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油茶 SOD 基因克隆及不同授粉处理下的表达分析 
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摘要：为了探究超氧化物歧化酶(SOD)基因家族在油茶自交不亲和反应中的作用，通过 RT-PCR 法克隆出油茶 SOD 基因

家族成员，分别命名为 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD。其 CDS 序列长度分别为 660、813 和 693 bp，编码 219、270 和 230 个氨

基酸。CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 蛋白分子质量分别为 22.49 kDa、31.18 kDa 和 25.51 kDa，结构分析发现三个蛋白均为亲水

性蛋白，无跨膜结构域和信号肽，属于非分泌蛋白，且均包含 21 个磷酸化位点。CoCSD 和 CoMSD 两者属于稳定蛋白，而

CoFSD 属于不稳定蛋白。CoCSD 二级结构主要是无规则卷曲和延伸链，而 CoFSD 和 CoMSD 的二级结构主要由 α 螺旋和无

规则卷曲构成。三个蛋白因结合不同的金属离子，系统进化树构建时被划分到三个大支，但均与茶树相应蛋白聚类在同一小

枝上，且序列上具有高度的同源性。自交授粉雌蕊中的 SOD 酶活性整体高于异交授粉，但 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 在授

粉前表达量最高，自交和异交授粉处理均对其表达量有抑制作用。该研究结果为后续深入探究油茶 SOD 基因的生物学功能奠

定基础，也为揭示油茶自交不亲和作用机制提供参考。 
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Abstract: In order to investigate the role of superoxide dismutase (SOD) gene family members in the self-incompatibility 

response of Camellia oleifera, three family members CoCSD, CoFSD and CoMSD were isolated by RT-PCR. The CDS sequences of 

CoCSD, CoFSD and CoMSD were 660, 813 and 693 bp in length, encoding for 219, 270 and 230 amino acids, with a molecular weight 

of 22.49 kDa, 31.18 kDa and 25.51 kDa, respectively. Structural analysis revealed that three proteins were hydrophilic without 

transmembrane domain and signal peptide (non-secretory proteins), and all contained 21 phosphorylation sites. Both CoCSD and 

CoMSD are stable, while CoFSD is an unstable protein. The secondary structure of CoCSD is mainly composed of irregularly coiled 

and extended chains, while the secondary structure of CoFSD and CoMSD is mainly composed of α-helices and irregular coils. The 

three proteins were assigned to three categories in the phylogenetic tree, whereas all were clustered on the same branchlet with the 

corresponding proteins of tea tree and had high sequence homology. The SOD enzyme activity in self-pollinated pistils was overall 

higher than that in cross-pollinated pistils, but the expression of CoCSD, CoFSD and CoMSD was highest before pollination and was 

inhibited by both self and cross-pollination treatments. The results of this study lay the foundation for the subsequent in-depth 

investigation of the biological functions of C. oleifera SOD genes, and also provide a reference for revealing the mechanism of 

                                                 
收稿日期：2022-07-17      修回日期：2022-08-16          网络出版日期： 

URL： 

第一作者研究方向为经济林，E-mail : wangyiying99@qq.com 

通信作者：周俊琴，研究方向为 经济林，E-mail: zhoujunqin@csuft.edu.cn 

基金项目：国家自然科学基金重点项目（31730016）；湖南省教育厅科学研究项目青年项目（21B0274）；湖南省企业科技创新创业团队支持计划“湖

南神农国油油茶产业科技创新创业团队” 
Foundation projects：National Natural Science Foundation of China (31730016)，Hunan Provincial Department of Education Scientific Research Project Youth 

Project(21B0274)，Hunan Provincial Enterprise Science and Technology Innovation and Entrepreneurship Team Support Program "Hunan 

Shennong national oil Camellia oleifera Industry Science and Technology Innovation and Entrepreneurship Team" 



self-incompatibility in C. oleifera. 

Key words: Camellia oleifera; self-incompatibility; Superoxide dismutase; bioinformatics analysis; expression pattern 

 

油茶(Camellia oleifera)作为我国特有的木本食用油料植物之一，具有经济价值高、用途广等特点[1]。但

在生产上存在“花多果少、座果率低、产量低下且不稳定”的现象，油茶自交不亲和性(SI, self-incompatibility)

的遗传机制是导致这一现象的重要因素之一[2,3]。自交不亲和性作为植物的一种特殊保护机制，在自然界中

广泛存在，其主要目的是防止自交败育，增加杂交几率以保持遗传多样性[4]，其作用机制已有了一定的研究。

在苹果和梨等配子体自交不亲和树种中，花柱中的 S 单体型核糖核酸酶(S-RNase)与自交不亲合性密切相关

[5,6]。S-RNase 能够特异性地破坏自交不亲和花粉管顶端的 ROS，引发肌动蛋白解聚，从而引起自交不亲和

花粉管发生细胞程序性死亡，导致受精失败[7,8]。除此之外，S-RNase 进入花粉管后引发一系列涉及膜蛋白

的反应，如活性氧(ROS)的产生和酶活性的改变等[9]。在应激条件下，植物体内 ROS 水平显著增加，导致细

胞结构氧化损伤[10,11]。植物细胞中已经进化出一整套机制来清除过多的 ROS，并调整内部环境，清除机制

包括酶促和非酶系统，其中超氧化物歧化酶(SOD)是植物酶促防御系统的关键酶之一，与过氧化物酶(POD)

和过氧化氢酶(CAT)具有协同作用[12]。 

超氧化物歧化酶(SOD, Superoxide dismutase)是一类抗氧化金属酶，是清除植物体内活性氧的一道防线，

能够保护细胞免受超氧阴离子自由基损伤，广泛存在于各种动物、植物和微生物中[13,14]。根据结合金属离

子的种类，植物 SOD 基因主要分为 3 种类型，即 Cu/Zn-SOD、Fe-SOD 和 Mn-SOD
[15,16]，不同类型的 SOD

都由核基因编码[17]。近年来研究表明，SOD 基因能够参与植物的生长发育过程，影响植物的形态发生和建

成，同时影响细胞膜结构功能的稳定性[18-20]。王保成等[21]研究发现芸芥(Eruca sativa Mill)自交亲和性和自交

不亲和性都与 SOD、POD 和 CAT 3 种保护酶有一定关系，保护酶活性的变化可能与亲和基因的调控有关。

另有研究发现，自交不亲和的苹果品种自花授粉后，24 h 内花粉管能够正常生长并通过花柱基部，但在 24~72 

h 花粉管已停止生长，此时 SOD、POD、CAT 活性含量变化较大；自交亲和的苹果品种自花授粉后 0~48 h

花柱内 3 种酶活性相对稳定[22]。同一时期授粉下鸭梨的 SOD 花柱活性异交授粉高于自花授粉[23]。自交不亲

和甘蓝(Brassica oleracea L.)在自异交授粉后，花柱内 SOD 酶活性呈上升趋势，而自花授粉上升幅度明显低

于异花授粉[24]。但关于油茶保护酶活性与自交不亲和性的关系尚未见报道。因此，本研究先测定了自交和

异交雌蕊中 SOD 酶活性，然后进行了油茶 SOD 基因家族的鉴定，并利用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR, 

quantitative real-time PCR)分析了 SOD 基因家族在不同授粉组合中的表达模式，以期为揭示油茶自交不亲和

性生理响应机制提供研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

以八年生油茶(Camellia oleifera Abel.)‘华硕’[25]与‘华鑫’[26]品种为研究对象，材料种植于湖南省长

沙市望城区中南林业科技大学油茶试验基地。以‘华硕’作为母本，参照周俊琴等[27]方法设计自交、异交 2

种授粉组合(‘华硕’×‘华硕’、‘华硕’×‘华鑫’)。两个品种均为自交不亲和类型，且两者杂交亲和。

选取‘华硕’与‘华鑫’露白花苞，去雄后，人工控制授粉，授粉后用硫酸纸袋套袋，并用吊牌标记。在



授粉 0、12、24、36、48、60、72、84 和 96 h 后，用尖头镊子将雌蕊取下，液氮速冻后于-80°C 保存。 

1.2  方法 

1.2.1  SOD 酶活性测定  参照文献[23]所述方法测定 SOD 酶活性，设置样品组 pH7.5 的磷酸缓冲液+130 

mmol/L 甲硫氨酸+300 μmol/L NBT+200 μmol/L 核黄素+10 μmol/L EDTA+酶粗提液，对照组相同的处理不需

要加酶粗提液，置于 4000 lx 光照培养箱下 30 min，用分光光度计于 560 nm 下测其 OD 值。 

结果计算：OD 总活性(OD 值/g)=(对照 OD 值－样品 OD 值)×V 总/(Vt×Fw) 

其中：V 总：提取液总体积；Vt：反应体系中加入酶粗提液体积；Fw：样品鲜重。 

1.2.1  总RNA的提取及 cDNA合成  参照Omega公司的Plant RNA Kit试剂盒说明书提取油茶雌蕊总RNA。

利用紫外/可见光分光光度计(Lambda35, Perkin Elmer, USA)检测 RNA 的纯度和浓度，并用 1.2%琼脂糖凝胶

电泳检测 RNA 的完整性。参照 Vazyme 公司 HiScript
®
 Ⅲ 1

st
 Strand cDNA Synthese Kit (+gDNA wiper)试剂

盒说明书进行合成 cDNA 第一链。 

1.2.2  油茶 SOD 基因的克隆  CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 三条基因的全长编码序列(CDS, coding sequence)

来源于本课题组构建的油茶雌蕊转录组数据库[28]。通过本地软件 Primer Premier 5.0 设计 3 对特异引物(表 1)：

CoCSD-F 和 CoCSD-R、CoFSD-F 和 CoFSD-R、CoMSD-F 和 CoMSD-R，用 Takara 公司 PrimeSTAR HS DNA 

Polymerase 高保真 DNA 聚合酶进行扩增。PCR 扩增产物利用 1.2％琼脂糖凝胶电泳检测扩增条带的特异性，

参照 TSINGKE 公司的 DNA 凝胶回收试剂盒说明书纯化目的片段。将目的片段连接到 pClone007 Versatile 

Simple Vector Kit 载体上，转化至 Trelief® 5α 大肠杆菌感受态，涂布于氨苄抗性的培养基上进行筛选，经菌

液 PCR 和电泳检测后，挑选阳性克隆送至擎科生物科技有限公司完成测序。 

 
表 1  本研究所用引物 

Table 1  Primers used in this study 

引物 

Primer 

引物序列(5′→3′) 

Primer sequences(5′→3′) 

碱基数 

bases 

CoCSD-F ATGCAAGCCCCATTCGCAACA 21 

CoCSD-R TTAAACTGGAGTCAAACCCACCAC 24 

CoFSD-F ATGGGTTGGTCATCCTCTTGTTG 23 

CoFSD-R TCAAGCAATAGGAATTTTGGGTTCG 25 

CoMSD-F ATGGCTCTTCGGACTCTGTTGA 22 

CoMSD-R TCAAGGGCATACCTTTTCATACAC 24 

CoCSD-QF CTCCGCTCTTCCTTCCA 17 

CoCSD-QR GGGTTACAACGCCTTCG 17 

CoFSD-QF ATGGGTCTTCTTCAGCA 17 

CoFSD-QR CTTCAAGTCGTTTCTCAC 18 

CoMSD-QF GAAGCATTGATACAGAAGA 19 

CoMSD-QR AAGCCAAGCAGAGGAAC 17 

 

1.2.3  油茶 SOD 蛋白的生物信息学分析  使用在线网站(表 2)分析油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 蛋白的

理化性质、蛋白结构特点以及结构域等；通过 NCBI 数据库中的 BLASP 工具搜索同源序列；使用本地软件

Jalview 和 GeneDoc 进行同源序列比对和分析，并用 MEGA11 软件构建系统发育进化树。 

 



表 2  本研究使用的在线网站 

Table 2  online website used in this study 

网站 

web 

网址链接 

Web Link 

功能 

Function 

ORF Finder （http://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html） 基因的开放阅读框 

ExPASy-ProtParam Tool （http://web.expasy.org/protparam/） 理化性质分析 

ExPASy-ProtScale （https://web.expasy.org/protscale/） 疏水性分析 

SignalP4.1 （http://www.cbs.dtu.dk/services/ SignalP-4.1/） 预测信号肽 

TMHMM 2.0 （http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/） 预测跨膜结构域 

NetPhos3.1 Server （http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/） 磷酸化位点分析 

EukmPLoc （http://www.csbio.sjtu.edu.cn/cgi-bin/EukmPLoc2.cgi） 亚细胞定位预测 

PSIPRED （http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/） 预测蛋白二级结构 

Phyre2 （http://www.PHYRE2 Protein Fold Recognition Server/） 预测蛋白三级结构 

MEME https://meme-suite.org/meme/tools/meme 预测蛋白 motif 结构 

 

1.2.4  油茶 SOD 基因在雌蕊中的表达模式分析  根据克隆得到的 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 全长序列设计

qRT-PCR 引物(表 1)，选择油茶 GAPDH 作为定量分析的内参基因[29]。使用 Bio-Rad 公司荧光定量 PCR 仪

Mini Option进行 qRT-PCR，反应体系为 20 μL，包含 10 μL的 2×TSINGKE
® 

Master qPCR Mix-SYBR(+UDG)，

1 μL 的 cDNA，各 1 μL 的正反向引物和 7 μL 无酶无菌的水。每个样品进行 3 次生物学重复，采用 2
−ΔΔCT

法[30]进行相对表达量的计算，用 SPSS 25.0 软件的邓肯分析进行表达量差异分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同授粉时间自异交雌蕊中 SOD 活性的变化 

自交和异交授粉后雌蕊中的 SOD 酶活性变化由图 1 所示，授粉后 12 h，异交雌蕊 SOD 酶活性上升，

12~24 h 显著下降，授粉后 24~96 h 整体呈现先上升后下降的趋势，在 72 h 异交雌蕊中，SOD 酶活性达到最

高值，在 84 h 骤降达到最低值。与 0 h 相比，SOD 酶活性是有变化的，说明 SOD 可能参与了授粉过程。在

自交授粉后的 24 h 内，SOD 酶活性呈直线下降的趋势，在 24 h 达到最低值。自交授粉和异交授粉相比，自

交授粉的 SOD 酶活性变化整体大于异交授粉。在 24~48 h 阶段自交授粉提高了油茶的 SOD 酶活性，SOD

酶活性大幅度上升，48 h 时达到峰值，紧接着逐渐下降，与异交授粉的 SOD 酶活性存在显著差异，说明 SOD

可能参与了自交不亲和。 



 

图 1  自异交授粉雌蕊内 SOD 酶活性的变化(P<0.05) 

Fig.1  Changes of SOD enzyme activity in self- and cross-pollination pistil(P<0.05) 

 

2.2  油茶 SOD 基因家族的克隆 

通过基因序列分别设计相应引物(表 1)，以油茶自交 72 h 雌蕊 cDNA 为模板进行扩增，用 1.2％琼脂糖

凝胶电泳进行检测(图 2)。将扩增的 cDNA 片段进行测序，得到 3 个 SOD 基因。其中，CoCSD 基因的开放

阅读框为 660 bp，编码 219 个氨基酸，CoFSD 基因的开放阅读框为 813 bp，编码 270 个氨基酸，CoMSD 基

因的开放阅读框为 693 bp，编码 230 个氨基酸。 

 

M: DL5000, 1: CoMSD, 2: CoCSD, 3: CoFSD 

图 2  油茶 CoMSD、CoCSD 和 CoFSD 基因的 PCR 扩增 

Fig.2  PCR amplification product of CoMSD、CoCSD and CoFSD in C. oleifera 

 

2.3  油茶 SOD 蛋白的基本理化性质分析 

利用在线网站 ExPASy-ProtParam 分析 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 蛋白的理化性质，结果表明：CoCSD、

CoFSD 和 CoMSD 蛋白的分子式分别为 C983H1589N283O308S6、C1409H2159N385O390S14 和 C1160H1799N305O333S5；分

子质量分别为 22.49 kDa、31.18 kDa 和 25.51 kDa；理论等电点为 6.39、8.83 和 7.06，由此可见这三个蛋白

的理论等电点均在酸性范围内，说明蛋白分子内含大量酸性氨基酸。脂肪系数越高表明蛋白的热稳定性越

高，CoCSD 和 CoMSD 脂肪系数都在 91 以上，且不稳定系数均低于 40，说明 CoCSD 和 CoMSD 属于稳定

蛋白；CoFSD 脂肪系数为 79.44，不稳定系数为 43.05，说明 CoFSD 编码的蛋白不稳定。这三个蛋白的平均



亲疏水性为-0.004、-0.465 和-0.283 均为负值，表明三者蛋白都是亲水性蛋白。 

2.4  油茶 SOD 蛋白的信号肽、跨膜结构域、磷酸化位点与亚细胞定位的预测分析 

利用 SignalP4.1 和 TMHMM 2.0 在线程序对 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 进行信号肽和跨膜结构域的预

测，结果显示它们都不含信号肽和跨膜结构域，说明它们均属于非分泌蛋白，不参与物质的跨膜运输。 

运用 NetPhos 3.1 Server 在线程序预测 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 的磷酸化位点，结果显示：CoCSD、

CoFSD 和 CoMSD 蛋白都具有 21 个磷酸化位点，其中 CoCSD 不具有酪氨酸(Tyr)磷酸化位点，CoFSD 和

CoMSD 蛋白都具有丝氨酸(Ser)、苏氨酸(Thr)和酪氨酸(Tyr)3 种磷酸化位点，表明不同蛋白家族成员之间所

含的磷酸化位点的数量和位置存在明显差异，蛋白质磷酸化是一种蛋白质翻译后修饰，不同的磷酸化方式

影响油茶 SOD 蛋白的翻译水平，进而影响蛋白质的结构和活性，因而产生功能差异。亚细胞定位预测结果

显示，CoCSD 蛋白定位在叶绿体上，CoFSD 和 CoMSD 蛋白定位于线粒体中。 

2.5  油茶 SOD 蛋白结构预测 

运用 SPOMA 在线工具对 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 蛋白二级结构进行预测，结果显示(图 3)：CoCSD

蛋白的二级结构主要类型是无规则卷曲和延伸链，其次是 β 转角，最少的是 α 螺旋。CoFSD 和 CoMSD 蛋

白的二级结构主要类型是 α 螺旋和无规则卷曲，其次是延伸链，最少的是 β 转角(图 3)。使用 Phyre2 在线工

具进行模拟蛋白质的三维结构，结果如(图 3)所示。CoCSD 和 CoFSD 蛋白的三级结构与二级结构主要类型

相对一致；CoMSD 蛋白的三级结构主要类型是 α 螺旋和延伸链。 



 

注：横轴表示氨基酸位置；蓝线表示 α 螺旋；红线表示延伸链；绿线表示 β 转角；紫线表示无规则卷曲；蛋白二级结构（左）和三级结构（右） 

Note: Horizontal axis indicated amino acid position; the blue part indicated α-helix;the red part indicated extended strand;the green partindicated β-turn;the 

purple indicated random coil; Protein secondary structure (left) and tertiary structure (right) 

图 3  CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 蛋白结构预测 

Fig.3  The structure prediction of CoCSD、CoFSD and CoMSD 

 

2.5  油茶 SOD 蛋白的同源性与结构域分析 

运用 BLASTp 程序搜索油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 氨基酸序列的同源序列，发现与茶树的 CsCSD 

(Camellia sinensis，XP_028064147.1)、CsFSD (Camellia sinensis，AKN10569.1)和 CsMSD (Camellia sinensis，

AKN10569.1)相似性最高，分别达到 98.58％、99.26%和 98.16%。将油茶 CoCSD 蛋白序列与茶树 CsCSD、

苹果 MdCSD (Malus domestica)和银白杨 PaCSD (Populus alba)的同源蛋白氨基酸序列进行比对，发现它们均

含有铜、锌超氧化物歧化酶(SOD)结构域和两个保守的 Cu
+、Zn

+金属离子结合位点，说明油茶 CoCSD 蛋白

序列属于 Cu/ZnSOD 亚家族基因的一员。将油茶 CoFSD 蛋白序列与茶树 CsFSD、胡桃 JrFSD (Juglans regia)

和葡萄 VrFSD (Vitis riparia)的同源蛋白氨基酸序列进行比对，发现均含有 Fe
+金属离子结合位点，说明油茶

CoFSD 蛋白序列属于 FeSOD 亚家族基因的一员将油茶 CoMSD 蛋白序列与茶树 CsMSD、猕猴桃 AdMSD 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_028064147.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=5AGJ2YCN016


(Actinidia deliciosa)和菊芋 HtMSD (Helianthus tuberosus)的同源蛋白氨基酸序列进行比对，发现含有超氧化

物家族结构域(PLN02471 superfamily)，均含有 Mn
+金属离子结合位点，说明油茶的 CoMSD 蛋白序列属于

MnSOD 亚家族基因的一员。油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 蛋白均具有激酶 C 磷酸化位点、酪蛋白激酶

II 磷酸化位点和豆蔻酰化位点(图 4)，除此之外，CoMSD 蛋白还具有糖基化位点。 

 

 



 

注：红色字指示目的蛋白；▼表示蛋白激酶 C 磷酸化位点；●表示酪蛋白激酶 II 磷酸化位点；★表示豆蔻酰化位点；■表示糖基化位点 

黄色方框表示 Cu
2+、Zn

2+金属离子结合位点；蓝色方框表示 Fe
3+金属离子结合位点；绿色方框表示 Mn

2+金属离子结合位点 

Note: Red letters indicate target protein; ▼ indicates protein kinase C phosphorylation site; ● indicates casein kinase II phosphorylation site; ★ indicates 

N-myristoylation site; ■ indicates N-glycosylation site 

Yellow boxes indicate Cu
+
, Zn

+
 metal ion binding sites; blue boxes indicate Fe

+
 metal ion binding sites; green boxes indicate Fe

+
 metal ion binding sites 

图 4  SOD 蛋白与其他植物的氨基酸序列比对 

Fig.4  Comparison of amino acid sequences of C. oleifera. SOD with other plants 

 

2.6  油茶 SOD 蛋白的系统进化树 

为了分析油茶 SOD 基因家族与其他植物 SOD 基因之间的关系，利用本地软件 MEGA 11.0 中的邻接法

构建了油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 蛋白序列与其他植物 SOD 蛋白序列的系统进化树(图 5)，结果显示

24 个蛋白被划分 3 个大枝，分别为 Cu/Zn-SOD、Fe-SOD 和 Mn-SOD。油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 分

别与茶树 CsCSD、CsFSD 和 CsFSD 汇聚在一个小支上，说明油茶 SOD 蛋白与茶树 SOD 蛋白亲缘关系最近。

使用 MEME 程序预测 SOD 蛋白的 motif，结果显示一共获得 5 个 motif(图 5-B)，而不同类型的 SOD 蛋白有

相同的 motif 和排列方式，其中茶树 CsFSD 缺少 motif 5。 



 

A：油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 系统蛋白进化树；B：油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 及同源蛋白保守基序分布；目标蛋白以红色字体显示 

A: Protein evolutionary tree of C. oleifera CoCSD, CoFSD and CoMSD systems; B: Distribution of C. oleifera CoCSD, CoFSD and CoMSD and conserved 

motifs of homologous proteins; Target proteins are shown in red font 

HtMSD：菊芋 Helianthus tuberosus；AmMnSOD：海榄雌 Avicennia marina；MeMSD：木薯 Manihot esculenta；BpMSD：白桦 Betula platyphylla；PpMSD：

桃 Prunus persica；SlMnSOD：番茄 Solanum lycopersicum；AdMSD：猕猴桃 Actinidia deliciosa；CsMSD 茶树 Camellia sinensis；EgFSD：桉树 Eucalyptus 

grandis；ZjFSD：枣 Ziziphus jujuba；JrFSD:胡桃 Juglans regia；RcFSD：蓖麻 Ricinus communis；VrFSD：葡萄 Vitis riparia；CsFSD：茶树 Camellia sinensis；

CsCSD：茶树 Camellia sinensis；PpCSD：桃 Prunus persica；VrCSD：葡萄 Vitis riparia；JrCSD:胡桃 Juglans regia；MdCSD：苹果 Malus domestica；

TcCSD：可可 Theobroma cacao；PaCSD：银白杨 Populus alba 

图 5  不同物种 CSD、FSD 和 MSD 及同源蛋白系统进化分析 

Fig.5  Phylogenetic tree of predicted CSD、FSD 和 MSD and other homologous proteins from various species 

 

2.7  油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 基因的表达模式分析 

利用 qRT-PCR 分析 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 基因在不同授粉处理（自交和异交）雌蕊中的表达情况

（图 6）。结果表明，CoCSD 基因的表达量在自交和异交授粉后的 0~24 h 都呈现显著下降的趋势；在 24~48 

h 时异交雌蕊表达量明显上升，而自交雌蕊呈现先上升后下降的趋势，并在 48 h 时达到最低值；在 48~72 h

时则是自交雌蕊的表达量明显上升，而异交雌蕊呈现先下降后上升的趋势，在 60 h 时降到最低值；72~96 h

时异交雌蕊表现出大幅度下降后缓慢上升，自交雌蕊是一直下降。CoFSD 基因的表达量在自交和异交授粉

0~12 h 后表达显著下降，都在 12 h 达到最低值；在 12~60 h 时自、异交雌蕊表达量都是先上升后下降的趋

势，但上升与下降的时间段不同，异交雌蕊表达量在 12~48 h 上升，48~60 h 时下降，而自交雌蕊表达量在

12~36 h 时上升，36~60 h 下降；在 60~96 h 自交雌蕊的表达量表现出大幅度上升后持续下降，异交雌蕊表达

量呈现上调后大幅度下降紧接着缓慢上升。CoMSD 基因在 36~60 h 和 60~72 h 时自、异交雌蕊表达量都表



现出相似的下降和上升的趋势，且在 60 h 时都达到最低值。CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 基因的表达模式分

析结果显示 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 三者在自交和异交授粉(0 h)相较于后期表达量均达到最高值，后期

表达量受到抑制。三个基因表达量均随着授粉时间的推移存在一定的幅度变化，说明 SOD 基因参与自交和

异交授粉的过程。 

 

图 6  SOD 基因在自异交雌蕊中的表达模式(P<0.05) 

Fig.6  The expression pattern of SOD genes in self- and cross-pistil(P<0.05) 

 

3  讨论 

自交不亲和性是一个复杂的过程，是阻止植物自我受精以维持和增加遗传变异性的机制之一。授粉时

存在花粉与雌蕊间的相互作用和细胞与细胞间的识别系统，该过程涉及到多种基因的参与，使得体内产生

一定的物质促进花粉管的萌发和生长，有利于完成授粉[31]。已有研究表明，未授粉时，ROS 会在柱头中积

累，当成熟柱头接触到花粉粒时，花粉管中 ROS 的增加抑制了花粉管的生长，活性氧含量降低，促进花粉

萌发。在花粉管生长的过程中，花柱会维持低水平的活性氧，保证花粉管顺利生长[32]。酶促抗氧化体系(如

SOD、CAT、POD)共同参与了花粉管—柱头互作机制，在清除 ROS 的过程中起着重要作用[33]。Sharma 等

人[34]研究表明柱头发育过程中 ROS 的积累和 ROS 清除酶(SOD 和 POD)的活性之间存在明显的相关性，SOD

总活性增加，Mn-SOD(线粒体)和 Cu/Zn-SOD(细胞质)在柱头发育的阶段表现出差异表达。有学者在自交不

亲和的芸芥[21]、鸭梨[23]和甘蓝[24]品种研究上发现，自花授粉和异花授粉都使得 SOD 花柱活性有明显变化，

其中鸭梨和甘蓝在异花授粉后 SOD 花柱活性均高于自花授粉。对油茶自交和异交授粉处理下雌蕊 SOD 酶



活性的测定结果显示，花柱中 SOD 酶活性在自交和异交授粉不同时间段内存在显著性差异，其中 SOD 酶

活性在自交后的 48~96 h 均显著高于异交授粉，推测 SOD 保护酶通过调节柱头 ROS 水平，参与自交不亲和

反应的保护机制，同时延缓细胞骨架的解聚进程。 

通过克隆得到油茶 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 基因的 cDNA 序列，经生物信息学分析、多重比对和系

统发育进化树分析发现：油茶 SOD 蛋白因结合不同的金属离子而划分为不同的种类，24 个蛋白被划分 3 个

大支，分别为 Cu/Zn-SOD、Fe-SOD 和 Mn-SOD 3 类蛋白分支，且 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 蛋白均与同

为山茶科山茶属的 SOD 茶树蛋白汇聚在相同的小支上，与茶树的 SOD 蛋白序列亲缘关系最近，进一步证

明克隆的 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 基因是 Cu/Zn-SOD、Fe-SOD 和 Mn-SOD 基因，属于 SOD 基因家族。

MSDs 和 FSDs 在植物中是不同的，MSDs 与植物的 FSDs 具有 70%的同源性，表明两个祖先基因起源于不同

的地方[35]。不同的非生物胁迫和不同的环境条件控制着植物中 SOD 基因的表达，导致 SOD 基因表达的差

异[36]。在逆境胁迫下小麦 Cu/Zn-SOD 基因在根、茎、叶、雌蕊、雄蕊中均有表达[37]。此外，有研究显示植

物中不同的金属离子浓度能影响 SOD 的酶活性，在非生物胁迫下高浓度的 Mn
2+、Cu

2+或 Zn
2+可使 SOD 酶

活性增加[38,39]。植物 SI 与植物免疫系统具有相同的代谢途径，植物 SI 对花粉管生长的抑制作用可被认为是

应激反应[40]，由此推测 SOD 基因的表达可能会被 SI 反应所诱导。 

对油茶雌蕊中 CoCSD、CoFSD 和 CoMSD 表达分析发现，在自交和异交授粉后 0 h 表达量均达到最高

值，后期表达量显著下调。有研究表明油茶自交不亲和反应主要发生于花柱基部接近子房处，即油茶自交

与异交授粉 40 h～48 h 期间，自交雌蕊部分花粉管到达花柱基部，且生长缓慢异常，而异交雌蕊能够继续

生长并进入子房[41]。本研究对油茶雌蕊中 CoCSD、CoFeSD 和 CoMSD 表达分析发现，在自异交授粉 36~48 

h 内，自交雌蕊表达量均明显下降，而异交雌蕊的表达量均是上调状态。其中，在 48 h 时 CoCSD、CoFeSD

和 CoMSD 表达量均显示异交授粉高于自交授粉，而 SOD 酶活性在自交授粉后 48 h 达到峰值，随后呈现缓

慢下降趋势。有研究显示植物不同发育阶段的酶活性与基因表达之间并无直接的相关性，可能的原因是植

物 SOD 基因的表达调控包括转录调控、转录后水平调控和翻译调控，导致从基因表达到酶活性中间有很多

过程，如 SOD 基因的 mRNA 在翻译成蛋白的过程中有 microRNA 调节、蛋白质受到翻译后修饰以及 SOD

酶的活性表现等[42]。根据CoCSD、CoFSD和CoMSD 基因自异交表达量的变化推测CoCSD、CoFSD和CoMSD

基因可能参与了油茶自交不亲和分子机制，后续将进一步对 SOD 基因家族在油茶自交不亲和中的作用进行

深入研究，旨在为全面解析油茶自交不亲和生理响应机制提供研究基础。 
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