
第43卷 第1期

2024年    1月

Vol.43    No.1
Jan. 2024，157~165

华 中 农 业 大 学 学 报
Journal of Huazhong Agricultural University

核酸酶基因LoENDONUCLEASE 1在东方百合花朵
衰老过程中的功能分析

李蕊蕊，刘玉杰，许鑫彤，刘熠，何颖姣，王彩云，罗靖

果蔬园艺作物种质创新与利用全国重点实验室/华中农业大学园艺林学学院，武汉 430070 

摘要 为明确百合（Lilium spp.）花朵衰老发生的分子机制，在东方百合‘西伯利亚’（Lilium oriental hybrid  
‘Siberia’）花被片中克隆了一个衰老相关基因LoENDONUCLEASE 1（SAG10），利用 qRT-PCR进行基因表达

分析，并通过农杆菌介导的拟南芥稳定表达系统和百合花被片瞬时表达体系验证LoENDONUCLEASE 1基因

功能。结果显示，LoENDONUCLEASE 1基因开放阅读框（ORF）为 921 bp，编码 306个氨基酸；LoENDONU⁃

CLEASE 1在百合花朵和叶片的衰老过程中特异表达，且受到脱落酸和水杨酸的诱导；拟南芥过表达LoENDO⁃

NUCLEASE 1株系中叶片叶绿素含量显著低于对照株系，百合花被片中瞬时过表达 LoENDONUCLEASE 1

基因加速了百合花被片的衰老，且过表达花被片中丙二醛和离子渗透率含量显著高于对照。结果表明，LoEN⁃

DONUCLEASE 1具有促进花朵和叶片衰老的功能。
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百合（Lilium spp.）为百合科（Liliaceae）百合属

（Lilium）球根花卉，具有很高的观赏价值和商业价

值，在全球鲜切花市场中占有非常重要的地位［1］。鲜

切花是中国重要的特色园艺产品，其中云南省鲜切

花种植面积全球第一，交易量全球第二，占全国 70%
以上的市场份额，而大部分的鲜切花销售主要集中

在沿海发达城市［2］。目前产销两地分离的现状导致

鲜切花贸易面临长时间、远距离运输的难题［3］。在我

国鲜切花卉生产中，百合切花所占比例越来越高，每

年以 20%的增长幅度快速发展［4］。但百合切花不耐

贮运，受现有保鲜技术的制约，百合切花采收后衰老

进程快速发生，严重影响了百合的瓶插寿命与切花

观赏品质，据统计百合切花采后流通、储藏环节造成

的经济损失高达 40%［5-6］。因此，延缓鲜切花的衰

老，延长观赏期，对于提高鲜切花观赏品质和经济价

值具有重要意义。

花朵的衰老主要表现为花瓣的萎蔫、脱落和褪

色，是一个不可逆但可以调节的过程［7-9］。花瓣衰老

通常被归类为程序性细胞死亡（programmed cell 
death， PCD），这一过程中，植物细胞逐渐走向解体，

大分子物质被降解成小分子，并运输到其他部位维

持种子和幼叶等其他器官的正常生长。研究表明，

花朵衰老进程受到自身发育信号、授粉、激素和环境

信号等多方面的影响［9-10］，衰老信号进一步向下游传

递，最终引起核酸酶、脂肪酶和蛋白酶等介导的生物

大分子降解［11］。

在衰老过程中，有一类和衰老过程密切相关的

基因，统称为衰老相关基因（senescence-associated 
genes， SAGs）［12］，这一概念最早由华人学者甘苏生

提出［13］。 SAG 是一类基因的统称，包括 NAC、

WRKY、MYB等转录因子、PP2C磷酸酶、蛋白酶、核

酸酶等。其中，核酸酶是一类可分解核酸的蛋白，根

据核酸酶作用的位置不同，可将核酸酶分为核酸外

切酶（exonuclease）和核酸内切酶（endonuclease），外

切酶从 5′或 3′末端切割核酸序列，而内切酶从中间

将链断开，部分核酸酶同时具有外切酶和内切酶活
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性［14］。核酸酶作用的底物包括双链DNA（dsDNA）、

单链 DNA（ssDNA）和 RNA 等不同类型，部分核酸

酶具有底物专一性，也有部分核酸酶可以同时作用

于 ssDNA和RNA［15］。已有研究表明，核酸酶在植物

衰老过程中发挥了重要作用。在模式植物拟南芥

（Arabidopsis thaliana）中 ，随 着 衰 老 的 进 行 ，BI⁃
FUNCTIONAL NUCLEASE1（BFN1）、RIBONU⁃
CLEASE3 （RNS3）和 CALCIUM-DEPENDENT 
NUCLEASE1（CAN1）等核酸酶基因的表达被显著

诱导［16］。在观赏植物中，萱草（Hemerocallis hyb⁃
rida）核酸酶基因 DSA6 和香石竹（Dianthus caryo⁃
phyllus）核酸酶基因 DcNUC1 的表达也都随着花朵

的衰老而上调［17-18］。矮牵牛（Petunia hybrida）的研

究发现核酸酶PhNUC1的活性和花朵衰老过程中核

酸的降解具有较高的相关性［19］。然而控制百合花朵

衰老的关键核酸酶基因及其作用机制尚不明确。

笔者所在课题组前期研究发现 3 个核酸酶基因

SAG3、SAG10（LoENDONUCLEASE 1）和 SAG11
在百合花朵和叶片衰老过程中表达水平显著上升，

其中 LoENDONUCLEASE 1 的差异表达变化最为

显著［20］。在此基础上，本研究检测了 ABA 和 SA 处

理下LoENDONUCLEASE 1基因的表达情况，构建

了过表达载体转化拟南芥和百合花被片，以期为明

确该基因的功能，了解百合花朵衰老发生机制、开发

延缓百合切花衰老的保鲜技术、培育抗衰老的百合

新品种提供一定的理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本试验所用新鲜的切花百合品种东方百合‘西

伯利亚’购于武汉南湖花木城切花批发市场，1 h内运

至实验室，于水下修剪花枝茎秆至 30 cm，去除茎基

部的叶子，插入盛有蒸馏水的瓶中，使切花适应实验

室内的温、湿度以及气压等环境条件，拟南芥野生型

为实验室保存的哥伦比亚生态型Columbia-0。
1.2　脱落酸（ABA）和水杨酸（SA）处理

为明确ABA和SA在百合花朵衰老过程中的功

能，使用 100 mg/L 的 ABA 和 200 mg/L 的 SA 对百

合盛开期开放程度一致的百合花朵进行瓶插 24 h处

理，清水处理为对照，每个样品 3次生物学重复。取

处理后的花被片，液氮速冻后保存于−80 ℃超低温

冰箱备用。

1.3　RNA提取和实时荧光定量PCR（qRT-PCR）

使用 RNA提取试剂盒（CW0581M，康为世纪生

物科技股份有限公司）提取百合不同开放时期花朵

和拟南芥叶片的 RNA，使用反转录试剂盒（AE311，
北京全式金生物技术有限公司）合成 cDNA。以百合

LoActin 和拟南芥 AtActin 作为内参基因［20］，使用荧

光定量试剂盒（AQ601，北京全式金生物技术有限公

司）和LightCycler 96荧光定量PCR仪（Roche， Swit⁃
zerland）进行LoENDONUCLEASE 1基因的表达分

析。利用 2−△△Ct 法进行基因相对表达量的分析

计算［21］。

1.4　目的基因ORF扩增和过表达载体构建

参考笔者所在课题组前期已发表的百合转录组

数据［20］，设计 LoENDONUCLEASE 1 ORF 区扩增

引物（试验中用到的引物见表 1），使用高保真 Mix
（TSE101，北京擎科生物科技股份有限公司）扩增序

列，选取酶切位点SalⅠ和KpnⅠ，通过双酶切和同源

重组法构建过表达载体 Super1300-LoENDONU⁃
CLEASE 1。
1.5　LoENDONUCLEASE 1系统进化树构建

利用NCBI中的BLASTP在线工具对LoENDO⁃
NUCLEASE 1 的蛋白序列与其他物种进行比对分

析，使用 MEGA X 软件中的邻接法比对 LoENDO⁃
NUCLEASE 1 及其同源蛋白序列，并构建系统进

化树。

1.6　拟南芥遗传转化和转基因阳性苗筛选

采用花序浸润法进行拟南芥遗传转化［22-23］，抗

性筛选获得转基因阳性苗，对 T4代转基因植株进行

表型观测和生理指标的测定。

1.7　叶绿素含量测定

叶绿素含量测定参照 Chen 等［24］的方法。称取

拟南芥新鲜叶片约 0.2 g，加入 2 mL 80% 丙酮萃取，

60 ℃恒温水浴加热 2 h；以 80% 丙酮为空白对照，测

定波长 663、646 nm 下的吸光值，每个样品 3 次生物

学重复。

1.8　百合花被片中的瞬时过表达

将 Super1300-LoENDONUCLEASE 1 转入农

杆菌 GV3101，取阳性菌过夜培养后离心集菌，重悬

于侵染液中（10 mmol/L 2-吗啉乙磺酸，10 mmol/L 
MgCl2，20 μmol/L 乙酰丁香酮，pH=5.6），调 OD600

值至 0.8。取盛花期的花被片，使用打孔器制备直径

为 12 mm 的百合花被片，浸泡在去离子水里备用。

采用真空抽吸法侵染‘西伯利亚’百合花朵圆片，强
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度为 0.07 MPa。侵染后将圆片用去离子水洗涤 3次

后置于湿润滤纸上，8 ℃暗培养 3 d 后取出正常培养

（此时记为 0 d）。培养条件为：光照强度 5 000 lx；光
照/黑暗时间 10 h/14 h；温度白天 23 ℃/夜间 20 ℃；

相对空气湿度60 %，每隔2 d拍照记录取样。

1.9　离子渗透率测定

取处理后的花被片 0.2 g，浸没于装有 20 mL 蒸

馏水中，200 r/min，25 ℃摇床培养 30 min。在 23 ~
25 ℃恒温条件下用电导仪（DDSJ-308A）测定浸泡液

初始电导率，煮沸冷却后测定总电导率，每个样品 3
次生物学重复。

计算公式［25］：离子渗透率=初始电导率/总电导

率×100%。

1.10　丙二醛（MDA）测定

参考王学奎的硫代巴比妥酸（TBA）法［25］，并作

适当修改：

称取 0.2 g（m）新鲜样品研磨至粉末，加入 2 
mL 5% 三氯乙酸（TCA），震荡混匀，用 TCA 定容

至 5 mL，5 000 r/min，4 ℃离心 10 min，测量上清提取

液体积（V）；吸取 2 mL（V1）上清提取液，加入 3 mL 
0.5% TBA，混合后煮沸冷却，5 000 r/min，4 ℃离心

10 min，测量上清液体积（V2），分别在 450、532、600 
nm波长下测定吸光值，每个处理3次生物学重复。

计算公式：CMDA=［（6.45×（A532−A600）−0.56×
A450）×V2×V］/（V1×m）。

1.11　数据分析

用Excel处理数据，GraphPad Prism 8.3.0绘制图

表，应用 IBM SPSS Statistics 26 对数据进行差异显

著性分析。

2　结果与分析

2.1　百合花朵衰老相关基因SAG的筛选

笔者所在课题组前期分析了 11 个 SAG 基因在

百合花朵开放不同时期、根茎叶花不同器官中的表

达模式，结果表明 SAG10基因在百合花朵和叶片衰

老过程中表达量急剧上升［20］。本研究进一步检测了

SAG10分别在 100 mg/L ABA和 200 mg/L SA处理

后的百合花朵中的表达水平变化，结果显示，ABA和

SA 处理均能诱导 SAG10 的表达，且 SA 处理后

SAG10的表达量显著高于未处理样本（图1）。

*表示在 0.05 水平上差异显著。下同。* indicates the significant 
difference at 0.05 level. The same as follows.

图1 100 mg/L ABA和200 mg/L SA处理后

SAG10的表达分析

Fig.1 The expression of SAG10 in ABA and
 SA-treated lily flowers

表1　本研究所用的引物

Table 1　Primers used in this study

引物名称 Primers

LoENDONUCLEASE 1 qRT F
LoENDONUCLEASE 1 qRT R
LoActin F
LoActin R
AtActin F
AtActin R
LoENDONUCLEASE 1 ORF F
LoENDONUCLEASE 1 ORF R

LoENDONUCLEASE 1 重组 F

LoENDONUCLEASE 1 重组 R

Super F
LoENDONUCLEASE 1 R1

序列 Sequences (5′―3′)
GCATCCCTAATCTTACTCCACCTTG
GCACTGGCAGACTACTACGGG
GGTTGGGATGGGTCAGAAAG
TGTACGACCACTGGCATACAGG
GAAGTACAGTGTCTGGATCGGTG
GGAAATGAAACAAACAAATGGAG
ATGTATTCATTTTCAACCATCTCCG
TCAGGTTGGTGGCGGTATTTC
CTGCAGGGGCCCGGGGTCGAC
ATGTATTCATTTTCAACCATCTCCG
GCCCTTGCTCACCATGGTACC
GGTTGGTGGCGGTATTTCC
GGATAAATAGCCTTGCTTCC
ATGGCAGTCTCTTGTGTAATCG

用途 Usage

表达分析

Expression analysis

ORF序列扩增

ORF amplification

过表达载体构建

Overexpression vector construction

转基因苗阳性检测

Detection of transgenic plants
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2.2　SAG10基因扩增和进化分析

基 于 课 题 组 三 代 转 录 组 测 序 结 果 ，设 计

SAG10 ORF 区引物（表 1），从百合花被片 cDNA
中扩增得到 SAG10 基因 921 bp 的编码区序列。同

源蛋白序列的系统进化分析结果如图 2 所示，

SAG10 蛋白与郁金香（Tulipa gesneriana）衰老相

关蛋白 6（QGT40635.1）同源性最高，但其他大部

分同源蛋白均注释为 ENDONUCLEASE 1，因而

将 SAG10 正 式 命 名 为 LoENDONUCLEASE 1
（WGJ83495.1）。

图2 LoENDONUCLEASE 1的系统进化分析

Fig.2 Phylogenetic analysis of LoENDONUCLEASE 1
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2.3　LoENDONUCLEASE 1 在拟南芥中过表达

分析

利用同源重组法构建 LoENDONUCLEASE 1
基因过表达载体，转化农杆菌 GV3101，使用花序浸

润法将 Super1300-LoENDONUCLEASE 1 载体转

化拟南芥野生型，经过卡那霉素筛选，获得 8个T1代

LoENDONUCLEASE 1 转基因阳性株系（图 3A）。

进一步自交纯合后，得到 T4 代 LoENDONUCLE⁃
ASE 1转基因纯系。表型观测结果显示，转基因株系

拟南芥的抽薹和开花时间较 Super1300 空载株系明

显提前，并且叶片呈现明显的黄化（图 3B），表明过表

达 LoENDONUCLEASE 1 基因在一定程度上促进

植株的衰老。

利用 qRT-PCR 检测异源过表达拟南芥中 Lo⁃
ENDONUCLEASE 1 基因的表达情况，结果显示，

过表达转基因株系中 LoENDONUCLEASE 1 基因

的表达水平极显著高于对照（图4A）。叶绿素含量测

定结果表明，过表达转基因株系中 LoENDONU⁃
CLEASE 1 的 叶 绿 素 含 量 均 极 显 著 低 于 对 照

（图4B）。

2.4　LoENDONUCLEASE 1在百合花被片中的过

表达分析

将携带有绿色荧光蛋白（GFP）的LoENDONU⁃
CLEASE 1 基因过表达载体瞬时转化百合花被圆

片，检测 LoENDONUCLEASE 1 基因的表达情况。

结果显示（图 5），LoENDONUCLEASE 1 过表达的

百合花被片中均能观测到明显的荧光点，表明 Lo⁃
ENDONUCLEASE 1 基因在百合花被片中的瞬时

表达效率较高。

百合花被片中瞬时过表达 LoENDONUCLE⁃
ASE 1基因的表型结果显示，过表达0 d时，百合花被

片均未出现明显表型变化，2 d后LoENDONUCLE⁃
ASE 1 过表达花被片衰老程度明显加快（图 6A）。

qRT-PCR分析结果显示，过表达 2 d时花被片中Lo⁃
ENDONUCLEASE 1 的表达量明显高于 Super1300
对照（图 6B）。同时过表达百合花被片中MDA含量

（图 6C）和离子渗透率（图 6D）极显著高于对照，说明

LoENDONUCLEASE 1 过表达花被片中细胞膜系

统损伤程度较为严重。

3　讨 论

植物衰老是植物细胞受内外因素影响使其植物

器官失去细胞分裂能力并逐渐死亡的一个自然过

1：Super1300 T3-3-9-2；2：LoENDNUCLEASE 1 OE T4-1-3-1-
6；3：LoENDNUCLEASE 1 OE T4-1-3-4-9。 A：LoENDONU⁃

CLEASE 1 基因表达量；B：叶片中叶绿素含量。**表示在 0.01 水

平上差异显著。下同。A： Expression analysis of LoENDONU⁃

CLEASE 1 gene； B： Chlorophyll content in leaves. ** indicates 
highly significant difference at 0.01 level. The same as follows.

图4 转基因拟南芥中LoENDONUCLEASE 1
基因表达分析与叶绿素含量测定

Fig.4 Gene expression analysis and chlorophyll
 content determination in transgenic Arabidopsis thaliana 

overexpressing LoENDONUCLEASE 1 gene

A：转基因阳性系PCR检测结果（M：2 000 bp marker，1-8：阳性系

检测）；B：拟南芥转基因阳性系表型。A：PCR results of transgenic 
positive lines （M：2 000 bp marker， 1-8：Positive lines detection）； 
B：Phenotype of Arabidopsis transgenic positive lines.

图3 LoENDONUCLEASE 1转基因拟南芥

阳性系的鉴定及表型分析

Fig.3 Identification and phenotypic analysis 

of LoENDONUCLEASE 1 transgenic 

Arabidopsis thaliana positive lines
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A：未侵染花被圆片；B：转Super1300空载对照；C：LoENDONUCLEASE 1过表达百合花被片；GFP荧光图与同视角明场，3次生物学重

复。A： Un-infiltrated tepal discs； B： Super1300 empty vector； C： LoENDONUCLEASE 1 overexpressed lily tepals； GFP fluorescence dia⁃
gram and bright field from the same perspective， three biological repeats.

图5 LoENDONUCLEASE 1过表达百合花被片中GFP荧光观察

Fig.5 Observation of GFP fluorescence in LoENDONUCLEASE 1 overexpressed lily tepal discs

A：百合‘西伯利亚’花被片中过表达 LoENDONUCLEASE 1 的表型分析；B：过表达材料中 LoENDONUCLEASE 1 基因的表达；

C：MDA含量；D：离子渗透率。A： Phenotypic analysis of overexpressed LoENDONUCLEASE 1 in tepal discs of Lilium oriental hybrid ‘Si⁃
beria’； B： The expression changes of LoENDONUCLEASE 1 gene in overexpressed materials； C： MDA content； D： Ion leakage rate.

图6 东方百合‘西伯利亚’花被片中过表达LoENDONUCLEASE 1的表型分析和生理指标测定

Fig.6 Phenotype analysis and physiological index determination of LoENDONUCLEASE 1 overexpressed in tepal 
discs of Lilium oriental hybrid ‘Siberia’
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程，通常伴随着营养物质的循环再利用。目前大部

分研究集中在叶片的衰老上。例如，植物营养生长

期间，在营养缺乏或中度胁迫下，老叶开始衰老，使

植物能够利用有限的营养维持幼嫩组织的生长或抵

抗环境胁迫［26］。花在被子植物的繁殖中起着至关重

要的作用，在生殖生长阶段，授粉完成后，花朵完成

其使命，花瓣开始萎蔫或脱落，在衰老前也会将大部

分营养物质分解后运输到发育中的组织，维持植株

的正常生长［27］。同时，激素信号在花朵衰老过程中

发挥了重要作用。乙烯敏感型花卉受乙烯调控后明

显促进花朵的衰老，香石竹花朵衰老过程中涉及到

乙烯和ABA的信号交叉［28］。乙烯不敏感花卉中，脱

落酸和水杨酸等激素的作用较为显著［9-10］，郁金香受

SA 诱导的 TgNAP 基因双重调节 SA 生物合成和

ROS水平，从而加速花朵的衰老［29］。课题组前期研

究发现，ABA和SA在百合花朵衰老后期大量合成，

外源 ABA 和 SA 处理显著加速百合花朵的衰老（未

发表），相关调节机制有待进一步研究。

百合切花的衰老表现为花被片的萎蔫和脱落，

以及叶片的黄化和脱落。花和叶在植物生长发育过

程中发挥不同功能，但其衰老机制具有一定的相似

性，例如乙烯、脱落酸等激素信号的调节、活性氧类

的积累以及生物大分子的降解等生物学过程在花朵

和叶片的衰老过程中均有发生［10， 30］。研究表明，拟

南芥花衰老过程中与核酸降解相关的双功能核酸酶

基因 BFN1 在花瓣和花蕊中表达量极高［31］，然而

BFN1 在植物衰老过程中的生物学功能尚不明确。

在其他物种中，核酸酶基因的功能有一些报道，但其

在不同物种中的功能不完全相同。例如，在芹菜

（Petroselinum crispum Mill.）中，2 个核酸酶基因 Pc⁃
NUC1和 PcNUC2与自然状态及黑暗诱导下叶片衰

老密切相关［32］，而矮牵牛 PhNUC1在花朵衰老过程

中和核酸的降解具有一定相关性［19］。然而以上报道

中基因的功能研究尚缺乏明确的表型和分子证据。

本研究中筛选到响应脱落酸和水杨酸，并在百

合花朵和叶片衰老过程中高表达的衰老相关基因

LoENDONUCLEASE 1，该基因与拟南芥 BFN1
（At1G11190）同源，是百合中鉴定到的首个核酸酶基

因。进一步通过对 LoENDONUCLEASE 1 的功能

研究发现，过表达LoENDONUCLEASE 1促进了转

基因拟南芥叶片的衰老和百合花被片的衰老，表明

百合 LoENDONUCLEASE 1 具有促进植株花朵和

叶片衰老的功能。本研究将为进一步了解百合花朵

衰老发生的相关分子机制和延缓百合切花衰老奠定

理论基础。但 LoENDONUCLEASE 1 作为重要的

核酸酶，其具体作用于哪些核酸的降解，目前还不明

确，有待进一步研究。
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Function analysis of nuclease gene LoENDONUCLEASE 1 during 
flower senescence in Lilium oriental hybrid

LI Ruirui,LIU Yujie,XU Xintong,LIU Yi,HE Yinjiao,WANG Caiyun,LUO Jing

National Key Laboratory for Germplasm Innovation & Utilization of Horticultural Crops/
College of Horticulture and Forestry Sciences， Huazhong Agricultural University，

Wuhan 430070， China

Abstract A senescence-related gene LoENDONUCLEASE 1 （SAG10） was cloned from the tepals 
of Lilium oriental hybrid ‘Siberia’ to study the molecular mechanism underlying the senescence of flower 
in lily （Lilium spp.）. The expression of SAG10 was analyzed with qRT-PCR， and the function of LoEN⁃
DONUCLEASE 1 gene was identified with Agrobacterium-mediated stable overexpression system of Ara⁃
bidopsis thaliana and transient overexpression system of lily tepals. The results showed that the open read⁃
ing frame （ORF） of LoENDONUCLEASE 1 gene was 921 bp， encoding 306 amino acids. LoENDONU⁃
CLEASE 1 was uniquely expressed in the senescence of flowers and leaves in lily， and was induced by ab⁃
scisic acid and salicylic acid. The content of chlorophyll in leaves of Arabidopsis strain with overexpressing 
LoENDONUCLEASE 1 was significantly lower than that in the control. LoENDONUCLEASE 1 gene 
was transiently overexpressed in lily tepals， accelerating the senescence of tepals in lily. The content of 
malondialdehyde （MDA） and ion leakage rate in the overexpressed tepals were significantly higher than 
that in the control. It is indicated that LoENDONUCLEASE 1 can promote the senescence of flowers and 
leaves in lily.

Keywords lily； cut flowers； flower senescence； senescence-associated genes； nuclease； overexpres⁃
sion
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