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摘要 哺乳动物因为缺乏 驻-12和 棕-3脂肪酸脱氢酶，不能自身合成必需的多不饱和脂肪酸．目前，通过转基因技术在哺乳
动物体内表达 棕-3脂肪酸脱氢酶，能将长链的 n-6多不饱和脂肪酸转化成 n-3多不饱和脂肪酸，造成体内长链的 n-6多不饱
和脂肪酸含量显著减低．本研究通过自我剪切 2A 肽介导 驻-12和 棕-3 脂肪酸脱氢酶(FAT-2 和 FAT-1)以及人过氧化氢酶
(human catalase，hCAT)在小鼠的肌肉同时表达．结果表明，转基因小鼠肌肉中长链 n-3多不饱和脂肪酸含量提高 2.6倍，长
链 n-6多不饱和脂肪酸含量没有显著变化，而 n-6/n-3比例显著降低(P < 0.01)．同时蛋白质印迹检测到人过氧化氢酶 hCAT
在小鼠的肌肉组织中表达，且过氧化氢酶活性比野生型小鼠显著提高(P < 0.01)．
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长链 n-3多不饱和脂肪酸是维持人类身体健康
的重要物质，有预防心脑血管疾病、癌症、糖尿病

和自身免疫疾病的功能[1-5]．哺乳动物因为缺乏相

应的脂肪酸脱氢酶而不能够自身合成 n-3多不饱和
脂肪酸，通过转基因技术，在哺乳动物体内表达

棕-3脱氢酶可以有效地将 n-6多不饱和脂肪酸转化
为 n-3多不饱和脂肪酸，但发现这种转基因动物体
内的 n-6不饱和脂肪酸含量显著低于正常水平[6-7]．

为了不改变体内 n-6多不饱和脂肪酸的含量，在本
研究中我们在小鼠肌肉特异性的表达秀丽线虫的

驻-12 和 棕-3 脱氢酶基因 FAT-2 和 FAT-1，将哺乳
动物多不饱和脂肪酸的合成途径补充完全．同时考

虑到多不饱和脂肪酸的含量升高会导致氧化水平的

提高，给动物体带来过多的氧化压力，为了减低多

不饱和脂肪酸提高带来的负面影响，希望通过表达

人的过氧化氢酶基因(human catalase, hCAT)，减低
肌肉组织由氧自由基增多引起的氧化压力[8]．用病

毒的自我剪切肽 F2A(VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP)
和 T2A(EGRGSLLTCGDVEENPGP)的编码序列把
TFAT-1、FAT-2和 hCA T基因串联起来形成一个编
码框，在猪的骨骼肌肌动蛋白启动子驱动下特异地

在小鼠肌肉组织中表达[9]．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 小鼠、引物和载体．昆明小白鼠购自国家

计划生育研究所动物部；表 1引物由上海生物工程
公司合成；PBR322-PSA 载体、pBudCE4.1FAT1/
FAT2[10]和 pBC-sightCAT[11]由本实验室构建和保存.
1援1援2 试剂及来源．Phusion高保真 DNA聚合酶和
T4连接酶购自 NEB公司；限制性内切酶 Hind芋、
Nhe玉和 Sal玉购自 Takara公司；质粒纯化试剂盒
购自 Qiagen公司；DNA胶回收试剂盒购自 Omega
公司；地高辛标记试剂盒购自 Roche公司；过氧化
氢酶活性检测试剂盒购自碧云天公司；绵羊抗人过

氧化氢酶(human catalase)多克隆抗体和兔抗鼠肌动
蛋白(actin)单克隆抗体购自 Abcam公司．
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Name Sequence

fat1F aaGCTAGCATGGTCGCTCATTCCAGCGAAGG

fat1-F2A-R TCCA CGTCTCCCGC CAACTTGAGAAGGTCAAAATTCAAAGTCTG TTTCAC CTTGGCCTTTGCCTTCTCCTC

fat2-F2A-F CTTTGAATTTTGACCTTCTCAAGTTGGCGGGAGACGTGGA GTCCAACCCAGGGCCCATGACAATCGCTACAAAA

fat2-T2A-R CCGGGATTCTCCTCCACGTCACCGCATGTTAGAAGACTTCCTCTGCCCTC TTATTGAGCCTTCTTAGC

cat-T2A-F GAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCTATGGCT GACAGCCGGGAT

cat-R aatGTCGAC TCACAGATTTGCCTTCTCCCTT

FFC-F AACTCTGAACGGGTCCAATG

FFC-R ATGTTGTCGAGTCCGAATCC

GAPDH-F AACTTTGGCATTGTGGAAGG

GAPDH-R CCCTGTTGCTGTAGCCGTAT

1援2 载体构建

以 pBudCE4.1FAT1/FAT2 为模板， fat1F 和
fat1-F2A-R为引物扩增 FAT-1片段，fat2-F2A-F和
fat2-T2A-R 为引物扩增 FAT-2 片段． 以 pBC-
sightCAT为模板，cat-T2A-F和 cat-R 为引物扩增
人过氧化氢酶 hCA T片段．利用 fat1-F和 cat-R引
物分别引入 Nhe玉和 Sal玉酶切位点和两个保护碱
基．引物 fat1-F2A-R、 fat2-F2A-F、fat2-T2A-R 和

cat-T2A-F加有 F2A 和 T2A 剪切肽序列，序列见
表 1．3个扩增片段胶回收后，检测浓度，按照摩
尔比 1∶1∶1混合，以 fat1F和 cat-R 为引物，通
过重合 PCR技术，融合 3个片段得到 FFC片段，
经 Nhe玉和 Sal玉双酶切后连接到载体 pBR322-PSA
上，得到 pBR322-PSA-FFC 载体，引物序列见
表 1．

Table 1 Primers used in this study

1援3 转基因小鼠制备

将构建好的 pBR322-PSA-FFC载体，用限制性
内切酶 Not玉线性化后，显微注射到小鼠受精卵雄
原核，显微操作由北京市济普霖生物技术有限公司

完成，注射后的胚胎移植到假孕母鼠中，代孕 21
天后分娩．

1援4 DNA印迹
剪取小鼠的少量尾部组织经消化后，酚仿抽提

基因组 DNA；检测浓度，取 10 滋g基因组 DNA用
限制性内切酶 Hind芋消化 12 h，低压电泳分离后，
转移至 Hybond-N+尼龙膜上(Amersham 公司)；以
FFC-F和 FFC-R为引物(序列见表 1)，以 pBR322-
PSA-FFC 质粒为模板，PCR 扩增合成地高辛标
记探针(地高辛标记试剂盒，Roche 公司)，杂交
显影．

1援5 RT鄄PCR检测 FFC表达
用 Trizol试剂(Invitrogen公司)提取转基因小鼠

心、肝、脾、肺、肾、小肠、脑、脂肪、骨骼肌组

织的总 RNA，Nanodrop(Thermo 公司)测定浓度，
取 500 ng总 RNA用反转录酶 M-MLV(Promega公
司)合成 cDNA；以 FFC-F和 FFC-R为引物，PCR

扩增检测 FFC的 RNA表达水平，反应程序：95℃
5 min，30个循环(95℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 1 min)，
72℃ 10 min；以 GAPDH为内参基因，扩增引物为
GAPDH-F和 GAPDH-R(序列见表 1)．
1援6 蛋白质印迹和过氧化氢酶活性检测

取 30 mg小鼠骨骼肌经液氮研磨后，IP裂解
液裂解，离心取上清总蛋白；BCA法测定蛋白质
浓度，取 30 滋g总蛋白用 SDS-PAGE分离，转移
至 PVDF膜上，脱脂牛奶封闭，一抗杂交(human
catalase 一抗 1∶1 000 稀释，actin 一抗 1∶2 000
稀释)，洗膜，二抗杂交(1∶5 000稀释)，洗膜，加
显色底物(Thermo公司)，显影．总蛋白过氧化氢
酶活性检测原理和方法见碧云天公司过氧化氢活性

检测试剂盒使用说明书．

1援7 脂肪酸分析

取 50 mg骨骼肌经液氮研磨后，加入 1 ml含
2.5% H2SO4的甲醇溶液，80℃孵育 1 h，待冷却至
室温，加入 0.2 ml 正已烷和 1 ml 水，震荡混匀，
低速离心，取上层正已烷氮气吹干后进行气相色谱

分析．
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Fig. 3 Identification of FFC mRNA level in kidney,
liver, spleen, muscle, intestine, brain, lung, fat,

heart tissue by RT鄄PCR, GAPDH
used as a housekeeping gene

1: Kidney; 2: Liver; 3: Spleen; 4: Muscle; 5: Intestine; 6: Brain; 7: Lung;

8: Fat; 9: Heart.

Fig. 2 Identification of transgenic mice by
southern blot analysis of genomic DNA

Tg1, Tg4, Tg16 and Tg23: Four transgenic mice founders; WT: Wild

type mice; P: Vector control.

Fig. 1 Sketch of muscle鄄specific FFC鄄expressing
vector construction (a) and FFC fragment

was assembled by overlapping PCR (b)
FFC represents a fragment of 2A linked FAT-1, FAT-2 and human

catalase coding sequence; F2A and T2A represent“self cleaving” 2A
peptide region of foot-and-mouth disease virus and thosea asigna virus;

F2A and T2A were introduced along with primers.

2 结 果

2援1 载体构建和转基因小鼠检测

通过融合 PCR技术将 驻-12和 棕-3脂肪酸脱氢
酶 FAT-1，FAT-2 以及人的过氧化物酶 (catalase，
CAT)基因编码区融合起来构成 FFC 片段，其中
FAT-1和 FAT-2不包括终止密码子，中间由 F2A
的自我剪切肽连接．FAT-2和 CAT不包括起始密
码子(ATG)，中间由 T2A自我剪切肽连接．将融合
的 PCR 产物 FFC 片 段双 酶切后 ，连 接 到
pBR322-PSA载体中．FFC由猪的骨骼肌肌动蛋白
启动子驱动表达(图 1)．将载体线性化后，显微注
射到小鼠的受精卵雄原核中，经假孕母鼠代孕获得

31只小鼠，Southern杂交检测发现，Tg4号雄性和
Tg1、Tg16、Tg23号雌性小鼠基因组中有 5.1 kb的
杂交信号，确定为转基因阳性个体，转基因阳性率

为 12.9%．将阳性小鼠传代后，从 Tg4号公鼠的后
代中检测到 9只阳性个体，3只雌性小鼠没有获得
阳性后代(图 2)．

2援2 RT鄄PCR检测转基因表达
RT-PCR检测转基因小鼠的心、肝、脾、肺、

肾、脂肪、骨骼肌、脑和小肠组织中外源基因的表

达情况，发现 FFC 在骨骼肌肉中有较高的表达，
其次在心脏也能检测到少量的表达，而其他的组织

未能检测到表达(图 3)．

2援3 脂肪酸成分分析

分析转基因小鼠和野生型小鼠骨骼肌的脂肪酸

组成和含量(表 2)，转基因和野生型小鼠各 8只．
气相色谱分析结果表明：转基因小鼠骨骼肌中 n-3
长链多不饱和脂肪酸含量显著提高；其中二十碳五

烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)含量提高 6倍，二
十二碳五烯酸(docosapentaenoic acid，DPA)含量提
高了 2.6 倍，二十二碳六烯酸 (docosahexaenoic
acid，DHA)提高了 3.3倍．虽然 C18∶2n6的比例
显著升高，但总 n-6多不饱和脂肪酸转基因小鼠与
野生型对照没有显著差异；转基因小鼠骨骼肌中

n-6 多不饱和脂肪酸与 n-3 多不饱和脂肪酸比例

(a)

(b)

FAT-1

FAT-1

FAT-2FAT-1

F2A

F2A

FAT-2

FAT-2

T2A

T2A

human catalase

human catalase

P-RP-F

Hind芋 Nhe玉 Sal玉Hind芋
FFCPig skeletal 琢-actin promotor Pig skeletal 琢-actin polyA

CAT FFC

1.2 kb

1.2 kb 1.6 kb 4 kb

Tg1 Tg4 Tg16 Tg23 WT P

FFC

GAPDH

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Fig. 5 Western blot analysis of human catalase in
skeletal muscle (a) and catalase activity

in skeletal muscle (b)
(a) N sample from non-transgenic mice, FFC sample from transgenic

mice. (b) Catalase activity in skeletal muscle was determined by a

catalase analysis kit, FFC sample from transgenic mice (n = 4), N sample

from non-transgenic mice (n = 4), ***Significant difference (P < 0.01)

between control animals and transgenic animals.

Fig. 4 Partial gas chromatograph traces
It showed fatty acid profiles of total cellular lipids extracted from the

skeletal muscle of wild type mice and transgenic mice.

Fatty Acids Tg skeletal muscle WT skeletal muscle

C20∶5n3 0.12 依 0.03* 0.02 依 0.04

C22∶5n3 1.12 依 0.18* 0.43 依 0.11

C22∶6n3 9.14 依 0.56* 2.74 依 0.51

n-6 23.33 依 1.29 22.54 依 2.53

n-3 10.89 依 0.74* 4.1 依 0.37

n-6/n-3 2.15 依 0.26* 5.5 依 0.34

(n-6/n-3 ratio)与野生型对照比较起来降低了 60.9%
(表 2和图 4)．

2援4 人过氧化氢酶表达和活性分析

提取转基因和野生型小鼠的骨骼肌总蛋白，进

行 SDS-PAGE，用辣根过氧化物酶 (horse radish
peroxidase，HRP)标记的人的过氧化氢酶抗体进行
蛋白质印迹反应，结果见图 5a，在转基因小鼠骨
骼肌蛋白中检测到了表达，其分子质量为 59 ku．
小鼠骨骼肌中总蛋白的过氧化氢酶活性检测显示，

转基因小鼠骨骼肌过氧化氢酶活性显著高于野生型

小鼠，结果见图 5b．

3 讨 论

长链 n-3多不饱和脂肪酸是人类重要的健康营
养物质，多不饱和脂肪酸的合成需要多种脂肪酸脱

氢酶．真菌、植物和一些低等动物能够自身合成多

不饱和脂肪酸，哺乳动物由于缺乏 驻-12和 棕-3脂
肪酸脱氢酶不能自身合成多不饱和脂肪酸．通过转

基因技术在哺乳动物体内表达这两种脱氢酶，使哺

乳动物能够自身合成多不饱和脂肪酸．本研究采用

猪的骨骼肌肌动蛋白调控元件启动秀丽线虫的

FAT-1(棕-3 脂肪酸脱氢酶)，FAT-2(驻-12 脂肪酸脱
氢酶)和 hCAT(人过氧化氢酶)基因在小鼠的骨骼肌
中特异表达．3个基因在同一个启动子下启动表
达，由同一个 mRNA编码合成蛋白质．由于 3个
基因由两种病毒的自我剪切小肽 F2A(foot-and-mouth
disease virus)和 T2A(thosea asigna virus )连接，在翻
译的过程中，2A 肽 C 端的甘氨酸(Gly)和脯氨酸
(Pro)不能形成肽键，断裂形成 3个蛋白质[12-15]．因

此，FAT-1蛋白的 C端留下 21个氨基酸残基的肽
段 (VKQTLNFDLLKLAGDVESNPG)．FAT-2 蛋白

Table 2 Fatty acid composition of total lipids in the
muscle of non鄄transgenic (WT) and

transgenic mice (Tg)
(%)1)

1)n = 8. All results are given as x 依 s. *Significant difference (P <

0.01) between control mice and transgenic mice.

Transgenic miceWild type mice

16 20 25 30 16 20 25 30

t(Column retention time)/min

FFCN

Human catalase

茁-Actin

(a)

125
120

FFC

***

N

130

135
140
145

150
155

(b)
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的 N端会多出一个脯氨酸残基，C端会留下一个
17个氨基酸残基的肽段(EGRSLLTCGDVEENPG)，
重组的人过氧化氢酶蛋白的 N端多出一个脯氨酸
残基[16]．在饲喂相同饲料的情况下，通过气相色谱

分析转基因与野生型小鼠骨骼肌组织内 n-6与 n-3
多不饱和脂肪酸的比例，发现转基因小鼠的 n-3多
不饱和脂肪酸比例显著升高．虽然 n-6多不饱和脂
肪酸比例与对照组没有显著变化，但其中 C18∶
2n6的比例明显提高．由此可以推测，FAT-1蛋白
C端 21个氨基酸残基以及 FAT-2蛋白 C端 17个
氨基酸残基的肽段并不会影响它们的生物学活性．

早期研究主要采用全身性的表达 棕-3脂肪酸脱
氢酶，将 n-6多不饱和脂肪酸转化成 n-3多不饱和
脂肪酸，这样往往造成体内 n-6 脂肪酸的含量减
低．我们通过在肌肉组织特异表达秀丽线虫的

FAT-1和 FA T-2基因，显著地提高了骨骼肌中长链
n-3 多不饱和脂肪酸的含量．由于 FAT-2 蛋白的
驻-12脱氢酶活性，肌肉内 n-6多不饱和脂肪酸含
量并不因为 n-6到 n-3脂肪酸的转化而减低，维持
n-6多不饱和脂肪酸在体内的正常水平，而且肌肉
内 n-6与 n-3脂肪酸的比例(n-6/n-3)也显著减低．
提高多不饱和脂肪酸的含量会导致氧化性提

高，使动物体的脂肪容易软化和黄化变质．而肌肉

中表达的人过氧化氢酶能将过氧化氢分解，减低氧

化水平，将可能有效地防止氧自由基的伤害，改善

肉质．

本实验利用两种“自我剪切”2A肽在同一个
编码框下同时表达 3种蛋白质，通过研究发现蛋白
质的 C端 2A肽残基不会影响到蛋白质的生物学活
性．证明在哺乳动物体内同一个编码框中编码 3种
蛋白质的可行性，为我们在哺乳动物中组织特异性

表达多基因提供一种新思路．
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Muscle鄄specific Expression of 驻鄄12 and 棕鄄3 Fatty Acid Desaturases
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Abstract Essential polyunsaturated fatty acids can not be synthesized in mammals due to the lack of 驻-12 and
棕-3 fatty acid desaturases. Expressing 棕-3 fatty acid desaturases in transgenic mammals could convert long chain
n-6 polyunsaturated fatty acids to n-3 polyunsaturated fatty acids, significantly reducing the level of long chain n-6
polyunsaturated fatty acids. In this study, the muscle-specific transgenic mice expressed Caenorhabditis elegans
FAT-1 and FAT-2 genes, which encode 棕-3 and 驻-12 fatty acid desaturases respectively and human catalase hCAT
gene, based on "self-cleaving" 2A peptides, and they were generated by microinjection. Fatty acids in skeletal
muscle were analyzed by gas chromatography. The level of total n-3 polyunsaturated fatty acids in transgenic mice
was 2.6-fold higher than that in wild type mice, while there was no significantly difference in the level of total n-6
polyunsaturated fatty acids between transgenic and wild type mice. But the skeletal muscle tissue of transgenic
mice had a dramatically reduced ratio of n-6/n-3 fatty acids (P < 0.01). In addition, the expression level of human
catalase was identified by Western blot, and the catalase activity of hCAT in skeletal muscle of transgenic mice
was significantly higher than that of wild type mice (P < 0.01).
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