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水杨酸诱导美登木悬浮细胞产生脂氧合酶 

及多羟基脂肪酸的研究 

李 靖，赵沛基，鲁春华，刘小烛，曾 英，沈月毛 
(中国科学院昆明植物研究所，云南昆明 650204) 

摘要：水杨酸 (sA)可诱导云南美登木 (Maytenus hookeri)悬浮培养细胞产生9-1]~氧合酶 

(9-hpoxygenase，9-IJ。lX)。通过LC—ESI-MS测定sA诱导下悬浮培养系中多羟基脂肪酸的含量 

变化，发现用浓度为8O0 pmol／L的sA诱导培养l8 h，悬浮细胞产生最大量的三羟基十八碳烯 

酸。同时，通过对比不同羟基十八碳烯酸含量的变化，推测在sA诱导下，9-LOX介导的十 

八碳酸途径中有环氧中间体的生成。 
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Studies on Lipoxygenase and Polyhydroxy Fatty Acid in 

SA—elicited Maytenus hooked Suspension Cells 
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Abs喇 ：The production of 9-I~)X(9-1ipoxygenase)was induced by salicyhc acid(SA)in the suspen- 

sion cell cultures ofMaytenus hookeri．3~ronghLC—ESI-MS studies on content variation ofpolybydroxyfat— 

ty acid induced by SA，we found that suspension cells accumulated maxin'lHin trihydroxy octadecenoic acid 

after beingtreated with 8O0wnol／L SAforl8 hours．Atthe time．by comparing the content variation 

of different hydroxy octadecenoic acid，we speculated that the octadecanoic acid pathway mediated by 9- 

L0X included the production of epoxy intermediate． 

Key words：Maytenus hooker~；Salicylic acid；Lipoxygenase；Polyhydroxy fatty acid；Octadecanoic 

acid pathway 

脂氧合酶 (LOX，EC 1．13．11．12)是广泛存在于需氧生物中的双加氧酶，它催化含间 

亚甲基多烯脂肪酸的氧化，生成不饱和脂肪酸的过氧化物 (Alexander，1998)。植物脂氧 

合酶的主要底物是亚油酸和亚麻酸 (Siedow，1991)，根据其对亚油酸加氧的位置特异性， 
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将植物脂氧合酶分为两类：在亚油酸C一9位加氧的被称为9一脂氧合酶，氧原子加在c一13 

位的称为13一脂氧合酶 (Brash，1999)。脂氧合酶作用于亚油酸和亚麻酸产生的脂肪酸过氧 

化物，在至少7种酶的作用下转化成不同的化合物统称为氧脂 (oxylipins)，它们在植物的 

生长发育过程中以及在植物对环境胁迫反应中起着重要的作用 (Helena&Mario，2002)。 

从脂肪酸过氧化物生成氧脂的过程一般都称之谓十八碳酸途径。不同的植物组织有其特异 

的十八碳酸代谢途径，主要由两方面决定：(1)存在于植物组织中脂氧合酶的位置特异 

性；(2)可用于过氧化物代谢的酶 (Alexander，1998)。 

水杨酸 (SA)作为重要的信号分子，可激活防御基因的表达，在植物系统获得性抗性 

(SAR)的建立中起着重要的作用 (Yang等，1997；Maleck&Dietrich，1999)。同时，sA也参 

与调节氧脂的形成 (Heiko等，1999)。在大麦叶中，sA可诱导13一IDX基因的表达 (Hause 

等，1999；Vt~ifis等，1998)，同时在代谢产物中发现了13一羟基一9，11，15一十八碳三烯酸的积 

累，推测LOX作用初产物的进一步代谢沿着还原酶途径进行 (Heiko等，1999)。 

先前，我们从乳突果 (Adelostemma gracillimum)愈伤组织中分离了两个三羟基十八碳 

烯酸，经分析MS和NMR光谱数据分别鉴定为9，12，13一三羟基一10一十八碳烯酸和9，10， 

1 1一三羟基一12一十八碳烯酸。它们具有相同的分子式和分子量 (m／z 330)，而在LC—MS实验 

中准分子离子峰m／z 353[M+Na] 的保留时问分别为7 min和10min(赵沛基等，2003)。 

从结构推断它们均为9一LOX作用于亚油酸的产物。 

本文在云南美登木悬浮细胞培养系中，用 sA诱导产生的三羟基脂肪酸，LC—MS分析 

其准分子离子峰为m／z 353[M+Na] ，保留时间与9，12，13一三羟基一10一十八碳烯酸的 
一 致，经分离鉴定为9，12，13一三羟基一10一十八碳烯酸。在进行该培养系所产生的多羟基 

脂肪酸的LC—ESI—MS检测时，以此化合物作为标准样品。本实验结果不仅为该物种中脂氧 

合酶基因及酶蛋白的分离奠定了基础，同时，也为研究sA诱导下的十八碳酸的次级代谢 

提供了新的信息。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验材料为已连续继代40代以上的云南美登木 (Maytenus hooked)愈伤组织无性系。继代培养30 d 

左右转代一次。愈伤组织的基本培养基为添加BA 2．0mg／L+NAA 0．1 mg／L的MS培养基，细胞悬浮培养 

的基本培养基为添加NAA 2．0 mg／L+KIN 0．1 mg／L的Ms培养基，培养基的pH值均为5．8。 

选择生长较好的培养30 d的愈伤组织接种到悬浮培养液中，进行摇床培养。每100 ml三角瓶分装20 

rrd的培养液，每三角瓶的接种量约为2．0 g(鲜重)细胞，摇床转速120 r／rain，25±2~C下于黑暗中培养。 

接种两周的悬浮培养细胞用于SA诱导实验。 

1．2 水杨酸诱导 

将sA(分析纯)溶解于无水乙醇中，配成1 mol／L母液。分别加入培养液中，至终浓度分别为50，100， 

200，400和800tmlol／L。同时设有两个对照实验，对照1：加入无水乙醇至终浓度为800tmlol／L，对照2：空白对 

照，即正常培养系。诱导培养4d后，分别收集悬浮细胞和培养液，用于多羟基脂肪酸含量的测定。 

确定最佳sA浓度后，在该浓度下进行诱导，间隔6 h取样 (分别为加入水杨酸后0，6，12，18，24， 

30和36 h)，同样收集悬浮细胞和培养液，分别用于多羟基脂肪酸含量的测定。每组实验均设有3个平行。 

1。3 多羟基脂肪酸含量测定 
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1．3．1样品的提取 收集的细胞 (3个平行合并，约0．5 g／干重)用100 ml丙酮提取3次，合并提取液， 

蒸干，用3 rnl甲醇溶解，经0．25／zrn滤纸过滤后用作LC—ESI—MS检测。培养液 (4o rn1)用4o rnl乙酸乙酯 

萃取3次，处理过程同前。 

1．3．2 LC—ESI—MS检测 (牛长群和祝仕清，2001) 样品经过反相HPLC系统 (HPLC Waters 2695，C，8反 

相柱3．5／zrn，3．0×50mil1)，流动相A为甲醇、B为含1％甲酸的蒸馏水梯度洗脱，进样量为l0 ，流速为 

0．2ml／min。用qlaenno Finnigan LCQ Advantage质谱仪进行ESI—MS(离子阱)分析，质谱仪参数设置分别为： 

CapillaryTemp(270℃)，Sheath Gas Flow(15 psi)，Source Current(80 )，Capillary voltage(20V)。流动相前2o 

min为甲醇：水 (63：37)，25～30 min为甲醇。在以上实验条件下，以9，12，13一三羟基一l 十八碳烯酸 (MW 

：330)作为标准品进行质谱检测，保留时间为7min，质谱检测的准分子离子峰为m／z 353[M+Na] 。 

1．4 脂氧合酶活性初测 (Comelia等，2xxr2) 

取5 g悬浮细胞 (经800lmaol／L水杨酸诱导6 h)，液氮条件下研磨成粉末，向其中加入l0ml4~C预冷的 

100mmol／L磷酸钾缓冲液 (DH 6．0)，4~C搅拌提取30min。10 000×g冷冻离心10min，收集上清，加入反应 

底物 (杂脂肪酸甘油酯，含20％油酸，43％的亚油酸，2l％的亚麻酸)至亚油酸终浓度为120lmaol／L，室温 

放置30 min。反应产物用3倍体积的氯仿，甲醇混合物 (2：1，v／v)提取3次，提取液合并后，12 000 g冷 

冻离心10min，收集有机相，用压缩氮气吹干，溶解于1 ml色谱纯甲醇中，用作LC—ESI—MS检测。 

2 实验结果 

2．1 不同的水杨酸浓度下多羟基脂肪酸含量的变化 

LC—ESI—MS检测结果表明当水杨酸浓度为800／maol／L时，在培养液提取物和细胞提取 

物中都检测到了准分子离子峰m／z 353的存在，而在其他诱导条件和对照中，均无此峰存 

在。细胞提取物中m／z 353的离子强度为3．8 E6，培养液提取物中m／z 353的离子强度为 

3．4 E6，保留时间为6．4～7．4 min。因此可初步得出以下结论：当向悬浮细胞中加入800 

tmaol／L的sA，诱导培养4 d后，细胞内合成了9，12，13一三羟基一lO一十八碳烯酸，并且部 

分产物由胞内分泌到培养液。因此，在以下实验中，以800 tmaol／L的sA进行诱导。 

2．2 多羟基脂肪酸含量随时间的变化 

向平行培养的2l瓶悬浮细胞中分别加入800 tmaol／L的sA，间隔6 h取样，过滤分离 

细胞和培养液，分别提取后进行 LC—ESI—MS检测。细胞提取物的检测结果显示：在 m／z 

319处出现明显的离子峰，保留时间为25．3～25．8 min。培养液提取物的检测结果显示： 

在m／z 335和353处出现明显的离子峰，保留时间分别为22．3～23．1 min和6．4～7．4 min。 

实验数据见表1。 

表1 SA(800ltmoUL)诱导云南美登木悬浮培养细胞。不同诱导时间氧脂含■变化 

Table 1 The concentrations of oxylipins in the extracts ofthe cells and broth of suspension cell cultures of Maytenus hookeri 

elicited with SA(800 tm~ol／L) 

以准分子离子峰的强度表示氧脂的含量，不同化合物的准分子离子峰强度之间没有可比性。 
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Time after induction(h) 

图l 氧脂含量随时间变化曲线 

Fig．1 Time ofthe comparative streng=tIl of oxylipins 

mlz 353，335 and 319 

● mlz 353；▲ mlz 335；● mlz 319 

(一所代表的数值均缩小为1／10) 

由表2可以看出：对照反应中没有检测 

到9，12，13一三羟基一1O一十八碳烯酸产物； 

将底物溶解于终浓度为1％的无水乙醇中， 

进行酶反应，检测到了三羟基十八碳烯酸的 

存在，同时在mlz 319和mlz 335处出现相 

应的离子峰，可见确实存在底物到产物的转 

化，说明该条件诱导产生了9一LOX，并且在 

酶粗提液中存在着有活性的酶蛋白。该实验 

重复两次，得到一致的实验结果。 

不同诱导时间下3个氧脂准分子离子 

峰的变化趋势如图1所示，mlz 335和353 

峰的变化趋势一致，都是先升高再降低， 

且在诱导 18 h后达到最大值，但是mlz 

335峰处于353峰之下。mlz 319峰先升高 

再降低，在诱导18 h后处于较低点，随后 

又升高再降低。 

2．3 脂氧合酶活性的测定 

取经800tanol／L水杨酸诱导6 h的悬浮 

细胞进行粗酶活性的鉴定，实验结果如表 

2所示。底物的准分子离子峰为 mlz 900， 

9，12，13一三羟基一1O一十八碳烯酸的准分子 

离子峰为mlz 353。 

3 讨论 

本文探讨了在sA诱导下，美登木悬浮培养细胞中LOX的产生及其产物的进一步代 

谢，从以上实验结果可以看出，sA可诱导悬浮细胞产生9一LOX，并且在代谢产物中有9， 

12，13一三羟基一10-十八碳烯酸的积累，它是亚油酸的衍生物。同时在代谢产物中检测到 

mlz 319[M+Na] 和mlz 335[M+Na] 处有明显的准分子离子峰，根据它们的分子量、 

保留时间以及诱导产生的LOX类型和终产物的结构，推断这两个化合物的结构分别为9一 

羟基一1O，12一十八碳二烯酸和9一羟基一12，13一环氧一10-十八碳烯酸 (图2)。根据图1显示的 

三者的含量变化，推断这两个化合物为9，12，13一三羟基一1O一十八碳烯酸的前体，因为当 

mlz 319峰降低时，mlz 335和353峰升高，说明有mlz 319到mlz 335和353的转化，同 

时，mlz 335和353变化趋势基本一致，且 mlz 335峰总体低于mlz 353，表明mlz 335可 

能是mlz 353的前体。另外，m／z 319化合物的量远高于其它两种化合物，这是因为它不 

仅可通过LOX作用产生，也可通过非酶催化产生 (Cornelia等，2001)，所以对照细胞中也 

存在一定量的m／z 319产物。根据以上实验结果，我们可初步推断sA诱导下，美登木悬 

浮培养细胞中9一LOX介导的亚油酸代谢途径如图2所示。 

∞ 巧 ∞ 佰 5 o 

一 山一c 西cmlJ 协o>； -I △I_lJoo 

量 
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9-LOX induced by SA 

0 

0H OH 

[M+Na] 319 

0 

[M+Na] 335 

[M+Na] 353 

图2 云南美登木悬浮培养细胞中9-LOX介导的亚油酸代谢途径 

Fig·2 The proposed pathwayfor LOX-dependentmetabolism oflinoleic acidinthe 0ll cell cultures ofMaytenus hookeri 

实线箭头所指方向为亚油酸的代谢途径，虚线箭头所指为在提取液中还原剂的作用下 

实际所提取到的化合物，因为过氧基很不稳定，易转化为羟基。该途径包含了环氧中间体 

的生成。对于环氧中间体是如何转化为9，12，13一三羟基一10一十八碳烯酸终产物的，还需 

要进一步的实验来证明。 
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