
植物科学学报　 ２０２２ꎬ ４０(６): ８１０~８１９
Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ.ｃｎ

ＤＯＩ:１０􀆰 １１９１３ / ＰＳＪ􀆰 ２０９５－０８３７􀆰 ２０２２􀆰 ６０８１０
蒋思思ꎬ 周俊琴ꎬ 卢梦琪ꎬ 袁军. 油茶自、 异交雌蕊 ＣＡＴ 活性及相关基因克隆表达分析[Ｊ] . 植物科学学报ꎬ ２０２２ꎬ ４０ (６): ８１０－８１９
Ｊｉａｎｇ ＳＳꎬ Ｚｈｏｕ ＪＱꎬ Ｌｕ ＭＱꎬ Ｙｕａｎ Ｊ. ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｉｓｔｉｌ ｏｆ ｓｅｌｆ￣ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ
Ａｂｅｌ.[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０２２ꎬ４０ (６): ８１０－８１９

油茶自、异交雌蕊 ＣＡＴ 活性及相关基因克隆表达分析

蒋思思ꎬ 周俊琴ꎬ 卢梦琪ꎬ 袁 军∗

(中南林业科技大学ꎬ 经济林培育与保护教育部重点实验室ꎬ 经济林育种与栽培国家林业局重点实验室ꎬ 长沙 ４１０００４)

摘　 要: 油茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ.)具有后期自交不亲和(ＬＳＩ)特性ꎬ 严重阻碍了油茶杂交育种的亲本选择和

品种配置ꎮ 为研究过氧化氢酶(Ｃａｔａｌａｓｅꎬ ＣＡＴ)在油茶自交不亲和中的作用ꎬ 本文对油茶自、 异交授粉后雌蕊中

的 ＣＡＴ 活性进行了测定ꎬ 并克隆得到 ３ 个 ＣＡＴ 基因ꎬ 命名为 ＣｏＣＡＴ１~ＣｏＣＡＴ３ꎮ 结果显示ꎬ 其 ＣＤＳ 分别为

１４７９、 １２８７ 和 １４７９ ｂｐꎬ 编码 ４９２、 ４２８ 和 ４９２ 个氨基酸ꎮ 多序列比对结果表明ꎬ 其编码产物在 Ｃ 末端均含有

典型的三肽序列ꎮ 系统进化分析发现ꎬ ＣｏＣＡＴ２、 ＣｏＣＡＴ３ 与 ＮｔＣＡＴ３ 亲缘关系最近ꎬ ＣｏＣＡＴ１ 与 ＣｓＣＡＴ１ 亲缘

关系最近ꎮ 基因表达模式分析结果显示ꎬ ３ 个基因在授粉 ７２ ｈ 后的自交雌蕊中表达量最大ꎬ 在授粉 ３６、 ８４ ｈ 自

交雌蕊中的表达量显著高于异交ꎮ 自、 异花授粉均引起油茶雌蕊内 ＣＡＴ 活性的上升ꎬ 但幅度不同ꎬ 推测油茶

ＣＡＴ 可能参与油茶自交不亲和的响应机制ꎮ
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　 　 油茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ａｂｅｌ.)是享有“东方油

橄榄”美誉的木本油料树种ꎬ 主要栽植于中国南方

的丘陵地区[１]ꎮ 在生产中ꎬ 油茶普遍存在花多果

少、 座果率低的现象[２ꎬ ３]ꎮ 进一步研究发现油茶属

于自交不亲和(Ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙꎬ ＳＩ)树种ꎬ 这

可能是导致油茶结实率低的重要原因之一[４－６]ꎮ 根

据«全国油茶主推品种目录»ꎬ 全国主推油茶品种

达 １４６ 个ꎬ 生产上要求选用花期相遇、 成熟期相

近的 ３~５ 个品种进行配置ꎬ 但哪些品种可以相互

配置ꎬ 如何配置还不清楚ꎮ 要为生产提供可靠的配

置信息和技术ꎬ 研究油茶品种亲和性成为解决这一

问题的关键ꎮ
过氧化氢酶(Ｃａｔａｌａｓｅꎬ ＣＡＴ) 属血红蛋白酶

类ꎬ 是生物体中普遍存在的一种细胞质抗氧化酶ꎬ
与超 氧 化 物 歧 化 酶 ( Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ
ＳＯＤ)、 过氧化物酶(Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＰＯＤ)、 抗坏血

酸过氧化物酶(Ａｓｃｏｒｂａｔｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＡＳＰ)一起

被称为酶保护系ꎬ 其主要功能是催化 Ｈ２Ｏ２分解为

Ｏ２和 Ｈ２Ｏ[７－９]ꎮ ＣＡＴ 广泛存在于生物体内ꎬ 如植

物体内的叶绿体、 线粒体、 内质网及动物的肝和红

细胞中[１０]ꎻ 在植物防御、 胁迫应答、 控制细胞的

氧化还原平衡和延缓衰老等方面具有重要作用[１１]ꎮ
植物 ＣＡＴｓ 由一个小的基因家族编码ꎬ 现已从

拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.) [１２]、
水 稻 ( Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.) [１３]、 玉 米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ

Ｌ.) [１４]、 烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.) [１５]、 冬枣

(Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ Ｍｉｌｌ. ｃｖ. Ｄｏｎｇｚａｏ) [１６] 等植物中

鉴定了 ＣＡＴｓ 基因ꎬ 对其生理功能也有一定的研

究ꎮ 有研究发现 ＣＡＴ、 ＰＯＤ 和 ＳＯＤ 活性在自花授

粉植物的花柱内上升幅度明显低于异花授粉[１７]ꎬ
表明花柱内保护酶活性与自交不亲和性可能存在一

定的关系ꎮ 王保成等[１８] 发现芸芥 ( Ｅｒｕｃａ ｓａｔｉｖａ
Ｍｉｌｌ.)自交亲和性与 ＳＯＤ、 ＰＯＤ 及 ＣＡＴ 等 ３ 种保

护酶有一定关系ꎬ 保护酶活性的变化可能与亲和基

因的调控有关ꎮ 苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)自交亲

和品种在自花授粉 ０~４８ ｈ 后ꎬ 花柱中 ３ 个保护酶

的活性相对稳定ꎬ 花粉管能够正常生长ꎻ 而自交不

亲和品种自花授粉 ２４ ~７２ ｈ 后花粉管停止生长ꎬ
花柱中 ３ 个酶的活性变化较大[１９]ꎮ

本课题组前期构建了油茶自、 异交雌蕊转录组

数据库[２０]ꎬ 获得了 ３ 个特异表达的 ＣｏＣＡＴｓ 基因ꎮ
本研究对这 ３ 个基因进行了分离克隆和表达分析ꎬ
研究结果旨在为油茶自交不亲和调控机制研究奠定

基础ꎬ 并为油茶分子生物学研究提供基因元件ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

本研究选用国家审定的油茶主栽品种 ‘华

硕’ [２１]和‘华金’ [２２] 为实验材料ꎬ 两个品种均种植

于湖南省长沙市望城县东城镇油茶试验基地ꎮ 于晴

朗天气下ꎬ 采摘‘华硕’和‘华金’露白期的花苞ꎬ
用镊子捋下花药ꎬ 室温下干燥ꎬ 花药散粉后收集花

粉ꎮ 以‘华硕’为母本进行人工控制授粉ꎬ 授粉组

合分别为: 自交(Ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎬ ＳＰ): ‘华硕’ ×
‘华硕’ꎻ 异交(Ｃｒｏｓｓ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎬ ＣＰ): ‘华硕’×
‘华金’ꎮ 取授粉 ２、 １２、 ２４、 ３６、 ４８、 ６０、 ７２、
８４、 ９６ ｈ 后等 ９ 个时间段共 １８ 个样品(ＳＰ ２ ~
９６ ｈ、 ＣＰ ２ ~ ９６ ｈ) 的雌蕊ꎬ 立即用液氮速冻ꎬ
－８０℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＣＡＴ 酶活性测定

ＣＡＴ 酶活性采用紫外吸收法测定[２３]ꎮ 称取

０􀆰２ ｇ 雌蕊置于预冷研钵中ꎬ 加 ５ ｍＬ ｐＨ 值 ７􀆰０ 的

磷酸缓冲液ꎬ 研磨至匀浆后ꎬ 倒入 １５ ｍＬ 离心管

中ꎬ 冷冻离心 ２０ ｍｉｎ(１０ ０００ ｇ)ꎬ 保留上清液ꎮ
采用紫外吸收法在紫外分光光度计上测定 Ａ２４０ꎬ 每

个样品 ３ 次重复ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ第一链的合成

油茶雌蕊总 ＲＮＡ 提取参照 ＲＮＡ 提取试剂盒
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(ＴａＫａＲａꎬ 日本)操作说明书ꎮ 于－８０℃保存备用ꎬ
采用 １％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的完整性ꎮ

使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 反转录试剂盒 ( ＴａＫａＲａꎬ 日本) 进行

ｃＤＮＡ第一链的合成ꎬ 得到的 ｃＤＮＡ 用于基因克隆ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 油茶 ＣｏＣＡＴｓ 基因的克隆

分析油茶自交和异交雌蕊转录组数据库ꎬ 筛选

得到 ３ 个差异表达且具有全长 ＣＤＳ 的 ＣＡＴ 家族基

因ꎬ 分别命名为 ＣｏＣＡＴ１、 ＣｏＣＡＴ２ 和 ＣｏＣＡＴ３ꎮ
参考全长 ＣＤＳ 序列ꎬ 使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰０ 软件[２４]设计

特异性全长扩增引物 ＣｏＣＡＴ１￣Ｆ / Ｒ、 ＣｏＣＡＴ２￣Ｆ / Ｒ
和 ＣｏＣＡＴ３￣Ｆ / Ｒ(表 １)ꎬ 由长沙擎科生物公司合

成ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 使用 ＴａＫａＲａ 公司的高保真

ＨＳ 酶进行特异性扩增ꎬ 扩增体系及程序参考操作

说明书ꎮ
扩增产物回收后分别连接到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ

转化至大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ ＰＣＲ 检测后挑选阳性菌

液ꎬ 送至长沙擎科生物公司测序ꎮ
表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′￣３′)

用途
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＣｏＣＡＴ１￣Ｆ ＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＡＣＡＡＧＴＡＴＣＧＣＣＣＡ
ＣｏＣＡＴ１￣Ｒ ＴＣＡＡＡＴＧＣＴＴＧＧＣＣＴＣＡＴＧＴＴＧＡＧ
ＣｏＣＡＴ２￣Ｆ ＡＴＧＣＡＡＧＧＧＧＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡ
ＣｏＣＡＴ２￣Ｒ ＴＣＡＡＡＴＧＣＴＡＧＧＣＣＴＣＡＣＧＴＴＣＡＧＧ
ＣｏＣＡＴ３￣Ｆ ＡＴＧＧＡＴＣＣＡＴＡＣＡＡＧＴＡＣＣＧＴＣＣＴ
ＣｏＣＡＴ３￣Ｒ ＴＣＡＡＡＴＧＣＴＴＧＧＴＣＴＣＡＣＧＴＴＣＡ

ＣｏＣＡＴ
基因克隆

ＣｏＣＡＴ１￣ＱＦ ＣＣＣＧＴＣＡＴＴＧＴＴＡＧＧＴＴ
ＣｏＣＡＴ１￣ＱＲ ＡＴＧＧＧＡＣＴＴＡＧＧＧＴＴＧＧ
ＣｏＣＡＴ２￣ＱＦ ＣＣＣＡＡＡＧＴＣＴＣＡＣＡＴＣＣ
ＣｏＣＡＴ２￣ＱＲ ＧＧＣＴＴＣＡＴＣＧＴＣＣＡＡＣＡ
ＣｏＣＡＴ３￣ＱＦ ＡＴＧＡＴＧＴＧＧＧＴＧＴＴＣＣＧ
ＣｏＣＡＴ３￣ＱＲ ＴＴＣＡＣＴＣＣＧＣＡＧＧＴＡＧＧＴ

实时定量
ＲＴ￣ＰＣＲ

ＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＣＴＡＣＴＧＧＡＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧＡ
ＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＴＡＡＧＡＣＣＣＴＣＡＡＣＡＡＴＧＣＣ

内参基因

１􀆰 ２􀆰 ４　 生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )对 ３ 个 ＣｏＣＡＴｓ 基因的全

长 ｃＤＮＡ 序列进行分析ꎬ 分别利用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 和 Ｉｎｔｅｒ￣
ＰｒｏＳｃａｎ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ / ｓｅａｒｃｈ /
ｓｅｑｕｅｎｃｅ / )分析 ＣｏＣＡＴｓ 蛋白基本理化性质和预

测蛋白 结 构 域ꎬ 分 别 采 用 在 线 工 具 ＰＲＯＳＩＴＥ

ＳＣＡＮ(ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕ￣
ｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ / ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ＿ｐｒｏｓｃａｎ.ｈｔｍｌ)和

ＮｅｔＰｈｏｓ￣３􀆰１(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅ.ｐｈｐ? ＮｅｔＰｈｏｓ￣３.１)进行蛋白基元和磷酸

化位点分析ꎬ 利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘ￣
ｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )分析亲 /疏水性ꎬ 利用 ＳＯＰ￣
ＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)和 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 在线工具分析其二级结构和三级结构ꎬ 使

用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ２􀆰０ 和 ＳｉｇｎａｌＰ ６􀆰０ 网站预测蛋

白跨膜结构及信号肽ꎬ 通过 ＰＳＯＲＴ Ⅱ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ. ｃｏｍ / ｔｏｏｌｓ / ｐｓｏｒｔ ) 和 ＳＴＲＩＮＧ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )进行亚细胞定位和蛋白

互作预测ꎬ 利用 Ｊａｌｖｉｅｗ 和 ＭＥＧＡ １１􀆰０􀆰１０ 软件

进行序列比对和系统进化树构建ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

为了检测 ＣｏＣＡＴｓ 基因在油茶自交、 异交授

粉雌蕊中的表达模式ꎬ 分别设计实时荧光定量

ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ) 引

物ꎬ 以油茶管家基因 ＧＡＰＤＨ 为内参(表 １)进行

检测ꎬ 每个反应设置 ３ 次重复ꎮ ｑＰＣＲ 采用荧光

染料 ＳＹＢＲ 在 ＣＦＸ９６ Ｔｏｕｃｈ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ (伯

乐ꎬ 美国)反应系统上进行ꎮ 相对表达量的计算

采用 ２－ΔΔＣＴ方法[２５] ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 自交和异交授粉后雌蕊内 ＣＡＴ 活性变化

油茶自交和异交授粉后雌蕊内 ＣＡＴ 活性变化

如图 １ 所示ꎮ 自花授粉后 ２４ ~６０ ｈ 和 ８４ ~９６ ｈ
油茶雌蕊的 ＣＡＴ 酶活性急剧上升ꎬ ６０ ｈ 达到高峰ꎬ
为 ２９􀆰６１ Ｕ􀅰ｇ－１ ＦＷ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ ６０~７２ ｈ 迅速下降ꎮ
异花授粉后 ＣＡＴ 活性变化幅度较小ꎬ 在 ４８ ｈ 之前

呈下降趋势ꎬ 之后先上升后下降ꎬ 并在 ７２ ｈ 达到

最大值ꎬ 为 １２􀆰０６ Ｕ􀅰ｇ－１ ＦＷ􀅰ｍｉｎ－１ꎮ 总体而言ꎬ
在授粉后 ２４~７２ ｈꎬ 自花授粉雌蕊内 ＣＡＴ 活性高

于异花授粉ꎮ
２􀆰 ２　 油茶 ＣｏＣＡＴｓ 基因克隆

以油茶 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 用相应引物进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ 得到了预期大小的 ＰＣＲ 产物(图 ２)ꎮ 对其

进行回收、 测序后ꎬ 得到 ＣｏＣＡＴ１、 ＣｏＣＡＴ２ 和

ＣｏＣＡＴ３ 基因ꎬ 其序列长度分别为 １４７９、 １２８７ 和

１４７９ ｂｐꎬ 分别编码 ４９２、 ４２８和 ４９２个氨基酸(ａａ)ꎮ

２１８ 植 物 科 学 学 报 第 ４０ 卷　
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图 １　 油茶自交和异交授粉后雌蕊内 ＣＡＴ活性变化
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｅｌｆ￣ａｎｄ ｃｒｏｓｓ￣

ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ ｐｉｓｔｉｌｓ
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Ｍ: ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＣｏＣＡＴ１ꎻ ２: Ｃｏ￣
ＣＡＴ２ꎻ ３: ＣｏＣＡＴ３.

图 ２　 油茶 ＣｏＣＡＴｓ基因扩增产物电泳图
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＣｏＣＡＴ

ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ

１~ ５)如需查阅附件内容请登录«植物科学学报»网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ.ｃｎ)查看本期文章ꎮ

２􀆰 ３　 生物信息学分析

２􀆰 ３􀆰 １　 ＣｏＣＡＴｓ 基因编码蛋白的理化性质

利用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 在线软件对 ＣｏＣＡＴｓ 基因编

码蛋白进行理化性质分析ꎬ 结果见附表 １１) ꎮ ３ 个

蛋白均偏酸性ꎬ ＣｏＣＡＴ１、 ＣｏＣＡＴ２ 为稳定性蛋

白ꎬ ＣｏＣＡＴ３ 为 不 稳 定 性 蛋 白ꎮ ＣｏＣＡＴ１ ~
ＣｏＣＡＴ３的正电残基(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)分别为 ５７、 ５０
和 ５８ꎬ 负电残基(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)分别为 ６１、 ５５ 和

６１ꎮ 根据疏水系数ꎬ ３ 个蛋白均为亲水性蛋白ꎮ

ＣｏＣＡＴ１和 ＣｏＣＡＴ３ 疏水性最大值均为 ２􀆰７００ꎬ
位于第 ３２６ 位 ａａꎬ 疏水性最小值均为－２􀆰６７８ꎬ
位于第 ４２７ 位 ａａꎻ ＣｏＣＡＴ２ 疏水性分析中最大峰

值位于第 ２６２ 位 ａａꎬ 对应峰值 ２􀆰６７７ꎻ 亲水性分

析中 最 大 峰 值 位 于 第 ３６３ 位 ａａꎬ 对 应 峰 值

－２􀆰 ６７８(附图 １２) : Ａ)ꎮ
蛋白磷酸化位点预测结果显示ꎬ ＣｏＣＡＴ１ 蛋

白存在 ２２ 个丝氨酸(Ｓｅｒ)磷酸化位点、 １２ 个苏

氨酸(Ｔｈｒ)磷酸化位点及 ７ 个酪氨酸(Ｔｙｒ)磷酸化

位点ꎻ ＣｏＣＡＴ２ 具有 １１ 个 Ｓｅｒ 磷酸化位点、 ９ 个

Ｔｈｒ 磷酸化位点、 ５ 个 Ｔｙｒ 磷酸化位点ꎻ ＣｏＣＡＴ３
存在 ２１ 个 Ｓｅｒ 磷酸化位点ꎬ １０ 个 Ｔｈｒ 磷酸化位

点ꎬ ５ 个 Ｔｙｒ 磷酸化位点(附图 １)ꎮ 推测 ＣｏＣＡＴｓ
蛋白被这 ３ 种氨基酸激酶磷酸化且激活ꎬ 最终调

控基因表达ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 蛋白二级结构、 三级结构特性分析

蛋白质二级结构预测结果表明ꎬ ３ 个蛋白主

要由无规则卷曲、 α￣螺旋、 伸展链和 β￣折叠组

成ꎬ 但其比例和分布存在差异(附表 ２３) )ꎮ 无规

则卷曲所占比例最高ꎬ 为 ４６􀆰７３％~５１􀆰５３％ꎻ 其

次是 α￣螺旋ꎬ 占 ２６􀆰４２％~２８􀆰２７％ꎻ 占比最低的

是 β￣折叠ꎬ 为 ７􀆰１１％~８􀆰６４％ꎮ
以枯草芽胞杆菌 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ( Ｅｈｒｅｎ￣

ｂｅｒｇ) Ｃｏｈｎ) 过氧化氢酶 ( ＰＤＢ Ｎｏ.: ４ｑｏｌ􀆰１) Ａ
链为模板[２６] ꎬ 对 ３ 个蛋白进行三维结构建模(附
图 ２４) )ꎮ 结果显示ꎬ ＣｏＣＡＴ１ ~ ＣｏＣＡＴ３ 蛋白与

模板蛋白的序列相似性分别为 ５１􀆰４６％、 ４９􀆰１７％
和 ５２􀆰０９％ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＣｏＣＡＴｓ 蛋白结构域及定位分析

ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 分析结果显示ꎬ ３ 个基因的编

码产物均为 ＣＡＴ 家族成员ꎬ 都包含 ＣＡＴ 核心结

构域、 活性位点和血红素结合位点ꎮ ＰＲＯＳＩＴＥ
ＳＣＡＮ 分析表明ꎬ ＣｏＣＡＴｓ 蛋白含有数目不等的

基元ꎬ 包括 Ｎ￣糖基化位点、 蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位

点、 酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点、 酪氨酸激酶磷酸

化位点、 Ｎ 豆蔻酰化位点(Ｎ￣ｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ)
和酰胺化位点等(附表 ３５) )ꎮ 对蛋白保守结构域进

行预测ꎬ 发现 ３ 个 ＣｏＣＡＴｓ 蛋白均含有 ＰＬＮ０２６０９
超家族结构域ꎬ 位置分别在 １~ ４９２、 １０~ ４２８ 和

１~ ４６２ꎮ
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跨膜结构及信号肽预测结果表明ꎬ ３ 个 Ｃｏ￣
ＣＡＴｓ 蛋白均不存在跨膜结构ꎬ 也不含信号肽ꎮ
ＰＳＯＲＴ 预测显示ꎬ ３ 个蛋白定位在细胞质中的可

能性最高ꎬ 分别为 ３９􀆰１％、 ４３􀆰５％和 ３９􀆰１％ꎬ 定位

于线粒体的几率最低ꎬ 分别为 ２６􀆰１％、 ２１􀆰７％和

２１􀆰７％ꎬ 定位于细胞核的概率均为 ３４􀆰８％ꎮ ＣｏＣＡＴ３
还可能定位于内质网ꎬ 其可能性为 ４􀆰３％ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＣＡＴｓ 蛋白互作预测

选用模式植物拟南芥对 ＣＡＴｓ 互作蛋白进行预

测ꎮ 结果如图 ３ 所示ꎬ 共有 ２０ 个蛋白与 ＣＡＴｓ 存

在互作关系ꎮ 该蛋白互作网络图共有 ２３ 个节点ꎬ

１４６ 条边ꎬ 平均节点度为 １２􀆰７ꎬ ＰＰＩ 富集 Ｐ 值<
１􀆰 ０Ｅ－１６ꎮ ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 富集分析表明ꎬ ＣＡＴｓ 互

作网络蛋白参与细胞氧化解毒代谢、 氧化还原及活

性氧代谢过程ꎬ 主要在细胞质中发挥作用ꎬ 且具有

调控抗氧化活性、 氧化还原活性及催化活性分子功

能(附表 ４１) )ꎮ ＣＡＴｓ 共参与 ８ 个 ＫＥＧＧ 通路ꎬ 其

中与 ＨＰＲ、 ＧＯＸ２、 ＡＧＴ、 ＡＣＸ１、 ＡＣＸ５、 ＰＫＴ３、
ＰＫＴ４、 ＰＫＴ５、 ＡＰＰＸ１、 ＡＰＰＸ３、 ＧＲ、 ＧＰＸ２ 等

１２ 个蛋白参与代谢过程ꎬ 与 ＨＰＲ、 ＧＯＸ２、 ＡＧＴ、
ＡＣＸ１、 ＡＣＸ５ 等 ５ 个蛋白参与碳代谢过程ꎮ 互作

蛋白信息见附表 ５２)ꎮ

图 ３　 ＣＡＴｓ蛋白互作网络预测
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ

１ꎬ ２)如需查阅附件内容请登录«植物科学学报»网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ.ｃｎ)查看本期文章ꎮ
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２􀆰 ３􀆰 ５　 ＣｏＣＡＴｓ氨基酸序列比对及系统进化树分析

通过 ＮＣＢＩ 比对发现ꎬ 油茶 ＣｏＣＡＴｓ 氨基

酸序列与其他物种的相似性均在 ８９％以上ꎬ ３
个蛋白与茶 ( Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ( Ｌ.) Ｏ. Ｋｔｚｅ.)
ＣＡＴ 的相 似 度 均 最 高ꎬ 分 别 为 ９９％、 ９４％、
９９％ꎮ 利用 Ｊａｌｖｉｅｗ 软件ꎬ 将 ＣｏＣＡＴｓ 与茶树

ＣｓＣＡＴ１ ( ＸＰ ＿ ０２８０９８１４４􀆰 １ ) 、 可 可 ( Ｔｈｅｏ￣
ｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌ.) ＴｃＣＡＴ２ ( ＥＯＹ１５２５９􀆰 １ ) 、
榴莲 ( Ｄｕｒｉｏ ｚｉｂｅｔｈｉｎｕｓ Ｍｕｒｒ􀆰)ＤｚＣＡＴ１￣ｌｉｋｅ (ＸＰ＿
０２２７７２５６３􀆰１)、 曼 陀 罗 (Ｄａｔｕｒａ ｓｔｒａｍｏｎｉｕｍ Ｌ.)

ＤｓＣＡＴａ(ＭＣＤ７４４５９００􀆰１)、 山梨猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ
ｒｕｆａ ( Ｓｉｅｂ􀆰 ＆ Ｚｕｃｃ.) Ｐｌａｎｃｈ. ｅｘ Ｍｉｑ.) ＡｒＣＡＴ２
(ＧＦＹ８７８２７􀆰１)、 烟草 ＮｔＣＡＴ３ (ＮＰ＿００１３１２０２２􀆰１)
等序列进行比对ꎬ 发现 ＣｏＣＡＴ１ 和 ＣｏＣＡＴ３ 含有

ＣＡＴ 活性部位(ＦＤＲＥＲＩＰＥＲＶＶＨＡＲＧＡＳ)ꎬ 其活性

位点均为第 ６５ 位 ａａ(Ｈｉｓ)ꎬ 均具有 Ｓｅｒ￣Ａｒｇ￣Ｌｅｕ
序列(ＳＲＬ)ꎻ ＣｏＣＡＴ１ 包含典型的 Ｃ 末端ꎬ 含有

保守的三肽序列(ＱＫＬ)ꎬ 即过氧化物酶体蛋白识

别类 ＰＴＳ１ ( Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ) 基序ꎬ
如图 ４ 所示ꎮ

１: 过氧化氢酶近活性部位ꎻ 黑点为酶活性位点ꎻ ２: ＰＳＴ１ 类基序ꎻ ３: ＳＲＬ 序列ꎮ
１: Ｃａｔａｌａｓｅ ｐｒｏｘｉｍａｌ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅꎻ Ｂｌａｃｋ ｄｏｔｓ ａｒｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓꎻ ２: ＰＳＴ１ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ ３: ＳＲＬ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.

图 ４　 油茶与其他物种 ＣＡＴｓ蛋白多重序列比对
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＣＡＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

　 　 本研究从 ＮＣＢＩ 网站下载了 ２０ 条不同植物

的 ＣＡＴｓ 蛋白ꎬ 通过 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ 邻接

法)与油茶 ＣｏＣＡＴｓ 构建系统进化树ꎮ 结果显

示ꎬ ２３ 个蛋白被聚在 ３ 个大的独立进化分支

中ꎬ ＣｏＣＡＴ１、 ＣｏＣＡＴ２ 和 ＣｏＣＡＴ３ 均聚在分支

Ⅰꎬ 并与烟草 ＮｔＣＡＴ３ (ＮＰ＿００１３１２０２２􀆰 １) 、 茶

ＣｓＣＡＴ１ (ＸＰ＿０２８０９８１４４􀆰 １) 同聚于 １ 个小的

分支中ꎬ 其中 ＣｏＣＡＴ２、 ＣｏＣＡＴ３ 与 ＮｔＣＡＴ３ 亲

缘关系最近ꎬ 而 ＣｏＣＡＴ１ 与 ＣｓＣＡＴ１ 亲缘关系

最近(图 ５) ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ６　 ＣｏＣＡＴｓ 基因的表达分析

采用 ｑＰＣＲ 方法检测 ＣｏＣＡＴｓ 基因在自交、
异交授粉雌蕊中的表达情况ꎬ 结果如图 ６ 所示ꎮ
ＣｏＣＡＴ１ 在异交授粉雌蕊中的相对表达量均较低ꎬ
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图 ５　 油茶与其他植物 ＣＡＴｓ蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣｏＣＡＴｓ ｗｉｔｈ ＣＡＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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不同小写字母代表在 ０􀆰０５ 水平上差异显著ꎻ 蓝色和黑色字母
分别表示在异交和自交不同授粉时间内差异显著ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰０５ ｌｅｖｅｌꎻ
ｂｌｕｅ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｓｓ￣ ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ６　 ＣｏＣＡＴｓ基因在油茶自交、
异交雌蕊中的表达模式

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＣｏＣＡＴｓ ｉｎ
ｓｅｌｆ￣ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ Ｃ. ｏｌｅｉｆｅｒａ ｐｉｓｔｉｌｓ
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在自交授粉 ７２ ｈ 后的雌蕊中表达量最大ꎮ Ｃｏ￣
ＣＡＴ２ 在异交授粉 ２ ｈ 后的雌蕊中相对表达量最

高ꎬ 在自交授粉 ７２ ｈ 后的雌蕊中表达量最高ꎮ 在

异交授粉雌蕊中ꎬ ＣｏＣＡＴ３ 的相对表达量在 ９６ ｈ
时最高ꎬ 且高于自交ꎻ ＣｏＣＡＴｓ 基因在 ２、 ４８、
９６ ｈ异交雌蕊中的表达量均显著高于同期自交雌

蕊ꎬ 而在 ３６、 ８４ ｈ 自交雌蕊中的表达量则高于

异交ꎮ

３　 讨论

ＣＡＴ 是一种主要的胞质抗氧化酶ꎬ 在植物器

官发生、 雄性不育等方面起着重要作用[７]ꎮ 花粉

萌发、 花粉管生长以及花粉与花柱的互作、 植物自

交不亲和过程均涉及 Ｃａ２＋和 ＲＯＳ 信号分子[２７－２９]ꎬ
而 ＣＡＴ、 ＳＯＤ 等活性氧清除酶维系着胞内 ＲＯＳ 处

于稳定状态[３０]ꎮ 研究发现ꎬ ＣａＭ 可以通过刺激植

物 ＣＡＴ 的催化活性来下调植物体内的 Ｈ２Ｏ２ 水

平[３１]ꎮ 熊博等[３２]发现钙能调控黄果柑(Ｃｉｔｒｕｓ ｃｕｌ￣
ｔｉｖａｒ ｃｖ. Ｈｕａｎｇｇｕｏｇａｎ)果实的 ＣＡＴ 活性ꎬ 增强

其清除活性氧的能力ꎮ Ｄａｔ 等[３３] 也发现ꎬ 反义表

达 Ｃａｔ 的 转 基 因 烟 草 ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.ꎬ
ＣＡＴ１ＡＳ)ꎬ 由于 ＣＡＴ 活性的降低ꎬ 导致 Ｈ２Ｏ２ 过

量积累ꎬ 从而触发细胞主动死亡ꎮ 向警等[３４] 发现

添加不同浓度的褪黑素能够显著增强幼苗的 ＣＡＴ
活性ꎬ 从而显著降低 ＲＯＳ 含量ꎮ ＣＡＴｓ 在控制

ＲＯＳ 水平和植物细胞的氧化还原平衡中起着关键

作用[３５]ꎮ 此外ꎬ 也有研究表明ꎬ 两性花、 雄花的

性别分化与抗氧化酶活性相关ꎬ 两性花的发育需要

更高活性的抗氧化酶参与[３６ꎬ ３７]ꎮ
前人研究发现ꎬ 油茶自交不亲和反应主要发生

在花柱基部接近子房处ꎬ 自花授粉花粉管在授粉

４８~７２ ｈ 后停止生长ꎬ 出现扭曲、 折叠等异常反

应[３８]ꎮ 自、 异花授粉均会引起油茶雌蕊内 ＣＡＴ 活

性的上升ꎬ 但幅度不同ꎬ 有学者推测这是植物在长

期进化过程中形成的有利于自身繁殖以及保护自身

种质资源的一种有效措施[１７]ꎮ
本实验克隆了 ＣｏＣＡＴ１~ＣｏＣＡＴ３ 基因ꎬ 其编

码产物均为亲水性蛋白ꎮ ３ 个蛋白分别有 ４１、 ２５、
３６ 个蛋白磷酸化位点ꎬ 推测 ＣｏＣＡＴｓ 可能被磷酸

化激活ꎬ 在基因调控通路中发挥重要作用ꎮ 序列比

对发现这 ３ 个基因与茶 ＣＡＴ 基因的相似性最高ꎬ
且编码蛋白具备 ＣＡＴｓ 蛋白的保守结构域[３９]ꎮ ３

个蛋白的三维结构和枯草芽孢杆菌 ＣＡＴ Ａ 链晶体

结构类似ꎮ
本研究构建了 ＣＡＴｓ 蛋白网络ꎬ 并进行了 ＧＯ

及 ＫＥＧＧ 富集分析ꎮ 结果发现ꎬ ＣＡＴｓ 与 ＡＰＸ１、
ＡＰＸ３、 ＧＲ、 ＦＳＤ ~ ＦＳＤ３、 ＧＰＸ２、 ＣＳＤ１ ~ ＣＳＤ３
及 ＭＳＤ１ 之间存在相互作用ꎬ 细胞氧化解毒代谢过

程、 氧化还原过程及活性氧代谢过程为显著性富集

功能途径ꎮ 推测 ＣＡＴｓ 在参与油茶自交不亲和过程

中ꎬ 与富集到的细胞氧化解毒代谢、 氧化还原及活

性氧代谢过程的蛋白成员共同发挥调控作用ꎮ 系统

发育分析表明ꎬ ＣｏＣＡＴｓ 与同为山茶属的茶树 Ｃｓ￣
ＣＡＴ１ 的亲缘关系较近ꎮ ３ 个 ＣｏＣＡＴｓ 基因在授粉

３６、 ８４ ｈ 后的自交雌蕊中表达量高于异交ꎻ 前期

研究发现ꎬ 自交雌蕊 ＣＡＴ 活性从授粉 ３６ ｈ 后急剧

增加ꎬ 到 ６０ ｈ 达到最大值后骤降ꎮ 推测这段时间

内自交雌蕊中增加了 ＣＡＴ 相关基因的表达量以抵

抗活性氧自由基的伤害ꎬ 在自交授粉 ７２ ｈ 后雌蕊

的 ＣＡＴ 基因表达量显著高于其他时间段ꎬ 说明自

交花粉管在到达花柱基部及子房上部过程中均受到

阻碍ꎬ 推测 ３ 个基因编码产物可能参与了油茶自交

不亲和引起的自身防御反应ꎮ 但这些基因的调控机

制还需进一步研究ꎮ
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