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摘要: 脂肪酸延长酶5(ELOVL5)是高不饱和脂肪酸(HUFA)合成的关键酶之一。为了研究鲤HUFA合成的能力和机制, 本研究采用RT-PCR和RACE技术获得镜鲤ELOVL5全长cDNA序列。ELOVL5基因cDNA全长1 121 bp, 开放阅读框为876 bp, 编码291个氨基酸。序列分析显示, 镜鲤ELOVL5氨基酸序列包含1个组氨酸簇(HXXHH), 1个典型的内质网驻留信号, 多个跨膜区域和多个保守区域(KXXEXXDT、QXXFLHXYHH、NXXXHXXMYXYY、TXXQXXQ), 具有典型的脂肪酸延长酶的结构特征。氨基酸同源性分析结果显示, 镜鲤ELOVL5基因与其他鱼类同源性为79.0%~93.1%, 与人同源性为69.0%。通过实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测该基因在镜鲤不同组织中的表达量, 发现脂肪酸延长酶基因在镜鲤肝中表达量最高, 其次为脑, 在背部肌肉中表达量最低。镜鲤ELOVL5基因的获得为进一步研究镜鲤HUFA的合成途径及调控机理奠定了基础。
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高不饱和脂肪酸(highly unsaturated fatty acid, HUFA)是一类重要的生物学功能物质, 在鱼类生长发育过程中发挥重要作用[1–2], 其中二十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)和二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acids, DHA)是仔鱼脑、神经系统、视网膜形成的必需物质[3–4]。

一般认为, 鱼类合成高不饱和脂肪酸的能力因种类的不同而异。草食性或杂食性的淡水鱼类, 如草鱼(Ctenopharyngodon idellus)、斑马鱼(Danio rerio)等, 有能力将亚油酸(LA)和亚麻酸(LNA)去饱和形成花生四烯酸(AA)、二十碳五烯酸(EPA)和二十二碳六烯酸(DHA)[5–7]。而军曹鱼(Rachyc​entron canadum)、金头鲷(Sparus aurata)等海生鱼类则缺乏这种转化能力或转化能力较弱, 因此在它们的饲料中, 需要添加较多的HUFA, 以满足生长、生存和生殖的需求[8−10]。目前, 广泛应用于水产养殖的补充HUFA的方法是在饲料中添加鱼油和鱼粉, 而这种方法经济成本过高, 所以从根本上找到控制鱼类HUFA合成的方法, 对降低养殖成本, 提高经济效益有重要意义。

鲤(Cyprinus carpio L.)作为中国重要的淡水经济鱼类之一, 其HUFA生物合成能力和机制尚不清楚, 相关的报道也很少。Buchtová等[11]研究证明鲤脂肪酸的组成在不同遗传群体间存在差异。Ren等[12]研究表明, 饲料中添加适当种类和配比的高不饱和脂肪酸能够提高鲤肌肉和肝中AA、DHA和EPA的含量, 添加量过多或过少均会影响其正常生长发育。所以, 了解鲤的HUFA合成机制对其人工养殖十分重要。

脂肪酸延长酶(elongases of very long chain fatty acids, ELOVL)是HUFA合成过程中的关键酶之一[13], ELOVL通过其延长酶活性将短链脂肪酸转化为长链脂肪酸。哺乳动物体内ELOVL家族包含7个成员, 其中ELOVL5参与HUFA的生物合成, 主要负责18碳的碳链延长, 目前鱼类中已经发现ELOVL5, 并成为HUFA合成代谢研究热点。本研究采用RT-PCR和RACE方法, 克隆了镜鲤(Cyprinus carpio)脂肪酸延长酶5(ELOVL5)基因, 获得了ELOVL5全长cDNA序列, 进行了同源性分析, 研究了该基因在镜鲤不同组织中的表达特性, 为进一步研究镜鲤HUFA的合成途径及调控机理提供了基础资料。
1  材料与方法

1.1  材料
实验所用镜鲤均由黑龙江水产研究所呼兰养殖基地培育, 选取5条体质量约223~258 g的1龄鱼, 取血液、脑、背部肌肉、肠道、肝、肾、心脏、脾、腹部肌肉和腹部脂肪组织, 迅速投入液氮冷冻备用。

1.2  基因克隆

取出备用肝组织30~50 mg, 采用TRIzol提取法提取总RNA, 按照TaKaRa公司Trizol Reagent使用说明进行实验。使用High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit试剂盒合成cDNA第一链(ABI4322171)。在NCBI数据库中搜索鱼类ELOVL家族基因的保守序列, 设计同源简并引物(ELOVL5-F1/R1, 表1), 以反转录产物cDNA为模板, 扩增目的基因核心片段。PCR产物经琼脂糖凝胶回收试剂盒(TianGen)纯化, 连接到PMD18-T(TaKaRa)载体, 转入DH5α感受态细胞, 选择阳性克隆进行测序, 获得ELOVL5基因核心片段。根据核心片段设计RACE扩增引物(表1), GSP1和NGSP1为5′端RACE第一次PCR和巢式PCR引物, GSP2和NGSP2为3′端RACE第一次PCR和巢式PCR引物, 利用Clontech SmarterTM RACE试剂盒进行RACE反应。RACE产物胶回收试剂盒纯化, 连接到载体, 转入感受态细胞, 选择阳性克隆进行测序。将测序结果经BLAST比对, DNAMAN分析、拼接, 获得ELOVL5基因全序列。

表1  镜鲤ELOVL5基因克隆及组织表达引物

Tab 1  Primers for cDNA cloning of ELOVL5, or determining the mRNA level in in Cyprinus carpio tissues

	引物名称primer name
	序列(5′−3′) sequence (5′−3′)

	部分cDNA扩增引物primer for partial cDNA

	ELOVL5-F1
	GAGGATGGCTTCTACTGGAT

	ELOVL5-R1
	GCGTGGCTCTTATAGGTCTT

	Primers for 3′RACE

	ELOVL5-F2(NGSP2)
	TCCTGCATGTCTACCATCACGCCACCA

	ELOVL5-F3(GSP2)
	CACAGTGGAGGAGAGGCTGACAACA

	Primer for 5′RACE

	ELOVL5-R2(NGSP1)
	TCATGGCGGGGACAGCAGAGAGGCCGT

	ELOVL5-R3(GSP1)
	TGGACCAGCTGCCCTTGAGTGATGTAC

	Real-time PCR 扩增引物primer for Real-time PCR

	ELOVL5-F4
	TGTCTACCATCACGCCACCATG

	ELOVL5-R4
	CCACATGGCCAAACTACAGCAC

	β-actin-F
	TGCAAAGCCGGATTCGCTGG

	β-actin-R
	AGTTGGTGACAATACCGTGC

	18S-F
	ACGATCAGATACCGTCGTAGTTCC

	18S-R
	CTGTCAATCCTTTCCGTGTCCG


1.3  系统进化分析

查找GenBank中脊椎动物ELOVL5基因cDNA序列, 基于基因编码区核苷酸序列, 由Modeltes选择最适模型, 使用MEGA4软件构建NJ系统进化树, Bootsrap值1 000次。
1.4  实时荧光定量PCR检测

取出5条镜鲤的各个备用组织样品, 将5条鱼的相同组织等量混合, 采用TRIzol提取法, 提取总RNA。根据测序获得的ELOVL5全序列, 设计荧光定量引物ELOVL5-F4/R4。以β-actin和18S为内参基因, 以反转录产物cDNA为模板, 使用One Step SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit II(TaKaRa)试剂盒, ABI 7500 Real-time PCR定量仪, 测定不同组织ELOVL5基因的相对表达量, 每个样品做3个重复, 基因表达量用相对定量方法(
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)计算。实时荧光定量结果采用SPSS 17.0 中单因素方差分析(one-way ANOVA), 差异显著时进行Duncan’s多重比较, 差异显著水平为0.05, 差异极显著水平为0.01。

2  结果与分析
2.1  ELOVL5基因cDNA全序列分析

将反转录获得的镜鲤ELOVL5基因的核心片段与RACE方法获得的3′、5′末端序列进行拼接, 确定镜鲤ELOVL5基因cDNA全序列(GenBank登录号: KF924199)。其全长为1 121 bp, 其中包括5′UTR 98 bp, 3′UTR 127 bp, 开放阅读框(ORF)876 bp, 编码291个氨基酸, polyA加尾信号ATTAA(图1)。ELOVL5的氨基酸序列包括以下特征结构[14]: 含有高度保守的氧化还原中
心组氨酸簇(HXXHH, 位于第2个跨膜区内)、内质网停留信号(K、R)和跨膜区(KXXEXXDT、QXX​FLHXYHH、NXXXHXXNYXYY、TXXQ​X​X​Q)等结构功能域(图1)。
2.2  ELOVL5氨基酸序列同源性分析

使用ClustaW软件对多种鱼类ELOVL5氨基酸序列进行比对(图2), 发现其序列差异主要集中在C-端的多肽序列上, 中部区域同源性较高。多种鱼类ELOVL5序列、人和大鼠ELOVL5氨基酸序列比对结果见表2, 镜鲤的ELOVL5与草鱼的同
[image: image2.png]1
91
1
181
28
271
58
361
38
451
118
541
148
631
178
721
208
811
238
901
268
991
1081

aagcagtggtatcaacgcagagtacatgggacactgacgacaccacccgecacaggacaacgcttaaggaaatatcggtctgaagactaaa
ggttgaagATGGAGACCTTTAATCACAAAGTTAACACTTATATTGACTCTTGGATGGGACCCAGGGATCCTCGGGTTAGAGGATGGCTTC

MmET FNHI KVNTYTUDSWMSG?PI RIDUPI RV RGWL
TACTGGATAACTACATCCCCACTTTTGCCTTCACTGTCATGTATCTTCTGATTGTGTGGATGGGACCAAAATACATGAAGAATAGACAGC
L LDNYTIT?PTUFAFTVMYLU LTIUVWMSGZ?PI KYMIEKNRQ
CATACTCCTGCAGAGCACTGCTAGTGCCGTATAACCTCGGCCTGACGCTTCTGTCCTTCTACATGTTCTATGAGCTGGTTATGTCAGTGT
pYysSCRALULVPYNULSGLTU LU LSV FYMZFYETLUVMSYV
ATCAAGGCAGATACAACTTCTTCTGCCAGAACACCCACAGTGGAGGAGAGGCTGACAACAGGATGATAAACGTACTTTGGTGGTATTACT
Y Q G R YNFVFCQNTHSGSGEADNIRMTINVLWWYY
TCTCCAAACTCATTGAGTTTATGGACACTTTCTTCTTCATTCTGAGGAAGAACAACCACCAGATCACCTTCCTGCATGTCTACCATCACG
Fs KODIENRNION r F FILRKNNH
CCACCATGCTCAACATCTGGTGGTTCGTCATGAACTGGGTGCCGTGTGGCCACTCCTATTTTGGCTCCACGTTTAACAGTTTCATCCATG
ATMLNTIWWEFVMNWYVP CGHSYVFGS TF
TCCTGATGTACTCGTATTACGGCCTCTCTGCTGTCCCCGCCATGAGACCATATCTGTGGTGGAAAAAGTACATCACTCAAGGGCAGCTGG

G L S AV?PAMIPERPYTU LWWIEKI KY I

TCCAGTTTGTCCTGACCATGTTCCAGACATCTTGTGCTGTAGTTTGGCCATGTGGTTTTCCAATGGGCTGGCTGTATTTCCAGATCACTT
W8 F VvLTMFQTSCAVYWPCGEFPMGWLYFQTIT
ATATGATCACTCTTATCTTACTCTTCTCAAACTTCTACATAAAGACCTATAAGAGCCACGCGGGATCTCGGAAGACCGATTACTCGAACG
y m I T LT LU LU FJSNZFYTITIKTYI KSUHAGSI RIKTDTY SN
GATCAATAAATGGTCACACTAATGGGGTGGCATCCAATGAGAAGGTGAAATACAGGAAACCGCGCGCAGATTGAcgacacttegteeget
G SINGHTNGVASNETEKVEKYREPEAD=x
tacagtcccgttattaatatcagtctatccacttaccacgectacatctatttcatctttaagagactcctgacatttttgecacactgeag
ccacactttcatattgaacccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

90
180
29
270
57
360
87
450
117
540
147
630
177
720
207
310
237
900
267
990
291
1080
1121




图1  镜鲤ELOVL5基因cDNA全序列及推测的氨基酸序列

加尾信号(ATTAA)用下划线表示; 组氨酸簇(HXXHH)用方框表示; 阴影部分表示共有保守区域; 黑底白字表示内质网停留信号(K, R).

Fig.1  The nucleotide and predicted amino acid sequence of ELOVL5 in Cyprinus carpio
Poly A tail is underlined. Putative trans-membrane regions are shown in shadows, and one putative histidine-rich domain is shown in frame. The endoplasmic reticulum retention signal is marked white with a black background(K, R).

表2  鱼类和人、小鼠ELOVL氨基酸序列比对表
Tab. 2  Alignment matrix showing the results of pair-wise comparision on the identities and divergence of the amino acid sequences of the fish, rat and human ELOVL
	
	镜鲤Cy​pr​inus carpio
	斑马鱼
Danio rerio
	日本鳗鲡Anguilla japonica
	草鱼Ctenophar​yngodon idella
	海鳗Mura​en​e​sox cinereus
	劳伦迪巨鲇
Pangasius larnaudii
	人
Homo sapiens

	镜鲤C. carpio
	
	89.6
	80.4
	93.1
	80.4
	79.0
	69.0

	斑马鱼D. rerio
	
	
	80.4
	89.0
	80.4
	78.6
	68.3

	日本鳗鲡A. japonica
	
	
	
	79.7
	99.6
	78.8
	75.8

	草鱼C. idella
	
	
	
	
	79.7
	80.1
	69.4

	海鳗M. cinereus
	
	
	
	
	
	78.8
	75.5

	劳伦迪巨鲇P. larnaudii
	
	
	
	
	
	
	70.9
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图2  多种鱼类ELOVL5氨基酸序列比对
方框表示组氨酸簇(HXXHH); 阴影部分表示共有保守区域; 黑底白字表示内质网停留信号(K、R).
Fig.2  Alignment of the amino acid sequences of ELOVL5 in teleost

Putative trans-membrane regions are shown in shadows, and one putative histidine-rich domain is shown in frame. The endoplasmic reticulum retention signal is marked white with a black background.
源性最高, 为93.1%, 与斑马鱼、日本鳗鲡(Ang​uilla japonica)、海鳗(Muraenesox cinereus)、劳伦迪巨鲇(Pangasius larnaudii)的同源性分别为89.6%、80.4%、80.4%、79.0%。
2.3  ELOVL5基因系统进化分析

基于10种鱼类和人、大鼠(外类群)的ELOVL基因cDNA的CDS序列,  使用NJ方法, 构建系统进化树(图3)。所选择的10种鱼类包括日本鳗鲡、草鱼、斑马鱼、劳伦迪巨鲇、斑点叉尾[image: image4.png]


(Ictalurus punctatus)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、大西洋鲑(Salmo salar)、白斑狗鱼(Esox lucius)、尖吻鲈(Lates calcarifer)、金枪鱼(Thunnus thyn​nus)、大黄鱼(Larimichthys crocea)、鳜(Siniperca chuatsi)。从图3中可以看出, 镜鲤与草鱼的碳链延长酶的进化关系最近, 这与其同源性的分析结果相符合。
2.4  ELOVL5基因在镜鲤各组织中的表达

实时荧光定量结果显示(图4), 镜鲤ELOVL5基因在肝中表达最高, 其次是脑、心、肾、肠、腹部脂肪组织(脂肪)、脾、血液、腹部肌肉(腹肌)、背部肌肉(背肌)。肝和脑中的表达量极显著高于其他8种组织(P<0.01), 而肝和脑中ELOVL5基因的表达量差异不显著(P>0.05)。
3  讨论
脂肪酸延长酶(ELOVL)是HUFA生物合成的关键酶之一, 主要参与内质网中延长脂肪酸辅酶A生成HUFA的生化反应, 该反应以丙二酰辅酶A为二碳单位供体, NADPH为还原剂, 其基因的表达量和酶的活性直接影响HUFA的合成能力[15]。
本研究采用反转录和RACE方法获得镜鲤ELOVL5基因的全长cDNA序列, 并对其在不同
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图3  ELOVL基因系统进化树

Fig. 3  Phylogenetic tree of ELOVL gene
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图4  ELOVL5基因在镜鲤不同组织中的相对表达
柱状图上方不同字母表示不同组织间差异显著(P<0.05).
Fig. 4  Expression of ELOVL5 gene in different tissues of Cyprinus carpio
Different letters donate significant difference between different tissues (P<0.05).
组织中的表达量进行了分析, 结果表明ELOVL5在各组织中的表达不具有典型的组织特异性。本结果为进一步研究镜鲤HUFA的合成途径及其调控机理奠定了基础。

序列同源性和特征性分析表明, 本研究得到的序列与已知脊椎动物ELOVL5基因高度相似, 证实为ELOVL5基因。镜鲤ELOVL5基因全长为1 121bp, 编码291个氨基酸, 具有典型的ELOVL结构, 如: 内质网停留信号, 4个保守区; 此外, 在第二个保守区内, 还存在一个高度保守的氧化还原中心组氨酸簇。这些活性位点在不同鱼类中保守性很高, 但它们的活性和底物差异很大。例如, 多数鱼类ELOVL5主要对C18或C20的多不饱和脂肪酸底物具有延长作用, ELOVL5对于这些底物的活性则是C18>C20、C20>C22, 对n-3高不饱和脂肪酸底物的活性大于n-6高不饱和脂肪酸[16]。然而Sargent等[17]的研究中, 尼罗罗非鱼和大菱鲆(Scophthalmus maximus)的脂肪酸延长酶对底物C18和C20高不饱和脂肪酸有着相似的活性。

系统进化分析显示, 杂食性淡水鱼与草食性鱼类进化关系较近; 海水鱼与肉食性鱼类进化关系较近。由此反映出, 脂肪酸延长酶的系统进化与鱼类的生活环境和食性有密切的联系。值得注意的是, 鱼类高不饱和脂肪酸延长酶的聚类更接近于哺乳动物的ELOVL5。有研究显示哺乳动物的ELOVL5对C18和C20的高不饱和脂肪酸底物有显著活性[18–19], 但对C22的延长作用微弱。有关研究还发现苞霉菌(Mortierella alpina)[20]的ELOVL5对C18的高不饱脂肪酸底物作用显著, 而对于C20没有活性。三角褐藻(Phaeodactylum tricorn​utum)[21]的ELOVL5对C20的高不饱和脂肪酸底物的活性高于其他底物。说明高不饱和脂肪酸的合成除了受生存环境和食性的影响, 与自身的遗传背景也有密切联系。
本研究发现镜鲤ELOVL5基因主要在肝、脑中表达, 在肌肉中表达量最低。这一结果与已有的相关研究结果基本一致。黄斑篮子鱼(Siganus canaliculatus)的ELOVL5基因在脑和肝中表达量均相对较高[22], 大西洋鲑ELOVL5主要在肝和肠中表达。在脑中的表达量很高, 表明在鱼类的生长发育过程中, HUFA对脑部、神经组织有重要作用[23]; 而在肝和肠中表达量相对较高, 可能与组织参与的新陈代谢及饲料脂肪酸类型有关[24]。本研究发现, ELOVL5基因在肠中的表达量显著低于在脑和肝组织中的表达量, 这与一些研究结果不一致。如黄斑篮子鱼的肠是HUFA合成的主要组织之一, 大西洋鲑肠中ELOVL5的表达量也较高[24], 这可能是因为不同鱼类HUFA合成能力的不同或合成机制存在差异。 

鱼类高不饱和脂肪酸的合成途径受到营养、环境、遗传、转录调控等因素影响, 而ELOVL作为HUFA合成途径中的关键酶, 受到营养因子的调控[15]。营养因素对HUFA生物合成的影响可能是通过一些转录调控因子作用于相关基因的表达来完成的。有研究表明甾醇调节元件结合蛋白(SREBP-l)的亚型SREBP-1c能够作用于ELOVL5基因启动子附近的SRE基序, 进而影响ELOVL5基因的表达[25]。Maricela等[26]通过改变小鼠饮食中的脂肪酸, 发现SREBP-1c转录元件表现出下调状态, FAD6受抑制, 而ELOVL2基因和ELOVL5基因高表达, 高不饱和脂肪酸含量增高, 说明SREBP-1c对脂肪酸延长酶的调控可能不具有支配地位。通过SREBP-1c的过表达研究, 发现与其他的脂肪酸延长酶相比, SREBP-1c对ELOVL5基因表达的调控是在一个很窄的范围内。Qin等[25]通过基因芯片技术检测到转基因鼠肝中SREBP-1c的过表达, 对ELOVL5基因的上调作用微小[25]。这些都证实了以上的推论。因此, 接下来的研究应重视ELOVL5在脂肪酸合成中的作用及调控机制。
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Cloning and characteristic analysis of fatty acid elongase 5 in mirror carp (Cyprinus carpio)
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Abstract: Highly unsaturated fatty acids (HUFAs), such as eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid, are essential for normal growth and development and play an important role in the prevention and treatment of coronary artery disease, hypertension, arthritis and cancer. Enzymes that lengthen the carbon chain of polyunsaturated fatty acids are vital to biosynthesis of the highly unsaturated fatty acids, arachidonic acid, eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid from linoleic and a-linolenic acids. Fatty acid elongase 5 (ELOVL5) is a member of the ELOVL family and is mainly responsible for 18 carbon-carbon chain extension. To study the regulatory role of ELOVL5 in biosynthesis of HUFA, the full-length ELOVL5 cDNA from mirror carp was cloned using reverse transcriptase PCR and rapid amplification of cDNA ends. The ELOVL5 cDNA was 1 121 bp, with an open reading frame of 876 bp, encoding a protein of 291 amino acids containing a single histidine box, a canonical ER retention signal and several transmembrane regions, as seen in other fatty acid elongases. The protein shares 79.0%–93.1% sequence identity with other fish, and 69.0% identity with Homo sapiens. The phylogenetic tree showed that it clustered closely with herbivorous and omnivorous freshwater fish. ELOVL5 gene expression in various mirror carp tissues was determined using real-time quantitative PCR. Expression was highest in liver, followed by brain, and lowest in muscle. The fact that the ELOVL5 expression level was highest in brain and liver than in other tissues indicates that these are the main tissues for HUFA biosynthesis. We found the ELOVL5 expression level lowest in muscle and this may be related to its physiological function in this tissue. These results will assist understanding of the biosynthesis of HUFA in common carp, and enable methods to be developed for enhancing its production. Enhanced HUFA production will accelerate the development and application of formulated feeds, and assist the development of aquiculture.
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