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摘　要：缺刻缘绿藻（ＭｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａＲｅｉｓｉｇｌ）是一种富含多不饱和脂肪酸的球形单细胞淡水绿藻。在脂肪酸
合成途径中，脂肪酸去饱和酶与脂肪酸酰基结合载体结合进行脂肪酸去饱和反应。为探究与缺刻缘绿藻中

Δ１５脂肪酸去饱和酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＦＡＤ）结合的脂肪酸酰基结合载体，选用酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＩＮＶＳｃ１和聚球藻（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）ＰＣＣ７９４２分别验证Δ１５ＦＡＤ与酰基辅酶Ａ（酰基ＣｏＡ）或酰基
载体蛋白（酰基ＡＣＰ）结合的脂肪酸去饱和过程。根据缺刻缘绿藻的 Δ１５ＦＡＤ基因构建双源表达载体
ｐＹＥＳ２Δ１５ＦＡＤ和ｐＣＡＭＢＩＡ１３００Δ１５ＦＡＤ，通过电穿孔法将重组表达质粒分别转入酿酒酵母ＩＮＶＳｃ１和聚球
藻ＰＣＣ７９４２中，筛选得到转基因菌株。取相同细胞数的转基因酵母和转基因聚球藻，培养时分别添加等量的
底物亚油酸（ｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄ，１８∶２Δ９，１２，ＬＡ），以ＬＡ作为酰基受体，使其进入转基因酵母和转基因聚球藻的生物合
成途径中，培养３６～７２ｈ。利用气相色谱质谱联用系统对总脂肪酸的各组分进行分析，结果显示，在转基因
实验组中检测到ＬＡ和α亚麻酸（αｌｉｎｏｌｅｎｉｃａｃｉｄ，１８∶３Δ９，１２，１５，ＡＬＡ）的存在，空白实验则未检测出相应的产物。
通过计算，转基因酵母催化ＬＡ生成ＡＬＡ的效率为２９．３１％，转基因聚球藻催化底物 ＬＡ生成 ＡＬＡ的效率为
３０．８６％。结果证明无论是酰基ＡＣＰ还是酰基ＣｏＡ，与缺刻缘绿藻中的 Δ１５ＦＡＤ结合进行反应的效率相近，
不存在偏好性，由于Δ１５ＦＡＤ是特异性蛋白，因此证明缺刻缘绿藻中的Δ１５ＦＡＤ属于脂酰基结合蛋白。
关键词：缺刻缘绿藻；Δ１５脂肪酸去饱和酶；酿酒酵母；聚球藻；脂肪酸；气相质谱联用
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　　脂肪酸去饱和酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＦＡＤ）
是在脂肪酸上引入不饱和键的酶。根据 ＦＡＤ所
作用的底物，可以将 ＦＡＤ分为３类［１３］：（１）酰基
酯去饱和酶（ａｃｙｌｌｉｐｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅ）是与植物叶绿
体膜、内质网膜以及蓝藻类囊体膜相结合的

ＦＡＤ［１］，将双键引入被酯化于甘油脂上的脂肪酸
中。（２）酰基酰基载体蛋白（ａｃｙｌｃａｒｒｉｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，
ＡＣＰ）去饱和酶（ａｃｙｌＡＣＰｄｅｓａｔｕｒａｓｅ），此类酶多
存在于藻类及高等植物叶绿体的基质，在结合于

ＡＣＰ上的脂肪酸中引入双键［４５］。（３）酰基ＣｏＡ
去饱和酶（ａｃｙｌＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ），此类酶是一种内
质网膜的结合蛋白，多存在于动物和酵母等真菌

细胞中，它将双键引入至结合于ＣｏＡ上的脂肪酸
中［６］。

缺刻缘绿藻（ＭｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａＲｅｉｓｉｇｌ）属绿藻

门（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａ）共球藻纲（Ｔｒｅｂｏｕｘｉｏｐｈｙｃｅａｅ），藻
细胞常呈球形，叶绿体较大，形态常为缺刻状［７］。

研究［８］发现，缺刻缘绿藻能够合成大量的花生四

烯酸（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，２０∶４Δ５，８，１１，１４，ＡｒＡ），通过缺
氮培养藻细胞中ＡｒＡ可占细胞总脂肪酸的６０％、
藻体干质量的７％。罗梦柳等［９］和童牧等［１０］研

究表明，在脂肪酸合成途径中，亚油酸（ｌｉｎｏｌｅｉｃ
ａｃｉｄ，１８∶２Δ９，１２，ＬＡ）是Δ６系列脂肪酸合成途径中
ＡｒＡ的前体，同时也是 Δ３系列脂肪酸 α亚麻酸
（αｌｉｎｏｌｅｎｉｃａｃｉｄ，１８∶３Δ９，１２，１５，ＡＬＡ）的前体。李慧
等［１１］研究发现，在酵母中ＬＡ转化为ＡＬＡ时通过
ω３系列ＦＡＤ中Δ１５ＦＡＤ发挥去饱和作用，于ＬＡ
碳链上的第１５位脱氢生成。但缺刻缘绿藻的ω３
ＦＡＤ是膜结合蛋白，在缺刻缘绿藻中的叶绿体中
发挥主要作用，结合酿酒酵母中进行的 Δ１５去饱
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和反应，因此预测缺刻缘绿藻的Δ１５ＦＡＤ属于酰
基酯去饱和酶。

为了探究缺刻缘绿藻中 Δ１５ＦＡＤ与何种脂
肪酸结合载体结合产生去饱和功能，选用具有不

同脂肪酸结合载体的生物对象进行 Δ１５ＦＡＤ基
因的转基因操作，以此来验证Δ１５ＦＡＤ与何种脂
肪酸结合载体结合产生去饱和反应。聚球藻

（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）ＰＣＣ７９４２属于蓝藻门，细胞结
构简单，只有核糖体这一细胞器。研究［１２１３］发

现，聚球藻ＰＣＣ７９４２内主要通过酰基载体蛋白去
饱和酶以及酰基酯去饱和酶与脂肪酸结合进行

去饱和反应，并且藻细胞内只含有 Δ９ＦＡＤ基因，
可以作为酰基ＡＣＰ供体来验证 Δ１５ＦＡＤ的功
能。酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＩＮＶＳｃ１
胞内缺乏Δ１２、ω３等脂肪酸去饱和酶［１４１５］，脂肪

酸组分主要包括棕榈酸 （１６∶０）、软油酸
（ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃａｃｉｄ，１６∶１Δ７）、硬脂酸（１８∶０）和油酸
（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，１８∶１Δ９）［１１，１６］，其脂肪酸主要由酰基
ＣｏＡ去饱和酶以及酰基酯去饱和酶与脂肪酸结
合进行合成。Δ１５ＦＡＤ功能的研究进一步完善
了缺刻缘绿藻 ω３系列脂肪酸合成途径，为提高
多不饱和脂肪酸产量奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　生物材料来源与培养
缺刻缘绿藻 Ｈ４３０１藻种来源于 Ｃｕｌｔｕｒｅ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｏｆａｌｇａｅＣｈａｒｌｅｓＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＰｒａｇｕｅ
（ＣＡＵＰ），由暨南大学张成武教授馈赠。将适量
的藻种接种于 ＢＧ１１培养基［１７］中，在温度为２５
℃、光照强度为１１５μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）的条
件下，每天光照１２ｈ培养。待藻细胞生长至对数
期时，在４℃下、５５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集藻
细胞，用灭菌去离子水洗涤 ２次。液氮速冻后，
－８０℃保存备用。
聚球藻 ＰＣＣ７９４２购于中国科学院淡水藻种

库。置于温度为 ２５℃、光照强度为 １１５μｍｏｌ
ｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）的人工培养箱中，使用ＢＧ１１培
养基，每天光照培养１２ｈ。

载体 ｐＭＤ１９Ｔ和 ｐＹＥＳ２分别购自 ＴａＫａＲａ
公司和Ｔｈｅｒｍｏ公司；载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００为实验
室保存。酿酒酵母 ＩＮＶＳｃ１菌株（Ｈｉｓ－、Ｌｅｕ－、
Ｔｒｐ－、Ｕｒａ－缺陷型）购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司，于 ＹＰＤ培
养基中培养。大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α

感受态细胞购自天根生化科技（北京）有限公司，

于ＬＢ培养基中培养。
１．２　缺刻缘绿藻的ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成

将液氮冻存的缺刻缘绿藻置于盛满液氮的

研钵中进行研磨。然后按照操作说明，按每 ５０
ｍｇ藻粉加入 １ｍＬ的比例加入 ＴＲＩｚｏｌ试剂
（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；在４℃下、以１２０００ｒ／ｍｉｎ的转
速离心１０ｍｉｎ，取上清液加入预冷的氯仿；得到
水相并加入异丙醇以沉降ＲＮＡ，使用７５％乙醇洗
涤沉淀，在４℃下、以８０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心５
ｍｉｎ。在沉淀中加入适量的 ＤＥＰＣ水，溶解 ＲＮＡ，
利用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定ＲＮＡ浓度。

使用反转录（ＲＴ）ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ）并
按照其说明将提取的总 ＲＮＡ合成为 ｃＤＮＡ第一
链，作为克隆Δ１５ＦＡＤ基因（Δ１５ＦＡＤ）的模板。
１．３　携带缺刻缘绿藻Δ１５ＦＡＤ基因的重组表达
载体构建

１．３．１克隆载体ｐＭＤ１９ＴΔ１５ＦＡＤ的构建
根据 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００载体、ｐＹＥＳ２载体和缺

刻缘绿藻 Δ１５ＦＡＤ基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＥＵ６５８９３０）设计１对特异性引物：上游引物（Δ１５
ＦＡＤＦ ） 序 列 为 ５′
ｃｇＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＧＧＣＣＣＣＣＡＣＴＡＴＧＴ３′，下游引
物 （ Δ１５ ＦＡＤＲ ） 序 列 为 ５′
ｇｃＴＣＴＡＧＡＣＴＡＣＡＣＡＴＣＣＧＡＧＣＣＡＣＴＧ３′（小写字
母为保护碱基，斜体分别为 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ酶
切识别位点）。２５μＬ扩增反应体系中含有 ２×
ＴａｑＰｌｕｓＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ；上、下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ；模板１μＬ；无ＲＮＡ酶水９．５
μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ，３５个循
环包括９４℃变性１ｍｉｎ、６３．８℃退火１ｍｉｎ、７２℃
延伸２ｍｉｎ，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

使用琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物。胶回
收纯化该产物并将其连接至载体 ｐＭＤ１９Ｔ以构
建质粒 ｐＭＤ１９ＴΔ１５ＦＡＤ。然后转化大肠杆菌
ＤＨ５α感受态细胞，筛选阳性克隆后送至生工生
物工程（上海）股份有限公司进行序列分析。

１．３．２　双元表达载体ｐＣΔ１５ＦＡＤ的构建
使用天根生化科技（北京）有限公司生产的

质粒提取试剂盒提取 ｐＭＤ１９ＴΔ１５ＦＡＤ质粒；使
用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ对质粒
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００和 ｐＭＤ１９ＴΔ１５ＦＡＤ进行同样的
双酶切反应。２０μＬ的酶切反应体系：１０μｍｏｌ／Ｌ

２５３１
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缓冲液２μＬ；０．１％ ＢＳＡ２μＬ；ＤＮＡ（≤２μｇ）４
μＬ；限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ各１μＬ；无
ＲＮＡ酶水１０μＬ。３７℃消化反应４ｈ，琼脂糖凝
胶电泳后回收酶切产物。使用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将
酶切后的载体片段和目的基因进行连接以构建

双元表达载体 ｐＣΔ１５ＦＡＤ。连接反应体系：５×
连接反应缓冲液４μＬ；载体片段 ＤＮＡ约为３×
１０－１１ｍｏｌ；Δ１５ＦＡＤ基因目的片段约 ９×１０－１１

ｍｏｌ；Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μＬ；无 ＲＮＡ酶的水７μＬ。
１６℃下连接反应 １０～２０ｈ后，转化大肠杆菌
ＤＨ５α感受态细胞。阳性克隆筛选及菌液 ＰＣＲ
验证后，将阳性克隆菌液送至生工生物工程（上

海）股份有限公司进行序列分析。测序无误后，

－２０℃保存菌种备用。
１．４　重组表达载体的遗传转化
１．４．１　将重组表达载体 ｐＣΔ１５ＦＡＤ转化聚球
藻ＰＣＣ７９４２

按１．３节方法利用质粒提取试剂盒自大肠
杆菌中提取重组表达质粒ｐＣΔ１５ＦＡＤ，利用聚球
藻ＰＣＣ７９４２藻细胞在天然状态下即可进行遗传
转化的特性［１８］，收集聚球藻细胞并与 ｐＣ
Δ１５ＦＡＤ混合；利用 ＢｉｏＲａｄ公司生产的电穿孔
仪，选择 Ａｇｒ程序，电击１次；立即加入１ｍＬ的
ＢＧ１１培养基，置于人工培养箱中恢复培养４～５
ｈ；然后涂布在含有卡那霉素（Ｋａｎ）的ＢＧ１１固体
培养基上进行筛选。挑出在固体平板上生长的

聚球藻细胞，接种于 ＢＧ１１液体培养基中继续培
养至稳定生长期。使用十六烷基三甲基溴化铵

（ＣＴＡＢ）法［１９］提取转基因聚球藻的 ＤＮＡ，利用特
异性引物Δ１５ＦＡＤＦ和Δ１５ＦＡＤＲ进行ＰＣＲ反应
以验证。同时使用空载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００进行遗
传转化以作为阴性对照。

１．４．２　重组表达载体 ｐＹΔ１５ＦＡＤ的构建及在
酿酒酵母中的转化

按照李慧等［１１］的方法将Δ１５ＦＡＤ的ＯＲＦ序
列连接至ｐＹＥＳ２上以构建ｐＹΔ１５ＦＡＤ；然后将构
建的重组质粒先后转化至大肠杆菌 ＤＨ５α及酿
酒酵母ＩＮＶＳｃ１菌株，以转空载体 ｐＹＥＳ２的酿酒
酵母作为阴性对照；经菌液 ＰＣＲ及测序验证后，
作为实验对象。

１．５　添加外源ＬＡ培养转基因细胞系
以野生型和转空载体的聚球藻和酿酒酵母

为对照，将上述携带缺刻缘绿藻 Δ１５ＦＡＤ基因的

转基因聚球藻和转基因酿酒酵母活化培养后，按

１∶１００的比例分别接种于 ＢＧ１１和含２％半乳糖
的ＳＣＵ液体培养基中；添加５０μＬ终质量浓度
为２００μｇ／ｍＬ的 ＬＡ（Ｓｉｇａｍａ），并在培养基加入
１％的表面活性剂 ＩＧＥＰＡＬＣＡ６３０（Ｓｉｇａｍａ）以乳
化ＬＡ便于其进入细胞；置于温度为２５℃、光照
强度为１１５μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）的光照培养箱
中每天光照１２ｈ，将聚球藻培养至稳定期，或置
于２８℃摇床中以１８０ｒ／ｍｉｎ的转速将酵母培养
３６～７２ｈ至稳定期。实验设置３个平行样品，同
时设置未添加ＬＡ的实验组。
１．６　酵母和聚球藻脂肪酸组成的ＧＣＭＳ分析
１．６．１　总脂的提取及脂肪酸甲酯化

采用改良的ＢｌｉｇｈＤｙｅｒ脂类提取法［２０２１］抽提

对照组、转基因聚球藻和转基因酵母的总脂。具

体步骤如下：自对照组和转基因组中，分别取相

同细胞数量的细胞系，经液氮速冻及真空冷冻干

燥；每个样品中加入１．５ｍＬ氯仿、０．６ｍＬ无菌
水、１ｍＬ酸洗玻璃珠后涡旋振荡３０ｍｉｎ，以５０００
ｒ／ｍｉｎ的转速离心１０ｍｉｎ；残渣使用氯仿、甲醇、
水（体积比为１∶２∶０．８）溶液抽提２次后，收集所
有有机相加入１／２体积的灭菌水充分混匀；同样
离心收集下层有机相［聚球藻的样品中含有大量

叶绿素，应使用 ＣＮＷＢＯＮＤＣａｒｂｏｎＧＣＢ固相萃
取小柱（ＣＮＷ，德国）去除总脂中的叶绿素］至酯
化瓶，氮气吹干后备用。

在上述获得的总脂中加入１ｍＬ的４％硫酸
甲醇（体积比为４∶９６）溶液，用 Ｎ２充满酯化瓶后
迅速封口，置于８０℃水浴１ｈ以甲酯化反应；待
样品瓶冷却后加入１ｍＬ的０．９％氯化钠溶液和１
ｍＬ正己烷，以５５００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１０ｍｉｎ，收
集上清液；上清液经０．４５μｍ的滤头过滤后，收
集滤液至新的酯化瓶中，Ｎ２吹干后用５００μＬ的
正己烷复溶；－２０℃保存备用。
１．６．２　脂肪酸的ＧＣＭＳ分析

以脂肪酸甲酯混标溶液（Ｓｉｇａｍａ）作为参考，
采用７８９０５９７５型ＧＣＭＳ联用仪（Ａｎｇｉｌｅｎｔ公司）
对转基因酵母和转基因聚球藻的脂肪酸组成进

行定性和定量分析［２２］。ＧＣ色谱柱为 ＨＰ５ＭＳ
５％ ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ型毛细管柱（３０ｍ×
２５０μｍ×０．２５μｍ）；柱箱运行程序为５０℃保持
１ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ升到１５０℃保持１ｍｉｎ，然后
再以４℃／ｍｉｎ升到２５０℃保持３ｍｉｎ。采用自动

３５３１



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３１卷

进样器上样，上样量为１μＬ，分流比为５０∶１。氦
气为载气体，流速１ｍＬ／ｍｉｎ。ＭＳ采集参数选用
ＥＭＶ模式，跟踪检测的离子能为７０ｅＶ。参照质
谱存储的数据库 ＮＩＳＴ０８ＭＳ进行脂肪酸组分的
鉴定。使用ＧＣＭＳ数据分析软件，通过面积归一
化法计算各种脂肪酸的百分含量，转化效率为新

产物的量与剩余外源底物的量和新产物的量之

和的比值。结果均以３个反应的平均值 ±标准
差来表示。使用 ＳＰＳＳ２２．０进行差异显著性分
析，若Ｐ＜０．０５，则差异显著。

２　结果

２．１　双元表达载体ｐＣΔ１５ＦＡＤ的构建
使用ＴＲＩｚｏｌ试剂法抽提缺刻缘绿藻总ＲＮＡ，

然后利用ＲＴＰＣＲ试剂盒合成ｃＤＮＡ第一链。根
据缺刻缘绿藻 Δ１５ＦＡＤ基因的开放阅读框
（ＯＲＦ）序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＥＵ６５８９３０）以及载
体 ｐＭＤ１９Ｔ和 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００的多克隆位点序
列，设计１对携带限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 Ｘｂａ
Ⅰ识别位点的特异性引物 Δ１５ＦＡＤＦ和 Δ１５
ＦＡＤＲ，以合成的 ｃＤＮＡ第一链为模板进行 ＰＣＲ
反应。扩增产物（图１泳道１）被连接至克隆质粒
ｐＭＤ１９Ｔ上以构建ｐＭＤ１９ＴΔ１５ＦＡＤ。经序列分
析可知目的基因的大小为１３１１ｂｐ，除了限制性
内切酶识别位点的序列外，其余序列与在

ＧｅｎＢａｎｋ中注册的该基因ＯＲＦ序列完全一致。
使用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ对载体

ｐＭＤ１９ＴΔ１５ＦＡＤ和 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００分别进行双
酶切反应（图 １泳道 ２和 ３），将目的片段用 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶连接以构建双元表达载体 ｐＣΔ１５
ＦＡＤ，然后转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞。挑
取阳性克隆菌落并经ＰＣＲ验证以及测序分析，确
保目的基因及其插入方向的正确性。所构建的

ｐＣΔ１５ＦＡＤ经双酶切反应，其产物经电泳检测，
结果（图１泳道４）显示了２条产物带，其中一条
分子量较小的与目的基因的大小一致（图１泳道
４对泳道 １），另一条分子量较大的与载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００的双酶切产物一致（图１泳道４对
泳道３），从而表明已成功地构建携带缺刻缘绿藻
Δ１５ＦＡＤ基因 ＯＲＦ的双元表达载体 ｐＣΔ１５
ＦＡＤ。
２．２　双元表达载体ｐＹΔ１５ＦＡＤ的构建

利用质粒提取试剂盒（天根）从李慧等［１１］构

１．Δ１５ＦＡＤ基因 ＯＲＦ的扩增产物；２．克隆质粒 ｐＭＤ１９Ｔ
Δ１５ＦＡＤ经 ＥｃｏＲ Ⅰ 和 ＸｂａⅠ 的双酶切产物；３．质粒
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００的双酶切产物；４．重组双元表达载体 ｐＣΔ１５
ＦＡＤ的双酶切产物；Ｍ１．ＤＬ２０００的 ＤＮＡ分子量标准；Ｍ２．
１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ的分子量标准。
１．ＴｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆΔ１５ＦＡＤＯＲＦ；２．Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅ
ｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｐＭＤ１９ＴΔ１５ ＦＡＤ ｕｓｉｎｇ
ＥｃｏＲⅠ ａｎｄＸｂａⅠ；３．Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅｅｍｐｔｙ
ｐｌａｓｍｉｄｐＣＡＭＢＩＡ１３００ｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓａｓｉｎ
Ｌａｎｅ２；４．Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂｉｎａｒｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＣΔ１５ＦＡＤｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓ
ａｓｉｎＬａｎｅ２；Ｍ１．ＤＬ２０００ＤＮＡｓｔａｎｄａｒｄ；Ｍ２．１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ
ｓｔａｎｄａｒｄ．

图１　双元表达载体ｐＣΔ１５ＦＡＤ
构建过程中相关产物的电泳图

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｂｉｎａｒｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＣΔ１５ＦＡＤ

建的转 Δ１５ＦＡＤ基因酿酒酵母以及实验室保存
的含 ｐＹＥＳ２空载菌种中抽提质粒，得到质粒
ｐＹＥＳ２和ｐＹΔ１５ＦＡＤ，使用限制性内切酶 ＥｃｏＲ
Ⅰ和ＸｂａⅠ对ｐＹＥＳ２空载和质粒ｐＹΔ１５ＦＡＤ分
别进行双酶切反应（图２泳道２和３），泳道３中
较小的条带与扩增得到的缺刻缘绿藻 Δ１５ＦＡＤ
基因的ＯＲＦ（图２泳道１）大小一致，较大的条带
与载体ｐＹＥＳ２双酶切产物大小一致，从而表明我
们已成功地得到携带缺刻缘绿藻 Δ１５ＦＡＤ基因
ＯＲＦ的双元表达载体ｐＹΔ１５ＦＡＤ。
２．３　聚球藻及酿酒酵母脂肪酸的ＧＣＭＳ分析

将２．２节构建的质粒ｐＣΔ１５ＦＡＤ和ｐＹΔ１５
ＦＡＤ分别转化至聚球藻 ＰＣＣ７９４２和酿酒酵母
ＩＮＶＳｃ１中，取相同细胞数的转基因聚球藻和转基
因酵母，分别添加等量的ＬＡ底物进行培养；待二
者生长至稳定期时，分别取含 Δ１５ＦＡＤ基因拷贝
数相同的转基因酵母和转基因聚球藻，经液氮速

冻后真空冷冻干燥，提取二者的总脂肪酸。脂肪

酸甲酯的ＧＣＭＳ分析结果（图３和图４）显示，以
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野生型和转空载体组为对照，在未添加底物 ＬＡ
时，聚球藻（图３ａ）和酿酒酵母（图４ａ）转基因组
均无新的峰出现。添加底物 ＬＡ后，与对照组相
比，聚球藻（图３ｂ）和酿酒酵母（图４ｂ）转基因组
均出现一个新的峰。通过对照标准脂肪酸甲酯

的ＧＣ图谱及新产物的质谱图（图５ｂ），证实该物
质为ＡＬＡ。此外，添加底物ＬＡ后，聚球藻和酿酒
酵母对照组和转基因组中均检测出ＬＡ（图３ｂ、图
４ｂ、图５ａ）。说明Δ１５ＦＡＤ的基因产物能够在酿
酒酵母和聚球藻的进入细胞的ＬＡ中Δ１５碳位引
入一个双键，从而产生可以检测到的 ＡＬＡ（表
１）。根据转基因细胞系各种脂肪酸的组分（表
１），计算可知，在转基因酵母和转基因聚球藻中，
ＬＡ转化为 ＡＬＡ的效率分别为 ２９．３１％ 和
３０．８６％；经统计分析，两者之间无显著差异（Ｐ＞
０．０５）。

１．Δ１５ＦＡＤ基因ＯＲＦ的扩增产物；２．质粒ｐＹＥＳ２的双酶切产
物；３．重组双元表达载体 ｐＹΔ１５ＦＡＤ的双酶切产物；Ｍ１．
ＤＬ２０００的ＤＮＡ分子量标准；Ｍ２．１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ的分子量
标准。

１．ＴｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆΔ１５ＦＡＤＯＲＦ；２．Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅ
ｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｐＹＥＳ２ｕｓｉｎｇＥｃｏＲⅠ ａｎｄ
ＸｂａＩ；３．Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂｉｎａｒｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＹΔ１５ＦＡＤｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓ
ａｓｉｎＬａｎｅ２；Ｍ１．ＤＬ２０００ＤＮＡｓｔａｎｄａｒｄ；Ｍ２．１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ
ｓｔａｎｄａｒｄ．

图２　双元表达载体ｐＹΔ１５ＦＡＤ
构建过程中相关产物的电泳图

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｂｉｎａｒｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＹΔ１５ＦＡＤ

３　讨论

聚球藻 ＰＣＣ７９４２［２３２５］和酿酒酵母［２６２７］细胞

的脂肪酸组成简单，这些脂肪酸主要包含棕榈酸

（１６∶０）、棕榈油酸（ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃａｃｉｄ，１６∶１Δ９）、硬
脂酸（１８∶０）和油酸（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，１８∶１Δ９）。聚球藻

ＰＣＣ７９４２和酿酒酵母只含有单不饱和脂肪酸，因
为它们均只有 １个 Δ９ＦＡＤ，尽管聚球藻的 Δ９
ＦＡＤ是在酰基酯 ｓｎ１和 ｓｎ２位上的脂肪酸经过
脱氢反应引入第１个双键［１］，而酿酒酵母的却和

结合于 ＣｏＡ上的脂肪酸发生相同的作用［２７２８］。

本研究从非转基因的聚球藻 ＰＣＣ７９４２和酿酒酵
母中也只检测到这４种主要脂肪酸（图３、图４、表
１），说明本研究的脂肪酸检测结果是可信的。在
检测聚球藻的脂肪酸组成时，保留时间２９～３０
ｍｉｎ，发现了３个小峰（图３ａ），但经质谱分析，发
现它们都是一些芳香族非脂肪酸的杂质峰；同样

的情况也出现在添加外源ＬＡ培养的转基因聚球
藻中（图３ｂ），但杂质峰的保留时间不同。

由于脂肪酸组成简单及其成熟的遗传转化

系统，聚球藻ＰＣＣ７９４２［１２，２９］和酿酒酵母［１４，３０］常被

用于ＦＡＤ的功能鉴定。本实验室也曾利用酿酒
酵母分别对缺刻缘绿藻Δ９ＦＡＤ［３１］、Δ６ＦＡＤ［３２］及
ω３ＦＡＤ［１１］的基因功能进行了分析。本研究将缺
刻缘绿藻Δ１５ＦＡＤ基因的 ＯＲＦ首次转化至聚球
藻中，获得转基因藻后若添加外源的ＬＡ来培养，
自转基因的藻细胞中能检测到 ＡＬＡ（图 ３ａ和
３ｂ），说明缺刻缘绿藻的 Δ１５ＦＡＤ也能在聚球藻
ＰＣＣ７９４２中把部分进入细胞的 ＬＡ饱和成 ＡＬＡ。
这与李慧等［１１］在酿酒酵母中的研究结果完全一

致，从而进一步明确了缺刻缘绿藻 Δ１５ＦＡＤ基因
的功能。

　　本研究利用双元表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００将
缺刻缘绿藻的 Δ１５ＦＡＤ基因转化至聚球藻
ＰＣＣ７９４２，这 样，Δ１５ ＦＡＤ 基 因 的 ＯＲＦ 在
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００载体上 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子的作用
下［３３］整合至聚球藻的基因组中，因而能随着聚球

藻的基因组被翻译和表达，从而发挥作用，而在

酿酒酵母中的重组表达则使用质粒 ｐＹＥＳ２，它在
酵母细胞中独立复制、翻译和表达［３４］，因此完全

不同于聚球藻的遗传转化。但缺刻缘绿藻的Δ１５
ＦＡＤ无论在酿酒酵母还是在聚球藻中，均能将
ＬＡ脱氢去饱和成ＡＬＡ，且两者的转化效率（分别
达到了２９．３１％和３０．８６％）无显著差异。结合缺
刻缘绿藻Δ１５ＦＡＤ属于膜结合去饱和酶（含４个
跨膜区两次跨膜［８］）且缺乏细胞色素 ｂ５功能
域［３５］，以及酿酒酵母和聚球藻中都存在，这个无

差异的转化效率预示着缺刻缘绿藻 Δ１５ＦＡＤ可
能属于酰基酯ＦＡＤ，即在酰基酯ｓｎ１和ｓｎ２位上
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１．野生型聚球藻；２．转空载聚球藻；３．转目的基因聚球藻。
１．ＴｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＳｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２；２．ＴｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＳｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２ｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＣＡＭＢＩＡ１３００；３．Ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＳｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２ｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＣΔ１５ＦＡＤ．

图３　聚球藻ＰＣＣ７９４２脂肪酸的ＧＣ图谱
Ｆｉｇ．３　ＧＣｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｆｒｏｍＳｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＰＣＣ７９４２

表１　转基因酵母和转基因聚球藻在添加外源ＬＡ培养后脂肪酸的组分
Ｔａｂ．１　ＦａｔｔｙａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＳｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓａｎｄｙｅａｓｔ
ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈｅｘｏｇｅｎｏｕｓｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄ（ＬＡ） ％

脂肪酸

Ｆａｔｔｙａｃｉｄ

转基因酿酒酵母 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｙｅａｓｔ
未添加底物ＬＡ

ＷｉｔｈｏｕｔａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＬＡ
添加底物ＬＡ

ＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＬＡ

转基因聚球藻 ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃＳｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ
未添加底物ＬＡ

ＷｉｔｈｏｕｔａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＬＡ
添加底物ＬＡ

ＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＬＡ
１６∶０ ８．２６９±０．４３４ １１．７０２±０．２１４ ２４．３５４±３．１５３ ２０．８９６±２．０６９
１６∶１Δ９ ３３．９５６±３．５３３ ６．２３４±０．２１１ ３９．７５３±９．３４０ ３６．９４９±０．９４８
１８∶０ ３．９８１±２．３４４ ６．２０４±０．４０３ ４．９９７±３．１７３ ２．８０６±０．６０４
１８∶１Δ９ ３３．１７４±４．１７６ ３４．５３３±１．２１３ １７．４６５±５．１２４ １７．７３４±１．５３２
１８∶２Δ９，１２  １４．３７８±０．２１６  ４．２３５±１．４１３
１８∶３Δ９，１２，１５  ５．９６１±２．０５５  １．８９１±０．６１９
转化效率 Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ０ ２９．３±０．０８ ０ ３０．８６±０．０２
注：“”代表没有检测到相应脂肪酸。
Ｎｏｔｅｓ：“”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｎｏｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｆａｔｔｙａｃｉｄｓ．
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１．野生型酵母；２．转空载酵母；３．转目的基因酵母。
１．Ｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｙｅａｓｔ；２．ＴｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｙｅａｓｔｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＹＥＳ２；３．ＴｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｙｅａｓｔｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＹΔ１５ＦＡＤ．

图４　酿酒酵母脂肪酸的ＧＣ图谱
Ｆｉｇ．４　ＧＣｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｆｒｏｍＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

图５　ＬＡ和ＡＬＡ的ＭＳ图谱
Ｆｉｇ．５　ＭＳｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＬＡａｎｄＡＬＡ
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的脂肪酸自羧基端的第１５个碳位上进行去饱和
反应。但排除不了缺刻缘绿藻 Δ１５ＦＡＤ在酿酒
酵母和聚球藻中对与脂肪酸相结合的 ＡＣＰ或
ＣｏＡ不存在底物特异性的可能，不过，基于至今
所报道的 Δ１５ＦＡＤ对底物的特异性［３６］来分析，

这种对底物没有偏好型的可能性非常小。因此，

要想明确缺刻缘绿藻的 Δ１５ＦＡＤ一定是酰基酯
的ＦＡＤ，还需要先重组表达这个膜结合蛋白，并
在体外添加酰基酯作为反应底物的直接实验证

据来证明。
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