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水稻香叶醇合成酶的筛选与功能鉴定
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摘　要： 香稻因其品质优良、香味浓郁、清醇可口，长期颇受人们喜爱。香叶醇是一种散发玫瑰香味的高价

值单萜化合物，具有广泛的医药生理活性和应用。然而，香稻中香叶醇含量较低，且香叶醇合成酶功能未被解

析。为筛选和鉴定水稻香叶醇合成酶的候选基因，本研究以已报道的香叶醇合成酶萜烯合酶（TPS）家族和核

苷二磷酸酶 X（NUDIX）水解酶家族基因为靶标，对水稻进行同源序列比对分析和系统进化树分析，结合组织

特异性表达谱，筛选到一个在水稻根和穗中高表达的 NUDIX家族成员 OsNUDX11，该基因与玫瑰和天竺葵

中的香叶醇合成酶亲缘关系较为紧密。通过进一步的蛋白理化性质分析和烟草瞬时表达实验，证实了

OsNUDX11与玫瑰和天竺葵中的香叶醇合成酶亚细胞定位一致。故推测 OsNUDX11参与了香叶醇合成，为

在水稻中大量合成香叶醇提供重要依据。
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香味是稻米重要的食味品质性状和增值指标

之一，因此，香味浓郁的香稻品种在市场上深受消

费者喜爱，如日本的‘宫香’、美国的‘Jasmine85’和
‘Della’等都是世界颇有名气的香稻品种[1]。香稻品

种除了根以外，其余各部位均能散发出香味。香稻

挥发性代谢物有 300多种，包括醛类、酮类、酯

类、酸类、醇类、烃类及杂环化合物等，其中杂环类

和醛醇类在香米中积累丰富[2-3]。研究表明，2-乙酰

基-1-吡咯啉（2-AP）是香稻的主要香味物质 [4]，然

而，对 2-AP之外的其他挥发性代谢物研究不足，

且相应的合成基因尚未充分解析。

香叶醇是一种高价值单萜化合物，具有玫瑰

花香，在植物花器官中含量丰富，如天竺葵（Pelar-
gonium hortorum Bailey）、蜂香薄荷（Mentha cana-
densis Linnaeus）、玫瑰（Rosa hybrid）等[5]。香叶醇

具有广泛的生理活性，如清除过氧化物自由基能

力、抗真菌、抗病毒等[6-7]；对于多种疾病有治疗作

用，如溃疡、血栓、动脉硬化和免疫缺失等[8]。此

外，香叶醇还能促进细胞更新和自我修复，提高细

胞的抗氧化能力，被广泛用作香化日用产品，如作

为玫瑰系精油的主剂、化妆品、护肤品等 [9]。然

而，香叶醇在植物中含量很低，通过提取天然香叶

醇，成本高昂 [10]。水稻（Oryza sativa L.）是一种重

要的经济作物和模式作物，产量高，易于栽培管

理，并拥有完整的基因组信息、成熟的代谢组体系

及高效率的转化体系。有研究表明，三叶期的水

稻中检测到 8种单萜倍半萜类化合物，包括芳樟

醇（16.2±7.6） ng∙g−1，香叶醇（797.4±6.9） ng∙g−1 和反

式橙花叔醇（1 042.0±252.4） ng∙g−1 等[11]，然而香叶

醇合成酶功能尚未解析。

研究表明，香叶醇合成酶主要包括 2个家族，

即定位于质体上的 TPS家族和 NUDIX家族。其

中，TPS家族是通过催化由胞质溶胶中的甲羟戊酸

（MVA）途径和质体中的 2-C-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷
酸（MEP）途径生成的香叶基二磷酸（GPP）直接合成

香叶醇[12]，如罗勒（Ocimum basilicum L.）ObGES[13]、

柑橘（Citrus  reticulata Blanco）CitTPS16[14] 及茶树

（Camellia sinensis）的 CsTPS1[15]；而 NUDIX家族通 
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过水解 GPP的一个磷酸基团生成香叶基磷酸（GP），
再由植物中的非特异磷酸酶水解产生香叶醇，如

玫瑰 RhNUDIX1[16]、天竺葵 PgNdx1[17] 等。本研究以

已报道的香叶醇合成酶基因为靶标，对水稻基因组

进行同源序列比对分析，结合组织特异性表达谱、

蛋白质理化性质分析、系统发育树分析和亚细胞定

位实验，共同筛选水稻香叶醇合成酶基因。研究

结果可为香叶醇合成提供新的基因资源，同时为

实现在水稻胚乳中高效合成香叶醇提供基因资源。

 1　材料与方法

 1.1　生物信息学分析　利用公开数据库 phytozome
（https://phytozome-next.jgi.doe.gov/），分别获得 TPS
家族ObGES和CsTPS1，以及NUDIX家族RhNUDX1
和 PgNdx1的氨基酸序列，与水稻和拟南芥基因组

进行 Blast比对分析，得到其在水稻和拟南芥中的

同源序列。使用 MEGA11软件中的 Clustal W工

具将蛋白序列进行比对分析 ，选择 Neighbor-
joining Tree方法构建系统进化树，筛选出水稻香叶

醇合成酶的候选基因。从国家水稻数据中心（https://
www.ricedata.cn/gene/）获取 OsNUDX11 的 CDS序

列和氨基酸序列；利用 NCBI（https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/）分析蛋白质保守结构域；在 Espasy网站

（https://web.expasy.org/protparam/）对蛋白序列进

行理化性质分析；使用 SWISS-MODEL网站（https://
swissmodel.expasy.org/）对 OsNUDX11蛋白质的

三维结构进行预测；利用 RiceXPro网站（https://
ricexpro.dna.affrc.go.jp/index.html）预测 OsNUDX11
的组织特异性表达谱；在公开的水稻转录组数

据库 TENOR（https://tenor.dna.affrc.go.jp/）上预测

OsNUDX11 的非生物胁迫诱导表达谱；使用 Cell-
PLoc 2.0在线预测工具（http://www.csbio.sjtu.edu.cn/
bioinf/Cell-PLoc-2/）预测亚细胞定位。

 1.2　水稻 cDNA 的获取　选用野生型中花 11（ZH11）
为研究材料，在自然环境下培养至分蘖期，选取健

康的倒一叶片，使用 TRIZOL试剂（赛默飞世尔科

技公司）提取水稻叶片中的 RNA，并用反转录试剂

盒 Supermix（北京全式金生物技术有限公司）将

RNA反转录为 cDNA。反应条件为 42 ℃ 15 min，
80 ℃ 10 s，cDNA保存于−20 ℃ 冰箱。

 1.3　基因克隆和载体构建　以水稻叶片的 cDNA
为模板，利用带有 Gateway接头的 PCR特异性引

物 （F： 5 ′ -aaaaagcaggcttaATGCTCCTCGTCAGATC
CCAC-3′；R：5′-agaaagctgggtaTCACACAGCCAAG
TGGTTGTC-3′），使用高保真酶 KOD FX neo（大连

宝日医生物工程有限公司）扩增。利用琼脂糖凝

胶电泳分析基因扩增结果。扩增片段通过 Gateway
（Thermo Fisher）技术，将扩增片段构建至 pDONR207
载体，转入大肠杆菌 DH5α 感受态中，并测序得到含

正确片段的载体（擎科生物公司）。将比对正确后的

质粒通过Gateway技术，使目的片段构建至烟草瞬时

表达载体（pEAQ-HT-DEST2），使用载体正向引物

和基因特异性反向引物（F：5′-cttcgcaagacccttcctct-
3′；R：5′-TCACACAGCCAAGTGGTTGTC-3′）鉴定。

 1.4　实时荧光定量 PCR 检测基因表达量　使用

Primer 3 Plus设计实时荧光定量 PCR引物（F：5′-
TGACATACCATTTGATTCTCTAGCA-3 ′ ； R： 5 ′ -
TGTTTATAGTGCAGTAGTGGAATTTGA-
3 ′  ），利用 SYBR酶（吐露港生物公司），以水稻

Ubiquitin5 基因作为内参基因对水稻样品的 cDNA
的表达量进行检测。反应程序为：95 ℃ 30 s；95 ℃
10 s，60 ℃ 30 s，40循环；95 ℃ 30 s；65 ℃ 30 s；95
℃ 30  s。每个样品采取 3个生物学重复，采用

2−ΔC 法计算相对表达量。

 1.5　组织特异性表达谱构建　将野生型水稻 ZH11
的种子浸种出芽后，点种于水培盒中，置于 30 ℃、

50%湿度、光照 16 h + 黑暗 8 h的光照培养箱中

培养至分蘖长出，分别取样倒一叶、倒二叶、倒三

叶、叶鞘、根、第一节点、第二节点、第三节点

8个样品，置于液氮速冻后−80 ℃ 保存；将水稻种

至土中，观察水稻生长至开花期，取倒一叶、倒二

叶、倒三叶、叶鞘、花、穗、穗梗、根、第一节点、

第二节点、第三节点 11个样品，置于液氮速冻后

−80 ℃ 保存；以开花后 21 d为成熟期，取倒一叶、

倒二叶、倒三叶、叶鞘、穗、穗梗、胚乳、根、第一

节点、第二节点、第三节点 11个样品，置于液氮速

冻后−80 ℃ 保存。每个样品为 3株材料的混合样品。

 1.6　水稻幼苗冷胁迫处理　使用两周龄的野生型

水稻 ZH11幼苗，置于 4 ℃ 环境下 48 h，处理期间

分别在 0、2、4、6、12、24、36及 48 h取样幼苗的

倒一叶片，每个实验样品为 3株材料的混合样品。

 1.7　亚细胞定位实验　将携带目的片段的烟草瞬

时表达载体转化至 GV3101农杆菌感受态细胞中

（上海维地生物）。挑取阳性单克隆菌落进行菌落
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PCR鉴定，接种至含相应抗性的 LB培养基中，28 ℃
恒温摇床振荡过夜培养。以 5 000 r·min−1 转速离心

5 min收集全部菌液，加入烟草缓冲液 [10 mmol·L−1

MgCl2， 10  mmol·L−1  4-吗 啉 乙 磺 酸 （MES）， 100
µmol·L−1 乙酰丁香酮（Acetosyringone）]重悬菌体

并调整菌液 OD600 至 1.0，避光复苏 2 h后。采用

无针头注射器将菌液注射至烟草叶片背部，经黑

暗条件下培养 24 h，光照条件下培养 24 h后，使用

蔡司 LSM900共聚焦显微镜观察荧光现象。

 2　结果与分析

 2.1　水稻香叶醇合成酶 OsNUDX11 的筛选　为了

筛选水稻香叶醇合成酶，笔者以罗勒和茶叶中已经

报道的萜烯合酶 TPS家族香叶醇合成酶基因

ObGES 和 CsTPS1 为靶标。对水稻基因组进行

BLAST分析（表 1）。结果表明，与 ObGES相似度

最高的是 LOC_Os02g02930（Identity=34%），LOC_
Os02g02930 编码 OsLIS，在水稻中发挥芳樟醇合

酶的功能；而与 CsTPS1 相似度最高的是 LOC_
Os01g23530（Identity=32%）， LOC_Os01g23530 编

码 OsTPS1，该基因在水稻中具有红没药醇合成酶

的功能。以玫瑰香叶醇合成酶基因 RhNUDX1 和

天竺葵香叶醇合成酶基因 PgNdx1 为靶标，对水稻

基因组进行 Blast分析。结果表明，与 RhNUDX1
和 PgNdx1 相 似 度 最 高 的 是 LOC_Os09g38040
（Identity=45%）（表 1），且该基因功能并未表征。

 
 

表 1    香叶醇合成酶同源序列比对结果

Tab. 1　Homologous sequence alignment of geraniol synthase

候选基因
Candidate genes

Blast 结果
Blast

描述
Description

长度/aa
Length

比特得分
Bit score

期望值
E-value

相似度/%
Identity

ObGES Os02g0121700 OsLIS 596 290 1e-78 34

Os08g0139700 （E）-&beta;-caryophyllene synthase 577 262 5e-70 34

Os08g0139700 Similar to terpene synthase 6 520 261 1e-69 34

CsTPS1 Os01g0337100 OsTPS1 555 276 3e-74 32

Os04t0344100 Similar to OSIGBa0106G08.3 protein. 544 258 7e-69 31

Os08t0168000
Terpene synthase, Resistance to aphids
（Rhopalosiphum padi） 547 251 8e-67 33

RhNUDX1 Os09g0553300 NUDIX hydrolase domain containing protein 185 40.4 5e-04 45

Os06g0634300 Similar to Nudix hydrolase 2 331 32 1.4e-01 29

Os08g0139700 Similar to terpene synthase 6 520 261 1e-69 31

PgNdx1 Os09g0553300 NUDIX hydrolase domain containing protein 185 37 4e-03 32

Os08g0375900 Similar to Nudix hydrolase 22 251 36.6 7e-03 35

Os06g0129700 Nudix hydrolase 14 326 34.3 2.6e-02 40
 

LOC_Os09g38040 编码 OsNUDX11，为进一步

确认 OsNUDX11 是否与香叶醇合成有关，分别检

索已命名的水稻和拟南芥 NUDIX家族成员，发现

27个拟南芥和 17个水稻 NUDIX水解酶家族成

员，将其与玫瑰和天竺葵的香叶醇合成酶蛋白序

列构建系统发育树。系统发育树显示，OsNUDX11
与 AtNUDX23、PgNdx1及 RhNUDX1显示出较为

紧密的亲缘关系（图 1），而 AtNUDX23已被鉴定

为黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）焦磷酸水解酶[18]，一

种参与黄素代谢负反馈调控的水解酶，这表明

OsNUDX11在水稻中很可能参与香叶醇的生成。

基因结构分析结果表明，OsNUDX11 基因含有

7段外显子和 6段内含子，编码区共 813个核苷酸，

编码 271个氨基酸（图 2-a）。利用 NCBI在线网站

的 CDD功能对 OsNUDX11蛋白质序列的保守结

构域进行分析。结果表明，OsNUDX11与RhNUDX1
和 PgNdx1存在一个相同的保守结构域（图 2-b），
推测 OsNUDX11可能具有香叶醇合成酶的功能。

 2.2　OsNUDX11 的蛋白质理化性质分析　采用

Espasy在线网站对 OsNUDX11蛋白序列进行理
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化性质预测，结果表明，OsNUDX11蛋白质相对分

子量为 29.66 kDa，理论等电点为 8.87，总平均亲水性

GRAVY为-0.118，疏水性曲线与跨膜趋势分析中

氨基酸序列密集均分布在负值以下（图 3-a，图 3-b），

表明该蛋白为亲水性蛋白且不易发生跨膜；不稳定系

数为 71.95，表明该蛋白在体外环境中易失活；脂肪

系数为 92.19，表明其热稳定性较好，在温度波动范

围内不易因热胁迫失活，但在酶的参与下容易失活。
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图 1    NUDIX 水解酶家族系统发育树
Fig. 1    The phylogenetic tree of the NUDIX hydrolase family

注：Os，水稻；At，拟南芥；Pg，天竺葵；Rh，玫瑰；包括 17个水稻 NUDIX水解酶家族成员，27个拟南芥 NUDIX水解酶家族成员，一个天竺葵
NUDIX水解酶家族成员 PgNdx1以及一个玫瑰 NUDIX水解酶家族成员 RhNUDX1。

Note: Os, Oryza sativa; At.Arabidopsis thaliana; Pg, Pelargonium hortorum Bailey; Rh, Rosa hybrid; These include 17 members of the rice NUDIX
hydrolase family, 27 members of the Arabidopsis thaliana NUDIX hydrolase family, a Pg NUDIX hydrolase family member PgNdx1, and a Rh NUDIX
hydrolase family member RhNUDX1.
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(a) Gene structure of OsNUDX11; (b) OsNUDX11 RhNUDX1 and PgNdx1 protein sequence alignment results. The red box represents the conserved
domains of NUDIX hydrolase shared by the three protein sequences.The PSSMID number is 239948.

图 2    OsNUDX11 基因的结构和蛋白质保守结构域分析
Fig. 2    Analysis of the structure and protein conservative domain of OsNUDX11 gene
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使用 SWISS-MODEL在线网站预测 OsNUDX11
蛋白质的三维结构 ，结果表明 ，OsNUDX11与

RhNUDX1蛋白的三维结构相似，均具有两个螺旋

结构以及排列整齐的网状结构（图 3-c）。
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（a）OsNUDX11蛋白质疏水性分析，纵坐标为疏水性评分，横坐标为氨基酸长度，评分越高说明蛋白质疏水性越好；（b）OsNUDX11蛋白质跨膜
区预测，纵坐标为跨膜评分，横坐标为氨基酸长度，评分越高说明该蛋白在发挥功能时可能发生跨膜；（c）OsNUDX11与 RhNUDX1蛋白质三级结
构，红色箭头标注为螺旋结构，蓝色箭头标注为网状结构。

(a)  Hydrophobicity  analysis  of  OsNUDX11 protein:  Hydrophobicity  score  is  on  the  vertical  axis,  and  amino acid  length  on  the  horizontal  axis;  the
higher  the  score,  the  better  the  hydrophobicity  of  the  protein.  (b)  OsNUDX11  protein  transmembrane  region  prediction:  The  vertical  axis  represents
transmembrane score and the horizontal axis represents amino acid length; the higher the score, the more likely the protein may undergo transmembrane
transition while performing its function. (c) The tertiary structures of OsNUDX11 and RhNUDX1 proteins are indicated by a red arrow indicating a helical
structure and a blue arrow indicating a reticular structure.

图 3    OsNUDX11 蛋白质的理化性质与 OsNUDX11 和 RhNUDX1 蛋白质的三维结构
Fig. 3    The physicochemical properties of OsNUDX11 protein the tertiary structure of OsNUDX11 and RhNUDX1

proteins
 

 2.3　OsNUDX11 的表达模式　为探究 OsNUDX11
在水稻中的表达模式，首先使用 RiceXPro预测

OsNUDX11 的组织特异性表达模式，结果表明，

OsNUDX11 在根和穗中表达量较高（图 4-a）。为

了进一步探究 OsNUDX11 的表达模式，分别对分

蘖期、开花期以及灌浆期的野生型水稻 ZH11的

30个不同组织的表达量进行测定。结果表明，

OsNUDX11 在水稻的根和穗中表达量较高，与网

站预测结果一致（图 4-b）。为探究 OsNUDX11 受

到非生物胁迫的响应，本研究使用 TENOR在线网

站对不同胁迫下 OsNUDX11 表达量进行预测，结

果表明，OsNUDX11 对渗透胁迫和冷胁迫的响应较

为明显（图 4-c）。为验证该预测结果，使用野生型

水稻 ZH11的三叶期幼苗在 4 ℃ 环境下处理 48

h，并分别测定 0 h、2 h、4 h、6 h、12 h、24 h、36
h以及 48 h叶片的基因表达量，结果表明，在冷处

理后 OsNUDX11 的表达量随处理的时间增加，表

达量显著提高（图 4-d），说明 OsNUDX11的表达

受冷胁迫调控，与网站预测结果一致。

 2.4　OsNUDX11 亚细胞定位　为明确OsNUDX11
蛋白的亚细胞定位，利用 Cell-PLoc 2.0在线预测

工具对 OsNUDX11蛋白序列进行分析，预测结果

显示其亚细胞定位与大多数萜烯合酶一致，均定位

于叶绿体（图 5-a）。之后将 35S:OsNUDX11-eGFP
融合表达载体（实验组）及 35S:eGFP空载体（对照

组）转入农杆菌感受态细胞 GV3101中，分别注射

至 1月龄烟草叶片，培养 48h后使用共聚焦显微

镜观察荧光现象。结果表明，与 GFP空载相比，
 

0

叶片 Leaf

盐 Salt

低磷 Low P

高磷 High P

高镉 High Cd

低镉 Low Cd

干旱 Dry

洪水 Flood
冷 Cold

渗透 Osm
otic

脱落酸 ABA

茉莉酸 JA

叶鞘 Leaf
 sheat

h
根 Root

茎 Stem
s

花 Flower

雌蕊 Inflores
cen

ce

雄蕊 Anther

种皮 Pisti
l

子房 Ovary

胚 Embory

胚乳 Endosperm

倒
一
叶

 Flag
 le

af

第
一
节
点

 Firs
t n

od
e

第
二
节
点

 Seco
nd

 no
de

第
三
节
点

 Thir
d n

od
e

第
一
节
点

 Firs
t n

od
e

第
二
节
点

 Seco
nd

 no
de

第
三
节
点

 Thir
d n

od
e

第
一
节
点

 Firs
t n

od
e

第
二
节
点

 Seco
nd

 no
de

第
三
节
点

 Thir
d n

od
e

倒
二
叶

 Top
 se

co
nd

 le
af

倒
三
叶

 Top
 th

ird
 le

af

倒
一
叶

 Flag
 le

af

倒
二
叶

 Top
 se

co
nd

 le
af

倒
三
叶

 Top
 th

ird
 le

af

叶
鞘

 Leaf
 sh

eat
h

叶
鞘

 Leaf
 sh

eat
h

倒
一
叶

 Flag
 le

af

倒
二
叶

 Top
 se

co
nd

 le
af

倒
三
叶

 Top
 th

ird
 le

af

叶
鞘

 Leaf
 sh

eat
h

花
 Flow

er

穗
 Pan

icl
e

穗
梗

 Ped
un

cle

穗
 Pan

icl
e

穗
梗

 Ped
un

cle

胚
乳

 End
osp

erm

根
 Roo

t

根
 Roo

t

根
 Roo

t

5 000

10 000

0
500

1 000
1 500
2 000

0
0 h 2 h 4 h 6 h 12 h 24 h 36 h 48 h

** ** * *** *

***

***

3

6

9

12

2 500
3 000
3 500
4 000

15 000

相
对

表
达

水
平

/倍
数

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 le
ve

l/F
ol

d

(a) (b)

(c) (d)

0
0.004
0.008
0.012
0.016
0.020
0.024
0.028
0.032

分蘖期
Tillering

开花期
Flowering

灌浆期
Filling

cy
3 
信

号
强

度
/R

FU
cy

3 
si

gn
al

 in
te

ns
ity

/R
FU

上
四

分
位

数
归

一
化

 R
PK

/(r
ea

ds
/k

b)
U

pp
er

-q
ua

rti
le

 n
or

m
al

iz
ed

 R
PK

/(r
ea

ds
/k

b)

相
对

表
达

水
平

/倍
数

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 le
ve

l/F
ol

d

第 1 期 谭舒畅等: 水稻香叶醇合成酶的筛选与功能鉴定 61



35S:OsNUDX11-eGFP的绿色荧光与叶绿体红色

自发荧光完全重叠（图 5-b），表明 OsNUDX11与玫

瑰 RhNUDX1和天竺葵 PgNdx1亚细胞定位一致，

三者均在质体中发挥功能，进一步说明 OsNUDX11

很可能参与香叶醇合成过程。

 3　讨　论

NUDIX家族水解酶是一类普遍存在于真核生
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（a）RiceXPro网站由芯片测序测得的 OsNUDX11 表达谱图；（b）OsNUDX11 表达谱图。其中相同颜色代表不同时期的相同组织；（c）TENOR网
站预测的 OsNUDX11 诱导表达谱图；（d）OsNUDX11 对冷胁迫的表达谱图。

(a) OsNUDX11  expression  profile  obtained  from  chip  sequencing  on  the  RichXPro  website;  (b) OsNUDX11  expression  profile.  The  same  color
represents  the  same  tissue  from  different  periods;  (c) OsNUDX11  induced  expression  profile  predicted  by  TENOR  website;  (d)  Expression  profile  of
OsNUDX11 under cold stress.

图 4    OsNUDX11 的表达谱和诱导表达
Fig. 4    OsNUDX11 expression profile and induced expression
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图 5    OsNUDX11 亚细胞定位预测结果（a）和 OsNUDX11 亚细胞定位结果（b）
Fig. 5    The subcellular localization prediction results of OsNUDX11 and the subcellular localization results of OsNUDX11

注：eGFP-OsNUDX11融合蛋白在 1月龄本氏烟草叶片中瞬时表达。eGFP呈绿色荧光，叶绿体在 488 nm激发光下呈自发红色荧光，绿色荧光
与红色荧光叠加后呈现黄色荧光。标尺为 20 μm。

Note:  The  eGFP-OsNUDX11  fusion  protein  was  transiently  expressed  in  the  leaves  of  1-month-old Nicotiana  benthamiana.  eGFP  shows  green
fluorescence,  chloroplasts  show spontaneous  red  fluorescence  under  488  nm excitation  light,  and  yellow fluorescence  appears  after  the  superposition  of
green fluorescence and red fluorescence. The scale bar is 20 μm.
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物中的水解酶，其功能主要是水解核苷二磷酸化

合物[19]。在植物体中，NUDIX家族水解酶主要定

位在胞质溶胶、线粒体和叶绿体中，控制着多种代

谢物的合成，并广泛参与生物和非生物胁迫反应，

如干旱、辐射、盐度和病原体攻击 [20]。拟南芥

AtNUDX9 主要负责水解 GDP-D-甘露糖生成甘露

糖 1-磷酸，通过调节根中的蛋白质 N-糖基化参与

GDP-D-Man水平的调节，从而影响铵敏感性[21]；大

麦 HvNUDX12具有 8-氧代-dGTP、四磷酸二腺苷

（Ap4A）和鸟苷四磷酸（ppGpp）焦磷酸水解酶活

性，该独特的结构可耐受非生物胁迫的反应[22]，如

受紫外 UV-C诱导后，HvNUDX12 基因表达量显

著上调；水稻 OsNUDX2的重组蛋白可在体外水解

8-氧代-dGTP，以及二甲基烯丙基二磷酸（DMAPP）
和异戊烯基二磷酸（IPP），OsNUDX2通过不同的

底物特异性和同一性有效降低紫外线胁迫[23]；而

OsNUDX14 定位在线粒体，参与调控水稻木质素

的生物合成，同时调控水稻叶夹角和籽粒垩白度

等农艺性状[24]。

本研究利用已报道的香叶醇合成酶进行BLAST
比对，鉴定并克隆了一个水稻已被命名的基因

OsNUDX11，通过荧光定量实验验证了 OsNUDX11
在根和穗中表达量较高且受冷处理诱导，亚细胞

定位证实了 OsNUDX11 编码的蛋白质在叶绿体中

定位，这一定位与玫瑰和天竺葵中报道的 RhNUDX1
与 PgNdx1一致。但笔者发现 OsNUDX11与玫瑰

香叶醇合成酶 RhNUDX1的蛋白质三维结构仍存

在一定差异，因此后续还需要对 OsNUDX11催化

香叶基二磷酸生成香叶醇的机制进行进一步探

究，为解析 OsNUDX11催化活性提供理论依据。

氨基酸序列比对分析表明，OsNUDX11与拟

南芥 AtNUDX23同源关系较近，AtNUDX23 在南

芥叶片中高度表达，定位在叶绿体中，通过与叶绿

体中的八氢番茄红素合酶（PSY，phytoene synthase）
和牻牛儿牻牛儿基焦磷酸合酶 （geranylgeranyl
diphosphate synthase, GGPPS）直接相互作用来调

节类胡萝卜素的生物合成[25]，同时 AtNUDX23在

质体中发挥黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）焦磷酸水

解酶活性，通过水解黄素单核苷酸（FMN）和 5’-腺
苷酸（AMP），使二者结合产生 FAD，从而调节植物

细胞中的黄素稳态[18]。本研究推测 OsNUDX11可

能通过水解香叶基焦磷酸 GPP 来合成香叶醇。因

此，还需继续验证 OsNUDX11可能同时调节水稻

类胡萝卜素生物合成与调节水稻生长发育过程中

黄素的稳态。
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Screening and functional characterization of
rice geraniol synthase
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Abstract： Fragrant  rice  has  long  been  cherished  for  its  superior  quality,  potent  aroma,  delicate  flavor,  and  pleasant  texture.
Geraniol,  a  valuable  monoterpene  with  a  rose-like  odor,  exhibits  a  broad  spectrum  of  medicinal  and  physiological  activities.
Despite  its  popularity,  fragrant  rice  varieties  typically  contain  low levels  of  geraniol,  and  the  biochemical  function  of  geraniol
synthase  in  these  plants  remains  undefined.  In  this  context  the  previously  reported  geraniol  synthase,  terpene  synthase  (TPS),
family  and  the  nucleoside  diphosphatase  X  (NUDIX)  hydrolase  family  were  employed  to  select  candidate  genes  for  geraniol
synthase in rice by using homologous sequence alignment analysis and phylogenetic tree analysis of rice, combined with tissue-
specific expression profiles, and OsNUDX11, a member of the NUDIX family that is highly expressed in rice roots and panicles
was identified. This gene is closely related to geraniol synthases from Rosa rugosa (rose) and Pelargonium graveolens (geranium).
Further analysis of protein physicochemical properties and tobacco transient expression assays confirmed that OsNUDX11 shares
consistent  subcellular  localization  with  geraniol  synthases  from  rose  and  geranium.  It  is,  thus,  inferred  that  OsNUDX11  be
involved in geraniol biosynthesis, which provides a crucial basis for the large-scale synthesis of geraniol in rice.
Keywords：rice；geraniol；NUDIX hydrolases；subcellular localization
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