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鳜脂蛋白脂酶和肝脂酶基因结构与组织表达

姚煜，梁旭方，李光照，王琳，刘秀霞
（暨南大学 生命科学技术学院，广东 广州 510632）

摘要：为了研究鳜（Siniperca chuatsi）脂蛋白脂酶（LPL）、肝脂酶（HL）基因结构与功能关系，首先采用RT-PCR及RACE法，

克隆得到鳜肝脏LPL与HL基因cDNA全序列。鳜肝脏LPL基因cDNA全长为2 089 bp，其中开放阅读框（ORF）为1 548 bp，

编码515个氨基酸。鳜HL基因cDNA全长为1 964 bp，其中ORF为1 494 bp，编码497个氨基酸。进化树分析显示，鳜LPL

与HL基因与其他脊椎动物的LPL、HL基因各自聚集成簇。对鳜基因组进行PCR获得鳜LPL与HL全基因组DNA序列，与

其他脊椎动物基因结构相似，鳜LPL基因由10个外显子和9个内含子组成，全长7 392 bp；鳜HL基因由9个外显子和8个

内含子组成，全长8 837 bp。应用Genome Walker方法在鳜克隆得到一段长为1 071 bp的LPL和一段长为2 173 bp的HL基

因5′侧翼区序列，并利用相关软件预测其中具有多个保守的顺式调控元件。组织表达研究显示与易患动脉粥样硬化的人

类LPL不同，鳜LPL基因在所有被检测组织中均有表达：在脂肪组织中大量表达，其次是肝脏、脑、肠道、肌肉，在脾中表达

量最低；而鳜HL基因的表达则与人类相似，只在肝脏中表达。本研究将为深入探讨机体脂质代谢调节机制以及LPL、HL

在防治动脉粥样硬化中的作用奠定良好基础。[中国水产科学，2009，16（4）：506-517]
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脂酶是一种水溶性的酶，能水解甘油三酯、磷脂

和胆固醇酯等一些非水溶性物质中的酯键，对食物中

脂肪的吸收、平衡能量和血浆脂蛋白的代谢起着重要

的作用。脂酶基因家族其成员包括脂蛋白脂酶（LPL）、

肝脂酶（HL）、胰脂酶（PL）和内皮脂酶（EL）[1-2] 等。这

些脂酶之间虽然结构相似，但在脂质代谢过程中具

有不同功能。LPL生理功能是催化乳糜微粒（CM）和

极低密度脂蛋白（VLDL）核心的甘油三酯（TG）分解

为甘油和脂肪酸，以供组织氧化供能和贮存；LPL还

参与VLDL和高密度脂蛋白（HDL）之间的载脂蛋白

和磷脂的转换，ApoC-Ⅱ为其必需的辅因子。HL主

要催化CM、VLDL代谢残粒及HDL中的TG和磷脂

的代谢。其中LPL与HL是血循环中与内源性甘油

三酯代谢有关的2种关键酶，此2种酶活性的降低，

可引起高脂血症。LPL、HL与动脉粥样硬化的发生

发展有密切关系，这是近十几年来心血管领域研究

的热点问题，动物模型发现LPL及HL活性的降低与

脂肪肝有关 [3-4]。

与哺乳类动物习惯于利用糖类不同，鱼类优先并

大量使用脂类作为能源，因此是研究脂质代谢的理想

实验材料 [5]。鳜是中国特有的一种经济价值极高且很

有发展前途的淡水养殖物种，通过对鳜脂酶基因结构

与功能的研究，构建饲养动物模型，进一步调控鱼类

脂质代谢，可以减少脂肪肝的发生，促进鱼类健康生

长。鱼类缺乏皮下脂肪层，其主要脂肪蓄积部位是腹

腔肠系膜脂肪组织、肝脏及肌肉。由于肝脏是动物脂

肪酸β-氧化代谢的重要部位，因而它是鱼类随营养状

况而改变脂肪蓄积的主要调节性贮脂器官 [6]。早期对
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虹鳟（Oncorhynchus mykiss）、真鲷（Pagrus major）等研究

显示，与哺乳动物不同之处在于，鱼类成体肝脏脂质

普遍含量高，并存在LPL活性 [7-8]。然而，对淡水鱼类

LPL基因结构和功能的关系及组织表达研究还鲜见报

道。与LPL相比，目前对哺乳动物HL基因结构和功能

研究数据更少，对淡水鱼类HL基因结构和功能关系

以及组织表达研究尚未见报道。本研究侧重探讨淡

水鱼鳜LPL、HL基因结构与功能的关系，旨在为深入

研究探讨机体脂代谢调节机制以及LPL、HL在防治动

脉粥样硬化中的作用奠定良好基础。

1　材料与方法

1.1　实验鱼

鳜5尾，体质量（500±10）g，全长15～ 17 cm，捕自

广州南海鳜鱼养殖池塘。

1.2　总RNA提取和cDNA第一链的合成

鳜捕获后立即分离其肝脏、肠道、脾脏、脂肪、肌

肉和大脑组织，总RNA的提取与纯化按Promega公

司的SV Total RNA Isolation System试剂盒推荐方法

进行。cDNA第一链的合成使用TOYOBO ReverTra 

Ace-α-TM 试剂盒，以总RNA为模板，oligo（dT）18 为反

转录引物，按试剂盒推荐方法进行操作。

1.3　鳜肝脏LPL、HL基因 cDNA全序列的克隆

根据已知脊椎动物LPL和HL氨基酸序列的保

守 区 域 分 别 设 计2对 简 并 引 物：LPL01F、 LPL02R

和HL01F、HL02R （表1），预期PCR产物片段大小分

别 为591 bp、1 068 bp。以 鳜 肝 脏cDNA为 模 板，用

Taq DNA聚合酶（Takara）进行PCR扩增，扩增条件

为： 94 ℃预变性3 min，94 ℃ 1 min，40 ℃ 1 min，72 ℃ 

1 min，共30个循环，最后72 ℃延伸5 min。根据克

隆得到的鳜LPL和HL的cDNA核心片段及试剂盒

的要求分别设计5′RACE反转录引物LPL5′RT和

HL5′RT；PCR特异引物LPL5′S1和LPL5′S2、LPL5′A1

和LPL5′A2 ；HL5′S1和HL5′S2、HL5′A1和HL5′A2 

（表1）。5′RACE的操作按试剂盒推荐方法进行。首

次PCR所用引物为S1、A1，PCR反应条件为： 94 ℃预

变性3 min，随之94 ℃ 1 min，57 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，

25个循环，最后72 ℃延伸5 min。取首次扩增产物1 

μL，用S2、A2引物进行二次PCR扩增。

3′RACE的操作参照试剂盒推荐方法。首先以

试剂盒提供的oligo dT-3sites Adaptor primer为引物

进行反转录反应。然后以试剂盒提供的引物3sites 

Adaptor primer分别与LPL3′S1、HL3′S1 （表1）进行

首次PCR反应，反应条件为： 94 ℃预变性3 min，94 ℃ 

1 min，57 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，共30个 循 环，最 后

72 ℃延伸5 min；巢式PCR所用引物为3 sites Adaptor 

primer分别与LPL3′S2、HL3′S2 （表1）。

1.4　鳜LPL和HL基因内含子序列及5′侧翼序列克隆

鳜血液基因组DNA的提取采用QIAGEN Blood

和Cell Culture DNA kit （QIAGEN），按试剂盒推荐的

方法进行操作。以鳜肝脏LPL、HL基因cDNA序列

分别与人、小鼠的序列进行比较，从而推测出内含子

的位置并设计特异引物用于克隆鳜LPL、HL基因内

含子序列。PCR反应以鳜基因组DNA为模板，反应

条件为： 94 ℃预变性3 min，94 ℃ 1 min，57 ℃ 1 min，

72 ℃ 2 min，共30个循环，最后72 ℃延伸5 min。

基因组步行法采用BD Genome WalkerTM Universal 

Kit （Clontech），实验操作按试剂盒推荐方法进行。制备

的基因组DNA （2.5 μg） 经Dra I、Ecor I酶切后与连接头

连接。取1 μL连接反应液以接头引物AP1、基因特异

引物LPLGSP1或HLGSP1 （表1）进行首次PCR反应，反

应条件为： 94 ℃预变性3 min，94 ℃ 1 min，57 ℃ 1 min，

72 ℃ 2 min，共30个循环，最后72 ℃延伸5 min。将首

次PCR产物稀释50倍，取1 μL稀释液作为模板进行二

次PCR，所用引物为AP2、LPLGSP2或HLGSP2 （表1）。

1.5　PCR产物的克隆及序列分析

PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳纯化，H.Q.&.Q. 

Gel Extraction Kit II （U-gene）回收后克隆至pMD 18-T

载体（Takara），转化感受态E.coli JM109，利用M13正

反向引物，通过PCR反应检测得到阳性克隆，阳性

克隆由博亚公司进行测序。序列同源性分析使用

vector NTI suite 6.0软件；鲢鱼sGST基因5′侧翼区调

控 元 件 的 预 测 使 用TFBIND软 件 （http：//tfbind.ims.

u-tokyo.ac.jp/） [9]。
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1.6　鳜LPL、HL基因的组织表达

以β-肌动蛋白为外参照，用半定量PCR方法比

较鳜肝脏、肠道、脾脏、脂肪、肌肉和脑的LPL、HL基因

mRNA相对表达水平。根据鳜LPL、HL 基因cDNA核

心序列设计特异引物DLPL01F、DLPL02R、DHL01F和

DHL02R （表1），根据已发表的鳜β-肌动蛋白（GenBank：

AB037865）设 计 特 异 引 物DACT01F和DACT02R （表

1）。PCR反应条件为94 ℃预变性3 min，94 ℃ 1 min，

57 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，共30个循环，最后72 ℃延伸5 

min。对于不同基因的PCR反应，cDNA模板稀释成不

同浓度以使之在指数增长期内终止反应。PCR产物

经2%琼脂糖凝胶电泳和溴化乙锭染色后用凝胶成像

系统及相关软件（AlphaImaget，Alpha Inotech，USA）进

行分析，结果以LPL、HL与β-肌动蛋白mRNA的RT-

PCR产物亮度之比（%）表示。

1.7　统计分析   

采用统计分析软件SPSS 10.0对鳜各组织LPL、

HL基因mRNA组成型表达水平平均值差异进行统

计分析。

2　结果与分析

2.1　鳜肝脏LPL、HL基因 cDNA全序列的克隆与分析

通过对克隆的序列进行拼接，得到鳜肝脏LPL

基 因cDNA全 长 为2 089 bp（GenBank：FJ811962），

其 中5′非 翻 译 区（5′-UTR）为111 bp，3′非 翻 译 区

（3′-UTR）为430 bp，开放阅读框（ORF）为1548 bp，

编码515个氨基酸，构成一个含有23个氨基酸信

号肽的蛋白质，推测的蛋白质分子量为58.3 kD（图

1）。鳜肝脏HL基因cDNA全长为1 964 bp (GenBank：

FJ811963)，其中5′非翻译区(5′-UTR)为149 bp，3′非翻

表1　PCR所用引物序列
Tab. 1　Primer sequences for PCR

引物名称 Primer 引物序列  Sequence

LPL01F 5′-CCAAGACCTTCATAGTGAT（T/C）CA（T/C）GG（C/A）TGG-3′
LPL02R 5′-GCCTGGCTGGAAGGTGCCTCC（G/A）TT（C/G）GG（G/A）TA-3′
HL01F 5′-CTTCCTCTGGCTATCATCAT（C/T）CA（T/C）GG（G/C）TGG -3′
HL02R 5′-GGTCTTAACTGTGTTCCACAT（A/G）TT（G/A/C/T）GCCCA-3′
LPL5′RT 5′-（P）CAGATGAATCCTCTC-3′
LPL5′S1 5′-CAATGTGATCGTGGTGGACT-3′
LPL5′S2 5′-ACCTCTGCAGCCTACACCA-3′
LPL5′A1 5′-TCGTAGAGAGCAGACACCA-3′
LPL5′A2 5′-GCTCTCGAACATCCCTGTTA-3′
HL5′RT 5′-（P）CTTCCAATCTTCTCC-3′
HL5′S1 5′-AAGACATAGCTCACCTGC-3′
HL5′S2 5′-GTCACTTCAGGTACACTA-3′
HL5′A1 5′-GGTAGTGCTGGTGAGCCA-3′
HL5′A2 5′-ACAGCCAGTCGGTAATCA-3′
LPL3′S1 5′-ACGTCCTGCACACCAACA-3′
LPL3′S2 5′-CACCAAGATGTACCTCAAGA-3′
HL3′S1 5′-CCCATCACTGTCACTGAA-3′
HL3′S2 5′-TCACCTTCCTGATCACCCT-3′
LPLGSP1 5′-ACACAGTGGTGGTGGGTTCAGGGTCA-3′
LPLGSP2 5′-AAGTTCTCTGGATGTCGGTCGAC-3′
HLGSP1 5′-TGAACCAACACTTCTCCCACAGGTGA-3′
HLGSP2 5′-GGGAAATGCAGGTAATGTAGAGTTTG-3′
DLPL01F 5′-ATCATCAGCTGGTCAGACTGG-3′
DLPL02R 5′-TTGAGGAGAGACAGGAGAGAG-3′
DHL01F 5′-CCCATCACTGTCACTGAA-3′
DHL02R 5′-CTTCCCAGGGTTCAATTCTCC-3′
DACT01F 5′-CGTGACATCAAGGAGAAGC-3′
DACT02R 5′-TCTGCTGGAAGGTGGACAG-3′
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图1　鳜LPL基因序列及内含子序列

Fig. 1　Siniperca chuatsi LPL gene sequence and introns sequence

1      CTTTCTATCCGGTCCTCTGTGTTTTAAAATACACGATTGGATACAAAACTGGTCGACCGACATCCAGAGAACTTTTCATTCAGGATATTT  90 

91     TTAGTAAAAAAATTCTCAATAATATGGGAAAAGAAAATATCTGTTTTTTAACAGTTTGGATAATTTTGGGAAAAATCTTTGCAACTTTTT  180 

181    CTTCTGACCCTGAACCCACCACCACTGTGTTTGgtaagaaagacctatcagtatgttcgccttgtgataacttatttggcaggatattat  270 

271    tttcatgattcattctaatgaagtaaacatatgcgggaagcaggtaaattaacgtgtgcgtttccgtgttgaccgggagtaaccccgtga  360 

361    aacgctttcagagctcaggtctgcaggtctgcatcccatttcataccattcatgtccatgtgcgcatgaagaaaagctgttgctacaggc  450 

451    cttttgtctgatgaaagaaaagagggaaaaggaaacattaacagtagaaaaagtattttagtattttaaattcaaattaaatctcattaa  540 

541    tatagaggttaacatgtaaaaatgtattgtttaattagaaagacatcacctcctttttaatgacattcttccacttaaaaccatttagct  630 

631    ttatttgatttttgaaaaacattacaaaacaggactcactgaaagaatctaattagtttagagttttttttttatttaggaaatccaggt  720 

721    tttttatattatatattattatatcaatattttgaggttttattcaattaatgctggttgaaatacagtgcagacaaaagggggcgacac  810 

811    tgccatgctctatgattctactggttgactgagacacactggtgagattagtggtcacttaatataaaagagaagagcaacaaggttttg  900 

901    taatttgcataaaaaagtttgttgtttgttaatttcagtgtgtttattttgtcttctgtaaatgatttttgatgacacagtgcttcaaat  990 

991    tgctgccttattgttgtatggatgcatagaactggagggtgtaataattataaattaattaattagaaatgtacctgtcagaaacattga  1080 

1081   ttgtgcatgcaaactacatttctgtcataccatgataatctaataatggactgcatactgtttgtgtgtgtgttgtaacagTAAACACCA  1170 

1171   CAGTCACTGCTACTCCCCTGCTAACTACTGCTGAATGGATCACAGACTACACTGACATTGTGTCCAAGTTCTCCCTGCGCACAGGGGACA  1260 

1261   TCCCAGATGATGACATGTGCTACATTGTGGCCGGCAGGCCAGAAACCATCAAGGAGTGCGAATTCAACTCAGAAACACAGACCTTCATTG  1350 

1351   TGATACATGGCTGGACGgtatgtcagacttttatgtaaagttgtcatcagcatgcaaaatcatattaaaatcacatgtgtcgtagatttc  1440 

1441   tgtattagtcttagattagtctatcttatgggtgcctcatttgttagttaagtatctatttgtgtaatgtgcatgtaggtaatgtgcaca  1530 

1531   gttcttcttcttatgccccactggctctgagatactgatgtagtgaaattatttcacaaatatcagttgaaataatgctataaaatggta  1620 

1621   tgttgcatggacatacaatagacagagtttgagtctcgccaatgcaatgttgaaataacaaactgatcataaatattgagccaaatccaa  1710 

1711   attgatgagcatctgtgcagtattgtgtgacaaacacaacaataaatacacatttcagagcaaacgggctgagagcagtgagttagctct  1800 

1801   gcaaacagtctatgcatctcctcccataatgtgatttagagccagtcatgcaacaagatttgaacctgatggctccttggcttctctcca  1890 

1891   ggacacagaaggaataaattatgctatactgcagctgaccccagaaatgtgtgcgctcttgtgtgtgtgtgtgttattatagGTAACAGG  1980 

1981   GATGTTCGAGAGCTGGGTGCCCAAGCTGGTGTCTGCTCTCTACGAGCGTGAGCCCAGCGCCAATGTGATCGTGGTGGACTGGCTGACCCG  2070 

2071   CGCCAACCAGCACTACCCGACCTCTGCAGCCTACACCAAACTAGTGGGCCGCGACGTCGCCAAGTTTGTTACTTGGATACAAgtgagtgt  2160 

2161   tttcattgaaacagtatccagctggatcatatttctcacatcctctttgttaacaagtggatttggccttctgcctttgggtgatcaaat  2250 

2251   tatcaccgcaaagaaattagagcagcaggtgaatttgtgacaaatttgtagctgacgatatcatgtttttgtacccagcggtgctgttgc  2340 

2341   ggatatgtttgcctactggttatgattttaaacgccctataaaggcgttttatagccctgtctgtggctcacagcagcctctcagtgcaa  2430 

2431   ggctcagtatttagtggagactaaaggggtattcatttgtttgtcctttgtttacatgacttccaagtttaaaccttgaaaatttttggc  2520 

2521   aaagcataaaattacacaaattaatccttgtcttggattatgtcccagactctgttaagacttgaacagagtgctgcagtgctttgccat  2610 

2611   ggatagcctactatttgttttaatccctccagcaagtctgcaggattcactctaaactcttttgaggcatgtcaacatgttcttctggaa  2700 

2701   catctcatccacctaccccctttcagAAAGAGCTGCAGTTGCCCTGGGAGAGGATTCATCTGCTGGGTTACAGTCTGGGAGCACATGTGG  2790 

2791   CTGGAATCGCTGGAGACCTCACTGATCATAAAATCAGCAGGATCACAGgtgagaacataaacttaaccaacagatcatcatctgcttaga  2880 

2881   ttacagtaaacattatgagcacatatatatttaattgattattggctgtaagagcagtttattttatttttgattagtctgttatgattg  2970 

2971   attacaatagaagattaactgaaggtgaattctgccttaatcagcgcagtgtgttgcctcctccttatacgtgtatcaatccaattatga  3060 

3061   ccacatgtaatgtacttcagctataagcattttggcttatttgatagacacttttaatatgttaatctaaatttagtctctgagccaatg  3150 

3151   aattcatgcatgcaaacataccataccataatgtaatatatggccattattctttccagccctgctgcaacacagcgcaccattgaaata  3240 

3241   tgatctgtcggccatttcttttccgggcccgtattgaatgtgtgcgtgtagccagtcgctgtcagttagtgggtccaatccccccatttg  3330 

3331   tcaatatgaagtttatccaactttgaaatctccctaacctgcttagaataacggtatgtttactgtgatctgaggcaagagcccattaag  3420 

3421   aacccacaatcactgctttgcattgttctgagcttcagtggttctgcagagctgcacgtggaaaaattagtccaaatgaaacacatactc  3510 

3511   caaagttgtaatgtacacttttattggtagatcagtccatagacgtgatcattcaaaagacacttctttctgcctgtatgtgtgtcttta  3600 

3601   tctacacactctttctttatggagaactgtgcacagtacaaactaattcttccaaaagtgaaacaaccaaagcaccacctttgcctcact  3690 

3691   ctcttttttctagGTCTGGATCCTGCTGGTCCCACTTTCGAGCATGCGGACAACCAGGACACTCTGTCCAAAGACGACGCCCAGTTTGTG  3780 

3781   GACGTCCTGCACACCAACACCAGGGGCTCCCCGGACCGCAGCATCGGCATCCAGAGACCCGTGGGCCACATCGACATTTACCCCAATGGA  3870 

3871   GGCACTTTCCAGCCGGGCTGCGACATCCAGAATACATTGCTGGGTATCGCATTAAAAGGCATCAAGGGACTCCAAAgtatgtactcaaaa  3960 

3961   tactcactcctattcattcttcactgcacttctgcttaagatgatgctttgggtttggtttcaatttgtatactgttgatgatgtggttt  4050 

4051   gcaagcacttactcggtggcagtaagtacagtcagggtggagtctacacttcaactagatgacctggattcatacctgcatgttggcatg  4140 

4141   catctgcccttattattagactccactggccagtaagttgtgtctaagtgagctataggccagatttagggagaaaatcatctccacctc  4230 

4231   atctgtgtgacacgctgcactataaatacacatctctgcccacattaaagtgaagaatttgcaacaacagtgttgtaaatcatcaagata  4320 

4321   ggccttgtgtaagttaacatggtgtcaacagacactttgactctataaaagctttcagggctacaattataatatgttttcctccagtca  4410 

4411   taacagacagattcacagtatgtcacagtcatgttctgttttgtgtggagatgaaagtctttgagatgaaagttttgctggttcactccc  4500 

4501   tcagttgttataatgtgtataagtgttttaactgagcaagacagaactaagtgagaaatgtgatctgggtcagcatttagtcggacactg  4590 

4591   atatatcaagagtcttaaaagccacacatgaggaagacattttctctgttgcatgacatcatctgagagaagacacagaggttttacacc  4680 

4681   ttctgtactctctgtgtgctgcagATATGGACCAGCTCGTCAAATGTTCCCACGAGCGCTCCATCCACCTGTTCATCGACTCTCTGCTGA  4770 

4771   ACACTCAGCAGCAGAGCATGGCCTACCGCTGCAACTCCAAAGAGGCCTTTAACAAGGGTCTGTGCCTCAGCTGCAGAAAGAACCGCTGCA  4860 

4861   ACAAGCTTGGCTACAACATCAACAAGGTCCGCAGGGCCCGCAGCACCAAGATGTACCTCAAGACCCGTGAAATGATGCCTTACAAAGgta  4950 

4951   aacatcaggaaaaaaggacatgtagagaggcatttgtaggttttgtgttctgtacaatgcaagaaaagagaagaaatacattgaactatt  5040 

5041   gtagaaatgtctggctgggtttatgtactttagtgaggattagtgagagttaatttatgcacataccttaactggagtaatcctcagtgt  5130 

5231   atgagctactgttgttaatgtacttaatgtggatgtgactgctttgagctggaataataatacagtatcagtacagttagtgggaaactc  5220 

5221   ttaatgcagacagacatggtcaacaagtagcaagtattcaggaggtcacatgaagaagaggtcatgggtattttagtttaaggtaatgca  5310 

5311   acaccgctcgctgcatgtgatacactagcaatggaaaagtttatttaagaattacaatttggcagaagtctttttgtcagacattttgtg  5400 

5401   aaggatgttcaaatgcatgttgaaagatgagtatgtttagtaaatggctatttattgtagtaatgaatatatatgagggtgtgtgaatga  5490 

5491   agccaaccgggatttagcacagatctgtgtttaaatgcagcactgtcacatgaagacagagagagatcaaggttacataagggcttttct  5580 

5581   agtattaaactgcctttaaatagtgctgtgagagatgttggccagttgttgggaacacgtcaagctgtgagagagtgtgtccaaagtgta  5670 

5671   cagctgtctgtttcttctctcttagTTTTCCACTATCAAGTGAAGGTGCATTTCTTCAGCAAGGACCAACTGAGCTTCACGGAGCAGCCA  5760 

5761   ATGAAGATTTCTTTGTATGGAACCCAAGGAGAGAAGGAGGACATTTCCTTCGTCCTgtacgtacattaaatagtgcaaattttcatccat  5850 

5851   catgtgaaatttaaaaacacacaaacatgggtgtggagattacaagaaaaagtaaacagatggtcagcaacagtgtttccatttatcctg  5940 

5941   cctctaaataaagaccataaaggcactcgtgctgcatacatcacacacatactacgtatgcctttattgttccatgtagaggacagtcca  6030 

6031   atctgagcagctgagctttgaacattgttcatggtcagcaacagtgtttccatttatcctgcctctaaataaagaccataaaggcactcg  6120 

6121   tgctgcatacatcacacacatactacgtatgcctttattgttccatgtagaggacagtccaatctgagcagctgagctttgaacattgtt  6210 

6211   cttcctttcaccctgcagGCCGGTCCTGAACGGTAACACCACTTTGTCCTTCCTCATCACCACCGATGTGGACATTGGAGACCTGATGAT  6300 

6301   TGTGAAGCTGCGCTGGGAGAAGGATGCAATCATCAGCTGGTCAGACTGGTGGGGCAGCAGCAAGTTCCACATCCGCAAACTGCGCATCAA  6390 

6391   GTCTGGGGAGACCCAGTCCAAgtaagttcttagtcaccaccacaaagatatgatcatctggaataaactagaatagatccagtggcattt  6480 

6481   atgtacttcagactggtgacttttttatttttcatttcagttttactttactttaaattttttttactgtgtgattccagGGTGATCTTC  6570 

6571   AGTGCCAAGGAAGGAGAGTTTGTCGACCTCGTCAGGGGAGGAGAATATGGAGTCTTTGTCAAGTCAAAAGAAGACAACATGAGCCGTAAA  6660 

6661   GAGAAATTgtaagttgaagagaagcttcctttataaggagcttggagtgtcccatctgaataataattactctttagtggttatttattg  6750 

6751   tcagttattcattgatgcatttcaaaatcatcgataaaatgactgattccatttacatttgaattatgctatttaaaataactatttaaa  6840 

6841   aaaaaatcaagttaactacagactccatacattgtctcctctgatcacatttgattcactgttgtcttttcttctttccagGATGCACAA  6930 

6931   GCTGAGAATGCAGGGCAGTCTTTTTGGCCAGAACAGCGCTTGAAGTTGCACACACGAACACCCGCCCATCATGCACATCAGCCATCTATA  7020 

7021   CATACATAGCCAAAGACAGACAGCACACAGCAACACACAGACAGCACACAGCAACACTGGGAGAGCCTTTGCAAGTACCTGGACATTTAC  7110 

7111   TGAATGCTGCGTTTTTCTGATTTTCTTCCTGTTGTGCCTCATGACTTCAGCTCTCAGTGCAACCAACACAACCTCCTCCACAGTGCTGGA  7200 

7201   AATCTACACGTGAGCTCTCTCCTGTCTCTCCTCAAATTCTGCTACTGAAAAATGTTACAGGTTTCTTTGTGATGATGTGCTCACATTTGA  7290 

7291   CAAATTTACACCTTCAGTAGCTTTTGCTGCATATCCTTGTAATCATTTGTTTATGCTTTTGTAGCCTATATGTACTGCTAATACTGACTT  7380 

7381   TGATGTATTTCG                                                                                7392
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译区(3′-UTR)为321 bp，开放阅读框(ORF)为1 494 

bp，编码497个氨基酸，构成一个含有19个氨基酸信

号肽的蛋白质，推测的蛋白质分子量为56.3 kD（图2）。

鳜与金头鲷、虹鳟和真鲷LPL氨基酸序列同源性很

高（72.2%～ 91.8%），与斑马鱼LPL氨基酸序列同源

性为68.3%，与高等脊椎动物（如人、大鼠、小鼠和鸡）

相比，同源性也较高（53.8%～ 56.9%）。鳜肝脏HL基

因cDNA全长为1 964 bp（GenBank：FJ811963），其中5′

非翻译区（5′-UTR）为149 bp，3′非翻译区（3′-UTR）

为321 bp，开放阅读框（ORF）为1 494 bp，编码497个

氨基酸，构成一个含有19个氨基酸信号肽的蛋白质，

推测的蛋白质分子量为56.3 kD。鳜与斑马鱼HL氨

基酸序列同源性为61.8%，与真鲷HL氨基酸序列同

源性为86.9%，与哺乳动物（如人、大鼠和小鼠）同源

性为49.2%～ 51.5% （图3）。

2.2　鳜LPL、HL基因序列及5′侧翼区序列克隆及

结构分析

根据鳜肝脏LPL、HL基因cDNA序列设计特异

引物，以鳜基因组为模板进行PCR克隆得到鳜LPL、

HL基因所有内含子序列，再与原有序列进行拼接获

得了鳜LPL、HL全基因组DNA序列，与其他脊椎动

物基因结构相似，鳜LPL基因由10个外显子和9个

内含子组成，全长7 392 bp；鳜HL基因由9个外显子

和8个内含子组成，全长8 837 bp（图4）。

应用 Genome Walker 技术，经过两轮 PCR 扩增，

分别得到一段 LPL 起始密码子 ATG 上游1 071 bp

序列和 HL 起始密码子 ATG 上游 2 173 bp 序列。通

过 软 件 TFBIND （http：//tfbind.ims.u-tokyo.ac.jp/）推

测出鳜 LPL 5′侧翼区有多个保守的顺式调控元件

（图 5）。该区域中，有典型的 CAAT 元件，GC 盒，在起

始密码子 ATG 上游 -214 bp、-231 bp 和 -595 bp 处

有 AP-1 元件。此外，在 -181 bp 处有一段 CATAAA

序列。-247 bp 处有一过氧化物酶体增殖物激活

受体反应元件（PPRE）。-271 bp 处有一甲状腺激

素受体元件（TRE）。-346 bp 和 -558 bp 处有 2 段调

节 LPL 基因表达的 GATA 序列，其核心保守序列为

T/AGATAA。-549 bp、-695 bp处分别有Oct-1受体

元件、糖皮质激素受体元件（GRE）。-359 bp、-730 

bp、-922 bp、-950 bp均发现胰岛素受体元件（IRE）。

在-895 bp 处 有cAMP结 合 受 体 蛋 白（CBP）元 件

（CREB），保守序列为TGASSTCA。-441 bp、-907 bp

和-1 007 bp处有多个保守序列为CCAAT的增强子

结合蛋白β结合位点（C/EBP-β） （图5）。

鳜HL起始密码子ATG上游-245 bp和-277 bp

处分别有典型的CAAT元件，GC盒。此外，在-250 

bp处 有TATA框（CATAAA）。 鳜HL基 因 的 上 游 调

节区存在的顺式反应元件有：TRE （-403 bp ），CREB

元件（-1 762 bp 和-1 953 bp处），IRE （-496 bp、-631 

bp、-737 bp、-755 bp、-1 180 bp 和 -2 108 bp 处），

C/EBP 受体元件（-507 bp和-1 355 bp处），GRE （-607 

bp处），Oct-1受 体 元 件（-639 bp和-1 148 bp处），

GATA （-790 bp、-940 bp和-1 242 bp处） 和PPRE 

（-379 bp和-1 926 bp处）。另外，在-872 bp和-1 398 

bp处有2个保守的肝富集转录因子（HNF1）结合位

点（图6）。

2.3　鳜LPL、HL基因系统进化树分析

为了比较鳜LPL、HL基因进化关系，首先应用

Clustal X1.81软件进行序列的对位排列，并辅以人工

校对，利用Mega 3.1构建了脂肪酶基因系统进化树

（图7）。如图所示，所有的LPL序列，包括硬骨鱼类、

哺乳动物和鸡，聚集成一簇，而所有的HL聚集成另

外一簇。

2.4　鳜LPL、HL的组织表达

以β-肌动蛋白为外参照研究鳜不同组织LPL、

HL的基因表达水平。结果发现，鳜LPL在所有被检

测组织中均有表达：在脂肪组织中大量表达；其次是

肝脏、脑、肠道、肌肉；在脾中表达量最低。而HL 基

因只在肝脏中表达，在脾、脂肪组织、肌肉、肠道和脑

中没有表达（图8）。

3　讨论

本研究成功克隆鳜LPL、HL 全基因组DNA序

列，LPL基因全长7 392 bp，由10个外显子和9个内

含子构成；HL基因全长8 837 bp，由9个外显子和8
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图2　鳜HL基因序列及内含子序列

Fig. 2　Siniperca chuatsi HL gene sequence and introns sequence

1      AAAAGAGTCTCTATAGCTGCAGACAAAAGGATCTCCCCTTCAAACTCTACATTACCTGCATTTCCCCCACTAAAGATTTTAAACCTGTTC    90 

91     TCATCACCTGTGGGAGAAGTGTTGGTTCAAAGGAATTACCAAAGTGTCTGTTCGACACCATGTCTGTGGTCAAGATCCTGTGCTGTCTGC   180 

181    TGTTAACGTATCACCTCAATGAGGGGAAGAAAATCAAAGGAAACAGAGCAGgtgagtgaaatgtcatgtttaaattatcccagaaaagtg   270 

271    tgataaaagacatttgttgcataggtttgactgcctttattaatggatagatggatgacaaaccagtacagaatacatctgactggttga   360 

361    cagtttggttatatttacatatggtcttggaattggtagattgaaaaacacttactactgatgtcttcatagttcaaatgtgaaaaacat   450 

451    cacaccctaaatataattgtacacctcccaatcaaccttgtcatactgtcagttcatatattagtaatcaatatcatgctcctggtgaca   540 

541    gttttcaaacagcggggaccaaactgcagttaaaaaattgggccttaaacctctttaacttgatttttcctcccaaatttccttagaagt   630 

631    ttatttaaatttactatgaaatattgcttattctttatctgaaactatatcatgctgaatgaaatatttacaataagacattaaagtttt   720 

721    atggcctaaccgttacctcacacagaaacatccaaggtgcattgtgcagaatttttcacacattttccttaaaggtacttttgggaactt   810 

811    tggaatctcctctcctctaaaatcttatataaacttctgtggtttagaacaaagctcagctgcacaacatgtgtttgtaaagatggagcc   900 

901    tccagtgggcacttcagagttccagagcaaccaaactgcagcggccagcagtagcacacagctttggggtgtacactttccgttctcctg   990 

991    ttctatctcatgtgtttgttcttttgaagactactgattcaaagtatattatgtatcaacaactcatcacatgttctgtctaaaatctac  1080 

1081   agaacaacagagagccgtgttcgagctgagatgagatcaactgatttcttcacatcttgtatgattataaaacacctctttttttgttta  1170 

1171   tgctcctaagagaattgtttgggttttttgggtcaggcaaaacccttttaaatcttttatatcttatatatattttatcttttaaccaac  1260 

1261   tacaatggaaatggtaaggacattctaaggcacttgttgtattctgtttaataaatgtattgagttatcacaccattcatgttttgaatt  1350 

1351   gaatggtgaatgattgttacaccactatacattatggtggctttttctgaaaatatagtagatacagtaaccaaacagttgctgtcaaat  1440 

1441   atgtgcacaggaagtaaatattgctgagcaatagctgttctatttaaagtttctcaaactttttttccttttgctaaaatctgcttaaat  1530 

1531   tgtgttttctactaagtttgttcgtaataactgtgaaacaatcactatgtaaatttcataacccaaagttttcccccaatcatttgattc  1620 

1621   tgtgaattgtctctttgtatctttgggtggtttaatggtttaaaaattcctcacaataaaaacaaatacatgaaatagtagagagtaaaa  1710 

1711   atcagtctctgagccacatggaaagtatcagtcagagcacactgcatgcaaacactgctgcagtttctttttttatcattcaacattatt  1800 

1801   gcagaaatcatattaaactaattacagtctgagttctgttactaatgagtcagactgtttttaattgctctccatgttcatatggataaa  1890 

1891   cagtcataacagtaaagagacacaccaaggaaaatgtgggatttaatgagcagaggggtggatgatggatgtataattactttcattact  1980 

1981   caagggcttcatatcagcaaccagagctaatcagatggcaactgtatcactgagtgttgaggcgcctgagtttctggcatcattaacatt  2070 

2071   aaaatgttagaataataaatatgctggacatgaatcaatgtaaaaaccttaaaggaaatgtaatgatggatttctttggaggatgatcta  2160 

2161   taacgtttgtgtgtgagattcctgaggtttctgggctgtggttttaaacatgttaagggaggaagagtttatataagaaattacaagaag  2250 

2251   agtctggcagagattcacttgatgagacgtcttgtgaagcgttatctgtgtgcatctgccaaaggggtctgcatgacctgaaaacacaga  2340 

2341   aaaatacttctgaaagggcattagtcagcctacagtccaaatgggcttcaacaggcagtatttgaattctcaaaaacactttctttggat  2430 

2431   agtccacctacagatagtttatagtgtatttgtaacatttcaacagcttattagttgagactcaacaactgcttcacaaatgaaaccgtt  2520 

2521   ttctgatattacaccattgtggttaaggtttggttaggtttaggcacaaaaaacatcttagttagggtattcatgaattgtcacatatac  2610  

2611   tttattgaaaatctacagccaaagcgaaaccgttgacatgttacaaatactctataacctatctgtaggaggactatacaaataaagtgt  2700  

2701   tacctctcagataatcgtatcaatacatgaattaaaacatttcttctgctctcgagtggacaattaaagtgaattcccatgctttatttg  2790 

2791   taattattcacctcaaagtaaacacatccagtagcgcagcatgttctaatatgcagagtaatcatgaagaacaaacagataactccactg  2880 

2881   ttgtttgatttccgagGTGTAGCAGACACAGAGCAGAGGGGAGTCCTGAAGGTGAAAGAGCAGTATGTCAGCAGTTCAGCCTTCAGGCTG  2970 

2971   TTTAGAGAAGGTGAGGACGACTGCACACTGGACCCTCTGCAGCTGCACACTCTCACCTCCTGTGGCTTCAACAGCAGTAATCCCCTCATC  3060 

3061   ATAATCACTCACGGGTGGTCGgtaaggtcaacttttcttccacttcactgacttgaaccactggatacaaaacatggaacttggaccatt  3150 

3151   atggaggaattgctgctggcatagtgtcagatgttaaatcatgttcaaaacctagagatatgctgaaataacaaaacataaagtaaacat  3240 

3241   gcagagactttctgaaatggctgcagagactcatttaaatctgagatcagttacgcatcaatatcttaactttctttcacaccattgtgt  3330 

3331   tcagtttacgtttattctggccatttcaaacatatttctaacaattggtattgtttttcctaagATGGATGGTATGATGGAGAGCTGGGT  3420 

3421   GCTCAGGTTAGCCACAACCCTGAAGACAAATCTAATAGACGTCAACGTGGTGATTACCGACTGGCTGTCCCTGGCTCACCAGCACTACCC  3510 

3511   CACAGCTGCACAGAACACCCGCACTGTTGGAAAAGACATAGCTCACCTGCTGCAGTCACTTCAGgtcaggggaagttactctactgaagg  3600 

3601   ccacttgattttcagagccaatatcatgtatgcactgaagtaaaatctgttaaattagtgcattttagtgcattttttaagaggcagctt  3690 

3691   aaaacaccaggcatgtaccagatttaagttgtcaaaggtcttcttaaattatgtacctgtcataaactccaacagGTACACTACCAGTAC  3780 

3781   CCAGTTAGAAAGGCTCATTTGATTGGCTATAGCCTTGGAGCTCACAGCGCTGGATTTGCTGGAAGCTACCTGGAAGGTTCGGAGAAGATT  3870 

3871   GGAAGAATTACTGgtgagtttttctaccggattagggtaatgtgcttataaattcactggccaaaacaaatgtaatatgcaaaaggacat  3960 

3961   tttggatagtgaacttatatattctgtgttctgtaacaaattcgttctcgattgctcattgtatctgtccagGTCTCGATCCAGCGGGGC  4050 

1051   CACTGTTTGAAGGCATGTCTCCCACAGACAGACTGTCTCCTGACGATGCTGAATTTGTGGATGCCATTCACACCTTCACCCATGAACGTA  4140 

4141   TGGGCCTCAGTGTGGGCATCAAGCAAGCTGTGGCACATTATGACTTTTACCCCAACGGAGGAGACTTCCAACCAGGATGTGACCTGCATA  4230 

4231   ACATTTACGAGCACATAGCCCAGTACGGGCTCCTCGgtacgataaagaacacactgcaacacattagaaaattatgacaaaaaatataca  4320 

4320   gtatgtatttactaggtaatatgttcctctggggaccataaaatctaaagctctgcaagtggctcccagaggctgtaatgtttattacac  4410 

4411   cccaataccaaagtgttggacagaaagaacatcctgctctttttagtgcagtagtgcggctaaaaatgttagatttgtgctgaggctgga  4500 

4501   ggaaagatcctagaatatgtaaaaacaaaaatgtgtatcctctggggaccatgaacatgctcagagaagtttatagtgttctatttattg  4590 

4591   gttttgatatttcttgtgtacaaattgaaagatttggcctcgtggtggtgctataaaaaggtcagggtgtctcatggatagtcagccatt  4680 

4681   agttttgcaatatctttagtacaaagctgacaattttttagcacgatgatggcattagaaaggtccacaggtactgaaaacatcaggatt  4770 

4771   caacctatgggaaccatgaaaatcctcaaacatttcctggcaagccagtagatctcataattgactaatctatattgtcttccactgtta  4860 

4861   cagttctggctttagaaagtacaagagtggaatatttgaagattgcgagaaaggcatttaggtttcagtgatttcatcaaaccctcttaa  4950 

4951   caaacaacaaaaacaaagattttgatgagatattttaacatttctacaacaaaatagtaaaacaaatagtcctaaactaatccaaaccgc  5040 

5041   agaccattacagttacttctcagggataccaaagttcattttgtgttttttaaggtctggattctggatattctttgtgagattgaaggg  5130 

5131   agttcttgtttaggagtcagtcttttccctgcctgaacagacatgccattcagctttctggtacccctgtgtgccatttacaaccctgca  5220 

5221   tctgaggagaaaatgcacaactccaatcagagcagtgtggtctgctgcttaaccgcttactggtttgcctcttccgttgctctatcataa  5310 

5311   cattttttttcttaattggccttgccacctcaaaacactggtttagaaggaatatcttgggcaccaattcatcttttgcttgttgacagt  5400 

5401   ttttcgttctgtcttcaggcagaatttaattccttccagtctaacacaagtggctctgggatttatggtgcttctcaatccaaaacacat  5490 

5491   ccacagactatgacagtgagagccacattaaagcatctgtcatcctcaggagttaattagcaacatgtgccttcctctgctctgtccatc  5580 

5581   cctctgagctgagctccctccaggctacaagagtctactcagagaaaaggccttcagatcagaccagtatcacacataatgagatgcttt  5670 

5671   taggagatgtgacagaaggacagtctgttagatgtcaggctttagtgataatgaagtcaatccacaaataatggtcagacactatgatta  5760 

5761   aggtactccataacctctcaatccacaggagaatatgttgtgtggaaattagctgttgaaactcagattaaggttgttcaatatctcgcg  5850 

5851   tattaaatttccaccatatttctgtttccatccatagGTTTTGAGCAGACAGTGAAATGTGCTCATGAGCGGTCCGTCCATCTATTAATT  5940 

5941   GACTCTGTGCTGAATAAAGACAAGCAGAGCATAGCCTACAGGTGCAGTGACAAAAGCGCTTTTGACAGAGGTGTCTGTCTGGACTGTCGG  6030 

6031   AAGAATCGCTGCAACACACTGGGCTACAATATCAAGAAGGTTCGCAGTGGCACCAGCAAGAGGCTCTACCTGAAAACACGCTCTCGGATG  6120 

6121   CCTTACAAACgtatgtagatgtccttatcattttaaccaaaagaccttaagatacattaatatgtctctagtcattatatactcagttta  6210 

6211   taaaccagtgctacatgtctttctttgaaattcaataattctacaaatatatacagtctagactgatcatctgagatggatgcacaaggt  6300 

6301   gatagtttagtttgagtcaatccctcatgtactgtcctgctgcaatagtcactagagcaccaaatgtttattaatctgccactaaaaata  6390 

6391   gttcccaacaactataatatgtaatgttcactaaaaactacagtgccaagctatttcaggaaaattagagccttttttttttaaatgtaa  6480 

6481   ctatttgtgatgcgatttacatctttagtaggaacaaatggaacaaactctgagttggatggcttttctatcttcatctcttcttcgttt  6570 

6571   ctggttctctctctctgcagTCTATCATTACCAGTTCAGGATCCAGTTTGTCAACCAGATGGAGAGGATCAAGCCCACTCTCACCATCTC  6660 

6661   CCTCTCTGGAACAAAGGAGGAGAGTGGAGACCTCCCCATCACTGTgtgagtactgtaccacctcccatcaggcctgcattacatcacatc  6750 

6751   tatgctcactgtactcagtctttgacacatgcaatatgcagctgggctctcaaccctataaagactgaaggcaagttaaggagagcagct  6840 

6841   gacacacatggaaacaactggagctgctgcatgaaagagaactataaatggggatgatggagtaaataatttactcaagacactattccc  6930 

6931   tgacaactgtgctatccttcatgtcctgtgtatcaaagagccttggccttagaggaaatctcatgtgctgtattgcttcgtcttcgcttt  7020 

7021   gtaataaagaaatgtgcctgttgcaggatgtccccagatgtaataatctaactttggctgtttgtttttgtgtcttcctttttaaacagC  7110 

7111   ACTGAAACGATTTCGGGTAATAAGACCTTCACCTTCCTGATCACCCTGGACAGAGACTTAGGGGATCTGATGTTGCTCAAATTGCACTGG  7200 

7201   GAGGGATCAGCTCTGTGGAAGAACATGTGGAACCGGGTGCAGACCATCATTCCCTGGGGCAGCCGAATGAGAAAACCACTGCTGACTGTG  7290 

7291   GGCAAGATCAGCGTCAAAGCAGGCGAGACGCAGGAGAGgtacagctctatgttacaaggcagcagtggtggtggaagtattcagatgttc  7380 

7381   tcaagtagcaatacctcaatgttaaaataccccattacaagtaaaagttcattacatactacattcaaaattgtacaagttcagaagtat  7470 

7471   tatcaacaaaaaataatacagtataaaagtataaaaaataaaagtacccttaatgcagacatggctcctttcagatttttactgtatatt  7560 

7561   attatatatatttcagtactggatcattattactgctgcattaagatgtaagcagcattttaatgttgtagctggtaaataatataaata  7650 

7651   taatacataaatatactgttgatagtttaatctatgtttcttttttgagaatgcacacacagcaaagcgcagatgagtgtgagctgagac  7740 

7741   acaagttcatcaaaattaaaaaacatcacacaattcttcatcacacaacataccatgctttatttcccaaatgttggcctacttggccta  7830 

7831   attggggtggtatatgaggtctttccagtttcttttcatacaattagtcaagtgacttacagataatagaaacaccaaagatataggcaa  7920 

7921   cattttaaccatctttttccataaatgcagtgtaatgaaaattactatattactactatgagatgtagtggagcagaagtattgagtacc  8010 

8011   ataaaatggaaatagtcaagtacaagtatctcaaaactgtacttaagtacagtagatgagtaaatctaccaatgtatgtattgcccctgc  8100 

8101   caatgacttagtaagttatgttataaatcctactaattattgtaagtatgtcagtttatgtatacaacaataaacattcaataaagaata  8190 

8191   aatgtacttgttttaaaagatacaataacatcttgcagtgtcccgctcttgacagcagaaaaaccttcaacatctatactatcgcagact  8280 

8281   tttaatgccacctagtggattgtttcccacacacagaatttgaatcatttatcatcatggactgaccactctctgctacacttcactttc  8370 

8371   tgtttaaccagaccatgtcaacaacattgtttctgttttctagGACATCTTTTTGTGTCATGACAAATGACGGACAACATGTTGAAGTGT  8460 

8461   GGCAGGATAAAGTGTTTGTGCGCTGTAAAAAAGACACACCAAAACAGCACAGAAGGAAGCACAACCAATAGACTTGGGTGGGTCCCTTAA  8550 

8551   TATGTTCAACAGACTGAAGATCTCTGATGGGTGACCGGCAATTTCACAACTGGATGAAATTTTGTGAACTCCTCAAAGTGAGGCGGTGCA  8640 

8641   GATTTAGGGAGTAAATTAGAAAGTATTAATTGTATGAAAGATGTGGCACTGAACAAATAGTGTTAAAGTTTAATAGGAGAATTGAACCCT  8730 

8731   GGGAAGCTGAGGCTAGTTTACTATTGTAAACTGTGTTTACAATTTACAGGAACATGTTTAAGTTTGATTATGTGATCAAATGATTAATAA  8820 

8821   ACTAAGTATTGCATGCG                                                                           8837 
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图3　鳜肝脏LPL和HL氨基酸序列与其他几种动物的比较
氨基酸序列：鳜LPL （cpLPL）、人（hLPL）、小鼠（mLPL）、大鼠（rLPL）、鸡（cLPL）、斑马鱼（zLPL）、虹鳟（rtLPL）、真鲷（rsbLPL）、金头鲷（gsbLPL）；HL氨

基酸序列：鳜HL （cpHL）、人（hHL）、小鼠（mHL）、大鼠（rHL）、斑马鱼（zHL） . 推测的信号肽序列用下划线标出，糖基化位点用阴影表示，催化中心三

联体位点用“#”标出，“⊕”标出保守的半胱氨酸位点，脂质结合位点用点线表示，多肽“盖”用间断的双线标出， N末端结构域与C末端结构域分别

用（↓）表示，“*”表示相同的氨基酸，“+”表示较保守氨基酸，“-”表示在氨基酸同源性比较时的氨基酸缺口.

Fig. 3　Comparison of S.chuatsi LPL and HL amino acid sequences with those of some other animals
Siniperca chuatsi LPL （cpLPL） is aligned with the LPL of human （hLPL），mouse （mLPL），rat （rLPL），chicken （cLPL），zebrafish （zLPL），rainbow trout （rtLPL），

red sea bream （rsbLPL） and gilthead sea bream （gsbLPL）. Siniperca chuatsi HL （cpHL） is aligned with HL of human （hHL），mouse （mHL），rat （rHL） and 

zebrafish （zHL）. Putative signal peptides are underlined. Predicted N-linked glycosylation sites are shaded. Catalytic triad （#），conserved cysteine residue 

（⊕），putative lipid-binding region （dotted line），polypeptide “ lid ” （interrupted double line），and N-terminal domain and C-terminal domain （↓） are indicated. 

“ * ” indicate identical residues. “+” indicate evolutionarily conserved residues. “-” indicate amino acid gaps that are necessary to align these sequences.

cpLPL   -----MGKENICFLTVWIILGKIFATFSSDPEP----------TTTVFVNTTVTATPLLTTAEWITDYTDIVSKFSLRTGDIPDDDMCYIVAGRPETIKECEFNSETQTFIV   97 

rsbLPL  -----MGKENISFLTVWIILGKIFATFSSDPEPTTTSSSSSSSTVFVNTTITATPLPT--TTEWITDYTDIVSKFSLRTADIPDDDMCYIVAGSPDTIEDCEFNPETQTFIV   94 
gsbLPL  -----MGKENISFLTVWIILGKIFATFSSDPEPNTTTTSSSSSSSTVFVNTTITATALPTTAEWITDYTDIVSKFSLRTADIPDDDMCYIVPGKPDTIKECEFNNETQSFIV  107 

rtLPL   -----MGKENTFLVTVWIILANICVSFSSTPEQ------------TLFGNS--------NSTEWLEDYTDIVSKFSLRTAEIPDDDLCYIVPGQPSTIPKCEFNPGYKTFVV   87 

zLPL    -MMFNKGRVSSAFLISWMYFVYISSGLETTIDP--------------TAESITLSDIIGNATEWMMDFTDIESKFSFRTLEEPEDDLCYIVPGQPQSIKDCNFNTETKTFIV   97 

cLPL    -MERGRGMGKTALLAVLCLCLRGAAGSDPEAEMN---------------------------------FEGIESKFSLRTPAEPDEDVCYLVPGQMDSLAQCNFNHTSKTFVV   78 

rLPL    ---MESKALLLVALGVWLQSLTAFRGGVAAADGG-------------------------------RDFSDIESKFALRTPEDTAEDTCHLIPGLADSVSNCHFNHSSKTFVV   78 

mLPL    ---MESKALLLVVLGVWLQSLTAFRGGVAAADAG-------------------------------RDFSDIESKFALRTPEDTAEDTCHLIPGLADSVSNCHFNHSSKTFVV   78 

hLPL    ---MESKALLVLTLAVWLQSLTASRGGVAAADQR-------------------------------RDFIDIESKFALRTPEDTAEDTCHLIPGVAESVATCHFNHSSKTFMV   78 

cpHL    --MSVVKILCCLLLTYHLNEGKKIKGNRAGVADTEQR-----------------------GVLKVKEQYVSSSAFRLFREGE---DDCTLDPLQLHTLTSCGFNSSNPLIII   84 

zHL     -MKTLIKIVLCFLMISQLTDGATFQGN---RADTEP-------------------------EARMKMRYEPKSVFRVYTDGEYTEDTCALELFQPHTLDACGFNSSLPLAII   83 

rHL     -MGNHLQISVSLVLCIFIQSSACGQGVGTEPFGRNLG-----------------------ATEERKPLQKPEIRFLLFKD-ESDRLGCQLRPQHPETLQECGFNSSHPLVMI   87 

mHL     -MGNPLQISIFLVFCIFIQSSACGQGVGTEPFGRSLG-----------------------ATEASKPLKKPETRFLLFQD-ENDRLGCRLRPQHPETLQECGFNSSQPLIMI   87 

hHL     MDTSPLCFSILLVLCIFIQSSALGQSLKPEPFGRRAQ-----------------------AVETNKTLHEMKTRFLLFG---ETNQGCQIRINHPDTLQECGFNSSLPLVMI   86 

                                                                                  *            *            * **       + 

                                                                                               ⊕ 

 

                                                                                   ·········                        

cpLPL   IHGWTVTGMFESWVPKLVSALYEREPS-ANVIVVDWLTRANQHYPTSAAYTKLVGRDVAKFVTWIQKELQLPWERIHLLGYSLGAHVAGIAGDLTDHK---ISRITGLDPAG  205 

rsbLPL  IHGWTVTGMFESWVPKLVSALYEREPS-ANVIVVDWLTRANQHYPTSAAYTKLVGRDVAKFVTWIQKELHLPWDRIHLLGYSLGAHVAGIAGDLTEHK---ISRITGLDPAG  213 
gsbLPL  IHGWTVTGMFESWVPKLVSALYEREPS-ANVIVVDWLTRANQHYPTSAAYTKLVGRDVAKFVTWIQKELQLPWDRIHLLGYSLGAHVAGIAGDLTERK---ISRITGLDPAG  215 

rtLPL   IHGWTVTGLFESWVPKLVTALYKREPK-ANVIVVDWLTRAQQHYLTSAANTKLVGKDVAKFVNWLQKTLDYPWEKIHLLGYSLGAHVAGIAGLLTNHK---VSRITGLDPAG  195 

zLPL    IHGWTVTGMFESWVPKLVTALYEREPS-ANVIVVDWLSRAQQHYPTSASYTKLVGKDVAKFVNWLQAEIDYPWEKLHLLGYSLGAHVAGIAGLLTKHK---VNRITGMDPAG  205 

cLPL    IHGWTVTGMYESWVPKLVDALYKREPD-SNVIVVDWLVRAQQHYPVSAAYTKLVGKDVAMFIDWMEEKFNYPLNNVHLLGYSLGAHAAGIAGSLTKKK---VNRITGLDPAG  186 

rLPL    IHGWTVTGMYESWVPKLVAALYKREPD-SNVIVVDWLYRAQQHYPVSAGYTKLVGNDVARFINWLEEEFNYPLDNVHLLGYSLGAHAAGVAGSLTNKK---VNRITGLDPAG  186 

mLPL    IHGWTVTGMYESWVPKLVAALYKREPD-SNVIVVDWLYRAQQHYPVSAGYTKLVGNDVARFINWMEEEFNYPLDNVHLLGYSLGAHAAGVAGSLTNKK---VNRITGLDPAG  186 

hLPL    IHGWTVTGMYESWVPKLVAALYKREPD-SNVIVVDWLSRAQEHYPVSAGYTKLVGQDVARFINWMEEEFNYPLDNVHLLGYSLGAHAAGIAGSLTNKK---VNRITGLDPAG  186 

cpHL    THGWSMDGMMESWVLRLATTLKTNLID-VNVVITDWLSLAHQHYPTAAQNTRTVGKDIAHLLQSLQVHYQYPVRKAHLIGYSLGAHSAGFAGSYLEGS-EKIGRITGLDPAG  194 

zHL     IHGWSVDGMMEKWISRLASALKSSEGN-INVLIADWLTLAHQHYPIAAQNTRIVGQDIAHLLSWLEDFKQFPLGKVHLIGYSLGAHISGFAGSNLAMSGRTLGRITGLDPAG  194 

rHL     IHGWSVDGLLETWIWKIVGALKSRQSQPVNVGLVDWISLAYQHYAIAVRNTRVVGQEVAALLLWLEESMKFSRSKVHLIGYSLGAHVSGFAGSSMGGK-RKIGRITGLDPAG  198 

mHL     IHGWSVDGLLENWIWKIVSALKSRQSQPVNVGLVDWISLAYQHYTIAVQNTRIVGQDVAALLLWLEESAKFSRSKVHLIGYSLGAHVSGFAGSSMDGK-NKIGRITGLDPAG  198 

hHL     IHGWSVDGVLENWIWQMVAALKSQPAQPVNVGLVDWITLAHDHYTIAVRNTRLVGKEVAALLRWLEESVQLSRSHVHLIGYSLGAHVSGFAGSSIGGT-HKIGRITGLDAAG  197 

        +***+++*  * *+     +*+       **   **+ +*  **   + +*+ ** ++* +  +            **+*******  * **           ****+*+** 
                                                                                         #                          #   

 

                                                                          LID                     ·········            

cpLPL   PTFEHADNQDTLSKDDAQFVDVLHTNTRGSPDRSIGIQRPVGHIDIYPNGGTFQPGCDIQ--NTLLGIALKGIKGLQNMDQLVKCSHERSIHLFIDSLLNTQQ-QSMAYRCN  314 

rsbLPL  PTFENADNQNTLSPDDAQFVDVLHTNTRGSPDRSIGIQRPVGHIDIYPNGGTFQPGCDIQ--STLLGIALEGIKGLQNMDQLVKCSHERSIHLFIDSLLNTEQ-QSMAYRCN  322 

gsbLPL  PTFEHADNQNTLSKDDAQFVDVLHTNTRGSPDRSIGIQRPVGDIDIYPNGGTFQPGCDIQ--NTLLGIALEGIKGLQNMDQLVKCSHERSIHLFIDSLLNIEQ-QSLAYRCN  324 

rtLPL   PTFEFADAQSTLSPDDALFVDVLHTNTRGSPDRSIGIQRPVGHVDIYPNGGTFQPGCDLQ--NTMMMIATTGIR---NMDQLVKCSHERSIHLFIDSLVNAAEHQTMAYRCS  302 

zLPL    PTFEYADSLSTLSPDDANFVDVLHTNTRGSPDRSIGIQRPVGHIDIYPNGGTFQPGCDLQ--NTMLMVATTGLR---NMDQIVKCSHERSIHLFIDSLVNQDH-ESMAFRCS  311 

cLPL    PTFEYADAPIRLSPDDADFVDVLHTYTRGSPDRSIGIQKPVGHIDIYPNGGGFQPGCNLG--EALRLIAEKGFS---DVDQLVKCSHERSIHLFIDSLLYEEK-PSMAYRCN  292 

rLPL    PNFEYAEAPSRLSPDDADFVDVLHTFTRGSPGRSIGIQKPVGHVDIYPNGGTFQPGCNIG--EAIRVIAEKGLG---DVDQLVKCSHERSIHLFIDSLLNEEN-PSKAYRCN  292 

mLPL    PNFEYAEAPSRLSPDDADFVDVLHTFTRGSPGRSIGIQKPVGHVDIYPNGGTFQPGCNIG--EAIRVIAERGLG---DVDQLVKCSHERSIHLFIDSLLNEEN-PSKAYRCN  292 

hLPL    PNFEYAEAPSRLSPDDADFVDVLHTFTRGSPGRSIGIQKPVGHVDIYPNGGTFQPGCNIG--EAIRVIAERGLG---DVDQLVKCSHERSIHLFIDSLLNEEN-PSKAYRCS  292 

cpHL    PLFEGMSPTDRLSPDDAEFVDAIHTFTHERMGLSVGIKQAVAHYDFYPNGGDFQPGCDLH--NIYEHIAQYGLL---GFEQTVKCAHERSVHLLIDSVLNKDK-QSIAYRCS  300 

zHL     PMFEGMSHTDRLSPEDAKFVDAIHTFTLQRMGLSVGIKQPVAHFDFYPNGGSFQPGCQLHMQNIYAHLAQHGIM---GFEQTVKCAHERAVHLFIDSLLNKDK-QIMAYKCS  302 

rHL     PMFEGTSPNERLSPDDANFVDAIHTFTREHMGLSVGIKQPIAHYDFYPNGGSFQPGCHFL--ELYKHIAEHGLN---AITQTIKCAHERSVHLFIDSLQHSNL-QNTGFHCS  304 

mHL     PMFEGTSPNERLSPDDANFVDAIHTFTREHMGLSVGIKQPIAHYDFYPNGGSFQPGCHFL--ELYKHIAEHGLN---AITQTIKCAHERSVHLFIDSLQHSDL-QSIGFQCS  304 

hHL     PLFEGSAPSNRLSPDDASFVDAIHTFTREHMGLSVGIKQPIGHYDFYPNGGSFQPGCHFL--ELYRHIAQHGFN---AITQTIKCSHERSVHLFIDSLLHAGT-QSMAYPCG  303 

        * **      +**++** ***++** *   +++*+**+ ++ + *+***** *****           *  *        + +**+****+******+            *+ 
                       △           △       △                           ⊕                           ⊕      #                  ⊕ 

                                                                 

N-terminal domain                 C-terminal domain 

                                  •••••••••            ↓ 

cpLPL   SKEAFNKGLCLSCRKNRCNKLGYNINKVRRARSTKMYLKTREMMPYKVFHYQVKVHFFSKDQLSFTEQPMKISLYGTQGEKEDISFVLPVLNG-NTTLSFLITTDVDIGDLM  425 

rsbLPL  SKEAFNKGLCLSCRKNRCNKLGYNINKVRRTRSTKMYLKTREMMPYKVFHYQVKVHFFSKDPLSFTDQPMKISLYGTHGEKEDIPHVLPVMKG-NTTLSFLITTDVDIGDLM  433 

gsbLPL  SKEAFNKGLCLSCRKNRCNKLGYNINKVRRTRSTKMYLKTREMMPYKVFHYQVKVHFFSKDPLSFTEQPMKISLYGTHGEKEDIPFVLPVLKG-NTTMSFLITTDVDIGDLM  435 

rtLPL   SKEAFMKGMCLNCRKNRCNKVGYGVNKVRLPRNTKMYLKTREMMPFKLFHYQVKVHFFSSEKLAYTEQPMKISLYGTHDEKIDIPYTMPFLNT-NSTVSFLLTTDVDVGELL  413 

zLPL    SRDSFNKGMCLSCRKNRCNKVGYAVNKIRTRRSSKMYMKTREMMPYKVFHYQVKVHFFGKTQLSYTDQPMKISLYGIHGEKENIPYIMPTLNT-NSTVSFLLTTDADIGELL  422 

cLPL    TKEAFEKGLCLSCRKNRCNNLGYKVNRVRTKRNTKMYLKTRAQMPYKVFHYQVKIHFFGKTNVTKVDQPFLISLYGTLDESENIPFTLPEVSS-NKTFSFLIYTEVDIGDLL  403 

rLPL    SKEAFEKGLCLSCRKNRCNNVGYEINKVRAKRSSKMYLKTRSQMPYKVFHYQVKIHFSGTENDKQNNQAFEISLYGTVAESENIPFTLPEVAT-NKTYSFLIYTEVDIGELL  403 

mLPL    SKEAFEKGLCLSCRKNRCNNLGYEINKVRAKRSSKMYLKTRSQMPYKVFHYQVKIHFSGTENGKQHNQAFEISLYGTVAESENIPFTLPEVST-NKTYSFLIYTEVDIGELL  403 

hLPL    SKEAFEKGLCLSCRKNRCNNLGYEISKVRAKRSSKMYLKTRSQMPYKVFHYQVKIHFSGTESETHTNQAFEISLYGTVAESENIPFTLPEVST-NKTYSFLIYTEVDIGELL  403 

cpHL    DKSAFDRGVCLDCRKNRCNTLGYNIKKVRSGTSKRLYLKTRSRMPYKLYHYQFRIQFVNQMER--IKPTLTISLSGTKEESGDLPITVTETISGNKTFTFLITLDRDLGDLM  410 

zHL     DNTAFDKGNCLDCRKNRCNTLGYDIKKVRTGKSKRLFLKTRSHMPYKLFHYQFRIQFINQIDK--IDPTLTVSLSGTLGESENLPITLVEEISGNKTFTFLITLDTDIGDLM  412 

rHL     NMDTFSQGLCLNCKKGRCNSLGYDIRRIGHAKSKTLFLITRAQSPFKVYHYQFKIQFINQMEKP-IEPTFTMTLLGTKEEIKKIPITLGEGITSNKTYSLLITLDKDIGELI  415 

mHL     DMGSFSQGLCLSCKKGRCNTLGYDIRKDRSGKSKRLFLITRAQSPFKVYHYQFKIQFINQIEKP-VEPTFTMSLLGTKEEIKRIPITLGEGITSNKTYSFLITLDKDIGELI  415 

hHL     DMNSFSQGLCLSCKKGRCNTLGYHVRQEPRSKSKRLFLVTRAQSPFKVYHYQLKIQFINQTETP-IQTTFTMSLLGTKEKMQKIPITLGKGIASNKTYSFLITLDVDIGELI  414 

            *  * ** *+*+*** +** +           +  **  +*+*++*** +++*               +* **  +   +          * * ++*++++ * *+*  

                 ⊕  ⊕    ⊕ 

 

                  ••••••       ••                                                 

cpLPL   IVKLRWEKDAIISWSD-------WWGSS----KFHIRKLRIKSGETQSKVIFSAKEGEFVDLVRGGEYGVFVKSKEDNMSRKEKLMHKLRMQGSLFGQNSA--           515 

rsbLPL  IVKLRWEKDTIISWSD-------WWGSS----KFHIRKLRIKSGETQSKVIFSAKEGEFVYLVRGGEDGVFVKSKEDNLSRKEKLMHKLKKQGSLFGQSDA--           523 

gsbLPL  IVKLRWEKDTIISWSD-------WWGSS----KFHVRKLRIKSGETQSKVIFSAKEGEFVYLVRGGEDGEFVKSKEDNLSRKEKLMHKLKTQGTLFGQSDA--           525 

rtLPL   MVKLRWEKDAYFSWSD-------IWGNK----NFHIRKMRVKAGETQSRVIFSAKDGEYAYLIRGKDDVVFVKSKEDNMSRKEKTMHRLKMQGSHFKNNIA--           503 

zLPL    MVKLLWEKDTLISWP--------WWNSD----TFHIRKLRIKSGETQSKIIFSAKESEFSYLSRGGEAAVFVKDKEAQSSRKNQRLHKMKMHGSSFKQNNE--           511 

cLPL    MLKLQWEKDTFFSWSD-------WWTPF----AFTIQRVRVKSGETQKKVVFCSRD-GSSRLGKGEEAAIFVKCLEQPVSRKRGGAKKASKENSAHESA----           490 

rLPL    MMKLKWKNDSYFRWSD-------WWSSP----SFVIEKIRVKAGETQKKVIFCARE-KVSHLQKGKDAAVFVKCHDKSLKK-SG-------------------           474 

mLPL    MMKLKWMSDSYFSWPD-------WWSSP----SFVIERIRVKAGETQKKVIFCARE-KVSHLQKGKDSAVFVKCHDKSLKK-SG-------------------           474 

hLPL    MLKLKWKSDSYFSWSD-------WWSSP----GFAIQKIRVKAGETQKKVIFCSRE-KVSHLQKGKAPAVFVKCHDKSLNKKSG-------------------           475 

cpHL    LLKLHWEGSALWKNMWNRVQTIIPWGSRMRKPLLTVGKISVKAGETQERTSFCVMTNDGQHVEVWQD-KVFVRCKKDTPKQHRRKHNQ---------------           497 

zHL     IMRFTWEGNPVWANMWNTVKTIIPWGKKSKGPQLTFGKITVKSGESQRKTTFCPQTDEGMSIEMLQE-KVFVRCEKQKPGGIKHTHLRHFHIQSDLSFWMGDS           514 

rHL     MLKFKWENSAVWANVWNTVQTIMLWDTEPHYAGLILKTIWVKAGETQQRMTFCPDNVDDLQLHPTQE-KVFVKCDLKSKD-----------------------           494 

mHL     LLKFKWENSAVWANVWNTVQTIMLWGIEPHHSGLILKTIWVKAGETQQRMTFCPENLDDLQLHPSQE-KVFVNCEVKSKRLTESKEQMSQETHAKK-------           510 

hHL     MIKFKWENSAVWANVWDTVQTIIPWSTGPRHSGLVLKTIRVKAGETQQRMTFCSENTDDLLLRPTQE-KIFVKCEIKSKTSKRKIR-----------------           499 
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Legend: exon UTR intron

5′0 kb 1 kb 2 kb 3 kb 4 kb 5 kb 6 kb 7 kb 8 kb 9 kb 10 kb 11 kb 12 kb 13 kb 14 kb

图4　鳜LPL、HL基因外显子内含子结构示意图

zLPL：斑马鱼LPL；rsbLPL：真鲷LPL；cpLPL：鳜LPL；zHL：斑马鱼HL；cpHL：鳜HL，线代表内含子、黑色框代表不翻译外显子、空白框代表编码区

Fig. 4　Schematic representation of the exon-intronstructure of Siniperca chuatsi LPL and HL gene
Upper pannel：zLPL，zebrafishLPL；rsbLPL，red sea breamLPL；cpLPL，Siniperca chuatsi LPL；zHL，zebrafish HL；cpHL，Siniperca chuatsi HL. Lines 

represent introns，solid boxes indicate untranslated exons and open boxes represent coding exons.

图5　鳜LPL基因5′-侧翼区DNA序列

起始密码子ATG用粗体表示，通过软件TFBIND （http：//tfbind.ims.u-tokyo.ac.jp/）推测出的顺式调控元件用下划线表示.

Fig. 5　DNA sequence of the 5′-flanking region of Siniperca chuatsi LPL gene
The start codon is marked in bold letters. Putative regulatory elements identified in the sequence are underlined.

1   ATCTTAATCCAAATCTCAAATCCGGTTTTAGAAGAATAATATTTCTGTAGATTAAACAACATAGTATCTCACACAGAACTGATTCTCTGA   90 
                                                          C/EBP 
91   AAGACGAATGTATATCACGTTTAAAAACATGGAAACTTTATCCTTTCCTATCAAACATTATGTGGTATTAGGGTGCTGACATCAGAGAAC   180 

                            IRE                          IRE      C/EBP            CREB 

181  ATACTGTACAATAATATTGTGATGGAAAAATATCTAGGCTAGAAGTCAGTCTGTTTTTATTGCCCGAAGTTTAGAGAGATAACAGAAATG   270 

271  TAAAATATTCGCACGCAGGTGTGTGGCATTAAAATCATCATAAAACTCCGACACATGGGCTCAGAAACATTTCTCTCATGCCTGTTATCA   360 

                   IRE 

361  TCCTCCATGTGTCTTTGATTTCGCTGGAGTTTTTGATCTTTTCCGTTGCCCCCAAGTGCCGCAAAAGGGTTTAATATATCACTAACGGGG   450 

GRE 

451  ACCATCTTTCTGCATTGATTACTGATTTAATGGTGATACTTTAAGTACATATTGCTGATAATACTTGCATACTTTTGCTTGCATTTGTAC   540 

                        AP-1                                 GATA    Oct-1 

541  ATTATTGGCTTGAAGGTCAAATATTTCCCCATATAAATTCTTTCTTCTTTTTGTCTTTTTCAACAGCTTAATATGAATGATGAAAAAAAT   630 

                                                                                      C/EBP 

631  ACAAGATTCATATTCATAAAAATACATTTTAGCCTAAAGTCTGAGGCAATTTTCCTGTACTTTCTTATAAATGACCAACAACCTAAGTGA   720 

                                                                                IRE        GATA 

721  TAGCTGATAACTGACACTAATGATTCCGTTTAAATGAGTCCAGTGCGCTGCGATGGCTCACCTCTTTCTGTGGAGAGGGTTGTGAATGAT   810 

                                                                              TRE 

811  GAGCTGGTACAAAGTTTAAACTCCGCCCCCTAACTTCCAGCCAATCATGTTTGAATATTCAAATGAGCCACACATAAAGATGACTTGTAG   900 

        PPRE                 GC               CAAT                            TATA                                            

901  CGGCATCTGTGACAGACCATAAGAAACTTTACTTGTAAACCGCCACGCCACACCACTTTCTATCCGGTCCTCTGTGTTTTAAAATACACG   990 

991  ATTGGATACAAAACTGGTCGACCGACATCC AGAGAACTTTTCATTCAGGATATTTTTAGTAAAAAAATTCTCAATAATATG           1071

个内含子构成。这些与其他已知脊椎动物LPL、HL

的基因结构基本保守。克隆得到的鳜肝脏LPL基

因cDNA序列全长2 089 bp，编码515个氨基酸，鳜肝

脏HL基因cDNA序列全长1 964 bp，编码497个氨基

酸，它们分别含有一段长度为23、19个氨基酸的信号

肽。成熟的LPL、HL蛋白质均由N-末端区和C-末

端区构成。鳜LPL、HL基因编码的氨基酸序列与其

他已知物种LPL、HL 序列比较分析发现Ser-Asp-His

组成的催化中心三联体在真骨鱼类和其他脊椎动物

的N-末端区高度保守，此位点负责催化水解TG[10]。

Lys148 （人LPL氨基酸残基位点编号）被认为与apoCII

结合，在所有已知LPL序列中均保守存在，而在鳜和

斑马鱼HL序列中相对应的是Ser残基，人HL是Thr

残基。这与apoCII被认为是LPL的一个必需激活因

子而对HL来说并不必要的假定相一致。LPL、HL都

属于N-连接糖蛋白类，不同物种LPL、HL所具有的

潜在N-糖基化位点（Asn-Xaa-Ser/Thr）的数目和位置

是不同的。鳜LPL含有3个潜在N-糖基化位点，而
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HL有2个。其中的一个N-糖基化位点，N359（人LPL

氨基酸残基位点编号）发现在所有的LPL、HL中均

保守存在（图3）。

人、鸡等内温脊椎动物LPL，包含5对高度保守

的半胱氨酸残基（Cys54和Cys67、Cys243和Cys266、

Cys291 和 Cys310、Cys302 和 Cys305、Cys445 和

Cys465） （人LPL氨基酸残基位点编号）形成5个二

硫键 [10]，除邻近C端的第5对外，其他4对Cys在鳜中

均存在（Cys73和Cys86、Cys262和Cys288、Cys313和

Cys327、Cys324和Cys332）。人、鸡等内温脊椎动物

LPL C端第5对半胱氨酸残基（Cys445和Cys465）在

鳜、虹鳟、斑马鱼、真鲷和金头鲷中不存在，然而，在

鳜和高等脊椎动物HL同源位置中均存在（人Cys467

和Cys486，鳜Cys461和Cys482），其进化意义还有待

确定（图3）。

LPL、HL与肝素或内皮细胞表面硫酸乙酰肝素

蛋白聚糖的结合，对它们正常行使脂蛋白代谢功能

非常必要。推测内温脊椎动物LPL中有4段富含保

守碱性氨基酸区域可能通过静电作用与硫酸乙酰

肝素蛋白聚糖结合，对这些区域进行定点突变分析

1    ATCATTACATTCAAAATAAGTGATACTTTTTTACTTTCAGTGATAATCACATGTGTTGTTTTGCACAATATATAATTCTCAAAGTCTTTC   90 

                                                              IRE 

91   CAGAATGTAATACAATATGGGCAACCATAGAACAGATGTTTTCATGTTCAGTCTTGCAGAGTACATTTGTTATCAACATCTATCATGTTT   180 

181  GCTCTTCTAAACTGTTCACCTGCAGATGTGACATCACACATTAGACAAACTGTGACTTTGACTCTTTTGCTGCTGTACTGAAATAAGGCT   270 

                                 CREB                      PPRE 

271  TTAAAGAACATGTTTACAGCTTGAAATGTTATTCTGTTCATGCTTAGTGTAGCAGAACAAAAGAGGAACACTCACTGAAGCCTCAACTAT   360 

361  GAAAACTACGTGTCTGTGTGCGTTTATATGTGTGTGAATACTGACCTGATTTGGGTCTTGGCACACAGTTTTTTAACTGACATATTCCAT   450 
                                                CREB
451  AAATACATCCAATAATGAAAAATATAGCAATTCATCAATGCCAGCTTAGGTATTACTGTAACTCATTTCACAGCCTCTATGATGAAATGT   540 

541  TGTAGGTGTAAATGCATTTAAAGCTGCTGGATAATTAATATTACCAGTTTATATTATTATAAGAAAGCATAAGCATCCATTTGTACGGAA   630 

631  CAGCCTGAGTTGATTTAATTGCAGTTTGATTTAATCATATAATGACGCATGCAGTCAGTGACTGTATTGGAATTTCCAAAGAGTCTCAGA   720 

721  AACTATTGATTGGGACATACCAACTTAAACATCATCAGTTATGAATTTAATAATTTGAGATTACTGTCAGTGGGAATCTTTCTTATATTT   810 

                                               HNF1                                      C/EBP 

811  CAAAATATAGAGCAATACAGGATATTTAACTGACGATTCCTTCAGCAGCTAAAATTAGATTTCTGACATTATTAACATAGGAAAACATCA   900 

                                                       MEF2 

901  GGAAAACATCAAAACAAGCAGACAGATACACAGACACCAAAATATAATCAGCTTATAAAAAGTTTGAAATGGCATGACGGGCGAAAAAAC   990 

                             GATA                                                         IRE 

991  ACCTACTTAAACATCCAGCATACACTGAGCTACATTAGCATTCATTTGGAGCATTGTGTTTCTGTTACCCCCTTTCCATTAAAATCATTT   1080 

                                       Oct-1                           

1081 GATTCAGTGTTAATATCAAAAATATTGATTGAAATATTCATGCCAAAGTGTAACCTGTTTGAGCCCAGCACTGAGGACACTTTGTATCAT   1170 

1171 TGTATTCACTTAGAAAGACAGAATAATGAAGATTCCATTTTTTTAAATGAGTGCAGATGAGGAGTGTAAGTACCGGACTTGTACTCAGTA   1260 

                                                             GATA 

1261 TGTGAGGGTCACCATGACCATTGTGTGTAATCATTAACCTTGTTTGTGTACTGTGCTTAAACACACCATTTACCTAAGACAAACTGACAC   1350 

                                   HNF1 

1351 TTGAAAACAGTCCAGTGAAGAAAGATGATAGAAACCTGTAACATTTAATTCCTTGGTCTAAAAACACCACAGACATTACAAACAGAAATG   1440 

                               GATA                               IRE               IRE 

1441 AGGATTGGGCTTCTGATTTTATCAATTATCTCCTGAAACAGCATGCTGAAATCTAATTTATCATGAAAATAATTGATTATGTCATTTGAC   1530 

                                                                                         Oct-1 

1531 ATTACAAAAAAAATCTCTGAATACAATCTGTTGTTAGACTGAGTACACTGGGTACGTGAAGTGCTACTTTTCAACTGTTCAAACATGTAT   1620 

         IRE                       GRE      

1621 TGCAGCAATGCGGGAAGATTCCACATCTAATTCTTGCTTAATCATTCATGTTTTGTCCATGGACTAAAGTTTGGCTTGAAACTGGTAGTT   1710 

                                       C/EBP           IRE                    

1711 CTGTAAAAACTACATAGAGAAGGACATTTCTTGCACTTGTAGATGGAACATGGAGAGGGTCTGAATGAAGGATCTGAGGTCATTTCTACC   1800 

                                                          TRE                 PPRE 

1801 TCTCAGTTACTATCAGCACATTGTACCAGATCCCCTCCCCGTTCATACCTCTGCTCTTTCACAATGTGTTCAATCTACACAGCCCCCAGC   1890 

                         

1891 CAATCAGGATAGGACCAAGTCCCCTTTACCCATAAACCATTACTTCCGGCGCCCCCTCTCTCTCCGTACAGTGTAGTACAATGTGTTTCC   1980 

     CAAT                           TATA                       

1981 CACTGTGATTTCAAGCCTCAGGACAGAAATGAGGCTTCATTAAAAGAGTCTCTATAGCTGCAGACAAAAGGATCTCCCCTTCAAACTCTA   2070 

2071 CATTACCTGCATTTCCCCCACTAAAGATTTTAAACCTGTTCTCATCACCTGTGGGAGAAGTGTTGGTTCAAAGGAATTACCAAAGTGTCT   2160 

2161 GTTCGACACCATG                                                                                2173 

图6　鳜HL 基因5′-侧翼区DNA序列

起始密码子ATG用粗体表示，通过软件TFBIND （http：//tfbind.ims.u-tokyo.ac.jp/）推测出的顺式调控元件用下划线表示

Fig. 6　DNA sequence of the 5′-flanking region of Siniperca chuatsi HL gene
The start codon ATG is marked in bold letters. Putative regulatory elements identified in the sequence are underlined
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发现位于N端的Arg306、Lys307和Arg309 （人LPL氨

基酸残基位点编号） （区域1）和位于C端的Lys346、

Lys430、Arg432、Arg434和Lys441 （人LPL氨 基 酸 残

基位点编号） （区域4）的碱性氨基酸区域影响肝素的

结合，特别是其C端富含碱性氨基酸的部分（区域4）

对肝素结合起主要作用 [11]。HL相应的肝素结合区

碱性氨基酸保守性虽不高，但与LPL对比也显示了

部分保守性，特别是区域1和4。对小鼠HL的这些区

域进行突变研究发现这些区域也都涉及到对肝素结

合作用。而与LPL不同的是， HL上位于N端的肝素

结合区（区域1）对肝素的结合起主要作用 [12]。肝素

结合区1的3个碱性氨基酸残基在鳜LPL、HL中均保

守存在（LPL： 328RKNR331  HL： 314RKNR317）。肝素结合

区4的碱性氨基酸残基在鳜LPL中也基本保守（368K， 

452KLRIKSGETQSK463），在 鳜HL中 部 分 保 守（354R， 
448KISVKAGETQER459）。值得指出的是，与LPL相比，

鳜、斑马鱼低等脊椎动物HL肝素结合区1和肝素结

合区4的碱性氨基酸均比人、小鼠等内温动物HL的

要保守（图3），鱼类等低等脊椎动物的这种高保守性

和HL与肝素的结合能力及结合位置的关系还有待

进一步研究。

序列比较发现鳜HL基因转录起始区域与鳜LPL

没有同源性。然而，在鳜肝脏HL基因转录起始区发

现许多和LPL基因一样的顺式调控元件（图6）：TRE 

（-403 bp），CREB元件（-1 762 bp和-1 953 bp处），IRE 

（-496 bp、-631 bp、-737 bp、-755 bp、-1 180 bp和-2 108 

bp处），C/EBP受 体 元 件（-507 bp和-1 355 bp处），

GRE （-607 bp处），Oct-1受体元件（-639 bp和-1 148 
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图7　LPL、HL、PL和 EL的系统进化树

Fig. 7　Phylogenetic analysis of LPL，HL，PL and EL
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bp处），GATA （-790 bp、-940 bp和-1 242 bp处） 和

PPRE （-379 bp和-1 926 bp处）。这些元件通过与相

应的转录因子结合在LPL基因表达调控中起到重要

作用。与LPL基因表达的正调控不同的是，被报道的

PPAR对HL基因表达行使负调控作用 [13]。另外，与

LPL不一样的是，鳜HL 基因起始密码子上游-872 bp

和-1 398 bp处有2个保守的HNF1结合位点，HNF1

是公认的对小鼠的HL启动子活性必需的结合蛋白。

有关淡水鱼类LPL、HL活性及其调控机制的研

究尚未见报道，本研究以β-肌动蛋白为外参照研究

鳜不同组织LPL和HL 基因的表达水平。结果发现，

LPL和HL基因的表达均具有组织特异性。与易患动

脉粥样硬化的人类LPL不同，鳜LPL基因在所有被

检测组织中均有表达：在脂肪组织中大量表达，其次

是肝脏、脑、肠道、肌肉，在脾中表达量最低；而鳜HL

基因的表达则与人类相似，只在肝脏中表达（图8）。

在小鼠中，正常情况下LPL的合成仅仅在胚胎和新

生期的肝脏中发现，在成体的肝脏中并没有LPL的

合成。在鳜中，甚至是成体的肝脏也有LPL的表达，

这个结果与Lindberg和Olivecrona对海水鱼虹鳟 [14]，

梁旭方等对海水鱼真鲷 [8] 及Saera-Vila[15] 对海水鱼金

头鲷（Sparus aurata）的研究结果一致。本实验通过

对鳜LPL、HL基因结构与组织特异性表达的研究将

为深入探讨机体脂质代谢调节机制以及LPL、HL在

防治动脉粥样硬化中的作用奠定良好基础。
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Genomic structure and expression of lipoprotein lipase （LPL） and hepatic 
lipase （HL） genes in Siniperca chuatsi 

YAO Yu，LIANG Xu-fang，LI Guang-zhao，WANG Lin，LIU Xiu-xia

（College of Life Science and Technology，Jinan University，Guangzhou 510632，China）

Abstract：In order to study the genomic structure and functional of Siniperca chuatsi lipoprotein lipase （LPL） and 

hepatic lipase （HL） genes，at first，two full-length cDNA clones of LPL and HL were isolated from the liver of Siniperca 

chuatsi by RT-PCR and RACE. The LPL cDNA was 2 089 bp in length，and contains a 1 548 bp open reading frame 

（ORF） encoding 515 amino acids. The HL cDNA was 1 964 bp in length，and contains a 1 494 bp ORF encoding 497 

amino acids. Phylogenetic analysis showed that Siniperca chuatsi LPL and other vertebrate LPL are grouped in one 

cluster，as well as all the HL sequences grouped in the other cluster. LPL and HL genomic sequences were identified 

in the Siniperca chuatsi genome and displayed the same genomic structure as other vertebrates （LPL：10 exons and 9 

introns；HL：9 exons and 8 introns） spanning 7.4 kb and 8.8 kb，respectively. Using genome walker method，the LPL 

and HL 5′-flanking regions were obtained in the Siniperca chuatsi which spanned 1 071 bp and 2 173 bp，respectively，

and several potential regulatory elements were identified in the promoter regions. The mRNA expression of Siniperca 

chuatsi LPL gene was detected in all the examined tissues：highest in adipose tissue，followed by liver，brain，intestine，

muscle，and lowest in spleen. But the Siniperca chuatsi HL gene was found to be exclusively expressed only in liver. 

These studies will lay a foundation in the regulation of gene expression in lipid metabolism and the prevention from the 

development of atherosclerosis. [Jorunal of Fishery Sciences of China，2009，16（4）：506-517]
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