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大口黑鲈脂代谢相关基因ＮＰＹ、ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ克隆与分子进化分析

于　燕　梁旭方　李诗盈　廖婉琴
(暨南大学生物工程学系 ,广州　 510632)

摘要:采用ＲＴ-ＰＣＲ和 ＲＡＣＥ方法克隆了大口黑鲈ＮＰＹ基因 ｃＤＮＡ全序列及ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ基因ｃＤＮＡ核心片段。

序列分析结果表明 , 大口黑鲈ＮＰＹ基因ｃＤＮＡ全序列长 664ｂｐ, 其中 5′端非翻译区(5′-ＵＴＲ)长 53ｂｐ, 3′端非翻译

区(3′-ＵＴＲ)长 311ｂｐ, 开放阅读框(ＯＲＦ)长 300ｂｐ, 编码 99个氨基酸 , 即前体ＮＰＹ。大口黑鲈前体 ＮＰＹ包括三个

部分 , 28个氨基酸组成的信号肽 、36氨基酸组成的成熟ＮＰＹ以及 32个氨基酸组成的由Ｇｌｙ-Ｌｙｓ-Ａｒｇ指示的ＮＰＹＣ

端肽(ＣＰＯＮ)。大口黑鲈 ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ基因ｃＤＮＡ核心片段长度分别为 737ｂｐ、509ｂｐ和 666ｂｐ,各自编码 245个

氨基酸 、169个氨基酸和 222个氨基酸。将 4个基因的氨基酸序列分别与其他物种的氨基酸序列进行同源性比较 ,

并通过 ＭＥＧＡ3构建系统树 , 对这 4个脂代谢相关基因的分子进化特征进行了探讨。

关键词:大口黑鲈;ＮＰＹ;ＵＣＰ2;ＬＰＬ;ＨＬ;克隆;分子进化

中图分类号:Ｑ781;Ｑ349　　文献标识码:Ａ　　文章编号:1000-3207(2008)06-0900-08

　　动物体内的脂类主要有三个去路:贮存在皮下 、

内脏或脂肪组织;转化成其他成分;在线粒体中进行

氧化供能。一系列的脂代谢相关基因协同作用 ,使

这三条途径有机结合 ,构成了脂类的营养及代谢网

络 。脂类是鱼类必须的营养元素之一 ,特别是肉食

性鱼类所需能量的主要来源
[ 1]
,脂类的摄入 、贮存

和代谢对鱼类维持正常的生命活动具有重要意

义
[ 2, 3]

。目前哺乳动物脂代谢相关基因的研究已经

有了一些进展 ,而鱼类脂代谢相关基因的研究还较

少 。神经肽Ｙ(ＮｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹ, ＮＰＹ)是 1982年首

次从猪脑中分离出来的一种含 36个氨基酸的单链

多肽
[ 4]
,与Ｙ肽(ＰＹＹ)和胰多肽(ＰＰ)十分相似 ,故

认为同属胰多肽家族。ＮＰＹ是由 36个氨基酸组成

的活性多肽 ,研究发现 ,无论是鱼类还是哺乳动物

ＮＰＹ都能够增强食欲 ,促进摄食 ,从而参与调控脂

代谢
[ 5— 7]

。解偶联蛋白 2(Ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ 2,

ＵＣＰ2)是 1997年发现的一种解偶联蛋白 ,是线粒体

内膜载体家族的一员
[ 8]
。在哺乳动物脂代谢过程

中 ,ＵＣＰ2基因的表达与游离脂肪酸(Ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄ,

ＦＦＡ)密切相关 ,并且 ＵＣＰ2基因还与肥胖基因连

锁
[ 9]
。脂蛋白脂肪酶(Ｌｉｐｏｒｔｅｉｎｌｉｐａｓｅ, ＬＰＬ)与肝脂

酶 、胰脂酶和内皮脂肪酶高度同源 ,同属于脂肪酶基

因家族的成员 。哺乳动物 ＬＰＬ主要功能是催化水

解ＶＬＤＬ颗粒和乳糜微粒内的甘油三酯 ,与机体的

脂质代谢及肥胖与否密切相关
[ 10, 11]

。肝脂肪酶

(Ｈｅｐａｔｉｃｌｉｐａｓｅ, ＨＬ)是一种 Ｎ-糖蛋白 ,哺乳动物

ＨＬ具有磷酸脂肪酶Ａ1和甘油三酯水解酶活性 ,对

血浆脂质转运有重要作用 ,主要参与高密度脂蛋白

的重构和乳糜微粒残骸 、低密度脂蛋白的代谢以及

胆固醇的逆向转运 ,是脂蛋白代谢中的关键酶之

一
[ 12— 14]

。目前ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ在鱼类脂代谢中的

作用还不清楚 ,是否与哺乳动物相似 ,还需要更加深

入的研究 。

大口黑鲈(Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｉｄｅｓ)是一种温水性

淡水鱼类 ,原产于北美洲 ,是游钓渔业的重要对象。

为研究大口黑鲈脂代谢相关基因及其分子进化 ,我

们克隆了大口黑鲈 4个脂代谢相关功能基因:ＮＰＹ

基因ｃＤＮＡ全序列以及 ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ基因 ｃＤＮＡ

核心片段 ,推测得到其氨基酸序列 ,分别与其他物种

的氨基酸序列进行同源性比较 ,并利用 ＭＥＧＡ3构

建系统进化树 。本项工作为进一步深入研究鱼类的

脂代谢机制 ,促进经济鱼类的水产养殖提供参考 。
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1　材料与方法

1.1　实验鱼　大口黑鲈购于广州市石牌市场。

1.2　方法

1.2.1　总 ＲＮＡ提取和 ｃＤＮＡ第一条链的合成

分离新鲜大口黑鲈大脑及肝脏组织。总 ＲＮＡ的提

取与纯化按 Ｐｒｏｍｅｇａ公司的ＳＶＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ

Ｓｙｓｔｅｍ试剂盒推荐方法进行 。ｃＤＮＡ第一链的合成

使用ＴａＫａＲａＲＮＡＬＡＰＣＲ
ＴＭ
Ｋｉｔ(ＡＭＶ)Ｖｅｒ.1.1试

剂盒 ,以大口黑鲈脑(用于克隆 ＮＰＹ基因 ｃＤＮＡ全

序列)及肝脏(用于克隆ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ基因 ｃＤＮＡ

核心片段)总ＲＮＡ为模板 ,ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)18为反转录引

物 ,操作按试剂盒推荐方法进行 。

1.2.2　大口黑鲈 ＮＰＹ、ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ基因核心

片段的克隆　根据已知脊椎动物 ＮＰＹ、ＵＣＰ2、ＬＰＬ、

ＨＬ氨基酸序列的保守区域分别设计两条简并引物

(表 1)。ＮＰＹ基因 ＰＣＲ扩增条件为:94℃预变性

3ｍｉｎ, 94℃ 60ｓ, 50℃ 60ｓ, 72℃ 60ｓ,共 30个循环 ,最

后 72℃延伸 5ｍｉｎ。ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ基因 ＰＣＲ扩增

条件均为:94℃预变性 3ｍｉｎ, 94℃ 60ｓ, 40℃ 60ｓ,

72℃ 60ｓ,共 30个循环 ,最后 72℃延伸 5ｍｉｎ。ＰＣＲ

产物经 2%琼脂糖电泳纯化 ,ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＩＩ(Ｕ-

ｇｅｎｅ)回收后克隆至ｐＭＤ 18-Ｔ载体(ＴａＫａＲａ),转化

感受态 Ｅ.ｃｏｌｉＪＭ109,利用 Ｍ13正反向引物 ,通过

ＰＣＲ反应检测得到阳性克隆 ,阳性克隆由英骏公司

进行测序。

表 1　克隆大口黑鲈ＮＰＹ、ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ基因所用引物

Ｔａｂ.1　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｃｌｏｎｉｎｇｏｆｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓＮＰＹ,ＵＣＰ2,ＬＰＬ,

ＨＬｇｅｎｅ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＮＰＹ01Ｆ: 5′-ＡＴＡＣ(Ｔ)ＣＣＧＧＴＧＡＡＴＣＣＧＧＡＧＡＡ-3′

ＮＰＹ02Ｒ: 5′-ＡＴＡＣＣＴ(Ｇ)ＣＴＧＴＣＴＴＧＴＧＡＴＧＡＧ-3′

ＮＰＹ5′ＲＴ 5′-(Ｐ)ＡＣＡＣＴＧＡＴＧＡＣＡＧＣＡ-3′

ＮＰＹ5′Ｓ1 5′-ＧＧＴＣＴＡＧＴＣＣＴＧＡＧＡＴＴＣ-3′

ＮＰＹ5′Ａ1 5′-ＣＧＣＴＧＴＣＴＴＧＴＧＡＴＧＡＧＡ-3′

ＮＰＹ5′Ｓ2 5′-ＡＧＡＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＡＧＧＡ-3′

ＮＰＹ5′Ａ2 5′-ＧＡＧＴＡＧＴＡＣＴＴＧＧＣＴＡＧＣ-3′

ＮＰＹ3′01Ｆ 5′-ＧＧＡＣＧＡＧＣＴＡＧＣＣＡＡＧＴＡ-3′

ＮＰＹ3′02Ｆ 5′-ＧＣＣＣＴＧＡＧＡＣＡＣＴＡＣＡＴＣ-3′

3ｓｉｔｅｓａｄａｐｔｏｒｐｒｉｍｅｒ 5′-ＣＴＧＡＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＧＧＡＴＣＣ-3′

ＵＣＰ201Ｆ 5′-ＴＣＡＣＣＴＴＴＣＣＡＣＴＧＧＡＣＡＣＣＧＣ(Ｔ/Ｃ/Ａ)

ＡＡ(Ａ/Ｇ)ＧＴ-3′

ＵＣＰ202Ｒ 5′-ＧＴＧＡＣＡＡＡＣＡＴＡＡＣＣＡＣＡ(Ｇ)ＴＴＣＣＡ-3′

续表

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＬＰＬ01Ｆ 5′-ＣＣＡＡＧＡＣＣＴＴＣＡＴＡＧＴＧＡＴ(Ｔ/Ｃ)ＣＡＴＧ-

ＧＣＴＧＧ-3′

ＬＰＬ02Ｒ 5′-ＧＣＣＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＣＴＣＣ(Ｇ/Ａ)ＴＴ-

ＧＧＧＧＴＡ-3′

ＨＬ01Ｆ 5′-ＧＡＴＧＣＣＡＡＧＴＴＴＧＴＧＧＡＴＧＣ(Ｔ/Ｃ)ＡＴ-

ＴＣＡＴＡＣ-3′

ＨＬ02Ｒ 5′-ＧＧＴＣＴＴＡＡＣＴＧＴＧＴＴＣＣＡＣＡＴ(Ａ/Ｇ)ＴＴ-

ＧＧＣＣＣＡ-3′

1.2.3　大口黑鲈 ＮＰＹ基因 5′端及 3′端的扩增　根

据克隆得到的大口黑鲈 ＮＰＹ基因 ｃＤＮＡ核心片段

设计 5′ＲＡＣＥ及 3′ＲＡＣＥ所需引物:ＮＰＹ 5′ＲＴ、

ＮＰＹ5′Ｓ1、ＮＰＹ5′Ａ1、ＮＰＹ5′Ｓ2、ＮＰＹ5′Ａ2、ＮＰＹ

3′01Ｆ、ＮＰＹ 3′02Ｆ(表 1)。 5′ＲＡＣＥ及 3′ＲＡＣＥ操

作参照文献 [ 15]中使用的方法进行 。

5′ＲＡＣＥ(约 250ｂｐ)和 3′ＲＡＣＥ(约 550ｂｐ)扩

增得到的目的片段回收 、纯化后克隆至 ｐＭＤ 18-Ｔ

载体 ,转化感受态Ｅ.ｃｏｌｉＪＭ109,应用ＰＣＲ反应对阳

性克隆进行鉴定 ,最后由英骏公司对所获得的阳性

克隆进行序列测定 。

1.3　同源性分析及系统进化树重建　同源序列的

搜索在 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ服务器上进行 (ｈｔｔｐ://ｗｗｗ.

ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ/ＢＬＡＳＴ/)。用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.81软

件进行序列的对位排列 , 并辅以人工校对。用

ＭＥＧＡ3软件ＮＪ法构建ＮＰＹ、ＵＣＰ2、ＬＰＬ和ＨＬ系统

进化树。

2　结　果

2.1　大口黑鲈ＮＰＹ基因ｃＤＮＡ全序列的克隆及序

列分析

本研究利用ＲＴ-ＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术从大口黑鲈

脑组织克隆得到大口黑鲈 ＮＰＹ基因 ｃＤＮＡ核心片

段 , 5′末端(图 1)及 3′末端(图 2),通过拼接得到

ＮＰＹ基因ｃＤＮＡ全序列。序列分析结果表明 ,获得

大口黑鲈ＮＰＹ基因 ｃＤＮＡ全序列长 664ｂｐ(图 3),

其中 5′端非翻译区(5′-ＵＴＲ)长 53ｂｐ, 3′端非翻译

区(3′-ＵＴＲ)长 311ｂｐ, 开放阅读框 (ＯＲＦ)长 300

ｂｐ,编码 99个氨基酸 ,即前体ＮＰＹ。前体ＮＰＹ包括

三个部分 , 28个氨基酸组成的信号肽 、36氨基酸组

成的成熟ＮＰＹ以及 32个氨基酸组成的由 Ｇｌｙ-Ｌｙｓ-

Ａｒｇ指示的 ＮＰＹＣ端肽(Ｃ-ｔｅｒｍｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｏｆＮＰＹ

ＣＰＯＮ)。通过ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ搜索得知 ,所得大口黑



902　　 水　　生　　生　　物　　学　　报 32卷

鲈ＮＰＹ基因 ｃＤＮＡ全序列与欧洲狼鲈 、石斑鱼 、牙

鲆 、鳜鱼ＮＰＹ核苷酸同源性很高 ,均在 90%以上 ,分

别为 93%、91%、92%、91%。成熟 ＮＰＹ由 36个氨

基酸残基组成 ,含有 5个酪氨酸残基。

2.2　ＮＰＹ系统进化树的构建

ＮＰＹ在进化中十分保守 ,人 、猴子 、大鼠 、小鼠

以及家鸡ＮＰＹ氨基酸序列完全一致 。我们克隆得

到的大口黑鲈ＮＰＹ氨基酸核心片段与鳜鱼 ＮＰＹ氨

基酸核心片段也只相差一个氨基酸。为了更加准确

地反映ＮＰＹ在进化中的变化 ,我们通过ＲＡＣＥ法扩

增得到了大口黑鲈ＮＰＹ基因全序列 ,并将其前体氨

基酸序列与其 他 22 个物种 (鲤鱼 (Ｃｙｐｒｉｎｕｓ

ｃａｒｐｉｏ)、金鱼(Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ)、斑马鱼(Ｄａｎｉｏｒｅ-

ｒｉｏ)、沟鲶(Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ)、石斑鱼 (Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ

ｃｏｉｏｉｄｅｓ)、牙鲆 (Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ)、欧洲狼鲈

(Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓｌａｂｒａｘ)、虹鳟(Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ)、

鳜鱼 (Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ)、人 (Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ)、猕猴

(Ｍａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ)、牛(Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ)、羊(Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ)、

小鼠(Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ)、大鼠(Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ)、非洲

爪蟾 (Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ)、泅 盲游 蚓 (Ｔｙｐｈｌｏｎｅｃｔｅｓ

ｎａｔａｎｓ)、蝾螈(Ａｍｂｙｓｔｏｍａｍｅｘｉｃａｎｕｍ)、家鸡(Ｇａｌｌｕｓ

ｇａｌｌｕｓ)、南方河七鳃鳗(Ｉｃｈｔｈｙｏｍｙｚｏｎｇａｇｅｉ)、海七鳃
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鳗(Ｐｅｔｒｏｍｙｚｏｎｍａｒｉｎｕｓ)、欧洲河七鳃鳗(Ｌａｍｐｅｔｒａ

ｆｌｕｖｉａｔｉｌｉｓ))进行同源性比较 , 以静水椎实螺 (Ｌｙｍ-

ｎａｅａｓｔａｇｎａｌｉｓ)为外族群 ,并通过 ＭＥＧＡ3以 ＮＪ法

Ｐｏｉｓｓｏｎｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ模型建立 ＮＰＹ系统进化树 (图

4)。用作建树的 24个物种分属于圆口纲 、硬骨鱼

纲 、两栖纲 、鸟纲 、哺乳纲以及软体动物门肺螺亚

纲 6个大类群 。在ＮＰＹ系统进化树中 , 24个物种

很好的聚集于各自所属的类群中 。大口黑鲈位于

硬骨鱼纲分支 ,与其最近的两个分支是两栖纲 、圆

口纲分支;但 ＮＰＹ系统进化树未能准确描述大类

群分支内物种间的关系 ,例如 ,硬骨鱼纲分支中 ,

石斑鱼 (鲈形目)、大口黑鲈(鲈形目)、欧洲狼鲈

(鲈形目)与鲽形目的牙鲆聚在一起形成一个分支

且支持率达 94%,而鳜鱼(鲈形目)列入该分支的

支持率却低于 50%仅为 41%,与传统分类学的观

点相左 。

图 4　ＮＰＹ系统进化树

Ｆｉｇ.4　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＮＰＹｇｅｎｅ

ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.81软件进行序列的对位排列, ＭＥＧＡ3软件中的 ＮＪ法

　　　　建树 ,枝上数值表示 1000次重复抽样所得的支持率

ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＮＰＹｇｅｎｅｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇＭＥＧＡ3 ｓｏｆｔｗａｒｅｂｙＮＪ

ｍｅｔｈｏｄ.Ｔｈｅｖａｌｕｅａｔｔｈｅｎｏｄｅｓｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｕｓｉｎｇ

　　　　 1000ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

2.3　大口黑鲈ＵＣＰ2基因ｃＤＮＡ核心片段的克隆

及序列分析

根据已知脊椎动物ＵＣＰ2氨基酸保守区域设计

简并引物ＵＣＰ201Ｆ、ＵＣＰ202Ｒ,进行 ＲＴ-ＰＣＲ扩增 ,

得到与预期片段大小一致的ＰＣＲ产物。将ＲＴ-ＰＣＲ

产物纯化 、回收后克隆至 ｐＭＤ 18-Ｔ载体。用 Ｍ13

正向引物进行单向测序 ,测序结果表明 ,克隆得到

的大口黑鲈ＵＣＰ2基因 ｃＤＮＡ核心片段长 737ｂｐ。

该ｃＤＮＡ序列包含一个开放阅读框架 ,编码 245个

氨基酸(图 5)。ＵＣＰ2特征结构 ＰＶＤＶＶＫＴＲ,位于

所得片段第 190位到第 197位 。人 ＵＣＰ1第 146

位和第 148位 、苍鼠ＵＣＰ1第 145位和第 147位氨

基酸均为组氨酸 ,这两个组氨酸被认为对于ＵＣＰ1

转运质子是必需的
[ 16]
,而脊椎动物 ＵＣＰ2在这两

个相应位置则均不是组氨酸 ,这被认为是脊椎动

物ＵＣＰ2区别于 ＵＣＰ1的最重要结构特征 , 例如 ,

鳜鱼ＵＣＰ2在这两个相应位置上均是天门酰胺 ,鲢

鱼ＵＣＰ2在这两个相应位置上分别是丝氨酸和甘

氨酸(本实验室未公布序列)。我们克隆的大口黑

鲈ＵＣＰ2在这两个相应位点上也不是组氨酸而分

别是亮氨酸和甘氨酸(大口黑鲈ＵＣＰ2片段第 105

位和第 107位)。

图 5　大口黑鲈ＵＣＰ2基因ｃＤＮＡ核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ.5　ＴｈｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ

ｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓＵＣＰ2

氨基酸序列中阴影标识的部分(Ｌ、Ｇ)是脊椎动物 ＵＣＰ2区别于

ＵＣＰ1的最重要结构特征 , 方框内的区域(ＰＶＤＶＶＫＴＲ)是 ＵＣＰ2

　　　　　 特征结构

Ｔｈｅｓｈａｄｅｄａｒｅａｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｒｅｔｈｅｍｏｓｔｉｍｐｏｒｔａｎｔｄｉｆｆｅｒ-

ｅｒｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎＵＣＰ2 ａｎｄＵＣＰ1 ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ.Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎ

　　　　 ｔｈｅｂｏｘ(ＰＶＤＶＶＫＴＲ)ｉｓｔｈｅｍｏｔｉｆｏｆＵＣＰ2

2.4　ＵＣＰ2系统进化树的构建

将大口黑鲈(Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｉｄｅｓ)、鳜鱼(Ｓｉｎｉ-

ｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ)、斑马鱼(Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ)、草鱼(Ｃｔｅｎｏｐｈａ-
ｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ)、鲤鱼 (Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ)、鳙鱼(Ａｒｉｓ-

ｔｉｃｈｔｈｙｓｎｏｂｉｌｉｓ)、人 (Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ)、猕猴 (Ｍａｃａｃａ

ｍｕｌａｔｔａ)、牛(Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ)、小鼠(Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ)、大鼠
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(Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ)ＵＣＰ2通过ＭＥＧＡ3以ＮＪ法Ｐｏｉｓ-

ｓｏｎｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ模型建树 ,以果蝇(Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏ-

ｇａｓｔｅｒ)氧戊二酸 /苹果酸载体 (Ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ/ｍａｌａｔｅ

ｃａｒｒｉｅｒｐｒｏｔｅｉｎ, ＯＭＣＰ)为外族群(图 6)。ＵＣＰ2系统

进化树中大口黑鲈与鳜鱼聚在一起形成鲈形目分

支;斑马鱼 、草鱼 、鲤鱼 、鳙鱼聚在一起形成鲤形目分

支;人 、猕猴 、牛 、小鼠 、大鼠聚在一起形成哺乳纲分

支 ,且鲤形目较鲈形目与哺乳纲更近 ,这与基于形态

学的鱼类系统发育研究结论相一致。鱼类系统发育

研究认为 ,鲤形目属于软鳍鱼类 ,是较低等的真骨鱼

类;而鲈形目属于棘鳍鱼类 ,是较高等的真骨鱼类 ,

鲤形目更为原始 ,鲈形目更为特化 ,鲤形目与哺乳动

物关系更近 。

图 6　ＵＣＰ2系统进化树

Ｆｉｇ.6　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＵＣＰ2ｇｅｎｅ

ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.81软件进行序列的对位排列 , ＭＥＧＡ3软件中的 ＮＪ法

　　　 建树 ,枝上数值表示 1000次重复抽样所得的支持率

ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＵＣＰ2ｇｅｎｅｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇＭＥＧＡ3ｓｏｆｔｗａｒｅｂｙＮＪ

ｍｅｔｈｏｄ.Ｔｈｅｖａｌｕｅａｔｔｈｅｎｏｄｅｓｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｕｓｉｎｇ

　　　　　 1000ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

2.5　大口黑鲈 ＬＰＬ基因核心片段的克隆及序

列分析

根据已知脊椎动物 ＬＰＬ氨基酸保守区域设计

简并引物ＬＰＬ01Ｆ、ＬＰＬ02Ｒ,进行ＲＴ-ＰＣＲ扩增 ,得到

与预期片段大小一致的 ＰＣＲ产物 。将 ＲＴ-ＰＣＲ产

物纯化 、回收后克隆至 ｐＭＤ 18-Ｔ载体。用 Ｍ13正

向引物进行单向测序 ,测序结果表明 ,克隆得到的大

口黑鲈 ＬＰＬ基因 ｃＤＮＡ核心片段长 509ｂｐ。该

ｃＤＮＡ序列包含一个开放阅读框架 ,编码 169个氨基

酸(图 7)。斑马鱼完整ＬＰＬ由 511个氨基酸残基组

成 ,我们克隆的大口黑鲈 ＬＰＬ核心片段相当于斑马

鱼ＬＰＬ第 93位到第 261位的氨基酸片段。ＬＰＬ以

二聚体形式发挥功能 , 2个单体通过疏水作用相结

合 ,Ａｌａ
203
、Ｇｌｙ

215
和Ｇｌｙ

222
(人ＬＰＬ氨基酸残基位点编

号)对二聚体形成十分重要 ,在内温脊椎动物 ＬＰＬ

中高度保守
[ 12]
,这 3个氨基酸残基在大口黑鲈 ＬＰＬ

中也存在:Ａｌａ
130
、Ｇｌｙ

142
和Ｇｌｙ

149
。

图 7　大口黑鲈ＬＰＬ基因ｃＤＮＡ核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ.7　ＴｈｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ

　　　　 ｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓＬＰＬ

氨基酸序列中阴影标识的部分(Ａ、Ｇ、Ｇ)是 ＬＰＬ的高度保守区

　　　　 域 ,对ＬＰＬ二聚体的形成十分重要

Ｔｈｅｓｈａｄｅｄａｒｅａｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｗｈｉｃｈａｒｅｖｅｒｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｆｏｒ

　　　　 ＬＰＬｔｏｆｏｒｍｄｉｍｅｒａｒｅｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

2.6　ＬＰＬ系统进化树的构建

将大口黑鲈(Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｉｄｅｓ)、鳜鱼(Ｓｉｎｉ-

ｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ)、斑马鱼(Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ)、草鱼(Ｃｔｅｎｏｐｈａ-

ｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ)、中华鲟 (Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｓｉｎｅｎｓｉｓ)、鳙鱼

(Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓｎｏｂｉｌｉｓ)、虹鳟(Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ)、罗

非鱼(Ｔｉｌａｐｉａｎｉｌｏｔｉｃａ)、人(Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ)、小鼠(Ｍｕｓ

ｍｕｓｃｕｌｕｓ)、大鼠(Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ)ＬＰＬ通过ＭＥＧＡ3

以ＮＪ法 Ｐｏｉｓｓｏｎｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ模型建树 ,以果蝇 (Ｄｒｏ-

ｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ)胰脂肪酶 (Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ,

ＰＬ)为外族群(图 8)。ＬＰＬ系统进化树中 ,大口黑

鲈 、鳜鱼先聚在一起(支持率达 89%),然后再跟罗

非鱼聚在一起 ,形成鲈形目分支。

图 8　ＬＰＬ系统进化树

Ｆｉｇ.8　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＬＰＬｇｅｎｅ

ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.81软件进行序列的对位排列 ,ＭＥＧＡ3软件中的ＮＪ法

　　　　建树 ,枝上数值表示 1000次重复抽样所得的支持率

ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＬＰＬｇｅｎｅｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇＭＥＧＡ3ｓｏｆｔｗａｒｅｂｙＮＪ

ｍｅｔｈｏｄ.Ｔｈｅｖａｌｕｅａｔｔｈｅｎｏｄｅｓｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｕｓｉｎｇ

　　　 1000ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
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2.7　大口黑鲈ＨＬ基因ｃＤＮＡ核心片段的克隆及

序列分析

根据已知脊椎动物ＨＬ氨基酸保守区域设计简

并引物 ＨＬ01Ｆ、ＨＬ02Ｒ,进行 ＲＴ-ＰＣＲ扩增 ,得到与

预期片段大小一致的 ＰＣＲ产物 。将 ＲＴ-ＰＣＲ产物

电泳纯化 、回收后克隆至ｐＭＤ 18-Ｔ载体。用 Ｍ13

正向引物进行单向测序。测序结果表明 ,克隆得到

的大口黑鲈ＨＬ基因 ｃＤＮＡ核心片段长 666ｂｐ。该

ｃＤＮＡ序列包含一个开放阅读框架 ,编码 222个氨

基酸(图 9)。

图 9　大口黑鲈ＨＬ基因ｃＤＮＡ核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ.9　ＴｈｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ

　　　　 ｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓＨＬ

2.8　ＨＬ系统进化树的构建

将大口黑鲈(Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｉｄｅｓ)、鳜鱼(Ｓｉｎｉ-

ｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ)、斑马鱼(Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ)、草鱼(Ｃｔｅｎｏｐｈａ-

ｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ)、中华鲟 (Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｓｉｎｅｎｓｉｓ)、鳙鱼

(Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓｎｏｂｉｌｉｓ)、罗非鱼 (Ｔｉｌａｐｉａｎｉｌｏｔｉｃａ)、人

(Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ)、小鼠 (Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ)、大鼠(Ｒａｔｔｕｓ

ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ)ＨＬ通过 ＭＥＧＡ3以 ＮＪ法 Ｐｏｉｓｓｏｎｃｏｒｒｅｃ-

ｔｉｏｎ模型建树 ,以果蝇(Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ)胰脂

肪酶 (Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ, ＰＬ)为外族群 (图 10)。

ＨＬ系统进化树中 , 大口黑鲈 、鳜鱼先聚在一起

(支持率达 97%),然后再跟罗非鱼聚在一起 ,构

成鲈形目分支 。

3　讨　论

ＮＰＹ、ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ四株系统进化树对物种间

亲缘关系的描述并不完全一致 ,这与 4种蛋白质在

功能上的差异及不同的分子进化速率有关 。通过同

图 10　ＨＬ系统进化树

Ｆｉｇ.10　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＨＬｇｅｎｅ

ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.81软件进行序列的对位排列 , ＭＥＧＡ3软件中的ＮＪ法

　　　　　建树 ,枝上数值表示 1000次重复抽样所得的支持率

ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＨＬｇｅｎｅｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇＭＥＧＡ3ｓｏｆｔｗａｒｅｂｙＮＪ

ｍｅｔｈｏｄ.Ｔｈｅｖａｌｕｅａｔｔｈｅｎｏｄｅｓｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｕｓｉｎｇ

　　　　　 1000ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

源性比较发现 ,组织分布单一 、功能简单 、直接作用

于靶分子的蛋白质 ,其编码的基因序列变化大 ,很不

保守 ,适于准确地反映近缘物种间的亲缘关系;相

反 ,组织分布广泛 、功能多样 、作用机理复杂的蛋白 ,

其编码的基因非常保守 ,适于准确反映远缘物种间

的亲缘关系。在这四个基因中 ,ＮＰＹ广泛存在于无

脊椎动物及所有脊椎动物体内 ,是上游调控机制 -

中枢神经系统调控机制中一种重要的神经肽 ,在进

化中面对的选择压力很大 ,非常保守 ,因此适用于远

缘物种即大类群间亲缘关系的研究。ＵＣＰ2是解偶

联蛋白家族中的一员 ,参与脂代谢的调节
[ 17— 21]

,控

制活性氧的产生 ,但 ＵＣＰ2的作用机理相对简单 ,主

要就是通过介导线粒体质子泄漏 ,将质子驱动中贮

存的能量以热能的形式释放 ,最终减少 ＡＴＰ的生

成 ,属于下游的生理调控机制 。与 ＮＰＹ基因相比 ,

ＵＣＰ2基因在进化过程中面对的选择压力较小 ,通

过ＵＣＰ2系统进化树研究亲缘关系较近物种的分子

进化关系更加合理可靠。ＬＰＬ及ＨＬ同属于脂肪酶

超家族 ,都是由肝实质细胞分泌 ,直接参与脂代谢过

程。ＨＬ与ＬＰＬ在功能上有相似之处 ,但其最适底

物有所不同 ,在进化中ＬＰＬ与ＨＬ选择压力很小 ,变

异很大 ,特别是 ＨＬ较 ＬＰＬ变异更大 ,适于进行亲缘

关系很近物种的分子进化研究 。综合以上的考虑 ,

虽然ＮＰＹ系统进化树中大口黑鲈与鳜鱼亲缘关系

较远(大口黑鲈与欧洲狼鲈聚在一起形成一个分

支 ,然后与牙鲆和石斑鱼的分支聚在一起形成一

个分支 ,最后才与鳜鱼聚在一起),但考虑到 ＮＰＹ

系统进化树不适合描述近缘物种间的关系 ,并且

ＵＣＰ2、ＬＰＬ、ＨＬ系统进化树中大口黑鲈与鳜鱼都

以较高的支持率形成一个分支 ,因此我们推断大
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口黑鲈与鳜鱼亲缘很近 。虽然大口黑鲈原产美

国而鳜鱼则是中国的主要淡水鱼类 ,但二者不但

形态相似并且从分子生物学角度也可以找到两

者近缘亲缘关系的证据 。
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ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃＤＮＡｅｎｄｓ(ＲＡＣＥ)ＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏａｍｐｌｉｆｙｔｈｅ3′-ａｎｄ5′-ｅｎｄｏｆＮＰＹｃＤＮＡ.ＴｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅＮＰＹｃＤ-

ＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓｗａｓ664ｂｐｉｎｌｅｎｇｔｈ, ｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆａｎｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ(ＯＲＦ)ｏｆ300ｂｐ, ｅｎｃｏｄｉｎｇａ

ｐｒｏｔｅｉｎｏｆ99ａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓ.ＡｓｅａｒｃｈｏｆｔｈｅＢＬＡＳＴｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｄａｔａｂａｓｅｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓＮＰＹｗａｓｖｅｒｙｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｅＮＰＹｏｆｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ, ｓｕｃｈａｓＥｕｒｏｐｅａｎｓｅａｂａｓｓ(Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ

ｌａｂｒａｘ, 93%ｉｄｅｎｔｉｔｙ), ｏｒａｎｇｅ-ｓｐｏｔｔｅｄｇｒｏｕｐｅｒ(Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ, 91%ｉｄｅｎｔｉｔｙ), ｈｏｕｓｅｍｏｕｓｅ(Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ,

86%ｉｄｅｎｔｉｔｙ), ａｎｄｈｕｍａｎ(Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ, 87%ｉｄｅｎｔｉｔｙ).ＴｈｅｏｂｔａｉｎｅｄＵＣＰ2ｃｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓ737ｂｐｉｎｌｅｎｇｔｈ,

ｗｈｉｃｈｃｏｎｔａｉｎｓａｎｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｃｏｄｉｎｇ245ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ.ＴｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄＬＰＬｃｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓ509ｂｐ,

ｃｏｄｉｎｇ169ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ.ＴｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄＨＬｃｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓ666ｂｐ, ｃｏｄｉｎｇ222ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ.Ｗｅｍａｄｅｔｈｅ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｏｂｔａｉｎｅｄｇｅｎｅｓｏｆｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ, ａｎｄｇｏｔｆｏｕｒｐｈｙｌｏ-

ｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｂｙＮＪｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇｓｏｆｔｗａｒｅＭＥＧＡ3.ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂｕｉｌｔｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅＮＰＹｇｅｎｅ,

ｓｈｏｗｅｄａｒｉｇｈｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｆｉｓｈｗｉｔｈｍｏｌｌｕｓｋ, ａｍｐｈｉｂｉａ, ａｖｅｓａｎｄｍａｍｍａｌｓ, ｂｕｔｉｔｃｏｕｌｄｎｏｔｐｒｅｓｅｎｔａｃｃｕｒａｔｅｒｅｌａｔｉｏｎ-

ｓｈｉｐｏｆｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓ.ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂｕｉｌｔｂｙｌｅｓｓｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅＵＣＰ2ｇｅｎｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓａｎｄｏｔｈｅｒ

ｐｅｒｃｏｉｄｓｗｅｒｅｆａｒｔｈｅｒａｗａｙｆｒｏｍｍａｍｍａｌｓｔｈａｎｔｈｅｍｏｒｅｐｒｉｍｉｔｉｖｅｃｙｐｒｉｎｉｄｓ.Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｍａｋｅａｆｕｒｔｈｅｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｌｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓ, ｗｅｕｓｅｄｔｈｅｌｅａｓｔｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｇｅｎｅｓ(ＬＰＬａｎｄＨＬ)ｏｆｔｈｅｆｏｕｒｔｏｂｕｉｌｄｐｈｙｌｏ-

ｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓ, ａｎｄｆｏｕｎｄｔｈａｔｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓｗａｓｔｈｅｃｌｏｓｅｓｔｔｏＣｈｉｎｅｓｅｐｅｒｃｈ(Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ), ｗｈｉｃｈｗａｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ

ｏｎｌｙｉｎｔｈｅｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｓｏｆＥａｓｔＡｓｉａ.ＴｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｐｐｏｒｔｔｈｅｃｌｏｓｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓａｎｄＣｈｉｎｅｓｅｐｅｒｃｈ.
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