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摘要: 根据中华绒螯蟹 FAD9基因 cDNA序列(Accession Number: JQ693685)设计引物, 扩增得到中华绒螯蟹 FAD9

基因的开放阅读框(ORF), 用原核表达载体 pCold-TF DNA成功构建重组表达载体 pCold-fad9, 将 pCold-fad9转入

大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS, 在异丙-D-硫代半乳糖苷(IPTG)的诱导下进行表达。SDS-PAGE分析表明, 诱导后出现

的特异性蛋白条带, 大小与预期理论值(95.10 kD)相符。当 IPTG浓度为 0.3 mmol/L时, 在 15℃条件下诱导 20 h, 重

组蛋白的表达量最高。目的蛋白主要存在于上清溶液中, 为可溶性表达。利用镍离子亲和层析柱对重组蛋白进行

了纯化, 用 Western-blotting方法验证了该重组蛋白可以与 anti-His抗体特异性结合。研究结果为中华绒螯蟹 FAD9

重组蛋白的大量纯化及活性检测奠定基础, 也为今后进一步开展脂肪酸去饱和酶功能的研究提供参考。 
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多不饱和脂肪酸(Polyunsaturated fatty acids, 

PUFAs)是含有十六个碳以上并具有两个或两个

以上双键的脂肪酸, 人类以及其他哺乳动物体内

不能合成或者只能少量合成 PUFAs[1–2], 它是组

成生物膜结构的重要部分, 对细胞膜流动性的增

加和选择性渗透过程的发挥起了重要作用, PU-

FAs 可参与机体细胞特定功能的维持及调节[3]。

因 PUFAs也是生物体中很多活性分子的前体, 与

机体许多重要的生理活动相关 , 研究人员发现

PUFAs 特别是长链多不饱和脂肪酸(Long chain 

polyunsaturated fatty acids, LC-PUFAs)与人体的

健康密切相关, 如二十二碳六烯酸(DHA)关系到

胎儿的生长发育, 某些 LC-PUFAs可以降低炎症、

癌症及心脑血管疾病的发病率等[4–6]。PUFAs是经

由一系列脂肪酸延长酶(Fatty acid elongase, FAE)

及脂肪酸去饱和酶(Fatty acid desaturase, FAD)的作

用, 以饱和脂肪酸作为最初的底物逐步生成的[3]。

FAD9 是脂肪酸去饱和酶家族中重要的成员之一, 

是锚定在内质网上的一种膜结合蛋白, 在脂肪酸代

谢及细胞膜流动性的调节中发挥着重要作用[7]。然

而, 鉴于 FAD9 的膜结构特征, 目前还没有较好

的方法对其进行纯化及蛋白水平上的进一步研究, 

加之包括人类在内的很多高等哺乳动物, 其自身

合成 PUFAs的能力很弱, 只能从食物中获取。因

此, 通过基因工程的手段来构建高效表达菌株便

成为一种可行的方法。 

水产动物体内含有较为丰富的 PUFAs, 成为

一种重要的提供人体 PUFAs的食物来源[8]。中华

绒螯蟹(Eriocheir sinensis), 又称大闸蟹、河蟹, 是

一种极具营养价值和经济价值的水产动物, 在中

国被广泛养殖并广为消费者们喜爱, 近年来, 中

华绒螯蟹营养代谢方面的研究成为热点[9]。本实

验通过选择适宜的原核表达载体, 依据本实验室

已获得的中华绒螯蟹 FAD9基因序列(GenBank登



1178 中国水产科学 第 22卷 

 

录号: JQ693685), 构建了重组原核表达载体, 并

成功在大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS 中诱导表达 , 

对表达产物进行纯化 , 用 6×His 抗体进行了

Western-blotting 检测, 旨在为中华绒螯蟹 FAD9

基因以后的纯化工作及其功能方面的进一步研究

提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

中华绒螯蟹取自上海海洋大学竖新养殖基地 , 

取其肝胰腺组织 , 用液氮速冻后迅速放入–80

℃冰箱保存用于 RNA 的提取。表达宿主菌

BL21(DE3)pLysS 购于北京天根生化科技有限公

司 ; 限 制 性 内 切 酶 QuickCutTM BamH I 、

QuickCutTM Sac I、琼脂糖购自 TaKaRa公司; T4 

DNA 连接酶购于 NEB公司; 异丙-D-硫代半乳糖

苷(IPTG)购自 Promega公司; SDS-PAGE凝胶配制

试剂盒购于上海威奥生物科技有限公司; 预染蛋

白质 Marker购于 ThermoFisher公司。  

1.2  RNA提取和 cDNA的合成 

取冻存的肝胰腺组织 , 利用 RNAiso Plus 

(TaKaRa)提取其总 RNA, 并用紫外分光光度计

(Q5000)检测其纯度和浓度, 经 1%琼脂糖凝胶电

泳检测质量。 

取1 µg总RNA为反转录模板, 根据PrimscriptTM 

Reverse transcriptase (TaKaRa)说明书操作, 合成

cDNA, 然后保存于–20℃冰箱中, 待用于 PCR 的

扩增。 

1.3  中华绒螯蟹 FAD9编码区扩增 

依据中华绒螯蟹 FAD9 基因全长序列和原核

表达载体 pClold-TF DNA (TaKaRa)的序列特征、

利用 Primer Premier 5.0 软件设计引物, 以肝胰腺

组织 cDNA 为模板, 扩增中华绒螯蟹 FAD9 基因

的 ORF, 上游引物为 FAD9-F: 5-AGAGAGCTC 

ATGGCTCCGCAAGCC-3, 下游引物为 FAD9-R: 

5-ATAGGATCCTTACTTGGCCTTGGTC-3, 已分

别在 FAD9-F和 FAD9-R中引入了 Sac I和 BamH I

酶切位点(下划线标注处)。 

用高保真酶(Tiangen)扩增 FAD9 基因的 ORF

序列, PCR 反应体系: cDNA 模板 1 μL, dNTP 

Mixture (2.5 mmol/L) 4 μL, 上下游引物(10 µmol/L)

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。扩增产物经 1 %的

琼脂糖凝胶电泳检测, 再将所有目的产物按照琼

脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(Tiangen)中的说明书

回收纯化, 取 1 μL 回收产物与 pGEM-T 载体

(Promega)连接, 连接产物经热激后转化至大肠杆

菌 Top10 感受态细胞(Tiangen)中, 转化产物在无

抗培养基中, 37℃ 200 r/min条件下振荡培养 1 h

后涂布于含有 X-Gal、IPTG以及氨苄青霉素的 LB

固体培养基上 , 置恒温培养箱中 37℃过夜培养

(12~16 h)。次日在长出的蓝白斑菌落中挑选白斑, 

接种于含氨苄青霉素的 LB 液体培养基中继续振

荡培养 4~5 h后, 进行菌液 PCR验证并筛选出阳

性克隆, 由生工生物工程(上海)股份有限公司进

行测序验证。 

1.4  pCold-fad9重组表达载体的构建 

取测序结果正确的 pGEM-fad9 阳性克隆菌

株、含有 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, 使用质粒

小量提取试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)分别

提取 pGEM-fad9和 pCold-TF DNA质粒。 

将原核表达载体 pCold-TF DNA和 pGEM-fad9

质粒用限制性内切酶 BamH I和 Sac I进行双酶切, 

用 1%的琼脂糖电泳进行检测, 回收所有目的产

物。将回收的表达载体 pCold-TF DNA与 fad9片

段用 T4 DNA连接酶在 16℃条件下连接 4 h, 构建

重组表达载体 pCold-fad9, 将连接产物转化到

E. coli Top10感受态细胞中, 在无抗培养基中, 37℃ 

200 r/min条件下振荡培养 1 h后涂布于含有氨苄

青霉素抗性的 LB 固体培养基上, 置恒温培养箱

中 37℃过夜培养后挑选阳性克隆菌株 , 经菌落

PCR 并抽提质粒进行双酶切验证, 将菌株送至公

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。 
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1.5  重组蛋白的诱导表达及表达产物的初步分析 

对含有重组表达载体 pCold-fad9 的阳性克隆

提取质粒 , 重新转化进宿主菌 BL21(DE3)pLysS

以构建重组菌株 BL21/pCold-fad9, 将其在含氨苄

青霉素终质量浓度为 100 µg/mL、含氯霉素终质

量浓度为 34 µg/mL的 LB固体培养基中过夜培养, 

阳性菌株用甘油保种。 

分别将 5 µL空载体菌株 BL21/pCold、重组菌

株 BL21/pCold-fad9接种于 2 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过夜活化后以 1︰100比例分

别加入到 50 mL的 LB液体培养基中(氨苄青霉素

和氯霉素浓度同上), 37℃、200 r/min 培养, 当

OD600 达到 0.6~0.8 时, 将 IPTG 加入到对照组

(BL21/pCold)和实验组 (BL21/pCold-fad9)菌液中

进行诱导, 使 IPTG终浓度为 0.5 mmol/L, 25℃诱

导表达 6 h。 

依据细菌蛋白提取试剂盒(生工生物工程上

海股份有限公司 )中的操作说明进行蛋白提取 : 

分别取诱导的 BL21/pCold 菌液和 BL21/pCold- 

fad9菌液及未诱导的BL21/pCold-fad9菌液 20 mL, 

12000 r/min离心 5 min收集细菌细胞沉淀并称取

湿重, 按照 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提取试剂加入 1 µL 

DTT、10 µL PMSF、2 µL Lysozyme和 2 µL DNaseI, 

反复吹打使之成为均匀悬液, 置于 37℃恒温摇床

280 r/min震荡 30 min, 然后在 4℃条件下以 15000 

r/min离心 5 min, 收集诱导后的 BL21/pCold-fad9

的蛋白上清作为可溶性部分待检测, 沉淀用 250 µL

提取试剂涡旋震荡重悬。将 BL21/pCold-fad9上清

与沉淀悬浮液、BL21/pCold 及未诱导的 BL21/ 

pCold-fad9蛋白全液分别经 10% SDS-PAGE电泳

检测目的蛋白的表达情况。 

1.6  重组蛋白表达条件的优化 

取 1 mL 复性后的重组菌 BL21/pCold-fad9, 

加入到 100 mL 新鲜 LB 培养液中(氨苄青霉素和

氯霉素浓度同上), 37℃、200 r/min培养至 OD600

为 0.6~0.8时, 分别取其中 5 mL菌液至 12个干净

的试管中, 将 12管菌液分成 6组, 每组 2管, 第 1组

到第 6组所加 IPTG的终浓度依次为 0.1 mmol/L、

0.3 mmol/L、0.5 mmol/L、0.8 mmol/L、1.0 mmol/L、

1.2 mmol/L, 25℃下诱导 12 h, 收集不同浓度下诱

导的菌液各 2 mL, 将样品在 4℃, 12000 r/min条

件下离心 5 min, 用 200 µL PBS缓冲液(137 mmol/L 

NaCl, 2.7 mmol/L KCl, 10 mmol/L Na2HPO4, 
2 mmol/L KH2PO4)重悬, 反复漂洗 3 次, 每次漂

洗后经 12000 r/min离心 2 min, 最后加入 30 µL 

PBS缓冲液悬浮, 经 10 % SDS-PAGE电泳检测不

同诱导剂浓度对重组蛋白表达水平的影响。 

取 1 mL复性的重组菌 BL21/ pCold-fad9, 用

上述方法扩大培养, 待菌液 OD600 达 0.6~0.8 时, 

往其中加入 IPTG 至终浓度为 0.3 mmol/L, 混匀, 

分别取其中 5 mL菌液至 8个灭菌试管中, 将 8管

菌液分成 4组, 每组 2管, 4组菌液分别置 15℃、

18℃、25℃、35℃恒温摇床中 100 r/min过夜培养

(12 h), 取不同温度条件下诱导的菌液各2 mL, 4℃、

12000 r/min离心 5 min, 用 200 µLPBS缓冲液悬

浮、漂洗后依上述方法进行 SDS-PAGE 电泳, 以

确定目的蛋白的最佳诱导温度。 

另取复性的重组菌 1 mL 扩大培养 , 待菌

液 OD600达 0.6~0.8 时, 加入 IPTG 至终浓度为

0.3 mmol/L, 在诱导温度为 15℃的条件下进行震

荡培养, 分别在 2 h、5 h、10 h、15 h、20 h时取

2 mL菌液, 依据上述的方法进行 SDS-PAGE电泳

以确定目的蛋白的最佳诱导时间。 

1.7  重组蛋白 pCold-fad9的纯化 

取 2 mL 活化的保种菌在 37℃条件下大量培

养(200 mL), 至 OD600达 0.6~0.8, 加入终浓度为

0.3 mmol/L的 IPTG, 15℃诱导 15 h后, 于 4℃条

件下 12000 r/min离心 5 min, 用 PBS缓冲液反复

吹洗后收集菌体并称湿重, 按照每克菌体加 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, 向菌体悬浮液中加入终浓度为 1 mmol/L

的 PMSF, 然后在冰浴条件中超声破碎(400 W 超

声 4 s间隔 6 s, 共超声 100次), 4℃条件下 12000 

r/min 离心 5 min, 收集上清, 再将此上清 12000 

r/min离心 5 min取其上清, 用 0.22 µm滤头过滤
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上清溶液, 以除去颗粒物质, 收集过滤液并存于

–20℃冰箱中。 

用 His 标签的镍离子亲和层析柱对蛋白质进

行纯化。首先用 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溶液(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 SDS-PAGE 电泳检

测之。 

1.8  重组 pCold-fad9融合蛋白Western-blotting

验证 

分别取纯化前的蛋白上清、纯化后的蛋白溶

液、未经诱导的 BL21/pCold-fad9 蛋白上清、经

诱导的 BL21/pCold蛋白上清, 经 SDS-PAGE电

泳 , 利用湿转法将凝胶上的蛋白转印至 PVDF

膜上, 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  pCold-fad9重组表达载体的构建及验证 

从中华绒螯蟹肝胰腺中提取总 RNA, 经反转

录后以 FAD9-F/FAD9-R 为特异性引物进行

RT-PCR 扩增并将产物纯化, 克隆后测序结果与

NCBI 上登录的中华绒螯蟹去饱和酶 9 基因

(Accession Number: JQ693685)的 ORF完全一致, 

该序列长 1044 bp, 共编码 347个氨基酸, 平均分

子量为 40.10 kD。将测序正确的阳性菌株和

pCold-TF DNA质粒用 BamH I和 Sac I进行双酶

切 , 得到两者的酶切产物经回收纯化后用 T4 

DNA连接酶进行连接, 连接产物转化到大肠杆菌

中, 经菌液 PCR 检测(图 1)及双酶切鉴定(图 2), 

结果表明, 菌液 PCR的阳性率为 100%, 且重组质

粒 pCold-fad9经双酶切后在 1000 bp附近出现有

一目的条带。再将验证结果正确的菌株送至公司

测序, 测序结果进一步证实了目的片段已正确的

插入到 pCold-TF DNA 载体中, 构建成功的原核

表达载体可进行后续实验, 将菌株用甘油保种并

存放于–80℃冰箱中。 

 

 
 

图 1  重组质粒 pCold-fad9的菌落 PCR检测 

1~5: 重组质粒 pCold-fad9, 均为阳性克隆菌; M: DNA 

marker DL2000. 
Fig. 1  Identification of recombinant plasmid pCold-fad9 by PCR 

1–5: Positive clones detected by PCR; M: DNA marker 
DL2000. 

 

 
 

图 2  重组质粒 pCold-fad9的双酶切鉴定 

1: 重组质粒 pCold-fad9; 2: 重组质粒 pCold-fad9双酶切;  

M: DNA marker DL10000. 
 Fig. 2  Electrophoresis analysis of double digestion of 

recombinant plasmid pCold-fad9 
1: Recombinant plasmid pCold-fad9; 2: Double digestion of 
pCold-fad9 by BamH I和 Sac I; M: DNA marker DL10000. 
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2.2  重组蛋白的诱导表达及表达产物的可溶性分析 

分别活化、培养、诱导 BL21/pCold和 BL21/ 

pCold-fad9 菌株, 用蛋白提取试剂盒分别提取各

组菌液蛋白, 并分离诱导后的重组表达菌株的蛋

白上清和沉淀, 将诱导的 BL21/pCold蛋白全液、

未诱导的 BL21/pCold-fad9 蛋白全液、诱导的

BL21/pCold-fad9蛋白全液及其上清、沉淀分别进

行 SDS-PAGE电泳。检测结果显示(图 3), 与空载

体表达菌体 BL21/pCold 及未经诱导的重组菌株

相比, 重组表达载体菌株 BL21/pCold-fad9诱导 6 h

后, 在分子量 100 kD附近出现一特异条带, 由于

空载体 BL21/pCold 菌株表达的蛋白分子量在约

55 kD 处(伴侣蛋白 TF 和组氨酸标签分子量), 

FAD9的理论蛋白分子量为 40.10 kD, 因此, 可推

测 BL21/ pCold-fad9 表达出的蛋白与预期结果

(95.10 kD)一致, 推断其可能为重组目的蛋白, 且

重组蛋白主要存在于上清溶液中, 是可溶性表达。 

 

 
 
图 3  重组 pCold-fad9蛋白 SDS-PAGE检测及其可溶性分析 

M: 蛋白质分子量标准; 1: 经 IPTG诱导的 BL21/pCold TF菌

株; 2: 未诱导的 BL21/pCold-fad9 菌株; 3: 经 IPTG 诱导的

BL21/pCold-fad9菌株; 4: 经 IPTG诱导的BL21/pCold-fad9菌株

蛋白上清; 5: 经 IPTG 诱导的 BL21/pCold-fad9 菌株蛋白沉淀. 

Fig. 3  Analysis of pCold-fad9 expression in E. coli 
BL21(DE3)pLysS by SDS-PAGE 

M: Protein molecular weight marker; 1: BL21/pCold TF induced 
by IPTG; 2: BL21/pCold-fad9 uninduced by IPTG; 3: BL21/ 
pCold-fad9 induced by IPTG; 4: Supernate of BL21/pCold- fad9 
induced by IPTG; 5: Precipitation of BL21/pCold-fad9 

induced by IPTG. 
 

2.3  中华绒螯蟹 pCold-fad9 重组蛋白在大肠杆菌

中表达条件的优化 

调节 IPTG诱导浓度, 在 25℃条件下诱导 12 h。

结果显示, IPTG浓度为 0.1 mmol/L时重组蛋白的

表达量显著低于其余浓度梯度下的表达量 , 且

IPTG浓度为 0.3 mmol/L、0.5 mmol/L、0.8 mmol/L、

1.0 mmol/L、1.2 mmol/L时的各组表达量没有明

显差异(图 4)。 

在 IPTG 浓度为 0.3 mmol/L 时, 检测不同温

度对 pCold-fad9 重组蛋白表达情况的影响。图 5

表明, 经 12 h诱导后, 15℃和 18℃诱导组的重组

蛋白表达量最高, 且二者几乎无差异; 25℃和 35℃诱

导组表达量较少, 两组差异亦不明显。结果表明, 

本实验的最佳诱导温度为 15~18℃。 

在 15℃、IPTG浓度为 0.3 mmol/L条件下, 调

节重组菌的诱导时间, 分别在 2 h、5 h、10 h、15 h、 

 

 
 
图 4  不同 IPTG浓度对 pCold-fad9重组蛋白表达量的影响 

1~6: IPTG浓度分别为 0.1 mmol/L、0.3 mmol/L、0.5 mmol/L、

0.8 mmol/L、1.0 mmol/L、1.2 mmol/L; M: 蛋白质分子量标准. 

Fig. 4  Effects of expression level of recombinant pCold-fad9 
at different IPTG concentration 

1–6: Induced by IPTG concentration of 0.1 mmol/L, 0.3 mmol/L, 
0.5 mmol/L, 0.8 mmol/L, 1.0 mmol/L, 1.2 mmol/L,  
respectively; M: Protein molecular weight marker. 

 

 
 
图 5 不同诱导温度对 pCold-fad9重组蛋白表达量的影响 

1: 35℃下诱导的重组菌; 2: 25℃下诱导的重组菌; 3: 18℃下诱

导的重组菌; 4: 15℃下诱导的重组菌; M: 蛋白质分子量标准. 

Fig. 5  Effects of expression level of recombinant pCold-fad9 
at different induction temperatures 

1–4: Expression of recombinant pCold-fad9 at 35℃, 25℃, 18℃, 

15℃, respectively; M: Protein molecular weight marker. 
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20 h时取样, 发现重组蛋白 pCold-fad9的表达量

随诱导时间加长而增加, 当诱导时间长于 15 h时, 

重组蛋白的表达量不再显著增加(图 6)。 
 

 
 

图 6  不同诱导时间对 pCold-fad9重组蛋白表达量的影响 

1~5: 分别为诱导 5 h、10 h、15 h、20 h、2 h的重组菌;  

M: 蛋白质分子量标准. 

Fig. 6  Effects of expression level of recombinant pCold-fad9 
at different induction time 

1–5: Expression of recombinant pCold-fad9 after 5 h, 10 h, 15 h, 
20 h, and 2 h of induction; M: Protein molecular weight marker. 

 

2.4  中华绒螯蟹 pCold-fad9重组蛋白的纯化 

将经 0.3 mmol/L IPTG诱导、15℃条件下培养

15 h 的重组菌株用超声波破碎, 离心后取其上清

液, 利用 His-tag镍离子亲和层析柱对目的蛋白质

进行纯化, SDS-PAGE电泳检测纯化产物, 由图 7

可知, 在 100 kD附近出现一单一条带, 与预期结

果相符。 
 

 
 

图 7  SDS-PAGE检测纯化后的重组蛋白 

1、2、6: 纯化后的重组蛋白; 3、5: 经诱导的重组蛋白溶液; 

4: 未诱导的重组蛋白溶液; M: 蛋白质分子量标准. 

Fig. 7  SDS-PAGE analysis of purified recombinant protein 
1, 2, and 6: Purified recombinant protein; 3 and 5: Recombinant 
protein induced by IPTG; 4: Recombinant protein uninduced by 

IPTG; M: Protein molecular weight marker. 

2.5  重组蛋白pCold-fad9的Western-blotting验证 

取诱导的 BL21/pCold TF 蛋白上清、未诱导

的 BL21/pCold-fad9蛋白上清、纯化前的蛋白上清

及纯化后的蛋白溶液进行 Western-blotting 反应, 

结果显示, 纯化后的重组蛋白组在 PVDF 膜上出

现了单一印迹, 与预期条带大小一致, 且纯化前

的重组蛋白溶液亦有此目的条带, 而阴性对照组

则无此条带(图 8), 表明 BL21(DE3)pLysS 中的

pCold-fad9 重组蛋白得到了成功表达并具有抗原

活性。 

 

 
 

图 8  重组蛋白的 Western-blotting分析 

1: 经诱导的 BL21/pCold TF蛋白; 2: 未诱导的 BL21/ pCold- 

fad9蛋白; 3: 纯化前的蛋白溶液; 4: 纯化后的蛋白溶液;  

M: 蛋白质分子量标准. 

Fig. 8  Western-blotting analysis of recombinant pCold-fad9 protein  
1: BL21/pCold TF induced by IPTG; 2: Recombinant protein unin-
duced; 3: Recombinant protein before purified; 4: Recombinant pro-
tein after purified; M: Protein molecular weight marker. 

 

3  讨论 

脂肪酸去饱和酶可催化饱和脂肪酸(saturated 

fatty acids)或不饱和脂肪酸(unsaturated fatty acids, 

UFAs)在酰基链上形成双键, 使脂肪酸不饱和程

度得以提高[10]。FAD 可分为可溶性的酰基-ACP

去饱和酶、膜结合去饱和酶两类, 后者包括酰基

-CoA 去饱和酶及酰基-lipid 去饱和酶[11]。FAD9

属于酰基-CoA 去饱和酶, 是一种膜结合蛋白, 具

有两次跨膜结构[9, 12–13]。在 UFAs 的生物合成中, 

FAD9 可作为限速酶将第一个双键引进软脂酸

(C16:0)和硬脂酸(C18:0), 分别生成棕榈油酸(C16:1Δ9)
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和油酸(C18: 1Δ9)[14]。FAD9在动物、植物、真菌及

藻类中都有研究, 近 20多年来 FAD9在脊椎动物

中的研究越来越深入, 但是在无脊椎动物中的研

究大多只局限于昆虫。  

一个正确的原核表达载体和表达菌株对原核

表达的研究至关重要。本实验选用 pCold-TF DNA

作为表达载体, 该原核表达载体自带冷休克蛋白

A(cspA)启动子及其相关原件, 能够在较低温培养

的情况下使宿主菌大量表达目的蛋白, 并且此载

体以大肠杆菌 (Escherichia coli)的伴侣蛋白

(Trigger Factor, TF)为可溶性标签, 能够大大增加

重组蛋白的可溶性和纯度[15]。pCold-TF DNA 载

体的 TF 来自于大肠杆菌, 其在大肠杆菌中的表

达效率要高于其他菌体, 因此, 实验选择了大肠

杆菌 BL21(DE3)pLysS 作为外源表达系统, 该菌

具有氯霉素抗性以及表达 T7 溶菌酶的基因, 可

在不干扰 IPTG 诱导表达的前提下降低目的基因

的背景表达水平 [16]。实验结果显示 , 目的基因

FAD9成功构建到原核表达载体 pCold-TF DNA中, 

得到重组表达载体 pCold-fad9, 表达出的目的蛋

白分子量为 95.10 kD, 且为可溶性表达。用

His-tag 镍离子亲和层析柱对重组蛋白进行纯化, 

得到单一的且大小与目的蛋白相同的条带, 进一

步表明了重组蛋白成功得到表达。培养条件对目的

蛋白的表达水平具有很大影响[17], 本实验设置了

在不同 IPTG诱导剂浓度(0.1 mmol/L, 0.3 mmol/L, 

0.5 mmol/L, 0.8 mmol/L, 1.0 mmol/L, 1.2 mmol/L)、

不同诱导温度(35℃, 25℃, 18℃, 15℃)及不同诱

导时间(2 h, 5 h, 10 h, 15 h, 20 h)下的表达组, 结

果表明, 诱导剂浓度的差异对蛋白的表达有一定

影响, 当 IPTG 浓度为 0.1 mmol/L 时重组蛋白的

表达量显著低于其余浓度的表达量, 而诱导剂浓

度高于 0.3 mmol/L 的各组间表达量几乎无差异, 

由于较高浓度的 IPTG 对大肠杆菌的生长可能造

成影响[18], 因此将 0.3 mmol/L确定为本实验中的

最适诱导剂浓度。较多在动植物和真菌中的研究

指出, FAD9基因应对温度变化时会通过调节细胞

膜的流动性以减少细胞自身伤害[19–20], 在蛋白外

源表达系统中, 温度对重组蛋白的影响很大, 可

直接影响到蛋白的正确折叠及蛋白的可溶性等[16], 

本实验发现, 目的蛋白在温度较低时(18℃, 15℃)

具有较高的表达量, 这可能与所选表达载体是冷

休克表达载体有关[21], 表明为了达到更好的表达

效果, 脂肪酸去饱和酶在大肠杆菌中进行外源表

达时, 需要一个比菌体自身所需最适生长温度更

低的温度进行培养[22]。在不同诱导时间表达组中, 

当诱导时间长于一定值(15 h)时, 目的蛋白的表

达量不再随时间延长而明显升高, 说明适当地延

长诱导时间有利于蛋白的表达。因此, 最终确定

IPTG浓度为 0.3 mmol/L、15℃条件下、诱导 20 h

时目的蛋白的表达量最高。Western-bloting 检测

结果表明, 目的蛋白可被 anti-6×His鼠抗识别, 证

明在大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS 中目的蛋白能正

确折叠, 具有抗原活性。 

在水产动物中, 对于一些鱼类的 FAD9 报道

较多 [23–26]; 节肢动物中 , 较多是关于昆虫体内

FAD9的研究 [27–28]。中华绒螯蟹既属于节肢动物

门, 也是一种重要的水产动物, 本实验中, 中华

绒螯蟹 pCold-fad9 原核表达载体的成功构建及其

可溶性表达的分析, 可为今后中华绒螯蟹 FAD9

结构及功能的研究提供参考, 特别是在 FAD9 重

组蛋白的纯化、活性检测、抗体制备等方面提供

了依据, 也为进一步阐述甲壳动物脂肪酸去饱和

酶的调控机制及生理功能奠定基础。 
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Prokaryotic expression of fatty acyl-CoA Δ9 desaturase in  
Eriocheir sinensis 

YAO Qinqin, YANG Zhigang, GUO Zihao, CHENG Yongxu, WANG Yao, SHI Qiuyan, LIU Qibin, HE Jie, 
YANG Xiaozhen 

Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture; Shanghai Ocean University, 
Shanghai 201306, China 

Abstract: Fatty acyl-CoA Δ9 desaturase (FAD9) is a membrane-bound enzyme anchored in the endoplasmic re-
ticulum that plays an important role regulating cell membrane fluidity and fatty acid metabolism. The FAD9 se-
quence has two transmembrane domains and three amino acid motifs. Purifying the FAD9 protein can be difficult 
because of its membrane structural characteristics. Fish species frequently express FAD9 heterologously. The 
Chinese mitten crab, Eriocheir sinensis, is an important aquatic species. We designed primers based on the FAD9 
cDNA sequence from E. sinensis (Accession Number: JQ693685) to obtain the opening reading frame (ORF). The 
ORF was subcloned into the pCold-TF DNA prokaryotic expression vector to generate the pColdTF-fad9 recom-
binant expression vector, which was transformed into E. coli BL21(DE3)pLysS, and FAD9 was expressed suc-
cessfully in E. coli BL21(DE3)pLysS using IPTG induction. The sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis results showed that the recombinant protein had an approximate molecular weight of 95.10 kD, which 
was consistent with the theoretical molecular weight, and that it was mainly detected in the supernatant. We tested 
different IPTG concentrations (0.1 mmol/L, 0.3 mmol/L, 0.5 mmol/L, 0.8 mmol/L, 1.0 mmol/L, and 1.2 mmol/L), 

induction temperatures (35℃, 25℃, 18℃, and 15℃), and induction times (2 h, 5 h, 10 h, 15 h, and 20 h). The 

results showed that when the IPTG concentration was 0.1 mmol/L, expression of the recombinant protein was sig-

nificantly lower than that at the other IPTG concentrations. Temperatures of 15–18℃ and an induction time of 20 h 

were optimal. The highest recombinant protein expression was detected when the IPTG concentration was 0.3 mmol/L, 

with a 20-h incubation at 15℃. The fusion protein was identified by purification and western blotting. The protein 

contained a 6×His-tag, so we used His-tag nickel ion affinity chromatography to purify the protein and an 
anti-6×His-tag antibody for western blotting. The results showed that the pColdTF-fad9 recombinant protein was 
successfully expressed in E. coli, and western blotting revealed that the pColdTF-fad9 recombinant protein was 
specifically recognized by the 6×His antibody, indicating that the recombinant protein had antigen activity. Our 
study provides basic methods to purify and detect the activity of E. sinensis FAD9 and will promote further study 
on the functions of FADs. 
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