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不同脂肪源饲料对斑马鱼 elovl5、elovl2 和 fads2
在高度不饱和脂肪酸合成中的作用影响

王玉梅１,任天应１,高坚１,２
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摘要　 为探究延长酶５(elovl５)、延长酶２(elovl２)和去饱和酶２(fads２)基因在淡水鱼高度不饱和脂肪酸

(HUFA)合成中 的 相 互 作 用,利 用 CRISPR/Cas９ 技 术,成 功 构 建 出 斑 马 鱼elovl５Ｇ/Ｇ (以 下 简 称 E５Ｇ/Ｇ 组)、

elovl２Ｇ/Ｇ×elovl５Ｇ/Ｇ(以下简称 E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组)、elovl５Ｇ/Ｇ×fads２Ｇ/Ｇ(以下简称 E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组)、elovl２Ｇ/Ｇ ×elovl５Ｇ/Ｇ ×

fads２Ｇ/Ｇ(以下简称E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组)４种突变体模型,并对４种突变体进行大豆油饲料(SO)和亚麻芥油饲料

(CO)的投喂试验,研究斑马鱼elovl５、elovl２和fads２在 HUFA合成过程中对饲料不同脂肪源的响应.结果显

示,在 E５Ｇ/Ｇ组和 E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组中,C１８PUFA 未出现明显累积,而 E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组和 E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组中 的

C１８:３nＧ３(ALA)和C１８:２nＧ６(LNA)呈现显著的累积.elovl２、elovl５和fads２缺失后,肝脏elovl４a 和elovl４b
表达明显上升.不同脂肪源饲料投喂试验结果显示,SO饲料投喂后的E５Ｇ/Ｇ组 DHA含量与野生型(WT)无显著

差异,E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组较 WT组DHA含量显著降低.然而,CO饲料投喂后的E５Ｇ/Ｇ组DHA含量较 WT组呈现显著

升高,E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组与 WT无显著差异.fads２缺失斑马鱼去饱和作用受到显著影响,表明,fads２是 HUFA 合

成过程中的必需酶.而elovl２和elovl５缺失的表型可能会被其他 HUFA 合成途径所弥补.以上结果表明,

elovl２和elovl５在 HUFA合成中存在基因间相互作用,fads２作为去饱和酶在 HUFA合成中必不可少.
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　　高度不饱和脂肪酸(highlyunsaturatedfatty
acids,HUFA)是双键数有２个或２个以上并且碳

原子数有２０个或２０个以上的一类多烯直链脂肪

酸.由于人体内无法自身合成 HUFA,必须从食物

中摄 取,因 此,HUFA 被 称 为 必 需 脂 肪 酸[１].

HUFA作为必需脂肪酸在维持哺乳动物的正常生

命活动中有着不可替代的作用.研究表明,HUFA
在机体抵抗炎症过程中必不可少[２],同时,HUFA
对抑制心脑血管疾病的产生,以及在抵抗癌细胞增

殖扩散等疾病的治疗中发挥重要作用[３Ｇ４].
目前,水产品是人类获取 DHA 的主要来源.

海水鱼类普遍比淡水鱼类具有更多含量的 HUFA,
但海水鱼体内的 DHA 主要通过食物链富集而来,
而淡水鱼类可以通过自身合成 DHA.因此,如何

提高淡水鱼 HUFA 含量具有重要研究价值.斑马

鱼作为淡水鱼的经典模式生物,与人类基因组具有

高度同源性,且发育迅速、生长周期短,因而在诸多

脂质代谢的研究中都有应用[５Ｇ６].
研究表明,脂肪酸碳链的延长和去饱和是HUFA

合成的关键步骤[７],该过程主要由脂肪酸延长酶２
(elongaseofverylongchainfattyacids２,elovl２)、脂
肪酸延长酶５(elongaseofverylongchainfattyacids
５,elovl５)和脂肪酸去饱和酶２(desaturaseofverylong
chainfattyacids２,fads２)参与[８].elovl２能将 C２０

HUFA延长到C２２ HUFA[９].研究表明,在小鼠中,

elovl２敲除后血清中 C２２HUFA 含量降低,尤其是

C２２:６nＧ３(DHA)含量会显著减少,使得雄性小鼠精

子发育异常导致不育[１０].Monroig等[８]从斑马鱼

中克 隆 出elovl５ 基 因,并 证 明elovl５ 能 将 C１８

PUFA延长至C２０HUFA,也具有延长C２０HUFA 至

C２２HUFA 的能力,这与elovl２的功能具有相似之

处.然而,目前对elovl５的研究主要集中在海水鱼
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中,在淡水鱼elovl５的研究较少.鱼类Δ４、Δ５、Δ６、

Δ８去饱和作用都属于fads２基因[１１].不同鱼类

fads２具有不同的去饱和酶活性[１２].
笔者所在实验室分别对斑马鱼elovl２、elovl５和

fads２在 HUFA合成中的作用进行了探究[１３Ｇ１４].研

究结果表明,敲除斑马鱼elovl５出现C１８PUFA含量

降低、C２０HUFA含量升高[１３].elovl５和fads２具有

不同的生理功能,在我们前期研究中,elovl５主要将

C１８:３nＧ３(ALA)和 C１８:２nＧ６(LNA)分别延长至

C２０:３nＧ３和 C２０:２nＧ６,然而缺失elovl５的斑马鱼

并没有出现 ALA 和 LNA 累积[１３],我们推测 ALA
和LNA 可能是通过fads２的 Δ６作用将 ALA 和

LNA分别转变为 C１８:４nＧ３和 C１８:３nＧ６.在作为

elovl５和fads２的脂肪酸底物 ALA 和 LNA 的合

成中,elovl５缺失后,fads２是否会起到替补合成作

用,elovl５和fads２是竞争底物的关系还是互相替

补合成的关系都需要进行深入探究.
为此,本研究利用 CRISPR/Cas９技术成功构

建了不同敲除型斑马鱼,即elovl５Ｇ/Ｇ(以下简称 E５Ｇ/Ｇ

组)、elovl２Ｇ/Ｇ×elovl５Ｇ/Ｇ(以下简称 E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组)、

elovl５Ｇ/Ｇ ×fads２Ｇ/Ｇ (以 下 简 称 E５Ｇ/Ｇ ×F２Ｇ/Ｇ 组)、

elovl２Ｇ/Ｇ ×elovl５Ｇ/Ｇ ×fads２Ｇ/Ｇ (以 下 简 称 E２Ｇ/Ｇ ×
E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组).通过对投喂不同饲料的突变体进行

脂肪酸组成分析和实时荧光定量,探究斑马鱼敲除

elovl５后缺失elovl２和fads２在 HUFA 合成中的

影响,旨在为更好地阐释elovl２、elovl５和fads２在

HUFA合成中的相互作用机制奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验用鱼由国家斑马鱼资源中心(中国武汉)提
供,成鱼雌雄分别饲养于循环水系统中,系统条件如

下:水温为(２８±０．５)℃,pH 值为７．６±０．１,光照周

期为１４h光照(０８:００－２２:００)/１０h黑暗(２２:００－
０８:００).每天用孵化的丰年虫投喂３次.试验中斑

马鱼自然受精的卵在２８℃恒温过滤水中孵化,受精

后５d投喂经纱网过滤的蛋黄,受精后１０d开始投

喂丰年虫.
1.2　敲除模型的构建

试验中繁殖用到的单基因elovl２、elovl５ 和

fads２以及E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组纯合突变体均来自笔者所

在实验室,具体敲除及构建过程参考文献[１３Ｇ１４].

E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组和 E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组的构建流程如

图１所示,对基因elovl２、elovl５和fads２互相杂

交后获得杂合子,而杂合子间自交后经筛选获得

纯合突变体.各纯合突变体在形态上与野生型

(wildtype,WT)斑马鱼没有区别,雄雌都可育.
1.3　RNA 提取

用PrimerPremier６软件设计斑马鱼荧光定量

引物,引物序列见表１.用 Trizol法提取各类基因

型斑马鱼的RNA,具体步骤参考笔者所在实验室已

发表文章[１３Ｇ１４].
1.4　不同脂肪源饲料的制作及试验取样

采用商品饲料(粗蛋白≥３５％,粗脂肪≥３％,粗
灰分≤１２％)经破碎、索氏抽提法乙醚脱脂后,分别

添加大豆油(SO)和亚麻芥油(CO)制粒并烘干制成

的饲料.油脂添加量为７％,不同饲料脂肪酸组成

见表２.试验饲料置于－２０℃冰箱保存.本试验所

用各基因型２月龄以上雄性斑马鱼共３００尾,初始

试验鱼体质量选择在每尾(０．２５±０．０３)g,所用循环

水系统缸数为３０缸.每种饲料每种基因型有３个

平行缸,每缸放置１０尾.投喂试验开始前饥饿１d
并称体 质 量.每 天 定 量 投 喂 ３ 次,时 间 分 别 为

０８:００、１３:００和１８:００,每次投喂饲料质量为缸内鱼

体总质量的３％.每天记录斑马鱼的摄食和死亡情

况,试验持续４周.４周后饥饿１d再进行取样.取

样时,测量每尾斑马鱼的体质量.从每缸随机取３
尾鱼的肝脏,用于提取 RNA 和分析表达变化;从每

缸任意取９尾斑马鱼肝脏混合后保存在－８０℃冰

箱,用于脂肪酸分析.
1.5　斑马鱼肝脏脂肪酸分析

饲料脂肪酸及肝脏组织脂肪酸的测定通过 Li
等[１５]描述的方法进行甲酯化,使用气相色谱仪(GCＧ
２０１０Plus)鉴定和定量脂肪酸种类.每种脂肪酸含

量计算公式为:脂肪酸含量组成百分比＝该种脂肪

酸出峰面积/总脂肪酸出峰面积×１００％.
1.6　统计分析

试验数据以平均值±标准误差(mean±SD)表
示,采用SPSS１８．０软件进行单因素方差分析(One
wayANOVA),用LSD和Duncan’s多重比较分析

确定各试验组间差异的显著性,P＜０．０５则认为是

显著的.采用Prism８．０．２软件作图.

９３１
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　 WT:野生型 Wildtype;自交:Selfing．

图１　斑马鱼不同基因的KO模型示意图

Fig．１　Zebrafishdifferentknockout(KO)genotypesmaps
表１　PCR和荧光定量PCR引物序列

Table１　PrimerssequenceusedforPCRandqPCR

基因

Gene
引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)

gapdh
gapdhＧF TCCAGTACGACTCCACCCAT
gapdhＧR TGACTCTCTTTGCACCACCC

βＧactin
βＧactinＧF CACCACCACAGCCGAAAGAG

βＧactinＧR ACCGCAAGATTCCATACCCA

elovl２
elovl２ＧF GTTTTCAGCTGTCCCGTA
elovl２ＧR ATTGGAATGACTGTGTTTAGG

fads２
fads２ＧF ATCGTCGCTGTTATTCTGGCTA
fads２ＧR GGGTCCTTCTTGAAGATGTTGG

elovl４a
elovl４aＧF GTCATTCTTCGGGGCTCACA
elovl４aＧR CCGATCAGACACCAGTGCAT

elovl４b
elovl４bＧF CTTTGATTGGCTATGCCGTTAC
elovl４bＧR CGTGCTTTCCTTTTCCTTTCTT

fads６
fads６ＧF GGCTGGTGTTCAGGCTCAT
fads６ＧR AAGTGCGACAATAGGAGTGATG

表２　饲料脂肪酸组成(占总脂肪酸的百分比)

Table２　Fattyacidcomposition(percentageoftotalfattyacids)

ofexperimentaldiets ％

脂肪酸

Fattyacids

试验组 Experimentaldiet
SO CO

C１４:０ ０．１４ ０．１７
C１６:０ １１．５９ ７．５０
C１８:０ ３．０８ ２．４２
C２０:０ ０．２８ １．９２
C２２:０ ０．３１ ０．４６
总SFATotalSFA １５．４０ １２．４７
C１４:１ ０．０３ ０．０４
C１６:１ ０．２０ ０．２８
C１８:１ ２２．０７ １８．６１
C２０:１nＧ１１ ０．３８ １２．８７
C２２:１nＧ１１ ０．３２ ３．５３
总 MUFATotalMUFA ２３．００ ３５．３４
C１８:２nＧ６ ５２．２８ ２６．７８

０４１
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续表２ContinuedTable２

脂肪酸

Fattyacids
试验组 Experimentaldiet
SO CO

C１８:３nＧ６ ０．００ ０．０１
C２０:２nＧ６ ０．０８ １．１７
C２０:４nＧ６ ０．００ ０．０７
TotalnＧ６ ５２．３６ ２８．０２
C１８:３nＧ３ ８．９０ ２３．６２
C１８:４nＧ３ ０．０１ ０．０２
C２０:３nＧ３ ０．０２ ０．０２
C２０:４nＧ３ ０．００ ０．００
C２０:５nＧ３ ０．０８ ０．１０
C２２:５nＧ３ ０．０３ ０．０２
C２２:６nＧ３ ０．２０ ０．３９
总nＧ３TotalnＧ３ ９．２４ ２４．１８
nＧ３/nＧ６ ０．１８ ０．８６
总PUFATotalPUFA ６１．６０ ５２．２０
　注:表中数据为３个平行的平均值.Note:Valuesrepresentmean

ofthreerelicates．

2　结果与分析

2.1　斑马鱼敲除型的构建

经过４周投喂试验,各组鱼体生长性能没有显

著差异(未提供数据).为了研究elovl２、elovl５和

fads２在斑马鱼 HUFA合成中的功能,使用SO 饲

料和CO饲料进行投喂试验,分析不同突变型斑马

鱼的肝脏脂肪酸组成变化,结果见表３.脂肪酸分

析结果显示,SO 饲料中主要脂肪酸为 LNA.在投

喂SO饲料后,与 WT 组相比,E５Ｇ/Ｇ组的 C１８:２nＧ６
未显著变化,而 E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组和 E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组

LNA出现了显著累积.相反,在E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组LNA
出现了显著降低.此外,与 WT 组相比,４组突变

类型的 EPA 含 量 都 显 著 升 高.相 较 于 WT 组,

E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组和E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组的 DHA显著降

低,但E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组的 DHA 含量却显示显著升高

(图２).
2.2　不同脂肪源饲料投喂对敲除型斑马鱼脂肪酸

组成的影响

　　在CO饲料中,ALA是主要脂肪酸.脂肪酸分

析结果显示,相较于 WT 组,E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组、E２Ｇ/Ｇ×
E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组出现了 ALA 与 LNA 的积累,但在

E５Ｇ/Ｇ组和E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组中 ALA 与LNA 呈现显著降

低的结果.与 WT 相比,E５Ｇ/Ｇ组 DHA 明显增加.
同时,E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组和E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组的DHA含

量显著降低.在５组比较中发现,EPA 的含量并没

有明显差异.此外,E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组的花生四烯酸

(C２０:４nＧ６,ARA)以及 DHA 含量无明显变化,而

ARA含量显著高于 WT组(图２).

　图内５组数据字母不同表示差异显著(P＜０．０５).下同.Fivegroupsofdatahavedifferentlettersindicatingsignificantdifferenceinthe

figure(P＜０．０５)．Thesameasbelow．

图２　斑马鱼肝脏总脂肪酸变化(百分比)

Fig．２　Fattyacidscomposition(percentageoftotalfattyacid)inzebrafishliver
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2.3　不同脂肪源投喂对敲除型斑马鱼中 HUFA 合

成相关基因表达的影响

　　检测不同突变型斑马鱼肝脏中 HUFA 合成相

关基因(如elovl４a、elovl４b 和fads６)的表达变化,
如图３所示.在经过CO 饲料投喂后,与 WT组相

比,elovl４a、elovl４b和fads６在各敲除类型中都有

明显上调,除在 E５Ｇ/Ｇ组elovl４b 没有显著性变化.

大豆 油 饲 料 投 喂 后,elovl４a、elovl４b 在 E５Ｇ/Ｇ 组、

E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组和 E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组中呈现梯度递增,而

E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组和 WT组相比,elovl４a、elovl４b
的表达水平没有显著变化.与 WT 组相比,fads６
的表达水平在 E５Ｇ/Ｇ组和 E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组没有显

著性变化,在E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组与E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组中呈现显

著升高.

图３　不同试验组斑马鱼肝脏基因表达量

Fig．３　Geneexpressionofzebrafishliverindifferentexperimentalgroups

3　讨　论

与海水鱼相比,淡水鱼类具有更高的 HUFA合

成能力[１６].因此,研究淡水鱼 HUFA 生物合成相

关机制有利于提高淡水鱼 HUFA含量,并为建立高

营养价值的淡水生物群提供理论基础.有研究报

道,elovl２、elovl５和fads２的缺失或活力低下是造

成鱼体 HUFA生物合成功能较弱、甚至缺失的主要

原因[１７],说 明 elovl２、elovl５ 和 fads２ 是 合 成

HUFA的关键酶.为 深 入 了 解elovl２、elovl５ 和

fads２在淡水鱼 HUFA的合成机理,本试验构建了

elovl５和fads２ 的 双 基 因 敲 除 斑 马 鱼 模 型 以 及

elovl２、elovl５和fads２三基因敲除斑马鱼模型.
用CO饲料和SO饲料分别投喂４周后对４种突变

体及 WT组的肝脏进行了脂肪酸组成分析和其他

与DHA合成相关基因的荧光定量分析.
本研究发现,尽管 CO 饲料和SO 饲料中不含

有DHA 含量,但在各突变体仍可以检测到 DHA
含量,这表明淡水鱼elovl２、elovl５和fads２外还存

在其他基因作用 HUFA合成.有研究报道,硬骨鱼

类elovl４可能是通过Sprecher途径促进 DHA 的

生物合成[１８].在斑马鱼中已有研究发现elovl４a 可

以将C２０ HUFA转化为C２２ HUFA,而elovl４b可以

使C２０ HUFA转化至C３６的多烯产物[１９].在本研究

中,相对于 WT组,除SO 饲料投喂的 E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×
F２Ｇ/Ｇ组,elovl４a 和elovl４b均在各组高表达,从脂肪

酸结 果 分 析,在elovl５、elovl２ 及 fads２ 缺 失 后

elovl４a 和elovl４b可能参与了合成 DHA 的过程,
但elovl４a 和elovl４b 的高表达并没有使 DHA 的

含量达到正常水平,这也说明elovl４a 和elovl４b并

不能完全替代elovl２和elovl５在 C２０ HUFA 合成

DHA过程中的功能.
研究表明,淡水鱼elovl５能将 C１８PUFA 延长

至 C２０HUFA,同时也具有延长 C２０HUFA 至 C２２

HUFA的能力[８],但脂肪酸分析结果显示E５Ｇ/Ｇ组中

C１８ PUFA 并 未 出 现 累 积,CO 投 喂 的 E５Ｇ/Ｇ 组

C１８:２nＧ６和C１８:３nＧ３甚至出现显著下降,这表明在

E５Ｇ/Ｇ有替代基因在 C１８ PUFA 延长至 C２０ PUFA 起

作用.与我们先前的结果一致[１３],E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组与

WT相比DHA 含量并没有出现显著差异,E２Ｇ/Ｇ×
E５Ｇ/Ｇ组DHA并没有降低,说明在C１８PUFA延长至

C２２PUFA 出现了“补偿基因”,即可能激活别的基

因对其产生了“遗传补偿效应”.
脂肪酸 组 成 分 析 结 果 显 示,E５Ｇ/Ｇ ×F２Ｇ/Ｇ 组 和

E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组在 CO 组和 SO 组的 ALA 和

LNA都出现显著累积,关键产物ARA和DHA的
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含量都有显著降低的现象.E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组与

E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组相比,E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组 DHA含量显

著降低,延长底物显著累积.这表明,淡水鱼fads２
在DHA合成中起到非常重要的作用.

斑马鱼fads６的功能目前未在酵母试验中得

到证实,但有研究报道,fads６在淡水鱼中有微弱的

Δ４去饱和功能[２０].荧光定量分析结果显示,fads６
在SO饲料投喂的E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ组和E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组以及

CO饲料投喂的 ４ 组突变体中都被诱导表达,但

fads６的高表达未能弥补fads２缺失导致的 DHA
含量下降,说明fads２在 HUFA 合成中不可或缺,

fads２的缺失阻碍了相应 HUFA 的合成.E２Ｇ/Ｇ×
E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组的碳链延长和去饱和功能受到阻碍,这
提示我们fads２是在elovl２和elovl５合成 HUFA
途径中的必要酶,去饱和酶的作用是不可被替代的.

在 SO 组中,E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组的elovl４a、
elovl４b和fads６的表达都未发生显著性变化,这与

其在CO组的结果有明显差异.脂肪酸分析结果显

示,SO饲料投喂后的E５Ｇ/Ｇ组DHA含量与 WT无显

著差异,E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组较 WT 组 DHA 含量显著增

加,然而CO饲料投喂后的E５Ｇ/Ｇ组DHA含量较 WT
组显 著 升 高,E５Ｇ/Ｇ ×F２Ｇ/Ｇ 组 与 WT 无 显 著 差 异

(表３).此外,在 CO 组中,各突变体的 EPA 含量

与 WT没有明显变化,这表明在底物n－３脂肪酸

充足的情况下,EPA含量并不会因为elovl５缺失而

发生变化.EPA 含量是否是elovl５缺失后鱼体维

持新稳态的重要指标,其分子机制还有待研究.
综上所述,本研究首次构建了elovl５和fads２

的双基因敲除斑马鱼模型以及elovl２、elovl５ 和

fads２三基因敲除斑马鱼模型.本研究数据表明,
在投喂SO 饲料和 CO 饲料后,在 E５Ｇ/Ｇ组和 E２Ｇ/Ｇ×
E５Ｇ/Ｇ组中,C１８PUFA 到 C２０PUFA 的延长仍然存

在,这可能是“遗传补偿效应”的结果.而 E５Ｇ/Ｇ×
F２Ｇ/Ｇ组和E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ组摄食到的ALA和LNA
在体内出现累积,表明fads２是elovl２和elovl５参

与 HUFA 合成途径过程中的必需酶.elovl４ 和

elovl４b会在elovl２、elovl５和fads２缺失后被诱导

表达但不足以使脂肪酸恢复至正常水平.这更加突

出了elovl２、elovl５和fads２在 HUFA合成中的协同

作用,证明了fads２对机体 HUFA的合成至关重要.
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Effectsofdietarydifferentlipidsourcesonelovl５,elovl２andfads２
inhighlyunsaturatedfattyacidsbiosynthesisinzebrafish

WANGYumei１,RENTianying１,GAOJian１,２

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgricultureUniversity,Wuhan４３００７０,China;
２．KeyLaboratioryofAgriculturalAnimalGeneticsBreedingandReproduction,

MinistryofEducation,Wuhan４３００７０,China
Abstract　Inordertofurtherexploretheinteractionofelongase５(elovl５),elongase２(elovl２)and

desaturase２(fads２)inthesynthesisofhighlyunsaturatedfattyacids(HUFA)infreshwaterfish,we
successfullyconstructedfourzebrafish mutationsincludingelovl５Ｇ/Ｇ (E５Ｇ/Ｇ),elovl２Ｇ/Ｇ ×elovl５Ｇ/Ｇ (E２Ｇ/Ｇ×

E５Ｇ/Ｇ),elovl５Ｇ/Ｇ×fads２Ｇ/Ｇ(E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ)andelovl２Ｇ/Ｇ×elovl５Ｇ/Ｇ×fads２
Ｇ/Ｇ(E２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇ)usingCRISPR/

Cas９technology,andsoybeanoil(SO)andcanolaoil(CO)feedingexperimentswerecarriedoutonfour
mutants．Theresponsesofzebrafishelovl５,elovl２andfads２todifferentfatsourcesinthefeedduring
theHUFAsynthesisprocesswerestudied．TheresultsshowedthatintheE５Ｇ/ＧandE２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇgroup,the
extensionofC１８PUFAtoC２０PUFAstillexisted,whileC１８:３nＧ３(ALA)andC１８:２nＧ６(LNA)showed
significantaccumulationintheE５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/ＧandE２Ｇ/Ｇ×E５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/Ｇgroup．Theexpressionofelovl４aand
elovl４bintheliverwereinducedaftermutationofelovl２,elovl５andfads２．TheresultsoffattyacidaＧ
nalysisshowedthattheDHAcontentofE５Ｇ/ＧgroupwasnotsignificantlydifferentfromthatofWT,and
theDHAcontentofE５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/ＧgroupwassignificantlylowerthanthatofWTafterfedwithSOfeed．
However,theDHAcontentofE５Ｇ/ＧgroupwassignificantlyhigherthanthatofWT,andtherewasnosigＧ
nificantdifferencebetweenE５Ｇ/Ｇ×F２Ｇ/ＧandWTafterCOfeedwasfed．ZebrafishdesaturationwassignifiＧ
cantlyaffectedwithoutfads２,indicatingthatfads２isanessentialenzymeintheprocessofHUFAsynＧ
thesis．Themissingphenotypeofelovl２andelovl５maybecompensatedbyotherHUFAsynthesispathＧ
ways．Thisexperimentfurtherverifiedthatelovl２andelovl５hadgeneinteractionsinHUFAsynthesis,
andfads２wasessentialinHUFAsynthesisasadesaturase．Thisstudyprovidesatheoreticalbasisfor
improvingtheHUFAsynthesisabilityoffreshwaterfish．
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