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摘　 要:芥酸是重要的工业原料ꎬ主要来源是甘蓝型油菜种子ꎬ为调节甘蓝型油菜种子内芥酸含量ꎬ针对

甘蓝型油菜芥酸合成过程中的关键酶基因 Ｂｎｆａｄ２ 设计特异性 ａｍｉＲＮＡꎬ并构建种子特异表达载体ꎬ转化

高芥酸甘蓝型油菜品种 ＭＹ１５ 和低芥酸甘蓝型油菜品种 ＬＥＡ０１ꎬ并对转化植株 Ｔ０ 种子脂肪酸进行分

析ꎮ 结果表明ꎬ转化的高芥酸甘蓝型油菜芥酸的增加最高达到 ５􀆰 １２％ꎬ最低 ２􀆰 １１％ꎻ而转化的低芥酸品

种ꎬ最高仅为 ０􀆰 ４５％ꎬ最低只有 ０􀆰 １６％ꎬ而且所有转化低芥酸材料的芥酸含量都小于 １％ꎻ同时转化种子

内油酸的含量得到了明显的提高ꎬ最低为 ４􀆰 ９９％ꎬ最高达到了 １０􀆰 ７１％ꎬ亚油酸降低的幅度十分明显ꎬ最
大降幅达到 １７％ꎮ 表明 ａｍｉＲＮＡ 技术可以通过影响脂肪酸合成过程中特定基因的表达ꎬ有效改变种子

内脂肪酸的组成ꎬ从而改变其营养结构ꎬ提高营养价值ꎬ进一步提高油菜种子的附加值ꎮ 本研究为运用

ａｍｉＲＮＡ 技术调节油菜脂肪酸组成和改变其营养结构提供了一定理论依据ꎮ
关键词:甘蓝型油菜ꎻ 芥酸ꎻ 脂肪酸ꎻ ａｍｉＲＮＡꎻ 调控
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　 　 芥酸(ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄꎬ Ｃ２２ ∶ １Δ１３)属超长链脂肪酸ꎬ是
以光合产物蔗糖为主要碳源ꎬ通过碳链的延长和去饱

和作用形成的[１]ꎮ 芥酸是制备聚乙烯膜、山嵛醇、山
嵛酸、尼龙、感光材料、乳化剂、香精、润滑油等的原材

料ꎬ在机械、化工、冶金、油漆、纺织、橡胶、医药等行业

被广泛应用ꎬ是一种重要的工业原料[２－３]ꎮ 目前ꎬ工业

芥酸主要来源于高芥酸甘蓝型油菜ꎬ因此提高油菜中

芥酸的含量具有重要意义ꎮ 同时ꎬ油菜也是植物油的

重要来源ꎬ其菜籽油食用量占国内食用植物油的

５７􀆰 ２％[４]ꎬ且菜籽油中的芥酸含量对于人类的健康具

有重要影响ꎮ 研究表明ꎬ菜籽油中的芥酸可能影响菜

籽油在人体内的消化ꎬ引起心肌损伤ꎬ使肾上腺组织的

胆固醇水平上升ꎬ且容易使脂肪在心脏组织中积累ꎬ如
果长期食用芥酸含量高的菜籽油ꎬ会增加食用者患心

血管类疾病的几率ꎬ因此我国对用于食用油的菜籽中

芥酸含量的要求是低于 １％ꎬ而工业上对芥酸含量的

要求是 ６０％ꎬ甚至更高[５－６]ꎮ 通过杂交选育等传统育

种方法ꎬ我国先后育出了多个芥酸含量低于 １％的食

用油菜品种ꎬ而育出的高芥酸品种含油量仅 ４０％左

右ꎬ芥酸含量约为 ５０％ꎬ但传统育种方法局限性较大ꎬ
芥酸含油量很难再提高[７－８]ꎮ 因此ꎬ利用生物技术的

手段提高芥酸含量已成为油菜高芥酸育种的重要方

向[９－１０]ꎮ
油酸(ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬ Ｃ１８ ∶ １)作为超长链脂肪酸和多

不饱和脂肪酸合成的底物ꎬ其代谢途径有 ２ 条ꎬ一是在

原来碳链的基础上在脂肪酸延长酶 １ ( ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ
ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ １ꎬ ＦＡＥ１) 作 用 下 继 续 延 长ꎬ 继 而 合 成

Ｃ２０ ∶ １、Ｃ２２ ∶ １ 等超长链脂肪酸ꎻ二是在脂肪酸去饱

和酶( ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ２ꎬＦＡＤ２) 作用下继续去饱

和ꎬ从而合成 Ｃ１８ ∶ ２、Ｃ１８ ∶ ３ 等多不饱和脂肪酸ꎮ 因

此提高芥酸的含量一方面可通过提高 ｆａｅ１ 基因的表

达量ꎬ以合成更多的芥酸ꎬ另一方面可沉默 ｆａｄ２ 基因

的表达ꎬ减少油酸的去饱和作用ꎬ为芥酸的合成提供更

多的底物[１１]ꎮ
人工 ｍｉＲＮＡ(ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｉＲＮＡꎬ ａｍｉＲＮＡ)是以生物

体内的 ｍｉＲＮＡ 为模板ꎬ设计一段 ｍｉＲＮＡ 及 ｍｉＲＮＡ∗

４２
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序列替换原来前体序列中的 ｍｉＲＮＡ ∶ｍｉＲＮＡ∗ꎬ从而使

新生成的前体序列经过剪切作用能够有目的地对特定

靶基因进行沉默ꎮ 相比传统沉默基因方式ꎬａｍｉＲＮＡ
具有高特异性、高效性、高遗传稳定性、高生物安全性

等特点ꎬ已被广泛运用于植物的代谢功能、基因功能等

相关研究[１２－１３]ꎮ
芥酸的调节研究多是利用传统的反义抑制、ＲＮＡｉ

等手段沉默基因的表达[１４]ꎬ而 ａｍｉＲＮＡ 在甘蓝型油菜

芥酸调控中的研究尚未见报道ꎮ 本研究利用 ａｍｉＲＮＡ
技术ꎬ针对甘蓝型油菜 ｆａｄ２ 的基因序列设计特异的

ａｍｉＲＮＡꎬ并利用特异性启动子 Ｎａｐｉｎꎬ研究 ａｍｉＲＮＡ 对

油菜芥酸合成相关基因和芥酸含量的调控ꎬ以期为

ａｍｉＲＮＡ 在甘蓝型油菜中的应用和培育理想芥酸含量的

油菜品种奠定一定的理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

遗传转化油菜品种是由甘肃农业大学农学院油菜

育种实验室提供的高芥酸甘蓝型油菜品种 ＭＹ１５(油
酸 １４􀆰 ３８％、亚油酸 １１􀆰 ６９％、芥酸 ４７􀆰 ２６％)和低芥酸

甘蓝 型 油 菜 品 种 ＬＥＡ０１ ( 油 酸 ６７􀆰 ３６％、 亚 油 酸

１８􀆰 ０４％、芥酸 ０􀆰 ７２％)ꎮ 本试验所用菌株均由甘肃农

业大学植物基因组学实验室保存ꎬ大肠杆菌(Ｅ. ｃｏｌｉ)
ＤＨ５α、根癌农杆菌 ( Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ) 菌株

ＬＢＡ４４０４、ｐＣＥＰＳＰＳ[由 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ 载体改造而来ꎬ
载体内的潮霉素(Ｈｙｇ)抗性被草甘膦(ＥＰＳＰｓ)抗性替

代]、ｐＣＥＮＮ(在 ｐＣＥＰＳＰＳ 的多克隆位点利用 ＥｃｏＲ Ⅰ
和 Ｋｐｎ Ⅰ酶切和 Ｔ４ 连接酶添加 Ｎａｐｉｎ 启动子ꎬ然后用

Ｓａｌ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切连接 Ｎｏｓ 终止子得到)ꎬｐＲＳ３００
ａｍｉＲＮＡ 克隆载体ꎮ

ＤＮＡ 聚合酶 ( ＡＰ１１１ － ０１)、克隆载体 ( ＣＴ１０１ －
０１)、５－溴－４－氯－３－吲哚－β￣Ｄ－半乳糖苷(ＧＦ２０１－
０１)、氨苄青霉素(ＧＧ１０１－０１)、异丙基－β￣Ｄ－硫代半

乳糖苷 ( ＧＦ１０１ － ０１)、卡那霉素 ( Ｋａｎａｍｙｃｉｎꎬ Ｋｎａꎬ
ＧＧ２０１－０１)、Ｔ４ 连接酶(ＦＬ１０１－０１)、ＸｂａⅠ(ＪＸ１０１－
０１)、ＥｃｏＲＩ( ＪＥ２０１ － ０１)、ＫｐｎⅠ(ＪＥ２０１ － ０１)、ＨｉｎｄⅢ
(ＪＨ１０１－ ０１)、普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒

(ＴＩＡＮＧＥＮꎬＤＰ２０９)ꎬ均购自北京自全式金公司ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 人 工 ｍｉＲＮＡ 片 段 的 克 隆 　 将 Ｂｎｆａｄ２
(ＡＹ５７７３１３)的序列提交至 ａｍｉＲＮＡ 设计网站ＷＭＤ３ꎬ利
用 ｐＲＳ３００ 为模板设计针对 ＢｎＦＡＤ２ 的专用 ａｍｉＲＮＡ 引

物(表 １)ꎬ利用设计出的引物进行重叠 ＰＣＲ 克隆

ａｍｉＲＮＡＤ２ꎬ各轮反应的引物、模板以及产生的片段大小

详见表 ２ꎬ最终获得的 ｆ 片段即为目标片段ꎮ

表 １　 ＦＡＤ２ 的 ａｍｉＲＮＡ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ａｍｉＲＮＡ ｐｒｉｍｍｅｒｓ ｏｆ ＦＡＤ２

引物名称
Ｐｒｉｍｍｅｒ ｎａｍｅ

序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｃｅｃｅ(５′－３′)

ｐＲＳ３００ Ａ ＣＴＧＣＡＡＧＧＣＧＡＴＴＡＡＧＴＴＧＧＧＴＡＡＣ

ｐＲＳ３００ Ｂ ＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧ

ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅰ ＧＡＴＧＴＴＡＡＴＡＡＣＧＡＴＧＡＡＣＧＣＣＣＴＣＴＣＴＣＴＴＴＴＧＴＡＴＴＣＣ

ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅱ ＧＡＧＧＧＣＧＴＴＣＡＴＣＧＴＴＡＴＴＡＡＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡＡＴＣＡＡＴＧＡ

ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅲ ＧＡＧＧＡＣＧＴＴＣＡＴＣＧＴＡＡＴＴＡＡＣＴＴＣＡＣＡＧＧＴＣＧＴＧＡＴＡＴＧ

ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅳ ＧＡＡＧＴＴＡＡＴＴＡＣＧＡＴＧＡＡＣＧＴＣＣＴＣＴＡＣＡＴＡＴＡＴＡＴＴＣＣＴ

表 ２　 重叠 ＰＣＲ 各轮反应产物及其引物与模板

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｉｍｍｅｒ ａｎｄ ｔｅｍｐｌａｔｅ

ＰＣＲ 反应产物
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

５′引物
５′ ｐｒｉｍｍｅｒ

３′引物
３′ ｐｒｉｍｍｅｒ

模板
Ｔｅｍｐｌａｔｅ

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

ａ ｐＲＳ３００Ａ ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅳ ｐＲＳ３００ ２７２

ｂ ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅲ ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅱ ｐＲＳ ３００ １７１

ｃ ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅰ ａｍｉＲＮＡＤ２ Ｂ ｐＲＳ ３００ ２９８

ｄ ｐＲＳ３００Ａ ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅱ ａ＋ｂ ４８１

ｅ ｐＲＳ３００Ｂ ａｍｉＲＮＡＤ２ Ⅲ ｂ＋ｃ ４８１

ｆ ｐＲＳ３００Ａ ｐＲＳ３００Ｂ ｄ＋ｅ ７０１

５２
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１􀆰 ２􀆰 ２　 表达载体 ｐＣＥＮＮＤ 的构建　 将重叠 ＰＣＲ 获得

的目标片段经琼脂糖凝胶电泳回收后ꎬ连接到 ＰＭＤ－
１９Ｔ 载体ꎬ利用片段内含的 Ｋｐｎ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ的酶切位

点进行酶切验证并回收ꎬ然后将回收目标片段利用 Ｔ４
连接酶连接到 ｐＣＥＮＮ 载体ꎬ组成表达载体 ｐＣＥＮＮＤ２ꎬ
表达载体经 ＥｃｏＲ Ⅰ/ Ｋｐｎ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ/ Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切验

证无误后ꎬ转入农杆菌进行转化ꎮ 油菜的转化参照

Ｋｏｐｅｒｔｅｋｈ 等[１５]和邹智[１６]的方法ꎬ并略作改进ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 转化阳性株鉴定及种子脂肪酸含量分析　 切

取无菌培养的油菜幼苗上胚轴和下胚轴作为浸染的外

植体ꎬ预培养 ２ ｄ 后进行农杆菌的浸染ꎬ经过愈伤诱

导、发芽、植株发育和生根ꎬ从而发育成完整植物ꎮ 在

此过程中ꎬ在培养基中添加草甘膦ꎬ对愈伤组织的幼

芽、幼芽发育植株及植株生根过程进行阳性植株的初

步筛选ꎮ 转化株经过草甘膦筛选后ꎬ取幼苗叶片提取

转化苗叶片 ＤＮＡ 作为模板ꎬ利用抗除草剂基因 ＥＰＳＰｓ
设计特异性引物(表 ３)ꎬ并进行定量 ＰＣＲꎬ然后进行阳

性株的鉴定ꎮ

表 ３　 转化阳性植株检测 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ

引物名称
Ｐｒｉｍｍｅｒ ｎａｍｅ

序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′－３′)

ＥＰＳＰｓ Ｆ ＡＣＡＧＧＣＧＡＴＣＧＧＴＣＴＣＴＴＴＡ

ＥＰＳＰｓ Ｒ ＣＴＴＴＧＣＴＧＡＴＧＴＧＣＴＧＧＡＡＡ

　 　 将经过鉴定的阳性株移栽至花盆ꎬ开花后 ４５ ｄꎬ待
种子接近成熟时取新鲜的油菜种子ꎬ提取种子总

ＲＮＡꎬ同时利用近红外光谱法[１７] 测定种子油酸、亚油

酸、芥酸的含量ꎮ ＢｎＦＡＤ２ 基因的定量分析ꎬ以 ＢｎＥＦ１
基因作为内参基因ꎬ以未转化的品种中 ｆａｄ２ 基因的表

达为参照ꎬ进行相对定量分析ꎮ 定量分析所用的引物

详见表 ４ꎮ

表 ４　 甘蓝型油菜转化植株定量引物

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｍｅｒ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｍｅｒ ｎａｍｅ

序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′－３′)

ＢｎＥＦ－１Ｆ ＡＴＧＣＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＴＴＣＡＣＣＣＴＴ

ＢｎＥＦ－１Ｒ ＣＴＣＴＴＴＧＧＣＴＣＧＴＴＧＡＴＣＴＧＧ

ＦＡＤ２￣Ｆ ＧＣＣＡＣＣＡＣＴＴＡＣＴＴＣＣＣＴＣＴ

ＦＡＤ２￣Ｒ ＴＡＡＧＧＧＡＣＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＧＡ

１􀆰 ３　 数据分析

利用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 软件对未转化植株和转化植株相

关数据进行多重比较分析ꎬ检测差异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ａｍｉＲＮＡ 片段的克隆

利用 ＷＭＤ３ 设计 ＢｎＦＡＤ２ 基因 ａｍｉＲＮＡ 的特异性

引物ꎬ以 ｐＲＳ３００ 为模板ꎬ经过 ３ 轮的重叠 ＰＣＲꎬ每轮利

用琼脂糖凝胶电泳回收ꎬ最后可以克隆出 ａｍｉＲＮＡＤ２
片段ꎬ即 ＰＣＲ 中的片段 ｆꎮ 由图 １ 可知ꎬ片段 ａ 略大于

２５０ ｂｐꎬ片段 ｂ 介于 １５０~２００ ｂｐ 之间ꎬ片段 ｃ 接近 ３００
ｂｐꎬ片段 ｄ 和 ｅ 为相同大小的片段ꎬ接近于 ５００ ｂｐꎬ而
片段 ｆ 接近 ７５０ ｂｐꎮ 以上结果与每个片段的理论长度

基本相符ꎬ即片段 ａ 理论长度为 ２７２ ｂｐꎬ片段 ｂ 理论长

度为 １７１ ｂｐꎬ片段 ｃ 理论长度为 ２９８ ｂｐꎬ片段 ｄ 理论长

度为 ４８１ ｂｐꎬ片段 ｅ 理论长度为 ４８１ ｂｐꎬ片段 ｆ 理论长

度为 ７０１ ｂｐꎬ说明克隆的片段是有效的ꎮ

注:１:ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎬ ２:片段 ａꎬ ３:片段 ｂꎬ ４:片段 ｃꎬ
５:片段 ｄꎬ ６:片段 ｅꎬ ７:片段 ｆꎬ ８:ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎮ

Ｎｏｔｅ: １:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ. ２:Ｆｒａｇｍｅｎｔ ａ. ３:Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｂ. ４:Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｃ.
５:Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄ. ６:Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｅꎻ ７:Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆ. ８:ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒ.

图 １　 ａｍｉＲＮＡＤ２ 克隆

Ｆｉｇ.１　 ａｍｉＲＮＡＤ２ ｃｌｏｎｅ

２􀆰 ２　 表达载体的酶切验证

经 Ｋｐｎ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ双酶切之后ꎬ２ 泳道产生 １ 条

略小于 ５００ ｂｐ 的片段ꎬ４ 泳道为 ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶

切后的电泳图ꎬ酶切后产生 ２ 条片段ꎬ１ 条约 １ １００ ｂｐꎬ
另 １ 条约 ７５０ ｂｐꎬ较大的条带为酶切后的 Ｎａｐｉｎ 启动

子ꎬ较小的片段为 ａｍｉＲＮＡＤ２＋ＮＯＳ 片段(图 ２￣Ａ)ꎮ 因

为在 ａｍｉＲＮＡＤ２ 的 ５′端和 ＮＯＳ 的 ３′端各存在一个

Ｈｉｎｄ Ⅲ 的 酶 切 位 点 ( 图 ２￣Ｂ )ꎬ 所 以 在 酶 切 时

ａｍｉＲＮＡＥ１＋ＮＯＳ 片段作为一个整体片段被切下ꎬ因此

其实际大小应该为 ２ 个片段之和ꎬ即 ７３２ ｂｐꎮ

６２
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注:Ａ: ｐＣＥＮＮＤ 双酶切电泳图ꎬ １:ｐＣＥＮＮＤ 质粒ꎬ２:Ｋｐｎ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ双酶切ꎬ
３: ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎬ４: ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切ꎻＢ:ｐＣＥＮＮＤ 质粒图ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ: Ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔ ｐＣＥＮＮＤ ｖｅｃｔｏｒ. １:ｐＣＥＮＮＤ ｖｅｃｔｏｒ. ２:Ｋｐｎ Ⅰ ａｎｄ Ｘｂａ Ⅰ ｄｏｕｂｌｅ
ｄｉｇｅｓｔ. ３:ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒ. ４: ＥｃｏＲ Ⅰ ａｎｄ Ｈｉｎｄ Ⅲ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔ. Ｂ: Ｇｒａｐｈ ｏｆ ｐＣＥＮＮＤ ｖｅｃｔｏｒ.

图 ２　 ｐＣＥＮＮＤ 双酶切验证

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｖｅｒｉｆｙ ｏｆ ｐＣＥＮＮＤ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔ

２􀆰 ３　 阳性植株的鉴定

以经过草甘膦筛选的阳性植株叶片 ＤＮＡ 为模板ꎬ
以 ＥＰＳＰｓ 基因的特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ由图 ３ 可

知ꎬ阳性植株可扩增 １ 条大小约 ２００ ｂｐ 的条带ꎬ而未

经转化的植株则没有任何条带ꎬ说明表达载体成功转

入阳性植株ꎮ

注: １:ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ ２:未转化株 ＭＹ１５ꎻ ３:未转化株

ＬＥＡ０１ꎻ ４~６:ＭＹ１５ 转化株ꎻ ７~９:ＬＥＡ０１ 转化株ꎮ
Ｎｏｔｅ: １:ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒ. ２:Ｎｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＭＹ１５. ３:Ｎｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＬＥＡ０１.

４－６:ＭＹ１５ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ. ７－９: ＬＥＡ０１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ.

图 ３　 转化油菜阳性株检测

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｆｏｒｍｅｄ ｒａｐｅｓｅｅｄ

２􀆰 ４　 转化植株 ｆａｄ２ 基因表达和脂肪酸组成分析

ｐＣＥＮＮＤ２ 经过农杆菌浸染ꎬ分别转入了 ２ 个受体

材料 ＭＹ１５ 和 ＬＥＡ０１ 中ꎬ并获得了阳性株ꎬ共移栽 ８
株转化株ꎬ成活 ６ 株ꎬＭＹ１５ 和 ＬＥＡ０１ 分别各成活 ３
株ꎬ提取转化株的 Ｔ０ 种子和未转化种子的总 ＲＮＡꎬ反
转录后对 ＦＡＤ２ 基因的表达进行相对定量ꎮ 结果表

明ꎬ低芥酸品种 ＬＥＡ０１ 转化株 ＦＡＤ２ 基因的表达量极

显著低于未转化的植株ꎬ且转化株 Ｔ０ －２ 的 ｆａｄ２ 基因

的表达量显著低于转化株 Ｔ０ －１ 和 Ｔ０ －３ꎻ高芥酸品种

ＭＹ１５ 的转化株种子 ｆａｄ２ 表达量相对于未转化的植株

显著降低ꎬ且转化株 Ｔ０ －２ 的 ｆａｄ２ 基因的表达量显著

低于转化株 Ｔ０－１ 和 Ｔ０－３(图 ４)ꎮ

注:Ｔ０－１、Ｔ０－２ 和 Ｔ０－３ 均指转化阳性株的 Ｔ０ 种子ꎮ

不同大小写字母分别表示在 ０􀆰 ０１ 和 ０􀆰 ０５ 水平差异显著ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔ０－１ꎬ Ｔ０－２ ａｎｄ Ｔ０－３ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

ｓｅｅｄｓ.Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰 ０１ ａｎｄ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌꎬ

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ.

图 ４　 甘蓝型油菜转化植株种子 ｆａｄ２ 基因表达

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｆａｄ２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ｓｅｅｄｓ

由表 ５ 可知ꎬ高芥酸品种 ＭＹ１５ 和低芥酸品种

ＬＥＡ０１ 转化株种子油酸含量均明显增加ꎬ其中 ＭＹ１５
转化株油酸含量极显著高于 ＣＫꎬ而 ＬＥＡ０１ 转化株显

７２
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著高于 ＣＫꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ高芥酸品种 ＭＹ１５ 和低芥酸

品种 ＬＥＡ０１ 转化株种子亚油酸含量均极显著降低ꎬ最
大降幅约为 １７％ꎮ 转化株芥酸含量均明显高于 ＣＫꎬ
高芥酸品种 ＭＹ１５ 转化株芥酸含量均极显著高于 ＣＫꎬ

最高可增加 ５􀆰 １２％ꎬ最少也增加了 ３􀆰 １１％ꎻ而低芥酸

ＬＥＡ０１ 转化株芥酸增加的幅度较低ꎬ最高只增加了

０􀆰 ４５％ꎬ最低仅增加了 ０􀆰 １６％ꎬ且所有材料的芥酸含量

均低于 １％ꎬ仅转化株 Ｔ０－１ 和 Ｔ０－３ 显著高于 ＣＫꎮ

表 ５　 甘蓝型油菜转化植株种子脂肪酸含量分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ｓｅｅｄ / ％

植株
Ｐｌａｎｔ

ＭＹ１５ ＬＥＡ０１
油酸含量
Ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔ

亚油酸含量
Ｌｉｎｏｌｅｉｃ

ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

芥酸含量
Ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔ

油酸含量
Ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔ

亚油酸含量
Ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔ

芥酸含量
Ｅｒｕｃｉｃ ａｃｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔ

ＣＫ １４􀆰 ３８ｃＢ １１􀆰 ６９ａＡ ４７􀆰 ２６ｂＢ ６６􀆰 ９６ｂＡ １７􀆰 ７１ａＡ ０􀆰 ５３ｂＡ

Ｔ０－１ ２３􀆰 ８１ａＡ １􀆰 ２８ｂＢ ５０􀆰 ３７ａＡ ７０􀆰 ８５ａＡ １􀆰 ６８ｂＢ ０􀆰 ８５ａＡ

Ｔ０－２ １９􀆰 ３７ｂＡ ０􀆰 ９８ｂＢ ５２􀆰 ３８ａＡ ７１􀆰 ４２ａＡ ０􀆰 ８３ｃＢ ０􀆰 ６９ｂＡ

Ｔ０－３ ２５􀆰 １９ａＡ １􀆰 ０３ｂＢ ５１􀆰 ９６ａＡ ７０􀆰 ９３ａＡ １􀆰 ０７ｂＢ ０􀆰 ９８ａＡ

３　 讨论

目前调控芥酸的合成主要通过以下 ３ 个途径:一
是使芥酸合成的关键酶基因 ＢｎＦＡＥ１ 过表达ꎬ增加芥

酸含量ꎬ或者沉默该基因表达ꎬ降低芥酸含量ꎬ如

Ｋａｔａｖｉｃ 等[１８]利用拟南芥的 ＦＡＥ１ 基因转化油菜ꎬ芥酸

含量提高了 ８％ ~ １０％ꎻ淮东欣[１９] 通过在甘蓝型油菜

中超表达 ＢｎＦＡＥ１ 基因ꎬ得到了芥酸含量高达 ６３％的

转化植株ꎮ 二是在油菜中引入外源 ＬＰＡＡＴ 基因ꎬ并且

将该基因与 ＢｎＦＡＥ１ 结合ꎬ从而增加芥酸合成量及其

与甘油 ｓｎ－２ 位的结合以提高种子中的芥酸含量ꎬ如陈

柳等[２０]利用 ＬＰＡＡＴ 和 ＫＣＳ 基因共转化甘蓝型油菜ꎬ
低芥酸油菜品种的芥酸含量提高到 １０􀆰 ５％ꎬ高芥酸油

菜品种芥酸含量提高了 ５％ꎬ达到 ６２􀆰 ８％ꎻＫａｎｒａｓ 等[２１]

利用 Ｌｄ￣ＬＰＡＡＴ＋Ｂｎ￣ｆａｅ１ 转化甘蓝型油菜ꎬ得到了芥

酸含量高达 ７２％的转化植株ꎬ其后代的芥酸含量也稳

定在 ５４％左右ꎮ 三是调控亚油酸合成的关键酶基因

Ｂｎｆａｄ２ꎬ沉默该基因可以为芥酸合成提供更多的底物ꎬ
或者过表达该基因ꎬ调控脂肪酸的组成ꎬ本研究通过

ａｍｉＲＮＡ 沉默 ｆａｄ２ 基因的表达ꎬ使芥酸含量显著提高ꎻ
Ｊａｄｈａｖ 等[２２]通过利用基因沉默技术 ＲＮＡｉ 的方式沉默

ｆａｄ２ 基因ꎬ成功地将甘蓝型油菜转化植株芥酸含量提

高了 ５％~１９％ꎻＭｉｅｔｋｉｅｗｓｋａ 等[２３]利用 Ｈａｉｒｐｉｎ￣ＲＮＡ 技

术沉默 ｆａｄ２ 基因ꎬ所获得的甘蓝型油菜转化植株后代

种子中芥酸含量提高了 １６％ꎻＬｏｏ[２４] 通过诱变的方式

使 ｆａｄ２ 基因的表达受到抑制ꎬ也成功地提高了转化株

种子芥酸含量ꎮ 但是通过利用这种方式提高芥酸的含

量有很大的限制性ꎬ其原因在于沉默 ｆａｄ２ 基因虽然能

够为芥酸合成提供更多的底物ꎬ但 ＦＡＥ１ 基因的表达

没有显著提高ꎬ造成芥酸的合成能力受到限制ꎬ因此高

芥酸品种芥酸含量的提高明显高于低芥酸品种ꎬ其原

因就是因为不同芥酸含量的油菜品种 ＦＡＥ１ 基因的表

达不同ꎮ 芥酸的调控是一个复杂的过程ꎬ需要各个方

面的配合ꎬ按照作物生产上的“源􀅰库􀅰流”理论ꎬ油酸

只是芥酸合成的“源”ꎬ要想芥酸含量达到预期目标ꎬ
还需要“流”能够畅通ꎬ即合成芥酸的能力需提高ꎬ而
甘油结合芥酸的能力为芥酸的“库”ꎬ既提高甘油结合

芥酸的量ꎬ才能有效提高芥酸的含量[２５]ꎮ 研究表明ꎬ
通过调节 ｆａｄ２ 基因的表达只能单方面提高芥酸含量ꎬ
要想使芥酸含量达到 ８０％以上的理想水平ꎬ还需要结

合 ＦＡＥ１ 和 ＬＰＡＡＴ 基因的过表达ꎬ共同组成多元表达

载体[２６]ꎮ
植物基因调控转化与外源基因的拷贝数目、基因

整合的染色体位置、遗传稳定性等因素密切相关[６]ꎬ
但本研究利用 ａｍｉＲＮＡ 技术避免了以上几个因素的影

响ꎬａｍｉＲＮＡ 与传统的基因沉默方法相比ꎬ具有特异性

高、沉默效果好、遗传稳定性较高等优点[６]ꎮ 其原因

在于ꎬ首先在 ａｍｉＲＮＡ 载体构建的过程中ꎬ整个 ｐｒｅ￣
ｍｉＲＮＡ 序列改变的只有大约 ２１ ｎｔ 的 ｍｉＲＮＡ 和

ｍｉＲＮＡ∗序列ꎬ其余的序列则相当于植物的内源序列ꎬ
且在植物体内不编码蛋白ꎬ从而降低了转基因植物的

生物安全性问题ꎬ其结构与植物内源的 ｍｉＲＮＡ 具有高

度的相似性ꎬ该特性决定了 ａｍｉＲＮＡ 具有良好的遗传

稳定性[２７－２９]ꎮ
与前人研究相比ꎬ本研究具有独特的优越性ꎬ同时

由于 ｍｉＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡ∗ 的设计只针对 Ｂｎｆａｄ２ 基因ꎬ
既保 证 了 沉 默 效 果ꎬ 又 降 低 了 脱 靶 的 可 能 性ꎮ

８２



　 １ 期 Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｉＲＮＡ 调控甘蓝型油菜芥酸的研究

ａｍｉＲＮＡＤ２ 沉默 ｆａｄ２ 基因的沉默效果及转化植株种子

内脂肪酸含量的变化都说明了 ａｍｉＲＮＡ 技术能够有效

沉默 ｆａｄ２ 基因的表达ꎬ从而减少油酸的继续去饱和生

成多不饱和脂肪酸ꎬ从而使种子内积累更多的油酸ꎬ这
也为油菜种子内脂肪酸成分的调节提供了一条有效的

途径ꎮ 在今后的研究中可以继续利用 ａｍｉＲＮＡ 技术对

基因的沉默效果有针对性地改变种子脂肪酸合成过程

中特定基因的表达ꎬ从而有效改变种子内脂肪酸的组

成ꎬ改变其营养结构ꎬ提高营养价值ꎬ进一步提高油菜

种子的附加值ꎮ
ａｍｉＲＮＡＤ２ 对转化品种种子内 ｆａｄ２ 基因的沉默效

果显著ꎬ但在不同芥酸含量的甘蓝型油菜品种转化株

内ꎬｆａｄ２ 基因的表达虽然都下降ꎬ但是不同芥酸含量的

油菜品种内 ｆａｄ２ 基因下降的幅度是不同的ꎮ 高芥酸

品种降低的相对较小ꎬ而低芥酸品种的降低反而较大ꎬ
这是因为高芥酸品种内 ｆａｄ２ 基因的表达量低于低芥

酸品种ꎬ所以基因沉默的时候其相对变化反而小ꎮ 同

时ꎬ不同转化株内 ｆａｄ２ 基因的表达量是不同的ꎬ其表

达差异甚至达到了显著水平ꎬ这种差异可能是因为在

转化过程中ꎬ外源基因序列在转入受体材料过程中ꎬ插
入基因位置的不同而造成ꎮ

４　 结论

本研究结果表明ꎬａｍｉＲＮＡ 技术能够很好地沉默

ｆａｄ２ 基因ꎬ使得 ｆａｄ２ 基因的表达量在高芥酸甘蓝型油

菜品种中只有未转化之前表达量的 ６􀆰 ６７％ ~ １０􀆰 ００％ꎬ
其芥酸含量增加了 ２􀆰 １１％ ~ ５􀆰 １２％ꎬ在低芥酸甘蓝型

油菜品种中 ｆａｄ２ 基因的表达量降低了 ３０％ ~ ５０％ꎬ芥
酸含量增加了 ０􀆰 １６％ ~ ０􀆰 ４５％ꎻ同时不论高芥酸品种

还是低芥酸品种ꎬ脂肪酸的组成都发生了很大的变化ꎬ
油酸增加 ４􀆰 ９９％ ~ １０􀆰 １７％ꎬ亚油酸降低 １０􀆰 ７１％ ~
１６􀆰 ８８％ꎬ很好地调节了油菜种子内脂肪酸的组成ꎮ 综

上所述ꎬ利用 ａｍｉＲＮＡ 技术可有效调控甘蓝型油菜脂

肪酸的组成ꎬ提高转化株种子芥酸和油酸的含量ꎬ降低

亚油酸的含量ꎬ改善菜籽油的品质ꎬ提高菜籽的经济价

值ꎮ
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