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泥鳅 elovl2 和 elovl5 基因克隆、表达及其延长活性分析

李信,高坚

华中农业大学水产学院/农业动物遗传育种与繁育教育部重点实验室/

农业农村部淡水生物繁育重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为探究泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus)脂肪酸延长酶２和延长酶５基因(elovl２,elovl５)在长链多

不饱和脂肪酸(LCＧPUFA)合成中的作用,克隆获得泥鳅elovl２和elovl５基因cDNA全长序列,分析其在泥鳅不

同组织中的表达规律;通过酵母体外表达验证其延长活性;并投喂以鱼油(FO)、亚麻芥油(CO)和大豆油(SO)为
脂肪源的饲料８周,分析不同脂肪源对泥鳅elovl２和elovl５表达的影响.结果显示,泥鳅elovl２和elovl５的开

放阅读框(ORF)分别为８８８bp和８７６bp,编码２９５和２９１个氨基酸.系统进化树分析表明泥鳅 ELOVL２、

ELOVL５和斑马鱼的同源性最近.序列比对分析ELOVL２和ELOVL５保守性较高,都具有长链脂肪酸延伸酶

的特殊结构.泥鳅elovl２和elovl５均在肝组织中表达量最高.酵母功能验证结果表明泥鳅ELOVL２主要延长

C２０Ｇ２２PUFA,而ELOVL５主要延长C１８Ｇ２０PUFA,对C２２PUFA没有延长作用.不同饲料脂肪源投喂试验结

果显示,CO组泥鳅肝脏和肌肉nＧ３PUFA含量显著上升,肌肉２０∶５nＧ３含量显著升高,但肝脏和肌肉２２∶６nＧ３
含量没有显著变化.CO组泥鳅肝组织中elovl２、elovl５、scd 和srebpＧ１c的表达量也显著上升.综上所述,泥鳅

ELOVL２和ELOVL５在LCＧPUFA合成中具有重要作用,饲料中CO添加可促进泥鳅nＧ３PUFA的积累.

关键词　泥鳅;长链多不饱和脂肪酸;延长酶２;延长酶５;脂肪源
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　　长链高度不饱和脂肪酸(longＧchainpolyunsatＧ
uratedfattyacid,LCＧPUFA)是指双键数≥３且碳

原子数≥２０的直链脂肪酸,主要包括花生四烯酸

(２０∶４nＧ６,ARA)、二十碳五烯酸(２０∶５nＧ３,EPA)
和二十二碳六烯酸(２２∶６nＧ３,DHA)[１].LCＧPUＧ
FA在维持细胞膜的流动性、促进动物生长、增强免

疫、提升抗氧化能力、减轻炎症反应以及脂肪代谢等

方面发挥着重要的作用[２Ｇ４].研究表明,淡水鱼可以通

过脂肪酸去饱和作用(去饱和酶)和碳链延长作用(延
长酶)将 C１８ 的 亚 油 酸(１８∶２nＧ６,LA)和 亚 麻 酸

(１８∶３nＧ３,ALA)延长为C２０Ｇ２２的LCＧPUFA,而海水

鱼合成LCＧPUFA能力不足,需要从食物中摄取[５].
目前,长链脂肪酸延长酶 (elongaseoflongＧ

chainfattyacid)基因家族被发现有elovl１Ｇ７,分别

作 用 于 不 同 的 脂 肪 酸 底 物[６Ｇ７].ELOVL１、

ELOVL３、ELOVL６和 ELOVL７参与饱和脂肪酸

和单不饱和脂肪酸的延长,而 ELOVL２、ELOVL４
和ELOVL５参与多不饱和脂肪酸的延长[８Ｇ１０].合

成 LCＧPUFA 的 关 键 延 长 酶 是 ELOVL２ 和

ELOVL５[１１].多数鱼类ELOVL２被证实主要延长

C２０Ｇ２２PUFA[１２].斑马鱼(Daniorerio)ELOVL２
可以延长 C１８和 C２４脂肪酸[１３],ELOVL５主要延

长C１８Ｇ２０PUFA底物,对C２２的延伸效率低[１４].
对不同鱼类脂肪酸合成代谢的研究表明,环境

和食物影响着物种间 LCＧPUFA 的合成能力[１５].
富含C１８PUFA 的植物油一般可促进鱼类 PUFA
生物合成,而富含PUFA 的鱼油则抑制其合成[１６].
相比大豆油,亚麻芥油富含更多的 ALA[１７],研究表

明亚麻芥油可以提高鱼体内LCＧPUFA的累积且对

鱼的健康和生长性能没有影响[１８].食物中高水平

的亚麻芥油会改善大西洋鲑nＧ６/nＧ３的比例,提高

nＧ３LCＧPUFA的合成能力[１９].
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泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus),属于鲤形

目、鳅科、泥鳅属,是一种广泛分布在底栖的鱼类.
由于其高营养和药用价值,具有“水中人参”的美

誉[２０],已成为我国水产养殖主要品种之一.笔者所

在研 究 室 已 克 隆 出 泥 鳅elovl１、elovl３、elovl４、

elovl６,并分析了其分子表征[２１Ｇ２３].本研究从泥鳅

肝组织中克隆获得elovl２和elovl５cDNA 序列,分
析它们在分子表征、组织表达上的差异,并采用体外

酵母转录来验证其对不同脂肪酸底物的延长活性.
通过投喂不同脂肪源饲料,探究泥鳅不同组织脂肪

酸含量和脂肪酸合成相关基因表达的变化,旨在为

了解泥鳅ELOVL２和ELOVL５在长链多不饱和脂

肪酸合成中的功能奠定基础.

1　材料与方法

1.1　泥鳅 elovl2 和 elovl5 基因克隆及表达分析

从湖北鄂州市获得成年野生泥鳅(体质量约

２０g),并保持在恒温(２５±１)℃的水族缸,饲养条

件参照文献[２１].采用流式细胞仪(CyAnADP,美
国)测量泥鳅的倍性,方法参照 Liang等[２４].取健

康成年泥鳅１０种组织(肝、脾、肾、肌肉、肠、脑、眼、
鳃、皮肤、性腺),迅速投入液氮冷冻,提取各组织

RNA并反转录成cDNA,参照文献[２１]方法.泥鳅

elovl２和elovl５的核心序列根据已获得的转录组

数据 (NCBIShortRead Archive:SRP０８２３４４)获

取[２５],根据核心序列设计３′端和５′端的 RACE特

异性 引 物 (表 １),通 过 RACE 法 克 隆elovl２ 和

elovl５的cDNA序列,方法参照张义凤等[２１].利用

DNAMAN 软件将转录组获得的elovl２和elovl５
核心序列和 RACE法克隆所获得的３′和５′区域拼

接得到elovl２和elovl５全长序列.利用网站 ORF
(openreadingframe)Finder(htttp://www．ncbi．
nlmnin．gov/gorf/gorf．htmi)寻找泥鳅elovl２和

elovl５开放阅读框,利用 NCBI网站(http://blast．
ncbi．nlm．nih．gov/)验 证 和 翻 译 序 列.将 泥 鳅

elovl２和elovl５与 GenBank中已经报道过的其他

生物种类的基因在 BioEdit软件上做多序列比对.
利用 MEGA６．０ 软件,使用临位相连 (neighborＧ
joining,NJ)法构建系统进化树.RTＧPCR 分析参

照Liang等[２６]的方法,以βＧactin 为内参基因,采用

２Ｇ△△Ct方法计算每条基因的相对表达水平.所用引

物序列见表１.

1.2　泥鳅 ELOVL2 和 ELOVL5 的功能验证

分别 扩 增 带 有 酶 切 位 点 EcoRⅠ (正 向)和

XhoⅠ(反向)泥鳅elovl２ 和elovl５ 开放阅读框

(ORF)的基因序列,引物详情见表１.将目的基因

导入到pMDＧ１９载体,用双酶切法剪切载体获得目

的片段,用 T４连接法将目的基因转入到pYES２载

体,通过测序验证后,用Invitrogen公司 S．CEasy
CompTransformationKits试剂盒将目的基因导入

到酿酒酵母中,通过 WesternＧblot验证重组蛋白正

确表达.在酵母培养基中添加不同浓度脂肪酸,

C１８ 和 C２０ 脂 肪 酸 分 别 添 加 ０．５ mmol/L 和

１mmol/L,添加脂肪酸有１８∶２nＧ６、１８∶３nＧ３、１８∶
３nＧ６(α亚油酸;GLA)、２０∶４nＧ６、２０∶５nＧ３,在３０℃
下培养４８h后,从酵母细胞中提取总脂肪酸,参照

Yan等[２３]方法.脂肪酸转化效率计算公式为:[延
长产物面积/(延长产物面积＋外源添加脂肪酸面

积)]×１００[２１].
1.3　不同脂肪源投喂对泥鳅脂肪酸组成和基因表

达的影响

　　泥鳅饲料配方的设计参照高坚等[２７].分别添

加３种含有不同脂肪酸的油脂,即鱼油(FO)、亚麻

芥油(CO)和大豆油(SO),油脂的添加量为１０％.
微粒子饲料(０．１~０．３mm)的制作方法参照 Gao
等[２８],饲料于－２０℃冰箱保存备用.饲料配方见表

２,其中维生素预混料成分(mg/kg):βＧ胡萝卜素,

３２．１２;Vc,２３０;VD３,３．２４;VK３,１５．２８;VE,１２．６８;

VB１,１９．２４;VB２,６４．１２;VB６,１５．２８;VB１２,０．０４;

VH,１．９２;纤维素,１２８３．０４;烟酸,２５６．５６;泛酸钙,

８９．３４;叶酸,４．８;氯化胆碱,２６２３．１２;对胺基苯甲

酸,１２７．７６;矿物质预混料成分(mg/kg):MgSO４,

３３８０;Na２HPO４,５３．３３;K２HPO４,５９１３．３３;Fe,

７３３．３３;Ca,８０６０;Al(OH)３,６．６７;ZnSO４,８６．６７;

CuSO４,２．６７;MnSO４,２０;Ca(IO３)２,６．６７;CoSO４,

２６．６７.脂肪酸组成见表３.投喂试验选择用野生泥

鳅繁殖的幼鱼,初始体质量为每尾(０．６０±０．０４)g.
将泥鳅置于养殖系统中(水量４０L),每缸１５尾泥

鳅,随机分为３组,每组３个平行.每天饱食投喂３
次,时间依次为０８:００、１４:００和２０:００.每天记录

鱼的摄食和死亡情况,饲喂颗粒大小根据鱼嘴大小

进行 调 整.整 个 饲 养 试 验 中 水 温 控 制 在 (２５±
１)℃,溶氧５．２~７．０mg/mL,试验持续８周.取样

时,测量每尾泥鳅的体质量,每个水族箱取３尾泥鳅

肝脏保存在液氮中备用,用于提取RNA;取３尾泥

２７
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表１　PCR引物序列

Table１　NucleotidesequencesoftheprimersforPCR

目标基因 Targetgenes 引物序列 Primersequences(５′Ｇ３′) 温度/℃ Temperature
部分cDNA序列克隆 PartialcDNAcloning
elovl２Ｇf AGGGTTGCAAAAGTCCTCTGG ６６．５
elovl２Ｇr AACCAGCTGAGCCTGGGTGAG ６４．０
elovl５Ｇf CTGTGGTGGTATTACTTCTCC ５９．０
elovl５Ｇr ACTTTTTCCACCACAGATATG ６０．５
３′ＧRACE
elovl２Ｇ３ＧF GGACAAAGTTTCTTTGGG ５２．０
elovl２Ｇ３ＧR CAGCTGAGCCTGGGTGAG ５５．０
elovl５Ｇ３ＧF TATCATCACGCCACCATG ５４．０
elovl５Ｇ３ＧR CGGAACAGCAGACAGCCC ５９．０
５′ＧRACE
elovl２Ｇ３ＧF TGTGCTGAGGAAGAAAAA ５０．０
elovl２Ｇ３ＧR GAATGTGGATGAAACTGT ５１．０
elovl５Ｇ３ＧF CTTGAGGAAGAACAGCCA ５４．０
elovl５Ｇ３ＧR TGCACCAAAATATGAGTG ５２．０
开放阅读框克隆 ORFcloning
elovl２Ｇpyes２/ctＧF GGAATTCATGAACCATTTTGAAGC ６３．５
elovl２Ｇpyes２/ctＧR CCGCTCGAGCTGTGCCTTCTGTTTAAAGTTGGC ６７．５
elovl５Ｇpyes２/ctＧF GGAATTCGATAAAGGGTTGAAGATGG ６４．５
elovl５Ｇpyes２/ctＧR CCGCTCGAGATCTGTGCGTGGTTTTCTGTGTTT ６７．０
RTＧPCR
βＧactinＧF TTACCCACACCGTGCCCATCTAC ６０．０
βＧactinＧR TACCGCAAGACTCCATACCCA ６０．０
gapdhＧF ACCAACTGCTTGGCTCCCC ６０．０
gapdhＧR GGAATGACTTTGCCCACG ６０．０
elovl２ＧF ATGGTCACACTTGTTATCCT ６０．０
elovl２ＧR ATCGCTGCTATTACACTACT ６０．０
elovl５ＧF CACACTAATCTTGCTCTTCAC ６０．０
elovl５ＧR GCTGCTCTACTACATTGGTT ６０．０
srebpＧ１cＧF ATACCAGAAGCAGCAGAGT ６０．０
srebpＧ１cＧR CCAGAAGAGGACCGATGAT ６０．０
pparＧγＧF CGCCATTCGTTTTGGTCG ６０．０
pparＧγＧR GCATTGTCGCTGGTCTTTCC ６０．０
scdＧF CCAAGATGATGAGCAAGAAG ６０．０
scdＧR CTGATGAAGAAGAGGAGTGA ６０．０

表２　饲料配方

Table２　Compositionofthebasaldiet g/１００g

成份

Component
组别 Dietgroups

鱼油FO 亚麻芥油CO 大豆油SO
脱脂鱼粉a

Defattedfishmeal
６ ６ ６

磷虾粉 Krillmeal ２ ２ ２
大豆分离蛋白

Soybeanconcentrate
１６ １６ １６

豆粕 Soybeanmeal ２５ ２５ ２５
小麦粉 Wheatmeal １５ １５ １５
α淀粉αＧStarch ８ ８ ８
谷皖粉 Wheatglutenmeal ６ ６ ６
鱼油 Fishoil １０ ０ ０
亚麻芥油b

Camelinaoil
０ １０ ０

大豆油 Soybeanoil ０ ０ １０
酵母粉 Yeastmeal ６ ６ ６
维生素预混料

Vitaminmix
３ ３ ３

矿物质预混料

Mineralmix
３ ３ ３

　注 Note:a:１００％乙醚脱脂１００％etherdegreasing;b:亚麻芥油

是实验室用亚麻芥籽榨取 Camelinaoilwasextractedfromcamelina
seedsinthelaboratory．

鳅保存在－８０℃,用于提取脂质;剩余泥鳅取肝脏

和肌肉组织２００mg,保存在－８０℃用于脂肪酸分

析.泥鳅脂质的提取方法参照 Gao等[２８].饲料、泥
鳅肝组织、肌肉组织根据 Li等[２９]描述的方法进行

甲酯化,提取脂肪酸.使用气相色谱仪(GCＧ２０１０
Plus)鉴定和定量脂肪酸甲基酯种类.每种脂肪酸

含量计算公式为:该种脂肪酸出峰面积/总脂肪出峰

面积×１００.
1.4　数据分析

试验数据以平均值±标准误差(mean±SE)表
示,采用SPSS１９．０软件进行单因素方差分析(One
wayANOVA),用Duncan’s多重比较来确定各试验

组间差异的显著性,显著水平为α＝０．０５.

2　结果与分析

2.1　泥鳅 elovl2 和 elovl5 基因的克隆、系统进化

和序列比对分析

　　泥 鳅elovl２(GenBank登录号:MK７１５４８８)和

３７
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表３　饲料脂肪酸组成(占总脂肪酸的百分比)

Table３　Fattyacidcomposition(percentageoftotal

fattyacids)ofexperimentaldiets

脂肪酸

Fattyacid

试验组 Experimentaldiet

FO CO SO

１４∶０ ５．０±０．１ ０．５±０．０ ０．６±０．１

１６∶０ １１．４±０．１ ８．０±０．１ １３．６±０．２

１８∶０ ２．１±０．１ ２．５±０．１ ３．５±０．２

总 SFA
TotalSFA

１７．５±０．３ １１．７±０．２ １７．７±０．３

１６∶１nＧ７ ７．２±０．１ １．９±０．１ ２．７±０．８
１８∶１nＧ９ １４．５±０．２ １４．８±０．１ ２４．３±０．２
２０∶１nＧ９ １１．２±０．７ １２．３±０．１ ２．９±０．０
２２∶１nＧ１１ ０．３±０．１ ０．２±０．０ ０．１±０．０
总 MUFA

TotalMUFA
３４．４±０．８ ３０．１±０．４ ３０．７±０．８

１８∶２nＧ６ ８．８±０．６ ２０．７±０．２ ４０．１±０．５
１８∶３nＧ６ ０．３±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０
２０∶３nＧ６ ０．１±０．０ ０．２±０．０ ０．１±０．０
２０∶４nＧ６ ８．３±０．２ ０．４±０．１ １．１±０．０

总nＧ６TotalnＧ６ １８．２±０．２ ２２．６±０．２ ４２．０±０．５
１８∶３nＧ３ ２．１±０．１ ２９．７±０．５ ７．０±０．１
１８∶４nＧ３ ２．６±０．１ ０．８±０．０ ０．２±０．０
２０∶４nＧ３ ０．６±０．１ ０．４±０．０ ０．２±０．０
２０∶５nＧ３ １３．２±０．４ １．３±０．１ ０．８±０．１
２２∶５nＧ３ １．２±０．２ ０．２±０．１ ０．２±０．１
２２∶６nＧ３ ９．１±０．７ １．３±０．１ １．１±０．２

总nＧ３TotalnＧ３ ３０．７±０．９ ３５．６±０．５ ９．２±０．２
nＧ３/nＧ６PUFA １．７±０．１ １．６±０．１ ０．２±０．０

总 PUFA
TotalPUFA

４８．９±１．０ ５８．２±０．６ ５１．６±０．７

　注:含量较少的脂肪酸(如C２０∶０、C２２∶０、C２２∶４nＧ６)未列入表

中;SFA∶饱和脂肪酸,MUFA:单不饱和脂肪酸,PUFA:多不饱

和脂 肪 酸.表 中 数 据 为 ３ 个 平 行 的 平 均 值.Note:Somefatty

acids,ofwhichthecontentsareminor,traceamountornotdetected
(suchasC２０:０,C２２:０,C２２:４nＧ６)werenotlistedinthetable;

SFA:saturatedfattyacid,MUFA．monounsaturatedfattyacid,PUＧ

HA:polyunsaturatedfattyacids．Valuesrepresent mean±SD of

threerelicates．

elovl５(GenBank登录号:MK７１５４８７)的开放阅读框

分别由８８８bp和８７６bp组成,编码２９５和２９１个氨

基酸.系统进化树(图１)显示,泥鳅ELOVL２与斑

马鱼ELOVL２亲缘性最接近,其次是其他鲤科鱼

类,与大西洋鲑(Salmosalar)和虹鳟(OncorhynＧ
chusmykiss)等其他鱼类亲缘性较远,ELOVL２与

哺 乳 动 物 延 长 酶 在 不 同 的 分 支 上 聚 类. 与

ELOVL２相似,泥鳅 ELOVL５与斑马鱼 ELOVL５
亲缘性最近,相似性为９８％,紧随其后的是鲤(CypＧ
rinuscarpio),与哺乳动物亲缘关系较远.选择斑

马鱼、鲤、大西洋鲑、小鼠、人和其他鱼类进行序列比

对分析(图２,图３),结果显示,这些延长酶的氨基酸

序列具有长链脂肪延长酶的显著特征,包括多个跨

膜区域,保守的基序,如 KxxExxDT、QxxFLHxYＧ
HHxxHH、NxxxHxxMYxYY 和 TxxQxxQ;赖氨

酸和精氨酸残基都位于 C端附近,这可能作为内质

网(ER)保留信号.

2.2　泥鳅 elovl2 和 elovl5 mRNAs 组织表达分析

RTＧPCR结果显示泥鳅elovl２基因在肝脏中

表达量显著高于其他组织(P＜０．０５),其次是脑组

织,表达量显著高于其他组织(P＜０．０５),其他组织

之间表达量无显著差异(图４).elovl５基因在大

脑、肾脏、性腺和肝脏中高表达,肝脏中转录水平最

高,显著高于其他组织(P＜０．０５).大脑、肾脏、性
腺的表达量显著高于其他组织(P＜０．０５),其他组

织之间表达量无显著差异.

2.3　泥鳅 ELOVL2 和 ELOVL5 的延伸功能

通过酿酒酵母表达系统测定泥鳅 ELOVL２和

ELOVL５对不同脂肪酸底物的转化能力.结果表

明,泥鳅 ELOVL２对 C１８的脂肪酸底物活性较低

(图５B、C),对 C２０和 C２２底物活性较高(图５G、

H),并没有检测到１８∶２nＧ６的延伸产物(图５A).

ELOVL５对C１８Ｇ２０的 FA 底物有活性,对 C１８的

转化率最高(图５D、E、F),对 C２０的转化率较低

(图５I、J),但不能延伸 C２２的底物.当底物为 LA
时,泥鳅 ELOVL５能延伸到２０∶２nＧ６,转化率为

３．６９％.底物为１８∶３nＧ６时,转化率为５８．１０％,延

伸产物为２０∶３nＧ６.泥鳅ELOVL５可以延伸 ALA
到２０∶３nＧ３,转化率为８．６９％(表４).当底物为

C１８时,ELOVL２延长 ALA 至２０∶３nＧ３(０．８４％)

和１８∶３nＧ６至２０∶３nＧ６(１．１８％).在底物为 C２０
脂肪酸时,ELOVL５可以延伸 AA 和 EPA 至２２∶

４nＧ６和２２∶５nＧ３,转化率分别为８．０１％和１３．３３％
(表４).ELOVL２ 可以延长 AA 到 ２２∶４nＧ６ 和

２４∶４nＧ６,转化率分别为８．９８％和３．３９％.当底物

为EPA时,可以延长到２２∶５nＧ３和２４∶５nＧ３,转化

率分别为６．７６％和２．１３％(表４).

2.4　不同油脂饲料投喂对泥鳅 elovl2 和 elovl5 基

因表达及组织脂肪酸组成的影响

　　采用３种不同油脂饲料投喂泥鳅,探索饲料中

４７
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添加不同PUFA对泥鳅elovl２和elovl５表达及组

织脂肪酸组成的影响.投喂结束后,各试验组泥鳅

平均体质量分别为(０．９６±０．０４)g(FO组)、(１．０１±
０．０２)g(CO组)、(１．０２±０．０２)g(SO组),各组间无

显著性差异;鱼体脂质含量分别为２３．６％(FO 组)、

２２．４％(CO组)、２１．４％(SO组),各组间无显著性差

异.试验饲料的脂肪酸组成显示,FO 试验组中富

含C２０和C２２脂肪酸,主要PUFA含量分别为 AA
(８．８％)、EPA(１３．２％)和 DHA(９．１％).CO 组饲

料富含 ALA(２０．７％).SO 组饲料 LA 和 ALA 含

量分别为４０．１％和７．２％.在投喂结束后,泥鳅肝脏

脂肪酸组成(表５)中,CO 和SO 试验组nＧ６PUFA

含量都显著(P＜０．０５)高于FO组,但两组之间没有

差异,而SO组nＧ６PUFA含量是显著高于CO 组.

相比其他组,CO 组 ALA 含量(１０．１％)显著上升

(P＜０．０５).在CO 组中,泥鳅总nＧ３PUFA 含量上

升,与FO组没有显著性差异.而肌肉中的脂肪酸

含量(表５)也有相应的趋势,CO 试验组的nＧ３PUＧ

FA含量显著(P＜０．０５)上升.

图１　泥鳅ELOVL２和ELOVL５系统进化树

Fig．１　PhylogenetictreeanalysisofloachELOVL２andELOVL５
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　图中相同与相似的氨基酸残基分别用‘∗’与‘:’显示,用虚线表示氨基酸的跨膜区,保守基序用方框标记,组氨酸盒用实线下划线标记,

靠近C末端的赖氨酸(K)或精氨酸(R)残基用灰色阴影标记,下同.Thesameandsimilaraminoacidresiduesinthefigurewereshownwith
＇∗＇and＇:＇respectively,thetransmembraneregionoftheaminoacidwasrepresentedbydottedline,theconservedmotifwasmarkedwith
square,thehistidineboxwasmarkedwithsolidline,andthelysine(K)orarginine(R)residuesneartheCＧterminalweremarkedwithgray
shadow,thesameasbelow．

图２　ELOVL２氨基酸序列比对

Fig．２　TheanalysisofaminoacidsequencesofELOVL２

图３　ELOVL５氨基酸序列比对

Fig．３　TheanalysisofaminoacidsequencesofELOVL５
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误差棒上方不同字母表示差异显著(P＜０．０５).Differentlettersabovetheerrorbarsindicatesignificantdifferences(P＜０．０５)．

图４　泥鳅elovl２(A)和elovl５(B)基因在不同组织中的相对表达量

Fig．４　Therelativeexpressionofloachelovl２(A)andelovl５(B)genesindifferenttissues

　A、B、C、G、H 为导入了elovl２基因的酵母,D、E、F、I、J为导入了elovl５基因的酵母.酵母自身的脂肪酸分别是:１．１６∶０,２．１６∶

１nＧ７,３．１８∶０,４．１８∶１nＧ９,图中带∗为添加的脂肪酸,其他为延伸后的脂肪酸.A,B,C,G,Hareyeastwithelovl２geneandD,E,F,I,

Jareyeastwithelovl５gene．Thefattyacidsofyeastthemselvesare:１．１６∶０,２．１６∶１nＧ７,３．１８∶０,４．１８∶１nＧ９．Thefattyacidswithin
thefigureareaddedandtheothersareextendedfattyacids．

图５　泥鳅elovl２和elovl５基因酵母体内提取的脂肪酸色谱图

Fig．５　Chromatogramoffattyacidsmethylesters(FAMEs)extractedfromyeasttransformed
withthecodingsequencesofloachelovl２andelovl５genes
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表４　泥鳅ELOVL２和ELOVL５对脂肪酸的延长作用

Table４　EffectsofloachELOVL２andELOVL５onfattyacidelongation

脂肪酸底物

FAsubstrate
产物

Product
转化率/％ Conversion

ELOVL５ ELOVL２
活力

Activity

１８∶２nＧ６
２０∶２nＧ６
２２∶２nＧ６
合计 Total

３．６９±１．４０
０．００
３．６９

０．０
０．００
０．００

C１８→２０
C２０→２２

１８∶３nＧ３
２０∶３nＧ３
２２∶３nＧ３
合计 Total

８．６９±０．４６
０．３０
８．６９

０．８４±０．１４
０．００
０．９８

C１８→２０
C２０→２２

１８∶３nＧ６
２０∶３nＧ６
２２∶３nＧ６
合计 Total

５８．１０±３．７０
０．００
５８．１０

１．１８±０．３４
０．００
１．１８

C１８→２０
C２０→２２

２０∶４nＧ６
２２∶４nＧ６
２４∶４nＧ６
合计 Total

８．０１±２．３９
０．００
８．０１

８．９８±０．６０
３．３９±０．７９

１２．３７

C２０→２２
C２２→２４

２０∶５nＧ３
２２∶５nＧ３
２４∶５nＧ３
合计 Total

１３．３３±３．９８
０．００
１３．３３

６．７６±０．２１
２．１３±０．９６

８．８９

C２０→２２
C２２→２４

表５　泥鳅肝脏和肌肉脂肪酸组成(占总脂肪酸的百分比)

Table５　Fattyacidcomposition(percentageoftotalfattyacids)ofloachliverandmuscle ％
脂肪酸

Fattyacids
肝脏 Liver

FO CO SO

肌肉 Muscle
FO CO SO

１４∶０ ２．６±０．２ ２．６±０．１ ２．８±０．２ １．９±０．２ ２．３±０．３ ２．０±０．１
１６∶０ ８．８±０．２b ６．８±０．４a ６．２±０．３a １３．９±０．６b ９．９±０．４a １０．５±０．３a
１８∶０ １０．８±０．５a １４．１±０．２b １５．３±０．５b ３．６±０．３a ４．４±０．２b ４．５±０．１b
２０∶０ ２．６±０．１b ２．２±０．１a ２．３±０ab １．３±０．１a ２．４±０．２b １．１±０．１a
２２∶０ ０．２±０．０ ０．２±０．０ ０．２±０．０ ０．６±０．１a ２．０±０．１b １．２±０．１ab

TotalSFA ２５．４±０．５ ２６．２±０．４ ２７．１±０．５ ２１．８±０．６b ２１．３±０．４ab １９．７±０．３a
１６∶１nＧ７ ７．８±０．４b ５．５±０．３a ４．８±０．４a ８．３±０．５b ６．８±０．４a ５．３±０．３a
１８∶１nＧ９ １６．９±０．４b １４．２±０．３a １７．９±０．５b １７．９±０．６b １４．１±０．４a １５．２±０．３a
２０∶１nＧ９ ２．７±０．１a ２．８±０a ３．８±０．２b １０．５±０．５b ９．８±０．６b ４．６±０．４a
２２∶１nＧ１１ ０．２±０．０b ０．２±０．０b ０．１±０．０a ０．５±０．１ １．２±０．２ １．７±０．２

TotalMUFA ２８．２±０．５b ２３±０．３a ２７．８±０．５b ３７．５±０．７b ３２．４±０．６ab ２９．３±０．４a
１８∶２nＧ６ ６．５±０．１a １１．０±０．２b １６．３±０．２c ８．６±０．４a １２．４±１．５b ２３．７±２．６c
１８∶３nＧ６ ２．０±０．０ １．９±０．１ ２．４±０．０ ０．８±０．１ １．１±０．１ ０．９±０．２
２０∶２nＧ６ １．７±０．１a ２．３±０．３b ２．４±０．１b １．５±０a ２．０±０．１b １．８±０．１b
２０∶３nＧ６ ３．５±０．１ ４．１±０．２ ３．８±０．３ ３．３±０．３a ３．９±０．１b ３．１±０．１a
２０∶４nＧ６ ２．４±０．２ ３．９±０．３ ３．３±０．３ ３．６±０．１a ４．９±０．２b ３．９±０．２a
２２∶５nＧ６ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．３±０．０ ０．１±０．０ ０．４±０．１ ０．３±０．１
TotalnＧ６ １６．７±０．２a ２３．６±０．３b ２８．６±０．４b １９．８±０．４a ２５．３±０．３b ３４．１±０．２c
１８∶３nＧ３ ２．８±０．１a １０．１±０．２b ２．８±０．３a ３．６±０．２a ９．０±０．４c ６．１±０．４b
１８∶４nＧ３ ２．６±０．２a ４．１±０．１b ２．１±０．０a ２．３±０．３b ２．１±０．３b １．４±０．１a
２０∶４nＧ３ ５．５±０．１b ５．６±０．３b ３．６±０．２a １．９±０．１a ２．２±０．２a ３．０±０．１b
２０∶５nＧ３ ４．６±０．４b ２．７±０．３a １．９±０．２a ４．１±０．３c ３．３±０．２b ２．３±０．３a
２２∶５nＧ３ ２．０±０．２b ０．６±０．０a ０．３±０．０a ２．０±０．２b １．２±０．２a １．１±０．１a
２２∶６nＧ３ １１．２±０．４b ５．７±０．２a ４．５±０．３a ４．１±０．４b １．６±０．２a １．３±０．１a
TotalnＧ３ ２８．９±０．４b ２６．４±０．３b １５．２±０．３a １９．４±０．４b ２０±０．４b １５．８±０．４a
nＧ３/nＧ６ １．７±０．２c １．１±０．１b ０．５±０．０a １．０±０．１c ０．８±０．０b ０．５±０．０a

TotalPUFA ４５．６±０．６a ５０．０±０．５b ４３．８±０．４a ３９．２±０．８a ４５．３±０．７b ４９．９±０．４b
　注:含量较少的脂肪酸(如C２０∶０、C２２∶０、C２２∶４nＧ６)未列入表中;SFA:饱和脂肪酸,MUFA:单不饱和脂肪酸,PUFA:多不饱和脂肪

酸.表中数据为３个平行的平均值.同行数据标不同字母表示差异显著(P＜０．０５).Note:Somefattyacids,ofwhichthecontentsaremiＧ

nor,traceamountornotdetected(suchasC２０∶０,C２２∶０,C２２∶４nＧ６)werenotlistedinthetable;SFA:Saturatedfattyacid,MUFA:MmＧ

onounsaturatedfattyacid,PUHA:Polyunsaturatedfattyacids．Valuesrepresentmean±SDofthreerelicates．Valueswithdifferentletterin

thesamelinediffersignificantly(P＜０．０５)．

　　通过 RTＧPCR测定泥鳅肝组织调控PUFA 合

成相关基因的表达.结果表明,相比FO组,其他组

elovl２表达量显著上升(P＜０．０５).相比其他组,

CO组elovl５表达显著增加(P＜０．０５),SO 组表达

量上 升 但 并 不 显 著.相 比 其 他 组,CO 组 泥 鳅

srebpＧ１c和scd 基因表达量显著增加(P＜０．０５),但
不同 组 之 间 pparＧγ 基 因 表 达 量 没 有 显 著 差 异

(图６).
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　误差棒上方不同字母表示差异显著(P＜０．０５)．Differentletters

abovetheerrorbarsindicatesignificantdifferences(P＜０．０５)．

图６　不同试验组泥鳅肝组织基因表达量

Fig．６　Geneexpressionofloachliver
indifferentexperimentalgroups

3　讨　论

本 研 究 利 用 RACE 技 术,证 实 了 泥 鳅

ELOVL２、ELOVL５和其他物种非常相似,都具有

脂 肪 酸 延 长 酶 家 族 典 型 的 结 构 特 征. 泥 鳅

ELOVL２、ELOVL５氨基酸序列C端均含有内质网

滞留信号(ER),该结构是延长酶家族典型的保守结

构[３０].在系统发育树中,我们发现泥鳅和斑马鱼

ELOVL２和 ELOVL５有较高的同源性,ELOVL２
和ELOVL５彼此之间的相关性较低,与斑马鱼相

似,泥鳅ELOVL２和ELOVL５没有亚型[１３].利用

RTＧPCR技术检测到elolv２和elovl５在泥鳅不同

组织中都有表达,在肝脏和脑组织中转录水平较高,
表明elolv２和elovl５参与了泥鳅肝和脑组织中LCＧ
PUFA合成.elovl５在性腺中高表达表明LCＧPUFA
对鱼 的 繁 殖 能 力 和 早 期 生 存 起 着 重 要 影 响[１３].
elolv２和elovl５在眼睛中并未高表达,可能elovl４也

是眼睛中LCＧPUFA合成的关键基因之一[３１].
已有 研 究 表 明,虹 鳟 ELOVL５ 只 对 C１８Ｇ２０

PUFA底物有延长作用,而不是 C２２PUFA,相反

ELOVL２对C２０Ｇ２２PUFA 底物有活性而不是 C１８
PUFA[１４],这与我们的研究结果相似.在本研究中

泥鳅ELOVL２可以延长 C１８ 脂肪酸底物,但转化

率较低,这结果与斑马鱼相似[１３],此外,有研究报道

在大 西 洋 鲑 和 线 鳢 (Channastriata)中 发 现

ELOVL２ 具 有 延 长 C２２ 的 能 力[１１,３２],而 泥 鳅

ELOVL２ 不 能 延 长 C２２ 脂 肪 酸.在 本 研 究 中

ELOVL５对 １８:３nＧ６ 有 更 强 的 活 性,这 可 能 是

PUFA合成的主要途径.笔者所在研究室之前的研

究中发现泥鳅ELOVL４a和ELOVL４b也具有延伸

１８C脂肪酸的能力[２２],同时ELOVL４可以延伸C２０
以上的LCＧPUFAs[３１].因此,在鱼体中,ELOVL２、
ELOVL４和ELOVL５都有着延伸 LCＧPUFA 的能

力,他们之间的关系值得后续研究.
本研究通过投喂３种不同脂肪源的饲料发现,

与FO 组相比较,肝脏nＧ３PUFA 含量没有显著性

差异,表明了饲料 CO 添加可增加鱼体总nＧ３PUＧ
FA含量.同时相比SO组,CO组泥鳅２０∶４nＧ３含

量显著上升,尽管EPA和DHA含量也出现升高但

没有显著性差异.对大黄鱼的研究结果表明,亚麻

籽油和豆油替代鱼油降低了肝脏和肌肉中 LCＧPUＧ
FA 的含量,亚麻油并没有增加 nＧ３PUFA 的累

积[３３].这可能是因为大黄鱼作为海水鱼自身合成

LCＧPUFA能力不足,而泥鳅为淡水杂食鱼具有合

成LCＧPUFA的能力.在泥鳅肌肉组织中,CO 组

EPA含量显著高于SO 组,而 DHA 含量没有显著

差异,这可能是因为投喂周期过短,泥鳅合成 DHA
的积累需要一定时间.srebpＧ１c和scd 是脂肪酸合

成的关键调控基因,本试验结果显示CO组泥鳅肝脏

elovl２、elovl５、srebpＧ１c 和scd 表达量显著高于 FO
组,这表明饲料CO添加,促进了泥鳅PUFA自身合

成能力.
综上所述,本研究克隆获得了泥鳅elovl２和

elovl５ 基 因,验 证 泥 鳅 ELOVL２ 和 ELOVL５ 在

LCＧPUFA合成中起到重要作用.CO 可作为饲料

脂肪源,改善泥鳅肉质中nＧ３LCＧPUFA含量.
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[３３]李经奇,李学山,姬仁磊,等．亚麻籽油和豆油替代鱼油对大黄

鱼肝脏和肌肉脂肪酸组成及 Δ６fad基因表达的影响[J]．水生

生物学报,２０１８,４２(２):２３２Ｇ２３９．LIJQ,LIXS,JIRL,etal．
TheeffectsoflinseedoilandsoybeanoilonfattyacidcomposiＧ
tionandδ６fad geneexpressioninliverand muscleoflarge

yellowcroaker(Larimichthyscrocea)[J]．Actahydrobiologica
sinica,２０１８,４２(２):２３２Ｇ２３９(inChinesewithEnglishabstract)．

Cloning,expressionanalysisandfunctionalstudyofloach
(Misgurnusanguaudatus)elovl２andelovl５genesandtheireffects

onthesynthesisoflongＧchainpolyunsaturatedfattyacids(LCＧPUFA)

LIXin,GAOJian

CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofAgriculturalAnimaGeneticsBreeding
andReproduction,MinistryofEducation/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ToinvestigaterolesofthelongＧchainfattyacidelongase２and５(elovl２,elovl５)genes
playedinbiosynthesisoflongＧchainpolyunsaturatedfattyacids(LCＧPUFA)inloach(MisgurnusanＧ
guaudatus),fullＧlengthcDNAsequencesoftheloachelovl２andelovl５wereclonedandtheirexpression
patternsindifferenttissueswereanalyzedinthisstudy．Functionalcharacterizationsoftheloachelovl２
andelovl５insynthesisoffattyacidswerestudiedbyheterologousexpressioninSaccharomycescerevisiＧ
aeinvitro．Loachwerefedwiththreeexperimentaldietscontainingfishoil(FO),camelinaoil(CO)and
soybeanoil(SO),respectively,for８weekstoevaluatetheeffectsofdifferentdietarylipidsourcesonexＧ
pressionsoftheloachelovl２andelovl５．Theresultsshowedthattheopenreadingframe(ORF)ofthe
loachelovl２andelovl５was８８８bpand８７６bp,encoding２９５and２９１aminoacids,respectively．PhylogeＧ
neticanalysisshowedthattheyclusteredcloselywiththezebrafishelovl２andelovl５andsequencecomＧ
parisonshowedthattheywerehighlyconservedinvertebrates,containingthespecialstructureoflongＧ
chainfattyacidelongases．Theexpressionlevelsofelovl２andelovl５werehighestintheliver．ELOVL２
elongatedC２０Ｇ２２PUFA,whileELOVL５wasabletoelongateC１８Ｇ２０PUFA,havingnoeffectonC２２
PUFA．ThecontentofnＧ３PUFAintheliverandmuscleand２０∶５nＧ３inthemuscleincreasedsignifiＧ
cantly,while２２∶６nＧ３intheliverandmuscledidnotincreasesignificantlyintheCOgroup．Inaddition,
expressionsoftheloachelovl２,elovl５,scdandsrebpＧ１cintheliverweresignificantlyincreased．InconＧ
clusion,elovl２andelovl５playedanimportantroleinregulatingthesynthesisofLCＧPUFAandCOused
indietcouldpromotetheaccumulationofnＧ３PUFAinloach．

Keywords　Misgurnusanguaudatus;longＧchainpolyunsaturatedfattyacids;elongaseoflongＧchain
fattyacid２;elongaseoflongＧchainfattyacid５;lipidsource
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