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摘  要 本研究以花生栽培品种山花 7 号叶片 DNA 为模板进行 PCR 扩增，克隆获得花生乙酰 ACP 硫酯酶基因(AhfatB) DNA

序列，序列全长 2 720 bp，编码区位于 124 bp~2 341 bp，开放阅读框全长 1 242 bp，编码 413 个氨基酸，基因内存在 3 个内

含子分别位于 607~754 bp、 878~1 495 bp 和 1 607~1 828 bp。提取花生幼果 RNA，经 RT-PCR 扩增，得到 AhfatB 基因的全

长 cDNA，将其与 PBI121 表达载体 35S 启动子连接，替换其中的 GUS 基因，构建了植物表达载体 PBI121-AhfatB。 
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hypogaea L.) and Constructing its Expression Vector  
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Abstract In this research, the DNA extracted from leaves of cultivar Shanhua7 was used as a template for PCR, and the full-length 
DNA sequence of AhfatB was amplified. It is 2 720 bp in length that contains the coding region from 124 bp to 2 341 bp. The open 
reading frame of the sequence is 1 242 bp encoding a protein with 413 amino acids. There are three introns in this gene, of which is 
located in the range from 607 bp to 754 bp, from 878 bp to 1 495 bp, and from 1 607 bp to 1 828 bp, respectively. The total RNA 
extracted from immature peanut seeds was used for RT-PCR to amplify the full-length cDNA of AhfatB. The cDNA gene was ligated 
to the 35S promoter in the PBI121 expression vector by replacing the GUS gene of the PBI 121 expression vector to generate the 
plant expression vector PBI121-AhfatB. 
Keywords Peanut (Arachis hypogaea L.); acyl-ACP thioesterase; Gene cloning; Expression vector 

研究背景 
植物体中脂肪酸的合成主要发生在质体中，乙

酰辅酶 A 催化第一步反应，随后在脂肪酸合成酶

(fatty acid syntheses, FAS)的催化作用下进行碳链的

延长，酰基载体蛋白(acyl-carried proteins, ACP)与生

成的碳链结合，保护新生成的碳链免受其他多种酶

的侵蚀。以每次反应增加两个碳的方向合成酰基碳

链， 后在酰基-ACP 硫酯酶(acyl-ACP thioesterase, 
FAT)的作用下分离得到游离脂肪酸和载体蛋白

ACP (Dehesh et al.,1996)。 
植物中编码酰基-ACP硫酯酶(FAT)的基因通常

分为fatA和fatB两类(元冬娟等, 2009)。fatA主要编码

18:1-ACP硫酯酶，18:1-ACP硫酯酶是一类重要的

“持家”酶类，在大多数植物中，FatA具有很强的

18:1-ACP催化活性(Aubrey Jones et al., 1995)。fatB
主要编码生成饱和脂酰碳链的硫酯酶，也有一部分

编码生成非饱和脂酰碳链的硫酯酶。在大多数植物

中，FatB是一类具有16:0-ACP特性的硫酯酶，催化
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C16:0的生成(Dormann et al., 1994)。在榆树、椰子

和棕榈等富含中链脂肪酸的植物中，8:0-ACP、
10:0-ACP、 12:0-ACP硫酯酶和 14:0-ACP硫酯酶

(Salas and Ohlrogge, 2002)大量存在。 
花生是重要的油料作物，花生中脂肪酸的合成

是由一系列位于质体和线粒体的脂肪酸合成酶催

化完成的(Voelker and Kinney, 2001; Mekhedov and 
Ohlrogge, 2000)。花生种子脂肪酸合成的 后一步，

在酰基ACP硫酯酶的催化作用下，生成游离的脂肪

酸和酰基载体蛋白ACP。酰基ACP硫酯酶具有链的

长度特异性(Ghosh et al., 2007)，所以它的活性影响

着花生脂肪酸合成产物中各种脂肪酸之间的比率。 
本文采用PCR扩增技术克隆得到了花生中乙酰

ACP硫酯酶基因(AhfatB)全长DNA序列，比较了

AhfatB序列与蓖麻、向日葵等其他作物中该基因序

列的同源性，并将克隆片段与PBI121表达载体35S
启动子连接，构建PBI121-AhfatB表达载体。为进一

步研究AhfatB的特性及进行基因转化提供了理论依

据及准备材料。 

1结果与分析 
1.1 AhfatB全长DNA序列的克隆 

以 山 花 7 号 叶 片 DNA 为 模 板 ， 用 引 物

AhfatB-1/AhfatB-2进行PCR扩增。扩增产物经电泳

检测，片段长度大于目的片段1 486 bp (图1)。推测

基因内有内含子存在。 
以花生叶片DNA为模板，用引物AhfatB-3/ 

AhfatB-4进行PCR扩增。PCR扩增产物电泳检测，片

段长度与目的片段长度739 bp大小相符(图2)，推测

此片段内无内含子存在。 
继续在其他片段设计引物，拼接得到花生中

AhfatB基因全长DNA序列(图3)。序列全长2 720 bp，编

码区位于124 bp~2 341 bp，开放阅读框全长1 242 bp，
基因内存在3个内含子。 
 

 

 

 

 

 
 
图1 花生AhfatB基因PCR产物电泳图 
注: M: DNA marker DL2000; 1~ 5: PCR产物 
Figure 1 Electrophoresis of PCR products of AhfatB of Peanut 
(Arachis hypogaea L) 
Note: M: DNA marker DL2000; 1~5: PCR produt 

 

 

 

 

 

 
图2 花生AhfatB基因PCR产物电泳图 
注: M: DNA marker DL2000; 1: PCR产物 
Figure 2 Electrophoresis of PCR products of AhfatB of Peanut 
(Arachis hypogaea L.)  
Note: M: DNA marker DL2000; 1: PCR product 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

图3 花生中AhfatB基因DNA全序列 
注: 黑色阴影: 起始密码子和终止密码子; 灰色阴影: 外显

子; 白色区域: 内含子 
Figure 3 The full-length DNA sequence of AhfatB of Peanut 
(Arachis hypogaea L)  
Note: The black shadow: Initiator codon and terminator codon; 
The gray shadow: Extron; The white sector: Intron 
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1.2花生AhfatB基因cDNA克隆及同源分析 
采用TRIzol法提取山花7号幼果的总RNA，以

反 转 录 cDNA 第 一 条 链 作 为 模 板 ， 用 引 物

AhfatB-1/AhfatB-2进行PCR扩增。扩增产物经1%的

琼脂糖凝胶电泳后，得到一条1 700 bp左右与预期

大小相符的特异性条带(图4)。回收目的片段与

pEASY-T1载体连接，转化大肠杆菌，挑选两个阳

性克隆送上海生工科技有限公司测序，测序结果(图
5)显示，克隆片段长1 486 bp，与GenBank中公布的

花生中的AhfatB基因序列同源性为99.51%，确定克

隆到的序列是试验需要的目的片段。 
目的基因片段碱基序列与蓖麻、向日葵、澳大

利亚坚果、拟南芥进行同源性比较，同源性分别为

51.67%、63.26%、61.78%、65.43% (图6)。可见

AhfatB基因在不同作物中有较高的保守性，也说明

我们得到的目的基因片段较准确，可以用于表达载

体的构建。 
 
 
 
 

 
 
 

图4 花生AhfatB基因RT-PCR电泳结果 

注: M: DNA marker DL2000; 1: PCR产物 

Figure 4 Electrophoresis o f RT-PCR products of AhfatB of 

Peanut (Arachis hypogaea L)  

Note: M: DNA marker DL2000; 1: PCR product 

 
1.3 AhfatB植物表达载体的构建 

RT-PCR扩增获得的AhfatB cDNA序列经1%的

琼脂糖凝胶电泳回收后，与克隆载体pEASY-T1连
接，命名为pEASY-AhfatB，提取质粒DNA，进行检

测，将连接后的载体pEASY-AhfatB用BamHI和SacI
双酶切，酶切结果如图7所示。由图7可见，通过双

酶切分别得到一条长片段的的载体和一条与目的

片段大小相同的条带。用BamHI和SacI同样酶切载

体PBI121，回收PBI121的大片段和pEASY-AhfatB的
小片段进行连接，重组子命名为PBI121-AhfatB。将

重组子转化大肠杆菌，用50 mg/L kan筛选重组子，

挑取抗Kan的单菌落，进行菌落PCR鉴定。菌液PCR 
(图8)和酶切鉴定电泳图谱(图9)中均出现约1500 bp

左右的目的条带，说明克隆的AhfatB基因片段已经

连接到PBI121载体上替换了GUS基因，从而构建了

花生基因AhfatB表达载体。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图5 花生中AhfatB基因测序后所得序列 

Figure 5 Sequence of AhfatB of Peanut (Arachis hypogaea L) 

after sequencing 

 
 
 
 
 

 

 
 
图6 五种不同作物中AhfatB cDNA序列的同源性比较 
Figure 6 Homology Analysis for cDNA sequence of AhfatB 

from five crops 

2讨论 
随着工业生产以及人类对植物食用油持续性

增长的需求，人类对植物油脂的需求越来越多样

化，原来的植物油脂种类已不能满足现代人的生

活、生产需求。因此，开发植物油脂种类的多样化

已成为植物脂肪酸合成代谢工程研究的焦点问题。

酰基ACP硫酯酶是催化脂肪酸合成的关键酶之一，
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图7 BamHI和SacI酶切重组子pEASY-AhfatB电泳图谱 

注: M: DNA marker DL2000; 1~2: 双酶切产物 

Figure 7 Electrophoresis of the recombinant PEASY-AhfatB, 

restriction enzyme digestion with BamHI and SacI  

Note: M: DNA marker DL2000; 1~2: Recombinant cloned 

vector digested product 

 

 

 

 

 

 

 
图8 重组子PBI121-AhfatB的菌液电泳图谱 

注: M: DNA marker DL2000; 1~2: 菌液PCR产物 

Figure 8 Electrophoresis of recombinant PBI121-AhfatB 

bacteria liquid 

Note: M: DNA marker DL2000; 1~2: PCR product of bacteria 

liquid 

 

 

 

 

 

 

 

 

图9 重组子PBI121-AhfatB的BamHI和SacI双酶切鉴定 

注: M: DNA marker DL15000; 1: 酶切产物 

Figure 9 Identification of  the recombinant PBI121-AhfatB 

restriction enzyme digestion with BamHI and SacI 

Note: M: DNA marker DL15000; 1: Product of digesting 

recombinant cloned vector 

 

具有链的长度的特异性，不同的硫酯酶催化生成不

同碳链长度的脂肪酸。花生中16碳或18碳脂肪酸酰

基ACP硫酯酶大量存在，其大部分脂肪酸为16碳或

18碳脂肪酸(Dehesh et al., 1996)，但在工业生产中，

碳链长度介于6和24碳之间的脂肪酸，具有重要的

用途(Davies et al., 1991)。通过基因工程技术，如能

使中长链脂肪酸酰基ACP硫酯酶在花生中过量表

达，改变花生种子中脂肪酸组分，从而为工业生产

及人类生活做出贡献。 
为了进一步分析花生中乙酰ACP硫酯酶基因

以及从转基因方面研究该基因的特性，本研究中我

们通过克隆得到了花生AhfatB全长DNA序列、并分

析了花生中AhfatB序列与其他作物中该基因序列的

同源性，有助于我们进一步研究该基因的起源及同

源特性。通过替换载体PBI121上的GUS基因，构建

了表达载体PBI121-AhfatB，为下一步进行基因转化

做好前期准备。 
综上所述，从基因角度来进行花生品种的改

良，还需要我们进行大量的基因方面的研究以及转

基因方面的工作，本研究只是构建好了植物表达载

体，但对于AhfatB转入受体植物后会有怎样的效果，

还需要进一步工作及研究。 

3 材料和方法 
3.1 材料 

花生(Arachis hypogaea L.) 栽培品种山花7号，

由山东农业大学花生研究所提供。 
植物总RNA提取剂、TapDNA聚合酶、反转录

试剂盒、克隆载体 pEASY-T1 均购自 TransGen 
Biontech；T4DNA连接酶、限制性内切酶BamHI和
SacI购自宝生物科技有限公司；DNA回收试剂盒和

质粒提取试剂盒购自天根生化科技有限公司；表达

载体质粒pBI121 由山东农业大学生命科学学院郑

成超教授惠赠；引物合成由上海生工生物服务公司

完成；目的片段测序由华大基因科技公司完成。 

3.2引物合成 

根据GenBank公布的花生中的AhfatB序列(登录

号 : EF117305)，设计 4条引物AhfatB-1： 5′-CG 
GGATCC CGTCGTCTTCTGCTTACT-3′(下划线处

为BamHI酶切位点)、AhfatB-2：5′- GC GAGCTC 
CTACTTTCCCCACCTT AC-3′(下划线处为SacI酶
切位点 )、AhfatB-3：5′- TCCCTGTTCCTTCACC 
T-3′、  AhfatB-4: 5′- AGCCTCCTTGTT AGT TT 
ATTCA-3′引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成。 
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3.3 AhfatB全长DNA序列的克隆 
提取花生叶片中的DNA, 以此为模板，用引物

AhfatB-1/AhfatB-2进行PCR扩增。在20 μL反应体系

中加入：10倍Tap Buffer 2 μL，2.5×10-3 mol/L dNTP 
1.6 μL，TapDNA聚合酶0.2 μL，引物AhfatB-1 (10-5 
mol/L) 0.5 μL，AhfatB-2 (10-5 mol/L) 0.5 μL，ddH2O 
0.5 μL。PCR反应条件：95℃预变性1 min；95℃变

性1 min，62℃退火1 min，72℃延伸1 min，30个循

环；72℃后延伸10 min。 

3.4乙酰ACP硫酯酶基因cDNA的克隆及同源分析 
用 TRIzol 法提取花生幼果中的 RNA ，用

TransGen RNA PCR kit试剂盒进行反转录，以合成

的第一链cDNA为模板，进行RT-PCR扩增。扩增体

系及PCR反应条件同3.3。 
将花生中的AhfatB序列与蓖麻、拟南芥和向日

葵中的序列进行同源比较，分析他们的同源性。 

3.5乙酰ACP硫酯酶基因植物表达载体的构建 
以反转录cDNA第一条链作为模板进行PCR扩

增。反应体系及PCR反应条件同3.3。PCR反应后，

用1%琼脂糖电泳分离目的片段，回收目的片段。将

回收的目的片段和克隆载体pEASY-T1连接，转化

大肠杆菌DH5α，蓝白斑筛选阳性克隆，挑取白色

克隆做PCR鉴定，挑选正确的阳性克隆测序。 
将测序结果与GenBank公布的序列进行序列比

对，选用测序结果正确的样本用试剂盒提取质粒

DNA，以此为模板，进行PCR鉴定。将克隆载体

PBI121和重组载体pEASY- AhfatB分别用限制性内

切酶BamHI、SacI双酶切，回收PBI121的大片段和

pEASY-AhfatB的小片段进行连接(图10)，将重组质

粒转化大肠杆菌，用50mg/L kan筛选重组质粒，挑

取抗Kan的单菌落，进行菌落PCR鉴定。 
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图10 表达载体PBI121-AhfatB构建连接流程图 
注: lacZ: β-半乳糖苷酶基因Z; 35S: 花椰菜花叶病毒35S启

动子; Nos term: 终止子; pUC ori/fl ori: 质粒复制起始位置; 

GUS: β-葡萄苷酸酶; AhfatB: 花生乙酰ACP硫酯酶基因 

Figure 10 Construction process of expression vector 

PBI121-AhfatB 

Note: lacZ: β-galactosidase gene Z; 35S: Cauliflower mosaic 

virus 35S promoter; Nos term: Terminator; pUC ori/fl ori: 

Element for plasmid DNA replication; GUS: β-glucuronidase; 

AhfatB: acyl-ACP thioesterase gene 
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