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　 　 摘要:　 为研究油葵 ＦＡＤ２￣１ 基因在脂肪酸合成中的催化功能ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ从油葵品种新葵杂 ４ 号未成

熟种子中克隆 ＨａＦＡＤ２￣１ 基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 将该基因序列构建穿梭表达载体 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１ꎬ并转化到营

养缺陷型酿酒酵母菌株 ＩＮＶＳｃ１ 中ꎮ 将重组酵母诱导培养后对其总脂肪酸进行 ＧＣ￣ＭＳ 分析ꎮ 结果显示ꎬＨａＦＡＤ２￣１
基因编码一个长 ３７８ 个氨基酸的脂肪酸去饱和酶蛋白ꎬ分子质量 ４３ ７１９ꎬ等电点(ｐＩ)为 ８.３８ꎬ具有 ３ 个高度保守的

组氨酸簇ꎮ 脂肪酸甲酯气相色谱分析结果表明 ＨａＦＡＤ２￣１ 基因在酿酒酵母中获得表达ꎬ能将油酸转化为亚油酸ꎬ证
明克隆得到的 ＨａＦＡＤ２￣１ 具有完整的催化功能ꎮ
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　 　 高等植物脂肪酸去饱和酶(Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓ￣
ｅｓꎬ ＦＡＤｓ)可以分为两大类: 一类在脂肪酸形成甘

油酯之前引入第 １ 个双键ꎬ仅包括 １８ ∶ ０￣ＡＣＰ
(ＳＡＤ)ꎻ另一类在脂肪酸形成甘油酯之后在脂肪酸

基团引入后面的双键ꎬ主要包括 ７ 种(ＦＡＤ２、ＦＡＤ３、
ＦＡＤ４、ＦＡＤ５、ＦＡＤ６、ＦＡＤ７ 和 ＦＡＤ８) [１]ꎮ 不同种类

３７２



的 ＦＡＤｓ 在基因结构、拷贝数、亚细胞定位、底物和

催化机理等方面存在差异ꎬ它们相互协调共同完成

高等植物不饱和脂肪酸的合成 [２￣３]ꎮ 其中 ＦＡＤ２ 定

位在内质网ꎬ以 ＮＡＤＨ 为电子供体ꎬ主要功能是催

化单价不饱和脂肪酸油酸 ( １８ ∶ １△９) 在 Ｃ１２ 和

Ｃ１３ 之间脱氢ꎬ 生成双价不饱和脂肪酸亚油酸

(１８ ∶ ２△９ꎬ １２) [４]ꎮ
由于植物油脂中脂肪酸的不饱和程度是决定油

脂品质的重要指标之一ꎬ在农业生产上有重要意义ꎬ
因此 ＦＡＤ２ 基因受到研究者的普遍关注ꎮ 对 ＦＡＤ２
基因进行表达调控的遗传操作ꎬ有望调整植物种子

中油酸和亚油酸的比例ꎬ改变植物油脂的品质ꎬ相关

研究已在大豆、油菜、棉花等作物中取得成果ꎮ 利用

ＲＮＡ 干扰技术将 ＦＡＤ２ 基因沉默ꎬ能使甘蓝型油菜

和芥菜型油菜中的油酸含量分别升高到 ８９％和

７５％ [５]ꎮ 利用 ＲＮＡ 干扰技术抑制棉籽中 ＦＡＤ２ 基

因的表达ꎬ能使棉籽油中油酸含量从 １５％提高到

７７％ꎬ同时亚油酸含量明显降低ꎬ从 ６０％下降到了

４％ [６]ꎮ Ｗａｇｎｅｒ 等[７] 通过基因工程抑制种子中

ＦＡＤ２￣１ 基因的表达ꎬ使大豆油中油酸含量提高到了

８５％以上ꎮ 由于高油酸植物油脂的稳定性高ꎬ更耐

贮藏ꎬ高温烹调不易氧化变质ꎬ因此高油酸品质的植

物油脂具有巨大的经济价值及应用前景ꎮ
油葵(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌ.)是“油用向日葵”的

简称ꎬ菊科向日葵属植物ꎬ是中国四大油料作物之

一ꎬ其籽粒是植物油脂的主要来源[８￣９]ꎮ 葵花籽的含

油率(约为 ５０％)高ꎬ油中含有大量的不饱和脂肪酸

(如油酸、亚油酸等)ꎬ约占总脂肪酸含量的 ９０％ꎬ其
中亚油酸 ６５％以上ꎬ油酸 ２３％以上[１０]ꎮ 亚油酸是人

体的必需脂肪酸ꎬ能降低血液胆固醇ꎬ预防和治疗动

脉粥样硬化等心血管疾病ꎬ对人体健康十分有益ꎮ
但高亚油酸、低油酸的葵花籽油稳定性不高ꎬ因此ꎬ
深入研究油葵中的脂肪酸去饱和酶ꎬ为今后通过基

因工程方法调控油葵种子中油酸和亚油酸的比例、
改良油葵的品质具有一定的意义ꎮ

酿酒酵母(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)为单细胞真

核生物ꎬ培养简单、生长周期短ꎬ加之其遗传背景清

晰、转基因操作平台成熟ꎬ因此在真核生物基因的功

能鉴定等方面被广泛运用ꎮ 酿酒酵母缺乏合成多不

饱和脂肪酸的相关 ＦＡＤ 家族酶ꎬ其体内主要存在 ４
种脂肪酸ꎬ即棕榈酸(１６ ∶ ０)、硬脂酸(１８ ∶ ０)、棕榈

油酸(１６ ∶ １△９)和油酸(１８ ∶ １△９)ꎬ因此成为鉴定

其他真核生物多不饱和脂肪酸合成相关基因功能的

理想材料[１１￣１２]

本研究从油葵发育的种子中克隆了 ＨａＦＡＤ２￣１
基因ꎬ并将其在酿酒酵母中诱导表达以鉴定其功能ꎬ
为通过基因工程方法改良油葵的油脂品质提供一定

的理论和应用基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试油葵品种为新疆农业科学院经济作物研究

所培育的新葵杂 ４ 号ꎻ大肠杆菌( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)
ＤＨ５α、酿酒酵母 ＩＮＶＳｃ１(ＧｅｎｏｔｙｐｅꎬＭＡＴａ￣ａ ｈｉｓ３△１
Ｌｅｕ２ ｔｒｐ１￣２８９ꎬｕｒａ３￣５２ꎬＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)、大肠杆菌和酵母

穿梭表达载体 ｐＹＥＳ２ (Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)均由本实验

室保存ꎻ限制性内切酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 ＴａＫａ￣
Ｒａ 公司ꎻｐＵＣ￣Ｔ 载体、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、快速琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒及高纯度质粒小提试剂盒购

自北京康为世纪生物科技有限公司ꎻＲＮＡ 提取试剂

ＴＲＩｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ酵母提取物与胰蛋白胨

购自 ＯＸＯＩＤ 公司ꎻ尿嘧啶(Ｕｒａ)缺省培养基购自北

京泛基诺科技有限公司ꎻ有机溶剂均为色谱纯ꎻ测序

及引物合成均由上海生工生物工程有限公司完成ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 油葵 ＨａＦＡＤ２￣１ 基因全长 ＯＲＦ 的克隆 　 根

据 ＮＣＢＩ 中 ＧｅｎＢａｎｋ 已报道的向日葵 ＦＡＤ２￣１ 序列

(ＡＦ２５１８４２)ꎬ结合酵母表达载体 ｐＹＥＳ２ 的多克隆

位点ꎬ设计带酶切位点、能扩增出完整 ＯＲＦ 的引物:
ＳＬ１４５: ５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＴＧＣＡＧＧＡＧＡＡＴ￣

ＡＣＡＣＧ￣３′(横线表示 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶切位点)
ＳＬ１４６: ５′￣ＴＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＴＴＣＡＴＣＴＴＡＴＴＣＴ￣

ＴＧＴＡ￣３′(横线表示 Ｘｂａ Ｉ 酶切位点)
　 　 从油葵未成熟种子中扩增目的基因 ＨａＦＡＤ２￣１ꎮ
１.２.２　 ＨａＦＡＤ２￣１ 基因酿酒酵母表达载体的构建　
以油葵 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＳＬ１４５ 和 ＳＬ１４６ 为引物ꎬＰＣＲ
得到 ＨａＦＡＤ２￣１ 完整的开放阅读框序列ꎮ 扩增程序

为:９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃
１ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎꎮ 将 ＰＣＲ 产物利

用琼脂糖凝胶试剂盒回收ꎬ用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 双

酶切后ꎬ与用同样酶双酶切的 ｐＹＥＳ２ 载体在 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶作用下ꎬ１６ ℃过夜ꎮ 将连接产物转化大

肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ鉴定正确的重组子命名

为 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１ (图 １)ꎮ
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图 １　 酵母表达载体 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１结构

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ
ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１

１.２.３　 酵母的遗传转化　 重组质粒经菌落 ＰＣＲ 及

酶切鉴定后ꎬ送生工测序ꎮ 分别将鉴定正确的重组

子 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１ 和穿梭载体 ｐＹＥＳ２ 通过醋酸锂

法[１３￣１４]转化酿酒酵母 ＩＮＶＳｃ１ꎬ利用尿嘧啶营养缺陷

型培养基筛选出重组子ꎮ
１.２.４　 重组酵母的分子鉴定　 利用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取经

诱导培养的 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１酵母重组子总 ＲＮＡꎬ以
空载体 ｐＹＥＳ２ 酵母重组子为阴性对照ꎬ反转录成 ｃＤ￣
ＮＡꎬ以酵母 １８Ｓ ｒＲＮＡ 为内参ꎬ以各重组酵母 ｃＤＮＡ
为模板ꎬＳＬ１４５ 和 ＳＬ１４６ 为引物ꎬ进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

检测 ＨａＦＡＤ２￣１基因在酿酒酵母中的表达ꎮ
１.２.５　 重组酵母诱导培养及脂肪酸的检测 　 将阳

性重组子单菌落接种于 ５ ｍｌ 溶液 Ｉ(４􀆰 ０ ｍｌ ＳＣ￣Ｕｒａ＋
１􀆰 ０ ｍｌ １０％棉籽糖)中ꎬ在 ２８ ℃预培养 ２ ｄꎮ 再将预

培养物加入 １５􀆰 ０ ｍｌ 溶液 ＩＩ 中(１０􀆰 ８ ｍｌ ＳＣ￣Ｕｒａ＋２􀆰 ７
ｍｌ １０％棉籽糖 ＋ １􀆰 ５ ｍｌ ２０％ 半乳糖)ꎬ至ＯＤ６００ ＝
０􀆰 ２ꎬ２２~２５ ℃培养 ３ ｄꎮ 收集细胞ꎬ提取脂肪酸ꎮ

参照文献[１５]、[１６]ꎬ采用酸化甲醇对提取的

脂肪酸甲酯化ꎮ 将甲酯化后的脂肪酸进行 ＧＣ￣ＭＳ
测定ꎬ根据总离子流色谱图及各色谱峰的质谱图ꎬ通
过计算机谱库检索对各组分进行定性分析ꎮ 气相色

谱条件为色谱柱:Ｒｘｉ￣５ＭＳ (３０ ｍ× ０. ２５ ｍｍ× ０􀆰 ２５
μｍ)ꎻ程序升温:１００ ℃保持 ３ ｍｉｎꎬ以 ５ ℃ / ｍｉｎ升到

２６０ ℃保持 ５ ｍｉｎꎻ载气:氮气ꎻ柱箱温度:１００ ℃ꎻ进
样温度: ２７０ ℃ꎻ吹扫流量: ５􀆰 ０ ｍｌ / ｍｉｎꎻ分流比:
１００ ∶ １ꎻ进样量:１ μｌꎮ

２　 结果与分析

２.１　 油葵 ＨａＦＡＤ２￣１基因全长的克隆及序列分析

提取油葵未成熟种子的总 ＲＮＡꎬ反转录成 ｃＤ￣
ＮＡ 后ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增得到 ＨａＦＡＤ２￣１ 基因ꎮ
Ｐｒｏｔｐａｒａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ.
ｈｔｍｌ) 分 析 ＨａＦＡＤ２￣１ 序 列ꎬ 结 果 ( 图 ２ ) 显 示ꎬ

ＨａＦＡＤ２￣１ 基因全长１ １３７ ｂｐꎬ编码 ３７８ 个氨基酸ꎬ
理论等电点( ｐＩ)为 ８􀆰 ３８ꎬ估算蛋白质分子质量为

４３ ７１９ꎬ与 已 报 道 的 向 日 葵 ＦＡＤ２ 基 因 序 列

(ＡＦ２５１８４２ ) 同 源 性 为 ９８􀆰 ９１％ꎮ ＴＭＨＭＭ ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )跨膜结构

分析结果显示ꎬ该蛋白具有 ５ 个跨膜结构域ꎬ２ 个

跨膜结构域之间相隔很近ꎬ这是由于该类蛋白定

位于内质网膜ꎬ需要借助 ２ 个相近跨膜结构进行

膜上锚定[１７] ꎮ 蛋白质活性位点通过 ＰＲＯＳＩＴＥ 数

据库分析ꎬ发现有 ３ 个高度保守性的组氨酸簇ꎬ分
别为 ＨＥＣＧＨＨ、ＨＲＨＨ、ＨＶＶＨＨꎬ位于氨基酸序列

的 １００ ~ １０５、 １３７ ~ １４０、 ３１０ ~ ３１４ꎮ Ｌｏｓ 等[１８] 与

Ｓｈａｎｋｌｉｎ 等[１９]研究结果表明ꎬ３ 个特有的组氨酸簇

是 ＦＡＤ２ 的活性作用位点ꎬ是催化反应的必要条

件ꎬ被认为是铁原子的配合体ꎮ 该功能结构预测

结果与其他不同物种的 ＦＡＤ２ 去饱和酶的氨基酸

簇序列相似ꎬ由此可进一步确认ꎬ该序列为 ＦＡＤ２
去饱和酶序列ꎮ
２.２　 油葵 ＨａＦＡＤ２￣１的同源性比较及系统进化分析

　 　 利 用 ＤＮＡＭＡＮ 软 件ꎬ 对 拟 南 芥 ＡｔＦＡＤ２
(ＯＡＰ０５３１１.１)、油菜 ＢｎＦＡＤ２(ＡＡＳ９２２４０.１)、异果

菊 ＤａＦＡＤ２ ( ＡＡＳ７２９０２. １ ) 及 向 日 葵 ＨａＦＡＤ２￣２
(ＡＡＬ６８９８２.１)、ＨａＦＡＤ２￣３(ＡＡＬ６８９８３.１)的氨基酸

序列 进 行 同 源 比 对ꎬ 结 果 ( 图 ２ ) 显 示ꎬ 油 葵

ＨａＦＡＤ２￣１与同属于菊科的异果菊氨基酸同源性最

高ꎬ为 ６９􀆰 ４１％ꎻ与油菜同源性最低ꎬ为 ６２􀆰 ０７％ꎮ 在

不同拷贝数同源性比较中ꎬ油葵 ＨａＦＡＤ２￣１ 与向日

葵 ＦＡＤ２￣２、 ＦＡＤ２￣３ 的 氨 基 酸 同 源 性 分 别 为

６１􀆰 ８０％、６０􀆰 ７４％ꎮ 利用 ＭＥＧＡ６ 软件ꎬ采用 Ｃｌｕｓｔ￣
ａｌＷ 方法比对ꎬ将 ＨａＦＡＤ２￣１ 氨基酸序列与已报道

的其他植物 ＦＡＤ２ 氨基酸序列进行比对ꎬ 构建

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ 系统进化树 (图 ３)ꎮ 聚类分析结果

表明ꎬ膜结合的脂肪酸去饱和酶分成了三大支系:
△７ /△９ 去饱和酶、△１２ / ω３ 去饱和酶、△１５ 去饱和

酶ꎮ 基于功能标准和聚类集成位置ꎬ△７ /△９ 被认

为是其他去饱和酶的祖先[２０]ꎮ 高等植物△７ /△９
基因与在进化树基础位置的藻类△７ 基因同源ꎬ由
此说明在绿藻和植物分支中ꎬ△９ 去饱和酶的出现

可能是独立基因重复事件ꎮ 油葵 ＨａＦＡＤ２￣１ 与花

生、大豆等 ＦＡＤ２ 聚类在一起ꎬ说明高等植物在进化

过程中ꎬ物种的进化与 ＦＡＤ２ 基因进化保持一致ꎬ这
与传统的植物分类学吻合ꎮ
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Ａｔ: Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ(拟南芥)ꎻ Ｂｎ: Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ(油菜)ꎻ Ｄａ: Ｄｉｍｏｒｐｈｏｔｈｅｃａ ｓｉｎｕａｔａ(异果菊)ꎻ Ｈａ: Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ(向日葵)ꎮ
图 ２　 几种植物 ＦＡＤ２ 的同源性比较

Ｆｉｇ.２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｏｉｌ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＦＡＤ２

Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ: 花生ꎻ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ: 大豆ꎻ Ｃａｒａｇａｎａ ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ: 柠条ꎻ Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ: 聚球藻ꎻ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ: 小球藻ꎻ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ: 拟南

芥ꎻ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ: 烟草ꎻ Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ: 绿藻ꎻ Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓ ｌｕｃｉｍａｒｉｎｕｓ: 绿色鞭毛藻ꎮ
图 ３　 几种植物 ＦＡＤ２ 的系统进化树分析

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＦＡＤ２ ｏｆ ｏｉｌ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ
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２.３　 ＨａＦＡＤ２￣１基因酵母表达载体的构建

以 ｐＹＥＳ２ 为基础载体ꎬ经酶切、回收及连接后ꎬ
构建 ＧＡＬ１ 半乳糖诱导驱动的 ｐＹＥＳ２￣ＦＡＤ２￣１ 酵母

表达载体ꎮ 用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 双酶切ꎬ得到大小

约为１ １３７ ｂｐ 的目的条带(图 ４)ꎬ与预计大小相符ꎮ
挑选 ３ 个阳性克隆测序ꎬ结果表明构建载体成功ꎮ

１: ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１ꎻ ２: 空载体 ｐＹＥＳ２ 阳性对照ꎻ Ｍ: ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ ＩＩＩꎮ

图 ４　 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１表达载体的鉴定

Ｆｉｇ.４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１ ｖｅｃｔｏｒ

２.４　 酿酒酵母的遗传转化及分子鉴定

用醋酸锂法将鉴 定 正 确 的 重 组 子 ｐＹＥＳ２￣
ＨａＦＡＤ２￣１ 转化至酿酒酵母 ＩＮＶＳｃ１ꎬ尿嘧啶营养缺

陷型培养基筛选重组子ꎬｐＹＥＳ２ 空载为阴性对照ꎮ
提取阳性克隆总 ＲＮＡꎬ并反转录成 ｃＤＮＡꎮ 以阳性

克隆菌株 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＨａＦＡＤ２￣１ 特异性引物进行

ＲＴ￣ＰＣＲꎬ结果 ３ 个转基因菌株能特异性扩增出约

１ １３７ ｂｐ 的片段(图 ５)ꎬ而转空质粒的酵母没有扩

增出该片段ꎬ说明 ＨａＦＡＤ２￣１ 基因成功转入酵母中

并获得表达ꎮ

１~３:转重组质粒酵母ꎻ４:转空质粒酵母ꎮ
图 ５　 重组质粒酵母 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.５　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨａＦＡＤ２￣１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｙｅａｓｔ

２.５　 重组酵母总脂肪酸分析

选取分子水平鉴定正确的重组酵母 ２ 号菌株在

半乳糖诱导培养后ꎬ提取酵母总脂肪酸ꎬ甲酯化后ꎬ以
转空载体 ｐＹＥＳ２ 为对照ꎬ采用 ＧＣ￣ＭＳ 分析脂肪酸组

分变化(图 ６)ꎮ 结果显示ꎬ转 ｐＹＥＳ２ 空质粒酿酒酵母

脂肪酸成分从左至右依次为棕榈油酸(１６ ∶ １△９)、棕
榈酸(１６ ∶ ０)、油酸(１８ ∶ １△９)、硬脂酸(１８ ∶ ０)ꎮ 对

比两图发现ꎬ转 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１ 重组质粒酿酒酵母

总脂肪酸中有新峰出现ꎮ 通过与标准谱图库进行对

比ꎬ待检测峰与标准谱图库中的标准谱图匹配度达到

９５％以上 (图 ７)ꎬ确认新出现的波峰为亚油酸

(１８ ∶ ２△９ꎬ１２)ꎮ 这一结果表明ꎬＨａＦＡＤ２￣１ 编码的

ＦＡＤ２ 酶能催化油酸在△１２ 位碳原子上去饱和ꎬ形成

亚油酸ꎮ 在各组分含量(图 ８)上ꎬ新合成亚油酸含量

占总脂肪酸含量的 ２􀆰 ５８％ꎮ 对比转空载体 ｐＹＥＳ２ 和

转 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１的酵母脂肪酸含量发现ꎬ重组酵

母总脂肪酸含量无明显变化ꎬ但饱和脂肪酸含量增

加ꎬ不饱和脂肪酸含量降低ꎮ

Ａ: 转空载体酵母ꎻ Ｂ: 重组酵母ꎮ
图 ６　 酵母脂肪酸含量的气相色谱分析

Ｆｉｇ.６　 Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
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Ａ: 亚油酸(１８ ∶ ２△９ꎬ１２)标准品ꎻＢ: 重组酵母ꎮ
图 ７　 转基因酿酒酵母脂肪酸 ＧＣ￣ＭＳ 分析图

Ｆｉｇ.７　 ＧＣ￣ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

∗∗表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ８　 转基因酵母脂肪酸含量

Ｆｉｇ.８　 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｓ. ｃｅｒｅｖｉ￣
ｓｉａｅ

３　 讨 论

ＦＡＤ２ 基因编码的脂肪酸去饱和酶 ＦＡＤ２ 主要作

用是催化油酸生成亚油酸ꎬ该途径是产生多不饱和脂

肪酸的主要途径ꎬ主要负责植物体内非光合组织中亚

油酸的合成ꎬ是植物多不饱和脂肪酸代谢的关键酶ꎮ
油葵是中国重要的油料作物ꎬ其种子油脂中通常含有

大量的亚油酸ꎬ但其合成与调控机制目前还不清楚ꎬ
因此还需对油葵 ＦＡＤ２ 基因进行深入研究ꎮ

在不同的植物中ꎬＦＡＤ２基因以不同的拷贝形式存

在ꎬ甘蓝型油菜每个单倍体基因组中有 ４~６ 个拷贝的

ＦＡＤ２ [２１]ꎬ芝麻中含２ 个拷贝[２２]ꎬ 玉米中含有３ 个以上

拷贝[２３]ꎬ棉花基因组中分离到 ４ 个拷贝[２４]ꎬ与向日葵

同属于菊科的红花中则发现 １１ 个不同拷贝[２]ꎮ 同一

植物 ＦＡＤ 不同拷贝可能具有不同的表达特性与功能ꎬ
如向日葵 ＦＡＤ２￣１ 在种子中特异性表达ꎬＦＡＤ２￣２ 与

ＦＡＤ２￣３在各组织中均表达ꎬ其中 ＦＡＤ２￣３在发芽后 ２ ｄ
的子叶中表达量迅速提高ꎬ推测其可能在种子萌发时

油酸的去饱和过程中发挥重要作用[２５]ꎮ 由于 ＦＡＤ 基

因多拷贝现象的存在ꎬ增加了植物脂肪酸合成与调控
的复杂性ꎬ这也是不同植物种子脂肪酸含量与组分不
同的重要原因之一ꎮ 深入挖掘油葵种子脂肪酸合成的
重要基因ꎬ并研究其功能ꎬ对于揭示油葵脂肪酸合成代
谢机理具有重要意义ꎮ

本研 究 通 过 构 建 酵 母 表 达 载 体 ｐＹＥＳ２￣
ＨａＦＡＤ２￣１ꎬ探究 ＨａＦＡＤ２￣１ 在脂肪酸合成与调控过
程中的作用ꎮ 通过与空载体 ｐＹＥＳ２ 气相色谱图对
照比较ꎬ发现转 ｐＹＥＳ２￣ＨａＦＡＤ２￣１ 重组质粒酿酒酵
母总脂肪酸中出现亚油酸ꎮ 在转基因酵母总脂肪酸
中ꎬ亚麻酸(Ｃ１８ ∶ ３)没有被检测到ꎬ说明 ＨａＦＡＤ２￣１
作用单底物油酸ꎬ这与花生及小球藻 ＦＡＤ２ 作用单

底物相同[２６￣２８]ꎮ 与转空载体酵母相比较ꎬ转基因酵

母各脂肪酸含量也发生了变化ꎬ饱和脂肪酸含量呈
现上升趋势ꎬ不饱和脂肪酸含量呈现下降趋势ꎬ这可
能与不饱和脂肪酸去饱和酶 ＦＡＤ２ 的作用底物为不
饱和脂肪酸有关ꎮ 新合成的亚油酸含量较低ꎬ这可

能与诱导培养温度有关ꎮ Ｃｕｉ 等[２９] 的研究结果表

明ꎬ当诱导温度从 ３０ ℃降低到 １５ ℃时ꎬ亚油酸含量
相对增加 ４３.４％ꎮ ＦＡＤ２ 的活性受各种外界非生物
胁迫调节ꎬ从而使各组分脂肪酸含量发生较大变化ꎬ
具体的调节过程及变化趋势ꎬ还需要进一步研究ꎮ
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