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小桐子磷脂二酰甘油酰基转移酶（ＪｃＰＤＡＴ１）
ｃＤＮＡ的克隆与功能鉴定
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　　摘要：使用简并ＰＣＲ结合ＲＡＣＥ技术从能源植物小桐子种子中克隆了一个ＰＤＡＴ基因的ｃＤＮＡ全长，命名为
ＪｃＰＤＡＴ１（ＧｅｎＢａｎｋ登陆号为ＨＱ８２７７９６）。ＪｃＰＤＡＴ１全长２８６９ｂｐ，包含一个长为２０１３ｂｐ的开放阅读框，编码６７０
个氨基酸。多序列比对和进化分析表明该基因编码蛋白与其他植物 ＰＤＡＴ高度同源，具有典型的 ＰＤＡＴ结构域。
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果表明ＪｃＰＤＡＴ１在种子、叶和根里面都有表达，且在种子发育过程中大量表达。酵母互补实验证
实该基因编码蛋白具有ＰＤＡＴ酶活性。在与酿酒酵母突变体Ｈ１２４６α的互补实验中发现，ＴＬＣ层析（薄层层析法）
和尼罗红染色结果都显示ＪｃＰＤＡＴ１的表达使Ｈ１２４６α恢复合成ＴＡＧ，说明ＪｃＰＤＡＴ１具有ＰＤＡＴ的功能活性。
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　　油料植物通常在种子的胚乳或子叶中积累大量
的三脂酰甘油（ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＴＡＧ）。这些储存油
脂既是种子萌发时的能量来源，也是人类食用油和

工业用油的主要来源。尤其是近年来随着替代能源

发展的要求，大量的植物油被用作生物柴油的生产。

然而制约生物柴油发展的关键因素就是植物油的产

量不足，因此提高植物油的产量是人类克服能源危

机和满足食物、工业原料等多种需求的必经之

网络出版时间：2013-05-10 11:45
网络出版地址：http://www.cnki.net/kcms/detail/42.1429.S.20130510.1145.003.html



路［１］。

在植物细胞中，ＴＡＧ的合成发生在内质网上，
以质体合成输出的脂肪酸（ｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＦＡ，主要以脂
酰－ＣｏＡ的方式存在）和三磷酸甘油（ｓｎ－ｇｌｙｃｅｒｏｌ
－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｇ３Ｐ）为底物，依次经过３－磷酸甘
油酰基转移酶（ｓｎ－ｇｌｙｃｅｒｏｌ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＰＡＴ）、溶血磷脂酸酰基转移酶（ｌｙｓｏ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＬＰＡＴ）、磷脂酸磷酸
脂酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＡＰ）和酰基辅
酶 Ａ：二酰甘油酰基转移酶（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＤＧＡＴ）的催化，这条途径被称为 Ｋｅｎｎｅｄｙ途
径［２］。在植物细胞中还存在一种不依赖于脂酰 －
ＣｏＡ的合成途径（ＰＤＡＴ途径），即磷脂（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐ
ｉｄｓ）和二酰甘油（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ）在磷脂二酰甘油酰
基转移酶 （ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ：ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＰＤＡＴ）的作用下反应生成 ＴＡＧ和溶血磷脂
（ｌｙｓｏ－ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ）。ＰＤＡＴ途径最初是在酿酒酵
母中发现的，且被认为是酵母对数生长时ＴＡＧ合成
的主要途径［３］，然而后续的研究认为 ＤＧＡＴ途径是
酵母进入稳定期后 ＴＡＧ合成的主要途径，且认为
ＤＧＡＴ和ＰＤＡＴ对于酵母的ＴＡＧ合成都有贡献。如
酵母 ＤＧＡＴ发生突变，ＴＡＧ含量比野生型下降了
５０％，而ＤＧＡＴ和ＰＤＡＴ双突变酵母的 ＴＡＧ仅剩下
野生型 １％的油含量［４］。在一些产生羟基化（ｈｙ
ｄｒｏｘｙ）或环氧化（ｅｐｏｘｙ）特殊ＦＡ的植物中，ＰＤＡＴ的
主要作用被认为是与将这些特殊 ＦＡ从膜脂中移除
有关［５］。特殊ＦＡ在磷脂中的大量积累会影响膜脂
的结构导致其功能紊乱，将特殊 ＦＡ从磷脂转运到
ＴＡＧ中储存起来被视作植物适应的一种机制［６］。

因此ＰＤＡＴ也被认为与特殊ＦＡ在ＴＡＧ中的积累有
关。蓖麻是一种特殊 ＦＡ植物，在其种子中可积累
８０％～９０％的羟基化 ＦＡ—蓖麻油酸。在蓖麻种子
发育过程中可检测到较高的偏爱蓖麻油酸的 ＰＤＡＴ
酶活性，在转化蓖麻油酸合成基因 ＲｃＦＡＨ１２的拟南
芥中过表达 ＲｃＰＤＡＴ１可使得种子积累的蓖麻油酸
由１７％提高到２５％［７］。在模式植物拟南芥中，以酿

酒酵母 ＰＤＡＴ为探针鉴定了两个 ＰＤＡＴ基因序列，
Ａｔ５ｇ１３４６０（ＡｔＰＤＡＴ１）和 Ａｔ３ｇ４４８３０（ＡｔＰＤＡＴ２），对
ＡｔＰＤＡＴ１进行酶学分析显示其具有 ＰＤＡＴ酶的活
性，且能够催化不同链长的酰基（ａｃｙｌｇｒｏｕｐｓ）转移，
尤其对具有多个双键（ｄｏｕｂｌｅｂｏｎｄ）的酰基、羟基化
的酰基和环氧化的酰基具有强烈的偏爱性，优先将

它们从磷脂上转移到 ＴＡＧ中。这暗示植物 ＰＤＡＴ
对于特殊ＦＡ酰基的偏爱性是普遍的，并非只在含
有特殊ＦＡ的植物中才存在［８］。然而这种假设是否

存在普遍性，即在拟南芥之外的非特殊 ＦＡ植物中
ＰＤＡＴ是否也具有同样的性质，仍有待于考察。在
拟南芥中，同时突变 ＡｔＰＤＡＴ１基因和 ＡｔＤＧＡＴ１基因
会致死，对 ＡｔＰＤＡＴ１基因进行 ＲＮＡ干扰能够使 Ａｔ
ＤＧＡＴ１基因突变背景下的种子油含量下降７０％ ～
８０％，且导致胚发育不良［９］，这说明 ＡｔＰＤＡＴ１基因
与ＡｔＤＧＡＴ１基因在种子 ＴＡＧ合成中具有重叠的作
用，这也表明植物ＰＤＡＴ基因对种子 ＴＡＧ的合成和
积累同样具有重要的作用。然而植物 ＰＤＡＴ基因在
拟南芥以外的非特殊 ＦＡ植物中的功能如何，目前
尚不清楚，仍有待于调查。

小桐子（Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ），又名膏桐或麻疯树，
是大戟科（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ）多年生落叶灌木或小乔
木。因其易于繁殖，生长快速，不择土壤、能在边际

土地上生长，种子油含量较高（３０％ ～３５％）、且种
子油脂成份适于生产生物柴油等特点在生物柴油植

物开发与利用中受到国内外高度重视，被称为生物

柴油植物［１０］。然而小桐子种子含油量不稳定、缺乏

优良品种，严重限制了小桐子产业化开发和种

植［１１］。研究小桐子种子含油量不稳定的遗传或分

子基础是实现小桐子种质改良或良种培育的前提。

本文利用兼并 ＰＣＲ结合 ＲＡＣＥ的办法克隆了小桐
子的ＪｃＰＤＡＴ１基因，使用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术调查其
在不同组织和种子不同发育阶段的表达规律，在酿

酒酵母突变体中对其功能进行验证，以期为进一步

了解ＪｃＰＤＡＴ１在小桐子种子油脂合成和积累中的
作用提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

小桐子（ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ．，ＸＴＢＧ－Ｊｃ００３２）种
植于中国科学院西双版纳热带植物园实验地（２１°
５６′Ｎ，１０１°１５′Ｅ，平均海拔６００ｍ）。以雌花完全展
开，但柱头尚未授粉为花开的第１ｄ进行标记，取第
１２、１８、２４、３０、４０、５０ｄ的种子，完全舒展的嫩叶，以
及成体小桐子的根，液氮速冻后 －８０℃备用。酿酒
酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）野生型菌株 ＩＮＶＳｃ１
购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司，突 变 体 菌 株 Ｈ１２４６α
（ＭＡＴαａｒｅ１Δ：：ＨＩＳ３ａｒｅ２Δ：：ＬＥＵ２ｄｇａ１Δ：：ＫａｎＭＸ４
ｌｒｏ１Δ：：ＴＲＰ１ＡＤＥ２）由瑞典斯堪的纳维亚生物技术
研究中心的ＳｔｅｎＳｔｙｍｎｅ教授惠赠。

大肠杆菌感受态 Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１、ｐＥａｓｙＴＭ －Ｔ１ＴＡ
克隆载体、ｐＥａｓｙＴＭ－Ｂｌｕｎｔ平端克隆载体、ＴｒａｎｓＴａｑ
ＨｉＦｉＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴＭＦａｓｔＰｆｕ购自北
京全式金生物技术有限公司，ＳＭＡＲＴｅｒＴＭＲＡＣＥｃＤ
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ＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，ＰｒｉｍｅＳｃｉｐｔ
１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ和 ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ购自大
连宝生物工程有限公司，酵母表达载体 ｐＹＥＳ２．１／
Ｖ５－Ｈｉｓ－ＴＯＰＯ和酵母转化试剂盒（ＳｃＥａｓｙＣｏｍｐ
ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎＫｉｔ）购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。所有引物
均由上海捷瑞生物工程有限公司合成，测序由上海

生物工程技术有限公司完成。

１．２　ＪｃＰＤＡＴ１ｃＤＮＡ全长的克隆与分析
采用 ＣＴＡＢ法提取叶片 ＤＮＡ［１］，采用酚：氯仿

硅胶 粒 方 法 提 取 总 ＲＮＡ［１１］。以 蓖 麻 （ＸＰ＿
００２５１４０７２）、葡萄（ＸＰ＿００２２７８３９７）、杨树（ＸＰ＿
００２３０３２５２）、玉米（ＮＰ＿００１１３０３９３）和拟南芥（ＮＰ＿
１９６８６８）的ＰＤＡＴ蛋白序列为基础，使用 ＣＯＤＥＨＯＰ
（ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ－ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｈｙｂｒｉｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍ
ｅｒｓ）设计简并引物 ＪｃＰＤＡＴ－１和 ＪｃＰＤＡＴ－２（表
１），以基因组 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。５０μＬ
ＰＣＲ反应体系中含有 １０×ＴｒａｎｓＴａｑＨｉＦｉｂｕｆｆｅｒ
５μＬ，基因组ＤＮＡ模板２μＬ（５０ｎｇ），１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１引
物各１μＬ，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰＭｉｘ４μＬ，ＴｒａｎｓＴａｑ
ＨｉＦｉＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ·Ｌ－１）１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３７μＬ。
扩增方法使用 ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，以后每１个循环退火温度
降低１℃，进行１０个循环，然后保持在５０℃退火，
再进行２４个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。１％的琼脂糖电
泳检测ＰＣＲ产物，连接ｐＥａｓｙＴＭ－Ｔ１克隆载体，转化
Ｔｔａｎｓ１－Ｔ１感受态细胞，通过蓝白斑筛选及菌液
ＰＣＲ鉴定阳性克隆后测序。对获得的中间片段进
行Ｂｌａｓｔ验证，通过已知中间片段和ＧｅｎＢａｎｋ数据库
中相关植物 ＰＤＡＴ基因 ｃＤＮＡ序列的比对，鉴定
ＤＮＡ片段上外显子区域（ｅｘｏｎａｒｅａ），并设计 ５’和
３’端的ＲＡＣＥ引物 ＪｃＰＤＡＴ５１和 ＪｃＰＤＡＴ３１（表１）。
按照ＳＭＡＲＴｅｒＴＭＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ试剂
盒说明书进行５’ＲＡＣＥ和３’ＲＡＣＥ，扩增方法采用
ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ，回收目的片段并测序。将获得的
５’端和３’端序列 Ｂｌａｓｔ验证，设计 ＯＲＦ（Ｏｐｅｎｒｅａｄ
ｉｎｇｆｒａｍｅ）的全长引物 ＪｃＰＤＡＴ１－Ｓ和 ＪｃＰＤＡＴ１－Ａ
（表１），按照ＰｒｉｍｅＳｃｉｐｔ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
的说明进行 ｃＤＮＡ第一链的合成，使用 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴＭ

ＦａｓｔＰｆｕ进行 ＯＲＦ全长 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经琼脂
糖胶检测后克隆到ｐＥａｓｙＴＭ－Ｂｌｕｎｔ载体上，转化、测
序同上。

表１　引物信息
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’） 用途 Ｕｓｅ
ＪｃＰＤＡＴ－１
ＪｃＰＤＡＴ－２

ＧＧＣＴＡＣＧＡＧＧＡＧＡＡＧＡＣＣＡＴＧＴＷＹＡＴＧＧＣ
ＧＧＧＧＧＣＣＴＣＣＡＣＣＣＡＹＴＴＣＡＴ 简并引物 ＤｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅＰＣＲ

ＪｃＰＤＡＴ５１
ＪｃＰＤＡＴ３１

ＴＴＧＡＡＴＧＣＧＧＡＡＴＡＧＣＡＡＣＣＡＣＣＴＴＴ
ＡＣＴＡＡＴＧＧＴＧＧＧＡＧＡＡＡＧＧＴＧＧＴＴＧＣＴ ＲＡＣＥ

ＪｃＰＤＡＴ－Ｓ
ＪｃＰＤＡＴ－Ａ

ＡＴＧＧＣＧＡＴＴＴＴＧＣＧＡＣＧＧＡ
ＣＴＡＣＡＧＣＴＧＣＡＡＧＴＴＡＡＴＣＣＴＴＴＣＴＧＡＣ

ＯＲＦ全长
ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈＯＲＦ

ＪｃＰＤＡＴ１－ＲＴｅｓｔ１
ＪｃＰＤＡＴ１－ＲＴｅｓｔ２
ＪｃＡｃｔｉｎ１
ＪｃＡｃｔｉｎ２

ＧＧＴＣＡＡＡＡＴＧＧＧＡＡＡＧＧＧＡＣＴＴ
ＴＣＧＡＧＴＣＣＣＡＴＧＴＡＣＧＡＧＴＣＡＴ
ＧＴＡＣＡＡＣＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＣＴＧＧＡＴＴ
ＴＴＴＣＡＴＧＴＣＡＣＧＧＡＣＡＡＴＴＴＣＣ

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ＰＤＡＴ１
ＰＤＡＴ２
ＬａｃＺ－１
ＬａｃＺ－２

ＡＴＧＧＣＧＡＴＴＴＴＧＣＧＡＣＧＧＡＧ
ＣＧＣＴＣＡＧＣＴＧＣＡＴＣＴＴＴＴＣＣ
ＡＴＧＡＴＡＧＡＴＣＣＣＧＴＣＧＴＴＴＴＡＣＡＡＣ
ＣＧＴＡＴＴＣＧＣＡＡＡＧＧＡＴＣＡＧＣ

ＲＴ－ＰＣＲ

　　将全长ＯＲＦ进行Ｂｌａｓｔ验证，用ＳｅｑＭａｎ软件将
５’ＲＡＣＥ和３’ＲＡＣＥ以及ＯＲＦ进行拼接获得ｃＤＮＡ
全长，用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩＡｄｖａｎｃｅ１１软件包的 ＡｌｉｇｎＸ模
块对同源氨基酸序列进行比较分析，用 ＭＥＧＡ５构
建系统发生树（邻接法），用在线工具 ＴＭＨＭＭ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ）进行跨膜
结构预测，用在线软件 ＮｅｔＰｈｏｓ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）分析蛋白质磷酸化
位点。

１．３　ＪｃＰＤＡＴ１基因的表达分析
采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的方法调查 ＪｃＰＤＡＴ１（以

ＪｃＡｃｔｉｎ为内参）在叶片、根尖、发育中的种子中的表

达差异。各组织总 ＲＮＡ的提取、ｃＤＮＡ的合成和
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ见文献［１１］。使用２－ΔΔＣＴ法进行数据分
析，ＪｃＰＤＡＴ１和ＪｃＡｃｔｉｎ的ｒｅａｌｔｉｍｅ引物见表１。
１．４　酵母载体的构建转化和酵母突变体 Ｈ１２４６的

互补实验

将得到的 ＪｃＰＤＡＴ１通过 ＴＯＰＯＴＡ克隆法克隆
到ｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ－ＴＯＰＯ载体上，构建穿梭表
达载体 ｐＹＥＳ２．１－ＪｃＰＤＡＴ１，按照 ＳｃＥａｓｙＣｏｍｐ
ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎＫｉｔ的说明转化酵母菌株 Ｈ１２４６α，使
用尿嘧啶缺陷的合成完全培养基（ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｍｉｎｉｍａｌ
ｄｅｆｉｎｅｄｍｅｄｉｕｍｌａｃｋｉｎｇｕｒａｃｉｌ，ＳＣ－Ｕ）筛选阳性克
隆，通过菌落ＰＣＲ鉴定阳性克隆，同时将 ｐＹＥＳ２．１／

５２１徐荣华等：小桐子磷脂二酰甘油酰基转移酶（ＪｃＰＤＡＴ１）ｃＤＮＡ的克隆与功能鉴定



Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ转化 Ｈ１２４６和 ＩＮＶＳｃ１，作为对照。
以酸洗玻璃珠破碎酵母细胞，使用 Ｔｒｉｚｏｌ法（ＲＮＡｉｓｏ
ｐｌｕｓ）提取酵母ＲＮＡ，进行ＲＴ－ＰＣＲ检测。

将转基因酵母在 ＳＣ－Ｕ抑制培养基（２％葡萄
糖）中２５０ｒ／ｍｉｎ３０℃培养过夜，测定 ＯＤ６００，然后离
心收集菌体，使用ＳＣ－Ｕ诱导培养基（２％半乳糖）
重悬至ＯＤ６００＝０．４，于２５０ｒ／ｍｉｎ３０℃继续培养。离
心收集１０ｍＬ诱导培养１８ｈ的转基因酵母菌液，加
入４ｍＬ４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ，室温３０ｍｉｎ，沸水浴１０ｍｉｎ，离心
收集沉淀，加入４ｍＬ正己烷∶异丙醇（３∶２）抽提总
脂［１１］，离心取上层正己烷相到一新的试管中，真空

干燥，加入５００μＬ正己烷溶解油脂。ＴＬＣ层析参考
文献［１２］，ＴＬＣ显色使用碘染法［１３］。油体的尼罗红

染色参考文献［１４］的方法，酵母油体的观察使用奥
林巴斯荧光显微镜（ＢＨ２－ＵＭＡ）。

２　结果与分析
２．１　ＪｃＰＤＡＴ１基因的克隆与分析结果

以小桐子总ＤＮＡ为模板，用简并引物（ＪｃＰＤＡＴ
－１和 ＪｃＰＤＡＴ－２，表１）进行 ＰＣＲ扩增，获得了单
一的条带，克隆测序后，鉴定获得 ＤＮＡ片段长
３９４ｂｐ，该片段的Ｂｌａｓｔ结果显示，有１３７ｂｐ的核苷酸
区域与蓖麻ＰＤＡＴ（ＸＭ＿００２５１４０２６）基因的ｃＤＮＡ部
分区域重叠，具有５１％的同源性，推测该区域为外
显子区域。以该外显子区域的序列为基础，分别设

计５’和３’端的ＲＡＣＥ引物（表１），经ＲＡＣＥＰＣＲ扩
增分别获得５’末端和３’末端的序列，拼接后获得
ｃＤＮＡ序列全长为 ２８６９ｂｐ，包括 ５’非编码区
４８４ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ）２０１３ｂｐ和 ３’编码区
３７２ｂｐ（含 ｐｏｌｙＡ尾），编码 ６７０个氨基酸。命名为
ＪｃＰＤＡＴ１（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＨＱ８２７７９６）。该基因
编码蛋白预测分子量为 ７４．４７ｋＤａ，理论等电点为
８．３５。氨基酸序列相似性搜索发现 ＪｃＰＤＡＴ１与其
他物种的 ＰＤＡＴ高度同源，与蓖麻 ＲｃＰＤＡＴ１
（２９７０６．ｍ００１３０５）的同源性为７５％，与拟南芥 ＡｔＰ
ＤＡＴ１（ＡＴ５Ｇ１３６４０）的同源性为 ７４％，与 ＡｔＰＤＡＴ２
（ＡＴ３Ｇ４４８３０）的同源性为 ５７．５％，与酿酒酵母
Ｓｃｌｒｏ１ｐ（ＹＮＲ００８Ｗ）的同源性为２９％。多序列比对
分析表明植物ＰＤＡＴ１序列差异主要表现在 Ｎ端４４
个氨基酸，而序列中部和 Ｃ端区域则相对保守（图
１）。ＪｃＰＤＡＴ１在Ｎ端４６～６３ａａ位置存在内质网信
号肽［８］（图 １），在 Ｃ端同样存在内质网定位信号
（图１），且遵循先前鉴定的内质网定位信号（－Ｘ－
Ｘ－Ｋ／Ｒ／Ｄ／Ｅ，Ｘ为疏水性的氨基酸）－ＣＯＯＨ的规
则［１５］。在烟草悬浮细胞中瞬时表达荧光蛋白标记

的ＶｆＤＧＡＴ１和 ＶｆＤＧＡＴ２发现此信号可以把蛋白定
位到细胞的内质网上［６］。此外，ＪｃＰＤＡＴ１在 １３０－
１５０氨基酸处存在一个保守脂质结构域（图１），此
结构域被认为与脂双层分子的去稳定化和结合疏水

性底物有关，包含一个重要的 Ｔｒｐ１３８残基（图１），被
认为是与阻止剪切的脂肪酸进入酶的活性位点有

关［１６］。氨基酸序列比对显示这些位点和结构域在

ＡｔＰＤＡＴ１，ＡｔＰＤＡＴ２和 ＲｃＰＤＡＴ１中都存在，且氨基
酸位置和序列都非常保守，推测 ＪｃＰＤＡＴ１编码的蛋
白为功能性的 ＰＤＡＴ（图 １）。ＳＯＳＵＩ的分析显示
ＪｃＰＤＡＴ１在５１－７３氨基酸、１０３－１２５氨基酸和１７５
－１９７氨基酸存在三个跨膜区，这与在 ＡｔＰＤＡＴ１和
ＲｃＰＤＡＴ１的研究结果类似，进一步推测ＪｃＰＤＡＴ１是
定位在内质网上的膜蛋白。使用 ＮｅｔＰｈｏｓ２．０分析
发现，ＪｃＰＤＡＴ１有１５个丝氨酸磷酸化位点、１０个苏
氨酸磷酸化位点和 ９个酪氨酸磷酸化位点，暗示
ＪｃＰＤＡＴ１蛋白受到活跃的磷酸化调节，这与油脂代
谢途径中重要酰基转移酶（ＧＰＡＴ、ＬＰＡＴ和 ＤＧＡＴ）
多受到磷酸化调节相一致［１７，１８，１９］。用 ＳＯＰＭＡ预测
ＪｃＰＤＡＴ１的二级结构发现该蛋白主要由 α－螺旋
（３６．５７％）和随机卷曲（４４．０３）构成，另外还有
１４．３％的延伸链和５．３７％的β－转角。初步的系统
发生分析显示ＰＤＡＴ的进化基本符合植物进化分类
（图２），植物的 ＰＤＡＴ聚为一支，酿酒酵母的 ＰＤＡＴ
（Ｓｃｌｒｏ１ｐ）单独一支。ＪｃＰＤＡＴ１与同是大戟科蓖麻
的ＲｃＰＤＡＴ２关系最近，单子叶植物的 ＰＤＡＴ聚在一
起，双子叶植物的 ＰＤＡＴ聚在一起，反应了同源
ＰＤＡＴ系统发生上的密切关系，例外是 ＡｔＰＤＡＴ２和
ＲｃＰＤＡＴ３，暗示它们的分歧出现在单子叶和双子叶
分化之前。

２．２　ＪｃＰＤＡＴ１基因的表达分析结果
以种子发育过程中六个发育时期和根基叶抽提

的总ＲＮＡ反转录的 ｃＤＮＡ为模板，以 ＪｃＡｃｔｉｎ基因
（ＧＱ２５６６４９）为内参，采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的方法进行
表达差异分析。反应所得熔解曲线峰形单一（数据

未提供），试验结果能够准确反应 ＪｃＰＤＡＴ１的相对
表达量。以根中的表达量作为参照进行作图，结果

显示ＪｃＰＤＡＴ１在根、叶和种子中都有表达，但表达
水平有明显差异（图３）。在种子发育过程中，表现
出明显的双峰现象，在授粉后 １２ｄ就可以检测到
ＪｃＰＤＡＴ１的表达，在１８ｄ出现一个小高峰，在２４ｄ到
３０ｄ表达较低，在 ４０ｄ和 ５０ｄ表达量持续升高，在
５０ｄ达到最高，是２４ｄ表达量的９倍。我们先前的
研究表明小桐子种子整个发育时期为６５ｄ，储存油
脂积累主要发生在２４ｄ到５０ｄ［１１］，而ＪｃＰＤＡＴ１的表达
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量从２４ｄ到５０ｄ持续升高，说明ＪｃＰＤＡＴ１基因的表达
与种子中储存油脂合成和积累具有一定的相关性。

２．３　ＪｃＰＤＡＴ１恢复了酵母突变体Ｈ１２４６α的ＴＡＧ
和油体形成

分别抽提转基因酵母 ＩＮＶＳｃ１和 Ｈ１２４６α的
ＲＮＡ，经 ＤＮａｓｅＩ处理后进行 ＲＴ－ＰＣＲ检测，ＪｃＰ
ＤＡＴ１检测引物为 ＰＤＡＴ１和 ＰＤＡＴ２，对照质粒引物
为ＬａｃＺ１和ＬａｃＺ２，结果显示目的基因已经在酵母
中表达（图４）。酵母突变体Ｈ１２４６α中编码ＴＡＧ合
成的ＤＧＡ１（编码ＤＧＡＴ）和ＬＲＯ１（编码ＰＤＡＴ）以及
编码固醇脂合成的基因ＡＲＥ１和ＡＲＥ２都被敲除了，

因此 Ｈ１２４６α不能合成中性油脂，且 Ｈ１２４６α不能
形成油体，尤其适合鉴定合成 ＴＡＧ的 ＤＧＡＴ或
ＰＤＡＴ的活性［１２］。对转 ｐ４２６－ＪｃＰＤＡＴ１的 Ｈ１２４６α
和 ｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ转化的 Ｈ１２４６和 ＩＮ
ＶＳｃ１进行诱导表达培养，１８ｈ后抽提油脂进行 ＴＬＣ
层析和碘染显色。如图５所示，转对照质粒的野生
型菌株ＩＮＶＳＣ１能检测到 ＴＡＧ的斑点，转对照质粒
的Ｈ１２４６α不能检测到 ＴＡＧ的斑点，而转 ｐ４２６－
ＰＤＡＴ１的Ｈ１２４６α可以检测到 ＴＡＧ的斑点。这说
明ＪｃＰＤＡＴ１的表达恢复Ｈ１２４６α合成 ＴＡＧ的能力，
尼罗红染色的结果也证实了这一点。图６显示转对

注：ＳＰ为信号肽，ＬＩＤ为保守脂质结构域，ＥＲ－ＤＩＲ为内质网定位信号，重要的氨基酸残基用星号标出
Ｎｏｔｅ：ＣｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｍｏｔｉｆｄｉｓｐｌａｙｅｄｉｎＢＯＸＳＰ（ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ），ＢＯＸＬＩＤ－ｄｏｍａｉｎ，
ＢＯＸＥＲ－ＤＩＲ（ＥＲｔａｒｇｅｔｄｏｍａｉｎ）．ＣｒｉｔｉｃａｌＴｒｙｐｔｏｐｈａｎｍａｒｋｅｄｂｙａｓｔｅｒｉｓｋ．

图１　ＪｃＰＤＡＴ１与其物种ＰＤＡＴ的氨基酸序列比对
Ｆｉｇ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＪｃＰＤＡＴ１ｗｉｔｈＰＤＡＴｓｆｒｏｍｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

７２１徐荣华等：小桐子磷脂二酰甘油酰基转移酶（ＪｃＰＤＡＴ１）ｃＤＮＡ的克隆与功能鉴定



注：不同物种ＰＤＡＴ的名称和ＧｅｎＢａｎｋ登录号为Ａｔ拟南芥、
Ｇｍ大豆、Ｊｃ小桐子、Ｏｓ水稻、Ｒｃ蓖麻、Ｓｃ酿酒酵母、Ｖｖ葡萄、

Ｚｍ玉米。其中拟南芥、酵母和蓖麻的ＰＤＡＴ以基因组座位号表示
Ｎｏｔｅ：ＳｙｍｂｏｌｓｓｈｏｗｔｈｅｎａｍｅｏｆＰＤＡＴｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓａｎｄ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ．Ａｔ：Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ．Ｇｍ：Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ．

Ｊｃ：Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ．Ｏｓ：Ｏｒｙｚａ．Ｖｖ：Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ．
Ｚｍ：Ｚｅａｍａｙｓ．ＰＤＡＴｓｆｒｏｍＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅａｎｄＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｇｅｎｅｌｏｃｕｓ

图２　ＪｃＰＤＡＴ１与其他物种ＰＤＡＴ蛋白的系统进化树分析
Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＤＡＴｉｎｖａｒｉｏｕｓｓｐｅｃｉｅｓ

Ｎｏｔｅ：ＤＡＰｍｅａｎｓｄａｙｓａｆｔｅｒｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ
图３　种子不同发育时期和不同组织

中ＪｃＰＤＡＴ１的相对表达量
Ｆｉｇ．３　ＲｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔｙｏｆＪｃＰＤＡＴ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｅｅｄｓ，ｒｏｏｔｓａｎｄｌｅａｖｅｓ

注：１～３为Ｈ１２４６α转ｐＹＥＳ２．１－ＪｃＰＤＡＴ１酵母，
扩增长度为１２４１ｂｐ；４～８为Ｈ１２４６α转对照质粒
ｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ酵母，扩增长度为１６０３ｂｐ；
９～１２为 ＩＮＶＳＣ１转对照质粒ｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－

Ｈｉｓ／ＬａｃＺ酵母，扩增长度为１６０３ｂｐ；Ｍ为分子量标准ＤＬ２０００
Ｎｏｔｅ：Ｌａｎｅ１ｔｏ３ｓｈｏｗｅｄＲＴ－ＰＣＲｏｆＨ１２４６αｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

ｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１－ＪｃＰＤＡＴ１；Ｌａｎｅ４ｔｏ８ｓｈｏｗｅｄＲＴ－ＰＣＲｏｆ１２４６α
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ；Ｌａｎｅ９ｔｏ１２ｓｈｏｗｅｄ
ＲＴ－ＰＣＲｏｆＩＮＶＳＣ１ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ

图４　转基因酵母的ＲＴ－ＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．４　ＲＴ－ＰＣＲｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｙｅａｓｔ

照质粒的野生型菌株 ＩＮＶＳＣ１能够检测到油体，而
转对照质粒的 Ｈ１２４６α中检测不到油体，转 ｐ４２６－
ＰＤＡＴ１的 Ｈ１２４６α中可以检测到油体，表明 ＪｃＰ
ＤＡＴ１的表达恢复了 Ｈ１２４６α油体缺陷的表型。综
上所述，ＪｃＰＤＡＴ１的表达使得 Ｈ１２４６α中 ＴＡＧ的合
成和累积得到了恢复，表明克隆所得的 ＪｃＰＤＡＴ１编
码具有ＰＤＡＴ酶活性的蛋白。

注：１为ＩＮＶＳＣ１转对照质粒ｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ酵母；
２为Ｈ１２４６α转对照质粒ｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ酵母；
３为Ｈ１２４６α转ｐＹＥＳ２．１－ＪｃＰＤＡＴ１酵母；ＴＡＧ三
脂酰甘油；ＦＦＡ自由脂肪酸；ＤＡＧ二脂酰甘油

Ｎｏｔｅ：１，ＩＮＶＳｃ１ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ；
２，Ｈ１２４６αｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ；
３，Ｈ１２４６αｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１－ＪｃＰＤＡＴ１；

ＴＡＧ，ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ；ＦＦＡ，ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄ；ＤＡＧ，ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ
图５　转基因酵母油脂的ＴＬＣ分析

Ｆｉｇ．５　ＴＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｙｅａｓｔ

注：Ａ为ＩＮＶＳＣ１转对照质粒ｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ酵母；
Ｂ为Ｈ１２４６α转对照质粒ｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ酵母；

Ｃ为Ｈ１２４６α转ｐＹＥＳ２．１－ＪｃＰＤＡＴ１酵母
Ｎｏｔｅ：Ａ，ＮｉｌｅｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＩＮＶＳＣ１ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１／

Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ；Ｂ，Ｈ１２４６αｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１／Ｖ５－Ｈｉｓ／ＬａｃＺ；
Ｃ，Ｈ１２４６αｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＹＥＳ２．１－ＪｃＰＤＡＴ１

图６　转基因酵母中油体的检测
Ｆｉｇ．６　Ｏｉｌ－ｂｏｄｙｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｙｅａｓｔ

３　讨论
理解小桐子储存油脂合成的分子机制和克隆鉴

定调控储存油脂合成的主效基因，是通过基因工程
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技术发展高产优质小桐子种质的基础。目前小桐子

的基因组测序已经基本完成［２０，２１］，但是拼接和组装

的工作尚未完成，在基因组上仍存在很多的缺口，大

量的功能基因仍然没有获得全长，因此功能基因的

克隆和鉴定仍是小桐子研究工作的重要组成部分。

在本研究中，我们从小桐子中克隆了一个

ＰＤＡＴ基因（ＪｃＰＤＡＴ１）的ｃＤＮＡ全长，并对其功能进
行了初步鉴定。多序列比对分析发现 ＪｃＰＤＡＴ１编
码的蛋白与目前已鉴定的植物ＰＤＡＴ具有高度同源
性，结构域分析和进化分析表明 ＪｃＰＤＡＴ１具有明显
的植物ＰＤＡＴ结构特征。在拟南芥中除ＡｔＰＤＡＴ１和
ＡｔＰＤＡＴ２外，还发现有四个预测的基因序列与酵母
ＳｃＰＤＡＴ具有较高的同源性，其中两个基因编码磷
脂：固醇酰基转移酶（Ａｔ１ｇ０４０１０）和磷脂酶 Ａ１
（Ａｔ３ｇ０３３１０）。这四个 ＰＤＡＴ类似的序列预测的编
码蛋白并不具有 Ｌｉｄｄｏｍａｉｎ结构，而在功能已经验
证的 ＡｔＰＤＡＴ１和 ＲｃＰＤＡＴ１中 Ｌｉｄｄｏｍａｉｎ非常保
守［８］，我们克隆的ＪｃＰＤＡＴ１在这个区域与 ＡｔＰＤＡＴ１
和ＲｃＰＤＡＴ１完全一致（图 １），暗示 ＪｃＰＤＡＴ１是有
ＰＤＡＴ酶活性的蛋白。以拟南芥的 ＡｔＰＤＡＴ１基因为
探针，Ｍａｒｇｉｓ等［１６］从蓖麻基因组中鉴定了六个推测

的ＲｃＰＤＡＴ基因，而 Ｋｉｍ等［７］则认为在蓖麻中存在

三个ＲｃＰＤＡＴ基因，出现这种情况的原因在于二者
判断的阈值不同。以 ＪｃＰＤＡＴ１基因为探针在小桐
子的基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋａｚｕｓａ．ｏｒ．ｊｐ／ｊａｔｒｏ
ｐｈａ／）中进行Ｂｌａｓｔ，发现在小桐子中ＰＤＡＴ基因至少
存在三个拷贝（数据未提供），Ｊｉａｎｇ等［２１］的研究结

果也证实了这一点。系统发育分析显示 ＪｃＰＤＡＴ１
与ＲｃＰＤＡＴ２（蓖麻基因组座位号：２９９１２．ｍ００５２８６）
的亲缘关系最近，然后与 ＡｔＰＤＡＴ１和 ＲｃＰＤＡＴ１
（２９７０６．ｍ００１３０５）聚类，与 ＡｔＰＤＡＴ２和 ＲｃＰＤＡＴ３
（２９９９１．ｍ０００６２６）的亲缘关系较远（图２）。实验表
明ＡｔＰＤＡＴ１和ＲｃＰＤＡＴ１、ＲｃＰＤＡＴ２都是具有 ＰＤＡＴ
酶活性的蛋白［７，８］，而ＡｔＰＤＡＴ２和ＲｃＰＤＡＴ３是否具
有 ＰＤＡＴ酶活性还有待于研究，ＪｃＰＤＡＴ１与 ＡｔＰ
ＤＡＴ１和 ＲｃＰＤＡＴ１、ＲｃＰＤＡＴ２聚为一支，强烈暗示
ＪｃＰＤＡＴ１基因编码有功能的 ＰＤＡＴ酶。我们随即在
酵母突变体 Ｈ１２４６α中过表达了 ＪｃＰＤＡＴ１基因，
ＴＬＣ分析和尼罗红染色结果都显示 ＪｃＰＤＡＴ１基因
的表达可以恢复Ｈ１２４６α中ＴＡＧ的合成和积累（图
５和图 ６），进一步证实 ＪｃＰＤＡＴ１编码的蛋白具有
ＰＤＡＴ活性，这说明我们克隆获得的ＰＤＡＴ基因是功
能完整的拷贝。对拟南芥和蓖麻 ＰＤＡＴ基因的时空
表达研究表明，ＰＤＡＴ基因的不同拷贝在植物不同
组织间的表达有所差异。Ｋｉｍ等［７］使用半定量ＰＣＲ

检测了蓖麻中 ＰＤＡＴ基因三个拷贝的表达，发现三
者在叶、茎、花、雌蕊、雄蕊、种子、幼苗和根中都可以

检测到表达，但表达丰度相差很大，ＲｃＰＤＡＴ１在种
子中的表达量很低，ＲｃＰＤＡＴ２和 ＲｃＰＤＡＴ３则在种
子中大量表达。蓖麻中负责蓖麻油酸合成的 Ｒｃ
ＦＡＨ１２在种子也是大量表达，因此推测ＲｃＰＤＡＴ２和
ＲｃＰＤＡＴ３可能与蓖麻种子中蓖麻油酸在 ＴＡＧ中的
大量累积密切相关。亚细胞定位实验表明 ＲｃＰ
ＤＡＴ２基因的表达产物定位于细胞的内质网上，ＲｃＰ
ＤＡＴ３基因的表达产物定位于质膜，而 ＴＡＧ的合成
发生在内质网上，说明上述两个基因中与蓖麻油酸

累积有关的是ＲｃＰＤＡＴ２，进一步的转基因实验也证
实了这一点。在本研究中 ＪｃＰＤＡＴ１在小桐子的根、
叶和种子中均检测到表达，且在种子油脂快速积累

的时期大量表达，结合系统发育上ＪｃＰＤＡＴ１与ＲｃＰ
ＤＡＴ２的关系最近，推测 ＪｃＰＤＡＴ１可能与小桐子种
子油脂中的ＦＡ成份有关。尽管小桐子种子不积累
特殊的 ＦＡ，但是小桐子种子含有２８．８％ ～３４．６％
的亚油酸，对 ＡｔＰＤＡＴ１的研究也表明植物 ＰＤＡＴ对
于含有多个双键的 ＦＡ酰基具有较高的偏爱性，而
序列比对和系统发育都表明 ＪｃＰＤＡＴ１与 ＡｔＰＤＡＴ１
具有高度同源性，因此 ＪｃＰＤＡＴ１可能在转录水平上
参与了小桐子种子 ＴＡＧ中亚油酸的累积。植物种
子积累储存ＴＡＧ是一个非常复杂的生理生化过程，
尽管其基本的代谢途径是一致的（都包括 ＤＧＡＴ途
径和ＰＤＡＴ途径）。研究表明 ＤＧＡＴ是植物种子中
ＴＡＧ合成和积累的限制因子，而 ＰＤＡＴ在 ＴＡＧ合成
和积累中限制作用却尚未明确［２２］。拟南芥中 Ａｔ
ＤＧＡＴ２基因的突变种子油含量未见显著降低，说明
ＡｔＤＧＡＴ２对于种子中 ＴＡＧ积累是没有功能的，而
ＡｔＤＧＡＴ１基因的突变使得种子油含量下降了３０％，
暗示 ＡｔＰＤＡＴ１是决定剩余 ７０％种子油的限制基
因［２３］。本研究中 ＪｃＰＤＡＴ１在种子发育后期的表达
量明显高于在根和叶中的表达，具有明显的组织特

异性，即种子油脂快速累积时期高量表达，也暗示了

该基因可能是影响种子油含量的一个限制因子。

鉴于ＰＤＡＴ基因对于植物种子油含量和油脂成
份都有一定限制作用，因此通过过表达或者抑制改

变ＰＤＡＴ基因的表达水平，从而引起种子中油脂含
量和成份的变化，不仅有助于明确植物 ＰＤＡＴ基因
的功能，而且还可以实现植物种子油脂的基因改良。

因此，本实验室下一步拟通过转基因技术在小桐子

中进行过表达和 ＲＮＡｉ抑制实验，以探讨 ＪｃＰＤＡＴ１
基因对于小桐子种子油含量和油脂成份的限制作

用，从而进一步明确 ＰＤＡＴ途径在植物油脂合成中

９２１徐荣华等：小桐子磷脂二酰甘油酰基转移酶（ＪｃＰＤＡＴ１）ｃＤＮＡ的克隆与功能鉴定



的分子机制，同时为发展高产优质的小桐子种质提

供实验基础。

参考文献：

［１］　张　楠，徐荣华，刘小烛，等．小桐子甘油 －３－磷酸酰
基转移酶（ＪｃＧＰＡＴ）ｃＤＮＡ的克隆与序列分析［Ｊ］．植
物生理学报，２０１１，４７（２）：１８１－１８８．

［２］　ＫｅｎｎｅｄｙＥＰ．Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｃｏｍｐｌｅｘｌｉｐｉｄｓ［Ｊ］．Ｆｅｄｅｒａ
ｔｉｏｎＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ，１９６１，２０：９３４－９４０．

［３］　ＤａｈｌｑｖｉｓｔＡ，ＳｔａｈＵ，ＬｅｎｍａｎＭ，ｅｔａｌ．Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ：ｄｉ
ａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ：ａｎｅｎｚｙｍｅｔｈａｔｃａｔａｌｙｚｅｓｔｈｅ
ａｃｙｌ－ＣｏＡ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｉｎ
ｙｅａｓｔａｎｄｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙ
ｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２０００，９７：
６４８７－６４９２．

［４］　ＳａｎｄａｇｅｒＬ，ＧｕｓｔａｖｓｓｏｎＭＨ，ＳｔａｈｌＵ，ｅｔａｌ．Ｓｔｏｒａｇｅ
ｌｉｐｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｓｎｏｎ－ｅｓｓｅｎｔｉａｌｉｎｙｅａｓｔ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，２７７：６４７８－６４８２．

［５］　ＢａｎａｓＡ，ＤａｈｌｑｖｉｓｔＡ，ＳｔａｈｌＵ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ
ｏｆｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ：ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｉｎｔｒｉａｃｙｌｇ
ｌｙｃｅｒｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙＳｏｃｉｅｔｙＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ，
２０００，２８：７０３－７０５．

［６］　ＳｈｏｃｋｅｙＪＭ，ＧｉｄｄａＳＫ，ＣｈａｐｉｔａｌＤＣ，ｅｔａｌ．Ｔｕｎｇｔｒｅｅ
ＤＧＡＴ１ａｎｄＤＧＡＴ２ｈａｖｅｎｏｎｒｅｄｕｎｄａｎｔｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎｔｒｉａ
ｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄａｒｅｌｏｃａｌｉｚｅｄｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂ
ｄｏｍａｉｎｓｏｆｔｈｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔ
Ｃｅｌｌ，２００６，１８：２２９４－２３１３．

［７］　ＫｉｍＨＵ，ＬｅｅＫＲ，ＧｏＹＳ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕ
ｌｕｍ－ｌｏｃａｔｅｄＰＤＡＴ１－２ｆｒｏｍｃａｓｔｏｒｂｅａｎｅｎｈａｃｅｓｈｙ
ｄｒｏｘｙｆａｔｔｙａｃｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．
Ｐｌａｎｔ＆ｃｅｌｌｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１１，５２：９８３－９９３．

［８］　ＳｔａｈｌＵ，ＣａｒｌｓｓｏｎＡＳ，ＬｅｎｍａｎＭ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ：ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒ
ｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｆｒｏｍＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，
２００４，１３５：１３２４－１３３５．

［９］　ＺｈａｎｇＭ，ＦａｎＪ，ＴａｙｌｏｒＤＣ，ｅｔａｌ．ＤＧＡＴ１ａｎｄＰＤＡＴ１
ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｈａｖｅｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄａｒｅｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｎｏｒｍａｌ
ｐｏｌｌｅｎａｎｄｓｅｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００９，
２１：３８８５－３９０１．

［１０］　ＦａｉｒｌｅｓｓＤ．Ｂｉｏｆｕｅｌ：Ｔｈｅｌｉｔｔｌｅｓｈｒｕｂｔｈａｔｃｏｕｌｄ－ｍａｙｂｅ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００７，４４９：６５２－６５５．

［１１］　ＸｕＲＨ，ＷａｎｇＲＬ，ＬｉｕＡＺ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆ
ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄａｎｄｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｉｎｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｓｅｅｄｓｏｆｊａｔｒｏｐｈａ（ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ．）
［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｓｓ＆Ｂｉｏｅｎｅｒｇｙ，２０１１，３５：１６８３－１６９２．

［１２］　ＳｉｌｏｔｏＲＭＰ，ＴｒｕｋｓａＭ，ＨｅＸＨ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｐｌｅｍｅｔｈ
ｏｄｓｔｏｄｅｔｅｃｔｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎａｙｅａｓｔ－
ｂａｓｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｌｉｐｉｄｓ，２００９，４４：９６３－
９７３．

［１３］　ＫａｌｓｃｈｅｕｅｒＲ，ＳｔｏｖｅｋｅｎＴ，ＭａｌｋｕｓＵ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｓｔｏｒａｇｅｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＡｌｃａｎｉｖｏｒａｘｂｏｒｋｕｍｅｎｓｉｓ：
ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒｏｕｔｅｓ
ｉｎｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２００７，１８９：９１８－
９２８．

［１４］　ＷａｇｎｅｒＭ，ＨｏｐｐｅＫ，ＣｚａｂａｎｙＴ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎａｃｙｌ－ＣｏＡ：ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ
ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２（ＤＧＡＴ２）ｇｅｎｅｆｒｏｍ ｔｈｅｍｉｃｒｏａｌｇａ
Ｏ．ｔａｕｒｉ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，
４８：４０７－４１６．

［１５］　ＭｃＣａｒｔｎｅｙＡＷ，ＤｙｅｒＪＭ，ＤｈａｎｏａＰＫ，ｅｔａｌ．Ｍｅｍ
ｂｒａｎｅ－ｂｏｕｎｄｆａｔｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅｓａｒｅｉｎｓｅｒｔｅｄｃｏ－
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｙｉｎｔｏｔｈｅＥＲａｎｄｃｏｎｔａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＲｒｅ
ｔｒｉｅｖａｌｍｏｔｉｆｓａｔｔｈｅｉｒｃａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎｉ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔ
Ｊｏｕｒｎａｌ，２００４，３７：１５６－１７３．

［１６］　ＭａｒｇｉｓＲ，ＣａｇｌｉａｒｉＡ，Ｍａｒｇｉｓ－ＰｉｎｈｅｉｒｏＭ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎ
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｓｔｏｒｂｅａｎ（Ｒｉｃｉｎｕｓ
ｃｏｍｍｕｎｉｓ）ｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓｆｒｏｍｔｈｅｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃ
ｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１０，１７９：
４９９－５０９．

［１７］　ＣｈｅｎＨＣ，ＲａｏＭ，ＳａｊａｎＭＰ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆａｄｉｐｏｃｙｔｅ
－ｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒｓｉｎｅｎｈａｎｃｉｎｇｉｎｓｕｌｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｓｋｅｌｅ
ｔａｌｍｕｓｃｌｅａｎｄｗｈｉｔｅａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｌａｃｋｉｎｇａｃｙｌ
ＣｏＡ：ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，
２００４，５３：１４４５－１４５１．

［１８］　ＴａｎｇＷ，ＹｕａｎＪ，ＣｈｅｎＸ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎｏ
ｖｅｌｈｕｍａｎｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＬＰＡＡＴ
－ｔｈｅｔａ，ｗｈｉｃｈａｃｔｉｖａｔｅｓｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，３９：６２６－
６３５．

［１９］　ＣｏｌｌｉｓｏｎＬＷ，ＪｏｌｌｙＣＡ．Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｍｉ
ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｌｙｃｅｒｏｌ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－１ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＴ－ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａ
Ａｃｔａ，２００６，１７６１：１２９－１３９．

［２０］　ＴａｂａｔａＳ，ＳａｔｏＳ，ＨｉｒａｋａｗａＨ，ｅｔａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｔｈｅＧｅｎｏｍｅｏｆａｎｏｉｌ－ｂｅａｒｉｎｇｔｒｅｅ，ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ
［Ｊ］．ＤＮＡＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１１，１８：６５－７６．

［２１］　ＪｉａｎｇＨ，ＷｕＰ，ＺｈａｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｐｈｙｓｉｃｎｕｔ（Ｊａｔｒｏｐｈａ
ｃｕｒｃａｓＬ．）ｓｅｅｄｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１２，７（５）：ｅ３６５２２．
ｄｏｉ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００３６５２２．

［２２］　ＣｈａｐｍａｎＫＤ，ＯｈｌｒｏｇｇｅＪＢ．Ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｒｉａ
ｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，２８７：２２８８－２２９４．

［２３］　ＸｕＪ，ＣａｒｌｓｓｏｎＡＳ，ＦｒａｎｃｉｓＴ，ｅｔａｌ．Ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｂｙＰＤＡＴ１ｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆＤＧＡＴ１ａｃｔｉｖｉｔｙｉｓ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｎｒｅ－ａｃｙｌａｔｉｏｎｏｆＬＰＣｂｙＬＰＣＡＴ２［Ｊ］．
ＢＭＣＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１２：４－２６．

（责任编辑：肖唐华）

０３１ 中国油料作物学报　２０１３，３５（２）


