
植物资源与环境学报ꎬ ２０２０ꎬ ２９(５): １－８
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 基因
克隆及其在籽仁发育中的表达分析

王仲伟１ꎬ２ꎬ 王　 波１ꎬ 董　 乐３ꎬ 徐立安３ꎬ 汤诗杰２ꎬ 温　 强１ꎬ①

〔１. 江西省林业科学院 植物生物技术重点实验室ꎬ 江西 南昌 ３３００３２ꎻ
２. 江苏省中国科学院植物研究所(南京中山植物园)ꎬ 江苏 南京 ２１００１４ꎻ ３. 南京林业大学林学院ꎬ 江苏 南京 ２１００３７〕

摘要: 基于浙江红山茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ)转录组数据ꎬ克隆得到浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 基因ꎮ ＣｃＦＡＤ２ 基因

全长 １ ４８２ ｂｐꎬ开放阅读框长度为 １ １４９ ｂｐꎬ编码 ３８３ 个氨基酸ꎮ ＣｃＦＡＤ２ 蛋白的理论相对分子质量为 ４４ ２４０ꎬ理论

等电点为 ｐＩ ８.４３ꎬ具有 ４ 个跨膜结构域ꎬ无信号肽ꎬ亚细胞定位于内质网膜ꎮ ＣｃＦＡＤ２ 蛋白二级结构包含 ４４.３９％的

α 螺旋、１１.４９％的延伸链、３.９２％的 β 折叠和 ４０.２１％的无规卷曲ꎮ ＣｃＦＡＤ２ 基因编码的氨基酸序列具有 ３ 个保守的

组氨酸簇ꎬ分别为 ＨＥＣＧＨＨ、ＨＲＲＨＨ 和 ＨＶＡＨＨꎮ 同源性比对和系统进化树分析结果显示:浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋

白与其他油料植物 ＦＡＤ２ 蛋白存在高度的保守性ꎬ浙江红山茶与油茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ.)先聚为一亚组ꎬ再与

油橄榄(Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ.)聚为一组ꎬ明显区别于草本油料植物ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示:ＣｃＦＡＤ２ 基因在

整个籽仁发育过程均有表达ꎬ其中 ７ 月 １４ 日(籽仁形成初期)的相对表达量显著高于其他时期ꎮ 随着浙江红山茶

籽仁的发育ꎬ籽仁中油酸相对含量在籽仁形成初期最低ꎬ之后维持在较高的水平ꎻ而亚油酸相对含量在籽仁形成初

期最高ꎬ之后维持在较低的水平ꎮ 上述研究结果显示:浙江红山茶籽仁发育过程中ꎬＣｃＦＡＤ２ 基因相对表达量与亚

油酸相对含量的变化趋势一致ꎬ推测该基因在浙江红山茶籽仁发育过程中具有调控功能ꎮ
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ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ４４. ３９％ ｏｆ α￣ｈｅｌｉｘꎬ １１. ４９％ ｏｆ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎬ ３. ９２％ ｏｆ β￣ｔｕｒｎꎬ ａｎｄ ４０. ２１％ ｏｆ
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ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＣｃＦＡＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｃ. ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ＦＡＤ２
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ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｏｉｌ ｐｌａｎｔｓꎬ ａｎｄ Ｃ. ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ ａｎｄ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ. ａｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ
ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｆｉｒｓｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ.ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｅｖｉｄｅｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｆｒｏｍ ｈｅｒｂａｃｅｏｕｓ ｏｉｌ ｐｌａｎｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＣｃＦＡＤ２ ｇｅｎｅ ｉｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｋｅｒｎｅｌꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈꎬ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ Ｊｕｌｙ １４ (ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｋｅｒｎｅｌ) ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｔａｇｅｓ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
Ｃ. ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ ｋｅｒｎｅｌꎬ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｋｅｒｎｅｌ ｉｓ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅ
ｏｆ ｋｅｒｎｅｌ ａｎｄ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ａｔ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｌａｔｅｒꎬ ｗｈｉｌｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ
ｉｎ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｋｅｒｎｅｌ ａｎｄ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ａｔ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ ｌａｔｅｒ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｃ. ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ ｋｅｒｎｅｌꎬ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＣｃＦＡＤ２ ｇｅｎｅ ｉｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｍａｙ
ｈａｖｅ ａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｃ. ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ ｋｅｒｎｅｌ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕꎻ ＦＡＤ２ ｇｅｎｅꎻ ｋｅｒｎｅｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

　 　 浙江红山茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ)隶属于

山茶科(Ｔｈｅａｃｅａｅ)山茶属(Ｃａｍｅｌｌｉａ Ｌｉｎｎ.)红山茶组

〔Ｓｅｃｔ. Ｃａｍｅｌｌｉａ (Ｌｉｎｎ.) Ｄｙｅｒ〕ꎬ又名浙江红花油茶ꎬ
自然分布于江西东部至西部、浙江南部、福建北部和

湖南东部海拔 ６００ ~ １ ３００ ｍ 的山地[１]ꎮ 浙江红山茶

的种植面积和年产量在具有油用价值的山茶属种类

中居第 ４ 位[２]ꎬ属高油酸型山茶属种类[３]ꎬ其籽油率

及油质普遍高于栽培面积最广的油茶 ( Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ.) [４]ꎬ且其油脂的理化指标和主要营养成

分的综合评分与南山茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｅｍｉｓｅｒｒａｔａ Ｃｈｉꎬ又
名广 宁 红 花 油 茶 ) 和 滇 山 茶 ( Ｃａｍｅｌｌｉａ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ
Ｌｉｎｄｌ.ꎬ又名腾冲红花油茶)相比也较高ꎬ分别为 ０.８９２
和１.０００[５]ꎮ 植物种子的脂肪酸组成决定油的品质和

用途[６]ꎮ 茶油中不饱和脂肪酸主要包括油酸和亚油

酸等ꎬ具有降低胆固醇和血脂、改善血液流变性及预

防冠心病等功能[７]ꎮ 油酸是单不饱和脂肪酸ꎬ其氧

化稳定性高于多不饱和脂肪酸亚油酸ꎬ且亚油酸含量

高会降低茶油的贮藏稳定性ꎮ 近年来ꎬ如何提高浙江

红山茶的油酸含量成为品种选育的一个重要方向ꎮ
ＦＡＤ(ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ)基因是重要的脂肪酸

脱氢酶基因ꎬ按反应底物和催化产物可分为催化单不

饱和脂肪酸向双不饱和脂肪酸转化的 ω－６ 型(ＦＡＤ２
和 ＦＡＤ６)和催化三不饱和脂肪酸合成的 ω － ３ 型

(ＦＡＤ３、ＦＡＤ７ 和 ＦＡＤ８)２ 大类ꎮ Δ１２－脂肪酸脱氢酶

ＦＡＤ２ 催化油酸脱氢形成亚油酸[８]ꎬ而 ＦＡＤ６ 是其质

体型同工酶[９]ꎮ Ｂｙｆｉｅｌｄ 等[１０] 研究环境温度对大豆

〔Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.〕不同品种种子发育过程

中脂肪酸变化的影响ꎬ结果显示:环境温度差异可造

成大豆 ＦＡＤ２－１ 基因表达存在差异ꎬ从而调节油酸与

亚油酸含量的变化ꎬ 其中ꎬ 低温下 ＦＡＤ２ 基因的

ｍＲＮＡ 水平显著升高ꎬ且与油酸含量呈负相关ꎮ Ｃｈｅｎ
等[１１]研究 ＦＡＤ２ 基因表达对欧洲油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ
Ｌｉｎｎ.) Ｗ－４ 株系脂肪酸及品质的影响ꎬ发现 ＦＡＤ２ 基

因表达水平显著影响种子中脂肪酸的合成和积累ꎬ该
基因表达下调时种子中油酸含量明显升高ꎬ而亚油酸

含量显著降低ꎮ 这些研究结果表明通过诱导 ＦＡＤ２
基因表达可引起油料植物中油酸与亚油酸含量的变

化ꎬ为浙江红山茶 ＦＡＤ２ 基因的功能研究提供了

借鉴ꎮ
浙江红山茶作为典型的高油酸型油茶树种ꎬ３ 月

开花ꎬ９ 月果熟[１２]ꎮ 目前ꎬ已有研究人员从同属植物

油茶中克隆得到 ２ 个 ＦＡＤ２ 家族成员(登录号分别为

ＫＪ９９５９８１ 和 ＪＱ７３９５１８) [１３－１４]ꎬ林萍等[１５] 随后对其进

行了序列比较和表达模式分析ꎬ并通过表达载体的构

建初步分析了其功能ꎮ 对浙江红山茶 ＦＡＤ２ 基因功

能进行深入研究不仅可为今后定向调控不饱和脂肪

酸的含量和组分奠定基础ꎬ还可为该树种油质改良提

供技术支持ꎮ 鉴于此ꎬ本研究基于转录组数据[１６] 克

隆得到了浙江红山茶 ＦＡＤ２ 基因ꎬ并进行生物信息学

分析ꎬ通过分析浙江红山茶籽仁中油酸与亚油酸相对

含量的变化规律及该基因在籽仁发育不同阶段的表

达模式ꎬ为进一步阐明浙江红山茶籽仁中 ＦＡＤ２ 基因

对油脂成分形成的影响提供科学依据ꎬ并为通过分子

手段选育高油酸含量浙江红山茶品种奠定了基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试浙江红山茶种植于江西省林木育种中心山

茶属种质基因库(东经 １１５°３９′３６″、北纬 ２８°５４′３６″ꎬ

２
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平均海拔 ３０ ｍ)ꎬ选择生长健壮且无病虫害的同龄成

年植株ꎬ分别于 ７ 月 １４ 日(籽仁形成初期)、７ 月 ２９
日(籽仁快速生长期)、８ 月 １１ 日 (籽仁快速生长

期)、８ 月 ２５ 日(籽仁内含物充实转化期)、９ 月 ９ 日

(籽仁内含物充实转化期)和 ９ 月 ２３ 日(籽仁脱水成

熟期)进行取样ꎬ每次选择 ３ 株ꎬ每株取 ３ 个果实ꎬ鲜
果采摘后立即去壳取出籽仁ꎬ置于液氮中冷冻带回ꎬ
然后置于－８０ ℃冰箱中保存、备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取及反转录　 称取浙江红山茶籽仁

发育过程中不同时间相同质量的籽仁ꎬ液氮速冻研磨

成粉末后ꎬ称取 ０.３ ｇꎬ采用改良的 ＣＴＡＢ 法[１７]提取总

ＲＮＡꎮ 总 ＲＮＡ 中的基因组 ＤＮＡ 污染利用 ＤＮａｓｅ Ⅰ
〔宝生物工程(大连)有限公司〕去除ꎬ采用质量体积

分数 １％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的质量ꎬ剩余的

置于－８０ ℃ 冰箱保存、备用ꎮ 利用购自宝生物工程

(大连)有限公司的 ３′－Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ Ｖｅｒ.２.０ 和

５′－Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｋｉｔ 合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链ꎮ
１.２.２　 基因全长的克隆与序列分析　 根据转录组测

序获得的浙江红山茶 ＦＡＤ２ 基因的 ＥＳＴ 序列ꎬ设计特

异性引物进行巢式 ＰＣＲ(ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ)ꎮ 反应体系总

体积 ５０.０ μＬꎬ包含 １０×Ｅｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅱ(Ｍｇ２＋ Ｆｒｅｅ)
５.０ μＬ、２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＭｇＣｌ２ ４. ０ μＬ、１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ(ｅａｃｈ)４.０ μＬ、Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
０.３ μＬ、正向和反向引物各 ２.０ μＬ、模板 ｃＤＮＡ ２.０ μＬ
及 ｄｄＨ２Ｏ ３０.７ μＬꎮ 扩增程序:９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 ３０ ｓ、５８ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ共
３２ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 使用普通琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒(ＤＰ２０９) 〔天根(北京)生化科技有

限公司〕回收目的条带ꎬ与 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体〔宝生物工

程(大连)有限公司〕连接ꎬ转化大肠杆菌 Ｔｏｐ１０ 菌

株ꎬ选取阳性克隆送南京金斯瑞生物科技公司测序ꎮ
使用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件预测浙江红山茶 ＦＡＤ２ 基因全

长的开放阅读框及编码氨基酸ꎮ 使用 ＮＣＢＩ 数据库

中的 ＢＬＡＳＴｎ ( ｈｔｔｐｓ:∥ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.
ｃｇｉ)进行序列相似性比对ꎮ 使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐ:∥
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析蛋白质的理化性质ꎮ
使用 Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ:∥ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )数据库推测蛋白

质的结构域ꎮ 使用 ＳｉｎａｌＰ ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )和 ＴＭＨＭＭ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )分别预测蛋白质的信号肽及

跨膜区ꎮ 使用 ＳＯＰＭＡ 工具(ｈｔｔｐ:∥ｎｐｓａ －ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ.

ｆｒ / ｃｇｉ － ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ / ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ ＿
ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ ) 预 测 蛋 白 质 的 二 级 结 构ꎮ 使 用 Ｉ －
ＴＡＳＳＥＲ( ｈｔｔｐ:∥ ｚｈａｎｇｌａｂ. ｃｃｍｂ. ｍｅｄ. ｕｍｉｃｈ. ｅｄｕ / Ｉ －
ＴＡＳＳＥＲ)预测蛋白质的三级结构ꎮ 使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２ 进

行氨基酸序列的同源性比对ꎮ 使用 ＭＥＧＡ ５.０ 中的

邻接法构建系统进化树ꎮ 使用 Ｗｏｌｆ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / )预测亚细胞定位ꎮ
１.２. ３ 　 基因表达分析 　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｑＲＴ－ＰＣＲ)分析 ＦＡＤ２ 基因在浙江红山茶籽仁发育

６ 个阶段中的表达差异ꎮ ｑＲＴ － ＰＣＲ 采用 ＳＹＢＲ®

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ〔宝生物工程(大连)有限公司〕ꎬ
在 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ(美国 ＡＢＩ 公司)
上完成ꎬ内参基因为 α－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因ꎬ每个样品 ３ 次重

复ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物见表 １ꎮ 反应体系总体积 ２０. ０
μＬꎬ包含 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ１０.０ μＬ、正向和

反向 引 物 各 ０. ４ μＬ、 模 板 ｃＤＮＡ ２. ０ μＬ、 ＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ⅱ(５０×)０.４ μＬ 及 ｄｄＨ２Ｏ ６.８ μＬꎮ 扩

增程序:９４ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９４ ℃变性 ５ ｓ、６０ ℃退火

３４ ｓ、９５ ℃延伸 １５ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ

表 １　 用于实时荧光定量 ＰＣＲ 的引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

正向引物序列(５′→３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｆｏｒｗａｒｄ
ｐｒｉｍｅｒ (５′→３′)

反向引物序列(５′→３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｐｒｉｍｅｒ (５′→３′)

α－ｔｕｂｕｌｉｎ ＧＴＴＣＣＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＣＴＴ ＣＴＣＣＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＴ
ＦＡＤ２ ＴＧＡＣＡＣＡＧＴＣＧＧＴＣＴＣＧＴ ＧＡＡＣＡＴＴＡＧＧＴＡＴＡＧＣＧＧ

１.２.４　 籽油提取及主要不饱和脂肪酸含量测定　 参

照 ＧＢ / Ｔ １４４８８.１—２００８ 的方法ꎬ采用索氏提取法提

取浙江红山茶籽仁的籽油并测定脂肪酸总量ꎬ参照

ＧＢ ５００９.１６８—２０１６ 的方法对籽油样品进行甲酯化ꎬ
参考 Ｚｈｏｎｇ 等[１８] 的方法ꎬ使用 ＧＣ２０１０－Ｐｌｕｓ 气相色

谱仪(日本岛津公司)进行检测ꎮ 色谱条件:Ｅｌｉｔｅ －
ＷＡＸ 色谱柱 ( ３０ ｍ × ０. ２５ ｍｍ × ０. ２５ μｍꎬ 德 国

ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司)ꎬ进样口温度 ２２０ ℃ꎻＦＩＤ 检测器ꎬ
检测器温度 ２８０ ℃ꎬ氮气流速 １.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ分流比

３０ ∶ １ꎮ 升温程序:初始温度 １５０ ℃ꎬ保持 ２ ｍｉｎꎻ以
１０ ℃􀅰ｍｉｎ－１升温至 ２６０ ℃ꎬ保持 １０ ｍｉｎꎮ 通过与脂

肪酸 甲 酯 混 合 标 准 品 ( １０ ｍｇ 􀅰 ｍＬ－１ꎬ ＣＤＡＢ －
Ｏ８３８１１ＡＭＰꎬ上海安谱实验科技股份有限公司)对比

鉴别油酸和亚油酸ꎮ 采用峰面积归一化法[１９]计算油

酸和亚油酸的相对含量ꎮ 每组实验 ３ 次重复ꎬ每个重

３
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复测定 ２ 次ꎬ结果取平均值ꎮ
１.３　 数据处理

采用 ＥＸＣＥＬ ２００７ 和 ＳＰＳＳ １７.０ 软件进行数据分

析ꎬ采用 Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 新复极差法进行多重比较ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 基因克隆及序列分析

根据浙江红山茶全长转录组数据库中注释为

ＦＡＤ２ 基因的部分序列信息设计引物ꎬ克隆得到的

ＣｃＦＡＤ２ 基因(登录号 ＫＣ３４２９５１)全长 １ ４８２ ｂｐ(图
１)ꎬ开放阅读框长度为 １ １４９ ｂｐꎬ编码 ３８３ 个氨基酸ꎬ
５′ＵＴＲ(非翻译区)和 ３′ＵＴＲ 长度分别为 １４１ 和 １８９
ｂｐ(图 ２)ꎮ ＢＬＡＳＴｎ 比对结果显示:ＣｃＦＡＤ２ 基因与油

茶 ＣｏＦＡＤ２ 基因(登录号 ＪＱ７３９５１８)的相似性最高ꎬ

达 ９８％ꎮ ＣｃＦＡＤ２ 基因编码的氨基酸序列在 １０５ ~
１１０、１４１~１４５ 和 ３１５ ~ ３１９ 位具有 ３ 个保守的组氨酸

簇ꎬ分别是 ＨＥＣＧＨＨ、ＨＲＲＨＨ 和 ＨＶＡＨＨꎮ

Ｍ: ＤＮＡ 标记 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＣｃＦＡＤ２ 基因 ＣｃＦＡＤ２ ｇｅｎｅ.

图 １　 浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增图谱
Ｆｉｇ. １ 　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣｃＦＡＤ２ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ

下划线分别示起始密码子 ＡＴＧ 和终止密码子 ＴＧＡ Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｓｈｏｗ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ＡＴＧ ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ＴＧＡꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ 方框示保守的
组氨酸簇 Ｔｈｅ ｂｏｘｅｓ ｓｈｏｗ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ.

图 ２　 浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣｃＦＡＤ２ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.２　 蛋白质结构分析及亚细胞定位预测

浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白的理论相对分子质量

为 ４４ ２４０ꎬ理论等电点为 ｐＩ ８.４３ꎬ无信号肽ꎬ具有 ４ 个

跨膜结构域(图 ３)ꎬ分别位于 ５５ ~ ７７、８２ ~ １０４、１７８ ~
２００ 和 ２５０ ~ ２７２ 位ꎮ 二级结构预测结果显 示:
ＣｃＦＡＤ２ 蛋白包含 ４４.３９％的 α 螺旋、１１.４９％的延伸

链、３.９２％的 β 折叠和 ４０.２１％的无规卷曲ꎮ 三级结构

预测结果(图 ４)显示:ＣｃＦＡＤ２ 蛋白的 Ｃ 值为－２.１９
(Ｃ 值在－５.００ ~ ２.００ 之间ꎬＣ 值越大ꎬ预测结果越可

靠)ꎬ具有 ３２ 个配体结合位点ꎮ 亚细胞定位预测结果

显示:ＣｃＦＡＤ２ 蛋白定位于内质网膜ꎮ
２.３　 同源性比对及系统进化树分析

对浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白与其他 ８ 种油料植

物 ＦＡＤ２ 蛋白的氨基酸序列进行同源性比对ꎬ结果

４
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: 跨膜区 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅꎻ : 膜内 Ｉｎｓｉｄｅꎻ : 膜外 Ｏｕｔｓｉｄｅ.

图 ３　 浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 基因编码氨基酸序列的跨膜结构域
Ｆｉｇ. ３　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ
ＣｃＦＡＤ２ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ

(图 ５)显示:浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白与其他油料植

物 ＦＡＤ２ 蛋白的氨基酸序列存在高度的保守性ꎬ均存

在３ 个保守的组氨酸簇ꎮ 根据比对结果ꎬ排除缺口

图 ４　 浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白的三级结构
Ｆｉｇ. ４ 　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣｃＦＡＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ

Ｊｃ: 麻疯树 Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｖｆ: 油桐 Ｖｅｒｎｉｃｉａ ｆｏｒｄｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ａｉｒｙ Ｓｈａｗꎻ Ｒｃ: 蓖麻 Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｌｕ: 亚麻 Ｌｉｎｕｍ ｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ
Ｇｍ: 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.ꎻ Ｓｉ: 芝麻 Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｃ: 浙江红山茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕꎻ Ｃｏ: 油茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ.ꎻ
Ｏｅ: 油橄榄 Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ. 下划线示保守的组氨酸簇 Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｓｈｏｗ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ.

图 ５　 基于氨基酸序列浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白与其他 ８ 种油料植物 ＦＡＤ２ 蛋白的同源性比对
Ｆｉｇ. ５　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｎ ＣｃＦＡＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ ｗｉｔｈ ＦＡＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ

ｏｔｈｅｒ ｅｉｇｈｔ ｏｉｌ ｐｌａｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

５



植 物 资 源 与 环 境 学 报 第 ２９ 卷　

位置ꎬ构建浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白与其他 ８ 种油料

植物 ＦＡＤ２ 蛋白的系统进化树(图 ６)ꎬ结果显示:浙
江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白与油茶 ＣｏＦＡＤ２ 蛋白(登录号

Ｊｃ: 麻疯树 Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｖｆ: 油桐 Ｖｅｒｎｉｃｉａ ｆｏｒｄｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ａｉｒｙ
Ｓｈａｗꎻ Ｒｃ: 蓖麻 Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｌｕ: 亚麻 Ｌｉｎｕｍ ｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍ
Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｇｍ: 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.ꎻ Ｓｉ: 芝麻 Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ
Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｃ: 浙江红山茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕꎻ Ｃｏ: 油茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ.ꎻ Ｏｅ: 油橄榄 Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ.

图 ６　 基于氨基酸序列浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白与其他 ８ 种油料植物
ＦＡＤ２ 蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ６ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣｃＦＡＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ ｗｉｔｈ ＦＡＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｅｉｇｈｔ ｏｉｌ ｐｌａｎｔｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＡＦＫ３１３１５)先聚为一亚组ꎬ再与油橄榄(Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ
Ｌｉｎｎ.)ＯｅＦＡＤ２ 蛋白(登录号 ＡＡＷ６３０４１)聚为一组ꎬ
说明三者的遗传关系较近ꎻ蓖麻 (Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ
Ｌｉｎｎ.)ＲｃＦＡＤ２ 蛋白 (登录号 ＮＰ００１３１０６４８)、亚麻

(Ｌｉｎｕｍ ｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍ Ｌｉｎｎ.) ＬｕＦＡＤ２ 蛋白 (登录号

ＡＧＪ０１１３３)、大豆 ＧｍＦＡＤ２ 蛋白(登录号 ＢＡＤ８９８６２)
和芝麻(Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)ＳｉＦＡＤ２ 蛋白(登录号

ＸＰ０１１０８０２２７)４ 种草本油料植物与麻疯树( Ｊａｔｒｏｐｈａ
ｃｕｒｃａｓ Ｌｉｎｎ.)ＪｃＦＡＤ２ 蛋白(登录号 ＡＥＷ４３６９０)和油

桐〔Ｖｅｒｎｉｃｉａ ｆｏｒｄｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ａｉｒｙ Ｓｈａｗ〕ＶｆＦＡＤ２ 蛋白

(登录号 ＡＥＥ６９０２１)聚为另一组ꎮ
２.４　 浙江红山茶籽仁中脂肪酸含量及 ＣｃＦＡＤ２ 基因

表达的分析

浙江红山茶籽仁发育过程中脂肪酸含量及

ＣｃＦＡＤ２ 基因表达见图 ７ꎮ 结果显示:随着浙江红山

茶籽仁的发育ꎬ脂肪酸总量先稳步上升ꎬ成熟后略有

下降ꎮ 在籽仁发育过程中ꎬ油酸和亚油酸的相对含量

差异明显ꎮ ７ 月 １４ 日(籽仁形成初期)油酸相对含量

最低ꎬ７ 月 ２９ 日(籽仁快速生长期)油酸相对含量升

同一指标中不同小写字母表示在不同时间差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ.

图 ７　 浙江红山茶籽仁发育过程中脂肪酸含量及 ＣｃＦＡＤ２ 基因表达分析
Ｆｉｇ. ７　 Ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｃＦＡＤ２ ｇｅｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｋｅｒｎｅｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｃｈｅｋｉａｎｇｏｌｅｏｓａ Ｈｕ

６
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高ꎬ之后一直处于较高的水平ꎮ 亚油酸相对含量在籽

仁形成初期最高ꎬ达到 １３.８％ꎬ之后显著降低ꎬ且趋于

稳定ꎮ
实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示:在浙江红山茶籽

仁发育过程中ꎬＣｃＦＡＤ２ 基因均有表达ꎮ ＣｃＦＡＤ２ 基

因的相对表达量在籽仁形成初期最高ꎬ显著高于其他

时期ꎬ之后迅速降低ꎬ相对表达量维持在较低水平且

差异不显著ꎮ

３　 讨论和结论

浙江红山茶是中国南方地区集观赏和油用于一

身的重要木本油料树种ꎮ 茶油中含有多种脂肪酸ꎬ主
要包括棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和亚麻酸等ꎬ其
中ꎬ油酸和亚油酸占 ８０％以上[３]ꎬ食用保健价值较

高ꎮ 油酸较亚油酸少 １ 个不饱和键ꎬ不易氧化变质ꎬ
且在烹饪中产生的油烟少ꎬ因此ꎬ提高油酸含量、降低

亚油酸含量是浙江红山茶品质改良和良种选育的热

点之一ꎮ
已有研究结果显示:ＦＡＤ２ 基因是控制油酸含量

的主要基因[２０－２１]ꎬ且在高等植物中常以多拷贝的形

式存在ꎬ构成了 ＦＡＤ２ 基因家族[２２－２３]ꎮ 本研究克隆得

到浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 基因ꎬ该基因与油茶 ＣｏＦＡＤ２
基因(登录号 ＪＱ７３９５１８) [１４]的相似性最高(９８％)ꎬ符
合同一属的分类定位ꎬ但与油茶 ＦＡＤ２ 基因家族另一

成员(登录号 ＫＪ９９５９８１) [１３] 的差异较大ꎮ 林萍等[１５]

认为ꎬ油茶 ２ 个 ＦＡＤ２ 基因均具有 １ 个脂肪酸去饱和

酶结构域ꎬ属于脂酰－脂去饱和酶基因家族ꎬ二者编

码的蛋白质均为跨膜蛋白ꎬ本研究中浙江红山茶

ＣｃＦＡＤ２ 基因与之结构类似ꎬ符合 ＦＡＤ２ 基因的典型

特征[８ꎬ２４－２５]ꎬ也验证了本研究中 ＣｃＦＡＤ２ 序列的正

确性ꎮ
浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 蛋白与其他 ８ 种油料植物

ＦＡＤ２ 蛋白的系统进化树分析结果显示:ＦＡＤ２ 蛋白

的氨基酸序列在不同植物中较保守ꎬ浙江红山茶与同

为木本油料植物的油茶和油橄榄聚为一组ꎬ而与草本

油料植物间区别相对较大ꎮ 浙江红山茶和油茶同属

于山茶科山茶属ꎬ茶油组分相似ꎬ含量各异[４]ꎬ亲缘

关系近ꎬ但与不同科属的油橄榄也聚为一组ꎬ推测前

两者与油橄榄的 ＯｅＦＡＤ２ 蛋白在进化上分歧时间较

短ꎬ可能存在平行进化的关系ꎬ最终形成相似的油脂

品质[２６]ꎮ 亚细胞定位预测结果显示:ＣｃＦＡＤ２ 蛋白定

位于内质网膜ꎮ 油茶中 ＣｏＦＡＤ２－１ 蛋白也主要定位

在内质网膜[２７]ꎬ与二者序列相近、结构类似、功能一

致相符ꎮ
多种植物种子脂肪酸累积模式显示:脂肪酸含量

总体呈先上升后小幅度下降的变化趋势ꎬ推测随着种

子成熟ꎬ种子含水量不断降低ꎬ脂肪酸合成逐渐停止ꎬ
而种子内含物中其他成分(如蛋白质和部分单糖)的
合成需要消耗部分油脂ꎬ最终导致种子含油量下

降[２８－３０]ꎮ 生产上可以根据该趋势确定采种时间ꎬ降
低脂肪酸的损耗ꎬ提高种子出油率ꎮ 本研究中ꎬ浙江

红山茶籽仁中的脂肪酸总量随着籽仁发育进程逐步

增加ꎬ成熟后略有下降ꎬ亚油酸相对含量在籽仁形成

初期较高到籽仁趋于成熟时下降且趋于稳定ꎬ但作为

主要成分的油酸则呈现先升高然后略有降低的变化

趋势ꎬ该结果可以为确定浙江红山茶合适的采种时间

提供依据ꎮ 综合 ＣｃＦＡＤ２ 基因的相对表达量和脂肪

酸含量ꎬＣｃＦＡＤ２ 基因的表达模式与亚油酸相对含量

的变化规律基本吻合ꎬ说明浙江红山茶籽仁发育中后

期油酸的合成速率远远高于油酸转化为亚油酸的速

率ꎬ油茶的相关研究也得到了类似结果[３１－３２]ꎬ这从侧

面验证了 ＣｃＦＡＤ２ 基因在浙江红山茶籽仁发育过程

中的功能ꎮ 本研究结果显示:浙江红山茶 ＣｃＦＡＤ２ 基

因影响籽仁中油酸和亚油酸的比例ꎬ这为浙江红山茶

品质改良和分子辅助育种提供了候选研究对象ꎮ 此

外ꎬ浙江红山茶是二倍体油茶树种ꎬ开花结实期短ꎬ脂
肪酸组分优于油茶ꎬ将来可以作为油茶油脂改良基因

工程育种的模式物种进一步深入研究 ＣｃＦＡＤ２ 基因

的功能ꎮ
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