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花生及其野生种质溶血磷脂酸酰基转移酶基因(LPAAT)的克隆及序列

分析
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摘 要 溶血磷脂酸酰基转移酶(LPAAT)是植物种子油脂合成的关键酶。本研究从花生(Arachis hypogaea
L.)栽培品种花育 32 号和 4 个花生区组二倍体野生种中克隆得到编码 LPAAT 的基因序列。从花育 32 号获

得的两条 cDNA 序列 rlpaat-1 和 rlpaat-2 开放阅读框均为 1 131 bp，编码 376 个氨基酸，二者存在 11 个 SNP
差异位点，编码的氨基酸序列 LPAAT-1 和 LPAAT-2 有 1 个氨基酸残基的差异。LPAAT 蛋白具有典型的酰

基转移酶功能结构域以及 4 个保守氨基酸基序。之后从花育 32 号得到两条 DNA 序列，glpaat-1 和 glpaat-2
长度分别为 3 729 bp 和 3 736 bp，均由 12 个外显子和 11 个内含子组成，二者共存在 37 处碱基差异，其中 34
处为 SNP 位点。4 个花生区组二倍体野生种各获得一条 LPAAT 序列，A. correntina, A. duranensis, A.
batizocoi 和 A. ipaensis LPAAT 的序列长度分别为 3 757 bp、3 757 bp、3 742 bp 和 3 756 bp。核苷酸序列多态

性和系统进化树分析表明，栽培品种 LPAAT 的两条序列 glpaat-2 与 glpaat-1 分别来自 A、B 染色体组。
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Abstract Lysophosphatidic acid acyltransferase (LPAAT) is a pivotal enzyme responsible for the acylation of ly-
sophosphatidic acid (LPA) into phosphatidic acid (PA). In this study, we obtained the sequences of its encoding
gene LPAAT from one cultivated variety and four wild diploid species. Two cDNA sequences rlpaat-1 and
rlpaat-2 were isolated from Huayu32 and they both had an ORF (open reading frame) of 1 131 bp which encodes a
putative protein of 376 amino acid residues. There were 11 different SNP (single nucleotide polymorphism) sites
within rlpaat-1 and rlpaat-2, leading to one amino acid difference in the corresponding amino acid sequences
LPAAT-1 and LPAAT-2. LPAAT protein comprised a conserved acyltransferase domain and four conserved
motifs that existed in the whole acyltransferase family. Then DNA sequences were cloned from Huayu32 and four
wild species. The length of glpaat-1 and glpaat-2 obtained from Huayu32 were 3 729 bp and 3 736 bp, respec-
tively. Sequence alignment revealed that between glpaat-1 and glpaat-2, there were 37 different sites in total, of
which 34 were SNP sites. But they both had 12 exons and 11 introns. One sequence was obtained from each wild
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species, for A. correntina, A. duranensis, A. batizocoi, A. ipaensis, the sequence length of LPAAT was 3 757 bp,
3 757 bp, 3 742 bp and 3 756 bp, respectively. Nucleotide polymorphism analysis and phylogenetic analysis indi-
cated that glpaat-1 and glpaat-2 came from different genomes.
Keywords Arachis, Lysophosphatidic acid acyltransferase, Gene cloning, Sequence analysis

植物油脂的主要成分甘油三脂肪酸酯，又称三

酰甘油(triacylglycerol, TAG)，是在内质网中 3 种酰

基转移酶的作用下，游离脂肪酸逐步加在甘油 -3-

磷酸的骨架上而形成的(Cao et al., 2006; Baral et al.,
2012)。该过程中的 3 种酰基转移酶分别为甘油 -3-

磷酸酰基转移酶(GPAT)、溶血磷脂酸酰基转移酶

(LPAAT)和二酰甘油酰基转移酶(DGAT)。其中，LP-
AAT 催化脂肪酸酰基从脂酰 -CoA 加到溶血磷脂酸

的 sn-2 位，产物磷脂酸(PA)可用于继续合成 TAG，

也可用于合成其它磷脂类物质(Weselake et al., 2009)。
目前对 LPAAT 编码基因的报道多见于拟南芥

(Arabidopsis thaliana)和油菜(Brassica napus)，AtLPA-
AT1 是拟南芥中唯一编码质体型 LPAAT 的基因，由

7 个外显子组成，编码 356 个氨基酸(Kim and Huang,
2004)。而在油菜中，BnLPAAT1 编码 344 个氨基酸且

存在多个拷贝，但 AtLPAAT1 和 BnLPAAT1 蛋白转

运肽的位置、跨膜结构域数以及 2 个保 守 基 序

(NHX4D 和 EGT)均分别相同；拟南芥 AtLPAAT2 和

AtLPAAT3 蛋白分别编码 377 和 390 个氨基酸，它

们4 个跨膜结构域和 2 个保守基序的位置分别相似；

与 AtLPAAT2 相比，油菜 BnLPAAT2 的 3 个跨膜区

域以及 2 个保守基序的位置与前者相似，但较其缺

少一个跨膜结构域，BnLPAAT3 蛋白尚未见报道；

AtLPAAT4 和 AtLPAAT5 分别编码 376 和 379 个氨

基酸，二者 3 个跨膜结构域和 2 个保守基序的位置

也分别相似(Kim and Huang, 2004)。这些研究结果

表明 LPAAT 具有类型多样性的特点，也为花生

LPAAT 基因的研究提供了参考。
大量研究表明 LPAAT 具有很强的底物选择性，

即 TAG sn-2 位的酰基类型受到该酶底物选择性的

高度限制(Bemerth and Frentzen, 1990; Zhu et al., 2009;
Arroyo-Caro, 2013)。Zou 等(1997)研究认为酵母的

SLC1 基因编码具 LPAAT 活性的蛋白质，其突变基

因 slc1-1 的编码产物对长链脂肪酸有更大的偏好

性，将突变基因转入油菜和拟南芥后发现 TAG 的

sn-2 位置上超长链脂肪酸增加而且种子中总脂肪酸

的含量升高了 8%~48%，这一结果为利用基因工程创

造特高脂肪酸含量的新型油料植物提供了依据。Kim
和 Huang (2004)研究表明，AtLPAAT1 对 16:0-CoA

比 18:1-CoA 有更大偏好性，具有典型的原核途径

脂类合成特征。Bourgis 等(1999)认为胞质 LPAAT
对亚麻酸的偏好性大于油酸，不接受 C16 和 C18 的

饱和酰基群。
Maisonneuve 等(2010)研究认为拟南芥基因组中

的 LPAAT 至少有 9 个(Roscoe, 2005;陈四龙等, 2012)，
可 分 为 3 类 ：AtLPAAT2、AtLPAAT3、AtLPAAT6 和

AtLPAAT7 为第一类，主要参与真核途径甘油脂类的

合 成 ；AtLPAAT1、AtLPAAT5 和 AtLPAAT8 为 第 二

类，参与原核途径质体中脂类的合成；AtLPAAT4、
AtLPAAT9 和 AtLPAAT10 为第三类，功能尚未知。这

些基因分布于拟南芥基因组的 5 条染色体上，并不

成簇存在(Maisonneuve et al., 2003)。
在花生中，陈四龙等(2012)已获得 LPAAT 基因

家族的 2 个成员———LPAAT 和 LPAAT4 (Chen et al.,
2012)。LPAAT 为内质网型蛋白，其表达无组织特

异性，基因表达量与花生种子含油量积累速率变化

趋势一致(陈四龙等, 2012)；LPAAT4 为胞质结合蛋

白，在除花之外的多个组织中均有表达(Chen et al.,
2012)。中山大学刘琛(2010)通过设计简并引物克隆

到花生中编码 LPAAT 的基因，RT-PCR 和 qRT-PCR
结果表明该基因在花生各组织中均有表达；洋葱瞬

时表达体系表明该 LPAAT 蛋白定位于质膜上；温度

敏感 LPAAT 缺陷型大肠杆菌 JC201 温度互补实验

证明该基因不是质体型 LPAAT。在此基础上，本研

究参考他的引物序列，从花生栽培品种(Arachis hy-
pogaea L., 染色体组为 AABB)和二倍体野生种(wild
diploid species, 染色体组为 AA 或 BB) 中克隆得到

LPAAT，对栽培种与野生种间 LPAAT 的基因序列多

态性进行了分析，并探讨了花生栽培种染色体组的

起源进化关系。

1 结果与分析

1.1 LPAAT 的克隆

以花生栽培品种花育 32 号的种子 cDNA 为模

板进行 PCR 扩增，获得约 1.2 Kb 的电泳条带，与预

期大小相符，将目的条带回收、测序。测序结果为

两条序列，分别命名为 rlpaat-1 和 rlpaat-2，所推导
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的氨基酸序列命名为 LPAAT-1 和 LPAAT-2。软件

分析显示 rlpaat-1 和 rlpaat-2 开放阅读框长度均为

1 131 bp，编码 376 个氨基酸，这两条序列间存在 11
个 SNP (单核苷酸多态性)位点的差异。将这两条序

列与刘琛在栽培品种汕油 523 中获得的 cDNA 序列

(命名为 syrlpaat) (刘琛, 2010)进行比对，发现 rlpa-
at-1 与之存在 4 个 SNP 位点的差异，rlpaat-2 与之存

在 15 个 SNP 位点的差异(表 1)，即 rlpaat-1 与 syrlpaat
的同源性更高。

以花育 32 号和 4 个野生种的叶片 DNA 为模板

进行 PCR 扩增，各获得约 3.5 kb 的电泳条带，将产

物回收、测序。结果显示从花育 32 号中得到两条序

列，长度分别为 3 729 bp 和 3 736 bp，分别命名为

glpaat-1 和 glpaat-2；4 个野生种各获得 1 条序列，A.
correntina、A. duranensis、A. batizocoi 和 A. ipaensis
LPAAT 的基因序列长度依次为 3 757 bp、3 757 bp,
3 742 bp 和 3756 bp，分别命名为 Acorlpaat、Adurlpaat、
Abatlpaat 和 Aipalpaat。基因结构分析表明 glpaat-1
和 glpaat-2 均由 12 个外显子和 11 个内含子组成

(图1)，二者共存在 37 处碱基差异，其中 34 处为 SNP
位点(图 2 显示了部分 SNP 差异位点) (表 2)，二者核

苷酸序列一致性为 98.80%。A 组 2 个野生种 A.cor－
rentina 和 A.duranensis LPAAT 的 序 列 一 致 性 为

99.87%，B 组 2 个 品 种 A. batizocoi 和 A. ipaensis
LPAAT 的序列一致性为 95.91%。glpaat-2 与 Acorl-
paat、Adurlpaat、Abatlpaat 和 Aipalpaat 的一致性分别

为 97.06%、96.98%、96.69%和 95.50%，即 glpaat-2 与

图 1 LPAAT 的基因结构图

注: 方框代表外显子部分; 细线代表内含子部分; 数字代表内含子相位

Figure 1 Gene structure of LPAAT
Note: The boxes indicate exons; The lines indicate introns; The numbers indicate intron phases

A 组 2 个野生种 LPAAT 基因序列的同源性高于 B
组的；glpaat-1 与 4 个野生种 LPAAT 序列的一致性

分别为 96.61%、96.53%、96.24%和 96.36%，在不同染

色体组间无明显差别。

1.2 LPAAT 蛋白的生物信息学分析

蛋白质二级结构预测表明，LPAAT-1 和 LPA-
AT-2 均含有 47.34%的 α- 螺旋、15.69%的延伸链、
2.66%的 β 转角和 34.31%的不规则卷曲。LPAAT-1
的理论分子量 MW (molecular weight)为 43.36 kD，

等电点 pI (isoelectric point)为 9.13，平均亲水系数

GRAVY (grand average of hydropathicity)为 -0.170；

LPAAT-2 的 MW 为 43.39 kD、pI 为 9.13，GRAVY
为 -0.173。将 LPAAT 蛋白载入 NCBI CDD 数据库，

显示氨基酸序列 V152-K274 为典型的酰基转移酶

功能结构域，在该区域内还含有 4 个高度保守的氨

基酸基序，其中基序Ⅰ(VANHTSMIDF)即 NH(X4)D

图 2 AhLPAAT 核苷酸序列的系统进化树

Figure 2 Phylogenetic tree based on the nucleotide sequences of
AhLPAAT from the cultivated allotetraploid peanut and wild dip-
loid species

基因序列

Sequence

Syrlpaat
rlpaat-1
rlpaat-2

表 1 本研究所得序列与参考序列外显子部分的碱基差异(刘琛, 2010)
Table 1 SNP difference in exons between the reference sequence and sequences obtained in this study (Liu, 2010)
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基序中的天冬氨酸和组氨酸、基序Ⅲ(IFPEGT)中的

甘氨酸以及基序Ⅳ(VCPVAI)中的脯氨酸是重要的酰

基转移酶催化活性中心；基序Ⅱ(IWFNR)中的苯丙

氨酸和精氨酸及基序Ⅲ中的谷氨酸是甘油 -3- 磷

酸底物结合的重要位点(Lewin et al., 1999; Gidda et
al., 2009)。跨膜结构预测表明该蛋白序列 P74-L96、
F100-L122 和 S135-V152 为 3 个跨膜区域。亚细胞

定位预测表明 LPAAT 蛋白定位于质膜的可信度为

6.0，内质网为 5.0，细胞质为 2.0。
氨基酸序列比对分析表明，LPAAT-1 与 LPA-

AT-2 有 1 个氨基酸残基的差异，同源性高达 99.73%，

与所参考序列有 2 个氨基酸残基的差异，同源性达

99.47%；与蓖麻(Ricinus communis) (Genbank 登录号:
ACB30546)和拟南芥(Genbank 登录号 : AAP04020)

氨基酸序列同源性分别为 86.97%和 84.88%。

1.3 栽培种与野生种 LPAAT 核苷酸序列的系统进化

分析

进化树表明，4 个野生种中 A 组的两个野生种

A. correntina 和 A. duranensis 关系最近，而 B 组的

A. ipaensis 与来自 A 组的 2 个品种以及同来自 B 组

的 A. batizocoi 相距较远；A. ipaensis 与栽培种的亲

缘关系最近，A. correntina 和 A. duranensis 与栽培种

的亲缘关系相似(图 2)。

2 讨论

从花生栽培品种中克隆得到 LPAAT 的 2 条 cD-
NA 序列和 2 条 DNA 序列，本研究所得的 rlpaat-1 序

列与刘琛(2010)在汕油 523 中得到的 cDNA 序列同

源性较高，而另一序列 rlpaat-2 与之同源性稍低，推

测 rlpaat-1 和 rlpaat-2 来自不同染色体组，同时也验

证了花生栽培种的遗传基础狭窄，多态性水平低这

一说法(Milla et al., 2005)。两 DNA 序列中所有内含

子的剪切方式均符合经典的 GT-AG 规则；两条序列

之间的差异位点多位于内含子部分且由碱基的重复

或缺失所导致突变的比例较大，说明内含子部分发

生碱基突变的频率远高于外显子部分。
一般认为花生栽培种是由 2 个具有不同染色体

组的二倍体野生种通过自然杂交然后一次性加倍进

化而来的，不同的花生栽培品种很可能具有相同的

二倍体野生种祖先，很多研究者认为 A. duranensis
和 A. ipaensis 最可能是栽培种的祖先 (Jung et al.,
2003; Moretzsohn et al., 2004; Seijo et al., 2007)。本课

题组通过研究 2- 甲基 -6- 植基 -1,4- 苯醌甲基转移

酶基因 VTE3 (郭安强等, 2012)和 Δ9- 硬脂酰 -ACP
脱氢酶基因 SAD 的起源进化，也得出了相同的结论

(东金玉等, 2012)。在本研究中，核苷酸序列比对和系

统进化树分析结果表明，花生栽培种 LPAAT 的两条

序列 glpaat-2 与 glpaat-1 分别来自 A、B 染色体组

(Smartt et al., 1978)，B 组野生种 A. ipaensis 与栽培

花生的亲缘关系最近，而 A 组的 A. correntina 和 A.
duranensis 与栽培花生的亲缘关系相近。

LPAAT 是酰基转移酶家族的成员之一，该酶呈

现出底物特异性与类型多样性的双重特点(Brown et
al., 2002)， 本 研 究 所 得 的 LPAAT 蛋 白 与 拟 南 芥

LPAAT2-5 蛋白的氨基酸序列同源性仅 10.63%~
14.58%，与花生中 2 个已发表基因的氨基酸序列同

源性也只有 11%左右，说明 LPAAT 在进化过程中的

glpaat-1
132C
455G
498T
512T
796C
812G
817A
-

1077C
1116G
1166A
1584A
1784T
1790C
1818A
-

3171G
3281G
-

3312T
3392A
3396G
3497G
3528C
-

3590G
3597A
-

3677T

glpaat-2
132G
464A
507C
521C
805C
821G
826A
-

1086A
1125A
1175A
1593G
1791T
1797C
1825A
-

3178A
3288G
-

3319T
3398A
3402G
3504G
3535C
-

3597G
3604A
-

3684T

Aipalpaat
132C
455G
498T
512T
796G
817A
817G
861T
1078C
1117G
1167C
1585A
1775C
1781G
1820G
2714T
3183G
3295A
3316A
3327G
3406G
3410A
3512C
3543A
3599G
3603A
3610T
-

3690G

Abatlpaat
132C
460G
503T
517T
801G
817A
822G
866T
1083C
1122G
1172C
1590A
1780C
1786G
1825G
2721T
3188G
3298A
3319A
3330G
3409G
3413A
3509C
3540A
3602G
3606A
3613T
3644A
3694G

Acorlpaat
132C
460G
503T
517T
801G
817A
822G
866T
1083C
1122G
1172C
1590A
1780C
1786G
1825G
2728T
3200G
3300A
3307A
3342G
3421G
3425A
3521C
3552A
3614G
3618A
3625T
-

3705G

Adurlpaat
132C
460G
503T
517T
801G
817A
822G
866T
1083C
1122G
1172C
1590A
1780C
1786G
1825G
2728T
3200G
3300A
3307A
3342G
3421G
3425A
3521C
3552A
3614G
3618A
3625T
-

3705G

表 2 花生栽培品种与二倍体野生种 LPAAT 的 SNP 差异位点

Table 2 The main SNP differences of LPAAT between cultivated
varieties and wild diploid species
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多样性特点。

3 材料与方法

3.1 试验材料

3.1.1 植物材料

花生栽培品种花育 32 号由山东省花生研究所

选育，4 个花生区组二倍体野生种材料 A. correntina、
A. duranensis、A. batizocoi 和 A. ipaensis 由中国农业

科学院油料作物研究所姜慧芳研究员提供。

3.1.2 试剂

TIANgel 胶回收试剂盒、RNAprep Pure 植物总

RNA 提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；

TransScript First-Strand cDNA Synthesis SuperMix，

pEASY-T1 Cloning Kit 及 大 肠 杆 菌 感 受 态 细 胞

Trans1-T1 购自北京全式金生物技术有限公司；其他

试剂均为进口或国产分析纯；引物由上海生工生物

工程有限公司合成；测序工作由北京六合华大基因

科技有限公司完成。

3.2 试验方法

3.2.1 叶片基因组 DNA 和种子总 RNA 提取及 cDNA
合成

采 用 CTAB 法 提 取 花 生 幼 嫩 叶 片 的 基 因 组

DNA；按照植物总 RNA 提取试剂盒的说明书提取花

生种子总 RNA；根据 cDNA 反转录试剂盒的说明合

成 cDNA。

3.2.2 LPAAT 全长 cDNA 序列和 DNA 序列的克隆

参考中山大学刘琛(2010)的引物序列 F：5'-AT-
GACTACCACTGGGACACTCAAG-3'；R：5'-TCATT
TTTCCTCCAAACGCCGTAGC-3'。以花育 32 号的

种子 cDNA 为模板，PCR 扩增条件为：95℃预变性

5 min；95℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min 10 s，35 个循

环；72℃后延伸 10 min。以花育 32 号和 4 个野生种

的叶片 DNA 为模板，PCR 扩增条件为：95℃预变性

5 min；95℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 4 min，35 个循环；

72℃后延伸10 min。

3.2.3 PCR 产物的回收、测序

PCR 产物的胶回收、连接和测序等方法参照文

献(东金玉等, 2012)。由于花生栽培种属异源四倍体，

测序结果可能是 2 条序列，因此花育 32 号至少送 6
个单克隆用于测序，以保证每条序列 3 个重复；每个

野生种品种至少送 3 个单克隆。

3.2.4 序列生物信息学分析

利用 NCBI 和 DNAMAN 软件分析核苷酸序列

及其推导的氨基酸序列同源性；采用 MEGA5.0 软件

的 Neighbor-Joining 算法构建系统进化树，Bootstrap
检验，并重复 1 000 次。基因结构作图：GSDS (http://
gsds.cbi.pku.edu.cn/index.php/)；蛋白质二级结构分

析软件：SOPMA (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_
automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html/)；蛋白跨膜

结 构 预 测 ：TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM/)；氨基酸基本理化性质：ProtParam (http://
www.expasy.ch/tools/protparam.html/)；蛋白质保守结

构 域 ：NCBI CDD 数 据 库 (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi/)；蛋白质的亚细胞定位：

WoLF PSORT (http://psort.hgc.jp/form.html/)。
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