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株副溶血性弧菌"但同期从腹泻患者粪便中分离出副
溶血弧菌 %3! 株"本研究监测来源于水产样品的副溶
血弧菌绝大部分不具备致病性"表明目前的食品安全
风险监测手段尚不能准确的对副溶血性弧菌导致的
食源性疾病的暴发和散发进行评估( 本研究为是否
重新梳理副溶血性弧菌食品安全风险监测目的与意
义提供思路"为副溶血性弧菌外环境样本的监测与感
染病例的关联性研究提供技术支持(
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转基因 QAR? 稻米的脂肪酸基因表达效果

叶专!李小丽!普永权
!海口市职业病防治所"海南 海口(#3"$"!#

摘(要!目的(分析比较 # 种 QAR? 转基因稻米粗脂肪表达效果$ 方法(将椰子中的调节脂肪酸合成基因%

QAR? 基因导入粳稻品种中花 $$ 中!获得再生植株 HHj+$&HHj+!&HHj+%&HHj+& 和 HHj+#!用索氏提取法提取

转基因稻米及其对照稻米中的脂肪!再将粗脂肪进行脂肪酸甲酯化!并用气相色谱法8质谱联用法">*8,.#对其进

行定性定量测定$ 结果(与对照组的粗脂肪含量 !0#’2相比!HHj+$&HHj+!&HHj+& 的粗脂肪含量范围为

!05!2 b!0332!其中 HHj+& 的粗脂肪含量最高"!0332#!A!+i"0’52!与对照组相比差异有统计学意义"Jp

"0"$#$ >*8,. 测定棕榈酸甲酯&硬脂酸甲酯和油酸甲酯含量!其中油酸甲酯的含量最高$ 结论(椰子中的 QAR?

基因的导入可提高稻米脂肪含量!但不同 QAR? 基因的插入位点可能会影响原有脂肪酸的表达!HHj+& 植株插入

基因位点比较得当!具有良好的基因表达效果$
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((稻米$亦称为水稻%对于中国消费者是日常食
用的主要粮食之一"其营养成分的研究一直备受
人们的重视( 脂肪是食品中是重要的营养素之
一"其含量高低是衡量食品质量和营养价值高低
的重要指标之一 )$* "稻米中脂类含量会影响米饭
的食用口感 )!* "而且其中的不饱和脂肪酸还具有
特殊的调节血脂和免疫的生理作用 )%8&* "因此"对
稻米中的粗脂肪和脂肪酸的含量及其他化学成分
分析是食品营养的重要研究方向之一(

QAR? 基因被证实参与大米中脂肪酸合成和其
他种子油脂积累 )#85* "如玉米中含有 QAR? 基因能增
加成熟玉米的脂肪酸含量 )3* "国外文献有报导利用
QAR? 基因作为生物技术工具"调节脂肪酸的生物合
成"以提高玉米等作物的含油量 )1* ( 椰子是一种重
要的多年生热带油料作物"在我国主要存在于海南
省( 椰子中胚乳的出油率约为 5"2"高于其他常见
的油料作物"如大豆’花生等 )’* ( 把椰子 QAR? 基因
导入水稻中"通过分析和比较本实验室这 # 种 QAR?
转基因稻米植株粗脂肪和脂肪酸的种类或含量"以
期了解该批稻米植株的 QAR? 基因表达情况(

粳稻品种中花 $$ 是由中国农科院作物所李梅
芳等利用花药培养技术于 $’1’ 年育成"具有稳定表
达’成分优良的特点 )$"* ( 以该水稻作为基因转化受
体材料"将 QAR? 基因导入其中"有望获得脂肪性状
改良的水稻品种(

$(材料与方法
$0$(材料
$0$0$(原材料制备

以中花 $$ 单株稻谷为受体并作为对照组"提取
椰子中的可调节脂肪酸合成的 QAR? 基因"从 # 个不

同部位导入水稻成熟种子诱导的愈伤组织中获得再
生植株"分别命名为 HHj+$’HHj+!’HHj+%’HHj+&

和 HHj+#"经自交繁殖 & 代后形成纯合子"收集成熟
稻谷在低温 & g冷藏"作为实验原材料(
$0$0!(主要仪器与试剂

@)51’"4#’3%,.R气相色谱8质谱联用仪’@)8
cDD?j7K石英毛细管柱$%" Zo"0!# ZZ""0!# !Z%
均购自美国@N[VNSS8)G;̂GT̂"索氏提取器$北京天连和
谐仪器仪表有限公司%"烘箱"电子天平"氮气吹干仪(

正己烷 $7+%’三氟化硼络合物 $‘_%"纯度 q
#"2%""0# ZAV4-e?@8甲醇溶液$称取 !01 Ce?@于
$"" ZV容量瓶中"并用甲醇充分溶解稀释至刻度%(
$0!(方法
$0!0$(样品制备及脂肪提取

取低温保藏的不同种类的 5 种稻米$含对照植
株%"去壳"常温下分别研磨成细粉末"$!# 目筛子筛
选#准确称取这 5 种干样各 #0""" C"分别用滤纸包
好放入浸提管底部#以正己烷为提取剂"用索氏提
取器数次回流后获得粗脂肪( 本试验基于索氏提
取器动态提取’连续回流的特点 )$$* "稻米中的粗脂
肪可使用此法得到较充分提取(
$0!0!(脂肪酸甲酯化

在提取得到的脂肪中加入 %" ZV正己烷 $分
% 次加入"每次 $" ZV%"充分振摇 %" ZFB 后加入
!" ZV"0# ZAV4-e?@8甲醇溶液"球形冷凝管回流
%" ZFB"控制温度 5103 g进行水浴#加入 $" ZV三氟
化硼络合物"球形冷凝管回流 %" ZFB"控制温度
&" g进行水浴#冷却 $" ZFB 后用长滴管取上层清
液#氮气吹干"保留样品 $0" b$0# ZV" n!" g保存(
$0!0%(仪器条件

气相色谱条件&石英毛细管柱 @)8cDD?j7K
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$%" Zo"0!# ZZ""0!# !Z%#程序升温&从 $#" g开
始"以 5 g4ZFB 升到 !#" g"保持 # ZFB#载气为 @N#
柱流量 $0" ZV4ZFB#进样口温度 !5" g#分流比 #"m$(

质谱条件&采用 Ic源"电离电压 3" Nd"离子源
温度 !%" g"扫描范围 $" b#"" GPZ"进样量 $0" !V(

!(结果与分析
!0$(粗脂肪含量测定与精确度

经 % 次平行试验"得到 5 个样品的粗脂肪含量
结果"见表 $(

表 $(提取后粗脂肪含量及相对标准偏差$2%

/GQVN$(*ABSNBSA<;TPWN<GSNYSTG;SFAB GBW S=NTNVGSFXN

USGBWGTW WNXFGSFAB

样品
粗脂肪含量

第一次 第二次 第三次
平均脂肪
含量

A!+

HHj+$ !05! !051 !0#5 !05! !0$"
HHj+! !031 !0#& !0#1 !05% &011
HHj+% !0&1 !0&5 !0&& !0&5& "01$
HHj+& !01" !035 !035 !033&& "0’5
HHj+# !05& !05" !0#& !0#’ $0’&
对照组 !05! !0#! !05! !0#’ !0!%

注&&表示样品与对照之间差异有统计学意义$Jp"0"#% "&&表示
表示样品与对照之间有统计学意义$Jp"0"$% (

((由表 $ 中可看出"HHj+$’HHj+! 和 HHj+& 粗
脂肪含量均比对照组高"其中 HHj+& 增长最多"
HHj+# 的含量与对照组持平"HHj+% 的含量最小"
说明基因插入位点会影响脂肪酸基因的表达(

HHj+& 所得粗脂肪含量 !0332"是 5 个植株中
最高的"且在 % 次试验中均具有最高含量"其 A!+
为 "0’52也相对较小"仅次于 HHj+%"该样品中粗
脂肪含量稳定"QAR? 基因表达情况比较稳定"说明
HHj+& 插入基因位点最恰当"QAR? 基因在该水稻
植株中具有最好的表达效果(

HHj+# 在 % 次试验中分别高于’近于和低于对
照组"差异有统计学意义$Jp"0"#%"其均值等于对
照组"初步说明 QAR? 基因在该植株的自交繁殖过
程中存在表达不稳定情况(

HHj+% 在 % 次试验中粗脂肪含量均低于对照
组"粗脂肪含量有降低现象( 说明插入基因影响了
某种或者是某些原有脂肪酸基因的表达"所以 QAR?
基因在该植株内表达情况不理想(
!0!(脂肪酸甲脂化后定性定量结果

取第二次和第三次索氏提取所得的粗脂肪进
行脂肪酸甲酯化"进行气相色谱法8质谱联用法
$>*8,.%测定(
!0!0$(定性结果

在保留时间为 50& ’101 ’’0% ZFB 处均有不同
高度的色谱峰出现"对照组和 HHj+# 的图谱见
图 $’! (

图 $(对照组的脂肪酸 >*8,. 图谱
_FCPTN$(>*8,. U\N;STPZA<*ABSTAVCTAP\rU<GSSMG;FWU

图 !(HHj+# 的脂肪酸 >*8,. 图谱
_FCPTN!(>*8,. U\N;STPZA<HHj+#rU<GSSMG;FWU

由质谱仪定性得知出峰先后对应的化合物依
次为棕榈酸甲酯’硬脂酸甲酯’油酸甲酯( 一般普
通稻米中都含有至少 $" 种以上的脂肪酸"但是在
>*8,. 上仅检测到以上 % 种"由图 $’! 可看到在相
同保留时间点也存在其他小峰"说明存在其他的脂
肪酸"只是 >*8,. 在分析样品时没有设定最佳检测
范围和检测条件"使得含量较低的物质未被检出(
!0!0!(定量结果

5 个样品的脂肪酸甲酯的含量见表 !’%( 由表
% 可看出"样品中的油酸甲酯质量含量最高"硬脂酸
甲酯次之"棕榈酸甲酯最少"同时也说明了这 % 种脂
肪酸甲酯所对应的脂肪酸!!!棕榈酸’硬脂酸和油
酸均具有良好的稳定性"不易热分解和挥发"这些
脂肪酸在大米的蒸煮过程中能保留在米饭中"进入
人体而被利用 )$$8$%* ( 油酸属于单烯类不饱和脂肪
酸"易被人体氧化吸收"能使胆固醇酯化"降低血液
中总胆固醇浓度"其含量越高对预防心血管疾病有
更大益处( 棕榈酸和硬脂酸被人体内的硬脂酰辅
酶 7去饱和酶$.*R%催化生成棕榈油酸和油酸 )$&* "
是磷脂和中性脂$包括甘油三酯和胆固醇酯等% 的
重要组成部分"适量食用也有益于人体脂肪代谢(
HHj+# 所得稻谷中不饱和脂肪酸含量最高"使大米
营养价值增加"对 HHj+# 的进一步研究具有重要
的实际意义(

本试验所用稻米中含量最多的 % 种脂肪酸!!!
棕榈酸’硬脂酸和油酸"其含量及百分比皆与近年
的辽宁大米’黑龙江大米和泰国大米等存在一定差
异 )$#* ( 其原因是水稻中花 $$ 为 $’1’ 年育成"是近
代水稻中的早期品种"脂肪含量等综合品质与近
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(((( 表 !(两次抽提后样品中各脂肪酸甲酯含量
/GQVN!()NT;NBSGCNA<NG;= <GSSMG;FW ZNS=MVNUSNT;ABSNBS

样品$ 粗脂肪含量
42

棕榈酸甲酯 硬脂酸甲酯 油酸甲酯

含量42
样品平均含量
4$C4$"" C稻米% 含量42

样品平均含量
4$C4$"" C稻米% 含量42

样品平均含量
4$C4$"" C稻米%

HHj+$ !051 $3011 "0&3’ &$0!5 $0$"5 &"015 $0"’#
HHj+! !0#& $301% "0&#% %10%& "0’3& &%01% $0$$%
HHj+% !0&5 $105! "0&#1 %101$ "0’## &!0#1 $0"&3
HHj+& !035 $1013 "0#!$ %’0#" $0"’" &$05& $0$&’
HHj+# !05" $’0#1 "0#"’ %50!! "0’&! &&0!" $0$&’

对照组 !0#! $30’’ "0&#% %’0!% "0’1’ &!031 $0"31

样品! 粗脂肪含量
42

棕榈酸甲酯 硬脂酸甲酯 油酸甲酯

含量42
样品平均含量
4$C4$"" C稻米% 含量42

样品平均含量
4$C4$"" C稻米% 含量42

样品平均含量
4$C4$"" C稻米%

HHj+$ !0#5 $’0&3 "0&’1 %’0$& $0""! &$0%’ $0"5"
HHj+! !0#1 !"01! "0#%3 %505" "0’&& &!0#1 $0"’’
HHj+% !0&& !$0%’ "0#!! %503$ "01’5 &$0’" $0"!!
HHj+& !035 $’05’ "0#&% %’0$# $0"1$ &$0$5 $0$%5
HHj+# !0#& !!05" "0#3& %&03% "011! &!053 $0"1&

对照组 !05! !"0&5 "0#%5 %1055 $0"$% &"011 $0"3$

注&$ 表示取自第二次提取的样品#! 表示取自第三次提取的样品

表 %(各样品中脂肪酸甲酯质量含量$’@s’"C4$"" C稻米%

/GQVN%(,GUU\NT;NBSGCNA<GXNTGCNXGVPNA<NG;= <GSSM

G;FW ZNS=MVNUSNT
样品 棕榈酸甲酯 硬脂酸甲酯 油酸甲酯
HHj+$ "0&1’ s"0"$& $0"#& s"0"3% $0"33 s"0"!#
HHj+! "0&’# s"0"5" "0’#’ s"0"!$ $0$"5 s"0"$"
HHj+% "0&’" s"0"&# "0’!# s"0"&! $0"%# s"0"$1
HHj+& "0#%! s"0"$5 $0"1# s"0""3 $0$&% s"0""’
HHj+# "0#&! s"0"&5 "0’$! s"0"&!& $0$$3 s"0"&5&

对照组 "0&’# s"0"#1 $0""$ s"0"$3 $0"3# s"0""#

注&&表示样品与对照组之间差异有统计学意义$Jp"0"#%

年的品种均存在一定差异(

%(讨论
索氏提取法提取大米中的粗脂肪"具有简单高

效’能耗低的特点( 同时"以正己烷作为提取溶剂"
对植物油脂有良好的提取能力"相对于石油醚和乙
醚等提取剂"正己烷具有低毒’低刺激性的特点"对
于人体健康不易带来危害(

本次试验中"与对照组相比"各组转基因稻米
中脂肪含量的改变情况各异"初步说明 QAR? 基因
的插入位点影响了原有脂肪酸的表达( 粗脂肪含
量有最大提高的是 HHj+&"其 A!+值也相对很小"
与对照有明显差异"说明 QAR? 基因在 HHj+& 中具
有相对稳定表达的特点"能获得脂肪酸含量提高的
水稻植株"可见 HHj+& 为本批最优水稻植株"对下
一批植株的优选有很好的参考( HHj+% 植株可继
续自交繁殖"若后代的稻米粗脂肪含量仍然降低就
淘汰本类型植株#HHj+! 为不稳定植株"可继续培
育观察其稳定情况#HHj+$ 和 HHj+# 与对照组对
比变化不明显"但仍有粗脂肪含量增加"可在培育
过程中做平行对照( 综上所述"QAR? 转录因子确实

能不同程度地增加大米脂肪酸含量"并且在育种中
可以通过优化选择"选出既稳定又最大程度提高脂
肪酸含量的优良品种(

通过 # 个转基因样品与对照组的图谱分析"所
出峰的保留时间都相同"未出现特异性峰"QAR? 转
录因子在细胞内主要作用是提高脂肪酸总含量而
非产生其他脂肪酸"QAR? 转录因子可作为转基因工
具应用于需提高种子含油量的作物"开发出更多高
油料种子作物(

本试验基本达到了探索目的"得到了 # 个试验
稻米粗脂肪含量"且在多重对比中了解了 QAR? 基
因在这 # 个植株中的表达情况"利于以后的植株筛
选( 椰子是海南特产棕榈科有机果实"无污染且容
易获得"用其 QAR? 基因导入水稻植株中提高稻米
的脂肪含量"对其进一步的研究具有广阔的实际意
义( 其次"通过 >*8,. 联用技术也初步了解了大米
中的脂肪酸种类"为以后这方面的探索提供了经验
和依据"知道了稻米中各种脂肪酸的种类和含量"

可以在未来的稻米不饱和脂肪酸的研究方面提供
数据支撑(
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