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摘  要: 为了实现硬脂酰-辅酶 A 脱氢酶 1 编码基因在乳酸乳球菌中的表达，采用 PCR 技术扩增获得人类 scd1

的编码序列。Nco I 和 Xba I 双酶切后定向插入到食品级表达载体 pNZ8149 中，构建表达载体 pNZ8149-scd1。

电转化乳酸乳球菌 NZ3900，经菌落 PCR 和测序鉴定 scd1 基因成功插入到乳酸乳球菌中。在乳链菌肽诱导下

进行 scd1 的表达，转化株提取脂肪酸，进行脂肪酸含量的气相色谱分析。结果显示，SCD1 转化菌株中的

C16∶1n-7 和 C18∶1n-7 脂肪酸组分比转化 pNZ8149 的对照组乳酸菌分别提高了 92％~169％和 53％~127％。

文中以 scd1 基因为例，尝试并证明了脂肪酸脱氢酶类基因能够在食品级乳酸菌中有效表达，为后续研究奠定

了基础。 

关键词 : 硬脂酰 -CoA 脱氢酶，乳酸乳球菌，脂肪酸  
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Abstract:  The possibility of heterologous expression of human Stearoyl-CoA Desaturase (scd1) was investigated. The scd1 
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encoding sequence was inserted into the pNZ8149 to generate the pNZ8149-scd1 expression plasmids. Then we introduced the 
pNZ8149-scd1 construct into the Lactococcus lactis NZ3900 to investigate its enzyme activity. The results show that 
heterologous expressed SCD1 enzyme resulted in a 92%–169% increase in the C16:1n-7 and a 53-127% increase in the 
C18:1n-7 (P<0.05). The SCD1 enzyme was capable of producing n-7 fatty acids in Lactococcus lactis efficiently. It also 
suggests that the fatty acid desaturases can be heterologous expressed in Lactococcus lactis to produce the helpful fatty acids. 

Keywords:  stearoyl-CoA desaturase-1, Lactococcus lactis, fatty acid 

硬脂酰-辅酶 A脱氢酶 (Stearoyl-coenzyme A 

desaturase，SCD) 属于∆-9 脱氢酶，位于内质网

上，是一种膜结合蛋白。SCD 是脂肪代谢过程中

的关键酶，它催化饱和脂肪酰基辅酶 A 在 Δ-9 顺

式位置上脱氢，生成单不饱和脂肪酸，是脂肪酸

脱氢反应的限速酶之一[1]。最早分离纯化的 SCD

来自大鼠的肝[2]。此后，高山被孢霉 M. alpine、

酿酒酵母 S. cervisiase、嗜热四膜虫 Tetrahymena 

thermophila 和 荚 膜 组 织 胞 浆 菌 Histoplasma 

capsulatum 中也已分离得到了∆-9 脱氢酶[3-5]。

SCD 的主要功能是催化硬脂酰 CoA 和软脂酰

CoA 形成油酰 CoA 和棕榈油酰 CoA，生成的油

酰CoA和棕榈油酰CoA是细胞内合成甘油三酯、

磷脂质和胆甾醇酯的主要来源。scd 的表达还涉

及对细胞增殖、细胞程序凋亡、衰老和脂质调解

的细胞毒作用[6]，同时，SCD 也可影响膜流动性

和 SCD1 的缺失导致身体脂肪的减少，增加胰岛

素的敏感性和抑制由饮食引起的肥胖[7-9]。提高

scd1 在骨骼肌的表达可引起脂质的不正常代谢

和肥胖的加速[10]。SCD1 缺失的小鼠在饮食中提

供鱼油可以防止动脉粥样硬化的加速[11]。目前，

scd1 基因在动物模型实验中，主要研究 scd1 基

因在脂质生成、肥胖和胰岛素耐受性中的作用。

scd 基因敲除小鼠不易肥胖并且对胰岛素有耐受

性，以及脂质氧化的增加[6]。另外，在反刍动物

瘤胃或乳腺组织中SCD可以通过其∆-9脱氢酶的

作用，将反式十八碳一烯酸(t11-C18∶1)转化为

c9,t11 共轭亚油酸 (c9,t11-CLA) [12-13]。大鼠的

scd1 基因成功地在羊的乳腺细胞中得到表达[14]；

人的 scd1 基因转入人胚肾 293 细胞过量表达把

油酸转化成 c9t11-CLA[15]。 

乳酸菌 (Lactic acid bacteria，LAB) 是一类

在食品中应用最广泛的重要工业菌株。它包括乳

酸球菌、乳酸杆菌、双歧杆菌等十几个属。这类

菌种在防治食物腐败、提高免疫力以及改善风味

等方面有重要作用。目前，乳酸菌食品级高效表

达系统的构建及应用则是该领域研究的前沿和

热点。食品级表达系统要求宿主菌、选择标记基

因和诱导物均为食品级，这为异源基因表达产物

的直接应用提供了基础[16]。在这些食品级的表达

系 统中乳链 菌肽控制 表达系统  (The nisin 

controlled expression，NICE) 是应用最广泛的。

该系统是可控制蛋白质生产的最理想的系统，同

时具有良好的安全性，故可用于目的蛋白在乳酸

菌中的高效表达。控制目的代谢物的生产，其工

程菌及表达产物可直接制成口服制剂，可直接应

用于食品、医药和保健品等领域[17]。 

本文主要研究把 scd1 基因转入食品级的乳

酸乳球菌表达系统，利用 NICE 控制 scd1 基因表

达产生单不饱和脂肪，脂类中饱和脂肪酸与单不
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饱和脂肪酸的比例又往往影响着脂蛋白代谢、生

物膜的流动性和信号传导等，同时还与糖尿病、

动脉粥样硬化、癌症、肥胖症等多种疾病相关，

因此，这些工程菌可直接用于食品工业，这对人

类健康非常有益。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
Taq DNA 聚合酶、dNTPs、Tris 饱和酚、DNA

限制性内切酶 NcoⅠ和 XbaⅠ及 DNA 标准分子

量及预染蛋白标准分子量均购自宝生物工程 

(大连) 有限公司；普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒购自天根生化科技有限公司；M17 培养基购

自青岛海博生物技术有限公司；引物合成和DNA

测序分别由 Invitrogen 公司和北京六合华大基因

科技股份有限公司完成；SDS、β-巯基乙醇、溶

菌酶、考马斯亮蓝 G250 、三氟化硼 / 甲醇 

(BF3/MeOH) 试剂和脂肪酸分析所用标准品

Polyunsaturated Fatty Acid Mix No.2 购 自

Sigma/Aldrich 公司。其余试剂均为国产分析纯。 

1.2  质粒、菌种和生长条件 
含有人 scd1 的 cDNA 质粒 pCAGGS-scd1 由

本实验室保存。克隆和表达载体 pNZ8149，基因

克隆和表达宿主乳酸乳球菌 NZ3900 均购自北京

拜尔迪生物技术有限公司，NZ3900 是营养缺陷

型菌株。食品级克隆和表达载体 pNZ8149 由 Pnis

启动子控制表达，载体携带 recC 和 recA 复制子

和原核生物表达所需的 SD 序列，以及食品级选

择标记基因 lacF。 

NZ3900 培养在补加 0.5％葡萄糖的 M17 培

养基中，菌株在 30 ℃、5％ CO2 的恒温培养箱

静置培养。Elliker 包含 0.5％的乳糖、0.004％溴

甲酚紫溶液用作乳糖利用表型 (lacF) 指示培养

基 [18]，培养基中诱导表达剂 Nisin 的浓度为

50 μg/L。 

1.3  PCR 扩增目的基因 
根据人 scd1 基因的 cDNA 序列 (GenBank 

Accession No. BC062303) 和表达载体 pNZ8149

的序列分析，用 primer premier 5.0 设计 SCD-F

和 SCD-R 引物 (表 1)，向上游引物 SCD-F 引入

NcoⅠ酶切位点，向下游引物 SCD-R 引入 XbaⅠ

酶切位点，分别用下划线标出； SCD-F1 和

SCD-R1 引物是在目的基因 scd1 内部设计；

pNZ8149-F 和 pNZ8149-R 为菌落 PCR 的引物；

pNZ8149-F1 和 pNZ8149-R1 为测序引物。 

酚-氯仿常规方法[19]提取质粒pCAGGS-scd1，

并以其为模板进行PCR 扩增。PCR条件为：94  ℃

4 min；94  1 min℃ ，55  1 min℃ ，72  90 s℃ ，30

个循环；72  10 min℃ 。PCR 产物用 1％的琼脂糖

凝胶电泳鉴定后进行回收和纯化。 

1.4  乳酸乳球菌表达载体的电击转化 
pNZ8149 用电击转化 NZ3900，电击条件：

2.0 kV、25 μF、200 Ω，使用 2 mm 的电转杯，

电击时间是 4.4 ms。用选择培养基 Elliker 和菌落

PCR 选择阳性菌落。提取阳性转化子质粒，测序

鉴定。 

1.5  质粒 DNA 从乳酸乳球菌的分离 
采用修改的碱变性法提取乳酸乳球菌的

质粒 pNZ8149。方法如下：5 mL 培养菌液；

12 000 r/min 离心 2 min，收集菌液；菌液用

250 μL THMS 缓冲液 (30 mmol/L pH 8.0 的

Tris-HCl，3 mmol/L MgCl2，25％的蔗糖) 和 2 g/L

溶菌酶重悬，在 37 ℃下孵育 10 min；加 500 μL  
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表 1  本研究中使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Enzyme included

SCD-F CATGCCATGGCAATGCCGGCCCACTTGCTG NcoⅠ 

SCD-R GCTCTAGATCAGCCACTCTTGTAGTTTCCATCTCC XbaⅠ 

SCD-F1 GACTTGGGAGCCCTGTATGCC − 

SCD-R1 CCTACCTCCTCTGGAACATCACG − 

pNZ8149-F AGCATAATAAACGGCTCTG − 

pNZ8149-R CTCCTCCTCCAACCGAAATAG − 

pNZ8149-F1 TCGAAGGAACTACAAAAT − 

pNZ8149-R1 CCACCTCTAAAAGGTGAT − 

Note: single underlining of the primer sequence indicates the restriction enzyme cut site of NcoⅠ and XbaⅠ. 

 
0.2 mol/L NaOH 和 1％十二烷基硫酸钠 (SDS) 

在冰上孵育 5 min；加 375 μL 冰预冷 pH 5.5 的

3 mol/L 的乙酸钾后冰上孵育 5 min；离心 5 min，

吸取上层到新的离心管，离心管加满异丙醇，在

室温孵育 5~10 min；离心 10 min，用 70％乙醇

洗 DNA；离心 2 min；弃上清，室温下干燥 DNA，

加 50 μL 的超纯水溶解 DNA。 

1.6  乳酸乳球菌的转化 
回收 PCR 产物，用 NcoⅠ和 XbaⅠ对回收的

PCR 产物和质粒 pNZ8149 分别进行双酶切。凝

胶电泳，用普通琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒 (天

根生化科技有限公司) 回收目的片段。酶切后的

目的片段和乳酸乳球菌表达质粒 pNZ8149 用快

速连接试剂盒 (宝生物工程 (大连) 有限公司) 

16 ℃连接 1 h，构建重组质粒 pNZ8149-scd1。 

连接液先用乙醇沉淀纯化之后再做转化，纯

化的连接液 1 μL (浓度大约 100 ng/μL) 电击转化

乳酸乳球菌 NZ3900 感受态，电击用以下条件：

2 000 V、25 μF、200 Ω 和 2 mm 的电转杯，电击

时间是 4.4 ms。电击的转化液涂布在以溴甲酚紫

为指示剂、0.5％的乳糖为唯一碳源的 Elliker 培

养基上，30 ℃静置厌氧培养。一般培养 1~2 d。

载体 pNZ8149 携带 lacF，表达宿主 NZ3900 缺少

lacF，互补筛选阳性菌落。选择培养基 Elliker 上

出现黄色菌落为阳性菌。用相同的方法转化空载

体作为对照。 

1.7  阳性转化子的 PCR 鉴定 
选择阳性转化子进行菌落 PCR 鉴定。菌落

PCR 模板的制备，采用如下方法：取 200 μL 过

夜培养的菌液，12 000 r/min 离心 2 min；弃上清，

加 50 μL 盐酸胍，沸水浴 15 min；离心弃上清，

用 100 μL 超纯水洗 2 遍；加 10 μL 双蒸水溶解，

取 2 μL 菌液为菌落 PCR 的模板。选用载体

pNZ8149 通用引物进行 PCR 扩增。 

PCR 条件是：95  10 min℃ ；95  30 s℃ ，58  ℃

30 s，72  2 min℃ ，35 个循环；72  10 min℃ 。菌

落 PCR 鉴定后的阳性转化子，进一步用 NcoⅠ和

XbaⅠ双酶切鉴定构建的重组质粒。鉴定后的阳

性质粒由北京六合华大基因科技股份有限公司

测序。 
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1.8  重组质粒 pNZ8149-scd1 在乳酸乳球菌中

的诱导表达 
选取 PCR 鉴定正确的乳酸乳球菌重组子

单菌落接种到 5 mL M17 液体培养基中，添加

0.5％的乳糖。30 ℃、5％ CO2 的恒温培养箱静

置培养过夜，接种 1 mL 培养液到 10 mL 相同的

培养液。当 OD600=0.4~0.5；10 mL 的培养液添加

50 ng/mL 的诱导剂 Nisin，诱导重组体乳酸乳球

菌的表达。同时，0.5 mg/mL 的反式十八碳烯酸 

(t11-C18∶1，Sigma V1 131)、0.1 mg/mL 的 Fe2+

和 Fe3+分别添加到 10 mL 培养液中，孵化 48 h。

菌体离心收集在 20 mL 的甲酯化玻璃管，抽提脂

肪酸进行气相色谱分析。 

1.9  SDS-PAGE检测硬脂酰Co-A脱氢酶的表

达情况 
取重组菌新鲜单克隆，分别接种于 5 mL 含

0.5％乳糖的 M17 培养基，30 ℃静置培养过夜。

同时做 pNZ8149 载体对照，方法同重组菌；过

夜培养物 5 mL，12 000 r/min 室温离心 2 min，

弃上清，沉淀用 500 μL TES 裂解液 (pH 8.0 的

1 mol/L Tris-HCl，1mL；pH 8.0 的 0.5 mol/L 

EDTA，0.2 mL；蔗糖 25 g；加超纯水至 100 mL) 

洗涤 2 次，然后用 100 μL 含有 1.0 mg/mL 溶菌

酶的 TES 重悬菌体，加 1 μL 0.2 mol/L 苯甲基磺

酰氟 (PMSF)，37 ℃水浴 2 h。再加 2×SDS-PAGE

上样缓冲液 (pH 6.8 的 1 mol/L Tris-HCl 1 mL；

10％甘油 2 mL；10％ SDS 4 mL；1％溴酚蓝

0.05 mL；2-β巯基乙醇 1 mL；加超纯水至 10 mL) 

100 μL，沸水浴 5 min，离心后取 15 μL 上清进

行 SDS-PAGE。 

1.10  脂肪酸分析确定目的片段的功能性表达 
鉴定为阳性的乳酸乳球菌接种于 5 mL M17

的液体培养基，添加 0.5％的乳糖。30 ℃、5％ CO2

的恒温培养箱静置过夜培养，接种 1 mL 培养液

到 10 mL 的新鲜培养液。当 OD600=0.4~0.5 时，

10 mL 的培养液添加 50 ng/mL 的诱导剂 Nisin，

0.5 mg/mL 的 t11-C18∶1，0.1 mg/mL 的 Fe2+和

Fe3+分别添加入 10 mL 培养液中，孵化 48 h。菌

液离心收集在 20 mL 的甲酯化玻璃管，脂肪酸抽

提方法如下：孵化 24 h 的菌液离心，6 000 r/min

离心 5 min；弃上清，加 200 μL 的菌液重悬，移

入 20 mL甲酯化玻璃管；加 1 mL的正己烷和 1 mL

的 BF3 到甲酯化玻璃管；甲酯化玻璃管吹 1 min

的 N2；之后，涡旋振荡 30 s；沸水浴 1 h；加 1 mL

的双蒸水在沸水浴的甲酯化玻璃管；3 000 r/min

离心 1 min；取上清到 1 mL 的玻璃管，用 N2 吹

干，加 500 μL 的正己烷。用全自动 HP6 890 气

相色谱仪定量脂肪酸甲酯。测量的结果可用气相

色谱的 ChemStation 软件 (Agilent Technologies) 

分析。 

1.11  重组菌生长曲线的测定和 pH 值的变化 
挑取空载 pNZ8149 菌株和 3 株阳性菌株平

板上的单菌落，用 2 mL 补加 0.5％乳糖的 M17

液体培养基，30 ℃、5％ CO2 的恒温培养箱静置

培养 12 h。之后，每株菌吸取 1 mL 菌液在 20 mL 

M17 培养液中，平均分配培养液到 2 个新的培养

管，每株菌做 2 个重复，10 mL 的培养液添加

50 ng/mL 的诱导剂 Nisin。于培养后的第 0、3、

6、10、12、15 h，分别用无菌培养管从各管中

吸取培养液 2 mL，以 1 cm 比色皿比浊，以空载

为参比，在 OD600 下分别测定其吸光度 A 值。
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同时，用 Sartorius PB-10 pH 湿度计测量发酵液

pH 值。 

1.12  统计分析 
实验重复了 4 次，测量的数据用统计分析软

件 SAS (1999)。平均数通过 MEANS 语句列出，

分析结果 sx ± 表示。 

2  结果 

2.1  硬脂酰 -辅酶 A 脱氢酶的克隆和载体

pNZ8149-scd1 的构建 
从 pCAGGS-scd1质粒PCR扩增得到1 100 bp

的 scd1 基因片段，用 NcoⅠ和 XbaⅠ内切酶导入

空 载 体 pNZ8149 ， 构 建 成 重 组 表 达 质 粒

pNZ8149-scd1，转化乳酸乳球菌 NZ3900 后的阳

性重组质粒如图 1 所示，菌落 PCR 表明该重组

质粒插入了 1 100 bp 的目标基因 (图 2)，NcoⅠ

和 XbaⅠ双酶切获得 2 515 bp 和 1 095 bp 的条带 

(图 3)，测序证明目的基因读码正确。上述鉴定

都表明重组质粒 pNZ8149-scd1 成功地转入乳酸

乳球菌 NZ3900。 

 

图 1  质粒 pNZ8149-scd1 的琼脂糖凝胶电泳检测 
Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of the pNZ8149-scd1 
gene. 1: plasmid pNZ8149-scd1; 2: plasmid pNZ8149; 
M: DNA marker DL5 000. 

 

图 2  菌落 PCR 法鉴定重组表达质粒结果 
Fig. 2  Direct PCR of bacterial colonies for identification 
of recombinant expression plasmids. 1: PCR product of 
pNZ8149-scd1; 2: PCR product of pNZ8149; M: DNA 
marker DL5 000. 

 

图 3  质粒 pNZ8149-scd1 酶切的琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of the pNZ8149-scd1 
digested with restriction enzymes. M: DNA marker 
DL5 000; 1: plasmid pNZ8149-scd1; 2: pNZ8149-scd1 
digested with Nco I and Xba I. 

  

2.2  SDS-PAGE分析硬脂酰CoA脱氢酶的表达 
重组菌经 Nisin 诱导，则可高效表达 SCD1，

该重组菌全蛋白提取物经 10％ SDS-PAGE，考

马斯亮蓝染色后观察到外源蛋白的表达，其表观

分子量约为 37 kDa，与报道的 SCD1 表观分子量

结果一致。重组菌 pNZ8149-scd1 和空载体

pNZ8149 的 SDS-PAGE 结果如图 4 所示，空载体

在 37 kDa 位置未见明显条带，而重组菌

pNZ8149-scd1 在 37 kDa 有明显的条带，说明硬

脂酰 CoA 脱氢酶在重组菌中表达成功。 
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图 4  硬脂酰 CoA 脱氢酶的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of stearoyl-CoA 
desaturase-1. M: protein marker; 1: pNZ8149- 
scd1/NZ3900; 2: pNZ8149/NZ3900. 

2.3  硬脂酰-辅酶 A 脱氢酶的诱导表达和脂肪

酸分析 
将重组质粒 pNZ8149-scd1 转化至乳酸菌

NZ3900，经 50 μg/L Nisin 诱导表达，同时添加 

0.5 g/L 的 t11-C18∶1、0.1 g/L 的 Fe2+和 Fe3+分别

添加到 10 mL 培养液中，孵化 48 h。获得的乳酸

菌抽提脂肪酸，分析乳酸菌的脂肪酸组分。随机

选择了 A~C 三株 scd1 转化菌，检验 scd1 基因表

达是否可以提高单不饱和脂肪酸的含量。转化株

产生的脂肪酸用气相色谱分析 (图 4)。 

结果 表 明 scd1 转 化 株 的 棕 榈 油 酸 

(C16∶1n-7) 和十八碳烯酸  (C18∶1n-7) 的含

量提高了 92％~169％和 53％~127％，显著地高

于对照组 (P<0.05，表 1)，而 c9,t11-CLA 并没有

变化。以上结果表明 scd1 在乳酸菌中成功表达。 

2.4  重组菌的生长曲线和 pH 值测量 
以培养时间为横坐标、600 nm 处测定的 OD

值为纵坐标，绘制不同时间菌株浓度的生长曲线 

(图 5)。统计结果分析表明：随着时间的推移，

对照组和重组菌培养 15 h 的生长速度和产酸能

力相比无显著变化 (表 2~3)，这有利于重组菌应 

 

图 5  对照组和 scd1 转化株抽提的总脂肪酸的部分气相色谱图 (*P<0.05) 
Fig. 5  Partial gas chromatogram traces showing fatty acid profiles of total lipids extracted from scd1-transformed and 
control. Both the control and scd1 line A are fed with 0.5 g/L t11-C18:1 for 48 h prior to fatty acid analysis. The lipid 
profiles show that the levels of palmitoleic acid (C16:1n-7), and cis-vaccenic acid (C18:1n-7) are markedly increased. 
(*P<0.05). 
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表 1  对照组 pNZ8149 和转化株 pNZ8149-scd1 在乳酸乳球菌 NZ3900 表达的 n-7 脂肪酸 
Table 1  n-7 fatty acid composition in Lactococcus lactis NZ3900 transfected with pNZ8149 control and  
pNZ8149-scd1 

scd1 lines 
Fatty acids Control 

A B C 

C12:0 0.10±0.01 0.08±0.02 0.09±0.02 0.09±0.01 
C14:0 0.96±0.19 0.84±0.19 1.13±0.06 1.67±0.16 
C14:1 0.01±0.01 0.01±0.01 ND 0.02±0.02 
C16:0 1.42±0.31 1.27±0.28 1.16±0.06 2.62±0.32 
C16:1 0.13±0.02 0.25±0.01* 0.30±0.03** 0.35±0.03** 
C18:0 0.48±0.04 0.48±0.06 0.50±0.04 0.58±0.06 
t11-C18:1 95.24±0.80 95.41±0.64 95.36±0.28 92.08±0.98 
C18:1n-9 0.15±0.02 0.16±0.01 0.17±0.01 0.19±0.02 
C18:1n-7 0.81±0.02 1.41±0.07** 1.24±0.01** 1.84±0.09** 
C18:2n-6 0.19±0.04 0.18±0.03 0.13±0.01 0.28±0.04 
C18:3n-6 0.03±0.03 0.02±0.02 ND 0.29±0.16 
C18:3n-3 ND ND ND ND 
c9,t11-CLA 0.06±0.02 0.05±0.02 0.02±0.02 0.14±0.03 
t10,c12-CLA ND ND ND ND 
C16:1n-7 + C18:1n-7)/(C16:0 + C16:1n-7 
+ C18:1n-7) 0.55±0.07 0.46±0.01 0.56±0.01 0.43±0.01 

C18:1n-9/ (C18:0 + C18:1n-9) 0.63±0.03 0.73±0.03** 0.70±0.01 0.74±0.01 
Fatty acid composition is presented as a percentage of the total Lactococcus lactis lipids from the control (pNZ8149 
transformed) and scd1 (pNZ8149-scd1 transformed) lines, A−C. Each value represents the sx ± from four independent 

measurements of each line. Statistical significance in fatty acid composition is assessed by Student’s t-test. *P<0.05; 
**P<0.01; ND: not detectable. 
 

 
图 6  对照组和 scd1 转化株生长曲线图 
Fig. 6  Growth curve from scd1-transformed and 
control. NZ3900: the original strain; pNZ8149: load 
vector; 45, 55, 56: scd1-transformed. 

用于食品工业。培养 15 h 后，乳酸菌生长将要达

到平台期，继续检测 OD 值和 pH 值差异无统计

学意义。 

3  讨论 

脂肪酸的生物活性越来越引起人们的兴趣。

高含量的单不饱和脂肪酸和癌细胞的转化是呈

正相关的，与对照组相比棕榈油酸使 SCD 缺失

细胞对细胞凋亡更敏感[20]。SCD1 的表达可以调

控 β-细胞、脂肪细胞、巨噬细胞、内皮细胞和肌

细胞中炎症和应激反应。SCD1 完全缺失可以导 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  September 25, 2012  Vol.28  No.9 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1114 

 
表 2  对照组 pNZ8149 和转化株 pNZ8149-scd1 的 OD 值分析 
Table 2  OD value analysis in pNZ8149 control and pNZ8149-scd1 

OD value ( sx ± ) 
Time (h) 

scd1-negative line 45 55 56 

0 0.58±0.01 0.58±0.02 0.54±0.01 0.56±0.0.1 

3 0.62±0.02 0.69±0.02 0.70±0.01 0.72±0.01 

6 1.17±0.01 1.18±0.04 1.01±0.01 1.00±0.03 

9 1.28±0.02 1.26±0.05 1.10±0.04 1.13±0.04 

12 1.30±0.05 1.27±0.04 1.17±0.04 1.19±0.03 

15 1.16±0.03 1.11±0.01 1.07±0.01 1.11±0.01 

表 3  对照组 pNZ8149 和转化株 pNZ8149-scd1 的 pH 值分析 
Table 3  pH value analysis in pNZ8149 control and pNZ8149-scd1 

pH value ( sx ± ) 
Time (h) 

scd1-negative line 45 55 56 

0 7.17±0.08 7.15±0.09 7.42±0.03 7.42±0.04 

3 7.06±0.08 6.93±0.02 7.09±0.01 6.96±0.01 

6 6.61±0.06 6.49±0.06 6.79±0.03 6.77±0.09 

9 6.11±0.01 6.03±0.04 6.46±0.06 6.41±0.13 

12 6.00±0.01 5.89±0.05 6.20±0.06 6.16±0.11 

15 5.93±0.11 5.76±0.01 5.83±0.02 5.81±0.04 

 
致肝脏功能的紊乱和炎症疾病[21]。但是，SCD1

缺失的瘦素不足肥胖小鼠可以促进心脏的功能，

人类胃癌的异种移植模型中 SCD 抑制可以延迟

肿瘤的生长[22-23]，临床研究发现，n-3 脂肪酸可

以显著地影响 scd1 的 mRNA 在肝脏的表达和活

性[24]。然而，SCD 在食品级乳酸菌的表达尚未

见报道。 

本研究把 scd1 基因转入食品级乳酸乳球菌

得到阳性表达系，实验数据显示添加的底物

t11-C18∶1 并没有显著地转化为 c9,t11-CLA。scd1

的表达只引起了 n-7 脂肪酸家族 (C16∶1n-7，

C18 ∶ 1n-7) 的 含 量 升 高 ， C16 ∶ 1n-7 和

C18∶1n-7脂肪酸的含量分别提高了 92％~169％

和 53％~127％。这为调控 scd1 的合成和单不饱

和脂肪酸在食品工业的利用提供了研究基础。 

SCD 与所有的膜结合脂肪酸脱氢酶一样，是

一种氧依赖型含铁的跨膜蛋白，结合乙酰辅酶 A

或甘油脂作为底物。该跨膜蛋白含有 4 次跨膜结

构，并且有 3 个保守的组氨酸富集区，这 3 个组

氨酸保守区与二价铁离子结合参与形成酶的活

性中心。在哺乳动物体中，SCD 反应是一个需氧

过程，需要分子氧和铁离子的辅助作用，可以在

长链脂肪酸 9,10△ 位置引入一个双键。因此，单

不饱和脂肪酸的合成是由饱和脂肪酸前体经过 
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图 7  SCD 对脂肪酸去饱和的电子传递途径[6] 
Fig. 7  The pathway of electron transfer in the desaturation of fatty acids by stearoyl-CoA desaturase (SCD)[6]. 

 
一个有氧反应，3 个复合物组成的酶系统催化形

成 [25]。这个复合物酶系统包括依靠黄素蛋白

-NADH 的细胞色素 b5 还原酶、细胞色素 b5 和

SCD (图 6)。本实验在乳酸乳球菌的菌液中加了

0.1 g/L 的铁离子，而乳酸乳球菌 NZ3900 是革兰

氏阳性菌，它的生长坏境是厌氧，这对酶的活性

有一定的影响。另外，乳酸菌不生产酶反应所需

的细胞色素 b5，这些都可能导致酶的活性降低，

影响 t11-C18∶1 转化为 c9,t11-CLA。 

本研究通过对 scd1 进行原核表达，对重组

体的脂肪酸组分进行了分析，表明 scd1 基因在

乳酸菌中成功表达。通过转基因技术，Reh 等把

大鼠的 scd 基因整合到奶山羊基因组中并在乳

腺中进行表达，产生的转基因山羊与对照组山

羊乳脂肪酸组成相比，饱和脂肪酸含量降低，

不饱和脂肪酸含量增加，c9,t11-CLA 的含量在

第 7 天时有显著差异，但这种作用在泌乳第 30

天开始削弱[14]。Wu 等把人的 scd1 基因转到人

肾胚 293 细胞，得到稳定表达的细胞系，CLA

含量显著提升，底物 t11-C18∶1 的转化率达到

16.49％~20.06％[15]。另外，乳酸乳球菌转化株表

达人的 scd1 基因，SCD 作为内质网膜上的不饱

和酶系统，它不会扰乱其他内源性多不饱和脂肪

酸的正常代谢。与对照相比包括 n-6 和 n-3 系列

与 n-6/n-3 的比值都不会改变。虽然 scd1 在人体

的表达可能和家族的高血脂和人类的代谢病相

关联[26-27]，但是，目前研究 scd1 在乳酸乳球菌

中的表达并没有危害效应。 

SCD1 是脂肪生成的关键酶，它可以催化单

不饱和脂肪酸的生成，主要是 C18∶1n-9 和

C16∶1n-7。因此，C18∶1n-9 和 C16∶1n-7 增

加 2 个碳原子分别延长 n-9 和 n-7 系列的长链脂

肪酸。在最近的研究中，我们发现 scd1 的表达

仅仅能够显著增加 n-7 系列的脂肪酸，比如

C16∶1n-7 和 C18∶1n-7。相反的，在本实验中

预期的 n-9 产物，比如 C18∶1n-9 没有增加。相

应地，scd1 菌株与对照组相比较 n-7 系列的产物

显著地增加。这样的变化是 SCD1 的 Δ-9 脱氢酶
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功能所不能解释的。C18∶1n-7 的含量增加极有

可能是由于 C16∶1n-7 脂肪酸含量升高后，体内

的延长酶通过在碳链末端加入二碳原子单位引

起的。已经有许多研究证实 t10,c12-CLA 能够强

烈抑制 SCD 酶的活性[28-31]，但具体的机制并不

清楚。添加 CLA 的人肝癌细胞 (HepG2) 中棕榈

酸的合成不受影响，但油酸的合成显著下降[32]。

由此我们猜想在 scd1 菌株里可能是 CLA 抑制了

C18∶1 n-9 脂肪酸的合成。 

乳酸乳球菌能在人小肠中短暂生活，对人体

有 益 无 害 的 食 品 级 微 生 物 。 本 实 验 应 用

pNZ8149/NZ3900 表达系统以 lacF 基因为选择标

记基因，利用以乳糖为唯一碳源的培养基进行筛

选。受体菌、选择标记基因以及诱导物 Nisin 均

为食品级，因此，乳酸乳球菌的食品级表达系统

pNZ8149-scd1/NZ3900 表达有活性的 SCD1，提

升不饱和脂肪酸的含量。油酸可以调节人体血浆

中高、低密度脂蛋白胆固醇的浓度比例，防止心

血管疾病的发生。而且，重组菌的生长速度和产

酸能力与对照组相比没发生显著变化，未来我们

进一步把重组菌用于动物实验，以期为功能性食

品的研制和生产提供美好前景。 

致谢：气相色谱分析由中国农科院饲料研究所范

志影老师协助完成。 
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