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６９５ 个氨基酸ꎻ生物信息学分析显示 ＣｏＬＡＣＳ１ 具有 ３ 个 Ｂ１ｏｃｋꎬ从分子特征可判断 ＣｏＬＡＣＳ１ 属于 ＬＡＣＳ 家族ꎻ氨基酸同源比对

显示与其他物种的 ＬＡＣＳ 氨基酸序列具有较高的相似性ꎬ其中与拟南芥 ＬＡＣＳ７ 相似性为 ７８％ ꎬ与麻风树、大豆、毛果杨等物种

ＬＡＣＳ６(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌ)相似性可达 ８０％ 以上ꎻ对 ＣｏＬＡＣＳ１ 进行原核表达分析ꎬ构建的 ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１ 载体成功转化至 ＢＬ２１
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Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列 ＲＴＫＭ 值并对 ＣｏＬＡＣＳ１ 进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ结果表明 ＣｏＬＡＣＳ１ 在油茶华硕种子发育各时期平稳表达ꎬ
表达丰度变化不大ꎬ荧光定量结果变化规律与转录组数据分析一致ꎻ同时分析华硕种仁不同时期含油率和脂肪酸成分变化ꎬ
双变量统计分析发现 ＣｏＬＡＣＳ１ 表达模式与油茶油脂积累规律呈显著相关性ꎮ 本研究为进一步研究油茶油脂积累与代谢的基
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长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶(ＬＡＣＳꎬｌｏｎｇ ｃｈａｉｎ ｆａｔ￣
ｔｙ ａｃｉｄ ａｃｙｌ￣ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅꎬＥＣ ６􀆰 ２􀆰 １)几乎在生物体

内所有脂肪酸衍生物的生化合成途径中起着关键作

用ꎮ 最核心的作用 Ｃ. Ａｂｅｌ 为将游离的长链脂肪酸和

ＣｏＡ 酯化生成长链脂肪酸酰基 ＣｏＡꎬ这一反应是其他

脂类代谢酶利用脂肪酸非常重要且必须的过程ꎬ一些

重要的生化反应如脂肪酸延伸和 β －氧化、磷脂和甘

油三酯(ＴＡＧ)的合成、酶的激活、细胞信号传导等均

是以长链脂肪酰基 ＣｏＡ 为底物进行的[１]ꎬ其中 ＴＡＧ
是植物果实和种子中油脂贮藏和积累的主要形式[２]ꎮ
ＬＡＣＳ 催化的反应包括游离的脂肪酸与 ＡＴＰ 结合生

成酰基￣ＡＭＰ 中间体及酰基￣ＡＭＰ中间体与 ＣｏＡ 的硫

醇基团ꎬ释放出 ＡＭＰ 形成脂肪酰基 ＣｏＡ 等过程[３￣４]ꎮ
真核生物 ＬＡＣＳ 具有 ＡＣＳ 家族的共同特征ꎬ其

一是 ＡＭＰ￣绑定域标签ꎬ包含 １０ ~ １２ 个高度保守氨

基酸序列ꎬ是 ＡＴＰ 结合的必须位点[５￣６]ꎬ其二是 ＡＣＳ
信号序列ꎬ由约 ２５ 个高度保守的氨基酸序列组成ꎬ
这个序列可能是脂肪酸的结合部位和 ＡＣＳ 的激活

位点[７]ꎮ 此外ꎬＬＡＣＳ 具有一个长度大约为 ４５ 个氨

基酸残基的连接域 ( ｌｉｎｋｅｒ) [８]ꎬ与 ＬＡＣＳ 活性相

关[９]ꎬ这是其他 ＡＣＳ 并不具备的一个显著特征ꎮ 因

此ꎬＡＭＰ￣绑定域标签和连接域是真核生物 ＬＡＣＳ 具

备的 ２ 个分子特征[１０￣１１]ꎮ 目前关于 ＬＡＣＳ 基因及其

生化研究在细菌、酵母和哺乳动物中有详细报

道[３]ꎮ 高等植物中 ＬＡＣＳ 也逐渐有深入研究ꎬ有文

献报道模式植物拟南芥中已鉴定出 ９ 个 ＬＡＣＳ 家族

成员ꎬ并证实各 ＡｔＬＡＣＳ 在不同器官中有不同的表达

模式ꎬ在脂肪酸相关油脂代谢的不同节点起着重要

作用[４]ꎻＫ. Ｉｃｈｉｈａｒａ 等[１２]研究发现水稻种子发育阶段

的 ＬＡＣＳ 酶活变化与油脂积累变化完全一致且酰基

辅酶 Ａ 的合成速度大于 ＴＡＧ 的合成速度ꎻＴ. Ｔｏｎｏｎ
等[１３]、Ｘ. Ｈｅ 等[１４] 和 Ｋ. Ｉｃｈｉｈａｒａ 等[ １２ ] 分别对微藻、
蓖麻和水稻种子的研究显示ꎬＬＡＣＳ 活性还与游离

脂肪酸数量以及储存性油脂的种类相关ꎬ这些研究

表明 ＬＡＣＳ 在油脂的积累中具有重要作用ꎮ
油茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ)是我国南方重要的

木本食用油料树种ꎬ油茶种仁所含油脂含有 ９０％以

上的不饱和脂肪酸ꎬ是优质保健的绿色食用油ꎮ 油

茶种仁油脂的积累是一个复杂的过程ꎬ与油茶种仁

发育过程中各时期植物体的脂类代谢密切相关ꎮ 油

茶脂类代谢涉及多种酶类ꎬ其中任何一种酶类的表

达或调控异常均会使油脂积累受到影响ꎮ ＬＡＣＳ 是

调控植物脂类代谢极为重要的酶类ꎬ本实验室构建

的油茶种仁转录组数据分析显示 ＬＡＣＳ 在油茶种子

发育过程中表达并呈现出多基因家族特征ꎮ 本研究

在油茶转录组数据分析基础上ꎬ从油茶种仁中分离

克隆了 １ 条 ＬＡＣＳ 全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ命名 ＣｏＬＡＣＳ１ꎻ运
用生物信息学软件对 ＣｏＬＡＣＳ１ 进行了较为系统的分

子特征分析ꎬ并结合油茶种仁发育时期含油率及脂肪

酸成分变化ꎬ对 ＣｏＬＡＣＳ１ 在油茶种子发育过程中的表

达规律与油茶油脂积累的相关性进行了研究ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与主要试剂

中南林业科技大学国家林业局重点实验室构建的

国家审定油茶品种华硕油茶种仁 ６ 月、８ 月和 １０ 月转

录组数据[１５]ꎻ华硕果实采自湖南省长沙市望城县东城

镇实验室油茶基地ꎬ分别于 ２０１４ 年 ６ 月、７ 月、８ 月、９
月、１０ 月的中旬和下旬采集ꎬ果实采摘后立即剥取种

仁ꎬ液氮保存ꎬ实验室超低温冰箱( －８０ ℃)保存ꎮ
ＲＮＡ 提取试剂盒 ( ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ )、 ＥｘＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶和高保真酶

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 均购自 ＴａＫａＲａ 公

司ꎬ反转录试剂盒 ( ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ)购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎬ荧光定量试剂盒

(ＱｕａｎｔｉＦａｓｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｋｉｔ)购自 ＱＩＡＧＥＮ 公

司ꎬ３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ
氨苄青霉素、ＩＰＴＧ、Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１、ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 和 ｐＥＡＳＹ￣
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　 １ 期 江　 南等:油茶长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶基因 １(ＣｏＬＡＣＳ１)分子特征与表达分析

Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自 ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公

司ꎬｐＥＴ３０ａ 和 ＢＬ２１(ＤＥ３)为本实验室保存ꎬＰＣＲ 产

物纯化试剂盒及质粒提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公

司ꎬ油茶油脂提取和脂肪酸成分测定所需试剂参考

文献[１６]ꎬ其他试剂为进口或国产分析纯ꎮ
所有引物由北京六合华大基因生物技术公司

合成ꎬＤＮＡ 测序由上海铂尚生物技术有限公司

完成ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 油茶种仁总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成 　 按

ＴａＫａＲａ 公司的 ＲＮＡ 提取和 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司的反转

录试剂盒说明书分别提取油茶各时期种仁 ＲＮＡꎬ
１􀆰 ５％琼脂糖电泳检测 ＲＮＡ 提取效果ꎬＢｅｃｋｍａｎ ＤＵ￣
６４０ 测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ选取理想 ＲＮＡ 为模板按照

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ反转录试剂盒及 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 ３′ＲＡＣＥ
和 ５′ ＲＡＣＥ 试 剂 盒 实 验 步 骤 制 备 ｃＤＮＡ 用 于

ＣｏＬＡＣＳ１ 克隆和荧光定量 ＰＣＲꎮ

１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣｏＬＡＣＳ１ 全长 ｃＤＮＡ 的克隆　 分析本实验

室构建的华硕油茶转录组数据共获得 ＣｏＬＡＣＳ１
Ｕｎｉｇｅｎｅ序列 ３２ 条(包含 ２０２ ~ １７４０ ｂｐ 序列长度)ꎬ
对 Ｕｎｉｇｅｎｅ１５４５４ 序列长度为 １７４０ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 片段

设计 ３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 特异引物 (表 １)ꎬ采用

ＲＡＣＥ 及降落 ＰＣＲ(ＴＤ￣ＰＣＲ)技术ꎬ克隆 ＣｏＬＡＣＳ１ 基

因ꎮ ＲＡＣＥ 过程 ＰＣＲ 扩增体系为:９４ ℃ ２ ｍｉｎꎻ
９４ ℃ ３０ ｓꎬ退火温度 ４０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 １ｍｉｎ ３０ ｓꎬ
７０ ℃、６８ ℃、６５ ℃ 各 ５ 个循环ꎬ６１ ℃ １５ 个循环ꎬ
５７ ℃ １０ 个循环ꎬ７２ ℃ 总延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＯＭＥＧＡ 试

剂盒凝胶回收扩增产物ꎬ ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 连接并转化

Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ꎬ抗生素筛选阳性克隆测序ꎬ获得 ＣｏＬＡＣＳ１
３′和 ５′端序列ꎮ 采用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ １０􀆰 ３􀆰 ０ 对 ＲＡＣＥ 序

列和 １７４０ ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列进行拼接ꎻ在全长

ｃＤＮＡ 拼接序列的 ３′端和 ５′端设计引物(表 １)ꎬ高
保真 ＤＮＡ 聚合酶进行全长扩增ꎬ连接转化后鉴定重

组子ꎬ挑选阳性克隆测序验证ꎮ

表 １　 ＣｏＬＡＣＳ１ 克隆引物

Ｔａｂｌｅ１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｕｓｅｄ ｉｎ ＣｏＬＡＣＳ１ ｃｌｏｎｉｎｇ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５′￣３′
引物用途

Ｐｒｉｍｅｒ ｐｕｒｐｏｓｅ

３′￣ＧＳＰ１ ＧＣＣＡＴＣＴＣＴＴＣＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＡＧＧＡＧＴ ３′ＲＡＣＥ ＰＣＲ

３′￣ＧＳＰ２ ＴＡＴＧＡＡＣＧＧＧＣＧＡＡＣＣＡＧＧＴＣＡＣＡＡＴ ３′ＲＡＣＥ 巢式 ＰＣＲ

３′￣ＧＳＰ３ ＴＴＧＧＴＴＧＣＣＧＡＧＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧＴＴＡＴＧ ３′ＲＡＣＥ 巢式 ＰＣＲ

５′￣ＧＳＰ２ ＡＣＣＡＣＣＡＧＡＴＧＴＣＴＴＣＡＣＡＧＣＡＴＴ ５′ＲＡＣＥ ＰＣＲ

５′￣ＧＳＰ３ ＴＧＴＣＴＣＣＣＴＧＧＴＡＧＡＡＴＣＣＡＡＣＴＧ ５′ＲＡＣＥ 巢式 ＰＣＲ

ＰＦ１ ＧＴＧＧＡＧＡＴＧＧＡＴＴＣＡＴＣＡＣＣＴＣＡＧＣ ＣｏＬＡＣＳ１ 全长扩增

ＰＲ１ ＣＴＣＴＧＣＣＴＴＴＣＣＴＴＣＣＴＡＴＴＴＣＡＣＡＴ ＣｏＬＡＣＳ１ 全长扩增

ＡＵＡＰ ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣ ３′末端序列 ＰＣＲ

ＵＰＭ￣Ｌｏｎｇ Ｐｒｉｍｅｒ:
ＵＰＭ￣Ｓｈｏｒｔ Ｐｒｉｍｅｒ:

ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ
ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

５′末端序列 ＰＣＲ

１􀆰 ２􀆰 ３　 ＣｏＬＡＣＳ１ 生物信息学分析 　 利用 ＧｅｎＢａｎｋ
数据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ)、
ＧＥＮＤＯＣ、ＭＥＧＡ５􀆰 ０３ 等软件程序完成 ＣｏＬＡＣＳ１ 氨基

酸序列及其同源进化分析ꎻ使用 ＰＲＯＳＩＴＥ ＰＳ００４５５ 工

具搜索注释的 ＬＡＣＳ 保守域信息ꎻ在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ＰｒｏｔＰａｒａｍ )、 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １
Ｓｅｒｖｅｒ、ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ)、
ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ. ２􀆰 ０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖ￣
ｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２􀆰 ０)、 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. Ｐｒｅ￣
ｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ. ｏｒｇ)等进行 ＣｏＬＡＣＳ１ 基因编码的蛋白质

的理化特性、结构特点分析及功能预测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＣｏＬＡＣＳ１ 原核表达载体构建和表达　 提取

ＣｏＬＡＣＳ１ 全长克隆质粒ꎬ设计特异引物 Ｆ:５′ＣＧＧＧＧ￣

ＴＡＣＣＡＴＧＧＡＴＴＣＡＴＣＡＣＣＴＣＡＧＣＧＴＣＧＣＣ ３′(ＧＧＴＡＣＣ
为 Ｋｐｎ Ｉ 酶 切 位 点) 和 Ｒ: ５′ ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＴＣＡ￣
ＣＡＴＴＴＴＴＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＧＴＴＣＡＧＡＣＧ ３′ ( ＧＡＡＴＴＣ
为 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切位点)ꎬ以提取的质粒为模板获得编

码区完整的 ２１０６ ｂｐ 的目的片段ꎬ采用常规载体构

建方法利用 Ｋｐｎ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切将 ＣｏＬＡＣＳ１ 全长

序列连接至载体 ｐＥＴ３０ａ 的多克隆位点上ꎬ构建

ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１ 表达载体ꎮ 将 ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１ 转

化至感受态大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ３７ ℃充分培

养(至 ＯＤ６００约为 ０􀆰 ６ 左右)后ꎬ２８ ℃条件下用 ＩＰＴＧ
(浓度 １ ｍｍｏｌ / Ｌ)诱导表达ꎬ诱导总时间为 １２ ｈꎬ在
培养 ２ ｈ、６ ｈ、１０ ｈ 和 １２ ｈ 取菌液ꎬ聚丙烯酰胺电泳

(１５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)检测分析ꎬ未加诱导剂 ＩＰＴＧ 的菌
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液和空载体菌液作为对照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＣｏＬＡＣＳ１ 在油茶种子发育不同时期表达量

分析　 油茶转录组数据中 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＲＰＫＭ 值分析

显示ꎬＣｏＬＡＣＳ 参与了油茶脂肪酸的合成和脂肪酸的

利用过程ꎬ在油茶种子发育过程不同时期表达量变

化不明显ꎮ 采用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)技术验

证 ＣｏＬＡＣＳ１ 在油茶种子不同发育时期的表达模式ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 的引物 ( ＰＦ:５′ＧＣＧＡＡＣＣＡＧＧＴＣＡ￣
ＣＡＡＴＧ ３′ꎬ ＰＲ: ５′ ＣＴＴＣＣＡＣＡＡＣＴＣＧＧＣＡＡＣ ３′)ꎬ
ＰＣＲ 产物 ３８６ ｂｐꎬ以油茶表达稳定的 ＧＡＰＤＨ 基因

(ｒｚｏｔｓ０＿００１３２５. ｙ１. ｓｃｆ)为内参对照基因(引物:ＰＦ:
５′ ＣＴＡＣＴＧＧＡＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧＡ ３′ꎬ ＰＲ: ５′ ＴＡＡＧＡＣ￣
ＣＣＴＣＡＡＣＡＡＴＧＣＣ ３′ꎬ ＰＣＲ 产 物 ２３１ ｂｐ )ꎮ ＢＩＯ￣
ＲＡＤ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上完成 ｑＰＣＲ 过程ꎬ反应体

系 ２０ μＬ( ｃＤＮＡ １ μＬꎬ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
１０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 的正反向引物各 １ μＬꎬ超纯水补

足至 ２０ μＬ)ꎬ引物退火温度为 ５８ ℃ (反应程序:
９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２０ ｓꎬ３５
个循 环)ꎬ Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ 软 件 进 行 数 据

分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 油茶种子发育不同时期出油率和脂肪酸成

分测定　 提取华硕种子发育不同时期(８ 月、９ 月和

１０ 月中下旬)油脂ꎬ油脂提取及脂肪酸成分测定方

法参考文献[１６]ꎬ同时采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９􀆰 ０ 统

计分析油茶种仁发育不同时期 ＣｏＬＡＣＳ１ 表达与油

脂变化的相关性ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 油茶 ＣｏＬＡＣＳ１ 基因全长 ｃＤＮＡ 克隆

根据 Ｕｎｉｇｅｎｅ１５４５４ 序列设计的引物(表 １)进行

ＲＡＣＥ 试验ꎬ获得 ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 片段(图 １Ａ
和 Ｂ)ꎬ序列拼接后获得长度为 ２５１７ ｂｐ 的完整油茶

长链脂肪酸酯酰辅酶 Ａ 合成酶基因全长 ｃＤＮＡ 序

列ꎬ包含 ５′非编码区 １５２ ｂｐꎬ３′非编码区 ２７７ ｂｐ(不
包括 ＰｏｌｙＡ)和开放阅读框(ＯＲＦ)２０８８ ｂｐꎬ命名为

ＣｏＬＡＣＳ１ꎮ 以基因全长特异引物和高保真酶对编码

区进行全长 ｃＤＮＡ 特异扩增ꎬ电泳检测获得清晰条

带(图 １Ｃ)ꎬ序列经克隆测序结果表明特异扩增所获

序列长度为 ２１１４ ｂｐꎬ与拼接序列比对一致性为

１００％ ꎬ包含 ２０８８ ｂｐ 的 ＯＦＲ 序列ꎬ编码 ６９５ 个氨基

酸ꎬ分子式为 Ｃ３４３２Ｈ５３８０Ｎ９１２Ｏ９９９Ｓ３４ꎬ分子量 ７６４９２􀆰 ０ꎬ
等电点理论值为 ７􀆰 ５１ꎬ生理中性条件下蛋白质略呈

碱性ꎻ带正电荷氨基酸残基(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)７２ 个ꎬ带负

电荷氨基酸残基(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)７１ 个ꎻ稳定系数(Ⅱ)
３５􀆰 ０３ꎬ属于稳定蛋白ꎻ脂肪系数 ８８􀆰 ６６ꎬ总平均亲水

性 － ０􀆰 ０６８ꎬＰｒｏｔｓｃａｌｅ 在线分析可发现 ＬＡＣＳ１ 具有多

个较强的亲水区域ꎬ可确定为亲水性蛋白ꎮ 序列提

交 ＧｅｎｅＢａｎｋꎬ登录号为 ＫＪ９６０２２８ꎮ

图 １　 油茶 ＣｏＬＡＣＳ１ ｃＤＮＡ 克隆

Ｆｉｇ. １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＣｏＬＡＣＳ１ ｃＤＮＡ ｆｒｏｍ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ｃ. Ａｂｅｌ

２􀆰 ２　 ＣｏＬＡＣＳ１ 氨基酸序列及进化分析

以植物、动物和真菌等 ＬＡＣＳ 同源蛋白氨基酸

序列作为查询对象ꎬ使用 ＰＲＯＳＩＴＥ ＰＳ００４５５ 工具搜

索注释的保守域信息ꎬ得到 ＣｏＬＡＣＳ１ 的保守域序列

(图 ２Ａ 和 Ｂ)ꎮ 位于第 ２６１ ~ ２７２ 位由 １２ 个高度保

守的氨基酸组成的序列为 ＡＭＰ 结合域ꎬ是 ＡＴＰ 必

须的结合位点(图 ２Ａ 中※标记)ꎻ第 ５２１ ~ ５４５ 位包

含 ２５ 个高度保守的氨基酸序列(图 ２Ａ 中★标记)ꎬ

为 ＣｏＬＡＣＳ１ 的 ＡＣＳ 信号序列ꎮ 同时 ＣｏＬＡＣＳ１ 还含

有 ＬＡＣＳ 特殊的 ｌｉｎｋｅｒ 结合域(图 ２Ａ 中△标记)ꎬ位
于 ２ 个保守域(图 ２Ｂ★标示区)之间ꎬ包含 ６０ 个氨

基酸残基ꎬ不同物种不同 ＬＡＣＳ ｌｉｎｋｅｒ 结合域所含氨

基酸序列长度不同(图 ２Ｂ)ꎮ 保守域信息分析表明

ＣｏＬＡＣＳ１ 既具备 ＡＣＳ 家族的共同特征ꎬ又具有真核

生物 ＬＡＣＳ 的 ２ 个分子特征ꎬ可确定本研究克隆的

基因为油茶所含有的 １ 条 ＬＡＣＳ 基因ꎮ

２４１



　 １ 期 江　 南等:油茶长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶基因 １(ＣｏＬＡＣＳ１)分子特征与表达分析

图 ２　 ＣｏＬＡＣＳ１ 氨基酸序列分析

Ｆｉｇ. ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣｏＬＡＣＳ１

此外ꎬ生物信息学分析显示ꎬＣｏＬＡＣＳ１ 没有跨

膜区ꎬ不是结合蛋白ꎬ可能属于可溶性蛋白ꎮ 平均信

号肽与最大剪接位点分值平均为 ０􀆰 ０９８ꎬ未达到最

大阈值 ０􀆰 ４５０ꎬ可推断 ＣｏＬＡＣＳ１ 不存在信号肽切割

位点ꎬ不是分泌蛋白ꎮ 蛋白质二级结构预测发现

ＣｏＬＡＣＳ１ 亚细胞定位于过氧化物酶体(预测置信度

达 ６９％ )ꎬＣｏＬＡＣＳ１ 包含 ３４􀆰 ９６％ 的 α － 螺旋结构

(Ｈ 值)ꎬ１９􀆰 １４％ 的 β － 折叠(Ｅ 值)和 ４５􀆰 ９％ 的无

规则卷曲结构(Ｌ 值)ꎮ 同时发现 ７ 种蛋白质功能位

点ꎬ其中包括 Ｎ －糖基化位点(Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ)３
个ꎬ分别位于第 ４６０ ~ ４６３ 位的 ＮＬＳＧ、第 ４８３ ~ ４８６
位的 ＮＹＴＳ 和第 ５８２ ~ ５８５ 位的 ＮＳＳＬ(图 ２Ａ 中下划

线１ ~ ３)ꎻｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依赖的蛋白激酶磷酸化位

点( ｃＡＭＰ￣ａｎｄ ｃＧＭＰ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ)１ 个(３８３ ~ ３８６ ＫＫＱＳ)(图 ２Ａ 中下

划线 ４)ꎻ蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位点(Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ)８ 个(５３ ~ ５５ ＴＧＫ、６１ ~ ６３ ＳＡＲ、
９１ ~ ９３ ＴＦＲ、１２１ ~ １２３ ＴＡＲ、２７０ ~ ２７２ ＴＰＫ、２９１ ~

３４１
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２９３ ＳＶＫ、３８９ ~ ３９１ ＳＧＫ 和 ６６２ ~ ６６４ ＴＦＫ) (图 ２Ａ
中下划线 ５ ~ １２)ꎻ酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点(Ｃａｓｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ ＩＩ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ) ９ 个(３３ ~ ３６ ＴＡＧＥ、
８０ ~ ８３ ＴＬＨＤ、９１ ~ ９４ ＴＦＲＤ、１０７ ~ １１０ ＴＶＧＥ、１１５ ~
１１８ ＴＹＧＥ、２２９ ~ ２３２ ＴＧＶＥ、４５３ ~ ４５６ ＳＡＭＤ、４８５ ~
４８８ ＴＳＤＤ 和 ６８６ ~ ６８９ ＳＴＳＥ)(图 ２Ａ 中下划线 １３ ~
２１)ꎻＮ － 豆蔻酰化位点 ８ 个(１２０ ~ １２５ ＧＴＡＲＳＡ、
１３４ ~ １３９ ＧＩＰＫＧＡ、２６９ ~ ２７４ ＧＴＰＫＧＡ、２８７ ~ ２９２
ＧＡＳＬＳＶ、３２２ ~ ３２７ ＧＶＡＶＧＦ、３６０ ~ ３６５ ＧＩＴＮＡＶ、
４４４ ~ ４４９ ＧＭＴＥＴＡ 和 ５３０ ~ ５３５ ＧＬＭＳＳＧ) (图 ２Ａ
中下划线 ２２ ~ ２９)ꎻ１ 个微体细胞 Ｃ 端靶信号(Ｍｉ￣
ｃｒｏｂｏｄｉｅｓ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ ) ( ６９３ ~ ６９５
ＳＫＭ)(图 ２Ａ 中下划线 ３０)ꎻ１ 个 ＡＭＰ －绑定域标签

(ＩＣＹＴＳＧＴＴＧＴＰＫ ２６１ ~ ２７２ 位氨基酸)(图 ２Ａ 中※
标记)ꎮ ＡＭＰ － 绑定域标签氨基酸位点和序列与

ＣｏＬＡＣＳ１ 保守序列分析结果一致ꎮ ＣｏＬＡＣＳ１ 这些

功能化位点使 ＣｏＬＡＣＳ１ 在油茶种子发育的不同时

期发挥其功能参与调控油茶种仁脂类代谢多个节点

重要的生理反应ꎮ
将 ＣｏＬＡＣＳ１ 氨基酸序列与其他 １５ 种动、植物

ＬＡＣＳ 所编码的氨基酸序列比对进行同源性分析ꎬ采

用 ＭＥＧＡ５􀆰 ０３ 程序构建的系统进化树如图 ３ꎮ 结果

显示 ＣｏＬＡＣＳ１ 与其他植物 ＬＡＣＳ 家族同源蛋白亲

缘关系较近ꎬＣｏＬＡＣＳ１ 与川桑(Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ)、欧
洲油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)和模式植物拟南芥 ＬＡＣＳ７
(ＡｔＬＡＣＳ７)、油棕 (Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ)、苹果 (Ｍａｌｕｓ
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ)、 桉 ( Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｇｒａｎｄｉｓ)、 大豆 ( Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ)、麻疯树 ( Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)、毛果杨 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)和可可(Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ)等物种 ＬＡＣＳ６
(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌ)在进化树上处在同一个分支ꎬＮＣＢＩ 氨
基酸 ＢＬＡＳＴ 结果显示 ＣｏＬＡＣＳ１ 与这些植物 ＬＡＣＳ
氨基酸相似性可达 ７８％ ~ ８５％ ꎮ 高等植物的 ＬＡＣＳ
家族不同成员可位于叶绿体的外膜、过氧化物酶体、
内质网和叶绿体等不同的亚细胞结构[３ꎬ６]ꎬ参与植

物不同组织器官不同生理时期脂类合成和分解中重

要的生化过程ꎮ 例如拟南芥 ＬＡＣＳ９ 是叶绿体 ＬＡＣＳ
编码基因ꎬ主要参与油脂合成ꎬＬＡＣＳ７ 位于过氧化物

酶体(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ)上ꎬ参与脂肪酸氧化过程[４]ꎮ 由

氨基酸同源性分析推测 ＣｏＬＡＣＳ１ 在油茶种仁发育

过程中可能与 ＡｔＬＡＣＳ７ 及油棕等 ＬＡＣＳ６ 功能相似ꎬ
在过氧化物酶体中参与调控长链脂肪酸的分解代谢

过程ꎮ

图 ３　 ＣｏＬＡＣＳ１ 蛋白的系统进化树分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｏＬＡＣＳ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ３　 ＣｏＬＡＣＳ１ 的原核表达分析

采用常规方法构建 ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１ 表达载体

如图 ４ꎮ 载体转化至感受态 ＢＬ２１(ＤＥ３)后ꎬ聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测 ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１ 表达ꎬ结果如

图 ５ꎮ 和空载体及未加诱导剂的 ＢＬ２１(ＤＥ３)相比ꎬ
ＩＰＴＧ 诱导不同时间的 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株均有 １ 条清

晰的蛋白条带ꎬ分子量约为 ７６ ｋＤꎬ图 ５ 显示随着诱导

时间延长ꎬ蛋白浓度增大ꎬ条带颜色变深ꎬ而未加诱导

剂的菌液和空载体菌液相应条带不明显ꎬＣｏＬＡＣＳ１ 原

核表达结果与预测的结果一致ꎬ说明所构建的表达载

体 ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１ 被成功诱导表达ꎬ克隆所获得的

ＣｏＬＡＣＳ１ 基因全长序列是完整且正确的ꎮ

４４１



　 １ 期 江　 南等:油茶长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶基因 １(ＣｏＬＡＣＳ１)分子特征与表达分析

图 ４　 表达载体 ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１ 的构建

Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ
ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１

１:未经 ＩＰＴＧ 诱导的菌体总蛋白ꎻ２:转化空载体菌

体总蛋白ꎻ３ ~ ６:１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 诱导 ２ ｈ、６ ｈ、１０ ｈ和
１２ ｈ 重组菌总蛋白(红色箭头为目的蛋白条带)

１:Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ
２:Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ￣ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ

３￣６:Ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ ｆｏｒ
２ ｈꎬ６ ｈꎬ１０ ｈ ａｎｄ １２ ｈ ｆｏｒ ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１

(Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｄｉｒｅｃｔ ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｉｎｇ)

图 ５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析 ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１ 表达蛋白

Ｆｉｇ. ５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
ｐＥＴ３０ａ￣ＣｏＬＡＣＳ１

２􀆰 ４　 油茶种仁发育不同时期油脂含量与 ＣｏＬＡＣＳ１
基因表达分析

本实验室构建的华硕油茶转录组数据分析获得

的 ＬＡＣＳ Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列中有 ４ 条能完全比对到

ＣｏＬＡＣＳ１ ｃＤＮＡ 序列上ꎬ４ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＲＰＫＭ 值在

油茶种仁发育 ６ 月、８ 月、１０ 月份变化如图 ６Ａꎮ ＲＰ￣
ＫＭ 值代表各 Ｕｎｉｇｅｎｅ 在油茶种子发育不同时期的

表达量ꎬ可直接用于比较相应基因不同时期表达差

异[１７]ꎮ ｑＰＣＲ 分析 ＣｏＬＡＣＳ１ 表达模式如图 ６Ｂꎬ在油

茶种仁发育 ６ 月、８ 月、９ 月和 １０ 月中下旬 ＣｏＬＡＣＳ１
均有表达ꎮ 同时分析种仁发育相应时期含油率和脂

肪酸变化规律如图 ６Ｃꎮ 结果表明ꎬ油茶种仁发育 ８
月至 １０ 月含油率处于逐渐上升趋势ꎬ８ 月、９ 月为油

Ａ:转录组中 ４ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ＲＰＫＭ 值ꎻ
Ｂ:油茶种仁 ＣｏＬＡＣＳ１ ｑＰＣＲ 相对表达量变化和出油率ꎻ

Ｃ:油茶种仁出油率、脂肪酸成分变化

Ａ:ＲＰＫＭ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍꎬ
Ｂ:ＣｏＬＡＣＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｏｉｌ ｙｉｅｌｄ ｏｆ

Ｃ. ｏｌｅｉｆｅｒａ Ｃ. Ａｂｅｌ ｓｅｅｄꎬ
Ｃ:Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｉｌ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ

Ｃ. ｏｌｅｉｆｅｒａ Ｃ. Ａｂｅｌ ｓｅｅｄ

图 ６　 油茶种仁不同发育时期 ＣｏＬＡＣＳ１ 表达丰度、
出油率和脂肪酸成分变化

Ｆｉｇ. ６　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣｏＬＡＣＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎬ
ｏｉｌ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ｃ. ｏｌｅｉｆｅｒａ

Ｃ. Ａｂｅｌ ｓｅｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ
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脂积累高峰期ꎮ 根据脂肪酸成分变化规律 (图

６Ｃ)ꎬ８ 月至 １０ 月油酸含量处于逐渐递增状态ꎬ棕
榈酸、亚油酸和亚麻酸含量均处于逐渐递减状态ꎬ
含油率及脂肪酸成分变化规律与油茶种仁发育过

程中多种不饱和脂肪酸合成的基因表达变化规律

一致[１６] ꎮ 与此同时ꎬｑＰＣＲ 显示 ＣｏＬＡＣＳ１ 在油茶

种仁发育各时期表达丰度不高且趋于平稳ꎬ与转

录组 ４ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ ＲＰＫＭ 值变化规律相符ꎬ６ 月和

１０ 月相对表达量接近ꎬ８ 月和 ９ 月略有下调ꎬ各时

期表达丰度无显著差别ꎮ ＣｏＬＡＣＳ１ 在油茶种仁发

育各时期的表达模式与油脂相应时期变化规律明

显不一致ꎬ出现在 ８ 月、９ 月油脂快速积累时 Ｃｏ￣
ＬＡＣＳ１ 表达还略有下调ꎬ各时期表达量也并未随含

油率和脂肪酸成分的明显变化而发生显著变化ꎮ
用双变量相关性统计分析二者相关性ꎬ结果显示

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性为 ０􀆰 ８５４ꎬ显著性为 ０􀆰 ０３０ꎬ显示 Ｃｏ￣
ＬＡＣＳ１ 在油茶种仁发育不同时期表达模式与油茶

种仁含油量变化显著相关ꎬ推测油茶 ＣｏＬＡＣＳ１ 在

油茶种仁发育过程中没有直接参与调控油脂的合

成和积累的过程ꎬ而是协同表达参与调控油茶种

仁油脂积累的变化过程ꎮ

３　 讨论

长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶(ＬＡＣＳ)在生物的脂

类代谢中具有重要的作用ꎮ 在植物体中ꎬ脂肪酸链

延伸和去饱和修饰前阶段、脂肪酸的运输和利用脂

肪酸生成其他脂类衍生物等生理过程均依赖于

ＬＡＣＳ[１８]ꎮ 目前酵母、大鼠、大豆、油菜、拟南芥和微

拟球藻等不同物种的长链酯酰 ＣｏＡ 合成酶基因序

列和功能均陆续被鉴定ꎮ 油茶品种华硕种仁转录组

数据显示ꎬ油茶含有 ５ 个成员组成的 ＬＡＣＳ 蛋白家

族ꎬ３２ 条 ＬＡＣＳ Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列 ＧｅｎｅＢａｎｋ 比对发现分

别与拟南芥等模式植物的 ＬＡＣＳ２、ＬＡＣＳ４、 ＬＡＣＳ７、
ＬＡＣＳ８ 和 ＬＡＣＳ９ 同源ꎮ 拟南芥 ＬＡＣＳ 蛋白家族含有

ＬＡＣＳ１ ~ ＬＡＣＳ９ꎬ已有文献报道 ＬＡＣＳ２ 和 ＬＡＣＳ９ 在

油脂合成和积累过程中起着重要的作用[１９￣２０]ꎬ
ＬＡＣＳ６ 和 ＬＡＣＳ７ 定位于过氧化物酶体上[２１]ꎬ活化

游离脂肪酸形成脂肪酸酰基 ＣｏＡ 进行β￣氧化ꎬ因此

可推测油茶 ＬＡＣＳ 基因蛋白家族参与了油茶油脂合

成和代谢的全过程ꎮ 本研究从油茶种仁 ｃＤＮＡ 中克

隆得到 ＣｏＬＡＣＳ１ 的 ｃＤＮＡ 全长ꎬ氨基酸序列分析发

现 ＣｏＬＡＣＳ１ 具有与拟南芥 ＬＡＣＳ７、麻疯树 ＬＡＣＳ６、
欧洲油菜 ＢｎＬＡＣＳ 序列一致的 ＡＭＰ 结合域、ＡＣＳ 信

号基序、特殊的结合域(图 ２Ｂ)ꎬ符合真核长链脂肪

酰基 ＣｏＡ 合成酶的典型特征[１０￣１１]ꎬ从基因分子特征

可确定 ＣｏＬＡＣＳ１ 为典型的 ＬＡＣＳ 家族基因ꎮ 系统同

源性分析显示 ＣｏＬＡＣＳ１ 与拟南芥 ＬＡＣＳ７、油棕等物

种的 ＬＡＣＳ６(ｌｏｎｇ ｃｈａｉｎ ａｃｙｌ￣ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ６ꎬｐｅｒｏｘｉ￣
ｓｏｍａｌ)同源性较大ꎮ 油茶种仁发育过程中 ＣｏＬＡＣＳ１
在各时期的平稳表达明显与油脂变化规律不一致ꎬ
而 Ｐｅａｒｓｏｎ 分析二者又呈现显著相关性ꎬ同时 Ｃｏ￣
ＬＡＣＳ１ 氨基酸序列分析表明 ＣｏＬＡＣＳ１ 含有过氧化

物酶体的定位序列[２２] (微体细胞 Ｃ 端靶信号ꎬ图
２Ａ)ꎬ位于 Ｃ 端ꎬ由 ３ 个高度保守的氨基酸残基组成

(ＳＫＭ)ꎬ由此可初步判断油茶 ＣｏＬＡＣＳ１ 没有参与催

化调控油茶种仁油脂的合成ꎬ而是在诸如 β － 氧化

等油脂代谢的生理过程中起着重要作用ꎬ这些生理

过程可为油茶种仁发育油脂积累过程中提供必要的

能量和碳源ꎬ甚至提供适应外界环境而进行的信号

传导[ ２０ꎬ２ ３ ]ꎮ 结合油茶果实和种仁发育过程中性状

变化规律[２４]研究ꎬＣｏＬＡＣＳ１ 表达规律与油茶果实和

种仁发育生理变化规律是一致的ꎬ８、９ 月份是油茶

果实的膨大期ꎬ也是油脂积累的高峰期ꎬ一方面果实

和种子重量增加ꎬ植物器官的发育需要大量的物质

和能量ꎬ必然加强过氧化物酶体 β 氧化过程ꎬ利用

脂肪酸提供能量ꎬ另一方面这个时期种仁完成油

脂的快速积累在一定程度上会抑制脂肪酸的消

耗ꎮ ＣｏＬＡＣＳ１ 的平稳表达不但为机体能量供应提

供了一定的保障ꎬ对应 ８、９ 月份表达略有下调ꎬ脂
肪酸利用得到控制ꎬ也保证了油茶种仁油脂积累

的顺利进行ꎮ
油茶种子含油量及油脂成分的变化是受多基因

调控的ꎬ对油茶油脂合成和代谢过程中关键基因的

分离克隆和功能研究可为油茶分子育种提供科学依

据ꎮ 本研究为进一步完成油茶种仁 ＣｏＬＡＣＳ１ 的亚

细胞定位和底物特异性的鉴定等内容的研究提供了

理论基础ꎬ也为油茶 ＬＡＣＳ 家族中其他成员的克隆

和功能研究及揭示 ＣｏＬＡＣＳｓ 在油茶种仁发育过程中

脂质合成、积累和生物代谢过程中的调控作用提供

了理论依据ꎮ
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