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　 　 摘要:甘蓝型油菜是一种重要的油料作物ꎬ为了改良其种子脂肪酸组分ꎬ提升其经济价值ꎬ本研究分析了油菜种子发育时

期脂肪酸合成积累模式及 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因的表达规律ꎬ认为这 ３ 个基因在种子发育中后期(授粉后 ２５ ｄ 起)的

高效表达对油酸合成积累有着重要影响ꎮ 通过 Ｎａｐｉｎ 启动子诱导对油菜植株中 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因进行 ＲＮＡｉ 共

干扰抑制ꎬ以达到提升油酸含量的目的ꎮ 试验结果表明ꎬ转基因油菜种子中 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因的表达受到强烈

抑制ꎬ种子中油酸含量由 ６６ ７６％提升至 ８２ ９８％ ꎬ且油脂合成的相关基因同步出现表达上调ꎮ
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与“双低”(低芥酸、低硫苷)油菜籽油相比ꎬ高
油酸、低亚麻酸的菜油在食用油营养健康和食品工

业的应用上均具有较高的竞争力ꎮ 一方面ꎬ高油酸

油可降低血液中低密度脂蛋白胆固醇的含量ꎬ并且

在阻止动脉血管硬化中较一般植物油更具有优越

性ꎻ另一方面ꎬ由于亚麻酸具备多个双键致使其极易

被氧化从而导致植物油变质ꎬ而高油酸、低亚麻酸植

物油具有更高的氧化稳定性ꎬ耐储存ꎬ不易产生难闻

的气味 [１￣２]ꎮ 因此ꎬ在“双低”的基础上ꎬ进一步改

良油菜籽品质ꎬ培育出高油酸、低亚麻酸油菜品种成

为油菜育种主要目标之一ꎮ
ＦＡＤ２、ＦＡＤ３ 在种子不饱和脂肪酸的合成过程



　 ２ 期 刘　 芳等:ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３ 和 ＢｎＦＡＴＢ 基因的共干扰对油菜种子脂肪酸组分的影响

中发挥着重要作用ꎬ二者常以同源或异源二聚体的

形式附着于内质网中[３]ꎮ 当油酸由质体进入内质

网后ꎬ便由 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３ 酶催化进而形成以亚油酸、
亚麻酸为主的多不饱和脂肪酸[４￣５]ꎮ 经１４ Ｃ 试验证

实ꎬＣ１８:１￣ＰＣ 和 Ｃ１８:２￣ＰＣ 分别是 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３ 脂

肪酸去饱和酶唯一的作用底物[６]ꎮ 通过传统育种

技术及基因工程方法控制 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３ 基因的功能

发挥可以有效改善植物油中油酸及亚麻酸的含量ꎬ
如利用诱变育种技术ꎬ通过诱发 ＦＡＤ２ 基因突变ꎬ将
大豆油的油酸含量从 ２８％ 提高至 ８０％ [７]ꎻ通过人

工诱发 ＦＡＤ３ 基因突变ꎬ将亚麻子中的亚麻酸含量

从 ５５％ 下 降 到 ２％ ꎬ 油 酸 含 量 从 １５％ 上 升 至

３６％ [８]ꎮ 通过诱变育种获得的 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３ 油菜双

突变体ꎬ油酸含量高达 ８９％ ꎮ
脂酰基 ＡＣＰ 硫脂酶(ＦＡＴ)能够水解脂肪酸上

的脂酰基 ＡＣＰꎬ促使其由质体进入内质网中ꎬ从而

参与 ＴＡＧ 的组装ꎮ ＦＡＴ 有 Ａ、Ｂ 两种ꎬ其中 ＦＡＴＡ 水

解油酸酰 ( Ｃ１８:１)￣ＡＣＰꎬ而 ＦＡＴＢ 主要对棕榈酰

(Ｃ１６:０)￣ＡＣＰ、硬脂酰(Ｃ１８:０)￣ＡＣＰ 发生水解作

用ꎬ使得硬酯酰脱氢酶(ＳＡＤ)未能对其进行催化合

成油酸ꎬ进而过早的离开了质体ꎬ并整合入 ＴＡＧ 中ꎮ
由此可知ꎬＦＡＴＢ 功能的发挥对油酸的合成积累有

着一定的削弱作 用ꎬ Ｇ. Ｂｏｍａｖｅｎｔｕｒｅ 等[９] 和 Ｐ.
Ｄöｒｍａｎｎ 等[１０]在拟南芥中尝试进行 ＦＡＴＢ 基因活性

的抑制均有效提升了种子中油酸的含量ꎮ
提升植物油中油酸的含量ꎬ改善其抗氧化能力

是育种家的目标ꎮ 分子生物学技术因其可以缩短育

种年限、提高育种效率ꎬ受到普遍欢迎ꎮ 在棉花[１１]

和大豆[１２]中ꎬ为了改善种子脂肪酸结构ꎬ分别构建

了 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３、ＦＡＴＢ 基因的 Ｔ￣ＤＮＡ 插入突变体ꎬ
经多轮杂交、自交ꎬ从而完成在同一植株中多基因的

功能失活ꎮ 目前ꎬ随着 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 基因编辑系统

的推广应用ꎬ未来也可以在甘蓝型油菜中对其进行

基因结构变异ꎮ 但 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３、ＦＡＴＢ 在植物生长

发育过程发挥重要作用ꎬ抑制 ３ 个基因的功能ꎬ会导

致植株个体营养体生长变缓、花蕾死亡、低结实率、
低耐冷性等ꎬ使得这种高油酸油菜的产量及含油量

下降ꎬ严重影响了甘蓝型油菜作为油料作物的经济

地位ꎮ
为了解决上述问题ꎬ本研究测定了甘蓝型油菜

种子在发育各个时期棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸、
亚麻酸的积累规律及 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＴＢ、ＢｎＦＡＤ３ 的

表达模式ꎬ结果显示油菜种子自授粉后 ２５ ｄ 起进入

了油酯合成期ꎬ且该时期 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ

基 因 表 达 较 为 活 跃ꎮ 分 析 认 为 在 此 时 期 对

ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因进行抑制ꎬ既可以提

升油菜种子中油酸的含量ꎬ又能够保证植株正常发

育ꎮ 因此ꎬ本研究采用能够在种子发育中后期高效

表达 Ｎａｐｉｎ 启动子诱导对 ＢｎＦＡＤ２、 ＢｎＦＡＤ３、 Ｂｎ￣
ＦＡＴＢ 基因进行 ＲＮＡｉ 共干扰抑制ꎬ结果显示种子中

油酸含量由 ６６ ７６％提升至 ８２ ９８％ ꎬ且油酯合成的

相关基因同步出现表达上调ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

甘蓝型油菜中双 ９ 号种植在大田ꎬ花期时去除

已有的花和角果并套袋自交ꎬ分别取 １０ ｄ、１５ ｄ、
２０ ｄ、２５ ｄ、３０ ｄ、３５ ｄ、４０ ｄ 的种子液氮速冻后保存

在 － ７０ ℃ 以备气相色谱分析和 ＲＮＡ 提取ꎮ
１ ２　 基因表达分析

采用 ＴＲＮｚｏｌ (天根)试剂盒提取总 ＲＮＡ 并合

成 ｃＤＮＡ 第 １ 链ꎮ 以此 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ
以 Ｕｂｃ２１ 和 ＡＣＴ７ 为内参基因ꎬ每个样本做 ３ 个重

复ꎬ在 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＣＦＸ ９６ 定量 ＰＣＲ 仪上进行扩增ꎬ程
序为 ９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１ ３　 脂肪酸含量分析

将收集到的油菜种子置于冻干机中冻干ꎬ直至

质量不再发生变化ꎮ 再用研钵将种子磨碎ꎬ定量称

取干种子粉末ꎬ并转入螺口玻璃顶空瓶中ꎬ向其中加

入 １ ｍＬ 的甲酯化溶液(５％ 的硫酸￣甲醇溶液)及

２０ μｇ 的十七烷酸甘油三酯标样(Ｃ１７:０￣ＴＡＧ)ꎬ加
盖后 ８５ ℃水浴保温 １ ５ ｈꎮ 甲酯化反应过后ꎬ向顶

空瓶中加入 １ ５ ｍＬ ０ ９％ ＮａＣｌ (ｗ / ｖ)和 １ ｍＬ 的正

己烷用于萃取甲酯化的脂肪酸ꎮ 分离含有脂肪酸甲

酯的正己烷溶液ꎬ在氮吹仪下低温吹干浓缩ꎬ最后溶

于 ５０ μＬ 正己烷ꎬ进行气相色谱分析ꎮ
气相色谱仪(Ａｇｉｌｅｎｔ ６８９０)的设置程序为色谱

柱温 １８０ ~ ２１０ ℃ꎬ升温 ２０ ℃ / ｍｉｎꎻ２１０ ~ ２３０ ℃ꎬ升
温 ５ ℃ / ｍｉｎꎻ２４０ ℃ 后运行 １ ｍｉｎꎮ 进样口温度

２２０ ℃ꎬ氮气 ２５ ｍＬ / ｍｉｎꎬ空气 ４００ ｍＬ / ｍｉｎꎬ氢气

４０ ｍＬ / ｍｉｎꎮ　
脂肪酸绝对含量及相对含量计算公式如下:
ｙｉ ＝ ｗ ｉ / ｗｓꎬｘｉ ＝ ａｉ / ａｓ

ｙｉ ＝ ｋｘｉ ＋ ｂ(脂肪酸线性回归方程)
ｗ ｉ ＝ ｙｉ × ｗｓ ÷ ｍｉ

ì

î

í

ïï

ïï

ａｉ是脂肪酸的峰面积ꎻａｓ是内标(十七酸甲酯)
的峰面积ꎻｗ ｉ是脂肪酸的绝对含量ꎻｗｓ是内标的的绝

对含量ꎻｍｉ是种子干粉样品的质量ꎮ 每个时期的种

１９２
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子样品做 ３ 次生物学重复ꎬ使用 ＳＰＳＳ 软件计算平均

数和标准差ꎮ
１ ４　 干扰载体的构建及转化

通过重组 ＰＣＲ 技术将干扰片段ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、
ＢｎＦＡＴＢ 和干扰片段 ＦＡＤＢ 融合ꎬ连接 ｐＭＤ１８￣Ｔ 构建

ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＦＡＤＢ 载体并测序ꎬ载体构建过程中所用引

物见表 １ꎮ
载体构建过程如图 １ꎬ将 ＮａｐｉｎＡ 启动子和

ｐＦＧＣ５９４１ 载体经 ＥｃｏＲⅠ和 ＮｃｏⅠ酶切处理后连

接ꎬ构建 ｐＦＧＣ５９４１. ｎａｐ 载体ꎮ ｐＦＧＣ５９４１. ｎａｐ 和

ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＦＡＤＢ 质粒经 ＢａｍＨⅠ和 ＸｂａⅠ酶切处

理后ꎬ将切下的 ＦＡＤＢ￣插入 ｐＦＧＣ５９４１. ｎａｐ 构建

ｐＦＧＣ５９４１. ｎａｐ. ( ＦＡＤＢ￣) 载 体ꎬ 将 此 载 体 和

ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＦＡＤＢ 使用 ＮｃｏＩ 和 ＳｗａＩ 双酶切ꎬ然后将

ＦＡＤＢ ＋ 插入 ｐＦＧＣ５９４１. ｎａｐ. ( ＦＡＤＢ￣) 构建 ＰＦ￣
ＧＣ５９４１. ｎａｐ ( ＦＡＤＢ ± ) 干扰载体ꎮ 将构建好的

载体转入农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 中ꎬ以双低油菜中双 ９
号外植体为受体ꎬ进行基因转化[１３] ꎮ

表 １　 载体构建中用到的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

类别

Ｃａｔｅｇｒｙ
基因名称

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ
基因注释

Ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

储存蛋白

Ｓｔｏｒａｇｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｎａｐｉｎ Ｓｔｏｒａｇｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｎａｐｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｆ:５′ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＧＴＧＡＴＴＧＡＴ３′

Ｒ:５′ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＡＴＧＡＧＴＡＡＡＧＡＧＴＧＡＡＧＣＧＧＡＴＧＡＧＴ３′

去饱和酶

Ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ

ＦＡＤ２ Ｏｌｅａｔｅ
ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ

Ｒｅｃｏｍｂｉｅ￣ＦＡＤ２

ＦＡＤ３ Ｌｉｎｏｌｅａｔｅ
ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ

Ｒｅｃｏｍｂｉｅ￣ＦＡＤ３

Ｆ:５′ＧＧＣＧＣＧＣＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＴＣＣＣＴＣＧＣＴＣＴＴＴＣＴＣ３′

Ｒ:５′ＣＣＡＴＧＧＴＣＴＡＧＡＡＴＧＴＣＴＧＡＣＴＴＣＴＴＣＴＴＧＧ３′

Ｆ:５′ＡＴＴＡＴＣＴＴＴＧＴＡＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＡＣＧ３′

Ｒ:５′ＴＴＡＴＣＡＡＣＧＡＣＡＡＣＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＧＣＧＴＡＧＡＧＡＴＣＴＧＧＡＴＣＴＧＴＣＴＣＧＴＡ３′

硫酯酶

Ｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ
ＦＡＴＢ Ｐａｌｍｉｔｏｙｌ￣ＡＣＰ

ｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ
Ｒｅｃｏｍｂｉｅ￣ＦＡＴＢ Ｆ:５′ＣＴＣＧＴＡＣＧＣＡＧＧＴＴＧＴＣＧＴＴＧＡＴＡＡ３′

Ｒ:５′ＡＴＴＴＡＡＡＴＧＧＡＴＣＣＡＡＣＡＴＧＣＴＧＧＴＴＡＡＣＡＴＣＣＡＡＧＴＣＡ３′

图 １　 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因干扰载体构建示意图

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢｎＦＡＤ２ꎬＢｎＦＡＤ３ ａｎｄ ＢｎＦＡＴＢ ｇｅｎｅ ＲＮＡｉ ｖｅｃｔｏｒ

２　 结果与分析

２ １　 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因的表达分析

油菜种子从授粉到成熟约为 ４５ ｄ 左右ꎬ在 １０ ~
４０ ｄ 期间主要进行干物质合成与贮藏ꎻ在 ４０ ~ ４５ ｄ
期间种子经自身脱水干燥进入完熟期ꎮ 由于 １０ ~
４０ ｄ 是脂肪酸合成的主要时期ꎬ故将其分为 ７ 个阶

段(图 ２Ａ)ꎮ 在种子授粉后 １０ ~ ２５ｄ 期间ꎬ种子个

体、鲜重逐步增加ꎬ但始终保持着透明嫩绿的色泽ꎮ
在授粉后 ２５ ~ ４０ ｄ 期间ꎬ种子个体大小保持不变ꎬ
鲜重增速变缓ꎬ种子由嫩绿色转变为深绿色ꎬ说明此

时种子内部积累了大量的叶绿素ꎮ

选用 ＵＢＣ２１ 和 ＡＣＴ７ 作为双内参校正基因ꎬ测
定油菜种子成熟过程中 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ
基因表达变化ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ在种子授粉后 １０ ~
２５ ｄ 期间ꎬＦＡＤ２、ＦＡＴＢ 基因表达量较高ꎬＦＡＤ３ 基因

基本处于不表达状态ꎻ在 ２５ ~ ４０ ｄ 期间ꎬＢｎＦＡＤ２、
ＢｎＦＡＤ３ 基因表达量分别提增加了 １ ３ 倍和 ２ ３ 倍ꎬ
并始终保持高位表达态势ꎻ但 ＦＡＴＢ 基因表现呈现

下调趋势ꎮ 综上所述ꎬＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３ 基因表达

量伴随着种子发育程度的加深而不断增加ꎬ但

ＢｎＦＡＴＢ 基因不同于前者ꎬ其表达量下调后逐步趋

于稳定ꎮ 这一规律与在棕榈中果皮中基因表达结

果[１０]十分相似ꎮ

２９２



　 ２ 期 刘　 芳等:ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３ 和 ＢｎＦＡＴＢ 基因的共干扰对油菜种子脂肪酸组分的影响

(Ａ):油菜种子的不同发育时期ꎻ(Ｂ):不同发育时期种子中 ＦＡＤ２ 表达情况ꎻ
(Ｃ):不同发育时期种子中 ＦＡＤ３ 表达情况ꎻ(Ｄ):不同发育时期种子中 ＦＡＴＢ 表达情况

(Ａ):Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ. ｓｅｅｄꎬ(Ｂ):ＦＡＤ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｓｅｅｄꎬ
(Ｃ):ＦＡＤ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｓｅｅｄꎬＤ:ＦＡＴＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｓｅｅｄ

图 ２　 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３、ＦＡＴＢ 在油菜种子中的表达分析

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦＡＤ２ꎬ ＦＡＤ３ ａｎｄ ＦＡＴＢ ｉｎ ｒａｐｅ ｓｅｅｄ

２ ２　 脂肪酸积累模式分析

为了能够准确测定棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚
油酸、亚麻酸在油菜种子成熟过程中的合成积累

规律ꎬ降低气相色谱仪在试验过程中造成的误

差ꎮ 本研究以十七酸甲酯作为参照ꎬ采用气相色

谱内标法构建了 ５ 种主要的脂肪酸回归方程及

其线性浓度范围ꎮ 如表 ２ 所示ꎬ油菜种子中 ５ 种

主要的脂肪酸甲酯标准品的线性方程ꎬ其线性相

关性 均 较 好 ( ｒ≥０ ９９ ) ꎬ回 收 率 在 ９７ ９１％ ~
１００ ４５％ 之间ꎬ精密度试验效果好(标准偏差小

于 ２％ )ꎬ可用于油菜种子中衡量脂肪酸甲酯的测

定ꎮ

表 ２　 脂肪酸甲酯的线性回归方程

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ

标准品

Ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
线性回归方程

Ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
Ｒ２ 相关性

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ Ｒ２
线性范围(ｍｇ / ｍＬ)

Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｒａｎｇｅ
标准差(％ )

Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ
回收率(％ )

Ｒｅｃｏｖｅｒ

棕榈酸甲酯

Ｍｅｔｈｙｌ ｐａｌｍｉｔａｔｅ
ｙ ＝ ０ ８４６７ｘ － ０ ００５７ ０ ９９９６ ０ １ ~ ０ ９ ０ ３７ １００ ４５

硬脂酸甲酯

Ｍｅｔｈｙｌ ｓｔｅａｒａｔｅ
ｙ ＝ ０ ９８３２ｘ － ０ ００３ ０ ９９６３ ０ ０５ ~ ０ ４５ ０ １１ ９９ ６５

油酸甲酯

Ｍｅｔｈｙｌ ｏｌｅａｔｅ

ｙ ＝ １ １５８５ｘ ＋ ０ ００５１ ０ ９９８ ０ ０１６ ~ ０ １４４ ０ １１ ９９ ６７

ｙ ＝ １ ０８ｘ － ０ ０４８９ ０ ９９９４ １ ~ １０ １ ７５ ９８ ０９

亚油酸甲酯

Ｍｅｔｈｙｌ ｌｉｎｏｌｅａｔｅ
ｙ ＝ １ ０８５６ｘ － ０ ０５９２ ０ ９９８５ ０ ５ ~ ４ ５ ０ ７６ ９８ ９２

亚麻酸甲酯

Ｍｅｔｈｙｌ ｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ
ｙ ＝ １ １３９９ｘ ＋ ０ ００２５ ０ ９９７９ ０ ２０１ ~ １ ８０９ ０ ５２ ９７ ９１

３９２
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依据所得脂肪酸甲酯的线性回归方程ꎬ分析测

定中双 ９ 号油菜种子发育时期 ５ 种主要脂肪酸的合

成积累模式ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ油菜种子中 ５ 种主要脂

肪酸含量的积累明显分为 ２ 个阶段ꎮ 在 １０ ~ ２５ ｄ
期间ꎬ５ 种主要脂肪酸的含量均处于较低的水平ꎬ其
中含量最高的 ２ 种脂肪酸分别为亚油酸和亚麻酸ꎬ
其次是棕榈酸ꎬ油酸含量最低ꎮ 在 ２５ ~ ４０ ｄ 期间ꎬ５
种主要脂肪酸高效积累ꎬ并随着种子成熟度的加深

不断增加ꎬ且油酸积累速率远大于亚油酸的积累速

率ꎬ说明油酸已经作为贮备脂肪酸被大量组装至甘

油三酯(ＴＡＧ)中ꎬ油菜植株发育进入末期ꎮ
综上所述ꎬ油菜种子发育至 ２５ ~ ４０ ｄ 期间是脂

肪酸合成的主要时期ꎬＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基

因在该时期高效表达对油酸的积累合成有着重要影

响ꎮ 此时油菜植株发育已基本完成ꎬ抑制 ＢｎＦＡＤ２、
ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因表达ꎬ既可以改善油菜种子

中脂肪酸组分的结构ꎬ又能够减少对油菜经济性状

的消极影响ꎮ

Ｃ１６:０:棕榈酸ꎻＣ１８:０:硬脂酸ꎻＣ１８:１:油酸ꎻＣ１８:２:亚油酸ꎻＣ１８:３:亚麻酸

Ｃ１６:０:ＰａｌｍｉｓｉｃꎬＣ１８:０:ＳｔｅａｒｉｃꎬＣ１８:１:ＯｌｅｉｃꎬＣ１８:２:ＬｉｎｏｌｅｉｃꎬＣ１８:３:Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ

图 ３　 发育中种子脂肪酸组分积累模式

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＦＡＭＥ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｓｅｅｄ

２ ３　 ＲＮＡｉ 技术干扰 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ
基因结果分析

Ｎａｐｉｎ 启动子是种子特异性启动子[１４]ꎬ在种子

发育初期几乎不表达ꎬ但在油酯合成主要时期(如
油菜种子授粉后 ２０ ~ ４５ ｄ、拟南芥种子授粉后 ７ ~
１３ ｄ)高效表达[１５￣１６]ꎮ 为了抑制 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、
ＢｎＦＡＴＢ 基因在脂肪酸合成期的功能发挥ꎬ本研究选

用 Ｎａｐｉｎ 启动子ꎬ对发育种子中 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、
ＢｎＦＡＴＢ 基因进行 ＲＮＡｉ 干扰ꎮ ＲＮＡｉ￣ＦＡＤ２、ＦＡＤ３、

ＦＡＴＢ 载体借助农杆菌转化法导入野生型油菜中ꎮ
采用气象色谱法对其 Ｔ３ 转基因油菜的种子进行脂

肪酸 含 量 分 析 ( 表 ３ )ꎬ 结 果 显 示 油 酸 含 量 由

６６ ７６％提升至 ８２ ９８％ ꎬ棕榈酸、硬脂酸含量明显

降低ꎬ说明 ＦＡＴＢ 基因在油脂合成期的活性得到了

有效控制ꎻ亚油酸、亚麻酸含量有所减少ꎬ但其波动

幅度较大ꎬ可能是由于 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３ 基因在种

子油脂合成期间表达量较高ꎬＲＮＡｉ 干扰效率有限ꎬ
未能有效抑制 ２ 个基因功能活性ꎮ

表 ３　 ６ 个 Ｔ３ 转基因株系种子中脂肪酸组分分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ３ ｓｅｅｄｓ ｆｒｏｍ ｓｉｘ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ

株系

Ｌｉｎｅｓ
棕榈酸(％ )
Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ

硬脂酸(％ )
Ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ

油酸(％ )
Ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ

亚油酸(％ )
Ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ

亚麻酸(％ )
Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ

其他脂肪酸(％ )
Ｏｔｈｅｒ ａｃｉｄｓ

ＴＢ１１￣３ １ ７８ ± ０ １９ｃ １ １０ ± ０ ２１ｃ ７８ ３７ ± １ １６ｃ １２ ５１ ± ０ ６４ｃ ３ ３７ ± ０ ５６ｄ ２ ８８ ± ０ ４６ｂ

ＴＢ３４￣２ １ ５５ ± ０ １２ｃ １ ５３ ± ０ １２ｂｃ ７４ ５０ ± ０ ６５ｄ １４ ９３ ± ０ ３３ｂ ４ ５９ ± ０ ５３ｂｃ ２ ８３ ± ０ ８４ｂ

ＴＢ４１￣７ １ １６ ± ０ １１ｄ １ ５５ ± ０ ５１ｂｃ ７４ ６６ ± ０ ６７ｄ １３ ０９ ± ０ ９８ｃ ５ ４１ ± ０ ６３ｂ ２ ９２ ± ０ ６７ｂ

ＴＢ５１￣１１ １ ０９ ± ０ １２ｄ １ １８ ± ０ １７ｃ ８１ １９ ± ０ ２９ｂ ８ ０５ ± ０ １４ｄｅ ４ ６０ ± ０ １１ｂｃ ３ ８９ ± ０ ４５ａｂ

ＴＢ５４￣８ ２ ０６ ± ０ ２２ｂ １ ８８ ± ０ １２ｂ ７９ ３４ ± ０ ６３ｃ ８ ５９ ± ０ ２４ｄ ４ ４４ ± ０ １４ｃ ４ ４４ ± ０ ６７ａ

ＴＢ５５￣１７ １ ８３ ± ０ １３ｂｃ １ ５２ ± ０ １８ｂｃ ８２ ９８ ± ０ ３１ａ ７ ５５ ± ０ ３６ｅ ３ １７ ± ０ １６ｄ ３ ９３ ± ０ １８ａ

ＷＴ ３ １１ ± ０ １５ａ ２ ４３ ± ０ ４８ａ ６６ ７６ ± ０ ９５ｅ １８ ００ ± ０ ３５ａ ８ ２３ ± ０ ９６ａ １ ５１ ± ０ ４３ｃ

ＴＢ:Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓꎬＷＴ:Ｃｏｎｔｒｏｌ(ｚｈｏｎｇｓｈｕａｎｇ ９) . Ｅａｃｈ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ. Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤꎬａ Ｐ < ０ ０５ ｓｔａｔｉｓｔｉ￣
ｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
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采用 ｑＰＣＲ 检测转基因油菜种子中 ＢｎＦＡＤ２、
ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因的表达变化(图 ４)ꎮ 油菜授

粉后 ２０ ｄ 时ꎬ转基因油菜中 Ｎａｐｉｎ 启动子并未开始

对 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因进行 ＲＮＡｉ 干扰

抑制ꎬ因此ꎬ３ 个基因在野生型油菜与转基因油菜种

子中表达变化一致ꎮ
在油菜种子发育至 ２５ ~ ４０ ｄ 时ꎬ转基因油菜与

野生型油菜相比种子中 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ
基因表达量大幅下调ꎬ其中 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３ 基因

表达量下调幅度约为 ６０％ (图 ４)ꎮ

(Ａ) ＦＡＤ２ 表达情况ꎻ(Ｂ)ＦＡＤ３ 表达情况ꎻ(Ｃ)ＦＡＴＢ 表达情况

(Ａ) Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＤ２ꎬ(Ｂ) Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＤ３ꎬ(Ｃ) Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＴＢ

图 ４　 转基因与非转基因油菜中 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３、ＦＡＴＢ 基因的表达

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＤ２ꎬＦＡＤ３ ａｎｄ ＦＡＴＢ ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

２ ４　 脂肪酸合成路径中相关基因的表达调控分析

为了分析在油脂合成期进行 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、
ＢｎＦＡＴＢ 基因 ＲＮＡｉ 干扰抑制对种子中脂肪酸合成

通路的影响ꎬ本研究对参与脂肪酸合成及功能调控

的主要基因进行表达量检测ꎮ
在转基因油菜种子中共有 １０ 个基因表达上调

(图 ５)ꎮ 在质体脂肪酸合成路径中ꎬ ＷＲＩ１ 的主要

功能是调控脂肪酸合成酶基因表达ꎬ其表达量增加

可以促进种子细胞油脂含量增加ꎬ因此ꎬＷＲＩ１ 基因

表达量的提升可能是在转基因油菜 Ｔ２ 种子中含油

量均高于野生型的主要原因ꎮ 另外ꎬＫＡＳＩＩ、 ＳＡＤ、
ＦＡＴＡ 基因作为该路径中的主要基因ꎬ其表达量均显

著提升ꎮ 在内质网合成途径中ꎬ ＰＤＡＴ１、 ＤＧＡＴ１、
ＬＩＬ、ｂＺＩＰ６７、ＬＥＣ１、ＲＯＤ１ 基因表达量均有所上调ꎬ
但 ＬＰＣＡＴ 基因表达量下降ꎮ

３　 讨论

种子发育主要包含两个方面ꎬ一是种子的形态

建成ꎬ包含胚的大小等变化ꎻ二是种子成熟ꎬ包括种

子贮藏物质如油脂、糖类、蛋白质等物质的积累及种

子脱水等[１６￣１７]ꎮ
种子油脂形成的时间因植物的种类不同而存在

差异ꎬ在一些谷物种子中ꎬ例如燕麦种子ꎬ其油脂积累

发生在胚形态建成的早期阶段[１８]ꎬ然而在一些油料

种子中ꎬ如向日葵[１９￣２０]、拟南芥[１６￣１７] 和芝麻[２１]ꎬ其油

脂积累发生在胚胎形态建成的较晚阶段ꎮ 在油菜种

子中ꎬ其５ 种主要脂肪酸总量在开花后１０ ~２５ ｄ 期间

呈递减趋势ꎬ而在 ２５ ~４０ ｄ 期间呈现指数型增加ꎬ结合

种子发育形态分析ꎬ认为油菜种子在开花后 １０ ~ ２５ ｄ
为种子形态建成期ꎬ而 ２５ ~４０ ｄ 为种子油脂合成期ꎮ

油菜种子在形态建成期ꎬ亚油酸、亚麻酸含量较

高ꎬ这是由于亚油酸、亚麻酸是细胞膜系统的主要构

成元件ꎬ参与内质网、质体外膜、核膜等细胞器膜的形

成ꎬ如拟南芥叶片细胞中 ＰＣ￣Ｃ１８:２、ＰＣ￣１８:３ 含量分

别为 ３８ ８％和 ３２ １％ [１７]ꎻ同时亚麻酸是多种植物信

号分子的前体物质ꎬ参与种子发育的调控ꎮ 种子细胞

基于自身膜质构建的需要ꎬ会将质体内油酸经内

ＦＡＤ６、ＦＡＤ７、ＦＡＤ８ 酶去饱和作用ꎬ以便大量合成亚油

酸和亚麻酸ꎮ 但此时的亚油酸、亚麻酸均是以 ＰＧ、
ＭＧＤＧ、ＤＧＤＧ、ＳＱＤＧ 形式存在ꎬ不能直接参与到甘油

三酯的合成[２２]ꎮ 在油菜种子油脂合成期ꎬ油酸由质

体大量进入内质网ꎬ此时亚油酸、亚麻酸则借助于

ＦＡＤ２、ＦＡＤ３ 酶高效合成ꎻ且棕榈酸、硬脂酸在该时期

依赖于 ＦＡＴＢ 酶的去酰基化作用ꎬ由原核质体途径进入

真核内质网途径ꎬ共同参与甘油三酯的组装ꎮ 甘油三

酯作为能量和碳源的重要储存物质ꎬ其大量的积累代

表着植物器官的发育接近尾声ꎮ 因此ꎬ在油脂合成期

改善种子脂肪酸结构对油菜品种改良有着重要意义ꎮ
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(１)质体和内质网中脂肪酸合成的主要步骤示意图ꎻ(Ｂ)油脂合成相关基因的表达检测

ＦＡＳ:脂肪酸合成酶ꎻＣｏＡ:辅酶 ＡꎻＡＣＰ:酰基载体蛋白ꎻＤＡＧ:甘油二酯ꎻＰＣ:磷脂胆碱ꎻＬＰＣ:
溶血磷脂胆碱ꎻＴＡＧ:甘油三酯ꎻ :Ｐ < ０ ０５ꎻ :Ｐ < ０ ０１

(Ａ) Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｗｉｔｈ ｍａｊｏｒ ｓｔｅｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｔｉｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎬ(Ｂ)Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ
ＦＡＳ:Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＣｏＡ:Ｃｏｅｎｚｙｍｅ ＡꎬＡＣＰ:Ａｃｙｌ ｃａｒｒｉｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＤＡＧ:ＤｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌꎬＰＣ:Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｃｈｏｌｉｎｅꎬ

ＬＰＣ:ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅꎬＴＡＧ:ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ :Ｐ < ０ ０５ꎬ :Ｐ < ０ ０１

图 ５　 转基因油菜中脂肪酸合成路径中各基因表达情况

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

在棉花、大豆、油菜、拟南芥中ꎬ分别单独对

ＦＡＤ２、ＦＡＤ３、ＦＡＴＢ 基因进行 ＲＮＡｉ 干扰ꎬ均可有效

改善脂肪酸组分含量ꎮ 为了同时完成对多个基因表

达沉默ꎬＱ. Ｐｅｎｇ 等[１３]将 ＦＡＤ２ 和 ＦＡＥ１ 两个干扰片

段融合后构入干扰载体中ꎬ所得的转基因油菜具备

高油酸、低芥酸两种性状ꎮ 本研究借鉴类似的经验ꎬ
将 ＦＡＤ２、ＦＡＤ３、ＦＡＴＢ 基因 ＲＮＡｉ 干扰片段融合后ꎬ
共同导入至甘蓝型油菜中ꎬ期望抑制 Ｃ１６ 脂肪酸过

早的离开原核途径ꎬ促进其向油酸的转化ꎻ同时削弱

真核途径对油酸的去饱和作用ꎮ 在转基因油菜中ꎬ
棕榈酸、亚油酸、亚麻酸含量显著降低ꎬ且 ＢｎＦＡＤ２、
ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因的表达量均小于对照ꎬ这表

明 ＲＮＡｉ 共干扰能够同时抑制 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、
ＢｎＦＡＴＢ 基因表达活力ꎬ有利于提高种子中油酸所

占的比重ꎮ
ＬＥＣ１ 基因是调控植物种子脂肪酸合成的重要
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　 ２ 期 刘　 芳等:ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３ 和 ＢｎＦＡＴＢ 基因的共干扰对油菜种子脂肪酸组分的影响

转录因子ꎬ过表达 ＬＥＣ１ 基因可以提高种子中油脂

的含量[１５]ꎮ 在本研究中ꎬ经 ＲＮＡｉ 干扰后的转基因

油菜种子中ꎬＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３ 基因的表达量明显

降低ꎬ致使其所合成的亚麻酸含量较少ꎮ 这可能刺

激种子细胞为增加亚麻酸的含量而提升 ＬＥＣ１ 基因

的表达量ꎮ ＬＥＣ１ 基因的表达量增加可以进一步促

进其下游调控基因 ＷＲＩ１、 Ｌ１Ｌ、 ｂＺＩＰ６７ 的表达上

调[２３￣２４]ꎮ ＷＲＩ１ 是质体中调控脂肪酸合成的重要转

录因子ꎬ其表达量的提高可以促进糖类物质向脂肪

酸类物质的转化[２５]ꎻ同样ꎬＬ１Ｌ 基因表达量的提升

有助于种子含油量的增加ꎮ ＤＧＡＴ１ 基因是控制油

脂合成￣Ｋｅｎｎｅｙ 途径的关键基因ꎬ当 ＤＧＡＴ１ 和 ＷＲＩ１
基因同时表达上调时ꎬ种子的含油量和单不饱和脂

肪酸的含量明显增加[２６]ꎮ ＰＤＡＴ１ 基因的表达量提

升ꎬ可以促进 ＰＣ 中的脂肪酸酰基 ＤＡＧ 中转移ꎬ加
速 ＴＡＧ 的合成[２７]ꎮ

综上所述ꎬ油菜种子中脂肪酸的合成主要发生

于油脂合成期(即开花后 ２５ ~ ４０ ｄ)ꎬ在此期间单不

饱和脂肪酸及多不饱和脂肪酸大量合成积累ꎬ种子

最终的脂肪酸组分含量均是由这个时期所决定ꎮ
ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３ 基因在油脂合成期高效表达是造

成多不饱和脂肪酸积累的主要原因ꎮ 在种子油脂合

成期ꎬ对 ＢｎＦＡＤ２、ＢｎＦＡＤ３、ＢｎＦＡＴＢ 基因进行 ＲＮＡｉ
抑制后ꎬ可以显著提升种子中油酸的含量ꎮ
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