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椰子脂肪酸积累及与 ＦａｔＢ 基因表达关系研究
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( 中国热带农业科学院椰子研究所 / 海南省热带油料作物生物学重点实验室ꎬ 海南 文昌 ５７１３３９ )

摘　 要: 为筛选控制椰子果实中低碳链脂肪酸积累的关键 ＦａｔＢ 基因ꎬ本研究以海南本地高种绿椰四个发育

时期的果实为试验材料ꎬ参考国家标准 ＧＢ / Ｔ２９０６－１９８２ 谷类、油料作物种子粗脂肪测定方法ꎬ用索氏提取

法提取果肉脂肪酸ꎬ应用气质联用检测技术测定各发育时期脂肪酸含量及组分ꎬ同时应用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对椰子

脂肪酸合成相关基因 ＦａｔＢ１、ＦａｔＢ２ 及 ＦａｔＢ３ 进行相对定量分析ꎬ明确各发育时期椰子果实脂肪酸积累与

ＦａｔＢ 基因表达量变化之间的关系ꎮ 结果表明:(１)椰子油含 ９ 种脂肪酸成分ꎬ在椰子果实发育的早期(第 ６
和第 ７ 个月)ꎬ棕榈酸、硬脂酸和油酸的含量较高ꎬ月桂酸和肉豆蔻酸相对含量较低ꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ
发现ꎬ此时 ＦａｔＢ１ 基因的相对表达量较高ꎮ (２)而在椰子果实发育的后期(第 ８ 和第 ９ 个月)ꎬ棕榈酸、硬脂

酸和油酸的相对含量迅速降低ꎬ月桂酸和肉豆蔻酸相对含量迅速升高ꎬＦａｔＢ２ 和 ＦａｔＢ３ 基因的相对表达量较

高ꎬＦａｔＢ１ 的表达量略有降低ꎮ 该研究初步掌握了椰果各发育时期 ＦａｔＢ 基因表达量与脂肪酸成分间的变化

趋势ꎬ该结果为将来筛选控制椰子果实中低碳链脂肪酸积累的关键 ＦａｔＢ 基因奠定基础ꎬ同时为椰子脂肪酸

成分的分子改良提供理论依据ꎮ
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　 　 椰子(Ｃｏｃｏｓ ｎｕｃｉｆｅｒａ)为棕榈科(Ａｒｅｃａｃｅａｅ)椰

子属(Ｃｏｃｏｓ Ｌ.)的单子叶植物ꎬ原产于东南亚热带

雨林地区ꎬ目前在全世界 ９０ 多个热带国家和地区

广泛种植(Ｂａｔｕｇａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 椰子作为热带地

区的重要木本经济油料作物之一ꎬ其开发价值很

高ꎬ新鲜椰肉中的含油量可达 ３３.０％ꎬ椰子干中的

含油量高达 ６３.０％(段岢君等ꎬ２０１３ｂ)ꎮ
椰子油属于典型的月桂酸类油脂ꎬ其脂肪酸

组成中碳链分布范围较广ꎬ囊括了 Ｃ６ ~ Ｃ１８ 的馏

分(Ｍａｒｉｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ耿薇ꎬ２０１０)ꎬ其主要成分

的是月桂酸和肉豆蔻酸ꎬ相对含量高达 ７５.０％以

上(Ｋｒｉｓｈｎａｍｏｏｒｔｈｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ其中ꎬ高含量的

月桂酸是其他大部分油料作物所没有的ꎬ且这些

脂肪酸极易被人体吸收ꎬ其在人体内的消化系数

为 ９９.３％ꎬ远高于花生油、菜籽油和芝麻油等食用

油(Ｄａｍａｙａｎｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 椰子油还可用来做

油脂化工产品、牛奶里的脂肪、制造肥皂的原料、
去污剂和个人护理产品等ꎮ 对椰子油的生理活性

研究发现ꎬ其具有抗氧化活性、调节血浆血脂、减
肥与美容、维持体内代谢平衡和抗微生物、增强免

疫力等药用功能 (邓福明等ꎬ ２０１３ꎻ禤小凤等ꎬ
２０１３ꎻ段岢君等ꎬ２０１３ａꎻ李晓煜等ꎬ２０１３ꎻ颜巧丽

等ꎬ２０１３)ꎮ 在人体中ꎬ月桂酸以月桂酸甘油酯的

形式存在ꎬ该成分可以破坏脂类包被类型的病毒

(如艾滋病、肝炎病毒)ꎬ具有抗病毒的作用(蒋增

良等ꎬ２０１５)ꎮ 此外ꎬ椰子油中的月桂酸等脂肪酸ꎬ
其皂化值高ꎬ可增加产品的泡沫和溶解度ꎬ据统计

每年都有几百万吨的椰子油用于洗涤剂的加工生

产(王钰等ꎬ２００２)ꎮ 由此可见ꎬ椰子油不仅在食用

方面ꎬ而且在油脂化工和生物燃料等行业均发挥

着重要的作用ꎮ 掌握控制椰子油中低碳链脂肪酸

合成的关键 ＦａｔＢ 基因ꎬ为其脂肪酸成分的分子改

良提供理论基础ꎮ
脂酰－酰基载体蛋白硫脂酶(Ｆａｔ)对植物脂肪

酸的饱和度及其碳链长度均有重要作用ꎬ其中ꎬ
ＦａｔＢ 基因家族倾向于生成饱和碳链 (赵彦朋ꎬ
２０１４)ꎮ 目前ꎬ已在多种植物中克隆到了 ＦａｔＢ 基

因ꎬ如李晓斐(２０１１)克隆得到花生 ＦａｔＢ 基因序列

全长 １ ６１７ ｂｐꎬ构 建 了 植 物 表 达 载 体 ＰＢＩ１２１￣
ＡｈｆａｔＢꎬ实现了遗传转化ꎮ 赵彦朋( ２０１４)通过克

隆和构建 Ｐｂｉｓｐ￣ＦＡＤ２￣ＦａｔＢ 载体ꎬ发现转基因烟草

种子中的棕榈酸和硬脂酸均有显著降低ꎬ油酸含

量显著性提高ꎮ 赵彦朋等(２０１５)通过构建抑制烟

草种子 ＦａｔＢ 表达的载体ꎬ发现转基因烟草中油酸

含量有所提高ꎮ 刘祾悦等( ２０１９) 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
分析文冠果种仁油脂脂肪酸形成相关基因的表达

模式ꎬ发现 ＦａｔＡ 和 ＦａｔＢ 基因的低表达和 ＫＡＲ 基

因的高表达ꎬ为文冠果种仁油脂碳十八以上不饱

和脂肪酸的形成积累提供了充足的硬脂酸合成前

提ꎮ 目前ꎬ针对椰子油脂肪酸成分分析的报道较

多(耿薇等ꎬ２０１５ꎻ桂青等ꎬ２０１６ꎻ周丽霞等ꎬ２０１９)ꎬ
而对调控椰子果实脂肪酸合成的相关基因的研究

报道较少ꎮ 肖勇等(２０１３)应用椰子转录组数据ꎬ
挖掘了 １１ 个脂酰￣ＡＣＰ 硫脂酶基因ꎬ通过荧光定量

ＰＣＲ 检测上述基因的表达变化ꎬ发现 ＦａｔＢ 基因家

族的高表达对中低碳链脂肪酸的积累呈一定的正

相关关系ꎮ 袁怡君(２０１３)通过克隆椰子胚乳中与

中链脂肪酸合成相关的基因 ＦａｔＢꎬ发现转基因烟

草种子中肉豆蔻酸(１４ ∶ ０)、棕榈酸(１６ ∶ ０)和硬

脂酸(１８ ∶ ０)的相对含量都有不同程度的增加ꎬ其
他种类脂肪酸含量无明显变化ꎮ

目前ꎬ关于椰子脂肪酸相关的研究主要集中

在生理生化水平ꎬ对相关合成基因的表达、功能和

合成机制的研究鲜有报道ꎮ 因此ꎬ明确该基因在
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椰子果肉发育不同阶段的表达变化情况ꎬ可为将

来研究椰子脂肪酸合成的分子机理及脂肪酸成分

的分子改良奠定基础ꎮ 本文以海南本地高种绿椰

为研究材料ꎬ应用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＧＣ￣ＭＳ 检测技术ꎬ
分析 椰 子 果 实 不 同 生 长 时 期 ＦａｔＢ１、 ＦａｔＢ２ 及

ＦａｔＢ３ 基因的表达量变化ꎬ结合椰子果肉在不同时

期各脂肪酸成分的相对含量ꎬ明确 ＦａｔＢ１、ＦａｔＢ２
及 ＦａｔＢ３ 的表达变化与各脂肪酸含量之间的变化

趋势ꎬ以期为将来深入掌握控制椰子果实中低碳

链脂肪酸合成的关键 ＦａｔＢ 基因及脂肪酸成分的

分子改良提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

供试材料为中国热带农业科学院椰子研究所

椰子大观园内本地高种绿椰ꎮ 将本地高种绿椰在

花授粉后起记为第 １ 天ꎬ此后的第 １８０ 天(第 ６ 个

月)、第 ２１０ 天(第 ７ 个月)、第 ２４０ 天(第 ８ 个月)
和第 ２７０ 天(第 ９ 个月)分别摘取同株的椰果和椰

子嫩叶ꎬ每次取 ３ 份重复ꎮ 椰子嫩叶迅速放于液

氮冷却ꎬ带到实验室放在－８０ ℃保存ꎬ果肉于 ４ ℃
冰箱中保存备用ꎮ

石油醚(６０ ~ ９０ ℃)、氢氧化钾、甲醇、苯及和

正己烷均购自海口琼山莱客科技服务中心ꎬ罗氏

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 主

要仪器设备:Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ＋５９７５Ｃ 气相色谱－质

谱联用仪(Ａｇｉｌｅｎｔ)ꎬ上海亚荣 ＲＥ５２ 旋转蒸发仪

(上海亚荣生化仪器厂)ꎬ上海熙扬索氏提取器(上
海熙扬仪器有限公司)ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(美
国安捷伦 Ｍｘ３０００Ｐ 型)ꎮ
１.２ 脂肪酸的提取

参考国家标准 ＧＢ / Ｔ ２９０６￣１９８２ 谷类、油料作

物种子粗脂肪测定方法ꎬ称取 ５ ｇ 椰子果肉ꎬ用研

钵研磨至粉状后ꎬ用滤纸包裹并置于提取器中ꎬ向
提取瓶内加入 ２００ ｍＬ 石油醚ꎬ８０ ℃恒温水浴回流

提取约 １５ ｈꎬ得无色透明萃取液ꎬ应用旋转蒸发仪

将其减压浓缩得到样品溶液ꎬ用石油醚定容至

１０ ｍＬꎮ
１.３ 脂肪酸甲酯化处理

吸取上述样品提取液 １ ｍＬꎬ加入 ２ ｍＬ ０. ４
ｍｏｌＬ￣１氢氧化钾的甲醇溶液(色谱级) 和 ８ ｍＬ
苯－石油醚(体积比 １ ∶ １)ꎬ充分振荡后静置 １５

ｍｉｎꎬ再加入 １６ ｍＬ 蒸馏水ꎬ充分振荡后放置至溶

液清晰分层ꎬ吸取上清液ꎬ旋转蒸发仪将其减压蒸

干ꎬ得甲酯化脂肪酸ꎬ加入 ０.５ ｍＬ 正己烷使其溶解

并转移至 １. ５ ｍＬ 气相色谱上样瓶中ꎬ作 ＧＣ￣ＭＳ
分析ꎮ
１.４ ＧＣ￣ＭＳ 条件

ＧＣ 条件:色谱柱 Ａｇｉｌｅｎｔ ＤＢ￣２３ ( ３０ ｍ × ２５０
μｍ × ０.２５ μｍ)ꎬ载气为氮气ꎬ柱初温 １８０ ℃ꎬ以 １０
℃ｍｉｎ￣１速率加热至 ２２０ ℃ꎬ维持 ３ ｍｉｎꎬ平衡时

间 １ ｍｉｎꎬ进样量 １ μＬꎬ色谱柱流速 １ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ
分流比 １ ∶ ４０ꎮ

ＭＳ 条件:ＥＩ 离子源ꎬ电子能量 ８０ ｅＶꎬ电子倍

增器电压 １ ｋＶꎬ质量扫描范围 ２５ ~ ４５０ ｍｚ￣１ꎬ离
子源温度 ２００ ℃ꎬＧＣ￣ＭＳ 接口温度 ２３０ ℃ꎬ质谱检

测时间 ３ ｍｉｎꎮ
１.５ 椰子果肉 ＲＮＡ 提取

分别取第 ６、７、８、９ 个月的椰子果肉约 １ ｇꎬ用
液氮研磨至粉末状ꎬ加入 １ ｍＬ 提取液ꎬ剧烈震荡

并在室温下静置 ５ ｍｉｎ 后ꎬ于 ４ ℃ 超高速离心机

中１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ加入 ６００
μＬ 氯仿ꎬ混匀后在室温下静置 ７ ｍｉｎꎬ于 ４ ℃ 超高

速离心机中１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ
加入等体积异丙醇ꎬ混匀并在室温下静置 １０ ｍｉｎꎬ
于 ４ ℃ 超高速离心机中 １０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 １０
ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加入 １ ｍＬ ７５％乙醇ꎬ于 ４ ℃超高速离

心机中７ ５００ ｒｍｉｎ￣１离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ开盖

干燥 ３ ｍｉｎꎬ加入 ２０ μＬ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 溶解ꎮ
１.６ ＲＮＡ 逆转录及检测

逆转录分为两个步骤:步骤 １ 总体系为 １２
μＬꎬ其中 ｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ６ μＬꎬ Ｏｌｉｇｏ ( ｄＴ) １８
Ｐｒｉｍｅｒ １ μＬꎬｍＲＮＡ ５ μＬꎬ６５ ℃ ５ ｍｉｎ 后ꎬ迅速置

于冰水中冷却ꎻ步骤 ２ 体系为 ８ μＬꎬ其中ꎬ ５ ×
Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬꎬＲｉｂｏｌｏｃｋ ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ( ２０
ｕμＬ￣１ ) １ μＬꎬ１０ ｍＭ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２ μＬꎬＲｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ(２００ ｕμＬ￣１) １ μＬꎬ将步骤 ２ 中的 ８
μＬ 体系加入步骤 １ 的 １２ μＬ 体系中ꎬ４２ ℃ ６０ ｍｉｎ
后 ７０ ℃ ５ ｍｉｎꎮ

采用 ＵＢＣ１０ 内参基因(Ｘｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)引物

(５′￣ＴＣＧＡＣＧＡＴＧＡＣＡＴＣＡＡＣＧＡＡＧＴ￣３′ꎬ５′￣ＴＣＴＡ
ＴＧＡＡＴＣＣＡＣＣＡＡＣＴＣＡＧＣ￣３′) 进 行 ＰＣＲ 扩 增 检

测ꎬ检测体系为 １０ μＬ:ｃＤＮＡ １ μＬꎬＵＢＣ１０ Ｆ / Ｒ 引

物各 ０. ５ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０. ２ μＬꎬ ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ ０.２ μＬꎬ１０ ×Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ( ｐｌｕｅ Ｍｇ２＋ ) １ μＬꎬ
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ｄｄＨ２Ｏ ６.６ μＬꎮ ＰＣＲ 检测程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃
３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓ 进行 ３５ 个循环ꎬ７２ ℃
７ ｍｉｎꎮ 琼脂糖凝胶电泳ꎬ １.０％凝胶ꎬ１×ＴＡＥ 缓冲

液ꎬ１２０ Ｖ 电压电泳 ２５ ｍｉｎꎬ置凝胶于凝胶成像分

析系统上检测ꎮ 逆转录成功的 ｃＤＮＡ 母液用灭菌

ｄｄＨ２Ｏ 稀释 １０ 倍ꎬ分装备用ꎮ
１.７ 荧光定量 ＰＣＲ

采用罗氏的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 实时

荧光定量试剂盒ꎬ在 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ Ｍｘ３０００Ｐ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 系统上进行实验ꎬ每个目的基因进行三

个生物学重复和三个技术重复ꎮ 反应体系:２ ×
ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ 缓 冲 液 ５
μＬꎬ上下游引物(１０ μｍｏｌＬ￣１)各 ０.５ μＬꎬＲｏｘ ０.２
μＬꎬＤＮＡ 模板 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ２.８ μＬꎬ反应总体积 １０
μＬꎮ 反应程序:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ３０
ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 引物用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ
５.０ 进行设计ꎬ引物信息见表 １ꎬ引物由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成ꎮ
１.８ 方法

应用 ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＧＣ / ＭＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｒｅｌｅａｓｅ ２.１０

表 １　 相关基因引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

命名
Ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因序列号
ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ.

ｆａｔｔｙ ａｃｙｌ￣ＡＣＰ ｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ Ｂ１ ＦａｔＢ１￣Ｆ
ＦａｔＢ１￣Ｒ

５′￣ＴＧＴＴＴＣＴＣＴＴＧＴＣＴＴＣＣＣＧＴ￣３′
５′￣ＡＴＣＴＧＧＴＣＣＣＴＣＴＡＴＴＣＣＴＡＣ￣３′

ｇｉ ｜ ３４３９６３２０６ ｜

ｆａｔｔｙ ａｃｙｌ￣ＡＣＰ ｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ Ｂ２ ＦａｔＢ２￣Ｆ
ＦａｔＢ２￣Ｒ

５′￣ＣＴＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＡＡ￣３′
５′￣ＧＡＡＡＡＣＣＣＣＡＡＣＡＡＡＣＡＴＡＡＧＣ￣３′

ｇｉ ｜ ３４３９６３２０８ ｜

ｆａｔｔｙ ａｃｙｌ￣ＡＣＰ ｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ Ｂ３ ＦａｔＢ３￣Ｆ
ＦａｔＢ３￣Ｒ

５′￣ＣＴＴＧＴＴＴＴＣＴＣＧＣＴＴＴＧＴＣＡ￣３′
５′￣ＣＴＴＣＡＴＴＴＡＣＴＣＴＣＡＧＴＴＧＧＧＴＧ￣３′

ｇｉ ｜ ３４３９６３２１０ ｜

对 ＧＣ￣ＭＳ 图谱进行鉴定和定量分析ꎬ根据 ＧＣ￣ＭＳ
联用测定得到的质谱信息ꎬ应用 ＮＩＳＴ １１ 数据库进

行检索ꎬ通过与标准谱图进行对照ꎬ确定每个成分

的化学结构ꎮ 引物设计采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软

件ꎬ应用 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪进

行荧光定量 ＰＣＲꎬＥｘｃｅｌ ２０１０ 进行数据分析处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 各生长时期椰子果肉脂肪酸含量分析

采用索氏提取法提取新鲜椰子果肉四个生长

时期的脂肪酸ꎬ如图 １ 所示ꎬ测得第 ６ 个月的椰子

果肉脂肪酸相对含量为 １２.５％ꎬ第 ７ 个月的椰子果

肉脂肪酸相对含量为 ２３.６％ꎬ第 ８ 个月的椰子果肉

脂肪酸相对含量为 ２７.０％ꎬ第 ９ 个月的椰子果肉脂

肪酸相对含量为 ３３.５％ꎮ 随着椰子果实的发育ꎬ
果肉中脂肪酸的含量不断增加ꎮ 本研究结果与段

岢君等(２０１３ｂ)调查的结果基本相符ꎮ
２.２ 椰子果肉脂肪酸的组成及相对含量

应用 ＧＣ￣ＭＳ 技术分别测定四个生长时期椰子

果肉的脂肪酸成分及相对含量ꎬ结果如图 ２－５ 所

示ꎬ由脂肪酸甲酯的总离子流色谱图可知ꎬ各生长

图 １　 四个生长时期椰子果肉脂肪酸的相对含量
Ｆｉｇ. １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ

ｉｎ ｃｏｃｏｎｕｔ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ

时期椰子果肉中含有的脂肪酸成分完全相同ꎬ都
含有己酸、辛酸、癸酸、月桂酸、肉豆蔻酸、棕榈酸、
硬脂酸饱和脂肪酸以及油酸、亚油酸不饱和脂肪

酸ꎬ保留时间均在 ６ ~ ２８ ｍｉｎ 之间ꎮ 各时期脂肪酸

成分的相对含量变化较大ꎬ在椰子果实发育早期

(第 ６ 和第 ７ 个月)ꎬ棕榈酸、硬脂酸、油酸和亚油

酸的相对含量在 １０. ０％ ~ ３０. ０％之间ꎬ远大于己

酸、辛酸、癸酸、 月桂酸和肉豆蔻酸的相对含量ꎮ 在
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Ｃ６. 己酸ꎻ Ｃ８. 辛酸ꎻ Ｃ１０. 癸酸ꎻ Ｃ１２. 月桂酸ꎻ Ｃ１４. 肉豆蔻酸ꎻ Ｃ１６. 棕榈酸ꎻ Ｃ１８. 硬脂酸ꎻ Ｃ１８ ∶ １. 油酸ꎻ Ｃ１８ ∶ ２. 亚油酸ꎮ
下同ꎮ
Ｃ６. Ｈｅｘａｎｏｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ８. Ｏｃｔａｎｏｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１０. Ｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１２. Ｄｏｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１４. Ｍｙｒｉｓｔｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１６. Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１８. Ｓｔｅａｒｉｃ
ａｃｉｄꎻ Ｃ１８ ∶ １. Ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１８ ∶ ２. Ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 第 ６ 个月椰子果肉脂肪酸组分分析结果
Ｆｉｇ. ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｃｏｎｕｔ ｆｌｅｓｈ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ６ｔｈ ｍｏｎｔｈ

图 ３　 第 ７ 个月椰子果肉脂肪酸组分分析结果
Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｃｏｎｕｔ ｆｌｅｓｈ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ｍｏｎｔｈ

椰子果实发育的后期(第 ８ 和第 ９ 个月)ꎬ棕榈酸、
硬脂酸、油酸和亚油酸的相对含量逐渐减少ꎬ尤其

是在第 ９ 个月时ꎬ其相对含量降到了 １０.０％以下ꎻ
而月桂酸和肉豆蔻酸的相对含量迅速增加ꎬ在第 ９
个月时ꎬ肉豆蔻酸的相对含量达到了 ２０.６％ꎬ月桂

酸的相对含量高达 ４９.８５％ꎮ
２.３ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＦａｔＢ 基因表达水平

实时荧光定量 ＰＣＲ 结果采用比较阈值法

(２－ΔΔＣｔ法)(Ｌｉｖａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)对各功能基因在细

胞中的转录水平进行相对定量ꎬ对样本中特定

ｍＲＮＡ 的检测是建立在内参样本基础上的ꎬ将定

量测定结果表示为靶 ｍＲＮＡ /内参样本 ｍＲＮＡ 的

比值ꎬ确定在椰子果肉生长的四个不同时期脂肪

酸合成相关功能基因表达水平ꎮ 图 ６ 展示了椰子

脂肪酸合成途径中 ＦａｔＢ１、ＦａｔＢ２ 及 ＦａｔＢ３ 功能基

因在椰子果实生长的第 ６、７、８、９ 个月转录水平的

变化ꎮ 其中ꎬＦａｔＢ１ 在椰子果实发育过程中转录水

平相对稳定ꎬ表达升高和降低幅度均较小(图 ６:
Ａ)ꎻＦａｔＢ２ 和 ＦａｔＢ３ 基因在果实发育早期转录水

平较低ꎬ随着果实的发育ꎬ表达水平均逐渐升高ꎬ尤
其是在第 ９ 个月ꎬ其表达量均达最大(图 ６ :ＢꎬＣ)ꎮ

３　 讨论与结论

椰子作为一种重要的油料作物ꎬ与一般的草

本油料作物不同ꎮ 椰子油是国际椰子加工的主要
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图 ４　 第 ８ 个月椰子果肉脂肪酸组成分析结果
Ｆｉｇ. ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｃｏｎｕｔ ｆｌｅｓｈ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ８ｔｈ ｍｏｎｔｈ

图 ５　 第 ９ 个月椰子果肉脂肪酸组成分析结果
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｃｏｎｕｔ ｆｌｅｓｈ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ９ｔｈ ｍｏｎｔｈ

产品ꎬ其主要成分为月桂酸ꎬ作为食用油ꎬ较易被

人体吸收ꎬ除此之外ꎬ椰子油在化妆品和洗涤用品

等化工行业也有广泛的用途(Ｇｕａｒｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６ꎻ
Ｒｉｎｄｅｎｇａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 椰子作为一种月桂酸含

量最高的作物ꎬ是研究月桂酸等中低碳链脂肪酸

合成分子机理的重要材料(肖勇等ꎬ２０１３)ꎮ 目前ꎬ
对椰子油脂肪酸相关的研究主要集中在其组成成

分及含量的测定与分析ꎬ对相关基因表达ꎬ功能和

调控机制的研究鲜有报道ꎮ 本研究结合 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
和 ＧＣ￣ＭＳ 检测技术ꎬ探索椰子果实四个发育时期

ＦａｔＢ１、ＦａｔＢ２ 及 ＦａｔＢ３ 基因的表达量与脂肪酸成

分相对含量之间的变化趋势ꎬ为将来深入掌握控

制中低碳链脂肪酸合成的关键 ＦａｔＢ 基因及为椰

子油中低碳链脂肪酸成分的分子改良提供理论

依据ꎮ

本研究发现新鲜椰子果肉主要含有 ９ 种脂肪

酸成分ꎬ这与耿薇 ( ２０１０) 的研究结果相一致ꎮ
Ｙａｎｄｅａｕ￣Ｎｅｌｓｏｎ ｅｔ ａｌ. (２０１１)研究发现 ＦａｔＢ１ 主要

是针对 Ｃ８、Ｃ１４ 和 Ｃ１６ 的脂肪酸合成ꎬＦａｔＢ２ 主要

针对 Ｃ１４ 和 Ｃ１６ 的脂肪酸合成ꎬ而 ＦａｔＢ３ 负责产

生 Ｃ１２ 和 Ｃ１４ 的中碳链脂肪酸ꎮ 本研究通过分析

ＦａｔＢ１、ＦａｔＢ２ 及 ＦａｔＢ３ 基因的表达量及相对应各

生长时期脂肪酸成分相对含量之间的变化趋势ꎬ
发现在果实发育的第 ６ 个月ꎬ ＦａｔＢ１ 表达量达最

大ꎬ且此时 Ｃ１６ 和 Ｃ１８ 脂肪酸的相对含量最高ꎬ
Ｃ１２ 和 Ｃ１４ 脂肪酸相对含量较低ꎬ在第 ７、８、９ 个

月的 ＦａｔＢ１ 表达量有小幅度下降ꎬ但变化相对不

大ꎮ 在果实发育第 ８、９ 个月ꎬ ＦａｔＢ２ 和 ＦａｔＢ３ 的表

达量逐渐变大ꎬ尤其是在第 ９ 个月ꎬＦａｔＢ２ 和 ＦａｔＢ３
的表达量均迅速变大ꎬ分别为第 ６ 个月表达量的
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图 ６　 椰子果肉生长四个生长时期(第 ６、７、８、９ 个月)
ＦａｔＢ１、ＦａｔＢ２、ＦａｔＢ３ 基因表达水平变化

Ｆｉｇ. ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＦａｔＢ１ꎬ ＦａｔＢ２ ａｎｄ ＦａｔＢ３ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｏｃｏｎｕｔ ｆｌｅｓｈ ｇｒｏｗｔｈ

(ｔｈｅ ６ｔｈꎬ ７ｔｈꎬ ８ｔｈ ａｎｄ ９ｔｈ ｍｏｎｔｈ)

４.８ 倍和 ２７.８ 倍ꎮ 此时ꎬＣ１２ 和 Ｃ１４ 的相对含量均

达到最大ꎬ其中 Ｃ１２ 为 ４９.９％ꎬ是第 ６ 个月的 ４.１
倍ꎬＣ１４ 为 ２０.３％ꎬ是第 ６ 个月的 ２.７ 倍ꎮ 本研究

通过对 ＦａｔＢ 基因在果肉四个发育阶段的表达进

行定量验证ꎬ发现 ＦａｔＢ１ 的大量表达与 Ｃ１６ 和 Ｃ１８
脂肪酸的积累相一致ꎬＦａｔＢ２ 和 ＦａｔＢ３ 的大量表达

与 Ｃ１２ 和 Ｃ１４ 中低碳链脂肪酸的积累相一致ꎮ 这

一结果与 Ｙａｎｄｅａｕ￣Ｎｅｌｓｏｎ ｅｔ ａｌ.(２０１１)的研究结果

存在一定差异ꎮ 分析其主要原因是脂肪酸的合成

是一个由多种酶和多个基因相互协调、共同作用

的复杂过程ꎬ仅依据脂肪酸的积累和 ＦａｔＢ 基因的

表达变化趋势不能说明 ＦａｔＢ 基因具体负责哪种

脂肪酸的合成ꎬ为进一步验证各 ＦａｔＢ 基因对具体

脂肪酸合成的调控功能ꎬ可利用分子生物学手段ꎬ
将关键 ＦａｔＢ 基因克隆、转化到产油藻中ꎬ同时检

测转化藻中的脂肪酸成分及含量ꎬ来验证其基因

功能ꎬ从而为椰子油品质的分子改良提供理论
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