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摘 要: 采用 PCR- SSCP 方法对种公牛群体的催乳素受体基因( PRLR)所有外显子及 5 UTR 多态性进行检

测。结果表明:外显子 1及外显子 8 分别检测到了 2种等位基因 A、B 和 C、D, 其中A、C 为群体中优势基因, 其

他外显子及 5 UTR 没有遗传多态性;相关性分析表明, 第 1外显子位点AA型鲜精顶体完整率显著高于 AB 型

( P = 0 012) ,第 8 外显子位点 CD型冻精活力显著高于 CC 型和 DD 型( P = 0 004)。初步推断 PRLR为影响种

公牛繁殖性状的一个候选基因。
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Abstract: The exons and 5 UTR polymorphisms of PRLR gene in bulls were detected in this reserch by

PCR- SSCP. The result showed that alleles A, B in exon 1 and C, D in exon 8 were detected in this pop

ulation, among which A and C dominated, and there was no polymorphism in other exons and 5 UTR;

The relationship between genetypes and performances was analyzed, and the results indicated that fresh ac

integrity rate of genotype AA was higher than genotype AB in exon 1 and frozen semen energy of genotype

CD was much higher than genotypes CC and CD in exon 8. It was initially concluded that PRLR is one of

the candidate genes for breeding traits.
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催乳素( Prolactin, PRL)是一种垂体前叶肽类

激素, 而催乳素受体( prolact in receptor, PRLR)属

于细胞因子受体家族成员。催乳素在动物体内的

作用如促进生长和发育、调节内分泌和代谢等[ 1]

均由 PRLR调节。近年来国内外对 PRLR的研究

日益深入。Rothschild等将PRLR基因作为猪繁殖

性状的一个候选基因进行了研究, 对每一种基因

型都计算了总产仔数和活产仔数的最小二乘平均

值,结果表明这个基因与总产仔数和(或)活产仔

数显著相关,在纯合基因型之间,效应大小是每窝

通讯作者

基金项目: 国家 863!计划项目(2008AA101010) ,国家科技支撑计划项目( 2007BAD55B03)

作者简介: 宋永利,男,硕士,研究方向:动物遗传育种与繁殖。

收稿日期: 2009 03 04 修回日期: 2009 12 03

吉林农业大学学报 2010, 32( 2) : 195~ 199, 208 http : / / xuebao. jlau. edu. cn

Journal of Jilin Agricultural University E mail : jlndxb@ vip . sina. com



增加 0 66~ 1 00头的仔猪[ 2]。Ormandy 等[ 3]通过

大鼠胚胎干细胞的基因定位得知其携带着 PRLR

的种系无效突变基因, 该基因对繁殖性状有很大

的影响。杂合的雌鼠表现为在其最初妊娠期间缺

乏泌乳能力,且还表现出多种不正常的生殖现象。

Botstein等人已经证实, PRLR 在人睾丸和附属组

织中表达[ 4 8]。张佳兰等通过试验推测牛 PRLR

基因内含子 8 Hinf 多态影响 PRLR基因表达, 从

而提高乳蛋白基因的表达, 提高了乳蛋白率
[ 9]
。

不过针对种公牛精液品质与 PRLR的相关研究未

见报道[ 10 12]。

本研究以 PRLR为肉用种公牛精液品质性状

候选基因, 采用 PCR- SSCP 方法检测其外显子及

5 UTR 的多态性,并分析其与精液品质性状的关

系,寻找与生产性能相关的多态位点,从分子水平

上研究该种公牛群体的基因表达调控、分析基因

变异与其精液品质经济性状的相关性, 旨在为肉

用公牛的遗传改良奠定基础。

1 材料与方法

1 1 试验动物及血样

试验动物共45头种公牛,由吉林省长春市肉

牛繁育中心提供。采集颈静脉血样, 加肝素钠抗

凝, - 80 ∀ 保存。
1 2 引物设计

根据已发表的牛 PRLR 基因序列 ( NW-

001493958) , 利用 Primer Premier5 0 软件设计引

物,引物由上海生工生物制品有限公司合成。具

有多态片段的引物序列如表 1。

表 1 引物序列表

Table 1. The sequences of primers

名称
Name

序列 5 ~ 3
Primer

大小/bp
Length

Tm/ ∀

Exon 1

Exon 8

F: CCCTGTTCTTGAGCCCTCTCT
R: AGATAGCAACATCCTGGTATTGGTG

F: AGGGAGTGAAAAAGAACAAGACAGT
R: TTCAGCAAGGAGCAAGAATCAG

298

258

62

60

1 3 PCR扩增及扩增产物 SSCP分析

PCR 反应体系 25 L, 包括 2. 5 L 的 10倍

buffer, 1 L dNTP ( 10 mmol/ L) , 上游引物和下游

引物各 0 5 L ( 10 pmol/ L ) , 基 因组 DNA

0 8 L, Taq 酶0 5 L ( 5 U/ L, 含20 mmol/ L Mg

Cl2) , 灭菌去离子水 19 2 L。PCR 扩增条件为

94 ∀ 预变性 3 min; 94 ∀ 变性 30 s, Tm 退火 30 s,

72 ∀ 延伸 30 s, 30个循环; 72 ∀ 延伸8min, 4 ∀ 保
存。PCR扩增产物用 1 5% 琼脂糖凝胶电泳检

测。

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳:取 2 L 的 PCR

产物与 8 L 的变性 buffer ( 98%去离子甲酰胺,

10%甘油, 10 mmol/ L EDTA, 0 025% 二甲苯青,

0 025%溴酚蓝) 混匀, 98 ∀ 变性 10 min, 迅速冰浴

10 min, 用9%的非变性聚丙烯酰胺凝胶(丙烯酰

胺#N, N 亚甲双丙烯酰胺 = 29#1) 电泳 ( 4 ∀ ,

160 V) 16~ 18 h,硝酸银染色后在凝胶成像系统中

拍照,保鲜膜封好, 4 ∀ 保存。

1 4 精液品质各项指标检测方法

1 4 1 射精量 采精时由集精杯读出。

1 4 2 精子活力 取鲜精和解冻后冻精精液各

20 L,置于38 ∀ 恒温载物台上的载玻片并加盖玻

片,于带有监视器屏幕的 400倍显微镜下观测其

活力。

1 4 3 精子密度 利用 0 9% NaCl溶液将鲜精

精液 5倍稀释,由精子密度测定仪测得。

1 4 4 顶体完整率 将每份鲜精和解冻后冻精

精液样品制作 2个抹片, 用 1~ 2 mL 中性福尔马

林固定,风干后姬母萨染液浸泡染色 1 5 h,清水

冲洗,显微镜 1 000倍油镜下观察。

1 4 5 畸形率 制片、染色同本文 1 4 4!, 或用

同一染片,于 400倍显微镜下观察。

1 4 6 活精子百分数 用伊红 ∃ 苯胺兰法染

色,随即制作抹片, 自然风干后, 于 400倍显微镜

下观察。

1 5 统计分析

采用 SPSS 12 0 统计软件 Analyse GLM 过程

分析 PRLR基因的遗传多态性与冻精顶体完整

率、冻精畸形率、冻精活精子比率、鲜精顶体完整

率、鲜精畸形率、鲜精活精子比率、射精量 ( mL)、
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精子密度、鲜精活力、冻精活力性状的相关性,根

据影响精液品质性状的因素不同, 分析时采用了

以下固定模型:

Yi= + M i+ ei

其中 Yi 为第 i 种基因型个体表型记录; 为

精液品质性状的最小二乘均值; M i 为标记基因型

效应值; ei 为随机误差。运用 SPSS12 0软件对数

据进行分析,并用最小二乘拟合线性模型,对各标

记基因间生产性状指标差异显著性进行检验。

2 结果与分析

2 1 PCR扩增结果

PCR扩增产物经 1 5%的琼脂糖凝胶电泳检

测。图 1、图 2分别为外显子 1、外显子 8的扩增

产物,可看到特异的目的条带, 扩增效果较好,片

断长度与所设计的扩增片断大小一致。可以用于

SSCP分析。

1~ 8. PCR 扩增结果 PCR amplification results; M . DL2000

Marker

图 1 外显子 1 PCR产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 1. Electrophorogram of exon 1

1~ 8. PCR 扩增结果 PCR Amplification results; M . DL2000

Marker

图 2 外显子 8 PCR产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 2. Electrophorogram of exon 8

2 2 SSCP分析结果

PCR扩增产物经 9%非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测,银染后可区分出基因型。其中外显子

1分别定义为 AA 型、AB 型, 如图 3所示,第 1、3

泳道为 AB型, 其余泳道为 AA型。外显子 8分别

定义为CC型、DD型和 CD型, 如图 4所示,第 1、

8泳道为 CD 型, 第 3、4、5泳道为 DD 型, 其余为

CC型。

图 3 外显子 1非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图

Fig. 3. Patterns of SSCP for exon 1

图 4 外显子 8非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图

Fig. 4. Patterns of SSCP for exon 8

2 3 基因频率与基因型频率

经过分析, 该种公牛群体中 PRLR基因各基

因型频率及基因频率如表 2所示。外显子 1中,

AA基因型频率较高,外显子 8中各个基因型分布

较均匀。等位基因A在群体中占有较大优势, C、

D等位基因频率基本一致。
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表 2 基因频率与基因型频率

Table 2. Gene and genotype frequencies

等位基因
Allele

基因频率
Gene frequency

基因型
Genotype

碱基突变
Mutat ion

个体数
Biomass

基因型频率
Genotypic frequency

A 0 922 2
AA

AB

C

CT

38

7

0 844 5

0 155 5

B 0 077 8 BB T 0 0

C 0 588 9
CC

CD

G, T

G/ A, T/C

18

17

0 400 0

0 377 8

D 0 411 1 DD A, C 10 0 222 2

2 4 克隆测序

对5种基因型样本的 PCR产物进行凝胶回

收纯化% pMD 18T 载体连接 %转化 DH5 %质粒
提取%测序。测序结果发现, 外显子 1第 135 bp

处发生C/T 突变, 外显子8第 52 bp和 53 bp处分

别发生G/ A和T/ C突变。测序峰图(图5)箭头所

指为碱基突变处。

2 5 不同基因型对种公牛精液品质性状的影响

采用 SPSS12 0 中 One Way ANOVA 分析

PRLR基因第 1外显子、第 8外显子不同基因型对

种公牛精液品质性状的影响, 其统计结果见表 3

及表 4。其中外显子 1不同基因型在此种公牛群

体中鲜精顶体完整率性状差异显著( P= 0 012)。

外显子8的不同基因型冻精活力性状差异极显著

( P= 0 004)。各种基因型的其他生产性状之间

差异不显著。

图 5 4种基因型突变的测序峰图

Fig. 5. The sequencing maps of mutations in 4 geno

types

表 3 外显子 1不同基因型对种公牛精液品质性状的影响

Table 3. Relationships between genotypes and performances of exon 1

性状
Traits

基因型 Genotype

AA AB
Sig

冻精顶体完整率/ %
Acrosome integrity, Frozen 87. 24 & 0. 67 86. 32& 1. 89 0. 606

鲜精顶体完整率/ %
Acrosome integrity, Fresh

92. 45 & 0. 64 88. 14& 1. 67 0. 012*

冻精畸形率/ %
Percentage of deformity, Frozen

30. 94 & 1. 53 32. 37& 4. 02 0. 720

鲜精畸形率/ %
Percentage of deformity, Fresh

23. 85 & 1. 22 25. 25& 2. 30 0. 657

冻精活精子比率/ %
Percentage of living, Frozen

69. 50 & 1. 19 69. 07& 3. 81 0. 890

鲜精活精子比率/ %
Percentage of living, Frozen

84. 12 & 1. 03 85. 37& 3. 63 0. 661

射精量/ mL
Ejaculat ion volume

6 56 & 0. 39 8 18 & 1 72 0. 169

精子密度/ ( ∋ 108(mL- 1)
Sperm concentrat ion

6 94 & 0. 24 7 19 & 0. 55 0. 692

鲜精活力/ %
Sperm mot il ity, Fresh

66. 93 & 1. 02 67. 57& 3. 04 0. 815

冻精活力/ %
Sperm mot ility, Frozen

42. 16 & 0. 68 41. 86& 1. 65 0. 863

注:  * !表示差异显著 P < 0 05 Note:  * ! signif icant at 0 05 levels, respectively
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表 4 外显子 8不同基因型对种公牛精液品质性状的影响

Table 4. Relationships between genotypes and performances of exon 8

性状
Traits

基因型 Genetype

CC CD DD
Sig

冻精顶体完整率/ %
Acrosome integrity, Frozen

87. 46 & 0. 97 86. 27 & 1. 08 87. 85& 1. 35 0. 588

鲜精顶体完整率/ %
Acrosome integrity, Fresh

91. 89 & 1. 19 92. 19 & 0. 83 90. 87& 1. 37 0. 742

冻精畸形率/ %
Percentage of deformity, Frozen

30. 65 & 2. 51 30. 39 & 2. 23 33. 41& 2. 65 0. 706

鲜精畸形率/ %
Percentage of deformity, Fresh

23. 81 & 1. 91 23. 47 & 1. 59 25 56 & 2. 71 0. 778

冻精活精子比率/ %
Percentage of living, Frozen

68. 29 & 2. 05 70. 82 & 1. 36 69. 13& 2. 91 0. 626

鲜精活精子比率/ %
Percentage of living, Frozen

84. 50 & 1. 69 83. 75 & 1. 56 84. 94& 2. 37 0. 902

射精量/ mL
Ejaculat ion volume

6 82& 0. 77 6 76 & 0. 46 6 90 & 1 13 0. 993

精子密度/ ( ∋ 108(mL- 1)
Sperm concentrat ion

7 29& 0. 42 6 59 & 0. 29 7. 09 & 0. 39 0. 362

鲜精活力/ %
Sperm mot il ity, Fresh

66. 67 & 1. 40 68. 03 & 1. 92 66. 00& 1. 59 0. 712

冻精活力/ %
Sperm mot ility, Frozen

41. 28 & 0. 95 45. 00 & 0. 66 40. 50& 1. 38 0. 004* *

注:  * * !表示差异显著 P < 0 01 Note:  * * ! signifi cant at 0 01 levels, respectively

3 讨 论

随着肉牛冷冻精液技术的推广与普及, 对种

公牛的质量要求越来越高,种公牛的选择也越严

格,种公牛对改良和提高整个牛群的重要性显得

更为突出。

本试验在同一种公牛群体中研究 PRLR基因

外显子及 5 UTR 的单核苷酸多态性位点与一些

精液品质性状的关系, 并对发现突变的外显子单

核苷酸多态性位点与部分精液品质性状的关系进

行相关分析。其中外显子 1的 2个等位基因只检

测到了 2种基因型, 群体中没有检测到 BB 型纯

合子个体,这可能与群体数量有关。统计结果表

明,外显子 1处的突变 AB基因型在鲜精顶体完

整率这一项指标上显著低于 AA 基因型 ( P =

0 012) ,可见等位基因 B 对这一性状存在较严重

的负面影响,可以作为淘汰生产性能不良个体的

一项参考。外显子 8的2个等位基因 3种基因型

同样存在较好的遗传多态性, 并在冻精活力这一

精液品质性状上, 3种基因型存在明显差异。其

中CC型与 DD型这两种纯合型差异并不明显,而

CD杂合型个体的冻精活力要显著高于纯合型个

体( P= 0 004) ,表明基因杂合能够有效地提高这

一性状的杂种优势, 可以通过群内杂交扩大杂种

个体规模来提高该性状的个体生产力。

PRLR基因转录至少受 2种不同机制的影响,

一种是直接作用, 另一种是依赖于持续的蛋白质

合成过程。对于后者, 本试验所检测到的突变虽

然并未引起编码氨基酸的改变, 但合成后的蛋白

质存在受体结合位点发生相应变化的可能性, 会

影响到结合过程, 改变对繁殖性能影响的相关生

物学作用。PRLR基因在雄性哺乳动物的睾丸、前

列腺多种组织中表达, 暗示着其在公牛精液生成

过程中可能会产生相关作用, 进而影响鲜精顶体

完整率以及冻精活力这两项指标。但育种工作要

权衡利弊, 需要进一步收集和分析数据来确证这

个基因不存在负面基因效应影响, 而且需要增加

每一个品系中的动物个体和记录数目来证实这种

效应。
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组成以及端粒酶活性有助于了解寄生虫基因表达

和变异、细胞周期调节和基因重组等机制。同时,

分离和鉴定寄生虫端粒酶相关蛋白、寻找或设计

针对该蛋白的药物或疫苗为寄生虫病的预防和治

疗开辟了新思路。

在对一种生物进行端粒研究时,必须确定其

端粒的 DNA重复序列。人们通过与已知的端粒

序列杂交,已经搞清大量的端粒序列。确定端粒

位点的经典方法是检测其对外切核酸酶 BAL31

的敏感性, 该酶可以从外向内消化降解染色体末

端的 DNA, 用外切核酸酶 BAL31 处理染色体

DNA,切除的第一部分就是端粒序列。本试验根

据前期克隆获得的 E. tenella 端粒 DNA 重复序列

设计的寡聚核苷酸探针( TTTAGGG) 4与 E . tenella

基因组DNA杂交产生了明显的杂交条带, 从而确

定 5 TTTAGGG 3 是 E . tenella 端粒重复序列, 并

且 E . tenella 基因组 DNA 序列对核酸外切酶

BAL31敏感,随着该酶对基因组 DNA消化时间的

延长,杂交信号逐渐减弱直至消失,证明此串联重

复序列位于 E . tenella 染色体末端。本试验确定

了 E . tenella 端粒 DNA重复序列, 为进行 E . tenel

la 不同发育阶段虫体端粒酶活性检测奠定了基

础,也为将来针对端粒结合蛋白设计新型药物用

以预防和治疗球虫病开辟了新的途径。
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