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摘　要　为揭示鹅脂蛋白脂酶 (L PL)脂质和肝素结合区域的特性 ,对鹅 L PL 基因外显子 4～6进行了克隆和序列

分析。以皖西白鹅血清总 DNA为模板 ,设计引物对鹅 L PL 基因的第 4～6外显子区域进行扩增和测序 ,分析鹅与

其他物种之间该区域的 DNA序列同源性、密码子非随机应用以及相应氨基酸残基区域的亲水性。结果表明 ,鹅

L PL 基因外显子 4～6 的片段大小分别为 112、234 和 243 bp ,其序列与鸡 L PL 基因相应序列的同源性达到

9119 % ,与人、羊、牛、猪等哺乳动物的同源性为 74 %～77 % ;鹅与鸡密码子非随机应用的相似系数为 01839 ,与猪

和鼠的相似系数为 01580～01650 ;L PL 中由外显子 4～6编码的氨基酸残基有 4个区域具有较大的表面概率 ,分别

位于残基 145～148、残基 187～190、残基 255～257和残基 293～299区域 ,表面概率分别1162～4129、2106～3101、

2175～4146和3103～6101 ,这些区域伴随有较强的亲水性。
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Abstract　Exon 4 to intron 6 s equence of lipoprotein lip as e ( LPL) gene was cloned to determine genome characteris tics

in goos e . The total DNA from goos e s erum was extracted. Two p airs of primers , P and Q , were designed to amplify

the LPL gene exon 4 to intron 6 which were then cloned and s equenced. The res ults showed that the LPL gene exon 4

to intron 6 were 3 404 bp . Blas ting the s equence homology among chicken , human , pig , mous e , cattle and cat showed

that the DNA homology between goos e and chicken was 9119 % which was the highest between goos e and other

sp ecies . The homology between goos e and mammal (human , sheep , cattle and pig) was 74 to 77 %. Als o the hy2
drophilicity , average charge , s urface probability and condon us age of amino acides coded by LPL gene exon 4 to exon

6 in goos e were analys ed.
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　　脂蛋白脂酶 (lipoprotein lipase , L PL)是由脂肪

细胞、心肌细胞、骨骼肌细胞、乳腺细胞及巨噬细胞

等实质细胞分泌的一种酰基甘油水解酶 ,催化水解

乳糜微粒和极低密度脂蛋白中的甘油三酯 ,转化成

非酯化脂肪酸和 22酰基甘油提供给组织[1 ]。脂肪

组织中的 L PL 活性升高将有助于机体脂质的贮存 ,

而骨骼肌中的 L PL 活性升高则有助于机体产热[2 ]。

L PL 在脂肪组织中的活性及在肌肉组织中的相对

活性决定了脂肪的储存或供能 ,于是 L PL 基因已经

作为动物脂肪代谢和沉积以及畜禽肉质研究的重要
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基因[325 ]。目前灵长类、啮齿类、鱼类以及家畜中部

分动物的 L PL 基因被克隆和测序 ,不同动物的

L PL 基因均由 10 个外显子和 9 个内含子组成 ,其

中第 1外显子包含 5′端非翻译区和 L PL 的信号肽 ,

第 4外显子编码脂质结合区域 ,第 6 外显子编码肝

素结合区域[627 ] ,外显子 2～5主要编码酶底物结合

区和催化活性中心区域 ,而外显子6～9序列编码区

域参与将酶锚定在血管内皮表面[6 ]。禽类 L PL 基

因的研究比其他动物起步较晚 ,除鸡[8 ]的 L PL 基

因被克隆和测序以外 ,其他禽类 L PL 基因的研究尚

未见报道。为此 ,本研究通过克隆鹅 L PL 基因的外

显子 4～6 ,并进行序列分析 ,为进一步研究鹅脂类

代谢和脂肪沉积遗传规律提供分子生物学基础。

1　材料与方法

111　材料

本研究所用试验鹅来自于皖西白鹅与四川白鹅

杂交试验的亲本群体 ,按照皖西白鹅的饲养标准饲

养 ;随机抽取 10 只鹅 (雌雄各半)的血液提取 DNA

样品。扩增用 Taq酶购自上海生物工程公司 ,转化

载体 pMD182T购自大连宝生物公司。

112　引物设计与合成

在 GenBank 中获得鸡 L PL 基因全长序列 ,利

用外显子的高同源性 ,用 Primer Premier510软件设

计 2对 ( P和 Q)扩增目的片段的引物 :

P　上游引物 :

A TT GTC ACT TGC TGG GGT ACA GTC T

下游引物 :

GAC A TC CAC GAA GTC A GC GTC A T

Q　上游引物 :

CTG GTC CCA CCT TTG A GT A TG C

下游引物 :

TCT CGT CTA GA G TGC CA T ACA GA G A

引物 P用于扩增目的片段的前段 ,覆盖外显子

4和内含子 4 ;引物 Q用于扩增目的片段的后段 ,覆

盖外显子 5、内含子 5、外显子 6和内含子 6。P和 Q

有交叉克隆区域 ,引物均由上海生物工程公司合成。

113　鹅基因组 D NA的提取

采用鹅翅下静脉采血 ,血样加入 ACD抗凝剂于

- 20 ℃保存。以酚2氯仿法[9 ]提取血清基因组总

DNA。DNA经紫外分光光度计检测 ,其 D260/ D280

为 11751。

114　PCR体系与反应条件

以提取的鹅基因组总 DNA为模板 ,采用 50μL

的 PCR反应体系 :10 ×PCRBuffer 4μL ,Mg + + (25

mmol/ L) 4μL ,dN TP(215 mmol/ L) 4μL ,DNA提取

物 111μL ,上下游引物各 018μL ( 125 ng/μL ) ,

TaqDNA聚合酶 (10 U/μL) 015μL。反应条件如下 :

94 ℃预变性 10 min ,94 ℃45 s ,57 ℃45 s ,72 ℃2

min 30 s ,经 35个循环后 ,在 72 ℃延伸 10 min。取 6

μL 反应液在 112 %(质量分数)琼脂糖凝胶上电泳 ,

分析 PCR产物大小。

115　目的片段测序

用 V2gene凝胶回收试剂盒回收目的片段 ;参照

氯化钙法制备 DH5α感受态细胞[10 ] ;分别取上述纯

化后的 PCR产物 4μL ,与 pMD182T载体相连 ,然后

转化入感受态细胞中 ,经蓝白斑筛选获得可能插入

目的 DNA的白色菌落 ,培养后菌液用原设计引物

进行验证。送菌液到上海生物工程公司进行测序。

116　序列分析

本研究分析用软件为 Primer Premier 510 和

DNAStar 5101。

1) 同源性分析。将鹅的 L PL 氨基酸序列与

GenBank中 (括弧中附收录号)的人 ( Homo sapiens ,

human , BC011353) 、狒狒 ( Papio anubis , olive ba2
boon , U18091) 、猪 ( S us scrof a , pig , NP - 999451) 、

牛 ( Bos taurus , cattle , XP - 616349) 、羊 ( Ovis aries ,

sheep , NP - 001009394) 、狗 ( Canis f am iliaris , dog ,

XP - 859720) 、貂 ( M ustela vison , American mink ,

CAA11411) 、猫 ( Felis cat us , cat , U42725 ) 、鼠

( M us , house mouse , NP - 032535 ) 和鸡 ( Gall us

gall us , chicken , P11602) 10 个物种进行比较 ,分析

外显子 4～6的 DNA序列之间的同源性。本研究采

用DNAStar软件的 MegAlign过程获得不同序列之间

的相似率和分歧率 ,比较不同序列之间的同源性。

2)密码子使用频率。利用鹅 L PL 基因外显子

4～6所对应的氨基酸序列 ,分析其氨基酸的组成和

密码子的应用频率。密码子使用频率 =
m k
n

,其中

m 为某种氨基酸同义密码子的种类数 ; n 为该种氨

基酸在蛋白质中的使用次数 ; k 为该种氨基酸某种

密码子的使用次数。当某种氨基酸的同义密码子随

机使用 ,则每种密码子的使用频率等于 1 ,用密码子

使用频率与 1之间的差异大小来衡量密码子使用频

率的偏差。
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3)参数分析。

氨基酸的亲水性 :根据 Kyte 等[11 ]的氨基酸亲

水性得分绘制鹅 L PL 氨基酸亲水性分布图 ;

电荷密度分布 :采用 DNAStar软件绘制鹅 L PL

氨基酸残基的电荷密度分布 ;

氨基酸特定区域位于蛋白质表面的概率 :假如

内部没有有意义的缺失和插入 ,对某个氨基酸序列

而言 ,位置 N 处于表面的概率是由位置 N - 2 和

N + 3所决定的。氨基酸序列位置 N 位于蛋白质

表面的概率 ( S )可以表示为

S n = 0137 - 6∏
6

i = 1

δn + 4 - i

其中δx 是位置 x 位于蛋白质表面的概率 ,当某一六

聚序列的 S n大于 1 ,则氨基酸区域位于蛋白质表面

的概率就越大[12 ]。

2　结果与分析

211　L PL 基因外显子 4～6序列的分析测定

根据 PCR扩增和凝胶电泳结果 ,引物 P扩增片

段为 1 703 bp ,引物 Q扩增片段为 2 000 bp (图 1) 。

M为 Marker DL2000 ; P和 Q为引物 P和 Q的 PCR产物带

图 1　目的片段 PCR产物凝胶电泳图

Fig. 1　Electrophoresis of PCR production by oligo P and Q
　

　　对所扩增的目的片段经纯化、转化、蓝白斑筛选

菌落过程 ,菌液测序 (结果登录在 GenBank上 ,收录

号为DQ105796和DQ105797) ,其中外显子 4～6的

序列如下 :

gagcagttca actaccctct caacaatgtc cacttgctgg ggtacagtct gggtgctcac

gctgctggga ttgctgggag cctgaccaag aagaaggtga acagaattac tgggctggat

cctgctggtc ccacctttga gtgtgctgat gccctcacac gcctctcccc ggatgacgct

gacttcgtgg atgtcctaca cacctacacc cgcggctctc cggatcgcag catcggcatt

cagaagcccg taggacacat cgatatttac cctaacgggg gaggcttcca gccgggctgc

aacttgggag aagctctacg cctgattgct gaaaaaggct ttgcagatgt ggatcagctg

gtgaaatgct ctcacgaacg atccatccac ctcttcatcg actccctcct ctacgaagaa

aagcccagca tggcctaccg ctgcaacacg aaggaggcct ttgagaaggg gctctgcctc

agctgccgca agaaccgctg caacaacttg ggttacaagg tcaacagagt gagaacaaag

agaaacacca aaatgtacct gaagacccgt gctcagatgc cctacaaag

212　不同物种的同源性

根据序列测定结果 ,比照鸡的外显子 4～6 序

列 ,鹅 L PL 基因外显子 4～6 的长度分别为 112、

234和 243 bp。鹅 L PL 基因 3 个外显子与鸡的同

源性最高 ,达到 9119 % ,与其他物种之间的同源性

只有 74 %～77 %(表 1) 。

表 1　鹅与其他 10个物种 L PL 基因外显子 4～6的同源性

Table 1　Homology comparison of exon 4 to 6 in L PL genes between goose and 10 other species %

项　目 鸡 人 狒狒 鼠 羊 猫 貂 狗 牛 猪

相似率 9119 7711 7618 7616 7613 7516 7514 7419 7416 7414

分歧率 817 2717 2812 2815 2910 3013 3015 3111 3117 3118
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213　外显子 4～6编码的氨基酸序列分析

鹅外显子 4～6编码 L PL 蛋白质的 196个氨基

酸如下 (表 2) 。

EQFN YPLNNV HLL GYSL GAH AA GIA GSL T K KKVNRITGLD PA GPTFECAD AL TRL SPDDA

DFVDVL HT YT R GSPDRSIGI Q KPV GHIDIY PN GGGFQPGC NL GEAL RL IA EKGFADVDQL

V KCSHERSIH L FIDSLL YEE KPSMA YRCN T KEAFEKGLCL SCR KNRCNNL GYKVNRVRT K

RN T KM YL KTR AQMP YK

表 2　鹅 LPL中由外显子 4～6编码的氨基酸组成

Table 2　Composition of amino acids coded by exon 4 to 6 of L PL gene

氨基酸 代号 数量 比例/ %

Ala A 14 7114

Cys C 7 3157

Asp D 11 5161

Glu E 9 4159

Phe F 7 3157

Gly G 17 8167

His H 6 3106

Val V 9 4159

Lys K 15 7165

Leu L 20 10120

Met M 3 1153

Asn N 12 6112

氨基酸 代号 数量 比例/ %

Pro P 10 5110

Gln Q 5 2155

Arg R 13 6163

Ser S 10 5110

Thr T 10 5110

Trp W 0 0

Ile I 9 4159

Tyr Y 9 4159

极性氨基酸 53 27104

疏水性氨基酸 59 30110

带电荷氨基酸 70 35171

酸性氨基酸 20 10120

碱性氨基酸 28 14129

　　分析密码子使用频率 (表 3)可以发现 ,不同的

氨基酸采用不同的密码子使用策略 ,Ala 偏向使用

GCU ,Arg使用 CGC , His使用 CAC ,Leu使用 CUC +

CU G ,Ser使用 A GC ,Val使用 GU G , Thr 使用 ACC

等 ,显示出密码子使用的非随机性。比较鹅与其他

10个物种该区域密码子的使用策略 ,结果见表 4。

表 3　鹅 LPL中由外显子 4～6编码的氨基酸密码子使用频率

Table 3　Codon usage frequencies of exon4 to 6 of L PL genes in goose

氨基酸密码子使用频率

Ala GCA 01286

GCC 01857

GCG 01000

GCU 21857

Arg A GA 11846

A GG 01000

CGA 01462

CGC 31231

CGG 01000

CGU 01462

His CAC 21000

CAU 01000

氨基酸密码子使用频率

Gly GGA 01760

GGC 11176

GGG 11412

GGU 01706

Leu CUA 01600

CUC 21400

CU G 21100

CUU 01000

UUA 01000

UU G 01900

Lys AAA 01553

AA G 11467

氨基酸密码子使用频率

Pro CCA 01000

CCC 11600

CCG 11200

CCU 11200

Ser A GC 21400

A GU 01600

UCA 01000

UCC 11800

UCG 01000

UCU 11200

Phe UUC 11143

UUU 01857

氨基酸密码子使用频率

Val GUA 01444

GUC 11333

GU G 21222

GUU 01000

Asn AAC 11833

AAU 01167

Asp GAC 01545

GAU 11455

Cys U GC 11714

U GU 01286

Tyr UAC 21000

UAU 01000

氨基酸密码子使用频率

Thr ACA 01800

ACC 21400

ACG 01400

ACU 01400

Gln CAA 01000

CA G 21000

Glu GAA 11111

GA G 01889

AUA 01000

Ile AUC 11333

AUU 11667
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表 4　鹅与其他 10个物种 L PL 基因外显子 4～6编码的氨基酸密码子使用频率的相似性

Table 4　Correlation of codon usage of exon 4 to 6 in L PL genes between goose and other species

物种 鸡 猪 鼠 羊 人 狒狒 牛 貂 猫 狗

鹅 01839 01649 01579 01506 01487 01475 01441 01359 01273 01144

　　由表 4可知 ,鹅的密码子使用策略与其他物种

有明显的区别 ,与食肉类动物 (狗、猫和貂)的密码子

使用频率的相似系数较低 (小于 01360) ,与人、牛、

羊和狒狒的相似系数为 01440～01510 ,与猪和鼠的

相似系数为 01580～ 01650 ,与鸡的相似系数达

01839 ,表明鸡和鹅在该区域的密码子使用策略

相似。

214　LPL中外显子 4～6编码区域的亲水性、电荷

密度及表面概率

外显子 4～6编码 L PL 的氨基酸残基在 117～

312区域 ,表面概率有 4 个明显峰值区域 (图 2) :残

基 145～148、残基 187～190、残基 255～257和残基

293～ 299 ,表面概率分别为 1162～ 4129、2106～

3101、2175～4146和3103～6101 ,电荷密度分别为

图 2　鹅 LPL的残基 117～312区域的亲水性、电荷密度与表面概率

Fig. 2　Hydrophilicity , average charge , and surface probability of amino acid residue 117 - 312 of L PL in goose
　

014～016、010～012、- 012 和 014～016 ,这些区域

伴随有较强的亲水性 ,表明是 L PL 的脂质和肝素的

结合区域。

3　讨　论

1) L PL 基因是一个长度约为 35 kb的单拷贝基

因 ,由 10个外显子和 9 个内含子组成 ,其中第 4 外

显子编码脂质结合区域 ,第 6 外显子编码肝素结合

区域[627 ]。本研究分析的外显子 4～6 就是编码鹅

L PL肝素结合区和磷酸基团结合区域。序列分析

表明 ,鹅与鸡 L PL 基因外显子 4～6的DNA序列长

度一致 ,其同源性高达 9119 % ,与哺乳动物的同源

性介于 74 %～77 %之间 ,略高于鸟类与哺乳动物

cDNA全长序列的同源性 (61 %) [13214 ] ,表明外显子

4～6 涉及到 L PL 的重要结合区域 ,不同物种之间

具有更高的保守性。

2)本研究分析的外显子 4～6编码 L PL 氨基酸

残基 117～312 ,其中由外显子 5编码的 L PL 氨基酸

残基 1572160 和 1872196 区域具有很小的表面概

率 ,属于疏水链区域 ,这证实了该区域是构成 L PL

环疏水链的报道[15 ]。由外显子 6 编码的 L PL 氨基

酸残基 292～299拥有较高的表面概率和亲水性 ,与

该区域是构成 L PL 肝素结合区域的报道相符[16 ]。

3)证据表明 ,同义密码子或“简并”密码子在各

种生物的许多基因中是以非随机方式应用的 ,体现

出一种应用规则而不是一个例外[17 ]。本研究分析

显示 ,鹅外显子 4～6编码的氨基酸密码子也存在非

随机应用的规则 ,并且编码策略与鸡的相似性高达

01839 ,与其他哺乳动物之间的相似性偏低 ,反映出

鹅与其他物种 L PL 基因的根本差异与密码子使用

有着密切的关联性。
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