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花生 AhFAD2 的基因型与 O/L 值的相关性分析
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摘 要 花生 (Arachis hypogaea L.)高油酸性状受 2 对同源非等位隐性基因 ol1 和 ol2 调控，分别编码

AhFAD2A 和 AhFAD2B。本研究利用红外无损检测技术分析不同花生品种的油酸、亚油酸及粗脂肪含量，并

设计等位基因特异引物，对不同油亚比值的 12 个花生品种进行 AS-PCR 检测分析。结果表明：对 12 个花生

基因型均能准确分析出 AhFAD2 基因型，其中 1514、606、9102、614 和 1474 的基因型为 OL1OL1OL2OL2，其相

应的 O/L 值位于 0.971~1.759；花 17、1513、1476 和 1586 的基因型是 ol1ol1/OL2OL2，其相应的 O/L 值位于

2.252~3.679；1504、1505 和 1515 的基因型为 ol1ol1ol2ol2，其相应的 O/L 值位于 8.204~12.79。综合 12 个花生品

系籽粒 O/L 值和 AhFAD2 基因型的相关性结果表明，基因型的改变直接导致 O/L 值的变化，但与含油量无

特定相关性。
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Abstract Peanut oil acid trait is controlled by the two recessive genes ol1 and il2 (encoding AhFAD2A and
AhFAD2B respectively). Twelve peanut cultivars with different oil and O/L ratio were selected to detect the
genotype of FAD2A/FAD2B gene to improve the peanut quality breeding of peanut breeding effectively. The
results showed that the AhFAD2 genotype of 12 lines could be accurately analyzed. The genotypes of 1514, 606,
9102, 614 and 1474 are OL1OL1OL2OL2 and the corresponding O/L value is between 0.971~1.759. Hua17, 1513,
1476 and 1586 are ol1ol1/OL2OL2 and the corresponding O/L value is between 2.252~3.679, 1504, 1505 and 1515
are ol1ol1ol2ol2 and the corresponding O/L value is between 8.204~12.79. AhFAD2 genotypes of the 12 peanut lines,
the content of oil and the O/L value integrated showed us the difference of genotype leading to the variation of O/L
directly, and the O/L value had no specific correlation with the content of oil.
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花生是中国食用植物油和风味食品的重要来源

之一。在种子干重中籽粒含油量约占 44.27%~53.86%，

其中花生油的主要脂肪酸是油酸和亚油酸。花生油

脂的氧化稳定性和营养价值主要由油酸 / 亚油酸比

值(油亚比, O/L)决定(Bolton and Sanders, 2002)。油酸

属于单不饱和脂肪酸，是十八碳单烯酸，有助于人体

内低密度脂蛋白胆固醇(LDL)的含量的降低；并能维

持人体内高密度脂蛋白胆固醇(HDL)的含量，有利于

人体的心血管健康，因此油酸含量高的油也被称为

营养保健油。影响花生制品贮存期的重要因素是油



酸 / 亚油酸(O/L)的比值，高 O/L 的花生贮存期长且

不易氧化和腐败；而低 O/L 的花生制品和花生油在

保存时很容易发生酸败，存放时间长则会产生有毒

物质，危害人们的生活健康。因此，衡量花生品质性

状的重要指标是 O/L 值，提高花生籽粒的 O/L 值是

花生品质改良的主要目标。
控制籽粒油酸、亚油酸含量和 O/L 比值的关键

酶是 Δ12 脂肪酸脱氢酶(delta 12 fatty acid desaturase,
FAD2)。FAD2 催化油酸在碳 12 位上脱氢引入第二

个双键生成亚油酸，控制籽粒中油酸和亚油酸的含

量及比值(Jung et al., 2000a; Lopez et al., 2000)。产生

高 O/L 比花生的主要原因之一是由于 FAD2 酶活性

的丧失(Jung et al., 2000a)。栽培种花生属于异源四倍

体，花生中 FAD2 是由 AhFAD2A 和 AhFAD2B 这 2
个不同基因组上的同源非等位基因共同调控编码，

这 2 个基因的 DNA 序列在编码区有 99%的相似，分

别位于花生的 A 基因组和 B 基因组(Jung et al., 2003)。
Lopez 等(2001)研究表明花生高油酸性状是由 2 对

隐性基因的加性效应控制的。Jung 等(2000b)研究验

证了控制高油酸性状的 ol1 位点和 ol2 位点分别编码

花生的 AhFAD2A 和 AhFAD2B 基因的可能性。这两

个基因的同时突变引起酶活性的变化导致高油酸性

状的产生。
高油酸花生突变体主要是 FAD2A 基因序列的

第 448 bp 位置由碱基 A 取代原来的碱基 G，引起错义

氨基酸使天冬酰胺替代天冬氨酸(D150N)，在 FAD2B
(FAD2B441_442insA)441与 442位置中插入一个 1bp
的 A 碱基，导致一个移码即三联体密码的阅读方式改

变；即花生高油酸基因型是由 AhFAD2A 的 448 bp 的

点突变(G448A)和 AhFAD2B 突变(441~442 位点插入

A 或插入 1 个 205 bp 的反向重复序列) 共同调控的

(Lopez et al., 2002; Patel et al., 2004)。在酵母体系的基

因突变和基因表达中被测定证实出，高的去饱和酶活

性的油酸突变体明显低于正常油酸花生基因型酶活

性(Yin et al., 2007; Yu et al., 2008)。这些高油酸突变体

可为高油酸新品种的培育提供宝贵的实验材料。
本 研 究 利 用 AS-PCR 检 测 不 同 花 生 材 料 的

AhFAD2 基因型，结合其含油量及 O/L 值，分析基因

型与表型之间的联系，旨在为更好地选育优质、高
油、高油亚比花生品种奠定基础。

1 结果与分析

1.1 花生 AhFAD2 基因型的测定

在 AS-PCR 检测中，实验所采用的 12 个花生材

料经 PCR 反应均产生预期的 1.2 kb 的参照带(图1)
和目标条带，根据各个反应的 PCR 结果能够准确地

检测出每个花生材料的 FAD2A/FAD2B 等位基因和

基因型。

1.2 AhFAD2 基因型与 O/L 值之间的关系

oll 和ol2 两个隐性非等位同源基因共同调控花生

高油酸的产生。具有活性的 AhFAD2A 和 AhFAD2B
分别是由 OL1 和 OL2 编码的。ol1 是 AhFAD2A 的一

个隐性突变等位基因，能导致其编码的酶功能降低

或丧失活性；ol2 是 AhFAD2B 的隐性突变等位基因，

它的改变导致 AhFAD2B 不能编码正常有活性的蛋

白。花生高油酸的基因型是 ol1ol1ol2ol2；而普通油酸的

显性纯合基因型是 OL1OL1OL2OL2 (Chen et al., 2010)。
结合这些花生材料的基因型(表 1)和相应花生

籽粒的 O/L 值分析，基因型为 Ol1Ol1/Ol2Ol2 的五份材

料(1514, 606, 9102, 614 和 1474)的油亚比都低于 2.0，

属于低油亚比材料；基因型为 ol1ol1/Ol2Ol2 的四份材

料(1586, 1513, 1476 和花 17)的油亚比均处于 2.0~5.0，

属于中油亚比材料；基因型为 ol1ol1/ol2ol2 的三份材料

(1504, 1505 和 1515)的油亚比均高于 5.0，属于高油

图 1 PCR 琼脂糖凝胶电泳产物带

注: a: 内部参考条带; b: 目标条带; 1: 1504; 2: 1505; 3: 1515; 4:
1586; 5: 1513; 6: 1476; 7: 1514; 8: 606; 9: 9102; 10: 614; 11: 花

17; 12: 1474
Figure 1 The band patterns of PCR agarose gel electrophoresis
Note: a: Internal reference band; b: Target band; 1: 1504; 2:
1505; 3: 1515; 4: 1586; 5: 1513; 6: 1476; 7: 1514; 8: 606; 9:
9102; 10: 614; 11: Hua17; 12: 1474
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亚比材料。由此可见花生的 AhFAD2 基因型与油亚比

之间存在一定的关联。双显性纯合基因 Ol1Ol1/Ol2Ol2
即常规油酸花生的显性纯合子表现为低油亚比，因

为 AhFAD2 控制其编码的酶蛋白活性不受抑制，即

Δ12 脂肪酸脱氢酶酶活性不丧失，能正常催化油酸在

碳 12 位上脱氢及在油酸中引入第二个双键生成亚

油酸，则籽粒中亚油酸含量相对增多，导致油酸和亚

油酸的比值相对较低。双隐性基因 ol1ol1/ol2ol2 即双突

变体花生的纯合子表现出高油亚比，AhFAD2A 和

AhFAD2B 基因的同时突变使其编码的酶蛋白活性

降低或功能丧失，引起 Δ12 脂肪酸脱氢酶酶结构、酶
活性或表达调控的变化，不能催化油酸脱氢生成亚

油酸，共同导致高油酸性状的产生。而只有一个

AhFAD2A 基因突变产生的基因型 ol1ol1/Ol2Ol2 则表

现为中油亚比，亚油酸含量高于常规油酸纯合子，又

低于双突变高油酸隐形纯合子，说明了高油亚比性

状的产生需要 AhFAD2A 和 AhFAD2B 基因的同时

突变，单独一个等位基因突变所产生的效果不如等

位基因同时突变的效果明显。

1.3 O/L 值与含油量之间的关系

在 12 份实验材料中，平均含油量 56.67%，其中

3 份是基因型为 ol1ol1/ol2ol2 的花生材料中，平均含油

量 56.90%，油亚比平均为 11.24，并且油酸含量均高

于 70%，其中基因型为 ol1ol1/Ol2Ol2 有 4 份，油酸含量

低于 70%的材料。在 5 份基因型为 Ol1Ol1/Ol2Ol2 的材

料中，含油量平均 56.54%，油亚比 1.28。卡方测验结

果 P=0.846 5 表明，实验材料的含油量和油亚比之间

的没有特定的关联。通过 O/L 值与含油量的相关性

分析其相关系数为 0.124 948 38 (表 2)，也说明 O/L

表 1 花生不同基因型的油亚比和含油量性状

Table 1 Peanut major quality traits of different genotypes
材料

Material
1504
1505
1515
1586
1513
1476
1514
606
9102
614
花 17
Hua17
1474

基因型

Genotype
ol1ol1/ol2ol2
ol1ol1/ol2ol2
ol1ol1/ol2ol2
ol1ol1/Ol2Ol2
ol1ol1/Ol2Ol2
ol1ol1/Ol2Ol2
Ol1Ol1/Ol2Ol2
Ol1Ol1/Ol2Ol2
Ol1Ol1/Ol2Ol2
Ol1Ol1/Ol2Ol2
ol1ol1/Ol2Ol2

Ol1Ol1/Ol2Ol2

O/L (Oleic acid/
Linoeic acid)
8.204
12.790
12.735
3.679
3.269
2.567
1.759
1.439
0.971
1.170
2.252

1.037

含油量(%)
Oil content (%)
56.098
59.124
55.479
56.657
57.874
54.372
58.824
59.540
56.204
51.840
57.737

56.340

表 2 O/L 值与含油量之间的相关性分析

Table 2 Correlation analysis between the value of O/L and Oil
content

相关系数

The correlation coefficient
O/L X1

Oil (%) X2

O/L X1

1
0.124 948 38

Oil (%) X2

1

值与含油量之间没有显著的正相关，表明油亚比与

含油量之间没有特定的关联。

2 讨论

花生高油酸性状由两对隐性基因 ol1 和 ol2 共同

调控，种子高油酸(油酸含量高于 70%)性状的产生是

由 AhFAD2A 和 AhFAD2B 基因共同突变导致的。在

普通油酸含量(油酸 70%以下)的花生资源材料中仅

存在 AhFAD2B 的野生型基因(AhFAD2B-wt)，但同时

存在 AhFAD2A 基因的野生型或突变型(AhFAD2A-wt
和 AhFAD2A-m)等位基因的分离(Chu et al., 2007)。
前人研究表明，AhFAD2A-m 突变基因的存在总是存

在着油酸含量的相对提高，表现为中等油酸含量在

55%~70%的中等油酸性状(雷永等, 2000; 丁锦平等,
2007; 周丽侠等, 2011)。目前研究表明 AhFAD2A 和

AhFAD2B 基因共同调控着花生种子中油酸和亚油

酸的含量及比值，至于在调控油酸含量中的相对贡

献目前尚无确切定论，Jung 等(2000b)认为在野生型

花生材料中 AhFAD2A 或 AhFAD2B 基因任何一个

有活性就能促使种子中油酸到亚油酸的正常转化，

表现为普通油酸性状。
综合 AhFAD2 基因型、O/L 值和含油量之间的相

关分析，发现基因型的改变引起 O/L 值的变化，但与

含油量的改变没有特定的相关性。等位基因双突变产

生的高油亚比材料含油量均较高。本研究可以得出

AhFAD2 基因型与 O/L 值的高低有着直接的关联，但

与花生含油量之间的相关性不显著，也表明等位基因

单一突变效果不如双突变对不同花生基因型 O/L 值

的影响大，但还不能说明 AhFAD2A 与 AhFAD2B 基

因的单一突变效应及其活性对 O/L 比值的影响。该

研究结果为亲本及后代的选择更有科学性，提高高

油酸花生新品种选育效率。

3 材料与方法

3.1 试验材料

选材取于河南农业大学自选的品系，不同 O/L
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值 花 生 材 料 分 别 为 ：1504、1505、1515、1586、1513、
1476、1514、606、9102、614、花 17 和 1474。

3.2 DNA 提取

12 份参试材料统一种植在玻璃器皿中，于恒温培

养室培养，待种子萌发出苗后取每个材料未展开的小

叶 2~4 片。采用常规 SDS- 酚/氯仿法提取花生叶片

DNA，将幼嫩的花生组织叶片置于研钵中，加入液氮研

磨成白色粉末后加入 2.0 mL 离心管中；加入 800 μL
1%的 SDS 基因组 DNA 提取缓冲液，摇床 5 min；取

出后加入 800 μL 25:24:1，摇床 5 min；12 000 r/min
离心 10 min；吸上清 500 μL 左右，并加入等体积异

丙醇，上下颠倒 2 min 后于 -20℃静置 5 min 沉淀；

12 000 r/min 离心 10 min 弃上清；75%酒精洗涤 1 次

后再加纯酒精洗涤 1 次；晾干后加灭过菌的蒸馏水溶

解 DNA；紫外分管光度计下测 DNA 的浓度和纯度。

3.3 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA

配置 1%琼脂糖凝胶，在取 5 μL DNA 的 PCR
反应物原溶液样品，与 1 μL 6×电泳加样缓冲液混

匀，用微量移液枪小心加入样品槽中。加完样后，立

即接通电源，使电压调到 100 V，恒压电泳 15 min。最
后在凝胶成像仪下拍照。

3.4 PCR 反应

根据 FAD2A/FAD2B 等位基因的差异设计的

AS-PCR 引物(Yu et al., 2013) (表 3)。
为检测 FAD2A/FAD2B 的野生型和突变等位基

因分别设定四个 PCR 反应(Chen et al., 2010)，本研

究分别检测 FAD2A 野生型等位基因(OL1)、FAD2A
基因的突变等位基因 (ol1)、FAD2B 野生等位基因

(OL2)和 FAD2B 突变体等位基因(ol2)。每个反应(总体

积为 25 mL)含有 12.5 mL 的 2× Taq PCR 混合和 3 个

引物。这四个反应中所加引物如表 4 所示，利用

FAD2A-F/FAD2-R和 FAD2B-F/FAD2-R特异性 PCR
引物分别扩增 1.2 kb 的 FAD2A 和 FAD2B 基因片段作

为参照带来验证 PCR。PCR 程序：94℃温度下 2 min，

其次是 94℃温度下每 30 s 30 个周期，53℃温度下 30 s
和 72℃温度下 90 s，和最后 72℃下延伸 5min。

3.5 品质测定与统计方法

12 个花生品系于 2013 年种植在河南农业大学

科教园区。晒干后分别取饱满的成熟一致的单粒种子

用德国布鲁克公司生产的近红外仪进行扫描，收集光

谱数据，利用王传堂构建的近红外模型进行脂肪及主

要脂肪酸含量分析(张建成等, 2011)。应用 DPS 统计

软件(唐启义和冯明光, 2002)进行相关性分析。
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写作；崔党群参与实验设计，试验结果分析；殷冬梅是
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表 3 FAD2A/FAD2B 等位基因的 AS-PCR 引物序列

Table 3 Sequences of AS-PCR primers for FAD2A/FAD2B
genotyping

引物

Primers
FAD2A-F
FAD2A-G
FAD2A-A
FAD2B-F
FAD2B-C
FAD2B-A
FAD2-R

序列(5'-3')
Sequence (5'-3')
GATTACTGATTATTGACTTGCTTTG
GTTTTGGGACAAACACTTCTTC
GTTTTGGGACAAACACTTCTTT
CAGAACCATTAGCTTTGTAGTAGTG
AACACTTCGTCGCGGTTG
AACACTTCGTCGCGGTTT
CTCTGACTATGCATCAGAACTTGT

表 4 鉴定 FAD2A/FAD2B 基因型时 4 个 PCR 反应中引物的组合

Table 4 Primer combinations in the 4 PCR reactions for FAD2A/FAD2B genotyping

PCR 反应

PCR reaction
反应Ⅰ (μL)
ReactionⅠ (μL)
反应Ⅱ (μL)
ReactionⅡ (μL)
反应Ⅲ (μL)
ReactionⅢ (μL)
反应Ⅳ (μL)
ReactionⅣ (μL)

FAD2A-F

1

1

FAD2A-G

1

FAD2A-A

1

FAD2B-F

1

1

FAD2B-C

1

FAD2B-A

1

FAD2-R

0.5

0.5

0.5

0.5
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