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摘要：ＫＡＲ编码β酮脂酰ＡＣＰ还原酶，是在脂肪酸合成过程中催化酮脂酰还原反应的酶。为了解向日葵

犎犪犓犃犚１基因的表达特性及功能，对向日葵犎犪犓犃犚１编码蛋白进行生物信息学分析和基因表达模式分析，

预测犎犪犓犃犚１编码蛋白为碱性蛋白且为亲水性蛋白，蛋白二级结构主要为α螺旋，预测亚细胞定位于叶绿

体。系统进化分析发现，犎犪犓犃犚１与莴苣（犔犪犮狋狌犮犪狊犪狋犻狏犪Ｌ．）犓犃犚１ 进化关系最近，序列相似性高达９０％。

基因表达模式分析发现，犎犪犓犃犚１在向日葵种子、舌状花和管状花中表达量较高，其次为茎、叶，在根中不表

达。犎犪犓犃犚１在高、低油酸向日葵种子开花后７～２７ｄ表达均呈先上升后下降再上升的趋势，但在开花后

３７ｄ，低油酸材料种子中表达量明显高于高油酸材料，表明 犎犪犓犃犚１在高、低油酸种子发育后期可能存在不

同表达调控机制。
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　　向日葵是世界上重要的油料作物，其所含不

饱和脂肪酸有助于人体发育和生理调节。植物种

子发育过程中油脂的积累和脂肪酸的转化直接受

脂类合成相关基因的表达和协同调控的影响［１］。

β酮脂酰ＡＣＰ还原酶（ＫＡＲ），是脂肪酸从头合

成途径中的第一个还原酶［２］，也是唯一催化酮脂

酰还原反应的酶，因此，在植物脂肪酸合成途径中

具有十分重要的功能。ＫＡＲ主要催化β酮脂酰

ＡＣＰ还原成α，β羟丁酰ＡＣＰ，并将 ＮＡＤＰＨ 氧

化成ＮＡＤＰ＋
［３］。目前关于 ＫＡＲ的研究取得了

一些进展，但是成果主要是集中在少数的原核生

物和顶门寄生虫上，而对于植物 ＫＡＲ的研究相

对滞后。

本研究通过分析实验室前期获得的高、低油

酸向日葵种子的ＲＮＡｓｅｑ数据，在脂肪酸生物合

成代谢通路中鉴定出显著差异表达的 犎犪犓犃犚１

基因，本研究拟对该基因编码蛋白进行生物信息

学分析，并对犎犪犓犃犚１基因在高、低油酸向日葵

不同发育时期的种子以及其他组织部位的表达模

式进行分析，旨在为今后该基因功能的研究提供

科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料

向日葵高油酸“Ｌ１ＯＬ１”和低油酸“８６１”两

份保持系材料于２０１９年种植在黑龙江省农业科

学院经济作物研究所试验基地（呼兰区康金镇）。

根据开花后不同天数每次在同一时间段对种子取

样，从开花７ｄ起，每５ｄ取１次，取至开花后３７ｄ，

每次取花盘最外３圈的种子，同时取向日葵开花后

７ｄ的根、茎、叶、管状花、舌状花，将材料液氮速冻

后保存于－８０℃冰箱，用于ｑＲＴＰＣＲ分析。

１．２　方法

１．２．１　基因的生物信息学分析　在 ＮＣＢＩ的

ＢＬＡＳＴ数据库中进行序列同源性比对和相似性

搜索。利用 ＥｘＰＡＳｙ 系统下的 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 工

具（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测

蛋白质基本理化性质。利用ＳＯＰＭＡ 程序（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏ

ｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）分析蛋白的

二级结构。利用Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘ

ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）分析基因氨基酸序列的亲／

疏水性。利用 ＣｅｌｌＰＬｏｃ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓ

ｂｉｏ．ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂｉｏｉｎｆ／ＣｅｌｌＰＬｏｃ２／）在线软件

预测基因的亚细胞定位。用 ＭＥＧＡ７软件构建

系统进化树。

１．２．２　荧光定量ＰＣＲ分析　利用植物总ＲＮＡ

提取试剂盒（天根，中国北京）对向日葵种子总

ＲＮＡ进行提取，取０．５μｇＲＮＡ利用 ＲｅｖｅｒＴｒａ
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ＡｃｅｑＰＣＲＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘｗｉｔｈｇＤＮＡＲｅｍｏｖｅｒ

（ＴＯＹＯＢＯ，日本）合成ｃＤＮＡ 第一条链。采用

ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤＳＹＢＲｑＰＣＲＭｉｘ（ＴＯＹＯＢＯ，

日本）试剂，ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＩＩ荧光定量

ＰＣＲ仪，以向日葵β犪犮狋犻狀基因（ＡＦ２８２６２４）为内

参基因，ｑＲＴＰＣＲ总反应体系为２０μＬ：ｃＤＮＡ

１．２μＬ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１０μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ各０．６μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ７．６μＬ。反应程序如下：９８ ℃ ２ｍｉｎ；

９８℃１０ｓ，５８℃１０ｓ，６８℃３０ｓ，共４５个循环，

待ＰＣＲ反应结束后进行溶解曲线分析，采用

２ΔΔＣｔ法进行目标基因的表达量分析。内参基因

β犪犮狋犻狀引物为Ｆ：ＧＣＡＡＡＡＡＧＣＡＧＣＴＣＧＴＣＴ

ＧＴ，Ｒ：ＡＧＣＡＧＣＴＴＣＣＡＴＴＣＣＡＡＴＣＡ，犎犪犓犃犚１

荧光定量引物为Ｆ：ＴＴＧＡＧＴＴＡＧＣＣＡＡＧＡＡ

ＡＧＧ；Ｒ：ＴＡＣＣＣＴＣＡＧＴＣＡＡＡＴＣＡＣＣ。

２　结果与分析
２．１　犎犪犓犃犚１生物信息学分析

２．１．１　蛋白质基本理化性质预测　犎犪犓犃犚１基

因包含有９６６ｂｐ的开放阅读框，编码３２１个氨基

酸。蛋白质基本理化性质预测表明：犎犪犓犃犚１基

因编码蛋白的原子总数为５１３２个，分子式为

Ｃ１６４６Ｈ２６００Ｎ４２８Ｏ４５０Ｓ８，蛋白分子量３５．８４ｋＤ，等电

点理 论 值 ９．６０，预 测 该 蛋 白 是 碱 性 蛋 白，

犎犪犓犃犚１编码蛋白氨基酸组成详见表１。

表１　向日葵犎犪犓犃犚１编码蛋白质氨基酸组成

种类 数量 质量分数／％ 种类 数量 质量分数／％

Ａｌａ（Ａ） ２２ ６．９ Ｍｅｔ（Ｍ） ３ ０．９

Ａｒｇ（Ｒ） １４ ４．４ Ｐｈｅ（Ｆ） １５ ４．７

Ａｓｎ（Ｎ） １３ ４．０ Ｐｒｏ（Ｐ） １４ ４．４

Ａｓｐ（Ｄ） １４ ４．４ Ｓｅｒ（Ｓ） ２２ ６．９

Ｃｙｓ（Ｃ） ５ １．６ Ｔｈｒ（Ｔ） １８ ５．６

Ｇｌｎ（Ｑ） １０ ３．１ Ｔｒｐ（Ｗ） ７ ２．２

Ｇｌｕ（Ｅ） １２ ３．７ Ｔｙｒ（Ｙ） １３ ４．０

Ｇｌｙ（Ｇ） ２４ ７．５ Ｖａｌ（Ｖ） ２７ ８．４

Ｈｉｓ（Ｈ） ３ ０．９ Ｐｙｌ（Ｏ） ０ ０

Ｉｌｅ（Ｉ） ２４ ７．５ Ｌｙｓ（Ｋ） ２９ ９．０

Ｌｅｕ（Ｌ） ３２ １０．０ Ｓｅｃ（Ｕ） ０ ０

２．１．２　蛋白质二级结构预测　犎犪犓犃犚１编码蛋

白质的二级结构预测结果显示，该蛋白质具有

５２．３４％α螺旋，２６．４８％无规则卷曲，１５．２６％延

伸链，５．９２％β转角，表明 犎犪犓犃犚１ 编码蛋白质

的二级结构主要为α螺旋（图１）。

图１　向日葵犎犪犓犃犚１编码蛋白质二级结构预测

２．１．３　蛋白质亲疏水性分析和亚细胞定位预测

　对犎犪犓犃犚１编码蛋白质的氨基酸序列进行亲

疏水性分析。大于零部分多于５０％为疏水性蛋

白，而小于零部分多于５０％为亲水性蛋白，结果

表明 犎犪犓犃犚１ 编码蛋白为亲水性蛋白（图２）。

ＣｅｌｌＰＬｏｃ２．０软件预测犎犪犓犃犚１编码蛋白亚细

胞定位于叶绿体。

２．１．４　犎犪犓犃犚１基因系统进化分析　将向日葵

犎犪犓犃犚１基因与拟南芥（犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊狋犺犪犾犻犪狀犪

Ｌ．）、芝麻（犛犲狊犪犿狌犿犻狀犱犻犮狌犿 Ｌ．）、棉花（犌狅狊

狊狔狆犻狌犿犺犻狉狊狌狋狌犿Ｌ．）和亚麻芥（犆犪犿犲犾犻狀犪狊犪狋犻狏犪

Ｌ．）等物种犓犃犚的氨基酸序列进行了系统进化

树的 构 建 与 分 析 （图 ３），结 果 发 现 向 日 葵

犎犪犓犃犚１与拟南芥和其它物种的犓犃犚１聚在一

个大分支上，拟南芥 犓犃犚２ 聚在另一个大分支

上，犎犪犓犃犚１ 与莴苣（犔犪犮狋狌犮犪狊犪狋犻狏犪Ｌ．）犓犃犚１

进化关系最近，序列相似性高达９０％。

图２　向日葵犎犪犓犃犚１编码蛋白质亲／疏水性分析
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图３　向日葵犎犪犓犃犚１基因系统进化树分析

２．２　犎犪犓犃犚１基因表达分析

通过ｑＲＴＰＣＲ检测基因表达，发现犎犪犓犃犚１

在向日葵种子、舌状花和管状花中表达量较高，其

次为茎、叶，在根中不表达。犎犪犓犃犚１在高、低油

酸种子发育不同时期表达变化基本一致，两份材

料在开花后７～１２ｄ和２２～２７ｄ种子中表达均较

高，在种子发育其他时期表达较低，除了低油酸材

料“８６１”在３７ｄ种子中表达量较高，此时表达明

显高于高油酸材料“Ｌ１ＯＬ１”（图４）。

图４　犎犪犓犃犚１基因在种子不同发育时期及植株不同

部位表达模式

３　讨论
尽管油菜［４］和披针叶鄂距花［５］等植物的

犓犃犚基因被克隆出来，但有关植物犓犃犚基因的

功能研究报道非常少。犓犃犚基因的持续上调表

达使转化更多的Ｃ１６：０ＡＣＰ，为硬脂酸和棕榈酸

的合成提供了充足的底物［６］。陆地棉中共转犌犺

犓犃犚和犌犺犈犖犚 两个基因，发现转基因株系种子

的含油量比野生型对照提高１０．２％～１４．１％，不

饱和脂肪酸含量比野生型对照提高４．０４％～

６．０２％，且转基因株系的抗寒性有所提高
［７］。在

热激处理条件下，水稻 犓犃犚１ 的表达可影响

１８∶３（亚麻酸）的含量
［８］。本研究发现 犎犪犓犃犚１

在高、低油酸种子发育不同时期表达变化趋势较

为相似，但在３７ＤＡＦ，低油酸材料种子中表达量

明显高于高油酸材料，这表明犎犪犓犃犚１在高、低

油酸种子发育后期可能存在不同表达调控机制。

已报道的植物中 犓犃犚１ 的表达模式不同。

披针叶鄂距花中存在至少２个成员编码犓犃犚基

因家族，表达于根、叶、花和种子中［５］。油桐犞犳＿

犓犃犚１和犞犳＿犓犃犚２在１２个不同组织中都有表

达，但犞犳＿犓犃犚１主要是在种仁中表达，犞犳＿

犓犃犚２主要在茎和叶片中表达，犞犳＿犓犃犚１ 基因

在油桐种子９个不同发育时期的表达规律与油桐

种子内油脂合成呈正相关［９］。水稻中发现犓犃犚１

在各种组织表达相对较低，在苗期的根和开花期

的根及花序中的表达量相对较高［８］。在油茶种子

发育过程中，犓犃犚 基因在种子发育初期呈明显

上升，之后呈先下降后略有上升趋势［１０］。沙棘不

同发育期种子中犓犃犚基因表达量呈先略有下降

再略有上升后略有下降的变化趋势［１１］。文冠果

种仁发育过程中，犓犃犚 基因表达呈不断上升趋

势［１２］。本研究中犎犪犓犃犚１在向日葵种子、舌状花

和管状花中表达量较高，其次为茎、叶，但在根中不

表达，这与披针叶鄂距花［５］和水稻［８］表达部位不

同，犎犪犓犃犚１在向日葵种子在开花后７～２７ｄ表达

呈上升后下降，之后又上升的趋势，这与油茶［１０］

种子不同发育时期犓犃犚的表达趋势相同。
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４　结论
预测向日葵犎犪犓犃犚１编码蛋白为碱性且为

亲水性蛋白，蛋白二级结构主要为α螺旋，预测亚

细胞定位于叶绿体。犎犪犓犃犚１与莴苣（犔犪犮狋狌犮犪

狊犪狋犻狏犪Ｌ．）ＫＡＲ１进化关系最近，序列相似性达

９０％。基因表达分析发现，犎犪犓犃犚１在向日葵种

子、舌状花和管状花中表达量较高，其次为茎、叶，

在根中不表达。犎犪犓犃犚１在高、低油酸向日葵种

子开花后７～２７ｄ表达均呈先上升后下降，之后

又上升的趋势，但在开花后３７ｄ，低油酸材料种子

中表达量明显高于高油酸材料，表明 犎犪犓犃犚１

在高、低油酸种子发育后期可能存在不同表达调

控机制。
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