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中国荷斯坦牛 GlyCAM1基因遗传多态性与乳房炎关联性分析 

李 晶 ， 王洪梅 ， 王长法 ， 柳 楠 ， 李秋玲 ， 

侯明海 ， 李建斌 ， 仲跻峰 

(1．山东省农业科学院奶牛研究中心，济南 250100；2．青岛农业大学，山东 青岛266109) 

摘 要：以273头中国荷斯坦牛为研究对象，利用CRS—PCR、PCR—SSCP及DNA测序技术检测糖基化依赖细胞 

粘附分子 1(GlyCAM1)基因外显子3、内含子 3的遗传多态性。结果表明：GIyCAM1基因分别在外显子 3和内 

含子3的第2081(A／C)、2417(C／T)位存在突变，两位点在牛群中的等位基因频率A／B分别为0．752 5／0．247 

5，0．904 6／0．095 4；经 x 适合性检验，中国荷斯坦牛群 2417位点的突变达到 Hardy—Weinberg平衡状态(P> 

0．05)，但2081位点的突变未达到Hardy—Weinberg平衡状态(P<0．05)。采用最小二乘法拟合线性模型将该 

基因座不同基因型与奶牛乳房炎进行了关联分析，结果表明：胎次效应(P<0．01)、场效应(P<0．01)和泌 

乳月(P<0．05)对乳房炎的影响较大。2081位基因型效应对SCS的影响达到了显著水平(P<0．05)，且 AA 

基因型个体的SCS显著低于AB和BB基因型个体(P<0．05)。 
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Analyzing Relationship between GIyCAM1 Gene Polymorphisms 

and Mastitis in China Holstein Cow 
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Abstract：The genetic polymorphism of GIyCAM1 gene exon 3 and intron 3 in 273 heads of China Holstein COW were 

studied by CRS．PCR and PCR．SSCP and DNA sequencing．Th e results showed that two polymorphic sites were identi． 

fled，which were located at position 2081(A／C)and 2417(c／T)in the GlyCAM1 gene exon 3 and intron 3，respec— 

tively．At the 2081 site and 2417 site．the allelic frequencies of A and B were 0．752 5／0．24 7 50 and 0．904 6／0．095 

4，respectively． adaptability test indicated that the polymorphie site 2417 was in accordance with the Hardy—Wein— 

berg equilibrium f P>0．05)in China Holstein COW．But the polymorphic site 2081 was not in accordance with Hat． 

dy—Weinberg equilibrium(P<0．05)．Meanwhile，the results indicated that the mastitis were significantly affected by 

feta1 effect(P<0．01)and field effect(P<0．01)and lactation month effect(P<0．05)．At山e 2081 site，SCS 

was significantly affected by genotype effect．which the COW with genotype AA showed lower somatic cell score than 

that of genotype AB and BB(P<0．05)． 
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乳房炎是奶牛业生产中花费最高的常见病、 

多发病。虽然在防治乳房炎的药物和方法上进行 

了大量的研究和改进，但均不能显著减少其所造 

成的巨大经济损失，也不能改变使用抗生素后因 

药物残留所带来的一系列经济和社会问题。研究 

表明，同一环境下不同个体对乳房炎的易感性或 

抗性不同 ，因而从遗传水平上选育具有乳房炎 

抗性的奶牛，有望渐进并长久地改变群体的遗传 
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结构，从根本上提高奶牛对乳房炎的抗性，具有治 

本的功效。但是乳房炎性状是多基因控制的数量 

性状，遗传力较低(h <0．1)，难以直接选择 ]， 

而乳中的体细胞数能准确的反映乳房炎的发病程 

度 3 J，Shook等_4 报道体细胞数的转换值体细胞 

评分(somatic cell score，SCS)与乳房炎有 0．6～ 

0．8程度遗传相关性，SCS的遗传力为0．1—0．2， 

因此，可利用对 SCS有显著影响的候选基因进行 

乳房炎抗性的研究，选择出对乳房炎性状有显著 

影响的候选基因分子标记，通过实现标记辅助选 

择育种，培育出具有乳房炎抗性的牛群。 

糖基化依赖细胞粘附分子 1(glycosylation— 

dependent cell-adhesion molecule1，GlyCAM1)是一 

种粘液样内皮糖蛋白 J，Laskya等 证实 Gly． 

CAM1是白细胞选择素(L选择素)的配体，具有 

参与细胞识别、信号转导以及介导白细胞粘附和 

淋巴细胞归巢等生物学功能，而且在免疫应答、炎 

症反应等过程中起重要作用。Laegreid等 研究 

表明，GlyCAM1具有抗菌和防止幼畜呼吸道和胃 

肠道发病的功能。通过荧光原位杂交定位 ely． 

CAM1基因，发现山羊、绵羊、牛、小鼠的 GlyCAM1 

基因分别定位于5q21、3q21、5q21和 15号染色体 

上 j。牛 GlyCAM1基因长度为 4．5 kb，包含 4个 

外显子和 3个内含子，mRNA长度为679 bp，编码 

153个氨基酸 。牛和鼠 GlyCAM1基因的 cDNA 

具有同源性，并且鼠GlyCAM1基因的组织特异性 

表达与泌乳期奶牛 GlyCAM1基因的组织特异性 

表达一致 。通过对乳成分的分析发现，Gly— 

CAM1蛋白存在于小鼠可溶性乳清成分中 ，并 

能在泌乳期牛的乳腺上皮细胞中特异性表达 。 

因此，可将 GlyCAM1基因作为奶牛乳房炎的候选 

基因进行研究。 

目前 ，有关家畜 GlyCAM1基因遗传多态性的 

研究报道很少，而作为大家畜的牛在此方面的研 

究更少。因此，本试验利用 PCR．SSCP、CRS．PCR 

及 DNA测序技术对 GlyCAM]基因单核苷酸多态 

性进行了研究，并统计分析了不同位点各基因型 

与 SCS的关系，确定了乳房炎抗性优良基因型， 

并为进一步应用于标记辅助选择奠定了理论基 

础，对开展奶牛乳房炎的抗性育种有着重要的 

意义。 

1 材料和方法 

1．1 基因组 DNA提取 

自天津、济南、泰安等地采集273头中国荷斯 

坦牛的血液样本，柠檬酸钠抗凝。用常规酚 一氯 

仿抽提法从血样中提取基因组 DNA，1％琼脂糖 

凝胶电泳检测基因组 DNA的质量，一2O℃保存 

备用。 

1．2 引物设计及 PCR扩增 

通过比对 GenBank收录的牛 GlyCAMI基因 

序列，发现外显子3存在一个潜在的SNP位点， 

因此，应用 oligo6．0软件，参考牛 GlyCAM1基因序 

列(GenBank登录号为 NC007303)对外显子 3设 

计创造酶切位点 PCR(created restriction site PCR， 

CRS．PCR)引物及测序引物，同时对内含子 3设计 

PCR．SSCP引物，由上海生工生物工程技术服务 

有限公司合成。 

表 1 GIyCAM1基因的引物序列 

Table 1 Primer sequences of C-lyCAM1 gene 

注：下划线位置为创造限制性内切酶 Hinl II酶切位点处。 

Note：The underlined nucleotide indicates creation site of a restriction enzyme Hinl II 
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突变点 
muiation 

： 

I 

j 

撒 0 
图3 GlyCAM1基因第 3外显子序列分析 

Fig．3 Sequence analysis of GlyC~Mlgene exoH 3 

2．2 GIyCAM1基因内含子 3的基因型分型测序 

分析 

PCR．SSCP检测在中国荷斯坦牛 GlyCAM]基 

因内含子3扩增片段上发现2种基因型，分别命 

名为AA和 AB(图5)。应用上游引物对 AA基因 

型和 AB基因型个体测序，发现内含子 3发生 C／ 

T置换突变(即位于参考序列的第2417位处)(见 

图 6)。 

扩增产物 

gene 

图5 GlyCAM1基因第 3内含子 SSCP分析 

Fig．5 SSCP analysis of GlyCAM1 gene intron 3 

图6 GlyCAM]基因第3内含子序列分析 

Fig．6 Sequence analysis of GlyC~M] gene intron 3 

2．3 GlyCAM1的基 因型频率、基 因频率统计 

结果。 

计算中国荷斯坦牛的 研  基因型频率 

和等位基 因频率 (见表 2)。GlyCAM1基因 2081 

位点在该群体中的优势基因型为 AA，优势等位 

基因为 A。~ CAM1基因2417位点优势基因型 

为 AA，没有检测到 BB基因型，优势基因为A。 

2．4 GlyCAM1基因座的多态信息含量、杂合度 

及有效等位基因数 

表 3为外显子3和内含子 3在群体中的多态 

信息含量、杂合度及有效等位基因数。 

中国荷斯坦牛2081位点和2417位点的多态 

信息含量(P／C)分别为 0．303 1和 0．157 7，在 

2081位点该牛群的多态信息含量达到中等多态 

(0．25<PIC<0．50)，但在 2417位点多态信息含 

量为低度多态( C<0．25)。经过 x 适合性检 

验，中国荷斯坦牛群在 2417位点 的突变达到 

Hardy—Weinberg平衡状态(P>0．05)，但在 2081 

位点的突变未 达到 Hardy—Weinberg平衡状 态 

(P<0．05)。 

2．5 GIyCAM1基因多态性与中国荷斯坦牛乳房 

炎抗性的关联分析 

GlyCAM1基因不同位点各基因型对中国荷斯 

坦牛乳房炎和产奶量的影响见表 4。2081位点 

BB基因型个体的 SCS显著高于 AA和 AB基因 

型个体(P<0．05)，AA基因型个体与 AB基因型 

个体问差异不显著(P>0．05)；在 2417位点，由 

于缺少 BB基因型个体，因此仅有 AA和 AB型的 

最小二乘均值和标准误，而不能对差异显著性进 

行分析(见表 5)。 
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表3 GlyCAM1基因座的多态信息含量、杂合度及有效等位基因数 

Table 3 Polymorphism information contents(PIC)、heterozygosities【H)、effective of alleles( )of C,tyCAM]gene 

表 4 各因素对中国荷斯坦牛群的产奶量和体细胞评分的影响 

Table 4 Effect of different factors of milk yield and SCS in Chinese Holstein COWS 

表5 GlyCAM]基因不同基因型与体细胞评分、产奶量间的最小二乘均值及标准误 

Table 5 Least squares means and standard errors in China Holstein COW with GlyCAM1 genotypes in milk yield and SCS． 

注：不同小写字母表示差异显著(P<O．05)。 

Note：Different small letters show significant difference(P<0．05) 

3 讨论 

3．1 关于中国荷斯坦牛 GlyCAM1基因的多态 

性的探讨 

目前，有关家畜 GlyCAM]基因的多态性报道 

很少，而作为大家畜的牛在此方面的研究更少， 

仅见于 Karall等 通过荧光定位检测到 ely- 

CAM1基因内含子3有A、B两个等位基因，但明 

确的碱基突变位点没有具体报道。本研究以中国 

荷斯坦牛为研究对象，首次发现了GIyCAM1基因 

的2个 SNP，即在第 3外显子的2081位存在的 

A／C突变和第3内含子的2417位存在的C／T突 

变。GlyCAM1基因2081位点的优势基因型为 

AA，优势等位基因为A；在2417位点优势基因型 

为AA，但没有检测到BB基因型，优势基因为 A。 
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经 x 适合性检验，在 2417位点的突变达到 Har． 

dy—Weinberg平衡状态(P>0．05)，这可能是由于 

相应的多态位点和基因型在适应性方面具有遗传 

优势，并通过长期进化和选择所致。而在2081位 

点缺少 BB基因型，可能是由于样本数量少，也可 

能与长期的人工选择有关，因此，可增大样本量展 

开进一步的研究。 

3．2 GlyCAM1基因与中国荷斯坦牛乳房炎关系 

的分析 

2001年，Nishimura等 发现大鼠乳腺细胞 

表达GlyCAM1能促使嗜中性多形核白细胞向乳 

腺组织中的迁移，通过改变血管渗透性，使液体自 

由进入乳腺组织，从而稀释、中和乳腺的有毒产 

物，并能吞噬和消化细菌，减少细菌数量。因此， 

GlyCAM1基因可能与乳房炎抗性有关。本研究对 

GlyCAM1基因多态性与 SCS和产奶量进行了关 

联分析，结果显示，胎次效应(P<0．01)、场效应 

(P<0．01)和泌乳月(P<0．05)对乳房炎的影响 

较大。2081位点的基因型效应对SCS的影响达 

到了显著水平(P<0．05)，且 AA基因型个体的 

SCS显著低于AB和 BB基因型个体(P<0．05)。 

因此，可将2081位AA基因型作为乳房炎性状和 

产奶量性状的优良基因型，进行进一步的验证，将 

其作为分子标记应用于奶牛乳房炎抗病育种 

研究。 
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