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摘要! 为深入了解心型脂肪酸结合蛋白% N>9B?6?HS>C9??H 9D:E6<:=E:=G SB/?>:=!+6(&75&的结构

与功能!采用 $&-,技术克隆得到暗纹东方 +6(&75的全长 D3%&序列!共 992 <S!开放阅

读框为 432 <S!编码 1// 个氨基酸" 生物信息学分析表明!暗纹东方 9:;<=6基因具有一个

脂质转运蛋白家族保守结构域和多个蛋白激酶磷酸化位点" %!法系统进化分析显示!暗纹东

方与红鳍东方亲缘关系最近!其次是鲈形目" 经荧光定量 5-$检测!9:;<=6基因在暗

纹东方所有被检测的组织中都有表达!其中肝脏中的表达量最高!其次为肌肉和心脏!预示

+6(&75主要参与脂肪酸氧化分解过程" 为探究豆油作为脂肪源的可行性!采用不同比例%3$

28@$83@和 98@&豆油替代鱼油的饲料投喂初始体质量为%01/1 B3123& G 的暗纹东方 0

周" 结果显示!全鱼油组肝脏中 9:;<=6基因的表达量显著高于 83@豆油组和 98@豆油组!

但与 28@豆油组无显著性差异!且随着饲料中豆油比例的增加!暗纹东方肝脏中 9:;<=6

基因的表达量呈下降趋势" 研究表明!富含 =6/ 多不饱和脂肪酸的鱼油可以促进脂肪酸氧化

分解!能预防脂肪肝" 因此!为不影响暗纹东方肝脏脂肪代谢!饲料中豆油替代鱼油的比例

应控制在 83@以下"

关键词! 暗纹东方# 心型脂肪酸结合蛋白# 克隆# 表达分析

中图分类号! A908# *:7/555555555 文献标志码'&

55脂肪酸结合蛋白 #C9??H 9D:E6<:=E:=G SB/?>:="

(&75$是一类分子量较小#14 <18 ZF$(对脂肪酸

有高亲和力的可溶性蛋白质"属于脂质结合蛋白

超家族成员) (&75广泛存在于脊椎动物和非脊

椎动物的细胞质中"其功能主要是参与细胞对脂

肪酸的摄取
*1+

(细胞内脂肪酸的运输
*2+

以及信号

转导
*/+

) 1:92 年""DZ=>B等
*4+

在从事长链脂肪酸

吸收的研究时"首次发现了脂肪酸结合蛋白) 随

后科学家们陆续发现了多种不同的 (&75"并根

据最初分离的组织命名"其中包括肝型#0:2>B"'6

(&75$(肠型#:=?>I?:=90")6(&75$(心型 # N>9B?"+6

(&75$( 脑 型 # <B9:=" 76(&75$( 表 皮 型

#>S:E>B890",6(&75$(脂肪细胞型 #9E:S/DH?>"&6

(&75$以及睾丸型#?>I?:DF09B"M6(&75$等) 不同

类型的 ;<=6基因序列之间具有较高的同源性"

目前普遍认为它们是由一个鱼类和哺乳动物分化

之前的共同的祖先进化而来
*8+

) 如今"关于心型

脂肪酸结合蛋白的研究最深入的是人类"其次是

家畜和家禽) 临床研究表明"心型脂肪酸结合蛋

白在人类心脏疾病如急性心肌梗死的诊断与治疗

中具有重要作用
*7 69+

) 在家畜和家禽的研究中发

现"9:;<=6基因的表达量与肌内脂肪含量密切

相关"可作为检测肉质的候选基因
*0 613+

) 鱼类的

9:;<=6 基 因 最 早 于 1:00 年 在 虹 鳟

#>$3%)'*$3'210*?-11$的心脏克隆中得到
*8+

"目

前已 在 斑 马 鱼 # @($-% )#)-% $( 鲤 # !*&)-$21
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D9BS:/$(齐口裂腹鱼# A3'-B%"'%)(4&)#$($"-$等少

数鱼类中克隆到) 林亚秋等
*11+

研究表明" 9:

;<=6基因表达量与鲤和齐口裂腹鱼的肌内脂肪

含量关系密切)

暗纹东方#C(?-/2+2 %D132)21$"属于硬骨鱼

亚纲 #5:ID>I$(形目 #M>?>B9/E/=?:C/B8>I$(科

#M>?B9/E/=?:E9>$(东方属#C(?-/2+2$

*12+

"肉质鲜

嫩"风味独特"民间素有&不吃河豚不知鱼味"吃河

豚百味皆无'的说法"是&长江三鲜'之一"具有较

高的经济价值) 此外"暗纹东方的肝体比远大于

其他鱼类"当其他鱼的肝体比达到暗纹东方肝体

比的水平时"已经造成脂肪肝"严重影响鱼体健康"

而暗纹东方则可以健康地生长"这预示着暗纹东

方的肝脏可能对脂肪的耐受性强"或者具有较强

的脂肪代谢能力) 因此"暗纹东方是很好的研究

鱼类脂肪代谢机制的材料"可以为鱼类抗脂肪肝机

理的研究提供参考) 但目前尚无关于暗纹东方

脂类营养需求及其调控方面的报道)

本研究首次克隆了暗纹东方的心型脂肪酸

结合蛋白# N>9B?6?HS>C9??H 9D:E6<:=E:=G SB/?>:="+6

(&75$基因的全长 D3%&序列"检测了其组织表

达特异性"并研究了饲料中不同比例豆油替代鱼

油对其 8$%&表达的影响"为饲料脂肪源的开发

提供理论依据"为进一步研究 9:;<=6基因在暗

纹东方肝脏脂肪代谢(肌肉脂肪沉积以及心脏

疾病防治等方面的作用奠定基础)

15材料与方法

!"!#实验材料

实验鱼购自广州市金洋水产养殖有限公司"

其中组织表达实验用鱼平均体质量为 03 G"取脑(

鳃(肝脏(心脏(脾脏(肾脏(眼睛(肌肉(脂肪(肠道

这 13 种组织"用液氮速冻后置于 603 P超低温

冰箱保存)

养殖实验用鱼初始体质量平均为 01/1 G"分

成 4 组"每组 / 个平行) 脂肪源为广东省良种引

进服务公司高美牌精炼饲用鱼油 #美国$和市售

豆油) 以白鱼粉(豆粕(花生粕(酵母粉为蛋白源"

面粉为糖源"在添加脂肪源为 :@的水平上"设计

4 个替代比例"分别是豆油替代鱼油比例为 3(

28@(83@(98@"配制成人工配合饲料 #表 1 $)

养殖 0 周后"每个平行随机取 / 尾鱼"取肝脏组织

用液氮速冻后置于 603 P超低温冰箱保存)

表 !#实验饲料配方及营养成分"风干基础#E$

&'("!#)*2-1901*/5'*94,.7,50/0,*,+1F71-0.1*/'6901/5

"'0-G9-; ('505#E$ E

饲料原料

:=GB>E:>=?I# G4133 G E:>?$

饲料#豆油水平$ 4@

E:>?I#I/H<>9= /:0$

&

#3@$

7

#28@$

-

#83@$

3

#98@$

鱼油 C:IN /:0 : 7198 418 2128

豆油 I/H<>9= /:0 3 2128 418 7198

白鱼粉 C:IN 8>90 /2 /2 /2 /2

豆粕 I/H<>9= 8>90 24 24 24 24

花生粕 S>9=F?8>90 13 13 13 13

面粉 VN>9?C0/FB 13 13 13 13

酵母 H>9I? 2 2 2 2

氯化胆碱 DN0/B:E>DN/0:=> 318 318 318 318

.-磷酸酯 2:?98:= - 318 318 318 318

矿物盐混合物1

8:=>B90SB>8:W

318 318 318 318

复合维生素2

2:?98:= SB>8:W

2 2 2 2

磷酸二氢钙 8/=/D90D:F8SN/ISN9?> 2 2 2 2

-L--L D>00F0/I> 2 2 2 2

纤维素 D>00F0/I> / / / /

诱食剂 9??B9D?9=? 218 218 218 218

营养成分 7-,F0.'/14,.7,50/0,*

粗脂肪 DBFE>0:S:E 13170 111/4 1314: 111/9

粗蛋白 DBFE>SB/?>:= /:1// 431// 43174 /:190

灰分 9IN :194 :179 :100 :1/9

水分 8/:I?FB> 1017/ 19120 19191 101/9

注!11由广州飞禧特水产科技有限公司提供) 21矿物盐混合物

#@矿物盐混合物!不含钙元素和磷元素$-/-0

2

/7+

2

""31334%

-F*"

4

/ 8+

2

""31983%(>*"

4

/ 9+

2

""41333%LG*"

4

/ 9+

2

""

0811:4% L=*"

4

/ +

2

"" 31783% O)" 31379% %9

2

*>"

/

" 31313%

Y=*"

4

/9+

2

""718:9%纤维素"219/3

%/?>I! 115B/2:E>E <H (:IN6M>DN=/0/GH -/1'?E1# JF9=GUN/F"

JF9=GE/=G"-N:=9$121L:=>B908:W?FB># G4133 G /CSB>8:W$ !3/>I

=/?D/=?9:= D90D:F89=E SN/ISN/BFI-/-0

2

/7+

2

""31334%-F*"

4

/

8+

2

""31983%(>*"

4

/ 9+

2

"" 41333%LG*"

4

/ 9+

2

"" 0811:4%

L=*"

4

/ +

2

"" 31783% O)" 31379% %9

2

*>"

/

" 31313% Y=*"

4

/

9+

2

""718:9%D>00F0/I>"219/3

55*L&$MML $&-,D3%&&8S0:C:D9?:/= O:?和

&E29=?9G>

"

2 5-$ ,=UH8> *HI?>8 购 自 73

7:/ID:>=D>I-0/=?>DN 公 司) MB:U/0( 3,5- 水(

5B:8>*DB:S?

"

1I?*?B9=E D3%& *H=?N>I:I O:?(

5B:8>*DB:S?ML $MB>9G>=?O:?(M9O9$9SL3 106M

.>D?/B(EF3%.-3+8

#

(*X7$

"

5B>8:W ,W C(G

ML

))

#5>BC>D?$>90M:8>$购自 M9O9$9公司) M)&%G>0

L:E:5FB:C:D9?:/= O:?购自天根生化科技有限公司"

氯仿和异丙醇等其他试剂购自广州化学试剂公司)

!"$#实验方法

总 $%&提取及 D3%&模板制备55取冻存

的各种组织提取 $%&"用微量紫外分光光度计

%9=/EB/S 2333 和 113@的琼脂糖凝胶电泳检测

所提总 $%&的纯度和完整性"按照 5B:8>*DB:S?

"

:301
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1I?*?B9=E D3%&*H=?N>I:IO:?说明书反转录合成

D3%&"稀释成 133 =G4

!

'" 623 P保存) 以肝脏

组织的 $%&为模板"按照 *L&$MML $&-,

D3%&&8S0:C:D9?:/= O:?说明书制备 $&-,模板)

脂肪酸结合蛋白基因 D3%&全长克隆55将

%-7)数据库中红鳍东方#QL>33/:700/211$(

尼 罗 罗 非 鱼 # >)#%3')%0-1 $-.%"-321" QL >

33/44434912 $ 和 斜 带 石 斑 鱼 # E&-$#&'#.21

3%-%-,#1",#91410311$+6(&75的核苷酸序列进

行比对"在保守区域内设计简并引物 +6(&75(和

+6(&75$#表 2$) 5-$反应体系!2 =5-$L:W

13

!

'"D3%&模板 2

!

'"上(下游引物#13

!

8/04

'$各 310

!

'"EE+

2

"补足至 23

!

') 5-$反应程

序!:4 P预变性 / 8:=%:4 P /3 I"88 P /3 I"92

P 1 8:="/3 个循环%92 P延伸 13 8:=%4 P 保

存) 5-$扩增产物经 112@的琼脂糖凝胶电泳分

离检测后"用 M)&%G>0L:E:5FB:C:D9?:/= O:?回收(

纯化"并连接于 SL3106M载体"转化到感受态细

胞 EF3%.-3+8

#

"经'7平板#含&8S C$培养后"

挑取阳性克隆送至生工生物工程 #上海$股份有

限公司测序) 测序得到 1/: <S 的扩增产物"符合

预期大小"并经 7'&*M分析初步确定为心型脂

肪酸结合蛋白基因的部分序列)

根据已获得的中间片段"分别设计 8R和 /R端

$&-,所需的引物#表 2$"第一次 5-$反应体系

2 =5-$L:W 1218

!

'"8R$&-,6$>9EH D3%&或

/R$&-,6$>9EH D3%& 1

!

'"13 =#5L 218

!

'"

J*51 118

!

'"EE+

2

"补足至 28

!

') 5-$反应条

件!:4 P预变性 / 8:=%:4 P /3 I"92 P 2 8:="8

个循环%:4 P /3 I"93 P /3 I"92 P 2 8:="8 个循

环%:4 P /3 I"70 P /3 I"92 P 2 8:="28 个循环%

92 P延伸 13 8:=%4 P 保存) 巢式 5-$反应体

系如下!2 =5-$L:W 1218

!

'"模板 1

!

'"引物各

118

!

'"EE+

2

"补足至 28

!

') 巢式 5-$反应程

序!:4 P预变性 / 8:=%:4 P /3 I"70 P /3 I"

92 P 2 8:="/8 个循环%92 P延伸 13 8:=%4 P保

存) 5-$扩增产物的纯化(克隆和测序步骤与中

间片段克隆的步骤所述相同)

序列拼接与生物信息学分析55将中间片

段( 8R6$&-, 片 段 和 /R6$&-, 片 段 利 用

3%&L&%进行拼接即可得到暗纹东方 9:

;<=6基因的 D3%&全长) 用 3%&*?9B软件中的

,E:*>T 程序推断开放阅读框#/S>= B>9E:=G CB98>"

"$($序列%用 %-7)网站的 7'&*M程序进行编

码蛋白序列的碱基同源性分析%信号肽预测使用

*:G=905/13 程序%磷酸化分析使用 %>?5N/I213

*>2>B程序%二硫键的预测由 *-$&M-+ 5B/?>:=

5B>E:D?/B程序完成%利用 -0FI?90Q软件对相应的

氨基酸序列进行多序列比对"应用 L,J&713 软

件"采用邻位相接法#%!法$构建系统发育树"并

用 7//?I?B9S 重复 1 333 次计算各分支的置信度)

实时荧光定量 5-$检测 +6(&75的表达情

况55根据实验室测得的暗纹东方
$

69D?:= 核

心序列设置
$

69D?:= 荧光定量引物
$

69D?:=6$M(和

$

69D?:=6$M$#表 2$"根据本实验测得的暗纹东方

 +6(&75全长序列设置 +6(&75荧光定量引物

表 $#暗纹东方 /01234基因克隆与表达分析的引物

&'("$#H-0.1-591502*19+,-46,*0*2 '*91F7-1550,*'*'6;505,+/0123421*1+-,. 56%789:):8

引物名称

SB:8>B=98>

序列#8R

#

/R$

I>TF>=D>

用途

FI9G>

+6(&75( -MM-&&J-MJJJ&J&JJ& $M65-$

+6(&75$ JMMJ&--M---MJ&--&J $M65-$

+6(&758RJ*51 -&M---&-MM-MJM&-JMJ-&--&M-MM 8R6$&-,

+6(&758RJ*52 -J&-MM&&-&MM--MJ--&M-MJ-JJ 8R6$&-,

+6(&758RJ*5/ -MJ-JJMJJ&-M-&M-&&&-M--M-M- 8R6$&-,

+6(&75/RJ*51 J&JJ&JMMMJ&MJ&JM--&--J-&J&MJ /R6$&-,

+6(&75/RJ*52 M--&--J-&J&MJJ-&JJ&&MJMM& /R6$&-,

+6(&75/RJ*5/ MJJMJ-&-JM&-&J&&JMJJJ&MJ&M&& /R6$&-,

$

69D?:=6$M( -&M-M&-J&JJJ-M&-J- $>906M:8>5-$

$

69D?:=6$M$ &MJM-&-J-&-J&MMM-- $>906M:8>5-$

+6(&75$M( &M-M--&M&J&-JJ-J&-&&JJ $>906M:8>5-$

+6(&75$M$ M-MJ-JJMJJ&-M-&M-&&&-M- $>906M:8>5-$

3101
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+6(&75$M(和 +6(&75$M$#表 2 $) 荧光定量

5-$的反应体系!2 =*X7$

"

5B>8:W ,W M9T#M0:

$%9I>+50FI$13

!

'"上下游引物各 310

!

'"$"Q

B>C>B>=D>3H>2 314

!

'"EE+

2

"补足至 23

!

') 荧

光定量 5-$反应程序!:8 P预变性 /3 I%:8 P

8 I%73 P /3 I"43 个循环%:8 P 18 I%73 P 73 I%

:8 P 18 I) 荧光定量 5-$数据分析采用相对

2

6

%%

!

?法"用 *5**1013 软件进行统计分析)

25结果

$"!#暗纹东方 /01234基因及氨基酸序列

分析

暗纹东方 9:;<=6基因 D3%&序列全长共

992 <S"在 91 <492 位置存在一个长 432 <S 的开

放阅读框"编码 1// 个氨基酸"起始密码子为

&MJ"终止密码子为 M&&) 编码区两侧为 93 <S

的 8R非翻译区#1 <93 <S$和 29/ <S 的 /R非翻译

区#49/ <948 <S$"在 /R末端的 S/0H&尾上游 1:

<S 处有一个加尾信号"为 &&M&&&"表明所获得

片段包括全长的 8$%&/R非翻译区#图 1$)

利用 3%&*?9B中的 ,E:I>T 程序寻找 "$(序

列并将其翻译为相应的氨基酸序列"发现暗纹东

方 9:;<=6基因翻译所得的蛋白共有 1// 个氨

基酸#图 1$"其中包括 1: 个强碱性氨基酸 #O(

$$"21 个强酸性氨基酸#3(,$"4/ 个疏水氨基酸

#&()('(((K(.$"// 个极性氨基酸#%(-(A(*(

M(X$) 蛋白分子量为 14 9081:3 F) 蛋白理论等

电点为 81449) 通过 %>?5N/I213 对 +6(&75氨

基酸序列的磷酸化位点进行预测"发现该蛋白有

8 个 *>B": 个 MNB": 个 MHB可能成为蛋白激酶磷

酸化位点"通过 *L&$M对编码蛋白进行蛋白质

结构功能域分析"发现该编码蛋白在 7 <1/2 位置

有一个脂质转运蛋白家族的保守结构域) 通过

*:G=905411 *>B2>B对该编码蛋白序列进行信号肽

分析"表明 +6(&75氨基酸序列不存在 %端信号

肽及其切割点) 通过 *-$&M-+5B/?>:= 5B>E:D?/B

对该编码蛋白进行二硫键分析"结果显示"+6

(&75氨基酸序列中只有一个半胱氨酸残基

#-HI

128

$"因此无法形成二硫键)

图 !#暗纹东方 /01234基因 4I>B全序列及推测氨基酸序列

起始密码子#&MJ$和终止密码子#M&&$用方框表示"多聚腺苷酸加尾信号#&&M&&&$用下划线表示

=02"!#&31*?461,/091'*97-1904/19'.0*, '40951J?1*41,+/012340*56%789:):8

MN>I?9B?D/E/=#&MJ$9=E ?N>I?/S D/E/=#M&&$V>B></W>E15F?9?:2>S/0H9E>=H09?:/= I:G=90I#&&M&&&$V>B>F=E>B0:=>E
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$"$#同源性分析及进化树建构

运用 %-7)信息库的 7'&*M程序对暗纹东

方 +6(&75氨基酸序列进行碱基同源性分析"

发现暗纹东方 +6(&75氨基酸序列与红鳍东方

#C(?-/2+2 )2D)-&#1" Q5>33/:7000111$+6(&75

氨基酸序列的同源性最高"为 :8@"与鲈形目的

青
!

#>)*B-(1.("-&#1" Q5>3343942/911$(侧边底

!

#;2$,2.21'#"#)%3.-"21" &&O7188311$(金头鲷

#A&()21(2)("(" &(./:03011$(维多利亚湖慈鲷

#62$,(0-.-( $*#)#)#-" Q5>338920/9011$(斑马宫

丽鱼 # H(*.($,-( B#D)(" Q5> 33484039011 $ +6

(&75氨基酸序列的相似性分别为 9/@(9/@(

92@(91@(93@)

用 -0FI?90Q将暗纹东方与其他鱼类的 +6

(&75氨基酸序列进行多重比对"结果显示"暗

纹 东 方  与 金 头 鲷( 尼 罗 罗 非 鱼 # +L >

33/44434912$ (齐口裂腹鱼 #&3&7131911 $ (大

西洋鲑# A(.0% 1(.()" &-)7::3711$ (红鳍东方

等 8 种鱼的 +6(&75氨基酸序列的一致性高达

04@"说明鱼类的 +6(&75氨基酸序列较为保守

#图 2$ ) 用 L,J&713 软件以邻位相接法 #%!

法$构建了 +6(&75基因氨基酸的进化树 #图

/$ "采用 7//?I?B9S 重复 1 333 次检验) 在该系

统进化树中"暗纹东方首先与同为形目的

红鳍东方紧密聚在一起"且与鲈形目的尼罗

罗非鱼(金头鲷亲缘关系较近"聚为一支"而同

为辐鳍亚纲的鲤形目和鲑形目鱼类则与较高等

的鸟纲和哺乳纲聚为另一支)

$"A#暗纹东方 /01234基因的表达分析

荧光定量 5-$结果表明"9:;<=6基因在暗

纹东方的肌肉(肾脏(脾(鳃(肠道(脑(心脏(肝

脏(脂肪(眼睛等 13 个组织中均有表达"但表达水

平有所差异"在肝脏中的表达量最高"其次为肌

肉"在心脏表达量也较高"而在肾脏(脾(鳃(肠道(

脑(脂肪(眼睛的表达量较低#图 4$)

在豆油不同比例替代鱼油的实验中"全鱼油

组的暗纹东方肝脏中 9:;<=6基因的表达量显

著高于豆油 83@替代鱼油和 98@替代鱼油的实

验组"分别是其表达量的 114 倍和 118 倍"也略高

于豆油 28@替代鱼油的实验组"但二者差异不显

著#图 8$) 随着饲料中豆油比例的增加"9:;<=6

基因的表达量呈下降趋势)

图 $#暗纹东方 KG=BLH氨基酸序列与其他鱼类 KG=BLH氨基酸序列比较

=02"$#KG=BLH'.0*, '40951J?1*4154,.7'-05,*,+56%789:):8@0/3,/31-+05315
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图 A#根据 KG=BLH氨基酸序列构建的 >M 系统进化树

线长表示遗传距离% 分支点的数字表示置信度"是 1 333 次重复计算的结果

=02"A#>M 73;6,21*1/04/-11,+KG=BLH'.0*, '40951J?1*41+-,.

56%789:):8'*9,/31-5714015

MN>ID90><9BF=E>B?N>?B>>B>SB>I>=?>E ?N>98:=/ 9D:EIIF<I?:?F?:/= B9?>"9=E ?N><//?I?B9S 290F>I#@$ /C1 333 B>S0:D9?>IV>B>0:I?>E 9??N>

=/E>I

图 N#暗纹东方 /01234基因在

不同组织中的相对表达量

L1肌肉% O1肾脏% J1鳃% *1脾% )1肠道% 71脑% +1心脏%

'1肝脏% &1脂肪% ,1眼睛

字母不同为差异显著#6D3138$ "反之则为差异不显著#6A

3138$

=02"N#&31-16'/0:11F7-1550,*5,+56%789:):8

/0123421*10*90++1-1*//055?15

L18FID0>% O1Z:E=>H% J1G:00% *1IS0>>=% )1:=?>I?:=90% 71<B9:=%

+1N>9B?% '10:2>B% &19E:S/I>% ,1>H>

MN>D/0F8= V:?N E:CC>B>=?0>??>BI8>9=II:G=:C:D9=?E:CC>B>=D>

#6D3138$ "8>9=VN:0>?N>D/0F8= V:?N ?N>I98>0>??>B8>9=I

=/ I:G=:C:D9=?E:CC>B>=D>#6A3138$

图 <#豆油不同比例替代鱼油对暗纹东方肝脏中

/01234基因相对表达量的影响

字母不同为差异显著#6D3138$ "反之则为差异不显著#6A

3138$

=02"<#&31-16'/0:11F7-1550,*5,+/01234

21*10*O0:1-+-,. 56%789:):8

+19@0/3901/50*@3043/31+053,06

@'55?(5/0/?/19@0/390++1-1*/

7-,7,-/0,*5,+5,;(1'*,06

MN>D/0F8= V:?N E:CC>B>=?0>??>BI8>9=II:G=:C:D9=?E:CC>B>=D>

#6D3138$ "8>9=VN:0>?N>D/0F8= V:?N ?N>I98>0>??>B8>9=I

=/ I:G=:C:D9=?E:CC>B>=D>#6A3138$
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/5讨论

A"!#暗纹东方 /01234基因生物信息学分析

本研究采用 $&-,技术成功克隆了暗纹东

方 9:;<=6基因的全长 D3%&序列"共 992 <S"

其中开放阅读框为 432 <S"编码 1// 个氨基酸"在

形目中属首次报道) 对暗纹东方 +6(&75的

氨基酸序列进行分析"发现在其 7 <1/2 位有一个

保守的脂质转运蛋白结构域"表明该蛋白具有脂

肪酸转运功能) 此外"该蛋白序列只有一个半胱

氨酸残基"并且有多个蛋白激酶的磷酸化位点"与

其他的脂肪酸结合蛋白类似"预测该蛋白可能参

与蛋白激酶 -的信号转导
*1/+

) 不同类型脂肪酸

结合蛋白的等电点不同
*14+

"这可以为脂肪酸结合

蛋白的分类提供一定的理论支持"本实验得到的

蛋白理论等电点为 81449"偏酸性"这也初步说明

得到的是心型脂肪酸结合蛋白) %!系统进化树

显示"得到的蛋白序列与红鳍东方的 +6(&75

蛋白序列的同源性高达 :8@"与其他鱼类 +6

(&75蛋白序列的同源性也较高"可以进一步确

定所得的蛋白是心型脂肪酸结合蛋白) 从进化树

中可以发现"鱼类与哺乳动物的 +6(&75最后聚

为一支"这与 &=E/ 等
*8+

的研究结果一致"预示这

一蛋白在鱼类与哺乳类有共同的祖先"在鱼类和

哺乳类出现之后"机体才分化出了不同类型的脂

肪酸结合蛋白)

A"$#暗纹东方 /01234基因组织表达特异性

分析

本实验以
!

:(3"-$ 基因作为内参基因"采用实

时荧光定量 5-$研究了暗纹东方 9:;<=6基

因在不同组织中的表达情况) 结果显示"9:;<=6

在所有被检测的组织中都有表达"但表达水平有

所差异) 在肝脏中的表达量最高"其次为肌肉"在

心脏和脑中表达量也较高"而在肾脏(脾(鳃(肠

道(脑(脂肪(眼睛的表达量较低) 有关 9:;<=6

基因的组织表达特点在其他物种也有过报道) 哺

乳动物的 9:;<=6基因主要在心肌和骨骼肌中表

达
*18+

"鸡的 9:;<=6基因主要在肌肉和脂肪组织

表达
*17+

) 由此可见"9:;<=6基因的组织分布在

进化程度不同的物种之间差异较大) 9:;<=6基

因在不同鱼类的组织分布也不同"在南极冰鱼的

心脏和肌肉中大量表达
*19+

"在侧边底
!

的肝(鳃

和性腺中表达量最高
*10+

"在斑马鱼的卵巢和肝脏

中表达量最高
*1:+

"在齐口裂腹鱼和鲤的肝脏中表

达最高
*11+

) 暗纹东方的 9:;<=6基因也是在

肝脏中表达量最高"这点与侧边底
!

(斑马鱼(齐

口裂腹鱼和鲤相似"可见 9:;<=6基因的组织表

达特点与物种进化程度有关) 暗纹东方 9:

;<=6基因的组织表达谱显示在肝脏中表达量最

高"而不是在心脏"这可能与暗纹东方的肝脏较

大有关) 暗纹东方的肝脏较大"脂肪代谢就比

较旺盛"因此需要表达大量的 9:;<=6等脂肪代

谢相关的基因) 这可能就是暗纹东方的肝体比

远大于其他鱼类却能健康生长的原因"也是本实

验选择肝脏而不选择心脏作为克隆材料的原因)

A"A#暗纹东方 /01234基因功能预测

基因的组织表达特异性与其功能密切相关)

9:;<=6基因在脂肪代谢旺盛的肝脏中表达量最

高"说明该蛋白在脂肪酸的吸收与转运方面具有

重要作用"参与肝脏对于脂肪酸的代谢与调节过

程) 鱼类与哺乳动物有一个很大的区别就是鱼类

优先选择脂质作为其能量的主要来源"而肝脏对

脂质代谢起着重要的调控作用"9:;<=6基因在

肝脏中大量表达"可能是由于肝脏中源源不断地

有脂肪酸输入"脂肪酸含量的增加促进 9:;<=6

基因的转录"然后该蛋白再将脂肪酸转运到线粒

体进行氧化分解"或者由极低密度脂蛋白运出肝

脏外"最终维持肝脏中脂肪酸含量的相对稳定)

该蛋白在肌肉中的表达量也很高"仅次于肝脏"可

能是由于肌肉的收缩和舒张需要大量能量"而 +6

(&75可以将脂肪酸转运到线粒体进行氧化分解

最终产生三磷酸腺苷供给肌肉进行生命活动) 此

外"+6(&75与肌内脂肪含量密切相关"因为其可

以将脂肪酸转运到甘油三酯的合成部位"有利于

脂肪沉积) +F9=G 等
*:+

发现 9:;<=6基因与哈萨

克羊的肌内脂肪含量呈正相关关系) 李文娟

等
*13+

发现 9:;<=6基因与北京油鸡(白菜航鸡和

&&肉鸡的肌内脂肪含量呈负相关关系"林亚秋

等
*11+

发现 9:;<=6基因与齐口裂腹鱼的肌内脂

肪含量呈正相关关系"与鲤的肌肉脂肪含量呈负

相关关系) 此外"9:;<=6基因在暗纹东方的

心脏和脑中表达量也较高"前者是由于其能够促

进脂肪酸氧化生成 &M5为心肌细胞供能
*23+

"后

者是由于其参与神经细胞的信号转导
*/+

) 综上

所述"+6(&75可能在肝脏脂肪代谢(心肌氧化供

能(肌间体脂沉积以及神经细胞的信号转导等方
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面具有重要的作用)

A"N#豆油替代鱼油对暗纹东方 /01234基因

表达的影响

饲料脂肪源对 9:;<=6基因表达的影响可能

与脂肪酸结合蛋白对配体具有选择性
*21+

"对不同

脂肪酸的亲和力不同
*22+

有关) 饲料中脂肪源种

类及其比例的改变会造成脂肪酸含量的变化)

9:;<=6基因表达量的变化可能与多种脂肪酸有

关) 在众多脂肪酸当中"=6/ 系列 5#(&特别是

,5&

*2/+

和 3+&

*24+

在调节脂肪代谢方面具有重要

作用"能够抑制肝脏中脂肪合成相关基因的表达

从而达到抗脂肪肝的功效
*28+

"推测其可能在影响

9:;<=6基因的表达中起主要作用) 在豆油不同

比例替代鱼油的实验中"随着豆油比例的增加"饲

料中 ,5&(3+&含量呈下降趋势"9:;<=6基因

的表达量也呈下降趋势) 周继术等
*27+

研究表明"

大豆油替代鱼油不影响大西洋鲑肝细胞对长链脂

肪酸的跨膜吸收"可能是其饲料配方中鱼粉含量

较高导致的结果) +6(&75在肝脏对脂肪的吸收

和吸收之后对脂肪的利用中都可能起作用"而目

前认为 +6(&75主要作用是将脂肪酸转运到线粒

体进行氧化分解
*23+

) 饲料中豆油不同比例替代

鱼油对暗纹东方肝脏中 9:;<=6基因表达的影

响机制可能与过氧化物酶体增殖物激活受体

55&$有关) 推测 3+&和 ,5&等 =6/5#(&进入

细胞核与 55&$6

#

结合"激活的 55&$6

#

与顺式

作用元件相互作用"启动下游的 9:;<=6等脂肪

分解相关基因的转录"从而避免肝脏中脂肪的沉

积
*29+

) 由此可见"富含 =6/5#(&的鱼油能促进

脂肪酸氧化分解"从而达到预防脂肪肝的效果)

如果饲料中鱼油比例过低将会由于 =6/5#(&缺

乏从而导致脂肪肝的产生"因此"饲料中豆油替代

鱼油的比例应控制在 83@以下)
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