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　 　 摘要：　 为了对鲤鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ）２ 种脂蛋白脂肪酶（ＬＰＬ１、ＬＰＬ２）基因进行 ｃＤＮＡ 克隆以及表达和酶活性

分析，测定了鲤鱼 ２ 种脂蛋白脂肪酶基因的组织表达特征，对这 ２ 种基因进行了原核表达，采用对硝基苯酚法比较

了 ２ 种 ＬＰＬ 的酶活性。 克隆结果表明，鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 基因的开放阅读框分别为１ ５２４ ｂｐ 和１ ５０３ ｂｐ，分别编码

５０７ 个和 ５００ 个氨基酸，氨基酸相似性为 ４５􀆰 ５１％，ＬＰＬ２ 氨基酸功能位点由８３Ｎ 突变至８３Ｋ。 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果

表明：ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 均在肝脏中表达量最高，其次在心脏、脂肪、肌肉、脑、肾中，前肠表达量最低，在所有组织（器
官）中 ＬＰＬ１ 的表达量比 ＬＰＬ２ 高。 构建的原核表达载体 ＬＰＬｓ⁃ｐＥＡＳＹ（Ｅ２），经 ＩＰＴＧ 诱导，在 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ（ＤＥ３）细胞中

表达了分子量分别为 ５．５５×１０４、５．３５×１０４的融合蛋白 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２。 酶活性测定结果表明：ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 酶活性最

适温度均为为 ３５ ℃，最适 ｐＨ 均为 ８􀆰 ０。 ＬＰＬ１ 酶活性高于 ＬＰＬ２，推测可能与 ＬＰＬ２ 的８３Ｎ 位点突变所导致的 Ｎ⁃糖基

化位点缺失有关。〛
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ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 脂蛋白脂肪酶（ＬＰＬ）是一种限速酶［１］，水解血

浆中乳糜微粒和极低密度脂蛋白中的甘油三酯［２］，
使机体能够利用从食物中摄取以及肝脏中合成的脂

肪，从而产生供组织利用的脂肪酸和单酰甘油，这一

特性对于生物体能量代谢、信号转导以及凝血等机

体重要生理反应具有不可替代的作用［３］。 自从

１９８７ 年 Ｗｉｏｎ 等［４］首次克隆得到人类 ＬＰＬ 基因全长

ｃＤＮＡ 以来，迄今为止已克隆得到包括小鼠 （Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ） ［５］、斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ＢＣ０６４２９６）、真鲷

（Ｐａｇｒｕｓ ｍａｊｏｒ） ［６］、欧洲鲈（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ） ［７］、
大口黑鲈（Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓ ｓａｌｍｏｉｄｅｓ） ［８］、虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎ⁃
ｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ ） ［９］、 鲢 鱼 （ Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｍｏｌｉｔｒｉｘ
ＦＪ４３６０６５）、草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌａ ＦＪ７１６１００）
等多种脊椎动物的 ＬＰＬ 基因。 研究发现在真鲷、斑
马鱼、大马哈鱼、大口黑鲈等鱼类中存在 ２ 种脂蛋白

脂肪酶（ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２），这两种脂肪酶互为同源物，
并且在氨基酸序列上存在显著差异［１０］，研究者推测

这种现象是鱼类特有的第 ３ 轮全基因组复制的结

果［１１］。 在 ＬＰＬ 基因表达方面，虹鳟、大黄鱼、真鲷、
大口黑鲈等鱼类中 ＬＰＬ 基因在各组织中的表达呈

现泛表达的特征，ＬＰＬ 基因在真鲷［１２］ 脂肪组织中表

达量最高，在金头鲷肠系膜组织中表达量最高，而在

虹鳟［１３］、大黄鱼［１４］、大口黑鲈等较多鱼类中 ＬＰＬ 基

因则在肝脏组织中表达量最高。 在鱼类摄食调控方

面，研究发现 ＬＰＬ 在虹鳟、斑马鱼等鱼类肝脏、肠道

中的表达可以受到摄食和禁食条件的调控［１５⁃１６］，对
于脂肪细胞来说，禁食会降低 ＬＰＬ 表达，恢复进食

后 ４ ｈ ＬＰＬ 表达得以恢复。 在 ＬＰＬ 酶活调控方面，
脂肪细胞中 ＬＰＬ 主要在翻译和翻译后水平上受到

调控［１７］。 在草鱼中，复合微生物制剂能有效提高草

鱼脂肪酶活性［１８］。 在鲈鱼中，卵巢组织中的 ＬＰＬ 活

性会随着卵巢的发育而逐渐升高［１９⁃２０］。 在设定的

温度和 ｐＨ 范围内，ＬＰＬ 的活性随着温度和 ｐＨ 的升

高而呈现先升高后下降的变化趋势［２１］。 在饲料蛋

白质和能量水平均能满足奥尼罗非鱼生长需要的基

础上，饲料中分别以鱼油、茶油作为脂肪酸来源，能
够分别提高和降低脂肪组织中 ＬＰＬ 的活性［２２］。

目前关于鲤鱼 ＬＰＬ２ 基因克隆、表达及其功能

表达调控方面的研究没有报道。 本研究通过克隆鲤

鱼 ２ 种类型 ＬＰＬ 基因（ＬＰＬ１、ＬＰＬ２） ｃＤＮＡ 序列，在

ｍＲＮＡ 水平上比较 ２ 种 ＬＰＬ 在不同组织中的表达情

况，在蛋白质水平上测定鲤鱼不同组织中 ＬＰＬ 的含

量，并探索温度、ｐＨ 对 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 酶活性的影响，
为研究鱼类脂肪代谢机制和鱼类营养需求，以及为

鱼类的高健康养殖提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 试验用鱼 　 鲤鱼取自中国水产科学研究院

淡水渔业研究中心宜兴养殖基地，所用鱼为当年人

工繁殖的同池养殖鱼种，平均体质量 ７０ ｇ，体长 １０～
１５ ｃｍ。
１．１． ２ 　 试剂 　 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ、 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载 体、
ＥｃｏＲ Ｉ、 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、 Ｘｈｏ Ｉ、 Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｃｅｌｌ
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、荧光定量等试剂盒购自宝生物

（大连） 有限公司，胶回收试剂盒、质粒提取试

剂盒、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶等购自上海申能博彩生

物科技有限公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购

自 Ｏｍｅｇａ 生物技术公司， ｐＥＡＳＹ⁃ Ｅ２ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｋｉｔ 购自北京全式金生物技术科技有限公司，
Ｈｉｇｈ Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｎｉ⁃Ｃｈａｒｇｅｄ Ｒｅｓｉｎ 购自金思特科技

（南京）有限公司，凯基全蛋白提取试剂盒购自

南京凯基生物科技发展有限公司，ＢＣＡ 蛋白质

浓度测定试剂盒购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司，鱼脂蛋白

脂肪酶（ ＬＰＬ）酶联免疫分析试剂盒购自南京建

成生物科技有限公司，对硝基苯酚棕榈酸酯（ ｐ⁃
ＮＰＰ）购自 Ｓｉｇｍａ 公司，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超滤管购自上

海易佰聚生物科技有限公司。
１．１．３ 　 引物 　 所有引物信息见表 １。 Ｐ１、Ｐ２ 用

于扩增 ＬＰＬ１ ｃＤＮＡ 序列，Ｐ３、Ｐ４ 用于扩增 ＬＰＬ２
ｃＤＮＡ 序列。 Ｐ５、Ｐ６ 为 ＬＰＬ１ 荧光定量特异引物，
Ｐ７、Ｐ８ 为 ＬＰＬ２ 荧光定量特异引物。 Ｐ９、Ｐ１０ 为

构建原核表达重组质粒设计的 ＬＰＬ１ 序列引物，
Ｐ１１、Ｐ１２ 为构建原核表达重组质粒设计的 ＬＰＬ２
序列引物。 所有引物均由苏州金唯智生物科技

有限公司合成。
１．２　 方法

１．２．１　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成　 根据 ＯＭＥＧＡ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒说明，提取鲤鱼各个组织中的总

ＲＮＡ，以 Ｏｌｉｇｏ ｄＴ 为引物反转录成 ｃＤＮＡ。
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表 １　 试验中使用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物 　 　 　 　 序列（５′→ ３′）

Ｐ１ ＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧＴＡＣＧＣＡＧＣＧＣＴＴＧ

Ｐ２ ＴＴＡＣＴＣＧＧＴＧＣＴＣＴＧＴＴＴＧＡＡＴＧＡＡＣＴＴＣ

Ｐ３ ＡＴＧＡＡＣＡＴＴＴＴＧＴＣＡＴＴＣＣＡＡＴＧＣＧＴＴＴＣ

Ｐ４ ＴＴＡＴＴＧＧＣＴＴＴＴＣＡＧＴＴＴＧＧＧＣＣＴＴＴＴＡＧ

Ｐ５ ＧＣＡＧＡＴＧＣＣＣＡＡＡＧＣＡＣＴＣＴＴＴＣ

Ｐ６ ＧＴＴＣＴＴＧＣＧＧＣＡＧＣＴＧＡＧＡＣＡ

Ｐ７ ＧＡＣＧＡＡＴＣＡＣＡＧＧＴＣＴＡＧＡＣＣＣＡＧＣ

Ｐ８ ＣＡＧＣＡＧＧＧＡＧＴＣＧＡＴＧＡＡＣＡＧＧ

Ｐ９ ＡＣＧＡＴＴＧＡＧＣＣＡＡＣＧＡＧＴＧＡＡＴＴＴＣ

Ｐ１０ ＣＴＣＧＧＴＧＣＴＣＴＧＴＴＴＧＡＡＴＧＡＡＣＴＴＣ

Ｐ１１ ＧＡＧＡＡＡＧＡＡＡＴＣＴＴＣＴＣＧＡＡＣＧＡＡＣ

Ｐ１２ ＴＴＧＧＣＴＴＴＴＣＡＧＴＴＴＧＧＧＣＣＴＴＴ

１．２．２　 鲤鱼 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 基因编码区 ｃＤＮＡ 序列

克隆 　 使用 ＮＣＢＩ 数据库检索已有的斑马鱼相关

ＬＰＬ 基因序列，在本实验室已有的鲤鱼肝脏转录

组中筛选到相关同源序列，根据此序列设计引物

（Ｐ１ ～ Ｐ４） 。 ２０ μｌ ＲＴ 反应体系中加入 ５ μｇ 肝脏

ＲＮＡ，使用逆转录酶 Ｍ⁃ＭＬＶ，以 Ｏｌｉｇｏ ｄＴ 为引物

进行 ＲＴ 扩增，合成出 ｃＤＮＡ 第 １ 条链。 ５０ μｌ
ＰＣＲ 反应体系中，以 ＲＴ 产物为模板，使用 Ｐ１、Ｐ２
及 Ｐ３、Ｐ４ 进行扩增。 经 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增后的产物

通过琼脂糖凝胶电泳分离、纯化，再经克隆鉴定

送至上海博尚生物有限公司进行测序、拼接，最
终得到 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 基因完整的 ｃＤＮＡ 编码区

序列。
１．２． ３ 　 序 列 分 析 　 采用 ＥｘＰＡＳｙ 在线工具对

ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 蛋白质的氨基酸理化性质进行预

测分析，通过 ＤＮＡＭＡＮ６ 软件分析 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２
基因的核苷酸序列并进行氨基酸同源序列比对，
使用 ＭＥＧＡ５．１ 软件构建 ＮＪ 系统发育树。
１ ．２ ．４ 　 鲤鱼 ＬＰＬ１、 ＬＰＬ２ ｍＲＮＡ 组织分布 以 及

组织 中 ＬＰＬ 浓 度 测 定 　 荧 光 定 量 选 用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 作为结合染料，选用 Ｂｅｔａ⁃ａｃｔｉｎ 作为内标

基因，通过熔解曲线检测产物的特异性。 根据

Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析结果，采用 ２ －△△Ｃｔ法计算分

析 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 基因在鲤鱼肝脏、肌肉、脂肪、心
脏等组织中的表达情况。 采用凯基全蛋白提取

试剂盒，提取鲤鱼肝脏、肌肉、脂肪、心脏组织中

的全蛋白，通过 ＢＣＡ 蛋白浓度测定法、鱼脂蛋

白脂酶（ ＬＰＬ）酶联免疫法测定各组织中 ＬＰＬ 的

含量。
１．２．５　 原核表达蛋白纯化、复性 　 选用大肠杆菌

Ｔｒａｎｓｅｔｔａ（ＤＥ３）表达菌株，及全式金生物公司的

ｐＥＡＳＹ（Ｅ２） 表达载体，构建 ＬＰＬｓ⁃ｐＥＡＳＹ（ Ｅ２） ⁃
Ｔｒａｎｓｅｔｔａ（ＤＥ３）原核表达系统。 用 １００ ｍｌ 富集培

养基，将扩大培养之后菌液转移至富集培养基

中，在 ３７ ℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 条 件 下 培 养。 当 菌 液

ＯＤ６００达到 ０．５ ～ ０􀆰 ８ 时，加入 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ，
２８ ℃ 、１７０ ｒ ／ ｍｉｎ条件下诱导 １０ ｈ 后收集菌体，以
未加 ＩＰＴＧ 的菌体作为空白对照。 诱导结束后，
从诱导菌液和对照菌液中各吸取 １ ｍｌ 菌液，离心

弃上清，用 ２００ μｌ １×ＰＢＳ 缓冲液打散菌体，加入

５０ μｌ ５×ＳＤＳ 上样缓冲液，混匀，沸水煮 ２０ ｍｉｎ，４
℃离心 １０ ｍｉｎ，各取上清 ２０ μｌ 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
电泳，分析蛋白质表达结果。 剩余菌液在 ４ ℃ 离

心收集后，用１×ＰＢＳ 缓冲液洗涤沉淀 ２ 次，加入

菌体裂解液，冰上超声破碎，收集超声后的液体，
４ ℃ 、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ。 上清液转移至

ＥＰ 管中，沉淀加入适量１×ＰＢＳ 缓冲液重悬。 分

别取 ２００ μｌ 上清和沉淀重悬液 ２００ μｌ，加入 ５０
μｌ ５×ＳＤＳ 上样缓冲液，混匀，沸水煮 ２０ ｍｉｎ，离心

取上清进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析。 蛋白质纯化采用

镍柱亲和层析纯化方法，纯化的蛋白质经过 Ｍｉｌ⁃
ｌｉｐｏｒｅ 超滤管（１０ ＫＤ）超滤之后，取 ２００ μｌ，加入

５０ μｌ ５×ＳＤＳ 上样缓冲液，混匀，沸水煮 ２０ ｍｉｎ，
离心 １０ ｍｉｎ，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析。 蛋白质浓度

测定采用 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司的 ＢＣＡ 蛋白质浓度测定

试剂盒。
１ ． ２ ． ６ 　 ＬＰＬ１、 ＬＰＬ２ 催化活性测定 　 脂蛋白脂

肪酶活性单位定义为：在一定条件下，１ ｍｉｎ 释

放出 １ μｍｏｌ对硝基苯酚的酶量定义为 １ 个脂肪

酶活性单位（ Ｕ） 。 ＬＰＬ 酶活性测定采用对硝基

苯酚法。 分别配制浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的底物溶液

（对硝基苯酚棕榈酸酯 ｐ⁃ＮＰＰ ） 和 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的标准溶液（ 对硝基苯酚 ｐ⁃ＮＰ ） ，将 ｐ⁃ＮＰ 标准

溶液用去离子水分别稀释成 ０􀆰 ００１ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、
０􀆰 ０１０ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ０􀆰 ０１２ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ０􀆰 ０２５ ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 ０５０ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、０􀆰 １００ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的梯

度。 在 ９６ 孔酶标板中依次加入 １００ μｌ 各浓度
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梯度的 ｐ⁃ＮＰ，每个样品设 １ 个空白对照，３ 个平

行样，空白对照中加入灭活样品。 加入 １００ μｌ
浓度为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｎａ２ＣＯ ３溶液，在 ４１０ ｎｍ 处分

别测定各孔吸光度，绘制 ｐ⁃ＮＰ 吸光度 ⁃浓度标

准曲线。 ｐ⁃ＮＰＰ 用异丙醇溶液溶解之后，与磷

酸盐缓冲液按照１ ∶ ９ 的比例稀释，分别配制成

ｐＨ４􀆰 ０、ｐＨ６􀆰 ０、ｐＨ８􀆰 ０、 ｐＨ９􀆰 ０、 ｐＨ１０􀆰 ０ 的底物

溶液，溶液中加入 １％ 总体积的 Ｔｒｉｔｏｎ１００。 取

５０ μｌ 底物溶液，在不同温度下 （ ２０ ～ ４０ ℃ ） 预

热 ５ ｍｉｎ 后加入 １０ μｌ 酶液和 ４０ μｌ 去离子水。
每个样品设 １ 个空白对照，３ 个平行样，空白对

照中加入灭活样品，放置于酶标仪上在相应温

度下（ ２０ ～ ４０ ℃ ）反应 １０ ｍｉｎ 后加入 １００ μｌ 浓
度为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｎａ２ＣＯ ３溶液，在 ４１０ ｎｍ 处测定

吸光度。 对照标准曲线计算出生成的对硝基苯

酚浓度，进而计算出酶活性。

２　 结果与分析

２．１　 鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ ｃＤＮＡ 序列

ＬＰＬ１ ｃＤＮＡ 编码区全长１ ５２４ ｂｐ，编码 ５０７ 个

氨基酸；ＬＰＬ２ ｃＤＮＡ 编码区全长１ ５０３ ｂｐ，编码 ５００
个氨基酸。 ＥｘＰＡＳｙ 在线工具预测结果表明 ＬＰＬ１
和 ＬＰＬ２ 蛋白质的等电点分别为 ８􀆰 ５４ 和 ７􀆰 ９５，分子

量分别为 ５􀆰 ７７３×１０４和 ５􀆰 ６１５×１０４。
２．２　 ＬＰＬ１和 ＬＰＬ２蛋白质氨基酸序列同源性比较

　 　 使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件，将鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 的

氨基酸序列与其他物种 ＬＰＬ 氨基酸序列进行同源

性比较。 结果（图 １）显示 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 之间的氨

基酸序列相似性为 ４５􀆰 ５１％，部分比对结果见表 ２。
鲤鱼 ＬＰＬ１ 与哺乳动物人、 鸡的相似性分别为

５８􀆰 ０２％、５９􀆰 ５１％，与 １ 型斑马鱼相似性为 ８７􀆰 ３８％，
与 ２ 型斑马鱼相似性为 ４５􀆰 ２７％，与大黄鱼、东方金

枪鱼、伯氏朴丽鱼、金头鲷、真鲷、翘嘴鲌的相似性分

别为 ４４􀆰 ９７％、４５􀆰 １７％、４４􀆰 ３８％、４６􀆰 ７５％、６９􀆰 ４３％、
８８􀆰 ５６％。 鲤鱼 ＬＰＬ２ 与哺乳动物人、鸡的相似性分

别为 ５０􀆰 ７４％、５０􀆰 ２１％，与 １ 型斑马鱼的相似性为

４２􀆰 ３７％，与 ２ 型斑马鱼的相似性为 ８１􀆰 ５６％，与真

鲷、翘嘴鲌、东方金枪鱼、金头鲷、伯氏朴丽鱼、大黄

鱼的 相 似 性 分 别 为 ４３􀆰 ５％、 ４４􀆰 ２８％、 ６７􀆰 ８７％、
６７􀆰 ４２％、６５􀆰 ９３％、６７􀆰 ２７％。
２．３　 基于 ＬＰＬ 氨基酸序列构建的系统发育树

根据分离的鲤鱼 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 的氨基酸序列以

及 ＮＣＢＩ 基因库中其他物种的相关序列， 使用

ＭＥＧＡ５．０ 软件构建 ＮＪ 系统发育树（图 ２），其中选

用黑腹果蝇 ＨＳＬ （Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ＨＳＬ）作为

外群。 系统发育树显示，鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 分属两

支。 ＬＰＬ１ 中鲤鱼和同为鲤科的鲫鱼聚在一起，然后

与团头鲂、翘嘴红鲌、鲢鱼、草鱼、斑马鱼聚为一支，
随后与斑点叉尾鮰、虹鳟、真鲷、斜带石斑鱼聚为一

支，最后与哺乳类的非洲瓜蟾、短吻鳄、人、褐家鼠聚

为一大支。 ＬＰＬ２ 中鲤鱼和同为鲤形目的斑马鱼聚

为一支，然后与钩吻螯虾、伯氏朴丽鱼、深裂眶锯雀

鲷、真鲷、金头鲷、大黄鱼、东方金枪鱼、鲈鱼聚为

一支。
２．４　 鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ ｍＲＮＡ 的组织（器官）分
布以及组织中 ＬＰＬ 浓度

　 　 荧 光 定 量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分 析 结 果 表 明， 鲤 鱼

ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ ｍＲＮＡ 在不同组织中的相对表达量

差异很大（图 ３） 。 其中，鲤鱼 ＬＰＬ１ 在肝脏中表

达量最高，其次在心脏、脂肪、肌肉、脑、肾中，在
前肠中表达量最小；ＬＰＬ２ 在肝脏中的表达量也

是最高，其次在心脏、脂肪、肌肉、脑、肾中，在前

肠中表达量最少。 在相同组织中，ＬＰＬ１ 的表达

量始终高于 ＬＰＬ２。
　 　 ＢＣＡ 法测得鲤鱼肝脏、心脏、脂肪、肌肉中总蛋

白质浓度分别为 ７􀆰 ５１２ μｇ ／ μｌ、４􀆰 ７１８ μｇ ／ μｌ、２􀆰 ８０２
μｇ ／ μｌ、２􀆰 ５０４ μｇ ／ μｌ；酶联法测得鲤鱼肝脏、心脏、脂
肪、肌肉中 ＬＰＬ 浓度分别为 ６􀆰 ３８１ Ｕ ／ ｇ、６􀆰 ０７３ Ｕ ／ ｇ、
５􀆰 ５９４ Ｕ ／ ｇ、３􀆰 ６０９ Ｕ ／ ｇ。 通过 ＥＬＩＳＡ 法测得组织中

的总脂蛋白脂肪酶含量和 ＬＰＬ 在 ｍＲＮＡ 水平上的

表达量保持一致。
２．５　 脂蛋白脂肪酶的原核表达及蛋白质纯化

构建 的 原 核 表 达 系 统 ｐＥＡＳＹ （ Ｅ２ ）⁃ＬＰＬｓ⁃
Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３）经 ＩＰＴＧ 诱导后，特异性地表达了融

合蛋白（图 ４）。 对收集的菌体超声破碎，离心后得

到的上清液和沉淀分别进行电泳，结果（图 ５）显示

经诱导后融合蛋白在上清液中的表达量很小，而在

沉淀中表达量很大，因此确定 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 主要以

包涵体的形式存在。
　 　 经过镍柱亲和层析纯化的蛋白质，在 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳检测后得到单一条带（图 ６）。 纯化后的

蛋白质经浓缩之后，用 ＢＣＡ 蛋白质浓度测定试剂盒

测定得到 ＬＰＬ１ 的浓度为 ０􀆰 ２３５ μｇ ／ μｌ，ＬＰＬ２ 的浓度

为 ０􀆰 ３３２ μｇ ／ μｌ。
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Ｌｃ：鲤鱼；Ｇｇ：鸡；Ｈｓ：人；Ｄｒ：斑马鱼；Ｈｂ：伯氏朴丽鱼；Ｐｍ：真鲷；Ｃａ：翘嘴鲌；Ｌｃ：大黄鱼；Ｔｏ：东方金枪鱼；Ｓａ：金头鲷。 在序列中相同氨基酸序

列用黑色背影表示。 主要功能域：信号肽（单横线）、活性位点（圆形）、二聚体形成的保守疏水残基位点（菱形）、Ｎ⁃糖基化位点（正方形）、
肝素结合域（双横线）。
图 １　 鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 氨基酸序列与其他物种 ＬＰＬ 氨基酸序列比对图

Ｆｉｇ．１　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ （Ｃｃ） ＬＰＬ１ａｎｄ ＬＰＬ２ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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表 ２　 基于氨基酸序列的鲤鱼 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 与其他物种 ＬＰＬ 的同源性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ＬＰＬ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ． ｃａｒｐｉｏ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

　 　 　 　 　 物　 　 种 与鲤鱼 ＬＰＬ１ 的同源性（％） 与鲤鱼 ＬＰＬ２ 的同源性（％）

人 ＬＰＬ （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＬＰＬ） ５８．０２ ５０．７４

鸡 ＬＰＬ （Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ＬＰＬ） ５９．５１ ５０．２１

东方金枪鱼 ＬＰＬ （Ｔｈｕｎｎｕｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ ＬＰＬ） ４５．１７ ６７．８７

金头鲷 ＬＰＬ （Ｓｐａｒｕｓ ａｕｒａｔａ ＬＰＬ） ４６．７５ ６７．４２

真鲷 ＬＰＬ （Ｐａｇｒｕｓ ｍａｊｏｒ ＬＰＬ） ６９．４３ ４３．５０

伯氏朴丽鱼 ＬＰＬ （Ｈａｐｌｏｃｈｒｏｍｉｓ ｂｕｒｔｏｎｉ ＬＰＬ） ４４．３８ ６５．９３

翘嘴鲌 ＬＰＬ （Ｃｕｌｔｅｒ ａｌｂｕｒｎｕｓ ＬＰＬ） ８８．５６ ４４．２８

斑马鱼 ＬＰＬ１ （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ＬＰＬ１） ８７．３８ ４２．３７

斑马鱼 ＬＰＬ２ （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ＬＰＬ２） ４５．２７ ８１．５６

大黄鱼 ＬＰＬ （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ＬＰＬ） ４４．９７ ６７．２７

∗表示本研究分离；团头鲂 ＬＰＬ（ＡＧＱ４２６２５．１）；翘嘴红鲌 ＬＰＬ（ＡＧＴ８０４８４．１）；鲢鱼 ＬＰＬ（ＡＣＴ２２６４０．１）；草鱼 ＬＰＬ（ＡＣＮ６６３００．１）；鲫鱼 ＬＰＬ
（ＡＣＮ３７８６０．１）；斑马鱼 ＬＰＬ１（ＮＰ＿５７１２０２．１）、ＬＰＬ２（ＸＰ＿００２６６６２８７．３）；斑点叉尾鮰 ＬＰＬ（ＡＨＡ８３３８６．１）；虹鳟 ＬＰＬ（ＮＰ＿００１１１８０７６．１）；真鲷

ＬＰＬ１（ＢＡＥ９５４１３．１）、ＬＰＬ２（ＢＡＢ２０９９７．１）；斜带石斑鱼 ＬＰＬ（ＡＣＨ５３５９９．１）；非洲爪蟾 ＬＰＬ（ＸＰ＿００２９３４０３８．１）；短吻鳄 ＬＰＬ（ＸＰ＿００６２６８７９４．
１）；人 ＬＰＬ（ＣＡＧ３３３３５．１）；褐家鼠 ＬＰＬ（ＡＡＨ８１８３６．１）；钩吻螯虾 ＬＰＬ２（ＡＦＬ６９９５３．１）；伯氏朴丽鱼 ＬＰＬ（ＸＰ＿００５９２０８５０．１）；深裂眶锯雀鲷

ＬＰＬ（ＸＰ＿００８２９０８１４．１）；金头鲷 ＬＰＬ（ＡＦＰ９７５５８．１）；大黄鱼 ＬＰＬ２（ＡＫＧ９７５１８．１）；东方金枪鱼 ＬＰＬ（ＢＡＦ９８１７９．１）；鲈鱼 ＬＰＬ（ＡＫＧ９７５１７．１）；
黑腹果蝇 ＨＳＬ（ＮＰ＿６１１４６３．１）。

图 ２　 基于 ＬＰＬ 氨基酸序列的系统发育树

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＬＰＬ
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图 ３　 鲤鱼 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 在组织（器官）中的相对表达量

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＰＬ１ ａｎｄ ＬＰＬ２ ｉｎ
Ｃ．ｃａｒｐｉｏ

Ｍ：预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：未加 ＩＰＴＧ 的 ＬＰＬ１ 表达；２：加入 ＩＰＴＧ 的

ＬＰＬ１表达；３：未加 ＩＰＴＧ 的 ＬＰＬ２表达；４：加入 ＩＰＴＧ 的 ＬＰＬ２表达。
图 ４　 鲤鱼 ＬＰＬ 融合蛋白的表达

Ｆｉｇ．４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｃ．ｃａｒｐｉｏ ＬＰＬ

Ｍ：预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：上清液中 ＬＰＬ１；２：包涵体中 ＬＰＬ１；３：未
加 ＩＰＴＧ 的 ＬＰＬ１；４：未加 ＩＰＴＧ 的 ＬＰＬ２；５：包涵体中 ＬＰＬ２；６：上
清液中 ＬＰＬ２。
图 ５　 鲤鱼 ＬＰＬ 蛋白质的可溶性鉴定

Ｆｉｇ．５　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ．ｃａｒｐｉｏ ＬＰＬ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．６　 温度、ｐＨ 对鲤鱼 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 酶活性的影响

从图 ７ 可以看出，在 ２０～ ４０ ℃的反应体系中，

Ｍ：预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ５：纯化 ＬＰＬ１ 收集的 ５ 管蛋白质；６ ～
１１：纯化 ＬＰＬ２ 收集的 ６ 管蛋白质。
图 ６　 纯化后的鲤鱼 ＬＰＬ 蛋白质

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｃ．ｃａｒｐｉｏ ＬＰＬ

ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 都具有活性，随着反应温度的上升酶

活性逐渐变大而后降低。 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 酶活性的最

适温度均为 ３５ ℃。 在 ２０～４０ ℃，ＬＰＬ１ 的活性始终

高于 ＬＰＬ２ 的活性。 在 ２０ ℃时，ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 活性

分别为最高活性的 ６１％和 ５０％。 当温度升至 ４０ ℃
时，ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 活性分别为最高活性的 ６８％和

６２％，说明与 ＬＰＬ２ 相比，ＬＰＬ１ 具有较好的温度稳

定性。

图 ７　 温度对鲤鱼脂蛋白脂肪酶活性的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｐａｓｅ ｏｆ Ｃ．ｃａｒｐｉｏ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

　 　 在 ｐＨ ４～１０ 的反应体系中，ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 都具

有活性（图 ８）。 在 ｐＨ ４ ～ １０，ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 随着反应

体系 ｐＨ 值的上升酶活性逐渐变大而后降低。 ＬＰＬ１
和 ＬＰＬ２ 酶活性的最适 ｐＨ 均为 ８．０。 在 ｐＨ ４～ １０，
ＬＰＬ１ 活性始终高于 ＬＰＬ２ 活性。 在 ｐＨ ４ ～ ６，ＬＰＬ１
和 ＬＰＬ２ 的活性都很低；当 ｐＨ 达到 ８ 时，ＬＰＬ１ 和

ＬＰＬ２ 的活性达到最大。
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图 ８　 ｐＨ 值对鲤鱼脂蛋白脂肪酶活性的影响

Ｆｉｇ．８　 Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｐａｓｅ ｏｆ Ｃ．ｃａｒｐｉｏ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｐＨ

３　 讨 论

３．１　 鲤鱼 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 基因序列分析

本研究分析了鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 开放阅读框

ｃＤＮＡ 序列，结果表明 ＬＰＬ１ ｃＤＮＡ 编码区全长１ ５２４
ｂｐ，编码 ５０７ 个氨基酸； ＬＰＬ２ ｃＤＮＡ 编码区全长

１ ５０３ ｂｐ，编码 ５００ 个氨基酸。 鲤鱼 ＬＰＬ２ 比 ＬＰＬ１
少 ７ 个氨基酸，主要表现为 Ｎ 端部分序列的缺失。
比对分析发现，鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 的氨基酸序列同

源性只有 ４５􀆰 ５１％，高于大口黑鲈中 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２
氨基酸序列同源性（４３􀆰 ５％） ［２３］。 本研究克隆的鲤

鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 主要功能域都存在，并且在氨基酸

序列上与其他鱼类相比比较保守，说明本研究克隆

的序列就是鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 基因序列。 由系统

发育树可见鲤鱼 ＬＰＬ１ 和哺乳动物 ＬＰＬ 聚为一支，
而鲤鱼 ＬＰＬ２ 则和真鲷、金头鲷、大黄鱼等聚为一

支。 鱼类存在 ２ 种类型的 ＬＰＬ，可能是鱼类特有的

第 ３ 轮全基因组复制的结果，而哺乳动物只存在 １
种类型的 ＬＰＬ，可能跟哺乳动物在进化过程中 ＬＰＬ２
的丢失有关。
３．２　 鲤鱼 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 在各组织（器官）中的表达

差异

　 　 脂蛋白脂肪酶是由组织（器官）中的实质细胞

合成后分泌到胞外，同一种组织合成的 ＬＰＬ 不会通

过血液循环系统运送到机体的其他组织（器官）中

发挥作用［２４］，这在一定程度上确保了用荧光定量技

术检测鲤鱼各组织（器官）中 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 表达量的

准确性。
ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 在鲤鱼各组织（器官）中呈现出

泛表达的特征，这与哺乳动物表达特征不同。 哺乳

动物在其出生后肝脏 ＬＰＬ 停止表达，在成人的肝脏

中检测不到 ＬＰＬ 的表达［２５］。 鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 均

在肝脏中表达量最高，这可能跟鱼类缺乏皮下脂肪

层，肝脏是其主要脂肪蓄积部位有关［２６］。 在草鱼、
金头鲷、虹鳟、真鲷的肝脏中也都发现有 ＬＰＬ 的大

量表达［２７］。 在鲤鱼不同组织 （器官） 中， ＬＰＬ１ 和

ＬＰＬ２ 表达的水平并不完全相同，可能与长期进化使

不同组织（器官）中 ＬＰＬ 在脂肪代谢中发挥的作用

不同有关。 酶联免疫法测定结果表明，组织（器官）
中 ＬＰＬ 蛋白质总含量与 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 在 ｍＲＮＡ 水平

的表达量保持一致，符合基因表达的特征。
３．３　 鲤鱼 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 的原核表达

为了获得大量高纯度的表达蛋白，选择合适、高
效的表达载体是关键，较多研究者采用 ｐＥＴ３２ａ（ ＋）
作为 表 达 载 体， 均 获 得 了 高 产 量 的 包 涵 体 蛋

白［２８⁃２９］。 另外通过温度与诱导剂浓度的调整，可获

得高纯度的可溶蛋白［３０］。 本研究选用高效表达载

体 ｐＥＡＳＹ⁃Ｅ２，将 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 基因目的片段与其相

连接，成功构建了 ｐＥＡＳＹ（Ｅ２）⁃ＬＰＬｓ 原核表达载体，
在大肠杆菌 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中经过 ＩＰＴＧ 诱导，高效

表达出相对分子量分别为 ５．５５×１０４、５．３５×１０４的融

合蛋白，随后经过 Ｎｉ⁃ＮＴＡ 亲和层析纯化、复性、超
滤，获得了高纯度的融合蛋白。
３．４　 温度和 ｐＨ 值对 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 酶活性的影响

目前关于脂蛋白脂肪酶活性的测定大多采用碱

滴定法、对硝基苯酚法、铜皂法 ３ 种常用的方法。 对

硝基苯酚法与碱滴定法相比，具有能有效地终止反

应，结果更稳定，重复性更好的特点，与铜皂法相比

用时更短，是进行大批量脂肪酶活性快速测定的较

好选择［３１］。 因此本研究采用对硝基苯酚法测定了

原核表达纯化的 ＬＰＬ１、ＬＰＬ２ 在底物充足的情况下，
不同温度和 ｐＨ 范围内的酶活性。

Ｊｏｈｎ［３２］认为，鱼类脂蛋白脂肪酶活性的最适温

度一般为 ３０～５０ ℃。 李加儿等［３３］ 的研究结果表明

内斜带髭鲷消化道不同部位脂蛋白脂肪酶活性的最

适温度均为 ３５ ℃。 本研究中鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 酶

活性的最适温度与上述研究结果一致。 鲤鱼生长的

适宜温度是 ２０～２８ ℃，从脂蛋白脂肪酶活性的最适

温度与环境温度相比较来看，水体环境的温度难以

维持脂蛋白脂肪酶活性所需要的最适温度，这一点

与桂远明等［３４］在研究温度与鱼消化酶作用关系时

１２４周　 杰等：鲤鱼 ２ 种脂蛋白脂肪酶基因的 ｃＤＮＡ 克隆、表达及其酶活性



的结论相近似，虾类也存在类似现象［３５］。 究其原

因，可能跟鲤鱼体内复杂的环境有关，而且试验中测

定的脂蛋白脂肪酶活性是在一定的限制性条件下进

行的，所以最适温度只有在一定条件下才有意义，但
在一定程度上反应了温度对脂蛋白脂肪酶的影响

规律。
大多数鱼类脂蛋白脂肪酶的适宜 ｐＨ 处于碱性

范围，金头鲷（Ｓｐａｒｕｓ ａｕｒａｔａ）为 ｐＨ８［３６］，鲑（Ｓａｌｍｏｎ
ｓａｌａｒ） 为 ｐＨ７． ５［３７］，虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ） 为

ｐＨ７．８［３８］。 鲤鱼 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 的适宜 ｐＨ 为 ８，与这

些鱼类基本相似。 脂蛋白脂肪酶的最适 ｐＨ 偏碱

性，说明偏碱性条件有利于脂蛋白脂肪酶活力的发

挥，这可能与鱼类适宜生长在偏碱性的水环境中

有关。
在相同的反应条件下，ＬＰＬ１ 酶活性始终高于

ＬＰＬ２ 酶活性，这可能与 ＬＰＬ１ 和 ＬＰＬ２ 的 Ｎ⁃糖基化

差异有关。 经过氨基酸序列比对和功能结构分析发

现，本实验克隆的 ２ 种 ＬＰＬ 二聚体形成位点、活性中

心位点、肝素结合域都很保守，只有 Ｎ⁃糖基化位点

存在显著差异，而 Ｎ⁃糖基化是脂蛋白脂肪酶维持其

催化活性的必要条件［３９］，ＬＰＬ１ 存在 ２ 个 Ｎ⁃糖基化

位点（Ａｓｎ８５和 Ａｓｎ４０１），ＬＰＬ２ 的８３Ｎ 位点突变导致只

存在 １ 个 Ｎ⁃糖基化位点（Ａｓｎ４００）。
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