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樟树长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶基因 ９ 克隆与表达分析
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( 江西省林业科学院樟树研究所ꎬ 南昌 ３３００１３ )

摘　 要: 该研究以樟树转录组数据为基础ꎬ筛选克隆了拟南芥 ＡｔＬＡＣＳ９ 同源候选基因 ＣｃＬＡＣＳ９ꎬ二者序列相

似性为 ７５％ꎮ 相关软件预测 ＣｃＬＡＣＳ９ 享有植物 ＬＡＣＳ 亚家族成员 ３ 个特征 ｍｏｔｉｆｓꎬ且 Ｎ 端含有定位质体信

手肽ꎮ 在 Δｌａｃｓ 缺陷型酵母互补测试中ꎬ以油酸作为唯一外源脂肪酸、转化了 ＣｃＬＡＣＳ９ 的突变型酵母恢复

正常生长ꎬ证明 ＣｃＬＡＣＳ９ 具有典型的脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶的功能ꎮ 为探究 ＣｃＬＡＣＳ９ 是否参与了樟树籽油

生物合成ꎬ进一步研究了其组织表达模式和在种子发育过程中其表达量与籽油累积量之间的关系ꎮ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 分析显示 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因在种仁与花中优势表达ꎬ种仁中相对表达量是根中的 １７.７４ 倍ꎮ 随机测

定了 ３０ 棵成年樟树成熟期种子千粒重、籽油含量和中链脂肪酸比例等指标ꎮ 根据仁油含量将测试群体划

为高、中、低三个不同品级ꎬ并在各品级中挑选 ３ 棵单株、逐月关联分析其仁油含量与 ＣｃＬＡＣＳ９ 相对表达量ꎮ
结果表明:在种仁发育前期ꎬ仁油含量和 ＣｃＬＡＣＳ９ 表达量都持续上升且二者呈正相关性ꎬ８ 月份为 ＣｃＬＡＣＳ９
表达量峰值期ꎻ９ 月下旬后ꎬ仁油含量趋向稳定但 ＣｃＬＡＣＳ９ 表达量仍处于较高水平但呈现下降趋势ꎬ二者无

明显相关性ꎮ ＬＡＣＳ 亚家族在植物进化中较为保守ꎬ同源基因在不同植物中具有相同或相似的功能ꎮ 该研

究结果暗示 ＣｃＬＡＣＳ９ 可能拥有 ＡｔＬＡＣＳ９ 相似的生物学功能ꎬ即在樟树种仁油酯合成和累积过程中起重要
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　 　 樟树(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ)是我国潜在可

持续开发能源树种之一ꎬ种仁中油脂占其自身干

重的 ５５％ ~６５％ꎬ主要以癸酸和月桂酸为主、比例

在 ９０％以上(赵曼丽等ꎬ ２０１２)ꎮ 癸酸(Ｃ１０)和月

桂酸(Ｃ１２)属于中链脂肪酸ꎬ具有凝固点低、氧化

稳定性好、可被迅速吸收、相容性和延展性佳等特

性ꎬ广泛应用于工业、医药、保健、化妆、动物养殖

等行业(宫雪等ꎬ ２０１２ꎻ刘梦芸等ꎬ ２０１６)ꎮ 樟树广

布于南方诸省ꎬ据统计仅湖南一省每年产籽油便

可超过 ４００ ｔꎬ作为我国鲜有的富含中链脂肪酸植

物资源具有良好的开发潜力ꎮ 然而ꎬ目前樟树籽

油未被规模化开发利用ꎬ缺少具有竞争力的良种

是其关键因素之一ꎮ 作为高杂合的木本植物ꎬ樟
树个体间籽油含量和成分差异显著ꎬ如何为良种

定向筛选和培育提供约束性理论指标显得尤为重

要ꎮ 加强樟树油脂生物合成研究、特别是关键基

因挖掘ꎬ填补相关基础研究空白ꎬ将有助于今后良

种培育和樟树油脂产业开发ꎮ
长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶 ( ｌｏｎｇ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ

ａｙｃｌ￣ｃｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓꎬ ＬＡＣＳｓ) 可催化游离脂肪酸

(Ｃ１４ ~ Ｃ２０)形成脂肪酰基 ＣｏＡ 参与生物体内各

类脂类代谢反应ꎬ在植物发育、脂肪酸延伸、植物

种子油脂即三酰基甘油 ＴＡＧ( ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ)形成

和 β￣氧化、生物膜合成与细胞信号转导等生物过

程中具有重要作用(Ｗａｔｋｉｎｓꎬ １９９７ꎻ Ｋｈｕｒａｎａ ｅｔ ａｌꎬ
２０１０)ꎮ 在高等植物中ꎬＬＡＣＳ 是一类序列保守的

蛋白ꎬ具有 腺 苷 合 成 酶 基 因 超 家 族 ( ａｄｅｎｙｌａｔｅ￣
ｆｏｒｍｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅｓ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎬ ＡＡＥ)的共同特征ꎬ即
包含一段高度保守的 ｍｏｔｉｆ１ ( Ｔ [ ＳＧ] ￣Ｓ [ Ｇ] ￣Ｇ￣
[ ＳＴ ] ￣Ｔ [ ＳＥ ] ￣Ｇ [ Ｓ ] ￣Ｘ￣Ｐ [ Ｍ ]) 和 ｍｏｔｉｆ２ ( Ｙ
[ＬＷＦ]￣Ｇ [ＳＭＷ]￣Ｘ￣Ｔ [Ａ] ￣Ｅ)组成(注 Ｘ 代表任

意氨基酸)的 ＡＭＰ￣绑定结构域和享有相似的催化

反应机制:第一步在消耗 ＡＴＰ 的条件下形成酰基￣
ＡＭＰ 中间体、同时释放焦磷酸盐ꎻ第二步ꎬ将酰基

转移至最终受体并释放 ＡＭＰ(Ｂａｂｂｉｔｔ ｅｔ ａｌꎬ １９９２ꎻ
Ｓｔｕｉｂｌｅ ｅｔ ａｌꎬ ２０００)ꎮ ＡＭＰ￣绑定结构域是第一步

反应的主要执行者ꎬ也是腺苷合成酶基因超家族

成员鉴定的特征探针序列( Ｓｔｕｉｂｌｅ ｅｔ ａｌꎬ ２０００)ꎮ
ＬＡＣＳｓ 包含的另一段由约 ２５ 个高度保守氨基酸残

基组成的保守结构域称为酰基 ＣｏＡ 合成酶(ＡＣＳ)
信号序列ꎬ可能是脂肪酸的结合部位和 ＡＣＳ 的激

活位点(Ｍａｓｈｅｋ ｅｔ ａｌꎬ ２００７)ꎮ 此外ꎬ一段由 ４５ ~
７０ 个不等残基组成的专一连接区域( ｌｉｎｋｅｒ)则是

ＬＡＣＳｓ 区别于其它 ＡＣＳ 家族成员的特征序列ꎬ其

６３３１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



为 ＬＡＣＳｓ 成员行使正常生物学功能所必需( Ｓｔｅｉｎ￣
ｂｅｒｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０００ꎻ Ｉｉｊｉｍａ ｅｔ ａｌꎬ １９９６)ꎮ

植物 ＬＡＣＳｓ 亚家族各成员功能研究在模式植

物拟南芥中的开展较为深入和广泛ꎮ 在拟南芥中

已鉴定获得 ９ 个编码 ＬＡＣＳｓ 基因ꎬ缺陷型酵母互

补测试证实了当中 ７ 个编码蛋白都具有较强的脂

酰 ＣｏＡ 合成酶活性ꎬ而在体外催化测试中则 ９ 个

编码蛋白皆具有较强的活性、但底物偏好性各异

( Ｓｈｏｃｋｅｙ ｅｔ ａｌꎬ ２００２)ꎮ 表达分析显示ꎬ除 ＡｔＬＡＣＳ５
(花中特异表达)之外、其它成员在各组织中普遍

转录但具有明显器官或组织特异性(Ｓｈｏｃｋｅｙ ｅｔ ａｌꎬ
２００２)ꎮ ＡｔＬＡＣＳｓ 亚家族成员具有不同的亚细胞

定位ꎬ在脂肪酸相关油脂代谢不同节点上起着重

要作用ꎬ对植物正常各器官组织发育亦至关重要

(Ｆｕｌｄａ ｅｔ ａｌꎬ ２００２ꎻ ＬÜ ｅｔ ａｌꎬ ２００９ꎻ Ｓｃｈｎｕｒｒ ｅｔ ａｌꎬ
２００４ꎻ Ｊｅｓｓｅｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１)ꎮ 其中ꎬＡｔＬＡＣＳ９ 基因在

发育 种 子 和 莲 座 叶 中 优 势 表 达ꎬ 其 编 码 蛋 白

(Ａｔ１ｇ７７５９０ ) 定 位 于 质 体 膜 上 ( Ｓｃｈｎｕｒｒ ｅｔ ａｌꎬ
２００２)ꎮ 尽管 Ｔ￣ＤＮＡ 插入未引起 ｌａｃｓ９￣１ 突变体发

育和表型明显变化ꎬ但叶绿体中长链脂肪酰基

ＣｏＡ 合成酶活性只维持约为野生对照个体的

１０％ꎬ表明 ＡｔＬＡＣＳ９ 是质体中主要的长链脂肪酰

基 ＣｏＡ 合成酶类但存在另一种 ＬＡＣＳｓ 与之共同介

导脂肪酸运出质体( Ｓｃｈｎｕｒｒ ｅｔ ａｌꎬ ２００２)ꎮ 随后ꎬ
双突变鉴定证实了 ＡｔＬＡＣＳ９ 与 ＡｔＬＡＣＳ１ 功能存在

部分冗余ꎬ在籽油合成过程中起重要作用(Ｚｈａｏ ｅｔ
ａｌꎬ ２０１０)ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料与主要试剂

所用材料取自江西省林业科学院院内 １０ 年生

至 ２０ 年生的小样本樟树群体ꎮ 樟树 ＬＡＣＳ９ 基因

序列参考国家林业局樟树工程技术研究中心构建

的樟树五种化学类型(芳樟醇型、桉叶油素型、樟
脑型、龙脑型与异橙花椒醇型)叶组织转录组数据

(江香梅等ꎬ ２０１４)ꎮ
ＲＮＡ 提取试剂盒 (ＲＮＡｉｓｏ ｆｏｒ Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣

ｒｉｃｈ Ｐｌａｎｔ Ｔｉｓｓｕｅ)、ＴａＫａＲａ ＬＡ Ｔａｑ 、反转录试剂

盒(Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ)、荧光定量试剂

盒(ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ)、琼脂糖凝胶回收试

剂盒及 ＰＭＤ１８￣Ｔ 克隆试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ 公

司ꎮ 酵母表达载体 ｐＹＥＳ２ 和缺陷型酵母( Ｓａｃｃｈａ￣
ｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)ＹＢ５２５ 菌株由江苏大学谭小力

教授惠赠ꎮ 各链长脂肪酸购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 常规

试剂和培养基购自上海生工ꎻ克隆测序由上海生

工完成ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 小样本樟树群体种子千粒重和种仁含油量

和成分调查　 随机挑选 ３０ 棵长势相仿的樟树ꎬ于
２０１５ 年 １１ 月采集种子 ２ ｋｇꎬ洗净、晾干ꎬ利用千分

之一克电子天平称量、统计千粒重ꎮ 剥取种仁、阴
干后ꎬ称取 １００ ｇ 种仁采用索氏提取法提取油脂ꎮ
称取油脂重量ꎬ计算单株籽油出油率ꎻ通过气相－
质谱联用(ＧＣ￣ＭＳ)测定籽油中各中链脂肪酸成分

和相对含量ꎮ
１.２.２ 樟树候选 ＬＡＣＳ９ 基因筛选 　 查询 Ｐｆａｍ ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ / )数据库、下载 ＡＡＥ 家族特征

结构域的隐马氏模型文件( Ｐｆａｍ 号码:ＰＦ００５０１)
(Ｃｏｎｔｉ ｅｔ ａｌꎬ １９９６ )ꎬ 运 行 ＨＭＭＥＲ３. ０ 程 序

(ｈｔｔｐ: / / ｈｍｍｅｒ.ｊａｎｅｌｉａ. ｏｒｇ / )注释樟树五种化学类

型叶组织转录组序列ꎻ根据注释结果ꎬ筛选获得樟

树转录组中注释为 ＡＡＥ 超家族的全部 Ｃｏｎｔｉｇｓ 序

列ꎻ以 ＡｔＬＡＣＳ９ 作为参考序列建库ꎬ运行本地 ｂｌａｓｔ
Ｘꎬ 比对樟树 ＡＡＥ 超家族候选 Ｃｏｎｔｉｇｓ 序列ꎬ根据

相似性挑选 ＡｔＬＡＣＳ９ 同源 Ｃｏｎｔｉｇｓꎻ运行序列拼接

软件 ＣＡＰ３ꎬ完成樟树 ＬＡＣＳ９ 基因电子克隆ꎮ
１.２.３ 樟树 ＬＡＣＳ９ 基因克隆 　 于 ２０１６ 年 ４—７ 月ꎬ
分别采集樟树茎、叶、根、花和种仁五种组织ꎬ速冻

于液氮中ꎮ 根据 ＴａＫａＲａ 公司 ＲＮＡｉｓｏ ｆｏｒ Ｐｏｌｙｓａｃ￣
ｃｈａｒｉｄｅ￣ｒｉｃｈ Ｐｌａｎｔ Ｔｉｓｓｕｅ 说明书提取上述五种组织

ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎮ ＤＮＡａｓｅ Ｉ 消化后去除残留 ＤＮＡꎬ取 ５０
ｎｇ ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎬ使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 参考

由樟树五种化学类型叶组织转录组数据提供的

ＬＡＣＳ９ 基因电子克隆序列、设计特异引物ꎬ以樟树

上述五种组织 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用 ＰＣＲ 法特异扩

增樟 树 ＬＡＣＳ９ 基 因ꎮ 特 异 引 物 为 Ｆ: ５′￣ＴＴ￣
ＧＣＧＡＧＡＡＡＴＧＧＣＴＧＡＡＴ￣３′ꎻＲ:５′￣ＡＡＧＴＴＣＣＡＡＣ￣
ＣＡＡＣＧＧＡＴＴＰＣＲ￣３′ꎮ 反应体系总体积为 ２０ μＬꎬ

７３３１１０ 期 汪信东等: 樟树长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶基因 ９ 克隆与表达分析



包括 ＬＡ Ｔａｑ ０.２ μＬ、 ｃＤＮＡ １ μＬ、 １０×ＬＡ Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ
２ μＬ、上下游引物各 ０.５ μＬ(１０ μｍｏｌＬ￣１)、ｄＮＴＰｓ
１ μＬ(２.５ ｍｍｏｌＬ￣１)和 ｄｄＨ２Ｏ １４.８ μＬꎮ ＰＣＲ 反

应程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ
７２ ℃ ２ ｍｉｎꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎻ３５ 个循环ꎮ １％琼脂糖

凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎬ切取与目标产物大小相

当的电泳条带ꎬ回收后与 ＰＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体连接ꎬ
４２ ℃热激转化大肠杆菌 ＴＯＰ１０ 感受态细胞ꎮ 菌

液 ＰＣＲ 筛选阳性克隆ꎬ送至上海生工测序ꎮ
１.２. ４ 樟树 ＬＡＣＳ９ 基因序列分析与鉴定 　 使用

Ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｖｉｅｗｅｒ 工具搜索注释的樟树

ＬＡＣＳ９ 保守域信息ꎻ使用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ 软件进行多序列

比对ꎬ计算樟树 ＬＡＣＳ９ 基因与其它植物直系同源

基因序列相似性ꎻ使用 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ Ｓｅｒｖｅｒ 和 Ｐｒｅ￣
ｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ 等软件预测樟树 ＬＡＣＳ９ 亚细胞定位ꎻ引
入 拟 南 芥、 油 菜、 花 生 等 植 物 ＬＡＣＳ９ꎬ 通 过

ＭＥＧＡ６.０ 软件分析植物 ＬＡＣＳ９ 基因谱系发生

关系ꎮ
１.２.５ 樟树 ＬＡＣＳ９ 基因表达组织特异性分析 　 于

２０１６ 年 ４—７ 月ꎬ分别采集樟树花、茎、叶、种仁和

根组织ꎬ提取 ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎮ 以 Ａｃｔｉｎ 基因作为内参对

照 基 因 ( Ｆ: ５′￣ＣＣＴＣＧＡＣＡＣＡＣＡＧＧＣＧＴＴＡＴ￣３′ꎻ
Ｒ:５′￣ＣＣＡＴＧＣＴＣＧＡＴＧＧＧＡＴＡＴＴＴＣＡ￣３′)ꎬ采用实

时荧光定量 ＰＣＲ 方法(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测樟树 ＬＡＣＳ９
基因在樟树不同组织中表达情况ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引

物: Ｆ: ５′￣ＡＣＣＴＧＣＣＴＴＴＧＧＣＴＣＡＣＡ￣３′ꎬ Ｒ: ５′￣
ＡＡＧＧＣＧＡＴＣＣＧＴＡＴＣＣＡＡ￣３′ꎮ ＰＣＲ 反 应 在 Ｂｉｏ￣
ＲＡＤ Ｃ１０００ ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上

完成ꎮ 反应体系总体积 ２０ μＬꎬ包括( ｃＤＮＡ ５０ ｎｇꎬ
２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ１０ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌＬ￣１的正反

向引物各 １ μＬꎬ 超纯水补足至 ２０ μＬ)ꎬ 反应程

序:９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ ９５ ℃ １５ ｓꎬ ５８ ℃ ３０ ｓꎬ ７２ ℃ ２０
ｓꎻ４０ 个循环ꎬ添加溶解曲线ꎻ每个样品重复 ３ 次ꎮ
实验数据统计参照 ２－△△ＣＴ计算相对表达量( Ｌｉｖａｋ
＆ Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎꎬ ２００１)ꎮ
１.２.６ 樟树种仁发育过程中 ＬＡＣＳ９ 基因表达量与

发育进程中种仁油脂含量关联分析 　 根据上年种

仁油测定结果ꎬ将测试小样本分为三个品级ꎬ即出

油率>６０％为高品级、出油率介于 ５０％ ~ ６０％为中

品级和出油率<５０％为低品级ꎮ 每个品级随意选

取 ３ 棵作为代表植株ꎬ于 ２０１６ 年 ５—１１ 月ꎬ逐月采

集樟树种子、剥取种仁ꎮ 一部分种仁用于提取籽

油ꎬ测定油脂含量和成分ꎻ一部分种仁用于总 ＲＮＡ
提取ꎬ测定樟树种子发育各时期 ＬＡＣＳ９ 基因相对

表达量ꎮ 籽油提取采用索氏提取法并通过 ＧＣ￣ＭＳ
测定含量和成分ꎮ 种仁总 ＲＮＡ 提取和 ＬＡＣＳ９ 基

因实 时 荧 光 定 量 表 达 分 析 同 上ꎮ 采 用 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９. ０ 统 计 软 件 分 析 种 子 发 育 过 程 中

ＬＡＣＳ９ 基因表达量和油脂含量之间的关联性ꎮ
１.２.７ 樟树 ＬＡＣＳ９ 缺陷型酵母互补实验 　 酵母菌

株 ＹＢ５２５( ｆａａ１Δｆａａ４Δ)缺少活化外源脂肪酸所必

需的 ＬＡＣＳｓꎬ不能在基本培养基中正常生长ꎬ常用

于外源 ＬＡＣＳｓ 活性分析(朱福各等ꎬ ２００９)ꎮ 将重

组质粒 ｐＹＥＳ２￣ＣｃＬＡＣＳ９ 和对照质粒 ｐＹＥＳ２ 分别转

化至缺陷型酵母 ＹＢ５２５ 感受态细胞中ꎬ通过缺省

尿嘧啶固体培养基筛选阳性转化克隆ꎮ 随机挑取

阳性克隆ꎬ在缺省尿嘧啶液体培养基中培养至对

数期中后期ꎬ低速离心收集酵母细胞ꎬ加 入 ２
ｍｏｌＬ￣１的山梨醇、漂洗两次ꎮ 将细胞转接至缺省

尿嘧啶液体培养基(含 ２％半乳糖且不含葡萄糖)
中ꎬ振荡培养 ４ ~ ５ ｈ、以诱导外源目标基因大量表

达ꎮ 按 １％比例吸取菌液加入到缺省尿嘧啶液体

培养基(含 ２％半乳糖和 ０.１％ Ｔｒｉｔｏｎｘ－１００)中ꎬ并
添加 ９８ μｍｏｌＬ￣１的脂肪酸 Ｃ１８ ∶ １ 作为外源脂肪

酸ꎮ 于 ３０ ℃振荡培养约 ８４ ｈꎬ各取 １ ｍＬ 培养基

利用分光光度计测量菌体密度来衡量其生长

速度ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 小样本樟树群体种子千粒重和种仁含油量调查

２０１５ 年 １１ 月采集的 ３０ 棵樟树种子千粒重最

高值为 １８４. ２３ ｇꎬ最低值为 １１８. ６２ ｇꎬ平均值为

１４９.９２ ｇꎮ 在测试小样本中ꎬ２ / ３ 樟树个体种子千

粒重在 １４０ ~ １８０ ｇ 之间ꎬ方差为 １６. ９２ꎬ呈类“正

态”分布ꎮ 测试样本出油率最高为 ７６.７８％ꎬ最低

为 ４２.４８％ꎬ均值为 ５７.３７％ꎮ 出油率高于 ６０％的

有 １５ 株ꎬ低于 ５０％的有 １２ 株ꎬ介于 ５０％ ~ ６０％之

间的有 ３ 株ꎬ分布呈“两极化”ꎮ 脂肪酸成分分析

表明ꎬ测试樟树种仁中中链脂肪酸相对含量平均

８３３１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



为９５.７１％ꎬ 除个别单株外都介于 ９４％ ~９７％之间ꎬ
分布较集中ꎮ 中链脂肪酸当中癸酸含量(平均为

６２.３６％)显著高于月桂酸含量(平均为 ３３.３５)ꎬ二
者呈负相关性( ｒ ＝ －０.８６ꎬ Ｐ<０.０１)ꎮ 在 ５ 个调查

指标中ꎬ方差值表现为千粒重>出油率>癸酸相对

含量>月桂酸相对含量 >大于中链脂肪酸相对

含量ꎮ
２.２ 樟树 ＬＡＣＳ９ 基因筛选与 ｃＤＮＡ 序列克隆

在樟树叶组织转录组数据中搜索到 ５ 条 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅｓ 或 Ｃｏｎｔｉｎｇｓ 序 列 ( 表 １ )ꎬ 可 能 为 拟 南 芥

ＬＡＣＳ９ 基因直系同源序列ꎮ 借助软件 ＣＡＰ３ 对 ５
条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 或 Ｃｏｎｔｉｎｇｓ 序列进行拼接ꎬ获得了包含

完整开放阅读框的樟树 ＬＡＣＳ９ 基因电子克隆ꎮ 根

据电子克隆设计引物ꎬ分别以樟树茎、叶、根、花和

种仁五种组织 ｃＤＮＡ 为模板、通过 ＰＣＲ 法进行全

长 ｃＤＮＡ 序列特异扩增ꎬ１％ 琼脂糖凝胶电泳检测

获得了清晰的单一条带(图 １)ꎮ 经单克隆测序显

示ꎬ扩增条带大小为２ ３５６ ｂｐꎬ 包含２ ０９４ ｂｐ 的编

码区 序 列、 编 码 ６９７ 个 氨 基 酸 多 肽ꎬ 命 名 为

ＣｃＬＡＣＳ９ꎮ ＥｄｉｔＳｅｑ 软件预测显示ꎬＣｃＬＡＣＳ９ 大小

为 ８６.８３ ｋＤａꎬ 等电点为 ７.３９、生理中性条件下略

偏碱性ꎮ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件在线分析显示 ＣｃＬＡＣＳ９
含有多个较强的亲水区域ꎬ为亲水性蛋白ꎮ 提交

ＧｅｎｅＢａｎｋ 数据库ꎬ获得登入号 ＭＦ９６６４８１ꎮ
２.３ 樟树 ＬＡＣＳ９ 序列鉴定及进化分析

ＡＭＰ 绑 定 结 构 域 ( ＰＲＯＳＩＴＥ ＰＳ００４５５ )
[ ＬＩＶＭＦＹ ]￣{ Ｅ } ￣{ ＶＥＳ } ￣ [ ＳＴＧ ] ￣ [ ＳＴＡＧ ]￣Ｇ￣
[ＳＴ] ￣ [ ＳＴＥＩ] ￣ [ ＳＧ] ￣ｘ￣ [ ＰＡＳＬＩＶＭ]￣ [ＫＲ]是植

物 ＡＣＳ 家族的标志性标签ꎮ 为了鉴定 ＣｃＬＡＣＳ９
是否属于植物 ＡＣＳ 家族成员ꎬ利用 Ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ Ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ ｖｉｅｗｅｒ 软件分析了其保守结构域ꎮ 结果显示

(图 ２:Ａ)ꎬ在 ＣｃＬＡＣＳ９ 蛋白序列第 ２５６ ~ ２６７ 和第

４５２ ~ ４６２ 位分别存在 １２ 个和 １０ 个氨基酸残基

(图中∗标记)组成的高度保守的 ＡＭＰ 绑定结构

域ꎻ第 ５３１ ~ ５６０ 位包含由 ３０ 个氨基酸(图中☆标

记)组成高度保守的 ＡＣＳ 信号序列ꎬ表明 ＣｃＬＡＣＳ９
属于典型的植物 ＡＣＳ 基因家族成员ꎮ 此外ꎬ介于

ＡＭＰ 绑定结构域和 ＡＣＳ 信号序列之间ꎬ还存在一

段包含 ７１ 个氨基酸残基组成的保守结构域(第

３５４ ~ ４２４ꎬ图中◆标记)即为 ＬＡＣＳｓ 亚家族特殊的

ｌｉｎｋｅｒ 结合域ꎬ该结合域在不同物种与不同成员中

序列长度有所差异ꎮ 综上所述ꎬＣｃＬＡＣＳ９ 既具备

ＡＣＳ 家族的共同特征ꎬ又具有真核生物 ＬＡＣＳｓ 专

有的 ｌｉｎｋｅｒ 结合域ꎬ可基本确认其为樟树所含有的

ＬＡＣＳｓ 亚家族成员之一ꎮ 将 ＣｃＬＡＣＳ９ 与其它植物

ＬＡＣＳｓ 亚家族同源基因进行了多序列比对ꎬ结果

显示 ＡＭＰ 绑定结构域、ＡＣＳ 信号序列和 ｌｉｎｋｅｒ 结

合域都具有极强的保守型(图 ２:Ｂ)ꎮ
ＣｃＬＡＣＳ９ 与油棕(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ)、莲花(Ｎｅ￣

ｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ)、无油樟( Ａｍｂｏｒｅｌｌａ ｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ)、二
倍体棉花(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｒａｉｍｏｎｄｉｉ)、芝麻(Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎ￣
ｄｉｃｕｍ)、拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、麻枫树( Ｊａｔ￣
ｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)、 油 菜 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)、 玉 米 ( Ｚｅａ
ｍａｙｓ)、蓖麻(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ)等物种中同源基因

序列相似性分别为 ８０％、８１％、８０％、７８％、７８％、
７５％、７８％、７５％、７５％和 ７６％ꎬ表明在植物进化中

ＬＡＣＳ９ 极为保守ꎬ可能在不同植物中都具有相同

或相 似 的 功 能ꎮ ＬＡＣＳ９ 谱 系 发 生 分 析 显 示ꎬ
ＣｃＬＡＣＳ９ 进化上介于单子叶植物和双子叶植物

ＬＡＣＳ９ 之间、与莲 ＬＡＣＳ９ 较为相似ꎬ该结果与樟树

在陆生植物中的进化地位相符ꎮ ＳｉｇｎａｌＰ ４. １Ｓｅｒｖｅｒ
和 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ 等亚细胞定位预测软件都预测

ＣｃＬＡＣＳ９ 定位于质体ꎬ暗示其极可能与 ＡｔＬＡＣＳ９
一样ꎬ执行了将生物合成后脂肪酸运出质体的任

务且进而对种仁中油脂合成调控具有重要作用ꎮ
２.４ 樟树 ＬＡＣＳ９ 基因表达具有组织特异性

提取樟树花、叶、茎、根和种仁等组织 ｔｏｔａｌ
ＲＮＡꎬ以樟树 Ａｃｔｉｎ 基因为内参、通过荧光定量

ＰＣＲ 法分析了 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因在不同组织中的表达

情况ꎮ 从图 ３ 可以看出ꎬＣｃＬＡＣＳ９ 基因在花、叶、
茎、根和种仁中均有表达ꎬ但表达丰度具有明显的

差异性ꎮ 其中ꎬＣｃＬＡＣＳ９ 基因在花、种仁中优势表

达最为明显ꎬ叶组织次之ꎬ在三者中表达量远高于

其它组织ꎮ 将根中 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因表达量设定为 １ꎬ
在茎、叶、花和发育种仁等四个组织中相对表达量

分别是其 ４.７５、９.３１、１５.８２ 和 １７.７４ 倍ꎮ
２.５ 樟树种仁发育前期油脂含量与 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因

表达量正相关

根据种仁含油量ꎬ将供试樟树小样本群体划

分为上( >６０％)、 中(５０％ ~６０％)和下( <５０％)三

９３３１１０ 期 汪信东等: 樟树长链脂肪酰基 ＣｏＡ 合成酶基因 ９ 克隆与表达分析



表 １　 小样本樟树群体种子千粒重、种仁出油率和中链脂肪酸含量调查表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｔｈｏｕｓａｎｄ ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｓｅｅｄ ｏｉｌ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ ｃｈａｉｎ

ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｉｎ ｋｅｒｎｅｌ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｃａｍｐｈｏｒ ｔｒｅｅｓ

树编号
Ｔｒｅｅ Ｎｏ.

千粒重
Ｔｈｏｕｓａｎｄ
ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔ

(ｇ)

出油率
Ｓｅｅｄ ｏｉｌ ｙｉｅｌｄ

(％)

癸酸 Ｃ１０相对含量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ
(％)

月桂酸 Ｃ１２相对含量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ｌａｕｒｉｃ ａｃｉｄ

中链脂肪酸相对含量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｍｅｄｉｕｍ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ

(％)

１ １５６.２２±５.２１ ６６.５７±２.０８ ６２.３７±３.３８ ３４.６５±３.６６ ９７.０２±２.５８

２ １３７.６１±９.５３ ６３.６９±３.２３ ６３.０４±４.１２ ３３.８６±１.０９ ９６.９±４.５５

３ １４４.２±３.３４ ４２.６９±５.４４ ５４.８３±５.２ ４２.０５±２.２５ ９６.８８±３.２７

４ １７７.６３±８.３１ ６３.３±２.２１ ６１.８７±６.４１ ３５.０１±３.７２ ９６.８８±２.８６

５ １５６.４１±３.２６ ６２.９１±１.７０ ７４.０２±６.３１ ２２.８±２.２９ ９６.８２±３.３４

６ １４４.５９±８.４３ ６２.２４±３.２３ ６４.７５±４.２７ ３２.０６±４.０３ ９６.８１±２.３６

７ １５０.１２±３.０２ ４７.２５±４.３５ ６３.８２±３.０３ ３２.９８±３.１１ ９６.８±２.４５

８ １１９.１５±５.０５ ６２.５７±３.８７ ５６.９５±４.２３ ３９.８４±１.４６ ９６.７９±６.２８

９ １６５.３４±６.２７ ６２.２７±６.０７ ６０.１９±３.７６ ３６.５６±２.３６ ９６.７５±４.５８

１０ １４９.２６±１１.２１ ５７.０９±２.２８ ６４.０７±４.４８ ３２.６４±４.３０ ９６.７１±３.３６

１１ １８４.２３±６.３２ ４２.４８±１.６７ ６８.７６±５.５６ ２７.８６±２.４４ ９６.６２±２.５８

１２ １７３.５６±４.０８ ６７.６５±３.４６ ６７.５４±３.５２ ２８.９±３.５６ ９６.４４±１.６２

１３ １６８.４５±４.８７ ４６.５±２.７３ ６１.６２±３.８４ ３４.７３±４.７８ ９６.３５±５.７５

１４ １４９.８１±５.６６ ６２.８４±４.１３ ６９.６６±５.５７ ２６.６７±１.２７ ９６.３３±３.９１

１５ １６１.４６±１０.０５ ４７.３４±２.５６ ６０.９７±４.７３ ３５.３１±４.４１ ９６.２８±３.６２

１６ １３８.４７±６.０４ ５８.０５±２.４３ ６０.２８±５.４２ ３６±３.６９ ９６.２８±６.０２

１７ １２９.３９±７.０７ ７１.１８±３.３９ ７０.３３±６.１９ ２５.９４±２.０６ ９６.２７±４.２５

１８ １４３.５５±４.３１ ６５.１６±５.２１ ６１.７９±３.０９ ３４.４７±３.１４ ９６.２６±２.９５

１９ １５８.７１±３.３２ ４８.３１±２.５４ ５９.３８±３.６７ ３６.８５±４.５５ ９６.２３±６.２９

２０ １５２.２２±７.４５ ６０.６９±７.０６ ７２.６２±４.９９ ２４.５７±２.２５ ９７.１９±５.２４

２１ １３３.４５±５.２９ ４９.２３±４.２６ ６７.８４±３.７６ ２９.２４±２.２６ ９７.０８±４.８７

２２ １２８.４６±４.２８ ４６.４９±３.８４ ６１.６２±３.２９ ３４.７３±３.７５ ９６.３５±３.３９

２４ １６８.２４±５.６９ ４９.４２±２.１７ ５６.４９±６.４３ ３８.０３±３.６３ ９４.５２±１.９４

２５ １５７.２３±８.８１ ４３.６±２.２６ ５５.４４±５.５３ ３８.５９±３.１８ ９４.０３±４.３５

２６ １４９.２５±４.２６ ６４.３７±５.４４ ４１.４±２.２８ ３６.７６±４.４２ ７８.１６±２.５７

２７ １３８.３４±５.５８ ７３.２９±５.０８ ６５.０４±４.７３ ３０.９１±２.２９ ９５.９５±４.６１

２８ １３６.２７±５.３７ ６４.０３±３.３４ ６８.４８±５.６５ ２７.４４±３.３６ ９５.９２±３.４１

２９ １１８.６２±３.６３ ４４.６±２.１７ ５９.９１±４.７７ ３５.９３±４.２３ ９５.８４±２.６８

３０ １３５.１４±６.８６１ ７６.７８±４.９８ ６２.６１±３.６２ ３３.１８±３.０８ ９５.７９±３.２５

平均数
Ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ

１４９.９４±８.０９ ５７.３７±２.５５ ６２.３６±５.３３ ３３.３５±４.６８ ９５.７１±３.６２

方差
Ｖａｒｉａｎｃｅ

１６.９２±２.２４ １０.００±３.０２ ６.５２±１.０１ ４.９２±０.８９ ３.３９±０.４６
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表 ２　 基于樟树叶组织转录组筛选 ＡｔＬＡＣＳ９
基因直系同源 Ｃｏｎｔｉｇｓ

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｔＬＡＣＳ９ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ Ｃｏｎｔｉｇｓ
ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｆｏｌｉａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｏｆ ｃａｍｐｈｏｒ ｔｒｅｅ

序列号
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｎｏ.

大小
Ｓｉｚｅ
(ｂｐ)

同源区段
Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ

ｒｅｇｉｏｎ

序列相似性
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
(％)

ＣＬ７０４０.Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ
Ｕｎｉｇｅｎｅ７９１８４＿Ａｌｌ

ＣＬ３００９３.Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ
ＣＬ２０７１４.Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ
ＣＬ３０９４１.Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ

ＣｃＬＡＣＳ９

１ ９９２
１ １６４
９０５
８６３
９４２
２ ０９４

１３１~ ６９１
１３１~ ４８０
１~ １２９
１~ １２９
１~ １２９
１~ ６９１

７９
７８
６２
６２
６２
７５

图 １　 樟树 ＬＡＣＳ９ 基因 ｃＤＮＡ 克隆
Ｆｉｇ. １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＬＡＣＳ９ ｃＤＮＡ ｆｒｏｍ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ

个品级ꎮ 每个品级随机抽样 ３ 棵樟树进行各发育

时期种仁含油量分析ꎮ ２０１６ 年 ６—１１ 月逐月采集

樟树种子、剥取种仁ꎬ阴干后用于油脂提取ꎮ 从图

６ 可以看出ꎬ樟树种子发育前期(６—８ 月)ꎬ随着种

子个体不断发育膨大、种仁油脂含量(出油率)呈

快速增长态势ꎻ９—１１ 月ꎬ随着种子逐渐发育至成

熟阶段ꎬ种仁中油脂含量增长缓慢至趋于停滞ꎮ
各品级樟树油脂含量在 ８ 月开始呈现显著差异并

保留至成熟期(１１ 月)ꎬ所有单株不同脂肪酸比例

在整个发育时期大体稳定ꎮ
对应地ꎬ我们通过荧光定量 ＰＣＲ 方法测定了

各品级樟树种仁发育过程中 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因的变化

情况ꎬ以及研究该基因表达量与种仁含油量之间

的关系ꎮ 从图 ６ 可以看出ꎬ相比较于 ５ 月初种子刚

出现时期ꎬ６—１１ 月时期种仁中 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因都呈

现出显著的上调表达态势ꎬ其中表达高峰出现在 ８
月份ꎮ 同一时期ꎬＣｃＬＡＣＳ９ 基因相对表达量在不

同品级各单株间无明显的差异且具有相似的时空

表达模式ꎮ 应用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９.０ 软件分析二者

关联情况ꎬ结果表明在种子发育前期(６—８ 月)、
种仁含油量与 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因相对表达量呈现明显

正相关性( ｒ＝ ０.９６)ꎻ后半期(９—１１ 月)、种仁含油

量与 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因无明显的相关性( ｒ ＝ ０.１３)ꎬ但
二者都维持高水平ꎮ
２.６ 樟树 ＬＡＣＳ９ 可恢复缺陷型酵母 ＹＢ５２５ 正常

生长

通过酶切连接的方法将 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因 ＣＤＳ 区

插入表达载体 ｐＹＥＳ２ 多克隆位点ꎬ重组质粒通过

酶切鉴定和测序验证正确ꎮ 将对照原始质粒

ｐＹＥＳ２ 和重组质粒 ｐＹＥＳ２￣ＣｃＬＡＣＳ９ 分别转化缺陷

型酵母 ＹＢ５２５ 菌株ꎬ挑选阳性转化子培养于含有

Ｃ１８ ∶ １(油酸)作为唯一碳源的缺省尿嘧啶液体培

养基中ꎬ２８ ℃ 振荡培养至对数期中期(约 ８４ ｈ)ꎮ
ＯＤ６００值测定显示ꎬ转化了 ｐＹＥＳ２￣ＣｃＬＡＣＳ９ 重组质

粒的缺陷型酵母细胞可以正常生长ꎬ而转化了原

始 ｐＹＥＳ２ 质粒的转化子不能生长ꎮ 实验结果表明

ＣｃＬＡＣＳ９ 能够互补酵母缺陷型ꎬ证明其具有脂酰

ＣｏＡ 合成酶活性(图 ７)ꎮ

３　 讨论

据调查ꎬ樟、沉水樟、毛豹皮樟、山橿、大叶木

姜子、舟山木姜子、海南木姜子等多种樟科植物种

仁平均含油量超过 ５０％ꎬ是我国潜在的重要的生

物质能源开发树种之一 (祝必琴等ꎬ ２０１４)ꎮ 然

而ꎬ目前相关资源还未获得有效利用与开发ꎬ樟树

大量种子脱落甚至作为行道绿化时的“负产物”而
难以处理ꎬ缺乏有竞争力的良种是其主要原因之

一ꎬ需要开展针对性的高含油量的品种选育ꎮ 在

本研究所测试的 ３０ 棵小样本樟树群体中ꎬ单株间

种子千粒重和种仁出油率差异明显ꎬ差异极值分

别为 ６５.６１ 克和 ３４.３％ꎬ表明在自然界中樟树油脂

良种筛选中具有很大的选育空间ꎮ 千粒重和出油

率之间无明显相关性ꎬ在选育过程中二者应综合

被考虑ꎮ
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图 ２　 ＣｃＬＡＣＳ９ 氨基酸序列 ＡＣＳ 亚家族特征结构域鉴定与保守性分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＣＳ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ ＣｃＬＡＣＳ９

　 　 植物脂肪酸从头合成始于质体中ꎬ在脂肪酸

合成酶催化下以丙二酰￣ＡＣＰ 和乙酰￣ＣｏＡ 作为起

始底物进行连续聚合反应ꎬ以每个循环增加 ２ 个

碳的频率延伸酰基碳链直至合成 １６ ~ １８ 个碳的饱

和脂肪酰￣ＡＣＰ (Ｂｒｏｗｎ ｅｔ ａｌꎬ ２００６)ꎮ 依次在 Δ９硬

脂酰去饱和酶和酰基￣ＡＣＰ 水解酶作用下形成游

离非饱和脂肪酸(Ｋａｃｈｒｏｏ ｅｔ ａｌꎬ ２００７)ꎮ 为完成诸

如三酰甘油、蜡质、角质及软木质等物质合成ꎬ一
大部分游离非饱和脂肪酸需以酰基￣ＣｏＡ 激活形式

运出质体ꎬ该反应过程由 ＬＡＣＳｓ 介导完成ꎮ 实验

数据表明 ＡｔＬＡＣＳ９ 在拟南芥种仁油脂合成和累积

过程中起重要作用(Ｓｃｈｎｕｒｒ ｅｔ ａｌꎬ ２００２)ꎮ 在本研

究中ꎬＣｃＬＡＣＳ９ 基因序列与 ＡｔＬＡＣＳ９ 基因相似性为

７５％ꎬ亚细胞定位预测其定位于质体中且在种子

中优势表达ꎬ暗示其极可能作为 ＡｔＬＡＣＳ９ 直系同源

基因在樟树籽油合成与累积过程中起重要作用ꎮ
４ 月底樟树开始挂果ꎬ５—８ 月是果实快速膨胀期

和籽油合成累积高峰期ꎬ９ 月之后逐渐过渡到成熟

期ꎮ ＣｃＬＡＣＳ９ 在种子发育过程前期(５—８ 月)处于

持续上调表达状态ꎬ其表达量与种仁油脂含量呈

正相关ꎬ再次暗示了其在樟树籽油合成和累积过

程中 起 了 重 要 作 用ꎮ 种 子 成 熟 后 ( ９ 月 后 )ꎬ
ＣｃＬＡＣＳ９ 表达量与种仁油脂含量无明显相关性ꎬ其
维持较高表达水平可能主要在于弥补呼吸作用等

引起的能量消耗、维持种仁油脂含量动态平衡ꎮ
不同单株中ꎬＣｃＬＡＣＳ９ 基因表达量差异性与油脂含

量差异性无明显相关性ꎬ暗示还有其它因素参与

了籽油合成调控ꎮ
樟树籽油富含中链脂肪酸成分ꎬ是研究中链

脂肪酸生物合成机制的好材料ꎮ 酰基￣ＡＣＰ 水解

酶是调控樟树合成中链脂肪酰基的关键基因之一

(Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌꎬ １９９５)ꎬ然 ＣｃＬＡＣＳ９ 激活游离脂肪酸

是否具有链长选择性还未可知ꎮ 在本研究中ꎬ我
们特意比较了 ＵＦＡ(ｕｎｕｓｕａｌ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ)植物包括樟
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注: 麻枫树(ＸＰ＿０１２０７８２３４.１)ꎻ蓖麻(ＸＰ＿００２５１３８０７.１)ꎻ二倍体棉花(ＸＰ＿０１２４５０５３８.１)ꎻ拟南芥(ＮＰ＿１７７８８２.１)ꎻ
油菜(ＮＰ＿００１３０３２０７.１)ꎻ油茶(ＡＬＦ３９５９６.１)ꎻ芝麻(ＸＰ＿０１１０６９５３４.１)ꎻ莲(ＸＰ＿０１０２４２７８７.１)ꎻ

无油樟(ＸＰ＿００６８４７０３２.１)ꎻ油棕(ＸＰ＿０１０９３０８８４.１)ꎻ玉米(ＸＰ＿００８６７９６２２.１)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ (ＸＰ＿０１２０７８２３４.１)ꎻ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ (ＸＰ＿００２５１３８０７.１)ꎻ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｒａｉｍｏｎｄｉｉ (ＸＰ＿０１２４５０５３８.１)ꎻ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(ＮＰ＿１７７８８２.１)ꎻ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ (ＮＰ＿００１３０３２０７.１)ꎻ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ (ＡＬＦ３９５９６.１)ꎻ Ｓｅａｓｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ (ＸＰ＿０１１０６９５３４.１)ꎻ Ｎｅｌｕｍｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ

(ＸＰ＿０１０２４２７８７.１)ꎻ Ａｍｂｏｒｅｌｌａ ｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ (ＸＰ＿００６８４７０３２.１)ꎻ Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ (ＸＰ＿０１０９３０８８４.１)ꎻ Ｚｅａ ｍａｙｓ (ＸＰ＿００８６７９６２２.１).

图 ３　 植物 ＬＡＣＳ９ 基因进化分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＡＣＳ９ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ

图 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测不同组织中
ＣｃＬＡＣＳ９ 基因表达情况

Ｆｉｇ. ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣｃＬＡＣＳ９ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

树、油棕和蓖麻与普通植物如拟南芥、大豆、芝麻

等 ＬＡＣＳ９ 序列特征ꎬ结果显示植物 ＬＡＣＳ９ 为一类

较保守的 ＬＡＣＳｓ 亚家族成员ꎬ所有物种间该同源

图 ５　 樟树种仁不同发育期油脂含量分析
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｉｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ

ｋｅｒｎｅｌ ｏｆ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ

基因序列相似性介于 ７５％ ~８１％之间ꎬ且无明显差

异性 ｍｏｔｉｆｓ 存在ꎮ 利用 ＭＥＧＡ６.０ 构建植物 ＬＡＣＳ９
谱系发生树ꎬ结果显示 ＣｃＬＡＣＳ９ 系统发育介于油

棕、玉米等单子叶植物 ＬＡＣＳ９ 和芝麻、油茶等双子
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图 ６　 种仁发育过程中 ＣｃＬＡＣＳ９ 基因表达变化分析
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｃＬＡＣＳ９ ｉｎ ｋｅｒｎｅｌ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ

注: Ａ. ｐＹＥＳ２ ＹＢ５２５ 转化子ꎻ Ｂ. ｐＹＥＳ２￣ＣｃＬＡＣＳ９ ＹＢ５２５ 转化子ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. ｐＹＥＳ２ ＹＢ５２５ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔꎻ Ｂ. ｐＹＥＳ２￣ＣｃＬＡＣＳ９

ＹＢ５２５ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ.

图 ７　 缺陷型酵母 ＹＢ５２５ 互补实验检测 ＣｃｌＡＣＳ９
脂酰 ＣｏＡ 合成酶活性

Ｆｉｇ. ７　 Ａｃｙｌ￣ＣｏＡ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣｃｌＡＣＳ９ ｔｅｓｔｅｄ
ｂｙ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ △ＬＡＣＳ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎ ＹＢ５２５

叶植物 ＬＡＣＳ９ 之间ꎬ恰与樟树作为基底被子植物

的进化地位相符ꎬ来源于 ＵＦＡ 植物的 ＬＡＣＳ９ 并未

特异聚集在一个进化分支上ꎮ 在微生物、动物相

关研究中(Ｌｉｎｄｎｅｒ ｅｔ ａｌꎬ ２００６ꎻ Ｋａｓｕｙａ ｅｔ ａｌꎬ ２００９ꎻ
Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０)ꎬ中链脂肪酸酰基 ＣｏＡ 合成酶

(ＭＡＣＳ) 可专一性地 “活化” 中链脂肪酸ꎮ 杨树

ＭＡＣＳ 在体外实验中亦对己酸、壬酸和癸酸具有明

显的活性(曹山等ꎬ ２０１６)ꎮ 然而ꎬ目前尚未发现

定位于质体中的 ＭＡＣＳꎬ对其具有将植物体内中链

脂肪酸转入 /出质体功能存疑ꎮ 樟树中是否存在

特异 ＭＡＣＳ 介导中链脂肪酸转入 /出质体需要进
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