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摘要: 脂酰辅酶A硫酯酶是催化脂酰CoA水解成自由脂肪酸(FFA)和辅酶A (CoASH)的一类酶, 它通过维持胞内脂酰CoA、

FFA和CoASH等的水平来参与生命体内的生理过程。本研究以国审油茶品种‘华硕’种子为材料, 在已构建的转录组和表达

谱数据库的基础之上, 采用RACE技术, 分离和克隆到一个油茶脂酰CoA硫酯酶基因的全长cDNA序列, 命名为CoACOT 
(GenBank登录号KJ910339)。该基因cDNA全长为1 588 bp, 含有1 164 bp 的开放读码框, 编码387个氨基酸; 基因编码的蛋

白CoACOT具有cNMP结合域保守序列“VVREGEAGDGVYFIWDG”和C端的保守三联肽“SKL”, 属于过氧化物酶体蛋白。

成功构建了表达载体, 其中, 原核表达载体在宿主细胞BL21 (DE3)上成功诱导表达, 获得分子量约为44 kDa的目的蛋白。

荧光定量PCR分析表明, CoACOT基因在种子不同的发育期均有表达, 种子膨大期最低, 经油脂合成期上调表达之后, CoACOT
基因的相对表达量维持在一个相对稳定的较高水平。结果显示CoACOT基因可能调控着油茶种子的油脂合成。
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Abstract: Acyl-CoA thioesterases are a group of enzymes that catalyze the hydrolysis of acyl-CoAs to the free 
fatty acid (FFA) and coenzyme A (CoASH), providing the potential to regulate intracellular levels of acyl-
CoAs, FFAs and CoASH. In this paper, state trial oil-tea variety ‘Huashuo’ as material, a full-length cDNA of 
acyl-CoA thioesterase genes from Camellia oleifera was isolated and cloned by RACE technology and reverse 
transcription PCR (RT-PCR). This gene was named CoACOT (GenBank accession number KJ910339) and the 
full-length cDNA was found to be 1 588 bp. CoACOT had an open reading frame of 1 164 bp, encoding 387 
amino acids. CoACOT contained a conserved sequences of “VVREGEAGDGVYFIWDG” in cNMP binding 
domain and a highly conserved triple peptides of “SKL” in the C-terminal, belonging to a peroxysome protein. 
The expression vectors of CoACOT were constructed successfully, and the recombinant vector of pET30a-Co-
ACOT was induced to expressed the about 44 kDa target product in the BL21 (DE3) bacteria. The real-time 
quantitive PCR showed the expression level of CoACOT was the lowest in seed expanding stage, and then  
remained almost a relatively stable higher level after up-regulation in the lipid synthesis. The results showed 
CoACOT, as a auxiliary gene, may regulate and maintain the physiological balance in lipid synthesis of C. oleifera 
seeds.
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生物体内通过β氧化产生的短链产物需要及

时的清除, 脂酰辅酶A硫酯酶(acyl-CoA thioester-
ase, ACOT)就是生物体内的这样一类酶, 它属于β
氧化系统的辅助酶之一(Poirier等2006), 催化脂酰

CoA水解成自由脂肪酸(free fatty acid, FFA)和辅酶

A (coenzyme A, CoASH)的一类酶, 通过维持胞内

脂酰CoA、FFA和CoASH的适当水平来参与生物

体内的必不可少的的生理过程(Hunt和Alexson 
2002, 2008; Kirkby等2010)。ACOT在原核和真核

生物广泛的表达(Spencer等1978; Naggert等1991; 
Jones等1999; Kal等2000; Hunt等2002; Tilton等
2004), 以组织依靠的方式几乎表达与定位在细胞

质、内质网、线粒体、过氧化物酶体和溶酶体等

所有的组织细胞中, 表明了它在生物体中具有的

重要功能。自Gergely等(1952)发现第一个ACOT
酶以来, 其后几个不同的ACOT家族陆续被发现, 
目前有15个ACOT基因家族被鉴定和命名(Hunt等
2005; Kirkby等2010; Zhuravleva等2012)。依赖结

构和功能数据库, ACOT被分类成α/β水解酶超家族

(Nardini和Dijkstra1999; Huhtinen等2002)和hotdog- 
fold超蛋白家族(Dillon和Bateman 2004; Forwood等
2007), 具有短链、中链或长链酰基CoA活性(Alexson
等1989; Wilcke和Alexson1994)。通过序列分析, 
ACOT具有Asp、Gln和Thr的催化活性位点(Li等
2000), 具有线粒体信号序列或过氧化物酶体信号

序列, 其中, 过氧化物酶体信号序列(PTS I)定位在

蛋白C端(Jones等1999; Hunt等2002), 具有保守的

三联肽, 如SKL、PKL、AKL、SKV和SKI, 而线粒

体信号序列则定位在N端(Holroyd和Erdmann 2001; 
Hunt和Alexson 2002; Ishizuka等2004; Westin等2004, 
2007; Hunt等2006; Buch等2009)。

尽管ACOT广泛的分布于原核和真核生物组

织中, 可对ACOT的生理功能并不是十分清楚, 目
前, 通过对ACOT的克隆和它的更深一步的特征分

析, 促进了对该酶功能了解, 明确了它作为一种辅

助酶能调控与终止线粒体或过氧化物酶体的β 
氧化。ACOT受过氧化物酶体增殖物活化受体

(PPARs)和其他的营养因子等的强烈调控和诱导

(Berge等1981; Miyazawa等1981), 它能终止FA的合

成(Libertini和Smith 1978), 它的催化底物与产物可

能在脂肪酸代谢、离子通道的开启、胞内膜的出

芽与融合、信号转导、基因转录和酶的调节上扮

演着重要的作用(Hunt和Alexson 2002)。针对目前

的研究结果, ACOT和它的催化底物与产物的功能

主要体现在以下几个方面: (1) ACOT是控制脂酰

CoA流向的途径之一。脂酰CoA是调节脂肪酸

(fatty acid, FA)的降解和合成的重要中间物, 是代

谢能量的主要来源, 它在调节中间代谢物、基因

表达、FA的降解与合成及复合酯的形成中具有重

要功能(Forman等1997; Kliewer等1997)。比如脂

酰CoA可以作为脂肪酸合成和一些核激素受体的

强烈反馈抑制剂(Hunt等1999), 可以作为一些核因

子(HNF-4a)的配体(Hertz等1998), 也可能参与了胞

内运输、囊泡出芽和内吞作用等过程 (Hunt和
Alexson 2002); (2) ACOT也能控制信号转导蛋白

的酰化状态及它们的胞内定位, 调节膜蛋白和它

的活化联系(Faergeman和Knudsen 1997); (3) CoASH
是柠檬酸循环、氧化和其它代谢通路的关键中间

物(Wanders等1994; Hunt和Alexson 2002)。研究表

明, ACOT的活性可能阻止CoASH隐藏在中间体上

而维持体内有效的自由CoASH的最佳水平, 进而

提高了FA的氧化, 为那些依靠CoASH的代谢通路

提供了CoASH原料(Lee和Schulz 1979; Jones等
1999; Hunt和Alexson 2002); (4) 长链脂酰CoA酯不

仅作为FA合成和降解的重要中间物, 在调节中间

代谢途径和基因表达中具有重要功能, 也影响着

众多的细胞系统和功能 ,  如对离子通道、离子

泵、转运蛋白、膜融合和蛋白质酰化的调节

(Faergeman和Knudsen 1997); (5) ACOT在促进短链

羧酸的排出中起重要功能(Hunt和Alexson 2002)。
油茶是我国重要的木本食用油料树种, 茶油

中主要由油酸、亚油酸等不饱和脂肪酸组成, 其
含量一般在90%以上, 是一种优质食用油(廖书娟

等2005)。但是, 油茶种仁含油率较低且易遭逆性

环境等的影响, 这些都严重影响和制约了油茶产

业的快速发展。随着新兴的生物技术的广泛应用, 
应用现代分子生物学技术和方法, 给油茶的利用

与发展开创一个崭新的局面。因此, 对油茶优质

基因的分离、克隆及功能的研究对于油茶育种和

优质基因的利用具有重要意义。鉴于ACOT具有

的重要作用, 展开该基因在油茶上的研究将具有

重大的研究价值, 我们在已构建的转录组和表达
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谱数据库的基础之上, 首次在油茶中发现了ACOT
基因并克隆获得基因的全长cDNA序列, 在此基础

上进行了序列特征分析、生物信息学分析、载体

构建及表达特征分析, 这不仅丰富了油茶基因库

中ACOT基因的相关知识, 也为今后进一步深入研

究ACOT基因的生理功能奠定了基础。

材料与方法

1  材料与试剂

以株洲马家河油茶基地国审油茶(Camellia 
oleifera Abel.)品种‘华硕’ (谭晓风等2011)果实为实

验材料, 取材时间分别为种子膨大期(5月5日、6月
5日和7月4日)和油脂合成期(8月4日、8月15日、8
月25日、9月5日、9月12日、9月19日、9月26
日、10月3日、10月10日和10月17日), 摘取材料后

用锡箔纸包裹好, 迅速存于液氮并–80 ℃超低温冰

箱保存。农杆菌菌株GV3101由中南林业科技大学

生物学院生物能源与材料研究中心赠送。大肠杆

菌DH5α、农杆菌菌株LBA4404、pET30a、
pEGAD、pDONR201和pJawoh18-RNAi为本实验

室保藏。各种限制性内切酶和T4 DNA连接酶及

单链cDNA合成试剂盒购自Fermentas公司, 重组

酶、RNA提取和3' RACE反转录试剂盒购自Invit-

rogen公司, pMD18-T质粒载体购自TaKaRa公司, 
BL21 (DE3)、2×Easy Taq Mix、pEASY-Simple-
Blunt Cloning Kit和Trans StartTM Fast Pfu DNA 
Polymerase购自北京全式金公司, 质粒提取试剂盒

和DNA凝胶回收试剂盒购自天根生化科技(北京)
有限公司, 5' RACE反转录试剂盒购自Clontech公
司。蛋白胨、氨苄青霉素、卡那霉素、IPTG、

EDTA、Tris-base和SDS等购自上海生工, DTT、
EB、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺和过硫酸胺购自

Amerosco公司, 考马斯亮兰R-250购自Sigma公司, 
琼脂糖Biowest Agarose购自Genetech, 酵母提取物

购自Merck, 其它生化试剂和常规试剂均为超纯

或分析纯。引物与测序分别由华大和博尚公司

完成。

2  油茶种子总RNA的提取及及单链cDNA合成  
油茶种子总RNA的提取参见Invitrogen RNA

提取试剂盒操作手册, 检测总RNA的纯度与浓度, 
并以此为模板反转录合成单链cDNA, 方法详见3′ 
RACE、5′ RACE与Fermentas试剂盒说明书。

3  CoACOT基因的克隆与生物信息学分析   
BLAST比对后, 根据初步确定的CoACOT转

录组序列和同源序列, 设计特异和简并引物(表1), 
采用RACE技术, 克隆CoACOT基因。

表1  CoACOT基因引物序列及各引物作用

Table 1  Primers for CoACOT gene and their applications

引物名称                                              引物序列(5′→ 3′) Tm/℃        用途

F0 CTATCAGTCTAGATCATGCGATGTGGTTT 59.6 转录组

R0 CAACAAGCTCTCCTTTCCGGTTAAACATT 59.6 扩增引物

3′ GSP-F CGGAAAGGAGAGCTTGTTGCATCAT 60.6 3′ RACE扩增

AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC  3′末端序列

F1 CGTGATGGGAAVAGCTTTGCYAC 60.5 简并片段

R1 ACCCAGTCATCGGCTCTAAGTG 60.0 扩增引物

5′ GSP-R  ACCGTTCGGGTAGCAAGCTCTT 60.0 5′ RACE扩增

UPM Long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT  5′末端序列

UPM Short CTAATACGACTCACTATAGGGC  
CDS-F ACATTTTACTTTGCGAGTGGTTCC 57.0 全长cDNA 
CDS-R TCATCGCCGTATATAAGCAT 51.3 扩增

 

扩增转录组序列和RACE的PCR反应体系(25 
μL): 2×Easy Taq PCR SuperMix 12.5 μL、F (或
UPM) 1.0 μL、R (或AUAP) 1.0 μL、单链cDNA 0.5 
μL、ddH2O 10.0 μL; 扩增基因全长PCR反应体系

(50 μL): 5′×Trans Start Fast Pfu Buffer (Mg2+ plus) 
10.0 μL、2.5 mmol·L-1 dNTPs 5.0 μL、Trans Start 
Fast Pfu DNA Polymerase 1.0 μL、F 1.0 μL、R 1.0 
μL、单链cDNA 1.0 μL、ddH2O 31.0 μL。
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Touch Down PCR循环扩增条件: 95 ℃预变

性5 min; 95 ℃变性30 s, 退火30 s。退火温度从

(Tm+4) ℃开始, 每5个循环降低退火温度2 ℃直至

(Tm–2) ℃, 72 ℃延伸时间取决于目的DNA片段长

度(1 kb·min-1计算), 最后以(Tm–4) ℃作为最终退

火温度, 进行15个循环; 72 ℃延伸10 min; 4 ℃保

存。若2条引物Tm值不同, 参考较低的Tm作为退火

温度。

PCR产物回收, 克隆, 转化, 鉴定重组子并测

序。利用本地软件和在线软件Vector NTI 10.3、
MEGA 4.1、GENDOC、ProtParam、Signal P 
4.1、TargetP 1.1 Server、ProtScale、InterProScan
和SOPMA等, 预测分析基因的理化性质、结构与

功能。

4  CoACOT基因的载体构建 
本研究以获得基因的全长克隆质粒pEASY- 

CoACOT为模板, 采用常规载体构建方法构建了的

原核表达载体和真核超表达载体, 采用Gateway技
术构建干扰载体。在基因编码区的3′和5′两端分

别设计带酶切位点的引物[原核表达上游引物F:  
5′ CGGGATCCGTGGTTCCTCCAAGAA CTCC- 
AATT 3′ (下划线部分为BamHI酶切位点), 下游引物

R: 5′ CGAGCTCTTAAAGCTTTGATGGGAGAG-
CAG 3′ (下划线部分为SacI酶切位点); 真核表达上

游引物F: 5′ TCCCCCGGGGTGGTTCC TCCAAG- 
AACTCCAATT 3′ (下划线部分为SmaI酶切位点), 
下游引物R: 5′ CGGGATCCTTAAAGCTTTGATG-
GGAGAGCAG 3′ (下划线部分为BamHI酶切位点)], 
两者的扩增长度均为1 188 bp。根据同源序列的保

守区段, 设计用于扩增干扰片段所需的特异引物

attB1-F: 5′ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcTGCT-
GATGTGATTGCATTGTCC 3′; attB2-R: 5′ ggggac-
cactttgtacaagaaagctgggtgGGGCTCACAAAATCT-
TATCTCT 3′, 小写部分是Gateway的接头序列, 依
次采用BP反应构建入门载体和LR反应构建干扰

载体(详见Invitrogen Gateway试剂盒说明书), 扩增

长度为493 bp。PCR、回收、克隆、抽提质粒与

纯化及转化, 采用菌液PCR和测序两种方法鉴定阳

性克隆。

5  CoACOT基因的原核表达

成功转化入BL21 (DE3)感受态细胞的重组质

粒pET30a-CoACOT (图1), 37 ℃培养至OD600值为

0.5~0.8后, 在28 ℃和IPTG终浓度为1 mmol·L-1的

条件下诱导表达, 诱导总时间为12 h, 每隔2 h取菌

液进行12% SDS-PAGE分析。

图1  重组载体pET30a-CoACOT的构建

Fig.1  Constructed recombinant pET30a-CoACOT plasmid

6  CoACOT基因的实时荧光定量

对收集的13个不同时期的‘华硕’果实种子提

取总RNA, 逆转录cDNA后, 采用实时荧光定量

PCR (qRT-PCR)技术确定CoACOT基因在不同时期

的的相对表达含量, 每组做3个平行重复反应。设

计引物分别为qF: 5′ TGGAGGACAGTTTATCGG-
GC 3′和qR: 5′ GTGAATACAACATTGCCTTT 3′, 
扩增长度为203 bp, 选取最优内参基因GAPDH (王
保明2012)作为本实验的内参基因, ddH2O模板为

阴性对照。qRT-PCR反应体系参见TaKaRa试剂说

明书, 热循环程序为95 ℃预变性30 s; 95 ℃变性5 s, 
58 ℃退火30 s, 共39循环, 采用Bio-Rad CFX Man-
ager软件进行实验数据的分析。同时, 采取半定量

多重RT-PCR, 将内参基因和特异基因的引物浓度

以1:1的比例在同一个管中进行扩增, 反应体系和

热循环程序同上, 产物均经2%的琼脂糖凝胶电泳

检测来反映目的基因的表达水平变化。

实验结果

1  不同时期油茶种子提取的总RNA质量

油茶种子总RNA 28S和18S两条带清晰可见

(图2), 进行检测结果表明A260/A280的比率为1.8~2.0, 
说明RNA完整度较高, mRNA几乎没有降解, RNA
的质量基本满足符合后续RT-PCR实验的要求。
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2  CoACOT基因cDNA全长的克隆与序列分析                                 
通过RACE技术, 获得全长为1 588 bp的目的

片段(转录组序列173 bp, 简并序列506 bp, 3′ RACE 
474 bp, 5′ RACE 581 bp) (图3), 起始密码子为ATG, 
终止密码子为TGA, 5′ UTR和3′ UTR分别为40和
384 bp, 终止密码子后有加尾信号AATAA和Poly (A)
尾巴(图4), 开放阅读框为1 164 bp (41~1 204), 编码

387个氨基酸, 分子量为43.5 kDa, pI理论值为7.14, 
即生理条件下该蛋白偏向为中性。带负电荷残基

(Asp+Glu)数为47, 带正电荷残基(Arg+Lys)数为47, 
分子式为C1955H3054N540O563S13, 不稳定指数(II)为
30.1, 属于稳定蛋白。整个蛋白的疏水指数从–2.778 
到2.488, 是亲水性蛋白(图5-A), 不具跨膜区(评分

超过500) (图5-B)。

图3  CoACOT基因cDNA的克隆

Fig.3  Molecular cloning of CoACOT cDNA
A: 转录组序列扩增; B: 简并序列扩增; C: 3′ RACE扩增; D: 5′ RACE扩增; E: CDS扩增; M: 100 bp plus DNA ladder。

氨基酸同源比对发现, CoACOT具有一个cNMP
结合域保守序列和C端保守三联肽“SKL” (图6)。
根据氨基酸保守性分析可知, 该蛋白具有环核苷

酸结合域(cAMP结合域、cNMP结合域及类似于

RmlC-like jelly roll fold结合域), 属于hotdog-fold超
蛋白家族(图7)。系统进化分析结果表明, CoACOT
与番茄(Solanum lycopersicum)和马铃薯(Solanum 
tuberosum)的ACOT同源蛋白亲缘关系最近, 在一

个进化分支上(图8)。蛋白质的高级结构预测显示, 
α螺旋和不规则卷曲是油茶ACOT的主要结构元件

(图9-A), α螺旋结构为30.23%、β折叠为17.57%、β
转角为6.20%和无规则卷曲为45.99%; 图9-B为预

测的CoACOT三维空间模型。

3  CoACOT基因的载体构建

构建成功的载体分别转化感受态宿主细胞[原

核表达载体、真核表达载体和干扰载体宿主菌分

别为BL21 (DE3)、GV3101和LBA4404], 制备工程

菌。由图10-A~F均可以看到1条明显约1 200 bp的
条带, 这跟预期的结果一致, 说明我们成功地构建

了pET30a-CoACOT原核表达载体和pEGAD-CoACOT
超表达载体, 且均已成功转入了宿主感受态细胞

中。由图10-G~I均可以看到1条明显约500 bp的条

带, 这跟预期的结果一致, 说明我们成功地构建了

pJawoh18-CoACOT干扰载体, 且已成功转入了宿主

农杆菌LBA4404中。

4  CoACOT基因的原核表达

在不同诱导时间下, 蛋白表达情况(图11)显
示, 相比于未加诱导剂的菌株, 诱导的宿主菌株有

一条清晰的分子量约为44 kDa的条带, 且随着时间

延长, 目的条带颜色加深, 这与预测的油茶ACOT

图2  不同时期油茶种子总RNA的提取

Fig.2  Total RNA extracted from C. oleifera seeds at different developmental stages
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图4  CoACOT基因的全长cDNA序列及氨基酸序列

Fig.4  Full length CoACOT cDNA sequence and its deduced amino acid sequence
cDNA双下划线分别表示起始密码子和终止密码子, 波浪线表示Poly (A)尾, 单下划线表示CDS, *表示翻译终止, 方框表示加尾信号。

的分子量相一致, 说明油茶pET30a-CoACOT重组

质粒在原核细胞BL21 (DE3)中得到了表达。

5  不同种子发育时期CoACOT基因的表达分析

实时定量和半定量PCR表明, 油茶‘华硕’种子

在不同发育阶段中CoACOT基因均有表达(图12)。
在5~7月相对表达量比较低; 经过8月份的上调表

达之后, CoACOT相对表达量基本维持在一个稳定

的较高水平。这与油茶种子油脂合成规律基本相

一致(曾艳玲等2014), 即5~7月为油茶种子膨大期, 
这个时期是种子油脂合成缓慢形成期; 7月底~8月
底为油茶种子油脂合成迅速累积期; 9月初~10月
为油茶种子油脂合成累积完成期。推测CoACOT
基因可能调控着油茶种子的油脂合成。

讨　　论

在植物中 ,  尽管早已在叶绿体 ( J o y a r d和
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图5  CoACOT蛋白质疏水性和跨膜区预测

Fig.5  Hydrophobicity and transmembrane domain prediction of CoACOT
A: 疏水性预测; B: 跨膜区预测。

Stumpf 1980; Andrews和Keegstra 1983)和内质网

(Murphy等1984)上证明了ACOT基因活性的存在, 
但对植物ACOT的生理功能的研究相对较少。从

拟南芥中克隆到的ACH2基因是首次克隆到的植

物ACOT基因(Tilton等2004), 对拟南芥不同组织

ACH2的生化活性和表达模式分析可知 ,  尽管

ACH2具有ACOT的生理特征共性(具有过氧化物

酶体信号序列-SKLCOOH和具有3个保守的催化残基

等), 但它并不像目前已知的真核生物ACOT一样

参与脂肪酸的氧化, 说明植物中的ACOT具有自己

独特的生理功能。同源比对发现, ACH2的N端的

129个氨基酸完全特异于ACOT的TesB家族, 但在
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图6  CoACOT与其他植物ACOT蛋白质序列的多重比较

Fig.6  Multiple comparisons between CoACOT and other plant ACOTs
1-ACOT: 油茶(Camellia oleifera, CoACOT), KJ910339; 2-ACOT: 葡萄(Vitis vinifera, VvACOT), XP_002273474.1; 3-ACOT: 番茄(So-

lanum lycopersicum, SlACOT), XP_004229899.1; 4-ACOT: 马铃薯(Solanum tuberosum, StACOT), XP_006339561.1; 5-ACOT: 蓖麻(Ricinus 
communis, RcACOT), XP_002511851.1; 6-ACOT: 黄瓜(Cucumis sativus, CsACOT), XP_004133866.1; 7-ACOT: 草莓(Fragaria vesca subsp. 
vesca, FvACOT),  XP_004306789.1; 8-ACOT: 大豆(Glycine max, GmACOT), XP_003521006.1; 9-ACOT: 鹰嘴豆(Cicer arietinum, CaACOT), 
XP_004510792.1; Ι: cNMP结合域保守序列; II: 保守三联肽。

图7  CoACOT的氨基酸保守区

Fig.7  The conserved domain of CoACOT 
CAP_ED superfamily: CAP转录因子超家族; PLNO2868: 脂酰CoA 硫酯酶家族蛋白。

图8  CoACOT与其他植物ACOTs的聚类分析

Fig.8  Phylogenetic analysis of CoACOT and other plant ACOTs
SlACOT: 番茄; StACOT: 马铃薯; CoACOT: 油茶; CsACOT: 黄瓜; VvACOT: 葡萄; RcACOT: 蓖麻; FvACOT: 草莓; GmACOT: 大豆; 

CaACOT: 鹰嘴豆。

植物中是保守的, 这预示研究植物中ACOT的N端

域的功能可能是了解植物过氧化物酶体ACOT生
理功能的重要一步。也有研究表明,  ACOT可能通

过调节胞内酰基CoA和FA的浓度参与了其他的代

谢途径, 包括植物激素茉莉酸的合成(Mcconn和
Browse 1996; Turner等2002)和植烷酸的氧化(Jones
和Gould 2000)等。本实验在木本油料作物油茶上

首次克隆到CoACOT基因, 并成功地构建表达载体

且进行了表达特征的初步分析。初步预测获得的

油茶CoACOT蛋白属于hotdog- fold超蛋白家族中

的ACOT 8蛋白家族, 具有该蛋白家族的基本特征, 
如具有环核苷酸结合域(cAMP结合域、cNMP结
合域及类似于RmlC-like jelly roll fold结合域等) 
(Dillon和Bateman 2004; Forwood等2007); C端具有
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图9  CoACOT蛋白质的结构预测

Fig.9  Structure predictions of CoMCAT 
A: 二级结构; B: 三级结构。

图10  CoACOT基因载体构建电泳图

Fig.10  Agarose gel electrophoresis results of constructed vectors of CoACOT
A: 带酶切位点的原核表达基因表达片段; B: 重组质粒pET30a-CoACOT的菌液PCR检测; C: pET30a-CoACOT的双酶切鉴定结果, 1: 

pET30a-CoACOT质粒, 2: 双酶切后的pET30a-CoACOT质粒; D: 带酶切位点的真核表达基因片段; E: 重组质粒pEGAD-CoACOT的双酶切, 
1: 双酶切后的pEGAD-ACOT质粒, 2: pEGAD-CoACOT质粒; F: 重组质粒pEGAD-CoACOT的菌液PCR; G: 带attB位点的干扰基因片段; H: 
RNA干扰入门载体pDONR201-CoACOT菌液PCR; I: 农杆菌中的RNA干扰载体pJawoh18-ACOT菌液PCR。

保守的三联肽“SKL”, 属于过氧化物酶体功能蛋白

(Jones等1999; Hunt等2002, 2006; Hunt和Alexson 
2002; Westin等2007; Buch等2009)。荧光定量分析

表明, 该基因在油茶种子的油脂合成期(8月份)上
调表达, 上调表达之后CoACOT基因的相对表达量

维持在相对较高的水平, 这不仅与油茶种子油脂

合成规律基本相一致(曾艳玲等2014), 还可能说明

了CoACOT作为一种脂肪酸代谢过程中的辅助酶, 
在油茶种子的油脂合成过程中是管家基因, 通过

维持胞内脂酰CoA、FFA和CoASH等的水平为生

物体的油脂合成提供基本原料, 从而调控油茶种子

油脂合成过程(Hunt和Alexson 2002, 2008; Poirier等
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图11  pET30a-CoACOT表达蛋白的SDS-PAGE分析

Fig.11  SDS-PAGE analysis of expression proteins of pET30a-CoACOT
1: 未经IPTG诱导的重组菌总蛋白; 2~7: 1 mmol·L-1 IPTG分别诱导2、4、6、8、10和12 h重组菌总蛋白; 箭头所指为目的蛋白。

2006; Kirkby等2010); 通过原核表达系统获得表观

分子量约为44 kDa的表达产物, 这同已获得的基因

家族的表达产物相一致(Hunt和Alexson 2008)。这

些研究为今后展开CoACOT基因在调控油脂的合

成机理, 以及通过分子遗传育种手段提高油茶的

含油率奠定分子生物学的理论基础。

本文获得的ACOT正是调节油脂特征的这样

一类酶, 未来通过展开该基因的启动子研究、报

告基因研究以及它的催化活性与其催化底物与产

物[如各种类型脂酰CoA (直链CoA、支链CoA和

羟酰CoA)和油酸代谢中间物CoA酯等]的靶向研

究、对ACOT突变体研究及其酶活性的生化研究, 
也将会促进ACOT基因在调节油脂代谢途径上的

功能了解。植物ACOT的研究重点主要集中在同

图12  CoACOT在不同种子发育时期的转录水平

Fig.12  Transcription levels of CoACOT in different stages of seed 
A: 半定量多重RT-PCR; B: 实时荧光定量PCR。
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工酶特征上, 这将为了解ACOT如何促进脂酰辅酶

A的代谢途径奠定基础, 也将会进一步揭示ACOT
在生物体上的功能。
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