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油茶PODs基因鉴定及在自交和异交下的表达分析
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摘要： 油茶（Camellia oleifera Abel.）具有自交不亲和性（SI，self-incompatibility），自然座果率低，这严重影响油茶产量，制

约了油茶产业的发展。为研究过氧化物酶（POD，peroxidase）在油茶自交不亲和反应中的作用，本研究通过逆转录克隆技术从

油茶中克隆出 4 条 POD 基因，分别命名为 CoPOD1/2/3/4。其基因编码区长度分别为 1086、1011、1020 和 1218 bp，编码 361、

336、339和405个无跨膜结构、有信号肽的蛋白质。同源序列比对显示CoPOD1/2/3/4蛋白质之间的同源性较低，但均有过氧

化物酶活性位点和过氧化酶近端血红素配体序列；系统进化树显示 CoPOD1/2/3/4 蛋白质与茶树（Camellia sinensis（L.）O. 

Ktze.）POD蛋白质的亲缘关系最近。实时荧光定量结果显示，油茶PODs基因在自交授粉后24~48 h范围内呈现显著上调后又

下降的趋势，在自交授粉36 h雌蕊中CoPOD1/3/4的表达量高于异交。自交授粉24~72 h油茶雌蕊内POD酶活性高于异交并

在36 h达到最高值，异交授粉雌蕊内POD活性前期处于动态平衡状态，在72 h后出现明显上调，据此推测油茶PODs基因可能

参与了油茶自交授粉后花粉管程序性死亡，进而参与了油茶自交不亲和反应。本研究为进一步研究油茶自交不亲和机制提供

参考。
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Abstract：Camellia oleifera Abel.， which shows self-incompatibility （SI） and low natural fruit setting rate， 

has seriously affected its yield production and the following development in industry. To uncover the function of 

Peroxidase （POD） in self-incompatibility， four POD genes CoPOD1/2/3/4 were cloned from C. oleifera by 

reverse transcription cloning technology. The length of gene coding regions were 1086， 1011， 1020 and 1218 

bp， encoding 361， 336， 339 and 405 amino acids non-transmembrane proteins with signaling peptides， 

respectively. Although lower sequence similarity among the CoPOD1/2/3/4 proteins is observed， they all contain 

peroxidase active sites and heme ligand sequences near peroxidase. The phylogenetic analysis revealed closely 

sequence homology of CoPOD1/2/3/4 to those of Camellia sinensis （L.） O. Ktze. Real-time fluorescence 

quantitative results showed that PODs were significantly up-regulated， followed by decreased expression within 

24-48 h after self-pollination. The transcripts of CoPOD1/3/4 were higher than cross-pollinated in pistills at 36 h 

after self-pollination. The POD activity in the pistil of self-pollination was higher than that of cross-pollinated 

within 24-72 h， showing the highest expression peak at 36 h. The POD activity in the pistil of the cross-
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pollinated was in dynamic balance at early stage， with significantly up-regulated after 72 h. We speculate that the 

POD genes might be involved in the programmed pollen tube death of C. oleifera after self-pollination， thus 

participating in the self-incompatibility reaction. Collectively， this paper provides reference for further research 

on self-incompatibility mechanism in C. oleifera.

Key words： Camellia oleifera Abel.；peroxidase；self-incompatibility；expression pattern；gene cloning

油茶（Camellia oliefera Abel.）是我国特有且重

要的木本食用油料树种，栽培面积大，分布广泛，在

保障国家粮油安全和生态文明建设中占有重要的

地位和作用［1］。油茶在生产实践中存在开花量极

大、自然座果率极低（5%以下）的现象，导致油茶产

量低且不稳定，进而影响我国油茶产业的健康发

展［2］。近几年，多位科研工作者通过田间授粉、荧光

显微观察及统计学分析，对油茶的败育机制进行了

系统研究，取得了一些重要进展，同时确定油茶为

合子前期的后期自交不亲和（LSI，late-acting self-

incompatibility）类型植物［3-4］。

自交不亲和性（SI，self-incompatibility）是植物

为防止近亲繁殖、促进杂交、保持物种多样性的一

种授粉机制［5］，许多学者对其作用机制进行了一系

列研究。其中多数植物的自交不亲和性是由于S基

因编码的S-RNase（一种核糖核酸酶）抑制花粉管在

花柱中的生长，从而导致不亲和反应的产生［6-8］。一

些研究者在砂梨（Pyrus pyrifolia Nakai）中发现 S-

RNase 通过抑制花粉管内 NADPH 酶（与过氧化物

酶（POD，peroxidase）均参与活性氧的生成）的活性，

使活性氧（ROS，reactive oxygen species）合成受到阻

碍，进而破坏了自花授粉后顶端花粉管活性氧浓度

梯度，引起花粉管微丝骨架断裂，最终导致花粉管

无法正常生长［9-10］。另有研究证实在蔷薇科植物中

S-RNase进入花粉管后通过改变胞质内Ca2+等因子

的浓度，引起ROS含量显著上升，从而阻碍了花粉

管的生长［11］。由此可见，ROS含量过多或过少均会

引起花粉管不正常生长。

ROS是植物环境胁迫信号中最重要的物质，植

物已进化出一套自身的抗氧化机制来清除过多的

ROS，使体内ROS的含量处于动态平衡状态［12］。其

中POD等酶类组成植物保护酶促系统的重要部分

并发挥关键性作用，它能平衡体内的活性氧自由基

代谢、延迟或阻止细胞结构的破坏，进而防止自由

基对植物的毒害［13］。为探索POD酶活性与自交不

亲和的关系，齐国辉［14］通过对不同鸭梨（Pyrus 

bretschneideri）品种的自交座果率和自花授粉后花

柱内POD酶活性进行关联性分析，发现两者呈极显

著负相关关系。王保成等［15］通过对芸芥（Eruca 

sativa Mill.）自交亲和系和自交不亲和系柱头 POD

等酶活性进一步探究后，推测芸芥自交亲和系的亲

和基因调控可能与POD等保护酶活性的变化有关。

He等［16］在油茶授粉 48 h后发现自花授粉中与过氧

化物酶体生成有关的蛋白质含量与异花授粉相比

有所上调，推测过氧化物酶体可能在油茶的自交不

亲和反应中起关键作用。本研究从前期构建的油

茶自、异交雌蕊转录组数据库［17］中筛选获得 4 条

POD基因的全长编码序列（CDS，coding sequence），

并对油茶4条POD基因进行克隆和鉴定，同时分析

不同授粉组合中的POD酶活性和POD基因家族的

表达模式，以期为揭示油茶自交不亲和性的生理响

应机制提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料与样品处理

本研究开展于2019年，选取的试验材料为油茶

良种华硕和华金，两个品种均为自交不亲和品种，

且两者杂交亲和，两个品种均种植于湖南省株洲市

渌口区中南林业科技大学油茶基地。采摘露白期

花朵，带回实验室在26 ℃干燥14 h后收集花粉。随

后进行野外人工授粉，以华硕为母本，授粉组合为

华硕×华金（异交）和华硕×华硕（自交），授粉后迅速

套袋。在授粉后 0、12、24、36、48、60、72、84、96 h时

间点分别用镊子将雌蕊取下，液氮速冻后-80 ℃冰

箱中保存备用。材料均选取即将开放但花瓣未打

开的材料，避免品种间花粉污染。

1.2　试验方法

1.2.1　POD酶活性测定　采用愈创木酚法［18］进行

POD酶活性测定，样本为1.1采集的雌蕊样品，将样

品切碎放入研钵中，制成酶液留作备用。在洁净试

管中加入 0.05 mol/L pH7.0磷酸缓冲液 2.9 mL， 2% 

H2O2 1.0 mL， 0.05 mol/L愈创木酚 1.0 mL和 0.1 mL

酶液。反应液混匀后，在 37 ℃水浴中保温 15 min，

然后加入 20% 三氯乙酸 2.0 mL 终止反应，以

pH7.0磷酸缓冲液调零点，在470 nm波长下测定吸

光度。
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POD酶活性（u/（g（FW）·min））= ΔOD·Vt/（Vs·T·FW），

其中，ΔOD 为样品 OD 值减对照 OD 值；Vt 为

酶液总体积（mL）；Vs为测定酶液体积（mL）；T为反

应时间（min）；FW为鲜重（g）。使用SPSS 25.0软

件的Duncan’s方差分析方法对数据进行显著性差

异分析，采用本地软件O r i g i n  2 0 1 9进行相关图表

制作。

1.2.2　油茶总 RNA 提取及 cDNA 合成　 按 照

Omega公司总RNA提取试剂盒说明书，提取油茶各

样品的总RNA。提取完毕后取2 µL进行1.0%琼脂

糖凝胶电泳检测其完整性及条带亮度。油茶 cDNA

的合成参照Vazyme公司的荧光定量逆转录试剂盒

说明书进行。

1.2.3　油茶PODs基因的克隆　根据油茶转录组数

据库中的POD基因序列［17］，利用Primer Premier 5.0

软件设计两端引物 CoPOD1/2/3/4-F/R（表 1）。以

油茶华硕雌蕊的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，

PCR 反 应 体 系（25 µL）：12.5 µL Phanta Master 

Mix，10 µmol/L正反向引物各 1 µL，1 µL油茶华硕

雌蕊的 cDNA，用灭菌水（ddH2O）补齐至 25 µL。反

应程序：98 ℃ 3 min；98 ℃ 30 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 

2 min，40 个循环；72 ℃ 10 min。产物经电泳检测

后，用Gel Extraction Kit（OMEGA Bio-Tek，美国）试

剂盒进行回收，将回收后的目的片段与 pClone007

载体混匀后在25 ℃连接10 min，后转化到大肠杆菌

DH5α感受态细胞中，冰上静置30 min后，42 ℃水浴

热激活45 s后冰上静置2 min，在无菌操作台加入无

抗性LB培养基800 mL，在37 ℃、200 r/min震荡培养

1 h，去除上清混匀并吸取100 µL菌液均匀涂布于含

有氨苄抗生素的 LB 固体培养基上。用通用引物

M13F/R经菌液 PCR检测后，挑选阳性菌液送至长

沙擎科生物公司进行测序验证。

1.2.4　生物信息学分析　利用ProtParam、ProtScale、

SOPMA等在线软件（表 2）对CoPOD1/2/3/4基因的

蛋白质理化性质、疏水性、二级结构等进行分析；使

用本地软件 Jalview、MEGA 11和TBTOOLS进行同

源序列比对、系统进化树的构建以及保守基序的

分析。

1.2.5　实时荧光定量 PCR　为检测 CoPODs 基因

在油茶自交和异交花柱和子房中的表达模式，选择

油茶常用的三磷酸甘油醛脱氢酶基因（GAPDH）作

为内参基因［19］，根据克隆得到的CoPOD1/2/3/4基因

全长序列设计实时定量PCR引物（表 1），扩增片段

长度分别为215、126、154和172 bp。实时荧光定量

反应体系按照湖南长沙擎科公司的 2×T5 Fast 

qPCR Mix试剂盒说明书进行，在BIO-RAD公司的

CFX96TMReal-time PCR 反应系统中进行，反应体

系为 20 µL：10 µL 2×TSINGKE®Master qPCR Mix-

SYBR，正反向引物各 0.8 µL，1 µL 的 cDNA 模板，

7.4 µL 无菌无酶的水。实时荧光定量 PCR 反应程

序：96 ℃预变性30 s；96 ℃变性5 s，58 ℃退火30 s，

72 ℃延伸 30 s，40个循环。每个样品进行 3个生物

学重复，采用2-ΔΔCt方法［20］分析相关数据。后续数据

显著性差异分析及图表制作方法同1.2.1。

表1　PODs基因引物序列

Table 1　Primer sequence of PODs gene

引物名称

Primer name

CoPOD1-F/R

CoPOD2-F/R

CoPOD3-F/R

CoPOD4-F/R

CoPOD1-QF/QR

CoPOD2-QF/QR

CoPOD3-QF/QR

CoPOD4-QF/QR

GAPDH-F/R

正向引物序列（5′-3′）

Forward primer sequence

ATGGCTTTCAACCTCTCAGCTGT

ATGACATTTTCCTCTTCTTCTTC

ATGACATTGCCTTTTATTCTTC

ATGGAAGGAAGAATTAGAGTACG

AATCTAAGTCTGAGGGCG

CTGGTTCTGCCACGATTT

CAAGCCCTATTGACCGA

GTTGCTGGCTTTCTTCG

CTACTGGAGTTTTCACCGA

反向引物序列（5′-3′）

Reverse primer sequence

TTACCGTAACTCTGCGGCAGTCT

TCAATTAAGCTTCTTACAATCC

CTATGCCTTCATATATTTGCCT

TCAATGCACAAATATGGTTGGA

GGGAGGTTGTCCAATGTT

TCTCTCCACTGCTCCCTGT

CTCACATCTATGCCTCACCT

CCTCTATTCTTGCCTTGAC

TAAGACCCTCAACAATGCC

用途

Application

CoPODs基因克隆

实时定量RT-PCR

内参基因
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2　结果与分析

2.1　油茶PODs基因的克隆

参考油茶转录组数据，利用 Primer Premier 5.0

设计目的基因全长扩增产物，以油茶反转录得到的

cDNA 为模板进行 PCR 扩增，测序得到CoPOD1/2/

3/4 基因的 CDS 长度分别为 1086、1011、1020 和

1218 bp（图1），与转录组数据库中的碱基序列一致，

分别编码361、336、339和405个氨基酸。

2.2　油茶PODs基因的生物信息学分析

2.2.1　油茶PODs蛋白质的理化性质分析　使用在

线网站ProtParam和ProtScale对CoPOD1/2/3/4四个

蛋白质的理化性质进行预测和分析，结果表明它们

的分子式分别为C1725H2719N475O552S13、C1535H2421N425O514

S11、C1691H2652N442O488S17、C1956H3101N567O582S20，原子总和

分别为 5484、4906、5290、6226，分子质量分别为

39.36、35.41、37.53、44.51 KDa，理论等电点分别为

5.22、4.83、8.64 和 6.47，总 平 均 亲 水 性 分 别 为

-0.150、-0.002、-0.062、-0.225，均为亲水性蛋白质；

不稳定系数分别为 38.86、40.46、32.69、40.52，根据

不稳定系数推测 CoPOD1/3 属于稳定蛋白质、

CoPOD2/4属于不稳定蛋白质（不稳定系数高于 40

为不稳定蛋白，反之为稳定蛋白）。

2.2.2　油茶PODs蛋白质的信号肽分析　通过在线

软 件 TMHMM Server v. 2.0 和 SignalIP5.0 预 测

CoPOD1、CoPOD2、CoPOD3和CoPOD4这4个蛋白

质的跨膜结构和信号肽，结果（图2）表明：CoPOD1/

2/3/4这4个蛋白质均无跨膜结构，有信号肽，说明4

个蛋白质不参与物质的跨膜运输，但均属于分泌蛋

白质。其中CoPOD1前29个氨基酸为信号肽区，剪

切位点在第 29 位点和第 30 位点间；CoPOD2 前 32

个氨基酸为信号肽区，剪切位点在第32位点和第33

位点间；CoPOD3 前 23 个氨基酸为信号肽区，剪切

位点在第 23 位点和第 24 位点间；CoPOD4 前 25 个

氨基酸为信号肽区，剪切位点在第 25 位点和第 26

位点间。

表2　基因生物信息学分析软件

Table 2　Gene bioinformatics analysis software

序号

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

在线软件

Online software

ProtParam

ProtScale

TMHMM Server v.2.0

SignalIP 5.0

SOPMA

PHYRE2

IncLocator

InterPro

PROSCAN

NCBI Blast

ITOL

MEME

在线软件网址

Online software website

https：//web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam

https：//web.expasy.org/protscale/

https：//services.healthtech.dtu.dk/service.php？TMHMM-2.0

https：//services.healthtech.dtu.dk/service.php？SignalP-5.0

https：//npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl？page=npsa_sopma.html

http：//www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi？id=index

http：//www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/lncLocator/

https：//www.ebi.ac.uk/interpro/

https：//npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl？page=/NPSA/npsa_proscan.html

https：//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

https：//itol.embl.de/

https：//meme-suite.org/meme/tools/meme

分析内容

Analysis content

蛋白质理化性质分析

蛋白质疏水性分析

蛋白质跨膜结构分析

蛋白质信号肽分析

蛋白质二级结构分析

蛋白质三级结构分析

亚细胞定位预测

蛋白质结构域分析

蛋白质基元分析

同源序列搜索

构建系统进化树

保守基序（motif）分析

Marker：DL5000 DNA Marker；1：CoPOD1； 2：CoPOD2； 

3：CoPOD3； 4：CoPOD4

图1　CoPOD1/2/3/4基因的PCR扩增结果

Fig.1　The PCR amplification product of CoPOD1/2/3/4
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2.2.3　油茶PODs蛋白质的二级结构、三级结构及

亚细胞定位分析　通过在线网站SOPMA预测POD

蛋白质的二级结构，结果（图 3）表明：CoPOD1蛋白

质α螺旋所占比例最多，为39.89%；β转角所占比例

最少，为 5.82%；无规则卷曲占 37.67%；延伸链占

16.62%。CoPOD2 蛋白质无规则卷曲所占比例最

多，为 42.86%；β转角所占比例最少，为 5.06%；α螺

旋占36.01%；延伸链占16.07%。CoPOD3蛋白质无

规则卷曲所占比例最多，为41.30%；β转角所占比例

最少，为5.60%；α螺旋占36.87%；延伸链占16.22%。

CoPOD4 蛋白质无规则卷曲所占比例最多，为

44.44%；β转角所占比例最少，为 6.91%；α螺旋占

32.10%；延伸链占16.54%。通过在线网站PHYRE2

预测分析CoPOD1/2/3/4这 4个蛋白质的三级结构，

结果显示这4种蛋白质的三级结构较为相似并且主

要类型均为 α螺旋和无规则卷曲（图 3），推测其在

某 些 功 能 上 存 在 相 似 之 处 。 使 用 在 线 网 站

IncLocator 对 CoPOD1/2/3/4 四个蛋白质进行预测

分析，结果显示：CoPOD2/3/4蛋白质定位在细胞核

的可能性最大，预测分数分别为 0.774、0.684、

0.552；CoPOD1 蛋白质定位细胞质的可能性最大，

预测得分为0.335。

2.2.4　油茶PODs蛋白质同源序列比对及系统进化

树分析　利用 NCBI Blast 比对 CoPOD1/2/3/4 蛋白

质并进行蛋白质同源序列搜索，根据每条蛋白质同

源序列相似度由高到低下载其他物种的POD蛋白

质共 19条，用于同源序列比对与系统进化树分析。

发现油茶 PODs 蛋白质的氨基酸序列与茶树

（Camellia sinensis（L.）O. Ktze.）PODs 蛋白质的氨

基酸序列相似度最高，分别为 98.34%、98.38%、

98.74%和 92.10%。通过在线网站 InterPro 分析油

茶 PODs 蛋白质的结构域显示：CoPOD1/2/3/4 蛋白

质均有过氧化物酶核心结构域、活性位点、血红素

结合位点、钙结合位点和底物结合位点，据此初步验

证CoPOD1/2/3/4属于POD家族成员。利用在线网

站 PROSCAN 分析显示，CoPOD1/2/3/4 含有数目

不等的蛋白质基元，包括酰胺化位点（Amidation 

site）、N-豆蔻酰化位点（N-myristoylation site）、酪蛋白

质激酶II磷酸化位点（Casein kinase II phosphorylation 

site）、N-糖基化位点（N-glycosylation site）等。其中

cAMP 和 cGMP 依赖性蛋白质激酶磷酸化位点

（cAMP- and cGMP-dependent protein kinase 

phosphorylation site）是 CoPOD2 特有的，位于 156~

159 aa。

红线表示信号肽类型（常规分泌通路/Ⅰ型信号肽酶）；绿线表示切割位点；橙线表示其他信号肽类型

Red part indicated signal peptide type （conventional secretory pathway/type I signal peptidase）； Green part indicated cleavage sites； Orange part 

indicated other signal peptide types

图2　油茶PODs蛋白质信号肽预测

Fig.2　The signal peptides prediction of PODs protein in C. oleifera
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使用本地软件Jalview将CoPOD1/2/3/4蛋白质的

氨基酸序列与茶树CsPOD12-like（XP_028106509.1）、

大 桉 树（Eucalyptus grandis Hill.）EgPOD12（XP_

010063836.2）、虎耳草（Herrania umbratica）HuPOD12 

（XP_021284657.1）、茶树 CsPOD15-like（XP_02805 

6399.1）、榴莲（Durio zibethinus Murr.）DzPODa2-like

（XP_022743122.1）、陆 地 棉（Gossypium hirsutum 

Linn.）GhPODa2-like（XP_016669429.2）、茶树CsPOD 

63-like（XP_028074173.1）、大桉树 EgPOD31-like

（XP_010046652.2）、枣（Ziziphus jujuba Mill.）ZjPOD 

31-like（XP_015884246.1）、茶树 CsPOD28-like（XP_

028101761.1）、核桃（Juglans regia L.）JrPOD5-like

（XP_018805205.1）、扁桃（Prunus dulcis Mill.）PdPOD 

5-like（XP_034201876.1）等物种蛋白质的氨基酸序

列进行比对（图 4），发现以上蛋白质序列均有过氧

化物酶活性位点（Peroxidases active site）和过氧化物

酶近端血红素配体（Peroxidases proximal heme-ligand）

序列。与CoPOD1/2/3/4蛋白质结构域分析结果有相似

之处，再次验证CoPOD1/2/3/4蛋白质及其比对序列属

于POD家族成员，猜测它们具有清除植株体内活性氧

自由基的功能。

红线表示延伸链；绿线表示β转角；蓝线表示α螺旋；紫线表示无规则卷曲

The red part indicated extended strand；The green part indicated β-turn；The blue part indicated α-helix； The purple indicated random coil

图3　油茶PODs蛋白质二级结构（左）与三级结构（右）预测

Fig.3　The secondary structure （left） and tertiary structure （right） prediction of PODs protein in C. oleifera
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A~D分别为CoPOD1/2/3/4与其亲缘关系较近物种同源POD蛋白质氨基酸序列比对。黑色矩形框为过氧化物酶活性位点，红色矩形框为过氧

化物酶近端血红素配体序列，蓝色矩形框为cAMP和cGMP依赖性蛋白质激酶磷酸化位点。■标示为N-糖基化位点，

▲标示为酪蛋白质激酶磷酸化Ⅱ位点，★标示为N-豆蔻酰化位点，●标示为酰胺化位点。Co-：油茶；Cs-：茶树；

Eg-：大桉树；Hu-：虎耳草；Dz-：榴莲；Gh-：陆地棉；Zj-：枣；Jr-：核桃；Pd-：扁桃；下同

A-D are amino acid sequences of POD proteins homologous to CoPOD1/2/3/4 and closely related species， respectively. The black rectangle box is 

the peroxidase active site， the red rectangle box is the heme ligand sequence of peroxidase proximal， and the blue rectangle box is the cAMP and 

CGMP-dependent protein kinase phosphorylation site. ■Identified as the N-glycosylation site， ▲Identified as the casein kinase II phosphorylation 

site， ★Identified as the N-myridamylation site， ●Identified as the amidation site. Co-： C. oleifera； Cs-： C. sinensis； Eg-： Eucalyptus grandis 

Hill.； Hu-： Herrania umbratica； Dz-： Durio zibethinus Murr.； Gh-： Gossypium hirsutum Linn.； Zj-： Ziziphus jujuba Mill.； Jr-： Juglans regia L.； 

Pd-： Prunus dulcis Mill； The same as below

图4　油茶PODs蛋白质与其他物种同源POD蛋白质氨基酸序列比对

Fig. 4　The amino acid sequence comparison between PODs protein in C. oleifera and POD protein in other species
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本研究从 NCBI 下载了其他物种的 19 条 POD

蛋白质并利用本地软件 MEGA 11、在线网站 ITOL

使用 NJ（Neighbor Joining）邻接法将 CoPOD1/2/3/4

与其他物种的 PODs蛋白质构建系统进化树，结果

（图 5A）显示，这 23条蛋白质聚为 3个独立分支，其

中CoPOD1/2属于一个分支，CoPOD3/4分别属于另

外两个分支。CoPOD1 与 CsPOD12-like、EgPOD12

聚合，其中与CsPOD12-like亲缘关系最近；CoPOD2

与 CsPOD15-like 聚为一支；CoPOD3 与 CsPOD63-

like聚为一支；CoPOD4与CsPOD28-like聚为一支。

由此可见油茶PODs蛋白质与茶树PODs蛋白质的

亲缘关系最高。

A： 油茶PODs蛋白质系统进化树；B： 油茶PODs蛋白质与同源POD蛋白质保守基序分布；C： 油茶PODs蛋白质的保守基序（此图展示了

motif在每个位置的保守程度，字母越高代表该位置的保守性越好）。Oe-： 油橄榄；Pa-： 白杨；Ci-： 山核桃；Hb-： 巴西橡胶树；Pv-： 开心果

A： PODs protein phylogenetic tree of C. oleifera； B： Distribution of conserved motif of PODs protein and homologous POD protein in C. oleifera； 

C： Conserved motif of PODs protein in C. oleifera （This figure shows the degree of conservatism of the motif in each position， the higher the letter， 

the better the conservatism of the position）. Oe-： Olea europaea L.； Pa-： Populus alba； Ci-： Carya illinoinensis Koch.； Hb-： Hevea brasiliensis 

（Willd. ex A. Juss.）； Pv-： Pistacia vera L.

图5　油茶PODs蛋白质与其他物种POD蛋白质的系统进化树及蛋白质保守基序

Fig.5　The phylogenetic tree and conserved motifs of PODs proteins in C. oleifera and other species
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2.2.5　油茶PODs蛋白质保守基序分析　使用在线

网站 MEME、TBTOOLS 预测并分析以上参与构建

系统进化树蛋白质的保守基序（motif），保守基序的

数目设定为 12。结果（图 5B、C）显示：所有建树蛋

白质保守基序数目在9~11个，基序长度在15~50 aa。

其中 motif 1、2、3、4、5、6、8、9 这 8 个保守基序是

所有成员共有的，由此推测以上 8 个保守基序是

POD家族的保守基序；而motif 10、11、12是CoPOD1

及与其亲缘关系较近的 CsPOD12-like、EgPOD12、

CiPOD12、PaPOD12、PvPOD12、HuPOD12 特有的，

从而推测motif10、11、12是POD1 及 POD12 的特征

保守基序；CoPOD1 及与其亲缘关系较近的建树

成员缺少 motif7。由此猜测保守基序的种类会对

基因功能的行使产生影响，共有的保守基序决定

基因在某些功能行使方面存在相似性，某些基因

拥有的特征保守基序决定基因功能行使的特

定性。

2.3　不同授粉处理下油茶雌蕊中PODs基因的表达

模式分析

采用实时荧光定量 PCR 检测 CoPODs 基因在

自交、异交授粉雌蕊中的表达情况。如图6所示，在

自交授粉中，CoPOD1/2/3/4基因相对表达量在授粉

后 36 h和 72 h高于授粉后 12~84 h内其他时间，只

有 CoPOD4 基因的相对表达量在自交授粉后 36 h

与自交授粉0 h相比显著性上升，据此猜测CoPOD4

基因在油茶自交不亲和反应中发挥重要作用。在

异交授粉中，CoPOD1/2/3/4基因的相对表达量在授

粉后 0~84 h均低于授粉 0 h，其中CoPOD1/2/4基因

的相对表达量在授粉后 96 h的相对表达量显著高

于其他时期。总体来看，在授粉 0 h 自交授粉中

CoPODs基因相对表达量低于异交，而在授粉 36 h

时自交授粉中CoPOD1/3/4基因相对表达量高于异

交。因此猜测CoPOD1/2/3/4基因在油茶自交不亲

和反应中的不同时间段发挥各自的保护机能。

不同小写字母代表在P<0.05水平上差异显著

Different letters indicate significant difference at P<0.05 level

图6　油茶PODs基因在自异交雌蕊中不同授粉时间下的表达分析

Fig.6　The expression analysis under different pollination time in pistils after self- and 

cross-pollination of PODs gene in C. oleifera
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2.4　自交和异交授粉后不同时间雌蕊内POD酶活

性变化

油茶自交和异交授粉后不同时间雌蕊内 POD

酶活性变化如图7所示：在24~72 h范围内自交授粉

后雌蕊POD活性高于异交授粉；油茶自交授粉后雌

蕊POD酶活性变化在授粉12~36 h范围内呈上升趋

势，并在36 h时POD酶活性明显上升，达到最高峰，

均值为 6.867 u/（g（FW）·min），授粉后 36~48 h范围

内POD酶活性明显下降，后随着时间的增加有所上

升；油茶异交授粉后前期雌蕊POD酶活性变化幅度

较小，在授粉84 h时达到最高峰，均值为4.7203 u/（g

（FW）·min）。总体而言，油茶自交授粉后雌蕊内

POD 酶活性与异交授粉相比有显著性差异，说明

POD酶可能参与油茶内自交不亲和机制反应。

3　讨论

油茶是我国重要的木本食用油料树种［21］，茶油

中富含90%油酸、亚油酸等不饱和脂肪酸［22］。根据

国家林业和草原局数据统计，截至 2020年，我国实

有油茶林面积为 445.1 万公顷，油茶籽产量为 706 

kg/hm2［23］。造成油茶低产的原因有很多，其中最重

要的原因之一是油茶具有自交不亲和性的特性。

自交不亲和性是一种用于防止近亲繁殖和促进多

种被子植物异交的机制，有研究发现在梨和油茶等

植物中自花授粉后花粉管的死亡属于细胞程序性

死亡（PCD，programmed cell death），并且在梨中发

现植物发生PCD之前会出现ROS积累的现象［9，24］。

前人研究发现在正常或胁迫条件下，植物细胞过氧

化物酶体等很多部位中能产生ROS［25］；同时有研究

发现当植物体内ROS含量过多时，过氧化物酶会对

其进行清除以维持内部环境的平衡［26］。因此通过

对油茶自、异交授粉后不同时间雌蕊内POD酶活性

以及PODs基因表达量进行测定和分析，以此来探

究油茶自交不亲和性与POD酶活性以及表达模式

之间的关系。

POD是过氧化物酶体的标志酶，是一类氧化还

原酶，一方面参与ROS的产生，另一方面与超氧化

物歧化酶、过氧化氢酶相互协作，清除含量过高的

自由基，使植物免受过多损害，在植物生长和发育

过程中发挥至关重要的作用［27-28］。本研究发现油茶

在 0~12 h范围内自交授粉后雌蕊内POD酶活性低

于异交授粉，吴能表等［29］在甘蓝（Brassica oleracea 

L.）中也发现授粉后初期花柱内自花授粉的POD酶

活性低于异花授粉，猜测自花授粉属于不亲和授

粉，而植株体内的受精机制尚未启动，自花授粉的

POD酶活性与异花授粉相比相对较低。本研究发

现自交授粉 24 h后雌蕊内POD酶活性急剧上升在

36 h达到峰值此后呈现下降趋势；同时根据实时荧

光定量结果分析表明：CoPOD1/2/3/4基因均在自交

授粉后24~48 h范围内呈现显著上升至36 h又下降

的趋势，与POD酶活性变化趋势相似，并且在授粉

后 36 h时CoPOD1/3/4基因的自交雌蕊表达量均高

于异交雌蕊表达量。有研究发现油茶在自交授粉

后前期花粉管能够正常生长，40 h后花粉管生长速

度开始放缓［29］，POD酶活性和基因表达量先急剧上

升又下降，猜测雌蕊内POD快速开启自我保护机制

后［30］，在自交授粉36 h时POD酶活性和基因表达量

达到顶峰，此后随着时间的增加抵御有害物质（活

性氧自由基如H2O2）的能力减弱，从而使花粉管的

生长停滞；在授粉后 36 h只有CoPOD2自交雌蕊表

达量低于异交雌蕊表达量并且此时 CoPOD4 基因

相对表达量显著高于授粉0 h，通过蛋白质序列分析

发现这4个蛋白质的三级结构、保守结构域和motif

结构较为相似，暗示其功能和作用方式可能较为相

似，因此猜测CoPOD1/2/3/4这4个基因之间在行使

某些功能时可能存在功能冗余［31］，CoPOD4基因在

油茶自交不亲和反应中发挥重要作用。张雪梅 ［32］

研究发现具有自交不亲和性的苹果（Malus pumila 

大写和小写字母分别表示自交和异交授粉中油茶雌蕊内POD酶活

性显著性差异，不同字母代表在P<0.05水平上差异显著

Uppercase and lowercase letters indicate significant differences in 

POD enzyme activity in pistil of C. oleifera during self-pollination and 

cross-pollination respectively， different letters represent significant 

differences at P<0.05 level

图7　油茶自、异交雌蕊中POD酶活性的动态变化

Fig.7　Dynamic change anaylsis of POD in pistils after 

self- and cross-pollination of C. oleifera
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Mill.）自花授粉 24 h后POD酶含量变化较大，花粉

管停止生长，这与本研究结果相似。本研究结果显

示油茶异交授粉后前期雌蕊内POD酶活性总体基

本稳定，异交授粉后 0~84 h期间CoPODs基因相对

表达量均低于授粉0 h，猜测异交授粉后前期雌蕊内

活性氧的产生和清除处于动态平衡状态，花粉管能

够正常生长，有利于花粉管顺利通过花柱，因异交

授粉属于亲和反应，雌蕊内没有受到过量活性氧攻

击，所以授粉后前期 PODs 基因相对表达量较低。

本研究结果显示异交授粉 60 h后雌蕊内基因相对

表达量均有不同幅度的上调，而后在授粉72 h后雌

蕊内POD酶活性显著上调，由此可以看出基因相对

表达量与酶活性之间存在滞后性，因此猜测此时

POD酶清除活性氧的能力变强，有利于花粉管穿过

珠孔进入胚囊，这与前人研究发现72 h后油茶花粉

管到达胚珠［30］的结果相呼应。对于异交授粉 84 h

后基因相对表达量出现显著性上调这一现象，猜测

是由于酶活性上升的信号反馈给基因调控通路，从

而使PODs基因相对表达量急剧上升。为了进一步

探究PODs基因在油茶自交不亲和中的作用，本研

究对其分子特征和基因相对表达量进行深入分析。

本研究通过对 CoPOD1/2/3/4 这 4 个基因编码

的蛋白质分别进行预测后发现均有信号肽，信号肽

（Signal peptide）是蛋白质肽链N端包含 16~30个氨

基酸的一段多肽，可以引导蛋白质跨膜转移到特定

亚细胞结构或分泌到胞外［33］。因此初步认为

CoPOD1/2/3/4这4个蛋白质属于分泌蛋白质。蛋白

质结构域预测发现 CoPOD1/2/3/4 这 4 个蛋白质均

含有过氧化物酶核心结构域、活性位点、血红素结

合位点等，已研究的石榴［34］、苎麻［35］等物种POD蛋

白质也含有上述结构域和位点，并且属于过氧化物

酶Ⅲ基因家族，据此初步认为油茶CoPOD1/2/3/4这

4个蛋白质也属于过氧化物酶家族。同源序列比对

结果发现，油茶 PODs的蛋白质序列与其他物种的

POD蛋白质序列均含有过氧化物酶活性位点和过

氧化物酶近端血红素酶体序列，其中油茶POD与茶

树 POD 的相似性最高，系统进化树结果显示，

CoPOD1 与 CsPOD12-like 聚在同一小支，CoPOD2

与 CsPOD15-like 聚 在 同 一 小 支 ，CoPOD3 与

CsPOD63-like聚在同一小支，CoPOD4与CsPOD28-

like聚在同一小支，与比对结果一致，由此证明油茶

POD与茶树POD亲缘关系最近。有研究发现POD

基因在茶树生长发育和非生物胁迫响应中发挥重

要作用［36］，由此猜测POD基因在油茶自交不亲和反

应中发挥了重要作用。

4　结论

本研究通过对 CoPOD1/2/3/4 基因进行克隆和

生理信息学分析，发现CoPOD1/2/3/4基因均属于过

氧化物酶家族，含有过氧化物酶核心结构域和活性

位点等。通过对油茶自交和异交授粉下POD基因

相对表达量和POD酶活性进行分析，发现在异交授

粉前期POD酶活性处于动态平衡、CoPODs基因相

对表达量均低于授粉0 h，授粉60 h后CoPODs基因

相对表达量有所上调，授粉72 h后酶活性出现显著

性上调，由此可以看出因油茶异交授粉属于亲和反

应，所以授粉前期雌蕊内酶活性处于动态平衡、基

因相对表达量较低，在后期花粉管穿过珠孔时基因

表达和酶活性会存在滞后性。在自交授粉中油茶

雌蕊内 POD 酶与 CoPODs 基因相对表达量在授粉

24~48 h呈现显著上调至36 h后又下降的趋势，并有

研究表明油茶自交授粉 36 h后花粉管生长变缓［2］，

因此本研究认为在油茶自交授粉中，为减少活性氧

对雌蕊的损害，油茶体内保护机制对此迅速作出反

应，使CoPODs基因相对表达量和酶活性均显著上

调并参与油茶的自交不亲和反应，后续将对该类基

因的相关功能进行进一步研究，为揭示油茶自交不

亲和性生理响应机制提供研究基础。
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