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　　摘要：３－酮酯酰－ＣｏＡ合酶（３－ｋｅｔｏａｃｙｌ－ＣｏＡｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ＫＣＳ）是超长链单不饱和脂肪酸生物合成途径的关
键酶。依据转录组数据设计特异性引物，使用ＲＴ－ＰＣＲ方法从滇牡丹（Ｐａｅｏｎｉａｄｅｌａｖａｙｉ）中克隆得到１个ＫＣＳ基因的
ｃＤＮＡ全长序列，命名为ＰｄＫＣＳ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＫＸ５２４９４９）。生物信息学分析结果表明，ＰｄＫＣＳ基因片段序列全长１
５２７ｂｐ，包含完整的ｃＤＮＡ开放阅读框（ＯＲＦ），编码含有５０２个氨基酸残基的蛋白质；Ｂｌａｓｔ比对结果显示，该蛋白质属
于ＫＣＳ蛋白家族；系统进化分析结果显示，该蛋白质属于跨膜、亲水性蛋白；ＲＴ－ＰＣＲ结果显示，其在种子中的表达随
着种子的成熟出现双峰型的表达量变化。研究结果可为进一步研究该蛋白的调控机制提供理论依据及获得含高不饱

和脂肪酸转基因滇牡丹品种奠定理论基础。
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　　牡丹属芍药属牡丹组，具有很高的观赏和药用价值［１－２］，

牡丹籽油作为中药丹皮（牡丹根皮）生产中的副产品，其食用

药用价值逐渐被人们发现，并不断加强重视。研究人员发现，

牡丹籽油中含有丰富的不饱和脂肪酸，具有重要的研究价值

和应用潜力［３］。滇牡丹（Ｐａｅｏｎｉａｄｅｌａｖａｙｉ）主要分布在云南省
中部至西北部、西藏自治区东南部和四川省西南部海拔

１９００～３６００ｍ的部分区域，是中国西南地区特有的珍稀种
质资源，１９９２年中国植物红皮书将滇牡丹列为渐危种，１９９６
年中国野生植物保护条例将滇牡丹定为国家二级保护植

物［４－７］。滇牡丹虽然自然分布狭窄，但其栽培范围广［４］，因此

具有极大的引种驯化和育种空间，应用价值高。

超长链单不饱和脂肪酸（ｖｅｒｙｌｏｎｇｃｈａｉｎｍｏｎｏｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ
ｆａｔｔｙａｃｉｄ，简称ＶＬＣＭＦＡ）是指主链上碳原子数≥１８，有且仅
有１个双键的脂肪酸［８］。ＶＬＣＭＦＡ在生物体内参与生物膜膜
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脂、鞘脂的合成，是角质层蜡质生物合成的前体物质［９］，

ＶＬＣＭＦＡ不仅在生物体内具有广泛的重要作用，而且具有独
特的医疗保健、化工用途，高单不饱和脂肪酸食用油具有降血

脂、保护心脑血管、促进婴幼儿大脑发育等优点［１０－１１］，在工业

上可以制备人造纤维、表面树脂、油漆干性剂等重要化工原

料［１２－１３］。ＶＬＣＭＦＡ在生物体内主要以油酸等单不饱和脂肪
酸为底物，在脂肪酰－ＣｏＡ延长酶复合体的催化下合成，其中
脂肪酰－ＣｏＡ延长酶复合体包括４个酶：３－酮酯酰－ＣｏＡ合
酶（３－ｋｅｔｏａｃｙｌ－ＣｏＡｓｙｎｔｈａｓｅ，简称 ＫＣＳ）、３－酮酯酰 －ＣｏＡ
还原酶（３－ｋｅｔｏａｃｙｌ－ＣｏＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ，简称 ＫＣＲ）、３－羟酯
酰－ＣｏＡ脱水酶（３－ｈｙｄｒｏｘｙａｃｙｌ－ＣｏＡｄｅｈｙｄｒａｓｅ，简称
ＨＣＤ）、羟酯酰 －ＣｏＡ还原酶（ｅｎｏｙｌ－ＣｏＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ，简称
ＥＣＲ）［１４－１５］，其中ＫＣＳ催化步骤是其中的关键步骤［１６］，因此

被认为是ＶＬＣＭＦＡ生物合成途径中的限速酶而得到广泛研
究。目前 ＫＣＳ已经在油菜［１７－１８］、大豆［１９－２０］、油桐［２１］、油

茶［２２］等传统油料作物中被广泛研究，２０１１年中华人民共和
国卫生部将牡丹籽油列入新资源食品后［２３］，油用牡丹迅速成

为研究热点。本研究从滇牡丹中克隆得到 ＫＣＳ基因并进行
生物信息学分析，为进一步研究其调控机制及获得含高

ＶＬＣＭＦＡ油用品种奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料与试剂
滇牡丹种子于２０１４年６—９月采集于云南省昆明市林业

科学院树木园苗圃，样本经液氮速冻后于－８０℃冰箱内保存
待用。总 ＲＮＡ小量提取试剂盒购自美国 Ｑｉａｇｅｎ公司，
ｐＥＳＹ－Ｔ３克隆试剂盒与感受态细胞购自北京全式金生物技
术有限公司，ＬＡ－Ｔａｑ酶、反转录酶 Ｍ－ＭＬＶ购自大连宝生
物工程有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　ＰｄＫＣＳ基因的克隆　通过转录组分析获得１个只含
有部分滇牡丹ＫＣＳ基因的序列片段，根据该基因片段序列设
计特异性引物５′－ＲＡＣＥ引物（本试验所用引物见表１）对
５′－基因片段进行克隆。按照总 ＲＮＡ小量提取试剂盒操作
步骤提取总ＲＮＡ，检测总 ＲＮＡ浓度及完整性后反转录合成
ｃＤＮＡ第１链。按照试剂盒操作步骤扩增获得ＰｄＫＣＳ基因５′
端序列片段，利用 ＡＴＧＣ序列拼接软件将５′－ＲＡＣＥ获得的
基因片段和转录组数据分析获得的基因片段进行拼接后获得

ＰｄＫＣＳ全长基因序列。以ＰｄＫＣＳ基因全长序列为模板，设计
含有起始密码子和终止密码子的特异性引物 ＰｄＫＣＳＦ、
ＰｄＫＣＳＲ，以滇牡丹种子ｃＤＮＡ为模板，ＰｄＫＣＳＦ和ＰｄＫＣＳＲ为
引物扩增ＰｄＫＣＳ基因ｃＤＮＡ开放阅读框全长序列，ＰＣＲ反应
体系参考ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＫｉｔ。扩增程序为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５８℃ ４５ｓ，７２℃９０ｓ，３０个循环；７２℃ 延伸７ｍｉｎ。将
ＰＣＲ产物转入ｐＥＳＹ－Ｔ３载体中送测序公司检测并验证。
１．２．２　生物信息学分析　应用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）在线工具分析蛋白质理化性质；应用
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）在线工具进行蛋
白质亲疏水性预测分析；应用 Ｔｍｐｒｅｄ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．
ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｏｆｔ－ｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）在线工具分析蛋
白质序列跨膜结构域；应用Ｃｅｌｌ－ＰＬｏｃ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｂｉｏ．

表１　引物序列

引物名称 序列５′→３′ 用途

ＫＣＳＦ１ ＣＡＡＣＣＴＧＧＧＡＧＧＡＴＧＧ ５′ＲＡＣＥ　　　　
ＫＣＳＦ２ ＧＣＴＣＣＧＡＴＧＡＴＣＡＣＧＡ
ＰｄＫＣＳＦ ＡＴＧＡＧＣＡＣＴＧＣＣＧＣＣＧＧＴＧＴ ｃＤＮＡＯＲＦ克隆　
ＰｄＫＣＳＲ ＴＴＡＧＧＡＡＡＣＴＧＴＣＴＣＣＡＣＴＧ
ＰｄＫＣＳＦｔＡＧＡＡＧＡＡＣＣＣＴＴＧＧＡＴＴＧ

荧光定量ＰＣＲ检测
ＰｄＫＣＳＲｔＡＣＡＴＡＣＡＧＴＧＣＴＣＡＴＡＣＧ
Ｆ１ ＴＣＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＴＧＴＧ

内参基因　　　　
Ｒ１ ＣＡＴＡＣＡＣＴＣＧＴＣＴＧＣＧＴＴＣＴＣＣＡ

ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂｉｏｉｎｆ／Ｃｅｌｌ－ＰＬｏｃ／）进行亚细胞定位；应用 ＮＣＢＩ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）Ｂｌａｓｔ和 ＤＮＡＭＡＮ生物学
软件进行氨基酸多序列比对分析；利用软件 ＭＥＧＡ５．０以邻
位连接法构建氨基酸序列的系统进化树；数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍｖ５．０进行分析制图。
１．２．３　荧光定量ＰＣＲ检测ＰｄＫＣＳ组织表达分析　以获得的
ＰｄＫＣＳ基因序列为模板设计特异性引物 ＰｄＫＣＳＦｔ和
ＰｄＫＣＳＲｔ；分别采集滇牡丹授粉后３０、５０、７０、９０ｄ的种子，采
集后立即放入液氮中。用 ＲＮＡ小量提取试剂盒提取滇牡丹
不同发育时期的种子总ＲＮＡ，电泳检测后 －８０℃保存；参照
反转录酶Ｍ－ＭＬＶ试剂盒合成ｃＤＮＡ，保存于 －２０℃；ＲＴ－
ＰＣＲ反应用荧光染料 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，ＧＡＰＤＨ为内参基因。
ＰＣＲ反应体系２０μＬ，反应程序为：９４℃ ４ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，
５７℃ １５ｓ，７２℃２５ｓ，３５个循环；７２℃单点检测信号。反应
结束后，６０℃连续检测信号产生溶解曲线。用 Ｏｐｔｉｃｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒ３．１软件进行数据的记录和分析。每个样品３次重
复，灭菌水为空白对照。

２　结果与分析

２．１　ＰｄＫＣＳ基因的克隆与序列分析
通过分析滇牡丹种子转录组获得的ＫＣＳ基因片段，依据

获得的基因片段设计 ５′－ＲＡＣＥ基因扩增特异性引物，以
ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增５′－ＲＡＣＥ获得基因片段，利用
ＡＴＧＣ序列拼接软件，最终获得全长 ｃＤＮＡ序列１５２７ｂｐ，命
名为ＰｄＫＣＳ，序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ（登录号 ＫＸ５２４９４９）。利用
ＮＣＢＩＯＲＦＦｉｎｄｅｒ软件对拼接数据结果进行序列分析，结果显
示ＰｄＫＣＳ基因片段包含完整的 ｃＤＮＡ开放阅读框，编码５０２
个氨基酸残基的蛋白质，起始密码子为 ＡＴＧ，终止密码子
ＴＡＡ，并根据获得的ＰｄＫＣＳ基因全长设计含有起始密码子和
终止密码子的特异性引物，以 ｃＤＮＡ为模板扩增获得 ＰｄＫＣＳ
基因开放阅读框，并将扩增产物连接到克隆载体中，进行永久

保存。

２．２　ＰｄＫＣＳ蛋白理化性质预测
蛋白理化性质分析结果显示，ＰｄＫＣＳ分子式为Ｃ２５３４Ｈ４００８

Ｎ６８８Ｏ７０９Ｓ２３，相对分子质量为５６１９３．２，理论等电点为９．３６，脂
肪酸系数为９６．１，亲水性平均系数为－０．０２６，不稳定指数为
４０．６１，该蛋白为碱性亲水不稳定蛋白（图１）。

ＰｄＫＣＳ蛋白跨膜结构预测如图２所示，亚细胞定位结果
显示ＰｄＫＣＳ定位于质体膜。
２．３　ＰｄＫＣＳ氨基酸序列比对分析

将克隆出来的ＰｄＫＣＳ基因编码的氨基酸蛋白序列与已
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报道的ＫＣＳ的氨基酸序列进行多重序列比对。结果显示，该
蛋白与已报道的 ＰｄＫＣＳ含有 ＫＣＳ家族的高度保守区
“ＰＴＰＳＬＳＡＭ”“ＦＧＮＴＳＳＳＳ”“ＧＳＧＦＫＣＮＳＡＶＷ”和催化区域
“ＧＭＧＣＳＡ”（图３），表明该蛋白属于 ＫＣＳ家族蛋白。ＰｄＫＣＳ
的氨基酸序列与花生（Ａｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａ）氨基酸序列（登录
号：ＡＣＺ５１２４０．１）相似性达 ６５．４５％，与油茶 （Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｏｌｅｉｆｅｒａ）氨基酸序列（登录号：ＡＣＱ４１８９２．１）相似性达
８４４６％，与可可（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏ）氨基酸序列（登录号：ＸＰ＿
００７０４２１８４．１）相似性达８５．４６％，与树棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍａｒｂｏｒｅｕｍ）
氨基酸序列（登录号：ＡＬＪ５５５３６．１）相似性达８１．３％。
２．４　ＰｄＫＣＳ基因系统进化树分析

利用ＭＥＧＡ５．０软件构建基于ＰｄＫＣＳ氨基酸的系统进化
树（图４），结果表明，ＰｄＫＣＳ与可可ＫＣＳ（ＸＰ＿００７０４２１８４．１）聚
为一类，亲缘关系最近，与双子叶植物聚为同一分支，与单子

叶植物聚为不同分支，亲缘关系最远。由基因系统进化树可

知，双子叶植物的ＫＣＳ已经形成与单子叶植物亲缘关系较远
的、相对独立的家族，这与目前的研究结果相吻合。

２．５　荧光定量ＰＣＲ检测ＰｄＫＣＳ
利用ＲＴ－ＰＣＲ方法和ＰｄＫＣＳ的基因特异性引物检测其

在授粉后３０、５０、７０、９０ｄ后种子中的表达情况（图５）。使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍｖ５．０进行数据分析，结果显示ＰｄＫＣＳ的表达

为双峰型，在授粉后３０ｄ时 ＰｄＫＣＳ的表达量达到第１个高
峰，此后表达水平降低，在５０ｄ后表达水平再次升高，在授粉
后７０ｄＰｄＫＣＳ表达水平最高，而在种子发育后期，即授粉后
７０～９０ｄ内，ＰｄＫＣＳ表达水平降低，不饱和脂肪酸合成量降
低，以积累饱和脂肪酸等物质以备萌发所需。

３　结论与讨论

ＫＣＳ是植物体内催化以油酸等单不饱和脂肪酸延长碳
链产生超长链单不饱和脂肪酸生物合成途径的的关键。本研

究将转录组数据分析后克隆得到的滇牡丹ＫＣＳ基因序列，命
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名为ＰｄＫＣＳ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＸ５２４９４９，包含完整的ｃＤＮＡ
开放阅读框，其开放阅读框全长 １５２７ｂｐ，起始密码子为
ＡＴＧ，终止密码子为 ＴＡＡ，编码含５０２个氨基酸残基的蛋白
质。生物信息学分析结果显示，ＰｄＫＣＳ含有 ＫＣＳ蛋白家族的
保守结构域，且与已报道的 ＫＣＳ具有高度一致性，表明该蛋
白属于ＫＣＳ家族蛋白。蛋白理化性质分析结果显示，ＰｄＫＣＳ
分子式为Ｃ２５３４Ｈ４００８Ｎ６８８Ｏ７０９Ｓ２３，相对分子质量为 ５６１９３．２，理
论等电点为 ９．３６，脂肪酸系数 ９６．１，亲水性平均系数为
－０．０２６，不稳定指数为４０．６１，该蛋白为碱性亲水不稳定蛋
白，蛋白跨膜结构预测显示该蛋白为跨膜蛋白，亚细胞定位结

果显示ＰｄＫＣＳ定位于质体膜。
滇牡丹具有生态适应性强、栽培范围广等优点，因此滇牡

丹具有极大的引种驯化和育种空间，牡丹籽油中含有丰富的

不饱和脂肪酸，具有重要的研究价值和应用潜力，因此选育出

高单不饱和脂肪酸含量的油用滇牡丹品种并推广种植，有利

于促进地区林业的可持续发展。ＶＬＣＭＦＡ在生物体内主要以
油酸等单不饱和脂肪酸为底物，在脂肪酰 －ＣｏＡ延长酶复合
体的催化下合成，而脂肪酰－ＣｏＡ延长酶复合体中的 ＫＣＳ被
认为是ＶＬＣＭＦＡ生物合成途径中的限速酶，对其深入研究有
助于进一步了解 ＶＬＣＭＦＡ的合成过程及调控机制。因此，
ＰｄＫＣＳ基因可作为未来滇牡丹油脂高产型新品种培育的调
控研究重点。本研究从滇牡丹中克隆得到 ＫＣＳ基因并进行
生物信息学分析，为进一步研究它的调控机制及获得种子单

不饱和脂肪酸含量高的油用滇牡丹品种，促进地区林业的可

持续发展，创造巨大的经济价值奠定理论基础。
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