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摘 要 !BG 多不饱和脂肪酸（!BG TJU7<）是一类被广泛研究和关注的脂肪酸，对人类及其他哺乳动物的正常发育和保持良好

的健康状况极其重要，并且对于人类的多种疾病的预防和治疗亦有着明显的作用。在人和哺乳动物体内，!BG TJU7< 的含量

与!B$ TJU7<（其代谢方式和功能与前者不同，通常其作用也相反）相比很低。而对于人体，无论!BG TJU7< 的过低还是!B$
TJU7< 的过高都会带来极为不利的影响。所以人们一直在努力寻求提高人体中!BG TJU7< 含量的途径或者大量生产!BG
TJU7< 的方法。本研究经过密码子优化后，用化学合成的方法获得了 ! ) D*#11&+% 的!BG 脂肪酸去饱和酶基因 &>+/B F，并构建了

哺乳动物细胞表达载体 -3R*7GVFB<U9.FBAKUT，通过脂质体转染了 ;IL 细胞系并对其进行抗性筛选获得稳定转染细胞株。对

稳定转染 &>+/B F 细胞株的 2WBT;2 分析及脂肪酸组成的 K;B8+ 分析表明，&>+/F 基因完全能够在 ;IL 细胞中表达和发挥其!B
G 去饱和酶的作用，即促使!B$ 系列不饱和脂肪酸转变为相应的!BG 系列不饱和脂肪酸（从十八碳到二十二碳）。!B$ 不饱和脂

肪酸总量从 XYV%SZ下降到 G"V!%Z，而!BG 不饱和脂肪酸总量则相应地从 SVY$Z上升到 !XV#!Z。!B$ 多不饱和脂肪酸和!BG
多不饱和脂肪酸的比值从正常细胞中的 $V!G 下降到转染细胞中的 FVXS。这说明 ! ) D*#11&+% 的!BG 脂肪酸去饱和酶基因 &>+/B
F 的合成是成功的，试验所获得的结果为今后的进一步的研究或应用其大量生产!BG TJU7< 奠定了基础。
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!!MW：V&08 表示该脂肪酸为二十碳，含 V 个不饱和键，且不饱和键起始于脂肪酸碳链甲基端的第三个碳原子，其余的脂肪酸依此类推。

多 不 饱 和 脂 肪 酸（5%7).&-"#.!"#/( 9"##) "4$(-；
EKB@-）是指十六碳以上并含有两个以上双键的脂

肪酸，它包括!08 EKB@- 和!0N EKB@- 两种类型，这

些脂肪酸在人和哺乳动物体内均不能合成或合成极

少。其 中!08 EKB@- 如 CE@（/$4%-"5/&#"/&%$4 "4$(；

MW：V&08!!）、>H@（>%4%-",/="/&%$4 @4$(-；MM：N&08）等

对人类及哺乳动物更为重要，它们是细胞膜磷脂中

必不可少的组分，使细胞膜结构保持适宜的柔性、流

动性和选择通透性，并作为类花生酸如前列腺素、白

细胞三烯和血栓烷的前体分子［1］。!08 EKB@- 还与

特定的细胞蛋白的伴随受体相结合，作为介导发热、

发炎、血管扩张、血压及疼痛等细胞应答的信号分

子［M］。在临床上，!08 EKB@- 在预防和治疗心血管疾

病、关节炎、炎性皮肤病、溃疡性结肠炎、创伤感染、

自身免疫性疾病、肾脏疾病、癌症以及与一些代谢综

合症有关的疾病有着重要意义［8 X N］。!08EKB@- 被认

为是大脑、视网膜和神经系统发育所必需的，在婴幼

儿营养中不可缺少，并且对于预防和治疗老年痴呆

症等一些神经性疾病有较好的效果［T］。更多情况

下，人们将其作为功能性食品使用以维持身体的正

常发育及健康。例如 >H@ 被称为“脑黄金”而备受

人们青睐，CE@ 则作为一种“血管清道夫”而受推

崇［M，L］。!0N EKB@- 在代谢上和功能上与!08EKB@-
却刚好相反。!0N EKB@- 如 @@（@!"4,$(%&$4 "4$( ；

MW：R&0N）的过量会引起前凝血反应（5!%#,%:’%#$4）等

生理效应，并导致炎症和心血管等疾病［R，V］。另外还

有研究表明，!0N EKB@- 具有促进癌症如乳腺癌的

发育［M，S］。人 体!0N EKB@- 的 含 量 远 远 高 于!08
EKB@-（比例为数倍甚至数 1W 倍）［M］。因此，增加人

体!08 EKB@- 的摄入量对于人类健康具有极其重要

的意义。然而，自然界中!08 EKB@- 的来源稀缺，深

海鱼油仍然是!08 EKB@- 的主要来源。但事实上该

来源正在不断地下降，而且鱼油中的 >H@ 和 CE@
的构成和含量随着鱼的种类、季节、地理位置等变化

而变化。鱼油制剂还带有腥味，影响了产品的品质。

此外，从鱼油中提取的 >H@ 含胆固醇多，可能含有

因环境污染所致的重金属等物质［1，1W］。因此通过其

他途径来获取更大量!08 EKB@- 以满足人们的需求

已成研究的热点。海洋真菌和微藻等低等生物具有

合成 CE@、>H@ 的能力，它们是 >H@ 的原始生产者，

而海洋鱼类等动物主要通过吞食藻类及浮游生物积

累 CE@、>H@ 等不饱和脂肪酸［N，11 X 1V］。因此，各国先

后开展了从海洋微藻和真菌中提取 CE@、>H@ 的研

究。虽然这些途径前景广阔，但目前还存在不少问

题，离真正广泛的实际应用还有一定的距离。随着

对脂肪酸代谢在基因水平的不断深入的认识和研

究，通过基因工程及转基因技术使人类千百年来食

用的作物或畜禽能自行产生 CE@、>H@ 等不饱和脂

肪酸已经逐渐成为现实。

!08 脂肪酸去饱和酶（!08 B"##) @4$( >/-"#.!"-/）

是合成!08 EKB@- 的关键酶，它以!0N EKB@- 为底物

合成相应的!08 EKB@-。在一些藻类、真菌以及高等

植物中已经发现和克隆了其相应的!08 脂肪酸去饱

和酶基因，但这些基因几乎都只能 Y@（7$&%7/$4 "4$(；

1L：M&0N）为底物合成 @Y@（"07$&%7/&$4 "4$(；1L：8&08），

而不能合成二十碳以上更长链的!08 EKB@-［1，1W，1V］。

令人 振 奋 的 是，近 几 年 的 研 究 发 现 有 两 种 真 菌

/#0)(1&.’-# ,-21-’# 和 3()$-&)&11# #10-’# 1Q0R 以及一种

线虫 %#&’()*#+,-$-! &1&.#’! 的!08 脂肪酸去饱和酶能

够以二十碳的!0N EKB@- 为底物合成二十碳的!08

RNT %*-’&!& 4(5)’#1 (6 7-($&2*’(1(.8 生物工程学报 MWWN，Z%7AMM，?%AV



!"#$%，后两者同时还均能以十八碳的!&’ !"#$% 为

底物合成十八碳的!&( !"#$%［)，*’，*+］。此外，线虫 ! ,
"#"$%&’ 的!&( 去饱和酶基因（ (%)& *）被转入哺乳动物

细胞以及小鼠能使其!&( !"#$%（从十八碳到二十二

碳）的含量显著提高［*-，*)］。由此可以预见，如果制备

带有!&( 去饱和酶基因的转基因家畜（禽）以生产富

含!&( !"#$% 的肉蛋奶等食品，将大大提高生产!&(
!"#$% 的效率和降低成本。我国目前很少开展类似

的研究，而线虫 ! , "#"$%&’ 的!&( 去饱和酶基因已经

被申请专利保护，因此如何获得这类基因进而开展

研究对于我国在将来生产和利用 .!$、/0$ 等多不

饱和脂肪酸具有重要意义。本研究经过检索和文献

调研，发现线虫 ! , *+,$$’%" 具有类似 (%)& * 基因的基

因组序列（为 ! , *+,$$’%" 基因组测序结果，1234536
登录号 7$$78*88888)），其氨基酸编码较 ! , "#"$%&’
少了两 个 氨 基 酸。二 者 的 核 苷 酸 序 列 同 源 性 为

+*9:;，氨基酸同源性为 -’9*;。而且未见其在基

因功能研究报道，也未涉及专利保护方面的问题。

所以我们决定对其做进一步的功能研究和开发利

用。本文报道了该基因的密码子优化、人工合成及

功能的分析研究，为今后的研究和应用提供实验支

持。

! 材料与方法

!"! 材料

限制性内切酶、<= />$ 连接酶、?<&!7? 试剂盒

购于（大连）宝生物公司。质粒提取试剂盒、!7? 产

物纯化试剂盒、胶回收试剂盒均购于 @&A232 公司；

高糖 /B.B、双 抗、丙 酮 酸 钠、非 必 需 氨 基 酸、

1232CDED3、胎 牛 血 清 均 购 于 1DFEG 公 司，脂 质 体

HDIGJ2EC5KD32<BL888 购于 M3NDCOGA23 公司；亚油酸（H$；

*-：L3&’）和花生四烯酸（$$；L8：=3&’）购于 PDAK5 公

司。

!"# 方法

!"#"! ’-%)&* 基 因 的 人 工 合 成 设 计：参 照 ! ,
*+,$$’%" 的!&( 脂肪酸去饱和酶基因的序列设计人

工合成该基因的方案：*L88FI 的序列中找到三个天

然的酶切位点 $1$<7<（.$#"）；7$<$<1（/0"#）；

71$<71（ 123 #），将 其 割 分 为 四 大 段 即 #P*
（L(*FI）；#PL（(()FI）；#P(（(’-FI）；#P=（(8’FI）；各大

段再设计为 ’8 Q ’-FI 的小段进行人工合成。此外，

在起 始 密 码 子 $<1 的 前 面 加 入 了 一 段 序 列

1<<171177177$77，其中包含了有利于基因表达

的 RGS56 序列。

经过 !7? 反应拼接，最后酶切连接为完整的基

因 ’-%)& *。 ’-%)& * 的两端引入酶切位点 /4)#，56&#，

由此酶切后克隆到表达载体 IE/>$(9*（ T ）上。连

接产物经过转化大肠杆菌 /0:$、涂 H4 平板、挑选克

隆、摇菌、提取质粒和酶切初步鉴定后再测序鉴定而

获得正确插入了目的基因的克隆。

!"#"# 哺乳动物细胞系表达载体的构建：为了使后

续实验更为方便，在测序获得的正确克隆即质粒

IE/>$(9*&%#5C* 上加上 1#! 标签，得到用于哺乳动

物 细 胞 系 表 达 质 粒 IE/>$(9*&%#5C*&1#!，即 将

IE/$>(9*&%#5C&* 用内切酶 .’)**8+M 切开（平端）、去

磷酸化处理和经过 7’"#、7(#"从质粒 I.1#!&>* 双

切并补平的 .1#! 片段通过平末端连接而得。

!"#"$ 细胞培养及转染 70U 细胞系：70U 细胞用

添加有 *8;胎牛血清、L8KKGVWH 谷氨酰胺和青链霉

素的 /B.B 培养基，培养于 (+X、:; 7UL 及饱和湿

度下。待瓶中细胞单层长满后进行消化传代。

本实验采用阳离子脂质体法转染 70U 细胞。

转染 前 用 89%#酶 切 表 达 载 体 IE/$>(9*&%#5C&*&
.1#!，琼脂糖电泳，回收待用。转染操作按转染试

剂提供的方法进行，简述如下：（*）在转染的前一天，

将培养的 70U 细胞分散至 ’ 孔板，待其生长至 +8;
Q )8;汇合时使用；（L）向 *9:KH .II23YGOJ 管中加

入 :88%H /B.B，再加入 ’%H 脂质体 HDIGJ2EC5KD32<B

L888，混合均匀，记做 $ 液；（(）向 *9:KH .II23YGOJ
管中加入 :88%H /B.B，再加入 * Q L%A 线性化的表

达载体，混合均匀，记做 4 液；（=）$ 液与 4 液在室温

下放置 :KD3，集中到一个 .II23YGOJ 管中，记做 7 液，

室温静置 L8KD3；（:）吸弃 70U 细胞的培养基，用新

鲜的 /B.B 洗涤两遍，加入新鲜的 /B.B :88%H，将

7 液加到每个孔中，轻轻混匀；（’）置于 (+X的 7UL

培养箱中，(Z 后，每 89:Z 观察一次细胞，待细胞形

状由梭 形 变 为 稍 圆 形 时，吸 弃 孔 中 的 液 体，换 上

/B.B 基础培养基，继续培养 ’ Q -Z，然后用 89L:;
胰蛋白酶消化每个孔的细胞，分别传至 )8KK 培养

皿中，用含 -88AWKH 1232CDED3 的 /B.B 基础培养基

进行培养，筛选抗性细胞。待抗性细胞长满后进行

传代和冻存以满足试验需求。

!"#"% ?<&!7? 初步鉴定：将上述经抗性筛选的转

染细胞传至 *8EK 培养皿继续培养，待细胞长满至

)8;，用于提取 ?>$。具体方法按照 <?MSGV 试剂说

明书操作。最后将 ?>$ 沉淀室温干燥 *8KD3，用

L8%H /.!7 处理水溶解并 ’8X加热 *8KD3 助溶。

按照 <5R5?5 ?>$ !7? RDC（$B@）@2O(98 的说明

:’+朱贵明等：来源于线虫 !%"&4+:%*0,),’ *+,$$’’%" 的!&( 脂肪酸去饱和酶基因的合成及其功能分析



书进行 !"#$%! 实验：按说明书要求配制反转录反

应液，经 过 反 转 录 反 应（&’(，)’*+,；--(，’*+,；

’(，’*+,；. 个循环）将 !/0 反转录为 12/0，再以之

为 模 板 进 行 $%!， 引 物 为 $34.3
（ 5""5%55%%5%%0%%0"55"%5%"%0""%%"%"5 ），

$34&! （ %0055"0%%""0%""55%"""05%%""%"%
""%）。$%! 反应条件为：-&(预变性 &*+,；-&(变

性 678，9:(退火 678，;)(延伸 &’8，6’ 个循环；;)(
.7*+,；&(保存。$%! 反应结束后进行电泳、观察。

!"#"$ 脂肪酸提取及 5%#<4 分析：将上述经抗性

筛选的转染细胞传至直径 .71* 培养皿继续培养，同

时添加 .7!*=>?@ 的亚油酸和花生四烯酸进行培养，

待细胞完全长满后，用胰蛋白酶消化和收集细胞。

细胞用去离子水离心洗涤，加入 )A’B C)4D& ?甲醇

溶液 .*@，:7( 加 热 -7*+,，待 冷 却 至 室 温，加 入

.A’*@ 7A-B /E%> 溶液和 .*@ 正乙烷，震动、低速离

心（)777 F 6777G?*+,）将脂肪酸提取到有机相。吸取

上清（7A:*@）经氮气吹干后用于 5%#<4 分析，使用

仪器为 5%#"D3 高分辨气质联用仪，分析工作由军

事医学科学院生物医学分析中心完成。

# 结果与分析

#"! !"#$% ! 基因人工合成和的 &’( 拼接

!"#$# . 基因人工合成的 $%! 拼接过程可用如

下的示意图（图 .）说明。第一轮 $%! 时，用 & 个反

应体系完成，每个体系分别一起加入 &、;、;、9 个已

经用化学合成好的小片段及相应的引物经过反应被

拼接起来，如图 )（0）所示，产物大小从右到左依次

为 )6.HI、66-HI、69:HI 和 679HI。第二轮 $%! 用 )
个反应体系完成，即分别将图中片段 . 和 ) 用%&’"
酶切，6 和 & 用 ()*#酶切后连接，分别以连接产物

及相应的引物做 $%! 而拼接成为 ) 个大段，最后这

两大段再经过 +,-#酶切并连接，进行第三轮 $%!
反应后即获得 .)77HI 的全长基因如图 )（J）所示，

其中第一、二泳道分别为 ’;7HI 和 9;&HI 两个产物，

第三泳道为 .)77HI 的全长基因。

图 . !"#$# . 基因人工合成示意图

3+KL. "MN ON8+K, =P 1MN*+1E> 8Q,RMN8+8 =P !"#$# . KN,N

图 ) $%! 拼接

3+KL) @+KER+=, =P 1MN*+1E> 8Q,RMN8+SNO PGEK*N,R8 HQ $%! E,O GN8RG+1R+=, 8+RN8

图 6 质粒 I12/06A.#83ER. 的质粒大小鉴定（0）和酶切鉴定（J）

3+KL6 %=,P+G*ER+=, =P TN1R=G I12/06A.#83ER. HQ EKEG=8N KN> N>N1RG=IM=GN8+8
0：NURGE1RNO I>E8*+O GN1=*H+,E,R；J：GN8RG+1R+=, E,E>Q8+8 HQ O=VH>N 1VR W+RM ./0# E,O 123O$ L

99; 4/23-!- 50*63#’ 07 %20$-8/30’0&9 生物工程学报 )779，X=>A))，/=A’



全长基因经过酶切与载体 !"#$%&’( 连接并转

化到 #)*!，在 +, 平板上长出克隆经过提取质粒鉴

定和酶切鉴定，结果如图 & 所示，（%）为质粒大小鉴

定，所有质粒大小均一致，应该都是连入了目的片

段，随机选择其中 - 个用 !"#"和 $%&’ #进行双酶

切，即从载体两端再切下来的 (.//0! 的 ()*+1 ( 基

因，证明它们确实连入了目的片段，见图 &（,）。最

后测序获得质粒 !"#$%&’(12345( 的正确克隆。

!"! 带有表达 #$% 的表达质粒 &’()*+",-.$/0,-
1#$% 的构建

连接前，!"#%$&’(12345( 载体和 6738 片段经过

电泳鉴定大小正确。其中，从载体 !67381$( 切下

来的 6738 片段还包括其前端的 9:; 启动子和后

端的 <;-/ 8=>?%。用平末端的连接条件进行连接，

构建的载体如图 -（%）所示。这样，该表达质粒中目

的基因 ()*+1 ( 和标记基因 738 各自带有一套完整

的启动子和 8=>?%，形成两个各自独立的表达单元。

连接产物转化大肠杆菌 #)*!后最终获得克隆。提

取质粒电泳鉴定可见，一部分为目的片段连入载体，

一部分则为载体本身自连接，一部分则为载体之间

的相连接如图 -（,）。将属于第一种情况的克隆用

,-*"酶切鉴定，结果见图 -（9）（部分），其中一些

为正连接（如第 &，- 泳道，从右起，下同），切下来的

@-/&0! 和 (A(/0! 大小的两个片段，一些为反连接

（如第 ( 泳道），较小片段大于 (A(/0!，还有连入了 .
个片段的情况（如第 . 泳道）。

图 - 质粒 !"#$%&’(12345(16738 结构示意图（4）、质粒的大小鉴定（0）和 ,-*"酶切鉴定（"）
3BCD- EFG 25HI"5IHG =J GK!HG22B=L MG"5=H !"#$%&’(12345(16738（4）；9=LJBHN45B=L =J 5FG MG"5=H 0? 4C4H=2G CG> G>G"5H=!F=HG2B2 OB5F

GK5H4"5GP !>42NBP HG"=N0BL4L5 4LP ,? HG25HB"5B=L 4L4>?2B2 OB5F ,-*"）

!"+ &’()*+",-.$/0,-1#$% 在 234 细胞系的表达

构建哺乳动物细胞表达载体 !"#%$&’(12345(1
738 线形化后用脂质体转染 9)Q 细胞系，同时用空

载体 !67381$( 以及未转染的 9)Q 细胞作对照。经

过 & R 的抗性 7GLG"5BL 筛选后获得转染细胞系，载

体 !"#%$&’(12345(16738 在 9)Q 细胞中表达了绿色

荧光蛋白（如图 * 所示），荧光的强度在筛选的各个

时期都低于空载体 !67381$(。显然是因为目的基

因 ()*+1 ( 也在同时表达的缘故。试验过程中也发

现，转染 ()*+( 基因的 9)Q 细胞系经过 @ S T 次的传

代后，738 基因的表达并没有明显的减弱。

!"5 !"#$, 基因的表达及其对 234 细胞的脂肪酸

组成影响

同时，我们提取转染细胞的总 U$%，进行了 UE1
89U，其结果也证实了在转染细胞中 ()*+1 ( 基因的

NU$%的存在（如图 @ 所示）。其中第 ( S & 条泳道

分别为阳性（质粒）对照、试验组和阴性对照，UE1
89U 产物大小为 (.//0!。显然，9)Q 细胞系中的转

染 ()*+1 ( 基因已经转录了 NU$%。

为了确切证实 ()*+1 ( 在 9)Q 细胞的表达产物

是否具有$1& 脂肪酸去饱和酶的正常功能，实验测

定了细胞中脂肪酸的变化情况，如图 T 所示。791

T@T朱贵明等：来源于线虫 .*/&#0"*1’%+%( 10%22((*/ 的$1& 脂肪酸去饱和酶基因的合成及其功能分析



图 ! "#$% 在转染的 &’( 细胞中表达

$)*+! %,-.-/)0*123,4 4,-5)6* "#$% 7831744)-6 )6 &’( 07994
（2）：6-1/29 &’( 07994；（:）&’( 07994 .1264;70.7< 5)., 30=>?@ABC4$2.BC"#$%；（0）：&’( 07994 .1264;70.7< 5)., 3"#$%C?BA

图 D EFC%&E 鉴定

$)*+D =7.70.)6* !"#$C B )6 &’( 07994 )6;70.7< 5).,
30=>?@ABC4$2.BC"#$% :G EFC%&E

H：/-970I921 /21J71；B：&’( 07994 .1264;70.7< 5)., 30=>?@ABC4$2.BC

"#$%；K：3-4).)L7 0-6.1-9；@：67*2.)L7 0-6.1-9（&’( 07994 )6;70.7< 5).,

3"#$%C?B ）；M：E?> 78.120.7< ;1-/ &’( 07994 .1264;70.7< 5).,

30=>?@ABC4$2.BC"#$% I47< 24 .7/392.7+

HN 测定的脂肪酸百分含量如表 B 所示，为更加直观

起见，将表 B 的结果生成了相应的柱状图（图 O）。

#&CHN 实验在对照组（转染 3"#$%C?B 空载体）、实

验组（转染 30=>?@ABC4$2.BC"#$%）中均检测出来 BD
种脂肪酸，包括 @ 种饱和脂肪酸、@ 种单不饱和脂肪

酸和 BP 种多不饱和脂肪酸。在 K 个组别间，不饱和

脂肪酸总含量（按百分比计，下同）以及多不饱和脂

肪酸总含量差异均不显著，但是二者间!CD %Q$>4
和!C@ %Q$>4 总含量存在显著的差异，即!CD %Q$>4
在对照组最高（MOARS）、在实验组最低（@!AKR），而!C
@ %Q$>4 则刚好相反，在对照组最低（SAOD）、在实验

组最高（KMAPK）。具体到每一种脂肪酸，其含量在 K

表 ! 不同脂肪酸的百分含量

"#$%& ! ’#(() #*+,- *./0.-+(+.1 .2 (.(#% *&%%3%#4 %+0+,- 24./
(5& *.1(4.% 678 *&%%- +12&*(&, 9+(5 0:;’<=>! #1, 678 *&%%-

+12&*(&, 9+(5 0*?@>AB!=-’#(!=:;’<

$2..G 20)<4
H-9 T .-.29 ;2..G 20)<4

3"#$%C?B 30=>?@ABC4$2.CBC"#$%
BM @A@B @ADR
BD BSAD@2 RARO:

BO SAMB SAD!
BD：B6C! KAMS KASS
BO：B6CR DA!M DADK
BO：K6CD KOAM@2 BRARR:

BO：@6C@ @ABP: MA!P2

BO：@6CD PAMO PA!@
KP：B6CR PABS: PA!P2

KP：K6CS !ABR: DARM2

KP：@6CS PAMP: KASB2

KP：M6CD BOABR2 MARB:

KP：!6C@ MAMO: BBA!S2

KK：M6CD BAOS: RARO2

KK：!6C@ PAPR: !ARO2

KK：D6C@ PABR: BARS2

F-.29!CD%Q$>4 MOARS2 @!AKR:

F-.29!C@%Q$>4 SAOD: KMAPK2

!CDU!C@%Q$>4 DAK@2 BAMS:

个组别间的情况与此也基本一致。此外，!CD %Q$>4
和!C@ %Q$>4 的比值在 K 个组别间也明显存在差

异，在对照组中高达 DAK@，而在实验组里已降低至

ODS %&’()!) *+,-(#. +/ 0’+$)1&(+.+23 生物工程学报 KPPD，V-9AKK，?-A!



图 ! "#$%& 分析

’()*! +,-./0- 12 )3- 45617301)6385$73-- -8,4063 -519(:) 2300; 34(<- 8612(/,- 12 0103/ 4,//./36 /(8(<- ,=06340,< 2617
05, 41:061/ #>? 4,//- 063:-2,40,< 9(05 8@"’A$BC 3:< #>? 4,//- 063:-2,40,< 9(05 84DEBFGC$-’30C$@"’A

图 H 不同脂肪酸的百分含量柱状图

’()*H +,/30(I, 8,64,:03), 12 ,345 2300; 34(< J,09,,: #>?
4,//- 063:-2,40,< 9(05 8@"’A$BC（&,6(3/- C）3:< #>? 4,//-

063:-2,40,< 9(05 84DEBFGC$-’30C$@"’A（&,6(3/- K）

’300; 34(<- C L CM 6,2,6 01 CN，CM，CH，CM：C:$O，CH：C:$P，CH：K:$M，CH：

F:$F，CH：F:$M，KQ：C:$P，KQ：K:$!，KQ：F:$!，KQ：N:$M，KQ：O:$F，KK：N:$

M，KK：O:$F，KK：M:$F 6,-8,40(I,/;*

C GN!。!$M 与!$F AR’E- 之间此消彼长的这种关系

正是因为 !"#$$ C 基因的!$F 去饱和酶的作用，它是

合成!$F AR’E- 时最后一个步骤的关键酶，在!$F
位置上发生去饱和作用而增加一个不饱和键（烯

键），而该酶的底物主要就是!$M AR’E-。这样使得

!$M AR’E- 转变为相应的!$F AR’E-，既 CH：K:$M!
CH：F:$F，KQ：K:$M!KQ：F:$F，KQ：F:$M!KQ：N:$F，KQ：

N:$M!KQ：O:$F，KK：N:$M!KK：O:$F。从图表中还有一

组数据，即 KK：N:$M 在实验组反而比对照组的含量

高，这可能与 #>? 细胞内其他去饱和酶以及碳链延

长酶有关。

! 讨论

线虫 % * &’())!#* 属于真核生物，但是其基因的

编码方式更接近原核生物，因此，直接采用其天然序

列的基因在哺乳动物表达是不利的［CM，KQ］。故本研究

采用了化学合成方法，根据基因的天然序列（蛋白质

编码）而进行密码子优化，获得有利于哺乳动物细胞

表达的基因。在基因合成设计方面，实验采用了

A#+ 法拼接小片段后利用基因序列中天然酶切位点

连接大片段的策略，使合成工作得以快速地完成。

而目的基因克隆到强真核表达载体 84DBEFGC（ S ）

并再插入带有一套完整表达元件的 "’A 报告基因，

则使细胞转染及表达分析的工作更加容易进行。

本研究证明了采用化学合成法合成的来源于线

虫 % * &’())!#*、并经过密码子优化的基因 !"#$C 完全

能够表达和发挥其!$F 脂肪酸去饱和酶的作用，即

促使 !$M AR’E- 转 变 为 相 应 的 !$F AR’E-。!$M
AR’E- 总量从 NHGP!T（转染 "’A 的 #>? 细胞）下降

到 FOGKPT（转染 !"#$C 的 #>? 细胞），而!$F AR’E-
总量则相应地从 !GHMT上升到 KNGQKT。这说明合

成基因是成功的。与此相似的是，U531 V* W3:) 等用

PM!朱贵明等：来源于线虫 %#*+,’-#&.($(! &’())!!#* 的!$F 脂肪酸去饱和酶基因的合成及其功能分析



来源于线虫 ! ! "#"$%& 的!"# 去饱和酶基因 ’%($ 转

入大鼠心肌细胞，使其!"% &’()* 总量从 #%+,-（对

照细胞）下降到 $.+/-（转基因细胞），而!"# &’()*
总量则相应地从 0+.-上升到 $1+2-［$3］。从表面看

来，本研究合成的基因在 )*%($ 在 456 细胞中表达

所获得的!"# &’()* 总量（02+/0-）大大高于后者

（$1+2-），而转化效率则不如后者。事实上，这很可

能是因为所采用的细胞系不同所至，而并不是因为

基因功能强弱的差别。证实合成基因成功地发挥了

作用，保证了该基因完全可以用来进一步的研究即

用于基因工程合成!"# &’()*。本实验也揭示了该

基因在 456 细胞系表达及其作用特性。

456 细胞系来源于中国仓鼠卵巢细胞，是最常

用的用来表达重组蛋白产品的细胞系。它具有良好

的体外培养生物学特性如代谢效率高，生长速度快，

又能稳定高效地表达目的产物。而本研究中表达的

重组蛋白是!"# 脂肪酸去饱和酶，其表达水平的高

低直接影响着最终需要获得的产物即!"# &’()*，所

以试验选择了 456 细胞系。当然，!"# 脂肪酸去饱

和酶的作用不仅依赖其本身浓度的高低，还与其作

用底物!"% &’()* 含量、以及细胞中其他一些类型

的去饱和酶、脂肪酸延长酶密切相关［$，0$］。细胞中

!"% &’()* 含量显然与细胞的生物学特性相关，如

细胞从外界如培养基中摄取和积累!"% &’()* 的能

力。所谓的其他一些类型的去饱和酶则包括!%、

!.、!2 等几种，这 # 种脂肪酸去饱和酶皆参与各

种 &’()* 的合成［$/］。例如!2 脂肪酸去饱和酶可催

化 00：27"% 转化为 00：.7"%，催化 00：.7"# 转化为 00：

%7"#。脂肪酸延长酶则能够催化脂肪酸碳链加长。

例如，斑马鱼的 +’,-. 基因编码一种脂肪酸延长酶

可以将 $,：#7"# 依次催化合成为 0/：.7"# 以及 00：

%7"#（此步还经过一个二十四碳的中间体）。这 # 个

步骤仅由同一个酶完成［00］。类似的脂肪酸延长酶

在人、鼠等哺乳动物中也被发现［$1，0#］。所以，!"# 脂

肪酸去饱和酶的作用与以上因素密切相关是解释本

研究与以往类似的研究中!"# &’()* 转化水平差异

不等的根据。

自然界!"# &’()* 的分布极不平衡［$/］。植物

（油脂）中 &’()* 通常能达到 2/- 8 3/-，!"# &’()*
达到 2- 8 %-左右，但两者均以短链（从十六碳到

二十碳）的 &’()* 为主，少有长链 &’()*；海洋生物

如海洋真菌和微藻等低等生物以及吞食藻类及浮游

生物的海洋鱼类则含有 9&)、:&)、:5) 等丰富的!"
# &’()*，含量从 $/-到 ./-不等。哺乳动物合成

&’()* 的能力有限，而合成!"# &’()* 的能力更差。

其原因与哺乳动物自身没有!"# 脂肪酸去饱和酶有

极大的联系［$］。因为哺乳动物（尤其是人类）的膳食

中以及体内都含有过多的!"% &’()* 如 ;)、)) 等，

若在!"# 脂肪酸去饱和酶存在的条件下就能将其中

很大一部分转变为!"# &’()*，使!"# &’()* 达到足

够丰富的量并与!"% &’()* 达到一个平衡的比例，

而寻求!"% 与!"#&’()* 之间在量上的平衡乃是人

体保持健康的一个重要方面［02］。显然，本研究的结

果与前人的结果［3，0.］同时证明了这样的可能：利用

!"# 脂肪酸去饱和酶基因通过转基因技术将其导入

各种家畜（禽）从而广泛而大量地获得!"# &’()* 产

品。

总而言之，! ! /01$$)%" )*%(" $ 基因的获得以及其

功能的分析对于今后进一步的研究和应用都具有重

要的现实意义。以后的研究重点将是将该基因用来

制作转基因动物实验以及实践。
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