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　　摘要：Δ６－脂肪酸脱氢酶（Δ６ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，Ｄ６Ｄ）是不饱和脂肪酸合成途径中的限速酶。以高等植物千里光为材
料，通过构建全长ｃＤＮＡ文库克隆得到脂肪酸脱氢酶基因（Ｄ６Ｄ），明确了 Ｄ６Ｄ基因的氨基酸保守基元序列（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｍｏｔｉｆ，ＣＳＭ）对蛋白质功能结构域的决定作用。结果显示，千里光Ｄ６Ｄ基因由４６６个氨基酸残基组成；预测蛋
白分子量为５３．４０ｋｕ，理论等电点为８．４８；进化树和序列比对结果提示３个富含Ｈｉｓ的保守基元序列（ＨｉｓⅠ －片段、
ＨｉｓⅡ－片段、ＨｉｓⅢ－片段）在不同物种中表现出高度保守性；三维结构预测结果表明，Ｄ６Ｄ基因的保守结构域以及一
个类似于细胞色素（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ，ｃｙｔ）ｂ５的血红素结合区是形成底物结合部位和酶催化活性中心的结构基础。
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　　脂肪酸脱氢酶是多不饱和脂肪酸合成途径中的关键酶，
分为可溶性脱氢酶和膜结合脱氢酶，其中膜结合脱氢酶又可

分为羧基定向的脂肪酸脱氢酶（“ｆｒｏｎｄ－ｅｎｄ”脱氢酶）和甲基
定向的脂肪酸脱氢酶［１］。脂肪酸脱氢酶结构上都有３个保守
的组氨酸富集区，除此之外羧基定向的脱氢酶 Ｎ端还有１个
类似于细胞色素ｂ５Ｃｙｔｂ５的血红素结合区（ＨＰＧＧ）

［２－３］。

Δ６－脂肪酸脱氢酶（Ｄ６Ｄ）属于羧基定向的膜结合脱氢
酶，它以ＮＡＤＨ、细胞色素ｂ５氧化还原酶和细胞色素 ｂ５作为

电子供体催化甘油脂中的脂肪酸脱氢［４］。Δ６－脂肪酸脱氢
酶具有催化亚油酸、α－亚麻酸分别脱氢形成 γ亚麻酸和十
八碳四烯酸的功能［５］。

千里光（ＳｅｎｅｃｉｏｓｃａｎｄｅｎｓＢｕｃｈ．－Ｈａｍ．ｅｘＤ．ＤＯ）为菊
科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ），属多年生草本植物，它是中国传统中药之
一，具有清热解毒、明目、杀虫、保肝、凉血、驱风除湿、抗菌、抗

钩端螺旋体等诸多功效［６－７］。迄今为止，已经从蓝细菌［８］、黑

茶子［９］、深黄被孢菌［１０］、高山被孢菌［１１］、月见草［１２］、假狼紫

草［１３］、雅致枝霉［１４］、卷枝毛霉［１５］、少根根霉［１６］中克隆到

Δ６－脂肪酸脱氢酶。尽管Δ６－脂肪酸脱氢酶基因在微生物
和植物等不同物种中已有报道［１］，目前，关于Ｄ６Ｄ基因高级结
构和功能关系的研究尚少，该基因在菊科植物的相关研究也未

见报道。本研究率先开展药用植物千里光Δ６－脂肪酸脱氢酶
基因的功能研究，分析了该蛋白理化性质和保守基序对功能结

构域的决定作用，为深入了解高等植物多不饱和脂肪酸

（ＰＵＦＡｓ）合成的次生代谢途径和蛋白质组学研究提供依据。
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１　材料与方法

１．１　材料
试验材料千里光资源（ＳＣ－３６）系笔者所在课题组采自

贵州省遵义地区野生种。

１．２　方法
１．２．１　千里光全长ｃＤＮＡ文库的构建　按照ＲＮＡ提取试剂
盒说明提取千里光叶片组织的总 ＲＮＡ，采用 ＳＭＡＲＴ方法构
建了千里光的全长ｃＤＮＡ文库［１７］，随机挑选阳性克隆进行测

序（华大基因）。

１．２．２　Ｄ６Ｄ基因生物信息学的分析　依据测序结果，通过
ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ）的ＢＬＡＳＴ进行核
苷酸序列比对，并利用 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）分析开放阅读框；采用 ＥｘｐａｓｙＰｒｏｔ
Ｐａｒａｍ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋白质
的分子量、等电点和氨基酸组成；使用ＭＥＧＡ５．０软件邻接法
（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发生树；依据软件 ＤＮＡＭＡＮ进
行多物种氨基酸序列比对并确定蛋白质保守结构域；使用在

线工具ＳＯＰＭ（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏ
ｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍ．ｈｔｍｌ）对千里光Ｄ６Ｄ基因进行二级
结构分析；通过 ＮＣＢＩ数据库 ＧｅｎＢａｎｋ和 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ
分析蛋白质保守结构域；将氨基酸序列信息提交（Ｅｕｒｏｐｅａｎ
ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｓｂ－ｓｉｂ．ｃｈ），采用同源模

型服务软件 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ构建 Ｄ６Ｄ基因的 ３－Ｄ结
构［１７］，根据最小叠合法利用 Ｓｗｉｓｓ－ＰｄｂＶｉｅｗｅｒ软件对３－Ｄ
结构进行修正和叠合［１８］。

２　结果与分析

２．１　千里光Ｄ６Ｄ基因的理化性质
从表 １可以看出，该千里光 Ｄ６Ｄ基因的分子量为

５３．４０ｋｕ，理论等电点 ｐＩ为８．４８，不稳定系数为４２．９８，表明
该千里光Ｄ６Ｄ基因状态不稳定；脂溶指数为９０．５８；平均疏水
指数为０．０７８。该千里光Ｄ６Ｄ基因由２０种氨基酸组成，亮氨
酸含量较高，为１２．０％，不含脯氨酸和硒半胱氨酸；原子组成
为Ｃ２４６２Ｈ３６９４Ｎ６４０Ｏ６４Ｓ２５。

表１　脂肪酸脱氢酶一级结构预测结果

千里光Ｄ６Ｄ基因一级结构特征 预测结果

氨基酸数目（个） ４６６．００
分子量（ｋｕ） ５３．４０
等电点（ｐＩ） ８．４８
负电荷残基 ３５．００
正电荷残基 ４０．００
不稳定系数Ⅱ ４２．９８
脂溶指数 ９０．５８
平均疏水性 ０．０７８

２．２　Ｄ６Ｄ基因系统进化分析
利用ＭＥＧＡ５．０软件，选择ＮＪ法构建系统进化树（图１）。
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结果表明，Ｄ６Ｄ基因与钩柱花草（ＸＰ＿００３５８８９８４．１）、苜蓿
（ＡＢＵ９８９４５．１）处于同一进化分支上，表明它与二者亲缘关
系较近；与月见草（ＡＣＢ４７４８２．１）、野生大豆（ＫＨＮ０１２０８．１）
亲缘关系较远。

２．３　Ｄ６Ｄ基因的保守基序分析
根据Ｄ６Ｄ基因遗传进化树，选择包含千里光在内的５个

亲缘关系差异最大的物种进行序列比对。序列比对结果显

示，这５个亲缘关系差异最显著的物种表现出高度同源性，同
源性为７６．３１％。序列比对结果发现，３个富含组氨酸的保守
基元序列ＨｉｓⅠ－片段、ＨｉｓⅡ －片段、ＨｉｓⅢ －片段和 Ｎ端的
１个类似于细胞色素ｂ５（Ｃｙｔｂ５）的血红素结合区（ＨＰＧＧ）在不
同物种中表现出高度保守性（图２）。
２．４　Ｄ６Ｄ基因二级结构分析

使用在线工具 ＳＰＯＭ分别对这５个物种的 Ｄ６Ｄ基因进
行二级结构分析，结果表明，Ｄ６Ｄ基因的二级结构主要由
α－螺旋、β－转角、线性结构和自由卷曲等４种基本结构组
成（表２），其中不同物种的二级结构组成比例都十分相近，例
如α－螺旋的比例最高，自由卷曲的组成比例次之，β－转角
的含量最低。

　　结果表明，酶脱氢所共有的３个组氨酸保守区，分别在氨
基酸序列的１７２～１７６、２０９～２１３、３９５～４０２处。结合 Ｄ６Ｄ基
因保守基序形成的二级结构，结果发现，即使在亲缘关系相距

最远的５个物种中，无论是保守基序还是非保守基序所形成
的二级结构都非常相近（图３）。

表２　Ｄ６Ｄ二级结构组成比例

物种
比例（％）

α－螺旋 β－转角 线性结构 自由卷曲

千里光（ＳＣ－３６） ３７．７７ １１．５９ ２４．４６ ２６．１８
苜蓿（ＸＰ＿００３５８８９８４．１） ３５．５４ １１．９２ ２２．９６ ２９．５８
钩柱花草（ＡＢＵ９８９４５．１） ３３．１９ １２．０９ ２５．４９ ２９．２３
月见草（ＡＣＢ４７４８２．１） ３３．３３ ９．４０ ２６．１７ ３１．１０
野生大豆（ＫＨＮ０１２０８．１） ３７．７３ １０．２２ ２２．６７ ２９．７８

２．５　Ｄ６Ｄ基因的保守结构域与三维结构比对分析
利用Ｂｌａｓｔ搜索高等植物脂肪酸脱氢酶功能结构域，结果

表明，Ｄ６Ｄ是羧基定向的脂肪酸脱氢酶，它包含３个组氨酸
保守结构域，分别为ＨＸＸＸＨ、ＨＸＸ（Ｘ）ＨＨ、Ｈ／ＱＸＸ（Ｘ）ＨＨ，其Ｎ
端存在类似于细胞色素 ｂ５（Ｃｙｔｂ５）的血红素结合区（ＨＰＧＧ）
（图２），这也在 Ｄ６Ｄ结构域预测图中得到进一步证明（图
４）。三维结构结果表明，包括千里光在内的５个遗传差异最
为显著的物种中，Ｄ６Ｄ基因具有高度相似的三维结构。如图
５所示，在３－Ｄ结构中，Ｄ６Ｄ基因结构成分以 α－螺旋和自
由卷曲为主；３个组氨酸保守区以及类似于细胞色素 ｂ５
（Ｃｙｔｂ５）的血红素结合区（ＨＰＧＧ）是形成底物结合部位和酶
催化活性中心的结构基础。

３　结论与讨论

１９９３年，Ｒｅｄｄｙ等首先从１株产６，９，１２－十八碳三稀酸
的蓝细菌（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ．ＰＣＣ６８０３）中克隆得到 Δ６－脂肪
酸脱氢酶基因，并在Δ６－脂肪酸脱氢酶缺陷的蓝细菌（Ａｎａ
ｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０）中得到功能性表达［８］。这一科研成果为

后续脂肪酸脱氢酶的深入研究奠定了基础。目前，通过

ｃＤＮＡ文库筛选、ｃＤＮＡ文库随机测序和 ｃＤＮＡ末端扩增技术
（ＲＡＣＥ）等多种方法已经从动植物和真菌等不同生物中克隆
到Δ６－脂肪酸脱氢酶基因［１９］。本研究是基于提取并且纯化

千里光叶片 ｍＲＮＡ构建的全长 ｃＤＮＡ文库［２０］，表明 Ｄ６Ｄ基
因合成中产物对高等植物千里光有重要作用。目前，可以推

测Ｄ６Ｄ是决定千里光合成多不饱和脂肪酸的关键基因之一。
但由于大部分高等植物不能合成 Δ６位脱氢的脂肪酸，所以
Ｄ６Ｄ基因在高等植物中的具体作用机制还有待于进一步
研究。

研究证实，用蛋白质氨基酸序列所构建的遗传进化树分

支不仅可以反映物种间的亲缘关系，还可以作为蛋白功能相

关性评价的依据，这是因为植物在长期适应环境的进化过程

中，执行相关生理功能的基因因其重要的保护作用会表现得

相对保守［２１－２２］。本研究构建了 Ｄ６Ｄ基因的遗传进化树，选
择了与千里光亲缘关系差异较大的４个物种进行结构与功能
分析，发现其基元序列变异性较高，说明在代谢过程中可以有

其他代谢途径将Ｄ６Ｄ基因替代，同时，这种较高的变异性也
可以加速物种的进化，说明并不是所有生物体内都必须含有

Ｄ６Ｄ基因。
为准确分析基元序列特征，本研究选择与高等植物千里

光亲缘关系差异最为显著的４个物种，由此可见，该保守基序
是构成羧基定向的膜结合脱氢酶功能域的基本结构单位，通

过保守结构域的分析也证实了这一点。氨基酸序列分析发现

Ｄ６Ｄ的Ｎ端和Ｃ端部分缺乏明显的同源性，但中部序列相对
保守，含有３个极度保守的组氨酸富集区。Ｆｏｘ等提出，这３
个保守区可能参与酶活性中心位点的形成，这一点已经在二

价铁酶中得到验证［２３］。Ｄ６Ｄ基因除了有这３个组氨酸富集
区以外，在其Ｎ末端的１个类似Ｃｙｔｂ５的亚铁血红素结合区，
删除这段特殊序列区，或者对关键氨基酸位点进行突变，都会

导致酶功能的紊乱［２４］，同时根据其基元序列，发现 Ｄ６Ｄ基因
的保守基序以及ＨＰＧＧ血红素结合区氨基酸片段高度保守，
进一步证实Ｄ６Ｄ基因底物结合部位和酶催化活性中心的结
构基础是３个组氨酸保守结构域和１个类似于细胞色素 ｂ５
的结构域。除此之外，Δ６－脂肪酸脱氢酶还有２个特殊的组
氨酸Ｈ５３和Ｈ７６，它们在Δ６－脂肪酸脱氢酶中的位置和血红
素上的２个组氨酸在细胞色素中位置一致；推断这２个组氨
酸与血红素的稳定性有关；对 Ｈｉｓ５３ＨＰＧＧ５６序列进行预测，
发现脂肪酸脱氢酶存在 β－折叠，这样可以使 Ｈｉｓ５３更容易
结合于血红素上而发挥 Δ６－脂肪酸脱氢酶的活性［２０］，证明

其三维结构中存在β－折叠的重要性。本研究为进一步阐明
蛋白质结构和功能相关性，依据氨基酸的保守序列对结构蛋

白和功能蛋白进行３－Ｄ同源建模［２５－２６］。研究发现，Ｄ６Ｄ基
因保守结构域是以α－螺旋和β－转角相互作用形成的独立
结构，进一步折叠形成蛋白质的三级结构［２７］，是脂肪酸脱氢

酶底物结合位点和催化位点功能域的基本单位；千里光 Ｄ６Ｄ
基因所形成的高级结构相对较松散，表明Ｄ６Ｄ基因在形成四
级结构的过程中，须要结合更大官能团的辅酶或辅基，抑或可

为辅酶或辅基提供多个结合位点；意味着高等植物Ｄ６Ｄ基因
在催化多不饱和脂肪酸的反应过程中，有利于结合并且转运

较大基团的反应底物。
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