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　　摘要：Δ１２－脂肪酸去饱和酶基因ＦＡＤ２－１是控制种子中单不饱和脂肪酸油酸（Ｃ１８∶１）向多不饱和脂肪酸亚油
酸（Ｃ１８∶２）转化的关键基因，其表达水平决定植物油的营养价值与氧化稳定性。棉花ＧｈＦＡＤ２－１基因的深入研究有
利于采用脂肪酸代谢基因工程技术对棉仁中脂肪酸成分进行定向修饰和改造。采用同源克隆技术获得棉花品种新陆

早３３号的ＧｈＦＡＤ２－１基因，该基因编码区全长 １１５８ｂｐ，共编码３８５个氨基酸；生物信息学分析结果表明，ＧｈＦＡＤ２－
１基因序列具有１个典型的ＦＡＤ２结构域和１个 ＦＡＤ２－Ｎ端结构，其氨基酸序列与橄榄、芝麻、花生、油茶等作物的
ＦＡＤ２序列相似性较高，在７５％～７８％之间。利用ｑＲＴ－ＰＣＲ技术分析发现，ＧｈＦＡＤ２－１基因的表达量随着棉籽的发
育呈先升高后降低的趋势，开花后４０ｄ达到其表达峰值。使用气相色谱－质谱联用仪（ＧＣ－ＭＳ）测定其脂肪酸组成，
结果表明，开花后０～４０ｄ，Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２含量与ＧｈＦＡＤ２－１基因表达量变化趋势相反。
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　　棉花是世界上最重要的纤维作物，同时也是重要的油料
作物。棉籽脱壳后的棉仁中油脂含量为２５％～３９％［１］，是世

界上次于棕榈、大豆、油菜、油葵、花生的第六大植物油来源。

２０１６年我国棉籽产量约为 ６７７．５９万 ｔ，棉籽油的产量约为
１１０．００万ｔ，是我国主要食用植物油之一。

单不饱和脂肪酸油酸（Ｃ１８∶１）和多不饱和脂肪酸亚油
酸（Ｃ１８∶２）是植物油中的主要脂肪酸组分，这２种脂肪酸组
分含量在油料作物种子中的相对比例决定了食用油的营养价

值与氧化稳定性［２］。多不饱和脂肪酸亚油酸在贮藏过程中

易氧化变质，且多不饱和脂肪酸通过氢化作用可产生反式脂

肪酸及其异构体。反式脂肪酸会刺激身体合成胆固醇，过多

的胆固醇高于细胞代谢所需，导致胆固醇集聚在血管中，易引

发心血管疾病［３］。单不饱和脂肪酸能降低对人体健康有害

的低密度胆固醇（ＬＤＬ）水平，且其稳定性较高，富含 Ｃ１８∶１
的食用植物油可较长时间地保存，在高温烹调时不易氧化变

质［４］。因此，提高油酸的相对含量，增加食用植物油脂中油

酸含量与亚油酸含量的比值，是油料作物品质改良的重要

内容［５－８］。

在植物脂肪酸合成代谢过程中，Δ１２－脂肪酸去饱和酶
ＦＡＤ２是催化油酸脱氢生成亚油酸的关键酶，其编码基因
ＦＡＤ２的表达水平直接调控了植物中油酸与亚油酸的相对含
量与比例［９］。目前 ＦＡＤ２基因已从大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）、玉米

（Ｚｅａｍａｙｓ）、花 生 （Ａｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａ）、棉 花 （Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｈｉｒｓｕｔｕｍ）、油葵（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓａｎｎｕｕｓ）、油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）和
橄榄（Ｏｌｅａｅｕｒｏｐａｅａ）等多种植物中分离得到［１０－１５］。然而，目

前关于棉花、大豆、油菜、花生等作物种子特异表达 ＦＡＤ２－１
基因的调控机制却鲜有报道。研究种子 ＦＡＤ２－１基因的时
空表达调控模式以及脂肪酸组分形成的生理学机制，是有效

定向调控种子中油酸组分含量的前提。本研究于 ２０１６—
２０１７年在石河子大学棉花研究所和绿洲生态实验室进行试
验，以新疆石河子棉区栽培种新陆早３３号为材料，克隆其种
子脂肪酸去饱和酶基因ＧｈＦＡＤ２－１，并对该基因编码蛋白进
行序列分析；利用ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ＧｈＦＡＤ２－１在种子发育过
程中的表达情况；同时用气相色谱 －质谱联用仪（ＧＣ－ＭＳ）
分析种子发育过程中的脂肪酸组分，以期为进一步研究

ＧｈＦＡＤ２－１基因的调控机制、改良棉籽油的品质奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料、菌株、质粒及主要试剂
陆地棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ）品种新陆早３３号、大肠杆菌

菌株ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＸＬ１－Ｂｌｕｅ均由笔者所在实验室保存。
ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等购自宝生
物工程（大连）有限公司。普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒
（ＤＰ２０９）、植物总ＲＮＡ提取试剂盒（ＤＰ４３７，离心柱型）等购
自天根生化科技（北京）有限公司。第 １链反转录试剂盒
（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡ ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ）、克隆载体
ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙｖｅｃｔｏｒ和ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ
Ｔｉｍｅ）等购自宝日医生物技术（北京）有限公司（ＴａＫａＲａ）。
１．２　ＧｈＦＡＤ２－１基因的克隆

取新陆早３３号花后３５ｄ的棉花种子，去除外层软壳后，
将棉仁在研钵中用液氮冷激后快速研磨，将粉末快速装入
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ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ的离心管中，保证样品不溶解，并让液氮挥发，采
用植物总ＲＮＡ提取试剂盒（ＤＰ４３７，离心柱型）提取总 ＲＮＡ，
利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ将 １μｇ总
ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。利用已知的 ＦＡＤ２－１基因序列信息
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＨＱ２５９４１０．１），设计特异性引物，上游：５′－ＡＴＧＧＧ
ＴＧＣＣＧＧＴＧＧＴＡＧＧＡ－３′，下游：５′－ＴＴＡＧＡＡＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＴＡＣ
Ｃ－３′。特异性引物由北京六合华大基因科技有限公司合成。
以反转录总ＲＮＡ获得的ｃＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ
反应条件为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３５
个循环；７２℃１０ｍｉｎ。目标条带回收步骤按照普通琼脂糖凝
胶ＤＮＡ回收试剂盒（ＤＰ２０９）的说明书进行。利用克隆载体
连接试剂盒将回收片段连接到ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙｖｅｃｔｏｒ上，获得
ｐＧＥＭ－Ｔ－ＦＡＤ２－１。转化Ｅ．ｃｏｌｉＸＬ１－Ｂｌｕｅ，筛选抗氨苄青
霉素的菌落，并进行菌落ＰＣＲ鉴定和测序。
１．３　序列分析、比对与进化树的构建

使用ＤＮＡＭＡＮ软件将克隆获得的棉花ＦＡＤ２－１氨基酸
序列与其他主要油料作物的ＦＡＤ２－１氨基酸序列（分别来源
于ＧｅｎＢａｎｋ、ＥＭＢＬ、ＰＤＢ等）进行多序列比对。利用 ＭＥＧＡ
５．０软件，采用邻接法（１０００次重复）聚类分析构建系统进
化树。

１．４　不同发育时期棉籽ＧｈＦＡＤ２－１的ｑＲＴ－ＰＣＲ分析
分别采集开花后５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、

６０ｄ的棉铃，在室内用无菌的镊子剥去棉籽壳。采用植物总
ＲＮＡ提取试剂盒（ＤＰ４３７，离心柱型）提取总 ＲＮＡ，使用第１
链反转录试剂盒将 １μｇ总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。利用
ｑＲＴ－ＰＣＲ方法对 ＧｈＦＡＤ２－１基因在不同发育时期棉籽中
的表达水平进行差异分析。ｑＲＴ－ＰＣＲ在实时荧光定量 ＰＣＲ
仪ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０（Ｒｏｃｈｅ）上进行，内参基因为 ＵＢＩ，引物
为ＲＴＧｈＦＡＤ２－１Ｆ：５′－ＴＧＧＣＧＴＴＡＡＡＣＴＧＣＴＴＴＣＴ－３′和
ＲＴＧｈＦＡＤ２－１Ｒ：５′－ＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＴＧＣＴＴＧＡＴ－３′，反应体
系为１０μＬ：ＳＹＢＲＰｒｉｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引
物各０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３μＬ，ｃＤＮＡ模板１μＬ。每个样品设３次
重复，试验结果采用２－ΔΔＣＴ法［１６］分析。

１．５　棉籽脂肪酸组分的ＧＣ－ＭＳ分析
采用索氏提取法（石油醚法）［１７－１８］提取棉籽中的总油

脂。将种子在８０℃条件下烘干至恒质量，研磨后取１ｇ样粉
包入定量滤纸中，放入萃取瓶套筒内，加１３０ｍＬ石油醚（沸
点为３０～６０℃）浸泡８ｈ；使用Ｇｅｒｈａｒｄｔ（德国格哈特）索氏全
自动抽提仪提取棉籽总油脂。采用 ＫＯＨ－甲醇法对所提取
的油脂进行甲酯化：向提取的油脂中加入５ｍＬ正己烷，摇晃
均匀后向混合溶液中加入５ｍＬ０．４ｍｏｌ／ＬＫＯＨ－甲醇溶液，
然后将溶液转移至玻璃瓶中，在 ３７℃恒温摇床上振荡
３０ｍｉｎ，静置２０ｍｉｎ后取上清，备用。

使用ＧＣ－ＭＳＱＰ２０２０气相色谱 －质谱联用仪（岛津公
司）分析棉籽油脂肪酸组分。色谱柱为 ＨＰ－８８弹性石英毛
细管柱（长度：１００ｍ，膜厚：０．２０μｍ，内径：０．２５ｍｍ），采用程
序升温法升温：４０℃（２ｍｉｎ）→４℃／ｍｉｎ→２４０℃（１５ｍｉｎ），
柱箱温度为４０℃；进样口温度为２５０℃；分流比为１０∶１；载
气为Ｈｅ；吹扫流量为３ｍＬ／ｍｉｎ。质谱的离子源为电子轰击
电离（ＥＩ）源，离子源温度为２００℃，接口温度为２５０℃，溶剂
延迟１３ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　ＧｈＦＡＤ２－１基因的克隆
应用植物总ＲＮＡ提取试剂盒（ＤＰ４３７，离心柱型）提取获

得高质量的棉籽总 ＲＮＡ（图１）；采用第 １链反转录试剂盒
（ＴａＫａＲａ）将总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。对新陆早 ３３号的
ｃＤＮＡ进行扩增时，在１１００ｂｐ左右出现目标条带（图２）。取
３个阳性克隆进行测序，结果（图 ３）表明，该 ｃＤＮＡ全长为
１１５８ｂｐ，为一个完整的基因编码区。

２．２　ＧｈＦＡＤ２－１基因编码蛋白氨基酸序列比较与分析
对获得的 ＧｈＦＡＤ２－１基因序列进行分析，结果表明，基

因编码区全长１１５８ｂｐ，共编码３８５个氨基酸（图３）。利用在
线分析平台 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）分析该基因编码蛋白的基本理化性质，
结果表明，ＧｈＦＡＤ２－１编码的蛋白分子式为 Ｃ３５５５Ｈ５９５４Ｎ１１５８
Ｏ１４９９Ｓ２９５，分子量为９８．３６０９４ｋｕ。预测蛋白的等电点是５．０１，
脂肪指数为２２．８０，蛋白疏水性预测平均值为０．７５２，属于疏水
性蛋白。使用ＳＯＰＭＡ软件对ＧｈＦＡＤ２－１的二级结构进行分
析预测，结果表明，该蛋白主要由α－螺旋、β－片层、β－转角
及无规则卷曲等组成，其中 α－螺旋包含１６０个氨基酸，占
４１５６％；β－片层包含８３个氨基酸，占２１．５６％；β－转角包含
３６个氨基酸，占９．３５％；无规则卷曲包含１０６个氨基酸，约占
２７．５３％，说明α－螺旋是二级结构中的主要组成部分。

进一步利用 ＥＭＢＬ－ＥＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／
ｉｎｔｅｒｐｒｏ／ｓｅａｒｃｈ／ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｓｅａｒｃｈ）在线分析工具，结合 ＮＣＢＩ
中ＢｌａｓｔＰ比对，对该基因编码的氨基酸序列进行蛋白保守结
构域分析，结果（图４）发现，ＧｈＦＡＤ２－１蛋白具有１个典型
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的ＦＡＤ２结构域（在生物体的细胞内维持细胞膜的结构和功
能）和１个ＦＡＤ２－Ｎ端结构（具有氧化还原酶活性，作用于
成对的供体，氧化成对的供体，导致１分子氧还原为２分子
水），表明ＧｈＦＡＤ２－１基因属于典型的ＦＡＤ２基因家族成员。

　　为了解棉花ＧｈＦＡＤ２－１与其他油料作物ＦＡＤ２－１蛋白
的亲缘关系，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件和 ＭＥＧＡ６．０软件对
ＧｈＦＡＤ２－１氨基酸序列与 ＮＣＢＩ上公布的主要油料植物
ＦＡＤ２－１蛋白进行多重比较。结果（图５）表明，本研究从新
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陆早３３号中克隆的陆地棉 ＧｈＦＡＤ２－１编码蛋白与花生、油
菜、油茶、大豆、油葵、橄榄、芝麻等油料作物ＦＡＤ２－１蛋白的
一致性分别为７５％、６０％、７５％、７６％、６４％、７８％、７７％，且一
致性主要集中在ＦＡＤ２结构域部分。
　　基于棉花ＧｈＦＡＤ２－１与其他油料植物 ＦＡＤ２－１基因编

码蛋白序列构建进化树，采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ）进行
聚类分析，结果（图 ６）表明，棉花 ＧｈＦＡＤ２－１与花生
ＡｈＦＡＤ２－１、大豆ＧｍＦＡＤ２－１基因属于同一个进化分支，与
油葵、芝麻等作物的 ＦＡＤ２－１基因遗传距离相对较远，同源
性相对较低。

２．３　ＧｈＦＡＤ２－１表达水平与油酸含量／亚油酸含量的相
关性

为了解ＧｈＦＡＤ２－１表达水平与油酸／亚油酸含量比的相
关性，本研究分别取开花后５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、
５５、６０ｄ共１２个不同发育时期的棉籽样品进行分析。由于发
育早期棉籽体积快速增加，但水分含量高，因此棉籽发育早期

取样量较大。为减少试验误差，所取棉铃统一位于第３果枝。
采用ＧＣ－ＭＳ对棉籽发育过程中的各脂肪酸组分进行分析，
结果（表１）表明，棉籽中最主要脂肪酸成分为单不饱和脂肪
酸油酸和多不饱和脂肪酸亚油酸。

表１　不同发育时期棉籽中Ｃ１８∶１与Ｃ１８∶２的相对含量

开花后时间

（ｄ）
Ｃ１８∶１含量
（％）

Ｃ１８∶２含量
（％）

Ｃ１８∶１含量／
Ｃ１８∶２含量

５ ２４．７７ ３０．０１ ０．８３
１０ ２１．４７ ２６．２５ ０．８２
１５ １４．５４ ２３．１５ ０．６３
２０ １１．９７ ３４．０７ ０．３５
２５ １３．４３ ４９．１４ ０．２７
３０ １３．１６ ５３．０７ ０．２５
３５ １１．５３ ５９．７５ ０．１９
４０ １０．１９ ６０．９６ ０．１７
４５ １３．１４ ５８．７３ ０．２２
５０ １３．４４ ５９．３９ ０．２３
５５ １３．６０ ５９．００ ０．２３
６０ １５．７５ ５９．９３ ０．２６

　　为了解ＧｈＦＡＤ２－１在棉籽发育过程中的时空表达特性，
利用ｑＲＴ－ＰＣＲ技术对 ＧｈＦＡＤ２－１基因在不同发育时期棉

籽中的表达水平进行分析。结果（图７）表明，ＧｈＦＡＤ２－１在
棉籽发育早期表达量较低；随着棉籽的发育，ＧｈＦＡＤ２－１表
达量逐渐升高，在开花后４０ｄ表达量达到峰值，随着棉籽成
熟度的继续增加表达量下降，表明ＧｈＦＡＤ２－１基因可能在棉
籽发育过程中发挥着重要的作用。

　　在本试验中，Ｃ１８∶１、Ｃ１８∶２含量总计占脂肪酸总量的
３７．６９％～７５．６８％，对棉籽发育过程中 Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２
含量的值进行分析，结果（图７）表明，在棉籽发育早期该比值
随着棉籽的发育逐渐减小，到开花后４０ｄ减小至最低值，为
０．１７。之后，Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２含量的值略有上升但总体
变幅较小。棉籽发育初期 ＧｈＦＡＤ２－１基因表达量在逐渐升
高的同时，Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２含量的值减小，至开花后
４０ｄ时，ＧｈＦＡＤ２－１基因表达量达到峰值的同时，Ｃ１８∶１含
量／Ｃ１８∶２含量的值减小到最小值；棉籽发育后期，
ＧｈＦＡＤ２－１基因表达量降低而 Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２含量的
值则呈现上升趋势。总体来说，在棉籽发育过程中Ｃ１８∶１含
量／Ｃ１８∶２含量的值与 ＧｈＦＡＤ２－１基因的表达量呈负相关
关系。

３　讨论

ＦＡＤ２是位于植物细胞内质网与质体膜上的膜蛋白［１９］，

其功能是催化含有１个不饱和键的脂肪酸油酸（Ｃ１８∶１）碳
链脱氢，在其第１２位碳原子上引入１个双键，从而形成含有
２个双键的多不饱和脂肪酸亚油酸（Ｃ１８∶２）［２０］。ＦＡＤ２基因
是控制油酸向亚油酸转化的关键酶基因，其表达水平对细胞

中多不饱和脂肪酸的含量与比例起着重要的调控作用［２１］。
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ＦＡＤ２－１是在种子中特异高效表达的 ＦＡＤ２基因，对调控植
物油中脂肪酸组分有重要作用［２２］。本研究从新陆早３３号中
克隆了ＧｈＦＡＤ２－１基因，对该基因编码的氨基酸序列进行蛋
白保守结构域分析，结果发现，ＧｈＦＡＤ２－１基因具有１个典
型的ＦＡＤ２结构域和１个ＦＡＤ２－Ｎ端结构，ＧｈＦＡＤ２－１基因
属于典型的ＦＡＤ２基因家族成员，多序列比对发现，不同油料
植物ＦＡＤ２－１同源性主要集中在ＦＡＤ２结构域，而 ＦＡＤ２－Ｎ
端结构差异较大。

脂肪酸组分的组成及相对比例是决定食用油品质的重要

因素。棉籽脂肪酸的种类、总量、相对比例在不同品种之间是

不同的［２３］。Ｃ１８∶１和 Ｃ１８∶２是组成棉籽脂肪酸的最主要
成分，棉籽油的品质在很大程度上取决于 Ｃ１８∶１、Ｃ１８∶２的
含量以及 Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２含量的值。本研究气相色
谱－质谱分析结果表明，陆地棉新陆早３３号棉籽脂肪酸不
同组分的含量在棉籽发育过程中并非恒定不变，而是随着棉

籽发育呈现动态变化。结合 ｑＲＴ－ＰＣＲ分析结果来看，
Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２含量的值总体上与 ＧｈＦＡＤ２－１基因表
达量呈高度负相关关系。ＧｈＦＡＤ２－１在棉籽发育早期表达
量逐渐增加，编码的 ＦＡＤ２－１促进 Ｃ１８∶１向 Ｃ１８∶２转化，
Ｃ１８∶２在总脂肪酸中的相对含量呈增长趋势，而同时
Ｃ１８∶１含量相应减少，即 Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２含量的值逐
渐减小。而在棉籽发育的后期，ＧｈＦＡＤ２－１基因表达量降
低，Ｃ１８∶１含量／Ｃ１８∶２含量的值稍有增加，但随着棉籽的
逐渐成熟，棉籽中 Ｃ１８∶１和 Ｃ１８∶２的积累量减少，Ｃ１８∶１
含量／Ｃ１８∶２含量的值趋于平稳。综上所述，ＧｈＦＡＤ２－１基
因在棉籽发育过程中对Ｃ１８∶１含量和Ｃ１８∶２合成发挥着重
要的调控作用。本研究克隆获得棉花的ＧｈＦＡＤ２－１基因，并
对其在不同发育时期棉籽中的表达水平与 Ｃ１８∶１含量／
Ｃ１８∶２含量的相关性进行分析，可为进一步在分子水平上研
究ＧｈＦＡＤ２－１的表达与调控机制以及棉籽油的品质改良奠
定基础。
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