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　　摘要：以阿勒泰羊为研究对象，对脂肪酸合成酶（ＦＡＳ）基因、脂蛋白酯酶（ＬＰＬ）部分编码区的 ｃＤＮＡ进行克隆、测
序，与ＧｅｎＢａｎｋ中已收录的其他１１种动物的ＦＡＳ、ＬＰＬ基因序列进行同源性分析，并构建分子进化树。结果显示，所
克隆的ＦＡＳ、ＬＰＬ基因与绵羊的基因序列同源性最高，分别为９９．６１％、１００．００％；ＦＡＳ基因与虎鲸同源性最低，为４６．
２４％；ＬＰＬ基因与罗非鱼的序列同源性最低，为５６．２８％。结果均正确地反映了物种间的进化关系，序列分析结果为人
们进一步对阿勒泰羊脂肪的相关研究、肉质性状的研究及育种提供了理论基础，同时也为阿勒泰羊 ＦＡＳ、ＬＰＬ基因的
生物学功能、遗传进化研究提供了分子依据。
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　　新疆阿勒泰地区位于中国西北边陲，冬季长达半年，许多
优良绵羊品种无法适应阿勒泰地区异常寒冷的气候条件，而

阿勒泰羊以其全身肌肉丰满、体型肥硕、尾根附近沉积大量脂

肪、耐粗饲、抗寒性强等特点，能够适应阿勒泰地区异常寒冷

的气候条件，成为当地的优良类群［１］。脂肪酸的合成是由脂

肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）催化乙酰辅酶Ａ和丙二
酸单酰辅酶Ａ合成甘油三脂（ＴＡＧ）［２］，ＦＡＳ表达水平的高低
能够直接影响甘油三脂在体内的沉积［３］，因此ＦＡＳ是脂肪酸
合成代谢的关键酶。Ｈｓｕ等分离得到人脂肪酸合成酶代谢调
控基因，发现人的脂肪酸合成酶基因位于１７ｑ２５［４］。Ｋａｍｅｄａ
等对鹅脂肪酸合成酶代谢调控基因作了研究，发现脂肪酸合

成酶代谢调控基因全序列长度大约有 ５０ｋｂ，同时现已知牛
的基因位于１９ｑ２２、鸡的基因位于１８号染色体上［５］。脂蛋白

酯酶（ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｌｉｐａｓｅ，ＬＰＬ）是机体脂质和脂蛋白代谢的关
键酶，是分解循环脂蛋白中乳糜微粒和极低密度脂蛋白中的

甘油三酯，释放出脂肪酸和甘油的限速酶［６］，作为影响脂肪

沉积的一个重要遗传标记，研究 ＬＰＬ表达水平对加快肉品质
改进速度具有重要的意义。本研究对阿勒泰羊的 ＦＡＳ、ＬＰＬ
基因部分片段进行了克隆、测序，并与已报道的其他物种的相

应基因进行序列分析，以期在分子水平的基础上为家畜的改

良育种提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　选择新疆福海县５只健康成年的阿勒泰羊，采集阿勒泰

羊颈部肌间脂肪、胸部肌间脂肪、腹部肌间脂肪、腿部肌间脂

肪、尾部脂肪、肝脏等６个部位的组织，立即放入液氮罐速冻，
转入－８０℃冰箱中保存。
　　ＴＲＩｚｏｌ、ＤＥＰＣ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，购自天
根生物科技服务有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ＠ＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ反转录
试剂 盒 （批 号：ＲＲ０４７Ａ），购 自 ＴａＫａＲａ公 司 （批 号：
ＤＲＲ４２０Ａ）；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（批号：ＤＰ２０９－０２）、胰蛋
白胨、琼脂粉、琼脂糖、三氯甲烷、异丙醇、无水乙醇，购自北京

华美生物工程公司；感受态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α由石河子大学
动物科技学院传染病实验室保存。

１．２　试验方法
１．２．１　目的基因引物设计　以 ＧｅｎＢａｎｋ中已发布的绵羊
ＦＡＳ基因（登录号：ＮＭ＿００１００９２５４．１）、ＬＰＬ基因（登录号：
ＮＭ＿００１００９３９４．１）为模版，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引
物，由北京六合华大基因有限公司合成。ＦＡＳ基因上游引物：
５′－ＣＣＴＣＧＧＴＧＣＣＣＧＴＴＧＴＣＴＡＣ－３′；下游引物：５′－ＴＧＣＴ
ＧＣＴＣＡＡＡＧＧＡＴＧＴＧＴＣ－３′；目的片段长度为２５６ｂｐ。ＬＰＬ基
因上游引物：５′－ＧＡＴＴＡＧＣＧＡＴＴＣＣＴＡＣＴＴＣＡＧＣ－３′；下游引
物：５′－ＡＧＡＣＴＴＧＴＣＡＴＧＧＣＡＴＴＴＣＡＣ－３′；目的片段长度为
１８１ｂｐ。
１．２．２　ＲＮＡ的提取　利用ＴＲＩｚｏｌ一步法提取试验样品的总
ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＮＡ的质量，于 －７０℃保存备
用。然后依次加入以下试剂：１μｇＲＮＡ、１０×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ、
１μＬＭｇＣｌ２、１μＬＤＮａｓｅⅠ（ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ），用ＤＥＰＣ处理水补
足至 １０μＬ，除去存在的少量基因组 ＤＮＡ。于 ３７℃反应
３０ｍｉｎ，然后加入１μＬ５０ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，６５℃孵化１０ｍｉｎ，即
可用此ＲＮＡ作为反转录模板。以 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水为对照，用
紫外分光光度计测定Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值、总ＲＮＡ浓度。
１．２．３　反转录　向提取纯化好的各组织的总ＲＮＡ中加入以
下试剂：２μＬ５×ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒｂｕｆｆｅｒⅠ、１μＬ５ｘｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ
Ⅰ、１μＬ总ＲＮＡ，用无核酸酶水补足至１０μＬ。然后于４２℃
孵育混合物３ｍｉｎ，冷却后向下旋转混匀，将管子放回冰上。
再向以上反应液中按指定顺序加入如下试剂：４μＬ无核酸酶
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水Ⅰ、４μＬ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｂｕｆｆｅｒ２、１μＬＲＴＰｒｉｍｅＭｉｘⅠ、１μＬ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ，终体积为２０μＬ。加完样后轻
柔混合，短暂离心，然后于３７℃孵育混合物３０ｍｉｎ，最后于
８５℃加热５ｓ终止反应。反转录产物可直接用于ＰＣＲ扩增，
或于－２０℃保存（３个月以内），长期保存建议放于－７０℃。
１．２．４　目的基因ＰＣＲ反应及克隆测序　利用常规ＰＣＲ反应
对组织样品中ＦＡＳ、ＬＰＬ基因进行扩增，将目标片段分别从琼
脂糖凝胶中切下，按照 ＤＮＡ回收试剂盒说明回收目的片段，
在Ｔ４－ＤＮＡ连接酶作用下，经１６℃过夜连接ＰＧＥＭ－ＴＥａｓｙ
载体，用ＣａＣｌ２法将连接产物转入大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受
态细胞，经蓝白斑筛选阳性菌落后，挑取单菌落进行培养，然

后从菌液中提取质粒，菌液送往上海华大基因科技有限公司

测序。

１．２．５　基因序列分析　采用 ＤＮＡＭＡＮ软件对 ＧｅｎＢａｎｋ中
绵羊、山羊、牛、猪、斑马鱼、褐家鼠、马等１１个物种和测序后
的阿勒泰羊ＦＡＳ、ＬＰＬ基因的编码区核苷酸序列进行同源比
对分析。用ＭＥＧＡ５．１软件构建进化树，进行遗传进化分析。

２　结果与分析

２．１　提取总ＲＮＡ
　　提取的总 ＲＮＡ经紫外分光光度计测定，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在
１．８～２．０间，表明提取的总ＲＮＡ无蛋白质和苯酚污染，纯度
较高，可用于后续试验。

２．２　ＦＡＳ基因的ＲＴ－ＲＣＲ扩增
　　以ＲＮＡ反转录的ｃＤＮＡ为模板，以 ＦＡＳ、ＬＰＬ的上、下游
引物扩增，分别得到２５６、１８１ｂｐ的条带（图１、图２）。

２．３　ＦＡＳ、ＬＰＬ基因测序结果与序列分析
　　将阿勒泰羊的 ＦＡＳ基因核苷酸序列与已公布的绵羊的
相应序列进行分析比对，结果显示序列同源性为９９．６１％；通
过与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中绵羊、牛、小鼠等１１个物种进行核苷

酸序列比对发现，阿勒泰羊ＦＡＳ基因与绵羊的序列同源性最
高，与西农萨能奶山羊的序列同源性最低；与牛、马、人、猪、褐

家鼠的序列同源性均在８０％ ～９５％之间；与鸽、鸡的序列同
源性分别为７２．６６％、７１．８８％；与虎鲸的序列同源性最低，为
４６．２４％（表１）。结果与传统分类相一致。

表１　阿勒泰羊ＦＡＳ序列同源性比较结果

动物种类 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 序列同源性

（％）

绵羊（Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ） ＡＢ０１１６７１．１ ９９．６１
山羊（Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ） ＮＭ＿００１２８５６２９．１ ９８．４４

西农萨能奶山羊

（ＣａｐｒａｈｉｒｃｕｓｂｒｅｅｄＸｉｎｏｎｇＳａａｎｅｎ）
ＤＱ９１５９６６．３ ９６．９０

牛（Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ） ＮＭ＿００１０１２６６９．１ ９４．９２
马（Ｅｑｕｕｓｃａｂａｌｌｕｓ） ＸＭ＿００１４９１２９２．３ ８６．７２
人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ） ＮＭ＿００４１０４．４ ８６．７２
猪（Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ） ＮＭ＿００１０９９９３０．１ ８６．７２
褐家鼠（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ） Ｍ７６７６７．１ ８０．４７
鸽（Ｃｏｌｕｍｂａｌｉｖｉａ） ＸＭ＿００５５１５７６４．１ ７２．６６
鸡（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ） ＮＭ＿２０５１５５．２ ７１．８８
虎鲸（Ｏｒｃｉｎｕｓｏｒｃａ） ＸＭ＿００４２８６９４０．１ ４６．２４

　　将阿勒泰羊的 ＬＰＬ测序所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已公布
的绵羊相应的核苷酸序列进行比对分析，结果显示，序列同源

性为１００％；与哺乳动物中山羊、牛、猫、马、东非狒狒、人、小
家鼠的序列同源性均在７５％ ～１００％之间；与禽类的同源性
次之，为 ６２．９８％；同源性最低的是罗非鱼，为 ５６．２８％（表
２）。同源性结果与传统分类相一致。

表２　阿勒泰羊ＬＰＬ序列同源性比较结果

动物种类 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 序列同源性

（％）

绵羊（Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ） ＤＱ０１６２９８．１ １００．００
山羊（Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ） ＮＭ＿００１２８５６０７．１ ９９．４５
牛（Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ） ＮＭ＿００１０７５１２０．１ ９８．３４
猫（Ｆｅｌｉｓｃａｔｕｓ） ＮＭ＿００１０４２５６７．１ ８８．９５
马（Ｅｑｕｕｓｃａｂａｌｌｕｓ） ＸＭ＿００５６０７６５１．１ ８６．７４
东非狒狒（Ｐａｐｉｏａｎｕｂｉｓ） ＮＭ＿００１１１２６１２．１ ８６．７４
人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ） ＮＭ＿０００２３７．２ ８６．７３
小家鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ） ＮＭ＿００８５０９．２ ８１．２２
豚鼠（Ｃａｖｉａｐｏｒｃｅｌｌｕｓ） ＮＭ＿００１１７２９７８．１ ７７．３５
鸡（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ） ＮＭ＿２０５２８２．１ ６２．９８
罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ） ＮＭ＿００１２７９７５３．１ ５６．２８

２．４　系统发育树分析
　　采用ＭＥＧＡ５．０软件构建了ＦＡＳ基因系统发育树。从图
３可以看出，大分支分为２类，虎鲸为１个分支；其余１０个物
种聚为一大类，首先禽类的鸽子和鸡成为一类，后与马、褐家

鼠以及人、猪聚成的小类合成一类，最后与平行的哺乳纲偶蹄

目的绵羊、阿勒泰羊、山羊以及西农萨能奶山羊以及牛聚为一

大类。

　　从ＬＰＬ的基因系统发育树中可以看出，主支分为２支，第
１主支以阿勒泰羊、牛、马、人、鸡等１１个物种组成，另１支为
罗非鱼。其中第１主支又分为５个分支，第１分支为阿勒泰
羊与绵羊；第２分支主要为山羊、牛、猫、马；第３分支为东非
狒狒、人；第４分支为小家鼠、豚鼠；第５分支为鸡（图４）。
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３　讨论

　　脂肪的合成代谢与分解代谢始终处于一个平衡状态，主
要是由甘油三酯的酯化、分解这２个过程主导，其相对速度决
定了脂肪的分解或储存。ＦＡＳ是脂肪合成的关键酶，ＬＰＬ可
以催化乳糜微粒、极低密度脂蛋白中的甘油三酯水解，因此对

ＦＡＳ、ＬＰＬ基因的研究有助于深入了解脂肪代谢的分子机制。
　　有关人、鼠、猪、牛等哺乳动物 ＦＡＳ基因的结构、定位、表
达研究已有报道［７－９］，从序列分析可以看出，阿勒泰羊ＦＡＳ基
因与羊亚科的西农萨能奶山羊的序列同源性较低，这可能与

地理环境的差异有关。Ｋｒｉｃｈｇｅｓｓｎｅｒ等从绵羊脂肪组织中克
隆测序得到１６５６ｂｐ的部分ＬＰＬ基因序列［１０－１１］；为获得绵羊

全长ＬＰＬ基因，Ｂｏｎｎｅｔ等通过３′－ＲＡＣＥ方法获得了１９１７ｂｐ
的绵羊ＬＰＬ基因序列［１２］，并与Ｅｄｗａｒｄｓ等获得的 ＬＰＬ基因序
列拼接后得到共３５２９ｂｐ的绵羊 ＬＰＬ全长 ｃＤＮＡ序列，通过
ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ方法定位在绵羊第２号染色体上。本试验克
隆测序阿勒泰羊ＬＰＬ基因的 ｃＤＮＡ发现，与 ＧｅｎＢａｎｋ中收录
的９种哺乳动物中ＬＰＬ基因ｃＤＮＡ序列表现了较高的同源性
及进化上的保守性。

　　采用ＭＥＧＡ５．０软件构建了ＦＡＳ与ＬＰＬ基因的系统进化
树，进化树上分支节点越近，说明基因序列间遗传距离也相对

较近；１１个物种构建的系统进化树表明ＦＡＳ基因中阿勒泰羊
和绵羊具有最近的遗传关系，而与虎鲸的亲缘关系最远，ＬＰＬ
基因与罗非鱼的亲缘关系较远，其结果均正确地反映了物种

间的进化关系。

　　随着分子生物学技术的出现和不断成熟，人们从分子生
物学水平对脂肪代谢的调控进行了一些探索性的研究，而本

研究获得了阿勒泰羊ＦＡＳ、ＬＰＬ基因的部分序列，为人们进一
步对阿勒泰羊脂肪相关的研究和肉质性状的研究以及育种提

供了理论基础，同时也为今后研究阿勒泰羊与牛亚科等近缘

物种间分子进化和遗传分化奠定了一定的理论基础。
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