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摘要 依据普通牛的 k ap -aP 酪蛋 白基因序列设计引物进行 cP R 扩增
,

测定了耗牛

kaPP
-a 酪蛋白墓因第 4 外显子全序列及部分第 4 内含子序列

,

用 iH
。 d m和 sP t 工切 割

CP R 产物发现
,

在耗牛群体中具有和普通牛相同的单倍体型
.

进一步对 60 个耗牛个

体进行群体分析后发现
,

耗牛群体中的基 因频率和基因型频率与普通牛的群体有着

很大的差异
.

关键词 耗牛 心p钾
.

酪蛋白 D NA[ 序列测定 多态性 第 4 外显子

耗牛 ( osB
g 飞 n n

~
)是牛亚科牛属牛亚属 中的一个物种

,

主要分布在中亚高原地区
,

一般

认为它是由野耗牛驯化而来
,

是高寒地区的一种主要驮运工具
,

其品质优 良的肉和奶是高原地

区人 民的主要食品来源
,

皮毛又是抵御风寒的极品
.

然而 目前耗牛数量正 以惊人 的速度下降

且有最终绝迹的危险仁
’ ]

.

因此
,

为了加强我国耗牛资源的保护和开发利用
,

对耗牛进行广泛深

人的研究已势在必行
.

作为反当动物
,

产乳性状是一个重要的经济性状
,

耗牛的乳汁具有一些普通牛所不及的特

点
,

如其乳汁具有较高的抗菌活性 z[]
,

而且蛋 白含量要 比普通牛乳高 a[]
,

但耗牛的产奶量却很

低
,

因此提高其奶产量同时又保持优良的奶品质是耗牛育种的一个重要课题
.

据文献报道
,

在

普通牛群体中 kaPP
a 一酪蛋 白基因第 4 外显子存在 iH 。 d lll 和 sP t 工的 cP R

一

RFLp s 多态 [’]
,

而且

该多态标记与普通牛的产奶量和奶品质密切相关
.

为了研究耗牛 k a p p a 一酪蛋 白基因的结构并

寻找与耗牛产奶性能有关的遗传标记
,

我们依据普通牛的 kaPP -a 酪蛋白基因图设计合成 了一

对引物
,

用这对引物进行 CP R 扩增
,

克隆测定 了耗牛的 k a p p a
一

酪蛋 白基因第 4 外显子全序列和

部分第 4 内含子序列
.

并对耗牛的群体进行了分析
,

为耗牛 的育种工作提供了一个很好 的分

子遗传标记
.

1 材料与方法

耗牛肌肉组织标本 由青海海北畜牧科学研究所和青海畜牧兽医研究所提供
.
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PC R 引物序 列
: F KC 1 5

` 一

CC GT GIU A GAI、 AC AI写 C T T A A A A G
一

3
`

;F KC : 5气 A A Gr TC A A G GA G
-

T T A AC C AAT T GTT G
~

3
` .

扩增相 当于普通牛序列中从 10 53 0t n到 1 13 ro t n范围的序列
,

包括该

基因的第 4 外显子和部分第 4 内含子序列
,

扩增片段长度为 7 80 b p
.

cP R 反应条件如下
:

cP R 反应体 系为 2
.

5 拌L or x T a q 酶缓 冲液 (5 oo ~
l/ L K CI

,

100
】

脚司/ L irT
s 一 e l

,

15

uonn
F L M薛12

,

0
.

0 1 % 明胶 )
,

2 胖L dN T sP ( 2
.

s

mmo
l / 拼L )

,

0
.

5 拼L 限C ,
( 5 0

p m o l / 拜)L
,

0
.

5 拌L FK C Z
(5 0 1〕 n l O F 拜)L

,

1 U l ’aq DN A 聚合酶
,

l oo gn 模板 D NA (提取 自耗牛肌 肉

组织 )
·

加水至 25 拼L CP R 循环参数 为 94 ℃ 预变性 s m in
,

然后进 人 CP R 循环 :每个循环为

弘℃ 一m in
,

6 1℃ 一m i n
,

72℃ 2 m i n
,

3 0 个循环后
,

7 2℃保温 10 m i n
,

最后 4℃保存待用
.

CP R 产物的克隆测序方法如下
:
将 P C R 产物 连接到 CP R I M l l T

一

载体上并转 人 E
.

co il

xL
I 一

lB
u e
菌株中

,

用碱裂解法制备测序模板
,

使用 A BI P IR SM MT 377 D
NA Seq ue cn er 进行 DNA 序

列测定
.

cP R 产物的酶切电泳方法如下
: 25 拼L CP R 产物 中加人 1 l/ 0 体积的 3 mo U L N aA

。
( pH

5
.

4 )和等体积异丙醇
,

于室温放置 巧 m in
,

12 仪幻 g 离心 巧 m in
,

用 150 拌L 70 % 的乙醇洗沉淀

一次
,

真空抽干
.

将沉淀溶于原体积的水 中
.

取 8 拌L D N A 溶液加人 1 拌L or x 限制性 内切酶

缓冲液
,

10 U 相应的限制性内切酶
,

混匀后在酶反应最适当的温度下保温 3 h
,

再用 2 % 的琼

脂糖凝胶 电泳检查
.

2 结果与讨论

2
.

1 测序结果及普通牛相应序列的比较

耗牛 k a pp -a 酪蛋 白基因第 4 外显子及其编码 的氨基酸序列和部分第 4 内含子序列见图 1
.

该 序列与普通牛的相应序列的 比较 (图2 )表 明两者该序列同源性高达 99 %
,

其内含子区 ( 297
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rA g yC sG l u L y s As PG l uA r沙h eP h e
s
e l

.

sA比 y s l l e Al ia 万 s Ty r l l e P r o l l e G l nT y Vr a 1Leu s e
rA

r g
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图 1 耗牛 k
a pp a

一

酪蛋白基因第 4 外显子及部分第 4 内含子序列

及所编码的氨基酸序列
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:

耗牛 k
a p pa

`

酪蛋白质基因第 4外显子的克隆测序及多态性研究

牛毛牛 CGC TGTGAGAAAGATGAAAGAT TC T TC AG TGACAAAATAGCCAAA TATA TCC C AA T TC AG

!日 !川 川 川 川 日 11日川 } {日日日川 川 }川 日川 川 } }日 } 1川
CGC TG TG AGAAAGATGAAAGA T TC T TCGA TGACA八AA TAGC C AAA TATA TC C C AA T TCAG

TA TGTGC TGAG I
’

AGG TA TC T TAG TTA TGG AC TC AA TT AC TAC C AAC AGAAAC C AG T TGC A

川 日川 川 川 川 { 川 }川 川川川 川 } }川 }日川 } }川 {川 !川 }
TAT G TGC TGAG 1GA G TA TC C TAG TTA TGGAC TCA A T TACAT CCA AC AG AAACCA G T1

,

GCA

C TAA TTA ATA A T以ATT TCGT C以TCA CC ATA TT AGT CAAA GCCAGCT G以GTT AGGT C A

}川 川 日日川 } !川 川 日日日川 川 川 日日川川 日川 川 川 日 }

CT AATTAA T AA1CAA T TT CT GC CATAC CCATA T TA T GCAAAGC CAGCGT CGA T TGA GTCA

C CGT C C CAAA T T C TT CAAT GGCAA GTT T T GT CAAATA C TGT GCC T GCCAGA T CC T GC CAA
}川 日日日 }日1!川 川 1川 川 川 川 川 川 1川 川 川 川日11} {】}
CC T GCC CAA AT TC TT CAA T GGCAAGT T竹GT CAAA T AC T GGT CCT GCCA AGT CC T GCCA A

GCCC AGC CAA C TCA CATGGCA C GTCACCCACAC C CACA T TT ATCATTT A兀 GCCATT CCA
}川 日川 川 1川 川 川 川 川 日川 川 日川 川 日川 川 川 1川 }
GC CCA GCCAACI

,

ACCAT GGCACGTCACCC ACACCC ACAT TTA TCA T T TAT GGCCAT TC CA

CCAA AGAA AA AT CAGGAT AAA ACA GAA ATCC CT ACCA T CAA TCA CAT T GCT AGT GGTGAG

}日日日日川 川 } I】川 川 日川 川 }川 日日日川 川 川 1川 川 } 1
CC AAAGAAAAAI

,

CAGGAT AAAA C AGAAATC C C TAC CAT CAAT AC CATT GC TAGTGGTGAG

牛牛牛牛牛牛通斗通牛通斗通牛通牛通牛普牡托普耗普耗耗普耗普普

普通牛

1

l

6 l

6 l

12 1

12 1

1 8 1

18 1

2 4 1

24 1

3 0 1

3 0 1

3 6 1

3 6 1

4 2 1

4 2 1

4 8 1

4 8 1

54 0

5 4 0

6 0 0

6 0 0

6 60

6 6 0

7 2 0

72 0

C GTACAAGTACACC T ACCACC GAAGCAGTAGAGAGCAC TGT AGC T AC T C TAGAAGC T T C T

1 川 川 川 !川 1川 川 川 !川 川 1川 日日日日川 川 日日 } 川 }
CC T ACAGA T ACAC CT ACC ACCG AAGCAGTAGAGAGCACT GT AGCT AC TCTAGAAGAT TC T

C CAGAGA TTA T TGAGAGC C CACC T GGA AT CAACA CGA TCCA AGTT AC T TCAACT GCGGTC

}日1川 日日日川 日川 川 日日日日川 川 川 川 川 日川 川 { 】} 1
CC AGAAGT T ATT GAGAGC CCAC CTGAGACT AA CACAGCT CAA G竹ACT’I’ CAA C TGCA GCT

T GAA AA C T CT AAGGAGAC ATCAAA GAA GACA AC GCAGGTAA AT AA
.

GCAAA ATGA AT AAC

1 日日川 川 川 川 川 日 }川 川 川 }川 川 }川 } {日日川 川 川 {

TA jA认ACT C TAA GGAGCA AT CAA AGAAGACAA C GC AGGTAAA TAAGGC AAAATGAA TAA C

AGCCAAGATT CAT GGCA T TAT TAA TAA AAT CGTA ACATC TAA AC TAGC GTA GAT GGAT AA

川 日日日日日川 日日川 日} }日日1川 }日日日日!川 日日川 川 日
GA C以人GA T T以T弘ACT TA TT AAT AAAA TC GT从CAcT T刃认C TAGC GTAGATGGAT AA

ATTA AAT C T GT TCA AGAGAAGGCGAAA TGGGC T AATT ATAA C T T ACAT T TGC TGGTCT TT

}川 川 川 川 川 川 川 川 川 川 川 川 川 川 } }川 川 川 川 日 {

AT TAA ATC T GTT ACAGGA AAGGCGAAAT GGGC TAA T TAT ACA TTA CATT TGCTGGTT CT T

T ATCATGT AT ATACTGA AT TCTTT CCCAACA GGAA GA TTTT AAA ATAT TT TACA AA AT GA

!川 日川 川 日川 1川 川 日川 1} 川 川 } !】川 川 川 日川 川 } }

TA TCA T GTATA TACT AGA T TCT T TCC CAA CAA GAA AGTT TT AAAA T ATT T TACAAA ATGA

G
『

r AA A AA
`

r
`

I
’

GC AGA I
’

TT T A
『

[ T ACT AAAC CT I
,

TT r C AACAAT T GGT ATAC TC C TT GAAT CT

} }日川 川 川 川 川 川 川 川 川 {日川 川 川 日川 日川 日日1{
GT刃认AAT TGCAGATT T T AT T AT TAA ACC T TT T TCAACAATT GGT AT AC T CC T TGAA TC T

牛牛牛牛牛

牛通通牛牛通通牛牛通牛托耗耗普普普托耗普普耗

普通牛

图 2 耗牛 k
a p钾

.

酪蛋白基因第 4 外显子序列与普通牛的相应序列的比较

饰
,

有 3 个碱基不同 )和外显子区 ( 4 83 饰
,

有 5 个碱基不同 )表现了同样的变异率
,

约为 l %
,

这与一般内含子变异比较高相悖
,

可能与该序列所包含的内含子太短而不能显示其高变异有

关
.

将耗牛的第 4 外显子序列翻译成氨基酸序列与牛的相应序列进行 比较后显示其同源性为
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100 %
,

这说明耗牛和普通牛相比在 kap aP
一

酪蛋 白基因第 4 外显子上的差异属 同义突变
,

这些

变异并没有引起氨基酸的变异
.

本室克隆的其他乳蛋 白基因序列
,

与普通 牛的相应序列相 比

也同样显示了很高的同源性
,

一般都在 90 % 以上 ’ )
,

说 明耗牛和普通牛之间的亲源关系非常

近
.

耗牛和普通牛杂交雌性可育的这种不完全生殖隔离现象与它们 的亲源关系较近有着直接

关系
.

2
.

2 耗牛 肋 p p a
.

酪蛋白基 因第 4 外显子的多态性

在普通牛的群体中
,

从不同个体扩增的 P CR 产物经 iH n d m酶切后可产生 3 个大小 不同

的片段
,

即 7 8 0 bP (等位基因 HA )
,

4 13 b p 和 3 6 7 bp (等位基因 H B )
.

sP r 工可产生 4 个大小不

同的片段
,

即 306 b p
,

303 饰 和 171 b p (等位基因 以 )或 以为 饰 和 171 b p (等位基因 BP )
.

两种

酶切的多态性表现为紧密连锁
,

而且两个多态标记表现高度的一致
,

虽然在无其他任何因素影

响的情况下应有 4 种单倍体型
,

即 H APA 汪认 PB
,

H BPA 和 H B PB
,

但实际上
,

人们只找到了前两

种单倍体型闭
.

对于两个多态标记表现紧密连锁 比较好理解
,

因为两种 多态共同存在于一个

仅 7 80 bP 的片段内
,

他们之间紧密连锁是极其可能的
.

而对于为什么只发现了两种单倍体型

的问题
,

很难有一个非常明确的解释
,

这也许与携带未被发现的两种单倍体型的个体很难适应

环境而无法存活有关
.

耗牛不同个体 CP R 产物及酶切后的电泳结果见图 3
,

结果显示耗牛群体和普通 牛的群体

具有相同的单倍体型
.

因此我们可以用这两个标记将耗牛分为 AA
,

AB 和 B B 3 种基因型
,

这

与普通牛的分型相同
.

然而在基因频率和基因型频率上耗牛群体和普通牛群体相 比有着很大

差异
.

在我们分析的 60 个耗牛个体 中
,

iH n d班和 sP t 工两个标记仅一个个体是 A B 杂合子
,

其余

个体均为 B B 纯合子
,

因此我们可以计算出 A 等位基因的基因频率为 0
.

83 %
,

而 B 等位基因的

基因频率为 99
.

17 %
,

其基因型频率分别为 尸AA = 0 %
,

尸A B = 1
.

67 % 和 尸B B =
98

.

33 %
,

而在普

通牛的群体中 A 等位基 因的基因频率很高
,

约为 87 %
,

B 等位基因的基因频率仅为 13 %
,

基因

型频率中 尸从 = 73 %
,

尸BA = 27 %
,

而 尸BB 几乎为零 2)
,

这与耗牛和普通牛的产奶量和奶成分含

量的差异相一致
.

有文献报道
,

k ap aP
一

酪蛋白 从 型乳脂率较高
,

B B 型个体 的奶蛋 白含量较

高闹
,

而且 kaPP
a 一酪蛋白 B B 型牛奶的凝乳时间短

,

凝块硬度大
,

奶酪产量高叫
.

耗牛的产奶量

很低
,

一头母耗牛所产 的奶大部分要用于犊牛的饲养
,

在这一点上无法 与普通牛相 比
,

但其奶

蛋白含量约为 5 %左右
,

而牛奶的的奶 蛋白含量仅为 3
.

6 % 团
,

与普通牛相 比耗牛奶更适合于

制奶酪
.

耗牛群体和普通牛群体在 k ap aP
一

酪蛋白基因的等位基 因频率和基因型频率上的这一

明显差异可能与耗牛长期以来偏重于役用 而普通牛则主要偏重于奶用有关
.

我们似乎可以从这一结果中得到如下启示
: 和普通牛一样在耗牛的群体中 k ap aP

一

酪蛋 白

AA 型个体具有更高的奶产量
,

但役用性 能和抗逆性相对较差
.

而 B B 型个体则相反
,

其奶产

量低
,

但奶蛋白含量比较高
,

奶品质比较好
,

而且役用性能和抗逆性好
.

A B 型个体的各性状表

型居于两者之间
.

从我们的实验结果看在耗牛的群体 中 B B 型个体 已趋于固定
,

A 等位基因已

很少
,

再经过一段时间随着遗传漂变的发生 A 等位基 因很有可能在耗牛的群体中消失
,

因此
,

l) 结果待发表

2) 林福玉
.

人红细胞生成素表达载体和人干扰素转基 因小鼠模型 的初步构建
.
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M2 34 5 6 7 81 0 91 1 12 1 31 1 4 5
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0 50 b P一
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`
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图 3不同耗牛个体 k
a p pa ~

酪蛋白基因第 4外显子的多态性
( a)未经酶切的 PC R产物 ;

如何及早在耗牛群体中扩大 A

巫待解决的课题
.

( b)经 从刀 d m酶切后的 咒 R产物 ; (
。

)经 Pst工酶切后的 PC R产物
,

M 为分子量标志
,

l 一 巧 为不同的耗牛个体

等位基因的频率
,

并最终应用于耗牛高产奶性状 的选种选育是
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