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泥鳅 elovl1 基因克隆、表达分析
及其在低温胁迫下的响应
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摘要　为探究泥鳅ELOVL１的功能和作用,采用 RTＧPCR和 RACE方法克隆泥鳅的elovl１基因,并分析

elovl１基因的表达规律,最后将泥鳅分别暴露在２６℃和８℃下饲养３０d,研究低温胁迫对泥鳅脂肪酸组成、组织

形态及elovl１基因表达的影响.结果发现:elovl１a全长为２２１６bp,ORF为９４８bp,编码３１５个氨基酸;elovl１b
全长为１８９５bp,ORF为９６３bp,编码３２０个氨基酸.氨基酸序列特征如下:１个高保守的氧化还原组氨酸簇

(HXXHH),多个跨膜区,氨基酸序列C端均含有内质网滞留信号(KXKXX).elovl１a和elovl１b在所有组织中

表达,elovl１a在每个组织的表达量均低于elovl１b.低温下总 SFA 明显降低(P＜０．０５),总 MUFA 显著增加

(P＜０．０５).低温显著诱导elovl１a、elovl１b表达.研究结果表明:泥鳅 ELOVL１在脊椎动物中保守,ELOVL１
可能在机体适应低温时,参与产生能量,起到重要的作用.
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　　脂肪酸(fattyacid,FA)是鱼类生长必需的营养

物质,它具有重要的生理功能和作用[１Ｇ２].根据饱和

度的不同,脂肪酸可以分为饱和脂肪酸(saturated
fattyacid,SFA)、单不饱和脂肪酸(monounsaturatＧ
edfattyacids,MUFA)和多不饱和脂肪酸(polyunＧ
saturatedfattyacids,PUFA).超长链饱和脂肪酸

和超长链单不饱和脂肪酸是碳原子数超过２０的饱

和脂肪酸和单不饱和脂肪酸.这类脂肪酸大多是鞘

脂的重要组分,鞘脂是真核细胞膜的主要脂质成分,
在皮肤屏障形成和神经功能中起重要作用[３Ｇ５].

目前,报道了７种脂肪酸延长酶(elongaseoffatＧ
tyacid１Ｇ７,ELOVL１Ｇ７)[３,６].ELOVL１、ELOVL３和

ELOVL６参与SFA和 MUFA的合成,而 ELOVL２、

ELOVL４和 ELOVL５ 参 与 PUFA 合 成[６].其 中,

ELOVL１是延伸二十碳酸(２０∶０)、二十二碳酸

(２２∶０)等 超 长 链 饱 和 脂 肪 酸 和 二 十 碳 一 烯 酸

(２０∶１)、二十二碳一烯酸(２２∶１)等超长链单不饱

和脂肪酸的脂肪酸延长酶[７Ｇ８].先前的研究表明,

ELOVL１活性受神经酰胺合酶 ２(ceramidesynＧ
thase２,CERS２)的调节,CERS２是合成鞘脂所必需

的,ELOVL１的延长产物二十四碳酸(２４∶０)是鞘

脂重要组分[３].因此,ELOVL１对于鞘脂合成很有

必要.并且,在哺乳动物中elovl１被证明是一个重

要的基因参与皮肤脂质合成,参与皮肤屏障作用的

调控[９Ｇ１０].elovl１的敲降致使２２∶０延伸至二十六

碳酸(２６∶０)的效率降低,进而导致 XＧ连锁肾上腺

脑白质营养不良(xＧlinkedadrenoleukodystrophy,

XＧALD)患者的成纤维细胞的２６∶０水平降低,这
暗示了elovl１对 XＧALD 具有一定的治疗潜力[８].
虽然有研究表明 ELOVL１在斑马鱼(Daniorerio)
肾器 官 发 育 过 程 中 发 挥 着 重 要 作 用[１１],但 是

ELOVL１在鱼类中的研究仍然很缺乏,有待进一步

探讨.
泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus),属于鲤形

目、鳅科、泥鳅属,是分布于各淡水水体中的一种野

生小型鱼类,适应性强,抗病性好.目前,泥鳅作为

一种特种水产品畅销市场,随着市场的需求量不断

增加,已成为我国水产养殖主要品种之一.
本研究在研究室前期工作的基础[１２]上,利用

RTＧPCR和RACE方法克隆泥鳅的elovl１基因,分
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析了elovl１基因的表达规律,及低温胁迫对泥鳅脂肪

酸组成、组织形态及elovl１基因表达的影响.旨在为

了解ELOVL１在鱼类中作用研究提供基础数据.

1　材料与方法

1.1　试验鱼的饲养以及样品的收集

本试验所用泥鳅购买于武汉市白沙洲水产品市

场,所有的试验用鱼均养殖在一个方形塑料养殖箱

(容量为５００L内),投喂２周水蚯蚓(Limnodrilus
hoffmeisteri)(水蚯蚓脂肪酸组成见表１)进行驯化.
驯化２周之后,选取３尾健康、体质量、规格基本一

致的雌性成鱼泥鳅,取脑、鳃、心、眼、肝、脾、肠、肾、
肌肉、皮肤和卵巢等组织,迅速投入液氮冷冻备用.
另选取３尾泥鳅雄性成鱼取精巢组织,方法同上.
低温试验按照上述方法选择泥鳅成鱼１２０尾,将试

验鱼随机分成２组,即为常温组和低温组,每组３个

重复,每个重复２０尾.常温组试验鱼放养于室内养

殖箱内,每天给予１２h的光照和１２h的黑暗处理,
表１　水蚯蚓脂肪酸组成

Table１　Lipidcompositionofwaterearthworm

脂肪酸种类

Fattyacidspecies
占总脂肪酸比例/％

Percentage

１４∶０ ４．７±０．４
１６∶０ ５．７±０．５
１８∶０ ５．９±０．２
２０∶０ ０．８±０．２

２２∶０ ２．１±０．１
∑SFA １９．３±０．４

１６∶１nＧ７ ９．７±０．４
１８∶１nＧ９ １１．０±０．４
２０∶１nＧ９ １１．６±０．３

２２∶１nＧ９ １．０±０．２
２２∶１nＧ１１ １．０±０．１
∑MUFA ３４．４±０．７
１８∶２nＧ６ ８．７±０．５
２０∶２nＧ６ ４．７±０．１

２０∶４nＧ６ １０．１±０．４
∑nＧ６PUFA ２３．５±０．７
１８∶３nＧ３ ５．７±０．０
１８∶４nＧ３ １．０±０．０
２０∶４nＧ３ ２．０±０．０
２０∶５nＧ３ ８．３±０．４

２２∶５nＧ３ １．４±０．１
２２∶６nＧ３ ０．３±０．１
∑nＧ３PUFA １８．９±０．１
nＧ３/nＧ６ ０．８±０．０

　表中数据为３个平行的平均值.Valuesrepresentmean±SDof

threereplicates．

使用加热棒维持常温２６℃,低温组放置于恒温箱内

维持８℃,并用温度计监测水温,pH７．０~７．５、DO
约为６．５mg/L,试验期间不进行投喂.在试验进行

１d、５d后分别从每箱随机取 １ 尾泥鳅,用 １００
mg/mL的间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐(鱼安定,

MSＧ２２２)对泥鳅进行麻醉后取皮肤组织,３０d后采

取同样方法提取肝脏和皮肤组织,所取组织样品均

委托武汉谷歌生物科技有限公司做油红 O 和苏木

精Ｇ伊红(HE)染色切片.并且,在试验３０d后,分
别从每个养殖箱随机取３尾泥鳅如上述提取肝脏和

肌肉于冻存管中,将冻存管置于液氮罐中处理８h
之后转移到－８０℃冰箱中保存备用,另取３尾鱼的

肝脏组织于－２０℃冰箱保存用以脂肪酸提取.
1.2　总 RNA 提取及反转录

取备用组织样品５０~８０mg,根据 RNA 提取

试剂盒RNAisoTMPlus(TaKaRa)操作说明书提取

泥鳅各个组织样品总 RNA.根据反转录试剂盒

PrimscriptⅢ Reversetranscriptase(TaKaRa)说明

书,将所提取的样品总 RNA 反转录成模板第一链

cDNA,然后放置于－２０℃冰箱保存备用.
1.3　泥鳅 elovl1a、elovl1b 基因克隆

通过笔者所在实验室的转录组数据获得泥鳅

elovl１a、elovl１b基因的片段[１３],根据此片段序列,
利用PrimerPremier５．０设计用于５′ＧRACE和３′Ｇ
RACE的片段特异性引物,引物由武汉擎科生物科

技有 限 公 司 合 成,引 物 详 情 见 表 ２.然 后 通 过

RACE法克隆elovl１a、elovl１b 全长cDNA,按照

TaKaRa公司的SMARTerTM RACEcDNA AmＧ
plificationKit的操作手册进行操作.根据测序结

果,利用 NCBI网站(https://www．ncbi．nlm．nih．
gov/)剔除载体序列,利用 DNAMAN 软件将转录

组获得的elovl１a、elovl１b 核心序列和所获得的３′
和５′区域拼接得到elovl１a、elovl１b全长序列.
1.4　 elovl1a、elovl1b 基因的生物信息学分析

　　 将elovl１a、elovl１b 全长序列与 NCBIGenＧ
Bank中的已知序列做同源性分析,利用网站 ORF
(Openreadingframe)finder(http://www．ncbi．
nlm．nih．gov/gorf/gorf．html)寻找开放阅读框,利用

NCBI网站(https://www．ncbi．nlm．nih．gov/)验证

和翻译序列.将泥鳅ELOVL１与 GenBank中已经

报道过其他生物种类的 ELOVL１在 BioEdit软件

上做多序列比对.利用软件MEGA６．０软件,采用

３０１
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表２　泥鳅elovl１基因克隆和表达引物

Table２　Primersusedincloningandexpressionofelovl１fromloach

用途

Aim
引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequences(５′Ｇ３′)

３′ＧRACEPCR引物

Primersfor３′ＧRACEPCR

elovl１aＧ３′巢式outer引物

elovl１aＧ３′outerprimer
AAATCGCAAACCATTCCATCTCAACAC

elovl１aＧ３′巢式inner引物

elovl１aＧ３′innerprimer
TGGGAAAGTGAAGGAGGTCTAAACAGG

elovl１bＧ３′巢式outer引物

elovl１bＧ３′outerprimer
TCTTGATGTCAGGGTGGCTCACAGGAT

elovl１bＧ３′巢式inner引物

elovl１bＧ３′innerprimer
CTGGTGGAAGAAATACATGACTGCAAT

５′ＧRACEPCR引物

Primersfor５′ＧRACEPCR

elovl１aＧ５′巢式outer引物

elovl１aＧ５′outerprimer
AGATGGATGAAAATGGGAACTTGGTAG

elovl１aＧ５′巢式inner引物

elovl１aＧ５′innerprimer
CTCTCTAATACAGTCACTCCAGCCAAA

elovl１bＧ５′巢式outer引物

elovl１bＧ５′outerprimer
GAAGAGTATGAAGAAGAAGGTCCCGTA

elovl１bＧ５′巢式inner引物

elovl１bＧ５′innerprimer
TTCACTCGTGGGTCTCTTCCTGCTAAA

RTＧPCR/qRTＧPCR引物

PrimersforRTＧPCR/qRTＧPCR

βＧactin上游引物

βＧactinＧFprimer
TTACCCACACCGTGCCCATCTAC

βＧactin下游引物

βＧactinＧRprimer
TACCGCAAGACTCCATACCCA

elovl１aＧRT上游引物

elovl１aＧRTＧFprimer
TTGCCTACAATGCCTACAT

elovl１aＧRT下游引物

elovl１aＧRTＧRprimer
CCAACAGGAGTAAGAGTGAT

elovl１bＧRT上游引物

elovl１bＧRTＧFprimer
CTGGTTGCCTTGTCTGTAT

elovl１bＧRT下游引物

elovl１bＧRTＧRprimer
GGAATGATGGAAGATGTGTAG

临位相连(neighborＧjoining,NJ)法构建进化树.氨

基酸等电点、分子质量等参数利用Protparam 程序

(http://web．expasy．org/protparam/)进 行 预

测[１４].使用 TMHMM Server(http://www．cbs．

dtu．dk/services/TMHMMＧ２．０/)分析跨膜结构[１５].

1.5　 elovl1a、elovl1b 基因在泥鳅不同组织中的表

达分析

　　采用 RTＧPCR方法检测elovl１a、elovl１b 基因

在泥鳅脑、鳃、心、眼、肝、脾、肠、肾、肌肉、皮肤、精巢

和卵巢等１２个组织中的表达情况.选用βＧactin 作

为内参对照基因,其 PCR 反应体系总２０μL,各组

分如下:２×TSINGKE MasterMix,１０μL;去离子

水,７μL;上游引物,１μL;下游引物,１μL;模板,

１μL.反应程序:９８℃预变性５min,９８℃变性３０s,

５６℃退火３０s,７２℃下延伸３０s,３５个循环后,

７２℃最后延伸５min.所用引物序列见表２.
1.6　提取脂肪酸及 GCＧMS 分析脂肪酸种类

取备用样品１０mg,在含有０．０１％BHT(抗氧

化剂)的氯仿/甲醇(２∶１,V/V)混合液中匀浆提取

总脂质[１６],根据 Christie[１７]描述的方法进行纯化.
使用与 MD８００质谱仪偶联的气相色谱仪(GC８０００)
鉴定和定量脂肪酸甲基酯种类.注射口和检测器的

温度设定为２３０℃,以４０℃/min的速度从８０℃升

高到２３０℃,在２３０℃下保留１９min.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[１８].

４０１
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1.7　实时荧光定量 PCR(qRTＧPCR)

qRTＧPCR分析参照Zhang等[１３]的方法,即按

照SYBRGreenIfluorescencekit试剂盒(BioＧRad,

Hercules,CA,USA)在 MiniOpticonrealＧtimedeＧ
tector分析检测仪(BIOＧRAD,Hercules,CA,USA)
上以βＧactin 为内参基因,以elovl１a 和elovl１b 的

反转录产物为模板进行qRTＧPCR 分析,每个样品

做３个重复.反应为２０μL体系:SYBR ® Green
RealＧtimePCR Master Mix１０ μL,cDNA 模 板

５μL,上下游引物各１μL,去离子水３μL.反应程

序设置为:９５℃预变性３０s,９５℃变性５s,５６℃ 退火

３０s,７２℃ 延伸３０s,４０个循环.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２.
1.8　数据分析

试验数据采用SPSS１９．０软件进行单因素方差

分析(OneＧwayANOVA)统计分析,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　 elovl1a、elovl1b 基因全序列分析

泥鳅的elovl１基因包括elovl１a(GenBank登

录号:MG７２５９６６．１)和elovl１b(GenBank登录号:

MG７２５９６７．１).elovl１a 基因全长为２２１６bp,开放

阅读框(ORF)为９４８bp,编码３１５个氨基酸,５′端的

非编码区 (untranslatedregion,UTR)为 ４６３bp,

３′UTR为８０５bp.elovl１b 基因全长为１８９５bp,

ORF为９６３bp,编码３２０个氨基酸,５′UTR为２６８
bp,３′UTR 为 ６６４ bp. 泥 鳅 ELOVL１A 和

ELOVL１B的氨基酸序列都含有高度保守的氧化还

原中心组氨酸簇(HXXHH),氨基酸序列C端均含

有内质网滞留信号(KXKXX),预测具有７个跨膜

结构域(图１A).泥鳅ELOVL１A、ELOVL１B氨基

酸序列分子质量分别为３７．０２、３７．２８ku,等电点分

别为９．３７、９．５２.序列比对(图１B)表明:人类(HoＧ
mosapiens)、小鼠(Musmusculus)、斑马鱼和泥鳅

ELOVL１氨基酸序列差异主要集中在 C端的多肽

序列 上.尤 其,泥 鳅 和 斑 马 鱼 的 ELOVL１A 和

ELOVL１B的C端区域含有更多的氨基酸,与人类

和小 鼠 有 着 显 著 的 不 同. 结 果 表 明,泥 鳅 的

ELOVL１ 与 人 类 和 小 鼠 的 同 源 性 较 低,其

ELOVL１A与人类和小鼠的同源性分别为６４％、

６３％,其ELOVL１B与人类和小鼠的同源性分别为

６９％、６７％,ELOVL１B 与人类和小鼠的同源性较

ELOVL１A更高.但是,序列比对结果显示中部区

域同源性较高,包含５个高度保守区域,具有相同的

脂肪酸延伸所必需的脂肪酸去饱和酶序列,意味着

ELOVL１在脊椎动物中是保守的.而且,泥鳅和斑

马鱼同属于鲤形目鱼类,二者之间的ELOVL１A 和

ELOVL１B同源性分别为８６％、８４％,表现出较高

的一致性.
2.2　ELOVL1A、ELOVL1B 系统进化分析

基于泥鳅、其他淡水鱼类和海水鱼类以及哺乳

动物的ELOVL１的氨基酸序列构建进化树(图２).
所选 择 的 氨 基 酸 序 列 包 括 斑 马 鱼 ELOVL１A、

ELOVL１B; 鲤 (Cyprinus carpio )ELOVL１A、

ELOVL１B;墨 西 哥 脂 鲤 (Astyanax mexicanus)

ELOVL１A;大 西 洋 鳕(Gadusmorhua)ELOVL１A、

ELOVL１B;金 头 鲷 (Sparusaurata)ELOVL１B;鲈

(Dicentrarchuslabrax)ELOVL１B;人类ELOVL１;小
鼠ELOVL１;山羊(Caprahircus)ELOVL１.从图２
中可以看出,泥鳅的ELOVL１A、ELOVL１B与斑马

鱼和鲤共聚于一个进化分支,亲缘关系最近,与海水

鱼类 较 远,与 哺 乳 动 物 最 远. 另 外,鱼 类 的

ELOVL１B与哺乳动 物 ELOVL１ 的 亲 缘 关 系 较

ELOVL１A更近.
2.3　泥鳅 elovl1a、elovl1b mRNAs 组织表达分析

　　泥鳅elovl１a 和elovl１b 在所有组织中表达,

elovl１a 在卵巢中表达较高,其他组织的表达量均明

显低于卵巢的表达量.elovl１b 转录水平在卵巢、
脑、肾、脾脏和肠道中均较高,其次是鳃、心脏、肝脏、
皮肤和肌肉,在眼睛和精巢表达量最低.此外,

elovl１a 在所有组织中的表达量均低于elovl１b,如
图３显示.
2.4　组织切片染色和脂肪酸组成分析

如图４A所示,与对照组(２６℃饲养的泥鳅)相
比,试验组(８℃下喂养的泥鳅)肝组织 HE染色切

片显示其存在明显的气泡部分,表明肝组织受到了

损伤(箭头所指部分).该组织油红 O 染色结果表

明低温胁迫下的泥鳅,肝脏中有明显的脂肪滴积累

现象,如图４B.试验组与对照组肝脏脂肪酸组成存

在明显的差异,由图４C可以看出,低温下泥鳅肝中

总SFA明显降低(P＜０．０５),而其中１６∶０降低,

２２∶０升高,总 MUFA显著增加(P＜０．０５),其中二

十二碳一烯酸 (２２∶１nＧ９、２２∶１nＧ１１)显 著 增 加

(P＜０．０５).试 验 组 真 皮 下 有 明 显 的 增 生 现 象
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(５A),其脂肪较对照组也有明显的积累(５B).
2.5　低温胁迫下 elovl1a、elovl1b 的表达分析

如 图 ６ 所 示:试 验 组 泥 鳅 肌 肉 和 肝 组 织

elovl１a,elovl１b的表达水平与对照组有着显著的

变化.并且,两者变化趋势存在着明显的区别,在肝

脏中elovl１a 和elovl１b 均显著地被诱导表达,但是

elovl１a增加的幅度明显大于elovl１b;在肌肉中elovl１b
的表达水平显著增加,而elovl１a几乎没有变化.

　A:泥鳅 ELOVL１A、ELOVL１B推测的氨基酸序列.A:DeducedaminoacidsequencesofELOVL１AandELOVL１Bof

loach．LOA,泥鳅 Loach.“□”表示７个跨膜区,“▁”表示高保守氧化中心,“﹍﹍”表示内质网滞留信号.“□”standfor７

transmembraneregions,“▁”standforhighconservativeoxidationcenters,“﹍﹍”standfortheputativeendoplasmicreticuＧ

lumretrievalsignal．B:泥鳅ELOVL１A、ELOVL１B氨基酸序列与其他物种氨基酸序列比对.B:Proteinsequencealignmentof

ELOVL１AandELOVL１Bfromloachandotherspecies．ZF,斑马鱼 Zebrafish;HUM,人类 Human;MOU,小鼠 Mouse.

‘∗’与‘:’分别表示氨基酸残基相同和相似,５个延长酶家族保守序列用实线框表示.Identicalandsimilarresiduesare

markedwith‘∗’and‘:’respectively．５conservedmotifsinELOVLfamilymembersareboxed．斑马鱼 ELOVL１A(NP_

００１００５９８９．１)、ELOVL１B(NP_００１３１５５２３．１);人类ELOVL１(EAX０７１００．１);小鼠ELOVL１(NP_０６２２９５．１).ZebrafishELOVL１A
(NP_００１００５９８９．１),ELOVL１B(NP_００１３１５５２３．１);HumanELOVL１(EAX０７１００．１);MouseELOVL１(NP_０６２２９５．１)．

图１　泥鳅ELOVL１A、ELOVL１B氨基酸序列分析

Fig．１　TheanalysisofaminoacidsequencesofELOVL１AandELOVL１Binloach
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　分支上数字表示统计１０００次后进化树呈现的概率.Thenumbersrepresentedthefrequencies(％)withthetreetopologypresented

after１０００iterations．鲤ELOVL１A(KTG４５９５４．１)、ELOVL１B(KTG３７１６７．１);墨西哥脂鲤 ELOVL１A(XP_００７２５７８８１．１);大西洋鳕

ELOVL１A(AIG２１３２６．１)、ELOVL１B(AIG２１３２７．１);金头鲷ELOVL１B(AGV１３２７２．１);鲈 ELOVL１B(AIT８２９７３．１);山羊 ELOVL１
(AHA８２５０６．１).CarpELOVL１A(KTG４５９５４．１),ELOVL１B(KTG３７１６７．１);MexicantetraELOVL１A (XP_００７２５７８８１．１);Atlanticcod

ELOVL１A(AIG２１３２６．１),ELOVL１B(AIG２１３２７．１);GiltheadseabreamELOVL１B(AGV１３２７２．１);BassELOVL１B(AIT８２９７３．１);Goat

ELOVL１(AHA８２５０６．１)．

图２　泥鳅ELOVL１A、ELOVL１B系统进化树

Fig．２　PhylogenetictreeoftheaminoacidsequencesofELOVL１AandELOVL１Bfrom
Misgurnusanguillicaudatusandotherspecies

　１．脑 Brain;２．鳃 Gill;３．心 Heart;４．肝 Liver;５．肠Intestine;

６．脾 Spleen;７．肾 Kidney;８．皮 Skin;９．眼 Eye;１０．肌 Muscle;

１１．精巢 Testis;１２．卵巢 Ovary．

图３　泥鳅elovl１a,elovl１b不同组织相对表达水平

Fig．３　Relativeexpressionlevelsoftwoelovl１isoforms,

elovl１aandelovl１bindifferenttissues
inMisgurnusanguillicaudatus

3　讨　论

本试验克隆了泥鳅elovl１基因全长序列.分

析ELOVL１A、ELOVL１B氨基酸序列可知,高保守

的氧化还原中心位于第４个跨膜区内(图１A),而所

报道的ELOVL４该结构位于第２个跨膜区与第３
个跨膜区之间[１９],ELOVL５位于第２跨膜区内[２０],

ELOVL６位于第３跨膜区内[１５],该保守结构在延长

酶 家 族 中 均 存 在,可 能 参 与 酶 活 性 的 调 控.

ELOVL１A和ELOVL１B 氨基酸序列 C端均含有

内质网滞留信号(KXKXX),该结构是延长酶家族

典型的保守结构[１９].序列比对同源性分析表明:泥
鳅与斑马鱼二者之间的 ELOVL１A 和 ELOVL１B
同源性最高,其ELOVL１A和ELOVL１B与人类和

小鼠的 ELOVL１主要区别在于泥鳅和斑马鱼的

ELOVL１A和 ELOVL１B的 C端区域含有更多的

氨基酸(图１B).这可能是导致鱼类ELOVL１与哺

乳动物ELOVL１同源性较低的主要原因,从而致使

在作用机制上存在差别.而且在人类和小鼠中

elovl１基因只有１条,在鲤、斑马鱼以及本研究的泥

鳅等鱼类中发现elovl１基因包括elovl１a、elovl１b.
如图３所示,鱼类和哺乳动物ELOVL１氨基酸序列

中部区域同源性较高,脂肪酸延伸所必需的脂肪酸

去饱和酶序列高度保守,表明ELOVL１在脊椎动物

中是保守的,推测ELOVL１的功能作用在脊椎动物

中具有保守性,ELOVL１A、ELOVL１B在鱼类中的

功能类似于哺乳动物,主要延伸SFA和 MUFA.
泥鳅的 ELOVL１A、ELOVL１B与斑马鱼和鲤

共聚于一进化分支,亲缘关系最近,与海水鱼类较

远,与人类和小鼠等代表的哺乳动物的亲缘关系最

远(图２).这与序列比对的结果一致,符合分子生

物学进化论,说明延长酶的进化受到环境一定的影
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响.另 外,从 该 进 化 分 析 图 可 以 看 出,鱼 类 的

ELOVL１B与哺乳动 物 ELOVL１ 的 亲 缘 关 系 较

ELOVL１A更近,表明鱼类 ELOVL１B作用机制较

ELOVL１A更加类似于哺乳动物的ELOVL１.

　A:２６℃和８℃下喂养３０d的泥鳅肝组织的 HE染色切片(箭头为肝组织损伤位置)HEstainingofthelivertissuefrom

loachrearedat２６℃and８℃for３０d(thearrowsshowedwherelivertissuewasdamaged);B:２６℃和８℃下喂养３０d的泥

鳅肝组织的油红 O染色切片(箭头为脂肪滴位置,８℃下肝组织中明显布满了红色的脂肪滴)OilredOstainingoflivertissue

fromloachreared２６℃and８℃for３０d,inwhichtheredpointsshowedwherethefatdeposited(thearrowsshowedwhere

fattyacidswere,thelivertissuein８℃groupwasfilledwithfattyacids);C:２６℃和８℃下喂养３０d的泥鳅肝组织的脂肪酸

组成 TheFAcompositionofthelivertissuefromloachrearedat２６℃and８℃for３０d．“∗”表示有显著差异(P＜０．０５).DaＧ

tawithanasteriskstandsforasignificantdifference(P＜０．０５)．

图４　在２６℃和８℃下喂养３０d的泥鳅的肝组织的脂质沉淀以及脂肪酸组成变化

Fig．４　Fatdepositandcompositionoffattyacidsoflivertissueinloachrearedat２６℃and８℃for３０d

　　elovl１a、elovl１b 全身表达且具有组织表达特

异性(图３),这暗示在不同组织中其参与脂肪代谢

程度不同.根据上述可知,鱼类 ELOVL１B与哺乳

动物的同源性较 ELOVL１A 高,ELOVL１B与哺乳

动物的亲缘关系较ELOVL１A 更近,而从不同组织

半定量图不难看出在所有组织中elovl１b 的表达量

较elovl１a 高,所 以 我 们 可 以 推 测 鱼 类 中 的

ELOVL１B功能作用较 ELOVL１A 更加接近哺乳

动物的ELOVL１,甚至在鱼类中是ELOVL１B发挥

重要作用.elovl１a,elovl１b 在卵巢中表达量最高,
尤其对于elovl１a,其他组织的表达量均明显低于卵

巢的表达量,推测ELOVL１在卵巢中可能参与其重
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　A:在２６℃和８℃下喂养１d、５d、３０d的泥鳅的皮肤组织的 HE染色切片(箭头所指为皮下组织增生位置)HEstainingofthemusＧ

cletissuefromloachrearedat２６℃and８℃for１d,５dand３０d(thearrowsshowedthetissuehyperplasia);B:在２６℃和８℃下喂

养１d、５d、３０d的泥鳅的皮肤组织的油红 O 染色切片(红色为脂肪积累位置)OilredOstainingofmuscletissuefromloachreared

２６℃and８℃for１d,５dand３０d,inwhichtheredpointsshowedwherethefatdeposited．

图５　在２６℃和８℃下喂养１d、５d、３０d的泥鳅的皮肤组织的脂质沉淀

Fig．５　Fatdepositoffattyacidsofmuscletissueinloachrearedat２６℃and８℃for１d,５dand３０d

“∗”表示有显著差异(P＜０．０５).Datawithanasteriskstandsforasignificantdifference(P＜０．０５)．

图６　在２６℃和８℃下喂养３０d的泥鳅的肝和肌肉中elovl１a(A)、elovl１b(B)基因的表达水平

Fig．６　Expressionlevelsofelovl１a(A),elovl１b(B)inmuscleandlivertissuesfromloachrearedat２６℃and８℃for３０d
要脂类的合成.elovl１b在脑中表达量很高,可能参

与中枢神经系统的髓磷脂的形成.在肠、肾和脾脏

中elovl１b的转录水平高,暗示着 ELOVL１B可能

参与其重要组织的生长发育.elovl１b 在肝中表达

量较高,意味着参与其脂肪酸代谢调控.此外,在泥

鳅的皮肤组织中elovl１b 也有明显的表达,影响着

皮肤屏障作用.

变温动物因为其生理代谢较慢,所以体温随环

境温度的变化而变化,低温环境会极大地影响生物

体生理反应,脂肪酸代谢调控受到影响,组织功能受

到损伤.如图４A 所示,试验组泥鳅肝组织 HE染

色显示肝组织出现了损伤.并且,油红 O 染色结果

进一步表明低温下的泥鳅肝脏中有明显的脂肪滴积

累现象,如图４B.肝组织是脂肪酸代谢调控中心,
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低温下,机体生理反应受到限制,脂肪酸代谢紊乱,
脂肪酸得不到有效利用而发生脂质积累.研究证明

皮肤脂质的变化影响着皮肤的正常功能[９Ｇ１０].在试

验３０d后,试验组真皮下有明显的增生(５A),其脂

肪较对照组也有明显的积累(５B),暗示低温胁迫

３０d泥鳅的皮肤损伤,皮肤功能可能受到影响.研

究证明,增加细胞膜不饱和脂肪酸比例来增加膜流

动性有助于变温脊椎动物在低温胁迫下保持生理稳

态[２１Ｇ２３].本研究发现,低温下喂养３０d的泥鳅肝中

总SFA明显降低(P＜０．０５),总 MUFA 显著增加

(P＜０．０５).Hsieh 等[２４]早 前 研 究 得 出 遮 目 鱼

(Chanoschano)在低温下单不饱和脂肪酸显著增

加,本研究结果与此相符.水蚯蚓脂肪酸组成测定

结果表明二十碳四烯酸(２０∶４nＧ６)的含量偏高,试
验组和对照组的肝脏中２０∶４nＧ６含量均较高,可能

与驯养阶段以水蚯蚓为食有关.
泥鳅为 适 应 低 温 环 境,其 肌 肉 和 肝 脏 组 织

elovl１a,elovl１b 的表达水平有着显著增高现象.
上述中试验组肝组织 １６∶０ 降低,２２∶０ 升高,

２２∶１nＧ９和２２∶１nＧ１１显著增加(P＜０．０５),这与

elovl１a、elovl１b的表达水平的增加相一致.早前

elovl１被证明在低温下会被显著地诱导表达以调节

机体 产 热 适 应 低 温 环 境[２５]. 本 研 究 elovl１a、

elovl１b被诱导表达,其表达量的显著增加推测是为

调节组织超长链饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸含量

来适应低温环境而发生的反应.从图６中我们还可

以发现两者变化趋势存在着明显的区别,在肝脏和

肌肉中elovl１b 均显著地被诱导表达,elovl１a 主要

在肝脏表达量显著,在肌肉中其表达几乎没有变化,
表明在鱼类中 ELOVL１A、ELOVL１B功能存在区

别,ELOVL１B可能发挥更重要的作用.
本研究克隆出泥鳅的elovl１a 和elovl１b基因,

elovl１a 和elovl１b 均为全身表达基因且具有组织

表达特异性,但在各个组织中elovl１b 表达量均高

于elov１a,ELOVL１B与哺乳动物的亲缘关系更近,
在鱼类中 ELOVL１B的功能作用可能更类似于哺

乳动物的ELOVL１,推测ELOVL１B可能在鱼体内

发挥着关键作用.低温下,elovl１a 和elovl１b 均被

诱导表达参与机体低温适应性反应.
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Cloningandcharacteristicanalysisofelovl１genesfromloach
(Misgurnusanguillicaudatus)anditsroleinadaptationtocoldtemperature

ZHANGYifeng　WANGLiwei　CAOXiaojuan　GAOJian

CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics
BreedingandReproduction,MinistryofEducation/KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgriculture,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Thistrialwasconductedtoinvestigatetheroleoftheelovl１genefromloach(Misgurnus
anguillicaudatus)．Theloachelovl１wasclonedbyusingRTＧPCRandRACE,anditsexpressionpatterns
wereanalyzed．Theloachwereexposedto８℃and２６℃for３０dtoevaluatetheeffectsofcoldstresson
fattyacidcomposition,tissuemorphologyandexpressionoftheelovl１gene．Theresultsshowedthatthe
elovl１afullＧlengthcDNA was２２１６bpwithan ORFof９４８bp,encoding３１５aminoacidsandthe
elovl１bfullＧlengthcDNAwas１８９５bpwithanORFof９６３bp,encoding３２０aminoacids．Theelovl１proＧ
teinwasconservedinvertebrates,containingoneconserveddiagnostichistidineboxHXXHH motif,sevＧ
eraltransmembraneregions,andtheendoplasmicreticulumretrievalsignal(KXKXX)atthecarboxyl
terminus．Theelovl１aandelovl１bwereexpressedinalmostalltissuesandtheexpressionofelovl１awas
lowerthanthatofelovl１bineverytissuetested．Totalsaturatedfattyacids(SFA)significantlydecreased
(P＜０．０５),andtotalmonounsaturatedfattyacids(MUFA)significantlyincreasedintheliverat８℃
comparedtothatat２６℃ (P＜０．０５)．Bothelovl１aandelovl１bweresignificantlyinducedinthemuscle
andliver(P＜０．０５)afterexposedtocold．Inconclusion,elovl１wasconservedinvertebrates,which
mightinvolveinenergyproductionandplayanimportantroleinadaptationtocoldtemperature．

Keywords　Misgurnusanguillicaudatus;elongaseoflongＧchainfattyacid１;genecloning;cold
stress;fattyacidcomposition
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