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　 　 摘要:　 运用优化后的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体ꎬ创建了 ２ 个不同的拟南芥脂肪酸去饱和酶 ６ 基因

(ＡｔＦＡＤ６)突变体ꎬ其 ＡｔＦＡＤ６ 基因的保守位点氨基酸序列均发生变化ꎬ同时终止密码子被提前引入ꎬ基因功能丧失ꎮ
脂肪酸组分分析结果显示ꎬ这 ２ 种突变体的叶片中单不饱和脂肪酸１６ ∶ １ 和１８ ∶ １ 大量积累ꎬ多不饱和脂肪酸１６ ∶ ３
和１８ ∶ ３ 含量则大幅下降ꎬ同时伴随着叶片发黄、地上部生物量显著降低、抽薹提前２~ ３ ｄ 的表型变化ꎮ 多不饱和

脂肪酸１８ ∶ ３ 作为茉莉酸合成的前体物质ꎬ其含量的下降致使突变体中茉莉酸信号标记基因 ＡｔＶＳＰ１ 在叶片中的表

达量有所降低ꎬ而茎中的表达量提高了 ４０％以上ꎮ 所获得的 ２ 个 ＡｔＦＡＤ６ 功能丧失型突变体为进一步研究脂类代

谢与植物生长发育之间的关系提供了重要的遗传材料ꎮ
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ｍｕｔａｎｔ. Ａｓ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｗａｓ ｍｕｔａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ ｗａｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ
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ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ １６ ∶ ３ ａｎｄ １８ ∶ ３ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｍｕｔａｎｔｓ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
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Ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｉｔｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｓｉｇｎａｌ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ ＡｔＶＳＰ１ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｔｅｍｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ４０％. Ｔｈｅ ｔｗｏ ＡｔＦＡＤ６ ｌｏｓｓ￣ｏｆ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓꎻ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ(ＦＡＤ)ꎻ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｎｔ

　 　 不饱和脂肪酸是植物细胞内一类重要的代谢物

质ꎬ也是植物膜脂的主要结构成分ꎬ在植物生长发

育、应答各种环境信号等过程中发挥重要作用[１]ꎮ
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脂肪酸去饱和酶(ＦＡＤ)是催化脂肪酸链特定位置形

成双键和产生不饱和脂肪酸的酶类ꎬ它的种类和数

量在很大程度上可以调控植物组织的脂肪酸组成ꎮ
而膜脂中不饱和脂肪酸种类及其含量的改变常常引

起膜功能的变化ꎮ 在模式植物拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)中ꎬＡｔＦＡＤ６ 是质体内膜上的 ω￣６ 型脂肪酸

去饱和酶ꎬ可将初步形成的甘油脂甘油骨架上的油

酸(１８ ∶ １)或棕榈油酸(１６ ∶ １)还原成亚油酸(１８ ∶
２)或棕榈亚油酸(１６ ∶ ２) [２]ꎬ它不仅对维持膜的稳

定性和流动性具有重要作用ꎬ还参与茉莉酸( Ｊａｓ￣
ｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＪＡ)生物合成的前体物质三烯脂肪酸

(Ｔｒｉｅｎｏｉｃ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ)的合成[３]ꎮ 茉莉酸是植物体内

一种重要的内源激素ꎬ具有促进植物根系生长与再

生、抑制拟南芥叶片和花瓣伸展、抑制植物下胚轴生

长、调节气孔开关、调控拟南芥雄蕊发育、促进叶片

衰老等作用[３]ꎮ 现有许多研究结果表明ꎬＦＡＤ６ 在

植物抵御低温、高盐胁迫等非生物胁迫中具有重要

作用[４]ꎮ
在早期的基因功能研究中ꎬ研究者常采用反

向遗传学手段ꎬ构建基因突变体ꎮ 受到技术水平

的限制ꎬ前人构建突变体的方法多为化学诱变法ꎮ
然而ꎬ这种方式构建的突变体常常只在目标基因

发生点突变ꎬ使氨基酸残基发生变化ꎬ不一定造成

基因功能的完全丧失ꎮ 例如有研究结果显示使用

ＥＭＳ 诱变创建的 ＡＴＳ１ 基因突变体存在严重的基

因渗透现象[５] ꎮ 因此ꎬ构建功能完全丧失型突变

体成为明晰基因功能的重要前提ꎮ 随着基因定点

编辑技术的发展ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统的成功应用

使构建功能丧失型突变体变得简便ꎮ ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 系统主要由 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 蛋白两部分构成ꎬ
其基本工作原理是 ｓｇＲＮＡ 在受体基因组中找到与

其互补配对的片段ꎬ引导 Ｃａｓ９ 蛋白对该位点进行

切割ꎬ而后在植物 ＤＮＡ 自我修复过程中引入突

变[６] ꎮ
目前在植物脂类代谢研究领域ꎬ使用的 ＡｔＦＡＤ６

基因突变体均为非同义突变ꎬ其中只有单个氨基酸

残基发生改变[７]ꎬ因而难以判定这类突变体是否含

有部分 ＡｔＦＡＤ６ 酶活性ꎮ 在这种情况下ꎬ人们不能

完全了解 ＡｔＦＡＤ６ 基因的功能ꎮ 因而ꎬ为了进一步

阐明 ＡｔＦＡＤ６ 的基因功能ꎬ本研究利用优化后的

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体对 ＡｔＦＡＤ６ 基因进行定

点编辑ꎬ构建功能完全丧失型突变体ꎬ并分析 Ａｔ￣

ＦＡＤ６ 基因功能的丧失对拟南芥抽薹及茉莉酸信号

强度的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ＡｔＦＡＤ６ 基因功能丧失型突变体的构建

１.１. １ 　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体的构建 　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
靶序列的设计和载体的构建参照 Ｗａｎｇ 等[８]和朱丽

颖等[９] 的方法ꎮ 以拟南芥脂肪酸去饱和酶基因 Ａｔ￣
ＦＡＤ６ 为靶基因ꎬ从中选取 Ｇ、Ｃ 含量较高、基因特异

性较强的 ２ 个关键片段 ＡｔＦＡＤ６ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ １
(５′￣ＣＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧＣＴＴＡＧＧ￣３′)和 ＡｔＦＡＤ６
ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ２ ( ５′￣ＡＡＡＣＣＧＣＣＡＴＧＧＣＴＣＡＴＡＴ￣
ＧＧＧ ￣３′)作为靶序列ꎮ 其中ꎬ第一个靶序列含有

Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点ꎬ可规避常用的 ＰＡＧＥ 法筛选遇到

的难以筛选到碱基替换和小片段缺失的问题[１０]ꎮ
用高保真酶以稀释 １００ 倍的 ｐＣＢＣ￣ＤＴ１Ｔ２ 为模板进

行四接头引物 ( ５′￣ＴＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧＣＴＴ￣
ＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ￣３′ꎬ ５′￣ＡＡＣＡＴＡＴＧＡＧ￣
ＣＣＡＴＧＧＣＧＧＴＴＴＣＡＡＴＣＴＣＴＴＡＧＴＣＧＡＣＴＣＴＣＴＡＣ￣
３′ꎬ５′￣ＡＴＡＴＡＴＧＧＴＣＴＣＧＡＴＴＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧ￣
ＣＡＡＧＣＴＴＧＴＴ￣３′ 和 ５′￣ＡＴＴＡＴＴＧＧＴＣＴＣＧＡＡＡＣＡ￣
ＴＡＴＧＡＧＣＣＡＴＧＧＣＧＧＴＴＴＣ ￣３′ ) ＰＣＲ 扩增并纯化

回收 ＰＣＲ 产物ꎮ 同时用 ＢｓａＩ 酶切回收的 ＰＣＲ 产物

和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体ꎬＴ４ 连接酶组装最终载体ꎬ获
得双靶点 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体ꎮ
１.１.２　 拟南芥的遗传转化 　 供试材料为哥伦比亚

野生型拟南芥(Ｃｏｌ￣０)ꎬ生长条件为 １４ ｈ 光照 / １０ ｈ
黑暗ꎬ昼夜温度为 ２２ ℃ / １８ ℃ꎬ相对湿度为 ４０％ꎬ水
肥供应充足ꎮ 使用农杆菌侵染法将构建好的编辑基

因载体转化至拟南芥[１１]ꎮ
１.１.３ 　 拟南芥阳性转基因后代的筛选 　 我们在

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 编辑载体中克隆了种子特异性表达的

Ａｔ２Ｓ３ 启动子驱动的荧光蛋白报告基因 ｍＣｈｅｒｒｙ 作

为筛选标记[９]ꎬ因此ꎬ在将编辑载体转化拟南芥获

得 Ｔ１代转基因种子后ꎬ使用荧光显微镜筛选转基因

阳性种子ꎮ 转基因阳性种子具有荧光蛋白报告基因

ｍＣｈｅｒｒｙ 的转入ꎬ在蓝色激发光下可以显示红色荧

光[１２]ꎮ
１.１.４　 突变体的分子筛选　 在靶序列 ＡｔＦＡＤ６ ｔａｒｇｅｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ １ 和 ＡｔＦＡＤ６ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ２ 两端分别设

计引物ꎬ使 ＰＣＲ 产物为包括靶序列在内约 ２００ ｂｐ
的片段ꎮ 提取 Ｔ１代阳性转基因植株叶片的 ＤＮＡ 为
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模板进行 ＰＣＲꎮ 取具有 ＡｔＦＡＤ６ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ １ 序

列的 ＰＣＲ 产物用 ＨｉｎｄⅢ充分酶切ꎬ经 ２％琼脂糖凝

胶电泳检测ꎮ 取具有 ＡｔＦＡＤ６ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ２ 序列

的 ＰＣＲ 产物用 ８％的非变性聚丙烯酰胺凝胶(丙烯

酰胺 ∶ 甲叉双丙烯酰胺＝ ２９ ∶ １)检测[９]ꎮ
１.２　 叶片脂肪酸组分分析

取生长 ３３ ｄ 的植株叶片样品ꎬ经液氮研磨后称

取 ５００ ｍｇ 进行试验ꎮ 以 １００ μｌ １００ μｇ / ｍｌ的十七烷

酸甘油三酯正己烷溶液为内标ꎬ用 ６ ｍｌ 氯仿 ∶ 甲

醇 ∶ 甲酸(１０ ∶ １０ ∶ １ꎬ体积比) 和 ２ ｍｌ 氯仿 ∶ 甲

醇 ∶ 水(５ ∶ ５ ∶ １ꎬ体积比)经 ２ 次抽提ꎬ合并上清提

取液ꎬ加入 ３ ｍｌ 含 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ磷酸和 １􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ氯化

钾的水溶液ꎬ抽提下层氯仿相ꎮ 经氮气吹干后ꎬ加入

３００ μｌ 氯仿将沉淀重新溶解ꎬ再加入 ２ ｍｌ １％硫酸￣
甲醇溶液ꎬ于 ８０ ℃恒温干式金属浴 ２ ｈꎮ 冰上冷却ꎬ
用 ２ ｍｌ ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ(质量体积比)溶液和 ２ ｍｌ 正己

烷萃取后ꎬ再用 ２ ｍｌ 正己烷二次萃取ꎬ合并萃取液ꎮ
通过氮吹法浓缩萃取液体积至 １００ μｌ[９]ꎬ然后用气

相色谱仪进行检测[１３]ꎮ 每个株系设置 ３ 个生物学

重复ꎮ 用单因素方差分析法分析株系间的差异显著

性ꎮ
１.３　 叶绿素含量测定

取播种后３~４ 周的植株整个地上部ꎬ放入干净

的 １２ ｍｌ 带盖玻璃管中ꎬ加入 ３ ｍｌ ８０％丙酮溶液ꎮ ４
℃下保存 １４ ｈꎬ参照 Ａｒｎｏｎ 的方法对其叶绿素含量

进行测定[１４]ꎮ 每个株系设置 ５ 个生物学重复ꎬ用单

因素方差分析法分析株系间的差异显著性ꎮ
１.４　 地上部生物量测定

取播种后２１~ ２８ ｄ 的植株整个地上部ꎬ分别在

烘干前、后称量其鲜质量与干质量ꎬ通过其鲜质量与

干质量的差值占鲜质量的比例计算含水量ꎮ 每个株

系设置 １０ 个生物学重复ꎬ用单因素方差分析法分析

株系间的差异显著性ꎮ
１.５　 基因表达量分析

基因表达量分析采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法ꎮ 根据已知

的 ＡｔＶＳＰ１ 和 ＡｔＶＳＰ２ 基因(Ｇｅｎｅ ＩＤ: ＡＴ５Ｇ２４７８０)序
列(数据来源于拟南芥信息资源库 ｗｗｗ.Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.
ｏｒｇ)设计实时定量 ＰＣＲ 引物ꎮ ＡｔＶＳＰ１ 的正向引物

和反向引物分别为 ５′￣ＴＧＧＡＴＣＴＴＴＧＡＣＣＴＡＧＡＣＧＡ￣
ＣＡ￣３′和 ５′￣ＣＧＡＧＴＴＣＣＡＡＧＡＧＧＴＴＴＴＶＧＴＡ￣３′ꎮ

取播种后 ４０ ｄ 的相同叶位叶片和茎ꎬ依次进行

总 ＲＮＡ 的提取(Ｔｒｉｚｏｌ 法)及基因组 ＤＮＡ 的去除、反

转录ꎬ并以反转录形成的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测ꎮ 以拟南芥 ＡｔＡＣＴＩＮ 为内参基因ꎬ其扩增

引物序列为 ５′￣ＧＴＣＧＴＡＣＡＡＣＣＧＧＴＡＴＴＧＴＧＣＴ￣３′和
５′￣ ＴＧＴＣＴＣＴＴＡＣＡＡＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＴ￣３′ꎮ 采取 ２－△△Ｃｔ

法计算待测基因的相对表达量[１５]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＡｔＦＡＤ６ 基因突变体的获得

２.１.１　 ＡｔＦＡＤ６ 基因突变体基因型的分子鉴定　 使

用酶切法和 ＰＡＧＥ 法对转基因阳性植株进行基因型

鉴定ꎮ 经过多代连续筛选鉴定后ꎬ获得了 ２ 个纯合

的突变体ꎬ沿袭前人命名方式ꎬ并根据获得突变体的

顺序ꎬ将其命名为 ｆａｄ６￣２ 和 ｆａｄ６￣３ꎮ
获得纯合可稳定遗传的突变体后ꎬ对其靶位点

附近序列进行分析验证ꎮ 结果表明 ｆａｄ６￣２ 和 ｆａｄ６￣３
突变体分别在 ２ 个靶位点处ꎬ即第 ５ 个和第 ２ 个外

显子处ꎬ发生了 ４７ ｂｐ 缺失和 １ ｂｐ 插入的突变(图
１)ꎬ其 ＣＤＳ 序列发生相应变化ꎬ造成移码突变ꎮ 在

转录后翻译过程中ꎬｆａｄ６￣２ 的第 １８７ 位氨基酸残基

由苏氨酸(Ｔ)突变为甲硫氨酸(Ｍ)ꎬ并在继续错误

翻译 ２ 个氨基酸 ( ＶＧ￣ＡＶ) 后ꎬ引入终止密码子

ＵＡＡꎬ提前终止翻译ꎻｆａｄ６￣３ 的第 ２５ 位氨基酸残基

由亮氨酸(Ｌ)突变为丝氨酸(Ｓ)ꎬ并在继续错误翻译

１７ 个氨基酸 ( ＡＡＳＳＡＲＶＳＰＧＶＹＡＶＫＰＩ￣ＣＣＦＦＣＳＣＦ￣
ＳＷＣＩＣＣＥＡＤ)后ꎬ引入终止密码子 ＵＧＡꎬ提前终止

翻译ꎮ 二者均造成由原位于 ２０７、 ２１０、 ２１１、 ３６７、
３７０、３７１ 位点处的 ６ 个组氨酸残基的氨基酸序列发

生变化ꎬ而这些位点对铁离子的结合具有重要作

用[１６]ꎮ 因此ꎬ我们构建的突变体可判断为功能丧失

型突变体ꎮ
２.１.２　 　 ＡｔＦＡＤ６ 基因突变体的脂肪酸组分分析

　 ＡｔＦＡＤ６ 负责编码质体脂肪酸去饱和酶ꎬ它可以

催化在单不饱和脂肪酸１６ ∶ １ 或１８ ∶ １ 中再引入

一个双键成为１６ ∶ ２ 或１８ ∶ ２ 的反应ꎬ因此ꎬ还可

以通过测定叶片脂肪酸组分的变化验证 ＡｔＦＡＤ６
的基因功能完整性ꎮ 对生长 ３３ ｄ 的植株叶片进行

脂肪酸组分分析ꎬ结果(表 １)显示ꎬ与野生型相

比ꎬ２ 个突变体中 ＡｔＦＡＤ６ 的底物１６ ∶ １ 和１８ ∶ １ 大

量累积ꎬ均上升 ５ 倍以上ꎮ 而其最终产物不饱和

脂肪酸１６ ∶ ３ 和１８ ∶ ３ 含量大幅下降ꎬ此结果同样

表明获得的突变体为 ＡｔＦＡＤ６ 基因功能丧失型突

变体ꎮ
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图 １　 ｆａｄ６￣２和 ｆａｄ６￣３突变序列信息

Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｄ６￣２ ａｎｄ ｆａｄ６￣３ ｍｕｔａｎｔｓ

表 １　 野生型与突变体种植 ３３ ｄ 后叶片总脂的脂肪酸组分分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ
ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｅｄ ｆｏｒ ３３ ｄａｙｓ

脂肪酸 野生型(ＷＴ) 突变体 ｆａｄ６￣２ 突变体 ｆａｄ６￣３

１６ ∶ ０ ２１.７１±０.３３ａ ２０.２８±０.７０ｂ １９.４７±０.３９ｂ

１６ ∶ １ ２.８６±０.０９ｂ １１.５６±０.３０ａ １１.８０±０.２９ａ

１６ ∶ ２ ０.６３±０.０１ａ ０ｂ ０ｂ

１６ ∶ ３ １１.２８±０.５４ａ ０.５４±０.１８ｂ ０.４０±０.２７ｂ

１８ ∶ ０ １.１４±０.０９ａ １.３４±０.１３ａ １.２８±０.１０ａ

１８ ∶ １ ２.６６±０.０８ｃ １８.７３±０.４４ｂ ２０.０５±０.４２ａ

１８ ∶ ２ １５.４０±０.９２ａ １５.６５±０.５１ａ １５.３６±０.２９ａ

１８ ∶ ３ ４４.３２±０.５８ａ ３１.９０±０.８８ｂ ３１.６３±０.１４ｂ
ｎ＝ ３ꎮ 不同小写字母表示该脂肪酸含量在不同株系间存在 ０.０５ 水
平上的显著差异ꎮ

２.２　 ＡｔＦＡＤ６ 基因突变体的表型分析

播种后 ２１ ｄꎬＡｔＦＡＤ６ 基因功能丧失型突变体与

野生型相比表现出了明显的表型差异ꎮ 植株叶片变

黄(图 ２Ａ)ꎻ叶绿素 ａ 与叶绿素 ｂ 的比值约上升

２３􀆰 ４％(图 ２Ｅ)ꎻ地上部生长势变弱ꎬ地上部生物量

减少至野生型的 ６２％左右(图 ２Ｄ)ꎬ而叶片含水量

未发生显著变化(数据未显示)ꎮ 另外ꎬ ＡｔＦＡＤ６ 基

因功能的丧失可显著加速植物抽薹(图 ２Ｃ)ꎬ突变体

拥有８~９ 片莲座叶时即可抽薹ꎬ而野生型莲座叶需

１１~１３ 片时开始抽薹(图 ２Ｂ)ꎬ与野生型相比ꎬ突变

体抽薹日期比野生型提前了２~ ３ ｄ(图 ２Ｆ)ꎮ 另外ꎬ

ＡｔＦＡＤ６ 产物１８ ∶ ３ 参与植物体内茉莉酸的生物合

成[３]ꎬ ＡｔＦＡＤ６ 基因突变可能影响植物体内茉莉酸

信号强度ꎮ 本研究对茉莉酸信号标记基因 ＡｔＶＳＰ１
进行了表达量分析ꎮ 结果显示 ＡｔＶＳＰ１ 表达量在叶

片中稍有下降ꎬ在茎秆中提高了 ４０％以上(图 ２Ｇ)ꎬ
表明该生长阶段ꎬＡｔＦＡＤ６ 功能的丧失对植物体内茉

莉酸信号的影响具有组织特异性ꎮ

３　 讨 论

ＡｔＦＡＤ６ 是质体 ω￣６ 型脂肪酸去饱和酶ꎬ对叶片

中脂肪酸组分具有重要影响ꎮ 在本研究中创制的 ２
个 ＡｔＦＡＤ６ 基因功能丧失型突变体中ꎬ底物１６ ∶ １ 和

１８ ∶ １ 大幅积累ꎬ产物１６ ∶ ３ 和１８ ∶ ３ 含量大幅下

降ꎬ这与前人研究结果一致[１６￣１７]ꎮ 另外ꎬ脂肪酸组

分的改变常常影响质体膜的完整性和流动性ꎬ进而

影响植物对逆境胁迫的响应[７ꎬ１８]ꎮ 研究发现ꎬ在正

常生长条件下ꎬＡｔＦＡＤ６ 基因突变导致植株叶片整体

发黄ꎮ 出现叶片整体发黄表型的原因通常为受到了

光、温、水、土、肥、病虫等方面非生物和生物胁迫ꎬ或
自然衰老代谢ꎮ 本研究中ꎬ植株生长过程中未受到

生物和非生物胁迫ꎬ叶片含水量也未发生显著变化ꎬ
表明该表型不是由于叶片生理性缺水或衰老造成

的ꎮ 突变体叶片发黄可能是由于 ＡｔＦＡＤ６ 直接负责

质体内膜脂合成ꎬ其功能丧失影响了叶绿体内膜的
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完整性和流动性ꎬ进而导致叶绿体含量下降ꎮ 而由

于在不同部位形成的不饱和脂肪酸之间存在交

换[１９]ꎬ因此 ＡｔＦＡＤ６ 基因丧失功能后ꎬ植株仅出现叶

片发黄的表型ꎬ未直接死亡ꎮ 而 ＡｔＦＡＤ６ 基因功能

的丧失是否导致了植株内源性氮元素的缺乏ꎬ还需

进一步探究ꎮ

(Ａ)播种后第 ２１ ｄ 植株表型ꎻ(Ｂ)、(Ｃ) 播种后第 ３３ ｄ 植株表型ꎻ(Ｄ)播种后第 ２１ ｄ 地上部鲜质量(ｎ＝ １０)ꎻ(Ｅ)播种后第 ２１ ｄ 叶绿素 ａ 与

叶绿素 ｂ 的比值(ｎ＝ ５)ꎻ(Ｆ)野生型和突变体抽薹所需天数(ｎ＝ ２０)ꎻ(Ｇ)播种后第 ３３ ｄ ＡｔＶＳＰ１ 相对表达量ꎮ∗∗表示存在 ０􀆰 ０１ 水平上的显

著差异ꎻ∗∗∗表示存在 ０􀆰 ００１ 水平上的显著差异ꎻ∗∗∗∗表示存在０􀆰 ０００ １水平上的显著差异ꎮ Ｂａｒ＝ ２ ｃｍꎮ
图 ２　 ＡｔＦＡＤ６ 基因突变体 ｆａｄ６￣２和 ｆａｄ６￣３与野生型(ＷＴ)的表型差异

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡｔＦＡＤ６ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｎｔ ｆａｄ６￣２ ａｎｄ ｆａｄ６￣３ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ(ＷＴ)

　 　 早期研究结果表明ꎬ在正常生长条件下ꎬＡｔ￣
ＦＡＤ６ 基因功能的丧失对植株的生长及生长发育进

程无明显影响[１７]ꎬ但本研究结果与其并不完全一

致ꎮ 我们发现ꎬＡｔＦＡＤ６ 基因的突变造成植株地上部

生物量显著下降ꎬ抽薹显著提前ꎮ 这可能是由于在

早期研究中ꎬ植株基因突变体的创建主要通过 ＥＭＳ
诱变的途径ꎬ创建的突变体 ｆａｄ６￣１ 仅发生非同义突

变ꎬ其翻译的多肽链中ꎬ仅第 １６０ 位的甘氨酸(Ｇ)残
基突变为精氨酸(Ｒ) [７]ꎬ在这种突变体中ꎬＡｔＦＡＤ６
基因功能可能未完全丧失ꎬ而我们构建的突变体为

功能丧失型突变体ꎮ 这些差异表明ꎬ我们获得的功

能丧失型突变体将有助于彻底了解 ＡｔＦＡＤ６ 基因功

能ꎮ 同时也表明ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术

创制基因功能丧失的植物突变体具有重要的实践应

用价值[２０￣２１]ꎮ
在本研究中ꎬ我们还对茉莉酸信号标记基因 Ａｔ￣

ＶＳＰ１ 在拟南芥野生型和突变体抽薹期叶片和茎秆

中的表达量进行比较分析ꎬ结果显示ꎬＡｔＦＡＤ６ 的突

变造成 ＡｔＶＳＰ１ 在植株叶片中表达量稍有降低ꎬ在茎

秆中表达量大幅提升ꎬ表明 ＡｔＦＡＤ６ 对植物体内茉

莉酸信号的影响具有组织特异性ꎮ 大量研究结果表

明ꎬ茉莉酸信号途径对植物开花时间和雄蕊发育等

生育进程具有重要的调控作用[２２]ꎮ ＡｔＦＡＤ６ 基因是

否通过影响茉莉酸合成前体多不饱和脂肪酸的形

成ꎬ进而影响茉莉酸信号强度的变化对植物抽薹以

及生育期造成影响ꎬ及其具体分子机制还需进一步

研究ꎮ
利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术创建 ＡｔＦＡＤ６

基因功能丧失型突变体ꎬ不仅有助于完善对 ＡｔＦＡＤ６
基因功能的认识ꎬ同时为进一步研究脂类代谢与植

物生长发育的关系提供了有用的遗传材料ꎮ
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