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摘要: 甘油-3-磷酸酰基转移酶(glycerol-3-phosphate acyltransferase, GPAT)是三酰甘油生物合成Kennedy途径中的关键酶, 在
植物的油脂合成与抗逆等方面起着重要作用。本研究在转录组数据基础上, 通过RACE技术, 从我国重要木本食用油料树

种油茶中克隆了2个GPAT基因CoATS1和CoGPAT6的全长cDNA序列, 编码序列长度分别为1 353和1 488 bp, 分别编码450和
495个氨基酸。蛋白结构预测发现2个蛋白C-端都含有1个酰基转移酶结构域, CoGPAT6的N-端还具有1个类卤酸脱卤酶结

构域。多序列比对和系统进化分析结果表明, CoATS1与茶树的CsGPAT聚为一类, CoGPAT6与芝麻的SiGPAT6聚为一类。

实时荧光定量PCR分析表明, CoATS1和CoGPAT6基因在检测的各样本中均有表达, 其中CoATS1在叶片中的表达量显著高

于其他组织, 在种子的发育过程中, 表达呈递减变化; CoGPAT6在花瓣中表达量最高, 在种子中呈“降低-升高-降低”的表达

特征。本研究为阐明GPAT类基因在油茶种子油脂合成途径中的功能奠定了基础。
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植物油脂包含多种脂肪酸及其衍生物, 在植

物的生长发育等生命活动中起着重要作用。植物

油脂用途广泛, 尤其是可以作为食物能源、工业

原料、医药、化工以及近年来兴起的生物柴油制

造原料等。在植物种子中, 油脂主要是以三脂酰

甘油(triacylgilcerol, TAG)的形式存在, 提高TAG的

含量可导致种子含油量的提高。TAG的生物合成

途径主要包括上游脂肪酸在质体中的生物合成和

下游TAG在内质网上的组装两个过程。TAG的组

装最为人熟知的是Kennedy途径(Manaf和Harwood 
2000), 即以3-磷酸甘油(sn-glycerol-3-phosphate, 
Gly3P)为碳架, 以脂肪酸为底物, 先后在甘油-3-磷
酸酰基转移酶(sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase, 
GPAT; EC 2.3.1.15)、溶血磷脂酸酰基转移酶(lyso-
phosphatidic acid acyltransferase, LPAAT; EC 2.3.1.51)、
磷脂酸磷酸酯酶(phosphatidate phosphatase, PAP; 
EC 3.1.3.4)和二酰甘油脂酰基转移酶(diacylglycerol 
acyltransferase, DGAT; EC 2.3.1.20)的系列作用下

形成TAG。因此, GPAT酶的催化反应是Kennedy途
径的第一步, 是TAG生物合成的“阀门”, 已有研究

表明该基因对种子含油量起着主效作用(张楠等

2011)。迄今在拟南芥中共发现了10个GPAT基因

家族成员(Nishida等1993; Zheng等2003; Xu等2006; 
Gidda等2009), 包括定位于叶绿体的ATS1、定位于

线粒体的GPAT1~GPAT3和定位于内质网的GPAT4~ 
GPAT9。目前在麻风树、花生、油菜等多种油料

作物鉴定了GPAT基因(张楠等2011; 朱双等2012; 

迟晓元等2013; 刘聪等2014; Chi等2015)。GPAT基
因表现出多种生理功能, 在植物的生长发育中发

挥着重要的作用, 尤其是与植物的育性(Zheng等
2003; Li等2012)、抗逆(Sui等2007)以及种子含油

量(Gidda等2009)等关系密切。

油茶(Camellia oleifera), 属山茶科山茶属多年

生常绿乔木, 是我国南方重要的木本油料树种, 与
油棕、油橄榄和椰子并称为世界四大木本食用油

料植物。从油茶成熟种子中压榨获得的茶油富含

油酸和亚油酸等不饱和脂肪酸, 含量一般在90%以

上(李泽等2014), 其营养价值和保健价值可与橄榄

油相媲美, 是名副其实的优质食用植物油。

但油茶的单位面积产油量较低, 一般每亩产

油量仅20~30 kg。油茶低产问题严重制约了油茶

产业的发展, 目前油茶生产已被置于国家粮油安

全的高度而受到国家的高度重视。油茶低产的一

个重要原因是油茶种子含油率较低, 为34%左右

(陈永忠等2006), 因此, 如何提高油茶种子的含油

率是目前油茶育种中亟待解决的问题。培育种子

高含油率的油茶新品种的途径有两条, 一是通过

常规育种(如选择育种、种间杂交育种等), 培育种

皮薄、种仁含油率高的新品种, 但潜力非常有限; 
二是通过分子育种方法改变油茶种仁油脂合成关



植物生理学报1100

键基因的表达, 降低油茶种子中淀粉和蛋白质的

含量, 促使油脂的转化和积累, 从而提高油茶种子

的含油率, 该途径发展潜力巨大。但油脂合成代

谢途径复杂, 涉及大量基因的参与和协同作用, 因
此理解油茶油脂合成代谢途径是开展分子育种的

基础。基于此 ,  近几年研究者从油茶中克隆了

HCD、ACOT、SAD、FAD2、DGAT1等油脂合成相

关基因(谭晓风等2008, 2014; 刘凯等2012; 王建勇

等2014, 2015; 陈鸿鹏等2015a, b)。但催化Kennedy
途径第一步的GPAT基因, 迄今未见报道。课题组

前期开展了油茶花和种子等多个器官的转录组测

序研究, 根据注释发现了2个GPAT家族成员(部分

序列), 本研究在此基础上开展了基因的克隆、生

物信息学以及组织表达分析, 为明确GPAT基因的

功能和将来油茶的分子育种奠定了基础。

材料与方法

1  材料与试剂

1.1  植物材料

试验品种为六年生油茶(Camellia oleifera)国审

良种‘华硕’, 栽植于湖南长沙望城中南林业科技大

学油茶试验基地。于春季取油茶嫩叶、幼嫩茎段

和根; 于11月份取尚未开放的花, 快速分离花瓣、雄

蕊和雌蕊; 于果实发育周期内分别取花后30、34、
38、42、44、46和48周等7个发育时期的果实。所

有植物材料带回实验室置于–80°C冰箱保存。

1.2  主要试剂

2×Easy Taq PCR Super Mix酶、100 bp DNA 
Marker, 琼脂糖、Tris饱和酚、EDTA、CTAB、氯

仿:异戊醇(24:1)、β-巯基乙醇、无水乙醇等购自

全式金生物技术有限公司, DNase、Ambion® RNA
提取试剂盒购自Invitrogen公司, 5' RACE试剂盒采

用Invitrogen公司的5' RACE System for Rapid Am-
plification of cDNA Ends, 3' RACE试剂盒采用

Clontech公司的SMARTer™ RACE cDNA Amplifi-
cation Kit试剂盒。荧光定量用反转录试剂盒购自

TaKaRa公司等。引物合成和DNA测序由南京金斯

瑞生物科技有限公司完成。

2  试验方法

2.1  RNA提取及质量检测

参考宋志波等(2014)方法, 采用在Ambion® 

RNA提取试剂盒上改良的CTAB法提取油茶总

RNA。从各组织器官提取的RNA中各取2 μL进行

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测, 通过观察28S、18S条
带亮度对RNA完整性进行分析; 并通过紫外分光

光度计对RNA样品的OD260/OD280比值及浓度进行

重复检测。

2.2  5' RACE和3' RACE
根据转录组获得的目的序列, 经PCR扩增、

测序验证后, 分别通过5' RACE和3' RACE进行目

的基因的2个末端扩增, 所用引物见表1。5' RACE
和3' RACE操作按试剂盒说明书进行, PCR循环条

件根据所用引物退火温度而定, 扩增结束后对目

的条带进行切胶回收纯化、测序。将5' RACE和3' 
RACE测序结果整理后, 分别进行Blast分析, 确认

其为目的基因的两端序列, 分别设计包含目的基

因ORF的引物(表1), 以种子RNA为模板扩增全长

序列, 并进行测序验证。

2.3  生物信息学分析

使用目的基因的氨基酸序列在NCBI网站

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)上进行Blastp分析, 
并利用NCBI上的保守区数据库库(conserved do-
main database, CDD)分析目的蛋白的保守结合区

域。用SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/ser-
vices/SignalP/)预测目的蛋白信号肽; 用ProtParam 
(http://au.expasy.org/tools/protparam.html)计算目的

蛋白中各种氨基酸的含量和蛋白的理论分子量、

等电点、稳定性; 通过Plant-mPLoc进行蛋白质亚

细胞定位预测; 用SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.
fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sop-
ma.html)进行蛋白二级结构预测; 用TMpred (http://
www.ch.embnet.org/soft-ware/TM-PRED_form.
html)预测跨膜结构和亲水 /疏水性特性。使用

MEGA6软件的ClustalW程序进行多序列比对, 并
使用邻接法构建基因系统树, 自展重复次数设置

为1 000次(Tamura等2013)。
2.4  实时荧光定量PCR分析

根据目的基因序列, 设计特异引物(表1), 以油

茶的EF1α基因为内参基因(宋志波等2014)。实时

荧光定量PCR使用CFX96™ Real-time PCR反应系

统(BIO-RAD, 美国), 采用SYBR Premix Ex Taq™ 
(TaKaRa, 日本)。进行荧光定量PCR前, 对扩增片

段进行测序以验证序列真伪。总反应体系为25 μL, 
包括12.5 μL 2×SYBR Premix ExTaq™ (Tli RNaseH 
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Plus, TaKaRa, 日本), 9.5 μL去RNA酶水, 各0.5 μL
的引物(10 μmol), 2 μL cDNA模板。PCR反应条件

为94°C预变性30 s, 随后94°C变性5 s, 60°C退火30 
s, 72°C延伸30 s, 39个循环。各反应重复3次。荧

光定量PCR数据的分析采用2 –∆∆C T法 (L ivak和
Schmittgen 2001)。对获得的表达量数据通过SPSS
软件进行差异显著性分析(P<0.01)。

实验结果

1  油茶GPAT基因的克隆

在前期转录组测序数据中(未发表), 预测得到

2个GPAT成员, 长度分别为658和651 bp, 经PCR确
认后在此序列基础上通过RACE-PCR扩增2个基因

的2个cDNA末端序列。CoATS1基因的5' RACE和
3' RACE的扩增片段长度分别为900和550 bp左右

(图1-A和B), 测序后分别可以找到起始密码子ATG
和终止密码子TAG, 且与已知的中间片段分别有

90和137 bp的序列重叠, 进一步通过RT-PCR扩增

出该基因含起始密码子和终止密码子的全长克隆, 
长度为1 353 bp (图1-C)。CoGPAT6基因, 5' RACE
和3' RACE的扩增片段长度分别为1 000和500 bp
左右(图2-A和B), 测序后可以找到起始密码子ATG

表1  本研究所用引物

Table 1  Primers used in this study

   引物名称                         序列(5'→3') 退火温度/°C               用途

CoATS1GPS1 CCACTTGGTGCAATCC 48.5 CoATS1 5' RACE扩增

CoATS1GPS2 CCCTTAAAAGCAAAGCCATT 57.2 CoATS1 5' RACE扩增

CoATS1GPS3 TTTCATCTCAGCAAGCTCAGG 58.1 CoATS1 5' RACE扩增

CoATS1R3-1 AGGCCCTATATGATTCTGTTGTGGACCA 69.2 CoATS1 3' RACE扩增

CoATS1R3-2 ACATGGCAAAAAAGGTCTGGAGGCA 69.9 CoATS1 3' RACE扩增

CoGPAT6GPS1 GACACCACTCTGGCCC 52.0 CoGPAT6 5' RACE扩增

CoGPAT6GPS2 AGGGGTGCCTTTTACGATGA 58.2 CoGPAT6 5' RACE扩增

CoGPAT6GPS3 TACCATACGATTCGCTCTGGC 59.6 CoGPAT6 5' RACE扩增

CoGPAT6R3-1 ATCACATTTTTGAATCAATTGCCAGCG 68.4 CoGPAT6 3' RACE扩增

CoGPAT6R3-2 AAATCTGCGATTGAGGTTGCGAATT 67.0 CoGPAT6 3' RACE扩增

CoATS1F1 CTATGACATTATGCCCCCACC 59.3 CoATS1 qRT-PCR
CoATS1R1 CCTGAAAACAGACTGGGGGT 58.7 CoATS1 qRT-PCR
CoATS1F2 ATGTTGATCCTCTCTTCCTCGC 60.0 CoATS1 ORF扩增

CoATS1R2 CTAATTCCATGGTTGCGACAATG 62.2 CoATS1 ORF扩增

CoGPAT6F1 AATCTGGAAGAGCGACTGGGT 60.3 CoGPAT6 qRT-PCR
CoGPAT6R1 TCAGTCTCTCTGTCTCCCAATCC 59.8 CoGPAT6 qRT-PCR
CoGPAT6F2 ATGGGTGCTCATCGGCAA 60.0 CoGPAT6 ORF扩增

CoGPAT6R2 TCAAGAACTCTCTTTCTTGTTTGGC 61.5 CoGPAT6 ORF扩增

 

图1  油茶ATS1的cDNA全长克隆

Fig.1  Amplification of full-length cDNA of ATS1 in Camellia oleifera
A: 5'端扩增; B: 3'端扩增; 3: 开放阅读框扩增。1、2、3分别为对应扩增产物; M: 分子量标准。图2同此。
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和终止密码子TGA, 与已知中间片段的序列重叠

分别为71和63 bp, 进一步通过RT-PCR扩增出该基

因含起始密码子和终止密码子的全长克隆, 长度

为1 488 bp (图2-C)。CoATS1和CoGPAT6基因序列

已提交至NCBI数据库, 登录号分别为KX226430和
KX226431。
2  油茶GPAT基因的序列结构分析

油茶CoATS1基因包含1个1 353 bp的开放阅读

框, 编码450个氨基酸。该基因编码蛋白的预测分

子量为49.71 kDa, 理论等电点为5.80, 负电荷残基

(Asp+Glu)总数为52个, 正电荷残基(Arg+Lys)总数

为42个, 不稳定系数为56.00, 属于不稳定蛋白, 平
均亲水系数(grand average of hydropathicity, GRA-
VY)是–0.172。通过亚细胞定位预测, CoATS1蛋白

定位于叶绿体上。蛋白二级结构预测发现该蛋白

含α-螺旋150个, 占33.33%; β-折叠30个, 占6.67%; 
自由卷曲187个, 占41.56%。预测CoATS1蛋白不

含信号肽, 在该基因的C-端具有典型的酰基转移

酶结构域(acyltransferase domain, AT domain), 包括

4个保守的AT结构基序AT-I、 AT-II、 AT-III和AT-
IV (图3), 其中起催化作用的组氨酸残基(H)和天冬

氨酸残基(D)位于AT-I基序, 甘氨酸残基(G)位于

AT-III基序, 脯氨酸残基(P)位于AT-IV基序, 除此外, 
AT-II基序的精氨酸残基(R), AT-III基序的丝氨酸

残基(S)被认为是与甘油3-磷酸(G3P)底物的结合

位点。

油茶CoGPAT6基因包含一个1 488 bp的开放

阅读框, 编码495个氨基酸。该基因编码蛋白的预

测分子量为55.03 kDa, 理论等电点为9.26, 负电荷

残基(Asp+Glu)总数为46个, 正电荷残基(Arg+Lys)

总数为61个, 不稳定指数为36.28, 属于稳定蛋白, 
平均亲水系数(grand average of hydropathicity, 
GRAVY)是0.143。亚细胞定位预测显示CoGPAT6
蛋白可能位于内质网。氨基酸序列二级结构预测

发现该基因含α-螺旋137个, 占27.68%; β-折叠50
个, 占10.10%; 自由卷曲182个, 占36.77%。与油茶

CoATS1相同的是, 油茶CoGPAT6蛋白也没有发现

信号肽。跨膜分析发现其有2个跨膜区域(trans-
membrane domain), 分别位于48~71区和242~260区
(图4)。和油茶CoATS1类似的是, 油茶CoGPAT6蛋
白的C-端也具有AT-I、AT-II、AT-III和AT-IV等典

型的酰基转移酶结构域, 在这些结构域中除了具

有和CoATS1相同的组氨酸、天冬氨酸、甘氨酸、

脯氨酸、精氨酸和丝氨酸残基外, 在AT-III基序中

还发现多了一个结合甘油3-磷酸底物的谷氨酸残

基(E)。除了C-端的酰基转移酶结构域, CoGPAT6
的N-端还有一个类卤酸脱卤酶结构域(haloacid  
dehalogenase-like hydrolase, HAD-like), 具有类卤

酸脱卤酶蛋白的4个高度保守的基序HAD-I、
HAD-II、HAD-III和HAD-IV。类卤酸脱卤酶结构

域中具有典型的DXD结构基序, 其中天冬氨酸残

基(D)为用于共价催化的亲核基团。HAD-II和
HAD-III中分别具有高度保守的苏氨酸残基(T)和
赖氨酸残基(K), 两者作用于中间体的稳定性。

HAD-IV中包含一个典型的GDXXXD识别序列, 该
保守的识别序列连同HAD-IV中的酸性序列, 共同

起到了稳定活性中心的镁离子的作用。

3  油茶GPAT基因的系统进化

根据油茶CoATS1和CoGPAT6的Blast结果, 从
GenBank中下载拟南芥、油菜、油棕等20个物种

图2  油茶GPAT6的cDNA全长克隆

Fig.2  Amplification of full-length cDNA of GPAT6 in Camellia oleifera
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图3  油茶CoATS1氨基酸序列及结构

Fig.3  Amino acid sequence and structure of CoATS1
4个保守的酰基转移酶结构域由下划线表示; 催化作用的氨基酸残基以▼表示; 结合位点氨基酸残基以★表示。

的30个GPAT同源基因(包含完整开放阅读框和氨

基酸序列), 其中叶绿体类GPAT和内质网类GPAT6
各15个。通过MEGA6软件的ClustalW程序对这些

氨基酸序列进行序列比对。油茶CoATS1与叶绿体

类GPAT相似性较高, 为60.6% (大豆GmGPAT)至
98.9% (茶树CsGPAT), 与油茶CoGPAT6间的相似

性很低, 只有14.2%, 与其他物种的GPAT6的相似

性也很低, 为12.2% (枣ZjGPAT6)至15.3% (拟南芥

AtGPAT6)。油茶CoGPAT6与其他物种的GPAT6同
源基因相似性较高, 为75.1% (水稻OsGPAT6)至
88.1% (胡杨PeGPAT6)。

基于32个GPAT氨基酸序列的多序列比对, 用
邻接法构建了基因系统树(图5)。可以看出, 32个
GPAT基因可以明显地分为内质网类GPAT6和叶绿

体类GPAT两个类群。油茶CoATS1和茶树CsGPAT
聚为一起, 油茶与茶树同为山茶科植物, 反映了同

源GPAT基因系统发生上的密切关系。除此外, 蔷
薇科的白梨PbGPAT和梅的PmGPAT聚在一起, 大
戟科的麻风树JcGPAT和蓖麻的RcGPAT聚在一起, 

十字花科的拟南芥AtAST1和油菜的BnGPAT聚在

一起。在GPAT6类群中, 油茶CoGAPT6则与油料

作物芝麻的SiGPAT6聚为一起, 茄科的番茄SlG-
PAT6和马铃薯StGPAT6聚在一起, 十字花科的拟南

芥AtGAPT6和油菜的BnGPAT6聚在一起。

4  油茶GPAT基因的表达分析

用qRT-PCR检测了CoATS1和CoGPAT6在油茶

不同组织以及不同种子发育时期的表达特征。结

果表明, 2个基因在各个组织中均有表达, 但表达

规律有所不同(图6和7)。CoATS1在叶片中的表达

量最高, 是根中表达量的约30倍; 在种子发育过程

中的表达量普遍低于叶片, 其在花后30周种子中

表达量最高, 随着种子的逐步成熟, 表达量呈逐步

递减趋势。CoGPAT6基因在花瓣中的表达量最高, 
是根中表达量的190倍左右, 其在雄蕊、雌蕊和花

瓣中的表达量也较高。CoGPAT6在种子中的表达

量呈现出“下降-升高-下降”的规律, 和CoATS1一样

也是花后30周种子中表达量最高, 是花后48周(表
达量最低)的10倍。
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讨　　论

植物GPAT基因的功能是催化酰基辅酶A连接

到Gly3P的sn-1位上的酰基化反应, 该反应产物溶

血磷脂酸(lysophosphatidic acid, LPA)既是Kennedy
途径合成TAG的初始产物, 也是细胞膜脂, 特别是

磷脂和其他脂类合成的前体(张楠等2011)。因而

GPAT基因家族在植物种子含油量以及抗逆等方面

表现出多种重要的生理功能。目前在GenBank中
可以发现拟南芥、水稻、茶树以及油料作物油

菜、花生、油棕、麻风树、蓖麻、油桐等许多物

种都鉴定和登录了GPAT基因, 其中在拟南芥中共

发现了10个GPAT成员, 在其他物种中, 则鲜有全部

10个GPAT登录GenBank的信息及相关文献报道。

10个成员中, 定位于叶绿体的仅有1个, 拟南芥中

命名为ATS1 (Nishida等1993), GenBank中登录的其

他物种的ATS1则多以“叶绿体GPAT”称谓。本研究

在前期转录组数据基础上, 通过RACE方法克隆了

2个GPAT基因家族成员, 进一步通过Blast同源性鉴

定, 根据拟南芥中的GPAT基因命名规则, 分别命名

为CoATS1和CoGAPT6, 虽然在油茶中已发现和鉴

定多个油脂合成相关基因, 但本研究的2个GPAT基
因为首次报道。

油茶CoATS1比CoGPAT6少45个氨基酸, 两者

都具有典型的酰基转移酶结构域, 包含4个高度保

守的基序 ,  且具有催化活性和结合位点的组氨

酸、天冬氨酸、甘氨酸、脯氨酸、精氨酸、丝氨

酸等重要氨基酸残基(Mañas-Fernández等2010; Chi

图4  油茶CoGPAT6氨基酸序列及结构

Fig.4  Amino acid sequence and structure of CoGPAT6
酰基转移酶结构域由下划线表示, 催化作用的氨基酸残基以▼表示, 结合位点氨基酸残基以★表示; 类卤酸脱卤酶结构域以虚线表

示, 重要氨基酸残基以●表示; 2个跨膜区域(TM-I和TM-II)以方框表示。
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等2015)。与CoATS1相比, 除了C-端的酰基转移酶

结构域, CoGAPT6还具有类卤酸脱卤酶结构域和4
个高度保守的基序 ,  推测其可能具有磷酸酶活

性。蓝蓟的GPAT酶的N-端也存在类卤酸脱卤酶结

构域(Mañas-Fernández等2010)。拟南芥的AtG-
PAT4和AtGPAT6具有类卤酸脱卤酶结构域, 且
AtGPAT4和AtGPAT6可以将酰基(acyl-基团)连接

到G3P的sn-2位上, 并去掉磷酸基团, 形成sn-2单酰

甘油(sn-2 MAG) (Yang等2010)。油茶CoATS1和
CoGPAT6结构的不同, 反映出这两个基因的功能

分化。多序列比对和系统进化分析发现, 叶绿体

GPAT和内质网GPAT6都比较保守, 形成两个不同

的类群 ,  两类基因间的相似性则很低 ,  如油茶

CoATS1与CoGPAT6的相似性仅为14.2%, 在系统

树上, 油茶CoATS1与同科的茶树的叶绿体GPAT聚
在一起, CoGPAT6则与芝麻的SiGPAT6聚为一起, 
结合之前的亚细胞定位、蛋白结构、功能域等方

面的不同, 进一步反映出ATS1和GPAT6应该存在

不同的功能。

qRT-PCR分析显示2个基因的表达规律不同, 
其中CoATS1在叶绿体丰富的叶片中表达量最高, 
与甜椒(陈娜等2005)、番茄(隋娜2007)、向日葵

(Payá-Milans等2015)等植物相同, 而与麻风树叶绿

体的GPAT基因JcGPAT2表达特征不同(朱双等

图5  不同物种GPAT同源基因的系统进化树分析

Fig.5  Phylogenetic analysis of GPAT homologous genes
括号内为该基因在GenBank的注册号, 本文克隆的2个油茶GPAT基因以方框表示。At: Arabidopsis thaliana, 拟南芥; Bn: Brassica 

napus, 油菜; Cs: Camellia sinensis, 茶树; Egr: Eucalyptus grandis, 桉树; Egu: Elaeis guineensis, 油棕; Gm: Glycine max, 大豆; Gr: Gossypium 
raimondii, 雷蒙德氏棉; Jc: Jatropha curcas, 麻风树; Md: Malus domestica, 苹果; Os: Oryza sativa, 水稻; Pe: Populus euphratica, 胡杨; Pm: 
Prunus mume, 梅; Pb: Pyrus x bretschneideri, 白梨; Rc: Ricinus communis, 蓖麻; Si: Sesamum indicum, 芝麻; Sl: Solanum lycopersicum, 番茄; 
St: Solanum tuberosum, 马铃薯; Tc: Theobroma cacao, 可可; Vv: Vitis vinifera, 葡萄; Zj: Ziziphus jujube, 枣。
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2012) ,  表明虽同属叶绿体GPAT基因 ,  但油茶

CoATS1与麻风树的JcGPAT2的功能或不尽相同。

油茶CoATS1在种子不同发育时期也表达, 但其表

达特征暗示着该基因可能与抗低温的关系更加密

切。油茶CoGPAT6基因在花器官尤其是花瓣中的

表达量远远高于根、茎、叶、种子等其他组织, 
这一表达规律与油菜的BnGPAT6类似 (刘聪等

2014), 但不同于花生AhGPAT6的表达特性(Chi等
2015)。研究表明, 拟南芥AtGPAT6在花中大量表

达, 在花瓣和萼片几丁质的生物合成中其决定作

用, 并与AtGPAT1共同影响拟南芥的结实率(Zheng
等2003; Li等2012)。油茶CoGAPT6的表达与拟南

芥AtGPAT6一致, 表明CoGPAT6可能在花瓣几丁质

的生物合成中起重要作用。油茶CoATS1和CoG-
PAT6在种子中的表达量都显著低于叶或花瓣, 表
明这两个基因的主效作用可能在于膜脂而非种子

储存油脂的合成。

油茶是我国南方重要木本食用油料树种, 提
高油茶抗逆性及种子含油量对于提高茶油产量、

缓解我国油料安全具有重要现实意义, 针对油茶

油脂合成的关键基因, 对油茶品种进行定向改良

潜力巨大。本研究首次在重要油料树种油茶中克

隆了ATS1和GPAT6两个GPAT基因, 并开展了蛋白

特征遗传、结构分析、系统进化分析和组织表达

图6  油茶CoATS1基因在不同组织及不同种子发育时期的表达分析

Fig.6  Expression patterns of CoATS1 in different tissues and different stages during seed development
R: 根; STE: 茎; L: 叶; STA: 雄蕊; PI: 雌蕊; PE: 花瓣; 30 WAF~48 WAF: 依次为花后30、34、38、42、44、46和48周的种子。不同大

写字母表示显著性差异(P<0.01), 图7同此。

图7  油茶CoGPAT6基因在不同组织及不同种子发育时期的表达分析

Fig.7  Expression patterns of CoGAPT6 in different tissues and different stages during seed development
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检测, 不仅丰富了GPAT基因家族信息, 而且为进一

步研究其在油脂合成、抗逆等方面的功能奠定了

重要基础。
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Cloning and expression analysis of two glycerol-3-phosphate acyltransferase 
(GPAT) genes in oil-tea tree (Camellia oleifera)
WEI Qi-Qi, ZHAO Guang, HE Xiao, LONG Hong-Xu, LI Ze, TAN Xiao-Feng, ZHANG Lin*

Key Laboratory of Cultivation and Protection for Non-Wood Forest Trees, Ministry of Education, Key Lab of Non-Wood Forest 
Products of State Forestry Administration, Cooperative Innovation Center of Cultivation and Utilization for Non-Wood Forest 
Trees of Hunan Province, Central South University of Forestry and Technology, Changsha 410004, China

Abstract: As a functionally important enzyme in the Kennedy pathway involved in triacylgycerol (TAG) accu-
mulation, glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT) plays a key role in lipid biosynthesis and tolerance to 
abiotic stress in plants. Based on Camellia oleifera transcriptome data obtained before, we cloned two full-
length cDNA of GPAT, i.e. CoATS1 and CoGPAT6 via RACE method. The coding sequences of the two cDNA 
are 1 353 and 1 488 bp in length, encoding 450 and 495 amino acids, respectively. Prediction of protein struc-
ture showed that both CoATS1 and CoGPAT6 display an acyltransferase domain (AT domain), and CoGPAT6 
has a haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD-like) domain as well. Protein multiple sequence alignment 
and phylogenetic analysis showed that chloroplast GPATs and endoplasmic reticulum-GAPT6s are divided into 
two different groups. On the phylogenetic tree, CoATS1 clustered with CsGAPT of Camellia sinensis, and 
CoGPAT6 clustered with SiGPAT6 of Sesamum indicum. qRT-PCR analysis indicated that both CoATS1 and 
CoGPAT6 expressed in all of the tissues used in this study. The expression level of CoATS1 in leaf was signifi-
cantly higher than that in the other tissues and it gradually decreased in the developing seeds. CoGPAT6 had a 
highest expression amount in petal and exhibited a pattern of “decrease first, then increase and decrease final-
ly”. This study provides an important basis for uncovering the detailed role of CoATS1 and CoGPAT6 in lipid 
biosynthesis in seeds of C. oleifera.
Key words: Camellia oleifera; glycerol-3-phosphate acyltransferase; protein structure; phylogenetic tree; ex-
pression analysis
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