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四个脂肪酸合成酶基因在哺乳动物细胞中的超表达提

高长链多不饱和脂肪酸生物合成效率 
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朱贵明, Abdulmomen Ali Mohammed Saleh, Said Ahmed Bahwal, 等. 四个脂肪酸合成酶基因在哺乳动物细胞中的超表

达提高长链多不饱和脂肪酸生物合成效率. 生物工程学报, 2014, 30(9): 1464−1472. 

Zhu GM, Saleh AA, Bahwal SA, et al. Overexpression of four fatty acid synthase genes elevated the efficiency of long-chain 
polyunsaturated fatty acids biosynthesis in mammalian cells. Chin J Biotech, 2014, 30(9): 1464−1472. 

摘  要: DHA (22:6n-3)、EPA (20:5n-3) 和 ARA (20:4n-6) 三种长链多不饱和脂肪酸在生物体内活性最强，它们

在促进大脑发育和功能维持以及在预防和治疗心血管疾病、炎症、癌症等多种疾病方面有着重要作用。然而，

尽管哺乳动物体内有完整的长链多不饱和脂肪酸合成酶系，但哺乳动物合成这些长链多不饱和脂肪酸的效率很

低而主要依赖于食物获取。本研究应用转基因方法，将哺乳动物来源的 Δ6 和 Δ5 脂肪酸去饱和酶以及 Δ6 和 Δ5

脂肪酸延长酶这 4 种酶的编码基因构建成为一个多基因表达载体，然后转染哺乳动物细胞 HEK293T，实现了

4 个目的基因的超表达，再通过气质联用 (GC-MS) 分析证实了 DHA、EPA 和 ARA 等长链多不饱和脂肪酸的

合成效率及水平显著增加，DHA 的水平更是提高了 2.5 倍。由此可见，哺乳动物具有某种抑制长链多不饱和

脂肪酸高水平合成的机制，但通过 Δ6 和 Δ5 脂肪酸去饱和酶以及 Δ6 和 Δ5 脂肪酸延长酶的超表达，能够打破

哺乳动物这种抑制机制，从而显著提高 DHA、EPA、ARA 等的合成水平。同时，本研究的思路也为在转基因

动物中生产长链多不饱和脂肪酸提供了重要的启示。 

关键词: 多不饱和脂肪酸,脂肪酸去饱和酶,脂肪酸延长酶,多基因表达载体  
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Overexpression of four fatty acid synthase genes elevated the  
efficiency of long-chain polyunsaturated fatty acids  
biosynthesis in mammalian cells 

Guiming Zhu, Abdulmomen Ali Mohammed Saleh, Said Ahmed Bahwal, Kunfu Wang, 
Mingfu Wang, Didi Wang, Tangdong Ge, and Jie Sun 

College of Basic Medicine, Jiamusi University, Jiamusi 154007, Heilongjiang, China 

Abstract:  Three long-chain polyunsaturated fatty acids, docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3), eicosapentaenoic acid 
(EPA, 20:5n-3) and arachidonic acid (ARA, 20:4n-6), are the most biologically active polyunsaturated fatty acids in the 
body. They are important in developing and maintaining the brain function, and in preventing and treating many diseases 
such as cardiovascular disease, inflammation and cancer. Although mammals can biosynthesize these long-chain 
polyunsaturated fatty acids, the efficiency is very low and dietary intake is needed to meet the requirement. In this study, a 
multiple-genes expression vector carrying mammalian Δ6/Δ5 fatty acid desaturases and Δ6/Δ5 fatty acid elongases coding 
genes was used to transfect HEK293T cells, then the overexpression of the target genes was detected. GC-MS analysis 
shows that the biosynthesis efficiency and level of DHA, EPA and ARA were significantly increased in cells transfected 
with the multiple-genes expression vector. Particularly, DHA level in these cells was 2.5 times higher than in the control 
cells. This study indicates mammal possess a certain mechanism for suppression of high level of biosynthesis of long chain 
polyunsaturated fatty acids, and the overexpression of Δ6/Δ5 fatty acid desaturases and Δ6/Δ5 fatty acid elongases broke 
this suppression mechanism so that the level of DHA, EPA and ARA was significantly increased. This study also provides a 
basis for potential applications of this gene construct in transgenic animal to produce high level of these long-chain 
polyunsaturated fatty acid. 

Keywords:  polyunsaturated fatty acid, fatty acid desaturase, fatty acid elongase, multiple-gene expression vector 

多不饱和脂肪酸  (Polyunsaturated fatty 

acids, PUFAs) 对人体具有独特的作用和意义，

是一类被广泛研究和备受关注的脂肪酸。PUFAs

包括 ω-3和 ω-6 PUFAs 两种类型，每一种类型

又包括多个碳链长度不同、不饱和键数量不等

的成员。20C、22C的多不饱和脂肪酸通常可称

为 长 链 多 不 饱 和 脂 肪 酸  (Long-chain 

polyunsaturated fatty acids, LCPUFAs)。DHA 

(22:6n-3)、EPA (20:5n-3) 和 ARA (即花生四烯

酸，20:4n-6) 是生物体内活性最强的 3 种多不

饱和脂肪酸[1]，已经被证实在促进大脑发育和功

能维持以及在预防和治疗心血管疾病、炎症、

癌症等多种疾病方面有着重要作用[2-5]。DHA和

ARA 已经被作为重要的营养补充剂广泛地添加

到婴幼儿奶粉等食物中；EPA 又常称为血管清

道夫，通常和 DHA一起食用，对心血管患者十

分有益。 

现有的研究结果比较明确地证实了在哺乳

动物体内 DHA 的生物合成是从 α-亚麻酸 

(18:3n-3) 开始的。首先是 Δ6-脂肪酸去饱和酶

将其转变为 18:4n-3，Δ6-脂肪酸延长酶将其转变

为 20:4n-3，然后 Δ5-脂肪酸去饱和酶将其转变

为 EPA (20:5n-3)，并在 Δ5-脂肪酸延长酶作用

下进一步延长为 DPA (22:5n-3)。接下来 DPA转
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变成为DHA需要经历一个比较复杂而低效的过

程，即所谓的“Sprecher pathway”：DPA 被进

一步延长为 24:5n-3，然后被 Δ6-脂肪酸去饱和

酶将其转变为 24:6n-3，然后经 β-氧化后生成

DHA(22:6n-3)[6-7]。ω-6 系多不饱和脂肪酸如

ARA 的合成过程与此类似，使用相同的酶系。

可见，在多不饱和脂肪酸的合成过程中， 

Δ6/Δ5-脂肪酸去饱和酶和 Δ6/Δ5-脂肪酸延长酶

这 4 种酶尤为重要。然而，研究表明哺乳动物

中这些酶的效率是比较低的，例如 α-亚麻酸转

变为 DHA的效率小于 1%，亚油酸 (LA，18:2n-6) 

转变为 ARA仅为 0.2%[8-10]。因此，人体对更多

的 PUFAs 需求主要依靠从食物来源获取。在哺

乳动物中为什么绝大部分的 ALA或 LA不能被

转化为活性更强的长链多不饱和脂肪酸呢？很

多学者对此进行了各种研究，但得出的结论并

不完全令人信服甚至不同研究结论互相矛盾。

我们设想，如果通过转基因方法提高多不饱和

脂肪酸合成过程中关键性的几种酶活性，继而

考察长链多不饱和脂肪酸的合成情况，可能会

更好地解释这一疑问。 

本研究将来源人的 Δ6-脂肪酸去饱和酶基

因 fads2 和 Δ5-脂肪酸去饱和酶基因 fads1 以及

来源于小鼠的 Δ6-脂肪酸延长酶基因 elovl5 和

Δ5-脂肪酸延长酶基因 elovl2这 4个多不饱和脂

肪酸合成过程重要的基因在哺乳动物细胞 

(HEK293T) 中进行超表达，使其相应的酶活性

增加，并在细胞的培养基中添加 LA和 ALA两

种脂肪酸底物，经过一定作用时间后收集细胞

并提取脂肪酸，利用气相色谱 -质谱联用仪 

(GC-MS) 分析脂肪酸的组成和变化情况，从而

探讨哺乳动物细胞中多不饱和脂肪酸的合成的

一些深层次问题。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
大肠杆菌 DH5α、质粒 pcDNA3.1(-)为本实

验室保存。HEK293T细胞购于中国协和医科大

学细胞库。限制性内切酶、T4 DNA连接酶、总

RNA提取试剂 RNAiso plus、RT-PCR试剂盒等

购于宝生物工程 (大连) 有限公司。质粒提取试

剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒等

购于天根生化科技 (北京) 有限公司。转染试剂

LipofectamineTM2000为 Invitrogen公司产品。细

胞培养所用培养基、血清、培养皿等为 Hyclone

产品。 

1.2  方法 
1.2.1  基因表达载体的构建 

来源于人的 Δ6-脂肪酸去饱和酶基因 

(fads2，编码 445 个氨基酸) 和 Δ5-脂肪酸去饱

和酶基因 (fads1，编码 448个氨基酸) 以及来源

于小鼠的 Δ6-脂肪酸延长酶基因 (elovl5，编码

300 个氨基酸 ) 和 Δ5-脂肪酸延长酶基因 

(elovl2，编码 297个氨基酸) 这 4个基因的多基

因表达载体 pcDNA3.1-F2F1-E5E2 以串联独立

表达的方式构建在 pcDNA3.1质粒上，每个目的

基因各自有独立的启动子和终止信号 polyA，故

能独立表达不相互影响。此多基因表达载体总

大小为 12 760 bp。具体的载体构建方法已经另

文发表[11]，本文不再详述。 

1.2.2  细胞培养和瞬时转染 

HEK293T细胞生长培养基为高糖DMEM中

添加 1%双抗 (青霉素 10 000 U/mL＋链霉素  

10 000 μg/mL)、1%丙酮酸纳 (11.0 mg/mL)、1%

非必需氨基酸、10%胎牛血清。转染前 1天将培

养的细胞分散至 60 mm 平皿，加无双抗培养基  
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5 mL 培养，同时添加亚油酸 (LA) 和 α 亚麻酸 

(ALA)。待其生长至 90%左右汇合时用于转染。

转染操作按照脂质体 LipofectamineTM2000 说明

书要求进行，转染所用质粒 pcDNA3.1-F2F1-E5E2

以及对照转染质粒pcDNA3.1-EGFP各约为8 μg。

转染后 48 h，用 0.25%胰蛋白酶消化细胞，收集

备用。 

1.2.3  RT-PCR鉴定目的基因的超表达 

取上述收集的细胞 1/3用于 RT-PCR实验。

总 RNA提取和 RT-PCR实验均按照宝生物工程 

(大连 ) 有限公司相关试剂说明书进行。简言

之，总 RNA 提取之后先进行定量测定各样品

含量，然后将总 RNA 中的 mRNA 反转录成为

cDNA，每个样品取 2 μL反转录产物用于 PCR

检测，每个 PCR反应体系为 25 μL。PCR中使

用的目的基因表达检测引物列表如下 (其中引

物 ActD-s 和 ActD-a 用于检测内参基因

β-actin)。
 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Tm (℃) Size (bp) 

Fd2D-s TTCGGGAGAAGATGCTACGGATG 65.3  

Fd2D-a AAGGCTGTGACGAGGGTAGGAATC 65.0 309 

Fd2D-s TCGGGAGGGAAAAGAAGAAGCAC 65.9  

Fd2D-a GTGAAGGTAAGCGTCCAACCAGAG 64.3 584 

Fd2D-s ACCTTGGACTCACACTGCTGTCTCTG 66.0  

Fd2D-a TGGTGGTCCTTCAGGTGGTCTTTC 66.3 604 

Fd2D-s TGTGTCTTGAACTGGATACCTTGTGG 64.4  

Fd2D-a AAAACCATTCTTCACTTCTTTCCCTG 63.8 363 

Fd2D-s CTGAGAGGGAAATCGTGCGTGAC 65.7  

Fd2D-a TGCCACAGGATTCCATACCCAAG 65.5 210 

 
PCR反应结束后，取 5 μL左右进行电泳检

测，以观察基因表达情况。 

1.2.4  脂肪酸的提取与 GC-MS分析 

取上述收集的细胞余下的 2/3用于脂肪酸提

取：用去离子水漂洗 3次，1 000 r/m离心 5 min，

加入 1 mL 2.5% H2SO4/甲醇溶液，轻轻混匀，   

80 ℃水浴 90 min，待冷却至室温，加入 1.5 mL 

0.9% NaCl溶液和 1 mL正己烷，剧烈振荡混匀，      

3 000 r/min离心 5 min，将脂肪酸萃取到有机相

中，吸取上清经氮气吹干浓缩后−80 ℃保存备用。

GC-MS 检测时可添加适量的正己烷稀释，使用

仪器为安捷伦气质联用仪 HP-5890/HP-5971。检

测使用参数参考 Kang等文献报道[12]。 

1.3  统计分析 
脂肪酸含量等结果采用 x ±s (算术平均值±

标准偏差) 表示。组间数据比较采用Student’s 

t-test，以P<0.05作为统计学差异显著性的判断

标准。每一种脂肪酸百分含量按其峰面积除以

表１中所列所有脂肪酸峰面积总和而计算   

获得。 
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2  结果与分析 

2.1  4 个外源目的基因的转染均实现了超表达 
将多基因表达载体pcDNA3.1-F2F1-E5E2用

于转染，转染时利用pcDNA3.1-EGFP质粒作为

对照，其绿色荧光可以比较准确地反映转染效

率。转染后第2天观察细胞，可以看到对照组的

绿色荧光，在转染后48 h绿色荧光基本达到最强

的状态，约90%以上细胞被成功转染，表明转染

实验是成功的。在转染后48 h收集细胞提取总

RNA进行 RT-PCR实验，结果表明转染了

pcDNA3.1-F2F1-E5E2质粒的细胞中各个目的基

因均成功地被超表达 (图1)。 

2.2  外源目的基因的超表达提高了 LA 和

ALA 向长链 PUFAs 转化的能力 
通过RT-PCR实验确认4个目的基因均获

得超表达后，我们提取细胞中的脂肪酸，并利

用GC-MS进行分析，结果如图２所示。色谱图

中横坐标为各种脂肪酸出现的保留时间，不同

的脂肪酸出现的时间不一样，由此可以将各种

脂肪酸在色谱图中分别开来，再通过质谱分析

和搜库对比就可以准确判定各个色谱峰所代

表的不同脂肪酸的具体种类。各个色谱峰的高

低则表明此脂肪酸的含量，按照其峰面积计算

出其含量，进而可计算出每一种脂肪酸的百分

含量  (表１ )。这些数据表明，与转染对照质

粒 pcDNA3.1-EGFP 的 细 胞 相 比 ， 转 染

pcDNA3.1-F2F1-E5E2质粒的细胞中， fads2、

fads1、elovl5和elovl2这4个目的基因的超表达显

著地促使LA和ALA转化为相应的长链多不饱和

脂肪酸，即LA被主要转化为ARA (20:4n-6) 以

及少量的21:4n-6，ALA被转化为EPA (20:5n-3)、

DPA (22:5n-3) 和DHA (22:6n-3)。其中，ω-3系多

不饱和脂肪酸的转化能力更强，EPA、DPA和

DHA差不多均提高了2倍以上，而且DHA的水平

在ω-3系多不饱和脂肪酸达到了最高。显然，在

此实验条件下，ω-3系多不饱和脂肪酸的生物合

成效率远远高于ω-6系多不饱和脂肪酸生物合

成效率。此外，本研究结果还表明，4个目的基

因的超表达并没有改变ω-6与ω-3多不饱和脂肪

酸之间的比例关系。 

 
 

 
 
图１  RT-PCR 检测转染后细胞中目的基因 fads2、fads1、elovl5 和 elovl2 的转录表达 
Fig. 1  fads2, fads1, elovl5 and elovl2 transcripts in transfected cells were analyzed by RT-PCR. M: DNA markers;  
1: cells transfected with pcDNA3.1-EGFP; 2: cells transfected with pcDNA3.1-F2F1-E5E2. 
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图 2  转染 pcDNA3.1-EGFP 或 pcDNA3.1-F2F1-E5E2 质粒的 HEK293T 细胞中多不饱和脂肪酸的色谱图 (局部)  
Fig. 2  Partial gas chromatograph traces showing fatty acid profiles of total cellular lipids extracted from the control 
cells transfected with pcDNA3.1-EGFP (A) and the cells transfected with pcDNA3.1-F2F1-E5E2 (B). 
 
表1  转染pcDNA3.1-EGFP或pcDNA3.1-F2F1-E5E2质粒的HEK293T细胞中多不饱和脂肪酸的组成及含量  
变化 
Table 1  PUFA composition of total cellular lipids from the HEK293T cells transfected with pcDNA3.1-EGFP 
or pcDNA3.1-F2F1-E5E2 

Mol % of fatty acids EGFP F2F1-E5E2 

ω-6 polyunsaturates   

18:2n-6 25.47±1.95a 18.22±1.71b 

20:3n-6 6.37±0.73 5.67±1.71 

20:4n-6 16.48±1.01b 20.65±1.26a 

22:4n-6 1.12±0.06b 2.43±0.11a 

22:5n-6 3.74±0.21 3.64±0.23 

Total 53.18±4.08 50.61±3.65 

ω-3 polyunsaturates   

18:3n-3 27.71±1.88a 12.95±1.59b 

20:4n-3 5.99±0.90 5.26±0.82 

20:5n-3 2.62±0.33b 8.09±0.49a 

22:5n-3 4.49±0.35b 8.09±0.68a 

22:6n-3 5.99±0.56b 14.98±0.64a 

Total 46.80±3.41 49.37±4.57 

ω-6/ω-3 ratio 1.14±0.30 1.02±0.22 

Notes: values are means of three measurements. Values for each fatty acid with the same letter do not differ significantly (P<0.05) 
between control (EGFP), sEgD4 and sScD4. 
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3  讨论 

在 PUFAs 合成过程中一类重要的酶为脂肪

酸去饱和酶，它们以其自身的酶特异性在碳链

上的特定位置引入双键从而产生去饱和作用；

另一类重要的酶类为脂肪酸延长酶，它们通过

其碳链延长酶活性使较短的脂肪酸变为更长的

脂肪酸[13]。这两类酶共同作用，在哺乳动物体

内可将 LA和 ALA转变成为更长链的多不饱和

脂肪酸。 

目前在哺乳动物中已发现的脂肪酸去饱和

酶大约有 4 种：Δ9、Δ6、Δ5 和 Δ8 脂肪酸去饱

和酶。Δ9 脂肪酸去饱和酶可分别催化 16:0 和

18:0 转化为 16:1n-7 和 18:1n-9，该酶广泛地存

在于所有哺乳动物，但不参与哺乳动物 PUFAs

的生物合成；Δ6 脂肪酸去饱和酶则以 18:2n-6

和 18:3n-3以及少量的 16:1n-7和 18:1n-9为反应

底物，是参与动物 PUFAs生物合成的第 1个限

速酶；Δ5脂肪酸去饱和酶的反应底物为 20:3n-6

和 20:4n-3以及少量的 18:2n-7和 20:2n-9，该酶

对 ω-3 系列的脂肪酸具有更强的酶活性，且反

应速度高于 Δ6 脂肪酸去饱和酶；Δ8 脂肪酸去

饱和酶是在大鼠睾丸中发现的，可催化 20:2n-6

转化为 20:3n-6[14-16]。 

哺乳动物中发现的脂肪酸碳链延长酶有 7

种，命名为 ELOVL 1-7。其中，ELOVL-1、

ELOVL-3 和 ELOVL-6 脂肪酸延长饱和脂肪酸

和单不饱和脂肪酸，ELOVL-2、ELOVL-4 和

ELOVL-5则延长多不饱和脂肪酸。ELOVL-5同

时还可以延长一些单不饱和脂肪酸，但主要是

延 长 γ-linolenoyl-CoA (18:3n-6 CoA) ， 而

ELOVL-2 主要延长 22C 的 PUFAs[17-20]。

ELOVL-4除了延长 28C和 30C的超长链饱和脂

肪酸，还延长 28C–38C 超长链多不饱和脂肪酸 

(它们独特地在视网膜、睾丸和大脑中表达)[21-26]。

ELOVL-7的作用底物尚不清楚，体外实验表明它

主要延长 20C超长链饱和脂肪酸[27]。 

由此可见，在哺乳动物中长链多不饱和脂

肪酸的合成主要依靠 Δ5 和 Δ6 脂肪酸去饱和酶

以及 ELOVL-2 和 ELOVL-5 脂肪酸延长酶的作

用。这正是本研究选择这 4 种酶的编码基因作

为目的基因的原因。本研究通过转基因技术而

在 HEK293T 细胞中将这 4 个基因进行超表达

后，LA 和 ALA 转化成为长链多不饱和脂肪酸

的效率大大提高了，该研究结果也明确地证实

了在哺乳动物中长链多不饱和脂肪酸的合成主

要依靠 Δ6和 Δ5脂肪酸去饱和酶以及 Δ6和 Δ5

脂肪酸延长酶的作用。从我们的研究可以看出，

哺乳动物自身形成了某种平衡机制，抑制长链

多不饱和脂肪酸如 DHA、ARA等的大量的高水

平合成，但是通过对 Δ6 和 Δ5 脂肪酸去饱和酶

以及 Δ6 和 Δ5 脂肪酸延长酶的超表达，能够打

破哺乳动物这种平衡机制，从而显著提高 DHA、

ARA 等的合成水平。至于哺乳动物为何需要这

种抑制长链多不饱和脂肪酸合成的机制而又要

依靠食物补充这些重要的营养物质，则需要从

进化等角度进行深入的研究。 

我们的研究还为利用哺乳动物生产多不饱

和脂肪酸的思路提供了重要依据。如果本研究

中的基因表达载体在转基因动物中也能够达到

类似的效果，则可以在动物产品中获得较高水

平的长链多不饱和脂肪酸。另外，本研究通过

对 Δ6和 Δ5脂肪酸去饱和酶以及 Δ6和 Δ5脂肪

酸延长酶的超表达，能够明显看到 DHA和 EPA

的增加水平远高于 ARA 的增加水平，说明 ω-3

系多不饱和脂肪酸的生物合成效率要高于ω-6系

多不饱和脂肪酸的生物合成效率。根据这一点，
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可以通过优化 LA 和 ALA 添加的比例而获得更

多的 DHA和 EPA等 ω-3系多不饱和脂肪酸。 
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