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核桃油酸脱氢酶基因JrFAD2的克隆及表达分析

敬 丹，骆 翔，陈利娜，夏小丛，杨选文，李好先，王 企，曹尚银*

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450009）

摘 要：【目的】测定并分析不同核桃品种核仁脂肪酸成分，克隆核桃FAD2基因，探究其在核桃不饱和脂肪酸合成中的

作用。【方法】采用气相色谱-质谱联用的方法对20份核桃种质资源核仁的脂肪酸组分进行测定并对各组分间的相对

含量进行计算及分析；基于核桃全基因组注释信息，通过实时荧光定量PCR技术对核桃油酸脱氢酶FAD2基因在高、

低亚油酸品种间的表达模式进行分析；通过RT-PCR技术扩增 JrFAD2基因的CDS序列，对其进行结构分析，并利用农

杆菌介导的瞬时表达系统选用带有GFP标签的pBI121载体构建35S::JrFAD2重组表达载体，利用激光共聚焦显微镜

观察核桃FAD2在本氏烟草叶表皮细胞中的表达。【结果】20份核桃资源核仁脂肪酸主要组分为亚油酸、油酸、硬脂酸

和棕榈酸，其中不饱和脂肪酸高达90%。实时荧光定量PCR结果显示，高亚油酸品种及低亚油酸品种的油酸脱氢酶

FAD2基因的表达模式具有差异。其中WALNUT_00011902-RA在3个高亚油酸品种的表达量均显著高于低亚油酸品

种。选择WALNUT_00011902-RA作为目标基因进行克隆，得到长度为 1 152 bp的 JrFAD2基因的CDS序列，编码 383

个氨基酸，含有ω-6脂肪酸去饱和酶的功能结构域，属于Membrane-FADS-like超家族。系统进化分析发现，核桃FAD2

与大豆、油桐FAD2的亲缘关系较近。亚细胞定位结果显示，核桃FAD2定位于细胞质。【结论】JrFAD2基因可能在核桃

不饱和脂肪酸合成过程中对亚油酸的合成及油酸和亚油酸的比例具有促进和调控作用。
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Abstract:【Objective】Walnut (Juglans regia L.) is an economically important nut tree in China with a

long history of cultivation and a wide range of distribution. It is rich in fatty acids of which about 90%

are unsaturated fatty acids which are essential nutrients for the people. The degree of unsaturated fatty

acids is one of the important indexes to determine the quality of the oil in walnut for the characteristics

of lowering cholesterol in the body of human The research on the mechanism of unsaturated fatty acid

formation in walnut has also become a hotspot. The composition of the fatty acids in walnut and key

genes related to high unsaturated fatty acid synthesis are of great significance for studying the synthesis

of unsaturated fatty acids and optimizing the distribution ratio of fatty acids. As a critical enzyme in the

lipid biosynthetic pathway, the fatty acid desaturase 2 (FAD2) takes part in the desaturated conversion

of oleic acid (18∶1) to linoleic acid (18∶2). Currently, the FAD2 gene has been deeply studied in other

plants, but it has not been reported in walnut. In this study, we cloned the walnut FAD2 gene to explore

its role in the synthesis of unsaturated fatty acids in walnut in order to provide a basis for the analysis of

the synthesis mechanism of high unsaturated fatty acid in walnut.【Methods】The components and rela-
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脂肪酸是植物膜脂和种子贮藏脂肪的主要组

分，是植物主要的能量来源[1]。自然界中多种脂肪

酸具有重要的生理作用，其中不饱和脂肪酸对维持

生命体正常活动具有重要意义，是人体不可或缺的

营养物质。它可分为单不饱和脂肪酸和多不饱和脂

肪酸，研究表明，单不饱和脂肪酸人体内可自我合

成，而部分多不饱和脂肪酸人体自身不能自行合成，

需从富含多不饱和脂肪酸的食物中获得，其中主要

来自于植物油 [2]。核桃（Juglans regia L.）为胡桃科

胡桃属木本植物，是世界上重要的油料树种之一，与

油桐、油茶、乌桕并称我国四大木本油料树种[3]。作

为重要的木本油料树种，核桃因富含不饱和脂肪酸

而被推荐为世界各地人类健康饮食的重要资源[4]。

随着人们生活水平的提升及核桃应用领域的不断扩

大，人们对植物油脂要求日益提高，对核桃油的需求

量也在逐年增加，作为决定油脂品质的重要指标且

因其较好的食用价值、营养价值，核桃脂肪酸的不饱

和程度受到了广大研究者的青睐。

植物中不饱和脂肪酸的合成是在复杂的多酶复

合体催化条件下完成的，主要有初步合成和进一步

tive contents of fatty acids of the 20 walnut cultivars were determined by gas chromatography- mass

spectrometry (GC-MS). High linoleic acid varieties and low linoleic acid varieties were used as materi-

als, and the expression patterns of the fatty acid desaturase 2 (FAD2) in high and low linoleic acid variet-

ies were analyzed by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) based on the whole genome

annotation information of walnut. The CDS sequence of the JrFAD2 gene was amplified by RT-PCR

and its structure was analyzed by NCBI. MEGA7 was employed to build the phylogenetic tree of the

FAD2. The expression vector 35S::JrFAD2 was constructed by pBI121 vector with GFP tag through

Agrobacterium-mediated transient expression system, and the expression of the walnut FAD2 in the epi-

dermal cells of tobacco leaves was observed by using laser con-focal microscope.【Results】The fatty ac-

ids of the 20 walnut varieties were mainly composed of linoleic acid, oleic acid, stearic acid and palmit-

ic acid, of which unsaturated fatty acids were up to 90%. The content of linoleic acid was the highest,

its average value was 58.63%, and its coefficient of variation was the smallest, 10.4%. The variation

range of oleic acid was 24.17%-48.27%, and the coefficient of variation was the largest, 21.18%. There

were some differences in the expression levels of the FAD2 in the high linoleic acid varieties and the

low linoleic acid varieties, the expression level of the WALNUT_00002632-RA in high linoleic acid vari-

eties‘Daihui’and‘Zhengduan 15’was significantly higher than those in the three low linoleic acid va-

rieties (p ≤0.05), but there was no significant difference between‘Zha 343’and low linoleic acid vari-

eties. The difference of the WALNUT_00027620-RA between‘Daihui’and the low linoleic acid variet-

ies was significant. The expression level of the WALNUT_00011902-RA in the three high linoleic acid

varieties was all significantly higher than those of the low linoleic acid varieties. The WALNUT_

00011902- RA was selected as the gene to clone, and the CDS sequence of the JrFAD2 gene with a

length of 1 152 bp was obtained, which codes for 383 amino acids, contains the functional domain of

omega-6 fatty acid desaturase, and belongs to Membrane-FADS-like Super family. The JrFAD2 in wal-

nut had higher similarity with the FAD2 in the other plants, and it was speculated that they had similar

structure and function. Phylogenetic analysis showed that the walnut JrFAD2 was closely related to the

Vernicia fordii FAD2 and the soybean FAD2. The results of subcellular localization showed that the wal-

nut FAD2 emitted fluorescence signal in the cytoplasm, which was presumed to be mainly located in

the cytoplasm.【Conclusion】The fatty acids of walnut were mainly composed of linoleic acid, oleic ac-

id, stearic acid and palmitic acid. The critical gene JrFAD2 in walnut may promote and regulate the syn-

thesis of linoleic acid and the ratio of oleic acid and linoleic acid during the synthesis of the unsaturated

fatty acids.
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去饱和两个过程。首先是在质体中生成不同链长的

饱和脂肪酸，如十八碳饱和脂肪酸-硬脂酸（18:0），

硬脂酸在硬脂酰-ACP 去饱和酶（Stearoyl-ACP de-

saturase，SAD）的催化作用下生成单不饱和脂肪酸-

油酸（18:1），随后油酸在油酸脱氢酶（Oleate dehy-

drogenase，FAD2）的催化作用下生成多不饱和脂肪

酸-亚油酸，此酶属于ω-6脂肪酸去饱和酶，这是产

生多不饱和脂肪酸的关键步骤[5-7]。由此可见FAD2

可能是调控亚油酸含量及单不饱和脂肪酸与多不饱

和脂肪酸比例的关键因子。

目前，对脂肪酸代谢过程的研究已深入到分子

水平，研究者利用基因工程技术从植物体中克隆与

脂肪酸合成的相关基因，利用转基因技术验证基因

功能，初步对脂肪酸代谢通路进行了研究。其中关

于高等植物十八碳脂肪酸去饱和代谢过程中参与代

谢相关酶及编码基因的研究最为深入。1994 年

Okuley 等 [8] 在拟南芥中发现编码油酸脱氢酶

（FAD2）的重要基因FAD2，随后研究人员相继从油

菜、花生、大豆、玉米等农作物以及橄榄、油桐等木本

油料树种中克隆得到了FAD2基因，序列比对发现

该 基 因 在 不 同 物 种 中 具 有 高 度 同 源 性 [9]。

Hernández[10]在橄榄中克隆得到了 OepFAD2- 1 和

OepFAD2-2两个基因，结构分析发现这两个基因均

含有组氨酸保守区结构、跨膜结构和C末端内质网

保守结构。Salimonti等[11]对这两个基因进一步分析

发现，其对生长过程中胚的油酸及亚油酸含量具有

一定影响。Xue等[12]从紫苏中克隆出2个FAD2基因

并对其进行了表达分析，发现在紫苏不同组织中这

两个基因的表达量具有差异，其中种子中表达量最

高，花和芽中也有表达，但低于种子。此外，利用转

基因技术分析FAD2基因功能也在多种植物中得到

了验证，Schwartzbeck等[13]通过抑制FAD2的活性使

玉米油的油酸含量从25%上升到64%。在甘蓝型油

菜和大豆中对FAD2基因进行反义抑制，甘蓝型油

菜及大豆的油酸含量提高至 85%[14]。在花生中对

FAD2基因进行反义抑制，可使花生中油酸和亚油酸

的比值提升[15]。

以上研究表明，FAD2基因对调节植物油酸、亚

油酸含量具有关键作用，但核桃中还未有相关报

道。因此，对核桃的FAD2基因进行克隆并分析，对

研究核桃不饱和脂肪酸具有重要意义。笔者以核仁

为材料，对20份核桃种质资源的脂肪酸含量进行了

测定，同时在核桃中克隆出 JrFAD2基因，通过生物

信息学方法揭示其序列特征，并通过实时荧光定量

PCR（Real- time fluorescent quantitative PCR，qRT-

PCR）及亚细胞定位对其进行了初步分析，旨在为研

究核桃不饱和脂肪酸合成的分子机制奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

供试材料为生长健壮、均匀的 7 a（年）生核桃，

以株距2 m、行距4 m栽植于中国农业科学院郑州果

树研究所干果课题组试验基地，采用常规栽培方法

进行管理。

1.2 方法

1.2.1 20 份核桃资源脂肪酸成分及含量的测定

有以下步骤：（1）材料的获取。试验于 2018—2019

年进行，以‘扎 343’‘薄丰’‘岱辉’等 20份核桃资源

为试验对象，取单株不同方位果实 10个，取其核仁

充分混匀后置于-80 ℃超低温冰箱保存。每个品种

取 3个不同单株，样品分开保存。每个生物学重复

设3次技术重复。

（2）核桃油的提取。称取粉碎至米粒大小的烘

干核桃仁 5~10 g，放入离心管中，按照 1∶10的比例

加入石油醚（沸程：30~60 ℃），40 ℃水浴条件下超

声萃取30 min得到萃取液，50 ℃水浴条件下旋转蒸

发除去石油醚，得核桃油备用[16-17]。

（3）核桃脂肪的甲酯化及脂肪酸的测定。取

0.05 g核桃油加入到试管中，加入 2 mL 0.8 mol · L-1

的KOH-甲醇溶液，涡旋后70 ℃水浴20 min，冷却后

加入2 mL 1 mol·L-1的HCl-甲醇溶液，涡旋30 s后于

70 ℃水浴加热 20 min，待其冷却后再加入 4 mL正

己烷，涡旋 1 min后离心，取上清液过 0.22 μm有机

相滤膜，上机测试。

仪器型号为安捷伦 7980 B-5977 B，色谱柱为

HP-5 MS；采用仪器程序，进样量1 μL，分流比20∶1，

进样口温度270 ℃，柱箱初始温度为130 ℃，升温速

率 15 ℃ · min-1，上升到 280 ℃，保持 5 min。传输线

温度 280 ℃。质谱条件为溶剂延迟 4 min，scan 模

式，扫描范围为 50~500 m/z。由于每种脂肪酸甲酯

响应相似，通过数据库（NIST）检索比对定性，通过

峰面积比确定各类脂肪酸所占百分比。利用SPSS

（version 17.0）软件对测得的脂肪酸数据进行聚类分

析（聚类方法：组间连接；聚类距离：Euclidean 距

敬 丹，等：核桃油酸脱氢酶基因JrFAD2的克隆及表达分析 1477
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离）。

1.2.2 实时荧光定量 PCR 采用多糖多酚植物总

RNA提取试剂盒（TIANGEN）提取核仁总RNA，使

用 TIANGEN 公司的 TIANscript RT Kit 进行 cDNA

第一链的合成，方法参照说明书进行。根据核桃参

考基因组[18]数据库中的油酸脱氢酶FAD2基因序列，

使用 Primer5.0设计引物，以核桃 18S rRNA作为内

参基因[19]（表1）。

表 1 本研究中所用引物

Table 1 Primers used in this study

基因

Gene

Jr18S rRNA

WALNUT_00011902-RA

WALNUT_00002632-RA

WALNUT_00027620-RA

JrFAD2

引物名称

Primer name

Jr18S rRNA-F
Jr18S rRNA-R

W00011902-F
W00011902-R

W00002632-F
W00002632-R

W00027620-F
W00027620-R

JrFAD2-F
JrFAD2-R

引物序列（5’-3’）
Primer sequence（5’-3’）

GGTCAATCTTCTCGTTCCCTT
TCGCATTTCGCTACGTTCTT

TGAATCTGGCAGTCTGAAGC
AAACAACATAGGAGAATGAGTGG

TCGTCAACAAGAGTGAAGAACA
GAGAATGAGCGGAAGAGGGAA

AAGCGAGTTCCCCACACAAAG
GGAAGAGAGAGGCTAGTGCGAG

taTCTAGAATGGGTGCCGGTGGCCGAAT
gcGGATCCTCACAGCTTGTTGTTGTACC

用途

Purpose

核桃内参引物

Internal primer of walnut

荧光定量引物

Fluorescent quantitative PCR primer

荧光定量引物

Fluorescent quantitative PCR primer

荧光定量引物

Fluorescent quantitative PCR primer

表达载体构建引物

Primer of expression vector construction

注：F 表示上游引物，R 表示下游引物，划线部分表示双酶切位点。

Note: F represents the upstream primer，R represents the reverse primer，and the underlined part represents double enzyme cutting sites.

以反转录生成的 cDNA为模板，使用荧光定量

PCR仪（Roche 480，SYBR Green Ⅰ）进行实时荧光

定量PCR。每一个PCR反应均设置3次重复。反应

体系为 ：SYBR Green Real- time PCR Master Mix

（2×）10 μL，上、下游引物各 1 μL（10 μmol · L- 1），

cDNA模板2 μL，加灭菌蒸馏水补至20 μL。反应程

序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，59 ℃ 10 s，72 ℃ 10 s，

45个循环。

相对表达量的计算采用 2-ΔΔCt法 [20]。利用 SPSS

（version17.0）软件进行方差分析。

1.2.3 目的片段的扩增与鉴定 结合荧光定量结

果，选择 JrFAD2（WALNUT_00011902- RA）进行克

隆。PCR扩增采用KOD-Plus-Neo高保真聚合酶进

行扩增。反应体系为：10×PCR buffer for KOD-Plus-

Neo 5 μL，2 mmol · L- 1 dNTPs 5 μL，25 mmol · L- 1

MgSO4 3 μL，KOD-Plus-Neo 1 μL，模板 cDNA 2 μL，

上、下游引物（10 mmol·L-1）各1 μL，ddH2O补至体积

为50 μL。PCR反应程序为：94 ℃ 2 min；98 ℃ 15 s，

58 ℃ 30 s，68 ℃ 1 min，34个循环；68 ℃ 7 min；4 ℃

保存。PCR产物用1.5%的琼脂糖进行检测，然后进

行凝胶回收纯化（TIANGEN，琼脂糖凝胶DNA回收

试剂盒）。将回收产物连接到擎科的PCloning007-T

载体上，连接产物转化至大肠杆菌DH5α感受态中，

挑取阳性克隆测序验证，测序委托河南尚亚生物技

术有限公司完成。

1.2.4 基因序列及氨基酸序列分析 利用 DNA-

MAN软件分析克隆所得基因的核苷酸序列及不同

物种间同源基因的氨基酸序列；使用 NCBI 的 Do-

mains & Structures数据库进行CD-Search分析核桃

FAD2的结构域；通过NCBI网站下载其他物种FAD2

基因序列，用MEGA7.0本地软件邻接法构建系统进

化树。

1.2.5 表达载体的构建及亚细胞定位 选用带有

GFP标签的pBI121载体构建35S::JrFAD2重组表达

载体，限制性酶切位点选用XbalⅠ/BamHⅠ，双酶切

位点用下划线标出（表 1）。在核桃 FAD2 基因的

ORF（Openg reading frame）两端分别引入酶切位点

XbaⅠ（TCTAGA）与BamHⅠ（GGATCC），使用TA-

KARA的限制性内切酶进行双酶切后连接到表达载

体pBI121上。

亚细胞定位以本氏烟草作为载体。将构建好的

重组载体质粒转化至农杆菌GV3101（唯地）中，后

将带有目的基因 JrFAD2重组表达载体的农杆菌菌

液，28 ℃摇床培养至OD600为 0.6~0.8，4 000 r · min-1

离心10 min，倒掉废液，加入注射重悬液（10 mmol·L-1

MgCl2、10 mmol·L-1 MES，pH 5.6；高温高压灭菌后，

加入 200 μmol · L-1乙酰丁香酮）重悬菌体至重悬后

的OD600为 0.8左右，室温静置 2~3 h，取培养好的健

康的本氏烟草进行注射，同时以仅有pBI121-GFP空

载体的农杆菌菌液接种本氏烟草作为对照。将注射

1478



，等：核桃油酸脱氢酶基因 JrFAD2的克隆及表达分析第10期

的烟草黑暗培养24 h，光照培养箱（温度24 ℃；光照

时间15 h，黑暗时间9 h）培养2~3 d后采用激光共聚

焦显微镜在激发波长 488 nm下观察烟草叶表皮细

胞中荧光蛋白的表达和分布情况[21]。

2 结果与分析

2.1 20份核桃资源核仁主要脂肪酸成分及相对含

量

本试验 20个核桃品种的主要脂肪酸组分及相

对含量的测定结果见表2。不同核桃品种其主要脂

肪酸组分均含有亚油酸、油酸、硬脂酸和棕榈酸4种

主要脂肪酸，具有一定的稳定性特征。核桃脂肪酸

组分以亚油酸和油酸为主，二者均为不饱和脂肪酸，

其中多不饱和脂肪酸-亚油酸相对含量最高，占总脂

肪含量的50%以上，单不饱和脂肪酸-油酸相对含量

次之，二者相对含量高达脂肪酸总量的90%。20个

核桃品种中，棕榈酸的相对含量为4.22%~7.65%，平

均值为 5.65%，不同核桃品种间棕榈酸的变异系数

为 13.45%；亚油酸的相对含量为 44.46%~64.75%，

平均值58.64%，20份核桃资源中亚油酸的变异系数

最小，为9.89%；油酸相对含量的变化范围为24.10%~

46.86%，平均值为 30.64%，在不同品种间的变异系

数最大，为 19.98%；硬脂酸的相对含量为 3.51%~

6.97%，平均为4.72%，在不同核桃品种中，其变异系

表 2 不同核桃品种的脂肪酸组分及相对含量

Table 2 Fatty acids composition and relative content of different walnut varieties %

序号

Order

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

平均值 Average

变异系数 Variable coefficient

品种

Variety

中短18号 Zhongduan 18

契可 Chico

中短16号 Zhongduan 16

中核15号 Zhonghe 15

温185 Wen 185

周口店1号 Zhoukoudian 1

哈特利 Hartley

清香 Qingxiang

中核短枝 Zhongheduanzhi

京861 Jing 861

高岭4号 Gaoling 4

中核丰 Zhonghefeng

宋房西 Songfangxi

岱辉 Daihui

扎343 Zha 343

新中核短枝 Xinzhongheduanzhi

薄丰 Baofeng

极早丰 Jizaofeng

郑短15号 Zhengduan 15

辽1 Liao 1

棕榈酸

Palmitic acid

5.68±0.51

6.11±1.17

5.01±0.75

6.34±0.98

5.70±0.83

5.43±0.74

5.86±1.57

7.65±1.00

6.19±0.83

5.58±0.75

4.70±0.66

5.97±1.05

6.04±1.05

5.65±0.96

5.44±0.76

5.17±0.72

4.22±1.01

6.13±0.88

5.86±0.69

4.31±0.90

5.65±0.76

13.45

亚油酸

Linoleic acid

62.64±0.42

61.25±0.79

60.65±0.40

57.68±0.53

58.98±0.33

64.75±0.41

55.21±1.35

57.59±0.79

53.69±0.12

56.42±0.25

44.46±0.82

45.71±0.78

62.78±1.42

64.56±1.15

64.62±0.77

57.26±0.43

55.29±0.52

63.71±1.21

63.83±0.38

61.62±0.31

58.64±5.80

9.89

油酸

Oleic acid

26.97±0.25

27.61±0.61

27.50±0.40

30.00±0.69

30.76±0.69

25.42±0.41

32.99±1.77

30.00±0.84

35.78±0.89

33.48±0.64

46.86±1.26

43.26±1.82

24.10±0.56

24.60±0.66

25.89±0.38

32.54±0.50

35.65±2.04

26.22±0.53

24.72±0.19

28.56±1.18

30.64±6.12

19.98

硬脂酸

Stearic acid

4.41±0.32

4.73±0.58

6.60±0.36

5.73±0.48

4.27±0.34

4.12±0.33

5.28±1.10

4.45±0.59

4.06±0.28

4.28±0.17

3.68±0.22

4.77±0.38

6.97±0.73

4.91±0.69

3.51±1.36

4.87±0.23

4.10±0.60

3.61±0.56

5.33±0.18

4.74±0.50

4.72±0.91

19.37

数仅次于油酸，为19.37%。

为进一步综合分析这 20份核桃资源的脂肪酸

种类及相对含量，利用 MEGA7.0 对其进行聚类分

析，结果如图1。在距离系数为25及11时产生了较

明显的分组，一共分为A、B、C 3组（图 1）。其中A

组包括‘岱辉’‘郑短 15号’‘扎 343’等 10个核桃品

种，B组包括‘哈特利’‘中核短枝’‘薄丰’等 8个品

种，C组包括‘中核丰’及‘高岭4号’。对3组的各项

脂肪酸数据进行综合比较发现，A组10份核桃品种

的亚油酸平均含量高于B组，B组高于C组，而 3组

的油酸含量正好与之相反，此外，3组间的棕榈酸及

硬脂酸含量未有明显差异（表3）。

2.2 核桃油酸脱氢酶FAD2基因的表达模式分析

从NCBI中下载其他植物FAD2保守序列并利

敬 丹，等：核桃油酸脱氢酶基因JrFAD2的克隆及表达分析 1479
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图 1 20 份核桃的聚类分析

Fig. 1 Cluster analysis of 20 walnut samples

用本地BLAST与核桃参考基因组进行比对分析，最

终从核桃参考基因组中查找出 3 个油酸脱氢酶

FAD2 基因，基因 ID 分别为：WALNUT_00011902-

RA、WALNUT_00002632-RA 及 WALNUT_00027620-

RA 。 其 中 WALNUT_00011902-RA CDS 长 度 为

1 152 bp，编码 383 个氨基酸，WALNUT_00002632-

RA CDS长度为 1 149 bp，编码 382个氨基酸，WAL-

NUT_00027620-RA CDS 长度为 1 167 bp，编码 388

个氨基酸。三者氨基酸序列同源性高，相似率达

85%，比对结果见图2。

基于测定的生理数据，从中选出亚油酸含量具

有显著差异的高亚油酸品种‘岱辉’‘郑短15号’‘扎

343’以及低亚油酸品种‘高岭 4号’‘薄丰’‘京 861’

作为试验材料，利用荧光定量PCR技术对 3个油酸

脱氢酶FAD2基因进行表达模式分析，发现高、低亚

油酸品种间FAD2表达水平存在差异，如图 3所示。

其中 WALNUT_00002632-RA 在高亚油酸品种‘岱

辉’及‘郑短15号’的表达水平显著高于3个低亚油

酸品种（p ≤ 0.05），但‘扎343’与低亚油酸品种之间

该基因表达水平无差异显著性（图 3-A）；WALNUT_

00027620-RA在高亚油酸品种‘岱辉’的表达量与低

亚油酸品种之间具有差异显著性，且在‘岱辉’中

的基因表达水平最高（图3-B）；WALNUT_00011902-

RA在 3个低亚油酸品种间的表达水平较低，3个高

亚油酸品种的表达量均显著高于低亚油酸品种（图

3-C）。

2.3 核桃FAD2的克隆

基于荧光定量结果，选择 WALNUT_00011902-

RA进行克隆，并将其命名为 JrFAD2。将 PCR产物

进行琼脂糖凝胶回收后得到该基因的CDS长度为

1 152 bp（图4-A），编码383个氨基酸，其序列及推导

的氨基酸序列如图4-B所示。

2.4 FAD2基因序列分析及进化树构建

不同植物的 FAD2 具有较高的同源性，利用

DANMAN7.0将核桃 JrFAD2基因编码的氨基酸序

列与其他物种同源基因的氨基酸序列进行比对，发

现核桃 FAD2 与 GeneBank 中已公布的拟南芥、烟

草、油菜、蓖麻、大豆、花生、橄榄等一系列物种的

FAD2氨基酸序列高度同源，相似率最高达 84%，其

中与木本油料树种油桐、乌桕、麻风树等同源性较

高，相似率分别为84.6%、82.25%、81.46%，且与油料

表 3 不同聚类组间脂肪酸数据

Table 3 Fatty acids between different clustering groups
%

分组

Group

A (n=10)

B (n=8)

C (n=2)

棕榈酸

Palmitic acid

5.57±0.56

5.83±0.98

5.34±0.89

亚油酸

Linoleic acid

63.04±1.49

56.52±1.71

45.09±0.88

油酸

Oleic acid

26.16±1.48

32.65±2.31

45.06±2.55

硬脂酸

Stearic acid

4.89±1.15

4.63±0.61

4.23±0.77

周口店 1 号 Zhoukoudian 1

扎 343 Zha 343

极早丰 Jizaofeng

岱辉 Daihui

郑短 15 号 Zhengduan 15

宋房西 Songfangxi

中短 18 号 Zhongduan 18

契可 Chico

辽 1 Liao 1

中短 16 号 Zhongduan 16

中核 15 号 Zhonghe 15

清香 Qingxiang

温 185 Wen 185

京 861 Jing 861

新中核短枝 Xinzhongheduanzhi

哈特利 Hartley

中核短枝 Zhongheduanzhi

薄丰 Baofeng

高岭 4 号 Gaoling 4

中核丰 Zhonghefeng

0 5 10 15 20 25

A

B

C
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图 2 核桃油酸脱氢酶 FAD2 基因序列比对

Fig. 2 Sequence alignment of oleate dehydrogenase FAD2 gene in walnut

作物大豆的相似率为82%，与模式植物拟南芥FAD2

的相似率为 76.5%，由此推测它们在结构与功能上

相似（表4）。

利用 NCBI 的 Domains & Structures 中的 CD-

Search对得到的核桃FAD2氨基酸序列进行保守结

构域分析，结果显示核桃FAD2氨基酸序列含有ω-6

脂肪酸去饱和酶的功能结构域，属于 Membrane-

FADS-like超家族，是可结合在细胞膜上的保守结构

域（图 5）。此外对拟南芥、油桐、油茶、油菜等植物

的 FAD2氨基酸序列进行结构域分析，发现均具有

ω-6脂肪酸去饱和酶的保守结构域。

进一步将拟南芥、烟草、油菜、蓖麻、大豆、花生、

橄榄等 15 种植物 FAD2 蛋白氨基酸序列与核桃

FAD2用MEGA7.0软件构建系统发育树，分析其亲

缘关系。从进化上可看出，这些物种在遗传进化上

主要分为2大类，麻风树、油桐、乌桕、蓖麻、大豆、核

桃、亚麻、拟南芥、欧洲油菜、油茶、橄榄、烟草亲缘关

系较近，聚为一类，其中核桃与大豆的亲缘关系较为

接近；而花生、陆地棉、芝麻及珙桐属于第2类，亲缘

关系较近（图6）。

2.5 核桃FAD2的亚细胞定位

将 35S::JrFAD2转化至GV3101农杆菌中，注射
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Fig. 4 PCR product and amino acid sequence of JrFAD2 in walnut
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表 4 核桃 FAD2 与其他植物 FAD2 氨基酸序列比对结果

Table 4 Amino acid sequences alignment results of FAD2 between walnut and other plants

物种

Species

芝麻 Sesamum indicum L.

油茶 Camellia oleifera Abel.

亚麻 Linum usitatissimum L.

拟南芥 Arabidopsis thaliana

麻风树 Jatropha curcas L.
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大豆 Glycine max
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Sequence similarity to walnut FAD2/%
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陆地棉 Gossypium hirsutum Linn.

珙桐 Davidia involucrata Baill.

蓖麻 Ricinus communis L.

与核桃FAD2序列相似率

Sequence similarity to walnut FAD2/%
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74.87
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81.72
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Fig. 3 Analysis of oleate dehydrogenase FAD2 expression in walnut
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PLN02505. Omega-6 fatty acid desaturase.

图 5 核桃 FAD2 蛋白结构域预测

Fig. 5 Prediction of FAD2 protein domain structure in walnut

图 6 核桃 FAD2 与其他植物 FAD2 进化分析

Fig. 6 Phylogenetic analysis of FAD2 between walnut and other plants

本氏烟草叶表皮细胞，生长3 d后在激光共聚焦显微

镜下观察叶片荧光表达情况，发现核桃 FAD2 与

pBI121-GFP在烟草叶表皮细胞均成功表达（图 7）。

其中pBI121在细胞质及细胞核中发出荧光信号，而

FAD2在细胞质中发出荧光信号，结合该基因的结

构域预测结果，说明该基因为结构基因，FAD2主要

定位于细胞质。

3 讨 论

核桃为我国重要的木本油料树种，栽培历史悠

久，种植区域广泛。不同的脂肪酸组分及含量使核

桃油脂品质存在差异，因此脂肪酸作为决定油脂品

质的重要指标成为了不同专业学者的研究焦点。利

用核桃品种性状的稳定性可鉴定出优良核桃品种，

研究其脂肪酸组分的稳定性，对培育核桃优良品种

具有重要意义。目前关于核桃脂肪酸的相关研究主

要集中于脂肪酸组成等生理数据的测定和分析方

面。笔者测定了不同核桃品种的脂肪酸组分及含

量，发现核仁脂肪酸主要组分为亚油酸、油酸、硬脂

酸和棕榈酸，各组分相对含量平均值的大小依次为：

亚油酸>油酸>棕榈酸>硬脂酸，且不饱和脂肪酸-油

酸及亚油酸的含量高达 90%，这与李群等[22]的研究

结果保持一致。肖良俊等[23]、刘华英等[24]分别对云

南、新疆的核桃品种脂肪酸组分及含量进行测定与

分析，发现主要脂肪酸种类均为油酸、亚油酸、硬脂

酸和棕榈酸。本研究的测定分析结果支持前人的研

究，即在不同生长环境下的核桃品种脂肪酸组分具

有一定的稳定性特征。此外不饱和脂肪酸部分组分

显示出较大变异，20份不同核桃品种中油酸变异系

数最大，亚油酸的变异系数最小，可能是亚油酸在核

麻风树 Jatropha curcas L.

油桐 Vernicia fordii
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仁中含量较高、稳定性较好的原因。但不同品种间

的亚油酸含量也具有一定的差异，如‘扎343’和‘薄

丰’，分别聚类到高亚油酸组（A）及低亚油酸组（B），

二者均由新疆实生核桃园中选出，但亚油酸含量产

生差异。李国和等[25]分析了四川不同产地核桃脂肪

酸含量的变化，发现年平均气温、海拔、1月平均气

温等生态因子对油酸及亚油酸的合成影响较大，其

含量随年平均气温及 1月平均气温的降低而增加。

王滑等[26]研究发现西藏不同居群核桃核仁脂肪酸各

项参数在居群内遗传变异是其变异的主要来源，由

此推测‘扎343’‘薄丰’等不同品种间脂肪酸含量的

差异可能与生态因子及遗传变异有关。对不同品种

间脂肪酸成分及含量进行比较发现，当一个核桃品

种的亚油酸含量较高时，其油酸含量就相对较低，这

20份核桃资源均存在此种现象，可为育种工作提供

参考。

拟南芥 FAD2的突变体植株中表达的 FAD2基

因可以补充突变体植株的脂肪酸表型，这说明拟南

芥FAD2基因对于其脂肪酸的成分具有一定的调控

作用[9]，但核桃中并未进行相关研究。本研究克隆

获得了核桃的FAD2基因序列，相关研究表明植物

的 FAD2 是一个膜整合蛋白 [27]，用 NCBI Conserved

domains CD-Search对核桃FAD2氨基酸序列的结构

域进行预测，结果显示该基因属于 Membrane-

FADS-like超家族，含有脂肪酸去饱和酶的功能结构

域，这与赵娜等[28]的研究成果一致。同时笔者发现

拟南芥、油菜、油茶等已经被报道功能的植物FAD2

氨基酸序列具有相同结构域，但不同物种该基因的

跨膜区数目存在差异[28]，跨膜区数目对该酶的功能

是否产生影响还未见相关报道。此外对克隆所获得

的基因氨基酸序列进行比对发现，核桃JrFAD2与其

他植物的同源基因具有高度相似性，笔者推测核桃

的FAD2与其他植物的同源基因具有相似的功能，

也初步说明了 JrFAD2 可能参与调控脂肪酸的合

成。对不同物种的FAD2进行系统发育分析发现，

核桃与木本油料树种油桐、乌桕、麻风树等的相似度

较高，分别为84.6%、82.25%、81.46%，且与油料作物

大豆的相似度为82%，亲缘关系较为接近。

研究表明FAD2基因编码的油酸脱氢酶（FAD2）

能够催化油酸转化为亚油酸，是脂肪酸代谢通路的

A 为 B 与 C 的重叠图像；B 为 pBI121-GFP 载体在本生烟草叶表皮细胞的定位；C 为 A、B 视野明场视场；D 为 E 与 F 的重叠图像；E 为

核桃 JrFAD2-GFP 绿色荧光融合蛋白在本氏烟草叶表皮细胞中的定位。绿色荧光激发光为 488 nm。

A is the overlapping image of B and C; B is the localization of pBI121-GFP in leaf epidermal cells of tobacco; C is bright field of A and B; D is the

overlapping image of E and F; E is the localization of JrFAD2-GFP green fluorescent protein in leaf epidermal cells of tobacco. The green fluores-

cence excitation light was 488 nm.

图 7 核桃 FAD2 蛋白亚细胞定位

Fig. 7 Subcellular localization of FAD2 in walnut

Merge PBI121-GFP Bright field

Merge JrFAD2-GFP Bright field
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关键酶[29]。为进一步验证 JrFAD2功能，对其进行了

亚细胞定位观察。结果显示，FAD2在细胞质中发

出荧光信号，结合其结构域的预测结果，证明了该基

因为结构基因，推测其编码油酸脱氢酶，可能是影响

脂肪酸代谢通路中亚油酸形成及油酸和亚油酸比例

的关键基因。但在脂肪酸代谢通路中具体怎样发挥

作用目前尚未明确，下一步工作将通过转基因技术

进一步验证其功能，这对于研究核仁不饱和脂肪酸

合成的分子机制及核桃品质育种具有重要意义。

4 结 论

核桃脂肪酸的种类及不饱和程度是决定油脂品

质的重要指标，本研究发现20份核桃资源核仁的主

要脂肪酸种类为亚油酸、油酸、棕榈酸和硬脂酸，其

中多不饱和脂肪酸-亚油酸含量最高。此外 JrFAD2

在高亚油酸品种中的表达水平高于低亚油酸品种，

且具有显著差异，可能在脂肪酸代谢过程中起到促

进亚油酸形成的作用。
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