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　 　 摘要:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ( ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓ)技术ꎬ从红花叶片中分离到 ２ 个质体类 ω３ 脂肪酸脱氢酶基

因(ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８)的全长 ｃＤＮＡ 和 １ 个微体类 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因(ＣｔＦＡＤ３)的部分序列ꎮ 将其在 ＮＣＢＩ 中进行序列比

对ꎬ结果显示均与其他植物质体和微体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因具有较高的相似性ꎮ 氨基酸序列分析表明红花 ＣｔＦＡＤ３、ＣｔＦＡＤ７
和 ＣｔＦＡＤ８ 均含有 ３ 个富含组氨酸的保守结构域ꎬ分别为 ＨＤＣＧＨ、ＨＸＸＸＸＸＨＲＴＨＨ 和 ＨＶＩＨＨꎬ其中 ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 的 Ｎ￣
端分别含有 ５６ 和 ２７ 个氨基酸残基的质体信号肽序列ꎮ 疏水性和跨膜分析表明ꎬ３ 个红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶氨基酸序列均包

含 ４ 个疏水区域ꎬ分别跨膜 １ ~ ３ 次ꎮ 蛋白质二级结构预测结果表明ꎬ３ 个 ω３ 脂肪酸脱氢酶蛋白主要由 α 螺旋和 β 折叠组成ꎮ
通过对 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 序列比较发现ꎬＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 的 ＤＮＡ 序列中均包含有 ７ 个内含子和 ８ 个外显子ꎮ 各内含子的碱基

序列和长度在物种间表现出丰富的多态性ꎬ在内含子出现的位置ꎬ均为该基因的保守区ꎻ而从第 ２＃到 ７＃外显子的长度和序列

相似性在物种间非常保守ꎮ 推测 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因的内含子对于保证基因在物种进化过程中功能的保守性起着关键

作用ꎮ
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　 ５ 期 官玲亮等:红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因的分离及结构分析

亚麻酸(１８∶ ３)是高等植物叶绿体膜中含量最

多的脂肪酸ꎬ能在植物类囊体膜上捕获光子ꎬ在植物

的光合作用中起到了必不可缺的作用[１]ꎮ 另外ꎬ亚
麻酸是重要信号分子茉莉酸的前体ꎬ因此ꎬ在植物抵

御低温、病虫害和机械损伤等不利外界因素的过程

中有着重要作用ꎮ ω３ 脂肪酸脱氢酶是不饱和脂肪

酸合成途径中催化亚麻油酸 １６∶ ２Δ７ꎬ１０或亚油酸 １８∶
２Δ９ꎬ１２转化为 １６∶ ３Δ７ꎬ１０ꎬ１３或 １８∶ ３Δ９ꎬ１２ꎬ１５的关键酶ꎮ 在

植物体内ꎬ根据定位差异以及电子供体的不同将其

分为微体类和质体类 ω３ 脂肪酸脱氢酶ꎬ前者定位

于植物细胞的内质网ꎬ以细胞色素 ｂ５ 为电子供体ꎬ作
用于磷脂酰甘油(ＰＧꎬｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ)或其他磷

脂ꎮ 后者定位于细胞质体ꎬ以铁氧还原蛋白为电子供

体ꎬ作用于磷脂酰甘油、硫脂和半乳糖脂[２]ꎮ
目前微体和质体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因已从拟

南芥[３￣４]、 水稻[５]、 油菜[６]、 大豆[７￣８]、 亚麻[９]、 小

麦[１０]、紫苏[１１]、向日葵[１２]、播娘蒿[１３] 和乌桕[１４] 等

多种植物中克隆得到ꎬ并且在植物的抗寒育种以及

油脂品质调控等方面得到了广泛的应用ꎮ
研究表明ꎬ在拟南芥、小麦、水稻和播娘蒿等植

物中 ＦＡＤ３ 基因均为单拷贝ꎬ主要在植物的非光合

组织中高表达ꎬ如根、花以及种子[２]ꎮ 而在紫苏等

植物中的 ＦＡＤ３ 基因只在种子中特异表达ꎬ与种子

胚乳中亚麻酸的合成密切相关[１１]ꎮ 而越来越多的

研究发现ꎬ在一些种子亚麻酸含量高的植物中ꎬ如亚

麻[９]、紫苏[１１]和大豆[７￣８] 等ꎬＦＡＤ３ 基因也存在多拷

贝的形式ꎮ 而另一些油料作物ꎬ如向日葵[１５] 和红

花[１６]ꎬ其种子中不含(或含微量)亚麻酸ꎮ Ｍ. Ｖｅｎｅｇａｓ￣
Ｃａｌｅｒóｎ 等[１２]在对向日葵的研究中没有分离到 ＦＡＤ３ꎬ
认为其种子中微量的亚麻酸是由 ＨａＦＡＤ７ 催化合成

的ꎮ 而红花种子中不含(或含微量)亚麻酸的机理以

及是否含有种子特异表达的 ＦＡＤ３ 基因尚不清楚ꎮ
为此ꎬ本研究通过采用 Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ 和 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒａｐｉｄ￣ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃＤＮＡ ｅｎｄｓ 联用(ＲＴ￣ＲＡＣＥ)的方法克隆到红花 ω３
脂肪酸脱氢酶基因ꎬ并利用生物信息学的方法对其

功能、结构域及亚细胞定位进行预测ꎬ为探索红花脂

肪酸的形成机制提供理论依据ꎮ 同时ꎬ通过对多种

植物 ＦＡＤ７ / ８ 基因结构的分析ꎬ为脂肪酸脱氢酶的

进化及表达研究奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

川红 １ 号ꎬ由雅安三九药业提供ꎬ其油酸和亚油

酸含量分别为 １２ ５％和 ８０ ２％ ꎮ 于 ２００８ 年播种于

四川农业大学教学科研试验地ꎬ采集苗期生长旺盛

的叶片分别置于 ２ ０ ｍＬ 的离心管中ꎬ迅速于液氮中

固定ꎬ然后于 － ７５ ℃超低温冰箱冷藏ꎮ
１ ２　 红花总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 第 １ 链合成

总 ＲＮＡ 的提取使用 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司的 ＴＲＮｚｏｌ
总 ＲＮＡ 提取试剂盒ꎬ样品中 ＤＮＡ 去除按照 ＤＮＡ 酶

说明书进行ꎮ 取 ５ μｇ 总 ＲＮＡ 用于 ｃＤＮＡ 第 １ 链的

合成ꎬ具体步骤按照 ＴａＫａＲａ 的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒中说明书进行ꎮ
１ ３　 ＤＮＡ 的提取及纯化

红花叶片基因组 ＤＮＡ 的提取ꎬ采用 ＣＴＡＢ 法ꎮ
参照 Ｍ. Ｍｕｒｒａｙ 等 [１７]的方法ꎬ略有改动ꎮ
１ ４　 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因片段的克隆

根据 ＮＣＢＩ 上其他植物的微体 ω３ 脂肪酸脱氢

酶(ＦＡＤ３)和质体 ω３ 脂肪酸脱氢酶(ＦＡＤ７ / ８)基因碱

基序列保守区域ꎬ分别设计 １ 对简并引物ꎬ为 ＰＦ２ / ＰＲ２
和 ＰＦ３ / ＰＲ３ (表 １)ꎮ ＰＣＲ 反 应 总 体 积 为 ５０ μＬꎬ
１ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ４ 种 ｄＮＴＰ 各 ２００ μｍｏｌ / Ｌꎬ引物

各 １５０ ｎｇꎬ１ ５ Ｕ Ｔａｑ ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(高保真)ꎬ
１００ ｎｇ ｃＤＮＡꎮ 反应程序:９４ ℃预变性５ ｍｉｎꎬ４０ 个循环

(９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ６３ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸１ ｍｉｎ)ꎬ反
应产物 ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎꎮ 回收、纯化目的条带ꎬ并将其

连接到 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ筛选阳性克隆ꎬ测序ꎮ 在 ＮＣＢＩ
中进行 Ｂｌａｓｔ 分析发现ꎬ所获得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的

微体和质体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因相应的区域具有很

高的相似性ꎬ因此命名为 ＣｔＦＡＤ３、ＣｔＦＡＤ７和 ＣｔＦＡＤ８ꎮ
１ ５　 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因 ３′ / ５′端的克隆

根据已经获得的 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因 ｃＤＮＡ 片

段序列ꎬ设计特异引物ꎬ每个基因分别设计 ２ 条上游

引物ꎬ２ 条下游引物ꎬ分别用于 ３′ / ５′￣ＲＡＣＥꎮ 引物命

名、序列及用途分别列于表 １ꎮ 采用 ＳＭＡＲＴ ＲＡＣＥ
ｃＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔꎬ扩增目的基因的 ３′和 ５′末端ꎮ
取 ４ μＬ 总 ＲＮＡ 作为模板ꎬ用 ３′￣ＣＤＳ ｐｒｉｍｅｒＡ (５′￣
ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣ(Ｔ) ３０ＶＮ￣３′)逆
转录合成 ３′￣ＲＡＣＥ ｒｅａｄｙ ｃＤＮＡ 作为 ３′￣ＲＡＣＥ 模板ꎮ
用 ５′￣ＣＤＳ ｐｒｉｍｅｒ Ａ(５′￣(Ｔ)２５ ＶＮ￣３′)逆转录合成 ５′￣
ＲＡＣＥ ｒｅａｄｙ ｃＤＮＡ 作为 ５′￣ＲＡＣＥ 模板ꎮ 以通用引

物和每个基因的 ３′和 ５′特异引物进行降落 ＰＣＲ 扩

增ꎮ 降落 ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ３ ｍｉｎꎬ
进行 ５ 个循环ꎻ９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７０ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ３ ｍｉｎꎬ
进行 ５ 个循环ꎻ９４ ℃ꎬ３０ ｓꎻ６８ ℃ꎬ３０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ３ ｍｉｎꎬ
进行 ５ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎꎮ 上述 ＲＡＣＥ
ＰＣＲ 产物亚克隆入 ｐＭＤｌ８￣Ｔ 载体ꎬ测序ꎮ
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表 １　 用于扩增红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因的引物名称、序
列及功能

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ( Ｏｌｉｇｏ )ꎬ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｓꎬ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ω３ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓａｆｆｌｏｗｅｒ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

碱基序列(５′￣３′)
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＰＦ２ ＧＴＴＣＴＧＧＧＣＴＣＴＧＴＴＴＧＴＴＣ ＣｔＦＡＤ７ / ８ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ＰＲ２ ＴＧＧＡＴＧＴＴＡＴ ＴＧＡＴＣＣＡＴＣＣ ＣｔＦＡＤ７ / ８ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ＰＦ７￣１ ＴＣＡＧＡＡＣＣＡ ＴＧＧＧＣＡＴＧＴＴＧ ３′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ７)
ＰＦ７￣２ ＧＣＴＣＴＧＣＴＴ ＧＴＧＧＧＴＴＴＡＴ ＣＣＴ ３′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ７)
ＰＲ７￣１ ＴＡＣＴＡＡＡＴＣＣ ＡＡＣＡＡＣＡＴＧＡ ５′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ７)
ＰＲ７￣２ ＣＣＡＣＡＧＡＴＡＧ ＡＡＡＧＧＧＴＡＴＧ ５′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ７)
ＰＦ７￣３ ＣＴＡＴＧＧＣＧＡＡＣＴ ＴＧＧＴＣＴＴＡＴＣ Ｆｕｌｌ ＯＲＦ ｃｌｏｎｅ

(ＣｔＦＡＤ７)
ＰＲ７￣３ ＣＴＡＴＴＴＴＧＡＡ ＡＧＧＴＴＧＧＡＧＴ Ｆｕｌｌ ＯＲＦ ｃｌｏｎｅ

(ＣｔＦＡＤ７)
ＰＦ８￣１ ＣＣＡＴＴＣＴＴＧＴ ＡＣＣＴＴＡＣＣＡＴ ３′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ８)
ＰＦ８￣２ ＧＡＴＧＴＣＡＴＣＡ ＣＴＴＣＡＡＣＡＧＴ ３′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ８)
ＰＲ８￣１ ＴＧＡＡＧＧＡＴＡＡ ＣＣＣＣＡＣＡＡＧＣ ５′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ８)
ＰＲ８￣２ ＴＣＴＴＴＴＣ ＡＧＡＴＡＡＣＧＧＡ ＴＧ ５′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ８)
ＰＦ８￣３ ＧＴＴＡＴＧＧＣＴＡＣＣＴＧＧＧＴＣＴＴ Ｆｕｌｌ ＯＲＦ ｃｌｏｎｅ

(ＣｔＦＡＤ８)
ＰＲ８￣３ ＴＴＡＣＴＴＴＣＴＧ ＴＴＧＧＴＧＴＣＴＧ Ｆｕｌｌ ＯＲＦ ｃｌｏｎｅ

(ＣｔＦＡＤ８)
ＰＦ３ ＴＧＴＧＧＣＣＡＴＧＧＡＡＧＣＴＴＴＴＣ ＦＡＤ３ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ＰＲ３ ＴＣＣＡＡＣＣＡＣＡ ＴＣＡＣＧＡＡＴ ＦＡＤ３ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ＰＲ３￣１ ＣＡＧＴＴＧＡ ＴＡＧＡＴＡＧＣＡＡ ＡＧ ５′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ３)
ＰＲ３￣２ ＣＴＴＧＧＴＧＧＧＡ ＧＣＡＴＣＣＡＡＴＧ ５′ ＲＡＣＥ (ＣｔＦＡＤ３)

根据对 ３′ / ５′端序列以及红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶

基因片断的序列比对发现ꎬ红花 ＦＡＤ７ 和 ＦＡＤ８ 能很

好的匹配ꎬ进行电子拼接ꎬ得到红花 ＦＡＤ７ 和 ＦＡＤ８
全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ然后分别在起始密码子上游和终

止子下游区域设计引物(表 １)ꎮ 分别以 ｃＤＮＡ 和基

因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增得到基因编码区全长 ｃＤＮＡ
序列和 ＤＮＡ 序列(该基因的 ＤＮＡ 序列分别命名为

Ｃｔｇ(ｇｅｎｏｍｉｃ) ＦＡＤ７ 和 ＣｔｇＦＡＤ８)ꎮ 而红花微体 ω３
脂肪酸脱氢酶基因 ＦＡＤ３ 的 ５′端能与保守区相匹

配ꎬ而 ３′端序列与保守区差异较大ꎮ
１ ６　 序列分析及结构预测

所获得的序列均已提交至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ登录号分别

为 ＨＱ８３１３４９、ＨＱ８３１３５０ 和 ＨＱ８３１３５６ꎮ 引物设计使

用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ 完成ꎻ氨基酸序列翻译、比对及亲 /疏水

性在 ＤＮＡＭＡＮ 软 件 ( ｖｅｒｓｉｏｎ ４ ０ꎬ Ｌｙｎｎｏｎ Ｂｉｏｓｏｆｔꎬ
Ｑｕｅｂｅｃ)中进行分析ꎮ 在丹麦技术大学生物序列分析

中心 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ) 使用 ＴＭ￣
ＨＭＭ、ＳｉｇｎａｌＰ、ＴａｒｇｅｔＰ 程序分别对跨膜区、信号肽切

割位点进行预测分析ꎮ 使用 ＰＳＯＲＴ (ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ.
ｈｇｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ)在线预测蛋白的亚细胞定位ꎮ 采

用 Ｄ. Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ 等[１８]的方法ꎬ对红花 ω３ 脂肪酸脱氢

酶基因进行二级结构预测ꎮ ＦＡＤ７ 和 ＦＡＤ８ 基因结构

在 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｓｅｒｖｅｒ (ＧＳＤＳ) 中进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因的克隆

根据 ＮＣＢＩ 其他植物质体和微体类 ω３ 脂肪酸

脱氢酶基因的保守区设计引物ꎬ叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
进行 ＰＣＲ 扩增获得 ３ 条 ６００ ｂｐ 左右的片段ꎮ 测序

结果显示ꎬ３ 条序列均与已知植物的 ω３ 脂肪酸脱氢

酶基因有很高的相似性ꎬ均在 ８０％ 以上ꎬ因此分别

命名为 ＣｔＦＡＤ７、ＣｔＦＡＤ８ 和 ＣｔＦＡＤ３ꎮ
根据所得的 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因中间序列ꎬ

分别对每条序列设计 ２ 条上游引物和 ２ 条下游引

物ꎬ分别用于 ３′和 ５′￣ＲＡＣＥꎮ 将获得的 ３′和 ５′端序

列与中间片段进行序列比对ꎬ结果显示ꎬＣｔＦＡＤ７ 和

ＣｔＦＡＤ８ 的两端序列均与中间片段有重叠区域ꎬ初步

断定该 ３′和 ５′端序列为 ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 基因的

两端非保守区序列ꎮ 将各片段进行电子拼接ꎬ获得

ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 的全长序列ꎮ 分别在其 ＯＲＦ 两

端设计引物ꎬ扩增基因的全长 ｃＤＮＡꎮ
而对 ＣｔＦＡＤ３ 基因 ３′ / ５′端序列比对发现ꎬ只有

５′端序列与中间编码区有重叠区ꎬ而 ３′ 端序列则没

有ꎬ因此ꎬ本研究中没有能获得红花 ＦＡＤ３ 基因的全

长编码区序列ꎮ
２ ２　 基因序列分析

本研究首次从红花中分离到 ２ 个质体类 ω３
脂肪酸脱氢酶和 １ 个微体类 ω３ 脂肪酸脱氢酶片段

ＣｔＦＡＤ３、ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ꎮ 其中ꎬ ＣｔＦＡＤ７ ｃＤＮＡ
全长 １６７１ ｂｐꎬ包含 ２４８ ｂｐ 的 ５′￣ＵＴＲ 和 １０３ ｂｐ 的

３′￣ＵＴＲꎻＯＲＦ 为 １３２０ ｂｐꎬ编码氨基酸序列长度为

４４０ ａａꎬ分子量大小为 ５０ ５２ ｋＤꎮ ＣｔＦＡＤ８ ｃＤＮＡ
全长１６７７ ｂｐꎬ包含 １９３ ｂｐ 的 ５′￣ＵＴＲ 和 １６１ ｂｐ 的

３′￣ＵＴＲꎻＯＲＦ 为 １３２３ ｂｐꎬ编码氨基酸序列长度为

４４１ ａａꎬ分子量为 ５０ １８ ｋＤꎮ 红花 ＣｔＦＡＤ３ 基因片段

的序列长 ８３９ ｂｐꎬ包括 ６５ ｂｐ 的 ５′￣ＵＴＲꎬ编码区碱基

序列 ７７４ ｂｐꎬ编码氨基酸序列长 ２５８ ａａꎮ
将氨基酸序列在 ＮＣＢＩ 中 Ｂｌａｓｔ 分析ꎬ结果显示ꎬ

ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 与其他植物的质体类 ω３ 脂肪酸

脱氢酶具有很高的相似性(图 １)ꎬ分别为 ６１％ ~
７９％ 、６３％ ~７８％ ꎬ而 ＣｔＦＡＤ３ 与其他植物微体类 ω３
脂肪酸脱氢酶的相似性较高 (图 ２)ꎬ为 ６０％ ~
９３％ ꎮ 在 ＤＮＡＭＡＮ 中比对发现ꎬＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８
的相似性较高ꎬ为 ８２ ５％ꎬ而 ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 分别

与 ＣｔＦＡＤ３ 的相似性则相对较低ꎬ为 ６４ ２％和 ６４ ８％ꎮ
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相似性高低分别用黑、灰、白色表示ꎻＮ￣端横线表示信号肽序列区ꎬ后面横线分别表示 ３ 个组氨酸保守区的位置ꎮ
横向箭头标识引物 ＰＦ２ 和 ＰＲ２ 的位置ꎬ竖向箭头标识内含子在编码区的位置

Ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｓｈａｄｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋꎬｇｒａｙꎬａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｓｉｇｎａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｂｏｘｅｓ ｅｎｃｏｕｎｔｅｒｅｄ ｉｎ ω３ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ.

Ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ＰＦ２ ａｎｄ ＰＲ２. Ｗｈｉｌｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｒｏｎｓ

图 １　 红花 ＦＡＤ７ 和 ＦＡＤ８ 与拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) ＦＡＤ７ / ８、播娘蒿(Ｄｅｓｃｕｍｉｎｉａ ｓｏｐｈｉａ)ＦＡＤ７ / ８、
向日葵(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ)ＦＡＤ７ 的质体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因的同源性比对

Ｆｉｇ １　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓａｆｆｌｏｗｅｒ ＦＡＤ７ꎬＦＡＤ８
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｐｌａｓｔｉｄｉａｌ ω３ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ
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相似性高低分别用黑、灰、白色表示ꎻ后面横线分别表示 ３ 个组氨酸保守区的位置ꎻ横向箭头标识引物 ＰＦ２ 和 ＰＲ２ 的位置

Ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｓｈａｄｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋꎬｇｒａｙꎬａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｂｏｘｅｓ
ｅｎｃｏｕｎｔｅｒｅｄ ｉｎ ω３ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ＰＦ２ ａｎｄ ＰＲ２

图 ２　 红花 ＦＡＤ３ 片段与拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｏｂｒａｓｓｉｃａ)、
垂枝桦(Ｂｅｔｕｌａ ｐｅｎｄｕｌａ)、播娘蒿(Ｄｅｓｃｕｍｉｎｉａ ｓｏｐｈｉａ)、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)、紫苏(Ｐｅｒｉｌｌａ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ)

的微体 ω３ 脂肪酸脱氢酶氨基酸序列的同源性比对

Ｆｉｇ ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｆｆｌｏｗｅｒ ＦＡＤ３
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌ ω３ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ
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对该 ３ 个基因的氨基酸结构进行分析ꎬ结果表明红

花 ω３ 脂肪酸脱氢酶均含有 ３ 个富含组氨酸的保守

结构域ꎬ分别为 ＨＤＣＧＨ、ＨＸＸＸＸＸＨＲＴＨＨ 和 ＨＶＩ￣
ＨＨꎬ与其他植物中报道的基序相似ꎬ只有 ＣｔＦＡＤ７
基因中第 ３ 个保守区略有不同ꎬ为 ＨＶＶＨＨꎮ 大量

研究报道表明ꎬ这 ３ 个氨基酸基序是膜上脂肪酸脱

氢酶氨基酸序列的典型特征ꎬ主要构成酶的活性中

心ꎬ与 Ｆｅ２ ＋ 结合ꎬ参与酶的催化作用ꎮ
对 ３ 个红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶氨基酸序列在

ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ) 上进行亚

细胞定位预测ꎮ 结果显示ꎬＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 在 Ｎ￣
端分别含有 ５６ ａａ 和 ２７ ａａ 的质体信号肽序列ꎬ并将

其定位于质体膜上ꎮ 不同植物种类的质体 ω３ 脂肪

酸脱氢酶氨基酸序列主要差异存在于质体信号肽序

列ꎬ而其余片段在不同物种间较保守ꎮ
２ ３　 亲 /疏水性及跨膜分析

对红花 ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 蛋白进行疏水性

分析(图 ３)ꎬ结果表明ꎬ在氨基酸序列的中间部分ꎬ

Ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｄａｓｈｅｓ

图 ３　 红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因疏水性分析

Ｆｉｇ ３　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ Ｓａｆｆｌｏｗｅｒ ω３ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ

均含有 ４ 个明显的疏水区域ꎮ 在图中已分别用横线

标注出ꎮ 其中第 １＃和第 ４＃较长ꎮ 中间 ２ 个疏水区 ２＃

和 ３＃的疏水区长度较短ꎮ 由于本研究中没有获得红

花 ＣｔＦＡＤ３ 的全序列ꎬ因此将其与拟南芥中的同类基

因 ＡｔＦＡＤ３(ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ. ｄ２６５０８)进行比较分析ꎮ 由

图 ３ 可知ꎬＣｔＦＡＤ３ 与 ＡｔＦＡＤ３ 的疏水性结构非常相

似ꎬ也含有 ４ 个疏水区ꎻ第 １＃、第 ４＃疏水区长度较长ꎬ
而第 ２＃、第 ３＃ 较短ꎮ 尽管红花 ＣｔＦＡＤ３ 不是全长序

列ꎬ但刚好包含了 ４ 个重要的疏水区ꎮ
　 　 对红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶氨基酸进行在线跨膜

预测ꎬ结果如图 ４ 所示ꎬ红花 ＣｔＦＡＤ７ 基因含有 ４ 个

疏水区ꎬ与 ＤＮＡＭＡＮ 中预测结果一致ꎬ其中第 １＃疏

水区完成 １ 次跨膜ꎮ 红花 ＣｔＦＡＤ８ 同样含有 ４ 个疏

水区ꎬ其中第 ４＃疏水区ꎬ其实是 ２ 个连续的短疏水

区组成ꎬ可连续跨膜 ２ 次ꎮ 另外第 １＃疏水区也跨膜

１ 次ꎬ因此 ＣｔＦＡＤ８ 总共跨膜 ３ 次ꎮ ＣｔＦＡＤ７ 和 Ｃｔ￣

ＦＡＤ８ 的中间 ２ 个疏水区均没有跨膜ꎮ
红花 ＣｔＦＡＤ３ 的跨膜分析与 ＣｔＦＡＤ８ 相似ꎬ总共

跨膜 ３ 次ꎬ分别由第 １＃和第 ４＃疏水区完成ꎬ其中第 ４＃

疏水区连续跨膜 ２ 次ꎬ而中间 ２ 个短的疏水区并没有

跨膜ꎮ 而拟南芥 ＡｔＦＡＤ３ 则与红花 ＣｔＦＡＤ３ 不同ꎬ同样

是跨膜 ３ 次ꎬ却是由第 １＃、２＃、４＃疏水区分别完成的ꎮ
２ ４　 氨基酸序列二级结构预测

在 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件中采用 Ｄ. Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ 等[１８]

的方法ꎬ对红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶蛋白进行二级结

构预测(图 ５)ꎮ 结果显示ꎬ红花 ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８
相似ꎬ均含有大量的 α 螺旋和 β 折叠ꎬ二者占氨

基酸全序列的 ７３％以上ꎬ其余为转角和无规则卷曲ꎮ
ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 分别含 α 螺旋 ２７ 和 ２５ 个ꎬβ 折

叠 ３１ 和 ４２ 个ꎬ尽管数目差别较大ꎬ但主要是在一些

短小区域上ꎬ区域较大的 α 螺旋和 β 折叠的位置和

数目却非常相似ꎮ 从整体上看ꎬ这些 α 螺旋和 β 折
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Ａ:ＣｔＦＡＤ７ꎬＢ:ＣｔＦＡＤ８ꎬＣ:ＣｔＦＡＤ３ꎬ Ｄ:ＡｔＦＡＤ３(ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ. ｄ２６５０８)

图 ４　 红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶氨基酸序列跨膜分析

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓａｆｆｌｏｗｅｒ ω３ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

叠主要分布在 ３ 个区域ꎬ在图中分别用虚线的方框表

示ꎬ推测这与酶的跨膜特性密切相关ꎮ 本研究中所分

离到的红花 ＣｔＦＡＤ３ 片段只包含 ２ 个 α 螺旋区域ꎮ
２ ５　 基因结构分析

以红花基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬＰＦ / Ｒ７￣３ 和 ＰＦ /
Ｒ８￣３ 为引物ꎬＰＣＲ 扩增得到长度分别为 ２３８４ ｂｐ 和

２１３１ ｂｐ 的 Ｃｔｇ ( ｇｅｎｏｍｉｃ) ＦＡＤ７ 和 ＣｔｇＦＡＤ８ 序列ꎮ
通过比较 ＣｔｇＦＡＤ７ 和 ＣｔｇＦＡＤ８ 与其对应的 ｃＤＮＡ
序列ꎬ发现 ２ 个基因的 ＤＮＡ 序列中均包含有 ７ 个内

含子ꎬ８ 个外显子ꎮ 本研究同时将所有在 ＮＣＢＩ 上具

有 ＤＮＡ 序列信息的质体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因进

行结构分析发现ꎬ除水稻基因组 ＯｓｇＦＡＤ８ 外ꎬ所有

质体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因与红花 ＣｔｇＦＡＤ７ 和 Ｃｔｇ￣
ＦＡＤ８ 相似ꎬ也含有 ７ 个内含子、８ 个外显子(图 ６)ꎮ
比较各外显子的长度发现ꎬ各基因除第 １＃和最后 ８＃

外显子以外ꎬ所有中间的外显子的长度在物种间非

常保守:２＃:９０ ｂｐꎻ３＃:６７ ｂｐꎻ４＃:９３ ｂｐꎻ５＃:１８６ ｂｐꎻ６＃:
８１ ｂｐꎻ７＃:１３８ ｂｐꎮ 而各内含子在物种间则表现出丰

富的多态性ꎬ序列和长度大小均各不相同ꎮ 总体

上看ꎬ水稻和玉米 ＦＡＤ７ 和 ＦＡＤ８ 的第 ６＃内含子明

显(其中水稻 ＦＡＤ８ 为第 ５＃内含子)要比该基因中

其余内含子长ꎬ这是否是单子叶植物在该基因上特殊
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Ａ:ＣｔＦＡＤ７ꎬＢ:ＣｔＦＡＤ８ꎬＣ:ＣｔＦＡＤ３ꎬＤ:ＡｔＦＡＤ３(ＧｅｎＢａｎｋ ｎｏ. ｄ２６５０８)

图 ５　 红花油酸脱氢酶蛋白质二级结构预测

Ｆｉｇ. ５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｆｆｌｏｗｅｒ ｏｌｅａｔｅ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

的结构还有待更多数据的证实ꎮ 将各内含子的位置

表现在氨基酸序列上发现(图 １)ꎬ在内含子出现的

位置ꎬ均为该基因的保守区ꎮ 通过比较水稻与其他植

物(图 ６)该基因内含子的位置及外显子的大小ꎬ发现

水稻 ＯｓｇＦＡＤ８ 发生了第 １＃内含子的丢失ꎬ其余保守

外显子序列大小和内含子的位置均与其他物种相似ꎮ

３　 讨论

３ １　 植物中的 ＦＡＤ３ 基因与种子亚麻酸含量的关系

ω３ 脂肪酸脱氢酶主要分为定位于内质网的

ＦＡＤ３ 和定位于质体的 ＦＡＤ７ / ＦＡＤ８ꎮ 其中植物

ＦＡＤ３ 是调控种子 α￣亚麻酸 (１８∶ ３) 合成的主要贡

献者ꎬ同时也在其他非光合组织ꎬ如根、茎、花等器官

膜脂的去饱和过程中起着重要作用ꎮ 而 ＦＡＤ７ 和

ＦＡＤ８ 主要与叶绿体等内囊体膜脂的去饱和有关ꎮ
油料作物种子中 α￣亚麻酸的含量与 ＦＡＤ３ 的拷贝数

目有着密切的关系ꎮ 在亚麻、紫苏、大豆等富含 α￣
亚麻酸的油料作物中ꎬ均分离到 ２ ~ ３ 个拷贝的

ＦＡＤ３[１９ꎬ１１ꎬ８]ꎮ 而 Ｍ. Ｖｅｎｅｇａｓ￣Ｃａｌｅｒóｎ 等[１２] 在向日葵

中只分离到质体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因ꎬ认为向日

葵种子中微量的 α￣亚麻酸是 ＨａＦＡＤ７ 催化合成的ꎮ
与向日葵相似ꎬ红花子油中不含(微量) α￣亚麻酸ꎮ
但本研究却分离到 １ 个微体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因

的部分序列ꎬＣｔＦＡＤ３ꎮ 虽然本研究中并没有获得该

基因的全长序列ꎬ但至少证明红花中存在微体 ω３
脂肪酸脱氢酶基因ꎮ 因此ꎬ红花中不含(微量)α￣亚
麻酸可能与该基因转录调控或酶活性有关ꎮ
３ ２　 红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因的生物信息学分析

红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因所编码的氨基酸序

列同其他所有定位在膜上的脂肪酸脱氢酶相似ꎬ均
具有 ３ 个富含组氨酸的保守区域ꎬ被认为是构成酶

活性中心与 Ｆｅ２ ＋ 所必需的[２０]ꎮ 对 ＣｔＦＡＤ７ 和 Ｃｔ￣
ＦＡＤ８ 的氨基酸序列进行亚细胞定位分析ꎬ发现其

Ｎ￣端分别检测到 ５６ ａａ 和 ２７ ａａ 的质体信号肽序列ꎬ
可能定位于叶绿体膜上ꎮ 而 ＣｔＦＡＤ３ 没有检测到 Ｎ￣
端信号肽序列ꎬ且与其他植物 ＦＡＤ３ 基因高度的相

似性ꎬ所有植物类 ＦＡＤ３ 氨基酸序列 Ｃ￣端均含有

ＫＫＸＸ 内质网滞留信号ꎬ因此推测 ＣｔＦＡＤ３ 也是定位

于内质网膜上的酶ꎮ
　 　 疏水性分析结果显示ꎬＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 均含

有 ４ 个疏水区ꎬ其中第 １＃和第 ４＃较长ꎮ 跨膜分析结

果显示ꎬＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 分别跨膜 １ 次和 ３ 次ꎬ均
由第 １＃和第 ４＃疏水区完成ꎮ 为研究是否所有定位

于质体上脂肪酸脱氢酶氨基酸序列的中间 ２ 个短疏

水区均不跨膜ꎬ本研究对大量植物质体 ω３ 脂肪酸

脱氢酶的跨膜进行分析ꎬ结果表明ꎬ并不是所有质体

类脂肪酸脱氢酶的中间 ２ 个短疏水区都不能跨膜ꎬ
至少玉米 ＺｍＦＡＤ７(ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ. ｄ６３９５４)的第 ３ ＃疏
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　 ５ 期 官玲亮等:红花 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因的分离及结构分析

水区就完成 １ 次跨膜ꎮ
另外ꎬ红花 ＣｔＦＡＤ３ 与拟南芥中的同类基因 Ａｔ￣

ＦＡＤ３ 进行比较发现该基因也含有 ４ 个疏水区ꎻ第
１＃、第 ４＃疏水区长度较长ꎬ而 ２＃、３＃较短ꎮ 其中第 ４＃

疏水区连续跨膜 ２ 次ꎬ而中间 ２ 个短的疏水区并没

有跨膜ꎮ 而拟南芥 ＡｔＦＡＤ３ 则与红花 ＣｔＦＡＤ３ 不同ꎬ
同样是跨膜 ３ 次ꎬ却是由第 １＃、第 ２＃、第 ４＃疏水区分

别完成的ꎮ 对大量植物的 ＦＡＤ３ 基因进行跨膜预测

(油橄榄 ＯｅＦＡＤ３ꎬＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ. ａｂｇ８８１３０ꎻ油菜 Ｂｎ￣
ＦＡＤ３ꎬ１２２９６２ꎻ播娘蒿 ＤｓＦＡＤ３ꎬｅｆ１０５１６２ꎻ大豆 Ｇｍ￣
ＦＡＤ３ꎬａｙ２０４７１０ 等)ꎬ结果显示ꎬ植物 ＦＡＤ３ 的跨膜

较同为微体类脂肪酸脱氢酶的 ＦＡＤ２ 更为复杂ꎬ第
１＃、第 ４＃疏水区跨膜 ０ ~ ２ 次ꎬ中间 ２＃、３＃疏水区分别

跨膜 ０ ~ １ 次ꎬ但总跨膜次数均在 ３ ~ ６ 次ꎮ
３ ３　 质体 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因中内含子的功能

本研究分离获得２ 个质体类ω３ 脂肪酸脱氢酶基

因 ＣｔＦＡＤ７ 和 ＣｔＦＡＤ８ 的全长 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 序列ꎮ 序

列比较发现ꎬ２ 个基因均含有 ７ 个内含子和 ８ 个外显

子ꎬ并且位于中间的 ６ 个外显子的长度在物种间非常

保守ꎮ Ｍ. Ｌｏｎｇ 等[２１]的研究表明ꎬ基因中内含子的功

能不仅仅是为了调节阅读框的位置ꎬ产生更多的基

因ꎬ某些内含子还具有启动子和增强子的功能ꎬ调控

基因的表达模式和表达量ꎬ以及对环境的应答等ꎮ 另

外ꎬ在转录的过程中ꎬ通过 ＲＮＡ 剪接酶对内含子的剪

切ꎬ能够使基因更精确的转录ꎬ因此内含子的另一个

功能则是使基因在物种的进化过程更保守[２２￣２４]ꎮ
本研究将各内含子的位置标注在氨基酸序列上

发现(图 １)ꎬ在内含子出现的位置ꎬ均为该酶的保守

区域ꎮ 其中第 １＃和第 ２＃内含子的位置均位于第 １
和第 ２ 个组氨酸保守区内ꎮ 这就进一步证实了 Ｍ.
Ｌｏｎｇ 等[２１]的观点ꎬ因此 ω３ 脂肪酸脱氢酶基因的内

含子对于保证基因在物种进化过程中功能的保守性

起着关键的作用ꎮ 在水稻中ꎬＯｓｇＦＡＤ８ 只含有 ６ 个

内含子ꎬ通过与其他物种该基因的外显子长度和内

含子位置的比较发现ꎬＯｓｇＦＡＤ８ 基因的第 １＃内含子

发生了丢失ꎬ其余外显子和内含子的位置均与其他

物种相似ꎬ这与 Ｈ. Ｋｏｄａｍａ 等[２５] 对水稻脂肪酸脱氢

酶基因结构的研究结果相同ꎮ
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