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务川黑牛犛犜犃犜３基因启动子区犛犖犘狊与

生长相关性状的关联分析
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贵州省动物遗传育种与繁殖重点实验室，贵阳５５００２５；２．贵州省畜牧技术推广站，贵阳５５０００１）

摘　要：为筛选犛犜犃犜３基因启动子区ＳＮＰｓ及研究其对启动子功能元件和体尺性状的影响。选择品种差异较大

的贵州荷斯坦奶牛和务川黑牛构建不同ＤＮＡ池，直接测序筛选ＳＮＰ位点，ＰＣＲＲＦＬＰ进行验证和基因分型，并利

用１１４头务川黑牛个体分析ＳＮＰｓ位点与８个体尺性状的相关性。结果表明：犛犜犃犜３基因５′调控区存在７个新

ＳＮＰｓ位点，分别为：Ｇ４４９Ａ、Ｃ３４１Ａ、Ａ３２２Ｇ、Ｃ２４６Ａ、Ｇ２４０Ａ、Ｃ２２５Ｔ、Ａ１０３Ｔ，提交ＳＮＰ数据库得到登录号。

生物信息学软件预测得到犛犜犃犜３基因核心启动子区和ＣｐＧ岛，ＳＮＰ位点导致附近大量转录因子结合位点消失和

新位点产生。多态性位点对转录因子结合位点有显著影响，但并不改变ＣｐＧ岛大小。关联性分析结果表明，

Ａ３２２Ｇ对务川黑牛体重有极显著影响（犘＜０．０１），Ａ等位基因为有利等位基因。与 ＡＡ或ＧＧ纯合基因型相比，

ＡＧ基因型个体有更出色的体重性状。Ａ３２２Ｇ可能作为影响肉牛生长性状的重要功能性ＳＮＰ，犛犜犃犜３基因可能

作为肉牛选种选育的候选基因，研究结果为进一步确定犛犜犃犜３基因功能奠定试验基础。
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　　信号转导子和转录激活子（Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ

ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）是信号通路调

控蛋白和胞质中潜在的转录因子，含有ＳＨ２结构域、

酪氨酸磷酸化位点和ＤＮＡ结合和反式激活域
［１］。参

与生长因子信号通路的主要有ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３、

ＳＴＡＴ５Ａ和ＳＴＡＴ５Ｂ
［２］。ＳＴＡＴ１与ＳＴＡＴ３形成

异源二聚体或单独形成同源二聚体结合到目的基因

启动子进而调节其表达水平［３］。ＳＴＡＴ３蛋白既是

一种胞质信号因子，又是胞核转录因子，参与细胞存

活、增殖、转化和迁移等过程［４５］。犛犜犃犜３基因位于

相邻犛犜犃犜５Ａ 和犛犜犃犜５Ｂ基因４０ｋｂ间隔区间

内［６］，并靠近１个位于犛犜犃犜５Ｂ基因第１１内含子

高度多态的微卫星座位，该区域可能存在影响动物

健康的ＱＴＬ
［７］。犛犜犃犜３基因表达水平在多个阶段

被精确调控，包括配体与受体结合阶段［８］、蛋白酪氨

酸磷酸酶去磷酸化作用［９］、ＳＯＣＳ蛋白家族竞争作

用［１０］以及激活的ＳＴＡＴ蛋白抑制子（Ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｂ

ｉｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＳＴＡＴｓ，ＰＩＡＳ）的封堵作用
［１１］。

犛犜犃犜３基因可被瘦素激活，在白介素６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕ

ｋｉｎ６，ＩＬ６）信号通路中作为急性期反应因子调控

免疫响应［１２］。人犛犜犃犜３基因突变与高ＩｇＥ综合

征［１３１４］、哮喘［１５］、炎症反应、急慢性髓性白血病药物

抗性［１６１７］等有显著关联。

ＳＴＡＴ３蛋白可作为转录因子参与ＧＨ等信号

通路，但目前极少有报道其与肉牛生长性状的关联。

基因启动子变异通过改变ＲＮＡ聚合酶和转录因子

与调控序列的结合影响基因表达水平。本试验选择

务川黑牛和贵州荷斯坦奶牛２种生长性能差异明显

的品种构建 ＤＮＡ 池，直接测序后 ＢＬＡＳＴ 分析

犛犜犃犜３基因多态性，将多态位点信息提交至ＳＮＰ

数据库。生物信息学软件预测序列核心启动子区和

ＣｐＧ岛，并分析ＳＮＰｓ对转录因子结合位点等的影

响。利用ＰＣＲＲＦＬＰ进行基因分型，并分析Ａ３２２Ｇ

多态性位点与８个体尺性状间的关联性。

１　材料与方法

１．１　试验材料

５４份贵州荷斯坦奶牛血样采自贵州贵阳三联

乳业公司第二奶牛场，１１４头务川黑牛来自于贵州

务川仡佬苗族自治县仡佬牧业公司种牛场，全部为

母畜。按照体尺测量标准，由同一人在试验群体大约

１２月龄时收集务川黑牛体尺性状，每个性状测３次，

测定性状包括：体高、体斜长、胸围、管围、胸宽、胸深、

腰高、体重。利用试剂盒（生工生物）提取基因组

ＤＮＡ，用１．５％的琼脂糖凝胶电泳检测提取效果，４℃

保存备用。５４个贵州荷斯坦奶牛ＤＮＡ和５４个务

川黑牛ＤＮＡ调整相同浓度至１００ｎｇ·μＬ
－１，各取

５μＬ混合构建２个ＤＮＡ池以筛选犛犜犃犜３基因５′

调控区ＳＮＰｓ。利用１１４头务川黑牛资料进行基因

分型和关联性分析。

１．２　引物设计和犇犖犃扩增

参考牛犛犜犃犜３基因ＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录

号：ＡＣ＿０００１７６．１），利用ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ设计１对特

异性引物，上游引物（５′→３′）为：ＧＧＡＡＣＧＡＡＧＧＧＣ

ＡＧＧＧＴＴＡＡＡ；下游引物（５′→３′）为：ＧＣＴＧＧＧＧＴ

ＧＣＴＣＧＴＣＡＧＧＧＡＴ，退火温度为６３．２℃。ＰＣＲ扩

增得到犛犜犃犜３基因５′调控区及第１外显子部分序

列总长７９１ｂｐ。构建ＤＮＡ池进行ＰＣＲ反应，ＰＣＲ

反应体系为２５μＬ：２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂

１２．５μＬ，上、下游引物（浓度为１０ｐｍｏｌ·μＬ
－１）各

１．５μＬ，基因组ＤＮＡ２．５μＬ，三蒸水７μＬ。采用

ＢｉｏＲａｄ公司ＰＣＲ扩增仪进行ＤＮＡ扩增，ＰＣＲ扩
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增条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，６０．６℃

退火４５ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０

ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，凝胶成像

系统观察电泳结果。ＰＣＲ产物送诺赛基因组研究中

心有限公司进行双向测序，３次独立测序。用ＤＮＡｓ

ｔａｒ对测序结果进行校正，ＢＬＡＳＴ分析确定ＳＮＰｓ。

１．３　生物信息学分析

生物信息学软件根据数学模型或不同算法预测

结果，不同软件可能因计算方法和阈值设定的差异得

到不同的预测结果，利用多种软件比较分析可最大限

度提高预测准确性，充分发挥其参考价值。将突变前

后序列递交在线软件，得到预测结果后进行分析。

启动子预测：ＰｒｏｍｏｔｅｒＳＣＡＮ：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｂｉ

ｍａｓ．ｃｉｔ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｍｏｌｂｉｏ／ｐｒｏｓｃａｎ／；ＮｅｕｒａｌＮｅｔｗｏｒｋ

ＰｒｏｍｏｔｅｒＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｒｕｉｔｆｌｙ．ｏｒｇ／ｓｅｑ＿

ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｍｏｔｅｒ．ｈｔｍｌ；Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｐｒｏｍｏｔｅｒ／；转录因子结合位点

预测：Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｆｔｉ．ｏｒｇ／；ＴＥＳＳ：ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｉｌ．ｕｐｅｎｎ．ｅｄｕ／ｃｇｉｂｉｎ／ｔｅｓｓ／ｔｅｓｓ；ＴＦ

ＳＥＡＲＣＨ：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｒｃ．ｊｐ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｄｂ／ＴＦ

ＳＥＡＲＣＨ．ｈｔｍｌ；Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ：ｈｔｔｐ：／／ｌｉｎｕｘ１．ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．

ｃｏｍ／ｂｅｒｒｙ．ｐｈｔｍｌ；ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ：ｈｔｔｐ：／／ｚｅｕｓ２．ｉｔｂ．

ｃｎｒ．ｉｔ／～ｗｅｂｇｅｎｅ／ｇｅｎｅｂｕｉｌｄｅｒ．ｈｔｍｌ．ＣｐＧ 岛预 测；

Ｂｉｏｓｏｆｔ：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｓｏｆｔ．ｎｅｔ／ｓｍｓ／ｃｐｇ＿ｉｓｌａｎｄ．

ｈｔｍｌ； ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ： ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／

ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｉｎｄｅｘ１．ｈｔｍｌ；Ｗｅｂｇｅｎｅ：ｈｔｔｐ：／／ｚｅｕｓ２．

ｉｔｂ．ｃｎｒ．ｉｔ／ｃｇｉｂｉｎ／ｗｗｗｃｐｇ．ｐｌ；ＣｐＧＩｓｌａｎｄＳｅａｒｃｈｅｒ：

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｓｃｎｏｒｒｉｓ．ｃｏｍ／ｃｐｇｉｓｌａｎｄｓ２／ｃｐｇ．ａｓｐｘ。

１．４　基因分型和关联性分析

采用ＰＣＲＲＦＬＰ方法对ＳＮＰｓ位点所有个体

进行基因型检测。反应体系为：ＰＣＲ产物５μＬ，内

切酶犛犪狌９６Ⅰ０．５μＬ（１０Ｕ·μＬ
－１），１０×ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３．５μＬ。３７ ℃水浴１２ｈ。

２．５％琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物。利用ＳＰＳＳ

软件计算等位基因频率、基因型频率，进行χ
２ 检验，

分析该位点是否偏离 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。

最小二乘法进行标记与性状间关联性分析。

２　结　果

２．１　犇犖犃池的犘犆犚产物测序

设计特异性引物分别扩增出务川黑牛和荷斯坦

奶牛犛犜犃犜３基因目的序列共７９１ｂｐ（图１）。扩增

产物经胶回收纯化后进行双向测序，ＢＬＡＳＴ分析

共发现７个ＳＮＰｓ，以犛犜犃犜３基因第１外显子第１

位为＋１位，ＳＮＰｓ位点分别为：Ｇ４４９Ａ、Ｃ３４１Ａ、

Ａ３２２Ｇ、Ｃ２４６Ａ、Ｇ２４０Ａ、Ｃ２２５Ｔ、Ａ１０３Ｔ（图２），

与ＮＣＢＩ中ＳＮＰ数据库比较发现均为新的突变位

点，将ＳＮＰ信息递交到数据库，得到登录号分别为：

ｓｓ５５０８９８４６７、ｓｓ５３８９９４４９９、ｓｓ５３８９９４５０１、ｓｓ５３８９９４５０５、

ｓｓ５３８９９４５０７、ｓｓ５３８９９４５０９、ｓｓ５３８９９４５１１。对于２个生

长性能差异明显的牛种，务川黑牛生长性能优于荷斯

坦奶牛，两者在这几个ＳＮＰｓ位点上表现出不同多

态性特征，本研究发现的ＳＮＰｓ可能在不同牛种中

普遍存在。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ２０００；１．务川黑牛ＤＮＡ
池ＰＣＲ产物；２．贵州荷斯坦奶牛ＤＮＡ池ＰＣＲ产物

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＷｕｃｈｕａｎＢｌａｃｋ

ｃａｔｔｌｅＤＮＡｐｏｏｌｉｎｇ；２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＧｕｉｚｈｏｕＨｏｌ

ｓｔｅｉｎｃｏｗＤＮＡｐｏｏｌｉｎｇ
图１　务川黑牛和贵州荷斯坦奶牛犛犜犃犜３基因犇犖犃池

结果

犉犻犵．１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犇犖犃狆狅狅犾犻狀犵狅犳犛犜犃犜３犻狀狋狑狅犫狉犲犲犱狊

２．２　犛犜犃犜３基因启动子预测

利用３种不同软件进行启动子预测，除Ｐｒｏ

ｍｏｔｅｒ２．０外，其余软件均预测得到核心启动子区，

结果见表 １。并有 ＴＡＴＡｂｏｘ、ＧＣｂｏｘ、ＧＡＧＡ

ｂｏｘ、ＣＣＡＣＴ序列等启动子重要元件。ＮｅｕｒａｌＮｅｔ

ｗｏｒｋＰｒｏｍｏｔｅｒＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ软件在－１３２ｂｐ处发现

１个可能的核心启动子区域，而ＰｒｏｍｏｔｅｒＳＣＡＮ软

件预测在－６３７～－３８７ｂｐ和－３２９～－７９ｂｐ存在

２个核心启动子区域。大部分ＳＮＰｓ位于核心启动

子区域，其突变可能在调控犛犜犃犜３基因表达中发

挥重要作用。

２．３　犛犜犃犜３基因５′调控区转录因子结合位点预测

采用Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ、ＴＥＳＳ、ＴＦＳＥＡＲＣＨ等生物学

软件对犛犜犃犜３基因转录因子结合位点进行预测和

综合分析。结果（表２）表明：递交序列包含Ｓｐ１、

ＡＰ２、ＴＡｇ、ＣＲＥＢ、Ｅ４Ｆ１、ＡＴＦ／ＣＲＥＢ、ＡＤＲ１、ｃ

７０２１
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Ｍｙｂ、ＬＸＲα、ＩＬ６、ＮＦ１等对犛犜犃犜３基因表达起

重要调控作用的转录因子结合位点。将突变后的序

列重新提交，比较发现突变造成大量原本存在的转录

因子结合位点消失，而产生一些新的转录因子结合位

点，且均发生在突变位点附近，ＴＦＳＥＡＲＣＨ软件预测

结果如图３，Ｃ３４１Ａ、Ａ３２２Ｇ、Ｇ２４０Ａ和Ｃ２２５Ｔ均对

附近转录因子结合位点造成影响。本研究发现的

ＳＮＰ导致预测的转录因子结合位点发生巨大改变，可

能对犛犜犃犜３基因表达调控发挥重要作用。

Ｇ．贵州荷斯坦奶牛；Ｗ．务川黑牛

Ｇ．ＧｕｉｚｈｏｕＨｏｌｓｔｅｉｎｃｏｗ；Ｗ．ＷｕｃｈｕａｎＢｌａｃｋｃａｔｔｌｅ
图２　不同牛品种犛犜犃犜３基因犇犖犃池的犘犆犚产物测序和犅犔犃犛犜分析结果

犉犻犵．２　犛犲狇狌犲狀犮犻狀犵犪狀犱犅犔犃犛犜狅犳犛犜犃犜３犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊犻狀狋狑狅犫狉犲犲犱狊

表１　启动子预测结果

犜犪犫犾犲１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狆狉狅犿狅狋犲狉狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

软件Ｓｏｆｔｗａｒｅ 起始位点／ｂｐＳｔａｒｔｓｉｔｅ 终止位点／ｂｐＴｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓｉｔｅ 评分Ｓｃｏｒｅ

ＮｅｕｒａｌＮｅｔｗｏｒｋＰｒｏｍｏｔｅｒＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ －１３２ －８２ ０．９４

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ２．０ － － －

ＰｒｏｍｏｔｅｒＳＣＡＮ
－６３７

－３２９

－３８７

－７９

１．００

０．６４

表２　不同软件预测犛犜犃犜３基因转录因子结合位点结果

犜犪犫犾犲２　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犳犪犮狋狅狉狊犫犻狀犱犻狀犵狊犻狋犲狊狅犳犛犜犃犜３犵犲狀犲

软件Ｓｏｆｔｗａｒｅ

转录因子结合位点总数

ＮｕｍｂｅｒｏｆＴＦＢＳ

评分为１０的转录因子结合位点数

ＮｕｍｂｅｒｏｆＴＦＢＳｗｉｔｈｓｃｏｒｅ１０

突变前ＰｒＭ 突变后ＰｏＭ 突变前ＰｒＭ 突变后ＰｏＭ

Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ ３８７ ４０５ １０ ９

ＴＥＳＳ ３７９ ３８５ ——— ———

ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ ２５５ ２５２ ４ ４

Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ ６２ ６９ ——— ———

ＴＦＳＥＡＲＣＨ ２１８ ２１９ １５ １４

２．４　犛犜犃犜３基因５′调控区犆狆犌岛预测

启动子区ＣｐＧ岛通常处于非甲基化状态，可与

特异性转录因子结合，但异常甲基化的ＣｐＧ岛显著

降低与反式作用因子的结合活性，ＤＮＡ甲基化可直

接干扰特异性转录因子与启动子序列结合进而抑制

基因表达［１８］。本研究利用 Ｗｅｂｇｅｎｅ和ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ

等４种生物信息学软件预测目标序列ＣｐＧ岛（图

４），以ＧＣ含量大于５０％，Ｏｂｓ／Ｅｘｐ比值＞０．６和

ＣｐＧ岛范围大于１００ｂｐ为判定标准，以转录起始位

点为０位，上、下游分别以正、负号标明，各软件在目

的序列中均预测有ＣｐＧ岛存在，几种软件预测结果

基本相近（表３），说明犛犜犃犜３启动子序列中ＣｐＧ

岛可能对其功能发挥具有重要作用，本研究发现的

ＳＮＰｓ处于各软件预测的ＣｐＧ岛区，ＳＮＰｓ导致Ｂｉｏ

ｓｏｆｔ预测原本存在的－６００ｂｐ处ＣｐＧ岛消失，主要

由Ｇ４４９Ａ突变引起，总体来看其他ＳＮＰｓ对核心

启动子范围和起始位点无明显影响，说明ＳＮＰｓ位

点通过影响犛犜犃犜３启动子区甲基化水平而调控基

因表达的可能性较小。

８０２１



　８期 杨永强等：务川黑牛犛犜犃犜３基因启动子区ＳＮＰｓ与生长相关性状的关联分析

图３　犜犉犛犈犃犚犆犎软件转录因子结合位点预测结果

犉犻犵．３　犆犺犪狀犵犲狅犳狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犳犪犮狋狅狉狊犫犻狀犱犻狀犵狊犻狋犲狊犫狔犛犖犘犿狌狋犪狋犻狅狀犳狅狉犜犉犛犈犃犚犆犎

图４　犕犲狋犺犘狉犻犿犲狉软件预测犆狆犌岛结果

犉犻犵．４　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犆狆犌犻狊犾犪狀犱狅犳犛犜犃犜３犵犲狀犲犫狔犕犲狋犺犘狉犻犿犲狉狊狅犳狋狑犪狉犲

表３　不同软件预测犛犜犃犜３基因启动子区犆狆犌岛

犜犪犫犾犲３　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犆狆犌犻狊犾犪狀犱狅犳犛犜犃犜３犵犲狀犲犫狔狏犪狉犻狅狌狊狊狅犳狋狑犪狉犲

软件

Ｓｏｆｔｗａｒｅ

ＣｐＧ岛数

ＮｕｍｂｅｒｏｆＣｐＧｉｓｌａｎｄ

突变前ＰｒＭ 突变后ＰｏＭ

大小／ｂｐ

Ｓｉｚｅ

突变前ＰｒＭ 突变后ＰｏＭ

ＣｐＧ岛范围／ｂｐ

ＲａｎｇｅｏｆＣｐＧｉｓｌａｎｄ

突变前ＰｒＭ 突变后ＰｏＭ

ＧＣ含量％

ＣｏｎｔｅｎｔｏｆＧＣ

突变前ＰｒＭ 突变后ＰｏＭ

ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ ２ ２
１００

１５８

１００

１５８

－６９０～－５９１

－１６１～－４

－６９０～－５９１

－１６１～－４

５０

６６

５０

６６

Ｂｉｏｓｏｆｔ ３ ２

２６５

２０１

２８４

２６５

———

２８４

－７３９～－４７４

－６００～－４０１

－２３３～＋５１

－７３９～－４７４

———

－２３３～＋５１

５５

５８

６４

５５

———

６４

ＣｐＧＩｓｌａｎｄ

Ｓｅａｒｃｈｅｒ
１ １ ７９１ ７９１ －７３９～＋５１ －７３９～＋５１ ５５ ５５

Ｗｅｂｇｅｎｅ １ １
３３９

２８４

３３９

２８４

－７３９～－４０１

－２３３～＋５１

－７３９～－４０１

－２３３～＋５１

５５

６４

５４

６４

２．５　犘犆犚犚犉犔犘结果及关联性分析

本研究发现，Ａ３２２Ｇ突变位点存在于限制性

内切酶犛犪狌９６Ⅰ的识别序列，利用１１４头务川黑牛

个体进行基因分型。３种基因型分别为：ＡＡ 型

（１００、１７６、２０６、３０５ｂｐ），ＡＧ型（１００、１４０、１６５、１７６、

２０６、３０５ｂｐ），ＧＧ型（１００、１４０、１６５、１７６、２０６ｂｐ），见
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图５。挑选务川黑牛不同基因型个体的ＰＣＲ产物

进行直接测序，测序峰图见图５。结果表明，在该群

体中Ａ等位基因为优势等位基因，频率达到０．６２２８，

Ａ３２２Ｇ位点中ＡＡ和ＡＧ基因型频率接近，ＧＧ基

因型频率最低，符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（犘＞

０．０５）（表４），表明务川黑牛Ａ３２２Ｇ位点的基因型

频率没有受到选择、突变或迁移等因素影响。随后

利用基于ＳＮＰ位点分析的最小二乘分析模型进行

Ａ３２２Ｇ与８个体尺性状间关联性分析，结果见表５。

Ａ．Ａ３２２Ｇ位于犛犪狌９６Ⅰ识别序列。Ｂ．ＰＣＲＲＦＬＰ检测结果：ＡＡ型（１００、１７６、２０６、３０５ｂｐ），ＡＧ型（１００、１４０、１６５、１７６、

２０６、３０５ｂｐ），ＧＧ型（１００、１４０、１６５、１７６、２０６ｂｐ）。Ｃ．务川黑牛犛犜犃犜３基因Ａ３２２Ｇ位点不同基因型测序图

Ａ．Ａ３２２Ｇｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｆｏｒ犛犪狌９６Ⅰ．Ｂ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＰＣＲ

ＲＦＬＰ：Ｓｔｒａｎｄｓｗｉｔｈ１００，１７６，２０６，３０５ｂｐｆｏｒＡＡｇｅｎｏｔｙｐｅ，１００，１４０，１６５，１７６，２０６ｂｐｆｏｒＧＧｇｅｎｏｔｙｐｅ，１００，

１４０，１６５，１７６，２０６，３０５ｂｐｆｏｒＡＧｇｅｎｏｔｙｐｅａｐｐｅａｒｅｄａｔｔｈｉｓｌｏｃｕｓ．Ｃ．ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＡ３２２Ｇｓｉｔｅｏｆ犛犜犃犜３

ｇｅｎｅｆｏｒＷｕｃｈｕａｎＢｌａｃｋｃａｔｔｌｅ

图５　犃３２２犌位点犘犆犚犚犉犔犘分析结果

犉犻犵．５　犜犺犲犘犆犚犚犉犔犘犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犃３２２犌犻狀犛犜犃犜３犵犲狀犲

表４　犃３２２犌在务川黑牛群体中等位基因和基因型频率

犜犪犫犾犲４　犃犾犾犲犾犲犪狀犱犵犲狀狅狋狔狆犲犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊犪狋犃３２２犌犾狅犮狌狊狅犳犛犜犃犜３犵犲狀犲犻狀犠狌犮犺狌犪狀犅犾犪犮犽犮犪狋狋犾犲

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

数量

Ｎｕｍｂｅｒ

基因型频率（个体数）

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ａ Ｇ

卡方检验

χ
２（ＨＷＥ）

务川黑牛 ＷｕｃｈｕａｎＢｌａｃｋｃａｔｔｌｅ １１４ ０．４２１１（４８）０．４０３５（４６）０．１７５４（２０） ０．６２２８ ０．３７７２ ２．４９３９

表５　犛犜犃犜３基因中犃３２２犌与务川黑牛体尺性状的关联性分析

犜犪犫犾犲５　犃狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犃３２２犌犛犖犘狑犻狋犺犫狅犱狔犿犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋狋狉犪犻狋狊犪狋犠狌犮犺狌犪狀犅犾犪犮犽犮犪狋狋犾犲犛犜犃犜３犵犲狀犲

ＳＮＰ
基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

性状 Ｔｒａｉｔ

ＷＨ／ｃｍ ＢＬ／ｃｍ ＨＧ／ｃｍ ＣＣ／ｃｍ ＣＷ／ｃｍ ＣＤ／ｃｍ ＨＨ／ｃｍ ＢＷ／ｋｇ

Ａ３２２Ｇ

ＡＡ
１０９．３０±

２．４９

１３５．１７±

７．９９

１５３．２６±

９．８４

１８．１９±

１．２１

２９．１０±

６．３８

５４．２４±

２．２５

１０８．０５±

４．３５

２９０．９６±

８．５８ａ

ＡＧ
１１０．２２±

１．４４

１３４．７８±

９．３０

１５７．６４±

１４．１４

１８．０８±

１．４２

３１．３６±

６．７５

５４．５０±

２．８４

１０９．６２±

３．６９

３０４．００±

８．１１ｂ

ＧＧ
１０７．９９±

２．６９

１３４．５５±

８．８９

１５２．１７±

６．２２

１８．００±

０．８５

２８．５７±

５．５６

５４．８２±

２．１４

１０９．１５±

２．８７

２８２．６６±

９．２１ａ

犘值犘ｖａｌｕｅ ０．１５２ ０．９５８ ０．０９３ ０．８２７ ０．１３９ ０．６７２ ０．１４０ ０．００４

表中数值为“平均值±标准差”。同列数值间不同肩标小写字母表示差异极显著（犘＜０．０１）。ＷＨ．体高；ＢＬ．体斜长；ＨＧ．

胸围；ＣＣ．管围；ＣＷ．胸宽；ＣＤ．胸深；ＨＨ．腰高；ＢＷ．体重

Ｄａｔａａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓ“ｍｅａｎｓ±ＳＥＭ”．Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜

０．０１）．ＷＨ．Ｗｉｔｈｅｒｓｈｅｉｇｈｔ；ＢＬ．Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ；ＨＧ．Ｈｅａｒｔｇｉｒｔｈ；ＣＣ．Ｃａｎｎｏｎｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ；ＣＷ．Ｃｈｅｓｔｗｉｄｔｈ；ＣＤ．Ｃｈｅｓｔ

ｄｅｐｔｈ；ＨＨ．Ｈｉｐｈｅｉｇｈｔ；ＢＷ．Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ
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　８期 杨永强等：务川黑牛犛犜犃犜３基因启动子区ＳＮＰｓ与生长相关性状的关联分析

Ａ３２２Ｇ位点对体重的影响达到极显著水平（犘＜

０．０１），对胸围的影响接近显著性水平（犘＝０．０９３），

而对其他体尺性状无显著性影响。ＡＧ杂合型个体

比纯合型（ＡＡ／ＧＧ）个体体重更为出色，Ａ３２２Ｇ对

务川黑牛体尺性状有重要影响。

３　讨　论

ＳＴＡＴ 蛋白家族共有７个成员，分别为ＳＴＡＴ１～

ＳＴＡＴ４、ＳＴＡＴ５Ａ、ＳＴＡＴ５Ｂ、ＳＴＡＴ６
［１９］。在ＧＨ信

号通路中，ＧＨ 首先诱导细胞膜受体 ＧＨＲ二聚体

化，进而导致ＪＡＫ２激酶磷酸化而激活。激活的

ＪＡＫ２使自身及ＧＨＲ的酪氨酸残基磷酸化，活化的

ＪＡＫ２和ＧＨＲ构成复合物吸引ＳＴＡＴ蛋白等下游

蛋白与其高亲和力位点结合，激活的ＳＴＡＴ蛋白形

成同源或异源二聚体进入核内作为转录因子诱导相

关基因表达［２０］。ＳＴＡＴ３蛋白作为信号因子在造血

作用和介导免疫响应方面都发挥重要作用，作为转

录因子又通过调控目的基因表达参与分化、扩增、血

管生成、新陈代谢和细胞凋亡等过程［２１２２］。ＳＴＡＴ１

激活后可与ＳＴＡＴ３蛋白构成异源二聚体复合物进

入核内作为转录因子调控基因表达，Ｈ．Ｋｈａｔｉｂ

等［２３］通过牛体外受精试验证实犛犜犃犜１和犛犜犃犜３

基因ＳＮＰ位点与牛受精率和胚胎存活率显著相关，

犛犜犃犜１和犛犜犃犜３优势基因型的交互作用更能提

高受精率和胚胎存活率。

目前ＮＣＢＩ中ＳＮＰ数据库犛犜犃犜３基因５′调

控区仅有ｒｓ１３６２１６８７５ 一条信息。极少有报道

犛犜犃犜３基因与牛生长等性状关联。本试验在牛

犛犜犃犜３基因５′调控区鉴定得到７个新ＳＮＰｓ，务川

黑牛作为贵州地方优良品种，因其良好的生长和肉

质性能深受养殖户喜爱，其生长性能优于荷斯坦奶

牛，本研究发现的ＳＮＰｓ可能在不同牛种普遍存在。

不同软件预测核心启动子区域有差异，利用多种软

件综合分析可最大限度提高预测准确性，本研究所

发现ＳＮＰｓ处于核心启动子区域，其突变可能在调

控犛犜犃犜３基因表达中发挥重要作用。７个ＳＮＰｓ

突变均导致不同转录因子结合位点消失和产生新结

合位点，其中 Ａ３２２Ｇ等对其附近的转录因子结合

位点影响最大，说明突变位点可直接影响特异转录

因子与调控序列的结合。ＤＮＡ甲基化可显著降低

靶基因表达水平，４种生物信息学软件均预测

犛犜犃犜３基因启动子区域具有范围较接近的 ＣｐＧ

岛，说明ＤＮＡ甲基化水平对犛犜犃犜３基因表达调控

有重要作用，本研究发现的ＳＮＰｓ处于各软件预测

的ＣｐＧ岛区，但对核心启动子范围和起始位点无明

显影响，说明ＳＮＰ不在甲基化水平上影响犛犜犃犜３

基因表达水平。

本研究发现，Ａ３２２Ｇ 突变位点位于内切酶

犛犪狌９６Ⅰ的识别序列，利用ＰＣＲＲＦＬＰ对其进行基

因分型，发现Ａ为优势等位基因，ＧＧ基因型频率最

低。关联性分析结果表明，Ａ３２２Ｇ与体重有极显

著关联，而与胸围关联性接近显著水平，但与其他性

状未达到显著关联水平，可能是因为样本数太少，需

要增大样本数，提高生长相关性状测量的准确性后

进行更深入研究。与 ＡＡ／ＧＧ纯合型相比，ＡＧ杂

合型个体的体重更为出色，这一结论对肉牛选种选

育具有重要意义。Ａ３２２Ｇ突变可能是重要的功能

突变位点，对犛犜犃犜３基因ＳＮＰｓ研究结果为进一

步分析犛犜犃犜３启动子功能和阐明ＳＴＡＴ３蛋白对

肉牛生长所起作用奠定基础。

４　结　论

本研究预测到犛犜犃犜３核心启动子区域，并在

５′调控区筛选到多态性位点，其对犛犜犃犜３转录因

子结合位点有显著影响，但不影响ＣｐＧ岛范围。Ａ

３２２Ｇ位点与体重有极显著关联，而对其他生长相关

性状影响不显著。ＡＧ为优势基因型，具有杂合子

基因型的个体体重性状最为优越。Ａ３２２Ｇ可能是

重要的功能ＳＮＰ位点，而ＡＧ杂合基因型可能作为

肉牛标记辅助选择的靶点，犛犜犃犜３基因有望成为

肉牛生长相关的候选基因，这一结论对肉牛选种选

育具有重要意义。
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