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中华绒螯蟹FAD6-b基因的全长克隆及原核表达分析

杨志刚，  姚琴琴，  成永旭*，  施秋燕，杨    青，  
何    杰，  马明君，  王    瑶，  常    东

(上海海洋大学农业部淡水水产种质资源重点实验室，上海  201306)

摘要： 根据已登录的中华绒螯蟹一种Δ6去饱和酶基因(Accession Number:JX946434)及菁
夜蛾去饱和酶基因(Accession Number:KJ622055.1)的保守区设计引物，通过逆转录PCR以
及RACE技术克隆了中华绒螯蟹另一种Δ6去饱和酶基因FAD6-b的全长序列。经序列分
析，中华绒螯蟹FAD6-b cDNA全长为2 310 bp，其中开放阅读框(ORF)为1 326 bp，共编码
442个氨基酸(Accession Number:KP876058)，理论分子量为50.86 ku，理论等电点为8.47，
FAD6-b基因的氨基酸序列与已公布的一条中华绒螯蟹Δ6去饱和酶基因的一致性为76%。
原核表达载体构建及其表达实验表明，中华绒螯蟹FAD6-b基因成功重组到原核表达载体
pCold-TF DNA中，重组质粒pCold TF-fad6b在大肠杆菌BL21(DE3)pLysS中进行表达，经
SDS-PAGE电泳分析表明，IPTG诱导后的重组菌出现了单一的蛋白条带，且大小与预期
(105.86 ku)一致，可溶性分析显示目的蛋白主要存在于蛋白上清液中。对重组蛋白进行
纯化，蛋白纯化液经电泳检测后显示出特异性单一条带，进一步证明了pCold TF-fad6b的
成功构建和表达。目的蛋白经Western-blotting检测，结果表明获得的重组蛋白与6×His抗
体进行了特异性结合，显示出良好的免疫学活性。
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脂肪酸去饱和酶 ( fa t ty  ac id  desa turase，
FAD)能够催化饱和脂肪酸(saturated fatty acids)或
不饱和脂肪酸(unsaturated fatty acids，UFAs)在酰

基链上形成双键，使脂肪酸的不饱和程度得以

提高 [1]。FAD几乎存在于所有生物体中，并具有

很多种类 [2]，其可被分为可溶性的酰基-ACP去饱

和酶和膜结合去饱和酶2类，其中膜结合去饱和

酶又包括酰基-CoA去饱和酶和酰基-lipid去饱和

酶2种 [3]。膜结合去饱和酶在结构上具有组氨酸

保守区和血红素结合域(HPGG)等典型特征 [4]。脂

肪酸去饱和酶Δ6(fa t ty  ac id  desa turase  Δ6，
FAD6)属于酰基-CoA去饱和酶，是一种膜内在蛋

白，目前对膜结合蛋白的分离和纯化仍存在很

大困难。FAD6是合成长链多不饱和脂肪酸(long
chain polyunsaturated fatty acids，LC-PUFAs)的限

速酶 [5]，在脂肪酸代谢过程中发挥了重要作用，

其在高度不饱和脂肪酸 (highly unsaturated fatty
acids，HUFAs)的合成中，能够催化饱和脂肪酸

的第一步去饱和过程 [ 6 – 7 ]，可分别以亚麻酸(18 :
3n-3) 和亚油酸(18:2n-6)为底物，催化合成18 : 4n-3
和 1 8  :  3 n - 6，另外，在 E P A ( 2 0  :  5 n - 3 )合成

DHA(22 : 6n-3)的过程中，FAD6也发挥重要作

用 [5–8]。FAD6的研究在很多脊椎动物中得到了广

泛关注，而在无脊椎动物中的研究较少。

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)，又称河蟹，

作为一种极具营养价值和经济价值的水产动
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物，其体内含有十分丰富的PUFAs，成为提供人

体PUFAs的一种重要的食物来源。本研究采用反

转录 P C R  ( R T - P C R )和 c D N A  末端快速扩增

(RACE)方法获得中华绒螯蟹FAD6-b基因的全长

序列，对其进行序列分析，并选择适合的原核

表达载体pCold-TF DNA，成功构建了重组表达

载体pCold TF-fad6b，并对重组蛋白进行了纯化

和Western-blotting验证，旨在为进一步研究中华

绒螯蟹FAD6-b基因的功能提供基础资料，为

FAD6-b蛋白的纯化及抗体制备提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

健康成熟的中华绒螯蟹(体质量约60 g)取自

上海海洋大学竖新养殖基地；实验用表达宿主

菌BL21(DE3)pLysS购自北京天根生化科技有限公

司；原核表达载体pClold TF DNA购自TaKaRa公司。

1.2    中华绒螯蟹总RNA的提取与反转录

取0.1 g肝胰腺组织于液氮中充分研磨，参照

RNAisoTM Plus(TaKaRa)操作说明书进行总RNA的

提取，经1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA 完整度，

用微量紫外分光光度计 (Q5000)检测RNA 的纯

度 ， 并 于 – 8 0  ℃ 超 低 温 冰 箱 中 保 存 。 参 照

PrimscriptTM Reverse transcriptase (TaKaRa)说明

书，取–80 ℃冰箱中中华绒螯蟹肝胰腺总RNA
1 μg作为反转录模板，进行第一链 cDNA的合

成，产物待用于PCR的扩增；利用SMART T M

RACE cDNA  Amplification Kit(Clontech)反转录合

成cDNA第一链，分别作为中华绒螯蟹FAD6-b基
因3′和5′端序列快速扩增的模板。

1.3    引物设计和PCR扩增反应

根据GenBank中已登录的中华绒螯蟹的一种

Δ6去饱和酶基因(Accession Number：JX946434)及

菁夜蛾(Agrotis segetum)去饱和酶基因(Accession
Number：KJ622055.1)的保守区序列设计引物

FAD6b-F1(+)/FAD6b-R1(-)，并由生工生物工程

(上海 )股份有限公司合成 (表 1 )。以 F A D 6 b -
F1(+)/FAD6b-R1(-)为引物，以中华绒螯蟹的

cDNA为模板进行FAD6-b基因 cDNA片段的扩

增。PCR反应体系： cDNA模板 2  μL， dNTP
Mixture(2.5 mmol/L) 4 μL，上下游引物(10 µmol/L)
各1 μL，10×PCR buffer 5 μL， rTaq酶 (5 U/μL)
0.5 μL，加灭菌超纯水至总体积50 μL。PCR反应

条件： 94  ℃预变性 5  min； 94  ℃变性 30  s，
57 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，30个循环；

72 ℃延伸10 min，4 ℃保存。从扩增产物中取

5 μL经1.2%琼脂糖凝胶电泳检测其扩增结果。再

按琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(TaKaRa)中的操作

说明对PCR特异性扩增产物进行纯化回收，并连

接至pMD-19T载体(TaKaRa)，连接产物经热激转

化至大肠杆菌Top10(Tiangen)感受态细胞中，将

转化产物于 37  ℃  200  r /min条件下振荡培养

1～2 h，涂布至含有X-Gal、IPTG和氨苄的LB固

体培养基上，并于恒温培养箱中37 ℃过夜培养

(12～16 h)。次日进行蓝白斑挑选后接种于含氨

苄的LB液体培养基中，振荡培养3～5 h，经菌液

PCR初步鉴定后，将阳性克隆挑选出送至生工生

物工程(上海)股份有限公司进行双向测序。

1.4    FAD6-b基因cDNA的克隆

根据获得的FAD6-b基因片段设计3′RACE上

游引物FAD6b-3′(+)、5′RACE下游引物FAD6b-
5 ′ ( - ) ( 表 1 ) ， 以 S M A R T T M  R A C E  c D N A
Amplification Kit(Clontech)反转录合成的cDNA第

一链为模板，分别用3′RACE和5′RACE引物与

SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit中的通用

引物(UPM)配对，并按照SMARTTM RACE cDNA

表 1    核苷酸引物序列

Tab. 1    Oligo nucleotide primer sequence

引物名称 primer name 核苷酸序列(5’- 3’) sequence 用途 usage

universal primer mix (UPM) CTAATACGACTCACTATAGGGC RACE

FAD6b-F1(+) CTCACCTGTGAGCTCCTCACG RT-PCR

FAD6b-R1(-) GAGCTCAACAGTGCGCAGGAG RT-PCR

FAD6b-3’(+) AGGGACAGATACGAGGTGGCGGG 3’ RACE

FAD6b-5’(-) CACAAACGACCATAAAGGCGAGAGCAGT 5’ RACE
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Amplification Kit推荐的反应体系和反应条件进行

FAD6-b基因3′端序列和5′端序列的扩增。PCR扩

增产物的回收纯化、克隆和测序与FAD6-b基因

片段的克隆所述相同。

1.5    序列的拼接与生物信息学分析

使用DNAStar 5.0.1软件对测序得到的结果进

行序列拼接，用ORF (open reading frame) finder软
件(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)寻找

F A D 6 - b 基 因 的 开 放 阅 读 框 ； 利 用 B L A S T
(www.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi)、ClustalW及

DNAMAN等软件进行序列的验证、翻译及蛋白

质 相 似 性 分 析 ； 使 用 C o m p u t e  p I - M w
(http://cn.expasy.org/tools/pi_tool.html)计算蛋白质

等电点和相对分子质量；分别用Signa lP  4 .1
Server(http:// www. cbs.dtu.dk/ services/SignalP/)和
TMHMM2.0程序预测其信号肽和跨膜结构(http://
www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)。用MEGA
5.0软件的邻接法(Neighbor-Joining , NJ)构建系统

进化树。

1.6    重组表达载体pCold TF-fad6b的构建

依据已获得中华绒螯蟹FAD6-b基因的全长

序列(GenBank Accession no.KP876058)和原核表达

载体pClold-TF DNA(TaKaRa)的序列特征，利用

Primer Premier 5.0 软件设计上下游引物，以中华

绒螯蟹肝胰腺组织的cDNA为模板扩增FAD6-b基
因开放阅读框(ORF)，上游引物FAD6b-F2序列为

5′-AGAGAGCTCATGGCACCTCGTGAGG-3′，
下游引物FAD6b-R2序列为5′-ATAGGATCCCTA
AGAAGCTTTTTTC-3′，并分别在上下游引物中

引入了Sac I和BamH I酶切位点(下划线标注)。以

FAD6b-F2/FAD6b-R2为引物，以反转录得到的中

华绒螯蟹肝胰腺 c D N A为模板，用高保真酶

(Tiangen)扩增FAD6-b基因的ORF序列，PCR反应

体系：cDNA模板1 μL，dNTP Mixture (2.5 mM)
4 μL，上下游引物 (10 µM)各0.5 μL，10×PCR
buffer 2.5 μL，Taq Plus DNA Polymerase (2.5 U/μL)
0.5 μL，加灭菌超纯水至总体积25 μL。PCR反应

条件： 94  ℃预变性 5  min； 94  ℃变性 30  s，
58 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，共30个循环；

72 ℃延伸10 min，4 ℃保存。取PCR扩增产物

5 μL经1%的琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，再

将所有目的产物依据琼脂糖凝胶DNA回收试剂

盒(Tiangen)中的说明书进行回收纯化，回收产物

与pGEM-T载体(Promega)进行连接，连接产物转

化至大肠杆菌Top10感受态细胞(Tiangen)中，转

化产物在 3 7  ℃、 2 0 0  r / m i n条件下振荡培养

1～2 h后涂布于含有X-Gal、 IPTG以及氨苄的

LB固体培养基上，培养基置于恒温培养箱中，

经37 ℃过夜培养。次日在长出的蓝白斑菌落中

挑选白斑，接种于LB液体培养基(含氨苄)中继续

振荡培养4～5 h，再进行菌液PCR验证，筛选阳

性克隆由生工生物工程(上海)股份有限公司进行

测序。

取测序结果正确的pGEM-fad6b阳性克隆菌

株、pCold-TF DNA原核表达载体的克隆菌株分

别于LB液体培养基中扩大培养，按照质粒小量

提取试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)中的操作

说明分别抽提pGEM-fad6b和pCold-TF DNA质

粒。使用限制性内切酶BamH I和Sac I对原核表达

载体pCold-TF DNA和pGEM-fad6b质粒进行双酶

切，用1%的琼脂糖电泳检测酶切产物，并回收

目的产物，再将回收的表达载体 p C o l d - T F
DNA与fad6-b片段用T4 DNA连接酶在16 ℃条件下

连接4 h，构建成重组表达载体pCold TF-fad6b。
将连接产物转化至E.coli Top10感受态细胞，并于

37 ℃、200 r/min条件下振荡培养1 h，再涂布于

含氨苄的LB固体培养基上，置于恒温培养箱中

37 ℃过夜培养后挑选阳性克隆菌株，经菌落

PCR和双酶切实验验证后，将菌株送至生工生物

工程(上海)股份有限公司测序，测序正确的菌株

用15%的甘油保存菌种，并存储于–80 ℃冰箱中

待用。

1.7    pCold TF-fad6b在大肠杆菌中的诱导表达分

析

取–80 ℃冰箱中的阳性重组pCold TF-fad6b菌
液，复性培养后抽提其质粒，将其重新转化入

大肠杆菌BL21(DE3)pLysS中，构建成重组菌株

BL21/pCold TF-fad6b，于含氨苄青霉素终浓度为

100 µg/mL、氯霉素终浓度为34 µg/mL的LB固体

培养基中过夜培养，次日挑取阳性克隆菌株送

测序，并将测序正确的菌株甘油保种于–80 ℃冰

箱中，待用。

分别将5 µL重组菌株BL21/pCold TF-fad6b、
空载体菌株BL21/pCold TF接种于2 mL LB液体培

养 基 中 ( 已 加 入 1 0 0  µ g / m L 氨 苄 青 霉 素 和
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34 µg/mL氯霉素)，37 ℃ 200 r/min条件下过夜活

化，然后以1∶100比例加入到50 mL的LB液体培

养基中(含100 µg/mL氨苄青霉素和34 µg/mL氯霉

素)，37 ℃ 200 r/min条件下继续培养，当OD600达

到0.6～0.8时，分别往对照组(BL21/ pCold)和实

验组(BL21/pCold TF-fad6b)菌液中加入IPTG进行

诱导，IPTG终浓度为0.3 mmol/L，15 ℃诱导表达

10 h。参照细菌蛋白提取试剂盒(生工生物工程上

海股份有限公司)中的操作说明提取蛋白：取诱

导的 B L 2 1 / p C o l d  T F - f a d 6 b菌液、未诱导的

BL21/pCold TF-fad6b菌液和诱导的BL21/pCold菌
液各20 mL，12 000 r/min下离心5 min，收集细菌

的细胞沉淀并称取其湿重，按1 g∶5 mL的比例

加入提取试剂重悬细胞，提取试剂使用前每

1 mL已加入 1 µL DTT、 10 µL PMSF、 2 µL
Lysozyme和2 µL DNaseI，反复吹吸使之成为均匀

悬液，再置于 3 7  ℃恒温摇床 2 8 0  r / m i n振荡

30 min，然后在4 ℃条件下以15 000 r/min的转速

离心5 min，收集诱导后的BL21/pCold TF-fad6b的
蛋白上清液作为可溶性部分待检测，剩下的沉

淀用250 µL提取试剂涡旋振荡重悬。将得到的

BL21/pCold TF-fad6b上清液与沉淀悬浮液、诱导

的BL21/pCold TF-fad6b蛋白全液、未诱导的

BL21/pCold TF-fad6b蛋白全液等分别经10% SDS-
PAGE电泳以检测目的蛋白的表达情况。

1.8    pCold TF-fad6b重组蛋白的纯化

取存储于–80 ℃冰箱中的保种菌2 mL，经活

化培养后在37 ℃下进行大量培养(200 mL)，当菌

液OD600值达0.6～0.8时加入 IPTG(终浓度为0.3
mmol/L)，15 ℃诱导15 h，于4 ℃条件下12 000
r/min离心5 min，用PBS缓冲液吹洗数遍后收集菌

体，并称量菌体的湿重，按每克菌体加10 mL
Binding buffer(结合缓冲液，500 mmol/L NaCl，20
mmol/L咪唑，20 mmol/L Na3PO4；pH 7.4)的比例

重悬细菌，再向菌体悬浮液中加入 1 0 0  µ L
PMSF，冰浴中进行超声波破碎，400 W超声

4 s间隔6 s，共超声100次。将超声后的液体在

4 ℃下12 000 r/min离心5 min，收集上清液，继续

将此上清液12 000 r/min离心5 min，再取其上清

液，用0.22 µm滤头过滤上清液，以除去颗粒物

质，收集过滤液并保存于–20 ℃冰箱中备用。

使用含His标签的镍离子亲和层析柱对蛋白

质进行纯化：用5倍介质体积的去离子水洗涤柱

子，再用5倍介质体积的Binding buffer对柱子进

行平衡，接着加入已过滤的蛋白上清液(流速为

0.5～1 mL/min)，然后用5倍介质体积Binding
buffer洗去层析柱中未结合蛋白，最后用5倍介质

体积的Elution buffer(洗脱缓冲液，500 mmol/L
NaCl，250 mmol/L咪唑，20 mmol/L Na3PO4；pH
7.4)进行洗脱，收集洗脱液，并用 10% SDS-
PAGE电泳检测。

1.9    重组蛋白的Western-blotting验证

取纯化前的蛋白上清液、经纯化的蛋白溶

液、未诱导的BL21/pCold TF-fad6b蛋白上清液和

经诱导的BL21/pCold  TF蛋白上清液，SDS-
PAGE电泳后用湿转法将凝胶上的蛋白转印至

PVDF膜上，使用5%脱脂牛奶PBST溶液室温封闭

2 h，用1×PBST清洗3次，每次5 min，将PVDF膜
置于 anti-6×His的一抗 (abcam)PBST溶液中，

4 ℃过夜。次日，PVDF膜经PBST清洗3～5次，

每次5 min，再用鼠源的IgG荧光二抗(武汉博士德

生物工程有限公司)室温孵育2 h，TBST洗脱3次
后，接着用双色红外激光成像系统(Odyssey)进行

成像。

2    结果与分析

2.1    FAD6-b基因cDNA全长克隆及其序列分析

利用设计的FAD6b-F1(+)/FAD6b-R1(-)特异性

引物，以中华绒螯蟹肝胰腺cDNA为模板扩增得

到FAD6-b基因的部分片段，并依据此序列设计

3′RACE和5′RACE引物进行RACE扩增，克隆得

到cDNA全长序列。中华绒螯蟹FAD6-b基因的

c D N A序列全长为 2  3 1 0  b p，包括 1 8 3  b p的

5′UTR区域、1 326 bp的ORF和801 bp的3′UTR区

域，共编码442个氨基酸，其中3′UTR区域具有

典型的加尾信号AATAAA和polyA尾 (图1)，经

SignalP 4.1在线分析，FAD6-b的N端不含信号肽

序列，利用TMHMM2.0分析显示FAD6-b基因具

有4次跨膜结构，该cDNA序列编码的氨基酸分子

量和蛋白理论等电点分别为50.86 ku和8.47。
BLAST分析序列显示，FAD6-b的全长序列包括

3个组氨酸簇保守区、1个细胞色素b5结构域以及

血红素结合域HPGG(图2)，这些皆为去饱和酶结

构上的典型特征，并经多序列比对表明，该基
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因的氨基酸序列与已报道的中华绒螯蟹Δ6去饱

和酶基因、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、菁夜蛾和

海鳗(Muraenesox cinereus)等的FAD6氨基酸序列

具有较高的相似性(图2)，初步确定此序列为中

华绒螯蟹另一条Δ6去饱和酶基因。

2.2    FAD6-b的同源性分析和进化树构建

将中华绒螯蟹FAD6-b氨基酸序列同NCBI上
已知的中华绒螯蟹、尼罗罗非鱼 (Oreochromis
niloticus)、尖吻鲈 (Lates calcarifer)、大西洋鲑

(Salmo salar)、虹鳟、菁夜蛾及小鼠(Mus muscu-
lus)等的FAD6氨基酸序列进行比对，一致性为

40%～76%。利用MEGA(version6.0)软件的邻接法

(Neighbor-Joining)将上述物种的氨基酸序列构建

系统进化树，置信度为1 000，结果显示中华绒

螯蟹FAD6-b与FAD6单独聚为一支，且二者与菁

夜蛾一同聚为一支，其余物种聚为一大支(图3)。

2.3    pCold TF-fad6b的构建和验证

基因的ORF，将测序结果与上述得到的全长

序列进行比对，结果表明，得到的含 Sac  I和

BamH I位点的ORF序列完全正确。将其酶切后转

入原核表达载体pCold-TF DNA中，构建的重组

质粒再经菌液PCR(图4)、双酶切(图5)及测序验

证。结果表明，菌液PCR和测序结果的阳性检出

率均为100%，且双酶切后发现在目的片段(1 326
bp)处出现一单一条带，说明重组表达载体pCold
TF-fad6b构建成功。甘油保存阳性菌株于– 8 0
℃冰箱中，用于后续实验。

2.4    pCold TF-fad6b重组蛋白的诱导表达及表

达产物的可溶性分析

利用蛋白提取试剂盒提取各培养组菌液中的

蛋白，并用10% SDS-PAGE电泳检测目的蛋白的

表达情况，发现与未诱导的重组菌株相比，重

组的表达载体菌株pCold TF-fad6b经10 h诱导培养

后，在110 ku附近出现了一单一条带(图6，箭头)，
该条带大小与预期结果(105.86 ku)相符，且检测

结果表明重组蛋白主要在上清液中存在，为可

溶性表达。

2.5    pCold TF-fad6b重组蛋白的纯化

将扩大诱导培养后的菌液经超声破碎，取其

 
图 1    中华绒螯蟹FAD6-b基因全长cDNA核苷酸序列及氨基酸序列预测

5’ RACE PCR引物用“←”表示，3’ RACE PCR引物用“→”表示，血红素结合域HPGG用双划线表示，3个保守的组氨酸簇用实线方框

表示，细胞色素b5结构域用阴影部分表示。起始密码子(ATG)和终止密码子(TAG)用虚线框表示，Poly(A)具有加尾信号AATAAA，出

现在距Poly(A)尾16 bp处

Fig. 1    cDNA nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of E. sinensis FAD6-b gene
“←” stand for 5’ RACE PCR primers, and “→”stand for 3’ RACE PCR primers, double-underlined stand for Heme-binding motif
(HPGG), the solid line boxes stand for three conserved regions with known histidine-rich motifs,shaded stand for cytochrome b5
region. The start codon (ATG)and the stop codon (TAG) are in dotted boxes, the poly (A) addition signal AATAAA begins 16 bp
from the poly (A) tail
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图 2    中华绒螯蟹FAD6-b与其他物种FAD6氨基酸序列比对

中华绒螯蟹 JX946434； 菁夜蛾 AID66663.1； 海鳗 AEV57605.1； 虹鳟 AAK26745.1

Fig. 2    FAD6-b amino acid sequences comparison of E. sinensis with different animals
GenBank accession number: E.sinensis JX946434; A.segetum AID66663.1; M.cinereus AEV57605.1; O.mykiss AAK26745.1

30 水    产    学    报 40 卷

 

http://www.scxuebao.cn



上清液后用含His标签的镍离子亲和层析柱进行

分离纯化，10% SDS-PAGE电泳检测纯化后的蛋

白溶液(图7)，结果显示，经纯化的蛋白出现单

一条带，且相对分子质量约为106 ku，大小与预

期一致。

2.6    pCold TF-fad6b重组蛋白的Western-
blotting 验证

对纯化前的蛋白上清液、经纯化的蛋白溶

液、未诱导的BL21/pCold TF-fad6b蛋白上清液和

经诱导的BL21/pCold TF蛋白上清液进行Western-

 
图 3    FAD6氨基酸序列的系统进化树

中华绒螯蟹FAD6-b(KP876058)，中华绒螯蟹FAD6(JX946434)，布氏锥虫  XP_822945.1，墨西哥利什曼虫XP_003873509.1，非洲爪蟾

Q6DDK2.1，尼罗罗非鱼FAD6-X1(XP_005470661.1)，尼罗罗非鱼FAD6-X2(XP_005470662.1)，尖吻鲈FAD6-1(ACS91458.1)，尖吻鲈FAD6-
2(ACY25091.2)，海鳗FAD6-1(AEV57604.1)，海鳗FAD6-2(AEV57605.1)，海鳗FAD6-3(AEV57606.1)，大西洋鲑FAD6-a(AAU47273.1)，大

西洋鲑FAD6(NP_001165752.1)，虹鳟  NP_001117759.1，斑马鱼  Q9DEX7.1，鲤  AAG25711.1，菁夜蛾  NO. AID66662.1，杜氏利什曼虫

XP_003859509.1，线虫 AAC15586.1，原鸡 ABR24806.2，小家鼠AAD20017.1，人 AAD31282.1

Fig. 3    phylogenetic tree of FAD6 amino acid sequences
GenBank accession number: Eriocheir sinensis(FAD6-b: KP876058, FAD6: JX946434), Trypanosoma brucei XP_822945.1, Leishmania mexicana
XP_003873509.1, Xenopus laevis Q6DDK2.1, Oreochromis niloticus (FAD6-X1: XP_005470661.1, FAD6-X2: XP_005470662.1), Lates
calcarifer(FAD6-1: ACS91458.1, FAD6-2: ACY25091.2), Muraenesox cinereus(FAD6-1: AEV57604.1, FAD6-2: AEV57605.1, FAD6-3:
AEV57606.1), Salmo salar(FAD6-a: AAU47273.1, FAD6: NP_001165752.1), Oncorhynchus mykiss NP_001117759.1, Danio rerio Q9DEX7.1,
Cyprinus carpio AAG25711.1, Agrotis segetum NO. AID66662.1, Leishmania donovani XP_003859509.1, Caenorhabditis elegans AAC15586.1, Gallus
gallus ABR24806.2, Mus musculus AAD20017.1, Homo sapiens AAD31282.1
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blotting检测，经双色红外激光成像系统成像，发

现与对照组相比，经纯化的重组蛋白在膜上出

现了一条印迹，且是预期的条带大小(图8)。

3    讨论

PUFAs是指含有16个碳以上且具有2个或者

2个以上双键的脂肪酸，人类及其他哺乳动物体

内不能合成或者只能少量合成PUFAs [ 9 – 1 0 ] 。

PUFAs不仅是生物膜结构的重要组成部分，也是

生物体中众多活性分子的前体，其与机体细胞

重要功能的维持和调节有关 [11]，众多研究发现

PUFAs特别是LC-PUFAs与人体的健康有密切的

关系，一些LC-PUFAs关系到炎症、癌症等疾病

的发病率 [12–14]。研究表明，PUFAs是由一系列的

脂肪酸延长酶(fatty acid elongase，FAE)和FAD的

作用，并以饱和脂肪酸为最初底物逐步生成的[11]。动

物 中 F A D 主 要 有 F A D 9 、 F A D 6 、 F A D 5 和

FAD4等，FAD6作为LC-PUFA合成过程中的限速

酶，近年来在脊椎动物中得到广泛关注，而无

脊椎动物特别是甲壳动物中，关于FAD6的研究

很少 [2]。本研究采用物种间的基因同源性技术和

RACE技术，克隆得到中华绒螯蟹另一种FAD6基
因全长，命名为FAD6-b，对该基因进行序列分

析，发现FAD6-b在结构上具有4次跨膜，同时具

有膜结合脂肪酸去饱和酶所具有的典型特征[15–16]：

3个组氨酸保守区、1个细胞色素b5结构域以及血

红素结合域HPGG，与NCBI上已登录的中华绒螯

蟹FAD6(Accession Number：JX946434)在结构上

具有高度相似性(图2)，二者的氨基酸序列特征

都符合FAD6基因的特征。有研究表明膜结合

FAD中的3个组氨酸簇(HisI、HisII、HisIII)对酶活

性的维持是必需的，该保守区可与1个Fe2+结合形

成催化活性中心 [ 4 , 1 7 – 1 8 ]；HPGG在FAD催化过程

中发挥着电子供体的作用，该区域中的His对
FAD的活性也十分重要 [19]。经多序列比对分析及

MEGA6.0构建的进化树显示，FAD6-b基因的氨

基酸序列与所选其他动物的20多种氨基酸序列有

4 0 %～ 7 6 %的同源性，并且发现甲壳动物的

FAD6单独聚为一支，其次再与另一大支中的无

脊椎动物杜氏利什曼虫和布氏锥虫等具有较近

的亲缘关系(图3)。

 
图 4    重组质粒pCold TF-fad6b菌落PCR检测

编号1~5为重组质粒pCold TF-fad6b；M为DNA Marker DL2000

Fig. 4    Identification of recombinant plasmid pCold TF-
fad6b by PCR

1-5. positive clones detected by PCR; M. DNA Marker DL2000

 
图 5    重组质粒pCold TF-fad6b双酶切鉴定

1.重组质粒pCold TF-fad6b；2.重组质粒pCold TF-fad6b双酶切；

M. DNA Marker DL10000

Fig. 5    Electrophoresis analysis of double digestion of
recombinant plasmid pCold TF-fad6b

1. recombinant plasmid pCold TF-fad6b; 2. double digestion of pCold
TF-fad6b by BamH I and Sac I;M. DNA Marker DL10000

 
图 6    pCold TF-fad6b重组蛋白SDS-PAGE检测

及可溶性分析

M.蛋白质分子量标准；1.未诱导的BL21/pCold TF-fad6b菌株；

2 .经 I P T G诱导的 B L 2 1 / p C o l d  T F - f a d 6 b菌株； 3 .经诱导的

BL21/pCold TF-fad6b蛋白上清液；4.经诱导的BL21/pCold TF-
fad6b蛋白沉淀；5.经诱导的BL21/pCold TF菌株；箭头示目的条带

Fig. 6    Analysis of pCold TF-fad6b expression in
E.coli BL21(DE3)pLysS by SDS-PAGE

M. protein molecular weight Marker;1.BL21/pCold TF-fad6b uninduced
by IPTG; 2. BL21/pCold TF-fad6b induced by IPTG; 3. supernatant of
BL21/pCold TF-fad6b induced by IPTG; 4.precipitation of BL21/pCold
TF-fad6b induced by IPTG; 5. BL21/pCold TF induced by IPTG; the
arrow stands for the target protein bands
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鉴于表达载体pCold-TF DNA本身具有冷休克

蛋白启动子和相关原件，本研究选择pCold-TF
DNA为原核表达载体，此载体以大肠杆菌的伴

侣蛋白TF为可溶标签，其很大程度上可以提高

蛋白的可溶性和纯度[20]。二硫键对维持蛋白质的

结构及活性发挥着重要的作用，它是蛋白分子

的侧链间唯一存在的共价键 [ 2 1 – 2 2 ]。在体外，二

硫键的形成也可发生，但其生成速率要比在体

内慢很多[23–24]。在大肠杆菌中，其产生蛋白质二

硫键的场所一般都是在周质腔[25–26]，本实验选用

大肠杆菌BL21(DE3) pLysS作为宿主菌体，该菌

株自带pLysS质粒，该质粒含有可以降低目的基

因背景表达水平而不干扰IPTG诱导表达水平的

T 7溶菌酶。实验结果表明， F A D 6 - b基因的

ORF成功构建到目的载体pCold-TF DNA中，且经

诱导培养后，pCold TF-fad6b表达出可溶性的目

的蛋白，条带大小约为110 ku，由于pCold-TF
DNA空载体自身具有的伴侣蛋白TF和His标签的

分子量为55 ku，中华绒螯蟹FAD6-b蛋白的理论

分子量是50.86 ku，因此可判定表达出的重组蛋

白与预期结果(105.86 ku)相符。利用表达出的目

的蛋白在N端融合有6×His标签的特点，选用His-
tag镍离子亲和层析柱对目的蛋白进行纯化检

测，并得到单一且大小合适的目的条带，重组

蛋白构建并表达成功得到了进一步验证，得到

的纯度较高的目的融合蛋白可用于后续相关实

验。本研究中的Western-bloting实验结果显示，

目的蛋白可被anti-6×His鼠抗识别，表明在大肠

杆菌BL21(DE3) pLysS中，重组蛋白能够正确折

叠，且表达出的目的蛋白具有抗原活性。

目前，中华绒螯蟹基因的体外研究水平与动

物整体体外研究水平还有很大差距，本实验的

结果为进一步开展中华绒螯蟹FAD6-b蛋白在体

外的高效表达、抗体制备、活性检测等方面奠

定基础，也为今后研究甲壳动物FAD的调控机制

和生理功能提供参考。
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Full length cDNA cloning and prokaryotic expression of
fatty acyl-CoA Δ6-b desaturase in Eriocheir sinensis

YANG Zhigang,    YAO Qinqin,    CHENG Yongxu*,    SHI Qiuyan,    
YANG Qing,    HE Jie,    MA Mingjun,    WANG Yao,    CHANG Dong
(Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture,

Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China)

Abstract: Fatty acyl-CoA Δ6-b desaturase is a membrane-bound enzyme, and it is the rate-limiting enzyme in the
biosynthetic pathway of highly unsaturated fatty acids (HUFA). Fatty acyl-CoA Δ6 desaturase can catalyze the
first step of the desaturation in the HUFA pathway, and it can convert linoleic acid(LA, 18 : 2n-6) to Gamma
linolenic acid(GLA, 18 : 3n-6), convert α-linolenic acid(ALA, 18 : 3n-3) to Stearidonic acid(SDA, 18 : 4n-3), and
it also can convert Eicosapentaenoic acid (EPA, 20 : 5n-3) to Docosahexaenoic acid (DHA, 22 : 6n-3) with other
enzymes. In this study, fatty acyl-CoA Δ6-b desaturase gene was cloned from Eriocheir sinensis using reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and rapid-amplification of cDNA ends (RACE). The full-length
cDNA sequence of fatty acyl-CoA Δ6-b desaturase is 2 310 bp, including a 1 326 bp open reading frame (ORF)
and codes a protein of about 442 amino acids. The molecular weight is 50.86 ku, and the isoelectric point is 8.47.
GenBank accession number of this gene is KP876058. A homology analysis using BLASTn and BLASTx revealed
that the fatty acyl-CoA Δ6-b desaturase gene shared 76% identity with fatty acyl-CoA Δ6 desaturase gene of E.
sinensis. The ORF of fatty acyl-CoA Δ6-b desaturase gene was subcloned into the prokaryotic expression vector
pCold-TF DNA, to generate recombinant expression vector pColdTF-fad6b, which was then transformed into the
expression  E.coli  BL21(DE3)pLysS.  Experiments  showed  that  the  fatty  acyl-CoA  Δ6-b  desaturase  was
successfully expressed in E.coli BL21(DE3)pLysS by the IPTG induction and at the temperature of 15 , and the
concentration of IPTG was 0.3 mmol/L. The result of SDS-PAGE analysis showed that the recombinant protein
had an approximately molecular weight of 105.86 ku which was consistent with the theoretical molecular weight,
and the target protein was mainly detected in supernatant. As the purpose protein contains a 6×His-tag, we have
chosen His-tag nickel ion affinity chromatography column for recombinant protein purification and anti-6×His-tag
antibody for Western-blotting experiments, and results showed that pColdTF-fad6b recombinant protein was
successfully expressed in E. coli. The Western-blotting revealed that recombinant protein pColdTF-fad6b had
specifically been recognized by the 6×His antibody, indicating that the recombinant protein had antigen activity.
Our report provides a new fatty acyl-CoA Δ6 desaturase gene, FAD6b. It may offer a basic method for purification
and activity detection of E.sinensis FAD6b, and promote further study of the FADs function.
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