
!" 卷 # 期

#$$% 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$%

收稿日期：#$$#0$10$!，修回日期：#$$#0!#0$2。

基金项目：国家自然科学基金项目（*’)%"13$$#$）和高等学校骨干教师资助计划项目。

" 通讯作者。 45(：160##0#%2$12$6；7,8：160##0#%2$11$$；90:,;(：8;<=(,;>? 5@’A) .’:

深黄被孢霉!!"脂肪酸脱氢酶基因在转基因烟草中的表达
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摘 要 !0亚麻酸（BCD）是人体和动物饮食中具有营养作用的重要的多烯不饱和脂肪酸，在大多数油料作物种子

中不含有 BCD，而只含有其前体物亚油酸，只有少数油料植物种子中含有 BCD，如夜来香（3%$(/"%*+ EFF），琉璃苣

（.(*+1( (--#0#$+,#&）等。"6 0脂肪酸脱氢酶可将亚油酸转化为!0亚麻酸，为了能够在传统的油料作物种子中产生

BCD，我们将从深黄被孢霉中克隆的"6 0脂肪酸脱氢酶基因，与植物表达载体 FBD6G% 连接，构建了重组质粒 FBD+0
HIC6，将其通过农杆菌介导法，导入模式植物烟草中。经 JIK 和 L’AM/5-< 杂交分析表明该基因已导入并整合到烟草

的基因组中，*’-M/5-< 杂交结果表明该基因在转基因烟草的 :K*D 水平上获得表达。对转基因植株进行脂肪酸分

析，结果显示，BCD 和十八碳四烯酸（N4D）分别占总脂肪酸含量的 !"O3P和 %O2P。
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深黄被孢霉（4(*/#%*%,,+ #&+5%,,#$+）是毛霉目中具

有重要经济价值的丝状真菌，它能产生多种不饱和

脂肪酸，尤其是只产生!0亚麻酸（!0C;<’(5<;. ,.;R，

BCD），而不含有其同分异构体#0亚麻酸（#0C;<’(5<;.
,.;R，DCD），因此为分离纯化光学特异的 BCD 带来

了方便。BCD 做为人体必需的不饱和脂肪酸，目前

已经在国际上做为一种新的维生素———维生素 7 被

研究应用，尤其在心血管疾病、糖尿病以及癌症方面

的医疗价值而成为学术界研究的热点［!］。"6 0脂肪

酸脱氢酶（"6 0S,MM@ ,.;R R5E,MA-,E5，T6T）是 BCD 合成

途径中的关键酶，催化亚油酸（!1 U#""O!#，CD）的第 6、

3 位碳原子间脱氢形成 BCD（!1 U %"6O"O!# ），然后通过

碳链 的 延 长 和 脱 氢 作 用 进 一 步 形 成 花 生 四 烯 酸

（DD）和前列腺素类（JBE）及白三烯类生理活性物

质。国内对"6 0脂肪酸脱氢酶的分子生物学研究起

步较晚，仅有少数报道［# V G］，国外从 "$ 年代初期开

始对产生 BCD 的关键酶"6 0脂肪酸脱氢酶基因进行

了克隆和表达的研究，相继从蓝细菌［2］、琉璃苣［6］。

线虫［3］、小鼠［1］、斑马鱼［"］、高山被孢霉［!$，!!］等不同

物种中克隆了"6 0脂肪酸脱氢酶基因，分别在啤酒

酵母和烟草中进行了表达。

在大多数植物中不存在!0亚麻酸，只有少数几

种高等植物能合成!0亚麻酸。目前!0亚麻酸的主

要来源是夜来香（3%$(/"%*+ EFF)），其种子油中 BCD
的含量达 1P W !$P，而琉璃苣（.(*+1( (--#0#$+,#&）种

子中为 #$P W #2P，但这些植物都存在农艺操作

差、产量低的问题，如在英国琉璃苣产量约为 %$$ W
6$$X=Y/:#，而相对于油菜籽为 % MY/:#。因此提高现

有作物的 BCD 含量及在传统的油料作物基础上产

生 BCD 成为了人们关注的热点。

烟草是模式植物，且含有 BCD 的前体物亚油

酸，因此，我们将从高产 BCD 的深黄被孢霉中克隆

到 的 "6 0脂 肪 酸 脱 氢 酶 基 因（ B5<Z,<X 号 为

D7%$66%G）与表达载体 FBD6G% 连接，构建了重组质

粒 FBD+HIC6，将 其 转 到 烟 草 中，该 嵌 合 基 因 在

I,+&%2L 启动子的驱动下，使原不产 BCD 的烟草产

生了 BCD。这是国际上将深黄被孢霉"6 0脂肪酸脱

氢酶基因在烟草中表达的首次报道。为今后把该基

因转入大豆、油菜等传统的油料作物进行转基因的

研究打下了良好的基础。

# 材料与方法

#$# 菌株与质粒

大肠杆菌 T[2#，带有深黄被孢霉 T6T 基因的



!"#$%&’ 质粒，根癌农杆菌 &()**+*（ !"#$%&’()#*+,
(+,)-&’*)./ &()**+*）为本实验室保存。植物表达载

体 !,)’*- 为内蒙古大学哈斯阿古拉教授惠赠。

!"# 植物材料

烟草（0*’$(*&.& (&%&’+, ./0 123456）由中国科学

院遗传所惠赠。

!"$ 培养基、酶及试剂

大肠杆菌的 &( 培养基参见文献［78］，农杆菌

9:( 培养基及 #; 培养基见文献［7-］。各种限制酶

购自 华 美 生 物 工 程 公 司；<%= 用 "2> 酶 及 ?@"<、

A@$BC7+ 柱式多用途 D@) 试剂盒购自上海 ;23EF3
公司，!C亚麻酸标准品购自 ;6EG2 公司；地高辛标记

及显色试剂盒购自 =F.5H 公司；卡那霉素（I23），利

福平（=6J），氨苄青霉素（)G!）、羧苄青霉素（%K）和链

霉素（;4L）等主要购自华美生物工程公司，宝生物公

司，其余试剂均为国产分析纯。

!"% !& ’脂肪酸脱氢酶基因的合成

以含有 D’D 基因的 !"#$%&’ 质粒为模板，<%=
扩增"’ C脂肪酸脱氢酶基因。为了便于构建含有

D’D 基因的植物表达载体，我们在对质粒 !"#$%&’
进行扩增时，在编码区的上游引物中添加了 1%& #
酶切位点，下游引物添加了 2"3 $酶切位点，这两个

寡核苷酸引物是根据 D’D 基因结构序列设计的：

上游引物（<7）：

MNC,,%"!"!#$#)",,%",%",%"%%%),"C-N
下游引物（<8）：

MNC%",%#$#!"!"")%",%,%%"")%%C-N
于 <:OP++ 型 D@)45HLG2Q .R.QHL 上进行 <%= 扩

增反 应，条 件 为 O*S 8G63，然 后 O*S 7G63，MMS
7G63，P8S 8G63，-+ 个循环，最后 P8S MG63。采用上

海 ;23EF3 公司 A@$BC7+ 柱式多用途 D@) 试剂盒进

行 <%= 产物纯化，方法参照说明书进行。

!"( 植物表达载体的构建

将回收的"’ C脂肪酸脱氢酶基因的 <%= 产物和

质粒 !,)’*- 分别用 1%& #和 2"3 $双酶切后，进

行连 接，构 建 出 含 有 外 源 基 因 的 重 组 表 达 质 粒

!,)#$%&’，将该重组质粒转化到大肠杆菌 DTM%中，

通过 I23 抗性筛选重组子，并对重组子进行酶切鉴

定。大肠杆菌感受态细胞的制备及转化等分子克隆

技术按常规方法［78］进行。

!"& 农杆菌的转化

采用液氮冻融法［7-，7*］，将重组表达质粒 !,)#C
$%&’ 导入根癌农杆菌 &()**+* 中。首先制备农杆

菌感受态细胞，将单菌落 &()**+* 接至含 78M&EUG&

;4L，8M&EUG& =6J 的 9:( 中 8VS培养过夜，按 7W接

种量转到新鲜的 9:( 培养基中，继续培养 - X *5，

*S离心，用 ": 洗涤后重悬于 9:( 中，取 M++&& 于

7YMG& 离心管中，加入 7&E 质粒 D@)，于冰上 MG63，

然后置液氮中 MG63，-PS保温 MG63，用 7G&9:( 稀

释，8VS振摇 8 X *5，取 8++&& 涂布于含 I23 和 ;4L 的

双抗 9:( 或 &( 平板上，8VS培养，挑取转化子进行

<%= 鉴定。

!") 植物转化

按照常规叶盘法转化烟草［7*］。将构建的植物

表达载体 !,)#$%&’ 通过农杆菌介导的方法转化到

烟草 0*’$(*&.& (&%&’+, ./0123456 中。首先在适宜的

农杆菌液中将叶盘浸泡 7+G63，在共培养基中暗培

养 8 X -?，然后在幼芽培养基中光照培养 P X 7+? 后

转到分化培养基，待抗性芽长到 - X *.G 时，转到生

根培养基，生根后将幼苗移到花盆中。整个培养条

件为 8MS，光U暗 周 期 7’5U7V5，相 对 湿 度 P+W X
V+W。

!"* 转基因植株的分子检测

!"*"! <%= 检测：分别提取转基因和未转基因烟草

叶片的基因组 D@)［78］，用方法 !"% 的上下游引物于

8M&& 体系中进行 <%= 扩增，<%= 产物于 7W琼脂糖

凝胶中电泳。

!"*"# ;FZ45HL3 杂交：分别提取转基因和未转基因

烟草叶片的基因组 D@)［78］，以 4*.? ’单酶切，进行

+YVW琼脂糖凝胶电泳后，把胶放在用 8+ [ ;;% 浸润

的尼龙膜上，于真空转膜仪 M+GK2L 条件下进行转

膜，然后将膜在紫外交联仪中照射 MG63。以深黄被

孢霉"’ C脂肪酸脱氢酶基因为探针，按地高辛标记

及显色试剂盒说明书进行标记和显色。

!"*"$ @FL45HL3 杂交：按 <LFGHE2“=@)\FQ”说明书提

取转基因和未转基因烟草叶片的总 =@)，总 =@) 于

7W甲醛变性凝胶电泳中进行分离，同 ;FZ45HL3 杂交

方法进行转膜和杂交显色。

!"+ 转基因烟草的脂肪酸分析

取转基 因 烟 草 叶 片 研 碎 后 称 重，加 入 MW 的

I]TC%T-]T 溶 液，P+S 反 应 -5，再 加 入 7*W ( -̂ C

%T-]T，P+S反应 7YM5，形成脂肪酸甲酯。用 7 _ * 的

氯仿：正己烷抽提 8 次，合并提取液。加入适量无水

@28;]* 干燥提取液，静置 75，去掉 @28;]*，用氮气吹

干备用。以 ;6EG2 公司生产的 ,&) 甲酯为标准品，

采用文献［-］方法略加改动测定样品。仪器为岛津

,%CO)，柱子：;:CM8U8MG，载气：@8，M+G&UG63，气化室
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温度：!"#$，柱温：!%#$，检测器：氢火焰离子化检

测器。

! 结 果

!"# 植物表达载体的构建

以含有 &’& 基因的 ()*+,-’ 为模板，.,/ 扩增

出的目的带大小为 %01234，与预期的相符。将载体

(56’71 及 &’& 基因分别用 !"#!和 $%&"双酶切，

回收后于 %’$过夜连接（见图 %）。

图 % 植物表达载体 (56*+,-’ 的构建

89:;% ,<=>?@AB?9<= <C DE(@D>>9<= FDB?<@ (56*+,-’

将连接产物转化到 ’ ; ()&* &GH#中。从含有

IJ= 抗性的 -K 平板上筛选转化子。提取重组质粒，

经酶切及 .,/ 鉴定，筛选到阳性克隆 (56*+,-’。

用 !"#!和 $%&"双酶切 (56’71 和 (56*+,-’，结

果如 图 !。 (56*+’L!"# ! M $%& "双 酶 切 后 有

%%0734 及 %01234 两条带，而 (56’71 双酶切后只有

一条 %%0734 带。同时将 (56*+,-’ 进行 .,/ 扩增，

得到 %01234 大小均一的片段，说明含有 &’& 基因的

植物表达载体 (56*+,-’ 已构建成功。

!"! 农杆菌的转化与鉴定

采用 液 氮 冻 融 法 将 构 建 好 的 植 物 表 达 载 体

(56*+,-’ 转化到根癌农杆菌 -K677#7，然后在含有

%!H$:LN- O?@，!H$:LN- /9C 和 %##$:LN- IJ= 的 PQK
选择培养基上，!"$培养 7"R 后出现白色菌落，采用

菌落 .,/ 法鉴定农杆菌的转化子。电泳检测表明

其 .,/ 产物大小一致均为 %01234，从而证明构建的

植物表达载体 (56*+,-’ 已转入农杆菌中，结果如

图 1。

图 ! 重组表达载体 (56*+,-’ 酶切及 .,/ 鉴定

89:;! /D>?@9B?9<= J=S .,/ J=JTU>9> <C @DB<N49=J=?
DE(@D>>9<= FDB?<@ (56*+,-’

%0(56*+,-’L!"#! M $%&"；!0(56’71L!"#! M $%&"；

10%&V6L+*,S& *J@3D@；70&’& :D=D .,/ (@<SAB?

图 1 .,/ 法鉴定农杆菌中的 &’& 基因

89:;1 +SD=?9C9BJ?9<= <C &’& :D=D 9= -%.)"#(/0.*12
/1203#(*0,4 4U .,/

%，!，7，H ; .,/ (@<SAB? <C ?@J=>C<@NJ=?>；10&-!### NJ@3D@

!"$ 烟草转化

把含有目的基因的农杆菌经过活化后，利用叶

盘法对烟草叶片进行转化。经 % W ! 次继代培养，外

植体产生愈伤组织（图 76）。经 ! W 1 次继代培养，

愈伤组织分化出芽（图 7K）。把芽转到分化培养基

上继续培养，等芽长到 !BN 左右，转到生根培养基

上，从而长成完整植株（图 7,）。等到根发育完全

后，移栽到花盆里（如图 7&）。

!"% 转基因烟草的分子检测

!"%"# 转基因烟草的 .,/ 检测：含有深黄被孢霉

&’& 基因的根癌农杆菌通过叶盘法转化到烟草中，

共获得 IJ= 抗性植株 "# 株，提取 IJ= 阳性植株总

&V6，以 ()*+,-’ 为阳性对照，未转基因烟草的总

&V6为阴性对照，用引物 .%、.! 对其进行 .,/ 扩

增，如图 H 所示，结果表明，"# 株中有 7" 株扩增出了

%01234 的目的片段，而未转化的对照则没有该片

段，转化率为 ’#X，表明深黄被孢霉 &’& 基因已导

入到烟草中。

!"%"! 转基因烟草的 O<A?RD@= 杂交：提取经 .,/ 鉴

定为阳性的转基因烟草总 &V6，取 %H$: 用 +*,S &

#"% 生 物 工 程 学 报 %Y 卷



图 ! 叶盘法转化的转基因烟草

"#$%! &’()*$+)#, -./(,,. /0 1+(2 3#*, 4+-5.3

酶切消化后进行 6.7-5+’) 杂交，以 89: 标记的 8;8
基因作为探针。结果如图 ;，从中可以看出转基因

植株显示出特征带，而未转化植株则没有杂交带，从

而表明外源基因已整合到烟草的基因组中。

图 < 转基因烟草的 =>? 鉴定

"#$%< 93+)-#2#,(-#.) .2 -’()*$+)#, -./(,,. /0 7*#)$ =>?
@ A !B&’()*$+)#, -./(,,.；<BC.)D-’()*$+)#, -./(,,.；;B 8EFGGG 4(’HD

+’；IB=>? J’.37,- .2 J&K9>E;

图 ; 转基因烟草的 6.7-5+’) 杂交鉴定

"#$%; 93+)-#2#,(-#.) .2 -’()*$+)#, -./(,,. /0 6.7-5+’) /1.-
@BC.)D-’()*$+)#, -./(,,.；FB=.*#-#L+ ,.)-’.1；M A IB&’()*$+)#, -./(,,.

!"#"$ 转基因烟草的 C.’-5+’) 杂交：为了检测!; D
脂肪酸脱氢酶基因在转基因烟草中的表达，以 8;8
基因为探针，提取 =>? 和 6.7-5+’) 杂交鉴定为阳性

的转基因植株和未转基因植株的总 ?CN FG"$，在

@O甲醛变性胶上进行电泳分离，结果见图 I，转基

因烟草与未转基因烟草相比有明显的杂交信号，说

明深黄被孢霉 8;8 基因在转基因烟草的转录水平

得到了表达。

!"% 转基因烟草中脂肪酸含量的分析

对经过 =>? 和 6.7-5+’) 杂交鉴定为阳性并在

4?CN 水平上有表达的转基因烟草的全苗进行气相

色谱分析，结果见图 P，与未转基因烟草相比，转基

因烟草中出现了 @@B;F 和 @FBP; 的两个特殊峰（用

箭头表示），其中，@@B;F 与标准品 :EN 的出峰时间

@@B;I 一 致，表 达 的 :EN 占 其 总 脂 肪 酸 含 量 的

@QBIO，表达量较高。同时，由于在烟草中存在#D亚
麻酸（NEN），8;8 基因也可以 NEN 为底物合成十八

碳四 烯 酸（.,-(3+,(-+-’(+).#, (,#3，R&N），生 成 量 为

MB<O，而在未转基因烟草中不存在这两种物质，说

明深黄被孢霉 8;8 基因在模式植物烟草中得到了

表达，产生了预期产物 :EN 和 R&N。

图 I 转基因烟草的 C.’-5+’) 杂交鉴定

"#$%I 93+)-#2#,(-#.) .2 -’()*$+)#, -./(,,. /0 C.’-5+’) /1.-
@ A !B&’()*$+)#, -./(,,.；<BC.)D-’()*$+)#, -./(,,.

$ 讨 论

本文所表达的!; D脂肪酸脱氢酶基因是从丝状

真菌深黄被孢霉中克隆的，多不饱和脂肪酸代谢途

径如图 Q 所示，从图中可以看出!; D脂肪酸脱氢酶可

以同时催化 )D; 途径中的亚油酸（EN）和 )DM 途径中

的 NEN，分别生成 :EN 和 R&N。从本研究的结果也

证实，由于烟草含有较丰富的 NEN 和 EN，所以当低

等真菌的 8;8 基因转入烟草植株后，能够利用植物

体系中的脂肪酸脱氢酶系统，进行脂肪酸的代谢，通

过对转基因烟草植株进行脂肪酸分析，检测到了

8;8 基因的产物 :EN 和 R&N，说明转入的外源基因

获得了表达，并发挥了该酶的催化活性，证明丝状真
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图 ! 转基因烟草总脂肪酸含量的气相色谱分析图

"#$%! &’( )*+,-’.,$+’/*#) ’0’12(#( ,3 3’..2 ’)#4 -5.*21 5(.5+( ,3 .,.’1 1#/#4( ,3 .+’0($50#) .,6’)),
7%!81#0,150#) ’)#4 (.’04’+4；9% :,08.+’0($50#) .,6’)),；;% <+’0($50#) .,6’)), =#.* /&7>?;@AB <=, 0,C51

/50D( ’+5 (550 #0 !;，.*5 (,1#4 ’++,= #04#)’.5 &@7 ’04 .*5 61’0D ’++,= #04#)’.5 E<7

菌深黄被孢霉和植物烟草的脂肪酸代谢路线是相似

的。

图 F 多不饱和脂肪酸的生物合成途径

"#$%F <*5 6#,(20.*5.#) /’.*=’2 ,3 /,12G0(’.G+’.54 3’..2 ’)#4(

利用农杆菌介导转化的方法具有技术简单易操

作，转化周期短，易获得再生植株等优点，因此广泛

应用于各种植物的遗传转化中。在实验中，我们发

现在培养农杆菌时，培养基中补加乙酰丁香酮可明

显地提高农杆菌的转化能力，这主要是因为乙酰丁

香酮是农杆菌 !"# 基因表达的诱导因子，促进 <8
H:7 向植物细胞的转化，提高植物细胞的转化频

率，本研究采用该方法，转化率可达 AIJ 以上；另

外，通 过 叶 盘 法 转 化 烟 草 时，叶 盘 在 菌 液 中 浸 泡

KI-#0，取出叶盘后，应先用无菌滤纸吸干后，转入覆

盖有无菌滤纸的共培养基中，加无菌滤纸的作用是

防止叶盘周围农杆菌生长过于旺盛，同时还应注意

浸染农杆菌用的菌液浓度不应过高，因为菌浓度过

高会引起植物组织褐化，并影响后期的杀菌，应控制

$%AII在 IBK 左右。

本文构建由 ;’>LMNO 驱动 HAH 基因表达的植

物表达载体，并在转基因烟草中产生了 &@7，说明深

黄被孢霉"A 8脂肪酸脱氢酶基因可以改变植物脂肪

酸组成，但是异源基因在转基因植物中表达的局限

性限制了在油料种子作物中改变脂肪酸成分的操

作，主要有两个问题，一是转基因表达的水平受空间

和时间的限制；另一个是组织特异性表达及亚细胞

定位的问题。本研究也证明在转基因植株的根部，

&@7 的含量明显高于叶片；在愈伤组织中 &@7 的含

量高于苗（结果未显示），说明深黄被孢霉的"A 8脂
肪酸脱氢酶基因在烟草中表达是不均一的，可能具

有组织特异性。

&@7 在转基因植物的表达水平有几个因素起着

关键性作用，包括形成脱氢酶转录物的数量，底物的

可用性，密码子的使用等。另外，表达载体的启动子

在决定外源基因的表达水平方面也起着重要作用，

因此选择合适的植物启动子和改进其活性是增强外

源基因表达首要考虑的问题。本研究中选用的植物

载体为 ;’>LMNO 启动子，是属于组成型启动子，这

样外源基因在转基因植物的所有部位和所有的发育

阶段都会表达［KN］。由于外源基因在受体植物内持

续、高效的表达不但造成浪费，往往还会引起植物的

形态发生改变，影响植物的生长发育。为了使外源

基因在植物体内有效发挥作用，同时又可减少对植

物的不利影响，可以选用特异性启动子。主要包括

组织器官特异性启动子和诱导特异性启动子。因此

对于通过遗传操作改良品质油的植物基因工程来

讲，最好选用种子特异性启动子，使脂肪酸的变化集
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中在种子中，达到品质油改良的目的。

本研究将!! "脂肪酸脱氢酶基因转到植物烟草

中使其积累了 #$%，改变了其原有的脂肪酸组成，为

下一步构建种子特异性启动子表达载体，使!! "脂
肪酸脱氢酶基因在大豆、油菜等油料作物的种子中

特异性积累 #$%，改变脂肪酸组成，满足人们对营养

的需求，同时产生新型的作物品种提供了理论基础。
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《生物工程学报》加入“万方数据———数字化期刊群”的声明

为了实现科技期刊编辑、出版发行工作的电子化，推进科技信息交流的网络化进程，我刊现已入网“万方数据———数字化

期刊群”，所以，向本刊投稿并录用的稿件文章，将一律由编辑部统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信

息服务。有不同意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。

本刊全文内容按照统一格式制作，读者可上网查询浏览，并订阅本刊。（Z$$+：VV<=&0;:5 +’,"-."07!<5 0-#5 0%）

《生物工程学报》编辑部
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