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决定花生籽粒油酸与亚油酸含量的关键酶

—Δ12- 油酸脱氢酶
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摘   要：本文介绍了高油酸花生研究的重要性与Δ12- 油酸脱氢酶(FAD)的基本特性、结构特性、基因分类，以及

其促成高油酸花生的分子基础及其生物学特性。
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花生油酸/亚油酸(O/L)比值是国际贸易中最重要的

品质性状指标之一(另一个是黄曲霉毒素污染指标)。目

前限制我国花生及其油制品与世界接轨的关键因素之一

是其脂肪酸中 O/L 比值太低。虽然花生亚油酸对软化心

脑血管有积极意义，但因其双键不饱和，极易氧化酸

败而衍生出醛类、酮类及其他产生恶臭味的烃类等，因

而其营养价值次于油酸。因此，研究培育高油酸花生

对开展花生优质育种，增强在国际贸易中的竞争力具有

重要的现实意义。

1 高油酸花生研究的重要性

长期摄入富含大量饱和脂肪酸(saturated fatty acid,

SFAD)的动物脂肪会导致高血压、冠心病、动脉粥样硬

化等疾病，而多数植物油中含有大量的多不饱和脂肪酸

(polyunsaturated fatty acid, PUFAD)，其酰基易受氧化，

不但缩短了保存期，还增加了烹饪过程中的不稳定性；

形成的氧化产物，往往产生难闻气味和不适口感并伴随

着酸败变质，同时可能会引起动脉硬化[1]。因此油类中

多不饱和脂肪酸的含量、组成及其状态是油类品质最重

要的决定因素[ 2 ] 。食用含有高单不饱和脂肪酸

(monounsaturated fatty acid , MUFAD)的油类能够有效的

降低胆固醇水平，而没有油脂氧化的副作用[1]。降低了

多不饱和性意味着油类在组成上与橄榄油更相似，与普

通花生品种相比，保鲜更久，在酸败前有了更长的货

架期，因此具有重要的商业价值[ 3 ]。最近一项研究表

明，高油酸花生的低脂肪高单不饱和脂肪酸饮食比严格

的低脂肪饮食更能有效的改善血清油脂和载脂蛋白蛋白

谱(profile)。此外，高油酸花生产品还能够改善味道，

增加氧化稳定性[1]。

2 Δ12-FAD 的基本特性

Δ12- F A D 是膜结合蛋白，常规的生物化学方法很
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难分离纯化膜结合的 FAD，因此研究其在自然环境中的

生化特性比较困难[3]。Δ12-FAD 基因开放读码框(ORF)

为 1 1 4 0 b p，编码 379 个氨基酸，它包含一个内含子，

位于编码区3' 末端[4]。Δ12-FAD 酶促的生化反应在脂肪

酸碳链上引入第二个双键，催化油酸(18:1 n-9)转化为亚

油酸(18:2 n-6)，是生成亚油酸的关键酶，也是PUFAs

代谢 n-3 和 n-6 途径的限速酶[5]。Δ12-FAD 只存在于植

物和微生物中，在人和哺乳动物中不存在，所以人体

不能自身合成亚油酸。人们先后从蓝细菌(Synechocystis

PCC6803)、拟南芥[6]、花生[1]及棉花[7]中分离了质体或微

粒体Δ12-FAD 基因。编码的蛋白Δ12-FAD 中存在 3 个

组氨酸保守区、2 个膜嵌合区、4 个保守结构域和 15 个

保守的氨基酸。1998 年，Panpoom 等将蓝细菌PCC6803

的Δ12-FAD 基因在大肠杆菌中进行了表达，表达的Δ12-

F A D 占细胞总蛋白的 1 0 %，膜总蛋白的 2 5 %，且具有

生物活性，为研究膜结合蛋白提供了一个过渡表达系统
[8]。

3 Δ12-FAD 的结构特性及基因分类

3.1 Δ12-FAD 的结构特性

各种膜结合的 F A D 蛋白序列结构有许多共同特

点：氨基端和羧基端同源性很低，但中部序列相对保

守，都有 2 段长的疏水区和 2 段短的疏水区，形成 4 个

跨膜区和 2 个膜嵌合区，并且具有 3 个极其保守的富含

组氨酸结构域[9]。在花生 FAD2 克隆预测的产物中确定

了在所有膜结合脱氢酶中都高度保守的 3 个富含组氨酸

基序[HX(3± 4)HX(7± 41)HX(2± 3) HHX(61 ± 189)(H/Q)X(2± 3)-HH][1]。

第一个组氨酸簇前有一个大约40～55 个氨基酸残基组成

的跨膜区和另一个大约 50 个氨基酸残基组成的跨膜区，

这2 个跨膜区可在蛋白质疏水区穿膜4 次[10]。第一和第

二个组氨酸簇之间的距离具有高度的保守性，其长度为

3 1 个氨基酸，包含一个膜镶嵌蛋白区[ 9 ] 。与来自

Synechococcus的亚油酸脱氢酶、环氧化酶及来自Crepis

的乙酰基酶相同，它们都是油脂修饰酶，在第二个组

氨酸区 SH R X H H S 后第九个氨基酸处呈现保守的天冬氨

酸，它们在这个酶家族中总是保守的[2]。第二个组氨酸

区之后是第二个膜镶嵌蛋白区，它对底物的识别具有链

长特异性和位置特异性，在某些高等植物中还具有组织

特异性。3 个组氨酸保守区都位于细胞质一侧。其作用

是作为金属螯合配基，与二价铁离子结合，在反应中

心结合氧，构成FAD 催化的活性中心(图 1)[11]。研究表

明，FAD2(内质网定位的Δ12-FAD)C- 末端有一个含芳香

族氨基酸的序列(-YNNKL)，该保守基序是使其定位到内

质网膜上必需和充分的，并且是维持酶活性的必需基

序。FAD2 C- 末端序列特异的保守基序一般含有Ф-X-X-

K/R/D/ E- Ф -COOH，其中，Ф代表大分子疏水氨基酸

残基[12]。

3.2 花生Δ12-FAD 的基因组成

花生中含有两个微粒体Δ12-FAD 基因(AhFAD2A 和

AhFAD2 B)，它们是起源于两个不同二倍体种的同源非

等位基因，ahFAD2A 氨基酸序列与大豆ahFAD2-1 具有

82% 的同一性，与大豆ahFAD2-2 具有 74% 同一性，与

拟南芥 ahFAD2 有 70% 相似性(图 2) [1]。ahFAD2A 和

a h F A D 2 B 序列相似，序列分析揭示了二者读码框序列

之间存在限制性酶切位点的多态性(RsaI 位点)[14]，它们

在 OR F 区表现出 99 % 的同一性，只有 11 个碱基不同，

编码的四个氨基酸发生变化。两个 cDN A 克隆中侧接甲

硫氨酸起始密码子的序列是高度保守的，与公认的植物

转录起始统一序列(AACA A T G G C )相比只有一个碱基不

同(AACAATGGG) [1]。此外，ahFAD2A 包含两种不同的

等位基因，这两种 a h F A D 2 A 等位基因中的一个

(ahFAD2A-2)产生功能性的酶，另一个(ahFAD2A-1)产

生活性低得多的酶。ahFAD2A-1 在接近保守组氨酸区域

(HX2HH)有一个残基的突变(D150N)，该区域对酶的功能

是至关重要的[14]。

4 促成高油酸花生表型的分子基础

F A D 2 很可能是造成高油酸突变的候选基因，因为

已知在非光合作用组织，如根和油料作物发育中的种子

内，它的翻译产物负责将油酸转化为亚油酸。早先已

有人分析了发育中花生种子微粒体内 F A D 2 的体外活

性。结果表明在高油酸种子中 FAD2 的活性低的多，而

油酸脱氢为亚油酸所需辅助的成分，如溶血磷脂酰胆碱

(lyso-PC)：酰基-CoA 酰基转移酶，细胞色素b5 还原酶

和细胞色素 b5，它们的浓度和活性却几乎没有变化。其

他含油种子作物，如向日葵、大豆和油菜籽中高油酸

突变体发育中的种子内微粒体 FAD2 活性都已丧失。这

些结果说明微粒体 FAD2 是控制含油种子内油酸含量的

主要酶[1]。

花生中存在两个 FA D 2 同源基因，因此能够假设：

其中一个基因可能通过长期传代被选择出来，成为唯一

表达的基因，控制花生油酸水平；也可能，在花生中

图1   膜结合FAD的拓扑结构模式图[13]

Fig.1   Model of proposed topology of membrane-bound FAD[13]
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这两个基因都表达并影响最终的亚油酸水平。研究结果

表明正常油酸品种中这两个同源基因都表达，而在高油

酸品种中，ahFAD2B 的表达极大降低，表明 ahFAD2B

转录物水平的降低与高油酸表型相关。a h F A D 2 A 在高

油酸(M2-225和8-2122)和正常油酸(AT108和F78-1339)株

系都表达，这些株系中 ahFAD2A ORF 的核酸序列已被

确定。经过分析，证明 a h F A D 2 A 没有参与高油酸表

型。推测这项研究中分析的正常和高油酸株系中的

a h F A D 2 A 具有突变，导致产物成为非功能性或低活性

酶[5]，这一结论被进一步的研究所证实[15]。2000 年 Jung

等在酵母S. cerevisiae中表达Virugard，59～4144和91～

1 7 1 8 三个花生品种的克隆序列，检测由 ah F A D 2 A 和

ahFAD2B 编码的蛋白的酶活性，发现只有 ahFAD2B 基

因产物表现出有效的 F A D 2 活性。此外，观察到

ahFAD2A 基因有一个点突变，使天冬氨酸150 转变为天

冬酰胺(D150N)。天冬氨酸150 残基在所有脂肪酸脱氢酶

中是绝对保守的，这表明在研究者选择的几个供试正常

的和高油酸品种中ahFAD2A-1 可能是不能编码活性蛋白

的 ah F A D 2 A 突变等位基因。后又发现在正常油酸花生

株系91-1718 中另一个ahFAD2A 等位基因(ahFAD2A-2)

D150N 没有发生改变。这个花生株系对高油酸特性呈现

双基因分离方式[ 1 5 ] 。在高油酸生化诱导突变体

Mycogen-Flavo 和 M2-225 的 ahFAD2B 基因中发现一个

相同的微型反向重复转位元件(miniature inverted- repeat

transposable element，MITE)插入，造成移码，导致

翻译的蛋白质序列提前终止，不能形成有功能的蛋白。

因此，除了 ahFAD2 A 中的点突变，ahFAD2 B 内 MITE

的插入是造成上述两种突变体高油酸表型的原因[16]。总

之，ahFAD2A 的突变和 ahFAD2B 转录物水平的大量下

降共同造成了花生品种的高油酸表型，a h F A D 2 A 或

ah F A D 2 B 任一酶的活性对于正常的油酸表型都是足够

的[15]。

最近又有报道指出，大豆FAD2-1 中 185位点Ser残

基能够被磷酸化，该残基很可能是这个酶的活性位点，

在该位点引入一个带电残基会对 FAD2-1 造成影响。这

个位点被Asp 或 Glu 残基取代确实会导致该酶活性的下

降[3]。

5 Δ12-FAD 的生物学作用

植物脂肪酸在质体和内质网中合成、延长和修饰后

主要有两个去向，一是以三酰基甘油(TAG)的形式贮藏

于种子中，即作为贮藏脂存在，为后代植物生长发育

提供能量；另一个是用来构成生物膜的甘油脂和磷脂。

如上所述，Δ12- F A D 催化油酸转化为亚油酸，是

决定含有种子中油酸、亚油酸含量的关键酶。

动植物和微生物的生物膜脂包含有饱和程度不同的

脂肪酸。随生长温度的变化不饱和程度也会发生一定变

化。在低温下膜脂不饱和程度升高。有报道指出拟南

芥Δ12-FAD 基因在酵母中表达水平受温度影响，随温度

升高Δ12-FAD 催化产生的亚油酸逐渐减少，这可能是由于

较高的温度对PUFAD 有不利影响或酶的稳定性下降[17]。

同年在酵母中表达拟南芥Δ12-FAD 基因，发现在 8℃下

生长时 FAD2 转化体比在 30℃下生长的转化体含有相对

多的 PUFAD 并且转化体具有较高的抗酒精能力[18]。酵

母中表达绿藻(Chlrella vulgaris)Δ12-FAD基因CvFAD2，

低温条件下转录物浓度上调，提高了酵母的抗冷能力，

它可能参与低温适应并与其结冰耐受程度有关[19]。Sac-

charomyces kluyveri中的Δ12-FAD基因SkFAD2转录不受

外源不饱和脂肪酸抑制，但受低温胁迫诱导，先被低

温激活，随后又被抑制[ 2 0 ]。此外，有研究发现 F A D 2

基因的突变改变了叶片表面蜡的沉积结构并增大了叶片

表层的溶液渗透性，其原因可能与木质素的合成受抑制

相关[21]。

大豆中FAD2-1A 的 N 末端区可能是温度依赖的去稳

定结构域，当这些结构域被取代，会使FAD2-1B 在 30℃

下更加不稳定性[3]。FAD 活性随温度的降低而增加，但

Northern 杂交表明FAD 活性的增加不是由于mRNA 水平

相同的氨基酸用圆点表示

图2   来自A.hypogaea(ahFAD2A和ahFAD2B)和其他高等植物的FAD2氨

基酸序列比较[1]

Fig.2   Comparison of deduced amino acid sequences of FAD2
from A. hypogaea (ahFAD2A and ahFAD2B), and other higher

plants[1]
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相应的增加造成的。在一定条件下，m R N A 水平不受

温度影响。能够改变它的最重要的因素可能是启动子活

性。但是，增加的Δ12- F A D 活性是由寒冷对 m R N A 或

蛋白水平的影响造成的，还是Δ12-FAD 更长的半衰期直

接影响了蛋白的活性？对此，学术界有着不同的观点
[22]。因此，FAD2 A  、FAD2 B 这两个同功酶基因是控

制油酸含量的关键酶基因，但可能其他酶基因或多种调

控机制也起着重要作用。

6 结 论

综上所述，Δ12- F A D 的研究取得了相当进展。但

不可否认的是，还有许多工作亟待解决，目前我们对

Δ12-FAD 的调节机制还不十分明确，尤其是在高等植物

领域。另一方面，在我国，植物基因工程在花生品种

改良上的应用研究起步较晚，这些因素都限制了Δ1 2 -

F A D 遗传操作及其在种质改良方面的进一步应用。

虽然有许多问题尚待研究和解决，随着花生大量功

能基因的分离克隆、表达调控方式和分子机制的阐明，

以及分子水平遗传改良手段的不断完善，突破花生育种

瓶颈也不再是遥不可及。从功能基因的分离入手，结

合研究其表达调控、基因间互作，揭示性状形成的遗

传基础和分子机制，最终为高油酸花生分子改良育种提

供新理论和新方法，可极大促进我国花生生物技术的长

足发展。
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