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 油莎豆油体蛋白基因Oleosin的全基因组鉴定及功能分析 

陈晨，王会伟，李春鑫，王树峰，程珊，朱雅婧，宋万献，张向歌 

（河南省农业科学院经济作物研究所，郑州 450002） 

摘 要：油体蛋白（Oleosin）是油体表面含量最丰富的蛋白，对植物油体形成和油脂储存起着至关重要的作用。油莎豆

（Cyperus esculentus L.）是一种独特的块茎类油料作物，探究油莎豆中Oleosin基因家族特征及筛选响应油脂储存的关键Oleosin

基因对于解析其块茎储存油脂的调控机理具有重要意义。本研究利用生物信息学方法对油莎豆和其他多个物种中Oleosin基因

家族成员进行了系统进化及共线性分析，并进一步开展了CeOLEs的组织表达分析、不同组织的油脂含量检测以及拟南芥过表

达CeOLEs功能验证。生物信息学分析显示，油莎豆全基因组共鉴定到 6 个的Oleosin基因家族成员（CeOLE1 - 6），数目相对

较少，分布在 3 个进化谱系（U、SL和SH亚家族），同玉米、水稻的Oleosin基因家族成员存在较高的进化保守性和共线性。

qPCR分析显示，6 个CeOLEs在油莎豆块茎中表达水平较高，而在根、叶、分蘖节、匍匐茎等组织中表达水平极低。相应地，

油脂含量检测发现，油莎豆块茎中油脂含量可达 24.68%，而根、叶、分蘖节和匍匐茎中油脂含量均小于 1.00%。可以看出，

油莎豆油脂含量可能与CeOLEs的表达水平密切正相关。另外，通过不同发育时期块茎的CeOLEs表达水平和油脂含量分析，

发现CeOLE1、CeOLE2、CeOLE3 和CeOLE5 的表达水平较高，并且它们的表达模式与块茎中油脂含量变化速率一致（先升后

降），说明这 4 个CeOLEs可能是影响油莎豆块茎中油脂含量的关键基因。拟南芥中过表达CeOLE1、CeOLE2、CeOLE3 和CeOLE5

均可显著提高拟南芥种子的油脂含量，验证了这 4 个CeOLEs在油脂储存中的功能。综上所述，本研究结果明晰了油莎豆中

Oleosin基因家族特征，筛选和功能验证了响应油脂储存的关键Oleosin基因，为进一步的油莎豆油脂储存机制解析及遗传改良

奠定基础。 
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Abstract: Oleosin is the most abundant protein on the surface of oil body, which plays an important role in the formation of plant 

oil body and oil storage. Cyperus esculentus is a unique tuber oil crop. Exploring the characteristics of the oleosin gene family in 

Cyperus esculentus and screening the key oleosin genes responding to oil storage are of great significance for analyzing the regulation 

mechanism of oil storage. In this study, the phylogenetic and collinear analysis of oleosin gene family members in Cyperus esculentus 

and several other species were performed using bioinformatics methods, and further tissue expression analysis of CeOLEs, oil content 

detection in different tissues, and functional verification of overexpressing CeOLEs in Arabidopsis were carried out. Bioinformatics 

analysis showed that six oleosin gene family members (CeOLE1 - 6) were identified in the whole genome of Cyperus esculentus, the 

number of which was relatively small; however, they distributed in three evolutionary lineages (U, SL and SH subfamilies), and have 

high evolutionary conservation and collinearity with oleosin gene family members of maize and rice. The qPCR analysis showed that 

the expression levels of the six CeOLEs were high in the tubers of Cyperus esculentus, but extremely low in roots, leaves, tillering 

nodes, stolons and other tissues. Accordingly, the oil content of Cyperus esculentus tubers was up to 24.68%, while the oil content in 

roots, leaves, tillering nodes and stolons was less than 1.00%. It can be seen that the oil content of Cyperus esculentus may be closely 

positively correlated with the expression level of CeOLEs. In addition, through the analysis of the expression level of CeOLEs and oil 

content in tubers at different development stages, it was found that the expression levels of CeOLE1, CeOLE2, CeOLE3 and CeOLE5 

were higher, and their expression patterns were consistent with the change rate of oil content in tubers (first increased and then 

decreased), indicating that these four CeOLEs may be the key genes affecting the oil content in Cyperus esculentus tubers. 

Overexpression of CeOLE1, CeOLE2, CeOLE3 and CeOLE5 in Arabidopsis significantly increased the oil content of Arabidopsis 

seeds, which verified the function of these four CeOLEs in oil storage. In summary, the results of this study clarified the characteristics 

of oleosin gene family in Cyperus esculentus, screened and functionally verified the key oleosin genes responding to oil storage, and 

laid a foundation for further analysis of oil storage mechanism and genetic improvement of Cyperus esculentus. 

Key words: Cyperus esculentusis; oleosin; gene family; tissue expression analysis; functional verification 

植物油脂的主要成分是三酰甘油（TAG, triacylglycerol），以油体的形式储存于种子、果实、花粉、根、

茎和花等不同组织器官[1-2]。通常情况下，植物细胞质中合成脂肪酸（FA, fatty acid），在内质网上组装成TAG，

而后TAG被多种油体表面蛋白包裹形成油体，最终完成油脂储存[3-4]。因而，油体形成是植物完成油脂储存

的最后关键一步。目前，这些油体表面蛋白根据结构被分为三类：油体蛋白(OLE, oleosin)、油体钙蛋白和

油体固醇蛋白，其中油体蛋白占比高达 90%[5-7]。Oleosin基因编码油体蛋白，已在拟南芥、水稻、大豆等多

种植物中被研究报道[8-11]。拟南芥中，在Oleosin基因单突变、双突变和三重突变背景下，油体的大小、数量

和空间分布被改变，进而导致总油脂含量下降[10]。水稻中，Oleosin基因RNAi株系种子的油脂含量减少

20%~40%左右[9]。大豆中，过表达Oleosin基因产生的油体变小但油脂含量能够提高 10%左右[11]。由此可见，

作为油体中含量最丰富的表面蛋白，油体蛋白对植物油体形成及油脂储存至关重要。 



植物中往往存在许多Oleosin基因，即构成Oleosin基因家族。研究发现，Oleosin基因家族成员均具有典

型的Oleosin结构域，包含两亲性的N-末端、C-末端和一个独特的中间疏水性结构（PX5SPX3P）；油体蛋白

成员的分子量一般在 14-30 kDa[12-14]。Huang等[15]通过生物信息学分析揭示了从绿藻到种子植物的油体蛋白

的进化谱系，油体蛋白可被分为 5 类：P（Primitive）、U（Universal）、SL（Seed low molecular weight）、

SH（Seed high molecular weight）和T（Tapetum in Brassicaceae）。值得注意的是，P谱系油体蛋白主要分布

在绿藻中，可能是U谱系油体蛋白的来源，进而又产生了SL、SH及T谱系油体蛋白，而T谱系油体蛋白一般

仅能在十字花科中被检测到[2, 16]。不同物种中，Oleosin基因家族成员的种类和数量有所差异，而且不同

Oleosin基因家族成员的组织表达特性以及功能也可能有所不同。拟南芥中报道了 16 个Oleosin基因，其中 5

个主要在种子中表达，8 个在花药中表达，另外 3 个同时在种子和花药中表达[6]。Miquel等[10]对拟南芥中几

种同源Oleosin基因进行了研究，发现Oleosin1 和Oleosin4 负向调节油体大小，而Oleosin2 可能正向增加油体

大小。因而，鉴定和功能分析不同物种（尤其是油料作物）中Oleosin基因家族成员十分重要，将有助于明

确各自物种中负责油脂储存的关键Oleosin基因。 

油莎豆（Cyperus esculentus L.）是一种独特的地下块茎类作物，其独特之处在于块茎能够储存大量油脂

（一般约 20％~30％），与一般块茎/根类作物（如马铃薯、红薯等）块茎富含糖类、淀粉等明显不同[17-19]。

油莎豆油的主要成分是油酸（占比高达 74.20%），可以作为健康食用植物油或生物柴油燃料的替代资源[20-22]。

另外，油莎豆抗逆性及适应性极强，能于沙化、荒漠、盐碱化等土壤种植，可以不与粮食竞争耕地 [23-24]。

因而，油莎豆可以说是一种发展潜力巨大的新型油料作物。作为一种宝贵的新型油料资源，油莎豆在油脂

合成和积累方面的潜力亟需进一步研究，挖掘其中油脂积累的关键基因，解析油脂积累的分子调控机制，

对于培育高油型油莎豆新品种具有至关重要的作用。Wang等[25]通过不同发育时期块茎的转录组测序分析，

发现从丙酮酸生成到脂肪酸合成再到三酰基甘油合成以及最终油体形成的植物核心油脂合成代谢途径中主

要相关基因均在油莎豆中被鉴定到，这些基因呈现不同程度的大量表达，表明油莎豆块茎具有储存油脂的

能力。Ji等[26]通过油莎豆和香附子（油莎豆近缘种）之间的比较转录组分析，发现脂肪酸合成途径基因（如

ACCase、ACP）以及油体形成相关蛋白基因（Oleosin、Caleosin、Steroleosin）的上调表达是油莎豆能大量

油脂积累的主要原因。随着油莎豆基因组信息的发布[27]，Zou等[28]对油莎豆Oleosin基因家族进行了全基因

组表征，明确Oleosin家族成员数量和分类、序列特征以及时空表达情况，发现了两个Oleosin蛋白存在同源

和异源相互作用，并通过烟叶瞬时表达系统证明此两个Oleosin基因具有促进油脂储存的功能。综上所述，

Oleosin基因对油莎豆乃至植物的油脂储存至关重要，并且可能是影响不同物种油脂含量高低的关键。因而，

进一步了解Oleosin基因家族成员在多物种（尤其是一些油料植物和非油料植物）间的进化保守情况，以及

明确响应油莎豆油脂储存的关键Oleosin基因家族成员，对改造油莎豆乃至其他物种自身油脂合成代谢过程

进而提高油脂含量意义重大。本研究拟通过油莎豆、拟南芥、花生、油菜、玉米、水稻、马铃薯、红薯等



多个物种中Oleosin基因家族成员对比分析，明确各物种中Oleosin基因家族成员基因复制以及多物种间的共

线性等情况；同时，联合油莎豆Oleosin基因家族成员的组织表达分析和不同组织中油脂储存规律，筛选出

油莎豆中响应油脂储存的关键Oleosin基因，并通过拟南芥遗传转化进行油莎豆Oleosin基因的过表达功能验

证，以期为阐明油莎豆油脂储存的分子调控机制以及培育高油型油莎豆新品种奠定基础。 

1 材料和方法 

1.1 试验材料 

本研究所用的油莎豆品种为豫油莎 3 号，拟南芥材料为哥伦比亚野生型拟南芥（Col-0），均由本实验

室提供。pCAMBIA2300 表达载体、大肠杆菌菌株DH5α和根癌农杆菌菌株GV3101 均由本实验室保存。 

1.2 试验方法 

1.2.1 油莎豆不同组织器官的油脂含量测定 挑选大小均匀一致的豫油莎 3 号块茎，使用 10%次氯酸钠溶液

浸泡消毒 5 min，随后将其沙土种植于人工气候室中（光照/黑暗：14/10 h，30℃）。每 5 天取样观察一次油

莎豆植株的生长发育状态：将其地下部分从沙土中取出，观察生根发芽、匍匐茎形成、分蘖形成、块茎形

成及膨大等各组织器官的生长发育变化情况。根据油莎豆植株不同组织器官的生长发育情况，选取发育早

期和晚期的不同组织器官（根、叶、匍匐茎、分蘖节和块茎）样品，置于 80℃烘箱中烘干（约 48 h），然

后采用索氏抽提法
[29]

进行油脂含量测定，每个样品重复 3 次。 

1.2.2 多 物 种 Oleosin 基 因 家 族 成 员 系 统 进 化 树 的 构 建  从 InterPro 数 据 库

（https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/#table）下载Oleosin结构域（PF01277）的隐马尔可夫模型（HMM），

从中国国家基因库数据库（ https://db.cngb.org/ ，CNP0003839）下载油莎豆基因组数据，从 TAIR

（ https://www.arabidopsis.org/ ） 下 载 拟 南 芥 的 基 因 组 数 据 ， 从 美 国 国 家 生 物 技 术 信 息 中 心

（http://www.ncbi.nlm.nil.gov）下载花生、油菜、大豆、玉米、水稻、马铃薯、红薯的基因组数据，利用HMMER 

3.0 软件在以上物种全基因组蛋白序列中检索Oleosin基因家族成员，阈值为 1e-5。基于以上物种中Oleosin基

因家族成员的蛋白序列，利用MEGA X软件通过邻接法（NJ, neighbor joining）构建系统进化树，参数Bootstrap

设置为 1000，并用Evolview（https://www.evolgenius.info/）在线工具进行优化。同时，参考Chen等[30]研究，

对多物种的Oleosin基因家族成员进行亚家族分类。 

1.2.3 Oleosin基因复制和物种间共线性分析 利用TBtools软件中“One StepMC ScanX-SuperFast”程序包分析

油莎豆、拟南芥、花生、油菜、玉米、水稻、马铃薯、红薯等物种内及物种间Oleosin基因家族成员的关联

信息。基于关联信息，利用TBtools软件中“Advance Circos”程序包分析各自物种（以油莎豆、拟南芥、大豆

和水稻物种为代表）内Oleosin基因的重复事件；利用TBtools软件中“Dual SystenyPlot for MCscan X”程序包

分析油莎豆与其他物种间Oleosin基因的共线性情况。 



1.2.4 RNA提取、cDNA合成及qPCR (Quantitative real-time PCR)检测 利用植物多糖多酚总RNA提取试剂

盒（北京天根）提取总RNA，并通过NanoDrop 2000 检测RNA的质量和浓度。随后，利用HiScript® II 1st Strand 

cDNA Synthesis Kit（+gDNA wiper）反转录试剂盒（南京诺唯赞）将RNA反转录成cDNA。利用Primer 5 软

件设计qPCR特异性引物，退火温度为 58 ~ 60℃，片段长度为 150 ~ 300 bp；选择AtACTIN和CeACTIN分别作

为拟南芥和油莎豆的内参基因，引物序列见表 1。采用SYBR Green PCR Master Mix (Takara)体系（20 μL），

通过Bio-Rad CFX96 荧光定量PCR仪进行qPCR检测，设置 3 个生物学重复和 3 个技术重复。采用 2–ΔΔCT法计

算基因在各样品中的相对表达水平。 

表 1 本研究引物及序列 

Table 1 Primers and sequences in this study 

 
引物名称 

Primer name 

上游引物（5’-3’） 

Forward primer 

下游引物（5’-3’） 

Reverse primer 

qPCR检测 

qPCR 

detection 

Q-CeOLE1 TGTCAAGAATGTCCTCCCCG TGCTTACCATGTTCCTCGCC 

Q-CeOLE2 ATCGTCACGCCGCTGTTTAT GTTTTCTGGCCCGTTCAAGC 

Q-CeOLE3 GCACCAGAGAGAAGGACAGC GCACCAGAGAGAAGGACAGC 

Q-CeOLE4 TGCCCAAAAACGAGCCAATG TCCTTAAAATCCCGCGCCTT 

Q-CeOLE5 TGATCCGTCATGGGGAAGGC CAACCTGCTGCCCCTTACT 

Q-CeOLE6 CTCTTAACGGGCGTGACCAT GCAGATACCCGCCATACTCC 

Q-CeACTIN ACTCTGGTGATGGTGTGAGC CCCTCTCTCCGTCAGGATCT 

Q-AtACTIN GAGATGGAAACCTCAAAGACCA TTACCGTACAGATCCTTCCTGA 

载体构建 

Vector 

construction 

V-CeOLE1 
gtacccggggatcctctagagtcgacATGGCGGACCGCGGGCA

G 

ttgctcaccatggtactagtgtcgaCTACTTGTCGGTCTTCCCGC

CAGCCT 

V-CeOLE2 
gtacccggggatcctctagagtcgacATGACAGACTACAGCAA

GGA 
ttgctcaccatggtactagtgtcgaTCAGTACCCATAACCCGCTA 

V-CeOLE3 
gtacccggggatcctctagagtcgacATGGCTGAGCACCAGAG

AGAA 

ttgctcaccatggtactagtgtcgaTTACGATGCCTGCTGTTCGA

C 

V-CeOLE5 
gtacccggggatcctctagagtcgacATGGCAGACCGCGGGGA

GCA 

ttgctcaccatggtactagtgtcgacTCAAGTCCTGCCAGCAACC

T 

PCR检测 

PCR 

detection 

P-CeOLE1 ATGGCGGACCGCGGGCAG CTACTTGTCGGTCTTCCCGCCAGCCT 

P-CeOLE2 ATGACAGACTACAGCAAGGA TCAGTACCCATAACCCGCTA 

P-CeOLE3 ATGGCTGAGCACCAGAGAGAA TTACGATGCCTGCTGTTCGAC 

P-CeOLE5 ATGGCAGACCGCGGGGAGCA TCAAGTCCTGCCAGCAACCT 

1.2.5 CeOLEs在油莎豆中的表达分析 选取油莎豆不同组织器官（根、叶、匍匐茎、分蘖节和块茎，同上），

利用qPCR分析CeOLEs在各组织器官的表达情况（相对表达水平），使用TBtools软件绘制CeOLEs的组织表

达模式图，按行进行正态标准化（Normalized）处理。为了进一步了解CeOLEs在油莎豆块茎发育不同阶段

的表达变化情况，选取 50、60、70、80、90、100 d植株的块茎进行qPCR检测，分析每个CeOLE在各个块茎

发育阶段的表达情况。 

1.2.6 CeOLEs遗传转化拟南芥过表达功能验证 克隆影响油莎豆油脂含量的关键候选CeOLEs的CDS序列，构

建具有卡那霉素抗性、由 35S启动子驱动的过表达载体pCMBIA2300-CeOLE。将过表达载体的重组质粒转化



至根癌农杆菌GV3101 中，采用浸花法侵染野生型拟南芥WT。通过卡那霉素筛选、PCR检测（选取叶片组

织）以及qPCR验证（选取拟南芥结荚 15 d时的果荚组织），获得稳定遗传的T3 代过表达CeOLE拟南芥阳性

株系，并且选择株系间CeOLE相对表达量较高且相近的株系进行后续表型鉴定。取转基因拟南芥种子和野

生型拟南芥WT种子进行油脂含量检测（如上），对比分析二者之间的油脂含量差异。载体构建及PCR检测

引物序列见表 1。 

2 结果与分析 

2.1 油莎豆的生长发育观察及油脂含量分析 

为了明确油莎豆的生长发育特性，利用沙培对豫油莎 3 号进行了全生育期观察。结果发现，油莎豆干

块茎（图 1A）沙土种植 10 d左右开始发芽（图 1B），随后形成幼苗并逐渐生长（图 1C）；25 d左右分蘖

节处开始逐渐产生地下匍匐茎（图 1D），随后匍匐茎伸长、分化形成分蘖（图 1E），另外新分蘖上也陆续

产生匍匐茎（图 1E）；50 d左右部分匍匐茎顶端开始膨大而成块茎（图 1F），随后块茎逐渐变大且新块茎

陆续形成（图 1G）；100 d左右叶片开始逐渐枯黄（图 1H），油莎豆基本完成整个生命周期。可以看出，

油莎豆植株的组织器官主要包括根、叶、分蘖节、匍匐茎和块茎；地下匍匐茎能够持续产生，前期（25-50 d）

主要分化形成分蘖，后期（50 d以后）主要分化形成块茎。通过检测油莎豆植株主要组织器官的油脂含量，

发现油莎豆根、叶、分蘖节和匍匐茎中油脂含量较少，均小于 1.00%（图 1I）；块茎中油脂含量随着发育时

间逐渐增加，100 d左右块茎的油脂含量可达 24.68%（图 1I），表明油莎豆主要利用块茎组织特异性储存油

脂。 



  

A：油莎豆干块茎；B：油莎豆块茎发芽；C：油莎豆幼苗生长；D：油莎豆匍匐茎形成；E：油莎豆分蘖形成；F：油莎豆块茎形成；G：油莎豆块茎

的膨大；H：油莎豆叶片开始枯黄；I：油莎豆不同组织器官中油脂含量检测 

A: Dried tuber of Cyperus esculentus; B: Germination of Cyperus esculentus tubers; C: Seedling growth of Cyperus esculentus; D: Stolon formation of Cyperus 

esculentus; E: Tillering formation of Cyperus esculentus; F: Tuber formation of Cyperus esculentus; G: Expansion of Cyperus esculentus tubers;H: Leaves of 

Cyperus esculentus are beginning to wither yellow; I: Detection of oil content in different tissues and organs of Cyperus esculentus 

图 1 油莎豆全生育期观察及组织油脂含量比较 

Fig.1 Observation of the whole growth period and comparison of tissue oil content of Cyperus esculentus 

2.2 Oleosin基因家族系统进化分析 

为了分析Oleosin基因在多物种间的分布情况及进化关系，本研究利用HMMER 3.0 软件对油莎豆、拟南

芥、花生、油菜、大豆、玉米、水稻、马铃薯和红薯进行了Oleosin基因家族鉴定，结果在这些物种中依次

鉴定出 6、17、12、44、15、8、6、11、0 个Oleosin基因家族成员（表 2）。利用MEGA X软件对油莎豆和

以上物种的Oleosin基因家族成员进行了系统发育进化分析。结果表明，所有基因可被分为 4 个谱系（亚家

族）：T-Oleosin、U-Oleosin、SL-Oleosin和SH-Oleosin；所有物种均具有U-Oleosin、SH-Oleosin和SL-Oleosin

亚家族成员，而T-Oleosin亚家族成员仅在拟南芥和油菜这两个十字花科物种所特有（表 2，图 2）。从进化



分析上来看，油莎豆中 5 个Oleosin基因（CeOLE1、CeOLE3、CeOLE4、CeOLE5 和CeOLE6）均与玉米、水

稻中一些Oleosin基因紧密聚在一起（图 2），说明油莎豆与玉米、水稻之间Oleosin基因家族的进化过程中

存在较高的保守性。 

表 2 不同物种中Oleosin基因家族的谱系及成员 

Table 2 Oleosin gene family lineages and members in different species 

谱系 

Lineage 

油莎豆 

Cyperus 

esculentus 

拟南芥 

Arabidopsis 

thaliana 

花生 

Arachis 

hypogaea 

油菜 

Brassica napus 

大豆 

Glycine max 

玉米 

Zea mays 

水稻 

Oryza 

sativa 

马铃薯 

Solanum 

tuberosum 

红薯 

Ipomoea 

batatas 

普通型 

U 
CeOLE6 

AtOLE1 

AtOLE4 

AhOLE2 

AhOLE8 

BnaOLE2 

BnaOLE9 

BnaOLE14 - 15 

BnaOLE26 

BnaOLE31 

BnaOLE34 - 35 

BnaOLE38 

GmOLE4 

GmOLE6 

GmOLE8 

GmOLE11 

ZmOLE5 

ZmOLE7 

OsOLE1 

OsOLE4 

StOLE3 

StOLE6 
ND 

低分子量 

SL 

CeOLE3 

CeOLE4 

AtOLE2 

AtOLE6 

AtOLE16 

AhOLE5 

AhOLE6 

AhOLE11 

AhOLE12 

BnaOLE1 

BnaOLE11 

BnaOLE13 

BnaOLE17 

BnaOLE20 

BnaOLE25 

BnaOLE33 

BnaOLE37 

BnaOLE39 

GmOLE1 - 2 

GmOLE5 

GmOLE7 

GmOLE15 

ZmOLE1 

ZmOLE3 - 4 

OsOLE3 

OsOLE6 

StOLE4 - 5 

StOLE7 - 11 
ND 

高分子量 

SH 

CeOLE1 - 2 

CeOLE5 

AtOLE3 

AtOLE5 

AtOLE15 

AhOLE1 

AhOLE3 - 4 

AhOLE7 

AhOLE9 

AhOLE10 

BnaOLE3 

BnaOLE8 

BnaOLE12 

BnaOLE16 

BnaOLE19 

BnaOLE27 

BnaOLE30 

BnaOLE32 

BnaOLE41 

GmOLE3 

GmOLE9 -10 

GmOLE12 - 14 

ZmOLE2 

ZmOLE6 

ZmOLE8 

OsOLE2 

OsOLE5 
StOLE1 - 2 ND 

绒毡层 

T 
ND 

AtOLE7 - 14 

AtOLE17 
ND 

BnaOLE4 - 7 

BnaOLE10 

BnaOLE18 

BnaOLE21 - 24 

BnaOLE28 - 29 

BnaOLE36 

BnaOLE40 

BnaOLE42 - 44 

ND ND ND ND ND 

ND表示未检测到 

ND indicates no detection; U:Universal; SL:Seed low molecular weight; SH: Seed high molecular weight; T:Tapetum in brassicaceae; The same as below 



  

图 2 油莎豆、拟南芥、油菜、花生、大豆、玉米、水稻及马铃薯Oleosin基因家族成员的系统进化树 

Fig.2 Phylogenetic tree of Oleosin gene family members in Cyperus esculentus, Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Arachis 

hypogaea, Glycine max, Zea mays, Oryza sativa and Solanum tuberosum 

2.3 Oleosin基因复制与多物种共线性分析 

为了了解不同物种中Oleosin基因家族的扩展情况，利用MCScan X程序对油莎豆、拟南芥、大豆和水稻

进行了Oleosin基因复制事件分析。结果显示，油莎豆中鉴定到 1 对片段重复基因，拟南芥中鉴定到 4 对片

段重复基因，大豆中鉴定到 11 对片段重复基因，水稻中鉴定到 1 对片段重复基因（图 3），表明不同物种

中一些Oleosin基因均可能是通过基因复制事件产生的。值得注意的是，鉴定到的片段重复基因均属于同一

亚家族成员，如油莎豆SL亚家族的CeOLE3/CeOLE4、拟南芥SH亚家族的AtOLE3/AtOLE5（图 3），而不同

亚家族成员之间不存在重复片段，表明Oleosin基因亚家族并不是通过基因复制扩展的，其亚家族成员可能

均为祖先基因或由祖先基因分别进化而来。 



  

图 3 油莎豆、拟南芥、大豆、及水稻Oleosin基因家族成员的基因复制事件 

Fig.3 Gene duplication events in Oleosin family members in Cyperus esculentus, Arabidopsis thaliana, Glycine max and Oryza sativa 

为了进一步了解油莎豆Oleosin基因家族的进化关系，利用MCScan X程序分别分析了油莎豆CeOLEs和

拟南芥、油菜、花生、大豆、玉米、水稻及马铃薯Oleosin基因之间的共线性关系。结果显示，油莎豆和油

菜、花生之间均未鉴定到共线性Oleosin同源基因（图 4）；油莎豆中仅CeOLE4 与拟南芥AtOLE9 及AtOLE17

同源，仅CeOLE6 与大豆GmOLE3 同源（图 4）；然而，油莎豆和玉米、水稻、马铃薯之间Oleosin基因共线

性较高，存在多对同源基因，如CeOLE1 和ZmOLE2、CeOLE3 和ZmOLE3、CeOLE4 和ZmOLE1（或ZmOLE3）、

CeOLE6 和ZmOLE7（图 4）。由此说明，单从Oleosin基因参与植物油脂储存角度而言，油莎豆可能与玉米、

水稻、马铃薯进化路径相近。 



 

图 4 油莎豆与其他物种间Oleosin基因的共线性分析 

Fig.4 Synteny analysis of Oleosin between Cyperus esculentus and other species 

2.4 油莎豆中CeOLEs表达水平对油脂含量的影响 

利用qPCR方法检测了CeOLEs在油莎豆不同发育时期根、叶、分蘖节、匍匐茎和块茎中的相对表达量。

结果显示，CeOLE1 - 6 在根、叶、分蘖节、匍匐茎以及 50 d块茎中表达水平较低，而在 70 d和 100 d块茎中

呈现较高水平表达（图 5A）。基于上述油莎豆不同组织的油脂含量分析（图 1I），可以看出油脂含量与CeOLEs

的表达水平密切正相关，而所有或某些CeOLEs在油莎豆块茎中的特异性高表达可能是其块茎特异性储存油

脂的关键因素。为了进一步探究油莎豆块茎中油脂含量与CeOLE1 - 6 表达水平的关系，本研究选取 50、60、

70、80、90、100 d的块茎分别进行了油脂含量检测和CeOLE1 - 6 的qPCR分析。结果发现，油莎豆块茎中油

脂含量呈现“S”型增长模式（图 5B），并且油脂含量增长速率从 50 d到 80 d逐渐升高而后从 80 d到 100 d又

逐渐降低（图 5C）；相应地，油莎豆块茎中CeOLE3 和CeOLE1 的平均表达水平最高，CeOLE2 和CeOLE5

的次之，而CeOLE6 和CeOLE4 的极低，同时CeOLE1、CeOLE2、CeOLE3 和CeOLE5 均呈现出从 50 d到 80 d

逐渐升高而后又逐渐降低的表达模式（图 5D）。通常情况下，植物油脂含量增长速率与内在关键基因的表



达模式相一致[31-32]，因而以上 4 个CeOLEs（尤其是表达水平最高的CeOLE3 和CeOLE1）可能是影响油莎豆

块茎中油脂含量的关键基因。 

  

A：不同组织中CeOLEs相对表达水平的热图；B：块茎中油脂含量的动态变化；C：相邻发育时期之间的油脂含量差值变化分析；D：不同发育时期块

茎CeOLEs的相对表达水平 

A: Heat maps of the relative expression levels of CeOLEs in different tissues; B: Dynamic changes of oil content in tubers; C: Analysis of the oil content variation 

between adjacent developmental stages; D: Relative expression levels of CeOLEs in tubers at different developmental stages 

图 5 油莎豆CeOLEs的组织表达与油脂含量的关系 

Fig.5 The relationship between tissue expression of CeOLEs and oil content in Cyperus esculentus 

2.5 过表达CeOLEs拟南芥种子的油脂含量分析 

为了检验上述 4 个CeOLEs在油莎豆块茎油脂储存中的功能，克隆CeOLE1、CeOLE2、CeOLE3 和CeOLE5

的CDS序列，构建过表达载体pCMBIA2300-CeOLE，分别创制过表达CeOLE1、CeOLE2、CeOLE3 和CeOLE5

的拟南芥转基因材料。通过含卡那霉素培养基的拟南芥种子抗性筛选（图 6A）、目的基因的PCR检测（图

6B）以及目的基因的qPCR验证（图 6C），筛选出稳定遗传的T3 代纯合拟南芥过表达株系。利用索氏抽提

法，测定野生型拟南芥WT（对照）和过表达拟南芥株系（3 个转化事件）种子的油脂含量。结果发现，相



比于WT，过表达CeOLE1、CeOLE2、CeOLE3 和CeOLE5 拟南芥株系种子的油脂含量均显著提高（图 6D），

表明这 4 个CeOLEs均具有促进油脂储存的功能。 

  

A：拟南芥转基因种子的阳性筛选；B：WT和转基因拟南芥中CeOLEs的PCR鉴定；C：WT和转基因拟南芥中CeOLEs表达量的qPCR检测；D：WT和转

基因拟南芥种子的油脂含量检测 

A: Positive screening of transgenic Arabidopsis thaliana seeds; B: The PCR identification of CeOLEs in WT and transgenic Arabidopsis; C: The qPCR 

verification of CeOLEs in WT and transgenic Arabidopsis; D: Detection of oil content of WT and transgenic Arabidopsis thaliana seeds 

图 6 CeOLEs过表达转基因拟南芥的鉴定及油脂含量分析 

Fig.6 Identification and oil content analysis of transgenic Arabidopsis thaliana overexpressing CeOLEs 

3 讨论 

从绿藻到高等植物等不同物种中Oleosin基因家族成员广泛分布[14]，参与油体的形成和降解以及油体大

小与稳定性的维持，在油脂储存过程中发挥着至关重要的作用[6]。在植物几百万年的演化中，尽管Oleosin

逐渐在功能上表现出差异，但仍具有相似的编码序列和保守的结构域特征，尤其是Oleosin疏水性中心结构

域中高度保守的“脯氨酸结”保守基序（PX5SPX3P），该结构是油体中特有的结构[2]。基于保守的Oleosin结

构域（PF01277），在拟南芥[33]、花生[34]、油菜[30]、大豆[3, 11]等植物中Oleosin基因家族成员被陆续分离鉴定。

本研究通过油莎豆全基因组Oleosin结构域搜索，共鉴定到 6 个Oleosin基因家族成员。从数量上而言，油莎



豆Oleosin基因家族成员数目远少于拟南芥（17 个）、花生（12 个）、油菜（44 个）、大豆（15 个），而

与玉米（8 个）、水稻（6 个）相近。系统进化分析表明，油莎豆与玉米、水稻之间Oleosin基因家族成员亲

缘关系较近，存在较高的进化保守性。实际上，油莎豆和玉米、水稻均具有分蘖能力，符合单子叶植物的

特征；而拟南芥、花生、大豆、油菜等属于双子叶植物，一般无分蘖能力而呈现出分枝的特征。从油脂储

存角度而言，油莎豆利用块茎储存油脂，油脂含量在 20% ~ 30%之间[17]；而玉米、水稻种子虽然整体含油

量不高，但在种子胚芽中可以储存大量油脂，有研究表明玉米种胚芽中油脂含量可达 35% ~ 61%[35]。由此

表明，油莎豆与玉米、水稻的Oleosin基因家族成员确实可能存在一定的进化保守性。通过Oleosin基因复制

事件分析可知，拟南芥和大豆中均存在许多对段重复基因，而油莎豆和水稻中均仅存在 1 对片段重复基因，

说明不同物种中Oleosin基因家族成员数目的差异可能与基因复制相关。从进化谱系（亚家族）而言，油莎

豆与其他大部分物种（花生、大豆、玉米、水稻）一样，Oleosin基因家族成员在 3 个主要的进化谱系（U、

SL和SH亚家族）均有分布。Oleosin基因复制事件分析显示，不同亚家族成员之间不存在基因复制事件，说

明亚家族之间蛋白功能进化独立，可能具有各自独特的功能。实际上，从绿藻到种子植物，Oleosin基因家

族一般可被分为 5 类：P、U、SL、SH和T亚家族，其中P亚家族主要分布在绿藻中，被推测为Oleosin祖先

基因；T亚家族仅存在于十字花科（如拟南芥、油菜）中，而U、SL和SH亚家族可能普遍均存多数物种中[2, 

16]。因而，U、SL和SH亚家族成员可能在植物油体形成过程中是不可或缺的，相互之间可能存在协作关系。

有研究表明，不同Oleosin基因家族成员在油体形成过程中可能发挥不同的功能，一些家族成员促进油体融

合，一些家族成员阻止油体融合，进而共同调控和维持油体大小[10]。 

一般情况下，Oleosin基因主要在油料作物的种子中高水平表达，他们的表达丰度与种子中的油脂含量

正相关[36-38]。研究表明，过表达Oleosin基因可以提高拟南芥、水稻和大豆种子中的油脂含量[11, 39-40]。油莎

豆是一个三倍体植物，无法形成种子，主要利用块茎储存油脂[41]。本研究对油莎豆根、叶、分蘖节、匍匐

茎和块茎中CeOLEs的表达分析发现，CeOLEs主要在块茎中表达，而在其他油脂含量较低的组织中几乎不表

达，同样表明油脂含量与CeOLEs的表达丰度密切正相关。常见油料作物大豆、花生和油菜的种子中Oleosin

基因的表达水平极高[32, 42-43]，而非油料作物马铃薯和红薯的块茎/根中几乎检测不到Oleosin基因的表达[44-45]，

甚至红薯基因组中出现Oleosin基因缺失情况（本研究中表 2）。理论上，任何植物都能够合成FA、TAG、

膜磷脂（Membrane phospholipid, MP）、甘油三脂等，这些均是机体正常生活所需的；当油体相关蛋白（90%

为Oleosin）将MP和TAG等包裹形成油体后，植物组织器官以油体形式将油脂储存起来[5, 14]。以上数据说明，

Oleosin对植物油体形成及油脂储存十分关键，Oleosin基因的表达水平越高，植物储存油脂的潜力越大。另

外，本研究发现表达水平相对较高的CeOLE1、CeOLE2、CeOLE3 和CeOLE5 可能是影响油莎豆块茎中油脂

含量的关键基因，它们的表达模式与块茎发育过程中油脂含量的变化速率一致，并且拟南芥中的过表达也

证实了它们在油脂储存中的功能。另外，有研究发现一些Oleosin基因往往以 1:1 的比例表达，表明植物油体



形成过程中一些Oleosin成员可能形成二聚体/多聚体而发挥作用[15, 46]。Zou等[28]通过双分子荧光互补实验发

现油莎豆中两个极高表的Oleosin基因家族成员自身以及相互之间存在相互作用，初步证实了Oleosin成员之

间可能以二聚体/多聚体的形式协同完成油体组装。同样，本研究发现CeOLE1 和CeOLE3 的表达水平相似，

CeOLE2 和CeOLE5 的表达水平相似，说明CeOLE1 可能与CeOLE3 配对而CeOLE2 与CeOLE5 配对协同促进

油体的形成。总之，油莎豆块茎中CeOLE1、CeOLE2、CeOLE3 和CeOLE5 的特异性高表达是其块茎能像其

他油料作物种子一样储存大量油脂的关键。在以上研究基础上，Oleosin基因为何在油料作物种子或油莎豆

块茎中特异性高表达将是下一步值得深入研究的关键点，能够拓展人们对植物油脂储存机制的新认识，为

油料作物油脂含量提高以及其他非油料作物油脂储存改造奠定基础。 
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