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摘要! 固醇调节元件结合蛋白"*$,A6B#是调控糖脂代谢相关基因表达的关键核转录因子$

为获知草鱼 !"#$%&3 基因的序列及其在肝脏中的表达规律!本实验采用同源克隆和 $&-,方

法获得了草鱼 !"#$%&3 基因的部分 @4%&序列!并通过生物信息学方法对该基因及所编码蛋

白的结构特征进行了分析%采用实时荧光定量 6-$技术!对 !"#$%&3 基因在 0 种不同组织的

表达规律及低糖"糖含量 14C#和高糖"糖含量 41C#投喂条件下肝脏中的表达水平进行了研

究$ 结果显示!所克隆到的草鱼 !"#$%&3 基因 @4%&长 4 972 DE!其中包括开放读码框 / 417

DE!编码 3 343 个氨基酸%草鱼*$,A673 具有一个典型的碱性螺旋 6环 6螺旋亮氨酸拉链结构

"D+'+7F:E#%氨基酸序列比对结果显示!草鱼 *$,A673 与其他鱼类的同源性在 97C<00C之

间!与斑马鱼的进化关系最近%草鱼 !"#$%&3 基因在脑中的表达量最高!肝脏和肠次之!在肾

脏&脾脏&肌肉&脂肪和性腺中均有少量表达%与对照组相比!!"#$%&3 基因在高糖诱导下表达

量显著提高"%=2128#!低糖诱导下没有显著性差异$ 研究表明!在高糖负荷条件下!草鱼肝

脏中 *$,A673 可能会促进糖的利用和转化!从而参与糖代谢调节过程!为丰富鱼类糖代谢调

控机理提供研究资料!并有望为提高鱼类对饲料糖的利用效率提供理论依据$

关键词! 草鱼% *$,A673% 组织分布% 糖代谢% 基因表达

中图分类号! G907% *:391455555555 文献标志码'&

55固醇调节元件结合蛋白 #B?<H/0H<3209?/HI

<0<8<;?D:;J:;3 EH/?<:;B"*$,A6B$是一类膜结合

型蛋白质"属于碱性螺旋 6环 6螺旋亮氨酸拉链

#D+'+7F:E$转录因子家族& 在哺乳动物中发现

*$,A6B有 / 个亚型! *$,A6739' *$,A673@和

*$,A671& 其中"前两者由同一个 !"#$%&3 基因

编码"而后者则由 !"#$%&1 基因编码
(3)

& 现已证

明"*$,A673 是哺乳动物肝脏脂肪生成基因的主

要调节者"能调节脂肪酸'甘油三酯和胆固醇合成

的 /2 多个基因的表达
(1 68)

& 在患糖尿病的小鼠

中超表达 *$,A673 可诱导肝脏中葡萄糖激酶

#302@/K:;9B<"LM$和脂生成酶基因的表达"并抑

制糖异生途径关键酶***磷酸烯醇式丙酮酸羧激

酶 # E>/BE>/<;/0EIH2N9?<@9HD/=IK:;9B<" 6,6-M$

的表达进而调节机体的糖脂代谢过程
(7)

& 鱼类

*$,A673 的研究尚不多见"仅在斑马鱼 #'()*+

,-,*+$'大西洋鲑 # !(./+ 0(.(,$和金头鲷 # !1(,20

(2,(3($中研究显示 *$,A673 和糖脂代谢有关"可

调节脂肪酸合成或糖代谢相关基因的表达
(9 632)

&

但 !"#$%&3 基因的具体功能和调节糖脂代谢的

机理尚不清晰&

草鱼#43-)+15(,6)7+8+) *8-..($是我国特有的

淡水性鱼类"属于+四大家鱼,之一"生长快'肉质

好"具有较高的经济价值& 近几年来"随着养殖规

模不断加大"生产中经常出现强化投饲'植物蛋白

源替代鱼粉而导致碳水化合物含量过高以及饲料

营养组成不平衡等诸多问题"从而造成肝脏代谢障

碍'肝脏脂肪大量蓄积'脂肪滴增大'肝功能下降等
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症状
(33 63/)

& 提高鱼类对糖的利用可有效预防鱼类

的营养代谢性疾病和节约蛋白源"因此"探讨调控

草鱼糖代谢相关基因的作用"具有重要的理论价值

和实践意义"并为深入了解 *$,A673 的功能及提

高鱼类对糖类的利用提供理论依据&

35材料与方法

!"!#实验材料

$%&提取试剂 $%&:B/ 602B'反转录试剂盒

6H:8<*@H:E? 3B? *?H9;J @4%& *I;?><B:B M:?'

6H:8<*@H:E?$OM:?#6<HP<@?$<90O:8<$和荧光定

量试剂盒 *QA$

!

6H<8:= ,= O9R

OS

#O0:$%9B<

602B$均购自 O9M9$9%G2:@K L<0,=?H9@?:/; M:?购

自北京康为世纪生物科技有限公司%6L,S7O

.<@?/H购自 6H/8<39公司&

!"$#草鱼 !"#$%&! 基因部分 %&'(序列克隆

健康草鱼"体质量约 322 3"取自河南师范大学

水产养殖基地"在实验室流水养殖系统中暂养"水

交换量 3 '58:;"喂食商品料"每天饲喂 / 次!0!/2'

3/!22'39!/2"平均水温为#18 >3$T"4"?8 835

'"氨氮 =2123 835'"光照周期为 31'@314& 无菌

条件下取肝脏"以液氮为介质"在研钵中将组织研

磨成粉末状"按照 $%&:B/ 602B说明书提取并纯化

总 $%&& 琼脂糖凝胶电泳法检测其完整性"超微

量分光光度计法检测其浓度和纯度&

根据 L<;A9;K 中 已 报 道 的 鲤 科 鱼 类 的

!"#$%&3 @4%&的保守序列"利用 6H:8<H6H<8:<H

812 生物软件设计 8 对特异性引物#表 3$"全部用

于 *$,A673 中间片段的克隆& 以提取的草鱼肝

脏总 $%&为模板"按照 6H:8<*@H:E?3B?*?H9;J

@4%&*I;?><B:BM:?反转录试剂盒的说明"合成第

一链 @4%&& 进行 6-$扩增反应"克隆草鱼

!"#$%&3 基 因 部 分 -4*序 列& 6-$ 产 物 经

312C琼脂糖凝胶电泳后"将目的条带切胶回收"

并采用 G2:@K L<0,=?H9@?:/; M:?进行纯化"然后将

纯化产物连接至 EL,S7O载体"经 37 T连接 7 <

0 > 后"转染 !S32: 感受态细胞"进行蓝白斑筛

选& /9 T倒置培养 32 <34 > 后"挑取 7 <0 个阳

性菌落"用于 6-$验证& 选择阳性克隆进行测序

(英潍捷基#上海$贸易有限公司)&

表 !#本研究所用的主要引物

)*+"!#,-./0-12103.456015237

引物名称

EH:8<H

;98<

序列

EH:8<HB<R2<;@<B#8U

#

/U$

用途

2B93<

产物长度5DE

EH/J2@?

0<;3?>

退火温

度5T

9

8

*$,A6737(3 L-&LLOO--OLOOOOLOOL-& 中间片段扩增 3 41/ 8412

*$,A6737$3 &&&&--&L--O&----LO-OL 中间片段扩增

*$,A6737(1 O&--&--LO-O&-&--&&-O 中间片段扩增 /22 8212

*$,A6737$1 --O-OLLLO-&O-LOOO-OOO 中间片段扩增

*$,A6737(/ OL&LOL-OLLL&-OOL&&O&- 中间片段扩增 0:/ 4918

*$,A6737$/ L-&&L&L&L&LO-OL--OO&&O 中间片段扩增

*$,A6737(4 -LO-OL-OO-&-OO-&-O&-O- 中间片段扩增 713 8212

*$,A6737$4 L&L-OLLO&LOO-O-&LLOOOL 中间片段扩增

*$,A6737(8 -&LOLL--LOLLOL&O&&O 中间片段扩增 893 8212

*$,A6737$8 -&-O--O-OLOO-OL-OO-- 中间片段扩增

L*663 L-LLL&L--&LO--&&-&-L-&-&- /U7$&-, 3 89: 7:1/

%L*663 -&L&&-&L&LL&LOL-L&L&OL-LO /U7$&-, 3 813 7/12

/U7$&-,7G#O$ --&LOL&L-&L&LOL&-L&LL&-O-L&L-O-&&L-OOOOOOOOOOOOOOOOO /U7$&-,

/U7$&-,7G#2$ --&LOL&L-&L&LOL&-L /U7$&-,

/U7$&-,7G#3$ L&LL&-O-L&L-O-&&L- /U7$&-,

*$,A6737( LL&OOL&LLOL&L--L&-&O R$O76-$ 308 7212

*$,A6737$ OL&LL&&&L--&OOL&-O&-&OO R$O76-$

!

79@?:; ( -LOL&-&O-&&LL&L&&L R$O76-$ 100 7212

!

79@?:; $ L&LOOL&&LLOLLO-O-&O R$O76-$

5 5 采 用 如 下 8 条 引 物 扩 增 /U端! L*663'

%L*663' /U7$&-,7G# O$' /U7$&-,7G# 2 $' /U7

$&-,7G#3$& 其中 L*663'%L*663 是根据扩增

出的中间片段设计的特异性引物"/U7$&-,7G#O$'

/U7$&-,7G#2$'/U7$&-,7G#3$是通用引物& 以

/U7$&-,7G#O$代替反转录试剂盒中的 "0:3#O$合

成第一链 @4%&"然后进行巢式 6-$& 首先"以

L*663 和 /U7$&-,7G#2$为引物进行第一轮 6-$"

扩增条件!:4 T预变性 / 8:;%:4 T /2 B"7:1/ T

/2 B"91 T 3 8:; 共 /8 个循环%91 T延伸 32 8:;&

然后"以第一轮 6-$产物稀释 82 倍后为模板"

%L*663 和 /U7$&-,7G#3 $ 为引物进行第二轮

0823
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6-$"扩增条件!:4 T预变性/ 8:;%:4 T /2 B"

7/ T /2 B"91 T 3 8:; 共 /8 个循环%91 T延伸

32 8:;& 6-$产物验证方法同上&

!"8#序列分析

将测序获得的中间片段和 /U7#O$序列进行拼

接"得到了 *$,A673 的部分 @4%&序列& 通过

,=6&*I # >??E!

!

VVV1<=E9BI1@>5?//0B5$ 的

OH9;B09?<O//0软 件 预 测 其 氨 基 酸 序 列% 利 用

-02B?90W310/ 软件比较草鱼与其他 9 种鱼类的

*$,A673 氨基酸序列#序列均来自 L<;A9;K$的同

源性"并用 S<39812 软件构建邻接 #%<:3>D/2H7

!/:;:;3"%!$进化树"3 222 次自举#A//?B?H9E$重复

检验进化树的置信度%使用 >??E!

!

BV:BB8/J<01

<=E9BI1/H35中 X/HKBE9@<O//0B软件分析草鱼

*$,A673 的 D+'+7F:E 结构域的二级结构%利用

8:@H/$%&#8:$%&$预测软件#>??E!

!

H<3H;918D@1

;@?21<J21?V5>?805EH<J:@?:/;1>?80$ 预 测 草 鱼

*$,A673 /U7#O$区的 8:$%&作用靶位点&

!"9#草鱼 !"#$%&! 基因组织表达分析

采用实时荧光定量 6-$# R$O76-$$技术"检

测 !"#$%&3 基因在草鱼 0 个组织中的相对表达量&

首先根据所获得的 !"#$%&3 的部分 @4%&序列设

计正反向引物*$,A6737(和*$,A6737$#表 3$"内

参引物为
!

79@?:; (和
!

79@?:; $#表 3$"将模板进行

梯度稀释"检测目的基因和内参基因的扩增效率"

其扩增效率分别为 :3C和 :1C& 取 / 条草鱼"其

养殖条件同+311,& 取样前禁食 31 >"草鱼麻醉后"

无菌条件下迅速分离脑'肝脏'肠'肾脏'脾脏'肌

肉'脂肪和性腺组织& 液氮速冻后 602 T保存备

用& 按照 $%&:B/ 602B说明书提取总 $%&"利用

6H:8<*@H:E?$OM:?#6<HP<@?$<90O:8<$反转录获得

第一链 @4%&& 采用 &A)9822 型荧光定量 6-$

仪"参照*QA$

!

6H<8:= ,= O9R

OS

#O0:$%9B<602B$

说明书"进行实时定量 6-$& 6-$反应体系为 12

"

'!*QA$

!

6H<8:= ,= O9R

OS

#1 A$ 32

"

'"6-$

(/HV9HJ 6H:8<H#32

"

8/05'$214

"

'"6-$$<N<HB<

6H:8<H#32

"

8/05'$214

"

'"$"W$<P<H<;@<4I<

#

#82 A$214

"

'"@4%&模板 3

"

'"加无菌水至总体

积为 12

"

'& 6-$程序采用两步法!:8 T /2 B%

:8 T 8 B'72 T /4 B"共 42 个循环& 反应结束后进

行溶解曲线分析"以验证产物特异性& 每个样品 /

个平行"反应结束后进行数值分析&

由扩增曲线得出各样品 R$O76-$扩增的 4

?

值"相对表达量参照 ':N9HK 等
(34)

提出的 1

6

$$

4

?算

法计算出样品中 !"#$%&3 基因 8$%&相对表达

丰度"然后采用 *6***?9?:B?:@B3912 进行 ";<7

X9I &%".&分析和 '*4与 42;@9; 比较"结果

以平均数 >标准差#8<9; >*4$表示&

!":#糖对草鱼肝脏 ;<=>,?! 表达影响

选取 192 尾平均体质量为#42138 >2130$ 3 的

草鱼"随机分为 / 组!根据草鱼对糖的营养需求量

设计对照组#糖含量 /3C$'低糖组#糖含量 14C$

和高糖组#糖含量 41C$

(38)

"每组 / 个重复"每个重

复 /2 尾鱼"养殖条件同 311"实验周期为 72 J"实验

饲料组成及成分分析见表 1& 每组取 7 尾草鱼"麻

醉后无菌条件下分离肝脏"液氮速冻后 602 T保

存备用& 采用 R$O76-$技术"检测每个实验组

!"#$%&3 基因的相对表达量"检测方法同+314,"正

反向引物和内参引物同+314,#表 3$&

表 $# 实验饲料组成及成分分析

)*+"$#@A-/2B*5.A4*43C-AD./*50%A/CA1.5.A4AE

5600DC0-./045*B3.051 F

成分

:;3H<J:<;?B

对照组

@/;?H/0

低糖组

'7-+"

高糖组

+7-+"

配方 EA-/2B*5.A4

鱼粉 P:B> 8<90 1 1 1

豆粕 B/ID<9; 8<90 18 18 131:

棉粕 @/??/;B<<J 8<90 32 32 :

菜粕 H9E<B<<J 8<90 18 /2 11

小麦次粉 V><9?8:JJ0< 12 0 42

大豆油 B/ID<9; /:0 310 1 314

磷酸二氢钙 -9#+

1

6"

4

$

1

1 1 1

氯化胆碱 @>/0:;<@>0/H:J< 211 211 211

矿物质预混料 8:;<H908:= 3 3 3

维生素预混料 N:?98:; 8:= 218 218 218

纤维素 @<0020/B< 3218 391/ 2

羧甲基纤维素 -S- 1 1 2

营养组成 C-AD./*50*4*B71.1

碳水化合物 @9HD/>IJH9?<B /21:4 1/1:/ 411/3

粗蛋白 @H2J<EH/?<:; /217 /219 /217

粗脂肪 @H2J<0:E:J /13 /13 /12

15结果与分析

$"!#草鱼 !"#$%&! %&'(序列分析和氨基酸序

列的一级结构

将测序获得的中间片段和 /U7#O$序列进行

拼接"得到了 *$,A673 的部分 @4%&序列"共

4 972 DE#L<;A9;K 中的登录号为 M!371891$& 其

中 /U非编码区 3 19: DE"编码区 / 417 DE"共编码

3 343 个氨基酸#图 3$& *$,A673 属于碱性螺旋

6环 6螺旋亮氨酸拉链 # D+'+7F:E$转录因子家

族"其中氨基酸序列 /84 <4/1 为 D+'+7F:E 区域&

:823
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图 !#草鱼 ;<=>,?! 的 %&'(序列与推测的氨基酸序列

8U和 /U端非编码区核苷酸用小写字母表示"编码区核苷酸用大写字母表示& 左端数字分别表示核苷酸和氨基酸序列编号& D+'+7

F:E 区域用黑框标出

@.G"!#%&'(*433032%03C-A50.410H204%01AE560G-*11%*-C;<=>,?!

8U9;J /U#O$ ;2@0</?:J<0/V<H@9B<0<??<H:;J:@9?<B"@/J:;3 H<3:/; ;2@0</?:J<2EE<H@9B<0<??<H:;J:@9?<B1'<P?<;J P:32H<BH<EH<B<;??><

;28D<H/P;2@0</?:J<9;J 98:;/ 9@:J B<R2<;@<B1D+'+7F:E 9H<989HK<J V:?> 9D09@K PH98<

2723
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55草鱼的 *$,A673 氨基酸序列分别与斑马鱼'

大西洋鲑'青
!

#:,6;*(0.(3*1-0$'斑马宫丽鱼

# <(6.()8*( ;-=,( $' 罗 非 鱼 # :,-+>5,+/*0

)*.+3*>20$'伯氏朴丽鱼#?(1.+>5,+/*0=2,3+)*$'黄

斑篮子鱼#!*7()20>()(.*>2.(320$的氨基酸序列进

行了同源性比较"发现草鱼与斑马鱼的同源性最

高"达到 00C& 与黄斑篮子鱼'大西洋鲑'青
!

'

斑马宫丽鱼'罗非鱼和伯氏朴丽鱼的同源性分别

为 9:18C' 9910C' 9711C' 9011C' 901/C和

901/C#图 1$& 草鱼 *$,A673 的碱性螺旋 6环

6螺旋亮氨酸拉链# D+'+7F:E$区域与斑马鱼'黄

斑篮子鱼'罗非鱼'伯氏朴丽鱼'斑马宫丽鱼'青
!

和大西洋鲑相比较"具有较高的保守性"相似度分

别为 :711C':711C':/19C':/19C':114C'

:114C':114C&

$"$#;<=>,?! 8I?J)<区 /.<'(作用靶位点的

预测

预测结果显示"在 *$,A673 的 /U7#O$区存

在两种与糖脂代谢相关的 8:$%&"8:$%&7//9和

8:$%&737#表 /$&

图 $#草鱼 ;<=>,?! 与其他鱼类同源分子的氨基酸比对

-02B?90W进行序列比较时相同氨基酸用#

"

$表示"理化性质相似的氨基酸用#1或!$表示& D+'+7F:E 区域用灰底表示

@.G"$#(/.4A *%.310H204%0*B.G4/045AE;<=>,?! K.56.4G-*11%*-CK.56A560-E.1601

X><; 2B:;3 -02B?90WB<R2<;@<@/8E9H:B/; B98<98:;/ 9@:J V:?>#

"

$:;J:@9?<B"*:8:09H98:;/ 9@:J V:?>#1/H!$:;J:@9?<B1D+'+7F:E 9H<9:B

H<EH<B<;?<J DI 93H9I D9@K3H/2;J
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表 8#/.<'(作用靶位点预测

)*+"8#,-03.%5.A4AE/.<'(5*-G051.50

8:$%&名称

8:$%&)4

位点

0/@9?:/;

长度

0<;3?>

杂交反应

>IDH:J:F9?:/;

最低自由能

8:;:828PH<<<;<H3I

分值

B@/H<

>B978:$7//9 4// <47/ /3 6018 349

>B978:$737 782 <793 11 6111: 370

$"8#+LML?N.C结构域的二级结构及理化性质

分析

利 用 >??E!

!

BV:BB8/J<01<=E9BI1/H35中

X/HKBE9@<O//0B工具的4/89:; &;;?9?:/; 分析草

鱼 *$,A673 的 D+'+7F:E 结构域的二级结构 #图

/$& 从图中可以看出"该区域形成一个典型的

+螺旋 6环 6螺旋,结构"在碱性区前七个氨基酸

既有形成螺旋的趋势"也有成环的趋势%亮氨酸拉

链并入第二个螺旋"可以看作是第二个螺旋延长

的螺旋 6环 6螺旋结构"其中环的部分为 107

.&LO,&M'%7/7 #在 *$,A673 中的为第 /03 <

/0: 位$"起着连接两个螺旋的作用&

图 8#+LML?N.C结构域的二级结构

@.G"8#)6010%A43*-7 15-2%52-0AE+LML?N.C3A/*.4

$"9#氨基酸序列的系统进化树分析

采用 S<39812 软件"以邻接法 #%<:3>D/H7

!/:;:;3"%!$构建进化树#图 4$"从图中可以看出"

哺乳类'两栖类'爬行类和鸟类分为一支"鱼类单

独一支"其中草鱼与斑马鱼聚在一起"草鱼'斑马

鱼同属鲤科鱼类"符合氨基酸同源性比对结果&

因此"*$,A673 的系统进化关系与传统分类学的

进化关系相一致&

$":#草鱼 !"#$%&! 基因组织表达分析

采用 R$O76-$技术检测 !"#$%&3 基因在脑'肝

脏'肠'肾脏'脾脏等 0 种组织中的相对表达量#图

8$"发现在性腺中的 !"#$%&3基因的表达量最低"以

此作为基线 3"其他组织显示的是相对于性腺中的

*$,A673 8$%&的表达倍数& 结果显示"草鱼

!"#$%&3 基因在脑中的表达量最高"肝脏和肠次之"

在肾脏'脾脏'肌肉'脂肪和性腺中表达量比较低&
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$"O#糖对草鱼肝脏中 !"#$%&! 基因转录水平影

响分析

采用 R$O76-$检测对照组'低糖组和高糖组

!"#$%&3 基因的表达量& 结果显示! 高糖组

!"#$%&3 表达量显著高于对照组和低糖组 #%=

2128$"对照组和低糖组差异不显著#%?2128$&

图 9#鱼类 ;<=>,?! 氨基酸序列与其他脊椎动物 ;<=>,?! 的系统进化树

线长代表遗传距离"草鱼 *$,A673 用
$

标出

@.G"9#,67BAG0405.%5-00+*103A4560*/.4A *%.310H204%01AE;<=>,?! *43560

-0B*5.A416.C+05K004560E.1601*43A560-P4AK4Q0-50+-*501

O><0<;3?> /; ?><E>I0/3<;<?:@?H<<:;J:@9?<B?><3<;<?:@J:B?9;@<"?><B/0:J ?H:9;30<89HKB?><3H9BB@9HE *$,A673

图 :#;<=>,?! /<'(的各组织

相对表达量

图中数据表示为平均值 >标准差# ) B/$ "不同字母表示差异

显著#%=2128 $ & 31脑% 11肝脏% /1肠% 41肾脏% 81脾脏%

71肌肉% 91脂肪% 01性腺

@.G":#)60-0B*5.Q0*+243*4%0AE;<=>,?! /<'(

0DC-011.A4.43.EE0-0455.11201AEG-*11%*-C

,HH/HD9HB:;J:@9?<?><8<9; 9;J B?9;J9HJ J<N:9?:/; # ) B/ $1

4:PP<H<;?0<??<HB:;J:@9?<B?9?:B?:@90J:PP<H<;@<# % =2128 $1

31DH9:;% 110:N<H% /1:;?<B?:;<B% 41K:J;<I% 81BE0<<;% 7182B@0<%

91P9?% 013/;9J

图 O#肝脏 ;<=>,?! /<'(在不同糖浓度下的

相对表达量

图中数据表示为平均值 >标准差# ) B7$ "不同字母表示差异

显著#%=2128$ & 31对照组% 11低糖组% /1高糖组

@.G"O#)60-0B*5.Q0*+243*4%0AEB.Q0-;<=>,?! /<'(

0DC-011.A4.43.EE0-045%*-+A673-*501%A4%045-*5.A4

,HH/HD9HB:;J:@9?<?><8<9; 9;J B?9;J9HJ J<N:9?:/; # ) B7 $1

4:PP<H<;?0<??<HB:;J:@9?<B?9?:B?:@90J:PP<H<;@<# % =2128 $1

31@/;?H/0% 11 0/V @/;@<;?H9?:/; @9HD/>IJH9?<B% /1 >:3>

@/;@<;?H9?:/; @9HD/>IJH9?<B
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/5讨论

*$,A673 因其在糖脂代谢中的重要作用受

到了人们的广泛关注& 目前"人'大鼠'小鼠'鸡'

猪'山羊'鹅和牛等的 !"#$%&3 基因均已被克隆"

对其功能和作用机制的研究也比较深入& 在斑马

鱼'大西洋鲑'青
!

'斑马宫丽鱼'罗非鱼'伯氏朴

丽鱼'黄斑篮子鱼等鱼类中的氨基酸序列也已被

鉴定& 本研究获得了 4 972 DE 的草鱼 !"#$%&3

部分 @4%&序列"经同源性分析"草鱼与斑马鱼的

同源性最高"达 00C"与其他鱼类的同源性为

97C<02C"而 D+'+7F:E 区域同源性为 :114C<

:711C"具有高度的保守性& D+'+7F:E 区域是

*$,A6B的 4%&结合区和发生二聚化作用的区

域"*$,A6B与 D+'+7F:E 家族其他的转录因子一

样"都能够与一种反向重 复 序列 ,7D/= # 8U7

-&%%OL7/U$结合"但不同的是 *$,A6B能与固

醇调 节 元 件 # *$," 8U7O-&-%--&-7/U$ 相 结

合
(37 639)

"而其他的转录因子则不能"这是由于

*$,A6B碱性保守区域中的一个精氨酸位点被酪

氨酸所取代的结果& !/;<B等
(30)

发现 *$,A6B的

4%&结合能力和同源二聚化作用对于其调控脂

肪代谢是必需的& 对于草鱼 D+'+7F:E 结构域的

二级结构及理化性质分析发现"该区域形成一个

典型的+螺旋 6环 6螺旋,结构"亮氨酸拉链起着

连接两个螺旋的作用&

本实验通过 8:$%&预测软件分析发现"在

*$,A673 /U7#O$区存在稳定性很高的 8:$%&"

如 8:$%&7//9和 8:$%&737" 这 在 以 往 鱼 类

*$,A673 的调控序列特征分析中未曾被关注&

在陆上动物的研究中表明"8:$%&7// 是位于

*$,A6B内含子区域
(/)

"其和 *$,A673 共转录调

控动物糖脂代谢& +<H等
(3:)

在斑马鱼脂肪肝中

发现"8:$%&737'8:$%&7317'8:$%&7311 的表达

量上调及 8:$%&719D 的表达量下调"且 *$,A673

表达量显著提高& 最新在虹鳟 #:)>+,56)>520

/6@*00$ 研 究 中 发 现" /8I78:$%&7// 和 /8I7

8:$%&7311D 的表达量在饲喂 4 > 后瞬时增加"而

同时 *$,A673 的 表 达 也 增 加
(12 613)

% 这 说 明

*$,A673 在调控鱼类能量代谢中和 8:$%&B关系

密切"8:$%&B可能通过和 *$,A673 /U7#O$结合

共同调节鱼类的能量代谢过程&

草鱼 !"#$%&3 基因在脑中的表达量最高"其

次是肝脏和肠"在肾脏'脾脏'肌肉'脂肪和性腺中

均有表达"但表达量较低& 这表明"脑'肝脏和肠

组织可能是草鱼 !"#$%&3 基因发生转录水平调

控的主要部位& 脑的活动瞬息万变"需要大量能

量的及时供应"一般认为脑组织是以葡萄糖的氧

化来供能的"脑细胞含有完整的糖酵解#,S6$酶

系"已糖激酶活性约为其他组织的 12 倍"而

*$,A673 可激活已糖激酶& 肝脏是体内代谢最

旺盛的器官"尤其在调节体内糖脂代谢平衡中发

挥关键作用"这可能是 !"#$%&3 在脑和肝脏组织

中的表达量很高的重要原因& 刘芳等
(11)

发现在

黄斑篮子鱼中"!"#$%&3 基因在脑组织中表达量

最高"其次是眼和肠"在心脏'脾'肌肉和肝脏中均

有表达"但表达量较低& S:;3><??:等
(1/)

认为大西

洋鲑 !"#$%&3 基因在肠组织中的表达水平最高"

其次是脑'鳃'肝脏等组织"在心脏'肾脏'红肌'白

肌等组织中的表达量很低& 上述研究显示"

!"#$%&3 基因的组织表达在不同鱼类中有相似性

也有一定的差异"这可能与物种间的特异性有关"

具体机制有待进一步研究&

研究已证明"*$,A673 是哺乳动物糖脂代谢

的重要调节者
(1 68)

"可诱导生脂基因的表达
(7)

"并

可以直接调控乙酰辅酶 &羧化酶 #9@<?I07-/&

@9HD/=I09B<" &--$' 脂 肪 酸 合 酶 # P9??I 9@:J

BI;?>9B<" (&*$ 和 硬 脂 酰 辅 酶 & 去 饱 和 酶

#B?<9H/I07-/& J<B9?2H9B<" *-4$ 等 / 种酶的活

性
(14 618)

"进而调控体内脂肪酸的生物合成过程&

同时在己糖激酶#+M7))和 LM$的启动子区域有

*$,A673@的结合位点
(17719)

"*$,A673 通过诱导

AB等糖代谢基因的表达"参与葡萄糖的代谢调

控
(10)

& 小鼠中的超表达 !"#$%&3( 基因可以下

调 糖 异 生 基 因 %#%4B 和 葡 萄 糖777磷 酸 酶

#302@/B<777E>/BE>9?9B<"L769$的转录表达"进而

负调控糖类的合成
(1:)

& 在鱼类中"关于 *$,A673

对糖脂代谢的调控研究报道还较少& 69BB<H:

等
(:)

和 4<9;;9等
(32)

在斑马鱼的研究中发现"在

由酒精诱导的斑马鱼仔鱼急性脂肪肝模型中"缺

失 *$,A6活性的突变体或者阻断 *$,A6的活

性"均可抵抗由酒精诱导的脂肪肝的形成& 在大

西洋鲑的研究中发现"*$,A673 能显著上调脂肪

酸合成相关基因的表达
(9)

& 在金头鲷的肝脏中

发现 *$,A6739可调节 77磷酸果糖激酶715果糖

双磷酸酶71 # 77E>/BE>/PH2@?/717K:;9B<5PH2@?/B<71"
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77D:BE>/BE>9?9B<"6(M(A$的活性
(/2)

"进一步研究

发现在金头鲷 AB基因的启动子上有 *$,A6739

的结合位点
(0)

& 上述研究提示"鱼类 *$,A673 可

能与哺乳类具有相同或类似的糖脂代谢调控机

制& 本实验结果显示"草鱼 !"#$%&3 基因在高糖

诱导下"表达量显著提高"说明草鱼体内 !"#$%&3

基因的表达可响应高糖的应激"具体机制有待进

一步研究&

本研究通过基因克隆技术"成功获得了草鱼

!"#$%&3 基因序列"并且发现在肝脏组织中"高糖

可以诱导 !"#$%&3 基因的表达& 本实验结合陆

上动物中的研究成果"推测 !"#$%&3 基因在草鱼

糖的利用及脂肪合成过程中发挥着重要作用"鱼

类 *$,A673 可能通过抑制糖异生 #%#%4B和

A7%($和诱导糖酵解#AB$基因以及上调脂肪合

成中的关键酶活性及其基因的表达 #&--'(&*

和 *-4$进而调节机体糖脂类代谢过程& 因此"

*$,A673 可能是糖'甘油三酯代谢以及脂肪生成

之间联系的枢纽
(/3)

"如果此推测成立"通过调节

草鱼体内 *$,A673 的表达即可改善鱼类对糖代

谢利用率过低的问题"研究结果将丰富鱼类糖脂

代谢调控机理的研究资料"并为提高鱼饲料糖'脂

利用效率提供理论依据&
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