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摘要: 根据脂肪酸延长酶保守区序列设计引物, 采用 RT-PCR 和 RACE 技术首次克隆得到中华绒螯蟹(Eriocheir 

sinensis)脂肪酸延长酶(ELOVL)基因全长(GenBank登录号: KR005628)。分析 ELOVL序列表明, 该基因 cDNA全长

2089 bp, 开放阅读框(ORF)长 1065 bp(包含终止密码子), 编码的 354个氨基酸具有典型的延长酶特征: 1个高度保

守的氧化还原中心组氨酸簇 HVIHH, 多个保守区和多个跨膜区(KFTEFLDT、NTFVHIVMYVYY、TNFQMI)。经

氨基酸同源性和系统发育树分析, 中华绒螯蟹 ELOVL预测氨基酸序列与顶切叶蚁(Acromyrmex echinatior)ELOVL

氨基酸序列相似性最高, 为 59%; 同时与家蝇(Musca domestica)聚为一支, 进而与日本囊对虾(Marsupenaeus ja-

ponicus)等聚为一大支。通过实时荧光定量 PCR技术研究 ELOVL mRNA在中华绒螯蟹不同组织中的表达量, 及投

喂不同配合饲料后在可食部位组织中的表达情况。结果显示, ELOVL在各组织中均有表达, 在肝胰腺和肠道中表达

量最高, 心脏中最低, 其他组织中少量表达。养殖 98 d后分析表明, 卵巢和肝胰腺组织中 ELOVL mRNA在 SO饲

料组中表达量最高, 并且表达水平随着饲料中鱼油(富含 n-3 PUFA)比例减少、豆油(缺少 n-3 PUFA)比例增加而显

著升高(P<0.05); 精巢组织中 ELOVL mKNA表达量在 SO饲料组中最高; 肌肉组织中 ELOVL mKNA表达水平较低, 

且各饲料组间表达量差异不显著(P>0.05)。以上结果表明, 中华绒螯蟹存在 ELOVL基因, 并且 ELOVL的表达受饲

料脂肪水平的影响, 这为探究中华绒螯蟹自身合成 HUFA途径及调节机制奠定了基础。 

关键词: 中华绒螯蟹; 脂肪酸延长酶; 基因克隆; 表达分析 

中图分类号: S917      文献标志码: A           文章编号: 10058737(2016)01005311 

高度不饱和脂肪酸 (highly unsaturated fatty 

acid, HUFA)是指含 3个或 3个以上不饱和度, 且

长度超过 20个碳原子的脂肪酸。HUFA不仅是人

体一类重要的营养成分 [1–3], 在水产动物生长发

育过程中同样发挥着重要的生理功能, 其中二十

碳四烯酸 (又称花生四烯酸 , arachidonic acid, 

ARA)、二十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)

和二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)不

仅是水产动物脑神经发育、视网膜形成过程中的

必需物质, 而且可以通过控制与免疫相关的酶活

性而增强水生动物机体的免疫能力[4]。 

HUFA 的合成是由低不饱和脂肪酸底物, 通

过一系列的延长酶及去饱和酶催化反应来完成的, 

其中发挥重要作用的是脂肪酸延长酶(elongases 

of very long chain fatty acids, ELOVL)和脂肪酸去

饱和酶(fatty acyl desaturase, FAD)。HUFA中 DHA

的合成是依次通过 Δ6FAD、延长酶和 Δ5FAD将 LA

或 ALA底物生成 ARA或 EPA, 然后再通过延长酶

和 FAD的作用延长去饱和而成。ELOVL是 HUFA

合成过程中的关键酶之一[5–6], 是内质网膜结合蛋

白, 主要参与以丙二酰辅酶 A 为二碳单位供体, 

NADPH为还原剂, 在内质网中将酰基-CoA中脂肪



54 中国水产科学 第 23卷 

酸延长生成 HUFA 的第一步生化反应。ELOVL 属

于一个基因家族, 对脂肪酸底物有特异性, 对不同

底物具有不同的时间空间表达模型[7]。过去几年研

究中, 已经在线虫、真菌、软体动物、哺乳动物和

多种鱼类中研究了 ELOVL 相关功能, 根据结果大

致分为两类 , 其中一类主要对与脂肪酸合成

(C12~C16)或鞘脂合成(C22~C26)相关的饱和(或单一

不饱和)脂肪酸底物作用, 另一类则主要对 C18~C22

的长链多不饱和脂肪酸(LC-PUFA)产生活性作用[8]。 

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)是中国重要的

经济淡水养殖蟹类 , 属甲壳纲 (Crustacea), 十足

目(Decapoda), 在我国水产养殖业中占据重要位

置。脂类对中华绒螯蟹的生长和性腺的发育具有

十分重要的作用[9], 可以作为代谢能源和必要组

织及细胞膜的成分。同时 DHA、EPA等 n-3 HUFA

是蟹类生长发育所需的重要脂肪酸, 对生长、生

殖、代谢、免疫等起到重要调控作用[10]。因此, 通

常在饲料中添加富含 n-3 HUFA 的鱼油来满足中

华绒螯蟹对 HUFA的需求。然而随着水产养殖业

的不断发展, 鱼油(fish oil, FO)资源日渐枯竭, 为

维持可持续发展, 常常用缺乏 n-3 HUFA 而富含

C18 多不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids, 

PUFA)的植物油(vegetable oil, VO)来替代鱼油。阙

有清等 [11]研究显示 , 以适宜的豆油(soybean oli, 

SO)替代鱼油可显著增加中华绒螯蟹组织中脂肪

酸含量, 而过低的替代比例则会降低组织中脂肪

酸含量。因此, 了解 ELOVL 在 HUFA 中的合成

调节机制对优化配合饲料十分重要。  

随着中华绒螯蟹脂肪酸营养研究的不断深入, 

脂肪酸合成相关酶的研究 [12–13]也越来越受到重

视, 但是对 ELOVL的研究尚未见报道。因此本研

究克隆了中华绒螯蟹 ELOVL基因, 研究不同油脂

配比对该基因表达的影响 , 为揭示中华绒螯蟹

HUFA 生物合成途径及其调控机制提供分子水平

上的依据 , 为进一步改良饲料脂类成分以调控

HUFA 的合成, 提高中华绒螯蟹配合饲料中植物

油替代鱼油的比例, 提高中华绒螯蟹品质和经济

效益奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与采样 

实验所用中华绒螯蟹均采自上海海洋大学崇

明基地。取未成熟扣蟹, 雌雄各 4只, 体重(10±1) g, 

解剖扣蟹, 分别取肝胰腺、鳃、胃、肠、眼柄、

心脏、肌肉、胸神经节、脑神经节共 9种组织, 用

液氮速冻, 存于–80℃冰箱用于提取 RNA。 

制备 3 种添加不同比例油脂的配合饲料, 分

别添加 FO、FO与 SO 1︰1混合以及 SO, 其他营

养成分均能满足中华绒螯蟹的营养需求, 具体配

方参照 Yang 等[12]的实验。养殖试验在上海海洋

大学崇明基地进行, 共分 3组, 每组 4个平行(养殖

池大小为 5 m×6 m), 每个平行随机放入 20只中华

绒螯蟹[(50±3) g, 雌雄各半, 性腺未成熟]。3个实

验组分别用上述 3种不同油脂比例的配合饲料投喂, 

饲养 98 d。试验结束后每个平行随机采取 4对正常

成熟的雌雄中华绒螯蟹, 取肝胰腺、肌肉、卵巢及

精巢组织, 液氮速冻后置于–80℃冰箱保存待用。 

1.2  方法 

1.2.1  样品总RNA的提取与反转录  取中华绒螯

蟹各个组织样品, 参照 RNA 提取试剂盒 RNAisoTM 

Plus (TaKaRa)操作说明书提取总 RNA, 经 Q5000

紫外分光光度计和 1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA

浓度及完整度。根据反转录试剂盒 PrimscriptTM 

Reverse transcriptase (TaKaRa)说明书, 取中华绒

螯蟹组织样品总RNA反转录成模板第一链 cDNA, 

置于–20℃冰箱保存, 用于 RT-PCR扩增和荧光定

量 PCR。 

参照 SMARTTM RACE cDNA Amplification 

Kit (Clontech)操作说明书, 取中华绒螯蟹肝胰腺

的完整 RNA, 反转录合成 3′RACE cDNA 第一链

和 5′RACE cDNA第一链, 置于–20℃用于 ELOVL

基因序列 cDNA快速扩增的模板。 

1.2.2  引物设计及序列验证  根据 NCBI Gen-

Bank中拟穴青蟹(Scylla paramamosain) ELOVL基

因(GenBank登录号: FJ774753)和日本囊对虾ELOVL

基因(GenBank登录号: EF055875)保守区序列设计上

下游引物 H X E L O - F 1 和 H X E L O - R 1 
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表 1  ELOVL 基因克隆与表达分析引物序列 
Tab. 1  Primers used in cloning and characterizing the ELOVL gene 

引物名称 primer name 核苷酸序列(5′– 3′) sequence (5′– 3′) 用途 application 

HXELO-F1 ACGAACTTCCTCCCACTCCG RT-PCR 

HXELO-R1 TGTGTGAACCACCCACTCAT RT-PCR 

3′-ELO GGGGTCTCCTTGTATTCTACAACGCAGC 3′ RACE 

5′-ELO CGGGGAGAGGCTTGCTTCACACTAAAA 5′RACE 

qRT-ELO-F CCAGATGATCCAGTTTGTCCTGA Real-time PCR 

qRT-ELO-R TTGCCTTGGGGAGATGTGTC Real-time PCR 

β-actin-F ACCTCGGTTCTATTTTGTCGG Real-time PCR 

β-actin-R ATGCTTTCGCAGTAGTTCGTC Real-time PCR 

 
(表 1), 预计条带大小约 500 bp。以 RT-PCR的肝胰

腺 cDNA为模板, HXELO-F1和HXELO-R1为引物, 

PCR扩增 ELOVL核心片段, 大小与预计相似, 按

照琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(天根)回收纯化, 

并送上海美吉生物医药科技有限公司测序。 

PCR反应加样体系: cDNA模板 1 μL, dNTP 

Mixture (2.5 mmol/L) 4 μL, 上下游引物(10 µmol/L)

各 0.5 μL, 10×PCR buffer 2.5 μL, rTaq酶(5 U/μL) 

0.25 μL, 加无菌去离子水至总体积 25 μL。PCR

仪中设置 PCR反应条件: 94℃预变性 5 min; 94℃

变性 30 s, 56℃退火 30 s, 72℃延伸 30 s, 32个循环; 

72℃延伸 10 min, 16℃保存。 

1.2.3  ELOVL基因的克隆  根据测得的序列, 设

计 3′-ELO RACE上游引物和 5′-ELO RACE下游

引物(表 1), 并由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成。参照 SMARTTM RACE cDNA Amplifica-

tion Kit (Clontech)操作说明书, 以 3′RACE cDNA

和 5′RACE cDNA为模板, 3′-ELO RACE/UPM和

5′-ELO RACE/UPM 为引物, 分别进行 3′端和 5′

端序列快速扩增。 

PCR 反应体系: 3′RACE (5′RACE cDNA)模板

1.25 μL, 10 μmol/L 的 3′ELO (5′ELO)引物 0.5 μL,    

10 mmol/L dNTP Mix 0.5 μL, 50×Advantage 2 Poly-
merase Mix 0.5 μL, 10×Advantage 2 PCR buffer缓冲液

2.5 μL, UPM通用引物 2.5 μL, 加灭菌去离子水至总

体积 25.0 μL。反应条件: 94  30℃  s, 72℃, 3 min, 5个循

环; 94  30℃  s, 70  30℃  s, 72  3℃  min, 5个循环; 94  ℃  

30 s, 68  30℃  s, 72  3℃  min, 25个循环。RACE PCR产

物进行 DNA胶回收后, 将产物连接至 pGEM-T easy 

vector 载体过夜, 次日将连接产物转化至大肠杆菌

Top 10 感受态细胞中, 置于恒温培养箱中 37℃培养

12 h。在长出的蓝白斑菌落中挑选白斑, 并接种于

LBA液体培养基中继续振荡培养至菌液浑浊(6 h), 经

菌液 PCR 初步鉴定筛选后, 送上海美吉生物医药有

限公司进行测序拼接。 

1.2.4  目的基因序列分析  利用 NCBI Vecscreen

网站去除测序结果的载体序列, 然后对片段进行

拼接。开放阅读框的寻找利用 ORF (open reading 

frame) finder 软件; 序列翻译和蛋白质相似性的

分析利用 Primer Premier 5软件及 Expasy (http:// 

www.expasy.org/); 相对分子量和蛋白质等电点的

计 算 使 用 Compute pI/Mw (http://web.expasy. 

org/compute_pi/); 氨基酸多序列比对用 BioEdit7

软件及多序列对比工具 (http://www.bio-soft.net/ 

sms/); 系统进化树构建用 MEGA 5.0 软件的邻接

法(Neighbor-Joining, NJ)进行。 

1.2.5  ELOVL 基因实时荧光定量 PCR 检测  取

等量各组织 RNA及不同组平行样 RNA (500 ng), 

反转录成等浓度的 cDNA 第一链, 做为荧光定量

PCR (Real-time quantitative reverse transcrip-
tase-polymerase chain reaction, qRT-PCR)模板。通

过克隆得到的 ELOVL 全长设计荧光定量 PCR 引

物(表 1)。根据 Livak等[14]提出的相对标准曲线法

2−∆∆Ct, 以中华绒螯蟹 β-actin 基因(HM053699)为

内参, 设计 β-actin-F和 β-actin-R(表 1), 验证内参

各组织表达稳定性。每个样品和内参分别设 3 个

重复, 利用 ABI 7500 Real-time PCR仪器进行标

准曲线的制作及不同组织荧光定量 PCR的扩增。
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标准曲线的制作以肝胰腺 cDNA 为模板, 以 2 倍

浓度梯度进行稀释 , 分别进行 ELOVL 基因和

β-actin 基因引物的荧光定量 PCR, 得出各稀释模

板 Ct 值, 制作标准曲线, 反应体系加样: SYBR 

Premix Ex TaqTM (2×) 10 μL, 上下游引物各 1 μL, 

cDNA模板 2 μL, 加去离子水至终体积为 20 μL; 

反应程序设置: 95  30℃  s; 95  5℃  s, 60.4  34℃  s, 40

个循环; 95  15℃  s, 65  60℃  s, 95  30℃  s。利用 SPSS 

18.0软件中的单因子变异数, Duncan多重比较进

行统计分析, 差异显著水平为 0.05, 数据均用平

均值±标准差( x ±SD)表示。  

2  结果与分析 

2.1  ELOVL基因 cDNA的序列分析 

从中华绒螯蟹肝胰腺中提取总 RNA, 反转为

cDNA模板, 设计引物获得中华绒螯蟹 ELOVL核

心片段, 大小为 496 bp, 与预测结果相符(图 1A)。

根据获得序列片段设计 R A C E 引物 ,  经过

3′RACE PCR 和 5′RACE PCR 扩增后分别获得

1549 bp(图 1B)和 222bp(图 1C)片段, 与预期片段

大小基本一致。拼接测序结果, 该基因全长 2089 bp, 

其中包括 350 bp的 5′非编码区(UTR), 674 bp的 3′

非编码区(UTR), 开放阅读框(ORF)长 1065 bp(包

含终止密码子), 编码 354 个氨基酸, 同时具有

Poly-A尾(图 2)。蛋白质序列分析表明, 理论等电 
 

 
 

图 1  中华绒螯蟹 ELOVL基因 PCR扩增产物 

A. ELOVL基因部分片段 PCR扩增结果; M: DL2000 DNA marker. 

B. ELOVL基因 3′RACE PCR扩增结果; M: DL2000 DNA marker. 

C. ELOVL基因 5′RACE PCR扩增结果; M: DL2000 DNA marker. 

Fig. 1  PCR amplification products of ELOVL gene of Eri-
ocheir sinensis  

A. PCR product result of ELOVL segments; M: DL2000 DNA 
marker. B. 3′ RACE PCR product result of ELOVL; M: DL2000 
DNA marker. C. 5′ RACE PCR product result of ELOVL;  

M: DL2000 DNA marker. 

点为 9.28, 分子量为 41.05 kD, 具有 7 个跨膜区。

ELOVL蛋白质包括以下特征: 高度保守的氧化还原

中心组氨酸簇 HVIHH(残基 146~150), 多个保守区

和跨膜区 : KFTEFLDT(残基 123~130)、NTFV 

HIVMYVYY(残基176~187)、TNFQMI(残基207~212)

等结构域(图 3)。经 BLASTn、BLASTp等比对表明, 

此序列与达氏按蚊 (Anopheles darlingi)、瓜实蝇

(Bactrocera cucurbitae)、印度跳蚁 (Harpegnathos 

saltator)等物种 ELOVL序列具有高度相似性。 

2.2  中华绒螯蟹 ELOVL 氨基酸同源性分析及系

统进化树的构建 

使用 ClustalX 软件将中华绒螯蟹 ELOVL 氨

基酸序列与其他代表性的脊椎动物与无脊椎动物

进行氨基酸多序列比对。结果表明, 中华绒螯蟹

的 ELOVL 氨基酸与日本囊对虾(Marsupenaeus 

japonicus)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、烟芽夜

蛾 (Heliothis virescens)、印度跳蚁、达氏按蚊

(Acromyrmex echinatior)以及顶切叶蚁(Acromyrmex 

echinatior)的相似性分别为 47%、31%、41%、33%、

53%和 59%(图 3)。  

利用 MEGA 5.0 软件的邻接法 (Neighbor- 

Joining)将相关代表脊椎动物和无脊椎动物的

ELOVL氨基酸序列构建发育树(图 4)。结果显示, 

中华绒螯蟹 ELOVL 与家蝇聚为一支, 表明两者

关系较近 , 同时与印度跳蚁、寄生蜂 (Nasonia 

vitripennis)等节肢动物有一定亲缘关系 , 与鱼类

脂肪酸延长酶在不同分支, 表明关系较远, 这与

分子同源关系进化发展相符。 

2.3  中华绒螯蟹 ELOVL mRNA组织表达分析 

制作得到的 ELOVL 基因和 β-actin 基因的标

准曲线分别为: y=–3.277x+28.946, R2=0.996 (R2> 

0.99), 扩增效率 E为 101.91% (105%>E>95%); y= 

–3.306x+23.918, R2=1 (R2>0.99), 扩增效率 E 为

100.66% (105%>E>95%), 因此满足 2–ΔΔCt法。 

取中华绒螯蟹蟹的肠、胃、心脏、肝胰腺、

胸神经节、肌肉、眼柄、鳃和脑神经节 9个组织, 

利用荧光定量 PCR 方法研究中华绒螯蟹 ELOVL 

mRNA 不同组织表达特征, 设定中华绒螯蟹在心

脏中的表达量为 1, 根据 ELOVL 在各个组织中的 
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图 2  中华绒螯蟹 ELOVL基因 cDNA核苷酸序列及其预测的氨基酸序列 

“→”表示 3′RACE PCR引物, “←”表示 5′RACE PCR引物, “   ”表示荧光定量 PCR引物, “ ”表示高保守氧化中心, “ ”表示

几个跨膜区. 起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA)用“ ”表示. Poly(A)用“ ”表示. 

Fig. 2  Nucleotide and deduced amino acid sequences of ELOVL gene of Eriocheir sinensis 
“→”stands for 3′RACE PCR primers, and “←” stands for 5′RACE PCR primers; “    ”stand for real-time PCR primers, “ ”stand 
for high conservative oxidation center, and the “ ”stand for transmembrane regions. The start codon (ATG) and the stop 

codon (TAA) are in “ ”. The poly (A) are in “ ”. 
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图 3  中华绒螯蟹 ELOVL氨基酸序列与其他物种 ELOVL氨基酸序列比较 

EsELOVL: 中华绒螯蟹 ELOVL (KR005628); MjELOVL: 日本囊对虾 ELOVL (EF055875.1); OmELOVL: 虹鳟 ELOVL 

(AAV67803.1); HvELOVL: 烟芽夜蛾 ELOVL (ACX53823.1); HsELOVL: 印度跳蚁 ELOVL (EFN76074.1); AdELOVL: 达氏按

蚊 ELOVL (ETN62308.1); AeELOVL: 顶切叶蚁 ELOVL (XP_011054336.1). 

Fig. 3  ELOVL deduced amino acid sequence comparison from Eriocheir sinensis with other organisms 
EsELOVL: Eriocheir sinensis ELOVL (KR005628); MjELOVL: Marsupenaeus japonicus ELOVL (EF055875.1); OmELOVL: On-
corhynchus mykiss ELOVL (AAV67803.1); HvELOVL: Heliothis virescens ELOVL (ACX53823.1); HsELOVL: Harpegnathos sal-
tator ELOVL (EFN76074.1); AdELOVL: Anopheles darlingi ELOVL (ETN62308.1); AeELOVL: Acromyrmex echinatior ELOVL 

(XP_011054336.1). 
 

相对表达量作柱形图(图5)。从图中可以看出, ELOVL

在上述所有检测的 9 种组织中均有表达, 但表达水

平有所不同。在中华绒螯蟹的肝胰腺和肠道中表达

量最高, 表达水平显著高于其他组织(P<0.05); 其他

组织中少量表达, 其中心脏中表达量最低。 

2.4  不同油脂配比饲料对中华绒螯蟹 ELOVL表达

的影响 

饲喂生长周期中的中华绒螯蟹含不同鱼油 /

豆油比的配合饲料, 每个饲料组取雌雄各 4 只, 

取可食部位肌肉、精巢、卵巢和肝胰腺 4 个主要

组织。利用上述荧光定量 PCR 方法分析 ELOVL 

mRNA 在不同组织及不同饲料组间表达量的变化

情况(图 6)。结果表明, 经过 98 d的投喂, ELOVL 

mRNA 在肝胰腺、肌肉和性腺中均有表达。在各

配合饲料组中, ELOVL 均在卵巢组织中表达量最

高。不同油脂比例饲料组中, 不同组织表达量呈

现不同变化模式。卵巢中的 ELOVL mRNA 表达

水平随着豆油替代比例不断增加, 鱼油比例不断

减小而显著升高(P<0.05), 在 SO 组表达量最高; 

肝胰腺中表达情况与卵巢相同, FO组中表达量最

低, FO/SO组表达处于中间水平, SO组中表达量

最高 , 且各组之间差异显著(P<0.05); 精巢组织

中 ELOVL mRNA 的表达量在 SO 饲料组中最高, 

表达水平依次为 SO组>FO组>FO/SO组; 肌肉组

织中 ELOVL mRNA 的表达水平较低, 且各饲料

组间差异不显著(P>0.05)。 
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图 4  中华绒螯蟹 ELOVL系统进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree based on the sequences of the Eriocheir sinensis ELOVL and elongase proteins from other organisms 
 

 
 
 图 5  中华绒螯蟹 ELOVL mRNA在不同组织中的相对

表达情况 

柱上不同小写字母表示不同组织间差异显著(P<0.05). 

1. 鳃; 2. 心脏; 3. 胃; 4. 脑神经节; 5. 眼柄; 6. 肝胰腺; 

 7. 肠; 8. 肌肉; 9. 胸神经节. 

Fig. 5  Expression level of Eriocheir sinensis ELOVL gene in tissues 
Different letters indicate significant difference at 0.05 level 
among different tissues. 1. Gill; 2. Heart; 3. Stomach; 4. Cranial 
ganglia; 5. Sight gland; 6. Hepatopancreas; 7. Intestine;  

8. Muscle; 9. Thoracic ganglia. 
 

3  讨论 

延长酶基因家族参与 HUFA 合成的缩合反应, 

 
 
图 6  中华绒螯蟹 4种组织 ELOVL mRNA在不同膳食配

方饲料下的表达情况 

不同小写字母表示不同饲料配方间差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  ELOVL mRNA expression of different dietary lipid 
levels on four kinds of tissues 

Different letters indicate significant difference at 0.05 level 
among different dietary lipid groups. 

 

能够延长脂肪酸碳链, 在脂肪酸合成代谢调节中

起到十分广泛而不可或缺的作用。近年来不断有

研究表明 ELOVL 具有多种生物学功能, 并逐渐

成为研究热点。到目前为止, ELOVL已在脊椎动
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物的研究中取得一定进展, 尤其是在水产生物中。

研究者分别从斑马鱼(Danio rerio)[15]、虹鳟[16]、罗

非鱼(Tilapia)[17]、大西洋鲑(Salmo salar)[18]、栉孔

扇贝(Chlamys nobilis)[19]等多种水产动物中克隆

得到 ELOVL 基因全长, 并验证了其相应功能。

但在无脊椎动物中 , 尤其是甲壳动物中相关报

道较少。  

本研究利用 RT-PCR、RACR等技术首次克隆

得到了一个完整的中华绒螯蟹延长酶基因。该基

因全长 1065 bp, 编码 354个氨基酸, 同时包括 5′

非编码区(5′UTR) 350 bp, 3′非编码区(3′UTR) 674 bp 

(图 2)。 同其他已知延长酶一样, 该 ELOVL具有

典型的延长酶结构特征: 1 个高保守的氧化还原

组氨酸簇 HXXHH; 多个跨膜区以及高保守的氨

基酸序列 [20]。有研究表明 , ELOVL 是内质网

(endoplasmic reticulum, ER)膜结合蛋白, 一般具

有跨膜结构和内质网滞留信号(retention signal)。

其中内质网滞留信号是某些内质网滞留蛋白肽链

的 C 端所含的特定氨基酸序列, 是确保脂类在内

质网上合成的关键[21]。通常可溶性蛋白的滞留信

号为“KDLE”, 而膜蛋白的滞留信号有两个赖氨

酸, 第一个赖氨酸必须位于 C 端第三位, 第二个

赖氨酸则位于 C端第四或第五位[21]。但是本研究

克隆的中华绒螯蟹 ELOVL 与日本囊对虾

ELOVL[22]、栉孔扇贝 ELOVL[19]的结果相同, 缺

乏内质网滞留信号, 因此推测有些物种 ELOVL

可能不在内质网膜上, 因此这些 ELOVL 可能存

在不同的调节机制或生理功能。 

生物体对 HUFA的需求量与其自身 HUFA合

成能力密切相关 , 而基因的表达量是直接影响

HUFA 的合成能力的关键[23]。碳链延长酶做为脂

肪酸合成关键酶, 在组织中广泛表达[18, 24–26]。本

研究荧光定量 PCR 表明 , 中华绒螯蟹 ELOVL 

mRNA 在胃、心脏、胸神经组织、脑神经节、肌

肉、肝胰腺、肠道、眼柄和鳃组织中均有表达, 但

是表达水平明显不同 , 这预示着不同器官中

ELOVL参与脂肪酸代谢的程度不同。ELOVL在中

华绒螯蟹肝胰腺中表达量最高。肝胰腺是甲壳动

物脂类储存和加工的主要器官, 是脂类合成代谢

的主要场所[27]。可见 ELOVL 在肝胰腺中的高表

达与肝胰腺参与脂类新陈代谢有关。其次, ELOVL 

mRNA 在中华绒螯蟹肠道中表达。肠道作为重要

的消化场所, 暗示着 ELOVL参与将肠道食物中较

短链脂肪作用生成长链脂肪酸的过程。上述结果

与大西洋鲑[18]中 ELOVL5、ELOVL2 的表达情况

一致。但是 Monroig等[24]报道 ELOVL4在军曹鱼

(Rachycentron canadum)脑组织中表达量最高, 而

本研究 ELOVL在脑中的表达水平略低, 与本研究

存在一定出入, 原因可能是不同 ELOVL 参与不

同脂肪酸合成, 因此推测本次克隆的 ELOVL存在

不同的表达机制, 从而来满足中华绒螯蟹自身的

营养需求。 

虾蟹类的必需脂肪酸包括豆油鱼油中的

PUFA, 但是有研究表明鱼油中的 DHA、EPA 营

养价值较豆油中的亚油酸、亚麻酸要高[28]。然而, 

随着养殖业的迅速发展 , 鱼油需求量越来越大 , 

鱼油资源不断消耗, 导致鱼油供应受到限制, 因

此 , 寻找鱼油的替代脂肪源成为了新的研究热

点。近年来, 研究人员一直关注于合成关键酶与

合成 PUFA 之间的联系。大西洋鲑研究显示, 用

亚麻油替代鱼油后 ELOVL 的表达显著增高 [29]; 

同时鲤鱼(Cyprinus carpio var. jian)的相关报道表

明, FAD 和 ELOVL 的表达能够调节其利用 C18 

PUFA 合成 HUFA 这一过程[30]。本试验为研究不

同脂肪源对中华绒螯蟹 ELOVL 基因表达的影响, 

在满足中华绒螯蟹基本营养的配合饲料中, 分别

添加 FO、FO/SO、SO的脂肪源。饲养 98 d后, 各

组织 ELOVL mRNA 呈现不同的表达模式。同一

组织 ELOVL mRNA 在不同配合饲料组中表达水

平各不相同, 这个结果与延长酶的表达量受到不

同脂质水平的影响的结果相符[18]。用同一配合饲

料饲喂的中华绒螯蟹, 卵巢中表达水平最高。这

可能因为在甲壳动物卵巢成熟过程中, 脂类起到

十分重要的作用, 是卵黄合成和胚胎发育的必需

物质 [31]。在中华绒螯蟹卵巢发育时期 , n-3 

PUFA(主要是 C20:5和 C22:6)百分比组成显著增加, 

n-6 PUFA百分比显著下降[32]。因此卵巢组织中的

高表达暗示着该基因编码的蛋白质在卵巢发育过
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程中为卵巢提供所需的脂类 , 并且生成产物为

n-3 PUFA的可能性较产物为 n-6 PUFA的可能性

大。然而与卵巢表达量对比, 在精巢中表达十分

微量, 这是因为中华绒螯蟹在性腺发育过程中精

巢对 PUFA 的需求远小于卵巢[33], 这可能就是不

同脂肪源对卵巢的影响明显大于精巢的原因。投

喂不同油脂配合饲料, 结果显示, 在肝胰腺和卵

巢组织中, ELOVL 表达水平随豆油比例增加, 鱼

油比例减少而不断提高 , 并且各组间差异显著 , 

这与之前的研究报道 [18, 26]结果一致。生物体自身

所需脂肪酸营养成分不仅来源于食物中, 而且可

以依靠自身转化合成所需物质, 卵巢和肝胰腺的

表达情况表明低含量的 n-3 PUFA能够促进 ELOVL

的表达, 因此推测该 ELOVL 有合成卵巢肝胰腺中

自身所需 n-3 PUFA的能力。有研究表明, 中华绒螯

蟹肌肉 EPA和 DHA含量不随着饲料水平而变化是

因为其具有将 C18脂肪酸转变为 HUFA 的能力[11], 

而本研究中 ELOVL 在肌肉组织的表达较为微量且

恒定, 受脂肪水平影响差异不显著, 推测该 ELOVL

在肌肉中的作用比较有限, 可能存在其他作用不同

的延长酶基因。本研究表明, ELOVL表达受到不同

油脂配比的调控, 符合饲料营养组成能够调节机体

自身基因转录强弱从而来调整各组织中所需物质

组成的规律[34], 为优化配合饲料, 解决鱼油替代关

键, 提高鱼油利用率提供了参考。 

目前, 哺乳动物家族中包含 7 种脂肪酸碳链

延长酶: ELOVL1, ELOVL2, ELOVL3, ELOVL4, 

ELOVL5, ELOVL6和 ELOVL7。ELOVL1对 C14

的脂肪酸有显著活性; ELOVL2则主要负责对 C20

和 C22的底物进行延伸, 同时对 C18底物也有一定

活性, 但是作用微弱; ELOVL3 对底物的选择范

围较广, 延长产物多为 C26脂肪酸
[23]; ELOVL4既

可以作用于长链饱和脂肪酸, 也可以作用与长链多

不饱和脂肪酸, 且能够延伸生成C36
[21]; ELOVL5可

利用膳食中 n-3和 n-6的 C18和 C20多不饱和脂肪

酸(PUFA)最终生成相应的 n-3和 n-6 C24必需脂肪

酸, 但是对于底物作用的活性则是 C18>C2。有研

究表明, 大部分鱼类 ELOVL 作用于 n-3 PUFAs

底物的效率高于作用于 n-6 PUFAs底物[17], 而在

软体动物中, ELOVL对 n-6 PUFAs的作用效率则

更高[19]。尽管这些 ELOVL 在不同的物种中具有

相同高保守区且相同活性位点, 但是对底物具有

不同的偏好性和酶活性, 表明 PUFA 的合成途径

存在着相当复杂的进化过程。因此本研究虽首次

克隆得到中华绒螯蟹 ELOVL基因全长, 并对其进

行了生物学功能分析和在组织中的表达分析, 推

测其在中华绒螯蟹中的生理功能, 但由于缺乏相

关的功能验证, 故该基因的类属尚未清楚, 对底

物的选择及延长作用还有待进一步研究, 对中华

绒螯蟹 HUFA合成能力的评估有待继续探索。 
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Full-length cDNA cloning and expression analysis of the fatty acid 
elongase gene from Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) 

YANG Zhigang, SHI Qiuyan, CHENG Yongxu, YAO Qinqin, QUE Youqing, YANG Qing, XU Lei, LIU Meimei, 
XU Zewen 

Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: Highly unsaturated fatty acids (HUFA) play a particularly important role in normal growth, immune function, 
and reproduction. In this study, the full-length cDNA of fatty acid elongase (ELOVL) from Chinese mitten crab (Eri-
ocheir sinensis) was cloned for the first time using reverse transcription-polymerase chain reaction and rapid amplifica-
tion of cDNA ends analyses. The ELOVL cDNA sequence (GenBank accession number: KR005628) was 2089 bp long, 
with a 350-bp 5′-untranslated region (UTR), a 674-bp 3′-UTR, and an open reading frame of 1065 bp, including stop 
codons that specified a protein of 354 amino acids. The presumed protein had a typical ELOVL structure with a diag-
nostic histidine box HVIHH motif, several conserved regions, and three putative transmembrane-spanning domains 
(KFTEFLDT, NTFVHIVMYVYY, and TNFQMI). The encoded protein shared 59% amino acid sequence identity with 
Acromyrmex echinatior (GenBank number: XP_011054336.1) and was clustered closely with Musca domestica and 
Marsupenaeus japonicus in a phylogenetic tree. The ELOVL gene was expressed in the hepatopancreas, intestine, mus-
cle, stomach, heart, and gill. Higher levels were detected in the hepatopancreas and intestine (P<0.05) and lower levels 
were observed in stomach, gill, cranial ganglia, muscle, thoracic ganglia, and the eyes, with trace levels expressed in the 
heart. We designed three different lipid-containing  feeds and analyzed ELOVL mRNA expression in muscle, hepato-
pancreas, and gonads. The results showed the highest expression in the ovary after feeding for 98 days (P<0.05). 
ELOVL transcripts increased in the ovary and hepatopancreas with increased inclusion of SO in the diet, but no expres-
sion differences were detected in muscle or testis. These results lay the foundation for further research into the mecha-
nisms regulating E. sinensis HUFA biosynthesis. 
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