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摘　 要： 油质蛋白基因对种子中油体的形成至关重要，该研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ，对麻疯树的两个油质

蛋白基因 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 在种子不同发育时期的表达模式进行了分析。 结果表明：两个基因在种子发

育初期（１０～３０ ｄ）表达量逐渐升高，但表达水平均较低；４０ ｄ 时表达量急剧增加并达到最高，而种子发育后期

（５０～５５ ｄ）两个基因表达水平均逐渐降低。 由此可初步推测，ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 基因的表达量可能与种子

油脂积累量存在正相关。 该研究结果为麻疯树油体形成机理和油质蛋白的深入研究提供了理论基础。
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　 　 麻疯树 （ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ） 为大戟科（Ｅｕｐｈｏｂｉ⁃
ａｃｅａｅ）麻疯树属（ Ｊａｔｒｏｐｈａ）多年生落叶灌木或小乔

木（刘志军等，２００５），主要分布于中美、南美、东南

亚、印度和非洲（Ｃｈｏｏｄｈｕｒｙ，２００１），在我国产于广

东、广西、云南、四川、贵州、台湾、福建和海南等地

（张明生等，２００５）。 麻疯树植物油脂含量很高，并
主要以油体的形式储存于种子中，其含油率高达

４０％～６０％（王岩等，２００７），是目前最具潜力的生物

柴油原料（王涛，２００５；Ｗｕ ｅｔ ａｌ，２００９）。
植物油脂作为理想的生物柴油之一，广泛存在

于植物的根、茎、叶、花和种子中，但主要以油体的

形式存在于种子中（Ｈｕａｎｇ，１９９２，１９９６），并可为种

子的萌发和幼苗的生长提供能量储备（Ｗａｎｎｅｒ ｅｔ
ａｌ，１９８１）。 油体由中性脂肪、磷脂质和蛋白质组成。
从结构上看，油体内部主要为液态的三酰甘油酯中

性脂肪，外层则被磷脂单分子层及附着于其上的油

体结合蛋白所包被，而油体结合蛋白包括油质蛋白

（ｏｌｅｏｓｉｎ）、油体钙蛋白（ ｃａｌｅｏｓｉｎ）、油体固醇蛋白⁃Ａ
（ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎ⁃Ａ） 和油体固醇蛋白⁃Ｂ （ ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎ⁃Ｂ）
（Ｔｚｅｎ ｅｔ ａｌ， １９９０，１９９７；丁勇等，２０１２），其中 ｏｌｅｏｓｉｎ
最早被发现，且含量最丰富，占 ９０％左右。 研究表

明，作为最主要的油体相关蛋白，ｏｌｅｏｓｉｎ 可能对油体

的形成、稳定及油脂代谢等过程均起着重要的生物

学作用（Ｔｚｅｎ ＆ Ｈｕａｎｇ，１９９２；Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ，１９９９；Ｍｉｌｌｉ⁃
ｃｈｉｐ ｅｔ ａｌ ，１９９６；Ｎａｅｓｔｅｄ ｅｔ ａｌ，２０００）。 截至目前，
ｏｌｅｏｓｉｎ 基因已从麻疯树、芝麻 （ Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ）
（Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ，１９９９；Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ，２００２）、油菜 （Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）（Ｍｕｒｐｈｙ ｅｔ ａｌ，１９８９；Ｋｅｄｄｉｅ ｅｔ ａｌ，１９９２；丁
勇等，２００８，２０１０）、水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ） （Ｆｒａｎｄｓｅｎ ｅｔ
ａｌ，１９９６）和拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）（Ｎａｅｓｔｅｄ ｅｔ
ａｌ，２０００）等植物中分离克隆。 Ｗｕ ｅｔ ａｌ（１９９９）研究

发现，ｏｌｅｏｓｉｎ 基因以为数不多的基因家族形式存在，
其中在裸子植物中仅发现一种 ｏｌｅｏｓｉｎ 基因，在被子

植物中有两种不同的 ｏｌｅｏｓｉｎ 蛋白异构体，并且存在

于同一油体上（Ｔｚｅｎ ｅｔ ａｌ，１９９８），而在麻疯树中，本
课题组已克隆了两个 ｏｌｅｏｓｉｎ 基因：ＪｃＯｌｅ１４．３（Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ：ＪＸ０７３６２３）和 ＪｃＯｌｅ１６．６（ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＸ０７３６２２）
（宋健等， ２０１６； 熊 宏 等， ２０１６ ）， 表 明 麻 疯 树 中

ｏｌｅｏｓｉｎ 基因亦以基因家族的形式存在，该文在此基

础上对这两个基因进行了深入研究。
当油体在植物种子中开始形成时，ｏｌｅｏｓｉｎ 基因

随即转录并翻译成油质蛋白，这些油质蛋白镶嵌于

油体表面，并且具有电荷斥力和空间位阻效应，从
而维持了油体结构的稳定性（Ｔｚｅｎ ＆ Ｈｕａｎｇ，１９９２）。
Ｍｕｒｐｈｙ ｅｔ ａｌ（１９８９）研究表明，油菜种子在发育早期

（花后前 ６ 周），ｏｌｅｏｓｉｎ 的 ｍＲＮＡ 表达量较低，而在

花后 ６ ～ １２ 周，即油体的大量形成与稳定时期，
ｍＲＮＡ 表达量迅速增高并维持在较高水平。 同样的

结果显示，在芝麻种子的发育过程中，ｏｌｅｏｓｉｎ 基因亦

有相似的表达模式（Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ，２００２）。 然而，麻疯树

种子作为最具潜力的生物柴油来源，其发育过程中

ｏｌｅｏｓｉｎ 基因 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 的表达特性尚未

见报道。 该文拟从麻疯树种子的不同发育时期研

究 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 基因的表达模式，进而阐

明 ｏｌｅｏｓｉｎ 基因在麻疯树种子中的表达特性，为麻疯

树油体形成机理以及 ｏｌｅｏｓｉｎ 蛋白的深入研究提供

理论基础，同时为利用麻疯树进行生物柴油的生产

提供重要的实践指导意义。

１　 材料与方法

１．１ 材料

麻疯树种子采自于云南省西双版纳热带植物

研究所。 在麻疯树花序未开放时去除雄花并进行

套袋，当雌花开放时进行人工授粉，授粉当天记为

种子发育 ０ ｄ，授粉后对不同发育阶段（１０、２０、３０、
４０、５０ 和 ５５ ｄ）的种子进行取样：选取 ９ 株植株，并
以每 ３ 株植株上的种子混合为 １ 个样品， ３ 次重复，
每个发育阶段的取样方法与上相同。 样品用液氮

速冻后保存于－８０ ℃低温冰箱备用。
１．２ 方法

１．２．１ 样品 ＲＮＡ 的提取及反转录　 种子样品总 ＲＮＡ
提取参照丁勇等（２０１２）的方法进行，ｃＤＮＡ 的合成

按照 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试
剂盒说明合成。
１．２．２ 基因表达分析　 利用荧光定量 ＰＣＲ 对麻疯树

种子不同发育阶段的 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 基因进

行表达模式分析，每个样品 ３ 次重复。 荧光定量

ＰＣＲ 采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）法进

行。 ＪｃＯｌｅ１４．３ 引物为 ＪｃＯｌｅ１４．３⁃ｑＦ（５′⁃ＧＧＡＴＣＴＣＴ⁃
ＴＣＴＡＧＴＴＣＴＣＴ⁃３′）， ＪｃＯｌｅ１４． ３⁃ｑＲ （ ５′⁃ＴＧＡＡＴＡＴ⁃
ＧＡＣＣＡＧＣＡＡＴＧ⁃３′）；ＪｃＯｌｅ１６．６ 引物为 ＪｃＯｌｅ１６．６⁃ｑＦ
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（ ５′⁃ＡＧＣＣＡＣＡＣＧＴＴＣＡＡＧ⁃３′）， ＪｃＯｌｅ１６． ６⁃ｑＲ （ ５′⁃
ＴＣＴＧＡＧＣＴＧＡＴＧＧＡＣＣＴＴ⁃３′）；内参基因 １８Ｓ （Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ： ＡＹ８２３５２８．１）引物为 １８Ｓ⁃ｑＦ（５′⁃ＡＣＡＴＡＧＴＡ⁃
ＡＧＧＡＴＴＧＡＣＡＧＡ⁃３′），１８Ｓ⁃ｑＲ （５′⁃ＴＡＡＣＧＧＡＡＴＴＡ⁃
ＡＣＣＡＧＡＣＡ⁃ ３′）。 ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃ 解链 １５
ｓ，６０ ℃同时复性延伸 ３０ ｓ，４０ 个循环。 基因相对表

达量的计算方法采用 ２－△△ Ｃｔ法。

２　 结果与分析

２．１ ＪｃＯｌｅ１４．３ 基因表达模式分析

以麻疯树种子发育第 １０ 天作为对照，对麻疯树

ＪｃＯｌｅ１４．３ 基因在种子不同发育阶段的相对表达量

进行了荧光定量 ＰＣＲ 分析，结果显示 （图 １），
ＪｃＯｌｅ１４．３ 基因在整个种子发育过程中均有表达，在
种子发育初期（１０ ～ ３０ ｄ），表达量有逐渐升高的趋

势，但表达较低，而在发育 ４０ ｄ 时，ＪｃＯｌｅ１４．３ 表达量

急剧增加并达到最高，是种子发育 １０ ｄ 的 ９０ 多倍，
而在发育后期（５０～５５ ｄ）表达量开始下降。

图 １　 ＪｃＯｌｅ１４．３ 基因在种子不同发育时期的表达水平
Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＪｃＯｌｅ１４．３ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｅｅｄｓ

２．２ ＪｃＯｌｅ１６．６ 基因表达模式分析

以同样的方法对麻疯树 ＪｃＯｌｅ１６．６ 基因在种子

不同发育阶段的表达模式进行了分析。 图 ２ 结果显

示，ＪｃＯｌｅ１６．６ 表达情况与 ＪｃＯｌｅ１４．３ 相似，在种子发

育 ４０ ｄ 前，ＪｃＯｌｅ１６．６ 表达量逐渐升高，在授粉后 ４０
ｄ 表达量急剧增加并达到最高，为种子发育 １０ ｄ 的

１１０ 多倍，而发育 ４０ ｄ 后表达量亦开始下降。

图 ２　 ＪｃＯｌｅ１６．６ 基因在种子不同发育时期的表达水平
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＪｃＯｌｅ１６．６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｅｅｄｓ

３　 讨论

麻疯树种子是最具潜力的生物柴油 （王涛，
２００５；Ｗｕ ｅｔ ａｌ，２００９），而种子中的油体是开发生物

柴油的前提，故油体的形成至关重要。 本研究在种

子发育过程中，ｏｌｅｏｓｉｎ 基因 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６
的表达情况对油体的形成、稳定和大小均起到重要

作用。 本研究表明，ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 在种子发

育阶段的表达呈先升高后降低的趋势，在发育初期

（１０～３０ ｄ），两个基因的表达量均较低，而第 ４０ 天

表达量迅速增加并达到最高，４０ ｄ 后两个基因的表

达量又逐渐降低。 本研究推测麻疯树种子发育初

期因油体形成量较少，故 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 表

达量虽然逐渐增加，但表达量较低。 发育至 ４０ ｄ
时，种子中的油体大量形成并得以逐渐稳定，两个

基因的表达量也急剧增加并达到最大值。 ４０ ｄ 后，
即种子成熟后期，油体形成量逐渐减低，表达量亦

随之降低。 文锦芬等（２０１４）的研究表明，在麻疯树

果实发育过程中，与油脂合成相关的酰基辅酶 Ａ 结

合蛋白基因（ＪｃＡＣＢＰ）的表达也表现先升高后降低

的趋势，但该基因的表达在发育后期才略有下降，
而本研究 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 基因的表达在种子

发育后期具有明显的下降趋势。 造成以上结果不

同的原因可能是由于麻疯树的生境及其种子成熟

期存在差异所致。 如文锦芬等（２０１４）实验材料采

自云南昆明，ＪｃＡＣＢＰ 的表达在种子发育 ５０ ｄ 时达

８９０１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



到最高，而本研究的实验材料采自云南西双版纳热

带植物研究所，种子发育 ４０ ｄ 时 ＪｃＯｌｅ１４． ３ 和

ＪｃＯｌｅ１６．６ 就达到最大值。 此外，油菜和芝麻中的

ｏｌｅｏｓｉｎ 基因在种子成熟后期也保持较高的表达水平

（Ｍｕｒｐｈｙ ｅｔ ａｌ，１９８９； Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ，２００２），这可能是由于

不同物种的油脂积累模式不同，从而 ｏｌｅｏｓｉｎ 基因的

表达模式不同所导致。
以往研究表明，麻疯树 ＪｃＡＣＢＰ 基因的表达量

与油脂含量变化趋势基本一致（文锦芬等，２０１４），
而本研究结果显示 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 的表达模

式与 ＪｃＡＣＢＰ 相似，暗示 ＪｃＯｌｅ１４．３ 和 ＪｃＯｌｅ１６．６ 的表

达量与麻疯树油脂合成亦存在正相关性。
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《滇黔桂喀斯特地区种子植物名录》正式出版发行

　 　 中国科学院植物研究所、广西壮族自治区

中国科学院广西植物研究所、环境保护部南京

环境科学研究所等 ６ 家单位联合编著的《滇黔

桂喀斯特地区种子植物名录》日前由中国环境

出版社正式出版发行。
《滇黔桂喀斯特地区种子植物名录》共

６０２ 页，收录了滇黔桂喀斯特地区野生及常见

外来栽培的种子植物 ２２６ 科、１ ７３７属、８ ７９５种
（含种下等级，以下同）。 本土植物 ２０９ 科、
１ ６２１属、８ ５５３种，其中常见栽培植物 ６４ 种，外
来植物（含入侵种）１７８ 种。 裸子植物按郑万

钧、傅立国１９７７年《中国植物志》系统编排， 共

计 ９ 科、２２ 属、７０ 种；被子植物按哈钦松１９２６、
１９３４年系统编排，共计 ２１７ 科、１ ７１５属、８ ７２５
种。 属、种按拉丁字母顺序排列，书后附有科、
属名索引，便于查阅和检索。

本书可供植物区系学、植物地理学、植物

分类学、植物生态学、植物资源学、植物多样性

保护、农业、林业、园林园艺、医药卫生等相关

专业师生、科研院所研究人员以及海关、环境

保护部门等政府决策者参考使用。
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