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摘要: 对十字花科(Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ)中具代表性的高、低芥酸植物的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因进行扩增ꎬ并对其编码的氨基酸

序列进行序列比对ꎻ基于 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列构建遗传关系树ꎻ将具有代表性的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因在酵母中进

行转化ꎬ比较不同植物来源的该基因调控芥酸合成能力的差异ꎮ 结果显示:十字花科高、低芥酸植物 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ
基因编码的氨基酸序列主要有 Ａ 和 Ｂ ２ 种类型ꎬ其对应的编码区全长分别约为 １ ４６１ 和 １ ３８９ ｂｐꎬ且 Ｂ 类型的氨基酸

序列仅出现在高芥酸植物中ꎻ比较氨基酸序列的变异位点发现ꎬ高、低芥酸植物中共存在 １５０ 个变异位点ꎬ高芥酸

植物中第 ３２０ 位的氨基酸为赖氨酸(Ｋ)ꎬ低芥酸植物中该位点为苏氨酸(Ｔ)ꎮ 遗传关系树显示:１２ 种芥酸植物可聚

为Ⅰ和Ⅱ２ 个分支ꎬ大部分高芥酸植物的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列聚在分支Ⅰꎻ高芥酸植物银扇草(Ｌｕｎａｒｉａ ａｎｎｕａ
Ｌｉｎｎ.)以及低芥酸植物涩荠〔Ｍａｌｃｏｌｍｉａ ａｆｒｉｃａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.〕、鸟头荠〔Ｅｕｃｌｉｄｉｕｍ ｓｙｒｉａｃｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.〕和四齿

芥〔Ｔｅｔｒａｃｍｅ ｑｕａｄｒｉｃｏｒｎｉｓ (Ｓｔｅｐｈａｎ) Ｂｕｎｇｅ〕的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列聚在分支Ⅱꎮ 酵母转化实验结果显示:蔓菁

(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌｉｎｎ.)和洋基芥(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｔｏｕｒｎｅｆｏｒｔｉｉ Ｇｏｕａｎ)的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因转酵母产物中检测到了芥酸ꎬ涩荠、
鸟头荠、四齿芥和银扇草的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因转酵母产物中均未检测到芥酸ꎬ说明只有部分十字花科植物的 ＦＡＥ１－
ｃｌｏｓｅｓｔ 基因与芥酸合成相关ꎮ 综上所述ꎬ低芥酸植物来源的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因均不能合成芥酸ꎬ部分高芥酸植物来

源的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因能合成芥酸ꎬ不同十字花科植物中的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因在芥酸合成过程中发挥作用的程度

不同ꎻＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因是否为芥酸合成过程中的主效基因ꎬ有待进一步验证ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｆｏｒ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ
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ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄꎻ ａ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＡＥ１￣
ｃｌｏｓｅｓｔꎻ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ｙｅａｓｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｂｉｌｉｔｙ ａｍｏｎｇ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
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ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ
Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ ｈａｖｅ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｎａｍｅｌｙ Ａ ａｎｄ Ｂꎬ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｒｅ
ａｂｏｕｔ １ ４６１ ａｎｄ １ ３８９ ｂｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｂ ｔｙｐｅ ｏｎｌｙ ａｐｐｅａｒ ｉｎ ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ
ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓꎻ ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ １５０ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
ｉｎ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｔｏｔａｌꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ３２０ｔｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｎ ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｉｓ ｌｙｓｉｎｅ
(Ｋ)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｉｎ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｉｓ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ (Ｔ). Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ １２ ｅｒｕｃｉｃ
ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｃｌａｄｅｓ ｎａｍｅｌｙ Ⅰ ａｎｄ Ⅱꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＡＥ１￣
ｃｌｏｓｅｓｔ ｏｆ ｍｏｓｔ ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ａｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｃｌａｄｅ Ⅰꎻ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ Ｌｕｎａｒｉａ
ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ Ｍａｌｃｏｌｍｉａ ａｆｒｉｃａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.ꎬ Ｅｕｃｌｉｄｉｕｍ ｓｙｒｉａｃｕｍ (Ｌｉｎｎ.)
Ｒ. Ｂｒ.ꎬ ａｎｄ Ｔｅｔｒａｃｍｅ ｑｕａｄｒｉｃｏｒｎｉｓ (Ｓｔｅｐｈａｎ) Ｂｕｎｇｅ ａｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｃｌａｄｅ Ⅱ. Ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｃａｎ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ
ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｔｏｕｒｎｅｆｏｒｔｉｉ Ｇｏｕａｎꎬ ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ
ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｍ. ａｆｒｉｃａｎａꎬ Ｅ. ｓｙｒｉａｃｕｍꎬ Ｔ. ｑｕａｄｒｉｃｏｒｎｉｓꎬ ａｎｄ Ｌ. ａｎｎｕａꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｏｎｌｙ
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ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ａｌｌ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｃａｎｎｏｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄꎬ ａｎｄ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ
ｆｒｏｍ ｓｏｍｅ ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｃａｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄꎻ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ ｐｌａｎｔｓ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ｗｈｅｔｈｅｒ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅ
ｉｓ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｇｅｎｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｎｅｅｄｓ ｔｏ ｂｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖｅｒｉｆｉｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅꎻ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄꎻ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅꎻ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 芥酸( ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄꎬ Ｃ２２:１) 是存在于十字花科

(Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ)植物种子中的特有长链脂肪酸[１]ꎬ具
有重要的工业生产价值ꎬ广泛应用于油漆、塑料、化妆

品和医药等行业ꎬ被称为“２１ 世纪的原料”ꎮ 但由于

芥酸是十字花科油料作物中的抗营养成分ꎬ因此在育

种中多选择低芥酸种质ꎬ从而导致对于芥酸合成相关

基因的研究较少ꎬ不利于芥酸工业化应用的开展ꎮ
芥酸由脂肪酸延长酶(ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｅｌｏｎｇａｓｅ)复合体

催化合成ꎬ其中 ３－酮脂酰－ＣｏＡ 合酶(３￣ｋｅｔｏａｃｙｌ￣ＣｏＡ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＫＣＳ)是脂肪酸延长反应的限速酶[２－３]ꎬ编码

该酶的基因家族被命名为 ＫＣＳ 基因家族ꎮ ＫＣＳ 基因

家族在进化过程中ꎬ随着多次复制和不同复制拷贝上

变异的积累ꎬ其家族中的各个成员也相应地发生了序

列的变异ꎬ从而在功能上产生差异[４－８]ꎮ
前期的研究结果显示:ＫＣＳ 基因家族中有 ７ 个成

员为十字花科植物特有[３]ꎬ包括 ＦＡＥ１ － ｃｌｏｓｅｓｔ 和

ＦＡＥ１ 等基因ꎬ其中 ＦＡＥ１ 基因是惟一一个被实验验

证参 与 调 控 芥 酸 合 成 的 ＫＣＳ 基 因ꎮ 如 拟 南 芥

〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕 ｆａｅ１ 突变体种

子中芥酸含量大幅度降低[９－１１]ꎮ 除十字花科植物外ꎬ
在旱金莲科(Ｔｒｏｐａｅｏｌａｃｅａｅ)旱金莲(Ｔｒｏｐａｅｏｌｕｍ ｍａｊｕｓ
Ｌｉｎｎ.) 和 油 蜡 树 科 ( Ｓｉｍｍｏｎｄｓｉａｃｅａｅ ) 油 蜡 树

〔Ｓｉｍｍｏｎｄｓｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｋ) Ｃ. Ｋ. Ｓｃｈｎｅｉｄ.〕中各发

现了 １ 个具有调控芥酸合成的功能 ＫＣＳ 基因ꎬ虽然

该基因也被命名为 ＦＡＥ１ꎬ但其在进化上与十字花科

的 ＦＡＥ１ 基因是旁系同源基因ꎬ属于 ＫＣＳ 基因家族中

的不同成员[１２]ꎬ这暗示了 ＫＣＳ 基因家族中其他成员

也可能具有调控芥酸合成的能力ꎬ也暗示了十字花科

存在其他调控芥酸合成的 ＫＣＳ 基因的可能性ꎮ
ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因在 ７ 个基因中与 ＦＡＥ１ 基因同

源性最高ꎬ其在模式植物拟南芥中发生了丢失ꎬ因此

在以往的研究中被忽视ꎮ 本研究推测 ＦＡＥ１－ ｃｌｏｓｅｓｔ
基因可能也具有调控芥酸合成的能力ꎮ 基于上述推

测ꎬ本研究选择十字花科中具代表性的高、低芥酸植

物ꎬ对其 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因进行扩增ꎬ并对其编码的

氨基酸序列进行序列比对ꎬ分析不同植物 ＦＡＥ１ －
ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列差异ꎻ并基于构建的遗传关系树选

择具有代表性的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因在酵母中进行转

化ꎬ比较不同植物来源的该基因调控芥酸合成能力的

差异ꎬ以期为芥酸的应用提供更多的基因源ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

根据课题组前期测定的结果[１３]ꎬ选择十字花科

植物中高芥酸(芥酸含量高于 ４０％)植物 ９ 种和低芥

酸(芥酸含量低于 ３％)植物 ３ 种(包含 １ 种零芥酸植

物)ꎬ材料基本信息见表 １ꎮ 上述材料均保存于江苏

省中国科学院植物研究所ꎬ并由江苏省中国科学院植

物研究所杭悦宇研究员鉴定ꎮ

６４



第 ３ 期 王　 月ꎬ 等: 十字花科植物芥酸合成基因 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 的克隆及功能分析

表 １　 供试 １２ 个十字花科材料的基本信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １２ ｔｅｓｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ

属
Ｇｅｎｕｓ

种类
Ｓｐｅｃｉｅｓ

芥酸含量 / ％
Ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

类型
Ｔｙｐｅ

来源地
Ｏｒｉｇｉｎ

芸薹属 Ｂｒａｓｓｉｃａ 洋基芥 Ｂ. ｔｏｕｒｎｅｆｏｒｔｉｉ ４８.０８ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 美国 Ａｍｅｒｉｃａ
蔓菁 Ｂ. ｒａｐａ ４８.３２ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 美国 Ａｍｅｒｉｃａ
花椰菜 Ｂ. ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｂｏｔｒｙｔｉｓ ４８.０３ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 美国 Ａｍｅｒｉｃａ
擘蓝 Ｂ. ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｇｏｎｇｙｌｏｄｅｓ ４７.９４ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 美国 Ａｍｅｒｉｃａ
蔓菁甘蓝 Ｂ. ｎａｐｕｓ ｖａｒ. ｎａｐｏｂｒａｓｓｉｃａ ４６.４１ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 美国 Ａｍｅｒｉｃａ
白花甘蓝 Ｂ. ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ａｌｂｉｆｌｏｒａ ４５.８１ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 美国 Ａｍｅｒｉｃａ
抱子甘蓝 Ｂ. ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｇｅｍｍｉｆｅｒａ ４４.００ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 美国 Ａｍｅｒｉｃａ
欧洲油菜 Ｂ. ｎａｐｕｓ ４９.００ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 美国 Ａｍｅｒｉｃａ

银扇草属 Ｌｕｎａｒｉａ 银扇草 Ｌ. ａｎｎｕａ ４４.９６ 高芥酸植物 Ｈｉｇｈ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 瑞士 Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ
鸟头荠属 Ｅｕｃｌｉｄｉｕｍ 鸟头荠 Ｅ. ｓｙｒｉａｃｕｍ ０.６２ 低芥酸植物 Ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 中国 Ｃｈｉｎａ
四齿芥属 Ｔｅｔｒａｃｍｅ 四齿芥 Ｔ. ｑｕａｄｒｉｃｏｒｎｉｓ ０.２５ 低芥酸植物 Ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 中国 Ｃｈｉｎａ
涩荠属 Ｍａｌｃｏｌｍｉａ 涩荠 Ｍ. ａｆｒｉｃａｎａ ０.００ 低芥酸植物 Ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔ 中国 Ｃｈｉｎａ

１.２　 方法

１.２.１ 　 植物 ＤＮＡ 提取 　 将上述 １２ 个材料在温室

(１５ ℃ ~２０ ℃)中进行种子萌发ꎬ种植在装有营养土

〔ｐＨ ６.０ꎬ品氏托普园艺(上海)有限公司〕的培养盆

(直径 １０ ｃｍ、高 ８ ｃｍ)中ꎬ每盆播种 １０ 粒种子ꎬ每种

材料种植 ３ 盆ꎮ 培养 ３０ ｄ 后ꎬ每盆随机取 １００ ｍｇ 真

叶ꎬ采用 ＣＴＡＢ 法[１４] 提取叶片 ＤＮＡꎮ 使用质量体积

分数 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 样品的浓度和纯

度ꎬ将 ＤＮＡ 样品保存于－２０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.２. ２ 　 基因扩增 　 结合基因保守区ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因 ＰＣＲ 扩增的简

并引物(ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ －Ｆ:５′－ＣＴＴＶＴＴＴＡＣＴＡＹＹＡＣＣ
ＴＣＡＴＷＷＣＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡ－３′ꎻＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ －Ｒ:５′ －
ＣＧＧＧＴＡＹＴＴＲＫＣＡＡＹＲＣＡＡＴＧＴＴＣ－３′)ꎬ引物由南京

锐真生物科技有限公司合成ꎮ 使用高保真 Ｔａｑ 酶(南
京诺唯赞生物科技股份有限公司)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
扩增体系总体积为 ２５.０ μＬꎬ包括 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０.５ μＬꎬ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ
１２.５ μＬꎬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ( １０ ｍｍｏｌ  Ｌ－１ ｅａｃｈ) ０. ５ μＬꎬ
１０ μｍｏｌＬ－１上游和下游引物各 ０.８ μＬꎬＤＮＡ 模板

１.０ μＬꎬ加双蒸水补足至 ２５. ０ μＬꎮ 扩增程序为:
９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ５５ ℃退火 １５ ｓꎬ
７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎꎮ
扩增产物使用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒(离心柱

型)(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)对扩增产

物进行回收ꎮ ＴＡ 克隆后送北京擎科生物科技有限公

司测序ꎬ确定扩增产物的准确性ꎮ
１.２.３　 遗传关系树构建 　 使用 Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ ４.５ 程序

(美国 Ｇｅｎｅ Ｃｏｄｅｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 公司)对测序返回的序

列进行拼接和编辑ꎮ 组装参数(ａｓｓｅｍｂｌｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒ)
设置为 ８５％~９５％ꎬ如果组装成了 ｎ 个 ｃｏｎｔｉｇ(ｎ≥２)ꎬ
则说明该种植物 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因可能存在多个拷

贝ꎮ 拼接完成后ꎬ使用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件进行序列比对

分析ꎮ 在默认参数下ꎬ以涩荠 〔Ｍａｌｃｏｌｍｉａ ａｆｒｉｃａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.〕的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列为参考

序列ꎬ将氨基酸序列使用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件进行多重比

对排序ꎬ并进行校正ꎮ
使用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件ꎬ采用 ＭＬ 法构建系统进化

树ꎬ同时采用自举法对进化树内各分支节点进行 ５００
次重复检验ꎬ计算各节点的支持率ꎬ完成 ＭＬ 遗传关

系树的构建ꎮ
１.２.４　 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因的酵母转化 　 以本实验室

保存的 ｐＹＥＳ２ / ＮＴ Ｃ 为载体骨架ꎬ在基因两端设计添

加相应酶切位点的引物ꎮ 以上述扩增产物为模板ꎬ按
照上述 １.２.２ 中的扩增体系和程序进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ经
过 ＴＡ 克隆获得中间载体ꎬ经过酶切、连接的方式获

得带有目的基因的 ｐＹＥＳ２ / ＮＴ Ｃ 表达载体ꎮ 酵母转

化参照文献[１５]中的方法进行ꎬ以 ｐＹＥＳ２ / ＮＴ Ｃ 空载

体作为阴性对照ꎬ将上述构建好的载体转化到本实验

室保存的酵母菌株 ＩｎｖＳｃ１ 中ꎬ于 ２８ ℃ 条件下培养

２~３ ｄꎬ挑取酵母转化后获得的阳性克隆ꎬ接种到含

有质量体积分数 ２％葡萄糖的 ＳＣ－Ｕｒａ 液体培养基

(ｐＨ ５.９ꎬ北京泛基诺科技有限公司)中ꎬ在 ２８ ℃、２５０
ｒｍｉｎ－１条件下过夜培养ꎮ 用含有质量体积分数 ２％
半乳糖的 ＳＣ－Ｕｒａ 液体培养基将其稀释到 ＯＤ６００值为

０.０２ꎬ并继续在 ２８ ℃、２５０ ｒｍｉｎ－１条件下培养ꎬＯＤ６００

７４
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值达到 １.４ 后进行脂肪酸提取ꎮ
１.２.５　 酵母脂肪酸提取及含量分析　 酵母脂肪酸提

取及含量测定参照文献[１５]中的方法进行ꎮ 脂肪酸

提取过程如下:５ ０００ ｒｍｉｎ－１条件下离心收集酵母

细胞ꎬ用无菌超纯水洗涤酵母细胞沉淀 ２ 次ꎻ用

ＫＯＨ－甲醇溶液(含质量体积分数 １０％ＫＯＨ 和体积

分数 ５％Ｈ２Ｏ)重悬酵母细胞ꎬ８０ ℃条件下皂化 ２ ｈ 后

置于冰上冷冻ꎻ用正己烷(分析纯)洗涤以去除未皂

化物ꎻ剩余的水相用 ６ ｍｏｌＬ－１ ＨＣｌ 酸化ꎮ 正己烷萃

取游离脂肪酸ꎬ抽真空去除多余溶剂ꎮ 游离脂肪酸在

含有体积分数 １％Ｈ２ＳＯ４的甲醇溶液(２ ｍＬ)中 ６０ ℃
甲基化 １ ｈꎮ 用正己烷萃取酵母脂肪酸甲酯ꎬ抽真空

去除多余溶剂ꎬ剩余物溶解在 ０.５ ｍＬ 正己烷中用于

气相色谱分析ꎮ
气相色谱条件:自动进样器(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎬ

进样口温度为 ２５０ ℃ꎻＨＰＩＮＮＯＷＡＸ 色谱柱(１５.０ ｍ×
２５０ μｍ×０.２５ μｍ)ꎬ恒压ꎻ柱流量为１.０ ｍＬｍｉｎ－１ꎬ平
均线速度为 ３８ ｃｍｓ－１ꎻ柱温箱温度为 ２００ ℃ (恒
温)ꎻ程序升温 １８０ ℃ꎬ保留 １.５ ｍｉｎꎬ１８０ ℃ ~ ２１０ ℃
(１０ ℃ｍｉｎ－１)ꎬ２１０ ℃ ~２２０ ℃(５ ℃ｍｉｎ－１)ꎮ ＦＩＤ
检测器温度为 ３００ ℃ꎬ氢气３０ ｍＬｍｉｎ－１ꎬ空气 ３５０
ｍＬｍｉｎ－１ꎻ进样量为 １ ｍＬꎮ 脂肪酸含量采用峰面积

　 　 　

归一化法[１３]计算ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列的比较和同源性分析

２.１.１　 十字花科高、低芥酸植物中 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨

基酸序列的比较 　 对十字花科高、低芥酸植物中的

ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因进行了扩增ꎬ发现其编码的氨基酸序

列主要有Ａ 和Ｂ ２ 种类型ꎬ结果见表 ２ꎮ 结果显示:Ａ 类

型的氨基酸序列约有 ４８７ 个氨基酸ꎬ对应的编码区全

长约为 １ ４６１ ｂｐꎻＢ 类型的氨基酸序列约有 ４６３ 个氨基

酸ꎬ对应的编码区全长约为 １ ３８９ ｂｐꎻ与 Ａ 类型的氨

基酸序列相比ꎬＢ 类型的氨基酸序列在第 ３６ 至第 ５２
的位置存在 １７ 个氨基酸的缺失(缺失的氨基酸序列

为 ＱＥＤＦＨＮＬＷＦＨＬＱＨＮＬＱＴ)ꎬ在第 ９２ 至第 ９８ 的位

置存在 ７ 个氨基酸缺失 (缺失的氨基酸序列为

ＴＶＱＭＩＲＤ)ꎮ
结果(表 ２)显示:高芥酸植物蔓菁(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ

Ｌｉｎｎ.)、洋基芥(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｔｏｕｒｎｅｆｏｒｔｉｉ Ｇｏｕａｎ) [１３]、银扇

草( Ｌｕｎａｒｉａ ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ.) 及 低 芥 酸 植 物 鸟 头 荠

〔Ｅｕｃｌｉｄｉｕｍ ｓｙｒｉａｃｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.〕、四齿芥〔Ｔｅｔｒａｃｍｅ
ｑｕａｄｒｉｃｏｒｎｉｓ (Ｓｔｅｐｈａｎ) Ｂｕｎｇｅ〕和涩荠仅有 Ａ 类型的

　 　 　
表 ２　 十字花科高、低芥酸植物中 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列变异位点的比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎ ｏｎ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｉｎ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ

种类１)

Ｓｐｅｃｉｅｓ１) ＴＡ２)
各位点的氨基酸３) 　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｔ ｅａｃｈ ｓｉｔｅ３)

３６ ３７ ３８ ３９ ４０ ４１ ４２ ４３ ４４ ４５ ４６ ４７ ４８ ４９ ５０ ５１ ５２ ９２ ９３ ９４ ９５ ９６ ９７ ９８ ３２０

Ｍａ Ａ Ｑ Ｅ Ｄ Ｉ Ｈ Ｎ Ｌ Ｗ Ｆ Ｈ Ｌ Ｑ Ｈ Ｎ Ｌ Ｖ Ｔ Ｔ Ｖ Ｑ Ｋ Ｉ Ｉ Ｄ Ｔ
Ｔｑ Ａ Ｋ       Ｆ                 
Ｅｓ Ａ Ｋ       Ｆ         Ａ  Ｍ      
Ｌａ Ａ    Ｆ         Ｐ      Ａ     Ｙ Ｋ
Ｂｔ Ａ    Ｆ Ｑ           Ｌ     Ｍ  Ｒ  Ｋ
Ｂｒ Ａ    Ｆ       Ｈ     Ｌ  Ａ   Ｍ  Ｒ  Ｋ
Ｂｎ Ａ    Ｆ            Ｑ     Ｍ  Ｒ  Ｋ

Ｂ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － Ｋ
Ｂｏｂ Ｂ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － Ｋ
Ｂｏｇ Ｂ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － Ｋ
Ｂｎｎ Ｂ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － Ｋ
Ｂｏａ Ｂ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － Ｋ
Ｂｏ Ｂ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － Ｋ

　 １) Ｍａ: 涩荠 Ｍａｌｃｏｌｍｉａ ａｆｒｉｃａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.ꎻ Ｔｑ: 四齿芥 Ｔｅｔｒａｃｍｅ ｑｕａｄｒｉｃｏｒｎｉｓ (Ｓｔｅｐｈａｎ) Ｂｕｎｇｅꎻ Ｅｓ: 鸟头荠 Ｅｕｃｌｉｄｉｕｍ ｓｙｒｉａｃｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.ꎻ
Ｌａ: 银扇草 Ｌｕｎａｒｉａ ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｂｔ: 洋基芥 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｔｏｕｒｎｅｆｏｒｔｉｉ Ｇｏｕａｎꎻ Ｂｒ: 蔓菁 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｂｎ: 欧洲油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｂｏｂ:
花椰菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｂｏｔｒｙｔｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｂｏｇ: 擘蓝 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｇｏｎｇｙｌｏｄｅｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｂｎｎ: 蔓菁甘蓝 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ｖａｒ. ｎａｐｏｂｒａｓｓｉｃａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｒｅｉｃｈｅｎｂａｃｈꎻ Ｂｏａ: 白花甘蓝 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ａｌｂｉｆｌｏｒａ Ｋｕｎｔｚｅꎻ Ｂｏ: 抱子甘蓝 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｇｅｍｍｉｆｅｒａ Ｚｅｎｋｅｒ.

　 ２) ＴＡ: 氨基酸序列类型 Ｔｙｐｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ａ 和 Ｂ 表示不同的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列类型 Ａ ａｎｄ Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ.

　 ３)以涩荠 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列为基准ꎬ “”表示一致性位点ꎬ “ －”表示 ＩｎＤｅｌ 位点 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｉｎ Ｍ.
ａｆｒｉｃａｎａꎬ “” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｃｏｒｄａｎｔ ｓｉｔｅꎬ ａｎｄ “－” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ＩｎＤｅｌ ｓｉｔｅ.

８４
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氨基酸序列ꎻ高芥酸植物花椰菜 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ
ｖａｒ. ｂｏｔｒｙｔｉｓ Ｌｉｎｎ.)、 擘 蓝 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ.
ｇｏｎｇｙｌｏｄｅｓ Ｌｉｎｎ.)、 蔓 菁 甘 蓝 〔 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ｖａｒ.
ｎａｐｏｂｒａｓｓｉｃａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒｅｉｃｈｅｎｂａｃｈ〕、白花甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ａｌｂｉｆｌｏｒａ Ｋｕｎｔｚｅ) 和抱子甘蓝 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｇｅｍｍｉｆｅｒａ Ｚｅｎｋｅｒ)仅有 Ｂ 类型的氨基酸

序列ꎻ而异源四倍体的高芥酸植物欧洲油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｎａｐｕｓ Ｌｉｎｎ.)有 Ａ 和 Ｂ ２ 种类型的氨基酸序列ꎮ

进一步对高、低芥酸植物中 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸

序列的变异位点进行统计ꎬ发现高、低芥酸植物中共

存在 １５０ 个变异位点ꎬ其中 １４９ 个氨基酸变异位点在

高、低芥酸植物中无明显的分布规律ꎬ仅 １ 个位点(第
３２０ 位)可能与十字花科植物中芥酸合成相关ꎬ即在

高芥酸植物中该位点的氨基酸为赖氨酸(Ｋ)ꎬ在低芥

酸植物中则为苏氨酸(Ｔ)(表 ２)ꎮ

２.１.２　 十字花科高、低芥酸植物中 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨

基酸序列的同源性分析　 基于 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸

序列构建十字花科高、低芥酸植物的 ＭＬ 遗传关系树

(图 １)ꎮ 结果显示:１２ 种芥酸植物聚为Ⅰ和Ⅱ２ 个分

支ꎮ 大部分高芥酸植物的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列

聚在分支Ⅰꎻ低芥酸植物涩荠、鸟头荠和四齿芥的

ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列聚在分支Ⅱꎻ仅高芥酸植物

银扇草例外ꎬ其 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列与低芥酸植

物具有较高的同源性ꎬ聚在分支Ⅱꎮ
同源关系较近的基因ꎬ功能也可能相近ꎬ因此从

分支Ⅰ上随机选择抱子甘蓝、蔓菁和洋基芥作为高芥

酸植物的代表物种ꎬ选择分支Ⅱ上全部物种(银扇草

以及四齿芥、涩荠和鸟头荠)ꎬ 将这 ７ 种植物的

ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因作为候选基因在酵母菌株 ＩｎｖＳｃ１
中进行异源表达ꎮ

Ａ 和 Ｂ 表示不同的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列类型 Ａ ａｎｄ Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ.

图 １　 基于 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列构建十字花科高、低芥酸植物的 ＭＬ 遗传关系树
Ｆｉｇ. １　 ＭＬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｒｅｅ ｏｆ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ

２.２　 异源表达 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因的酵母中脂肪酸含

量测定

　 　 将抱子甘蓝、蔓菁、洋基芥、银扇草、四齿芥、涩荠

和鸟头荠中的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因在酵母中进行异源

表达后ꎬ对从酵母中提取的 １４ 种脂肪酸组分(月桂

酸、肉蔻酸、肉豆蔻油酸、棕榈酸、棕榈油酸、硬脂酸、
油酸、亚油酸、亚麻酸、花生酸、二十碳烯酸、芥酸、木
蜡酸和神经酸)的含量进行分析ꎬ结果见表 ３ꎮ 结果

显示:对照酵母菌株(转化 ｐＹＥＳ２ / ＮＴ Ｃ 空载体)中无

芥酸积累ꎬ分支Ⅰ中蔓菁和洋基芥的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基
因转酵母产物中检测到了芥酸ꎬ但抱子甘蓝 ＦＡＥ１－
ｃｌｏｓｅｓｔ 基因转酵母产物中未检测到芥酸ꎻ分支Ⅱ上低

芥酸植物四齿芥、涩荠和鸟头荠的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因

转酵母产物中均未检测到芥酸ꎬ与这 ３ 个近缘的高芥

酸植物银扇草 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因转酵母产物中也未

检测到芥酸ꎮ

９４
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表 ３　 十字花科高、低芥酸植物 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因转酵母产物的脂肪酸组分分析
Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＦＡＥ１￣ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ ｐｌａｎｔｓ
ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ

编号１)

Ｎｏ.１)

各脂肪酸组分的含量 / ％２) 　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ２)

Ｃ１ Ｃ２ Ｃ３ Ｃ４ Ｃ５ Ｃ６ Ｃ７ Ｃ８ Ｃ９ Ｃ１０ Ｃ１１ Ｃ１２ Ｃ１３ Ｃ１４ 其他
Ｏｔｈｅｒ

１ ２.４５ ２.５８ １.３１ １５.６６ １.８９ １１.１２ ３８.６２ １６.４０ ３.５７ — — — — — ６.４１
２ ４.５８ ４.５４ １.９６ １９.６５ １.６８ １５.１９ ２６.４４ １６.３０ ３.７９ ０.９４ — — — — ４.９５
３ ３.２８ ２.０６ １.５５ ２１.７０ ２４.９１ １３.３３ ５.７７ ２２.５１ ０.５３ — ０.５５ １.２５ １.１５ — １.４４
４ ７.９５ ６.０８ ３.７１ ２４.９３ １４.１４ １５.６６ １２.３４ ９.６９ ２.５４ ０.３８ — ２.３５ — — ０.２３
５ ５.４４ ４.７９ ２.００ ２０.７４ ２０.４９ １８.７２ １８.２０ １.６５ — — — — — — ７.９８
６ ２.４４ １.６８ １.０３ ２１.４１ ３０.１３ １４.１９ ２６.０７ — — — — — ０.９５ — ２.１１
７ ２.４３ １.７２ １.０３ ２１.０６ ３０.４７ １４.１４ ２６.０７ — — — — — ０.９７ — ２.１１
８ ３.５９ ２.１３ １.４２ ２１.６８ ３１.９９ １３.２７ ２５.１７ — — — ０.１４ — — — ０.６１

　 １) １: 对照酵母菌株(转化 ｐＹＥＳ２ / ＮＴ Ｃ 空载体)Ｃｏｎｔｒｏｌ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎ ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐＹＥＳ２ / ＮＴ Ｃ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ)ꎻ ２: 抱子甘蓝 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ.
ｇｅｍｍｉｆｅｒａ Ｚｅｎｋｅｒꎻ ３: 蔓菁 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌｉｎｎ.ꎻ ４: 洋基芥 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｔｏｕｒｎｅｆｏｒｔｉｉ Ｇｏｕａｎꎻ ５: 银扇草 Ｌｕｎａｒｉａ ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ.ꎻ ６: 四齿芥 Ｔｅｔｒａｃｍｅ
ｑｕａｄｒｉｃｏｒｎｉｓ (Ｓｔｅｐｈａｎ) Ｂｕｎｇｅꎻ ７: 涩荠 Ｍａｌｃｏｌｍｉａ ａｆｒｉｃａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.ꎻ ８: 鸟头荠 Ｅｕｃｌｉｄｉｕｍ ｓｙｒｉａｃｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.

　 ２)Ｃ１: 月桂酸 Ｌａｕｒｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ２: 肉蔻酸 Ｍｙｒｉｓｔｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ３: 肉豆蔻油酸 Ｍｙｒｉｓｔｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ４: 棕榈酸 Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ５: 棕榈油酸 Ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎻ
Ｃ６: 硬脂酸 Ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ７: 油酸 Ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ８: 亚油酸 Ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ９: 亚麻酸 Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１０: 花生酸 Ａｒａｃｈｉｄｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１１: 二十碳烯
酸 Ｅｉｃｏｓｅｎｏｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１２: 芥酸 Ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１３: 木蜡酸 Ｌｉｇｎｏｃｅｒｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ１４: 神经酸 Ｎｅｒｖｏｎｉｃ ａｃｉｄ. —: 未检测到 Ｕｎｄｅｔｅｃｔｅｄ.

３　 讨论和结论

３.１　 部分十字花科植物的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因与芥酸

合成存在相关性

　 　 基于 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 氨基酸序列构建的遗传关系

树显示:高芥酸植物银扇草与低芥酸植物处于同一分

支ꎬ且银扇草 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因转酵母后不能够合成

芥酸ꎻ高芥酸植物抱子甘蓝与其他高芥酸植物聚在分

支Ⅰ中ꎬ其 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因转酵母后同样不能够合

成芥酸ꎮ 说明可能只有部分十字花科植物的 ＦＡＥ１－
ｃｌｏｓｅｓｔ 基因与芥酸合成相关ꎮ

在 ＫＣＳ 基因家族中ꎬＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因与 ＦＡＥ１
基因同源性最高ꎮ 研究表明:不同十字花科植物来源

的 ＦＡＥ１ 基因在芥酸合成能力上也存在差异ꎮ 如低

芥酸植物新疆白芥〔Ｒｈａｍｐｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ａｒｖｅｎｓｅ (Ｌｉｎｎ.)
Ａｎｄｒｚ. ｅｘ Ｂｅｓｓｅｒ〕与高芥酸植物欧洲油菜处于同一分

支ꎬ二者 ＦＡＥ１ 基因转酵母后都能够合成芥酸[１]ꎻ低
芥酸植物荠〔Ｃａｐｓｅｌｌａ ｂｕｒｓａ￣ｐａｓｔｏｒｉｓ ( Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｄｉｃ.〕
的 ＦＡＥ１ 基因转化酵母后可使酵母中的芥酸显著积

累(芥酸含量为 ４.６３％)ꎬ而龙骨芥(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｒｉｎａｔａ
Ａ. Ｂｒａｕｎ)、洋基芥和野萝卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｒａｐｈａｎｉｓｔｒｕｍ
Ｌｉｎｎ.)等高芥酸植物中的 ＦＡＥ１ 基因转酵母后ꎬ酵母

中芥酸含量仅为 ０.２７％ ~２.５０％[１６]ꎮ 因此ꎬ推测不同

十字花科植物中的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因在芥酸合成过

程中发挥作用的程度也不同ꎮ 此外ꎬ脂肪酸含量是多

基因控制的数量性状[１７－１８]ꎬ这也间接说明了银扇草

和抱子甘蓝中的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因不是芥酸合成过

程中的主效基因ꎬ有可能主要起辅助作用ꎮ
３.２　 氨基酸活性位点改变对基因功能的影响

很多研究结果表明:氨基酸活性位点的改变可以

影响基因功能的发挥ꎬ如十字花科植物甘蓝型油菜高

芥酸品种‘Ａｓｋａｒｉ’ＦＡＥ１ 蛋白的第 ２８２ 位氨基酸为丝

氨酸ꎬ低芥酸品种‘Ｄｒａｋｋａｒ’的为苯丙氨酸[１９－２０]ꎻ水
稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) Ｐｉ－ ｔａ 基因编码的 ＮＢＳ－ＬＲＲ
类蛋白ꎬ其第 ９１８ 位氨基酸由丙氨酸突变为丝氨酸时

会导致 Ｐｉ－ｔａ 基因功能的丧失ꎬ从而导致水稻感染稻

瘟病[２１]ꎻ拟南芥与根毛发育相关的 ＡｔＧＤＰＤ－Ｌｉｋｅ３
蛋白第 ５３８ 位氨基酸是丝氨酸ꎬ将该位点的丝氨酸替

换成丙氨酸以后ꎬＡｔＧＤＰＤ－Ｌｉｋｅ３ 蛋白功能缺失ꎬ说
明第 ５３８ 位的丝氨酸是 ＡｔＧＤＰＤ－Ｌｉｋｅ３ 蛋白功能发

挥的关键位点[２２]ꎮ 相反的是ꎬ在其他研究中ꎬ将低芥

酸甘蓝型油菜中 ＦＡＥ１ 蛋白第 ２８２ 位的苯丙氨酸替

换成丝氨酸后ꎬＫＣＳ 蛋白活性恢复ꎻ但是将丝氨酸替

换成中性氨基酸ꎬ该蛋白活性仍可保持ꎬ而且替换成

半胱氨酸还可以使 ＦＡＥ１ 蛋白的活性提高ꎬ表明

ＦＡＥ１ 蛋白第 ２８２ 位丝氨酸并不是其活性所必需的位

点[２３－２４]ꎮ 说明氨基酸位点的改变对基因功能的影响

不同ꎮ 本研究中ꎬ十字花科高芥酸植物 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ
蛋白第 ３２０ 位氨基酸为赖氨酸ꎬ低芥酸植物的则为苏

氨酸ꎬ该位点是否是 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 蛋白发挥功能的关

键位点ꎬ还需要进一步在植物体内进行功能验证后

０５
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确定ꎮ
综上所述ꎬ低芥酸植物来源的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因

均不能合成芥酸ꎬ部分高芥酸植物来源的 ＦＡＥ１ －
ｃｌｏｓｅｓｔ 基因能合成芥酸ꎬ说明只有部分十字花科植物

的 ＦＡＥ１－ｃｌｏｓｅｓｔ 基因与芥酸合成相关ꎬＦＡＥ１－ ｃｌｏｓｅｓｔ
基因是否为芥酸合成过程中的主效基因ꎬ有待进一步
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