
43
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摘 要：木质素对烟叶抗性形成具有重要意义，但含量过高会降低卷烟产品品质。为系统探究木质素在烟叶成熟期合成积累的关

键点及调控基因的变化规律，本研究以 K326 为试验材料，测定烤烟中部叶成熟期叶片硬度、组织结构、木质素含量及相关合成酶

基因的表达模式。结果表明，成熟期是烤烟木质素合成积累的重要时期，在整个成熟期后烟叶木质素含量和硬度呈现先增加后降低

的变化规律，在打顶后 30 天，木质素含量和烟叶硬度达到最大值；烟叶成熟期木质素合成酶相关基因的 qRT-PCR 表达分析表明：

PAL、C4H、4CL1、CCR1、CCoAOMT5、COMT1、CAD2、PAO1 和 F5H1 基因表达规律与木质素变化规律较为一致，呈现先增加后

降低的变化趋势，且在打顶后 30 天，表达量达到峰值。其中 PAL、C4H、CCR1、CAD2 和 PAO1 基因对烟叶木质素合成积累的贡献

较大（p<0.01，r=0.93, 0.90, 0.91, 0.90, 0.89；P=0.24, 0.19, 0.16, 0.17, 0.19），是烟叶木质素合成积累过程中的关键调控基因。

关键词：烤烟；木质素；基因表达模式；成熟期

基金项目：湖北中烟工业有限责任公司资助项目“黄鹤楼原料需求区域拓展技术研究及应用”（2018A011YL05），河南中烟工业有限责任公司

科技创新项目“碳氮专用复合肥工程研发”（ZW2014005）
作者简介：高娅北（1995—），在读硕士研究生，研究方向为烟草调制加工，Email：gyb1995@126.com
通讯作者：宋朝鹏（1978—），副教授，主要从事烟草调制的教学科研工作，Email：ycszp@163.com
收稿日期：2018-10-25；网络出版日期：2019-04-12

木质素作为植物细胞壁的主要组成成分，与植物

的抗倒伏能力、抗病性以及抗旱性等多种在生长发育

过程中所形成的抗性特征密切相关 [1-3]，但在卷烟原

料的生产上，过高的木质素含量会对卷烟产品燃吸时

的感官质量以及安全性方面产生不利影响 [4]。而成熟

期是植物生长发育的关键时期，因此，探究成熟期烤

烟木质素代谢机理可以合理调控烟叶的木质素含量，

对促进优质烟叶的生产以及优质卷烟产品的生产具有

重要意义。目前，国内外学者对于木质素的合成途径

进行了大量研究，主要集中于 2 个方面，一是苯丙烷

类代谢途径，即木质素与其他酚类物质合成所用的公

共路径，主要包括 PAL（苯丙氨酸解氨酶）、C4H（肉

桂酸 4- 羟化酶）、4CL（4- 香豆酰 CoA 连接酶）3
种关键酶类，他们的基因表达量对木质素及其他酚类

物质的生物合成及含量高低有重要影响 [5-7]；二是木

质素单体合成的特异路径，主要包括上游的 C3H（香

豆酸 3- 羟化酶）、HCT（莽草酸羟基肉桂酰转移酶）、

COMT（咖啡酸 O- 甲基转移酶）、CCoAOMT（咖

啡酰CoA-O-甲基转移酶）和F5H（阿魏酸5-羟基化酶）

以及下游的CCR（羟基肉桂酰CoA还原酶）、CAD（肉

桂酸脱氢酶）和 PAO（多胺氧化酶），这些合成酶

基因表达量的高低不仅影响木质素含量的高低，还对

其单体的组成有较大影响 [8-11]。但关于烟草木质素合

成路径的研究多集中于木质素与其他酚类物质合成的

共用路径以及合成特异途径中的少数几个合成关键酶

方面 [12-14]，缺乏对其的合成路径进行全面系统深入的

研究，对于烤烟烟叶成熟过程中木质素合成积累的关

键时期及合成关键酶基因尚不清楚。本研究以 K326
为材料，测定烟株成熟期烟叶生长发育过程的中部叶

片硬度、叶片组织结构和木质素含量，应用 qRT-PCR
（荧光定量 PCR）方法分析木质素合成路径上的 12
个相关合成酶基因 PAL、C4H、4CL1、4CL2、C3H、
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F5H1、HCT1、CCR1、CCoAOMT5、COMT1、CAD2
和 PAO1 的表达量，探究烤烟木质素在成熟期的合成

规律、合成积累的关键点及其关键酶基因表达规律，

旨在系统探究烟叶木质素合成的分子调控机制，为烤

烟品种选育及优质烟叶生产提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验设计

田间试验于 2018 年在河南省洛阳市洛宁县烟草科

技示范基地（地处东经 111°38＇，北纬 34°26＇）进行。

试验田植烟土壤为黄棕壤，肥力中等，0~20 cm 土层

含有机质 13.54 g/kg、碱解氮 75.16 mg/kg、速效磷

9.16 mg/kg 和速效钾 164.38 mg/kg，土壤 pH 7.26。
选用 K326 为试验品种。按照当地优质烟叶生产

技术规范种植管理，行距 110 cm，株距 55 cm，单株

留叶数 18~20 片，烟田施氮量为 72 kg/hm2，使用烟

草专用复合肥，N : P2O5 : K2O = 1 : 1 : 2。在打顶后当

天、10 d、20 d、30 d、40 d 和 50 d 进行取样（打顶

后 30 天中部叶达到适熟状态），采集生长情况正常、

叶片完整且朝向一致的烤烟中部叶（10~12 叶位）20
片，其中 10 片在采后立即去除主脉，混合第 6 至第

7 支脉叶肉样品 10 g 左右，用锡纸和纱布包裹后放入

液氮中速冻，于 -80 ℃超低温冰箱中进行保存，用于

烟叶木质素含量和相关合成酶基因表达量的测定，其

余鲜烟叶用于叶片硬度及组织结构测定。

1.2　测定指标与方法

1.2.1　叶片硬度和组织结构测定。

烟叶硬度测定参照蒋博文等 [15] 的方法，采用质

构仪进行烟叶硬度测定；烟叶组织结构测定参照宋朝

鹏等 [16] 的方法，利用 8 mm打孔器分别在打顶后当天、

30 天和 50 天的叶片中部进行取样，采用常规石蜡包

埋染色处理，制片，在 Olympus 光学显微镜下利用

测微尺对叶片、上下表皮、海绵组织、栅栏组织厚度

进行测量 [17]。

1.2.2　木质素含量测定方法

将新鲜烟叶样品在 80 ℃下烘干至恒重，将干燥

后的样品磨碎过 40 目筛，称取 5 mg 于 10 ml 玻璃试

管中，采用苏州科铭生物技术有限公司生产的木质素

含量微量法试剂盒进行烟叶木质素含量测定。

1.2.3　木质素相关合成酶基因表达量分析

在 NCBI 的 Gene 数据库（NCBI; http://www.ncbi.
nlm.nih.gov）检索烟草木质素合成相关酶的编码基

因，分别获得普通烟草 PAL、C4H、4CL1、4CL2、
C3H、F5H、HCT、CCR、CCoAOMT、COMT、
CAD 和 PAO 蛋白的编码区序列（图 1）。将获得的

每个基因家族序列进行多序列比对，通过 SMART 
（http://coot.embl-heidelberg.de/SMART）在线软件预

测基因的保守区域，利用 Primer 5.0 在基因的 5' 保守

区域设计特异 qRT-PCR 引物（表 1）。

采用 Trizol 法提取烟草样品中总 RNA，反转录合

成 cDNA [18]。利用 QuantiFast SYBR Green PCR Kit 试
剂盒（Qiagen，Germany）在 LightCycler 480 Ⅱ型荧

光定量 PCR 仪（Roche，Swiss）上进行 qRT-PCR。
选用烟草核糖体蛋白编码基因 NtL25 作为内参基因，

反应程序为：95 ℃30 s，95 ℃30 s，60 ℃30 s，72 ℃ 30 s，
95 ℃ 30 s，40 个循环。实验结果采用 2-ΔΔCt 算法进行

分析，确定各基因的相对表达量 [19]。试验设置 3 次

重复。

1.3　数据分析

运用 Microsoft Excel 2010 进行试验结果统计整

理，运用 Origin 2018 进行图片绘制，运用 SPSS 22
进行方差分析及通径分析。

表 1 烟草木质素合成相关酶基因 qRT-PCR 引物序列

Tab.1 qRT-PCR primer sequence of lignin-related synthetase gene in tobacco leaves

合成路径
Synthetic pathway

基因名称
gene name

基因登录号
Gene ID

引物序列 5ˊ-3ˊ
Primer sequence5ˊ-3ˊ

木质素合成
Lignin synthesis

PAL 107792668, 107786762, 107769293, 107761482, 
107831213, 107820497, 107802063, 10780256, 

F:CTCACTGGTTTTGGTGCTACT

R:AGGCTGCAACTCGAAAAATC

C4H 107823514, 107812882, 107791262
F:GGCAATCCCTCTTTTAGTCCC

R:CTCCTACCAACACCAAATGGA

4CL1 107803673, 107803813, 107785405, 107814113
F:GAACTCAAATCGAACGAATC

R:ATGACCCTCCTGAAAATTGTTTAC

4CL2 107797004, 107766072
F:ATTATCTCCGTCGACTAATTGAGC

R:GTCACGAACGGAAGCCTTAACA
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合成路径
Synthetic pathway

基因名称
gene name

基因登录号
Gene ID

引物序列 5ˊ-3ˊ
Primer sequence5ˊ-3ˊ

木质素合成
Lignin synthesis

CCR1 107786653, 107804645, 107787492, 107816628, 
107770552, 107829067, 107815050, 

F:CCTCACTGGCTCTGCTAAAACAT

R:TTCTCTTGTAGGCTCTTCACCG

C3H 107800961
F:CCTCATTATGTGAAAGTAAGGAAGC

R:TTCTGAGTTCATAAATCTCTTCCCA

HCT1 107772942, 107789426, 107826939, 107809545, 
F:CTCAACCCACTCCCAACCAT

R:GCCTCCTTTAGCACTTTTCCG

CCoAOMT5 107770611, 107797097, 104226583, 104229202, 
104241444

F:AATGGTTCTGTGGTGGCTCC

R:CGGCGGCACAAGGTAATG

COMT1 107795225, 107809583, 107808034, 107793948, 
107792974, 

F:GATGTTGGAGGTGGTCTTGGA

R:CTGGTTTCACTGGTAAAATGGC

CAD2 107816761, 107790741
F:GAGGGTATGGCACCAGAACAA

R:GATGTCCCATTGCCTTTGCTAT

F5H1 107811350, 107800782, 107799312, 107792945
F:TTCTCTCCAAATCTCGCCGT

R:GTTTTCTCATCTGCCGCCA

PAO1 107832568
F:CTCGTTTTGTACCGGGAC

R:AACCTCACAATCAGCATGGA

内参基因
Reference gene L25 L18902

F:GCTTTCTTCGTCCCATCA

R:CCCCAAGTACCCTCGTAT

注：F 表示上游引物，R 表示下游引物。

Note: F indicates the upstream primer and R indicates the downstream primer.

图 1 植物木质素生物合成路径（由文献 [20-21] 修改而成）

Fig.1 Biosynthesis pathway of lignin in plants (modification based on[20-21])

续表 1
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2　结果

2.1　K326 烟叶硬度和组织结构变化

由表 2 可见，烟叶硬度在打顶后的不同时期间差

异显著，表现为打顶后先升高而后降低的变化趋势。

烟叶在打顶后不同生长发育时期叶片厚度、上下表

皮厚度、栅栏组织厚度以及海绵组织厚度之间存在

着不同程度的差异，其中叶片厚度、栅栏组织厚度

和叶片紧密度随烟叶打顶后天数的增加而显著减小，

烟叶上表皮厚度和海绵组织厚度为打顶后 30 d 显著

高于其他两时期，下表皮厚度则表现为打顶后 30 d
显著低于其他两时期；可见烟叶组织结构会随烟叶

打顶后的生长发育发生明显的变化，各时期间差异

明显。

表 2 不同打顶时期烟叶硬度和组织结构的变化

Tab.2 Changes in hardness and tissue structure of tobacco leaves at different topping stages

打顶后天数 /d
Days after 
topping /d

硬度 /kg*cm2

hardness /kg*cm2
叶片厚度 /μm

Leaf thickness /μm

上表皮厚度 /μm
Upper epidermis 

thickness /μm

下表皮厚度 /μm
lower epidermis 
thickness /μm

栅栏组织厚度 /μm
palisade tissue 
thickness /μm

海绵组织厚度 /μm
Sponge tissue 
thickness /μm

0 6.54±0.35bB 712.98±7.02aA 39.39±1.73cC 27.56±1.02aA 282.87±3.32aA 341.34±2.75bB

30 7.38±0.49aA 691.23±7.74bB 44.47±1.67aA 25.12±1.15bB 256.42±4.12aA 363.18±2.93aA

50 5.12±0.28cC 576.79±8.75cC 41.82±1.94bB 28.81±1.04aA 213.03±3.89bB 263.41±3.12bB

注：同一行检测指标不同小写字母和大写字母分别表示在 0.05 和 0.01 水平上存在显著和极显著差异，下同。

Note: the lowercase letters and uppercase letters in the same row indicate significant and extremely significant differences at the 0.05 and 0.01 levels, 
respectively.

2.2　烟叶木质素含量变化

由图 2 可见，不同时期间烟叶木质素含量具有显

著差异，在打顶后的成熟阶段，烟叶木质素含量呈现

出先增加后降低的变化趋势，在成熟时（打顶后 30天）

含量达到最大值，而后随成熟度进一步增加含量略有

降低，这也与烟叶硬度的变化表现出较为一致的规律。

表明成熟期烟叶木质素含量变化较大，是其合成积累

的重要时期。
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图 2  烟叶成熟期木质素含量变化

Fig.2 Change of lignin content in tobacco leaves at maturity stage

2.3　木质素相关合成酶基因的 qRT-PCR 表达量

由图 3 可见，利用 qRT-PCR 技术对进入成熟期

各发育阶段的烟叶中木质素合成上游、中游和下游各

相关酶基因的相对表达量进行分析，结果表明各基因

在烟叶组织中均有表达，但相对表达量各异。烟叶木

质素相关合成酶基因表达量除局部波动外基本都呈现

出先上调而后下调的变化趋势，在打顶后 30 d 其基

因表达量最高，说明打顶后的烟叶成熟阶段是木质素

合成积累的关键调控时期。

PAL、C4H、4CL1 和 4CL2 基因为烟叶苯丙氨酸

代谢途径中调控木质素和其他物质合成的共用相关酶

基因 [22]，属于烟叶木质素合成途径上游的相关酶基

因。在本研究中，PAL、C4H、4CL1 基因在成熟过

程中基因表达量前后差异较明显，且均在打顶后 30 d
基因表达量最高，而后迅速下调；PAL 基因相对表达

量呈先上调后下调的单峰曲线变化趋势；C4H 在打顶

后 20 d 略有下调而后迅速上调；4CL1 在打顶后表达

量呈逐渐下调的趋势，但前后差异不显著；而 4CL2
基因表达量在成熟过程中前后变化不明显；说明在

木质素合成的苯丙氨酸代谢途径中，可能是 PAL、
C4H、4CL1 基因所发挥的调控作用较大。

C3H、HCT1、COMT1、CCoAOMT5 和 F5H1 是

调控烟叶中木质素单体合成特异路径上游的相关酶基

因。在本研究中 CCoAOMT5、COMT1 和 F5H1 基因
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的相对表达量在烟叶成熟过程中前后差异较大，且除

个别时期外，其基因表达量均呈先上调后下调的单峰

曲线变化趋势，在打顶后 30 d 其基因表达量最高；

C3H 和 HCT1 基因表达量在烟叶成熟过程中变化较

小；说明在木质素单体合成的特异途径上游中，可能

CCoAOMT5、COMT1 和 F5H1 基因所发挥的调控作

用较大。

CCR1、CAD2 和 PAO1 基因是调控烟叶木质素单

体合成特异路径下游的相关酶基因。在本研究中这些

基因的表达量在烟叶成熟期均变化较大，且呈先增加，

在打顶后 30 d 达到最大而后迅速下调的单峰变化趋

势，说明这些调控木质素单体合成的下游相关酶基因

可能对木质素的合成调控作用较大。

结合木质素合成的规律，发现PAL、C4H、4CL1、
CCR1、CCoAOMT5、COMT1、CAD2、PAO1和F5H1
基因表达规律与木质素合成规律较为一致，其中

PAL、C4H、CCR1、CAD2和PAO1的表达量变化较

大，我们推测这些基因可能在烟叶打顶后成熟期生长

发育阶段的木质素代谢途径中发挥关键作用。

2.4　木质素含量与其合成相关酶基因表达量的相关

性分析

由表3分析表明，木质素含量与PAL、C4H、

CCR1、CAD2和PAO1基因表达量呈极显著正相关关

系，与4CL1、CCoAOMT5、COMT1、F5H1基因表

达量呈显著正相关关系，与4CL2、C3H和HCT1基因

表达量相关性不显著；PAL、C4H、4CL1、F5H1、
HCT1、CCoAOMT5、COMT1、CAD2、CCR1和
PAO1基因的表达有明显的协同作用，相互之间的相

关性达到显著或是极显著的关系，其表达量的变化

趋势也较为相似。4CL2和C3H基因的表达量变化趋

势与其他基因相差较大，其与木质素含量之间相关

系数较小，且基因表达量与木质素含量之间为负相

关关系。

2.5　木质素含量与其合成相关酶基因表达量的通径

分析

由表4分析表明，烟叶木质素合成相关酶基因

表达量对烟叶木质素含量的影响程度相差较大，

除4CL2和C3H的基因表达量对烟叶木质素含量为

负影响外，其他基因均为正影响。其中对木质素

含量影响较大的的是PAL、C4H、PAO1、CAD2和
CCR1，直接通径系数分别为0.24、0.19、0.19、0.17
和0.16，且PAL、C4H和PAO1的间接通径系数也较

大，表明其他基因通过PAL、C4H和PAO1对木质素
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图 3 烟叶成熟期木质素合成关键酶基因表达

Fig.3 Gene expression of lignin biosynthesis in tobacco 
leaves at maturity stage

含量均有较大的间接影响；虽然4CL1的间接通径系

数较小，表明其他基因通过4CL1对烟叶木质素含量

的间接影响略小，但4CL1基因表达量对木质素含

量有相对较大的直接影响，直接通径系数为0.12；
CCoAOMT5、COMT1和F5H1的基因表达量对木质

素含量影响差别不大。HCT1和4CL2对木质素含量

的影响较小，其中影响最小的是4CL2的表达量，直

接通径系数为-0.03。可知，影响木质素含量变化的

主要因素为PAL、C4H、PAO1、CAD2和CCR1的基

因表达量。
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表 3 木质素含量与合成相关酶基因表达量的相关性分析

Tab.3 Correlation analysis between lignin content and expression quantity of lignin synthase-related genes

相关系数
Correlation 
coefficient

木质素
lignin PAL C4H 4CL1 4CL2 CCR1 C3H HCT1 CCoAOMT5 COMT1 CAD2 F5H1 PAO1

PAL 0.93** 1

C4H 0.90** 0.92** 1

4CL1 0.76* 0.87* 0.73 1

4CL2 -0.18 0 0.15 0.18 1

CCR1 0.91** 0.95** 0.94** 0.89** 0.23 1

C3H -0.26 -0.22 -0.16 -0.19 0.32 -0.17 1

HCT1 0.69 0.87* 0.82* 0.78* 0.29 0.88** 0.6 1

CCoAOMT5 0.82* 0.94** 0.84* 0.90** 0.04 0.87* 0.54 0.96** 1

COMT1 0.77* 0.78* 0.90** 0.55 0.41 0.80* 0.2 0.74 0.73 1

CAD2 0.90** 0.94** 0.87* 0.93** 0.01 0.95** 0.56 0.89** 0.90** 0.63 1

F5H1 0.79* 0.92** 0.91** 0.89** 0.31 0.93** 0.6 0.87* 0.83* 0.79* 0.93** 1

PAO1 0.89** 0.89** 0.73 0.99** 0.06 0.89** 0.76* 0.90** 0.90** 0.52 0.96** 0.88** 1

注：* 表示相关性差异达显著水平（P<0.05）；** 表示相关性差异达极显著水平（P<0.01）。

Note: * indicates the correlation difference was significant (P<0.05), ** indicates the correlation difference was extremely significant (P<0.01).

表 4 木质素含量与合成相关酶基因表达量的通径分析

Tab.4 Path analysis of lignin content and expression quantity of lignin synthase-related genes

影响因子 PAL C4H 4CL1 4CL2 CCR1 C3H HCT1 CCoAOMT5 COMT1 CAD2 F5H1 PAO1

PAL 0.24 0.15 0.02 -0.03 0.09 -0.07 0.07 0.06 0.07 0.16 0.08 0.11

C4H 0.16 0.19 0.05 -0.03 0.10 -0.06 0.05 0.07 0.10 0.15 0.07 0.13

4CL1 0.12 0.12 0.12 -0.02 0.08 -0.10 0.03 0.06 0.07 0.11 0.08 0.17

4CL2 0.19 0.17 0.02 -0.03 0.08 -0.05 0.06 0.07 0.08 0.16 0.08 0.12

CCR1 0.11 0.02 0.01 -0.01 0.16 -0.04 0.04 0.06 0.05 0.12 0.03 0.06

C3H 0.20 0.18 0.04 -0.03 0.10 -0.10 0.06 0.07 0.09 0.16 0.08 0.14

HCT1 0.16 0.12 0.02 -0.02 0.12 -0.06 0.08 0.07 0.08 0.16 0.02 0.05

CCoAOMT5 0.13 0.10 0.00 -0.02 0.14 -0.09 0.03 0.11 0.06 0.12 0.05 0.12

COMT1 0.18 0.16 0.02 -0.03 0.08 -0.04 0.04 0.06 0.14 0.16 0.07 0.15

CAD2 0.18 0.15 0.02 -0.03 0.16 -0.01 0.06 0.05 0.06 0.17 0.04 0.08

F5H1 0.15 0.14 0.09 -0.03 0.11 -0.02 0.01 0.07 0.10 0.12 0.10 0.14

PAO1 0.12 0.13 0.10 -0.02 0.05 -0.07 0.02 0.07 0.10 0.12 0.09 0.19

注：划横线的数据表示该因素对木质素含量的直接通径系数。

Note: The data with underline indicates the direct path coefficient of factor on lignin content.

3　讨论

木质素作为植物的细胞壁物质，其与纤维素结合

后可使植物细胞壁具有一定的硬度和强度，其含量变

化可改变植物组织硬度，影响组织结构的发育，从而

使植物具有一定的抗倒伏及抗病能力 [23-24]。成熟期是

木质素代谢的关键时期，本研究表明各品种烟叶木质

素含量随打顶天数的增加呈先增加后降低的变化趋

势，打顶后 30 天达到峰值，随后烟叶衰老程度增加

木质素含量降低，这也与玉米等作物叶片成熟过程中
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木质素含量的变化规律相一致 [25-26]，也可能与随着烟

叶的衰老烟叶细胞壁物质逐渐降解有关 [27]；从烟叶

在打顶后的硬度变化和组织结构发育情况来看，烟叶

硬度先增加后降低，这可能与在生长发育过程中的木

质素含量变化有关，这也与李玉菲 [28] 认为的木质素

合成旺盛是造成烟叶偏硬的研究结果相一致；闫克玉

等 [29] 研究认为烟叶木质素含量随烟叶厚度的增加而

减少，本研究呈现相似的研究结果，打顶 30d 后烟叶

厚度减小可能是由于随烟叶衰老，烟叶海绵组织以及

栅栏组织逐渐萎缩引起的。

研究表明PAL、C4H、4CL1、4CL2、F5H1、
HCT1、C3H、CCoAOMT5、COMT1、CAD2、CCR1
和PAO1基因在木质素的合成过程中发挥有重要的调

控作用[30]，其表达量的大小与植物木质素合成量的

多少密切相关[31-33]。本研究结果发现，PAL、C4H、

4CL1、HCT1、CCoAOMT5、COMT1、CAD2、
F5H1、CCR1和PAO1基因表达量基本呈单峰变化趋

势，随成熟度的增加基因表达呈上调趋势，在打顶后

30天及适熟时达到最大值，而后随叶片衰老表达量降

低，这与黄杰恒等[34]的研究结果相一致，说明成熟期

是烟叶木质素合成的关键时期；4CL2基因表达量在

成熟期变化规律不明显，前后波动较大，与4CL1表
达量变化趋势差别较大，这表明4CL1基因对木质素

合成的调控作用较大，4CL2基因对木质素合成的调

控作用不大；C3H基因表达量在打顶后初期呈下调趋

势，可能受打顶后植物体内生理生化反应发生变化所

影响，随后变化不明显，说明C3H表达量可能对烤烟

叶片木质素含量影响不明显，这也与胡丹等[35]的研究

结果一致。 
相关分析及通径分析表明，PAL、C4H、4CL1、

HCT1、CCoAOMT5、F5H1 和 PAO1 基因在与烟叶木

质素含量的相关系数及直接通径系数较大，表明他们

的相对表达量对烟叶木质素的含量变化影响较大；

C3H 的基因表达量对木质素合成会产生负向影响，

但直接通径系数较小，为 -0.10，说明它们对烤烟叶

片木质素的合成具有负调控作用，如果在一定范围内

降低其表达量，对木质素的含量变化可能不会造成影

响，但对于抑制其表达对烤烟烟叶木质素合成的影响

还需进一步研究。4CL1与 4CL2为植物 4CL家族基因，

在本研究中，4CL2 对烟叶木质素的合成呈负向影响

且直接通径系数较小，这也与 HU 等 [36] 的研究结果

一致，是由于二者的差异表达从而调控不同苯丙氨酸

代谢途径代谢产物的生物合成，4CL1 主要参与木质

素的生物合成而 4CL2 主要参与类黄酮等物质的生物

合成所引起的。

4　结论

在烤烟中部叶打顶后进入成熟阶段，烟叶木质

素含量呈先增加后降低的变化规律，打顶后0-30天是

其合成积累的关键时期，在叶片成熟时（打顶后30
天）其含量最高；研究其基因表达模式发现，PAL、
C4H、CCR1、CAD2和PAO1基因对烟叶木质素合成

积累量的影响较大（p<0.01，r=0.93, 0.90, 0.91, 0.90, 
0.89；P=0.24, 0.19, 0.16, 0.17, 0.19），是烤烟中部叶

木质素合成积累过程中的关键调控基因。本研究从分

子生物学角度探究了不同品种烤烟中部叶成熟期叶片

木质素合成及关键合成酶基因表达的规律，为烤烟木

质素代谢的分子作用机理提供了理论基础。
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Transcriptional analysis of key enzyme genes in synthesis of lignin 
in flue-cured tobacco leaves during maturity stage

GAO Yabei1，SUN Shuguang2，WANG Shenglei3，CHEN Erlong4，YANG Xiaoliang2，

SUN Zhanwei4，SONG Zhaopeng1*
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Abstract：Lignin plays an important role in the formation of tobacco leaf resistance, but excessive content of lignin affect quality of 
cigarette products. In order to systematically explore the key points for lignin synthesis and accumulation in tobacco leaves at maturity 
stage as well as the change of regulatory genes, this study analyzes leaf hardness, tissue structure, lignin content and expression patterns of 
lignin synthase-related genes in middle leaves of flue-cured tobacco at maturity stage using K326 as experimental material. Results showed 
that maturity stage is an important period for the accumulation of lignin in flue-cured tobacco; the lignin content and hardness of tobacco 
leaves increased first and then decreased after entering maturity period and then  reached the maximum 30 days after topping. Results of 
quantitative RT-PCR analysis of lignin synthase-related genes in mature tobacco leaves indicated that the expression patterns of PAL, C4H, 
4CL1, CCR1, CCoAOMT5, COMT1, CAD, PAO1 and F5H1 were consistent with that of lignin changes, i.e. showing a trend of increasing 
first and then decreasing, and reaching its peak 30 days after topping. Among them, PAL, C4H, CCR1, CAD2 and PAO1 genes contributed 
more to lignin synthesis and accumulation in tobacco leaves (p<0.01, r=0.93, 0.90, 0.91, 0.90, 0.89; P=0.24, 0.19, 0.16, 0.17, 0.19), which 
can be regarded as key regulatory genes for lignin synthesis and accumulation in  middle leaves of flue-cured tobacco.
Keywords：flue-cured tobacco;  lignin;  gene expression patterns;  the maturity stage
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