa NP_001052844.1

高粱Sorghum bicolor XP_002447862.11

二穗短柄草Brachypodium distachyon XP_003579783.1

0.05

97

99
97

著高于其他组织(P＜0.05)，蔗髓次之，叶中最低，显
著低于其他组织(P＜0.05)，蔗皮中ScAPX的表达量

是叶中的19.7倍。

2.4 外源胁迫下ScAPX基因的表达情况分析

由图 9可知，ScAPX应答不同外源因子胁迫的

表达量变化有明显差异，胁迫后的ScAPX最高表达
量出现的时间点也各不相同，但总趋势是信号因子

(SA、MeJA和H2O2)处理后的 ScAPX转录本积累量

峰值出现的时间比ABA以及NaCl和 PEG胁迫更
早，而且，前者的 ScAPX转录本变化呈现出胁迫初
期积累量增加，达到峰值后又逐步下降的特点；而

在同样的测试时间(处理后 24 h)内，ABA、NaCl和
PEG处理后ScAPX转录本在达到峰值后未见下降，
尤其是经 NaCl处理后。另一方面，在外源因子
SA、MeJA、H2O2、ABA、NaCl和 PEG胁迫下，虽然
ScAPX表达量变化特点存在明显差异，但该基因的

表达均表现出正响应上述外源因子对甘蔗的胁迫。

图 6 6个物种APX氨基酸序列同源树
Figure 6 Homology tree of 6 plant species based on amino acid sequences of the APXs
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图 7 ScAPX基因编码氨基酸与其同源性植物编码抗坏血酸过氧化物酶的氨基酸比对
Figure 7 Homology analysis of ScAPX encodes amino acids sequences and those from other plant species
黑色部分为氨基酸保守序列，灰色部分为5个序列中保守
Conserved domains are shaded in black and similar residues in 5 sequences are shaded in gray
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3 讨论

前人的研究显示，APX编码蛋白相对分子质
量大约为 30 kD，有些以单体存在，但有些则以二
聚体形式存在(韩立敏, 2007)。本研究中，ScAPX基
因编码蛋白的生物信息学分析结果显示，其相对分

子质量为37.49 kD，这与前人从马铃薯块茎线粒体
中纯化获得的类似于APX蛋白的相对分子质量
(31 kD)相似(De-Leonardis et al., 2000)。此外，Elia
等(1992)也从马铃薯块茎中纯化获得一相对分子
质量为 30 kD的可溶性APX蛋白。本研究氨基酸
序列同源比对结果显示，甘蔗 ScAPX与高粱APX
蛋白同源性最高，达 99%。有关高粱APX蛋白序
列结构分析表明，其不含信号肽，疏水性弱，是亲水

性蛋白，定位于细胞质概率大，第 33~34位氨基酸
序列是其酶活区域，第155~165位氨基酸序列是其
亚铁血红素配基结合区域(陈国强等, 2011)。黄菲
等 (2013) 以 水 稻 APX 基 因 (GenBank 登录 号:
AB053297)为种子序列，利用电子克隆技术获得一
条甘蔗APX的 cDNA全长序列，DNAMAN序列比
对结果显示该序列与本研究获得的ScAPX氨基酸
序列相似度仅为 44.06%，氨基酸结构预测中两者
的分子量、等电点等均不相同，且其为疏水性蛋白，

具有信号肽，为分泌蛋白，无跨膜结构结构域。而

本研究中，生物信息学预测分析显示 ScAPX为亲
水性蛋白，无信号肽，为非分泌蛋白，推测两者属于

APX基因家族的两个不同的成员。本研究中，利用
生物信息学预测 ScAPX编码蛋白也表现出了亚铁

血红素结合位点，并具有丙氨酸残基等高度保守区

域，进一步为甘蔗ScAPX和高粱APX基因具高度同
源性提供了佐证，也为今后该基因的功能研究提供

了一定基础资料。

APX基因的表达受钙离子(Ca2 + )、H2O2、SA和
ABA等的诱导，Agarwal等(2005)研究发现，1 mmol/L
的SA、0.5 mmol/L的ABA、5 mmol/L的Ca2+和 0.05
mmol/L的H2O2均可有效地提高超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)、APX和过氧化氢酶
(catalase, CAT)活性。本研究对非生物胁迫下ROS
变化引起的ScAPX表达情况进行分析，发现目标基
因的表达受 5 mmol/L SA、25 μmol/L MeJA、100
μmol/L ABA、10 mmol/L H2O2、250 mmol/L NaCl和
25% PEG的诱导(图 9)，导致 ScAPX表达量总体呈
明显的上调趋势。这与前人在不同的植物逆境系

统中研究APX基因的表达结果相似，韩立敏(2007)
对丹参 (Salvia miltiorrhiza) (250 mmol/L NaCl)、李
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图 8 ScAPX在甘蔗组织中的表达情况
Figure 8 The specificity analysis of ScAPX in sugarcane tissue
不同小写字母表示差异显著(P＜0.05)；内参基因：GADPH，
n=3；下同
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图9 外源胁迫下ScAPX的表达情况
Figure 9 Relative expression of ScAPX under exogenous
stress
SA：水杨酸 (5 mmol/L)；MeJA：茉莉酸甲酯 (25 μmol/L) ；
ABA：脱落酸 (100 μmol/L) ；H2O2：10 mmol/L；NaCl：250
mmol/L；PEG：聚乙二醇(25%)
SA: Salicylic acid (5 mmol/L); MeJA: Methyl jasmonate(25
μmol/L); ABA: Abscisic acid(100 μmol/L); H2O2: 10 mmol/L;
NaCl: 250 mmol/L; PEG: Polyethylene glycol(25%)
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娜(2011)对毛白杨(Populus tomentosa) (200 mmol/L
NaCl和干旱处理)、马长乐等 (2002)对盐地蓬莱
(Suaeda salsa) (400 mmol/L NaCl)、王利军等(2003)
对葡萄(Vitis vinifera) (100 μmol/L SA)以及蒋明等
(2012)对青花菜 (Broccoli) (1 mmol/L SA)胁迫下，
APX基因的表达量均有不同程度上升。

本研究结果表明，甘蔗 APX为组成型表达基
因，这在蝴蝶兰(Phalaenopsis aphrodite) (许传俊等,
2012)、茶树(Camellia sinensis) (孙云等, 2008)和黄
芩 (Scutellaria baicalensis) (谢小群, 高山林, 2002)
中也已得到验证。王媛(2007)研究发现，杨树(Pop⁃
ulus)受真菌性溃疡病菌(Botryosphaeria dothidea)侵
染后，APX酶的活性在杨树抗、感品种中均有变
化，且 APX酶性在抗病品种中明显高于感病品
种。关西贞等(2000)分析小麦(Triticum aestivum)不
同抗病性水平的品种与白粉病菌(Erysiphe grami⁃
nis)互作时，其感病品种叶片中的APX酶活性上升
的时间较抗病品种滞后。甘蔗在黑穗病菌胁迫

下，抗、感基因型的APX酶活性均有显著提高，但
抗黑穗病病基因型(崖城 05-179)的酶活性全程明
显高于对黑穗病敏感的基因型(柳城 03-182) (图
1)，所以，推测 APX在甘蔗响应黑穗病菌胁迫中发
挥积极的作用。本研究表明，甘蔗受黑穗病菌侵

染后APX酶活性增强，其编码基因 ScAPX在各种
外源胁迫下表达量增加，说明该基因正响应生物

和非生物逆境胁迫。研究结果为后续进一步研究

该基因功能以及开发逆境相关生物标记提供基础

数据。

4 结论

本研究对黑穗病菌侵染后的甘蔗抗、感黑穗病

基因型进行APX酶活性测定，结果表明，抗病品种
的APX酶活性显著高于感病品种。实验从甘蔗中
分离到一个抗坏血酸过氧化物酶基因ScAPX (Gen-
Bank登录号: KJ7565501)，全长 1 171 bp，编码 345
个氨基酸。ScAPX推导的编码蛋白不含信号肽，推
测其为非分泌蛋白，定位于线粒体基质和叶绿体基

质中的概率分别为 91.1%和 88.7%，与高粱、玉米
APX 蛋白氨基酸序列同源性高达 97%以上。
ScAPX为组成型表达基因，在甘蔗根、芽、叶、蔗皮
和蔗髓中均有表达，但表达量在蔗皮中最高，叶中

最低，前者是后者的 19.7倍。在外源胁迫下，尽管
ScAPX表达量变化特点存在差异，但该基因的表达

均表现出正响应 SA、MeJA、H2O2、ABA、NaCl和
PEG对甘蔗的胁迫。
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