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由于此类化合物水溶性差，已有多种关于提高丹参酮水溶性

并进行制剂改造的研究报道，石远等制备了注射用丹参酮Ⅱ
Ａ包合物，该制剂通过包合技术制备出丹参酮水溶性灌注液，
以提高药物吸收及生物利用度［５］。目前，研究团队已完成该

制剂的制备工作，将对其进行质量控制研究。目前，很多中药

新剂型及中药复方制剂都面临着成分复杂、分析难度大、标准

品不足的问题。由于丹参酮类化合物标准品只有丹参酮ⅡＡ
及隐丹参酮，本试验也只能对这２种成分进行定性鉴别及定
量分析，这２种化合物均为治疗奶牛乳房炎的有效成分。本
研究运用薄层色谱法定性鉴别灌注液中主要丹参酮类化合

物，结果表明供试品与对照品在相同位置出现斑点，表明方法

具有专一性。采用高效液相色谱法测定丹参酮ⅡＡ、隐丹参
酮的含量，具有回收率高、分离度好、精密度高、重现性好和阴

性无干扰的特点。因此对丹参酮类化合物的定性鉴别及对丹

参酮ⅡＡ、隐丹参酮２种化合物进行含量测定，能达到控制丹
参酮灌注液质量的目的，可为其质量标准的制定提供依据。
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　　摘要：选用初始体质量为（２．７８±０．０９）ｇ的刀鲚幼鱼作为研究对象，随机分为２组（每组３个重复，每个重复５００
尾），分别投喂不添加鱼油（对照组）和添加４．７６％精制鱼油（ＨＵＦＡ组）的２种配合饲料，饲养 ６０ｄ后采样。通过荧
光定量ＰＣＲ检测Δ６脂肪酸去饱和酶基因基因在刀鲚幼鱼脑、肝脏、肌肉等不同组织中的表达量。结果显示：饲料中
脂肪含量可以上调Δ６脂肪酸去饱和酶基因在组织中的表达。ＨＵＦＡ组刀鲚幼鱼 Δ６脂肪酸去饱和酶基因在肝脏、心
脏中的表达量极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），在鳃中的表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。
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　　人工饲料中的脂肪含量关系到鱼类的营养成分、抗病力、
繁殖性能以及肌肉品质。所以，鱼类饲料中脂肪源、脂肪添加

量，特别是高不饱和脂肪酸（ｈｉｇｈｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，
ＨＵＦＡ）添加量成为人们关注的焦点。ＨＵＦＡ在调控鱼类能量
代谢、维持细胞膜结构等方面起重要作用［１－２］。鱼类特别是

海水鱼类的生长发育需要足量的ＨＵＦＡ，所以，鱼类苗种培育
中常使用强化ＨＵＦＡ的生物饵料，或者添加含有 ＨＵＦＡ的人
工饲料进行鱼苗培育［３］。鱼油富含不饱和脂肪酸，特别是多

不饱和脂肪酸（ＥＰＡ、ＤＨＡ），所以，常被作为鱼类饲料优质的
脂肪源［４］。鱼类自身也能合成 ＨＵＦＡ，其合成能力主要受体
内脂肪酸去饱和酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＦＡＤ）、延长酶（ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｅｌｏｎｇａｓｅ，ＦＡＥ）的限制［５－６］。Δ６脂肪酸去饱和酶（Δ６ｆａｔ
ｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＦＡＤｓ６）可催化不饱和脂肪酸特定位置上的
单键形成双键，在 ＨＵＦＡ合成过程中起关键限速酶的作用。
研究发现，淡水鱼体内 ＦＡＤ表达量升高，会使 ＨＵＦＡ合成活
性提高［７］。鱼类的ＦＡＤ基因结构功能高度保守且活性位点
相同，但是合成 ＨＵＦＡ能力差异很大。如军曹鱼（Ｒａｃｈｙｃｅｎ
ｔｒｏｎｃａｎａｄｕｍ）、虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）等能利用亚油酸或
亚麻酸等通过去饱和及延长碳链作用合成 ＨＵＦＡ，大菱鲆
（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ）、斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）合成 ＨＵＦＡ的
能力较弱，需要外源补充［８］。鱼类 ＨＵＦＡ合成途径存在复杂
的进化过程。刀鲚（Ｃｏｉｌｉａｎａｓｕｓ）隶属鲱形目

!

科鲚属，是长

江及浅海水域重要的洄游性经济鱼类［９］。刀鲚以肌肉肥美

著称，营养价值极高。本研究以刀鲚幼鱼为研究对象，通过投

喂添加精制鱼油的饲料，分析 Δ６脂肪酸去饱和酶在不同组
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织中的表达情况，进一步了解刀鲚体内 ＨＵＦＡ合成及调控机
理机制，以期为探讨刀鲚脂质代谢提供依据。

１　材料与方法

１．１　饲料
以养殖场常用的１种干粉饲料进行试验，主要原料为鱼

粉、淀粉、鱼汁粉、酵母、膨化大豆等，粗蛋白水平固定在２４％
左右。ＨＵＦＡ组添加精制鱼油（无锡市迅达海洋生物制品有
限公司）组成见表１。饲料按粉状配合饲料：水分质量比为
３∶２均匀混合，经１６目筛网过滤，制成软颗粒饲料［１０］。使用

前测定２组饲料的主要营养成分、脂肪酸组成（表 １、表 ２、
表３）。　

表１　基础饲料组成（以湿重样为基础）

组别
鱼油

（％）
鱼粉

（％）
淀粉

（％）
鱼汁粉

（％）
酵母

（％）
膨化大豆

（％）
矿物质

（％）
复合维生素

（％）
其他

（％）

对照 ３６ １３．２ １．２ ３．６ ３ ２．４ ０．４２ ０．１８
ＨＵＦＡ组 ４．７６ ３６ １３．２ １．２ ３．６ ３ ２．４ ０．４２ ０．１８

表２　基础饲料营养水平（以湿重样为基础）

组别
干物质

（％）
粗灰分

（％）
粗蛋白质

（％）
粗脂肪

（％）

对照 ５３．４９ １２．０４ ２４．５１ ７．８６
ＨＵＦＡ组 ５２．１０ １１．２１ ２３．２６ １１．３２

１．２　试验用鱼及养殖试验
试验用鱼于２０１２年９月４日采捕于长江靖江段，初均重

（２．７８±０．０９）ｇ，随机分配到６个水泥池中，每个水泥池５００
尾，随机分为２组，每组３次重复。幼鱼饲养在淡水渔业研究
中心宜兴基地室内循环水水泥池（７００ｃｍ×４３５ｃｍ×１２０ｃｍ）
内，水温（２２．５±１．５０）℃，溶氧量≥６．０ｍｇ／Ｌ，盐度０．４５～

表３　试验饲料的脂肪酸组成

组别 Ｃ１４：０ Ｃ１５：０ Ｃ１６：０ Ｃ１８：０ Ｃ２０：０ Ｃ２１：０ Ｃ２２：０
对照 ４．６４ ０．３５ ２２．５８ ５．２３ ０．２８ ０．３５ ０．２１
ＨＵＦＡ组 １．９０ ０．１５ １０．７５ ４．０６ ０．２３ ０．１８ ０．１４
鱼油 ０．０６ ２．１５ ３．０１ ０．１７ ０．０７ ０．０８
组别 ∑ＳＦＡ Ｃ１６：１ Ｃ１８：ｎ－９ Ｃ２０：１ Ｃ２２：１ ∑ＭＵＦＡ Ｃ１８：２
对照 ３３．６３ ５．９２ １８．４０ １．４８ ０．２６ ２６．０６ ８．８２
ＨＵＦＡ组 １７．４０ ２．９７ １８．３８ １．８６ ０．２２ ２３．４２ ５．０４
鱼油 ５．５４ ０．８０ １４．２０ １．５７ ０．１７ １６．７４ １．６１
组别 Ｃ１８：３ｎ－６ Ｃ１８：３ｎ－３ Ｃ２０：２ Ｃ２０：３ｎ－６ Ｃ２０：３ｎ－３ Ｃ２０：４ｎ－６ Ｃ２０：４ｎ－３
对照 １．５６ １．７６ － ０．５０
ＨＵＦＡ组 ２．７ ０．８７ ０．３８ ０．２２ １．７１ １．０９
鱼油 ３．８２ ０．７９ ０．３９ ０．２７ １．９０ ０．０６ １．４２
组别 Ｃ２０：５ｎ－３ Ｃ２２：６ｎ－３ ∑ＰＵＦＡ ∑ｎ－３ ∑ｎ－６ ∑ｎ－６／ｎ－３ ＥＰＡ＋ＤＨＡ
对照 １１．４９ ９．８３ ３３．９５ ２３．５７ １．５６ ０．０６７ ２１．３１
ＨＵＦＡ组 ２５．０２ １５．８４ ５２．８８ ４２．８２ ４．６４ ０．１０８ ４０．８６
鱼油 ６０．６２ ６０．６２ ６０．６２ ６０．６２ ６０．６２ ６０．６２０ ６０．６２

０．６０。试验前驯化２０ｄ，每天分别于０８：００、１４：００各投喂１
次饲料，饲养期６０ｄ。饲养结束后２组刀鲚幼鱼的存活率均
达９６％。
１．３　不同组织中Ｆａｄｓ６基因 ＲＴ－ＰＣＲ测定

根据已分离出的刀鲚幼鱼 ＦＡＤｓ６基因 ｃＤＮＡ全序列（另
文撰写），设计荧光定量引物：Ｆ１：５′－ＧＣＡＧＡＣＣＣＡＧＣＣＴＧＴ
ＧＧＡＧＴＡＴＧ－３′；Ｒ１：５′－ＣＡＴＣＧＡＣＣＡＧＧＣＣＡＴＧＴＣＣＡＣ－
３′。以β－ａｃｔｉｎ为内参基因，设计引物为：β－ａｃｔｉｎＦ２：５′－Ａ
ＡＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＴＧＴＧＣＡＡＡＧＣ－３′；β－ａｃｔｉｎＲ２：５′－ＧＧＧＴ
ＣＡＧＧＡＴＡＣＣＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＴＧ－３′。所有引物均由上海生物
工程有限公司合成，扩增的片段为１００～１５０ｂｐ。
　　每组随机取９尾鱼（每个池塘３尾），分别取肝脏、肌肉、
脑、心脏、中肾、肠、鳃等组织，每３尾合并为１个测定样本，每
组３个测定样本。按照试剂盒（宝生物工程（大连）有限公
司）使用说明提取总ＲＮＡ。用紫外－可见光分光光度计测定

ＲＮＡ的Ｄ值、浓度。计算Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的比值，一般为１．８～
２．０。使用 ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０试剂盒进行反转录
合成ｃＤＮＡ。使用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒
（宝生物工程（大连）有限公司）进行荧光定量试验。反应体

系：ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）１０．０μＬ，
ＰＣＲ正向 Ｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ，ＰＣＲ反向 Ｐｒｉｍｅｒ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）０．４μＬ，
ｃＤＮＡ模板２．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６．０μＬ，共计２０μＬ。反应在 ＡＢＩ
７５００ＰＣＲ仪上进行，反应条件为：９５℃ ３ｍｉｎ，４０个循环；
９５℃１０ｓ，６２℃３４ｓ，７２℃１５ｓ。先用肝脏样品进行试验，检
测基因的溶解曲线、扩增曲线，对产物割胶测序，以验证是否

为基因特异性产物。不同组织的每个样本做３次重复，以不
加模板的 ＰＣＲ反应样品作为阴性对照。运用２－ΔΔＣＴ方法［１１］

计算基因表达量，数据以平均相对表达量表示。
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２　结果与分析

实时荧光定量分析２组刀鲚ＦＡＤｓ６基因在脑（Ｂｒａｉｎ，Ｂ）、
心脏（Ｈｅａｒｔ，Ｈ）、肾脏（Ｋｉｄｎｅｙ，Ｋ）、肝脏（Ｌｉｖｅｒ，Ｌ）、鳃（Ｇｉｌｌ，
Ｇ）、肠（Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，Ｉ）、肌肉（Ｍｕｓｃｌｅ，Ｍ）中的相对表达情况（图
１）。结果表明，刀鲚幼鱼ＦＡＤｓ６基因在脑、肝脏中高表达，在
鳃、肠组织中的表达量相对较高，在肾脏、心脏、肌肉组织中低

表达。对照组刀鲚幼鱼组织器官 ＦＡＤｓ６基因的表达量由高
到低分别是脑＞肝脏 ＞鳃 ＞肠 ＞肾脏 ＞心脏 ＞肌肉，ＨＵＦＡ
组刀鲚幼鱼组织器官中 ＦＡＤｓ６基因的表达量由高到低分别
是肝脏 ＞鳃 ＞脑 ＞肠 ＞肾脏 ＞心脏 ＞肌肉。ＨＵＦＡ组刀鲚
ＦＡＤｓ６基因在肝脏、心脏中的表达量极显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１），ＨＵＦＡ组刀鲚 ＦＡＤｓ６基因在鳃中的表达量显著高于
对照组（Ｐ＜０．０５）（图２）。由图３可知，随着饲料中 ＨＵＦＡ
含量的升高，ＦＡＤｓ６基因表达量升高最快的是肝脏，其次是心
脏、肌肉、鳃，肾脏表达量呈下降趋势。

３　结论与讨论

３．１　ＦＡＤｓ６基因在刀鲚幼鱼不同组织中的功能
Δ６脂肪酸去饱和酶基因在鱼类不同组织中的表达量可

能与鱼类自身合成ＨＵＦＡ的能力有关。其在脑中的表达较高
表明ＨＵＦＡ对幼鱼的神经组织发育有重要作用。研究发现，

Δ６脂肪酸去饱和酶在大鼠皮质神经元细胞内的表达对大鼠
皮质神经元具有保护作用，能起到抗神经性退化的效果［１２］。

由于幼鱼处于生长发育的关键阶段，代谢旺盛，脑中需要合成

或摄取大量ＨＵＦＡ以维持其正常的功能及代谢。如 Δ６脂肪
酸去饱和酶基因在大西洋鳕鱼（Ｇａｄｕｓｍｏｒｈｕａ）脑中高表达，
其次是肝、肾、肠［１３］。研究发现，Δ６脂肪酸去饱和酶基因在
虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）脑、肝、肠等组织中表达量较
高［１４］。然而，海鲈Δ６脂肪酸去饱和酶在心脏中表达水平最
高，其次是脑、肾、肝脏［１５］。这可能是因为心脏是重要的神经

肌运动器官，并维护ｎ－３ＬＣＰＵＦＡ运动神经元。此外，Δ６脂
肪酸去饱和酶基因表达可能与不同组织器官的相关营养因子

含量有关。有学者认为，ＦＡＤｓ６基因在肝脏中的高表达与脂
肪酸合成与分解调控主要场所是肝脏有关，在肠道的高表达

与摄食后肠道中的饲料脂肪酸类型、含量有关［１６］。本试验

中，Δ６脂肪酸去饱和酶基因在刀鲚幼鱼的肝脏、脑、鳃中高表
达。ＦＡＤｓ６基因在肝脏中高表达是因为肝脏在脂肪代谢调节
中起着非常重要的作用。刀鲚反应迅速、行动敏捷、运动能力

强，这可能与刀鲚大脑有丰富的神经管有关。幼鱼的神经组

织发育需要摄取大量的 ＨＵＦＡ以维持其正常的功能及代谢，
这可能是刀鲚脑中 ＦＡＤｓ６基因高表达的原因。笔者先前对
长江刀鲚幼鱼的研究发现（另文撰写），ＦＡＤｓ６基因在鳃中表
达量是７种组织中最低的；在本试验中，ＦＡＤｓ６基因在鳃中表
达量上调，可能受到饲料脂肪水平的影响。

３．２　饲料中ＨＵＦＡ对不同组织中ＦＡＤ基因表达的影响
本试验中，ＨＵＦＡ组除了肾脏外其他组织 ＦＡＤｓ６基因表

达量均较对照上升，说明刀鲚幼鱼组织器官 ＦＡＤｓ６基因表达
量与饲料脂肪含量有一定的相关性。研究表明，饲料中脂肪

水平越高，脂肪代谢相关酶的活性越高。郑珂珂等发现，饲料

中高脂肪可以诱导瓦氏黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｖａｃｈｅｌｌｉ）肝脏脂
蛋白脂肪酶（Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｌｉｐａｓｅ，ＬＰＬ）基因表达［１７］。然而，脂肪

合成相关酶的活性却随着饲料中脂肪水平的升高而降低。王

爱民等对吉富罗非鱼（ＧＩＦＴ，Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）脂肪酸合成
酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）基因研究发现，饲料脂肪水平能
够抑制 ＦＡＳｍＲＮＡ表达，脂肪水平越高则抑制作用越明
显［１８］。马晶晶等报道，饲料较高水平的ｎ－３ＨＵＦＡ导致黑鲷
脂肪酸合成酶活性显著下降（Ｐ＜０．０５）［１９］。本试验中，
ＦＡＤｓ６基因的表达水平随着饲料中脂肪含量升高呈现上升趋
势，表明ＦＡＤｓ６基因能促进脂肪代谢。动物脂肪代谢与 ＨＵ
ＦＡ合成的场所有所不同，鸡、鸟等禽类主要是通过肝脏来进
行脂肪代谢合成，鼠、兔等啃齿动物脂肪代谢主要场所是肝

脏、肌肉，河蟹肌肉中脂肪酸合成酶活性普遍高于肝胰腺、卵

巢，表明肌肉是河蟹合成脂肪的主要场所，鱼类合成脂肪酸的

主要场所在肝脏［２０－２３］。本试验表明，刀鲚幼鱼肝脏中 ＦＡＤｓ６
基因的表达丰度比肌肉中较高，进一步说明肝脏是鱼类合成

ＨＵＦＡ的主要场所。刀鲚幼鱼脑、心脏中 ＦＡＤｓ６基因高表达
的原因有待进一步研究。淡水鱼脂肪酸转化能力具有组织特

异性，有些器官脂肪酸含量受饲料影响较小，有些组织脂肪酸

含量受饲料影响较大。本试验表明，随着饲料中脂肪水平的

升高，ＦＡＤｓ６基因表达量升高最快的是肝脏，这与肝脏是脂肪
酸合成的场所有关。当饲料提供较多外源脂肪时，机体需要

大量的酶参与脂肪的分解、消化、吸收，需要大量ＦＡＤ酶参与
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ＨＵＦＡ合成。其次，ＦＡＤｓ６基因表达量升高较快是心脏，心脏
是鱼类血液输送的枢纽，ＨＵＦＡ特别是二十碳五烯酸（ｅｉｃｏｓａ
ｐｅｎｔａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＥＰＡ）、二十二碳六烯酸（ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃａｃ
ｉｄｓ，ＤＨＡ），在维持细胞膜结构与功能、信号转导、能量代谢等
生命活动中发挥着重要的作用。ＨＵＦＡ是衡量鱼肉品质的重
要指标。刀鲚肉质细嫩、味道鲜美、营养丰富，与其肌肉中丰

富的脂肪酸种类及含量有关［２４］。刀鲚幼鱼肌肉中共测出２１
种脂肪酸，可见脂肪酸种类之丰富［３１］。鱼类的鳃由外胚层形

成，不仅有呼吸作用还具有排泄作用。综上所述，适当提高饲

料中脂肪含量，可以诱导 ＦＡＤ基因的高表达，可能会提高
ＨＵＦＡ的合成能力，促进脂肪代谢水平。
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